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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Bi- oder Oligomere von Bi-, Tri-, Quattro- oder Pentameren von rekombinanten
Fusionsproteinen, wobei die rekombinanten Fusionsproteine mindestens eine Komponente A und mindestens eine
Komponente B aufweisen. Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von derartigen Bi- oder Oligo-
meren zur Herstellung eines Arzneimittels bzw. deren Verwendung zur In-vitro-Diagnose. Schlie3lich betrifft die vorlie-
gende Erfindung auch Fusionsproteine, die eine Komponente A und eine Komponente B aufweisen, wobei die Kompo-
nente B einen multimerisierenden und oligomerisierenden Abschnitt oder ein funktionelles Derivat eines solchen Ab-
schnitts eines Proteins, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus der Familie der C1g-Proteine oder der Collectine,
enthalt. Auch DNA-Sequenzen, die fur ein derartiges Fusionsprotein kodieren, sowie Expressionsvektoren und Wirts-
zellen, die die DNA-Sequenz bzw. den Expressionsvektor enthalten, sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung.
[0002] Proteine, die physiologisch als Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamere auftreten, sind in der Natur in groRer Zahl
vorhanden. Aufgrund von Wechselwirkungen an den Oberflachen dieser in Losung di- oder multimerisierenden Proteine
kann es zu spontanen oder aber auch zu bspw. kinetisch verzégerten, weil konzentrations- oder milieuabhéngigen
Zusammenlagerungen von Proteinen kommen. Hierfur sind hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbin-
dungen und/oder Coulomb-Krafte verantwortlich.

[0003] Daneben aber sind bei gewissen Proteinen Strukturmotive anzutreffen, die zur Bildung von spezifischen struk-
turbedingten intermolekularen Supersekundarstrukturen und damit zu Proteindi- oder -multimeren fihren. Die Formation
von Supersekundarstrukturen beruht auf charakteristischen Aminosauresequenzen der diese Di- oder Multimere bil-
denden Proteine. Als Supersekundarstrukturen waren beispielsweise sog. "Coiled-Coil-Helices" zu nennen, die eine Di-
oder Multimerisierung von Proteinen durch Interaktionen von charakteristischen a-Helices, die bei jedem der die Coiled-
Coil-Form ausbildenden Proteine auftreten, bewirken. Die Coiled-Coil-Helix als intermolekulare "Di- oder Multimerisie-
rungsdomane" von Proteinen stellt sich strukturell als zwei- oder mehrstréngige, umeinander gewundene Superhelix
dar. Derartige Coiled-Coil-Motive treten insbesondere bei extrazelluléaren Proteindi- oder -multimeren auf, ganz beson-
ders aber bei Proteinen bzw. Proteinkomplexen des Bindegewebes.

[0004] Soetwabeschreiben Beck etal. (J. Mol. Biol. (1996) 256, 909-923) ein Bindegewebsprotein, das sog. Cartilage
Matrix Protein (CMP), dessen Aggregation zu einem Homotrimer auf Tripelhelix, die das Resultat der Zusammenlagerung
von drei komplementédren Helices (jeweils als Bestandteil eines Polypeptids) darstellt, mit Coiled-Coil-Muster beruht.
Charakteristisch fur die Aminosduresequenz einer solchen eine Tripelhelix bildenden Helix ist dabei das Heptadmuster
(abcdefg),,. Deren Aminoséuren in den Positionen a und d tragen gewohnlich apolare Seitenketten und erlauben dadurch
die Ausbildung der oben beschriebenen superhelikalen Struktur, hier als Tripelhelix aus drei Helices.

[0005] Darlber hinaus findet sich in der Literatur beschrieben, daf bei einem anderen extrazellularen Matrixprotein
(Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP)) sogar fiinf Helices in Form einer flnfstrangigen Coiled-Coil-Helix mitein-
ander interagieren und damit Pentamere ausbilden kénnen. (Kajava, PROTEINS: Structure, Function and Genetics, 24:
218-226 (1996); Malashkevich et al., Science, Vol. 274, 761-765, 1996).

[0006] Neben den Matrixproteinen COMP und CMP, die nicht zu den Proteinen aus der Kollagenfamilie gehdren,
werden weiterhin auch bei Proteinen aus der Kollagenfamilie spezifische strukturbedingte Multimerisierungsphdnomene
durch die Ausbildung von Supersekundarstrukturen angetroffen. Dabei ist die Struktur von Kollagenfasern durch das
Tropokollagen gekennzeichnet, das aus drei helikalen verdrillten Polypeptiden besteht. Auch die Protofibrille eines
Haares ist aus einer Tripelhelix aus a-Keratin mit dem Motiv "Coiled-Coil", allerdings linksgéangig, aufgebaut.

[0007] Um die Aviditéat von Liganden zu erhdhen, haben Terskikh et al. (PNAS, Vol. 94, 1663-1668, 1997) vorgeschla-
gen, Fusionsproteine einzusetzen, die ein kurzes Peptid mit Ligandenfunktion und die "Coiled-Coil-Doméane" des Ma-
trixproteins COMP aufweisen. Fir diese Pentamere konnte eine erhdhte Aviditat nachgewiesen werden, wobei Aggregate
héherer Ordnung auf diesem Weg nicht erhalten werden konnten.

[0008] Darlber hinaus sind aufgrund ihrer Sequenzhomologien in ihren jeweiligen multimerisierenden Sequenzab-
schnitten die Proteine C1g, Kollagen a1 (X), a2 (VI1), das Uberwinterungsprotein, ACRP30, das innere Ohrstrukturprotein,
das Cerebellin und das Multimerin als Proteinfamilie unter der Bezeichnung C1g-Familie zusammengefal3t worden
(Kischore und Reid, Immunopharmacol., 42 (1999) 15-21), die gleichfalls strukturbedingt als Di- oder Multimere vorliegen.
Unter den in dieser Familie auftretenden Proteinen mit Multimerisierungseigenschaften ist bspw. die Struktur des aus
dem Komplementsystem bekannten Proteins C1g durch Monomere charakterisiert, die jeweils eine globulare sog. "Kopf"-
Domanen und einen "kollagenahnlichen" helikalen Sequenzabschnitt aufweisen. Uber diesen helikalen Sequenzab-
schnitt, der eine Coiled-Coil-Tripelhelix bildet, trimerisieren die Monomere. Sechs dieser C1q-Trimere formen wiederum
ein Oligomer, wobei wiederum die Oligomerisierung der Proteintrimere auf Interaktionen zwischen den einzelnen Coiled-
Coil-Tripelhelices beruht. Im Ergebnis flhrt diese strukturelle Anordnung beim Protein bzw. multi- (oligo-) merisierten
Proteinkomplex C1q zu einem als "Bouquet" bezeichneten Aufbau, wobei sichergestellt wird, daf? 18 globulare, C-
terminal angeordnete "Kopf'-Domé&nen zu einem Hexamer von Trimeren verbunden werden.

[0009] Eine ahnliche Struktur wie beim Protein C1q ist auch beim Protein ACRP30, gleichfalls ein Protein aus der
Clqg-Familie, anzutreffen (Hu et al., J. Biol. Chem., Vol. 271, Nr. 18, 10697-10703, 1996). Bei diesem von Adipozyten
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sekretierten Serumprotein handelt es sich mit iberwiegender Wahrscheinlichkeit um Quattromere von Trimeren, wobei,
wie auch beim C1g-Protein, globulére C-terminale Doménen uber kollagenahnliche Tripelhelices verbunden werden.
Mutmaflich vier dieser Tripelhelices formen schlie3lich wiederum ein Oligomer durch entsprechende Interaktionen. In
der Veréffentlichung von Shapiro und Scherer (Current Biology 1998, 8:335-338) findet sich die mit Hilfe der Réntgen-
strukturanalyse ermittelte Struktur eines Homotrimers von ACRP30 dargestellt.

[0010] Weiterhin sind aus der Literatur Proteine aus der Klasse der Collectine bekannt, die durch eine kollagenartige
Domane, eine Halsregion und dariiber hinaus durch eine globuléare carboxyterminale Lectinbindungsdoméne charak-
terisiert sind. Auch die Collectine treten physiologisch als Oligomere von Trimeren auf. So trimerisieren beispielsweise
die Proteine Lung Surfactant Protein A (SP-A) und das Mannose-Bindungsprotein (MBP), jeweils aus der Familie der
Collectine, durch die Interaktionen ihrer "kollagen&hnlichen" Doméne und liegen schlieRlich als Hexamere von Trimeren
vor (Epstein et al., Current Opinion in Immunology, Vol. 8, Nr. 1, 1996, 29-35). Demgemaf bilden also auch die unter
der Bezeichnung Collectine bekannten Proteine Oligomere (bspw. Hexamere) von Multimeren (bspw. Trimere) aus.
[0011] Ausder Literaturist zudem zu entnehmen, daf zahlreiche physiologisch als Signalmolekiile wirkende Proteine
ein biologisches Signal nur in bestimmten Zustanden transduzieren kénnen. So ist beispielsweise membranstéandig
angeordnetes FasL biologisch, d.h. apoptotisch, wirksam, wahrend nach Abspaltung des extrazellularen Proteinab-
schnitts von dem membranstandigen Abschnitt (sog. sFasL) diese nichtmembrangebundene sFasL-Fraktion physiolo-
gisch keine apoptotische Wirkung auf Zielzellen mehr hervorrufen kann. In der Veroffentlichung von Schneider et al. (J.
Exp. Med., Vol. 187, Nr. 8, 1998, 1205-1213) wurde beschrieben, dal die biologische Wirkung von sFasL-Trimeren,
die - wie zuvor erldutert - nach Abspaltung vom membranstandigen Proteinabschnitt erhalten werden, gleichwohl durch
den Einsatz von vernetzenden Antikdrpern in Hinblick auf deren physiologische Funktion reaktiviert werden kann. Hierzu
wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus der Trimerisierungsdoméane von FasL, einer kurzen Linkersequenz und einer
Flag-Markierung (mit der Flag-Aminoséuresequenz (Ein-Buchstaben-Code) DYKDDDDK) konstruiert, exprimiert, und
derartige nichtstrukturbedingt (also nicht Uiber spezifische Sekundarstruktur-Interaktionen mit dem Ergebnis der Bildung
einer Supersekundéarstruktur) trimerisierte Fusionsproteine durch gegen die Flag-Markierung gerichtete Antikrper ver-
netzt.

[0012] Derartigdurch Antikérperbindung vernetzte sFasL-Molekile zeigen eine signifikante Erhéhung der spezifischen
apoptotischen Aktivitat gegentiber nicht-vernetzten sFasL-Trimeren. Diese von Schneider et al. vorgeschlagene Vor-
gehensweise weist jedoch den Nachteil auf, daf3 neben den rekombinanten, nicht-membrangebundenen FasL-Proteinen
mit der Trimerisierungsdoméne auch spezifische Antikdrper eingesetzt werden mussen, also eine Erh6hung der biolo-
gischen Aktivitat nur durch die Bereitstellung einer weiteren Molekdilfraktion zu errreichen ist. Darliber hinaus ist es durch
die von Schneider et al. vorgeschlagenen Lehre nicht mdglich, einen exakt vorgegebenen oder bestimmbaren Oligo-
merisierungsgrad der Multimere sicherzustellen. Die Antikorper kdnnen namlich bewirken, dafl sich die FasL-Trimere
zu Dimeren verbinden oder aber auch ein breites Spektrum von oligomerisierten Komplexen bis hin zu riesigen sFasL-
/Antikdrper-Aggregaten auftritt. Da bspw. fur die medizinischen Anwendung ein genau definiertes Produkt mit maximaler
Wirksamkeit gefordert wird, ist im Ergebnis daher der von Schneider et al. vorgeschlagene Weg zur Reaktivierung bzw.
der Erhéhung der sFasL-Aktivitat nicht praktikabel.

[0013] Eine zentrale Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es nunmehr, Verbindungen zur Verfliigung zu stellen, die
die Nachteile des Stands der Technik vermeiden, insbesondere auch eine gesteigerte bhiologische Aktivitat aufweisen
oder aber eine Reaktivierung der biologischen Aktivitat bewirken.

[0014] Die vorliegende Aufgabe wird durch den Gegenstand des Anspruchs 1, ndmlich Bi- oder Oligomere eines Di-,
Tri-, Quattro- oder Pentamers von rekombinanten Fusionsproteinen, dadurch gel6st, dal3 die rekombinanten Fusions-
proteine mindestens eine Komponente A und mindestens eine Komponente B aufweisen, wobei die Komponente A ein
Protein oder einen Proteinabschnitt mit biologischer Funktion, insbesondere mit Bindungsfunktion, umfal3t und die Kom-
ponente B ein Protein oder einen Proteinabschnitt umfaBt, das/der das Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamer eines rekom-
binanten Fusionsproteins mit biologischer Funktion ohne Wirkung von Drittmolekiilen bi- oder oligomerisiert oder aber
Fusionsproteine zu Di- oder Multimeren aggregiert und diese Di- oder Multimere gleichzeitig ohne Wirkung von Dritt-
molekilen zu einem Bi- oder Oligomer verbindet.

[0015] In der Darstellung der vorliegenden Erfindung werden die Begriffe Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamer unter der
Bezeichnung Multimer zusammengefal3t, und es werden hierunter-Proteinkomplexe aus zwei, drei, vier oder funf zu-
sammengelagerten Polypeptiden (Proteinen) verstanden. Dagegen werden die Aggregate der nachsthéheren Ordnung,
also die Aggregationen von zwei oder mehr Di-, Tri-, Quattro- oder Pentameren im obigen Sinn als Bi- oder Oligomere
bezeichnet. Unter einem Protein oder Proteinabschnitt mit biologischer Funktion (Komponente A im Fusionsprotein)
sind insbesondere Proteine, die eine Ligandenfunktion, ganz besonders fir Antikdrper oder Rezeptoren, haben (also
als Bindungspartner mit einem oder mehr Molekul(en) in Wechselwirkung treten kdnnen), modifizierte Aminoséurese-
guenzen, z.B. Aminosauresequenzen mit kovalent oder nicht-kovalent angekoppelten Wirkstoffen (ggf. organisch-che-
mischer Natur), Antikdrper oder Abschnitte von Antikérpern mit Paratopen oder auch Hormone, bspw. Peptidhormone,
zu verstehen. Ganz besonders umfafit die vorliegende Erfindung Aminoséuresequenzen von Signalproteinen, die bio-
logisch bereits als Monomere aktiv sind und entsprechend als Bestandteile in einem erfindungsgeméafien Komplex in
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ihrer Wirkung gesteigert werden oder aber durch ihre erfindungsgemaR eingeleitete Multi- und Oligomerisierung oder
erfindungsgeman ausschlieBlich eingeleitete Oligomerisierung (sofern bereits Komponente A des Fusionsproteins als
Trimer vorliegt) erst aktiv werden, als Komponente A im Fusionsprotein. Bei physiologisch membranstéandigen Signal-
proteinen, bspw. bei TNF-Cytokinen, werden Spaltprodukte, die die extramembrandsen, insbesondere die extrazellu-
laren Proteinabschnitte, umfassen, bevorzugt. Aber auch Aminosauresequenzen, die als Antigene wirken kdnnen, kon-
nen als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein eingesetzt werden. Schlie3lich kénnen als Komponente A
auch Rezeptoren, z.B. Rezeptoren aus der TNF-Rezeptorfamilie, etwa zugehorig zur Familie der Typl-Membranproteine
(bspw. FasR), oder Abschnitte bzw. Derivate solcher Rezeptoren zum Einsatz kommen, die gleichfalls Bindungsfunktion
haben (damit also als Bindungspartner mit einem anderen Molekil in Wechselwirkung treten) und i.S. der vorliegenden
Erfindung daher auch unter den Begriff "Ligand" fallen. Derartige bindungsfahige Fragmente von biologischen Rezep-
toren eigenen sich insbesondere zur Verwendung als Arzneimittel, wenn der komplementére biologische Ligand beim
Patienten in unphysiologisch hohe Konzentrationen vorliegt.

[0016] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kénnen die Komponenten A die in erfindungsgemafien Oligomeren
vorliegenden Multimere, also Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamere, identische Komponenten A (Oligomere von Homodi-
oder -multimeren) oder unterschiedliche Komponenten A (Oligomere von Heterodi- oder -multimeren) aufweisen. Auf
diese Weise kénnen Proteine mit verschiedenen Komponenten A, ggf. mit unterschiedlicher biologischer Funktion, in
Di- oder Multimeren von erfindungsgeméafen Oligomeren verbunden sein. Die einzelnen in dem Bi- oder Oligomer
aggregierten Heterodi- oder Heteromultimere kdnnen dann ebenfalls gleich oder verschieden sein, d.h. ein erfindungs-
gemales Bi- oder Oligomer kann sich ggf. auch aus verschiedenen Heterodi- oder -oligomeren zusammensetzen.
[0017] Allerdings ist es auch mdglich, daB3 die Fusionsproteine im jeweiligen Di- oder Multimer als Untereinheit des
Bi- oder Oligomers identisch sind, dagegen die einzelnen als Di- oder Multimer ausgestalteten Untereinheiten im Bi-
oder Oligomer verschieden sind (Heterobi- oder Heterooligomer von Homodi-, -tri-, -quattro- oder -pentameren). Derart
kdénnen beispielsweise in einem erfindungsgemafen Hexamer von Trimeren bis zu sechs in bezug auf die Komponente
A verschiedene Homotrimere assoziiert werden. Auf diese Weise werden durch die Wabhl, die Anordnung, die spezifische
Kombination und/oder durch die Anzahl der Komponenten A im Bi- oder Oligomer typischerweise fein modulierte bio-
logische Aktivitaten bewirkt werden kénnen. Es ist bekannt, daR gewisse biologische Wirkungen erst durch Zusammen-
spiel von mindestens zwei Liganden (im biologischen, nicht im erweiterten Sinn nach vorliegender Erfindung) die er-
winschte biologische Wirkung, z.B. eine Zellaktivierung, hervorrufen. Dies ist z.B. bei der Kombination gewisser Inter-
leukine in bezug auf deren Wirkung als T- oder B-Zellaktivatoren wiinschenswert. Erfindungsgemafn kénnen derartige
erst in Kombination wirksame Effektoren in einem erfindungsgeméafen Komplex angeordnet sein. Allerdings ist auch
denkbar, da? Zusammensetzungen bereitgestellt werden, die bspw. in bezug auf ihre jeweilige Komponente A verschie-
denartige Oligomere enthalten.

[0018] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei der Komponente A im rekombinanten
Fusionsprotein um ein Peptidhormon, einen Wachstumsfaktor, ein Cytokin, ein Interleukin oder einen Abschnitt dersel-
ben, vorzugsweise um einen bindungsfahigen Abschnitt. Aber auch funktionelle Derivate der vorgenannten Peptide und/
oder Proteine kdnnen als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein, das Bestandteil eines erfindungsgemafen
Oligomers ist, zum Einsatz kommen.

[0019] Als funktionelle Derivate von biologisch aktiven Proteinen, Proteinabschnitten oder Peptiden werden insbe-
sondere solche Proteine bezeichnet, die die biologische Funktion aufrechterhalten, gleichwohl aber Sequenzunterschie-
de zu den entsprechenden nativen Sequenzen aufweisen. Bei diesen Sequenzabweichungen kann es sich um eine
oder mehr Insertion(en), Deletion(en) oder Substitution(en) handeln, wobei eine Sequenzhomologie von mindestens
70% bevorzugt und eine Sequenzhomologie von mindestens 85 % zwischen dem eingesetzten Derivat und der nativen
Sequenz ganz besonders bevorzugt ist. Insbesondere fallen unter den Begriff der funktionellen Derivate solche Amino-
sauresequenzen, die gegenuber den physiologischen Sequenzen konservative Substitution aufweisen. Als konservative
Substitutionen werden solche Substitutionen bezeichnet, bei denen Aminoséauren gegeneinander ausgetauscht werden,
die aus der gleichen Klasse stammen. Insbesondere gibt es Aminosauren mit aliphatischen Seitenketten, positiv oder
negativ geladenen Seitenketten, aromatischen Gruppen in der Seitenketten oder Aminoséuren, deren Seitenketten
Wasserstoffbriicken eingehen kdnnen, bspw. Seitenketten, die eine Hydroxyfunktion besitzen. Das bedeutet, daf3 bspw.
eine Aminosaure mit einer polaren Seitenkette durch eine andere Aminosaure mit einer gleichfalls polaren Seitenkette
ersetzt wird oder beispielsweise eine durch eine hydrophobe Seitenkette gekennzeichnete Aminosaure durch eine
andere Aminosaure mit gleichfalls hydrophober Seitenkette substituiert wird (z.B. Serin (Threonin) durch Threonin (Serin)
bzw. Leucin (Isoleucin) durch Isoleucin (Leucin)).

[0020] Unter einem Liganden werdeni.S. der vorliegenden Erfindung alle an Bindungsreaktionen beteiligten Molekdile
verstanden. Bei einem Liganden kann es sich demnach auch um ein normalerweise als Rezeptor bezeichnetes Protein
handeln. Auch ein solcher Rezeptor kann "Ligand" i.S. dieser Erfindung sein, wenn er an ein Signalmolekul bindet.
[0021] Erfindungsgemaf bevorzugt sind Oligomere von Trimeren von rekombinanten Fusionsproteinen, insbesondere
Tri- oder Quattromere von Trimeren (3 x 3 oder 4 x 3) oder Hexamere von Trimeren (6 x 3).

[0022] Besonders bevorzugt ist ein Bi- oder Oligomer eines Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamers von rekombinanten



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1246 925 B1

Fusionsproteinen dann, wenn die Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein ein Cytokin aus der Familie TNF-
Cytokine, ein Abschnitt eines solchen TNF-Cytokins oder ein funktionelles Derivat eines TNF-Cytokins oder eines ent-
sprechenden TNF-Cytokin-Abschnitts ist. Dabei kdnnen die eingesetzten TNF-Cytokine bei den Zielzellen durch Bindung
an die entsprechenden Rezeptoren bspw. apoptotische, proliferative oder aktivierende Wirkungen hervorrufen. In einer
nicht abschlieRenden Aufzahlung kommen als TNF-Cytokine insbesondere die Proteine CD40L, FasL, TRAIL, TNF,
CD30L, OX40L, RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, CD27L, 41-BB, GITRL, APRIL, EDA, VEGI und BAFF in Betracht.
Als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein werden dabei bevorzugt extrazellulare Abschnitte der vorgenannten
membranstandigen TNF-Cytokine oder deren funktionelle Derivate verwendet. Ganz besonders bevorzugt sind diese
Spaltprodukte dann, wenn deren jeweilige biologische Funktionalitat, insbesondere deren Bindungsdungsvermégen an
den jeweiligen Rezeptor, erhalten bleibt. Auch funktionelle Derivate, im oben genannten Sinn, der vorgenannten TNF-
Cytokine oder Abschnitte der TNF-Cytokine kdnnen als Komponente A des Fusionsproteins zum Einsatz kommen. In
einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist die Komponente A des rekombinanten Fusionsproteins ausge-
wahlt aus der Gruppe, bestehend aus hFasL (AA 139-261), hTRAIL (AA 95-281), hCD40L (AA 116-261) und m oder
hTNFa (AA 77-235).

[0023] Aberauch Rezeptoren (membranstandige oder intrazellulare Rezeptoren), insbesondere Rezeptoren von Pro-
teinen der Familie der TNF-Cytokine, insbesondere die physiologischen Rezeptoren der vorgenannten TNF-Cytokine,
bzw. Abschnitte oder Derivate der Rezeptoren, werden in einer bevorzugten Ausfiihrungsform als Komponente A im
rekombinanten Fusionsprotein eingesetzt. Fur den Fall, daf3 Abschnitte von Rezeptoren als Komponente A eingesetzt
werden, wird es sich insbesondere um Abschnitte der physiologischen Proteinsequenz derartiger Rezeptoren handeln,
die physiologisch extramembrands angeordnet sind. Hier kommen ganz besonders die extrazellularen Abschnitte der-
artiger Rezeptoren in Betracht. Beispielsweise kann/kdnnen erfindungsgeman die Bindungsdomane(n) eines Rezeptors,
insbesondere eines Rezeptors, der ein Cytokin aus der Familie der TNF-Cytokine bindet (z.B. FasR, CD30, CD40, GITR,
TNF-R1 und/oder TNF-R2), auf einem dimerisierenden Immunglobulin (dimerisierendes Fc-Fragment) aufgetragen sein,
und diese Dimere kénnen wiederum durch eine Komponente B, beispielsweise einen Kollagen-artigen Abschnitt mit der
Fahigkeit, Di- oder Multimere zu bi- oder oligomerisieren zu erfindungsgemafen Bi- oder Oligomerkomplexen bi- oder
oligomerisiert werden. Hierbei kommt z.B. ein Tetramer von Di- oder Multimeren (z.B. durch tetramerisierende Abschnitte
von ACRP30), ein Pentamer von Di- oder Multimeren (z.B durch entsprechende als Komponente B eingesetzte Se-
guenzabschnitte eines Monomers aus dem COMP-Komplex) oder auch eine Hexamer von Di- oder Multimeren (z.B.
durch hexamerisierende Abschnitte aus Monomeren des C1g-Komplexes) in Betracht.

[0024] Erfindungsgemal ergeben sich demnach folgende Mdéglichkeiten: Die fur ein rekombinantes Fusionsprotein,
das Bestandteil eines erfindungsgemafien Oligomers werden soll, ausgewéahlte Komponente A liegt bereits als solche
in Lésung als Di- oder Multimer vor. Die Komponente B wird in einem solchen Fall die Di- oder Multimerisierung der
Komponenten A nur noch verstéarken und im wesentlichen die Bi- oder Oligomerisierung der rekombinanten Fusions-
proteine bewirken. Diese Situation findet sich bspw. dann, wenn als Komponente A mindestens ein TNF-Ligand bzw.
ein Abschnitt oder Derivat derselben, die bereits in Losung typischerweise trimerisiert sind, als Bestandteil(e) eines
Fusionsproteins oligomerisiert werden sollen. Fir den Fall jedoch, daf’ die Komponente A als solche in Lésung keine
durch Oberflachen-Wechselwirkung vermittelte Di- oder Multimerisierung zeigt, wird die Komponente B erfindungsgemar
sowohl eine Di- oder Multimerisierung der Komponente A als auch eine Bi- oder Oligomerisierung der di- oder multime-
risierten rekombinanten Fusionsproteine sicherstellen miissen. Dies ist bspw. typischerweise fir den Fall, dal3 Rezep-
toren oder Abschnitte derselben die Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein bilden, erforderlich.

[0025] Im Rahmendervorliegenden Erfindung werden auch Bi- oder Oligomere von Di-, Tri-, Quattro- oder Pentameren
von rekombinanten Fusionsproteinen offenbart, bei denen vorzugsweise die Komponente A ein Antigen oder ein Ab-
schnitt eines Antigens ist. Erwiinscht ist dabei, Antigene von viralen, bakteriellen oder protozoologischen Erregern
einzusetzen. Hierbei kann es sich um beliebige typische Antigene eines Erregers, bspw. Proteinabschnitte und/oder
spezifische Kohlenhydratstrukturen handeln, typischerweise jedoch um Oberflachenantigene der jeweiligen Erreger
oder aber um Abschnitte von Oberflachenproteinen von Erregern, die gleichfalls antigenische Eigenschaften aufweisen.
Zu denken wére hierbei beispielsweise in einer nicht abschlieBenden Aufzahlung an Hamagglutinin, Neuraminidase,
PreS1, PreS2, HBs-Antigen, gp120, gp41 oder auch bestimmte typische Tumor-Antigene.

[0026] Bei der Komponente A des rekombinanten Fusionsproteins kann es sich aber in einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform auch um eine Aminosauresequenz handeln, die dazu geeignet ist, als Trager fur einen Rezeptoragonisten
oder Rezeptorantagonisten zu fungieren. So etwa kann ein als pharmakologischer Wirkstoff aktives, kleines organisch-
chemisches Molekil typischerweise kovalent an eine derartige Aminosauresequenz angekoppelt werden, beispielsweise
Uber eine Etherbindung an Threonin oder Serin, eine amidartige Bindung oder Uber eine Esterbindung. Durch die
vorliegende Erfindung werden dann grof3e Oligomerkomplexe von beispielsweise 18 Fusionsproteinen (z.B. 3 x 6 Fu-
sionsproteinen) mit jeweils angekoppelten Rezeptoragonisten oder Rezeptorantagonisten zur Verfligung gestellt. Hier-
durch kann eine erhebliche Verbesserung der Wirksamkeit bzw. der Aviditat derartiger organisch-chemischer Molekiile
an ihren jeweiligen Rezeptoren, aufgebracht auf einen bi- oder oligomerischen Proteintréager, beispielsweise fir den
Einsatz als Arzneimittel in der Human- oder Veterindrmedizin, erreicht werden.
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[0027] Bei der Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins, das di- oder multimerisiert im Bi- oder Oligomer
vorliegt, wird es sich typischerweise um ein Protein aus der Familie der C1g-Proteine oder der Collectine handeln.
Besonders bevorzugt sind die Proteine der C1g- oder der Collectinfamilie als Bestandteil des rekombinanten Fusions-
proteins, ndmlich als Komponente B, dann, wenn nur deren Di- /Multimerisierungs- bzw. Bi-/Oligomerisierungssequenz
im rekombinanten Fusiosprotein transkribiert bzw. translatiert wird. Die zumeist globuléaren "Kopf"-Domanen (Figur 14),
die in der Sequenz der nativen Monomere enthalten sind, werden also als Translationsprodukt im erfindungsgemafen
rekombinanten Fusionsprotein nicht aufscheinen und sind daher auch nicht Bestandteil der Komponente B in demselben.
Die vorgenannte Komponente B in einem erfindungsgeméfRen rekombinenten Fusionsprotein wird eine Sequenz auf-
weisen, die typischerweise zumeist Uberlappend die Funktionalitat zur Di- /Multimerisierung bzw. Bi-/Oligomerisierung
aufweist, da die als Komponente B eingesetzten Kollagen-artigen Abschnitte der Proteine der vorgenannten Familien
typischerweise an der Bildung von bspw. Tripelhelices beteiligt sind, die wiederum die Féhigkeit besitzen, mit anderen
Tripelhelices eine Bi- oder Oligomerstruktur (bspw. ein Tetra- oder Hexamer von bspw. Tripelhelices) einzugehen.
[0028] Typischerweise wird daher das multi- und oligomerisierende Fusionsprotein die fur die Di- und Multimeriserung
bzw. die Bi- und Oligomerisierung verantwortlichen Doménen der Proteine aus den Familien der C1g-Proteine oder
Collectine als Komponente B aufweisen, wahrend deren jeweilige "Kopf'-Doméanen durch andere, gleichfalls eine bio-
logische Funktion wahrnehmende Proteine oder Proteinabschnitte als Komponente A ersetzt werden. Der Begriff "re-
kombinantes Fusionsprotein" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung also so zu verstehen, dal3 die mindestens eine
Komponente A und die mindestens eine Komponente B im rekombinanten Fusionsprotein artifiziell fusioniert sind, d.h.,
daf ein Fusionsprotein i.S. der vorliegenden Erfindung keinem natirlich auftretenden Protein entspricht.

[0029] Auch funktionelle, d.h. bi- oder oligomerisierende Derivate von Proteinen aus der C1q-Protein-Familie oder
der Familie der Collectine bzw. Derivate von Abschnitten der vorgenannten Proteine kénnen als Komponente B fur die
Aggregation von rekombinanten Fusionsproteinen zu Bi- oder Oligomeren zum Einsatz kommen. Dabei wird beispiels-
weise die Komponente B die Sequenz des Proteins C1q, MBP, SP-A ("lung surfactant protein A"), SP-D ("lung surfactant
protein D"), BC (Bovines Serumconglutinin), CL43 (Bovines Collectin-43) und/oder ACRP30 bzw. die Sequenz(en) von
bi- oder oligomerisierenden Abschnitten mindestens eines der vorgenannten Proteine oder auch von funktionellen De-
rivaten dieser Proteine oder der Abschnitte der funktionellen Derivate enthalten. Besonders bevorzugt sind Bi- oder
Oligomere von rekombinanten Fusionsproteinen dann, wenn die Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins
ein Proteinabschnitt des Proteins C1q oder des Proteins ACRP30, insbesondere der humanen Variante oder einer
anderen Sdugetiervariante, ganz besonders der murinen Variante, ist, wobei ein solcher jeweiliger Proteinabschnitt
typischerweise keine globuléare "Kopf"-Doméane des nativen Proteins C1q oder ACRP30 aufweist.

[0030] Als ganz besonders bevorzugte Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung stellen sich solche Bi- oder
Oligomere von Di-, Tri-, Quattro- oder Pentameren von rekombinanten Fusionsproteinen dar, deren Komponente B eine
Aminosauresequenz gemal Figur 6A (eingerahmte Sequenz) bzw. Fig. 6B oder ein funktionelles Derivat dieser Ami-
nosauresequenz(en) bzw. einen Abschnitt dieser Sequenz(en) enthalt. Dabei kann es sich typischerweise um einen
Abschnitt des Proteins mACRP30 (m: murin) mit bspw. den Aminoséduren 18 bis 111 oder um einen Abschnitt der
humanen Variante (hACRP30) mit bspw. den Aminosauren 18 bis 108 handeln. Insbesondere kann daher erfindungs-
gemal ein Fusionsprotein zur Verfligung gestellt werden, dessen Komponenten A und B humanen Ursprungs sind, so
daf etwaige Immunreaktionen beim therapeutischen Einsatz beim Menschen ausgeschlossen werden kdnnen.
[0031] Insbesondere bevorzugt sind Bi- oder Oligomere von Di- oder Multimeren solcher Fusionsproteine, die Se-
guenzen aus verschiedenen Wirtsorganismen aufweisen. Ganz besonders bevorzugt sind erfindungsgemafle Aggregate
dann, wenn sie aus chiméren Fusionsproteinen stammen, wobei die Komponente A aus einer anderen Tierart stammt
als die Komponente B. Derart kann es vorteilhaft sein, daf3 die Komponente A einer Aminosduresequenz aus der Maus,
Ratte, Schwein oder einem anderen Vertebraten, insbesondere aus einem Sauger, oder einem funktionellen Derivat
derselben oder entspricht und die Komponente B humanen Ursprungs ist oder umgekehrt. Bevorzugt sind auch erfin-
dungsgemale Komplexe solcher Fusionsproteine, deren Komponente A einer Sequenz aus einem Virus, Bakterium
oder Protozoen entspricht, kombiniert mit einer Komponente B humanen Ursprungs. Selbstverstandlich kdnnen die
Sequenzen der Komponente A und Komponente B in einem erfindungsgemafRen Fusionsprotein aber auch aus der
gleichen Tierart stammen.

[0032] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung erfolgt die Multi- und/oder Oligo-
merisierung der Fusionsproteine durch eine kurze Aminosauresequenz von mehr als 6 Aminosauren, vorzugsweise von
8 bis 20 Aminosauren, die in den rekombinanten Fusionsproteinen als Komponente B vorhanden ist. Die durch diese
kurzen Aminosauresequenzen typischerweise erreichte Bi- oder Oligomerisierung von Fusionsproteinen, die bereits als
solche durch nicht durch Supersekundérstrukturen, sondern durch Oberflachen-Interaktion in Losung als Di- oder Mul-
timere vorliegen, beruht bevorzugt auf der Ausbildung von Disulfidbriicken, die durch die spezifische Aminosauresequenz
im rekombinanten Fusionsprotein moglich wird. Dies bedeutet, daf} die Komponente B vorzugsweise mindestens ein
Cystein aufweist, das dann unter oxidierenden Bedingungen eine kovalente Verkniipfung mit dem mindestens einen
Cystein eines Fusionsproteins mindestens eines anderen Di- oder Multimers ausbilden kann. Fur den bevorzugten Fall,
daf} die Komponente B eine kurze bi- oder oligomerisierende Aminosduresequenz von 8 bis 20 Aminosauren enthalt,
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ware als Beispiel die Aminosauresequenz (Ein-Buchstaben-Code) VDLEGSTSNGRQCAGIRL zu nennen. Diese 18
Aminosauren umfassende Sequenz weist an Position 11 einen Cystein-Rest auf, der zwischen den Di- oder Multimeren
eine Disulfidbriicke bilden kann.

[0033] Auch funktionelle Derivate oder Abschnitte dieser 18 Aminosauren umfassenden Sequenz kénnen als Kom-
ponente B zum Einsatz kommen. Hierbei ist insbesondere die Sequenz VDLEGSTSNGRQSAGIRL aufzufiihren, bei
der zwar an der Position 11 der Cystein- durch einen Serinrest substituiert ist, die aber gleichwohl eine Bi- oder Oligo-
merisierung der Fusionsprotein-Multimere sicherstellen kann.

[0034] Die Fusionsproteine kénnen in einer bevorzugten Ausfiihrungsform auch so ausgestaltet sein, daf? tber die
Bi- oder Oligomerisierung von di- oder multimerisierten Fusionsproteinen hinaus Aggregate héherer Ordnung gebildet
werden konnen. Diese Aggregate hdherer Ordnung, die wiederum zwei oder mehr Bi- oder Oligomere umfassen, kdnnen
beispielsweise durch Vernetzung uber Antikdrper zur Verfigung gestellt werden. Die Antikdrper sind gegen Epitope auf
dem (den) Fusionsprotein(en) eines erfindungsgemafen Komplexes gerichtet, vorzugsweise gegen ein Epitop der Kom-
ponente B. Es kann aber auch das Fusionsprotein neben den Komponenten A und B zusétzliche Sequenzabschnitte
aufweisen, die als Antigene fur die vernetzenden Antikorper dienen. Bevorzugt sind im Rahmen der vorliegenden Er-
findung in diesem Zusammenhang sog. Tag-Sequenzen, beispielsweise ein Flag-Tag, also die Aminosaurenfolge DY-
KDDDDK, oder aber auch beispielsweise ein His-Tag (enthaltend mehrere konsekutive Histidine).

[0035] Ganz besonders bevorzugt aber werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Aggregate héherer Ordnung
dadurch bereitgestellt, daf mehr als eine Komponente B im rekombinanten Fusionsprotein enthalten ist. Vorzugsweise
wird demnach zur Bildung von Aggregaten héherer Ordnung das Fusionsprotein eine Komponente B1 zur Bildung von
Bi- oder Oligomeren enthalten und dariiber hinaus mindestens eine weitere Komponente B (beispielsweise eine Kom-
ponente B2), die typischerweise von der Komponente B1 verschieden ist. Die Komponente B2, die mindestens in einem
Fusionsprotein eines erfindungsgemafen Bi- oder Oligomers auftreten muf3, stellt sicher, daf3 sich die Bi- oder Oligomere
zu Aggregaten héherer Ordnung zu vernetzen. Beispielsweise kann es sich bei der Komponente B1 um einen bi- oder
oligomerisierenden Abschnitt eines Proteins aus der Familie der C1g- oder Collectin-Proteine, wahrend die Komponente
B2 eine mindestens eine Disulfidbriicke bildende 8 bis z.B. 28 Aminoséauren lange Sequenz ist. Fur den Fall, daR
mindestens eine Disulfidbriicke zwischen zwei verschiedenen Oligomeren gebildet wird, wird ein erfindungsgemates
Aggregat hdherer Ordnung, bspw. ein Bimer eines Oligomers, zur Verfigung gestellt.

[0036] Weiterhin wird es bevorzugt sein, zwischen der Komponente A und der(den) Komponente(n) B oder, falls
mehrere Komponenten B im Fusionsprotein enthalten sind, auch zwischen diesen mindestens zwei Komponenten B
sog. Linkersequenzen einzufiigen. Diese Linkersequenzen dienen zur strukturellen Abtrennung der verschiedenen funk-
tionellen Komponenten im rekombinanten Fusionsprotein und kénnen bevorzugt auch eine "Scharnier"-Funktion tber-
nehmen, d.h. eine Aminosauresequenz flexibler Struktur darstellen.

[0037] Damitwerden erfindungsgemaf ganz allgemein Bi- oder Oligomere bzw. Aggregate héherer Ordnung offenbart,
die sich insbesondere durch eine erh6hte biologische Wirksamkeit und/oder durch erhéhte Aviditaten an komplementéare
Proteine auszeichnen. Auf diese Weise werden vorliegend als weiterer Erfindungsgegenstand auch Verfahren offenbart,
die zur Erh6hung biologischer Wirksamkeit und/oder zur Erhéhung der Aviditat von Biomolekilen oder Pharmaka mit
Ligandenfunktion im Sinne der vorliegenden Erfindung dienen. Derartige Verfahren zeichnen sich durch Rekombination
mindestens einer Komponente A, die einem Protein oder Proteinabschnitt mit biologischer Funktion entspricht, mit
mindestens einer di- oder multimerisierenden und bi- oder oligomerisierenden Komponente B aus, wobei eine Erh6hung
der biologischen Aktivitat und/oder eine Erh6hung der Aviditat der Komponente A erreicht dadurch wird, daf? die rekom-
binierten Fusionsproteine anschlieBend durch Multi- und Oligomerisierung zu Bi- oder Oligomeren von Di- oder Multi-
meren bi- oder oligomerisiert werden. Ganz besonders bevorzugt ist das Verfahren dann, wenn die Komponente A ein
TNF-Cytokin, ein Abschnitt eines TNF-Cytokins oder ein funktionelles Derivat eines solchen Proteins oder Proteinab-
schnitts ist. Ein weiteres bevorzugtes Verfahren ist die Rekombination mindestens einer Komponente A mit mindestens
einer Komponente B zu einem rekombinanten Fusionsprotein, wobei mindestens eine Komponente A ein Rezeptor oder
Abschnitt eines Rezeptors, vorzugsweise eines TNF-Rezeptors, ist. Hinsichtlich bevorzugter Ausfiihrungsformen eines
solchen erfindungsgemafen Verfahrens gelten analog die zuvor beschriebenen bevorzugten Ausfiihrungsformen fur
die erfindungsgemafien Bi- oder Oligomere.

[0038] Die Bi- oder Oligomere der vorliegenden Erfindung kommen zur Herstellung eines Arzneimittels bzw. zur
Behandlung von Erkrankungen oder Stérungen zum medizinischen, d.h. sowohl zum human- als auch zum veterinar-
medizinischen Einsatz, in Betracht. Auch die aus Bi- oder Oligomeren erfindungsgeman gebildeten Aggregate héherer
Ordnung eignen sich zum Einsatz als Arzneimittel bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels. Ein weites Spektrum von
Erkrankungen oder Stérungen kann mit den erfindungsgeman beanspruchten Bi- oder Oligomeren bzw. mit den Aggre-
gaten hoherer Ordnung behandelt werden. In einer keinesfalls abschlieBenden Aufzéhlung kénnen derartige Bi- oder
Oligomere bzw. Aggregate héherer Ordnung zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von hyperinflamma-
torischen Stérungen, Autoimmunerkrankungen, Erkrankungen, die auf hyper- oder hypoapoptotischen Reaktionen be-
ruhen, neurodegenerativen Erkrankungen, aber auch zur Behandlung von Infektionskrankheiten, Tumorerkrankungen
und/oder endokrinologischen Stérungen eingesetzt werden. Unter den Infektionserkrankungen ist die Verabreichung
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von Bi- oder Oligomeren bei bakteriellen oder protozoologischen Infektionen, insbesondere aber bei viralen Infektionen,
zu nennen, wobei als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein dann Antikérper oder Paratope tragende Ab-
schnitte von Antikdrpern besonders bevorzugt sind. Bi- oder Oligomere oder deren Aggregate héherer Ordnung sind
dann ganz besonders geeignet, wenn die Erkrankung eine Behandlung mit biologisch aktiven Cytokinen erforderlich
macht, beispielsweise auch fiir die Behandlung bzw. die Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumoren,
insbesondere von Tumoren des Lymphsystems.

[0039] Weiterhin wird die Verwendung von erfindungsgemafien Bi- oder Oligomeren als Vakzine bzw. zur Herstellung
einer Vakzine zur aktiven oder passiven Immunisierung gegen Infektionskrankheiten zum Einsatz kommen. Hierbei wird
als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein typischerweise ein zur Vakzinierung geeignetes Antigen fur den
Fall der aktiven Immunisierung verwendet werden. Hierfur bieten sich insbesondere Oberflachenantigene oder Abschnit-
te von Oberflachenantigenen von Bakterien, Viren oder Protozoen, z.B. von Plasmodien oder Trypanosomen, an. In
einer nicht abschlieBenden Aufzéhlung kann eine Vakzine, die Bi- oder Oligomere oder Aggregate derselben enthalt,
wobei die rekombinanten Fusionsproteine mindestens eine Komponente A, also ein oder mehr identische oder verschie-
dene Antigen(e) der Erreger, aufweisen, zur Vakzinierung gegen Rételn, Masern, Polyomyelitis, Tollwut, Tetanus, Diph-
therie, BCG, Tuberkulose, Malaria, Gelbfieber, HIV oder Grippeviren, beispielsweise Rhinoviren, eingesetzt werden.
Auch die Kombination verschiedener Antigene in einem Bi- oder Oligomer oder einem Aggregat héherer Ordnung aus
Bi- oder Oligomeren ist erfindungsgemaf maglich, wobei verschiedene Antigene aus demselben Erreger in einem Bi-
oder Oligomer oder aber auch Antigene aus zwei oder mehr Erregern in einem Bi- oder Oligomer oder in einem Aggregat
héherer Ordnung kombiniert werden kdnnen. Typischerweise kdnnen hierfiir zwei oder mehr Komponenten Al, A2 bis
AX in einem Fusionsprotein enthalten sein, das dann Bestandteil eines erfindungsgemafen Bi- oder Oligomers oder
eines Aggregats héherer Ordnung ist, oder aber zwei oder mehr in bezug auf mindestens eine Komponente A verschie-
dene Fusionsproteine in einem Bi- oder Oligomer oder Aggregat héherer Ordnung durch mindestens eine Komponente
B kombiniert werden.

[0040] Bevorzugt kénnen mindestens zwei unterschiedliche erfindungsgemafie Bi- oder Oligomerarten auch in einer
Zusammensetzung zur Verwendung als Arzneimittel oder als Vakzine bzw. zu deren Herstellung enthalten sein.
[0041] In einer weiteren erfindungsgeméaRlen Ausfiihrungsform ist die Komponente A in einem erfindungsgemafen
Fusionsprotein ein Immunmodulator, bspw. ein Interleukin (IL), insbesondere IL-2.

[0042] Dartber hinaus wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung auch die Verwendung von erfindungsgemafen
Bi- oder Oligomeren als Immunisierungs- und/oder Vakzinierungsadjuvans offenbart. Es ist bekannt, dal3 viele zur
Immunisierung verabreichte Antigene beim Probanden eine nur unbefriedigende Immunantwort auslésen. Adjuvantien
haben die Aufgabe, die immunogene Wirkung zu erhéhen. Derartige Adjuvantien kommen als Komponente A in einem
erfindungsgemafRen Fusionsprotein und damit als Bestandteil eines erfindungsgemaRen Bi- oder Oligomers in Betracht.
Bspw. kann die Komponente A eine Aminosauresequenz aus dem CD40-Liganden (CD40L) oder die Sequenz oder
einen Sequenzabschnitt eines Interleukins, bspw. eines der Interleukine 1 bis 12, enthalten. Die physiologische Aufgabe
von CD40L ist es, den Ubergang einer ruhenden B-Zelle in den Zellzyklus zu steuern. In einem erfindungsgeméafen bi-
oder oligomerisierten Komplex kénnen auch Interleukine, bspw. IL-4, IL-5, IL-6, und/oder CD40L kombiniert sein (ver-
schiedene rekombinante Fusionsproteine in einem Bi- oder Oligomer) oder sie kdnnen als Komponenten einer Zusam-
mensetzung auftreten (mindestens zwei verschiedene Bi- oder Oligomerarten, die jeweils aus identischen oder unter-
schiedlichen Fusionsproteinen aufgebaut sein kdnnen), die typischerweise neben dem (den) Immunogen(en) mindestens
eine, vorzugsweise zwei oder mehr erfindungsgemalRe Bi- oder Oligomerarten, enthélt.

[0043] Die Bi- oder Oligomere oder auch Aggregate hdherer Ordnung einer solchen Zusammensetzung kénnen aus
in bezug auf die Komponente(n) A identischen oder unterschiedlichen Fusionsproteinen aufgebaut sein. Hierbei kommt
als Komponente A jede physiologische Sequenz mit co-stimulierenden und/oder das Immunsystem (zellulare oder
humorale Immunantwort) aktivierenden Eigenschaften in Betracht. Dabei kann es sich um physiologische Verbindungen
oder synthetische Verbindungen handeln. Damit werden also auch Zusammensetzungen offenbart, die eine oder mehr
erfindungsgemafe Bi- oder Oligomerart(en) neben einem oder mehr Immunogen(en) enthalten, wobei eine erfindungs-
gemale Bi- oder Oligomerart vorzugsweise so ausgestaltet sein kann, daf3 in einem derartigen bi- oder oligomerisierten
Komplex mehr als ein Immunmodulator/-adjuvans enthalten ist, also ein Heterobi- oder - oligomer vorliegt. Ggf. kann
ein erfindungsgemafes Heterobi- oder -oligomer auch sowohl ein oder mehr Fusionsproteine mit einem Immunogen
als Komponente A als auch mindestens ein Fusionsprotein mit einer Adjuvans-Komponente als Komponente A, bspw.
CD40L, vereinen. Auch zwei oder mehr verschiedene Fusionsproteine mit jeweils unterschiedlichen Adjuvans- oder
Immunmodulator-Komponenten in einem erfindungsgemaénen Heterooligomer sind denkbar. Damit ist auch die Verwen-
dung derartiger Homo- oder Heteroologimere oder von Zusammensetzungen, die mindestens eine erfindungsgemaie
Hetero- oder Homooligomerart enthélt, als Arzneimittel oder als Vakzine in der Human- oder Veterindrmedizin offenbart.
[0044] Die Bi- oder Oligomere werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt so zur Herstellung eines
Arzneimittels bzw. zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen oder Stérungen verwendet, daf sie zur parenteralen,
d.h. beispielsweise subkutanen, intramuskuléren oder intravendsen, oder oralen oder intranasalen Verabreichung ge-
eignet sind. Die Verabreichung von Bi- oder Oligomeren oder Aggregaten derselben als Vakzine bzw. als Basis fur die
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Herstellung einer Vakzine wird gleichfalls bevorzugt in einer parenteralen oder oralen Verabreichungsform, ggf. aber
auch intranasalen Verabreichungsform, erfolgen.

[0045] Die erfindungsgemalfien Bi- oder Oligomere bzw. die Aggregate héherer Ordnung kénnen allein als Arzneimittel
dienenbzw. zur Herstellung eines Arzneimittels herangezogen werden. Sie kdnnen aber auch in Kombination mitanderen
aktiven Wirkstoffkomponenten als Arzneimittel zum Einsatz kommen. Die erfindungsgemafen Bi- oder Oligomere bzw.
die Aggregate héherer Ordnung kénnen aber auch in Kombination mit pharmazeutisch akzeptablen Trager-, Hilfs- und/
oder Zusatzstoffen kombiniert werden. Entsprechende Herstellungswege sind bei "Remington’s Pharmaceutical Sci-
ences" (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980) offenbart, das Bestandteil der Offenbarung der vorliegenden Erfindung ist.
Fur die parenterale Verabreichung kommen als Tréagerstoffe bspw. steriles Wasser, sterile Kochsalzlésungen, Poly-
alkylenglykole, hydrogenierte Naphthalen und insbesondere biokompatible Lactidpolymere, Lactid/Glycolidcopolymer
oder Polyoxyethylen- /Polyoxypropylencopolymere in Betracht.

[0046] Erfindungsgemé&lRe Bi- oder Oligomere oder entsprechende Aggregate héherer Ordnung finden bevorzugt auch
Verwendung im Bereich der In-vitro-Diagnose oder aber beispielsweise fur biochemische Reinigungsverfahren. Zu
denken ist an den Einsatz von Bi- oder Oligomeren bzw. Aggregaten héherer Ordnung derselben auf Reinigungssaulen,
die mit derartigen Komplexen bepackt sein kdnnen. Damit wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Verwendung
von derartigen Komplexen auch zu Nachweiszwecken offenbart.

[0047] Weiterhin werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verfahren offenbart, um spezifisch assozierte Pro-
teine herzustellen, die auf Grund ihrer Wechselwirkungen an der Proteinoberflache interagieren und daher als solche
in Losung di- oder multimerisiert vorliegen. Insbesondere bei TNF-Cytokinen oder vorzugsweise l6slichen Abschnitten
derartiger Cytokine, die in L&sung trimerisieren, ist es erwiinscht, diese in einer bestimmten Stéchiometrie in einer reinen
Fraktion zur Verfligung zu stellen. Im Falle einer einfachen Koexpression von verschiedenen, untereinander assoziati-
onsfahigen Proteinen, z.B. von drei verschiedenen TNF-Cytokinen oder verschiedenen Abschnitten von derartigen TNF-
Cytokinen, finden sich namlich alle statistisch mdglichen Verteilungen der koexprimierten Proteine in den nach der
Expression assoziierenden Trimeren, also bspw. die gewtinschten Trimere aus den Proteinen P1, P2 und P3, aber auch
Trimere aus zwei Proteinen P1 und einem Protein P3 etc.

[0048] Erfindungsgeméale Oligomere kénnen nunmehr verfahrensgemaf eingesetzt werden, um bestimmte ge-
wiinschte Heteromultimere zu erhalten, bspw. Heterotrimere von TNF-Cytokinen oder Abschnitten derartiger TNF-Cy-
tokine. Hierzu werden verschiedene Fusionsproteine konstruiert und vorzugsweise in einer Wirtszelle exprimiert. Die
hier exprimierten Fusionsproteine weisen als Komponente B Sequenzabschnitte von solchen Proteinen auf, die Ho-
mooligomere von Heteromultimeren bilden, also bspw. ein Trimer aus drei verschiedenen Ketten bilden, wobei identische
Trimere bi- oder oligomerisieren. Vorzugsweise entsprechen diese Komponenten B in den Fusionsproteinen Sequenz-
abschnitten von Proteinen aus der Komplement- oder Collectinfamilie, bspw. C1g, das Homohexamere von Heterotri-
meren bildet. In einem Fusionsprotein ist daher als Komponente B einen Sequenzabschnitt, den das native Protein zur
Multimerisierung einer Kette im Heteromultimer vorsieht, mit einer Komponente A, bspw. einem TNF-Cytokin, kombiniert,
wahrend weitere Fusionsproteine (die im Heterotrimer auftreten sollen) jeweils Kombinationen einer anderen Kompo-
nente A, also bspw. eines anderen TNF-Cytokins oder eines Abschnitts hiervon, mit einem jeweils anderen im nativen
Protein, bspw. C1g-Protein, vorhandenen Sequenzabschnitt zur Heteromultimerisierung aufweisen.

[0049] Vorzugsweise in einer Wirtszelle werden nunmehr die verschiedenen Fusionsproteine, die das Heteromultimer
bilden kénnen, exprimiert. Die Heteromultimere lagern sich dann zu Homooligomeren zusammen, da die Komponente
B nur identische Heteromultimere oligomerisieren kann. Erfindungsgemaf kénnen bspw. drei verschiedene Fusions-
proteine mit jeweils unterschiedlichen Komponenten A, also vorzugsweise unterschiedlichen TNF-Cytokinen, die jeweils
entweder mit der multi- und oligomerisierenden a-, - oder y-Kette von C1q kombiniert werden, exprimiert werden. In
den assoziierenden Oligomeren finden sich dann ausschlie3lich Heteromultimere, die alle drei TNF-Cytokine aufweisen.
Heteromultimere mit anderer Stéchiometrie treten dagegen nicht auf. Allein durch die Wahl der Fusionsproteine laRt
sich damit erfindungsgeman ein in seiner Stdchiometrie spezifisches und nicht einer statistischen Verteilung unterlie-
gendes Produkt erhalten.

[0050] Bevorzugt ist dartiber hinaus der Einsatz solcher Fusionsproteine bzw. Verfahren zur Gewinnung von Hete-
romultimeren vorgegebener Stochiometrie, die einen Linker zwischen der Komponente A und der Komponente B auf-
weisen. Ganz besonders bevozugt sind die Linker dann, wenn sie mindestens eine proteolytische Schnittstelle enthalten,
die es erlaubt, die Komponenten A aus dem Homooligomerkomplex (von Heteromultimeren) von den Komponenten B
abzutrennen. Damit wird schlie3lich eine Fraktion erhalten, die ausschlie3lich aus dem gewlinschten Heteromultimer,
bspw. einem Heterotrimer aus drei verschiedenen TNF-Cytokinen, besteht. Bei der proteolytischen Schnittstelle im
Linker handelt es sich vorzugsweise um eine Thrombin-Konsensussequenz.

[0051] Als weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung werden vorliegend Fusionsproteine beschrieben, die zur
Bi- bzw. Oligomerisierung von Di- oder Multimeren geeignet sind, sofern das rekombinante Fusionsprotein mindestens
eine Komponente A und mindestens eine Komponente B enthalt, wobei die Komponente A ein Protein oder einen
Proteinabschnitt mit biologischer Funktion, insbesondere mit Ligandenfunktion fir Antikérper oder Rezeptoren oder aber
einen Antikorper oder Abschnitt eines Antikdrpers enthalt, und die Komponente B einen di- oder multimerisierenden
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und bi- oder oligomerisierenden Abschnitt oder ein funktionelles Derivat eines solchen Abschnitts eines Proteins, aus-
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus der Familie der C1g-Proteine oder der Collectine, enthalt. Ganz besonders
bevorzugt sind derartige Fusionsproteine dann, wenn die Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins einen
multi- und/oder oligomerisierenden Abschnitt des Proteins C1q, MBP, SP-A, SP-D, BC, CL43 und ACRP30 enthalt.
Auch ein funktionelles Derivat eines solchen Abschnitts der vorgenannten Proteine kann im Rahmen der vorliegenden
Erfindung zum Einsatz kommen. Ein Fusionsprotein wird in diesem Fall neben einer mit biologischer Aktivitat ausge-
statteten Komponente A typischerweise eine Komponente B enthalten, die ausschlief3lich den fir die Aggregation ver-
antwortlichen Abschnitt der vorgenannten Proteine aufweist, vorzugsweise nicht aber die globulére "Kopf'-Doméane
derselben.

[0052] Als Komponente B eines erfindungsgemafien Fusionsproteins kommt vorzugsweise auch eine Sequenz in
Betracht, die die Aminoséuresequenz der oligomerisierenden Kollagendoméane des Liganden EDA, inshesondere die
Variante eines Saugetiers, ganz besonders die humane Variante, oder eines oligomerisierenden Fragments oder funk-
tionellen Derivats einer solchen Doméane enthalt. Ganz besonders bevorzugt wird als Komponente B ein Sequenzab-
schnitt, der die Aminoséauren 160 bis 242 des humanen Proteins EDA oder eines funktionellen Derivats, bspw. eines
Fragments, enthalt, zum Einsatz kommen. Vorzugsweise wird es sich um ein Hexamer handeln.

[0053] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind DNA-Sequenzen, die fur Fusionsproteine der vor-
genannten Art kodieren. Derartige DNA-Sequenzen werden in Expressionsvektoren exprimiert, wobei auch die entspre-
chenden Expressionsvektoren, die eine DNA-Sequenz fur die erfindungsgeméflen Fusionsproteine enthalten, Gegen-
stand der Erfindung sind. Weiterhin gehoren zur vorliegenden Erfindung solche Wirtszellen, die mit DNA-Sequenzen,
die fur die erfindungsgeméafen Fusionsproteine kodieren, transfiziert sind. Ganz besonders bevorzugt sind in diesem
Zusammenhang Wirtszellen, die mit Expressionsvektoren transfiziert sind, wobei die Expressionsvektoren wiederum
DNA-Sequenzen enthalten, die fir die erfindungsgeméafen Fusionsproteine kodieren.

[0054] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Rezeptoren, insbesondere Rezeptoren, die Signal-
molekiil-Liganden aus der TNF-Cytokinfamilie binden, die di- oder multimerisiert vorliegen. So etwa kann ein derartiger
Rezeptor, ein Derivat desselben oder ein Abschnitt eines Rezeptors oder Derivats, insbesondere ein Abschnitt, der den
extrazellularen Bereich des Rezeptors umfafit, wobei wiederum die Bindungsdoméane(n) bevorzugt sind, als Komponente
A eines Fusionsproteins, das Betandteil eines Di- oder Multimers ist, vorliegen. Die Dimerisierung kann durch Rekom-
bination mit Abschnitten von Immunglobulinen, insbesondere Fc-Fragmenten, erreicht werden, wahrend die Multimeri-
sierung, z.B. nach Rekombination mit den entsprechenden Multimerisierungsdomé&nen von Proteinen, erreicht werden
kann. Hierzu sind bspw. alle Sequenzabschnitte von Proteinen geeignet, die durch Ausbildung von Supersekundar-
strukturen Di- oder Multimere generieren, z.B. "Coiled-Coil-Helices" oder typische Kollagen-artige Tripelhelices (z.B.
CMP, COMP, Kollagen, Laminin). Auch Abschnitte von Proteinen aus der C1g-Familie oder von Collectinen sind typi-
scherweise fiir eine Di- oder Multmerisierung von Rezeptoren oder Rezeptorabschnitten geeignet. So etwa kann bspw.
der extrazelluldre Abschnitt eines Mitglieds aus der TNF-Rezeptorfamilie, bspw. der Fas-Rezeptorr (FasR), als Kompo-
nente Ain Form eines Pentamers durch Rekombination mit den entsprechenden Pentamerisierungsdoménen von COMP
als Komponente B exprimiert werden. Dabei kann es sich um Homo- oder Heterodi- oder -multimere von Fusionspro-
teinen, die einen Rezeptor oder Rezeptorabschnitt aufweisen, handeln.

[0055] Diese Di- oder Multimere eines rekombinaten Proteins mit einer einen Rezeptor oder Rezeptorabschnitt ent-
haltenden Komponente A kommen auch als Arzneimittel oder zur Herstellung eines Arzneimittels in Betracht. Ihre
Verwendung ist insbesondere dann gegeben, wenn erhdhte extrazellulare Konzentrationen der entsprechenden Re-
zeptor-Liganden bei einem Krankheitsbild auftreten. Hierbei kann es sich auch um erhdhte Konzentrationen von mem-
branstandigen Signalmolekulen, bspw. TNF-Cytokinen, auf den Zellen selbst oder von I8slichen Signalmolekilen han-
deln. Die Verwendung derartiger Multimere ist aber grundséatzlich auch immer dann gewiinscht, wenn die Aktivierung
einer Signaltransduktionskette, die an dem entsprechenden typischerweise membransténdigen Rezeptor ausgelést
wird, durch den Einsatz von die Signalmolekiile wegbindenden, exogenen ldslichen erfindungsgemafen Di- oder Mul-
timeren, bestehend aus Fusionsproteinen, die als Komponente A einen Rezeptor oder Rezeptorabschnitt enthalten,
verhindert oder herabgesetzt werden soll.

[0056] Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Figuren néher erldutert:

[0057] In Figur 1 istim Ein-Buchstaben-Code die Aminosauresequenz eines in einem erfindungsgemafen Oligomer
(FasL-Hexamer), also im Bimer eines Trimers, auftretenden rekombinanten erfindungsgemafRen Fusionsproteins (2)
dargestellt. Als Komponente A wird ein Sequenzabschnitt des hFasL (AS 103 bzw. 139 bis 281) bezeichnet, wahrend
als Komponente B der spezifische (im Ergebnis bimerisierende) Linker mit der Sequenz VDLEGSTSNGRQCAGIRL
auftritt. Weiterhin findet sich in Figur 1 die Aminosauresequenz des rekombinanten Fusionsproteins (1), das entsprechend
dem Stand der Technik nur als Bestandteil eines FasL-Trimers auftritt, also keine das vorliegende Multimer, hier Trimer,
bi- oder oligomerisierende Komponente B aufweist. Die rekombinierten Abschnitte der beiden Fusionsproteine (1) und
(2) sind in der Figur 1 oberhalb der Sequenzangaben in bezug auf ihre jeweilige Funktionalitdt gekennzeichnet.
[0058] Figur 2 umfaRt in Figur 2A das Ergebnis einer Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von erfindungsgeméfien Fu-
sionsproteinen (2), also mit der spezifischen Linker-Sequenz (Komponente B), unter reduzierenden (r) und nicht-redu-
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zierenden Bedingungen (nr). Unter nicht-reduzierenden Bedingungen in Lésung eluiert erfindungsgeman das Oligomer
als nativer Komplex aus sechs erfindungsgeméafen Polypeptiden (Fusionsproteinen (2)), da es erfindungsgeman zur
Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen den Komponenten B von zwei erfindungsgeméaflen Fusionsproteinen (2), die
jeweils Bestandteil verschiedener Trimere sind, kommt. Im Ergebnis liegt daher ein erfindungsgeméafies Oligomer als
FasL-Hexamer mit einem Molekulargewicht vor, das ca. dem 6-fachen Molekulargewicht des erfindungsgeméafen Fu-
sionsproteins (2) in monomerischer Form entspricht. Wenn denaturierende Bedingungen gegeben sind (z.B. auf SDS-
PAGE) wandern die erfindungsgemafen Fusionsproteine in Abwesenheit von Reduktionsmitteln als Dimere, bedingt
durch die die Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Monomeren. Unter reduzierenden und denaturierenden
Bedingungen wandern dagegen Monomere des erfindungsgeméafRen Fusionsproteins (2) im SDS-Gel. Schematisch ist
ein erfindungsgemafes Oligomer, hier ein Bimer eines Trimers, eines erfindungsgemafen Fusionsproteins, bspw. eines
Fusionsproteins (2), wie in Figur (1) gezeigt, in Figur 2B dargestellt.

[0059] In Figur 3 ist das Ergebnis der zytotoxischen Assays in Abh&ngigkeit von der Konzentrationen von FasL-
Trimeren (Trimer aus drei Fusionsproteinen nach dem Stand der Technik, bspw. Fusionsprotein (1) gemaR Fig. 1, die
keine Komponente B aufweisen) oder des in Figur 2B schematisch abgebildeten erfindungsgeméafen FasL-Bimers
(Hexamer als Bimer von Trimeren) in Gegenwart (m,A) oder Abwesenheit ((J, A) von Anti-Flag-Antikérper M2 fur A20-
bzw. Jurkat-Zellen dargestellt. Die optische Dichte bei 490 nm ist ein Maf fiir die Lebensfahigkeit der Zellen (hohe
optische Dichte entspricht einer geringen apoptotischer Wirkung der zugegebenen Substanzen und damit einer hohen
Lebensfahigkeit der Zellen). Auf A20-Zellen (Figur 3A und 3B) und auf Jurkat-Zellen (Figur 3C und 3D) ist die apoptotische
Wirkung von erfindungsgemafen FasL-Bimeren von Trimeren (Hexameren) (Figur 3B und 3D, jeweils A) gegeniiber
der Wirkung der FasL-Trimere von Fusionsproteinen ohne eine bi- oder oligomerisierende Komponente B (Stand der
Technik, Figur 3A und 3C, jeweils () 3- bis 10-fach erhoht. Bei zusétzlicher Zugabe von Anti-Flag-Antikdrpern, die
gegen die Flag-Sequenz der Fusionsproteine (1) und (2) gemaR Fig. 1 gerichtet sind und durch Vernetzung bspw. auch
den Oligomerisierungsgrad der erfindungsgemafen Fusionsproteine weiter erhéhen, wird die apoptotische Aktivitét in
allen Anséatzen (Figuren 3A bis 3D, jeweils m oder A) gesteigert.

[0060] In Figur 4 ist die Aminosduresequenz eines erfindungsgemafen Fusionsproteins (3) unter Berticksichtigung
der (C - S)-Substitution im spezifischen Linkerbereich (Komponente B von Fusionsprotein (3)) dargestellt ("Super-FasL").
Im Gbrigen wird auf die Beschreibung zu Fig. 1 verwiesen. Durch Gelfiltrationsexperimente wurde gezeigt, dal’ "Super-
FasL"in Losung in einer erfindungsgeman bimerisierten Form als Hexamer vorliegt. Unter denaturierenden Bedingungen
auf SDS-PAGE wandern erfindungsgeméfle Fusionsproteine (3), auch in Abwesenheit von Reduktionsmitteln, als Mo-
nomere, da sich im Linker-Bereich auf Grund der Aminosauresubstitution C — S keine Disulfidbriicke bilden kann.
[0061] Figur 5 zeigt analog zu Figur 3 die Lebensfahigkeit von A20- (Figur 5B) oder Jurkat-Zellen (Figur 5D) nach
Zugabe von erfindungsgemafen Aggregaten des erfindungsgemaRen Fusionsproteins (3) geman Fig. 4 ("Super-FasL")
in Gegenwart () oder Abwesenheit (0) von Anti-Flag-Antikorper M2. Die erfindungsgemaRen Fusionsproteine (3) rufen
eine gegeniiber den zum Vergleich eingesetzten FasL-Trimeren nach dem Stand der Technik ohne bi- oder oligomeri-
sierende Komponente B (Figur 3A (A20-Zellen) und Figur 3C (Jurkat-Zellen)) eine ungefahr mindestens 1000-fach
verstérkte apoptotische Wirkung hervor. Die Zugabe von Anti-Flag-Antikérpern M2 (¢) vermag durch weitergehende
Oligomerisierung von "Super-FasL" zu erfindungsgemafen Aggregaten héherer Ordnung sowohl auf A20- als auch auf
Jurkat-Zellen die apoptotische Aktivitat gegeniiber dem Ansatz ohne Anti-Flag-Antikdrper geringfiigig, ca. 2-fach, vor-
zugsweise mindestens 1,5-fach, zu steigern (Figuren 5B und 5D). Daraus ergibt sich, daf3 der durch den als Komponente
B verwendeten spezifischen Linker eines erfindungsgemafen Fusionsproteins (3) bewirkte Oligomerisierungsgrad (hier
als Bimer von Trimeren) fur die Apoptoseausldsung, ggf. durch Oligomerisierung auf der Zelloberflache, bereits nahezu
optimal ist und durch erfindungsgemaie Aggregate héherer Ordnung noch geringfligig gesteigert werden kann.
[0062] InFigur 6Aistdie Aminosauresequenz eines erfindungsgemanen Fusionsproteins (4), FasL-ACRP30, gezeigt,
wobei das Fusionsprotein (4) (in der Abfolge vom N- zum C-Terminus) eine Flag-Sequenz, eine Linkersequenz als
Komponente B, die Aminosauren 18 bis 111 vom Protein mACRP30 (m: murin), den Linker LQ und dann die Aminosauren
139 bis 281 von hFasL als Komponente A aufweist.

[0063] InFigur 6B ist ein weiteres Fusionsprotein dargestellt. Es umfafit die Kollagen-Doméne des humanen ACRP30-
Liganden (hACRP30, mit den Aminoséauren 18 bis 111), wobei dessen N-Terminus an eine Flag-Markierung (DY-
KDDDDK) und dessen C-Terminus an die extrazellulare Doméane von humanem FasL (AS 139 bis 281) fusioniert ist.
Zwischen dem C-Terminus von hACRP30 und hFasL ist eine Linker-Sequenz (MHVD) ebenso eingefligt wie zwischen
der Flag-Markierung und dem N-Terminus von hACRP30 (GPGQVQLQ). Alle vorstehenden Angaben beziehen sich
auf den sog. Ein-Buchstaben-Code der Aminosauren.

[0064] Figur 6C stellt Kurvenverlaufe dar, die sich aus der Titration von Jurkat-T-Zellen mit einerseits FasL und an-
dererseits dem Fusionsprotein hACRP30/FasL unter Zugabe von Anti-Flag-Antikdrper M2 (+) und ohne Zugabe von
Anti-Flag-Antikérper M2 (-) ergeben. Hierzu wurden Uberstéande (OPTIMEM) von transient mit FasL oder hACRP30/FasL
transfizierten und diese Proteine exprimierenden 293-Zellen zu Jurkat-T-Zellen gegeben. In aufeinanderfolgenden Ex-
perimenten wurde hierzu die auf der x-Achse von Fig. 6C dargestellten, abnehmenden Konzentrationen eingesetzt und
die jeweilige Uberlebensrate der Jurkat-Zellen mit dem an anderer Stelle beschriebenen Standard-Zytotoxizitatstest
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bestimmt. Aus der Auftragung wird deutlich, daR FasL ohne kreuzvernetzenden M2-Antikdrper inaktiv ist (¢ ) und erst
die kreuzvernetzende Wirkung des Antikdrpers M2 zytotoxische Effekte hervorruft. Demgegenuber wird die entspre-
chende Wirkung von einem erfindungsgemafen Fusionsprotein, namlich hACRP30/FasL, bereits ohne Zugabe von M2-
Antikorper gezeigt (A). Die Zugabe von M2-Antikérpern kann die Wirkung des erfindungsgeméfien Fusionsproteins
kaum steigern.

[0065] Figur 7 zeigt analog zu Figur 3 die Lebensféahigkeit von BJAB-Zellen nach Zugabe von nicht bi- oder oligome-
risierungsfahigen FasL-Trimeren (Vergleichsversuch, auf der Basis des Fusionsproteins (1) gemaf Figur 1; Figur 7A)
und von erfindungsgeméfRen Oligomeren, hier als Tetramer von Trimeren, also Dodekameren, des erfindungsgemafien
Fusionsproteins (4) gemanR Fig. 6A in Gegenwart (A) oder Abwesenheit (A) von Anti-Flag-Antikérper M2. Wéahrend die
nichterfindungsgemafen FasL-Trimere in Abwesenheit von durch Bindung an die Flag-Sequenz oligomerisierenden
Antikdrpern keine apoptotische Wirkung auf BJAB-Zellen entfalten (Figur 7A, (4)), induziert ein erfindungsgeméies
Dodekamer (Tetramer von Trimeren)) von Fusionsprotein (4) bereits bei einer Konzentration von ca. 10 ng/ml (Kso= 8
ng/ml) den Zelltod (Figur 7B). Dies manifestiert sich deutlich durch eine Verringerung der OD bei 490 nm. Diese apop-
totische Aktivitét kann durch Zugabe von Anti-Flag-Antikdrpern M2 zu einem Ansatz von erfindungsgeméafen Dodeka-
meren, bestehend aus erfindungsgeméaflen FasL-ACRP30-Fusionsproteinen, geringfugig erhéht werden, d.h. ein erfin-
dungsgemafes Dodekamer stellt einen in Hinblick auf die apoptotische Aktivitat bereits annéhernd optimalen Aggrega-
tionszustand dar. Die durch entsprechende Antikdrper ausgeldste weitere Aggregation zu erfindungsgemafien Aggre-
gaten hoherer Ordnung vermag dagegen keine weiteren signifikanten biologischen Effekte hervorzurufen.

[0066] Die Aminoséuresequenz eines erfindungsgeméafen Fusionsproteins (5), das die Aminoséuren 95 bis 281 des
hTRAIL als Komponente A in Kombination mit der Oligomerisierungsdoméane von ACRP30 (AS 18-111) als Komponente
B enthélt, ist in Figur 8 gezeigt (TRAIL-ACRP30). Erfindungsgeman liegt daher das Fusionsprotein (5) in Losung als
Oligomer, ndmlich als Tetramer von Trimeren, vor.

[0067] Figur 9 gibt die Lebensfahigkeit von Jurkat-Zellen nach Zugabe von TRAIL-Trimeren (Fusionsprotein mit einer
Flag-Sequenz am N-Terminus und den Aminoséuren 95 bis 281 von humanem TRAIL) nach dem Stand der Technik
ohne Bi- oder Oligomerisierungsfahigkeit (Vergleichsversuch, Figur 9A) und von erfindungsgeméfen Dodekameren des
erfindungsgemaRen Fusionsproteins (5), TRAIL-ACRP30, in Gegenwart (A) oder Abwesenheit (A) von Anti-Flag-Anti-
korper M2 wieder. Die experimentellen Beobachtungen in Figur 9 entsprechen den in Figur 7 abgebildeten Ergebnissen.
Waéhrend die TRAIL-Trimere in Abwesenheit von durch Bindung an die Flag-Sequenz oligomerisierenden Antikdrpern
keine apoptotische Wirkung auf die Jurkat-Zellen entfalten (Figur 9A, (4)), induziert das erfindungsgeméfe Dodekamer
von Fusionsprotein (5) auch in diesem Experiment bereits bei einer Konzentration von ca. 100 ng/ml (=K5,) den Zelltod
(Figur 9B, (4)). Die kombinierte Zugabe von TRAIL-Dodekameren und Anti-Flag-Antikdrpern kann dartiber hinaus aus
den erfindungsgemafen Oligomeren durch weitere Erhéhung des Oligomerisierungsgrads erfindungsgemafe Aggre-
gate héherer Ordnung derselben bilden, die in diesem Fall eine weiter (mindestens 10-fach) gesteigerte Apoptose
induzierende Aktivitat haben (Figur 9B, (A)).

[0068] Die Aminoséuresequenz eines erfindungsgeméafen Fusionsproteins (6), das die Aminoséuren 77 bis 235 des
MTNFa (m: murin) als Komponente A in Kombination mit der Oligomerisierungsdoméne von mACRP30 (AS 18-111)
als Komponente B enthalt und eine Flag-Sequenz mit Linker am N-Terminus aufweist, ist in Figur 10 gezeigt (TNFa-
ACRP30). Damit liegt das Fusionsprotein (6) in Lésung als Dodekamer, namlich als Oligomer (Tetramer) von Multimeren
(Trimeren), vor.

[0069] In Figur 11 wird das Ergebnis eines Zellproliferationsexperiments dargestellt. Hierbei wurde als MaR fir die
Zellproliferation von CT6-Zellen die Inkorporation von 3[H]-Thymidin in die CT6-Zellen von Mausen als Funktion der
Konzentration von Trimeren eines Fusionsproteins nach dem Stand der Technik (Flag- und Linker-Sequenz am N-
Terminus mit nachfolgenden Aminosauren 77 bis 235 aus murinem TNFa) ohne eine Komponente B, also des mTNFa-
Trimers (Figur 11A), oder von erfindungsgemafen Dodekameren (4x3) des erfindungsgemafien Fusionsproteins (6)
gemanR Fig. 10, des mTNFa-ACRP30 (Figur 11B), bestimmt. Die 3[H]-Thymidin-Inkorporation wird in "cpm" ("counts per
minute") dargestellt. Die Versuche wurden in Gegenwart (A) oder in Abwesenheit (A) von Anti-Flag-Antikdrpern M2
vorgenommen. Dabei hat das aus dem Stand der Technik bekannte Trimer von mTNFa nach Bindung an den TNF-
Rezeptor 2 (TNF-R2) nur einen geringen proliferativen Effekt auf die CT6-Zellen (Figur 11A, A). Erst nach Zugabe von
Anti-Flag-Antikérpern (A) durch deren vernetzende und damit oligomerisierende Wirkung kann ein deutlich erhdhter
proliferativer Effekt beobachtet werden.

[0070] Demgegeniber zeigen erfindungsgemafe Oligomere der Trimere, hier das Dodekamer des erfindungsgema-
Ren Fusionsproteins (6), in Figur 11B eine starke proliferative Wirkung, die bereits bei 5 ng/ml beobachtet werden kann
(A). Die Kombination von vernetzendem Anti-Flag-Antikdrper und erfindungsgeméfen Dodekameren (A) als Referenz
kann demgegenuber nur noch eine geringfluigige Erhéhung der proliferativen Wirkung im Vergleich zum Ergebnis bei
alleiniger Zugabe des erfindungsgeméfRen Dodekamers besorgen. Daraus ist zu erkennen, dal ein erfindungsgeméafies
Oligomer, hier in Gestalt eines Dodekamers, bereits eine nahezu optimale Proliferationswirkung hervorruft.

[0071] Die Aminosauresequenz eines erfindungsgemafen Fusionsproteins (7), das die Aminosauren 116 bis 261 des
hCD40L (h: human) als Komponente A in Kombination mit der Oligomerisierungsdoméne von ACRP30 (AS 18-111) als
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Komponente B enthalt, ist in Figur 12 dargestellt (CD40L-ACRP30).

[0072] InFigur 13 wird - genauso wie in Figur 11 - das Ergebnis eines Zellproliferationsexperiments dargestellt. Hierbei
wurden allerdings - im Unterschied zu Fig. 11 - humane PBL (periphere Blutlymphozyten) verwendet. Dargestellt ist die
Wirkung von herkdmmlichen CD40L, das in Lésung in Form eines Trimers (Flag- und Linker-Sequenz, wie in Figur 12,
mit nachfolgender Sequenz von AS 16 bis 261 von hCD40L ohne eine oligomerisierende Komponente B; Figur 13A)
vorliegt, auf die Proliferation der Zellen im Vergleich zur Wirkung von erfindungsgeméafRen Dodekameren von erfindungs-
geméaRen Fusionsproteinen (7) gemaf Figur 12, CD40L-ACRP30 (Figur 13B). Die in Abwesenheit (A) von Anti-Flag-
Antikérpern M2 vorgenommenen Versuche zeigen, dal das CD40L-Trimer nahezu keine proliferative Wirkung hat,
wéahrend in Figur 13B bereits bei weitaus geringeren Konzentrationen an hCD40L eine entsprechende Proliferations-
wirkung nachweisbar ist. Auf der x-Achse findet sich bei Fig. 13B die Grof3e "1/Verdiinnung", also nicht absolute Kon-
zentrationen, aufgetragen, da ein angereicherter Uberstand, dessen absolute Konzentration unbekannt ist, zugegeben
wurde. Die Kombination von vernetzendem Anti-Flag-Antikdrper und Dodekameren von erfindungsgeméafiem Fusions-
protein (7) (A) als Referenz kann durch Bildung von Aggregaten hdherer Ordnung eine weitere Verschiebung einer
entsprechenden Proliferationswirkung zu niedrigeren Konzentrationen erzeugen.

[0073] Figur 14 stellt schematisch die Struktur von oligomerisierten Multimeren dar. Die Figuren 14A und 14B zeigen
schematisch das Aussehen von nativen "Biindelproteinen” mit ihrer bereits nativ oligomerisierten Struktur (Fig. 14A:
Hexamer von Kopfdomé&nen-Trimeren, die das Komplementprotein C1q bilden; Fig. 14B: Tetramer von Kopfdoméanen-
Trimeren, die ACRP30 bilden, ein durch Adipozyten produziertes Serumprotein). Damit werden beim C1g- oder beim
ACRP30-Komplex die Kopfdomé&nen der nativen Monomere multimerisiert und oligomerisiert. Wahrend der C1g-Oligo-
merisierungskomplex aus drei verschiedenen Genprodukten aufgebaut ist, handelt es sich beim ACRP30-Oligomeri-
sierungskomplex um ein Homododekamer, also um identische multi- und oligomerisierte Genprodukte. Die den beiden
vorgenannten nativen Oligomerisierungskomplexen jeweils zugrundeliegenden einzelnen Polypeptidketten verfiigen
jeweils tber eine Kopfdoméne, einen Sequenzbereich, der eine Kollagen-Tripelhelix bilden kann, und tber einen Se-
guenzbereich, der 6 (C1g-Komplex) bzw. 4 (ACRP30-Komplex) Kollagen-Tripelhelices schlielich zu einem Helixbtindel
aus 18 bzw. 12 Monomeren oligomerisieren kann.

[0074] In Figur 14C wird schematisch ein erfindungsgemaRes oligomerisiertes Multimer eines erfindungsgemafiien
Fusionsproteins (z.B. des Fusionsproteins (4) gemaf Fig. 6A, FasL-ACRP30) dargestellt, das als Komponente A vier
trimerisierte TNF-Liganden (z.B. den TNF-Liganden FasL) oder Abschnitte von TNF-Liganden aufweist, die durch die
Kollagen-artigen Sequenzbereiche von ACRP30-Protein als Komponente B, welche bspw. in einem erfindungsgeméafien
Fusionsprotein vorliegen, zu einem erfindungsgeméaflen Homododekamer oligomerisieren.

[0075] Fig. 15A beschreibt die Konstruktion eines weiteren erfindungsgemaen Fusionsproteins, namlich hEDA/FasL.
Hierbei dient die Kollagendoméane von humanem EDA (Aminosauren 160 bis 242) als Komponente B, an die N-Terminal
Uiber einen Linker ein Flag-Epitop und C-terminal, auch Uber einen Linker, eine Komponente A, in Fig. 15A FasL (AS
139-281, also die extrazellulare Doméane von FasL oder ein Fragment derselben), angekoppelt ist. Das erfindungsge-
méRe Fusionsprotein hEDA/FasL liegt als Hexamer vor, 2x3mer. Beim Protein EDA handelt es sich um ein weiteres
Mitglied der TNF-Familie, das neben einer Transmemebran-Doméane und einer TNF-Doméne auch eine Kollagen-Do-
mane aufweist (s. Fig. 15A oben) und in der humanen Form 391 AS umfaf3t.

[0076] Figur 15B stellt Untersuchungen mit dem erfindungsgemafen Fusionsprotein hEDA/FasL dar. Zur Herstellung
des Fusionsproteins wurde zunéchst die Kollagen-Doméne von humanem EDA (AS 160 bis 242) mit entsprechenden
Primern amplifiziert und dann mit den entsprechenden Sequenzen am N- bzw. C-Terminus fir Flag und die extrazellulére
Domane von humanem FasL (AS 139 bis 281) fusioniert. Figur 15B stellt nunmehr Kurvenverlaufe dar, die sich aus der
Titration von Jurkat-T-Zellen mit einerseits FasL und andererseits dem Fusionsprotein hEDA/FasL unter Zugabe von
Anti-Flag-Antikérper M2 und ohne Zugabe von Anti-Flag-Antikorper M2 ergeben. Hierzu wurden Uberstande (OPTIMEM)
von transient mit FasL oder hEDA/FasL transfizierten und diese Proteine exprimierenden 293-Zellen zu Jurkat-T-Zellen
gegeben. In aufeinanderfolgenden Experimenten wurden die auf der x-Achse von Fig. 15B dargestellten, abnehmenden
Konzentrationen der vorgenannten Proteine eingesetzt und die jeweilige Uberlebensrate der Jurkat-Zellen mit Hilfe des
an anderer Stelle beschriebenen Standard-Zytotoxizitatstests bestimmt. Aus der Auftragung wird deutlich, da FasL
ohne kreuzvernetzenden M2-Antikdrper inaktiv ist ((J) und in diesem Fall erst die kreuzvernetzende Wirkung des Anti-
korpers M2 zytotoxische Effekte hervorruft (m). Demgegeniiber wird die entsprechende Wirkung von einem erfindungs-
gemafen Fusionsprotein, namlich hEDA/FasL, bereits ohne Zugabe von M2-Antikérper erreicht (0). Die Zugabe von
M2-Antikorpern kann in diesem Fall die Wirkung des erfindungsgemafen Fusionsproteins noch steigern (¢).

[0077] Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiele ndher erlautert:

[0078] Die folgenden experimentellen Gegebenheiten (a) bis (f) sind, soweit einschléagig und nicht entsprechende
a.a.O. offenbarte Modifizierungen gelten, fur die sechs nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele heranzuziehen:

(a) Vektorkonstruktionen fir die FasL-, TRAIL-, TNFa- und CD40L-Fusionsproteine:

[0079] Ein fur das Signalpeptid von Hamagglutinin codierendes DNA-Fragment, einschlie3lich 6 Basen der im 5'-
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Bereich unubersetzten Sequenz (CAA AAC ATG GCT ATC ATC TAC CTC ATC CTC CTG TTC ACC GCT GTG CGG
GGC) sowie das Flag Epitop (GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA), der Linker (GGA CCC GGA CAG GTG CAG),
die Restriktionsschnittstellen Pstl, Sall, Xhol und BamHI wurden zwischen die Restriktionsschnittstellen Hindl-1l und
BamHI eines modifizierten PCRIII-Vektors (InVitrogen, NV Leek, Niederlande) kloniert, in dem die Basen 720-769 de-
letiert wurden (PS 038). Fiir den Expressionsvektor des trimerischen FasL wurden die Aminosauren 139 bis 281 der fur
menschlichen FasL kodierenden Sequenz, eingerahmt von den Restriktionsschnittstellen Pstl und EcoRIl, mit PCR
amplifiziert und in den modifizierten PCRIII-Vektor kloniert.

[0080] Fur hexameren FasL wurde die fur die Aminoséuren 103 bis 281 kodierende Sequenz, beidseitig eingerahmt
von EcoRI Schnittstellen sowie zusatzlich am 5’-Ende von der Linker-sequenz GGCTT und am 3’-Ende vom Stop-Codon
(TAA) und der natirlichen, nicht Ubersetzten Sequenz (GAG AAG CAC TTT GGG ATT CTT TCC ATT ATG ATT CTT
TGT TAC AGG CAC CGA GAT GTT GAA GCC) in die EcoRI-Schnittstelle des Vektors PS 038 kloniert. Der "Super-
FasL" (Figur 4, Fusionsprotein (3)) wurde durch Einfiihrung einer Punktmutation in der Linkersequenz des Vektors PS
038 erzeugt, indem die Sequenz CAGTGTGCTG auf der 5'-Seite der EcoRI-Schnittstelle durch CAGTCTGCAG mit
Hilfe von PCR-Mutationsmethoden ersetzt worden ist. Daraufhin wurde der FasL (Aminosauren 103 bis 281) in der
zuvor beschriebenen Weise in den modifizierten PS 038 kloniert.

[0081] Firhumanes TRAIL, murines TNFa und humanes CD40L wurden Teile der extrazellularen Doméanen (TRAIL:
Aminosauren 95 bis 281, TNFa: Aminosauren 77 bis 235, CD40L: Aminosauren 116 bis 261) mit Pstl-Restriktionschnitt-
stellen am 5’-Ende und einem Stop-Codon sowie Spel- und EcoRI-Restriktionsschnittstellen am 3’-Ende durch PCR
amplifiziert und in den Vektor PCRII (Invitrogen) kloniert. Fir die Expression der Liganden als Trimere wurde zunéchst
die Sequenz GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA, kodierend fiir den Flag-Tag, sowie die Linkersequenz GGA
CCC GGA CAG GTG CAG zwischen die Schnittstellen BamHI und Pstl in den Vektor pQE-16 (Qiagen) inseriert (PS
330). AnschlieRend wurden die Liganden als Pstl/ Spel-Fragmente in PS 330 subkloniert.

[0082] Der Expressionsvektor fur FasL-ACRP30 wurde in folgender Weise konstruiert. Mittels des EST-Klons
AA673154 wurde durch PCR die fir die Aminoséuren 18 bis 111 des murinen ACRP30 kodierende Sequenz, eingerahmt
von den Restriktionsschnittstellen Nsil und Pstl in die Psfi-Schnittstelle des fur trimeren FasL kodierenden Vektors
kloniert (dergestalt, daf3 die fusionierte Nsil/ Psti-Schnittstelle auf der 5’-Seite der kodierenden Sequenz lag). Die Vektoren
zur Expression der Fusionsproteine der tibrigen TNF-Cytokine mit ACRP30 wurden durch Substituierung der entspre-
chenden Sequenz von FasL im Expressionsvektor FasL-ACRP30 mit der jeweiligen Ligandensequenz in die Restrikti-
onsschnittstellen Pstl und EcoRl erstellt.

(b) Expression und Reinigung der rekombinanten Proteine:

[0083] Fur die trimeren TRAIL, TNFa und CD40L wurden stabile Klone in Bakterien (Stamm M15 mit Plasmid pRep4,
Qiagen) etabliert. Die jeweiligen Klone wurden tber Nacht in LB-Broth mit Ampicillin (100 p.g/ml) und Kanamycin (50
pg/ml) bei 37°C vorkultiviert und dienten zur Inokulation der Hauptkultur (Verdiinnung 1:50, Wachstum bei 37°C), die
nach einer Stunde fiir sechs Stunden mit 0,5 mM IPTG (Sigma) fur die Expression induziert wurden. Die Bakterien
wurden durch Zentrifugation geerntet, zweimal in PBS gewaschen, in der "French Press" lysiert, und das Lysat von den
unléslichen Abféllen durch Zentrifugation abgetrennt. Fir alle FasL-Proteine wurden stabile Klone in HEK293-Zellen
mittels Selektion in 800 wg/ml G418 erstellt (siehe auch a.a.O: Schneider et al., J. Exp. Med. 1998).

[0084] Die trimerischen und hexamerischen Liganden sowie Super-FasL wurden aus den Uberstanden stabiler Klone
oder der bakteriellen Lysate mittels Affinitdtschromatographie auf M2-Agarose (Sigma, Schweiz) aufgereinigt, mit 50
mM Citrat-NaOH (pH = 2,5) eluiert und alsbald mit 0,2 Volumina Tris-HCI (pH = 8) neutralisiert. Der Puffer wurde gegen
PBS in Konzentratoren ausgetauscht (Centrikon-30, Amicon Corp., Easton, TX, USA).

[0085] Fusionen von FasL mit murinem ACRP30 wurden in der folgenden Weise aufgereinigt. Die Uberstande wurden
mit 50 mM NaCl und 1 mM CacCl, versetzt und der pH-Wert mittels Salzsdure/Natronlauge auf 7,0 eingestelt. Daraufhin
wurde das rekombinante Protein auf M1-Agarose (Sigma, Schweiz) gebunden und in TBS-EDTA (10 mM) eluiert. Der
Puffer wurde gegen PBS in Konzentratoren ausgetauscht. Die Konzentration von gereinigten Proteinen wurde durch
das Bicinchoninsaure-Verfahren (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) unter Verwendung von Rinderserumalbumin
als Standard bestimmt und die Reinheit der Proben durch SDS-PAGE und Coomassie-Blue-Farbung ermittelt.

[0086] Die Fusionsproteine von TRAIL, TNFa und CD40L mit ACRP30 wurden in den jeweiligen Assays in Form
angereicherter Uberstande hinzugefiigt, die in folgender Weise hergestellt wurden: 293T-Zellen wurden mit den jewei-
ligen Expressionsplasmiden durch die Calciumphosphat-Methode transfiziert. Nachdem die Zellen 16 Stunden mit dem
Préazipitat inkubiert worden waren, wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 4 Tage in serumfreiem Medium (Optimem,
Gibco BRL) inkubiert. Die Uberstande wurden auf ein Zwanzigstel ihrer anfanglichen Volumina durch Konzentratoren
reduziert und die Prasenz des Proteins durch "Western-Blotting" Giberprift. Im Falle von TRAIL-ACRP30 und TNFa-
ACRP30 wurden Titrationen dieser Proteine mit Titrationen von aufgereinigtem trimerischem TRAIL oder TNFa vergli-
chen, um die jeweilige Konzentration der rekombinanten Proteine zu bestimmen.
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(c) Uberpriifung des Molekulargewichts der Multimere durch Gelpermeationschromatographie:

[0087] Die Grofe der verschiedenen Fusionsproteine wurde durch Gelfiltration auf Superdex 200 HR10/30 (Pharma-
cia) bestimmt. Rekombinantes Protein wurde mit den internen Standards Katalase und Ovalbumin im Falle der tri- und
hexamerischen Liganden, mit Ferritin und Ovalbumin fir die ACRP30-Fusionsproteine auf die Kolonne in einem Volumen
von 200 pl geladen, dann mit PBS (0,5 ml/min) eluiert und in Fraktionen von 0,25 ml gesammelt. Die Prasenz der
Proteine in den verschiedenen Fraktionen nach Féallung durch Trichloroessigséure wurde durch "Western-Blotting" be-
stimmt. Die GroRe der Proteine wurde mit Hilfe einer Regressionsgeraden, bestehend aus Thyroglobulin (669 kDa),
Ferritin (440 kDa), Katalase (262 kDa), Aldolase (158 kDa), Rinderserumalbumin (67 kDa), Ovalbumin(43 kDa), Chy-
motrypsinogen A (25 kDa) und Ribonuclease A (13,7 kDa) ermittelt.

(d) zellen:

[0088] Murine B-Lymphom A20-Zellenwurdenin DMEM gehalten, das 5% hitzeinaktiviertes FCS enthielt. Die humanen
T-Lymphoplastom-Jurkat-Zellen, BJAB Burkitt-Lymphomzellen wurden in RPMI, begleitet von 10% FCS, aufgezogen.
Die human-embryonischen Nierenzellen 293 wurden in einem DMEM Mehrstoffmix F12 (1:1), begleitet von 2% FCS,
kultiviert. Alle Medien enthielten Antibiotika (Penicillin und Streptomycin bei 5uxg/ml jeweils und Neomycin bei 10 xg/ml).
Die IL-2 abhangige murine zytotoxische T-Zellinie CT6, wurde im RPMI, unterstitzt von 10% FCS, 1 mM Natriumpyruvat,
50 uM 2 Mercaptoethanol, 10 mM Hepes und 10% konditioniertem EL-4 Zelluberstand aufgezogen.

(e) Zytotoxischer Assay:

[0089] Derzytotoxische Assay wurde im wesentlichen, wie zuvor bei Schneider etal. (J. Biol. Chem. 272:18827-18833,
1997) beschrieben durchgefiihrt. Hierbei wurden 50.000 Zellen fiir die Dauer von 16 Stunden in 100 ul Medium inkubiert,
wobei das Medium die angezeigten Ligandenkonzentrationen in Gegenwart oder Abwesenheit von Lug/ml M2-Antikorper
(2 pg/ml fur TRAIL) enthielt. Die Zelliberlebensraten wurden mit Hilfe von PMS/MTS (Phenanzinmethosulfat 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxyphenyl]-2-[4-sulfophenyl]-2H-tetrazolium, Salz) (Promega Corp., Madison,
WI) bestimmt. Die Farbentwicklung wurde fiir die erforderliche Zeit (typischerweise 1-3 Stunden) zugelassen. Die Ab-
sorbanz wurde bei 490 nm gemessen.

(f) B-Zell-Proliferationsassay

[0090] CD19-positive Zellen wurden durch FACS-Sorting von menschlichen PBL (periphere Blutlymphozyten) mit
magnetischen "Beads" selektiert und aufgereinigt, dagegen wurden CD19- negative Zellen mit 3000 rad irradiert. 100000
gereinigte CD19-positive Zellen wurden mit 100000 CD19-negativen autologen irradierten PBL in 120 p.| Medium (RPMI
10% FCS, Antibiotika) mit den titrierten l8slichen CD40L-Fusionsproteinen, mit oder ohne M2- Antikdrper (10 pg/ml) 72
Stunden lang in 96-"well"-Platten inkubiert. Anschliessend wurden die Zellen 6 Stunden lang mit [3H]-Thymidin gepulst
und die Inkorporation wurde mit Flissig-Szintillationszahlung ("Liquid Scintillation Counting") gemessen.

[0091] Im Ubrigen wird hinsichtlich der Beschreibung der fur die Durchfiihrung der Ausfilhrungsbeispiele eingesetzten
Methoden ausdriicklich auf Schneider et al. (J. Exp. Med., Vol. 187, Nr. 8, 1998, 1205-1213) und die dort als Referenzen
zitierten Publikationen verwiesen.

1. Ausfuhrungsbeispiel

[0092] Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (2) exprimiert, das die Aminosauren 103 bis 281 des hFasL (h:
human) als Komponente A und N-terminal von der Aminoséure 103 der Komponente A als Komponente B eine 18 AA
lange Sequenz (VDLEGSTSNGRQCAGIRL, sog. spezifischer Linker) aufwies. Dartber hinaus wurde am N-Terminus
des Fusionsproteins (N-Terminal von der Komponente B) eine Flag-Sequenz mit den Aminosauren DYKDDDDK und
einer darauf folgenden Linkersequenz GPGQVQLQ angekoppelt (Figur 1).

[0093] Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (1) exprimiert, das N-terminal gleichfalls die vorgenannte
Flag-Sequenz mit der gleichen C-terminal folgenden Linkersequenz und daran C-terminal angeschlossen die Amino-
sauren 139 bis 281 von hFasL aufwies. Fusionsprotein (1) unterschied sich von Fusionsprotein (2) demnach durch eine
Deletion, die den spezifischen Linker und die Aminosduren 103 bis 138 von hFasL umfal3te (Figur 1).

[0094] Die Vektorkonstruktion der Fusionsproteine (1) und (2) erfolgte nach der gemaR (a) beschriebenen Verfah-
rensweise. Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgte nach dem unter (b) dargestellten Verfahren.
[0095] Die gereinigten Fusionsproteine (1) wurden reduzierenden oder nicht-reduzierenden Bedingungen unterworfen
und anschlieRend gelelektrophoretisch aufgetrennt (Figur 2), verbunden mit einer Grobbestimmung des Molekularge-
wichts der jeweiligen Banden.
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[0096] SchlieRlich wurden gemaR (d) geziichtete A20- und Jurkat-Zellen entnommen und einem zytotoxischen Assay
gemal (e) unterzogen. Fur jede der beiden Zellinien wurde der Assay jeweils mit steigenden Konzentrationen von
trimerisiertem Fusionsprotein (1) oder von Bimerenvon Trimeren (also Hexameren) des Fusionsproteins (2) in Gegenwart
oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-Antikérpern (Sigma, Buchs, Schweiz) durchgefihrt (Figur 3), indem die Absorbanz
bei OD 490 nm bestimmt wurde.

2. Ausfuihrungsbeispiel

[0097] Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (3) exprimiert, das die Aminosduren 103 bis 281 des hFasL als
Komponente A und N-terminal von der Aminoséure 103 der Komponente A als Komponente B eine 18 AA lange Sequenz
(VDLEGSTSNGRQSAGIRL, spezifischer Linker) aufwies. Daruber hinaus wurde am N-Terminus des Fusionsproteins
(N-Terminal von der Komponente B) eine Flag-Sequenz mit den Aminosduren DYKDDDDK und einer darauf folgenden
Linkersequenz GPGQVQLQ angekoppelt (Figur 4).

[0098] Fur Vergleichsversuche wurde wie beim 1. Ausfihrungsbeispiel das Fusionsprotein (1) exprimiert (Figur 4).
[0099] Die Vektorkonstruktionen der Fusionsproteine (3) und (1) wurden nach den fiir das 1. Ausfiihrungsbeispiel
dargestellten Verfahren durchgefiihrt. Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgte nach dem unter (b)
dargestellten Verfahren.

[0100] Schlielich wurden gemaf (d) gezuchtete A20- und Jurkat-Zellen entnommen und einem zytotoxischen Assay
gemal (e) unterzogen. Fur jede der beiden Zellinien wurde der Assay jeweils mit steigenden Konzentrationen von
Trimeren des Fusionsproteins (3) in Gegenwart oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-Antikérpern (Sigma, Buchs,
Schweiz) durchgefihrt (Figur 5), indem die Absorbanz bei OD 490 nm bestimmt wurde.

3. Ausfiihrungsbeispiel

[0101] Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (4) exprimiert, das die Aminosauren 139 bis 281 des hFasL als
Komponente A und N-terminal von der Aminoséure 139 der Komponente A zunéchst das Linker-Dimer mit der Sequenz
LQ und dann weiter N-terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus dem Protein mACRP30 (AS 18 bis
111), die Oligomerisierungsdoméne, aufwies. Dartiber hinaus wurde am N-Terminus des Fusionsproteins (4) (N-Terminal
von der Komponente B) eine Flag-Sequenz mitden Aminosauren DYKDDDDK und einer darauffolgenden Linkersequenz
GPGQVQLH angekoppelt (Figur 6A). Fur Vergleichsversuche wurde das Fusionsprotein (1) eingesetzt.

[0102] Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgte nach dem unter (b) dargestellten Verfahren.
[0103] SchlieRlich wurden gemaf (d) geziichtete BJAB-Burkitt-Lymphoma-Zellen entnommen und einem zytotoxi-
schen Assay gemalf (e) unterzogen. Der Assay wurde jeweils mit steigenden Konzentrationen von Trimeren des Fusi-
onsproteins (1) oder oligomerisierten Trimeren (Dodekamere) des Fusionsproteins (4), also des rekombinaten FasL-
ACRP30 (4x3), in Gegenwart oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-Antikérpern (Sigma, s.o0.) durchgefihrt (Figur 7),
indem die Absorbanz bei OD 490 nm bestimmt wurde.

4. Ausfiihrungsbeispiel

[0104] Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (5) exprimiert, das die Aminosauren 95 bis 281 des hTRAIL (h:
human) als Komponente A und N-terminal von der Aminoséure 95 der Komponente A zunéchst der Linker-Dimer mit
der Sequenz LQ und dann weiter N-terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus dem Protein mMACRP30
(AS 18 bhis 111), die Oligomerisierungsdomane) aufwies. Dariiber hinaus wurde am N-Terminus des Fusionsproteins
(N-Terminal von der Komponente B) eine Flag-Sequenz mit den Aminosaduren DYKDDDDK und einer darauf folgenden
Linkersequenz GPGQVQLH angekoppelt (Figur 8).

Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (nicht in der Figur 8 dargestellt) exprimiert, das in Losung als Trimer
vorliegt (TRAIL-Trimer). Dieses Vergleichsversuchsprotein weist (vom N- zum C-Terminus die Flag-Sequenz, den Linker
mit der Sequenz GPGQVQLH und schliel3lich hTRAIL (AS 95 bis 281) auf. Im Unterschied zum Fusionsprotein (5) fehlt
also die Komponente B (MACRP30: AS 18 bis 111) und der Linker mit der Sequenz LQ.

[0105] Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgten nach den unter (b) dargestellten Verfahren.
[0106] SchlieRlich wurden gemaR (d) gezlichtete T-Lymphoblastoma-Jurkat-Zellen entnommen und einem zytotoxi-
schen Assay gemalR (e) unterzogen. Der Assay wurde jeweils mit steigenden Konzentrationen von Trimeren des Fusi-
onsproteins ohne die ACRP30-Sequenz (zum Vergleich) oder der oligomerisierten Trimeren des Fusionsproteins (5),
also eines Dodekamers des rekombinaten TRAIL-ACRP30 (4x3), in Gegenwart oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-
Antikdrpern (Sigma, s.0.) durchgefihrt (Figur 9), indem die Absorbanz bei OD 490 nm bestimmt wurde.
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5. Ausfiihrungsbeispiel

[0107] Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (6) exprimiert, das die Aminoséauren 77 bis 235 des mTNFa (m:
murin) als Komponente A und N-terminal von der Aminosaure 85 der Komponente A zunéchst das Linker-Dimer LQ
und dann weiter N-terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus dem Protein mMACRP30 (AS 18 bis 111),
die Oligomerisierungsdoméane, aufwies. Daruber hinaus wurde am N-Terminus des Fusionsproteins (N-Terminal von
der Komponente B) eine Flag-Sequenz mit den Aminoséauren DYKDDDDK und einer darauf folgenden Linkersequenz
GPGQVQLH angekoppelt (Figur 10).

[0108] Fur Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (nicht in der Figur 10 dargestellt) exprimiert, das in Losung
als Trimer vorliegt (TNFa-Trimer). Dieses Vergleichsversuchsprotein weist (vom N- zum C-Terminus die Flag-Sequenz,
den Linker mitder Sequenz GPGQVQLH und schlielich mTNFa (AS 77 bis 235) auf. Im Unterschied zum Fusionsprotein
(6) fehlt also die Komponente B (MACRP30: AS 18 bis 111) und der Linker mit der Sequenz LQ.

[0109] Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgten nach dem unter (b) dargestellten Verfahren.
[0110] Mit Hilfe eines Zellproliferationsassays gemaR (f) wurden die Effekte, die durch Zugabe von steigenden Kon-
zentrationen von TNFa-Trimeren oder TNFa-ACRP30-Oligomeren (Homododekamer von TNFa) in Gegenwart oder
Abwesenheit von anti-Flag-M2-Antikdrpern (Sigma, s.0.) zu CT6-Zellen ergeben, gemessen.

Hierzu wurden CT6-Zellen fiir die Dauer von 4 Tagen in Gegenwart von reduzierten Konzentrationen von EL-4-Uberstand
(2,5%) vor dem Proliferationsexperiment angesetzt. Die Zellen wurden in 96-"well"-Titerplatten (40.000 Zellen/"well")
fur die Dauer von 16 Stunden mit den angezeigten Konzentrationen von TNFa-ACRP30-Oligomeren oder mTNF-a in
Gegenwart oder in Abwesenheit von 2 ug/ml M2-mAk und in der Abwesenheit von EL-4-Uberstand inkubiert. Die Zellen
wurden fiir die Dauer von zusétzlichen 6 Stunden mit [3H]Thymidin (0,5 uCi/"well") gepulst, drei Zyklen von Einfrieren
und Auftauen ausgesetzt und schlieRlich geerntet. Die [BH]Thymidin-Inkorporation wurde schlieRlich durch eine Fliis-
sigszintillationsmessung tberprift (Figur 11).

6. Ausfuhrungsbeispiel

[0111] Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (7) exprimiert, das die Aminosauren 116 bis 261 des hCD40L (h:
human) als Komponente A und N-terminal von der Aminosaure 95 der Komponente A zunachst das Linker-Dimer LQ
und dann weiter N-terminal als Komponente B eine 94 AS lange Sequenz aus dem Protein mMACRP30 (AS 18 bis 111),
die Oligomerisierungsdomane), aufwies. Dariiber hinaus wurde am N-Terminus des Fusionsproteins (N-Terminal von
der Komponente B) eine Flag-Sequenz mit den Aminoséauren DYKDDDDK und einer darauf folgenden Linkersequenz
GPGQVQLH angekoppelt (Figur 12).

[0112] Fir Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (nicht in der Figur 12 dargestellt) exprimiert, das in Lésung
als Trimer vorliegt (CD40L-Trimer). Dieses Vergleichsversuchsprotein weist (vom N- zum C-Terminus die Flag-Sequenz,
den Linker mit der Sequenz GPGQVQLH und schliellich hCD40L (AS 116 bis 261) auf. Im Unterschied zum Fusions-
protein (7) fehlt also die Komponente B (MACRP30: AS 18 bis 111) und der Linker mit der Sequenz LQ.

[0113] Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine erfolgten nach den unter (b) dargestellten Verfahren.
[0114] SchlieBlich wurde der unter (f) beschriebene Zellproliferationsassay analog auf PBL durchgefuhrt, wobei
CD40L-Trimer oder CD40L-ACRP30-Oligomere (Homododekamere) in An- oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-Anti-
korpern (Sigma, s.0.) zugegeben wurden (Figur 13).

7. Ausfuihrungsbeispiel
7.1 Experimentelle Durchfiihrung

[0115] Das 7. Ausfuhrungsbeispiel befal3t sich mit Fusionsproteinen, die aus einer multi- und oligomerisierenden
Komponente A und einem Rezeptor als Komponente B bestehen.

(A) Vektorkonstruktion

[0116] Die Fusionsproteine wurden aus einem modifizierten PCR-3-Vektor (von Invitrogen) als Folge von austausch-
baren Modulen in der folgenden Reihenfolge (5’ nach 3’) konstruiert: (a) ein Hindlll/Sall-Modul, das die extrazellulare
Domane eines Rezeptors enthélt, wobei eine Kozak-Sequenz GCCACC vorangeht (im Falle von hTNF-R1 (Aminosauren
1- 211); h-TRAIL-R1 (Aminosauren 1 - 239), h-TRAIL-R2 (Aminoséuren 1 - 212), h-TRAIL-R3 (Aminoséuren 1 - 240)
und hCD40 (Aminoséauren 1 -193) oder im Falle von hFasR (Aminoséduren 1 - 170) durch die Voranstellung von 24
Nukleotiden der 5'- nichttranslatierten Region); (b) ein 14-Aminoséuren langer Linker (PQPQPKPQPKPEPE) in einer
Sall/Xhol-Kassette (wie bei Terskikh et al. (1997), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 1663 beschrieben); (c) eine Oligom-
erisierungsdoméne in einem Xhol/Notl-Modul im Falle von OPG (Aminoséuren 187 - 401, hier als 3N-OPG beschrieben),
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CMP (Aminoséuren 451 - 493), GenBank 115555); COMP (Aminosauren 32 - 75, GenBank 1705995); (d) eine Notl/
Xbal-Kassette, die eine kombinierte Hisg-myc-Markierung und ein Stop-Kodon enthélt. Die Oligomerisierungsdoméne
wurde umrahmt von den Aminosauresequenzen GGCC und ARTPGGGS an den N- bzw. C-Termini. Linker wurden fir
alle Konstrukte eingesetzt. Im Falle der Fc-Konstrukte wurden die "Hinge"-Region, die CH2 und CH3-Doméanen und das
Stop-Kodon von higG1 als Sall/Notl-Kassette, wie zuvor beschrieben (Schneider et al.(1997) J. Biol. Chem 272, 18827;
Schneideretal. (1998) J. Exp. Med. 187, 1205), kloniert. Stabile HEK-293 abgeleitete Zellinien wurden fir die Herstellung
von rekombinanten Proteinen durch Selektion in 800 xg/ml G418 mit Hilfe der zuvor beschriebenen Verfahren (Schneider
et al. (1997) s.0.), etabliert.

(B) Transiente Transfektion

[0117] Die 293T-Zellen wurden mit der CaCl,-Methode wie zuvor beschrieben (Schneider et al. 1997, s.0.) transfiziert
und mit PBS gewaschen, bevor sie fiir 3 Tage in serumfreien Optimem-Medium inkubiert wurden. Die Uberstiande
wurden 30fach konzentriert und bis zum Gebrauch gefroren gehalten. Die Konzentration der Fas/ON-OPG und Fas/CMP-
Fusionsproteine in konzentriertem Optimem-Medium wurde mit Hilfe einer Titration auf "Western Blots" unter Zuhilfe-
nahme von aufgereinigtem Fas/COMP als Standard bestimmt.

(C) Reinigung der rekombinanten Proteine

[0118] Die Uberstande von stabil transfizierten 293-Zellen wurden auf M2-Agarose (als Liganden) oder Protein A-
Sepharose (Fc-Fusionsproteine) geladen, mit PBS gewaschen und mit 50 mM Citrat-NaOH (pH 2,5) eluiert..Das Eluat
wurde mit Tris-HCI (pH 8) neutralisiert und der Puffer gegen PBS in Centrikon-30-Konzentratoren (von Amicon, Easton,
Texas) ausgetauscht. Die COMP- und CMP-Fusionsproteine wurden auf HiTrap-Chelatsdulen gereinigt. Zu diesem
Zweck wurden die Uberstande von stabil transfizierten 293-Zellen mit 500 mM NaCl und 10 mM Imidazol ergénzt und
Uber mit 0,5 M ZnSO, (pH 2,5) vorbeschichtete Saulen gefiihrt und in PBS aquilibriert. Die Séaule wurde mit PBS
gewaschen, und die Proteine wurden mit PBS, das 50 mM EDTA enthielt, eluiert. Der Puffer wurde gegen PBS ausge-
tauscht, wie zuvor beschrieben.

[0119] Flag-FasL und Flag-TRAIL wurdenso hergestellt, wie zuvor beschrieben (Schneider et al., 1997, J. Biol. Chem.
272, 18827 und Thome et al., 1997, Nature 386, 517). Beide Veroffentlichungen sind vollumfénglich Bestandteil der
Offenbarung des vorliegenden Erfindungsgegenstands. Flag-CD40L (AS 116 bis 261) wurde in Bakterien exprimiert
und auf M2-Agarose gereinigt, wie es fir Flag-TRAIL beschrieben wurde. Die Proteinkonzentrationen wurden mit der
Bicinchoninsaure-Methode bestimmt. Der Reinheitsgrad wurde mit SDS-PAGE und Coomassie-Blue-Markierung un-
tersucht.

(D) Gelpermeationschromatographie

[0120] Im Rahmen der Gelpermeationschromatographie wurde die jeweilige Menge von Fusionsprotein in einem
Volumen von 200l auf eine Superdex 200 HR 10/30-Saule (von Pharmacia) geladen und mit 0,5 ml/min in PBS eluiert,
wobei gleichzeitig die Absorbanz bei 280 nm aufgezeichnet wurde. Die einzelnen Fraktionen (0,25 ml) wurden - wie
nachfolgend beschrieben - in Zytotoxitatstests analysiert. Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurde die Sdule mit
Standardproteinen Thyroglobulin (669 kD), Ferritin (440 kD), Katalase (262 kD), Aldolase (158 kD), Rinderserumalbumin
(67 kD), Hihnchenovalbumin (43 kD), Chymotrypsinogen A (25 kD) und Ribonuklease A (13,7 kD) kalibriert.

(E) KompetitionsELISA

[0121] Der KompetitionsELISA wurde, wie nachfolgend beschrieben, durchgefiihrt. 96 "Well"-ELISA-Platten wurden
mit Rezeptor/Fc-Fusionsprotein (0,2 ug/ml in PBS, 100p.l, 16 Stunden, 25°C) beschichtet. Die "Wells" wurden flr eine
Stunde bei 37°C in PBS geséttigt, wobei das PBS 5% fttales Kélberserum (als blockierenden Puffer) enthielt. Bei Einsatz
von sCD40L war der blockierende Puffer PBS, enthaltend 4% fettfreie Milch und 0,05% Tween-20. Kompetitierende Fc
oder COMP-Fusionsproteine wurden seriell in 100 ul blockierendem Puffer in Gegenwart oder Abwesenheit von 1 ug/ml
Protein A geldst. Die Liganden wurden bei konstanter Konzentration hinzugefigt (sFasL: 2 ug/ml, 36 nM, sTNFa: 0,02
pg/ml; 0,36 mM; sTRAIL: 0,1 ug/ml, 1,4 nM; sCD40L: 0,5 ug/ml, 9,2 nM, alles in blockierendem Puffer) und konnten
fur die Dauer von 1 Stunde bei 37°C binden. Gebundene Liganden wurden mit M2-anti-Flag-Antikdrper (1 xg/ml in
blockierendem Puffer, 100 ul, 45 Minuten, 37°C), Ziegen-Antimaus-Antikorper, gekoppelt an Peroxidase, 1:2000 in
blockierendem Puffer, 100 ul, 30 Minuten, 37°C) und o-Phenylendiaminhydrochlorid (0,3 mg/mlin 50 mM Zitronensaure,
100 mM Na,HPQO,, 0,01% H,0,) identifiziert. Die Absorbanz wurde bei 490 nm gemessen.
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(F) Zytotoxizitatstests

[0122] Die Zytotoxitatstests wurden in 96 "Well"-Platten in einem Volumen von 100 xl im wesentlichen wie bei Schnei-
der et al. (1997), s.o., beschrieben, durchgefiihrt. Die chimérischen Rezeptoren wurden in einem Medium, das solche
Mengen von cytotoxischen Liganden enthielt, die mehr als 95% Zelltod induzieren konnten, seriell verdiinnt. Wo es
angegeben ist, wurde Protein A mit einer Konzentration von 1 ug/ml eingesetzt. sFasL wurde in Gegenwart von 1 ug/ml
M2 eingesetzt und sTRAIL in Gegenwart von 2 ug/ml M2. Kein M2-Antikérper wurde bei den Testreihen mit STNFa
verwendet. Die zellen wurden einer 16stiindigen Inkubation ausgesetzt und ihre Uberlebensraten unter Gebrauch des
PMS/MTS-Testsystems (Phenazinmethosulfat/3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxyphenyl]-2-[4-sulfophe-
nyl]-2H-tetrazolium, in Salzform) (Promega, Madison, Wisconsin). Die Absorbanz wurde bei 490 nm gemessen. Um die
molaren Konzentrationen der verschiedenen Fusionsproteine angeben zu kénnen, wurde das Molekulargewicht, wie
folgt, geschatzt: [(theoretisches M,+3 kDa pro vorhergesagtem N-gekoppeltem Glyan)x Multiplizitat]. Fas:Fc, :COMP, :
CMP, :8N-OPG: 98, 172, 100 bzw. 105 kDa. TRAILR2:Fc, :COMP, :CMP, :dN-OPG: 86, 142, 82 und 93 kDa. TNFR1:
Fc, :COMP: 104 und 187 kDa. CD40:Fc, :COMP: 101 and 180 kDa. TRAILR2:Fc: 86kDA, TRAILR3:Fc: 127 kDA. Flag-
TRAIL, Flag-FasL, Flag-TNFa, Flag-CD40L: 71, 55, 56 bzw. 54 kDa.

(G) BlAcore-Messungen

[0123] Die BlAcore-Messungen wurden auf CM5-Carboxymethyldextran modifizierten Sensorchips (von BlAcore AB,
Uppsala, Schweden) bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 5ul/min durchgefiihrt. Die CM5-Chips wurden mit einer
50ul-Gabe einer 1:1 Mischung von N-Ethyl-N'(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid:N-hydroxysuccinimid aktiviert. Sechs
I einer 100ug/ml Lésung von M2-anti-Flag monoklonalem Antikérper in 10 mM NaHCOj5 (pH 5,5) wurden dann Gber
die aktivierte Oberflache gefiihrt. Eine 50ul-Gabe von 1M Ethanolamin-HCI deaktivierte die verbleibenden N-Hydroxy-
succinimidester. Die Menge von immobilisiertem M2-Antikorper, die fur diese Vorgehensweise gebraucht wurden, lag
bei ungefahr 4600 Einheiten. Zur Analyse der Interaktionen von FasL-Fas:Fusionsprotein und TRAIL-TRAIL-R2:Fusi-
onsprotein wurde eine konstante Menge von markiertem Ligand auf einer M2 modifizierten Oberflache immobilisiert.
Um dies zu erreichen, wurde ein 7ul-Gabe von 2,5 ug/ml Flag-FasL oder Flag-TRAIL auf die Oberflache aufgebracht.
Dies fuhrte zur Bindung von ungefahr 100 bis 150 Einheiten. Diese Bedingungen gestatteten im tbrigen eine minimale
Dissoziation der Liganden von der M2-Oberflache, wéahrend sie gleichzeitig eine ausreichende nachfolgende Rezeptor-
bindung fur die Analyse gestatteten. Das Binden des Rezeptor:Fusionsproteins wurde dann durch 15ul-Injektion von
gereinigtem Rezeptor:Fusionsprotein bei Konzentrationen zwischen 1 und 100 xg/ml, entsprechend 100 bis 150 Ein-
heiten, analysiert. Die Assoziierungskinetik wurde fir die Dauer von 3 Minuten gemessen und die Dissoziationsgenetik
fur die Dauer von 3 bis 5 Minuten. Die Oberflache wurde dann regeneriert (zu einer einfachen M2-Oberflache) durch
eine 5ul-Gabe von 50 mM Zitrat-HCI (pH 2,5). Bis zu 30 aufeinanderfolgende Abl&ufe von Bindung und Regeneration
konnten ohne signifikante Veranderung der Bindungsgeigenschaften von immobilisiertem M2-Antikdrper durchgefiihrt
werden. Die Dissoziations- und Assoziationskinetiken wurden unter Zuhilfenahme des Kinetik- Analyseprogramms des
Herstellers unter Verwendung der Modelle AB=A+B und A+B=AB analysiert.

(H) Kultivierung von primaren Mause-Hepatozyten

[0124] Fdr die Kultivierung von primaren Maus-Hepatozyten wurden C57BL/6 Mause geopfert, und der Leberbereich
oberhalb des Biliargefal3es sofort entfernt, um ihn dann in einem "Hepatozyten-Attachment Medium" (HAM) zu halten.
Der Leberbereich wurde zunéchst mit 16 ml von 10mM Hepes (pH 7,6) perfundiert, um die Erythrocyten zu beseitigen,
dann mit 12 ml von 0,5 mg/ml Collagenase H (von Boehringer Mannheim)in Hepes (4 mM CacCl,) behandelt und dann
in einer Petrischale in Hepes homogenisiert. Die Zellen wurden in Hepes gewaschen, dann zentrifugiert (100xg, 30
Sekunden) und in 60%iger isotonischer Percoll-Lésung (von Pharmacia) in HAM resuspendiert und wiederum zentrifu-
giert (700xg, 2 min). Alle Puffer und das Medium wurden bei 37°C eingesetzt. Die sedimentierten Zellen wurden in HAM
resuspendiert, gezahlt, auf flachschaligen Mikrotiterplatten ausgesetzt (10 000 pro Well, 200 w«l) und konnten entspre-
chend anhaften. Die experimentelle Mischung (seriell verdiinnte Inhibitoren, sFasL (Endkonzentration: 400 ng/ml, 7 nM)
und M2-Antikérper (Endkonzentration: 1 xg/ml)) wurden hinzugefugt, und die Zellen dann fir weitere 16 Stunden inku-
biert. Der Uberstand wurde abgenommen, frisches HAM (100 ul) hinzugefiigt, und der Uberlebensfahigkeitstest
PMS/MTS, wie oben beschrieben, durchgefuhrt.

(I) Aktivierungsinduzierter Zelltod
[0125] Flachschalige Mikrotiterplatten wurden mit anti-humanem CD3 TR66 (10 xg/ml) in PBS fir die Dauer von 3

Stunden bei 37°C beschichtet. Die Platten wurden zweimal in PBS gewaschen und einmal mit RPMI 1640 Medium.
Jurkat-Zellen (5 x 10° Zellen pro ml, 100 ul) wurden mit den Inhibitoren gemischt und auf jedes "Well" verteilt, dann

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 1246 925 B1

zentrifugiert (200xg, 3 min) und fir die Dauer von 24 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Zelleniiberlebensféhigkeit (bei OD
490 nm) wurde, wie oben beschrieben, gemessen. Die spezifische Zellprotektion (in %) wurde wie folgt kalkuliert: [(anti-
CD3 + Inhibitor) - anti-CD3)]/[(Kontrolle) - (anti-CD3)] x 100.

[0126] Fir die Bereitstellung einer gemischten Leukozytenkultur wurden Milzzellen aus Perforin-defizienten oder gld
C57BL/6 Mausen (H-2P) mit Gamma-bestrahlten (36 Gy) Milzzellen aus Balb/c-M&usen (H-29) fiir die Dauer von 5 Tagen
kultiviert. Vor ihrem Einsatz wurden nicht-lebensfahige Zellen aus den Proben durch eine Gradienten-Zentrifugation auf
Ficoll-Paque (von Pharmacia Biotech) entfernt. Die Markierung wurde nach vorhergehend beschriebenen Methoden
(Kataoka et al. ) durchgefiihrt. Kurz gesagt, wurden Zielzellen (A20-Zellen) mit Natrium[31Cr]-Chromat (von Dupont,
Boston, MA) flr die Dauer von 1 Stunde markiert, dann dreimal mit RPMI 1640 gewaschen. MLC-Zellen wurden mit
den Zielzellen (104 Zellen pro "Well") in U-férmigen Mikrotiterplatten in Gegenwart oder Abwesenheit von Fas:Fc und
Fas:COMP bei 40 p.g/ml in einem Endvolumen von 200 pl gemischt und die Platten zentrifugiert (200xg, 3 min). Nach
der Inkubation fiir 4 Stunden wurden die Uberstéande entfernt und deren Radioaktivitat gemessen. Die spezifische
[®1Cr]-Freisetzung (in %) wurde mit Hilfe der folgenden formel bestimmt: [(experimentelle Freisetzung - spontaner Frei-
setzung)/(maximale Freisetzung - spontaner Freisetzung)] x 100.

(K) FACS-Markierung

[0127] Fur die FACS-Markierung wurde der CD40L*-Jurkat-Klon D 1.1 (5x105 Zellen) mit 2ug von CD40:COMP in
FACS-Puffer (PBS, 10% fotales Kalberserum und 0,02% NaN,) inkubiert. Fas:COMP wurden als negative Kontrolle
eingesetzt. Rezeptor:COMP wurde mit 1 g von 9E10 anti-myc-Antikérper und nachfolgender Behandlung mit FITC
markiertem Ziegen-anti-Maus-Antikorper (1:100) detektiert. Inkubationen wurde fiir die Dauer von 20 Min bei 4°C in 50
wl FACS-Puffer durchgefihrt.

(L) B-Zell-Proliferationstest

[0128] Furden B-Zell-Proliferationsassay wurden CD19*-Zellen aus humanen peripheren Blutlymphozyten (PBL) mit
magnetischen "Beads" (Kiigelchen) gereinigt und die Ubrigen CD19--Zellen bestrahlt (3000 rad). 105 gereinigte
CD19*-Zellen wurden mit 105 CD19- autologen bestrahlten PBL in 120 ul eines Mediums, das sCD40L bei einer Kon-
zentration von 100 ng/ml (1,8 nM) M2-Antikdrper bei 10 ug/ml plus oder minus Protein A bei einer Konzentration von 1
ug/ml und die angegebenen Konzentrationen von CD40:Fc oder CD40:COMP enthielt. Die Zellen wurden dann fiir 72
Stunden in 96 Well-Platten kultiviert, fir 6 Stunden mit [3H] Thymidin (1 «Ci/Well) gepulst und geerntet. Der [3H]Thymidin-
Einbau wurde durch Flissig-Szintillationszéhlung Gberprift.

7.2 Ergebnisse des 7. Ausfiihrungsbeispiels.

[0129] Fusionsproteine, die aus extrazellularen Domanen eines Rezeptors, der an den Fc-Teil von IgG (Rezeptor:Fc)
fusioniert ist, bestehen, sind als inhibitorische Agenzien zur Erforschung von Rezeptorliganden-Wechselwirkungen aus
dem Stand der Technik bekannt. Im 7. Ausfuhrungsbeispiel wurde die Grof3e von gereinigtem Fas:Fc-Fusionsprotein
durch AusschluRchromatographie untersucht und herausgefunden, dal ein einzelner Peak mit der erwarteten Retenti-
onszeit eluiert wurde. Fas:Fc enthaltene Fraktionen waren in der Lage, A20-Zellen, die einer letalen Dosis von ldslichem
FasL (sFasL) ausgesetzt waren, vor dem Zelltod zu schiitzen, obwohl das Maf3 an Protektion (bis 50%) auf3ergewdhnlich
niedrig war, wenn man berticksichtigt, dafl das geschatzte Verhaltnis von Fas:Fc zu FasL im Versuch ungeféahr 1000
betrug.

[0130] Eine schwache protektive Aktivitat wurde in einigen der frilhen Fraktionen des Eluats beobachtet, die wahr-
scheinlich auf geringfligige nicht-detektierbare Mengen von hochmolekularen Komplexen von Fas:Fc enthielten. Erfin-
dungsgemal wurde erkannt, dal3 derartige hohere Aggregate des Fusionsproteins als potente Inhibitoren von FasL
initiiertem Zelltod fungieren kénnen. Daher wurde zun&chst diese hochmolekulare Fraktion von aggregiertem Fas:Fc
erhoht, indem das Immunogloguline kreuzvernetzende Agens Protein A hinzugegeben wurde. Sobald die Analyse unter
Bedingungen durchgefiihrt wurde, bei denen nur ungefahr 10% des injizierten Fas:Fc zu den friih eluierenden Fraktionen
verschoben wurde, war offensichtlich, dal hochmolekularer Fas:Fc-Komplex ein wirksamer Antagonist der FasL indu-
zierten Zytotoxizitatist. Im Vergleich hierzu ergab sich, daR die tbrigen Fas: Fc-Fraktionenimmer noch als Dimer eluierten
und nur teilweise Protektion fur die Zellen trotz 10fach héherer Konzentration boten. Erfindungsgemaf zeigen diese
Resultate des 7. Ausfiihrungsbeispiels, dal3 die Bildung von héheren Fas:Fc-Aggregaten die spezifische protektive
Aktivitét wesentlich vergroRert.

[0131] Aufder Basis dieser Erkenntnisse wurde daher erfindungsgemal Komplexe aus Fusionsproteinen konstruiert,
die auf Grund einer VergroRerung des Oligomerisierungsgrads von Fas eine bessere Aviditat gegentiber FasL zeigen
und die inhibitorischen Eigenschaften verbessern. Erfindungsgemale Fusionsproteine sind bspw. solche, bei welchen
die extrazellularen Domé&nen von Rezeptoren der TNF-Familie, bspw. Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3, TNF-R1
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oder CD40, iiber einen 14 Aminosauren langen Linker an die oligomerisierenden Domanen von entweder dem sog.
Cartilage Oligomeric Matrix Protein ((COMP); Fusionsprotein bezeichnet als: Rezeptor:COMP) oder dem sog. Cartilage
Matrix Protein ((CMP); Fusionsprotein: Rezeptor:CMP) fusioniert sind. Diese Matrix-Proteine bzw. deren Doménen
besitzen die native Eigenschaft, Pentamere bzw. Trimere coiled-coil-Strukturen zu bilden. Die vorgenannten Fusions-
proteine (sowie auch Rezeptor:Fc-Fusionsproteine als Kontrollen) wurden in Saugetierzellen exprimiert und durch Af-
finitats- chromatographie auf Metallchelatsaulen oder auf Protein A gereinigt. Die Rezeptoren Fas und TRAIL-R2 wurden
im 7. Ausfuhrungsbeispiel auch an die C-terminale Dimerisierungsdoméne des Proteins Osteoprotegerin aus der TNF
Familie gebunden (Rezeptor:dN-OPG).

[0132] Die Rezeptoren, die an COMP oder CMP fusioniertwaren, oligomerisierten, wie durch die langsame Wanderung
im Polyacrylamidgel unter nicht-reduzierenden Bedingungen gezeigt werden konnte. Fas:COMP und TRAIL-R2:CMP
eluierten als wohl definierte "Peaks" mit apparenten Molekulargewichten von ungefahr 400 bzw. 170 kDa bei Anwendung
der Methode der Gel-Permeationschromatographie. Die Molekulargewichte stimmen mit pentameren bzw. trimeren
Strukturen der Fusionsproteine Uberein. Aus den Experimenten des 7. Auasfiihrungsbeispiels kann daher geschlossen
werden, daf? die Aggregationseigenschaften von coiled-coil Oligomerisierungsdoménen der vorgenannten Matrixpro-
teine nicht durch die Fusion an Proteine (oder Proteindoménen) der TNF-Rezeptorfamilie beeintréchtigt werden.
[0133] Das Fusionsprotein Fas:COMP zeigte eine niedrigere K als Fas:Fc, wenn es den Fusionsproteinen gestattet
wurde, um die sFasL-Bindung gegeniiber aufgetragenem Fas:Fc in Kompetition zu treten. In Ubereinstimmung mit
diesem Resultat wurde eine Dissoziationskonstante von 0,77 nM fir die FasL-Fas:COMP-Wechselwirkung gemessen,
die ungefahr 8 bis 9 mal niedriger ist als Vergleichswerte fiir Fas:Fc. Bei der groRen Mehrzahl der getesteten Zellinien
zeigte sich, daR die inhibitorische Aktivitat von Fas:COMP ungefahr 10- bis 20- fach héher ist als jene fiir das dimere
Fusionsprotein Fas:Fc, wahrend die Ergebnisse fiir Fas:Fc-Aggregate, hervorgerufen durch kreuzvernetzendes Protein
A (Fas:Fc/PA), Werte zwischen jenen fur Fas:COMP und Fas:Fc zeigten. Die protektive Aktivitat von dimeren Fas:ON-
OPG-Fusionsprotein war vergleichbar mit jener des dimeren Fas:Fc-Komplexes. Trimeres Fas:CMP inhibierte die sFasL
vermittelte Lyse ungeféhr so wirksam wie Fas:Fc/PA - im Ergebnis also 5x weniger wirksam als Fas:COMP. Die inhibi-
torische Aktivitat von Fas:COMP war gut oder besser als jene von FasL blockierenden monoklonalen Antikdrpern Nok-
1, 4H9 und 4A5. Die Uberlegene inhibitorische Aktivitdt von Fas:COMP, verglichen mit Fas:Fc-Komplex, war auch
ersichtlich aus Versuchen mit primaren Maus-Hepatocyten oder aus einem Modellsystem fiir den aktivierungsinduzierten
Zelltod mit anti-CD3 aktivierten Jurkat-Zellen. In all diesen Experimenten ergab sich fir Fas:Fc/PA ein mittlerer Protek-
tionswert. Weiterhin wurde untersucht, ob Fas:COMP die Wirkung von FasL, exprimiert auf CTLs, inhibieren kann. Der
Tod von A20-Zellen in einem 4stiindigen Testsystem hangt einzig von Perforin und den FasL-abh&ngigen Signaltrans-
duktionswegen ab, weil CTLs, die sowohl fiir Perforin als auch fiir FasL defizient sind, auf diese Zellen keine Wirkung
haben. In einem entsprechenden Versuch wurden A20-Zellen erwartungsgeman sowohl durch Perforin-defiziente CTLs
als auch durch FasL-defiziente CTLs getdtet. Fas:Fc und Fas:COMP riefen spezifisch ein gewisses Maf? an Protektion
fur die Zellen, die Perforin-defizienten CTLs ausgesetzt waren, hervor.

[0134] Bei einem Vergleich der Affinitaten von sCD40L an CD40:Fc, CD40:FC/PA oder erfindungsgemafies CD40:
COMP durch Kompetitions-ELISA wurde eine betréchtliche Steigerung der Affinitat (30-fach) fur den pentamerisierten
Rezeptor beobachtet, wahrend sich wiederum ein mittlerer Effekt fur CD40:Fc/PA (8-fach) einstellte. Hinsichtlich der
Frage, ob CD40:COMP auch membrangebundenen CD40L erkennen kann, wurde die Jurkat-derivatisierte Zellinie D1.1,
die konstitutiv das Oberflachenprotein CD40L exprimiert, fiir die Durchfuihrung einer FACS-Markierungsanalyse mit Hilfe
der CD40-Fusionsproteine als Proben durchgefiihrt. Eine signifikante Markierung wurde fur erfindungsgeméfies CD40:
COMP beobachtet, wodurch indiziert wird, da? CD40-COMP in der Tat zur Bindung an natives nicht-prozessiertes
CD40L in der Lage ist. Um die spezifische Aktivitdt von CD40-Fusionsprotein in einem biologischen System zu unter-
suchen, wurde versucht, die CD40L abhangige Proliferation von humanen B-Zellen, die mit anti-B-Zell-Rezeptor costi-
muliert worden sind, zu inhibieren. Weder CD40:Fc noch CD40:Fc/PA konnten die Proliferation signifikant beeintrach-
tigen, sogar fir den Fall, da sie in hohen Dosen verabreicht wurden. Im Gegensatz hierzu war erfindungsgemanRes
CD40:COMP in der Lage, die Proliferation bereits bei relativ geringen Dosen zu blockieren.

[0135] Zusammenfassend kann aus den Untersuchungen des vorliegenden Ausfiihrungsbeispiels festgestellt werden,
daf die Inhibition von FasL-induzierter Apoptose durch kompetive Inhibitoren abhangig von dem Oligomerisierungsgrad
zunahm und die relativen Aktivitaten der verschiedenen Inhibitoren (ausgedriickt als Verhéaltnis ihrer jeweiligen IC5q-Wer-
te) relativ konstant fiir die verschiedenen Zellinien blieb. Die erhdhte inhibitorische Wirksamkeit von erfindungsgeméaiem
Fas:COMP im Vergleich zu Fas.Fc ist wahrscheinlich das Ergebnis seiner hbheren Aviditét. Ahnliche Ergebnisse konnten
auch fur die Aktivitdt von erfindungsgemafRem CD40-Fusionsprotein bestimmt werden. ErfindungsgeméaRes CD40:
COMP ist CD40:Fc bei der Inhibition von CD40L-induzierter Proliferation von priméaren D-Zellen in vitro deutlich tber-
legen. Damit zeigen die Resultate des Ausfihrungsbeispiels 7, dal3 die Dissoziationskonstanten im niedrigen nanomo-
laren Bereich flr solche Rezeptoren, wie z. B. Fas und CDA40, erhalten werden kénnen, die sich nativ durch mittlere
Affinitat fir ihre Liganden auszeichnen, wenn sie - wie erfindungsgeman vorgesehen, Bestandteil von Fusionsproteinen
sind, die sich durch einen hohereren Oligomerisierungsgrad auszeichnen.
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SEQUENCE LISTING

[0136]

<110> Apotech Research and Development Ltd.

<120> Bi- oder Oligomer eines Di-, Tri-, Quattro- oder Pentamers von rekombinanten Fusionsproteinen

<130> AP01P004WO

<140> PCT/EP00/13032
<141> 2000-12-20

<160>7

<170> Patentin Ver. 2.1

<210>1

<211> 159

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: FasL-Trimer

<220>

<221> DOMAIN
<222>(1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN
<222>(9)..(16)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN

<222> (17)..(159)

<223> humanFasL aa 139-281

<400> 1

Asp Tyr Lys Dsp Asp Asp Asp Lys Gly Pro Gly Gln Val Gln Leu Gln
1 5 10 15

Glu Lys Lys Glu Leu Arg Lys Val Ala His Leu Thr Gly Lys Ser Asn
20 25 30

Ser Arg Ser Met Pro Leu Glu Trp Glu Asp Thr Tyr Gly Ile Val Leu
35 40 45
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Leu Ser
S0

Gly Leu
65

Asn Asn

Pro Gln

Thr Gly

Leu Thr
130

Val Asn
145

<210>2
<211>213
<212> PRT

Gly

Tyr

Leu

Asp

Gln

115

Ser

Phe

val

Phe

Pro

Leu

100

Met

Ala

Glu

<213> Artificial Sequence

<220>

Lys

val

Leu
85

Val

Trp

Asp

Glu

Tyr

Tyr

70

Ser

Met

Ala

His

Ser
150

EP 1246 925 B1

Lys
55

Ser

His

Met

Leu
135

Gln

Lys

Lys

Lys

Glu

Ser

120

Tyr

Thr

Gly

vVal

Val

Gly

105

Ser

vVal

Phe

<223> Description of Artificial Sequence: FasL-Hexamer

<220>

<221> DOMAIN
<222>(1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN
<222> (9)..(16)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222> (17)..(34)
<223> Specific |

<220>
<221> DOMAIN
<222> (35)..(70)

inker

<223> humanFasL aa 103-138

23

Gly

Tyr

Tyr

90

Lys

Tyr

Asn

Phe

Leu

Phe

15

Met

Met

Leu

Val

Gly
155

Val

60

Arg

Arg

Met

Gly

Ser

140

Leu

Ile

Gly

Asn

Ser

Ala

125

Glu

Tyr

Asn

Gln

Ser

Tyr

110

val

Leu

Lys

Glu

Ser

Lys

95

Cys

Phe

Ser

Leu

Thr

Cys

80

Tyr

Thr

Asn

Leu
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<220>

<221> DOMAIN
<222>(71)..(213)
<223> humanFasL aa 139-281

<400> 2

Ser

His

€5

Leu

Thr

Leu

Phe

Met

145

Met

Leu

Val

Tyr

Asp

Leu

Thr

50

Pro

Thr

Tyr

val

Arg

130

Arg

Met

Gly

Ser

Lys

Leu

Gln

35

Ser

Ser

Gly

Gly

Ile

115

Gly

Asn

Ser

Ala

Glu
195

Asp

Glu

20

Leu

Gln

Pro

Lys

Ile

100

Asn

Gln

Ser

Tyr

vVal

180

Leu

Asp

Gly

Phe

Met

Pro

Ser

85

val

Glu

Ser

Lys

Cys

165

Phe

Ser

Asp

Ser

His

His

Pro

70

Asn

Leu

Thr

Cys

Tyr

150

Thr

Asn

Leu
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Asp

Thr

Leu

Thr

55

Glu

Ser

Leu

Gly

Asn

135

Pro

Thr

Leu

val

Lys

Ser

Gln

40

Ala

Lys

Arg

Ser

Leu

120

Asn

Gln

Gly

Thr

Asn
200

Gly

Asn

25

Lys

Ser

Lys

Ser

Gly

105

Tyr

Leu

Asp

Gln

Ser

185

Phe

24

Pro

10

Gly

Glu

Ser

Glu

Met

90

Val

Phe

Pro

Leu

Met

170

Ala

Glu

Gly

Arg

Leu

Leu

Leu

15

Pro

Lys

vVal

Leu

val

155

Trp

Asp

Glu

Gln

Gln

Ala

Glu

60

Arg

Leu

Tyr

Tyr

Ser

140

Met

Ala

His

Ser

vVal

Cys

Glu

45

Lys

Lys

Glu

Lys

Ser

125

His

Met

Arg

Leu

Gln
205

Gln

Ala
30

Leu

Gln

val

Trp

Lys

110

Lys

Lys

Glu

Ser

Tyr
190

Thr

Leu

15

Gly

Arg

Yle

Ala

Glu

95

Gly

Vval

val

Gly

Ser

175

val

Phe

Gln

Ile

Glu

Gly

His

80

Asp

Gly

Tyr

Tyr

Lys

160

Tyr

Asn

Phe
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Gly Leu Tyr Lys Leu

210

<210>3
<211> 213
<212> PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Super-FasL

<220>

<221> DOMAIN
<222>(1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN
<222> (9)..(16)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222>(17)..(34)
<223> Specific linker

<220>
<221> DOMAIN
<222> (35)..(70)

<223> humanFasL aa 103-138

<220>
<221> DOMAIN
<222> (71)..(213)

<223> humanFasL aa 139-281

<400> 3

Asp Tyr Lys
1

Val Asp Leu

Arg Leu Gln
35

Ser Thr Ser

Asp Asp Asp Asp Lys Gly Pro Gly Gln Val
5 10

Glu Gly Ser Thr Ser Asn Gly Arg Gln Ser
20 25

Leu Phe His Leu Gln Lys Glu Leu Ala Glu
40 45

Gln Met His Thr Ala Ser Ser Leu Glu Lys

25

Gln

Ala
30

Leu

Gln

Leu
15

Gly

Arg

Ile

Gln

Ile

Glu

Gly
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His

65

Leu

Thr

Leu

Phe

Met

145

Met

Leu

vVal

Gly

<210> 4

50

Pro

Thr

Tyr

Val

Arg

130

Arg

Met

Gly

Ser

Leu
210

<211> 252
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

Ser

Gly

Gly

Ile

115

Gly

Asn

Ser

Ala

Glu

195

Tyr

Pro

Lys

Ile

100

Asn

Gln

Ser

Tyr

val

180

Leu

Lys

Pro

Ser

85

val

Glu

Ser

Lys

Cys

165

Phe

Ser

Leu

Pro

70

Asn

Leu

Thr

Cys

Tyr

150

Thr

Asn

Leu
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55

Glu

Ser

Leu

Gly

Asn

135

Pro

Thr

Leu

Val

Lys

Arg

Ser

Leu

120

Asn

Gln

Gly

Thr

Asn
200

Lys

Ser

Gly

105

Tyr

Leu

Asp

Gln

Ser

185

Phe

<223> Description of Artificial Sequence: FasL-ACRP30

<220>

<221> DOMAIN

<222>(1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN

<222> (9)..(16)

26

Glu

Met

90

val

Phe

Pro

Leu

Met

170

Ala

Glu

Leu
75

Pro

Lys

val

Leu

Val
155

Trp

Asp

Glu

60

Arg

Leu

Tyx

Tyr

Ser

140

Met

Ala

His

Ser

Lys

Glu

Lys

Ser

125

His

Met

Arg

Leu

Gln
205

val

Trp

Lys

110

Lys

Lys

Glu

Ser

Tyr

190

Thr

Ala

Glu

95

Gly

val

val

Gly

Ser

175

Vval

Phe

His

80

Asp

Gly

TYr

Tyr

Lys

ie0

Tyr

Asn

Phe
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<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222> (17)..(108)

<223> mouseACRP30 aa 18-111

<220>

<221> DOMAIN
<222>(109)..(110)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222>(111)..(252)
<223> humanFasL aa 139-281

<400> 4

Asp

1

Glu

Pro

Pro

Gly

65

Glu

Pro

Lys

Ser

val
145

Tyr

Asp

Pro

Gly

50

Glu

Thr

Gly

Glu

Met

130

Lys

Lys

Asp

Lys

35

His

Lys

Gly

Thr

Leu

115

Pro

Tyr

Asp

vVal

20

Gly

Asn

Gly

Asp

Pro

100

Arg

Leu

Lys

Asp

Thr

Thr

Gly

Glu

Val

85

Gly

Lys

Glu

Lys

Asp

Thr

Cys

Thr

Lys

70

Gly

Arg

Val

Trp

Gly
150
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Asp

Thr

Ala

Pro

55

Gly

Met

Lys

Ala

Glu

135

Gly

Lys

Glu

Gly

40

Gly

Asp

Thr

Gly

His

120

Asp

Leu

Gly

Glu

25

Trp

Arg

Ala

Gly

Glu

105

Leu

Thr

vVal

27

Pro

10

Leu

Met

Asp

Gly

Ala

90

Pro

Thr

Tyr

Ile

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

75

Glu

Gly

Gly

Gly

Asn
155

Gln

Pro

Gly

Arg

60

Leu

Gly

Glu

Lys

Ile

140

Glu

Val

Ala

Ile

45

Asp

Gly

Pro

Leu

Ser
125

Leu

Thr

Gln

Leu

30

Pro

Gly

Pro

Arg

Gln

110

Asn

Leu

Gly

Leu

15

Val

Gly

Thr

Lys

Gly

95

Glu

Ser

Ser

Leu

His

Pro

His

Pro

Gly

80

Phe

Lys

Arg

Gly

Tyr
160
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Phe Val Tyr Ser Lys Val Tyr Phe Arg

165

Pro Leu Ser His Lys Val Tyr Met Arg
180 185

Leu Val Met Met Glu Gly Lys Met Met

195 200

Met Trp Ala Arg Ser Ser Tyr Leu Gly

210 215

Ala Asp His Leu Tyr Val Asn Val Ser

225 230

Glu Glu Ser Gln Thr Phe Phe Gly Leu

245

<210>5

<211> 296

<212> PRT

<213> Atrtificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: TRAIL-ACRP30

<220>

<221> DOMAIN
<222> (1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN
<222>(9)..(16)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN

<222> (17)..(108)

<223> mouseACRP30 aa 18-111

<220>

<221> DOMAIN
<222>(109)..(110)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN

<222>(111) .. (296)

<223> humanTRAIL aa 95-281

28

Gly

170

Asn

Ser

Ala

Glu

Tyr
250

Gln

Ser

Tyr

val

Leu

235

Lys

Ser

Lys

cys

Phe

220

Ser

Leu

Cys

Tyr

Thr

205

Asn

Leu

Asn

Pro

190

Thr

Leu

Val

Asn

175

Gln

Gly

Thr

Asn

Leu

Asp

Gln

Ser

Phe
240
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<400> 5

Asp

1

Glu

Pro

Pro

Gly

65

Glu

Pro

Glu

Leu

145

Ala

Ser

Glu

Glu

Tyr

Asp

Pro

Gly

50

Glu

Thr

Gly

Glu

Val

130

Gly

Leu

Phe

Lys

Glu
210

Lys

Asp

Lys

35

His

Lys

Gly

Thr

Thr

115

Arg

Arg

Gly

Leu

Gly

195

Ile

Asp

Val

20

Gly

Asn

Gly

Asp

Pro

100

Ile

Glu

Ser

Arg

Ser

180

Phe

Lys

Asp

Thr

Thr

Gly

Glu

VvVal

85

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

165

Asn

Tyr

Glu

Asp

Thr

Cys

Thr

Lys

70

Gly

Arg

Thr

Gly

Thr

150

Ile

Leu

Tyr

Asn
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Asp

Thr

Ala

Pro

55

Gly

Met

Lys

vVal

Pro

135

Leu

His

Ile

Thr
215

Lys

Glu

Gly

40

Gly

Asp

Thr

Gly

Gln

120

Gln

Ser

Ser

Leu

Tyr

200

Lys

Gly

Glu

25

Trp

Arg

Ala

Gly

Glu

105

Glu

Arg

Ser

Trp

Arg

185

Ser

Asn

29

Pro
10

Leu

Met

Asp

Gly

Ala

90

Pro

Lys

Val

Pro

Glu

170

Asn

Gln

Asp

Gly

Ala

Gly

Leu

75

Glu

Gly

Gln

Ala

Asn

155

Ser

Gly

Thr

Lys

Gln

Pro

Gly

Arg

60

Leu

Gly

Glu

Gln

Ala

140

Ser

Ser

Glu

Tyr

Gln
220

vVal

Ala

Ile

45

Asp

Gly

Pro

Leu

Asn

125

Ile

Lys

Arg

Leu

Phe

205

Met

Gln

Leu

30

Pro

Gly

Pro

Arg

Gln

110

Ile

Thr

Asn

Ser

vVal

190

Arg

vVal

Leu

15

val

Gly

Thr

Lys

Gly

95

Thr

Ser

Gly

Glu

Gly

175

Ile

Phe

Gln

His

Pro

His

Pro

Gly

80

Phe

Ser

Pro

Thr

Lys

160

His

His

Gln

Tyr
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Ile Tyr Lys Tyr Thr Ser Tyr Pro Asp Pro

225 230

Ala Arg Asn Ser Cys Trp Ser Lys Asp Ala

245

250

Ile Tyr Gln Gly Gly Ile Phe Glu Leu Lys

260 265

Val Ser Val Thr Asn Glu His Leu Ile Asp

275 280

Phe Phe Gly Ala Phe Leu Val Gly
290 295

<210> 6

<211> 268

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: TNFa-ACRP30

<220>

<221> DOMAIN
<222> (1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN
<222>(9)..(16)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222>(17)..(108)

<223> mouseACRP30 aa 18-111

<220>

<221> DOMAIN
<222>(109)..(110)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222>(111)..(268)

<223> mouseTNFa aa 77-235

<400> 6

30

Ile Leu Leu Met Lys
235

Glu Tyr Gly Leu Tyr
255

Glu Asn Asp Arg Ile
270

Met Asp His Glu Ala
285

Ser

240

Ser

Phe

Ser
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Asp

Glu

Pro

Pro

Gly

65

Glu

Pro

Thr

vVal

Ala

145

vVal

Lys

Lys

Trp
225

Tyx

Asp

Pro

Gly

50

Glu

Thr

Gly

Leu

val

130

Asn

Val

Gly

Phe

Ser

210

Tyr

Gln

Lys

Asp

Lys

35

His

Lys

Gly

Thr

Arg

115

Ala

Ala

Pro

Gln

Ala

195

Pro

Glu

Leu

Asp

val
20

Gly

Asn

Gly

Asp

Pro

100

Ser

Asn

Leu

Ala

Gly

180

Ile

Cys

Pro

Ser

Asp

Thr

Thr

Gly

Glu

Val

85

Gly

Ser

His

Leu

Asp

165

Cys

Ser

Pro

Ile

Ala

Asp

Thr

Cys

Thr

Lys

70

Gly

Arg

Ser

Gln

Ala

150

Gly

Pro

Tyr

Lys

Tyr

230

Glu
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Asp Lys Gly Pro

Thr

Ala

Pro

55

Gly

Met

Lys

Gln

Val

135

Asn

Leu

Asp

Gln

Asp

215

Leu

val

Glu

Gly

40

Gly

Asp

Thr

Gly

Asn

120

Glu

Gly

Tyr

Tyr

Glu

200

Thr

Gly

Asn

Glu
25

Trp

Arg

Ala

Gly

Glu

105

Ser

Glu

Met

Leu

Val

185

Lys

Pro

Gly

Leu

31

10

Leu

Met

Asp

Gly

Ala

90

Pro

Ser

Gln

Asp

Val

170

Leu

vVal

Glu

val

Pro

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu

75

Glu

Gly

Asp

Leu

Leu

155

Tyr

Leu

Asn

Gly

Phe

235

Lys

Gln

Pro

Gly

Arg

60

Leu

Gly

Glu

Lys

Glu

140

Lys

Ser

Thr

Leu

Ala

220

Gln

Tyr

Val Gln

Ala Leu

30

Ile Pro
45

Asp Gly

Gly Pro

Pro Arg

Leu Gln

110

Pro Val
125

Leu Ser

Asp Asn

Gln Vval

His Thr

190

Leu Ser

205

Glu Leu

Leu Glu

Leu Asp

Leu
15

Val

Gly

Thr

Lys

Gly

95

Thr

Ala

Gln

Gln

Leu

175

val

Ala

Lys

Lys

Phe

His

Pro

His

Pro

Gly

80

Phe

Leu

His

Leu

160

Phe

Ser

val

Pro

Gly

240

Ala
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245

Glu Ser Gly Gln Val Tyr Phe Gly Val Ile Ala Leu
265

260

<210>7

<211> 255

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

EP 1246 925 B1

<223> Description of Artificial Sequence: CD40L-ACRP30

<220>

<221> DOMAIN
<222> (1)..(8)
<223> Flag

<220>

<221> DOMAIN
<222>(9)..(16)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222>(17)..(108)

<223> mouseACRP30 aa 18-111

<220>

<221> DOMAIN
<222>(109)..(110)
<223> Linker

<220>

<221> DOMAIN
<222>(111)..(255)

<223> humanCD40L aa 116-261

<400> 7

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Pro Gly Gln Val Gln Leu His

1 5

Glu Asp Asp Val Thr Thr Thr Glu Glu Leu Ala Pro Ala Leu Val Pro

20

Pro Pro Lys Gly Thr Cys Ala Gly Trp Met Ala Gly Ile Pro Gly His

35

40

32

25

250

10

45

30

255

15
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Pro Gly His
50

Gly Glu Lys
65

Glu Thr Gly

Pro Gly Thr

Gln Asn Pro

115

Thr Thr Ser
130

Asn Leu Val
145

Gly Leu Tyr

Ala Ser Ser

Gly Arg Phe

195

Ala Lys Pro
210

Leu Gln Pro
225

Val Ser His

Patentanspriiche

1.

Fusionsprotein, dadurch gekennzeichnet, dall das rekombinante Fusionsprotein eine Komponente A und eine
Komponente B enthélt, wobei die Komponente A, ein extrazelluldrer Abschnitt eines TNF-Cytokins ist, und die
Komponente B einen multimerisierenden und oligomerisierenden Abschnitt eines ACRP30 Proteins, das das Fusi-

Asn

Gly

Asp

Pro

100

Gln

val

Thr

Tyr

Gln

180

Glu

Cys

Gly

Gly

Gly

Glu

Val

85

Gly

Ile

Leu

Leu

Ile

165

Ala

Arg

Gly

Ala

Thr
245

Thr

Lys

70

Gly

Arg

Ala

Gln

Glu

150

Tyr

Pro

Ile

Gln

Ser

230

Gly
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Pro

55

Gly

Met

Lys

Ala

Trp

135

Asn

Ala

Phe

Leu

Gln

215

Val

Phe

Gly

Thr

Gly

His

120

Ala

Gly

Gln

Ile

Leu

200

Ser

Phe

Thr

Arg

Ala

Gly

Glu

105

val

Glu

Lys

val

Ala

185

Arg

Ile

val

Ser

Asp

Gly

Ala

90

Pro

Ile

Lys

Gln

Thr

170

Ser

Ala

His

Asn

Phe
250

Gly

Leu
75

Glu

Gly

Ser

Gly

Leu

155

Phe

Leu

Ala

Leu

Val

235

Gly

Arg
60

Leu

Gly

Glu

Glu

Tyr

140

Thr

Cys

Cys

Asn

Gly

220

Thr

Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

Ala

125

Thr

val

Ser

Leu

Thr

205

Gly

Asp

Leu

Gly

Pro

Arg

Gln

i10

Ser

Met

Lys

Asn

Lys

190

His

val

Pro

Lys

onsprotein ohne Wirkung von Drittmolekilen multimerisiert und oligomerisiert, enthéalt.

33

Thr

Lys

Gly

95

Gly

Ser

Ser

Axrg

Arg

175

Ser

Ser

Phe

Ser

Leu
255

Pro

Gly

80

Phe

Asp

Lys

Asn

Gln

160

Glu

Pro

Ser

Glu

Gln
240
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2. Fusionsprotein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Komponente B eine Aminosauresequenz,
wie gemaf Fig. 6A fur die Sequenz von Aminosaure 18 bis 111 von mACRP30 angegeben, wie oder gemaf Fig.
6B fur die Sequenz von Aminoséure 18 bis 108 von hACRP30 angegeben, enthalt.

3. Fusionsproteinen nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dal die Komponente A ein
Abschnitt eines TNF-Cytokins, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus CD40L, FasL, TRAIL, TNF-a, CD30L,
OX40L, RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, CD27L, 41-BB, GITRL, APRIL, EDA, VEGI und BAFF, ist.

4. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf die Komponente A ein Abschnitt
eines TNF-Cytokins, ausgewahltaus der Gruppe, bestehend aus hFasL (AA 139-261), hTRAIL (AA95-281), hCD40OL
(AA 116-261) und m oder hTNF (AA 77-235) ist.

5. Fusionsprotein nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal3 die rekombinanten Fusionspro-
teine zwischen Komponente A und Komponente B eine Linkersequenz aufweisen.

6. Bi- oder Oligomer von rekombinanten Fusionsproteinen nach einem der Anspriiche 1 bis 5.

7. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, dal3 die DNA Sequenz fir ein Fusionsprotein nach einem der Anspriiche
1 bis 5 codiert.

8. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, da  der Expressionsvektor eine DNA-Sequenz nach Anspruch 7
enthalt.

9. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, dal? die Wirtszelle mit einem Expressionvektor nach Anspruch 8 transfiziert
ist.

10. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach Anspruch 6 zur Herstellung eines Arzneimittels.

11. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach Anspruch 6 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von
hyperinflammatorischen Stérungen, Autoimmunerkrankungen, Erkrankungen, beruhend auf hyper- oder hypoapo-
ptotischen Stérungen, von Infektionserkrankungen, insbesondere viralen Infektionserkrankungen, Tumorerkran-
kungen, insbesondere Tumoren des Lymphsystems und/oder endokrinologischen Stérungen.

12. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach einem nach Anspruch 6 zur Herstellung eines Arzneimittels zur paren-
teralen oder oralen Verabreichung.

13. Verwendung von Bi- oder Oligomeren nach Anspruch 6 zur In-vitro-Diagnose.

14. Arzneimittel dadurch gekennzeichnet, daf?  der Arzneimittel einem Bi- oder Oligomer von rekombinanten Fusions-
proteinen nach Anspruch 6, enthalt.

Claims

1. Afusion protein, characterised in that the recombinant fusion protein contains a component A and a component
B, whereby the component A is an extracellular section of a TNF cytokine and the component B contains a multi-
merising and oligomerising segment of an ACRP30 protein, which multimerises and oligomerises the fusion protein
without the action of third-party molecules.

2. Thefusion protein as claimed in Claim 1, characterised in that the component B contains an amino acid sequence,
as specified in Figure 6A for the sequence of amino acid 18 to 111 of mMACRP30, or as specified in Figure 6B for
the sequence of amino acid 18 to 108 of hACRP30.

3. The fusion protein as claimed in any one of Claims 1 or 2, characterised in that the component A is a segment of
a TNF cytokine, selected from the group comprising CD40L, FasL, TRAIL, TNF-a, CD30L, OX40L, RANKL, TWEAK,
Lta, Ltab2, LIGHT, CD27L, 41-BB, GITRL, APRIL, EDA, VEGI and BAFF.

4. The fusion protein as claimed in any one of Claims 1 to 3, characterised in that the component A is a segmant of
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10.

11.

12.

13.

14.

EP 1246 925 B1

a TNF cytokine selected from the group comprising hFasL (AA 139-261), hTRAIL (AA 95-281), hCD40L (AA 116-261),
and m or hTNF (AA 77-235).

The fusion protein as claimed in any one of Claims 1 to 4, characterised in that the recombinant fusion proteins
between component A and component B exhibit a linking sequence.

Bi- or oligomer of recombinant fusion proteins as claimed in any one of Claims 1 to 5.

DNA sequence, characterised in that the DNA sequence codes for a fusion protein as claimed in any one of Claims
1to 5.

Expression vector, characterised in that the expression vector contains a DNA sequence as claimed in Claim 7.
Host cell, characterised in that the host cell is transfected with an expression vector as claimed in Claim 8.

Use of bi- or oligomers as claimed in any one of Claims 1 to 18 for manufacturing a pharmaceutical.

Use of bi- or oligomers as claimed in Claim 6 for manufacturing a pharmaceutical for treating hyperinflammatory
disorders, autoimmune conditions, illnesses based on hyper- or hypoapoptotic disorders, infectious illnesses, in
particular viral infection, tumour illnesses, in particular tumours of the lymphatic system and/or endocrinological
disorders.

Use of bi- or oligomers as claimed in Claim 6 for manufacturing a pharmaceutical for parenteral or oral administration.

Use of bi- or oligomers as claimed in Claim 6 for in-vitro diagnosis.

Pharmaceutical, characterised in that the pharmaceutical contains a bi- or oligomer of recombinant fusion proteins
as claimed in Claim 6.

Revendications

Protéine de fusion, caractérisée en ce que la protéine de fusion recombinante contient un composant A et un
composant B, ou le composant A est un segment extracellulaire d'une cytokine TNF et le composant B contient un
segment multimérisant et oligomérisant d’une protéine ACRP30, qui multimérise et oligomérise la protéine de fusion
sans action de molécules tierces.

Protéine de fusion selon la revendication 1, caractérisée en ce que le composant B contient une séquence d’acides
aminés, comme indiqué selon la figure 6A pour la séquence d’acides aminés 18 a 111 de mACRP30, ou comme
indiqué selon la figure 6B pour la séquence d’acides aminés 18 a 108 de hACRP30.

Protéine de fusion selon 'une des revendications 1 ou 2, caractérisée en ce que le composant A est un segment
d’'une cytokine TNF, choisie dans le groupe constitué par CD40L, FasL, TRAIL, TNF-a, CD30L, OX40L, RANKL,
TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, CD27L, 41-BB, GITRL, APRIL, EDA, VEGI et BAFF.

Protéine de fusion selon I'une des revendications 1 a 3, caractérisée en ce que le composant A est un segment
d’'une cytokine TNF, choisie dans le groupe constitué par hFasL (AA 139-261), hTRAIL (AA 95-281), hCD4OL (AA
116-261) et m ou hTNF (AA 77-235).

Protéine de fusion selon l'une des revendications 1 a 4, caractérisée en ce que les protéines de fusion recombi-
nantes présentent entre le composant A et le composant B une séquence linker.

Bi- ou oligomere de protéines de fusion recombinantes selon I'une des revendications 1 a 5.

Séquence d’ADN, caractérisée en ce que la séquence d’ADN code pour une protéine de fusion selon l'une des
revendications 1 a 5.

Vecteur d'expression, caractérisé en ce que le vecteur d’expression contient une séquence d’ADN selon la re-
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10.

11.

12.

13.

14.

EP 1 246 925 B1
vendication 7.

Cellule hote, caractérisée en ce que la cellule héte est transfectée avec un vecteur d’expression selon la reven-
dication 8.

Utilisation de bi- ou oligoméres selon la revendication 6 pour la préparation d’'un médicament.

Utilisation de bi- ou oligomeéres selon la revendication 6 pour la préparation d'un médicament destiné au traitement
des troubles hyper-inflammatoires, des maladies auto-immunes, des maladies causées par des troubles hyper- ou
hypo-apoptotiques, des maladies infectieuses, notamment des maladies infectieuses virales, des affections tumo-

rales, notamment des tumeurs du systeme lymphatique et/ou des troubles endocrinologiques.

Utilisation de bi- ou oligomeéres selon larevendication 6 pour la préparation d’'un médicament destiné a 'administration
parentérale ou orale.

Utilisation de bi- ou oligoméres selon la revendication 6 pour le diagnostic in vitro.

Médicament caractérisé ence que le médicamentcontientun bi- ou oligomeére de protéines de fusion recombinantes
selon la revendication 6.
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nr Nicht reduzierende Bedingungen

r Reduzierende Bedingungen

FIG. 2
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