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VON IL-12-FREISETZENDEN DENDRITISCHEN ZELLEN

Die vorliegende Erfindung offenbart die Verwendung
von Interleukin 12 (IL-12) freisetzenden aktiven dendriti-
schen Zelien (DCs), die mit einem Antigen gegen ein
spezifisches Pathogen oder einen spezifischen Tumor
beladen sind und aufgrund der Behandlung mit Lipopoly-
saccarid (LPS) und Interferon-gamma (IFN-v) I1L-12 freiset-
zen, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
eines Patienten mit einer Infektion mit diesem spezifischen
Pathogen oder zur Behandlung eines Patienten mit diesem
spezifischen Tumor.
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Die Erfindung betrifft die Verwendung von Interleukin 12 (IL-12) exprimierenden dendritischen
Zellen (DCs).

Wahrend bei der Entwickiung von Methoden zur Identifizierung von Tumor-assoziierien Antige-
nen erhebliche Fortschritte erzielt wurden, sind die herkdmmlichen Verfahren zur Lieferung dieser
Antigene in vielen Féllen unausgegoren und unzulénglich. Die meisten Adjuvanzien, die prinzipiell
erhiltlich sind, wurden empirisch entdeckt, und ihr Mechanismus der immunstimulierenden Wir-
kung ist noch kaum verstanden. Daruber hinaus lassen vorklinische Studien darauf schlieBen, dass
die meisten konventionellen Adjuvanzien zwar die Bildung einer gewissen Immunantwort unterstit-
zen, doch andere wichtige Zweige des Immunsystems wie CTL-Aktivitdt nicht anregen kdénnen.
Insbesondere war die Generierung einer zytolytischen, tumorhemmenden Immunitét mit solchen

‘Adjuvanzien nicht mdglich.

Das fuhrte zur Anwendung von DCs als Adjuvanzien. Bei derartigen Versuchen bewirkten DCs,
die in vitro mit Tumor-assoziiertem Antigenen gepulst wurden, eine Tumorabwehr in experimentel-
len Méause-Tumorsystemen und erhohten die tumorhemmende Immunitat bei Patienten. DCs
fangen Antigene an der Peripherie ein und verarbeiten diese, wandern zu lymphatischen Organen,
exprimieren Lymphozyten costimulierende Molekile und sekretieren Zytokine zur Initiierung und
Steuerung von Immunantworten.

Das Antigen wird durch DCs an MHC-Klasse-I- und Klasse-ll-Molekillen présentiert, die Pepti-
de wahrend ihrer biosynthetischen Reifung binden, wodurch eine sténdig aktualisierte Anzeige der
intrazellutdren und umgebenden Proteinzusammensetzung mdglich ist. T-Zellen-Rezeptoren an
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Peptide, die an MHC-Klasse-I-Molekiile
gebunden sind, wahrend MHC Klasse-!I-Peptidkomplexe von Helper-T-Lymphozyten (HTL) erkannt
werden.

Manche Reifestimuli fihren zu Typ-1-HTL-Polarisierung, die durch eine IL-12-Freisetzung ge-
kennzeichnet ist [Cella, 1996], welche in der Folge die Entwicklung von zytolytischer Immunitét
unterstiitzt. Andere tun das nicht und begiinstigen Typ-2-HTL-Polarisierung, die die humorale
immunitét férdert. Lipopolysaccharid (LPS) ist ein klassischer Reifestimulus, der zu einer IL-12-Se-
kretion aus DCs fiihrt [Hilkens, 1997). Es wurde jedoch gezeigt [Langenkamp, 2000], dass DCs
nach der Reifung mit LPS IL-12 nur voriibergehend erzeugen und gegen eine weitere Stimulation
héchst besténdig sind. Die Erschdpfung der Zytokinproduktion wirkte sich auf den T-Lymphozyten-
Polarisierungsprozess aus. Bald nach der Stimulation ,primten DCs starke Typ-1-HTL-Antworten,
wohingegen dieselben Zellen zu einem spéteren Zeitpunkt vorzugsweise als Primer fir Typ-2-
HTLs fungierten.

In der WO 01/39600 A1 wird die Verwendung von Hsp27 als antiinflammatorisches Agens be-
schrieben, welches zur Ausreifung von DCs verwendet wird. Diese DCs werden jedoch nicht mit
einem Tumorantigen beladen, sondern der Antigenkontakt findet erst nach der Ausreifung statt.
Eine Antigenbeladung vor der Ausreifung kann demgemaB in diesem Dokument nicht stattfinden.

In der WO 01/09288 A1 werden DCs unter anderem durch Zugabe von TNF-alpha im Kultivie-
rungsmedium erzeugt. Es ist aber bekannt, dass TNF-alpha nicht das komplette heterodimere
IL-12-Molekiil stimuliert, sondern nur einen der beiden Untereinheiten. Weiters wirkt gemaR der
WO 01/09288 A1 der Antigen-Kontakt erst nach Ausreifung der DCs, so dass die dort beschriebe-
nen Zellen jedenfalls nicht gegen ein spezifisches Pathogen oder einen spezifischen Tumor bela-
den sind.

In der WO 02/34887 A2 werden zwei verschiedene Klassen von Nukieinsduren-Adjuvantien,
namlich CpGs auf der einen Seite und Poly-I:Cs auf der anderen Seite zur Anregung von DCs
verwendet. Es ist jedoch bekannt, dass Poly-I:C und CpG in humanen DCs nur mit sehr geringer
Effizienz 1L-12 freisetzen kdnnen. Auflerdem wird gemaR diesem Dokument keine Pathogen- oder
Tumor-spezifische ,Beladung” der DCs in Kombination mit IL-12-Freisetzung beschrieben.

In der WO 01/51077 A1 werden Verfahren zur Regulierung der IL-12-Produktion durch CCRS5-
Agonisten und Antagonisten beschrieben, jedoch wurde hierbei wiederum von spezifisch ,belade-
nen* DCs ausgegangen.

WANG et al. (Zhonghua xue ye xue za zhi, 21 (7), (2000), Seiten 345-348) wird beschrieben,
dass die Proliferation von CD (4) (+)-Zellen nach der Kultivierung mit DCs ein guter Indikator als
ein Kontrollinstrument fir den Verlauf einer Immuntherapie darstellen soll. Dabei wurden DCs von
PBMCs mit einem Tumorantigen der XG-7-Zelllinie beladen welche dann mehr CD (4) (+)-Zellen
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stimulieren konnten als DCs. Es wird allerdings in diesem Dokument nichts Uber die Verabreichung
eines Ausreifungsstimulus beschrieben.

Es ist daher ein Ziel der vorliegenden Erfindung, verbesserte Mittel zur Behandlung von Virus-
infektionen und Tumoren unter Verwendung von DCs zur Verfigung zu stellen.

Die vorliegende Erfindung erméglicht daher die Verwendung von Interleukin 12 (IL-12) freiset-
zenden dendritischen Zellen (DCs), die mit einem Antigen gegen ein spezifisches Pathogen oder
einen spezifischen Tumor beladen sind und aufgrund der Behandiung mit Lipopolysaccarid (LPS)
und Interferon-gamma (IFN-v) IL-12 freisetzen, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung
eines Patienten mit einer Infektion mit diesem spezifischen Pathogen oder zur Behandlung eines
Patienten mit diesem spezifischen Tumor.

Es war zwar bekannt, dass es mdglich ist, eine IL-12-Freisetzung in DCs zu induzieren, doch
wurde dieses Konzept nicht fir zweckméRig und notwendig zur Behandlung von Tumorpatienten
oder zur Behandiung von Patienten mit schweren Virusinfektionen erachtet. Das war in erster Linie
darauf zurtickzufiihren, dass die Freisetzung von IL-12 durch DCs voribergehend und daher zur
Induktion einer ausreichenden zelluldren Immunantwort gegen den Tumor oder das Pathogen nur
wahrend eines begrenzten Zeitfensters geeignet ist. Auf lUberraschende Weise konnte mit der
vorliegenden Erfindung gezeigt werden, dass die Anwendung dieses Konzepts zur Ausldsung einer
Sekretion von grofen Mengen an IL-12 aus DCs, z.B. durch Einwirken einer Kombination von LPS
und IFN-y unter Kulturbedingungen frei von fétalem Kélberserum, zu einer Stabilisierung der Krank-
heit Uber einen ldngeren Zeitraum ohne gréfRere toxische Nebenwirkungen fiihrte. Es ist jedoch
wichtig, die erfindungsgeméaflen DCs in einem Zustand abzugeben, wo eine Freisetzung von IL-12
nach wie vor stattfindet, d.h. unmittelbar nach der Herstellung der Tumor- und Krankheitserreger-
spezifischen IL-12-freisetzenden DCs oder zumindest innerhalb von 1 bis 10, insbesondere inner-
halb von 2 bis 6 Stunden danach, idealerweise etwa 2 Stunden nach Fertigstellung der Praparati-
on. Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch ein Verfahren zur Verabreichung der
erfindungsgemafien DCs in einer wirksamen Menge an einen Tumorpatienten oder einen Patien-
ten, der mit dem spezifischen Pathogen infiziert ist.

Die durch die vorliegende Erfindung ermgglichte Behandlung wird ndmlich gut vertragen. Es
konnte daher anhand der vorliegenden Erfindung gezeigt werden, dass derartige aktive DCs im
Gegensatz zu erschépften DCs, die kein IL-12 mehr produzieren, zytolytische Immunitét bei einem
menschlichen in-vitro-Modell und Tumorabwehr in einem Mause-Tumormodell induzieren konnten.
Uber erste Vorergebnisse einer klinischen Phase | der vorliegenden Erfindung wird im Beispielteil
der vorliegenden Anmeldung berichtet, wo die Eignung und fehlende Toxizitdt eines IL-12-
sekretierenden DC-ATIT-(Antitumor-Immuntherapie)- Immuntherapeutikums zur Behandlung von
Krebs demonstriert wird.

Ein anderes Verfahren zur Ausldésung von IL-12-Freisetzung aus DCs ist die Abgabe eines
Signals, das durch die Wechselwirkung der CD40-Molekiile auf der Oberfliche von DCs mit dem
Liganden CD40L vermitielt wird. Die Kombination von LPS und IFN-v zeigt die beste IL-12-
Stimulation im vorliegenden therapeutischen Rahmen fiir die erfindungsgeméRe Phase-i-Studie.

Die Verwendung oder das Verfahren gemaf} der vorliegenden Erindung wird auch fir Patien-
ten bevorzugt, die sich einer Knochenmarktransplantation unterzogen haben und an einer Virusin-
fektion leiden, die aufgrund eines Immunmangels im Verlauf der Knochenmarktransplantation vor
der Behandlung mit den erfindungsgemafien DCs aufgetreten ist.

Die vorliegende Erfindung kann fir eine Vielzahl von Pathogenen oder Tumoren verwendet
werden. Vorzugsweise ist der mit den erfindungsgemafRen DCs zu behandelnde spezifische Tumor
ein solides fortgeschrittenes Malignom. Im Prinzip kann jeder Tumor in jedem Stadium das Ziel
einer zytolytischen Immunantwort sein, die mit erfindungsgeméfien DCs induziert wird.

Die vorliegende Erfindung wird vorzugsweise unter Verwendung von autologen DCs durchge-
fuhrt. Es werden daher bevorzugt DCs oder Vorlduferzellen von DCs verwendet, die dem Patienten
mit einer Infektion mit dem spezifischen Pathogen oder dem Patienten mit dem spezifischen Tumor
oder im Rahmen einer Knochenmarkiransplantation dem Knochenmarkspender entnommen wur-
den. Diese autologen DCs sind mit den geringsten Negativantworten behaftet, weil sie vom Im-
munsystem des Patienten als ,Selbst” erkannt werden.

Das Laden der DCs kann mit jedem Antigen oder jeder Antigenmischung, die spezifisch fir den
Tumor bzw. das Pathogen ist, z.B. mit isolierten oder chemisch oder gentechnisch erzeugten
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Polypeptiden, vorgenommen werden. Vorzugsweise werden die DCs jedoch mit einem Antigen aus
einem Tumorzellen-Lysat vom Patienten mit dem spezifischen Tumor beladen. Solche autologen
Tumorpréparationen zeigen bedeutende Erfolge in erfindungsgeméfRen klinischen Studien.

Fur eine entsprechende Verfolgung und Kontrolle der Verabreichung der DCs und der immuno-
logischen Antwort des Patienten auf dieselbe werden die DCs vorzugsweise zuséatzlich mit einem
Tracer-Antigen, insbesondere einem ,Keyhole-Limpet*-Hamocyanin (KLH) beladen. Im Prinzip
eignet sich jedes Neoantigen, d.h. ein Antigen, mit dem das menschliche Immunsystem noch nie
zuvor konfrontiert worden ist, als Tracer-Antigen.

Um die Immunantwort fiir die vorliegende Erfindung noch weiter zu verbessern, kénnen die
DCs vorzugsweise zusétzlich mit einem Adjuvans, insbesondere mit Tetanustoxoid, beladen wer-
den. Im Prinzip eignet sich jedes Recall-Antigen, d.h. ein Antigen, gegen welches eine starke
Immunantwort aufgrund fritherer Routineimpfungen erwartet werden kann, als Adjuvans-Antigen.

Die Quelle fur DCs ist nicht kritisch. Da die Herstellung von DCs aus mononuklearen periphe-
ren Blutzellen (PBMCs) eine Standardtechnik ist, wird auch bevorzugt, die erfindungsgemé® ein-
zusetzenden DCs aus mononuklearen peripheren Blutzellen (PBMCs), insbesondere PBMCs vom
Patienten, dem die DCs dann nach dem Beladen transferiert werden sollen, zu erzeugen.

Die erfindungsgeméR aktivierien Zellen sind Interleukin 12 (IL-12) freisetzende DCs, die mit ei-
nem Antigen gegen ein spezifisches Pathogen oder einen spezifischen Tumor beladen sind.

Die erfindungsgemaR aktivierten DCs konnen vorzugsweise mit einem Antigen aus einer Tu-
morzelle beladen sein. Dieses Antigen kann durch eine Lyse von Tumorzellen oder Tumorgewebe
erzeugt werden, das Tumor-Antigen kann in jedem rekombinanten Expressionssystem erzeugt
werden, oder es kdnnen vom Tumor-Antigen abgeleitete kleine Peptide durch chemische Synthese
hergestellt werden.

Gemaih einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden die erfindungsgeméR aktivierten DCs zu-
satzlich mit einem Tracer-Antigen beladen.

Die Erfindung wird genauer durch die folgenden Beispiele und Zeichnungsfiguren beschrieben,
ohne jedoch auf diese eingeschrankt zu sein.

Figur 1: Immunphanotyp von unreifen und reifen DCs. Es ist ein typischer Immunphé&notyp von
DCs vor (offene Histogramme) und nach (geschlossene Histogramme) der Behandlung mit einem
LPS/IFN-v-Reifestimulus gezeigt.

Figur 2: Gemischte Leukozytenreaktion. DCs wurden mit LPS/IFN-y reifen gelassen und zur
Auslésung einer Vermehrung bei allogenen Lymphozyten verwendet. Als positive Kontrolle wurden
die Superantigene SEA und SEB verwendet. Es ist die mittlere +-SEM von 18 unabhé&ngigen
Experimenten gezeigt.

Figur 3: Erzeugung des Heterodimers IL-12 p70 mittels DCs. DC-Kulturen wurden mit
LPS/IFN-y reifen gelassen, und nach 24 Stunden wurde die IL-12-Sekretion bestimmt. Es sind die
einzelnen Daten (linke Seite) und die mittlere +-SEM (rechte Seite) von 23 unabhdngigen Experi-
menten gezeigt.

Figur 4: Antigen-spezifische Expansion von autologen T-Lymphozyten. Aktive (volle Kreise,
n = 10) und erschépfte (freie Kreise, n = 10) DCs, die mit einem autologen léslichen Lysat von
LCLs beladen waren, wurden fur die Antigen-spezifische Expansion von T-Lymphozyten verwen-
det. Gezeigt ist die absolute Anzahl von Zellen als mittlere +-SEM an den Tagen der Restimulation
auf einer logarithmischen Skala.

Figur 5: Untergruppenverteilung von DC3-positiven T-Lymphozyten wahrend der Antigen-
spezifischen Expansion. Aktive DCs (obere Tafel, n = 10) und erschopfte DCs (untere Tafel,
n = 10), die mit einem autologen LCL-abgeleiteten Lysat chargiert waren, wurden zur Stimulation
von autologen T-Lymphozyten vier Wochen lang einmal die Woche verwendet. Die Untergruppen-
verteilung von DC3-positiven T-Lymphozyten wurde wochentlich durch Immunphénotypisieren
bestimmt (CD4-positive HTLs, volle Balken; CD8-positive CTLs, freie Balken). Der Prozentanteil an
Unterpopulationen ist als mittlere +-SEM an den Tagen der Restimulation angegeben.

Figur 6: Zytolytische Aktivitat von T-Lymphozyten nach Antigen-spezifischer Expansion. Aktive
DCs (volle Kreise, n = 3) und erschopfte DCs (freie Kreise, n = 5), die mit einem autologen LCL-
abgeleiteten Lysat beladen waren, wurden zur Stimulation von autologen T-Lymphozyten vier
Wochen lang einmal pro Woche verwendet. Am Tag 28 wurde die zytolytische Aktivitat der expan-
dierten T-Lymphozytenpopulation analysiert. Gezeigt ist der Prozentanteil an spezifischer Lyse als
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mittlere +-SEM zu den angefiihrien Effekior/Target-Verhaitnissen.

Figur 7: Immunphanotyp von unreifen und reifen Mause-DCs. Es ist ein typischer Immunphé-
notyp von DCs vor (offene Histogramme) und nach (volle Histogramme) der Behandlung mit einem
LPS/IFN-v-Reifestimulus gezeigt. Es sind die Ergebnisse eines reprasentativen Versuchs ange-
fuhrt.

Figur 8: Konzentration des Heterodimers IL-12 p70 in den Kulturiiberstéanden nach verschiede-
nen LPS/IFN-y-Stimulationsperioden. Die DCs wurden nach der PS/IFN-y-Stimulation 2 Stunden
lang gewaschen und 24 Stunden lang in DC-Kulturmedium rekultivient oder 24 Stunden lang im
Medium stehen gelassen, ohne LPS und IFN-v zu entfernen. Die Daten von drei Experimenten sind
als mittlere £-SEM gezeigt.

Figur 9: Schutz von M&usen vor Tumor—expnmlerendem NPT als Modellantigen. Gruppen von
5 Mausen wurden mit aktiven bzw. erschépften DCs bzw. Kontrollreagenzien immunisiert wie
angegeben. Die DCs wurden mit K-Balb-NPT-Lysat (voller Balken), rekombinantem NPT-Protein
(schraffierte Balken) oder NPT-abgeleiteten synthetischen Peptiden (freie Balken) beladen. Fir die
Tumor-,Challenge” wurden K-Balb-Wildtyp-Tumorzellen und K-Balb-NPT-Tumorzellen verwendet.
Die Kontrollen wurden mit K-Balb-NPT-Tumorzellen ,gechalienged”. Es ist ein reprasentativer
Versuch dargestelit.

BEISPIEL

VERFAHREN

Erzeugung von menschlichen dendritischen Zellen

Mononukleare periphere Blutzellen (PBMC) werden durch Leukapharese gesammelt (Amicus,
Baxter, Wien, Osterreich). Das Leukapherese-Produkt wird mit PBS 1:5 verdiinnt und eine Ficoll-
Hypaque-Ldsung (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) darunter geschichtet.
Der Gradient wird 30 min lang mit 2200 U/min, 18° bis 20°C, ohne Bremsen zentrifugiert. Die
PBMC-Schicht wird in ein anderes Zentrifugenréhrchen transferiert, und die Zellen werden mit
Uberschiissigem PBS gewaschen. Die PBMCs werden auf einem Sysmex F820-Gerat (Sysmex,
Kobe, Japan) gezéhlt und in entsprechenden Aliquoten eingefroren. Fur die Erzeugung von DC
wird ein Aliquot von PBMCs aufgetaut und gezahit. Eine Million DCs/ml werden in AIM-V-Medium
(Invitrogen Corporation, Bethesda, MD) mit 1% gepooltem menschiichem AB-Plasma (Octaplas,
Octapharm, Wien, Osterreich) 2 Stunden lang bei 37°C in einem befeuchteten Inkubator kultiviert.
Nicht anhaftende Zellen werden durch sorgféltiges Splilen der Platte entfernt. Die anhaftenden
Zellen werden 5 Tage lang in AIM-V-Medium, versetzt mit 2% Humanplasma, 400 E/ml iL-4 (Pan
Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) und 1000 E/ml GM-CSF (Roche, Basel, Schweiz), kulti-
viert. Am Tag 5 werden die Zellen gewonnen, mit PBS gewaschen und in AIM-V ohne Plasma
resuspendieri. Eine Million DCs/ml werden mit 1-10 pug Antigen 2 Stunden lang bei 37°C behandelt.
Ohne Waschen wird die DC-Kultur auf eine Endkonzentration von 200 E/m! LPS (US Pharmaco-
peia, Rockville, MD), 50 ng/ml IFN-y (Boehringer Ingelheim, Wien, Osterreich), 400 E/ml IL-4,
1000 E/mi GM-CSF und menschlichem Plasma auf eine Endkonzentration von 2% versetzt. Die
Zellen werden 2 Stunden lang bei 37°C zur Anwendung als aktive, IL-12 freisetzende DCs und 48
Stunden lang zur Anwendung als erschopfte DCs inkubiert. Nach Beendigung des Reifeschritts
werden die DCs zweimal mit PBS gewaschen.

Erzeugung von dendritischen Zellen der Maus

Im Gegensatz zu menschlichen DCs werden Mause-DCs aus Knochenmarkstammzellen her-
gestellt. Ansonsten ist das Verfahren dhnlich wie beim humanen System. Stammzellen aus dem
Knochenmark von Balb/c-M&usen werden aus den Rohrenknochen durch Abschneiden der Enden
der Knochen und Spulbohren der Schéfte mit einer kleinen Spritze gesammelt. Die Knochenmark-
zellen werden in RPMI-Medium (Invitrogen Corporation, Bethesda, MD) mit 10% fétalem Kalberse-
rum (PAA Laboratories, Linz, Osterreich) 6 Tage lang in Anwesenheit von 5 ng/ml Mause-IL-4 und
3 ng/ml Mduse-GM-CSF (beide von Invnrogen Corporation, Bethesda, MD) auf einer Platte mit 24
Vertiefungen in einer Dichte von 10° DCs/Vertiefung kultiviert. Das Laden mit Antigen erfolgt auf
die gleiche Weise wie bei menschlichen DCs (siehe oben). Zur Reifung wird LPS in einer Konzent-
ration von 100 ng/ml und Mause-IFN-v (Invitrogen Corporation, Bethesda, MD) in einer Konzentra-
tion von 10 ng/ml verwendet. Der Tiersicherheitsausschuss der medizinischen Fakultat der Univer-
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sitdt Wien genehmigte alle Tierversuche.

Immunphanotypisieren

Der Immunphénotyp wird vor und nach der Reifung gemaR Standardverfahren analysiert. 1gG-
Fc-Rezeptoren werden durch Zugabe von 50 pl einer 4%igen IgG-Ldsung in jedes Testrohrchen
blockiert. Zur Analyse von menschlichen DCs werden die folgenden MAB-Paare verwendet: IgG
FITC - 19G PE; CD45 FITC - CD14 PE; MHCII FITC - MHCI PE; CD1a FITC - CD83 PE; CD86
FITC - CD80 PE. Fur die Analyse von Mause-DCs werden die MABs CD11b PE, CD11c FITC,
MHC 1l PE, CD80 PE, CD40 FITC, CD86 PE verwendet. Die MABs wurden bei DAKO, Glostrup,
Danemark, Immunotech, Marseille, Frankreich bzw. Invitrogen Corporation, Bethesda, MD gekauft.
Die Flusszytometrie erfolgte unter Verwendung eines FAC-Scan-Geréts (Becton Dickinson, San
Jose, CA).

Gemischte Leukozytenreaktion

PBMCs werden mittels Gradientzentrifugation aus peripherem Blut wie oben beschrieben iso-
liet und in AIM-V/2% Humanplasma resuspendiert. Die DCs (10.000, 2.000 bzw. 400) werden
dreifach (100 I pro Vertiefung) auf emer Platte mit rundem Boden und 96 Vertiefungen angeord-
net, und in jede Vemefung werden 10° allogene MNCs in 100 pl Medium gegeben. Fiir eine positi-
ve Referenz werden 10° MNCs in 100 ul Medium mit Staphylokokken-Enterotoxin A/B (SEA/SEB,
Toxin Technologies Inc., Sarasota, FL) auf 100 ng/ml Endkonzentration stimuliert. Die gemischten
Zellen werden 4 Tage Iang inkubiert. Am Tag 4 werden 25 pl Tritiumthymidin-Losung (NEN Life
Science Products, Boston, MA) in jede Vertiefung gegeben und die Zellen weitere 18 Stunden
inkubiert. SchlieBlich werden die Zellen mit einem Skatron-Erntegerat (Skatron, Lier, Norwegen)
geerntet, und das inkorporierte Tritiumthymidin wird auf einem Trilux-Beta-Zahler (Wallac Oy,
Turku, Finnland) gezahlt.

IL-12-ELISA

Die entsprechende Anzahl von Vertiefungen wird mit IL-12-Antikdrper (Invitrogen Corporation,
Bethesda, MD) in PBS beschichtet und die Platte Giber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nédchsten Tag
wird die Platte gewaschen, 250 pl Blockierldsung (2% Rinderserumalbumin in PBS) zugegeben
und die Platte bei Raumtemperatur 3 Stunden lang inkubiert. Die Platte wird neuerlich gewaschen,
und die Proben und IL-12-Standards (Invitrogen Corporation, Bethesda, MD) werden in der ent-
sprechenden Verdiinnung zugegeben. Standardkonzentrationen sind 2500, 500, 100, 20, 4 pg/mi.
Die Platte wird Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem neuerlichen Waschschritt
werden 75 pl biotinylierte IL-12-Antikérperlosung (Invitrogen Corporation, Bethesda, MD) zugege-
ben, die Platte wird 4 Stunden lang bei Raumtemperatur inkubiert, neuerlich gewaschen, und es
werden 75 pl Streptavidin-Alkaliphosphatase-Losung (Chemicon, Temecula, CA) zugesetzt. Nach
1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur werden 100 yl PNPP (Sigma, St. Louis, MO) in Diethano-
lamin-Puffer (48 ml 10 M Diethanolamin, 0,25 ml 1 M MgCl,, 20 ml 3 M HCI, eingestellt auf 500 ml
Wasser und pH = 9,8) zugesetzt, und die Platte wird 50 min lang im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Schliellich werden 50 pl 3 M NaOH zugegeben, um die Reaktion zu stoppen, und die
Platte wird mit einem ELISA-Plattenleser (Anthos, Salzburg, Osterreich) bei 405 nm unter Verwen-
dung von 690 nm als Referenz-Wellenldnge gemessen.

In-vitro-Induktion einer zytolytischen Immunantwort

EBV-transformierte Lymphoblastoid-B-Zelllinien (LCL) wurden durch Infizieren von B-Lympho-
zyten mit EBV, hergestelit durch B95.8-Zellen, erzeugt. Die LCLs wurden in RPMI-Medium (Life
Technologies, Grand Island, NY), versetzt mit 10% fotalem Kélberserum (PAA Laboratories, Linz,
Osterreich) und L-Glutamin, geziichtet. Stiandig wachsende Kulturen wurden auf RPMI-Medium,
versetzt mit 4% Humanplasma, transferiert. Lysate von LCLs wurden durch finf Gefrier-Auftau-
Zyklen in sterilem Wasser hergestellt. Teilchenférmige Bestandteile wurden durch Zentrifugieren
aus der Proteinlésung entfernt. Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung eines Bio-Rad-
Protein-Assays (Bio-Rad, Minchen, Deutschland) gema den Anweisungen des Herstellers be-
stimmt.

Autologe Lymphozyten wurden in einem zuvor optimierten Verhéltnis von 5:1 mit mit LCL-
abgeleitetem I6slichem Protein beladen DCs kontakiiert. Als Negativkontrolle wurden unbeladene
DCs verwendet. Die Kulturen wurden in X-VIVO-15-Medium (Bio-Whittaker, Watersville, MD),
versetzt mit 1% Humanplasma, und 10 ng/ml IL-2 ("Proleukin”, Chiron, Emeryville, USA) in einer
Ausgangskonzentration von 1 x 10° Lymphozyten/ml stehen gelassen. Die Lymphozyten wurden
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einmal pro Woche vier Wochen lang restimuliert. Es wurde die Anzahl an Zellen unter Verwendung
eines Coulter-Z2-Geréts (Coulter, Hialeah, FL) bestimmt. Die Lymphozyten-Untergruppenvertei-
lung wurde mittels Fluss-Zytometrie unter Verwendung von monoklonalen Antikérpern gegen CD3,
CD4 und CD8 (alle von Invitrogen Corporation, Bethesda, MD) gemaR Standardverfahren analy-
siert.

Es wurde die in den T-Lymphozytenkulturen generierte zylolytische Aktivitat gegen frische
autologe und allogene Zielzellen ermittelt. LCLs wurden in Medium gewaschen und in 1 ml Puffer
enthaltend 80 uM EuCl; (Fluka, Buchs, Schweiz), 400 yM DTPA-Na,, 250 pg/ml Dextransulfat
(MG 500.000), 50 mM Hepes (pH 7,4), 93 mM NaCl, 2 mM MgCl, und 5 mM KCI (alle von Merck,
Darmstadt, Deutschland) resuspendiert und nicht ldnger als 15 min bei 4°C auf einem Drehrad
inkubiert. AnschlieRend wurden 20 pl CaCl, zugesetzt und die Inkubation weitere 5 min fortgesetzt
und dreimal in einem Puffer enthaltend 50 mM Hepes (pH 7,4), 93 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 5 mM
Kcl, 2mM CaCl, und 10 mM Glucose gewaschen Das Pellet wurde in 20 ml Medium resuspendiert
und auf einer Schilttelplattform in 75 cm? Gewebekulturflischchen 40 min lang bei 37°C vorinku-
biert. Schllethh wurden die Zellen nochmals gewaschen, in Medium resuspendiert und auf
5 x 10%/ml eingestellt. 100 pl dieser Zellsuspension wurde in eine entsprechende Anzahl von Ver-
tiefungen auf einer Platte mit rundem Boden und 96 Vertiefungen transferiert. Zusatzliche Vertie-
fungen wurden zur Bestimmung der spontanen und maximalen Freisetzung (letztere durch Lysie-
ren der Zellen in 1% Triton X-100) von Eu aus LCLs eingerichtet. Die vorstimulierten T-Lympho-
zyten wurden gesammelt, einmal gewaschen und auf ein Effektor/Target-Verhaltnis von 25/1,
12,5/1 und 6,25/1 (Endvolumen 200 pl) eingestelit. Die Platte wurde mit 500 U/min 5 min lang ohne
Bremsen zentrifugiert. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C wurde die Platte neuerlich zentrifugiert,
und 25 pl der Ubersténde wurden in eine Platte mit flachem Boden und 96 Vertiefungen transferiert
und bei 4°C aufbewahrt. Vor der Messung wurden 200 pl Verstérkerlésung zugesetzt, und die
Platte wurde vorsichtig geschittelt und die Fluoreszenz mittels zeitaufgeldster Fluorimetrie auf
einem Wallac 1420 VICTOR Mehrfachmarkierungszéhler (Wallac, Turku, Finnland) analysier. Die
Ergebnisse wurden als prozentspezifische Lyse mit der folgenden Formel berechnet: % Lyse =
(experimentelle Z&hlungen - spontane Freisetzung) x 100 / (maximale Freisetzung - spontane
Freisetzung).

Mause-Tumormodell

Es wurde die mit Balb/c-Mausen syngene Mausetumor-Zelllinie K-Balb verwendet. Diese Zellli-
nie wurde konstruiert, um Neomycinphosphotransferase (NPT) durch retroviralen Gentransfer zu
exprimieren. Dieses xenogene Protein diente als kiinstliches Tumor-Antigen bei Immunisierungs-
versuchen. Es wurden drei Antigenquellen verwendet. Zuerst wurde rekombinantes NPT-Protein in
einem handelsiiblichen Bakterien-Expressionssystem (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit Histidin-
Markierung zur Proteinreinigung gemaR den Empfehlungen des Herstellers generiert. Zweitens
wurde die Sequenz von NPT auf nonamere Peptide untersucht, die eine hohe Bindungswahr-
scheinlichkeit an H2b-Molekiile haben und von DCs von Balb/c-Mausen présentiert werden. Fiir
diese Analyse wurde die "SYFPEITHI-Datenbank von MHC-Liganden und Peptidmotiven"
((http://syfpeithi.omi-heidelberg.com) vewendet. Es stellte sich heraus, dass die beiden Peptide
GYDWAQQTI! und PVLFVKTDL die groRte Bindungswahrscheinlichkeit aufweisen. Die dritte
Antigenquelle war das Zellen-Lysat des ganzen Tumors, das durch fiinf Gefrier-Auftau-Zyklen mit
anschlieBendem Zentrifugierschritt zur Entfernung von teilchenférmigen Bestandteilen aus dem
Lysat erhalten wurde. Die Proteinkonzentration dieser Lysate wurde auf die gleiche Weise wie die
Proteinkonzentration von LCL-abgeleiteten Lysaten bestimmt (siehe oben).

DCs wurden mit 1 pg/ml synthetischen NPT-abgeleiteten Peptiden, rekombinantem NPT-
Protein bzw. 10 pg/ml K-Balb-NPT-Lysat durch Inkubation der DCs 2 Stunden lang in serumfreiem
Medium beladen. Danach wurde ohne vorheriges Waschen Serum zu den Kulturen gegeben, und
die DCs erhielten das LPS/IFN-y-Reifestimulus 2 bzw. 24 Stunden lang. Nach der Reifung wurden
die DCs zweimal in PBS gewaschen und in NaCl in einer Konzentration von 10’ DCs/ml gewon-
nen. Eine Million Antigen-beladene und gereifte DCs wurden am Riicken von rasierten Balb/c-
Méusen in Gruppen zu fiinf Mdusen subkutan injiziert. Die Immun|S|erung wurde nach 1 Woche
wiederholt, und nach 2 weiteren Wochen wurden die Mause mit 10° K-Balb- bzw. K-Balb-NPT-
Zellen "gechallengt”, die in Serum frei von fétalem Kélberserum mindestens eine Woche vor der
Injektion geziichtet wurden. Die Tumorzellen wurden auf der gegeniiberliegenden Flanke der
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Mause subkutan injiziert, und das Tumorwachstum wurde Gberwacht.

Klinisches Studiendesign

Es wurden padiatrische Patienten mit soliden kindlichen Tumoren, die schon samtliche konven-
tionellen Behandlungsmoglichkeiten ausgeschopft hatten, rekrutiert. Tumorgewebe wurde operativ
entnommen und mechanisch zerstort, um eine Einzellen-Suspension zu erzeugen. Das Verhélinis
von Tumor- und Stromazellen wurde in einem Diagnostiklabor mittels in-situ-Fluoreszenzhybridisie-
rung (FISH) gemaR Standardverfahren unter Verwendung von informativen Markern hinsichtlich
zytogenen Anomalien der Tumorzellen ausgewertet. Die Einzellen-Suspensionen enthielten
50-90% Tumorzellen. Die Ethikkomission des St. Anna Kinderspitals, Wien, Osterreich, genehmig-
te diese klinischen Studie.

Monoklonare periphere Blutzellen wurden Patienten mittels Leukapherese entnommen, und
DCs wurden auf die oben beschriebene Weise generiert. Die DCs wurden mit 10 ug/106 DCs/mi
autologen Tumorzellen-Lysaten beladen, die durch fiinf Gefrier-Auftau-Zykien und Entfernen von
teilchenférmigen Bestandteilen mittels Zentrifugation erzeugt worden waren. Die Konzentration an
I6slichem Protein wurde bestimmt wie fir LCL-abgeleitete Lysate beschrieben. Darliber hinaus
wurden DCs mit ,Keyhole-Limpet-Hdmocyanin“ (KLH), das als Tracer-Antigen im Test tber Hyper-
sensibilitat vom verzégerten Typ (DTH) verwendet wurde, und mit Tetanustoxoid (TT) als Adjuvans
(beide Substanzen von Calbiochem, San Diego, CA) beladen. Danach erhielten die DCs 2 Stunden
lang einen LPS/IFN-y-Reifestimulus. Die mit Antigen beladenen DCs wurden dreimal gewaschen
und in einem Verhdltnis von 1:1 mit bestrahiten autologen Tumorzellen gemischt. DCs
(1-10 x 10%/m?) wurden nahe bei tumorfreien Lymphknoten in wochentlichen Intervallen drei Wo-
chen lang mit einer Ruheperiode von drei Wochen nach drei Injektionen injiziert. Dieses Verfahren
wurde dreimal wiederholt. Weiters erhielten Patienten eine Behandlung mit IFN-y zur Verbesserung
der Expression von MHC-Kiasse-I-Molekiilen, was zur Verhinderung eines Entkommens aus der
zytolytischen Immunitat beitrug. IFN-y wurde wéhrend der drei Wochen Tumorvakzine-Anwendung
durch drei subkutane Injektionen pro Woche in Standarddosen verabreicht.

Eine Basisauswertung von klinischen und Laborparametern sowie die Uberwachung der Krank-
heit erfolgten vor und nach der Behandlung durch entsprechende Verfahren. Eine weitere Diagno-
se erfolgte nach klinischem Bedarf. Nebenwirkungen der Behandlung wurden gemal WHO-
Standards evaluierl. DTH-Tests gegen KLH und gegen bestrahite Tumorzellen wurden zur Be-
stimmung der Effizienz des Immunisierungsverfahrens verwendet. Das Tumorzellen-Lysat (1 pg in
100 pi NaCl), KLH (1 pg in 100 pi NaCl), 100 pl DC-Kulturmedium bzw. 100 pl NaCl wurden intra-
dermal injiziert. Die Schwellung und Rotung an der Injektionsstelle wurde als MaR fir die Induktion
einer Immunantwort verwendet.

ERGEBNISSE

1. Analyse von menschlichen dendritischen Zellen

1.1. immunphinotyp

Unreife DCs wurden generiert und mit LPS/IFN-y-Reifestimulus kontaktiert. Der Immunphéno-
typ wurde vor und nach der Reifung auf Aufwértsregulierung der DC-Marker CD83, Aufwértsregu-
lierung der costimuliererenden Molekiile CD80 und CD86, Aufwértsregulierung von MHC-Moleki-
len der Klasse | und Il und Niederregulierung des monozytaren Markers CD14 analysiert. Ebenfalls
enthalten war eine Analyse des CD1a-Molekills, von dem angenommen wird, dass es auf unreifen
DCs aufwirtsreguliert wird, des Uiblichen Leukozyten-Markers DC45 und von isotypischen Kontrol-
len. Samtliche Marker zeigten die typischerweise erwartete Modulation mit Ausnahme von CD1a,
was ein Merkmal von DCs zu sein scheint, die in Medium kultiviert werden, das mit menschlichem
Plasma und nicht mit fétalem Kélberserum versetzt ist (Fig. 1).

1.2. Gemischte Leukozytenreaktion

Reife DCs wurden gemeinsam mit allogenen PBMCs kultiviert, um das Stimulationsvermogen
von DCs zu analysieren. Es zeigte sich Ubereinstimmend, dass mit LPS/IFN-y-Reifestimulus kon-
taktierte DCs eine Vermehrung von allogenen Lymphozyten auslosen konnten, die vergleichbar mit
jener bei Verwendung der Superantigene SEA und SEB als Vermehrungsstimulus war (Fig. 2).

1.3. IL-12-Sekretion

Der DC-Kulturiiberstand 24 Stunden nach der Behandlung mit LPS/IFN-y-Reifestimulus wurde
gesammelt und die Konzentration an heterodimeren Molekulen IL-12 p70. Die mittlere 1L-12-
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Konzentration lag bei 2,4 + 0,4 ng/106 DCs/ml (Fig. 3). DCs, die 2 Stunden lang reifen gelassen
und 24 Stunden rekultiviet wurden, erzeugten nahezu die gleichen Mengen des Heterodimers
IL-12 p70 wie DCs, die 24 Stunden reifen gelassen wurden.

2. In-vitro-Generierung von zytolytischer Immunitat

DCs wurden mit von LCL-Lysat abgeleitetem I6slichem Protein beladen und zur Stimulation
von autologen T-Lymphozyten verwendet. Die Stimulation wurde in wdchentlichen Intervallen
viermal wiederholt. Am Tag der Stimulation wurde die Zellenanzahl aufgezeichnet und der Pro-
zentanteil von HTLs und CTLs bestimmt. Die zytolytische Aktivitdt der Kulturen wurde in einem
CTL-Versuch am Tag 28 untersucht. Das Stimulationsvermdgen von IL-12 sekretierenden ,aktiven”
DCs wurde mit dem Stimulationsvermégen von ,erschopften® DCs verglichen, die IL-12 nicht mehr
freisetzen.

2.1. Antigen-spezifische Expansion von T-Lymphozyten '

Bei Verwendung von aktiven DCs zur Stimulation wurde eine anndhernd gleiche Antigen-
spezifische Expansion von T-Lymphozyten, ndmlich 531 £ 198 Millionen T-Lymphozyten, beobach-
tet, und bei Verwendung von erschopften DCs zur Stimulation wurden 318 + 228 Millionen
T-Lymphozyten beobachtet (Fig. 4). Auch zu frilheren Zeitpunkten wurden keine wesentlichen
Unterschiede in der Wachstumskinetik von Antigen-spezifischen T-Lymphozyten beobachtet, auch
wenn T-Lymphozyten, die aktiven DCs ausgesetzt wurden, die Tendenz hatten, siehe besser zu
vermehren, als wenn sie erschépften DCs ausgesetzt wurden.

2.2. Verteilung von T-Lymphozyten-Unterpopulationen wihrend Antigen-spezifischer
Expansion

Zu jedem Zeitpunkt der Restimulation wurde die Untergruppenverteilung von DC3-positiven
T-Lymphozyten durch Immunphanotypisierung bestimmt (Fig. 5). Bei Verwendung von IL-12 sekre-
tierenden, aktiven DCs (n = 10) wurde ein allmahlicher Rickgang des Prozentanteils an CD4-
positiven HTLs (von 77 % 4% auf 44 + 7%) gleichzeitig mit einem relativen Anstieg von CDB8-
positiven CTLs (von 23 + 6% auf 56 + 7%) beobachtet. Im Gegensatz dazu blieben bei Verwen-
dung von erschépften DCs (n = 10) zur Stimulation von T-Lymphozyten sowohl der Prozentanteil
von HTLs (79 + 4% am Tag 7 und 73 + 3% am Tag 28) als auch der Prozentanteil von CTLs
(21 £+ 4 am Tag 7 und 27 + 3% am Tag 28) stabil. Das fuhrte zu einem signifikant héheren Pro-
zentanteil von HTLs bei einem Vergleich von mit erschépften DCs stimulierten Kulturen mit mit
aktiven DCs stimulierten Kulturen (p = 0,0016 am Tag 28). Die gegenteilige Wirkung wurde bei
einem Vergleich des Prozentanteils an CTLs gefunden, der nach einer Stimulation mit aktiven DCs
signifikant héher war als bei einer Stimulation mit erschopften DCs (p = 0,0016 am Tag 28).

2.3. Zytolytische Aktivitit von T-Lymphozyten nach Antigen-spezifischer Expansion

T-Lymphozyten wirden mit LCL-Lysat behandelt, das mit IL-12 sekretierenden, aktiven DCs
(n = 3) bzw. mit erschopften, IL-12 nicht freisetzenden DCs (n = 5) beladen war. Die Kulturen
wurden 4 Wochen lang wdchentlich restimuliert und am Tag 28 einer Analyse der zytolytischen
Aktivitat unterzogen. Die spezifische Lyse erreichte 55 + 9% nach der Stimulation mit aktiven DCs
im Vergleich zu 12 * 5% nach der Stimulation mit erschépften DCs (p = 0,0034) beim hochsten
Effektor/Target-Verhéltnis von 25/1. Dieselbe Tendenz zeigte sich bei einem Effektor/Target-
Verhéltnis von 12,5/1 (27 + 7% vs. 7 + 2%, p = 0,0125) und 6,25/1 (30 £ 8% vs. 4 £ 1%,
p = 0,0047).

3. Analyse von dendritischen Zellen der Maus

3.1. Inmunphénotyp

Mé&use-DCs wurden mit LPS/IFN-v reifen gelassen, und es wurde der Immunphénotyp der un-
reifen und reifen DCs analysiert. MABs, die gegen CD11b, CD11c, MHC |l, CD80, CD40, CD86
gerichtet waren, wurden zur Charakterisierung des Reifestatus der DCs verwendet. Der typische
CD11b/CD11c-Phénotyp von reifen DCs wurde Ubereinstimmend nachgewiesen. Auch eine Auf-
wiértsregulierung der co-stimulierenden Molekile CD80 und CD86 sowie von CD40- und MHC- II-
Molekilen wurde gefunden.

3.2. IL-12-Sekretion

Der Gehalt an DC-Kulturiiberstand wurde einen Tag nach der Behandlung mit LPS/IFN-v-
Reifestimulus auf die Anwesenheit von IL-12 untersucht. Die DCs wurden 2 Stunden nach der
LPS/IFN-v-Stimulation gewaschen und 24 Stunden lang in DC-Kulturmedium rekultiviert (aktive
DCs) bzw. 24 Stunden im Medium ohne Entfernen von LPS und IFN-y stehen gelassen (erschépfte
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DCs). Im Aligemeinen wurden etwa 2 ng/106 DCs/ml nachgewiesen (Fig. 8). DCs, die 2 Stunden
gereift waren, erzeugten fast dieselbe Anzahl der Heterodimere IL-12 p70 wie DCs, die 24 Stunden
gereift waren.

4. induktion von tumorhemmender Immunitit im Mause-Tumormodell

Aufgrund der erhaltenen Resultate, die auf die bedeutende Rolle von IL-12 bei der Induktion
einer zytolytischen Immunantwort in vitro schlieRen lassen, wurde versucht, diese Daten in vivo zu
bestatigen. Zu diesem Zweck wurde ein Mause-Tumormodell konzipiert, das eine Immunisierung
gegen ein spezifisches Modellantigen gestattete. Die Mausetumor-Zelllinie K-Balb wurde kon-
struiert, um das Bakterienprotein NPT zu exprimieren, das dem Neomycin-Analog G418 Resistenz
verleiht. Auch wurde rekombinantes NPT-Protein in einem Bakterien-Expressionssystem erzeugt
und affinitatsgereinigt. SchlieBlich wurde eine Epitop-Vorhersage-Software zur Identifizierung von
NPT-abgeleiteten nonameren Peptiden mit hoher Bindungswahrscheinlichkeit an die Antigen-
aufweisenden H-2b-Molekile von DCs aus Balb/-Mausen verwendet.

Unreife DCs wurde mit den synthetischen NPT-abgeleiteten nonameren Peptiden, rekombinan-
tem NPT-Protein oder loslichem Protein beladen, das aus K-Balb-NPT-Zellen durch wiederholte
Gefrier/Auflau-Verfahren erhalten worden war. Die beladenen DCs wurden 2 Stunden mit
LPS/IFN-y behandelt und Tieren in Gruppen zu 5 Mausen als IL-12 sekretierende aktive DCs
injiziert oder 24 Stunden mit LPS/IFN-v reifen gelassen, gewaschen und als erschopfte DCs, die ihr
IL-12-Freisetzungsvermdgen verloren hatten, injiziert. In Kontrollgruppen wurden Mausen bestrahl-
te K-Balb-NPT-Tumorzellen, rekombinantes NPT-Protein, NPT-abgeleitete synthetische Peptide
oder unbeladene DCs injiziert. Die immunisierten Mduse wurden mit NPT-transgenen K-Balb-NPT-
Zellen bzw. von K-Balb-Wildtyp-Zellen ,gechallenged”, und das Tumorwachstum wurde berwacht
(Fig. 9).

Unabhéngig vom Immunisierungsschema entwickelten die von Wildtyp-K-Balb-Tumorzellen
~gechallengten” Mause progressiv wachsende Tumore. Dasselbe geschah bei den Kontroligruppen
mit Ausnahme von einer Maus nach der Immunisierung mit unbeladenen DCs. Von groRRer Bedeu-
tung war, dass in den Gruppen von Mausen, die mit IL-12 sekretierenden, aktiven DCs immunisiert
und von K-Balb-NPT-Tumorzellen ,gechallengt* wurden, die meisten Mause den Tumor abwehren
konnten (3/5 immunisiert mit DCs beladen mit K-Balb-NPT-Lysat, 5/5 immunisiert mit DCs beladen
mit rekombinantem NPT-Protein, 4/5 immunisiert mit DCs beladen mit synthetischem Peptid). im
Gegensatz dazu waren fast alle Mduse, die mit erschopften DCs immunisiert waren, nicht in der
Lage, K-Balb-NPT-Tumore abzuwehren (1/5 immunisiert mit DCs beladen mit K-Balb-NPT-Lysat,
0/5 immunisiert mit DCs beladen mit rekombinantem NPT-Protein, 1/5 immunisiert mit DCs bela-
den mit synthetischem Peptid). Sdmtliche mit K-Balb-Wildtyp-Tumor-Zelien ,gechallengte" Mause
entwickelten progressiv wachsende Tumore, was beweist, dass eine Antigen-spezifische Abwehr-
antwort vorlag, die auf das von K-Balb-NPT-Tumorzellen exprimierte NPT-Protein abzielten.

Phase-l-Studie zum Nachweis der Eignung und fehlenden Toxizitdt eines Immunthera-
peutikums mit IL-12 sekretierenden DCs

Fir diesen Studie wurden an soliden padiatrischen Malignomen leidende Patienten, die keine
konventionellen Behandlungsmaéglichkeiten mehr hatten, aufgenommen. Die Hauptziele waren die
Bestimmung der Eignung und Toxizitdt von DC-ATIT. 20 Patienten stellten sich fiir diese Studie zur
Verfigung und 12 beendeten die Behandlung. Die einzelnen DC-ATIT-Immuntherapeutika erfiliten
alle Qualitatskriterien einschlieltlich eines fir die Freisetzung von unreifen bzw. reifen DCs zu 1 bis
5 ng IL-12/10° DCs/ml typischen Immunphénotyps und eines guten Stimulationsvermégens in einer
gemischten Leukozytenreaktion. Das DC-ATIT-Immuntherapeutikum konnte in ausreichender
Menge generiert werden, um den Behandlungsplan zu vollenden.

Tabelle 1
Patienten bei der klinischen Phase I-DC-ATIT-Studie

Patient Diagnose Alter Geschlecht Zyklen
SHO01 Hepatozelluldres Karzinom 15 M 3
TMO002 Osteosarkom 21 M 3

JS003 Hepatozelluldres Karzinom 10 F 1
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Patient Diagnose Alter Geschlecht Zyklen
BG004 Osteosarkom 17 F 1
AEO005 Osteosarkom 8 M 3
MRO006 Renalzellenkarzinom 7 M 3
SiHO07 Ewing-Sarkom 22 F 3
SA008 Hepatozelluldres Karzinom 13 M 2
LS009 Non-Hodgkin-Lymphom 14 M 0
BT010 Neuroblastom 20 F 0
ARO11 Wilms-Tumor 11 F 3
JS012 Renalzellenkarzinom 16 F 3
SH(2)013  Hepatozelluldres Karzinom 15 M 3
RC014 Wilms-Tumor 12 F 3
JS(2)015 Renalzellenkarzinom 16 F 3
NHO016 Ewing-Sarkom 13 F 0
TPO17 Ewing-Sarkom 22 M 0
GK018 Osteosarkom 15 M 0
MKO019 Osteosarkom 10 F 3
LS020 Osteosarkom 13 F 3

Die Behandlung wurde gut vertragen und konnte ambulant durchgefiihrt werden. Es wurden
keine groBeren toxischen Nebenwirkungen der Behandlung beobachtet. Schwaches Fieber, am
ehesten aufgrund der einhergehenden IFN-y-Behandlung, die mit der Absicht einer in-situ-
Aufwaértsregulierung der Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen angewendet wurde, konnte mit
Antipyretika unter Kontrolle gebracht werden. Jucken an der Injektionsstelle der DCs wurde lokal
mit Antihistaminika behandelt.

Als in-vivo-Untersuchung hinsichtlich der Antwort auf die DC-ATIT wurde ein Test zur Hyper-
sensibilitat vom verzégerten Typ durchgefihrt. Patienten wurden intradermal bestrahlte autologe
Tumorzellen oder das Tracer-Antigen KLH sowie eine Mediumkontrolle und eine Negativkontrolle
injiziert. Alle Patienten, die die Behandlung zu Ende fiihrten, zeigten eine positive Antwort auf KLH.
Das liefert Uberzeugende Beweise, dass die DC-ATIT sehr wohl Immunitat auslésen kann. Bei
diesen Untersuchungen konnte jedoch keine tumorhemmende Immunitét detektiet werden. Die
Kontrollinjektionen fihrien zu keiner Antwort.

Samtliche Patienten befanden sich in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium und hatten
eine Krankengeschichte mit umfangreichen Chemo- und Radiotherapien sowie wiederholten
operativen Eingriffen. Es wurde also kein objektiver Tumorriickgang bei diesem Test beobachtet.
Bei mehreren Patienten stabilisierte sich die Krankheit jedoch Giber einen langeren Zeitraum.

DISKUSSION

Die erfolgreiche Induktion von IL-12-Sekretion durch DCs scheint eine Schliisselrolle bei der
Generierung einer Typ-1-HTL-Antwort zu spielen, die die tumorhemmende CTL-Aktivitat unterstiitzt
[Cella, 1996]. Als Antwort auf LPS erzeugen DCs IL-12 nur voriibergehend bis etwa 18 bis 20
Stunden nach der Reifung [Langenkamp, 2000]. DCs, die zu friihen Zeitpunkten nach der Reifein-
duktion entnommen werden, induzieren somit eine starke Typ-1-HTL-Polarisation, wohingegen die
gleichen Zellen, zu einem spéteren Zeitpunkt entnommen, Typ-2-HTL-polarisierte Zellen ,primen*.
Diese Erkenntnisse weisen auf eine dynamische Regulierung der Generierung einer Effektorzell-
funktion hin.

Es wurde beobachtet, dass IL-12 sekretierende, aktive DCs in der Lage waren, die Expansion
von CTLs und HTLs gleichermallen zu triggern. Im Gegensatz dazu bewirkten erschopfte DCs, die
ihre Fahigkeit, IL-12 freizusetzen, verloren hatten, in erster Linie die Expansion von HTLs. Daher
erlangten T-Lymphozyten, die durch Behandlung mit aktiven DCs, nicht aber mit erschépften DCs
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,geprimt* wurden, die Fahigkeit der Antigen-spezifischen Lyse von Zielzellen. Zwei Modellsysteme
wurden zum Nachweis dessen verwendet. Das eine war ein menschliches in-vitro-Modell, bei dem
mit lslichem Protein aus EBV-transformierten LCLs beladene DCs zur Stimulation von autologen
T-Lymphozyten verwendet wurden. In diesem System konnte die Antigen-spezifische Lyse von
LCLs gezeigt werden. Das zweite Modell war ein M&use-Tumormodell. Es wurde gefunden, dass
Msuse nach der Immunisierung mit aktiven, nicht aber mit erschépften Antigen-beladenen DCs
gegen Tumor-"Challenge” geschiitzt waren. Weiters wurde eine klinische Phase-I-Pilotstudie
gestartet, um den Nachweis der Eignung von IL-12 sekretierenden DCs und ihrer fehlenden Toxizi-
tat zu erbringen.

Zytolytische Immunantworten, die durch CTLs vermittelt werden, héngen von einer Antigen-
Prasentation Uber MHC-Klasse-I-Molekiile ab, die ihre antigenen Peptide von Zytoplasmaproteinen
ableiten, u.zw. entweder von endogen synthetisierten Selbst-Proteinen oder von Nichtselbst-
Proteinen wihrend einer intrazelluldren Infektion. Geht es nach aktuellen Paradigmen, so kénnen
nur professionelle Antigen-présentierende DCs eine primére Immunantwort induzieren. DCs miss-
ten somit Nichtselbst-Antigene aus infizierten Kérperzellen aufnehmen, um diese an CTLs zu
prasentieren, wenn sie selbst nicht infiziert sind und diese Antigene endogen synthetisieren ms-
sen oder kénnen. Eine Fiillle von Beweismitteln unterstiitzen jedoch die Auffassung, dass in DCs
exogen abgeleitete und gesampelte Antigene in erster Linie in den Présentationspfad von MHC-
Klasse-ll-Antigenen eingeleitet werden. Um diesen offensichtliichen Widerspruch zu beseitigen,
wurde das Konzept der Kreuzpréasentation erstellt. Unterstitzt durch Resultate in vitro und in vivo
impliziert es die Présentation von exogen abgeleitetem Antigen im Prasentationspfad vom MHC-
Klasse-l-Antigen durch DCs. In neuester Zeit wird die Bedeutung der Kreuzprdsentation aber
kontroversiell diskutiert.

Jingst wurden DCs, die ex vivo mit Tumor-assoziierten oder Virus-abgeleiteten Antigenen be-
laden wurden, fur therapeutische Zwecke in der tumorhemmenden immuntherapie oder adoptiven
immuntherapie fir Virusinfektionen bei immungeschédigten Patienten verwendet. In diesem Zu-
sammenhang ist die Kreuzprésentation von zentraler Bedeutung, da héufig Antigene als IGsliche
Proteine angewendet werden. DCs, die diesen Antigenen ausgesetzt werden, nehmen sie durch
Phagozytose auf, und ohne Kreuzprésentation wiirden sie ausschlieflich im MHC-Klasse-li-Pfad
verarbeitet werden und somit keine zytolytische Immunitat bewirken. Die Bedingungen, die eine
Kreuzprésentation begiinstigen, sind jedoch kaum definiert, und das meiste Beweismaterial fur die
Kreuzprasentation von exogenen Antigenen an CTLs, die zu einer zytolytischen tumorhemmenden
oder virushemmenden Immunitat fiihrt, ist indirekt.

Bei der tumorhemmenden und virushemmenden Immunitat wurde der Rolle von CTLs die
meiste Aufmerksamkeit gewidmet, weil die meisten mit Tumoren oder Viren infizierten Zellen MHC-
Klasse-l-Molekiile, nicht aber MHC-Klasse-lI-Molekiile exprimieren. Dariiber hinaus kénnen CTLs-
Zellen direkt bei der Erkennung von Peptid-MHC-Klasse-I-Komplexen lysieren, und es wurde ihre
Fahigkeit nachgewiesen, groRe Massen in vivo zu zerstéren. Diese Bevorzugung wurde durch
adoptive Transferstudien bestérkt, bei denen CTL-Linien und -Klone, die spezifisch fur MHC-
Klasse-I-restringierte Antigene sind, welche in vitro stimuliert wurden, tumorhemmende oder virus-
hemmende Immunitst vermitteln kénnen, wenn sie in Tumore aufweisende Wirte zuriick transferiert
werden. Weiters deuten jiingste Berichte darauf hin, dass eine Immunisierung unter Verwendung
von auf DCs geladenen Tumorpeptiden zu einer produktiven tumorhemmenden [Nestle, 2001]
sowie virushemmenden Immunitét [De-Bruijn, 1998] fihren kénnen.

Eine Schiussfolgerung, die durch die vorliegende Erfindung nahegelegt wird, ist, dass aktive
DCs zu frilhen Zeitpunkten nach der Reifung mit LPS/IFNy die Voraussetzungen fur eine Kreuz-
prasentation von exogenen Antigenen an CTLs erfiillen. Im Gegensatz dazu scheinen erschopfte
DCs diese Fahigkeit verloren zu haben. GemaR der vorliegenden Erfindung wird die Freisetzung
von IL-12 als Marker fiir aktive DCs verwendet [Langenkamp, 2000]. Es ist jedoch denkbar, dass
die Wirkung von IL-12 auf CTLs durch Typ-1-polarisierte HTLs vermittelt wird, die ihrerseits Kreuz-
prasentation, CTL-Expansion und zylolytische Aktivitét unterstitzen. Eine erfolgreiche Antwort von
T-Lymphozyten gegen intrazellulire Antigene wie Virus-abgeleitete Antigene oder Tumor-
assoziierte Antigene beruht sowohl auf CTLs als auch auf HTLs. HTLs wurde jedoch weniger
Aufmerksamkeit geschenkt, was angesichts der zentralen Rolle dieser Zellen bei der Regulierung
der meisten Antigen-spezifischen Immunantworten bemerkenswert ist. Man dachte zwar schon
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lange daran, dass die Hilfe von HTLs bei der Entwickiung von CTLs uber die Entstehung von
Lymphokinen erfolgt, doch zeigen jingere Resultate, dass ein kritischer Pfad zur Bereitstellung von
Hilfe fur CTLs, die von HTLs abhéngig ist, DC als Mittler verwendet. Insbesondere Wechselwirkun-
gen zwischen DC40L und CD40 an HTL und an DCs erscheinen kritisch bei der Aktivierung der
DCs, Antigene an CTL-Vorlaufern zu prasentieren und ihr ,Priming“ zu stimulieren. Bei diesem
Szenario stellen die DCs die kritischen Leitungen zwischen HTLs und CTLs dar, die spezifisch fir
Epitope sind, welche mit MHC Kiasse Il bzw. MHC Klasse | restringiert werden. Diesbeziiglich
erscheint die Erkenntnis einer anndhernd &quivalenten Ampilifikation von HTLs und CTLs nach der
Stimulation mit aktiven, nicht aber mit erschépften DCs besonders bedeutungsvoll.

Aufgrund Uberzeugender Resultate in beiden Modellsystemen, die gemaR der vorliegenden Er-
findung zum Einsatz gelangten, wurde eine klinische Phase-I-Pilotstudie gestartet. Patienten, die
an fortgeschrittenen soliden kindlichen Malignomen litten, wurden mit aktiven, IL-12 freisetzenden
autologen DCs behandelt, die mit vom Tumor des Patienten abgeleitetem l6slichem Protein bela-
den waren. Klinische Studien unter Verwendung von mit Tumor-Antigen beladenen DCs wurden fiir
verschiedene neoplastische Erkrankungen durchgefiihrt. Die bei diesen Studien verwendeten DCs
waren jedoch entweder unreif oder mit TNFa gereift. Solche DCs sind nicht in der Lage, IL-12
freizusetzen. Somit sind diese DCs angesichts der vorliegenden vorklinischen Versuche als den
IL-12 sekretierenden DCs unterlegen anzusehen, die bei der vorliegenden Studie verwendet wur-
den. Samtliche Patienten dieser Studie hatten eine fortgeschrittene Krankheit und eine Krankenge-
schichte mit umfangreichen Chemo- und Radiotherapien. Es wurde also kein objektiver Tumor-
rickgang bei diesen Patienten beobachtet. Bei mehreren Patienten stabilisierte sich die Krankheit
jedoch Uber einen l&ngeren Zeitraum. Die Toxizitét der Behandlung mit dem vorliegenden DC-
Immuntherapeutikum war minimal.

Zusammenfassend wurde sowohl in einem menschlichen in-vitro-Modell als auch in einem
Mause-in-vivo-Tumormodell gefunden, dass IL-12 sekretierende, aktive DCs kurz nach der Reifung
im Gegensatz zu erschopften DCs, die ihre Fahigkeit, IL-12 zu spateren Zeitpunkten freizusetzen, -
verloren hatten, die Generierung von zytolytischen Immunantworten in vitro unterstitzen. Aktive
DCs sind zu einer Kreuzprésentation von exogenen Antigenen auf MHC-Klasse-I-Molekiilen an
CTLs fahig, wohingegen erschépfie DCs diese Fahigkeit nicht haben. Die Expansion und zytolyti-
sche Aktivitdt von CTLs héngt kritischerweise von der Anwesenheit von IL-12 ab. Die mit der
vorliegenden Erfindung gelieferten Ergebnisse sind von Bedeutung fiir die adoptive Behandlung
von Virusinfektionen bei immungeschadigten Patienten mit ex-vivo-expandierten Antigen-
spezifischen T-Lymphozyten. In einer klinischen Phase-I-Pilotstudie wurde die Eignung und feh-
lende Toxizitét einer Behandlung von neoplastischen Erkrankungen mit dem vorliegenden DC-
Immuntherapeutikum aufgezeigt.

Quellenangaben:

CellaMetal., J. Exp Med 184:747, 1996
Hilkens CM et al., Blood 90:1920, 1997
Langenkamp A et al., Nat Immunol 1:3116, 2000
Nestle FO et al., Nat Med 7:7615, 2001
De-Bruijn ML et al., Cancer Res 58:724, 1998

PATENTANSPRUCHE:

1. Verwendung von Interleukin 12 (IL-12) freisetzenden aktiven dendritischen Zellen (DCs),
die mit einem Antigen gegen ein spezifisches Pathogen oder einen spezifischen Tumor be-
laden sind, und aufgrund der Behandlung mit Lipopolysaccarid (LPS) und Interferon-
gamma (IFN-v) IL-12 freisetzen, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines
Patienten mit einer Infektion mit diesem spezifischen Pathogen oder zur Behandlung eines
Patienten mit diesem spezifischen Tumor.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Behandlung nach ei-
ner Knochenmarktransplantation durchgefiihrt wird.

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass der spezifische
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Tumor ein fortigeschrittenes Malignom ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die DCs
DCs sind, die dem Patienten mit einer Infektion mit dem spezifischen Pathogen oder dem
Patienten mit dem spezifischen Tumor oder dem Knochenmarkspender entnommen sind.
Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die DCs
mit einem Antigen aus einer Tumorzelle vom Patienten, der diesen spezifischen Tumor
hat, beladen sind.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die DCs
zuséatzlich mit einem Tracer-Antigen beladen sind.

Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Tracer-Antigen ,Key-
hole-Limpet“-Hdmocyanin (KLH) ist.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die DCs
zusétzlich mit einem Adjuvans, insbesondere Tetanustoxoid, beladen sind.

Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die DCs
in vitro aus mononuklearen peripheren Blutzellen (PBMCs) hergestellt sind.
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