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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft im Allgemeinen das Gebiet der Rezeptoren, die zu der TNF/NGF-Re-
zeptoren-Superfamilie gehéren, und die Kontrolle ihrer biologischen Funktionen. Die TNF/NGF-Rezepto-
ren-Superfamilie umfasst Rezeptoren wie z. B. den p55- und den p75-Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNF-Rs,
die hierin nachstehend als p55-R und p75-R bezeichnet werden) und den FAS-Liganden-Rezeptor (auch als
FAS/APO1 oder als FAS-R bezeichnet, und hierin nachstehend als FAS-R bezeichnet) und andere. Die vorlie-
gende Erfindung betrifft insbesondere ein Protein, das hierin als RAP-2 (fir RIP-assoziiertes Protein-2) be-
zeichnet wird, und seine Isoformen, Fragmente und Derivate.

[0002] RAP-2 bindet an RIP (,receptor interacting protein" — ,mit dem Rezeptor in Wechselwirkung tretendes
Protein") und ist in der Lage, die Funktion von RIP zu modulieren oder zu vermitteln, und ist dadurch auch in
der Lage, die Funktion anderer Proteine, die an RIP direkt oder indirekt binden, direkt oder indirekt zu modu-
lieren oder zu vermitteln. An RAP-2 bindende Proteine sind Modulatoren oder Vermittler der Funktion von
RAP-2.

Fachgebiet

[0003] Der Tumornekrosefaktor (TNF-a) und Lymphotoxin (TNF-B) (TNF bezieht sich hierin nachstehend so-
wohl auf TNF-a als auch auf TNF-B) sind multifunktionelle vorentziindliche Cytokine, die vorwiegend durch mo-
nonucledre Phagocyten gebildet werden, und die viele Wirkungen auf Zellen haben (Wallach, D. (1986), in:
Interferon 7 (lon Gresser, Hrsg.), S. 83-122, Academic Press, London; und Beutler und Cerami (1987). Sowohl
TNF-a als TNF-B initiieren ihre Wirkungen durch die Bindung an spezifische Zelloberflachenrezeptoren. Einige
der Wirkungen sind wahrscheinlich vorteilhaft fur den Organismus: sie kdbnnen zum Beispiel Tumorzellen oder
mit Viren infizierte Zellen zerstéren und die antibakteriellen Aktivitdten der Granulocyten steigern. Auf diese
Weise tragt der TNF zur Abwehr des Organismus gegen Tumoren und gegen infektidése Erreger mit bei und
wirkt bei der Genesung von einer Verletzung mit. Daher kann der TNF als ein Anti-Tumor-Mittel verwendet wer-
den, bei dessen Anwendung er an seine Rezeptoren auf der Oberflaiche von Tumorzellen bindet und dadurch
die Ereignisse initiiert, die zum Tod der Tumorzellen fuhren. Der TNF kann auch als ein anti-infektiéses Mittel
verwendet werden.

[0004] Sowohl TNF-a als auch TNF-B haben jedoch auch schadliche Wirkung. Es gibt Hinweise, dass die
Uberproduktion von TNF-a eine wichtige pathogene Rolle bei einigen Erkrankungen spielt. Zum Beispiel ist
bekannt, dass die Wirkungen des TNF-a, hauptsachlich auf die GefaRversorgung, eine Hauptursache fir die
Symptome des septischen Schocks sind (Tracey et al., 1986). Bei einigen Krankheiten kann der TNF einen
UbermaRigen Gewichtsverlust (Kachexie) durch die Unterdriickung der Aktivitaten der Adipocyten (Fettzellen)
und durch die Verursachung einer Anorexie (Appetitlosigkeit) verursachen, und deshalb wurde der TNF-a auch
Cachetin genannt. Er wurde auch als ein Vermittler der Schadigung von Geweben bei rheumatischen Erkran-
kungen beschrieben (Beutler und Cerami, 1987), sowie als ein Hauptvermittler der Schadigung, die bei Trans-
plantat-AbstoRungsreaktionen beobachtet wird (Piquet et al., 1987). Dartber hinaus ist der TNF dafiir bekannt,
dass er an Entziindungsvorgangen und an vielen anderen Krankheiten beteiligt ist.

[0005] Zwei unterschiedliche, voneinander unabhangig exprimierte Rezeptoren, der p55-TNF-R und der
p75-TNF-R, die sowohl TNF-a als auch TNF-§ spezifisch binden, initiieren und/oder vermitteln die vorstehend
erwahnten biologischen Wirkungen des TNF. Diese beiden Rezeptoren besitzen strukturell unahnliche intra-
zellulare Domanen, was vermuten lasst, dass sie eine unterschiedliche Signallibertragungsaktivitat besitzen
(vergleiche mit Hohmann et al., 1989; Engelmann et al., 1990; Brockhaus et al., 1990; Leotscher et al., 1990;
Schall et al., 1990; Nophar et al., 1990; Smith et al., 1990 und Heller et al., 1990). Die zelluldren Mechanismen,
wie zum Beispiel die verschiedenen Proteine und mdéglicherweise andere Faktoren, die an der intrazellularen
SignallUbertragung des p55- und des p75-TNF-R beteiligt sind, missen jedoch noch aufgeklart werden. Es ist
diese intrazellulare Signalilibertragung, die in der Regel nach der Bindung des Liganden, d. h. des TNF (a oder
B), an den Rezeptor stattfindet, die fir den Beginn der Kaskade an Reaktionen verantwortlich ist, die schlieflich
zu der beobachteten Antwortreaktion der Zelle auf den TNF fihrt.

[0006] Was die vorstehend erwdhnten zellenzerstérenden Wirkungen des TNF betrifft, wird diese Wirkung in
den meisten bisher untersuchten Zellen hauptsachlich durch den p55-TNF-R ausgeldst. Antikdrper gegen die
extrazelluldre Domane (Liganden-Bindedoméane) des p55-TNF-R kdnnen selbst (ebenfalls) die zellenzersto-
rende Wirkung ausldsen (vergleiche mit EP 412486), die mit der Wirksamkeit der Kreuzvernetzung des Rezep-
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tors durch die Antikdrper korreliert, und von der man annimmt, dass sie den ersten Schritt bei der Erzeugung
des intrazellularen SignalUbertragungsvorgangs darstellt. Des Weiteren haben Mutagenesestudien (Brake-
busch et al., 1992; Tartaglia et al., 1993) gezeigt, dass die biologische Funktion des p55-TNF-R von der Inte-
gritat seiner intrazellularen Domane abhangt. Dementsprechend wurde vorgeschlagen, dass der Beginn der
intrazellularen Signallbertragung, die zu der zellenzerstérenden Wirkung des TNF flihrt, als Folge der Assozi-
ation von zwei oder mehreren intrazellularen Domanen des p55-TNF-R auftritt. Dartber hinaus liegt der TNF
(a oder B) als Homotrimer vor, und daher wurde vorgeschlagen, dass er die intrazellulare Signallibertragung
Uber den p55-TNF-R mittels seiner Fahigkeit an die Rezeptormolekile zu binden und sie zu vernetzen, d. h.
eine Zusammenlagerung der Rezeptoren zu verursachen, induziert.

[0007] Ein weiteres Mitglied der TNF/NGF-Rezeptoren-Superfamilie ist der FAS-Rezeptor (FAS-R), der auch
als FAS-Antigen bezeichnet wird, ein Protein der Zelloberflache, das in verschiedenen Geweben exprimiert
wird, und das zu einer Reihe von Zelloberflachen-Rezeptoren, einschliellich des TNF-R und des NGF-R, eine
Homologie aufweist. Der FAS-R vermittelt den Zelltod in Form der Apoptose (ltoh et al., 1991) und scheint als
ein negativer Selektor fur autoreaktive T-Zellen zu dienen, d. h., wahrend der Reifung der T-Zellen vermittelt
der FAS-R den apoptotischen Tod von T-Zellen, die Autoantigene erkennen. Es wurde auch herausgefunden,
dass Mutationen im FAS-R-Gen (Ipr) eine Stérung der Lymphocyten-Proliferation in Mausen verursachen, die
der menschlichen Autoimmunerkrankung systemischer Lupus erythematosus (SLE) ahnelt (Watanabe-Fuku-
naga et al., 1992). Der Ligand des FAS-R scheint ein mit der Zelloberflache assoziiertes Molekil zu sein, das
unter anderen T-Killerzellen (oder cytotoxische T-Lymphocyten — CTLs) tragen, und wenn solche CTLs mit Zel-
len in Kontakt treten, die den FAS-R tragen, sind sie daher in der Lage, den apoptotischen Zelltod der Zellen
zu induzieren, die den FAS-R tragen. Des Weiteren wurden monoclonale Antikérper hergestellt, die fir den
FAS-R spezifisch sind, wobei diese monoclonalen Antikorper in der Lage sind, den apoptotischen Zelltod von
Zellen zu induzieren, die den FAS-R tragen, einschlieRlich Mauszellen, die mit einer cDNA transformiert wur-
den, welche den menschlichen FAS-R codiert (Itoh et al., 1991).

[0008] Die Anmelder haben eine Reihe von Versuchen unternommen (vergleiche zum Beispiel mit den euro-
paischen Anmeldungen Nrn. EP 186833, EP 308378, EP 398327 und EP 412486), um die schadlichen Wir-
kungen des TNF durch die Hemmung der Bindung des TNF an seine Rezeptoren zu regulieren, und zwar unter
Verwendung von Anti-TNF-Antikdrpern oder durch die Verwendung von |6slichen TNF-Rezeptoren, die mit der
Bindung des TNF an die TNF-Rs, die an der Zelloberflache gebunden sind, kompetitieren. Da die Bindung des
TNF an seine Rezeptoren fur die durch den TNF induzierten zellularen Wirkungen erforderlich ist, wurden
durch die Anmelder weiterhin Versuche unternommen (vergleiche zum Beispiel mit EP 568925), die Wirkung
des TNF durch die Modulierung der Aktivitat der TNF-Rs zu modulieren.

[0009] Kurzgefasst betrifft EP 568925 ein Verfahren zur Modulierung der Signallibertragung und/oder der
Spaltung von TNF-Rs, wobei Peptide oder andere Molekiile entweder mit dem Rezeptor selbst oder mit Effek-
torproteinen, die mit dem Rezeptor wechselwirken, in Wechselwirkung treten, wodurch die normale Funktion
der TNF-Rs moduliert wird. In EP 568925 wird die Konstruktion und die Charakterisierung verschiedener mu-
tierter p55-TNF-Rs beschrieben, die Mutationen in der extrazellularen, der transmembranen und der intrazel-
luldren Domane des p55-TNF-R aufweisen. Auf diese Weise wurden Bereiche innerhalb der vorstehenden Do-
manen des p55-TNF-R identifiziert, die fir die Funktion des Rezeptors essentiell sind, d. h. fiir die Bindung des
Liganden (TNF) und fir die anschlie3ende Signalubertragung, sowie fur die intrazellulare Signaliibertragung,
die schlief3lich zu der beobachteten Wirkung des TNF auf die Zellen fihrt. Des Weiteren wird eine Reihe von
Ansatzen zur Isolierung und Identifizierung von Proteinen, Peptiden oder anderen Faktoren beschrieben, die
in der Lage sind, an die verschiedenen Bereiche in den vorstehend erwadhnten Doméanen des TNF-R zu binden,
wobei diese Proteine, Peptide oder die anderen Faktoren an der Regulation oder der Modulation der Aktivitat
des TNF-R beteiligt sein kénnen. Eine Reihe von Versuchen fir die Isolierung und die Clonierung der DNA-Se-
quenzen, die solche Proteine und Peptide codieren; fir die Konstruktion von Expressionsvektoren zur Herstel-
lung dieser Proteine und Peptide und fir die Herstellung von Antikérpern oder Fragmenten davon, die mit dem
TNF-R oder mit den vorstehend erwahnten Proteinen und Peptiden, die an verschiedene Bereiche des TNF-R
binden, in Wechselwirkung treten, werden ebenfalls in EP 568925 angeflihrt. EP 568925 spezifiziert jedoch
weder die eigentlichen Proteine und Peptide, die an die intrazellularen Doméanen der TNF-Rs (z. B. des
p55-TNF-R) binden, noch beschreibt sie den Hefe-Zwei-Hybrid-Ansatz zur Isolierung und Identifizierung sol-
cher Proteine oder Peptide, die an die intrazellularen Domanen der TNF-Rs binden. Ebenfalls erfolgt in EP
568925 keine Offenbarung von Proteinen oder Peptiden, die in der Lage sind, an die intrazellulare Domane
des FAS-R zu binden.

[0010] Obwohl es bekannt ist, dass die Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptoren und der strukturell verwandte
Rezeptor FAS-R nach der Stimulierung durch die von Leukocyten produzierten Liganden in den Zellen zersto-
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rerische Aktivitdten auslosen, die zu ihrer eigenen Vernichtung fuhren, sind die Mechanismen dieser Auslo-
sung immer noch wenig verstanden. Mutagenesestudien deuten an, dass bei der Signaliibertragung fiir Cyto-
toxizitat durch den FAS-R und den p55-TNF-Rezeptor (p55-R) unterschiedliche Bereiche innerhalb ihrer intra-
zellularen Domanen beteiligt sind (Brakebusch et al., 1992; Tartaglia et al., 1993; Itoh und Nagata, 1993). Diese
Bereiche (,die Todesdomanen") besitzen eine Sequenzahnlichkeit. Die ,Todesdomanen" sowohl des FAS-R
als auch des p55-R tendieren zur Selbstassoziation. Ihre Selbstassoziation férdert offenbar die Rezeptor-Zu-
sammenlagerung, die fir die Initiation der Signallibertragung nétig ist (vergleiche mit Song et al., 1994; Wal-
lach et al., 1994; Boldin et al., 1995), und hohe Expressionsspiegel des Rezeptors kdnnen zur Auslésung einer
vom Liganden unabhangigen Signallubertragung flihren (Boldin et al., 1995).

[0011] Wie andere durch Rezeptoren induzierte Wirkungen, erfolgt die Induktion des Zelltodes durch die
TNF-Rezeptoren und durch den FAS-R Uber eine Reihe von Protein-Protein-Wechselwirkungen, die von der
Liganden-Rezeptor-Bindung bis schlieBlich zu der Aktivierung von enzymatischen Effektor-Funktionen flihren,
wobei diese Fallstudien zur Aufklarung nicht-enzymatischer Protein-Protein-Wechselwirkungen gefuhrt haben,
welche die Signaliibertragung fur den Zelltod initiieren: die Bindung des trimeren TNF oder der FAS-R-Ligan-
den-Molekile an die Rezeptoren, und die daraus resultierenden Wechselwirkungen ihrer intrazellularen Do-
manen (Brakebusch et al., 1992; Tartaglia et al., 1993; ltoh und Nagata, 1993), die durch eine Neigung der
Todesdomanen-Motive zur Selbst-Assoziation verstarkt wird (Boldin et al., 1995a), sowie die induzierte Bin-
dung von zwei cytoplasmatischen Proteinen (die auch aneinander binden kénnen) an die intrazellularen Do-
manen der Rezeptoren — von MORT-1 (oder FADD) an den FAS-R (Boldin et al., 1995b; Chinnaiyan et al.,
1995; Kischkel et al., 1995) und von TRADD an den p55-R (Hsu et al., 1995; Hsu et al., 1996). Drei Proteine,
die an die intrazellulare Domane des FAS-R und des p55-R in der ,Todesdomanen"-Region binden, die an der
Induktion des Zelltods durch die Rezeptoren lber eine Hetero-Assoziation homologer Regionen beteiligt sind,
und die unabhangig davon auch in der Lage sind, den Zelltod auszuldsen, wurden durch das Hefe-Zwei-Hyb-
rid-Durchmusterungsverfahren identifiziert. Eines dieser Proteine ist das Protein MORT-1 (Boldin et al.,
1995b), das auch als FADD bekannt ist (Chinnaiyan et al., 1995), und das spezifisch an den FAS-R bindet. Das
zweite, TRADD (vergleiche auch mit Hsu et al., 1995, 1996), bindet an den p55-R, und das dritte, RIP (verglei-
che auch mit Stanger et al., 1995), bindet sowohl an den FAS-R als auch an den p55-R. Neben ihrer Bindung
an den FAS-R und an den p55-R sind diese Proteine auch in der Lage aneinander zu binden, wodurch ein ge-
genseitiger funktioneller Austausch zwischen dem FAS-R und dem p55-R mdglich ist. Diese Bindungen finden
Uber ein konserviertes Sequenzmotiv statt, das ,Todesdomanen-Modul", das den Rezeptoren und den mit ih-
ren assoziierten Proteinen gemein ist. Des Weiteren gilt, dass, obwohl in dem Hefe-Zwei-Hybrid-Test gezeigt
wurde, dass MORT-1 spontan an den FAS-R bindet, in Sdugerzellen diese Bindung nur nach der Stimulierung
des Rezeptors stattfindet, was vermuten lasst, dass MORT-1 an den initiierenden Ereignissen der FAS-R-Sig-
nallbertragung beteiligt ist. MORT-1 enthalt keinerlei Sequenzmotive, die fir eine enzymatische Aktivitat cha-
rakteristisch sind, und daher scheint an seiner Fahigkeit, den Zelltod ausldsen zu kénnen, keine intrinsische
Aktivitdt von MORT-1 selbst beteiligt zu sein, sondern eher die Aktivierung eines anderen Proteins oder ande-
rer Proteine, die an MORT-1 binden und die weiter stromabwarts in der Signalkaskade wirken. Es wurde ge-
zeigt, dass die zellulare Expression von MORT-1-Mutanten, denen der N-terminale Teil des Molekiils fehlt, die
Induktion der Cytotoxizitat durch FAS/APO1 (FAS-R) oder durch den p55-R blockiert (Hsu et al., 1996; Chin-
naiyan et al., 1996), was zeigt, dass dieser N-terminale Bereich das Signal fir die zellenzerstérende Wirkung
der beiden Rezeptoren durch Protein-Protein-Wechselwirkungen tbertragt.

[0012] Daher scheinen die ,Todesdomanen"-Motive der Rezeptoren p55-R und FAS-R sowie ihre drei asso-
ziierten Proteine MORT-1, RIP und TRADD die Orte der Protein-Protein-Wechselwirkungen zu sein. Die drei
Proteine MORT-1, RIP und TRADD treten mit den intrazelluldren Doméanen des p55-R und des FAS-R durch
die Bindung ihrer Todesdomanen an diejenigen der Rezeptoren in Wechselwirkung, und sowohl fir RIP als
auch fur TRADD gilt, dass ihre Todesdomanen auch mit sich selbst assoziieren kdbnnen (obwohl MORT-1 sich
in dieser Hinsicht unterscheidet, indem seine Todesdomanen nicht mit sich selbst assoziieren kann). Des Wei-
teren binden MORT-1 und TRADD in unterschiedlicher Weise an den FAS-R und an den p55-R, und sie binden
auch aneinander. Darlber hinaus binden sowohl MORT-1 als auch TRADD effektiv an RIP. Dementsprechend
scheint es so zu sein, dass die Wechselwirkung zwischen den drei Proteinen MORT-1, RIP und TRADD einen
wichtigen Bestandteil der gesamten Modulierung der intrazellularen Signallibertragung darstellt, die durch die-
se Proteine vermittelt wird. Eine Beeintrachtigung der Wechselwirkung zwischen diesen drei intrazellularen
Proteinen wird zu einer Modulierung der Wirkungen fiihren, die durch diese Wechselwirkung verursacht wird.
Zum Beispiel kann die Hemmung der Bindung von TRADD an MORT-1 die FAS-R-p55-R-Wechselwirkung mo-
dulieren. Ebenso kann die Hemmung von RIP, neben der vorstehend erwahnten Hemmung der Bindung von
TRADD an MORT-1, ebenfalls die FAS-R-p55-R-Wechselwirkung modulieren.

[0013] Monoclonale Antikorper, die gegen die ,Todesdomanen" des p55-R erzeugt wurden, d. h. spezifisch
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gegen die Bindestellen von TRADD und RIP, kénnen ebenfalls dazu verwendet werden, die Bindung dieser
Proteine zu hemmen oder zu verhindern, und somit eine Modulierung der Wechselwirkung zwischen dem
FAS-R und dem p55-R verursachen.

[0014] Vor Kurzem wurde auch herausgefunden, dass neben den vorstehend erwahnten cytotoxischen Akti-
vitaten und ihrer Modulierung, die durch die verschiedenen Rezeptoren und ihre Bindeproteine, einschlielich
des FAS-R, p55-R, MORT-1, TRADD, RIP, MACH, Mch4 und G1, vermittelt wird, eine Reihe dieser Rezeptoren
und ihrer Bindeproteine auch an der Modulierung der Aktivitat des nuclearen Transkriptionsfaktors NF-kB be-
teiligt sind, der einen Schlisselvermittler des Zelliberlebens oder der Zelllebensfahigkeit darstellt, welcher fir
die Kontrolle der Expression vieler Gene verantwortlich ist, die an Immun- und Entziindungs-Antwortreaktionen
beteiligt sind. Es wurde zum Beispiel herausgefunden, dass TNF-a die Aktivierung von NF-kB tatsachlich sti-
mulieren kann, und daher ist TNF-a in der Lage, zwei Arten von Signalen in Zellen zu induzieren, eines ruft
den Zelltod hervor und das andere schiitzt die Zellen gegen die Induktion des Todes durch eine Induktion der
Genexpression Uber NF-kB (vergleiche mit Beg und Baltimore 1996; Wang et al., 1996; Van Antwerp et al.,
1996). Eine ahnliche duale Wirkung wurde auch fir den FAS-R berichtet (vergleiche mit dem Bezug auf diese
Wirkung, wie er in Van Antwerp et al., 1996, vorstehend, dargelegt wird). Daher scheint es so zu sein, dass ein
empfindliches Gleichgewicht zwischen dem Zelltod und dem Zelliberleben nach der Stimulierung der ver-
schiedenen Zelltypen durch den TNF-a und/oder durch den FAS-R-Liganden besteht, wobei das endguiltige
Ergebnis der Stimulierung davon abhangt, welcher intrazellulare Signalweg in starkerem Male stimuliert wird,
und wobei der eine Weg zum Zelltod (gewdhnlich durch Apoptose) und der andere Weg zum Uberleben der
Zelle Uber die Aktivierung von NF-kB flihrt.

[0015] Dariber hinaus haben die gegenwartigen Erfinder kiirzlich auch einen mdglichen Signalweg aufge-
klart, Gber den die Mitglieder der TNF/NGF-Rezeptorenfamilie NF-«kB aktivieren (vergleiche mit Malinin et al.,
1997 und den verschiedenen relevanten Referenzen, die darin angefihrt sind; und die ebenfalls im Besitz der
Erfinder befindlichen, ebenfalls anhangigen israelischen Patentanmeldungen mit den Nummern IL 117800 und
IL 119133). Kurzgefasst scheint es so zu sein, dass einige Mitglieder der TNF/NGF-Rezeptorenfamilie in der
Lage sind, NF-kB Uber ein gemeinsames Adaptorprotein, TRAF2, aktivieren zu kénnen. Eine neu gefundene
Proteinkinase, die als NIK bezeichnet wird (vergleiche mit Malinin et al., 1997, vorstehend, und mit IL 117800
und IL 119133) ist in der Lage, an TRAF2 zu binden und die Aktivitat von NF-kB zu stimulieren. Tatsachlich
wurde gezeigt (vergleiche mit Malinin et al., vorstehend, und mit den IL-Anmeldungen), dass die Expression in
Zellen von Kinase-defizienten NIK-Mutanten zu Zellen fiihrt, die nicht in der Lage sind, NF-kB auf normalem
endogenem Wege stimulieren zu kdnnen, und auch zu Zellen fihrt, die eine Blockade bei der Induktion der
Aktivitdt von NF-kB durch den TNF aufweisen, oder auch durch den FAS-R, und die eine Blockade bei der In-
duktion von NF-kB durch TRADD, RIP und MORT-1 aufweisen (die Adaptorproteine sind, welche an den p55-R
und/oder den FAS-R binden). Alle Rezeptoren, der p55-R, der p75-R und der FAS-R sowie ihre Adaptorprote-
ine MORT-1, TRADD und RIP binden direkt oder indirekt an TRAF2, das aufgrund seiner Fahigkeit zur Bindung
an NIK offenbar die Induktion von NF-kB moduliert.

[0016] Unter den vorstehenden Modulatorproteinen, die an dem empfindlichen Gleichgewicht zwischen dem
Zelltod und dem Zelltberleben nach einer Stimulierung des FAS-R und/oder des p55-R beteiligt sind, scheint
das Protein RIP eine wichtige Rolle zu spielen. RIP (vergleiche mit Stanger et al., 1995 und auch mit Malinin
et al., 1997) besitzt eine ,Todesdomanen" in seiner C-terminalen Region, die es ihm ermdglicht, die Cytotoxi-
zitat in einer unabhangigen Weise zu induzieren, sowie auch durch eine Assoziation mit den Todesdoméanen
von MORT-1, dem p55-R, dem FAS-R und TRADD. RIP besitzt ebenfalls eine Proteinkinase-Domane in seiner
N-terminalen Region sowie eine intermedidre Doméne, von der man annimmt, dass sie Uberschneidung (Bin-
dung) mit TRAF2 ermdglicht und dadurch seine Beteiligung an der Induktion von NF-kB. Dementsprechend
werden die Einzelheiten, die die Eigenschaften und die Sequenzen (DNA und Aminosaure) von RIP betreffen,
in den vorstehend erwahnten Verdffentlichungen angefiihrt (insbesondere in Stanger et al., 1995), die hierin
durch Bezugnahme vollstandig enthalten sind.

[0017] Der TNF ist ebenfalls eines der Cytokine, die an der Initiation und der Modulierung der antiviralen Ab-
wehr eines Wirtes beteiligt sind. Aufgrund dessen haben sich Viren so entwickelt, dass sie Gene exprimieren,
deren Proteine die Aktivitat der Cytokine regulieren kdnnen, und von diesen Cytokine-regulierenden viralen
Proteinen nimmt man an, dass sie die Persistenz eines Virus innerhalb des tierischen Wirts fordern. Eines der
am besten untersuchten Beispiele eines solchen Proteins ist E3-14.7K aus der Gruppe C der menschlichen
Adenoviren (Ad) der Typen 2 und 5, das als ein starker Antagonist der durch den TNF vermittelten Cytolyse
wirkt.

[0018] Mit dem Ziel, die molekularen Komponenten der TNF-Signallbertragungs-Kaskade zu isolieren, die
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nach einer Virusinfektion zu Angriffszielen fir E3-14.7K werden, wurde vor kurzem ein menschliches
E3-14.7K-Bindeprotein durch Zwei-Hybrid-Durchmusterung isoliert (FIP-2 fiir Fourteen-K Interacting Protein,
Li, Y. et al., 1998). Es wurde herausgefunden, dass FIP-2 selbst nicht toxisch ist, und dass es die schutzende
Wirkung von E3-14.7K auf die Cytotoxizitat umkehrt, die durch eine Uberexpression von TNFR-1 oder durch
RIP induziert wird, ohne dass es an eines dieser beiden vorstehend genannten Proteine bindet. Es wurde he-
rausgefunden, dass FIP-2 eine gewisse Homologie mit RAP-2 aufweist, dem Protein der vorliegenden Erfin-
dung. Der Gesamtgrad an Ahnlichkeit zwischen RAP-2 und FIP-2 ist jedoch relativ gering, wie man bei einem
Vergleich der beiden vollstdndigen Aminosauresequenzen sehen kann (Fig. 3). Die Homologie ist jedoch in
spezifischen Regionen in Richtung der C-Termini der Proteine signifikant und kulminiert fast bis zur Identitat
der C-terminalen 30 Aminosauren. Es ist erwadhnenswert, dass neben der vorstehend erwahnten C-terminalen
Domane, ein mdgliches Leucin-Zipper-Motiv (Leucin-Reiflverschluf3-Motiv) zwischen FIP-2 und RAP-2 weitge-
hend konserviert ist (mit Ausnahme eines lle- zu Ala-Austausches).

[0019] Eine ahnliche, als HYPL bezeichnete Sequenz, die ein Protein codiert, das mit der Huntington-Krank-
heit in Beziehung steht, und die eine relativ weit entfernte homologe Sequenz zu RAP-2 zu sein scheint, wurde
vor kurzem in GenBank unter dem Titel ,Huntingtin interacting protein, HYPL" hinterlegt (Hinterlegungsnum-
mer AF049614). Eine Verdffentlichung, die die Funktion des Proteins beschreibt, wurde jedoch noch nicht ver-
offentlicht.

[0020] Eine kurzlich erschienene Veroéffentlichung von Yamaoka S. et al. (1998) berichtet Gber die Identifizie-
rung eines murinen Homologs von RAP-2. Das murine Homolog NEMO (fir NF-kB Essential Modulator, es-
sentieller Modulator von NF-kB) wurde bei einer Suche nach den Schliisselmolekiilen identifiziert, die die Ak-
tivierung der NF-kB-Signallbertragung regulieren. Es wurde eine flach wachsende zellulare Variante von mit
HTLV-1 Tax-transformierten Ratten-Fibroblasten charakterisiert, die als 5R bezeichnet wurde, und die auf alle
untersuchten NF-kB aktivierenden Reize (LPS, PMA, IL-1, TNF) nicht reagierte, und es wurde ihre genetische
Komplementierung durchgefihrt. Als Ergebnis dieses Verfahrens wurde eine cDNA gewonnen, die das 48 kD
groRe NEMO-Protein codierte. Aufgrund dieser Daten wurde konstatiert, dass dieses Protein den 5R-Zellen
fehlte, es Teil des hochmolekularen IkB-Kinase-Komplexes ist und es fur seine Bildung erforderlich ist. In vitro
kann NEMO Homodimere bilden und direkt mit IKKB in Wechselwirkung treten.

[0021] Die israelische Patentanmeldung Nr. 120485 offenbart ein mit RIP assoziiertes Protein, das als RAP
bezeichnet wird, und das spezifisch an RIP bindet und die Induktion von NF-kB hemmt.

[0022] Die israelische Patentanmeldung Nr. 123758 und diese Anmeldung betreffen ein anderes mit RIP as-
soziiertes Protein, das als RAP-2 bezeichnet wird, und das die gleiche oder eine ahnliche Aktivitat besitzt.

[0023] Gemal der Erfindung wird RAP-2 auch als 303 oder als RAP-303 oder als RAT-303 bezeichnet. Aus
Grunden der Einheitlichkeit wird es hierin als RAP-2 bezeichnet.

Zusammenfassung der Erfindung

[0024] Ein Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung eines neuen Proteins, RAP-2, einschliel3lich aller
seiner Isoformen, Analoga, Fragmente oder Derivate, das in der Lage ist, an das RIP-Protein zu binden (hierin
nachstehend als ,RIP" bezeichnet), und das durch eine DNA-Sequenz codiert wird, die nachstehend beschrie-
ben wird. Da RIP in der Lage ist, direkt oder indirekt mit den intrazellularen Vermittlern von Entziindungen, der
Zell-Cytotoxizitat oder dem Zelltod, wie z. B. dem p55-R und dem FAS-R und ihren assoziierten Adaptor- oder
Modulator-Proteinen, wie z. B. MORT-1, TRADD, MACH, Mch4, G1 und anderen in Wechselwirkung zu treten,
sind die neuen Proteine der vorliegenden Erfindung durch eine Bindung an RIP daher in der Lage, den intra-
zellularen Signalibertragungsvorgang zu beeinflussen, der durch die Bindung des FAS-Liganden an seinen
Rezeptor und des TNF an seinen Rezeptor (p55-R) initiiert wird, und als solche stellen die neuen Proteine der
vorliegenden Erfindung Modulatoren der durch den p55-R und den FAS-R vermittelten Wirkungen auf die Zel-
len dar. RIP ist auch in der Lage, mit TRAF2 in Wechselwirkung zu treten, und dadurch ist es in der Lage, direkt
oder indirekt mit NIK in Wechselwirkung zu treten, und als solches wirkt RIP als ein Modulator von Entziindun-
gen und von Zelluberlebenssignalwegen, an denen eine Induktion von NF-kB beteiligt ist, daher sind die neuen
Proteine der vorliegenden Erfindung Modulatoren einer mit RIP in Beziehung stehenden Entziindungs- und
Zelliberlebensaktivitat. Da der FAS-R, der p55-R und ihre Modulatorproteine MORT-1 und TRADD in der Lage
sind, NF-kB und das Uberleben der Zelle zu induzieren, was entweder direkt oder indirekt durch Bindung an
RIP oder durch Bindung an TRAF2, an das RIP bindet, erfolgt, kénnen die Proteine der vorliegenden Erfindung
ebenfalls auch Vermittler von Zelliiberlebens-Vorgangen sein, und zwar, indem sie Uber gemeinsame oder
Uber mit einander in Beziehung stehende, intrazellulare Signallibertragungswege wirken, in denen die ver-
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schiedenen vorstehend erwahnten Proteine wirken, um das Uberleben der Zelle zu induzieren. Da der p75-R
an TRAF2 bindet, an das wiederum RIP bindet, kdnnen die neuen Proteine der Erfindung auch Modulatoren
der mit RIP in Beziehung stehenden Vermittlung der durch den p75-R vermittelten Aktivitat sein.

[0025] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung von Antikérpern gegen das vorstehend
erwahnte neue RAP-2-Protein sowie seine Isoformen, Analoga, Fragmente und Derivate, die dazu verwendet
werden kdénnen, den Signallibertragungsvorgang zu hemmen oder, noch spezifischer, die Entziindungs-, die
Zell-Cytotoxizitats- oder die Zelliberlebensvorgange, wenn dies gewlinscht wird.

[0026] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung des vorstehenden neuen RAP-2-Proteins
sowie seiner Isoformen, Analoga, Fragmente und Derivate zur Isolierung und Charakterisierung weiterer Pro-
teine oder Faktoren, die an der Regulation der Rezeptoraktivitat beteiligt sein kbnnen, wie z. B. andere Prote-
ine, die an das RAP-2-Protein binden und seine Aktivitat beeinflussen, und/oder zur Isolierung und zur Identi-
fizierung anderer Rezeptoren, die weiter stromaufwarts oder stromabwarts an dem Signallibertragungsvor-
gang oder -vorgangen beteiligt sind, und an die die neuen Proteine, Analoga, Fragmente oder Derivate binden,
und an deren Funktion sie somit ebenfalls beteiligt sind.

[0027] Ein noch weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung von Antikérpern, die in Zellen ein-
gebracht werden kénnen, um an RAP-2 und an mdgliche Isoformen von RAP-2 zu binden oder mit ihm/ihnen
in Wechselwirkung zu treten, wobei die Antikdrper so wirken, dass sie die mit RIP assoziierten cytotoxischen
Vorgange hemmen und somit, wenn gewiinscht, das Uberleben der Zelle steigern, oder die so wirken kénnen,
dass sie die mit RIP assoziierte Aktivitat bei Zelliberlebensvorgangen hemmen und somit, wenn gewunscht,
die Cytotoxizitat steigern.

[0028] Darlber hinaus ist es ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung, das vorstehend erwahnte neue
RAP-2-Protein, seine Isoformen und Analoga, Fragmente und Derivate als Antigene fir die Herstellung poly-
clonaler und/oder monoclonaler Antikérper gegen diese zu verwenden. Die Antikdrper wiederum kénnen zum
Beispiel fur die Reinigung der neuen Proteine aus unterschiedlichen Quellen verwendet werden, wie z. B. aus
Zellextrakten oder aus transformierten Zelllinien.

[0029] Des Weiteren kdnnen diese Antikorper fir diagnostische Zwecke verwendet werden, wie z. B. fiir die
Identifizierung von Erkrankungen, die mit einer abnormalen Funktion der zellularen Effekte in Bezug stehen,
die durch den p55-R, den FAS-R oder durch andere verwandte Rezeptoren vermittelt werden.

[0030] Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Bereitstellung von Arzneimitteln, welche das vorstehen-
de neue RAP-2-Protein, seine Isoformen oder Analoga, Fragmente oder Derivate umfassen, sowie von Arz-
neimitteln, welche die vorstehend erwahnten Antikdrper oder andere Antagonisten enthalten.

[0031] Gemal der vorliegenden Erfindung wurde ein neues Protein, RAP-2, isoliert. RAP-2 ist in der Lage an
RIP zu binden oder mit ihm in Wechselwirkung zu treten und ist somit ein Modulator oder Vermittler der intra-
zellularen Aktivitat von RIP. RIP ist an der Modulierung oder der Vermittlung intrazellularer SignalUibertragungs-
wege beteiligt, wie z. B. der Zell-Cytotoxizitat oder dem mit dem Zelltod assoziierten Signalweg, in dem RIP
eine cytotoxische Aktivitat durch sich selbst und in Verbindung, direkt oder indirekt, mit einer Reihe von ande-
ren, mit dem Zelltod assoziierten Proteinen, besitzt, wie z. B. mit MORT-1, TRADD, MACH, Mch4, G1, dem
p55-R und dem FAS-R, mit denen RIP assoziieren oder an die es binden kann, und zwar in einer direkten oder
einer indirekten Weise mittels des ,, Todesdomanen"-Motivs/Moduls, das in RIP und in allen der vorstehend er-
wahnten Proteine vorhanden ist; ein weiterer Signalweg ist der Entziindungs-, Zelliberlebens- oder Lebensfa-
higkeits-Signalweg, in dem RIP eine aktivierende Rolle spielen kann, und zwar direkt oder indirekt aufgrund
des Vorliegens eines Kinase-Motivs oder -Domane, die in RIP vorhanden ist, sowie der Fahigkeit von RIP, an
TRAF2 binden zu kénnen, welches an NIK binden kann, welches wiederum direkt an der Aktivierung von
NF-kB beteiligt ist, das eine zentrale Rolle bei Entziindungen und dem Uberleben der Zelle spielt. Des Weite-
ren ist der p55-R auch in der Lage, mit TRADD und TRAF2 (iber TRADD) in Wechselwirkung zu treten, und
ist ebenfalls an der Aktivierung von NF-kB und somit an dem Zelliberlebens-Signalweg beteiligt, und daher
kann RIP, dadurch dass es an den FAS-R, an TRADD und an den p55-R (liber TRADD) binden kann oder mit
ihnen in Wechselwirkung treten kann, sowie auch mit TRAF2, ebenfalls an der Modulation von Entziindungen
und der Aktivierung des Uberlebens der Zelle durch diese Proteine beteiligt sein. Dementsprechend ist RIP ein
Modulator oder ein Vermittler dieser Signalwege, und in ahnlicher Weise ist das neue RAP-2 der vorliegenden
Erfindung durch die Bindung an RIP ein Modulator oder Vermittler dieser intrazellulédren Signalwege.

[0032] RAP-2 wurde unter Verwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems isoliert und cloniert, und sequenziert
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und charakterisiert, wie es in Einzelheiten hierin nachstehend beschrieben wird; RAP-2 scheint ein hoch-spe-
zifisches an RIP bindendes Protein zu sein und damit einen spezifischen Modulator oder Vermittler von RIP
darzustellen. RAP-2 bindet nicht an TRADD, MORT-1, den p55-R, den p75-R und MACH. Weiterhin scheint es
so zu sein, dass RAP-2 kein charakteristisches Todesdomanen-Modul oder -Motiv besitzt, dies steht in Uber-
einstimmung mit dem Befund, dass RAP-2 die Cytotoxizitat von sich aus nicht induziert.

[0033] Wie hierin durchgangig verwendet, ist der Begriff ,RIP-Aktivitat" so gemeint, dass er die Aktivitat von
RIP bei der Modulierung oder der Vermittlung in den Entziindungs- und in den Zelltod- oder Zelliiberlebens-Si-
gnalwegen mit einschlief3t. Diese Aktivitdten werden hierin vorstehend und nachstehend sowie in allen vorste-
hend erwahnten Veréffentlichungen und Patentanmeldungen angegeben, deren vollstandige Inhalte hierin
durch Bezugnahme mit eingeschlossen sind. Gleichfalls ist, wie hierin durchgangig verwendet, eine
~RAP-2-Aktivitat" so gemeint, dass sie seine Modulierung und Vermittlung der RIP-Aktivitat aufgrund seiner
spezifischen Bindung an RIP mit einschlielt, wobei diese Modulierung oder Vermittlung von RIP durch RAP-2
die Modulierung oder Vermittlung der Entziindungs-, der Zelltod- und der Zelliberlebens-Signalwege umfasst,
an denen RIP direkt oder indirekt beteiligt ist, und als solches kann RAP-2 als ein indirekter Modulator oder
Vermittler aller der vorstehend erwahnten Proteine angesehen werden, sowie mdglicherweise einer Reihe wei-
terer Proteine, die an Entziindungen, am Zelltod oder am Uberleben der Zelle beteiligt sind, und an die RIP
bindet oder mit denen RIP auf direkte oder auf indirekte Weise in Wechselwirkung tritt.

[0034] Es scheint somit so zu sein, dass RAP-2 ein spezifisches, an RIP bindendes Protein und somit einen
Modulator oder Vermittler der intrazelluldren Aktivitat von RIP darstellt. Ein an RAP-2 bindendes Protein besitzt
aufgrund seiner Fahigkeit an RAP-2 zu binden, einen indirekten Einfluss auf RIP und ist somit ebenfalls ein
Modulator oder Vermittler der intrazellularen Aktivitat von RIP.

[0035] Somit besitzt RAP-2 offensichtlich eine Rolle bei der Modulierung oder der Vermittlung von Entziindun-
gen, Zelliberlebens- und/oder Zelltod-Aktivitdten an denen RIP direkt oder indirekt beteiligt ist, insbesondere
an solchen, die mit der Cytotoxizitat und mit Entziindungen in Beziehung stehen, die durch verschiedene Reize
verursacht oder induziert werden, einschlielich solcher, die tber Rezeptoren der TNF/NGF-Rezeptorenfamilie
und moglicherweise auch andere Ubertragen werden. (Fur ein Schema der Beteiligung von RIP an diesen in-
trazellularen Ereignissen und somit an der Beteiligung von RAP-2 vergleiche mit Fig. 1 in Malinin et al., 1997).

[0036] RAP-2 kann ebenfalls als ein Inhibitor der Zell-Cytotoxizitat und der Entziindung dienen, und zwar auf-
grund seiner Anwesenheit als Teil eines Komplexes mit anderen Proteinen, wie z. B. mit RIP und mit Proteinen,
die an RIP gebunden haben, und als solches kann es die Cytotoxizitat oder die entziindlichen Wirkungen die-
ser anderen Proteine (z. B. dem p55-R, dem FAS-R, MACH, Mch4, G1 und MORT-1) beeinflussen, was letzt-
endlich zu einer Hemmung ihrer cytotoxischen Aktivitat oder ihrer Aktivitat bei Entziindungen fihrt.

[0037] RAP-2 kann jedoch auch als ein Verstarker oder Vermehrer der Zell-Cytotoxizitat und von Entziindun-
gen dienen, und dies kann durch die Verstarkung der Aktivitat anderer Proteine erfolgen, wie z. B. von RIP und
von anderen Proteinen, die an RIP gebunden haben, wie vorstehend erwahnt, und bei der Rekrutierung dieser
Proteine durch RIP helfen, wobei die Rekrutierung dazu dient, die cytotoxische Aktivitat der verschiedenen
Proteine zu erhdéhen oder ihre entziindlichen Wirkungen zu verstarken.

[0038] Ebenso kann RAP-2 auf analoge Weise als ein Inhibitor oder als ein Verstarker des Zelliberlebens-Si-
gnalweges dienen, wie vorstehend erwahnt, und zwar aufgrund der Beteiligung von RIP an diesem Signalweg.

[0039] Dementsprechend stellt die vorliegende Erfindung eine DNA-Sequenz bereit, die ein mit RIP assozi-
iertes Protein codiert (RAP-2), sowie seine Isoformen, Analoga oder Fragmente, das in der Lage ist, an RIP zu
binden und die intrazellulare Aktivitat von RIP zu modulieren oder zu vermitteln, wobei diese intrazellulare Ak-
tivitat eine Modulation oder eine Vermittlung von Entziindungen und/oder des Zelltods und/oder des Zelliiber-
lebens darstellt.

[0040] Insbesondere stellt die vorliegende Erfindung eine DNA-Sequenz bereit, die ein mit RIP assoziiertes
Protein (RAP-2), sowie Isoformen, Analoga oder Fragmente davon codiert, das/die in der Lage ist/sind, an RIP
zu binden und die intrazellulare Aktivitat von RIP zu modulieren oder zu vermitteln, wobei die DNA-Sequenz
ausgewahlt wird aus der Gruppe, bestehend aus:

(a) einer DNA-Sequenz, die ein RAP-2-Protein codiert, wie es in Fig. 3 dargestellt ist;

(b) einer DNA-Sequenz, wie sie in der SEQ ID NO: 1 oder 2 dargestellt ist;

(c) einer DNA-Sequenz, die in der Lage ist, mit einer Sequenz nach (a) oder (b) unter stringenten Bedin-

gungen zu hybridisieren und die ein biologisch aktives RAP-2-Protein codiert;
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(d) einer DNA-Sequenz, die aufgrund des genetischen Codes zu der in (a) oder in (b) definierten DNA-Se-
quenz degeneriert ist und die ein biologisch aktives RAP-2-Protein codiert; und

(e) einer DNA-Sequenz nach (b), die ein RAP-2-Protein, eine Isoform, ein Analog oder ein Fragment co-
diert, das mindestens einen Teil der in Fig. 3 dargestellten Sequenz besitzt.

[0041] Die vorliegende Erfindung stellt RAP-2-Proteine und Analoga, Fragmente oder Derivate davon bereit,
die durch irgendeine der vorstehenden Sequenzen der Erfindung codiert werden, wobei diese Proteine, Ana-
loga, Fragmente und Derivate in der Lage sind, an RIP zu binden und seine biologische Aktivitat in Zelltod-
und/oder Zelliberlebens-Signalwegen intrazellular zu modulieren oder zu vermitteln.

[0042] Durch die vorliegende Erfindung werden ebenfalls replizierbare Expressionsvehikel bereitgestellt, wel-
che die vorstehende DNA umfassen, wobei diese replizierbaren Expressionsvehikel in der Lage sind, in geeig-
neten eukaryontischen oder prokaryontischen Wirtszellen exprimiert zu werden; transformierte eukaryontische
oder prokaryontische Wirtszellen, die solche replizierbaren Expressionsvehikel enthalten, und ein Verfahren
zur Herstellung des RAP-2-Proteins, oder der Analoga, Fragmente oder Derivate der Erfindung durch das
Zichten solcher transformierter Wirtszellen unter Bedingungen, die fir die Expression des Proteins, der Ana-
loga, Fragmente oder Derivate geeignet sind, dem Bewirken posttranslationeller Modifikationen an dem Pro-
tein, sofern diese fir den Erhalt des Proteins notwendig sind, und dem Extrahieren des exprimierten Proteins,
der Analoga, Fragmente oder Derivate aus dem Kulturmedium der transformierten Zellen oder aus Zellextrak-
ten der transformierten Zellen. Es ist beabsichtigt, dass die vorstehenden Definitionen alle Isoformen des
RAP-2-Proteins umfassen.

[0043] In einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung auch Antikérper oder aktive Derivate oder
Fragmente dieser bereit, die mit dem biologisch aktiven RAP-2-Protein, mit Teilen des RAP-2-Proteins und mit
Analoga, Fragmenten und Derivaten davon gemaR der Erfindung reagieren.

[0044] Durch noch einen anderen Aspekt der Erfindung werden verschiedene Verwendungen der vorstehen-

den DNA-Sequenzen oder der Proteine, die sie codieren, gemal der Erfindung bereitgestellt, wobei die Ver-

wendungen unter anderem umfassen:
(i) Modulierung der intrazellularen Entziindungs-, Zelltod- und/oder Zelliberlebens-Signalwege, die durch
das Protein RIP moduliert oder vermittelt werden, umfassend die Behandlung der Zellen mit einem oder mit
mehreren RAP-2-Proteinen, Isoformen, Analoga, Fragmenten oder Derivaten davon, die in der Lage sind,
an RIP zu binden, wobei die Behandlung der Zellen das Einbringen eines oder mehrerer Proteine, Isofor-
men, Analoga, Fragmente oder Derivate davon in die Zellen umfasst, in einer Form, die fur ihre intrazellu-
lare Einbringung geeignet ist, oder das Einbringen einer DNA-Sequenz in die Zellen, die eines oder meh-
rere Proteine, Isoformen, Analoga, Fragmente oder Derivate codiert, in Form eines geeigneten Vektors, der
die Sequenz enthalt, wobei dieser Vektor in der Lage ist, die Insertion der Sequenz in die Zellen in einer
Weise zu bewirken, dass die Sequenz in den Zellen exprimiert wird.
(ii) Modulierung der Entziindungs-, Zelltod- und/oder Zelliiberlebens-Signalwege, die durch Liganden der
TNF-Familie Gber Wirkungen auf die Zellen durch die Aktivitat des RIP-Proteins gemaR (i) vorstehend ver-
mittelt wird, wobei die Behandlung der Zellen das Einbringen des RAP-2-Proteins oder seiner Isoformen,
Analoga, Fragmente oder Derivate in die Zellen umfasst, in einer Form, die fir eine intrazellulare Einbrin-
gung geeignet ist, oder das Einbringen einer DNA-Sequenz in die Zellen, die ein G1-Protein oder Isofor-
men, Analoga, Fragmente oder Derivate davon codiert, in Form eines geeigneten Vektors, der die Sequenz
enthalt, wobei dieser Vektor in der Lage ist, die Insertion der Sequenz in die Zellen in einer Weise zu bewir-
ken, so dass die Sequenz in den Zellen exprimiert wird.
(iii) Verwendung wie in (ii) vorstehend, wobei die Behandlung der Zellen durch Transfektion der Zellen mit
einem rekombinanten Tiervirusvektor erfolgt, umfassend die Schritte:
(a) Konstruktion eines rekombinanten Tiervirusvektors, der eine Sequenz enthalt, die ein Virusoberflachen-
protein (Ligand) codiert, das in der Lage ist, an einen spezifischen Zelloberflachenrezeptor auf der Oberfla-
che einer Zelle zu binden, die den FAS-R oder den p55-R tragt, und einer zweiten Sequenz, die ein Protein
codiert, das ausgewahlt wurde aus dem RAP-2-Protein und seinen Isoformen, Analoga, Fragmenten und
Derivaten, und das, wenn es in den Zellen exprimiert wird, in der Lage ist, die intrazellularen Entziindungs-,
Zelltod- und/oder Zelliberlebens-Signalwege zu modulieren oder zu vermitteln; und
(b) Infektion der Zellen mit einem Vektor nach (a).
(iv) Modulierung der Entziindungs-, Zelltod- und/oder Zelliberlebens-Signalwege, die durch Liganden der
TNF-Familie Uber Wirkungen auf die Zellen durch die Aktivitdt des RIP-Proteins vermittelt wird, umfassend
die Behandlung der Zellen mit Antikérpern oder mit aktiven Fragmenten oder Derivaten davon gemaf der
Erfindung, und wobei die Behandlung durch die Anwendung einer geeigneten Zusammensetzung in die
Zellen erfolgt, die die Antikorper, aktiven Fragmente oder Derivate davon enthalt, wobei, wenn mindestens
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ein Teil des RAP-2-Proteins an der extrazellularen Oberflache exponiert wird, diese Zusammensetzung fur
die extrazellulare Anwendung formuliert wird, und wobei, wenn die RAP-2-Proteine vollstandig intrazellular
vorliegen, die Zusammensetzung fur die intrazellulare Anwendung formuliert wird.

(v) Modulierung der Entziindungs-, Zelltod- und/oder Zelliberlebens-Signalwege, die durch Liganden der
TNF-Familie Uber Wirkungen auf die Zellen durch die Aktivitdt des RIP-Proteins vermittelt wird, umfassend
die Behandlung der Zellen mit einer Oligonucleotidsequenz, die eine Antisense-Sequenz aus mindestens
einem Teil der RAP-2-Proteinsequenz der Erfindung codiert, wobei die Oligonucleotidsequenz in der Lage
ist, die Expression des RAP-2-Proteins zu blockieren.

(vi) Verwendung wie in (ii) vorstehend fiir die Behandlung von Tumorzellen oder von mit HIV infizierten Zel-
len oder von anderen erkrankten Zellen, umfassend:

(a) Konstruktion eines rekombinanten Tiervirusvektors, der eine Sequenz enthalt, die ein Virusoberflachen-
protein codiert, das in der Lage ist, an einen spezifischen Tumorzellen-Oberflachenrezeptor oder an einen
Zelloberflachenrezeptor einer mit HIV infizierten Zelle oder an einen Rezeptor, den andere erkrankte Zellen
tragen, zu binden, und eine Sequenz, die ein Protein codiert, das ausgewahlt wurde aus dem RAP-2-Pro-
tein, der Analoga, Fragmente und Derivate der Erfindung, das/die, wenn es/sie in dem Tumor, den mit HIV
infizierten Zellen oder den anderen erkrankten Zellen exprimiert wird/werden, in der Lage ist/sind, die Zellen
durch die Aktivitat des RIP-Proteins abzutéten; und

(b) Infektion der Tumor- oder der mit HIV infizierten Zellen oder anderer erkrankter Zellen mit dem Vektor
nach (a).

(vii) Modulierung der Zelltod- und/oder Zelliiberlebens-Signalwege, die durch Liganden der TNF-Familie
Uber Wirkungen auf die Zellen durch die Aktivitat des RIP-Proteins vermittelt wird, umfassend die Anwen-
dung des Ribozym-Verfahrens, bei dem ein Vektor, der eine Ribozymsequenz tragt, die in der Lage ist, mit
der zelluldren mRNA-Sequenz, die ein RAP-2-Protein gemaf der Erfindung codiert, in Wechselwirkung zu
treten, in die Zellen in einer Form eingebracht wird, welche die Expression der Ribozymsequenz in den Zel-
len erlaubt, und wobei die Ribozymsequenz, wenn sie in den Zellen exprimiert wird, mit der zellularen
mRNA-Sequenz in Wechselwirkung tritt und die mRNA-Sequenz spaltet, was zur Hemmung der Expression
des RAP-2-Proteins in den Zellen fihrt.

(viii) Verwendung, die aus den vorstehenden Verwendungen gemaR der Erfindung ausgewahlt wird, wobei
die das RAP-2-Protein codierende Sequenz mindestens eine der RAP-2-Isoformen oder eines seiner Ana-
loga, Fragmente oder Derivate gemal der Erfindung umfasst, die/das in der Lage ist/sind, an RIP zu bin-
den.

(ix) Verfahren fur die Isolierung und Identifizierung von Proteinen gemaR der Erfindung, die in der Lage sind,
an das RIP-Protein zu binden, umfassend die Anwendung des Hefe-Zwei-Hybrid-Verfahrens, bei dem eine
Sequenz, die das RIP-Protein codiert, in einem Hybridvektor enthalten ist, und eine Sequenz aus einer cD-
NA- oder einer genomischen DNA-Genbank in einem zweiten Hybridvektor enthalten ist; die Vektoren wer-
den dann dazu verwendet, Hefe-Wirtszellen zu transformieren, und die positiv transformierten Zellen wer-
den isoliert, darauf hin erfolgt die Extraktion des zweiten Hybridvektors, um die Sequenz zu erhalten, die
ein Protein codiert, das an das RIP-Protein bindet.

(x) Eine Verwendung oder ein Verfahren nach (i) — (ix) vorstehend, wobei das RAP-2-Protein eine beliebige
Isoform, Analog, Fragment und Derivat von RAP-2 darstellt.

(xi) Eine Verwendung oder ein Verfahren nach (i) — (ix) vorstehend, wobei das RAP-2-Protein oder eine be-
liebige seiner Isoformen, Analoga, Fragmente oder Derivate an der Modulierung der zellularen Wirkung be-
teiligt ist, die durch irgendwelche anderen Vermittler oder Induktoren vermittelt oder moduliert wird, an die
das RAP-2-Protein, seine Isoformen, Analoga, Fragmente oder Derivate direkt oder indirekt binden kann.

[0045] Die vorliegende Erfindung stellt auch ein Arzneimittel fir die Modulierung von Entziindungs-, Zelltod-
und/oder Zelliberlebens-Signalwegen bereit, die durch die Wirkung von Mitgliedern der TNF-Familie auf die
Zellen vermittelt wird, und zwar durch die Aktivitat des RIP-Proteins oder durch die Wirkung irgendwelcher an-
derer Vermittler oder Induktoren auf die Zellen, wie vorstehend erwahnt wurde, umfassend als aktiven Be-
standteil irgendeinen der Folgenden:
(i) ein RAP-2-Protein gemaf der Erfindung und biologisch aktive Fragmente, Analoga und Derivate von Mi-
schungen davon;
(i) einen rekombinanten Tiervirusvektor, der ein Protein codiert, das in der Lage ist, an einen Zelloberfla-
chenrezeptor zu binden, und der ein RAP-2-Protein oder biologisch aktive Fragmente oder Analoga geman
der Erfindung codiert;
(i) eine Oligonucleotidsequenz, die eine Antisense-Sequenz der RAP-2-Proteinsequenz gemal der Erfin-
dung codiert, wobei das Oligonucleotid die zweite Sequenz des rekombinanten Tiervirusvektors nach (ii)
vorstehend sein kann.

[0046] Die vorliegende Erfindung stellt auch die folgenden Verwendungen bereit:
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I. Modulierung der Entziindungs-, Zelltod- und/oder Zelliberlebens-Signalwege, die durch das RIP-Protein
oder durch die Wirkung irgendeines anderen Vermittlers oder Induktors oder durch irgendeinen anderen In-
duktor oder Inhibitor von NF-kB auf die Zellen moduliert oder vermittelt werden, umfassend die Behandlung
der Zellen mit einem Verfahren gemaR irgendeinem der vorstehenden Punkte (i) bis (x) mit RAP-2-Protei-
nen, Isoformen, Analoga, Fragmenten oder Derivaten davon oder mit Sequenzen, die RAP-2-Proteine, Iso-
formen, Analoga, oder Fragmente davon codieren, wobei die Behandlung zur Steigerung oder zur Hem-
mung der durch RIP vermittelten Wirkung fiihrt, und dadurch ebenfalls auch zur Steigerung oder zur Hem-
mung der durch den FAS-R oder durch den p55-R vermittelten Wirkung, oder eines anderen Vermittlers
oder Induktors oder anderer Induktoren oder Inhibitoren von NF-kB.

II. Verwendung wie vorstehend, wobei das RAP-2-Protein, sein Analog, Fragment oder Derivat, derjenige
Teil des RAP-2-Proteins ist, der spezifisch an der Bindung an RIP beteiligt ist, oder wobei ein anderer Ver-
mittler oder Induktor oder ein anderer Induktor oder Inhibitor von NF-kB oder die RAP-2-Proteinsequenz
denjenigen Teil des RAP-2-Proteins codiert, der spezifisch an der Bindung an RIP oder an den anderen Ver-
mittler oder Induktor oder an den anderen Induktor oder Inhibitor von NF-kB beteiligt ist.

[ll. Verwendung wie vorstehend, wobei das RAP-2-Protein irgendeine der Isoformen von RAP-2 ist, wobei
die Isoformen in der Lage sind, die mit RIP assoziierte Wirkung zu verstarken.

IV. Verwendung wie vorstehend, wobei das RAP-2-Protein irgendeine der Isoformen von RAP-2 ist, wobei
die Isoformen in der Lage sind, die mit RIP assoziierte Wirkung oder andere mit einem Vermittler oder In-
duktor assoziierten Wirkungen auf Zellen zu hemmen, und dadurch ebenfalls die mit dem FAS-R oder dem
p55-R assoziierte Wirkung auf die Zellen oder die anderen cytotoxischen Wirkungen des Vermittlers oder
des Induktors auf die Zellen zu hemmen.

V. Verwendung wie vorstehend, wobei das RAP-2-Protein, eine Isoform, ein Analog, ein Fragment oder ein
Derivat in der Lage ist, die mit RIP assoziierte Wirkung auf die Entziindungs- und Zelliberlebens-Signalwe-
ge zu steigern oder zu hemmen, und zwar durch eine direkte oder indirekte Hemmung von NF-kB oder
durch eine direkte oder eine indirekte Aktivierung der JNK oder der p38-Kinase.

[0047] Die Isolierung der RAP-2-Proteine, ihre Identifizierung und Charakterisierung kann durch irgendeines
der Standard-Durchmusterungsverfahren durchgefihrt werden, die fir die Isolierung und Identifizierung von
Proteinen verwendet werden, wie zum Beispiel durch das Hefe-Zwei-Hybrid-Verfahren, durch Affinitdtschro-
matographie-Verfahren und durch irgendeines der anderen wohlbekannten Standardverfahren, die fir diesen
Zweck verwendet werden.

[0048] In einem noch anderen Aspekt der Erfindung wird das RAP-2-Protein selbst oder eine Isoform, ein
Fragment oder ein Derivat davon als Kéder bei der Hefe-Zwei-Hybrid-Durchmusterung auf Proteine, die daran
binden, verwendet.

[0049] Andere Aspekte und Ausflihrungsformen der vorliegenden Erfindung, wie sie sich aus der nachfolgen-
den detaillierten Beschreibung der Erfindung ergeben, werden ebenfalls bereitgestellt.

[0050] Es sollte angemerkt werden, dass, wie durchgangig verwendet, die folgenden Begriffe: ,Modulie-
rung/Vermittlung der Wirkung von RIP oder des FAS-Liganden oder des TNF auf die Zellen" und irgendwelche
anderen Begriffe, wie z. B. ,Modulierung/Vermittlung", die in der Spezifikation erwahnt werden, so verstanden
werden sollen, dass sie die Behandlung in vitro sowie in vivo mit einschlieRen, und dass sie dariber hinaus
auch die Hemmung oder die Steigerung/Verstarkung mit einschlie3en.

Kurze Beschreibung der Figuren

[0051] Fig. 1 (A, B) (SEQ ID NO: 1) zeigt die Nucleotidsequenz von RAP-2, das Start- und das Stopp-Codon
sind unterstrichen. Der Pfeil zeigt den Start des 1,5 kB grof3en Clons an, der durch eine Zwei-Hybrid-Durch-
musterung erhalten wurde;

[0052] Fig. 2 (A, B) (SEQ ID NO: 2) zeigt die Nucleotidsequenz des Clons # 41072 (vergleiche mit Beispiel
1), das Start- und das Stopp-Codon sind unterstrichen;

[0053] Fig.3 A (/1, /2) zeigt die abgeleitete Aminosauresequenz der menschlichen (20.4 vollstandig und
Mensch shrf) und der murinen (NEMO vollstandig und Maus part) SpleilRvarianten von RAP-2 und B (/1, /2)
zeigt die veroffentlichte Sequenz von FIP-2, die unter Verwendung des Software-Pakets, das von dem BCM
Search Launcher (Baylor College of Medicine, Houston, TX) erhaltlich ist, aligned wurde. Homologe Amino-
sauren befinden sich in Kastchen, identische Aminosauren sind grau schattiert. Das Sternchen in (B) bezeich-
net ein mogliches Leucin-ReilRverschlul (LZ)-ahnliches Motiv in FIP-2.
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[0054] Fig. 4 beschreibt die molekulare Charakterisierung von RAP-2. In A wird eine Northern-Blot-Hybridi-
sierung des menschlichen MTN-Blots | (Clontech) mit einem DNA-Fragment von RAP-2 gezeigt. In B wird die
Bindung von RAP-2 an RIP untersucht, wie sie in Beispiel 3 beschrieben wird. In C wurde eine
NIK-RAP-2-Wechselwirkung wie in (B) nachgewiesen, mit der Ausnahme, dass Anti-FLAG-Antikérper fur die
Western-Blot-Analyse im Anschluss an eine Immunprazipitation mit Anti-His6 verwendet wurden. Ein Pfeil
markiert die Position der immunprazipitierten Proteine.

[0055] Fig. 5 ist eine graphische Darstellung der massiven Herunterregulierung der Aktivierung von NF-kB
und c-Jun durch verschiedene Reize bei der ectopischen Expression von RAP-2, wie sie in Beispiel 4 beschrie-
ben wird. HEK-293T-Zellen wurden mit einem Reporterplasmid (HIVLTR-Luc oder CMV-Luc fir NF-kB- (A) und
mit GAL4-Luc fiir c-Jun- (B) Aktivierungs-Testansatze) sowie mit einem Expressionsvektor fir den angegebe-
nen Induktor und entweder mit dem leeren Vehikel (pcDNA3 — das in der Figur mit ,Allein" bezeichnet wird)
oder mit einem Plasmid, welches das Volllangen-RAP-2 (pcRAP-2 — das in der Figur mit ,Plus" bezeichnet
wird) codierte, transient transfiziert. Die Aktivierung des Reportergens, d. h. die Luciferase-Aktivitat, wird in re-
lativen Luciferase-Einheiten (R.L.U.) angegeben.

[0056] Fig. 6 zeigt, dass RAP-2 ein ahnlich repressives Verhalten gegentber NF-kB und c-Jun Uber einen
breiten Konzentrationsbereich zeigt. TRAF2 wurde in HEK-293T-Zellen zusammen mit den verschiedenen an-
gegebenen Mengen entweder von pcRAP-2 (Sense-) oder pcRAP-2-a/s (Antisense-) Konstrukten transient ex-
primiert. Fir die Bestimmung der Aktivierung von NF-kB (A) und c-Jun (B) wurden das pHIVLTR-Luc-, bezie-
hungsweise das pGAL4-Luc-Reporterplasmid mit einbezogen (kotransformiert). Der Luciferase-Testansatz
wurde wie fur Fig. 5 in Beispiel 4 beschrieben durchgefihrt.

[0057] Fig. 7 zeigt, dass RAP-2 die signalinduzierte Phosphorylierung von c-Jun ohne Beeintrachtigung des
Aktivitatsspiegels von JNK1/2 stark potenziert.
(A) Gesamt-Zelllysate von HEK-293T-Zellen, die mit den angegebenen Expressionskonstrukten zusammen
mit entweder dem pcDNA3-Trager, der in der Figur durch ein Minuszeichen (-) angezeigt ist, oder mit
pcRAP-2, das in der Figur durch ein Pluszeichen (+) angezeigt ist, transfiziert worden waren, wurden durch
Western-Blot-Analyse mit Anti-Phospho-Jun-Antikérpern wie in Beispiel 5 beschrieben identifiziert. Die
Kontrollmembran, die in der unteren Teilabbildung gezeigt wird, wurde mit Anti-Gesamt-c-Jun-Antikérpern
(NEB) nochmals ausgetestet;
(B) Aktivierte JNK1/2 aus HEK-293T-Zellen, die entweder mit pcDNA3 oder mit pcRAP-2 transfiziert und
mit hrTNFa Uber zunehmende Zeitrdume behandelt worden waren, wurden durch Western-Blot-Analyse
der Gesamtlysate mit Antikdrpern gegen Phospho-JNK wie in Beispiel 5 beschrieben nachgewiesen.
(C) HEK-293T-Zellen, die mit dem leeren Vektor, mit pcRAP-2 und mit pcRIP in verschiedenen Kombinati-
onen zusammen mit einem HA-JNK1-Expressionsplasmid cotransfiziert wurden. Die JNK1 wurde anschlie-
Rend uber ihre N-terminale HA-Markierungssequenz immunprazipitiert, und ihre Fahigkeit, in Bakterien her-
gestelltes und gereinigtes GST-Jun zu phosphorylieren, wurde mit einem in vitro-Kinase-Testansatz be-
stimmt. Die Reaktionsprodukte wurden durch SDS-PAGE analysiert. GST-Jun ist mit einer Pfeilspitze mar-
kiert.

[0058] Fig. 8 zeigt, dass RAP-2 nicht mit NF-kB und AP-1 um die Bindung an die DNA kompetitiert.
HEK-293T-Zellen wurden mit den angegebenen Proteinen entweder alleine (-) oder zusammen mit pcRAP-2
(+) transfiziert. Kernextrakte, die aus den Zellen hergestellt wurden, wurden zusammen mit 32P-markierten Oli-
gonucleotiden inkubiert, die die klassischen Erkennungssequenzen von AP-1 (A) oder von NF-kB (B) enthiel-
ten. Die Reaktionsprodukte wurden mit einer nicht-denaturierenden PAGE analysiert.

[0059] Fig. 9 zeigt, dass RAP-2 den Grundspiegel von NF-kB in HEK-293T- und in HeLa-Zellen beeinflusst,
die mit unterschiedlichen Mengen entweder des RAP-2 (Sense-) oder des RAP-2-Anisense (a/s)-(Konstrukts)
transient transfiziert worden waren. Alle Manipulationen wurden wie firr Fig. 6 in Beispiel 4 beschrieben durch-
gefihrt.

[0060] Fig. 10 zeigt die funktionellen Eigenschaften serieller Deletionen von RAP-2. In A ist eine schemati-
sche Darstellung der fortlaufenden C-terminalen Deletionen von RAP-2 dargestellt. Alle Verkirzungen besit-
zen den intakten N-Terminus von RAP-2, wahrend ihre C-terminalen Enden durch Pfeilspitzen angezeigt sind.
Die Binderegion von RIP, NIK, IKKB und TIP60 ist unterstrichen. Die drei schraffierten Kastchen entsprechen
den méglichen Leucin-ReilRverschluR-ghnlichen-Motiven. B zeigt die Wirkung einer Uberexpression der in A
beschriebenen Deletionskonstrukte auf die Aktivierung von NF-kB in HEK-293T-Zellen durch RelA, TRAF2,
TNF und NIK unter Verwendung des HIV-LTR-Luciferase-Reporterplasmids fur NF-kB. Die Aktivierung des Re-
portergens, d. h. die Luciferase-Aktivitat, wird in relativen Luciferase-Einheiten (R.L.U.) angegeben.
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[0061] Fig. 11 zeigt die Kartierung der funktionellen und der Binderegionen von RAP-2.

(A) Verschiedene Deletionen von RAP-2 wurden auf ihre Fahigkeit hin untersucht, an die angegebenen Pro-
teine innerhalb transfizierter Hefezellen (ungradzahlige Spalten) und HEK-293T-Saugerzellen (gradzahlige
Spalten) zu binden. Die beiden Spalten rechts aul’en zeigen die Fahigkeit der gleichen Deletionen, die wie
in Beispiel 9 beschrieben in groRen Mengen in HEK-293T-Zellen transfiziert worden waren, die Aktivierung
von NF-kB zu hemmen und die Hyperphosphorylierung von c-Jun als Antwortreaktion auf eine Behandlung
mit TNF-a zu potenzieren. Der Fettdruck der Kreuze ist zu der Intensitat einer bestimmten Wirkung propor-
tional. Sternchen zeigen an, dass die beobachteten Wirkungen der markierten Konstrukte hinsichtlich der
Stimulierung von Rel-A unterschiedlich sind (vergleiche mit Fig. 10).

(B) Zusammenfassung in einer Karte, die die Lage der Binde- (oberer Teil) und der funktionellen (unterer
Teil) Regionen von RAP-2 darstellt, wie sie aus der in (A) gezeigten Deletionsanalyse abgeleitet wurde, ent-
lang dem Protein-Grundgerist angeordnet. Die schraffierten Teile zeigen die mdglichen Stellen von Gren-
zen der entsprechenden minimalen Regionen an.

[0062] Fig. 12 zeigt, dass Ser-148 in RAP-2 fiir seine Fahigkeit die Hyperphosphorylierung von c-Jun an
Ser-63 zu induzieren, essentiell ist.

[0063] Es wird ein Westen-Blot gezeigt, in dem ,wt" Wildtyp bedeutet, S148A bedeutet, dass das Ser an Po-
sition 148 durch ein Ala ausgetauscht wurde, und ,Vektor" ist der leere Kontrollvektor.

Genaue Beschreibung der Erfindung

[0064] Die vorliegende Erfindung betrifft in einem Aspekt ein neues RAP-2-Protein, das durch eine DNA-Se-
quenz codiert wird, die nachstehend beschrieben wird, und das in der Lage ist, an das RIP-Protein zu binden
und dadurch die intrazellulare Aktivitat von RIP zu vermitteln oder zu modulieren, insbesondere dort, wo RIP
an der Modulierung oder der Vermittlung von Entziindungen und den Zelltod- und/oder Zelliiberlebens-Signal-
wegen beteiligt ist, wie hierin vorstehend beschrieben wurde. Somit kann RAP-2 die Aktivitat von RIP in dem
Zelltod/Entziindungs-Uberlebens-Signalweg hemmen, RAP-2 kann die Aktivitat von RIP in dem Entziindungs-
oder dem Zelltod-Uberlebens-Signalweg steigern, oder es kann die Aktivitdt von RIP in einem dieser Signal-
wege steigern, wahrend es sie in dem anderen hemmt.

[0065] RAP-2 wurde sequenziert und charakterisiert, und es wurde herausgefunden, dass RAP-2 ein RIP-bin-
dendes Protein darstellt, das eine hohe Spezifitat fir RIP besitzt, das aber keine Bindung hinsichtlich einer Rei-
he anderer Proteine zeigt, von denen bekannt ist, dass sie an den intrazellularen SignalUbertragungswegen
beteiligt sind, die zu Entziindungen, zum Zelltod oder zum Uberleben der Zelle filhren. RAP-2 besitzt offenbar
keine der Domaénen, die Proteinen gemein sind, welche in irgendeinem dieser Signalwege aktiv sind, d. h.
RAP-2 besitzt kein , Todesdomanen"-Motiv oder -Modul, es besitzt kein Kinase-Motiv oder -Doméane und es be-
sitzt keine Protease-Doméane oder -Motiv. Die fiir RAP-2 bestimmte Sequenz ist darliber hinaus eine einzigar-
tige Sequenz, wie sich aus einem Vergleich mit den Sequenzen in einer Reihe von Datenbanken ergibt, ein-
schlief3lich der Genebank-, der Human Genome level 1- und der ,dbest"-Datenbank. Wie vorstehend in Ein-
zelheiten beschrieben (und auch unter Bezugnahme auf alle Verdéffentlichungen und Patentanmeldungen, wie
sie angeflihrt sind), ist RIP an den Entziindungs-, Zelltod- und Zelliiberlebens-Signalwegen intrazellular betei-
ligt. Daher kann die Regulierung oder die Kontrolle der Aktivitat von RIP entweder einen oder alle dieser Sig-
nalwege regulieren, wenn solche Signalwege initiiert werden, wie zum Beispiel durch die Bindung des TNF
oder des Fas-Liganden an ihre Rezeptoren (bei TNF, insbesondere p55-R). RIP kann eine Schlisselrolle bei
der Festlegung spielen, welcher Signalweg in einem gréReren Ausmalfd aktiviert wird, und dies aufgrund seiner
Fahigkeit, an eine Reihe von cytotoxischen Proteine binden zu kdénnen, die Todesdomanen besitzen, und
ebenfalls an eine Reihe von Proteinen, die eine Kinaseaktivitat besitzen. Dementsprechend kdnnen Proteine,
wie zum Beispiel das RAP-2-Protein der vorliegenden Erfindung, die spezifisch an RIP binden kénnen, eine
wichtige Rolle bei der Modulierung der Aktivitat von RIP spielen und dadurch das Ausmal der Induktion des
einen Signalweges relativ zu den anderen modulieren. Somit stellt das RAP-2-Protein der vorliegenden Erfin-
dung einen wichtigen intrazellularen Signal-Modulator oder -Vermittler dar.

[0066] Zusatzlich zu dem Volllangen-RAP-2-Protein der vorliegenden Erfindung wurde eine kirzere cDNA
cloniert, von der herausgefunden wurde, dass sie aus Sequenz-,Blocken" zusammengesetzt ist, die aus meh-
reren voneinander entfernt liegenden Regionen der ,vollstandigen" cDNA stammten, und die offenbar aus ei-
nem alternativen Spleilen des gleichen Gens herriihrte. Das murine Gegenstiick des menschlichen
RAP-2-Proteins wurde durch eine Ahnlichkeitssuche in der Maus-EST-Sammlung identifiziert. Es wurde her-
ausgefunden, dass eine Teilsequenz der murinen cDNA (ber die codierende Region mit ihrem menschlichen
Gegenstlick praktisch identisch ist.
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[0067] Die physiologische Bedeutung der RIP-RAP-2-Wechselwirkung wurde mit transfizierten HEK-293T-
und HelLa-Zellen weiter bestatigt. Die Bildung eines solchen Komplexes fiihrte jedoch nicht zu einer enzyma-
tischen Aktivitat von RIP, wie dadurch bewiesen wird, dass die Uberexpression von RIP nicht zu einer Phos-
phorylierung von RAP-2 fuhrte.

[0068] Die Transfektionsexperimente mit HEK-293T-Saugerzellen fihrten ebenfalls zu einer stabilen Bildung
eines RAP-2-NIK-Komplexes.

[0069] RAP-2 scheint ein entscheidendes Element des NF-kB- und des c-Jun-Signallbertragungsweges zu
sein, da es an NIK, IKKB und an TIP60 (eine Histon-Acetyltransferase) bindet und die von NF-kB und c-Jun
abhangige Transkription moduliert. Tatsachlich fihrt eine ectopische Expression von RAP-2 zur Hemmung der
NF-kB-Antwortreaktion, wahrend seine Verminderung in der Zelle mittels eines Antisense-Konstrukts zu einer
erhdhten NF-kB- und c-Jun-Transaktivierung fuhrt.

[0070] Es wurde auch herausgefunden, dass RAP-2 die Hyperphosphorylierung von c-Jun potenziert, die
nicht durch eine Aktivitat der JNK vermittelt worden war. RAP-2 hemmte nicht die Bindung von c-Jun und von
RelA an die DNA. Die Binde- und die funktionellen Domanen von RAP-2 wurden durch sequentielle Deletions-
analysen identifiziert. Diese Untersuchungen zeigten, dass die Binderegionen fir RIP, NIK und TIP60 Gberlap-
pen und sich innerhalb der Aminosauren 95-264 von RAP-2 befinden. Es wurde jedoch herausgefunden, dass
die weiter stromabwarts liegenden funktionellen Wirkungen, die durch RAP-2 vermittelt werden, in der N-ter-
minalen Domane des Proteins lokalisiert sind, welche die Aminosauren 1-264 umfasst.

[0071] Im Hinblick auf das Vorstehende erscheint RAP-2 ein entscheidendes Element eines Signal-Damp-
fungs-Zirkels des Stressreaktionsnetzwerks zu sein: eine ectopische Expression des die Sensesequenz codie-
renden Konstrukts hemmt die Antwortreaktion, wahrend die Expression eines die Antisensesequenz codieren-
den Konstrukts die Antwortreaktion verstarkt. Tatsachlich ist RAP-2 in dem Labor der Erfinder auch als RAT
(RIP's attenuator, RIP-Dampfer) bekannt, und kann daher hierin auch als RAT und/oder RAT-303 und/oder
Clon 303 bezeichnet sein.

[0072] Die Existenz multipler Spleil3-Varianten zeigt an, dass zumindest zum Teil, der Nettoeffekt von RAP-2
unter bestimmten Bedingungen wahrscheinlich von der Anwesenheit bestimmter Sequenzbldcke abhangt, die
fur die Proteinbindung, Zielrichtung, Translokation und Modifizierung in einer vorherrschenden Isoform nétig
sind. Wenn zum Beispiel die Bindung von RAP-2 an TIP60 die Lokalisierung des Ersten (d. h. RAP-2) im Kern
erlaubt, kdnnte man die Hypothese aufstellen, dass Varianten von RAP-2, die Kern-Lokalisierungs-Signale
(NLS) durch SpleiRen entfernt haben, defekt werden, oder umgekehrt bei der Unterdriickung von NF-kB/AP-1
Ubermafig aktiv werden. Die Sequenzanalyse zeigt, dass RAP-2 mehrere Cluster von positiv geladenen Ami-
nosauren (E, K und R) enthalt, die fiir die meisten der bekannten NLSs charakteristisch sind.

[0073] Die Bindung von RAP-2 an RIP wurde in einer Region des RAP-2-Proteins kartiert, die zwischen den
Aminosauren 177-218 beginnt und bei der Aminosaure 264 endet. Die RIP-Bindedomane innerhalb von RAP-2
Uberlappt weder mit der IKKB- noch mit der NIK-Bindestelle.

[0074] Die Bindung an TIP60, ein Mitglied einer Familie von Kernproteinen, die als Histon-Acetyltransferasen
bezeichnet werden, sind offenbar innerhalb der Region kartiert, die die Aminosauren 95-264 Uberspannt. Die
Region, die an der Homo-Dimerisierung beteiligt ist, wurde zwischen den Aminosauren 217-264 lokalisiert.

[0075] Die akkumulierten Daten legen nahe, dass alle funktionellen Wirkungen von RAP-2 (namentlich die
Hemmung von NF-kB und die Induktion der Hyperphosphorylierung von c-Jun) in der gleichen Region kartiert
sind.

[0076] Des Weiteren ist es moglich, dass die Region, die fur eine wirksame Modulierung der Signalibertra-
gung durch alle Induktoren ausreicht, sich in dem N-terminalen Segment des Proteins befindet.

[0077] Die Region, die durch die Aminosauren 95-416 umschlossen wird, besitzt eine Wirkung, obwohl diese
signifikant schwacher ist, verglichen mit derjenigen, die durch das Volllangen-Protein verursacht wird, und da-
her kdnnte sie aus einer erzwungenen Aggregation des endogenen RAP-2 herrihren.

[0078] Mit der Ausnahme von RelA, kdnnen darlber hinaus alle Wirkungen, die in unseren Experimenten in-

duziert wurden, nur durch die wenigen, etwa 100 N-terminalen Aminosauren von RAP-2 vermittelt werden. Tat-
sachlich vermittelt sogar das Fragment, das die Aminosauren 1-102 umfasst eine bestimmte Wirkung, obwohl
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nur in moderater Starke.

[0079] Andererseits erfordert die Unterdriickung der durch RelA vermittelten Wirkung einen viel langeren Teil
von RAP-2. Bislang konnten wir die Grenzen dieser Region innerhalb der Aminoséuren 1-264 definieren, wobei
offenbar die Region zwischen den Aminosauren 157 und 264 mit einigen spezifischen, mit RelA assoziierten
Bindungseigenschaften ausgestattet ist.

[0080] Im Hinblick auf die vorstehenden Beobachtungen, scheint es so zu sein, dass:

a. Mit der Ausnahme von RelA ist die Bindung von RAP-2 an RIP und sehr wahrscheinlich auch an NIK und
an TIP60 nicht fiir die Funktion des Proteins als Inhibitor des durch Uberexpression induzierten NF-kB er-
forderlich.

b. Die Wirkung von RAP-2 auf die durch eine Uberexpression von RelA induzierte Aktivierung wird offen-
sichtlich zumindest zum Teil durch unterschiedliche Bindungsereignisse vermittelt. Es kann im Wesentli-
chen von allen der vorstehend erwahnten Proteine herausgefunden werden, dass sie zu einer bestimmten
Aktivitat mit beitragen, wie aus den bislang durchgefiihrten Experimenten abgeleitet werden kann.

[0081] Aufgrund der einzigartigen Fahigkeit des FAS-R und der TNF-Rezeptoren, den Zelltod zu verursa-
chen, sowie der Fahigkeit der TNF-Rezeptoren, verschiedene andere gewebsschadigende Aktivitaten auslo-
sen zu kénnen, kann eine Abweichung von der Funktion dieser Rezeptoren fir den Organismus besonders
schadlich sein. Tatsachlich wurde sowohl von einer Gbermafligen als auch von einer unzureichenden Funktion
dieser Rezeptoren gezeigt, dass sie zu den pathologischen Manifestationen verschiedener Krankheiten mit
beitragen. Die Identifizierung von Molekulen, die an der Signallibertragungsaktivitat dieser Rezeptoren beteiligt
sind, und das Auffinden von Wegen, um die Funktion dieser Molekiile zu modulieren, bildet einen moéglichen
Hinweis fur neue therapeutische Ansatze gegen diese Krankheiten. Im Hinblick auf die vermutete wichtige Rol-
le von RIP bei der Toxizitat des FAS-R und des p55-R und somit auf die vermutete wichtige regulatorische Rolle
von RAP-2 fir den FAS-R und den TNF (ber die Modulierung von RIP, erscheint es besonders wichtig, Arz-
neimittel zu entwerfen, die die cytotoxische Funktion von RIP blockieren kénnen, moglicherweise auf dem Weg
einer Blockierung der Bindung von RAP-2 an RIP oder durch eine andersartige Hemmung der Wechselwirkung
zwischen RAP-2 und RIP unter solchen Bedingungen, in denen RAP-2 dazu dient, die durch RIP vermittelte
Cytotoxizitat zu steigern (wie vorstehend bemerkt ist RIP selbst cytotoxisch, sowie in Verbindung mit anderen
Proteinen, die Todesdoméanen-Regionen besitzen).

[0082] Ebenso ist auch bekannt (vergleiche mit dem Vorstehenden), dass der FAS-R und der p55-R an der
Aktivierung von NF-kB und dadurch am Uberleben der Zelle beteiligt sind. Wenn dementsprechend gewlinscht
wird, Zellen abzutdten, wie zum Beispiel Krebszellen, mit HIV infizierte Zellen und ahnliche, ware es win-
schenswert, die cytotoxischen Wirkungen des FAS-R und des p55-R (sowie ihrer assoziierten Proteine, wie
zum Beispiel MORT-1, MACH, Mch4, G1, TRADD) zu steigern, wahrend gleichzeitig ihre Fahigkeit NF-kB in-
duzieren zu kénnen, gehemmt wird. Wenn daher die Wechselwirkung oder die Bindung von RAP-2 mit bzw.
an RIP zu einer Steigerung der mdglichen Rolle von RIP bei der Steigerung der Induktion von NF-kB fuhrt
(mdglicherweise uber TRAF2 und mdglicherweise tber die Kinasedomane und/oder die intermedidre Doméane
von RIP), dann ware es wunschenswert, diese Wechselwirkung zwischen RAP-2 und RIP zu hemmen oder
zumindest die Steigerung der Aktivierung von NF-kB zu verhindern und dadurch das Gleichgewicht der durch
den TNF oder durch den FAS-Liganden induzierten Wirkungen auf die Seite der Zell-Cytotoxizitat zu verschie-
ben, um schlieBlich einen vermehrten Zelltod herbeizufihren.

[0083] Gleichfalls giltin der entgegen gesetzten Situation (zu der vorstehend beschriebenen), dass, wenn die
Bindung von RAP-2 an RIP tatsachlich die Hemmung der entziindlichen oder der cytotoxischen Wirkungen des
FAS-R und des p55-R verursacht, und es gewtinscht wird, diese cytotoxischen Wirkungen zu blockieren, wie
z. B. bei Entziindungen oder verschiedenen Autoimmunerkrankungen und &hnlichen, bei denen versucht wird,
ein vermehrtes Uberleben der Zellen zu erreichen, es wichtig ist, Arzneimittel zu entwerfen, die die Wechsel-
wirkung zwischen RAP-2 und RIP steigern, um die Gesamthemmung des Zelltodes zu steigern und das Gleich-
gewicht in Richtung auf das Zelliberleben hin zu verschieben. Aus Sicht des Vorstehenden folgt ebenfalls,
dass in dem Falle, in dem die Wechselwirkung von RAP-2 mit RIP eine Hemmung der Funktion von RIP bei
der Steigerung der Aktivierung von NF-kB verursacht, und wenn das Uberleben der Zelle gewiinscht wird, es
notig ist, diese Wechselwirkung zwischen RAP-2 und RIP zu blockieren, wodurch die Aktivitat von RIP bei der
Steigerung der Aktivierung von NF-kB erhoht wird.

[0084] Im Hinblick auf alles Vorstehende ergibt sich, dass RIP eine Schliisselrolle bei dem Gleichgewicht zwi-

schen der Induktion oder der Vermittlung von Entziindungs-, Zelltod- oder Zelliberlebens-Signalwegen besitzt,
und daher besitzt RAP-2 eine gleich wichtige Rolle, in dem es ein Modulator von RIP ist. Die Beeinflussung der
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RAP-2-RIP-Wechselwirkung/Bindung unter Verwendung verschiedener Arzneimittel oder Behandlungen, wie
vorstehend und nachstehend erwahnt, wird moglicherweise eine Verschiebung der intrazellularen Signallber-
tragungswege vom Zelltod hin zum Zelluberleben oder umgekehrt erlauben, je nachdem wie es gewtnscht
wird.

[0085] Die vorliegende Erfindung betrifft auch die DNA-Sequenzen, die nachstehend beschrieben werden,
und die ein RAP-2-Protein codieren, sowie die RAP-2-Proteine, die durch die DNA-Sequenzen codiert werden.

[0086] Darliber hinaus betrifft die vorliegende Erfindung weiterhin die DNA-Sequenzen, die biologisch aktive
Analoga, Fragmente und Derivate des RAP-2-Proteins codieren, und die Analoga, Fragmente und Derivate,
die durch sie codiert werden. Die Herstellung solcher Analoga, Fragmente und Derivate erfolgt durch Standard-
verfahren (vergleiche zum Beispiel mit Sambrook et al., 1989), bei denen in den DNA-Sequenzen, die das
RAP-2-Protein codieren, eines oder mehrere Codons deletiert, hinzugefligt oder durch andere substituiert sein
kénnen, um Analoga bereitzustellen, die mindestens eine Aminosaurerestveranderung in Bezug auf das native
Protein aufweisen.

[0087] Neben den vorstehenden DNA-Sequenzen der Erfindung, die ein RAP-2-Protein, eine Isoform, ein
Analog, ein Fragment oder ein Derivat codieren, sind ebenfalls als eine Ausfiuihrungsform der Erfindung
DNA-Sequenzen eingeschlossen, die in der Lage sind, unter stringenten Bedingungen mit einer cDNA-Se-
quenz zu hybridisieren, die aus der codierenden Region des nativen RAP-2-Proteins abgeleitet wurde, wobei
die zur Hybridisierung fahigen DNA-Sequenzen ein biologisch aktives RAP-2-Protein codieren. Diese zur Hy-
bridisierung fahigen DNA-Sequenzen schlieRen daher DNA-Sequenzen, die eine relativ hohe Homologie zu
der nativen RAP-2-cDNA-Sequenz aufweisen, ein und als solche stellen sie RAP-2-8hnliche Sequenzen dar,
bei denen es sich zum Beispiel um aus der Natur stammende Sequenzen handeln kann, die die verschiedenen
RAP-2-Isoformen codieren, oder um natirlich vorkommende Sequenzen, die Proteine codieren, die einer
Gruppe von RAP-2-ahnlichen Sequenzen angehoéren, und die ein Protein codieren, das die Aktivitat von RAP-2
besitzt. Des Weiteren kénnen diese Sequenzen zum Beispiel ebenfalls nicht natirlich vorkommende, synthe-
tisch hergestellte Sequenzen einschlielen, die zu der nativen RAP-2-cDNA-Sequenz ahnlich sind, aber eine
Reihe von gewtinschten Modifikationen enthalten. Solche synthetischen Sequenzen schlieRen daher alle die
moglichen Sequenzen, die Analoga, Fragmente und Derivate von RAP-2 codieren, und die alle die Aktivitat
von RAP-2 besitzen, ein.

[0088] Um die verschiedenen, vorstehend erwahnten, natirlich vorkommenden RAP-2-ahnlichen Sequenzen
zu erhalten, kénnen Standardverfahren zur Durchmusterung und Isolierung von aus der Natur stammenden
DNA- oder RNA-Proben aus verschiedenen Geweben unter Verwendung der natirlichen RAP-2-cDNA oder
eines Teils davon als Sonde angewendet werden (vergleiche zum Beispiel mit den Standardverfahren, die in
Sambrook et al., 1989 angefiihrt sind).

[0089] Um die vorstehend erwahnten, verschiedenen synthetischen RAP-2-ahnlichen Sequenzen herzustel-
len, die Analoga, Fragmente oder Derivate von RAP-2 codieren, kann ebenso eine Reihe von Standardverfah-
ren angewendet werden, wie sie hierin nachstehend in Bezug auf die Herstellung solcher Analoga, Fragmente
und Derivate in Einzelheiten beschrieben werden.

[0090] Ein Polypeptid oder ein Protein, das ,im Wesentlichen" dem RAP-2-Protein ,entspricht", schliel3t nicht
nur das RAP-2-Protein ein, sondern auch Polypeptide oder Proteine, die Analoga von RAP-2 darstellen.

[0091] Analoga, die im Wesentlichen dem RAP-2-Protein entsprechen, sind diejenigen Polypeptide, in denen
eine oder mehrere Aminosaure(n) der Aminosauresequenz des RAP-2-Proteins durch (eine) andere Amino-
saure(n) ersetzt, deletiert und/oder inseriert worden ist/sind, vorausgesetzt, dass das so erhaltene Protein im
Wesentlichen die gleiche oder eine héhere biologische Aktivitat wie das RAP-2-Protein aufweist, dem es ent-
spricht.

[0092] Umim Wesentlichen einem RAP-2-Protein zu entsprechen, sind die Veranderungen in den Sequenzen
der RAP-2-Proteine, wie z. B. in Isoformen, im Allgemeinen relativ geringfiigig. Obwohl die Zahl an Verande-
rungen mehr als zehn betragen kann, gibt es bevorzugt nicht mehr als 10 Veranderungen, noch bevorzugter
nicht mehr als finf und am starksten bevorzugt nicht mehr als drei solcher Veranderungen. Obwohl jedes be-
liebige Verfahren angewendet werden kann, um potenziell biologisch aktive Proteine zu finden, die im Wesent-
lichen den RAP-2-Proteinen entsprechen, besteht ein solches Verfahren in der Verwendung von herkémmli-
chen Mutagenese-Verfahren, die an der DNA durchgefiihrt werden, die das Protein codiert, und die zu einigen
wenigen Modifikationen fiihren. Die Proteine, die durch solche Clone exprimiert werden, kénnen dann auf ihre
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Fahigkeit hin untersucht werden, an RIP zu binden und die Aktivitat von RIP bei der Modulierung oder der Ver-
mittlung der vorstehend erwahnten intrazellularen Signalwege zu modulieren.

[0093] ,Konservative" Veranderungen sind solche Veranderungen, von denen man nicht erwartet, dass sie
die Aktivitat des Proteins verandern, und sie sind gewohnlich die ersten, auf die hin durchmustert wird, da man
von ihnen nicht erwartet, dass sie die GrofRe, die Ladung oder die Konfiguration des Proteins wesentlich ver-
andern, und man somit von ihnen nicht erwartet, dass sie dessen biologische Eigenschaften verandern.

[0094] Konservative Austausche in RAP-2-Proteinen schlief3en ein Analog ein, in dem mindestens ein Ami-
nosaurerest in dem Polypeptid durch eine andere Aminosaure konservativ ausgetauscht wurde. Solche Aus-
tausche erfolgen bevorzugt entsprechend der folgenden Liste, wie sie in Tabelle IA dargestellt ist, wobei die
Austausche durch Routineexperimente bestimmt werden kénnen, um modifizierte strukturelle und funktionelle
Eigenschaften eines synthetisierten Polypeptidmolekiils bereitzustellen, wahrend die fir ein RAP-2-Protein
charakteristische biologische Aktivitat beibehalten wird.

Tabelle 1A
Urspriinglicher Rest Beispielhafte Substitution
Ala Gly; Ser
Arg Lys
Asn Gln; His
Asp Glu
Cys Ser
GIn Asn
Glu Asp
Gly Ala; Pro
His Asn; GIn
lle Leu; Val
Leu lle; Val
Lys Arg; GIn; Glu
Met Leu; Tyr; lle
Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

[0095] Alternativ bilden eine andere Gruppe von Substitutionen in dem RAP-2-Protein solche, in denen min-
destens ein Aminosaurerest aus dem Polypeptid entfernt worden ist, und ein unterschiedlicher Rest gemaf
der nachfolgenden Tabelle IB an seiner Stelle inseriert worden ist. Die Arten der Substitutionen, die in dem Po-
lypeptid vorgenommen werden kdnnen, kdnnen auf der Analyse der Haufigkeiten von Aminosdureaustau-
schen zwischen einem homologen Protein aus unterschiedlichen Arten basieren, wie z. B. diejenigen, die in
der Tabelle 1-2 von Schulz et al., G.E., Principles of Protein Structure, Springer Verlag, New York, NY, 1978,
und in den Fig. 3-9 in Creighton, T.E., Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San
Francisco, CA, 1983 dargestellt werden. Aufgrund einer solchen Analyse werden hierin alternative konserva-
tive Substitutionen als Substitutionen innerhalb einer der folgenden funf Gruppen definiert:

TABELLE 1B

1. Kleine aliphatische, unpolare oder schwach polare Reste: Ala, Ser, Thr, (Pro, Gly);
2. Polare, negativ geladene Reste und ihre Amide: Asp, Asn, Glu, GIn;

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg, Lys;

4. Grofe aliphatische, unpolare Reste: Met, Leu, lle, Val (Cys) und

5. GrolRe aromatische Reste: Phe, Tyr, Trp.

[0096] Die vorstehenden drei Aminosaurereste in Klammern haben spezielle Funktionen bei der Proteinarchi-

tektur. Gly ist der einzige Rest, dem eine Seitenkette fehlt, und der daher der Kette Flexibilitat verleiht. Dies
fuhrt jedoch dazu, dass die Bildung einer anderen Sekundarstruktur als der a-Helix geférdert wird. Aufgrund
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seiner unublichen Geometrie schrankt Pro die Kette eng ein und tendiert im Allgemeinen dazu (-Schlei-
fen-ahnliche Strukturen zu férdern, obwohl in einigen Fallen Cys in der Lage sein kann, an der Bildung von
Disulfidbindungen teilzunehmen, was fiir die Proteinfaltung von Bedeutung ist. Man beachte, dass Schulz et
al., vorstehend, die obigen Gruppen 1 und 2 miteinander verschmilzt. Man bemerke ebenfalls, dass Tyr auf-
grund seines Potentials zur Wasserstoffbriickenbindung, eine signifikante Verwandtschaft mit Ser und Thr usw.
aufweist.

[0097] Konservative Aminosaureaustausche gemaR der vorliegenden Erfindung, z. B. wie vorstehend darge-
stellt, sind im Fachgebiet bekannt, und man erwartet von ihnen, dass sie die biologischen und strukturellen Ei-
genschaften des Polypeptids nach einem Aminosaureaustausch erhalten. Bei den meisten Deletionen und
Substitutionen gemaf der vorliegenden Erfindung handelt es sich um solche, die keine radikalen Veranderun-
gen der Charakteristika des Proteins oder des Polypeptid-Molekiils hervorrufen. ,Charakteristika" wird auf eine
nicht umfassende Weise definiert, um sowohl Veranderungen der Sekundarstruktur, wie z. B. einer a-Helix
oder eines B-Faltblatts, als auch Veranderungen der biologischen Aktivitat zu definieren, wie z. B. die Bindung
an RIP und/oder die Vermittlung der Wirkung von RIP auf den Zelltod.

[0098] Beispiele fir die Herstellung von Aminosauresubstitutionen in Proteinen, die dazu verwendet werden
kdnnen, Analoga von RAP-2-Proteinen zur Verwendung in der vorliegenden Erfindung zu erhalten, schlief3en
alle bekannten Verfahrensschritte ein, wie sie z. B. in den US-Patenten RE 33,653, 4,959,314, 4,588,585 und
4,737,462 an Mark et al.; 5,116,943 an Koths et al.; 4,965,195 an Namen et al.; 4,879,111 an Chong et al. und
5,017,691 an Lee et al. dargestellt sind, sowie mit Lysin ausgetauschte Proteine, die in der US-Patent Nr.
4,904,584 (Shaw et al.) vorgestellt werden.

[0099] Neben den vorstehend diskutierten konservativen Substitutionen, die die Aktivitat des RAP-2-Proteins
nicht signifikant verandern wirden, wird auch entweder von konservativen Substitutionen oder von weniger
konservativen Substitutionen und von eher zufalligen Veranderungen, die zu einer Steigerung der biologischen
Aktivitdt der Analoga der RAP-2-Proteine fuhren, beabsichtigt, sie in den Rahmen der Erfindung mit einzu-
schliel3en.

[0100] Wenn die genaue Wirkung einer Substitution oder einer Deletion bestatigt werden soll, werden Fach-
leute zu schatzen wissen, dass die Wirkung des/der Austausche(s), Deletion(en) usw. Gber Routine-Bindungs-
und Zelltod-Testansatze bestimmt werden kann. Eine Durchmusterung unter Verwendung solcher Standard-
untersuchungen umfasst keine Ubertriebenen Experimente.

[0101] Akzeptierbare RAP-2-Analoga sind diejenigen, die zumindest die Fahigkeit zur Bindung an RIP beibe-
halten haben, und dadurch, wie vorstehend erwahnt, die Aktivitdt von RIP in den intrazellularen Signalwegen
wie vorstehend erwahnt vermitteln. Auf diese Weise kdnnen Analoga hergestellt werden, die eine sogenannte
dominant negative Wirkung besitzen, namlich z. B. ein Analog, das entweder in der Bindung an RIP defekt ist,
oder in der nachfolgenden Signaliibertragung oder in einer anderen Aktivitat, die einer solchen Bindung folgt.
Solche Analoga kénnen zum Beispiel verwendet werden, um die Wirkung von RIP zu hemmen, oder, um die
NF-kB induzierende Wirkung von RIP (direkt oder indirekt) zu hemmen, in Abhangigkeit davon, welche dieser
Aktivitaten die Hauptaktivitat darstellt, die durch die Wechselwirkung von RAP-2 und RIP moduliert wird (ver-
gleiche mit dem Vorstehenden), und dies durch solche Analoga, die mit dem naturlichen RAP-2 um die Bin-
dung an RIP kompetitieren.

[0102] Auf genetischer Ebene werden diese Analoga im Allgemeinen durch ortsgerichtete Mutagenese von
Nucleotiden in der DNA hergestellt, die das RAP-2-Protein codiert, wodurch eine DNA hergestellt wird, die das
Analog codiert, und danach wird die DNA synthetisiert und das Polypeptid in einer rekombinanten Zellkultur
exprimiert. Die Analoga weisen typischerweise die gleiche oder eine erhéhte qualitative biologische Aktivitat
wie das natlrlich vorkommende Protein auf, Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pu-
blications und Wiley Interscience, New York, NY, 1987-1995; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

[0103] Die Herstellung eines RAP-2-Proteins, die hiermit in Ubereinstimmung steht, oder einer alternativen
Nucleotidsequenz, die das gleiche Polypeptid codiert, sich aber von der natirlichen Sequenz durch von Ver-
anderungen unterscheidet, die aufgrund der bekannten Degeneriertheit des genetischen Codes erlaubt sind,
kann durch ortsspezifische Mutagenese der DNA erreicht werden, die ein zuvor hergestelltes Analog oder eine
native Version eines RAP-2-Proteins codiert. Die ortsspezifische Mutagenese erlaubt die Herstellung von Ana-
loga durch die Verwendung spezifischer Oligonucleotid-Sequenzen, die die DNA-Sequenz mit der gewiinsch-
ten Mutation sowie eine ausreichende Anzahl an benachbarten Nucleotiden codieren, um eine Primersequenz
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mit ausreichender Lange und Sequenzkomplexitat bereitzustellen, so dass ein stabiles Duplexmolekdl auf bei-
den Seiten der Deletions-Verbindung gebildet werden kann, die tberbriickt werden soll. Typischerweise wird
ein Primer mit einer Lange von etwa 20 bis 25 Nucleotiden bevorzugt, mit etwa 5 bis 10 komplementaren Nu-
cleotiden auf jeder Seite der Sequenz, die verandert werden soll. Im Allgemeinen ist das Verfahren der orts-
spezifischen Mutagenese im Fachgebiet wohlbekannt, wie in Verdffentlichungen bespielhaft dargestellt wurde,
wie z. B. in Adelman et al., DNA 2:183 (1983), deren Offenlegung hierin durch Bezugnahme mit eingeschlos-
sen ist.

[0104] Wie daraus deutlich wird, verwendet das Verfahren der ortsspezifischen Mutagenese typischerweise
einen Phagenvektor, der sowohl in einer einzelstrangigen als auch in einer doppelstrangigen Form vorliegen
kann. Typische Vektoren, die zur ortsgerichteten Mutagenese nitzlich sind, schlieRen Vektoren, wie zum Bei-
spiel den M13-Phagen, der durch Messing et al., Third Cleveland Symposium on Macromolecules and Recom-
binant DNA, Herausgeber A. Walton, Elsevier, Amsterdam (1981) offenbart wurde, ein, dessen Offenlegung
hierin durch Bezugnahme mit eingeschlossen ist. Diese Phagen sind kommerziell leicht erhaltlich und ihre Ver-
wendung ist im Allgemeinen den Fachleuten wohlbekannt. Alternativ knnen Plasmidvektoren, die einen Ein-
zelstrang-Phagen-Replikationsursprung enthalten (Vieira et al., Meth. Enzymol. 153:3, 1987), verwendet wer-
den, um einzelstrangige DNA zu erhalten.

[0105] Im Aligemeinen wird die ortsgerichtete Mutagenese in Ubereinstimmung hiermit zuerst durch die Her-
stellung eines einzelstrangigen Vektors durchgefiihrt, der innerhalb seiner Sequenz eine DNA-Sequenz ent-
halt, die das relevante Polypeptid codiert. Durch automatisierte DNA/Oligonucleotid-Synthese wird ein Oligo-
nucleotid-Primer synthetisch hergestellt, der die gewlinschte mutierte Sequenz tragt. Dieser Primer wird dann
an den einzelstrangigen, die Proteinsequenz enthaltenden Vektor angelagert und DNA polymerisierenden En-
zymen ausgesetzt, wie z. B. dem Klenow-Fragment der Polymerase | aus E. coli, um die Synthese des Stran-
ges zu vervollstandigen, der die Mutation tragt. Auf diese Weise wird eine mutierte Sequenz erhalten, und der
zweite Strang tragt die gewlinschte Mutation. Dieser Heteroduplex-Vektor wird dann dazu verwendet, geeig-
nete Zellen zu transformieren, wie z. B. E. coli-JM101-Zellen, und es werden diejenigen Clone ausgewahlt, die
rekombinante Vektoren enthalten, welche die mutierte Sequenzanordnung tragen.

[0106] Nachdem ein solcher Clon ausgewahlt wurde, kann die mutierte RAP-2-Proteinsequenz entfernt wer-
den und in einen geeigneten Vektor platziert werden, wobei es sich im Allgemeinen um einen Transfer- oder
einen Expressionsvektor eines Typs handelt, der zur Transfektion eines geeigneten Wirts verwendet werden
kann.

[0107] Demgemal kann ein Gen oder eine Nucleinsaure, die ein RAP-2-Protein codiert, ebenfalls in vitro, in
situ und/oder in vivo nachgewiesen, erhalten und/oder modifiziert werden, und zwar durch die Verwendung be-
kannter DNA- oder RNA-Amplifikationsverfahren wie z. B. der PCR und der chemischen Oligonucleotid-Syn-
these. Die PCR erlaubt die Amplifikation (Erhéhung der Anzahl) spezifischer DNA-Sequenzen durch wieder-
holte DNA-Polymerase-Reaktionen. Diese Reaktion kann als ein Ersatz fir das Clonieren verwendet werden;
alles, was erforderlich ist, ist die Kenntnis der Nucleinsauresequenz. Um eine PCR durchzufihren, werden Pri-
mer entworfen, die zu der Sequenz von Interesse komplementar sind. Die Primer werden dann durch automa-
tisierte DNA-Synthese erzeugt. Da Primer so entworfen werden kénnen, dass sie mit beliebigen Teilen des
Gens hybridisieren kdnnen, kénnen solche Bedingungen erzeugt werden, dass Fehlpaarungen bei der kom-
plementaren Basenpaarung toleriert werden. Die Amplifikation dieser fehlgepaarten Bereiche kann zur Syn-
these eines mutagenisierten Produkts flihren, was zur Erzeugung eines Peptids mit neuen Eigenschaften fihrt
(d. h. ortsgerichtete Mutagenese). Vergleiche auch z. B. mit Ausubel, vorstehend, Kap. 16. Durch Kopplung
einer komplementéren DNA (cDNA)-Synthese unter Verwendung der reversen Transkriptase mit einer PCR
kann ebenfalls RNA als Startmaterial zur Synthese der extrazellularen Doméne eines Prolactin-Rezeptors
ohne Clonierung verwendet werden.

[0108] Des weiteren kdnnen die PCR-Primer so entworfen werden, dass neue Restriktionsschnittstellen oder
andere Eigenschaften wie z. B. Terminations-Codons an den Endes des Gensegments, das amplifiziert wer-
den soll, mit eingebaut werden. Das Platzieren von Restriktionsschnittstellen am 5'- und am 3'-Ende der amp-
lifizierten Gensequenz erlaubt es Gensegmente, die das RAP-2-Protein oder ein Fragment davon codieren, fur
eine Ligierung mit anderen Sequenzen und/oder Clonierungsstellen in Vektoren nach Mal} zu entwerfen.

[0109] Die PCR und andere Verfahren zur Amplifikation von RNA und/oder DNA sind im Fachgebiet wohlbe-
kannt und kénnen gemal der vorliegenden Erfindung auf Grundlage der hierin dargelegten Lehre und Anlei-
tung ohne Ubertriebene Experimente verwendet werden. Die bekannten Verfahren zur Amplifikation von DNA
und RNA umfassen die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und verwandte Amplifikationsverfahren, sind aber
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nicht auf diese beschrankt (vergleiche z. B. mit den US-Patent Nrn. 4,683,195; 4,683,202; 4,800,159;
4,965,188 an Mullis et al.; 4,795,699 und 4,921,794 an Tabor et al.; 5,142,033 an Innis; 5,122,464 an Wilson
et al.; 5,091,310 an Innis; 5,066,584 an Gyllensten et al.; 4,889,818 an Gelfand et al.; 4,994,370 an Silver et
al., 4,766,067 an Biswas; 4,656,134 an Ringold; und Innis et al., Hrsg., PCR Protocols: A Guide to Method and
Applications), sowie die durch RNA vermittelte Amplifikation, die Antisense-RNA der Zielsequenz als Matrize
zur Doppelstrang-DNA-Synthese verwendet (US-Patent Nr. 5,130,238 an Malek et al., mit dem Handelsnamen
NASBA); und die Immuno-PCR, die die Verwendung der DNA-Amplifikation mit einer Markierung durch Anti-
korper kombiniert (Ruzicka et al., Science 260:487 (1993); Sano et al., Science 258:120 (1992); Sano et al.,
Biotechniques 9:1378 (1991)); die vollstandigen Inhalte dieser Patente und der Referenzen sind hierin vollstan-
dig durch Bezugnahme mit eingeschlossen.

[0110] Aufanaloge Weise kdnnen biologisch aktive Fragmente der RAP-2-Proteine (z. B. solche eines belie-
bigen RAP-2-Proteins oder seiner Isoformen) hergestellt werden, wie bezliglich der Analoga der RAP-2-Pro-
teine vorstehend erwahnt wurde. Geeignete Fragmente der RAP-2-Proteine sind solche, die die Fahigkeit von
RAP-2 beibehalten, und die die biologische Aktivitat von RIP oder von anderen Proteinen, die direkt oder indi-
rekt mit RIP assoziiert sind, modulieren oder vermitteln kbnnen. Demgeman kénnen RAP-2-Proteinfragmente
hergestellt werden, die eine dominant-negative oder eine dominant-positive Wirkung aufweisen, wie beztglich
der Analoga vorstehend erwahnt wurde. Es sollte angemerkt werden, dass diese Fragmente eine spezielle
Klasse der Analoga der Erfindung darstellen, sie sind namlich definierte Teile von RAP-2-Proteinen, die aus
der vollstandigen RAP-2-Proteinsequenz abgeleitet wurden (z. B. aus der einer beliebigen der RAP-2-Proteine
oder seiner Isoformen), wobei ein jeder solcher Teil oder ein jedes solches Fragment irgendeine der vorste-
hend erwahnten gewlinschten Aktivitdten aufweist. Bei einem solchen Fragment kann es sich z. B. um ein Pep-
tid handeln.

[0111] Ebenso kénnen Derivate durch Standardmodifikationen der Seitengruppen eines oder mehrerer Ami-
nosaurereste des RAP-2-Proteins, seiner Analoga oder Fragmente hergestellt werden, oder durch Konjugation
des RAP-2-Proteins, seiner Analoga oder Fragmente mit einem anderen Molekul wie z. B. einem Antikorper,
einem Enzym, einem Rezeptor usw., wie im Fachgebiet wohlbekannt ist. Dementsprechend umfassen ,Deri-
vate", wie sie hierin verwendet werden, Derivate, die aus den funktionellen Gruppen, die als Seitenketten an
den Resten oder an den N- oder C-terminalen Gruppen auftreten, durch Mittel hergestellt werden kénnen, die
im Fachgebiet bekannt sind, und sind daher in die Erfindung mit eingeschlossen. Derivate kénnen chemische
Reste, wie z. B. Kohlenwasserstoff- oder Phosphat-Gruppen, besitzen, vorausgesetzt, dass eine solche Frak-
tion die gleiche oder eine hdhere biologische Aktivitat als die RAP-2-Proteine besitzt.

[0112] Derivate kdnnen zum Beispiel aliphatische Ester der Carboxylgruppen umfassen, sowie Amide der
Carboxylgruppen, die durch Reaktion mit Ammoniak oder mit primaren oder sekundaren Aminen erzeugt wer-
den, N-Acyl-Derivate oder freie Aminogruppen der Aminosaurereste, die mit Acyl-Resten (z. B. Alkanoyl- oder
carbocyclischen Aroyl-Gruppen) gebildet werden, oder O-Acyl-Derivate freier Hydroxylgruppen (zum Beispiel
diejenigen der Seryl- oder der Threonyl-Reste), die mit Acyl-Resten gebildet werden.

[0113] Es ist beabsichtigt, dass der Begriff ,Derivate" nur diejenigen Derivate umfasst, die eine Aminosaure
nicht in eine andere der 20 Ublicherweise vorkommenden, natlrlichen Aminosauren verandert.

[0114] RAP-2 ist ein Protein oder ein Polypeptid, d.h. eine Sequenz von Aminosauren. Von einem Polypeptid,
das aus einer langeren Sequenz besteht, die die vollstandige Sequenz eines RAP-2-Proteins mit einschlief3t,
wird in Ubereinstimmung mit den hierin angefiihrten Definitionen beabsichtigt, dass es so lange in den Rahmen
eines solchen Polypeptids mit eingeschlossen ist, so lange das Hinzufligen die grundlegenden und die neuen
Charakteristika der Erfindung nicht beeinflussen, d. h. wenn sie die biologische Aktivitat des RAP-2-Proteins
entweder beibehalten oder erhéhen oder so abgespalten werden kénnen, dass sie ein Protein oder ein Poly-
peptid hinterlassen, das die biologische Aktivitdt des RAP-2-Proteins besitzt. Auf diese Weise wird zum Bei-
spiel beabsichtigt, dass die vorliegende Erfindung Fusionsproteine des RAP-2-Proteins mit anderen Amino-
sauren oder mit Peptiden mit einschlieft.

[0115] Das neue RAP-2-Protein, sowie seine Analoga, Fragmente und Derivate, besitzen eine Reihe mdgli-
cher Verwendungen, wie zum Beispiel:
(i) Das RAP-2-Protein, sowie seine Analoga, Fragmente und Derivate, kdnnen verwendet werden, um die
Funktion von RIP entweder in den Entziindungs-, den Zelltod- oder den Zelliberlebens-Signalwegen wie
vorstehend erwahnt zu modulieren. Wenn zum Beispiel RAP-2 die Wirkung von RIP auf die Aktivierung von
NF-kB, der JNK (Jun-Kinase) oder der p38-Kinase modulieren kann, kdnnen solche Wirkungen von RAP-2
zur Steigerung einer solchen RAP-2-RIP-Wirkung flhren, wenn dies bei Anti-Tumor, anti- oder proinflamm-
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atorischen, oder Anti-HIV-Anwendungen usw. wiinschenswert ist. In diesem Fall kann das RAP-2-Protein,
seine Analoga, Fragmente oder Derivate, die die Entziindung modulieren, die cytotoxische Wirkung erho-
hen oder die Zelliberlebenswirkung blockieren, in die Zellen durch Standardverfahren eingebracht werden,
die als solche bekannt sind. Wenn zum Beispiel das RAP-2-Protein vollstandig intrazellular vorliegt (wie ver-
mutet) und nur in diejenigen Zellen eingebracht werden soll, in denen der FAS-R-Ligand oder der TNF oder
eine andere cytotoxische Proteinwirkung, die durch RIP vermittelt wird, gewlinscht wird, wird ein System flr
eine spezifische Einbringung dieses Proteins in die Zellen bendétigt. Ein Weg, auf dem dies erfolgen kann,
ist durch die Erzeugung eines rekombinanten Tiervirus, wie z. B. eines, das von Vaccinia abgeleitet wurde,
in dessen DNA die folgenden beiden Gene eingebaut werden: das Gen, das einen Liganden codiert, der an
die Zelloberflachenproteine bindet, die durch die Zellen spezifisch exprimiert werden, wie z. B. das
gp120-Protein des AIDS (HIV)-Virus, das spezifisch an einige Zellen bindet (CD4-Lymphocyten und ver-
wandte Leukamien), oder das irgendeinen anderen Liganden codiert, der spezifisch an die Zellen bindet,
die den FAS-R oder den p55-R tragen, so dass der rekombinante virale Vektor in die Lage versetzt wird, an
solche, den FAS-R oder den p55-R tragenden Zellen zu binden; und das Gen, das das RAP-2-Protein co-
diert. Dadurch wird die Expression des an die Zelloberflache bindenden Proteins auf der Oberflache des
Virus das Virus spezifisch an die Tumorzelle oder an eine andere den FAS-R oder den p55-R tragende Zelle
zielgerichtet anliefern, worauf hin die das RAP-2-Protein codierende Sequenz in die Zellen Uber das Virus
eingebracht wird, und nachdem es in den Zellen exprimiert worden ist, wird es zur Steigerung der RIP-Ver-
mittlung des FAS-R-Liganden oder der TNF-Wirkung fiihren oder zu unabhangigem RIP. Die Konstruktion
solcher rekombinanter Tierviren erfolgt Gber Standardverfahren (vergleiche zum Beispiel mit Sambrook et
al., 1989). Eine andere Moglichkeit besteht darin, die Sequenzen des RAP-2-Proteins (z. B. eines beliebi-
gen RAP-2-Proteins oder seiner Isoformen) in Form von Oligonucleotiden einzubringen, die durch die Zel-
len absorbiert und in ihnen exprimiert werden kénnen.

(ii) Sie kdnnen verwendet werden, um den FAS-R-Liganden oder den TNF oder eine verwandte Proteinwir-
kung zu hemmen, die durch RIP oder durch eine unabhangige RIP-Wirkung vermittelt wird, wie z. B. in Fal-
len wie Gewebsschadigung bei septischem Schock, TransplantatabstoRung oder akuter Hepatitis, in denen
es gewunscht wird, die durch den FAS-R-Liganden oder durch den TNF induzierte intrazellulare Signali-
bertragung durch den FAS-R oder den p55-R zu blockieren, oder um die unabhangige Wirkung von RIP
oder um eine andere, durch Proteine vermittelte, Signallibertragung zu blockieren, und gleichzeitig den Zell-
Uberlebens-Signalweg zu steigern. In dieser Situation ist es zum Beispiel moglich, in die Zellen durch Stan-
dardverfahren Oligonucleotide einzubringen, die die Antisense codierende Sequenz des RAP-2-Proteins
enthalten, welche die Translation der mMRNAs wirksam blockieren, die das RAP-2-Protein codieren, und da-
durch seine Expression blockieren und zur Hemmung der Wirkung des FAS-R-Liganden oder des TNF oder
des RIP oder eines anderen Proteins fliihren. Solche Oligonucleotide kdnnen in die Zellen unter Verwen-
dung des vorstehend angeflihrten Ansatzes mit einem rekombinanten Virus eingebracht werden, wobei die
zweite Sequenz, die das Virus tragt, die Oligonucleotidsequenz ist.

[0116] In &hnlicher Weise, wie vorstehend erwahnt, kann es in Abhangigkeit von der Natur der
RAP-2-RIP-Wechselwirkung méglich sein, auf den vorstehenden Wegen (i) und (ii) die Entziindungs- und die
Uberlebens-Signalwege der Zelle zu steigern oder zu hemmen, wenn dies gewiinscht wird.

[0117] Eine andere Mdglichkeit besteht darin, Antikdrper zu verwenden, die fir das RAP-2-Protein spezifisch
sind, um seine intrazellulare Signallbertragungsaktivitdt zu hemmen.

[0118] Ein noch weiterer Weg, um die durch RIP vermittelten Wirkungen oder die von RIP unabhangige Wir-
kung zu hemmen, erfolgt Uber den vor kurzem entwickelten Ribozym-Ansatz. Ribozyme sind katalytische
RNA-Molekdle, die RNAs spezifisch spalten. Ribozyme kénnen so konstruiert werden, dass sie ausgewahlte
Ziel-RNAs spalten wie z. B. die mRNAs, die das RAP-2-Protein der Erfindung codieren. Solche Ribozyme be-
sitzen eine Sequenz, die fir die MRNA des RAP-2-Proteins spezifisch ist, und sind in der Lage, mit ihrin Wech-
selwirkung zu treten (komplementéare Bindung), darauf hin erfolgt die Spaltung der mRNA, was zu einer Ab-
nahme (oder dem vollstandigem Verlust) der Expression des RAP-2-Proteins fihrt, wobei das Ausmaf der ver-
minderten Expression von dem Grad der Expression des Ribozyms in der Zielzelle abhangig ist. Um Ribozyme
in Zellen der Wahl einzubringen (wie z. B. in solche, die den FAS-R oder den p55-R enthalten), kann jeder be-
liebige Vektor verwendet werden, wie z. B. Plasmid oder Tiervirus- (Retrovirus-) Vektoren, die Ublicherweise
fur diesen Zweck verwendet werden (vergleiche auch mit (i) vorstehend, wobei das Virus als zweite Sequenz
eine cDNA enthélt, welche die Ribozym-Sequenz der Wahl codiert). (Fir Ubersichtsartikel, Verfahren usw., die
Ribozyme betreffen, vergleiche mit Chen et al., 1992; Zhao und Pick, 1993; Shore et al., 1993; Joseph und
Burke 1993; Shimayama et al., 1993; Cantor et al., 1993; Baringa, 1993; Crisell et al., 1993 und Koizumi et al.,
1993). Dieser Ansatz ist geeignet, wenn die RAP-2-RIP-Wechselwirkung die Zell-Cytotoxizitat in Situationen
steigert, in denen es gewiinscht wird, diese Cytotoxizitat zu blockieren, oder wenn die RAP-2-RIP- Wechsel-
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wirkung die Aktivierung von NF-kB in der gleichen Situation hemmt, und wenn gewulnscht wird, diese Hem-

mung zu blockieren, um eine solche NF-kB-Aktivierung zu steigern, d. h. in beiden Fallen wird gewlinscht, das

Uberleben der Zelle wie in (ii) vorstehend zu erhéhen.
(iii) Das RAP-2-Protein, seine Analoga, Fragmente oder Derivate kbnnen auch verwendet werden, um an-
dere Proteine der gleichen Klasse zu isolieren, zu identifizieren und zu clonieren, d. h. solche, die an RIP
oder an funktionell verwandte Rezeptoren oder Proteine binden, welche an den intrazellularen Signaliiber-
tragungsprozessen beteiligt sind. Bei dieser Anwendung kann das vorstehend erwahnte Hefe-Zwei-Hyb-
rid-System verwendet werden, oder es kann ein vor kurzem entwickeltes System verwendet werden, das
eine nicht stringente Southern-Hybridisierung, gefolgt von einer PCR-Clonierung, verwendet (Wilks et al.,
1989). In der Veréffentlichung von Wilks et al. wird die Identifizierung und Clonierung zweier potentieller
Protein-Tyrosinkinasen beschrieben, dies erfolgt durch die Anwendung einer nicht stringenten
Southern-Hybridisierung gefolgt von einer Clonierung durch eine PCR, die auf der bekannten Sequenz des
Kinasemotivs, d. h. einer ausgedachten Kinasesequenz, basiert. Dieser Ansatz kann in Ubereinstimmung
mit der vorliegenden Erfindung unter Verwendung der Sequenz des RAP-2-Proteins verwendet werden, um
verwandte RIP-Bindeproteine zu identifizieren und zu clonieren.
(iv) Ein noch weiterer Ansatz, um das RAP-2-Protein oder seine Analoga, Fragmente oder Derivate der Er-
findung zu verwenden, besteht darin, sie bei Affinitatschromatographie-Verfahren zu verwenden, um ande-
re Proteine oder Faktoren zu isolieren und zu identifizieren, an die sie zur Bindung in der Lage sind, wie z.
B. andere Proteine oder Faktoren, die an dem intrazellularen Signallbertragungsprozess beteiligt sind. Bei
dieser Anwendung kann das RAP-2-Protein der vorliegenden Erfindung, sowie seine Analoga, Fragmente
oder Derivate individuell an Affinitdtschromatographie-Matrizen angelagert werden und dann mit Zellextrak-
ten oder mit isolierten Proteinen oder Faktoren in Kontakt gebracht werden, die im Verdacht stehen, an dem
intrazellularen SignalUbertragungsprozess beteiligt zu sein. Nach dem Affinitdtschromatographie-Verfahren
kénnen die anderen Proteine oder die Faktoren, die an das RAP-2-Protein der Erfindung oder an seine Ana-
loga, Fragmente oder Derivate gebunden haben, eluiert, isoliert und charakterisiert werden.
(v) Wie vorstehend erwahnt, kbnnen das RAP-2-Protein der Erfindung, oder seine Analoga, Fragmente
oder Derivate auch als Immunogene (Antigene) verwendet werden, um spezifische Antikérper gegen sie
herzustellen. Diese Antikdrper kénnen ebenfalls zum Zweck der Reinigung des RAP-2-Proteins (z. B.
RAP-2 oder irgendeine seiner Isoformen) verwendet werden, entweder aus Zellextrakten oder aus trans-
formierten Zelllinien, die das RAP-2-Protein oder seine Analoga oder Fragmente herstellen. Des Weiteren
kdnnen diese Antikorper fur diagnostische Zwecke zur Identifizierung von Erkrankungen verwendet wer-
den, die mit einer abnormalen Funktion des durch RIP vermittelten FAS-R-Liganden- oder TNF-Systems
oder mit unabhangigen Aktivitdten von RIP in Beziehung stehen, wie z. B. Uberaktive oder zu schwach ak-
tive durch den FAS-R-Liganden oder den TNF induzierte zelluldre Wirkungen, die durch RIP vermittelt oder
durch die eigenstandigen spezifischen zellularen Wirkungen von RIP verursacht werden. Sollten daher sol-
che Erkrankungen mit einer Funktionsstérung eines intrazellularen Signallibertragungssystems in Bezie-
hung stehen, an dem das RIP-Protein oder verschiedene andere, vorstehend erwahnte, an RIP bindende,
Proteine oder das RAP-2-Protein selbst beteiligt sind, kbnnen solche Antikérper als ein wichtiges diagnos-
tisches Hilfsmittel dienen.

[0119] Es sollte auch angemerkt werden, dass die Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung des
RAP-2-Proteins der Erfindung Uber irgendeines der wohlbekannten Standard-Durchmusterungsverfahren
durchgefiihrt werden kann. Zum Beispiel wurde eines dieser Durchmusterungsverfahren, das Hefe-Zwei-Hyb-
rid-Verfahren, wie hierin nachstehend angefihrt wird, dazu verwendet, das RIP-Protein (vergleiche mit Stanger
et al., 1995) und anschlief’end das RAP-2-Protein der Erfindung zu identifizieren (neben verschiedenen ande-
ren neuen Proteinen der vorstehend und nachstehend erwahnten, ebenfalls im Besitz der Erfinder befindlichen
und gleichzeitig anhangigen Patentanmeldungen). In dhnlicher Weise kdnnen, wie vorstehend und nachste-
hend erwahnt, andere Verfahren verwendet werden, wie z. B. die Affinitats-Chromatographie oder DNA-Hyb-
ridisierungsverfahren usw., wie sie im Fachgebiet wohlbekannt sind, um das RAP-2-Protein der Erfindung zu
isolieren, zu identifizieren und zu charakterisieren oder um weitere Proteine, Faktoren, Rezeptoren usw. zu iso-
lieren, identifizieren und charakterisieren, die in der Lage sind, an das RAP-2-Protein der Erfindung zu binden.

[0120] Wie hierin vorstehend angefiihrt, kann das RAP-2-Protein verwendet werden, um Antikdrper zu erzeu-
gen, die mit dem biologisch aktiven RAP-2-Protein, einem Teil des RAP-2-Proteins oder mit seinen Isoformen
spezifisch reagieren. Diese Antikérper oder Fragmente davon kénnen verwendet werden, wie sie hierin nach-
stehend in Einzelheiten beschrieben wird, wobei vorausgesetzt wird, dass es sich bei diesen Anwendungen
um Antikérper oder Fragmente davon handelt, die die vorstehende Spezifitat besitzen.

[0121] Auf Grundlage der Ergebnisse gemal der vorliegenden Erfindung, d. h., dass RAP-2 spezifisch an RIP
bindet und als solches einen Vermittler oder Modulator von RIP darstellt und somit die Aktivitdt von RIP bei
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Entzindungen, Zelltod- oder Zelliberlebens-Signalwegen in einer solchen Weise vermitteln oder modulieren
kann, dass RIP unabhéangig oder in Verbindung mit anderen Proteinen (z. B. FAS-R, p55-R, MORT-1, MACH,
Mch4, Gl und TRADD in Zelltod-Signalwegen, oder mit TRAF2 in Zellliberlebens-Signalwegen) wirkt, ist es von
Bedeutung, Arzneimittel zu entwerfen, die die RAP-2-RIP-Wechselwirkung verstarken oder hemmen kénnen,
je nachdem wie dies gewilinscht wird und in Abhangigkeit davon, welcher dieser Signalwege durch die
RAP-2-RIP-Wechselwirkung verstarkt oder gehemmt werden soll. Es gibt viele Krankheiten, bei denen solche
Arzneimittel eine groRRe Hilfe sein kdnnen. Darunter befinden sich unter anderen die akute Hepatitis, bei der
die akute Schadigung der Leber den durch den FAS-R-Liganden vermittelten Zelltod der Leberzellen widerzu-
spiegeln scheint; der durch Autoimmunitat induzierte Zelltod, wie z. B. der Tod der 3-Langerhans-Zellen der
Bauchspeicheldriise, der zu Diabetes flihrt; der Tod von Zellen bei der TransplantatabstoRung (z. B. Niere,
Herz und Leber); der Tod von Oligodendrocyten im Gehirn bei multipler Sklerose und der durch AIDS gehemm-
te Suizid von T-Zellen, der die Vermehrung des AIDS-Virus und damit die AIDS-Erkrankung verursacht.

[0122] Es ist mdglich, dass RAP-2 oder eine oder mehrere seiner moglichen Isoformen als ,nattrliche" Inhi-
bitoren von RIP in einem oder in mehreren der vorstehenden Signalwege dienen kann, und daher kénnen die-
se als die vorstehend erwahnten spezifischen Inhibitoren von RIP angewendet werden. Ebenso kann auf An-
tikérper hin durchmustert werden, um spezifische Arzneimittel zu erhalten, die in der Lage sind, die
RAP-2-RIP-Wechselwirkung zu hemmen.

[0123] Im Hinblick auf die Antikérper, die hierin durchgangig erwadhnt werden, beabsichtigt der Begriff ,Anti-
korper" mit einzuschlieRen: polyclonale Antikdrper, monoclonale Antikdrper (mAbs), chimare Antikorper, an-
ti-idiotypische (anti-ld) Antikérper bis zu Antikdrpern, die in I8slicher oder in gebundener Form markiert werden
kénnen, sowie Fragmente davon, die durch ein beliebiges bekanntes Verfahren bereit gestellt werden, wie z.
B., aber nicht beschrankt auf, enzymatische Spaltung, Peptidsynthese oder rekombinante Verfahren.

[0124] Polyclonale Antikorper sind heterogene Populationen von Antikérpermolekilen, die aus den Seren von
Tieren stammen, die mit einem Antigen immunisiert wurden. Ein monoclonaler Antikérper enthalt im Wesent-
lichen eine homogene Population an Antikorpern, die fir Antigene spezifisch sind, wobei die Populationen im
Wesentlichen ahnliche Epitop-Bindestellen enthalten. MAbs kénnen durch Verfahren erhalten werden, die den
Fachleuten bekannt sind. Vergleiche zum Beispiel mit Kéhler und Milstein, Nature 256:495-497 (1975); US-Pa-
tent Nr. 4,376,110; Ausubel et al., Hrsg., Harlow und Lane: ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, Cold
Spring Harbor Laboratory (1988) und Colligan et al., Hrsg., Current Protocols in Immunology, Greene Publi-
shing Assoc. und Wiley Interscience, N.Y. (1992-1996), wobei der Inhalt dieser Dokumente hierin vollstandig
durch Bezugnahme enthalten ist. Solche Antikdrper kénnen jeder beliebigen Immunglobulinklasse angehéren,
einschlieRlich IgG, IgM, IgE, IgA, GILD und jeder Unterklasse davon. Ein Hybridom, das einen mAb der vorlie-
genden Erfindung produziert, kann in vitro, in situ oder in vivo kultiviert werden. Die Moglichkeit der Herstellung
hoher Titer von mAbs in vivo oder in situ macht dies zum derzeit bevorzugten Verfahren der Herstellung.

[0125] Chimare Antikérper sind Molekile, deren unterschiedliche Anteile aus unterschiedlichen Tierarten
stammen, wie z. B. solche, die eine variable Region besitzen, die aus einem murinen mAb stammt, und eine
menschliche konstante Immunglobulin-Region. Chimare Antikérper werden vorwiegend verwendet, um die Im-
munogenitat bei der Anwendung zu vermindern und um die Ausbeute bei der Herstellung zu erhéhen, wie zum
Beispiel, wenn murine mAbs hdhere Ausbeuten aus Hybridomen, aber eine héhere Immunogenitat im Men-
schen aufweisen, so dass chimare Mensch/murine mAbs verwendet werden. Chimare Antikérper und Verfah-
ren zu ihrer Herstellung sind im Fachgebiet bekannt (Cabilly et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3273-3277
(1984); Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984); Boulianne et al., Nature 312:643-646
(1984); Cabilly et al., Europaische Patentanmeldung 125023 (verdéffentlicht am 14. November 1984); Neuber-
ger et al., Nature 314:268-270 (1985); Taniguchi et al., Europaische Patentanmeldung 171496 (veroffentlicht
am 19. Februar 1985); Morrison et al., Europaische Patentanmeldung 173494 (veréffentlicht am 5. Marz 1986);
Neuberger et al., PCT-Anmeldung WO 8601533 (verdffentlicht am 13. Marz 1986); Kudo et al., Europaische
Patentanmeldung 184187 (veréffentlicht am 11. Juni 1986); Sahagan et al., J. Immunol. 137:1066-1074 (1986);
Robinson et al., Internationale Patentanmeldung Nr. WO 8702671 (verdffentlicht am 7. Mai 1987); Liu et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:3439-3443 (1987); Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:214-218 (1987);
Better et al., Science 240:1041-1043 (1988) und Harlow und Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL,
vorstehend. Diese Referenzen sind hierin vollstandig durch Bezugnahme mit eingeschlossen.

[0126] Ein anti-idiotypischer (anti-Id) Antikorper ist ein Antikérper, der die einzigartigen Determinanten er-
kennt, die im Allgemeinen mit der Antigen-Bindungsstelle eines Antikdrpers assoziiert sind. Ein Id-Antikdrper
kann durch die Immunisierung eines Tieres der gleichen Art und des gleichen genetischen Typs (z. B. eines
bestimmten Mausstammes) als Quelle des mAbs hergestellt werden, gegen den ein Anti-Id hergestellt wird.
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Das immunisierte Tier wird die idiotypischen Determinanten des zur Immunisierung eingesetzten Antikdrpers
erkennen und darauf hin mit der Herstellung eines Antikdrpers reagieren, der gegen diese idiotypischen De-
terminanten gerichtet ist (d. h. des Anti-ld-Antikérpers). Vergleiche zum Beispiel mit dem US-Patent Nr.
4,699,880, das hierin vollstandig durch Bezugnahme mit eingeschlossen ist.

[0127] Der Anti-ld-Antikérper kann ebenfalls als ,Immunogen” verwendet werden, um eine Immunantwort in
noch einem weiteren Tier hervorzurufen, wodurch ein so genannter Anti-anti-ld-Antiképer hergestellt werden
kann. Der Anti-anti-ld-Antikdrper kann mit dem urspriinglichen mAb, der den Anti-ld-Antikérper induzierte, hin-
sichtlich des Epitops identisch sein. Somit ist es durch die Verwendung von Antikérpern gegen die idiotypi-
schen Determinanten eines mAbs mdglich, andere Clone zu identifizieren, die Antikdrper mit identischer Spe-
zifitat exprimieren.

[0128] Dementsprechend kénnen mAbs, die gegen die RAP-2-Proteine der vorliegenden Erfindung sowie ge-
gen Analoga, Fragmente oder Derivate davon erzeugt wurden, verwendet werden, um Anti-lId-Antikérper in ge-
eigneten Tieren wie z. B. in BALB/c-Mausen zu erzeugen. Die Milzzellen solcher immunisierten Mause werden
verwendet, um Anti-ld-Hybridome herzustellen, die Anti-ld-mAbs sekretieren. Des Weiteren kénnen die An-
ti-ld-mAbs an einen Trager gebunden werden, wie z. B. an KLH (,keyhole limpet hemocyanin") und dazu ver-
wendet werden, weitere BALB/c-Mause zu immunisieren. Die Seren aus diesen Mausen werden Anti-an-
ti-ld-Antikérper enthalten, die die Bindungseigenschaften der urspriinglichen mAbs aufweisen, die fir ein Epi-
top des vorstehenden RAP-2-Proteins oder seiner Analoga, Fragmente und Derivate spezifisch sind.

[0129] Die Anti-ld-mAbs besitzen somit ihre eigenen idiotypischen Epitope oder ,|diotope", die zu dem Epitop,
das untersucht wird, strukturell ahnlich sind, wie z. B. zu dem GRB-Protein a.

[0130] Es wird auch beabsichtigt, dass der Begriff ,Antikbrper" sowohl intakte Molekule als auch Fragmente
davon mit einschlie3t, wie zum Beispiel Fab und F(ab')2, die in der Lage sind, an das Antigen zu binden. Fab-
und F(ab'),-Fragmenten fehlt das Fc-Fragment eines intakten Antikorpers, sie werden rascher aus dem Kreis-
lauf ausgeschieden, und sie kdnnen eine geringere unspezifische Gewebsbindung als ein intakter Antikorper
aufweisen (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)).

[0131] Es wird ersichtlich, dass Fab und F(ab'), sowie andere Fragmente der Antikdrper, die in der vorliegen-
den Erfindung nitzlich sind, zum Nachweis und zur Quantifizierung des RAP-2-Proteins gemal den Verfahren
verwendet werden kdnnen, die hierin fir intakte Antikdrpermolekile offenbart wurden. Solche Fragmente wer-
den typischerweise durch proteolytische Spaltung hergestellt, und zwar unter Verwendung von Enzymen wie
z. B. Papain (um Fab-Fragmente herzustellen) oder Pepsin (um F(ab'),-Fragmente herzustellen).

[0132] Von einem Antikdrper wird gesagt, dass er ,in der Lage zur Bindung" an ein Molekdl ist, wenn er in der
Lage ist, mit dem Molekul spezifisch zu reagieren und dadurch das Molekil an den Antikérper zu binden. Der
Begriff ,Epitop" bedeutet eine Bezugnahme auf denjenigen Teil eines beliebigen Molekdls, der in der Lage ist,
an einen Antikdrper gebunden zu werden, und der ebenfalls durch diesen Antikdper erkannt werden kann. Epi-
tope oder ,antigene Determinanten” bestehen Ublicherweise aus chemisch aktiven Oberflachengruppierungen
von Molekiilen wie z. B. von Aminosauren oder Zucker-Seitenketten und besitzen spezifische dreidimensiona-
le strukturelle Eigenschaften sowie spezifische Ladungseigenschaften.

[0133] Ein ,Antigen" ist ein Molekil oder ein Teil eines Molekiils, das in der Lage ist, durch einen Antikérper
gebunden zu werden, und das darlber hinaus in der Lage ist, ein Tier zur Herstellung eines Antikdpers zu in-
duzieren, der in der Lage ist, an ein Epitop dieses Antigens zu binden. Ein Antigen kann ein oder mehr als ein
Epitop besitzen. Die spezifische Reaktion, auf die vorstehend Bezug genommen wurde, bedeutet, dass das
Antigen in einer hoch selektiven Weise mit seinem entsprechenden Antikdrper reagieren wird und nicht mit der
Vielzahl anderer Antikérper, die durch andere Antigene hervorgerufen werden kénnen.

[0134] Die Antikorper, einschlieRlich der Fragmente der Antikdrper, die in der vorliegenden Erfindung nitzlich
sind, kdnnen verwendet werden, um das RAP-2-Protein in einer Probe quantitativ oder qualitativ nachzuwei-
sen oder um die Anwesenheit von Zellen nachzuweisen, die das RAP-2-Protein der vorliegenden Erfindung
exprimieren. Dies kann durch Immunfluoreszenz-Verfahren erfolgen, die einen Fluoreszenz-markierten Anti-
korper (vergleiche nachstehend) verwenden, verbunden mit einem lichtmikroskopischen, durchfluRcytometri-
schen oder fluorometrischen Nachweis.

[0135] Die Antikoérper (oder Fragmente davon), die in der vorliegenden Erfindung nitzlich sind, kénnen histo-
logisch wie z. B. bei der Immunfluoreszenz oder der Immunelektronen-Mikroskopie zum in situ-Nachweis des
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RAP-2-Proteins der vorliegenden Erfindung verwendet werden. Der in situ-Nachweis kann durch die Entfer-
nung einer histologischen Probe aus einem Patienten und dem Bereitstellen des markierten Antikrpers der
vorliegenden Erfindung fir eine solche Probe durchgefiihrt werden. Der Antikorper (oder das Fragment) wird
bevorzugt durch Anliefern oder Uberschichten des markierten Antikdrpers (oder des Fragments) an eine bio-
logische Probe bereitgestellt. Durch die Verwendung eines solchen Verfahrens ist es nicht nur mdéglich, die An-
wesenheit des RAP-2-Proteins zu bestimmen, sondern auch seine Verteilung in dem untersuchten Gewebe.
Bei der Anwendung der vorliegenden Erfindung werden Fachleute rasch erkennen, dass ein beliebiges aus
einer Vielzahl histologischer Verfahren (wie z. B. Farbeverfahren) modifiziert werden kann, um einen solchen
in situ-Nachweis zu erreichen.

[0136] Solche Testansatze flr das RAP-2-Protein der vorliegenden Erfindung umfassen typischerweise die
Inkubation einer biologischen Probe wie z. B. einer biologischen Flissigkeit, eines Gewebeextrakts, frisch ge-
ernteter Zellen wie z. B. Lymphocyten oder Leukocyten oder Zellen, die in Gewebekultur angezogen wurden,
in Gegenwart eines nachweisbaren, markierten Antikérpers, der in der Lage ist, das RAP-2-Protein zu identi-
fizieren, und den Nachweis des AntikOrpers durch ein beliebiges aus einer Reihe von Verfahren, die im Fach-
gebiet wohlbekannt sind.

[0137] Die biologische Probe kann mit einer Festphasen-Unterlage oder mit einem Trager behandelt werden,
wie z. B. mit Nitrocellulose, oder mit einer anderen festen Unterlage oder einem Trager, die/der in der Lage ist,
Zellen, Zellpartikel oder I8sliche Proteine zu immobilisieren. Die Unterlage oder der Trager kann dann mit ge-
eigneten Puffern gewaschen werden, darauf hin erfolgt die Behandlung mit einem nachweisbaren markierten
Antikérper gemalR der vorliegenden Erfindung, wie vorstehend erwahnt. Die Festphasen-Unterlage oder der
Trager kann dann mit dem Puffer ein zweites Mal gewaschen werden, um den ungebundenen Antikérper zu
entfernen. Die Menge der gebundenen Markierung auf der festen Unterlage oder dem Trager kann dann durch
herkdmmliche Mittel nachgewiesen werden.

[0138] Mit ,Festphasen-Unterlage", ,Festphasen-Trager", ,feste Unterlage", ,fester Trager", ,Unterlage" oder
~1rager" ist jede beliebige Unterlage oder jeder beliebige Trager gemeint, die/der in der Lage ist, ein Antigen
oder einen Antikdrper zu binden. Wohlbekannte Unterlagen oder Trager umfassen Glas, Polystyrol, Polypro-
pylen, Polyethylen, Dextran, Nylon-Amylasen, naturliche und modifizierte Cellulosen, Polyacrylamide, Gab-
bros und Magnetit. Die Natur des Tragers kann fiir die Zwecke der vorliegenden Erfindung bis zu einem gewis-
sen Grad entweder I6slich oder auch unléslich sein. Das Material der Unterlage kann praktisch jede beliebige
mogliche strukturelle Konfiguration aufweisen, so lange das daran angeheftete Molekul zur Bindung an ein An-
tigen oder an einen Antikorper in der Lage ist. Daher kann die Konfiguration der Unterlage oder des Tragers
spharisch sein, wie z. B. bei einem Kugelchen, oder zylindrisch sein, wie z. B. bei der inneren Oberflache eines
Testrohrchens oder der duReren Oberflache eines Stabchens. Alternativ kann die Oberflache flach sein, wie z.
B. bei einem Blatt, einem Test-Streifen usw. Bevorzugte Unterlagen oder Trager umfassen Polystyrol-Kigel-
chen. Fachleuten werden andere geeignete Trager fir die Bindung eines Antikorpers oder eines Antigens be-
kannt sein, oder sie werden in der Lage sein, diese durch die Anwendung von Routineexperimenten zu ermit-
teln.

[0139] Die Bindungsaktivitat einer bestimmten Charge eines Antikdrpers der Erfindung, wie vorstehend er-
wahnt, kann gemaf bekannter Verfahren bestimmt werden. Fachleute werden in der Lage sein, operative und
optimale Testbedingungen fir jeden Nachweis durch Routineexperimente zu bestimmen.

[0140] Es koénnen weitere Schritte wie z. B. Waschen, Ruhren, Schiitteln, Filtrieren und ahnliche den Testa-
natzen hinzugefiigt werden, je nachdem wie es Ublich oder fiir die spezielle Situation notwendig ist.

[0141] Einer der Wege, auf dem ein Antikorper gemaf der Erfindung zum Nachweis markiert werden kann,
erfolgt durch die Verknipfung desselben mit einem Enzym und der Verwendung in einem Enzym-Immun-Test
(EIA). Das Enzym wiederum wird, wenn es spater einem geeigneten Substrat ausgesetzt wird, mit dem Sub-
strat in einer solchen Weise reagieren, dass eine chemische Einheit produziert wird, die nachgewiesen werden
kann, zum Beispiel durch spektrophotometrische, fluorometrische oder durch visuelle Mittel. Enzyme, die ver-
wendet werden kénnen, um den Antikérper flr den Nachweis zu markieren, umfassen Malat-Dehydrogenase,
Staphylococcus-Nuclease, Delta-5-Steroid-Isomerase, Alkohol-Dehydrogenase aus Hefe, Alpha-Glycero-
phosphat-Dehydrogenase, Triosephosphat-lsomerase, Meerrettich-Peroxidase, alkalische Phosphatase, As-
paraginase, Glucose-Oxidase, Beta-Galactosidase, Ribonuclease, Urease, Katalase, Glucose-6-phos-
phat-Dehydrogenase, Glucoamylase und Acetylcholin-Esterase, sind aber nicht auf diese beschrankt. Der
Nachweis kann durch colorimetrische Verfahren erfolgen, die ein chromogenes Substrat fiir das Enzym ver-
wenden. Der Nachweis kann ebenfalls durch einen visuellen Vergleich des Ausmalfies der enzymatischen Re-
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aktion eines Substrats im Vergleich zu auf ahnliche Weise hergestellten Standards erfolgen.

[0142] Der Nachweis kann unter Verwendung eines beliebigen aus einer Reihe anderer Immuntests durch-
gefuhrt werden. Zum Beispiel ist es durch radioaktive Markierung der Antikérper oder der Antikdrper-Fragmen-
te moglich, R-PTPase uber die Verwendung eines Radioimmuntests (RIA) nachzuweisen. Eine gute Beschrei-
bung des RIA findet sich in ,Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular Biology" von Work, T.S. et
al., North Holland Publishing Company, NY (1978), mit besonderem Bezug auf das Kapitel mit dem Titel ,An
Introduction to Radioimmune Assay and Related Techniques" von Chard, T., das hierin durch Bezugnahme mit
eingeschlossen ist. Das radioaktive Isotop kann durch solche Mittel wie z. B. der Verwendung eines Gam-
ma-Zahlers oder eines Szintillationszahlers oder durch Autoradiographie nachgewiesen werden.

[0143] Es ist auch mdglich, einen Antikbrper gemaR der vorliegenden Erfindung mit einer fluoreszierenden
Verbindung zu markieren. Wenn der Fluoreszenz-markierte Antikorper Licht der geeigneten Wellenlange aus-
gesetzt wird, kann seine Anwesenheit aufgrund der Fluoreszenz nachgewiesen werden. Unter den Ublicher-
weise am meisten verwendeten Verbindungen zur Fluoreszenzmarkierung befinden sich Fluorescein-Isothio-
cyanat, Rhodamin, Phycoerythrin, Pycocyanin, Allophycocyanin, o-Phthaldehyd und Fluorescamin.

[0144] Der Antikdrper kann zum Nachweis ebenfalls unter Verwendung von Fluoreszenz abstrahlenden Me-
tallen wie z. B. '°E oder anderen der Lanthaniden-Reihe markiert werden. Diese Metalle kénnen an den Anti-
kdrper durch Verwendung von Metallchelat bildenden Gruppen wie z. B. Diethylentriaminpentaessigsaure (ET-
PA) angeheftet werden.

[0145] Der Antikdrper kann zum Nachweis ebenfalls durch seine Kopplung an eine chemilumineszente Ver-
bindung markiert werden. Die Anwesenheit des Chemilumineszenz-markierten Antikrpers wird dann durch
den Nachweis der Anwesenheit von Lumineszenz bestimmt, die im Verlauf einer chemischen Reaktion ent-
steht. Beispiele flr besonders nutzliche chemilumineszente Verbindungen zur Markierung sind Luminol, Isolu-
minol, theromatische Acridin-Ester, Imidazol, Acridinium-Salze und Oxalat-Ester.

[0146] In &hnlicher Weise kann eine biolumineszente Verbindung verwendet werden, um den Antikdrper der
vorliegenden Erfindung zu markieren. Biolumineszenz ist eine Art der Chemilumineszenz, die sich in biologi-
schen Systemen findet, bei der ein katalytisches Protein die Wirksamkeit der chemilumineszenten Reaktion
erhdht. Die Anwesenheit eines biolumineszenten Proteins wird durch den Nachweis der Anwesenheit der Lu-
mineszenz bestimmt. Wichtige biolumineszente Verbindungen zum Zwecke der Markierung sind Luziferin, Lu-
ziferase und Aequorin.

[0147] Ein Antikdrpermolekul der vorliegenden Erfindung kann zum Gebrauch bei einem immunometrischen
Test angepasst werden, der auch als ,Zwei-Seiten" oder als ,Sandwich-Assay" bekannt ist. Bei einem typi-
schen immunometrischen Testansatz wird eine Menge eines unmarkierten Antikérpers (oder eines Fragments
eines Antikérpers) an eine feste Unterlage oder an einen Trager gebunden, und eine Menge eines zum Nach-
weis markierten I&slichen Antikérpers wird zugegeben, um den Nachweis und/oder die Quantifizierung des ter-
naren Komplexes zu erlauben, der sich zwischen dem Festphasen-Antikérper, dem Antigen und dem markier-
ten Antikérper gebildet hat.

[0148] Typischerweise und bevorzugt umfassen immunometrische Testansatze ,Vorwarts"-Testansatze, bei
denen der an die Festphase gebundene Antikdrper zuerst mit der zu untersuchenden Probe in Kontakt ge-
bracht wird, um das Antigen aus der Probe durch die Bildung eines bindren an der Festphase gebunden Anti-
korper-Antigen-Komplexes zu extrahieren. Nach einem geeigneten Inkubationszeitraum wird die feste Unter-
lage oder der Trager gewaschen, um Reste der flissigen Probe, einschliellich des Antigens, das nicht reagiert
hat, wenn Uberhaupt noch vorhanden, zu entfernen, und dann mit einer Lésung in Kontakt gebracht, die eine
unbekannte Menge eines markierten Antikérpers enthalt (der als ,Reportermolekil”" fungiert). Nach einem
zweiten Inkubationszeitraum, in dem es dem markierten Antikdrper erlaubt wird, einen Komplex mit dem Anti-
gen zu bilden, das an die feste Unterlage oder den Trager Uber den unmarkierten Antikérper gebunden ist, wird
die feste Unterlage oder der Trager ein zweites Mal gewaschen, um den markierten Antikdrper, der nicht rea-
giert hat, zu entfernen.

[0149] Bei einem anderen Typ eines ,Sandwich-Assays", der fir die Antigene der vorliegenden Erfindung
ebenfalls nitzlich sein kann, werden die so genannten ,simultanen” und ,reversen" Testansatze verwendet.
Ein simultaner Testansatz umfasst einen einzigen Inkubationsschritt, da sowohl der Antikérper, der an die feste
Unterlage oder an den Trager gebunden wird, als auch der markierte Antikorper der Probe, die untersucht wird,
zur gleichen Zeit zugegeben werden. Nachdem die Inkubation beendet ist, wird die feste Unterlage oder der
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Trager gewaschen, um Reste der flissigen Probe und des nicht komplexierten markierten Antikérpers zu ent-
fernen. Die Anwesenheit des markierten Antikorpers, der mit der festen Unterlage oder dem Trager verbunden
ist, wird dann wie in einem konventionellen ,Vorwarts-Sandwich-Assay" bestimmt.

[0150] Bei dem ,reversen" Testansatz wird zuerst die schrittweise Zugabe einer L6sung des markierten Anti-
korpers zu der flissigen Probe verwendet, gefolgt von der Zugabe des unmarkierten Antikdrpers nach einem
geeigneten Inkubationszeitraum, der eine feste Unterlage oder an den Trager gebunden ist. Nach einer zwei-
ten Inkubation wird die Festphase in Ublicher Weise gewaschen, um sie von den Resten der Probe, die unter-
sucht wird, und der Ldsung des markierten Antikdpers, der nicht reagiert hat, zu befreien. Die Bestimmung des
markierten Antikorpers, der mit der festen Unterlage oder dem Trager assoziiert ist, wird dann wie bei dem ,si-
multanen" und dem ,Vorwarts"-Testansatz bestimmt.

[0151] Das RAP-2-Protein der Erfindung kann durch beliebige rekombinante Standard-DNA-Verfahren her-
gestellt werden (vergleiche zum Beispiel mit Sambrook et al., 1989 und Ausubel et al., 1987-1995, vorstehend),
bei denen geeignete eukaryontische oder prokaryontische Wirtszellen, die im Fachgebiet wohlbekannt sind,
mit den geeigneten eukaryontischen oder prokaryontischen Vektoren transformiert werden, welche die Se-
quenzen enthalten, die die Proteine codieren. Demgemal betrifft die vorliegende Erfindung auch solche Ex-
pressionsvektoren und transformierte Wirtszellen zur Herstellung der Proteine der Erfindung. Wie vorstehend
erwahnt, umfassen diese Proteine auch ihre biologisch aktiven Analoga, Fragmente und Derivate, und daher
umfassen die Vektoren, die diese codieren, ebenfalls Vektoren, die Analoga und Fragmente dieser Proteine
codieren, und die transformierten Wirte umfassen diejenigen, die solche Analoga und Fragmente herstellen.
Bei den Derivaten dieser Proteine, die durch die transformierten Wirte hergestellt werden, handelt es sich um
Derivate, die durch Standard-Modifikationen der Proteine oder ihrer Analoga oder Fragmente hergestellt wer-
den.

[0152] Wie vorstehend erwahnt, betrifft die vorliegende Erfindung auch Arzneimittel, die rekombinante Tiervi-
rus-Vektoren umfassen, welche das RAP-2-Protein codieren, wobei der Vektor zugleich ein virales Oberfla-
chenprotein codiert, das in der Lage ist, an die Oberflachenproteine spezifischer Zielzellen (z. B. Krebszellen)
zu binden, um die Insertion der RAP-2-Proteinsequenzen in die Zellen zu steuern. Weitere Arzneimittel der Er-
findung umfassen als aktiven Bestandteil eine Oligonucleotid-Sequenz, die eine Antisense-Sequenz der
RAP-2-Proteinsequenz codiert.

[0153] Arzneimittel gemaR der vorliegenden Erfindung umfassen eine ausreichende Menge des aktiven Be-
standteils, um dessen beabsichtigten Zweck zu erfillen. Zusatzlich kdnnen die Arzneimittel geeignete pharma-
zeutisch vertragliche Trager enthalten, die Excipienten und Zusatzstoffe umfassen, welche die Verarbeitung
der aktiven Bestandteile zu Praparaten erleichtern, die pharmazeutisch verwendet werden kénnen, und die
solche Praparate zur Verabreichung an das Individuum, das ihrer bedarf, stabilisieren kénnen, wie sie den
Fachleuten wohlbekannt sind.

[0154] Von dem RAP-2-Protein und seinen Isoformen oder Isotypen wird erwartet, dass sie in unterschiedli-
chen Geweben zu deutlich unterschiedlichen Spiegeln und offenbar auch in unterschiedlichen Mustern der Iso-
typen exprimiert werden, dies wirde in analoger Weise zu der Expression verschiedener anderer Proteine er-
folgen, die an den intrazellularen Signallibertragungswegen beteiligt sind, wie in den vorstehend angefihrten,
gleichzeitig im Besitz der Erfinder befindlichen und gleichzeitig anhdngigen Patentanmeldungen angezeigt
wurde. Diese Unterschiede kdnnen méglicherweise zu den gewebsspezifischen Eigenschaften der Antwortre-
aktionen gegeniber dem Fas/APO1-Liganden und dem TNF mit beitragen. Wie im Falle anderer
CEDS3/ICE-Homologe (Wang et al., 1994; Alnemri et al., 1995) haben die genannten Erfinder bereits gezeigt
(in den vorstehend erwahnten Patentanmeldungen), dass von MACH-Isoformen, die unvollstandige
CED3/ICE-Regionen enthalten (z. B. MACHa3), herausgefunden wurde, dass sie eine hemmende Wirkung auf
die Aktivitat der gleichzeitig exprimierten MACHa1- oder MACHa2-Molekdle besitzen; von diesen wurde eben-
falls herausgefunden, dass sie die Induktion des Zelltodes durch Fas/APO1 und den p55-R blockieren. Die Ex-
pression solcher hemmenden Isoformen in den Zellen kann einen Mechanismus des zelluldren Selbstschutzes
gegen die durch Fas/APO1 und den TNF vermittelte Cytotoxizitat bilden. Eine ahnliche hemmende Wirkung
mindestens einer der Isoformen von G1 wird ebenfalls vermutet (G1 ist ein vor kurzem isoliertes an Mch4 und
moglicherweise auch an MACH bindendes Protein, und auch ein an MORT-1 bindendes Protein, das
MORT-MODULE und eine Protease-Domane besitzt — vergleiche mit der ebenfalls im Besitz der Erfinder be-
findlichen, und ebenfalls anhangigen Patentanmeldung IL 120367). Die gro3e Heterogenitat der MACH-Isofor-
men und die gleichfalls erwartete analoge Heterogenitat der G1-Isoformen, die diejenige, die fir andere Pro-
teasen der CED3/ICE-Familie beobachtet wird, bei weitem Ubertrifft, sollte eine besonders feine Regulierung
der Funktion der aktiven MACH-Isoformen und in analoger Weise auch der aktiven G1-Isoformen erlauben.

27/69



DE 699 29 958 T2 2006.11.23

Daher kénnen, wie vorstehend erwahnt, die RAP-2-Proteine oder mdgliche Isoformen variierende Wirkungen
in unterschiedlichen Geweben aufweisen, was ihre Wechselwirkung mit RIP und damit ihren Einfluss auf das
Gleichgewicht zwischen der Aktivierung der Zelltod- oder der Zelliberlebens-Signalwege betrifft, wie vorste-
hend beschrieben wurde.

[0155] Es ist auch mdglich, dass einige der méglichen Isoformen des RAP-2-Proteins anderen Funktionen
dienen. Zum Beispiel kdnnten RAP-2, oder einige RAP-2-Isoformen auch als Andockstellen fiir Molekule fun-
gieren, die an anderen, nicht cytotoxischen Wirkungen des Fas/APO1- und des TNF-Rezeptors uber eine
Wechselwirkung mit RIP oder sogar unabhangig von RIP beteiligt sind.

[0156] Aufgrund der einzigartigen Fahigkeit des Fas/APO1- und des TNF-Rezeptors, Entziindungen und den
Zelltod verursachen zu kdnnen, sowie der Fahigkeit der TNF-Rezeptoren, andere gewebsschadigende Aktivi-
taten auslésen zu kénnen, kdnnen Abweichungen von der Funktion dieser Rezeptoren flir den Organismus be-
sonders schadlich sein. Es wurde tatsachlich gezeigt, dass sowohl das libermaRige als auch das unzureichen-
de Funktionieren dieser Rezeptoren zu pathologischen Manifestationen verschiedener Krankheiten mit bei-
tragt (Vassalli, 1992; Nagata und Golstein, 1995). Die Identifizierung der Molekiile, die an der Signalibertra-
gungsaktivitat dieser Rezeptoren teilnehmen, und das Auffinden von Wegen, um die Aktivitat dieser Molekile
zu modulieren, kdnnen neue therapeutischen Ansatzen lenken. Andere Aspekte der Erfindung werden aus den
folgenden Beispielen deutlich werden.

[0157] Die Erfindung wird nun in mehr Einzelheiten in den folgenden nicht einschrénkenden Beispielen und
in den begleitenden Abbildungen beschrieben:

Es sollte auch angemerkt werden, dass die Verfahren:

(i) der Zwei-Hybrid-Durchmusterung und des Zwei-Hybrid-3-Galactosidase-Expressionstests; (ii) die induzierte
Expression, die metabolische Markierung und die Immunprazipitation von Proteinen; (iii) die in vitro-Bindung;
(iv) die Bestimmung der Cytotoxizitat und (v) die Northern- und die Sequenz-Analysen (vergleiche auch mit
Boldin et al., 1995b) 2, 3 (vergleiche auch mit Boldin et al., 1996) und 4, nachstehend, im Hinblick auf MORT-1
und ein an MORT-1 bindendes Protein (z. B. MACH) sowie das neue isolierte Protein G1 (vergleiche mit IL
120367) fur die entsprechende Isolierung, Clonierung und Charakterisierung von RAP-2 der vorliegenden Er-
findung und seiner méglichen Isoformen in gleicher Weise (mit einigen Modifikationen) angewendet werden
kénnen. Diese Verfahren sind daher als die vollstandige Offenbarung der gleichen Verfahren auszulegen, die
fur die Isolierung, Clonierung und Charakterisierung von RAP-2 gemaf der vorliegenden Erfindung verwendet
werden, und wie sie in Einzelheiten z. B. in der gleichen oder in einer aquivalenten Form in den ebenfalls im
Besitz der Anmelder befindlichen und gleichzeitig anhangigen israelischen Patentanmeldung Nrn. 114,615,
114,986, 115,319, 116588, 117,932 und 120367 sowie in der entsprechenden PCT-Patentanmeldung Nr.
PCT/US96/10521 genau beschrieben werden. Was das NIK-Protein und seine Rolle bei der Aktivierung von
NF-kB und somit das Zelliberleben betrifft, sowie die Rolle, die TRAF2 bei diesem Zelliiberlebens-Signalweg
spielt, wie zum Beispiel die Wechselwirkung zwischen TRAF2 und RIP und anderen Proteinen, wurden diese
in Einzelheiten durch die hier genannten Erfinder in den ebenfalls im Besitz der Anmelder befindlichen und
gleichzeitig anhangigen Patentanmeldungen IL 117800, IL 119133 sowie in Malinin et al., 1997 beschrieben.

Beispiel 1: Clonierung und Isolierung des RAP-2-Proteins, das an das RIP-Protein bindet
Zwei-Hybrid-Durchmusterung, Sequenzierung und vorldufige Analyse

[0158] Unter Verwendung einer Zwei-Hybrid-Durchmusterung mit RIP als Kéder (vergleiche z. B. mit Fields
und Song, 1989, WO/96/18641) wurde aus einer B-Zellen-Genbank ein Clon von etwa 1,5 kB Lange isoliert.
Dieser 1,5 kB lange Clon (vergleiche mit dem Pfeil in Fig. 1 und 2) wurde fir die Durchmusterung einer Pha-
gen-cDNA-Genbank verwendet, wodurch ein Clon von etwa 2,0 kB erhalten wurde, dessen Sequenz in Fig. 1
gezeigt wird.

[0159] Unter Anwendung eines EST-Sequenzvergleichs mit der Sequenz des 1,5 kB grof3en Clons wurde ein
EST-Fragment erhalten, das das 3'-Ende des Clons #41072 des |.M.A.G.E.-Konsortiums (Research Genetics
Institute) umfasste. Aus diesem Clon, der aus einer Genbank des fétalen Hirns stammte, wurden nur zwei klei-
ne Sequenzfragmente seines 3'- und 5'-Endes verdffentlicht. Nachdem der Clon vorlag, wurde er sequenziert,
und es stellte sich heraus, dass sogar diese veroffentlichten Sequenzfragmente Fehler enthielten. Es wurde
herausgefunden, dass der sequenzierte Clon (Fig. 2) mit dem Clon der Fig. 1 in der codierenden Region iden-
tisch war, aber Unterschiede in der nicht codierenden 5'-Region aufwies. Daher nehmen wir an, dass beide
cDNAs alternativ gespleif3te Formen des gleichen Gens sind.
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[0160] Die Analyse der Sequenz zeigt, dass das RAP-2-Protein wie RAP offenbar keine , Todesdomanen" be-
sitzt, es besitzt kein MORT-MODUL, es besitzt keine Proteasedoméane wie in der ICE-Familie, es besitzt keine
Kinasedomane, und es enthalt auch keine TRAF-Domanen (vergleiche mit den ebenfalls anhangigen und
ebenfalls im Besitz der Erfinder befindlichen Patentanmeldungen und den verschiedenen Referenzen, insbe-
sondere mit Malinin et al., 1997 im Hinblick auf alle die verschiedenen Domanen, die in den intrazellularen Si-
gnallbertragungswegen vorkommen). Es wurden auch keine anderen bemerkenswerten Motive in der vorlie-
genden Sequenz gefunden, mit der Ausnahme von drei Leucin-Zipper- (LZ) ahnlichen Blocken, die gleichma-
Rig Uber die proteincodierende Region verteilt sind.

[0161] Diese wurden als ,ahnlich" bezeichnet, da zwei von ihnen Leu-zu-Val-, -Met- oder -lle-Austausche ent-
halten. Obwohl sie normalerweise als konserviert angesehen werden, ist es nicht klar, ob solche Veranderun-
gen innerhalb der Leucin-Zipper-Domane es dem Protein erlauben, seine funktionelle Aktivitat beizubehalten,
d. h. die Bindung an andere LZs. Bindungsstudien offenbarten, dass RAP-2 im Wesentlichen an RIP bindet,
wahrend RAP-2 nicht in der Lage war, an TRADD, MORT-1, den p55-R, den p75-R und MACH zu binden (bei
den Untersuchungen, die bis heute durchgefihrt wurden). Diese Ergebnisse stiitzen die Tatsache/den Befund,
dass RAP-2 offenbar , Todesdoméanen" und MORT-MODULE fehlen.

[0162] Daher scheint es so zu sein, dass RAP-2 ein spezifisches an RIP bindendes Protein darstellt, das mit
RIP in einer sehr spezifischen Weise in Wechselwirkung tritt oder an es bindet. Somit scheint RAP-2 ein spe-
zifischer Modulator oder Vermittler der intrazellularen Aktivitat von RIP zu sein, der eine wichtige Rolle bei der
Modulierung oder der Vermittlung der Entziindungs- und der Zelltod- oder Zelliberlebens-Signalwege durch
RIP spielt.

[0163] Kurzgefasst wurde ein Clon von RAP-2 durch eine Zwei-Hybrid-Durchmusterung einer menschlichen
B-Zellen-cDNA-Genbank unter Verwendung des Volllangen-RIP-Proteins als ,Kéder" erhalten. Die Sequenz
von RIP war aus vorherigen Veréffentlichungen verfiigbar (z. B. Stanger et al., 1995) und lag in der Gen-
Bank-Datenbank unter der Zugangs-Nr. U 25994 vor, wobei es sich um die menschliche RIP-Sequenz handelt
(die RIP-Sequenz der Maus liegt unter der Zugangs-Nr. U 25995 ebenfalls vor). Unter Verwendung dieser Se-
quenzinformation wurden geeignete PCR-Primer durch die OLIGO4™-Software entworfen, und das
DNA-Fragment, das dem codierenden Teil von RIP entsprach, wurde durch eine PCR unter Verwendung einer
cDNA-Genbank als Matrize erhalten, d e (unter Verwendung von Standardverfahren) aus der Gesamt-RNA
menschlicher Fibroblastenzellen hergestellt worden war. Dieser codierenden Teil von RP wurde dann in den
Vektor pGBT-9 (Clontech) cloniert und wie vorstehend dargelegt als Kdder in dem Zwei-Hybrid-Durchmuste-
rungsverfahren verwendet. Bei dieser Zwei-Hybrid-Durchmusterung wurde ein Clon erhalten, der ein RIP-Bin-
deprotein codiert, das mit RIP in Wechselwirkung tritt.

[0164] Dieser Clon wurde, wie vorstehend erwahnt, verwendet, um eine Phagen-cDNA-Genbank und eine
EST-Datenbank zu durchmustern. Den Fig. 1 und 2 kann man entnehmen, dass die codierenden Sequenzen
der beiden Clone identisch sind, wahrend sich die nicht codierenden 5'-Regionen unterscheiden. Daher haben
wir es wahrscheinlich mit alternativ gespleilRten Formen zu tun. Die Clone haben eine Lange von etwa 2,0 kB
ein ORF (offenes Leseraster) von etwa 1,5 kB, das ein Molekulargewicht des Proteins von etwa 50 kD ergeben
wirde. Die abgeleitete Aminosauresequenz von RAP-2 wird in Fig. 3 gezeigt.

[0165] Die Analyse der vorstehenden Sequenzen des RAP-2-Clons und der Sequenzen in der ,dbest"-Daten-
bank, Human Genome Database level 1, und der GenBank-Datenbank offenbarten, dass die Sequenz von
RAP-2 eine einzigartige (neuartige) Sequenz ist, da keine bekannte Sequenz irgendeine signifikante Homolo-
gie mit dieser RAP-2-Sequenz aufwies. Nach der Anmeldung IL 123758, aus dem diese Anmeldung die Prio-
ritat beansprucht, berichteten Yamaoka, S. et al. (1998) die Charakterisierung einer murinen cDNA, die ein Pro-
tein von 48 kD codiert, welches als NEMO (fliir NF-kB Essential Modulator, essentieller Modulator von NF-kB)
bezeichnet wurde (vergleiche mit dem Abschnitt Fachgebiet).

[0166] Die weitere Suche in Datenbanken (in silico) identifizierte FIP-2 — ein Protein mit unbekannter Funkti-
on, das ursprunglich von Li, Y. et al. (1998) cloniert wurde (vergleiche mit dem Abschnitt Hintergrund).

[0167] Wie man aus dem Sequenzvergleich der vollstindigen RAP-2- und der FIP-2-Sequenz (Fig. 3B) er-
kennt, ist der Gesamtgrad an Ahnlichkeit relativ gering (daher ist es nicht liberraschend, dass die Sequenz un-
ter Verwendung von Sequenzvergleichen, die auf globalen Algorithmen basierten, nicht identifiziert werden
konnte). Die Homologie zwischen RAP-2 und FIP-2 nimmt in Richtung des C-Terminus der Proteine hin zu und
kulminiert bis zur (praktischen!) Identitat der C-terminalen 30 Aminosauren. Neben dieser Endregion ist erwéah-
nenswert, dass das potenzielle LZ-Motiv von FIP-2 zum gréten Teil in RAP-2 konserviert ist (mit Ausnahme
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eines lle/Ala-Substitution.

[0168] Es wurde ebenfalls eine kirzere RAP-2-cDNA mit einer Lange von etwa 0,5 kB identifiziert (ID:
1469996), die hierin nachstehend als Human shrt bezeichnet wird. Diese Variante umfasst codierende Se-
quenz-,Blécke", die aus mehreren (relativ weit) voneinander entfernten Regionen der 1,5 kB langen ,vollstan-
digen" cDNA stammen, und die wahrscheinlich von einem alternativen Spleifen des gleichen Gens herrihren.

[0169] Eine Northern-Hybridisierungs-Analyse eines Multiple Tissue Northern blots (Northern-Blot mit RNA
aus mehreren Geweben, Clontech) mit einem 0,9 kB grof3en Bglll-Fragment der RAP-2-cDNA ergab ein kom-
plexes Muster der RAP-2-mRNA. Es wurden mindestens 5 unterschiedliche mRNAs nachgewiesen, die in der
GrolRe von <1 kB bis zu >7 kB reichten, wobei die 2,5 kB- und die 6 kB-Variante mehr oder weniger ubiquitar
Uberwiegen (Fig. 4A).

Beispiel 2: Identifizierung des murinen RAP-2

[0170] Eine Ahnlichkeitssuche in der Maus-ESTs-Kollektion, die am TIGR erstellt wurde, offenbarte eine
Teil-cDNA von 1,6 kB Lange (Mouse part., ID 761011, Fig. 3), die wahrscheinlich dem RAP-2-Protein aus der
Maus entspricht, da sie mit ihrem menschlichen Gegenstiick durchgangig durch die codierende Region prak-
tisch identisch ist (95 %) (vergleiche mit Fig. 3).

[0171] Dennoch reichen die Unterschiede zwischen der menschlichen und der murinen RAP-2- und der NE-
MO-Sequenz Uber das hinaus, was eindeutig einem regularen Unterschied zwischen den Arten zugeschrieben
werden kann. Ein fehlender Block von 7 Aminosauren (Position 249 in 20.4) in dem murinen RAP-2 und in der
NEMO-Sequenz und die Insertion von 3 Aminosauren (KLE an Position 111) in dem offenen Leseraster von
NEMO im Vergleich zu der menschlichen Volllangen-Variante und zu der partiellen murinen Sequenz sind tat-
sachlich nur die am meisten hervorzuhebenden Beispiele (Fig. 3). Diese kdnnten jedoch funktionelle Auswir-
kungen auf die Aktivitat des Proteins haben. Die funktionellen Eigenschaften, die fir NEMO berichtet wurden,
scheinen tatsachlich denjenigen, die flir das menschliche RAP-2 gefunden wurden, entgegengesetzt zu sein,
obwohl die Fraktionierungsanalyse, die fir NEMO berichtet wurde, bestatigt, dass es im Signalosom lokalisiert
ist.

Beispiel 3: Die Bindung von RIP an RAP-2 in Sdugerzellen

[0172] Ein weiterer Beweis fur die physiologische Bedeutung der RAP-2-RIP-Wechselwirkung wurde in trans-
fizierten HEK-293T- und in HeLa-Zellen erhalten. Diese beiden Proteine konnten tatsachlich leicht aus Zellly-
saten von HEK-293-Zellen (ATCC-Nr. CRL 1573) coprazipitiert werden, die wie nachstehend in jeder Zeile in
Fig. 4B angegeben, transfiziert worden waren, und mit Anti-FLAG-mABs (Kodak) immunprazipitiert werden.
Die Immunkomplexe wurden anschliefend auf die Anwesenheit von HIS-RAP-2 durch ein herkémmliches
Western-Blot-Verfahren mit Anti-His6-mAbs (Sigma) analysiert (Eig. 4B und nicht gezeigte Daten). Die Bildung
eines solchen Komplexes fuhrte jedoch nicht zu einer enzymatischen Aktivitat von RIP: Uberexprimiertes RIP
phosphorylierte RAP-2 nicht in einem Ausmale, wir es mit einem Immunkomplex-Kinase-Testansatz in vitro
hatten nachweisen kénnen (Daten nicht gezeigt).

[0173] Es wurden Bindungs-Testansatze durchgefihrt, um zu bestimmen, ob RAP-2 an irgendeines der an-
deren bekannten intrazellularen signallibertragenden Proteine bindet. Bei diesen Untersuchungen wurden die
Proteine TRADD, MORT-1, der p55-R, der p75-R und MACH auf ihre Fahigkeit an RAP-2 zu binden hin unter-
sucht. Es wurde jedoch herausgefunden, dass RAP-2 nicht in der Lage war, an irgendeines dieser Proteine zu
binden. RAP-2 band ebenfalls an keines der Kontrollproteine, wie z. B. an Lamin oder an Cyclin D.

[0174] Alle der vorstehenden Ergebnisse zeigen daher an, dass das neue RAP-2-Protein mdglicherweise mit
RIP in einer sehr spezifischen Weise in Wechselwirkung tritt und als solches stellt es einen spezifischen Mo-
dulator oder Vermittler von RIP dar.

Beispiel 4: RAP-2 tritt mit NIK in Wechselwirkung und moduliert die von NF-kB und c-Jun abhangige Transkrip-
tion.

[0175] Obwohl keine Wechselwirkung von RAP-2 mit NIK bei den Zwei-Hybrid-Untersuchungen in der Hefe
nachgewiesen konnte (vergleiche mit dem Vorstehenden), deuteten die Transfektionsexperimente in
HEK-293T-Saugerzellen auf eine stabile Bildung dieses Komplexes hin. Die NIK-RAP-2-Wechselwirkung wur-
de wie in Beispiel 3 beschrieben nachgewiesen, mit der Ausnahme, das Anti-FLAG-Antikorper fur die Wes-
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ten-Blot-Analyse verwendet wurden, die nach einer Immunprazipitation mit Anti-His6-(Antikdrpern) erfolgte
(Fig. 4C). Eine solche Diskrepanz in der Bindung zwischen Hefe und Saugerzellen kam nicht Gberraschend,
da das Volllangen-NIK-Protein dazu tendiert, seine Bindungseigenschaften zu verlieren, wenn es in Hefe ex-
primiert wird.

[0176] Im Hinblick auf die Tatsache, dass man annimmt, dass in vivo sowohl RIP als auch NIK unverzichtbare
Vermittler der durch den TNF induzierten Aktivierung von NF-kB darstellen, untersuchten wir, ob die Uberex-
pression von RAP-2 in einer Zellkultur in der Lage ist, diesen besonderen Signallibertragungsweg zu storen.
Eine anfangliche Reihe von Experimenten wurde in HEK-293T-Zellen durchgefiihrt, die mit Reporterplasmiden
transient transformiert wurden, welche aus dem Luciferase-Gen unter der Kontrolle des HIV-LTR-Minimal-Pro-
motors bestanden. Mit einem ahnlichen Experimentaufbau war anfanglich herausgefunden worden, dass
RAP-2 die Aktivierung des Reporters bis fast auf den Grundspiegel herunter reguliert, die sowohl durch eine
Uberexpression der verschiedenen bekannten NF-kB-Induktoren, die an der TNF-Signaliibertragung beteiligt
sind (NIK, TRAF2, RIP, usw.), als auch durch eine Behandlung der Zellen mit externen Reizen (TNF und PMA,
Fig. 5A) verursacht worden war. Die HEK-293T-Zellen wurden mit dem Reporterplasmid (HIVLTR-Luc oder
CMV-Luc fir NF-kB- (5A) und GAL4-Luc fiir c-Jun- (5B) — Aktivierungstestansatze) und mit einem Expressi-
onsvektor fur den angegebenen Induktor, sowie entweder mit dem leeren Vehikel (pcDNA3) oder mit einem
Plasmid, das das Volllangen-RAP-2-Protein codierte (pcRAP-2), transient transformiert. Es ist bemerkenswert,
dass die Tatsache, dass RAP-2 in der Lage ist, seine Wirkungen so weit hinten/unten in dem Signaliibertra-
gungsweg, wie an der Stelle wo RelA liegt, ausiiben zu kénnen, beinhaltet, dass ein Teil dieser Proteinwirkung
verschiedenen und ansonsten divergierer den SignalUbertragungswegen gemein sein kénnte (vergleiche mit
dem Nachstehenden). Gleichzeitig wurde die von kB unabhangige (vom friihen CMV-Promotor angetriebene)
Transkription der Luciferase nicht beeintrachtigt (Fig. 5A), und daher glauben wir, dass eine mégliche allge-
meine Unordnung der basalen “ranskriptions-/Translations-Maschinerie durch RAP-2 ausgeschlossen werden
kann. Diese Ergebnisse wurden anschlie3end in HeLa-Zellen vollstéandig bestatigt (nicht gezeigt).

[0177] Wie jedoch weitere Titrations-Testansatze offenbarten, war das tatsachliche Phanomen weitaus kom-
plexer. Wenn TRAF2 in HEK-293T-Zellen zusammen mit den verschiedenen Mengen an pcRAP-2, die in Fig. 6
angegeben sind, transient transformiert wurde, veranderte RAP-2 sein Verhalten bei niedrigen Konzentratio-
nen (etwa bei 20 ng/10° Zellen) drastisch, in dem es die durch TRAF2(-)NF-kB induzierte Transkription steiger-
te (vergleiche mit Fig. 6A). Dartiber hinaus wurde durch einen Austausch der urspriinglichen Insertion mit einer
in der umgekehrten Orientierung, ein wirksames, die RAP-2-Antisense-RNA exprimierendes Vehikel entwor-
fen, und TRAF2 wurde in HEK-293T-Zellen zusammen mit den verschiedenen angegebenen Mengen des
pcRAP-2-a/s- (Antisense) -Konstrukts transient exprimiert, und es wurde die Wirkung einer fortschreitenden
Verarmung an RAP-2 analysiert, was zur Erstellung eines konzentrationsabhangigen Diagramms fihrte. Der
Gesamttrend der Kurvendarstellung deutet an, dass die Reaktionsfahigkeit der Zelle mit der Menge der trans-
fizierten RAP-2-DNA in Grof3em und Ganzem invers korreliert, mit der Ausnahme einer charakteristischen Re-
gion, die in etwa an dem ,Null"-Punkt stattfindet, der dem nominalen, endogenen Spiegel des Proteins ent-
spricht (Fig. 6). Es sollte angemerkt werden, dass die Herunterregulierung der Expression eines bestimmten
Gens durch die Einbringung einer Antisense-RNA gegeniiber einer Uberexpression der Sense-RNA vermutlich
genauer und feiner erfolgt. Ein Antisense-(RNA-Testansatz) beinhaltet namlich nicht die artifizielle Produktion
eines fremden Proteins innerhalb der Zelle, und er unterbewertet daher die Bedeutung der hemmenden Kapa-
zitat von RAP-2. Dennoch sollte angemerkt werden, dass der vorstehend erwahnte Sprung bei niedrigen Kon-
zentrationen in der Antisense-Halfte der Darstellung widergespiegelt und nicht umgekehrt wird (Fig. 6).

[0178] Um die Diversitat des Transkriptionssystems, an dem RAP-2 beteiligt sein kénnte, zu untersuchen,
wechselten wir zur Untersuchung von c-Jun, einem nuclearen Faktor, von dessen Rolle bei dem Aufbau und
der Aufrechterhaltung einer angemessenen Stressantwort bewiesen ist, dass sie fast so bedeutend wie die von
NF-kB ist. Unter Verwendung von Komponenten des kommerziell erhaltlichen ,Path Detect"-Systems (Strata-
gene), konnten wir ein ahnliches biphasisches Verhalten von RAP-2 in Bezug auf mehrere bekannte Aktivato-
ren von AP-1 in HEK-293T- und in HeLa-Zellen bestatigen (vergleiche mit den Fig. 5B und Fig. 6B).

Beispiel 5: RAP-2 potenziert die Hyperphosphorylierung von c-Jun ohne die Aktivitat der JNK zu verandern.

[0179] Um den Mechanismus zu untersuchen, der einer solchen tiefgehenden Wirkung auf die Transkription
zu Grunde liegt, war es wichtig, den genauen Spiegel zu bestimmen, an dem das Signal unter normalen Be-
dingungen zusammenbricht. Es ist bekannt, dass das Potenzial von c-Jun zur Transaktivierung durch eine,
durch extrazelluldre Signale induzierte, Phosphorylierung von zwei Serinresten (¥Ser und "*Ser) seiner ami-
noterminalen Aktivierungsdomane reguliert wird. Die JNK/SAPK-Proteinkinasen, die fir diese vorstehend er-
wahnte Phosphorylierung verantwortlich sind, bilden eine relativ weit entfernte Untergruppe der MAP-Kinase-
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familie und werden selber tber eine Phosphorylierung an "®Thr und an "®Tyr aktiviert, die durch weiter strom-
aufwarts liegende, doppelt-spezifische Kinasen vermittelt wird. Daher kann der Phosphorylierungszustand der
entsprechenden Stellen, sowohl bei c-Jun als auch bei den JNKs, als ein Marker verwendet werden, der den
Aktivierungszustand des Proteins widerspiegelt. Eine Western-Blot-Analyse mit Lysaten von transient transfor-
mierten HEK-293T-Zellen offenbarte, dass trotz einer Beeintrachtigung der durch c-Jun vermittelten Transkrip-
tion, RAP-2 die Phosphorylierung des endogenen c-Jun an %*Ser, die durch eine Reihe von Reizen induziert
wurde, deutlich potenzierte (vergleiche mit der Fig. 7A). Die Gesamt-Zelllysate von HEK-293T-Zellen, die mit
den angegebenen Expressionskonstrukten zusammen mit entweder der pcDNA3-Trager-DNA, die in Fig. 7
durch ein Minuszeichen (-) angezeigt ist, oder mit pcRAP-2, das in der gleichen Figur durch ein Pluszeichen
(+) angezeigt ist, transient transformiert worden waren, wurden tiber SDS-PAGE aufgetrennt, auf ECL-Memb-
ranen Ubertragen und mit Anti-Phospho-®Ser-c-Jun-Antikérpern (NEB) getestet. Die in der unteren Teilabbil-
dung von Fig. 7A gezeigte Membran wurde zur Kontrolle mit dem Anti-Gesamt-c-Jun-Antikdrper (NEB) erneut
ausgetestet.

[0180] Die Gesamtmenge an c-Jun blieb jedoch unverandert, was eine Erhéhung des c-Jun-Spiegels als eine
mogliche Quelle der Modifizierung ausschlief3t. Antikorper, die gegen die phosphorylierte Form der JNK1/2
spezifisch waren, entdeckten keinerlei wesentliche Erhéhung der Menge dieser aktivierten Kinasen als Ant-
wortreaktion auf die Uberexpression von RAP-2, was anzeigt, dass die zuséatzliche Phosphorylierung von
c-Jun nicht von einer von RAP-2 unabhangigen Steigerung der Aktivitat der JNKs herruhrte (Fig. 7B). Die ak-
tivierte JNK1/2 aus HEK-293T-Zellen, die entweder mit pcDNA3 oder mit pcRAP-2 transfiziert und mit hrTNFa
Uber zunehmende Zeitrdume behandelt worden waren, wurde durch Western-Blot-Analyse der Gesamt-Lysate
mit Phospho-("®3Thr/*®*Thr)-JNK-Antikérpern (NEB) wie in Fig. 7 gezeigt nachgewiesen.

[0181] Zur weiteren Unterstlutzung dieses letzten Befundes, lieferte ein in-vitro-Kinase-Test mit immunprazi-
pitierter JNK1 und mit gereinigtem GST-cJun als Substrat im Wesentlichen das gleiche Ergebnis (Fig. 7C).
HEK-293T-Zellen wurden mit dem leeren Vektor, mit pcRAP-2 und mit pcRIP in verschiedenen Kombinationen
zusammen mit einem HA-JNK1 exprimierenden Plasmid kotransfiziert. Dann wurde die JNK1 mittels ihrer
N-terminalen HA-Markierung immunprazipitiert, und ihre Fahigkeit, mit Hilfe von Bakterien hergestelltes und
gereinigtes GST-Jun zu phosphorylieren, wurde durch den Einbau von *P in einem in-vitro-Kinase-Testansatz
bestimmt. Die Reaktionsprodukte wurden durch SDS-PAGE wie in Fig. 7 gezeigt analysiert.

[0182] RAP-2 wird phosphoryliert, wenn der RAP-2-IKK1-Komplex, der aus transfizierten HEK193-Zellen im-
munprazipitiert werden kann, unter phosphorylierenden Bedingungen in vitro inkubiert wird. Eine Suche nach
der funktionellen Rolle der Phosphorylierung von RAP-2 offenbarte, dass die Mutation eines bestimmten Se-
rin-Restes in diesem Protein (an Position 148) die Aktivierung der c-Jun-Phosphorylierung durch das
RAP-2-Protein vollstéandig aufhebt. Wie in Fig. 13 dargestellt, beeinflusste die Uberexpression von RAP-2
(S148A) die Phosphorylierung von Jun iiberhaupt nicht, wahrend die Uberexpression der Wildtypform des
RAP-2-Proteins zu einer massiven Steigerung der Phosphorylierung von c-Jun fiihrte. Die Wirkung von RAP-2
auf NF-kB wurde jedoch von dieser Mutation tGberhaupt nicht beeinflusst. Diese Befunde deuten an, dass die
Phosphorylierung des Serins 148 von RAP-2 in ihrer Wirkung spezifisch an der Phosphorylierung von Jun be-
teiligt ist.

Beispiel 6: RAP-2 hemmt die Bindung von c-Jun und RelA an die DNA nicht.

[0183] Im Hinblick auf die Tatsache, dass die in Beispiel 5 dargestellten Experimente das im Cytosol vorlie-
gende, modulierende Angriffsziel des Uberexprimierten RAP-2 auf die NF-kB- und die AP1-Signallbertra-
gungskaskade nicht offenbarten, untersuchten wir die Integritat der nuclearen Prozesse, die fur die Transkrip-
tion erforderlich sind. Elektromobilitats-Verzogerungs-Testansatze (EMSA), die mit Kernextrakten aus transfi-
zierten HEK-293T-Zellen durchgefuhrt wurden, zeigten eindeutig, dass RAP-2 nicht die Bindung von c-Jun und
RelA an die Oligonucleotide beeintrachtigte, die ihren klassischen Erkennungssequenzen entsprachen
(Fig. 8). Tatsachlich wurde eine mehrfache Steigerung der Wirksamkeit der Bildung des DNA/AP-1-Komplexes
in mit RAP-2 transfizierten Zellen beobachtet. Des Weiteren wurde keine Wechselwirkung zwischen RAP-2
und c-Jun/RelA beobachtet, die zu einer sterischen Behinderung der Aktivierungsdomanen der Letzteren (d.
h. von c-Jun und RelA) hatte fihren kénnen. Wir schlagen vor, dass wenn Uberhaupt, die Wirkung des Eintritts
von RAP-2 in den Kern, an irgendeinem Punkt weiter stromabwarts der Enhancer-Bindungsereignisse angreift.

Beispiel 7: RAP-2 tritt in vivo mit der Histon-Acetyltransferase TIP60 in Wechselwirkung.

[0184] TIP60 (GeneBank U 74667) gehort zu einer vor kurzem beschriebenen Familie von Kernproteinen, die
als Histon-Acetyltransferasen (HATs) bezeichnet werden. Die enzymatische Aktivitat dieser Proteine ist mit
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dem Zustand der Chromatinstruktur in den Nucleosomen-Komplexen assoziiert. HATs sind haufig mit bestimm-
ten Elementen des Transkriptionsapparates assoziiert und sind in der Lage, die Transkriptionsrate zu modu-
lieren. HATs wirken durch die Entspannung der Chromatinpackung in der Nahe von Initiationsstellen durch die
Ubertragung von Acetylgruppen auf spezifische Lysin-Reste von Histonen, wodurch sie den Zugang verschie-
dener bestimmter Faktoren zur DNA férdern. Sie ist offensichtlich eines dieser nuclearen Hilfsproteine, deren
Bedeutung darin liegt, dass sie die Wechselwirkung zwischen den an einen Enhancer bindenden Faktoren und
der RNA-Polymerase Il erleichtern. Daher untersuchten wir, ob TIP60 mit RAP-2 einen Komplex bilden konnte.
Eine Immunprazipitation aus HelLa-Zellen und anschlieRende Zwei-Hybrid-Untersuchungen zeigten Uliberzeu-
gend, dass RAP-2 mit TIP60 in beiden Systemen stark in Wechselwirkung tritt. Dennoch waren wir nicht in der
Lage, irgendeine bedeutende Veranderung der durch RAP-2 vermittelten Wirkung auf NF-kB und auf c-Jun
nach der Koexpression mit TIP60 in HEK-293T-Zellen zu beobachten (nicht gezeigt). Das gleiche Fehlen von
Veranderungen wurde bei dem Kontrollexperiment beobachtet, d. h. bei der Stimulierung + TIP60 (mit oder
ohne RAP-2), was zu dem Schluss fuhrte, dass der kurze Beobachtungszeitraum (20-30 Stunden nach der
Transfektion) wahrscheinlich die Veranderung/Umformung der Reporter-DNA in eine Chromatinstruktur aus-
schliefdt, wodurch fur HAT-8hnliche Enzyme keine ausreichende Zeit zur Wirkung Ubrig bleibt.

Beispiel 8: Struktur-Funktions-Beziehungen in RAP-2
A. Binderegionen

[0185] Durch die Durchflihrung einer fortlaufenden Deletionsanalyse wurden die Binderegionen innerhalb von
RAP-2 kartiert, und es wurden RIP-, NIK- und TIP60-Bindedomanen sowie eine Selbstassoziierungs-Domane
identifiziert (Fig. 10).

[0186] Die Bindestelle fiir RIP wurde in einer Region des RAP-2-Proteins kartiert, die zwischen den Amino-
sauren 177-218 beginnt und an der Aminosaure 264 endet.

[0187] Bislang wurde weder von der IKKB- noch von der NIK-Bindestelle (Aminosauren 95-264, beziehungs-
weise Aminosauren 1-264) herausgefunden, dass sie mit der Bindestelle von RIP innerhalb von RAP-2 (ber-
lappen (Fig. 10).

[0188] Die Bindestelle von TIP60 kartiert offenbar innerhalb der Region, die die Aminosauren 95-264 Uber-
spannt. Das Fehlen einer Wechselwirkung mit dem Deletionsfragment, das die Aminosauren 95-309 Uber-
spannt, kdnnte am wahrscheinlichsten das Ergebnis einer spezifischen behindernden Konformation sein, die
dieser bestimmten Deletion eigen ist.

[0189] Eine ahnliche Diskrepanz bei der Bindung an die Deletionsfragmente kann fur die Bindung des Clons
#10 und fur die Selbstassoziierung von RAP-2 beobachtet werden. Im Gegensatz zu TIP60 beinhaltet die Tat-
sache, dass das Volllangen-RAP-2 an das Deletionsfragment bindet, das die Aminosauren 218-416 enthalt,
sowie an das Deletionsfragment bindet, das die Aminosauren 1-264 enthalt, jedoch, dass die Region, die an
der Bildung des Homodimers beteiligt ist, zwischen den Aminosauren 217-264 lokalisiert ist.

[0190] Das durch den Clon #10 codierte Protein, mit der vorstehend beschriebenen Ausnahme, bindet offen-
bar innerhalb einer Region, die zwischen den Aminosauren 218-309 beginnt und an der Aminoséure 416 en-
det, und daher kdnnte seine Bindestelle berlappende Regionen mit den Bindestellen fur RIP, NIK, IKKB und
TIP60 umfassen (Fig. 10).

B. Funktionelle Regionen

[0191] Nach unserem bisherigen Kenntnisstand kartieren alle funktionellen Wirkungen von RAP-2 (namlich
die Hemmung von NF-kB und die Hyperphosphorylierung von c-Jun) in der gleichen Region (Fig. 10).

[0192] Darlber hinaus ist es mdglich, dass die Region, die fur eine wirksame Modulierung der Signalibertra-
gung durch alle Induktoren, die in diesen Experimenten verwendet wurden, im N-terminalen Segment des Pro-
teins lokalisiert ist.

[0193] Die Region, welche die Aminosauren 95-416 umfasst, hatte auch eine Wirkung, obwohl diese signifi-

kant schwacher war, verglichen mit derjenigen, die durch das Volllangen-Protein verursacht wurde, und daher
konnte die Wirkung aus einer erzwungenen Aggregation des endogenen RAP-2 herrihren.
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[0194] Darlber hinaus kann, mit der Ausnahme von RelA, die Wirkung aller Induktoren, die in unseren Expe-
rimenten verwendet wurden, durch die geringe Zahl von etwa 100 N-terminalen Aminosauren von RAP-2 ver-
mittelt werden. Tatsachlich vermittelt sogar das Fragment, welches die Aminosauren 1-102 umfasst, eine dis-
tinkte Wirkung, obwohl nur in mittlerer Starke (Fig. 11).

[0195] Andererseits erfordert die erfolgreiche Induktion von RelA einen viel langeren Teil des RAP-2-Proteins.
Bislang konnten wir die Grenzen dieser Region zwischen den Aminosauren 1 bis 264 definieren, was offenbar
die Region zwischen den Aminosauren 157 und 264 mit einigen spezifischen, mit RelA assoziierten Bindungs-
eigenschaften ausstattet.

C. Bindungs-Funktions-Beziehungen

[0196] Nach den in den Fig. 10 und 11 gezeigten Ergebnissen scheint es so zu sein, dass:

a) Mit der Ausnahme von RelA, die Bindung von RAP-2 an RIP und sehr wahrscheinlich auch an NIK und
TIP60 nicht fiir die Funktion des Proteins als Inhibitor des durch Uberexpression induzierten NF-kB erfor-
derlich ist.

b) Die Wirkung von RAP-2 auf die durch eine Uberexpression von RelA induzierte Aktivierung wird offen-
sichtlich zumindest teilweise durch unterschiedliche Bindungsereignisse vermittelt. Es wurde herausgefun-
den, dass alle der vorstehend erwahnten Proteine zu der bestimmten Aktivitat mit beitrugen, wie aus den
bis heute durchgefiihrten Experimenten geschlossen werden kann.

[0197] Die genaue Stelle der Wechselwirkung zwischen RAP-2 und RIP muss noch bestimmt werden, aber
es scheint so zu sein, dass es sich bei dieser Stelle um eine handelt, die fir RIP und RAP-2 spezifisch ist, und
die anderen Proteinen nicht gemein ist, von denen bekannt ist, dass sie mit RIP in Wechselwirkung treten, wie
z. B. MORT-1, TRADD, dem FAS-R und mdglicherweise auch TRAF2 (vergleiche mit Malinin et al., 1997). Es
ergibt sich auch (aus der Sequenzanalyse und dem Vergleich mit den Sequenzen in den verschiedenen Da-
tenbanken, wie vorstehend angemerkt), dass RAP-2 keine ,Todesdomanen", kein MORT-MODUL, keine Pro-
tease-Domane (z. B. ICE/CED3-Motiv), keine Kinase-Domane/Motiv noch TRAF-Domanen besitzt. Im Ein-
klang damit, offenbarte die Analyse der biologischen Aktivitat, dass RAP-2 offenbar die folgenden Eigenschaf-
ten aufweist:

(i) wenn es Uberexprimiert wird, hemmt RAP-2 die Aktivierung von NF-kB, die durch den TNF oder durch

die Uberexpression von TRADD, RIP, TRAF-2, NIK oder der p65-NF-kB-Untereinheit verursacht wird, stark;

(i) RAP-2 potenziert/ermaglicht die Hyperphosphorylierung von c-Jun, ohne dass es die Aktivitat der JNK

verandert;

(iii) RAP-2 bendtigt fur die Bindung an RIP, wie durch Deletionsanalyse gezeigt wurde, weder die Todesdo-

manen von RIP noch die Kinaseaktivitat von RIP;

(iv) aufgrund der vorstehenden Deletionsanalyse wurde die Binderegion von RAP-2 an RIP auf eine N-ter-

minale Region von etwa 200 Aminosauren eingegrenzt;

(v) RAP-2 bindet an NIK in transfizierten Sdugerzellen, aber nicht in der Hefe.

[0198] Aus Sicht des Vorstehenden scheint RAP-2 daher ein hoch spezifisches RIP-Bindeprotein darzustel-
len und somit einen Modulator oder Vermittler von RIP, der wahrscheinlich an den durch RIP vermittelten intra-
zellularen Signalibertragungswegen beteiligt ist.

[0199] Aus Sicht des Vorstehenden scheint es so zu sein, dass RAP-2 an der Modulierung oder der Vermitt-
lung der Aktivitaten von RIP beteiligt ist. Intrazellular handelt es sich bei diesen um die Beteiligung von RIP an
dem Zelliberlebens-Signalweg (Aktivierung von NF-kB, moglicherweise Uber eine Wechselwirkung mit
TRAF2) und seine Beteiligung an dem Entziindungs- und dem Zelltod-Signalweg (unabhangig tber seine , To-
desdomanen" oder Uber eine Wechselwirkung mit anderen Proteinen, wie z. B. mit MORT-1, TRADD, dem
p55-R, dem FAS-R und assoziierten Proteasen, wie z. B. MACH, Mch4, G1 und ahnlichen). Die mdglichen We-
ge, auf denen RAP-2 die Aktivitat von RIP moduliert oder vermittelt, wurden hierin vorstehend in Einzelheiten
beschrieben. Zum Beispiel kann die RAP-2-RIP-Wechselwirkung zur Steigerung entweder des Zelltod- oder
des Zelliberlebensweges fiihren, oder sie kann zur Hemmung entweder des Zelltod- oder des Zelliberlebens-
weges fuhren, wobei diese Steigerung oder Hemmung moglicherweise von den relativen Aktivitaten der ande-
ren Mitglieder dieser beiden entgegengesetzten intrazellularen Signalwege abhangig ist. RAP-2 kénnte auch
als ein Andockprotein fungieren, um eine Aggregation einer Reihe von RIP-Molekilen und anderen an RIP-
oder an RAP-2 bindenden Proteinen zu ermdglichen, wobei das Aggregat dann entweder in Richtung des Zell-
todes oder des Zelluberlebens (oder sogar in beiden Richtungen) fungiert, und zwar in Abhangigkeit von den
relativen Aktivitdten oder Mengen der anderen Mitglieder dieser Signalwege in der Zelle.
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Beispiel 9: Die Herstellung polyclonaler Antikorper gegen RAP-2.

[0200] Den Kaninchen wurden zu Beginn subcutan 5 ug eines reinen Praparats von RAP-2 injiziert, das in
komplettem Freundschem Adjuvanz emulgiert war. Drei Wochen spater wurden ihnen erneut subcutan 5 pg
des reinen Praparats von RAP-2 in inkomplettem Freundschem Adjuvanz injiziert. Dann wurden zwei weitere
Injektionen von RAP-2 als Lésung in PBS in 10-tagigen Intervallen verabreicht. Die Kaninchen wurden 10 Tage
nach der letzten Immunisierung entblutet. Die Entwicklung des Antikdrperspiegels wurde durch einen Radio-
immuntest verfolgt. Mit "I markiertes RAP-2 wurde mit verschiedenen Verdiinnungen (1:50, 1:500, 1:5.000
und 1:50.000) des Kaninchenserums gemischt. Dann wurde eine Suspension von Protein G-Agarose-Kugel-
chen (20 pl, Pharmacia) zugegeben, das Gesamtvolumen betrug 200 pl. Das Gemisch wurde 1 Stunde bei
Zimmertemperatur stehen gelassen, dann wurden die Kiigelchen 3-mal gewaschen und die gebundene Menge
radioaktiven Materials gezahlt. Ein Kaninchen-Antiserum gegen menschliches Leptin wurde als negative Kon-
trolle verwendet. Der Titer des RAP-2-Antiserums wurde im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle gemessen.

Beispiel 10: Die Herstellung monoclonaler Antikérper gegen RAP-2.

[0201] Weibliche Balb/C-Mause (3 Monate alt) wurden zu Beginn 2 ug gereinigtes RAP-2 in einer Emulsion
mit komplettem Freundschem Adjuvanz und drei Wochen spater mit inkomplettem Freundschem Adjuvanz
subcutan injiziert. Dann wurden drei weitere Injektionen in 10-tdgigen Intervallen subcutan in PBS verabreicht.
Die abschlieRenden Booster-Injektionen wurden 4 und 3 Tage vor der Fusion der Zellen der Maus intraperito-
neal verabreicht, die den hochsten Bindungs-Titer aufwies, wie durch IRIA (vergleiche mit dem Nachstehen-
den) bestimmt wurde. Die Fusion wurde unter Verwendung der NSO/1-Myelom-Zelllinie und Lymphocyten, die
sowohl aus der Milz als auch aus den Lymphknoten des Tieres prapariert wurden, als Fusionspartnern durch-
geflhrt. Die fusionierten Zellen wurden in Mikrokulturplatten verteilt, und die Hybridome wurden in DMEM se-
lektiert, das mit HAT und mit 15 % Pferdeserum erganzt worden war. Hybridome, von denen herausgefunden
wurde, dass sie Antikdrper gegen RAP-2 herstellen, wurden durch ein begrenztes Verdunnungsverfahren sub-
cloniert und Balb/C-Mausen injiziert, die mit Pristan fur die Bildung von Asciten vorbehandelt worden waren.
Die Isotypen der Antikérper wurden unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen ELISA-Kits (Amersham,
UK) definiert.

[0202] Die Durchmusterung der Hybridome, die monoclonale Anti-RAP-2-Anitkérper herstellten, wurde wie
folgt durchgefiihrt: die Uberstande der Hybidome wurden auf die Anwesenheit von Anti-RAP-2-Antikérpern
durch einen inversen Festphasen-Radioimmun-Testansatz (IRIA) untersucht. ELISA-Platten (Dynatech Labo-
ratories, Alexandria, VA) wurden mit durch Talon gereinigtem |IL-18BPa-His, (10 pg/ml, 100 pl/Vertiefung) be-
schichtet. Nach einer Inkubation Giber Nacht bei 4 °C wurden die Platten zweimal mit PBS, das BSA (0,5 %)
und Tween 20 (0,05 %) enthielt, gewaschen, und in der Waschlésung mindestens 2 Stunden bei 37 °C blo-
ckiert. Dann wurden die Hybridom-Kulturiiberstande (100 pl/Vertiefung) zugegeben, und die Platten wurden 4
Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Platten wurden 3-mal gewaschen, und es wurde ein Konjugat aus An-
ti-Maus-Ziegen-(Antikérpern) und Meerrettich-Peroxidase (HRP, Jackson Labs, 1:10.000, 100 pl/Vertiefung)
fur 2 Stunden bei Zimmertemperatur zugegeben. Die Platten wurden 4-mal gewaschen, und die Farbe wurde
durch ABTS (2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure, Sigma) mit H,O, als Substrat entwickelt. Die
Platten wurden mit einem automatischen ELISA-Lesegerat ausgewertet. Proben, die eine OD ergaben, die
mindestens 5-mal héher als der Wert der Negativ-Kontrolle lag, wurden als positiv angesehen.

[0203] Die RAP-2-Antikdrper kdnnen fur die Reinigung von RAP-2 durch Affinitats-Chromatographie verwen-
det werden.

Beispiel 11: ELISA-Test

[0204] Mikrotiterplatten (Dynatech oder Maxisorb, von Nunc) wurden mit dem monoclonalen Anti-RAP-2-An-
tikérper (serumfreier Hybridom-Uberstand oder Immunglobuline aus der Ascites-Flissigkeit) tiber Nacht bei 4
°C beschichtet. Die Platten wurden mit PBS gewaschen, das BSA (0,5 %) und Tween 20 (0,05 %) enthielt, und
in der gleichen Lésung mindestens 2 Stunden bei 37 °C blockiert. Die zu untersuchenden Proben wurden in
der Blockierungslésung verdinnt und dann den Vertiefungen (100 pl/Vertiefung) 4 Stunden bei 37 °C zugege-
ben. Dann wurden die Platten 3-mal mit PBS, das Tween 20 (0,05%) enthielt, gewaschen, darauf hin erfolgte
die Zugabe des Kaninchen-Anti-RAP-2-Serums (1:1.000, 100 pl/Vertiefung) und eine weitere Inkubation tber
Nacht bei 4 °C. Die Platten wurden 3-mal gewaschen, und es wurde ein Konjugat aus Anti-Kaninchen-Zie-
gen-Antikdrpern und Meerrettich-Peroxidase (HRP, Jackson Labs, 1:10.000, 100 pl/Vertiefung) fir 2 Stunden
bei Zimmertemperatur zugegeben. Die Platten wurden 4-mal gewaschen, und die Farbe wurde durch ABTS
(2,2'-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure, Sigma) mit H,0O, als Substrat entwickelt. Die Platten wur-
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den mit einem automatischen ELISA-Lesegerat gelesen.

[0205] Alle Referenzen, die hierin zitiert wurden, einschlieBlich der Artikel von Zeitschriften oder Zusammen-
fassungen, veroffentlichte oder entsprechende U.S.- oder ausléandische Patentanmeldungen, bewilligte U.S.-
oder auslandische Patente oder irgendwelche anderen Referenzen, sind hierin vollstandig durch Bezugnahme
mit eingeschlossen, einschliellich aller Daten, Tabellen, Figuren und dem Text, die in den zitierten Referenzen
vorgelegt werden. Des Weiteren sind die vollstandigen Inhalte der Referenzen, die innerhalb der Referenzen
zitiert werden, und die hierin zitiert wurden, ebenfalls durch Bezugnahme mit eingeschlossen.

[0206] Ein Bezug auf methodische Schritte, tUbliche methodische Schritte, bekannte Verfahren oder her-
kémmliche Verfahren stellt keinesfalls ein Eingestandnis dar, dass irgendein Aspekt, eine Beschreibung oder
eine Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung im relevanten Fachgebiet offenbart, gelehrt oder angedeutet
ist.

[0207] Die vorstehende Beschreibung der spezifischen Ausfiihrungsformen wird daher die allgemeine Natur
der Erfindung offenbaren, so dass Andere durch Anwendung der Kenntnisse, die innerhalb des Fachgebiets
liegen (einschlieBlich der Inhalte der hierin zitierten Referenzen), leicht verschiedene Anwendungen solcher
spezifischen Ausfihrungsformen ohne UbermafRige Experimente modifizieren und/oder anpassen kénnen,
ohne dabei von dem allgemeinen Konzept der vorliegenden Erfindung abzuweichen. Daher wird von solchen
Anpassungen und Modifizierungen beabsichtigt, dass sie innerhalb der Bedeutung und des Rahmes von Aqui-
valenten der offenbarten Ausfiihrungsformen liegen, die auf den Lehren und der Leitung, die hierin vorgestellt
wurden, basieren. Es sollte so verstanden werden, dass die Ausdrucksweise oder die Terminologie hierin zum
Zwecke der Beschreibung und nicht zur Einschrankung erfolgte, so dass die Terminologie oder die Ausdrucks-
weise der vorliegenden Spezifizierung durch Fachleute im Sinne der Lehren und der Anleitung, die hierin vor-
gestellt wurden, in Kombination mit den Kenntnissen der Fachleute interpretiert werden sollte.
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gaagattcca
tteggagege
gacggactct
ctgtgtgaga
gagtctecte
accctecage
cagattctge
aaggagttce
gagaagctcg
agatgccage
ctcggggage
ctggagggtc
gcgetgeage
gaggeccgege
ttgcaggtgg
gtgggcagtg
gccgaggagyg
cagcacaaga
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Homo sapiens

ttgtgggect
cggggeccta
gctgacagece
tggtgcagee
tggggaagee
gctgeectgga
gggagcgetg
tcatgtgcaa
atctgaagag
agcagatggc
tgcaggagag
gggccegggce
agcagcacag
tccgeatgga
cctatcacca
agcggaagceg
ccerggtggce
ttgtgatgga

TNF/NGF-Rezeptoren

0

gsgaggccta
ccagegttea
cttgecectgt
cagtggtgge
agccatgetg
ggagaatcaa
cgaggagctt
gttccaggag
gcagaaggag
tgaggacaag
ccagagtcege
ggccagegag
cgtgcaggtg
gcgecaggee
gcrtecttecaa
aggaatgcag
csaacaggag
gaccgttcceg

gcaagggcgg
cagteccgeeg
tggatgaata
ccggcageag
cacctgectt
gagctccegag
ctgcatttce
gccaggaaac
caggctetge
gcctetgtga
ttggaggctg
caggegcegge
gaccagcetge
gccteggagg
gaatacgaca
ctggaagatc
gtgatcgata
gtgctgaage
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accgcgaaac
ctecccacect
ggcacctctg
atcaggacgt
cagaacaggg
atgccatccg
aagccagcca
tggtggagag
gggaggtgga
aagcecaggt
ccactaagga
agctggagag
gcatgcaggg
agaagaggaa
accacatcaa
tcaaacagca
agctgaagga
ccecaggegga

tgggactttt
tctcacgetet
gaagagccaa
actgggcgaa
<gctcctgag
gcagagcaac
gagggaggag
actcggectg
gcacctgaag
gacgtecttg
atgccaggct
tgagcgcgag
ccagagegeg
gctggeccag
gagcagcgtg
gctccagcag
ggaggcecgag
tatctacaag

Modulatoren der Funktion von Rezeptoren der TNF/NGF-Rezeptorenfamilie
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gcggacttee
caggagcagc
tcggccagga
ccecgeecctg
gaggagccac
ctgcagatac
ccgaggacgt
atgaagggct
cggcacctta
ccgatcaggce
cgggctaatc
gctctcaggg
caccgacccg
tctcettttg
cactattgat
akaaaaatce

<210> 2

<211> 2034
<212> DNA
<213> Homo

<400> 2

ttctactccet
ctagttcaga
tcttcggaaa
cacctctgga
caggacgtac
gaacagggcg
tgccatccgg
ttccaagceccea
aaactggtgg
ctgcgggagg
gtgaaagcce
gctgccacta
cggcagetgg
ctgcgcatge
gaggagaaga
gacaaccaca
gatctcaaac
gataagetga
aaggcccagqgqg
ctggccgaga
aaactgaagg
gaggtctecce
cccagecaga
tetcaggccce
ccececagtagc

aggctgagag
tggagcagcee
tcgaggacat
cctacctctc
ctgacttctg
atgtcatgga
gcccgggace
gggtggccac
cgcttcagcet
ctgactcgcet
cctcectett
agaactgett
ccecgetgetg
ggctgcatge
ggacatttgg
ttgtgcatta

sapiens

cccrectect
gacatzatrct
tgcctcacat
agagccaact
tgggcgaaga
ctcctgagaé
cagtagcaac
gecagaggga
agagactcgg
tggagcacct
aggtgacgtc
aggaatgcca
agagtgagcg
agggccagag
ggaagctgge
tcaagagcag
agcagctcea
aggaggaggce
cggatatcta
agaaggagct
ccagetgtca
aggcccectt
ggaggagccc
ctgetetgge
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gcaggecegg
gcagagggag
gaggaagcgg
ctcteecctg
ctgtcccaag
gtgcattgag
gtgcagtctg
aactgggatg
gttgattecyg
gctctttttg
cctccacccg
ccectggeag
tgccetggga
tattccattt
gttgtttcee
aaaaaaaaa

cactgcgggg
gttcaccaaa
atagtttggce
gtgtgagatg
gtctcetectg
cctecagege
cagattcttg
ggagaaggag
cctggagaag
gaagagatgc
cttgetcygygyg
ggctctggag
cgaggegetg
cgtggaggece
ccagttgcag
cgtggtggge
gcaggecgag
cgagcagcac
caaggcggac
cctgcaggag
ggagtcggce
gcecceeegee
ccccgaggag
caccctgcag

g cctgccgaqg

gagaagctgg
tacagcaaac
catgtcgagg
gccctgecca
tgccagtate
tagggcegge
cgctttecte
ccacctggag
ctggtcccecet
ttcccttctg
gcactgggga
agctgggrgg
gtgctgcect
tgcagccaga
atcttteegt

tctgacccta
cttgactgeg
agctagccect
gtgcagccca
gggaagccag
tgcctgggag
<gggagctgc
ttcctecatgt
ctcgatctga
cagcagcaga
gagctgcagg
ggtcgggeee
cagcagcage
gcgetecgea
gtggcctatc
agtgagegga
gaggeectgg
aagattgtga
tteccaggetg
cagctggage
aggatcgagyg
cctgectace
ccacctgact
atacatgres
acgtgcccag
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ccgagaagaa
tgaaggccag
tctcecagge
gccagaggag
aggccecctga
cagtgcaagg
tcecegectge
ccecaceceag
cttttggggt
tctgctecgaa
agtcaagaat
cagctcttcec
cttaccatgce
ccgatgtgta
taccatmaat

ctccttgtgt
ctctatcgag
tgcectgttg
gtggtggecc
ccatgectgea
gagaatcaag
cgaagggagc
gcaagttcca
agaggcagaa
tggctgagga
agagccagag
gggcggecag
acagcgtgea
tggagcgecea
accagcetctet
agcgaggaat
tggccaaaca
tggagaccgt
agaggcaggce
agetgcagag
acatgaggaa
tctecteice
tcrgetgece
tggagtgcat
gaccgtacag

ggagctectg
ctgtcaggag
ccecttgece
gagccecceccece
tatggacacce
ccactgecetg
ctagcccagg
gagctggecg
agatgecggec
ccacttgcct
ggggcctggg
tcecacegga
acacgggtgce
tttaaccagt
artggcnmtag

gaggactcct
gtcgttaaat
gatgaatagg
ggcagcagat
cctgecttea
agctccgaga
tttctgcatt
ggaggeccagg
ggagcaggct
caaggecctct
tcgettggag
cgagcaggcg
ggtggaccag
ggccgecteg
ccaagaatac
gcagctggaa
ggaggtgatc
tcecggtgetg
ccgggagaag
ggagtacagce
gcggeatgee
cctggecctg
cazgtgccag
tgagtagggc
tcrtgegettt
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cctcteeccge
ggagccccac
ccctettttg
tctgtctgcet
gggaagtcaa
gtggcagcte
ccctecrtacce
cagaccgatg
ttgttaccat

<210> 3

<211> 2116
<212> DNA
<213> Homo

<400> 3

gccacgaagg
cactgaccac
ccaatggaag
taaacactgc
gtctagaagt
gttggatcgg
agtgtgcagg
agzaggcgct
agccggtttce
gaagtagtga
gggaaagaag
tctkgcttat
aaaaagaaac
ttaatcctct
tacttgaaaa
tcttgaatat
caggtcaaaa
ttggegttee
ttgcagagge
tatttaaaaa
agacagtgcc
cggacaccag
atccgaagag
tgggagattg
gcatagaaac
tcttetttgg
agtcmecemt
wtyccttgga
atatgtgccea
gaaaggcaaa
trctgttcac
gatgcctetg

ttgcactcta
acctgaagcet
attgtggaag
atggaaaaaa
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ctgectagec caggatgaag ggetgggtgg

ccaggagcetg
gggtagatge
cgaaccactt
gaatggggce
ttccteccac
atgcacacgg
tgtatttaac
maatartggc

sapiens

cccagacttt
cgagaacaga
tattggccac
acccgtccaa
gggctcattg
tcagccacca
ctgtacggat
gtttgigsaa
caatcaagat
agaaaatact
aaaggcatcce
ttkgctttta
gatgttagaa
gagaatatat
ggtggaggct
tctgtttcat
ggtacaagat
cacaattcag
accatcatgt
atttrttcctt
ggatatgtgg
ctggaaaaac
gctgaatcat
gagacacggc
aagccactat
acagcatggce
gscccagaag
ctcecaggag
tgtacccaga
gazactggaa
ggtccattge
tttasasaca

gaaagtatgt
ttaagttaag
tttaaagect
azaaaa

geecgeggeac
ggccccgate
gcctecgggcet
tggggctctc
cggacaccga
gtgctctcct
cagtcactat
mtagakaaaa

gaccgttett
ttccactctt
agtccacttt
gagagtccac
gctgaagtta
ggactgaatg
ggzaccttca
ctgaagagct
tgagcgctge
ccaccaaaaa
aagggtcatt
gttctgttct
tattwtwkwg
ggatatgtgt
gcatcaggat
catattttaa
tgttacttct
cagttgttag
ctgattatte
ctctggaatt
agggcttgea
aagcagtttt
aaatataace
tgcatccett
gttgcttttg
ctgatccggga
taggagagta
aatcccaagg
gtccaacaat
ggcagagtcc
cggcaatgga
sartgcttett

ttgtgttggt
tgcattgatc
cttttagtcc

cttacgectte
aggecctgact
aatceccectece
agggagaact
ccecgeecget
tttgggctge
tgatggacat
atccttgtge

caccaccact
taccattcag
ctctgtcagce
ccttggecat
aggagaacce
gagtgctcgc
gaggcactcg
gcaggcctga
aactctttag
tggaaaaaga
acaattcttg
nggacactgg
mmacccaaga
gtgccacaaa
ttacctctga
gggtagaacc
atcaaatttt
aatggtcttt
agatgcctceyg
agatataaca
atgtatgagt
gtaaaacctyg
cagtgtcact
gccagaatat
tgaagtatgg
tggtggtcag
<cttggaagat
ctgtgcacga
gagtttgtac
ctaacgttge
tgtctttgtg
gtgtccceigs

tttttaagaa
atatgatatt
attgagaatg
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ccacaactgg
agetgttgat
cgctgetctt
tcttecteca
gctteeectg
gctgtgcect
atgctattcc
ttgggtegtt
attasaaaaaa

ccagectect
tctcaccaag
ccagtctgta
gcctectggg
tcctttcotat
tggactggaa
gtatttcacc
ctctaggetet
catttggagg
argcttggag
ktacttagac
tgttacttta
gctactgagg
aattatgaaé
agaaaaagat
tttgctaaaa
tatggaaaaa
tatcaacagt
atttggaaaa
gatttacttg
gtaagaatgc
caacactcaa
tcccaaagac
ggagttattt
gaaggacgat
aatggctcaa
gtctectgga
agactgcttt
aaataactgg
atcttattcg
gtgatgatcc
agtatttaat

gtctaaatga
tttggaagca
tazataaatg

gatgccacct
tccgetggte
tttgtteect
cccggecactg
gcagagctgg
gggagtgcetg
attttgcage
tcccatcttt
aaaa

cctgtgaact
atgcccaata
atggaagagc
aactcacatg
ggggtaatcc
ctggaagatg
tgtgccectga
gcatcattac
ctacttaagt
ataatgattg
tcaaccttat
gaccccaaag
acagaaattg
ctgaggaaaa
tctgaggaat
ataagatcag
aatgagaaag
aacctgaaat
gactttaaac
aagacaccce
tacgacgatc
gtccacctte
ttacccegac
getgttctcet
tctgectgge
cattccecca
agaccctgsa
gtgatgccat
gggtcatcgg
gagctggceag
ttcagaaaag
aageagcatt

agttattaat
tacaatttta
tgtcttecttt
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Patentanspriiche

1. DNA-Sequenz, die ein RIP-assoziiertes Protein (RAP-2), Isoformen, Analoge oder Fragmente davon co-
diert, das/die in der Lage ist/sind, an das RIP zu binden und die intrazellulare Aktivitat des RIP zu modulieren
oder zu vermitteln, wobei die DNA-Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus:

(a) einer DNA-Sequenz, die ein wie in Fig. 3 dargestelltes RAP-2-Protein codiert;

(b) einer DNA-Sequenz, wie in SEQ ID NO: 1 oder 2 dargestellt;

(c) einer DNA-Sequenz, die in der Lage ist mit einer Sequenz von (a) oder (b) unter stringenten Bedingungen
zu hybridisieren und die ein biologisch aktives RAP-2-Protein codiert;

(d) einer DNA-Sequenz, die aufgrund des genetischen Codes zu der in (a) oder (b) definierten DNA-Sequenz
degeneriert ist und die ein biologisch aktives RAP-2-Protein codiert;

(e) einer DNA-Sequenz nach (b), die ein RAP-2-Protein, eine Isoform, ein Analog oder Fragment codiert,
das/die mindestens einen Teil der in Fig. 3 dargestellten Sequenz hat.

2. Replizierbares Expressionsvehikel, das eine DNA-Sequenz nach Anspruch 1 umfasst, gegebenenfalls
funktionell verknupft mit Kontrollsequenzen, Promotoren oder anderen DNA-Sequenzen, die eine Expression
mit der korrekten Orientierung erlauben.

3. Replizierbares Expressionsvehikel nach Anspruch 2, das in einer eukaryontischen oder prokaryonti-
schen Wirtszelle exprimiert werden kann.

4. Transformierte eukaryontische oder prokaryontische Wirtszellen, die ein replizierbares Expressionsve-
hikel nach Anspruch 2 oder 3 enthalten.

5. RAP-2-Protein, Isoform, Fragment, funktionelle Analoge oder Derivate davon, das/die von einer
DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert wird/werden.

6. Verfahren zur Herstellung des RAP-2-Proteins, einer Isoform, eines Fragments, von Analogen oder De-
rivaten davon nach Anspruch 5, umfassend das Ziichten der transformierten Wirtszellen nach Anspruch 4 un-
ter Bedingungen, die flr die Expression des Proteins, der Analoge, der Isoformen, der Fragmente oder Deri-
vate geeignet sind, und das Bewirken post-translationaler Modifikationen, wie fiir das Erhalten des Proteins,
der Fragmente, der Analoge oder Derivate bendtigt, und Isolieren der exprimierten Proteinfragmente, Analoge
oder Derivate.

7. Antikorper oder aktive Fragmente oder Derivate davon, die mit dem biologisch aktiven RAP-2-Proteinteil
eines RAP-2-Proteins, einer Isoform, eines Fragments, eines Analogs, Derivats nach Anspruch 5, oder nach
dem Verfahren von Anspruch 6 hergestellt, spezifisch reagieren.

8. Arzneimittel, umfassend mindestens ein RAP-2-Protein nach Anspruch 5 oder erhaltlich durch das Ver-
fahren nach Anspruch 6, seine biologisch aktiven Fragmente, Analoge, Derivate nach Anspruch 5 oder Gemi-
sche davon, ein replizierbares Expressionsvehikel nach Anspruch 2 oder 3, eine Oliogonucleotidsequenz, die
eine Antisense-Sequenz der RAP-2-Protein-DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert oder die Antikorper nach
Anspruch 7, und gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager.

9. Verwendung von mindestens einem RAP-2-Protein nach Anspruch 5 oder erhéaltlich durch das Verfahren
nach Anspruch 6, seiner biologisch aktiven Fragmente, Analoge, Derivate nach Anspruch 5 oder Gemische
davon, eines replizierbaren Expressionsvehikels nach Anspruch 2 oder 3, einer Oliogonucleotidsequenz, die
eine Antisense-Sequenz der RAP-2-Protein-DNA-Sequenz nach Anspruch 1 codiert oder der Antikérper nach
Anspruch 7, fiir die Herstellung eines Arzneimittels zum Modulieren von Entziindungen, Zelltod und/oder Uber-
leben von Zellen.

10. Verwendung von Antikdrpern oder aktiven Fragmenten oder Derivaten davon nach Anspruch 7 fir die
Herstellung eines Arzneimittels zum Modulieren von Entziindungen, Zelltod und/oder Uberleben von Zellen,
wobei das Mittel, wenn das RAP-2-Protein oder Teile davon der Zellen auf der extrazellularen Oberflache ex-
poniert sind, fir die extrazellulare Anwendung formuliert wird, und, wenn die RAP-2-Proteine intrazellular sind,
das Mittel fur die intrazellulare Anwendung formuliert wird.

11. Verwendung eines rekombinanten Tiervirusvektors, der eine Sequenz tragt, die ein Virusoberflachen-

protein codiert, das in der Lage ist, an einen spezifischen Tumorzelloberflachenrezeptor oder einen Oberfla-
chenrezeptor einer HIV-infizierten Zelle zu binden, und wobei die Sequenz ein Protein codiert, das aus dem
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RAP-2-Protein, der Isoform, dem Analog, dem Fragment und Derivat nach Anspruch 5 oder erhaltlich durch
das Verfahren nach Anspruch 6 ausgewahlt ist, so dass sie, wenn sie in dem Tumor oder in der HIV-infizierten
Zelle exprimiert wird, in der Lage ist, das RIP-modulierte/vermittelte direkte oder indirekte Abtoten der Zelle zu
verstarken, fir die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumorzellen oder HIV-infizierten Zellen,
wobei der Tumor oder die HIV-infizierten Zellen mit dem Vektor zu infizieren sind.

12. Verwendung eines Vektors, der eine Ribozymsequenz codiert, die in der Lage ist, mit einer zellularen
mRNA-Sequenz wechselzuwirken, die ein RAP-2-Protein nach Anspruch 5, oder erhaltlich durch das Verfah-
ren nach Anspruch 6, codiert, fir die Herstellung eines Arzneimittels zum Modulieren von Entziindungen, Zell-
tod und/oder Uberleben von Zellen, wobei der Vektor in einer Form vorliegt, die die Expression der Ribozym-
sequenz in den Zellen erlaubt, und wobei die Ribozymsequenz, wenn sie in den Zellen exprimiert wird, mit der
zellularen mRNA-Sequenz in Wechselwirkung tritt und die mRNA-Sequenz spaltet, was zur Inhibierung der Ex-
pression des RAP-2-Proteins in den Zellen flhrt.

13. Verwendung eines oder mehrerer RAP-2-Proteine, Isoformen, Analoge, Fragmente oder Derivative
nach Anspruch 5, oder erhaltlich durch das Verfahren nach Anspruch 6, oder einer DNA-Sequenz, die eine
oder mehrere Proteine, Isoformen, Analoge, Fragmente oder Derivate codiert in Form eines geeigneten Vek-
tors, der die Sequenz tragt, wobei der Vektor in der Lage ist, die Insertion der Sequenz in die Zellen auf eine
Weise zu bewirken, dass die Sequenz in den Zellen exprimiert wird, fir die Herstellung eines Arzneimittels,
das in die Zellen eingefuhrt werden soll, zur Behandlung von Entziindungen, einer Autoimmunerkrankung,
septischen Schock, Transplantat-gegen-Wirt-AbstoRung oder Hepatitis.

14. Fragment nach Anspruch 5, oder erhaltlich durch das Verfahren nach Anspruch 6, das ein Peptid ist.

Es folgen 26 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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