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Zusammenfassung:

Die Erfindung betrifft ein in vitro oder ex vivo Verfahren zur
Erhdhung der Immunreaktivitit von Zellen des Immunsystems, wel-
che mit einem Antigen kontaktiert wurden, umfassend die Reduzie-
rung oder Inhibierung der Cbl-b Funktion dieser Zellen, wodurch
die Immunreaktivitdt der Zellen gegen das Antigen erhdht wird.
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Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Modulation
der Immunantwort von Zellen.

Aktive Immunisierung erméglichte erst die flachendeckende
Bekdmpfung bedrohlichster Infektionskrankheiten und erreichte
sogar in einigen Fédllen deren weltweite Ausrottung unter Verwen-
dung eines kostenginstigen und hoch effizienten kérpereigenen
Abwehrmechanismus. Es wurden und werden daher Anstrengungen un-
ternommen um gegen diverse Indikationen prophylaktische und the-
rapeutische Vakzinierungsansitze zu entwickeln. Allerdings
bedingt eine effiziente Impfung die Induktion einer Immunant-
wort, welche zu einer schiitzenden Immunit&t fiihrt. Mangelnde Im-
munogenitdt des Immunisierungsantigens fiihrt jedoch zum
Ausbleiben des gewlinschten Effektes. Hochinteressante und spezi-
fische Antigenformulierungen wurden bereits zur Prophylaxe sowie
zur Behandlung von Malaria, HIV, Influenza oder Tumorerkrankun-
gen, um nur einige prominente Beispiele anzufithren, entwickelt.
Allerdings blieb der Erfolg dieser Therapien, beispielsweise be-
dingt durch mangelnde Immunogenitdt des Immunisierungsantigens
aus. Ferner stehen selbst breit angewendete Impfstoffe vor Pro-
blemen mangelnder Immunogenitit, wie zum Beispiel die Hepatitis
B Vakzine, die nur fir etwa 80 % der Behandelten auch tatsich-
lich schiitzende Immunantwortstiter aufbauen. Der wesentliche
Grund fir das Ausbleiben der Reaktivitiat des Immunsystems ist,
dass diese Antigene nicht als ,fremd“ erkannt werden. Im Sduge-
tier sind es vor allem T Zellen welche entscheiden, ob eine
durch Antigen présentierende Zellen (APCs) dargebotene Struktur
als koérpereigen oder als fremd erkannt wird. Um eine Immunant-—
wort zu induzieren, sind im Wesentlichen zwei getrennte und von-
einander unabhdngige Signale nétig. Dieser Mechanismus soll ein
Uberschiefen des Immunsystems verhindern. Erste Voraussetzung
ist, dass der T-Zell-Rezeptor das durch die APC dargebotene An-
tigen auch erkennt. Ist dies nicht der Fall, findet keine weite-
re Reaktion statt. Ferner ist zur Induktion einer Immunantwort
die Interaktion des CD28 Rezeptors auf der T-Zelloberfliche mit
B7, welches auf der APC nur dann exprimiert wird, wenn diese die
antigene Struktur als gefdhrlich einstuft, zwingend erforderlich
Im Falle einer Vakzinierung mit einem nur marginal immunogenen
Impfantigen kann die Kostimulation itiber die Interaktion zwischen
B7 und CD28 ausbleiben, was in weiterer Folge zu keiner Immun-

antwort, sondern vielmehr zum Auftreten von Toleranz auf T-Zel-
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lebene fiihrt. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Not-
wendigkeit der Kostimulation durch Abschalten eines Enzyms, der
E3-Ubiquitinligase Cbl-b umgangen werden kann. Dieses Enzym
stellt einen entscheidenden Weichenstellpunkt in der Steuerung
der Immunreaktivitdt dar (Chiang et al., J Clin Invest (2007)
doi:10.1172/JCI29472). In Abwesenheit von Cbl-b k&nnen verab-
reichte aber kaum immunogene Substanzen zur Induktion einer
starken Immunantwort fithren. Ferner sind Cbl-b defiziente Miuse
(homozygotischer Gen knock-out) lebensfdhig und deren Immunsys-
tem ist in der Lage effizient autolog-induzierte Tumore zu er-
kennen und dagegen eine vor allem auf CD8+ T Zellen-beruhende
lytische Immunantwort aufzubauen (Loeser et al., JEM (2007) doi:
10.1084/iem.20061699). Allerdings fiuhrte die beschriebene, ginz-
liche Abschaltung des Enzyms ebenfalls zu einer erhdhten Autoim-
munitdt, nach Immunisierung mit Superantigenen. Loeser at al.
somit konnten aufzeigen, dass Cbl-b als negativer Regulator maB-
geblich fir die ,Immunreaktivitdt™ von T-Zellen verantwortlich
ist.

siRNA Technologie zur Attenuierung der spezifischen Gen-Ex-
pression ist auch fiir Cbl-b mit geringerer Effizienz bereits be-
schrieben. Die US 2007/0087988 betrifft ein Verfahren zur
Regulierung der HPK1l, dessen Expression durch die Erhshung der
Cbl-b Expressioh erhdht werden kann und vice versa (z.B. durch
Cbl-b siRNA Inhibition).

Die US 2007/0054355 beschreibt Cbl-b Peptide und Cbl-b asso-
ziierte Proteine, insbesondere POSH, und deren Verwendung zur
Behandlung von Cbl-b assoziierten Krankheiten.

Es wurde allerdings noch keine fiir klinische Anwendungen ge-
eignete Anwendung von Cbl-b Mediatoren beschrieben. Es ist daher
ein Ziel der vorliegenden Erfindung ein praxistaugliches Verfah-
ren zur Modulierung der Immunreaktivitat zur Verfiligung zu stel-
len.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein in vitro oder
ex vivo Verfahren zur Erhdhung der Immunreaktivitat von Zellen
des Immunsystems, welche mit einem Antigen kontaktiert wurden,
umfassend die Reduzierung oder Inhibierung der Cbl-b Funktion
dieser Zellen, wodurch die Immunreaktivitdt der Zellen gegen das
Antigen erhoéht wird.

Das Cbl-b Gen sowie dessen Genprodukte sind im Stand der
Technik ausfiihrlich beschrieben (UniGene Id. Hs.3144 und Hs.
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381921). Cbl-b Sequenzen sind z.B. in der GenBank Datenbank un-
ter den Acc. Nr. NM 008279 und NP 009112 veroffentlicht. Anti-
Cbl-b Antikdrper, siRNAs und Antisense-Inhibitoren sind kommer-
ziell erhdltlich. Bestimmte siRNAs geeignet zur Reduzierung oder
Inhibierung der Cbl-b Expression und damit auch der Cbl-b Funk-
tion sind beispielsweise in'der US 2007/0054355 mit gemischten
RNA/DNA Nukleotiden und einer Linge von ca. 20 Basen offenbart.

Um der Gefahr einer Uberreaktion des Immunsystems, welche
zur Induktion von z.B. Autoimmunreaktivit&t fiihren kann, zu be-
gegnen, darf die Hemmung/Abschaltung von Cbl-b Funktionen in T
Zellen nur in einem zeitlich streng definierten Zeitraum erfol-
gen. Es ist daher fiir einen therapeutisch adjuvanten Vakzinie-
rungsansatz essentiell, Cbl-b nur fiir einen begrenzten Zeitraum
kontrolliert zu attenuieren, um den Aufbau einer Immunisierungs-
antigen spezifischen Immunantwort zu unterstiitzen jedoch durch
rechtzeitige Wiederherstellung des immunologischen ,Normalzu-
standes" einer Autoimmunerkrankung vorzubeugen. Daher wir erfin-
dungsgemdfl nur eine bestimmte Auswahl von isolierten Zellen des
Immunsystems in vitro oder ex vivo behandelt und in einen Pati-
enten wieder zurtickgefihrt. Ein Ansatz zur effizienten in vitro
oder ex-vivo Cbl-b Attenuierung ist daher die Voraussetzung fiir
die Steigerung der Immunreaktivit&t.

Vorzugsweise wird die Cbl-b Funktion durch Reduzierung oder
Inhibierung der Expression von Cbl-b reduziert oder inhibiert.
Die Begriffe Reduzierung oder Inhibierung betreffen die Absen-
kung der Funktion (bzw. der Expression) von Cbl-b im Vergleich
zur unverdnderter, natiirlicher Funktion bis zur kompletten Inhi-
bierung der Funktion. Vorzugsweise wird die Funktion (bzw. Ex-
pression) um mindestens 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% oder
95% reduziert.

Die Reduzierung oder Inhibierung der Funktion von Cbl-b er-
folgt in vorzugsweisen Ausfliihrungsformen transient. D.h. die
Funktion wird nur vorlaufig w.o. angegeben reduziert und kann
sich in Folge dessen wieder erholen, z.B. durch Verbrauch oder
Abbau von Inhibitoren, wie z.B. Cbl-b siRNA, oder durch Neubil-
dung oder nicht Cbl-b beeintrdchtigter Zellen (in vivo).

Vorzugsweise wird die Expression von Cbl-b durch Verwendung
von Cbl-b antisense RNA oder siRNA reduziert oder inhibiert.
Hierzu werden kurze DNA und/oder RNA Sequenzen komplementdr zu
einem der Teil der Ziel (Cbl-b) mRNA Sequenz eingesetzt, so dass
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diese damit hybridisieren und inaktivieren. Die Linge dieser Se-
quenzen ist vorzugsweise mindestens 15, 18, 20, 22, 25, 28, 30,
35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 oder 200 Ba-
sen bis zur kompletten Ziel Sequenz, vorzugsweise bis zu 2502,
2000, 1500, 1000, 500 oder 300 Basen. Vorzugsweise werden die
Sequenzen der SEQ ID Nr. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 und/oder 8 verwen-
det.

Ebenfalls kann die Funktion von Cbl-b durch eine Vielzahl
weiterer bekannter Komponenten reduziert oder inhibiert werden,
wie beispielsweise durch Verwendung von Cbl-b Antagonisten, In-
hibitoren, Aptameren oder Intrameren.

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenfalls ein Verfahren
zur Reduzierung der Immunreaktivit&t von Zellen des Immunsystems
umfassend die Reduzierung oder Inhibierung der c-Cbl Funktion
der Zellen, wodurch die Immunreaktivitidt der Zellen gegen das
Antigen reduziert wird, vorzugsweise durch transiente Reduzie-
rung oder Inhibierung, insbesondere durch Verwendung von c-Cbl
antisense RNA oder siRNA. Zur Steigerung der Immunreaktivitat
ist es nicht zwingend ndtig, c-Cbl gemeinsam mit Cbl-b zu atte-
nuieren. Wie in den Beispielen gezeigt erbringt die Attenuierung
von c-Cbl vielmehr eine Umkehr der durch Cbl-b Inhibierung her-
beigefihrten Effekte. Cbl-b und c-Cbl haben daher antagonisti-
sche Funktionen. C-Cbl erfiillte ferner eine bisher noch
unbekannte Funktion in der Feinregulierung der T-Zell Reaktivi-
tat, indem dessen Attenuierung zu einer erhdhten Immuntoleranz
fihrt. Daher eignet sich die Reduzierung oder Inhibierung der c-
Cbl Funktion zur Immunsuppression und ermdglicht daher dessen
Anwendung bei z.B. Inflammation oder Allergien. Da das AusmaB
und die Richtung der Attenuierung von der Dosis der Reduzierung
oder Inhibition von Cbl-b bzw. c¢-Cbl (analog uzu Cbl-b wie hier-
in beschrieben) abhdngt, koénnen beide Faktoren in ihrer Funktion
in Kombination reduziert werden. Zur Erhdhung der Immunreaktivi-
tat Utberwiegt die Reduktion von Cbl-b iiber der Reduktion von c-
Cbl und umgekehrt zur Erniedrigung. C-Cbl antisense oder siRNA
kdnnen die gleichen Sequzenzlinien wie oben fiir Cbl-b beschrie-
ben aufweisen. Vorzugsweise werden die Sequenzen der SEQ ID Nr.
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 und/oder 16 verwendet.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen sind die erfindungsgemif
einzusetzenden Zellen antigenprisentierende Zellen, PBMCs (Peri-
pheral Blood Mononuclear Cells), T-Lymphozyten, B-Lymphozyten,
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Monozyten, Makrophagen und/oder dendritische Zellen, insbesonde-
re T-Lymphozyten, wie Thl, Th2, Thl7, Tregs (regulatory T cells)
oder CTL (cytotoxische T-Zellen). Vorzugsweise wurde das Antigen
durch die Zellen aufgenommen und diese prdsentieren vorzugsweise
ein Antigenfragment. Insbesondere bevorzugt werden dabei PBMCs
und T-Zellen in Kombination zum Behandeln, um eine besondeérs
starke Antigen-spezifische Reaktion hervorzurufen. In anderen
Ausfihrungsformen, insbesondere zur allgemeinen Erhdhung der Im-
munreaktivitdt (z.B. zur Behandlung einer Immuninsuffizienz)
reichen diverse T-Zellen alleine aus, um eine breite Wirkung zu
erzielen.

Zusdtzlich koénnen die Zellen noch mit einem immunstimulie-
renden Cytokin, vorzugsweise CD3 und/oder CD28, stimuliert wer-
den um eine Immunreaktion durch die Zellen einzuleiten.

In einem besonderen Aspekt betrifft die vorliegende Erfin-
dung die Verwendung von Cbl-b Inhibitoren oder Antagonisten zur
Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Erhéhung
der Immunreaktivitdt gegen ein Antigen in einem Patienten bzw.
die Erhdhung der Immunreaktivitdt an sich, umfassend die Isolie-
rung von Zellen des Immunsystems eines Patienten, in vitro oder
exX vivo Erhéhung der Immunreaktivitit der Zellen durch Verwen-
dung der Cbl-b Inhibitoren oder Antagonisten und Reimplantation
der Zellen in den Patienten, wobei durch eine Reduktion oder die
Inhibition der Cbl-b Funktion der Zellen die Immunreaktivitit
erhdht wird.

Eine Realisierung der angepeilten, vorzugsweise zeitlich 1li-
mitierten Steigerung der Immunreaktivitidt begleitend zu einer
Vakzinierung, der Verabreichung des Antigens, kann durch eine
Herabsetzung der Cbl-b Expression in einem geringen Anteil der
zirkulierenden T-Zellen herbeigefiihrt werden. Hierfiir k&dnnen
PBMCs (periphere mononukleare Blutzellen) aus Vollblut des Pati-
enten, welcher im Idealfall einige Tage zuvor, z.B. 5 Tage immu-
nisiert wurde, gewonnen und in vitro oder ex vivo mit einem Cbl-
b spezifischen siRNA Attenuierungsansatz behandelt werden. Die-
ses Verfahren erfolgt sehr schnell. Im Idealfall koénnte diese
Zellprdparation nur wenige Minuten nach deren Entnahme dem Pati-
enten wieder verabreicht werden. Optional k&énnen die Zellen
durch fiir die jeweiligen Zellen geeignete ex vivo-Stimulations-
Protokolle vermehrt oder expandiert werden, bevor die Zellen re-
implantiert werden. Die in vitro aktivierten T-Zellen, welche
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nur wenige Prozent der T-Zellpopulation des Patienten darstel-
len, treffen bei deren Zirkulation im Empfangerorganismus in
Lymphknoten auf Antigen pr&dsentierende Zellen, welche bedingt
durch die bereits erfolgte Immunisierung Antigene aufgenommen
haben und dorthin migriert sind. Nachdem die in vitro behandel-
ten T-Zellen kein Ko-Stimulationssignal benétigen, werden diese
sofort nach Erkennung des Immunisierungsantigens proliferieren
und Zytokine ausschiitten, welche systemisch zur Induktion einer
Immunantwort sowohl auf zelluldrer als auch auf humoraler Ebene
beitragen. Mit diesem Ansatz werden selbst schwach immunogene
Antigene zur Etablierung eines lang anhaltenden Impfschutzes
fihren. Ebenso kann somit die AbstoBung autologer Tumoren in
Krebspatienten'eingeleitet werden. Ein Cbl-b-Antagonist steigert
hierbei die Immunreaktivitat, wobei diesen entweder bei einer
alleinigen, bzw. bei einer begleitenden Chemo/Radiotherapie Be-
handlung von onkologischen Erkrankungen, oder in Kombination mit
Passiv-Immunisierungen, wie tumorantigenspezifischen Antikdrpern
zur Anwendung kommt.

Dieses Verfahren ist daher zur Anwendung bei der Behandlung
einer angeborenen oder erworbenen Immuninsuffizienz, insbesonde-
re AIDS, multiples Myelom, chronische lymphatische Leukimie, me-
dikamentenbedingte Immunsuppression oder einer Krebserkrankung,
gegebenenfalls unter Auswahl von Krankheits-spezifischen Antige-
nen, geeignet. Insbesondere bevorzugt ist dabei die Behandlung
einer Krebserkrankung, die feste Tumore bildet.

Zur Erhdhung der Erfolgschancen einer Therapie erfolgt die
Behandlung einer Krebserkrankung vorzugsweise in Kombination mit
einer weiteren Anti-Tumor-Therapie, insbesondere einer Chemothe-
rapie, Radiotherapie oder Verabreichung eines therapeutischen
Biologics.

Die in vitro oder ex vivo Erhéhung der Immunreaktivitit kann
im therapeutischen Verfahren wie oben beschrieben vorgenommen
werden, wobei die Exposition der Zellen gegeniiber einem Antigen
bereits vor Entnahme der Zellen erfolgen kann oder nachher.

Die zeitliche Abfolge der Darbietung des Immunisierungsanti-
gene, deren Aufnahme durch Antigen prisentierende Zellen und
ferner der Migration dieser Zellen zu lokalen Lymphknoten, wo
die aufgenommenen Substanzen reaktiv gemachten T-Zellen prisen-
tiert werden, ist bei der therapeutischen Umsetzung zusatzlich
bedeutend. Daher wird vorzugsweise der Patient mit dem Antigen
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beimpft, vorzugsweise noch vor der Isolierung der Zellen, insbe-
sondere bevorzugt vor mindestens 1, 2, 3, 4 oder 5 Tagen
und/oder héchstens 20, 16, 12, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 oder 1
Woche(n) vor Isolierung der Zellen. Alternativ ist auch eine
nachtrdgliche Vakzinierung oder eine Behandlung der Zellen in
vitro oder ex vivo mit einem Antigen méglich.

Vorzugsweise sind die Zellen spezifisch fiir ein bestimmtes
Antigen oder es werden Zellen umfassend ein bestimmtes Antigen
auf die Spezifitadt oder Anwesenheit des Antigens selektioniert,
wobei die Immunreaktivitdt der selektionierten Zellen erhdht
wird. Durch die Auswahl eines bestimmten Antigens kann gezielt
eine Immunreaktion gegen ein bestimmtes Ziel im Patienten ge-
richtet werden. Ein solches Ziel ist insbesondere ein Tumor
(durch die Auswahl zumindest eines oder mehrerer Tumor-Antigene)
oder ein Pathogen.

Es ist vorstellbar, dass parallel zur Abtrennung der Zellen
im selben, sterilen Einwegrdhrchen bereits die dementsprechende
siRNA im Transfektionsansatz vorgelegt wird. Daher betrifft die
vorliegende Erfindung in einem weiteren Aspekt einen vorzugswei-
se sterilen Behalter, wie ein Einwegrdhrchen, umfassend einen
Cbl-b Inhibitor, insbesondere zur Erhéhung der Immunreaktivité&t
von Zellen des Immunsystems gegen ein Antigen.

Ebenso sieht die vorliegende Erfindung einen Kit vor, der
einen Behdlter, insbesondere ein Einwegrdhrchen zum Aufnehmen
der Zellen des Immunsystems, sowie einen Cbl-b-Inhibitor, wie
siRNA, umfasst, insbesondere zur Erhdhung der Immunreaktivitat
von Zellen des Immunsystems gegen ein Antigen nach dem erfin-
dungsgemdfen Verfahren.

Der Behalter bzw. der Kit kann auch zusdtzlich ein immunsti-
mulierendes Cytokin, vorzugsweise CD3 und/oder CD28, umfassen,
um die Stimmulierung noch zus&tzlich zu verstidrken. Ebenso kén-
nen der Kit oder der Behdlter nach Stabilisierungskomponenten, -
medien oder -puffer (zur Stabilisierung der Zellen), Transfekti-
ons-oder -Nukleofektions-Loésungen, vorzugsweise Zellmedien, wie
RPMI, umfassen.

Die vorliegende Erfindung wird durch die folgenden Figuren
und Beispiele illustriert ohne darauf beschridnkt zu sein.

In den Figuren zeigen:

Fig. 1 eine schematische, vereinfachte Darstellung der T-
Zellaktivierung durch Ko-Stimulation (a), oder im Falle der At-




tenuierung der Cbl-b-Expression durch alleinige Stimulation des
T-Zell-Rezeptors (c), die uUblicherweise nicht zur Aktivierung
fihrt (b);

Fig. 2 eine Western-Blot-Analytik der Cbl-b-Expression.
CD8*-Zellen wurden aus humanen PBMC isoliert, mit Cbl-b-siRNA
transfiziert, in Kultur gehalten und mit einer Kontrollgruppe
ohne, nach anti-CD3 oder nach anti-CD3 und anti-CD28-Stimulation
verglichen. Als Ladekontrolle wurde Fyn verwendet;

Fig. 3 die IFN-gamma Sekretion humaner CD8* Zellen2 Tage
nach siRNA Behandlung. Gemessen wurde die IFN-gamma-Konzentrati-
on in Uberstanden von CD8*-T-Zellen ohne Stimulation (Medium)
(links) und nach CD3-spezifischer (Mitte) oder nach CD3- und
CD28-spezifischer Ko-Stimulation (rechts). Es wurden jeweils 2
Tage alte Zellpopulationen verglichen, die mittels unspezifi-
scher (1. Balken), Cbl-b spezifischer (2. Balken), c-Cbl-spezi~-
fischer (3. Balken) und Cbl-b- und c-Cbl-spezifischer siRNA (4.
Balken) transfiziert wurden;

Fig. 4 die IL2 Sekretion humaner CD8* Zellen 20 Tage nach’
SiRNA Behandlung. Gemessen wurde die IL2-Konzentration in Uber-
stdanden von CD8*-T-Zellen ohne Stimulation (Medium) (links) und
nach CD3-spezifischer (Mitte) oder nach CD3- und CD28-spezifi-
scher Ko-Stimulation (rechts). Es wurden jeweils 2 Tage alte
Zellpopulationen verglichen, die mittels unspezifischer (1. Bal-
ken), Cbl-b spezifischer (2. Balken), c-Cbl-spezifischer (3.
Balken) und Cbl-b- und c-Cbl-spezifischer siRNA (4. Balken)
transfiziert wurden; und

Fig. 5 die zeitliche Abfolge des in vitro Cbl-b-Attenuie-

rungsansatzes zur Steigerung der Immunreaktivitat.
Beilispiele

Beispiel 1: Sequenzen

Die folgenden siRNA-Sequenzen wurden zur Inhibierung von Cbl-b

verwendet, alleine oder in Kombination:

1. Sense Sequenz:
G.A.A.C.A.U.C.A.C.A.G.G.A.C.U.A.U.G.A.U.U (SEQ ID Nr. 1)
Antisense Sequenz:
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5'-P.U.C.A.U.A.G.U.C.C.U.G.U.G.A.U.G.U.U.C.U.U

2. Sense Sequenz:

G.U.A.C.U.G.G.U.C.C.G.U.U.A.G.C.A.A.A.U.U
Antisense Sequenz:

5'-P.0U.U.U.G.C.U.A.A.C.G.G.A.C.C.A.G.U.A.C.U.U

3. Sense Sequenz:

G.G.U.C.G.A.A.U.U.U.U.G.G.G.U.A.U.U.A.U.U
Antisense Sequenz:

5'-P.U.A.A.U.A.C.C.C.A.A.A.A.U.U.C.G.A.C.C.U.U

4. Sense Sequenz

U.A.U.C.A.G.C.A.U.U.U.A.C.G.A.C.U.U.A.U.U
Antisense Sequenz

5'-P.U.A.A.G.U.C.G.U.A.A.A.U.G.C.U.G.A.U.A.U.U

(SEQ ID Nr.

(SEQ ID Nr.

Die folgenden siRNA-Sequenzen wurden zur Inhibierung von

verwendet, alleine oder in Kombination:

1. Sense Sequenz

A.A.U.C.A.A.C.U.C.U.G.A.A.C.G.G.A.A.A.U.U
Antisense Sequenz

5'-p.0.U.U.C.C.G.U.U.C.A.G.A.G.U.U.G.A.U.U.U.U

2. Sense Sequenz

G.A.C.A.A.U.C.C.C.U.C.A.C.A.A.U.A.A.A.U.U
Antisense Sequenz

5'-P.U.U.U.A.U.U.G.U.G.A.G.G.G.A.U.U.G.U.C.U.U

3. Sense Sequenz

U.A.G.C.C.C.A.C.C.U.U.A.U.A.U.C.U.U.A.U.U
Antisense Sequenz

5'-P.U.A.A.G.A.U.A.U.A.A.G.G.U.G.G.G.C.U.A.U.U

4. Sense Sequenz

G.G.A.G.A.C.A.C.A.U.U.U.C.G.G.A.U.U.A.U.U
Antisense Sequenz

5'-P.U.A.A.U.C.C.G.A.A.A.U.G.U.G.U.C.U.C.C.U.U

(SEQ ID Nr.2)

3)
(SEQ ID Nr. 4)

5)
(SEQ ID Nr. 6)
(SEQ ID Nr. 7)
(SEQ ID Nr. 8)

C-Cbl
(SEQ ID Nr. 9)
(SEQ ID Nr. 10)
(SEQ ID Nr. 11)
(SEQ ID Nr. 12)
(SEQ ID Nr. 13)
(SEQ ID Nr. 14)
(SEQ ID Nr. 15)
(SEQ ID Nr. 16)




Beispiel 2: Transiente Reduktion der Cbl-b Expression

In diesem Beispiel wird gezeigt, dass die Immunreaktivitiat
von T-Zellen ex vivo beeinflusst werden konnte.

Mittels CPT Rohrchen (Vacutainer) wurde einem Spender Voll-
blut abgenommen und daraus PBMCs durch Zentrifugation abge-
trennt. Aus dieser Prédparation wurden in einém weiteren Schritt
CD8+ Zellen angereichert. Diese wurden mittels einer Cbl-b spe-
zifischen siRNA unter Verwendung eines Amaxa Transfektionsger&-
tes transfiziert (Detailprotokoll Beispiel 2) und weiter
kultiviert. Als Kontrolle wurde der identische Ansatz mit einer
unspezifischen siRNA unter Verwendung des identischen Protokolls
transfiziert. Nachdem eine potentielle Uberschneidung der Funk-
tion von Cbl-b und c-Cbl vermutet wird, wurden zwei weitere An-
sdtze mittels c-Cbl spezifischer siRNA sowie einer Kombination
aus c-Cbl und Cbl-b spezifischer siRNA behandelt. Alle Ansitze
wurden fiir 2 Tage in Kultur genommen. Dass die Transfektion zur
gewlnschten Attenuierung der Cbl-b Expression gefiihrt hat, wurde
durch anschlieBende Western-Blot Analyse aufgezeigt. Um die Cbl-
b Expression zu induzieren, wurden die Kulturen mit CD3 und in
einem weiteren Ansatz mit CD3 und CD28 spezifischen Antikdrpern
stimuliert. Die Cbl-b Expression in der transfizierten Prépara-
tion wurde in allen Versuchen auf unter 5 % der Intensitat einer
Kontrolltransfektion gedrickt, wie in Fig. 2 ersichtlich ist.
Nachdem die Stabilitat der siRNA und demzufolge eine effiziente
Expressionsunterdriickung von begrenzter Dauer ist und nicht an
weitere Zellen weitergegeben wird, handelt es sich bei dem ge-
wdhlten Ansatz um eine transiente Attenuierung der Cbl-b Expres-
sion, die strikt an die Anwesenheit der Cbl-b siRNA gebunden
ist.

Beispiel 3: Transfektionsprotokoll

Nukleofektion mit siRNAs in humane T-Zellen

Nukleofektion wird zusammen mit einem anderen Labor-Ange-
stellten durchgefihrt. Eine Person Ubernimmt die Pipettierung
der siRNA Oligos und ein anderer Angestellter transferiert die
Proben in ein Ndhrmedium. Dies beschleunigt das Protokoll signi-
fikant.

1. Stelle das Medium fiir die Zell-RPMI (+pen/strep., +L-glut,
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+10% FCS) her.

. Pipettiere das Nihrmedium zumindest in zwei 50 ml Falcon-

Rohrchen/Konstrukt (eines zum Sammeln der Nukleofekt-Zellen
und eines fiir das Kivetten-Waschmedium), 1 ml/1 Nukleofek-
tions-Probe in jedes Rdéhrchen. Bringe die Rdhrchen auf
37°C.

. Markiere die Eppendorf-Réhrchen fiir jede Nukleofektions-

Probe.

. Zentrifugiere die Nukleofekt-Zellen (410 g) fiir 7 min und

entferne den Uberstand. Fiige Optimem (Gibco, #31985-047)
hinzu,

. so dass die Zelldichte 40 x 10%/ml betrigt. Pipettiere 100

pl (= 4 x 10° Zellen) in jedes Eppendorf-Rohrchen.

. Fige 1,5 - 2,5 pM siRNA-Oligo in die Eppendorf-Réhrchen

hinzu, die die Zellen gerade vor der Nukleofektion enthal-
ten. Mixen durch Pipettieren und iUbertrage die L&sung in
die Kivette (vermeide Luftblasen). Klopfe die Kiivette gegen

den Tisch, um die Blasen zu entfernen.

. SchlieBe den Deckel und stelle die Kiivette in die Vorrich-

tung. (Programmiere U-14 und nicht V-24 als beste Option
mit der Nukleofektor-Ldsung). Driicke den x-Knopf und ent-
ferne die Kiivette nach dem OK-Signal. (Driicke den x-Knopf
vor der ndchsten Elektroporation nochmals.)

Fiige unverziglich 500 pl RPMI (37°C) in die Nukleofektions-
Kivette und mische behutsam durch Pipettieren mit der Pa-
steuer-Pipette. Ubertrage die Zellen in das Sammel-Falcon-
Roéhrchen. Wasche die Kiivette einmal mit 500 pl vorerwdrmter
RPMI und Ubertragen den Rest der Zellen in das Sammel-Fal-
con-Réhrchen.

Wiederhole die Schritte 5-7 mit jeder Probe.

10.Stelle die Falcons in den Inkubator, bis alle Proben nukle-

ofektiert sind.

ll.Pipettiere 4 ml der Zellsuspension in 6-Well-Platten-Wells

(= 2 Proben) und gibt die Platten in den Inkubator.

12.Sammle am ndchsten Tag die Zellen, zdhle sie und starte die

Kultur 24 Stunden nach der wie oben beschrieben durchge-
fihrten Nukleofektion. Nimm ein Aliquot der Zellen zur RNA-
Isolierung, um zu Uberpriifen, dass das Target-Gen zum Zeit-
punkt der Aktivieruung herunterreguliert ist. Die Protein-
proben werden auf Grundlage der Protein-Expressions-Kinetik
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genommen.
Beispiel 4: Nucleofektionseffizienz

CD8+ wurde w.o. beschrieben aus humanem peripherem Blut iso-
"liert. Die neg. Selektion erfolgt iiber Beads.
Resultat (Vergleich Amaxa):
Reinheit der Population: 97% CD8+ (FACS)

Gerat Viability nach Viability nach Effizienz
3,5h 24h siGlo pos im
trypanblau nega- trypanblau nega- | FACS [%]
tive [%] tive [%]

Amaxa V-24 94 93 96

unbehandelt | 100 99

Versuch mit Optimem:

Nucleofec- | Pro- Zellen |Viability Viability |Effizienz

tion gramm danach | nach 3,5h nach 24h | siGlo pos

in in trypanblau | trypanblau | im FACS
negative negative [%]
[%] [3]

Nucleofec- |V-24 hTC 99 92 96

tor Solu-

tion

Optimem V-24 RPMI 92 67 96

Optimem U-14 RPMI 95 92 96

Proteinchemisch wurde somit eine deutlich herabgesetzte Ex-—
pression von Cbl-b nachgewiesen.

Beispiel 5: Transiente Steigerung der T-Zell Reaktivitit - Mes-
sung von IFN-gamma

Es wurde somit gezeigt, dass die Cbl-b Expression in humanen
CD8+ Zellen mit mindestens 95 % Effizienz unterdriickt werden
konnte. Als weitere Konsequenz wird nun gezeigt, dass die Reak-
tivitat der T-Zellpopulation gleichermaRen gesteigert werden
kann. Um sicherzustellen, dass der gewiinschte Effekt exklusiv

Cbl-b spezifisch ist und nicht im Falle der Attenuierung der
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Cbl-b Expression durch c-Cbl umgangen werden kann, wurde in ei-
nem weiteren Ansatz ebenfalls c-Cbl und in einem dritten c-Cbl
und Cbl-b attenuiert. All diese CD8+ Zellkulturen wurden fiir ‘
zwel Tage in Kultur gehalten und einerseits mittels CD3 und fer-
ner mittels CD3 und CD28 stimuliert und mit einer nicht stimu-
lierten Gruppe verglichen. Normalerweise bendtigen T-Zellen
diese Kostimulation von CD3 und CD28, um zu proliferieren, was
durch eine Ausschiittung inflammatorischer Zytokine in den Uber-
stédnden der Kulturen leicht nachgewiesen werden kann. Um diese
T-Zellaktivierung zu erfassen wurden IFN-gamma Titer in den
Uberstinden gemessen. Eine graphische Darstellung des Einflusses
der Expressionsattenuierung durch siRNA Behandlung auf die T-
Zellreaktivitdt ist in Fig. 3 wiedergegeben. 2 Tage nach der
Transfektion wurden s&mtliche CD8+ Zellkulturen, die mit Cbl-b
und/oder c-Cbl spezifischer siRNA transfiziert wurden, wie be-
schrieben stimuliert und mit einer Kontrollgruppe, die mit einer
nicht spezifischen siRNA transfiziert wurde, verglichen. Unsti-
mulierte Zellen zeigten grundsdtzlich keine IFN-gamma Expression
auf. Nach exklusiver CD3 Stimulation zeigten alle Kulturen eine
erhohte Reaktivitdt, so dass mindestens 500 pg/ml IFN-gamma in
den Uberstanden nachgewiesen werden konnte. Hierbei waren die
Signale fiir c-Cbl spezifische siRNA und unspezifisch transfi-
zierte Zellen sehr &hnlich (niedrig). Lediglich mit Cbl-b spezi-
fischer siRNA transfizierte Zellen zeigten eine deutlich hoéhere
Reaktivitdt, welche mit einem IFN-gamma Titer von ca. 3 ng/ml
einherging. Die Reaktivitit der mittels c-Cbl und Cbl-b spezifi-
scher siRNA ko-transfizierten Zellprédparation war jedoch gerin-
ger als nach Cbl-b spezifischer siRNA Behandlung und erreichte
nur 1,2 ng/ml. Eine CD3 und CD28 spezifische Kostimulation er-
brachte, wie erwartet, in allen Fillen deutlich héhere Signale
als die nur CD3 spezifische Stimulation. Die Kontrollprédparati-
on, die mit unspezifischer siRNA behandelt wurde, erbrachte IFN-
gamma Titer in einer H&he von 1,2 ng/ml widhrend die mittels Cbl-
b spezifischer siRNA behandelte Kultur eine IFN-gamma Konzentra-
tion um 3,8 ng/ml aufwies. Bemerkenswert war, dass die Cbl-b und
c-Cbl spezifisch koattenuierte Kultur Titer in der H&he von 1.7
ng/ml aufzeigte, die demnach deutlich geringer waren als die in
der Cbl-b attenuierten Gruppe. Unerwartet war auch, dass die
Zellpopulation, die mit c¢-Cbl spezifischer siRNA behandelt wur-
de, eine markant geringere Reaktivit&dt aufwies und nur 500 pg/ml



IFN-gamma im Uberstand gemessen wurden. Diese Konzentration ist
deutlich geringer als die der unspezifisch behandelten ko-stimu-
lierten Kontrollgruppe und vergleichbar mit Werten der nur mit
anti-CD3 stimulierten Kontrollgruppe. Damit ist im Gegensatz zum
murinen System eine Redundanz von Cbl-b and c-Cbl in humanen
CD8+ T-Zellen experimentell ausgeschlossen und ein therapeuti-
scher Ansatz nur iliber Cbl-b (und dessen Upstream-regulators)
aber nicht via Cbl-b/c-Cbl Kombinationen zur Erhéhung der Immun-
reaktivitat sinnvoll. Die Inhibition von c-Cbl erméglicht aller-
dings eine Immunsuppression fir andere AnWendungen, wie z.B. die
Behandlung von Inflammation oder Allergien.

Dieser entweder als Solotherapie konzipierte oder mit einer
Vakzinierung einhergehende, begleitende therapeutische Ansatz
ist ferner in der Lage, disseminierte Tumorzellen auch in der
Peripherie zu erkennen und durch den Aufbau einer Immunantwort
nachhaltig zu bekd&mpfen. Sofort nach Diagnose einer Krebserkran-
kung eingesetzt wird hiermit ebenfalls eine Disseminierung eines
Primdrtumors verhindert.

Beispiel 6: Transiente Steigerung der T-Zell Reaktivitit - Mes-
sung von IL2

Ein sehr &hnliches Bild ergab sich durch Messung der IL2
Konzentrationen in denselben Uberstdnden, wie aus Fig. 4 entnom-
men werden kann: Ohne Stimulation gab es keine messbare Antwort,
wdhrend eine anti-CD3 spezifische Behandlung zu einem deutlichen
messbaren Signal in allen Gruppen fiihrte. Somit wurden >200
pg/ml in der Cbl-b attenuierten Gruppe gemessen. Die IL2 Konzen-
tration in der Cbl-b und c-Cbl koattenuierten Population war
wiederum deutlich niedriger und betrug <100 pg/ml. Die anti-CD3
und anti-CD28 spezifische Kostimulation ergab wiederum hdhere
Signale. Es wurden in allen Gruppen unabhingig von der siRNA Be-
handlung IL2 Konzentrationen von >800 pg/ml gemessen. Die Kon-
trollgruppe erbrachte sehr adhnliche Titer wie die Cbl-b
attenuierte von 1,3 bzw. 1,4 ng/ml. Interessanterweise waren die
IL2 Konzentrationen nach c-Cbl spezifischer Attenuierung deut-
lich geringer und betrugen nur 800 pg/ml unabhdngig davon, ob
nur c-Cbl exklusiv oder c-Cbl zusammen mit Cbl-b im Ansatz ver-
wendet wurden.

Beispiel 7: Transiente Steigerung der Immunreaktivitit
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Durch die in vitro oder ex vivo Behandlung wird die T-Zell-
reaktivitat effizient gesteigert, so dass es durch alleinige
Stimulation des T-Zellrezeptors méglich ist, die Proliferation
der T-Zellen einzuleiten. Dies ist eine wesentliche Vorausset-
zung fir den beschriebenen therapeutischen Ansatz. Aufgrund der
Verwendung der RNAi1 Technologie ist diese Attenuierung transien-
ter Natur.

Diese Anwendbarkeit dieser modifizierten Zellen dient der
Steigerung der Immunogenitdt von Vakzinen sowie zur allgemeinen
Erhohung der Reaktivitdt des Immunsystems. Einem Patienten wird
finf Tage nach einer Grundimmunisierung Vollblut in CPT R&hrchen
abgenommen. Nach ca. 20 Minuten werden daraus durch Zentrifuga-
tion PBMCs isoliert. Die Zellpriparationen wird mit Cbl-b spezi-
fischen siRNAs transfiziert und sofort danach dem Patienten
wieder re-implantiert. Zum Tag 10 wird wieder Vollblut entnommen
und daraus Serum gewonnen. In diesem werden pro-inflammatorische
Zytokintiter gemessen und mit der Kontrollgruppe verglichen. Es
wird ebenfalls die Natur der induzierten Immunantwort hinsicht-
lich deren zellularer Ausrichtung eiher Thl gesteuerten (gestei-
gerte IFNgamma, IL2 und IL12 Titer) oder einer humoralen Tendenz
einer Th2 gerichteten Immunantwort (gesteigerte IL4, IL5 und
IL10 Titer) analysiert. Falls nétig werden weitere Boosterimmu-
nisierungen im 14 Tagesintervall mit oder ohne PBMC Behandlung
durchgefihrt (Fig. 5).
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Patentansprliche:
1. In vitro oder ex vivo Verfahren zur Erhéhung der Immunreak-

tivitat von Zellen des Immunsystems, welche mit einem Antigen
kontaktiert wurden, umfassend die Reduzierung oder Inhibierung
der Cbl-b Funktion dieser Zellen, wodurch die Immunreaktivitit
der Zellen gegen das Antigen erhdht wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Cbl-b Funktion durch Reduzierung oder Inhibierung der Expression
von Cbl-b reduziert oder inhibiert wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Reduzierung oder Inhibierung der Funktion von Cbl-b
transient ist.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Expression von Cbl-b durch Verwendung von
Cbl-b antisense RNA oder siRNA reduziert oder inhibiert wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Funktion von Cbl-b durch Verwendung von Cbl-b
Antagonisten, Inhibitoren, Aptameren oder Intrameren reduziert
oder inhibiert wird.

6. Verfahren zur Reduzierung der Immunreaktivitat von Zellen
des Immunsystems umfassend die Reduzierung oder Inhibierung der
c-Cbl Funktion der Zellen, wodurch die Immunreaktivitit der Zel-
len gegen das Antigen reduziert wird, vorzugsweise durch transi-
ente Reduzierung oder Inhibierung, insbesondere durch Verwendung
von c-Cbl antisense RNA oder siRNA.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Zellen das Antigen aufgenommen haben und vor-

zugsweise ein Antigenfragment prasentieren.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Zellen antigenprasentierende Zellen, PBMCs

(Peripheral Blood Mononuclear Cells), T-Lymphozyten, B-Lymphozy-
ten, Monozyten, Makrophagen und/oder dendritische Zellen umfas-
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sen, insbesondere T-Lymphozyten.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Zellen mit einem immunstimulierenden Cytokin,
vorzugsweise CD3 und/oder CD28, stimuliert werden.

10. Verwendung von Cbl-b Inhibitoren oder Antagonisten zur Her-
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Erhéhung der
Immunreaktivitdt gegen ein Antigen in einem Patienten durch Iso-
lierung von Zellen des Immunsystems eines Patienten, in vitro
oder ex vivo Erhohung der Immunreaktivitidt der Zellen durch Ver-
wendung der Cbl-b Inhibitoren oder Antagonisten und Reimplanta-
tion der Zellen in den Patienten, wobei durch eine Rduktion oder
die Inhibition der Cbl-b Funktion der Zellen die Immunreaktivi-
tat erhéht wird.

11. Verwendung nach Anspruch 10 zur Behandlung einer angeborenen
oder erworbenen Immuninsuffizienz, insbesondere AIDS, multiples
Myelom, chronische lymphatische Leukimie, medikamentenbedingte
Immunsuppression oder einer Krebserkrankung.

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass
die Krebserkrankung feste Tumore bildet.

13. Verwendung nach Anspruch 11 oder 12 zur Behandlung einer
Krebserkrankung in Kombination mit einer weiteren Anti-Tumor
Therapie, vorzugsweise Chemotherapie, Radiotherapie oder Verab-

reichung eines Biologics.

14. Verwendung nach einem der Anspriche 10 bis 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Patient mit dem Antigen beimpft wurde,
vorzugsweise vor der Isolierung der Zellen, insbesondere bevor-
zugt vor mindestens 2 Tagen und/oder héchstens 8 Wochen vor Iso-
lierung der Zellen.

15. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 14, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Zellen in vitro oder ex vivo mit dem An-
tigen kontaktiert werden.

l6. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch ge-
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kennzeichnet, dass die in vitro oder ex vivo Erhshung der Immun-
reaktivitdt oder die Zellen wie in Anspriichen 1 bis 5, 7 bis 9
definiert sind.

17. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch ge-
kennzeichnet, dass Zellen spezifisch fiir ein bestimmtes Antigen’
oder Zellen umfassend ein bestimmtes Antigen auf die Spezifitat
oder Anwesenheit des Antigens selektioniert werden und die Im-

munreaktivitdt der selektionierten Zellen erhdht wird.

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass
das Antigen ein Tumor Antigen ist.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Zellen vor der Reimplantation expandiert
werden.

20. Behdlter, vorzugsweise ein Einwegrdhrchen, umfassend einen
Cbl-b Inhibitor, insbesondere zur Erhdhung der Immunreaktivitat
von Zellen des Immunsystems gegen ein Antigen, vorzugsweise wie
in einem der Anspriiche 1 bis 9 definiert oder fiir eine Verwen-

dung nach einem der Anspriiche 10 bis 19.

21. Kit zur Durchfihrung eines Verfahrens nach den Anspriichen 1
bis 9 oder zur Verwendung der Anspriiche 10 bis 19, umfassend
einen Behdlter, vorzugsweise ein Einwegrdhrchen, zur Aufnahme
von Zellen, einem Cbl-b-Inhibitor und vorzugsweise ein Zellmedi-

um und/oder einen Transfektionspuffer.
22. Behalter nach Anspruch 20 oder Kit nach Anspruch 21 umfas-

send ein immunstimulierendes Cytokin, vorzugsweise CD3 und/oder
CD28.

PW/R
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