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(57) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung betrifft Mittel, die sich zur Inmuntherapie von Tumorerkrankungen eignen. Solche Mittel sind Tumorzellen
mit einer in einem Menschen vorliegenden Kombination von MHC I- und MHC II-Genen, wobei die Gene exprimiert werden, eine die
Tumorzellen enthaltende Tumorzell-Bibliothek und die Tumorzellen umfassende Vakzine. Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zur
Herstellung der Tumorzellen und die Verwendung dieser sowie der Vakzine und der Tumorzell-Bibliothek.
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Mittel zur Immuntherapie von Tumorerkrankungen

Die vorliegende Erfindung betrifft Mittel, die sich zur
Immuntherapie von Tumorerkrankungen eignen. Solche Mittel sind
Tumorzellen, eine diese enthaltende Tumorzell-Bibliothek und
die Tumorzellen umfassende Vakzine. Ferner betrifft die
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung der Tumorzellen und
die Verwendung dieser sowie der Vakzine und der Tumorzell-
Bibliothek.

Zur Behandlung von Tumorerkrankungen werden die
verschiedensten Verfahren durchgefiihrt. Vielfach werden
Primédrtumoren chirurgisch entfernt und die Patienten einer
Nachbehandlung in Form einer Chemo- und/oder Strahlentherapie
unterzogen. Durch die Nachbehandlung soll erreicht werden, daf
restliche Tumorzellen =zerstdért werden. Auch werden
Immuntherapie-Verfahren versucht, in denen aus den
Primdrtumoren erhaltene Tumorzellen manipuliert und den
Patienten wieder =zuriickgegeben werden. Damit soll eine
Sensibilisierung des Immunsystems fiir die Tumorzellen erreicht
werden, wodurch eine spdtere Metastasenbildung verhindert
werden soll. Die Immuntherapie-Verfahren =zeigen allerdings
noch nicht die gewiinschten Erfolge. Vielfach reicht die
Sensibilisierung des Immunsystems nicht aus, wodurch
Tumorzellen unerkannt bleiben und sich zu Metastasen ausbilden
kénnen. Auch fordern Immuntherapie-Verfahren, daR Patienten-
eigene Tumorzellen zur Behandlung verwendet werden. Dies
bedeutet einen grofen Kosten- und Zeitaufwand. Vielfach kann
eine Immuntherapie Uuberhaupt nicht durchgefiihrt werden, weil
nicht geniigend Tumorzellen aus dem einzelnen Patienten
erhalten werden.

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde,
ein Mittel bereitzustellen, mit dem eine Immuntherapie von
Tumorerkrankungen durchgefiithrt werden kann, wobel die
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vorstehenden Nachteile vermieden werden.

ErfindungsgemdR wird dies durch die Gegenstdnde in den

Patentanspriichen erreicht.

Die vorliegende Erfindung beruht auf den Erkenntnissen des
Anmelders iiber den Zusammenhang zwischen der Expression von
MHC ("major histocompatibility complex")I~, II-Genen in
Tumorzellen und der Immunogenitdt dieser. MHC I-Gene werden
auch mit HLA-A-, HLA-B- und HLA-C-Genen bezeichnet. Ferner
werden MHC II-Gene auch mit HLA-Dr-, HLA-~DQ- und HLA-DP-Genen
bezeichnet. Der Anmelder hat erkannt, daf in Tumorzellen die
Expression von MHC I- und/oder MHC II-Genen gestédrt ist.
Insbesondere hat er gefunden, daR viele Tumorzellen keine MHC
IT-Gene exprimieren. Desweiteren hat er erkannt, daf durch die
gestbrte Expression der MHC I- und/oder MHC II-Gene und dem
damit verbundenen Fehlen der entsprechenden Genprodukte auf
der Oberfldche wvon Tumorzellen die dort vorliegenden
Tumorantigene vom Immunsystem nicht als Fremd-Antigene erkannt
und daher die Tumorzellen nicht zerstért werden. Andererseits
hat der Anmelder gefunden, daf Tumorzellen, die eine in einem
Menschen vorliegende Kombination von MHC I- und MHC II-Genen
aufweisen und diese auch exprimieren, eine hohe Immunogenité&t
aufweisen. Solche Kombinationen sind insbesondere jene, die in
Tabelle I angegeben sind. Desweiteren hat er erkannt, daf3 die
Immunogenitdt solcher Tumorzellen noch gesteigert werden kann,
wenn sie ferner kostimulatorische Molekiile und/oder Zytokine

exprimieren.

Erfindungsgeméft werden die Erkenntnisse des Anmelders genutzt,
Tumorzellen mit einer in einem Menschen vorliegenden
Kombination von MHC I- und MHC II-Genen bereitzustellen, wobei

die Gene exprimiert werden.

Der Ausdruck "Tumorzellen" umfafRt Tumorzellen jeglichen Tumors
des Menschen. Beispiele von Tumoren umfassen Mamakarzinom,
Anogenitalkarzinom, Lungenkarzinom, Colonkarzinom, Hirntumor,

Magenkarzinom, Blasenkarzinom, Leberzellkarzinom und Melanom.
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Die Tumorzellen koénnen frisch isoliert sein oder in Kultur
vorliegen. Auch kénnen sie als solche oder in einem
Zzellverband, z.B. (Primir)Tumor oder Metastase, vorliegen.

Der Ausdruck "Kombination von MHC I- und MHC II-Genen" umfaft
jegliche Kombination von MHC I- und MHC II-Genen, die in einem
Menschen vorliegen kann. Insbesondere ist die Kombination aus

den in Tabelle I angegebenen Kombinationen ausgewédhlt.

Der Ausdruck "exprimierte Gene" weist darauf hin, daR die
Kombination wvon MHC I- und MHC II-Gene exprimiert wird. Dies
kann durch i{ibliche Verfahren erreicht werden. Glunstig ist es,
die Tumorzellen und ggfs. andere Zellen, z.B. Lymphozyten, des
gleichen Patienten, =zundchst einer Gewebetypisierung zu
unterziehen um festzustellen, welche der MHC I- und/oder MHC
II-Gene eine gestdrte Expression aufweisen. Die
Gewebetypisierung kann z.B. durch serologische Verfahren, wie
sie von dem "1lth International Histocompatibility Workshop"
bekannt sind, erfolgen. Die gestdrte Expression der MHC I-
und/oder MHC II-Gene kann dann durch Transfektion wvon
entsprechenden exogenen, ggfs. auf Expressionsvektoren
vorliegenden Genen in die Tumorzellen kompensiert werden.
Beispiele von Expressionsvektoren umfassen pUHD10-I, pRcRSV,
pBSK, RSV.5 hygro, pBJ und B45-neo, Beispiele von Trans-
fektionsverfahren umfassen Calciumphosphat-Coprézipitation,
Elektroporation, Lipofektion, DOTAP-Liposome und retrovirale
Transfektion. Die Expression von transfizierten MHC I- und/-
oder MHC II-Genen kann stabil oder transient sein, wobei
stabil bevorzugt ist. Der Nachwels der Expression kann durch
iibliche Verfahren, z.B. serologische Verfahren, wvgl.
vorstehend, erfolgen.

In bevorzugter Ausfiihrungsform weisen vorstehende Tumorzellen
auch ein oder mehrere fiir kostimulatorische Molekiile und/oder
Zytokine kodierende Gene auf, die exprimiert werden. Beispiele
von kostimulatorischen Molekiilen umfassen B7, wie B7-1 oder
B7-2, und CD44. Beispiele von Zytokinen umfassen Interleukine,
wie IL-2, GM-CSF, TNF-o und Interferon-y. Das Vorliegen der
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angesprochenen Gene in den Tumorzellen und die Expression der
Gene koénnen in {iiblicher Weise erreicht werden. Es wird auf
vorstehende Ausfiihrungen verwiesen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein
Verfahren zur Herstellung vorstehender Tumorzellen. Ein
solches Verfahren umfaRt die folgenden Verfahrensschritte:

(a) Gewebetypisierung von Tumorzellen,

(b) Transfektion der Tumorzellen mit MHC I- und/oder MHC II-
Genen, wodurch eine in einem Menschen vorliegende
Kombination dieser Gene erhalten wird, und

(c) Selektion auf jene Tumorzellen, welche die MHC I- und MHC

II-Gene exprimieren.

Der Ausdruck '"CGewebetypisierung von Tumorzellen" umfaflt
jegliches Verfahren, mit dem die Expression von MHC I- und MHC
II-Genen bestimmt werden kann. Es wird auf vorstehende
Ausfiihrungen verwiesen. Giinstig kann es sein, daf® von dem
gleichen Patienten, von dem die Tumorzellen stammen, auch
andere Zellen, z.B. Lymphozyten, einer Gewebetypisierung
unterzogen werden. Damit wird die Feststellung der fiir diesen
Patienten geeigneten Kombination wvon MHC I- und MHC II-Genen
noch erleichtert.

Der Ausdruck "Transfektion von Tumorzellen" umfaRt jegliches
Verfahren, mit dem MHC I- und/oder MHC II-Gene, in Tumorzellen
transfiziert werden kénnen. Es wird auf vorstehende

Ausfiihrungen verwiesen.

Der Ausdruck "Selektion auf Tumorzellen" wumfaf’t jegliches
Verfahren, mit dem auf Tumorzellen selektioniert werden kann,
die MHC I- und MHC II-Gene exprimieren. Es wird auf

vorstehende Ausfiihrungen verwiesen.

In bevorzugter Ausfithrungsform werden die Tumorzellen auch mit
ein oder mehreren fiir kostimulatorische Molekiile und/oder

Zytokine kodierenden Gene transfiziert und auf die Expression



WO 00/04918 PCT/DE99/02280
5

dieser Gene selektioniert. Es wird auf vorstehende Ausfihrun-
gen verwiesen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine
Tumorzell-Bibliothek, die vorstehende Tumorzellen umfafRt.
Bevorzugt ist es, wenn die Tumorzellen von jeglichem Tumor des
Menschen stammen und jegliche in einem Menschen vorliegende
Kombination von MHC I- und MHC II-Genen umfassen. Besonders
bevorzugt umfassen die Tumorzellen die 1in Tabelle I
angegebenen Kombinationen von MHC I- und MHC II-Genen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine
Vakzine, die vorstehende Tumorzellen und ibliche Hilfsstoffe,
z.B. Puffer, Triagermittel und Verdinnungsmittel, umfaft.
Bevorzugt ist es, wenn die Vakzine, Tumorzellen verschiedener
Tumoren mit jeweils gleicher Kombination von MHC I- und MHC
IT-Gene umfafit.

Die vorliegende Erfindung stellt Tumorzellen bereit, in denen
eine Kombination von MHC I- und MHC II-Genen exprimiert wird,
wobei die Kombination in einem Menschen vorliegt. Insbesondere
ist die Kombination eine solche, die bei vielen Menschen
vorliegt. Somit stellen die erfindungsgemdfen Tumorzellen ein
Mittel dar, das nicht nur einem bestimmten Menschen, sondern
vielen Menschen verabreicht werden kann. Ferner stammen die
Tumorzellen von jeglichem Tumor des Menschen. Insofern ist die
vorliegende Erfindung auch nicht auf die Behandlung eines
bestimmten Tumors beschrénkt, sondern kann fiir ein beliebig

grofies Spektrum von Tumoren verwendet werden.

Mit der vorliegenden Erfindung ist es mdglich, Patienten, die
an einer Tumorerkrankung leiden, eine Immuntherapie
anzubieten. Diese hat den groRen Vorteil, daf3 sie rasch
erfolgen kann. Nach Feststellung der Tumorart und seiner
Typisierung bzw. von anderen aus dem gleichen Patienten
stammenden Zellen, k&énnen geeignete erfindungsgemédfe
Tumorzellen, z.B. aus der Tumorzell-Bibliothek, ausgewd@hlt und

dem Pateinten verabreicht werden. Glnstig ist es, wenn vor
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Verabreichung der Tumorzellen diese durch MaRnahmen, wie

Bestrahlung, an einer Replikation gehindert werden.

Desweiteren ermdglicht es die vorliegende Erfindung,
prophylaktisch gegen alle méglichen Tumoren vorzugehen. Hierzu
ist es nur notwendig, eine Gewebetypisierung von Zellen des zu
behandelnden Menschen durchzufiihren und diesem dann eine

geeignete erfindungsgemdfe Vakzine zu verabreichen.

Somit stellt die vorliegende Erfindung einen Durchbruch auf

dem Gebiet der Immuntherapie von Tumorerkrankungen dar.

Die Erfindung wird durch das nachstehende Beispiel erl&dutert.
Beispiel: Herstellung erfindungsgemidffer Tumorzellen

(A) Etablierung von Tumorzellen eines Melanom-Patienten

Aus einem Melanom-Patienten wird der Tumor entfernt,
zerkleinert und in mehrere Zellkulturflaschen mit DMEM-Medium
gegeben. Nach 48 Stunden Kultivierung (37°C, 5 % CO,) wird das
Medium gewechselt. Nach 1-2 Wochen werden fiunf
Zellkulturflaschen ausgewdhlt, die unabhdngig voneinander
behandelt werden.

(B) Gewebetypisierung von Lymphozyten und Tumorzellen eines
Melanom-Patienten

1. Vorbereitung von Lymphozyten und Tumorzellen f£fir die
Gewebetypisierung.

Melanom-Patienten von (A) wird Blut entnommen. Dieses wird mit
einem Anti-Koagulantium versehen und mit gleichem Volumen an
HBSS-L&sung verdiinnt. Das Blut wird in ROhrchen gegeben, in
denen Fikol vorgelegt ist. Die R&hrchen werden 20 min bei 800
g zentrifugiert. Die erhaltene Zwischenphase wird entnommen,
in HBSS-L&sung resuspendiert und 5 min bei 500 g zentrifu-
giert. Die erhaltenen Lymphozyten werden gez&hlt und fir die
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Gewebetypisierung als Lésung mit einer Konzentration von 1-2 x
10%/ml standardisiert.

Die etablierten Tumorzellen von (A) werden 1in gleicher

Konzentration standardisiert.

2. Serologische Bestimmung von HLA-Molekiilen auf Lymphozyten
und Tumorzellen

Es werden Polystyren-Platten verwendet, die mit Antiseren
gegen HLA-A, HLA-C, HLA-B, HLA-DR, HLA-DQ bzw. HLA-DP
beschichtet sind. Diesen Platten wird jeweils 1 pul der
Lymphozyten-L&ésung bzw. Tumorzell-Ldsung von (B) 1. zugegeben.
Die Platten werden 30 min bei 22°C inkubiert, bevor jeweils 5
pl frisches Komplement zugegeben werden. Anschlieflend werden
die Platten 60 min bei 22°C inkubiert, bevor jeweils 1 pl eines
Acridinorange/Ethidiumbromid-Cocktail und 1 pl Quentscher-
Lo&sung zugegeben werden. Die Platten werden bei Raumtemperatur
4 Stunden stehengelassen. Positive Proben werden durch die
Entwicklung der fluoreszierenden Fédrbung ausgewiesen.

Es <zeigt sich, daR die Lymphozyten folgende HLA-Molekiile
aufweisen:

A*01l; Cw*07; B*08; DRB1*03; DQAl1*02; DQB1*02; DPAl*02;
DPB1*02.

Die Tumorzellen weisen dagegen nur folgende HLA-Molekiile auf:
A*Q1l; Cw*07; B*(8.

3. Bestimmung der HLA-Gene von Lymphozyten

Aus den Lymphozyten von (B) 1. wird RNA isoliert und einer
reversen Transkription unterzogen. Die erhaltene cDNA wird
einem PCR-Verfahren unterworfen, bei dem Primer-Gruppen
verwendet werden, die entsprechend der HLA-Molekiile von (B) 2.
ausgewdhlt sind. Insbesondere werden folgende Primer

verwendet :
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A*Ql: forward: CGA CGC CGC GAG CCA GAA
reverse: AGC CCG TCC ACG CAC CG

Cw*07: forward: GGA CCG GGA GAC ACA GAA C
reverse: CGC ACG GGC CGC CTC CaA

B*08: forward: GAC CGG AAC ACA CAG ATC TT
reverse: CCG CGC GCT CCA GCG TG

DRB1*03: forward: GAC GGA GCG GGT GCG GTA
reverse: CTG CAC TGT GAA GCT CTC CA

DQA1*02: forward: CGA GTT TTA CGG TCC CTC TGG C
reverse: CTC ATT GGT AGC AGC GGT AGA GTT GG

DQB1*02: forward: GTG CGT CTT GTG AGC AGA AG
reverse: CGT GCG GAG CTC CAA CTG

DPA1*02: forward: CCC GCT CTG GTT TGA TTT AT
reverse: CAC TTC GCA TCT ATG CGA

DPB1*02: forward: AGG ACA GAA CTC GGT ACT AGG A
reverse: TGA ATC CCC AAC CCA AAG TCC CC

Die PCR-Bedingungen sind wie folgt: 24 Zyklen: 1 min, 94°C; 45
sec, 65°C; 2 min, 72°C. Endzyklus: 1 min, 94°C; 45 sec, 65°C; 10

min, 72°C.

Die amplifizierte DNA wird mit den Restriktionsenzymen Sall
und HindIII gespalten und in den entsprechend gespaltenen
Vektor M13 mpl8 bzw. M13 mpl9 inseriert. Rekombinante DNA-
Molekiile werden zur Transformation von E. coli. JM109
verwendet. Erhaltene Klone werden einem Screening-Verfahren
mittels Hybridisierung mit der amplifizierten DNA unterzogen.

Positive Klone werden einer Sequenzierung unterworfen.

Es zeigt sich, daR die HLA-Molekiile von (B) 2. durch folgende
HLA-Gene kodiert sind:
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A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*0201;
DPA1*0201; DPB1*0201.

4. Isolierung von HLA-D Genen aus Lymphozyten und
Transfektion dieser in Tumorzellen

Dem Melanom-Patienten von (A) wird Blut entnommen. Dieses wird
mit einem Anti-Koagulantium versehen und mit achtfachem
Uberschufs an RCL-Puffer verdinnt. Das Blut wird 30 sec in
einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wird mit RCL-
Puffer aufgenommen und zentrifugiert. Nach mehrmaligem Wie-
derholen dieses Schrittes wird das Pellet in NLB-Puffer geldst
und mit Proteinase K 1 h bei 63-65°C und 10 min bei 95°C
inkubiert. Die L&sung wird 60 sec in einer Mikrozentrifuge
zentrifugiert und das Pellet verworfen. Der Uberstand enthdlt

die DNA aus den Lymphozyten.

Diese DNA wird einem PCR-Verfahren unterzogen bei dem jene
Primer verwendet werden, die in (B) 2. fiir die HLA-D Gene,
DRB1*03, DQA1*02, DQB1*02, DPA1*02 bzw. DPB1*02 eingesetzt

worden sind.

Die PCR-Bedingungen sind wie folgt: 30 Zyklen; 30 sec, 98°C; 60
sec, 55°C; 105 sec, 72°C. Endzyklus: 7 min, 72°C.

Proben der amplifizierten DNA werden auf einem 1 % Agarose-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Es werden Fragmente von 216 bp
fiir DRB1*03, wvon 219 bp fiir DQA1*02/DQB1*02, und von 245 bp
fiir DPA*02/DPB1*02 erhalten.

Die amplifizierte DNA wird mit den Restriktionsenzymen Sall
und HindIII gespalten und in den entsprechend gespaltenen
Expressionsvektor B45-neo inseriert. Rekombinante DNA-Molekiile
werden zur Transformation von E. coli JM109 oder DHS5F'Q ver-
wendet. Erhaltene Klone werden einem Screening-Verfahren
mittels Hybridisierung mit der amplifizierten DNA unterzogen.
Positive Klone werden durch Sequenzierung bestdtigt.
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Diese Klone werden zur Transfektion der Tumorzellen von (A)
verwendet. Die Tumorzellen werden trypsiniert und es wird eine
Elektroporation bei 400 V und 490p FD durchgefiihrt. Die
Tumorzellen werden mit G418 (400 - 1000pug/ml) 4 Wochen
selektioniert, bevor sie einem "Fluorescence-Activating-Cell-
Sorting" (FACS) unterzogen werden. Es werden Tumorzellen

erhalten, die folgende HLA-Molekille exprimieren:

A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*0201;
DPA1*0201; DPB1*0201.

5. Transfektion von Tumorzellen mit Genen, die fiir
kostimulatorische Molekiile bzw. Zytokine kodieren.

cDNAs, die fiur CD44, IFN-y bzw. GM-CSF kodieren, werden von
Invitrogen erhalten. Die c¢DNAs werden in die
Expressionsvektoren RSV.5 hygro (blunt/BamHI), pUHD10-1 (XmnI)
bzw. pBSK (BamHI) inseriert. Rekombinante DNA-Molekiile werden
zur Transformation von E. coli JM109 oder DH5'a verwendet.
Erhaltene Klone werden einem Screening-Verfahren mittels
Hybridisierung mit den cDNAs unterzogen. Positive Klone werden

durch Sequenzierung bestétigt.

Diese Klone werden zur Transfektion der in (B) 4. erhaltenen
Tumorzellen verwendet. Die Transfektion wird mit DOTAP-
Liposomen nach Anleitung des Herstellers Boehringer Mannheim
durchgefiihrt. Die transfizierten Tumorzellen werden durch FACS
bzw. RT-PCR gescreent. Es werden Tumorzellen erhalten, die
folgende HLA-Molekiile und kostimulatorische Molekiile sowie

Zytokine exprimieren:

A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*
0201; DPA1*0201; DPB1*0201; IFN-Y; CD44; GM-CSF.



10

15

20

25

30

35

40

" WO 00/04918

PCT/DE99/02280
11
Tabelle I
Hiéufige HLA Kombinationen
vV6l- HLA-A HLA-C HLA-B HLA- HLA- HLA- Hau-
ker- DR DQ DP fig-
grup- keit
pe
Cor- A*- Cw*- B*- DR*- DQ* - DP*- 8,4%
nish 0101 0701 0801 0301 0201 0101
(Kel-
ten)
Ger- A*- Cw* - B*- DR* - DQ* - DP* - 4,8%
man 0101 0701 0801 0301 0201 0401
Ger- A*- Cw* -~ B*- DR*- DQ* - DP*- 2,5%
man 0101 0701 0701 1501 0101 0401
USA A* - Cw* - B*- CR*- DQ*- DP* ~ 4,3%
1001 0701 0801 0301 0201 0401
Cana- | A*- Cw* - B¥*~ DR* - DQ* - Dp* - 5,1%
dian 0101 0701 0801 0301 0201 0101
Au- A¥- Cw* - B* - DR*- DQ* - DP* - 7,6%
stra- | 0101 0701 0801 0301 0201 0101
lian
Japa- A*- CBL B*- DR* - DQ*- Dp*- 8,2%
nese 2401 5201 1501 0101 0901
Japa- | A*- CBL B*- DR*- DQ*~ DP* - 4,9%
nese 3301 4401 1302 0101 0401
Indi- A*-— CBL B*- DR* -~ DQ*- DP*- 4,1%
an 2401 6101 1501 0101 0402
Thais | A*- Cw* -~ B*~ DR*~ DQ* - DP*- 4,5%
0201 1101 4601 0901 0301 0401
Tai- A*- Cw* -~ B*- DR* - DQ* - DpP* -~ 10,4%
wan 2401 0701 3901 1201 0701 1301
Inuit A*- CBL B*- DR*- DQ* - DP*- 9,4%
2401 4801 0401 0701 0201
Sin- | A*- Cw*- | B*- DR*- | DQ*- |Dp*- [7,2%
ga- 0201 1101 4601 0901 0301 0401
pore
Maori | A*- Cw*- B*- DR* - DQ* - DP* - 8,1%
0201 0101 5501 1201 0701 0101
Bush- A* - CW* - B* - DR*- DQ* - DP* - 8,2%
man 3001 0401 5801 1301 0101 0401
North | A*- CW* - B*- DR*- DQ* -~ DP* - 1,1%
Am. - 3601 0401 5301 1101 0101 0101
Ne-
groid
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Bas- A¥*- CBL B*- DR*- DQ* - DP* - 5,4%
que 2901 4401 0701 0201 0201

Java- | ABL CBL B*- DR* - DQ* - DP*- 8,2%
nese 6201 1201 0701 0401

Mon- A*- Cw*- B*- DR* - DQ*- DP* - 4,0%
goli- | 3001 0601 1301 0701 0201 0201

an

Ura- A*- Cw*- B*~ DR*- DQ* - DP*~ 3,1%
lic 1101 0401 3501 0301 0201 0101
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Tumorzellen mit einer in einem Menschen vorliegenden Kombination von

MHC |- und MHC II-Genen, wobei die Gene exprimiert werden.

Tumorzellen nach Anspruch 1, wobei ferner ein oder mehrere Gene flr

kostimulatorische Molekule exprimiert werden.

Tumorzellen nach Anspruch 2, wobei die kostimulatorischen Molekile B7
und CD44 umfassen.

Tumorzellen nach einem der Anspriiche 1-3, wobei ferner ein oder mehrere

Gene flr Zytokine exprimiert werden.

Tumorzellen nach Anspruch 4, wobei die Zytokine Interleukine, GM-CSF,
TNF-a und Interferon-y umfassen.

Tumorzellen nach einem der Anspriche 1-5, wobei die Kombination von
MHC |- und MHC li-Genen ausgewahlt ist aus:

vVol- HLA-A HLA-C HLA-B HLA- HLA- HLA- Hau-

ker- DR DQ DP fig-

grup- keit

pe

Cor- A¥*— Cw*- B*- DR*~ DQ* - DP*- 8,4%

nish 0101 0701 0801 0301 0201 0101

(Kel-

ten)

Ger- A*— Cw*- B*- DR* - DQ* - DP*- 4,8%

man 0101 0701 0801 0301 0201 0401

Ger- A*-— Cw* - B*- DR* - DQ* - DP* - 2,5%

man 0101 0701 0701 1501 0101 0401

USA A*- Cw* - B*- CR*- DQ* - DP*- 4,3%
1001 0701 0801 0301 0201 0401

Cana- A*— Cw* - B*- DR* - DQ* - DP*- 5,1%

dian 0101 0701 0801 0301 0201 0101
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Au- A*- Cw* - B*- DR* - DQ* - DP* - 7,6%
stra- | 0101 0701 0801 0301 0201 0101
lian
Japa- A* - CBL B*- DR* - DQ* - DP*- 8,2%
nese 2401 5201 1501 0101 0901
Japa- | A*- CBL B*- DR* - DQ* -~ DPp*- 4,9%
nese 3301 4401 1302 0101 0401
Indi- A*- CBL B*- DR* - DQ*- DP* - 4,1%
an 2401 6101 1501 0101 0402
Thais A*— Cw*- B*- DR* - DQ*- DP* - 4,5%
0201 1101 4601 0901 0301 0401
Tai- A*-— Cw* - B¥*- DR*- DQ*- DP* - 10,4%
wan 2401 0701 3901 1201 0701 1301
Inuit A¥— CBL B*~ DR*- DQ* - DP*- 9,4%
2401 4801 0401 0701 0201
Sin- A*- Cw* - B*- DR* - DQ* - DP* - 7,2%
ga- 0201 1101 4601 0901 0301 0401
pore
Maori A¥*— Cw*- B*- DR* - DQ*- DPp* - 8,1%
0201 0101 5501 1201 0701 0101
Bush- A¥- CW* - B*- DR*- DQ* - DP* - 8,2%
man 3001 0401 5801 1301 0101 0401
North A*- CW* - B* - DR*- DQ*- DP*- 1,1%
Am. - 3601 0401 5301 1101 0101 0101
Ne-
groid
Bas- A*- CBL B*- DR* - DQ* - DP*- 5,4%
que 2901 4401 0701 0201 0201
Java- ABL CBL B*- DR* - DQ* - DP* - 8,2%
nese 6201 1201 0701 0401
Mon- A*- Cw*- B*- DR* - DQ* - DP* - 4,0%
goli- | 3001 0601 1301 0701 0201 0201
an
Ura- A* - CW* - B*- DR* - DQ* - DP*- 3,1%
lic 1101 0401 3501 0301 0201 0101

Tumorzellen nach einem der Anspriiche 1 - 6, umfassend die folgende

Kombination von MHC |- und MHC lI-Genen:

A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*0201; DPA1-
*0201; DPB1*0201.
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Tumorzellen nach einem der Anspriiche 1 - 7, umfassend die folgende
Kombination von MHC |-/ll-Genen und Genen fiir IFN-y, CD44 sowie GM-
CSF:

A*0101; Cw*0701; B*0801; DRB1*0301; DQA1*0201; DQB1*0201; DPA1-
*0201; DPB1*0201; IFN-y; CD44; GM-CSF.

Verfahren zur Herstellung der Tumorzellen nach Anspruch 1, umfassend die
folgenden Verfahrensschritte:

(@ Gewebetypisierung von Tumorzellen,

(b)  Transfektion der Tumorzellen mit MHC |- und/oder MHC |I-Genen,
wodurch eine in einem Menschen vorliegende Kombination dieser
Gene erhalten wird, und

(c)  Selektion auf jene Tumorzellen, welche die MHC I- und MHC [I-Gene
exprimieren.

Verfahren nach Anspruch 9, wobei ferner die Tumorzellen mit ein oder
mehreren fiir kostimulatorische Molekulle und/oder Zytokine kodierenden

Genen transfiziert und auf die Expression dieser Gene selektioniert werden.

Tumorzell-Bibliothek, umfassend die Tumorzellen nach einem der An-
spruche 1-8.

Vakzine, umfassend die Tumorzellen nach einem der Anspriche 1-8 und
Ubliche Hilfsstoffe.

Verwendung der Tumorzellen nach einem der Ansprliche 1-8, der Tumor-
zell-Bibliothek nach Anspruch 11 oder der Vakzine nach Anspruch 12 zur
Prophylaxe und/oder Behandlung von Tumorerkrankungen.
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