A 000 N R 0 O O

03/006636 Al

O

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum
23. Januar 2003 (23.01.2003)

PCT

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

WO 03/006636 Al

(51) Internationale Patentklassifikation”s C12N 5/08, 5/10,
A61K 39/00, A61P 35/00, 37/00, 33/00, 31/00
(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP02/07740
(22) Internationales Anmeldedatum:
11. Juli 2002 (11.07.2002)

(25) Einreichungssprache: Deutsch

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch
(30) Angaben zur Prioritiit:

101 33 926.7 12. Juli 2001 (12.07.2001) DE
(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von
US): GENETHOR GMBH [DE/DE]; Robert-Rossle-Str.

10, 13125 Berlin (DE).

(72) Erfinder; und
(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): SHERIFF, Ahmed
[DE/DE]; Geibelstr. 1, 12305 Berlin (DE).

(74) Anwilte: MEYERS, Hans-Wilhelm usw.; Postfach 1022
41, 50462 Koln (DE).

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR,
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR,
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK,
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU,
SD, SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG,
US, UZ, VN, YU, ZA, ZM, ZW.

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), europdisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,
DK, EE, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT,
SE, SK, TR), OAPI-Patent (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Veroffentlicht:
mit internationalem Recherchenbericht

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen
Abkiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on
Codes and Abbreviations”) am Anfang jeder reguldren Ausgabe
der PCT-Gazette verwiesen.

(54) Title: REDUCTION OF THE STIMULATORY CAPACITY OF ANTIGEN-PRESENTING CELLS

(54) Bezeichnung: REDUKTION DER STIMULATIONSFAHIGKEIT VON ANTIGEN PRASENTIERENDEN ZELLEN

(57) Abstract: The invention relates to a method for reducing immune reactions. The inventive method is characterized by manip-
ulating the stimulatory properties of antigen-presenting cells and optionally at the same time inducing the antigen-presenting cells

to present defined antigens.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung beruht auf einer Reduktion von Immunreaktionen. Bei dem Verfahren werden die stimu-
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Reduktion .der Stimulationsféhigkeit von Antigen prdsentierenden Zellen

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Antigen prasentierende Zellen,
Verfahren zur Herstellung von Antigen présentierende Zellen, Arzneimittel
enthaltend Antigen prasentierende Zellen sowie Verwendung der Antigen pré—

sentierende Zellen.

Seit knapp 10 Jahren werden zur Behandlung verschiedener Erkrankungen
und in Tiermodellen gentherapeutische Verfahren entwickelt und angewendet.
Bisher sind sie aber noch nicht in die tégliche Praxis Uiberfihrt worden. Meist
handelt es sich dabei um die Behandlung von genetisch bedingten, schweren
Erkrankungen, fir die andere Therapien nicht zur Verfliigung stehen. Weiterhin
wird die Gentherapie zur Behandlung von schweren und ebenfalls nicht thera-

pierbaren Krebserkrankungen eingesetzt.

Wenig Aufmerksamkeit hat die experimentelle Medizin bisher der Behandlung
von Allergien und Autoimmunerkrankungen mittels gentechnischer Methoden

geschenkt.

Allgemeines zu Allergien

Allergien verursachen betrachtliche Kosten im Gesundheitswesen der Indust-
rielander. Immerhin sind schatzungsweise mindestelns 20% der Bevdlkerung
gegen irgendeine Substanz allergisch. Die meisten Betroffenen leiden an aller-
gischer Rhinitis, zu der insbesondere der Heuschnupfen zahlt, oder an Bron-
chialasthma: Sie niesen oder ringen nach Luft, nachdem sie bestimmte Pollen
oder andere im allgemeinen harmlose Substanzen eingeatmet haben. Viele
Kinder und einige Erwachsene reagieren auch allergisch auf Nahrungsmittel.
Andere erleiden Hautausschldge oder sogar einen allergischen Schock, nach-
dem sie Medikamente wie Penicillin erhalten haben. Bei wieder anderen rufen
Bienenstiche starke lokale Schwellungen oder schwere systemische - den ge-
samten Organismus erfassende - Storungen hervor. Im Extremfall kénnen
allergische Anfélle sogar zum Tod fiihren. Allein die unmittelbare medizinische
Versorgung von Ast'hmapatienten hat in den USA 1990 schatzungsweise 3,6

Milliarden Dollar verschlungen und damit rund ein Prozent aller Kosten im.
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Gesundheitswesen ausgemacht.

Mittlerweile ist bekannt, dass einige der zelluldren und molekularen Wechsel-
wirkungen bei allergischen Reaktionen oft dhnlich ablaufen, unabhéngig davon,
auf welche Substanzen der einzelne anspricht und welche Symptome er entwi-
ckelt. Gewisse Begleiterscheinungen der Allergien treten normalerweise aus-
schlieBlich auf, wenn das Immunsystem Parasiten bekdmpft. So reagiert der
Korper auf Schmarotzer ebenso wie auf Allergene mit der massiven Produktion
von Molekilen, die als Immunglobulin-E-Antikérper (IgE) bezeichnet werden.
Die Produktion dieser Antikdrper wird durch T-Helfer-Zellen induziert, die wie-

derum von B-Zellen aktiviert werden.

Sensibilisierung

Unterschiedliche Allergene rufen unter anderem deswegen verschiedenartige
Symptome hervor, weil sie mit dem Immunsystem in verschiedenen Korperre-
gionen in Berthrung kommen. In den oberen Luftwegen erzeugt die fehlgelei-
tete Immunreaktion Niesen und eine verstopfte Nase. In den unteren Luftwe-
gen kénnen dagegen die Bronchien sich verengen und verschleimen, so dass
typische asthmatische Symptome auftreten. Enfsprechend rufen Immunakti-
vitéten in den Geweben des Magen-Darm-Traktes Ubelkeit, Bauchkrdmpfe,

Durchfall oder Erbrechen hervor.

SchlieBlich vermag ein Allergen, das auf irgendeinem Weg ins Blut gelangt,
eine Anaphylaxe auszulésen: eine allergische Reaktion in weit von seiner Ein-
trittsstelle entfernten Korperregionen. Schwere anaphylaktische Schocks kon-

nen alle normalen Korperfunktionen durcheinanderbringen und tédlich enden.

Auch wenn sich die allergischen Reaktionen unterschiedlich AuBern, werden sie
doch stets durch den gleichen Mechanismus in Gang gesetzt: die Sensibilisie-
rung. Dazu kann bereits der einmalige Kontakt mit einem Allergen, typischer-
weise einem EiweiBstoff, genligen. In den Luftwegen oder anderen Geweben
trifft die allergieausldosende Substanz auf sogenannte Fresszellen oder
Makrophagen. Diese nehmen den Fremdstoff auf, zerlegen ihn und présentie-
ren die Fragmente auf der Zelloberflaiche mit MHC II-Molekiilen. Im weiteren

Veriauf erkennen einige T-Helfer-Lymphozyten die dargebotenen Bruchstlicke
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und binden daran. Die T-Helfer-Lymphozyten werden von den Makrophagen
aktiviert und aktivieren dann ihrerseits einige B-Lymphozyten, die gleichfalls<
das Allergen erkennen. Die B-Zellen reifen dann zu Antikérper produzierenden
Plasmazellen aus. Zundchst sind dies Antikérper vom sogenannten IgM-Typ;
ab einem bestimmten Zeitpunkt schalten die Plasmazellen jedoch auf IgE-

Antikérper um.

Bis die Antikérper hergestellt sind, kénnen Tage oder Wochen vergehen, und
das Allergen, welches ihre Produktion in Gang gesetzt hat, ist dann mdglicher-
weise bereits verschwunden. Nicht so die IgE-Molekiile. Mit ihrer Fc-Region
heften sie sich an IgE-Rezeptoren zweier unterschiedlicher Klassen von Zelien

des Immunsystems. Bei der einen Klasse handelt es sich um Mastzellen, die

-sich im Koérpergewebe fiir gewoéhnlich in der Nahe von BlutgeféBen und Epi-

thelzellen ansiedeln. Uber das Epithel besteht Kontakt mit der AuBenwelt
(darunter féllt auch das Epithel der Atemwege und des Magen-Darm-Traktes).
IgE-Antikérper binden auBerdem an basophile Granulozyten (Basophile). Diese

Zellen zirkulieren allerdings im Blutstrom.

Hat die Produktion der IgEs einmal begonnen, halt sie offenbar Monate, ja
manchmal sogar Jahre an. Folglich besetzen sie unabldssig IgE-Rezeptoren auf
Mastzellen und Basophilen - bereit, beim néchsten Allergenkontakt augenblick-

lich in Aktion zu treten.

Akute Symptome

Wahrend also die erste Begegnung mit einem Allergen selbst bei Personen, die
sich spater als Allergiker entpuppen, keine Symptome hervorruft, leitet die
Zweitexposition ein Stadium der Uberempfindlichkeitsreaktion ein, welches
auch auBerlich in Erscheinung tritt. Innerhalb von Sekunden nach dem Kontakt
mit menschlichem Gewebe bindet der allergieauslésende Stoff an die IgEs der
Mastzellen. Heftet er sich dabei an zwei oder mehr IgE-Molekile zugleich,
bildet er eine Briicke zwischen ihnen. Solche Quervernetzungen lassen die
betroffenen IgE-Rezeptoren dichter. zusammenriicken, und dies aktiviert die
Zelle, so dass sie hochwirksame Substanzen ausschiittet, die auf direktem

Wege allergische Symptome erzeugen. (Die Freisetzung kann auch auf andere
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Arten hervorgerufen werden; von allergischen Reaktionen spricht man nur,
wenn IgEs beteiligt sind). Die wichtigste dieser Substanzen ist Histamin. Es
kann sowohl die Schleimbildung in den Epithelien anregen und so zur Ver-
stopfung der Luftwege beitragen als auch die glatte Muskulatur, die wie ein
elastisches Band Bronchien und Darme umschlingt, kontrahieren lassen. Fer-
ner vermag es die feinen BlutgefédBe zu weiten und durchidssiger zu machen,
so dass Flissigkeit ins Gewebe sickern kann. Rétungeh und Schwellungen sind
die Folge. Betreffen diese GefdBveranderungen groBe Teile des Korpers, kon-
nen sie ein todliches Kreislaufversagen auslésen: Bei einem solchen Schock
fallt der Blutdruck jah so stark ab, dass die Swauerstoffversorgung von Herz und

Gehirn nicht mehr gewéhrleistet ist.

Die zweite Gruppe von Mediatoren besteht hauptsachlich aus Prostaglandinen
und Leukotrienen. Sie werden erst ausgeschittet, nachdem die Allergenmole-
kiile sich an die IgEs auf den Zellen angelagert haben. Wie Histamin verengen
sie die Bronchien und erweitern die BlutgefaBe. Ihre Wirkung halt allerdings

langer an.

Zusétzlich stoBen stimulierte Mastzellen eine Vielzahl potentiell toxischer En-
zyme aus. Offenbar setzen sie ferner Cytokine frei, die die Aktivitdten anderer

Immunzellen regulieren.

Behandlung: 1. Die aliergische Rhinitis

Antihistaminika erweisen sich in der Regel als wirksam und dienen immer noch

als Standardtherapie. Die neuesten Varianten kénnen die Blut-Hirn-Schranke

.nicht mehr ohne weiteres passieren und machen die Patienten nicht mehr

miide. Wenn bei einer schweren Entzlindung Antihistaminika wirkungslos blei-
ben, helfen oft inhalierbare Corticosteroide, die gewdhnlich zur Linderung der

chronischen Ehtzijndung bei Asthma verschrieben werden.

In schweren Fallen kann die schon im Jahre 1911 eingefihrte Immuntherapie
oder Hyposensibilisierung (auch als Allergiespritzen oder Desensibilisierung
bekannt) auf Iaﬁge Sicht Erleichterung verschaffen. Bei dieser Behandlung
injizieren Arzte den Patienten steigende Dosen des Allergens, auf das diese

empfindlich reagieren. In allen Féllen ist die Dosis ausschlaggebend: Zu wenig
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Allergen verleiht keine Toleranz. AuBerdem ist der Schutz selten vollsténdig.

2. Asthma

Bronchodilatatoren sind die meistverwendeten Arzneimittel bei Asthma. Sie
lindern die durch Histamin und andere Bronchokonstriktoren hervorgerufenen
Symptorrie sehr schnell, beeinflussen die zugrundeliegende Entziindung jedoch
wahrscheinlich nicht. AuBerdem kann ihr UbermaBiger Gebrauch eine Gegen-
reaktion des Koérpers hervorrufen, so dass nach Abklingen ihrer Wirkung der
Atemstrom stérker behindert ist als zuvor. Zusatzlich kommen die unter 1.

aufgezahlten Methoden zur Anwendung.

3. Anaphylaktische Reaktionen

Insektenstiche rufen bei manchen Menschen Anaphylaxien aus. In schweren

Fallen flhren diese zum Tod durch z.B. Kreislaufversagen oder Ersticken: Jede
schwere Anaphylaxie - gleich ob sie zum ersten oder weiteren Mal auftritt - ist
ein Notfall, bei dem zundachst versucht werden muss, die bedrohlichsten Sym-
ptome zu beherrschen. Meist geschieht das durch Injektion von Adrenalin,

welches die Freisetzung von Mediatoren hemmt, die Luftwege 6ffnet und der

| Erweiterung der BlutgefaBe entgegenwirkt. Man kann vorbeugend durch eine

Immunisierung mit dem Gift des gesundheitsbedrohenden Insekts agieren.

Neue Anséatze

In der Erprobung im Tiermodell befindet sich die auf DNA basierende Immuni-

sierung mit einem Allergen (Der p 5) der Milbe Dermatophagoides pteronyssi-

nus. Diese Immunisierung resultiert in einer Produktion von IgG, aber nicht
IgE, und resultiert in einer 90%igen Reduktion der Mengen an spezifischem
IgE, welche durch klassische Sensibilisierung mit Der p 5 und Alaun als Adju-

vant oder allergen-induzierte Rhinitis hervorgerufen wurde.

Eine weitere Strétegie ist die Verwendung von humanisierten monoklonalen .
Anti-IgE-Antikdrpern gegen die FceRI-Binderegion fiir IgE. Dadurch wird die
Bindung von IgE an den IgE-Rezeptor verhindert, so dass keine Mediatoren
der allergischen Reaktion von Mastzellen oder Basophilen ausgeschittet wer-

den kénnen. Diese Strategie hat in klinischen Studien bei Patienten mit allergi-
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scher Rhinitis und allergischem Asthma gezeigt, dass diese Antikérper gut

toleriert werden und die allergischen Reaktionen reduzieren.

(siehe auich L.M. Lichtenstein: "Allergie und Immunsystem"; in Spektrum der
Wissenschaft Spe;ial: Das Immunsystem; 1994; 74-83; S-K Huang, K-Y Chua
und K-H Hsieh: Allergen gene transfer. Current Opinion in Immunology 1997;
800-804; C. Heusser und P. Jardieu: Therapeutic potential of anti-IgE antibo-
dies. Current Opinion in Immunology 1997; 805-814).

Allgemeines zu Transplantationen

Die Transplantation von Geweben, um kranke Organe zu ersetzen, ist heute
eine wichtige medizinische Therapie. In den meisten Féllen stellt eine Reaktion
des anpassungsféhigen Immunsystems gegen das Transplantat die groBte
Bedrohung fiir eine erfolgreiche Behandlung dar. Reaktionen des anpassungs-
fahigen Immunsystems werden von Antigen prdsentierenden Zellen durch
Aktivierung von T-Helfer-Lymphozyten induziert. Bei der Transfusionen von
Blut, welches das erste und am haufigsten verwendete Transplantat ist, miis-
sen die ABO und Rh Blutgruppenantigene abgeglichen werden, damit die
schnelle Zerstérung unpassender Erythrozyten vermieden wird. Bei anderen

Geweben missen die sehr polymorphen Haupthistokompatibildtskomplexe

. (MHC) aufeinander abgeglichen werden, da diese fast immer die Immunreakti-

on ausldsen. Leider ist der perfekte Abgleich der MHCs auBer bei Verwandten

fast unmaglich.

Stammzelitransplantate bei Leukdmien

Leukamie ist Krebs der Blutzellen. Pro Jahr erkranken 50 von 1 Million Men-
schen an Leukdamie. Im Verlauf der Leukdmie produziert der Kérper groBe

Mengen abnormaler Blutzellen. Bei den meisten Arten von Leukamie, sind die

‘abnormalen Zellen weiBe Blutzellen. Das Erscheinungsbild und die Funktiona-

litdt der Leuk&miezellen unterscheidet sich von dem normaler Blutzellen. .
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Leukdmiearten

Es gibt etliche Leuk&miearten. Ublicherweise unterscheidet man grob zwei
Klassen. Die eine ist bestimmt (ber die Schnelligkeit, mit der sich die Krank-
heit entwickelt und verschlimmert wird. Die andere wird durch den betroffenen

Blutzelltyp bestimmt.

Leukdmie ist entweder akut oder chronisch. Bei der akuten Leukémie sind die
abnormalen Blutzellen unreife Blasten, die ihre normalen Funktionen nicht
ausfillen kénnen. Die Anzahl von Blasten steigt schnell an und die Leiden wer-
den schnell schlimmer. Bei chronischer Leukdmie sind einige Blasten présent,
aber im allgemeinen sind diese Zellen reifer und kénnen einige ihrer normalen
Funktionen erfiillen. Die Anzahl von Blasten steigt auch langsamer an als bei
der akuten Leukamie. Bei der chronischen Leukamie verschlimmert sich die

Erkrankung allmahlich.

Leukémie kann in einer von zwei Haupttypen von weiBen Blutzellen erschei-
nen: lymphoide Zellen oder myeloide Zellen. Bei der lymphatischen Leukamie
sind die lymphoiden Zellen betroffen. Sind die myeloiden Zellen betroffen wird

die Krankheit myeloische Leukémie genannt.
Die am haufigsten vorkommenden Leukémien sind:

— Die Akute Lymphatische Leuké&mie (ALL) ist die haufigste Leukdmie bei klei-
nen Kindern. Diese Erkrankung kann aber auch Erwachsene insbesondere

ab dem 65. Lebensjahr treffen.

— Akute Myeloische Leukd@mie (AML) kommt bei Erwachsenen und Kindern
vor. Dieser Leuké&mietyp wird auch Akute Nicht-Lymphatische Leukdmie
(ANLL) genannt.

— Chronische Lymphatische Leuk@mie (CLL) trifft meistens Erwachsene ab
dem 55. Lebensjahr. Sie tritt manchmal auch bei jlingeren Erwachsenen

auf, betrifft aber so gut wie nie Kinder.

— Die Chronische Myeloische Leukamie (CML) kommt meist bei Erwachsenen

vor. Eine geringe Zahl von Kindern entwickelt diesen Krebs auch.
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Leukdmische Zellen sind abnormale Zellen, welche die Funktionen normaler
Blutzellen nicht wahrnehmen kénnen. Sie sind nicht in der Lage, Infektionen
zu bekdampfen. Aus diesem Grund entwickeln Menschen mit Leukédmie oft In-

fektionen, die mit Fieber verbunden sind.

Menschen mit Leukdmie weisen oft auch weniger gesunde rote Blutzellen und
Blutplattchen auf, so dass nicht genug rote Blutzellen fiir den Sauerstofftrans-
port zur Verfligung stehen. Diese anamischen Begleiterscheinungen belasten

die Patienten zuséatzlich.

Wie alle Blutzellen wandern leukamische Zellen durch den Korper. Abhédngig
von der Anzahl der abnormalen Zellen und dem Ort, an dem sich diese Zellen
sammeln, kénnen Patienten mit Leuké&mie eine Reihe von Symptomen aufwei-

sen.

Bei der akuten Leuk&mie erscheinen und verschlechtern sich die Symptome
schnell. Bei der chronischen Leukd@mie erscheinen die Symptomeerst spét.
Wenn Symptome erscheinen, sind sie normalerweise zuerst mild und ver-

schlechtern sichallmahlich.

Symptome flr Leukamie:

* Fieber, Frosteln und andere grippeartige Symptome;
* Schwéche und Ermiidung;

* haufige Infektionen;

* Verlust des Appetites und/oder Gewichtes;

* geschwollene oder émpﬁndliche Lymphknoten, Leber, oder Milz;
* schnelles Bluten oder~blaue Flecken;

+ Kkleine rote Flecken unter der Haut;

* geschwollenes oder blutendes Zahnfleisch;

* Schwitzen, besonders nachts; und/oder

* Knochen- oder Gelenkschmerzen.
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Bei der akuten Leuk&mie kdnnen sich die abnormalen Zellen im Gehirn oder im
Rickenmark (zentrales Nervensystem oder CNS) sammeln. Das Resultat kén-
nen dann Kopfschmerzen, Ubelkeit, Konfusion, Verlust der Kontrolle {iber die
Muskeln und Schlaganfélle sein. Leukd@mische Zellen kénnen sich auéh in den
Hoden sammeln und verursachen dort eine Schwellung. Einige Patienten ent-
wickeln schmerzende Augen oder Haut. Leukdmie kann auch den Verdau-

ungstrakt, die Nieren, Lunge oder andere Teile des Korpers beeinflussen.

Bei der chronischen Leukdmie kénnen sich die abnormalen Zellen allm&hlich in
verschiedenen Kdrperteilen ansammeln. Chronische Leukdmie kann die Haut,

das CNS, den Verdauungstrakt, die Nieren und die Hoden beeinflussen.

Behandlung von Leukdmie:

Die Behandlung von Leukémie ist komplex. Sie variiert mit der Art der Leuka-
mie und ist nicht bei allen Patienten gleich. Die Behandlung hdngt auch von
bestimmten Eigenarten der‘ leukdmischen Zellen ab, und dem AusmaB der
Erku;ankung, und ob die Leukamie schon mal behandelt wurde. Auch das Alter
des Patienten, die Symptome und der génerelle Gesundheitszustand sindvon

Bedeutung.

Die akute Leukdmie muss sofort behandelt werden. Patienten mit chronischer
Leukamie, die keine Symptome zeigen, miissen dagegen nicht sofort behan-

delt werden. Leider kann die chronische Leuk&mie selten geheilt werden.

Behandlungsmethoden:

Die meisten Patienten mit Leuk@&mie werden mittels Chemotherapie behandelt.
Einige werden zusatzlich bestrahlt und/oder erhalten eine Knochenmarks-
transplantation (BMT) oder biologische Therapien. In einigen Fallen kann eine
Entfernung der Milz helfen. Vor einer Knochenmarkstransplantation erhalten
die Patienten eine Ganzkdrperbestrahlung in Verbindung mit einer Chemothe-

rapie, um das Leuk@amieproduzierende Knochenmark zu zerstéren.

Das gesunde Knochenmark kann von einem Spender kommen oder es kann
vom Patienten stammen. Dann wird es vor der Behandlung mit cytotoxischen

Substanzen entnommen und ex vivo behandelt, um leukdmische Zellen zu
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entfernen. Danach ist ein mehrwdchiger Krankenhausaufenthalt nétig, damit

das Transplantat wieder ausreichend Lymphozyten produzieren kann. In der

- Zwischenzeit missen die Patienten vor Infektionen geschliitzt werden.

Die biologischen Therapien .beinhalten Behandlungen mit Substanzen, die die
Immunantwort gegen den Krebs beeinflussen. Interferone, Interleukine und
Koloniestimulierende Faktoren werden z.B. bei einigen Leukémietypen ver-
wendet. Sie werden meist mit Chemotherapie oder Knochenmarkstransplanta-

tion kombiniert.

Knochenmarkstransplantation

Patienten mit Knochenmarkstransplantat haben ein erhdhtes Risiko fiir Infekti-

- onen, Blutungen und andere Nebeneffekte der hohen Dosen der Chemothera-

peutika und der Bestrahlung, die sie erhalten. Zusétzlich kann es zu Trans-

- plantat-gegen-Empfanger-Antworten [graft versus host disease (GVHD)]

kommen. Die Leber, die Haut und der Verdauungstrakt sind dabei die am hé&u-
figsten betroffenen Organe. GVHD kann mild oder schwerwiegend sein und
jederzeit nach der Transplantation auftreten (auch Jahre spater). Immun-
suppressiva werden verabreicht, um das Risiko des GVHD zu vermindern und

zu behandein.

Chronische Myeloide Leukémie

Am Beispiel der Chronischen Myeloiden Leukdmie wird im folgenden die Wir-

kungsweise der Knochenmarkstransplantate erldutert:

Allologe Knochenmarkstransplantationen [bone-marrow transplantation (BMT)]
stellten in den vergangenen 20 - 30 Jahren Behandlungsmdglichkeiten fir die
chronische myeloide Leukdmie (CML) bereit. Allerdings lassen sich fiir etwa

60% der Patienten keine geeigneten Spender finden.

CML ist in der frihen chronischen Phase durch eine einzeine ermittelte trans-
formierende genetische Abnormalitat charakterisiert. Es handelt sich dabei um
die t(9;22) Translokation (Philadelphia Chromosome, Ph), die das bcr-abl On-
cogen kreiert, den einzigen Faktor, der unbedingt fUr die Entwicklung der

Krankheit benétigt wird (Daley et al 1990). Verglichen mit anderen Tumorty-
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pen in der chronischen Phase besitzen CML Patienten ein relativ intaktes Im-
munsystem (Lewalle et al 1996). CML ist fiir eine tumorspezifische Immun-
antwort zuganglich. In den vergangenen 20 - 30 Jahren wurden Anti-Tumor-
Antworten von allologen Knochenmarkstransplantaten (allo-BMT) und zuletzt
auch von Spender-Leukozyten-Infusionen [Donor leukocyte infusion (DLI)]

klinisch zur Behandlung von CML ausgenutzt.

Die Erkennung und Ausléschung von verbleibenden Tumorzellen durch Spen4
derimmunzellen scheint essentiell fir die Induktion einer molekularen Remissi-
on zu sein. Transplantate, aus denen die T-Zellen entfernt wurden, vergréBern
das Risiko des Rickfalls zur CML (Champlin et al 1988; Horowitz et al 1990).
Eine stringente Demonstration, des durch allo-BMT generierten Anti-Leukdmie-
Effektes kann man beobachten, wenn DLI verabreicht wird, sobald die Krank-
heit wiedererscheint. In dieser Konstellation kann DLI eine anhaltende mole-
kulare Remission in bis zu 70% der Félle wiedereinsetzen (MacKinnon 2000).
DLI steht aber auch mit einer signifikanten Toxizitdt, verursacht durch eine
GVHD in Verbindung. Diese begleitet oft den Transplantat-gegen-Leukdmie-
(GVL) -Effekt. Die Mortalitat liegt hierbei bei 50-90% (MacKinnon 2000).

Hinweise fir Immunregulationen bei der CML:
— Erhéhtes Risiko eines Rickfalls bei T-Zell-Exklusion aus dem Transplantat
— Erhohtes Risiko eines Riickfalls bei Abwesenheit von GVHD

- BMT von syngenen Zwillingen ist weniger effektiv als passendes BMT von

Geschwistern
— Der Rickfall reagiert auf die Absetzung der Immunsuppression

— Spender-Leukozyten-Infusionen sind bei einem Rickfall effektiv

- Die Allo-BMT stellt einen ziemlich groben Ansatz mit signifikanter Transplantat-

bedingter Morbiditédt und Mortalitét dar. Das Risiko zu sterben liegt bei 20 -
41% (Silver et al 1999). Diese Form der Immunotherapie bietet aber auch
eine bis zu 70% Leukamie-freie Uberlebensrate fiir die Transplantatempfinger
(Clift & Anasetti 1997). '
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Behandlung der AbstoBungsreaktionen

Obwoh! die Immunreaktion Organtransplantationen schwierig macht, gibt es
wenige Alternativen bei Organausféllen. Die Verwendung von potenten im-
munsuppressiven Drogen, besonders Cyclosporin A und FK-506, die die Akti-
vierung von T-Zellen verhindern, macht Organtransplantationen erfolgreich.
Trotzdem laufen hier bei z.B. Autoimmunerkrankungen einige Probleme auf, da
das Leiden, welches das eigene Organ zerstort hat, auch das fremde Organ
zerstdrt. AuBerdem steigt durch die Unterdriickung des Immunsystems, das
Risiko an Krebs oder Infektionen zu erkranken. Zudem ist die Prozedur sehr

kostspielig (Janeway and Travers 1997).

Co-stimulatorische Molekiile

Das Produkt des Maus PD-1 Gens (ACCESSION NM_021893), einem Mit-
glied der IgG-Superfamilie, ist ein Rezeptor mit Verbreitung in vielen Geweben.
Analysen, die durch Durchflusszytometrie und Immunoprézipitation mit dem
monoklonalen Antikdrper J43mAk durchgefiihrt wurden, zeigten, dass das PD-
1 Genprodukt ein 50 bis 55 kDa groBes Membranprotein ist. Das PD-1 Protein
scheint stark glycosyliert zu sein, da das berechnete Molekulargewicht der
Aminosduresequenz 29310 Da ist. Normales lymphoides Gewebe der Maus wie
Thymus, Milz, Lymphknoten und Knochenmark enthalten nur eine geringe
Anzahl an PD-1-positiven Zellen. Trotzdem erscheint eine signifikante PD-1-
positive Population in Thymozyten ebenso wie auf T-Zellen in Milz- und
Lymphknoten durch die'in vivo ~Behandlung mit Anti-CD3 monoklonalen Anti-
kérpern. Weiterhin wurde die PD-1-Antigenexpression durch in vitro - Stimula-
tion in verschiedenen Untergruppen von Thymozyten und Milz-T-Zellen stark
induziert, entweder mit Anti-CD3 mAk oder Concavalin A, welches T-Zellen
sowohl zur Aktivierung als auch zum Zelltod bringen kann. Die PD-1-
Expression auf Milz-B-Zellen wurde in dhnlicher Weise mit Anti-IgM Ak stimu-
liert. Im Gegensatz dazu wurde PD-1 nach Behandiungen wie Wachstumsfak-
torentzug, Dexamethason oder Lipopolysaccharid nicht signifikant exprimiert.
Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Expression von PD-1

strikt reguliert ist und durch Signaitransduktion Uber den Antigenrezeptor
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induziert wird und schlieBt nicht die Moglichkeit aus, dass das PD-1 Antigen in
der klonalen Selektion von Lymphozyten eine Rolle spielt, obwohl fiir den nor-
malen Ablauf der Apoptose PD-1 Expression nicht erforderlich ist (Agata et al
1996; Ishida et al 1992; Nishimura et al 1996).

Der PD-1 Rezeptor induziert die Verminderung von Immunantworten und sein
Verlust fihrt zum Zusammenbruch der Toleranz in peripheren Geweben. PD-1
dleﬁziente Mduse entwickeln lupusartige proliferative Arthritis und Glomerulo-
nephritis mit prédominater IgG3 Ablagerung wahrend des Alterns. PD-1 weist
strukturelle Ahnlichkeit zum CTL-assozierten Antigen 4 (CTLA-4) auf, welches
B7-1 und B7-2 bindet und eine entscheidende Rolle bei der Instandhaltung der
T-Zell-Homeostase spielt [flir Reviews, siehe (Sperling & Bluestone 1996;
Thompson & Allison 1997)]. PD-1 enthalt das MYPPPY Motiv nicht, welches
kritisch fiir die B7-1 und B7-2 Bindung ist. Die extrazelluldre Region von PD-1
und CTLA-4 bestehen jeweils aus einer IgV-Doméane mit 23% Identitdt zuein-
ander. Zu PD-1 existiert ein Ligand (PD-L1). Die Bindung von PD-1 durch PD-
L1 fOhrt zur Inhibition der TCR-vermittelten T-Zell-Proliferation und Cytokin-

sekretion (Freeman et al 2000).

Das humane und Maus PD-L1 Molekill [EMBL/GenBank/DDBS unter Accession-
nummern. AF233516 und AF233517, (Freeman et al 2000)] sind Mitglieder der
B7 Genfamilie und haben eine ahnliche strukturelle Organisation, die aus einer
IgV und einer IgC Domane in der extrazelluldren Region (Boussiotis et al
1996), einer hydrophoben Transmembrandoméne, gefolgt von einer kurzen,
geladenen infrazelluléiren Region besteht. Das humane PD-L1 ist mit 290 Ami-
nosduren identisch zu B7-H1, von welchem berichtet wird, dass es die T-Zell—
Stimulation aktiviert (Dong et al 1999). Die Maus PD-L1 cDNA kodiert ein
Polypeptid mit 70% Aminosdureidentitdt zum humanen PD-L1. PD-L1 hat Ami-
nosdureidentitdten von 21, 20, und 23% zu .B7-1, B7-2, und ICOS (ligand of
inducible co-stimulator) (Boussiotis et al 1996; Ling et al 2000; Swallow et al
1999; Yoshinaga et al 1999).

Die Expressionsmdster von B7-1, B7-2, und PD-L1 sind verschieden. B7-2,

einer der Liganden von CD28 und CTLA-4, wird konstitutiv auf Monozyten
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exprimiert. Die konstitutive Expression von B7-1 und B7-2 kann allerdings in
keinem Organ beobachtet werden. Die B7-1 und B7-2 Expression kann in
Dendritischen Zellen, Macrophagen und B-Zellen (Boussiotis et al 1996), sowie
einigen Typen von Fibroblasten und Epithelzellen induziert werden. Im Kon-
trast dazu wird PD-L1 konstitutiv von nicht-lymphoiden, parenchymalen Orga-
nen wie dem Herzen, der Placenta, Skeletmuskeln und Lunge, nicht aber dem
Dinndarm exprimiert (Dong et al 1999). PD-L1 wird auch in einigen Krebsar-
ten exprimiert. Mdglicherweise benutzen diese Tumoren PD-L1, um Antitu-
morimmunantworten zu inhibieren. Da PD-1 sowohl auf aktivierten T- als auch
B-Zellen exprimiert wird, kénnte die Expression von PD-L1 in nicht-lymphoiden
Geweben, sowie auf Dendritischen Zellen die Regulation von potentiell autore-
aktiven Lymphozyten ermdglichen. Das kdnnte ein wichtiger Mechanismus
sein, um Aktivitdten von T- und B-Zellen im Herzen, in der Lunge, in den Nie-
ren und in der Placenta zu limitieren, wo PD-L1 hoch ex-priemiert ist (Freeman
et al 2000).

PD41 Ligand 2 (PD-L2) ist ein zweiter Ligand fiir PD-1. Die Bindung von PD-1
mit PD-L2 inhjbiert dramatisch die T-Zellrezeptor (TCR)-vermittelte Proliferati-
on und Cytokinproduktion durch CD4 T-Zellen. Bei niedriger Antigenkonzent-

" ration inhibieren PD-L2PD-1-Interaktionen starke B7-CD28-Signale. Bei hohen

Antigenkonzentration reduzieren sie die Cytokinproduktion aber inhibieren
nicht die T-Zellproliferation. PD-LPD-1-Interaktionen fihren zum Zellzyklusar-
rest in GO /G1 (Zellzyklusphasen) erhohen aber nicht die Anzah! der toten
Zellen. Die PD-L2-Expression auf APCs wird durch Behandlung mit Interferon g
erhéht und konnte auch in einigen anderen Geweben und Tumorzelllinien de-
tektiert werden. PD-L1 und PD-L2 haben also (beriappende Funktionen
(Latchman et al 2001). |

mPD-L2 (auch unter dem Namen Protein AF142780 bekannt) kodiert fiir ein
Polypeptid mit 38% Aminosaureidentitdt zu mPD-L1. Murines und humanes
PD-L2 haben 70% Aminosaureidentitdt. Die finf Angehérigen der B7-Familie,
B7-1, B7-2, ICOS-L, PD-L1 und PD-L2, haben 21-27% Aminosédureidentitit
und eine strukturelle Organization, die aus einer Signalsequenz, einer IgV-

artigen, einer IgC-artigen und einer transmembran Domé&ne und einem kurzen
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cytoplasmatischen "Schwanz" besteht. Der cytoplasmatische Teil von PD-L1 ist
zwischen Mausen und Menschen konserviert, was im Kontrast zu der geringen
Konservierung des cytoplasmatischen Teil von PD-L2 von Menschen und Mau-
sen steht (Latchman et al 2001).

Die PD-L2 Gewebeverteilung ist &hnlich wie die von PD-L1. Man findet eine
Expression in Plazenta, Herz, Pankreas, Lunge und Leber, eine niedrige Ex-
pression in Milz, Lymphknoten und Thymus, keine Expression in unstimulierten
Monozyten, die aber durch Interferon gamma induziert werden konnte. Die

Kinetik dieser Induktion ist allerdings langsamer als die von PD-L1.

Funktionelle, reife Dendritische Zellen (DCs) entstehen aus zirkulierenden
Vorlduferzellen nach einer Reifungsperiode. DCs kdnnen durch einen spezifi-
schen Besatz Markermolekiilen charakterisiert werden. Zu diesen gehoren
accessoirische/costimulatorische Genprodukte wie CD40, CD80, und CD86
sowie MHC Klasse I und II. Besonders das CD83 Molekdl ist ein gut charakteri-
sierter Marker fir vollig reife DCs, da CD83 nicht auf unreifen DC-Vorldufern
detektiert werden kann. Die funktionelle Bedeutung von CD83 ist aber unbe-
kannt. Seine starker werdende Prasenz im Verlauf der Reifung deutet auf eine
wichtige Funktion hin (Berchtold et al 1999).

Herpes Simplex Virus schafft es auf unbekannte Weise, die Expression von
CD83 zu unterdriicken, wahrend die Produktion anderer fir DCs typischer
Molekiile wie CD25, CD40, CD80, CD86, CD95 und MHC der Klasse I und der
Klasse II davon unbeeinflusst bleibt (Kruse et al 2000b). Interessanterweise
fihrt die Inhibition der CD83 Expression an der Plasmamembran zu einer dra-
matischen Reduktion der DC-vermittelten T-Zell-Stimulation. Wird durch einen
spezifischen Inhibitor der eukaryotische Initiationsfaktor 5A behinderf, kann
die CD83 Expression verhindert werden, was auch zu einer starken Reduktion
der DC-v_ermittelten T-Zell-Stimulation fihrt (Kruse et al 2000a). eIF-5A ist ein
Protein, welches in den Exportpfad von spezifischen RNAs aus dem Zellkern

einbezogen ist.

elF-5A ist das einzige zelluldre Protein von dem man weiB3, dass es die unge-

wohnliche Aminosdure Hypusin enthélt. Diese Modifikation scheint fiir die
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Zellteilung nétig zu sein. Die Hypusinmodifikation ist eine Spermidin-abhéngige
posttranslationale Reaktion, die von zwei Enzymen katalysiert wird. Das bein-
haltet den Transfer der Aminobutylgruppe des Spermidin auf die e-NH2-
Gruppe von Lysin an Position 50 in eIF-5A durch die Deoxyhypusinsynthase
(Kruse et al 2000a).

Das Intermediat, welches dabei generiert wird, wird anschlieBend durch die
Deoxyhypusinhydroxylase hydroxylisiert. Auf diese Art entsteht die aktive
Form von eIF-5A. Obwohl eIF-5A urspriinglich als “Initiationsfaktor” bezeichnet
wurde, zeigten jungere in vitro and in vivo Experimente, dass eIF-5A kein
Initiator der Proteintranslation ist. eIF-5A scheint ein Teil eines spezifischen
Exportpfades aus dem Zellkern zu sein, welcher z.B. von der Rev/Rex Kiasse
der retroviralen RNA Transportfaktoren ausgenutzf wird. AuBerdem wurde
gezeigt, dass das elF-5A Protein sich an der nucleoplasmischen Seite des:
Kernporenkomplexes sammelt, um mit dem allgemeinen Kernexportrezeptor
CRML1 zu interagieren und um in Sdugerzellen vom Nucleus in das Zytoplasma
zu wandern. Untersuchungen der eIF-5A mRNA-Menge in humanen Zellen
zeigte, dass elF-5A in Zelllinien, sowie verschiedenen anderen Geweben kon-
stitutiv exprimiert'wird. Im Gegensatz dazu wird das eIF-5A Gen in primaren
lymphoiden Zellen wéhrend der Aktivierung und/oder Proliferation von primé-
ren human Blutzellen induziert. Benutzt man einen Inhibitor der Hypusinmodi-
fikation [GC7 (N* -guanyl-1,7-diaminoheptane)], so wird die Expression von
CD83 und damit die volle stimulatorische Aktivitat reifer DCs inhibiert (Kruse
et al 2000a).

Allgemeines zu Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen gehdren zu den chronischen Erkrankungén. Zu ihnen
zéhlen Rheuma in verschiedensten klinischen Ausprdgungen, Diabetes, Mul-
tiple Sklerose, bestimmte Formen von Herzmuskelentziindungen und von
Schilddrisenerkrankungen. Die Reihe von Autoimmunerkrankungen l&sst sich
fortsetzen, wobei ca. 90% allerdings epidemiologisch nur einen kleinen. Pro-

zentsatz ausmachen.
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Die klinischen Verldufe von Autdimmunerkrankungen selbst bej ein- und der-
selben Diagnose kdnnen sehr unterschiedlich sein. Z. T. werden schubartige
Krankheitsverldufe beobachtet. Entsprechend werden die Behandlungen vom

Arzt individuell gestaltet.

Einige der Autoimmunerkrankungen sind antikérpervermittelt. Darunter wird in
der Immunologie verstanden, dass der Organismus aus meist nicht bekannten
Ursachen Antikérper produziert, welche sich gegen korpereigene zelluldre
Strukturen (Autoantigene) richten. Sind diese Antikérper einmal gebildet, 16-
sen sie durch ihre Interaktion und Bindung an die jeweiligen organ- oder zell-
spezifischen Strukturen eine zell- und gewebszerstérende Reaktion des Im-
munsystems aus. Letztendlich fiihrt diese dann ZLI dem klinischen Bild der
Erkrankung (Steinman 1994).

Beispiel hierfir ist die Schilddriisenerkrankung Morbus Basedow, aber auch
eine Form der Herzmuskelentziindung, die zur Dilatativen Cardiomyopathie
fihrt. In einigen Féllen sind sowohl die Targets, gegen die sich die Autoanti-

kérper richten, als auch die Autoantikérper selbst, genau charakterisiert.

WO-A-00/66715-A-, EP 1 179 587 und PCT/EP 02/03292 offenbaren Verfahren
zur Reduzierung von spezifischen Immunreaktionen mittels gentechnisch ma-
nipulierter Antigen présentierender Zellen. Es handelt sich dabei um Anmel-
dungen mit den gleichen Zielen, wie den hier beschriebenen, ohne dass aller-
dings CD83 dabei beriicksichtigt wurde.

Das der Erfindung zu Grunde liegende Problem besteht unter anderem darin,
gentechnologische, therapeutisch nutzbare Produkte flir die Reduktion von
spezifischen Immunreaktionen zur Verfligung zu stellen, bei denen Targets

(Antigene, Autoantigene) und Antikorper, Autoantikdrper bekannt sind.

Gelost wird das Problem durch die erfindungsgemaBe Antigen prédsentierende
Zelle, die auch vorher bestimmte Antigene prasentieren kann (monoantigene
Antigen prasentierende Zelle) und dadurch gekennzeichnet ist, dass in der
Antigen prasentierende Zelle und/oder monoantigenen Antigen prasentierende

Zelle eine der Funktionen co-stimulatorischer Rezeptoren, wie ein CD83-
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Rezeptor und gegebenenfalls B7- und/oder CD40-Rezeptor supprimiert ist
und/oder gegebenenfalls CTLA4 bindende Molekiile produziert werden
und/oder gegebenenfalls PD-1 bindende Molekilile vorzugsweise Antikdrper

produziert werden.

Vorzugsweise ist die erfindungsgeméBe Zelle eine Antigen prasentierende Zelle
(APC).

Die APCs sind die Schaltstellen des anpassungsfahigen Immunsystems. Sie

kénnen eine T-Zell-vermittelte Immunantwort auslésen oder abstellen.

Innerhalb des Immunsystems spielen die Antikdrper normalerweise als spezifi-
sche Abwehrmolekiile ("humorale Immunreaktion") eine wichtige Rolle. Sie
werden von ausgereiften B-Lymph.ozyten produziert. Die Induktion und Pro-
duktion der l6slichen Antikérper erfolgt allerdings nicht unabhéngig von den
restlichen Zellen des Immunsystems; vielmehr wird diese humorale Immunre-

aktion von anderen Zellen des Immunsystems gesteuert.

Die Antikdrperproduktion - und so auch die Produktion der pathologischen
Autoantikérper - lasst sich nicht richtig aufrechterhalten ohne die Hilfe und
Vermittlung von APCs und T-Helfer-Lymphozyten, die ihrerseits antigenspezi-

fisch die B-Lymphozyten aktivieren.

Die molekularen Mechanismen der Interaktion - des Zell-Zell-Kontakts - von
APCs mit den T-Helfer-Lymphozyten ist auf Rezeptorebene bis ins Detail be-

kannt.

Handelt- es sich bei dem Antigen z.B. um ein Baktei*ienprotein, ist die Immun-
reaktion flr den Organismus nitzlich. Ist das Antigen allerdings eine kérperei-

‘gene Struktur, spricht man von einer (pathologischen) Autoimmunreaktion.

Neben dem zu présentierenden Antigen (gegen welches sich die zu produzie-
renden Antikdrper richten) sind auf der Zelloberflache verschiedene Rezepto-
ren und Hilfsrezeptoren am Zell-Zell-Kontakt und der Zellaktivierung beteiligt.
Ein essentielles Molekil der interzelluldren Wechselwirkung bei der Antigenpré-
sentation (Kontakt von Monozyt mit den T~Helfer-Lymphozyten) ist ein costi-

mulierender Rezeptor mit der Bezeichnung B7.
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Die erfindungsgemaBe Antigen prasentierende Zelle kann, vorzugsweise durch

eine Transfektion einer Antigen prasentierende Zelle mit nukleinsdurehaltigem

Material, eine erhdhte Expression eines Antigens aufweisen, wobei die Antigen

prasentierende Zelle im wesentlichen nur vordefinierte Antigene prasentiert.

Das erfindungsgemaBe gentherapeutische Verfahren beruht auf gentechnolo-

. gischen Eingriffen an patienteneigenen Antigen prasentierende Zellen. Die

Eingriffe erfolgen mittels geeigneter Sonden und bewirken die Verminderung
von CD83-Molekillen und gegebenenfalls B7-Molekilen und/oder CD40-
Molekilen durch die Behinderung bzw. Verhinderung der Ausbildung des Mole-
kils auf der Oberfliche der Antigen prédsentierende Zellen und/oder gegebe-
nenfalls CTLA4 bindenden Molekiilen, vorzugsweise Antikdérper, und/oder ge-
gebenenfalls die Produktion von PD-1 bindenden Moleklilen vorzugsweise PD-
L1 und gegebenenfalls gleichzeitig eine starke Présentation des Autoantigens.

Verminderung der spezifischen Antikérperproduktion durch Gentherapie

Die Produktion pathologischer Immunreaktionen wird durch die Manipulation

von Antigen prasentierende Zellen und die daraus resultierende Abschaltung

-pathologischer T-Zellen spezifisch beendet. Die Unterdriickung der CD83 Ex-

pression interferiert mit den T-Zell-stimulatorischen Eigenschaften von DCs,
welche in dieser Hinsicht die potentesten APCs sind. Hierfir kénnen CD83-
bindende Moleklile eingesetzt werden. Diese kénnen CD83 beim Transport
durch die Zelle abfangen oder auch auf der Plasmamembran binden und so
eine Interaktion von CD83 mit anderen Molekilen verhindern. Zur Bindung an
CD83 koénnen Molekiile, wie Antikdrper oder ein CD83-Ligand eingesetzt wer-
den. AuBerdem kann die Ausbildung von CD83 dadurch verhindert werden,
dass die Ausbildung oder die Funktion von eIF-5A behindert wird. Zur Bindung
an elF-5A kénnen Molekile, wie z.B. Antikérper eingesetzt werden. Auch einen
Inhibitor der Hypusinmodifikation [z.B. GC7 (N' -guanyl-1,7-diaminoheptane)]
kann eingesetzt werden, um die Bildung von funktionellem elIF-5A zu verhin-
dern. Auch die Antisensetechnologie, sowie Cosuppression bieten sich an, um
die Ausbildung von CD83 und/oder elF-5A zu verhindern.
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Zusétzlich kann gegebenenfalls ausgenutzt werden, dass T-Zellen den Rezep-
tor PD-1 produzieren. Dieser sorgt bei Bindung an PD-L1 dafiir, dass T-Zellen
nicht mehr proliferieren. Eine Bindung von PD-1 kann also fiir das Abstellen
von T-Zell-Antworten sorgen. Hiérﬂ]r kdnnen auch andere Bindemoleklle als

PD-L1 eingesetzt werden.

Es kann gegebenenfalls zusétzlich ausgenutzt werden, dass T-Zellen zwei Re-
zeptoren produzieren, die B7 (1 oder 2) erkennen. Der eine Rezeptor ist z. B.
CD28, der andere ist z. B. CTLA4. CD28 entfaltet eine stimulierende Wirkung,
wahrend CTLA4 eine solche Wirkung nicht entfaltet. Der Kontakt von CTLA4
mit B7 sorgt flir das Abschalten der jeweiligen T-Zelle. Diese geht dann ent-
weder in die Apoptose Uber programmierten Zelltod, wird abgeschaltet, oder
wird in eine toleranzerzeugende T-Zelle umgewandelt. Die Toleranz wird in
diesem Fall gegen das spezielle von dieser T-Zelle erkannte Antigen erzeugt.
(Gribben et al., 1994; Judge et al., 1999; Lee et al., 1998; Lin et al., 1998;
Metzler et al., 1997; Olsson et al., 1999; Oosterwegel et al., 1999a; Ooster-
wegel et al., 1999b; Peach et al., 1994; Walunas et al., 1996; Wu et al., 1997;
Wulfing and Davis, 1998). -

Zur Bindung an CTLA4 anstatt von CDZQ werden Molekiile, wie Antikorper,
eingesetzt, die an CTLA4, nicht aber an CD28 binden. Diese kénnen dann die
von CTLA4 beférderte Reaktion der T-Zellen induzieren. Diese CTLA4 binden-

den Molekile kdnnen vorzugsweise Antikérper sein.

Der Co-Rezeptor B7, ohne den die Antigenprésentation bzw. die Induktions-
kaskade zur Antikérperproduktion nicht aniduft, kann gegebenenfalls zusétzlich
unterdriickt werden, um eine praferentielle Bindung von CD28 zu unterdrii-
cken. Der Co-Rezeptor stellt zwei unterschiedliche Co-Rezeptoren, die als
CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2) bezeichnet werden, dar. Ihre Strukturen sind

bekannt.

Nach dem Abschalten der Antikérperproduktion verschwinden die im Blut zir-
kulierenden Autoantikérper aufgrund des nétt’.’quichen Abbaus und des fehlen-
den Nachschubs.
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Nach der in vitro Manipulation der Antigen prasentierende Zellen werden die
Zellen in die Blutbahn des Patienten zurickgegeben. Die gentechnisch veran-
derten Antigen prasentierenden Zellen schalten nunmehr die im Organismus
befindlichen pathologischen T-Helfer-Lymphozyten ab. Die gentechnisch ver-
anderten Zellen treten dabei unmittelbar in Konkurrenz zu den bereits im Or-
ganismus (vorzugsweise Biutbahn und Lymphsystem) vorhandenen PathoAnti-
gen prasentierenden APCs, die normalerweise die T-Helfer-Lymphozyten und

damit die Antikorperproduktion aktivieren.

Antigenprisentation bei gentechnisch verinderten Antigen prisentierenden

Zellen

Die cDNA eines Proteins, das als Autoantigen die Produktion pathologischer
Autoantikérper hervorruft, wird in das Genom der APC integriert. Diese Erbin-
formation dient dann zur Uberproduktion des Autoantigeﬁs. Peptide dieses
Autoantigens werden daraufhin bevorzugt an MHC II und/oder MHC I prasen-
tiert. MHC II prasentiert die Peptide den T-Helferzellen und versucht solche zu
finden, die spezifisch diese prasentierten Peptide erkennen. Wenn gleichzeitig
CD83 nicht seiner Funktion nachkommen kann und eventuell zusédtzlich durch
ein PD-1 bindendes Molekiil PD-1 anstelle von CD28 aktiviert wird und eventu-
ell zusatzlich ein CTLA4 bindendes Molekiil CTLA4 anstelle von CD28 aktiviert
und eventuell zusatzlich der Co-Rezeptor B7 nicht seiner Funktion nachkom-

men kann, werden die T-Helferzellen stillgelegt und kénnen eventuell einen

- vorzeitigen Zelltod erleiden, oder zu regulatorischen T-Zellen werden.

Alle gentechnisch verédnderten Antigen prasentierenden Zellen prasentieren an
den meisten ihrer MHC II-Komplexe das Autoantigen, wahrend in vivo nur sehr
wenige "normale" APCs das Autoantigen prasentieren und dann auch nur an
wenigen MHC II-Komplexen. Es ist Ziel der Behandlung, in vivo die "normalen”
APCs, die das Autoantigen présentieren und die T-Helfer-Zellen aktivieren, zu
verdréngen durch die auf Abschaltung der Antikérperproduktion bzw. T-
Zellantwort programmierten, gentechnisch veradnderten Antigen prasentieren-

den Zellen.
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Die erfindungsgemaBe Antigen prasentierende Zelle und/oder monoantigene
Antigen présentierende Zelle kann insbesondere -eine erhohte Anzahl von Ho-
ming-Rezeptoren, wie CD44, aufzeigen. Eine Uberexpression von Homing-
Rezeptoren wird der verédnderten Antigen prasentierenden Zelle den Weg in die
Lymphknoten weisen, wodurch die gentechnisch verdanderten Antigen prasen-
tierenden Zellen sich vermehrt und schneller in Lymphknoten ansammein. Die
Lymphknoten sind der Ort, an dem die allermeisten Reaktionen des anpas-
sungsfahigen Immunsystems hervorgerufen werden. Dort entfalten die gen-
technisch veranderten Antigen prasentierenden Zellen daher eine um ein viel-

faches héhere Wirkung als auBerhalb der Lymphknoten.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform der erﬁndungsgeméBe‘n Antigen pri-
sentierenden Zelle bewirkt eine Transfektion eine Erhdhung der Anzahl von
Homing-Rezeptoren und oder eine Erhéhung der Anzahl von PD-1 bindenden
Molekllen und/oder eine Suppression von Funktionen der CD83-~, B7-, CD40-
Rezeptoren und/oder eine Erhéhung der Anzahl von CTLA4 bindenden Mole-

killen.

Die Ausbildung von funktionellem eIF-5A kann mit Inhibitoren der Hypusin-

synthese verhindert werden.

Die PD-1 bindenden Molekille kénnen vorzugsweise PD-L1, PD-L2, Antikdrper,
monoklonale Antikdrper sein. Diese kdnnen so geartet sein, dass sie in der

Plasmmamembran der Zelle verbleiben.

Die CTLA4 bindenden Molekiile kdnnen vorzugsweise Antikdrper, monoklonale
Antikdrper sein. Diese kénnen so geartet sein, dass sie in der Plasmamembran

der Zelle verbieiben.

Insbesondere mit Antisense-Nukleinsduren kann die elIF-5A, CD83-, B7-
und/oder CD40-Rezeptorexpression in der erfindungsgeméaBen Antigen pré-

sentierenden Zelle verhindert oder reduziert werden.

Alternativ kann mit Nukleinsduren eine Unterdriickung der Expression der elF-
5A, CD83-, B7- und/oder CD40-Rezeptoren durch Co-Suppression in der erfin-

dungsgemé&Ben Antigen prdsentierenden Zelle bewirkt werden.
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Die erfindungsgeméBe Antigen prasentierende Zelle kann Nukleinsduren ent-
halten oder damit transfiziert sein, die eine Expression von mit eIF-5A, CD83-,
B7- und/oder CD40-Rezeptoren affinen Strukturen aufweisenden Proteinen
oder Peptiden bewirken. Damit werden Proteine gebildet, die durch Komplex-
bildung mit B7 - und/od‘er CD40-Rezeptoren diese Rezeptoren praktisch neut-
ralisieren. Insbesondere kommen dazu CTLA4, CD28, Antikérper, F(ab)2, scFv

und/oder Fah-Fragmente als Proteine in Betracht.

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform enthélt die erfindungsgemage
Antigen prasentierende Zelle Nukleinsduren, die fir eine Signalsequenz ko-
dieren oder Expressionsprodukte einer Signalsequenz, die den Verbleib der
Expressionsprodukte im endoplasmatischen Retikulum, dem GoIgi—Apparat}

dem Trans-Golgi-Netzwerk oder intrazelluldren Vesikeln bewirkt. '

Die erfindungsgemé&Be Antigen prasentierende Zelle wird zur Expression von
Antigenen mit Nukleinsduren transfiziert, die den Transport der exprimierten

Antigene in MHC II-Kompartimente der Zellen ermdglichen.

Alle gentechnisch veréanderten Antigen présentierende Zellen présentieren an
den meisten ihrer MHC-Komplexe das Autoantigen, wahrend nur sehr wenige
"normale" APCs Uberhaupt das Autoantigen prasentieren und dann auch nur
an wenigen MHC-Komplexen. Es ist Ziel der Behandlung, die "normalen" APCs,
die das Autoantigen prasentieren und die T-Helfer-Zellen aktivieren, zu ver-
drangen durch die auf Abschaltung der Antikérperprodukte programmierten,
genmanipulierten Antigen prasentierende Zellen. Es ist sinnvoll, das Antigen
(die Antigene) in einer Form zu verabreichen, die den Transport in die MHC II-
Endosomen ermdglicht. So kann zuverldssig eine Prasentation an MHC II
erreicht werden. Bei einem gentechnischen Eingriff erfolgt dies in der Regel
durch Manipulation des offenen Leserasters, so dass dem Leseraster eine Sig-
nalsequenz flr dieses Kompartiment vorgeschaltet wird. Die genetische Mani-
pulation hat den zusétzlichen Vorteil, dass sie eine viel léngere Halbwertzeit
hat, als z.B. Oligonukieotide oder Peptide. Eine stabile Integration von Genen
kann sogar zu einer permanenten Verédnderung der Eigenschaft der Zieizellen

flihren.
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Die entsprechenden Nukleinsduren kdnnen dabei DNA, RNA, Oligonukieotide,

Polynukleotide, Ribozyme, Peptidnukieinsdauren (PNA) sein.

Vorzugsweise besitzt die DNA Regulationselemente wie Enhancer, Promotoren,
polyA-kodierende 3" -Enden zur Transkription der DNA in RNA, die RNA Regu-
lationselemente zur Translation der RNA in Protein. Die Regulationselemente

sorgen flr eine effiziente Expression der Gene.

Die Herstellung der erfindungsgemaBen Antigen prdsentierende Zelle erfolgt
zum Beispiel durch ex vivo oder in vivo Verfahren. Dabei wird vorzugsweise

eine Antigen prasentierende Zelle ex vivo oder in vivo durch Behandlung mit -

Viren, viralen Vektoren, bakteriellen Vektoren, Plasmiden, die durch Elektro-

porationstechniken, Iontophorese, ballistischen Methoden und/oder anderen
Techniken zur Einschleusung von Molekiilen in eine Antigen prasentierende

Zelle transfiziert.

In einer weiteren Ausfihrungsform kann eine Antigen prasentierende Zelle
oder eine monoantigene Antigen prasentierende Zelle durch Behandlung mit
Viren, viralen Vektoren, bakteriellen Vektoren, Plasmiden, die durch Elektro-
porationstechniken, Iontophorese, ballistischen Methoden und/oder anderen
Techniken zur Einschleusung von Molekiilen in eine Zelle mit erhdhter Menge
von PD-1 bindenden Molekilen und/oder mit erhéhter Menge von CTLA4 bin-
denden Molekilen und/oder supprimierter Funktion co-stimulatorischer Re-
zeptoren, CD83, eIF-5A transfiziert werden oder die Expression co-
stimulatorischer Rezeptoren, CD83, eIlF-5A durch Verhinderung von deren
Expression oder die co-stimulatorischen Rezeptoren, CD83, elF-5A werden
durch Reaktion mit affinen Strukturen an einer Stimulation von T-Zellen, die
an die erfindungsgemaBe Antigen prasentierende Zelle gebunden sind, gehin-
dert.

Fir die Unterdriickung der Co-Stimulation, CD83, elF-5A, die letztendlich ein
Unterdriicken der Produktion eines oder mehrerer Proteine oder die Behinde-
rung des Proteins oder der Proteine bedeutet, kommen verschiedene Strate-

gien in Frage:
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1. Antisense-Ansatz

2. Co-Suppression

3. Bindung von CD83, eIF-5A und =zuséatzlich gegebenenfalls des co-

stimulatorischen Moleklils.

Zu l.:

Zu 2.:

Zu 3.:

In diesem Fall missen Antisense-Nukleinsduren in Kontakt mit der
mMRNA des anvisierten Moleklls kommen. Sie binden dann wahrschein-
lich das Molekill und verhindern die Translation. Als Nukleinséureh
kommen eine groBe Bandbreite von Molekilen, wie RNAs, DNAs, PNAs,
Ribozyme, in Frage. Auch hier wiirde ein gentechnischer Eingriff fir die

gréBte Halbwertszeit des Effekts sorgen.

Es hat sich inzwischen herausgestellt, dass man die Produktion eines
Genproduktes auch durch Integration einer mdglichst homologen
Sense-Gensequenz erreichen kann. Der Mechanismus ist noch véllig

unbekannt.

Die Bindung des anvisierten Molekiils z.B. durch spezifische Antikérper
verhindert, dass dieses Molekil Kontakt mit dem avisierten Rezeptor
auf einer T-Zelle aufnimmt und verhindert so die Aktivierung der T-
Zelle. Die externe Zugabe solcher Bindemolekiile hat den Nachteil,
dass sie auf alle Antigen prasentierenden Zellen wirken und damit jede
Immunreaktion verhindern. Um Immunreaktionen spezifisch zu behin-
dern, haben wir ein Modell entworfen, bei dem die anvisierten Molekle
bereits in der Zelle, in einem intrazellularen Kompartiment gebunden
werden. In einer Erweiterung dieses Modells soll dafiir gesorgt werden,

dass das Bindemolekil im intrazelluldren Kompartiment zuriickgehalten

- wird, so dass das anvisierte Moleklil erst gar nicht zur Plasmamembran

gelangt. Hierflr sind Signalsequenzen bekannt, die dem offenen Le-
seraster des Bindemolekils zugefligt werden muissen. Dieser intrazel-
luldre Ansatz lasst sich gut an isolierten Zellen durchfithren. Auch hier

ist ein gentechnischer Eingriff zu bevorzugen.

Die gewiinschten Effekte konnen auch erreicht werden, wenn nur eines der
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beiden Ziele mit einem gentechnischen Eingriff vorgenommen wird. In diesem

Fall kdnnen statt der Gene z.B. folgende andere Moleklle eingesetzt werden:
1. Behinderung der anvisierten Molektle durch

Nukleinsduren (zumeist komplementér zur Zielsequenz), bei denen es sich
z.B. um Oligonukleotide, Polynukleotide, Ribozyme, Peptidnukleinsduren
(PNAs) handein kann,

Antikérper oder andere Molekiile, welche die anvisierten Molekiile binden.
2. Antigen Kontaktierung durch
Proteine, Peptide, Peptidomimetica.

Es werden nach‘dem erfindungsgemaBen Verfahren insbesondere Molekiile wie
Antikoérper, Proteine, Peptide, Peptidomimetica, PD-L1, PD-L2, CTLA4, CD28,
CD40L und/oder Bestandteile und/oder Kombinationen dieser Molekiile, die
z.B. B7-1, B7-2, CD40 binden, welche eine in Gegenwart einer Antigenpra-
sentation stattfindende Co-Stimulation der T-Zelle behindert, mit der monoan-
tigenen Antigen prdsentierenden Zelle und/oder der Antigen prasentierende

Zelle in Kontakt gebracht.

Es kann vorteilhaft sein, die Moleklle mittels Vehikeln, wie Liposomen, Hydro-
gelen, Cyklodextrinen, Nanokapseln, Nanopartikel, insbesondere biologisch
abbaubaren Nanokapseln oder -partikel, bio-adhé&siven Mikrokugeln und/oder
durch  Elektroporationstechniken, Iontophorese, ballistische Methoden
und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Molekilen in die- monoanti-
gene Antigen prasentierende Zelle und/oder die Ahtigen prasentierende Zelle

zu transferieren.

Nukleinséureh kénnen insbesondere durch Viren; virale Vektoren, bakterielle
Vektoren, Plasmide, die durch Elektroporationstechniken, Iontophorese, ballié-
tische Methoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Molekdlen
in die monoantigene Antigen prdsentierende Zelle und/oder die Antigen pra-

sentierende Zelle transferiert werden.

Erfindungsgemé&B beansprucht wird weiterhin ein Arzneimittel, enthaltend

mindestens eine erfindungsgemaBe Antigen prasentierende Zelle. Vorzugswei-
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se ist das erfindungsgemaBe Arzneimittel als Infusionsldsung zur intravendsen
oder intraperitonealen Applikation formuliert. Die Formulierung ist so gewahlt,
dass bei Verabreichung des Arzneimittels keine wesentliche Beeintrachtigung

der Wirksamkeit der erfindungsgeméaBen Antigen prasentierenden Zelle erfoigt.

So kommt als Infusionslésung vorzugsweise pHysiologische Kochsalzlésung in
Betracht. Grundsétzlich sind auch andere L&sungen, die einen pH-Wert von 5,5
bis 8,5 aufweisen, geeignet. Auch Serum, beispielsweise humanes Serum,
autologes Serum oder Serum anderer Spezies, Losungen mit Plasmaer-
satzstoffen, wie Polyvinylpyrrolidon, kommen in Betracht. Typischerweise sol-
len 0,5 ml bis 500 mi appliziert werden. Diese Mengen und pH-Werte sind
selbstversténdlich nicht absolut, sondern kénnen vom Fachmann, je nach Be-
dingungen und Anforderungen, variiert und an die spezifischen Bedlirfnisse

eines Patienten angepasst werden.

' Die erfindungsgemaBe Antigen prisentierende Zelle kann insbesondere zur

Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von ungewollten Immunreakti-
onen, wie Autoimmunerkrankungen und Allergien oder gewollt hervorgerufe-

nen Immunreaktionen, wie bei Immunisierungen verwendet werden.

Weiterhin kann die erfindungsgemaBe Antigen prasentierende Zelle zur Her-
stellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Immunreaktionen gegen allo-

loge und/oder xenologe Gewebsmerkmale verwendet werden.

ErfindungsgeméB beansprucht werden insbesondere Verwendungen, bei denen
die zu behandelnden Immunreaktionen in Verbindung mit Antigenen oder
deren Gensequenzen und/oder Teilen davon stehen und ausgewahlt sind aus

der Gruppe bestehend aus

~ Enzymen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere
Glutamic acid decarboxylase (GAD), Rezeptor-Typ Protein Tyrosin
Phosphatase IA-2Beta, Anfigen: H*K*ATPase, U1RNP, Transglutaminase,
Argininosuccinatlyase (ASL), Tyrosinase-related protein-2, Thyroid Peroxi-
dase, Faktor VIII, Faktor IX;

— Rezeptoren, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere
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Acetylcholinrezeptor vom  Nicotintyp, bil-adrenerger-Rezeptor, al-
adrenerger-Rezeptor, Angiotensin-2-AT1-Rezeptor, Glutamat-Rezeptor,
Thyrotropin-stimulierendes Hormon (TSH)-Rezeptor, LFA-1, HLA-B27, Epi-
didymal Protein DE, Zona Pellucida (ZP)—3 Glycoprotein, Zona Pellucida
(ZP)-4 Glycoprotein, Follicle-Stimulating Hormone (FSH) Rezeptor, Sperm
Immunogen SP-10 oder Sperm Protein SP-10;

Hormone oder Botenstoffe, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen,
insbesondere Insulin, Thyroglobulin, Follicle-Stimulating Hormone (FSH),
Prostaglandin F2 alpha, Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH), Oestra-
diol-17beta, Oestrogen, Luteinizing Hormon (LH) Rezeptor, Inhibin, Tes-
tosteron, Androgen, Chorionic Gonadotrophin (CG), Interleukine, Interfe-
rone, Cytokiné, Chemokine, Bone Morphogenetic Factors, b-Interferon,

Estradiol;

Strukturproteine, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbeson-
dere Myelin Basic Protein (MBP), Préteolipid protein (PLP), Myelin oligo-
dendrocyte glycoprotein (MOG), a-Fodrin, Nicht-erythroides a-Spectrin,
Beta-Amyloid Precursor Protein (beta~APP), Typ 2 Kollagen, Sperm Plasma
Membran Protein PH-20;

Antigene, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere
CENP-A Autoantigen, Beta2GP-I, ribosomales P Protein, Ro/SSA, La/SSB,
Sm/RNP, Sm, Scl-70, Jo-1, BCOADC-E2, Albumin, Glucagon, Inselzellanti-
gene, Retinal S Ag;

Allefgene, die eine IgE-Antwort ausldsen, deren Gensequenzen und/oder
Teilsequenzen, insbesondere Der f 1, Der f 2, Der f 3, Der p 1, Der p 2,
Derp 3,Derp4,Derp5, Derp8, Eurm1,lLepd2, Feld 1, Canf 1, Can
f2,Musm1,Ratn 1, Blag1l, Blag?2, Blag4, Blagh5, Per a1, Bienengift
Phospholipase A2 (PLA2), Group V major allergen Phl p 5b von Timothy

Grass Pollen, Hom s 1.

Weiterhin wird erfindungsgeméaB beansprucht eine Verwendung, bei der die zu
behandelnden Immunreaktionen in Verbindung mit allologen und/oder xenolo-

gen Gewebsmerkmalen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbe-
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Entwicklung einer Gentherapie

Das hier vorgestellte Verfahren zur Reduzierung von Immunantworten, z.B.
zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen mit klar definiertem Autoanti-
korperprofil, basiert auf der gentechnischen Manipulation von bestimmten
Blutzellen vorzugsweise auBerhalb des Kérpers, die dann anschlieBend wieder
in den Organismus zurlckgefihrt werden. Ziel dieser Behandlung ist unter
anderem das spezifische Abschalten einer chronischen, durch das Immunsys-
tem getriebenen Produktion von Autoantikdrpern, welche die Krankheit auslé-

sen.

Anwendungsgebiete der Gentherapie

Das Verfahren zur spezifischen Abschaltung von Immunreaktionen ist immer
dort sinnvoll, wo ein oder mehrere molekular definierte Targets (Antigene,
Autoantigene) bekannt sind. Diese kdénnen beispielsweise mit einer Autoim-

munerkrankung oder Allergie assoziiert sein.

Z.B. handelt es sich dabei um Krankheiten mit Autoantikérper-vermittelten
Autoimmunreaktionen, d.h. um Krankheiten, bei denen die
"Bindungsstrukturen" dieser Autoantikdrper (Autoantigene, Targets) bekannt

sind und pathogenetische Bedeutung haben.

Beispiele fur Krankheiten mit bekannten, die Autoantikérper-bindenden mole-

kularen Strukturen (Epitope) sind:

¢ Myasthenia gravis (Autoantikérper gegen den Acetylcholinrezeptor)

Morbus Basedow (Autoantikdrper gegen den TSH-Rezeptor der Schilddriise)

Dilatative Cardiomyopathie (DCM, Autoantikdrper gegen den bl—adrenergen

Rezeptor der Herzmuskelzellen)

e bestimmte Formen des insulinabhdngigen Diabetes (Autoantikérper gegen

Insulin)

bestimmte Formen des malignen Bluthochdrucks (Autoantikérper gegen den

Angiotensin- und/oder al-adrenergen-Rezeptor).
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Behandlung mit genmanipulierten patienteneigenen Blutzellen: Prinzip der

vorgeschlagenen Gentherapie

Innerhalb des Immunsystems spielen die Antikdrper als Abwehrmolekile

("humorale Immunreaktion") eine wichtige Rolle. Sie werden von ausgereiften |
B-Lymphozyten (B-Zellen) produziert. Die Induktion und Produktion der Anti-
kérper erfolgt allerdings nicht losgeldst von den restlichen Zellen des Immun-
systems; vielmehr wird diese humoréle Immunreaktion von anderen Zellen
des Immunsystems gesteuert. Die Immunreaktion ldsst sich nicht aufrechter-
halten ohne die Hilfe und Vermittlung von Antigen prasentierenden Zellen und
T-Helfer-Lymphozyten. Die molekularen Mechanismen der Interaktion - des
Zell-Zell-Kontakts - von Antigen prdsentierenden Zellen mit den T-Helfer-

Lymphozyten ist auf Rezeptorebene bis ins Detail bekannt.

Neben dem zu prasentierenden Antigen sind auf der Zelloberfldche verschie-
dene Rezeptoren und Hilfsrezeptoren am Zell-Zell-Kontakt und der Zellakti-
vierung beteiligt. Ein esséntielles Molekil der interzellularen Wechselwirkung
bei der Antigenprasentation (Kontakt von Antigen prasentierenden Zellen mit
den T-Helfer-Lymphozyten) sind costimulierende Rezeptoren mit den Bezeich-
nungen PD-L1, PD-L2, B7h (LICOS), B7-1 und B7-2. Auch CD40 spielt bei
dieser Signaltransduktion eine Rolle. Auch CD83 hat auf einen Einfluss auf die

Stimulationsfahigkeit von DCs.

Die Funktionen von ICOS, PD-1, CD28, CTLA4, B7 und CD40 sind Inhalt zahl-
reicher Publikationen (Daikh et al., 1997; Greenfield et al., 1998; Johnson-
Leger et al., 1998; McAdam et al., 1998; Vyth-Dreese et al., 1995, (Freeman
et al 2000; Hutloff et al 1999; Kopf et al 2000; Tamatani et al 2000)) und
werden (auBer ICOS, PD1) auch umfangreich in Lehrbiichern abgehandelt [s.
z.B. (Janeway and Travers, 1997)]. Auch CD83 wird in der Literatur behandelt
(Berchtold et al 1999; Kruse et al 2000a; Kruse et al 2000b). Seine genauen

Funktionsmechanismen sind allerdings noch weitestgehend unbekannt.

Das konzipierte Verfahren beruht auf bis zu zwei parallelen Eingriffen an pati-
enteneigenen Antigen préasentierende Zellen. Die Eingriffe erfolgen mittels

geeigneter Sonden und bewirken
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» die Abschaltung von CD83 und/oder elF-5A, wodurch DCs an der Aktivie-

rung von T-Zellen gehindert werden

e und gegebenenfa‘lls die Produktion eines PD-1 bindenden Molekiils, wie z.B.
PD-L1, die Uber die Wirkung von PD-1, welches in T-Zellen vorkommt, die

T-Zellen an der Aktivierung und Proliferation hindert

e und gegebenenfalls die Produktion eines CTLA4 bindenden Molekiils, wie
z.B. Antikérpern, die Uber die Wirkung von CTLA4, welches in T-Zellen vor-

kommt, die T-Zellen an der Aktivierung hindert

 und gegebenenfalls die Abschaltung von B7 und damit die Verhinderung der
Ausbildung des Molekils auf der Oberflache der Antigen prdsentierende
Zellen und/oder die Abschaltung von CD40

e und gegebenenfalls gleichzeitig eine starke Présentation des Autoanti-

gens/der Autoantigene auf dén Antigen prasentierende Zellen

Sollte die Manipulation der Zellen, die Antigen prdsentierende Zellen sind, ex
vivo erfolgen, werden die Zellen in die Blutbahn des Spenders zurlickgegeben.
Die genmanipulierten Antigen prasentierende Zellen schalten nunmehr die im
Organismus befindlichen entsprechenden T-Helfer-Lymphozyten ab. Die gen-
manipulierten Zellen treten dabei unmittelbar in Konkurrenz zu den bereits'im
Organismus (vorzugsweise Blutbahn und Lymphsystem) vorhandenen Autoan-
tigen prasentierenden APCs, die allerdings B7 und kein zusétzliches PD-1 bin-
dendes Molekil, CTLA4 bindendes Molekiil auf der Zelloberfldche tragen und,
wenn sie reife DCs sind, CD83 an der Plasmamembran haben und normaler-
weise' die T-Helfer-Lymphozyten und damit unter anderem die Antikérperpro-

duktion aktivieren.

Behandlung_von Autoimmunerkrankungen, Allergien und Transplantatabsto-

Bunasreaktionen: Stand der Technik

Kausaltherapien zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Allergien
existieren nicht. Von wenigen Ausnahmen abgesehen (extrakorporale Elimina-
tion der Antikérper aus dem Blut der Patienten bzw. Plasmapherese), erfolgt

die Behandlung von Autoimmunerkrankungen und Allergien medikamentos
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durch eine Hemmung von Reaktionen des Immunsystems.

Nach wie vor am gebrauchlichsten ist die medikamentése Behandlung von
Autoimmunerkrahkungen, Allergien und TransplantatabstoBungsreaktionen mit
immunsuppressiven Préparaten wie Cortison und dessen Abkémmlingen, sowie
Cyclosporin, Beta-Interferon oder Zytostatika (Methothrexat). Desweiteren
werden Antikérper, Antagonisten und Oligonukleotide gegen verschiedene
Signalkomponenten des Immunsystems mit dem Zweck erprobt, die Aktivie-
rung von T-Zellen zu verhindern. Solche Arzneimittel sind bestenfalls selektiv,
nie aber spezifisch gegen die falsch programmierten Autoimmunreaktionen
gerichtet. Immunsuppressiva haben daher auf wichtige, notwendige und nitz-
liche Teile des Immunsystems eine negative Wirkung; aus diesem Grund und

ihrer Nebenwirkungen wegen ist ihr Einsatz begrenzt.

Von den immunsuppressiven Therapien unterscheidet sich das vorgelegte
Konzept einer Gentherapie zur Reduktion von spezifischen Immunreaktionen
grundiegend. Es wird eine spezifische Abschaltung fehlgeleiteter immunologi-
scher Reaktionen durch gentechnisch umprogrammierte patienteneigene Blut-

zellen durchgefihrt.

Die aufgezeigte Methodik ist als allgemein glltiges Konzept zur Reduzierung
von Immunantworten gedacht. Es sollte mit diesem Grundkonzept mdglich
sein, jede Immunreaktion des anpassungsfahigen Immunsystems wieder ab-
zustellen. AuBerdem kénnen nach Belieben solche Immunreaktionen hervor-

gerufen und dann wieder abgestellt werden.
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Patentanspriiche

. Antigen prasentierende Zelle (APC), dadurch gekennzeichnet, dass in der

APC die Funktion von CD83 und/oder des eukaryotischen Initiationsfaktor
5A (eIF-5A) und gegebenenfalls eine der Funktionen co-stimulatorischer
Rezeptoren, wie B7- und gegebenenfalls CD40-Rezeptoren supprimiert sind
und gegebenenfalls ein CTLA4 bindendes Molekll produziert wird und ge-

gebenenfalls ein PD-1 bindendes Molekiil produziert wird.

. Antigen prasentierende Zelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass die Antigen prasentierende Zelle ein Monozyt, eine dendritische Zelle,

eine B-Zelle (B-Lymphozyt) und/oder ein Makrophage ist.

. Antigen prasentierende Zelle nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekenn-

zeichnet, dass die Antigen prasentierende Zelle Uberwiegend vorher be-
stimmte Antigene prasentiert (monoantigene Antigen préasentierende Zel-
le).

Monoantigene Antigen prasentierende Zelle nach Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass durch Transfektion einer Antigen prasentierenden
Zelle mit nukleinsd@urehaltigem Material eine erhohte Expression der so
vordefinierten Antigene erfolgt und die Antigen prasentierende Zelle im

wesentlichen nur diese Antigene prasentiert.

. Antigen présentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis

4, dadurch gekennzeichnet, dass die erfindungsgemaBe Antigen prasen-
tierende Zelle eine erhohte Anzahl von Homing-Rezeptoren, wie CD44,

aufweist.

. Antigen présentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis

5, dadurch gékennzeichnet, dass eine Transfektion eine Suppression von
Funktionen der CD83-, elF-5A-Molekiile, B7-, CD40-Rezeptoren und/oder
die Expression von CTLA4 bindenden Molekiilen und/oder eine Expression
von PD-1 bindenden Molekilen und gegebenenfalls eine Erhohung der An-

zahl von Homing-Rezeptoren bewirkt,
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Antigen préasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 6
enthaltend Nukleinsauren, die PD-1 bindende Molekiile kodieren und/oder
CTLA4 bindende Moleklile kodieren und/oder Antisense-Nukleinsduren zur
Verhinderung der CD83, elF-5A, B7- und/oder CD40-Rezeptor Expression.

Antigen prasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7
enthaltend Nukleinsduren, die eine Unterdrlickung der Expression der
CD83-Molekule, eIF-5A, B7- und/oder CD40-Rezeptoren durch Co-

Suppression bewirken.

Antigen prasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 8
bei denen die PD-1 bindenden Molekiile vorzugsweise PD-L1, PD-L2, Anti-

kérper, monokionale Antikdrper, Einzelkettenantikérper (scFv) sind.

Antigen prasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 9
enthaltend Nukleinsduren, die fir PD-1 bindende Molekiile kodieren, die in

der Plasmamembran der Zelle verbleiben.

Antigen présentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis
10 enthaltend Nukleinséuren, die eine Expression von mit CD83-Molekiilen,
elF-5A, B7- und/oder CD40-Rezeptoren affinen Strukturen aufweisenden

Proteinen oder Peptiden bewirken.

Antigen prasentierende Zelle nach Ansbruch 11, wobei die Proteine, die

affine Strukturen zu CD83-Molekiilen aufweisen Antikorper, F(ab)2, scFv

" und/oder Fgp-Fragmente sind.

13.

14.

15.

Antigen présentierende Zelle nach Anspruch 11, wabei die Proteine, die

affine Strukturen zu elF-5A aufweisen Antikérper, F(ab)2, scFv und/oder

Fab-Fragmente sind.

Antigen présentierende Zelle nach Anspruch 11, wobei die Proteine, die
affine Strukturen zu B7-Rezeptoren aufweisen CTLA4, CTLA4-Derivate (z.B.
CTLA41g), CD28, Antikérper, F(ab)2, scFv und/oder Fah-Fragmente sind.

Antigen prasentierende Zelle nach Anspruch 11 und/oder 12 und/oder 14,

wobei die Nukleinsduren fiir eine Signalsequenz kodieren oder die Expres-
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16.

17.

18.

19,

20.

‘vivo oder in vivo durch Behandlung mit Viren, viralen Vektoren, bakteriel-

21.
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sionsprodukte eine Signalsequenz besitzen, die den Verbleib der Expressi-
onsprodukte im endoplasmatischen Retikulum, dem Golgi-Apparat, dem

Trans-Golgi-Netzwerk oder intrazelluldren Vesikeln bewirkt.

Antigen préasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis
15, dadurch gekennzeichnet, dass die erfindungsgeméaBe Antigen présen-
tierende Zelle zur Expression von Antigenen mit Nukleinsduren transfiziert
ist, die.den Transport der exprimierten Antigene in MHC II-Kompartimente

der Zellen ermdglicht.

Antigen prasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 3 bis
16, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsduren.DNA, RNA, Oligo-
nukleotide, Polynukleotide, Ribozyme, Peptidnuklieinsduren (PNA) sind.

Antigen prasentierende Zelle nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet,
dass die DNA Regulationselemente wie Enhancer, Promotoren, polyA-
kodierende 3°-Enden zur Transkription der DNA in RNA enthélt, die RNA

Regulationselemente zur Translation der RNA in Protein enthalt.

Verfahren zur Herstellung der Antigen préasentierende Zelle nach mindes-

tens einem der AnsprUéhe 1 bis 18 durch ex vivo oder in vivo Verfahren,

Verfahren nach Anspruch 19, wobei eine Antigen prasentierende Zelle ex

len Vektoren, Plasmiden, die durch viralen Gentransfer, Elektroporati-
onstechniken, Iontophorese, ballistischen Methoden und/oder anderen
Techniken zur Einschleusung von Molekilen in eine Antigen présentierende

Zelle transfiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 19 und/oder 20, wobei eine Antigen prasentie-
rende Zelle oder eine monoantigene Antigen présentierende Zelle durch
Behandlung mit Viren, viralen Vektoren, bakteriellen Vektoren, Plasmiden
die durch viralen Gentransfer, Elektroporationstechniken, Iontophorese,
ballistischen Methoden und/oder anderen Techniken zur Einschleusung von
Mo‘Iekl‘JIen in eine Zelle mit erhdhter Produktion von PD-1 bindenden Mole-

kilen und/oder CTLA4 bindenden Molekiilen und/oder mit supprimierter
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Funktion co-stimulatorischer Rezeptoren, CD83-, elF-5A-Molekiilen transfi-
ziert wird, die Expression co-stimulatorischer Rezeptoren, CD83-, elF-5A-
Molekilen durch Verhinderung deren Expression oder die co-
stimulatorischen Rezeptoren, CD83-, eIF-5A-Molekiile durch Reaktion mit
affinen Strukturen an einer Stimulation von T-Zellen, die an die Antigen
prasentierende Zelle oder monoantigene Antigen prasentierende Zelle ge-

bunden sind, verhindert wird.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 19 bis 21, wobei Mole-
kile wie Antikdrper, Proteine, Peptide, Peptidomimetica, PD-L1, PD-L2, PD-
1 bindende Moleklile, CTLA4 bindende Molekiile, CTLA4, CTLA4-Derivate
(z.B. CTLA4Ig), CD28, CD40L und/oder Bestandteile und/oder Kombinatio-
nen dieser Molekiile, die z.B. PD-1, CTLA4, B7-1, B7-2, CD40 binden, wel-
che eine in Gegenwart einer Antigenprasentation stattfindende Stimuiation
und/oder Co-Stimulation der T-Zelle behindert, mit der monoantigenen
Antigen prédsentierende Zelle oder der Antigen prasentierende Zelle in

Kontakt gebracht werden.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 19 bis 22, wobei die
Molekiile gemaB Anspruch 20 durch Vehikel, wie Liposomen, Hydrogele,
Zyklodextrine, Nanokapseln, Nanopartikel, bio-adhésive Mikrokugeln
und/oder durch Elektroporationstechniken, lontophorese, ballistische Me-
thoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Molekiilen in die
monoantigene Antigen prasentierende Zelle oder die Antigen prasentieren-

de Zelle transferiert werden.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 19 bis 22, wobei Nuklein-
sauren durch Viren, virale Vektoren, bakterielle Vektoren, Plasmide die
durch viralen Gentransfer, Elektroporationstechnikén, Iontophorese, ballis-
tische Methoden und/oder andere Techniken zur Einschleusung von Mole-
kilen in die monoantigene Antigen prasentierende Zelle oder die Antigen

prasentierende Zelle transferiert werden.

Antigen prasentierende Zelle nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis

24, dadurch gekennzeichnet, dass ein Inhibitor der Hypusinbiosynthese,
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27.

28.

29.

30.

_42_.

wie z.B. GC7 (N! -guanyl-1,7-diaminoheptane) verwendet wird, um die

Produktion von funktionalem eIF-5A zu behindern.

Arzneimittel enthaltend mindestens eine Antigen prasentierende Zelle oder

monoantigene Antigen prasentierende Zelle nach mindestens einem der

Anspriche 1 bis 18.

Arzneimittel nach Anspruch 26, wobei mindestens eine Antigen prasentie-
rende Zelle oder monoantigene Antigen prasentierende Zelle als Infusions-

I6sung zur intravendsen oder intraperitonealen Applikation formuliert ist.

Verwendung mindestens einer Antigen prasentierenden Zelle oder mono-
antigenen Antigen prasentierenden Zelle nach mindestens einem der An-
spriiche 1 bis 18 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von
ungewollten Immunreaktionen, wie Autoimmunerkrankungen und Allergien

oder gewollt hervorgerufenen Immunreaktionen, wie bei Immunisierungen.

Verwendung mindestens einer Antigen prasentierende Zelle oder monoan-
tigenen Antigen présentierende Zelle nach mindestens einem der Anspri-
che 1 bis 18 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Im-

munreaktionen gegen allologe und/oder xenologe Gewebsmerkmale.

Verwendung nach Anspruch 28, wobei die zu behandelnden Immunreaktio-
nen in Verbindung mit Antigenen oder deren Gensequenzen und/oder Tei-

len davon stehén ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus

— Enzymen, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere

Glutamic acid decarboxylase (GAD), Rezeptor-Typ Protein Tyrosin
PHosphatase IA-2Beta, HY¥KTATPase, ULRNP, Transglutaminase, Argini-

nosuccinatelyase (ASL), Tyrosinase-related protein-2, Thyroid Peroxida-
se, Faktor VIII, Faktor IX;

- Rezeptoren, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbeson-
dere Acetylcholinrezeptor vom Nicotintyp, Myasthenia gravis, bl-
adrenerger Rezeptor, al-adreneger-Rezeptor, Angiotensin-2-AT1-
Rezeptor, Glutamat-Rezeptor, Thyrotropin-stimulierendes Hormon
(TSH)-Rezeptor, LFA-1, HLA-B27, Epididymal Protein DE, Zona Pellucida
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(ZP)-3 Glycoprotein, Zona Pellucida (ZP)-4 Glycoprotein, Follicle-
Stimulating Hormone (FSH) Rezeptor, Sperm Immunogen SP-10 oder
Sperm Protein SP-10;

- Hormone oder Botenstoffe, deren Gensequenzen und/oder Teilsequen-
zen, insbesondere Insulin, Thyroglobulin, Follicle-Stimulating Hormone
(FSH), Prostaglandin F2 alpha, Gonadotropin-Releasing Hormone
(GnRH), Oestradiol-17beta, Oestrogen, Luteinizing Hormon (LH) Re-
zeptor, Inhibin, Testosteron, Androgen, Chorionic Gonadotrophin (CG),
Interleukine, Interferone, Cytokine, Chemokine, Bone Morphogenetic

Factors, b-Interferon, Estradiol;

— Strukturproteine, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbe-
sondere Myelin Basic Protein (MBP), Proteolipid protein (PLP), Myelin oli-
godendrpcyte glycoprotein (MOG), a-Fodrin, Nicht-erythroides a-
Spectrin, Beta-Amyloid Precursor Protein (beta-APP), Typ 2 Kollagen,

Sperm Plasma Membran Protein PH-20;

- Antigene, deren Gensequenzen und/oder Teilsequenzen, insbesondere
CENP- A Autoantigen, Beta2GP-I, ribosomales P Protein, Ro/SSA,
La/SSB, Sm/RNP, Sm, Scl-70, Jo-1, BCOADC-E2, Albumin, Glucagon,

Inselzellantigene, Retinal S Ag;

- Allergene, die eine IgE-Antwort auslésen, deren Gensequenzen
und/oder Teilsequenzen, insbesondere Der f 1, Der f 2, Der f 3, Derp 1,
Derp 2, Derp 3, Derp4, Derp5,Derp8, Eurm1,lepd?2, Feldl,
Canfl,Canf2, Musm1l,Ratn1,Blagl, Blag?2, Blag4, Blagbh, Per
a 1, Bienengift Phospholipase A2 (PLA2), Group V major allergen Phl p

5b von Timothy Grass Pollen, Hom s 1.

31.Verwendung nach Anspruch 29, wobei die zu behandelnden Immunreaktio-
nen in Verbindung mit allologen und/oder xenologen Gewebsmerkmalen,
deren Gensequenzen.und/oder Teilsequenzen, insbesondere MHC I, MHC
II, Rhesus Faktor steht.
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