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(57) Abstract:  The invention relates to polypeptides,
comprising an effector and a cell surface molecule binding
domain which are joined by a peptide linker. The effector
domain, especially the extracelluar domain, is a fragment
of a member of the TNF ligand family (module 1) which is
biologically inactive per se or is to a limited extent active. The
cell surface molecule binding domain (module 2) is an amino
acid section which selectively binds to a surface structure of
the plasma membrane, preferably to a membrane protein, but
which is not derived from immunoglobin. The invention also
relates to nucleic acid constructs coding for the polypeptides,
vectors which contain them, host cells transfected therewith,
pharmaceutical compositions containing the above mentioned
inventive objects, methods for the production of the inventive
polypeptides and uses of the inventive objects for therapeutical
purposes.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft
Polypeptide, bestehend aus einer Effektor- sowie einer
Zelloberflichenmolekiil-Bindungsdoméne, die durch einen
Peptidlinker verkniipft sind. Die Effektordoméne ist ein
Fragment, insbesondere die extrazellulire Domine, eines
Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie (Modul 1), welches als
solches biologisch inaktiv oder eingeschrinkt aktiv ist. Die
Zelloberflichenmolekiil-Bindungsdoméne (Modul 2) ist ein
Aminosdureabschnitt, der selektiv an eine Oberfldchenstruktur
der Plasmamembran, vorzugsweise an ein Membranprotein,
bindet, jedoch nicht von einem Immunglobulin abgeleitet
ist. Des Weiteren stellt die Erfindung fiir die Polypeptide
codierende  Nukleinsdurekonstrukte, diese  enthaltende
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damit transfizierte Wirtszellen, die genannten Erfindungsgegensténde enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen, Verfahren
zur Herstellung der erfindungsgemaissen Polypeptide sowie Verwendungen erfindungsgemiBer Gegenstinde zu therapeutischen
Zwecken bereit.
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20 Die vorliegende Erfindung betrifft Polypeptide, bestehend aus einer Effektor- so-
wie einer Zelloberflachenmoleklil-Bindungsdomane, die durch einen Peptidlinker
verknUipft sind. Die Effektordomane ist ein Fragment, insbesondere die extrazellu-
lare Domane, eines Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie (Modul 1), welches als
solches biologisch inaktiv oder eingeschrankt aktiv ist. Die Zelloberflachenmole-

25  kil-Bindungsdomane (Modul 2) ist ein Aminosdureabschnitt, der selektiv an eine
Oberflachenstruktur der Plasmamembran, vorzugsweise an ein Membranprotein,
bindet, jedoch nicht von einem Immunglobulin abgeleitet ist. Des Weiteren stellt
die Erfindung fiir die Polypeptide codierende Nukleinséurekonstrukte, diese ent-
haltende Vektoren, damit transfizierte Wirtszellen, die genannten Erfindungsge-

30 genstéande enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen, Verfahren zur
Herstellung der erfindungsgeméafen Polypeptide sowie Verwendungen erfin-
dungsgemafer Gegensténde zu therapeutischen Zwecken bereit.

Zytokine, bspw. Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie, bspw. TRAIL (TNF Related
35  Apoptosis Inducing Ligand ), auch Apo2L genannt ( Wiley et al. (1995), Immunity
6: 673-682, Pitti et al. (1996) J Biol Chem 271: 12687-12689), und bspw. FasL
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zeigen in in vitro Untersuchungen eine starke apoptotische Wirkung auf viele Tu-
morzellen tierischen und menschlichen Ursprungs. Im Falle von TRAIL scheint es
so zu sein, dass nicht maligne Zellen nicht beeintrachtigt werden. In den unter-
suchten préklinischen Tiermodellen (Maus, Affe) wurden darliber hinaus keinerlei
Anhaltspunkte fiir eine akute Toxizitat oder andere systemische Nebenwirkungen
von TRAIL, die als therapiebegrenzend anzusehen wéren, festgestellt (Walczak et
al. (1999) Nat Med 5:157-163, Ashkenazi et al. (1999) J Clin Invest 104: 155-
162). Neuere in vitro Untersuchungen an priméaren humanen Hepatozyten zeigten
allerdings eine starke zytotoxische Wirkung am Beispiel eines rekombinant her-
gestellten TRAIL-Produktes bzw. von membranstandigem TRAIL der natlrlich
vorkommenden Form dieses Zytokins (Jo et al. (2000) Nat Med 6: 564-567, Ichi-
kawa et al. (2001) Nat Med 7: 954-960). Damit wird zur Zeit eine klinische syste-
mische Anwendung von speziellen I6slichen Varianten von Mitgliedern der TNF-
Ligandenfamilie (insbesondere TNF, Fasl, TRAIL, CD40L), welche bioaktiv sind
und daher im Wesentlichen die Wirkung des membranstandigen Liganden haben,
aufgrund der auftretenden Nebenwirkungen ausgeschlossen. Gleiches gilt fur
agonistische Antikdrper, die die zu diesen Liganden korrespondierenden Rezepto-
ren aktivieren. So wurde z.B. fiir den FasL (Ligand des Fas-Rezeptors (Fas,
CD95)), dem Prototyp apoptotischer Zytokine, eine klinische Anwendung a priori
aus Sicherheitsgriinden unterlassen, da agonistische Antikérper gegen seinen
Rezeptor, Fas, in vivo extrem hepatotoxisch sind (Ogasawara et al.(1993) Nature
364: 806-809). Schlieflich wurde auch gezeigt, dass FasL in l6slicher Form prak-
tisch im Unterschied zu seiner membransténdigen Form keine Bioaktivitat besitzt
(Schneider et al. (1998) J. Exp. Med. 187: 1205-1213).

Damit sind die nach dem Stand der Technik verfligbaren Varianten der Mitglieder
der TNF-Ligandenfamilie entweder auf Grund mangelinder Bioaktivitat oder ex-
tremer Nebenwirkungen zur therapeutischen Anwendung, bspw. zur Behandlung
von Tumoren, nicht oder nur sehr begrenzt (z.B. im Falle von TNF unter sog. ,iso-

lated limb perfusion“ Bedingungen) einsetzbar.
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Die WO 02/22680 offenbart Fusionsproteine, bei denen an sich biologisch nicht
aktive bzw. eingeschrankt aktive Fragmente von bspw. TNF-Zytokinen uber einen
Peptidlinker mit einem Antigen-bindenden Antikdrper bzw. einem antigenbinden-
den Fragment davon verbunden sind. Es besteht jedoch ein Bedarf an alternati-
ven Systemen, da nicht selten flir bestimmte Zelloberfiichenmolekiile keine ent-
sprechenden Antikérper (oder Antikérperfragmente) verfiigbar sind oder die Anti-
genbindung nicht wie erwartet, bspw. nicht mit der entsprechenden Spezifitat, er-
folgt.

Der vorliegenden Erfindung liegt nunmehr die Aufgabe zugrunde, ein alternatives,
insbesondere von Antikdrpern unabhéngiges System bereitzustellen, mit dem es
gelingt, die Wirkung von Liganden der TNF-Familie (bzw. Fragmenten davon) ge-
richtet und gewebs- bzw. zellspezifisch zu entfalten und damit unerwiinschte, u.U.
systemische Nebenwirkungen auf nicht zum Zielgewebe gehdrigen Gewe-
ben/Zellen bei einer klinischen Anwendung zu vermeiden oder zumindest stark

einzuschranken.

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfihrungs-
formen der vorliegnden Erfindung gelost.

Insbesondere wird erfindungsgeman ein Polypeptid bereitgestellt, umfassend ei-
nen Abschnitt (1), der eine Zelloberflaichenmolekiil-Bindungsdoméane (auch sog.
Modul 2) enthélt, einen Abschnitt (2), der ein Peptidlinker ist, und einen Abschnitt
(3), der ein als solches biologisch inaktives/eingeschrankt aktives Fragment eines
Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie (im folgenden auch  TNF-Zytokine“ oder ,TNF-
Rezeptor-Ligandenfamilie* genannt) oder einer funktionellen Variante davon
(auch sog. Modul 1) enthalt, wobei die Zelloberflachenmolekil-Bindungsdomane
nicht von einem Immunglobulin abgeleitet ist und das Fragment des Mitglieds der
TNF-Ligandenfamilie oder einer funktionellen Variante davon nur durch Bindung
des Abschnitts (1) an das Zelloberflachenmolekill biologisch vollstandig aktiv wird.
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Gemaf einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Abschnitte (1) bis (3) im Po-
lypeptid (= erfindungsgeméRes Fusionsprotein = erfindungsgemafes Proteinkon-

strukt) von N- nach C-terminal angeordnet.

Der vorliegenden Erfindung die Feststellung zugrunde, dass natlrlicherweise
membranstandig vorkommende Liganden der TNF-Familie, wenn sie vom Orga-
nismus in eine 18sliche, der extrazellularen Domane entsprechende Form proteo-
lytisch prozessiert werden, entweder biologisch ganzlich inaktiv oder nur noch
eingeschrankt, z.B auf bestimmten Membranrezeptor-Subtypen, wirksam sind.
Dies gilt auch fiir rekombinant hergestelite Derivate, die der extrazellularen Do-
mane des jeweiligen Liganden entsprechen. Interessanterweise sind solche bio-
logisch unwirksamen, Iésliche Liganden durchaus noch in der Lage, an ihren
komplementiren Membranrezeptor zu binden, ohne jedoch eine Aktivierung des
Rezeptors, d.h. Signaltransduktion und Auslosung einer zelluldren Reaktion, zu
bewirken. ErfindungsgemaRe Erkenntnis ist es, dass ein derart inakiti-
ver/eingeschrankt aktiver Ligand (Modul 1) durch Fusion mit einer weiteren Pep-
tidkomponente (Modul 2), die nicht aus einem Antikdrper bzw. Antikorperfragment
besteht und die eine vom TNF-Liganden-Anteil unabhéngige spezifische Bindung
an eine zellmembranstandige Struktur erlaubt, wieder (volle) biologische Wirk-
samkeit erlangt, wenn diese Peptidkomponente zur Bindung an eine Zelloberfla-
che fiihrt. Die so erlangte Rekonstitution der biologischen Wirkung des Moduls 1
wird sowohl gegeniiber den durch Modul 2 erkannten Zielzellen selbst wirksam
wie auch gegeniiber benachbart liegenden Zellen, sofern diese jeweils die ent-
sprechenden Rezeptoren fur das im Fusionsprotein enthaltene TNF-Liganden-
Fragment (Modul 1) exprimieren.

Die Zelloberflaichenmolekiil-Bindungsdoméne (Abschnitt (1) bzw. Modul (2)) der
erfindungsgeméRen Fusionsproteine vermittelt die Bindung des Fusionsproteiné
an Zellen, welche die entsprechende Oberfiéchenstruktur aufweisen. Die Erfin-
dung zeichnet sich aufgrund der spezifischen Module durch zwei Eigenschaften
aus, die dazu fihren, dass das Gesamtprotein Eigenschaften erhalt, die keine der

verwendeten Module allein besitzt und die nicht vorhersehbar sind.
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Die erste diesbezligliche Eigenschaft ist, dass die Zelloberflachenmolekiil-
Bindungsdoméne im Fusionsprotein nicht durch das dem Stand der Technik ent-
sprechende Prinzip der Verwendung von Antikdrpern oder daraus abgeleiteten
Fragmenten (z.B. scFv) erreicht wird, sondern dass angesichts der ublicherweise

verwendeten antigenbindenden Doménen von Antikérpern unerwarteterweise an-

~dere Zelloberflachenmolekiil-Bindungsdoménen dazu in der Lage sind, an sich

biologisch inaktiven/eingeschrankt aktiven Fragmenten von TNF-Zytokinen durch
Bindung an bestimmte Zelloberflachenstrukturen, insbesondere an Mem-
branproteine, eine spezifisch gegen die Zielzellen gerichtete, vollstédndige und
damit hoch wirksame Effektorwirkung zu verleihen. Bevorzugte Nicht-
Immunglobulin-Doméanen zur Bindung an Zelloberflachenstrukturen sind bspw.
Peptidhormone oder Zytokine, kurze Peptide, aber genauso Rezeptoren fiir
membranstandige Liganden (bzw. vorzugsweise jeweils diejenigen Fragmente
davon, die eine spezifische Bindung eingehen).

Die zweite Eigenschaft besteht darin, dass die Effektordomane als solche und
auch im Fusionsprotein auf Zellen, welche die Oberflachenstruktur, die durch die
Zelloberflachenmolekdil-Bindungsdoméane erkannt wird, -nicht besitzen, biologisch
inaktiv oder wenig aktiv ist, d.h. der zur Effektordoméane korrespondierende Re-
zeptor wird nicht aktiviert. Die (iberraschende, nur dem Gesamt-Fusionsprotein
zukommende Eigenschatft ist, dass die Effektordoméane (an sich biologisch inakti-
ves/eingeschranktes Frgament eines TNF-Zytokins) des Fusionsprotein nur nach
Bindung an Zellen, welche die Oberflichenstruktur exprimieren, die durch die
Zelloberflachenmolekil-Bindungsdomane erkannt wird, biologisch aktiv wird. So-
mit aktiviert die Effektordoménde des erfindungsgeméfien Polypeptids nur den zu
ihr korrespondierenden Rezeptor auf einer Zelle, welche die dem Zelloberfla-
chenmolekiil-Bindungsmodul entsprechende Oberflachenstruktur aufweist, oder
auf einer Zelle, welche einer mit der Oberflachenstruktur ausgestatteten Zelle be-
nachbart ist. Das Fusionsprotein, nicht jedoch dessen einzelne Komponenten
(Modul 1 bzw. Modul 2) und auch nicht eine aktive Form der Effektordoméne, ak-

tiviert somit den zur Effektordomane korrespondierenden Rezeptor selektiv auf
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Zellen (bzw. zu diesen benachbarten Zellen), welche die Oberflachenstruktur
exprimieren, die durch die Zelloberfiichenmolekiil-Bindungsdoméne erkannt wird.
Diese neue Eigenschaft (selektive lokale Rezeptoraktivierung) des erfindungsge-
maRen Polypeptids macht es daher moglich, die systemischen Nebenwirkungen
zu vermeiden, die das aktive TNF-Zytokin, von dem die erfindungsgeméfie Effek-
tordomane abgeleitet wurde, oder im Stand der Technik bekannte agonistische
Antikdrper, die den korrespondierenden Rezeptor aktivieren, aufweisen. Das er-
findungsgemaRe Polypeptid erlaubt damit eine gezielte lokale Wirkungsentfaltung
im Gesamtorganismus.

Die Zelloberflachenmolekiil-Bindungsdoméane wird vorteilhafter Weise derart ge-
wahlt, dass die Oberflachenstruktur, die durch diese erkannt wird, auf den Zellen,
Orten oder Organen, auf denen die Effektordoméne wirksam werden soll, selektiv
oder zumindest angereichert vorhanden ist. Die Zelloberfldchenmolekil-
Bindungsdoméne wird des Weiteren derart ausgewahlt, dass sie keine Autoakdti-
vierung des Fusionsprotein, z.B. durch Aggregation, erlaubt.

Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie, bspw. TNF (Tumor Nekrose Faktor; GenBank
Zugriffsnr. NM_000594), bspw. TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand;
GenBank Zugriffsnr. U37518), auch Apo2L genannt, bspw. CD40L (GenBank
Zugriffsnr. NM_011616) und bspw. FasL (GenBank Zugriffsnr. U11821) haben
apoptotische und/oder das Immunsystem-regulierende Wirkung. Von wenigen'
Ausnahmen abgesehen handelt es sich bei den Mitgliedern der TNF-
Ligandenfamilie um Membranproteine des Typs Il. Von diesen membranstandigen
Formen kénnen sich durch spezifische Proteolyse oder alternatives Spleifen je-
doch in vielen Fillen auch 8sliche Formen ableiten. Insbesondere kénnen I6sli-
che Formen auch durch gentechnische Methoden hergestellt werden. Losliche
wie auch membransténdige Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie entfalten dabei
ihre biologische Wirkung durch Interaktion mit den Mitgliedern einer korrespondie-
renden Familie von Rezeptoren - den Mitgliedern der TNF-Rezptorfamilie. In

manchen Fallen kénnen sich die ldslichen und membransténdigen Formen von



10

15

20

25

30

WO 2004/035794 PCT/EP2003/011357

7

Mitgliedern der TNF-Ligandenfamilie betréchtlich in ihrer Bioaktivitdt unterschei-
den. So ist z.B 18sliches TNF ein sehr starker Aktivator des TNF-R1, hat am TNF-
R2 jedoch keine oder nur eine sehr eingeschrénkte Wirkung. Die membransténdi-
ge Form desselben Liganden kann hingegen beide TNF-Rezeptoren gleicherma-
Ren gut aktivieren. Weitere Beispiele, in denén sich 16sliche und membranstandi-
ge Formen von Mitgliedern der TNF-Rezeptor-Ligandenfamilie unterscheiden,
sind u.a. der Fasl., der CD40L und TRAIL.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform weisen erfindﬁngsgeméﬂe Polypeptide
daher in ihrem Abschnitt (3) eine Aminoséuresequenz einer Iéslichen Form eines
Mitglieds der TNF-Rezeptor-Ligandenfamilie, eine Variante einer solchen Se-
quenz oder ein Fragment hiervon auf.

Unter einer Variante werden erfindungsgemag allgemein Sequenzen verstanden,
die zumindest Teile, vorzugsweise mindestens 50%, stérker bevorzugt mindes-
tens 80 % der nativen Sequenz aufweisen und sich durch bspw. Deletion(en),
Insertion(en) und/oder mindestens eine Mutation von der nativen Sequenz unter-
scheiden. Hierbei ist eine Sequenzhomologie von mindestens 90%, vorzugsweise
mindestens 95% und am stérksten bevorzugt mindestens 97 % mit der entspre-
chenden nativen Sequenz bevorzugt. Bei einem funktionellen Fragment kann es
sich um N-Terminal, C-terminal oder intrasequentiell verkiirzte Sequenzen der
I6slichen Formen der Mitglieder der TNF-Rezeptor-Ligahdenfamilie handeln. Auch
biologisch aktive Varianten dieser Fragmente werden erfindungsgemaf mitoffen-
bart. Bei den abgeleiteten Varianten i.S. der Erfindung werden vorzugsweise se-
lektive Rezeptorbindungseigenschaften gegeben sein, wobei die Variante z.B.
hinsichtlich ihrer spezifischen Bioaktivitat oder anderer Eigenschaften (Stabilitat)
optimiert sein kann.

Das Wirkprinzip erfindungsgemater Konstrukte ist insbesondere fir all diejenigen
Mitglieder der TNF-Rezeptor-Ligandenfamilie zutreffend, die fiir bestimmte Re-
zeptoren. ausschlieflich oder in besonders gutem Mafe als Membranmolekl
wirksam sind. Hierzu gehéren neben FasL, CD40L auch TNF, TRAIL, 41BB,
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CD30L und Ox40L. Besonders bevorzugt im Modul 1 (Abschnitt (3)) der erfin-
dungsgeméRen Polypeptide sind daher solche Mitglieder der TNF-Rezeptor-
Ligandenfamilie, die natiirlicherweise nur als Membranprotein ihren komplementé-
ren Rezeptor aktivieren.

Ganz besonders bevorzugt ist als Abschnitt (3) eine l0sliche extrazellulare Doma-
ne, eine funktionelle Variante einer loslichen extrazelluldaren Doméne oder ein
funktionelles Fragment einer I8slichen extrazellularen Domane von TRAIL, FaslL,
CD40, 41BBL., CD30L , Ox40L oder TNF.

Der Linkerabschnitt (2) zwischen den Abschnitten (1) (Zelloberflichenmolekl-
Bindungsdomane; Modul 2) und (3) (TNF-Rezeptor-Ligandenfragment; Modul 1)
stellt sich bei erfindungsgeméRen Polypeptidkonstrukten bspw. als eine flexible
Verbindung dar, vorzugsweise jedoch ohne die intrinsischen Trimerisierungsei-
genschaften des betreffenden TNF-Rezeptor-Ligandenfragments (Modul 1) nega-
tiv zu beeinflussen, wie nachstehend in den Beispielskonstrukten (A) und (B) ge-
zeigt.

In Abschnitt (2) ist jede natlirlich vorkommende oder synthetisch hergestelite Pep-
tid-Sequenz denkbar. Grundsétzlich kann ein Linker einer nativen oder variierten
(Teil)sequenz aller Organismen, vorzugsweise aus Vertebraten, insbesondere
aus Saugetieren, vor allem aus dem Menschen, entsprechen. Ferner sind als Lin-
ker bspw. alle Sequenzabschnitte von Proteinen geeignet, die durch Ausbildung
von Supersekundérstrukturen Trimere generieren. In jedem Fall kénnen die Se-
quenzen von nativen Polypeptiden oder Fragmenten dieser nativen Polypeptide,
die als Linker in Abschnitt (2) eines erfindungsgemaRen Polypeptids zum Einsatz
kommen, auch in Form biologisch aktiver Varianten derselben im Sinne dieser

Erfindung und nach obiger Definition auftreten.

Die Zelloberflaichenmolekiil-Bindungsdoméane (Abschnitt (1)) des Polypeptids der
vorliegenden Erfindung kann z.B. den fiir die spezifische Interaktion mit dem Zell-

oberflachenmolekiil erforderlichen Abschnitt eines Rezeptors fiir einen membran-
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standigen Liganden umfassen. Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung
sind dabei solche Polypeptide, die eine Iosliche Liganden-bindende Doméne ei-
nes Rezeptors, insbesondere eines Mitglieds der TNF-Rezeptorfamilie, aufwei-
sen. Hierbei darf der Rezeptor-Anteil nicht komplementar zu dem in Abschnitt (3)
befindlichen TNF-Rezeptor-Ligandenfragment sein.

Gemal einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform des Polypeptids umfasst
der Abschnitt (1) mindestens den fiir die spezifische Interaktion mit dem Zellober-
flachenmolekiil erforderlichen Abschnitt eines Liganden eines membranstandigen
Rezeptors. Daher sind erfindungsgemaf I6sliche Liganden oder Peptide, die zell-
sténdige Rezeptoren erkennen, geeignet. Es sind auch von Abschnitt (3) (Modul
1) verschiedene TNF-Rezeptor-Ligandenfragmente geeignet. Hierbei wird ein er-
findungsgeméafes Polypeptid dann ganz besonders bevorzugt sein, wenn der Ab-
schnitt (1) ein 16sliches Ligand/Rezeptor-Fragment eines Saugetiers, insbesonde-
re humanen Ursprungs, ist und mit definierten komplementéren Zielstrukturen auf

S&uger-, insbesondere menschlichen, Zellen und Geweben spezifisch interagiert.

Der Abschnitt (1) eines erfindungsgemafen Polypeptids wird vorzugsweise Spezi-
fitat fur ein im Tumorgewebe oder auf aktivierten Zellen des Immunsystems (z.B.
T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen) selektiv bzw. dominant
exprimiertes Zelloberfléichen-Protein aufweisen. Beispiele fiir derartige selektiv
bzw. predominant exprimierte Zelloberflachen-Proteine, die durch den Abschnitt
(1) eines erfindungsgeméRen Polypeptids gebunden werden kénnen, sind bei
Tumorgeweben, wie der VEGFR bzw. der VEGFR/VEGF-Komplex, alle mutierten
und Wildtyp-Formen der EGF-Rezeptorfamilie oder CD30, bei aktivierten T-Zellen
bspw. CD40L oder der IL2-Rezeptor, in B-Zellen bspw. der Baff-R oder CD40, bei
Makrophagen bspw. Membran-TNF oder der B7-Ligand und bei dendritischen
Zellen z.B. gleichfalls der B7-Ligand .

Als bevorzugt fir den Abschnitt (1) eines erfindungsgeméfien Polypeptids erwei-
sen sich daher Protein- bzw. Peptid-Hormone, bspw. Wachstumsfakioren, wie

EGF, und Angiogenesefaktoren, wie VEGF, wie auch die l8slichen extrazellularen
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Doméanen von Rezeptoren wie z.B. alle Mitglieder der TNF-Rezeptor-
Superfamilie, insbesondere TNF-R2, CD30 und CD40, sowie von anderen Rezep-
toren, z.B. CD28.

Damit stellt sich ein bevorzugtes erfindungsgemafes Polypeptid als ein rekombi-
nantes Fusionsprotein dar, das prinzipiell folgende Strukturelemente (Monomer)
in einer definierten Abfolge enthélt: Abschnitt (1), bspw. N-terminal, ein Ligand-,
Rezeptorfragment oder Peptid; Abschnift (2) eine Linkersequenz; Abschnitt (3),
bspw. C-terminal, der humanen extrazellularen Doméane des FasL oder des TNF
oder des CD40L. Analog kénnen bspw. CD30L, Ox40L oder andere Mitglieder der
TNF-Familie als Abschnitt (3) in entsprechenden erfindungsgemafien Polypepti-
den dienen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfinqung sind Nukleinsduren mit
Nukleotidsequenzen (insbesondere DNA-Sequenzen), die fiir Fusionsproteine der
vorgenannten erfindungsgeméaRen Art codieren (Nukleinsédurekonstrukte) oder
einen solchen fiir ein erfindungsgeméalies Polypeptid codierenden Bereich enthal-
ten. Derartige Nukleinsdurekonstrukte werden bevorzugt in Expressionsvektoren
exprimiert. Die entsprechenden Vektoren, die eine DNA—Sequehz fir die erfin-
dungsgeméalen Fusionsproteine enthalten, sind somit ebenfalls Gegenstand der
vorliegenden Erfindung. Vorzugsweise weisen erfindungsgemafle Vektoren die
Fahigkeit zur Expression und/oder Amplifikation in einer prokaryontischen
und/oder eukaryontischen Zelle auf. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfin-
dung auch retrovirale Vektoren sowie auch all jene Vektorsysteme, die genthera-
peutisch zur Anwendung kommen konnen, z.B. auch adenovirale Vektorsysteme.
Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden damit auch gentherapeutische
Verfahren mit erfindungsgemafen Vektoren oder Nukleinsdurekonstrukten als
Behandlungsmethode fiir die erfindungsgeman offenbarten medizinischen indika-
tionen offenbart.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Wirtszellen, die mit

Nukleinsauren transfiziert sind, die fiir die erfindungsgeméafien Fusionsproteine
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codieren. Ganz besonders bevorzugt sind in diesem Zusammenhang Wirtszellen,
die mit erfindungsgemafien Expressionsvektoren oder erfindungsgeméaRen Nuk-
leinsdurekonstrukten transfiziert sind, wobei die Expressionsvekioren wiederum
DNA-Sequenzen enthalten, die flr die erfindungsgeméafen Fusionsproteine co-
dieren.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Verfahren zur Herstel-
lung (Expression und Isolierung) von erfindungsgemafen Polypeptiden, wobei ein
erfindungsgeméRes Isolierungsverfahren typischerweise gekennzeichnet ist durch
(a) Bereitstellen eines erfindungsgemaRen Vektors oder eines Nukleinsaurekon-
strukts, (b) Transfektion von Zellen mit einem gemal Verfahrensschritt (a) erhal-
tenen Vekior oder Nukleinsaurekonstrukt, (c) Kultivierung der gemaf (b) transfi-
zierten Zellen, und (d) Isolierung von unter entsprechenden Bedingungen expri-
mierten erfindungsgemaRen Polypeptiden aus den Wirtszellen und/oder dem Kul-
turliberstand. Die Expression des Fusionsproteins erfolgt hierbei typischerweise
nach dem Stand der Technik in geeigneten Expressionssystemen, vorzugsweise
als sezerniertes Produkt stabiler Transfektanden, z.B CHO-Zellen oder in anderen
tierischen Zellen wie Cos7 oder SF9 (insektenzellen) bzw. anderen eukaryonti-
schen Zellsystemen, insbesondere in Hefen, z.B. Pichia pastoris. Vorzugsweise
werden die exprimierten erfindungsgemafien Polypeptide jeweilige zur Sekretion
in dem Zellsystem geeignete Leadersequenzen aufweisen. Daher werden die zur
Expression eingesetzten erfindungsgemaRen Vektoren auch codierende Ab-
schnitte enthalten, die fiir eine funktionelle Leadersequenz codieren.

Erﬁndungsgemé[ie Polypeptide, ggf. aber auch Nukleinsdurekonstrukte, Vektoren
oder Wirtszellen, (hier unter der Kategorie ,erfindungsgeméafRe Substanzen® bzw.
werfindungsgeméBe Gegenstidnde zusammengefalt), kommen auch als Arznei-
mittel oder zur Herstellung eines Arzneimittels in Betracht. Ihre Verwendung ist
insbesondere dann gegeben, wenn erfindungsgeméale Substanzen nach Bindung
des Fusionsproteins (iber dessen Modul 2 (Abschnitt (1)) an ein spezifisches,
(Zell-) membranstandiges Zielmolekil biologische Wirkung Gber den korrespon-
dierenden Rezeptor des TNF-Rezeptor-Ligandenfragments gemaR Modul 1 (Ab-
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schnitt (3)) entfalten soll. Durch geeignete Auswahl des Moduls 2 wird die TNF-
Rezeptor-Ligandenaktivitat der erfindungsgemaBen Substanz auf das zu behan-
delnde Gewebe, bzw. den zu behandelnden Zelltyp, gerichtet, und es kann ein
auf die jeweilige Indikation spezifisch abgestimmtes/optimiertes Therapeutikum
hergestellt werden.

Ein erfindungsgemafes Polypeptid wird z.B. bei Anwendung als Tumortherapeu-
tikum, insbesondere zur Behandlung solider Tumore, aber auch lymphatischer
Tumore (benigne oder maligne), nach in vivo Verabreichung durch die Zellober-
flachenmolekiil-Bindungsdomane (Modul 2) zunéchst spezifisch im Tumorareal
selbst oder am reaktiven Tumorstroma/Tumorgefalsystem gebunden und da-
durch aktiviert. Die zu dem TNF-Rezeptor-Ligandenfragment (Modul 1) korres-
pondierénden Rezeptoren kdnnen dann aktiviert werden und z.B. Apoptose indu-
zieren (Modul 1 z.B. 6sliches Fragment des FasL oder TRAIL) oder inflitrierende
T-Zellen aktivieren (Modul 1 z.B. I8sliches Fragment des CD40L). Ein erfindungs-
gemafes Polypeptid wird z.B. bei Anwendung als Therapeutikum in Autoimmun-
erkrankungen nach in vivo Verabreichung durch die Zellobeffléchenmolekﬁl—
Bindungsdomane (Modul 2) zunachst an einen Oberflachenmarker von aktivierten
T-Zellen (z.B. CD40L) oder aktivierten Makrophagen (z.B. Membran-TNF) gebun-
den und dadurch biologisch vollstdndig aktiv. Die zu dem TNF-Rezeptor-
Ligandenfragment (Modul 1) korrespondierenden Rezeptoren kénnen dann akii-
viert werden und z.B. Apoptose induzieren (Modul 1 z.B. l6sliches Fragment des
FasL oder TRAIL).

Die Verwendung erfindungsgeméafier Substanzen ist aber grundsétzlich auch im-
mer dann zur Anwendung im therapeutischen Bereich erwiinscht, wenn die Akti-
vierung einer Signaltransduktionskette, bspw. die durch die TNF-Rezeptorfamilie
ausgelésten Signalkaskaden, z.B. eine apoptotische Signalkaskade, ausgelost
werden soll. Somit kommt die Verwendung erfindungsgeméafer Substanzen bei
der Behandlung bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung aller
hyperproliferativer Erkrankungen in Betracht, bspw. auch zur Zielgerichteten Aus-

schaltung von Zellen des Immunsystems bei iberschiefenden Immunreaktionen,



10

15

20

25

30

WO 2004/035794 PCT/EP2003/011357

13

bspw. bei Autoimmunerkrankungen, wie z.B. multiple Sklerose, rheumatoide Arth-
ritis, Diabetes mellitus und TEN, oder bei fehlgeleiteten Immunreaktionen gegen
Fremdantigené, wie sie z.B. bei Infektionserkrankungen (bakteriell (bspw. durch
Mykobakterien), viral oder protozoologisch) auftreten kdnnen. In Betracht kommt
ferner die Behandlung von Stoffwechselerkrankungen oder allgemeinen hyper-

inflammatorischen Zustdnden, insbesondere chronischen Entziindungen, bspw.

- auch bei Allergien, aber auch die Behandiung von AbstoRungsreaktionen durch

das Immunsystem des Patienten gegen Fremdgewebe. In den vorgenannten Fal-
len mul} jeweils die Zelloberflachenmolekiil-Bindungsdoméne (Modul 2), also der
Abschnitt (1) eines erfindungsgemaflen Polypeptids, charakteristische Marker auf
der Oberflache der Zielzellen, bei denen vorzugsweise eine apoptotische Signal-
kaskade mit dem Ziel des Zelltods ausgeldst werden soll, erkennen. Im Falle der
Behandlung nach Transplantation von Fremdgewebe werden also bspw. die kor-
pereigenen fiir die AbstolRungsreaktion verantwortlichen Zellen des Immunsys-
tems des Transplantionspatienten als Zielzellen dienen. Im Falle der Behandlung
von rheumatoider Arthritis werden somit bspw. die korpereigenen aktivierten
Makrophagen, die wesentlich zur Erkrankung beitragen, als Zielzellen dienen.

Erfindungsgemalle Gegenstdnde, wie Nukleinsdurekonstrukte, Expressionsvekto-
ren oder Wirtszellen kommen — wie vorstehend dargelegt — gleichfalls als Arznei-
mittel bspw. zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen in Betracht. In die-
sem Fall werden vorzugsweise dem zu behandelnden Patienten zu transfizieren-
de Zellen entnommen, diese in vitro mit erfindungsgeméfien Expressionsvektoren
transfiziert, kultiviert und dann als Retransplantat in den Patienten Gberfihrt. Die
Transfektion wird vorzugsweise durch erfindungsgemafe Nukleinsdurekonstrukte
oder Expressionsvektoren vorgenommen, welche die Expression an einen regu-
lierbaren Promotor koppeln. Das transfizierte Eigentransplantat kann lokal appli-
ziert, bspw. injiziert werden — abhangig von der spezifischen Erkrankung und den
spezifischen Zielzellen. Eine lokale Verabreichung ist bspw. im Fall einer Tumor-
therapie bevorzugt. Hierbei werden Tumorzellen dem Patienten entnommen, in

vifro transfiziert und dann vorzugsweise direkt in den Tumor injiziert. Diese Vor-
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gehensweise eignet sich bspw. zur Behandlung von Hauttumoren (z.B. Melano-

men), Tumoren des Nervensystems (z.B. Glioblastomen), usw.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfinduhg ist eine pharmazeutische
Zusammensetzung, enthaltend erfindungsgemafie Polypeptide, erfindungsgema-
e Nukleinsaurekonstrukte, erfindungsgemafie Vektoren und/oder erfindungsge-
maRe Wirtszellen sowie pharmazeutisch unbedenkliche Hilfs-, Zusatz- und/oder
Tragersubstanzen (z.B. auch Losungsvermittler). Damit wird erfindungsgemaf
eine Kombination erfindungsgemaRer Substanzen mit pharmazeutisch akzeptab-
len Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen offenbart. Entsprechende Herstellungs-
wege sind bei "Remington's Pharmaceutical Sciences” (Mack Pub. Co., Easton,
PA, 1980) offenbart, das Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Erfindung
ist. Fur die parenterale Verabreichung kommen als Trégerstoffe bspw. steriles
Wasser, sterile Kochsalzlésungen, Polyalkylenglykole, hydriertes Naphthalen und
insbesondere biokompatible Lactidpolymere, Lactid/Glycolidcopolymer oder Poly-
oxyethylen-/Polyoxypropylencopolymere in Betracht. Derartige erfindungsgemafie
Zusammensetzungen kommen fiir alle oben offenbarten medizinischen Indikatio-
nen in Betracht. '

Grundsatzlich werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung fiir erfindungsge-
mafe Substanzen oder erfindungsgemale Zusammensetzungen alle im Stand
der Technik bekannten Verabreichungswege offenbart. Vorzugsweise erfolgt die
Verabreichung eines Arzneimittels zur Behandlung der vorgenannten Erkrankun-
gen oder Stérungen auf dem parenteralen, d.h. bspw. subkutanen, intramuskula-
ren oder intravendsen, oder oralen oder intranasalen Verabreichungsweg. Typi-
scherweise werden erfindungsgeméafe pharmazeutische Zusammensetzungen
fest, fliissig oder aerosolartig (z. B. als Spray formuliert) sein. Dabei wird die Form
der Zusammensetzung je nach Art der Konfektionierung verénderlich sein.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass erfindungsgemaf dualspezifische Fusi-
onsproteine mit proapoptotischen und immunmodulierenden Eigenschaften zur

Verfligung gestellt werden, die 18sliche inaktive bzw. eingeschrénkt aktive Frag-
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mente a priori membranstindiger TNF-Rezeptor-Liganden enthalten, die jedoch
lokal durch Bindung an Zelloberflachenstrukturen, die nicht mit dem TNF-
Rezeptor-Ligandenfragment interagieren, aktiviert werden kdnnen. Die Zellober-
flaichenmolekiil-Bindungsdoméne kann selbst ein zweites Zytokin, ein Rezeptor
fir membranstandige Liganden oder ein anderes Nicht-Antikérper-Peptid sein
(bzw. ein Fragment davon), welches eine spezifische Bindung an Zellmembran-
strukturen eingeht. Durch diese Zelloberflachenmolekl-Bindungsdoméne wird die
TNF-Rezeptor-Ligandenaktivitdt auf das zu behandelnde Gewebe bzw. die zu
behandelnden Zelltypen gerichtet, und es kann ein auf die jeweilige Indikation
spezifisch abgestimmtes/optimiertes Therapeutikum hergestelit werden. Insge-
samt wird somit die Selektivitat der TNF-Rezeptor-Ligandenwirkung mit den vor-
liegenden erfindungsgemaRen Polypeptiden durch zwei Mechanismen erreicht:
Einerseits {iber die durch die Zelloberflaichenmolekul-Bindungsdomane vermittelte
Anreicherung des im nicht gebundenen Zustand inaktiven, respektive einge-
schrankt aktiven Fusionsproteins und wichtiger durch dessen von der Zellobefla-

chenmolekiilbindung, d.h. Immobilisation, abhéngigen Aktivierung.
Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Figuren néher erlautert.

In Fig. 1 sind die Ergebnisse von Untersuchungen im Hinblick auf die praferentiel-
le Apoptoseinduktion durch erfindungsgemaRe Fusionsproteine am Beispiel
CD40L-positiver Zellen dargestellt. Um die CD40L-Expression in einfacher Weise
nachweisen zu kdnnen, wurde das gelb fluoreszierende Protein YFP an die intra-
zellulare Domane des CD40L fusioniert.

Fig. 1A zeigt die Expression des CD40L-YFP Fusionsproteins in parentalen KB-
und HT1080-Zellen und den davon abgeleiteten Transfektanten, die stabil CD40L-
YFP exprimieren, mittels FACS-Analyse. Ein entsprechendes Bild wird auch
durch FACS-Analysen mit Antikdrpern erhalten, welche die extrazelluldre Doméne
des CD40L erkennen (Daten nicht gezeigt).
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Fig. 1B bis 1D zeigen jeweils eine Auftragung der Zell-Vitalitdt (in %) gegen die
Konzentration des jeweils angegebenen Fusionsprotein. Die eingezeichneten
Kurvenverlaufe geben die Ergebnisse der Behandlung von CD40L-positiven
(HT1080-CD40L, KB-CD40L) oder CD40L-negativen HT1080- und KB-Zellen mit
den Konstrukten CD40ex-Flag-FasLex und CD40ex-Flag-TRAlLex wieder.

Bei den Experimenten gemal Fig. 1B wurden in einer Zellkultur—Platte mit 96 Ver-
tiefungen HT1080- und HT1080-CD40L-YFP-Zellen (Iinkes Diagramm) bzw. KB-
und KB-CD40L-YFP-Zellen (rechtes Diagramm) Uber Nacht kultiviert. Am néchs-
ten Tag wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen an CD40ex-
Flag-FasLex stimuliert. Die Zellen wurden parallel zur Sensitivierung der Apopto-
seinduktion mit CHX (2,5 ug/ml) behandelt. Am darauffolgenden Tag wurde die
Zell-Vitalitat mittels Kristall-Violett-Féarbung bestimmt.

Bei den Experimenten gemaf Fig. 1C wurden in einer Zellkultur-Platte mit 96 Ver-
tiefungen HT1080- und HT1080-CD40L-YFP-Zellen (ber Nacht kultiviert. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen an
CD40ex-Flag-TRAIlLex stimuliert. Ansonsten wurde wie bei Fig. 1B beschrieben
verfahren.

In Fig. 1D wird beispielhaft gezeigt, dass der in CD40L;exprimierenden HT1080-
Zellen durch CD40ex-Flag-FasLex induzierte Zelltod durch Fas vermittelt wird.
Wiederum wurden in einer Zellkultur-Platte mit 96 Vertiefungen HT1 080-CD40L-
YFP-Zellen {iber Nacht kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit 100
ng/ml CD40ex-Flag-FasLex stimuliert. Wo angegeben, wurden das CD40ex-Flag-
Faslex-Reagenz zuvor mit 2 pg/ml Fas-Fc bzw. Fas-Comp vorinkubiert. Ansons-
ten wurde wie bei Fig. 1B bzw. 1C beschrieben verfahren. Durch Maskieren des
FasL-Anteils in CD40ex-Flag-FasLex mit dem FasL-bindenden I6slichen Reagen-
zien Fas-Fc und Fas-Comp konnte die Apoptose-Induktion auf CD40L-positiven
Zellen teilweise bzw. vollstandig blockiert werden.
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Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiele
naher erlautert.

Beispiel 1

Konstruktion der erfindungsgeméafen Polypeptide CD40ex-Flag-FasLex und
CD40ex-Flag-TRAILex.

Konstrukt (A): CD40ex-Flag-Faslex
NH2-[CD40(1-192)]-[Linker mit Flag-tag]-{FasL(139-281)]-COOH

CD40(1-192): extrazellulare Doméane des humanen CD40-Rezeptors ein-
schliellich Leadersequenz (AA 1-192)
Linker1: Linker mit Flag-Epitope (Fettdruck)

GSDYKDDDDKEFGRGDSPGRGDSP
FasL(139-281): extrazelluldare Doméne des humanen FasL (AA 139-281)

Konstrukt (B): CD40ex-Flag-TRAILex
NH2-[CD40(1-192)]-[Linker=flag-tag]-[TRAIL(95-281)]-COOH

CD40(1-192): extrazellulare Doméane des humanen CD40 Rezeptors inkl.
Leadersequenz (AA 1-192) |

Linker1: Linker mit Flag-Epitope (Fettdruck)
GSDYKDDDDKEF

TRAIL(95-281): extrazellulare Doméne des humanen TRAIL (AA 95-281)

Die Fusionsproteine wurden wie folgt hergestellt:

CD40ex-Flag-FasLex:

1. Die der extrazellularen Doméne des CD40-Rezeptors (Aminosduren 1-192

inkl. Leadersequenz) entsprechende cDNA wurde mittels "proof-reading”-
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PCR aus einem cDNA-Pool aktivierter B-Zellen amplifiziert. Dabei wurde
mit Hilfe der verwendeten Primer (Nr.1160 und Nr.1161) am 5'-Ende des
Amplikons eine Hind3-Schnittstelle eingefiigt und am 3'-Ende eine BamH1-
Schnittstelle. Das mit Hind3 und BamH1 verdaute Amplikon wurde dann in
den gleichfalls mit Hind3 und BamH1 verdauten eukaryontischen Expressi-
onsvektors pCR3 (Invitrogen) eingefihrt.

Die der extrazelluldaren Doméane des FasL (Aminoséuren 139-281) entspre-
chende cDNA wurde mittels "proof-reading"-PCR aus einem cDNA-Pool
aktivierter T-Zellen amplifiziert. Dabei. wurde mit Hilfe der verwendeten
Primer (Nr.1106 und Nr.1107) am 5-Ende des Amplikons eine EcoR1-
Schnittstelle eingefiigt und am 3’-Ende eine Xho1-Schnittstelle. Mittels des
Forward-Primers wurden des Weiteren sechs Aminosauren als Linker ein-
geflhrt. Das mit EcoR1 und Xho1 verdaute Amplikon wurde dann in den
gleichfalls mit EcoR1 und Xho1 verdaute Zwischenprodukt, das in 1. erhal-
ten wurde, eingesetzt.

Abschliefend wurde fiir analytische Zwecke zwischen die BamH1 und E-
coR1-Schnittstelle des unter 2. erhaltenen Zwischenprodukts ein Flag-tag
mittels Oligonukleotid—Linkern eingefliigt. Das so erhaltene Konstrukt
(PCR3-CD40ex-Flag-FasLex) codiert fiir eine Fusionsprotein mit der extra-
zelluldren Doméne des CD40-Molekils und der extrazelluldren Domane
des Fas-Liganden, die durch einen Flag-tag sowie einigen weiteren AS
verbunden sind.

CD40ex-Flag-TRAlLex:

Die der extrazellularen Doméne von TRAIL (Aminosauren 95-281) entspre-
chende cDNA wurde mittels "proof-reading"-PCR aus einem cDNA-Pool
aktivierter T-Zellen amplifiziert. Dabei wurde mit Hilfe der verwendeten
Primer (Nr.1302 und Nr.1334) am 5-Ende des Amplikons eine EcoR1-
Schnittstelle eingefiigt und am 3'-Ende eine Xba1-Schnittstelle. Das mit
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EcoR1 und Xba1 verdaute Amplikon wurde dann in den gleichfalls mit E-
coR1 und Xba1 verdauten pCR3-CD40ex-Flag-FasL-ex Expressionsvek-
tors eingeflhrt. Vor der Ligation wurde das durch den Verdau aus pCR3-
CD40ex-Flag-FasL-ex freiwerdende FasL-Fragment entfernt. Das so erhal-
tene Konstrukt (pCR3-CD40ex-Flag-TRAlLex) codiert fir eine Fusionspro-
tein mit der extrazelluldaren Doméane des CD40 Molekils und der extrazellu-
laren Doméane des TRAIL-Molekiils, die durch einen Flag-tag sowie einigen
weiteren AS verbunden sind.

Zur Gewinnung von CD40ex-Flag-FasLex und CD40ex-Flag-TRAILex wurden
HEK293- oder Cos7-Zellen mit den oben beschriebenen Konstrukten nach Anga-
ben des Herstellers mit Lipofektamin (Gibco-BRL) transfiziert. 48-96 Stunden
nach Transfektion wurden die Fusionsprotein-Uberstinde sterilfiltriert und bei 4°C
bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Alle Klonierungs- und PCR-Amplifikationsschritte erfolgten nach Ublichen Stan;
dardprozeduren mit den nachfolgenden Primern. Alle Konstrukte wurden zur Veri-
fikation der cDNA-Sequenz sequenziert.

Primer 1106

5 CCG GAA TTC GGC CGG GGC GAC TCA CCC GGC CGG GGC GAC TCA
CCC GAA AAA AAG GAG CTG AGG AAAGTG GCC 3’

Primer 1107

5 CCG CTC GAG GTG CTT CTC TTAGAG CTTATATAAGCC G 3

Primer 1160

5' CCC AAG CTT CTC GCC ATG GTT CGT CTG CCTCTG CAG 3’

Primer 1161

5 CGC GGA TCC CAG CCG ATC CTG GGG ACC ACA GAC 3

Primer 1302

5 CCG GAA TTC TAC GCA TAT TAC ACC TCT GAG GAA ACC ATT TCT ACA
G3
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Primer 1334
5 TGC TCT AGA CCA GGT CAG TTA GCC AAC TAAAAAGGC 3

Beispiel 2

Nachweis der CD40L-abhéngigen Aktivierung von CD40ex-Flag-Fasl.ex und
CD40ex-Flag-TRAILex am Beispiel von CD40L-exprimierenden Zellen (siehe
auch Abb. 1A).

CD40ex-Flag-FasLex und CD40ex-Flag-TRAlLex wurde wie in Beispiel 1 be-
schrieben bereitgestellt. CD40L-exprimierende (HT1080-CD40L; KB-CD40L-YFP)
und CD40L-negative (HT1080; KB) Zellen wurden in Zellkultur-Platten mit 96 Ver-
tiefungen Gber Nacht kultiviert. Am nachsten Tag wurden die Zellen in Gegenwart
von CHX (2.5 pg/ml) mit den angegebenen Konzentrationen an CD40ex—Flag-
FasLex und CD40ex-Flag-TRAILex fur 8 h inkubiert. Die Quantifizierung der tGber-
lebenden Zellen erfogte mittels Kristallviolett-Farbung.
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Patentanspriiche

Polypeptid, umfassend einen Abschnitt (1), der eine Zelloberflichenmo-
lekil-Bindungsdoméne enthélt, einen Abschnitt (2), der ein Peptidlinker
ist, und einen Abschnitt (3), der ein als solches biologisch inakii-
ves/eingeschrénkt akiives Fragment eines Mitglieds der TNF-
Ligandenfamilie  enthalt, wobei die Zelloberflachenmoleklil-
Bindungsdomé&ne nicht von einem Immunglobulin abgeleitet ist und das
Fragment des Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie nur durch Bindung
des Abschnitts (1) an das Zelloberflachenmolekiil biologisch vollsténdig
aktiv wird.

Polypeptid nach Anspruch 1, wobei die Abschnitte (1) bis (3) von N-
nach C-terminal angeordnet sind.

Polypeptid nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Abschnitt (3) die extra-
zellulare Doméne oder eine funktionelle Variante der extrazellularen
Doméne oder ein funktionelles Fragment der extrazellularen Doméane
des Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie enthalt.

Polypeptid nach Anspruch 3, wobei der Abschnitt (3) die extrazellulare
Doméne von TRAIL, FasL, TNF, 41BBL, CD40L, CD30L oder Ox40L
oder eine funktionelle Variante oder ein funktionelles Fragment dieser
extrazelluldaren Domanen enthalt.

Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Zell-
oberflaichenmolekiil-Bindungsdoméne an ein Membranprotein bindet.

Polypeptid nach Anspruch 5, wobei die Zelloberflaichenmolekdil-
Bindungsdoméne mindestens den fur die spezifische Interaktion mit
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10.

11.

12.

22

dem Zelloberflachenmolekiil erforderlichen Abschnitt eines Liganden
von einem membransténdigen Rezeptor umfasst.

Polypeptid nach Anspruch 6, wobei der Ligand ein Rezeptor-bindendes
Peptid- oder Proteinhormon oder ein Rezeptor-bindendes Fragment ei-
nes Zytokins ist.

Polypeptid nach Anspruch 7, wobei das Zytokin-Fragment ein Fragment
eines Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie ist, mit der MaRgabe, dass das
Mitglied der TNF-Ligandenfamilie, von dem die Abschnitte (1) und (3)
stammen, unterschiediich ist.

Polypeptid nach Anspruch 7, wobei das Hormon aus der Gruppe, be-
stehend aus Wachstumsfaktoren, insbesondere EGF, und Angiogene-
sefaktoren, insbesondere VEGF, ausgewahlt ist.

Polypeptid nach Anspruch 5, wobei die Zelloberflichenmolekiil-
Bindungsdoméne mindestens den fiir die spezifische Interaktion mit
dem Zelloberflachenmolekiil erforderlichen Abschnitt eines Rezeptors
fir einen membranstindigen Liganden umfasst, mit der MaRgabe, dass
der Rezeptor-Abschnitt nicht an die extrazelluldre Doméne des Mit-
glieds der TNF-Ligandenfamilie geman Abschnitt (3) bindet.

Polypeptid nach Anspruch 10, wobei der Rezeptor aus der TNF-
Rezeptor-Superfamilie ausgewahlt ist.

Polypeptid nach Anspruch 10 oder 11, wobei der Rezeptor aus der
Gruppe, bestehend aus TNF-R2, CD30, CD40 und CD28, ausgewahit
ist.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

23

Nukleinsaurekonstrukt, enthaltend eine Nukleotidsequenz, die fiir ein

Polypeptid nach einem der vorhergehenden Anspriiche codiert.
Vekior, enthaltend das Nukleinsaurekonstrukt nach Anspruch 13.

Wirtszelle, enthaltend das Nukleinsdurekonstrukt nach Anspruch 13
und/oder den Vektor nach Anspruch 14. ' |

Verfahren zur Isolierung eines Polypeptids nach einem der Ansprtiche 1

bis 12, wobei

(a) ein Vektor gemal Anspruch 14 oder ein Nukleinsdurekonstrukt ge-
mald Anspruch 13 hergestellt wird,

(b) Zellen mit einem gemal Verfahrensschritt (a) erhaltenen Vektor o-
der Nukleinsaurekonstrukt transfiziert werden,

(c) die gemal (b) transfizierten Zellen kultiviert werden, und

(d) unter entsprechenden Bedingungen exprimierte Polypeptide aus
den Wirtszellen und/oder dem Kulturiiberstand isoliert werden.

Verwendung eines Polypeptids nach einem der Anspriiche 1 bis 12, ei-
nes Nukleinsdurekonstrukts nach Anspruch 13, eines Vektors nach An-
spruch 14 oder einer Wirtszelle nach Anspruch 15 zur Herstellung eines
Arzneimittels.

Verwendung eines Polypeptids nach einem der Anspriiche 1 bis 12, ei-
nes Nukleinsdurekonstrukts nach Anspruch 13, eines Vektors nach An-
spruch 14 oder einer Wirtszelle nach Anspruch 15 zur Behandlung von
Krebserkrankungen, insbesondere soliden oder lymphatischen Tumo-
ren, Infektionskrankheiten, Stoffwechselerkrankungen, Entziindungszu-
standen, Autoimmunerkrankungen, insbesondere rheumato/arthritische
Erkrankungen.
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19.

20.

24

Pharmazeutische Zusammensetzung, mindestens enthaltend ein Poly-
peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 12 und/oder ein Nukleinsaure-
konstrukt nach Anspruch 13 und/oder einen Vektor nach Anspruch 14
und/oder Wirtszellen nach Anspruch 15 sowie pharmazeutisch unbe-
denkliche Hilfs-, Zusatz- und/oder Tragersubstanzen.

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 19 zur Behand-
lung von Krebserkrankungen, insbesondere soliden oder lymphatischen
Tumoren, Infektionskrankheiten, Stoffwechselerkrankungen, Entzin-
dungszustanden, Autoimmunerkrankungen, insbesondere rheuma-
to/arthritische Erkrankungen.
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SEQUENZPROTOKOLL

ANMELDER

1. NAME:
STRASSE:
ORT:
POSTLEITZAHL:
TELEFON:
TELEFAX:

2. NAME:
STRASSE:
ORT:
POSTLEITZAHL:
TELEFON:
TELEFAX:

Prof. Dr. Klaus Pfizenmaier
Seehausstrabe 7

Tiefenbronn

75233

07 11/6 85 69 86 -

07 11/6 85 74 84.

PD. Dr. Harald Wajant
Sonnenbihl 2
Leinfelden-Echterdingen
70771

07 11/6 85 69 86

07 11/6 85 74 46

BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Selektive, lokale Aktivierung von

ANZAHL DER SEQUENZEN :

COMPUTERLESBARE FASSUNG:
DATENTRAGER:
COMPUTER:
BETRIEBSSYSTEM:
SOFTWARE:

Mitgliedern der TNF-
Rezeptorfamilie durch systemisch
inaktive nicht-Antikérper-TNF-

Liganden-Fusionsproteine

2 DNA Sequenzen

2 Proteinsequenzen

Diskette
PC

MS DOS
Windows NT
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Sequenzbeschreibung 1: Codierende DNA Seguenz (unten, nur codierender

DNA Strang, Nukleotid (NT)

(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der Aminosduren (AA)

1-1080)und translatierte Aminosduresequenz

1-359)eines er-

findungsgeméfen Fusionsproteins am Beispiel von CD40ex-Flag-FasL (Kon-
strukt A).

17
49

33
97

49
145

65
193

81
241

97
289

113
337

129
385

145
433

161
481

177
529

193
577

209
625

225
673

241
721

257
769

273
817

ATG

GCT

ATA

AGT

AGC

TCA

AGT

TTT

Cccc

TGT

GCA

GGA

TCA

GCC

GARA

GGT

GTA

GTT

GTC

ARC

GAC

GAA

TAC

GRA

GAG

GGG

TGC

CAC

GGC

TCC

cCcC

CAT

GAC

GGC

TAC

CGT

CAT

AGT

TGC

TTC

TGC

ACA

GCC

GTC

CCA

CCT

ACA

GAT

GGC

TTA

ACC

CTT

TTC

CTG

cca

CAG

ACA

CTa

GAC

GAC

TGT

ARG

GTC

TGG

AAC

TAC

CGG

ACA

TAT

GTG

CGG

P
CCT

GAA

TGC

GAG

GAC

ccc

ACC

GAG

CAG

GGC

ACA

AAG

AAR

GGC

GGC

GGA

ATC

GGT

L
CTG

CCA

TGT

TTC

ACC

AAC

ATC

AGC

ATT

TTC

AGC

ACT

GAC

GAC

ARG

ATT

AAT

Q
CAG

ccc

TCT

ACT

TGG

CTA

TGC

TGT

GCT

TTC

TGT

GAT

GAT

TCA

TCC

GTC

GAA

TCT

C
TGC

ACT

TTG

GAA

ARC

GGG

ACC

GTC

ACA

TCC

GAG

GTT

GAC

cCC

ARC

CTG

ACT

TGC

v
GTC

GCA

TGC

ACG

AGA

CTT

TGT

CTG

GGG

AAT

ACC

GTC

GAT

GAR

TCA

CTT

GGG

ARC

L
CcTC

TGC

CAG

GAA

GAG

CGG

GAA

CAC

GTT

GTG

TGT

o E.’N E?Z

AGG

TCT

CTG

AAC

TGG

AGA

cca

TGC

ACA

GTC

GARA

CGC

TCT

TCA

GAC

GGT

GAA

ARG

TCC

GGA

TAC

CTG

Kelcle

GAA

GGA

CIT

CAC

CAG

GGC

TCA

GAT

TCT

CTG

ccce

TTC

GAG

ATG

GTG

TTT

cce

CAG

CCT

TGC

CAG

TGG

TGC

ACC

GCT

GIT

CAG

GGC

CTG

CCT

ARG

GTA

CTG

TTG

CAG

TGC

CAC

AAG

CAC

TCG

ATC

TTC

GTG

GAT

CGG

AGG

CTG

TAT

TAT

AGC

CTG

TAC

CTG

GGT

CAG

GGC

TGT

Ccc

TGC

GAA

CAA

CGG

GGC

GAA

AAG

TCC

CAC

ACC

CTA

GTG

GAA

CAC

ACC

ACG

GGC

GAG

CAG

CTG

GAC

GTG

TGG

AAMG

ARG

16
48

32
%26

48
144

64
192

80
240

96
288

112
336

128
384

144
432

160
480

176
528

192
576

208
624

224
672

240
720

256
768

272
816

2838
864
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865

305
913

321
961

337
1009

353
1057

0O

3/6

v Y M R N S K Y P Q b L vV M M E
GTC TAC ATG AGG AAC TCT AAG TAT CCC CAG GAT CTG GTG ATG ATG GAG

G K M M S Y C T T G Q M W A R S
GGG AAG ATG ATG AGC TAC TGC ACT ACT GGG CAG ATG TGG GCC CGC AGC

S T L G A A F N L T S A D H L Y
AGC TAC CTG GGG GCA GTG TTC BAAT CTT ACC AGT GCT GAT CAT TTA TAT

v N \ S E L S L v N F E E S Q T
GTC AAC GTA TCT GAG CTC TCT CTG GTC AAT TTT GAG GAA TCT CAG ACG

F F G L Y K L *
TTT TTC GGC TTA TAT AAG CTC TAA

Merkmale Konstrukt A:

PCT/EP2003/011357

304
912

320
960

336
1008

352
1056

359
1080

Sequenz der extrazelluldren Domdne von CD40 (AS 1-192)inkl. Leitsequenz:

NT 1-576, AA 1-192

Sequenz des ,Flag“-Epitop enthaltenden Linkers zwischen den extrazellu-

liren Dom#nen von CD40 und FasL: NT 577-648, AA 193-216

Sequenz des humanen FasL Fragments (extrazelluldre Domdne, ab AA 139-281

des nattirlichen, humanen FasL Molekiils): NT 649-1077, AA 217-359

Stop Kodon: NT 1078-1080.

Sequenzbeschreibung 2: Codierende DNA Sequenz (unten, nur codierender

DNA Strang, Nukleotid (NT) 1-1176)und translatierte Aminosduresequenz

(oben, Einzelbuchstaben Kodierung der Aminosduren (AA) 1-391)eines er-

findungsgemifen Fusionsproteins am Beispiel von CD40ex-Flag-TRAIL (Kon-

strukt B).
1 M v R L P L Q C v L W G C L L T
1 ATG GTT CGT CTG CCT CTG CAG TGC GTC CTC TGG GGC TGC TTG CTG ACC
17 A v H P E P P T A C R E K Q Y L
49 GCT GTC CAT CCA GAA CCA CCC ACT GCA TGC AGA GAA AAA CAG TAC CTA
33 I N S Q C C S L C Q P G Q K L v
97 ATA AAC AGT CAG TGC TGT TCT TTG TGC CAG CCA GGA CAG ARA CTG GTG
49 S D C T E F T E T E C L P C G E
145 AGT GAC TGC ACA GAG TTC ACT GAA ACG GAA TGC CTT CCT TGC GGT GARA
65 S B F L D T W N R E T H (e} H o H

16
48

32
96

48
144

64
192

80
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193

81
241

97
289

113
337

129
385

145
433

16l
481

177
529

193
571

209
625

225
673

241
721

257
769

273
817

289
865

305
913

321
961

337
1009

353
1057

369
1105

385
1153

AGC

TCA

AGT

TTT

CccC

TGT

GCA

GGA

ACC

AGA

GGA

CTG

TTC

GAA

TAC

AGA

TAT

TCT

TTC

GAA

TAC

GAA

GAG

GGG

TGC

CAC

GGC

TCC

ATT

GARA

AGA

GGC

CTG

GGG

ATA

GTA

GGG

TTC

TGC

ACA

GCC

GTC

CCA

CCT

ACA

GAT

TCT

AGA

AGC

CGC

AGC

TTT

AAR

TAC

AGT

GGG

ACA

GCC

CTA

GAC

GAC

TGT

ARG

GTC

TGG

AAC

TAC

ACA

GGT

ACA

TGT

GGA

AAT

TTT

GAC

cCc

ACC

GAG

CAG

GGC

ACA

GTT

CcCt

ACA

ATA

TTG

TAC

AAC

AGT

TGG

ATA

GAG

TTA

ACC

AAC

ATC

AGC

ATT

TTC

AGC

ACT

GAC

CAA

CAG

TTG

AAC

CAC

ATC

ACA

TAT

TCT

TTT

CAC

GTT

TGG

CTA

TGC

TGT

GCT

TTC

TGT

GAT

GAT

GAR

AGA

TCT

TCC

TTG

TAT

AAG

cCcT

ARA

GAG

TTG

GGC

4/6

AAC

GGG

ACC

GTC

ACA

TCC

GAG

GTT

GAC

ARG

GTA

TCT

TGG

AGG

TCC

AAC

GAC

GAT

CTT

ATA

TAA

AGA

CTT

TGT

CTG

GGG

AAT

ACC

GTC

GAT

Can

GCA

cca

GAA

AAT

CAA

GAC

cCt

GCA

AAG

GAC

GAG

CGG

GAA

CAC

GTT

GTG

CAA

GCT

ARC

TCA

GGT

ACA

AAA

ATA

GAA

GAA

ATG

ACA
GTC
GAA
CGC
TCT
TCA
GAC
GGT
GAA
AAT
CAC
TCC
TCA
GAA
TAC
CAA
TTG
TAT
AAT

GAC

Cac

CAG

GGC

TCA

GAT

TCT

CTG

CcC

TTC

ATT

ATA

ARG

AGG

CTG

TTT

ATG

TTG

GGA

GAC

CAT

TGC

CAG

TGG

TGC

ACC

GCT

GTT

CAG

JACC

TCT

ACT

AAT

AGT

GTC

CGA

GTC

ATG

CTC

AGA

GAA

CAC

AAG

CAC

TCG

ATC

TTC

GTG

GAT

TCT

CcC

GGG

GRA

GGG

ATC

TTT

=

ARA

[

TAT

ATT

GCC

PCT/EP2003/011357
CAG CAC 240
G T 96
GGC ACC 288
c T 112
TGT ACG 336
P G 128
CCC GGC 384
Cc E 144
TGC GAG 432
E K 160
GAA AAA 480
Qg Q 176
CAA CAG 528
R L 192
CGG CTG 576
E E 208
GAG GAA 624
L VvV 224
CTA GTG 672
T R 240
ACC AGA 720
K Aa 256
ARG GCT 768
H S 272
CAT TCA 816
H E 288
CAT GAA 864
Q B 304
CAG GAG 912
Y I 320
TAT ATT 960
S A 336
AGT GCT 1008
S I 352
TCC ATC 1056
F Vv 368
TTT GTT 1104
S F 384
AGT TTT 1152
391
1176
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Merkmale Konstrukt B:

Sequenz der extrazelluldren Dom#ne von CD40 (AS 1-192)inkl. Leitsequenz:
NT 1-576, AA 1-192

Sequenz des ,Flag“-Epitop enthaltenden Linkers zwischen den extrazellu-

laren Domidnen von CD40 und TRAIL: NT 577-612, AA 193-204

Sequenz des humanen FasL Fragments (extrazellulédre Domdne, ab AA 139-281

des nattirlichen, humanen FasL Molekiils): NT 613-1173, AA 205-391

Stop Kodon: NT 1174-1176.
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BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international search report has not been established inrespect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. X Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claim 18 relates to a method for treatment of the human or animal body, the
search was carried out and was based on the stated effects of the compound or
composition.

2. [ ] ClaimsNos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D ClaimsNos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

BoxII Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims.

2. D Asall searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4, D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.
D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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INTERNATIONALEWECHERCHENBERICHT

Internatimtenzeichen

PCT/EP 03/11357

A._KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDE
I C12N15/62 C07K14/525

C12N5/10

S
C07K14/705  A61K47/48 C12N1/19

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

IPK 7 CO7K A6IK

Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehrende Verdifentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Wihrend der internationalen Recherche konsultierte elekironische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE, PAJ

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie® | Bezeichnung der Verdfientlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

A WO 02 22680 A (WUEEST THOMAS ;PFIZENMAIER
KLAUS (DE); WAJANT HARALD (DE); MOOSMAY)
21. Marz 2002 (2002-03-21)

Seite 3, Zeile 4-31; Anspriiche 1-18

1-20

WO 02 22833 A (PFIZENMAIER KLAUS ;GRELL
MATTHIAS (DE); SCHEURICH PETER (DE); UNIV)
21. Marz 2002 (2002-03-21)

Seite 1, letzter Absatz -Seite 3, letzter

1-20

Absatz; Anspriiche 1-29

XIANG J:

HUMAN ANTIBODIES, AMSTERDAM, NL,

ISSN: 1093-2607
das ganze Dokument

"TARGETING CYTOKINES TO TUMORS
TO INDUCE ACTIVE ANTITUMOR IMMUNE
RESPONSES BY RECOMBINANT FUSION PROTEINS™

Bd. 9, 1996, Seiten 23-36, XP000940526

~f=

Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld G zu
entnehmen

Siehe Anhang Patentfamilie

° Besondere Kategorien von angegebenen Veréffentlichungen

*A' Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

'E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

"L* Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Pricritdtsanspruch zweifelhaft er—
schelnen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)

*0O" Verdffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht

*P' Verdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

*T* Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht koltidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

*X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

*Y* Verbdfientlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verbffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Veroffentlichungen dieser Kategorle in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist

*&* Verdfienllichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

10. Februar 2004

Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts

01/03/2004

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HVY Rijswijk
Tel. (+31-70) 3402040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340--3016

Bevollméchtigter Bediensteter

Huber, A

Formblalt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1892)
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Ver&ffentlichung, soweit erfordetlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

WAJANT H ET AL: "DIFFERENTIAL ACTIVATION
OF TRAIL-R1 AND -2 BY SOLUBLE AND MEMBRANE
TRAIL ALLOWS SELECTIVE SURFACE
ANTIGEN-DIRECTED ACTIVATION OF TRAIL-RZ BY
A SOLUBLE TRAIL DERIVATIVE"

ONCOGENE, BASINGSTOKE, HANTS, GB,

Bd. 20, Nr. 30, 2001, Seiten 4101-4106,
XP001062620

ISSN: 0950-9232

Zusamenfassung; S. 4106, linke Spalte,
Tetzter Absatz bis S. 4106, rechte
Spalte, erster Absatz

Formblatt PCTASA/210 (Fortsstzung von Blatt 2) (Juli 1992}
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lnterné.@ales Aktenzeichen

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 03/11357

Feld! Bemerkungen zu den Ansprichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

Geman Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt:

1. Anspriiche Nr.

well sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behérde nicht verpflichtet ist, némlich

Obwoh1 sich Anspruch 18 auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Kérpers beziehen, wurde die Recherche durchgefihrt und
griindete sich auf die angeflinrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung.

2. D Anspriiche Nr.
well sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, ndmlich

3. D Ansprliche Nr.
weil es sich dabei um abhéngige Ansprliche handsit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind.

Feld I Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatit 1)

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthélt:

1. Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebtihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
intarnationale Recherchenbericht auf alie recherchierbaren Anspriiche.

Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusatziiche Recherchengebuhr gerechtfertigt hitte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Geblihr aufgefordert.

3. Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zuséatzlichen Recherchengeblihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fiir die Gebtihren entrichtet worden sind, némlich auf die
Anspriiche Nr.

4. D Der Anmeider hat die erforderlichen zusé&tzlichen Recherchengebthren nicht rechizeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er—
faBt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs [:' Die zusétzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusétzlicher Recherchengeblhren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998)




INTERNATIONALER E'HERCHENBEFHCHT

Angaben zu Verdifentlichungen, die zur selben Patentfamilie gehéren

lntemationaﬁ.?enzeichen

PCT/EP 03/11357

Im Recherchenbericht

Datum der

Mitglied(er) der

Datum der

angeflihrtes Patentdokument Veréffentlichung Patentfamilie Verdffentlichung
WO 0222680 A 21-03-2002 DE 10045591 Al 04-04-2002
AU 1816302 A 26-03-2002
WO 0222680 A2 21-03-2002
EP 1317488 A2 11-06-2003
WO 0222833 A 21-03-2002 DE 10045592 Al 28-03-2002
AU 9381901 A 26-03-2002
BG 107613 A 31-12-2003
BR 0113928 A 22-07-2003
CA 2422759 Al 17-03-2003
CN 1458977 T 26-11-2003
WO 0222833 Al 21-03-2002
EP 1317556 Al 11~06-2003
HU 0301693 A2 28-08-2003
NO 20031185 A 05-05-2003
SK 2812003 A3 04~11-2003
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