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Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Verwendung einer Mehrkomponenten-
Tumorvakzine, die Epitope von mindestens zwei tumorassoziierten Antigenen,
mindestens einen immunogenen Triger und mindestens ein Adjuvans enthilt,
formuliert in einer immunogenen Formulierung zur Induzierung einer Immunantwort
gegen tumorassoziierte Antigene und Mit-Induzierung eiper Freisetzung von
immunstimulierenden Zytokinen, die zu einer Aktivierung von antigen-unspezifischen
Effektorzellen fiihrt.
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Verwendung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine

Kurze Beschreibung der Erfindung

S e T e e e e o o)

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung einer Mehrkomponenten-
Tumorvakzine, die Epitope von mindestens zwei tumor-assoziierten Antigenen,
mindestens einen immunogenen Triger und mindestens ein Adjuvans enthilt,
formuliert in einer immunogenen Formulierung zur Induzierung einer spezifischen
Immunantwort gegen tumor-assoziierte Antigene und Mit-Induzierung einer
Freisetzung von immunstimulierenden Zytokinen, die zu einer Aktivierung von

antigen-unspezifischen Effektorzellen fiihrt.

Hintergrund

Krebs steht an zweiter Stelle als Todesgrund in den Industrielindern. Besonders
metastatische Krankeitsstadien bei Krebs sind nicht oder nicht ausreichend fiir
herkommliche Krebstherapiemodalititen wie Chirurgie, Strahlentherapie oder
Chemotherapie zuginglich. Diese Metastasen, nicht der Primértumor, sind
verantwortlich fir die Mehrheit der Todesfille bei Krebspatienten.
Immunkrebstherapie ist eine neue Modalitéit der Krebsbehandlung geworden, indem
sie auf die Aktivierung des patienteneigenen Immunsystems gerichtet ist, um den
Tumor zu bekémpfen. Besonders die sich im Umlauf befindenden Tumorzellen und
Mikro- und Makrometastasen, die nach einem chirurgischen Eingriff oder
Strahlentherapie zuriickbleiben konnen, sind wichtige Angriffsziele fiir die
Krebsimmuntherapie.  Innerhalb der “passiven Immuntherapie”  wurden
immunologische Effektormolekiile (z.B. Antikorper oder Zytokine) oder Immunzellen
verwendet, um Krebspatienten zu behandeln (Kammula US. et al. Cancer 1998; 83:
797-805; Vuky J and Motzer RJ. Urol. Oncol. 2000; 5: 249-257; Markman M. et al.
Oncology. 2004; 66: 343-346; Schiller JH. et al., Clin. Cancer Res. 1996; 2: 29-36.).
Alternativ dazu zielt die aktive Immunisierung (“Antikrebsimpfung”) darauf ab, dem

Immunsystem des Patienten zu helfen, Tumorzellen als fremd zu erkennen und das
Immunsytem zu aktivieren, Tumorzellen zu zerstoren (Rosenberg SA. Immunol.
Today, 1997; 18:175-182; Pardoll DM. Ann. Rev. Immunol. 1995; 13: 399-415;
Dranoff G. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1993; 90: 3539-3543)
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Es wurde gezeigt, dass tumor-assoziierte Antigene (TAAs) von T-Zellen oder
Antikorpern erkannt werden konnen, was die Zerstorung der Tumorzellen zur Folge
hat (Kawakami Y, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1994; 91: 6458-6462. Van der
Bruggen P, et al., Science 1991; 254: 1643-1647. Watson SA, et al. Cancer Res. 1996;
56:880-885). Die Ermittlung und Auswahl von geeigneten TAAs und wie sie dem

]

Immunsystem auf hochimmunogene Weise prisentiert werden konnen, ist duflerst
wichtig fiir die Wirksamkeit aktiver Krebsimmuntherapie. Eine Vielfalt an tumor-
assoziierten Antigenen wurde inzwischen als potentielle Angriffsziele fir die
Krebsimmuntherapie ermittelt, einschlieBlich CEA, TAG-72, MUCI1, EGF, EGF-R,
Folatbindendes Protein A-33, Gastrin, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART,
MAGEs, GAGEs, BAGEs usw. (Sem. Cancer Biol. (1995), 6:321. (Rosenberg SA.
Immunol. Today, 1997; 18:175-182; Kawakami Y, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
1994; 91: 6458-6462. Van der Bruggen P, et al., Science 1991; 254: 1643-1647.
Watson SA, et al. Cancer Res. 1996; 56:880-885).

Weiters wurde gezeigt, dass Kohlenhydrate und Mucinantigene (die an der
Zelloberfliche exponiert sind), die von einer abnormalen Glykosylierung von
Tumorzellen stammen und dadurch Krebszellen von normalen Zellen unterscheiden,
attraktive Angriffsziele fiir die Krebsimmuntherapie darstellen (Singhal A, et al.
Cancer Res. 1991; 51:1406-1411; Zhang S, et al. Cancer Res. 1996; 55: 3364-3368.
Zhang H, et al. Cancer Res. 1998; 58: 2844-2849; Livingston PO, et al. J. Clin. Oncol.
1994; 12: 1036-1044; MacLean GD et al., J. Inmunother. 1996; 19: 59-68). Obwohl
sich die Modifikationen zwischen den Geweben unterscheiden, wurde beobachtet,
dass eine modifizierte Glykosylierung ein typisches Merkmal von Krebszellen ist.
(Annu. Rev. Biochem. (1988), 57:785). Beispiele von tumor-assoziierten
Kohlenhydratstrukturen sind das blutgruppenverwandte Lewis-Antigen, das allgemein
in vielen Epithelialkrebsarten exprimiert ist. Sie inkludieren Strukturen von Lewis X,
Lewis B und Lewis Y sowie sialylierte Lewis-Y-Strukturen. Andere relevante
Kohlenhydratantigene sind GloboH-Strukturen, KH1, Tn-Antigen, TF-Antigen,
Alpha-1,3-Galactosylepitop, das SialylTn-Antigen sowie Ganglioside wie GD2, GD3,
GM1 und GM2 (Singhal A, et al. Cancer Res. 1991; 51:1406-1411; Zhang S, et al.
Cancer Res. 1996; 55: 3364-3368. Zhang H, et al. Cancer Res. 1998; 58: 2844-2849;
Livingston PO, et al. J. Clin. Oncol. 1994; 12: 1036-1044; MacLean GD et al,, J.
Immunother. 1996; 19: 59-68).
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Das SialylTn-Kohlenhydratantigen — ein Beispiel eines markant exprimierten
Kohlenhydrat-TAAs — ist in mehr als 80% aller Brust-, Darm-, Prostata und
Eierstockkrebsarten exprimiert (Itzkowitz SH et al., Cancer Res. 1989; 49: 197-204;
Zhang S et al., Int. J. Cancer. 1997; 73: 50-56), und es wurde gezeigt, dass sein
Expressionsgrad mit einem aggressiveren Tumorerscheinungsbild und daher
schlechten Prognosen korreliert. (Itzkowitz SH et al., Cancer 1990; 66:1960-1966;
Werther JL et al., Br. J. Cancer 1994; 69: 613-616).

TR SR et e Ve R e e e S e S

Jedoch gibt es eine Vielzahl von Hindernissen fiir den Einsatz von TAAs als
Antikrebsimpfungen. Eine der Haupteinschrinkungen fiir die Anwendung von TAAs
ist ihre geringe oder sogar gar nicht vorhandene Immunogenitit. Besonders
Kohlenhydrat-TAAs — als thymusunabhéngige Antigene — sind unfihig, T-Zell-Hilfe
zu erzeugen und iiberhaupt nicht in der Lage, ein Geddchtnis zu erzeugen. Die
Verbindung von  “immunologisch  inerten”  Kohlenhydratstrukturen mit
thymusabhingigen Antigenen wie Proteine wird ihre Immunogenitit verstirken.
Daher werden Impfstoffe, die auf tumor-assoziierten Kohlenhydratstrukturen
basieren, an sogenannte “Trigermolekiile” gekoppelt, um ihre Immunogenitét zu
verstirken. Proteine wie Rinderserumalbumin (BSA) oder das H#mozyanin der
Napfschnecke (KLH) dienen oft als Trigermolekiile (Kagan E et al., Cancer Immunol
Immunother. 2005; 54: 424-430). Das Trigerprotein wird die trigerspezifischen T-
Helferzellen anregen, die dann in der Induzierung der Antikﬁrpersynthese' gegen das
Kohlenhydrat eine Rolle spielen.

Eine weitere Alternative, eine Immunantwort gegen Kohlenhydrate hervorzurufen, ist
die Immunisierung mit sogenannten “Mimotopen”, die aufgrund ihrer
Molekularstruktur keine Kohlenhydrate sind (z.B. Peptide; Biotechnol. (1999),
17:660; Nat. Biotechnol. (1997), 15:512). Ein anderer Weg, eine Immunantwort
gegen nicht-immunogene TAAs zu erzeugen, ist die Verwendung von anti-
jdiotypischen Antikorpern als Immunogene, die die Struktur eines TAAs imitieren
und dadurch eine Immunantwort ausldsen, die auch mit dem entsprechenden TAA
(Cancer Immunol. Immunother. (2000), 49:133) oder der Fusion von TAAs mit
spezifischen Fremdproteinsequenzen (U.S. Pat. No. 5,869,057, U.S. Pat. No.
5,843,648 and U.S. Pat. No. 6,069,242) reagiert.

Eine andere groBe Einschrinkung fir die Antikrebsimpfung ist allerdings die

heterogene Expression der TAAs auf Krebszellen, denn nur ein Teil der Zellen des
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Tumors oder der Tumorart exprimiert das bestimmte Antigen. Tumore verwenden
diesen Mechanismus, um dem Immunsystem zu entgehen. Um das Risiko von
Ausbruchsvarianten mdglichst gering zu halten, ist es notwendig, mehr als ein
Antigen fiir die maximale Vernichtung von Tumorzellen anzusprechen (Ragupathi G.
et al., Cancer Immunol Immunother. 2003; 52: 608-616; Ragupathi G et al., Proc.
Natl. Acad. Sci USA 2002; 99: 13699-13704).

Eine andere schwerwiegende Einschrinkung der zur Zeit umgesetzten
Krebsimmuntherapieansitze ist die Tatsache, dass Krebs oft mit einer steigenden
Beeintrichtigung  der  Immunantwort gegen den  Tumor einhergeht.
Fluchtmechanismen des Tumors, wie ein Ausfall der Antigenexpression [Marincola
FM et al., Adv. Immunol. 2000; 74: 181-273.], verminderte MHC-Expression
[Travers PJ et al., Natl. Cancer Inst. Monogr. 1982; 60:175-180], Abwesenheit von
ko-stimulatorischen Molekiilen [Ochsenbein AF, et al., Nature 2001; 411: 1058-
1064], Unterdriickung der antitumoralen Immunantworten durch CD4'CD25" T-
regulatorische (Treg) Zellen [Antony PA et al., J. Immunother. 2005; 28: 120-128],
und Verdnderungen im Zytokinprofil [Yamamura M et al J. Clin. Invest. 1993; 91:
1005-1010] — oft in Richtung einer Th2-Antwort verschoben [Clerici M, et al., J.
Natl. Cancer Inst. 1998; 90: 261-263. Rayman P, et al., Clin. Cancer Res. 2004; 10:
6360S-6366S] — beeintrichtigen die Fahigkeit des Immunsystems, eine effektive
Antwort gegen den wachsenden Tumor aufzubauen. Deshalb ist die Verwendung von
geeigneten Zielantigen(en) (Rosenberg SA. Immunol. Today, 1997; 18:175-182)
gemeinsam mit einem Th1/Th2-ausgewogenen Zytokinprofil (Knutson KL and Disis
ML. Cancer Immunol. Immunother. 2005; 5: 365-371) unter Umstinden
entscheidend, um die therapeutische Wirksamkeit zu steigern. Die ersten
Andeutungen einer Wirkungskraft dieser Herangehensweise kamen bereits durch die
Anwendung des Coley-Toxin, - ein bakterieller Auszug, der direkt in den Tumor
verabreicht wird — was zu markanten Verinderungen der Zytokinmengen und
drastischen Antitumorantworten, aber auch zu signifikanten Toxizititen in Patienten
[Nauts H, et al.,. Acta Med. Scand. 1953; 144: S1-S103] fiihrte. Die Anwendung von
rekombinanten Zytokinen hat sich auch als mit schweren Nebenwirkungen verbunden
herausgestellt, und therapeutische Effekte wurden erst in wenigen Fillen
nachgewiesen [Kammula US, et al., Cancer 1998; 83: 797-805. Panelli MC, et al. J.
Translational Medicine 2004, 2: 17-31. Schiller JH, et al., Clin. Cancer Res. 1996; 2.
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29-36]. Diese eingeschrinkte Wirksamkeit konnte auf die Grenzen der genauen
Simulation von biologischen parakrinen Zytokinfunktionen im Zusammenhang mit
der Antigenaufnihme und —prisentation zuriickzufiihren sein [Pardoll DM.. Ann.
" Rev. Immunol. 1995; 13: 399-415]. Weiters diirfte eher die synchronisierte, oft
synergistische Wirkung verschiedener Zytokine [Kircheis R, et al., Cytokines Cell
Mol Ther. 1998; 4: 95-103.] als die einzelner Zytokine fiir die optimale Induzierung
einer Immunantwort erforderlich sein. Der Beweis fiir die Theorie fiir die “parakrine
Wirkung” von Zytokinen wurde durch die Verwendung von zytokin-genmodifizierten
Tumorzellen von autologem Tumormaterial des Patienten erbracht [Dranoff G et al.,.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1993; 90: 3539-3543. Fearon ER, et al. Cell 1990;
60:397-403]. Allerdings ist dieser Ansatz, autologes Tumormaterial zu nutzen, sehr
mithsam und unbrauchbar fiir die groBtechnische Entwicklung von Medikamenten
und wird nicht auf die Behandlung von groBen Patientenpopulationen anwendbar
sein. Fir die Entwicklung von Antikrebsmedikamenten, die auf grofie
Patientenpopulationen anwendbar sind, sind in ihrer Molekularstruktur definierte,
synthetische Impfstoffe notwendig, die eine Immunogenprésentation der relevanten
TAAs mit der Fihigkeit vereinen, ein ausgewogenes Th1/Th2-Zytokinprofil zu
gewihrleisten, und die in groBtechnischen pharmazeutischen Prozessen umsetzbar

sind.

Das Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, die Nachteile der zur Zeit erhéltlichen
Tumorvakzine, wie sie im Stand der Technik beschrieben worden sind, zu vermeiden,
und eine Methode zur Verfligung zu stellen, die eine verbesserte Immunantwort gegen

Tumorzellen erzeugt.
Zusammenfassung der Erfindung

GemiB der Erfindung ist dieses Ziel durch die Bereitstellung einer Methode erreicht,
die eine Immunantwort gegen Tumorzellen in Kombination mit der Aktivierung von
antigen-unspezifischen Effektorzellen mit Antitumoraktivitit erzeugt, wobei tumor-
assoziierte Antigenepitope wie Peptide, Proteine, Oligosaccharide, Glykoproteine
oder glykosylierte Peptide (d.h. Antigene, die aus abnormaler Glykosylierung
stammen), die an immunogene Trigermolekiile gekoppelt sind, verwendet werden,

resultierend in einem “Tumorantigen-Triger-Konjugat” enthaltend Epitope von
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mindestens zwei verschiedenen tumor-assoziierten Antigenen, und die Formulierung
dieses Molekiilkonjugats in einer hochimmunogenen Formulierung resultierend in

einer “Mehrkomponenten-Tumorvakzine” die vorzugsweise zusitzlich noch ein oder

mehrere Adjuvantien beinhaltet.

#
i
=
by
8
|
[
-]
i
a
=

R

Vorzugsweise ist der immunogene Tréger ein immunogenes: Protein, moglichst ein

anti-idiotypischer Antikorper oder ein mimotopisches Protein, also ein mimotopischer
Antikérper, der die Struktur von mindestens einem TAA-Epitop imitiert und so eine
Immunantwort auslost, die dann auch mit diesem TAA reagiert.

Optimalerweise werden Epitope von tumor-assoziierten Antigenen (“TAAs”) die aus
einer Gruppe ausgewihlt werden, die aus Peptiden oder Proteinen besteht, speziell
CEA, TAG-72, MUC1, EGF, EGF-R, Folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM,
HER-aneu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs usw. und T-Zell-Peptide nach
Moglichkeit aus tumor-assoziierten Antigenen, oder aus Kohlenhydraten, im
Speziellen Lewis Y, Tn, TF, Sialleil, GloboH und Ganglioside wie GD2, GD".’», GM1
und GM2 an immunogene Triger gekoppelt und bilden somit ein Tumorantigen-
Triger-Konjugat, das mehrere Epitope einschlieft, mindestens aber zwei TAAs.

" Entsprechend der Erfindung wird das Tumorantigen-Tréger-Konjugat auf
hochimmunogene Weise formuliert, und 1ldBt somit eine Mehrkomp(;nenten-
Tumorvakzine entstehen. Vorzugsweise wird eme Mulhkomponenten—Tmnorvakzme
gemeinsam mit zusitzlichen AdJuvantlen formuhert um eine stafke Immunantwort zu
‘erzeugen und um die Bildung immunstimulatorische Zytokine, wie IFNy, IL-2, IL-l B,
TNFy, IL-4, GM-CSF, IL-12 und IL-6 anzuregen, was zu einer zusétzlichen

Aktivierung von antigen-unspezifischen Effektorzellen fiihrt.

Ausfiihrliche Beschreibung der Erfindung

In dieser Erfindung wurde iberraschenderweise gezeigt, dass die Injektion einer
immunogenen, an einen hochimmunpgenen (fiir Menschen oder Rhesusaffen als Wirt)
murinen IgG2a-Antikérper gekoppelte Formulierung einer Tumorantigen-Tréger-
Konjugatvakzine in Rhesusaffen, die sich aus tumor-assoziierten-Antigenepitopen des
SialylTn-Kohlenhydrats zusammensetzt, (i) eine starke Immunantwort gegen das
Tragermolekiil, (ii) eine signifikante Immunantwort gegen das SialylTn-
Kohleﬁhydratantigen, (iii) eine signifikante Immunantwort gegen SialylTn-positive
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OVCAR-3-Tumorzellen und (iv) antikrperabhingige zelluldre Zytotoxizitat (ADCC)

gegen SialylTn-positive OVCAR-3-Tumorzellen induziert. Weiters wurde eine

o
5
:
o
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g

signifikante Immunantwort auch gegen SialylTn-negative KATOIII-Tumorzellen
gefunden, die zur Immunantwort gegen das Tragermolekiil im Zusammenhang zu

stehen scheint. Weiters wurde erstaunlicherweise festgestellt, dass die Verabreichung

dieses Impfstoffes auch eine Zytokinfreisetzung bewirkt, speziell IFNy, IL-2, IL-1B,

T

IL-4, GM-CSF, TNFa, IL-12 und IL-6 waren im Serum von immunisierten Tieren
messbar, die wiederum mit der Aktivierung von antigen-unspezifischen
Effektorzellen wie NK-Zellen und anderen PBMC (mononukledre Zellen des
peripheren Bluts) korrelierten und zu signifikanter Antitumoraktivitit (Tumorzell-
Lyse) gegen Tumorzellen fiihrte, die nicht das SialylTn-Immunisierungsantigen

exprimieren.

Der Terminus “immunogen” schlieBt hier jegliche Struktur ein, die zu einer
Immunantwort in einem spezifischen Wirtssystem fithrt. Ein xenogenes Protein (also
ein Protein, das aus einer anderen Spezies stammt), z.B. ein muriner Antikorper, oder
Fragmente dieses Antikorpers, werden zum Beispiel eine sehr starke immunogene
Wirkung in Affen oder menschlichen Organismen aufweisen, welche durch eine

Kombination mit Adjuvantien weiter verstirkt wiirde.

Der Terminus “Epitop” definiert die Region innerhalb eines Molekiils (Antigen), das
durch einen spezifischen Antikorper oder eine spezifische T-Zelle erkannt werden
kann, oder das die Bildung von spezifischen Antikdrpern oder spezifischen T-Zellen
gegen dieses Epitop hervorruft. Epitope konnen konformative (strukturelle) oder
lineare Epitope sein. Vor allem imitieren oder beinhalten sie¢ Doménen eines
natiirlichen, homologen oder derivatisieren tumor-assoziierten Antigen, TAA. Oft
sind sie mit TAAs zumindest aufgrund ihrer Primérstrukturen und moglicherweise
auch Sekundirstrukturen vergleichbar. Aber Epitope konnen sich auch von TAAs in
dieser Hinsicht komplett unterscheiden und nur durch ihre Ahnlichkeit der riumlichen
(Tertiar-)strukturen Komponenten von TAAs wie Kohlenhydratantigene imitieren.
Daher ist die Tertidrstruktur eines Molekiils selbst in der Lage, eine Mimicry
(“immunologische Imitation™) zu bilden, die eine Immunantwort fiir ein spezifisches
TAA induziert.
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Die Epitope des Tumorantigen-Triger-Konjugats entsprechend der Erfindung
schlieBen nach Mdglichkeit Epitope von ausgewshlten Antigenen aus der Gruppe der
Peptide oder Proteine ein, im besonderen CEA, TAG-72, MUCI1, EGF, EGF-R,
Folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs,
GAGEs, BAGEs usw. und T-Zell-Peptide, vorzugsweise aus tumor-assoziierten

e s

Antigenen, oder aus Kohlenhyraten, speziell Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH und
Ganglioside wie GD2, GD3, GM1 und GM2. Bevorzugte Epitope stammen aus
Antigenen, die nach Moglichkeit auf epithelialen Tumoren exprimiert oder
iiberexprimiert sind, wie bei Brustkrebs, Magen- und Darmkrebs, Prostatakrebs,
Bauchspeicheldriisenkrebs, Eierstockkrebs, Gebarmutterhalskrebs und Lungenkrebs.
Unter den bevorzugten Epitopen befinden sich solche, die entweder eine humorale
Immunantwort, d.h. eine spezifische Antikorperbildung in vivo bewirken, bei der
nicht nur z.B. Antikdrper der IgM-Klasse, sondern auch Antikorper der IgG-Klasse
als Reaktion auf die Verabreichung des besagten Mehrkomponentenimpfstoffs
gebildet werden. Alternativ dazu kénnten auch zum Beispiel diese Antigene, die T-
Zell-spezifische Immunantworten erzeugen, als Epitope im Sinne der Entwicklung
ausgesucht werden. Unter ihnen sind auch intrazelluldre Strukturen oder T-Zell-
Peptide, die im Sinne der Erfindung gewishit werden konnen. Die Tumorantigen-
Triger-Konjugatformulierung beziehungsweise der Mehrkomponentenimpfstoft sollte
moglichst dazu fihig sein, eine T-Zell-spezifische und eine humorale Immunantwort
auszuldsen.

In einer konkreten Ausfihrung werden gem#B der Erfindung mindestens zwei
identische oder verschiedene Epitope auf einem Adhdsionsprotein, z.B. ein
homophiles zellulire Membranprotein wie EpCAM, zur Verfligung gestellt oder auf
einem Antikdrper imitiert. Daher kann eine Vielzahl an Antikrpern, die fiir dasselbe
Molekiil spezifisch sind, jedoch unterschiedliche EpCAM-Bindungsstellen durch

aktive Immunisierung erzeugt werden.

Die verwendete Mehrkomponenten-Tumorvakzine kann allerdings auch, laut der
Erfindung, in Form eines glykosylierten Antikorpers verfligbar gemacht werden,
wobei die Glykosylierung selbst auch fihig ist, ein Kohlenhydratepitop eines TAAs

Zu imitieren.
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In konkreter Ausfihrung werden mindestens zwei unterschiedliche Epitope zur

Verfiigung gestellt oder imitiert, wobei mindestens ein Epitop aus der Gruppe der

Peptide oder Proteine und mindestens ein Epitop aus der Gruppe der Kohlenhydrate
stammt. Ein Epitop von einem EpCAM, CEA, TAG-72, MUC1, EGF, EGF-R,
Folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGE,
GAGE, BAGE-Protein und ein Epitop einer Kohlenhydratkomponente, zum Beispiel
von Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH und von Glykolipiden, besonders GD2, GD3,

R LA R R S R
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GM1 und GM2 haben sich als vorziigliche Kombination herausgestellt.

Da ein Lewis Y-glykosylierter Antikdrper auch eine Spezifitit fiir eine EpCAM-
Struktur besitzten kann, stellt er ein besonders wiinschenswertes Immunogen in einer
solchen Vakzinformulierung dar. Dieser spezielle Antikorper ist in der Lage, zelluldre
Tumorantigene zu imitieren, und dieses Immunogen zu EpCAM-exprimierenden
Tumorzellen zu leiten, wodurch es die gewiinschte Immunantwort, epitheliale

Tumorzellen zu hemmen, induziert.

Auf die gewiinschte Art fungiert der immunogene Triger geméB der Erfindung selbst
als Antigen, d.h. als Proteinantigen, im Imfpstoff und erfiillt zusétzlich die Rolle des
Tragers fiir ein oder mehrere zusitzliche Epitope, z.B. Peptide oder
Kohlenhydratantigene. Das bedeutet, dass das Tumorantigen-Trégermolekill geméf
der Erfindung ein multivalentes Antigen, zum Beispiel ein Bi-, Tri- oder Polyvalentes
Antigen bildet. Die Epitope werden so prisentiert, dass der Impfstoff zum Einleiten
einer Immunantwort gegen diese Epitope veranlaft. Somit wird ein Impfstoff geboten,

der einen Antikdrper in Form eines Di-, Tri- oder Polyvalenten Antigens enthilt.

In einer bevorzugten Art der Erfindung ist der Triger hochimunogen, wenn er auf
Menschen oder Affen angewendet wird. Vorzugsweise besteht es aus einem
xenogenen Protein (also ein Protein einer anderen Spezies).

In gewiinschter Ausfiihrung der Erfindung ist der immunogene Tréger ein xenogener
Antikorper, z.B. ein muriner Antikérper, oder Fragmente dieses Antikérpers, die in
Affen oder menschlichen Organismen eine sehr starke immunogene Wirkung zeigen,

welche mit Adjuvantien weiter verstirkt wird.
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Das Tumorantigen-Triger-Konjugat gemi8 der Erfindung wird hauptséchlich fiir die
aktive Immunisierung verwendet und wird daher nur in-kleinen Mengen verabreicht.
Deshalb miissen keine besonderen Nebenwirkungen erwartet werden, auch wenn der
Tréger geméB der Erfindung, z.B. ein AntikSrper, von einer nicht-humanen Spezies
stammt, wie zum Beispiel ein Mausantikorper. Es wird jedenfalls angenommen, dass
ein rekombinanter, chimerischer sowie humanisierter oder humaner Antik6rper, wenn
er mit xenogenen, d.h. immunogenen, Komponenten wie zum Beispiel murinen und
humanen Komponenten kombiniert wird, besonders sicher in der Verabreichung an
den Menschen ist. Andererseits ist ein muriner Anteil im Antikdrper gemiB der
Erfindung in der Lage, aufgrund seiner Fremdheit die Immunantwort im Menschen

zusitzlich herbeizufiithren.

Obwohl ein Antikdrper entsprechend der Erfindung natiirlich von einem
urspriinglichen Antikorper stammen kann, der wahlweise von einem Organismus oder
Patienten isoliert wurde, wird ein Antikdrperderivat aus der Gruppe der
Antikorperfragmente, Konjugate oder Homologe, aber auch der Komplexe und
Adsorbate normalerweise bevorzugt eingesetzt. Also sind immer, wenn der Ausdruck
“Antikérper” innerhalb dieser Offenlegung verwendet wird, auch Derivate, Homologe
und deren Fragmente miteingeschlossen. In jedem Fall wird es vorgezogen, dass das
Antikorperderivat zumindest einen Anteil des Fab-Fragmentes enthélt, am besten
gemeinsam mit zumindest Teilen des F(ab’)2-Fragmentes und/oder Teilen der
Scharnierregion und/oder des Fc-Teils eines Lambda- oder Kappa-Antikorpers.
Weiters kann auch ein einkettiges Antikorperderivat wie zum Beispiel ein
sogenannter “Single chain”-Antikdrper als Epitoptrdger im Zusammenhang mit der
Erfindung verwendet werden. Der Antikdrper geméB der Erfindung ist vorzugsweise
eine IgG-, IgM- oder IgA-Immunglobulinart.

Auf dem Antikérper entsprechend der Erfindung konnen zusitzlich andere
Substanzen wie Peptide, Glykopeptide, Kohlenhydrate, Lipide oder Nukleinséuren,
aber auch ionische Gruppen wie Phosphatgruppen, oder sogar Trigermolekiile wie
Polyethylenglykol oder KLH kovalent gebunden sein. Diese Nebengruppen selbst
kénnen unter Umstéinden Epitope von TAAs im Sinne der vorliegenden Erfindung

darstellen.
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Gem#B der Erfindung wird es vorgezogen, einen monoklonalen Antikdrper zu
verwenden, der als abl selbst eine Spezifitat fiir einen TAA enthilt, sodass er
moglicherweise direkt an eine Tumorzelle oder deren Abkémmling binden kann.
Damit kann eine Immunantwort wahlweise an einem Tumor selbst oder an einer
disseminierten Tumorzelle entsprechend lokalisiert werden. Die Spezifitit des
Antikorpers wird ebenso bevorzugt von einer der oben genannten TAA-Gruppen
ausgesucht, und besonders der Gruppe, die aus EpCAM, CEA, TAG-72, MUCI,
EGF, EGF-R, Folatbindendem Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA,
MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs-Protein und Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH
und aus Glykolipiden, besonders GD2, GD3, GM1 und GM2 besteht.

Ein besonders gutes Immunogen fir EpCAM ist zum Beispiel ein Anti-EpCAM-
Antikdrper, der mindestens einen oder zwei EpCAM-Epitope imitiert oder enthilt,

zum Beispiel durch seine EpCAM-ahnlichen Idiotyp.

In einer anderen Ausfithrung kann jedoch der im Sinne der Erfindung verwendete
Antikorper auch so gewihlt werden, dass er spezifisch einen Antikérper bindet, also
ab2 werden bevorzugt fiir die aktive Immunisierung eingesetzt. Diese Antikdrper
konnen mit zusitzlichen Sequenzen oder Strukturen ausgestattet werden, um ein
Immunogen entsprechend dieser Erfindung zu erhalten.

Entsprechend der Erfindung verwendete Anti-idiotypische Antikdrper erkennen
bevorzugt den Idiotyp eines Antikérpers wieder, der gegen ein TAA gerichtet ist.
Somit wird bereits ein Epitop eines TAA auf einem Paratop eines anti-idiotypischen
Antikorpers als Mimikry fiir den TAA gebildet. Die Auswahl der Epitope wird wieder
bevorzugt aus einer der oben genannten TAA-Gruppen getroffen. Als Beispiel wird
ein anti-idiotypischer Antikorper gegen glykanspezifische Antikérper verwendet, z.B.
ein anti-idiotypischer Antikorper, der den Idiotyp eines Anti-Lewis-Y-Antikorpers

erkennt.

Der gemdB der Erfindung verwendete immunogene Antikdrper ist vor allem als
Grundlage fiir pharmazeutische Formulierungen und Préparate und besonders
Impfstoff:e geeignet. Bevorzugt werden pharmazeutische Préparate, die
pharmazeutisch zuldssige Triger enthalten. Diese beinhalten zum Beispiel
Adjuvantien, Puffer, Salze oder Konservierungsstoffe. Diese pharmazeutischen

Priparate kénnen zum Beispiel zur Prophylaxe und Therapie von krebsassoziierten
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pathologischen Konditionen, wie Metastasenbildung in Krebspatienten verwendet
werden. Dazu werden antigenprisentierende Zellen in vivo oder auch ex vivo speziell
angepaBt, sodass eine Immunantwort gegen die TAAs zu erzeugt wird, der im
immunogenen Antikorper enthalten ist.

Eine Vakzinformulierung entsprechend der Erfindung enthilt den immunogenen
Antikdrper méglichst nur in geringen Konzentrationen, zum Beispiel in einer
immunogenen Menge zwischen 10ng und 10mg. Abhingig von der Art des
Tumorantigen-Triger-Konjugats werden aber auch Hilfsstoffe oder Adjuvantien
einigesetzt; die geeignete immunogene Dosis wird innerhalb eines Bereichs von etwa
10ng bis 10mg und bevorzugt von lpg bis 1mg, oder sogar noch besser zwischen
10pg und 500pg ausgesucht.

In einer anderen Ausfithrung konnte allerdings ein Depotimpfstoff, der iiber lingere
Zeit an den Organismus abgegeben wird, viel grofiere Antikdrpermengen, wie zum
Beispiel mindestens 1mg bis mehr als 10mg enthalten. Diese Konzentration ist eine
Funktion der verabreichten Fliissigkeitsmenge bzw. Menge des suspendierten
Impfstoffs. Ein Impfstoff wird normalerweise in gebrauchsfertigen Spritzen mit einem

Volumen von 0,01 bis 1ml, besser 0,1 bis 0,75ml zur Verfligung gestellt.

Der immunogene Mehrkomponenten-Tumorvakzine gemdf der Erfindung wird nach
Moglichkeit in einem pharmazeutisch zuldssigen Triger fiir subkutane,
intramuskulére, aber auch intradermale oder transdermale Verabreichung dargeboten.
Eine andere Art der Verabreichung funktioniert tiber den Weg der Schleimhdute, zum
Beispiel die Impfung durch Verabreichung iiber die Nase oder den Mund. Wenn
Feststoffe als Adjuvantien fiir die Vakzinformulierung verwendet werden, wird zum
Beispiel ein Adsorbat oder eine Suspensionsmischung des Antikorpers mit dem
Adjuvans eingesetzt. In besonderen Ausfihrungsformen wird der Impfstoff als
Losung oder als fliissiger Impfstoff in einem wiflrigen Losemittel verabreicht.

Impfeinheiten der Tumorimpfstoffe ~werden bevorzugt in  geeigneten
gebrauchsfertigen Spritzen bereitgestellt. Nachdem ein Antikorper verglichen mit
TAAs relativ stabil ist, bietet der Impfstoff gem#B der Erfindung den grundlegenden
Vorteil, dass er als lagerstabile Losung oder Suspension schon in gebrauchsfertiger
Form handelsfihig ist. Ein Anteil eines Konservierungsmittels wie Thimerosal oder
irgendeines anderen Konservierungsmittel mit verbesserter Vertréglichkeit ist nicht

unbedingt erforderlich, kénnte aber in der Formulierung angeboten werden, um die
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Lagerbestindigkeit bei Lagertemperaturen von Kiihlschrinken auf die mit
Zimmertemperatur auszudehnen. Der Impfstoff entsprechend der Erfindung kann
allerdings auch in gefrorener oder lyophilisierter Form dargeboten werden, um bei

Bedarf aufgetaut oder rekonstituiert zu werden.

Auf jeden Fall hat es sich als erfolgreich herausgestellt, die Immunogenitit der
’Mehrkomponénten—Tumorvakzine gemélB der Erfindung durch die Verwendung von
Adjuvantien zu verstirken. Dazu wird ein Adjuvans wie zum Beispiel
Aluminiumhydroxid (Alu-Gel) oder Phosphate, z.B. Waéhstumsfaktoren,
Lymphokiné, Zytokine wie‘iL-Z, IL-12, GM-CSF, Gamma-Interferon oder Faktoren
des Komplementsystems wie C3d und ferner Liposompréparate  oder
Lipopolysagcharide von E. coli (LPS) gemeinsam mit dem Impfstoff formuliert oder
verabreichtl Aber auch Formulierungen mit zusdtzlichen Antigenen, gegen die das
, Inimuhsystem bereits starke Immunantworten eingeleitet hat, wie Tetanustoxoid,
bakterielle Toxine wie Pseudomonas-Exotoxine, Diphterietoxin und Derivate des
Lipid A werden ins Auge gefafit. In einer bevorzugten Form der Erfindung werden
semisynthetische Adjuvantien wie QS-21, ENHANZYN oder verwandte Adjuvantien
aus natiirlichen Quellen, oder alternativ dazu kationische oder anionische Polymere
wie Polylysin, Polyarginin, Polyethylenimin (PEI) oder Derivatprodukte wie IC31 mit
dem Impfstoff mitformuliert.
In einer anderen Verfahrensform der Erfinding werden Wasser-in-Ol-, Ol-in-Ol- oder
Ol-in-Wasser-Formulierungen in  die Mehrkomponenten-Tumorvakzine  mit
aufgenommen, um die Immunogenitit zu erhdhen und/oder als Depot fiir anhaltende
Freisetzung des Immunogens und/oder Adjuvans zu dienen.
In einer besonders bevorzugten Darreichungsform  der Erfindung werden
nanopartikuldre Strukturen (“Nanopartikel”) oder mikropartikulire Strukturen
(“Mikropartikel”) oder andere besonders langsamfreisetzende F ormulierungen fiir die
Praparation der besagten Mehrkomponenten-Tumorvakzine verwendet. Die
Nanopartikel, Mikropartikel oder andere langsamfreisetzende F ormulierungen werden
verwendet, um die Immunogenitit der Vakzinformulierung zu érhﬁhen, indem sie die
Aufnahme von Antigen in antigenprisentierenden Zellen (APC) erhdhen und/oder
eine anhaltende Freisetzung von Antigen/Immunogen und/oder Adjuvans

ermdglichen.
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- Zum Formulieren der Impfstoffe kénnten auch andere bekannte Methoden zum
Konjugieren oder Denaturieren von Impfstoffkomponenten eingesetzt werden, um

weitere Inmunogenitit der aktiven Substanz zu verstirken.

Spezielle Formen des Impfstoffs gemdB der Erfindung enthalten zusitzliche
Impfstoffantigene, besonders anti-idiotypische Antikérper, d.h. Mischungen der
immunogenen Tumorantigen-Triger-Konjugate gem#B der Erfindung, bei der

mehrere von ihnen gleichzeitig verabreicht werden.

Der immunogene Antikérper entsprechend der Erfindung ist auch fiir die
Bereitstellung von diagnostischen Mitteln im Siﬁne der Erﬁndung geeignet. Daher
konnten Reagenzien, die den immunogenen Antikorper in Verbindung mit anderen
Reaktanten oder Nachweisreagenzien enthalten, als diagnostische Mittel in Set-Form
angeboten werden. Ein solches Mittel enthilt nach Moglichkeit eine Markierung fiir ‘
den direkten Nachweis des Antikérpers oder seiner Reaktionsprodukte. Das |

diagnostische Mittel gemédf der Erfindung wird zum Beispiel fiir die qualitative

und/oder quantitative Bewertung von Tumorzellen oder Metastasen oder die
Ermittlung eines Metastasierungsvermogens, bei dem das besagte Mittel ilber eine

Immunreaktion oder Inmunkomplexierung funktioniert.

Die fiir die vorliegende Erfindung nutzbare Mehrkomponenten-Tumorvakzine kann
durch eine Methode hergestellt werden, die die folgenden Schritte umfaBt:
a) Bereitstellung eines Trégermolekiils, z.B. ein immunogenes Protein, z.B. ein
Antikorper; und
b) Koppelung von mindestens zwei Epitope eines tumor-assoziierten Antigens an

das besagte Tragermolekiil.

Alternativ dazu konnte die Methode im Sinne der Erfindung schon von einem anti-
idiotypischen AntikSrper ausgehen, wobei die methodischen Schritte in diesem Fall
umfassen wiirden: i
a) Bereitstellung eines Antikdrpers einschlieBlich des Idiotyps eines tumor- ‘
assoziierten Antigens (z.B. ein anti-idiotypischer Antikorper, der einen TAA 2

imitiert); und
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b) b) Koppelung von mindestens einem Epitop eines tumor-assoziierten Antigens

an den besagten Antikorper.

Die Koppelung wird normalerweise mit chemischen oder biologischen, z.B.

enzymatischen, Reaktionen durchgefiihrt. Die Verbindung eines Antikorpers mit

einem Epitop ist aber auch schon auf molekularbiologischer Ebene machbar. Ein

konjugiertes Produkt kann exprimiert werden und einfach durch die Rekombination

von Nukleinsduren hergestellt werden. Solche Methoden sind im Sinne der

Entwicklung durch diese Schritte charakterisiert:

a) Bereitstellung einer Nukleinsdure, die fiir den Antikorper einschlieBlich des
Idiotyps eines tumor-assoziierten Antigens kodiert; und

b) Rekombination der besagten Nukleinsiure mit einer Nukleinsdure, die fiir ein
Epitop eines tumor-assoziierten Antigens oder seiner Mimikry kodiert;

oder

a) Bereitstellung einer Nukleinsdure, die fiir einen Antikérper kodiert; und

b) Rekombination der besagten Nukleinsiure mit einer oder mehrerer Nukleinséuren,
die fiir mindestens zwei Epitope von tumor-assoziierten Antigenen oder ihren
Mimikrys kodieren.

Alternativ dazu kann der Tréger, auf welchem die Erfindung basiert, zum Beispiel ein
anti-idiotypischer Antikorper sein, also ein ab2, und/oder ein Antikorper, der die
Spezifitdt fiir mindestens ein Epitop aus mindestens einem tumor-assoziierten

Antigen, also abl, trigt.

Beim Kopplungsverfahrens werden die beiden Molekiile durch die Bildung einer
kovalenten Bindung konjugiert. Ein Derivat, das sich vom herkémmlichen Antikorper
unterscheidet, wird dazu synthetisiert. Die Kombination aus zwei naturgeméfB
komplett unterschiedlichen immunogenen TAA-Mimikrys gem#B der Erfindung
erlaubt erstaunlicherweise eine extrem effiziente Immunisierung gegen tumor-
assoziierte oder tumorspezifische Strukturen, sodass das endogene Immunsystem
effizient gegen die entsprechenden Tumore geschiitzt oder in der Lage sein wird,
diese Tumore zu bekdmpfen.

Der Antikdrper geméB der Erfindung fungiert als Protein-Antigen-Tréger, wie er zum

Beispiel gemeinsam mit einem Kohlenhydratantigen vorhanden ist, um ein Konjugat
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gemdB der Erfindung zu bilden. Es ist ebenso machbar, mehrere Kohlenhydrate im
Konjugat gemiB der Erfindung bereitzustellen. Daher konnten mehrere verschiedene
Glykane, die Immunantworten gegen zwei oder mehrere verschiedene tumor-
assoziierte Kohlenhydratstrukturen auslosen, zum Beispiel an einen Antikorper
gekoppelt werden. Ein solches Konjugat gibt es in der Natur nicht. Die autoantigenen
Strukturen werden dabei als fremd erkannt, was zusétzlich die Inmunogenitt erhoht.
Im Sinne der Erfindung kommt daher ein Konjugat dieser Art in seiner synthetischen
Zusammensetzung weder sterisch noch funktionell in der Natur vor (zB. in
Tumorzellen). Entsprechend der Erfindung, fithrt die Koppelung zweier naturgemaB
komplett unterschiedlicher Strukturen an ein Trigermolekiil — zusétzlich zum Vorteil
einer einfachen Formulierung des Impfstoffes — auch zu einem viel einfacheren
Impfschema, weil derselbe Impfstoff bei beidem, der Eingangsimpfung und der
nachfolgenden Auffrischungsimpfungen verabreicht werden kann.

AuBerdem héngt die Erfindung mit einer Methode zum “immunogenisieren” von
TAA-Epitopen oder deren Mimikrys zusammen. Dazu werden hauptsichlich
niedrigmolekulare Epitope eines Antigens verwendet, die selbst kaum vom
Immunsystem von Séugetieren, besonders dem des Menschen, erkannt werden
wiirden. Die Immunogenisierung erfolgt so, dass das Antigen an einen Antikorper
konjugiert wird, wobei der Antikorper als Triger fungiert. Durch diese Methode im
Sinne der Erfindung ist es moglich, eine Vielzahl von Epitopen und natiirlich
besonders die Epitope der schon erwihnten Auswahl von Antigenen immunogen zu
machen. Der hergestellte immunogene Antikérper im Sinne der Erfindung enthilt
mdglichst das Epitop, gegen das immunisiert werden soll, und ein weiteres Epitop
eines tumor-assoziierten Antigens.

Immunogenisierung ergibt ein Material, das erstaunlich gut fiir die Immunisierung
von Patienten geeignet ist. Das Produkt, das durch die Erfindung erhalten wird, wird
daher vorzugsweise als Impfstoff bereitgestellt.

Methoden, um geeignete antigene Strukturen nachzuweisen, zu modellieren und
TAA-dhnliche Peptide, Polypeptide oder Proteine, oder Nukleinséuren, die fiir diese
kodieren, und ferner Lipoproteine, Glykolipide, Kohlenhydrate oder Lipide, sind dem
sachkundigen Kunsthandwerker bekannt und kénnen fiir die entsprechende
Tumorstruktur ohne viel experimentellen Aufwand bereitgestellt werden. Weiters sind
Methoden fiir die Konjugierung von Proteinen mit solchen Strukturen bekannt, die
geeignete Methoden gemiB der Erfindung darstellen.
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Die als Epitopmimikrys gewihlten Kohlenhydratstrukturen konnen von natiirlichen
oder synthetischen Quellen stammen, bei denen die Kohlenhydrate als Glykoproteine
oder Glykolipide vorliegen und als solche an das entsprechende Tragermolekiil
gekoppelt werden kdnnen.

Auch die Antikérperkomponenten kénnen chemisch synthetisiert und anschlieBend
mit Epitopstrukturen verbunden werden, oder gemeinsam synthetisiert werden. Nach
der chemischen Synthese der Antikorper-Trigermolekiile ist es moglich, reaktive
Gruppen an bestimmten Stellen anzuhingen, um sowohl das AusmaB der Koppelung
mit einem Epitop als auch die Art und Lage der Bindung steuern zu kénnen.

Die Antikorper-Triger konnen auch mithilfe von Gentechnik als rekombinante
Molekiile produziert werden. Es ist denkbar, diese Antikorper in Wirtszellen zu
produzieren, die die Glykosylierung nicht beeinflussen (wie zum Beispiel Escherichia
coli). Solche Polypeptide konnten dann chemisch oder enzymatisch an ein
gewiinschtes Kohlenhydratantigen gekoppelt werden.

Es ist aber auch vorstellbar, dass der Antikérper-Triger in Zellen hergestellt wird, die
eine Glykosylierung des Molekiils durchfiihren kénnen. Die genetische Modifikation
von Nukleinséuren, die fiir herkdmmliche Antikérper kodieren, konnten zum Beispiel
die Bildung von entsprechenden Glykosylierungsstellen im translatierten Molekiils
verursachen.

Die Glykosylierung eines solchen rekombinanten Genprodukts mit den
entsprechenden  tumor-assoziierten Glykanstrukturen kann durch genetisch
modifizierten Zellen bewirkt werden, um passende Proteine zu glykosylieren. Solche
Zellen konnen natiirliche Isolate (Zellklone) sein, die durch addquates Absuchen
(“Screening”) nach der gewiinschten Glykosylierung gefunden werden konnen.

Aber es ist auch praktikabel, Zellen so zu modifizieren, dass sie die entsprechenden,
fir die gewiinschte Glykosylierung notwendigen Enzyme exprimieren, sodass die
gewiinschte Glykosylierung genau so auf einem rekombinantem Polypeptid-
Tragerprotein gefunden werden kann (Glycoconj. J. (1999), 16:81).

Es ist aber genauso méglich, die Glykosylierungsmuster der Proteine enzymatisch

herzustellen oder zu modifizieren (Clin. Chem. Lab. Med. (1998), 36:373).

Im Tumorantigen-Triger-Konjugat gemiB der Erfindung kénnen die verschiedenen
Epitopstrukturen durch Verbindungsmolekiile aneinandergekoppelt werden. Ein

solcher “Linker” besteht nach Moglichkeit aus einem kurzen, bi-funktionellem
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Molekiil, wie z.B. N-Hydroxysuccinimid. Die Koppelung eines nitrophenylaktivierten
Kohlenhydrats an die prim#éren Aminogruppen des Trigers ist auch eine bevorzugte
Methode der Koppelung gemidB der Erfindung. In einer weiteren bevorzugten
Verfahrensform wird die Kopplung durch Sulfhydryl-Gruppen durchgefiihrt
(Biochim. Biophys. Acta (1983), 761, 152-162). Beispiele von sufhydryl-reaktiven
Linkern sind BMH, DFDNB oder DPDPB. Aber der reaktive Linker kann auch durch
groere chemische Verbindungen als ein einfaches Kopplermolekiil gestellt werden.
Die Voraussetzung ist dabei immer, dass ein solcher Koppler die immunologischen
Eigenschaften des Konjugats nicht negativ beeinflut, d.h. nicht selbst eine erhebliche
Immunogenitéit auslést. GeméB der Erfindung kénnte ein Koppler auch gleichsam “in
situ” durch die chemische Umwandlung eines Teils des Antikérpers oder der
Epitopstruktur, die konjugiert werden soll, produziert werden. Dieser an einem
Antikorper oder einer Epitopstruktur direkt produzierte Koppler kann dann direkt an
den entsprechenden anderen Bindungspartner konjugiert werden (z.B. tiber dieselbe
Aminogruppe des Lysin, iiber OH-Gruppen, Schwefelgruppen, usw.).
Kopplungsmethoden sind durch den Stand der Technik bekannt (Anal. Biochem,
(1986) 156, 220-222; Proc. Natl. Acad. Sci., (1981), 78, 2086-2089; Biochem.
Biophys. Res. Comm. (1983), 115, 29-37).

Gemdl einer besonderen Verfahrensform der vorliegenden Erfindung enthilt der
Antikorper geméB der Erfindung ein Nukleinsduremolekiil, das fiir ein proteinisches
TAA als Epitopstruktur im Sinne der vorliegenden Erfindung kodiert, wobei die

Nukleinsgure kovalent gebunden ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein fiir die Tumorvakzinierung geeignetes
Set. Das Set umfafit eine Priiparat einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine gemiB der
Erfindung und ein geeignetes Hilfsmittel fiir die Anwendung wie z.B. Spritzen,
Infusionsinstrumente, usw. Wenn das Konjugatpriparat in lyophilisierter Form
vorliegt, wird das Set auBerdem noch eine geeignete Rekonstitutionslésung
beinhalten, die unter  Umstinden spezielle Stabilisatoren ~ oder
Rekonstitutionsbeschleuniger enthilt.

Die vorliegende Erfindung, mit der der immunogene Triger bereitgestellt wird, der
mit mehreren unterschiedlichen Epitopstrukturen und speziell der Struktur eines
tumor-assoziierten Kohlenhydratantigens gekoppelt ist, ermoglicht die Einleitung
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einer Immunantwort mit zwei oder mehr Spezifititen und kann so eine Tumorzelle
liber zwei oder mehrere unterschiedliche tumor-assoziierten Antigenen bekdmpfen.
Folglich wird die effektive Reichweite des Impfstoffs erweitert und spezifischer

gestaltet.

Die Erfindung wird mit den folgenden Beispielen detaillierter erklirt, wobei diese
sich nicht auf die Beispiele, die gebracht werden, oder die Zahlen in den
Abbildungen, beschrinkt.

Eine kurze Beschreibung der Abbildungen

Abb. 1 erldutert Kohlehydrat- und Mucin-Antigene als attraktive Angriffsziele fiir die
Krebsimpfung.

Abb. 2 zeigt, dass aufgrund der Heterogenitit der TAA-Expression der Angriff auf
mehrere Antigene gleichzeitig eine unentbehrliche Voraussetzung fiir therapeutische

Effizienz ist.

Abb. 3 stellt die Kopplungschemie dar: Koppelung von nitrophenyl-aktivierten
Liganden, wie synthetische Oligasaccharide oder Peptide mit einer Abstandhalter-
Verbindung (“spacer”; sp), an hochimmunogene Proteintriger durch ein
standardisiertes Kopplungsverfahren, zum Beispiel Kopplung an die primére
Aminogruppe des Trigerproteins.

Abb. 4 erklirt die Kopplung eines SialylTn-Kohlenhydratepitops an einen
Proteintréger:

Kopplungschemie: Die Bindung von nitrophenylaktiviertem synthetischem, durch
Abstandhalter (“spacer”) verbundenem SialylTn an die priméren Aminogruppen des

Proteintrégers.

Abb. 5 zeigt die Charaktierisierung des Kopplungsproduktes SialylTn-mAbl7-1A
durch LDS-PAGE, Western Blot und IEF.

NACHGEREICHT

19/69




oe ®se0 0000 000 0ors
o6 o °
* ®ees oo oo
o L d

Abb. 6 zeigt die Daten der Immunantwort gegen das Trigerprotein und SialylTn nach
der Immunisierung mit der Mehrkomponenten-Tumorvakzine mit und ohne

Formulierung mit QS-21.

Abb. 7 zeigt die Spezifitit der Immunantwort gegen SialylTn und den mAbl17-1A-

Tréger.

Abb. 8 zeigt die induzierte Reaktivitit gegen SialylTn-positive Tumorzellen (FACS-
Analyse).

Abb. 9 zeigt die ADCC der induzierten Immunantwort auf die SialylTn-mAb17-1A-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine gegen  SialylTn-exprimierende =~ OVCAR-3

Tumorzellen.
Abb. 10 zeigt das Binden der induzierten Immunantwort an KatoIII-Tumorzellen.

Abb. 11 zeigt die gemessene Zytokinabgabe nach Immunisierung mit der SialylTn-
mAb17-1A- Mehrkomponenten-Tumorvakzine mit und ohne dem Adjuvans QS-21.

Abb. 12 zeigt, dass die Kinetik der Immunantwort gegen SialylTn mit dem

voriibergehend abgegebenen Zytokinaussto im Serum zeitlich iibereinstimmt.

Abb. 13 zeigt die Lyse von Katolll-Tumorzellen durch NK-Zellen nach in vitro-
Aktivierung von humanen NK-Zellen durch Immserum von immunisierten

Rhesusaffen.

Abb. 14 zeigt die Lyse von KatoIII-Tumorzellen durch aus Rhesusaffen gewonnenen
mononukledren  Zellen des  peripheren Blutes nach  wiederholten
Auffrischungsimpfungen.

Abb. 15 zeigt die Western Blot-Analyse vom Kopplungsprodukt LewisY-mAb17-1A.

Abb. 16 erldutert das Konzept anti-idiotypischer Antikérper, die tumor-assoziierte

Antigene (Kohlenhydrate oder Peptide) als immunogenen Triger imitieren.
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Beispiele
Beispiel 1

Kohlenhydrat- und Mucin-Antigene sind attraktive Angriffsziele fiir die
Krebsimpfung.

Eine wachsende Datensammlung aus préklinischen und klinischen Studien zeigt, dass
aktiv induzierte Antikorper oder Inmuneffektorzellen eine entscheidende Rolle in der
Krebstherapie haben kénnten. Eliminierung von zirkulierenden Tumorzellen und
Mikrometastasen oder Vernichtung von zuriickgeblicbenen Tumorzellen nach
Operationen  oder  Strahlentherapie sind die = Hauptangriffsziele von

Krebsimmuntherapien.

Die Wahl eines oder mehrerer geeigneter Zielantigene, sogenannte tumor-assoziierte
Antigene (TAAs), ist wesentlich fir die Effizienz einer Immuntherapie.
Kohlenhydrat-‘ und Mucin-Antigene, die aus einer anomalen Glykosylierung in
Tumorzellen entstehen, sind auf der Oberfliche von Tumorzellen vorhanden. Diese
dienen als empfingliche Angriffspunkte fiir Inmuntherapien in Forschungstieren und

Krebspatienten.

Abb. 1 <

SialylTn ist ein gekapptes o-glykosyliertes, kurzes Kohlenhydrat aus einer abnomalen
Glykosylierung des Mucins, charakteristisch fiir Krebszellen (rechte Seite) im
Vergleich zu einer komplexeren Glykosylierung des Mucins wie es auf normalen

Zellen vorkommt (linke Seite).

SialylTn  ist in mehr als 80% aller Brust- Darm-, Prostata-, Gebirmutter- und
E'iei'stockkrebszelien exprimiert, aber keine oder sehr geringe Expression ist in den
entsprechenden . normalen Geweben vorhanden. Die SialylTn-Expression
verschiedener epithelialen Krebsarten korreliert mit einem aggressiveren Phénotyp

und schlechteren Prognosen.
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Beispiel 2
Angriff auf mehrere Antigene gleichzeitig ist eine unentbehrliche Voraussetzung fiir

therapeutische Effizienz

Die heterogene Expression der TAAs auf Krebszellen macht es erforderlich, dass
mehr als ein Antigen fiir eine maximale Vernichtung von Tumorzellen angesprochen

werden muB, ebenso um ein Risiko Ausbruchsvarianten moglichst gering zu halten.

Weiters wire es pharmazeutisch duBerst giinstig, wenn man mehrere immunologische

Ansitze auf einem einzigen Molekiil vereinen konnte.

Abb. 2

Die Heterogenitit in der TAA-Expression in dieser Abbildung zeigt das Auftreten von
LewisY- und EpCam-Expression in unterschiedlichen Brustkrebsindikationen, wobei
hier zwischen nur Lewis Y Expression, nur EpCAM Expression und einer Expression
von beiden Antigenen gleichzeitig (Lewis Y und EpCAM) unterschieden wurde. Um
einen therapeutischen Effekt in >50% der Tumore einer bestimmten Tumorindikation
zu erreichen, weist eine auf einen einzigen Angriffspunkt zielende LewisY-
spezifische Vakzine nur in zwei kleineren Indikationen (Tubulares Karzinom (50%
»hur Lewis Y* Expression plus 5% Expression ,beide Antigene) und Papillares
Karzinom (33% ,,nur Lewis Y* Expression plus 29% Expression ,,beide* Antigene))
ausreichende Effizienz auf, was einen Anteil von <5% (bezogen auf die Anzahl
gemessener Tubularer Karzinome von 36 plus Anzahl gemessener Papillarer
Karzinome von 21 verglichen zur Gesamtanzahl aller gemessenen Brustkrebstumore
von n=1226) aller gemessenen Brustkrebsarten darstellt. Entsprechend wird eine auf
ein einzelnes Target zielende Anti-EpCAM-Vakzine ebenfalls nur bei 5 schwachen

Indikationen, die weniger als 10% der Brustkrebsarten umfassen, effizient sein.

Ein bivalenter Impfstoff (“Multi-Epitop-Vakzine”), das sowohl LewisY als auch
EpCAM angreift, wird in den meisten (>75% der Brustkrebsarten)
Brustkrebsindikationen Wirksamkeit haben. Dieses Beispiel zeigt, wie potent eine

Vakzine ist, das mehr als ein Tumorantigen-Epitop anspricht.
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Beispiel 3
Konjugatimpfstoff mit mehreren Tumorantigenen

Tumor-assoziierte Kohlenhydratepitope werden an immunogene _Proteintréger
gekoppelt, z.B. murine Antikdrper, was zu einer erhShten Immuno\gznftﬁ_t\‘des
Kohlenhydratantigens fiihrt und T-Zell-Unterstiitzung bietet.

In einer optimalen Ausfihrung induziert das Trigermolekiil selbst auch eine
Tumorreaktion (z.B. MMA383 und mAb17-1A), was zusitzlich zur Immunantwort
auf die Kohlenhydrat-TAAs eine starke Anti-Triger-Immunantwort hinzufligt. Auf
jeden Fall wird das Koppeln von mehr als einem Kohlenhydrat-Antigen an einen

immunogenen Tréger eine Multi-Epitop-Vakzine bilden.

GemiB dieser Erfindung ist eine Vielzahl an Trigermolekiilen geeignet.

Weéhrend die vordergriindige Absicht dieser Technologie eine Steigerung der
Immunogenitét von per se nicht-immunogenen Kohlenhydrat-Antigenen ist, bietet
diese Technologie aber auch die Mdglichkeit, zusitzliche immunogene Prinzipien zu
nutzen, die durch das Trigermolekiil zur Verfiigung gestellt werden.

o Das Triagermolekiil selbst ist in der Lage, eine bedeutende Immunantwort
gegen tumor-assoziierte Epitope vermitteln, z.B. indem es anti-idiotypische
Antikorper wie MMA383, ein fir Lewis Y anti-idiotypischer Antikorper, dazu
verwendet.

. Das Trigermolekiil kann an Zelloberfldchenstrukturen angreifen, was zu einer
zusitzlichen Immunstimulation fithrt (z.B. Diphteria-Toxin, Anti-TLR9-Ab: Ein
Antikdrper, der den auf antigenprisentierenden Zellen (APCs) vorkommenden Toll-
like-Rezeptor 9 (TLR9) mit einem potentiellen intrinsischen Adjuvans-Effekt
angreift).

Gemifl der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Proteintriger, die sich
selbst als Epitoptriger fiir tumor-assoziierte Antigene zur Verfligung stellen,
bevorzugt: EpCAM, CEA, TAG-72, MUCI, EGF, EGF-R, Folatbindendes Protein A-
33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs und BAGEs

Proteine.
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GemiB der vorliegenden Erfindung werden die folgenden Antigene bevorzugt an die
Trégerproteine gekoppelt: Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH, und GD2, GD3, GM1
und GM2.

Abb. 3

Kopplungschemie: Bindung von nitrophenyl-aktivierten Liganden wie synthetische
Oligosaccharide, chemische Funktionseinheiten oder Peptide mit einer
Abstandhalterverbindung (sp) an hochimmunogene Proteintriger durch ein
standardisiertes Kopplungsverfahren, zum Beispiel Kopplung an die primére
Aminogruppe des Trigerproteins. |

Beispiel 4

Kopplung des SialylTn-Kohlenhydrates an einen EpCAM-spezifischen Antikérper

(mAb17-1A) und Formulierung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine.

Methoden:
Kopplung des SialylTn-Kohlenhydrats an mAbl17-1A

Das SialylTn-Kohlenhydrat-Antigen wurde an den mAbl17-1A (murines IgG2a)
Proteintréger in einem molaren Verhiltnis von SialylTn zu mAbl17-1A von 18:1
gekoppelt, indem 10mg des mit Abstandhalter (“spacer”) nitrophenyliertem SialylTn,
Neu5Aca2-6GalNAca-O(CH,)sNHCO(CH,)sCOO-(p-NO,C¢Hy) (MW 819 g/mol,
Lectinity, Finnland) mit 100mg des mAb17-1A in Reaktion gebracht wurden. In
Kiirze, 100mg des mAb17-1A (10mg/ml) wurden zweimal bei 4°C 20h lang gegen
700ml Kopplungspuffer (0,IM Na-PO4, 0,15M NaCl, pH 8,5) dialysiert, wobei
“Slide-A-Lyzer”-Dialysierkassetten (Pierce) mit einer MWCO (Molekulargewicht-
Durchlafigrenze) von 10K verwendet wurden. Die Konzentration des mAbl17-1A
wurde mittels GréBenausschluBchromatographie (SEC) bestimmt. Parallel dazu
wurden 10ml des Neu5Aca2-6GalNAca-O(CH;)sNHCO(CH;)sCOO-(p-NO,CeHy)-
Molekiils in 300pl DMF gelost und dem eisgekiihlten mAb17-1A zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde bei 4°C rotierend inkubiert. Die Kinetik der Reaktion
wurde durch die Analyse der Grofie durch SEC (GrdBenausschluchromatographie)
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des Kopplungsprodukts kontrolliert. Nach 28h wurde die Reaktionsmischung bei 4°C
gegen Formulierungspuffer (1 mM Na-POy, 0,86% NaCl, pH 6) in “Slide-A-Lyzer”-
Dialysierkassetten (Pierce) 20 h lang dialysiert. Zum Vergleich wurde ungekoppelter
mAbl17-1A daneben genauso aufgearbeitet. Die Kopplungsprodukte SialylTn-
mAbl17-1A wurden durch GroBenausschluSichromatographie, LDS-PAGE, Western

Blot, Isoelektrische Fokussierung (IEF) und Resorcin-Untersuchung analysiert.
Die Analyse der Kopplungsprodukte (Tumor-Antigen-Tréigerkonjugate)

GroBenausschluchromatographie

Die Konzentrationen der SialylTn-mAb17-1A-Kopplungsprodukte wurden durch
GroBenausschluBchromatographie (SEC) an einer ZORBAX GF-250-Siule in einem
Dionex-System und an einer TSK-Gel G3000SW-Siule in einem HP1100-System

quantitativ bestimmt.
IEF, LDS-PAGE und Western Blots

SialylTn-mAb17-1A-Kopplungsprodukte wurden durch horizontale SERVALYT
PRECOTES-Flachbett-IEF-Elektrophorese pH 3-10 (SERVA), gefolgt von einer
Coomassieblau-Farbung  (Invitrogen) und  einer Lithium-dodecyl-sulfat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LDS-PAGE, NuPAGE-Elektrophoresesystem, Bis-
Tris-Gel, 4-10%) unter reduzierenden Bedingungen (DTT, 1,4-Dithiothretiol) und

anschlieBender SilverXpress™-Férbung (Invitrogen) analysiert.

Fir die Western Blot-Analyse wurden die Proben nach der LDS-PAGE (25V; 1,1w;
1,5h) auf Immobilon-Membranen (PVDF 0,45um; Millipore) tiberfiihrt. Die
Membranen wurden mit 3%iger Magermilch blockiert und mit einem Kaninchen-anti-
Maus IgG (H+L)-HRP-Konjugat (1:1000; Zymed) beziehungsweise mit Anti-
SialylTn CD175s (IgG1) (10ug/ml, DAKO) und einem Ratte-anti-Maus IgG1-HRP-
Konjugat (1:1000, Becton Dickinson) gefiirbt.

Quantitative Bestimmung von Sialsédure mittels Resorcin-Untersuchung

Die Sialsduremenge in den Kopplungsprodukten wurde durch eine Resorcin-HCI-
Reaktion in Gegenwart von CuSO, und durch spektrometrische Messung der
Absorption bei 562nm bestimmt. In Kiirze, 0,15ml Probe und 0,15ml Resorcin-
Reagens (2% Resorcin, 2,5mM CuSO,, HCI (37%)) wurden in dichtverschlossenen
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Glasflaschchen gemischt und bei 100°C 1 h lang inkubiert. Die Farbreaktion wurde
als Absorption bei 562nm (Spectrophotometer Ultrospec II, LKB Biochrom)
gemessen. Als Standard wurden 1,25-25ug/ml einer “SialylTn-Mischung” (bestehend
aus Sialsdure, d.h. N-Acetylneuraminsiure, und GalNAc in einem molaren Verhiltnis

von 1:1) fiir die Kalibration verwendet.

Formulierung der Mehrkomponenten-Tumorvakzine

500pg des SialylTn-mAb17-1A-Konjugats wurden an 1,67mg Aluminiumhydroxid in
0,5ml Formulierungspuffer (ImM Na-POs;, 0.86% NaCl, pH6) adsorbiert. Der
Impfstoff wurde entweder ohne zusitzliches Adjuvans verwendet, oder in einer
gemeinsamen Formulierung mit 100ug QS-21-Adjuvans (Antigenics Inc., Lexington,
MA).

LAL-Untersuchung

Die Endotoxinmenge in den Vakzinformulierungen wurden durch Limulus-
Amébozytenlysat—Untersuchung (“Limulus Amebocyte Lysate-Endochrome™.-Test”,
Charles River Endosafe) laut Hersteller abgeschitzt. Keine der endgiiltigen Impfstoff-

Formulierungen enthielt nachweisbare Mengen an Endotoxin.

Pyrogentest in Kaninchen

Endgiiltige Vakzinformulierungen wurden durch i.v.-Verabreichung in Kaninchen
einem Pyrogentest ausgesetzt. Die Formulierungen, die fiir diese Studie verwendet
wurden, waren negativ in bezug auf den Pyrogentest, wonach die- Summe des
individuell in drei Kaninschen aufgenommenen Temperaturanstiegs 0°C war (ohne
zusdtzliches Adjuvans) und +0,3°C bei der adjuvans-begleiteten Impfstoff-

Formulierung.

Ergebnisse:

Nitrophenyl-aktivierter, durch Abstandhalter (“spacer”) verbundene SialylTn wurde
mit mAb17-1A in einem molaren Verhltnis von 18:1 zur Reaktion gebracht. Die
Kinetik der Reaktion wurde mithilfe von SEC kontrolliert, und die Reaktion wurde
gestoppt, wenn kein weiterer Anstieg der GroBe des Kopplungsproduktes zu
verzeichnen war. Das SialylTn-mAb17-1A-Kopplungsprodukt wurde mittels LDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen gefolgt von einer Silberfirbung (Abb. 5A)
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und Western Blot gefirbt mit Anti-SialylTn CD175s (IgG1) und Ratte-anti-Maus
IgG1-HRP (Abb. 5B) analysiert. Die LDS-PAGE zeigt eine Steigerung des
Molekulargewichts der schweren Ketten (50kDa) und der leichten Ketten (25kDa) in
den Kopplungsprodukten (A: Bahnen 3, 5, 7 und 9 im Vergleich zum ungekoppelten
mAb17-1A, Bahnen 2, 4, 6 und 8), was anzeigt, dass SialylTn an beide gekoppelt
wurde, schwere und leichte Ketten des mAb17-1A. Eine Western Blot-Analyse zeigt,
dass SialylTn in den SialylTn-mAb17-1A-Kopplungsprodukten, nicht jedoch im
mAbl17-1A nachweisbar ist (Abb. 5B, Bahnen 2, 4 und 6 vs. Bahnen 1, 3 und 5
(ungekoppelter mAb17-1A)). Die Kopplung des (negativ geladenen) SialylTn an den
mAb17-1A hat eine Verschiebung des isoelektrischen Punkts zur Folge, wie durch
IEF dargelegt wurde (Abb. 5C, Bahn 2: SialylTn-mAb17-1A, Bahn 3: mAb17-1A).
Das molare Verhiltnis von SialylTn zum mAbl17-1A im Kopplungsprodukt wurde
unter Verwendung der Resorcin-Untersuchung quantitativ bestimmt. In dieser
Untersuchung wird die Menge an Sialsdure in den Kopplungsprodukten durch
Resorcin-HCl-Reaktion in Gegenwart von CuSO, bestimmt. Ein molares Verhiltnis
von SialylTn zu mAb17-1A von etwa 14:1 im Kopplungsprodukt wurde per Resorcin-

Untersuchung bestimmt.

Das SialylTn-mAb17-1A-Kopplungsprodukt (500pg) wurde an Aluminiumhydroxid
adsorbiert und in sterile Rohrchen aliquotiert. Die an Aluminium adsorbierte
Mehrkomponentenvakzine wurde entweder ohne zusitzliches Adjuvans verwendet,
oder in einer gemeinsamen Formulierung mit 100pg des Adjuvans QS-21. Die
Vakzinformulierungen wurden auf Spuren von Endotoxin mittels Limulus-
Amobozytenlysat untersucht, und durch i.v.-Verabreichung in Kaninchen auf

Pyrogenitit getestet.

Es konnten weder erhdhte Endotoxinwerte noch signifikante Pyrogenitit

nachgewiesen werden.

Abb. 4

Kopplung des SialylTn-Kohlenhydrat-Epitops an einen Proteintriger:

Die Bindung von nitrophenylaktiviertem synthetischem, durch Abstandhalter
(“spacer”) verbundenem SialylTn an die priméare Aminogruppe des Proteintrigers

(z.B. muriner monoklonaler EpCAM Bindungsantikérper mAb17-1A), gefolgt von
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einem Reinigungsschritt, einem Formulierungsschritt mit Aluminiumhydroxid und

einer Ko-Formulierung mit weiteren Adjuvantien, z.B. QS-21

Abb. 5 Charakterisierung des Kopplungsproduktes SialylTn-mAb17-1A durch LDS-
PAGE, Western Blot und IEF

Unkonjugierter mAb17-1A und SialylTn-mAb17-1A wurden einer LDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen unterworfen, gefolgt von einer Silberfarbung (A:
mAbl17-1A (Bahnen 2,4,6 und 8) and SialylTn-mAbl17-1A (Bahnen 3,5,7 und 9),
jeweils zwei Verdiinnungsreihen; Standardmarker: 1 und 10), oder durch Western
Blotting mit einer Anti-SialylTn CD175s (mIgG1)- und Ratte-anti-Maus IgG1-HRP-
Firbung (B: mAbl17-1A (Bahnen 1,3,5 und 7) and SialylTn-mAb17-1A (Bahnen 2,4,6
und 8), Positivkontrolle: Bahn 9, Standardmarker: Bahn 10).

Schwere (50kDa) und leichte (25kDa) Ketten von mAbl17-1A oder konjugierter
SialylTn-mAb17-1A koénnen unter reduzierenden Bedingungen erkannt werden (A,B).
Nichtkonjugierter mAb17-1A und SialylTn-mAb17-1A wurden ebenfalls einer IEF-
PAGE unterzogen und mit Coomassieblau gefirbt (C: SialylTn-mAb17-1A (Bahn 2)
und mAb17-1A (Bahn 3), Marker (Bahnen 1, 4 und 5)).

Beispiel 5:
Immunisierung von Rhesusaffen mit der SialylTn-mAbl7-1A-Mehrkomponenten-
Tumorvakzine und Analyse der induzierten Immunantwort gegen Triger und

gekoppeltes Tumorantigen (SialylTn): Effekt von zusitzlichem Adjuvans (QS-21)

Methoden:

Immunisierungsstudie mit Rhesusaffen

Sicherheit, Vertriglichkeit und Immunogenitit von mehreren subkutanen Injektionen
der SialylTn-mAb17-1A- Mehrkomponenten-Tumorvakzine wurden in Impfstudien in
Rhesusaffen bewertet. Alle Tierstudien wurden unter kontrollierten und
dokumentierten Bedingungen entsprechend den Richtlinien der
Tiergesundheitsfiirsorge  bei Biotest Ltd., Konarovice, Tschechische Republik,
durchgefiihrt. Pro Gruppe wurden vier gesunde erwachsene Rhesusaffen (abgestimmt
nach Alter und Geschlecht, Gruppe I: #152, #258, #292 und #330 und Gruppe II: #38,
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#269, #308 und #382, mit beziehungsweise ohne QS-21) an den Tagen (d) 1, 15, 29
und 57 durch subkutane Injektion geimpft und noch eine Auffrischung am d226
(“boost™). Vollblutproben wurden vor (d -7 und d -3) und nach den Immunisierungen
(Tage 15, 22, 29, 43, 57, 71, 85 und 99), d226 (nach der Auffrischung) und d240
(zwei Wochen nach der Auffrischung) fiir Serumanalytik entnommen.

In einer zweiten Rhesusaffenstudie wurden die Tiere — vier Tiere pro Gruppe (#31,
#48, #76 und #318) — mit vier Anfangsimmunisierungen mit QS-21-mitformuliertem
SialylTn-mAb17-1A-Mehrkomponenten-Impfstoff an den Tagen (d) 1, 21, 49 und 76
geimpft. Vor (d1) und nach Immunisierung (d38, d60 und d86) werden flir eine
PBMC-Aufbereitung Blutproben heparinisiert abgenommen.

Alle Immunisierungen wurden von allen Tieren gut und ohne Anzeichen von
systemischer oder lokaler Toxizitit, die mit einer der Immunisierungen in Verbindung

stehen kénnte, vertragen.

ELISA fiir Immunreaktivitidt gegen mAb17-1A

“Praseren” und “Immunseren” der Rhesusaffen, also die Seren, die vor
beziehungsweise nach Immunisierung gewonnen wurden, wurden hinsichtlich der
induzierten Immunantwort gegen mAbl17-1A mittels ELISA analysiert. In Kiirze,
ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) wurden mit 10pg/ml mAb17-1A beschichtet.
Die Népfchen wurden mit 10%FCS in PBS 1 h lang bei 37°C blockiert, und die in
PBS mit 2%FCS vorverdiinnten Proben danach 1,5h lang bei 37°C inkubiert. Eine
positives Kontrollserum (von einem Rhesusaffen stammend, der mit auf Alhydrogel
formuliertem mAb17-1A immunisiert worden war) mit einer bekannten Reaktivitit
gegen mAbl17-1A wurde mitgetestet und fiir die Normalisation der OD-Werte
zwischen den verschiedenen ELISA-Platten verwendet. Zur Detektion wurden die
Platten mit einem 1:2000 verdiinnten Schaf-anti-Human IgG-(y-Kette)-HRP-Konjugat
(Chemicon) 30min lang bei 37°C inkubiert. Die Farbreaktion erfolgte mit dem
Substrat OPD (10mg OPD wurden in 25ml Firbepuffer gelost, dem 10ul 30%iges
H,0, zugefiigt wurden), wurde durch Zugabe von 50ul H,SO4 (30%) gestoppt, und
die Farbintensitit wurde bei 562nm (620nm Referenzwellenliinge) gemessen. Der
Titer wurde als reziproke Serumverdiinnung definiert, was eine Absorption von
OD=1.0 auf einer Titrationskurve ergab. Die Kurvendiskussion wurde mithilfe von

GraphPad Prism Version 4.0 durchgefiihrt.
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SialylTn-PAA ELISA

Priaserum und Immunseren der Rhesusaffen wurden mittels SialylTn-PAA-ELISA auf
Reaktivitit gegen das synthetische SialylTn-Kohlenhydratantigen getestet. In Kiirze,
ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) wurden mit 10pg/ml SialylTn-PAA
(Lectinity, Finnland) beschichtet. Die Népfchen wurden mit PBS, das 10% FCS
enthielt, 1 h bei 37°C blockiert. Die Serumproben wurden in PBS mit 2%FCS und 5%
Glucose vorverdiinnt und 2 h bei 37°C inkubiert. Ein positives Kontrollserum mit
einer bekannten Reaktivitit gegen SialylTn wurde fiir die Normalisation zwischen den
verschiedenen ELISA-Platten verwendet. Zur Detektion wurden die Platten mit
1:2000 verdiinntem Maus-anti-Human IgM-HRP-Konjugat (Southern Biotechnology)
beziehungsweise 1:2000 verdiinntem Schaf-anti-Human IgG-(y-Kette)-HRP-Konjugat
(Chemicon) 30min lang bei 37°C inkubiert. Die Farbreaktion erfolgte mit dem
Substrat OPD (10mg OPD wurden in 25ml Férbepuffer gelost, dem 10ul 30%iges
H,0, zugefiigt wurden), wurde durch Zugabe von 50pl H,SO4 (30%) gestoppt und die
Farbintensitit wurde bei 562nm (620nm Referenzwellenléinge) gemessen. Die Titer
wurden als reziproke Serumverdiinnung definiert, was eine Absorption von OD=1,0
auf einer Titrationskurve ergab. Die Kurvendiskussion wurde mithilfe von GraphPad

Prism Version 4.0 durchgefiihrt.

Ergebnisse:

Immunisierung der Rhesusaffen mit SialylTn-mAbl17-1A in Gegenwart oder
Abwesenheit des Adjuvans QS-21.

Das SialylTn-mAb17-1A-Konjugat wurde auf Alhydrogel entweder mit oder ohne
Adjuvans QS-21 formuliert. Verabreichung beider Vakzinformulierungen an
Rhesusaffen wurde von allen Tieren gut vertragen. Die Immunantworten gegen das
SialylTn-Kohlenhydratantigen (IgG, IgM) und das mAbl17-1A Tréigerprotein (IgG)
wurden durch entsprechenden ELISA analysiert. Die Zusammenfassung der Daten der
Anti-SialylTn-Immunantwort und die Immunantwort gegen das mAbl17-1A-
Tragermolekiil sind in Abb. 6 dargestellt. Beide Impfstoffe haben hohe IgG-Titer
gegen das Tridgermolekiil erzeugt. In Anwesenheit von QS-21 zeigte die
Immunantwort gegen das Trigermolekiil einen etwas schnelleren Start (signifikante
Titer bei Tag 15 mit QS-21 gegen d22 ohne QS-21) und etwa 5-10fach héhere
Titerspitzen im Vergleich zur Vakzine ohne QS-21. Eine #hliche Kinetik konnte bei
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der IgM-Antwort gegen SialylTn beobachtet werden, mit einem schnelleren Beginn
und etwa 10fach hoheren IgM-Titer bei Anwesenheit von Adjuvans QS-21. Der
drastischste Effekt von Adjuvans QS-21 war die Induktion einer ausgeprigten
SialylTn-spezifischen IgG-Antwort in der QS-21-geforderten Gruppe. In drei von vier
Tieren war eine SialylTn-spezifische IgG-Antwort ab dem Tag 29 messbar, also 2
Wochen nach der zweiten Immunisierung. In einem Tier (#308) wurde eine SialylTn-
spezifische IgG-Antwort erst nach der 5. Inmunisierung gefunden. Wie erwartet war
eine ein- bis zweiwdchige Verzoégerung der Anti-SialylTn IgG-Immunantwort
festzustellen, im Vergleich zur Anti-SialylTn IgM-, und IgG-Antwort gegen den
Triger (Abb. 6A). Hingegen wurde kein SialylTn-spezifisches IgG in der ohne
Adjuvans QS-21-immunisierten Gruppe erzeugt.

Abb. 6 Immunantwort gegen das Trigerprotein und SialylTn nach Immunisierung
mit dem SialylTn-mAb17-1A-Impfstoff mit und ohne Formulierung mit QS-21.

Rhesusaffen (vier Tiere pro Gruppe) wurden mit SialylTn-mAbl17-1A-
Mehrkomponenten-Impfstoff mit (A) oder ohne (B) Adjuvans QS-21 an den Tagen 1,
15, 29 und 57 und einmal an d226 aufgefrischt (“boost”). Preseren und Immunseren
wurden mittels ELISA auf eine Immunantwort analysiert. Die Kinetik der
Immunantworten, d.h. Antikorpertiter (geometrisches Mittel und Streufaktor) gegen
SialylTn (IgG, IgM) und mAb17-1A (IgG) sind dargestellt. Statistische Auswertung:
* p< 0,05 gegeniiber Priserum (einseitig, gepaarter t-Test).

Beispiel 6:

Spezifitiit der hervorgerufenen Anti-SialylTn-Immunantwort
Methoden:

ELISA fiir die Immunreaktivitit gegen mAb17-1A

Priseren und Immunseren der Rhesusaffen wurden beziiglich der erzeugten
Immunantwort gegen mAb17-1A einer Analyse durch ELISA unterzogen. In Kiirze,
ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) wurden mit 10pg/ml mAb17-1A beschichtet.
Die ELISA-Platten wurden mit 10%FCS in PBS blockiert (1h, 37°C), und die in PBS
mit 2%FCS vorverdiinnten Proben danach 1.5h lang bei 37°C inkubiert. Eine
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positives Kontrollserum mit einer bekannten Reaktivitit gegen mAb17-1A wurde
mitgetestet und fiir die Normalisation zwischen den verschiedenen ELISA-Platten
verwendet. Zur Detektion wurden die Platten mit Schaf-anti-Human IgG-(y-Kette)-
HRP-Konjugat (1:2000, Chemicon) 30min lang bei 37°C inkubiert. Die Farbreaktion
mit dem Substrat OPD (10mg OPD geldst in 25ml Farbepuffer + 10ul 30% H,0,)
wurde durch Zugabe von 50pl H,SO4 (30%) gestoppt. Die Absorption wurde bei
562nm (620nm Referenzwellenldnge) gemessen. Der Titer wurde als reziproke
Serumverdiinnung  definiert, was eine Absorption von OD=1,0 auf einer
Titrationskurve ergab. Die Kurvendiskussion wurde mithilfe von GraphPad Prism
Version 4.0 durchgefiihrt.

SialylTn-PAA ELISA

Priserum und Immunseren der Rhesusaffen wurden mittels SialylTn-PAA-ELISA auf
Reaktivitdt gegen das synthetische SialylTn-Kohlenhydrat-Antigen getestet. In Kiirze,
ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) wurden mit 10pg/ml SialylTn-PAA
(Lectinity, Finnland) beschichtet. Die Platten wurden mit PBS, das 10% FCS enthielt,
1 h bei 37°C blockiert. Die Serumproben wurden in PBS mit 2%FCS und 5% Glucose
vorverdiinnt und 2 h bei 37°C inkubiert. Ein positives Kontrollserum mit einer
bekannten Reaktivitit gegen SialylTn wurde fiir die Normalisation zwischen den
verschiedenen ELISA-Platten verwendet. Zur Detektion wurden die Platten mit Maus-
anti-Human IgM-HRP-Konjugat (1:2000, SB, Southern Biotechnology)
bezichungsweise  Schaf-anti-Human  IgG-(y-Kette)-HRP-Konjugat  (1:2000,
Chemicon) 30min lang bei 37°C inkubiert. Die Farbreaktion mit dem Substrat OPD
(10mg OPD geldst in 25ml Firbepuffer + 10ul 30% H,0,) wurde durch Zugabe von
50ul HSO; (30%) gestoppt. Die Absorption wurde bei 562nm (620nm
Referenzwellenlidnge) gemessen. Die Titer wurden als reziproke Serumverdiinnung
definiert, was eine Absorption von OD=1,0 und OD=0,5 fiir IgM beziechungsweise
IgG ergab. Die Kurvendiskussion wurde mithilfe von GraphPad Prism Version 4.0
durchgefiihrt.

Depletionsexperiment:
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Immunserum (IS) wurde durch Inkubation mit Sepharoseperlen, an die mAb17-1A
(mAb), SialylTn-mAb17-1A, SialylTn-HSA, HSA beziechungsweise LeY-HSA
gekoppelt worden war, depletiert.

Der Antikorpertiter gegen SialylTn (A) oder mAbl17-1A (B) in Priserum (PS) oder
Immunserum (IS) oder Immunserum nach der Depletion wurden mittels ELISA

gemessen.

Ergebnisse:

Spezifitit der Anti-SialylTn-Antwort und Anti-Tréger-Antworten

Die Spezifitit der Anti-SialylTn-Antwort, die durch Immunisierung von Rhesusaffen
mit der SialylTn-mAb17-1A- Mehrkomponenten-Tumorvakzine erzeugt worden war,
wurde durch Depletionsexperimente getestet: Immunserum (IS) wurde mit
Sepharoseperlen inkubiert, die je nachdem entweder mit SialylTn-mAbl7-1A,
mAb17-1A, SialylTn-HSA, HSA oder LeY-HSA gekoppelt waren. Priseren (PS) oder
Immunseren (IS) oder depletierte Inmunseren wurden auf ihre Bindung an SialylTn
in einem SialylTn-PAA-ELISA getestet. Die im IS messbare induzierte
Immunantwort wurde durch Depletion mit SialylTn-mAb17-1A oder SialylTn-HSA-
Sepharoseperlen signifikant erniedrigt, nicht aber mit mAb17-1A, HSA oder HSA-
LeY-Sepharoseperlen, wobei HSA an das unbeteiligte Kohlenhydratantigen LeY
gekoppelt und als Kontrolle eingesetzt worden war (Abb. 7 A (obere Graphik)).

Spezifitit gegen den Triger, also Anti-mAbl7-1A-Immunantwort, die durch
Immunisierungen von Rhesusaffen mit der SialylTn-mAbl7-1A- Mehrkomponenten-
Tumorvakzine erzeugt wurde, wurde auch durch Depletionsversuche getestet:
Immunserum (IS) wurde mit Sepharoseperlen inkubiert, die mit SialylTn-mAb17-1A,
mAbl17-1A, SialylTn-HSA, HSA oder LeY-HSA gekoppelt worden waren.
Unbehandelte Priseren (PS) oder Immunseren (IS) oder depletierte Immunseren
wurden per ELISA auf ihre Bindung an mAb17-1A untersucht. Die im IS messbare
induzierte Immunantwort wurde durch Depletion mit mAbl17-1A oder SialyiTn-
mAb17-1A -Sepharoseperlen signifikant erniedrigt, nicht jedoch mit HSA-SialylTn,
HSA oder HSA-LeY-Sepharoseperlen, (Abb. 7B (untere Graphik)).
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Abb. 7 Spezifitit der Inmunantwort gegen SialylTn und den mAb17-1A-Tréger

Die Spezifitit der Inmunantwort gegen das SialylTn-Kohlenhydrat-Antigen (A) und
mAb17-1A-Trigerprotein (B) wurde durch Depletionsversuche gezeigt. Im Priserum
(PS) oder Inmunserum (IS), oder Immunserum, das durch Inkubation mit je nachdem
entweder mit mAbl17-1A (mAb), SialylTn-mAbl17-1A, SialylTn-HSA, HSA oder
LeY-HSA gekoppelten Sepharoseperlen depletiert worden war, wurden die
Antikorpertiter gegen SialylTN (A) oder mAb17-1A (B) im ELISA gemessen. Die
Zusammenfassung der Daten (geometrisches Mittel und Streufaktor) von vier
Rhesusaffen sind dargestellt. Statistische Auswertung: *p<0,05 gegen IS und
**p<0.01 gegen IS (einseitig, gepaarter t-Test).

Beispiel 7:

Reaktivitit der hervorgerufenen Immunantwort mit natiirlichen Tumorzielen: OSM

(Ovine submaxillary Mucin — Schafsunterkiefermucin)
Methoden:

“Ovine submaxillary mucin” (OSM)-ELISA
Priseren und Immunseren von Rhesusaffen wurden hinsichtlich ihrer Immunantwort
auf OSM getestet, das ein natiirliches SialylTn-hochexprimierendes Substrat darstelit.
In Kiirze, ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) wurden mit 10pg/ml OSM
beschichtet. Die Platten wurden mit 10% FCS 1 h bei 37°C blockiert, gefolgt von
einem Wasch-Schritt. Die Serumproben wurden in PBS mit 2% FCS vorverdiinnt und
2 h bei 37°C inkubiert. Ein positives Kontrollserum mit einer bekannten Reaktivitit
gegen OSM wurde mitgetestet und fiir die Normalisation zwischen den verschiedenen
ELISA-Platten verwendet. Zur Detektion wurden die Platten mit Maus-anti-Human
IgM-HRP-Konjugat (1:2000, SB, Southern Biotechnology) beziehungsweise Schaf-
anti-Human IgG-(y-Kette)-HRP-Konjugat (1:2000, Chemicon) 30min lang bei 37°C
inkubiert. Die Farbreaktion mit dem Substrat OPD (10mg OPD geldst in 25ml
Firbepuffer + 10ul 30% H,0,) wurde durch Zugabe von 50pl H,SO4 (30%) gestoppt.
Die Absorption wurde bei 562nm (620nm Referenzwellenlédnge) gemessen. Die Titer
wurden als reziproke Serumverdiinnung definiert, was eine Absorption von OD=1,0
und OD=0,5 fiir IgM beziehungsweise IgG ergab. Die Kurvendiskussion wurde
mithilfe von GraphPad Prism Version 4.0 durchgefiihrt.
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Ergebnisse:

Signifikante Antikorpertiter gegen OSM (IgM) konnten im Immunserum von allen
Rhesusaffen nachgewiesen werden, die mit SialylTn-mAb17-1A plus QS-21 geimpft
worden waren. Die Serentiter gegen IgM hatten ihre Hochstwerte nach der zweiten
Immunisierung. In drei von vier Tieren wurden auch geringe IgG-Titer gegen OSM

nach der 3. Immunisierung erzeugt (Daten hier nicht dargestellt).

Beispiel 8:
Die Reaktivitit der induzierten Immunantwort mit natiirlichen Angriffszielen:
Bindung an SialylTn-positive Tumorzellen (FACS-Analyse)

Methoden:

Immunantwort gegen Tumorzellen (FACS-Analyse):

Die Bindung von Immunseren von Rhesusaffen an Tumorzellen wurde durch
Zelloberflichenfirbung unter Verwendung eines FACScan (Becton Dickinson)
gemessen. OVCAR-3-Zellen (Eierstock-Adenokarzinomzellen, ATCC, HTB-161)
wurden mit Serum (1:40 verdiinnt in PBS mit 2% FCS) 2 h lang auf Eis inkubiert. Zur
Detektion wurde ein Ziegen-F(ab’),-anti-Human IgG (H+L)-PE-Konjugat (1:100,
Immunotech, Marseille, Frankreich) verwendet. Pri- und Immunseren wurden
nebeneinander analysiert. Hintergrundbindung von Priseren wurde auf 10% positive
Zellen gesetzt und als Vergleich gegen messbare Zellbindung nach Inkubation mit

den entsprechenden Immunseren eingesetzt.

Ergebnisse:

Die Immunantwort gegen das natiirliche Angriffsziel, SialylTn- positive Tumorzellen,
wurde getestet. Priserum und Immunserum von Rhesusaffen, die mit derSialylTn-
mAbl7-1A-Mehrkomponenten-Tumorvakzine plus QS-21 immunisiert worden
waren, wurde nach ihrer Bindung an SialylTn-positive OVCAR-3-Zellen mittels
FACS analysiert. Histogramme von IgG- und IgM-Bindung an OVCAR-3-Zellen
werden fiir die SialylTn-mAbl7-1A-Vakzine dargestellt (Abb. 8A). Ein statistisch
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signifikanter Anstieg der Zellbindung an OVCAR-3-Zellen (sowohl IgG als auch
IgM) wurde festgestellt (p<0,05, gepaarter t-Test) (Abb. 8B).

Abb. 8 Induzierte Reaktivitit gegen SialylTn-positive Tumorzellen (FACS-Analyse).

Rhesusaffen wurden mit der SialylTn-mAbl7-1A-Mehrkomponenten-Tumorvakzine
plus QS-21 immunisiert. Praserum und Immunseren wurden auf ihre Bindung an
SialylTn-positive OVCAR-3-Zellen durch FACS-Analyse getestet. (A) Histogramme
fiir eine IgM-Bindung (linke Seite) und IgG-Bindung (rechte Seite) an OVCAR-3-
Zellen ist abgebildet, wobei das Immunserum (schwarze Linie) das Pridserum

tiberlagert (graue durchgehende Linie). Punktierte Linie: ungefiirbte Kontrolle.

(B) Priaserum und Immunseren wurden auf ijhre Bindung an SialylTn-positive
OVCAR-3-Tumorzellen mithilfe von FACS-Analyse getestet. Die Daten von vier
Rhesusaffen sind zu sehen. Statistische Auswertung: *p<0,05 gegen Priserum

(einseitig, gepaarter t-Test).

Beispiel 9:

Die Reaktivitit der induzierten Immunantwort bei natiirlichen Angriffszielen:
Antik6rperabhingige zellulire Zytotoxizitit (ADCC) gegen SialylTn-positive

Tumorzellen.

Methoden:

Antikorperabhingige zellulire Zytotoxizitit (ADCC) wird durch die Messung der
Chromfreisetzung bei der Zell-Lyse bestimmt

Priaseren und Immunseren von vier Rhesusaffen, die mit der SialylTn-mAb17-1A-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine immunisiert worden waren, wurden auf ADCC
gegen SialylTn-positive OVCAR-3-Zellen getestet. Humane PBMCs wurden als
Effektorzellen verwendet und mit den Zielzellen in zwei Effektor : Zielzellen (E:T)-
Verhiltnissen, d.h. 60:1 und 20:1, 14 h lang inkubiert,. Die Freisetzung von Sice

wurde am y-Zghler gemessen.

Ergebnisse:
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Wihrend unterschiedliche Ausgangsmengen an lytischer Aktivitit in verschiedenen
Tieren gefunden wurden, war eine eindeutige ErhShung der ADCC-Aktivitit in den
Immunseren (IS) von allen Tieren im Vergleich zu den entsprechenden Préseren (PS)
zu erkennen (Abb. 9).

Abb. 9 ADCC der induzierten Immunantwort auf die SialylTn-mAbl17-1A-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine  gegen  SialylTn-exprimierende =~ OVCAR-3

Tumorzellen.

Rhesusaffen wurden mit der SialylTn-mAb17-1A-Mehrkomponenten-Tumorvakzine
immunisiert. Priaserum und Immunserum wurde auf ADCC gegen SialylTn-postitive
OVCAR-3-Zellen getestet. Humane PBMCs wurden als Effektorzellen verwendet und
mit den >'Cr-markierten Zielzellen in Effektor : Zielzellen (E:T)-Verhiltnissen von
60:1 und 20:1 14h lang inkubiert. Die Freisetzung von S1Cr wurde am y-Zihler

gemessenl.

Beispiel 10:

Reaktivitit von induzierter Immunantwort mit natiirlichen Angriffszielen: Auch
Bindung an SialylTn-negative Tumorzellen (FACS-Analyse) — Korrelation mit der
Reaktivitit gegen den Tréger

Methoden:
Immunantwort gegen Tumorzellen (FACS-Analyse):

Die Bindung der Immunseren von Rhesusaffen an Tumorzellen wurde durch
Zelloberflichenfirbung unter Verwendung eines FACSCalibur (Becton Dickinson)
gemessen. Katolll-Tumorzellen wurden 2 h lang auf eis mit Serum inkubiert (1:40
verdiinnt in PBS mit 2% FCS). Zur Detektion wurde ein Ziegen F(ab’);-anti-Human
IgG (H+L)-PE-Konjugat (1:100, Immunotech, Marseille, Frankreich) verwendet. Pré-

und Immunseren wurden nebeneinander getestet. Hintergrundbindung von Priseren
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wurde auf 10% positive Zellen gesetzt und als Vergleich gegen messbare Zellbindung

nach Inkubation mit den entsprechenden Immunseren eingesetzt.

Ergebnisse:

Auch gegen KATOIII, Tumorzellen, die SialylTn-negativ sind, konnte durch eine
FACS-Analyse eine Immunantwort entdeckt werden. Eine statistisch signifikante
Steigerung der Zellbindung an KATOIII-Tumorzellen (IgG) wurde nachgewiesen
(p<0,05, gepaarter t-Test).

Die Kinetik der gefundenen durch Immunisierung hervorgerufen KATOIII-
Bindungsreaktivitit korreliert mit der Kinetik der hervorgerufenen Immunantwort

gegen das Trigermolekiil (siche Abb. 6).
Abb. 10

Das Binden der induzierten Immunantwort an KATOIII-Tumorzellen.

Rhesusaffen wurden mit der SialylTn-mAb17-1A-Mehrkomponenten-Tumorvakzine
immunisiert. Priserum und Immunseren wurden auf ihre Bindung an KATOIII-
Tumorzellen mittels FACS-Analyse getestet. Die Daten von vier Rhesusaffen sind
dargestellt. Statistische Auswertung: *p<0,05 gegen Priserum (einseitig, gepaarter t-
Test).

Beispiel 11:

Zytokinabgabe in Serum nach Vakzinierung

Methoden: Zytokinabgabe (XMAP Luminex Multiplex):

Priseren und Immunseren wurden auf Zytokine (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12(p70), TNFa, IFNy und GM-CSF) mithilfe der xMAP Multiplex-Technologie
(Luminex) unter Verwendung des “Beadlyte Human Multi-Cytokine Detection
System 3” (Beadlyte™ Humanes Multizytokin-Detektionssystems 3) (Upstate) gemil
der Anleitung des Herstellers getestet. In Kiirze, 25pul Serumprobe wurden mit 25ul

Probenpuffer und einer Mischung aus an “Beads” (farbgefiillte Plastikkiigelchen)
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gekoppelten Anti-Humanzytokinantikérpern 2 h lang bei 25°C abgedunkelt inkubiert.
Nach Zugabe von biotinyliertem Anti-Humanzytokin-Detektionsantikdrpern und 1.5 h
langer Inkubation, wurde die Fliissigkeit entfernt und Streptavidin-Phycoerythrin
wurde hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die “Beads” mit Probenpuffer gewaschen.
Das ausgesendete Fluoreszenzsignal (MFI) wird mit einem Luminex 100-Lesegerits
gemessen (Einstellungen: 50 Ereignisse pro Bead, 50ul ProbengroBe, Ausschluf
(“Gate™): 7500-13000 MFI).

Ergebnisse:

Zytokinabgabe in Serum nach wiederholter Vakzinierung

Das Serumzytokinprofil iiber den Zeitraum der Immunisierungen wurde unter
Verwendung der xMAP-Multiplextechnologie (Abb. 11) gemessen. Aufer der
detektierbaren Mengen des Chemokins IL-8 wurden keine signifikanten
Zytokinmengen im Priaserum (d.h. vor Immunisierung) von gesunden Rhesusaffen
gefunden. Ebenso wurden nach der ersten Immunisierung keine nennenswerten
Zytokinmengen gemessen. Angefangen von Tag 22, d.h. eine Woche nach der
zweiten Immunisierung, konnten geringe Mengen IFNy entdeckt werden.
Dariiberhinaus wurden nach der 3. und 4. Immunisierung (Tag 43 bezichungsweise
71) signifikante Mengen an IFNy, IL-8, IL-1B, TNFa., IL-2, GM-CSF und IL-4 im
Serum der Tiere, die mit der Vakzine mit Adjuvans QS-21 immunisiert worden
waren, gemessen (Abb. 11A und C). Geringe Mengen an IL-6 und IL-12 wurden
ebenfalls in einigen Tieren gefunden, aber in keinem der Tiere wurde IL-10 wihrend
der Vakzinierung gemessen. Im Gegensatz dazu fiihrten die Impfungen ohne QS-21
nur zu marginale Zytokinabgaben, wobei IFNy und IL-8 nach der 3. und 4.
Immunisierung messbar waren. Interessanterweise wurden nach  einer
Auffrischungsimpfung (5. Immunisierung) ein halbes Jahr spéter in zwei von vier
Tieren, die mit der Vakzine ohne QS-21 immunisiert worden waren, signifikante
Zytokinmengen gefunden, wenn auch die Zytokinmengen allgemein niedriger als in
der QS-21-Gruppe ausfiel (Abb. 11B, D gegen A, C).

Korrelation der Zeitkinetik der SialylTn-spezifischen IgG-Antwort und
Zytokinabgabe

Der Vergleich der Kinetik der Induzierung einer Immunantwort gegen das
Trigermolekiil (IgG) oder das SialylTn-Kohlenhydratantigen (IgM, 1gG) (Abb. 6) mit
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der Kinetik der Zytokinabgabe (Abb. 11) legt nahe, dass eine zeitliche Korrelation
zwischen dem Auslosen eines IgG-Wechsels gegen SialylTn und des im Serum
messbaren ZytokinausstoBes herrscht. Fiir eine detailliertere Analyse wurden fiir jedes
Tier die Kinetik der jewéiligen Immunantwort gegen den Triger und das SialylTn-
Kohlenhydratantigen, sowie die Kinetik der Zytokinabgabe auf derselben Zeitachse
(Abb. 12) iiberlagert. Die absoluten Werte fiir die IgG-Titer (gegen den Tréger und
SialylTn) wurden, wie angegeben, durch einen Multiplikationsfaktor normalisiert, um
sic dem MaBstab anzupassen. Weder wurden induzierte SialylTn-spezifische IgG-
AntikSrper noch messbare Zytokine wihrend der ersten beiden Immunisierungen
gefunden. Im Gegensatz dazu konnten nach der 3. und 4. oder 5. Immunisierung
neben hohen IgG-Titer-Antworten gegen das Trigermolekiil auch nachweisbare
Mengen an IgG-Antworten gegen das SialylTn-Kohlenhydratantigen gefunden
werden. Bemerkenswerterweise fiel die Induktion der Anti-SialylTn-IgG-Antwort mit
der voriibergehenden Zytokinabgabe zusammen, die im Serum gemessen werden
konnte. Nicht zu tbersehen war eine besonders ibereinstimmende zeitliche
Korrelation fiir die Induktion des SialylTn-spezifischen IgG-Wechsel und der
Freisetzung von IL-2, IL-1B und IFNy (Abb. 12A-D). In einem Tier dieser Gruppe,
#308, wurde der IgG-Wechsel gegen SialylTn erst nach der 5. (Auffrischungs-
)impfung ausgeldst, und korrelierte wieder mit einem ausgepragten Zytokinausstof3
(Abb. 12C).

Abb. 11: Zytokinabgabe nach Immunisierung mit der SialylTn-mAb17-1A-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine mit und ohne Adjuvans QSs-21

Rhesusaffen (vier Tiere pro Gruppe) wurden mit dem SialylTn-mAb17-1A-
Mehrkomponenten-Impfstoff mit (A, C) oder ohne (B, D) Adjuvans QS-21 an den
Tagen 1, 15, 29, 57 immunisiert und am Tag 226 aufgefrischt. Préserum und

Immunseren wurden auf Zytokinabgabe durch xMAP-Technologie (Luminex)
getestet. Im Serum gemessene Zytokinmengen (pg/ml) sind dargestellt (Mittelwert
und Standardabweichung).

Abb. 12: Die Kinetik der Immunantwort gegen SialylTn stimmt mit dem

voriibergehenden ZytokinausstoB im Serum zeitlich iiberein.
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Rhesusaffen wurden mit der Siallen-mAbl7-1A-Mehrkomponenten-Tumorvakzine,
zu dem 100pg Adjuvans QS-21 mitformuliert worden waren, an den Tagen 1, 15, 29

und 57 immunisiert und 24 Wochen nach der letzten Immunisierung an Tag 226
aufgefrischt. Priserum (d -7, d 1) und Immunseren (d 15, 22, 29, 43, 57, 71, 85, 99,
226 und 240) wurden auf Reaktivitit ggen SialylTn (IgG) oder mAb17-1A-Triger
(IgG) mittels ELISA getestet, und Zytokinabgabe wurde im Serum mit der XMAP-
Multiplextechnologie (Luminex) gemessen. Die Antikérpertiter und Zytokinmengen
(pg/ml Serum) jedes einzelnen Rhesusaffen (A, B, C beziehungsweise D) sind
dargestellt. Der angegebene Multiplikationsfaktor wurde verwendet, um die Werte der
Antikorpertiter mit den Zytokinmengen (pg/ml) abzugleichen — Die Skalen der
Graphiken sind an die Zytokinmengen angepalit.

Beispiel 12
Aktivierung von antigenunspezifischen Effektorzellen wie NK-Zellen fithren zu

Tumorzell-Lyse (ungeachtet der Antigenexpression)

Methoden:

In vitro-Aktivierung von humanen NK-Zellen durch Inmunserum

Humane mononukledre Zellen des periphiren Bluts (PBMCs) wurden aus
Lymphozytenkonzentraten (“Buffy-Coats™) von gesunden Spendern (bezogen vom
Osterreichischen Roten Kreuz) an einem Ficoll-Dichtegradienten isoliert. Die NK-
angereicherte Fraktion wurde aus der nicht-adhérenten PBMC-Fraktion (nach
Entfernen der adhirenten Zellen durch 1-stiindige Plastikadhdrenz) und durch
Negativauslese am AutoMACS™ mithilfe der Antikorper gegen CD3, CD14, CD34
und CD19 gewonnen. Die NK-Zell-angereicherte Population wurde durch FACS-
Analyse mit CD56/CD16 als Marker charakterisiert und bestand zu mindestens 60%
aus NK-Zellen.

Die NK-angereicherte Zellfraktion wurde mit Priserum oder Immunserum (in einer
Endverdiinnung von 1:5) und in An- oder Abwesenheit der angegebenen zusétzlichen
Mengen hiL-2 48h lang inkubiert. Das Medium wurde durch frisches RPMI 1640 mit
10% FCS ersetzt, und die Inkubation weitere 24h fortgesetzt. Die Zellen wurden

gewaschen, in frischem Medium resuspendiert und als Effektorzellen in einem 4h-
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Lysetest auf SCr-Freisetzung gegen markierte Katolll-Tumorzielzellen in einem

Effektor : Ziel (E:T)-Verhiltnis von 10:1 beziehungsweise 1:1 eingesetzt. Die

&
]
-7‘4{1
)
]
]
i
o
i
W
o
;

Freisetzung von °'Cr aus den lysierten Zielzellen in den Uberstand der Proben (“Cs”)
wurde im y-Zihler (Cobra 5005, Canberra-Packard, Australia) gemessen.
Spontanfreisetzung (“Sr””) und maximale Freisetzung (100%, “Mr”) wurden nach der
Inkubation der Zielzellen nur in Medium beziehungsweise mit Detergens (2% SDS)

gemessen. Zelltoxizitit wurde nach der Formel 100%x(Cs-Sr)/(Mr-Sr) berechnet.

Ex vivo-Messung der Aktivierung von nicht-adhirenten PBMCs aus Rhesusaffen vor
und nach Immunisierung

PBMCs wurden aus heparinisiertem Blut von Rhesusaffen vor beziehungsweise nach
Immunisierung an einem Ficoll-Dichtegradienten isoliert. Nach dem Waschen der
PBMCs wurde die nichtadhirente PBMC-Fraktion durch Entfernung der adhdrenten
Zellen mittels 2h Plastikadhdrenz gewonnen. Nichtadhdrente PBMCs wurden in mit
10% FCS angereichertem RPMI 1640 2 h lang inkubiert und anschlieflend als
Effektorzellen in einem Ubernacht-Lysetest auf 51Cr-Freisetzung mit markierten
KATOIII-Zielzellen in E:T-Verhiltnissen von 60:1, 30:1, 10:1 und 3:1 eingesetzt.

Zelltoxizitit wurde wie weiter oben beschrieben berechnet.

Ergebnisse:
In vitro-Aktivierung der humanen NK-Aktivitit durch Vorinkubation mit
Immunserum
Um aufzukliren, ob die induzierten Zytokine weitere biologische Effekte ausgeldst
haben konnten, wurde die mogliche Aktivierung von NK-Zellen untersucht.
Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) sind dafiir bekannt, ihre Zielzellen MHC-

unabhiingig und ohne erneute Antigenexposition zu zerstéren. Man hat gezeigt, dass

NK-Zellen durch Zytokine wie IL-1, IFNy und IL-2 aktiviert werden kénnen und mit
hohen Dosen an IL-2 Merkmale von Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK-
Zellen) erzeugt werden kénnen. Unsere Vorversuche, bei denen aufkonzentrierte
humane NK-Zellen verwendet wurden, zeigen eine effiziente Lyse der NK-sensitiven
Zielzellen K562, aber nur marginale Wirksamkeit gegen die NK-resistenten DAUDI-
Zellen oder KATOIII-Tumorzellen. Dagegen fithrte die Vorinkubation von NK-

Zellen mit hohen Dosen an rekombinantem IL-2 (1000U/ml) zu einer deutlichen Lyse
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von DAUDI- und KATOIII-Zellen, was auf eine Bildung von LAK-Zellen hinweist
(Daten hier nicht prasentiert). Um die Wirkung der freigesetzten Zytokine auf die
NK-Effektorfunktionen zu testen, wurde die NK-angereicherte Zellfraktion der

humanen PBMCs zwei Tage lang mit 1:5 verdinntem Pri- oder Immunserum von

R

Rhesusaffen nach wiederholten Auffrischungsimmunisierungen inkubiert (von

Zeitpunkten der hochsten messbaren Zytokinmengen). Um etwaigen inhibierenden

Faktoren im Rhesusaffenserum entgegenzuwirken, wurden Priserum und
Immunserum entweder direkt verwendet oder mit einer bescheidenen Menge IL-2
(100U/ml) versetzt, die allein nicht genug war, um eine ausreichende Aktivierung von
NK-Zellen zur Lyse von DAUDI- oder KATOIII-Tumorzellen hervorzurufen (Daten
hier nicht dargestellt). Die Inkubation von Effektorzellen mit Immunserum verstirkte
die lytische Aktivitit von NK-angereicherten humanen PBMCs gegen KATOIII-

Zielzellen in drei von vier Tieren (Abb. 13).

PBMCs aus Rhesusaffen zeigen verstirkte zell-lytische Aktivitit gegen Tumorzellen
nach Immunisierung

Um herauszufinden, ob die in vitro-Aktivierung von NK-angereicherten PBMCs
durch Vorinkubation mit Immunserum (Abb. 12) auch eine in vivo-Stimulierung der
Zelltoxizitdt widerspiegelt, wurden PBMCs von Rhesusaffen vor beziehungsweise
nach Immunisierung auf ihre lytische Wirkung bei SICr-markierten KATOIII-
Tumorzellen in verschiedenen E:T-Verhiltnissen untersucht. Bevor sie als
Effektorzellen eingesetzt worden sind, wurden die PBMCs durch Plastikadhérenz von
Monozyten depletiert und jegliches Rhesusaffenserum wurde durch wiederholte
Waschschritte entfernt. Die Daten zeigen, dass in allen vier untersuchten Rhesusaffen
die zell-lytische Aktivitit ihrer PBMCs nach wiederholter Inmunisierung der Tiere
gegeniiber den Zeitpunkten vor Inmunisierung, also d 1, verstirkt wurde (Abb. 14).

Abb. 13: Lyse von Katolll-Tumorzellen durch NK-Zellen nach in vitro-Aktivierung

von humanen NK-Zellen durch Inmunserum von immunisierten Rhesusaffen

Rhesusaffen wurden mit der mit QS-21 mitformulierten SialylTn-mAbl17-1A-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine immunisiert. Die NK-Zellen aus PBMCs (nach
Negativauslese mit CD3/CD14/CD34/CD19 gewonnen) wurden mit Praserum PS)
oder Immunserum (IS; mit Hochstzytokinmengen) 48h lang inkubiert. Nach
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Mediumwechsel ohne Serum wurden die gewaschenen Zellen weitere 24h inkubsiert.
Aktivierte NK-Zellen wurden als Effektorzellen in einem 4h-Lysetest auf Sicy-
Freisetzung gegen markierte Katolll-Zielzellen eingesetzt. Die Daten von drei
Einzeltieren, jedes in unabhingigen Triplikaten gemessen (Mittelwert und
Standardabweichung dargestellt), sind présentiert (Bildtafeln A, B, C). Statistische
Auswertung: *p<0,05 gegen entsprechende Priserumkontrolle (einseitig, gepaarter t-
Test).

Abb. 14: Lyse von Katolll-Tumorzellen durch aus Rhesusaffen gewonnenen
mononuklesren  Zellen des  peripheren  Blutes nach  wiederholten

Auffrischungsimpfungen

Rhesusaffen wurden mit der mit QS-21-mitformulierten SialylTn-mAbl17-1A-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine — immunisiert. Die PBMCs wurden aus
heparinisiertem Blut aus Rhesusaffen vor bezichungsweise nach Immunisierung an
einem Ficoll-Dichtegradienten immunisiert. Nach Entfernung der adhérenten Zellen
durch 2stiindige Plastikadhirenz und wiederholten Waschschritten wurden die nicht-
adhiirenten PBMCs als Effektorzellen in einem Ubernacht-Lysetest auf SIcr-
Freisetzung gegen markierte Katolll-Zielzellen eingesetzt. Die Daten von vier
Einzeltieren (#31, #48, #76 und #318), jedes in unabhingigen Triplikaten gemessen
(Mittelwert und Standardabweichung sind dargestellt), sind présentiert. Statistische
Auswertung: *p<0,05 gegen Priserum (d1), (einseitig, gepaarter t-Test).

Beispiel 13

Kopplung von LewisY-Kohlenhydrat an einen EpCAM-spezifischen Antikdrper,
mAb-17-1A (auch als HE2 bezeichnet)

Methoden:
Der Antikdrper mAb17-1A (auch als HE2 bezeichnet) ist in der Lage, nach geeigneter
Immunisierung eine Immunantwort zu erzeugen, die an Tumorzellen bindet. Gemah

der Erfindung wird ein synthetisiertes LewisY-Kohlenhydratantigen an mAb17-1A
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gekoppelt. In diesem Beispiel wurde die Kopplung mit einer chemischen Methode
durchgefiihrt:

Der Antikdrper mAb17-1A wird in einem passenden Puffer (150mM NaCl in 100mM
Natriumphosphatpuffer, pH 8,5) an ein N-hydroxysuccinimid-aktiviertes
synthetisches Lewis Y-Tetrasaccharid (Syntesome GmbH, Miinchen, Deutschland)

gekoppelt. Das N-hydroxysuccinimid-aktivierte LewisY-Tetrasaccarid wird in N,N-
Dimethylformamid  (100mg/ml)  geldst, tropfenweise einer mAbl7-1A-
Antikorperlosung  in  einem geeigneten Puffer (150mM NaCl in 100mM
Natriumphosphatpuffer, pH 8,5) zugegeben und mindestens 2,5 Stunden lang bei 4°C
geschiittelt. Das AusmaB der Glykosylierung des Antikdrpers mit Lewis Y kann durch
Wahl des molaren Uberschusses von aktiviertem Zucker sowie der Konzentration der
antikorperhaltigen Losung (1-10mg/ml) gesteuert werden. Fur Vergleichszwecke
werden zwei verschiedene Reaktionschargen durch Variation des molaren
Uberschusses (5fach beziehungsweise 15fach) von aktiviertem Zucker hergestellt:
“Neoglykoprotein I”, das einen niedrigere Kohlenhydratanteil, und “Neoglykoprotein
I1”, das einen h6heren Kohlenhydratanteil besitzt.

Die Bispezifitit eines Neoglykoproteins kann durch verschiedene immunologische
Methoden ermittelt werden (ELISA oder Western Blotting mit gegen Lewis Y-
Determinanten oder gegen mAb17-1A gerichteten Antikdrper).

Direkter ELISA:

mAbl7-1A, mAb17-1A/Lewis-Y-Neoglykoprotein oder LeY-PM
(polyacrylamidgekoppeltes ~ Tetrasaccharid, ~Syntesome  045-PA) wird in
Beschichtungspuffer (“Coating buffer”; 15mM Na,CO3, 5SmM NaHCOs3, 3 mM NaNj,
pH 9,6) auf 10pg/ml verdiinnt und an eine Mikrotiterplatte (Nunc Maxisorb,
Dinemark) adsorbiert (1 Stunde bei 37°C, 100ul/well). Nach dreimaligem Waschen
der Mikrotiterplatte mit Waschpuffer (2% NaCl, 0,2% Triton X-100 in PBS) werden
die unspezifischen Stellen mit 200ul Blockierungspuffer (5% fotales Kélberserum in
PBS (138mM NaCl, 1,5mM KOH, 2,7mM KCl, 6,5mM Na,HPO,4, pH 7,2)) 30
Minuten lang bei 37°C blockiert, und anschliefend nach dreimaligem Waschen folgte

eine Inkubation von 30min bei 37°C. mit spezifischem Anti-LewisY-Antikérper
(human) oder Ziegen-anti-mAbl17-1A-Antikérper (1pug/ml) verdiinnt in 100 ml
Verdiinnungspuffer (“Dilution buffer”; 2% FCS in PBS) Ungebundene AntikSrper

N
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wurden durch dreimaliges Waschen mit Waschpuffer entfernt. Die gebundenen
Antikérper wurden mit einem fir den entsprechenden Detektionsantikorper
spezifischen HRP-Konjugat (Ziegen-anti-Human IgG+A+M HRP von Zymed (USA)
fir Anti-Lewis Y-Antikorper, Maus-anti-Ziege IgG HRP (Axell, USA) fiir Anti-HE2-
Antikorper (1pg/ml)) 30min bei 37°C erfafit. Nach anschlieBendem Waschen (3 mal
mit Waschpuffer und einmal mit Farbepuffer “Staining buffer”) wird die Firbung mit
100p1  ortho-Phenylendiamin-dihydrochloridlésung (Sigma, USA; gelost in
Firbepuffer und aktiviert mit H,O,, 30%, Merck, Deutschland) vom gebundenen
HRP-Konjugat eingeleitet, und die Farbentwicklung wird mit 15% Schwefelsdure
(50ul) gestoppt. Auf einem Photometer fiir Mikrotiterplatten (Labsystem, Model Nr.
354) wird die entwickelte Farbintensitit bei 492nm mit einer Referenzwellenldnge

von 620nm gemessen.

Sandwich-ELISA:

Humaner Anti-Lewis Y-Antikorper (10mg/ml) verdiinnt in Beschichtungspuffer,
1001) wird unspezifisch an eine Mikrotiterplatte (Nunc, Maxisorb) gebunden (1
Stunde Inkubation bei 37°C). Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wird
diese mit 200p] 5% Fotales Kélberserum in PBS (Inkubation 30min bei 37°C)
blockiert und mit mAb17-1A-Lewis Y-Neoglykoprotein I und II sowie mAb17-1A als
Kontrolle in verschiedenen Konzentrationen 1 Stunde lang bei 37°C inkubiert (1,25-
7,63*10° g/ml; 100 pl). Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wird erfolgt
die Inkubation 30min lang bei 37°C mit einem Ziegen-anti-mAb17-1A-Antikdrper
(1mg/ml in Verdiinnungspuffer; 100ul). Uberschiissige Antikérper werden in einem
nachfolgenden Waschschritt entfernt (3 mal mit Waschpuffer). Gebundene Antikorper
werden bei Inkubation (30min 37°C) mit Maus-anti-Ziegen IgG HRP (Axell,

verdiinnt 1:1000 in Verdinnungspuffer, 100pl) erkannt: Nach nachfolgendem
Waschen (3 mal mit Waschpuffer, einmal mit Farbepuffer) 16st das gebundene HRP-
Konjugat eine Férbereaktion aus, wenn 100p1 ortho-Phenylen-diamin-dihydrochlorid-
Lésung (Sigma) 10mg in 25ml Férbepuffer gelost und aktiviert mit 10pl H,O,; 30%
Merck) zugegeben werden. Die Farbreaktion wird mit 50pl 15% H>SO4 gestoppt und
die Extinktion wird bei 492nm (Referenzwellenlinge 620nm) in einem

Mikroplattenphotometer (Labsystem, Model Nr. 354) gemessen.

Ergebnisse:
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Die Kopplungsprodukte konnen klar unterscheidbar vom Ausgangsmaterial erkannt

werden.

Abb. 15: Analyse der Kopplungsprodukte mittels Western Blot:

Wie bei SDS-PAGE werden die Proben gemiB ihrer Groe getrennt. Danach werden
die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen (“geblottet™),
eine Stunde lang in 3% Milchpulverlgsung blockiert, und anschlieend mit humanem
Anti-Lewis Y-Antikorper (10pg/ml in PBS) zwei Stunden lang inkubiert. Gebundene
Antikorper werden von Ziegen-anti-human-HRP-Konjugat (1:500 in PBS) spezifisch
fir Anti-Lewis Y-Antikorper erkannt. Die Lewis Y-glykosylierten Proteine werden
durch die nachfolgende Farbreaktion sichtbar gemacht.

Wie aus Abb. 15 ersichtlich ist: Kopplungsprodukte mit Anti-Lewis Y-Antikdrper
(linke Seite), HE2 wird in dieser Abbildung 15 als Synonym fir mAbl17-1A

verwendet.

Beispiel 14

Einsatz von immunogenem anti-idiotypischem Antikorper (der Lewis Y imitiert) als

Triger

Verschiedene anti-idiotypische Antikérper wurden in klinischen Versuchen getestet
und zeigten die Umsetzbarkeit dieser Herangehensweise. Zum Beispiel ist der anti-
idiotypische murine Antikérper MMA383, also IGN301, der innerhalb seiner
Antigen-Bindungsstellen einen Lewis Y imitiert, ein moglicher Kandidat fiir ein
Tragermolekiil. Aktive Verabreichung dieses Antikorpers ruft eine Immunantwort
hervor, die Antikorper enthilt, welche in der Lage sind, an Lewis Y-Reste, die an

extrazellulire (und zelluldre) Proteine und Peptide (Abb. 16) gebunden sind. IGN301

wurde in Phase 1b-Studien in den USA getestet und zeigte gute Sicherheitsprofile.

Ganz allgemein hat die Verwendung jedes Anti-idiotypischen Antikorper als Tréger
den Vorteil, dass dieses immunogene Molekiil schon ein Epitop zur Verfiigung stellt,
gegen das therapeutische Antikérper erzeugt werden. Weiters kann ein solcher Tréiger
anschlieBend an z.B. SialylTn und vorausgew#hlte, immunogene Peptide (z.B.

EpCAM-Derivate, oder Her2-neu, oder EGF-Rezeptor) gebunden werden und so
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echte Multi-Epitopimpfstoffe bilden. Immunogene, von bekannten TAA-Antigenen
stammende Peptide kénnen durch Epitop-Zuordnungsexperimente (“Mapping”) oder
Proteingestaltung durch computerunterstiitzte Voraussage (“Rational Design”) (z.B.
durch Antigenindex) identifiziert werden. Nach aktiver Verabreichung der Multi-
Epitopvakzine sollte die induzierte polyklonale, trispezifische Immunantwort eine
signifikant erhohte Erfolgsrate im Angreifen (und Zerstoren) von Tumorzellen haben
(Abb. 16).

Abb. 16

Anti-idiotypische Antikérper, die tumor-assoziierte Antigene (Kohlenhydrate oder
Peptide) als immunogenen Tréger imitieren. Grafische Darstellung des
immunologischen Konzepts. Symbole: Kreis (blau) = Lewis-Y-Mimikry (Imitat),
Dreieck (rot) = gekoppelter SialylTn, Viereck (griin) = gekoppeltes EpCAM-
abgeleitetes Epitop

Detaillierte Beschreibung des Beispiels:

Koppeln von SialylTn-Kohlenhydrat an einen anti-idiotypischen Antikdrper
(MMA383), und Formulierung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine

Methoden:
Kopplung des SialylTn-Kohlenhydrat an MMA383

Das SialylTn-Kohlenhydratantigen wird an den MMA383 (murines IgG1)-
Proteintrdger gekoppelt, indem 10mg mit Abstandhalter nitrophenyliertem SialylTn,
NeuSAca2-6GalNAco-O(CH;);NHCO(CH,)sCOO-(p-NO,CsHy) (MW 819 g/mol,
Lectinity, Finnland) mit 100mg MMA383 in einem molaren Verhiltnis von SialylTn
zu MMA383 von 18:1 zur Reaktion gebracht werden. In Kiirze, 100 mg MMA383

(10mg/ml) werden zweimal bei 4°C 20 h lang gegen 700ml Kopplungspuffer (0,1 M
Na-PO,, 0,15M NaCl, pH 85) unter Verwendung einer “Slide-A-Lyzer’-
Dialysekassette (MWCO 10K; Pierce) dialysiert. Die Konzentration von MMA383
wird durch GréBenausschluBchromatographie (SEC) bestimmt. Daneben werden
10mg des NeuSAca2-6GalNAca-O(CH,)sNHCO(CH2)sCOO-(p-NO,CeHy) in 300pl
DMF geldst und dem eiskalten MMA383 zugefiigt. Die Reaktionsmischung wird bei
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4°C und rotierend inkubiert. Die Kinetik der Reaktion wird tiber die Grofe des
Kopplungsprodukts per SEC-Analyse kontrolliert. Nach 28h wird die
Reaktionsmischung gegen Formulierungspuffer (1 mM Na-POq, 0,86% NaCl, pH 6,0)
unter Verwendung von “Slide-A-Lyzer’-Dialysekassetten 3.5K (Pierce) 20h lang bei
4°C dialysiert. Zum Vergleich wird daneben ungekoppelter MMA383 aufgearbeitet.
SialylTn-MMA383-Kopplungsprodukte werden durch
GroBenausschluBchromatographie, LDS-PAGE, Western Blot, Isoelektrische

Fokussierung (IEF) und Resorcinuntersuchung analysiert.
Analyse von Kopplungsprodukten (Tumorantigen-Trégerkonjugate)

GroBenausschluichromatographie

Die Konzentrationen von der SialylTn-MMA383-Kopplungsprodukte werden durch
GréBenausschluBchromatographie (SEC) an einer ZORBAX GF-250-Séule in einem
Dionex-System sowie an einer TSKgel G3000SW-Saule in einem HP1100-System

quantitativ bestimmt.
IEF, LDS-PAGE und Western Blot

SialylTn-MMA383-Kopplungsprodukte werden mittels horizontaler SERVALYT
PRECOTES-Flachbett-IEF-Elektrophorese pH 3-10 (SERVA) gefolgt von einer
Coomassieblau-Farbung  (Invitrogen) und  einer  Lithium-dodecyl-sulfat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (LDS-PAGE, NuPAGE-Elektrophoresesystem, Bis-
Tris-Gel, 4-10%) unter reduzierenden Bedingungen (DTT, 1,4-Dithiothretiol) und
anschlieBender SilverXpress™-Firbung (Invitrogen) analysiert.

Zur Western-Blot-Analyse werden die Proben direkt nach der LDS-PAGE auf
Immobilonmembranen (PVDF 0,45um, Millipore) iibertragen (25V; 1,1W; 1,5h). Die
Membranen wurden mit 3% Magermilch blockiert und mit Kaninchen-anti-Maus-IgG
(H+L)-HRP (1:1000, Zymed) oder wahlweise mit an HRP konjugiertem Anti-
SialylTn CD175s (IgG1) (10pg/ml, DAKO).

Quantitative Bestimmung von Sialséure mittels Resorcinuntersuchung

Die Sialsduremenge in den Kopplungsprodukten wird durch eine Resorcin-HCI-
Reaktion in Gegenwart von CuSO,; und durch spektrometrische Messung der
Absorption bei 562nm (620nm Referenzwellenlénge) bestimmt. In Kiirze, 0,15ml
Probe und 0,15ml Resorcin-Reagens (2% Resorcin, 2,5mM CuSOs4, HCl (37%))

werden in dichtverschlossenen Glasflischchen gemischt und bei 100°C 1 h lang
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inkubiert. Die Farbreaktion wird als Absorption bei 562nm (620nm
Referenzwellenlinge) (Spectrophotometer Ultrospec II, LKB Biochrom) gemessen.
Als Standard werden 1,25-25pg/ml einer “SialylTn-Mischung” (bestehend aus
Sialsiure, d.h. N-Acetylneuraminsdure, und GalNAc in einem molaren Verhiltnis von

1:1) fiir die Kalibration verwendet.

Formulierung der Mehrkomponenten-Tumorvakzine

500pug des SialylTn-MMA?383-Konjugats werden an 1,67mg Aluminiumhydroxid in
0,5ml Formulierungspuffer (ImM Na-POs, 0.86% NaCl, pH6) adsorbiert. Der
Impfstoff wird entweder ohne zusitzliches Adjuvans verwendet, oder 100pg QS-21-

Adjuvans (Antigenics Inc., Lexington, MA) wurden mitformuliert.

LAL-Untersuchung

Die Endotoxinmenge in den Vakzinformulierungen werden durch Limulus-
Amébozytenlysat—Untersuchung (“Limulus Amebocyte Lysate-Endochrome™-Test”,
Charles River Endosafe) laut Hersteller abgeschitzt. Keine der endgiiltigen Impfstoff-

Formulierungen sollten nachweisbare Endotoxinmengen enthalten.

Pyrogentest in Kaninchen
Endgiiltige Vakzinformulierungen werden durch i.v.-Verabreichung in Kaninchen
einem Pyrogentest unterzogen. Die Formulierungen, die fir diese Studie verwendet

werden, sollten in bezug auf den Pyrogentest negativ sein.

Ergebnisse:
Mit Abstandhalter nitrophenylaktivierter SialylTN wird mit MMA383 in einem
molaren Verhiltnis von 18:1 zur Reaktion gebracht. Die Kinetik der Reaktion wird

mit SEC iiberwacht, und die Reaktion wird gestoppt, wenn kein weiterer Anstieg in
der GroBe der Kopplungsprodukte zu verzeichnen ist. Das Kopplungsprodukt
SialylTn-MMA383 wird mittels LDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen,
gefolgt von einer Silberfirbung, analysiert (und im Western Blot mit Anti-SialylTn
CD175s (IgG1)-HRP gefiirbt). LDS-PAGE sollte einen Anstieg im Molekulargewicht
der schweren Ketten (50kDa) und der leichten Ketten (25kDa) in den
Kopplungsprodukten im Vergleich zum ungekoppelten MMA383 ergeben, was eine
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Koppelung sowohl an die schweren als auch die leichten Ketten von MMA383
anzeigt. Eine Western Blot-Analyse sollte zu einer Verschiebung des isoelektrischen
Punktes fithren, was durch IEF nachgewiesen wird. Das molare Verhiltnis von
SialylTn zu MMA383 wird durch Resorcinuntersuchung im Kopplungsprodukt
quantitativ bestimmt. In dieser Untersuchung wird die Menge an Sialsdure in den
Kopplungsprodukten durch Resorcin-HCl-Reaktion in Anwesenheit von CuSOj4

bestimmt.

Das Kopplungsprodukt SialylTn-MMA383 (500ug) wird an Aluminiumhydroxid
adsorbiert und in sterile Rohrchen aliquotiert. Die an Aluminium adsorbierte
Mehrkomponenten-Tumorvakzine wird entweder ohne zusétzliches Adjuvant oder
gemeinsam mit 100pg des Adjuvans QS-21 formuliert. Die Vakzinformulierungen
werden auf Spuren von Endotoxin mit Limulus-Am&bozytenlysat und einem

Pyrogentest durch i.v.-Verabreichung an Kaninchen untersucht.

Immunisierung von Rhesusaffen mit der Mehrkomponenten-Tumorvakzine SialylTn-
MMA383 und Analyse der Induzierten Immunantwort gegen den Tréger und das
gekoppelte Tumorantigen (SialylTn): Erlduterung zur Wirkung von zusétzlichem
Adjuvans (QS-21)

Methoden:

Immunisierungsstudie mit Rhesusaffen

Sicherheit, Vertriglichkeit und Immunogenitit von mehreren subkutanen Injektionen
mit der Mehrkomponenten-Tumorvakzine werden in Impfstudien in Rhesusaffen
bewertet. Alle Tierstudien werden unter kontrollierten und dokumentierten

Bedingungen entsprechend den Richtlinien der Tiergesundheitsfiirsorge. Pro Gruppe

werden vier gesunde erwachsene Rhesusaffen (abgestimmt nach Alter und
Geschlecht) an den Tagen (d) 1, 15, 29 und 57 durch subkutane Injektion geimpft und
zu einem spiteren Zeitpunkt aufgefrischt. Vor und nach Immunisierung werden
Blutproben fiir eine Serumanalytik entnommen.

In einer zweiten Rhesusaffenstudie werden die Tiere — vier Tiere pro Gruppe werden
mit vier Erstimmunisierungen geimpft. Vor und nach Immunisierung werden fiir eine

PBMC-Aufbereitung heparinisierte Blutproben genommen.
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Spezifitit der induzierten Anti-Sialyl Tn-Immunantwort

Methoden:

ELISA fiir Inmunreaktivitit gegen MMA383

Priseren und Immunseren der Rhesusaffen werden hinsichtlich der induzierten
Immunantwort gegen MMA?383 mittels ELISA analysiert. In Kiirze, ELISA-Platten
(F96 Maxisorp, NUNC) werden mit 10pg/ml MMA383 beschichtet. ELISA-Platten
werden mit 10%FCS in PBS (1h, 37°C) blockiert, und die in PBS mit 2%FCS
vorverdiinnten Proben danach 1,5h lang bei 37°C inkubiert. Eine positives
Kontrollserum mit einer bekannten Reaktivitit gegen MMA383 wird mitgetestet und
fir die Normalisation der OD-Werte zwischen den verschiedenen ELISA-Platten
verwendet. Zur Detektion werden die Platten mit einem Schaf-anti-Human IgG-(y-
Kette)-HRP-Konjugat (1:2000, Chemicon) 30min lang bei 37°C inkubiert. Die
Farbreaktion mit dem Substrat OPD (10mg OPD in 25ml Farbepuffer gelost + 10pl
30% H,0,) wird durch Zugabe von 50p1 H,SO;4 (30%) gestoppt. Die Absorption wird
bei 562nm (620nm Referenzwellenléinge) gemessen. Der Titer wird als reziproke
Serumverdiinnung  definiert, was eine Absorption von OD=1,0 ergibt. Die

Kurvendiskussion wird mithilfe von GraphPad Prism Version 4.0 durchgefiihrt.

SialylTn-PAA ELISA

Priserum und Immunseren der Rhesusaffen werden mittels SialylTn-PAA-ELISA auf
Immunantwort gegen das synthetische SialylTn-Kohlenhydratantigen getestet. In
Kiirze, ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) werden mit 10pg/ml SialylTn-PAA
(Lectinity, Finnland) beschichtet. Die ELISA-Platten werden mit PBS, das 10% FCS
enthilt, 1 h bei 37°C blockiert. Die Serumproben werden in PBS mit 2%FCS und 5%

Glucose vorverdiinnt und 2 h lang bei 37°C inkubiert. Ein positives Kontrollserum
mit einer bekannten Reaktivitit gegen SialylTn wird fiir die Normalisation zwischen
den verschiedenen ELISA-Platten verwendet. Zur Detektion werden die Platten mit
Maus-anti-Human ~ IgM-HRP-Konjugat  (1:2000,  Southern  Biotechnology)
beziehungsweise ~ Schaf-anti-Human  IgG-(y-Kette)-HRP-Konjugat  (1:2000,
Chemicon) 30min lang bei 37°C inkubiert. Die Farbreaktion mit dem Substrat OPD
(10mg OPD werden in 25ml Farbepuffer gelost, dem 10pl 30%iges H20, zugefligt
worden sind) wird durch Zugabe von 50pl H,SO4 (30%) gestoppt. Die Absorption

wird bei 562nm (620nm Referenzwellenléinge) gemessen. Die Titer werden als
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reziproke Werte der Serumverdiinnungen definiert, was eine Absorption von OD=1,0
und OD=0,5 fir IGM bezichungsweise IgG ergibt. Die Kurvendiskussion wird
mithilfe von GraphPad Prism Version 4.0 durchgefiihrt.

Depletionsexperiment:

Immunserum (IS) wurde durch Inkubation mit Sepharoseperlen, an die MMA383
(mAb), SialylTn-MMA383, SialylTn-HSA, HSA beziehungsweise LeY-HSA
gekoppelt worden ist, depletiert.

Die Antikdrpertiter gegen SialylTn (A) oder MMA383 (B) in Préserum (PS) oder
Immunserum (IS) oder Immunserum nach der Depletion werden mittels ELISA

gemessen.

Reaktivitit der hervorgerufenen Immunantwort mit natiirlichen Tumorzielen: OSM

(“Ovine submaxillary Mucin” — Schafsunterkiefermucin)
Methoden:
“Qvine submaxillary mucin” (OSM)-ELISA

Priseren und Immunseren von Rhesusaffen werden hinsichtlich ihrer Immunantwort
auf OSM getestet, das ein natiirliches SialylTn-hochexprimierendes Substrat darstellt.
In Kiirze, ELISA-Platten (F96 Maxisorp, NUNC) werden mit 10ug/ml OSM
beschichtet. Die Platten werden mit 10% FCS 1 h bei 37°C blockiert, gefolgt von
einem Wasch-Schritt. Die Serumproben werden in PBS mit 2% FCS vorverdiinnt und
2 h bei 37°C inkubiert. Ein positives Kontrollserum mit einer bekannten Reaktivitét
gegen OSM wird mitgetestet und fur die Normalisation zwischen den verschiedenen
ELISA-Platten verwendet. Zur Detektion werden die Platten mit Maus-anti-Human
IgM-HRP-Konjugat (1:2000, SB, Southern Biotechnology) beziehungsweise Schaf-
anti-Human IgG-(y-Kette)-HRP-Konjugat (1:2000, Chemicon) 30min lang bei 37°C
inkubiert. Die Farbreaktion mit dem Substrat OPD (10mg OPD geldst in 25ml
Firbepuffer + 10pl 30% H,0,) wird durch Zugabe von 50ul HSO4 (30%) gestoppt.
Bei 562nm (620nm Referenzwellenldnge) wird die Absorption gemessen. Die Titer
werden als reziproke Serumverdiinnung definiert, was eine Absorption von OD=1,0
und OD=0,5 fiir IgM bezichungsweise IgG ergibt. Die Kurvendiskussion wird
mithilfe von GraphPad Prism Version 4.0 durchgefiihrt.
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Die Reaktivitit der induzierten Immunantwort mit natiirlichen Angriffszielen:
Bindung an SialylTn-positive Tumorzellen (F ACS-Analyse)

Methoden:
Immunantwort gegen Tumorzellen (FACS-Analyse):

Die Bindung von Immunseren von Rhesusaffen an Tumorzellen wird durch
Zelloberflichenfirbung unter Verwendung eines FACScan (Becton Dickinson)
gemessen. Die SialylTn-exprimierenden OVCAR-3- Eierstock-Adenokarzinomzellen
(ATCC, HTB-161) werden mit Serum (1:40 verdiinnt in PBS mit 2% FCS) 2 h lang
auf Eis inkubiert. Zur Detektion wird ein Ziegen-F(ab’);-anti-Human IgG (H+L)-PE-
Konjugat (1:100, Immunotech, Marseille, Frankreich) verwendet. Prd- und
Immunseren werden nebeneinander analysiert. Hintergrundbindung von Priseren wird
auf 10% positive Zellen gesetzt und als Vergleich gegen messbare Zellbindung nach

Inkubation mit den entsprechenden Immunseren eingesetzt.

Die Reaktivitit der induzierten Immunantwort mit natiirlichen Angriffszielen:
Bindung an LewisY-positive Tumorzellen (FACS-Analyse)

Methoden:

Immunantwort gegen Tumorzellen (FACS-Analyse):

Die Bindung von Immunseren von Rhesusaffen an Tumorzellen wird durch
Zelloberflachenfirbung unter Verwendung eines FACScan (Becton Dickinson)
gemessen. Die LewisY-exprimierenden SKBR3-Tumorzellen (ATCC, #HTB30)
werden mit Serum (1:40 verdiinnt in PBS mit 2% FCS) 2 h lang auf Eis inkubiert. Zur
Detektion wird ein Ziegen—F(ab’)z-anti-Human IgG (H+L)-PE-Konjugat (1:100,

Immunotech, Marseille, Frankreich) verwendet. Pri- und Immunseren werden

nebeneinander analysiert. Hintergrundbindung von Préseren wird auf 10% positive
Zellen gesetzt und als Vergleich gegen messbare Zellbindung nach Inkubation mit

den entsprechenden Immunseren eingesetzt.

Die Reaktivitit der induzierten Immunantwort mit natiirlichen Angriffszielen:
Antikorperabhingige zelluldre Zytotoxizitit (ADCC) gegen SialylTn-positive

Tumorzellen
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Methoden:

Antikdrperabhingige zelluldre Zytotoxizitit (ADCC) wird durch die Messung der
Chromfreisetzung bei der Zell-Lyse bestimmt

Priseren und Immunseren von vier Rhesusaffen, die mit der SialylTn-MMA383-
Mehrkomponenten-Tumorvakzine immunisiert worden sind, werden auf ADCC
gegen SialylTn-positive OVCAR-3-Zellen getestet. Humane PBMCs werden als
Effektorzellen verwendet und mit den Zielzellen in zwei Effektor : Zielzellen (E:T)-
Verhiltnissen, d.h. 60:1 und 20:1, 14 h lang inkubiert. Die Freisetzung von Sicr

wurde am y-Zihler gemessen.

Die Reaktivitit der induzierten Immunantwort mit natiirlichen Angriffszielen:
Bindung auch an LewisY-positive (SialylTn-negative) Tumorzellen (FACS-Analyse)

— Korrelation mit der Reaktivitit gegen den Tréger

Methoden:

Immunantwort gegen Tumorzellen (FACS-Analyse):

Die Bindung von Immunseren von Rhesusaffen an Tumorzellen wird durch
Zelloberflichenfirbung unter Verwendung eines FACScan (Becton Dickinson)
gemessen. Die LewisY-exprimierenden KATOIII-Tumorzellen beziehungsweise die
LewisY-exprimierenden SKBR3 werden mit Serum (1:40 verdiinnt in PBS mit 2%
FCS) 2 h lang auf Eis inkubiert. Zur Detektion wird ein Ziegen-F(ab’),-anti-Human
IgG (H+L)-PE-Konjugat (1:100, Inmunotech, Marseille, Frankreich) verwendet. Pri-
und Immunseren werden nebeneinander analysiert. Hintergrundbindung von Priseren
wird auf 10% positive Zellen gesetzt und als Vergleich gegen messbare Zellbindung

nach Inkubation mit den entsprechenden Immunseren eingesetzt.

Zytokinabgabe in Serum nach Vakzinierung

Methoden: Zytokinabgabe (xXMAP Luminex Multiplex):
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Priseren und Immunseren werden auf Zytokine (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12(p70), TNFa, IFNyund GM-CSF) mithilfe der xXMAP Multiplex-Technologie
(Luminex) unter Verwendung des “Beadlyte Human Multi-Cytokine Detection
System 3” (Beadlyte™ Humanes Multizytokin-Detektionssystems 3) (Upstate) gemil
der Anleitung des Herstellers getestet. In Kiirze, 25ul Serumprobe werden mit 25pl
Probenpuffer und einer Mischung aus an “Beads” (farbgefiillte Plastikkiigelchen)
gekoppelten Anti-Humanzytokinantikrpern 2 h lang bei 25°C abgedunkelt inkubiert.
Nach Zugabe von biotinyliertem Anti-Humanzytokin-Detektionsantikérpern und 1.5 h
langer Inkubation wird die fliissige Phase abgezogen und die “Beads” in einer
Streptavidin-Phycoerythrin-Verdiinnung resuspendiert [AnschlieBend werden die
“Beads” mit Probenpuffer gewaschen. Das ausgesendete Fluoreszenzsignal (MFI)
wird mit einem Luminex 100-Lesegerits gemessen (Einstellungen: 50 Ereignisse pro
Bead, 50ul Probengréfle, Ausschlufl (“Gate™): 7500-13000 MFI).

Aktivierung von antigenunspezifischen Effektorzellen wie NK-Zellen fithren zu

Tumorzell-Lyse (ungeachtet der Antigenexpression)

Methoden:

In vitro-Aktivierung von humanen NK-Zellen durch Immunserum

Humane mononukledre Zellen des periphdren Bluts (PBMCs) werden aus
Lymphozytenkonzentraten (“Buffy-Coats™) von gesunden Spendern (bezogen vom
Osterreichischen Roten Kreuz) an einem Ficoll-Dichtegradienten isoliert. Die NK-
angereicherte Fraktion wird aus der nichtadhdrenten PBMC-Fraktion (nach Entfernen
der adhdrenten Zellen durch 1-stiindige Plastikadhirenz) und durch Negativauslese
am AutoMACS™ mithilfe der Antikérper gegen CD3, CD14, CD34 und CD19
gewonnen. Die NK-Zell-angereicherte Population wird durch FACS-Analyse mit
CD56/CD16 als Marker charakterisiert.

Die NK-angereicherte Zellfraktion wird mit Priserum oder Immunserum (in einer
Endverdiinnung von 1:5) und in An- oder Abwesenheit der angegebenen zusitzlichen
Mengen hIL-2 48h lang inkubiert. Das Medium wird durch frisches RPMI 1640 mit
10% FCS ersetzt, und die Inkubation weitere 24h fortgesetzt. Die Zellen werden
gewaschen, in frischem Medium resuspendiert und als Effektorzellen in einem 4h-

Lysetest auf °'Cr-Freisetzung gegen markierte Katolll-Tumorzielzellen in einem
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Effektor : Ziel (E:T)-Verhiltnis von 10:1 bezichungsweise 1:1 eingesetzt. Die
Freisetzung von Chrom aus lysierten Zielzellen in den Uberstand der Proben (“Cs”)
wird im y-Zihler (Cobra 5005, Canberra-Packard, Australia) gemessen.
Spontanfreisetzung (“Sr””) und maximale Freisetzung (100%, “Mr”) werden nach der
Inkubation der Zielzellen nur in Medium beziehungsweise mit Detergens (2% SDS)
gemessen. Zelltoxizitit wird nach der Formel 100[%]x(Cs-Sr)/(Mr-Sr) berechnet.

Ex vivo-Messung der Aktivierung von nichtadhirenten PBMCs aus Rhesusaffen vor
und nach Immunisierung

PBMCs werden aus heparinisiertem Blut von Rhesusaffen vor beziehungsweise nach
Immunisierung an einem Ficoll-Dichtegradienten isoliert. Nach dem Waschen der
PBMCs wird die nichtadhirente PBMC-Fraktion durch Entfernung der adhérenten
Zellen mittels 2h Plastikadhdrenz gewonnen. Nicht-adhdrente PBMCs werden in mit
10% FCS angereichertem RPMI 1640 2 h lang inkubiert und anschlieBend als
Effektorzellen in einem Ubernacht-Lysetest auf 51Cr-Freisetzung mit markierten
KATOIII-Zielzellen in E:T-Verhiltnissen von 60:1, 30:1, 10:1 und 3:1 eingesetzt.

Zelltoxizitat wird wie weiter oben beschrieben berechnet.

Ergebnisse:

In vitro-Aktivierung der humanen NK-Aktivitit durch Vorinkubation mit

Immunserum

Um aufzukliren, ob die induzierten Zytokine weitere biologische Effekte ausgelost
haben konnten, wird die mogliche Aktivierung von NK-Zellen untersucht. Natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) sind dafiir bekannt, ihre Zielzellen MHC-unabhingig und
ohne erneute Antigenexposition zu zerstéren. Man hat gezeigt, dass NK-Zellen durch
Zytokine wie IL-1, IFNy und IL-2 aktiviert werden konnen und mit hohen Dosen an
IL-2 Merkmale von Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK-Zellen) erzeugt
werden kénnen. Unsere Vorversuche, bei denen aufkonzentrierte humane NK-Zellen
verwendet wurden, zeigen eine effiziente Lyse der NK-sensitiven Zielzellen K562,
aber nur marginale Wirksamkeit gegen die NK-resistenten DAUDI-Zellen oder
KATOIII-Tumorzellen. Dagegen fiihrte die Vorinkubation von NK-Zellen mit hohen
Dosen von rekombinantem IL-2 (1000U/ml) zu einer deutlichen Lyse von DAUDI-
und KATOIII-Zellen, was auf eine Bildung von LAK-Zellen hinweist (Daten hier
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nicht prisentiert). Um die Wirkung der freigesetzten Zytokine auf die NK-
Effektorfunktionen zu testen, wird die NK-angereicherte Zellfraktion der humanen
PBMCs zwei Tage lang mit 1:5 verdiinntem Prd- oder Inmunserum von Rhesusaffen
nach wiederholten Auffrischungsimmunisierungen inkubiert (von Zeitpunkten der
héchsten messbaren Zytokinmengen). Um etwaigen inhibierenden Faktoren im
Rhesusaffenserum entgegenzuwirken, werden Préserum und Immunserum entweder
direkt verwendet oder mit einer bescheidenen Menge IL-2 (100U/ml) versetzt, die
allein nicht genug ist, um eine ausreichende Aktivierung von NK-Zellen zur Lyse von
DAUDI- oder KATOIII-Tumorzellen hervorzurufen (Daten hier nicht dargestellt).
Die Inkubation von Effektorzellen mit Immunserum sollte erwartungsgemiBl die
lytische Aktivitdit von NK-angereicherten humanen PBMCs gegen KATOIII-

Zielzellen verstirken.

PBMCs aus Rhesusaffen zeigen verstirkte zell-lytische Aktivitdt gegen Tumorzellen
nach Immunisierung

Um herauszufinden, ob die in vitro-Aktivierung von NK-angereicherten PBMCs
durch Vorinkubation mit Inmunserum (Abb. 12) auch eine in vivo-Stimulierung der
Zelltoxizitit widerspiegelt, werden PBMCs von Rhesusaffen vor beziehungsweise
nach Immunisierung auf ihre lytische Wirkung bei °'Cr-markierten KATOIII-
Tumorzellen in verschiedenen E:T-Verhiltnissen untersucht. Bevor sie als
Effektorzellen eingesetzt worden sind, werden die PBMCs durch Plastikadhérenz von
Monozyten depletiert und jegliches Rhesusaffenserum wird durch wiederholte
Waschschritte entfernt. Man kann erwarten, dass die zytolytische Aktivitit ihrer
PBMCs nach wiederholter Immunisierung der Tiere gegeniiber den Zeitpunkten vor

Immunisierung verstirkt wird.

Beispiel 15
Aufbereitung eines rekombinanten murinen MMA383-Antik6rpers (MMA383)

Methoden:
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Aufbereitung eines molekularbiologischen Konstrukts zur Expression von
rekombinantem murinem MMA383-Antik6rper (tMMA383)

Der bicistronische pIRES-Vektor (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, USA)
erlaubt die Expression von zwei Genen auf hohem Niveau und erméglicht die
Translation von zwei aufeinanderfolgenden offenen Leserahmen der Boten-RNA
(“messenger RNA”). Um positive Transormanten selektieren zu koénnen, wird ein
Reportergen verwendet. Die interne Ribosomeneinlaf3stelle (“internal ribosome entry
site — IRES”) ist in diesem Vektor verstiimmelt, was niedrigere Expressionsraten im
zweiten Leserahmen auftreten 146t. Fiir unser Expressionsprodukt muB allerdings die
urspriingliche IRES-Sequenz wiederhergestellt werden, um unseren Anforderungen,
anndhernd gleichviel der schweren und leichten Antikorperketten zu exprimieren,
gerecht zu werden. DNA-Klonierung und Handhabung wird gemédB der
Standardmethoden (Maniatis et al.) durchgefiihrt. Mithilfe von PCR-Technologie und
des Advantage-HF-PCR-Kits (Clontech Laboratories Inc., Palo Alto, USA) werden
die schweren und leichten Ketten des MMA383-Antikérpers vervielfiltigt
(“amplifiziert”). Zuerst werden die Startermolekiil-Sequenzen (“Primer-*) benutzt,
um die gewiinschten Restriktionsstellen, die fiir die Insertion des Gens notwendig
sind, in die Mehrfachklonierungsstelle (“Multi-Cloning-Site”) von pIRES
einzuschleusen, und danach werden die KOZAK-Sequenzen aufwirts (“upstream”) in
den offenen Leserahmen eingesetzt. Die autologen Signalsequenzen werden
verwendet, um die nackten Polypeptidketten in den sekretorischen Umlauf zu bringen.
Nach der Transfektion des E. coli-Bakterienstammes DHS5alpha (Gibco-BRL) werden
die positiven Transformanten durch PCR gesucht (“screening”). Die Konstrukte
werden bidirektional sequenziert und fiir die folgende Transfektion von

eukaryotischen Zellen verwendet.

Transfektion

Der charakterisierte eukaryotische Stamm CHO (ATCC-CRL9096) wird mit dem
oben beschriebenen Expressionsvektorkonstrukt transfiziert. Dafiir wird der DHFR-
Selektionsmarker verwendet, um eine stabile Zellinie zu etablieren, die rMMA383
exprimiert. In einer 6-Mulden-Zellkulturplatte (“6-well-plate”) wird die Zellinie bei
37°C mit 4mM L-Glutamin und einem Gehalt von 1,5g/L Natriumhydrogenkarbonat
kultiviert mit einem Zusatz von 0,1mM Hypoxanthin and 0,016mM Thymidine und
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90%; Fotales Kilberserum, 10% (Gibco-BRL). Die Zellen 148t man bis zu einer
Dichte von 50% wachsen. Gemé den Anleitungen des Herstellers werden die Zellen
daraufhin in Abwesenheit von Serum mit 2pg DNA mithilfe von Lipofectin-Reagens
(Gibco-BRL) transfiziert. Die Transfektion wird durch Zugabe von Komplettmedium
nach 6 oder 24h gestoppt.

Auswahl von positiven Transformanten und Kultivierung

Komplettmedium wird 24 oder 48h nach der Transfektion durch Selektionsmedium
ersetzt. Das FCS im Komplettmedium wird durch dialysiertes FCS (Gibco BRL,
Herkunft: Stidamerika)  ersetzt.  Positive =~ Transformanten  erscheinen
erwartungsgemdss 10 Tage nach der Transfektion als schnellwachsende mehrzellige
Konglomerate. Die Konzentration von rMMA383 wird in den Uberstinden durch
spezifischen Sandwich-ELISA, der sowohl die variablen als auch die konstanten
Regionen des Antikérpers erkennt, bestimmt. Jene Zellen, die hohe Produktivitit
zeigen, werden 1:10 geteilt und in 75cm’-Zellkulturflaschen Sfiir  spaetere
Aufbewahrung in der Zellbank auf fliissigem Stickstoff untergebracht, Daneben
werden diese Produzenten durch Zugabe von Methothrexat zum Kulturmedium einem
steigenden Selektionsdruck ausgesetzt, und die Zellen werden in eine 6-Muldenplatte
eingesét. Diese Methode wird zirka zwei Wochen spiter wiederholt, wenn alle Zellen
eine stabile Wachstumskinetik erreicht haben. Ausgegangen von einer Konzentration
von 0,005mM wird die MTX-Konzentration mit jedem Selektionszyklus bis zu einer
Endkonzentration von 1,28mM verdoppelt, und gleichzeitig erfolgt eine
Subkultivierung in 96-Mulden-Zellkulturplatten. Einmal pro Woche werden die
Uberstinde in einem spezifischen Sandwich-ELISA, der sowohl die variablen als
auch die konstanten Regionen des Antikdrpers erkennt, untersucht. Stabile Kulturen,
die die hochsten Produktivititen aufweisen, werden in 75¢m?-Zellkulturflaschen und
stufenweise in 860cm”-Rollkulturflaschen in nichtselektives Medium iiberfiihrt. Die
Uberstéinde werden geerntet, zentrifugiert, analysiert und weiterer Aufreinigung

unterzogen.

Analyse der Expressionsprodukte

Die Uberstinde werden in einem spezifischen Sandwich-ELISA, der sowohl die
variablen als auch die konstanten Regionen des Antikorpers erkennt, untersucht.
Maxisorp (NUNC)-Adsorptionsplatten werden mit dem mAbIGN311 bei einer
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Konzentration von 10ug/ml beschichtet. Der monoklonale Antikdrper IGN311
erkennt die variable Region des MMA373-Antikorpers. Die iibrigen aktiven Gruppen
werden durch Inkubation mit 1% Milchpulver blockiert, und die Uberstinde werden
aufgetragen. Die exprimierten AntikSrper werden an ihrer konstanten Region von
einem Kaninchen-anti-Maus IgGl1-HRP-Konjugat (Biozym) erkannt. Die
GroBenbestimmung  der  exprimierten  Proteine  wird durch  SDS-
Polyacrylamidgelektrophorese mit 4-14% Acrylamid-Gradientengelen in einer Novex
(GibcoBRL)-Elektrophoresekammer bestimmt. Eine Silberfirbung der Proteine folgt.
Um die exprimierten Antikérper immunologisch nachzuweisen, wird eine Western
Blot-Analyse durchgefiihrt. Die Proteine werden durch SDS-Polyacrylamidgele
aufgetrennt und auf Nitrozellulosememranen (0,2um) in einer Novex-Kammer
(Gibco-BRL) elektrotransferiert. Die Membranen werden zweimal gewaschen bevor
die Blockierlssung (TBS + 3% Milchpulver BBL) und die Antikérperldsung
(10pg/ml IGN311-Antikdrper, muriner monoklonaler Anti-Maus-IgG-Antikérper
(Zymed) oder Kaninchen-anti-Maus IgG y-Kette in TBS + 2% Milchpulver)
zugegeben werden. Zur Farbentwicklung wird ein Kaninchen-anti-Maus IgG-HRP-
oder ein Maus-anti-Kaninchen IgG-HRP-Antikérperkonjugat (BIO-RAD) verwendet,
1:1000 in TBS + 1% Milchpulver verdiinnt, und ein HRP-Farbentwicklungsreagens
(BIO-RAD) wird gemiB der Anleitung des Herstellers hinzugefiigt.

Isoelektrisch fokussierende Gele werden verwendet, um die gereinigten
Expressionsprodukte mit dem beschriebenen murinen MMA?383-Standard-
Hybridomaantikorper zu vergleichen. Die Proben werden auf IEF-Gele, pH 3-7
(Invitrogen) geladen und die Aufirennung wird gem#B der Herstelleranleitung
durchgefiihrt.

Die Proteine werden durch Silberfirbung oder immunologisch durch Western Blots
sichtbar gemacht. Dafiir werden die Proteine in einem Tris-gepufferten
SDS/Harnstoff/Iodoactamidpuffer geladen und auf Nitrozellulosemembranen
transferiert. Das wird nach der gleichen Methode gemacht wie sie fiir Western Blots

beschrieben ist. Die Detektion erfolgt mit IGN311-anti-idiotypischen Antikorpern.

Affinititsreinigung
Ein Pharmacia (Amersham Pharmacia Biotech) AKTA-System wird verwendet.
1000ml klarer Kulturiiberstand, der den Antikérper enhilt, wird mit einem Pro-Varion
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30kDa-Ausschlu-Konzentrator (Millipore) aufkonzentriert, dann mit PBS verdiinnt
und auf eine 20ml IGN311-Sepharose-Affinititsgel XK26/20-Sdule (Amersham
Pharmacia Biotech) aufgetragen. Kontaminierende Proteine werden durch einen
Waschschritt mit PBS + 200mM NaCl entfernt. Die gebundenen Antik6rper werden
mit 100mM Glyzin, pH 2,9 eluiert und sofort mit 0,5M NaHCOs; neutralisiert. Der
Ablauf wird in Echtzeit bei 215nm und 280nm beobachtet und anschliefend einer
HPLC-Analyse mit einer ZORBAX G-250-Sdule (Agilent Technologies) unterzogen.

2000ml geernteten Uberstandes aus Rollflaschenkulturen werden zentrifugiert,
konzentriert, in PBS verdinnt wund bis zur Homogenitit durch
Affinitdtschromatographie mithilfe einer IGN311-Sepharosesdule gereinigt. Nach
Elution, Neutralisation und Dialyse gegen PBS wird das Endprodukt mittels SEC-
HPLC gemessen. Ein muriner Hybridoma-Immunglobulinstandard desselben Isotyps
wird mit rMMA383 verglichen.

Eine weitere Charakterisierung des Expressionsproduktes wird durch reduzierende
und nichtreduzierende SDS-PAGE mit Silberfirbung und Western Blots. Die
Expressionsprodukte werden durch spezifische Anti-idiotypische IGN311-Antikorper
nachgewiesen und mit einem Anti-Human-HRP-konjugiertem Antikérper sichtbar

gemacht.

Beispiel 16
Expression eines immunogenen anti-idiotypischen Hybridantikorpers (der Lewis Y

imitiert)

Der rekombinante IgG2a-Lewis-Y-Antikorper kombiniert den anti-idiotypischen
Lewis-Y, indem er eine hypervariable Region und hochimmunogenen murinen
IgG2a-Regionen nachahmt. Die Immuntherapie mit dem rekombinanten IgG2a-
Lewis-Y-Antikorper erhoht die Inmunogenitit des urspriinglichen Anti-idiotypischen
Antikorpers IGN301, der von einer Hybridoma-Zellinie produziert wird und ruft eine
starke Immunantwort gegen Lewis-Y und/oder EpCAM hervor, die in epithelialen
Tumorzellen iiberexprimiert oder présentiert werden. Diese Immunantwort fiihrt
durch Komplementaktivierung zu einer Lyse der Tumorzellen oder zur Vorbeugung

gegen zellvermittelte Metastasierung.
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Molekularbiologische Konstrukte des rekombinanten IgG2a Lewis-Y-Antikorpers
werden in einen polycistronischen Vektor eingefiigt. Der rekombinante IgG2a Lewis-
Y-Antikorper wird voriibergehend in HEK293-Zellen exprimiert und wird danach mit
Kalziumphosphat in einem Mikroschleudersystem in Anwesenheit von FCS
ausgefillt. Nach der Reinigung an einer Anti-Lewis-Y-Affinititssdule und
Qualititsanalyse des Expressionsprodukts wird der rekombinante IgG2a Lewis-Y-
Antikorper auf AI(OH); formuliert und als Vakzine mit 500pg-Dosen in
Immunisierungsstudien in Rhesusaffen verwendet.

Eine hohe Immunogenitit wird im Vergleich mit dem urspriinglichen IGN301-
Impfstoffs wird beobachtet werden. Die induzierte IgG-Immunantwort wird mittels
ELISA bestimmt und zeigt erwartungsgemi Spezifitiat der Immunisierungsantigene
Lewis Y und EpCAM.

Die Bindung an Immunseren von Rhesusaffentumorzellen wird durch
Zelloberflichenfirbung unter Verwendung eines FACScan (Becton Dickinson)
gemessen. Die EpCAM und Lewis Y-exprimierenden KATOIII-Tumorzellen werden .
mit Serum (1:40 in PBS mit 2% FCS verdiinnt) 2 h lang auf Eis inkubiert. Zur
Detektion wird ein Kaninchen F(ab’)-anti-Human IgG (H+L)-PE-Konjugat
verwendet (1:100, Immunotech, Marseille, Frankreich). Pri- und Immunseren werden
parallel analysiert. Hintergrundbindung von Préseren wird auf 10% positive Zellen
gesetzt und als Vergleich gegen messbare Zellbindung nach Inkubation mit den
entsprechenden Immunseren eingesetzt.

Zur Ex vivo-Messung der Aktivierung von nicht-adherenten PBMCs von Rhesusaffen
vor und nach Immunisierung werden PBMCs aus heparinisiertem Blut von
Rhesusaffen vor beziehungsweise nach Immunisierung an einem Ficoll-
Dichtegradienten isoliert. Nach dem Waschen wird die nicht-adhdrente PBMC-
Fraktion durch Entfernung der adhérenten Zellen mittels 2 h Plastikadhirenz entfernt.
Nicht-adhdrente PBMCs werden in mit 10% FCS angereichertem RPMI 1640 2 h lang
inkubiert und anschlieBend als Effektorzellen in einem Ubernacht-Lysetest auf >'Cr-
Freisetzung mit markierten KATOIII-Zielzellen in E:T-Verhiltnissen von 60:1, 30:1,
10:1 und 3:1 getestet. Die Zelltoxizit4t wird wie oben beschrieben berechnet.
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Patentanspriiche:

1. Die Verwendung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine bestehend aus

1) Epitopen von mindestens zwei Tumor-assoziierten Antigenen

(i)  mindestens einem immunogenen Tréger

(iii) © mindestens einem Adjuvans,

verarbeitet in eine immunogene Formulierung fiir die Induktion einer spezifischen
Immunreaktion gegen tumor-assoziierte Antigene und eine Ko-Induktion der
Freisetzung von immunstimulierenden Zytokinen, welche zu einer Aktivierung

von Antigen-unspezifischen Effektorzellen fiihrt.

2. Die Verwendung nach Anspruch 1, wobei die Epitope Epitope von tumor-
assoziierten Antigenen sind, ausgewi#hlt aus der Gruppe enthaltend Peptide,
Proteine, Oligosaccharide, Glykoproteine oder glykosylierte Peptide,
vorzugsweise Antigene resultierend aus einer abnormalen Glykosylierung von

Tumorzellen.

3. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die Epitope
Epitope von tumor-assoziierten Antigenen sind, ausgewihlt aus der Gruppe
bestehend aus Peptiden oder Proteinen, bevorzugt ausgwihlt aus der Gruppe
bestehend aus CEA, TAG-72, MUCI1, EGF, EGF-R, folatbindendes Protein A-33,
CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs oder T-
Zell-Peptide, bevorzugt abgeleitet von tumor-assoziierten Antigenen oder
Kohlehydrate, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Lewis Y, Tn,
TF, SialylTn, GloboH, und Gangliosiden, wie GD2, GD3, GM1 und GM2.

4. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die genannten
Epitope Epitope von tumor-assoziierten Antigenen sind, wobei mindestens eines
der Epitope ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Peptiden oder Proteinen,
bevorzugt CEA, TAG-72, MUCI1, EGF, EGF-R, folatbindendes Protein A-33,
CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs oder T-
Zell-Peptiden, vorzugsweise von tumor-assoziierten Antigenen stammend, und

mindestens eines von ihnen ist ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus
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Kohlehydraten, bevorzugt Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH, und Ganglioside,
wie GD2, GD3, GM1 und GM2.

5. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der immmunogene
Triger ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus immunogenen Proteinen,

Hitzeschockproteinen, oder xenogenen (spezies-fremden) Proteinen.

6. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der immmunogene
Triger ein immunogener Antikorper oder ein polyklonales Antikdrperpréparat

oder ein xenogener Antikorper ist, oder ein Derivat oder Fragment davon.

7. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der immmunogene
Triger ein humaner, humanisierter oder chimérer Antikrper ist, oder ein Derivat

oder Fragment davon.

8. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, wobei der immmunogene
Triger ein Kaninchen-, Ratten- oder Mausantikdrper ist, oder ein Derivat oder

Fragment davon.

9. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei der immmunogene

Triger ein rekombinanter Antikdrper ist, oder ein Derivat oder Fragment davon..

10. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der immmunogene
Triger ein anti-idiotypischer Antikdrper oder ein Mimotop-Protein ist, bevorzugt
ein mimotopischer Antikérper, welcher die Struktur von mindestens einem Epitop

eines tumor-assoziierten Antigens imitiert.

11. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei der
immmunogene Triger ein Antikdrper ist, der den Idiotyp eines gegen ein tumor-

assoziiertes Antigen gerichteten Antikorpers erkennt.

12. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei der anti-

idiotypische Antikorper ein Glykosylierungsantigen imitiert.

N
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13. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der Antikérper
eine Spezifitit fiir ein Antigen aufweist, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus
CEA, TAG-72, MUCI1, EGF, EGF-R, folatbindendes Protein A-33, CA125,
EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs, Lewis Y, Tn, TF,
SialylTn, GloboH, GD2, GD3, GM1 und GM2.

14. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der anti-

idiotypische Antikérper ein Lewis-Y Antigen imitiert.

15. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei der Antikdrper
EpCAM imitiert.

16. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die Epitope der
Antigene an den immunogenen Tridger durch chemische Reaktionen, oder
enzymatische Reaktionen, oder durch eine molekularbiologischen Methode, wie

z.B. Rekombination der Nukleinsiuren, von Epitopen und Trigern gekoppelt sind.

17. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei die Epitope an
den immunogenen Tréger iiber ein bi-funktionelles Molekiil, bevorzugt iiber N-
Hydroxysuccinimid oder iiber Sulfhydryl-Gruppen oder iiber nitrophenyl-
aktivierte Zucker, chemisch gekoppelt sind.

18. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 17, wobei die Vakzine mit
zusétzlichen Adjuvantien gemeinsam formuliert oder gemeinsam verabreicht

wird.

19. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, wobei die Vakzine mit
Adjuvantien gemeinsam formuliert oder gemeinsam verabreicht wird, ausgewéhlt
aus der Gruppe von Aluminiumhydroxid (Alu Gel) oder Aluminiumphosphat,
Wachstumsfaktoren, Lymphokinen, Zytokinen wie IL-2, IL-12, GM-CSF, Gamma
Interferon, oder Faktoren des Komplementsystems wie C3d oder, des weiteren,
Liposomenpriparationen, Lipopolysaccharide von E. coli (LPS), Lipid A. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemiflen Adjuvans werden halb-
synthetische Adjuvantien wie QS-21 oder ENHANZYN oder verwandte
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Adjuvantien abgeleitet von natiirlichen Quellen, oder alternativ kationische oder
anionische Polymere, wie Poly-Lysin, Poly-Arginin, Poly-Ethylenimin (PEI), oder
abgeleitete Produkte wie IC31 verwendet.

20. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, wobei die Vakzine mit
Adjuvantien gemeinsam formuliert oder gemeinsam verabreicht wird, ausgewahlt
aus der Gruppe von zusitzlichen Antigenen gegen die das Immunsystem bereits
starke Immunreaktionen aufgebaut hat, wie Tetanus-Toxoid, bakterielle Toxine

wie Pseudomonas-Exotoxine, Diphteria-Toxin, und Derivate von Lipid A.

21. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 20, wobei die Vakzine
gemeinsam formuliert oder gemeinsam verabreicht wird mit Wasser-in-Ol, oder
Ol-in-01, oder Ol-in-Wasser Formulierungen oder anderen Systemen mit

verzogerter Freisetzung von Immunogenen und/oder Adjuvantien.

22. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 21, wobei die Vakzine
gemeinsam formuliert oder gemeinsam verabreicht wird mit nanopartikuldren
Strukturen (,,Nanopartikeln®) oder mikropartikuldren Strukturen
(,,Mikropartikeln‘) oder anderen partikuldren Formulierungen.

23. Die Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 22, wobei die
Multikomponenten-Vakzine in einer Menge von 0,01 Mikrogram bis 10 mg
verabreicht wird, bevorzugt von 1 Mikrogramm bis 1 mg, besonders bevorzugt

von 10 Mikrogramm bis zu 500 Mikrogramm.

24. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach

einem der Anspriiche 1 bis 23 durch:

a) Zur Verfligung stellen eines Trégers und

b) Kopplung von Epitopen von mindestens zwei tumor-assoziierten Antigenen
oder deren Mimikrys an diesen Tréger

¢) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine immunogene

Formulierung.
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25. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach
einem der Anspriiche bis 23 durch:
a) Zur Verfiigung stellen eines Antikérpers, der den Idiotyp eines tumor-
assoziierten Antigens enthilt, als Triager und
b) Kopplung von mindestens einem Epitop eines tumor-assoziierten
Antigens oder seines Mimikry an diesen Antikrper
c) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine

immunogene Formulierung.

26. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach
einem der Anspriiche 1 bis 23 durch:
a) Zur Verfiigng stellen einer Nukleinsdure, welche fiir ein Trégerprotein kodiert,
und
b) Rekombination dieser Nukleindure mit einer oder mehreren Nukleinséure(n)
welche fiir mindestens zwei Epitope von tumor-assoziierten Antigenen oder
deren Mimikrys kodieren
¢) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine immunogene

Formulierung.

27. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach
einem der Anspriiche 1 bis 23 durch:
a) Zur verfiigung stellen einer Nukleinsiure, welche fiir einen Antikorper, der
den Idiotyp eines tumor-assoziierten Antigens beinhaltet, kodiert und
b) Rekombination dieser Nukleinsdure mit einer weiteren Nukleinsdure welche
mindestens ein Epitop eines tumor-assoziierten Antigens oder dessen Mimikry
kodiert
¢) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine immunogene

Formulierung.

28. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 25 oder 27, dadurch gekennzeichnet,
dass der Antikorper ein Abl und/oder Ab2 ist.
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29. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 24-28, dadurch gekennzeichnet, dass die
Antigene ausgewihlt sind aus der Gruppe bestehend aus Peptiden, Proteinen,

Kohlehydraten, und Glykolipiden.

30. EinVerfahren nach einem der Anspriiche 24-29, dadurch gekennzeichnet, dass
die Epitopen Epitope von tumor-assoziierten Antigenen sind, ausgewéhit aus der
Gruppe bestehend aus Peptiden, Proteinen, insbesondere CEA, TAG-72, MUC1,
EGF, EGF-R, folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA,
MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs oder T-Zell-Peptide, vorzugsweise abgeleitet
von tumor-assoziierten Antigenen, ODER von Kohlehydraten, insbesondere
Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH, und Ganglioside, wie GD2, GD3, GM1 und
GM2.

31. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 24-30, dadurch gekennzeichnet,
dass die Epitopen Epitope von tumor-assoziierten Antigenen sind, wobei
mindestens eines von ihnen ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Peptiden
oder Proteinne, insbesondere CEA, TAG-72, MUCI, ‘ EGF, EGF-R,
folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART,
MAGEs, GAGEs, BAGEs usw. und T-Zell-Peptide, vorzugsweise abgeleitet von
tumor-assoziierten Antigenen, UND mindestens eines von ihnen ausgewshlt ist
aus der gruppe bestehend aus Gruppe der Kohlehydrate, , insbesondere Lewis Y,
Tn, TF, SialylTn, GloboH, und Ganglioside, wie GD2, GD3, GM1 und GM2.

Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Verwendung einer Mehrkomponenten-
Tumorvakzine, die Epitope von mindestens zwei tumorassoziierten Antigenen,
mindestens einen immunogenen Triger und mindestens ein Adjuvans enthilt,
formuliert in einer immunogenen Formulierung zur Induzierung einer Immunantwort
gegen tumorassoziierte Antigene und Mit-Induzierung einer Freisetzung von
immunstimulierenden Zytokinen, die zu einer Aktivierung von antigen-unspezifischen
Effektorzellen fiihrt.
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Fig. 1

Kohlehydratantigene, die aus einer abnormalen Glykosylierung in Tumorzellen
resultieren, und auf deren Oberfliche vorhanden sind — sogenannte Tumor-
assoziierte Antigene — reprisentieren vielversprechende Angriffsziele fiir die
Immunisierung gegen Krebs

Sialyl-Tn Antigen

Durch abnormale Glykosylierung bedingte Epitope an der Oberflache von Tumorzellen

Sialyl-Tn
Kohlehydratantigen
als Target

Normale
Glykosylierung

Abnormale
Glykosylierung
in Tumorzelien

Extrazellulsrer
Raum

-----------------------------

Y
------------------------------

Zellmembran [ I PR e o

.
-------------------

<> Kohlehydratantigene (z.B. SialylTn) sind interessante Kandidaten fir Immunisierung gegen Krebs

e

e
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Der Angriff auf mehrere Antigene bzw. Antigenepitope gleichzeitig (Multiep =
Multiepitope) ist eine unentbehrliche Voraussetzung fiir therapeutische Effizienz einer
Impfung gegen Krebs — hier illustriert am Beispiel der diversen Subindikationen des
Mammakarzinoms

: EpCam /LewisY Koexpression
Histologische Diagnose n Neg nur nur beide LeYoder
| % LewisY EpCAM pos EpCAM oder
..... ; %..... % % LeY/EpCAM |
Ductales Karz 1226 37% 32% 14% 17% 63%
LobularesKarz 204 61% = 27% 5% 6% 3%
Medullares  Karz 43 19% 26% 37% 19% 81%
Cribriformes  Karz 43 51% 16% 9% 23% 49%
Muzindses Karz. =~ 49 = 41% & 33% 14% 12% 59%
Tubulares Karz | 36 44% 50% 0% 5% 56%
Papillares Karz 21 14% 33% 24% 29% 76%
Klarzelliges Karz = 11 36% 9% 36% 18% 64%
Apokrines Karz =~ 13 | 15% | 23% 46% 15% 84%
Atypisch medullares Karz 6 0% 17% 50% 33% 100%
Andere seltene Karzinome 16 50% | 31% | 19% 0% 50%

Karz = Karzinom

/

]

Anti LewisY
Vakzine

Anti EpCAM Multiep

Vakzine

VakZine
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Fig. 3
Mehrkomponenten-Tumorvakzine mit mehreren Tumorantigenen

Kopplungschemie:
Bindung von nitrophenyl-aktivierten Liganden, wie synthetische Oligosaccharide, an

hochimmunogene Proteintrager durch eines der gangigen Kopplungsverfahren.

Ein Beispiel fur einen typischen Konjugatimpfstoff mit mehreren Tumorantigenen
entsprechend der vorliegenden Erfindung:

-Sp O‘Q—NOZ + RN, —™ -'Sp II\{I—R + HO‘Q—-NOz

Protein

TAAs: SialylTn, Tn, LewisY (LeY), GloboH,...

aiian SR
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Fig. 4

Kopplung von SialylTn Kohlehydratepitopen an einen Proteintrager

Kopplungschemie:

Die Koppelung von nitrophenyl-aktivierten synthetischen, durch Abstandhalter
(“spacer”) verbundenen SialylITn Kohlehydratepitopen an die primédren Aminogruppen
des Proteintragers.

i X
SialylTn—Sp O—<j>—«o2 4+ R—NH, — SialylTn—Sp ”—R + HO—@—NOZ
Protein l

Reinigung

}

Formulierung mit
Aluminiumhydroxid

}

Koformulierung mit
weiteren Adjuvantien,
z.B. QS-21
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Fig. 5

Charakterisierung des Kopplungsproduktes SialylTn-mAb17-1A durch LDS-PAGE, Western
Blot und IEF

A) LDS-PAGE

kDa

50

25

1 23 45 6 7 8 910

B) Western blot

1

- kDa

o

@ = & . u50

A = 25
P
4 2 23 4 § 6 8 L0
O) IEF
1 2 3 4 s
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Fig. 6

Immunantwort gegen das Tragerprotein und SialylTn nach Immunisierung mit der SialylTn-
mAb17-1A-Vakzine mit und ohne Formulierung mit einem starken Adjuvans (QS-21).

«mili— anti-mAb (IgG)
- <O~ = anti-SiaTn (IigM)
—&—anti-SiaTn (IgG) 2

—{— anti-mAb (IgG)
- == = anti-SiaTn (IgM)
«—e— anti-SiaTn (IgG)
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Fig. 7
Spezifitdt der Immunantwort gegen SialylTn und den mAb17-1A-Trager

SialylTn ELISA nach Depletierung des Immunserums
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e
D 100
fd
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< e
i \_H |
1 '_L T aan & T T T
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SiaTn  SiaTn LeY
< ~ L 7
PS IS
mAb17-1A ELISA nach Depletierung des Immunserums
B 100000
10000 -
[
2 1000
et
*
100 %
ok
10 T T T N T T
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Fig. 8 Bindung der induzierten Immunreaktion an SialylTn positive OVCAR-3
Tumorzellen
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FACS: Bindung an OVCAR-3 Zellen (IgG)

oo

30

20

% positive
o

15 6 1 Mittel 45 22 29 35 85 71 85
Wert

Anzahl der Tage nach Immunisierung

NACHGEREICHT
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Antikdrper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitat (ADCC) der Immunantwort, die in
immunisierten Tieren gegen SialylTn-positive OVCAR-3-Tumorzellen hervorgerufen

wurde.

ADCC OVCAR-3 (#48) ADCC OVCAR-3 (#31)
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Fig. 10
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Bindung der induzierten Immunreaktion an SialylTn negative KATOIll Tumorzellen

% positive

FACS: Bindung an KATOIII Zellen (laG)
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Zytokinfreisetzung nach Immunisierung mit der SialylTn-mAb17-1A Vakzine mit (+
QS-21) und ohne ( - QS-21) Adjuvans QS-21

A Zytokine | (+QS-21) B Zytokine | (ohne QS-21)
16066 = ‘ 16606
—8666 T —e—TNF-a —6080 —o— TNFa
E i IL-1B E 'l' oo IL-1B
2 [—seoeo e IL-8 & e o L8
2 ~—IFN-y 2 ~ IFN-y
é 4000 =+ 1| - GM-CSF é ——4666 st~ GM-CSF]
N A N
:
2606 —2000
: —-.M
60 20 20 60 100 140 180 220 260 60 20 20 60 100 140 180 220 260
Tage Tage
Cc Zytokine Il (+QS-21) D Zytokine Il ( ohne QS-21)
........ _906 sec
11" ! BT !
_ 760 ~o=IL-2 _ 766 L2
E oo * —e—IL-10 E —6oo —e—IL-10
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Fig. 12
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Die Kinetik der Immunantwort gegen SialylTn stimmt mit dem voriibergehenden
Zytokinausstoss im Serum zeitlich Gberein.

A IGN402+QS-21 (#38) B IGN402+QS-21 (#269)
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NK-Zell-bewirkte Lyse von Katolll-Tumorzellen wird durch Immunserum aktiviert
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Fig. 14

Lyse von Katolll-Tumorzellen durch aus Rhesusaffen gewonnene mononukleére
Zellen des periphéren Blutes (PBMCs) nach wiederholten Auffrischungsimpfungen
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Fig. 15

Bestimmung der Kopplungseffizienz des Lewis Y-Kohlenhydrates an einen EpCAM-
spezifischen Antikérpers: Western Blot-Analyse vom Kopplungsprodukt im Vergleich

zum ungekoppelten Trager

"~ Kontrolie:HRP a-human IgGAM

vifla N i 2 A
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Fig. 16

Verwendung von anti-idiotypischen Antikérpern, die tumor-assoziierte Antigene
(Kohlenhydrate oder Peptide) imitieren, als immunogene Tréager

Grafische Darstellung des zugrunde liegenden immunologischen Konzepts:
Symbole: Kreis (blau) = Lewis-Y-Imitation (Mimikry), Dreieck (rot) = gekoppeltes
SialylTn, Viereck (griin) = gekoppeltes EpCAM-abgeleitetes Epitop

ADCC - Antikérperabhéngige zelluldre Zytotoxizitat
CDC - Komplementabhangige Zytotoxizitat

4
—_—

impfung
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(Neue) Patentanspriiche:

1. Mehrkomponenten-Tumorvakzine umfassend

@) Epitope von mindestens zwei tumor-assoziierten Antigenen

(i)  mindestens einen immunogenen Triiger

(iii)  mindestens ein Adjuvans, :
gemeinsa_ni fohhuli_ért in eine langsam ﬁ'eisetzehdve_' i_mmimogene Fonnuiicrung, Welqhe Zu einer
Aktivierung von Antigen-unspezifischen Effektorzellen fiihrt.

2. Die Vakzine nach Anspruch 1, wobei die Epitope Epitope von tumorassoziierten Antigenen
sind, ausgewihlt aus der Gruppe enthaltend Peptide, Proteine, Oligosaccharide, Glykoproteine
oder glykosylierte Peptide, vorzugsweise Antigene resultierend aus einer abnormalen Glykosy-
lierung von Tumorzellen.

3. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die Epitope Epitope von tumor-asso-
ziierten Antigenen sind, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus Peptiden oder Proteinen, be-
vorzugt ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus CEA, TAG-72, MUC1, EGF, EGF-R,
folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs,
BAGE:s oder T-Zell-Peptide, oder Kohlehydrate, bevorzugt ausgewihlt aus der Gruppe beste-
hend aus Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH, und Gangliosiden, wie GD2, GD3, GM1 und
GM2.

4. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei Epitope Epitope von tumor-assoziierten
Antigenen sind, wobei mindestens eines der Epitope ausgewihlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Peptiden oder Proteinen, bevorzugt CEA, TAG-72, MUC1, EGF, EGF-R, folatbindendes
Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs, BAGE:s oder T-
Zell-Peptiden, und mindestens eines von ihnen ist ausgewiihlt aus der Gruppe bestehend aus
Kohlehydraten, bevorzugt Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH, und Ganglioside, wie GD2, GD3,
GM1 und GM2.

5. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei der immunogene Triger ausgewihlt ist
aus der Gruppe bestehend aus immunogenen Proteinen, Hitzeschockproteinen, oder xenogenen
(spezies-fremden) Proteinen.

6. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei der immunogene Tréger ein immuno-
gener Antikérper oder ein polyklonales. Antikérperpréparat oder ein xenogener Antikorper ist,
oder ein Derivat oder Fragment davon.
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7. Die Vakzine nach Anspruch 1, wobei der immunogene Triger ein humaner, humanisierter b

oder chimérer Antikorper ist, oder ein Derivat oder Fragment davon.

8. Die Vakzine nach Anspruch 1, wobei der immunogene
Triger ein Kaninchen-, Ratten- oder Mausantikérper ist, oder ein Derivat oder
Fragment davon.

9. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 6 bis 8, wobei der immunogene Triger ein rekombi-
nanter Antikorper ist, oder ein Derivat oder Fragment davon.

10. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 9, wobei der immunogene Triger ein anti-idio-
typischer Antikorper oder ein Mimotop-Protein ist, bevorzugt ein mimotopischer Antikorper,
welcher die Struktur von mindestens einem Epitop eines tumor-assoziierten Antigens imitiert.

11. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 6 bis 10, wobei der immunogene Tréger ein Antikor-
per ist, der den Idiotyp eines gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichteten Antikérpers er-
kennt.

12. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 10 oder 11, wobei der anti-idiotypische Antikdrper
ein Glykosylierungsantigen imitiert.

13. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 6 bis 12, wobei der Antikdrper eine Spezifitit fiir ein
Antigen aufweist, ausgewihlt aus der Gruppe bestehend aus CEA, TAG-72, MUC]1, EGF, EGF-

R, folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs,

BAGEs, Lewis Y, Tn, TF, SialylTn, GloboH, GD2, GD3, GM1 und GM2. ‘

14. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 10 bis 12, wobei der anti-idiotypische Antikorper ein
Lewis-Y Antigen imitiert.

15. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 10 oder 11, wobei der Antikérper EpCAM imitiert.
16. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die Epitope an den immunogenen .
Triger durch chemische Reaktionen, oder enzymatische Reaktionen, oder durch eine molekular-

biologischen Methode, wie z.B. Rekombination der Nukleinséuren, von Epitopen und Tréigern
gekoppelt sind. '
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17. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 16, wobei die Epitope an den immunogenen
Tréger iiber ein bi-funktionelles Molekiil, bevorzugt iiber N-Hydroxysuccinimid oder iiber Sulf-
hydryl-Gruppen oder iiber nitrophenyl-aktivierte Zucker, chemisch gekoppelt sind. '

18. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 17, wobei die Vakzine mit zusétzlichen AdJu-
' .vantxen gemeinsam formuliert ist.

19. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 18, wobei das Adjuvans ausgewahlt ist aus der
Gruppe von Aluminiumhydroxid (Alu Gel) oder Aluminiumphosphat, Wachstumsfaktoren,
Lymphokinen, Zytokinen wie IL-2, IL-12, GM-CSF, Gamma Interferon, oder Faktoren des
‘Komplementsystems wie C3d oder, des weiteren, Liposomenpréiparationen, Lipopolysacchari_de}
von E. coli (LPS), Lipid A halbsynthetische Adjuvantien, insbesondere QS-21 oder ENHAN-
ZYN oder verwandte Adjuvantien abgeleitet von natiirlichen Quellen, kationische oder anioni-
sche Polymere, insbesondere Poly-Lysin, Poly-Arginin, Poly-Ethylemmm (PEI), oder Derivate
davon, insbesondere IC31.

20. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 19, wobei das Adjuvans ausgew#hlt ist aus der
Gruppe von zusitzlichen Antigenen, vorzugsweise wie Tetanus-Toxoid, bakterielle Toxine wie
Pseudomonas-Exotoxine, Diphteria-Toxin, und Derivate von Lipid A.

21. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 20, wobei die Vakzine gemeinsam formuliert
wird mit Wasser-in-Ol, oder Ol-in-Ol, oder Ol-in-Wasser Formulierungen oder anderen Syste-
men mit verzogerter Freisetzung des immunogenen Trigers und/oder Adjuvantien.

22. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 21, wobei die Vakzine gemeinsam formuliert |
wird mit nanopartikularen Strukturen (-Nanopartikeln") oder mikropartikuldren Strukturen (,,Mi-
kropartikeln") oder anderen partikulédren Formulierungen.

23. Die Vakzine nach einem der Anspriiche 1 bis 22, wobei die Multikomponenten-Vakzine in
‘einer Menge von 0,01 Mikrogram bis 10 mg vorgesehen wird, bevorzugt von 1 Mikrogramm bis
1 mg, besonders bevorzugt von 10 Mikrogramm bis zu 500 Mikrogramm.

24. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten—Tumorvakmne nach einem der An-
spriiche 1 bis 23 durch:
a) Zur Verfiigung stellen eines Triigers und
b) Kopplung von Epitopen von mindestetis zwei tumor-assoziierten Antlgenen oder deren
Mimikrys an diesen Tréger
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¢) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine langsam freisetzende For-
mulierung.

25. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach einem der An-
spriiche bis 23 durch:
a) Zur Verﬁlgung stellen eines Antlkorpers, der den Idlotyp eines tumorassozuerten Antl- :
gens enthalt, als Tréger und : ' ' |
b) Kopplung von mindestens einem Epitop eines tumor-assoznerten Antlgens oder seines
Mimikry an diesen Antikorper
¢) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine langsam freisetzende For-
mulierung.

26. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach einem der An-
spriiche 1 bis 23 durch:
a) Zur Verfligung stellen einer Nukleinsiure, welche fiir ein Tréigerprotein kodiert,
und
b) Rekombination dieser Nukleinfiure mit einér oder mehreren Nukleinséure(n)
welche fiir mindestens zwei Epitope von tumor-assoziierten Antigenen oder
deren Mlmlkrys kodieren ‘ ‘ ‘
c) Formuherung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine langsam freisetzende For-
mulierung.

27. Ein Verfahren zur Herstellung einer Mehrkomponenten-Tumorvakzine nach
einem der Anspriiche 1 bis 23 durch:
a) Zur Verfligung stellen einer Nukleinséure, welche fiir einen Antikorper, der den Idiotyp
eines tumor-assoziierten Antigens beinhaltet, kodiert und
b) Rekombination dieser Nukleinsdure mit einer weiteren Nukleinsdure welche mindestens
ein Epitop eines tumor-assoziierten Antigens oder dessen Mimikry kodiert
c¢) Formulierung des Kopplungsproduktes aus Schritt (b) in eine langsam freisetzende For-

muliérung.

28. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 25 oder 27, dadurch gekennzeichnet, dass der Anti-
korper ein Antik&rper-spezifisch fiir ein Epitop eines Tumor-assoziierten Antigens und/oder ein
anti-idiotypischer Antikrper ist.

29. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass die Anti-
gene ausgewihlt sind aus der Gruppe bestehend aus Peptiden, Proteinen, Kohlehydraten, und
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Glykolipiden.

30. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 29, dadurch gekennzeichnet, dass die Epito-
pe Epitope von tumor-assoziierten Antigenen sind, ausgew#hlt aus der Gruppe bestehend aus
Peptiden, Proteinen, insbesondere CEA, TAG-72, MUC1, EGF, EGF-R, folatbindendes Protein
‘A-33, CA125 EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART, MAGEs, GAGEs, BAGEs oder T-Zell-Pepti-
de ODER von Kohlehydraten, insbesondere Lewis Y, Tn, TF, Slallen GloboH, und Ganghos1-
de, wie GD2, GD3, GM1 und

GM2.

31. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass die Epito-
pe Epitope von tumor-assoziierten Antigenen sind, wobei mindestens eines von ihnen ausge-
wihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Peptiden oder Proteine, insbesondere CEA, TAG-72,
MUCI1, EGF, EGF-R, folatbindendes Protein A-33, CA125, EpCAM, HER-2/neu, PSA, MART,
MAGESs, GAGEs, BAGEs usw. und T-Zell-Peptide UND mindestens eines von ihnen ausge-
wihlt ist aus der Gruppe bestehend aus Gruppe der Kohlehydrate, insbesondere Lewis Y, Tn, TF,
SialylTn, GloboH, und Ganglioside, wie GD2, GD3, GM1 und GM2.

32. Ein Verfahren nach einem der Anspriiche 24 bis 31, dadurch gekennzeichnet, dass formulie-
ren in eine langsam freisetzende Formulierung co-formulieren der Kopplungsprodukte mit Nano-
oder Mikropartikel, Wasser-in-Ol, Ol-in-Ol Ol-in-Wasser- Formulierungen umfasst.
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