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andlung von chronisch entziindlichen Gelenkserkrankungen. Der

erfindungsgemiBen Antikorper- und Chemokinkonstrukte erméglichen die gezielte
Depletion von Chemokinrezptoren exprimierenden Zellen und somit eine gezielte
immunsuppressive Therapie von Autoimmunkrankheiten.

15
In Deutschland leiden ca. 1% der Bevélkerung an Rheumatoider Arthritis. Hinzu
kommen noch eine Reihe weiterer Erkrankungen aus dem rheumatischen
Formenkreis, die ebenfalls zu Gelenksentziindungen fiihren. Fiir die Behandlung
entztindlicher Gelenkserkrankungen werden gegenwirtig drei Gruppen von

20 Medikamenten eingesetzt: Nichtsteroidale Antirheumatika, Kortisonpriparate,
Basistherapeutika und TNFa-Blockade. Bisheriger Therapieschwerpunkt ist die
lokale Injektion von Kortisonpriparaten zusammen mit einer systemischen Gabe von

Antiphlogistika oder Basistherapeutika.

25 Nichtsteroidale Antirheumatika entfalten eine milde schmerzlindernde und
entziindungs-hemmende Wirkung, zeichnen sich aber bei haufiger Anwendung durch
eine hohe Nebenwirkungsrate aus (z.B. Magengeschwiire, Nierenschadigungen).
Kortisonpriparate wirken in hoher Dosierung stark abschwellend und
schmerzlindernd, wobei es jedoch nach Absetzen zu einem schnellen Rezidiv

30 kommt. Zudem konnen Kortisonpriparate den ZerstérungsprozeB der

Gelenkserkrankung nicht aufhalten. Eine langfristige Therapie mit Kortison ist in der
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Basistherapeutika werden in der Rheumatologie angewandt, um eine langfristige
Unterdriickung der Entziindung und Einsparung von Kortisonpréiparaten zu
bewirken. Aufgrund erheblicher Toxizitéit (Allergien, Infekte, maligne Erkrankungen,

15 Nierenfunktionsverschlechterung, Blutdruckkrisen, Lungenerkrankungen) ist eine
engmaschige fachdrztliche Betreuung der Patienten notwendig. Mit einem
Wirkungseintritt ist nicht vor 3 Monaten nach Beginn der Behandlung zu rechnen.
Zur Verfiigung stehen derzeit 4 bis 5 verschiedene Basistherapeutika, die zunéchst
einzeln eingesetzt oder bei Therapieversagung kombiniert werden. Uber den

20  Wirkungsmechanismus der Basistherapeutika ist meist nur wenig bekannt. Ob eine
Gelenksdestruktion durch Anwendung von Basistherapeutika vermindert werden
kann, ist nicht endgiiltig geklért. In den letzten Jahren wurde eine neue
Substanzgruppe in die Therapie der rheumatoiden Arthritis eingefiihrt, die auf der
Blockade von Zellbotenstoffen (insbesondere TNFa) mittels monoklonaler

25  Antikorper oder l6slicher Rezeptorkonstrukte beruht.

Dartiber hinaus sprechen immer wieder Patienten nicht auf die derzeit verfiigbaren
Therapien an; in anderen Féllen muf} die herkémmliche Behandlung aufgrund von

intolerablen Nebenwirkungen abgebrochen werden.
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10
Zur Losung dieser Aufgabe dienen die Merkmale der unabhiingigen
Schutzanspriiche.
Vorteilhafte Ausgestaltungen sind in den jeweiligen Unteranspriichen definiert.
15

Die Aufgabe wird gel6st durch Antikorper- oder Chemokinkonstrukte, die in der
Lage sind, an einen Chemokinrezeptor auf der Oberfliche einer Targetzelle zu
binden, wobei die Bindung des Konstrukts an den Chemokinrezeptor in der
Zerstorung der Targetzelle resultiert. Die erfindungsgemiBen Antikorper- und

20 Chemokinkonstrukte bewirken eine selektive Zerstorung von Chemokinrezeptor
exprimierenden Targetzellen, insbesondere Leukozyten. Die erfindungsgemifBen
Konstrukte umfassen bispezifische Antikorper, Antikérperkonstrukte,
Chemokinkonstrukte, murine, chimirisierte oder humanisierte Antikorper und binden
entweder sowohl an eine Chemokinrezeptor exprimierende Targetzelle und an ein

25  Antigen auf der Oberfliche von Effektorzellen, insbesondere ein CD3-Antigen, oder
enthalten ein Toxin. Bei den Effektorzellen handelt es sich vorzugsweise um
Leukozyten, insbesondere Monozyten/Makrophagen oder T-Zellen, oder dendritische
Zellen.
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10 kleiner Teil dieser Zellen depletiert wiirde. Monozyten und T-Lympho-zyten sind die

dominierenden Zelltypen bei chronischen Gelenksentziindungen, wobei Monozyten

insbesondere fiir die Gelenksdestruktion verantwortlich sind.

Uberraschenderweise konnte jetzt gezeigt werden, dafl mit Hilfe von neu
15 entwickelten Antikorper- und Chemokinkonstrukten gezielt Chemokinrezeptor

exprimierende, insbe-sondere CCRS5 exprimierende, Leukozyten zerstort werden

konnen.

Wihrend gegenwirtige Behandlungsstrategien im wesentlichen eine symptomatische
20 Therapie darstellen und den Verlauf der Gelenkserkrankung und die
Gelenkdestruktion nur wenig beeinflussen kénnen und z.B. Basistherapeutika ihre
Wirkung erst nach mehreren Monaten entfalten und zudem wie die iibrigen
verwendeten Medikamente eine erhebliche Toxizitit bei lingerer Einnahme
aufweisen, bewirken die erfindungsgemaBen Konstrukte innerhalb weniger Stunden
25 im Gelenk eine fast vollstindige Depletion von Chemokin-rezeptoren
exprimierenden, insbesondere von CCR5"* Monozyten/Makrophagen und T-
Lymphozyten. Diese Zelltypen sind fiir die chronische Entziindung und
Gelenksdestruktion verantwortlich. Aufgrund der Depletion kann eine
langanhaltende Wirkung erzielt werden. Da Monozyten sehr effektiv eliminiert
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10  Nebenwirkungsspektrum, bei gleichzeitiger Verbesserung des Verlaufs der

Gelenkserkrankung und Verhinderung von Gelenkdestruktionen.

In einer bevorzugten Ausgestaltung handelt es sich bei dem Konstrukt um einen
bispezifischen Antikorper, der mit einer Spezifitit gegen einen Chemokinrezeptor,
15 vorzugsweise gegen einen humanen Chemokinrezeptor und besonders vorzugsweise
gegen den humanen Chemokinrezeptor CCR5, und mit der anderen Spezifitiit gegen
ein Antigen auf der Oberfliche einer Effektorzelle, vorzugsweise gegen CD3 auf der
Oberflidche einer T-Zelle, gerichtet ist. Auch Antikérperkonstrukte mit einer
identischen oder dhnlichen Epitop-Spezifitit sind von der Erfindung umfaft.
20 ‘
In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bet dem

bispezifischen Antikorper um einen single-chain-Antikérper.

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung handelt es sich bei dem

25 Antikorperkonstrukt um einen bispezifischen Antikérper, der mit einer Spezifit:t
gegen einen Chemokinrezeptor, vorzugsweise gegen einen humanen
Chemokinrezeptor und besonders vorzugsweise gegen den humanen
Chemokinrezeptor 5 (CCR5), und mit der anderen Spezifitit gegen ein Toxin

gerichtet ist. Auch in diesem Fall handelt es sich in einer besonders bevorzugten
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Bei dem Chemokinkonstrukt gemaf der Erfindung kann das Chemokin kovalent mit
einem Toxin verbunden sein, die Verbindung zwischen Chemokin und Toxin kann
aber auch auf andere Weise entstehen. So kann das Chemokin auch iiber eine
Muitimerisierungsdoméne mit einem Antikorper verbunden werden, der neben einer

15 kompatiblen Multimerisierungsdoméne eine Spezifitit gegen ein Antigen auf der
Oberfliche einer Effektorzelle, vorzugsweise gegen CD3 auf der Oberfliche einer T-
Zelle, und/oder gegen ein Toxin aufweist. Ebenso kann das Chemokin iiber eine
Multimerisierungsdoméne mit einem Toxin mit kompatibler Multimerisie-
rungsdoméne verbunden werden. Weiter kann das Chemokin kovalent mit einem

20 Antikérper verbunden sein, der eine Spezifitit gegen ein Antigen auf der Oberfliche
einer Effektorzelle, vorzugsweise gegen CD3 auf der Oberfliche einer T-Zelle,
und/oder gegen ein Toxin aufweist. Des weiteren kann das Chemokin iiber eine
Multimerisierungsdoméne mit einem Toxin iiber eine mit dem Toxin verbundene,
kompatible Multimerisierungsdoméne verbunden werden. Die Verbindung iiber

25 Multimerisierungsdoménen kann in vitro oder in vitro stattfinden.

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung handelt es sich bei dem
Antikorper-konstrukt um einen Antikérper gegen einen Chemokinrezeptor,

vorzugsweise gegen CCRS, der mit einem Toxin kovalent verbunden ist. Hierbei
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Hi erbei WD 00/.53633 PCT/ EPO0O/ 02154 -7- ) )
Antigen auf einer Effektorzelle, vorzugsweise gegen CD3, und/oder gegen ein Toxin

10 gerichteten Antikorper in vitro und/oder in vivo verbunden werden kénnen.

Des weiteren sind auch Antikérperkonstrukte umfafit, in denen ein Antikérper gegen
einen Chemokinrezeptor, vorzugsweise gegen CCRS, iiber eine
Multimerisierungsdoméne mit einem Toxin mit kompatibler

15  Multimerisierungsdoméne in vitro und/oder in vivo verbunden werden kann.

Allgemein handelt es sich bei den Antik6rperkonstrukten, Chemokinkonstrukten und
murinen, chimdirisierten oder humanisierten Antikérpern gemiB der Erfindung um
Substanzen, die in der Lage sind, Chemokinrezeptor exprimierende Zellen,

20 insbesondere Leukozyten, zu zerstdren, wobei diese selektive Zerstérung zur
Behandlung von entziindlichen Erkrankungen (Autoimmunerkrankungen, allergische

Erkrankungen u.4.) eingesetzt wird.

Unter den Begriff Antikorper bzw. Antikérperkonstrukt fallen im Zusammenhang
25 mit der Erfindung auch Antikérperfragmente, die die Spezifitit(en) des
erfindungsgemaflen Antikdrpers bzw. -konstrukts, aufweisen, sog. aktive Fragmente.

Bispezfische Antikorper kénnen wie unten beschrieben oder nach bekannten

Methoden hergestelit werden; zu nennen sind hier beispielhaft chemisch gekoppelte



handelt es sich urn sog. |nmunotoxine. Al's Toxine eignen sich insbesondere
trunki ertes Pseudononastoxin, trunkiertes D phterietoxin and ahnliche
Toxi ne. 5%@0/5%;:4 ndung unfaBt auch Anti korperkonstrukte, die einen
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und/ oder in vivo verbunden werden konnen. Des weiteren sind auch

Ant i kor perkonstrukte unfal 3t, in denen ein Antikorper gegen einen

Chenoki nrezept or, vorzugswei se gegen CCR5, uber eine
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Chenoki nr eﬁlﬂgorﬁelx%éi rg er.ende Zellen, 20 insbesondere Leukozyten, zu
zer st oren, “woper these  Q8P8RY i ve zerstor ung zur Behandl ung von

ent zundki chen Er krankungen (Aut oi mmuner kr ankungen, al | ergi sche

Er krankungen u.a.) eingesetzt wird. Unter den Begriff Antikorper bzw.
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Bi spezfi scienvtibhlepMethodsn eisatintendefigrodeesls Nediizasusd PestemanifeRekannt en
Met hoden hergestelit werden; zu nennen sind hier beispielhaft chem sch
gekoppel t e 'skomimnants PN odechyodegiobergestellt werden, z.B. derart, daB ein fiir eine

10 chimire oder humanisierte Antikorperkette kodierendes Nukleinsiduremolekiil
exprimiert wird, um eine contiguous Protein zu produzieren (siche z.B. Mack et al.

(1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 92, pp7021-7025).

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich um einen single

15 chain-Antikérper mit folgenden Fv-Fragmenten: sc-Fv-Fragment eines monoklonalen
Antikdrpers gegen den Chemokinrezeptor, vorzugsweise gegen CCRS, sowie ein sc-
Fv-Fragment eines monoklonalen Antikorpers gegen CD3. Hierbei kann das Fv-
Fragment gegen den Chemokinrezeptor als auch das Fv-Fragment gegen CD3 an N-
terminaler Position stehen. Bevorzugt steht das Fv-Fragment gegen CCRS an N-

20  terminaler Position. Die Anordnung der VL und VH Antikérperdoménen kann in
beiden Konstrukten variabel sein, bevorzugt besitzt das Fv-Fragment gegen CCR5
die Anordnung VL-VH und das Fv-Fragment gegen CD3 die Anordnung VH-VL.
Die Verbindungslinker zwischen den variablen Doménen sowie zwischen beiden Fv-
Fragmenten bestehen aus Peptidlinkern, bevorzugt aus einem hydrophilen flexiblen

25  Glycin- und Serinhaltigen Linker aus 0-25 Aminoséuren. Eine zusitzliche
Histidinkette aus 6xHis am C- oder N-terminaler Position kann zur leichteren

Aufreinigung und Detektion verwendet werden.



-8 Anti korper oder Antikorperfragnmente, die Herstellung mttels der

Hybri dhybri don- Techni k, die Herstellung als bispezifische

si ngl e-chg} N+ iLkorper, Diabodies and die Herstellung durch
Zusannenlggépgﬁék%on 2 Antikorpern fiber MiltinerisierungS&H&R2154
Bevorzugt handelt es sich bei den bispezifischen Antikorpern urn

si ngl e-chai n- Anti korper. Dabei konnen die verschi edenen Teil bereiche

di eser Antikorper mittels konventionel9er Methoden zusammengefi gt oder als
"contiguous"” Protein mttels rekonbinanter DNA- Technol ogi e hergestellt
werden, z.B. derart, daB ein fair eine 10 chimare oder humanisierte

Ant i kor perkette kodi erendes Nukl ei nsaurenol ekul exprimert wird, um eine

cont i guous ekn, zu produzi eren (siehe z. ck et al. . 995) Proc.
Nat| . Acad. Eé@%z‘ lsﬁgi\,sm%fc?m’é‘fmgw&ﬁ%@ﬂ%@%’é%ﬁﬁ‘%@ﬂﬂ@fg bevor zugt en
Ausf dhr ungsbigpezifitondeAtil®sperh 86h VbAehTEdaBNid i Gud SinchBofidNaké kor per mit
f ol genden Fv-Fragnenten: sc-Fv-Fragnent ei nes nonokl onal en Antikorpers

gegen den CPrstebRrR waddaher inrihrey gpsamynenstizengizapen dGUREL sindyvHie besizersein

Fv- Fragnent e} kl onal.en Anti kor per en, CD3. . Hi erbei kann das Fv-

Fr agnent geléjlgfrlll Q%@r? %%ﬂgarn%ﬁ%‘%}tg%& ‘(53'31I ligelg 3@3&5} ggﬁglaﬁﬁ?llﬁ}ﬂgwé%?l ‘ﬁléd%n CD3 an

Nt er minal gofdoslehgeditelsdnetifdnt iBgacRinetedZeBikdt, s, if'cHo-Z2en&Nt gegen CCRS

an N 20 termnaler Position, D e AnordnunH der VL and VH Anti kor per domanen
c

kann in behgdnllaroRer wesendishsia Voxpid bestelit allerdings daninydabsisikeine  das

Fv- Fragnment o (] . VL- VH.and das..kv-Fra nt gegen CD3
di e Anor dnu%(gﬁgﬁﬁ{}ggﬁﬁp?@g@g?%g%#g% %‘“&%P“@WS%W&E‘%’&}P‘\?%‘&{}F en Domanen
sowi e zwi schysn akevieen, wenhn drése@Rlire Fielpdh 18 ChemsolfaRkdpdotanker n, bevor zugt

aus ei nem hydrophilen flexiblen 25 3 ycin- and Serinhaltigen Linker aus
0- 25 Ami nos&iprigHerenge Zellencgebyndensind. Single chain-Antikérper sind konventionellen

10  bispezifischen Antikérper daher hiufig deshalb iiberlegen, weil ihr klinischer Einsatz

mit weniger bzw. geringeren Nebenwirkungen verbunden ist.

Die Erfindung betrifft weiter eine Zelle eukaryontischen oder prokaryontischen
Ursprungs, die ein erfindungsgeméiBes Antikérperkonstrukt, insbesondere einen
15 erfindungsgemiBen bispezifischen Antikorper, produziert, oder ein in vitro-

Verfahren zur Proteinherstellung.

Die durch Verbindung eines Chemokins mit einem Toxin entstehenden
Chemokintoxine gemiB der Erfindung kéhnen z.B. durch chemische Kopplung,

20 durch Herstellung eines Fusionsproteins aus einem Chemokin und einem
modifizierten oder unmodifizierten prokaryontischen oder eukaryontischen Toxin
und durch Zusammenlagerung eines Chemokins und eines Toxins iiber zusitzliche

Mulitmerisierungsdoménen hergestellt werden.

25 Ineiner besonders bevorzugten Ausfithrungsform handelt es sich um rekombinant
hergestelltes Fusionsprotein aus einem Chemokin, das an den humanen
Chemokinrezeptor CCRS5 bindet (MIP 18, MIP 1, RANTES, MCP-2, MCP-3), und
einer trunkierten Version des Pseudomonas Exotoxin A (z.B. PE38, PE40). Hierbei

wird das Chemokin mittels eines kurzen Peptidlinkers mit dem Pseudomonas-Toxin



H stidinkette aus 6xH s am C oder N-term naler Position kann zur

| ei chteren Aufreinigung and Detektion verwendet werden. WO 00/53633

PCT/ EPOO/ 02154 -9 Bi spezifische single-chain-Antikorper weisen im

Ver gl ei chWQi%%3fPent i onel | en  bi spezi fi schen Antikor pern dEFTHESPVEAIF quf |
daB sie nur aus einer Proteinkette bestehen and daher in ihrer
Zusammenset zung genau definiert sind. Sie besitzen ein Kkleines

Mol ekul argewi cht von in der Regel <60- KD and Lassen sich einfach and in 5
grol 3en Mengen rekonbi nant in geeigneten Zellinien, bspw. in CHO Zellen
herstell en. Der wesentlichste Vorteil besteht allerdings darin, daB sie
kei ne konstanten Anti kor perdonmanen besitzen and somt nur dann

T-Lynphozyten zur _Lyse aktivieren, wenn these an i hr?l %_I el zellen, also
Chenoki nr eZ€phunders Pet biaker bystshbbeyerzngt ausieineg 8pxihleaind inydropiyleny o

chai n- Anti k 5 Si i [ lihbS Gheih: Ak i sRsPEIn daher
haufi g des h%?'g'l%% ?‘%%sr@ eéélgﬁ}é%\%é@ﬁérﬁ%l n?églcﬁmg?e@%lz at z ren't vve%i gélr bzw.
geri nger en (\ebamihsssuregen verbunden ist. Die Erfindung betrifft weiter eine
Zel | e eukaryonti schen oder prokaryontischen Ursprungs, die ein

er fi ndungsgenaBes Anti kor per konst rukt, insbesondere einen 15

er fi ndungs [ iddusE 050 RO WeKGER Blirch BIn@ YHZnBEEutisegler €in in vitro-
Verfahrgg %@gﬁ tt}gidﬁﬁgﬁr{dﬁ?ung. eDi eﬁﬁurgﬁmVernbi(igndung ue%snes Chenokins mt
ei nem Toxi rZsamateahsetzdegngelGtamiassehd miimiestgeneB ederdukgsgemdlesg konnen z. B.

durch chem sche Koppl ung, 0, durch Herstellung_.ei nes [Fysi onsproteins aus
ei nem Chenp‘k’i‘tﬂ“’é?f‘ﬂ' &%E%FWB@F*?’EF ttléﬁ{"’(%]’é er%H‘??ff’d? FRBesERs einen
prokar yont i geleR AEEAnREREY HYihaGhaRichadeR Méi‘a@@,hﬂx':l ChbmékaRIERMeAgEr UNY

ei nes Chenoki'ns and eines Toxins fiber zusatzliche
Mul i t mer i si exprinjercidesdetion e zepsttan, fnd gefr elpen pharmazeutisch annehmbaren

10  Tréger.

Pharmazeutische Zusammensetzungen umfassend den erfindungsgemifien
bispezifischen Antikérper sind fiir parenterale Verabreichung geeignet, d.h. subcutan,
intramuskul®s, intravends, intraartikuldr, intraperitoneal, wobei die

15  Zusammensetzungen fiir parenterale Verabreichung iiblicherweise eine Losung des
Antikérpers oder einen Cocktail davon, gelost in einem annehmbaren Tréger,
vorzugsweise einen wiBrigen Triger, umfassen. Als wilriger Tréager eignen sich
beispielsweise Wasser, NaCl-Losung und Glycin. Die Zusammensetzungen kdnnen
dariiber hinaus iibliche pharmazeutisch annehmbare Hilfsstoffe enthalten, wie sie

20  z.B. zur Einstellung eines bestimmten pH-Werts, als Puffersubstanz oder dhnlichem

eingesetzt werden.

Die Konzentration des bispezifischen Antikérpers in der Zusammensetzung kann
sehr variieren, d.h. von weniger als etwa 107 Gew.-% bis 1 Gew.-%. Bevorzugt

25  betrdgt die Konzentration von 10™ Gew.-% bis 10! Gew.-%. Im Falle der
intraartikuliren Applikation sollte die Dosis des bispezifischen Antikdrpers von 1 mg
bis 0,001 mg und besonders bevorzugt ca. 0,02 mg des bispezifischen single chain-

Antikdrpers betragen.



25 In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich um
rekonmbi nant hergestel |l tes Fusi onsprotein aus ei nem Chenokin, das an2den
hunmanen inrezeptor CCR5 bindet (MP 10, MP 1 a, RANTES, MCP-2,

MCP- 3) , aﬁigsmg)g%ééé trunkierten Version des Pseudononas Exottxi/RPRZLS4p,
PE38, PE40). H erbei wrd das Chenokin mttels eines kurzen Peptidlinkers
mt dem Pseudononas- Toxi n WO 00/ 53633 PCT/ EPO0/ 02154 -10 ver bunden. Der

Li nker besteht bevorzugt aus einer fledilblen and hydrophilen _

Am nosaur esequenz, insbesondere aus G ycinen and Serinen and hat eine Lange
von 0-20 Am nosauren. 5 Die Aufgabe der Erfindung wird des weiteren durch
ei ne pharmazeuti sche Zusammen-setzung gel ost, unfassend m ndestens ein

er fi ndungsgenmaBes ti.kar per-. qder enpki nkonstrukt, Jjnsbesondere

unf asseng %sﬂ&@%e[%ﬁgﬁéfiﬁéﬂgﬁ’@ﬁgﬁei@gﬂﬁ?oﬁn%-pk@r%x}“qgﬁle%’ﬁé}e ausr ei ghen?en
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ei nen pharmazeuti sch annehmogc}nen 10 gggﬂ%ﬁnéﬁlﬁﬁgﬁ??séﬁ% ¢
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Ant i kor per sind.far. renteral.e.Verabrei chung geeignet, d,h. subcutan,

intr arrugkul 8%1’,“9@’6{?‘&8@??85‘? odRk f’ésaugf‘?‘&ftﬂt-ﬁﬁe“?%‘f“%ﬁﬁéﬁ 1pgEEPse Imgfé?n die 15
Zusamenset gy AgphkdtionsfoRapesipMital € Ver abrei chung Ubli cherwei se eine Losung

des Anti korpers oder einen cktail davon, gelost in ei nemannehmbaren
Trager, vorzugsweise einen waBrigen Trager, unfassen. Al's waBriger Trager

Zusammenset FIRGKNCONIER S S5 O™ PRI B TEis (e espee Skl onnbar o

Hi | f sst of f efigidbh alfin@iingspérBafehAntikodePaufzideidehnst el | ung ei nes bestimt en
pH Werts, als Puffer sugbst anz oder ahnlichem

10 Diese Aufgabe wird durch die Verwendung von mindestens einem
erfindungsgeméiBen Antikorper oder Chemokintoxin zur Depletion von
Chemokinrezeptor exprimierenden Zellen geldst. In einer bevorzugten
Ausfthrungsform wird der erfindungsgeméife Antikorper bzw. das
erfindungsgemiBe Chemokintoxin zur Zubereitung einer pharmazeutischen

15 Zusammensetzung fiir die Behandlung von chronischen Gelenksentziindungen und

anderen Autoimmunkrankheiten oder von allergischen Erkrankungen eingesetzt.

Die selektive Chemokinrezeptor-Depletion, insbesondere die CCR5-Depletion hat im
Vergleich zu bisherigen immunsuppressiven Therapien (wie z.B. Kortison,

20  Methotrexat, Zytokinblockade) zwei wesentliche Vorteile: Erstens zielen bisherige
Therapien nicht auf eine Depletion der infiltrierenden Leukozyten ab, sondern
bewirken nur eine Unterdriickung der Aktivitit. Dies fiihrt dazu, daB es nach
Absetzen der Behandlung rasch zu Rezidiven kommt und eine kontinuierliche
Immunsuppression notwendig ist. Im Gegensatz dazu besteht bei einer Depletion der

25 verantwortlichen Leukozyten im Gelenk die Hoffnung, daB bereits nach einer oder
wenigen Behandlung eine langanhaltende Remission erzielt wird. Der zweite Vorteil
einer Chemokinrezeptor-Depletion besteht darin, daB aufgrund der Verteilung von
Chemokinrezeptor, insbesondere CCRS5-, exprimierenden Zellen nur die am

EntziindungsprozeB beteiligten Zellen ausgeschaltet werden und die tibrigen Zellen



ei ngeset zt werden. Die Konzentration des bispezifischen Antikorpers in der
Zusammenset zung kann sehr variieren, d.h. von weniger als etwa 10"7 Gew. -%
bis 1 Gew. -/g% /%%%przugt 25 betragt die Konzentration von 10-4 Gew. -% bi s
10" 1 Gew. 95 YVR%hi1e der intraartikul aren Applikation sol IRGEROMOBSS| s des
bi spezifischen Anti korpers von 1 ng bis 0,001 ng and besonders bevor zugt
ca. 0,02 ng des bispezifischen single chain- Antikorpers betragen. WO

00/ 53633 PCT/ EP00/ 02154 -11 So ware z1B: fdr die intraartikulare

Appli kation, z.B. in ein Kniegelenk, eine Zusamensetzung, unfassend etwa
20 g des erfindungsgemal 3en bi spezifischen Antikorpers oder

Chenoki ntoxins, gelost in ca. 2-5 nm steriler Kochsal zl osung, z.B.

gepuffert mt. Phosphat,oder .Tri s, geeignet. Ebenso ware eine intravenose

I nj ekti on ‘geléﬂegeﬂﬂg‘fﬁrﬁck%‘%ﬁ%ﬂg?"or m geei gnet. Eine weitere Aufgabe der

Erfi ndung besteht darin, neue Verwendungsnoglichkeiten fiir den

er fi ndungsgemaf en Anti kor per aufzuzeigen. 10 D ese Aufgabe wird durch die
Ver wendung NemWirkmgehanismus desienfindengsgentiben syspeaifidehrenMattikiorepse derauiie r

Chenoki nt oxi.n r . | etion v enoki nrezept oy exprimg erenden Zell en
gelost. In %?er{gjpeﬂggqgg%f&teg}?n%gﬁzi“ﬁ‘?zﬁﬁtﬁg%‘f% Ni _ﬁl"‘gé"tnrg&"?’?‘rtﬁﬁﬁﬁ%@gerraf 3e
Anti kor per i Wntigéfaufdef ObeHAEHRORDNE- 2611 BIHEKE 2N en geHENEUBE e UNg ei ner
pharmazeuti schen 15 Zusammenset zung M di e Behandl ung von chroni schen

Gel enksent z&bhilshgeh (ebra) uahinehehildang 8iankandieinen kénoirzugtenotiesfilrameséiriner gi schen
nsbesonderie AN EREERet, B REALHRLSITRN FA R BraRER gen
i mrunsuppr esispezischidd AntiRbPBr fmivi seinén BeidPAh&O4h zwei verschiedenen Antigene.
Dies sind in einer bevorzugten Ausgestaltung der Chemokinrezeptor CCRS5 und das
10 Oberflichenmolekiil CD3 auf T-Lymphozyten. Wie in Abbildung 2 dargestellt, fiihrt
der bispezifische AntikSrper zu einer Vernetzung von T-Lymphozyten und CCR5

expimierenden Zellen. Die Quervernetzung bewirkt daB T-Lymphozyten zur Lyse
aktiviert werden und die mit ihnen verbundenen CCR5" Zellen zerstort werden. Eine
Lyse von CCR5" Zellen findet also nur statt, wenn auch T-Lymphozyten anwesend
15 sind. Diese sind bei allen Formen der chronischen Gelenkentziindung in grofer Zahl
vorhanden. Auf diese Weise ist es insbesondere méglich, durch Injektion des
bispezifischen Antikorpers in das entziindete Gelenk die fiir die Entziindung

verantwortlichen Zellen gezielt zu elimineren.

20  Weitere Ausfiihrungsformen der Erfindung und ihre Wirkungsweise sind in den
beigefligten Abbildungen 1 bis 9 veranschaulicht.

Aufgrund der Méglichkeit, Chemokinrezeptoren exprimierende Zellen gezielt zu
depletieren, bietet sich das erfinderische Konzept nicht nur fiir chronische

25 Gelenksentziindungen, sondern auch fiir rheumatische Erkrankungen und andere
Autoimmunerkrankungen an, bei denen eine dhnlich starke Anreicherung von
Chemokinrzeptoren exprimierenden, insbesondere von CCR5 exprimierenden, Zellen

gefunden wurde.



20 Met hotrexat, Zytokinbl ockade) zwei wesentliche Vorteile: Erstens zielen
bi sherige Therapien nicht auf eine Depletion der infiltrierenden
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and eine kontinuierliche |nmmunsuppression notwendig ist. |Im Gegensatz dazu
besteht bei einer Depletion der 25 verantwortlichen Leukozyten i m Gel enk

di e Hof f nung, daB bereits nach ei ner otler weni gen Behandl ung ei ne

| anganhal tende Remi ssion erzielt wird. Der zweite Vorteil einer

Chenoki nrezept or - Depl eti on besteht darin, daB aufgrund der Verteilung von
Chenoki nrezeptor, insbesondere CCR5-, exprimerenden Zellen nur die am

Ent zundungspr.,oze3.betej l.igten Ze] |l en ausgeschal t et werden_and di e ubrigen
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sei nen bei den Arnen an zwei verschi edenen Anti gene. es sind in einer
bevor zugt er:R3sts KavasemdB-H et alCHORSKBIRI Canoern 70:65R6 1 hidiberad.GL 6t al.

Cber fl ache [ ayf  Tsd hQz. n..We in Abbi.l.dyng 2 dargestellt,
fiihrt deR@@ge@%q'%ﬁ%ﬁ%ﬁt%i%%é@’ %t‘?eéfﬁﬂf??tz\yé’ﬁl?&pfﬂh@g\?gn T- Lynphozyt en
and CCR5 expikstrieaddmmigbhiessioh ®isRHgmeeh ArhZbachrREM WhidedaB
T-Lynphozyten zur Lyse aktiviert werden and die mt ihnen verbundenen

CCR5+ Zellen zerstort werden. Eine Lyse von CCR5+ Zellen findet also nur
staff, yenn auch T-Lynphozyten anwesend



15 sind. Diese sind bei alien Fornmen der chroni schen Cel enkentziindung in
groBer Zahl vorhanden. Auf these Weise ist es insbesondere noglich, durch
Injektionvq§§wsg&§pezifischen Anti korpers in das entziindete Celenk die fur
die Entziindung ~verantwortlichen Zellen gezielt zu elini n&AEPIRIGE| tere
Ausfii hrungsfornmen der Erfindung and i hre Wrkungswei se sind in den

bei gefiigten Abbildungen 1 bis 9 veranﬁfhaulicht. Auf grund der Mogli chkeit,
Chenoki nrezept oren exprim erende Zellen gezielt zu depletieren, bietet
sich das erfinderische Konzept nicht nur fiir chronische 25

CGel enksent zi i ndungen, sondern auch fair rheumati sche Erkrankungen and
andere Aut oi muner kr ankungen an, bei denen eine ahnlich starke

Anr ei cherung von Chenoki nrzeptoren exprim erenden, insbesondere von CCR5
exprim erenden, Zellen gefunden wurde. WO 00/ 53633 PCT/ EPOO/ 02154 -13
Wahr end fi Beschreibingder Albildwmpengsgebi et e von bi spezi fi schen Antikorpern im
Bereich der Tunortherapie bereits berichtet worden ist (z.B. in Kroesen,
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auch gegen CD3, Mitte: Chemokinkonstrukt bestehend aus einem Chemokin und
einem Antikdrper gegen CD3, Unten: Chemokin-konstrukt, bei dem ein Chemokin
10 mit Multimerisierungsdoméne mit einem gegen CD3 gerichteten Antikorper iiber

eine kompatible Multimerisierungsdomine verbunden werden kann.

Die Quervernetzung fiihrt, wie in Abbildung 2 schematisch dargestellt, da3 T-
Lympho-zyten zur Lyse aktiviert werden und die mit ihnen vernetzten CCR5

15  positiven Zellen zerstdrt werden.

Abbildung 3 zeigt erfindungsgemiBe Antikérper- und Chemokinkonstrukte, die eine

Verbindung zwischen Targetzellen, hier CCRS exprimierenden Zellen, und einem

Toxin herbeifiihren. Oben: bispezifischer Antikorper mit Spezifititen sowohl gegen
20  CCRS5 als auch gegen ein Toxin, Unten: Chemokinkonstrukt bestehend aus einem

Chemokin und einem Antikérper gegen ein Toxin.

Die Vernetzung von Targetzelle und Toxin bewirkt, wie in Abbildung 4
veranschaulicht, den Zelltod der CCRS5 positiven Targetzelle.

25
Abbildung 5 zeigt, dhnlich Abbildung 3, Antikorper- und Chemokinkonstrukte, die
eine Verbindung zwischen einer Targetzelle und einem Toxin herbeifiihren, wobei
allerdings hier das Toxin nicht tiber die Spezifitit eines gegen das Toxin gerichteten

Antikdrpers gebunden wird, sondern entweder kovalent mit einem gegen den
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Auch in diesem Fall fithrt, wie in Abbildung 6 skizziert, die Verbindung von

10  Targetzelle und Toxin zum Zelltod der Targetzelle.

Abbildung 7 zeigt das Ergebnis einer FACS-Analyse (durchgefiihrt wie beschrieben

in Mack et al. (1998) J. Exp. Med. 187, pp. 1215-1224), das die Depletion von CCR5

positiven T-Zellen und Monozyten aus der entziindeten synovialen Gelenkfliissigkeit
15  von einem Patienten mit chronischer Polyarthritis bzw. von kultivierten peripheren

Blutleukozyten (PBMC) verdeutlicht.

Abbildung 8 zeigt die Zytotoxizitit des Chemokintoxins Ra-PE38, genauer gesagt
die Zerstorung von CCRS5 exprimierenden CHO-Zellen durch das Chemokintoxin

20  Ra-PE38 (10 ng/ml) nach 24 Stunden Inkubation (unten rechts). CHO-Zellen, die
statt CCR5 den Chemokinrezeptor CXCR4 exprimieren, werden durch Ra-PE38
nicht zerstért (oben), da RANTES nicht an CXCR4 bindet. Inkubation mit Medium
bewirkt keine Zerstérung von CHO-Zellen. Ra-PE38 — Fusionsprotein aus RANTES
und einem trunkierten Pseudomonasexotoxin mit einem Molekulargewicht von 38

25 kD.

Abbildung 8 veranschaulicht somit den in Abbildung 5, Mitte, skizzierten Ansatz.
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Die nachfolgenden Beispiele dienen der Veranschaulichung der Erfindung und

stellen keine Einschrinkung auf bestimmte Ausfiihrungsformen bzw.
10 Anwendungsbereiche dar. Vielmehr kann man sich eine Vielzahl weiterer

Anwendungsmdglichkeiten der vorliegenden Erfindung vorstellen.

15  Beispiele

Beispiel 1: Herstellung eines bispezifischen Antikérpers

Fiir die Herstellung bispezifischer Antikdrper kann bspw. die single-chain

20  Technologie verwendet werden (Mack et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U S A,
92:7021-7025; Mack et al. (1997) J. Immunol. 158:3965-3970). Dazu werden, wie in
den Abbildungen 1 (oben) und 3 (oben) schematisch dargestellt, die variablen
Doménen der leichten (VL) und schweren (VH) Immunglobulin-kette von zwei
verschiedenen Antikérpern in einer bestimmten Reihenfolge miteinander fusioniert

25 und ggf. zusitzlich eine Histidinkette aus 6xHis angehingt. Die Fusion findet auf
DNA-Ebene statt, so dafl nach Expression eine Proteinkette mit vier verschiedenen
variablen Doménen entsteht (vgl. Abbildungen 1 (oben) und 3 (oben)). Die angefiigte
Histidinkette erméglicht eine einfache und effiziente Reinigung in einem Schritt {iber

immobilisierte Ni-Ionen. Abbildung 1 (oben) zeigt eine bevorzugte Ausfiihrungsform



Abbi I dung 9 gi bt die Inkubation von Synovial flussigkeit mt CD3-CCR5
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der Monozyten and T-Lynphozyten urn 96% bzw. 97,5% D e nachf ol genden
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Ei nschrankung auf bestimte Ausfiihrungsformen bzw. 10 Anwendungsberei che
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zwischen den beiden variablen Antikérperdoménen ein Linker aus (GlysSer);
10 eingefligt wird. In einer weiteren Fusions-PCR wird das Antikorperfragment gegen
CCRS mit dem bereits publizierten Antikdrperfragment gegen CD3 fusioniert, wobei
ein Linker bestehend aus Gly,Ser; eingefligt wird (siche Mack et al., supra). Die
Anordnung der Doménen wird dabei folgendermaBen gewihit: VL(1)-VH(1)-VH(2)-
VL(2) , wobei (1) die Spezifitit gegen CCR5 und (2) die Spezifitit gegen CD3

15  bedeutet.

Beispiel 2: Expression und Aufreinigung des bispezifischen Antikérpers aus Beispiel

20 1

Zur Expression des bispezifischen Antikorpers wird die entsprechende DNA-
Sequenz in einen eukaryontischen Expressionsvektor (z.B. PEF-DHFR, Mack et al.
(1995) PNAS, supra) subkloniert und mittels Elektroporation in DHFR-defiziente

25 CHO-Zellen transfiziert. Aus dem Uberstand stabil transfizierter CHO-Zellen wird
der bispezifische Antikorper mittles Affinitdtschromatographie an Ni-NTA gereinigt,
wobei die Elution mit pH-Erniedrigung stattfindet. AnschlieBend wird eine pH-
Einstellung vorgenommen und das Protein auf eine geeignete Konzentration

eingestellt.



des bi spezifischen Antikorpers, der an das CD3-Antigen auf der Oberflache
der Effektorzelle and an den humanen CCR5 auf der Ovoerfl ache von

Leukozyt eQ, é)ad o 3;léarget zellen bindet. 5 Mttels RT-PCR werden di e variabl en
Ant i kor per AR aus den Hybridonzellen, die den gewunscREBEPMM2I¥or per
produzieren, anplifiziert. Die so gewonnenen PCR- Fragnmente werden in einen
Vekt or kloniert and sequenziert. AnschlieBend wird mttels Fusions-PCR ein
singl e-chain Anti korper fair eine Spezi&rtat generiert, indem zw schen den
bei den vari abl en Anti kor perdonmanen ein Linker aus (G y4SerI )3 10 eingefi gt
wird. In einer weiteren Fusions-PCR wrd das Antikorperfragment gegen CCR5
mt dem bereits publizierten Antl kor perfragment gegen CD3 fusioniert, wobei
glugrlgll)nkgr é)qtleq@eﬂldw% A3 er el iiqgt rd ( Ma k et al.
VL(1)-VH(1)G Qj@,\_ VL(2), wobei (1) d| e Spe2|f|tat gegen CCR5 and (2) die
Spezifitat gegen CD3 15 bedeutet. Beispiel 2: Expression and Aufreinigung
des bi spezifischen Anti korpers aus Beispiel 20 1 Zur Expression des

bi spezifis ent.spr.e Z in einen
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Kulturflasche sichtbar sind. Bei entsprechender Inkubation mit dem bispezifischen

10 Antikorper sind keine Makrophagen sichtbar.

Ein entsprechendes Ergebnis erhélt man, wenn kultivierte PBMC mit dem
bispezifischen Antikérper inkubiert werden. Hierbei tritt eine vollstandige Depletion
von CCRS5 positiven Monozyten und eine weitgehende Depletion CCRS positiver T-

15 Lymphozyten ein. Die Depletion von CCRS positiven T-Zellen und Monozyten in
Abbildung 7 gezeigt.

Die Ergebnisse zeigen, daf} das erfindungsgemiBe Konstrukt gemif Beispiel 1 in der

20 Lage ist, CCRS5 positive Monzyten vollstindig zu zerstoren. Dies gilt sowohl fiir
Monozyten aus dem Gelenkpunktat als auch fiir Blutmonozyten, die bei ihrer
Differenzierung zu Makrophagen CCRS exprimieren. Die Depletion der
Monozyten/Makrophagen findet innerhalb weniger Stunden (<24 h) statt. Besonders
die Depletion der Monozyten/Makrophagen im Gelenk bietet einen wesentlichen

25  therapeutischen Nutzen, da diese Zellen fiir die Gelenkdestruktion verantwortlich
sind. Dariiber hinaus ist auch fiir eine Aktivierung von T-Lymphozyten ein
Zusammenspiel mit Makrophagen notwendig, so daB gleichzeitig eine

Unterdriickung der T-Lymphozytenfunktion stattfindet.



-18 Beispiel 3: In vitro-Tests an Bl utl eukozvten and an Leukozyten an
entziindeten Gelenken Fiir in vitro-Tests wird Cel enkerguBfliissigkeit

i ncl usi vevﬂﬁﬁosﬁg hal tenen Zellen mt 5 dem bispezifischen Anti korfer fair
ei n oder LP&3Tage inkubiert. Bereits nach 24 Stunden PST/EROMO0ZIEL

vol | st andi ges Verschw nden der CCR5 positiven Lynphozyten and Mnozyten
sichtbar. Nach | angerer |nkubation findet bei der Mediunkontrolle eine

Di fferenzierung der Mnozyten in I\/akr'og(’]’u'agen staff, die am Boden der

Kul turfl asche sichtbar sind. Bei entsprechender Inkubation mt dem

bi spezifischen 10 Antikorper sind keine Makrophagen sichtbar. Ein

ent sprechendes Ergebnis erhalt man, wenn kultivierte PBMC mt dem

bi spezifis f vol | st andi ge
Depl eti on %ﬁzm“g@ﬁl%gﬁp%ﬁg yten anahgeﬁggﬁv\lﬁete%{ eﬁ%‘ﬁtﬂﬁ%epl etion CCR5
positiver 'ReﬂBktLqmpld@z&alﬂneeCGRS PositiBepT-Elyimphoxteh KeoRchpd sietdevien T- Zel | en
and Monozyten in Abbildung 7 gezeigt. Di e Ergebni sse zeigen, daB das
erfindungsgenai e Konstrukt gemaf3 Beispiel | in der 20 Lage ist, CCR5
positive Monzyten vollstandig zu zerstoren. Dies gilt sowohl fair

Monozyt en aus dem Cel enkpunktat als auch fur Bl utnonozyten, die bei ihrer
D fferenzierung zu Makrophagen CCR5 exprimeren. Die Depletion der
Monozyt en/ Makr ophagen findet innerhalb weniger Stunden (<24 h) statt.
Besonders die Depletion der Monozyten/ Makrophagen i m Gel enk bietet einen
wesent |l i chen 25 therapeuti schen Nutzen, da these Zellen fair die

CGel enkdest ruktion verantwortlich sind. Dariiber hinaus ist auch fair eine
Aktivierung von T-Lynphozyten ein Zusanmenspiel mt Mkrophagen notwendi g,
so daB gleichzeitig eine Unterdriickung der T-Lynphozytenfunktion
stattfindet.



WO 00/ 53633 PCT/ EPO0O/ 02154 -19 Zusatzlich zur Depletion von

Monozyt en/ Makr ophagen konnte ei ne deutliche Reduktion in der Zahl der CCR5
positiven J Iuy/%ﬁ)zyten beobacht et werden. WO 00/53633 PCT/ EPO0/ 02154 -20
ANSPRUCHE 79! kor per- oder Chenoki nkonstrukt, das in diCTERYA02ISE  an
einen 5 Chenoki nrezeptor auf der Oberflache einer Targetzelle zu binden,
wobei die Bindung des Konstrukts an den Chenoki nrezeptor in der Zerstorung
der Targetzelle resultiert, and aktiveszragmante der Konstrukte. 2.
Anti kor per- oder Chenoki nkonstrukt nach Anspruch 1, wobei der 10

Chenoki nrezept or ei n humaner Chenoki nrezeptor ist. 3. Antikorper- oder
Chenoki nkonst rukt nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich bei dem

Chenoki nrezept or um den Chenoki nrezeptor 5 (CCR5) handelt. 15 4.

Ant i kor per konst rukt nach ei nem der vorangehenden Anspruche, wobei es sich
bei dem Konstrukt um ei nen bi spezi NiSERell 0HtH kor per handelt, der in der
Lage ist, an einen Chenokinrezeptor als erstes Antigen and an ein

CD3- Antigen auf der Cberflache einer Effektorzelle als zweites Antigen zu
bi nden. 20 5. Antji s . l.nem. h bis 3, wobei
es sich bei d?h%%ﬂ%i@ﬁ%héﬁlgn |§rg]g2? illgg%relgégﬁﬁ oeﬁrb%'r handel t, der
i n der LsageChemokimezeptirnehddiQherikiche einepTapetadllk zaniidea, wobdi ggn and an ei n

Toxin als iites. Antigen zu bipnden. . 25 6. Antikorperkonstrukt nach ei nem
der Ansprt %ﬂ% ‘iﬁsg"é‘?“@ﬁ%a?ﬁi‘in SRRAKINGZEPIas i derAeaviprupe Aerutragstzellst |

resultiert, und aktive Fragmente der Konstrukte.

2. Antikorper- oder Chemokinkonstrukt nach Anspruch 1, wobei der

10 Chemokinrezeptor ein humaner Chemokinrezeptor ist.

3. Antikorper- oder Chemokinkonstrukt nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich
bei dem Chemokinrezeptor um den Chemokinrezeptor 5 (CCR5) handelt.

15 4. Antikorperkonstrukt nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei es
sich bei dem Konstrukt um einen bispezifischen Antikorper handelt, der in der Lage
ist, an einen Chemokinrezeptor als erstes Antigen und an ein CD3-Antigen auf der

Oberfldche einer Effektorzelle als zweites Antigen zu binden.

20 5. Antikdrperkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei es sich bei
dem Konstrukt um einen bispezifischen Antikorper handelt, der in der Lage ist, an
einen Chemokinrezeptor als erstes Antigen und an ein Toxin als zweites Antigen zu

binden.

25 6. Antikorperkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3, das mit einem

Toxin kovalent verbunden ist.

7. Antikorperkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3, das tiber eine

Multimerisierungsdoméne mit einem zweiten Antikorperkonstrukt, das in der Lage



7. Anti kor perkonstrukt nach einemder Ansprtiche 1 bis 3, das fiber eine
Mul timerisierungsdomane nmt einemzweiten Antikorperkonstrukt, das in der
Lage WO Og 5?7)02%? PCT/ EPOO/ 02154 -21 ist, an ein CD3-Antigen auf der
ver f 1 ach®® 33Ef f ekt orzel | e und/ oder ein Toxin zu bi ndBFT/ERAYI21H4 ¢

ei nem Toxi n uber eine konpatible Miltinerisierungsdomane in vitro und/ oder
in vivo verbunden werden kann. 5 8. Chenoki nkonstrukt nach ei nem der
Anspruche | bis 3, wobei es sich um erRgl-Fusi onskonstrukt eines

nodi fizierten oder unnodifizierten Chenokins mt einem nodifizierten oder
unnodi fi zierten Toxin handelt. 9. Chenoki nkonstrukt nach ei nem der
Anspruche 1 bis 3, wobei das 10 Chenoki nkonstrukt Cber eine

Mul tineri sigrungs e mt eine nt.i korp nstrukt, das. in der Lage
ist, an ei nlséﬁggf&ndwg%??tl&ﬁ? a‘?éigr &%‘ﬁf’?}}f T %ﬁﬁ@ﬂ_eﬁf‘f‘éwpé‘?ﬁ} Texipgn/ oder
ei n Toxi n Zbintér)d&¢t mi@ BREMMTdxirLiibe Bind RYnBatib1d RfulfihBEsi 159%%5941

Mul timerisierungsdomane in vitro und/oder in vivo verbunden wer den kann.
15 10. ChenvikPirgiederipkivoneebindemwarddekainspr uche | bis 3, wobei das

Chenoki n kovalent mt ei nem Anti kor perkonstrukt verbunden ist, welches in
der Lage ist, an ein CD3-Antigen auf der Qoerflache einer Effektorzelle

und/ oders ei n  TRXCKenzokitdonstaukt n@éh ebdem SreAmkithe @@fsr_%,%ﬁoiei:iégrs%r Gt r ukt

nach ei nem der Anspruche 4, 7, 9 oder 10, wobei die Effektorzelle ein
Leukozyt, iFisaskenstpkt eines madifigeran adeknopddifjsieneteChandlensiniZeidem, oder ei ne

dendritisc hﬁo&i‘ﬁlzieﬁelix ﬁaer unmodifizierten Toxin handelt.

9. Chemokinkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das
10 Chemokinkonstrukt iiber eine Multimerisierungsdoméne mit einem
Antikdrperkonstrukt, das in der Lage ist, an ein CD3-Antigen auf der Oberfliche
einer Effektorzelle und/oder ein Toxin zu binden, oder mit einem Toxin iiber eine
kompatible Multimerisierungsdoméne in vitro und/oder in vivo verbunden werden
kann.
15
10. Chemokinkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das
Chemokin kovalent mit einem Antikérperkonstrukt verbunden ist, welches in der
Lage ist, an ein CD3-Antigen auf der Oberfliche einer Effektorzelle und/oder ein
Toxin zu binden.
20
11. Chemokin- oder Antik6rperkonstrukt nach einem der Anspriiche 4, 7, 9
oder 10, wobei die Effektorzelle ein Leukozyt, insbesondere ein

Monozyt/Makrophage oder eine T-Zelle, oder eine dendritische Zelle ist.

25 12. Antik6rperkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 7 oder 9 bis 11, bei

dem es sich um ein single-chain-Konstrukt handelt.



25 12. Anti kor perkonstrukt nach ei nem der Anspruche 1 bis 7 oder 9 bis 11,
bei demes sich um ein single-chain-Konstrukt handelt. W 00/53633

PCT/ EPOO/ Q2154 -22 13. Zell e eukaryonti schen oder prokaryontischen

Ur sprungs VM%36Bn  Anti korper- oder Chenoki nkonstrukt nacBRCEERSH92A84

vor angehenden AnsprUche produziert. 5 14. Pharmazeuti sche Zusammenset zung,
unfassend m ndestens ein Antikorper- oder Chenoki nkonstrukt nach ei nern
der Anspruche 1 bis 12 in einer ausrekZhenden Menge, urn Chenoki nrezeptor
exprimerende Zellen zu zerstoren, and ggf einen pharmazeutisch
annehnbaren Trager. 10 15. Verwendung von m ndestens ei nem Anti korper- oder
Chenoki nkonstrukt nach ei nem der AnsprUche | bis 12 zur Depletion von
Chenoki nrezept o ri.meren von m ndest ens

e en Zellen. 16. Verwendung,,
ei nern Antikorp r-Zeli‘gg’rka@‘?B F’_hﬂ%eﬁgf m‘%’ﬁe%gﬁi’_"é}gﬁ’éjﬂﬁe’&er Anspr Uche 1
bis 12 zur Befarsbrusder (ABmekinRMskakEthch ERkANMUES @&raﬁ%éh@%}éﬂ%ﬁpﬂﬂge ander en

Aut oi mmunkr ankheiten and al | ergi schen Erkrankunge 7. Verwendung von

m ndest ens RPéegiernt.Ant i kor per- oder Chenoki nkonstrukt 20 nach einern der
Anspruche 1 bis 12 zur Zubereitung ei ner pharnmazeuti schen Zusanmensetzung
fiir die Behandl ung von chroni schen Gel enksent zundungen and anderen

Aut oi r nnunkr ankiae Phathadéiflisétlel Alstinfifel@fzuhE KirRfakIdRY Glindestens ein
Antikdrper- oder Chemokinkonstrukt nach einem der Anspriiche 1 bis 12 in einer
ausreichenden Menge, um Chemokinrezeptor exprimierende Zellen zu zerstoren, und

ggf. einen pharmazeutisch annehmbaren Triiger.

10 15. Verwendung von mindestens einem Antikérper- oder Chemokinkonstrukt
nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Depletion von Chemokinrezeptor

exprimierenden Zellen.

16. Verwendung von mindestens einem Antikérper- oder Chemokinkonstrukt
15 nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Behandlung von chronischen

Gelenksentziindungen und anderen Autoimmunkrankheiten und allergischen

Erkrankungen.

17. Verwendung von mindestens einem Antik6rper- oder Chemokinkonstrukt
20  nach einem der Anspriiche 1 bis 12 zur Zubereitung einer pharmazeutischen
Zusammensetzung fiir die Behandlung von chronischen Gelenksentziindungen und

anderen Autoimmunkrankheiten und allergischen Erkrankungen.



