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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Priparat, das tumorreaktive Thl-#hnliche Zellen, die eine hohe Produktion von
Interferon—y aufweisen und wenig oder kein Interleukin-4 produzieren, zusammen mit pharmazeutisch vertriglichen Exzipientien und
Hilfsstoffen umfasst, sowie ein Verfahren zur Herstellung von tumorreaktiven Thi-dhnlichen Zellen, die eine hohe Produktion von
Interferon—y aufweisen und wenig oder kein Interleukin—4 produzieren.
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Verfahren zur Herstellung antitumoraler Thl-Zellen

Die Erfindung betrifft ein pharmazeutisches Praparat, das
antitumorale Thl-Zellen enthilt, ein Verfahren zur
Herstellung von Interferon-y (IFN-y) produzierenden,
antitumoralen Thl-Zellen sowie deren Verwendung zur
Therapie von soliden Tumoren und hdmatopoietischen
Tumoren wie Lymphomen. |

Das Immunsystem der Sauger, einschliefflich das des
Menschen verfigt Uber eine Reihe von Strategien, um vor
verschiedenen Tumoren 2zu schitzen oder sogar sie zu
bekampfen. So ist es mdéglich, Immunantworten gegen
Tumorantigene, das sind (Glyko-)Proteine, die speziell
auf der Oberflache oder im Inneren von Tumorzellen
exprimiert werden, hervorzurufen. Immunantworten gegen
diese Antigene koénnen vor dem Etablieren von soliden
Tumoren und Tumoren des hématopoietischen Systems
schitzen. Aus der Literatur geht hervor, daR die meisten
Immunantworten gegen Tumoren sowohl von den CD4+T-Helfer-
zellen (Th) als auch den zytotoxischen CD8+T-Zellen (Tc)
abhangig sind. Es gilt jedoch als anerkannt, daR ins-
besondere die zytotoxischen Tc flir eine wirksame Tumor-
abwehr von Bedeutung sind. Die Rolle der Th wurde bisher

in dieser Hinsicht nur wenig untersucht.

Es wurden =zahlreiche Medikamente wund Verfahren zur
Immunisierung gegen verschiedene Tumortypen entwickelt.
Als besonders wirksam in der Tumorprivention haben sich
beispielsweise Immunisierungen mit den dendritischen
antigenprédsentierenden Zellen (APC), die Koapplikation
von proinflammatorischen Mediatoren, insbesondere Inter-
leukin- (IL) -12 und die T-Zellaktivierung durch Modulation

BESTATIGUNGSKOPIE
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des CTLA4-Moleklls exrwiesen. Weitere Strategien
beinhalten Vakzinierungen mit Pré&paraten, die entweder
tumorinfiltrierende T-Lymphozyten (TIL), lymphokin-
aktivierte Killerzellen (LAK) oder CD8+ T-Lymphozyten
enthalten. Derartige Ansdtze erwiesen sich jedoch als nur
eingeschrankt wirksam.

Obgleich =zahlreiche Immﬁnisierungsprotokolle zur Tumor-
prdvention beschrieben wurden, gibt es bisher kaum tliber
das Immunsystem wirkende Medikamente, die bei bereits
etablierten Tumoren wirksam sind. Das einzig wirklich
wirksame Therapieprotokoll ist der adoptive Transfer
allogener T-Lymphozyten in der Behandlung von Leuk&mien.
Die Daten der 1letzten 20 Jahre belegen, daRR IFN-y
produzierende T-Lymphozyten eine wichtige Rolle bei der
zelluldren Tumorabwehr spielen. Bisher wurden vor allem
Tumorimmunantworten untersucht, die sich insbesondere
gegen Antigene richten, die Uber die Haupthisto-
kompatibilit&ts-Antigene der Klasse I (MHC I) an Tc
prasentiert werden. MHC-Klasse II-restringierte Th werden
als Regulatorzellen angesehen. Ihre Gegenwart scheint fir
eine effiziente Tumorpravention wichtig. Trotzdem kennt
man weder ihre genaue Rolle bei der antitumoralen Immun-
antwort, noch sind, von wenigen Ausnahmen abgesehen, ihre
Zielpeptide bekannt (Immunity 95: 2, 45-57). Wegen dieser
Schwierigkeiten wurden sie bisher nicht als Medikament im
Sinne von Immuntherapien gegen spezifische Tumoxr
entwickelt.

In W099/51720 ist ein (nachverdffentlichtes) sehr
spezielles Verfahren beschrieben, mit dem Thl-Zellen
generiert werden kénnen. Es erlaubt aber nicht, wirksam
CD2-positive Zellen oder T-Zellen zu entwickeln, die
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spezifisch ein Antigen, wie z.B. ein Tumor-Antigen
erkennen.

Ein bekanntes Verfahren (Kuge et al 1995 J. Immunol
154 (4), 1777-85) beschreibt, daf Thl-Lymphozyten
Tumorzellen in der Kulturschale lysieren kénnen. Hinweise
auf eine in vivo-Therapie sind dieser Schrift jedoch
nicht entnehmbar. Auch 148t sich dieser Ansatz nicht
direkt auf die in vivo-Situation Ubertragen.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde,
ein Prédparat zur Prophylaxe und Therapie von Tumor-
erkrankungen bereitzustellen. Insbesondere geht es darum,
spezifisch tumorreaktive Zellen in vitro zu entwickeln,
die in vivo gegen Tumoren wirksam sind. Ziel einer jeden
Tumortherapie ist es, den Tumor soweit als mdglich zu
zerstOren und dabei alle anderen Zellen des Kérpers zu
schonen. Die herkdémmlichen Therapien erreichen dies nur
unzureichend. Aus diesem Grunde hat man versucht,
spezifische Tumortherapien zu entwickeln. Der einzige
Therapieansatz, der mnach heutigem Versténdnis tumor-
spezifisch ist, ist eine Immuntherapie, da die
Lymphozyten dank ihres Antigenrezeptors nur jene Ziel-

zellen erkennen, gegen die sie aktiviert wurden.

Wegen ihrer Fahigkeit, Tumorzellen direkt zu tdten, setzt
die Forschung von heute ganz Uberwiesend auf eine anti-
tumorale Therapie mittels tumorspezifischer Tc. Von
Autoimmunkrankheiten her ist aber bekannt, daf nicht Tc,
sondern Th Autoimmunkrankheiten besonders dramatisch
auslésen (Racke et al. 1994). Besonders schwere, oftmals
akut tdédlich verlaufende Formen von Autoimmunkrankheiten
werden durch den adoptiven Transfer von IFN-y produ-



WO 00/48614 : PCT/EP00/01339 T

zierenden Th, die auch Thl genannt werden, ausgeldst. Da
diése adoptiv transferierten Thl 2zwar das Zielorgan
zerstoren, dabei aber alle anderen Gewebe vollstandig
verschonen, sollte sich der adoptive Transfer tumor-

spezifischer Thl besonders gut zur Tumortherapie eignen.

Das erfindungsgemdf’e Prédparat soll vor einer mdglichen
Tumorentwicklung schiitzen und insbesondere bei bereits
etablierten Tumoren ebenfalls wirksam sein. Ferner soll
das erfindungsgemaf’e Prdparat dem jeweils zu bekampfenden
Tumor angepafdt werden koénnen. Das Prdparat soll die
nattirlichen Mechanismen der Tumorabwehr nachahmen bzw.
verstdrken und somit keine oder nur geringe Neben-
wirkungen besitzen.

Geldst wird diese Aufgabe zum einen durch ein pharma-
zeutisches Préaparat, das tumorspezifische Th enthdlt, die
durch ein Thl-ahnliches Zytokinmuster charakterisiert
sind, sich also durch eine hohe IFN-y-Produktion P1 (100
< P1 < 100000 U/ml) und eine niedrige IL-4-Produktion P2
(P2 £ 1000 U/ml) auszeichnen. Von besonderer Bedeutung
ist dabei das Verh&ltnis P1:P2, welches in der
Gréfienordnung 10:1 oder grdRer liegen soll. Die T-
Lymphozyten werden zusammen mit pharmazeutisch
vertrdglichen Exzipientien und Hilfsstoffen verabreicht.
Des weiteren wird ein Verfahren zur Herstellung von
tumorspezifischen Thl-Zellen etabliert. Es sind Zellen,
die den Tumor oder tumorassoziierte Antigene
(Aminosduren/ Eiweiflsequenzen) erkennen und gegen diese
reagieren. Sie zeigen aber kaum oder keine Reaktivitét
gegenlber anderen Antigenen, die im K&rper effizient
prasentiert werden. Die Erfindung betrifft auch die

Verwendung dieser Thl zur Prophylaxe und/oder Therapie
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von soliden Tumoren und Tumoren des hamatopoietischen
Systems.

In Anlehnung an die Experimente zur Pathogenese von
Autoimmunkrankheiten wurde gefunden, daff Th, insbesondere
Thl und Thl-&hnliche Zellen, in der Tumorabwehr eine
signifikante Bedeutung besitzen. Durch Ziichten wvon Thil,

die speziell (Glyko-)Proteine des zu bekdmpfenden Tumors

erkennen, kénnen wirksame Medikamente zur
Prophylaxe/Bekémpfung des Tumors hergestellt werden.
Praparate, die diese Zellen enthalten, werden dem

Organismus auf parenteralem Weg, meist intraperitoneal,
intravends oder subkutan verabreicht. Die verabreichten
Thl aktivieren bzw. verstérken die gegen den Tumor
gerichtete Immunantwort entweder durch direkte Induktion
von Zelltod oder durch Produktion ihrer spezifischen
Zytokine. Diese koénnen entweder fir den Tumor direkt
zytotoxisch sein oder dazu flhren, da? fuar den Tumor
toxische Effektorzellen, Tc oder Makrophagen, rekrutiert
und aktiviert werden. Dadurch haben sie entscheidenden

Anteil an der immunvermittelten Remission bzw. Regression
des Tumors.

Erfindungsgemdf kénnen Thl-Zellen gegen beliebige Tumor-
arten produziert werden. Bevorzugt ist die Produktion von
Thl gegen Lymphome wirksam, aber auch solide Tumoren sind
wichtige Zielstrukturen. Mit dem erfindungsgemifRen
Praparat kdénnen daher die entspechenden Tumorarten
bekampft werden. Die Art und Posologie der Verabreichung
werden von einem Arzt entsprechend der Art und Schwere
des zu behandelnden Tumors, dem Zustand des Patienten und
der Therapiedauer bestimmt. Erfindungsgemdfs wird das

Praparat in einer Dosierung von 1x10°-100-1000x10°
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Zellen/kg Korpergewicht in einer einmaligen Dosis oder
wiederholt verabreicht. Das Préaparat kann sowohl Menschen
als auch Tieren verabreicht werden.

Die erfindungsgemafien Thl-Zellen kénnen vor
hédmatopoietischen Tumoren schiitzen; sie eignen sich auch
zur Behandlung etablierter Lymphome und es k&énnen mit
derartigen Thl-Zellen auch solide Tumoren zumindest

kontrolliert werden.

Das erfindungsmafRige Verfahren erlaubt ferner,
tumorspezifische Thl-Zellen auch aus Tieren zu gewinnen,
die bereits an einem fortgeschrittenen Tumor erkrankt
sind. Dabei ist es mdéglich, aus der Vielzahl der
unterschiedlichen Immunzellen genau die wenigen Familien
von T-Lymphozyten zum Wachsen 2zu bringen, die entweder
spezifisch oder vor allem den Tumor erkennen. Durch den
adoptiven Transfer tumorspezifischer Thl-Zellen kdénnen
sehr schnell wirksame antitumorale Immunantworten
aufgebaut werden, die dann auch in der Therapie sehr
schnell wirksam und dabei sicher - d.h. weitgehend frei
von Nebenwirkungen sind.

Um die Rolle von tumorreaktiven MHC-Klasse II
restringierten CD4+Th ndher zu untersuchen, war es nétig,
ein Kultursystem zu entwickeln, das es erlaubt, tumor-
spezifische Thl zu generieren. MHC-Klasse II
restringierte Tumorpeptide sind bisher kaum bekannt. Aus
diesem Grund wurde ein System entwickelt, das es erlaubt,
tumorspezifische Thl 2zu etablieren, ohne spezifische
Tumorpeptide 2zu kennen. Durch Bestrahlung oder Chemo-
therapeutika wie Mitomycin C in ihrer Proliferation

gehemmte Tumorzellen werden zusammen mit auto-
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logen/syngenen APC und Th in vitro kultiviert. Aus
Griinden der Praktibilitdt wurden die Untersuchungen
bisher an einem B-Zell-Lymphom durchgefiihrt, das seine
eigenen Tumorantigene uber MHC II prasentieren kann. Aus
Mausen, die das A20-B-Zell-Lymphom bereits tragen, oder
aber auch aus Mausen, die gegen dieses Lymphom immu-
nisiert wurden, wurden CD4+Th gewonnen. Diese Th wurden
dann in vitro mit der unten beschriebenen Methode so
kultiviert, daf? tumorspezifische Thl entstehen, Th, die
grof’e Mengen an IFN-y, aber wenig oder kaum IL-4
produzieren. Gemessen mit einem handelstblichen ELISA-
Test lagen wirksame IFN-y-Spiegel zwischen 102 und 10°
U/ml; gemessen mit CT4S-Zellen muflte IL-4 unter 1000 U/ml
liegen. Wieder war wichtig, daR die Ratio von IFN-y 2zu
IL-4 2 10:1 betrug. Diese tumorspezifischen Thl wurden

dann zur Tumortherapie verwendet.

Material-Herstellung tumorspezifischer Thl

Murine A20-Zellen (ATCC-TIB-208) wurden in RPMI1640, das
10 % FCS und 50 mM P-Mercaptoethanol enthielt, bei 37°C
in wassergesattigter Atmosph&re und 5 % CO, kultiviert.
Vor dem Einsatz zur in vitro Kultur mit den Th wurden die
Tumorzellen mit 65 Gray bestrahlt.

Th (> 95% Reinheit) wurden durch negative Selektion unter
Verwendung von Biotex-T-Zellsduren (Tebu, Frankfurt)
gewonnen. Andere Verfahren zur Gewinnung von Th mittels
positiver oder negativer Anreicherung sind in gleicher
Weise geeignet. Diese Th wurden in vitro in Dulbeccos MEM
(Kulturmedium) , das durch 10% FCsS, Penicillin und
Streptomycin, 50 uM PB-Mercaptoethanol und MEM-Aminos&uren

angereichert worden ist, bei 37°C in wassergesdttigter
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Atmosphare und 7,5 % CO, kultiviert. Auch andere Medien
erTauben, Th Linien zu etablieren, einige davon ohne die
Verwendung von Serum.

APC wurden durch Behandlung von BALB/c-Milzzellen mit
Anti-CD4- und Anti-CD8-Antikdrper und Komplement
(Behring-Werke, Marburg) angereichert. Vor dem Einsatz

zur in vitro Kultur von Th wurden sie mit 30 Gray
bestrahlt.

Phosphothiocatmodifiziertes CpG-Dinucleotidhaltiges Oligo-
nucleotid (CpG-ODN 1668) wurde von MWG (Miinchen) bezogen
(Sequenz: 5'-TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT-3'). Anti-IL-4-
Antikdérper stammen von dem Klon 11B11l, humanes rIL-2
wurde im Handel bezogen. Derartige Antikdérper sind auch
gegen das IL-4 des Menschen entwickelt worden; weiterhin
lassen sich Thl auch durch die Anwendung von solublem IL-
4 Rezeptormoleklil herstellen (Breit et al. 1996,
Eur.J.Immunol. 26, 1860-1865).

Beispiel filir die Herstellung der tumorspezifischen Thl

Tag 1

1. Stimulation

0,2 x 105 Th + bestrahlte Tumorzellen (0,2 x 106 A20) +
0,3 x 10® APC + anti-IL-4 Antikoérper (z.B. 10 pug/ml
11B11) +/- immunstimulatorische Oligonukleotide (z.B. 0,2
puM CpG-ODN 1668) + IL-2 in einer 96-Loch-Rundboden-
Kulturplatten, 200 ul Volumen, in Kultur gegeben.

Tag 2
Wechsel von Medium, anti-IL-4 Antikdrper, Oligonukleotid
und IL-2.
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Tag 4

Die Zellsuspension wird in eine 24-Loch-Kulturplatte
Uberfiihrt und mit einem IL-2-haltigen Medium erndhrt.
Tag 5 - 10

Alle 2 Tage (Tag 7, Tag 9) erfolgt ein Mediumwechsel und
die Erndhrung der Zellen mit einem IL-2-haltigen Medium.
Je nach Zelldichte wird die Kultur auf weitere Kultur-
schalen verteilt.

Tag 11

2. Stimulation der Zellen

0,1 x 106 Th + 0,2 x 106 bestrahlten A20 + 0,3 x 106 APC
+ anti-IL-4 Antikdérper +/- immunstimulatorische Oligo-
nukleotide in einer 96-Loch-Rundboden-Kulturplatte, 200
pl Volumen, in Kultur gegeben.

Tag 12

Wechsel von Medium, anti-IL-4 Antikdérper, Oligonukleotid
und IL-2.

Tag 14

Die Zellsuspension wird 1in eine 24-Loch-Kulturplatte

tberfihrt und mit einem IL-2-haltigen Medium erndhrt.

Tag 15 - 20
Alle 2 Tage (Tag 17, Tag 19) erfolgt ein Mediumwechsel
und die Erndhrung der Zellen mit IL-2-haltigen Medium. Je

nach Zelldichte wird die Kultur auf weitere Kulturschalen
aufgeteilt.

Tag 21
3. Stimulation
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Je nach Bedarf kénnen die Th alle 10-14 Tage, so an Tag
2T noch ein drittes Mal und O&fter, entsprechend dem
Protokoll fir die 2. Stimulation (Tag 11-20) restimuliert
und weiter expandiert werden. Alternativ werden sie fur

die Therapie mittels adoptivem Transfer genutzt.

Bei Kontrolle exprimieren diese Linien Oberflédchen-
antigene, die aktivierte Th charakterisieren. Die so
generierten Th-Linien sind:

(1) spezifisch fir den Tumor, hier das A20-Lymphom und
(2) T-Zell-Linien von Thl Typ (Thl-&hnliche Zellen).

Werden sie in vitro durch syngene Milzzellen stimuliert,
die Uber ihre MHC Klasse II Molekiile die Tumorpeptide des
A20-Tumors préasentieren, produzieren sie viel IFN-y und
wenig oder kein IL-4 (vgl. Produktionsangaben auf S. 6
und Fig. 1). Werden die Th jedoch mit syngenen Milzzellen
kultiviert, die keine Tumorantigene oder Antigene eines
anderen Tumors, des MCP1l1-B-Zell-Lymphoms, pré&sentieren,
prodzieren sie keine, oder nur geringe Mengen an
Zytokinen. Diese Zellen stellen pharmazeutische Pré&parate

dar, die gezielt zur Therapie des A20-Lymphoms verwendet
werden kdénnen.

Zundchst wurde die Auswirkung des adoptiven Transfers von
A20-spezifischen Thl auf die Immunantwort wvon Balb/c-
Mausen gegen den A20-Tumor untersucht. Dazu wurden
Balb/c-Mausen gleichzeitig 0,5 x 10° A20-Zellen und 0,5 x
10° A20-spezifische Thl intraperitoneal injiziert. Nach
5, 7 und 10 Tagen wurden die Milzzellen aus den M&usen
isoliert und in vitro mit dem Tumor, hier dem 0,2 x 10°
A20-Tumor, der durch syngene APC préasentiert wurde,

stimuliert. T Lymphozyten von M&usen, denen Tumorzellen
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verabreicht worden waren, produzierten IFN-y nur dann,
wenn sie innerhalb von 5 Tagen nach Tumorapplikation
isoliert wurden. Im Gegensatz dazu produzierten T-Lympho-
zyten von Mausen, die sowohl A20-Tumoren als auch A20-
spezifische Thl injiziert bekamen, auch dann noch IFN-vy,
wenn sie mehr als 10 Tage nach dem Tumortransfer durch
syngene APC mit tumorspezifischen Antigenen stimuliert
wurden (Fig. 2). Durch den adoptiven Transfer von A20-
spezifischen Thl wurde so eine prolongierte Thl Immun-
antwort gegen den A20-Tumor induziert.

Tumorpridvention mit tumorreaktiven Thil

In Tumorpraventionsexperimenten wurden den Balb/c-Mausen
direkt nacheinander 0,5 x 10° A20-Tumorzellen und 0,5 x
10° A20-spezifische Thl intraperitoneal injiziert. Durch
den adoptiven Transfer der Thl-Linien wurde die Uber-
lebensrate der MAause erheblich verldngert (Fig. 3). Je
nach Experiment waren zwischen 70% und 100% aller MAause
vollig geheilt. Dies war insofern erstaunlich, als der
Tumor als sehr aggressiv gilt und viele herkdmmliche
Immuntherapien, die sonst wirksam eine Tumorprivention
erlauben, bei diesem Tumor versagen. Ein zweites
wichtiges Ergebnis war, daR ein adoptiver Transfer dieser
Thl-Linien zwar vor der Tumorentwicklung schiitzt, daf er
aber nicht 2zu Autoimmunerkrankungen fihrt: die Tiere
kénnen unter dem Schutz so lange leben, dal sie eines
natlrlichen Todes sterben. Auch nach einem Jahr weisen
die Tiere weder klinisch noch in der Autopsie Anzeichen
fir Tumoren oder Autoimmunerkrankungen auf. Selbst wenn
die Tiere immunsupprimiert werden, treten =zu einem

spateren Zeitpunkt keine Tumoren mehr auf.
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Tumortherapie mit tumorreaktiven Thl

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden dann die Thl
genutzt, um bereits etablierte Tumoren 2zu behandeln. 0,5
x 10° A20-Tumorzellen wurden intravends injiziert. An Tag
7 nach dem Transfer, einem Zeitpunkt, zu dem sich bereits
grofle Mengen an Tumor in den lymphoiden Organen nach-
weisen lassen, erhielten die Tiere wiederum eine intra-
vendse Vakzinierung von 0,5 x 106 A20-spezifische Thil-
Linien, also etwa 25 x 106 Thl-Zellen pro kg Koérper-
gewicht. Die Daten aus fUnf Experimenten ergaben, daR (1)
bei fast allen Tieren das Tumorwachstum erheblich
verzdgert wurde und (2) bis 70 % der Tiere durch den
Transfer der Thl als geheilt angesehen wurden (Fig. 4).
Die Therapie war noch zu einem Zeitpunkt wirksam, zu dem
Immuntherapien bisher nicht beschrieben wurden und zu dem
die Tumorlast der Milz etwa 100-fach gréfer war als bei

den bisher beschriebenen Immunisierungsprotokollen.

Somit zeigen die Daten in Fig. 2, 3 und 4, daR adoptiv

transferierte Thl sehr wirksame Immunantworten gegen

Tumoren hervorrufen kénnen. Erstmals wurde erfindungs-

gemafl gezeigt, daf

1) Thl auch sehr effizient und sicher nicht nur in der
Pravention sondern auch in der Tumortherapie ein-
gesetzt werden kénnen.

2) Die  Therapie auch in  immunkompetenten  Tieren
funktioniert.

3) Es ist davon auszugehen, daf mit der hier beschrie-
benen Methode auch Thl gegen Zellen von anderen, ins-
besondere soliden Tumoren induziert werden kdénnen, da
die Prasentation der Antigene vorwiegend Uber auto-
loge/syngene APC (in diesem Ansatz Milzzellen)
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erfolgt. Die Methode erlaubt somit wirksame Thl auch
fir eine Immunantwort gegen solide Tumoren, die kein

MHC-II exprimieren, zu generieren.
Die beigefigten Figuren erldutern die Erfindung né&her.

Die Fig. 1 zeigt die Produktion von IFN-y und IL-4 durch
A20-spezifische Thi-Zell-Linien nach In Vitro-
Stimulation. Die A20-spezifische IFN-y-Produktion einer
CD4+T-Zell-Linie wurde mit CpG ODN wund anti-IL-4-
AntikOrpern gegen das Lymphom innerhalb von zwei Wochen
in vitro generiert. Dabei wurden CD4+-T-Zellen (Th) aus
Balb/c-Mausen isoliert, die durch einen A20-Tumor
immunisiert worden waren. Die gewonnenen Th wurden in
vitro in Gegenwart von syngenen antigenprasentierenden
Zellen (APC), A20-Tumorzellen, Anti-IL-4-Antikdrper, IL-2
und CpG-ODN 1668 stimuliert und lUber 10 Tage expandiert.
An Tag 11 wurden die kultivierten Thl in Gegenwart von
APC alleine oder =zusatzlichen A20-Zellen fir 24 Stunden
restimuliert. Aus dem Kulturiberstand wurde der Gehalt an
IL-4 und IFN-y bestimmt.

Die Fig. 2 zeigt die Verldngerung einer A20-spezifischen
Immunantwort durch adoptiven Transfer von A20-
spezifischen Thl. Durch den adoptiven Transfer von A20-
spezifischen Thl wird die tumorspezifische Immunantwort
gegen ein A20-B-Zell-Lymphom deutlich verldngert. Dabei
wurden Balb/c-Mause durch intravendse Injektion von 0,5
Millionen A20 Tumorzellen alleine oder zusammen mit 0,5
Millionen A20-spezifischen Thl immunisiert. An 45, 7, 10
wurden die Milzen der Mause prapariert und 1 Million

Zellen in wvitro ohne oder mit bestrahlten A20 fur 48

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
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Stunden bei 37°C inkubiert. Aus dem Kulturiiberstand wurde
dann "IFN-y bestimmt.

Die Fig. 3 zeigt die Prdvention eines A20 B-Zell-Lymphoms
durch adoptiven Transfer von A20-spezifischen Thl. Es
kommt zu schnellem Sterben von BALB/c-Miusen nach
adoptivem Transfer des A20-Lymphoms (Tumor) und zu lang-
fristigem Uberleben von BALB/c-Méusen nach Gabe des A20-
Lymphoms und gleichzeitigem, adoptivem Transfer von A20-
spezifischen Thl. Dabei wurden Balb/c-Miusen 0,5
Millionen A20-Tumorzellen alleine oder gleichzeitig mit
0,5 Millionen A20-spezifischen Thl intravends injiziert

und der Therapieverlauf wurde visuell verfolgt.

Die Fig. 4 zeigt die Therapie eines etablierten A20 B-
Zell-Lymphoms durch adoptiven Transfer von  A20-
spezifischen Thl. Es kommt 2zu schnellem Sterben von
BALB/c-Mdusen nach adoptivem Transfer des A20-Lymphoms
und zu Langzeitheilung bei bis zu 2 80 % der BALB/c-
Mause, wenn sieben Tage nach Gabe des A20-Lymphoms A20-
spezifische Thl adoptiv transferiert wurden. Zu diesem
Zeitpunkt ist die Tumorbelastung 100-fach hd&her als bei
der bisher erfolgreichsten Therapie mit 2ytokin
transferierten Tumorzellen. Dabei wurden Balb/c-Miusen
0,5 Millionen A20-Tumorzellen in 500 ul PBS intravends
injiziert. Sieben Tage nach A20-Injektion (100 CFU/Milz)
wurden den Mdusen 500 pl PBS alleine oder 0,5 Millionen
A20-spezifische Thl in 500 ul PBS intravends injiziert
und der Therapieverlauf visuell verfolgt.

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
ISA/EP



WO 00/48614 PCT/EP00/01339
15

Patentanspriiche

1. Pharmazeutisches Praparat, umfassend tumorspezifische
Th-Zellen mit einem Thl-&hnlichen Zytokinmuster, die
eine hohe Produktion von Interferon-y aufweisen und
wenig oder kein Interleukin-4 produzieren, zusammen
mit pharmazeutisch vertriglichen Exzipientien und
Hilfsstoffen.

2. Pharmazeutisches Prédparat nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dafs die Produktion von Interferon-y wenigstens 100
U/ml betriagt.

3. Pharmazeutisches Prédparat nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dafd die Produktion von Interleukin-4 hdchstens 1000
U/ml betrigt.

4. Pharmazeutisches Priparat nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
daff das Verhdltnis der Interferon-y-Produktion zur

Interleukin-4-Produktion wenigstens 10:1 betrigt.

5. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,

dafs es hohe Spezifizitédt fuir Tumorantigene besitzt.

6. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
daf es in einer flir den adoptiven Transfer geeigneten
Form vorliegt.
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7. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1 2zur
prophylaktischen und/oder therapeutischen Behandlung

von soliden oder hamatopoietischen Tumoren.

8. Verfahren zur Herstellung von tumorreaktiven Thil-
ahnlichen Zellen, die gemdf Anspruch 1 eine hohe
Produktion von Interferon-y aufweisen und wenig oder

kein Interleukin-4 produzieren.

9. Verwendung von tumorreaktiven Thl-adhnlichen Zellen,
dadurch gekennzeichnet,
daf? sie gemdf Anspruch 1 eine hohe Produktion von
Interferon-y aufweisen und wenig oder kein Inter-
leukin-4 produzieren, zZur Prophylaxe und/oder

Therapie von soliden oder hamatopoietischen Tumoren.



PCT/EP00/01339

WO 00/48614
1/4
25000 ~
E 20000 —
=2
5 15000 -
= B A20 +APC
©
g_ 10000 — O apc
£
X
o
S 5000 ~
OJ ] 1
IFN«y iL-4

Cytokin im KulturGberstand

Fig. 1

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
ISA/EP



WO 00/48614 PCT/EP00/01339

2/4

60 ]

B A20 + Anti-A20 Th1
B4 A20

IFN-y Produktion (U/mi)
)
(]

5 7 10

Tag nach A20-Transfer

Fig. 2

_BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
ISA/EP



% Uberlebende Balb/c Mause

WO 00/48614

PCT/EP00/01339

3/4

100 ?—{J—D—G—D— —{—0

75
—LO— A20 Tumor +

S0+ A20 spezifische Th1
........ o........ A20 Tumor

254

0 +——T0——- ———
0 50 100 150 200 250

Tage nach Tumorinjektion

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
ISA/EP



% Uberlebende Balb/c Miuse

PCT/EP00/01339

WO 00/48614 T

. 4/4

1000 ﬁHL
-
754
—0— A20 Tumor +
50 °° A20 spezifische Th1
§ ........ o. ....... A20 Tumor

25- &0

0 , ro . o

0 25 50 75 100

Tage nach Tumorinjektion

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91)
) ISAVEP



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Drawings

