(19)
Bundesrepublik Deutschland
Deutsches Patent- und Markenamt

(19 DE 698 33 455 T2 2006.10.19

(12) Ubersetzung der europiischen Patentschrift

(97)EP 1 039 933 B1
(21) Deutsches Aktenzeichen: 698 33 455.8
(86) PCT-Aktenzeichen: PCT/US98/23957
(96) Europaisches Aktenzeichen: 98 958 518.7
(87) PCT-Verdffentlichungs-Nr.: WO 1999/024066
(86) PCT-Anmeldetag: 10.11.1998
(87) Veroffentlichungstag
der PCT-Anmeldung: 20.05.1999
(97) Erstverdffentlichung durch das EPA: 04.10.2000
(97) Veroffentlichungstag
der Patenterteilung beim EPA: 08.02.2006
(47) Veroffentlichungstag im Patentblatt: 19.10.2006

s intcle: A6TK 47/48 (2006.01)

(30) Unionsprioritat:
65155 P 10.11.1997 us
75811 P 24.02.1998 us
107455 P 06.11.1998 us
(73) Patentinhaber:

Cytimmune Sciences, Inc., Rockville, Md., US

(74) Vertreter:
Viering, Jentschura & Partner, 80538 Miinchen

(84) Benannte Vertragsstaaten:
AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT,
LI, LU, MC, NL, PT, SE

(72) Erfinder:
TAMARKIN, Lawrence, Rockville, MD 20854, US;
PACIOTTI, F., Giulio, Baltimore, MD 21075, US

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND ZUSAMMENSETZUNGEN ZUR VERSTARKUNG DER IMMUNANTWORT UND
ZUR IN-VITRO HERSTELLUNG VON MONOKLONALEN ANTIKORPERN (MABS)

Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europa-
ischen Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europédische Patent Einspruch
einlegen. Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begriinden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Ein-
spruchsgebihr entrichtet worden ist (Art. 99 (1) Europaisches Patentliibereinkommen).

Die Ubersetzung ist gemaR Artikel Il § 3 Abs. 1 IntPatUG 1991 vom Patentinhaber eingereicht worden. Sie wurde
vom Deutschen Patent- und Markenamt inhaltlich nicht gepruft.




DE 698 33455 T2 2006.10.19

Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich allgemein auf Immunologie. Insbesondere bezieht sich die Er-
findung auf in vitro Verfahren und Zusammensetzungen fur die Verstarkung einer Immunantwort in einem Men-
schen oder Tier. So eine Verstarkung kann zur Stimulation oder Unterdriickung der Immunantwort fihren. Die
Erfindung bezieht sich ebenfalls auf zielgerichtete Bestandteil-stimulierende Zusammensetzungen, die einfach
und wirkungsvoll bestimmten Immunzellen antigene Bestandteile prasentieren, um eine Immunantwort in ei-
nem Menschen oder einem Tier zu verstarken. Die vorliegende Erfindung bezieht sich ferner auf die Verwen-
dung von solchen in vitro Verfahren und Zusammensetzungen zur Herstellung von antigen-spezifischen,
art-spezifischen monoklonalen Antikérpern.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Das Einbringen gewtinschter Wirkstoffe in bestimmte Zielzellen war fir Wissenschaftler lange Zeit eine
Herausforderung. Die Herausforderung Wirkstoffe auf bestimmte Ziele zu richten liegt darin eine angemessene
Menge des Wirkstoffs oder des richtigen Wirkstoffs zu den Zielzellen eines Organismus zu bekommen, ohne
sie zu sehr dem Rest des Organismus auszusetzen. Ein besonders erstrebenswertes Ziel bei der Abgabe von
bestimmten Wirkstoffen ist die selektive Kontrolle des Immunsystems.

[0003] Das Immunsystem ist ein komplexes Antwortsystem des Koérpers, das viele verschiedene Arten von
Zellen, die unterschiedliche Aktivitaten besitzen, einschlie3t. Aktivierung eines Teils des Immunsystems verur-
sacht gewohnlich aufgrund der ungewollten Aktivierung von anderen verwandten Teilen des Systems viele ver-
schiedene Antworten. Momentan gibt es keine Verfahren oder Zusammensetzungen zum Erzeugen der ge-
winschten Antwort durch das Targeting spezifischer Bestandteile des Immunsystems.

[0004] Ein Verfahren, das mit begrenztem Erfolg verwendet wurde, ist das Targeting von Zellen, die einen
spezifischen Rezeptor tragen, und das Bereitstellen eines Antikdrpers gegen diesen Rezeptor, der als ein Tra-
ger fur einen Wirkstoff wirkt. Der Wirkstoff kann ein pharmazeutischer Wirkstoff sein, der ein Zellstimulans ist,
oder der therapeutische Wirkstoff kann eine radioaktive Gruppe sein, die den Zelltod verursacht. Probleme, die
mit diesen Techniken verbunden sind, sind die Isolierung des spezifischen Rezeptors, die Herstellung eines
Antikorpers, der eine selektive Aktivitat fir diesen Rezeptor und keine Kreuzreaktivitaten mit anderen ahnli-
chen Epitopen besitzt und die Bindung des Wirkstoffs an den Antikérper. Ein Problem, das mit so einer be-
grenzten Abgabe zusammenhangt, ist, dass der Wirkstoff niemals intern in der Zielzelle freigesetzt wird, da der
Wirkstoff nicht freisetzbar an die Antikoérper gebunden ist, und daher nicht voll aktiv oder zu tiberhaupt keiner
Aktivitat in der Lage ist, wenn es einmal an den Ort abgegeben worden ist.

[0005] Das Immunsystem ist ein komplexes interaktives System des Korpers, das eine grof’e Auswahl von
Bestandteilen, einschlief3lich Zellen und zellularen Faktoren, die mit Stimuli sowohl innerhalb als auch aul3er-
halb des Kdrpers interagieren, umfasst. Neben seiner direkten Wirkung wird die Antwort des Immunsystems
ebenfalls durch andere Systeme des Korpers, einschliellich dem Nerven-, Atmungs-, Kreislauf- und Verdau-
ungssystem, beeinflusst.

[0006] Einer der besser bekannten Aspekte des Immunsystems ist seine Fahigkeit auf fremde Antigene, die
von eindringenden Organismen, durch zellulare Veranderungen innerhalb des Koérpers oder durch Impfung
prasentiert werden, zu antworten. Einige der ersten Zellarten, die auf eine solche Aktivierung des Immunsys-
tems reagieren, sind Phagozyten und natirliche Killerzellen. Phagozyten schlielien neben anderen Zellen Mo-
nozyten, Makrophagen und polymorphonukleare Neutrophile ein. Diese Zellen binden im Allgemeinen an das
fremde Antigen, internalisieren es und kénnen es zerstoéren. Sie produzieren ebenfalls I6sliche Molekdle, die
andere Immunantworten, wie zum Beispiel entziindliche Antworten, vermitteln. Natirliche Killerzellen kdnnen
bestimmte vireninfizierte Embryo- und Tumorzellen erkennen und zerstoéren. Andere Faktoren der Immunant-
wort schlieBen beide Komplementsignalwege, die in der Lage sind unabhangig auf fremde Antigene zu reagie-
ren oder im Einklang mit Zellen oder Antikérpern zu agieren, ein.

[0007] Einer der Aspekte des Immunsystems, der fir die Impfung wichtig ist, ist die spezifische Antwort des
Immunsystems auf ein bestimmtes Pathogen oder fremdes Antigen. Ein Teil der Antwort schlie3t die Anlage
eines ,Gedachtnisses" fur dieses fremde Antigen ein. Bei einer zweiten Exposition erlaubt die Gedachtnisfunk-
tion eine schnellere und im Allgemeinen starkere Antwort auf das Fremdantigen. Sowohl bei der Gedachtnis-
funktion als auch der Antwort spielen Lymphozyten im Einklang mit anderen Zellen und Faktoren eine grof3e
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Rolle.

[0008] Allgemein wird angenommen, dass die Antigenantwort sowohl humorale als auch zellulare Antworten
einschlieft.

[0009] Humorale Immunantworten werden durch nicht-zellulare Faktoren, die durch Zellen freigesetzt wer-
den, und die frei oder nicht frei im Plasma oder intrazellularen Flissigkeiten gefunden werden kénnen, vermit-
telt. Ein Hauptbestandteil der humoralen Antwort des Immunsystems wird durch Antikérper, die von B-Lympho-
zyten erzeugt werden, vermittelt. Zellvermittelte Immunantworten resultieren aus Interaktionen von Zellen, ein-
schliellich Antigen- prasentierender Zellen, B-Lymphozyten (B-Zellen) und T-Lymphozyten (T-Zellen).

[0010] Die Antwort wird durch die Erkennung von Fremdantigenen durch verschiedene Arten von Zellen,
hauptsachlich Makrophagen oder andere Antigen-prasentierende Zellen, initiiert. Dies fuhrt zu der Aktivierung
von Lymphozyten, insbesondere den Lymphozyten, die spezifisch dieses besondere Fremdantigen erkennen,
und fahrt zu der Entwicklung einer Immunantwort und mdglicherweise der Beseitigung des Fremdantigens.
Komplexe Interaktionen, die zu Helferfunktionen, Stimulatorfunktionen, Suppressorfunktionen und anderen
Antworten fuhren, Gberlagern die Immunantwort, die sich auf die Beseitigung des Fremdantigens richtet. Die
Starke der Antworten des Immunsystems muss hinsichtlich der Stimulierung und Unterdriickung an einer Viel-
zahl von Stellen sorgfaltig kontrolliert werden oder die Antwort wird entweder nicht auftreten, Uberreagieren
oder nach der Beseitigung nicht nachlassen.

[0011] Die Erkennungsphase der Antwort auf Fremdantigene besteht aus der Bindung von Fremdantigenen
an spezifische Rezeptoren auf Immunzellen. Diese Rezeptoren sind im Allgemeinen vor der Antigenexposition
vorhanden. Die Erkennung kann ebenfalls die Interaktion mit dem Antigen Gber Makrophagen-ahnliche Zellen
oder durch die Erkennung durch Faktoren im Serum oder Kérperflissigkeiten einschlielen.

[0012] In der Aktivierungsphase durchlaufen die Lymphozyten mindestens zwei wesentliche Veranderungen.
Sie proliferieren, was zu der Vermehrung der Klone von Antigenspezifischen Lymphozyten und der Verstar-
kung der Antwort flhrt, und die Nachkommen der Antigen-stimulierten Lymphozyten differenzieren entweder
zu Effektorzellen oder Gedachtniszellen, die Giberleben und bereit sind, auf eine erneute Antigenexposition zu
reagieren. Es gibt eine Vielzahl von Verstarkungsmechanismen, die diese Antwort verstarken.

[0013] In der Effektorphase fiihren die aktivierten Lymphozyten die Funktionen durch, die zu der Beseitigung
des Antigens oder der Begrindung einer Impfantwort filhren kénnen. Solche Funktionen schlieRen zellulare
Antworten, wie zum Beispiel regulatorische, Helfer-, stimulatorische, Suppressor- oder Gedachtnisfunktionen
ein. Viele Effektorfunktionen erfordern die gemeinsame Teilnahme von Zellen und zellularen Faktoren. Zum
Beispiel binden Antikdrper an fremde Antigene und verstarken die Phagozytose durch Neutrophile und mono-
nukledre Phagozyten im Blut. Komplementsignalwege werden aktiviert und kénnen zusatzlich zum Auslésen
von anderen Koérperfunktionen, wie zum Beispiel Fieber, an der Lyse und Phagozytose von Mikroben beteiligt
sein.

[0014] Bei der Immunantwort auf Antigene interagieren Immunzellen miteinander durch direkte Zell-Zell Kon-
takte oder indirekte Zell-Zell (faktorvermittelte) Kommunikation. Zum Beispiel sind fiir eine wirksame Immu-
nantwort Interaktionen zwischen T-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen und B-Zellen notwendig. B- und
T-Zellen werden durch Signale von dendritischen Zellen oder Makrophagen, die antigenprasentierende Zellen
(APC) sind, die Antigene prasentieren und an ruhende Zellen Aktivierungssignale abgeben, aktiviert. Aktivierte
T-Zellen helfen die Immunantworten zu kontrollieren und sind an der Beseitigung von fremden Organismen be-
teiligt. Die Helfer T-Zellen veranlassen Zellen bessere Effektorzellen zu werden, wie zum Beispiel cytotoxi-
schen T-Zell-Vorlauferzellen dabei zu helfen sich zu Killerzellen zu entwickeln, B-Zellen dabei zu helfen, Anti-
kdrper zu produzieren, und dabei zu helfen, die Funktionen von anderen Zellen wie Makrophagen zu erhdhen.
Aktivierte B-Zellen teilen sich und produzieren Antigen-spezifische Antikdrper und Gedachtnis B-Zellen. Die
Zellen, die an der Immunantwort beteiligt sind, sekretieren auch zellulare Faktoren oder Cytokine, die die Funk-
tionen von Phagozyten verstarken, entziindliche Antworten stimulieren und eine Reihe von Zellen beeinflus-
sen.

[0015] Die Reaktionen dieser Zellen schlieRen ebenfalls Feedback-Schleifen ein. Makrophagen und andere
mononukledre Phagozyten oder APCs phagocytieren aktiv Antigene fiir die Prasentation gegentber B- und
T-Zellen und so eine Aktivitat kann durch zellulare Lymphozyten-Faktoren verstarkt werden. Makrophagen pro-
duzieren ebenfalls Cytokine, die neben anderen Aktivitdten die T-Zell-Proliferation und Differenzierung stimu-
lieren und andere inflammatorische Zellen, insbesondere Neutrophile, rekrutieren und fiir viele systemische Ef-
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fekte der Entziindung, wie zum Beispiel Fieber, verantwortlich sind. Ein solches Cytokin, das Interleukin-12 ge-
nannt wird, ist besonders fiir die Entwicklung der zellvermittelten Immunitat von Bedeutung.

[0016] Dendritische Zellen sind ebenfalls APCs, die eine Immunantwort auslésen. Es gibt eine Anzahl ver-
schiedener Arten dendritischer Zellen, einschlieBlich lymphoider dendritischer Zellen und den Langerhans-Zel-
len der Haut. Sie kdnnen Uberall im Kérper gefunden werden, insbesondere in der Milz, den Lymphknoten, den
Mandeln, den Peyer-Drisen und dem Thymus. Sie sind unregelmafig geformte Zellen, die sich in dendriti-
schen (baumahnlichen) Prozessen fortwahrend ausdehnen und zusammenziehen. Eine ihrer Rollen im Im-
munsystem ist es, die B- und T-Zell-Aktivierung und -Differenzierung zu regulieren und zu induzieren. Sie sind
fur die Entwicklung von cytotoxischen T-Zellen, Antikérperbildung durch B-Zellen und einige polyklonale Ant-
worten, wie oxidative Mitogenese, potente akzessorische Zellen. Sie stimulieren ebenfalls T-Zellen das Cytokin
Interleukin-2 freizusetzen.

[0017] Ein wichtiger Teil der Impfung ist die Antwort auf Antigene, die durch B-Lymphozyten oder B-Zellen
bereitgestellt wird. B-Zellen machen ungefahr 5 bis 15% der zirkulierenden Lymphozyten aus. B-Zellen produ-
zieren Immunglobuline, IgG, IgM, IgA, IgD und IgE, die in Kérperflissigkeiten freigesetzt, mit angehefteten Pro-
teinen sekretiert und in die Oberflachenmembran der B-Zellen insertiert werden kénnen. Solche Immunoglo-
buline wirken als spezifische Antigenrezeptoren. Als Antwort auf Antigene werden diese Immunglobulinrezep-
toren quervernetzt, was als Capping bekannt ist, gefolgt von der Internalisierung und Abbau des Immunglobu-
lins. Capping tritt ebenfalls bei Glykoproteinen, die auf der Oberflachenmembran der B-Zellen lokalisiert sind,
auf.

[0018] Die B-Plasmazellen produzieren und sekretieren Antikérpermolekile, die fremde Proteine, Polysac-
charide, Lipide oder andere Chemikalien in extrazellularer oder zell-assoziierter Form binden kénnen. Die An-
tikérper, die von einer einzelnen Plasmazelle produziert werden, sind fur ein Antigen spezifisch. Die sekretier-
ten Antikérper binden das Antigen und I16sen einen Mechanismus aus, der ihre Zerstérung ermdglicht.

Monoklonale Antikérper

[0019] Einer der bei den Mdéglichkeiten des Immunsystems am meisten verwendeten Aspekte ist die Herstel-
lung von monoklonalen Antikérpern. Das Erscheinen der monoklonalen Antikérper- (Mab) Technologie Mitte
der 1970er Jahre lieferte ein wertvolles neues therapeutisches und diagnostisches Werkzeug. Zum ersten Mal
hatten Forscher und Kliniker Zugriff auf unbegrenzte Mengen von einheitlichen Antikérpern, die in der Lage
sind, an eine festgelegte antigene Stelle zu binden und verschiedene immunologische Effektorfunktionen zu
besitzen. Gegenwartig sind Techniken zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern im Stand der Technik gut
bekannt.

[0020] Es wurde erwartet, dass diese monoklonalen Antikorper fur Medizin und Diagnostik sehr vielverspre-
chend sein wirden. Ungliicklicherweise wurde die Entwicklung von therapeutischen Produkten, die auf diesen
Proteinen basieren, durch Probleme beschrankt, die mit der Therapie mit monoklonalen Antikérpern verbun-
den sind. Zum Beispiel sind die meisten monoklonalen Antikérper von Mausen abgeleitet und passen daher
nicht gut zu dem menschlichen Komplementsystem. Bei Verwendung in Menschen fehlen ihnen ebenfalls an-
dere wichtige funktionelle Eigenschaften von Immunglobulinen.

[0021] Der groRte Nachteil bei der Verwendung von monoklonalen Antikdrpern ist die Tatsache, dass nicht-
menschliche monoklonale Antikérper immunogen sind, wenn sie einem menschlichen Patienten injiziert wer-
den. Nach der Injektion eines fremden Antikdrpers kann die Immunantwort, die in dem Patienten ausgelost
wird, ziemlich stark sein. Die Immunantwort flihrt zu der schnellen Beseitigung des fremden Antikérpers und
beseitigt nach einer anfanglichen Behandlung im Wesentlichen den therapeutischen Nutzen des Antikdrpers.
Wenn das Immunsystem erst einmal vorbereitet ist, auf fremde Antikdrper zu reagieren, kdbnnen spatere Be-
handlungen mit dem gleichen oder anderen nichtmenschlichen Antikérpern aufgrund der Kreuzreaktivitat inef-
fektiv oder sogar gefahrlich sein.

[0022] Mause kdnnen einfach mit fremden Antigenen immunisiert werden, um ein breites Spektrum von hoch
affinen Antikdrpern zu erzeugen. Das Einbringen von Maus-Antikérpern in Menschen fiihrt jedoch zu der Er-
zeugung einer Mensch-Anti-Maus Antikérper (HAMA) Antwort aufgrund der Prasentation eines Fremdproteins
im Koérper. Die Verwendung von Maus-Antikdrpern ist bei einem Patienten im allgemeinen auf einen Zeitraum
von Tagen oder Wochen beschrankt. Langere Behandlungszeitraume kénnen zu Anaphylaxie fliihren. AulRer-
dem wenn sich erst einmal HAMA in einem Patienten entwickelt hat, verhindert diese oftmals die zuklnftige
Verwendung von Maus-Antikérpern fir diagnostische oder therapeutische Zwecke.
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[0023] Um das Problem der HAMA Antwort zu Uberwinden, haben Forscher verschiedene Ansatze probiert
nichtmenschliche Antikdrper zu modifizieren, um sie menschenahnlich zu machen. Diese Ansatze schliel3en
Maus/Mensch-Chimaren, Humanisierung und Primatisierung ein. Friihe Arbeiten bei der Herstellung von men-
schenahnlicheren Antikrpern verwendeten kombinierte Kaninchen- und Menschenantikdrper. Die Proteinun-
tereinheiten der Antikorper, Kaninchen Fab Fragmente und humane Fc-Fragmente wurden tber Proteindisul-
fidbriicken verbunden, um neue kiinstliche Proteinmolekiile oder chimare Antikérper zu erzeugen.

[0024] Um chiméare Antikdrper zu erzeugen, wurden rekombinante molekularbiologische Techniken verwen-
det. Rekombinante DNA Technologie wurde verwendet, um eine Genfusion zwischen DNA-Sequenzen, die die
variablen Domanen von leichten und schweren Antikdrperketten aus Mausen und die konstanten Domanen
von humanen leichten (LC) und schweren Antikdrperketten (HC) kodieren, zu erstellen, um so die Expression
von chimaren Antikérpern zu erlauben. Diese chimaren Antikérper enthalten eine groRe Anzahl von nicht-
menschlichen Aminosauresequenzen und sind fir Menschen immunogen. Patienten, die diesen chimaren An-
tikdrpern ausgesetzt sind, erzeugen humane anti-Chimaren Antikérper (HACA). HACA richtet sich gegen die
murine V-Region und kann sich ebenfalls gegen neue V-Region/C-Region (konstante Region) Verbindungen
richten, die in rekombinanten chimaren Antikérpern vorhanden sind.

[0025] Um einige der Beschrankungen, die durch die Immunogenitat von chimaren Antikérpern verursacht
werden, zu Uberwinden, werden molekularbiologische Techniken verwendet, um humanisierte oder umgeform-
te Antikérper zu schaffen. Die DNA-Sequenzen, die die Antigen bindenden Teile oder die komplementaritats-
bestimmenden Regionen (CDRs) der murinen monoklonalen Antikérper kodieren, werden mit molekularen Mit-
teln auf DNA-Sequenzen, die die Gerustbereiche von humanen schweren und leichten Antikrperketten kodie-
ren, Ubertragen. Die humanisierten Mabs enthalten einen gréfReren Prozentsatz humaner Antikérpersequen-
zen als chimare Mabs. Das Endprodukt, das ungefahr 90% menschlichen Antikérper und 10% Mausantikérper
umfasst, enthalt eine Mausbindungsstelle auf einem menschlichen Antikdrper. Im Gerustbereich des humani-
sierten Mab enthalt es ebenfalls bestimmte Aminosauresubstitutionen aus dem Maus Mab, um die korrekte
Form und damit die Bindungsaffinitat fir das Ziel-Antigen beizubehalten.

[0026] In der Praxis ist der einfache Austausch menschlicher CDRs durch murine CDRs nicht ausreichend,
um wirksame humanisierte Antikdrper zu erzeugen, die die Spezifitat des urspringlichen murinen Antikérpers
beibehalten. Es ist ebenfalls erforderlich, eine kleine Anzahl von kritischen Resten des murinen Antikorpers in
die humane variable Region einzuschlieRen. Die Identitat dieser Reste hangt von der Struktur sowohl des ur-
springlichen murinen Antikérpers als auch des menschlichen Akzeptorantikérpers ab. Es ist die Anwesenheit
dieser murinen Antikérperreste, die dabei hilft, bei dem Patienten eine HACA-Antwort hervorzurufen, was zu
der schnellen Beseitigung der monoklonalen Antikdrper und der Angst vor Anaphylaxie fuhrt.

[0027] Eine andere Technik, die Resurfacing-Technologie genannt wird, wird fur die Humanisierung von
Maus-Antikorpern verwendet. Resurfacing schliel3t den Austausch der Oberflache des Maus-Antikérpers mit
der Oberflache eines humanen Antikdrpers in einem Verfahren ein, das schneller und effizienter als andere
Humanisierungstechniken ist. Diese Technik stellt ein Verfahren zum Umgestalten von murinen monoklonalen
Antikérpern, um humanen Antikérpern zu dhneln, durch das Humanisieren nur der Aminosauren, die auf der
Oberflache der V-Regionen des rekombinanten F, zuganglich sind, bereit. Das Resurfacing von murinen mo-
noklonalen Antikérpern kann die Aviditat des urspriinglichen monoklonalen Maus-Antikdrpers in der umge-
formten Version beibehalten, da die naturlichen Framework-CDR Interaktionen beibehalten werden. Diese An-
tikérper leiden wiederum an dem Problem, aufgrund ihres Mausursprungs antigen zu sein.

[0028] Andere Technologien verwenden statt Maus Primatensequenzen, um Mabs zu humanisieren. Der
Grund dieses Ansatzes, der Primatisierung genannt wird, ist, dass die meisten der Sequenzen in den variablen
Regionen von Primaten-Antikdrpern von menschlichen Sequenzen nicht unterscheidbar sind. Primatisierte An-
ti-CD4 Mabs fir die Behandlung von rheumatoider Arthritis und schwerem Asthma werden entwickelt. Diese
Antikorper sind fir das Immunsystem des Patienten jedoch immer noch fremde Proteine und rufen eine Immu-
nantwort hervor.

[0029] Bei Bemiihungen, eine Immunantwort auf Fremdproteine zu vermeiden, werden eine Reihe von An-
satzen entwickelt, um menschliche Mabs herzustellen, die nur Bestandteile von menschlichen Antikdérpern ent-
halten. Ein Ansatz ist es, einen humanen B-Zell-Klon zu isolieren, der naturlicherweise ein Antikorper gegen
das gewtlinschte Antigen herstellt und ihn in einem Triom Zellkultursystem wachsen zu lassen. Da humane An-
tikdrper nur gegen Antigene, die fir den Wirt fremd sind, hergestellt werden, wird keine menschlichen B-Zelle
Antikérper gegen humane Antigene herstellen. Daher ist dieser Ansatz nicht nutzlich, um Mabs gegen Antige-
ne herzustellen, die humane Proteine sind.
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[0030] Zwei andere Ansatze, um humane Mabs zu erzeugen, sind Phagendisplay und die Verwendung von
transgenen Mausen. Die Phagendisplaytechnik nutzt die Fahigkeit von Menschen aus, Antikdrper gegen jede
mogliche Struktur zu erzeugen. Diese Technik verwendet die Antikdrpergene von vielen verschiedenen Einzel-
personen, um eine grofe Bibliothek von Phagenantikdrpern zu erzeugen, von denen jeder eine funktionale va-
riable Antikérperdomane auf seiner Oberflache prasentiert. Aus dieser Bibliothek werden einzelne variable Do-
manen hinsichtlich ihrer Fahigkeit an das gewulnschte Antigen zu binden, ausgewahlt. Der Mab wird Gber mo-
lekularbiologische Techniken durch das Kombinieren einer variablen Antikérperdoméane, die die gewtinschten
Bindungseigenschaften besitzt und einer konstanten Doméane, die am besten fur das potentielle humanthera-
peutische Produkt geeignet ist, erzeugt. Diese Technik Iasst wiederum Antigenspezifitat vermissen. Die Pha-
genbibliothek kann nicht jede Bindungsregion fir jedes und alle gewiinschten Antigene enthalten. Sie kann
ebenfalls Bindungsregionen enthalten, die die Spezifitdt vermissen lassen. Daher kann diese Technik betracht-
liche KonstruktionsmaflRnahmen erfordern, um die Antikdrperaffinitdten auf einen nitzlichen Level anzuheben.

[0031] Transgene Mause werden ebenfalls verwendet, um ,humane" Antikbper zu erzeugen. Die transgenen
Mause werden durch das Ersetzen der Maus Immunglobulin Gen Loci mit humanen Immunglobulin Loci er-
zeugt. Dieser Ansatz kann Vorteile gegeniber den Phagendisplaytechniken bieten, da er die in vivo Affinitats-
reifungsmaschinerie der Maus ausnutzt.

[0032] Alle gegenwartigen Technologien zur Erzeugung von menschlichen oder menschenahnlichen Mabs
sind unzureichend, um einen artspezifischen Antikérper bereitzustellen, der fir ein beschriebenes Antigen an-
tigenspezifisch ist. Chimare Antikérper haben die Vorteile, die Spezifitdt des murinen Antikdrpers beizubehal-
ten und humane Fc-abhangige Komplementfixierung und zellvermittelte Cytotoxizitat zu stimulieren. Die muri-
nen variablen Regionen dieser chiméaren Antikdrper kdnnen jedoch immer noch eine HAMA Antwort auslésen,
wodurch der Nutzen chimarer Antikérper als diagnostische und therapeutische Mittel begrenzt wird.

[0033] Bemuhungen menschliche B-Zellen zu immortalisieren oder menschliche Hybridome zu erzeugen, die
in der Lage sind, Immunglobuline gegen ein gewtlinschtes Antigen zu erzeugen, waren im Allgemeinen, insbe-
sondere mit menschlichen Antigenen, nicht erfolgreich. Zusatzlich verhindert die Immuntoleranz im Menschen
die erfolgreiche Generierung von Antikdrpern gegen Selbst-Antigene.

Impfstofftherapie

[0034] Impfstoffe kbnnen gegen jedes Fremdantigen gerichtet sein, unabhangig davon, ob es aus einem an-
deren Organismus, einer veranderten Zelle oder induzierten fremden Eigenschaften in einer normalen ,eige-
nen" Zelle stammt. Die Art der Verabreichung des Fremdantigens kann dabei helfen, die Art der Immunantwort,
die erzeugt wird, festzulegen. Zum Beispiel stimuliert die Abgabe von Antigenen an Schleimhautoberflachen,
wie zum Beispiel die orale Inokulation mit lebendem Poliovirus, das Immunsystem eine Immunantwort auf der
Schleimhautoberflaiche zu erzeugen. Die Injektion des Antigens im Muskelgewebe fordert oftmals die Erzeu-
gung einer lang andauernden 1gG Antwort.

[0035] Impfstoffe kdnnen im Allgemeinen in zwei Arten unterteilt werden, vollstandige Impfstoffe und Impfstof-
fe, die aus Untereinheiten bestehen. Vollstandige Impfstoffe kbnnen aus Viren oder Mikroorganismen herge-
stellt werden, die inaktiviert, attenuiert oder getdtet wurden. Lebende attenuierte Impfstoffe haben den Vorteil,
die naturliche Infektion gentigend nachzuahmen, um eine Immunantwort auszuldsen, die der Antwort auf den
Wildtyporganismus ahnlich ist. Solche Impfstoffe bieten im Allgemeinen einen hohen Grad an Schutz, insbe-
sondere wenn sie Uber einen naturlichen Weg verabreicht werden, und einige erfordern nur eine einzige Dosis,
um Immunitat zu verleihen. Ein anderer Vorteil von einigen attenuierten Impfstoffen ist, dass sie fiir eine Pas-
sage von Person-zu-Person zwischen Mitgliedern der Population sorgen. Diesen Vorteilen stehen jedoch meh-
rere Nachteile gegenliber. Einige attenuierte Impfstoffe haben eine begrenzte Lagerungszeit und kénnen der
Lagerung in tropischen Umgebungen nicht standhalten. Es besteht ebenfalls die Mdglichkeit, dass der Impf-
stoff zu dem virulenten Wildtyp des Organismus zurlickkehrt, was eine schadliche, sogar lebensbedrohende
Erkrankung auslést. Die Verwendung von attenuierten Impfstoffen ist bei immungeschwachten Zustanden, wie
zum Beispiel Aids, und bei der Schwangerschaft kontraindiziert.

[0036] Abgetdtete Impfstoffe sind deswegen sicherer, weil sie nicht wieder virulent werden kénnen. Sie sind
im Allgemeinen wahrend dem Transport und der Lagerung stabiler und fiir die Verwendung bei immunge-
schwachten Patienten annehmbar. Sie sind jedoch weniger wirksam als die lebenden attenuierten Impfstoffe
und erfordern gewdhnlich mehr als eine Dosis. Zusatzlich bieten sie nicht die Passage von Person-zu-Person
zwischen Mitgliedern der Population.
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[0037] Die Herstellung von Impfstoffen aus Untereinheiten erfordert Wissen tber die Epitope der Mikroorga-
nismen oder Zellen, gegen die der Impfstoff gerichtet sein soll. Andere Uberlegungen beim Entwurf von Impf-
stoffen, die aus Untereinheiten bestehen, sind die Grée der Untereinheit und wie gut die Untereinheit alle
Stamme des Mikroorganismus oder Zelle reprasentiert. Der gegenwartige Schwerpunkt hat sich aufgrund der
Probleme, denen bei der Herstellung von bakteriellen Gesamtimpfstoffen begegnet wird, und den Nebenwir-
kungen, die mit ihrer Verwendung verbunden sind, von der Entwicklung von bakteriellen Impfstoffen zu der Er-
zeugung von Impfstoffen, die aus Untereinheiten bestehen, verschoben. Solche Impfstoffe schlieRen einen Ty-
phus-Impfstoff, der auf dem Vi Kapsel-Polysaccharid basiert, und den Hib-Impfstoff gegen Haemophilus influ-
enzae ein.

[0038] Andere Impfstoffe, die entwickelt worden sind, schliefen Kombinationsimpfstoffe und DNA-Impfstoffe
ein. Ein Beispiel fir einen Kombinationsimpfstoff ist das Bordetella pertussis Toxin und das Fimbrien-Hamag-
glutinin der Oberflache. Bei der DNA-Impfung werden dem Patienten Nukleinsduren verabreicht, die ein Pro-
tein Antigen kodieren, das dann transkribiert, translatiert und in einer Form exprimiert wird, um starke, langle-
bige humorale und zellvermittelte Immunantworten gegen das Antigen zu erzeugen. Die Nukleinsduren kén-
nen unter Verwendung von viralen Vektoren oder anderen Vektoren, wie zum Beispiel Liposomen, verabreicht
werden.

[0039] Die Immunantwort, die durch Impfstoffe erzeugt wird, kann unspezifisch durch die Verwendung von
Adjuvantien verstarkt werden. Diese sind eine heterogene Gruppe von Verbindungen oder Tragerbestandtei-
len, wie zum Beispiel Liposomen, Emulsionen oder Mikrospharen, mit verschiedenen Wirkmechanismen.

[0040] Zusatzlich zu der Ublichen Verwendung von Impfstoffen zum Schutz gegen Krankheiten wird die Imp-
fung verwendet, um Krebs zu bekdmpfen. Die Idee das Immunsystem unspezifisch zu stimulieren, um Tumore
abzustofRRen ist nahezu ein Jahrhundert alt. Coley, ein friiher Forscher auf dem Gebiet, verwendete bakterielle
Filtrate mit betrachtlichem Erfolg. Versuche mit gereinigten Cytokinen und Immunstimulantien gegen Krebs zu
impfen, haben nur begrenzten Erfolg und sind nur fir einige wenige Tumorarten wirksam.

[0041] Zusatzlich zu Krebs werden viele Krankheiten durch das Immunsystem vermittelt. Diese Krankheiten
schlieRen ein: Allergien, Ekzeme, Rhinitis, Urticaria, Anaphylaxie, die TransplantatabstoRung, wie zum Bei-
spiel von Nieren-, Herz-, Bauchspeicheldrisen-, Lungen-, Knochen- und Lebertransplantaten, rheumatische
Krankheiten, systemischen Lupus erythematodus, rheumatoide Arthritis, seronegative Spondylarthritis, Sjog-
ren-Syndrom, systemische Sklerose, Polymyositis, Dermatomyositis, Diabetes mellitus Typ |, erworbenes Im-
munschwachesyndrom, Hashimito-Thyreoiditis, Graves-Krankheit, Addison-Krankheit, polyendokrine Autoim-
munerkrankung, Hepatitis, sklerosierende Cholangitis, primare biliare Zirrhose, perniziose Anamie, Zoliakie,
Antikdrper vermittelte Nephritis, Glomerulonephritis, Wegeners-Granulomatose, mikroskopische Polyarthritis,
Polyarthritis nodosa, Pemphingus, Dermatitis herpetiformis, Psoriasis, Vitiligo, multiple Sklerose, Encephalo-
myelitis, Guillain-Barre-Syndrom, Myasthenia gravis, Lambert-Eaton Syndrom, Sklera, Episklera, Uveitis,
chronische mukokutane Candidiasis, Bruton-Syndrom, transiente Hypogammaglobulinamie in der Kindheit,
Myelom, X-gekoppeltes Hyper IgM-Syndrom, Wiskott-Aldrich Syndrom, Ataxia teleangiectatica, autoimmune
hamolytische Anamie, autoimmune Thrombocytopenie, autoimmune Neutropenie, Waldenstroms Makroglobu-
linémie, Amyloidose, chronische 1ymphozytische Leukdmie und Non-Hodgkin Lymphom.

[0042] Aufgrund der Sicherheitsbedenken, die mit der Verwendung von attenuierten Impfstoffen verbunden
sind, und der niedrigen Wirksamkeit von abgetdteten Impfstoffen, besteht auf dem Gebiet ein Bedarf fir Zu-
sammensetzungen und Verfahren, die die Wirksamkeit von Impfstoffen verstarken. Auf dem Gebiet besteht
ebenfalls Bedarf fir Zusammensetzungen und Verfahren zur Starkung des Immunsystems, die sowohl humo-
rale als auch zellvermittelte Antworten stimulieren. Auf dem Gebiet besteht ferner Bedarf fur die selektive Re-
gulierung einer Immunantwort und der Manipulation der verschiedenen Bestandteile des Immunsystems, um
eine gewunschte Antwort zu erzeugen. Zusatzlich besteht Bedarf fur Verfahren und Zusammensetzungen, die
die Immunantwort fiir eine schnellere Antwort bei der Aktivierung beschleunigen und vergréf3ern kénnen. Es
besteht steigender Bedarf fir die Moglichkeit, Bevolkerungen, sowohl von Menschen als auch Tieren, mit Impf-
stoffen zu impfen, die mit nur einer Dosis Schutz verleihen.

[0043] D.K. Peters und D.H. Norback (Blood 1990, 76, 97-104) berichten Uber die Bindung und Internalisie-
rung von biotinyliertem rekombinanten Interleukin-2 (rlL-2) in aktivierte humane Lymphozyten. Dabei wurde an
kolloidale Goldkiigelchen absorbiertes Streptavidin verwendet, um das biotinylierte rIL-2 innerhalb der Zellen
zu verfolgen.

[0044] Die Internationale Anmeldung WO 94/21288 offenbart Zusammensetzungen, die eine Mischung aus
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biologisch aktiven Faktoren, wie zum Beispiel Cytokinen und Wachstumsfaktoren, und einem kolloidalen Metall
umfassen, die verwendet werden kénnen, um ein Mensch oder ein Tier sicher zu impfen, wahrend sie die To-
xizitat der Faktoren reduzieren oder beseitigen.

[0045] Die Europaische Patentanmeldung 0 667 398 A2 ist auf ein Verfahren und ein Gerat zum Nachweis
einer Ziel-DNA-Sequenz ohne das Erfordernis, die DNAs mit chemischen Substanzen zu markieren, gerichtet.
Dabei wird ein positiv geladenes Gold Kolloid in eine Lésung, die Einzelstrang (ss) DNAs, die die spezifische
Basensequenz tragen, die nachgewiesen werden soll, enthalt, gemischt, um eine DNA-Sonde zu bilden.

[0046] Die Internationale Anmeldung WO 96/04313 offenbart polyspezifische Immunkonjugate und Antikor-
perzusammensetzungen, die fur die Diagnose und Therapie von Krankheiten, die durch multiresistente Zellen
verursacht werden, nitzlich sind, wahrend sie die wesentlichen toxischen Nebenwirkungen auf normale Orga-
ne vermeiden.

[0047] Dabei umfasst ein polyspezifisches Immunkonjugat mindestens einen Antikérperbestandteil, der an
ein Multi-Medikament Transporterprotein bindet, mindestens ein Antikérperbestandteil, der an ein Tumor-as-
soziiertes Antigen oder das Antigen eines infektidsen Mittels bindet und mindestens ein diagnostisches oder
therapeutisches Agens. Das diagnostische Agens kann kolloidales Gold sein.

[0048] Die Europaischen Patentanmeldungen 0 044 722 A1 bzw. 0 179 483 A2 offenbaren humane monok-
lonale Antikérper, die entsprechenden Hybridomzelllinien sowie Verfahren zum Erzeugen solcher Hybridom-
zellen.

[0049] SchlieBlich stellt das US-Patent 5,126,253 eine neue Zelllinie bereit fir die Verwendung als Ausgangs-
punkt fur die Herstellung von Hybridomzellen, nadmlich Colo 38 humane Melanomzellen. Durch die Fusion zwi-
schen Maus B-Zellen, die mit dem entsprechenden Antigen immunisiert wurden, und 8-Azaguanosin resisten-
ten Colo 38 Zellen wird ein monoklonaler AntikGrper erzeugt.

[0050] Was bendtigt wird, sind Zusammensetzungen und in vitro Verfahren, um die spezifische Abgabe von
Wirkstoffen nur auf die Zielzellen zu richten. Fir einige Verabreichungen und Behandlungen wird bevorzugt,
wenn der Wirkstoff von den Zielzellen internalisiert wird. Wenn er sich einmal innerhalb der Zelle befindet, sollte
der Wirkstoff in ausreichendem Masse von dem Transportsystem freigegeben werden, so dass der Wirkstoff
aktiv ist. Solche Zusammensetzungen und in vitro Verfahren sollten in der Lage sein, wirksam therapeutische
Wirkstoffe an die Zielzellen abzugeben.

[0051] Es besteht ebenfalls ein allgemeiner Bedarf fir Zusammensetzungen aus antigen-spezifischen,
artspezifischen Antikdrpern und verbesserten in vitro Verfahren zu ihrer Erzeugung. Es besteht insbesondere
ein Bedarf fur in vitro Verfahren zur Erzeugung vollstandig humaner Antikorper, die eine Affinitat fir ein be-
stimmtes Antigen besitzen. Diese humanen Immunglobuline sollten in einer Weise, die fur die therapeutische
und diagnostische Formulierung geeignet ist, einfach und ékonomisch herstellbar sein.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0052] Die vorliegende Erfindung umfasst in vitro Verfahren und Zusammensetzungen fir die zielgerichtete
Abgabe von komponentenspezifischen immunstimulierenden Molekulen an einzelne Immunzellen. Diese kom-
ponentenspezifischen immunstimulierenden Molekule binden und stimulieren aufgrund der spezifischen Re-
zeptoren auf den Zellen spezifische Immunzellen. Daher werden in einer Mischung von verschiedenen Zellar-
ten die komponentenspezifischen immunstimulierenden Molekile nur von denjenigen Zellen gebunden, die
den ausgewahlten Rezeptor besitzen, wahrend Zellen, denen der Rezeptor fehlt, unbeeinflusst bleiben. In ei-
nigen Populationen von Immunzellen enthalt nur ein Zelltyp Rezeptoren, die ein gegebenes komponentenspe-
zifisches immunstimulierendes Agens binden. In anderen Zellpopulationen kdnnen eine Vielzahl von Immun-
zellen den Rezeptor, der das komponentenspezifische immunstimulierende Agens bindet, enthalten. Es ist
ebenfalls mdglich, dass eine gegebene Zellart Rezeptoren fiir viele komponentenspezifische immunstimulie-
rende Agens enthalt.

[0053] Die Verfahren zur zielgerichteten Abgabe an Immunzellen sind solche Verfahren, die fir in vitro Tech-
niken, wie zum Beispiel Zugabe zu Zellkulturen oder Medien, verwendet werden.

[0054] In einer Ausflihrungsform umfasst die vorliegende Erfindung in vitro Verfahren und Zusammensetzun-
gen fir die gleichzeitige und/oder sequentielle zielgerichtete Stimulation von spezifischen Einzelbestandteilen
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des Immunsystems durch ein vermeintliches Antigen oder Impfstoffmolekdl, um die Immunantwort auf das An-
tigen/den Impfstoff zu verstarken, zu verandern oder zu unterdriicken. Ein anderer Aspekt der Erfindung er-
moglicht es, die Wirksamkeit, mit der Antigene und Impfstoffe eine Immunantwort auslésen, zu verstarken. In
einer Ausfiihrungsform sind die in vitro Verfahren und Zusammensetzungen der Erfindung in der Lage, viele
unterschiedliche Einzelimmunbestandteile durch die Prasentation von spezifischen komponentenstimulieren-
den Zusammensetzungen zu stimulieren.

[0055] Die vorliegende Erfindung umfasst ebenfalls Zusammensetzungen und in vitro Verfahren fir die se-
quentielle Stimulation des Immunsystems durch das Bereitstellen von komponentenstimulierenden Zusam-
mensetzungen in einem oder mehreren Schritten einer Immunantwortkaskade von interagierenden Faktoren
und Zellen. In einer offenbarten Ausfiihrungsform sind die spezifischen Immunbestandteile die stimuliert wer-
den, Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen und T-Zellen.

[0056] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform umfassen die in vitro Verfahren die sequentielle Verabreichung
von komponentenstimulierenden Zusammensetzungen. Die Zusammensetzungen kénnen dasselbe kompo-
nentenspezifische immunstimulierende Agens umfassen, das zu verschiedenen Zeiten oder uber verschiede-
ne Verabreichungsverfahren gegeben wird. In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform umfassen die in
vitro Verfahren die sequentielle Verabreichung von verschiedenen komponentenspezifischen immunstimulie-
renden Agenzien. Zum Beispiel stimuliert ein erstes komponentenspezifisches immunstimulierendes Agens
die Initiierung der Immunantwort, gefolgt von der spateren Verabreichung eines zweiten komponentenspezifi-
schen immunstimulierenden Agens, um einen spateren Schritt der Immunantwort zu stimulieren. Die folgende
Erfindung beabsichtigt die Verabreichung von vielen komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzi-
en, um verschiedene Signalwege des Immunsystems zu initiieren, gefolgt von der spateren Verabreichung von
denselben oder anderen komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien, um die Immunantwort
fortzusetzen und zu verstarken.

[0057] Zusatzlich wird in der vorliegenden Erfindung in Erwagung gezogen, dass die Zusammensetzungen
und in vitro Verfahren, die hierin beschrieben werden, fur die Stimulation einer Immunantwort oder die Unter-
drickung einer Immunantwort verwendet werden kénnen. Die Verabreichung von komponentenspezifischen
immunstimulierenden Agenzien zur Unterdrickung von Immunantworten kann verwendet werden, um Autoim-
munkrankheiten oder die Absto3ung eines Organs zu kontrollieren.

[0058] In einer anderen Ausflihrungsform umfasst die vorliegende Erfindung in vitro Verfahren und Zusam-
mensetzungen fir die Herstellung von antigenspezifischen, art-spezifischen monoklonalen Antikdrpern. Diese
in vitro Verfahren und Zusammensetzungen stitzen sich auf die Umwandlung von Immunzellen. In einer be-
vorzugten Ausfuhrungsform umfassen die in vitro Verfahren und Zusammensetzungen die in vitro Umwand-
lung von zirkulierenden Immunzellen. Diese Zellen I6sen eine erste Antwort auf das Antigen aus, was zu der
Herstellung von antigen-spezifischen Antikérpern fuhrt. Diese ausgewahlten Primarklone werden dann immor-
talisiert, um Zellen zu erzeugen, die Antikérper sekretieren, die ausschliellich aus Proteinen der ausgewahlten
Art bestehen.

[0059] In einer bevorzugten Ausfliihrungsform der Erfindung sind die hergestellten Antikorper vollstandig hu-
mane monoklonale Antikdrper, die durch die in vitro Kultivierung von humanen peripheren Blutlymphozyten er-
zeugt werden. Ein Schlusselelement dieser Erfindung ist die Antigenerkennung von ,Selbst"-Molekulen. Sol-
che Selbst-Molekile schlieen die Molekule ein, die nativ oder naturlicherweise in einem Individuum auftreten,
sowie jedes Molekdl, das eine Struktur besitzt, die dieselbe ist, wie die, die natlrlicherweise in einer bestimm-
ten Art auftritt. Diese Erkennung verringert die Immunogenitat, weil die Antikérper nur Proteine dieser einen Art
enthalten.

[0060] Diese Antikdrper kénnen jedoch immer noch zu etwas Immunogenitat fihren, da das Protein, das in
dem Antikdrper enthalten ist, obwohl von der gleichen Art, fur das Individuum fremd ist. In einer anderen be-
vorzugten Ausfihrungsform sind die in vitro hergestellten monoklonalen Antikérper aus dem Blut eines Men-
schen oder Tieres hergestellt und werden dann demselben Individuum injiziert. In solchen Situationen erzeu-
gen die Antikdrper wenig oder keine Immunogenitat, da die Antikérper vollstandig aus Protein dieses Individu-
ums bestehen.

[0061] Sobald diese Primarkulturen zur Erzeugung von antigenspezifischen Antikérpern umgewandelt wor-
den sind, werden sie zum Beispiel durch das Fusionieren mit immortalisierten menschlichen Krebszellen oder
durch das Transfizieren der antikdrper-produzierenden Zellen mit Onkogenen, wie zum Beispiel Ras, oder mit
Viren, wie zum Beispiel dem Epstein-Barr Virus, immortalisiert. Die resultierenden Hybridome werden hinsicht-
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lich der Sekretion des spezifischen Antikdrpers gescreent und dann zum Beispiel durch Verfahren der limitier-
ten Verdinnung aufgearbeitet, um eine einzelne monoklonale Antikdrper produzierende Zelle zu isolieren.

[0062] Der resultierende humane monoklonale Antikérper enthalt nur humanes Protein. Kein tierisches Pro-
tein gelangt in die Herstellung des humanen monoklonalen Antikérpers. Die Abwesenheit von samtlichen tie-
rischen Proteinen stellt sicher, dass aus der therapeutischen Anwendung dieser Antikérper kein Mensch-An-
ti-Tier Antikdrper entsteht.

[0063] Die in vitro Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung stellen einen neuen und
vielseitigen Ansatz fur Systeme zur gezielten Stimulation einer Immunantwort bereit. In einer offenbarten Aus-
fuhrungsform umfasst die vorliegende Erfindung komponenten-stimulierende Zusammensetzungen. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform umfassen die komponentenstimulierenden Zusammensetzungen komponen-
tenspezifische immunstimulierende Agenzien. In einer anderen bevorzugten Ausfihrungsform umfassen die
komponentenstimulierenden Zusammensetzungen komponentenspezifische immunstimulierende Agenzien,
assoziiert mit kolloidalem Metall. In noch einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform umfassen solche Zu-
sammensetzungen ein Antigen in Verbindung mit einem komponentenspezifischen immunstimulierenden
Agens, und in einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform sind ein Antigen und ein komponentenspezifi-
sches immunstimulierendes Agens an ein kolloidales Metall, wie zum Beispiel kolloidales Gold, gebunden und
das resultierende chiméare Molekdil wird der Immunkomponente prasentiert.

[0064] In einer anderen offenbarten Ausfliihrungsform umfassen die komponentenstimulierenden Zusammen-
setzungen der Erfindung eine Abgabe-Struktur oder -Plattform, an die ein Teil einer Bindungsgruppe gebunden
ist, und wobei der komplementéare Teil der Bindungsgruppe an ein Antigen oder ein komponentenspezifisches
immunstimulierendes Agens gebunden ist. In einer bevorzugteren Ausflihrungsform ist einer der komplemen-
taren Teile der Bindungsgruppe an ein komponentenspezifisches immunstimulierendes Agens gebunden, und
ein anderer der komplementaren Teile der Bindungsgruppe ist an ein vermeintliches Antigen/einen vermeintli-
chen Impfstoff gebunden. Die Teile der Bindungsgruppe kénnen aus allen bekannten gepaarten Bindungsgrup-
pen ausgewahlt werden, einschliellich Antikérper/Antigen, Enzym/Substrat und Streptavidin/Biotin.

[0065] Eine Ausfuhrungsform so einer Zusammensetzung umfasst eine Abgabe-Struktur oder -Plattform mit
einem Teil einer Bindungsgruppe, der reversibel daran gebunden ist. Eine bevorzugte Ausflihrungsform der
vorliegenden Erfindung umfasst kolloidales Gold als Plattform, die in der Lage ist, ein Teil einer Bindungsgrup-
pe, an das komponentenspezifische immunstimulierende Molekile und Antigen-/Impfstoffmolekile gebunden
sind, zu binden, um eine komponentenstimulierende Zusammensetzung zu erzeugen. In einer bevorzugteren
Ausfuhrungsform ist die Bindungsgruppe Streptavidin/Biotin und das komponentenspezifische immunstimulie-
rende Molekdl ist ein Cytokin. Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung kénnen ebenfalls die Bindung
von komponentenspezifischen immunstimulierenden Molekilen oder Antigenen/Impfstoffen in einem weniger
spezifischen Verfahren, wie zum Beispiel der Verwendung von Polykationen, umfassen.

[0066] Die vorliegende Erfindung umfasst ebenfalls die Prasentation von Antigenen und komponentenspezi-
fischen immunstimulierenden Agenzien in einer Reihe von verschiedenen Tragerkombinationen. Zum Beispiel
schliefl3t eine bevorzugte Ausfuihrungsform die Verabreichung eines Antigens in Kombination mit komponen-
tenspezifischen immunstimulierenden Agenzien und kolloidalem Gold in einem Liposom als Trager ein. Zu-
satzliche Kombinationen sind kolloidale Goldpartikel, die mit viralen Partikeln, die Kandidaten fur einen aktiven
Impfstoff sind, besetzt sind oder die gepackt sind, um die DNA fir einen vermeintlichen Impfstoff zu enthalten.
Das Goldpartikel kann ebenfalls ein Cytokin enthalten, das verwendet werden kann, um den Virus auf spezifi-
sche Immunzellen zu richten. Solche Ausflihrungsformen bieten ein internes Impfstoffpraparat, das fiir eine
verlangerte Antwort das Antigen langsam an das Immunsystem abgibt. Dieser Typ von Impfstoff ist insbeson-
dere fUr die einmalige Verabreichung von Impfstoffen vorteilhaft. Alle Arten von Tragern, einschlief3lich, aber
nicht begrenzt auf Liposomen und Mikrokapseln werden in der vorliegenden Erfindung in Erwagung gezogen.

[0067] Daher ist es ein Ziel der vorliegenden Erfindung, verlassliche und einfache in vitro Verfahren zur Ver-
starkung einer Immunantwort bereitzustellen.

[0068] Es ist ein anderes Ziel der Erfindung, in vitro Verfahren zur Verbesserung der Wirksamkeit von Impf-
stoffen bereitzustellen.

[0069] Ein anderes Ziel der Erfindung ist es, Impfstoffe bereitzustellen, die mit der Verabreichung von nur ei-
ner Dosis einen wirksamen Schutz ergeben.
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[0070] Noch ein anderes Ziel der Erfindung ist es, in vitro Verfahren fir die gezielte Stimulation von einzelnen
Immunbestandteilen auf spezifische Art und Weise bereitzustellen.

[0071] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, in vitro Verfahren fir die gleichzeitige Prasentation
eines Antigens und eines komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien gegenulber Einzelkompo-
nenten des Immunsystems bereitzustellen.

[0072] Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, Zusammensetzungen bereitzustellen, die kompo-
nentenspezifische immunstimulierende Agenzien, die in der Lage sind, eine bestimmte Komponente des Im-
munsystems zu beeinflussen, umfassen.

[0073] Noch ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, in vitro Verfahren und Zusammensetzungen
fur die Unterdriickung von Immunantworten bereitzustellen.

[0074] Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, Zusammensetzungen fir die gleichzeitige/sequen-
tielle Verwendung von komponentenspezifischen Agenzien die nicht nur in der Lage sind, die Immunantwort
auf dem Primartumor zu verstarken, sondern ebenfalls eine systemische Immunantwort auf die Resterkran-
kung auslésen, bereitzustellen, um eine Immunantwort gegen Primarkrebs auszulésen.

[0075] Ein weiteres Ziel der Erfindung ist es, die Antigenitat/lImmunogenitat eines Moleklls zu erhéhen.

[0076] Noch ein anderes Ziel der Erfindung ist es, einen antigen-spezifischen art-spezifischen monoklonalen
Antikorper in vitro zu erzeugen.

[0077] Noch ein anderes Ziel der Erfindung ist es, einen vollstdndig humanen monoklonalen Antikérper durch
die in vitro Kultivierung von humanen peripheren Blutlymphozyten zu erzeugen.

[0078] Ein weiteres Ziel der Erfindung ist es, das Problem antigen-spezifisch und art-spezifisch induzierter Im-
munitat durch das Bereitstellen einer Behandlung von Erkrankungen mit menschlichen antigen-spezifischen
Antikérpern zu beseitigen.

[0079] Ein anderes Ziel der Erfindung ist es, einen monoklonalen Antikérper zu erzeugen, der personenspe-
zifisch ist und dadurch eine Fremdimmunantwort ausschlief3t.

[0080] Noch ein anderes Ziel der Erfindung ist es, verlassliche und vielseitige in vitro Verfahren und Zusam-
mensetzungen fur die zielgerichtete Abgabe von immunverstarkenden Agenzien an Immunzellen bereitzustel-
len.

[0081] Ein weiteres Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, in vitro Verfahren und Zusammensetzungen fir die
zielgerichtete Abgabe von komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien bereitzustellen.

[0082] Noch ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung sind in vitro Verfahren und Zusammensetzungen fir
die zielgerichtete Abgabe von komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien an Zellen, die einen
spezifischen Rezeptor dafiir besitzen.
[0083] Ein anderes Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, in vitro Verfahren und Zusammensetzungen bereit-
zustellen, die ein zielgerichtetes Abgabesystem, dass unter Verwendung eines komponentenspezifischen im-
munstimulierenden Agens in der Lage ist, ein vermeintliches Antigen/einen vermeintlichen Impfstoff zu binden
und abzugeben, umfassen.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN
[0084] Fig. 1 zeigt die in vitro Internalisierung eines EGF/CG/IL-18 Komplex durch Makrophagen.
[0085] Fig. 2 zeigt die in vitro Internalisierung eines EGF/CG/TNF-a Komplexes durch dendritische Zellen.
[0086] Fig. 3 zeigt die in vitro Internalisierung eines EGF/CG/IL-6 Komplexes durch B-Zellen.

[0087] Fig. 4 zeigt die in vitro Internalisierung eines EGF/CG/IL-2 Komplexes durch T-Zellen.
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[0088] Fig. 5 zeigt die Herstellung menschlicher Anti-human TNF-a Antikdrpern durch das erfindungsgema-
Re Verfahren.

[0089] Fig. 6a ist eine 200x Hellfeldaufnahme, die die Riesenzellenbildung, die durch diese Langzeitinkuba-
tion von isolierten humanen Lymphozyten mit kolloidalem Gold/TNF-a induziert wird, zeigt. Fig. 6b ist eine
200x Phasenkontrastabbildung Hellfeldmonographie derselben Zellen.

[0090] Fig. 7 zeigt die Notwendigkeit von kolloidalem Gold, um eine Antikérperantwort gegen Selbstproteine
Zu erzeugen.

[0091] Fig. 8 zeigt, dass die Goldfarbung mit freischwimmenden Anhaufungen von aktivierten B-Zellen, nicht
Makrophagen oder dendritischen Zellen, assoziiert ist.

[0092] Fig. 9 ist eine schematische Darstellung einer bevorzugten Ausflihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung.

[0093] Fig. 10 ist ein Diagramm, das die gesattigten Bindungskinetiken der Abgabeplattform mit TNF-a zeigt.
DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER OFFENBARTEN AUSFUHRUNGSFORMEN
Verstarkung einer Immunantwort

[0094] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf Zusammensetzungen und in vitro Verfahren zum Verstar-
ken einer Immunantwort und zur Erhéhung der Wirksamkeit von Impfstoffen durch das gleichzeitige oder se-
quentielle Targeting von spezifischen Immunkomponenten. Insbesondere schlieRen spezifische Immunkom-
ponenten antigenprasentierende Zellen (APCs), wie zum Beispiel Makrophagen und dendritische Zellen, und
Lymphozyten, wie zum Beispiel B-Zellen und T-Zellen, ein, die durch ein oder mehrere komponentenspezifi-
sche immunstimulierende Agenzien einzeln beeinflusst werden. Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform
erlaubt die Aktivierung der Immunantwort unter Verwendung eines spezifischen Antigens in Verbindung mit
den komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien. Wie hierin verwendet, meint ein komponen-
tenspezifisches immunstimulierendes Agens ein Agens, das fur eine Komponente des Immunsystems spezi-
fisch ist, und das in der Lage ist, diese Komponente zu beeinflussen, so dass die Komponente in der Immu-
nantwort aktiviert wird. Das Agens kann in der Lage sein, mehrere verschiedene Komponenten des Immun-
systems zu beeinflussen, und diese Fahigkeit kann in den Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegen-
den Erfindung verwendet werden. Das Agens kann naturlich auftretend sein oder kann durch molekularbiolo-
gische Techniken oder Proteinrezeptormanipulierung erzeugt und manipuliert werden.

[0095] Die Aktivierung der Komponente in der Immunantwort kann zu der Stimulierung oder Unterdriickung
von anderen Komponenten der Immunantwort fihren, was zu einer Gesamtstimulierung oder -unterdriickung
der Immunantwort fihrt. Aus Griinden der Einfachheit wird hierin die Stimulierung von Immunkomponenten be-
schrieben, aber es ist selbstverstandlich, dass durch den Ausdruck Stimulierung alle Antworten von Immun-
komponenten in Betracht gezogen werden, einschlielich, aber nicht begrenzt auf Stimulierung, Suppression,
AbstolRungs- und Feedback-Aktivitaten.

[0096] Die Immunkomponente, die beeinflusst wird, kann vielfaltige Aktivitaten besitzen, was sowohl zur Sup-
pression als auch zur Stimulation oder Initiation oder Suppression von Feedbackmechanismen flihrt. Die vor-
liegende Erfindung ist nicht durch die Beispiele hierin genau beschriebener immunologischer Antworten be-
grenzt, sondern schlief3t komponentenspezifische Wirkungen in allen Aspekten des Immunsystems ein.

[0097] Die Aktivierung jedes Bestandteils des Immunsystems kann simultan, sequentiell oder in jeder Kom-
bination davon erfolgen. In einer Ausflihrungsform eines in vitro Verfahrens der vorliegenden Erfindung werden
viele komponentenspezifische immunstimulierende Agenzien gleichzeitig verabreicht. In diesem in vitro Ver-
fahren werden die Immunzellen gleichzeitig mit vier verschiedenen Praparaten stimuliert, wobei jedes eine Zu-
sammensetzung enthalt, die ein komponentenspezifisches immunstimulierendes Agens umfasst. Vorzugswei-
se umfasst die Zusammensetzung das komponentenspezifische immunstimulierende Agens assoziiert mit ei-
nem kolloidalen Metall. Noch bevorzugter umfasst die Zusammensetzung das komponentenspezifische im-
munstimulierende Agens assoziiert mit einem kolloidalen Metall mit einem Partikel einer GroRe oder Partikeln
verschiedener GréRe und einem Antigen. Am bevorzugtesten umfasst die Zusammensetzung das komponen-
tenspezifische immunstimulierende Agens assoziiert mit kolloidalem Metall einer PartikelgrofRe und einem An-
tigen oder mit unterschiedlich groRen Partikeln und Antigen.
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[0098] Die Erfinder haben gefunden, dass sie bestimmte komponentenspezifische immunstimulierende
Agenzien verwenden kénnen, um einen spezifischen stimulatorischen, hochregulierenden Effekt auf einzelne
Immunbestandteile bereitzustellen. Zum Beispiel stimuliert Interleukin-13 (IL-18) spezifisch Makrophagen,
wahrend TNF-a (Tumor Nekrosefaktor Alpha) und der Flt-3 Ligand spezifisch dendritische Zellen stimulieren.
Hitzeabgetdtetes Mycobacterium butyricum und Interleukin-6 (IL-6) sind spezifische Stimulatoren von B-Zellen
und Interleukin-2 (IL-2) ist ein spezifischer Stimulator von T-Zellen. Zusammensetzungen, die solche kompo-
nentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien umfassen, erlauben die spezifische Aktivierung von Ma-
krophagen, dendritischen Zellen, B-Zellen bzw. T-Zellen. Zum Beispiel werden Makrophagen aktiviert, wenn
eine Zusammensetzung, die das komponentenspezifische immunstimulierende Agens IL-1B umfasst, verab-
reicht wird. Eine bevorzugte Zusammensetzung ist IL-13 in Verbindung mit einem kolloidalen Metall, und eine
besonders bevorzugte Zusammensetzung ist IL-1 in Verbindung mit einem kolloidalen Metall und einem An-
tigen, um eine spezifische Makrophagenantwort gegen dieses Antigen auszulésen.

[0099] Fur eine wirksame Impfung sind viele Elemente der Immunantwort notwendig. Eine Ausfihrungsform
eines Verfahrens einer gleichzeitigen Stimulation ist es, vier getrennte Praparate von Zusammensetzungen ei-
nes komponentenspezifischen immunstimulierenden Agens zu verabreichen, das 1) IL-1 fur Makrophagen,
2) TNF-a und den FIt-3 Liganden fir dendritische Zellen, 3) IL-6 fir B-Zellen und 4) IL-2 fir T-Zellen umfasst.
Die komponentenspezifischen immunstimulierendes Agens enthaltenden Zusammensetzungen kdnnen Uber
jeden Weg, der dem Durchschnittsfachmann bekannt ist, verabreicht werden und kénnen abhangig von der
gewunschten Immunantwort denselben oder verschiedene Wege verwenden.

[0100] In einer anderen Ausfiihrungsform der in vitro Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegenden
Erfindung werden die einzelnen Immunbestandteile sequentiell aktiviert. Zum Beispiel kann diese sequentielle
Aktivierung in zwei Phasen aufgeteilt werden, die Primerphase und die Immunisierungsphase. Die Primerpha-
se umfasst die Stimulation von APCs, vorzugsweise Makrophagen und dendritischen Zellen, wahrend die Im-
munisierungsphase das Stimulieren von Lymphozyten, vorzugsweise B-Zellen und T-Zellen umfasst. Inner-
halb jeder der beiden Phasen kann die Aktivierung der einzelnen Immunbestandteile simultan oder sequentiell
sein. Fur die sequentielle Aktivierung ist ein bevorzugter Aktivierungsmechanismus die Aktivierung von Makro-
phagen gefolgt von dendritischen Zellen, gefolgt von B-Zellen, gefolgt von T-Zellen. Ein besonders bevorzug-
tes Verfahren ist eine kombinierte sequentielle Aktivierung, wobei es eine gleichzeitige Aktivierung von Makro-
phagen und dendritischen Zellen gibt, gefolgt von der gleichzeitigen Aktivierung von B-Zellen und T-Zellen.
Dies ist ein Beispiel von in vitro Verfahren und Zusammensetzungen von multiplen komponentenspezifischen
immunstimulierenden Agenzien, um mehrere Signalwege des Immunsystems zu initiieren.

[0101] Die in vitro Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kénnen verwendet wer-
den, um die Wirksamkeit von jeder Art von Impfstoff zu erhéhen. Die vorliegenden in vitro Verfahren erhéhen
die Wirksamkeit eines Impfstoffes durch die zielgerichtete Aktivierung von spezifischen Immunbestandteilen.
Zusammensetzungen, die komponentenspezifische immunstimulierende Agenzien in Verbindung mit kolloida-
lem Metall und Antigen umfassen, werden zur Verbesserung des Kontaktes zwischen Antigen und spezifischer
Immunkomponente verwendet. Beispiele von Krankheiten, fir die zur Zeit Impfstoffe erhaltlich sind, schlieRen
ein Cholera, Diphterie, Haemophilus, Hepatitis A, Hepatitis B, Influenza, Masern, Meningitis, Mumps, Pertus-
sis, Pocken, Pneumokokken Pneumonie, Polio, Tollwut, Rételn, Tetanus, Tuberkulose, Typhus, Varicella zos-
ter, Keuchhusten und Gelbfieber.

[0102] Die Kombination von Verabreichungsweg und Verpackung, die verwendet wird, um das Antigen an die
Immunzellen abzugeben, ist bei der Planung der gewlinschten Immunantwort ein leistungsfahiges Werkzeug.
Die folgende Erfindung umfasst in vitro Verfahren und Zusammensetzungen, umfassend verschiedene Verpa-
ckungsverfahren, wie zum Beispiel Liposomen, Mikrokapseln oder Mikrospharen, die fir eine Freisetzung von
immunstimulierenden Zusammensetzungen lber einen langen Zeitraum sorgen kénnen. Diese Verpackungs-
systeme wirken wie interne Depots zur Aufnahme von Antigenen und setzen die Antigene fur die Aktivierung
des Immunsystems langsam frei. Zum Beispiel kann ein Liposom mit einer Zusammensetzung, die ein Antigen
und komponentenspezifische immunstimulierende Agenzien assoziiert mit kolloidalem Metall umfasst, gefiillt
werden. Zusatzliche Kombinationen sind kolloidale Goldpartikel, die mit viralen Partikeln, die der aktive Impf-
stoffkandidat sind, bedeckt sind oder die so gepackt sind, dass sie DNA fiir einen vermeintlichen Impfstoff ent-
halten. Das Goldpartikel kann ebenfalls ein Cytokin enthalten, das dann verwendet werden kann, um das Virus
auf spezifische Immunzellen zu richten. Ferner kann man ein Fusionsprotein-Impfstoff erzeugen, der zwei oder
mehr potentielle Impfstoffkandidaten abdeckt und einen Impfstoff flir zwei oder mehr Anwendungsmdglichkei-
ten erzeugt. Die Partikel kdnnen ebenfalls Immunogene einschlief3en, die durch die Zugabe von Polyethylen-
glykol, das das Material langsam abgibt, chemisch modifiziert sein kénnen.
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[0103] Der Komplex aus Antigen/komponentenspezifischem immunstimulierendem Agens/Metall wird von
dem Liposom langsam abgegeben, von den Immunzellen als fremd erkannt und die spezifische Komponente,
gegen die das komponentenspezifische immunstimulierende Agens gerichtet ist, aktiviert die Immunzellen. Die
Kaskade der Immunantwort wird durch die Gegenwart des komponentenspezifischen immunstimulierenden
Agenss schneller aktiviert und die Immunantwort wird schneller und spezifischer erzeugt.

[0104] Andere in vitro Verfahren und Zusammensetzungen, die in der vorliegenden Erfindung in Betracht ge-
zogen werden, schlieBen die Verwendung von Komplexen aus Antigen/komponentenspezifischem immunsti-
mulierendem Agens/kolloidalem Metall, in denen die kolloidalen Metallpartikel unterschiedliche Gréf3en haben,
ein. Die sequentielle Verabreichung von komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien kann in ei-
ner Einzeldosis Verabreichung durch die Verwendung von diesen verschieden groen kolloidalen Metallparti-
keln erreicht werden. Eine Dosis wiirde vier unabhangige komponentenspezifische immunstimulierende Agen-
zien komplexiert mit einem Antigen und jedes mit einem unterschiedlich groRen kolloidalen Metallpartikel ein-
schlie®en. So wirde die gleichzeitige Verabreichung die sequentielle Aktivierung der Immunkomponenten her-
vorrufen, um einen wirksameren Impfstoff und einen héheren Schutz fiir die Population zu erzeugen. Andere
Arten so einer Einzeldosisverabreichung mit sequentieller Aktivierung kdnnen durch die Kombinationen von
verschieden grof3en kolloidalen Metallpartikeln und Liposomen oder Liposomen, die mit unterschiedlich gro-
Ren kolloidalen Metallpartikeln geflillt sind, bereitgestellt werden.

[0105] Die Verwendung von solchen Impfstoffsystemen, wie sie oben beschrieben sind, ist bei der Bereitstel-
lung von Impfstoffen, die in einer Dosis verabreicht werden kdnnen, sehr wichtig. Die Verabreichung in einer
Dosis ist bei der Behandlung von Tierpopulationen, wie zum Beispiel Vieh oder Wildtierbestanden wichtig. Die
Verabreichung in einer Dosis ist bei der Behandlung von Populationen, die sich der Gesundheitsflirsorge wi-
dersetzen, wie zum Beispiel Arme, Obdachlose, Bewohner Iandlicher Gebiete oder Personen in Entwicklungs-
Iandern, die nur eine ungenugende Gesundheitsversorgung besitzen, entscheidend. In allen Landern haben
viele Personen keinen Zugang zu Praventivformen der Gesundheitsfirsorge, wie Impfung. Das Wiederauftre-
ten von infektiésen Krankheiten, wie zum Beispiel Tuberkulose, hat den Bedarf an Impfstoffen, die einmal ver-
abreicht werden und trotzdem einen langandauernden wirksamen Schutz verleihen, erhéht. Die Zusammen-
setzungen und in vitro Verfahren der vorliegenden Erfindung stellen einen solch wirksamen Schutz bereit.

[0106] Die in vitro Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kénnen ebenfalls verwen-
det werden, um Krankheiten, in denen eine Immunantwort auftritt, durch das Stimulieren oder Unterdriicken
von Komponenten, die Teil dieser Immunantwort sind, zu behandeln. Beispiele von solchen Krankheiten schlie-
Ren ein Addison-Krankheit, Allergien, Anaphylaxie, Brutons-Syndrom, Krebs, einschliellich feste und Bluttu-
more, Ekzeme, Hashimito Thyreoiditis, Polymyositis, Dermatomyositis, Diabetes mellitus Typ 1, erworbenes
Immunschwachesyndrom, TransplantatabstoBung, wie zum Beispiel von Nieren-, Herz-, Bauchspeicheldru-
sen-, Lungen-, Knochen- und Lebertransplantaten, Graves-Krankheit, polyendokrine Autoimmunerkrankung,
Hepatitis, mikroskopische Polyarthritis, Polyarthritis nodosa, Pemphingus, primare bilidre Zirrhose, perniziése
Anamie, Zoliakie, Antikdrper vermittelte Nephritis, Glomerulonephritis, rheumatische Krankheiten, systemi-
scher Lupus erythematodus, rheumatoide Arthritis, seronegative Spondylarthritis, Sjégrens-Syndrom, systemi-
sche Sklerose, sklerosierende Cholangitis, Wegeners Granulomatose, Dermatitis herpetiformis, Psoriasis, Vi-
tiligo, multiple Sklerose, Encephalomyelitis, Guillain-Barre-Syndrom, Myasthenia gravis, Lambert-Eaton Syn-
drom, Sklera, Episklera, Uveitis, chronische mukokutane Candidiasis, Urtikaria, transiente Hypogammaglobu-
lindmie in der Kindheit, Myelom, X-gekoppeltes Hyper IgM-Syndrom, Wiskott-Aldrich Syndrom, Ataxia telean-
giectatica, autoimmune hamolytische Anamie, autoimmune Thrombocytopenie, autoimmune Neutropenie,
Waldenstroms Makroglobulindmie, Amyloidose, chronische lymphozytische Leukdmie und Non-Hodgkin Lym-
phom.

Herstellung von monoklonalen Antikérpern in vitro

[0107] Die in vitro Verfahren und Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kdnnen ferner verwendet
werden, um antigen-spezifische, art-spezifische monoklonale Antikdrper zu erzeugen, die die Immunantwort
verstarken. Diese Antikdrper werden zum Beispiel durch das in vitro Inkontaktbringen eines Antigens, anti-
gen-prasentierender Zellen (APCs), Immunzellen, wie zum Beispiel B-Zellen, und optional einem oder mehre-
ren komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien erzeugt. Wenn erst einmal antigen-spezifische
Antikérper nachgewiesen werden, werden die aktivierten Immunzellen immortalisiert, zum Beispiel durch das
Fusionieren mit immortalisierten menschlichen Krebszellen. Die resultierenden Hydridome kdnnen dann hin-
sichtlich der Sekretion eines spezifischen Antikdrpers gescreent und einzelne monoklonale Antikérper produ-
zierende Zellen isoliert werden.
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[0108] Das Antigen, die APCs, die Immunzellen und das komponentenspezifische immunstimulierende
Agens kénnen alle zur gleichen Zeit in die in vitro Kultur eingebracht werden. Optional kdnnen diese verschie-
denen Bestandteile sequentiell in jeder Reihenfolge oder Kombination zugegeben werden. Das Antigen und
das komponentenspezifische immunstimulierende Agens kénnen zwei verschiedene Molekile sein, oder kdn-
nen in Form eines Komplexes vorhanden sein. Zum Beispiel kann ein Antigen mit verschiedenen Cytokinen
komplexiert sein, so dass es, wenn es in einer sequentiellen Art zugegeben wirde, spezifische Zellen in der
Kultur in einer vorhersagbaren, schrittweisen Art stimulieren wirde.

[0109] Zellen, wie zum Beispiel APCs und B-Zellen, kénnen aus jeder Quelle erhalten werden, vorzugsweise
aus peripherem Blut. Peripheres Blut aus jeder Quelle kann verwendet werden, um die antigen-spezifischen,
art-spezifischen Antikorper der Erfindung zu erzeugen. Obwohl die wichtigste Verwendung der vorliegenden
Erfindung die Herstellung von menschlichen Anti-Mensch Antikdrpern ist, ist es moglich, das Verfahren der Er-
findung zu verwenden, um antigen-spezifische art-spezifische Antikorper auch fiir andere Tierarten zu entwi-
ckeln. Fir die Herstellung von menschlichen Anti-Mensch Antikérpern kann das Blut in geeigneter Weise vom
amerikanischen Roten Kreuz erhalten werden.

[0110] In einer bevorzugten Ausfiuhrungsform ist es winschenswert, den Buffy Coat von dem Rest des Ge-
samtbluts zu trennen. Im Buffy Coat gibt es zwei verschiedene Bestandteile, die fiur die Ausflihrung der vorlie-
genden Erfindung wichtig sind. Dies sind die antigen-prasentierenden Zellen (APCs), wie zum Beispiel Makro-
phagen, Lymphozyten, Langhans-Zellen und dendritische Zellen, und die B-Zellen. B-Zellen sind ebenfalls an-
tigenprasentierende Zellen, aber bei Antigen Aussetzung erzeugen sie eine Antikérperantwort. Einmal ge-
trennt von dem Gesamtblut kann der gesamte Buffy Coat verwendet werden, oder die APCs und B-Zellen kén-
nen getrennt und einzeln verwendet werden. Jeder dieser Bestandteile kann gemaR Verfahren, die dem Durch-
schnittsfachmann gut bekannt sind, wie zum Beispiel Durchflusszytometrie, magnetischer Zelltrennung und
Kryokonservierung isoliert und eingefroren werden und zu einem spéateren Zeitpunkt ohne die Herstellung von
Antikérpern zu beeinflussen, verwendet werden.

[0111] Obwohl jede Kombination von Antigen, antigen-prasentierenden Zellen (APCs), komponentenspezifi-
schen immunstimulierenden Agenzien und B-Zellen in der vorliegenden Erfindung in jeder Weise in vitro ver-
wendet werden kann, verwendet ein bevorzugtes Praparat ein an ein kolloidales Metall gebundenes Antigen.
In dieser Ausfuhrungsform werden der Buffy Coat oder die APCs in einem Gefal} platziert. Ein an kolloidales
Metall gebundenes Antigen wird dann zu dem Gefal® zugegeben und mit dem Buffy Coat oder den APCs in-
kubiert.

[0112] Die Zusammensetzung mit an kolloidales Metall gebundenem Antigen kann durch das unten beschrie-
bene Verfahren hergestellt werden. Das an kolloidales Metall gebundene Antigen kann zu dem Buffy Coat oder
zu den APCs allein oder in Gegenwart eines Adjuvans, immunogener Proteine, Nukleotide oder akzessori-
scher Cytokine/Immunstimulatoren, die bei der Entwicklung einer Th2/B-Zellantwort helfen, zugegeben wer-
den. Optional kdnnen diese Adjuvantien, immunogenen Proteine, Nukleotide und akzessorische Cytokine/Im-
munostimulatoren in einer Art an das kolloidale Metall gebunden sein, die ahnlich der ist, mit der das Antigen
vor der Inkubation des an kolloidales Metall gebundenen Antigens mit dem Buffy coat oder den APCs gebun-
den war.

[0113] Wenn zu Beginn B-Zellen vorhanden sind, wie wenn der gesamte Buffy Coat verwendet wird, kann
ihre Anzahl wahrend der Inkubation mit dem an kolloidales Metall gebundenen Antigen abnehmen. Daher wer-
den nach der Inkubation optional zuséatzliche B-Zellen zu dem Gefall zugegeben. Diese B-Zellen kénnen frisch
erhalten, gefroren oder solche sein, die von dem Buffy Coat derselben Probe abgetrennt wurden. Als Antwort
auf das spezifische Antigen, das an das kolloidale Metall gebunden ist, aktivieren die APCs in dem Gefal} die
B-Zellen Antikodrper zu produzieren.

[0114] Sobald die Serokonversion in vitro bestatigt ist, werden die Zellen immortalisiert. Die Zellen kénnen
mittels mehrerer verschiedener Verfahren immortalisiert werden, zum Beispiel durch Fusion mit immortalisier-
ten Krebszellen, um Hybridome zu erzeugen, oder durch das Transfizieren der antikérper-produzierenden Zel-
len mit Onkogenen, wie zum Beispiel Ras, oder mit Viren, wie zum Beispiel dem Epstein-Barr-Virus.

[0115] Es wird jedoch jedes Verfahren, das immortalisierte Zellen erzeugt, von der vorliegenden Erfindung in
Erwagung gezogen. Beispiele von immortalisierten Krebszelllinien, die in der vorliegenden Erfindung nitzlich
sind, sind K6H6/B5-Zellen, HUNS-1 (US-Patent 4,720,459), KR-12 (US-Patent 4,693,975), WIL2-S,
WI-L2-729HF2 (US-Patent 4,594,325), UC 729-6 (US-Patent 4,451,570), SKO-007, Klon J3 von SKO-007,
GK5 und LTR-228 (US-Patent 4,624,921).
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[0116] Obwohl die Immortalisierung der Primarklone auf jede Weise erreicht werden kann, ist das folgende
ein bevorzugtes Verfahren. Immortalisierte Krebszellen werden direkt zu dem Gefal}, das die serokonvertierten
Zellen enthalt, zugegeben. Nach der Inkubation werden die Zellen in serumfreiem DMEM (Dulbecco's Mini-
mum Essential Medium), PBS (Phosphat gepufferter Salzlésung) oder jedem anderen serumfreien physiologi-
schen Puffer gewaschen. Die Zellen kénnen dann zum Beispiel unter Verwendung einer 40% bis 100%-igen
PEG-L6sung, die mit serumfreien DMEM verdinnt ist, fusioniert werden. Die fusionierten Zellen kénnen dann
gewaschen und das Pellet in einem 50% DMEM/RPMI-Medium, das 10% fétales Kalberserum (FBS), 10% Orri-
gen™, den oben erwahnten Antigen-Cocktail und ein Selektionsmittel, wie zum Beispiel das Hybridom-selek-
tierende Agens HAT, mit einer Endkonzentration von 10% enthalt, rekonstituiert werden. Die Zellen werden in
96 well Gewebekulturplatten in 150 ul Aliqouts ausgesat. Um die Proliferation der Klone zu erhéhen, kénnen
die Zellen optional durch die Zugabe des anfanglichen Antigens oder der Mischung aus Antigen/komponen-
tenspezifischem immunstimulierendem Agens, wie zum Beispiel denen, die in der anfanglichen Immunisierung
verwendet wurden, stimuliert werden.

[0117] Die Zellen kénnen in Medium, das HAT (Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin) enthalt, fir ungefahr
zwei Wochen wachsen gelassen werden. Dann wird das HAT als Selektionsmittel durch ein nichtselektives Me-
dium, wie zum Beispiel HT (Hypoxanthin, Thymidin), ersetzt. Nach einer weiteren Inkubation von ungefahr zwei
Wochen werden die Zellen in einem Wachstumsmedium, wie zum Beispiel 50% DMEM/RPMI erganzt mit dem
Antigen-Cocktail, 10% Origen™ und 10% FBS wachsen gelassen.

[0118] Die Proben kénnen wahrend jeder der Wachstumsphasen auf die Anwesenheit von antigen-spezifi-
schen Antikdrpern getestet werden und werden vorzugsweise wahrend allen Wachstumsphasen getestet. Die-
ses Testen kann mittels jedes Ublichen immunologischen Verfahrens, wie zum Beispiel RIA, EIA, ELISA, RID
oder Ouchterlony-Test erfolgen. Der Produktionsmalstab positiver Klone werden dann von 96 well Platten zum
Beispiel auf 6 well Platten vergréfert. An diesem Punkt kénnen die Klone fir die spatere Verwendung einge-
froren werden.

[0119] Die Aktivitat der Klone kann tber Verfahren, die dem Durchschnittsfachmann bekannt sind, getestet
werden, wie zum Beispiel durch das Erzeugen einer Aszites in Pristin ,primed" Mausen. Die Aszitesflissigkeit
wird gereinigt und dann wird der Antikérper auf seine Fahigkeit getestet, die Bioaktivitat einer gut charakteri-
sierten Zelllinie, zum Beispiel der TNF sensitiven Zelllinie WEHI 164, zu neutralisieren. Klone die neutralisie-
rende Fahigkeiten zeigen, werden dann in grolerem Malstab kultiviert, um gréRere Mengen an gereinigtem
Antikérper zu erzeugen.

[0120] In einer anderen Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung wird der Buffy Coat oder die APCs
gleichzeitig mit dem an kolloidales Metall gebundenen Antigen und optional einem Adjuvans inkubiert. Es wur-
de gefunden, dass diese Art der Inkubation die Art der ausgelésten Immunantwort von einer Th1-ahnlichen
Antwort, in der das Antigen, das an kolloidales Metall gebunden ist, mit APCs, die zellulare Elemente enthalten
oder nicht enthalten kdnnen, assoziiert ist, zu einer Th2-Art Antwort, in der das an kolloidales Metall gebundene
Antigen mit freischwimmenden Ansammlungen von B-Zellen assoziiert ist, verandert.

Bestandteil-stimulierende Zusammensetzungen

[0121] Die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung umfassen komponentenspezifische immunsti-
mulierende Agenzien. So eine Zusammensetzung kann ein komponentenspezifisches immunstimulierendes
Agens oder viele komponentenspezifische immunstimulierende Agenzien umfassen. In einer bevorzugten
Ausfuhrungsform umfasst die Zusammensetzung komponentenspezifische immunstimulierende Agenzien in
Verbindung mit kolloidalen Metallen. Bevorzugter umfassen die Zusammensetzungen komponentenspezifi-
sche immunstimulierende Agenzien in Verbindung mit kolloidalen Metallen und anderen Elementen zum spe-
zifischen Targeting der Wirkung der komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien, einschlieflich
Antigenen, Rezeptormolekilen, Nukleinsduren, Pharmazeutika, Chemotherapeutika und Tragerstoffen.

[0122] Die Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung kénnen auf jede Art und Weise an die Immun-
komponenten abgegeben werden. In einer anderen bevorzugten Ausfiihrungsform werden ein Antigen und ein
komponentenspezifisches immunstimulierendes Agens an ein kolloidales Metall in so einer Art und Weise ge-
bunden, dass ein einzelnes kolloidales Metallpartikel sowohl an das Antigen als auch an das immunstimulie-
rende Agens gebunden ist. In einer anderen Ausfiihrungsform werden viele Antigene und/oder viele kompo-
nentenspezifische immunstimulierende Agenzien an ein einzelnes kolloidales Metallpartikel gebunden. Die
Kombinationen von Antigenen und komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien und anderen
Elementen mit einem oder mehreren kolloidalen Metallpartikeln werden durch die vorliegende Erfindung in Er-
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wagung gezogen. Die Verabreichung von einem oder mehreren dieser komplexierten Metallpartikel ist in den
in vitro Verfahren der vorliegenden Erfindung enthalten.

[0123] In einer anderen Ausfiihrungsform umfassen die komponentenspezifischen immunstimulierenden Mo-
lekule der vorliegenden Erfindung eine Abgabe-Struktur oder -Plattform. Das komponentenspezifische immun-
stimulierende Molekul und/oder das Antigen/der Impfstoff kann/kénnen direkt an die Plattform gebunden sein
oder kann/kénnen Uber Teile einer Bindungsgruppe an die Plattform gebunden sein. Eine bevorzugte Ausfiih-
rungsform der vorliegenden Erfindung umfasst ein kolloidales Metall als Plattform, die in der Lage ist, ein Teil
einer Bindungsgruppe, an den die komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien und die ver-
meintlichen Antigene/Impfstoffe gebunden sind, um ein zielgerichtetes immunverstarkendes Agens zu erzeu-
gen, zu binden. In der bevorzugtesten Ausfiihrungsform ist die Bindungsgruppe Streptavidin/Biotin und das
komponentenspezifische immunstimulierende Agens ein Cytokin. Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfin-
dung kénnen ebenfalls die Bindung des Antigens/Impfstoffes in einem weniger spezifischen Verfahren ohne
die Verwendung von Bindungspartnern, wie zum Beispiel durch die Verwendung von Polykationen oder Pro-
teinen, umfassen.

[0124] Die vorliegende Erfindung umfasst in vitro Verfahren und Zusammensetzungen fur die zielgerichtete
Abgabe von komponentenspezifischen immunstimulierenden Molekulen, die kolloidale Metalle als Plattform
verwenden. Solche kolloidalen Metalle binden, entweder reversibel oder irreversibel, Molekile, die mit entwe-
der einem Antigen/Impfstoff oder komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien oder Antige-
nen/Impfstoffen interagieren. Die interagierenden Molekile kénnen weder spezifische Bindungsmolekile, wie
zum Beispiel Teile eines Bindungspaares, oder ziemlich unspezifische Interaktionsmolekiile, die weniger spe-
zifisch binden, sein. Die folgende Erfindung zieht die Verwendung von interagierenden Molekulen, wie zum
Beispiel polykationischen Elementen, die dem Durchschnittsfachmann bekannt sind, einschlief3lich Polylysin,
Protaminsulfat, Histonen oder Asialoglykoproteinen, in Erwagung.

[0125] Die Mitglieder des Bindungspaares umfassen jedes Bindungspaar, das dem Durchschnittsfachmann
bekannt ist, einschlieBlich Antikbrper-Antigen-Paaren, Enzym-Substrat-Paaren, Rezeptor-Liganden-Paaren
und Streptavidin-Biotin. Neue Bindungspartner kénnen spezifisch entworfen werden. Ein essentielles Element
der Bindungspartner ist die spezifische Bindung zwischen einem Teil des Bindungspaares mit dem anderen
Teil des Bindungspaares, so dass die Bindungspartner in der Lage sind, spezifisch verbunden zu werden. Ein
anderes beabsichtigtes Element der Bindungsteile ist, dass jeder Teil in der Lage ist, entweder an ein Effektor-
molekdil oder ein Targetingmolekul zu binden oder gebunden zu werden.

[0126] Die Zusammensetzungen und in vitro Verfahren der vorliegenden Erfindung umfassen Variationen und
Kombinationen von Mischungen mit den oben beschriebenen Bindungsfahigkeiten und Verfahren. Zum Bei-
spiel umfasst eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung komponentenspezifische immunstimulierende
Molekiile, die direkt an die metallische Plattform gebunden sind und ein Antigen/einen Impfstoff, das/der ent-
weder Uber spezifische oder weniger spezifische Bindung tber Bindungsmolekiile, wie zum Beispiel durch Bin-
dung an die oben beschriebenen Bindungspaare, an die metallische Plattform gebunden ist. Eine andere Aus-
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfasst, dass das Antigen oder der Impfstoff direkt an die Plattform
des kolloidalen Metalls gebunden ist, und das komponentenspezifische immunstimulierende Molekul entweder
spezifisch oder weniger spezifisch durch Verbindungsmolekiile gebunden ist. In noch einer anderen Ausfiih-
rungsform umfasst die vorliegende Erfindung die Bindung von sowohl komponentenspezifischen immunstimu-
lierenden Molekiilen als dem Antigen/Impfstoff an die metallische Plattform tGber spezifische oder weniger spe-
zifische Bindung mittels Bindungsmolekilen oder direkte Bindung der komponentenspezifischen immunosti-
mulierenden Molekile und des Antigens/Impfstoffes an die metallische Plattform. Eine noch weitere Ausfiih-
rungsform der vorliegenden Erfindung umfasst die Bindung der komponentenspezifischen immunstimulieren-
den Moleklle, die Uber eine weniger spezifische Bindungsmolekiilbindung an die metallische Plattform gebun-
den sind, und des Antigens/Impfstoffes, das/der Uber die Bindung von komplementaren Bindungsmitgliedern
an die metallische Plattform gebunden ist. Andere Kombinationen und Variationen solcher Ausfihrungsformen
werden als Teil der vorliegenden Erfindung betrachtet.

Verfahren fur die Bindung von Bestandteilen der Zusammensetzung an die Plattform

[0127] Jeder Bestandteil der Zusammensetzungen kann einzeln oder in Kombinationen Uber jedes in vitro
Verfahren an das kolloidale Metall gebunden werden. Ein bevorzugtes in vitro Verfahren fir die Bindung der
Elemente an das kolloidale Metall ist jedoch das folgende. In diesem Beispiel umfasst die Zusammensetzung
ein Antigen und ein komponentenspezifisches immunstimulierendes Agens, obwohl das Verfahren nicht auf
diese Ausflihrungsform begrenzt ist. Das Antigen wird in Wasser rekonstituiert. Ungefahr 50 bis 100 pg werden
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dann mit dem kolloidalen Metall inkubiert.

[0128] Der pH der kolloidalen Antigenmischung muss ggf. so eingestellt werden, dass er 1-3 pH Einheiten
Uber dem pl des komponentenspezifischen Agens liegt. Danach werden 50-100 pyg des komponentenspezifi-
schen Agens zu der kolloidalen Antigenmischung zugegeben und flir zusatzliche 24 Stunden inkubiert. Wah-
rend dieser Zeit wird das zielgerichtete komponentenspezifische Agens in den Komplex aus Antigen und Gold
eingebunden, was ein Abgabesystem ergibt, das auf eine Immunkomponente gerichtet ist. Die Erfinder haben
solche Experimente erfolgreich durchgefiihrt und haben tatsachlich bis zu 3 unterschiedliche Gruppen an das-
selbe kolloidale Metallpartikel gebunden.

[0129] Nach der Bindung des komponentenspezifischen Agens an das Antigen/Au wird die Mischung durch
die Zugabe einer 1% v/v Lésung 1-100% Polyethylenglykol stabilisiert. Andere Stabilisierungsmittel kbnnen Brij
58 und Cystein, andere Sulfhydryl enthaltende Verbindungen, Phospholipide, Polyvinylpyrrolidon, Poly-L-Lysin
und/oder Poly-L-Prolin einschlieen. Die Mischung wird Uber Nacht stabilisiert und danach zentrifugiert, um
das gebundene Antigen und das komponentenspezifische Agens von dem ungebundenen Material zu trennen.
Die Mischung wird bei 14.000 rpm fiir 30 Minuten zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet in Wasser,
das 1% Albumin enthalt, resuspendiert. Dieses Vorgehen hat bei der Kopplung des Antigens und des Targe-
tingbestandteils eine relativ hohe Wirksamkeit, da 75-95% beider Gruppen gebunden werden. Ferner wird frei-
es Material, das nicht an das Kolloid gebunden ist, durch die Zentrifugation abgetrennt.

Beispielhafte Bestandteile

[0130] Der Ausdruck ,kolloidales Metall" wie hierin verwendet, schliel3t jedes wasserunldsliche Metallpartikel
oder jede metallische Verbindung sowie Kolloide nichtmetallischen Ursprungs, wie zum Beispiel kolloidalen
Kohlenstoff, der in Flissigkeit oder Wasser (ein Hydrosol) dispergiert ist, ein. Beispiele von kolloidalen Metal-
len, die in der vorliegenden Erfindung verwendet werden kdnnen, schliefen Metalle in den Gruppen IIA, 1B, |IIB
und llIB des Periodensystems, sowie die Ubergangsmetalle, insbesondere die der Gruppe VI, ein. Bevorzug-
te Metalle schlieRen Gold, Silber, Aluminium, Ruthenium, Zink, Eisen, Nickel und Calcium ein. Andere geeig-
nete Metalle kénnen auch folgende in allen verschiedenen Oxidationsstufen einschlief3en: Lithium, Natrium,
Magnesium, Kalium, Scandium, Titan, Vanadium, Chrom, Mangan, Kobalt, Kupfer, Gallium, Strontium, Niob,
Molybdan, Palladium, Indium, Zinn, Wolfram, Rhenium, Platin und Gadolinium. Die Metalle werden vorzugs-
weise in ionischer Form (vorzugsweise abgeleitet von einer entsprechenden Metallverbindung) bereitgestellt,
zum Beispiel als A", Ru®**, Zn*, Fe**, Ni*" und Ca*" lone. Ein bevorzugtes Metall ist Gold, insbesondere in der
Form Au®*. Eine besonders bevorzugte Form von kolloidalem Gold ist HAUCI, (E-Y Laboratorien, Inc., San Ma-
teo, Kalifornien). Ein anderes bevorzugtes Metall ist Silber, insbesondere in einem Natriumboratpuffer, mit ei-
ner Konzentration zwischen ungefahr 0,1% und 0,001 und am bevorzugtesten als ungefahr 0,01%-ige Lésung.
Die Farbe so einer kolloidalen Silberlésung ist gelb und die kolloidalen Partikel haben eine GréRe von 1 bis 40
Nanometern. Solche Metallionen kénnen in dem Komplex allein oder mit anderen anorganischen lonen vor-
handen sein.

[0131] In der vorliegenden Erfindung kann jedes Antigen verwendet werden. Beispiele von Antigenen, die in
der vorliegenden Erfindung nutzlich sind schlief3en ein: Interleukin-1 (,IL-1"), Interleukin-2 (,IL-2"), Interleukin-3
(,IL-3"), Interleukin-4 (,IL-4"), Interleukin-5 (,IL-5"), Interleukin-6 (,IL-6"), Interleukin-7 (,IL-7"), Interleukin-8
(,IL-8"), Interleukin-9 (,IL-9"), Interleukin-10 (,IL-10"), Interleukin-11 (,IL-11"), Interleukin-12 (,IL-12"), Interleu-
kin-13 (,IL-13"), Lipid A, Phospholipase A2, Endotoxine, Staphylokokken Enterotoxin B und andere Toxine, Typ
| Interferon, Typ Il Interferon, Tumor Nekrosefaktor (,TNF-a"), transformierender Wachstumfaktor-g (,TGF-"),
Lymphotoxin, Migrationsinhibitionsfaktor, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (,CSF"),
Monozyten-Makrophagen CSF, Granulozyten CSF, vaskularer epithelialer Wachstumsfaktor (,VEGF"), Angio-
genin, transformierender Wachstumsfaktor (,TGF-a"), Hitzeschockproteine, Kohlenhydratgruppen von Blut-
gruppen, Rh-Faktoren, Fibroblastenwachstumsfaktor, und andere inflammatorische und immunregulatorische
Proteine, Nukleotide, DNA, RNA, mRNA, Sense, Antisense, krebszellspezifische Antigene, wie zum Beispiel
MART, MAGE, BAGE und Hitzeschockproteine (HSPs), mutiertes p53, Tyrosinase, Autoimmunantigene, Im-
muntherapeutika, wie zum Beispiel AZT und angiogene und anti-angiogene Medikamente, wie zum Beispiel
Angiostatin, Endostatin, basischer Fibroblastenwachstumsfaktor und vaskularer endothelialer Wachstumsfak-
tor (VEGF).

[0132] Das komponentenspezifische immunstimulierende Agens kann jedes Molekil oder Verbindung sein,
die die Fahigkeit der APCs die B-Zell-Produktion von Antikdrpern zu stimulieren erhoht. Beispiele von kompo-
nentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien schlieRen ein: Antigene, kolloidale Metalle, Adjuvantien,
Rezeptormolekile, Nukleinsduren, immunogene Proteine und akzessorische Cytokine/lmmunostimulatoren,
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Pharmazeutika, Chemotherapeutika und Tragerstoffe. Diese komponentenspezifischen immunstimulierenden
Agenzien kdénnen einzeln oder in Kombinationen verwendet werden. Sie kdnnen im freien Zustand oder in
Komplexen, wie zum Beispiel in Kombination mit einem kolloidalen Metall verwendet werden.

[0133] Adjuvantien, die in der Erfindung nitzlich sind, schlieRen hitzeabgetdtetes M. butyricum und M. tuber-
culosis ein. Beispiele von Nukleotiden sind DNA, RNA, mRNA, Sense und Antisense. Beispiele von immuno-
genen Proteinen schlieRen KLH (Keyhole Limpet Cyanin), Thyroglobulin und Fusionsproteine, die in ihrem
Gen Adjuvans- und Antigengruppen kodiert, ein.

[0134] Akzessorische Cytokin/Immunstimulatoren schlieBen ein: Interleukin-1 (,IL-1"), Interleukin-2 (,IL-2),
Interleukin-3 (,IL-3"), Interleukin-4 (,IL-4"), Interleukin-5 (,IL-5"), Interleukin-6 (,IL-6"), Interleukin-7 (,IL-7"), In-
terleukin-8 (,IL-8"), Interleukin-9 (,IL-9"), Interleukin-10 (,IL-10"), Interleukin-11 (,IL-11"), Interleukin-12
(,IL-12"), Interleukin-13 (,IL-13"), Lipid A, Phospholipase A2, Endotoxine, Staphylokokken Enterotoxin B und
andere Toxine, Typ | Interferon, Typ Il Interferon, Tumor Nekrosefaktor (,TNF-a"), transformierender Wachs-
tumfaktor-g (,TGF-B"), Lymphotoxin, Migrationsinhibitionsfaktor, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimu-
lierender Faktor (,CSF"), Monozyten-Makrophagen CSF, Granulozyten CSF, vaskularer epithelialer Wachs-
tumsfaktor (,VEGF"), Angiogenin, transformierender Wachstumsfaktor (,TGF-a"), Hitzeschockproteine, Koh-
lenhydratgruppen von Blutgruppen, Rh-Faktoren, Fibroblastenwachstumsfaktor, und andere inflammatorische
und immunregulatorische Proteine, Nukleotide, DNA, RNA, mRNA, Sense, Antisense, krebszellspezifische
Antigene, wie zum Beispiel MART, MAGE, BAGE und HSPs, das fIt3 Ligand/Rezeptorsystem, die B7 Familie
von Molekulen und Rezeptoren, den CD 40 Ligand/Rezeptor und Immuntherapeutika, wie zum Beispiel AZT,
und angiogene und anti-angiogene Medikamente, wie zum Beispiel Angiostatin, Endostatin und basischen Fi-
broblastenwachstumsfaktor und vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF).

[0135] In vitro Verfahren und Zusammensetzungen, die kein kolloidales Metall verwenden, kénnen verwendet
werden, um die komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien allein oder in Kombination mit An-
tigenen oder anderen Elementen abzugeben. Zum Beispiel kdnnen die Zusammensetzungen in einem Lipo-
som oder einer Mikrosphare eingekapselt sein oder kdnnen Uber andere Tragerstoffe zur Zellabgabe, wie zum
Beispiel virale Vektoren, abgegeben werden. Zusatzliche Kombinationen sind kolloidale Goldpartikel, die mit
viralen Partikeln, die der aktive Impfstoffkandidat sind, bedeckt sind oder die so gepackt sind, dass sie die DNA
fur einen vermeintlichen Impfstoff enthalten. Das Goldpartikel wiirde ebenfalls ein Cytokin enthalten, das dann
verwendet werden kdnnte, um das Virus gegen spezifische Immunzellen zu richten. Ferner kdbnnte man einen
Fusionsprotein-Impfstoff erzeugen, der auf ein oder mehrere potentielle Impfstoffkandidaten abzielt und einen
Impfstoff fir zwei oder mehr Anwendungsgebiete erzeugt. Die Partikel kdbnnen ebenfalls Immunogene ein-
schlie®en, die durch die Zugabe von Polyethylenglykol, das das Material langsam freigibt, chemisch modifiziert
sein kénnen.

[0136] Die komponentenspezifischen immunstimulierenden Agenzien kénnen der Form ihrer Nukleinsaure
unter Verwendung bekannter Verfahren der Gentherapie abgegeben werden und erzeugen ihre Wirkung nach
der Translation. Zusatzliche Elemente fur die Aktivierung von Immunbestandteilen, wie zum Beispiel Antigene,
koénnen gleichzeitig oder sequentiell abgegeben werden, so dass die zellular translatierten komponentenspe-
zifischen immunstimulierenden Agenzien und die extern zugegebenen Elemente im Einklang wirken, um sich
spezifisch auf die Immunantwort zu richten.

EXPERIMENTELLE DATEN
BEISPIEL 1

[0137] Das folgende ist das allgemeine experimentelle Protokoll, das zur Bindung eines Molekiils, gleich ob
Antigen oder komponentenspezifisches immunstimulierendes Agens, an kolloidales Gold befolgt wurde. Das
Molekul wurde in Wasser rekonstituiert. 200 pg des Molekils wurden mit 25 ml kolloidalem Gold fiir 24 Stunden
inkubiert. Die L6sung des Komplexes aus dem Molekil/dem kolloidalen Gold wurde dann bei 14.000 rpm fur
20 Minuten in einer Mikrozentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde von dem Pellet
entfernt.

BEISPIEL 2
[0138] 50 ug epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) wurden bei einem pH von 11,0 an 25 ml 40nm kolloidale

Goldpartikel gebunden. Die L6sung wurde auf einem Schdttler flir 24 Stunden geschuittelt. 50 ug (zugegeben
als 50 pl) Targeting Cytokin (d.h. IL-1B8, um auf Makrophagen abzuzielen, IL-2, um auf T-Zellen abzuzielen,
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IL-6, um auf B-Zellen abzuzielen und entweder TNF Alpha oder F1t-3 Ligand, um auf dendritische Zellen ab-
zuzielen) wurde zu der EGF/Au Lésung zugegeben und fur zusatzliche 24 Stunden geschiittelt. Um das an
kolloidales Gold gebundene und ungebundenes Material zu trennen, wurde die Losung dann bei 14.000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet in 1 ml Wasser, das 1% humanes Serum Albumin
enthielt, rekonstituiert.

BEISPIEL 3

[0139] EGF wurde unter Verwendung des Verfahrens aus Beispiel 2 an kolloidales Gold (CG) gebunden. Tu-
mor Nekrosefaktor-a (TNF-a) wurde dann unter Verwendung des Verfahrens aus Beispiel 1 an den EGF/CG
Komplex gebunden, um eine EGF/CG/TNF-a Chimare zu erzeugen.

BEISPIEL 4

[0140] EGF wurde unter Verwendung des Verfahrens aus Beispiel 2 an kolloidales Gold (CG) gebunden. In-
terleukin-6 (IL-6) wurde dann unter Verwendung des Verfahrens aus Beispiel 1 an den EGF/CG-Komplex ge-
bunden, um eine EGF/CG/IL-6 Chimare zu erzeugen.

BEISPIEL 5

[0141] EGF wurde unter Verwendung des Verfahrens aus Beispiel 2 an kolloidales Gold (CG) gebunden. In-
terleukin-2 (IL-2) wurde dann unter Verwendung des Verfahrens aus Beispiel 1 an den EGF/CG-Komplex ge-
bunden, um eine EGF/CG/IL-2 Chimare zu erzeugen.

BEISPIEL 6

[0142] Der Buffy Coat wurde von einer Probe Gesamtblut wie im Stand der Technik gut bekannt getrennt.
100-500 ml Gesamtblut wurden auf Heparin gesammelt. Das Blut wurde vorsichtig auf eine 50% (v/v) Ficoll-Hy-
paque-Losung geschichtet und bei 2700 rpm flir 7 Minuten zentrifugiert. Der Buffy Coat, die Ansammlung von
weifden Blutzellen an der Serum/Ficoll Grenze, wurde mit einer Pasteur Pipette gesammelt und in 10 ml PBS,
das 0,5 mg/ml Heparin enthielt, gegeben. Er wurde bei 1500 rpm zentrifugiert, das Pellet gewaschen und er-
neut zentrifugiert. Die Zellen wurden 2x in der PBS-L6sung gewaschen und noch einmal zentrifugiert.

[0143] Die Zellen wurden in RPMI, das entweder 10% Kalberserum oder normales Menschenserum enthielt,
resuspendiert und in 6 well Platten mit einer Zelldichte von 10° Zellen/well kultiviert. Die Zellen wurden dann
mit 50-100 ul einer oder aller Antigen/Cytokinmischungen stimuliert.

[0144] Wie in Fig. 1 gezeigt, internalisierten nur Makrophagen die EGF/CG/IL-1B Chimaren, wahrend nur
dendritische Zellen die EGF/CG/TNF-a Chimaren internalisierten (Eig. 2). In ahnlicher Weise internalisierten
nur B-Zellen die EGF/CG/IL-6 Chimaren (Eig. 3) und nur T-Zellen internalisierten die EGF/CG/IL-2 Chiméaren

(Fig. 4).

[0145] Wie durch dieses Experiment gezeigt wird, sind bestimmte komponentenspezifische immunstimulie-
rende Agenzien fur bestimmte Immunkomponenten spezifisch. Daher ist es moglich, mit komponentenspezifi-
schen immunstimulierenden Agenzien spezifische Immunkomponenten anzusteuern und dadurch ihre Immu-
nantwort zu verstarken, was zu einer erhohten Aktivitat der gesamten Immunantwort fihrt.

BEISPIEL 7

[0146] Fur dieses Beispiel wurde Staphylokokken Enterotoxin B als das vermeintliche Antigen/Impfstoffmole-
kil verwendet, da es Beweise gibt, dass die Bindung des Toxins an kolloidales Gold seine Toxizitat verringert.
Zu Beginn wurden 500 pg des Toxins an 250 ml 40 nm kolloidale Goldpartikel gebunden. Die kolloidale L6sung
wurde dann aliquotiert. 50 ug eines Targeting Cytokins (IL-13, IL-2, IL-6 und TNF-a) wurde zu einem der Ali-
quots zugegeben und erneut fiir 24 Stunden inkubiert. Das Toxin-Au-Cytokin Kolloid wurde bei 14.000 rpm zen-
trifugiert und der Uberstand entfernt. Das Pellet wurde in 1 ml Wasser rekonstituiert. Die Cytokin-Konzentration
des Pellets wurde entweder mittels Sandwich oder kompetitiven ELISA bestimmt. Dies wurde durchgefihrt,
um die Menge an unverdinntem Cytokin (ungebunden) zu bestimmen, das in Kontrolltiere, die Salzlésung
oder Toxin allein erhielten, injiziert werden sollte.

[0147] Die Strategie zur Immunisierung schloss die gleichzeitige oder sequentielle Verabreichung unverdiinn-
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ter Toxin/Cytokin-Mischung (als Kontrollen der Zusammensetzungen) oder der Toxin-Au-Cytokin Chimare ein.
5 Mause/Gruppe bekamen an den Tagen 1, 5 & 9 entweder 2,5 ug unverdiinntes Toxin oder dieselbe Dosis
Toxin/Cytokin-Mischung gebunden an kolloidales Gold injiziert. Wahren des 14-tdgigen Immunisierungszeit-
raumes erhielten zwei zusatzliche Gruppen von Mausen das unverdinnte Toxin/Cytokin oder Toxin-Au-Cytokin
gemal dem Schema, das in Tabelle 1 bereitgestellt wird.

Tabelle 1
Tag Gruppentyp Injizierte Behandlung
1 Kontrolle Unverdiinntes Toxin + unverdinntes IL-

1B + unverdiinntes TNFa

Gold Toxin-Au-IL-1f + Toxin-Au-TNFa

5 Kontrolle Unverdiinntes Toxin + unverdiinntes IL-6
Gold Toxin-Au-IL-6

9 Kontrolle Unverdiinntes Toxin + unverdiinntes IL-2
Gold Toxin-AU-IL-2

[0148] Alle Gruppen wurden am Tag 30 erneut mit 1 ug des unverdinnten Toxins allein gereizt. Die schitzen-
de Immunisierung wurde durch die reduzierte oder fehlende Fahigkeit des unverdiinnten Toxins Morbiditat zu
induzieren gezeigt. Die Schlisselbeobachtung ist, dass das Toxin, das an kolloidales Gold gebunden ist, die
Toxizitat des Toxins stark verringert. Zweitens waren die Titer der Serumantikérper gegen das Toxin 10x héher
als die der Tiere, die die unverdiinnte Behandlung allein erhielten. Die Titer der Serumantikérper von Tieren,
die die sequentielle Behandlung erhielten, waren jedoch 100-fach gréRer als die der Tiere, die die unverdiinnte
Behandlung erhielten. SchlieRlich starben bei der erneuten Reizung mit dem unverdinnten Toxin 100% der
Tiere, die mit dem Toxin behandelt waren, wahrend nur 20% Sterblichkeit in der gleichzeitigen Gruppe beob-
achtet wurde.

[0149] Daher kénnen die Zusammensetzungen und Verfahren der vorliegenden Erfindung verwendet wer-
den, um die Wirksamkeit eines Impfstoffes zu erhéhen.

BEISPIEL 8
Bindung von einem Cytokin an kolloidales Gold

[0150] Humanes TNF-a wurde in Wasser bei einem pH von 11 mit einer finalen Konzentration von 1 pg/ml
rekonstituiert. 300 pg rekombinantes humanes TNF-a wurde Gber Nacht mit 25 ml 30-40 nm kolloidalen Gold-
partikeln wahrend dem Mischen auf einem Wipptisch inkubiert.

[0151] Die 25 ml an kolloidales Gold gebundene TNF-a Losung wurde in zwei Halften geteilt. Ein Aliquot wur-
de mit 125 pl 100% PEG Ldsung geblockt. Das andere Aligout wurde nicht geblockt. Beide Aliqouts wurden
wieder auf dem Wipptisch platziert und zuséatzliche 1 bis 5 Tage inkubiert.

[0152] Die beiden Aliquots wurden dann fiir 20 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
von dem Pellet entfernt. Die Pellets wurden durch die Rekonstitution mit 10 ml einer 1% Lésung von humanem

Serumalbumin (HSA) in Wasser bei einem pH von 11 blockiert.

[0153] Die Aligouts wurden auf einem Wipptisch fur 6 Stunden gemischt. Die Aliqgouts wurden dann bei 14.000
rpm fir 20 Minuten zentrifugiert und in 3,5 ml 1%-igem HSA in Wasser bei einem pH von 11 rekonstituiert.
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BEISPIEL 9

Herstellung von menschlichen Anti-human TNF-a Antikdrpern

[0154] Der Buffy Coat wurde durch Ficollieren von peripherem Blut getrennt und mit PBS, das 0,5 mg/ml He-
parin und EDTA enthielt, gewaschen. Die Zellen wurden in eine 10-T-75 Kulturflasche gegeben. Die Zellen wur-
den fir zwei Wochen in RPMI mit 10% hitzeinaktiviertem fétalem Kalberserum, 10% Origen™ und 100 ng/ml
Cytokin-Cocktail, der aus den folgenden Cytokinen bestand: IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-11, Stammzellfaktor
(,SCF"), GMCSF und GSF, sowohl allein als auch an kolloidales Gold gebunden inkubiert.

BEISPIEL 10
ELISA Assay fur menschliche Anti-human TNF-a Antikérper

[0155] 1 ml Aliquots wurden aus drei Flaschen mit Zellen, die wie in Beispiel 9 gezeigt behandelt wurden, ent-
nommen und bei 1500 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und bei —20°C gela-
gert.

[0156] Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden in einem Carbonat-/Bicarbonatpuffer mit rekombinan-
tem humanen TNF beschichtet. Die Platte wurde vier Mal mit TBS, das 2,0 ml/l Tween 20 enthielt, gewaschen.
100 pl des Uberstandes wurden zu jedem well zugegeben. Kontrollvertiefungen erhielten ungebrauchtes
Wachstumsmedium. Die Proben wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

[0157] Die Platten wurden dann gewaschen und 100 ul eines mit alkalischer Phosphatase konjugierten
1:1000 (in TBS + 0,1% BSA) verdiinnten Ziege-Anti-Human IgGs mit den wells fir 1 Stunde inkubiert. Die Plat-
ten wurden dann erneut gewaschen und 100 pl des alkalischen Phosphatase-Substrats (p0NPP) wurde mit den
Vertiefungen inkubiert, bis sich die entsprechende Farbe entwickelte.

[0158] Die Ergebnisse dieses Assays sind in Fig. 5 gezeigt. Diese Figur zeigt, dass durch das Verfahren der
Erfindung, wie in den Beispielen 8 und 9 beschrieben, menschliche Anti-human TNF-a Antikérper erzeugt wur-
den.

BEISPIEL 11
Zellfusion und Hybridomselektion

[0159] Wenn die in vitro Serokonversion der Zellen in Beispiel 9 bestéatigt war, wurden 10° bis 10" K6H6/B5
Myelomzellen direkt in das Gefal, in denen die serokonvertierten Zellen nachgewiesen wurden, gegeben. Die
Zellen wurden sanft gemischt, gesammelt und bei 1200 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet in serumfreien DMEM gewaschen. Die Zellen wurden ein letztes Mal zentrifugiert und
der Uberstand komplett entfernt. Das Pellet wurde sanft losgeschiittelt und die Zellen durch die Zugabe einer
53% PEG 1450 Losung gemal der Strategie, die in der Tabelle unten beschrieben wird, fusioniert.

[0160] Die PEG-Lésung wurde wahrend dem Schiitteln der Zellen bei 37°C unter Verwendung des folgenden
Verfahrens und der folgenden Inkubationszeiten zu den Zellen zugegeben:

Zeit Volumen von zugegebenem PEG (tropfenweise)

0 min 0,5 ml iUber 30 Sekunden und 30 Sekunden warten

1 min 0,5 ml Uber 30 Sekunden und 30 Sekunden warten

2 min 1,0 ml Uber 60 Sekunden und 60 Sekunden warten

[0161] Als nachstes wurde unter Verwendung des folgenden Schemas serumfreies DMEM zu den Zellen zu-
gegeben.
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Zeit Volumen von zugegebenem DMEM (tropfenweise)

0 min 1,0 ml Uber 30 Sekunden und 30 Sekunden warten

4 min 1,0 ml Uber 30 Sekunden und 30 Sekunden warten

5 min 8,0 ml Uber 60 Sekunden und 60 Sekunden warten

7 min 15,0 ml uber 60 Sekunden und Inkubation fir 1

Minute

[0162] Die Zellen wurden danach bei 1200 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und
das Pellet wurde in 50% DMEM/RPMI Medium, das 10% FBS, 10% Origen™, den oben erwahnten Cyto-
kin-Cocktail und das Hybridom Selektionsmittel HAT mit der Endkonzentration 10% enthielt, rekonstituiert. Die
Zellen wurden anfanglich in fiinf 96 well Gewebekulturplatten in 150 ul Aliqouts ausgesat. Um die Proliferation
der Klone zu erhéhen, wurden die Zellen ebenfalls mit 25 ul kolloidalem Gold gebundenen TNF-a, das bei der
anfanglichen Immunisierung verwendet wurde, stimuliert.

[0163] Die Zellen wurden in Medium, das HAT enthielt, fiir zwei Wochen wachsen gelassen, wonach HAT als
Selektionsmittel durch HT ersetzt wurde. In den folgenden zwei Wachstumswochen wurden die Zellen in 50%
DMEM/RPMI-Medium, erganzt mit dem Cytokin-Cocktail, 10% Origen™ und 10% FBS wachsen gelassen.

BEISPIEL 12
Testen der Uberstande auf positive Antikdrperfunktion

[0164] Die Anwesenheit von TNF-a spezifischen Antikérpern in den Proben in Beispiel 13 wurde wahrend al-
len Wachstumsphasen getestet. Die Uberstande wurden anfanglich durch direkten EIA getestet und dann
durch einen in vitro Assay, der die Inhibition der Proliferation von WEHI-Zellen durch TNF-a in einer dosisab-
hangigen Weise misst. Der Herstellungmalistab positiver Klone wurden aus den urspriinglichen Platten mit 96
Vertiefungen auf Platten mit 6 Vertiefungen vergroRert.

[0165] Danach wurde der Herstellungsmalstab fiir alle positiv getesteten Klone sowohl fir die Kryoaufbe-
wahrung als auch die Erzeugung von 5 ml Aszitesflissigkeit in Pristin ,primed" Mausen vergréRert. Die Aszi-
tesflissigkeit wurde gereinigt und die Antikérper auf ihre Fahigkeit getestet, die Inhibition der Proliferation von
WEHI-Zellen durch TNF-a zu verhindern. Die Fahigkeit des gereinigten Antikdrpers, die Bioaktivitat zu blockie-
ren, zeigte seine neutralisierende Aktivitat.

[0166] Der Herstellungsmalstab von Klonen, die neutralisierende Aktivitat zeigten, wurde vergréRert, um
10-100 mg gereinigten Antikorper zu erzeugen. Diese Antikdrper wurden anfanglich auf die in vivo Neutralisa-
tion von exogen verabreichtem TNF-a durchmustert.

BEISPIEL 13

Wirkung von an kolloidales Gold gebundenem TNF-a auf Zelloberflachenmarker wie mittels Durchfluicytome-
trie bestimmt

[0167] Buffy coats wurden vom amerikanischen Roten Kreuz erhalten und wurden unter Verwendung von Fi-
col getrennt. Die Lymphozyten wurden 3 Mal mit PBS, das 0,2 mg/ml Heparin enthielt, gewaschen und wieder
mit Ficol behandelt. Nach dem Waschen wurden in 9-12 well tissue culture cluster pro Vertiefung 1-5 Millionen
Zellen in DMEM erganzt mit 10% FBS ausgesat.

[0168] Jede Vertiefung enthielt entweder 2 ml (1) Medium allein, (2) 0,5 ug/ml des Mitogens Phytohamagglu-
tinin (PHA) (fir die Induktion einer T-Zell Antwort), (3) 1,0 ug/ml des Mitogens Lipopolysaccharid (LPS) (fir die
Induktion einer entziindlichen Antwort) oder (4) eine Kombination der Mitogene LPS und PHA jedes mit einer
Endkonzentration von 0,5 bzw. 1,0 uyg/ml. Es ist anzumerken, dass es mdglich ist, andere Mitogene, wie zum
Beispiel Kermesbeeren Mitogene sowie andere Agenzien, einschliellich Superantigene, wie zum Beispiel Sta-
phylokokken Enterotoxin A und B in diesem Assay zu verwenden. Die Zellen wurden mit jedem Mitogen (PHA
oder LPS) allein oder den Mitogenen in Anwesenheit von entweder Gold/TNF-a, das mit Polyethylenglylkol
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(PEG) in HSA (humanem Serumalbumin) stabilisiert worden war, oder Gold/TNF-a, das mit HSA alleine be-
handelt worden war, stimuliert. Die Kulturplatten wurden fir die cytometrische Durchflussanalyse der Zellober-
flache, der Zellaktivierungsmarker und der Cytokinexpression geerntet.

[0169] Die Zellen wurden auf Anderungen in inren CD4, CD8 und CD19-Spiegeln sowie des Aktivierungsmar-
kers CD69 unter Verwendung eines Beckton Dickinson Facscalibur und dem Becton Dickinson Tritest
MAB-Set analysiert. Das wurde durch Sammeln der Zellen, Zentrifugieren und Entfernen von 1,8 ml des Uber-
standes durchgefiihrt. Die Zellen wurden tituriert, d.h. das zellulare Pellet wurde resuspendiert, und 25 pl Pro-
ben wurden mit dem entsprechenden MAB gemal den Herstellerinstruktionen inkubiert. Obwohl die Durchflus-
scytometrie zwischen der Kontrolle und den Gold behandelten Zellen keine Unterschiede in den CD4, CD8 und
CD19 Leveln 24-48 Stunden nach der Behandlung nachwies, zeigte die visuelle Inspektion der Platten, dass
sich cluster-ahnliche Formationen sowohl in naiven als auch Gold behandelten Zellen gebildet hatten. In den
Zellen, die mit dem mit kolloidalem Gold konjugiertem TNF-a behandelt worden waren, erschien die Anzahl
von Clustern jedoch gréer und in grofRerer Haufigkeit und Zelldichte. Interessanterweise schienen die umge-
benden Zellen zu den goldbehandelten Clustern zu wandern. Das kann auf TNF-a, das von dem Gold abge-
spalten hindeuten, da es eine klare Abstufung bei der Zellmigration gab. Zusatzlich war die zellulare Migration
bei Zellen, die mit PEG stabilisiertem goldgebundenem TNF-a behandelt waren nicht so aufféllig, was anzeigt,
dass TNF nicht von dem Gold abgespalten wird oder zu einem viel geringeren Grad abgespalten wird.

[0170] Achtundvierzig Stunden nach der Behandlung mit dem Mitogen wurde, induziert durch die Stimulation
der weilRen Blutzellen mit PHA, die typische Veranderung des Mediums beobachtet. Die Zellen in den Vertie-
fungen, die mit Gold gebundenem TNF-a, das mit PEG stabilisiert oder das nicht stabilisiert ist, behandelt wur-
den, zeigten deutlich weniger Veranderung des Mediums, was darauf hindeutet, dass das Gold/TNF-a die
PHA-induzierte Mitogenese blockierte. Das kann anzeigen, dass das kolloidale Gold eine Th1-ahnliche
T-Zell-Antwort blockiert.

[0171] Obwohl die Durchflusscytometrieanalyse keine signifikanten Anderungen der CD4, CD8 oder CD19
Zellpopulationen innerhalb von 24-48 Stunden nach der Stimulation zeigte, wurde das Eindringen von an kol-
loidales Gold gebundenem TNF-a in mehrere Zellarten beobachtet. Wahrend Kontrollzellen einen normalen
transparenten Phanotyp besalRen, besallen die stabilisierten und nicht stabilisierten goldbehandelten Zellen
Konzentrationen der Goldfarbung an mehreren Stellen auf den Zellen sowie Zellanhdufungen. Die Verteilung
des Goldes variierte von zentraler intrazellularer Lokalisierung bis zur Zelloberflache. Das Material erschien
ebenfalls in vielen Zellarten, einschlieBlich abgerundeten sowie dendritischen Zellen. In abgerundeten Zellen
war die Lokalisierung des Goldmaterials entweder im Nukleus oder an einer Stelle der Zelloberflache. Obwohl
nicht iber Zelloberflachenmarker identifiziert, wird angenommen, dass die abgerundeten Zellen differenzieren-
de Monozyten/Makrophagen sind, weil sie die Fahigkeit besitzen, Riesenzellen zu bilden. (Fig. 6a und
Eig. 6b). Die kolloidale Goldfarbung verschwand mit der Zeit und scheint daher nicht dauerhaft zu sein. Das
zeigt an, dass die kolloidale Gold-/TNF-a Mischung metabolisiert wurde, wenn sie einmal in die Zelle gelangt
war. Die Zellen behielten jedoch ihre Fahigkeit, kolloidales Gold aufzunehmen, da die Farbung bei der erneuten
Stimulation mit an kolloidales Gold gebundenem TNF-a wieder auftrat.

[0172] Eiqg. 6a ist eine 200x Hellfeldaufnahme, die die Riesenzellenbildung, die durch diese Langzeitinkuba-
tion von isolierten humanen Lymphozyten mit kolloidalem Gold/TNF-a induziert wird, zeigt. Eig. 6b ist eine
200x Phasenkontrastabbildung Hellfeldmonographie derselben Zellen.

BEISPIEL 14

[0173] Lymphozyten wurden aus den Buffy Coats von humanen peripherem Blut, das vom amerikanischen
Roten Kreuz erhalten worden war, isoliert. Die Lymphozyten wurden entweder mit (1) kolloidalem Gold alleine,
(2) kolloidalem Gold gebunden an humanes Serumalbumin (HSA), oder (3) kolloidalem Gold gebunden an
TNF-a behandelt. Jede Gruppe wurde in zwei Aligouts aufgeteilt. Ein Aliqout wurde mit 1% PEG blockiert und
das andere blieb unbehandelt.

[0174] Der priméare Zelltyp, der das Gold oder Gold/HSA aufnahm, war der Makrophage. Das wurde durch
Riesenzellbildung bestatigt. Wie jedoch in Fig. 7 gezeigt, hatte der hauptsachliche Zelltyp, der das Gold in der
TNF-a/Goldgruppe aufnahm, die gestreckte Form dendritischer Zellen.

[0175] Dieses Resultat zeigt die rezeptorvermittelte Bindung des an kolloidales Gold gebundenen TNF-a an.

Zusatzlich lasst das Erfordernis von TNF-a fir die Differenzierung von dendritischen Zellen vermuten, dass das
an kolloidales Gold gebundene TNF-a seine biologische Aktivitat beibehalt.
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BEISPIEL 15

[0176] Dieses Experiment wurde entworfen, um die Wirkung von Adjuvansbestandteilen auf die Aufnahme
von kolloidalem Gold durch isolierte Lymphozyten zu bestimmen. Das Experiment wurde in derselben Weise
wie die Beispiele 6 und 7 durchgefiihrt, auler dass eine zuséatzliche Gruppe von Zellen eingeschlossen war.
Diese Zellen erhielten 100 ul einer 1.0 mg/ml Suspension von hitzeabgetotetem Mycobacterium butyricum.
Dieses Bakterium wird routinemafig in der Adjuvansherstellung fiir die Antikérpererzeugung verwendet.

[0177] Wie in Fig. 8 gezeigt, war die Goldfarbung nicht langer mit entweder den Makrophagen oder dendriti-
schen Zellen assoziiert, sondern war mit frei schwimmenden Ansammlungen von Zellen assoziiert, die aktivier-
te B-Zellen sein kdnnen. Zurzeit laufen Phanotyp-Studien, um diese Hypothese zu bestatigen.

BEISPIEL 16

[0178] Steptavidin, an kolloidales Gold gebunden, zeigte sattigungsfahige Bindungskinetiken. Fur dieses Ex-
periment wurden 500 ug Streptavidin an 50 ml 32 nm kolloidales Gold fiir 1 Stunde gebunden. Danach wurden
5 ml einer stabilisierenden Losung (5% PEG 1450, 0,1% BSA) zu dem Réhrchen zugegeben und fir zusatzli-
che 30 Minuten gemischt. Das Sol wurde zentrifugiert, um ungebundenes Streptavidin zu entfernen und 2-mal
mit 5 ml der Stabilisierungslésung gewaschen. Nach einem abschlieRenden Zentrifugierschritt wurde das Pel-
let mit der Stabilisierungslésung auf ein Volumen von 5 ml rekonstituiert. 1 ml Aliqouts wurden auf Mikrozentri-
fugenréhrchen verteilt. Zu diesen Réhrchen wurden ansteigende Mengen von biotinyliertem humanem TNF-a
zugegeben. Das biotinylierte Cytokin wurde mit dem Streptavidin-Gold fiir 1 Stunde inkubiert. Das Material
wurde bei 10000 rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der resultierende Uberstand wurde gesammelt und fiir die
TNF-Bestimmung aufbewahrt. Die Pellets von jedem Rdhrchen wurden 1-mal mit Stabilisierungslésung gewa-
schen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml
Stabilisierungslésung rekonstituiert und sowohl das Pellet als auch der anfangliche Uberstand wurden unter
Verwendung unsers CYTELISA™ TNF Kits auf die TNF-Konzentration hin untersucht. Man kann sehen, dass
mehr als 90% der biotinylierten TNF-Immunreaktivitédt in dem Pellet gefunden wurden (Eig. 10), was anzeigt,
dass das biotinylierte TNF durch das an das Gold gebundene Streptavidin abgefangen wurde.

BEISPIEL 17

[0179] Dieses Experiment sollte die Eignung des Streptavidin Goldkomplexes als zielgerichtetes Medikamen-
tenabgabesystem bewerten. Damit dies auftritt, muss das an kolloidales Gold konjugierte Streptavidin sowohl
einen biotinylierten Targeting-Liganden als auch ein biotinyliertes Therapeutikum binden. Um das zu untersu-
chen, flhrten wir das folgende Experiment durch.

[0180] 100 ml einer 32 nm kolloidalen Goldlésung wurden mit einer sattigenden Konzentration von Streptavi-
din gebunden. Nach 1 Stunde wurde das Sol zentrifugiert und wie oben beschrieben gewaschen. Das an kol-
loidales Gold gebundene Streptavidin wurde dann mit Konzentrationen von biotinyliertem Cytokin unter der
Sattigungskonzentration gebunden. Das Material wurde gevortext und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Danach wurde das Sol zentrifugiert und das Pellet mit einer Lésung von biotinyliertem Polylysin inkubiert.
Nach 1 Stunde Inkubation wurde das Sol erneut zentrifugiert und gewaschen. Nach einem letzten Zentifugier-
schritt und der Resuspension (das Endvolumen des Sols betrug ungefahr 1 ml) wurden 50 pg B-Galaktosidase
Reportergen mit der konzentrierten Streptavidin/biotinyliertem Cytokin/Polylysin Chiméare fur 1 Stunde inku-
biert. Das Material wurde zentrifugiert, um ungebundene Plasmid-DNA zu entfernen. Das Endkonstrukt (Biotin
EGF-SAP-Au-Biotin Polylysin-DNA) wurde mit 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die Anwesen-
heit von DNA durch Bestimmung der OD bei 260 nm untersucht. Wir beobachteten eine Abnahme in der OD
des Uberstandes bei 260 nm von 0,95 auf 0,25 nach der Inkubation der Plasmid-DNA mit dem Biotin
EGF-SAP-Au-Biotin Polylysin Konstrukt. Die DNA wurde durch das Biotin EGF-SAP-Au-Biotin Polylysin-DNA
gebunden und aus dem Sol in das Pellet zentrifugiert. Diese Daten zeigen, dass durch die Verwendung der
Avidinbindung an kolloidales Gold ein neues System zur Abgabe von Medikamenten entwickelt wurde. Die Bi-
otinylierung der Targeting- und Abgabe-Beladung wurde dann als Verfahren fir die Bindung dieser Molekiile
an das kolloidale goldbasierte Medikament-/Gen-Abgabesystem verwendet.

Patentanspriiche
1. Ein Verfahren fir die in vitro Stimulation von Immunzellen, um antigen- und art-spezifische monoklonale

Antikoérper herzustellen, das umfasst:
(a) Stimulieren von Immunzellen eines Menschen oder eines Tieres in vitro, um die Zellen anzuregen, eine Er-
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stantwort gegen ein Antigen auszulésen, wobei das Antigen ein Antigen ist, das an ein kolloidales Metall ge-
bunden ist;

(b) Immortalisieren der aktivierten Immunzellen; und

(c) Auswahlen einer Zelle, die monoklonale Antikorper herstellt.

2. Das Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die stimulierten Immunzellen, die in Schritt (a) hergestellt wur-
den, gelagert und zu spaterer Zeit verwendet werden.

3. Das Verfahren gemaf Anspruch 1, wobei die Art eine Saugetierart ist.
4. Das Verfahren gemal Anspruch 3, wobei die Art ein Mensch ist.

5. Das Verfahren gemal Anspruch 1, wobei das Antigen aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, Lipid A, Phospholipase A2 Endotoxinen, Staphy-
lokokken Enterotoxin B und anderen Toxinen, Typ | Interferon, Typ Il Interferon, TNF-a, TGF-$, Lymphotoxin,
Migrationsinhibitionsfaktor, CSF, Monocyten-Macrophagen CSF, Granulocyten CSF, VEGF, Angiotensin, Hit-
zeschockproteinen, Kohlenhydratgruppen von Blutgruppen, Rh-Faktoren, Fibroblastenwachstumsfaktor, ent-
ziindungs- und immunregulierenden Proteinen, Nukleotiden, DNA, RNA, mRNA, Sense, Antisense, Polynuk-
leotiden, krebszellspezifischen Antigenen, mutiertem p53, Tyrosinase, Autoimmunantigenen, Immuntherapie-
medikamenten und angiogenen und anti-angiogenen Medikamenten besteht.

6. Ein Verfahren fir die in vitro Herstellung von antigen- und art-spezifischen monoklonalen Antikérpern,
das umfasst:
(a) Inkubieren eines Antigens und einer Antigen-prasentierenden Zelle in vitro, um die Antigen-prasentierende
Zelle zu aktivieren, wobei das Antigen ein Antigen ist, das an ein kolloidales Metall gebunden ist;
(b) Zugeben von B-Zellen zu den aktivierten Antigen-prasentierenden Zellen, um primare Klone zu erzeugen,;
(c) Immortalisieren der primaren Klone; und
(d) Auswahlen einer Zelle, die monoklonale Antikérper herstellt.

7. Ein Verfahren gemaf Anspruch 6, wobei die stimulierten Immunzellen, die in Schritt (a) produziert wur-
den, gelagert und zu spaterer Zeit verwendet werden.

8. Das Verfahren gemaf Anspruch 6, wobei die Schritte (a) und (b) in einem Schritt durchgefiihrt werden.

9. Das Verfahren gemaf Anspruch 6, wobei die Aktivierung mindestens ein immunstimulierendes Molekil
umfasst.

10. Das Verfahren gemaf Anspruch 6, wobei das Antigen aus der Gruppe ausgewahlt wird, die aus IL-1,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, Lipid A, Phospholipase A2 Endotoxinen, Staphy-
lokokken Enterotoxin B und anderen Toxinen, Typ | Interferon, Typ Il Interferon, TNF-a, TGF-$, Lymphotoxin,
Migrationsinhibitionsfaktor, CSF, Monocyten-Macrophagen CSF, Granulocyten CSF, VEGF, Angiotensin, Hit-
zeschockproteinen, Kohlenhydratgruppen von Blutgruppen, Rh-Faktoren, Fibroblastenwachstumsfaktor, ent-
ziindungs- und immunregulierenden Proteinen, Nukleotiden, DNA, RNA, mRNA, Sense, Antisense, Polynuk-
leotiden, krebszellspezifischen Antigenen, mutiertem p53, Tyrosinase, Autoimmunantigenen, Immuntherapie-
medikamenten und angiogenen und anti-angiogenen Medikamenten besteht.

Es folgen 11 Blatt Zeichnungen
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