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(57) Abstract: The invention relates to the use of the 4-1BB receptor for identifying and/or separating specific regulatory Th cells
after activation with an antigen, polyclonal regulatory Th cells after polyclonal activation and to a method for the identification and/or
separation of regulatory Th cells, the regulatory T cells being detected on the basis of the expression of the 4-1BB receptor by an
antibody, an antigen or ligands which are coupled to a fluorescent substance, haptenes or magnetic microparticles. The invention also
relates to a kit comprising an antibody, an antigen or ligands for detecting the 4-1BB receptor for the identification and/or separation
of a regulatory Th cell, the antibody being coupled to a fluorescent substance, haptenes or magnetic microparticles.
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Veroffentlicht:

—  mit internationalem Recherchenbericht

(57) Zusammenfassung: Es wird die Verwendung des 4-1BB Rezeptors zur Identifizierung und/oder Separation von spezifischen
regulatorischen Th-Zellen nach Aktivierung mit Antigen, polyklonalen regulatorischen Th-Zellen nach polyklonaler Aktivierung
und ein Verfahren zur Identifizierung und/oder Separation von regulatorischen Th-Zellen vorgeschlagen, wobei die regulatorischen
T-Zellen anhand der Auspriagung des 4-1BB Rezeptors durch einen Antikdrper, Antigen oder Liganden gekoppelt mit einem fluores-
zierenden Stoff, Haptenen oder magnetischen Mikropartikeln detektiert werden und ein Kit, umfassend einen Antikérper, Antigen
oder Liganden zur Detektion des 4-1BB Rezeptors zur Identifikation und/oder Separation einer regulatorischen Th-Zelle, wobei der
Antikorper mit einem fluoreszierenden Stoff, Haptenen oder magnetischen Mikropartikeln gekoppelt ist, vorgeschlagen.
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Verwendung des 4-1BB Rezeptors zur ldentifizierung und/oder Separation aktivierter regulatori-
scher Th-Zellen (Treg)

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines 4-1BB Rezeptors zur Identifizierung und/oder Sepa-
ration von aktivierten regulatorischen T-Zellen und einen Kit, umfassend einen Antikrper zur Detektion des
4-1BB Rezeptors (CD137) zur Identifikation und/oder Separation aktivierter regulatorischer Th-Zellen, wobei
der Antikdrper an einen fluoreszierenden Stoff oder magnetische Mikropartikel gekoppelt ist. Die regulatori-
schen T Zellen kénnen hierbei sowohl polyklonal als auch mit spezifischen Antigenen aktiviert sein. Die
Aktivierung kann in vitro oder bereits in vivo erfolgt sein.

Im Organismus existieren spezifische T-Zellen, die nicht erwiinschte Immunreaktionen wie zum Beispiel
gegenliber korpereigenen Strukturen (Autoantigenen) aktiv unterdniicken. Sie werden als regulatorische T-
Zellen (Treg) bezeichnet. Regulatorische T-Zellen sind essentiell and der lebenslangen Erhaltung der peri-
pheren Toleranz gegeniiber Autoantigenen beteiligt. Sie werden im Thymus gebildet, dessen Aktivitdt je-

doch mit zunehmendem Alter stark reduziert ist.

Regulatorische T-Zellen kénnen zur Unterdriickung von Anti-Tumor-Antworten flhren (Onizuka et al., Can-
cer Res. 59: 3128-3133 (1999); Shimizu et al., J. Immunol. 163:5211-5218 (1999)), da viele Tumorantigene
kiassische Autoantigene reprasentieren. Dagegen kénnen verminderte Anzahlen von Treg oder funktionale
Verénderungen von Treg zu Autoimmunkrankheiten fihren, in deren Verlauf dann kdmpereigene Strukturen

wie Fremdstoffe oder Pathogene unkontrolliert attackiert werden.

Tregs sind an der Aufrechterhaltung der immunologischen Selbsttoleranz beteiligt, indem sie die Aktivierung
autoreaktive T-Zellen unterbinden. Sie sind in der Lage, sowohl die Cytokinproduktion als auch die Prolifera-
tion solcher potentiell pathogener T-Zellen zu supprimieren. Ein wesentlicher Schritt zur Identifizierung von
regulatorischen T-Helferzellen war die Charakterisierung von CD4+ T-Helferzellen, die die alpha-Kette des
Interleukin-2 (IL-2) Rezeptors (CD25) konstitutiv als Oberfidchenmembranprotein aufwiesen. Die funktionelle
Bedeutung und die genauen molekularen Mechanismen der Suppression dieser CD25+ CD4+ regulatori-
schen T-Zellen und auch wie sie entstehen, sind bisher nicht geklart. Da der CD25 Rezeptor auch von Sub-
populationen nicht-regulatorischer T-Zellen ausgeprégt wird, kann dieser Marker nur bedingt zur Analyse
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und Anreicherung von Treg verwendet werden. Insbesondere aber kann CD25 nicht zur ldentifizierung und
Separation von aktivierten, Antigen-spezifischen regulatorischen T Zellen verwendet werden.

Eine Isolierung von Treg und im besonderen von Treg spezifisch fiir bestimmite Antigene ist dennoch eines
der grossen therapeutischen Ziele. Ebenso die Analyse von Antigen-spezifischen Treg! (Auto}-Antigen-
spezifische Tregs sind ein spezifisches Mittel zur Unterdriickung von ungewollten Immunreaktionen wie z.B.
Autoimmunreaktionen bei Rheumatoider-Arthritis (RA), Multipler Skierose (MS), Atherosklerose (AS), Diabe-
tes, Psoriasis. Andere ungewolite Immunreaktionen bei denen Treg ein spezifsches Mittel darstellen wiirden
sind die GvHD (graft vesus host disease) bei allogene Stamzelltransplantationen oder die Transplantatab-
stoflung bei Organtransplantationen (Hara et al., J. Immunol. 166: 3789-3796(2001); Taylor et al., J. Exp.
Med. 193: 1311-1318 (2001). Auch Allergien stellen ungewollte Immunreaktionen dar, fur die es bisher nur
wenige therapeutische Optionen gab. Eine therapeutische Behandlung mit Treg, die auf dem naturichen
Prinzip von peripherer Toleranz beruht und in vielen experimentellen Modellen bewiesen ist, wiirde keine
Nebenwirkungen im Vergleich zu klassischen immunosuppressiven Medikamenten beinhalten und wére

kurativ.

Hinsichtlich der aufgefilhrten Bedeutung der Tregs sind die an der Supression beteiligten Molekile und
Mechanismen sowie zuveriassige Treg-Marker von grofler Bedeutung. Im Stand der Technik ist ein moleku-
larbiologischer Treg-Marker, der zur Forkhead-Familie gehdrende Transkriptionsrepressor FoxP3, anerkannt
(Hori et al (2003) Science 99(5609):1057-61). Des weiteren kénnen regulatorische T-Zellen anhand der
Expression des CD25 Molekiils identifiziert werden (Thomton and Shevach (1998) J. Exp. Med. 188 287-
296; Sakaguchi et al (1995) J.Immunol. 155 1151-1164).

Choi et al 2004, JLB, offenbaren, dass bisher keine Anhaltspunkte existieren, dass 4-1BB als diskriminativer
Marker fir Treg gegeniiber CD25 negativen Zellen einsetzbar ist.

Allerdings ist es bisher vor allem nicht moglich, die Treg zu identifizieren und zu isolieren, die ein spezifisches
Antigen erkennen. Dies ware moglich, wenn spezifisch aktivierte Treg separiert werden kénnten und ware
eine Grundvoraussetzung fiir spezifische Therapien mit Treg zum Beispiel bei Autoimmunerkrankungen, in
denen die der Krankheit zu Grunde liegenden Autoimmunreakdivititen unterdriickt werden sollten nicht aber

Immunreaktivititen gegen Tumorzellen.

Es ist somit schwierig nach dem bisherigen Stand der Technik regulatorische T-Zellen zu identifizieren
und/oder zu isolieren. Bisherige oben beschriebene Marker lassen nicht zu, dass die Gesamtheit der regula-
torischen T-Zellen identifiziert werden kann, da nicht alle regulatorischen T-Zellen definiert spezifische Mar-
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ker exprimieren. Demzufolge kénnen bisher nur Subpopulationen identifiziert und/oder separiert werden wie
zum Beispiel nur die Treg, die den CD25 Rezeptor stark ausprégen. Des Weiteren kénnen verschiedene
andere Zellsubpopulationen die gleichen Zelloberfiachenmarker besitzen (wie CD4 fiir Thl Th2, oder ande-
ren Th-Zellen oder CD25 fiir aktivierte T-Zellen oder B-Zellen.

Insbesondere ist jedoch die Identifizierung aktivierter Treg nach Stimulation mit definierten Antigenen anhand
spezifischer Aktivierungsmarker nicht moglich. Die Aktivierung von regulatorischen Th-Zellen fuhrt zur zwar
zur verstirkten Expression von CD25 und CD38, die aber wie alle anderen beschriebenen T-
Zellaktivierungsmarker auch in anderen T-Zellen exprimiert werden, so dass bisher keine Antigen-
spezifischen Treg anhand spezifischer Aktivierungsmarker separiert werden konnen.

Die Mehrzahl der Methoden, die anhand der Expression eines bestimmten Zelloberfidchenmarkers regulato-
rische Th-Zellen identifizieren und/oder isolieren hangen von der Erkennung eines Markers und der Bindung
eines Antikdrpers ab. Wenn nicht ein einziger Marker verwendet werden kann, um einen bestimmten Zelityp
zu identifizieren und/oder zu isolieren, muss eine Kombination von Markem und den zu ihnen passenden
Antikdrpemn gefunden werden (Levingset al., J Exp. Med. 193 (11): 1295-1302 (2001)). Solche Experimente
kdnnen in der Praxis sehr komplex und schwierig in der Durchfiihrung sein. Des Weiteren kann die Bindung
der Antikorper die Aktivitsit der Zielzelle oder die Expression der anderen Marker beeinflussen, so dass der
Identifikation und/oder Separationsprozess mit den weiteren Antikérpem negativ beeinflusst wird.

Abschlieflend soll noch angemerkt werden, dass es durch die Bindung von Antikérpem zu einer Querver-
bindung (cross-linking), Kappung und Intemalisation der betreffenden Marker kommen kann. Hierdurch
kann die Zellfunktion eingeschrénkt werden. Auch wenn Fab-Fragmente verwendet werden, sind die betref-
fenden Marker maskiert und kénnen unter Umstanden in ihrer Funktion beeintréchtigt sein. Die Bindung an
bestimmte Marker kann auch zur Deaktivierung der Zelle filhren (CD28, go3), Apoptose induzieren (Quer-
vemetzung von CD4 in aktivierten Zellen) oder die Sekretion von Zytokinen induzieren (CD3, CD2, CD28).

Anhand des Standes der Technik konnte bisher keine spezifische Identifizierung und/oder Separation von
ausschlieftlich lebenden regulatorischen T-Zellen durchgefiihrt werden. Der einzig bisher beschriebene
spezifische Marker FoxP3 kann zudem neueren Untersuchungen folgend auch in nicht-regulatorischen T-
Zellen induziert werden (Fontenot J.D. 2003, Hori S. et al. 2003). Da FoxP3 als intrazelluléres Protein vorliegt,
ist es dariiberhinaus nach dem bisherigen Stand der Technik nicht méglich, lebende regulatorische Zellen
zum Beispiel anhand eines FoxP3-Antikérpers zu identifizieren und/oder zu isolieren. Wiederum stellt sich
zusatzlich das Problem, dass nur die Gesamheit der Treg identifiziert werden kann, nicht aber Treg spezi-
fisch fir zuvor definierte Antigene. Daher ist eine zuverlassige Identifikation und/oder Separation von Treg

und inbesondere Antigen-spezifischer Treg bisher nicht moglich.
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So offenbart auch BD Phamingen TM: “Technical Data Sheet: PE conjugated mouse anti-human CD137
(4-1BB)", 7. Mai 2005, http:/Avww.bdbiosciences.com/extemal_files/pm/docids/humantlive/

web_enabled/36005X_555956.pdf, dass der 4-1BB Marker ein Aktivierungsmarker fur alle T-Zellen darstellt.
Auch die WO 2005/124346 beschreibt lediglich, dass 4-1BB Marker auf CD4" CD25" sind; die Druckschrift
offenbart allerdings nicht, dass CD4" CD25" zu einem bestimmten Zeitpunkt der Aktivierung 4-1BB Marker
im Vergleich zu CD4" CD25 T-Zellen spezifisch auspragen. Der bestimmte Zeitpunkt kann beispielsweise
durch Kontrollen, bevorzugt regelméfige Kontrollen, emmittelt werden. Es ist beispielsweise moglich, dass im
wesentlichen in 30 Minuten Abstznden eine Probenentnahme oder eine direkte Beobachtung dahingehend
erfolgt, ob die aktivierten regulatorischen Th-Zellen den Marker als diskriminativen Marker ausgepragt haben.
Die mehrfachen, bevorzugt regelméRigen Kontrollen sind demgemaf regelméRige Beobachtungen des
Systems, direkt durch einen Fachmann oder mithilfe von Analysegeréten oder ~mechanismen in Abstanden
von 5, 10, 15, 30, 45 Minuten, bevorzugt einstiindigen Abstinden. Es ist also durch die Kontrollen der Zeit-
punkt zu bestimmen, an welchem nur die aktivierten regulatorischen Zellen den Rezeptor/Marker aktivieren,
wobei es bemaschend war, dass dies innerhalb eines kurzen Zeitraums, bevorzugt von ungefdhr 0-12
Stunden, besonders bevorzugt in einem Zeitraum von ungeféhr 0,5-10 Stunden und ganz besonders bevor-
zugt in einem Zeitraum von ungeféhr 3-8 Stunden, vor allem von im wesentlichen bzw. ungefahr 4 Stunden
erfolgt. Diese Zeitangaben beziehen sich auf die dem Fachmann tiblichen Laborbedingungen fur die Aktivie-
rung von T-Zellen. Werden deutlich héhere oder niedrigere oder auch nur geringfligig hohere oder niedrige-
re Temperaturen gewahlt, oder aber Zusitze ins System gegeben, die eine Aktivierung hemmen oder sti-
mulieren, kann sich der Zeitraum veridngem oder aber verkiirzen. Dadurch, dass beispielsweise ein Fach-
mann die Ausbildung des Markers/Rezeptors kontroliiert, ist eine einfache Bestimmung der spezifischen
zeitlichen Ausprigung méglich. Selbstverstandlich weil® der Fachmann, dass er bei Entnahme der T-Zellen
aus in vivo Systemen in einem Zellgemisch immer einige Zellen vorfindet, die bereits aktiviert sind und dem-
gemal 4-1BB (Rezeptor) ausbilden. Die Autoren der WO 2005/124346 offenbaren vielmehr, dass beide
Zellpopulationen CD4* CD25" wie auch CD4" CD25 T-Zellen nach ihrer Aktivierung 4-1BB Marker in glei-
cher Starke auspragen. Die genannten Druckschriften geben damit die Auffassung des Standes der Technik
wieder, nach welchem 4-1BB Marker nicht als diskriminativer Marker fiir CD25" Treg-Zellen im Vergleich zu
CD25 T-Zellen verwendet werden kann. Insbesondere beschreibt BD Pharmingen TM einen PE konjugier-
ten Maus anti-human CD137 Antikdrper. In der WO 2005/124346 wird vor allem die Co-Stimulation von
frisch isolierten CD4* CD25" Maus-Treg-Zellen iiber den 4-1BB Rezeptor offenbart. Die Treg-Zellen werden
nicht tiber den 4-1BB Rezeptor stimuliert, sondem {iber die Anwesenheit von starken Aktivierungsstimuli wie
CD3. Gemah der genannten Offenbarungen geht ein Fachmann davon aus, dass ein Grofiteil der so ge-
nannten frischen Treg-Zellen 4-1BB nicht auspragt. So ist beispielsweise in Figur 5 der WO 2005/124346
gezeigt, dass ein Co-Stimulation mit 4-1BBL vor allem auch auf CD25- Zellen aktivierende Eigenschaften
ausiibt. Eindeutig wird in Abbildung 1D offenbart, dass CD4" CD25" und CD4" CD25 T-Zellen beide wah-
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rend der Aktivierung den 4-1BB Rezeptor ausprigen, so dass die genannten Druckschriften den Fachmann
nicht motivieren, 4-1BB Rezeptoren zur spezifischen Darstellung oder Isolierung von CD4" CD25" Treg-

Zellen aus Zellgemischen zu benutzen.

Es wurde erfindungsgemaR iberraschend ein Verfahren gefunden, wodurch man lebende, aktivierte regula-
torische Th-Zellen (Treg) identifizieren und/oder isolieren kann, wobei man den 4-1BB-Rezeptor als Marker
und 4-1BB-spezifische Antikérper zur Identifikation und/oder Isolierung der aktivierten, regulatorische T-

Zellen verwendet.

Die Erfindung betrifit also die liberraschende Lehre, dass insbesondere Antigen-spezifisch aktivierte CcD4"
CD25" Treg von gleichsam, insbesondere aktivierten CD4® CD25 T-Zellen mittels des 4-1BB Rezeptors
isoliert werden kdnnen. Demgegeniiber wird im Stand der Technik regelméRig herausgestellt, dass 4-1BB
ein Aktivierungsmarker fir CD4" CD25" und fiir CD4' CD25 T-Zellen ist. Vor allem weil in keiner der o. g.
Schriften des Standes der Technik eine spezifische Auspragung von 4-1BB auf CD4" CD25" Treg offen-
oder nahegelegt wird.

Die regulatorischen Zellen kénnen durch die Expression eines und/oder mehrerer Marker identifiziert
und/oder separiert werden. Hierfir konnen alle dem Fachmann bekannten Marker zur I|dentifizierung
und/oder Separation eingesetzt werden. Bevorzugt werden die Marker 4-1BB, CD25, CTLA-4 (cytotoxic T
lymphocyte antigen-4), GITR (Glucocorticoid-induced TNFRezeptor), FoxP3, IL-10, CD69, CD40L, ICOS,
OX40 und TGFbeta, die einzeln und/oder in Kombination eingesetzt werden. Hierfur kénnen auch alle dem
Fachmann bekannten Marker zum Ausschiuf oder der Depletion von nicht-regulatorischen Zellen in Kom-
bination eingesetzt werden. Besonders bevorzugt ist aber die Verwendung des 4-1BB Rezeptors als Marker
von lebenden, aktivierten regulatorischen Zellen. Entweder werden direkt aktivierte regulatorische T-Zellen
identifiziert oder separiert oder die Aktivierung wird durch Zugabe von Zellen, Proteinen, Peptiden, Pathoge-

nen oder anderen Stoffen induziert.

In einem weiteren Aspekt betrifit die Erfindung die ibemraschende Lehre, dass insbesondere innerhalb einer
Zeitabhangigkeit 4-1BB ein spezifischer Marker fur aktivierte Treg-Zellen ist, vor allem in einem Zeitraum von
0,5 bis 18 Stunden, bevorzugt 0,5 bis 12 Stunden, besonders bevorzugt 0,5 bis 10 Stunden, ganz beson-
ders bevorzugt zwischen 0,5 und 8 Stunden, insbesondere in einem Zeitraum von 3 bis 8 Stunden; vor
allem bei einer Temperatur von 37°C. Durch die zeitabhéngige Beobachtung der Zellen innerhalb von Zeit-
einheiten kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform 4-1BB als spezifischer Marker fur die Separation und
Isolierung von den o. g. aktivierten Zellen (aktivierte Treg) dienen —d. h., die Erfindung betrifft in einer bevor-
zugten Ausfiihrungsform die tiberraschende Lehre, dass aktivierte regulatorische Th-Zellen identifiziert
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und/oder separiert werden kénnen, insbesondere wenn eine zeitabhangige Beobachtung durchgefiihrt wird,
innerhalb derer der 4-1BB Rezeptor zur Isolierung von CD4” CD25" Treg aus Zellengemischen verwendet
werden kann. Insbesondere die zeitabhzingige Beobachtung der Zellen emmaglicht die Verwendung von 4-
1BB als diskriminativen Marker fiir CD25" Treg im Vergleich zu CD25 T-Zellen. Auch wenn zahlreiche Pa-
rameterbestimmungen im Stand der Technik zeitabhéngig erfolgen, ist es im Vergleich zum Stand der
Technik (ibermaschend, dass in den o. g. bevorzugten Zeitrdumen die Auspragung des Markers so asym-
metrisch innerhalb einer Zellkultur auftitt, dass dieser zur Identifizierung oder Separation von aktivierten
regulatorischen Th-Zellen (Treg) verwendet werden kann. Es schien bisher ausgeschlossen, 4-1BB als
spezifischen Marker fiir CD25 Treg zu nutzen. So offenbart beispielsweise die WO 2005/124346 nicht, dass
es sich bei 4-1BB Rezeptoren um eine ganz spezifische Signatur handelt, die sogar eine direkte Isolierung
ermoglicht. Die Dauer der Inkubation, insbesondere tber eine Dauer von 3 bis 8 Stunden, bevorzugt 4
Stunden, eraubt die Verwendung von 4-1BB als diskriminativer Marker fiir Treg. Diese Lehre fuhrt in eine
andere Richtung als der gesamte Stand der Technik. Durch die Offenbarung der erfindungsgemaRen Lehre
kann der durchschnittliche Fachmann diese modifizieren und auf Aquivalente Verwendungen erstrecken.
Beispielsweise wird er erkennen, dass die Aktivierung auch tiber einen Zeitraum von 18 Stunden, wenn dem
System bestimmte Inhibitoren zugesetzt werden. Wenn dem System beispielsweise ein Zusatz hinzugefugt
wird, der verhindert, dass regulatorische T-Zellen aktiviert werden, dann ware der Zeitraum der Aktivierung
tanger als 18 Stunden. Innerhalb dieses Systems wiirde der Fachmann eine Zeitdauer von Uiber 18 Stunden
als aquivalent zu 18 Stunden ohne einen Zusatz, der verhindert, dass regulatorische T-Zellen aktiviert wer-
den, erkennen. Der Fachmann versteht die anmeldungsgeméRe Lehre so, dass die Zellen aktiviert werden.
Dies gilt beispielsweise fiir die in vitro Versuche. Dem Fachmann ist aber bekannt, dass in in vivo Systemen
einige Zellen immer aktiviert sein kdnnen. Beispielsweise wiirden immer einige Zellen, die beispielsweise an
einem rheumatischen Entziindungsherd entnommen wiirden, aktiviert sein, so dass in einer entsprechen-
den Probe regulatorisch aktivierte Zellen vorliegen. Dem Fachmann ist auch bekannt, dass beispielsweise
direkt aus lymphatischem Gewebe isolierte Treg (z. B. bei Experimenten mit Mauszellen, bei denen die
Zellen grundsatzlich aus der Miz prapariert werden) ein geringer Teil der isolierten Treg eine schwache
Expression von 4-1BB aufweist, wohingegen bei aus peripherem Biut stammenden Treg keine 4-1BB Ex-
pression detektierbar ist. Der Fachmann erkennt aber die Aquivalenz der in vitro und der in vivo Systeme.
Bevorzugt miissen die Treg beispielsweise in vitro aktiviert werden, wobei der Fachmann diese Lehre nicht
so auslegen wiirde, dass dies bei ausgewshliten Zellen auch der Fall ist, wenn die Treg direkt aus einem
entziindeten Probenmaterial isoliert werden. In einer solchen Situation ist es denkbar, die Zellen ohne Akti-
vierung direkt anhand ihrer 4-1BB Expression zu isolieren. Unter der Annahme, dass die Treg direkt am Ort
der Entziindung in vivo aktiviert worden sind, ist es bevorzugt, solche Zellen zu isolieren, in vitro zu expandie-
ren und sie z. B. bei Entziindungen mit einhergehender chronischer Autoimmunitat zur Therapie zu reinfun-
dieren. Die Erkenntnis der zeitichen Ausprigung eines diskriminativen Markers insbesondere in einem
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Zeitraum von ungefahr oder im wesentlichen 0,5 bis 8 Stunden einer Aktivierung beispielsweise in in vitro
Kulturen bzw. eines dquivalenten Zeitraums in in vivo Kutturen, unter der Berticksichtigung, dass hier regel-
maRig einige aktivierte Zellen vorliegen, emdglicht dem Fachmann die Isolierung von Antigen-spezifischen
CD25' regulatorischen Th-Zellen. Je nach Temperatur des Systems kann sich der Zeitraum von ungefahr 0
bis 18 Stunden, bevorzugt ungefahr 0,5 bis 12 Stunden, besonders bevorzugt von ungefahr 0,5 bis 10
Stunden, ganz besonders bevorzugt von ungefahr 0,5 bis 8 Stunden, insbesondere in einem Zeitraum von
ungefahr 3 bis 8 Stunden, bevorzugt ungeféhr 4 Stunden verschieben. Beispielsweise auf weniger als unge-
fahr 0,5 Stunden oder deutlich mehr als ungefahr 12 oder ungeféhr 18 Stunden.

Die getrennten Zellen kénnen in jedem entsprechenden Behéiltnis — z.B. einer Sammelrthre - aufgefangen
und/oder gesammelt werden, welches das Uberleben und/oder die Vermehrung der Zellen erméglicht. Ver-
schiedene Medien sind im Handel verfligbar und kdnnen je nach der Art der identifizierten und/oder sepa-
rierten Zellen gebraucht werden. Diese Medien kénnen z.B. dMEM, HBSS, dPBS, RPMI, Iscove’s Medium
usw. sein, welche haufig mit ftalem Kalbsserum, humanem Serum oder Serumersatzstoffen erganzt wer-

den.

Die identifizierten und/oder separierten Zellpopulationen kénnen sofort benutzt werden oder nach Isolierung
in vitro kultiviert werden. Hiemach kénnen die Zellen eingefroren werden, oder man friert sie vor dem Tren-
nungsverfahren ein. Falls die Zellen fur einen langeren Zeitraum gelagert werden, ist es bevorzugt sie bei
Temperaturen um -80°C oder in fiissigen Stickstoff einzufrieren, um zu garantieren, dass sie nach dem
Auftauen wieder verwenden werden kénnen. Hierbei werden die Zellen normalerweise in DMSO und/oder
FCS/HS in Verbindung mit einem Medium, Glucose usw. gelagert. Sobald aufgetaut, konnen die Zellen
entweder direkt fir therapeutische Zwecke oder in vitro Versuche verwendet werden oder durch die Ver-
wendung von Wachstumsfaktoren, Antigenen, Zellen usw. vermehrt und/oder differenziert werden.

Bevorzugt ist es, die regulatorischen Th-Zellen aus einem Zellgemisch zu identifizieren und zu isolieren. Die
regulatorischen Th-Zellen werden aus Zellproben von Saugetieren (Mamalia), aber besonders von Men-
schen und bevorzugt aus gesunden Probanden und/oder Patienten identifiziert und/oder separiert. Die Zell-
proben konnen z.B. aus Blutproben, die Immunzellen enthalten (peritoneale, cerebrale-spinale, pleurale
und/oder synoviale Kérperfliissigkeit), Spiilungsfliissigkeiten von Hohlorganen (Atemwege, Lungen), Homo-
genaten und Aspirata von Lymphknoten, Milz, Mandeln und/oder anderem lymphatischem Gewebe stam-
men. Die Zellen kénnen aus Tiergeweben gewonnen werden (z.B. von der Milz oder den Lymphknoten
eines Tieres). Die Zellen kénnen auch Teil einer Blutprobe sein, z.B. von einer Versuchperson oder mensch-

lichem Patienten, besonders bevorzugt aus einer peripheren Blutprobe.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrung, ist vorgesehen, dass aktivierte regulatorische Th-Zellen identifi-

ziert und/oder separiert werden.

Altivierte regulatorische Th-Zellen sind direkt in der Lage, die Aktivitat von T-Zellen zu unterdriicken. In
Tiermodellen ist gezeigt worden, dass aktivierte regulatorischen T-Zellen die Entwicklung von Autoimmuner-
krankungen, von TransplantatabstoBungsreaktionen und allergischen Reaktionen verhindern koénnen. In
Analogie dazu vermutet man, dass aktivierte regulatorische T-Zellen auch beim Menschen die Entstehung
von chronischen Immunreaktionen verhindem kénnen. Durch die Verwendung des 4-1BB Markers werden
aktivierte regulatorische Th-Zellen spezifisch identifiziert und/oder separiert. Bevorzugt werden zuvor in vitro
aktivierte regulatorische Th-Zellen mit dem Phénotyp CD4+ CD25+ FoxP3+ identifiziert und/oder separiert
werden. Die Aktivierung erfolgt hierbei bevorzugt mittels Antigenen, Antikérpem, Peptiden, Proteinen, che-
mischen Verbindungen (oder Gemischen solcher Stoffe) oder Pathogenen oder Zellen. Eine weitere beson-
dere Ausfilhrungsform der Erfindung ist es, lebende regulatorische Th-Zellen direkt ex vivo zu identifizieren

und/oder zu isolieren.

Durch die Verwendung des 4-1BB Markers und dem entsprechenden 4-1BB Antigen kénnen bevorzugt
aktivierte regulatorischen Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden, was eine eine bevorzugte Ver-
wendung der Erfindung, zur Indentifizierung und Isolierung Antigen-spezifischer regulatorische Th-Zellen
erlaubt.

Nach der Gewinnung eines Zellgemisches aus einem Patienten und/oder Probanten, kann diese mit be-
stimmten Antigenen stimuliert werden. Hierzu kénnen Antikorper, Peptide, Proteine, chemische Verbindun-
gen (oder Gemische solcher Stoffe) oder Pathogene oder Zellen verwendet werden. Nach einer bestimm-
ten Zeit der Aktivierung werden durch die Verwendung des 4-1BB Markers die regulatorischen Th-Zellen
identifiziert und/oder separiert, Hierbei werden bevorzugt Antigen-spezifische regulatorische Th-Zellen identi-

fiziert und/oder separiert werden.

Die Zellen die nach der Erfindung separiert werden stammen im Allgemeinen von einer in vivo Quelle ab
und reflektieren daher den immunologischen Status des Spenders in Bezug auf die Anzahl, den Standort
und die T Zellantigenrezeptorspezifitit der Treg Zellen wieder. Diese Informationen kdnnen bei der diagnos-
tischen Prifungen verwendet werden, die sich auf immunologische Stérungen beziehen, z.B. Krebs bezo-

gene Immunosuppression, autoimmune Stérungen; atopische Zustiande, usw.

Des Weiteren kénnen Th-Zellen des Zielpatienten in vitro Zellen, Zellextrakten, separierten Antigenen oder
Proteinen des Organspenders vor oder nach der Transplantation ausgesetzt werden. Hiemach wirden die
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aktiven regulatorischen Th-zellen nach einer angebrachten Aktivierungszeit anhand des 4-1BB Markers
identifiziert und/oder separiert werden.

Die Zellen kénnen durch alle dem Fachmann bekannten Techniken identifiziert und/oder separiert werden.
Zur Identifikation der Zellen eignen sich bevorzugt die Methoden magnetische Zellsortierung (MACS), fiuo-
reszenzaktivierte Zellsortierung (FACS), ELISA, PCR und/oder alle dem Fachmann bekannte Fluoreszenz-
mikroskope. Besonders bevorzugt eignet sich die Durchfiuzytometrie (FACS). Fir die Separation der Zel-
len eignen sich bevorzugt die Zelttrennungssysteme, durch die Zellen mit Hilfe eines Magnetfeldes (MACS)
oder durch DurchfluRzytrometrie (FACS) sortiert werden. Bevorzugt ist es, dass die Expression des 4-1BB

Rezeptors nach einer Stimulation gemessen wird.

Die regulatorischen Th-Zellen werden durch dem Fachmann bekannte Stoffe stimuliert. Nach 1h bis 18h
Stimulation wird die Expression des 4-1BB Rezeptors gemessen. Bevorzugt wird die Expression nach 3h
bis 8h einer Stimulation gemessen.

Der bevorzugte optimale Stimulationszeitpunkt ist der Zeitpunkt an dem mdglichst viele der aktivierten, regu-
latorischen T-Zellen, aber méglichst wenige der nicht-regulatorischen Zellen 4-1B exprimieren. Dieser Zeit-
punkt kann vom Fachmann durch eine Analyse der 4-1BB Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach

Stimulation emmittelt werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform, ist vorgesehen, dass die regulatorischen Th-Zellen nach

einer Stimulation der Zellen im Zellgemisch identifiziert und/oder separiert werden.

Des Weiteren ist eine bevorzugte Verwendung der Erfindung, dass die Zellen durch Antigene, Proteine,
Peptide, chemische Stoffe, Zellen, Wachstumsfaktoren, Antikérper und/oder Liganden stimuliert werden.

Die Kultur kann zudem geeignete Wachstumsfaktoren enthalten. Wachstumsfaktoren sind definiert als Mo-
lekiile, die das Ubereben, Wachstum und/oder die Differenzierung einer Zelle entweder in Kultur oder im
intakten Gewebe durch bestimmte Wirkungen auf einen transmembrane Rezeptor férdem. Wachstumsfak-
toren schlieflen Polypeptide und nicht-polypeptide Faktoren ein. Bestimmte Wachstumsfaktoren, die ver-
wendet werden kénnen, die separierte und/oder verwendete Zelle zu kultivieren, schlieffen die Interieukine,
zB.IL-1,IL-2,IL-3,IL 4, IL-5,IL-6,IL-7,IL-8,IL-8,IL-10, IL-11,IL-12, IL -13, IL -14, IL -15,IL -16, IL -
17, IL -18 usw. ein; Antigene, z.B. Peptidantigene, Proteinantigene wie z.B. Alloantigene vorzugsweise in
Verbindung mit Antigenen zeigenden Zellen, Lectine, z.B. ConA, [Alphal-CD3, LPs, usw.
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Die Kultur kann auch Antikérper oder spezifische Liganden (gereinigte Liganden, FC Verschmelzungsprote-
inen oder andere, rekombinante Formen des Leucinzipper) fiir Zelloberfliichenrezeptoren enthaiten, die die
Treg Aktivitat stimulieren oder hemmen kénnen. Im Medium kénnen auch mAb oder Liganden, die TNFR
oder andere Ko-stimulierende Molektile auf Treg binden und die Treg Aktivitat stimulieren und/oder steigem,
Treg Aktivitat auRer Kraft setzen (und eine Vermehrung herbeifiihren), oder die Apoptosis der Treg stimulie-
ren enthalten sein. Nomalerweise ist es gewollt, dass die spezifischen Kulturbedingungen einen besonde-

ren Zweck dienen, z.B. die Erhaltung der Treg Zellaktivitit usw.
Bevorzugt ist es, dass Antikérper zur Detektion des 4-1BB Rezeptors verwendet werden.

Die 4-1BB Antikérper werden einer Zellsuspension hinzugefligt und fir einen ausreichenden Zeitraum inku-
biert, um die verfiigbaren Zelloberfidchenantigene zu binden. Die Inkubation betrégt normalerweise mindes-
tens etwa 5 Minuten bis zu 18h. Die Expression wird nach 3h bis 8h einer Stimulation gemessen. Der opti-
male Inkubationszeitraum ist der, innerhalb dessen méglichst viele der aktivierten, regulatorischen T-Zellen,
aber moglichst wenige der nicht-regulatorischen Zellen 4-1B markiert werden. Dieser Zeitrahmen kann vom
Fachmann durch eine Analyse verschieden langer Inkubationszeiten wahrend oder nach der Stimulation
ermittelt werden.

Es ist wiinschenswert, eine ausreichende Konzentration von Antikérpem in der Reaktionsmischung zu ha-
ben, so dass die Effizienz der Trennung nicht vom Mange! an Antikérper eingegrenzt wird. Die entsprechen-
de Konzentration kann auch durch Titration bestimmt werden.

Das Mittel, worin die Zellen getrennt werden, kann jedes Mittel sein, das die Aktivitit der Zellen erhéit. Ein
bevorzugtes Mitte! ist eine mit Phosphat gepuffertes Salziosung, die 0,1 bis 0,5% BSA oder in gleichen An-
teilen autologes, gepooltes Serum oder Serumersatzstoffe enthalt. Verschiedene Medien sind im Handel
verfiigbar und kénnen abhingig vom Zellentyp und des Experimentes verwendet werden. Verfugbare Me-
dien sind Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium (dMEM), Hank's Basic Salt Solution (HBSS) ein Dulbec-
co’s Phosphat gepufferte Salzlésung (dPBS), RPMI, Iscove’s Medium, PBS mit 5 mM EDTA usw. haufig
erganzte durch fotalem Kalbsserum BSA, HSA usw.

Die gekennzeichneten Zellen werden dann abhéngig von der Expression von 4-1BB getrennt. Die getrenn-
ten Zellen kénnen in jedem entsprechenden Mittel gesammelt werden, das die Lebensfahigkeit der Zellen
erhalt. Normalerweise werden sie in einer Sammelréhre mit etwas Serum gesammelt. Verschiedene Me-
dien sind im Handel verfiigbar und kénnen je nach Art der identifizierten und/oder separierten Zellen ver-
wendet werden, z.B. dMEM, HBSS einschlieftend, dPBS, RPM|, iscove’s Medium usw., haufig erganzt mit

fotalem Kalbsserum, autologen oder gepoolten Serum oder Serumersatzstoffen.
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Des Weiteren ist bevorzugt, dass die Antigene zur Detektion des 4-1BB Rezeptors mit einem fluoreszieren-

den Stoff oder direkt mit magnetischen Mikropartikeln gekoppelt sind.

Fiir die DurchfluRzytometrie oder FACS (Fluorescence activated cell sorting) und die magnetische Zellsortie-
rung oder MACS (Magnetic activated cell sorting) werden Antikdrper eingesetzt, die mit Fluoreszenzmarkem
oder magnetischen Mikropartikeln gekoppelt sein knnen, die dem Fachmann bekannt sind, wie z.B FITC,
Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC), Cascade yellow and Peridinin Chilorophyll Protein (PerCP). Die
Antikérper kénnen auch an Haptene gekoppelt sein und dann mit Hapten-spezifischen Sekundéarantikdrpem
detektiert zu werden. Eine Kombination von Antikérpem kann benutzt werden, um verschiedene Zellen mit
unterschiedlichen Eigenschaften zu detektieren, analysieren und/oder zu isolieren, auf der Basis von Mar-
kem, wie z.B. sekretorische Proteine oder charakteristische Oberfiachenmolekiile. Besonders konnen fluo-
reszenzmarkierte Antikorper fur FoxP3, CD25 und/oder CD4 Marker eingesetzt werden. Besonders bevor-
zugt kénnen fluoreszenzmarkierte oder mit magnetischen Mikropartikeln gekoppelte 4-1BB-Antikdrper ein-
gesetzt werden. Magnetische Mikropartike! kénnen hierbei direkt oder indirekt verwendet werden (Hapten
z.B. Biotin und Anti-Hapten Mikropartikel oder Fluorochrome, z.B. PE oder APC und Anti-Fluororchrom
Mikropartikel).

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform, ist vorgesehen, dass die regulatorischen Th-Zellen aus Blut,
periphere mononuklesren Blutzellen (PBMC), Korpergewebe oder Zellen der Gewebeflissigkeit direkt iden-

tifiziert und/oder separiert bzw. isoliert werden.

Normalerweise werden die regulatorischen Th-Zellen aus Zellproben von S&ugetieren (Mamalia), aber be-
sonders von Menschen und bevorzugt aus Versuchperson und/oder Patienten identifiziert und/oder sepa-
riert. Die regulatorischen Th-Zellen kénnen z.B. aus Blutproben, die Immunzellen enthalten (peritoneale,
cerebrale-spinale, pleurale und/oder synoviale Kérperfliissigkeit), Spllungsfiiissigkeiten von Hohlorganen
(Atemwege, Lungen), Homogenaten und Aspirata von Lymphknoten, Milz, Mandeln und/oder anderem
lymphatischem Gewebe stammen. Die regulatorischen Th-Zellen kénnen auch aus Tiergeweben gewon-
nen werden (z.B. von der Milz oder den Lymphknoten eines Tieres). Die Th-Zellen konnen auch Teil einer
Blutprobe sein, z.B. von einer Versuchperson oder menschlichem Patienten, besonders bevorzugt aus
peripheren mononuklegren Blutzellen (PBMC), Korpergewebe oder Zellen der Gewebeflissigkeit.

Die Erfindung sieht einen Kit vor, umfassend einen Antikérper zur Detektion des 4-1BB Rezeptors zur Identi-

fikation und/oder Separation einer regulatorischen Th-Zelle.
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Bevorzugt ist es, dass im Kit der 4-1BB Rezeptor Antikdrper mit einem fluoreszierenden Stoff, mit einem

Hapten oder mit magnetischen Mikropartikeln gekoppelt ist.

Fir die [dentifikation und/oder Separation der aktivierten, lebenden regulatorischen Th-Zellen wird ein 4-1BB
Rezeptor Antikrper bereitgestellt, der an einem Fluoreszenzmarker, einem Hapten oder magnetischen
Mikropartiklen gekoppelt ist. Fluoreszenzmarker sind dem Fachmann bekannt, wie z.B FITC, Phycoerythrin
(PE), Allophycocyanin (APC), Cascade yellow and Peridinin Chlorophyil Protein (PerCP).

Des Weiteren ist eine bevorzugte Eigenschaft des Kits, dass aktivierte regulatorische Th-Zellen identifiziert

und/oder separiert werden.

Durch die Verwendung des Kits, umfassend einen 4-1BB Rezeptor Antikérper gekoppelt mit einem Fluores-
zenzmarker, Haptenen oder magnetischen Mikropartikeln konnen regulatorische Th-Zellen identifiziert
und/oder separiert werden. Durch die Anwendung des 4-1BB Rezeptor Antikérpers kénnen bevorzugt akti-
vierte regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden. Besonders bevorzugt werden lebende,
aktivierte regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert.

In dieser Ausfiihrung kann die Methode der Erfindung z.B. genutzt werden, um regulatorische Th-Zellen aus
einer Blutprobe (oder aus einem Blutderivat) oder aus Zellgemischderivaten von lymphatischen Organen

oder Tumoren von S&ugetieren identifiziert und/oder separiert werden.

Die separierten regulatorischen Th-Zellen kénnen vor und/oder nach dem Klonieren und/oder Vermehrung
undfoder in Zellgemischen angereichert in und/oder als pharmazeutisches Mitte! in der Therapie oder Vor-
beugung von Krankheiten genutzt werden. Aus den separierten regulatorischen T-Zellen kbnnen ausser-
dem die kodierenden Gensequenzen des TCR (T-Zellrezptor) isoliert werden und firr weitere therapeutische
Zwecke wie zB fiir Krebstherapien genutzt werden. AuRerdem kénnen die in der genannten Form vorlie-
genden regulatorischen Th-Zellen in weiteren Untersuchungen und/oder Analysen eingesetzt werden. Das
pharmazeutische Mitte! kann fir die Behandiung und/oder Vorbeugung von Krankheiten in S&ugetieren
verwendet werden, was eine Verabreichung einer phammazeutisch wirksamen Menge des pharmazeuti-

schen Mittels in das Saugetier einschlieRen kann.

Die Krankheit kann irgendeine Krankheit sein, die durch die Gegenwart von einer separierten Zelle und/oder
durch die Konzentrationserhdhung der betreffenden Zellen in/an der betreffenden Stelle, oder im gesamten
Séaugetierprobanden und/oder Patienten behandelt und/oder vorgebeugt werden kann. Zum Beispiel kann
die Zelle eine regulatorische Th-Zelle sein und die behandelte und/oder praventiv behandelte Krankheit kann
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eine Autoimmunkrankheit, eine infektiose Krankheit, eine Allergie, Transplantat versus Wirtskrankheit (oder
allogene Transplantatabstofung) und/oder igendeine andere durch Hypersensitivitat eingeleitete Krankheit

sein.

Krankheiten, wofiir die in der Erfindung dargelegte Verwendung besonders geeignet ist, sind solche, die
durch und/oder wahrend einer fehlenden Regulation der Immunantwort entstehen. Diese Krankheiten kon-
nen TransplantatabstoRungen sein, allergische Zustande, bestimmte infektiose Krankheiten und/oder Auto-

immunkrankheiten sein.

Im Zusammenhang mit Autoimmunkrankheiten ist es bekannt, dass das Immunsystem kémpereigene Struk-
turen attackiert, wie z.B. bei rheumatischer Arthritis, Insulin abhéngiger Diabetes mellitus (IDDM), Multiple
Sklerose (MS), Atherosklerose, Psoriasis, allogener Stammzellentransplantation, Organtransplantation. Eine
Therapie mit spezifischen regulatorischen T-Zellen ist hier vorteilhaft. Bei Tumorerkrankungen sollen regula-
torische T-Zellen spezifisch fiir Tumorantigene eliminiert werden, so dass das Immunsystem effiziente anti-

Tumor Immunantworten initieren kann.

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung der erfindungsgeméfen Zusammensetzung und/oder des erfin-
dungsgemafien pharmazeutischen Mittels zur Behandlung von Krankheiten, die mit einer Defizienz der
zellularen Immunitét verbunden sind, zum Beispiel bei dem Defekt nach ICDIO-Code: D.84 4. Hierbei kann
es sich um Sepsiserkrankungen handeln, um Entziindungs-reaktionen und Fieber, um Autoimmun-
Erkrankungen und Erkrankungen der Storung der Zellteilung wie zum Beispiel Krebs.

Entziindungen im Sinne der Erfindung sind die vom Bindegewebe und den Blutgeféllen getragene Reaktion
des Organismus auf einen dulReren oder innerlich ausgelésten Entztindungsreiz mit dem Zweck, diesen zu
beseitigen oder zu inaktivieren und die reizbedingte Gewebsschadigung zu reparieren. Auslésend wirken
mechanische Reize (Fremdkérper, Druck, Verletzung) und andere physikalische Faktoren (ionisierende
Strahlen, UV-Licht, Warme, Kalte), chemische Stoffe (Laugen, Sauren, Schwermetalle, bakterielle Toxine,
Allergene und Immunkomplexe) sowie Erreger(Mikroorganismen, Wiirmer, Insekten) bzw. krankhafte Stoff-
wechselprodukte, entgleiste Enzyme, bésartige Tumoren. Das Geschehen beginnt mit einer kurzen Arterio-
lenverengung (durch Adrenalinwirkung) mit Mangeldurchblutung und Gewebsalteration, gefolgt von der Ent-
wicklung der Klassischen értlichen Entziindungszeichen (Kardinalsymptome; nach GALEN und CELSUS),
das heifdt von Rétung (= Rubor; Gefélerweiterung durch Histamin), Wame (= Calor; durch &rtliche Stoff-
wechselsteigerung), Schwellung (= Tumor; durch Austritt eiweilreicher Flissigkeit aus den - unter anderem
durch Histamin - veranderten GefaRwénden, unterstiitzt durch die verlangsamte Blutzirkulation im Sinne der
Prastase bis Stase), Schmerz (= Dolor; als Folge der erhéhten GewebsSpannung und schmerzauslosender
Entziindungs-produkte, zum Beispiel Bradykinin) und Funktionsstorung (= Functio laesa). Der Vorgang wird
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erganzt durch Stérung des Elektrolythaushaltes (Transmineralisation), Einwanderung neutrophiler Granulo-
zyten und Monozyten durch die Gefalwande (s.a. Leukotaxis), letzteres mit dem Zweck, den Entzlindungs-
reiz und geschadigte bis neukrotische Zellen zu beseitigen (Phagozytose); femer wandem Lymphozyten-
Effektorzellen ein, die zur Bildung spezifischer Antikérper gegen den Entziindungsreiz fihren (Immunreakti-
on), sowie Eosinophile (in der Heilungsphase bzw. - sehr friihzeitig - bei allergisch-hyperergischem Gesche-
hen). Durch die bei der Reaktion erfolgende Aktivierung des Komplementsystems werden Bruchstiicke
(C3a und C5a) dieses Systems frei, die - wie das Histamin und Bradykinin - als Mediatoren der Entziindung
wirken, und zwar im Sinne der Anregung der Chemotaxis der zitierten Blutzellen; femer wird die Blutgerin-
nung aktiviert. In der Folge tritt eine Schadigung (Dystrophie und Koagulations-nekrose) des zugeordneten
Organparenchyms ein. Der Gesamt-Organismus reagiert je nach Intensitat und Art der Entziindung mit
Fieber, Stress (s.a. Adaptationssyndrom), Leuko-zytose und Veranderungen in der Zusammensetzung der
Plasmaproteine (Akute-Phase-Reaktion), die zu einer beschleunigten Blutkérperchensenkungsreaktion
fiihren. Bevorzugte Entziindungen im Sinne der Erfindung sind die eitrige, die exudative, die fibrindse, die
gangraneszierende, die granulomatdse, die hamomhagische, die katarrhalische, die nekrotisierende, die
proliferative oder produktive, die pseudomembrandse, die serdse, die spezifische und/oder die ulzerGse

Entziindungen.

Autoimmunerkrankungen im Sinne der Erfindung sind Krankheiten, die zum Teil auf die Bildung von Auto-
antikérpem und deren schadigende Einwirkung auf den Gesamtorganismus bzw. Organsysteme, das heildt
auf Autoaggression zuriickzufiihren sind. Andererseits kann es sich bei Autoimmunerkrankungen auch um
Krankheiten halten, bei denen T-Zellen eine herausragende Rolle bei der Pathogenese bzw. Initiation inne-
haben. Eine Klassifikation ist als organspezifische, intermedigre und/oder systemische Autoimmunerkran-
kung moglich. Bevorzugte organspezifische Autoimmunerkrankungen sind HASHIMOTO Thyreoiditis, pri-
méres Myxédem, Thyreotoxikose (BASEDOW Krankhett), pemiziése Anamie, ADDISON Krankheit, Myas-
thenia gravis und/oder juveniler Diabetes mellitus. Bevorzugte intermediére Autoimmunkrankheiten sind
GOODPASTURE Syndrom, autoimmune hamolytische Anamie, autoimmune Leukopenie, idiopathische
Thrombo-zytopenie, Pemphigus vulgaris, sympathische Ophthalmie, primére bilidre Zirhose, Autoimmun-
hepatitis, Colitis ulcerosa und/oder SJOGREN Syndrom. Bevorzugte systemische Autoimmunkrankheiten
sind rheumatoide Arthritis, rheumatisches Fieber, systemischer Lupus erythematodes, Dermato-
myositis/Polymyositis, progressive systemische Sklerose, WEGENER Granulomatose, Panarteriitis nodosa
und/oder Hyper-sensitivitatsangitis. Typische Autoimmunkrankheiten sind Thyreotoxikose, Schilddrisen-
bedingtes Myxédem, HASHIMOTO Thyreoiditis, generalisierte Endokrinopathie, pemizidse Andmie, chroni-
sche Gastriis Typ A, Krankheiten einzelner oder aller korpuskularen Elemente des Blutes (zum Beispiel
autoimmunhamolytische Anamie, idiopath. Thrombozytopenie bzw. -pathie; idiopath. Leukopenie bzw.
Agranulozytose), Pemphigus vulgaris und Pemphigoid, sympathische Ophthalmie und manche Uvettis-
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Formen, primér bilidre Leberzimhose und chronisch aggressive Autoimmunhepatitis, Diabetes mellitus Typ |,
CROHN Krankheit und Colitis ulcerosa, SUOGREN Syndrom, ADDISON Krankheit, Lupus erythematodes
disseminatus und als diskoide Form dieser Krankheit, als Dermatomyositis und Sklerodermie, rheumatoide
Arthritis (= primér-chronische Polyarthritis), Antiglomerulusbasalmembran-Nephritis. Grundiage sind eine
aggressive Immunreaktion infolge Zusammenbruchs der Immuntoleranz gegeniiber Selbst-Derterminanten
und ein Ubergewicht von inflammatorischen T-Helfer-zellen. Femer ist die Bildung von Autoantigenen mog-
lich, zum Beispiel durch Verbindung von Wirtsproteinen mit Haptenen (zum Beispiel Arzneimittel), durch
ontogenetisches Gewebe, das sich erst nach Entwickiung der Selbsttoleranz entwickelt und fir durch Ande-
rungen der Konformation der Proteine demaskierte Proteinkomponenten im Zusammenhang zum Beispiel

mit Infektion durch Viren oder Bakterien; femer fiir im Zusammenhang mit Neoplasien entstandene neue

Proteine.

Sepsiserkrankungen sind im Sinne der Erfindung Erkrankungen infolge dauemden oder periodischen Ein-
dringens von pathogenen Bakterien und/oder deren Giften aus einem Krankheitsherd und deren Ausbrei-
tung auf dem Lymph-Blut-Weg zur allgemein beziehungsweise lokalen Infektion.

Sepsis im Sinne der Erfindung sind bevorzugt Wundsepsis (Phlegmone, Thrombophlebitis, Lymphangitis),
Puerperalsepsis (bei Puerperalfieber), otogene Sepsis (bei Otitis media), tonsillogene Sepsis (bei Angina,
Peritonsilitis), cholan-gitische Sepsis (bei eitriger Cholezystzitis, Cholangitis), pylephlebitische Sepsis (bei
Pylephlebitis) Nabelsepsis (bei Omphalitis etc.), Urosepsis sowie bei Zahngranulom. Die Sepsis im Sinne
der Erfindung kann akut bis hochakut (foudroyant), subakut (z. Beispiel als Endocarditits lenta) oder chro-
nisch erfolgen, aber selbstverstindlich auch als Neugeborenensepsis.

Sepsis im Sinne der Erfindung sind also alle pathogenen Veranderungen eines Patienten, die mit intermitte-
rierendem Fieber und Schiittelfrost verbunden sein kénnen sowie mit Milztumor, mit toxischen Reaktionen
beziehungsweise Schaden des Knochenmarks beziehungsweise des Blutes (polynukledre Leukozytose,
Anzmie, Hamolyse, Thrombozytopenie) oder aber mit pathogenen Reaktionen am Herzen und der Gefald-
nerven (Tachykardie, Zentralisation des Kreislaufs, Odeme, Oligurie; evtl. Schock) beziehungsweise des
Verdauungstraktes (trockene, belegte Zunge, Durchfélle) oder aber mit Septikopyamie (Pyamie mit Bildung
septischer Infarkte und metastatischer Abszess) .

Bevorzugte Erkrankungen, die mit einer Defizien des zelluldren Immunsystems verbunden sind, sind im
Sinne der Erfindung weiterhin:

AIDS, Akne, Albuminurie (Proteinurie), Alkoholentzugs-syndrom, Allergien, Alopezie (Haarausfall), ALS
(Amyotrophe Lateralsklerose), Alzheimer Erkrankung, AMD (Altersbedingte Makuladegeneration), Andmie,
Angststérungen, Anthrax (Milzbrand), Aortensklerose, arterielle Verschlusskrankheit, Arterienverkalkung,
Arterienverschluss, Arteritis temporalis, Arteriosklerose, Arteriovendse Fisteln, Arthritis, Arthrose, Asthma,
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Ateminsuffizienz, Autoimmunerkrankung, AV-Block, Azidose, Bandscheibenvorfall, Bauchfellentziindung,
Bauchspeicheldrisenkrebs, Becker Muskeldystrophie, Benigne Prostata Hyperplasie (BPH), Blasenkarzi-
nom, Bluterkrankheit

(Hamophilie), Bronchialkarzinom, Brustkrebs, BSE, Budd-Chiari-Syndrom, Bulimia nervosa, Bursitis
(Schleimbeutelentziindung), Byler-Syndrom, Bypass, Chlamydien-Infektion, Chronische Schmerzen,
Cimhose, Commotio cerebri (Gehimerschiitterung), Creutzfeld-Jakob-Erkrankung, Darmkarzinom, Darm-
krebs, Dammtuberkulose, Depression, Diabetes insipidus, Diabetes mellitus, Diabetes mellitus juvenilis, Dia-
betische Retinopathie, Duchenne-Muskeldystrophie, Duodenalkarzinom, Dystrophia musculorum progressi-
va, Dystrophie, Ebola, Ekzem, Erektile Dysfunktion, Fettsucht, Fibrése, Gebarmutterhalskrebs, Gebarmut-
terkrebs, Gehimblutung, Gehimentziindung, Haarausfall, Halbseitenldahmung, Hamolytische Anamie, Ha-
mophilie, Haustierallergie (Tierhaarallergie), Hautkrebs, Herpes zoster, Herzinfarkt, Herzinsuffizienz, Herz-
klappenentziindung, Himmetastase, Himschlag, Himtumor, Hodenkrebs, Ischamie, Kahler-Krankheit (Plas-
mozytom), Kinderidhmung (Poliomyelitis), Knochenschwund, Kontaktekzem, Lahmung, Leberzimhose,
Leukamie, Lungenfibrose, Lungenkrebs, Lungenddem, Lymphdriisenkrebs (Morbus Hodgkin), Lymphogra-
nulomatose, Lymphom, Lyssa, Magenkarzinom, Mammakarzinom, Meningitis, Milzbrand, Mukoviszidose
(zystrische Fibrose), Multiple Sklerose (MS), Myokardinfarkt, Neurodemmitis, Neurofibromatose, Neuronale
Tumoren, Nierenkrebs (Nierenzellkarzinom), Osteoporose, Pankreaskarzinom, Pneumonie, Polyneuropa-
thien, Potenz-Stérungen, Progressive Systemische Sklerose (PSS), Prostatakrebs, Quaddelauschlag (Urti-
karia), Querschnittssyndrom, traumatisches, Rektumkarzinom, Rippenfellentziindung, Schédel-Him-Trauma,
Scheidenkrebs (Vaginalkarzinom), Sinusitis, Speiserdhrenkrebs, Tremor, Tuberkulose, Tumorschmerz,
Vaginalkarzinom, Verbrennung -Verbriihung, Vergiftungen, Virale Meningitis, Wechseljahre, Weichteilsar-
kom, Weichteiltumor, Zerebrale Durchblutungsstérungen und/oder ZNS-Tumore.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Krebserkrankung oder der Tumor, die/der behandelt oder
verhindert wird, ausgewahit aus der Gruppe von Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen des Hals-
Nasen-Ohren-Bereichs, der Lunge, des Mediastinums, des Gastrointestinaltraktes, des Urogenital-Systems,
des gynakologischen Systems, der Brust, des endokrinen Systems, der Haut, Knochen- und Weichteilsar-
komen, Mesotheliomen, Melanomen, Neoplasmen des zentralen Nervensystems, Krebserkrankungen oder
Tumorerkrankungen im Kindes-alter, Lymphomen, Leukamien, paraneoplastischen Syndromen, Metasta-
sen ohne bekannten Primértumor (CUP-Syndrom), peritonealen Karzinomastosen, Immunsuppression-
bezogenen Malignititen und/oder Tumor-Metastasen.

Insbesondere kann es sich bei den Tumoren um folgende Krebsarten handeln: Adenokarzinom der Brust,
der Prostata und des Dickdarms; alle Formen von Lungenkrebs, der von den Bronchien ausgeht; Kno-
chenmarkkrebs, das Melanom, das Hepatomn, das Neuroblastom; das Papillom; das Apudom, das Cho-
ristom, das Branchiom; das maligne Karzinoid-Syndrom; die Karzinoid-Herzerkrankung; das Karzinom (zum



WO 2007/110249 PCT/EP2007/002860

10

15

20

25

30

35

17

Beispiel Walker-Karzinom, Basalzellen-Karzinom, basosquamdses Karzinom, Brown-Pearce-Karzinom,
duktales Karzinom, Ehrdich-Tumor, in situ-Karzinom, Krebs-2-Karzinom, Merkel-Zellen-Karzinom, Schleim-
krebs, nicht-kleinzeliges Bronchialkarzinom, Haferzellen-Karzinom, papilldres Karzinom, szinhéses Karzi-
nom, bronchiolo-alveolares Karzinom, Bronchial-Karzinom, Plattenepithelkarzinom und Transitionalzell-
Karzinom); histiocytische Funktionsstérung; Leuk&mie (zum Beispiel in Zusammenhang mit B-Zellen-
Leukamie, Gemischt-ZellenLeukémie, Nullzeilen-Leukimie, T-Zellen-Leukamie, chronische T-Zellen-
Leukamie, HTLV-ll-assoziierte Leukamie, akut lymphozytische Leukamie, chronisch-ymphozythische Leu-
kamie, Mastzel-Leukdmie und myeloische Leukamie); maligne Histiocytose, Hodgkin-Krankheit, non-
Hodgkin-Lymphom, solitirer Plasmazelltumor; Reti-culoendotheliose, Chondroblastom; = Chondrom,
Chondrosarkom: Fibrom; Fibrosarkom; Riesenzell-Tumore; Histiocytom; Lipom; Liposarkom; Leukosarkom;
Mesotheliom; Myxom; Myxosarkom; Osteom; Osteosarkom; Ewing-Sarkom; Synoviom; Adenofribrom;
Adenolymphom; Karzinosarkom, Chordom, Craniopharyngiom, Dysgerminom, Hamartom; Mesenchymom;
Mesonephrom, Myosarkom, Ameloblastom, Cementom; Odontom; Teratom; Thymom, Chorio-blastormn;
Adenokarzinom, Adenom; Cholangiom; Cholesteatom; Cylindrom; Cystadenocarcinom, Cystadenom; Gra-
nulosa-Zelltumor, Gynadroblastom; Hidradenom; Inselzelitumor; Leydig-Zeltumor, Papillom; Sertoli-Zeil-
Tumor, Thekazelltumor, Leiomyom; Leiomyosarkom; Myoblastom; Myom; Myosarkom; Rhabdomyom;
Rhabdomyosarkom; Ependynom; Ganglioneurom, Gliom; Medulloblastom, Meningiom; Neurilemmom;
Neuroblastom; Neuroepitheliom, Neurofibrom, Neurom, Paragangliom, nicht-chromaffines Paragangliom,
Angiokeratom, angiolymphoide Hyperplasie mit Eosinophilie; sclerosierendes Angiom; Angiomatose; Glo-
mangiom; Hemangioendotheliom; Hemangiom; Hemangiopericytom, Hemangiosarkom; Lymphangiom,
Lymphangiomyom, Lymphangiosarkom; Pinealom; Cystosarkom phyllodes; Hemangiosarkom; Lymphan-
giosarkom; Myxosarkom, Ovarialkarzinom; Sarkom (zum Beispiel Ewing-Sarkom, experimentell, Kaposi-
Sarkom und Mastzell-Sarkom); Neoplasmen (zum Beispiel Knochen-Neoplasmen, Brust-Neoplasmen,
Neoplasmen des Verdauungssystems, colorektale Neoplasmen, Leber-Neoplasmen, Pankreas-
Neoplasmen, Himanhang-Neoplasmen, Hoden-Neoplasmen, Orbita-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes
und Halses, des Zentralnervensystems, Neoplasmen des Hororgans, des Beckens, des Atmungstrakts und
des Urogenitaltrakts); Neurofibromatose und zervikale Plattenepitheldysplasie.

In einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Krebserkrankung oder der Tumor, die/der behandelt
oder verhindert wird, ausgewahlt aus der Gruppe: Tumoren des Hals-Nasen-Ohren-Bereichs umfassend
Tumoren der inneren Nase, der Nasennebenhdhlen, des Nasopharynx, der Lippen, der Mundhéhle, des
Oropharynx, des Larynx, des Hypopharynx, des Ohres, der Speicheldriisen und Paragangliome, Tumoren
der Lunge umfassend nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, kleinzellige Bronchialkarzinome, Tumoren des
Mediastinums, Tumoren des Gastrointestinaltraktes umfassend Tumoren des Osophagus, des Magens,
des Pankreas, der Leber, der Gallenblase und der Gallenwege, des Dinndarms, Kolon- und Rektum-
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karzinome und Analkarzinome, Urogenitattumoren umfassend Tumoren der Nieren, der Hamleiter, der
Blase, der Prostata, der Hamrohre, des Penis und der Hoden, gynékologische Tumoren umfassend Tumo-
ren des Zervix, der Vagina, der Vulva, Korpuskarzinom, maligne Trophoblastenerkrankung, Ovarialkar-
zinom, Tumoren des Eileiters (Tuba Faloppii), Tumoren der Bauchhdhle, Mammakarzinome, Tumoren
endokriner Organe umfassend Tumoren der Schilddnise, der Nebenschilddrise, der Nebennierenrinde,
endokrine Pankreastumoren, Karzinoidiumoren und Karzinoidsyndrom, multiple endokrine Neoplasien,
Knochen- und Weichteilsarkome, Mesotheliome, Hauttumoren, Melanome umfassend kutane und intracku-
lare Melanome, Tumoren des zentralen Nervensystems, Tumoren im Kindesalter umfassend Retinoblastom,
Wilms Tumor, Neurofibromatose, Neuroblastom, Ewing-Sarkom Tumorfamilie, Rhabdomyosarkom,
Lymphome umfassend Non-Hodgkin-Lymphome, kutane T-Zell-Lymphome, primére Lymphome des zent-
ralen Nervensystems, Morbus Hodgkin, Leukamien umfassend akute Leuk&mien, chronische myeloische
und lymphatische Leukamien, Plasmazell-Neoplasmen, myelodysplastische Syndrome, paraneoplastische
Syndrome, Metastasen ohne bekannten Primartumor (CUP-Syn-drom), peritoneale Karzinomastose, Im-
munsuppression-bezogene Malignitat umfassend AlDS-bezogene Malignititen wie Kaposi-Sarkom, AIDS-
assoziierte Lymphome, AlDS-assoziierte Lymphome des zentralen Nervensystems, AlDS-assoziierter Mor-
bus Hodgkin und AlDS-assoziierter anogenitale Tumoren, Trans-plantations-bezogene Malignitaten, me-
tastasierte Tumoren umfassend Gehimmetastasen, Lungenmetastasen, Lebemmetastasen, Knochenmetas-
tasen, pleurale und perikardiale Metastasen und maligne Aszites.

In einer weiter bevorzugten Ausfiihrungsform ist die Krebserkrankung oder der Tumor, die/der behandelt
oder verhindert wird, ausgewahit aus der Gruppe umfassend Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen
der Mammakarzinome, der Gastrointes-tinaltumore, einschliefdlich Kolonkarzinome, Magenkarzinome,
Pankreaskarzinome, Dickdarmkrebs, Diinndamkrebs, der Ovarialkarzinome, der Zervikalkarzinome, Lun-

genkrebs, Prostatakrebs, Nierenzellkarzinome und/oder Lebemmetastasen.

Immunopathologische Reaktionen verursachen den Funktionsverlust eines bestimmten Gewebes und kén-
nen Gewebe zerst6ren. Die erfindungsgemafte Verwendung erlaubt es aktive regulatorische Th- Zellen von
Patienten mit diesen Krankheiten zu isolieren, um die gewebeschadigende Immunantwort zu zu behandeln.
Bei Tumorerkrankungen soll die erfindungsgemaéfte Verwendung eine spezifische Elimierung von Tumor-
spezifischen Treg in vitro oder ex vivo ermaglichen. Falls die regulatorischen Th-Zellen in einer zu geringen
Anzahl vorliegen, kénnen sie separiert und angereichert werden und/oder in Zellkulturen vermehrt werden.
In beiden Fallen kénnte der Patient mit der angereicherten und/oder vermehrten und somit erhdhten Anzahl
von regulatorischen Th-Zellen behandelt werden, wodurch eine Unterdriickung der immunopathologischen
Antwort und somit eine Verbesserung und/oder Heilung der Krankheit erwartet wiirde. Autoimmunkrankhei-
ten, wofiir der 4-1BB Rezeptors als Marker zur Identifikation und/oder Isolierung und folgender Anreicherung
von aktiven regulatorischen Th-Zellen verwendet werden kdnnte und ein erfolgreiche Therapie erwartet
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wiirde, beinhalten, aber nicht nur auf diese beschrénkt, Diabetes mellitus (IDDM), Multiple Sklerose (MS),
Atherosklerose (AS), Psoriasis, Darmentziindungen, autoimmunbedingte haemolytische Anamie, Sjogrens-

syndrom, autoimmunbedingte Thyroiditis und systemtische Lupus Erythematosis.

Dem Fachmann ist bekannt, dass regulatorische Th-Zellen im Zusammenhang mit Transplantationen fahig
sind eine Immunantworten zu unterdriicken, die zu einer Transplantatabstoung filhren kénnte. Die Be-
handlung eines Patienten und/oder Probanden mit zunéchst isolierten und dann angereicherten spezifisch
aktivierten regulatorischen Th-Zellen konnte eine Transplantatabstoung vorbeugen und/oder verhindem.
TransplantatabstoRungen werden durch eine Immunantwort des Transplantatakzeptors ausgelost. Hierbei
bekampfen die Immunzellen des Akzeptors das kérperfremde Gewebe. In dieser Anwendungsform wiirden
Th-Zellen des Zielpatienten in vitro Zellen, Zellextrakten, isolierten Antigenen oder Proteinen des Organ-
spenders vor oder nach der Transplantation ausgesetzt werden. Hiemach wiirden die aktiven regulatori-
schen Th-zellen nach einer angebrachten Vermehrungszeit anhand des 4-1BB Markers identifiziert
und/oder separiert werden. Die identifizierten und/oder separierten aktiven regulatorischen Th-Zellen wiirden
dann dem Transplantatakzeptor wieder zugefthrt werden. Es wird so erreicht, dass die nach dieser Metho-
de behandelten Zellen die Immunantwort gegen das Transplantat unterbinden und die Transplantatabsto-
Rung verzogert oder verhindert wird. Die Verwendung des 4-1BB Markers kénnte unter anderen bei Allo-
gentransplantaten und/oder Heterotransplantaten, wie z.B. bei Herz-, Lungen-, Danm-, Komea-, Nieren- und

Knochenmarktransplantationen eingesetzt werden.

Im Falle einer Allergie, wiirden regulatorische Th-Zellen entweder vor der polyklonalen Aktivierung der T-
Zellen oder nach der Kultivierung mit spezifischen Allergenen identifiziert und/oder separiert werden. Die
identifizierten und/oder separierten Zellen wiirden dann nach einer eventuellen Vermehrung dem Patienten
zurlickgegeben. Es wird nun erwartet, dass die so behandelten regulatorischen Th-Zellen die Immunantwort
unterdriicken und sich die zu den verwendeten Antigenen komelierende Symptomatik verbessert.

Die Behandlung von Allergien anhand der Identifizierung und/oder Isolierung von aktiven regulatorische Th-
Zellen mit dem Marker 4-1BB und der beschriebenen Methode wiirde sich unter anderen bei Hautauschla-
gen, atopischer Dermatitis, Asthma, allergischer Rhinitis, Insektengiften und Lebensmittelallergie wie z.B.
gegen Gluten, Milchprodukten, Nissen und/oder Fischantigenen eignen.

Bei infektidsen Erkrankungen ist es von Bedeutung die Immunantwort zu starken als sie zu schwéchen. In
bestimmten Krankheiten ist es von belang die Immunantwort zu modulieren um den Krankheitsverlauf zu
verandem. Solche Falle der Modulation treten bei Krankheiten auf, wo durch die Infektion immunopathologi-
sche Reaktionen auftreten, die Gewebe zerstéren und bei denen wo die Immunantwort den Kérper nicht
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schiitzt. Durch die Identifizierung und/oder Isolierung von aktiven regulatorischen Th-Zellen konnte die Im-
munantwort unterdriickt werden und immunopathologische Schiden gelindert und/oder verhindert werden.

Eine weitere Altemative, wire die Behandlung mit aus einem Patienten isolierten regulatorischen Th-Zellen,
die bestimmten Antigenen ausgesetzt wurden, um regulatorische Th-Zellen zu erhalten, die die Immunant-

wort in eine definierte, bestimmte Richtung umschalten kdnnten.

Gene kénnen in die Zellen vor Kultur oder Transplantation fir eine Vielfalt von Zwecken eingefiihrt werden,
z.B. um die Empfanglichkeit einer Infektion zu verhindem oder zu reduzieren, Gene zu ersetzen, die einen
Verlust einer Funktionsmutation unterliegen, die Fahigkeit der Treg zu steigem, um Th-Zellen zu hemmen
usw. Des Weiteren kénnen Vektoren eingefiihrt werden die, antisense mRNA oder Ribozyme eprimieren,
wodurch die Expression eines unerwiinschten Gens blockiert wird. Andere Methoden einer Gentherapie
sind die Einfilhrung von Medikamentenwiderstandsgenen, zum Beispiel das Medikamentenwiderstandsgen
(MDR) oder Antiapoptosis Genen, wie bcl -2. Weiterhin kénnen Techniken angewendet werden, die dem
Fachmann bekannt sind, um Zielzellen zu transfizieren, z.B. durch Elektroporation, Kalzium gefalite DNA,
Verschmelzung, Transfektion oder Lipofektion. Die besondere Art, in der die DNA eingefiihrt wird, ist fur die
Verwendung der Erfindung nicht entscheidend.

Dem Fachmann sind viele Vektoren bekannt, die verwendet werden kénnen, um exogene Gene in Sduge-
tierzellen zu Ubertragen. Die Vektoren konnen episomal sein, z.B. Plasmide, Virus Vektoren wie z.B. Zyto-
megalovirus, Adenovirus usw. AuBerdem konnen die Gebe durch homologe Rekombination oder durch
zufillige Integration ins Zielzellgenom integriert werden, wie z.B. von Retrovieren abgeleitete Vektoren wie

MMLV, HIV -1, ALV, usw.

Anhand von in vitro Assays oder Screenings kdnnen aktive Faktoren der Treg-Zellen analysiert werden. Es
kénnen auch Co-culture Assays durchgefiinrt werden, um die Veranderungen von Tregs zu studieren, die
die Vermehrung von normalen T Zellen einschlieflich CD4 T als auch CD8 T zu suprimieren. Interaktionen
mit dendritischen Zellen und anderen Antigen determinierten Zellen kdnnen ebenfalls untersucht werden.
Die nach der Erfindung separierten regulatorischen Zellen kdnnen das Ausgangsmaterial einer grofien Viel-
falt von unterschiedlichen Analysen sein, z.B. von immunoassays flr Proteinbindungsstudien, Bestimmun-

gen des Zellwachstums, Differenzierung und funktionelle Aktivitat, Produktion von Hormonen usw.
Die Figuren stellen folgendes dar:

Figuren 1aund 1b
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4-1BB wird wird friih nach Aktivierung spezifisch von regulatorischen T-Zellen ausgeprégt

Verschiedene Subpopulationen (V) peripherer Th-Zellen (A) wurden mittels FACS isoliert aus PBMC (B)
und an Aliquots intrazelluldre Analysen des fur regulatorische T-Zellen spezifischen Transkriptionsfaktors
Foxp3 durchgefiihrt (C). Die isolierten Subpopulationen wurden dann mit PMA / lonomycin in vitro fur unter-
schiedlich lange Zeitspannen (0, 4 und 8 Stunden) stimuliert und die Expression von 4-1BB mittels FACS
analysiert (D).

Figur 2

Der fiir requiatorische T-Zellen spezifische Transkriptionsfaktor Foxp3 wird nach Aktivierung spezifisch in 4-
1BB" Th-Zellen ausgepragt (RNA-Analyse)

PBMC wurden fiir 4h mit dem Superantigen SEB in vitro stimuliert und nachfolgend mit FACS 4-1BB” und
4-1BB’ Th-Zellen isoliert. Aus den isolierten Zellen wurde RNA isoliert und mittels RT-PCR die Expression

von Foxp3 analysiert.
Figur3

Der fiir requiatorische T-Zellen spezifische Transkriptionsfaktor Foxp3 wird nach Aktivierung spezifisch in 4-
1BB* Th-Zellen ausgeprigt (Protein-Analyse)

CD4" Th-Zellen wurden aus PBMC isoliert und fur 4h mit dem PMA / lonomycin in vitro stimuliert. Nachfol-
gend wurden mit FACS 4-1 BB* und 4-1BB” Th-Zellen isoliert. Die isolierten Zellen wurden dann intrazellular
mit Foxp3-spezifischen Antikérpem markiert.

Figur 4
Koexpression von 4-1BB und Foxp3 frith nach Aktivierung
CD4" Th-Zellen wurden aus PBMC isoliert und fur 4h mit dem PMA / lonomycin in vitro stimuliert. Nachfol-

gend wurden die Zellen extrazelluldr mit Antikrpem gegen CD69 (Aktivierungsmarker) und 4-1BB markiert.
Nachfolgend wurde intrazelluldr mit Foxp3-spezifischen Antikrpem markiert. Im linken Analyseplot ist das
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elektronische Analysefenster fir CD69" aktiviete Th-Zellen angezeigt. Im rechten Analyseplot ist die
Koexpression von 4-1BB und Foxp3 in CD69" aktvierten Th-Zellen dargestellt.

Figuren 5 bis 7:
Spezifitat und in vitro Suppression TSST-1-spezifischer CD25" Treg nach lIsolierung tber TSST-1-

induzierte 4-1BB Expression
Figur &:

Ruhende regulatorische CD25™ CD4" T-Zellen wurden mittels FACS aus PBMC eines gesunden Spenders
isoliert und mit autologen CD4* CD25 PBMC in einem Verhdltnis von 1:2 mit 1pg/ml TSST-1 fiir 4h bei 37°C
kultiviert. Nachfolgend wurden mittels FACS 4-1BB* und 4-1BB" CD4" CD69" T-Zellen isoliert.

Figur 6:

4-1BB* und 4-1BB° CD4® CD69" T-Zellen wurden nach FACS-Sortierung direkt mit Antikérpem gegen
Foxp3, Vbeta2 und Vbeta17 markiert und analysiert.

Figur 7:

4-1BB* CD4* CD69" T-Zellen wurden nach FACS-Sortierung fiir 6 Tage in Medium und 10%FCS kultiviert.
Nachfolgend wurden sie mit CFSE-markierten naiven CD45RA’ CD4" T-Zellen und CD4” PBMC im Ver-
haltnis 1:1:1 fur 4 Tage in der Gegenwart von TSST1 0,5ug/ml kultiviert. Zur Kontrolle wurden CFSE-
markierte naive CD45RA" CD4” T-Zellen und CD4 PBMC im Verhaltnis 2:1 fur 4 Tage in der Gegenwart
von TSST1 0,5ug/ml kultiviert.

Die erganzten Daten demonstrieren zum einen die Spexzifitt der durch eine Stimulation mit Antigen (hier
TSST-1) induzierten 4-1BB Expression. In dem hier gewahiten Zeitfenster von 4 Stunden, wird 4-188B fast
ausschlieRlich von Vbeta2" Foxp3® Zellen ausgepragt, wihrend ein weiterer in Literatur beschriebener T-
Zell-Aktivierungsmarker (CD69) auch von Foxp3™ Zellen ausgepragt wird (Fig. 6). Zudem sind unter den
isolierten 4-1BB* Zellen fast keine Vbeta17" Zellen detektierbar (Fig. 6). Figur 7 demonstriert dann das Sup-
pressionspotential von TSST-1-spezifischen Treg nach Isolierung und in vitro Kultivierung. Die Proliferation
von TSST-1-spezifischen naiven T-Zellen wird von TSST-1-spezifischen Tregs von iber 55% auf weniger
als 10% unterdriickt (Fig. 7).
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Patentanspriiche

Verwendung von einem 4-1BB Rezeptor zur Identifizierung und/oder Separation aktivierter regulatori-

scher Th-Zellen (Treg).

Verwendung nach Anspruch 1
gekennzeichnet dadurch, dass
die regulatorischen Th-Zellen aus einem Zellgemisch identifiziert und/oder separiert werden.

Verwendung nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass
der 4-1BB Rezeptor spezifisch zeitlich ausgeprégt ist.

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch,

dadurch gekennzeichnet, dass

die zeiticheAuspragung des Rezeptors als ein diskriminativer Marker durch mehrfache, bevorzugt
regelmaRige Kontrollen, insbesondere in im wesentlichen 10 bis 40-miniitigen Abstéinden, besonders

bevorzugt in im wesentlichen 30-mintitigen Absténden bestimmbar ist.

Verwendung nach dem vorhergehenden Anspruch,

dadurch gekennzeichnet, dass

der Rezeptor ein spezifischer Marker fiir aktivierte regulatorische Th-Zellen in einem Zeitraum von im
wesentlichen 0 bis 18 Stunden nach einer Aktivierung ist, bevorzugt in einem Zeitraum von im we-
sentlichen 0 bis 12 Stunden, besonders bevorzugt in einem Zeitraum von im wesentlichen 0 bis 10
Stunden, ganz besonders bevorzugt in einem Zeitraum von im wesentiichen 1 bis 8 Stunden, insbe-

sondere im wesentlichen 3 bis 8 Stunden, vor allem im wesentlichen 4 Stunden.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, dass
CD4+, CD25+ und/oder FoxP3+ regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche
dadurch gekennzeichnet, dass
lebende regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden.
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Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
Antigen-spezifische regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriichen,
dadurch gekennzeichnet, dass
die regutatorischen Th-Zellen durch DurchfiuBzytometrie oder magnetische Zellsortierung identifiziert

und/oder separiert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriichen,
dadurch gekennzeichnet, dass
die Expression des 4-1BB Rezeptors nach und/oder wahrend einer Stimulation gemessen wird.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriichen,
dadurch gekennzeichnet, dass
die regulatorischen Th-Zellen nach und/oder wahrend einer Stimulation der Zellen im Zellgemisch

identifiziert und/oder separiert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriichen
dadurch gekennzeichnet, dass
die Zellen durch Wachstumsfaktoren, Antikérpem und/oder Liganden stimuliert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriichen,
dadurch gekennzeichnet, dass
Antigene, Liganden und/oder Antikdrper zur Detektion des 4-1BB Rezeptors verwendet werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Ansprichen,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Antigene, Liganden und/oder Antikdrper zur Detektion des 4-1BB Rezeptors mit einem fluoreszie-
renden Stoff, Haptenen und/oder magnetischen Partikeln gekoppelt sind.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriichen,

dadurch gekennzeichnet, dass



WO 2007/110249 PCT/EP2007/002860

10

15

20

25

16.

17.

18.

19.

20.

21.

25

die regulatorischen Th-Zellen aus Blut, peripheren mononuklegren Blutzellen (PBMC), Kérpergewebe
oder Zellen der Gewebeflissigkeit identifiziert und/oder separiert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
der 4-1BB Rezeptor Antikdrper mit einem fluoreszierenden Stoff, Haptenen und/oder mit magneti-

schen Mikropartikeln gekoppelt ist.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
aktivierte regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden.

Verwendung nach einem der vorherigen Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass
lebende regulatorische Th-Zellen identifiziert und/oder separiert werden.

Separations-Kit umfassend einen Antikérper zur Detektion des 4-1BB Rezeptors zur Identifikation

und/oder Separation einer regulatorischen Th-Zelle.

Verwendung eines Antikérpers zur Detektion des 4-1BB Rezeptors zur Bereitsteflung eines Identifika-
tions- und/oder Separations-Kits fur die Identifikation und/oder Separation einer aktivierten regulatori-

schen Th-Zelle.

Verwendung eines Kits umfassend einen Antikérper zur Detektion des 4-1BB Rezeptors zu Identifika-

tion und/oder Separation einer aktivierten regulatorischen Th-Zelle.
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