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Beschreibung

[0001] Diese Anmeldung beansprucht die Prioritat der U.S.-Anmeldung Nr. 09/313 942, eingereicht am 19.
Mai 1999, welche die Prioritat der vorlaufigen U.S.-Anmeldung Nr. 60/101 858, welche am 25. September 1998
eingereicht worden war, beansprucht. Uberall in dieser Anmeldung wird auf verschiedene Verdffentlichungen
Bezug genommen.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Obgleich sie aufgrund variierender biologischer Aktivitaten entdeckt wurden, bilden Ciliarer Neurotro-
pher Faktor (CNTF), Leukamie-Inhibitorischer Faktor (LIF), Oncostatin M (OSM) und Interleukin-6 (IL-6) eine
definierte Familie von Cytokinen (hierin bezeichnet als die "CNTF-Familie" von Cytokinen). Diese Cytokine
werden zusammen gruppiert wegen ihrer entfernten Strukturdhnlichkeiten [Bazan, J. Neuron 7: 197-208
(1991); Rose und Bruce, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 8641-8645 (1991)] und, vielleicht bedeutsamer, weil
sie "B"-Signaltransduktions-Rezeptorkomponenten gemeinsam haben [Baumann et al., J. Biol. Chem. 265:
19853-19862 (1993); Davis et al., Science 260: 1805-1808 (1993); Gearing et al., Science 255: 14341437
(1992); Ip et al., Cell 69: 1121-1132 (1992); Stahl et al., J. Biol. Chem. 268: 7628-7631 (1993); Stahl und Yan-
copoulos, Cell 74: 587-590 (1993)]. Eine Rezeptoraktivierung durch diese Familie von Cytokinen resultiert aus
entweder Homo- oder Hetero-Dimerisierung dieser B-Komponenten [Davis et al., Science 260: 1805-1808
(1993), Murakami et al., Science 260: 1808-1810 (1993); Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993)].
Die IL-6-Rezeptor-Aktivierung erfordert eine Homodimerisierung von gp130 [Murakami et al., Science 260:
1808-1810 (1993), Hibi et al., Cell 63: 1149-1157 (1990)], ein Protein, das anfanglich als der IL-6-Signaltrans-
ducer identifiziert wurde [Hibi et al., Cell 63: 1149-1157 (1990)]. CNTF-, LIF- und OSM-Rezeptor-Aktivierung
resultiert aus der Heterodimerisierung zwischen gp130 und einem zweiten gp130-verwandten Protein, das als
LIFRB bekannt ist [Davis et al., Science 260: 1805-1808 (1993)], welches anfanglich durch seine Fahigkeit,
LIF zu binden, identifiziert worden war [Gearing et al., EMBO, J. 10: 2839-2848 (1991)].

[0003] Zusatzlich zu den B-Komponenten erfordern einige dieser Cytokine auch Spezifitatbestimmende
"a"-Komponenten, welche hinsichtlich ihrer Gewebeverteilung eingeschrankter sind als die 3-Komponenten,
und somit die zellularen Ziele der jeweiligen Cytokine bestimmen [Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590
(1993)]. Somit sind LIF und OSM breit wirkende Faktoren, welche nur die Gegenwart von gp130 und LIFR(
auf antwortenden Zellen erfordern kénnen, wohingegen CNTF CNTFRa erfordert [Stahl und Yancopoulos, Cell
74: 587-590 (1993)] und IL-6 IL-6Ra erfordert [Kishimoto et al., Science 258: 593-597 (1992)]. Sowohl CNT-
FRa (Davis et al., Science 259: 1736-1739 (1993)) als auch IL-6Ra [Hibi et al., Cell 63: 1149-1157, Murakami
et al., Science 260: 1808-1810 (1990); Taga et al., Cell 58: 573-581 (1989)] kénnen als I6sliche Proteine wir-
ken, konsistent mit der Vorstellung, dass sie nicht mitintrazelluladren Signalisierungs-Molekulen wechselwirken,
sondern dass sie dazu dienen, ihren Liganden dabei zu helfen, mit den passenden signaltransduzierenden
B-Untereinheiten zu interagieren [Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993)].

[0004] Zusatzliche Beweise aus anderen Cytokinsystemen unterstiitzen ebenfalls die Vorstellung, dass eine
Dimerisierung einen ublichen Mechanismus bereitstellt, durch welchen alle Cytokin-Rezeptoren die Signal-
transduktion initiieren. Wachstumshormon (GH) dient vielleicht als das beste Beispiel in dieser Hinsicht. Kris-
tallographische Untersuchungen haben enthiillt, dass jedes GH-Molekul zwei distinkte Rezeptorbindungsstel-
len enthalt, von denen beide durch die gleiche Bindungsdomane im Rezeptor erkannt werden, was ermdglicht,
dass ein einzelnes Molekul von GH an zwei Rezeptormolekilen ankoppelt [de Vos et al., Science 255: 306-312
(1992)]. Eine Dimerisierung findet sequenziell statt, wobei die Stelle 1 auf dem GH zuerst an ein Rezeptormo-
lekdl bindet, gefolgt von der Bindung von Stelle 2 an ein zweites Rezeptormolekul [Fuh et al., Science 256:
1677-1680 (1992)]. Untersuchungen mit dem Erythropoietin(EPO)-Rezeptor stehen ebenfalls in Ubereinstim-
mung mit der Bedeutsamkeit von Dimerisierung bei der Rezeptoraktivierung, da EPO-Rezeptoren konstitutiv
aktiviert werden kdénnen durch einen einzigen Aminosaureaustausch, welcher einen Cysteinrest einfuhrt und
zu Disulfid-verknipften Homodimeren fihrt [Watowich et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 2140-2144
(1992)].

[0005] Zusatzlich zu Homo- oder Heterodimerisierung von B-Untereinheiten als dem kritischen Schritt fur die
Rezeptoraktivierung besteht ein zweites wichtiges Merkmal darin, dass die Bildung des letztendlichen Rezep-
torkomplexes durch die CNTF-Familie von Cytokinen durch einen Mechanismus stattfindet, bei welchem der
Ligand sukzessiv an Rezeptorkomponenten in einer geordneten Reihenfolge bindet [Davis et al., Science 260:
1805-1818 (1993); Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993)]. Somit bindet CNTF zuerst an CNTFRa
unter Bildung eines Komplexes, welcher dann an gp130 bindet, um ein Intermediat zu bilden (hierin bezeichnet
als das ap1-Intermediat), welches nicht Signalisierungs-kompetent ist, weil es nur eine einzige B-Komponente
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aufweist, bevor letztendlich LIFRB herangezogen wird, um ein Heterodimer von 3-Komponenten zu bilden, wel-
ches dann eine Signaltransduktion initiiert. Obwohl ein ahnliches Intermediat, enthaltend IL-6, gebunden an
IL-6Ra und ein einzelnes Molekil von gp130, nicht direkt isoliert worden ist, haben wir postuliert, dass es exis-
tiert, und zwar durch Analogie zu seinem entfernten Verwandten, CNTF, sowie die Tatsache, dass der letztend-
liche aktive IL-6-Rezeptorkomplex zwei gp130-Monomere rekrutiert bzw. heranzieht. Zusammengenommen
fuhren diese Befunde zu einem Vorschlag fir die Struktur eines generischen Cytokin-Rezeptorkomplexes
(Fig. 1), in welchem jedes Cytokin bis zu 3 Rezeptorbindungsstellen aufweisen kann: Eine Stelle, welche an
eine wahlfreie a-Spezifitatsbestimmungs-Komponente bindet (a-Stelle), eine Stelle, welche an die erste B-Si-
gnaltransduzierungs-Komponente bindet (31-Stelle), und eine Stelle, welche an die zweite B-Signaltransduzie-
rungs-Komponente bindet, (32-Stelle) [Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993)]. Diese 3 Stellen wer-
den in sequenzieller Weise verwendet, wobei der letzte Schritt in der Komplexbildung — der zur 3-Komponen-
ten-Dimerisierung fuhrt — kritisch fir die Initiierung der Signaltransduktion ist [Davis et al., Science 260:
1805-1818 (1993)]. Die Kenntnis der Einzelheiten der Rezeptoraktivierung und die Existenz des nicht-funktio-
nalen B1-Intermediates flir CNTF haben zur Feststellung geflihrt, dass CNTF ein Hochaffinitats-Antagonist fur
IL-6 unter gewissen Umstanden ist und die strategische Grundlage fir einen Entwurf von Ligand- oder Rezep-
torbasierenden Antagonisten fiir die CNTF-Familie von Cytokinen bereitstellt, wie es nachstehend ausfihrlich
geschildert wird.

[0006] Sobald eine Cytokinbindung die Rezeptorkomplexbildung induziert, aktiviert die Dimerisierung von
B-Komponenten eine intrazellulare Tyrosinkinaseaktivitat, welche zur Phosphorylierung einer grofen Vielzahl
von Substraten fuhrt [Ip et al., Cell 69: 121-1132 (1992)]. Diese Aktivierung von Tyrosinkinase scheint kritisch
fur stromabwarts erfolgende Ereignisse zu sein, da Inhibitoren, welche die Tyrosin-Phosphorylierungen blo-
ckieren, ebenfalls spatere Ereignisse, wie Geninduktionen, verhindern [Ip et al., Cell 69: 121-1132 (1992); Na-
kajima und Wall, Mol. Cell. Biol. 11: 1409-1418 (1991)]. Kurzlich haben wir demonstriert, dass eine neu ent-
deckte Familie von Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen, welche Jak1, Jak2 und Tyk2 (bezeichnet als die
Jak/Tyk-Kinasen) einschliet [Firmbach-Kraft et al., Oncogene 5: 1329-1336 (1990); Wilks et al., Mol. Cell. Bi-
ol. 11: 2057-2065 (1991)], und welche bei der Signaltransduktion mit anderen Cytokinen beteiligt sind [Arget-
singer et al., Cell 74: 237-244 (1993); Silvennoinen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 8429-8433 (1993);
Velazquez et al., Cell 70: 313-322 (1992); Witthuhn et al., Cell 74: 227-236 (1993)], mit den cytoplasmatischen
Domanen der B-Untereinheiten gp130 und LIFR in Abwesenheit von Ligand praassoziieren und nach Ligan-
den-Zugabe bzw. — Addition Tyrosin-phosphoryliert und aktiviert werden [Stahl et al., Science 263: 92-95
(1994)]. Deshalb scheinen diese Kinasen der proximalste Schritt der intrazellularen Signaltransduktion zu sein,
aktiviert innerhalb der Zelle, als ein Ergebnis der Ligandenbindung auferhalb der Zelle. Assaysysteme zum
Screenen von Sammlungen von kleinen Molekilen hinsichtlich spezifischer Agonisten- oder Antagonisten-Ak-
tivitaten, welche auf diesem System basieren, werden nachstehend beschrieben.

[0007] Die CNTF-Familie von Cytokinen spielt wichtige Rollen in einer grof3en Vielzahl von physiologischen
Vorgangen, welche potenzielle therapeutische Anwendungen sowohl fir Antagonisten als auch Agonisten vor-
sehen.

[0008] Zum Beispiel betrifft die WO 95/11303 Cytokin-Fallen, aufgebaut aus einer extrazellularen Doméane der
Spezifitdtsbestimmungs-Komponente und der extrazellularen Doméane einer Signalisierungs-Komponente.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0009] Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Herstellung von Cytokin-Antagonisten, welche nitzlich bei
der Behandlung von Cytokin-verwandten Krankheiten oder Erkrankungen sind.

[0010] Ein weiteres Ziel der Erfindung ist die Verwendung der offenbarten Cytokin-Antagonisten fir die Be-
handlung von Cytokin-verwandten Krankheiten oder Erkrankungen. Zum Beispiel kann ein hierin beschriebe-
ner IL-6-Antagonist fir die Behandlung von Osteoporose, der primaren und sekundaren Auswirkungen von
Krebsarten, einschlief3lich multiplem Myelom, oder Cachexie verwendet werden.

[0011] Folglich sieht die Erfindung ein isoliertes Nukleinsduremolekul vor, welches ein Fusionspolypeptid co-
diert, wobei das Fusionspolypeptid die folgenden Fusionspolypeptidkomponenten umfasst:
(a) ein Cytokin-Bindungsteil der extrazellularen Doméane der Spezifitdt-bestimmenden Komponente eines
Cytokin-Rezeptors;
(b) ein Cytokin-Bindungsteil einer extrazellularen Domane der Signaltransduzierenden Komponente eines
Cytokin-Rezeptors; und
(c) eine Multimerisierungs-Komponente;
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wobei die Multimerisierungs-Komponente (c) mit einer Multimerisierungs-Komponente (c), die in einem ande-
ren der Fusionspolypeptide vorhanden ist, multimerisiert, wodurch ein Multimer der Fusionspolypeptide gebil-
det wird;

wobei das Multimer an einem Cytokin bindet und es einfangt und somit als ein Antagonist des Cytokins wirkt;
und

wobei das Cytokin aus Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-13 (IL-13) gewahlt wird.

[0012] Die Erfindung des Weiteren ein Multimer vor, umfassend zwei oder mehrere Fusionspolypeptide, die
von Nukleinsauremolekiilen, wie eben beschrieben, codiert werden, wobei das Multimer an ein Cytokin bindet
und es einfangt und somit als ein Antagonist des Cytokins wirkt. Vorzugsweise ist das Multimer ein Dimer.

[0013] Die vorliegende Erfindung stellt ebenfalls einen Vektor bereit, der ebenfalls ein Nukleinsauremolekiil
der Erfindung umfasst.

[0014] Die Erfindung sieht auch einen Expressionsvektor vor, umfassend ein Nukleinsauremolekiil der Erfin-
dung, wobei das Nukleinsduremolekil in funktionsfahiger Weise an einer Expressionskontrollsequenz gebun-
den ist.

[0015] Die Erfindung sieht ebenfalls ein Wirt-Vektor-System zur Herstellung eines Fusionspolypeptids vor,
welches den Expressionsvektor in einer Wirtszelle umfasst.

[0016] Die Erfindung sieht des Weiteren ein Verfahren zur Herstellung von Fusionspolypeptiden vor, welches
das Wachsenlassen von Zellen des Wirt-Vektor-Systems der Erfindung unter Bedingungen umfasst, die die
Herstellung der Fusionspeptide und das Gewinnen der so hergestellten Fusionspolypeptide erlauben.

[0017] Die Erfindung sieht ebenfalls eine pharmazeutische Zusammensetzung vor, umfassend ein Multimer,
vorzugsweise ein Dimer, der Erfindung in einem pharmakologisch annehmbaren flissigen, festen oder halb-
festen Trager, geknlpft an einen Trager oder ein Zielsuchmolekul und/oder eingebracht in Liposomen, Mikro-
kapseln oder eine Praparation mit regulierter Freisetzung.

[0018] Die Erfindung stellt ebenfalls ein Multimer, bevorzugt ein Dimer, der Erfindung zur Verwendung bei der
Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers bereit.

KURZE BESCHREIBUNG DER FIGUREN

[0019] Eig. 1: Der Reihenfolge nach erfolgende bzw. geordnete Bindung von Rezeptorkomponenten in einem
Modell eines generischen Cytokin-Rezeptors. Das Modell zeigt, dass Cytokine bis zu 3 Rezeptorbindungsstel-
len enthalten und wechselwirken mit ihren Rezeptorkomponenten durch Bindung zuerst der wahlfreien a-Kom-
ponente, gefolgt von Bindung an 1, und dann 32. Die B-Komponenten fiir viele Cytokin-Rezeptoren interagie-
ren Uber membran-proximale Regionen (schattierte Kasten) mit der Jak/Tyk-Familie von cytoplasmatischen
Proteintyrosinkinasen. Nur nach Dimerisierung von (3-Komponenten wird eine Signaltransduktion initiiert, wie
schematisch dargestellt durch die Tyrosinphosphorylierungen (P) der B-Komponenten und der Jak/Tyk-Kina-
sen.

[0020] Fig. 2: CNTF inhibiert IL-6-Antworten in einer PC12-Zelllinie (bezeichnet als PC12D), welche IL6Ra,
gp130, CNTFRa, aber nicht LIFRB exprimiert. Serumausgezehrte PC12D-Zellen wurden + IL-6 (50 ng/ml) in
Gegenwart oder Abwesenheit von CNTF inkubiert, wie angegeben. Einige Platten erhielten auch Iésliches
IL6Ra (1 mg/ml) oder I6sliches CNTFRa (1 mg/ml), wie angezeigt. Zelllysate wurden einer Immunprazipitation
mit Anti-gp130 unterzogen und mit Anti-Phosphotyrosin immunogeblottet. Die Tyrosin-Phosphorylierung von
gp130 ist kennzeichnend fir die IL-6-induzierte Aktivierung des IL-6-Rezeptorsystems, welche nach Co-Zuga-
be von CNTF blockiert wird.

[0021] Fig. 3: Scatchard-Analyse der Bindung von iodiertem CNTF auf PC12D-Zellen. PC12D-Zellen wurden
mit verschiedenen Konzentrationen an iodiertem CNTF in Gegenwart oder Abwesenheit von Uiberschiissigem
nicht-radioaktiven Kompetitor inkubiert, um die spezifische Bindung zu bestimmen. Die Figur zeigt einen
Scatchard-Plot der Menge an spezifisch gebundenem, iodierten CNTF und gibt Daten an, konsistent mit zwei
Bindungsstellen mit Dissoziationskonstanten von 9 pM und 3,4 nM.

[0022] Fig. 4. Die Aminosauresequenz von humanem gp130-Fc-His,. Die Aminosduren 1 bis 619 sind von
humanem gp130 (Hibi et al., Cell 63: 1149-1157 (1990)). Es ist zu bemerken, dass die Aminosdure Nummer
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2 von einem Leu zu einem Val verandert wurde, um eine Kozak-Sequenz in der codierenden DNA-Sequenz
aufzunehmen. Das Signalpeptid von gp130-Fc-His ist in Kursivdruck dargestellt worden (Aminos&uren 1 bis
22). Die Ser-Gly-Bricke wird in Fettdruck gezeigt (Aminosauren 620, 621). Die Aminosauren 662 bis 853 sind
aus der Fc-Doméane von humanem IgG1 (Lewis et al., J. Immunol. 151: 2829-2838 (1993)).(t) markieren die
zwei Cysteine (Aminosauren Nummer 632 und 635) des IgG-Gelenks, welches dem Fc vorausgeht, welche die
Zwischen-Ketten-Disulfidbriicken bilden, welche zwei FC-Domanen verknupfen. Das Hexahistidin-Tag wird in
Fettdruck/Kursivdruck-Lettern gezeigt (Aminosauren 854 bis 859). (¢) zeigt die Position des STOP-Codons.

[0023] Fig. 5: Die Aminosauresequenz von humanem IL6Ra-FC. Schlissel: Die Aminosauren 1 bis 358 sind
aus humanem IL-6Ra (Yamasaki et al., Science 241: 825-828 (1988)). Es ist zu bemerken, dass die Amino-
saure Nummer 2 von einem Leu zu einem Val geandert wurde, um eine Kozak-Sequenz in der codierenden
DNA-Sequenz aufzunehmen. Das Signalpeptid von IL-6Ra-FC ist in Kursivdruck dargestellt worden (Amino-
sauren 1-19). Die Ala-Gly-Bricke ist in Fettdruck gezeigt (Aminosauren 359, 360). Die Aminosauren 361 bis
592 sind aus der Fc-Domane von humanem IgG1 (Lewis et al., J. Immunol. 151: 2829-2838 (1993)). (1) mar-
kieren die zwei Cysteine (Aminosduren Nummer 371 und 374) des IgG-Gelenks, welches dem Fc vorausgeht,
welche die Zwischenketten-Disulfidbriicken bilden, welche zwei Fc-Domanen verkniipfen. (¢) zeigt die Position
des STOP-Codons.

[0024] Fig. 6: Das CNTF/IL-6/IL-11-Rezeptorsystem. Die geordnete Bildung des hexameren signaltransdu-
zierenden Rezeptorkomplexes ist schematisch dargestellt. Das Cytokin assoziiert mit der Ra-Komponente un-
ter Bildung eines obligatorischen Cytokin-Ra-Komplexes (Kd belauft sich auf etwa 5 nM). Dieser Niederaffini-
tats-Komplex assoziiert als Nachstes mit der ersten signaltransduzierenden Komponente, gekennzeichnet als
1, unter Bildung eines Hochaffinitats-Cytokin-Ra-1-Komplexes (Kd betragt etwa 10 pM). Im Falle von IL-6Ra
ist diese Komponente gp130. Dieser trimere Hochaffinitats-Komplex assoziiert nachfolgend mit einem anderen
derartigen Komplex. Die Bildung dieses Komplexes fiihrt zu Signaltransduktion, zumal sie die Dimerisierung
von zwei signaltransduzierenden Komponenten beinhaltet, welche als 1 bzw. 2 gekennzeichnet sind (adap-
tiert aus (Ward et al., J. Bio. Chem. 269: 23286-23289 (1994); Stahl und Yancopoulos, J. Neurobiology 25:
1454-1466 (1994); Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993)).

[0025] Fig. 7: Entwurf von heterodimeren, Rezeptor-basierenden Ligandenfallen fir IL-6. Die heterodimere
Ligandenfalle besteht aus zwei Interdisulfid-verknipften Proteinen, gp130-Fc und IL-6Ra-Fc. Der
gp130-Fc-IL-6Ra-Fc-Komplex (obere Tafel) ahmt nachgewiesenermaflen den Hochaffinitats-Cyto-
kin-Ra-B1-Komplex (untere Tafel) nach. Die Ligandenfalle wirkt als ein Antagonist, indem sie IL-6 maskiert und
es somit flr eine Wechselwirkung mit den nativen Rezeptoren auf IL-6-responsiven Zellen unverfigbar macht.

[0026] Fig.8. Heteromere Immunglobulin-Schwer/Leichtketten-Rezeptor-Fusionen. Ein Beispiel eines
Schwer/Leichtkette-Rezeptor-Fusionsmolekiils wird schematisch dargestellt. Die extrazellulare Domane von
gp130 ist an Cy fusioniert, wohingegen die extrazellulare Domane von IL-6Ra an die konstante Region der
Kappa-Kette (k) fusioniert ist. Die Zwischen-Ketten-Disulfidbriicken sind ebenfalls abgebildet (S-S).

[0027] Fig.9. Aminosauresequenz von gp130-Cy1. Schlissel: Die Aminsoauren 1 bis 619 sind aus huma-
nem gp130 (Hibi et al., Cell 63: 1149-1157 (1990)). Die Ser-Gly-Brucke ist in Fettdruck gezeigt. Die Aminosau-
ren 662 bis 651 stammen aus der konstanten Region von humanem IgG1 (Lewis et al. J. Immunol. 151:
2829-2838 (1993). (*) zeigt die Position des STOP-Codons.

[0028] Fig. 10: Aminosauresequenz von gp130A3fibro. Schlissel: Aminosauren 1 bis 330 stammen aus hu-
manem gp130 (Hibi et al., Cell 63: 1149-1157 (1990)). Sonstige Symbole sind wie in Fig. 9 beschrieben.

[0029] Fig. 11: Aminosauresequenz von J-CH1. Schissel: Die Ser-Gly-Briicke ist in Fettdruck gezeigt, das
J-Peptid ist in Kursivdruck gezeigt, die C;1-Doméne ist unterstrichen.

[0030] Fig.12: Aminosauresequenz von Cy4. Schlissel: Die Ser-Gly-Briicke ist in Fettdruck gezeigt. Die
Aminosauren 2 bis 239 umfassen die Cy4-Sequenz.

[0031] Fig. 13: Aminosauresequenz der k-Domane. Schlissel: Die Ser-Gly-Briicke ist in Fettdruck gezeigt.
Die Aminosauren 2 bis 108 umfassen die k-Domane. Das C-terminale Cystein (Aminosaure 108) ist dasjenige,
welches an der Disulfidbindung der k-Doméane mit der C,,1-Doméane von Cy beteiligt ist.

[0032] Fig. 14: Aminosauresequenz der A-Domane. Schlissel: Die Ser-Gly-Briicke ist in Fettdruck gezeigt.
Die Aminosauren 2 bis 106 umfassen die A-Domane (Cheung et al., J. Virol. 66: 6714-6720 (1992)). Das C-ter-
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minate Cystein (Aminosaure 106) ist dasjenige, welches an der Disulfidbindung der A-Doméane mit der C;1-Do-
mane von Cy beteiligt ist.

[0033] Fig. 15: Aminosauresequenz der l6slichen IL-6Ra-Domane. Schlissel: Die Aminosauren 1 bis 358
umfassen die l6sliche IL-6Ra-Domane (Yamasaki et al., Science 241: 825-828 (1988)). Die Ala-Gly-Briicke ist
in Fettdruck gezeigt.

[0034] Fig. 16: Aminosauresequenz der I8slichen IL-6Ra313-Domane: Schlissel: Die Aminosauren 1 bis 313
umfassen die trunkierte IL6Ra-Domane (IL-6Ra313). Die Thr-Gly-Brucke ist in Fettdruck gezeigt.

[0035] Fig. 17: Reinigung von gp130-Cy1-IL-6Ra-k. 4 %iges bis 12 %iges SDS-PAGE-Gradientengel, wel-
ches unter nichtreduzierenden Bedingungen laufen gelassen wurde. Die Proteine wurden durch Farbung mit
Silber sichtbar gemacht. Spur 1: ungefahr 100 ng Material, gereinigt Gber Protein-A-Sepharose (Pharmacia).
Spur 2: MolekulargréRen-Standards (Amersham). Spur 3: Das hier gezeigte Protein A-gereinigte Material nach
weiterer Reinigung Uber einen IL-6-Affinitdtschromatographie-Schritt. Die Positionen des gp130-Cy1-Dimers
[(gp130-Cy1),], des gp130-Cy1-Dimers, assoziiert mit einem IL-6Ra-k[(gp130-Cy1),:(IL-6Ra-k),], und des
gp130-Cy1-Dimers, assoziiert mit zwei IL-6Ra-k[(gp130-Cy1),-(IL-6Ra-k),] sind gezeigt, ebenso wie die Gro-
Ren fur die MolekulargréRen-Standards in Kilodalton (200, 100 und 46).

[0036] Fig. 18: IL-6 dissoziiert langsam aus der Ligandenfalle. Die Dissoziationsgeschwindigkeit von IL-6 aus
einer Schwer/Leichtketten-Rezeptor-basierenden Ligandenfalle (gp130-Cy1-IL-6Ra-k) wurde mit derjenigen
verglichen, erhalten mit dem neutralisierenden monoklonalen Antikérper B-E8 (BE8-MAD).

[0037] Fig. 19: IL-6 kann Multimerisierung der Ligandenfalle induzieren. (A) Zwei unterschiedliche Liganden-
fallen sind schematisch abgebildet und gemall ihrer Fahigkeit, Protein A zu binden, aufgelistet.
gp130-Fc-IL-6Ra-Fc(GF6F) bindet Protein A Gber seine Fc-Domanen, wohingegen gp130-C,,,-IL-6Ra-k(G16K)
nicht an Protein A bindet. (B) Anti-Kappa-Western-Blotting von Proteinen, prazipitiert mit Protein A-Sepharose
aus Mischungen von GF6F % IL-6, G16K + IL-6 oder GF6F plus G16K % IL-6, wie gekennzeichnet.

[0038] FEig. 20: Inhibition von IL-6-abhangiger XG-1-Zellproliferation. XG-1-Zellen [Zhang et al., Blood 83:
3654-3663 (1994)] wurden flr einen Proliferationsassay durch Auszehrung der Zellen beztiglich IL-6 wahrend
5 Stunden vorbereitet. Die Assays wurden in 96-Vertiefungs-Gewebekulturschalen in RPMI + 10 % fotales Kal-
berserum + Penicillin/Streptomycin + 0,050 nM 2-Mercaptoethanol + Glutamin angesetzt. 0,1 ml dieses Medi-
ums wurde pro Vertiefung verwendet. Die Zellen wurden bei einer Dichte von 250000 pro ml beim Start des
Assays suspendiert. 72 Stunden nach Zugabe von IL-6 + Liganden-Fallen oder Antikdrpern wurde ein MTT-As-
say durchgeflhrt, wie beschrieben (Panayotatos et al., Biochemistry 33: 5813-5818 (1994)). Die unterschied-
lichen verwendeten Ligandenfallen sind aufgelistet.

[0039] Fig. 21A-Fig. 21D: Nukleotidsequenz, codierend fir, und abgeleitete Aminosauresequenz des als
424 bezeichneten Fusionspolypeptids, das zur Bindung des Cytokins IL-4 unter Bildung eines nichtfunktiona-
len Komplexes in der Lage ist.

[0040] Fig. 22A-Fig. 22D: Nukleotidsequenz, codierend, und abgeleitete Aminosauresequenz des als 603
bezeichneten Fusionspolypeptids, welches zur Bindung des Cytokins IL-4 unter Bildung eines nichtfunktionel-
len Komplexes in der Lage ist.

[0041] Fig. 23A-Fig. 23D: Nukleotidsequenz, codierend, und abgeleitete Aminosauresequenz des als 622
bezeichneten Fusionspolypeptids, welches zur Bindung des Cytokins IL-4 unter Bildung eines nichtfunktionel-
len Komplexes in der Lage ist.

[0042] Fig. 24A-Fig. 24F: Nukleotidsequenz, codierend, und abgeleitete Aminosauresequenz des als 412
bezeichneten Fusionspolypeptids, welches zur Bindung des Cytokins IL-6 unter Bildung eines nichtfunktionel-
len Komplexes in der Lage ist.

[0043] Fig. 25A-Fig. 25F: Nukleotidsequenz, codierend, und abgeleitete Aminosduresequenz des als 616
bezeichneten Fusionspolypeptids, welches zur Bindung des Cytokins IL-6 unter Bildung eines nichtfunktionel-
len Komplexes in der Lage ist.

[0044] Fig. 26: Nicht vorhanden.
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[0045] Fig. 27: Zeigt, dass eine als 4SC375 bezeichnete IL-4-Falle, welche ein Fusionspolypeptid von
IL-2Ry-scb-IL4Ra-FcAC1 ist, als ein IL-4-Antagonist um mehrere Gré3enordnungen besser als IL4RaFcAC1
allein im TF1-Zell-Bioassay ist.

[0046] Fig. 28: Zeigt, dass eine als 4SC375 bezeichnete IL-4-Falle, antagonistische Aktivitat im TF1-Zell-Bi-
oassay aufzeigt, aquivalent zu einer IL-4-Falle, bezeichnet als 4SC424 (beschrieben in Fig. 21A-Fig. 21D),
welche ein Fusionspolypeptid von IL-2Ry-IL4Ra-FcAC1 ist, bei welcher die IL-2Ry-Komponente fluchtend bzw.
bindig mit der IL-4Ra-Komponente ist.

[0047] Fig. 29: Diese zeigt, dass die IL6-Falle (6SC412 IL6R-scb-gpx-FcAC1), welche in Fig. 24A-Fig. 24F
beschrieben wird, ein besserer Antagonist von IL-6 im XG1-Bioassay ist als der neutralisierende monoklonale
Antikérper gegen humanes IL-6-BES.

[0048] Fig. 30: Nicht vorhanden.

[0049] Fig. 31A-Fig. 31G: Die Nukleotid- und codierte Aminosauresequenz des IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc-Einzel-
ketten-Fallenkonstruktes wird dargestellt.

[0050] Fig. 32A-Fig. 32G: Die Nukleotid- und codierte Aminosauresequenz des IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-Einzel-
ketten-Fallenkonstruktes wird dargestellt.

[0051] Fig. 33: Blockierung von IL-13 durch IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc und IL-13Ra1.IL-4RaFc. Die Zugabe von
entweder IL-4Ra.lL-13Ra1.Fc- oder IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-Falle bei einer Konzentration von 10 nM blockiert
IL-13-induziertes Wachstum bis zu ~ 2 nM. Bei einer |IL-13-Konzentration von ~ 4-5 nM wird das Wachstum
von TF1-Zellen um 50 % inhibiert.

[0052] Fig. 34: Blockierung von IL-4 durch IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc und IL-13Ra1.IL-4RaFc. Die Zugabe von ent-
weder IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc- oder IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-Falle bei einer Konzentration von 10 nm blockiert
IL-4-induziertes Wachstum bis zu ~ 1 nM.

[0053] Bei einer IL-4-Konzentration von ~ 3-4 nM wird das Wachstum von TF1-Zellen um 50 % inhibiert.

[0054] Fig.35: Humane IL-1-Falle blockiert die in vivo-Effekte von exogen verabreichtem hullL-1.
BALB/c-Mause erhielten eine subkutane Injektion von hulL-1 (0,3 pg/kg) zur Zeit 0. Vierundzwanzig Stunden
vor der hulL-1-Injektion wurden die Tiere vorbehandelt mit entweder Vehikel oder einem 150-fachen molaren
Uberschuss von hulL-1-Falle. Zwei Stunden vor der Tétung (26 Stunden) wurden die M&use erneut mit einer
zweiten Injektion von hulL-1 (0,3 pg/kg, s.c.) herausgefordert. Blutproben wurden an verschiedenen Zeitpunk-
ten gesammelt, und Seren wurden hinsichtlich IL-1-Spiegeln geassayt (ausgedrickt als Mittelwert +/- Stan-
dardabweichung bzw. SEM; n = 5 je Gruppe).

[0055] Fig.36A & Fig. 36B: Humane IL-4-Falle antagonisiert die Effekte von humanem IL-4 in Affen.
Eig. 36A: Cynomologus-Affen bzw. Makaken wurden in drei Teilen behandelt, wie angegeben. Humanes IL-4
(25 pg/kg) wurde zweimal taglich wahrend 4 Tagen subkutan injiziert, und humane IL-4-Falle (8 mg/ml) und
Vehikel wurden intravends taglich wahrend 5 Tagen gegeben, beginnend 1 Tag vor der Verabreichung von hu-
manem IL-4. Plasma wurde taglich abgenommen und hinsichtlich MCP-1-Spiegeln geassayt. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert +/- SEM ausgedrickt; n = 4. (ANOVA p < 0,0007; Tukey-Kramer: Teil 2 gegenuber Teil
1, p, 0,05; Teil 2 gegen Teil 3, p, 0,05; Teil 1 gegen Teil 3, nicht signifikant). Fig. 36B: Cynomologus-Affen wur-
den in drei Teilen behandelt, wie angegeben. Humanes IL-4 (25 pg/kg) wurde subkutan zweimal taglich wah-
rend 4 Tagen injiziert, und humane IL-4-Falle (8 mg/ml) und Vehikel wurden intravends taglich wahrend 5 Ta-
gen gegeben, beginnend 1 Tag vor der Verabreichung von humanem IL-4. Gesamtblut wurde taglich fur eine
Flusszytometrie-Analyse hinsichtlich CD16 abgenommen. Die Ergebnisse wurden ausgedriickt als Mittelwert
+/- SEM; n = 4. (ANOVA p < 0,042; Tukey-Kramer: Teil 2 gegen Teil 1, p < 0,05; Teil 2 gegen Teil 3 und Teil 1
gegen Teil 3, nicht signifikant).

[0056] Fig. 37: Murine bzw. Maus-IL-4-Falle verhinderte teilweise eine IL-4-vermittelte IgE-Erhéhung in M&u-
sen. BALB/C-Mause, injektionsbehandelt mit Anti-Maus-IgD (100 pl/Maus, s.c.), wurden statistisch in 3 Grup-
pen unterteilt, jede erhielt (an den Tagen 3-5) entweder Vehikel, Maus-IL-4-Falle (1 mg/kg, s.c.) oder einen
monoklonalen Antikdrper gegen Maus-IL-4 (1 mg/kg, s.c.). Die Seren wurden an verschiedenen Zeitpunkten
abgenommen und hinsichtlich IgE-Spiegeln geassayt. Die Ergebnisse wurden ausgedruckt als Mittelwert +/-
SEM (n = 5 je Gruppe). (ANOVA p = 0,0002; Tukey-Kramer: Vehikel gegen IL-4-Falle, p < 0,01; Vehikel gegen
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IL-4-Antikorper, p < 0,001; IL-4-Falle gegen IL-4-Antikdrper, nicht signifikant).
AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0057] Die vorliegende Erfindung stellt ein isoliertes Nukleinsauremolekil bereit, welches ein Fusionspoly-
peptid codiert, wobei das Fusionspolypeptid die folgenden Fusionspolypeptidkomponenten umfasst:
(a) ein Cytokin-Bindungsteil der extrazellularen Doméane der Spezifitdt-bestimmenden Komponente eines
Cytokin-Rezeptors;
(b) ein Cytokin-Bindungsteil einer extrazellularen Domane der signaltransduzierenden Komponente eines
Cytokin-Rezeptors; und
(c) eine Multimerisierungs-Komponente;

wobei die Multimerisierungs-Komponente (c) mit einer Multimerisierungs-Komponente (c), welche in einem an-
deren der Fusionspolypeptide vorhanden ist, multimerisiert, wodurch ein Multimer der Fusionspolypeptide ge-
bildet wird;

wobei das Multimer an ein Cytokin bindet und es einfangt und somit als ein Antagonist des Cytokins wirkt; und
wobei das Cytokin aus Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-13 (IL-13) gewahlt wird.

[0058] Mit "Cytokin-Bindungsteil" wird der minimale Abschnitt der extrazellularen Domane gemeint, der zum
Binden des Cytokins notwendig ist. Vom Fachmann auf dem Gebiet wird es anerkannt, dass ein definierendes
Merkmal eines Cytokin-Rezeptors die Gegenwart der zwei Fibronectin-ahnlichen Doméanen, welche kanoni-
sche Cysteine enthalten, und der WSXWS-Box ist (Bazan, J. F., 1990, PNAS 87: 6934-6938). Sequenzen, wel-
che die extrazellularen Doméanen der Bindungskomponente des Rezeptors des Cytokins und der signaltrans-
duzierenden Komponente des Cytokin-Rezeptors codieren, kénnen auch verwendet werden, um das Fusions-
polypeptid der Erfindung zu erzeugen. In dhnlicher Weise kénnen langere Sequenzen, welche gréRere Teile
der Komponenten des Cytokin-Rezeptors codieren, verwendet werden. Es wird jedoch in Betracht gezogen,
dass kleinere Fragmente als die extrazellulare Domane funktionieren werden, um das Cytokin zu binden, und
deshalb zieht die Erfindung Fusionspolypeptide in Betracht, welche den minimalen Abschnitt bzw. Teil der ex-
trazellularen Doméane, notwendig zum Binden des Cytokins, als den Cytokin-Bindungsteil umfassen.

[0059] Die Erfindung umfasst eine "Spezifitat-bestimmende Komponente" eines Cytokin-Rezeptors und eine
"signaltransduzierende Komponente" des Cytokin-Rezeptors. Ungeachtet der Nomenklatur, welche verwendet
wird, um eine jeweilige Komponente oder Untereinheit eines Cytokin-Rezeptors zu bezeichnen, wird der Fach-
mann auf dem Gebiet erkennen, welche Komponente oder Untereinheit eines Rezeptors flr die Bestimmung
des zellularen Ziels des Cytokins verantwortlich ist, und wird daher wissen, welche Komponente die "Spezifi-
tat-bestimmende Komponente" ausmacht.

[0060] In ahnlicher Weise wird der Fachmann auf dem Gebiet, ungeachtet der verwendeten Nomenklatur,
wissen, welche Komponente oder Untereinheit eines Rezeptors die "signaltransduzierende Komponente" aus-
machen wird. Wie hierin verwendet, ist die "signaltransduzierende Komponente" eine Komponente des nativen
Rezeptors, welche nicht die Spezifitdt-bestimmende Komponente ist, und welche das Cytokin in Abwesenheit
der Spezifitat-bestimmenden Komponente nicht bindet oder schwach bindet. Im nativen Rezeptor kann die "si-
gnaltransduzierende Komponente" an der Signalleitung beteiligt sein.

[0061] Wahrend manche Cytokin-Rezeptoren Komponenten aufweisen, welche als a und 3 bezeichnet wer-
den, besitzt der IL-4-Rezeptor zum Beispiel eine signaltransduzierende Komponente, welche als IL-2Ry be-
zeichnet wird. Ungeachtet dessen, welcher Name mit dieser Komponente assoziiert ist, wird der Fachmann
auf dem Gebiet wissen, welche Komponente des IL-4-Rezeptors die signaltransduzierende Komponente ist.
Somit wird der Fachmann auf dem Gebiet, um die vorliegende Erfindung auszufiihren und eine Hochaffini-
tats-Falle fir IL-4 zu erzeugen, eine isolierte Nukleinsdure erzeugen, welche eine Nukleotidsequenz, die eine
erste Fusionspolypeptidkomponente, umfassend die Aminosauresequenz des Cytokin-Bindungsteils der ex-
trazellularen Doméane der Spezifitat-bestimmenden Komponente des IL-4-Rezeptors (IL-4Ra), codiert; eine
Nukleotidsequenz, welche eine zweite Fusionspolypeptidkomponente, umfassend die Aminosauresequenz
des Cytokin-Bindungsteils der extrazellularen Doméane der signaltransduzierenden Komponente des IL-4-Re-
zeptors (IL-2Ry), codiert; und eine Nukleotidsequenz, welche eine dritte Fusionspolypeptidkomponente, um-
fassend die Aminosauresequenz einer Multimerisierungs-Komponente (zum Beispiel eine Fc-Doméane von
IgG), codiert, umfasst, um eine Hochaffinitats-Falle fiir IL-4 zu erzeugen.

[0062] Einige weitere Beispiele der Rezeptorkomponenten, welche verwendet werden kénnen, um Cyto-
kin-Antagonisten, einschlie3lich IL-4-Antagonisten, gemafR der Erfindung herzustellen, sind in der Tabelle 1
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dargestellt. Die Tabelle 1 stellt, in der Weise eines Beispiels, aber nicht zur Einschrankung, einiges der man-
nigfaltigen Nomenklatur dar, die in der wissenschaftlichen Literatur verwendet wird, um diejenigen Komponen-
ten, welche als Spezifitat-bestimmende Komponenten fungieren, und diejenigen, welche als signaltransduzie-
rende Komponenten von gewissen Cytokin-Rezeptoren fungieren, zu beschreiben.

Cytokin

Interleukin-1 (IL-1)

Interleukin-2 (IL-2)

interleukin-3 (IL-3)

Interleukin-4 (IL-4)

Interleukin-5 (IL-5)

TABELLE 1

Spezifitat-bestimmende Kompo-

signaltransduzierende Komponente

nente
Typ | IL-1R (Ref. 8)
Typ i IL-1R (Ref. 8)
IL-1RI (Ref. 11)
IL-1RIl (Ref. 11)
a-Untereinheit (Ref. 2)
a-Kette (Ref. 3)
IL-2Ra (Ref. 1)

IL-3Ra (Ref. 1)
a-Untereinheit (Ref. 2)

a-Rezeptorkomponente (Ref. 5)

IL-4R (Ref. 1)

IL-5Ra (Ref. 1)

a-Untereinheit (Ref. 2)

a-Rezeptorkomponente (Ref. 5)

9/90

IL-1R AcP (Refs. 8, 11)

B-Kette (Ref. 3)

B-Untereinheit (Ref. 2)

y-Kette (Ref. 3)

IL-2RB (Refs. 1, 10)

IL-2Ry (Refs. 1, 10)

B (Ref. 1)

B-Untereinheit (Ref. 2)

B-Kette (Ref. 3)
B-Rezeptorkomponente (Ref. 5)
y-Kette (Ref. 3)

IL-2Ry (Ref. 1)

B (Ref. 1)

B-Untereinheit (Ref. 2)

B-Kette (Ref. 3)
B-Rezeptorkomponente (Ref. 5)
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TABELLE 1 (Fortsetzung)

Cytokin Spezifitét-bestimmende Kompo- signaltransduzierende Komponente
nente
Granulocyten- a-Rezeptorkomponente (Ref. 5) B-Rezeptorkomponente (Ref. 5)
Makrophagen- a-Untereinheit (Ref. 2) B-Untereinheit (Ref. 2)
Kolonie- GMRa (Refs. 1, 2) B-Kette (Ref. 3)
stimulierender Fak- B (Ref. 1)
tor (GM-SCF) GMRE (Refs. 1, 2)
Leukamie-inhibito- LIFBP (Ref. 1) gp130 (Refs. 1, 3)
rischer Faktor (LIF) a-Rezeptorkomponente (Ref. 5) B-Rezeptorkomponente (Ref. 5)
Interleukin-11 (IL-11)  o-Kette (Ref. 4) gp130 (Ref. 4)
NR1 (Ref. 4)
Interleukin-15 (IL-15)  IL-15Ra (Ref. 10) IL-2RB (Ref. 10)
IL-2Ry (Ref. 10)
Interferon-y (IFNy) IFN-y R (Ref. 7) AF-1 (Ref. 7)
IFN-yR1 (Ref. 7) IFN-yR2 (Ref. 7)
TGFg Typ Il (Refs. 6, 9) Type | (Refs. 6, 9)

[0063] Nur wenige von der Vielzahl von Literaturbezugsstellen sind in der Tabelle 1 zitiert, und sie werden wie
folgend dargestellt:

1. Sato und Miyajima, Current Opinions in Cell Biology 6:174-179 (1994) — Siehe Seite 176, Zeilen 9-16;

2. Miyajima et al., Annual Review of Immunology 10: 295-331 (1992) — Siehe Seite 295, Zeile 4 bis Seite 296,
Zeile 1; Seite 305, letzter Absatz;

3. Kondo et al., Science 262: 1874-1877 (1993) — Siehe Seite 1874, Spalten 1 & 2;

4. Hilton et al., EMBO Journal 13: 47654775 (1994) — Siehe Seite 4766, Spalte 1, Zeilen 20-24;

5. Stahl und Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993) — Siehe Seite 587, Spalte 2, Zeilen 15-22;

6. Bassing et al., Journal of Biological Chemistry 269:14861-14864 (1994) — Siehe Seite 14861, Spalte 2, Zei-
len 1-9 und 21-28;

7. Kotenko et al., Journal of Biological Science 270: 20915-20921 (1995) — Siehe Seite 20915, Zeilen 1-5 der
Zusammenfassung;

8. 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;

9. Lebrun und Vale, Molecular Cell Biology 17: 1682-1691 (1997) — Siehe Seite 1682, Zusammenfassung, Zei-
len 2-6;

10. Kennedy und Park, Journal of Clinical Immunology 16: 134-143 (1996) — Siehe Seite 134, Zeilen 1-7 der
Zusammenfassung; Seite 136, Spalte 2, Zeilen 1-5;

11. Wesche, et al., Journal of Biological Chemistry 272: 7727-7731 (1997) Siehe Seite 7731, Zeilen 20-26.

[0064] Bei der Herstellung der Nukleinsduresequenz, welche das Fusionspolypeptid der Erfindung codiert,
werden die ersten, zweiten und dritten Komponenten des Fusionspolypeptids in einem einzelnen Strang von
Nukleotiden codiert, welcher, wenn er von dem Wirt-Vektor-System exprimiert wird, eine monomere Spezies
des Fusionspolypeptids herstellt. Die so exprimierten Monomere multimerisieren dann aufgrund der Wechsel-
wirkungen zwischen den Multimerisierungs-Komponenten (den dritten Fusionspolypeptid-Komponenten). Die
Herstellung der Fusionspolypeptide auf diese Weise vermeidet die Notwendigkeit fir eine Aufreinigung von he-
terodimeren Mischungen, welche resultieren wirde, wenn die ersten und zweiten Komponenten als separate
Molekile herstellt und dann multimerisiert werden wirden. Zum Beispiel beschreibt das U.S.-Patent Nr. 5 470
952, erteilt am 28. November 1995, die Herstellung von heterodimeren Proteinen, welche als CNTF- oder
IL-6-Antagonisten wirken. Die Heterodimere werden aus Zelllinien gereinigt, welche mit den passenden Alpha
(a)- und Beta (B)-Komponenten cotransfiziert wurden. Heterodimere werden dann von Homodimeren getrennt,
unter Anwendung von Verfahren, wie passiver Elution aus praparativen, nicht-denaturierenden Polyacrylamid-
gelen oder durch Verwendung von Hochdruck-Kationenaustausch-Chromatographie. Die Notwendigkeit fur
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diesen Reinigungsschritt wird durch die Verfahren der vorliegenden Erfindung vermieden.

[0065] Darlber hinaus gibt die internationale PCT-Anmeldung WO 96/11213, verdffentlicht am 18. April 1996,
mit dem Titel "Dimere IL-4-Inhibitoren" an, dass der Anmelder Homodimere hergestellt hat, in welchen zwei
IL-4-Rezeptoren durch einen polymeren Abstandhalter gebunden sind, und Heterodimere hergestellt hat, in
welchen ein IL-4-Rezeptor durch einen polymeren Abstandhalter an eine IL-2-Rezeptor-Gamma-Kette ver-
knlpft ist. Der beschriebene polymere Abstandhalter ist Polyethylenglycol (PEG). Die zwei Rezeptorkompo-
nenten, IL-4R und IL-2Rgamma, werden separat exprimiert und gereinigt. PEG-ylierte Homodimere und Hete-
rodimere werden dann hergestellt durch Zusammenknupfen der Komponenten unter Verwendung von bifunk-
tionellen PEG-Reagenzien. Es ist ein Vorteil der vorliegenden Erfindung, dass sie die Notwendigkeit fiir derar-
tige zeitaufwendige und kostspielige Reinigungs- und PEG-ylierungs-Schritte vermeidet.

[0066] In einer Ausflihrungsform der Erfindung befindet sich die Nukleotidsequenz, welche die erste Kompo-
nente codiert, stromaufwarts der Nukleotidsequenz, welche die zweite Komponente codiert. In einer anderen
Ausfuhrungsform der Erfindung befindet sich die Nukleotidsequenz, welche die erste Komponente codiert,
stromabwarts der Nukleotidsequenz, welche die zweite Komponente codiert. Weitere Ausfiihrungsformen der
Erfindung kdnnen hergestellt werden, in welchen die Reihenfolge der ersten, zweiten und dritten Fusionspoly-
peptidkomponenten umgeordnet wird. Wenn zum Beispiel die Nukleotidsequenz, welche die erste Komponen-
te codiert, als 1 bezeichnet wird, die Nukleotidsequenz, welche die zweite Komponente codiert, als 2 bezeich-
net wird, und die Nukleotidsequenz der dritten Komponente als 3 bezeichnet wird, dann kann die Reihenfolge
der Komponenten in der isolierten Nukleinsaure der Erfindung, gelesen von 5' nach 3', jedwede der folgenden
sechs Kombinationen sein: 1,2,3; 1,3,2; 2,1,3; 2,3,1; 3,1,2 oder 3,2,1.

[0067] In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung umfasst die Multimerisierungs-Komponente eine
Immunglobulin-abgeleitete Doméane. Genauer gesagt, kann die Immunglobulin-abgeleitete Domane gewahlt
werden aus der Gruppe, welche aus der Fc-Domane von IgG, der schweren Kette von IgG und der leichten
Kette von IgG besteht. In einer anderen Ausfihrungsform kann die Multimerisierungs-Komponente eine
Fc-Domane sein, aus welcher die ersten funf Aminosauren (einschlieflich eines Cysteins) entfernt worden
sind, um eine Multimerisierungs-Komponente herzustellen, welche als Fc(AC1) bezeichnet wird. Alternativ
kann die Multimerisierungs-Komponente eine Fc-Doméane sein, in welcher ein Cystein innerhalb der ersten finf
Aminosauren durch eine andere Aminosaure substituiert worden ist, wie zum Beispiel Serin oder Alanin.

[0068] Die vorliegende Erfindung sieht des Weiteren Fusionspolypeptide vor, die von den isolierten Nuklein-
sauremolekilen der Erfindung codiert werden. Vorzugsweise liegen die Fusionspolypeptide in multimerer
Form vor, aufgrund der Funktion der dritten Multimerisierungs-Komponente. In einer bevorzugten Ausfih-
rungsform ist das Multimer ein Dimer. Geeignete Multimerisierungs-Komponenten sind Sequenzen, welche
eine Immunglobulin-Schwerketten-Gelenkregion codieren (Takahashi et al., 1982, Cell 29: 671-679); Immun-
globulin-Gensequenzen und Abschnitte davon. In einer bevorzugten Ausflihrungsform der Erfindung werden
Immunglobulin-Gensequenzen, speziell eine solche, welche die Fc-Domane codiert, verwendet, um die dritte
Multimerisierungs-Komponente zu codieren.

[0069] Die vorliegende Erfindung zieht auch einen Vektor in Betracht, welcher das Nukleinsauremolekiile der
Erfindung, wie hierin beschrieben, umfasst.

[0070] Ebenfalls vorgesehen wird ein Expressionsvektor, umfassend ein Nukleinsduremolekil der Erfindung,
wie hierin beschrieben, wobei das Nukleinsduremolekil funktionsfahig an eine Expressionskontrollsequenz
gebunden ist. Ebenfalls vorgesehen wird ein Wirt-Vektor-System fir die Herstellung eines Fusionspolypeptids,
welches den Expressionsvektor der Erfindung umfasst, welcher in eine Wirtszelle eingefiihrt worden ist, die
geeignet fur die Expression des Fusionspolypeptids ist. Die geeignete Wirtszelle kann eine bakterielle Zelle,
wie E. coli, eine Hefezelle, wie Pichia pastoris, eine Insektenzelle, wie Spodoptera frugiperda, oder eine
Saugerzelle, wie COS, CHO, 293, BHK- oder NSO-Zelle, sein.

[0071] Die vorliegende Erfindung stellt ebenfalls Verfahren zur Herstellung der Fusionspolypeptide der Erfin-
dung durch Wachsenlassen von Zellen des Wirt-Vektor-Systems, welches hierin beschrieben wurde, unter Be-
dingungen, welche die Herstellung des Fusionspolypeptids und die Gewinnung des so hergestellten Fusions-
polypeptids erlauben, bereit.

[0072] Die vorliegende Erfindung sieht neue Antagonisten vor, welche auf Rezeptorkomponenten basieren,
die Cytokinen, wie der CNTF-Familie von Cytokinen, gemeinsam sind.
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[0073] Die hierin beschriebene Erfindung schlie3t die Herstellung von Antagonisten gegen IL-6 ein. IL-6 ver-
wendet eine a-Spezifitdtsbestimmungs-Komponente, welche, wenn sie mit dem Cytokin kombiniert wird, an
eine erste B-Signaltransduzierungs-Komponente unter Bildung eines nichtfunktionalen Intermediats bindet,
welches dann an eine zweite 3-Signaltransduzierungs-Komponente bindet, was eine 3-Rezeptor-Dimerisie-
rung und anschlieBende Signaltransduktion verursacht. GemaR der Erfindung werden die |6sliche a-Spezifi-
tatsbestimmungs-Komponente des Rezeptors (sRa) und die extrazellulare Doméane der ersten -Signaltrans-
duzierungs-Komponente des Cytokin-Rezeptors (1) kombiniert, um Heterodimere (sRa:31) zu formen, wel-
che als Antagonisten zu dem Cytokin wirken, indem das Cytokin unter Bildung eines nichtfunktionellen Kom-
plexes gebunden wird.

[0074] Wie beschrieben in Beispiel 1, ist CNTF und IL-6 die 31-Rezeptorkomponente gp130 gemeinsam. Die
Tatsache, dass CNTF ein Intermediat mit CNTFRa und gp130 bildet, kann demonstriert werden (Beispiel 1) in
Zellen, denen LIFR fehlt, wobei der Komplex von CNTF und CNTFRa gp130 bindet und Homodimerisierung
von gp130 durch IL-6 und IL-6Ra verhindert, wodurch eine Signaltransduktion blockiert wird. Diese Untersu-
chungen liefern die Grundlage fiir die Entwicklung der hierin beschriebenen IL-6-Antagonisten, da sie zeigen,
dass, wenn, in Gegenwart eines Liganden, ein nichtfunktioneller Intermediatkomplex, bestehend aus dem Li-
ganden, seiner a-Rezeptorkomponente und seiner f1-Rezeptorkomponente, gebildet werden kann, dieser ef-
fektiv die Wirkung des Liganden blockieren wird. Andere Cytokine kdnnen andere $1-Rezeptorkomponenten,
wie LIFRB, verwenden.

[0075] So bestehen zum Beispiel, in einer Ausfihrungsform der Erfindung, effektive Antagonisten von IL-6
aus Heterodimeren der extrazellularen Domanen der a-Spezifitdtbestimmungs-Komponenten des Rezeptors
(sIL-6Ra) und der extrazellularen Domane von gp130. Das resultierende Heterodimer, welches hierin nachste-
hend als sIL-6Ra:B1 bezeichnet wird, wirkt als eine Hochaffinitats-Falle fur IL-6, wodurch das Cytokin unzu-
ganglich gemacht wird fir die Bildung eines signaltransduzierendes Komplexes mit den nativen membrange-
bundenen Formen ihrer Rezeptoren.

[0076] Obwohl lI6sliche Liganden-Bindungsdomanen aus dem extrazelluléren Bereich von Rezeptoren sich
als einigermallen wirksam als Fallen fir ihre Liganden erwiesen haben und somit als Antagonisten wirken [Bar-
getzi et al., Cancer Res. 53: 4010-4013 (1993); et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8616-8620 (1992); Moh-
ler et al., J. Immunol. 151: 1548-1561 (1993); Narazaki et al., Blood 82: 1120-1126 (1993)], sind die IL-6- und
CNTF-Rezeptoren dahingehend ungewdhnlich, weil die a-Rezeptorkomponenten Ligandenbindungsdomanen
darstellen, welche in Verbindung mit ihren Liganden in der 16slichen Form effektiv als Rezeptor-Agonisten fun-
gieren [Davis et al., Science 259: 1736-1739 (1993); Taga et al., Cell 58: 573-581 (1989)]. Die gemal der vor-
liegenden Erfindung hergestellten sRa:31-Heterodimere stellen effektive Fallen fur ihre Liganden bereit, wobei
sie diese Liganden mit Affinitaten im Picomolar-Bereich (basierend auf Bindungsuntersuchungen fir CNTF an
PC12D-Zellen) binden, ohne funktionelle Intermediate zu erzeugen. Die hierin beschriebene Technologie kann
eingesetzt werden, um eine Cytokin-Falle fur jedwedes Cytokin zu entwickeln, welche eine a-Komponente, die
Spezifitdt vermittelt, sowie eine 3-Komponente, welche, wenn sie an die a-Spezifitditskomponente gebunden
wird, eine héhere Affinitat fir das Cytokin als jede Komponente allein aufweist, benutzt.

[0077] Die extrazellularen a- und B-Rezeptordomanen kénnen hergestellt werden unter Anwendung von Ver-
fahren, welche dem Fachmann auf dem Gebiet bekannt sind. Der CNTFRa-Rezeptor ist kloniert, sequenziert
und exprimiert worden [Davis et al., (1991) Science 253: 59-63]. Die Klonierung von LIFR{ und gp130 wird
beschrieben in Gearing et al., in EMBO J. 10: 2839-2848 (1991), Hibi et al., Cell 63: 1149-1157 (1990), und in
der verdffentlichten PCT-Anmeldung WO 93/10151, welche am 27. Mai 1993 veroffentlicht wurde.

[0078] Die Rezeptormolekile, welche nitzlich zur Ausfiihrung der vorliegenden Erfindung sind, kénnen her-
gestellt werden durch Klonierung und Expression in einem prokaryotischen oder eukaryotischen Expressions-
system. Das rekombinante Rezeptorgen kann unter Anwendung jedweder Anzahl von Verfahren exprimiert
und gereinigt werden. Das den Faktor codierende Gen kann in einen bakteriellen Expressionsvektor subklo-
niert werden, wie zum Beispiel, jedoch nicht zur Einschrankung, pCP110.

[0079] Die rekombinanten Faktoren kénnen durch jedwede Technik gereinigt werden, welche die anschlie-
Rende Bildung eines stabilen, biologisch aktiven Proteins gestattet. Zum Beispiel, und nicht zur Einschran-
kung, kdnnen die Faktoren aus Zellen entweder als I6sliche Proteine oder als Einschlusskérper gewonnen wer-
den, aus welchen sie quantitativ durch 8M Guanidiniumhydrochlorid und Dialyse extrahiert werden kénnen.
Um die Faktoren weiter zu reinigen, kdbnnen herkémmliche lonenaustausch-Chromatographie, hydrophobe
Wechselwirkungs-Chromatographie, Umkehrphasen-Chromatographie oder Gelfiltration angewandt werden.
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[0080] Die sRa:B-heterodimeren Rezeptoren kénnen unter Anwendung bekannter Fusionsregionen manipu-
liert werden, wie beschrieben in der verdffentlichten PCT-Anmeldung WO 93/10151, verdéffentlicht am 27. Mai
1993 mit dem Titel "Receptor for Oncostatin M and Leukemia Inhibitory Factor", welche die Herstellung von
B-Rezeptor-Heterodimeren beschreibt, oder sie kdnnen durch Vernetzen von extrazellularen Domanen durch
chemische Methoden hergestellt werden. Die verwendeten Doméanen kdénnen aus der gesamten extrazellula-
ren Doméane der a- und B-Komponenten bestehen, oder sie kdnnen aus Mutanten oder Fragmenten davon be-
stehen, welche die Fahigkeit beibehalten, einen Komplex mit ihnrem Liganden und anderen Komponenten im
sRa:B1-Komplex zu bilden. Zum Beispiel, wie nachstehend beschrieben in Beispiel 4, sind IL-6-Antagonisten
unter Verwendung von gp130 hergestellt worden, dem seine drei Fibronectin-ahnlichen Domanen fehlten.

[0081] In einer Ausfihrungsform der Erfindung werden die extrazellularen Domanen unter Verwendung von
Leucin-Zippern technisch verandert. Die Leucin-Zipper-Domanen der humanen Transkriptionsfaktoren c-jun
und c-fos bilden gezeigtermalien stabile Heterodimere [Busch und Sassone-Corsi, Trends Genetics 6: 36—40
(1990); Gentz et al., Science 243: 1695-1699 (1989)] mit einer 1:1-Stoichiometrie. Obwohl auch die Bildung
von jun-jun-Homodimeren gezeigt worden ist, sind sie etwa 1000-fach weniger stabil als jun-fos-Heterodimere.
Fos-fos-Homodimere sind nicht nachgewiesen worden.

[0082] Die Leucin-Zipper-Domane entweder von c-jun oder c-fos wird/werden im Leseraster an den C-Termi-
nus der l6slichen oder extrazellularen Domanen der oben erwadhnten Rezeptorkomponenten durch gentechni-
sche Erzeugung von chimaren Genen fusioniert. Die Fusionen kénnen direkt sein oder sie kdnnen eine flexible
Linker-Domane verwenden, wie die Gelenkregion von humanem IgG, oder Polypeptid-Linker, bestehend aus
kleinen Aminosauren, wie Glycin, Serin, Threonin oder Alanin, bei verschiedenen Langen und Kombinationen.
Zusatzlich kdnnen die chimaren Proteinen durch His-His-His-His-His-His (His6) [SEQ ID NR.: 1] zum Erlauben
einer raschen Reinigung durch Metall-Chelat-Chromatographie und/oder durch Epitope, gegen welche Anti-
korper verfugbar sind, zum Erlauben von Detektion auf Western-Blots, Immunoprazipitation oder Aktivitatsde-
pletion/Blockierung in Bioassays getagged werden.

[0083] In einer anderen Ausflihrungsform, wie nachstehend beschrieben in Beispiel 3, wird das sRa:1-He-
terodimer hergestellt unter Anwendung eines dhnlichen Verfahrens, aber unter Verwendung der Fc-Domane
von humanem IgG1 [Aruffo et al., Cell 67: 35-44 (1991)]. Im Gegensatz zum Letztgenannten muss die Bildung
von Heterodimeren biochemisch erreicht werden, da chiméare Molekile, welche die Fc-Doméane tragen, als Di-
sulfid-verntpfte Homodimere exprimiert werden. Daher kdnnen Homodimere unter Bedingungen reduziert
werden, welche die Zerstérung von Zwischen-Ketten-Disulfiden beglinstigen, aber Intra-Ketten-Disulfide nicht
beeinflussen. Dann werden Monomere mit unterschiedlichen extrazellularen Bereichen in aquimolaren Men-
gen gemischt und oxidiert, um eine Mischung von Homo- und Heterodimeren zu bilden. Die Komponenten die-
ser Mischung werden durch chromatographische Techniken getrennt. Alternativ dazu kann die Bildung dieses
Typs von Heterodimeren durch gentechnisches Erzeugen und Exprimieren von Molekiilen begunstigt werden,
welche aus dem I3slichen oder extrazelluldaren Bereich der Rezeptorkomponenten, gefolgt von der Fc-Doméne
von hlgG, gefolgt von entweder den oben beschriebenen c-jun- oder c-fos-Leucin-Zippern [Kostelny et al., J.
Immunol. 148: 1547-1553 (1992)], bestehen. Da diese Leucin-Zipper vorwiegend Heterodimere bilden, kon-
nen sie verwendet werden, um die Bildung der Heterodimere anzutreiben, falls dies gewlinscht ist. Hinsichtlich
der beschriebenen chimaren Proteine unter Verwendung von Leucin-Zippern kdnnen diese des Weiteren mit
Metallchelaten oder einem Epitop markiert bzw. getaggt werden. Diese getaggte Doméane kann fir eine rasche
Aufreinigung durch Metall-Chelat-Chromatographie und/oder durch Antikérper verwendet werden, um eine De-
tektion auf Western-Blots, Immunpréazipitation oder Aktivitats-Depletion/Blockierung in Bioassays zu ermdgli-
chen.

[0084] In zusatzlichen Ausfuhrungsformen kénnen Heterodimere unter Anwendung anderer Immunglobu-
lin-abgeleiteter Domanen, welche die Bildung von Dimeren vorantreiben, hergestellt werden. Derartige Doma-
nen schlieRen zum Beispiel die schweren Ketten von IgG (Cy1 und Cy4), sowie die konstanten Regionen von
Kappa (k)- und Lambda (A)-Leichtketten von humanen Immunglobulinen ein. Die Heterodimerisierung von Cy
mit der leichten Kette findet zwischen der CH1-Domane von Cy und der konstanten Region der leichten Kette
(C,) statt und wird stabilisiert durch kovalente Verknipfung der zwei Domanen mittels einer einzigen Disulfid-
briicke. Folglich, wie beschrieben in Beispiel 4, kénnen Konstrukte unter Verwendung dieser Immunglobu-
lin-Domanen hergestellt werden. Alternativ dazu schlieen die Immunglobulin-Doméanen Doméanen ein, welche
aus T-Zell-Rezeptor-Komponenten abgeleitet werden kdnnen, welche eine Dimerisierung antreiben. In einer
anderen Ausflihrungsform der Erfindung werden die sRa:31-Heterodimere durch Expression als chimare Mo-
lekile unter Verwendung von flexiblen Linker-Schleifen hergestellt. Ein DNA-Konstrukt, welches das chiméare
Protein codiert, wird so entworfen, dass es zwei I6sliche oder extrazellulare Doméanen exprimiert, welche in
Tandemanordnung ("Kopf an Kopf') durch eine flexible Schleife aneinander fusioniert sind. Diese Schleife kann
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voltsténdig kinstlich (z. B. Polyglycinwiederholungen, unterbrochen durch Serin oder Threonin bei einem be-
stimmten Intervall) oder aus natiirlich vorkommenden Proteinen "ausgeborgt" (z. B. die Gelenkregion von
hlgG) sein. Molekile kénnen konstruiert werden, in welchen die Reihenfolge der I8slichen oder extrazellularen
fusionierten Domanen vertauscht ist (z. B. sIL6Ra/Schleife/sgp130 oder sgp130/Schleife/sIL-6Ra), und/oder
in welchen die Lange und Zusammensetzung der Schleife variiert wird, um eine Selektion von Molekulen mit
erwlnschten Merkmalen zu gestatten.

[0085] Alternativdazu kénnen die Heterodimere, hergestellt gemaf der vorliegenden Erfindung, aus Zelllinien
gereinigt werden, welche mit den passenden a- und B-Komponenten co-transfiziert wurden. Heterodimere koén-
nen von Homodimeren unter Anwendung von Verfahren getrennt werden, welche dem Fachmann auf dem Ge-
biet zur Verfliigung stehen. Beispielsweise kdnnen beschrankte Mengen an Heterodimeren durch passive Elu-
tion aus praparativen, nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen gewonnen werden. Alternativ dazu kénnen
Heterodimere unter Anwendung von Hochdruck-Kationenaustauschchromatographie gereinigt werden. Eine
ausgezeichnete Reinigung ist unter Verwendung einer Mono-S-Kationen-Austausch-Saule erhalten worden.

[0086] Zusatzlich zu sRa:B1-Heterodimeren, welche als Antagonisten durch Bindung von freiem CNTF oder
IL-6 wirken, zieht die vorliegende Erfindung des Weiteren die Verwendung von technisch erzeugten, mutierten
Versionen von IL-6 mit neuen Eigenschaften in Betracht, welche ihm gestatten, an IL-6Ra und ein einzelnes
gp130-Molekiil zu binden, jedoch darin versagen, das zweite gp130 anzukoppeln, um die f-Komponenten-Ho-
modimerisierung zu vervollstandigen, und somit als ein effektiver II-6-Antagonist auf jedweder IL-6-responsi-
ven Zelle wirken. Unser Modell fir die Struktur der IL-6- und CNTF-Rezeptorkomplexe zeigt an, dass diese
Cytokine verschiedene Stellen fiir die Bindung der a-, 31- und 2-Rezeptorkomponenten aufweisen [Stahl und
Yancopoulos, Cell 74: 587-590 (1993)]. Mutationen von kritischen Aminosaureresten, umfassend jede dieser
Stellen, fihren zur Entstehung neuer Molekiile, welche die gewiinschten antagonistischen Eigenschaften auf-
weisen. Eine Eliminierung der p1-Stelle wirde ein Molekil ergeben, welches noch an die a-Rezeptorkompo-
nente, aber nicht an die $1-Komponente binden kénnte, und dadurch einen Antagonisten mit nanomolarer Af-
finitdt umfassen. Mutationen von kritischen Aminosaureresten, umfassend die ($2-Stelle von IL-6 (IL-6327),
wirden ein Molekil ergeben, welches an IL-6Ra und das erste gp130-Monomer binden wiirde, jedoch darin
versagt, das zweite gp130 anzukoppeln, und somit funktionell inaktiv sein wird. In ahnlicher Weise wirden Mu-
tationen der CNTF-B2-Stelle ein Molekil ergeben (CNTFB27), welches CNTFRa und gp130 binden wird, je-
doch darin versagt, LIFRB anzukoppeln, wodurch der CNTF-Wirkung durch Bildung des nicht-funktionellen
B1-Intermediats entgegengewirkt wird. Basierend auf den oben beschriebenen Bindungsergebnissen, worin
CNTF das B1-Intermediat mit hoher Affinitat bildet, wirden sowohl CNTF(2™ als auch IL-632~ Antagonisten mit
einer Affinitat im Bereich von 10 pM darstellen.

[0087] Eine Vielzahl von Methoden wird verwendet, um Mutationen von IL-6 oder CNTF zu erzeugen und zu
identifizieren, welche die gewlnschten Eigenschaften aufweisen. Eine durch Standardverfahren erfolgende
statistische Mutagenese der DNA, welche IL-6 oder CNTF codiert, kann eingesetzt werden, gefolgt von einer
Analyse der Kollektion von Produkten, um mutierte Cytokine mit den gewiinschten neuen Eigenschaften, wie
oben stehend skizziert, zu identifizieren. Eine Mutagenese durch gentechnische Verfahren ist umfassend ein-
gesetzt worden, um die strukturelle Organisation der funktionellen Domanen von rekombinanten Proteinen auf-
zuklaren. Mehrere unterschiedliche Vorgehensweisen sind in der Literatur zur Ausfiihrung von Deletions- oder
Substitutions-Mutagenese beschrieben worden. Die erfolgreichste scheint die Alanin-Scanning-Mutagenese
[Cunningham und Wells (1989), Science 244: 1081-1085] und die Homolog-Scanning-Mutagenese [Cunning-
ham et al., (1989), Science 243: 1330-1336] zu sein.

[0088] Die zielgerichtete Mutagenese der IL-6- oder CNTF-Nukleinsdauresequenzen unter Anwendung derar-
tiger Verfahren kann angewandt werden, um CNTF@2- oder IL-632-Kandidaten zu erzeugen. Die Auswahl von
fur zielgerichtete Mutagenese geeigneten Regionen wird systematisch vorgenommen oder aus Untersuchun-
gen bestimmt, bei welchen Auswahlen von monoklonalen Antikérpern gegen jeden Faktor verwendet werden,
um Regionen des Cytokins zu kartieren, welche nach Bindung des Cytokins an die a-Rezeptorkomponente al-
lein oder an die oben beschriebenen af1-heterodimerischen Iéslichen Rezeptoren exponiert sein kénnten. In
ahnlicher Weise koénnte eine chemische Modifikation oder eingeschrankte Proteolyse des Cytokins allein oder
in einem Komplex, gebunden an die a-Rezeptorkomponente oder die oben stehend beschriebenen af31-hete-
rodimerischen Iéslichen Rezeptoren, gefolgt von Analyse der geschitzten und exponierten Regionen, poten-
zielle B2-Bindungsstellen enthdillen.

[0089] Assays zur Identifizierung von CNTF- oder IL-6-Mutanten mit den gewtinschten Eigenschaften bein-

halten die Fahigkeit, mit hoher Affinitat die Wirkung von IL-6 oder CNTF auf geeignet responsive Zelllinien zu
blockieren [Davis et al., Science 259: 1736-1739 (1993); Murakami et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
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11349-11353 (1991)]. Derartige Assays schlieRen Zellproliferation, Uberleben oder DNA-Synthese, angetrie-
ben von CNTF oder IL-6, oder die Konstruktion von Zelllinien, worin die Bindung von Faktor die Produktion von
Reportern, wie CAT oder B-Galactosidase induziert, ein [Savino et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
4067-4071 (1993)].

[0090] Alternativ dazu kénnen die Eigenschaften verschiedener Mutanten mit einem Rezeptor-basierenden
Assay uberprift werden. Ein derartiger Assay besteht aus dem Screenen von Mutanten hinsichtlich ihrer Fa-
higkeit, die sRa:31-Rezeptor-Heterodimere, welche oben beschrieben sind, unter Verwendung von Epitopge-
taggten [Davis et al., Science 253: 59-63 (1991] sRa:1-Reagenzien zu binden. Darliber hinaus kann man hin-
sichtlich der Gegenwart oder Abwesenheit der B2-Stelle durch Uberpriifung sondieren, ob ein Epitop-getagg-
tes l6sliches B2-Reagenz an das Cytokin in Gegenwart des B1-Heterodimers binden wird. Zum Beispiel bindet
CNTF nur an LIFR (die B2-Komponente) in Gegenwart von sowohl CNTFRa als auch gp130 [Davis et al., Sci-
ence 260: 1805-1808 (1993); Stahl et al., J. Biol. Chem. 268: 7628-7631 (1993)]. Somit wird ein I6sliches
LIFRB-Reagenz nur an CNTF in Gegenwart des I6slichen sRa:31-Dimers sCNTFRa:31 binden. Fur IL-6 ware
das sRa:B1-Reagenz IL-6Ra:B1, und die Sonde fir die p2-Stelle ware Epitopgetaggtes sgp130. Somit werden
B2-Mutanten von CNTF als diejenigen identifiziert, welche an das sRa:B1-Reagenz gebunden haben, wo-
durch gezeigt wird, dass die a- und p1-Stelle des Cytokins intakt waren, jedoch darin versagt haben, das
B2-Reagenz zu binden.

[0091] Darlber hinaus sieht die vorliegende Erfindung Verfahren zum Detektieren oder Messen der Aktivitat
von potenziellen B2-Mutanten durch Messen der Phosphorylierung einer 3-Rezeptorkomponente oder einer
Signaltransduktionskomponente, gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus Jak1, Jak2 und Tyk2, oder jedwe-
den anderen Signaltransduktionskomponente, wie den CLIPs, von welchen bestimmt wird, phosphoryliert zu
werden in Antwort auf ein Mitglied der CNTF-Familie von Cytokinen, vor.

[0092] Eine Zelle, welche die hierin beschriebenen Signaltransduktionskomponente(n) exprimiert, kann dies
entweder natirlich vollfihren oder kann gentechnisch verandert werden, um dies zu tun. Zum Beispiel kénnen
Jak1 und Tyk-2 codierende Nukleinsauresequenzen, die wie beschrieben in Velazquez et al., Cell, Band 70:
313-322 (1992), erhalten wurden, in eine Zelle durch Transduktion, Transfektion, Mikroinjektion, Elektropora-
tion, mittels eines transgenischen Tiers etc. unter Anwendung jeglichen im Fachgebiet bekannten Verfahrens,
eingebracht werden.

[0093] Gemal der Erfindung werden Zellen an einen potenziellen Antagonisten exponiert, und die Tyrosin-
phosphorylierung von entweder den B-Komponente(n) oder Signaltransduktionskomponente(n) wird mit der
Tyrosinphosphorylierung der gleichen Komponente(n) in Abwesenheit des potenziellen Antagonisten vergli-
chen. In einer anderen Ausfiihrungsform der Erfindung wird die Tyrosinphosphorylierung, welche aus dem
Kontaktieren der oben stehenden Zellen mit dem potenziellen Antagonist resultiert, mit der Tyrosinphosphory-
lierung der gleichen Zellen verglichen, welche an das Stammform-CNTF-Familienmitglied exponiert wurden.
In derartigen Assays mussen die Zellen entweder den extrazellularen Rezeptor (a-Komponente) exprimieren,
oder die Zellen kdnnen an das Testagens in Gegenwart der l6slichen Rezeptorkomponente exponiert werden.
Somit kann, zum Beispiel in einem Assay-System, das zum ldentifizieren von Agonisten oder Antagonisten von
CNTF entworfen ist, die Zelle die a-Komponente CNTFRa, die f-Komponenten gp130 und LIFR und eine si-
gnaltransduzierende Komponente, wie Jak1, exprimieren. Die Zelle wird an Test-Agentien exponiert und die
Tyrosinphosphorylierung von entweder den 3-Komponenten oder der signaltransduzierenden Komponente
wird mit dem Phosphorylierungsmuster, welches in Gegenwart von CNTF hergestellt wird, verglichen. Alterna-
tiv dazu wird die Tyrosinphosphorylierung, welche aus Exposition an ein Test-Agens resultiert, mit der Phos-
phorylierung verglichen, welche in Abwesenheit des Test-Agens stattfindet. Alternativ dazu kann ein As-
say-System, zum Beispiel fir IL-6, das Exponieren einer Zelle, welche die B-Komponente gp130 und ein sig-
naltransduzierendes Protein, wie Jak1, Jak2 oder Tyk2, exprimiert, an ein Test-Agens zusammen mit dem 16s-
lichen IL-6-Rezeptor beinhalten.

[0094] In einer anderen Ausfihrungsform der Erfindung werden die obenstehenden Vorgehensweisen ange-
wandt, um ein Verfahren zum Screening nach kleinen Molekil-Antagonisten zu entwickeln, welche an ver-
schiedenen Schritten im Verfahren der Ligandenbindung, Rezeptorkomplexbildung und der anschlie3enden
Signaltransduktion wirken. Molekule, welche potenziell Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen stéren, werden
durch Uberpriifen der Stérung der Komplexbildung zwischen den I8slichen Rezeptoren und Ligand, wie oben
beschrieben, gescreent. Alternativ dazu werden Zell-basierende Assays, in welchen IL-6 oder CNTF eine Ant-
wort eines Reportergens induzieren, gegen Bibliotheken von kleinen Molekilen oder natirlichen Produkten ge-
screent, um potenzielle Antagonisten zu identifizieren. Diejenigen Molekile, welche Antagonistenaktivitat zei-
gen, werden erneut auf Zell-basierenden Assays gescreent, welche auf andere Faktoren antworten (wie

15/90



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

GM-CSF oder Faktoren, wie Neurotrophin-3, welche Rezeptortyrosinkinasen aktivieren), um ihre Spezifitat ge-
gen die CNTF/IL-6/OSM/LIF-Familie von Faktoren auszuwerten. Derartige Zellbasierenden Screens bzw. Ras-
teruntersuchungen werden angewandt, um Antagonisten zu identifizieren, welche jedwedes von zahlireichen
Zielen im Signaltransduktionsprozess inhibieren.

[0095] In einem derartigen Assay-System ist das spezifische Ziel fiir Antagonisten die Wechselwirkung der
Jak/Tyk-Familie von Kinasen [Firmbach-Kraft, Oncogene 5: 1329-1336 (1990); Wilks et al., Mol. Cell. Biol. 11:
2057-2065 (1991)] mit den Rezeptor-B-Untereinheiten. Wie oben beschrieben, praassoziieren LIFRB und
gp130 mit Mitgliedern der Jak/Tyk-Familie von cytoplasmatischen Proteintyrosinkinasen, welche in Antwort auf
Liganden-induzierte B-Komponenten-Dimerisierung aktiviert werden; Stahl et al., Science 263: 92-95 (1993).
Somit kénnten kleine Molekule, welche in das Zellcytoplasma eintreten kdnnten und die Wechselwirkung [zwi-
schen der B-Komponente und der Jak/Tyk-Kinase unterbrechen kénnten, potenziell die gesamte nachfolgende
intrazellulare Signalleitung blockieren].

[0096] Die hierin beschriebenen CNTF-Familien-Antagonisten binden an oder kompetitieren mit IL-6. Folglich

sind sie nutzlich zur Behandlung von Krankheiten oder Erkrankungen, welche von IL-6 vermittelt werden. Zum

Beispiel werden therapeutische Anwendungen von IL-6-Antagonisten die folgenden einschlielen:
(1) Bei Osteoporose, welche durch Senkung von Ostrogenspiegeln in Frauen nach der Menopause oder
durch Ovariektomie verschlimmert werden kann, scheint IL-6 ein kritischer Mediator der Osteoklastengene-
se zu sein, was zu Knochenresorption fuhrt [Horowitz, Science 260: 626-627 (1993); Jilka et al., Science
257: 88-91 (1992)]. Bedeutenderweise scheint IL-6 nur eine hauptséchliche Rolle im Ostrogenentleerten
Zustand zu spielen und ist scheinbar minimal bei der normalen Knochen-Aufrechterhaltung beteiligt. Kon-
sistent damit zeigen experimentelle Beweise, dass Funktions-blockierende Antikdrper gegen IL-6 die An-
zahl von Osteoklasten verringern kénnen [Jilka et al., Science 257: 88-91 (1992)]. Wahrend Ostrogen-Er-
satztherapie ebenfalls angewandt wird, scheint es Nebenwirkungen zu geben, welche ein erhdhtes Risiko
von Endometriums- und Brustkrebs einschlieen. Somit werden IL-6-Antagonisten, wie hierin beschrieben,
spezifischer sein, um die Osteoklasten-Genese auf normale Spiegel zu reduzieren.
(2) IL-6 scheint direkt beteiligt zu sein an multiplem Myelom durch Wirken in entweder einer autokrinen oder
parakrinen Weise, um die Tumorbildung zu férdern [van Oers et al., Ann. Hematol. 66: 219-223 (1993)].
Daruber hinaus erzeugen die erhdhten IL-6-Spiegel unerwiinschte Sekundareffekte, wie Knochenresorpti-
on, Hyperkalzamie und Cachexie; in limitierten bzw. limitierenden Untersuchungen besitzen Funktions-blo-
ckierende Antikorper gegen IL-6 oder IL-6Ra eine gewisse Wirksamkeit [Klein et al., Blood 78: 1198-1204
(1991); Suzuki et al., Eur. J. Immunol. 22: 1989-1993 (1992)]. Deshalb waren IL-6-Antagonisten, wie hierin
beschrieben, nitzlich sowohl fur die Sekundareffekte als auch fir die Hemmung von Tumorwachstum.
(3) IL-6 kann ein Mediator von Tumornekrosefaktor (TNF) sein, welcher zu Cachexie flihrt, assoziiert mit
AIDS und Krebs [Strassmann et al., J. Clin. Invest. 89: 1681-1684 (1992)], mdglicherweise durch Reduzie-
ren der Lipoprotein-Lipase-Aktivitat in Fettgewebe [Greenberg et al., Cancer Research 52: 4113-4116
(1992)]. Folglich werden hierin beschriebene Antagonisten nitzlich zur Linderung oder Reduzierung von
Cachexie in solchen Patienten sein.

[0097] Effektive Dosierungen, nitzlich zur Behandlung dieser oder anderer mit der CNTF-Familie zusammen-
hangenden Krankheiten oder Erkrankungen, kdnnen unter Verwendung von dem Fachmann auf dem Gebiet
bekannten Verfahren bestimmt werden [siehe zum Beispiel Fingl et al., The Pharmacological Basis of Thera-
peutics, Goodman und Gilman, Hrsg., Macmillan Publishing Co., New York, S. 1-46 (1975)]. Pharmazeutische
Zusammensetzungen zur Verwendung gemaR der Erfindung schliefen die oben beschriebenen Antagonisten
in einem pharmazeutisch annehmbaren fliissigen, festen oder halbfesten Trager, welche, vor der Verabrei-
chung in vivo, an einen Trager oder ein Zielsuchmolekdl (z. B. Antikdrper, Hormon, Wachstumsfaktor etc.) ge-
knlpft und/oder in Liposomen, Mikrokapseln und eine Praparation mit regulierter Freisetzung (einschlieflich
Antagonisten-exprimierenden Zellen) eingebracht werden, ein. Zum Beispiel kann die pharmazeutische ge-
bracht werden, ein. Zum Beispiel kann die pharmazeutische Zusammensetzung einen oder mehrere der Ant-
agonisten in einer wassrigen Losung, wie sterilem Wasser, Kochsalzldsung, Phosphatpuffer oder Dextroselo-
sung umfassen. Alternativ dazu kénnen die aktiven Mittel in einer festen (z. B. Wachs) oder halbfesten (z. B.
gelatineartigen) Formulierung beinhaltet sein, welche in einen Patienten implantiert werden kann, der einer sol-
chen Behandlung bedarf. Der Verabreichungsweg kann jedweder im Fachgebiet bekannte Verabreichungsmo-
dus sein, einschliellich, ohne jedoch darauf eingeschrankt zu sein, intravends, intrathekal, subkutan, durch In-
jektion in betroffenes Gewebe, intraarteriell, intranasal, oral oder mittels einer implantierten Einrichtung.

[0098] Die Verabreichung kann zur Verteilung des aktiven Mittels der Erfindung tber den gesamten Kérper

hinweg oder in einem lokalisierten Gebiet fihren. Beispielsweise kann, bei manchen Zustéanden, welche ent-
legene Regionen des Nervensystems betreffen, eine intravendse oder intrathekale Verabreichung des Mittels
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wilnschenswert sein. In einigen Situationen kann ein Implantat, welches aktives Mittel enthalt, in oder nahe
dem geschadigten Gebiet platziert werden. Geeignete Implantate schlieRen, ohne jedoch darauf einge-
schrankt zu sein, Gelschaum, Wachs oder Mikropartikelbasierende Implantate ein.

BEISPIELE
BEISPIEL 1: CNTF KONKURRIERT MIT IL-6 UM DIE BINDUNG AN GP130
MATERIALIEN UND METHODEN

[0099] Materialien. Ein Klon von PC12-Zellen, welche auf IL-6 ansprechen (PC12D) wurde von DNAX erhal-
ten. Ratten-CNTF wurde hergestellt, wie beschrieben [Masiakowski et al., J. Neurochem. 57: 1003-10012
(1991)]. IL-6 und sIL-6Ra wurden von R & D Systems erworben. Antiseren wurden in Kaninchen gegen ein
Peptid, welches aus einer Region nahe dem C-Terminus von gp130 abgeleitet war (Sequenz: CGTEGQ-VER-
FETVGME) [SEQ ID NR.: 2] durch das beschriebene Verfahren herangezichtet (Stahl et al., J. Biol. Chem.
268: 7638-7631 (1993)). Monoklonales Anti-Phosphotyrosin 4G10 wurde von UBI, und Reagenzien flir ECL
von Amersham erworben.

[0100] Sianaltransduktions-Assays. Platten (10 cm) von PC12D wurden in serumfreien Medium (RPMI 1640
+ Glutamin) 1 Stunde lang ausgezehrt, dann mit IL-6 (50 ng/ml) + sIL-6R (1 mg/ml) in Gegenwart oder Abwe-
senheit von zugesetztem Ratten-CNTF bei den angegebenen Konzentrationen wahrend 5 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Proben wurden dann einer Anti-gp130-Immunprazipitation, SDS-PAGE und Anti-Phosphotyrosin-Im-
munoblotting unterzogen, wie beschrieben (Stahl et al., J. Biol. Chem. 268: 7628-7631 (1993)).

ERGEBNISSE

[0101] Die Fahigkeit von CNTF, IL-6-Antworten zu blockieren, wurde unter Verwendung einer PC12-Zelllinie
(bezeichnet als PC12D) gemessen, welche IL-6Ra, gp130 und CNTFRa, aber nicht LIFR exprimiert. Wie man
vorhersagen wiirde, antworten diese Zellen auf IL-6, aber nicht auf CNTF (FEig. 2), weil LIFR eine erforderliche
Komponente fur die CNTF-Signaltransduktion ist [Davis et al., Science 260: 59-63 (1993)]. Gemal den Ergeb-
nissen auf anderen Zelllinien [Ip et al., Cell 69: 1121-1132 (1992)] ergeben PC12D-Zellen eine Tyrosinphos-
phorylierung von gp130 (sowie einer Vielzahl anderer Proteine, welche CLIPs genannt werden) in Antwort auf
2 nM IL-6 (Fig. 2). Die Zugabe von rekombinantem Idslichem IL-6Ra (sIL-6Ra) steigert den Spiegel der
gp130-Tyrosinphosphorylierung, wie in einigen anderen Systemen berichtet worden ist [Tags et al., Cell 58:
573-581 (1989)]. Allerdings verringert eine Zugabe von 2 nM CNTF gleichzeitig mit IL-6 stark die Tyrosinphos-
phorylierung von gp130. Obwohl eine leichte gp130-Phosporylierungsantwort in Gegenwart von CNTF, IL-6
und slL-6Ra bestehen bleibt, wird sie eliminiert, wenn die CNTF-Konzentration vierfach auf 8 nM erhdht wird.
Somitist, in IL-6-responsiven Zellen, welche CNTFRa aber kein LIFR enthalten, CNTF ein ziemlich wirksamer
Antagonist der IL-6-Wirkung.

BEISPIEL 2. BINDUNG VON CNTF AN DEN CNTFRa:
MATERIALIEN UND METHODEN

[0102] Scatchard-Analyse der CNTF-Bindung. '*°I-CNTF wurde hergestellt und gereinigt, wie beschrieben
[Stahl et al., JBC 268: 7628-7631 (1993)]. Sattigungsbindungsuntersuchungen wurden in PC12-Zellen unter
Verwendung von Konzentrationen an '®I-CNTF im Bereich von 20 pM bis 10 nM ausgefiihrt. Die Bindung wur-
de direkt auf einer Monoschicht von Zellen durchgefuhrt. Medium wurde aus den Vertiefungen entfernt, und
die Zellen wurden einmal mit Assaypuffer gewaschen, der aus phosphatgepufterter Kochsalzlésung (PBS; pH
7,4), 0,1 mM Bacitracin, 1 mM PMSF, 1 mg/ml Leupeptin und 1 mg/ml BSA bestand. Die Zellen wurden in
125|.CNTF wahrend 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, gefolgt von zwei schnellen Waschungen mit As-
saypuffer. Die Zellen wurden lysiert mit PBS, welches 1 % SDS enthielt, und in einem Packard-Gamma-Zahler
bei 90-95 % Effizienz gezahlt. Nichtspezifische Bindung wurde definiert durch die Gegenwart eines 100-fachen
Uberschusses an unmarkiertem CNTF. Die spezifische Bindung lag im Bereich von 70 bis 95 %.

ERGEBNISSE
[0103] Die Gleichgewichtskonstante fir die Bindung von CNTF an CNTFRa:1 wurde aus der

Scatchard-Analyse der Bindung von iodiertem CNTF auf PC12D-Zellen abgeschatzt (Eig. 3). Die Daten sind
konsistent mit einer 2-Stellen-Passung, welche Dissoziationskonstanten von 9 pM und 3,4 nM aufweist. Die
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Niedrigaffinitats-Stelle entspricht der Wechselwirkung von CNTF mit CNTFRa, welche einen Kd nahe 3 nM auf-
weist [Panayotatos et al., J. Biol. Chem. 268: 19000-19003 (1993)]. Wir interpretieren den Hochaffinitatskom-
plex als das Intermediat, welches CNTF, CNTFRa und gp130 enthélt. Eine Ewing-Sarkom-Zelllinie (EW-1),
welche CNTFRa, gp130 und LIFRB enthalt, und deshalb eine starke Tyrosinphosphorylierung in Antwort auf
CNTF ergibt, zeigt eine sehr ahnliche Zwei-Stellen-Passung mit Dissoziationskonstanten von 1 nM und 10 auf.
Somit ist es offensichtlich, dass CNTF mit gleich hoher Affinitat an einen Komplex, welcher nur CNTFRa und
gp130 enthalt, bindet, wie es dies bei einem Komplex, welcher zusatzlich LIFRB enthalt, vollfihrt, wodurch die
Machbarkeit der Erzeugung der hierin beschriebenen sRa:3-Antagonisten verdeutlicht wird.

BEISPIEL 3. VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON CYTOKIN-LIGANDEN-FALLEN
Virus-Stammldsunds-Herstellung

[0104] SF21-Insektenzellen, welche aus Spodoptera frugiperda erhalten worden waren, wurden bei 27 °C in
Gibco SF900 II-Medium zu einer Dichte von 1x10° Zellen/ml wachsen gelassen. Die individuelle Virus-Stamm-
I6sung entweder fiir GP130-Fc-His, (Eig. 4) oder IL6Ra-Fc (Eig. 5) wurde zu dem Bioreaktor bei einer niedri-
gen Multiplizitat, 0,01-0,1 PFU/Zelle, zugesetzt, um die Infektion zu beginnen. Der Infektionsvorgang wurde
5-7 Tage lang fortlaufen gelassen, wobei eine Maximum-Virusreplikation zugelassen wurde, ohne dass eine
wesentliche Zelllysis erfahren wurde. Die Zellsuspension wurde aseptisch in sterile Zentrifugenflaschen allquo-
tiert, und die Zellen wurden durch Zentrifugation entfernt. Der zellfreie Uberstand wurde in sterilen Flaschen
gesammelt und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

[0105] Der Virustiter wurde durch Plaque-Assay bestimmt, wie beschrieben von O'Reilly, Miller und Luckow.
Das Verfahren wird in 60-mm-Gewebekulturschalen ausgefiihrt, welche mit 2x10°® Zellen angeimpft werden.
Reihenverdiinnungen der Virusstammlésung werden zu den angehefteten Zellen gegeben, und die Mischung
wird unter Schwenken inkubiert, um zu gestatten, dass das Virus an individuelle Zellen adsorbiert. Eine
Agar-Deckschicht wird zugefiigt und die Platten werden 5-7 Tage lang bei 27 °C inkubiert. Eine Farbung von
lebensfahigen Zellen mit Neutralrot enthdillte resultierende kreisférmige Plaques, welche gezahlt wurden, um
den Virustiter zu ergeben.

Co-Infektion von Zellen flr die Proteinproduktion

[0106] Nicht-infizierte SF21-Zellen wurden einem 60 | groRen ABEC-Bioreaktor wachsen gelassen, welcher
40 1 SF900 llI-Medium enthielt. Die Temperatur wurde auf 27 °C gesteuert, und der Spiegel an geléstem Sau-
erstoff wurde bei 50 % der Sattigung gehalten, indem die FlieRrate von Sauerstoff im Einlass-Gasstrom ge-
steuert wurde. Als eine Dichte von 2 x 10° Zellen/ml erreicht war, wurden die Zellen innerhalb des Bioreaktors
auf ein Volumen von 20 | unter Verwendung einer dampfsterilisierbaren Niedrigscher-Pumpe mit einer Tangen-
tialfluss-Filtrationsvorrichtung mit Millipore Prostak 0,65-Mikrometer-Membranen konzentriert. Nach der Kon-
zentrierung wird frisches steriles Wachstumsmedium langsam zu dem Bioreaktor zugefligt, wahrend das Filt-
rationssystem damit fortsetzt, das verbrauchte Wachstumsmedium mittels Diafiltration zu entfernen. Nachdem
zwei Volumenwechsel (40 I) ausgefuhrt worden sind, wurden weitere 20 | frisches Medium zu dem Bioreaktor
gegeben, um die Zellen zum Ursprungsvolumen von 40 | zu resuspendieren. Die Zelldichte wurde erneut durch
Auszahlen der lebensfahigen Zellen unter Verwendung eines Hamacytometers bestimmt.

[0107] Die erforderliche Menge jeder Virusstammldsung wurde berechnet, basierend auf der Zelldichte, dem
Virustiter und der gewlinschten Multiplizitat der Infektion (MOI). Virusstammlésungs-Verhaltnisse von 5:1, 5:2,
10:2 und 10:4, IL6Ra-Fc zu GP130-Fc-His,, fiihrten alle zur Herstellung von signifikanten Mengen an Hetero-
dimer. Das ideale Virusstammldsungs-Verhaltnis istin hohem Male von der Leichtigkeit der Reinigung des He-
terodimers von jedem der zwei Homodimere abhangig. Das IL6Ra-Fc-Homodimer ist relativ einfach stromab-
warts durch immobilisierte Metallaffinitats-Chromatographie zu entfernen. Es sind Virusinfektionsverhaltnisse
gewahlt worden, um die Bildung des GP130-Fc-His,-Homodimers, welches stromabwarts schwieriger zu kla-
ren ist, zu minimieren. Die relative Menge an GP130-Fc-His,-Virusstammlosung, gewahlt fir die Infektion, ist
mit aufeinanderfolgenden Anséatzen gesteigen, zumal sich das Reinigungsverfahren zur Klarung bzw. Entfer-
nung des resultierenden Homodimers verbessert hat.

[0108] Die Virusstammldsungen wurden aseptisch in einem Einzelgefal® gemischt, und dann in den Bioreak-
tor Uberfuhrt. Dies fuhrt zur synchronen Infektion der SF21-Zellen. Die Infektion wird drei bis vier Tage lang
voranschreiten gelassen, wobei ausreichend Zeit fir die Maximalproduktion des Heterodimerproteins zugelas-
sen wird.
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Gewinnung und Protein-A-chromatographische Reinigung

[0109] Beim AbschluB der Infektionsphase des Biorektor-Prozesses wurden die Zellen im Bioreaktor konzen-
triert unter Verwendung eines 10-Quadratful3-Millipore-Prostak-Filters (0,65 Mikrometer PorengréfRe). Das
zellfreie Permeat, welches durch den Filter hindurchlauft, wurde in einem sauberen Verfahrensgefall aufgefan-
gen. Beim Abschluss des Filtrationsvorgangs wurde der pH-Wert des Permeat-Stroms, welcher das Protein-
produkt enthielt, mit 10 N NaOH auf 8,0 eingestellt. Das resultierende Prazipitat wurde entfernt durch Hindurch-
pressen des Extraktes durch einen Filter von 0,8 Mikrometer Tiefe (Sartorious), gefolgt von einem 0,2-Mikro-
meter-Filter. Ausreichend 0,5 M EDTA-Stammldsung wurde zugesetzt, um eine Endkonzentration von 5 mM
zu ergeben. Die gefilterte Proteinldsung wurde auf eine Sdule mit einem Durchmesser von 10 cm, enthaltend
100-200 ml "Protein A-Sepharose 4 Fast Flow" von Pharmacia, welches mit PBS aquilibriert worden war, auf-
getragen. Protein A besitzt eine sehr hohe Affinitat fir die Fc-Fc-Domane von jedem der 3 rekombinanten Pro-
teinprodukte, was ihnen gestattet, zu binden, wahrend andere Proteine in dem zellfreien Extrakt durch die Sau-
le flieBen. Nach dem Auftragen wurde die Saule mit PBS, welches weiteres 350 mM NaCl enthielt, bis zur Ba-
sislinie gewaschen. Die IgG-Fc-getaggten Proteine wurden bei niedrigem pH eluiert, entweder mit 0,5 M Es-
sigsaure oder mit einem sinkenden pH-Gradienten aus 0,1 M Zitronensaure- und 0,2 M Dinatriumphos-
phat-Puffern. Tris-Base oder Dinatriumphosphat wurde zu dem eluierten Protein zugegeben, um eine verlan-
gerte Exposition an Niedrig-pH-Bedingungen zu vermeiden.

[0110] Das vereinigte Protein wurde in PBS- oder HEPES-Puffer diafiltriert und mit 1 mM lodacetamid deriva-
tisiert, um die exponierte Sulfhydrylgruppe auf dem freien Cystein nahe der Gelenkregion jeder Fc-Domane zu
schitzen. Dies verhindert eine Disulfidvermittelte Aggregation von Proteinen. Eine 6-Quadratful3-Millipore-spi-
ralgewundene Ultrafiltrationsmembran mit einem nominalen Ausschluss von 30 Kilodalton wurde verwendet,
um den Pufferwechsel durchzufihren. Das Gesamtprotein wurde durch UV-Absorption bei 280 nm unter Ver-
wendung des Diafiltrations-Puffers als einer Leerprobe bestimmt. Die relativen Mengen von Heterodimer und
zwei Homodimer-Proteinen wurden durch SDS-PAGE-Gel-Elektroporese unter Verwendung eines 6 %igen
Tris-Glycin-Gels (Novex) bestimmt. Die Gele wurden Coomassie-gefarbt und dann in Entfarber-Lésung tber
Nacht Uberfuhrt. Ein Shimadzu-Scanning-Densitometer wurde verwendet, um die relative Intensitat der indivi-
duellen Proteinbanden auf dem SDS-PAGE-Gel zu bestimmen. Die Peak-Flachenverhaltnisse werden verwen-
det, um den Anteil an Heterodimer und jedem der Homodimere in den Saulen-Vereinigungsfraktionen zu be-
rechnen.

Immobilisierte Metall-Affinitadtschromatographie-Reinigung

[0111] Die sechs Histidinreste auf dem C-Terminus des GP130-Fc-Hisg-Fusionsproteins liefern einen exzel-
lenten molekularen Handgriff fir die Trennung des heterodimeren IL6-Antagonisten von den zwei Homodime-
ren. Die Imidazolgruppe auf jedem der C-terminalen Histidine der GP130-Fc-His,-Einheit besitzt eine starke
Bindungskonstante mit mehren zweiwertigen Metallen, einschlief3lich Kupfer, Nickel, Zink, Kobalt, Eisen und
Calcium. Da das IL6Ra-Fc-Homodimer keine C-terminalen Histidinreste aufweist, besitzt es in klarer Weise die
niedrigste Affinitdt. Das IL6Ra-Fc-GP130-Fc-Hisg-Heterodimer besitzt einen einzelnen Stand, besetzt mit
sechs Histidinen, welcher ihm eine gréRere Affinitat fur das Metall gibt, wohingegen das GP130-Fc-His,-Ho-
modimer zwei Satze von jeweils sechs Histidinen aufweist, welche ihm die hochste Affinitat der drei IgG-ge-
taggten Proteine zu der Metallaffinitatssaule gibt. Eine selektive Elution der drei Proteine mit steigenden Men-
gen von Imidazol im Elutionspuffer eluiert daher die Proteine in der folgenden Reihenfolge:

1. IL6Ra-Fc-Homodimer

2. IL6Ra-Fc-GP130-Fc-His-Heterodimer

3. GP130-Fc-His-Homodimer

[0112] Eine Saule von 26 mm Durchmesser, enthaltend 100 ml Pharmacia-"Chelating Sepharose Fast Flow",
wurde mit einer Lé6sung von Nickelsulfat gesattigt, bis eine signifikante grine Farbe im Sauleneluat beobachtet
wird. Die Saule wird dann mit mehreren Saulenvolumina an entionisiertem Wasser gewaschen, dann mit 50
mM HEPES, 40 mM Imidazol, pH 8,0, aquilibriert. Die Bindung von Imidazol an das immobilisierte Nickel flhrt
zu einer Farbveranderung von griin nach blau. Imidazol wurde zu der Proteinbeladung zu einer Endkonzent-
ration von 40 mM zugesetzt. Die Zugabe von Imidazol zu der Proteinbeladung reduziert die Bindung von
IL6Ra-Fc-Homodimer, wodurch der Oberflachenbereich, welcher fiir die restlichen zwei Spezies verfiigbar ist,
erhoht wird. Nach der Beladung wurde die Saule mit mehreren Saulenvolumina an 50 mM HEPES, 80 mM Imi-
dazol, pH 8,0, gewaschen, bis erneut eine stetige Basislinie eingerichtet war. Das Heterodimer wurde selektiv
mit 50 mM HEPES, 150 mM Imidazol, pH 8,0, Uber mehrere Saulenvolumina hinweg eluiert. Die Proteinfrakti-
onen wurden vereinigt und in PBS diafiltriert, wie es im obenstehenden Abschnitt beschrieben wurde.
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BEISPIEL 4. ALTERNATIVE VERFAHREN ZUM KONSTRUIEREN VON LIGAN-DENFALLEN

[0113] Wie oben beschrieben, folgt eine Rezeptoraktivierung durch CNTF und in analoger Weise durch IL-6
und IL-11 einer geordneten Abfolge von Bindungsereignissen (Fig. 6). Das Cytokin bindet anfanglich an seinen
zugehorigen Ra mit geringer Affinitat (Kd = 3 bis 10 nM); dies ist ein erforderlicher Schritt — Zellen, welche den
zugehdrigen Ra nicht exprimieren, antworten nicht auf das zugehdrige Cytokin. Der Cytokin-Ra-Komplex as-
soziiert mit der ersten signaltransduzierenden Komponente, gp130, unter Bildung eines Hochaffinitadtskomple-
xes (Kd in der Grolkenordnung von 10 pM fir den Komplex CNTF-CNTFRa-gp130). Dieser Komplex transdu-
ziert kein Signal, da es die Dimerisierung der signaltransduzierenden Komponenten ist, welche eine Signali-
sierung hervorbringt (Stahl und Yancopoulos, J. Neurobiology 25: 1454-1466 (1994); Stahl et al., Science 267:
1349-1353 (1995); Davis et al., Science 260: 1805-1808 (1993); Stahl et al., Science 263: 92-95 (1994); Mura-
kami et al., Science 260: 1808-1810 (1993)). Zumindest im Falle von IL-6 assoziiert der heterotrimere Cyto-
kin-Ra-Signaltransducer-Komplex anschliefend mit einem anderen gleichen Komplex unter Bildung eines he-
xameren Komplexes (Fig. 6) (Ward et al., J. Biol. Chem. 269: 23286-23289 (1994)). Die resultierende Dime-
risierung der Signaltransducer — gp130 im Fall von IL-6 (Murakami et al., Science 260: 1808-1810 (1993)) und
IL-11, gp130 und LIFR im Falle von CNTF (Davis et al., Science 260: 1805-1808 (1993)) — fihrt zu einer Sig-
naltransduktion.

[0114] Die anfanglichen heterodimeren Molekile, welche hergestellt wurden, umfassten eine Idsliche
Ra-Komponente, verknlpft an die extrazellulare Domane von gp130. Diese Molekiile ahmen gezeigtermalen
den Hochaffinitatskomplex Cytokin-Ra-gp130 nach und verhalten sich als ein Hochaffinitdtsantagonist ihres
zugehorigen Cytokins (Fig. 7). Um diese Molekile herzustellen, wurde die extrazellulare Doméane von gp130
mit der extrazellularen Domane der a-Rezeptorkomponenten fir IL-6 und CNTF, IL-6Ra bzw. CNTFRa, ge-
paart. Um den Ra mit der extrazellularen Domane von gp130 zu verknipfen, wurden die I6slichen Ra-Kompo-
nenten und gp130 an den Fc-Bereich von humanem IgG1 fusioniert, um Ra-FC bzw. gp130-Fc herzustellen.
Die Fc-Doméane wurde ausgewahlt, hauptsachlich, aber nicht ausschliellich, weil sie auf natirliche Weise Di-
sulfid-verkntpfte Dimere bildet. Heterodimere Molekiile, umfassend Ra-Fc-gp130-Fc, wurden exprimiert, ge-
reinigt, und von ihnen wurde gezeigt, sich als hochwirksame Antagonisten ihres zugehdrigen Liganden zu ver-
halten. Darlber hinaus wurde von diesen Molekilen gefunden, in hohem Male spezifisch fiir ihr zugehériges
Cytokin zu sein, da es die Wahl der a-Rezeptorkomponente ist, welche spezifiziert, welches Cytokin gebunden
und eingefangen wird (es gibt keine messbare Bindung des Cytokins an gp130 in Abwesenheit des passenden
Ra).

[0115] Hier beschreiben wir eine Erweiterung dieser Technologie, welche die Konstruktion verschiedener he-
teromerer l6slicher Rezeptorligandenfallen gestattet, welche dank ihres Entwurfs zusatzliche nutzbringende
Merkmale aufweisen kdnnen, wie Stabilitat, Fc-Rezeptor-vermittelte Klarung oder verringerte Effektorfunktio-
nen (wie Komplement-Fixation). Dartber hinaus sollte sich die beschriebene Technologie als geeignet fur die
Konstruktion jedwedes heteromeren Proteins in Sduger- oder anderen geeigneten Proteinexpressionssyste-
men erweisen, einschliellich, ohne jedoch darauf eingeschrankt zu sein, heteromeren Molekdle, welche Re-
zeptoren, Liganden und katalytische Komponenten, wie Enzyme oder katalytische Antikérper, verwenden.

MATERIALIEN UND METHODEN

Gentechnische Erzeugung von heteromeren, auf 16slichem Rezeptor basierenden Immunglobu-
lin-Schwer/Leichtkette-Ligandenfallen fiir IL-6.

[0116] Die hier beschriebenen IL-6-Fallen wurden konstruiert unter Verwendung von humanem gp130, huma-
nem IL-6-a-Rezeptor (IL-6Ra), der konstanten Region der Schwerketten (Cy) von humanem IgG1 (Cy1) (Lewis
et al., Journal of Immunology 151: 2829-2838 (1993)) oder IgG4 (Cy4) mit oder ohne einer Verkniipfungs- bzw.
Join-Region (J), und den konstanten Regionen von leichten Ketten Kappa (k) und Lambda (A) (Cheung et al.,
Journal of Virology 66: 6741-6720 (1992)) von humanem Immunglobulin (lg), ebenfalls mit oder ohne einem
unterschiedlichen j-Peptid (j). Dieser Entwurf zieht einen Vorteil aus der naturlichen Fahigkeit der Cy-Domane,
mit k- oder A-Leichtketten zu heterodimerisieren. Die Heterodimerisierung von Cy mit der leichten Kette findet
zwischen der CH1-Domane von Cy und der konstanten Region der leichten Kette (C,) statt und wird stabilisiert
durch kovalentes Verknlpfen der zwei Domanen Uber eine einzelne Disulfidbriicke. Wir nahmen an, dass, wie
die Fc-Doméane von humanem IgG1, die Kombination von Cy mit C, verwendet werden kénnte, um Disulfid-ver-
knipfte heteromere Proteine herzustellen, bestehend aus der extrazellularen Doméane von gp130 auf einer
Kette und der extrazellularen Domane von IL-6Ra auf der anderen Kette. Wie ihre Fc-basierenden Gegensti-
cke wurde von derartigen Proteinen postuliert Hochaffinitats-Ligandenfallen fir IL-6 zu sein und als ein Ergeb-
nis die Wechselwirkung von IL-6 mit dem nativen Rezeptor auf IL-6-responsiven Zellen zu inhibieren, wodurch
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sie als IL-6-Antagonisten fungieren. Weiterhin wiirden Konstrukte unter Verwendung der Volllangen-Cy-Regi-
on, sehr dhnlich wie Antikdrper, Homodimere der Cy-Kette bilden, was zur Entstehung von antikérperahnlichen
Molekulen fuhrt, bestehend aus zwei "Leichtketten" und zwei "Schwerketten" (Fig. 8). Der potenzielle Vorteil
dieses Entwurfs besteht darin, dass er noch naher den Komplex IL-6-IL-6Ra-gp130 nachahmen kann und eine
héhere Affinitat fir den Liganden als vergleichbare einzelne Heterodimere aufzeigen kann. Ein zuséatzlicher
Entwurf wird eingebunden durch Verwenden von trunkierten Versionen von Cy, welche lediglich aus der
C,,1-Doméne bestehen. Diese werden heterodimere Molekile mit Rezeptor-k-Fusionsproteinen bilden und
werden daher dem Fab-Fragment von Antikérpern ahneln.

[0117] Alle die I6slichen Rezeptor-lg-chimaren-Gene kdnnen in Plasmidvektoren konstruiert werden, ein-
schliellich, ohne jedoch darauf eingeschrankt zu sein, Vektoren, geeignet fir Sauger-Expression (COS-Affen-
nierenzellen, Chinesische-Hamster-Ovar-Zellen [CHO], und ras-transformierte Fibroblasten [MG-ras]), und
schlieRen eine Kozak-Sequenz (CGC CGC CAC CAT GGT G) am Beginn jedes chimaren Gens fir eine effi-
ziente Translation ein. Die technische Erzeugung wurde unter Anwendung von standardmafiger Gentech-
nik-Methodik durchgefiihrt. Jedes Konstrukt wurde uberprift durch DNA-Sequenzierung, Sauger-Expression,
gefolgt von Western-Blotting mit geeigneten Antikdrpern, biophysikalischen Assays, welche die Ligandenbin-
dung und -dissoziation bestimmen, und Wachstumsinhibitionsassays (XG-1, wie spater beschrieben). Da die
Domanen, die zum Konstruieren dieser chimaren Proteine verwendet wurden, von geeigneten Restriktionsstel-
len flankiert werden, ist es moéglich, diese Domanen zu verwenden, um andere chiméare Proteine zu erzeugen,
einschliellich Chimaren unter Verwendung der extrazellularen Domanen der Rezeptoren fur Faktoren wie IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, LIF, IL-11, IL-15, IFNy, TGFB und andere. Die Aminosaurekoordinaten flr jede
Komponente, welche bei der Herstellung der IL-6-Fallen verwendet wird, sind nachstehend aufgelistet (Anmer-
kung: Die Nummerierung beginnt mit dem einleitenden Methionin als #1; lange Sequenzen sind unter Verwen-
dung des Ein-Buchstaben-Codes fir die zwanzig Aminosauren aufgelistet):

(a) Konstrukte unter Verwendung von humanem gp130:

(i) gp130-Cy1 wurde erzeugt durch rastergerechtes Fusionieren bzw. Im-Raster-Fusionieren der extrazel-
lularen Doméane von gp130 (Aminosauren 1 bis 619) an eine Ser-Gly-Briicke, gefolgt von den 330 Amino-
sauren, welche Cy1 und ein Terminationscodon umfassen (Eig. 9).

(i) gp130-J-Cy1 wurde in der gleichen Weise wie gp130-Cy1 erzeugt, aulRer, dass ein J-Peptid (Aminosau-
resequenz: GQGTLVTVSS) zwischen der Ser-Gly-Briicke und der Sequenz von Cy1 eingefiigt wurde (sie-
he Fig. 9).

(iif) gp130A3fibro-Cy1 wurde erzeugt durch rastergerechtes Fusionieren der extrazellularen Domane von
gp130 ohne ihre drei Fibronectin-ahnlichen Doméanen (Eig. 10). Der restliche Teil dieses chimaren Proteins
ist identisch zu gp130-Cy1.

(iv) gp130-J-C,1 wurde auf eine identische Weise zu derjenigen erzeugt, die fir gp130-Cy1 beschrieben
wurde, mit der Ausnahme, dass anstelle der Cy1-Region nur der C,1-Teil von Cy1 verwendet worden ist
(Eig. 11). Die C-terminale Domane dieses Konstrukts schlief3t den Teil des Gelenks ein, welcher den Cy-
steinrest enthalt, der fiir die Heterodimerisierung der Schwerkette von IgG mit einer Leichtkette verantwort-
lich ist. Der Teil des Gelenks, welcher die zwei Cysteine enthalt, die an Cy1-Homodimerisierung beteiligt
sind, ist zusammen mit den C,2- und C,;3-Doménen deletiert worden.

(v) gp130-Cy4 wurde auf eine identische Weise zu derjenigen erzeugt, welche fiir gp130-Cy1 beschrieben
wurde, aulier, dass Cy4 anstelle von Cy1 verwendet wurde (FEig. 12). Darliber hinaus wurde eine Rs-
rll-DNA-Restriktionsstelle an der Gelenkregion der Cy4-Domane technisch erzeugt durch Einflihrung von
zwei stillen Basenmutationen. Die Rsrsll-Stelle gestattet andere erwlinschte gentechnische Manipulatio-
nen, wie die Konstruktion des C,,1-Aquivalents von gp130-Cy4.

(vi) gp130-k wurde in einer identischen Weise zu derjenigen erzeugt, welche fiir gp130-Cy1 beschrieben
wurde, aulRer, dass die konstante Region der k-Leichtkette von humanem Ig anstelle von Cy1 verwendet
wurde (Fig. 13).

(vi) gp130-J-k wurde in einer identischen Weise zu derjenigen technisch erzeugt, welche fir gp130-J-k be-
schrieben wurde, aufler, dass ein j-Peptid (Aminosauresequenz: TFGQGTKVEIK) zwischen die
Ser-Gly-Briicke und die k-Region eingefligt wurde.

(viii) gp130-A wurde in einer identischen Weise zu derjenigen technisch hergestellt, beschrieben fur
gp130-Cy1, auler, dass die konstante Region der A-Leichtkette (Cheung et al., Journal of Virology 66:
6714-6720 (1992)) von humanem Ilg anstelle von Cy1 verwendet wurde (Fig. 14).

(b) Konstrukte unter Verwendung von humanem IL-6Ra:

(i) ILBRa-Cy1 wurde technisch erzeugt durch rastergerechtes Fusionieren der Aminosauren 1 bis 358 von
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IL-6Ra (Yamasaki et al., Science 241: 825-828 (1988)), welche die extrazellulare Domane von IL-6Ra um-
fassen (Fig. 15), an eine Ala-Gly-Briicke, gefolgt von den 330 Aminosauren, welche Cy1 und ein Termina-
tionscodon umfassen.

(ii) IL-6Ra-k wurde erzeugt, wie beschrieben fiir IL6Ra-Cy1, auller, dass die k-Doméane (Fig. 13), welche
fur gp130-k verwendet wurde, anstelle von Cy1 verwendet wurde.

(iii) IL6Ro-j-k wurde erzeugt, wie beschrieben fir IL6Ra-k, auer, dass das fir gp130-j-k beschriebene
j-Peptid zwischen die Ala-Gly-Briicke und die k-Doméane platziert wurde.

(iv) Drei weitere Konstrukte, IL6Ra313-Cy1, IL6Ra313-k und IL6Ra313-j-k wurden technisch erzeugt durch
Verwendung einer trunkierten Form von IL-6Ra, bestehend aus den Aminosauren 1 bis 313 (Fig. 16). Jedes
dieser Konstrukte wurde hergestellt durch rastergerechtes Fusionieren von IL6Ra313 mit einer
Thr-Gly-Bricke, gefolgt von den Cy1-, k- und j-k-Domanen, welche oben beschrieben wurden. Diese Kon-
strukte wurden technisch erzeugt, um die gp130A3fibro-abgeleiteten Konstrukte zu komplementieren.

Expression und Reinigung von Ligandenfallen

[0118] Um kovalent verkniipfte Heterodimere von I6slichem gp130 und I6slichem IL-6Ra herzustellen, wur-
den gp130-Ig-Chimarenproteine mit geeigneten IL-6Ra-Ig-Chimarenproteinen in komplementierenden Paaren
co-exprimiert. Die Co-Expression wurde erreicht durch Co-Transfizieren der entsprechenden Expressionsvek-
toren in geeignete Saugerzelllinien, und zwar entweder stabil oder transient. Die resultierenden Disulfid-ver-
knupften Heterodimere wurden aus konditionierten Medien durch mehrere unterschiedliche Verfahren gerei-
nigt, einschlielich, ohne jedoch darauf eingeschrankt zu sein, Affinitatschromatographie auf immobilisiertem
Protein A oder Protein G, liganden-basierender Affinitatschromatographie, lonenaustausch und Gelfiltration.

[0119] Ein Beispiel des Typs von Verfahren, welche verwendet wurden zur Reinigung eines
Schwer/Leicht-Rezeptorfusionsproteins ist wie folgend: gp130-Cy1-IL-6Ra-k wurde in COS-Zellen durch
Co-Transfizieren zweier verschiedener Vektoren, welche gp130-Cy1 bzw. IL-6Ra-k codieren, exprimiert. Se-
rumfreie konditionierte Medien (400 ml) wurden zwei Tage nach der Transfektion abgesammelt, und Cy1-tra-
gende Proteine wurden durch Affinitatschromatographie tGber eine 1 ml-Protein-A-Sepharose (Pharmacia) ge-
reinigt. Das in diesem Schritt erzeugte Material wurde durch einen zweiten Affinitats-Chromatographieschritt
Uber eine 1 ml groRe NHS-aktivierte Sepharose (Pharmacia), welche mit rekombinantem humanen IL-6 deri-
vatisiert worden war, weiter gereinigt, um gp130-Cy1-Dimer von gp130-Cy1-IL-6Ra-k-Komplexen zu entfernen
(das gp130-Cy1-Dimer bindet nicht IL-6). Durch dieses Verfahren erzeugte Proteine waren zu 90 % rein, wie
durch SDS-PAGE, gefolgt von Silber-Farbung, bewiesen wurde (Fig. 17). Ahnliche Protokolle sind erfolgreich
zur Reinigung von anderen Schwer/Leicht-Rezeptorheterodimeren angewandt worden.

ERGEBNISSE
Biologische Aktivitat von Immunglobulin-Schwer/Leichtkette-Rezeptor-Fusions-Antagonisten

[0120] Die gereinigten Ligandenfallen wurden hinsichtlich ihres Vermdgens, IL-6 zu binden, in einer Vielzahl
von unterschiedlichen Assays getestet. Zum Beispiel wurde die Dissoziationsrate von an die Ligandenfalle ge-
bundenem IL-6 parallel zur Dissoziationsrate von IL-6 von dem monoklonalen neutralisierenden Anti-IL-6-An-
tikérper B-E8 gemessen [Brochier et al., Int. J. Immunopharmacology 17: 41-48 (1995), und Zitate darin]. Ein
Beispiel fur diesen Typ von Experiment wird in der Eig. 18 gezeigt. In diesem Experiment wurden 20 pM
128]-]L-6 (1000 pCi/mMol; Amersham) mit 500 pM entweder von gp130-Cy1-IL-6Ra-k oder mAB B-E8 wahrend
20 Stunden préainkubiert. An diesem Punkt wurde ein 1000-facher Uberschuss (20 nM) von "kaltem" IL-6 zu-
gegeben. Periodisch wurden Aliquots der Reaktion entfernt, die Ligandenfalle oder B-E8 wurde mit Protein
G-Sepharose geféllt, und die Anzahl an cpm von '°I-IL-6, welche gebunden blieb, wurde bestimmt. In deutli-
cher Weise war die Dissoziationsrate von humanem '?°|-IL6 aus der Ligandenfalle sehr langsam — nach drei
Tagen waren ungefahr 75 % der anfanglichen Zahleinheiten noch an die Ligandenfalle gebunden. Im Gegen-
satz dazu blieben weniger als 5 % der Zahleinheiten nach drei Tagen mit dem AntikOrper assoziiert. Dieses
Ergebnis demonstriert, dass die Dissoziationsrate des Liganden aus diesen Ligandenfallen sehr langsam ist.

[0121] In einer unterschiedlichen Gruppe von Experimenten wurde die Fahigkeit der Ligandenfallen, in Ge-
genwart von Ligand zu multimerisieren, getestet. Ein Beispiel hierfur wird in der Fig. 19 gezeigt. Die IL-6-indu-
zierte Assoziation von gp130-Fc:IL-6Ra-Fc mit gp130-C,1-IL-R6a-k wurde bestimmt durch Testen, ob
gp130-C,,1-IL-6Ra-k, welches von sich selbst aus Protein A nicht bindet, durch Protein A-Sepharose in Gegen-
wart von gp130-Fc-IL-6Ra-Fc in einer IL-6-abhangigen Weise prazipitiert werden konnte (Eig. 9). Die Prazipi-
tation von gp130-C,;1 -IL-6Ra-k durch Protein A-Sepharose wurde durch Western-Blot mit einem Anti-Kap-
pa-spezifischen HRP-Konjugat bestimmt, welches gp130-Fc-IL-6Ra-Fc nicht detektiert. gp130-C,,1-IL-6Ra-k
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konnte durch Protein A-Sepharose nur prazipitiert werden, wenn sowohl gp130-Fc-IL-6Ra-Fc als auch IL-6 vor-
handen waren. Dieses Ergebnis zeigt in schlissiger Weise, dass IL-6 eine Ligandenfallen-Multimerisierung in-
duzieren kann, und zeigt ferner, dass die Ligandenfalle den hexameren Cytokin-Ra-Signaltransducer-Komplex
(Fig. 1) nachahmen kann. Eine Liganden-induzierte Multimerisierung kann eine bedeutende Rolle in der Kia-
rung von Cytokin-Ligandenfalle-Komplexen in vivo spielen.

[0122] Die biologische Aktivitat der verschiedenen Ligandenfallen kann ferner in Assays getestet werden,
welche ligandenabhangige Zellproliferation messen. Es gibt mehrere Zellproliferations-Assays fir IL-6, und sie
verwenden Zelllinien, wie B9, CESS oder XG-1. Ein Beispiel fir diesen Typ von Assay unter Verwendung der
XG-1-Zelllinie wird nachstehend dargestellt: XG-1 ist eine Zelllinie, abgeleitet aus einem humanen multiplen
Myelom (Zhang et al., Blood 83: 3654-3663 (1994)). XG-1 hangt von exogen zugeflihrtem humanem IL-6 fir
das Uberleben und die Proliferation ab. Der EC,, von IL-6 fiir die XG-1-Linie belduft sich auf ungefahr 50
pMol/ml. Die Fahigkeit von mehreren unterschiedlichen IL-6-Fallen, IL-6-abhangige Proliferation von XG-1-Zel-
len zu blockieren, wurde durch Inkubieren steigender Mengen an gereinigten Ligandenfallen mit 50 pg/ml IL-6
in XG-1-Kulturen getestet. Die Ligandenfallen, welche getestet wurden, waren durch Verfahren exprimiert und
gereinigt worden, ahnlich zu denjenigen, welche obenstehend beschrieben sind. Von allen getesteten Ligan-
denfallen wurde festgestellt, IL-6-abhangige Proliferation von XG-1 in einer dosisabhangigen Weise zu inhibie-
ren (Fig. 20). Von den finf getesteten verschiedenen Fallen war gp130-Cy1-IL-6Ra-k die aktivste und zeigte(n)
im Wesentlichen dieselbe neutralisierende Aktivitat gegeniber IL-6 wie der Antikérper B-E8. So wenig wie ein
10-facher molarer Uberschuss von entweder gp130-Cy1-IL-6Ra-k oder B-E8 blockierte vollstandig die Aktivitat
von IL-6 (eine Ablesung von A570 — 650 = 0,3 AU entspricht keiner Proliferation der XG-1-Zellen). Bei einem
100-fachen molaren Uberschuss blockierten alle der getesteten Ligandenfallen vollstandig die Aktivitat von
IL-6. Diese beobachtete Inhibition ist hochselektiv, da weder eine gp130-Fc-CNTFRa-Fc-Ligandenfalle, welche
CNTF-Aktivititat blockiert, noch gp130-Fc-Homodimer irgendeine Blockierungsaktivitat gegentiber IL-6 zeigte,
sogar, wenn sie bei einem 1000-fachen molaen Uberschuss (iber IL-6 verwendet wurden (Daten nicht gezeigt).
Diese Daten verdeutlichen, dass die heteromeren Immunglobulin-Schwer/Leichtketten-Ligandenfallen auf Re-
zeptorbasis als selektive Hochaffinitdtsantagonisten ihres zugehérigen Liganden fungieren.

BEISPIEL 5 - KLONIERUNG VON FUSIONSPOLYPEPTID-KOMPONENTEN

[0123] Die extrazellularen Domanen der humanen Cytokin-Rezeptoren wurden durch Standard-PCR-Techni-
ken unter Verwendung von Gewebe-cDNAs (CLONTECH) erhalten, in den Expressionsvektor pMT21 (Gene-
tics Institute, Inc.) kloniert, und die Sequenzen wurden durch Standardtechniken unter Verwendung eines ABI
373A-DNA-Sequenzierers und des Tag-Didesoxy-Terminator-Zyklus-Sequenzierungs-Kits (Applied Biosys-
tems, Inc., Foster City, CA) sequenziert. Fur den IL-4Ra wurden die Nukleotide 241 bis 868 (entsprechend den
Aminosauren 24-231) aus der Genbank-Sequenz, X52425, kloniert. Fur den IL-2Ry wurden die Nukleotide 15
bis 776 (entsprechend den Aminosauren 1-233) aus der Genbank-Sequenz D11086 kloniert. Fir den IL-6Ra
wurden die Nukleotide 52 bis 1044 (entsprechend den Aminosauren 1-331) aus der Genbank-Sequenz
X52425 kloniert. Fiir gp130 wurden die Nukleotide 322 bis 2112 (entsprechend den Aminosauren 30-619) aus
der Genbank-Sequenz M57230 kloniert.

BEISPIEL 6 - HERSTELLUNG VON FUSIONSPOLYPEPTIDEN (CYTOKIN-FALLEN)

[0124] Die Nukleotidsequenzen, welche die Cytokinfallen codierten, wurden aus den individuellen klonierten
DNAs (obenstehend beschrieben) durch Standardklonierungs- und PCR-Techniken konstruiert. In jedem Fall
wurden die Sequenzen so im Raster konstruiert, dass die Sequenz, welche die erste Fusionspolypeptidkomp-
onente codiert, an die Sequenz fusioniert wurde, welche die zweite Fusionspolypeptidkomponente codiert, ge-
folgt von einer Fc-Domane (Gelenk, CH2- und CH3-Region von humanem IgG1) als der multimerisierenden
Komponente. In manchen Fallen wurden Extra-Nukleotide im Raster zwischen Sequenzen eingefligt, codie-
rend die ersten und zweiten Fusionspolypeptid-Komponenten, um eine Linkerregion zwischen den zwei Kom-
ponenten hinzuzufligen (siehe Fig. 21A-Fig. 21D — Falle 424; Fig. 24A-Fig. 24F — Falle 412).

[0125] Fur die IL-4-Fallen 424 (Fig. 21A-Fig. 21D), 603 (Fig. 22A-Fig. 22D) und 622 (Fig. 23A-Fig. 23D)
liegt die IL-2Ry-Komponente 5', gefolgt von der IL4Ra-Komponente und dann der Fc-Komponente. Fur die
IL-6-Fallen, 412 (Fig. 24A— Fig. 24F) und 616 (Fig. 25A-Fig. 25F) liegt die IL-6Ra-Komponente 5', gefolgt von
der gp130-Komponente und dann der Fc-Domane. Die letztendlichen Konstrukte wurden in den Saugerex-
pressionsvektor pPCDNA3.1 (STRATAGENE) kloniert.

[0126] In der 412-Sequenz (Eig. 24A-Fia. 24F) codieren die Nukleotide 1-993 die IL6Ra-Komponente, die
Nukleotide 994-1023 codieren eine Linkerregion, die Nukleotide 1024-2814 codieren die gp130-Komponente

23/90



DE 699 32832 T2 2007.02.08
und die Nukleotide 2815-3504 codieren die Fc-Domane.

[0127] In der 616-Sequenz (Fig. 25A-Fig. 25F) codieren die Nukleotide 1-993 die IL6Ra-Komponente, die
Nukleotide 994-2784 codieren die gp130-Komponente und die Nukleotide 2785-3474 codieren die Fc-Doma-
ne.

[0128] In den Sequenzen 424 (Fig. 21A-Fig. 21D) und 622 (Fig. 23A-Fig. 23D) codieren die Nukleotide
1-762 die IL2Ry-Komponente, die Nukleotide 763-771 codieren eine Linkerregion, die Nukleotide 772-1395
codieren die IL4Ra-Komponente und die Nukleotide 1396-2082 codieren die Fc-Domane.

[0129] SchlieRlich codieren in der 603-Sequenz (Fig. 22A-Fig. 22D) die Nukleotide 1-762 die IL2Ry-Kompo-
nente, die Nukleotide 763—-1386 codieren die IL4Ra-Komponente und die Nukleotide 1387-2073 codieren die
Fc-Domane.

[0130] DNA-Konstrukte wurden entweder transient in COS-Zellen transfiziert oder stabil in CHO-Zellen trans-
fiziert, durch Standardtechniken, welche dem Fachmann auf dem Gebiet allgemein bekannt sind. Uberstéande
wurden aufgefangen und durch Protein A-Affinitats-Chromatographie und GréRenausschluss-Chromatogra-
phie mittels Standardtechniken gereinigt (siehe zum Beispiel Harlow und Lane, Antibodies — A Laboratory Ma-
nual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988).

BEISPIEL 7: IL-4-BIOASSAY-PROTOKOLL UNTER VERWENDUNG VON TF-1 (ATCC)-ZELLEN.
Erforderliche Reagenzien und Ausristungen
MTT-Farbstoff-Lésung

MTT(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl])(Sigma-Katalog # M2128)
Arbeitskonzentration: 5 mg wasserfreies MTT werden in 200 ml PBS ohne Ca*, Mg*? aufgeldst.
Sterilfiltrieren und in aliquotierter Form aufbewahren bei —20 °C.

Solubilisierungs-Ldsung:

Fir 1000 ml werden 100 g SDS, 950 ml dH,O, 50 ml Dimethylformamid und 850 pl konzentriertes HCl vereinigt.
Es wird mit einer 0,45 pym-Filtereinheit sterilfiltriert.
Aufbewahren bei Raumtemperatur.

TF-1-Zell-Wachstumsmedium:
RPMI 1640, 10 % FBS, Pen/Strep, 2 mM L-Glutamin.
Sonstiges:

0,4 % Trypan-Blau-Farbung, sterile Réhrchen flir Verdinnungen, sterile 96-Vertiefungs-Zellkulturplatten (Fal-
con #3072), Hamacytometer, Zentrifuge, ELISA-Platten-Lesegerat, Mehrkanal-Pipette fir Volumen von 15, 25,
50 und 100 pl, sterile Reagenz-Reservoirs, sterile Pipettenspitzen, Handschuhe.

Assay-Protokoll
A. Herstellung von Assay-Platten

1. Vorbereiten von sterilen 96-Vertiefungs-Gewebekulturplatten, um 50 pl Wachstumsmedium pro Vertie-
fung mit verschiedenen Konzentrationen an IL-4 und 10 nM IL-4-Antagonist zu enthalten. Dies kann durch-
gefuhrt werden durch Herstellen einer Arbeitsverdiinnung von IL-4, welche das Vierfache der hdchsten zu
testenden Konzentration ist. In getrennten Réhrchen erfolgt eine zweifache serielle Verdlinnung des IL-4.
Zugeben von 25 pl jeder Verdlinnung zu einer Reihe quer uber die Platte (d. h. Reihe A erhalt die hchste
Konzentration, Reihe G erhielt die niedrigste Konzentration). Zugeben von 25 yl Wachstumsmedium ohne
IL-4 zu Reihe H. Vorbereiten der zu testenden Antagonisten durch Anfertigen einer Stammlésung, welche
das Vierfache der Endkonzentration ist. Zugeben von 25 ul zu einem dreifach ausgefertigten Satz von
IL-4-enthaltenden Vertiefungen (Spalten 1, 2, 3, A bis H). Vergewissern, dass Antagonist in Reihe H einge-
schlossen wird.
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2. Als eine Positivkontrolle wird ein Satz ohne Antagonist belassen. Diese Vertiefungen werden lediglich
IL-4 und Medien enthalten.

3. Inkubieren der Platte wahrend 1-2 Stunden bei 37 °C in einem befeuchteten 5 %-CO,-Inkubator vor dem
Vorbereiten von Zellen, welche fir den Assay zu verwenden sind.

B. Vorbereitung von Zellen

4. Zweimaliges Waschen der Zellen durch Zentrifugation in Assay-Medium, welches frei von Wachstums-
faktor ist.

5. Bestimmen der Zellzahl und der Trypan-Blau-Lebensfahigkeit und Suspendieren der Zellen zu einer End-
konzentration von 8 x 10°/ml in Assay-Medium.

6. Austeilen von 50 pl der Zellsuspension (40 000 Zellen) in alle Vertiefungen der Platten. Das Gesamtvo-
lumen sollte nun 100 pl/Vertiefung betragen.

7. Inkubiere die Platte bei 37 °C wahrend 68 Stunden in einem befeuchteten 5 %-CO,-Inkubator.

C. Farbentwicklung

8. Nach Inkubieren wahrend 68 Stunden werden 15 pl der MTT-Farbstofflésung zu jeder Vertiefung zuge-
setzt.

9. Inkubiere die Platte bei 37 °C wahrend 4 Stunden in einem angefeuchteten 5 %-Prozent CO,-Inkubator.
10. Nach 4 Stunden werden 100 pl der Solubilisierungslésung zu jeder Vertiefung gegeben. Die Platte wird
Uber Nacht in einem verschlossenen Behalter stehen gelassen, um die Formazan-Kristalle vollstandig zu
solubilisieren.

11. Aufzeichnung der Absorption bzw. Extinktion bei 570/650 nm.

ERGEBNISSE

[0131] Die Fig. 27 zeigt, dass eine IL-4-Falle, bezeichnet als 4SC375, welche ein Fusionspolypeptid von
IL-2Ry-scb-IL4Ra-FcAC1 ist, als ein IL-4-Antagonist um mehrere GréRenordnungen besser ist als
IL4RaFcAC1 allein, und zwar im TF1-Zell-Bioassay.

[0132] Die Fig. 28 zeigt, dass die IL-4-Falle, welche als 4SC375 bezeichnet wird, antagonistische Aktivitat im
TF1-Zell-Bioassay zeigt, aquivalent zu einer IL-4-Falle, welche als 4SC424 bezeichnet wird, welche ein Fusi-
onspolypeptid von IL-2Ry-IL4Ra-FcAC1 ist, bei dem die IL-2Ry-Komponente mit der IL-4Ra-Komponente biin-
dig ausgerichtet ist.

BEISPIEL 8: IL-6-BIOASSAY-PROTOKOLL UNTER VERWENDUNG VON XG-1-ZELLEN
Erforderliche Reagenzien und Geratschaften

MTT-Farbstoff-Lésung

MTT(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl])(Sigma-Katalog # M2128)
Arbeitskonzentration: 5 mg wasserfreies MTT werden in 200 ml PBS ohne Ca*, Mg+? aufgeldst.
Sterilfiltrieren und in aliquotierter Form aufbewahren bei —20 °C.

Solubilisierungs-Ldsung:

Fir 1000 ml werden 100 g SDS, 950 ml dH,O, 50 ml Dimethylformamid und 850 pl konzentriertes HCl vereinigt.
Es wird mit einer 0,45-um-Filtereinheit sterilfiltriert. Aufbewahren bei Raumtemperatur.

Assay-Medium:

RPMI 1640, 10 % FBS, Pen/Strep, 2 mM L-Glutamin, 50 yuM Mercaptoethanol.

Sonstiges:

0,4 % Trypan-Blau-Farbung, sterile Réhrchen flir Verdinnungen, sterile 96-Vertiefungs-Zellkulturplatten (Fal-
con #3072), Hamacytometer, Zentrifuge, ELISA-Platten-Lesegerat, Mehrkanal-Pipette fir Volumen von 15, 25,
50 und 100 pl, sterile Reagenzreservoirs, sterile Pipettenspitzen, Handschuhe.
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Assay-Protokoll

A. Vorbereitung von Assay-Platten

1. Vorbereiten von sterilen 96-Vertiefungs-Gewebekulturplatten, um 50 pyl Wachstumsmedium pro Vertie-
fung mit verschiedenen Konzentrationen an IL-6 und 10 nM IL-6-Antagonist zu enthalten. Dies kann durch-
gefuhrt werden durch Herstellen einer Arbeitsverdinnung von IL-6, welche das Vierfache der hdchsten zu
assayenden Konzentration ist. In getrennten Réhrchen erfolgt eine zweifache serielle Verdinnung des IL-6.
Zugeben von 25 pl jeder Verdlinnung zu einer Reihe quer uber die Platte (d. h. Reihe A erhalt die hdchste
Konzentration, Reihe G erhielt die niedrigste Konzentration). Zugeben von 25 pl Wachstummedium ohne
IL-6 zu Reihe H. Vorbereiten der zu testenden Antagonisten durch Anfertigen einer Stammlésung, welche
das Vierfache der Endkonzentration ist. Zugeben von 25 ul zu einem dreifach ausgefertigten Satz von
IL-6-enthaltenden Vertiefungen (Spalten 1, 2, 3, A bis H). Vergewissern, dass Antagonist in der Reihe H
eingeschlossen ist. Eine typische IL-6-Titration beginnt bei 200 ng/ml, bis hinunter zu 3,1 ng/ml.

2. Als eine Positivkontrolle wird ein Satz ohne Antagonist belassen. Diese Vertiefungen werden IL-6 und
Medien anstatt Antagonist enthalten.

3. Inkubieren der Platte wahrend 1-2 Stunden bei 37 °C in einem befeuchteten 5 %-CO,-Inkubator vor dem
Vorbereiten von Zellen, welche fir den Assay zu verwenden sind.

B. Vorbereitung von Zellen

4. Zweimaliges Waschen der Zellen durch Zentrifugation (5 Minuten bei 1000 U/min.) in Assay-Medium,
welches frei von Wachstumsfaktor ist.

5. Bestimmen der Zellzahl und der Trypan-Blau-Lebensfahigkeit und Suspendieren der Zellen zu einer End-
konzentration von 8x10°ml in Assay-Medium.

6. Austeilen von 50 pl der Zellsuspension (40 000 Zellen) in alle Vertiefungen der Platten. Das Gesamtvo-
lumen sollte nun 100 pl/Vertiefung betragen.

7. Inkubieren der Platte bei 37 °C wahrend 68 Stunden in einem befeuchteten 5 %-CO,-Inkubator.

C. Farbentwicklung

8. Nach 68 Stunden werden 15 pl der Farbstofflésung zu jeder Vertiefung gegeben.

9. Inkubiere die Platte bei 37 °C wahrend 4 Stunden in einem angefeuchteten 5 %-CO,-Inkubator.

10. Nach 4 Stunden werden 100 pl der Solubilisierungslésung zu jeder Vertiefung gegeben. Die Platte wird
Uber Nacht in einem verschlossenen Behalter stehen gelassen, um die Formazan-Kristalle vollstandig zu
solubilisieren.

11. Aufzeichnung der Extinktion bei 570/650 nm.

ERGEBNISSE

[0133] Die Fig. 29 zeigt, dass die IL-6-Falle (6SC412 IL6R-scb-gpx-FcAC1), welche in Fig. 24A-Fig. 24F be-
schrieben wird, ein besserer Antagonist von IL-6 im XG1-Bioassay ist als der neutralisierende monoklonale An-
tikdrper gegen humanes IL-6 — BES.

BEISPIEL 9 - KONSTRUKTION VON IL-13/IL-4-EINZELKETTEN-FALLEN

1. Um die IL-13/IL-4-Doppelfalle, bezeichnet als IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc, zu erzeugen, wurden die extrazellu-
lare Domane von humanem IL-4Ra (entsprechend den Nukleotiden #1-693 von Fig. 31A-Fig. 31G) und die
extrazellulare Domane von humanem IL-13Ra1 (entsprechend den Nukleotiden #700-1665 von
Fig. 31A-Fig. 31G), durch Standard-PCR-Techniken amplifiziert und in einen Expressionsvektor pMT21 [i-
giert, welcher die humane Fc-Sequenz (entsprechend den Nukleotiden #1671-2355 von
Fig. 31A-Fig. 31G) enthielt, wodurch ein Fusionsprotein erzeugt wurde, welches aus dem IL-4Ra,
IL-13Ra1 und der Gelenk-, CH2- und CH3-Region von humanem IgG1, vom N- zum C-Terminus, besteht.
Daruber hinaus wurde ein Zwei-Aminosauren-Linker (entsprechend den Nukleotiden #694-699 von
Fig. 31A-Fig. 31G) mit der Aminosauresequenz SerGly im Raster zwischen dem IL-4Ra und dem
IL-13Ra1 konstruiert, und ein Zwei-Aminosauren-Linker (entsprechend den Nukleotiden #1666-1671 von
Fig. 31A-Fig. 31G) mit der Aminosauresequenz ThrGly wurde im Raster zwischen dem IL-13Ra1 und dem
Fc-Teil konstruiert. Alle Sequenzen wurden hinsichtlich der Sequenz mittels Standardtechniken bestatigt.
Die IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc codierende Sequenz wurde dann in den Expressionsvektor pCDNA3.1 (Stratage-
ne) unter Verwendung von standardmafigen Molekularbiologie-Techniken subkloniert.
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2. Um die IL-13/IL-4-Doppelfalle, bezeichnet als IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc, zu erzeugen, wurden die extrazellu-
lare Domane von IL-13Ra1 (entsprechend den Nukleotiden #1-1029 von Fig. 32A-Fig. 32G) und der hu-
mane IL-4Ra (entsprechend den Nukleotiden #1060-1692 von Fig. 32A-Fig. 32G) mittels Stan-
dard-PCR-Techniken amplifiziert und in den Expressionsvektor pJFE14 ligiert, welcher die humane Fc-Se-
quenz enthalt (entsprechend den Nukleotiden #1699-2382 von Fig. 32A-Fig. 32G), um ein Fusionsprotein
zu erzeugen, das aus dem IL-13Ra1, IL-4Ra und der Gelenk-, CH2- und CH3-Region von humanem IgG1,
vom N- zum C-Terminus, besteht. Dartiber hinaus wurde ein Zehn-Aminosauren-Linker mit der Aminosau-
resequenz GlyAlaProSerGlyGlyGlyGlyArgPro (entsprechend Nukleotid #1030-1059 von
Fig. 32A-Fig. 32G) im Raster zwischen dem IL-13Ra1 und dem IL-4Ra konstruiert, und ein Zwei-Amino-
sauren-Linker (entsprechend den Nukleotiden #1693-1698 von Fig. 32A-Fig. 32G) mit der Aminosaurese-
quenz SerGly wurde im Raster zwischen IL-4Ra und dem Fc-Teil konstruiert. Alle Sequenzen wurden hin-
sichtlich der Sequenz unter Anwendung von Standardtechniken Ubreprift. Die codierende Sequenz von
IL-13Ra1.IL.-4Ra.Fc wurde dann in den Expressionsvektor pCDNA3.1 (Stratagene) unter Anwendung von
Molekularbiologie-Standardtechniken subkloniert.

BEISPIEL 10: EXPRESSION VON IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc UND IL-13Ra1.1L-4Ra.Fc

[0134] In groflem Malstab (1 Liter) angesetzte Kulturen von dem pCAE801 (dem DNA-Vektorkonstrukt, wel-
ches IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc codiert) und pCAE802 (dem DNA-Plasmidkonstrukt, welches IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc
codiert) in DH10B-Zellen wurden tber Nacht in LB + Ampicillin wachsen gelassen, und die Plasmid-DNA wurde
extrahiert unter Anwendung eines Qiagen Endofree Mega-Kits unter Befolgung des Protokolls des Herstellers.
Die Konzentration der gereinigten Plasmid-DNA wurde in einem UV-Spektrophotometer und Fluorometer be-
stimmt. Die Plasmid-DNA wurde auch durch Verdau von Aliquots mit den Restriktionsenzymen Bbsl, Xmnl und
Ncol Uberprift. Alle Restriktionsenzymverdau-Fragmente entsprachen den vorhergesagten GréRRen in einem
1 %igen Agarosegel.

[0135] Vierzig 15-cm-Petrischalen wurden mit CHO-K1/E1A-Zellen bei einer Dichte von 4x10° Zellen/Platte
angeimpft. Das Plattierungsmedium war Gibco Ham's F-12 mit 10 % Hyclone-Fétal-Rinderserum (FBS) + Pe-
nicillin/Streptomycin, und war mit Glutamin erganzt. Am folgenden Tag wurde jede Platte mit 6 uyg pCAE801
oder pCAE802 unter Verwendung von Gibco Optimem und Gibco Lipofectamin in einem Volumen von 12 ml
unter Befolgung des Protokolls des Herstellers transfiziert. Vier Stunden nach Zugeben der Transfektionsmi-
schung zu den Zellen wurde 12 ml/Platte Optimem mit 10 % FBS zugesetzt. Die Platten wurden bei 37 °C in
einem 5 %-CO,-Inkubator Uber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Medien von jeder Platte entfernt
und 25 ml Expressionsmedium (Gibco CHO-S-SFM Il mit Glutamin + 1 mM Natriumbutyrat) wurde zugegeben.
Die Platten wurden drei Tage lang bei 37 °C inkubiert.

[0136] Nach 3 Tagen Inkubation wurden die Medien von jeder Platte entfernt und bei 400 U/min. in einem Aus-
schwingbecher-Rotor zentrifugiert, um die Zellen zu pellettieren. Der Uberstand wurde in sterile 1-Liter-Fla-
schen dekantiert, und exprimiertes Protein wurde gereinigt, wie nachstehend beschrieben.

BEISPIEL 11: REINIGUNG VON IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc UND IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-PROTEIN AUS KULTURME-
DIEN

1. Reinigung von IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc.

[0137] Humanes IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc wurde in CHO-Zellen transient exprimiert, und Uberstande wurden aus
Platteninfektionen, wie oben beschrieben, geerntet. Die Expression des sezernierten Proteins wurde durch ei-
nen Sandwich-ELISA unter Verwendung von Ziege-Anti-hlgG(y-Ketten-spezifisch; Sigma 1-3382)- und Zie-
ge-AntihlgG(Fc-spezifisch)-FITC-Konjugat (Sigma F9512)-Einfang- bzw. Reporter-Antikdrpern bestimmt. Die
Ausbeute reichte von 5,8 bis 9,2 mg (durchschnittlich 7,5 mg) pro Liter konditioniertem Medium. Comple-
te™-Proteaseinhibitor-Tabletten (Roche Diagnostics Corp.) wurden in die Medien hinein geldst (1 Tablette/Li-
ter). Das konditionierte Medium wurde sterilfiltriert (0,22 um Porengrofie) vor Auftragen auf eine voraquilibrier-
te, 5 ml groBBe HiTrap®-Protein A-Affinitatssaule (Amersham Pharmacia Biotech) in Dulbecco's PBS-Puffer (Life
Technologies), pH 7,4 bei 4 °C. Die FlieRgeschwindigkeit belief sich auf ~ 1-2 ml/min. Die Saule wurde griind-
lich mit PBS-Puffer gewaschen, um nichtspezifisch gebundene Proteine aus der Saule zu entfernen.
IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc wurde unter Verwendung von 20 mM Natriumcitrat, 150 mM NaCl, pH 3,5 eluiert. Das Elu-
at wurde unverzuglich durch Titrieren mit 1 M Tris-OH neutralisiert. Die Fraktionen, welche Protein enthielten,
wurden vereinigt und unverziglich in PBS-Puffer, pH 7,4, bei 4 °C dialysiert. Die Ausbeute aus der Protein
A-Reinigung belief sich auf 6,8 mg (73 %). IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc wurde ferner durch Gré3enausschluss-Chro-
matographie gereinigt, wobei eine Superose-6-Saule (25 ml Bettvolumen; Amersham Pharmacia Biotech) ver-
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wendet wurde, die voraquilibriert war in PBS, 5 % v/v Glycerol, pH 7,4 bei Umgebungstemperatur. Die Fliel3-
geschwindigkeit belief sich auf 0,5 ml/min. Proteinfraktionen wurden aus einer Coomassiegefarbten nicht-re-
duzierten und reduzierten SDS-PAGE (Novex NUPAGE 4-12 % Bis-Tris-Gele) eingeschatzt. Die Fraktionen
wurden konservativ vereinigt, um die Menge an aggregiertem Protein zu reduzieren. Die Gesamtausbeute be-
lief sich auf 51 (4,4 mg) mit einer Reinheit von 97 %, wie durch SDS-PAGE beurteilt wurde. Gereinigtes
IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc wurde analysiert durch nicht-reduzierte bzw. nichtreduzierende und reduzierte SDS-PA-
GE (4-12 % Bis-Tris), analytische Grolenausschluss-Chromatographie (Tosohaas TSKG4000SWXL), N-ter-
minale Sequenzierung und Immunoblotting mit Ziege-Anti-hlgG-HRP-Konjugat (Promega W403B) und eben-
falls monoklonalem Maus-Anti-hlL-4R (R&D MAB230), gefolgt von Anti-mlgG-HRP-Konjugat (Promega
W402B) als dem sekundaren Antikérper.

2. Reinigung von IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc

[0138] Humanes IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc wurde in CHO-Zellen transient exprimiert, und Uberstande wurden aus
Plattentransfektionen, wie oben beschrieben, geerntet. Die Expression des sezernierten Proteins wurde durch
einen Sandwich-ELISA unter Verwendung von Ziege-Anti-hlgG (y-Ketten-spezifisch; Sigma 1-3382)- und Zie-
ge-AntihlgG(Fc-spezifisch)-FITC-Konjugat (Sigma F9512)-Einfang- bzw. Reporter-Antikdrpern bestimmt. Die
Ausbeute belief sich auf 8,8 mg pro Liter konditioniertem Medium. Complete™-Proteaseinhibitor-Tabletten (Ro-
che Diagnostics Corp.) wurden in dem Medium geldst (1 Tablette/Liter). Die konditionierten Medien wurden ste-
rilfiltriert (0,22 pm PorengréRe) vor dem Auftragen auf eine voraquilibrierte, 5 ml groRe HiTrap®-Protein A-Affi-
nitatssaule (Amersham Pharmacia Biotech) in Dulbecco's PBS-Puffer (Life Technologies), pH 7,4 bei 4 °C. Die
FlieBgeschwindigkeit belief sich auf ~ 1-2 ml/min. Die Sdule wurde griindlich mit PBS-Puffer gewaschen, um
nichtspezifisch gebundene Proteine aus der Saule zu entfernen. IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc wurde unter Verwendung
von 20 mM Natriumcitrat, 150 mM NaCl, pH 3,5 eluiert. Das Eluat wurde unverziglich durch Titrieren mit 1 M
Tris-OH neutralisiert. Die Fraktionen, welche Protein enthielten, wurden vereinigt und unverziglich in PBS-Puf-
fer, pH 7,4, bei 4 °C dialysiert. Die Ausbeute aus der Protein A-Reinigung belief sich auf 3,8 mg (43 %).
IL-13Ra1.IL.-4Ra.Fc wurde ferner durch GroéRenausschluss-Chromatographie unter Verwendung einer Su-
perose-6-Saule (25 ml Bettvolumen; Amersham Pharmacia Biotech), voraquilibriert in PBS, 5 % v/v Glycerol,
pH 7,4, bei Umgebungstemperatur, gereinigt. Die FlieRgeschwindigkeit belief sich auf 0,5 ml/min. Proteinfrak-
tionen wurden eingeschatzt aus einer Coomassie-gefarbten nicht-reduzierten und reduzierten SDS-PAGE
(Novex NUPAGE 4-12 % Bis-Tris-Gele). Fraktionen wurden konservativ vereinigt, um die Menge an aggregier-
tem Protein zu reduzieren. Die Gesamtausbeute belief sich auf 17 % (1,5 mg) mit einer Reinheit von 95 %, wie
beurteilt durch SDS-PAGE. Gereinigtes IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc wurde analysiert durch nicht-reduzierte und redu-
zierte SDS-PAGE (4-12 % Bis-Tris), analytische GroRenausschluss-Chromatographie (Tosohaas
TSKG4000SWXL), N-terminale Sequenzierung und Immunoblotting mit Ziege-Anti-hlgG-HRP-Konjugat (Pro-
mega W403B) und auch monoklonalem Maus-Anti-hIL-4Ra (R&D MAB230), gefolgt von Anti-mlgG-HRP-Kon-
jugat (Promega W402B) als dem sekundaren Antikorper.

BEISPIEL 12: BLOCKIERUNG VON IL-4 UND IL-13 DURCH IL-4Ra.IL-13Ra.Fc UND IL-13Ra1.IL.-4Ra.Fc
Materialien und Methoden

[0139] TF1-Bioassay. TF1-Zellen wurden in Wachstumsmedium (10 ng/ml GM-CSF, RPMI 1640, 10 % FBS,
L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin) gehalten. Fir den Bioassay wurden Zelen zweimal in Assaymedium (wie
oben, aber ohne GM-CSF) gewaschen und dann bei 2x10° Zellen in 50 pl Assaymedium ausplattiert. Die ge-
reinigten IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc- und IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-Proteine wurden in Assaymedium bei einer Konzent-
ration von 40 nM verdunnt. 25 pl von jeder der Fallen wurde zu den Zellen gegeben. Entweder IL-13 oder IL-4
wurden zu 40 nM in Assaymedin verdiinnt und dann wurden 2-fach-Verdiinnungsreihen in Assaymedium vor-
genommen. 25 ul entweder von IL-13 oder IL-4 wurde dann zu den Vertiefungen gegeben, welche die Zellen
und die Fallen enthielten. Die Zellen wurden dann bei 37 °C, 5 % CO,, wéhrend ~ 70 Stunden inkubiert. Das
Ausmal der TF1-Zellproliferation wurde durch den MTS-Assay gemafl dem Protokoll des Herstellers (Prome-
ga, Inc.) gemessen.

ERGEBNISSE

[0140] Die Fahigkeit der IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc- und IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-Fallen, sowohl humane IL-13- als
auch humane IL-4-Aktivitat zu blockieren, wurde im oben beschriebenen TF1-Bioassay gemessen. IL-13 sti-
muliert die Proliferation von TF1-Zellen, mit einem halbmaximalen Wachstum bei einer Konzentration von 0,2
nM. Die Zugabe von entweder IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc- oder IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc-Falle bei einer Konzentration
von 10 nM blockiert IL-13-induziertes Wachstum bis zu ~ 2 nM (Eig. 33). Bei einer IL-13-Konzentration von ~
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4-5 nM wird das Wachstum von TF1-Zellen um 50 inhibiert. TF1-Zellen sind empfindlicher gegenuber IL-4, wel-
ches ihre Proliferation mit einem halbmaximalem Wachstum bei 0,02 nM stimuliert. Die Zugabe von entweder
IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc oder IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc bei einer Konzentration von 10 nM blockiert IL-4-induziertes
Wachstum bis zu ~ 1 nM (Fig. 34). Bei einer IL-4-Konzentration von ~ 3—4 nM wird das Wachstum von TF1-Zel-
len um 50 % inhibiert. Diese Ergebnisse =zeigen, dass sowohl IL-4Ra.IL-13Ra1.Fc als auch
IL-13Ra1.IL-4Ra.Fc die Fahigkeit von sowohl IL-13 als auch IL-4, zelluldre Antworten zu stimulieren, blockie-
ren kdnnen.

BEISPIEL 13: AUSWERTUNG DER FAHIGKEIT EINER IL-4-FALLE DIE PHYSIO-LOGISCHEN ANTWOR-
TEN AUF HUMANES IL-4 IN CYNOMOLOGUS-AFFEN ZU BLOCKIEREN.

[0141] Eine systemische Verabreichung von humanem IL-4 ruft systemische Antworten in Cynomologus-Af-
fen (Gundel et al., 1996) hervor. Daher kann die Wirksamkeit der IL-4-Falle in der Blockierung von humanem
IL-4 durch Messen dieser Antworten verdeutlicht werden.

Experimentelle Auslegung:

[0142] Das Experiment bestand aus 3 Teilen: Humanes IL-4 + Vehikel (Teil 1), humanes IL-4 + |L-4-Falle (Teil
2), und humanes IL-4 + Vehikel (Teil 3). Humanes IL-4 (25 pg/kg) wurde zweimal taglich subkutan wahrend 4
Tagen injiziert, und IL-4-Falle (8 mg/kg) und Vehikel wurden intravenés taglich wahrend 5 Tagen verabreicht,
beginnend 1 Tag vor der Verabreichung von humanem IL-4. Gesamtblut wurde taglich fir die Flusszytomet-
rie-Analyse hinsichtlich CD16 aufgefangen, und Plasma wurde zum Assay hinsichtlich des Cytokins "Monocy-
ten-chemotaktisches Protein 1" (MCP-1) erhalten. CD16 und MCP-1 sind Marker von IL-4-vermittelter Entzin-
dung sowohl in Menschen als auch Affen.

ERGEBNISSE

[0143] In Gegenwart von humanem IL-4 stieg MCP-1 um das 2,5-Fache und wurde signifikant durch die
IL-4-Falle blockiert (Eig. 36A). In ahnlicher Weise wurde die Verringerung im Prozentgehalt an CD16-positiven
Lymphocyten im peripheren Blut durch die IL-4-Falle abgeschwacht (Eig. 36B). Nach einer Ruheperiode er-
hielten die Affen erneut eine Injektion mit humanem IL-4, und die Antwortfahigkeit der Tiere auf humanes IL-4
wurde erneut bestatigt (Eig. 36A und Fig. 36B), was nahe legt, dass die Inhibition der MCP-1- und CD16-Ant-
worten spezifisch vermittelt wird von der IL-4-Falle.

BEISPIEL 14: DIE EFFEKTE VON IL-4-FALLE AUF IL-4-INDUZIERTE IgE-SEKRETION.

[0144] Es ist gezeigt worden, dass die Injektion von Anti-Maus-IgD-Antikorper eine IL-4-vermittelte IgE-Erho-
hung in normalen Mausen stimuliert. Dieses Modell ist weithin verwendet worden, um IL-4-Antagonisten, wie
I6slichen IL-4-Rezeptor und monoklonale Anti-IL-4-Antikérper, auszuwerten (Sato et al., 1993). Wir entschie-
den uns, dieses Modell anzuwenden, um das Vermdgen der IL-4-Falle auszuwerten, IL-4-vermittelte Erhéhun-
gen von IgE zu blockieren.

Experimentelle Auslegung:

[0145] BALB/C-Mause, welche eine Injektion mit Anti-Maus-IgD (100 pl/Maus, s. c.) erhalten hatten, wurden
statistisch in 3 Gruppen unterteilt. Jede erhielt (an den Tagen 3-5) entweder Vehikel, Maus-IL-4-Falle (1 mg/kg,
s. ¢.) oder einen monoklonalen Antikdrper gegen Maus-IL-4 (1 mg/kg, s. c.). Serum wurde an verschiedenen
Zeitpunkten abgenommen und beziiglich IgE-Spiegeln getestet.

ERGEBNISSE

[0146] Die Behandlung mit der murinen IL-4-Falle oder dem Maus-IL-4-Antikdrper antagonisierte beidenfalls
die IL-4-vermittelte IgE-Erhdhung in diesem Mausmodell signifikant (Fig. 37). Dies legt nahe, dass die murine
IL-4-Falle murines IL-4 bindet und den physiologischen Antworten entgegenwirkt, welche von endogenem IL-4
in vivo hervorgerufen werden.

[0147] Die vorliegende Erfindung soll hinsichtlich des Umfangs nicht durch die hierin beschriebenen Ausfih-
rungsformen eingeschrankt sein. In der Tat werden verschiedene Modifikationen der Erfindung, tber diejeni-
gen hinaus, welche hierin beschrieben wurden, dem Fachmann auf dem Gebiet aus der vorangehenden Be-
schreibung und den begleitenden Figuren offensichtlich werden. Es wird beabsichtigt, dass derartige Modifika-
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tionen innerhalb des Umfangs der beigefligten Patentanspriiche liegen.
Patentanspriiche

1. Isoliertes Nukleinsauremolekiil, welches ein Fusionspolypeptid kodiert, wobei das Fusionspolypeptid die
folgenden Fusionspolypeptidkomponenten umfasst:
(a) ein Cytokin-Bindungsteil der extrazellularen Domane der Spezifitdtbestimmenden Komponente eines Cy-
tokin-Rezeptors;
(b) ein Cytokin-Bindungsteil einer extrazellularen Domane der Signaltransduzierenden Komponente eines Cy-
tokin-Rezeptors; und
(c) Multimerisierungs-Komponente;
wobei die Multimerisierungs-Komponente (c) mit einer Multimerisierungs-Komponente (c), die in einem ande-
ren der Fusionspolypeptide vorhanden ist, multimerisiert, wodurch ein Multimer der Fusionspolypeptide gebil-
det wird;
wobei das Multimer an einem Cytokin bindet und es einfangt und somit als ein Antagonist des Cytokins wirkt;
und
wobei das Cytokin aus Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-13 (IL-13) gewahlt wird.

2. Isoliertes Nukleinsdauremolekil gemafl Anspruch 1, wobei das Cytokin IL-4 ist, die Komponente (a) des
Fusionspolypeptids einen IL-4-Bindungsteil einer extrazellularen Domane von IL-4R umfasst und die Kompo-
nente (b) einen IL-4-Bindungsteil einer extrazellularen Domane vom IL-2R umfasst.

3. Isoliertes Nukleinsauremolekil gemal Anspruch 1, wobei das Cytokin IL-4 ist, die Komponenten (a) und
(b) des Fusionspolypeptids einen Cytokin-Bindungsteil einer extrazellularen Domane von IL-4R und einen Cy-
tokin-Bindungsteil einer extrazellularen Domane von IL-13R1 umfasst und das Multimer an IL-13 bindet, es ein-
fangt und als ein Antagonist davon wirkt.

4. |soliertes Nukleinsauremolekiil gemafl Anspruch 1, wobei das Cytokin IL-6 ist, die Komponente (a) einen
IL-6-Bindungsteil von IL6Ra umfasst und die Komponente (b) einen IL-6-Bindungsteil von gp130 umfasst.

5. Isoliertes Nukleinsauremolekil gemafl mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das
Multimer ein Dimer ist.

6. Isoliertes Nukleinsduremolekul gemafll mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Multimerisierungskomponente eine von Immunoglobulin abgeleitete Doméane ist.

7. lIsoliertes Nukleinsauremolekiil gemaf Anspruch 6, wobei die vom Immunoglobulin abgeleitete Domane
aus der fc-Domane von IgG, der schweren Kette von IgG und der leichten Kette von IgG gewahlt ist.

8. Isoliertes Nukleinsduremolekul gemafl mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Nukleotidsequenz, welche die Komponente (a) kodiert, stromaufwarts der Nukleotidsequenz, die die Kompo-
nente (b) kodiert, liegt.

9. Isoliertes Nukleinsduremolekul gemafl mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die
Nukleotidsequenz, welche die Komponente (a) kodiert, stromabwarts der Nukleotidsequenz, welche die Kom-
ponente (b) kodiert, liegt.

10. Multimer, umfassend zwei oder mehrere Fusionspolypeptide, die durch die Nukleinsduremolekiile nach
einem der vorhergehenden Anspriiche kodiert werden, wobei das Multimer ein Cytokin bindet und dieses ein-
fangt und somit als ein Antagonist des Cytokins wirkt.

11. Multimer gemaf Anspruch 10, welches ein Dimer ist, das zwei der Fusionspolypeptide umfasst.

12. Vektor, welcher das Nukleinsduremolekil gemal mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9 umfasst.

13. Expressionsvektor, der ein Nukleinsduremolekil nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9 um-
fasst, wobei das Nukleinsduremolekdil in funktionsfahiger Weise an einer Expressionskontrollsequenz gebun-
den ist.

14. Wirt-Vektor-System zur Herstellung eines Fusionspolypeptids, welches den Expressionsvektor von An-
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spruch 13 in einer Wirtszelle umfasst.

15. Wirt-Vektor-System gemaf Anspruch 14, wobei die Wirtszelle eine Bakterienzelle, Hefezelle, Insekten-
zelle oder Saugerzelle ist.

16. Wirt-Vektor-System gemaf Anspruch 14, wobei die Wirtszelle E. coli, eine COS-Zelle, eine CHO-Zelle,
eine 293-Zelle, eine BHK-Zelle oder eine NSO-Zelle ist.

17. Verfahren zur Herstellung von Fusionspolypeptiden, welches das Wachsenlassen von Zellen des
Wirt-Vektor-Systems von Anspruch 14, 15 oder 16 unter Bedingungen umfasst, die die Herstellung der Fusi-
onspolypeptide und das Gewinnen der so hergestellten Fusionspolypeptide erlauben.

18. Verfahren gemal Anspruch 17, ferner umfassend, dass es den Fusionspolypeptiden gestattet wird,
Multimere von Fusionspolypeptiden zu bilden, wie in Anspruch 13 definiert.

19. Verfahren gemaf Anspruch 18, wobei die Multimere Dimere sind, wie in Anspruch 11 definiert.

20. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend ein Multimer von Anspruch 10 oder ein Dimer von
Anspruch 11 in einer(n) pharmakologisch annehmbaren Flussigkeit, Trager oder halbfesten Trager, geknipft
an einen Trager oder ein Zielsuchmolekiil und/oder eingebracht in Liposomen, Mikrokapseln oder eine Prapa-

ration mit regulierter Freisetzung.

21. Multimer gemaf Anspruch 10 oder ein Dimer gemaf Anspruch 11 zur Verwendung bei der Behandlung
des menschlichen oder tierischen Korpers.

Es folgen 59 Blatt Zeichnungen

31/90



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Anhangende Zeichnungen
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Fig.2
[ +CNTF
— -50 ng/mi 200 ng/mil
1 | T i
sCNTFR = - —- — - — 4+ = = =
siL6R
ILe

gpilis
0.10- F'Q-B
|®
o O
0.08-
o .
(18
S 0.08
8 1 -
P ®
2 0‘04J
L ® o
(O] 4
0.02-
®
-4 . .
OOO { T i M T T T T T i 1
o o o o o (= (o o o
o o o o o (@] o o=
Ve o w0 (o] o o Lo -
N o M~ o N wn M~ g

SPEZIFISCH GEBUNDEN (CPM)

33/90



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.4

Aminosiduresequenz von humanem gp130-Fc-Hisg

Sequenzbereich: 1 bis 861

10 20

* *
MVTLOTWVVQALFIFLTTES
70 BO

- -
NANYIVWKTNHFTI PKEQYT
130 140

* *
ISGLPPEKPKNLSCIVNEGK
190 200

- -
SCTVDYSTVYEVNIEVWVEA
250 260

» -
KLTWTNPSIKSVITLKYNIQ
310 320

* R 3
CMKEDGKGYWSDWSEEASGT
370 380

+* -

GKILDYEVTLTRWKSHLQONY

430 440

* =

FQATHPVMDLKAFPKDNMLW

490 500

* »
YLRGNLAESKCYLITVTPVY
550 560

* w

QLPVDVONGFIRNYTIFYRT

30 40

* -
TGELLDPCGYISPESPVVOL
90 100

* *
IINRTASSVTFTDIASLNIQ
150 160

L 4 »
KMRCEWDGGRETHLETNFTL
210 220

- L ]
ENALGKVTSDHINFDPVYRY
270 280

- -

YRTKDASTWSQIPPEDTAST
330 340

L4 -
TYEDRPSKAPSFWYKIDPSH
380 400

* *
TVNATKLTVNLTNDRYLATL

450 460

- *

VEWTTPRESVKKYILEWCVL

510 520

* -
ADGPGSPESIKAYLKQAPPS
570 580

» L 4

IIGNETAVNVDSSHTEYTLS

50 60

* «
HSNFTAVCVLKEKCMDYFHV
110 120

* (3
LTCNILTFGQLEQNVYGITI
17¢0 180

- *
KSEWATHKFADCKAKRDTPT
230 240

* *
KPNPPHNLSVINSEELSSIL
250 300

4 -
RSSFTVQDLXPFTEYVERIR
350 360
TRGYRTVQLVWRKTLPPFEAN
410 420

TVENLVGKSDAAVLTIPACD

470

*

SDKAPCITDWQQEDGTVHRT

480

530 540
KGPTVRTKKVGKNEAVLEWD
590 600

L -

SLTSDTLYMVRMAAYTDEGG

610 620 630 640 650 660

- P * ¢ t - -« »
KDGPEFTFTTPKFAQGEIES GEPKSCDKTHTCPPCPAPEL LGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
670 680 "~ 630 700 710 720

* -» - - » t 4
RTPEVTCVYVDVSHEDPEVK FNWYVDGVEVHNAKTKPREE OYNSTYRVVSVLTVLHODWL
730 740 750 760 770 780

- ‘ -

. -
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Fig.4 (Fortsetzung)

G c LPAPIEK TISKA EP PPS RDELTKNOVSL
790 800 810 B20 B30 B40
- * L] - * -«
DIA N PPV, DSDGSFELYSKLTVDK SRW SCSVMHER
850 860
HYTOKSLSLSPGKHEHAHA.
Die Aminoséduresequenz von humanem IL-6Ra-Fc
Sequenzbereich: 1 bis 594
10 20 30 40 50 60

MVAVGCALLAALLAAPGAAL

70 80

L] *
VLRKPAAGSHPSRWAGMGRR
130 140

L *

CFRKSPLSNVVCEWGPRSTP

190 200

-« | 4
PEGDSSFYIVSMCVASSVGS
250 260

* *
PHSWNSSFYRLRFELRYRAE
310 320

. *
GEWSEWSPEAMGTPWTESRS
370 380

‘T T L g

PKSCD PEL
430 440

* *

APRRCPAQEVARGVLTSLPG

90 100

” -
LLLRSVQLHDSGNYSCYRAG
150 160

w *

SLTTKAVLLVRKFQNSPAED

210 220

* -
KFSKTQTFQGCGILQPDFPA
270 280

- -
RSKTFTTWMVEDLQHHECVIE
330 340

* *
PPAENEVSTPHMQALTTNKDD
390 400

- -

P PKPKDTL S
450 460

- -

DSVTLTCPGVEPEDNATVHW

120

-

110
RPAGTVHLLVDVPPEEPQLS
170 180

L] «

FQEPCQYSQESQKFSCQLAV

230 240

* w
NITVTAVARNPRWLSVTWQD
280 300

" -
DAWSGLREVVQLRAQEEFGQ
350 360

* *

DNILFRDSANATSLPVQDAG

410 420

hd VSHEDPEVKFE
470 480

» -
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Fig.9.

Aminosauresequenz von gp130-Cyl

Sequenzbereich: 1 bis 952

10 20 .

* *
MVTLOTWVVQALFIFLTTES
70 80

- *
NANYIVWKTNHFTIPKEQYT
130 140

. ® %
ISGLPPEKPXNLSCIVNEGK
1830 200

* *
SCTVDYSTVYFVNIEVWVEA
250 260

- *-

KLTWTNPSIRKSVITLKYNIQ

320

*

310

*
CHMKEDGKGYWSDWSEEASGT
370 380

v »
GRILDYEVTLTRWKSHLONY
430 440

- -
FOQATHPVMDLKAF PKDNMLW
450 500

- w
YLRGNLAESKCYLITVTEVY
550 560

* -
QLPVDVONGFIRNYTIFYRT
610 620

- -

KDGPEFTFTTPKFAQGEIES

670

680
*

30 40

x -
TGELLDPCGYISPESPVVQL
90 100

* *
IINRTASSVTFTDIASLNIQ
150 160
KMRCEWDGGRETHLETNFTL
210 220

* w

ENALGKVTSDHINFDPVYKV
270 280

- w
YRTKDASTWSQIPPEDTAST
330 340

- -
TYEDRPSKAPSFWYKIDPSH
390 400
TVNATKLTVNLTNDRYLATL
450 460

~ -
VEWTTPRESVKKYILEWCVL
510

-

ADGPGSPESIKAYLRQAPPS

520
*

570

L 2

IIGNETAVNVDSSHTEYTLS

580
*

50 60

« *

HSNFTAVCVLKEKCMDYFHV

110 120
* *

LTCNILTFGQLEQNVYGITI

170 180
, :

KSEWATHKFADCKAKRDTPT

230 240

" *
KPNPPHNLSVINSEELSSIL
290

-

RSSFTVRDLEPETEYVFRIR

300

350 360

* o«

TOGYRTVQLVWKTLPPFEAN

410 420

TVRNLVGKSDAAVLTIPACD

470

*

SDKAPCITDWQQEDGTVHRT

480

530 540

- *

KGPTVRTEKXVGKNEAVLEWD

590

*

SLTSDTLYMVRMAAYTDEGG

600

630 640 . 650 660

® - - -
GASTKGPSVEPLAPSSESTS GGTAARLGCLVKDYFPEPVUTY
650 700 710 720

- L] - *

730 740
-

PKSCDKTHTCPPCPARPELLG

750 760

GPSYFLFPPKPKDTIMISRT PEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
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Fig.9 (Fortsetzung)

790 BOO 810 820 - 830 840
-« * * 3 w *
A E H LN (o LP
850 860 870 880 890 900
* * - w - *
GQOPREP SRD ELTKNOVSL LVKG S ESNGDOPE TTPP
910 920 930 940 950
DSDGSFEFLYSKLTVDKSR W C E SLSLSPGXKX*
Fig.10
Aminosauresequenz von gpl30A3fibro
Sequenzbereich: 1 bis 332
' 10 20 30 40 50 60
* * - - - Y
MVTLQTWVVQALFIFLTTES TGELLDPCGYISPESPVVQL HSNFTAVCVLKEKCMDYFHV
70 80 90 100 110 120
- L 4 * w » "

NANYIVWKTNHETIPKEQYT
130 140

* -
ISGLPPEKPKNLSCIVNEGK

190

*«

200

w

SCTVDYSTVYFVNIEVWVEA

250

*

KLTWINPSIKSVIILKYNIQ

260

310

*

320

*

CMKEDGKGYWSDWSEEASGI

IINRTASSVTFTDIASLNIQ
150 160
" *

KMRCEWDGGRETHLETNFTL

210 220
* *
ENALGKVITSDHINFDPVYRV
270 280
- L 4
YRTKDASTWSQIPPEDTAST
330
TYEDRPSKAPSG

40/90

LTCNILTFGQLEQNVYGITI
170 180

. - -
KSEWATHRKFADCKAKRDTPT

230

L]

240

L

KPNPPHNLSVINSEELSSIL

230 300
-

-

RSSETVODLKPETEYVFRIR
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Fig.11

Aminosauresequenz von J-CH1

Sequenzbereich: 1 bis 121

10 20 30 40 50 60
W * * L g * *
SGGQGTLVTVSS&ST&GE,S! FPLAPSSKSTSGGTAALGCL VKDYFPEPVT !§WSG&LTS
70 80 90 100 110 120

* - * * * *

TYHTFPAVIOSSGLYSTLSSV VIVPSSSTIGCTOTYICNUNHK. PSNTKVDKKVEPKSCDYTHTY

Fig.12

Aminosauresequenz von Cvy4
Sequenzbereich: 1 bis 330

10 20 30 40 50 60

* * - - L4 *

SGASTKGPSVFPLAPCSRST SESTAALGCLVKDYFPEPVT VSWNSGALTSGVHTFPAVLIQ

70 80 S0 100 110 120

* - L W * w

SSGLYSLSSVVTVPSSSLGT KTYTCNVDHKPSNTKVDKRV ESKYGPPCPSCPAPEFLGGP

130 140 150 160 . 170 180

- - * * * -
SVFLFPPKPKDTLMISRTPE VICVVVDVSQEDPEVQFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQFNS
190 200 210 220 230 240

* * - - [ -

TYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCKVSNKGLPSSIEKTISK AKGQPREPQVYTLPPSQEEM

250 260 270 280 2380 300

* L 4 L3 L . - *
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIA VEWESNGQPENNYKITPPVL DSDGSFFLYSRLTVDKSRWQ
310 320 330

- w*

*

EGNVFSCSVHMHEALHNHYTQ KSLSLSLGK*
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Fig.13

Aminosduresequenz der x-Doméne
Sequenzbereich: 1 bis 108

10 20 ' 30 40

- "

50 60

* 1 3 * *

SGTVAAPSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNFYPREAKV QWKVDNALQSGNSQESVTEQ

70 80 90 100
« - - «

DSKDSTYSLSSTLTLSKADY EKHKVYACEVTHQGLSSPVT KSFNRGEC*

Fig.14

Aminosauresequenz der A-Doméane
Sequenzbereich: 1 bis 107

10 20 30 40 50 60
* w x =

" «

SGPKAAPSVTLFPPSSEELQ ANKATLVCLISDFYPGAVTV AWKADSSPVKAGVETTTPSK

70 80 90
*

* -

100
*

QSNNKYAASSYLSLTPEQWK SHRSYSCQVTHEGSTVEKTV APTECS*
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- Fig.15

Aminosauresequenz der léslichen

Sequenzbereich: 1 bis 360
10

-

20

MVAVGCALLAALLAAPGAAL

70

*

BO

*

VLRKPAAGSHPSRWAGMGRR

130

-

140

-

CFRKSPLSNVVCEWGPRSTP

190

*

PEGDSSFYIVSMCVASSVGS

200

*

250

o

260

-

PHSWNSSFYRLRFELRYRAE

320

*

310

GEWSEWSPEAMGTPWTESRS

Fig.16

30

APRRCPAQEVARGVLTSLPG

90

*

100

*

LLLRSVQLHDSGNYSCYRAG

150

”

160

*

SLTTKAVLLVRKFQNSPAED

210 220

- -
KFSKTQTFQRGCGILQPDPPA
270 280

- o

RSKTFTTWMVKDLQHHCVIH
330 340
- L3

PPAENEVSTPMOALTTNKDD

40 .

IL-6Ro -Doméane

S0

60

*

DSVTLTCPGVEPEDNATVHW

110

*

120

€

RPAGTVHLLVDVPPEEPQLS

170

*

180

*

FQEPCQYSQESQKFSCQLAV

230

-

240

*

NITVTAVARNPRWLSVTWQD

290

300

*

DAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ

350

-

DNILFRDSANATSLPVQDAG

360

-

Aminoséauresequenz der 16slichen IL-6k«313-Doméne

Sequenzbereich: 1 bis 315
10 20

- *
MVAVGCALLAALLAAPGARAL

70

80

*

VLRKPAAGSHPSRWAGMGRR

130

*

140

*
CFRKSPLSNVVCEWGPRSTP

190 200
PEGDSSFYIVSMCVASSVGS

260

*

250
PHSWNSSFYRLRFELRYRAE

310

*

GEWSEWSPEAMGTTG

30 40
- *
APRRCPAQEVARGVLTSLPG

S0

A4

100

"

LLLRSVQLHDSGNYSCYRAG

150

=

160

w

SLTTKAVLLVRKFQNSPAED .

210 220
KFSKTQTFQGCGILQPDPPA
270 280

- L2

RSKTFTTWHMVKDLOQHHCVIH

43/90

S0

-

60

w

§SVTLTCPGVEPEDNATVHW

110

120

13

RPAGTVHLLVDVPPEEPQLS

170

-

180

FQEPCQYSQESQKFSCQLAV
230 240
NITVTAVARNPRWLSVTWQD

300

*

230
*

DAWSGLRHVVQLRAQEEFGQ
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Fig.17
—-1 2 3 ~(@px-Cy1)2-(BRx) o
(apx-Cy1)2 >(gpx-Cy1)p-(6Rx)4
4 200
11 100
1 46
Fig.18
IL-6 dissoziiert langsam aus der Ligandenfalle
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=
o = 15000- )
& = IL-6-Ligandenfalle
TS
S T 10000-
e}
S
SOOOW -
BE8 MAD
0 T

0 1 2 3 4

44/90



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

eddey-o :10|g

MOID MIID 4999
s
4949

A g6l bi-
s

m M9LD
s\ oHg1
s w,
0g4dB %m =y wm

ocidb
By 0g1db
¢, Bunpjigxs|dwoy| 9-1] weiznpuy Bunpuig-y uiejold auiay)

V6| Bi-

o

XOs

)G

%)
at

AL6Ra

|__oeidb

Bunpuig-y uiejolid

45/90



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

9-11 4ogn 8|[BJUSPUEBIT UOA SIU}BUISAION

000} 00} oL | 1o
1 1 1 2 20
o)
e
i /o G20
€0
. GE'0
¥-[0y4g-7440-01qyc voE 1B -~ o O N
3-DYG-T|-pA)-0€ 1 dB -8 N - b0
d-[-pHg- It HO-1-0€ Ldb —9— «/ “a. g ®
. el Ay veerOpane .. K Y.
3-0Hg9-++A0)-0g 1db -0 é,,.,.n«..\ N b0
83-6 QW —o—
94-0Hg-7|-04-0¢ 1dB —a—
Lg'0

Aessy-suonelssyljoid|soz-1L-9Xx

0¢bi4

0S9-045Y

46/90



ATG
Met

S0

cccC
Pro

CAG
Gln

290
L4

GAT
Asp

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.21A.

+

GTG
Val

AAG
Lys

CTG
Leu

GAC
Asp

ACT
Ser

200
-

340

T
Ser

GTT
Val

ATG
Met

ACA
Thr

S30
L 4

AGA
Arag

GGC
Gly

390

Vval

GTC
Val

-

CCA
Pro

60

GGA
Gly

-

TCA
Serx

GTG
val

110
*

ACC
Thr

Vval

GAG
Glu

250

ACC
Thr

GTC
val

TGT
Cys

CAG
Gln

440

CTA
Leu

Leu

™rc
Phe

Lys

AAC
Asn

300
«

CAG-

Gln

CTG
Leu

490

CAC
His

TTG
Leu

ARD
Lys

540

AAC
Asn

ACA
Thr

2

TCC
Serxr

TAC

-
=

20

TTA CCA T C
Leu Pro Phe

c—— 270

GGG CTG AAC
Gly Leu Asn

120
»

GCT GAT TTC
Ala Asp Phe

[
+

ACT CTG CCC
Thr Leuw Pro

2le
N

ATG AAT TGC
Met Asn Cys

ACA
Thr

ACG
T™hr

TTC
Phe

1

CTC
Leuw

30

T™CC
Ser

ACA
Thr

cTG
Leu

CCA
Pro

220

ACT
Thxr

ACT CTG CAT TAT

Thr Leu His

310
-

TGC AGC CAC TAT

Cys Ser His

350
L

Gln Lys Lys

400

CAG
Gln

CAG
Gln

CTG
Leu

CAC
His

- L 2

GAC CCA CGG
Asp Pro Arg

450
-

AAT CTG GTG
Asn Leu Val

So00

AGT GAA TCC
Ser Glu Ser

550

-«

TGT TTG GAG
Cys Leu Glu

GAG
Glu

410
L

GARA
Glu

TGG
Trp

270

GG
Trp

CTA
Leu

ATC
Ile

cCccC
Pro

460

ATC
Ile

CAG
Gln

CAC
His

47/90

cce
Pro

510

CTh
Leu

cTC
Leu

80
ATT
Ile

TTA
Leu

cTG
Leuw

130
.

ACC
Thr

GAG
Glu

Asn

TAC

320
-

TTC
Phe

ACT
T™hr

10n
*

GTT
val

40

T™C CTG
Phe Leu

30

ACG CCC
Thr Pro

ATG CCC
Met Pro

CAG TGT
Gln Cys

230

AGC
Ser

Lys

TCT
Ser

370
.

His

AGG
Axg

Trp

GAA
Glu

560

Y X
Leu

GTG
Vval

T
Leu

420

AGA
Axrg

AGC TCT
Ser Ser

280
]

AAC TCG
Asn Ser

330
-

GAA GAA
Glu Glu

CAG
Gln

Asn

140
.

ACT

Thr

cTG
Leu>

Gly>

GAC
Asp>

100

Phe

GAG
Glu

GAT
Asp

ATC
Ile

380

TAC CAA
Tyr Gln

CAG GCC
Gln Ala

470
"

GCT
Ala

cTG
Leu

CAG
Gln

CCA GAG
Pro Glu

520

AAC TGG
Asn Trp

570

TAC CGG
Tyx Arg

-

ACH
Thr

GG
vals>

240

cce
Pro>

Asn>

ACT
Thr>

TTT
Phe>

430
»

ACA
Thr

AAC
Asn

Asn

ACT
T™hr

CAG
Gln>

480
*

CTA
Leu>

ASnN>

GAC
AsSD>



Fi
580

GG
Trp

GAC
Asp

630
-«

TCC
Sexr

TG
Leu

AGC
Ser

cGC
Arg

AGC
Sex

CAC
His

770
*

TcT
Ser

Gly
820
-
ATC
Met

AGC
Ser

870

AGC
Ser

ACC
Thr

GCC
Ala

CAC
His

CAC
His Leu

020

o

CcTG
Leu

TGG
TP

1060
GAG CAT
Glu His

1110
-

GTC TCQ
Val Ser

1

680
-

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

g.21B.

S90

-
TGG ACT
Trp Thr

CAC
His

AGC
Ser
— 640

v

GAT
Asp

cer
Pro

AGT
Ser

GTG
Val

" 690

>
cTC
Leu

T
Phe

AAC
Asn

CCA
Pro

730

CCA
Pro

ATC
Ile

CAC
His

GG
Trp

780

-
ATG
Met

AAC
Asn

AAG
Lys

GTC
Val

830
L 4
ACT
Thr

ATC
Ile

T
Ser

TGC
Cys

880
@

GAG
Glu

cTC
Leu

cGC
Arg

CTG
Leu
920 830

- -

ACG
Thr

TGT
Cys

870

ATC
Ile

ceT
Pro

CTC ATG
Leu Met

GAT
Asp

GAC
AsSp

1020

- v

GCT GGG
Ala Gly

CAG
Gln

CAG
Gln

1070

GTG AAA CCC
Val Lys Pro

AGG
AT g

1120
- *
GAC ACT CTG CTG
Asp Thr Leu Leu

160 1170

740

580

600

-»
CAA TCA
Gln Ser

GAA
Glu

650
.

CAG
Gln

AAA

Gly Lys

700

TGT
cys

GGA
Gly

AGT
Ser

GGG
Gly

AGC
sar

790
«

CTG
Leu

CAG
Gln

840
*

GAG
Glu

TG
TIp

8950
-

TAC
TyT

CAG

Leu Gln

GAG
Glu

AAC
Asn

AAC
Asn

GTG
val

aTC
val

AGT
Ser

1030

TG CTG
Leu eu Trp

1080
- »
GCC CCA
Ala Pro

GGA
Gly

1130
-

CTG ACC TGG
Leu Thr Trp

48/90

540

1180

610

w
GTG
val

GAT
Asp

TAT
Tyx

660
L 4

cGC
Arg

TAC
TyT

ACG
Thr

~

GCT
Ala

CAG
Gln

CAT
His

750

ACT
™hr

TCA

Sexr Lys

800

cce
Pro

ACC
Thx

Cys
850

-
ATC
et

AAT
Asn Gly
500

-

CTG
Leu

GTT

Val Phe

-

GGC
Gly

GGA
Gly

GCG
Ala

9350

GCGS
Ala

GAT
Asp

ARC

1040
AAG GGC
Lys Gly

T™CC
Serx

10580

-

AAC CTG ACA
Asn Leu Thr

1140

AGC AAC CCG
Ser Asn Pro

-

b

710

Asn

6§20
CAT ARG TTC
Arg Ris Lys Phe>

670
.

CGT
Arg

crTT
val

CcGG

Phe Arg>

720
-

AGT
Ser

GAA
Glu

TGG

Trp Trp>

760
cee
Ala

AAC
Asn

TCG

Glu Sers>

810
-

GAC
Asp

TAC
Ser Tyx>
860

ACC
Thxr

AAT
Asn Cys>
910

T™CC i
Leu Ser Glu>
960

TGC
Cys

1000

TGC

Gly Cys>

TAT ACA
Tyr Thr

1050

GAC
ASp>

-

TTC ARG
Phe Lys

cce
Pro

AGC
Sex>

1100
- L 4
GTT CAC ACC
val RBis Thr

AAT
Asn>

1150
- -
TAT CCC CCT GAC
Tyr Pro Pxo Asp>

190

-

1200

-



Fig.21C.

AAT
Asn

TAC
Tvyr

AAC
Asn

GAC
Asp

1250
-

TCC
Ser

CTC
Leu

1300
«

GCA TG
Ala Axg

»

1350

CTG TAT
Leu Tyr

1210
*
CCG GCA
Pro Ala

1260
- -3
CGC ATC
Arg Ile

AAT
Asn

GAT
Asp

GCA
Ala

1310

TGG
Trp

AGC
Ser

val

cce
Pro

AGG
Arg

AGC
Ser

»

LCC
Ala

CAT CTC ACC
His ‘Leu Thr

- 1220
tT *

AGA ATC
Arg Ile

TTC
Phe

1270
.

Gee
Ala

AGC ACC
Ser Thr

1320
*

-

TAT GCa
Tyr Ala

1230
L »
TAT AAC
TYr Asn

GTC
Val

GTG
Val

1280

ARG

Leu Lys

-

T
Ser

2330
v

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

AAC ATT TGG
Asn Ile Trp

1240

- *
ACC TAC CTA
Thx Tyr Leu

1290

«

TCC
Ser

*

GGG ATT
Gly Ile

TGG
Trp

1360

w

ACC ARG
Thr Lys

1400

™ce
Sex

CTG

Leuw Leu

1450
*

ACC
‘Thr

[ody o4
Lieu

is40

GTG AGC
Val Ser

*

GGA
Gly

GAC
Asp

1450
-«

GGG GGA
Gly Gly

1500

k3

ATG
Met

ATC
Ile

GAA
Glu

1590

val

AGC
Ser

CcTG
Leu

1730

GCC
Ala

-

GAG
Glu

GTG
Val

CAT
His
1640

-

ACG TAC CGT
Thr Tyr Arg

1690
* -
AAT GGC AAG
Asn Gly Lys

1740

- L 2

CCC ATC GAG
Pro Tle Glu

-

AAAN
Lys

cCcG
Pro

TCC
Ser

1550
L 4

GAC
ASp

16

AAT
AsBn

GTG
Val

Glu

AAR
Lys

1410

ACT
Thx

ooT
Ala

CALC
His

1460
»

TCA
Ser

GTC
val

15

QRL..GC
Gln Cys

TAT.

1370
»

AAC. ANCRLACC

Asn ‘Thr Thr

1380

AGT
Serxr

GAA
Glu

TAC
Tvr

1340

-

ACT™ .

Ser

13

GAAN
Glu>

cCc
Pro>

<«

AGG
Arg>

Glu>
S0

A e

CAC
His

ACA
Thx

Tre
Phe

10

AAC
Asn

TCC
Ser

1420

TGC CCA
Cys Pro

“1470
L 2 -
cTC
Leu

TTC
Phe

AGC GAG
Arg Glu

TTC GAG
Phe Glu>

TGC
Cys=

ccc
Pro

CCA
Pro

15290

1430
-

CCa
Pro

GCA
Ale

1480
*
AAR CCC
Lys Pro

1530

- w

*

CGG ACC CCT

Thr Pro

Arg

ccT
Pro

GAG
Glu

1560
>
GTC
val

1650
*

0o

GeccC
Ala

ACA

Lys Thr

GTC
val

AGC
Ser

GTC
val

1700

-

AAG
Lys

TAC
Tyr

TGC
Cys

1750
.

ACC

Thr Ile Ser

ATC TCC

GAG
Glu

GTC
val

AAG

Lys Phe

1610

AAG
Lys

cCG
Pro

1660
-
CTC ACC
Leu Thr

1710
L4 *
GTC
Val

ACA
Thr

TGC GTG GTG

Cvys

1570

-

AAC TGG
Asn Trp

-

CGG
Arg

GTC
vVal

™C
Ser

1760

GCcC

Lys Ala

49/90

L 4

AARA
Lys

1620

GAG
Glu

Val val

-

TAC GTG

Tyxr Val

-

GAG CAG
Glu Gin

1670

CTG
Leu

AAC
Asn

GGG
Gly

*

CAC CAG
His Gln

1720
-
AAA GCC
Lys Ala

1770

*
CAG CCC
Gln Pro

ccr
Pro

Lys

GTG
vVal

1580
-

GAC
Asp

1440
*

GAA
Glu>

GAC
Asp>

GAC
ASD>

GGC
Gly>

1630

TAC AAC
TYr Asn>

1680
-

-
GAC TGG
Asp Trp>

cTC
Leu

CCha
Pro>

CGA GAA
Arg Glu>



1780
&

CCA CAG
Pro Gln

1830
» -
CAG
Gln

GTC
val

GCC
Ala

GTG
val

ince
Thr

CcCcT
Pro

1970
*

CTC
Leu

ACC
Thr

2020
*

TCC G7TG
Sexr Vval

2070

L 2

TCC CTG
Ser Leu

GTG
val

AGC
Ser

1880
*

GAG
Glu

18

CCC GTG
Pro Vail

w

GTG
vVal

ATG
Met

T
Ser

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

1790

TAC
Tyr

ACC
Thr

CTG
Leu

1840

TG
Leu

ACC
Thr

A 4

CGAG
Glu

TGG
Trp

30

CTG
Leu

1980

GacC
Asp

AAG
Lys

2030

<
CAT GAG
His Glu

-

CCG GGT
Pro Gly

T™GC
Cys

1890

AGC
Ser

1800

* -

CCC CCA
Pro Prxo

18

L 3
CcTe GTC
Leu Val

*

AAT GGG
Asn Gly

1940
*

GAC
ASp

AGC
Ser

GCT
Ala

2080
*

AAA
Lys

TCC GAC
Ser Asp

1980

AGG TGG
Arg Trp

2040

-

CTG CAC
Leu His

LAY

50/90

Fig.21D.

-

TCC CGG
Ser Arg

50

L
AAA GGC
Lys Gly

1900

CAG CCG
Gln Pro

19850
w

GGC TCC
Gly Ser

*

CAG CAG
Gin Gln

o

1810

GAG
Glu

T™TC
Phe

GAG
Glu

T™TC
Phe

2000

GGG
Gly

GAG
Glu

1860

[ 2

TAT
YT

*

ATG ACC
Met Thr

.

CccC AGC
Pro Ser

1810
+*

AAC
Asn

Phe

AAC
Asn

2050
L 2

AAC CAC TAC ACG
Asn His Tvr Thr

AAC TAC
Asn Tyt

1960
*
CTC TAT

Leu Tyr

2010
w *
GTC TTC
Val Phe

oW

1820
*

AAG AAC
Lys Asn>

1870

«

GAC ATC
Asp Ile>

1520

AAG ACC
Lys Thr»>

AGC
Ser

ARG
Lys>

TCA
Ser

TGC
Cys>

2060

CAG AAG
Gln Lys

*

AGC

Ser Leu>



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.22A.

-

ATG GTG
Met Val

S0
-

CCC CTG
Pro Leu

100
-
GAA
Glu

AAT
Asn

150
* *
T™TC CTC
Sexr Leu

Phe Asn

CAG
Gln

ccecr
Pro

290

L 4

GAT
AsSp

AAD
Lys

340

™T
Ser

GGC
Gly

390

GTT

Val Val

ATG
Mer

CTA
Leu

ACA
Thr

CTT
Leu

53¢

AGA
Arg

TIC
Phe

AAG
Lys

CcTG
Leu

GAC
Asp

AGT
Ser

200
-

GTC
val

250

ACC
Thr

GTC
Val

TGT
Cys

CAG
Gln

440

AAX
Lys

- w*

CCA TCA TTA
Pro Ser Leu

60
» L ]
GGA GTGC GGG
Gly val Gly

110

®
ACA GCT
Thr Ala

ACC
Thr

1sn
L 3
ACT
Thr

GTT
VvVal

TCC
Ser

210
*

GAG
Glu

TAC ATG

Met

AMC
Asn

ACT

Leu Thr

300

- -

CAG AAG TGC
Gln Lys Cys

350

CAG
Gln

TG
Leu

CAA
Gln

400

cTC
Leu

CAG GAC
Gin Asp

4S0
R4 »
CAG AAT
Gln Asn

CTG
Leu

490

CAC

‘His

>

TTG
Leu

L4 -

AAA
Lys

AGT
Ser

540
- »
AAC

Asn His

20

CCA
Pro

™IC
Phe.

70

CTG
Leu

GAT
Asp

Leu

AAT
Asn

260
*

Leu

ARC
AsSn

120.

TTC
Phe

ACA
Thr

ACG
Thr

™rC
Phe

170

ccc
Pro

CAT
His

310
-

AGC
Ser

Lys

CCA
Pro

TG
Leu

500

GAR
Glu

CAC
His

360

Lys

CcTC
Leu

30

TCC
Ser

ACA
Thr

Leu

CCA

Pro-

220
-

ACT
Thr

TAT

TAT

GAG
Glu

410

CGG
Arg

GTG
val

TCC
Ser

S50

TGT TTG GAG
Cys Leu Glu

51/90

GAA
Glu

TGG
Trp

270

40

TTA
Leu

™rC
Leu Phe
80

ATT
Ile

CTG
Leu

ACG
Thr

130

ACT
Thr

ATG
Met

ran

s
Val

CAG
Gln

230
L 4 -
AGC AGC
Sex

TAC AAC

Lys Asn

320

CTA
Leu

ATC
Ile

ccc
Pro

460
-

ATC
Ile

CAG
Gln

CAC
His

[adefag
Pro

S0

CTA
Leu

560

T™re GTG

Leu

e
Phe

TCT
Ser

GARA
Glu

370

CAC
His

cTC
Leu

TAC

420

AGG
Axg

AGA
Arg

CAG
GCln

470

L]

GCcT
Ala

CCA

Trp Pro

GAA
Glu

AAC

Leu Asn

CAG
Gln

TAC

val Tyr

CTG

Leu
90

cCccC
Pro

cce
Pro

TGT

Cys

TCT
Ser Ser

280

TCG
Ser

330

GAA

Glu

CARA
Gln

GCC
Ala

GAG
Glu

520

j yeled
Trp

570

CGG
Arg

*

CAG CTG
Gln Leu>

-

AAT GGG
Asn Gly>

X140
-

ACT GAC
T™r Asp>

~en

*

T™TT GTG
Phe val>

240

w

GAG CCcC
Glu Pro>

GAT AAT
ASpP Asn>

*

ATC ACT
Ile Thr>

380
-

ACA TTT
T™hr Phe>

430
CAG
Gln>

ACA
Thr

480

CTA
Leu>

AAC
Asn>

ACT
T™hr

GAC
Asp>



TGG
Trp

TCC
Ser

AGC
Sex

AGC
Serxr

770

ATG
Met

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.22B.

580

GAC
Asp

6§30

-
TTG
Leu

CAC
His

ccT
Pro

680

CcGC
Arg

+

CAC
Ris

Lys

820
*

Sex

cTC
Leu

T
Cys

ATG
Met

1010

-

GGG
Gly

ACT
™hr

870

cGC
AT G

ATC
Ile

GAT
Asp

CAG
Gln

1060

AAA CCC

Lys

-

ACT
T™hr

Pro

1110

CTG
Leu

1

™~rT
Phe

730
»

cCAa
Pro

val

-
TGC
Cys

CTG
Leu

920

ccT

Pro

970
-

GAC
AsSp

-

CAG
Gln

AGG
Axg

TG
Leu

160
&

890

-«

AGC TGG ACT
Ser Trp Thr

640

AGT
Ser

GAT
Asp

GTG
Val

690
k]

AAC
Asn

CCA
Pro

CcTC
Leu

ATC
XIle

CAC
His
780

- k]

GAG
Glu

CTG CAG
Leu Gln

B30
-

GAG
Glu

GG
Trp

880
«

AAG
Lys

TAC
™V

CAG
Leu Gln
930

-

GAG
Glu-

AAC
Asn

ARC
Asn

GTG
val

GTC
val

AGT
Serxr

1020

cTG
Leu

CcTG
Leu Trp
2070

GCC CCA
Ala Pro

GGA
Gly

1120

CTG ACC TGG
Lev Thr Trp

1170

GAA
Glu

Gly

TGT
Cys

740

Gly

600

-

CAA TCA GTG
Gln Sex Val

650
-

CAG
Gln

ARA CGC
Lys Arg

700
A4

GGA
Gly

AGT
Serxr

ceT
Ala

750
-

AGC
Ser

AAT
Asn

ACT
Thr

790

cece
Pro

ATG
Met

CTG
Leu

GGA
Sy

580

GCG
Ala

1030

ANG
Lys

L3

AAC
Asn

-

AGC
Ser

1080
-*

ACC GTC

Val
840

AAT
Asn

GGT
Gly

ccc
Pro

890

GTT TTT
Vval Phe

c1TG
Leu

840

- »
GCG GGG

Gly Ala Gly

890

GAT
AsSp

ANC
Asn

TAT
TVYY

GGC
Gly

T™Cce
Ser

™TC
Phe

CcTG
Leu

ACA
Thr

GTT
vVal

1130

AAC CCG
Asn Pro

TAT
VI

1180

52/90

610

GAT
Asp

TAC
Tyr

CAG
Gln

TCA
Ser

800
-

™C
Ser

850
L

ACC
Thr

cTC
Leu

TGC
cys

ACA
Thr

1040

AAG
Lys

1090
[ 4

CAC Aacc

His

-

TAT AGA
Tyr Arg

660
-

ACG T
Thr Phe

710

]

TGG
Trp

CAT
His

. GAG

Lys Glu

GAC
Asp

TAC

AAT
Asn

900

TCC
Ser

GAA
Glu

850

-
GTG TGC
val Cys

cTG
Leu

GAC
Asp

760

1000
*

620
*

CAT
His

AAG TTC
Lys Phe>

670

cGoT
Arg

GTT CGG
Val Arg>

720
-«

AGT
Ser

GAA
Gla

GG
Trp>

AAC
Asn

AAC
Gly Asn>
810

-

ATG
Met

AGC
Sex

ATC
Ile>

860

AGC
Ser

ACC GAG
Thr Glu>

910
*

GCC
Ala

CAC
His

ACG
T™hr>

960

CAC
His

CTG
Leu

cTc
Leu>

cre

Leu Trp Ala>

1050

cCC
Pro

AGC
Ser

AAT

Thr Asn

1140

-

ccc
Pro

[N

ccrT
Pro

GAQ
Asp

1190

. -

GAG CAT GTG
Glu His val>

1100

GTC TCC
val Ser

GAC
Asp>

1150

AAT TAC CTG
Asn Tyr Leu>

1200

- -



Fig.22C.

TAT
Tyr

GCA
" Ala

1250

ATC
Ile

1300
-

AGG
AXg

*

AGC
Ser

GAC
ASp

GGA
Gly

1490
ATC
Ile

1540
>

GAA
Glu

1350
-

AAT CAT CTC
Asn His Leu

1210

GAT
Asp

TTC AGA
Phe Arg

GCcC
Ala

1260
-

GCA
Ala

AGC
Ser

GCC
Ala

GeT
Aaia

ACc
Thr

AAG
Lys Trp

1400

-
AAA ACT
Lys Thr

CAC
His
1450

-

CCG TCA GTC
Pro Ser Val

1500
- -
CGG
Arg

TCC
Ser

ACC
Thr

GAC
Asp

ccT
Pxro

GAG
Glu

159¢0

CAT
His

CcaT
Arg

AAG
Lys

1730

GAG
Glu

‘Asn

. -
AAT GCC
Ala Lys

1640
*
GTC
val

GTG
val

AGC
Ser

1690

GAG
Glu

TAC AAG
Tyr Lys

1740

E 4
ACC ATC
Thr Ile

Lys

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

ACC
Thr

-

ATC _TAT

Ile

ACC
Thr

1310

CAG
Slin

1360
”

CAC
His

Ad

ACA
™Thr

Phe

ccT
Pro

1550

GTC
Yal

1600

ACA
Thr

GTC
val

TGC
Cys

TCC
Ser

1650

TAT GCA GTC
Tyr Ala Val

1220

AAC GTG
Tyx Asn Val

1270
L

-

‘cTC
Leu

AAG TCT
Lys Ser

1320
L 4

-

TAT
‘Tyx

AGC

Sci

AAC
A8

AAC
Asn

TCC
Ser

TAC
TYT

2410
-

TGC
Cys

1460
[ ]

CChA
Pro

(efalc
Pro

CTC TTC
Leu Phe

ccc
Pro

1510
-

GAG
Glu

GTC ACA
val Thr

*

TTC
Phe

1560
*

AAG
Lys

AAC
aAsn

-

AAG
Lys

cCcG
Pro

CGG
AXg

cre
Leu

ACC
‘Thr

GTC
Val

1700
*

AAG GTC
Lys Val

™C
Ser

1750
- *
AAA GCC AAA
Lys Ala Lys

1370
-

1610

AAC ATT
Asn Ile

GG
Trp

1230

ACC
Thr

TAC
Tyr

1280
»

CTA
Leu

ATT
Ile

GGG
Gly

TCC
Ser

AGT
Serxr

-

GAA
Glu

TAC
T™VT

1330

ACC
TRT

ACC

Tha:

TGG

cce
Pro

AGG
Arg

GAG
Glu

1420
*

TGC CCA
Cys Pro

1470

«

CCA AAA
Pro Lys

*

cccC
Pro

1520
w

™G GTG GTG

Cys Val VvVal

.lr:-pw

AGT

oV~
—-ST

1380

TrC
Phe

= Glu .

Gaa AAC
Glu Asn

1240
-

CcCc TCC
Pro Ser

1290
-

-

AGG
Arg

GCA
Ala

GAG TGG

Ty

GAG
Glu

1430

ceT
Pro

Lys

GTG
val

1570

»
TGG TAC
Trp Tyx

GTG
val

GAG GAG
Glu Glu

CAG
Gln

1660 _

- L ]
CTG CAC CAG
Leu His Gln

1710 ¢

* -

AAC AAA
Asn Lys

GCC
Ala

1760

- -
GGG CAG CCC
Gly Gln Pro

53/90

-«

GAC
Asp

1620

TAC
Tyr

GAA
Glu

cTC
Leu

1480
-

GAC ACC
Asp Thr

1530
-« >
GAC
Asp

GTG
val

Asp

cTC
Leu

CGG
Arg

1340
*

AGC

osL

cee
Pro>

CGC
Arg>

GTG
vals

cce

CPros et e

1380
»

™C
Ser

-

cTrG
Leu

cTC
Leu

AGC
Ser

1580

-

GGC
Gly

GTG
val

AAC
Asn

AGC
Ser

1670

GAC
Asp

cTC
Leu

CGA
Axg

-
TGG
Txp

CTG
Leu

1720

CCA GCC
Pro Ala

1770
- £ 2
GAA CCA
Glu Pro

*

GAG
Glu

GGA
Gly>

1440
"

GGG
Gly>

ATG
Met>

CAC
His>

GTG
val>

1630

ACG
Thr

*
TAC
TyxT>

1680

CAG
Gln

-

GGC
Gly>

ATC
Ile>

GTG
Vala>



1780
*

TAC ACC
Tyr Thr

1830

- *

CTG ACC
Leu Thr

GG
Trp

GAG
Glu

GTG
Val Leu
1970

*

AAG
Asp Lys
2020

CAT GAG
His Glu

2070
L

CCG GGT
Pro Gly

CTG
Leu

cCcce
Pro

TGC
Cys

cTG
Leu

1880
*

AGC
Ser

AAT
Asn

1830
L 4

GAC TCC
Asp Ser

1980

L 4

ACGC AGG
Ser Arg

>

CCT CTG CAC AAC CAC TAC
Ala Leu His Asn His Tyr

ARA TGA

Lys *=*=>

1790
*

2030
L2

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.22D.

-

CCA TCC CGG
Pro Ser Arg

1840
-«

4

GTC AAA GGC
Val Lys Gly

1890
w

&

GGG CAG CCG
Gly Gln Pro

1940
»

-

GAC GGC TCC
Asp Gly Ser

T™GG CAG CAG
Trp Gln Gln

*

1590
L 4

1800

GAT GAG
Asp Glu

1850

TAT
Tyr

TTC
Phe

19

GAG
Glu

AAC
Asn

*

TTC
Phe

TTC
Phe

GGG
Gly

AAC
Asn

2040
»

ACG
™hr

54/90

1810
&

CTG
Leu

ACC AAG
Thr Lys

1860

AGC
Ser

ccce
Pro

GAC
AsSp

0D

AAC
Asn

TAC
TYr

AAG
Lys

1850

cTC
Leu

TAT
T™vVr

AGC
Ser

2000

-
GTC TIC
Val Phe

TCA
Ser

2050
» ' »
CAG AAG AGC
Gln Lys Ser

AAC
Asn

CAG
Gin

ATC
Ile

GCC
Ala

1910

ACC
Thr

ACG
T™hr

19860
*

AAG CTC
Lys Leu

*

2010
A 4

TGC TCC
Cys Ser

*

1820

GTC AGC
Val Sers>

1870

GTG GAG
Val Glus

13820

CCT CCccC
Pro Pro>

ACC GTG
Thr Val>

*

GTG ATG
Val Met>

2060
*

CTC TCC CTG TCT

Leu Ser

Leu Ser>



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.23A.

*
ATG GTG AAG

Met

50

A 4

CCC
Pro

AAT
Asn

TCC
Ser

TTC
Phe

CAGC
Gln

290

GAT
AsSp

val Lys

20

*

CCA TCA TTA CCA TTC ACA
Pro "sef_Léu Pro Phe

Thr

30

L

TCC
Ser

cTC
Leu

(aya o
Leu

Pro

ARA
Lys

340

TCT
Ser

cTT
Val

ATG
Metc

ACA
T™hr

530

AGA
Arg

L

GGC
Gly

330
»

GTT
Val

TTTe0T .

CTG
Leu

GAC
Asp

AGT
Ser

Val

250
-

ACC.

Thr

Vail

TGT
Cys

CAG
Gln

440

CTA
Leu

L ]

-

AXA
Lys

490
f

GGA GTG
Gly Val

110

w
ACC ACA
Thr Thr

70

-

GGG
Gly

oy Y&
Leu

GCT
Ala

GAT
Asp

)

GTT
val

TCC
Ser

GAG
Glu

TAC
TYyT

AAC

Asn Leu

300

CAG
Gln

ARG
Lys

350

CAG

Gln Leu

CcTC
Leu

CAG
Gln

CcTG
Leu

CAG
Gln

400
v

* »

ACT CTG
Tnr Leu

210

-

ATG
Met

AAT
Asn

260

-

ACT
Thr

CcCTG
Leu

TGC
Cys

AGC
Ser

CAA

Gln Lys

GAC
Asp

CCA
Pro

450
-

lag ]

Asn Leu

-~

AAC
Asn

120
L 4

TIC
Phe

CCC
Pro

»
TGC
Cys

CAT
His

310
-

CAC
His

360

AAG
Lys

410
L

cGG
Arg

val

CTT CAC AAA
Leu His Lys

540

* [
TTC TTG AAC
Phe Leu Asn

cTG
Leu

His

S00
-

AGT GAA
Ser Glu

TCC
Ser

S50

* »

TGT TTG GAG
Cys Lew Glu

80

ACA
Thr

ACG
Thr

ATT
Ile

CTG
Leu

ACC
Thr

CcCA
Pro

GAG
Glu

220

ACT TGG
Thr Trp

270
L ]

AAC
Asn

TAT TGCG
YT Trp

TAC
TV

320
- L
TAT CTA TTC
Tyr Leu Phe

130
*

TTA
Leu

T™TC
Phe

CcTG
Leu

ACG
Thr

ACT
Thr

ATG
Met

[ X
(&)
t &

3

CAG
Gin

<
o
’_‘

230
-

AGC
Ser

2

AAC

Lys Asn

TCcT
Ser

GaAa
Glu

370

GAG
Glu

ATC
Yle

CAC
His

GAA
Glu

cccC
Pro

AGG
Arg

460

TGG
Trp

ATC
Ile

cccC
Pro

510

*

- -

CTC TAC
Leu

420

AGA
Arg

CAG
Gln

470

»*

‘GCT C¢CA

Alea Pro

40

]

*

CTG CAG CTG
Leu Gln Leu>

90

-«

cCcC
Pro

AAT
Asn

140
-

ccc
Pro

Ser
80

™G
Sex

330
w

Glu

ACT
Thxr

GGG
Gly>

GAC
ASD>

ATV

™7
Phe

GAG
Glu

Asp

ATC
Ile

380
-

Gln

Gee
Ala

GAG
Glu

520
[

ACA
Thr

GTG
Vals>

240

CCcC
Pro>

AAT
Asn>

ACT
Thr>

T™TT
Phe>

430

ACA
Thr

AAC
Asn

CAG
Gln>

480

Leu>

CAG
Gln

CAC
His

55/90

GAA
Gliu

CTA
Leu

560

-
™G GTC
Leu Val

CTG AAC
Leu Asn

-

CAG TAC
Gln Tyr

TGG
Trp

AAC

Asn Asn>

570
-

cCG
Arg

ACT
T™hr

GAC
Asp>



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.23B.

S80 590 . 600 610 620
. - o - - » - -

TGG GAC CAC AGC TGG ACT GAA CAA TCA GTG GAT TAT AGA CAT AAG TTC
Trp Asp His Ser Typ.Thr Glu Gln- Ser Val Asp Tyr Arg His Lys Phe>

-

. 630 ...540 650 660 670

- + L2 * - » - - )

T™CC TTG T AGT GTG GAT GGG CAG AAA CGC TAC ACG TI'T COT GTT CGG

Ser Leu Pro Ser Val Asp Gly Gln Lys Arg Tyr Thr Phe Arg Val Arg>

680 690 700 710 720
- - * » - - - -

AGC CGC TITT AAC CCA CTC TGT GGA AGT GCT CAG CAT TGG AGT GAA TGG

Ser Arg Phe Asn Pro Leuw Cys Gly Ser Ala Gln His Trp Ser Glu Trp>

730 740 750 760
] < E- * 4 " .- w -

AGC CAC CCA ATC CAC TGGE GGG AGC AAT ACT TCA AAR GAG ARC GCG TCG
Sar His Pro Yle His Trp Gly Ser Asn Thr Ser Lys Glu Asn Ala Ser>
770 780 790 800 810
. - - - -
TCT GGG AAC ATG AAG GTC CTG CAG GAG CCC ACC TGC GTC TCC GAC TAC
Ser Gly Asn Met Lys Val Leu Gln Glu Pro Thxr Cy¥ys Val Ser Asp Tyr>
820 830 ) 840
*

850 B60O
L ] *-

ATG AGC ATC TCT ACT TGC GAG TGG AAG ATG AAT GGT CCC ACC AAT TGC
Met Ser Ile Ser Thr Cys Glu Trp Lys Met Asn Gly Pro Thr Asn Cys>

870 880 S00 S10
- - - -
AGC ACC GAG CTC CGC CTG TG TAC CAG CTG GTT TTT CITG CTC TCC GAA

Ser Thr Glu Leu Arg Leu Leu Tyr Gln Leu Val Phe Leu Leu Ser Glu>

820 230 250 960
- ™ -
GCC CAC ACG TGT ATC CCT GAG AAC AAC GGA GGC GCG GGG TGC GTG TGC

Ala HBis Thr Cys Ile Pro Glu Asn Asn Gly Gly Ala Gly Cys Val Cys»>

970 980 990 2000
- - - - - -

CAC CTG CTC ATG GAT GAC GTG GTC AGT GCG GAT AAC TAT ACA 'CTCG GAC
His Leu Leu Met Asp Asp Val Val Ser Ala Asp Asn Tyr Thr Leu Asp>

10190 1020

- -

1030 1050

- -~
CTG TGE GCT GGG CAG CAG CTG CTG TGG AAG GGC TCC TIC AAG CCC AGC
Leu Trp Ala Gly Gln Gln Leu Leu Trp Lys Gly.$er Phe Lys Pro Ser>

-« - © - - - o

1060 1070 1080 1090 1100

GAG CAT GTG AAA CCC AGG GCC CCA GGA AAC CTG ACA GTT CAC ACC AAT
Glu His Val Lys Pro Arg Ala Pro Gly Asn Leu Thr Val His Thr asn>

1110 1120 1130 1140 1150
- -

L] » - >

- - - »

GTC TCC GAC ACT CTCG CTG CTG ACC TGG AGCT AAC CCG TAT CCC CCT GAC
Val Ser Asp Thr Leu Leu Leu Thx Trp Ser Asn Pro Tyr Pro Pro Asp>

1160 1170 1180 1190 1200

56/90



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.23C. -

AAT
Asn

AAC
ASD

1250

TCC
Ser

1300
*

GCA
how

-

GG
TP

CAG
Gln

lognel
Leu

1450

ACC
Thx

15

GTG
Val

-

GTG
Val

AGC
Ser

CcTG
Leu

1730

cce
Ala

TAC CTG TAT
TYyr Leu Tyr

12190
-

GAC
Asp

CCG GCA
Pro Ala

1260
-

CcGC
Axg

CcTC
Leu

ATC
Ile

CGG

STy

GTG

=
v o

AGG
Az

1350
-

AGC
Ser

ccc
Pro

AGC
Ser

1400
-
GGA
Gly

TCC
Ser

GAC
Asp

1450
-

CTG
Leu

GGG GGA
Gly Gly

1500
- >
ATG
Met

CTC
Lieu

ATC
Ile

40
Y

AGC
Ser

CAC
His

GAR
Glu

1S5S0

GAG
Glu

GTG
val

CAT
His
1640

*

ACG
Thr

TAC
TYX

16950

cGT
Arg

AAT
Asn

GGC AAG
Gly Lys

1740
- »
ATC GAG
Ile Glu

cce
Pro

AAT
Asn

v

GAT..

ASpP

GCA
Ala

1310
w

GCC

* oo

1360

ACC
Thr

£-3

AAR
Lys

CCaG
Pro

T™CcC
Ser

1550
-

GAC
Asp

1600

AAT
AsSn

1410
-

CAT CTC ACC
His Leu Thr

1220

-
AGA ATC
Arg Ile

T™TC
Phe

1270
- -
GCC
Ala

AGC ACC
Sexr Thr

1320
-

TGG

TP

CAG

-~y r.

-

AAG
Lys

CAC
His

ACT
T™hnr

CAC
His Thr

1460

- -
GTC TTIC
Val Phe

TCA
ser

1510

(aveled
Axg

ACC CCT
Thr Pro

1560
- -
GAG
Glu

ccT
Pro

GTC
Val

-

GCC
Ala

AAG
Lys

ACA
Thx

1650

o

GTG
val

GRG
Glu

Lys

GTC
val

AGC
Ser

GTC
vVal

1700
TAC AAG TGC
Tyr Lys Cys

1750
ACC ATC TCC
Thr Ile Ser

TAT
™V

GCA
Ala

1230

TAT
TV

cTG
Leu

AGC

Serxr

1370

AAC
Asn

AAC
Asn

GTC
Val

GTG
Val

1280

AAG
Lys

TAT
~yr

™CC
Ser

1420

TGC
CcyYs

cTC
Leu

GAG
Glu

ARG
Lys

1610

AAG
Lys

CCa
Pro

1470

-«

T™re
Phe

TCT
Ser

AAC
Asn

ACC
Thr

Gly

1330

AAC

»

ACC

T

1380

TAC

CcCG
Pro

cceC
Pro

1520

GTC
val

Phe

CcCG
Pro

1660

cTC
Leu

AAG
Lys

ACC
Thr

1710

*

GTC
val

ACA
Thx

AGG
Axg

ATT
Ile

TGG
Trp

1240
L]

TAC
YT

ATT
Ile

ACC

VY -

GAG
Glu

1430
-

TGC
Cys

Pro

oy
Cys

1570
-

AAC
Asn

L 4

cGG
Axrg

GTC
val

TCC
Ser

1760
-

ARA GCC AAA
Lys Ala Lys

57/90

TGG
Trp
1620

GAG
Glu

CCaA
Preo

14

ARA
Lys

GTG
Val

TAC

GAG
Glu

1670

cTG
Leu

Asn

GGG
Gly

-

CAC
His

17
ARA
Lys

CAG
Gln

CTA
Leu

12980

TCC
Ser

AGT
Ser

GAA
Glu

TAC
Tyr

1340
-

GG
o

[edaled
Pro

GCA
Ala

80

ccc
Pro

1530
*

val

AGT

C -

GAA
Giu>

cce
Pro>

AGG
Arg>

GAG

13980
-

TTC
Phe

»

ccT
Pro

AAG
Lys

GTG
val

1580

GTG
val

CAG
Gln

CAG
Gln

20
.

GCC
Ala

1770

cce
Pro

GAC
Asp

16

TAC
TYT

GAG
Glu>

1440
*

GAR
Glu>

GAC
Asp>

GAC
Asp>

GGC
Sly>

30
w

AAC
AsSnD>

1680

GAC
AsSp

Leu

CcGa
Arg

Trp>

CCA
Pro>

GAA
Glu>

e s B35-SI



17

CCA
Pro

*

CrG
Gln

GCC
Ala

ACG
Thr

1990
*

CTC
Leu

B8O

*

caG
Gln

1830

GTe
Val

GTG
Val

AGC
Sezx

1880
-

GTG
Val

ccT
Pro

ACC
Thr

2020
*

T™TC
Ser

L

TCC
Ser

GCTG
val

2070
L

CcTS
Leu

GAG
Glu

19

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

1790

TAC ACC CTG
Tyr Thr Leu

1840
L2

CTG ACC TGC
Leu Thr Cys

o

1890
-

TGG GAG AGC
Trp Glu Ser

30
+

CCC GTG CTG GAC
Pro Val Leu Asp

GTG
Val

ATG
Het

CT
Ser

1880
w

GAC AAG AGC
Asp Lys Ser

2030

CAT GAG GCT
His Glu Ala

2080
»

»

CCG GGT AAA
Pro Gly Lys

1800
.

L]

CCC CCAa
Pro Pro

CTG GTC
Leu Val

AAT GGG
Asn Gly

1940
-

TCC GAC
Ser Asp

19950

-

AGG TGG
Arg Trp

2040

»

CTG CAC
Leu His

TG

LA B

Fig.23D.

TCC CGG
Ser Arg

1850
-

AAA GGC
Lys Gly

1900

CAG CCG
Gln Pro

1850
L 3

[ 4

GGC TCC
Gly Ser

L 4

CAG CAG
Gln Gln

-

AAC CAC
Asn His

58/90

1810

GAT GAG
Asp Glu

1860
- L ]
TTC TAT
Phe Tyr

GAG AAC
Glu Asn

™re TTC
Phe Phe

2000
-

GGG AAC
Gly Asn

2050

TAC ACG
Tyr Thr

*

CTG
Leu

ccc
Pro

1910

AAC
Asn

1820

ACC
Thr

AGC
Ser

TAC
Tyr

1960
L 4

cTC
Leu

TAT
Tyr

2010

%

GTC
val

-

*

TTC
Phe

»

AAG AAC
Lys Asn>

1870
>

GAC ATC
Asp Ile>

1920
L4 "
ARG ACC
Lys Thr>

AGC AAG
Ser Lys>

TCA TGC
Ser Cys»>

2060

*

CAG AAG AGC CTC
Gln Lys Ser Leu>



DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.24A.

ATG
Met

50
: 3
GGA
Gly

- -« <

GTG GCC GTC GGC
Val Ala Val Gly

20

TGC GCG CTG
Cys Ala Leu

60 --—— 70

w =

GCG GCG CTG GCC
Ala Ala Leu Ala

100 110
®

GGC
Gly

GGG
Gly

- cce
Pro

cTG
Leu

290

TAC
Tyr

- -

GTG CTG ACC AGT
val Leu Thr Ser

a5¢ 160
»

- -]

GTA GAG CCG GRA
Val Glu Pro Glu

200
* >
GCT GCA GGC TCC
Ala Ala Gly Ser

250

CTG CTG AGE TCG
Leuw Leu Arg Ser

360

- -

CGG GCC GGC CCC
Arg Ala Gly Arg

340 350

cce
Pro

™rc
Phe

S30

CAC
Gln

£ 4 - -

CCC GAG GAG CCC
Pro Glu Glu Pro

390

GTT GTT TGT GAG
Val Vval Cys Glu

440

GCT GTG CTC TTG
Ala Val Leu Leu

430

- ] w

CAG GAG CCG TGC
Gln Glu Pro Cys

540

TTA GCA GTC CCC
Leu Ala Val Preo

400

- -

CCA AGG CGC
Pro Arg Arg

120

CTG CCA GGA
Leu Pro Gly

GAC AAT GCC
Asp Asn Ala

210

- -

CAC CCC AGC
His Pro Ser

Pro Ala Gly
360
-

CAG CTC TCC
Gln Leu Ser

TGG GGT CCT
Trp Gly Pro

450
L 4

GTG AGG AAG
Val Arg Lys

500

*

"CAG TAT TCC

Gln Tyr Ser

S50

GAG GGA GAC
Glu Gly Asp

oy 4
Leu

TGC
Cys

GAC

Asp

i7¢

ACT
Thx

30

GCT GCC
Ala Ala

80

-

CCT GCG
Pro Ala

AGC GTG
Ser  val

vVal His

220

AGA
hArg

TGC
Cys

410

CGG
Arg

460

TTT
Phe

CAG
Gln

AGC
Ser

59/90

Trp Ala
270
-

GAC TCT
ASpP Ser

320
L]

GTG CAC
Val His

™rC CGG
Phe Arxg

AGCT ACC
Ser Thr

CAG AAC
Gln Asn

S10

GAG TCC
Glu Ser

56¢C

T TTC
Ser Phe

130
-

40

- * L]

CcTG CTG GCC GCG
Leu Leu Ala Ala

S0

CAG GAG GTG GCA
Gln Glu Val Ala

140
-

ACT CTG ACC TGC
Thr Leu Thr Cys

CCG
Pro>

w

AGA
Arg>

(a{ale]
Pro>

-~ A

TGG GTG CTC AGG
Trp Val Leu Arg

230

Gly Met Gly Axrg
280
-

GGA AAC TAT TCA
Gly Asn Tyr Ser

330

™6 CTG GTG GAT
Leu Leu Val Asp

370 380

AAG AGC CCC CTC
Lys Ser Pro Leu

420

CCA TCC CTG ACG
Pro Ser Leu Thr

470

'AGT CCG GCC GAA

Ser Pro Ala Glu

520
- L ]
CAG AAG TTC TCC
Gln Lys Phe Ser

870
» »
TAC ATA GTG TCC
Tyr lIle Val Ser

AAG
Lys>

240

Axg>

Cys>

val>

AGC
Ser>

430

ACA
Thr>

480

GAC
ABpP>

TGC
Cys>

ATS
Met>



s80
*

TGC
Cys

CAG
Gln

ACT
Thr

cCcC
Pro

770
L]

TAT
Tyx

820
.

cTC
Leu

GTG
val

GAG
Glu

ccT
Pro

1010

TCA
Ser

DE 699 32 832 T2 2007.02.08

Fig.24B.

-

GTC GCC
Val Ala

630

GGT TGT
Gly Cys

680

-

GCC GTG
Ala Val

CAC TCC
His Ser

CGG GCT
Arg Ala

CAG CAT
Gln His

B70

GTG CAG
Val Gln

220

TGG AGC
Trp Ser

CCA GCT
Pro Ala

730

970

Ss0

*

AGT AGT GTC
Ser, Ser Val

840

B - L 4

GGA ATC TTG
Gly Ile Leu

-690
*

GCC AGA ARC
Ala Axg Asn

TGG AAC TCA
Trp Asn Ser

780
L4

GAA OGG TCA
Glw Arg Ser

830

CAC TGT GTC
His Cys Val

2880
-

CTT CGT GCC
Leu Arg Ala

230

CCG GAG GCC
Pro Glu Ala

GAG AAC GAG
Glu Asn Glu

1020

-

GGT GCT
Gly Ala

1060

GAA
Glu

CTA
Leu

TCT CCA
Ser Pro

1110

AAG GAA
Lys Glu

1160

- -

CAG CTG GhAA
Gln Leu Glu

1070

b
GTT GTA CAA
val Val Gln

1120
& ~
ARA TGT ATG
Lys Cys Met

1170

-

GGG
Gly

CAG
Gln

cCceC
Pro

740
L ]

TCcT
Serxr

600 610

* « W ]
AGC AAG TTC AGC ARAA ACT
Ser Lys Phe Ser Lys Thr

650 660
L 4 - -

CCT GAT CCG CCT GCC AAC
Pro Asp Pro Pro Ala Asn
700 710

- -«

CGC TGG CTC AGT GTC ACC
Arg Trp Leu Ser Val Thr

CAA
Gln

ATC
Ile

Trp

750 760

- - *

TTC TAC AGA CTA CGG TTT
Phe Tyx Arg Leu Axrg Phe

790 800
-

Lys

ATC
Ile

CAG
Gln

ATG
Met

980

GTG
val

L - *

ACA TTC ACA ACA TGG ATG
Thr Phe Thr Thr Trp Met

840 850

- - -
CAC GAC GCC
His Asp Ala

AGC GGC
Ser Gly

i

B0 200
- - -
GAG GAG TTC GGG CAA GGC
Glu Glu Phe Gly Gln Gly
940 950
- -
GGC ACG CCT TGG ACA GAAM
Gly Thx Pro Trp Thr Glu

GAG
Glu

B1O

GTC
Val

CTG
Leu

GAG
Glu

TCC
Ser

950 ‘ 1000
-

- - -

TCC ACC CCC ATG ACC GGT
Sexr Thr Pro Met Thr Gly

GGC
Gly

1030 1040 1050

crT
Leu

[ ]

crT
Leu

GAT,
Asp

1080

- - - -

CTA GAC CCA TGT GGT TAT
Leuv Asp Pro Cys Gly Tyr

1090
-

CAT TCT AAT TTC ACT GCA
His Ser Asn Phe Thr Ala

1130 1140
- -

-

TAT TTT CAT GTA AAT GCT
TYr Phe His Val Asn Ala

1180 1190

- -

60/90

ATC
Ile

620
.

ACC TT7
T™hr Phe>

6§70

ACA GTC
Thr Val>

720

CAA GAC
Glin Asp>

CTC AGA
Leu Arg>

AAG GAC
Lys Asp>

860

AGG CAC
Arg His>

810
-

GG AGC
Trp Ser>

860

AGG AGT
ATrg Sexr>

GCG CCT
Ala Pro>

AGT