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Beschreibung
Technisches Gebiet der Erfindung

[0001] Durch die vorliegende Erfindung erfolgt die Bereitstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung
und eines Verfahrens zur Behandlung von Erkrankungen, die durch eine Aktivierung einer Entziindungscyto-
kinkaskade gekennzeichnet sind, insbesondere, wie hierin explizit beansprucht, von Sepsis, umfassend, wie
hierin offenbart aber nicht explizit beansprucht ist, septischer Schock und ARDS (akutes Atemnotsyndrom),
welches das Verabreichen einer wirksamen Menge eines Antagonisten des High Mobility Group 1-Proteins
(HMG1) umfasst. Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein diagnostisches Verfahren zur Uberwachung der
Schwere einer Sepsis und verwandter Zustande bereit, welches das Messen der Serumkonzentration von
HMG1 bei einem Patienten, der Symptome einer Erkrankung, die durch die Aktivierung einer Entziindungscy-
tokinkaskade gekennzeichnet ist, zeigt, umfasst. Schlief3lich wird, wie hierin offenbart aber nicht explizit bean-
sprucht ist, eine pharmazeutische Zusammensetzung und ein Verfahren zum Bewirken einer Gewichtsabnah-
me oder zur Behandlung von Fettsucht bereitgestellt, welches das Verabreichen einer wirksamen Menge eines
HMG1-Proteins oder eines therapeutisch aktiven Fragments des Genprodukts eines HMG1-Gens umfasst.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Sepsis ist haufig ein lebensbedrohliches klinisches Syndrom, das sich nach einer Infektion oder Verlet-
zung entwickelt. Sepsis ist die hdufigste Todesursache bei hospitalisierten Patienten. Experimentelle Modelle
gramnegativer Sepsis auf der Basis einer Verabreichung eines bakteriellen Endotoxins (Lipopolysaccharid,
LPS) fluhrten zu einem verbesserten Verstéandnis der pathogenen Mechanismen von letaler Sepsis und mit
Sepsis verwandten Zustanden aufgrund der Aktivierung einer hdufigen zugrundeliegenden Entziindungscyto-
kinkaskade. Diese Kaskade von Wirt-Antwort-Vermittlern umfasst TNF, IL-1, PAF und andere von Makropha-
gen abgeleitete Faktoren, die in weitem Umfang als akute friihe Vermittler von schlief3lich erfolgender Letalitat
bei schwerer Endotoxamie untersucht wurden (Zhang und Tracey in "The Cytokine Handbook”, 3. Auflage,
Hrsg. Thompson (Academic Press Limited, USA), 515-547, 1998).

[0003] Ungllcklicherweise waren therapeutische Ansatze auf der Basis der Hemmung dieser individuellen
"friihen” Vermittler einer Endotoxamie bei grof3en prospektiven klinischen Versuchen gegen Sepsis bei huma-
nen Patienten nur beschrankt erfolgreich. Aus diesen enttduschenden Ergebnissen kann abgeleitet werden,
dass spater auftretende Faktoren in der Wirtsantwort entscheidend die Pathogenese und/oder Letalitat bei
Sepsis und verwandten Stérungen bestimmen kdnnten. Daher besteht Bedarf an der Entdeckung derartiger
vermutlicher "spater” Vermittler, die fir einen Teil der oder die gesamte umfangreiche(n) Multisystempatho-
genese oder fir die Letalitdt schwerer Endotoxamie notwendig und/oder ausreichend sind, insbesondere da
Endotoxamie fir klinische Sepsis und verwandte klinische Stérungen reprasentativ ist.

[0004] HMG1 ist ein chromosomales Nucleoprotein von 30 kDa, das zur knospenden High Mobility Group
(HMG) von Nicht-Histon-Chromatin-assoziierten-Proteinen gehért. Als Gruppe erkennen die HMG-Proteine
singuldre DNA-Strukturen und sie sind an verschiedenen zelluldren Funktionen, die die Bestimmung der Nu-
cleosomstruktur und -stabilitdt umfassen, sowie an der Transkription und/oder Replikation beteiligt. Die HMG-
Proteine wurden zum ersten Mal durch Johns und Goodwin als Chromatinkomponenten mit hoher elektropho-
retischer Mobilitdt in Polyacrylamidgelen charakterisiert (siehe in "The HMG Chromosomal Proteins”, E. W.
Johns, Academic Press, London, 1982). Hohere Eukaryoten zeigen drei Familien von HMG-Proteinen: die
HMG-1/-2-Familie; die HMG-14/-17-Familie und die HMG-1/-Y-Familie. Obwohl die Familien durch Gré3e und
DNA-Bindungseigenschaften unterscheidbar sind, sind sie im Hinblick auf ihre physikalischen Eigenschaften
ahnlich. HMG-Proteine sind Uber die Arten hoch konserviert, ubiquitar verteilt und in hohem Mal3e vorhanden
und von Chromatin in 0,35 M NaCl extrahierbar und in 5%iger Perchlor- oder Trichloressigsaure I6slich. Allge-
mein wird angenommen, dass HMG-Proteine DNA biegen und die Bindung verschiedener Transkriptionsfak-
toren an deren verwandte Sequenzen, die beispielsweise den Progesteronrezeptor, Ostrogenrezeptor, HOX-
Proteine und Oct1, Oct2 und Oct6 umfassen, erleichtern. Vor kurzem wurde offensichtlich, dass eine grofe,
stark unterschiedliche Gruppe von Proteinen, die mehrere Transkriptionsfaktoren und andere mit DNA wech-
selwirkende Proteine umfassen, eine oder mehrere Regionen ahnlich HMG1 enthalten und dieses Merkmal
wurde als HMG1-Box oder HMG1-Doméne bekannt. cDNAs mit Codierung fur HMG1 wurden von humanen,
Ratten-, Forellen-, Hamster-, Schweine- und Kélberzellen kloniert und es wird angenommen, dass HMG1 in
allen Wirbeltierzellkernen in groRem MalRe vorhanden ist. Das Protein ist hoch konserviert mit Sequenzidenti-
taten zwischen den Arten im Bereich von 80%. In Chromatin bindet HMG1 an Linker-DNA zwischen Nucleoso-
men und an eine Vielzahl von Nicht-3-DNA-Strukturen, wie Palindrome, kreuzférmige Strukturen und Stamm-
Schleife-Strukturen sowie Cisplatin-modifizierte DNA. Es wird allgemein angenommen, dass die DNA-Bindung
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durch HMG1 sequenzunempfindlich ist. HMG1 wird sehr haufig aus gewaschenen Kernen oder Chromatin
hergestellt, doch wurde das Protein auch in Cytoplasma detektiert. (Ubersicht in Landsman und Bustin, BioEs-
says, 15: 539-546, 1993; Baxevanis und Landsman, Nucleic Acids Research, 23: 514-523, 1995). Bisher
wurde keine Verknlpfung zwischen den HMG-Proteinen und einem klinischen Zustand oder einer Erkrankung
festgestellt.

[0005] HMG1 wurde alternativ als Heparin-Bindungsprotein, das in sich entwickeIndem Hirn in groRem Ma-
Re exprimiert wird, und zugerichtetes "Amphoterin” wegen dessen stark dipolarer Sequenz, die zwei innere
Repeats einer positiv geladenen Doméne von etwa 80 Aminosauren (die HMG1-Box) und einer sauren C-
terminalen Domane, die eine Strecke von etwa 30 fortlaufenden Glutamin- oder Asparginsaureresten umfasst,
identifiziert. Amphoterin/HMG1 ist an der &uReren Oberflache der Plasmamembranen von Epithel- und insbe-
sondere neuronalen Zellen lokalisiert, wo es speziell an den Filipodien von Nervenzellen lokalisiert ist. Hem-
mungsstudien legten nahe, dass Amphoterin/HMG1 zur Durchfiihrung von (Neurit)verlangerung erforderlich
ist und Amphoterin/HMG1 auch an Neuron-Glia-Interaktionen beteiligt sein kann (Merenmies et al., J. Biol.
Chem. 266: 16722-16729, 1991; Merenmies et al., J. Biol. Chem. 266: 16722-16729, 1991; Milev et al., J.
Biol. Chem. 273: 6998-7005, 1998; und Salmivirta et al. Exp. Cell. Res. 200: 444-451, 1992). Amphoterin/
HMG1 kann aus murinen Erythroleukdmiezellen nach Stimulation mit dem chemischen Induktor Hexamethy-
lenbisacetamid freigesetzt werden (Melloni et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 210: 82-89, 1995). Eine
frGhere Untersuchung legte nahe, dass das Genprodukt des HMG1-Gens als Differenzierungsverstarkungs-
faktor durch Stimulierung von a-PKC fungiert (Melloni et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 210: 82-89,
1995; und Melloni et al., FEBS Lett. 368: 466470, 1995).

[0006] Es wurde gezeigt, dass das HMG1-Genprodukt mit Plasminogen und Gewebetyp-Plasminogenaktiva-
tor (t-PA) interagiert und wirksam die Plasminerzeugung an der Zelloberflache verstarkt, ein System, von dem
bekannt ist, dass es eine Rolle bei der extrazellularen Proteolyse wahrend der Zellinvasion und Gewebeneu-
bildung spielt. Es wurde auch gezeigt, dass Amphoterin/lHMG1 mit dem Rezeptor von Endprodukten fortge-
schrittener Glykosylierung (RAGE) interagiert (Mohan et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 182: 689-696,
1992; Yamawaki et al., J. Neurosci. Res. 44: 586-593, 1996; Salmivirta et al., Exp. Cell Res. 200: 444-451,
1992; und Vassalli et al., J. Clin. Invest. 88: 1067-1072, 1991), (Redlitz und Plow, Baillieres Clin. Haematol. 8:
313-327, 1995; und Parkkinen et al., J. Bio. Chem. 266-16730-16735, 1991).

[0007] Biochem. J., 1996, Band 320, S. 253-256 offenbart einen Anti-HMG1-monoklonalen-Antikérper und
dessen Fahigkeit zur Hemmung von Differenzierungsverfahren und dessen Verwendung zur Untersuchung
muriner Erythroleukdmiezelldifferenzierung. Biophys. Res. Commun., 1992, Band 186, S. 129-134 offenbart
die Coverkapselung von HMG1-Protein mit Plasmid-DNA in Liposomen und schlagt dies als verwendbares
Mittel zur potentiellen Gentherapie von mehreren Erkrankungen vor.

[0008] Es besteht einschlagig ein lange bestehender Bedarf an der Entdeckung verbesserter Mittel, die die Cy-
tokin-vermittelte Entziindungskaskade verhindern kénnen und therapeutische Aktivitat bei einer gro3en Viel-
zahl Cytokin-vermittelter entzindlicher Erkrankungen aufweisen. Die vorliegende Erfindung wurde im Laufe
der untersuchenden Forschung zur ldentifizierung von Mitteln, die Toxizitat, Pathogenese und/oder Letalitat
bei Sepsis und anderen Stérungen, die durch eine allgemeine Aktivierung der Entziindungscytokinkaskade in
Verbindung stehen, vermitteln, gemacht.

[0009] Erkrankungen und Zustande, die durch die Entziindungscytokinkaskade vermittelt werden, sind zahl-
reich. Derartige Zustdnde umfassen die folgenden, die in Krankheitskategorien gruppiert sind:

Systemisches Entziindungsreaktionssyndrom, das umfasst:
Sepsissyndrom

grampositive Sepsis
gramnegative Sepsis
kulturnegative Sepsis

Pilzsepsis

neutropenisches Fieber
Urosepsis

Meningokokkamie
posttraumatische Hamorrhagie
Hums

ionisierende Strahlungseinwirkung
akute Pankreatitis
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Schocklunge (ARDS)

[0010] Eine Reperfusionslasion, die umfasst:
Post-pump-Syndrom
Ischamie-Reperfusionslasion

[0011] Eine kardiovaskulare Erkrankung, die umfasst:
Cardiac-Stun-Syndrom

Myokardinfarkt

dekompensierte Herzinsuffizenz

[0012] Eine Infektidse Erkrankung die umfasst:
HIV-Infektion/HIV-Neuropathie

Meningitis

Heptatitis

septische Arthritis Peritonitis

Pneumonie

Epiglottitis

E. coli 0157:H7

Hamolytisch-urdmisches Syndrom/thrombolytische thrombozytopenische Purpura
Malaria

Dengue-hamorrhagisches Fieber

Leishmaniase

Lepra

toxisches Schocksyndrom

Streptokokkenmyositis

Gangran

Mykobakterientuberkulose

Mycobacterium aviun intracellulare

Pneumocystis carinii-Pneumonie

entzindliche Beckenerkrankung
Orchitis/Epidydimitis

Legionella

Lyme-Krankheit

Influenza A

Epstein-Barr-Virus

Viren-assoziiertes hemiaphagozytisches Syndrom
virale Encephalitis/aseptische Meningitis

[0013] Obstetrik/Gynakologie, umfassend:
vorzeitige Wehen

Spontanabort

Infertilitat

[0014] Entziindliche Erkrankung/Autoimmunitat, die umfasst:
rheumatoide Arthritis/sereonegative Arthropathien
Osteoarthritis

entzindliche Darmerkrankung

systemischen Lupus erythematodes
Iridocyclitis/Uveitis/Optikusneuritis

Idiopathische Lungenfibrose

systemische Vaskulitis/Wegener-Gramilomatose

Sarkoidose

Orchitis/Vasektomie-Aufhebungsverfahren

[0015] Allergische/atopische Erkrankungen, die umfassen:
Asthma

allergische Rhinitis

Ekzem
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allergische Kontaktdermatitis
allergische Konjunktivitis
Hypersensitivitdtspneumonitis

[0016] Maligne Erkrankungen, die umfassen:
ALL

AML

CML

CLL

Hodgkin-Krankheit, Nicht-Hodgkin-Lymphom
Kaposi-Sarkom

Kolorektales Karzinom

nasopharyngeales Karzinom

maligne Histiocytose

paraneoplastisches Syndrom/Hyperkalziamie einer bdsartigen Erkrankung

[0017] Transplantate, umfassend:
Organtransplantatabstofung
Transplantat-Wirt-Krankheit
Kachexie

[0018] Erbkrankheiten, die umfassen:
Mukoviszidose

familidre hdmatophagozytische Lymphohistiocytose
Sichelzellandmie

[0019] Hauterkrankungen, die umfassen:
Psoriasis
Alopezie

[0020] Neurologische Erkrankungen, die umfassen:
Multiple Sklerose
Migranekopfschmerz

[0021] Nierenerkrankungenm, die umfassen:
nephrotisches Syndrom

Hamodialyse

Uramie

[0022] Toxizitat, die umfasst:
OKT3-Therapie
Anti-CD3-Therapie
Cytokintherapie
Chemotherapie
Strahlentherapie

chronische Salicylatintoxikation

[0023] Metabolische/idiopathische Erkrankungen, die umfassen:

Wilson-Krankheit

Hamochromatose

Alpha-1-Antitrypsinmangel

Diabetes

Hashimoto-Thyroiditis

Osteoporose

Beurteilung der Hypothalamus/Hypophysen-Nebennierenachse primére bilidre Zirrhose.

Zusammenfassung der Erfindung

[0024] Die Erfindung ist in den beigeflgten Anspriichen definiert.
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[0025] Die Erfindung stellt eine pharmazeutische Zusammensetzung bereit, die einen Antikérper umfasst, der
spezifisch an ein HMG1-Protein und ein Fragment desselben bindet und die HMG1-vermittelte Aktivierung der
Entziindungscytokinkaskade hemmt. Die Erfindung ist auf die Verwendung eines Antikdrpers, der spezifisch an
ein HMG1-Protein und Fragment desselben bindet und die HMG1-vermittelte Aktivierung der Entziindungscy-
tokinkaskade hemmt, zur Verwendung als Arzneimittel, und insbesondere zur Herstellung eines Medikaments
fur die Behandlung von Sepsis gerichtet.

[0026] In einer weiteren Ausfiihrungsform umfasst das erfindungsgemafe Verfahren ferner die Verabreichung
eines zweiten Mittels in Kombination mit dem HMG1-Antagonisten, wobei das zweite Mittel ein Antagonist
eines frihen Sepsis-Vermittlers, wie TNF, IL-1a 1I-13, MIF oder IL-6, ist. Noch besser ist das zweite Mittel ein
Antikdrper gegenliber TNF oder ein IL-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra).

[0027] Die vorliegende Erfindung stellt ferner ein diagnostisches und prognostisches Verfahren zur Uberwa-
chung der Schwere und Vorhersage des wahrscheinlichen klinischen Verlaufs einer Sepsis und verwandter
Zustande flr einen Patienten, der schockdhnliche Symptome zeigt oder mit dem Risiko behaftet ist, Symptome
zu zeigen, die mit durch die Entziindungskaskade vermittelten Zustédnden in Verbindung stehen, bereit. Das
erfindungsgemale diagnostische und prognostische Verfahren umfasst die Messung der Konzentration von
HMG1 in einer Probe, vorzugsweise einer Serumprobe, und den Vergleich dieser Konzentration mit einem
Standard fur HMGH1, der fiir einen normalen Konzentrationsbereich von HMG1 in einer dhnlichen Probe repra-
sentativ ist, wobei hohere Konzentrationen von HMG1 Anzeichen fir eine schlechte Prognose oder die Wahr-
scheinlichkeit toxischer Reaktionen sind. Das diagnostische Verfahren kann auch fir andere Gewebe- oder
flissigkeitskompartimente, wie cerebrospinale Flissigkeit oder Urin, verwendet werden. Schliel3lich wird, wie
hierin offenbart aber nicht explizit beansprucht ist, eine pharmazeutische Zusammensetzung und ein Verfahren
zum Bewirken einer Gewichtsabnahme oder zur Behandlung von Fettsucht bereitgestellt, welches das Verab-
reichen einer wirksamen Menge von HMG1 oder eines therapeutisch aktiven Fragments desselben umfasst.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0028] Fig. 1 zeigt zwei Graphen, die die Induktion der HMG1-Freisetzung durch LPS in vitro (Fig. 1A) und in
vivo (Fig. 1B) als Profil angeben. Insbesondere zeigt Fig. 1A die Ansammlung von HMG1 in Kulturiiberstédnden
von Makrophagen-RAW 264.7-Zellen nach Stimulation mit LPS (100 mg/ml). Der Einsatz ist ein Western-Blot
(unter Verwendung von gegen rekombinantes HMG1 gebildeten Antikérpern), der die Induktion der HMG1-
Freisetzung von RAW 264.7-Zellen nach Induktion mit TNF zeigt. Fig. 1B zeigt die Ansammlung von HMG1
im Serum von LPS-behandelten Mausen. Serum von Balb/C-M&usen wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
nach LPS-Verabreichung gewonnen und auf HMG1 durch Western-Blotting unter Verwendung von gegen
rekombinantes HMG1 gebildeten Antikérpern getestet.

[0029] Fig. 2 erlautert, dass HMG1 ein Vermittler der Pathogenese und Letalitat bei Endotoxamie ist. Fig. 2A
zeigt die Schutzwirkung von Anti-HMG1-Antikdrpern vor LPS-Letalitat, die an M&usen getestet wurde. Die
Verabreichung von Anti-HMG1-Antiserum in den angegebenen Mengen bei -0,5 (falls eine Dosis), —0,5 und
12 (falls zwei Dosen) oder -0,5, 12 und 36 (falls drei Dosen) Stunden in Bezug auf die LPS-Infektion (zum
Zeitpunkt 0) war schitzend vor LPS-induzierter Letalitdt und wiederholte Dosierungsprogramme ergaben bes-
seren Schutz. Fig. 2B erlautert, dass rHMG1 dosisabhéngige Letalitat bei endotoxischen Mausen verursachte.
Mannliche Balb/C-Mause (20-23 g) wurden willktrlich in Gruppen von 10 Mausen aufgeteilt, die LPS (3,15 mg/
kg, eine nichtletale Dosis) allein oder in Kombination mit gereinigtem rekombinantem HMG1-Protein erhielten.
Die Verabreichung von HMG1 mit den angegebenen Dosen 2, 16, 28 und 40 h nach LPS-Infektion erhohte
die Letalitat der zugrundeliegenden Endotoxamie signifikant. Fig. 2C erlautert die unabhangige letale Toxizitat
von HMG1 als Funktion der Dosis. Gereinigtes rHMG1 wurde mannlichen Balb/C-Mausen (finf Mause pro
Behandlungsgruppe) als einzelner i. p. Bolus mit der angegebenen Dosierung verabreicht. Die Mduse wurden
mindestens 48 h beobachtet und 60% der Mause, die mit rHMG1 mit einer Dosis von 500 ug/Maus behandelt
wurden, verstarben innerhalb von 24 h der rHMG1-Infektion, was einen Einzeldosis-LD50-Wert von weniger
als 500 pyg/Maus anzeigt.

[0030] Fig. 3 zeigt, dass HMG1 die TNF-Freisetzung sowohl in vitro (Fig. 3A) als auch in vivo (Fig. 3B) in-
duzierte. Insbesondere zeigt Fig. 3A, dass HMG1 die TNF-Freisetzung von huPPBMCs in dosisabhangiger
Weise induziert. Frisch isolierte huPBMC-Kulturen wurden mit gereinigtem rekombinantem HMG1-Protein mit
den angegebenen Dosen stimuliert und von den Kulturmedien wurden 4 h spater Proben zum Test auf TNF
nach bekannten immunologischen Verfahren (ELISA) genommen. Fig. 3A zeigt den Mittelwert + Standardab-
weichung der induzierten TNF-Antwort in zwei Experimenten (in dreifacher Ausfiihrung). Fig. 3B zeigt, dass die
Verabreichung von HMG1 die Ansammlung von TNF in Serum behandelter Mause induzierte. Balb/C-Mause

6/30



DE 600 28 358 T3 2017.03.30

(20-23 g) wurden intraperitoneal mit gereinigtem rekombinantem HMG1 mit den angegebenen Dosen behan-
delt und Blutproben wurden 2 h spater zum Test auf TNF durch einen L929-Bioassay genommen und die TNF-
Konzentrationen sind als Mittelwert + Standardabweichung, N = 3, ausgedruckt.

[0031] Fig. 4 zeigt, dass HMG1 eine Kérpergewichtsabnahme bei Mausen verursachte. Gereinigtes HMG1
wurde intraperitoneal Mausen mit 100 yg/Maus/Tag drei Tage verabreicht und das Kérpergewicht wurde Uber-
wacht. Fig. 4 zeigt den Mittelwert + Standardabweichung der Nettokérpergewichtsédnderung von drei Mausen
pro Gruppe.

[0032] Fig. 5 zeigt die Gewebeverteilung von HMG1-mRNA. Humane RNA-Masterblots, die Poly(A)" RNA
verschiedener Gewebe enthielten, (Clontech, Palo Alto, CA, USA) wurden mit einer Digoxigenin-11-dUTP-
markierten HMG1-cDNA-Sonde von 0,6 kb, die durch PCR unter Verwendung eines rekombinanten Plasmids,
das das HMG1-cDNA-Insert enthielt, synthetisiert wurde, alle gemaR einschlagig bekannten Verfahren hybridi-
siert. Kurz gesagt, wurde die Hybridisierung in einem Hybridisierungspuffer (5 x SSC/2% Blockierungsreagens/
0,1% SDS/50% Formamid, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) mit einer Sondenkonzentration von 10 ng/
ml 16 h bei 65°C durchgeflihrt. Nach der Hybridisierung wurde das Filter zwei Waschvorgangen mit 0,2 x SSC/
0,1% SDS 5 min und zwei Waschvorgangen mit 0,2 x SSC/0,1% SDS 10 min bei Raumtemperatur unterzo-
gen. Ein Signal wurde unter Verwendung von mit Phosphatase konjugierten Anti-Digoxigenin-Antikérpern und
den Detektionsreagenzien 4-Nitrobluetetrazoliumchlorid (NBT) und 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP)
(Boehringer-Mannheim) gemafR Standardverfahren detektiert. Die Blots wurden mit einem Silberbildscanner
(Silverscanner Il, Lacie Limited, Beaverton, OR) gescannt und die relative optische Dichte (in willkurlichen
Einheiten, AU) wurde unter Verwendung von NIH 1.59-Bildsoftware quantitativ bestimmt. Es ist anzumerken,
dass die héchsten Konzentrationen in makrophagenreichen Geweben beobachtet wurden.

[0033] Fig. 6 zeigtim Vergleich zu einer Gruppe normaler Kontrollsubjekte erhéhte HMG1-Spiegel von huma-
nem Serum, die bei hospitalisierten humanen Subjekten mit Sepsis detektiert wurden, wobei die septischen
Patienten desweiteren danach kategorisiert wurden, ob der Patient starb oder Uiberlebte.

Detaillierte Beschreibung der Erfindung

[0034] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Entdeckung und Isolierung eines hoch induzierbaren 30-kDa-
Proteins, das durch kultivierte murine makrophagenéhnliche Zellen (RAW 264.7) nach einer Stimulation mit
LPS, TNF oder IL-1 freigesetzt wird und sich in durch diese konditionierten Medien ansammelt. Eine partielle
Aminosauresequenz dieses isolierten Polypeptids war mit der Sequenz des HMG1-Proteins, das auch als
Amphoterin bekannt ist, ein Protein, das zuvor nicht mit der Pathogenese einer Erkrankung verknupft. war,
identisch. Diese Information wurde zur Klonierung einer cDNA mit Codierung fir HMG1 verwendet, wobei
diese Sequenz zur Bildung eines rekombinanten Proteins exprimiert wurde, wobei das Protein zur Erzeugung
spezifischer Anti-HMG1-Antikdrper verwendet wurde.

[0035] Die therapeutische und diagnostische Wirksamkeit wurde in einer Reihe zukunftsweisender In-vitro-
und In-vivo-Experimente bestimmt. Die Experimente sind detailliert im Abschnitt Beispiele angegeben. Bei-
spielsweise stiegen nach der Verabreichung von Endotoxin (LD4q0) an Mause Serum-HMG1-Spiegel spater
(nach 16 h) als bekannte "friihe” Vermittler einer Sepsis (wie TNF und IL-1) und die Plateauspiegel von HMG1
wurden 16 bis 32 h gehalten. Patienten mit letaler Sepsis wiesen hohe Serum-HMG1-Spiegel auf, die bei nor-
malen gesunden Freiwilligen nicht detektiert wurden. Daruber hinaus verursachte eine akute experimentelle
Verabreichung von HMG1 an Testtiere — ob allein oder in Kombination mit subletalen Mengen von LPS - deut-
liche pathologische Reaktionen und sogar Tod. Starker verteilte Dosierungsprogramme niedrigerer Mengen
von rHMG1 flihrten zu signifikanter Gewichtsabnahme bei behandelten Tieren. Diese Ergebnisse ergeben Be-
weisanzeichen, dass HMG1 Vermittler von Endotoxamie und insbesondere ein spater Vermittler im Gegensatz
zu bekannten *friihen” Vermittlern, wie TNF und IL-1, ist. Diese Daten zeigen ferner die Bedeutung von Serum-
HMG1 als Marker fir die Schwere oder potentielle Letalitat einer Sepsis und verwandter Zustande.

[0036] Zusé&tzlich ergab eine Behandlung mit Anti-HMG1-Antikdrpern vollen Schutz vor LD g-Dosen von LPS
bei Mausen. HMG1 ist durch TNF und IL-1B induzierbar und stimuliert dosisabhangig die TNF-Freisetzung von
huPBMCs. TNF ist ein Marker der Makrophagenaktivierung, weshalb es wahrscheinlich ist (ohne Beschran-
kung in Bezug auf beteiligte Mechanismen oder durch eine Theorie gebunden zu sein), dass HMG1 die strom-
abwartige Reaktivierung von Cytokinkaskaden fordert, was wiederum spate Pathogenese und Letalitat bei
Sepsis und verwandten Bedingungen, die die Aktivierung von proinflammatorischen Cytokinantworten umfas-
sen, vermittelt. Daher besitzt HMG1 wahrscheinlich eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der Entziindungs-
reaktion auf eine Infektion und Verletzung und Antagonisten von HMG1 sind von therapeutischem Nutzen
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bei Sepsis und verwandten Zustanden mit Entziindungskaskadenaktivierung. Das Auftreten von HMG1 in der
Entziindungscytokinkaskade ist geeignet, spatere Phasen der Wirtsantwort zu verbreiten und zu Toxizitat und
Letalitat beizutragen. Die hier angegebenen zukunftsweisenden Daten stiitzen die therapeutische Wirksamkeit
von HMG1-Antagonisten und liefern Beweisanzeichen zur Unterstitzung der im Vorhergehenden genannten
Theorie im Hinblick auf den Wirkmechanismus. Die In-vivo-Behandlungsdaten zeigten die Wirksamkeit von
HMG1-Antagonisten im allgemeinen und insbesondere Anti-HMG1-Antikdrpern zur Behandlung von Zustan-
den, die durch die Entziindungscytokinkaskade allgemein vermittelt werden, und insbesondere Sepsiszustan-
den, die beispielsweise septischen Schock, ein Sepsissyndrom oder andere "sepsisahnliche” Zustande, die
durch Entziindungscytokine vermittelt werden, umfassen. Ferner zeigt die unabhangige Pathogenitat und To-
xizitat/Letalitdt von HMG1, dass HMG1-Antagonisten besonders wirksam sind, wenn sie mit Antagonisten von
"friihen” Entziindungsvermittlern, wie TNF, MIF, IL-1 und IL-6, coverabreicht werden.

[0037] Zusammenfassend gesagt ist HMG1 ein Cytokinvermittler von Entziindungsreaktionen, da
1) HMG1 von Makrophagen und Pituicyten nach Stimulation mit Bakterientoxinen oder mit proinflammato-
rischen Cytokinen (TNF oder IL-1() freigesetzt wird,
2) HMG1 sich im Serum von LPS ausgesetzten Tieren und bei Patienten mit Sepsis ansammelt, und
3) HMG1-spezifische Antikérper vor Mortalitat in einem zukunftsweisenden letalen Endotoxamietiermodell
klinischer Sepsis und verwandter Zustande schitzen.

Pharmazeutische Zusammensetzung und Verabreichungsverfahren

[0038] Die erfindungsgemal pharmazeutische Zusammensetzung oder erfindungsgemafie pharmazeutische
Kombination kann einem Patienten entweder als solche (Komplex oder Kombination) oder in pharmazeu-
tischen Zusammensetzungen, in denen sie mit geeigneten Tragern und Streckmitteln gemischt ist, verab-
reicht werden. Die erfindungsgemal pharmazeutische Zusammensetzung oder erfindungsgemalfe pharma-
zeutische Kombination kann parenteral, beispielsweise durch intravendse Injektion oder Infusion, intraperito-
neale Injektion, subkutane Injektion oder intramuskulare Injektion verabreicht werden. Die erfindungsgemalie
pharmazeutische Zusammensetzung oder erfindungsgemale pharmazeutische Kombination kann oral oder
rektal durch passende Formulierung mit Tragern und Streckmitteln unter Bildung von Tabletten, Pillen, Kap-
seln, Flissigkeiten, Gelen, Sirupen, Aufschlammungen, Suspensionen und dergleichen verabreicht werden.
Die erfindungsgemale pharmazeutische Zusammensetzung oder erfindungsgemal pharmazeutische Kombi-
nation kann topisch, beispielsweise durch ein Hautpflaster, zum Erreichen konsistenter systemischer Konzen-
trationen des Wirkstoffs verabreicht werden. Die erfindungsgeméRe pharmazeutische Zusammensetzung oder
erfindungsgemafle pharmazeutische Kombination kann zu topischen Cremes, Haut- oder Schleimhautpflas-
tern, Flussigkeiten oder Gelen, die zur topischen Applikation an Haut oder Schleimhautoberflachen geeignet
sind, formuliert werden. Die erfindungsgemafie pharmazeutische Zusammensetzung oder erfindungsgemale
pharmazeutische Kombination kann durch eine Inhaliervorrichtung dem Atmungstrakt zur lokalen oder syste-
mischen Behandlung verabreicht werden.

[0039] Die Dosierung der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung oder erfindungsgema-
Ren pharmazeutischen Kombination der vorliegenden Erfindung kann durch den Fachmann aufgrund dieser
Offenbarung bestimmt werden. Die pharmazeutische Zusammensetzung oder erfindungsgeméale pharmazeu-
tische Kombination enthalt eine wirksame Dosierung (in Abhéngigkeit vom Verabreichungsweg und der Phar-
makokinetik des Wirkstoffs) der erfindungsgemafien pharmazeutischen Zusammensetzung oder erfindungs-
gemalien pharmazeutischen Kombination und geeignete pharmazeutische Trager und Streckmitteln, die fur
den speziellen Verabreichungsweg der Formulierung (d. h. oral, parenteral, topisch oder durch Inhalation) ge-
eignet sind, enthalten. Der Wirkstoff wird in die pharmazeutische Formulierung durch Misch-, Auflése-, Granu-
lier-, Drageeherstellungs-, Emulgier-, Verkapselungs-, Einfang- oder Lyophilisierverfahren gemischt. Die phar-
mazeutischen Formulierungen zur parenteralen Verabreichung umfassen wassrige Losungen des Wirkstoffs
oder eine Kombination in wasserldslicher Form. Ferner kdnnen Suspensionen des Wirkstoffs als élige Injekti-
onssuspensionen hergestellt werden. Geeignete lipophile Losemittel oder Vehikel umfassen Fettdle, wie Se-
samdl, oder synthetische Fettsdureester, wie Ethyloleat oder Triglyceride, oder Liposome. Wassrige Injekti-
onssuspensionen kénnen Substanzen enthalten, die die Viskositat der Suspension erhéhen, wie Natriumcar-
boxymethylcellulose, Sorbit oder Dextran. Die Suspension kann optional Stabilisierungsmittel oder Mittel zum
Erh6éhen der Ldslichkeit des Wirkstoffs oder eine Kombination zum Erméglichen starker konzentrierter Losun-
gen enthalten.

[0040] Pharmazeutische Formulierungen zur oralen Verabreichung kénnen durch Kombination des Wirkstoffs

mit festen Streckmitteln, wie Zuckern (beispielsweise Lactose, Saccharose, Mannit oder Sorbit), Cellulosezu-
bereitungen (beispielsweise Starke, Methylcellulose, Hydroxypropylmethylcellulose und Natriumcarboxyme-
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thylcellulose), Gelatine, Gummis oder Polyvinylpyrrolidon, erhalten werden. Ferner kann ein Disintegrations-
mittel und ein Stabilisierungsmittel zugegeben werden.

Antisenseoligomere

[0041] Die vorliegende Erfindung stellt Antisenseoligomere mit einer zur Hemmung der Blockierung der Ex-
pression des HMG1-Gens oder der mRNA-Sequenz wirksamen Sequenz bereit. Antisensetechnologie, die
spezifische Oligonucleotide zur Hemmung der Expression von Zielgenprodukten verwendet, entwickelt sich als
therapeutische Modalitat fir humane Erkrankungen. Mehrere Auswahlkriterien sind als Beitrag zur Optimie-
rung von Antisense-Oligonucleotidantagonisten verfiigbar. Beispielsweise ist es ratsam, Sequenzen mit einem
GC-Gehalt von 50% oder mehr zu wahlen. Bevorzugte Sequenzen lberspannen den AUG-Initiationscodon
des Zielproteins, doch kénnen Stellen in der codierenden Region und 5-UTR in gleicher Weise gut funktionie-
ren. Derartige Sequenzen sind allgemein etwa 18-30 Nucleotide lang und derart gewahlt, dass sie den ATG-
Initiationscodon von der HMG1-cDNA-Sequenz zur Hemmung der Proteinexpression Uberlappen. Haufig wird
ermittelt, dass langere Oligomere das Ziel in gréRerem Ausmall hemmen, was anzeigt, dass eine bevorzugte
Lange ein etwa 25-mer fur die ersten Oligonucleotide, die als Antisense-Reagenzien gewahlt werden, ist. Ty-
pischerweise werden drei Oligonucleotidsequenzen im Hinblick auf diese Kriterien gewahlt und bezuglich Ant-
agonistenaktivitat verglichen, um Oligonucleotidsequenzen zu steuern, beispielsweise "reverse” Oligonucleo-
tide oder solche, in denen etwa jede vierte Base der Antisensesequenz willkiirlich gewahlt ist. Daher ist eine
bevorzugte Sequenz zur Herstellung von Antisenseoligomersequenzen fir HMG1 eine 25-mer-Sequenz, die
so gewahlt ist, dass sie den (unterstrichenen) ATG-Initiationscodon von der HMG1-cDNA-Sequenz Uberlappt:
GAGGAAAAATAACTAAACATGGGCAAAGGAGATCCTAAGAAG [SEQ ID NO. 5] und derartige bevorzugte
Antisensesequenzen werden zur Konstruktion von Antisense-Oligonucleotidmitteln (und geeigneten Kontrol-
len) fir einen In-vitro-Vergleich als Antagonisten von HMG1 verwendet. Diese In-vitro-Daten sind zukunftswei-
send fir die humane klinische Verwendbarkeit unter Verwendung von Antisense-Mitteln vergleichbarer Gestalt.

Gegen HMG1 gerichtete Antikdrper

[0042] Die hier offenbarten Antikdrper kdnnen polyklonal oder monoklonal sein, von einer beliebigen einer
Zahl humaner, nichthumaner eukaryotischer, zellulérer, fungaler oder bakterieller Quellen stammen. Die Anti-
kérper kénnen durch Genom- oder von Vektoren stammende Codierungssequenzen codiert sein und gegen
natives oder rekombinantes HMG1 oder Fragmente desselben mit oder ohne die Verwendung von Adjuvan-
zien ausgeldst werden. Die Verfahren zur Herstellung von Antikérpern sind Verfahren und Verfahrensmaf-
nahmen, die auf dem Gebiet zur Erzeugung und Herstellung von Antikdrpern bekannt sind. Allgemein sind
neutralisierende Antikdrper gegen HMG1 (d. h. solche, die biologische Aktivitdten von HMG1 insbesondere im
Hinblick auf dessen proinflammatorische Cytokin-&hnliche Rolle hemmen) fiur therapeutische Anwendungen
bevorzugt, wéhrend nicht-neutralisierende Antikérper fir diagnostische Anwendungen ebenso geeignet sein
kénnen. Beispiele fur derartige verwendbare Antikérper umfassen, ohne hierauf beschrankt zu sein, polyklo-
nale, monoklonale, chiméare, einkettige und verschiedene humane oder humanisierte Arten von Antikdrpern
sowie verschiedene Fragmente derselben, wie Fab-Fragmente und von spezialisierten Expressionssystemen
produzierte Fragmente.

Diagnostischer Test

[0043] Der hier bereitgestellte diagnostische Test verwendet Anti-HMG1-Antikorper, die entweder polyklonal
oder monoklonal oder beides sein kdnnen. Das diagnostische Verfahren kann Standardtechniken auf Antikor-
perbasis zur Ermittlung von Konzentrationen des Genprodukts von HMG1-Genen in einer biologischen Flis-
sigkeit verwenden. Bevorzugte Standarddiagnoseverfahren sind ELISA-Assays und Western-Techniken.

Beispiel 1: Identifizierung von HMG1 als "spater” Vermittler von Endotoxamie

[0044] Dieses Beispiel liefert die Ergebnisse eines Experiments zur Identifizierung und Isolierung von spater
freigesetzten, von Makrophagen stammenden Faktoren, die eine Rolle bei Sepsis und verwandten Zustédnden,
die durch Entziindungscytokinaktivitat gekennzeichnet sind, eine Rolle spielen. Das in dem Beispiel berichtete
Experiment untersuchte mit murinen Makrophagen-RAW 264.7-Zellen konditionierte Medien nach Stimulation
der Kulturen mit TNF. Murine Makrophagen-RAW 264.7-Zellen wurden von American Type Culture Collections
(ATCC, Rockville, MD, USA) erhalten und in Kultur unter DMEM, das mit 10% fetalem Rinderserum und 1%
Glutamin erganzt war, vermehrt. Wenn die Konfluenz 70-80% erreichte, wurden das Medium durch serumfreies
OPTI-MEM I-Medium ersetzt und die Kulturen mit proinflammatorischen Cytokinen (beispielsweise TNFa oder
IL-1) oder bakteriellem Endotoxin (LPS) stimuliert.
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[0045] Die von den oben stimulierten Makrophagenkulturen freigesetzten Proteine wurden tberwacht. Spe-
ziell wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Zellen und zellkonditionierte Medien getrennt durch Zentrifugati-
on (3000 rpm, 10 min) gewonnen. Proteine in dem konditionierten Medium wurden durch Ultrafiltration tber
Amicon-Membranen mit der Mr-Grenze 10 kDa (Amicon Inc., Beverly, MA, USA) konzentriert, anschlieRend
durch SDS-PAGE fraktioniert und mit Coomassieblau (1,25% Coomassie Blue R250 in 30% Methanol/10%
Essigsaure) angefarbt. Nach Entfarben mit 30% Methanol/7% Essigsdure wurden interessierendes Protein
bzw. interessierende Proteine (d. h. diejenigen, die sich vorzugsweise im konditionierten Medium stimulierter
Kulturen ansammelten) durch Ausschneiden aus dem SDS-PAGE-Gel isoliert und einer N-terminalen Sequen-
zierungsanalyse unterzogen (Commonwealth Biotechnologies, Inc., Richmond, VA, USA).

[0046] Ein Vergleich durch SDS-PAGE-Gelanalyse der Profile von Proteinen, die sich bei einer Kontrolle (ohne
TNFa-Stimulierung) ansammelten, gegenuber denen, die sich bei TNF-stimulierten RAW 264.7-Zellen ansam-
melten, ergab ein stark induzierbares 30-kDa-Protein, dessen Konzentration in dem zellkonditionierten Medi-
um nach Stimulation wéhrend 16 h signifikant erhéht war. Die Aminosauresequenzanalyse dieses isolierten
Proteins ergab dessen N-terminale Sequenz als Gly-Lys-Gly-Asp-Pro-Lys-Lys-Pro-Arg-Gly-Lys-Met-Ser-Ser
[SEQ ID NO: 1]. Die Durchsicht relevanter Gendatenbanken ermittelte 100%ige Identitat mit der N-terminalen
Aminosauresequenz von HMG1.

[0047] Diese Daten identifizierten HMG1 als "spéat auftretendes” Produkt von LPS-stimulierten Makrophagen-
kulturen und daher als Kandidat eines proinflammatorischen Vermittlers. Diese Aktivitat wurde durch die Ver-
abreichung von rekombinant produziertem HMG1 und/oder Anti-HMG1-Antikérpern in zelluldren und Tiermo-
dellsystemen, die fir humane chemische Zustande zukunftsweisend sind, bestatigt.

Beispiel 2: Zellulare Quellen von HMG1

[0048] Dieses Beispiel zeigt, welche Zellquellen zur Freisetzung von HMG1 als Antwort auf TNF, IL-1 und/oder
LPS fahig sind. Die untersuchten Zellen umfassen GH3-Pituicyten, murine Makrophagen-RAW 264.7-Zellen,
humane priméare periphere mononukleére Blutzellen (huPBMCs), humane priméare T-Zellen, Rattennebennie-
ren-PC-12-Zellen und primére Rattennierenzellen (Tabelle 1). Die Rattenhypophysen-GH3-Zelllinie wurde von
der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) erhalten und in DEME, das mit 10% feta-
lem Rinderserum und 1% Glutamin erganzt war, kultiviert. Humane PBMCs und T-Zellen wurden aus Vollblut
von gesunden Spendern frisch isoliert und in RPMI 1640, das mit 10% humanem Serum erganzt war, gemaf
einer friiheren Beschreibung isoliert (Zhang et al., J. Exp. Med. 185: 1759-1768, 1997). Wenn die Konfluenz
70-80% erreichte, wurde das Medium durch serumfreies OPTI-MEM [|-Medium ersetzt und die Kulturen mit
proinflammatorischen Cytokinen (beispielsweise TNFa oder IL-1) oder bakteriellem Endotoxin (LPS) stimuliert.

[0049] Obwohl humane T-Zellen, Rattennebennieren(PC-12)-Zellen und primare Rattennierenzellen zellasso-
Ziiertes HMG1 enthielten, was durch Western Blotting-Analyse von Vollzelllysaten unter Verwendung HMG1-
spezifischer Antikérper aufgezeigt wurde (s. das folgende Beispiel 4), sammelte sich HMG1 im Medium dieser
Kulturen nach Stimulation mit entweder TNF, IL-1 oder LPS nicht signifikant an (Tabelle 1).

TABELLE 1. Induzierte Freisetzung von HMG1 von verschiedenen Zellarten

Zellart Stimulus

TNF IL-18 LPS
Murine RAW 264.7-Zellen Ja Ja Ja
Humane PBMCs Ja Ja Ja
Humane primare T-Zellen Nein Nein Nein
Rattennebennieren-PC-12-Zellen Nein Nein Nein
Rattenhypophysen-GH,;-Zellen Ja Ja Nein
Priméare Rattennierenzellen Nein Nein Nein

Anmerkung: PBMCs, periphere mononukleéare Blutzellen
[0050] TNF, IL-1B (minimale wirksame Konzentration = jeweils 5 ng/ml) und bakterielles Endotoxin (LPS,

minimale wirksame Konzentration = 10 ng/ml) induzierten die Freisetzung von HMG1 aus humanen PBMCs in
einer zeit- und dosisabhangigen Weise (Tabelle 1). IFN-y allein (0-200 U/ml) induzierte die HMG1-Freisetzung
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aus einer der obigen Zellen nicht, es verstarkte jedoch bei Zugabe in Kombination mit entweder TNF oder IL-
18 in von der IFN-y-Dosis abhangiger Weise die HMG1-Freisetzung aus Makrophagen mit einer maximalen
dreifachen Verstarkung durch IFN-y bei einer Konzentration von 100 U/ml.

[0051] Die Freisetzung von HMG1 beruhte nicht auf Zelltod, da die Zelllebensfahigkeit durch TNF, IL-13 oder
LPS unbeeiflusst war, was durch Trypanblauausschluss beurteilt wurde (90-92 + 5% lebensfahig fiir die Kon-
trolle gegentiber 88-95 + 4% in Gegenwart von 100 ng/ml TNF, IL-13 oder LPS). Die HMG1-Menge, die von Pi-
tuicyten und Makrophagen freigesetzt wurde, korrelierte invers mit der intrazellularen Konzentration von HMG1,
was durch Western-BlottingAnalyse bestimmt wurde, was anzeigt, dass das freigesetzte Material teilweise von
zuvor gebildetem zellassoziiertem HMG1-Protein stammte.

[0052] Potentielle Quellen von zirkulierendem HMG1 in vivo wurden durch Hybridisierung einer HMG1-spezi-
fischen Sonde mit mRNA, die von verschiedenen normalen humanen Geweben hergestellt wurde (Blotsubstrat
von Handelslieferanten erhaltlich), getestet, wobei die Ergebnisse in Fig. 5 zusammengefasst sind. Mehrere
Makrophagen-reiche Gewebe (Lunge, Leber, Niere, Bauchspeicheldriise und Milz) zeigten eine sehr grol3e
Menge von HMG1-mRNA-Expression; weniger wurde in Hypophyse, Knochenmark, Thymus, Lymphknoten
und Nebenniere beobachtet. Zusatzlich zur Lieferung von Information bezuglich der relativen Gewebevertei-
lung der HMG1-Expression zeigt diese Untersuchung die Durchfiihrbarkeit und die Verwendbarkeit der Tests
fur HMG1-spezifische Nucleinsauresequenzen in Gewebeproben.

Beispiel 3: Rekombinante HMG1-Verabreichung in vitro und in vivo

[0053] Dieses Beispiel gibt detailliert Verfahren zur Produktion von HMG1 durch bekannte gentechnische
Verfahren an. Das offene Leseraster von HMG1 wurde durch PCR amplifiziert und in einen Expressionsvektor
(pCAL-n) subkloniert. Kurz gesagt, wurde das offene Leseraster von 648-bp von HMG1-cDNA ausgehend von
5 ng Rat Brain Quick-Clone cDNA (Katalog Nr. 7150-1, Clontech, Palo Alto, CA, USA) unter Verwendung von
Primern, die die folgenden Sequenzen, 5-CCC GCG GAT CCA TCG AGG GAA GGA TGG GCA AAG GAG
ATC CTA-3'[SEQ ID NO: 2] und

5-CCC GCAAGC TTATTC ATC ATC ATC ATC TTC T-3' [SEQ ID NO: 3], enthielten, durch PCR amplifiziert
(94°C, 1',56°C 2, 72°C 45", 30 Zyklen). Das 680-bp-PCR-Produkt (4 pg) wurde mit BamHI und Hind Ill verdaut
und in die Bam HI/Hind lll-Klonierungsstellen des pCAL-n-Vektors (Stratagene, La Jolla, CA, USA) kloniert.
Das rekombinante Plasmid wurde in E. coli BL21(DE3)pLysS (Novagen, Madison, W1, USA) transformiert
und positive Klone wurden gescreent und durch DNA-Sequenzierung an beiden Stradngen unter Verwendung
eines Tag DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit auf dem ABI 373A Automated Fluorescent Sequencer
(Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) bestatigt.

[0054] Zur Expression von rekombinantem HMG1 wurden positive Klone bei 37°C unter kraftigem Schiitteln
(250 rpm) kultiviert, bis ODgqq 0,6 erreichte, und dann IPTG (1 mM) zugegeben. 12 h nach der IPTG-Induktion
wurden Bakterienzellen durch Zentrifugation (6500 rpm, 15 min) geerntet und durch Gefrieren/Auftauen-Zyklen
lysiert. Die wasserldsliche Fraktion wurde nach Zentrifugation (30 min, 12000 rpm) gewonnen und rekombi-
nantes HMG1 wurde aus einer Calmodulin-Bindungsharzsaule nach der Anleitung durch den Hersteller (Stra-
tagene) gereinigt. Bakterielles Endotoxin wurde von dem rekombinanten HMG1 unter Verwendung von Detoxi-
Gel Endotoxin-Removing Gel (Pierce, Rockford, IL, USA, Katalog Nr. 20344) entfernt und verbliebener LPS-
Gehalt wurde durch den Limulus Amebocyte Lysate Test (LAL-Test, Katalog Nr. 50-648U, QCL-1000 Chromo-
genic LAL, Bio-Whittaker, Inc., Walkersville, MD, USA) bestimmt. Gereinigtes rekombinantes HMG1 wurde zu
Kulturen von humanen peripheren mononukledren Blutzellen (HuPBMCs) gegeben und Uberstéande wurden
auf TNF durch ELISA 4 h nach Stimulation getestet. Das LPS-Neutralisierungsmittel Polymyxin B (10 pg/ml)
wurde gleichzeitig mit rekombinantem HMG1 zur Beseitigung der Wirkung von etwaigem kontaminierendem
LPS auf die TNF-Freisetzung zugegeben. Zusétzlich wurde rekombinant abgeleitetes HMG1 an Testtiere mit
der oder ohne die zusétzliche endotoxdmische Stimulation von exogenem LPS verabreicht, um das pathogene
Potential hoher Konzentrationen von HMG1 in vivo zu untersuchen (siehe Fig. 2B und Fig. 2C). Bei einigen
Experimenten wurden Serumproben von HMG1-behandelten Tieren sichergestellt, um sie auf TNF zu testen,
wie hier detailliert angegeben ist (siehe Fig. 1B).

[0055] Das obige Verfahren liefert rekombinantes HMG1 als Fusionspeptid, das eine 3,0-kDa-Calmodulin-Bin-
dungsdomane und eine Thrombinspaltungsstelle als aminoterminale Verlangerung im Register mit der HMG1-
Peptidsequenz umfasst. Bei einigen Experimenten wurde das Fusions-Tag von einem Aliquot des rekombi-
nanten Proteins entfernt und die biologische Aktivitat des vollen Fusionsproteins mit dem gespaltenen HMG1-
Peptid verglichen; kein signifikanter Unterschied der biologischen Aktivitat wurde festgestellt und zusatzliche
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Experimente (insbesondere diejenigen, die die Verabreichung von rekombinant produziertem HMG1 an Tiere
umfassen) wurden typischerweise mit dem (nicht gespaltenen) Fusionsprotein durchgefiihrt.

[0056] Wie in Fig. 3A und Fig. 3B aufgezeigt ist, induzierte die In-vitro- oder In-vivo-Verabreichung von re-
kombinant abgeleitetem HMG1 eine briske TNF-Antwort, was die Identifizierung von HMG1 als spét auftre-
tender LPS-induzierter, von Makrophagen abgeleiteter endogener Vermittler mit proinflammatorischer Aktivitat
bestatigt.

Beispiel 4: Anti-HMG1-Antikérper und Immundetektion

[0057] Dieses Beispiel gibt die Ergebnisse von Experimenten zur Erzeugung und Verwendung polyklonaler
Antikérper gegen HMG1 an. Kurz gesagt, wurden polyklonale Antikdrper gegen ein Oligopeptid, das der N-
terminalen Aminosauresequenz von HMG1 entspricht, oder gegen gereinigtes rekombinantes HMG1 in Kanin-
chen nach einschlagig bekannten Standardverfahren erzeugt. Kurz gesagt wurden 8 Kopien eines Oligopeptids
mit der Sequenz GKGDPKKPRGKMSSC [SEQ ID NO: 4] an sich radial verzweigenden Lysindendriten (kleiner
immunogen inerter Kern) verankert. Diese groRen Makromolekule wurden dreimal sowohl subkutan als auch
intradermal (0,5-1,0 mg pro Injektion) in Kaninchen 1, 2 und 4 Wochen nach einer vorherigen Blutentnahme
am Tag 0 injiziert. Zwei Wochen nach der letzten Immunisierung wurde den Kaninchen Blut entnommen und
sie wurden intramuskular mit 1,0 mg Antigen einer Auffrischimpfung unterzogen, worauf 2 Wochen spater eine
zweite Blutentnahme folgte. Alternativ wurden zur Produktion polyklonaler Antikdrper gegen rekombinantes
HMG1 Kaninchen mit rekombinantem HMG1-Fusionspeptid (100 pg pro Injektion) nach einem ahnlichen Pro-
tokoll immunisiert. Monoklonale Antikorper, die gegen HMG1 reaktiv sind (d. h. die binden und in einigen Fallen
die biologische Aktivitdt von HMG1 neutralisieren oder antagonistisch auf diese wirken), werden glinstigerwei-
se nach einschlagig bekannten Verfahren unter Verwendung der hier beschriebenen HMG1-Antigene oder
anderer HMG1-Peptidfragmente als Immunogene hergestellt. Derartige monoklonale Antikdrper und/oder die
Hybridome, die diese produzieren, sind zur Produktion verschiedener "humanisierter” Antikérper, die gegen
HMG1 reaktiv sind (alles gemal einschlagig bekannten Verfahren), verwendbar, wobei humanisierte Antikér-
per wie hier gelehrt verwendbar sind.

[0058] HMG1-spezifische Antikdrper wurden verwendet, um durch Western-Blotting-Analyse die induzierbare
Freisetzung von HMG1 aus RAW 264.7-Zellen nach Behandlung mit TNF oder LPS zu messen (Fig. 1). Kurz
gesagt, wurden Proteine durch SDS-PAGE auf einem 4-20% Gradientengel fraktioniert, auf eine PVDF-Mem-
bran Gberfiihrt und mit Kaninchenantiserum, das gegen entweder das N-terminale synthetische HMG1-Antigen
oder gegen rekombinantes HMG1 gebildet wurde, geblottet. Das Signal wurde unter Verwendung eines ECL-
Kits nach den Vorschriften des Herstellers (Amersham Life Science Inc., Arlington Heights, IL, USA) detektiert
und die Konzentrationen von HMG1 wurden durch Messen der optischen Dichte von Banden auf Western-
Blots, die zur Analyse unter Verwendung von NIH 1.5-Bildsoftware digitalisiert wurden, unter Bezug auf eine
Standardkurve von gereinigtem rekombinantem HMG1 bestimmt.

[0059] Kein HMG1-Protein wurde in mit RAW 264.7-Zellen konditioniertem Medium in Abwesenheit einer TNF-
oder LPS-Behandlung detektiert, doch sammelte sich HMG1 in konditioniertem Medium auf hohe Konzentra-
tionen nach einer derartigen Stimulierung an, wobei eine Plateau bei 8-28 h nach der Stimulierung erreicht
wurde (Fig. 1A). Zusammenfassend gesagt, zeigen die in den Beispielen 1, 3 und in Fig. 1A gegebenen Daten,
dass die Freisetzung von HMG1 aus Makrophagen stimulus-spezifisch und zeit- und dosisabhangig ist, wobei
die maximale Ansammlung innerhalb von 8 h nach Stimulation mit TNF mit Konzentrationen von nur 5 ng/
ml beobachtet wurde. Es ist klar, dass Sepsis, septischer Schock und verwandte Zustande bei Menschen als
Antwort auf Reize, die qualitativ oder quantitativ von dem einzelnen grof3en letalen LPS-Bolus, der in diesem
zukunftsweisenden Modell verwendet wird, verschieden sind, auftreten kénnen. Dennoch ist eine experimen-
telle Endotoxamie ein wertvolles und zukunftsweisendes Modellsystem, durch das kritische Komponenten der
Entziindungscytokinkaskade identifiziert werden kénnen und durch das spezifische Antagonisten mit vorher-
gesagter klinischer Verwendbarkeit identifiziert werden kénnen. Im Hinblick darauf sind HMG1-Antagonisten
vielleicht therapeutisch attraktiver als TNF-Antagonisten im Hinblick auf das spate Auftreten von HMG1 ge-
genuber TNF bei der Reaktion auf Endotoxin.

Beispiel 5: Detektion von HMG1 bei In-vivo-Tiermodellen
[0060] Dieses Beispiel erlautert ein In-vivo-Experiment bei Nagetieren, wobei Serum-HMG1-Spiegel nach Ver-
abreichung einer subletalen Dosis von LPS (LD5;) gemessen werden. Mause oder Ratten wurden mit LPS be-

handelt und Seren wurden zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen und auf die Konzentrationen von HMG1
durch Western-Blotting-Analyse getestet. Die Serumkonzentrationen von HMG1 wurden durch Messung der
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optischen Bandintensitét in Bezug auf eine Standardkurve von gereinigtem HMG1 festgestellt. Die Serumkon-
zentrationen nahmen wahrend 16 h nach LPS signifikant zu und blieben mindestens 32 h hoch (Fig. 1B) und
waren in vehikelbehandelten Kontrolltieren nicht detektierbar. Diese Daten zeigen, dass HMG1 ein besonders
attraktives Ziel fiir die Diagnose von und pharmazeutische Intervention gegen Sepsis und verwandte Stérungen
von Cytokintoxizitat darstellt, da HMG1 ein spéat auftretender Vermittler in der Entziindungscytokinkaskade ist.

Beispiel 6: Vorteile eines Schutzes vor HMG1

[0061] Dieses Beispiel gibt die Ergebnisse eines zukunftsweisenden In-vivo-Tests zur Messung der thera-
peutischen Aktivitdt von Antagonisten von HMG1 in Bezug auf die Behandlung von Sepsis und verwandten
Zustanden cytokinvermittelter Toxizitat an. Bei diesem Beispiel war der HMG1-Antagonist eine Anti-HMG1-
Antikérperzubereitung. Kontrollen, die mit Praimmunserum behandelt wurden, entwickelten Letargie, Piloerek-
tion, Diarrhoe und erlitten innerhalb von 48 h Tod. Diese klinischen Zeichen einer Endotoxamie wurden durch
die Verabreichung von Anti-HMG1-Antikdrpern signifikant verhindert. Mannliche Bulb/C-M&use (6- 7 Wochen,
20-23 g) wurden willkrlich gruppiert (10 Tiere pro Gruppe) und entweder mit Kontroll(Praimmun)- oder Anti-
HMG1-Serum (das in Beispiel 4 hergestellt wurde) 30 min vor der (intraperitonalen) Verabreichung einer leta-
len Dosis von LPS (50 mg/kg in 1 x PBS) vorbehandelt. Andere Versuchsgruppen erhielten zusatzliche Dosen
von Anti-HMG1-Serum bei +12 oder +12 und +36 h nach LPS-Verabreichung. Die Tiere wurden beziglich
Aussehen und Uberleben mindestens zwei Wochen beobachtet.

[0062] Polyklonale Antikérper gegen rekombinantes HMG1 wurde in Kaninchen erzeugt und Antiserum wur-
de auf Spezifitat und Titer durch ELISA und Western-Blotting-Verfahren getestet. Das polyklonale Antiserum
erkannte (band an) rekombinantes HMG1 bei beispielsweise Western-Blot-Analyse immunspezifisch und un-
terschied rHMG1 von anderen Proteinen in sowohl rohen Bakterienlysaten als auch einem gereinigten Protein,
das in Mausserum verdinnt worden war. Unter Verwendung von Chemilumineszenz-amplifizierten Detektions-
verfahren bei Western-Blotting-Analyse war polyklonales Anti-HMG1-Antserum mit Verdlinnungen von bis zu
1:1000 zur Detektion von nur 50 pg rHMG1-Protein verwendbar. Die Verabreichung von Anti-HMG1-Antiserum
in den angegebenen (Fig. 2A) Mengen bei -0,5 (falls eine Dosis), —0,5 und 12 (falls zwei Dosen) oder -0,5,
12 und 36 (falls drei Dosen) Stunden in Bezug auf die LPS-Stimulation (zum Zeitpunkt 0) war schitzend vor
LPS-induzierter Letalitdt und wiederholte Dosierungsprogramme ergaben besseren Schutz.

[0063] Fig. 2B erlautert, dass rHMG1 dosisabhangige Letalitat bei endotoxischen Mausen verursacht. Mann-
liche Bulb/C-Mause (20-23 g) wurden willkirlich in Gruppen von 10 zur Aufnahme von LPS (3,15 mg/kg, eine
nicht-letale Dosis) allein oder in Kombination mit gereinigtem rekombinantem HMG1-Protein aufgeteilt. Die
Verabreichung von HMG1 mit den angegebenen Dosen 2, 16, 28 und 40 h nach LPS-Stimulation erhéhte
signifikant die Letalitat der darunterliegenden Endotoxamie.

[0064] Fig. 2C erlautert die unabhangige Letaltoxizitat von HMG1 als Funktion der Dosis. Gereinigtes rHMG1
wurde mannlichen Balb/C-Mausen (5 Mause pro Behandlungsgruppe) als einziger i. p. Bolus mit der angege-
benen Dosierung verabreicht. Die Mause wurden mindestens 48 h beobachtet und 60% der Mause, die mit
rHMG1 mit einer Dosis von 500 pg/Maus behandelt wurden, starben innerhalb von 24 h nach der rHMG1-
Stimulation, was einen Einzeldosis-LDgy-Wert von weniger als 500 pg/Maus anzeigt.

[0065] Der durch Anti-HMG1-Antikdrper verliehene Schutz war spezifisch, da die Verabreichung von Praim-
munserum, das keine immunspezifische Reaktivitat gegentiber HMG1 auf Western-Blots zeigte, Subjekte nicht
vor LPS-vermittelter Mortalitat schitzte (Fig. 2A). Dartiber hinaus ergaben HMG1-spezifische Antikérper keine
Kreuzreaktion mit anderen, von Makrophagen abgeleiteten Cytokinen (beispielsweise IL-1 und TNF), was die
Méoglichkeit beseitigt, dass Antikdrper Schutz durch Bindung und dadurch Neutralisation dieser Vermittler ver-
liehen. Schutz gegen Sepsis, mit Sepsis in Verbindung stehende Pathogenese und Sepsis-bedingte Erkran-
kungen, die die Aktivierung proinflammatorischer Cytokinkaskaden umfassen, kénnen durch eine Kombinati-
onstherapie, die gegen mehr als eine Komponente der Cytokinkaskade zielgerichtet ist, verbessert werden.
Antagonisten von HMG1 kénnen im Hinblick darauf mit spezifischen Antagonisten von TNF, IL-1, MIF und
anderen Entziindungsvermittlern oder mit breit aktiven Antagonisten von Entziindungsreaktionen, die mehrere
Komponenten der Entziindungskaskade hemmen (beispielsweise Aspirin, NSAIDS, entziindungshemmende
Steroide und dergleichen) kombiniert werden, um noch wirksamere therapeutische Modalitadten zu erhalten.
Der Schutz gegen LPS-Toxizitat war antikérperdosisabhangig und eine haufigere Dosierung mit héheren Men-
gen Antikdrpern verringerte die Mortalitat um bis zu 70% (Fig. 2A). Mause wurden mindestens 2 Wochen in
allen Experimenten beobachtet und es trat keine spate Mortalitat auf, was anzeigt, dass eine Anti-HMG1-An-
tikérperbehandlung lang andauernden Schutz gegen LPS-Letalitat verleiht und nicht nur den Todeszeitpunkt
verzdgert.
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Beispiel 7: HMG1 bei humaner Erkrankung

[0066] Dieses Beispiel gibt Daten an, die einen Zusammenhang zwischen HMG1 und humaner Sepsis be-
legen und dadurch eine Indikation zur Verwendung von HMG1-Antagonisten allgemein und Anti-HMG1-Anti-
kérpern insbesondere bei humaner Sepsis und verwandten Zustédnden von Cytokintoxizitat stitzen. Serum-
HMG1-Spiegel bei normalen gesunden Individuen und kritisch kranken Patienten wurden unter Verwendung
der wie in Beispiel 4 erzeugten polyklonalen Antikérper in einem Western-Blotformat unter Bezug auf eine
Standardkurve von rHMG1 gemessen. Das HMG1 war in normalen Kontrollen nicht detektierbar, jedoch zu
hohen Konzentrationen bei kritisch kranken Patienten mit Sepsis angesammelt (Tabelle 2).

TABELLE 2. Serumauftreten von HMG1 bei Sepsispatienten

Patient Alter HMG1 Diagnose Folgezustand

(Nr.) (Jahr) (ng/ml)

1 27 <d. L normal gesund

2 34 <d. L normal gesund

3 35 <d.l normal gesund

4 36 <d. |l normal gesund

5 61 <d.lL normal gesund

6 31 <d. | normal gesund

7 55 10 Sepsis, Anastomo- | erholt
seinsuffizienz

8 70 7-20 Sepsis, Kolonper- | erholt
foration

9 44 10-60 Sepsis, MOF, spi- | gestorben
nale Rekonstrukti-
on

10 60 >120 Sepsis, MOF, per- | gestorben
forierter Magenul-
kus

11 47 >120 Sepsis, MOF, gestorben
Pneumonie

Anmerkung: < d. |. — unter Nachweisgrenze;
MOF - Multiples Organversagen

[0067] Diese Daten zeigen, dass erhohte Serum-HMG1-Spiegel bei Patienten mit Sepsis beobachtet werden
und die hochsten Spiegel von Serum-HMG1 in letalen Fallen beobachtet werden (Tabelle 2). Diese Daten zei-
gen ferner die therapeutische Bedeutung von HMG1-Antagonisten bei Sepsis und sie liefern auch Beweisan-
zeichen fir die diagnostische Verwendbarkeit eines Tests auf Sepsis und Schwere (d. h. potentielle Letalitat)
von Sepsis durch Ermittlung von Serumkonzentrationen von HMG1. Dieser diagnostische Test ist auch zur
Diagnose der Schwere verwandter Zustande, die die Aktivierung der Entziindungscytokinkaskade umfassen,
verwendbar.

[0068] Zusatzliche Subjekte wurden auf Serum-HMG1-Spiegel in Verbindung mit letaler gegentiber nichtleta-
ler Sepsis gecreent, wobei die Ergebnisse (kumulativ mit Tabelle 2) wie in Fig. 6 beschrieben sind. Die in Fig. 6
zusammengefassten Daten reprasentieren Serumproben, die von 8 gesunden Objekten und 25 septischen
Patienten, die mit grampositiven [Bacillus fragilis (1 Patient), Enterococcus facecalis (1 Patient), Streptococ-
cus pneumonia (4 Patienten), Listeria monocytogenes (1 Patient) oder Staphylococcus aureus (2 Patienten)],
gramnegativen [Escherichia coli (7 Patienten), Klebsiella pneumonia (1 Patient), Acinetobacter calcoaceticus
(1 Patient), Pseudomonas aeruginosa (1 Patient), Fusobacterium nucleatum (1 Patient), Citrobacter freundii
(1 Patient)] oder nichtidentifizierten Pathogenen (5 Patienten) infiziert waren, erhalten wurden. Serum wurde
durch SDS-PAGE-Gelelektrophorese fraktioniert und HMG1-Spiegel wurden durch Western-Blotting-Analyse
unter Bezug auf Standardkurven von gereinigtem HMG1, das in normalem humanem Serum verdinnt war,
bestimmt. Die Nachweisgrenze durch Western-Blotting-Analyse betragt 50 pg. Es ist anzumerken, dass HMG1
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bei normalen Kontrollen nicht detektierbar ist, jedoch bei septischen Patienten signifikant erhoht ist. Die durch-
schnittliche Konzentration von HMG1 in Serum von nicht tiberlebenden septischen Patienten (N = 13 Patien-
ten, mittlere HMG1-Konzentration = 83,7 + 22,3 ng/ml) ist signifikant hoher als bei Uberlebenden (N = 12,
mittlere HMG1-Konzentration = 25,2 + 15,1 ng/ml, P < 0,05). Diese Daten ergeben einen direkten Nachweis
fur die Verwendbarkeit des Screenings von Gewebe (einschliel3lich, ohne Beschréankung Blut oder Serum)
Proben auf HMG1-Sequenzen (Protein oder Nucleinsaure) als diagnostischer und prognostischer Indikator
des Vorhandenseins von Sepsis und verwandten Stérungen von Cytokinaktivierung und der Schwere und des
wahrscheinlichen klinischen Verlaufs derartiger Erkrankungen und Zusténde.

Beisiel 8: HMG1-induzierte proinflammatorische Vermittler und Gewichtsabnahme

[0069] Die vorliegenden Ergebnisse liefern den Nachweis, dass HMG1 ein spat freigesetztes Vermittlerele-
ment der Entziindungscytokinkaskade ist. Die Zugabe von rekombinantem HMG1 zu primaren humanen peri-
pheren mononukleéren Blutzellen fihrte zu dosisabhangiger Induktion von TNF innerhalb von 4 h nach Stimu-
lation (Fig. 3A). Diese Stimulation der TNF-Freisetzung durch HuPBMcs durch rekombinantes HMG1 beruhte
nicht auf einer LPS-Kontamination, da (i) gereinigtes rekombinantes HMG1 nicht durch LPS kontaminiert war,
was durch einen LAL-Endotoxintest beurteilt wurde; (ii) die Zugabe des LPS-Neutralisationsmittels Polymyxin
B die HMG1-induzierte TNF-Freisetzung nicht beeinflusste, und (iii) die proteolytische Spaltung von rekombi-
nanten HMG1-Zubereitungen mit Trypsin die TNF-Freisetzungaktivitat fur die PBMC-Kulturen vollstédndig auf-
hob. Eine HMG1-Stimulation induzierte auch die Freisetzung von Stickoxid (NO) durch Makrophagen.

[0070] Zur Bestatigung, dass HMG1 die Serum-TNF-Freisetzung in vivo induzierte, wurde gereinigtes rekom-
binantes HMG1 intraperitoneal an Balb/C-Mause verabreicht und Blutproben zum Test auf TNF durch den
L929-Assay gewonnen. Wie in Fig. 3B gezeigt ist, war TNF im Serum von Kontrolltieren nicht detektierbar,
jedoch 2 h nach Verabreichung des rekombinanten HMG1-Proteins signifikant erhdht.

[0071] Die wiederholte Verabreichung des rekombinanten Genprodukts des HMG1-Gens (100 pg/Maus/Tag)
verursachte eine signifikante Kérpergewichtsabnahme (Fig. 4) bei Mdusen. Ohne Beschrankung im Hinblick
auf den Mechanismus und ohne an eine Theorie gebunden zu sein, sind diese Daten mit der Hypothese kon-
sistent, dass HMG1 als Vorwartsstimulator der proinflammatorischen Kaskade unter sowohl In-vitro- als auch
In-vivo-Bedingungen fungiert. Diese In-vivo-Daten in einem zukunftstrdchtigen Modell der Gewichtsabnahme
ergibt auch den zukunftsweisenden Nachweis, dass eine pharmazeutische Formulierung, die HMG1 oder ein
therapeutisch aktives Fragment desselben umfasst, eine wirksame Gewichtsabnahmetherapie ist.

Beispiel 9: In-vivo-Quellen von HMG1

[0072] Serum-HMG1-Spiegel bei Ratten mit entfernter Hypophyse gegeniiber Kontrollratten wurden ebenfalls
durch quantitative Bestimmung der Western-Blot-Intensitdten gemaR der obigen Beschreibung gemessen. Es
bestanden signifikant hohere HMG1-Spiegel innerhalb von 12 h nach endotoxischer Stimulation (LPS mit 1,
0 mg/kg) bei Ratten mit entfernter Hypophyse (etwa 75 ng/ml) beim Vergleich zu Kontrollen (etwa 25 ng/
ml). Diese Ergebnisse zeigen, dass Pituicyten nicht die Hauptquelle der Serum-HMG1-Spiegel sind und dass
Makrophagen eine quantitativ wichtigere Rolle spielen kénnen.

15/30



DE 600 28 358 T3 2017.03.30
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(2) ANGABEN FUR SEQ ID NO. 1:
(1) SEQUENZKENNZEICHEN:

(A) LANGE: 14
(B) ART: Aminosdure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: unbekannt

(ii) ART DES MOLEKULS: HMG1 N-terminal

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO. 1:

Gly Lys Gly Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser
5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. 2:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 42
(B) ART: Nucleinsdure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: unbekannt

(ii) ART DES MOLEKULS: PCR Primer
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO. 2:
CCCGCGGATC CATCGAGGGA AGGATGGGCA AAGGAGATCC TA
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. 3:
(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 31
(B) ART: Nucleinsdure

(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: unbekannt
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(ii) ART DES MOLEKULS: PCR Primer
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO. 3:
CCCGCAAGCT TATTCATCAT CATCATCTTC T 31
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. 4:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15
(B) ART: Aminosé&ure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: unbekannt

(ii) ART DES MOLEKULS: HMG1l N-Terminus
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO.4:

Gly Lys Gly Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Cys 15
5 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO. 5:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 42
(B) ART: Nucleinsédure
(C) STRANGFORM: Einzelstrang
(D) TOPOLOGIE: unbekannt

(ii) ART DES MOLEKULS: HMGl cDNA-Region, die die

Initiatorsequenz lberspannt

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO. 5:
GAGGAAAAAT AACTAAACAT GGGCAAAGGA GATCCTAAGA AG 42

Patentanspriiche
1. Antagonist von HMG1, welcher eine HMG1-vermittelte Aktivierung der Entziindungscytokinkaskade

hemmt, zur Verwendung als Arzneimittel, wobei der Antagonist aus der Gruppe bestehend aus einem Antikor-

per, der spezifisch an ein HMG1-Protein oder ein Fragment hiervon bindet, und einer HMG1-Gen-Antisense-
sequenz ausgewahlt ist.

2. Antagonist nach Anspruch 1, bei welchem es sich um einen Antikérper handelt, der spezifisch an ein
HMG1-Protein oder ein Fragment hiervon bindet.
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3. Antikérper nach Anspruch 2, welcher polyklonal oder monoklonal ist.
4. Antagonist nach Anspruch 1, bei welchem es sich um eine HMG1-Gen-Antisensesequenz handelt.

5. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend:
(a) einen Antagonisten von HMG1, welcher eine HMG1-vermittelte Aktivierung der Entziindungscytokinkas-
kade hemmt, wobei der Antagonist aus der Gruppe bestehend aus einem Antikoérper, der spezifisch an ein
HMG1-Protein oder ein Fragment hiervon bindet, und einer HMG1-Gen-Antisensesequenz ausgewahlt ist; und
(b) einen Antagonisten von TNF, IL-1q, IL-18, MIF oder IL-6.

6. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei es sich bei der Komponente (a) um einen
Antikérper handelt, der spezifisch an ein HMG1-Protein oder ein Fragment hiervon bindet.

7. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 6, wobei der Antikérper polyklonal oder monoklonal
ist.

8. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, wobei es sich bei der Komponente (a) um eine
HMG1-Gen-Antisensesequenz handelt.

9. Pharmazeutische Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 5 bis 8, wobei es sich bei der Kompo-
nente (b) der Zusammensetzung um einen Antikdrper fir TNF oder einen IL-1-Rezeptorantagonisten (IL-1ra)
handelt.

10. Verwendung eines Antagonisten von HMG1, welcher eine HMG1-vermittelte Aktivierung der Entziin-
dungscytokinkaskade hemmt, wobei der Antagonist aus der Gruppe bestehend aus einem Antikérper, der spe-
zifisch an ein HMG1-Protein oder ein Fragment hiervon bindet, und einer HMG1-Gen-Antisensesequenz aus-
gewahlt ist, zur Herstellung eines Medikaments fir die Behandlung eines Zustands, der durch eine Aktivierung
der Entziindungscytokinkaskade gekennzeichnet ist, wobei es sich bei dem Zustand um Sepsis handelt.

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei es sich bei dem Antagonisten um einen Antikérper handelt, der
spezifisch an ein HMG1-Protein oder ein Fragment hiervon bindet.

12. Verwendung nach Anspruch 11, wobei der Antikdrper polyklonal oder monoklonal ist.

13. Verwendung nach Anspruch 10, wobei es sich bei dem Antagonisten um eine HMG1-Gen-Antisense-
sequenz handelt.

14. Antikérper nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, oder pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch
6 oder Anspruch 7, wobei der die HMG1-vermittelte Aktivierung der Entziindungscytokinkaskade hemmende
Antikérper aus der Gruppe bestehend aus einem chimaren Antikdrper, einem einkettigen Antikérper, einem
humanen Antikdrper und einem humanisierten Antikérper ausgewahilt ist.

15. Antikdrper nach Anspruch 2 oder 3, oder pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 6 oder
Anspruch 7, wobei der die HMG1-vermittelte Aktivierung der Entziindungscytokinkaskade hemmende Antikor-
per an ein aus der Aminosauresequenz GKGDPKKPRGKMSSC (SEQ. ID NO: 4) bestehendes Peptid binden
kann.

16. Antikdrper nach einem der Anspriiche 2, 3, 14 und 15, oder pharmazeutische Zusammensetzung nach
einem der Anspriche 6, 7, 14 und 15, wobei es sich bei dem Antikérper um ein Antikérperfragment handelt.

17. Antikérper oder pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16, wobei das Antikérperfragment
ein Fab-Fragment ist.

18. Verwendung nach Anspruch 11 oder Anspruch 12, wobei der Antikérper aus der Gruppe bestehend aus
einem chimaren Antikorper, einem einkettigen Antikérper, einem humanen Antikdrper und einem humanisier-
ten Antikdrper ausgewahilt ist.

19. Verwendung nach Anspruch 11 oder Anspruch 12, wobei der Antikérper an ein aus der Aminosaurese-
quenz GKGDPKKPRGKMSSC (SEQ ID NO: 4) bestehendes Peptid binden kann.
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20. Verwendung nach einem der Anspriche 11, 12, 18 und 19, wobei es sich bei dem Antikérper um ein
Antikérperfragment handelt.

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei das Antikérperfragment ein Fab-Fragment ist.

Es folgen 10 Seiten Zeichnungen
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