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Allogenes Tumortherapeutikum

Beschreibung

Die Erfindung betrifft eine Vakzine auf der Basis allogener Tumorzellen zur thera-
peutischen Behandlung von Tumorerkrankungen, sowie ein Verfahren zur Herstel-
lung einer solcher Vakzine; ferner transfizierte humane Tumorzellen zur Verwen-

dung als Vakzine.

Neben den konventionellen Behandlungsmethoden von Krebserkrankungen, wie der
Strahlen - u. Chemotherapie, die seit den 1950er Jahren die einzige Behandlungs-
option fiir fortgeschrittene und weitgestreute Tumorerkrankungen darstellt, scheint
die Immuntherapie bei metastasierenden Tumoren ein neuer erfolgsversprechender

Ansatz zu sein.

Der Immuntherapie zielt darauf ab, die natirliche Immunantwort gegen die Tumor-
erkrankung durch gentechnologische Modifikationen zu verstérken, also die ,Auf-
merksamkeit* des Immunsystems gegentber Krebszellen und damit die Abwehrre-
aktion so zu beeinflussen, dal der Tumor vom Korper selbst bekampft wird.

Da einige maligne Erkrankungen wie z.B. das fortgeschrittene Nierenzellkarzinom
relativ sensitiv fir immuntherapeutische Ansétze zu sein scheinen, jedoch die sys-
temische Therapie mit Zytokinen wie IL-2 und IFN-alpha mit z.T. erheblichen Ne-

benwirkungen einhergeht, wurden andere immuntherapeutische Protokolle entwi-
ckelt.

Die meisten klinischen Studien setzen derzeit auf die Entfernung des Tumors, einer
anschlieRenden ex-vivo Transfektion der Tumorzellen mit einem therapeutischen
Gen, Bestrahlung der Tumorzell-Population und nachfolgender Reimplantation der
nunmehr modifizierten Tumorzellen. Durch diese Tumorzellvakzinierung &Rt sich
die Antitumorantwort in Abhangigkeit vom transfizierten therapeutischen Gen in un-

terschiedlichem Ausmalie steigern.
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Basierend auf diesem Ansatz sowie tierexperimentellen Ergebnissen wurde eine
Reihe von klinischen Studien der Phase | und Il genehmigt (Finke et al., 1997; Wittig
et al., 2001).

Erste Ergebnisse mit transfizierten singularen therapeutischen Genen ergaben al-
lerdings neben einer guten Tolerabilitat der Therapie nur in wenigen Fallen partielle

oder komplette Remissionen.

In einem Kolonkarzinom-Mausmodell konnte der Gentransfer von CD40L/CD154
eine Ausschuttung von Zytokinen, eine Eradikation des Tumors und eine Immunitat

erzeugen (Sun et al., 2000).

Die Erfinder der vorliegenden Anmeldung konnten zeigen, dass der Transfer von
Expressionsplasmiden fir humanes Interleukin 7 (IL-7) in Tumorzellen zu einer
erhdhten Sensitivitat gegen Effektorzellen des Immunsystems fuhrt, besonders bei
autologem Transfer (Finke et al., 1997, Cancer Gene Ther. 4. 260-268). Ebenso
konnten die Erfinder zeigen, das nach Transfektion zweier therapeutischer Gene
(IL-7, GM-CSF) in autologe Tumorzellen, bei der Halfte der behandelten Patienten
eine klinisch signifikante Reaktion zu verzeichen war (WO 02/060476).

Aus der US 5,681,562 ist bekannt, Patienten mit bestimmten Krebserkrankungen
Zellen zu injizieren, die mit fir Zytokine kodierender DNA oder RNA transfiziert wur-
den sind. Das Immunsystem des Patienten soll so gegen Antigene von Tumoren
stimuliert werden. In der Patentschrift werden Versuche beschrieben, in denen
Fibroblasten von Mausen durch retrovirale Vektoren, kodierend fur IL-2 transfiziert
wurden. Ebenso beschrieben ist der in-vivo Versuch, in dem die Wirksamkeit der
Behandlung an einem murinen Dickdarmkarzinom-Modell getestet wurde. Die M&u-
se, denen transfizierte Fibroblasten s.c. injiziert wurden, entwickelten im Vergleich
zu Kontroligruppen ein deutlich verlangsamtes Tumorwachstum. In in-vitro Versu-
chen mit humanen transfizierten Fibroblasten konnte ebenfalls ein deutlich erhdhtes
IL-2 Expressionsniveau bestimmt werden. Neben fehlenden klinischen Daten, die
Uiber das Maus-Modell hinausgehen, sind die als Expressionsvektor verwendeten
viralen Vektoren als wenig vorteilhaft anzusehen. Durch die Instabilitat des attenu-
ierten Impfstammes ist eine Rickverwandlung in einen virulenten Stamm nicht aus-

zuschlief3en, auBerdem kdnnen die viralen Bestandteile selbst immunogen wirken,
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was zu einer Herabsetzung ihrer Wirksamkeit durch das Immunsystem des Patien-
ten fuhrt. Diese auszugshaften Risiken stehen einer breiten Anwendung als genthe-

rapeutischer Vektor in erheblichem MaRe gegeniber.

Mehrere Publikationen zeigen, dass die besten therapeutischen Resultate durch
eine Kombination von Zytokingenen mit dem Wachstumsfaktor GM-CSF erzielt
werden (Paillard, 1998, Hum. Gene Ther. 9: 2457-2458; Schadendorf et al., 1995, J.
Mol. Med. 73: 473-477). Die Bedeutung von GM-CSF bei Tumorantigenimpfungen
zeigte sich auch in der Steigerung der klinischen und immunologischen Antitumor-
antwort bei Peptidvakzinierungen (Jager et al., 1996). Offenbar spielt dabei die
Aktivierung von antigen-prasentierenden Dendritischen Zellen sowie die Stimulation

einer Effektorzellpopulation die wesentliche Rolle.

Bislang ist es jedoch unklar, welche Zytokingene in Kombination in einer
immunogenen Zusammensetzung mit GM-CSF die effektivste anti-tumorale

Immunantwort auslésen.

In Experimenten in Mausen =zeigte sich, dal eine Impfung mit
Expressionskonstrukten kodierend fir IL-7 einen anti-tumoralen Effekt hervorruft
(Miller et al., 1993, Blood 18: 3686-3694; Murphy et al., 1993, J. Clin. Invest. 92:
1918-1924). Ebenso ist bekannt, das die Inkubation von CTLs mit IL-7 bzw. IL-7-
transfizierten Zellen zur Tumorregression in Mausen (Jicha et al., 1991; Hock et al.,
1993) fuhrt, und die Transfektion mit IL-7 und B7.1/CD80 CD28°CD25" T-Zell-

Infiltrate und Immunitat induziert (Cayeux et al., 1995).
Bislang gibt es keine therapeutischen Erfolge, nicht einmal im Mausmodell.

DarUberhinaus ist bei Versuchen zur Stimulation von Immunantworten durch
Gentherapie mit Plasmid-DNA oder Oligonukleotid-Sequenzen beobachtet worden,
dall gewisse Nukleinsduresequenzen, die CpG-Motive (CpG = unmethyliertes
Cytosin-Guanosin-Dinukleotid) aufweisen, eine enorme immunstimulatorische
Wirkung haben kénnen (Schmidt-Wolf et al., 1989, J. Immunol. Methods 125: 185-
189). Immunstimulatorische Nukleinséuresequenzen (ISS) sind aus diesem Grunde
schon friih als Adjuvantien in DNA-basierten Immunisierungsprotokollen gegen
infektidse Erreger eingesetzt worden (Sato et al., 1996, Science 273: 352-354). In
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Mausexperimenten zeigte sich, daR die Verabreichung von CpG-reichen DNA-
Sequenzen zu einer starken Aktivierung der B-Zellen fuhrt und die Expression
bestimmter Zytokine, beispielsweise von IL-6 und GM-CSF, anregt. Ebenso konnte
im  Mausmodell gezeigt werden, das eine Immunisierung mit CpG-
Oligodesoxyribonukleotiden (ODN) gemeinsam mit einem Fusionsprotein drei Tage
vor der Tumor-Inokulation ein Tumorwachstum in der Maus verhindern konnte (Liu
et al., 1998). Die Lehre von Gebrauch und Herstellung immunstimulatorischer, CpG-
enthaltender ISS ist in der WO 98/18810 umfassend erlautert.

Aus der WO 00/04918 ist bekannt, Tumorzellen mit Genen, kodierend beispielswei-
se fur Interferon-gamma und GM-CSF, zu ftransfizieren. Als Expressionsvektoren
werden Plasmide eingesetzt. Diese Schrift zeigt ein Konzept auf, Tumor-
Erkrankungen per Immuntherapie zu behandeln. Aussagekraftige in-vivo bzw. in-
vitro Daten oder klinische Ergebnisse, die die Wirksamkeit der beanspruchten Vak-
zine belegen, werden nicht gezeigt. Bemerkt sei, dass diese plasmid-basierten Vek-
toren fur eine Anwendung in der humanen Gentherapie nicht ohne Vorbehalt geeig-
net sind, da sie neben den therapeutischen Sequenzen genetische Funktionseinhei-
ten tragen, die sie fur ihre Replikation bendtigen. Daneben weisen sie Antibiotika-
Resistenzgene auf, die fur ihre Selektion unerlaRlich sind. Es erfolgt also eine dau-
ernde Expression therapeutisch nicht erwlinschter Sauger - oder Bakterienproteine.

Trotz langjahrigen Forschungen und erfolgversprechenden Anséatzen, ist es bisher
nicht gelungen, eine wirksame immun-basierte Therapie gegen Tumorerkrankungen

durch die Applikation von immunogenen Substanzen zu entwickeln.

Aufgabe der Erfindung ist es, eine Vakzine als Arzneimittel zur Behandlung von mit
Zytokinen in Zusammenhang stehenden Erkrankungen, wie beispielsweise Krebs-
erkrankungen zur Verfligung zu stellen, die spezifisch und effizient einsetzbar ist
und insbesondere zur Induktion von tumorspezifischen Immunantworten fuhrt. Fer-
ner soll ein entsprechendes Verfahren zur Herstellung einer derartigen Vakzine be-

reitgestellt werden.
Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale der selbststandigen Anspriche.

Im Sinne der Erfindung bedeuten:
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allogen von einem genetisch differenten Individuum derselben Art (Spezies)
im Gegensatz zu ,autolog” (korpereigene Zellen)

APC Antigen Presenting Cells

B7.1/CD80 Cluster of Differentiation 80

CD40L/CD154 Cluster of Differentiation 40 Ligand

DC Dendritische Zellen

dSLIM double Stem-Loop Immunomodulating Oligodeoxyribonucleotides
GM-CSF granulocyte makrophage-colony-stimulating factor

IL-7 Interleukin-7

ISS immunstimulatorische Nukleinsauresequenzen

MIDGE Minimalistic Immunologically Defined Gene Expression Vector

(MIDGE € ist eine eingetragene Marke der Mologen AG)
ODN Oligodesoxyribonukleotid

TAA tumor-assoziierte Antigene

Nachfolgend sollen eine Reihe allgemeiner Begriffe wie folgt verstanden werden:

Transfizierte Zellen im Sinne der Erfindung sind humane allogene Tumorzellen, die
ex-vivo mit entsprechend der Erfindung kodierenden Expressionsvektoren behan-
delt wurden und als Folge dieser Behandlung die kodierten Zytokin- und kostimula-
torischen Faktorsequenzen exprimieren und als Immuntherapeutikum bei Tumorer-

krankungen eingesetzt werden.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung betrifft der Begriff kostimulatori-
scher Faktor und/oder Zytokin sowohl natlrlich vorkommende kostimulatorische
Faktoren und/oder Zytokine als auch alle Modifikationen, Mutanten oder Derivate
der kostimulatorischen Faktoren und/oder Zytokine, mittels Rekombinationstechni-
ken hergestellte kostimulatorische Faktoren und/oder Zytokine, die Aminosé&ure-
Modifikationen, wie Inversionen, Deletionen, Insertionen, Anlagerungen usw. enthal-
ten, sofern zumindest ein Teil der essentiellen Funktionen der Wildtyp-
kostimulatorischen Faktoren und/oder Zytokine vorhanden ist. Solche kostimulatori-
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schen Faktoren und/oder Zytokine kdnnen auch ungewohnliche Aminos&uren
und/oder Modifikationen, wie eine Alkylierung, Oxidation, Thiol-Modifikation, Denatu-
rierung und Oligomerisation und dergleichen umfassen. Im Zusammenhang mit der
vorliegenden Erfindung kénnen kostimulatorische Faktoren und/oder Zytokine ins-
besondere Proteine, Peptide und/oder Fusionspeptide sein, die neben anderen Pro-
teinen, Peptiden oder Teilen davon kostimulatorischen Faktoren und/oder Zytokine
insgesamt oder teilweise enthalten. In einer weiteren Ausfihrungsform der vorlie-
genden Erfindung sind die kostimulatorischen Faktoren und/oder Zytokine verkirzte
Formen der nattrlich vorkommenden kostimulatorischen Faktoren und/oder Zytoki-

ne.

Alle oben genannten kostimulatorischen Faktoren, die geeignet sind, die Reaktion
des Immunsystems zu modulieren, sind im Sinne dieser Erfindung immunogene
Substanzen. Eine erfindungsgemale Vakzine stellt im Sinne dieser Erfindung folg-
lich eine immunogene Zusammensetzungen dar, da sie eine Kombination von im-
munogenen Substanzen enthalt. Tumorzellen unterscheiden sich von normalen Zel-
len unter anderem in einer veranderten Expression von Zelloberflachenproteinen.
Vor allem die Expression von tumor-assoziierten Antigenen (TAA) erlaubt theore-
tisch die Erkennung und Vernichtung dieser Zellen durch das Immunsystem. Haufig
ist jedoch das Immunsystem der Patienten supprimiert, so dass es ihm nicht gelingt,

die veranderten Zellen zu erkennen.

Dieses Problem wird durch die Bereitstellung einer Vakzine zur Behandlung von
Patienten mit definierten Tumorerkrankungen geldst, wobei diese Vakzine aus Tu-
morzellen eines anderen Patienten (allogene Zellen) besteht und diese Tumorzellen
zuvor ex-vivo mit flur Interleukin-7 (IL-7), fir Granulozyten-Makrophagen-
Koloniestimulierenden Faktor GM-CSF (granulocyte makrophage-colony-stimulating
factor), und fur die kostimulatorischen Faktoren CD40L/CD154 und B7.1/CD80 ko-
dierenden Expressionskonstrukten transfiziert wurden. In einer weiteren Ausfiih-
rungsform der Erfindung wird eine entsprechende Vakzine geschaffen, wobei diese
Tumorzellen zuvor ex-vivo mit fur Interleukin-7 (IL-7), fir Granulozyten-
Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktor GM-CSF (granulocyte makrophage-
colony-stimulating factor) und fur den kostimulatorischen Faktor CD40L/CD154 ko-
dierenden Expressionskonstrukten transfiziert wurde.
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Bei den verwendeten Tumorzellen kann es sich um solche handeln, die von Patien-
ten mit gleichem Krankheitsbild wie der zu behandelnde Patient stammen, oder aber
um solche, die von Patienten mit anderem Krankheitsbild wie der zu behandelnde

Patient stammen.

Die Kombination der Bestandteile (immunogene Substanzen) der Vakzine soll ge-
wahrleisteten, dass alle drei Stufen der Signalkaskade, die grundsatzlich zur Induk-
tion einer spezifischen Immunantwort notwendig sind, erzeugt werden. Die drei Stu-
fen umfassen die Antigenprasentation, die Kostimulation und die Bereitstellung einer

geeigneten lokalen Umgebung.

Die Expression von GM-CSF und CD40L/CD154 soll bewirken, dass antigen-
prasentierende Zellen (APC) sowie Dendritische Zellen (DC) lokal rekrutiert und
aktiviert werden. Als Folge kommt es zu einer verstarkten Prasentation von TAA.

Die Expression von B7.1/CD80 fuhrt zu einer Steigerung der kostimulatorischen
Aktivitat. Dadurch wird die Antigenitat der TAA verstarkt und die Anzahl der gegen
TAA aktivierten T-Lymphozyten gesteigert.

Die Expression von IL-7 induziert zusatzlich die Proliferation der tumor-spezifischen

T-Lymphozyten.

Die erfindungsgemafe Vakzine fiihrt somit am Applikationsort zu einer hohen Kon-
zentration an l6slichen proliferationsférdernden Zytokinen und kostimulatorischen
Molekulen im Verbund mit den TAA auf der Oberflache der Tumorzellen, die zu Ak-
tivierung und Proliferation von tumor-spezifischen T-Zellen fuhrt. Ebenso werden
APC und DC an den Applikationsort ,gelockt®.

Die Expressionskonstrukte liegen entweder als Plasmid vor, bevorzugt sind aber
auch minimalistische immunologisch definierte Genexpressionskonstrukte. Dabei
handelt es sich um eine linear-doppelstrangige, kovalent geschlossene Expressi-
onskassette, die lediglich aus einem CMV-Promotor, einem Intron, der kodierenden
Gensequenz und einer Polyadenylierungssequenz besteht. Die Expressionskasset-
te ist an beiden Enden des Doppelstrangs durch eine kurze Schleife einzelstrangi-

ger Nukleosidreste kovalent geschlossen. Diese kovalent geschlossenen minimalis-
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tische DNA-Konstruktie werden im Folgenden als MIDGE-Vektoren bezeichnet
(MIDGE: Minimalistic Immunologically Defined Gene Expression Vector); vgl. EP 0
941 318 B1. Die MIDGE-Konstrukte haben den Vorteil, dass mit ihnen auf Struktu-
ren verzichtet werden kann, die fiir die therapeutische Wirkung nicht essentiell sind,
was letztlich die Nachteile herkdmmlicher Genféhren vermeidet.

Die Bereitstellung einer lokalen Umgebung, die permissiv flr die Induktion einer
spezifischen Immunantwort ist, wird durch den Einsatz eines Adjuvanz inform von
immunstimulatorischen Nukleinsduresequenzen (ISS) gewahrleistet. Zu diesem
Zweck ist es erfindungsgemal vorgesehen, dass die Vakzine zusatzlich immunmo-
dulierende Oligodesoxyribonukleotide als Adjuvanz umfasst. Bevorzugt ist hierbei

ein immunmodulierendes Oligodesoxyribonukleotid, welches

a) eine Sequenz mit der Basenfolge N'N?CGN®N* umfasst, wobei N'N? ein
Element ausgewahlt aus der Gruppe umfassend GT, GG, GA, AT oder
AA, N®N* ein Element ausgewahlt aus der Gruppe umfassend CT oder
TT, sowie C Desoxycytosin, G Desoxyguanosin, A Desoxyadenosin und
T Desoxythymidin ist,

b) und einen zirkularen Strang Desoxyribonukleinséaure mit einer teilweise
zueinander komplementéren, antiparallelen Basensequenz umfasst und

hantelférmig ausgebildet ist.

Die CpG-Motive der ISS (siehe hierzu Fig. 2a) bewirken eine Erhdhung der Aktivitat
von NK-Zellen und Makrophagen sowie eine starke Stimulation der zellularen TH1-
Immunantwort. Sie wirken somit als Immunmodulatoren und erlauben und verstar-
ken die tumor-spezifische Immunantwort. Bevorzugt werden kovalent geschlossene
ISS mit einer Lange von 30 bp eingesetzt, wie sie in der WO 01/07055 beschrieben
werden. Die Konstrukte werden im Weiteren als dSLIM (double Stem-Loop Immu-

nomodulating Oligodeoxyribonucleotides) bezeichnet.

Die Sequenz mit der Basenfolge N'N?CGN®N* ist im einstrangigen Bereich des Oli-
godesoxyribonukleotids positioniert und umfasst 40 bis 200 Nukleotide (siehe Fig.
2b).
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Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur Herstellung einer oben be-
schriebenen Vakzine zur Behandlung von Patienten mit Tumorerkrankungen, wobei
Tumorzellen eines genetisch nicht identischen (fremden) Spenders der gleichen

Spezies (allogen) ex-vivo mit

a) fur Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierenden
Faktor (GM-CSF), CD40L/CD154 und B7.1/CD80, oder

b) fur Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierenden
Faktor (GM-CSF) und CD40L/CD154

kodierenden Nukleinsauremolekilen transfiziert werden und anschlieRend in eine
applikationsfahige pharmazeutische Zusammensetzung Uberflihrt werden. Die be-
reits oben beschriebenen immunmodulierenden Oligodesoxyribonukleotide umfas-
sen einen zirkularen Strang Desoxyribonukleinsaure mit einer teilweise zueinander
komplementéren, antiparallelen Basensequenz und sind hantelférmig ausgebildet.
Sie sind als Adjuvanz ebenfalls Bestandteil des Verfahrens.

Erfindungsgemaf ist mithin vorgesehen, dass eine allogene Tumorzelle mindestens
drei, vorzugsweise vier Nukleinsauremolekdle, die fur die kostimulatorischen Fakto-
ren B7.1/CD80 und CD40L/CD154 und die Zytokine Interleukin-7 und GM-CSF ge-

meinsam kodieren, umfasst.

Gegenstand der Erfindung sind daher auch dementsprechend transfizierte, allogene

humane Tumorzellen, die ex-vivo mit

a) far Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-
Koloniestimulierenden Faktor (GM-CSF), CD40L/CD154 und B7.1/CD80,
oder

b) far Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-

Koloniestimulierendern Faktor (GM-CSF) und CD40L/CD154

kodierenden Nukleins&uremolekulen transfiziert wurden und entsprechende Expres-

sionskonstrukte aufweisen. Die Tumorzellen weisen Expressionskonstrukte in Form
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eines Plasmids oder aber als linear-doppelstrangige, kovalent geschlossene Ex-
pressionskassette auf, die lediglich aus einem CMV-Promotor, einem Intron, der
kodierenden Gensequenz und einer Polyadenylierungssequenz besteht, welche an
beiden Enden des Doppelstrangs durch eine kurze Schleife einzelstrangiger Nukle-
osidreste kovalent geschlossen ist. Es handelt sich vorzugsweise um eine allogene

Tumorzelle einer Nierenzellkarzinomzelllinie.

Wie bei der Vakzine selbst ist auch beim erfindungsgemafien Verfahren vorgese-
hen, dass die Nukleinsduremoleklle in einem oder mehreren Expressionskonstruk-
ten vorliegen. Es kann sich mithin um ein DNA-Expressionskonstrukt zur muttiplen

Genexpression handeln,

- bestehend aus doppelstrangigen Bereichen, die eine lineare Expres-
sionskassette enthalten, welche zumindest eine Promotorsequenz

und eine kodierende Sequenz aufweisen,

- und wobei diese doppelstrangigen Bereiche durch DNA-
Einzelstrange oder nicht-kodierende DNA-Doppelstrange miteinander

verbunden sind,

- und die Expressionskassetten an den Enden, an denen sie nicht mit
weiteren Expressionskassetten (iber DNA-Einzelstrdnge oder nicht-
kodierende DNA-Doppelstrange miteinander verbunden sind, gegen
Exonukleaseabbau geschiiizt sind.

Ein solches DNA-Expressionskonstrukt zur multiplen Genexpression ist bereits in
der PCT/DE03/02478 beschrieben. Mithin kdnnen mehrere Nukleinsduren, die Ge-
genstand der erfindungsgemafien Vakzine sind, in einem einzigen Expressionskon-

strukt angeordnet sein.

In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung ist das Nukleinsau-
remolekll eine DNA, insbesondere eine cDNA oder eine genomische DNA. Selbst-
verstandlich kann es auch vorteilhaft sein, dass das Nukleinsauremolekil eine RNA

ist.
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Die allogenen Tumorzellen stammen von Patienten mit kolorektalem Karzinom,
kleinzelligem und nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom, Prostatakarzinom, Mamma-

karzinom, Ovarialkarzinom und Nierenzellkarzinom, sowie malignem Melanom.

Im Rahmen der Erfindung wurde insbesondere eine Nierenzellkarzinomzelllinie ver-
wendet, die sich besonders zur Herstellung der erfindungsgeméafen Vakzine eignet.
Eine bevorzugte Nierenzellkarzinomzelllinie wurde bei der DSMZ (Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) als lebensfahige Kultur unter der
Nummer DSM ACC 2635 hinterlegt. In Zellen dieser Nierenzellkarzinomzelllinie
werden mittels im Wesentlichen bekannter Transfektionsmethoden biologischer,
chemischer und/oder physikalischer Art die DNA-Expressionskonstrukte einge-
bracht, die in den Zellen zur Expression der erwiinschten Gene fllhren. Zu den der-
art transfizierten allogenen Zellen wird ein Adjuvanz, bevorzugt ISS, besonders be-
vorzugt dSLIM (siehe oben), gegeben. Nach radioaktiver Bestrahlung der transfizier-
ten allogenen Tumorzellen mit Gamma-Strahlung wird die erfindungsgemafie Vak-

zine Patienten mit einer Tumorerkrankung appliziert.

Der Korper der Zellentnahme ist - im Unterschied zur Therapie mit autologen Zellen
- nicht der mit dem Arzneimittel selbst zu behandelnde Korper. Die Verwendung von
allogenen Zellen hat einerseits den Vorteil der einmaligen Charakterisierung und
verlasslichen Vermehrung der Zellen, andererseits wird der allogene Stimulus als

zusatzliche glinstige Adjuvanzwirkung angesehen.

Die zu behandelnden Zellen kénnen aus einem einzigen (fremden) Korper stammen

oder von mehreren Kdrpern mit gleichem Krankheitsbild vereint (gepoolt) werden.

Die Erfindung betrifft somit die Kombination von drei oder vier exprimierbaren Nuk-
leinsduren, die fur zwei Zytokine und ein oder zwei kostimulatorische Faktoren ko-

dieren.

Als zusatzlicher Immunmodulator kénnen 1SS, bevorzugt dSLIM, eingesetzt werden.

In Zellkulturexperimenten in primaren humanen Zelllinien konnten nach der Trans-
fektion dreifach bzw. vierfach positive Zellen nachgewiesen werden (siehe Fig. 1).
.Dreifach® bzw. ,vierfach® positiv heildt in diesem Zusammenhang, dass ein hoher
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Prozentsatz der Zellen mit allen drei oder vier Genen, kodierend fir GM-CSF, IL-7,
CD40L/CD154 und B7.1/CD80 zugleich erfolgreich transfiziert wurde und diese drei
oder vier Gene dann von diesen Zellen exprimiert wurden. Bei der verwendeten
Kolonkarzinomzelllinie konnten 14,4% aller Zellen als vierfach positive Zellen mittels
FACS-Analyse (Flourescence Aktivated Cell Sorter) bestimmt werden. Ferner
konnte festgestellt werden, dass unabhangig vom Gen 20,3% aller Zellen nach der
Elektroporation mit einem Gen transfiziert waren; mit drei verschiedenen Genen
waren noch 19,9% der Zellen erfolgreich transfiziert. Es wurde festgestellt, dass der
prozentuale Anteil der erfolgreich transfizierten Kolonkarzinomzellen nach der
Vierfach-Transfektion mit Expressionskonstrukten kodierend fur CD40L/CD154,
GM-CSF, B7.1/CD80 und IL-7 bei 14,4 % der Zellen liegt. 14,4% der Zellen waren
demnach mit vier verschiedenen Genen transfiziert und in der Lége, diese
erfolgreich zu exprimieren. Insgesamt waren 69,4% aller Zellen mit einem oder

mehreren der Gene transfiziert.

Die Transfektion mit mehreren Genen ist von Vorteil, da so die exprimierten Zytoki-
ne und kostimulatorischen Faktoren in enger rdumlicher Nahe zueinander in den
Effektororganen des Immunsystems exprimiert werden. Diese raumliche Nahe ist
bedeutsam, da kostimulatorische Signale nur in Zusammenhang mit Antigenen
wirksame Verstarkung der Impfung liefern.

Zur Transfektion kdnnen im Wesentlichen bekannte biologische, chemische
und/oder physikalische Methoden eingesetzt werden, beispielsweise Transfektion
mittels ballistischem Transfer (EP 0 686 697), Polykationen-Transfektion, Kalzi-
umphosphatprazipitation, Mikroinjektion, Protoplastenfusion, Liposomenfusion, vira-
le Transfektionssysteme, Lipofektion und/oder Elektroporation in-vivo und/oder in-
vitro. In einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung erfolgt die Transfektion

mittels Elektroporation.

Weitere vorteilhafte Methoden sind die biologischen Transfektionsmethoden wie der
rezeptorvermittelte Gentransfer. Hierbei beispielsweise werden die DNA-
Expressionkonstrukte, die fir mindestens einen, vorzugsweise zwei kostimulatori-
sche Faktoren und zwei Zytokine kodieren, kovalent mit einem Oligopeptid verbun-
den, welches vorzugsweise die Kern-Lokalisierungssequenz (Nuclear Localization
Signal = NL.S) aus dem Simian Virus SV-40 ist.
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Durch die Verwendung anderer, zum Teil synthetisch hergestellter Peptide ist es
méglich, die Transfektionseffizienz weiter zu steigern. Diese Methode eignet sich
insbesondere fiir den zellspezifischen in-vivo-Gentransfer nach intravendser Appli-

kation.

Die durch das erfindungsgemaRe Verfahren hergestellte erfindungsgeméafie Vakzine
aus modifizierten allogenen Tumorzellen zeigt Uberraschende Wirkungen. Vorteil-
hafterweise konnen sowoh! Defizite im Immunsystem von Tumorpatienten beseitigt
und gleichzeitig die intrinsisch vorhandene Immunantwort auf die tumor-spezifischen

Antigene verstarkt werden.

Weiterhin kann die Vakzine bei Patienten, deren Tumor entfernt wurde, als adjuvan-
te Therapie zur Verbesserung und Wiederherstellung ihrer Immunantwort gegen
residuale Tumorzellen oder zur Verringerung der verbliebenen Tumormasse einge-
setzt werden. Eine Perspektive 6ffnet sich fir Patienten mit chirurgisch behandeltem
Primartumor ohne offensichtliche Metastasen, die von einer additiven tumor-

spezifischen Therapie, welche die Rezidivrate vermindert, profitieren kdnnten.

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungsformen der Erfindung ergeben sich aus den Un-
teranspriichen und der Beschreibung. Die Erfindung einschlieRlich der
Uberraschenden Wirkung des erfindungsgemafen Arzneimittels (als Impfstoff zur
Karzinomtherapie), sowie des erfindungsmaRe Verfahrens wird anhand der
Abbildungen und den Ausfihrungsbeispielen nachfolgend naher beschrieben; es

zeigt:

Fig. 1 FACS-Intensitaten von vierfach transfizierten humanen
Kolonkarzinomzellen. Die Transfektion erfolgte durch Elektroporation
mit Expressionsvektoren kodierend fir CD40L/CD154, GM-CSF,
B7.1/CD80 und IL-7;

Fig. 2aund b Schema der Immunmodulatoren (dSLIM): hantelférmige Struktur mit
jeweils drei, schematisch dargestellten CG-Motiven in den Haarna-
delstrukturen der Loops; darin bedeuten I: Loop und II: Stamm.

Far den Nachweis der Genprodukte wurden Antikdrper verwendet, an die vier
unterscheidbare Fluoreszenz—Farbstoffe gekoppelt sind. In Fig.1 mit
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hGMCSF-PE
IL7-PerCP
CD154-APC bezeichnet.
5., Der Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) erkennt diese Farben in vier
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verschiedenen Kanalen. Auf der Abzisse mit FL1-H, FL2-H, FL3-H und FL4-H
bezeichnet. Die Exponenten auf der Abzisse geben eine relative Fluoreszenz-
Intensitat an. Auf der Ordinate sind die Counts angegeben, die entsprechen
ungefahr der Anzahl der gemessenen Zellen. Die Auswertung erfolgt durch das
sogenannte Gating, das heillt, es werden nur die Zellen gezéhit, die durch ein

bestimmtes Energie-Tor passen.

In der folgenden Tabelle 1 ist der prozentuale Anteil der erfolgreich transfizierten

allogenen  Nierenzellkarzinomzellen nach der Dreifach-Transfektion — mit
Expressionskonstrukten kodierend fir CD40L/CD154, GM-CSF und IL-7 bzw.

Vierfach-Transfektion mit Expressionskonstrukten kodierend fur CD40L/CD154,
GM-CSF, B7.1/CD80 und IL-7 dargestelit.

Tab. 1:
Dreifach-Transfektion mit Vierfach-Transfektion mit
Expressionskonstrukten Expressionskonstrukten
i kodierend fur kodierend fur
Kodierendes | cp40L/CD154, GM-CSF | CD40L/CD154, GM-CSF,
Gen und IL-7 B7.1/CD80 und IL-7
Anteil transfizierter Zellen | Anteil transfizierter Zellen
(1 Messung) (2 Messungen)
B7.1/CD80 - 66,3 bis 87,6 %
CD40L/CD154 60,8 % 21,6 bis 29,5 %
IL-7 21,7ngin 1x10°% Zellen | 14,9 bis 38,2 ngin 1 x 10°
Zellen
GM-CSF 698,9 ngin 1 x 10° Zellen | 370,6 bis 1.567,2 ng in 1 x
10° Zellen

Die Transfektion der ko-stimulatorischen Faktoren B7.1/CD80 bzw. CD40L/CD154
wurde durch Farbung der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern nachgewie-
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sen; das Ausmaf der Transfektion mit Zytokinen IL-7 bzw. GM-CSF wurde anhand

der Konzentration der Zytokine im Medium der Zellkultur nachgewiesen.

Die erfindungsgeméafRe Vakzine, bestehend aus allogenen, ex-vivo transfizierten
Zellen wurde Patienten mit metastasierten soliden Tumoren, im Abstand von 7 bis
10 Tagen in Fom von 4 Injektionszyklen bestehend aus jeweils 2 Injektionen
verabreicht. Die Zellen waren zuvor mit Expressionsvektoren kodierend fur IL-7,
GM-CSF, CD40L/CD154 und/oder B7.1/CD80 transfiziert und im Anschlu? mit
immunstimulatorischen Sequenzen (ISS) versetzt wurden. Die zwei ersten
Injektionen erfolgten am Tag 1 in die typischen Impfstellen in der Haut (intradermal)
seitich am linken und rechten Oberarm, am Tag 7 (bis 10) in die typischen
Impfstellen intradermal auf der Vorderseite des linken und rechten Oberschenkels,
am Tag 14 (bis 20) unter die Haut (subkutan) ca. 30mm links und rechts des
Bauchnabels und am Tag 21 (bis 30) wieder in die Oberarme aber unter die Haut
(subkutan).

Alle Patienten befanden sich zu Beginn der Behandlung in einer fortgeschrittenen
Phase der Erkrankung. Zur Beurteilung des klinischen Erfolges sollen folgende
Formulierungen entsprechend World Health Organization (1979) gelten: als eine
partielle Reaktion (partial Resr;onse, PR) wird der Rlckgang der erfalRbaren
Tumorherde um mehr als 50% in den letzten vier Wochen sowie die Unterdriickung
neuer Tumorherde bezeichnet. Unter stabilem Krankheitsverlauf (stable disease,
SD) ist das Gleichbleiben des Zustandes zu verstehen. Eine mixed Response,
(MR), ist eine gemischte Reaktion, bspw. das Fortschreiten der Metastierung und
ein Rickgang der Metastasen an einem anderen Ort. Eine complete Response (CR)
bezeichnet den vollstandigen Rickgang der Tumorherde.

Im Folgenden soll die Erfindung anhand von Beispielen naher erlautert werden, oh-

ne dass aber die Erfindung auf diese Beispiele zu beschranken ist.

Vakzinierung

Der Patient, mannlich, an kleinzelligem Lungenkarzinom erkrankt, erhielt im Abstand
von 7 Tagen vier aufeinanderfolgende Impfungen mit der erfindungsgemafen Vak-
zine. Die allogene Nierenzellkarzinomzelllinie wurde wie zuvor beschrieben behan-
delt. Eine Expressionskontrolle erfolgte 24h nach der Transfektion. Die Kontrolle der
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Expression der kostimulatorischen Faktoren B7.1/CD80 bzw. CD40L/CD154 erfolgte
durch Farbung der Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern und nachfolgender
durchfluBzytometrischer Messung. Die Bestimmung der Expression der Zytokine IL-
7 und GM-CSF erfolgte durch Konzentrationsmessung im Medium der Zellkultur mit
Hilfe von ELISA.

Erfolgreich transfiziert bedeutet: lebende positive Zellen. Die Daten der Transfektion
sind in der Tabelle 1 dargestellt. Der prozentuale Anteil an mit B7.1/CD80 erfolg-
reich transfizierten Zellen betrug zwischen 66,3 und 87,6 %. Der Anteil an mit
CD40L/CD154 transfizierten Zellen zwischen 21,6 und 29,5 %. Die Konzentration
des Zytokins IL-7 betrug in 1x10° Zellen zwischen 14,9 und 38,2 ng. Die Konzentra-
tion an GM-CSF betrug in 1x10° Zellen zwischen 370,6 und 1.567,2 ng.

Im Fall der Transfektion zur Dreifach-Vakzinierung mit Expressionskonstrukten
kodierend fur CD40L/CD154, GM-CSF und IL-7 lag der prozentuale Anteil an mit
CD40L/CD154 erfolgreich transfizierten Zellen bei 60,8 %. Die Konzentration des
Zytokins IL-7 betrug in 1x10° Zellen 21,7 ng. Die Konzentration an GM-CSF betrug
in 1x10° Zellen 698,9 ng.

Behandlung von metastasierenden Tumorerkrankungen

Auswahl der Patienten: Patienten mit kolorektalem Karzinom, kleinzelligem und
nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom, Prostatakarzinom, Mammakarzinom, Ovarial-
karzinom und Nierenzellkarzinom, sowie malignem Melanom., im Alter zwischen 18
und 70 Jahren, und einem Karnofsky-Index von 70-100 waren aufnahmeberechtigt.
Ausschlusskriterium waren: eine vorhergegangene Zytokinbehandlung oder
Chemotherapie, die weniger als 28 Tage =zurlcklag, Kreatinwerte Uber
265Mikromol/l, Bilirubinwerte Gber 51Mikromol/l, nichtkompensierte Herzinsuffizienz,
ventrikulare Rhytmusstdrungen, schwere psychatrische Krankheiten, aktive
Hepatitis A, B oder C, HIV Infektion.

Behandlung: Neben der Anamnese wurden die folgenden Parameter vor Begin der
Behandlung bestimmt: physische Untersuchung, Hamatologie (Hamoglobin,
Hematocrit, Leukozyten und Plattchenzahl), chemische Blutwerte und Urinanalyse.
Es wurde fur die Immunstatusbestimmung Blut abgenommen. DHT (Delayed type
hypersensitivity) Hauttests wurden mit dem Multitest Merieux Test (Leimen,
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Germany)  durchgefihrt.  Rontgenaufnahmen des  Oberkdrpers  sowie
Computertomographien des Oberkérpers und Abdomens wurden erstellt. Die
Patienten erhielten vier subkutane Injektionen mit mindestens 8x10%—1,4x10” Zellen
mit zuvor ex-vivo behandelten Tumorzellen. Umfassende immunologische
Untersuchungen, hamatologische Untersuchungen und grobe klinische
Untersuchungen (physische Untersuchung, Ultraschall Untersuchung und
Untersuchung des Unterleibes, bei Bedarf) wurden am 14., 28. und 56. Tag
wiederholt. Eine komplette klinische wund immunologische Untersuchung,
vergleichbar mit der eingangs durchgefuhrten Auswahluntersuchung, fand am 84.

Tag statt.

Minimalistische immunologisch definierte Genexpressionskonstrukte (MIDGE)

Kovalent geschlossene minimalistische DNA-Expressionsvektoren wurden zur
Transfektion der Tumorzellen eingesetzt. Die Expressionsvektoren dienten der
Expression des menschlichen Interleukin-7 (IL-7), des menschlichen Granulozyten-
Makrophagen-Koloniestimulierender Faktors (GM-CSF), der kostimulatorischen
Faktoren B7.1/CD80 und CD40L/CD154. Die MIDGE-Vektoren wurden nach SOP-
Vorschrift und in einem der Klasse B entsprechendem Labor mit anschlieRender

Qualitatskontrolle synthetisiert.

Die kodierenden Sequenzen fur IL-7 (NCBI Acc. Nr.:J04156), GM-CSF (NCBI
Acc.Nr.:.M11220), B7.1/CD80 (NCBI Acc.Nr.:AF177937) und CD40L/CD154 (NCBI
Acc.Nr.:S49008, entnommen der Datenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) des National

Center for Biotechnology Information), wurden in pMOK-Plasmide inseriert und
dienten als Ausgangskonstrukte fur die Herstellung der MIDGE-Vektoren. Das
Plasmid pMOK besitzt neben dem starken “early immediate promotor” aus dem
CMV-Virus, ein Intron und eine Polyadenylierungssequenz aus dem SV40-Virus
(MOLOGEN, Berlin). Das Plasmid pMOK kodierend fur IL-7 wurde mit dem Restrik-
tionsenzym Eco31| ber Nacht bei 37°C vollstandig verdaut. Durch den Restrikti-
onsverdau wurden zwei DNA-Fragmente erzeugt. Das eine bestand aus dem Ka-
namycin-Resistenzgen, sowie anderen zur Propagierung des Plasmides in Bakteri-
en notwendigen Sequenzen. Das andere Fragment bestand aus den Sequenzen,
die Bestandteil der MIDGE-DNA werden sollten: enhanced CMV-Promotor, chiméa-
res Intron, der Gensequenz fur IL-7 und der Polyadenylierungssequenz aus SV-40.
Mittels des Enzymes T4-DNA Ligase wurden die 5' phosphorylierten haarnadelfér-
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migen Oligodesoxyribonukleotide (TIB-MolBiol, Berlin, ODN 1 = Seq.ID 5 aus WO
03/031469 A2 (Mologen et al.) ohne modifizierte Base X) und ODN 2 = Seq.ID 6
aus WO 03/031469 A2 (Mologen et al.)) in Anwesenheit des Restriktionsenzymes
Eco31| tber Nacht bei 37°C an das die MIDGE-DNA bildende DNA Fragment ligiert.
Insoweit wird bezug genommen auf die in der WO 03/031469 A2 (Mologen et al.)
gezeigte Darstellung und die dortigen Sequenzen der Oligonukleotide (ODN). Die
Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70°C gestoppt. Das resultierende Gemisch an
Nukleinsauren wurde mit dem Enzym T7-DNA-Polymerase behandelt. Die MIDGE-
DNA wurde durch Anionenaustauschchromatographie aufgereinigt und mit Isopro-
panol gefallt (vgl. EP 0 941 318 B1).

Die Herstellung der Vektoren kodierend fur GM-CSF, B7.1/CD80 und CD40L/CD154

erfolgte entsprechend.

Herstellung von NLS-gekoppelten MIDGE

Fur die Herstellung von NLS-MIDGE wird bezug genommen auf die in der WO
03/031469 A2 (Mologen et al.) gezeigte Darstellung und die dortigen Sequenzen der
Oligonukieotide (ODN). Das NLS-Peptid (Seq.ID 4 aus WO 03/031469 A2 (Mologen
et al.)) wird zuerst an die ODN gekoppelt. Dafiir wurde das in der Haarnadelschlaufe
mit einem aminogruppenmodifizierten desoxy-Uracil (XT) versehene ODN 1 sowie
das nichtmodifizierte ODN 2 aus der WO 03/031469 A2 (Mologen et al.) verwendet:

Zuerst wurde das aminomodifizierte Oligonukleotid ODN 1 (0,1mM) mit sulfo-KMUS
(5mM) in PBS bei Raumtemperatur aktiviert. Nach 120 min. wurde die Reaktion mit
50 mM Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethane gestoppt und das aktivierte ODN 1
nach Ethanolprazipation (300mM NaOAc pH 5.2, 5.5 mM MgCl, 70 % Ethanol),
Zentrifugation und einmaligem Waschen mit 70% Ethanol erhalten. Das so erhalte-
ne ODN 1 (0,1mM) wurde in PBS geldst und reagierte mit dem NLS-Peptid (0,2mM)
fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde durch Gelekirophorese
(3%) und Ethidiumbromidfarbung Uberprift. Das entstandene NLS gekoppelte ODN
1 wurde durch HPLC aufgereinigt und mit dem ODN 2 zur Synthese der MIDGE-
NLS Konstrukte wie zuvor beschrieben verwendet.

Doppelstrangige immunolatorische Oligodeoxynukleotide (d-SLIM)
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Doppelstrangige immunolatorische Oligodeoxynukleotide sind Molekile mit CG-
Sequenzen. Hierzu werden lineare Oligodesoxynukleotide (ODN) mittels Nukleotid-
Loop kovalent geschlossen, so dass sie vor Degradation durch Exonukleasen ge-
schiitzt sind. Dabei ergeben sich hantelférmige Molekile, die dSLIM, ,double stem-
loop immunomodulator® heilen (siehe Fig. 2). Die immunmodulierende Wirkung
beruht auf einer unspezifischen Aktivierung des Immunsystems durch die nicht-
methylierten CG-Sequenzen, die an Toll-like Rezeptoren binden. Jeder Loop der
dSLIM enthalt drei nicht-methylierte CG-Motive.

Doppelstrangige Immunomodulatoren d-SLIMs des ISS30 Typs wurden nach (SOP)
und abschlieRender Qualitatskontrolle im Klasse B Labor hergestellt. Hierzu werden
einzelstrangige, haarnadelférmige, 5-phosphorylierte Oligodesoxyribonukleotide
(ODN) mit T4-DNA-Ligase ligiert. Nach Verdau der restlichen Edukte mit T7-
Polymerase and chromatographischer Aufreinigung, wurden die ODN durch Ethanol
und Sodium-Magnesium Acetat Fallung konzentriert und in PBS geldst. Das genau-
er Verfahren ist in der WO 01/07055 dargestellt. Fig. 2b zeigt ein solches d-SLIM.

Charakterisierung der allogenen Tumorzelllinie

Die verwendete Zelllinie stammt aus einem primaren Nierenzellkarzinom einer
weiblichen Patientin. Aus diesen Primarzellen wurde eine Zelllinie angelegt und
wurde bei der DSMZ (Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH) als lebensfahige Kultur unter der Nummer DSM ACC2635 hinterlegt. Nach
einem Screeningverfahren wurden aus angelegten Priméarkulturen der Tumorpatien-
tin solche Zellen bestimmt, die als Ausgangsmaterial zur Herstellung der Master-
zellbank dienten. Die Zellpopulation musste sich durch die stabile Expression von
TAA, durch eine konstante und gute Teilungsrate sowie ein mdglichst homogenes
Wachstumsverhalten auszeichnen. Ebenso musste die Abwesenheit viraler oder

bakterieller Kontamination gewahrleistet sein.

Die Nierenzellkarzinomzelllinie wurde von einem zertifizierten Labor negativ auf HI-
Viren, Hepatitis B u. C-Viren getestet. Ebenso erfolgte eine Charakterisierung
hinsichtlich des HLA-Typs, der Expression von TAA und der Freisetzung von
Zytokinen. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Techniken wie ELISA’s fur
Zytokinbestimmungen z.B. von: TNF-alpha, IL-6, GM-CSF und IL-7 etabliert.
Weiterhin intrazellulare FACS-Messungen und Echtzeit-RT-PCR-Assays entwickelt.
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Nach der Transfektion wurden die Zellen auf die Expression von
Oberflachenantigenen,  Signaltransduktionsmolekiilen und  Reportergenen
untersucht. Die Zelllinie ist durch folgende immunologische Werte spezifischer

Oberflachenmarker charakterisiert:
EpCAM: positiv
Her-2/neu: negativ
Cytokeratin 7+8: positiv

HLA-A1: positiv
HLA-A2: positiv
Fibroblasten: negativ

Bestimmung der tumorspezifischen Antigene:

PRAME: positiv SCP-1: positiv
MAGE-4: negativ Fertilin-beta: negativ
MAGE-3: negativ RAGE-1: positiv
MAGE-1: negativ G250: positiv

Elektroporation

FUr den ex-vivo Gen Transfer in den Zellkern der Tumorzellen und der Kontrollzellen
wurde die Methode der Elektroporation bevorzugt angewendet. Die Tumorzellen
werden mit Trypsin/EDTA-L&sung vom Kulturbehélter abgeldst und auf eine Dichte
von 1-1.5x107 Zellen pro 600 pl in Medium (ohne FCS) oder PBS eingestellt. Diese
600 pl Zellsuspension wird mit jeweils 5-10 ug Expressionsvektor versetzt, in ge-
kihite Elektroporationskiivetten (Eurogentec) tiberfiihrt und bei einer Span‘nuhg von
300V und der Kapazitat von 1050 Mikrofarad in einem Easyject Elektroporationsge-
rat (EquiBio) elektroporiert.

Danach werden die Zellen in frisches Medium (5-20ml) Uberfithrt und in einem Zell-
kulturbrutschrank (5% CO,, 37°C, gesattigte Feuchtigkeit) 24h inkubiert. Es folgte
die Messung der Oberflachenmolekile (CD40L/CD154 und B7.1/CD80) und der
Zytokine (GM-CSF und IL-7) mittels Vierfarb-Durchflusszytometrie. Ebenso wird
eine Zellzahl-u. Vitalitatskontrolle durchgefihrt.

Sofort nach dem Gentransfer wurden die Tumorzellen mit 10 ml vorgewarmten
Zellsuspensionsmedium bedeckt und durch vorsichtiges Abpipettieren in 15ml
Zentrifugenrdhrchen Uberflihrt. Nach Sedimentation der Zellen bei 300xg and 4°C
fur 5 min wurden sie in Medium geldst. Widerum wurden Aliquots fur Steriltests,
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Tests zu Zellwiederherstellung u.- lebensfahigkeit, fur FACS-Analysen, und zur
Bestimmung der die Zytokin-Expression zurtickbehalten. Die Transfektions-Effizienz

wurde wie beschrieben bestimmt (Foa et al., 1994, Nat. Immun. 13: 65-75)).

Die transfizierte Tumorzellsuspension wurde abermals getrocknet, in 1,5 ml
Gefriermedium aufgenommen (80% FCS, 10% DMSO, 10% Suspensionsmedium)
und in Portionen zu Zellen von 8x10° bis 1,4x10” in versiegelten 2 ml Gefriertubes
aufbewahrt. Die Roéhrchen wurden bei —80°C a 1°C/min in flissigem Stickstoff

gelagert.

Komplettierung der erfindungsgeméafen Vakzine

Nach vorsichtigem Auftauen der Gefriertubes wurde nochmals die Zellzahl bestimmt
und Aliquote flr Sterilitatstests zuriickbehalten. Nach sorgféltigem mehrmaligen
Waschen der Zellen wurde das erhaltene Zellpellet in Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (DPBS, Camprex Kat. Nr.:17-512F) resuspendiert. Je Ansatz
wurden zu der Suspension 500 Mikrogramm des Adjuvants dSLIM hinzugefugt. Die
komplettierte Vakzine wurde in ein steriles endotoxinfreies Reaktionsgefal® Gber-
fuhrt. Jeweils 750 Mikroliter dieses Ansatzes wurden mittels Kandile in Spritzen auf-

gezogen.

Vor der Applikation erfolgte die finfmalige Bestrahlung der Spritzen mit Gamma-

Strahlung, was einer Gesamtdosis von 150 Gray entsprach.

Lymphozytenpraparation

Periphare Blutmonozyten (PBMC) wurden aus heparinisierten periphdren Blut
mittels Lymphoprep (GIBCO, Karlsruhe) mittels Dichtezentrifugation erhalten. Die
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und in flussigem Stickstoff in der
Anwesenheit von mehr als 20% FCS fur ELISPOT und zytotoxische Assays

gefriergetrocknet.

Statistische Analyse

Wilcoxons angepalter paarweiser und unpaarweiser Test wurde zur Analyse der
statistischen Signifikants benutzt. Ein p- Wert <.0,05 wird als signifikant betrachtet.
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Patentanspriiche

. Vakzine zur Behandlung von Patienten mit Tumorerkrankungen, enthaltend

Tumorzellen eines genetisch nicht identischen (fremden) Spenders der glei-
chen Spezies (allogen), wobei diese Tumorzellen zuvor ex-vivo mit fur Inter-
leukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktor
(GM-CSF), CD40L/CD154 und B7.1/CD80 kodierenden Nukleinsauremole-

kllen transfiziert wurden.

. Vakzine zur Behandlung von Patienten mit Tumorerkrankungen, enthaltend

Tumorzellen eines genetisch nicht identischen (fremden) Spenders der glei-
chen Spezies (allogen) , wobei diese Tumorzellen zuvor ex-vivo mit flr Inter-
leukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierenden Faktor
(GM-CSF) und CD40L/CD154 kodierenden Nukleinsduremolekdilen transfi-

ziert wurden.

. Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, wobei die kodierenden Nukleinsduremole-

kiile in einem oder mehreren Expressionskonstrukten vorliegen.

. Vakzine nach Anspruch 3, wobei das Expressionskonstrukt

a) ein Plasmid ist, oder

b) eine linear-doppelstrangige, kovalent geschlossene Expressionskas-
sette ist, die lediglich aus einem CMV Promotor, einem Intron, der
kodierenden Gensequenz und einer Polyadenylierungssequenz be-
steht, welche an beiden Enden des Doppelstrangs durch eine kurze
Schleife einzelstrangiger Nukleosidreste kovalent geschlossen ist.

5. Vakzine nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, wobei diese zu-

satzlich immunmodulierende Oligodesoxyribonukleotide als Adjuvanz um-

fasst.
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Vakzine nach Anspruch 5, wobei das immunmodulierende Oligodesoxyribo-

nukleotid

a) eine Sequenz mit der Basenfolge N'N*CGN®N* umfasst, wobei N'N?
ein Element ausgewahlt aus der Gruppe umfassend GT, GG, GA, AT
oder AA, NN* ein Element ausgewahlt aus der Gruppe umfassend
CT oder TT, sowie C Desoxycytosin, G Desoxyguanosin, A Desoxy-
adenosin und T Desoxythymidin ist,

b) und einen zirkularen Strang Desoxyribonukleinsaure mit einer teil-
weise zueinander komplementaren, antiparallelen Basensequenz

umfasst und hantelférmig ausgebildet ist.

Vakzine nach Anspruch 6, wobei die Sequenz mit der Basenfolge
N'N2CGN3N* im einstrangigen Bereich des Oligodesoxyribonukleotids positi-
oniert ist und 40 bis 200 Nukleotide umfasst.

Vakzine nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, wobei diese ei-

nen pharmazeutisch vertraglichen Trager umfasst.

Vakzine nach Anspruch 1 oder 2, wobei die allogenen Tumorzellen ausge-
wahlt sind aus kolorektalem Karzinom, kleinzelligem und nicht-kleinzelligem
Lungenkarzinom, Prostatakarzinom, Mammakarzinom, Ovarialkarzinom und

Nierenzellkarzinom, sowie malignem Melanom.

Vakzine nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9, wobei die Tu-
morzellen aus der Nierenkarzinomzelllinie stammen, welche unter der Num-
mer DSM ACC 2635 bei der DSMZ hinterlegt ist.

Verfahren zur Herstellung einer Vakzine nach den Anspriichen 1 bis 10 zur
Behandlung von Patienten mit Tumorerkrankungen, wobei Tumorzellen ei-
nes genetisch nicht identischen (fremden) Spenders der gleichen Spezies

(allogen) ex-vivo mit
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a) fur Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-
Koloniestimulierenden Faktor (GM-CSF), CD40L/CD154 und
B7.1/CD80, oder

b) fur Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-
Koloniestimulierenden Fakior (GM-CSF) und CD40L/CD154

kodierenden Nukleinsduremolekiilen transfiziert werden und anschlie-
Rend in eine applikationsfahige pharmazeutische Zusammensetzung G-
berfUhrt werden.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei zusatzlich immunmodulierende Oligo-

desoxyribonukleotide als Adjuvanz eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 12, wobei das immunmodulierende Oligodesoxyri-
bonukleotid einen zirkuldren Strang Desoxyribonukleinsaure mit einer teil-
weise zueinander komplementéren, antiparallelen Basensequenz umfasst

und hantelférmig ausgebildet ist.

Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei das immunmodulierende Oligo-
desoxyribonukleotid eine Sequenz mit der Basenfolge N'N?CGN®N* umfasst,
wobei N'N? ein Element ausgewahlt aus der Gruppe umfassend GT, GG,
GA, AT oder AA, N®N* ein Element ausgewahit aus der Gruppe umfassend
CT oder TT, sowie C Desoxycytosin, G Desoxyguanosin, A Desoxyadenosin
und T Desoxythymidin ist.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Sequenz mit der Basenfolge
N'N?CGN3N*im einstrangigen Bereich des Oligodesoxyribonukleotids positi-
oniert ist und 40 bis 200 Nukleotide umfasst.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Nukleinsduremolekile in einem oder

mehreren Expressionskonstrukten vorliegen.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 11 bis 16, dadurch ge-

kennzeichnet, dass die Transfektion mittels ballistischem Transfer, Polykati-
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onen-Transfektion,  Kalziumphosphatprazipitation, Mikroinjektion, Pro-
toplastenfusion, Liposomenfusion, virale Transfektionssysteme, Lipofektion
und/oder Elekiroporation erfolgt.

18. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die allogenen Tumorzellen ausgewahit

5 sind aus kolorektalem Karzinom, kleinzelligem und nicht-kleinzelligem Lun-

genkarzinom, Prostatakarzinom, Mammakarzinom, Ovarialkarzinom und
Nierenzellkarzinom, sowie malignem Melanom.

19. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Tumorzellen von mehreren Patien-
ten mit gleichem Krankheitsbild stammen.

10 20. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 19, wobei Tumorzellen der Nie-
renkarzinomzelllinie verwendet werden, welche unter der Nummer DSM
ACC 2635 bei der DSMZ hinterlegt ist.

21. Humane Tumorzelle, die ex-vivo mit

a) fur Interleukin-7 (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimu-
15 lierenden Faktor (GM-CSF), CD40L/CD154 und B7.1/CD80, oder

b) fur Interleukin-7  (IL-7), Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierendern Faktor (GM-CSF) und CD40L/CD154

kodierenden Nukleinséauremolekilen transfiziert wurde und entsprechende

Expressionskonstrukte aufweist.
20 22. Humane Tumorzelle nach Anspruch 21, wobei das Expressionskonstrukt
a) ein Plasmid ist, oder
b) eine linear-doppelstrangige, kovalent geschlossene Expressionskas-

sette ist, die lediglich aus einem CMV Promotor, einem Intron, der

kodierenden Gensequenz und einer Polyadenylierungssequenz be-
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steht, welche an beiden Enden des Doppelstrangs durch eine kurze

Schleife einzelstrangiger Nukleosidreste kovalent geschlossen ist.

23. Humane Tumorzelle nach Anspruch 21 und 22, wobei es sich um eine allo-
gene Tumorzelle einer Nierenzellkarzinomzelllinie handelt.

5 24. Humane Tumorzelle nach Anspruch 23, wobei es sich um Tumorzellen der
Nierenzellkarzinomzelllinie handelt, welche unter der Nummer DSM ACC
2635 bei der DSMZ hinterlegt ist.

25. Humane Tumorzelle nach einem oder mehreren der Anspriiche 21 bis 24 zur
Verwendung als Vakzine zur Behandlung von Tumorerkrankungen.

10
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