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Beschreibung
FACHGEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft IL-1-Rezeptor-Fusionsproteine, die als Antagonisten von IL-1 Ver-
wendung finden.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] In WOQO93/19777 werden Fusionsproteine bereitgestellt, die ein Tumornekrosefaktor-Rezep-
tor-(TNF-R)-Polypeptid und zumindest ein weiteres Polypeptid umfassen, ausgewahlt aus einem Interleukin-1
(IL-1R) und einem zweiten TNF-R-Polypeptid. In WO98/08969 wird ein I8sliches Interleukin-1-Rezeptor-Hilfs-
molekul-(IL-1R AcM)-Protein bereitgestellt, welches ein Mitglied der Ig-Superfamilie ist, zusammen mit isolier-
ten Nukleinsaure-Molekulen, die fir humanes IL-1R AcM codieren, als auch Vektoren, Wirtszellen und rekom-
binante Methoden zur Erzeugung des Proteins. In WO97/31010 wird ein Rezeptorprotein bereitgestellt, be-
zeichnet als 2F1, dessen Aminosaure sequenz besagtermallen anzeigt, dass es ein Mitglied der IL-1-Rezep-
torfamilie ist. In EP-A-0 460 846 werden Typ-Ill-Interleukin-1-Rezeptorproteine, DNAs und Expressionsvekto-
ren bereitgestellt, die fur Typ I-IL-R codieren, und Verfahren zur Erzeugung von Typ lI-IL-1R als Produkte einer
rekombinanten Zellkultur.

[0003] Auflerdem wird in WO95/11303 ein Cytokin-antagonistisches Protein bereitgestellt, das zum Binden
eines Cytokins zum Erhalt eines nicht-funktionellen Komplexes fahig ist, umfassend die I6sliche Spezitats-be-
stimmende a-Komponente des Cytokin-Rezeptors, und eine extrazellulare Domane einer 3-Komponente de
Cytokin-Rezeptors.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0004] Die Erfindung stellt ein isoliertes Nukleinsdure-Molekl bereit, das fiir ein Fusionspolypeptid codiert,
welches Fusionspolypeptid die folgenden Fusionspolypeptid-Komponenten umfasst:
(a) einen Interleukin-1-(IL-1)-bindenden Abschnitt der extrazellularen Domane der Spezifitats-bestimmen-
den Komponente eines IL-1-Rezeptors;
(b) einen IL-1-bindenden Abschnitt einer extrazellularen Domane der Signalibertragenden Komponente
des IL-1-Rezeptors; und
(c) eine multimerisierende Komponente;

welche multimerisierende Komponente (c) mit einer multimerisierenden Komponente (c), die in einem anderen
der Fusionspolypeptide enthalten ist, zur Bildung eines Multimers der Fusionspolypeptide multimerisiert;
welches Multimer an IL-1 bindet und es einschliel3t und sich somit als ein Antagonist von IL-1 verhalt.

KURZBESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0005] Fig. 1: Angeordnete Bindung von Rezeptorkomponenten in einem Modell eines generischen Cyto-
kin-Rezeptors. Das Modell zeigt, dass die Cytokine bis zu drei Rezeptor-Bindungsstellen enthalten und mit ih-
ren Rezeptor-Komponenten wechselwirken, indem zunachst die optionale a-Komponente gebunden wird, ge-
folgt von der Bindung an 31, und dann an 32. Die B-Komponenten fir viele Cytokin-Rezeptoren wechselwirken
durch Membran-proximale Regionen (schraffierte Boxen) mit der Jak/Tyk-Familie der Tyrosinkinasen von zy-
toplasmatischem Protein. Die Signaltransduktion wird lediglich auf die Dimerisation der 3-Komponenten hin in-
itiiert, wie durch die Tyrosinphosphorylierungen (P) der 3-Komponenten und der Jak/Tyk-Kinasen schematisch
dargestellt.

[0006] Fig. 2A-Fig. 2E: Nukleotidsequenz-Codierung und abgeleitete Aminosauresequenz des Fusionspoly-
peptids, bezeichnet als 569, welches zum Binden des Cytokin IL-1 zur Bildung eines nicht-funktionellen Kom-
plexes fahig ist.

[0007] Fig. 3: Zeigt, dass die 1SC569-Trap (beschrieben in Fig. 2A-Fig. 2E) zum Antagonisieren der Wirkun-
gen von IL-1 und Blockieren der IL-6-Produktion von MRC5-Zellen auf die Behandlung mit IL-1 hin fahig ist.

[0008] Fig.4: Humane IL-1-Trap blockiert die in vivo-Wirkungen von exogen verabreichtem hullL-1.
BALB/c-Méause erhielten eine subkutane Injektion von hulL-1 (0,3 pg/kg) zum Zeitpunkt 0. Vierundzwangzig
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Stunden vor der hulL-1-Injektion wurden die Tiere entweder mit Vehikel oder einem 150-fachen molaren Uber-
schuss an hulL-1-Trap vorbehandelt. Zwei Stunden vor der Opferung (26 Stunden) wurden die Mause noch-
mals mit einer zweiten Injektion von hulL-1 (0,3 pg/kg, s.c.) provoziert. Die Blutproben wurden zu verschiede-
nen Zeitpunkten entnommen und die Seren auf die IL-1-Mengen untersucht (ausgedrickt als Mittelwert +/—
SEM; n =5 pro Gruppe).

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0009] Ein isoliertes Nukleinsdure-Molekiil, das fir ein Fusionspolypeptid codiert, welches Fusionspolypeptid
die folgenden Fusionspolypeptid-Komponenten umfasst:
(a) einen Interleukin-1-(IL-1)-bindenden Abschnitt der extrazellularen Domane der Spezifitats-bestimmen-
den Komponente eines IL-1-Rezeptors;
(b) einen IL-1-bindenden Abschnitt einer extrazellularen Domane der Signalibertragenden Komponente
des IL-1-Rezeptors; und
(c) eine multimerisierende Komponente;

welche multimerisierende Komponente (c) mit einer multimerisierenden Komponente (c), die in einem anderen
der Fusionspolypeptide enthalten ist, zur Bildung eines Multimers der Fusionspolypeptide multimerisiert;
welches Multimer an IL-1 bindet und es einschliefl3t und sich somit als ein Antagonist von IL-1 verhalt.

[0010] Mit " IL-1-bindendem Abschnitt" ist der minimale Abschnitt der extrazellularen Domane gemeint, der
zum Binden von IL-1 erforderlich ist. Unter den Fachleuten des Gebiets ist allgemein anerkannt, dass eine de-
finierende Charakteristik eines Cytokin-Rezeptors das Vorhandensein der beiden Fibronektin-artigen Doma-
nen, die kanonische Cysteine enthalten, und der WSXWS-Box ist (Bazan, J.F., 1990, PNAS 87: 6934-6938).
Die Sequenzen, die fur die extrazellularen Domanen der bindenden Komponente des IL-1-Rezeptors und der
Signal-Ubertragenden Komponente des IL-1-Rezeptors codieren, kénnen ebenfalls zur Schaffung des Fusi-
onspolypeptids der Erfindung verwendet werden. In dhnlicher Weise kdnnen langere Sequenzen, die fur gro-
Rere Abschnitte der Komponenten des IL-1-Rezeptors codieren, verwendet werden. Allerdings wird iberlegt,
dass kleinere Fragmente als die extrazelluldre Doméane dahingehend wirken, IL-1 zu binden, weshalb die Er-
findung Fusionspolypeptide betrifft, die den minimalen Abschnitt der extrazellularen Doméane umfassen, der
zum Binden von IL-1 als dem IL-1-bindenden Abschnitt erforderlich ist.

[0011] Die Erfindung umfasst eine "Spezifitdts-bestimmende Komponente" eines IL-1-Rezeptors und eine
"Signal-transduzierende Komponente" des IL-1-Rezeptors. Unabhangig von der verwendeten Nomenklatur
zur Bezeichnung einer bestimmten Komponente oder Untereinheit eines IL-1-Rezeptors erkennt ein Fach-
mann des Gebiets, welche Komponente oder Untereinheit eines Rezeptors zur Bestimmung des zellularen
Ziels des Cytokins verantwortlich ist, und weil daher, welche Komponente die "Spezifitats-bestimmende Kom-
ponente" darstellt.

[0012] In &hnlicher Weise weil} ein Fachmann des Gebiets, unabhangig von der verwendeten Nomenklatur,
welche Komponente oder Untereinheit eines Rezeptors die "Signallibertragende Komponente" darstellt. Wie
hierin verwendet, stellt die "Signallibertragende Komponente" eine Komponente des nativen Rezeptors dar,
die nicht die Spezifitats-bestimmende Komponente ist und die an das Cytokin in Abwesenheit der Spezifi-
tats-bestimmenden Komponente nicht bindet oder nur schwach bindet. Im nativen Rezeptor kann die "Sig-
nal-tbertragende Komponente" an der Signalgebung teilnehmen.

[0013] Beispiele der Rezeptorkomponenten, die zur Herstellung der Cytokin-Antagonisten gemaf der Erfin-
dung verwendet werden kénnen, sind in Tabelle 1 angegeben.

TABELLE 1
Cytokine Spezifitats-bestimmende Signal-Ubertragende
Komponente Komponente
Interleukin-1 (IL-1) Typ I IL-1R (Ref. 1) IL-1R AcP (Refs. 1,2)
Typ Il IL-1R (Ref. 1)
IL-1RI (Ref. 2)
IL-1RII (Ref. 2)
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IN TABELLE 1 ANGEGEBENE LITERATURREFERENZEN

1. Greenfeder, et al., Journal of Biological Chemistry 270: 13757-13765 (1995) — Siehe Seite 13757, Spalte 1,
Zeile 6, bis Spalte 2, Zeile 3 und Spalte 2, Zeilen 10-12; Seite 13764, Spalte 2, letzte 3 Zeilen, und Seite 13765,
Spalte 1, Zeilen 1-7;

2. Wesche et al., Journal of Biological Chemistry 272: 7727-7731 (1977) Siehe Seite 7731, Zeilen 20-26.

[0014] In der Herstellung der Nukleinsduresequenz, die fir das Fusionspolypeptid der Erfindung codiert, wer-
den die ersten, zweiten und dritten Komponenten des Fusionspolypeptids in einem Einzelstrang der Nukleotide
codiert, welcher bei Expression durch ein Wirts-Vektorsystem eine monomere Spezies des Fusionspolypeptids
erzeugt. Die derart exprimierten Monomere werden dann durch die Wechselwirkungen zwischen den multime-
risierenden Komponenten (den dritten Fusionspolypeptid-Komponenten) multimerisiert. Durch eine derartige
Erzeugung der Fusionspolypeptide wird das Erfordernis einer Reinigung der heterodimeren Gemische umgan-
gen, die entstehen wirden, wenn die ersten und zweiten Komponenten als separate Molekile erzeugt und
dann multimerisiert werden wiirden. In US-Patent Nr. 5 470 952, ausgegeben am 28. November 1995, ist bei-
spielsweise die Produktion heterodimerer Proteine beschrieben, die als CNTF oder IL-6-Antagonisten wirken.
Die Heterodimeren werden aus Zelllinien ausgereinigt, die mit den entsprechenden Alpha-(a)- und Be-
ta-(B)-Komponenten contransfiziert wurden. Die Heterodimeren werden dann von Homodimeren unter Anwen-
dung von Methoden wie der passiven Elution aus praparativen, nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen
oder unter Anwendung der Hochdruck-Kationenaustauschchromatographie abgetrennt. Das Erfordernis die-
ses Reinigungsschritts wird durch die Methoden der vorliegenden Erfindung umgangen.

[0015] Auferdem gibt PCT Internationale Anmeldung WO 96/11213, veréffentlicht am 18. April 1996, mit dem
Titel "Dimere IL-3-Inhibitoren" an, dass der Anmelder Homodimere hergestellt hat, in denen zwei IL-4-Rezep-
toren durch einen polymeren Spacer gebunden werden, und Heterodimere hergestellt hat, in denen ein
IL-4-Rezeptor durch einen polymeren Spacer an eine Gamma-Kette des IL-2-Rezeptors geknipft ist. Der be-
schriebene polymere Spacer ist Polyethylenglykol (PEG). Die beiden Rezeptorkomponenten, IL-4R und
IL-2R-Gamma, werden separat exprimiert und gereinigt. Pegylierte Homodimere und Heterodimere werden
dann durch miteinander Verbinden der Komponenten unter Verwendung bifunktionaler PEG-Reagenzien er-
zeugt. Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist der, dass das Erfordernis solch zeitaufwandiger und kostspie-
liger Reinigungs- und Pegylierungsschritte umgangen wird.

[0016] Bei einer Ausflihrungsform der Erfindung befindet sich die Nukleotidsequenz, die fiir die erste Kompo-
nente codiert, stromaufwarts der Nukleotidsequenz, die fur die zweite Komponente codiert. Bei einer anderen
Ausfuhrungsform der Erfindung befindet sich die Nukleotidsequenz, die fur die erste Komponente codiert,
stromabwarts der Nukleotidsequenz, die fur die zweite Komponente codiert. Weitere Ausfiihrungsformen der
Erfindung kdnnen hergestellt werden, bei denen die Reihenfolge der ersten, zweiten und dritten Fusionspoly-
peptid-Komponenten umgestellt ist. Wird zum Beispiel die Nukleotidsequenz, die fiir die erste Komponente co-
diert, mit 1 bezeichnet, die Nukleotidsequenz, die flr die zweite Komponente codiert, mit 2 bezeichnet, und die
Nukleotidsequenz der dritten Komponente mit 3 bezeichnet, so kann die Reihenfolge der Komponenten in der
isolierten Nukleinsaure der Erfindung, wie gelesen von 5' nach 3', eine beliebige der folgenden sechs Kombi-
nationensein; 1,2, 3;1,3,2;2,1,3;2,3,1; 3, 1,2 oder 3, 2, 1.

[0017] Das an das Fusionspolypeptid gebundene Cytokin ist Interleukin-1.

[0018] In bevorzugten Ausflihrungsformen der Erfindung umfasst die multimerisierende Komponente eine
von Immunglobulin abgeleitete Domane. Spezifischer gesagt kann die von Immunglobulin abgeleitete Doméne
ausgewahlt werden aus der Gruppe, bestehend aus der Fc-Domane von IgG, der Schwerkette von IgG und
der Leichtkette von IgG. Bei einer anderen Ausfiuihrungsform kann die multimerisierende Komponente eine
Fc-Domane sein, von der die ersten finf Aminosauren (einschlieBlich eines Cysteins) entfernt wurden, um eine
als Fc(AC1) bezeichnete multimerisierende Komponente zu erzeugen. Alternativ kann die multimerisierende
Komponente eine Fc-Doméane sein, in der ein Cystein innerhalb der ersten finf Aminosauren durch eine an-
dere Aminosaure substituiert wurde, wie zum Beispiel Serin oder Alanin.

[0019] Die vorliegende Erfindung stellt auch Fusionspolypeptide bereit, die durch die isolierten Nukleinsau-
re-Molekile der Erfindung codiert sind. Vorzugsweise liegen die Fusionspolypeptide aufgrund der Funktion der
dritten multimerisierenden Komponente in multimerer Form vor. In einer bevorzugten Ausfihrungsform ist das
Multimer ein Dimer. Geeignete multimerisierende Komponenten sind Sequenzen, die eine Hinge-Region einer
Immunglobulin-Schwerkette codieren (Takahashi et al., 1982, Cell 29: 671-679); Immunglobulin-Gensequen-
zen und Teile davon. In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung werden Immunglobulin-Gensequen-
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zen, insbesondere solche, die die Fc-Domane codieren, zum Codieren der dritten multimerisierenden Kompo-
nente verwendet.

[0020] Die vorliegende Erfindung betrifft auch einen Vektor, welcher das Nukleinsdure-Molekiil der Erfindung,
wie hierin beschrieben, umfasst.

[0021] Ebenfalls bereitgestellt wird ein Expressionsvektor, der ein Nukleinsdure-Molekiil der Erfindung, wie
hierin beschrieben, umfasst, wobei das Nukleinsdure-Molekiil funktionsfahig mit einer Expressions-Kontrollse-
quenz verknlpft ist. Ebenfalls bereitgestellt wird ein Wirts-Vektorsystem fir die Herstellung eines Fusionspo-
lypeptids, welches den Expressionsvektor der Erfindung umfasst, der in eine Wirtszelle eingefuhrt wurde, die
zur Expression des Fusionspolypeptids geeignet ist. Die geeignete Wirtszelle kann eine Bakterienzelle wie E.
coli, eine Hefezelle wie Pichia pastoris, eine Insektenzelle wie Spodoptera frugiperda, oder eine Saugerzelle,
wie z.B. COS-, CHO-, 293-, BHK- oder NSO-Zellen sein.

[0022] Die vorliegende Erfindung stellt auRerdem Verfahren zur Herstellung der Fusionspolypeptide der Er-
findung bereit, indem Zellen der hierin beschriebenen Wirts-Vektorsysteme unter Bedingungen gezichtet wer-
den, die die Produktion des Fusionspolypeptids und die Rickgewinnung des derart erzeugten Fusionspolypep-
tids erlauben.

[0023] Die hierin beschriebene Technologie kann auf die Entwicklung einer Cytokin-Trap fur jegliches Cytokin
angewendet werden, das eine a-Komponente, die Spezifitdt verleiht, als auch eine 3-Komponente ausniitzt,
die in Bindung an die a-Spezifititskomponente eine héhere Affinitat fir das Cytokin aufweist als irgendeine
Komponente alleine. Demgemal sind Antagonisten gemafR der Erfindung Antagonisten von Interleukin-1
[Greenfeder et al., J. Biol. Chem. 270: 13757-13765 (1995); Guo et al., J. Biol. Chem. 270: 27562-27568
(1995)].

[0024] Pharmazeutische Zusammensetzungen zur Verwendung gemaf der Erfindung beinhalten die oben
beschriebenen Antagonisten in einem pharmakologisch geeigneten fllissigen, festen oder halbfesten Trager,
geknupft an einen Trager oder ein Zielmolekdl (z.B. Antikdrper, Hormon, Wachstumsfaktor, etc.) und/oder auf-
genommen in Liposome, Mikrokapseln und ein kontrolliert freisetzendes Praparat (einschlieBlich Antagonist-
exprimierender Zellen) vor der in vivo-Verabreichung. Zum Beispiel kann die pharmazeutische Zusammenset-
zung einen oder mehrere der Antagonisten in einer wassrigen L6sung umfassen, wie etwa steriles Wasser,
Salzlésung, Phosphatpuffer oder Dextroselésung. Alternativ kdnnen die Wirksubstanzen in einer festen (z.B.
Wachs) oder halbfesten (z.B. gelatineartigen) Formulierung enthalten sein, die einem Patienten implantiert
werden kann, der einer solchen Behandlung bedarf. Der Verabreichungsweg kann jegliche im Fachgebiet be-
kannte Verabreichungsform sein, einschlief3lich, doch nicht beschrankt auf intravends, intrathekal, subkutan,
durch Injektion in beteiligtes Gewebe, intraarteriell, intranasal, oral oder Uber ein implantiertes Element.

[0025] Die Verabreichung kann zur Verteilung der Wirksubstanz der Erfindung im ganzen Koérper oder in ei-
nem lokalisierten Bereich fiihren. Zum Beispiel kann unter bestimmten Bedingungen, die entfernte Regionen
des Nervensystems einbeziehen, eine intravendse oder intrathekale Verabreichung des Agens erwiinscht
sein. In einigen Situationen kann ein die Wirksubstanz enthaltendes Implantat in oder nahe dem verletzten Be-
reich platziert werden. Zu geeigneten Implantaten zéhlen, ohne darauf beschrankt zu sein, Gelschaum, Wachs
oder Implantate auf Mikropartikel-Basis.

BEISPIELE
KLONIEREN DER FUSIONSPOLYPEPTID-KOMPONENTEN
[0026] Die extrazellularen Domanen von humanen Cytokin-Rezeptoren wurden mittels standardmaRiger
PCR-Techniken unter Verwendung von Gewebe-cDNAs (CLONTECH), kloniert in den Expressionsvektor
pMT21 (Genetics Institute, Inc.), erhalten, und die Sequenzen wurden mittels standardmafiger Techniken un-
ter Verwendung eines ABI 373A DANN-Sequenzierers und des Taq Dideoxy Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) sequenziert. Fir das IL-1RAcP wurden Nukleotide 1 bis 1074 (ent-
sprechend den Aminosauren 1-358) von der Genbank-Sequenz AB006357 kloniert. Fir das IL-1RI wurden Nu-
kleotide 55 bis 999 (entsprechend den Aminosauren 19-333) aus der Genbank-Sequenz X16896 kloniert.
PRODUKTION DER FUSIONSPOLYPEPTIDE (CYTOKIN-TRAP)

[0027] Die Cytokin-Traps codierenden Nukleotidsequenzen wurden aus den einzelnen klonierten DNAs (be-
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schrieben supra) mittels standardmaRiger Klonier- und PCR-Techniken konstruiert. Die Sequenzen wurden
in-frame konstruiert, so dass die Sequenz, die firr die erste Fusionspolypeptid-Komponente codierte, an die
Sequenz fusioniert wurde, die flr die zweite Fusionspolypeptid-Komponente codierte, gefolgt von einer Fc-Do-
mane (Hinge, CH2- und CH3-Region des humanen IgG1) als der multimerisierenden Komponente. Extra-Nu-
kleotide wurden in-frame zwischen die Sequenzen inseriert, die fur die ersten und zweiten Fusionspolypep-
tid-Komponenten codierten, um eine Linkerregion zwischen die beiden Komponenten einzufiigen (siehe

Fig. 2A-Fig. 2E — Trap 569).

[0028] Fur die IL-1-Trap 569 (Fig. 2A-Fig. 2E) folgt der IL-1RAcP-Komponente 5' die IL-1RI-Komponente
und dann die Fc-Doméane. Die endgultigen Konstrukte wurden in den Sauger-Expressionsvektor pCDNAS3.1
(STRATAGENE) kloniert.

[0029] In der 569-Sequenz (Fig. 2A-Fig. 2E) codieren die Nukleotide 1-1074 fir die IL-1RAcP-Komponente,
codieren Nukleotide 1075-1098 fir die Linkerregion, codieren Nukleotide 1099-2043 fiir die IL-1RI-Komponen-
te und codieren Nukleotide 2044-2730 fur die Fc-Domane.

[0030] Die DNA-Konstrukte wurden entweder transient in COS-Zellen oder stabil in CHO-Zellen unter Anwen-
dung von einem Fachmann des Gebiets bekannten standardméRigen Techniken transfiziert. Die Ubersténde
wurden abgesammelt und mittels Protein A-Affinitatschromatographie und Grof3enausschlusschromatogra-
phie anhand der standardmaRigen Techniken gereinigt. (Siehe zum Beispiel Harlow und Lane, Antibodies — A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

MRC5-BIOASSAY FUR IL1-TRAPS

[0031] Humane MRC5-Lungenfibroblastenzellen reagieren auf IL-1 durch Absondern von IL-6 und wurden
daher zur Untersuchung der Fahigkeit von IL-1-Traps verwendet, die IL-1-abhangige Produktion von IL-6 zu
blockieren. IL-1-Trap ISC569 (Eig. 2A-Fig. 2E) wurde gegen IL-1-RI.Fc getestet, welches die extrazellulare
Domane des IL-1-Typ I-Rezeptors in Fusion an eine Fc-Domane ist.

[0032] MRC5-Zellen wurden bei 1 x 10° Zellen pro ml in Medium suspendiert, und 0,1 ml der Zellen wurden
in die Vertiefungen einer 96-Well-Gewebekulturplatte ausplattiert (10.000 pro Vertiefung). Die Platten wurden
fr 24 Stunden bei 37°C in einem befeuchteten 5 % CO,-Inkubator inkubiert.

[0033] Die IL-1-Trap und das rekombinante humane IL-1 wurden bei variierenden Dosen in einer 96-Well-Ge-
webekulturschale prainkubiert und fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. 0,1 ml dieses Gemischs wurden dann der
96-Well-Platte, enthaltend die MRC5-Zellen, hinzugegeben, so dass die Endkonzentration der IL-1-Trap 10 nM
betrug und die Endkonzentrationen des IL-1 im Bereich von 2,4 pM bis 5 nM lagen. Die Kontrollvertiefungen
enthielten entweder lediglich Trap oder gar nichts.

[0034] Die Platten wurden dann bei 37°C fur 24 Stunden in einem befeuchteten 5 % CO,-Inkubator inkubiert.
Der Uberstand wurde abgesammelt und auf die Mengen an IL-6 unter Verwendung eines R&D Systems Quan-
tikine Immunoassay Kit gemafR den Anleitungen des Herstellers untersucht.

ERGEBNISSE

[0035] Fig. 30 zeigt, dass Trap 569 (Fig. 2A-Fig. 2E) zum Antagonisieren der Wirkungen von IL-1 und Blo-
ckieren der IL-6-Produktion von MRC5-Zellen auf die Behandlung mit IL-1 hin in der Lage ist. Bei einer Kon-
zentration von 10 nM ist Trap 569 zum Blockieren der Produktion von IL-6 bis zu einer IL-1-Konzentration von
3 nM fahig. Im Gegensatz dazu ist IL-1RI.Fc ein viel schlechterer Antagonist von IL-1. Es ist lediglich zum Blo-
ckieren der Wirkungen von IL-1 bei bis zu etwa 10-20 pM in der Lage. Daher blockiert Trap 569 das IL-1 etwa
100-mal besser als IL-1RI.Fc.

BLOCKIEREN VON INJIZIERTEM IL-1 DURCH IL-1-TRAP IN VIVO

[0036] IL-1 ist ein entziindungsférderndes Cytokin. Von der systemischen Verabreichung von IL-1 wurde ge-
zeigt, dass sie akute Reaktionen in Tieren auslést, einschlieBlich voribergehender Hyperglykédmie, Hyposin-
sulinamie, Fieber, Anorexie und erhdhten Serumspiegeln an Interleukin-6 (IL-6) (Reimers, 1998). Da Mause
sowohl auf murines als auch humanes IL-1 reagieren, kann humanes IL-1 verwendet werden und kénnen die
in vivo-Bindungswirkungen von humanspezifischen IL-1-Antagonisten ausgewertet werden. Dieses akute
Mausmodell wurde zur Bestimmung der Fahigkeit einer humanen IL-1-Trap verwendet, die in vivo-Wirkungen
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von exogen verabreichtem humanem IL-1 zu antagonisieren. Dies liefert eine schnelle Angabe der in vi-
vo-Wirksamkeit der humanen IL-1-Trap und kann als ein Assay zur Unterstlitzung der Molekulauswahl verwen-
det werden.

Exgerimentelles Design:

[0037] Mause erhielten subkutane Injektionen von humanem IL-1 (0,3 pg/kg). Vierundzwanzig Stunden vor
der Injektion mit humanem IL-1 wurden die Tiere entweder mit Vehikel oder einem 150-fachen molaren Uber-
schuss an humaner IL-1-Trap (0,54 mg/kg) vorbehandelt. Zwei Stunden vor der Opferung (26 Stunden) erhiel-
ten die Mause eine zweite Injektion von humanem IL-1 (0,3 ug/kg). Blutproben wurden zu verschiedenen Zeit-
punkten entnommen und die Seren auf die IL-6-Spiegel untersucht.

ERGEBNISSE

[0038] Die exogene Verabreichung von humanem IL-1 fihrte zu einer enormen Induktion der Se-
rum-IL-6-Spiegel. Bei einem 150-fachen molaren Uberschuss blockierte die humane IL-1-Trap den IL-6-An-
stieg (Fig. 4). Auerdem hielten die Wirkungen der humanen IL-1-Trap mindestens etwa weitere 24 Stunden
lang an, was einen IL-6-Anstieg selbst dann verhinderte, wenn IL-1 nochmals verabreicht wurde (Fig. 4). Eine
derart langanhaltende Wirksamkeit legt nahe, dass eine tagliche Injektion einer IL-1-Trap flr chronische An-
wendungen nicht erforderlich sein muss.

[0039] Die vorliegende Erfindung ist durch die hierin beschriebenen spezifischen Ausfiihrungsformen in ihrem
Umfang nicht als beschrankt zu verstehen. Tatsachlich werden verschiedene Modifikationen der Erfindung
Uber die hierin beschriebenen hinaus fir Fachleute des Gebiets aus der vorangegangenen Beschreibung und
den begleitenden Figuren erkennbar werden. Solche Modifikationen sind als im Rahmen der anhangenden An-
spriche befindlich zu betrachten.

Patentanspriiche

1. Isoliertes Nukleinsaure-Molekiil, das fir ein Fusionspolypeptid codiert, welches Fusionspolypeptid die
folgenden Fusionspolypeptid-Komponenten umfasst:
(a) einen Interleukin-1-(IL-1)-bindenden Abschnitt der extrazellularen Domane der Spezifitdts-bestimmenden
Komponente eines IL-1-Rezeptors;
(b) einen IL-1-bindenden Abschnitt einer extrazellularen Domane der Signallibertragenden Komponente des
IL-1-Rezeptors; und
(c) eine multimerisierende Komponente;
welche multimerisierende Komponente (c) mit einer multimerisierenden Komponente (c), die in einem anderen
der Fusionspolypeptide enthalten ist, zur Bildung eines Multimers der Fusionspolypeptide multimerisiert;
welches Multimer an IL-1 bindet und es einschliel3t und sich somit als ein Antagonist von IL-1 verhalt.

2. lIsoliertes Nukleinsaure-Molekil nach Anspruch 1, worin die Komponente (a) des Fusionspolypeptids ei-
nen IL-1-bindenden Abschnitt der extrazellularen Doméane des IL-1R vom Typ | umfasst und die Komponente
(b) einen IL-1-bindenden Abschnitt einer extrazellularen Doméane von IL-1R-AcP umfasst.

3. Isoliertes Nukleinsaure-Molekul nach Anspruch 1, worin die Komponente (a) des Fusionspolypeptids ei-
nen IL-1-bindenden Abschnitt der extrazellularen Domane des IL-1R vom Typ Il umfasst und die Komponente
(b) einen IL-1-bindenden Abschnitt einer extrazellularen Doméane von IL-1R-AcP umfasst.

4. |soliertes Nukleinsaure-Molekul nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin das Multimer ein Di-
mer ist.

5. Isoliertes Nukleinsaure-Molekil nach einem der vorangehenden Anspriche, worin die multimerisieren-
de Komponente eine von Immunglobulin abgeleitete Domane umfasst.

6. Isoliertes Nukleinsaure-Molekil nach Anspruch 5, worin die von Immunglobulin abgeleitete Doméane
ausgewahlt ist aus der Fc-Domaéne von IgG, der Schwerkette von IgG und der Leichtkette von 1gG.

7. lIsoliertes Nukleinsaure-Molekul nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin sich die Nukleotidse-

quenz-codierende Komponente (a) stromaufwarts der Nukelotidsequenz-codierenden Komponente (b) befin-
det.

7/16



DE 699 22 269 T2 2005.12.01

8. Nukleinsaure-Molekul nach einem der Anspriiche 1 bis 6, worin sich die Nukleotidsequenz-codierende
Komponente (a) stromabwarts der Nukleotidsequenz-codierenden Komponente (b) befindet.

9. Multimer, welches zwei oder mehr Fusionspolypeptide, codiert durch die Nukleinsaure-Molekile nach

einem der vorangehenden Anspriiche, umfasst, welches Multimer an 1I-1 bindet und es einschlief3t und sich
als ein Antagonist von II-1 verhalt.

10. Multimer nach Anspruch 9, welches ein Dimer ist, umfassend zwei der Fusionspolypeptide.
11. Vektor, welcher das Nukleinsdure-Molekul nach einem der Anspriiche 1 bis 8 umfasst.

12. Expressionsvektor, welcher ein Nukleinsaure-Molekil nach einem der Anspriche 1 bis 8 umfasst, wo-
rin das Nukleinsaure-Molekdl funktionsfahig mit einer Expressions-Kontrollsequenz verknupft ist.

13. Wirts-Vektorsystem flir die Erzeugung eines Fusionspolypeptids, welches den Expressionsvektor nach
Anspruch 12 in einer Wirtszelle umfasst.

14. Wirts-Vektorsystem nach Anspruch 13, wobei die Wirtszelle eine bakterielle Zelle, Hefezelle, Insekten-
zelle oder Saugetierzelle ist.

15. Wirts-Vektorsystem nach Anspruch 13, wobei die Wirtszelle E. coli, eine COS-Zelle, eine CHO-Zelle,
eine 293-Zelle, eine BHK-Zelle oder eine NSO-Zelle ist.

16. Methode zur Erzeugung von Fusionspolypeptiden, welche das Ziichten von Zellen des Wirts-Vektor-
systems nach Anspruch 13, 14 oder 15 unter Bedingungen, die das Erzeugen von Fusionspolypeptiden zulas-
sen, und das Gewinnen der derart erzeugten Fusionspolypeptide umfasst.

17. Methode nach Anspruch 16, welche auRerdem das Méglichmachen umfasst, dass die Fusionspolypep-
tide Multimere der Fusionspolypeptide nach Anspruch 9 bilden.

18. Methode nach Anspruch 17, wobei die Multimere Dimere nach Anspruch 10 sind.

19. Pharmazeutische Zusammensetzung, welche ein Multimer nach Anspruch 9 oder ein Dimer nach An-
spruch 10 in einem pharmakologisch geeigneten flissigen, festen oder halbfesten Trager, geknipft an einen
Trager oder ein Zielmolekil und/oder aufgenommen in Liposome, Mikrokapseln oder ein kontrolliert freisetzen-
des Praparat, umfasst.

Es folgen 8 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

JAK
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