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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Anmeldung betrifft allgemein das Gebiet der Krebstherapie, insbesondere der Immun-
therapie von menschlichem Krebs.

Hintergrund der Erfindung

[0002] Es wurde gefunden, dass durch Inzucht erzeugte Mause und Ratten prophylaktisch gegen Tumore im-
munisiert werden kdnnen, die aus Mausen und Ratten mit dem selben genetischen Hintergrund abgeleitet wer-
den (Gross (1943) Cancer Res. 3:323-326; Prehn et al. (1957) J. Natl. Cancer Inst. 18:769-778; Klein et al.
(1960) Cancer Res. 20:1561-1572; Old et al. (1962) Ann NY Acad. Sci. 101:80-106; als Ubersichtsartikel siehe
Srivastava et al. (1988) Immunology Today 9:78-83). Diese Studien haben nicht nur gezeigt, dass Mause, wel-
che mit deaktivierten Krebszellen geimpft wurden, gegentiber einer nachfolgenden Belastung mit lebenden
Krebszellen immun geworden sind, sondern haben auch die Existenz von tumorspezifischen Antigenen ge-
zeigt.

[0003] Weitere Studien haben gezeigt, dass das Phanomen von prophylaktisch induzierter Immunitat tumor-
spezifisch ist. Obwohl Mause spezifisch gegen diejenigen Tumorzellen immunisiert werden kénnen, welche zu
ihrer Immunisierung eingesetzt wurden, so sind diese dennoch empfindlich in Bezug auf Belastungen mit an-
deren, nicht verwandten Tumoren (Basombrio (1970) Cancer Res. 30:2458-2462, Globerson et al. (1964) J.
Natl. Cancer Inst. 32:1229-1243). Die Tatsache, dass eine Immunogenitat gegeniiber Krebszellen aufgezeigt
werden konnte, hat zu einer Suche nach von den Krebszellen abgeleiteten Molekulen gefuhrt, welche die Re-
sistenz gegenlber der Tumorbelastung hervorrufen. Der allgemeine Ansatz bestand darin, dass die von den
Krebszellen abgeleiteten Proteine aufgetrennt und individuell in Bezug auf ihre Fahigkeit hin getestet wurden,
Mause gegen diejenigen Krebsarten zu immunisieren, aus welchen die Fraktionen prapariert wurden (siehe
Srivastava et al. (1988) supra; Old (1981) Cancer Res. 41:361-375). Unter Verwendung dieser Methodik wurde
eine bestimmte Zahl an Proteinen identifiziert. Ein groRer Anteil dieser Proteine ist jedoch mit einer Klasse von
Proteinen verwandt, welche als stressinduzierte Proteine oder als Stressproteine bekannt sind (Lindquist et al.
(1988) Annual Rev. Genet. 22:631-677). Aufgrund der Tatsache, dass Stressproteine zu den in der Natur am
meisten erhaltenen und haufigsten Proteinen gehoren, erscheint es unwahrscheinlich, dass diese Kandidaten
fur tumorspezifische Antigene sind. Nachfolgend wurde gezeigt, dass Stressproteine mit einer Vielzahl von
Peptiden in einer nicht-kovalenten Art und Weise assoziieren und dabei Stressprotein-Peptidkomplexe bilden
(Gething et al. (1992) Nature 335:33-45; Lindquist et al. (1988) supra; Young (1990) Annu. Rev. Immunol.
8:401-420; Flynn et al. (1991) Nature 353:726-730).

[0004] Studien haben auch gezeigt, dass Stressprotein-Peptidkomplexe ihre Immunogenitat durch Behand-
lung mit ATP verlieren (Udono et al. (1993) J. Exp. Med. 178:1391-1396). Es ist bekannt, dass diese Behand-
lung die Stressprotein-Peptidkomplexe in die entsprechenden Stressprotein- und Peptid-Komponenten auf-
trennt. Unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass es keine Unterschiede in der Struktur von Stressproteinen
gibt, die aus normalen oder aus Tumorzellen abgeleitet werden, sowie unter Beriicksichtigung der Tatsache,
dass Stressproteine ein grol’es Spektrum von Peptiden in einer von ATP abhangigen Art und Weise binden,
erscheint es, dass die antigene Wirkung des Stressprotein-Peptidkomplexes nicht vom Stressprotein per se
herrihrt, sondern von dem Peptid, welches mit dem Stressprotein assoziiert ist.

[0005] Eine der wesentlichen konzeptionellen Schwierigkeiten auf dem Gebiet der Krebsimmunotherapie be-
steht in der Mdglichkeit, dass Formen von menschlichem Krebs, genauso wie Krebs von in Experimenten ver-
wendeten Tieren, in Bezug auf ihre Antigene unterschiedlich sind. Es ist klar, dass es kurzlich aufgefundene
Beweise fur die Existenz von gemeinsamen Tumorantigenen gibt (Kawakami et al. (1992) J. Immunol.
148:638-643; Darrow et al. (1989) J. Immunol. 142:3329-3334). Dies kann als ein hoffnungsvolles Anzeichen
fur die Zukunftsaussichten der Krebsimmunotherapie angesehen werden. Nichtsdestotrotz ist es im Licht der
Uberwaltigenden Beweisfiille aus experimentellen und menschlichen Systemen verniinftig, anzunehmen, dass
menschliche Tumore eine starke Diversitat und Heterogenitat in Bezug auf ihre Antigene aufweisen sollten.

[0006] Die Mdoglichkeit dafiir, immunogene Antigene von individuellen Tumoren von Krebspatienten (oder
auch ,nur" von einigen verschiedenen Typen von immunogenen Antigenen fur den Fall, dass Antigene geteilt
werden) zu identifizieren, erscheint so schwierig, dass dies nicht praktikabel erscheint. Konventionelle Krebs-
therapien basieren typischerweise auf der Isolierung und Charakterisierung von spezifischen Antigendetermi-
nanten, welche dann das Ziel fiir nachfolgende Immuntherapien werden. Obwohl Studien gezeigt haben, dass
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Saugetiere prophylaktisch gegen Tumore, welche von Saugetieren mit dem selben genetischen Hintergrund
abgeleitet wurden, geimpft werden kénnen, ist es auRerdem bis jetzt noch nicht klar gewesen, dass ein Sau-
getier, welches einen Tumor hat, therapeutisch mit einer Zusammensetzung immunisiert werden kann, welche
von dessen eigenem Tumor abgeleitet worden ist, und zwar auf eine Art und Weise, dass ein Krebs, welcher
schon zuvor in dem Saugetier existiert hat, behandelt werden kann.

[0007] Entsprechend ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein neues Verfahren flir das therapeu-
tische Inhibieren des weiteren Ausbreitens von Tumoren in einem Saugetier bereitzustellen. Das hier beschrie-
bene Verfahren erfordert nicht das Isolieren und das Charakterisieren von spezifischen Antigendeterminanten
und stellt somit entsprechend einen schnelleren Ansatz fiir das Herstellen und das Verwenden von immuno-
genen Zusammensetzungen bereit, welche effektiv das weitere Ausbreiten von spezifischen vorbestimmten
Tumoren in Saugetieren inhibiert.

[0008] Diese und andere Aufgaben und Merkmale der vorliegenden Erfindung werden anhand der nachfol-
genden Beschreibung und den Ansprichen klar.

Zusammenfassung der Erfindung

[0009] Die Beobachtung, dass Stressproteine die antigenen Peptide der Zellen, von welchen sie abgeleitet
werden, begleiten, ermdglicht einen Ansatz, um antigene Peptide flur einen bestimmten Tumor einfach zu iso-
lieren. Die Stressprotein-Peptidkomplexe werden dem Tier, welchem sie enthommen wurden, zuriickverab-
reicht, nachdem sie einmal isoliert wurden, um somit eine Antwort des Immunsystems gegen den bereits exis-
tierenden Tumor hervorzurufen. Dieser Ansatz vermeidet entsprechend die Notwendigkeit, spezifische Tumo-
rantigene zu isolieren und zu charakterisieren und versetzt den Fachmann somit in die Lage, auf einfache Art
und Weise immunogene Zusammensetzungen herzustellen, welche gegen einen zuvor ausgewahlten Tumor
effektiv sind.

[0010] Gemal des breitesten Aspektes der vorliegenden Erfindung, betrifft diese Erfindung ein Verfahren
zum Inhibieren des weiteren Ausbreitens eines zuvor ausgewahlten Tumores in einem Saugetier. Das Verfah-
ren umfasst das Verabreichen eines pharmazeutisch akzeptablen Tragerstoffes in Kombination mit einem im-
munogenen, gereinigten Stressprotein-Peptidkomplex eines Saugetieres an das Saugetier, welches der The-
rapie unterzogen wird. Dabei wurde der Komplex aus einer Tumorzelle isoliert, welcher dem Saugetier zuvor
entnommen wurde, wobei der Komplex dadurch charakterisiert ist, dass er dazu in der Lage ist, im Saugetier
eine Immunabwehr gegen die Tumorzellen, aus denen dieser entnommen wurde, hervorzurufen. Der Komplex
wird dann, in einem nachfolgenden Schritt, dem Saugetier zurlickverabreicht, und zwar in einer Menge, die
ausreichend ist, im Saugetier eine Immunantwort gegen die Tumorzellen hervorzurufen, und somit das weitere
Ausbreiten von Tumorzellen, welche sich immer noch in dem Saugetier befinden, zu inhibieren.

[0011] Es ist denkbar, dass dieser Ansatz auch in Kombination mit anderen, konventionellen, Krebstherapien
verwendet werden kann, welche beispielsweise die Methoden der Chirurgie, der Strahlungstherapie und der
Chemotherapie beinhalten. So kann der Fachmann beispielsweise nach einem operativen Entfernen von
Krebsgewebe unter Verwendung der hier beschriebenen Prinzipien Stressprotein-Peptidkomplexe aus dem
entfernten Gewebe isolieren und den Komplex dem Saugetier zurtickverabreichen. Der Komplex induziert in
der Folge eine spezifische Immunantwort gegen jede moglicherweise zurlickverbliebenen Tumorzellen, wel-
che nicht operativ entfernt wurden. Dieser Ansatz kann auch so abgewandelt werden, dass er in der Krebsthe-
rapie eingesetzt werden kann, falls der primare Tumor Metastasen in verschiedenen Bereichen des Korpers
gebildet hat.

[0012] Der Begriff ,Tumor", wie er vorliegend verwendet wird, ist so zu verstehen, dass damit jedes abnormale
oder unkontrollierte Wachstum von Zellen gemeint ist, welches in eine Invasion in normales Zellgewebe resul-
tieren kann. Es ist auch denkbar, dass dieser Begriff abnormales oder unkontrolliertes Wachstum von Zellen
betrifft, welche Metastasen gebildet haben, d.h. abnormale Zellen, welche sich von ihrem primaren Ort im Kor-
per (d.h. dem primaren Tumor) zu einem sekundaren Ort ausgebreitet haben, welcher raumlich vom primaren
Tumor entfernt ist.

[0013] Der Begriff ,Stressprotein”, so wie er hier verwendet wird, ist so zu verstehen, dass dieser ein jedes
zellulares Protein betrifft, welches die folgenden Kriterien erfillt. Es ist ein Protein, dessen intrazellulare Kon-
zentration zunimmt, wenn eine Zelle einem Stress-Stimulus ausgesetzt ist; welches dazu in der Lage ist, an-
dere Proteine oder Peptide zu binden und welches dazu in der Lage ist, die gebundenen Proteine oder Peptide
in der Gegenwart von Adenosintriphosphat (ATP) und/oder geringem pH freizusetzen. Stress-Stimuli sind bei-
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spielsweise Hitzeschock, bei Entzug von Nahrstoffen, Stérung des Stoffwechsels, Sauerstoffradikale oder In-
fektion mit intrazellularen Pathogenen, ohne hierauf beschrankt zu sein.

[0014] Die ersten Stressproteine, welche identifiziert wurden, waren die Hitzeschockproteine (Hsp's). Wie ihr
Name bereits suggeriert, werden Hsp's typischerweise von einer Zelle in Antwort auf einen Hitzeschock indu-
ziert. Drei wesentliche Familien von Saugetier Hsp wurden bis heute identifiziert und umfassen Hsp60, Hsp70
und Hsp90. Die Zahlenwerte stellen das ungefahre Molekulargewicht der Stressproteine in Kilodaltons dar. Die
Mitglieder einer jeder dieser Familien werden stark konserviert, siehe beispielsweise Bardwell et al. (1984)
Proc. Natl. Acad. Sci. 81:848-852; Hickey et al. (1989) Mol. Cell Biol. 9:2615-2626; Jindal (1989) Mol. Cell. Biol.
9:2279-2283, deren Offenbarung vorliegend durch Verweis mit eingeschlossen ist. Mitglieder der Sauge-
tier-Hsp90-Familie, welche bis heute identifiziert wurden, schlielen zytosolisches Hsp90 (auch als Hsp83 be-
kannt) und das Gegenstiick betreffend das endoplasmatische Retikulum, Hsp90 (auch als Hsp23 bekannt),
Hsp87, Grp94 (auch als ERp99 bekannt) und gp96 ein. Siehe beispielsweise Gething et al. (1992) Nature
355:33-45, dessen Offenbarung vorliegend durch Verweis Bestandteil dieser Offenbarung wird. Mitglieder der
Hsp70-Familie, welche bis heute identifiziert sind, schlieRen ein: Zytosolisches Hsp70 (auch bekannt als p73)
und Hsc70 (auch bekannt als p72); das das endoplasmatische Retikulum betreffende Gegenstiick BiP (auch
bekannt als Grp78); sowie das das Mitochondrium betreffende Gegenstiick Hsp 70 (auch bekannt als Grp75),
Gething et al. (1992) supra. Bis heute wurden Mitglieder der Saugetier-Hsp60-Familie nur in den Mitochondrien
identifiziert, Gething et al. (1992) supra.

[0015] Zusatzlich wurde entdeckt, dass die Hsp-60-, Hsp-70- und Hsp-90-Familien aus Proteinen zusammen-
gesetzt sind, welche bezliglich ihrer Aminosauresequenz den Stessproteinen verwandt sind und beispielswei-
se eine Aminosaurenidentitat von groRer als 35% aufweisen, deren Exprimierungs-Niveaus aber nicht durch
Stimulus mit Stress geandert werden. Entsprechend ist es denkbar, dass die Definition von Stressproteinen,
wie sie hier verwendet wird, auch andere Proteine, Muteine, Analoge und Varianten hiervon umfasst, welche
zumindest 35% bis 55%, vorzugsweise 55% bis 75%, und am meisten bevorzugt 75% bis 85% Aminosaureni-
dentitat mit Mitgliedern der drei Familien aufweisen, deren Exprimierungs-Niveaus in einer Zelle in Antwort auf
einen Stimulus mit Stress stimuliert werden.

[0016] Der Begriff "Peptid", so wie er vorliegend verwendet wird, soll so verstanden werden, dass er eine jede
Aminosauresequenz bedeutet, welche aus einer Tumorzelle eines Saugetieres in der Form eines Stressprote-
in-Peptidkomplexes isoliert wird.

[0017] Der Begriff "immunogener Stressprotein-Peptidkomplex", so wie er hier verwendet wird, ist so zu ver-
stehen, dass dieser einen jeden Komplex meint, welcher aus einer Tumorzelle eines Saugetieres isoliert wer-
den kann, und welcher ein Stressprotein umfasst, welches nicht kovalent mit einem Peptid assoziiert ist. Der
Komplex ist weiterhin dadurch gekennzeichnet, dass er so eingesetzt werden kann, dass er im Saugetier eine
Immunantwort gegen die Tumorzellen, aus welchen der Komplex abgeleitet wurde, induzieren kann.

[0018] Der Begriff "Immunantwort” ist so zu verstehen, dass dieser einen jeden zellularen Prozess meint, der
in dem Saugetier als Antwort auf die Stimulation mit einem Antigen erzeugt wird, und darauf ausgerichtet ist,
dass das Antigen aus dem Saugetier eliminiert wird. Die Immunantwort wird typischerweise durch eine oder
mehrere Zellpopulationen vermittelt, welche dadurch charakterisiert ist, dass sie lymphozytarer und/oder pha-
gozytarer Natur ist.

[0019] Gemal eines spezielleren Aspektes der vorliegenden Erfindung, ist das Stressprotein im Stressprote-
in-Peptidkomplex aus der Gruppe bestehend aus Hsp70, Hsp90 und gp96 ausgewahlt. Stressprotein-Peptid-
komplexe, welche Hsp70-Peptid-, Hsp90-Peptid- und gp96-Peptidkomplexe beinhalten, kdnnen simultan aus
einem Ansatz an Tumorzellen isoliert werden, welches einem Saugetier entnommen wurde. Es ist denkbar,
dass wahrend der Immunotherapie dem Saugetier einer oder mehrere der zuvor genannten Komplexe verab-
reicht werden kénnen, um die optimale Immunantwort gegen den Tumor zu stimulieren.

[0020] Es ist denkbar, dass das hier beschriebene Verfahren besonders nitzlich fur die Behandlung von
menschlichem Krebs ist. Es ist jedoch denkbar, dass die hier beschriebenen Verfahren genauso gut fir die Im-
munotherapie in anderen Tieren, beispielsweise in Nutztieren (beispielsweise Rinder, Pferde, Ziegen, Schafe
und Schweine) und Haustieren (beispielsweise Katzen und Hunden) nitzlich sind.

[0021] Gemal eines anderen Aspektes der vorliegenden Erfindung ist es denkbar, dass die Immunantwort

mit Hilfe einer T-Zellen-Kaskade bewirkt wird, sowie weiter spezifisch mit Hilfe einer zytotoxischen T-Zel-
len-Kaskade. Der Begriff "zytotoxische T-Zelle", so wie er hier verwendet wird, ist so zu verstehen, dass dieser
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eine jede T-Lymphozyte meint, welche den Zelloberflachen-Glykoprotein-Marker CD8 exprimiert, welcher dazu
in der Lage ist, eine Target-Zelle aufzufinden und aufzuldsen, welche einen Histokompatibilitatskomplex der
Klasse | auf der Zelloberflache aufweist und mit einem intrazelluldren Pathogen infiziert ist.

[0022] Gemal eines anderen Aspektes der vorliegenden Erfindung kénnen die Stre3protein-Peptidkomplexe
dem Saugetier in Kombination mit einer therapeutisch aktiven Menge an Cytokin verabreicht werden. So wie
der Begriff "Cytokin" vorliegend verwendet wird, betrifft dieser ein jedes abgeschiedenes Polypeptid, welches
die Funktion von anderen Zellen beeinflusst, welche eine Immunantwort vermitteln. Entsprechend ist es denk-
bar, dass der Komplex gemeinsam mit einem Cytokin verabreicht wird, um die Immunantwort, welche gegen
den Tumor gerichtet ist, zu erhéhen. Bevorzugte Cytokine schlieRen ein, sind aber nicht beschrankt auf: Inter-
leukin-1a (IL-1a), Interleukin-1B (IL-1PB), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-4 (IL-4), Interleu-
kin-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), Interferon a (IFNa), Interferon 8 (IFN), Interferon y (IFNy),
Tumor-Nekrosefaktor a (TNFa), Tumor-Nekrosefaktor § (TNF), Granulozyten-Kolonien stimulierender Faktor
(G-CSF), Granulozyten/Makrophagen-Kolonien stimulierender Faktor (GM-CSF) sowie transformierender
Wachstumsfaktor § (TGF-p).

[0023] Der Komplex kann einem Saugetier unter Verwendung aller Techniken, welche dem Fachmann be-
kannt sind, verabreicht werden, wenn dieser mit einem konventionellen pharmazeutisch akzeptablen Trager-
stoff, Hilfsmittel oder Arzneimitteltrager kombiniert wird. Die Dosierung und die Verabreichungsformen der Fa-
milie von Stressprotein-Peptidkomplexen wird notwendigerweise von einer Vielzahl von Faktoren abhangen,
so wie beispielsweise der Stabilitdt des Komplexes unter physiologischen Bedingungen, der Effektivitat des
Komplexes in Bezug darauf, eine Immunantwort hervorzurufen, die Gréf3e und die Verteilung des Tumors so-
wie das Alter, Geschlecht und Gewicht des Saugetieres, welches der Therapie unterzogen wird.

[0024] Typischerweise sollte der Komplex in einer Menge verabreicht werden, welche dazu ausreicht, im Sau-
getier eine Immunantwort gegen den Tumor, aus welchem der Komplex abgeleitet wurde, zu initiieren, sowie
in einer Menge, welche ausreicht, das weitere Ausbreiten von Tumorzellen im Saugetier zu inhibieren. Die
Menge an Stressprotein-Peptidkomplex, welche verabreicht wird, liegt vorzugsweise in dem Bereich von un-
gefahr 1-1000 Mikrogramm an Komplex pro Kilogramm Koérpergewicht des Saugetieres pro Verabreichung,
und am meisten bevorzugt im Bereich von ungefahr 100-250 Mikrogramm pro Komplex pro Kilogramm Koér-
pergewicht des Saugetieres pro Verabreichung. Es ist denkbar, dass typische Dosierungen in dem Bereich von
ungefahr 5 bis zu ungefahr 20 mg fir ein menschliches Subjekt liegen sollten, welches ungefahr 75 kg wiegt.
Zusatzlich ist es denkbar, dass die Starke der Immunantwort dadurch verstarkt wird, dass der Komplex dem
Individuum wiederholt verabreicht wird. Dabei erhalt das Saugetier vorzugsweise zumindest zwei Dosen des
Stressprotein-Peptidkomplexes in wochentlichen Abstadnden. Notwendigenfalls kann die Immunantwort zu ei-
nem spateren Zeitpunkt durch eine zusatzliche Verabreichung des Komplexes aufgefrischt werden. Es ist je-
doch denkbar, dass die optimale Dosierung und der optimale Immunisierungsbereich durch Routineexperi-
mente, wie sie vom Fachmann durchgefiihrt werden, aufgefunden werden kann.

Detaillierte Beschreibung

[0025] Die Erfindung basiert auf der Beobachtung, dass Stressprotein-Peptidkomplexe antigene Peptide der
Zellen, von welchen sie abgeleitet wurden, begleiten. Konventionelle Krebstherapien basieren auf der Isolie-
rung und Charakterisierung von tumorspezifischen Antigenen, welche dann das Ziel fir eine spezifische the-
rapeutische Behandlung werden. Wegen der Diversitat von Krebs in Sdugetieren in Bezug auf Antigene kann
das Isolieren und das Charakterisieren von spezifischen Tumorantigenen fir einen jeden spezifischen Tumor
impraktikabel werden. Die vorliegende Erfindung stellt deshalb eine alternative Herangehensweise zur Kreb-
simmunotherapie dar, welche die Notwendigkeit des Isolierens und Charakterisierens von tumorspezifischen
Antigenen fir einen jeden Tumor, der behandelt wird, tiberflissig macht.

[0026] Die vorliegend beschriebene Erfindung betrifft ein Verfahren zum Verhindern des weiteren Verbreitens
eines vorher ausgewahlten Tumors in einem Saugetier. Das Verfahren umfasst das Isolieren oder Erhalten von
Tumorzellen aus einem Saugetier, welches einer Behandlung unterzogen wird. Dies wird dadurch einfach er-
reicht, dass konventionelle chirurgische Verfahren, welche dem Fachmann wohl vertraut sind, eingesetzt wer-
den. Typischerweise werden dem Saugetier Tumorzellen wahrend des routinemaRigen operativen Zurlick-
schneidens des Tumors entnommen. Das Verfahren beinhaltet dann das Isolieren von Stressprotein-Peptid-
komplexen aus den entfernten Tumorzellen. Dies wird durch Verwenden eines jeden der unten im Detail be-
schriebenen lIsolierverfahren erreicht. Die Steesprotein-Peptidkomplexe sind dadurch gekennzeichnet, dass
sie, wenn sie dem Saugetier zuriickverabreicht werden, dazu in der Lage sind, eine spezifische Immunantwort
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gegen die selbe Art von Tumorzellen zu initiieren, aus welcher sie abgeleitet wurden. Schliellich umfasst das
Verfahren den Schritt, dass die isolierten Stressprotein-Peptidkomplexe in einer Menge dem Saugetier zurlick-
verabreicht werden, die ausreichend ist, um in dem S&ugetier eine Immunantwort gegen die Tumorzellen zu
erzeugen, wodurch das weitere Verbreiten von Tumorzellen, welche im Saugetier verblieben sind, zu inhibie-
ren.

[0027] Es ist denkbar, dass dieser Ansatz in Kombination mit einer oder mehrerer konventionellen Krebsthe-
rapien eingesetzt werden, welche beispielsweise beinhalten, operative Eingriffe, Strahlungstherapie und Che-
motherapie. So kann der Fachmann beispielsweise in der Folge eines operativen Entfernens von Krebsgewe-
be unter Verwendung der hier beschriebenen Prinzipien, den Stressprotein-Peptidkomplex aus dem entfernten
Gewebe isolieren und den Komplex dem Saugetier zuriickverabreichen. Der Komplex induziert dann im Sau-
getier eine spezifische Immunantwort gegen diejenigen Tumorzellen, die wahrend der Operation nicht entfernt
wurden. Alternativ stellt das hier beschriebene Verfahren einen neuen Ansatz fir die Behandlung von Krebs
fur den Fall dar, dass der primare Tumor an mehreren Stellen des Kérpers Metastasen gebildet hat. So kann
beispielsweise ein Stressprotein-Peptidkomplex entweder alleine oder in Kombination mit einem standardma-
Rig verwendeten Chemotherapeutikum zur Behandlung des Krebses eingesetzt werden, wenn der Krebs Me-
tastasen gebildet hat, und somit eine chirurgische Intervention impraktikabel erscheint.

[0028] Es ist denkbar, dass die vorliegende Erfindung von besonderem Nutzen fir die Immunotherapie von
menschlichem Krebs ist, es ist jedoch auch denkbar, dass die hier beschriebenen Verfahren zur Behandlung
von Krebs eingesetzt werden koénnen, wie er beispielsweise in Nutztieren (beispielsweise Rinder, Pferde,
Schafe, Ziegen und Schweine) und Haustieren (beispielsweise Katzen und Hunden) auftritt.

[0029] Der Hauptvorteil, den dieser Ansatz gegeniiber konventionellen Methoden aufweist, besteht darin,
dass es nicht notwendig ist, tumorspezifische Antigene fir jeden Tumor zu isolieren und zu charakterisieren.
Wenn der Stressprotein-Peptidkomplex einmal isoliert wurde, wird dieser einfach ohne weitere Charakterisie-
rung dem Sdugetier zurtick verabreicht. Da die Prozeduren zum Isolieren der immunogenen Komplexe Routi-
ne sind und dem Fachmann wohl bekannt sind, kann der Fachmann schnell und auf einer routinemaRigen Ba-
sis eine spezifische immunogene Zusammensetzung fiir jedes Individuum, welches behandelt wird, "mal-
schneidern".

[0030] Ein weiterer Vorteil des vorliegenden Verfahrens gegenuber friheren Methoden besteht darin, dass
das Zurlickverabreichen von gereinigten Stressprotein-Peptidkomplexen an das Individuum, von welchem sie
abgeleitet wurden, das Risiko des Beimpfens des Saugetieres, welches der Therapie unterzogen wird, mit
Stoffen, welche moglicherweise eine transformierende Wirkung haben (beispielsweise transformierende DNA)
und/oder mit immunosuppressiven Agentien, welche ein Problem sein kénnen wenn der Komplex in einem bi-
ochemisch undefinierten Tumor oder Tumorextrakt vorliegt, ausschaltet. Zusatzlich kénnen Stressprotein-Pep-
tidkomplexe auch in Abwesenheit von Hilfsstoffen eine signifikante Immunitat gegen Tumore induzieren. Ent-
sprechend ist die Verfluigbarkeit von Hilfsstoffen, welche gegebenenfalls die immunotherapeutischen Eigen-
schaften des Komplexes weiter verbessern kdnnen, keine Vorbedingung um eine signifikante Immunantwort
zu induzieren.

[0031] Es ist denkbar, dass die vorliegende Methode in der Behandlung einer Vielzahl von Tumoren einge-
setzt werden kann, beispielsweise flir Tumore, die mesenchymen Ursprunges sind (Sarkoma), beispielsweise
Fibrosarkom, Myxosarkom, Liposarkom, chondroblastisches Sarkom, osteogenes Sarkom, Angiosarkom, En-
dotheliom, Lymphangiosarkom, Synovialsarkom, Mesotheliosarkom, Ewing-Sarkom, myelogene Leukamie,
monozytare Leukadmie, bdsartiges Lymphom, lymphozytare Leukamie, Plasmozytom, Leiomyosarkom und
Rhabdomyosarkom.

[0032] Zusatzlich ist es denkbar, dass dieses Verfahren in der Behandlung von Tumoren eingesetzt werden
kann, die ihren Ursprung im Epithel haben (Karzinome), so wie beispielsweise schuppenartige Zellen oder epi-
dermale Karzinnome, Basalzellenkarzinome, Schweil3drisenkarzinome, Talgdrisenkarzinome, Adenokarzi-
nome, papillare Karzinome, papillare Adenokarzinome, Cystodenokarzinome, medullare Karzinome, undiffe-
renzierte Karzinome (Simplexkarzinome), bronchiogene Karzinome, bronchiale Karzinome, Melanokarzinome,
Nierenzellenkarzinome, heptazellulére Karzinome, Gallenwegskarzinome, papillare Karzinome, Ubergangs-
zellenkarzinome, schuppenartige Zellenkarzinome, Chorionkarzinome, Seminome, embryonale Karzinome,
bdsartige Teratome und Teratokarzinome. Generische Verfahren, welche in der Herstellung von Zusammen-
setzungen nutzlich sind, die effektiv sind, um eine Immunantwort gegen diese Tumoren zu induzieren, werden
vorliegend weiter unter im Detail diskutiert.
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[0033] Ohne zu winschen, an eine bestimmte Theorie gebunden zu sein, ist es denkbar, dass die Stresspro-
tein-Peptidkomplexe eine Immunantwort gegen die Tumorzellen stimulieren, aus welchen sie gewonnen wur-
den mit Hilfe einer T-Zellen-Kaskade. Friihere Experimente haben gezeigt, dass Mause, welche prophylaktisch
mit Stressprotein-Peptidzusammensetzungen immunisiert wurden, welche aus einem Tumor abgeleitet wur-
den, der derselben Linie von Mausen oder Ratten seinen Ursprung hat, eine immunologische Resistenz gegen
den Tumor entwickeln, aus welchem diese isoliert wurden. Andererseits entwickeln die Mause jedoch keine
Immunitat gegen Tumore, welche bezuglich der Antigene verschieden sind. Weiterhin rufen Stressprotein-Pep-
tidkomplexe, welche aus normalem Gewebe gewonnen wurden, keine Resistenz gegen irgendeinen der ge-
testeten Tumore hervor. Siehe beispielsweise Srivastava et al. (1984) Int. J. Cancer 33:417; Srivastava et al.
(1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3407; Palladino et al. (1987) Cancer Res. 47:5074; Feldweg et al. (1993)
J. Cell Biochem. Suppl. 17D:108 (Abst.); Udono et al. (1993) J. Cell. Biochem. Suppl. 17D:113 und Udono
(1993) J. Exp. Med. 178:1391-1396. Es wurde jlingst gezeigt, dass prophylaktische Immunitat typischerweise
mit Hilfe einer T-Zellenkaskade bewirkt wird, spezifischer durch eine zytotoxische T-Zellenkaskade. Siehe bei-
spielsweise Blachere et al. (1993) J. Immunother. 14:352-356. Entsprechend ist es denkbar, dass die Stres-
sprotein Komplexe ihren therapeutischen Effekt mit Hilfe eines ahnlichen Mechanismus bewirken, ganz spezi-
fisch Uber eine zytotoxische T-Zellenkaskade.

[0034] Es ist denkbar, dass die Stressproteine-Peptidkomplexe typischerweise direkt aus dem Tumorgewebe
isoliert werden, welches dem zu behandelnden Saugetier entnommen wurde. Unter bestimmten Umstanden
kann jedoch die Menge an verfugbarem Tumorgewebe fir die Isolation des Komplexes limitiert sein. Entspre-
chend ist es denkbar, dass entnommene Tumorgewebe unter Verwendung von dem Fachmann wohlbekann-
ten Techniken zur Isolierung des Stressprotein-Peptidkomplexes vermehrt werden. Beispielsweise kann ent-
nommenes Tumorgewebe entweder in vivo vermehrt werden, beispielsweise durch Transfizieren einer nackten
Maus mit einer Probe des Tumorgewebes, oder in vitro beispielsweise durch serielles Verarbeiten der Tumor-
zellen in Kulturen. Die vermehrten Tumorzellen kénnen anschlieBend geerntet und als Startmaterial fur die Iso-
lierung des Stressprotein-Peptidkomplexes verwendet werden.

[0035] Stressproteine, welche in der Anwendung der vorliegenden Erfindung nitzlich sind, kdnnen definiert
werden als ein jedes zellulares Protein, welches die folgenden Bedingungen erfilllt: Es ist ein Protein, dessen
intrazellulare Konzentration sich erhoht, wenn eine Zelle einem Stress-Stimulus ausgesetzt wird. Es ist weiter-
hin fahig, andere Proteine oder Peptide anzubinden und es ist fahig, die gebundenen Proteine oder Peptide in
der Anwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP) oder bei einem geringen pH freizusetzen.

[0036] Die ersten Stressproteine, welche identifiziert wurden, waren die Hsp's, welche in einer Zelle als Ant-
wort auf einen Hitzeschock synthetisiert werden. Bis heute sind drei wesentliche Familien an Saugetier-Hsp
bekannt, welche identifiziert wurden und welche Hsp60, Hsp70 und Hsp90 beinhalten, wobei die Zahlenwerte
das ungefahre Molekulargewicht der Stressproteine in Kilodalton angeben. Fir viele Mitglieder dieser Familie
wurde spater aufgefunden, dass diese auch in Antwort auf andere Stress-Stimuli induziert werden kénnen, bei-
spielsweise durch, ohne hierauf begrenzt zu sein, Zuriickhalten von Nahrstoffen, Stéren des Stoffwechsels,
Sauerstoffradikale und Infektion mit intrazelluldren Pathogenen. Siehe beispielsweise Welch (Mai 1993) Sci-
entific American 56-64; Young (1990) supra; Craig (1993) Science 260:1902-1903; Gething et al. (1992) supra;
und Lindquist et al. (1988) supra, deren Offenbarung vorliegend durch Verweis Bestandteil dieser Offenbarung
ist. Es ist denkbar, dass Saugetier-Stressproteine, welche zu allen drei Familien gehéren, in der Anwendung
der vorliegenden Erfindung nutzlich sein kdnnen.

[0037] Die wesentlichen Stressproteine sammeln sich in sehr hohen Mengen in gestressten Zellen an, liegen
aber auch bei geringen oder mittleren Konzentrationen in Zellen vor, die keinem Stress ausgesetzt wurden.
Beispielsweise ist das hochinduzierbare Saugetier-Hsp70 bei normalen Temperaturen kaum nachweisbar, wird
aber eines der am meisten aktiv synthetisierten Proteine in der Zelle, wenn diese einem Hitzeschock ausge-
setzt wird (Welch et al. (1985), J. Cell. Biol. 101:1198-1211). Im Gegensatz hierzu sind Hsp90- und Hsp60-Pro-
teine bei Normaltemperaturen sehr haufig in den meisten, aber nicht in allen, Saugetierzellen und kénnen
durch Hitze noch weiter induziert werden (Lai et al. (1984), Mol. Cell. Biol. 4:2802-10; van Bergen en Hene-
gouwen et al. (1987), Genes Dev., 1:525-31).

[0038] Mitglieder der Saugetier-Hsp90-Familie, welche bis zum heutigen Datum identifiziert wurden, beinhal-
ten zytosolisches Hsp90 (auch bekannt als Hsp83) und die das endoplasmatische Retikulum betreffende Ge-
genstiicke Hsp90 (auch bekannt als Hsp83), Hsp87, Grp94 (auch bekannt als ERp99) und gp96 (Gething et
al. (1992) supra). Mitglieder der Hsp70-Familie, welche bis zum heutigen Datum identifiziert wurden, schlieRen
ein: Zytosolisches Hsp70 (auch bekannt als p73) und Hsc70 (auch bekannt als p72), das das endoplasmati-
sche Retikulum betreffende Gegenstiick BiP (auch bekannt als Grp78) und das Mitochondrien-Gegenstiick
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Hsp70 (auch bekannt als Grp75), Gething et al. (1992) supra. Bis heute wurden Mitglieder der Sauge-
tier-Hsp60-Familie nur in den Mitochondrien identifiziert, Gething et al. (1992) supra.

[0039] Stessproteine gehdren zu denjenigen existierenden Proteinen, welche am meisten konserviert sind.
So hat beispielsweise DnaK, das Hsp70 aus E. coli. eine ungefahr 50 %ige Aminosaurensequenzidentitat mit
Hsp70-Proteinen aus Eukaryoten (Bardwell et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:848-852). Die Hsp60- und
die Hsp90-Familien zeigen in ahnlicher Art und Weise ein hohes Niveau an intrafamiliarer Bestandigkeit (Hi-
ckey et al. (1989) Mol. Cell Biol. 9:2615-2626; Jindal (1989) Mol. Cell. Biol. 9:2279-2283). Zusatzlich wurde
entdeckt, dass die Hsp60-, Hsp70- und Hsp90-Familien aus Proteinen zusammengesetzt sind, welche in Be-
zug auf ihre Sequenz den Stressproteinen verwandt sind, beispielsweise dadurch, dass sie eine Aminosaure-
nidentitat haben, die groRer ist als 35%, wobei aber deren Exprimierungsniveau nicht durch Stress verandert
wird. Deshalb ist es denkbar, dass die Definition von Stressproteinen so wie sie hier verwendet wird, andere
Proteine, Muteine, Analoge und Varianten hiervon umfasst, welche zumindest 35 % bis 50 %, vorzugsweise
55 % bis 75 % und am meisten bevorzugt 75 % bis 85 % an Aminosaurenidentiat mit Mitgliedern der drei Fa-
milien aufweisen, deren Exprimierungsniveaus in einer Zelle in Antwort auf einen Stress-Stimulus erhéht sind.

[0040] Die immunogenen Stressprotein-Peptidkomplexe der vorliegenden Erfindung kénnen einen jeden
Komplex beinhalten, welcher ein Stressprotein enthalt, welches nicht kovalent mit einem Peptid assoziiert ist,
welcher dazu in der Lage ist, eine Immunantwort in einem Saugetier zu induzieren. Bevorzugte Komplexe be-
inhalten, sind aber nicht beschrankt auf Hsp70-Peptid-, Hsp90-Peptid- und gp96-Peptidkomplexe. Beispiels-
weise kann das Saugetier-Stressprotein gp96, welches das Gegenstlick zu zytosolischem Hsp90 bezliglich
des endoplasmatischen Retikulums ist, in Anwendung der vorliegenden Erfindung verwendet werden.

[0041] Typische Prozeduren zum lIsolieren von Stressprotein-Peptidkomplexen, welche in der Anwendung
der vorliegenden Erfindung nutzlich sind, sind im Folgenden in Detail angegeben.

Reinigung von Hsp70-Peptidkomplexen

[0042] Die Reinigung von Hsp70-Peptidkomplexen wurde bereits friher beschrieben, siehe beispielsweise
Udono et al. (1993) supra.

[0043] Zu Beginn werden die Tumorzellen in drei Volumina eines 1X Lysispuffers bestehend aus 5 mM Nat-
riumphosphatpuffer (pH7), 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, und 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) suspendiert. Dann wird der Niederschlag (Pellet) auf Eis Ultraschall ausgesetzt, bis > 99 % der Zellen
aufgelst (lysed) sind, wie mit Hilfe mikroskopischer Beobachtung bestimmt wird. Alternativ zum Ultraschall-
verfahren kénnen die Zellen auch durch mechanisches Zerschlagen aufgelést werden, wobei bei diesem An-
satz die Zellen typischerweise in 30 mM Natriumbicarbonat pH 7.5, 1 mM PMSF resuspendiert werden und auf
Eis flr 20 Min. inkubiert und dann in einem Dounce-Homogenisator homogenisiert werden bis > 95 % der Zel-
len aufgeldst sind.

[0044] AnschlieRend wird das Lysat bei 1000 G fiir 10 Min. zentrifugiert, um nicht aufgebrochene Zellen, Ker-
ne und zellulédren Uberschuss zu entfernen. Der resultierende Uberstand wird bei 100.000 G fiir 90 Min. rezen-
trifugiert, der Uberstand dann gesammelt und mit Con A-Sepharose gemixt, welches mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) enthaltend 2 mM Ca?" und 2 mM Mg? ins Gleichgewicht gebracht ist. Fiir den Fall, dass die
Zellen durch mechanische Einwirkung aufgeldst werden, wird der Uberstand vor dem Mischen mit Con A-Se-
pharose mit gleichen Volumina von 2X Lysispuffer verdiinnt. Dem Uberstand wird es dann erlaubt, {iber den
Zeitraum von 2-3 Stunden bei 4°C an die Con A-Sepharose anzubinden. Das Material, welches nicht anbindet,
wird geerntet und fiir den Zeitraum von 36 Stunden einer Dialyse ausgesetzt (dreimal, 100 Volumina jedesmal),
und zwar gegen 10 mM Tris-Azetat pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 10 mM NaCl, 1 mM PMSF. Anschlieend wird das
Dialysat bei 17.000 rpm (Sorvall SS34 Rotor) zentrifugiert, und zwar fir 20 Min. AnschlieRend wird der resul-
tierende Uberstand geerntet und auf eine Mono-Q-FPLC-Kolonne, welche mit 20 mM Tris-Azetat pH 7.5, 20
mM NaCl, 0.1 mM EDTA und 15 mM 2-Mercaptoethanol im Gleichgewicht befindlich ist, aufgebracht. Die Ko-
lonne wird dann mit einem Gradienten von 20 mM bis 500 mM an NaCl entwickelt und die eluierten Fraktionen
werden mit Hilfe von Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Electrophorese (SDS-PAGE) fraktioniert sowie
durch Immunoblotting charakterisiert, und zwar unter Verwendung eines geeigneten anti-Hsp70-Antikdrpers
(sowie beispielsweise clone N27F3-4 von StressGen).

[0045] Fraktionen, welche stark immunoreaktiv in Bezug auf den anti-Hsp70-Antikérper sind, werden zusam-

mengeflihrt, und die Hsp70-Peptidkomplexe werden mit Ammoniumsulfat ausgefallt, ganz speziell mit einem
50 %-70 Ammoniumsulfatschnitt. Das hieraus resultierende Ausfallungsprodukt wird dann geerntet, und zwar
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durch Zentrifugieren bei 17.000 rpm (SS34 Sorvall Rotor), und wird mit 70% Ammoniumsulfat gewaschen. Das
gewaschene Ausfallungsprodukt wird dann I6slich gemacht und alles verbleibende Ammoniumsulfat wird mit
Hilfe von Gelfiltration auf einer Sephadex® G25-Kolonne (Pharmacia) entfernt.

[0046] Der Hsp70-Peptidkomplex kann bis zur offensichtlichen Homogenitat unter Verwendung dieser Metho-
de aufgereinigt werden. Typischerweise kann 1 mg an Hsp70-Peptidkomplex in reiner Form aus 1 g an Zel-
len/Gewebe gewonnen werden.

Reinigung von Hsp90-Peptidkomplexen

[0047] Zu Beginn werden die Tumorzellen in drei Volumina eines 1X Lysispuffers bestehend aus 5 mM Nat-
riumphosphatpuffer (pH = 7), 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, und 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) suspendiert. Dann wird der Niederschlag (Pellet) auf Eis Ultraschall ausgesetzt, bis > 99 % der Zellen
aufgelst (lysed) sind, wie mit Hilfe mikroskopischer Beobachtung bestimmt wird. Alternativ zum Ultraschall-
verfahren kénnen die Zellen auch durch mechanisches Zerschlagen aufgelést werden, wobei bei diesem An-
satz die Zellen typischerweise in 30 mM Natriumbicarbonat pH 7.5, 1 mM PMSF resuspendiert werden und auf
Eis fir 20 Min. inkubiert und dann in einen Dounce-Homogenisator homogenisiert werden bis > 95 % der Zellen
aufgeldst sind.

[0048] AnschlieBend wird das Lysat bei 1000 G fur 10 Minuten zentrifugiert, um nicht aufgebrochene Zellen,
Kerne und anderen zelluldren Uberschuss zu entfernen. Der resultierende Uberstand wird bei 100.000 G fiir
90 Minuten rezentrifugiert, der Uberstand dann geerntet und mit Con A-Sepharose gemischt, welche mit PBS,
enthaltend 2 mM Ca*" und 2 mM Mg?*, ins Gleichgewicht gebracht ist. Fiir den Fall, dass die Zellen durch me-
chanisches Aufschlagen aufgelést werden, wird der Uberstand vor dem Mischen mit Con A-Sepharose mit glei-
chen Volumina an 2X Lysispuffern verdiinnt. Dem Uberstand wird es dann erlaubt, an die Con A-Sepharose
fur 2-3 Stunden bei 4°C anzubinden. Das Material, welches nicht anbindet, wird geerntet und fir den Zeitraum
von 36 Stunden (dreimal, 100 Volumina jedesmal) der Dialyse gegen 10 mM Tris-Azetat pH 7.5, 0.1 mM EDTA,
10 mM NaCl, 1 mM PMSF ausgesetzt. Anschliefiend wird das Dialysat bei 17.000 rpm (Sorvall SS34 Rotor)
zentrifugiert, und zwar fir 20 Min. Dann wird der resultierende Uberstand geerntet und auf eine Mo-
no-Q-FPLC-Kolonne aufgebracht, welche mit einem Lysispuffer ins Gleichgewicht gebracht ist. Die Proteine
werden dann eluiert, und zwar unter Verwendung eines Salzgradienten von 200 mM bis 600 mM an NaCl.

[0049] Die eluierten Fraktionen werden dann mit Hilfe von SDS-PAGE fraktioniert, und Fraktionen, welche die
Hsp90-Peptidkomplexe enthalten, werden mit Hilfe von Immunoblotting unter Verwendung eines an-
ti-Hsp90-Antikérpers, so wie beispielsweise 3G3 (Affinity Bioreagents), identifiziert. Unter Verwendung dieser
Methode kdnnen Hsp90-Peptidkomplexe bis hin zur offensichtlichen Homogenitat aufgereinigt werden. Typi-
scherweise kdnnen 150-200 pg an Hsp90-Peptidkomplexen auf diese Art und Weise aus 1 g an Zellen/Gewe-
be gereinigt gewonnen werden.

Reinigung von gp96-Peptidkomplexen

[0050] Zu Beginn werden die Tumorzellen in drei Volumina eines 1X Lysispuffers bestehend aus 5 mM Nat-
riumphosphatpuffer (pH = 7), 150 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, und 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) suspendiert. Dann wird der Niederschlag (Pellet) auf Eis Ultraschall ausgesetzt, bis > 99 % der Zellen
aufgel6st (lysed) sind, wie mit Hilfe mikroskopischer Beobachtung bestimmt wird. Alternativ zum Ultraschall-
verfahren kénnen die Zellen auch durch mechanisches Zerschlagen aufgelést werden, wobei bei diesem An-
satz die Zellen typischerweise in 30 mM Natriumbicarbonat pH 7.5, 1 mM PMSF resuspendiert werden und auf
Eis fir 20 Min. inkubiert und dann in einen Dounce-Homogenisator homogenisiert werden bis > 95 % der Zellen
aufgeldst sind.

[0051] AnschlieBend wird das Lysat bei 1000 G fur 10 Minuten zentrifugiert, um nicht aufgebrochene Zellen,
Kerne und andere zelluldre Riickstande zu entfernen. Der resultierende Uberstand wird bei 100.000 G fiir 90
Minuten rezentrifugiert, der Uberstand anschlieBend geerntet und mit Con A-Sepharose gemischt, wobei diese
als Aufschlammung vorliegt, welche mit PBS, enthaltend 2 mM Ca?* und 2 mM Mg?*, im Gleichgewicht befind-
lich ist. Fir den Fall, dass die Zellen durch mechanisches Aufschlagen aufgeldst werden, wird der Uberstand
vor dem Mischen mit Con A-Sepharose mit gleichen Volumina von 2X Lysispuffer verdiinnt. Dem Uberstand
wird es dann erlaubt, an Con A Sepharose Uber den Zeitraum von 2-3 Stunden bei 4°C anzubinden. Die Auf-
schldammung wird dann in eine Kolonne gepackt und mit 1X Lysispuffer gewaschen, bis der OD,, auf die
Grundlinie fallt. AnschlieRend wird die Kolonne mit 10% a-Methylmannosid (a-MM) mit einem Volumen ent-
sprechend dem 1/2 Kolonnenbett gewaschen. Die Kolonne wird mit Parafilm versiegelt und bei 37°C fur 15

9/14



DE 69534 874 T2 2006.12.14

Min. inkubiert. Die Kolonne wird anschlielend auf Raumtemperatur abgekuhlt, der Parafilm wird vom Boden
der Kolonne entfernt und es werden 5 Kolonnen Volumina an a-MM der Kolonne aufgegeben. Das Eluat wird
dann fraktioniert und mit Hilfe von SDS-PAGE charakterisiert. Typischerweise ist der resultierende gp96-Pep-
tidkomplex ungefahr 60 bis 95% rein, jeweils abhangig vom Zelltyp und dem Verhaltnis an Gewebe zu Lysis-
puffer, welches eingesetzt wird.

[0052] Im Fall, dass weitere Aufreinigung erforderlich ist, kann die Probe auf eine Mono-Q-FPLC-Kolonne
aufgegeben werden, wobei diese mit einem Puffer ins Gleichgewicht gebracht ist, welcher 5 mM Natriumphos-
phat bei einem pH-Wert von 7 enthalt. Die Proteine werden dann aus der Kolonne mit einem 0-1 M NaCl-Gra-
dienten eluiert. Die gp96-Fraktion eluiert zwischen 400 mM und 550 mM NacCl.

[0053] In einer alternativen Verfahrensweise kann die gp96-Fraktion, welche aus dem 100.000 G Nieder-
schlag isoliert wurde, in 5 Volumina an PBS resuspendiert werden, wobei dieses 1 % Natriumdeoxycholat (oh-
ne Ca?* und Mg?") enthalt, und auf Eis fir 1 Stunde inkubiert wird. Die resultierende Suspension wird fiir den
Zeitraum von 30 Min. bei 20.000 G zentrifugiert und der resultierende Uberstand wird geerntet und der Dialyse
mit verschiedenen Wechselgangen an PBS (ohne Ca®" und Mg?*) der Dialyse ausgesetzt um die Detergentien
zu entfernen. Das resultierende Dialysat wird fur den Zeitraum von 90 Min. bei 100.000 G zentrifugiert und der
Uberstand wird weiter aufgereinigt. Dann werden sowohl Calcium als auch Magnesium dem Uberstand zuge-
fugt, um die endglltige Konzentration von 2 mM zu erhalten. Anschlielend wird die Probe auf eine Mo-
no-Q-HPLC-Kolonne aufgegeben, wobei diese mit einem Puffer, der 5 nM Natriumphosphat bei pH = 7 enthalt,
ins Gleichgewicht gebracht ist. Dann werden die Proteine mit einem 0-1 M NaCl-Gradienten eluiert. Die
gp96-Fraktion eluiert zwischen 400 mM und 550 mM NaCl.

[0054] Die gp96-Peptidkomplexe kdnnen unter Verwendung dieser Prozedur bis hin zur offensichtlichen Ho-
mogenitat aufgereinigt werden. Typischerweise kénnen unter Verwendung dieses Verfahrens ungefahr 10-20
Mg an gp96 aus 1 g an Zellen/Gewebe isoliert werden.

Formulierung und Verabreichung der Komplexe

[0055] Sind die Stressprotein-Peptidkomplexe einmal aus dem entfernten Tumor aufgereinigt worden, so wer-
den sie dem Saugetier, welches der Behandlung unterzogen wird, zurlickverabreicht, um im Saugetier eine Im-
munantwort gegen die Tumorzellen, aus welchen der Komplex isoliert wurde, zu stimulieren. Die Stressprote-
in-Peptidkomplexe gemaf der vorliegenden Erfindung kénnen entweder gelagert werden oder fur die Verab-
reichung durch Mischen mit physiologisch akzeptablen Tragern, Hilfsstoffen oder Stabilisatoren zubereitet wer-
den. Diese Materialien sollten fir den beabsichtigten Benutzer bei den verwendeten Dosierungen und Konzen-
trationen nicht-toxisch sein.

[0056] Fur den Fall, dass der Komplex wasserloslich ist, kann dieser in einem geeigneten Puffer formuliert
werden, beispielsweise PBS (5 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7.1) oder anderen physiologisch kom-
patiblen Lésungen. Alternativ und fur den Fall, dass der resultierende Komplex eine geringe L&slichkeit in
wassrigen Losungsmitteln hat, kann dieser dann mit einem nicht-ionischen oberflachenaktiven Agens, so wie
beispielsweise Tween oder Polyethylenglycol, formuliert werden.

[0057] Nutzliche Lésungen fir die orale oder parenterale Verabreichungen kénnen gemaf einer jeden der
Methoden, welche der Fachmann der Pharmazeutik kennt, hergestellt werden, so wie diese beispielsweise in
Remington's Pharmaceutical Sciences, (Gennaro, A., Hrsg.), Mack Pub., 1990, beschrieben sind. Formulie-
rungen kénnen beispielsweise Polyalkylenglykol, so wie Polyethylenglykol, Ole pflanzlichen Ursprunges, hy-
drogenisierte Naphthalene und &hnliche enthalten. Formulierungen fir die direkte Verabreichung kénnen ins-
besondere enthalten: Glycerin und andere Zusammensetzungen hoher Viskositat. Weitere nitzliche Hilfsstof-
fe, um das Freisetzen des Stressprotein-Peptidkomplexes in vivo zu kontrollieren, kdnnen sein: Biokompatible,
vorzugsweise bioresorbierbare Polymere, einschlieBlich beispielsweise Hyaluronsaure, Collagen, Tricalcium-
phosphat, Polybutyrat, Polylaktid, Polyglykolid und Laktidglykolidcopolymere.

[0058] Formulierungen fiir das Inhalieren kdnnen als Tragerstoffe beispielsweise Lactose enthalten. Wassri-
ge Lésungen kénnen beispielsweise enthalten: Polyoxyethylen-9-Laurylether, Glycocholat und Deoxycholat.
Olhaltige Lésungen kénnen fiir die Verabreichung in Form von Nasentropfen niitzlich sein. Gele kdnnen to-
pisch intranasal verabreicht werden.

[0059] Die hier bereitgestellten Verbindungen kénnen in pharmazeutischen Zusammensetzungen durch Bei-
mischung von pharmazeutisch akzeptablen nichttoxischen Bindemitteln und Tragerstoffen zusammen formu-
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liert werden. Zusatzlich kénnen die Formulierungen optional auch einen oder mehrere Hilfsstoffe enthalten. Be-
vorzugte Hilfsstoffe schlief3en ein, sind aber nicht begrenzt auf: Pluron-Tri-Blockcopolymere, Muramyl-Dipep-
tide und deren Derivate, entgiftetes Endotoxin, Saponin und dessen Derivate so wie beispielsweise QS-21 und
Liposome. Die vorliegende Erfindung sieht es weiter vor, dass Formulierungen mit kontinuierlicher Freisetzung
verwendet werden, in welchen der Komplex Uber einen langeren Zeitraum freigesetzt wird.

[0060] Der Verabreichungsmodus der Familie von Stressprotein-Peptidkomplexen, wie diese gemal der vor-
liegenden Erfindung zubereitet worden sind, wird notwendigerweise von der Stabilitdt des Komplexes unter
physiologischen Bedingungen abhangen, sowie von der Gré3e und der Verteilung des Tumors innerhalb des
zu behandelnden Saugetieres. Die bevorzugte Dosierung des zu verabreichenden Komplexes wird mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch von Variablen abhdngen wie der Grée und der Verteilung des Tumors, dem Alter,
Geschlecht und Gewicht des beabsichtigten Empfangers, dem insgesamt vorliegenden Gesundheitszustand
der betreffenden Einzelperson, der relativen biologischen Effizienz des Komplexes, der Formulierung fir den
Komplex, der Anwesenheit und der Art von Tragerstoffen in der Formulierung und der Verabreichungsweise.

[0061] Allgemein gesprochen kénnen die Verbindungen gemaf der vorliegenden Erfindung fir die parente-
rale Verabreichung in einer wassrigen physiologischen Pufferlésung ungefahr 0,001 bis 10 % Gewicht pro Vo-
lumen an Verbindung enthalten. Bevorzugte Dosierungsbereiche reichen von ungefahr 1 bis ungefahr 1000
Mikrogramm an Komplex pro Kilogramm Kérpergewicht des Rezipienten pro Verabreichung. In der am meisten
bevorzugten Ausfihrungsform reicht der Bereich von ungefahr 100 bis ungefahr 250 Mikrogramm an Komplex
pro Kilogramm Kérpergewicht des Rezipienten pro Verabreichung. Insbesondere ist es denkbar, dass eine ty-
pische Dosierung im Bereich von ungefahr 5 mg bis ungeféahr 20 mg flr ein menschliches Subjekt mit einem
Gewicht von 75 kg betragt. Diese GroRen kénnen jedoch jeweils in Abhangigkeit von den Hilfsstoffen, welche
gleichzeitig mit dem Komplex verabreicht werden, variieren.

[0062] Der Komplex bildet vorzugsweise einen Teil einer wassrigen Losung, welche unter Verwendung von
Standardprozeduren verabreicht werden kann, beispielsweise intravends, subkutan, intramuskular, intraorbi-
tal, Uber die Augen, intraventrikular, intrakranial, intrakapsular, intraspinal, intracisternal, intraperitoneal, Gber
die Mundschleimhaute, rektal, vaginal, Uber die Nase oder als Aerosol. Die wassrige Losung ist vorzugsweise
physiologisch akzeptabel, so dass die Lésung zusatzlich zur Anlieferung des gewlinschten Komplexes im Sau-
getier dieses nicht anderweitig nachteilig beeinflusst, insbesondere nicht die elektrolytische und/oder Volu-
men-Bilanz des Saugetiers. Das wassrige Medium fur den Komplex kann somit normale physiologische Salz-
I6sung (0,9 % NaCl, 0,15 M), pH 7-7,4 oder andere pharmazeutisch akzeptable Salze umfassen.

[0063] Vorzugsweise sollte der Rezipient dreimal in zweiwdchigen Intervallen geimpft werden. Notwendigen-
falls kann Antwort zu einem spateren Zeitpunkt durch eine weitere Verabreichung des Komplexes aufgefrischt
werden. Es ist denkbar, dass die optimale Dosierung und der optimale Impfplan fiir jeden Stressprotein-Pep-
tidkomplex und unter Verwendung der Techniken, die dem Fachmann wohlbekannt sind, empirisch bestimmt
werden kann.

[0064] Verschiedene Cytokine, Antibiotika und andere bioaktive Agentien kdnnen mit den Stressprotein-Pep-
tidkomplexen gemeinsam verabreicht werden. So kdnnen beispielsweise verschiedene bekannte Cytokine so
wie beispielsweise Interleukin-1a (IL-1a), Interleukin-18 (IL-18), Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-3 (IL-3), Inter-
leukin-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), Interferon a (IFNa), Interferon B (IF-
NB), Interferon y (IFNy), Tumor-Nekrosefaktor a (TNFa), Tumor-Nekrosefaktor 3 (TNF), Granulozyten-Kolo-
nien stimulierender Faktor (G-CSF), Granulozyten/Makrophagen-Kolonien stimulierender Faktor (GM-CSF)
und transformierender Wachstumsfaktor § (TGF-$) gemeinsam mit den Komplexen verabreicht werden, um
somit die physiologische Antwort (response) zu maximieren. Es ist jedoch vorhersehbar, dass andere, bis jetzt
noch nicht entdeckte, Cytokine in der vorliegenden Erfindung effektiv sein kdnnen. Zusatzlich kénnen konven-
tionelle Antibiotika mit den Stressprotein-Peptidkomplexen gemeinsam verabreicht werden. Die Auswahl an
geeigneten Antibiotika wird jedoch von der jeweils zu behandelnden Krankheit abhangig sein.

Beispiel |

[0065] Gemal des vorliegenden Beispieles werden C57BL/6 und C3H Mause von ungefahr 100 g Gewicht
von Jackson Laboratories, Bar Harbor, Me. gekauft. Anschlielend werden bdsartige Tumorzellen subkutan in
die Mause injiziert, um experimentelle Tumore in den Mausen zu induzieren. Spezifisch werden bdsartige Spin-
delzellkarzinomzellen 6139 subkutan in die C3H Mause injiziert, bdsartige Maus-Lewis-Lungenkarzinomzellen
werden subkutan in C57BL/6 Mause injiziert und bdsartige Maus-B16-Melanomzellen werden subkutan in
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C57BL/6 Mause injiziert.

[0066] Eine Probe des Tumorgewebes wird entfernt, sobald die Tumore auf eine solche Grofle angewachsen
sind, dass sie sowohl sichtbar als auch flihlbar sind. Zur Kontrolle wird normales, nicht bosartiges Gewebe aus
einigen Mausen, welche die experimentellen Tumore haben, enthommen.

[0067] Dann werden die gp96-Peptid-, Hsp90-Peptid- und Hsp70-Peptidkomplexe werden aus sowohl den
normalen als auch aus den einem Tumor entnommenen Gewebeproben isoliert, und zwar unter Verwendung
der oben beschriebenen Methoden. Sind die Komplexe einmal isoliert, werden sie mit PBS kombiniert und den
Mausen, aus welchen die Komplexe entnommen wurden, zurtick verabreicht. Normalerweise werden 6 Mause
in jedem Experiment getestet. Die Experimente werden unter Verwendung eines Planes wie unten gezeigt
durchgefihrt:

Experiment den Méusen zuriickverabreichte Zusammensetzung
1 gp96-Peptid
2 Hsp70-Peptid
3 Hsp90-Peptid
4 gp96-Peptid und Hsp70-Peptid
5 gp96-Peptid und Hsp90-Peptid
6 Hsp70-Peptid und Hsp90-Peptid
7 Hsp70-Peptid, Hsp90-Peptid und gp96-Peptid
8 nur Puffer

[0068] Gemal einer Serie an Experimenten werden die Komplexe aus Tumorzellen entnommen, wobei in ei-
ner zweiten Serie die Komplexe normalen Zellen enthommen werden. Die Mause werden dreimal in wéchent-
lichen Intervallen mit 20 Mikrogramm (Gesamtgewicht) der/des vorausgewahlten Komplexe/Komplexes ge-
impft. Wahrend der Therapie wird die Grof3e eines jeden Tumors taglich gemessen. Nach 4 Wochen werden
die Mause getotet, und die Entwicklung des Tumors wird histologisch untersucht. Zuséatzlich werden die geto-
teten Mause auf die Anwesenheit oder die Abwesenheit von Metastasen untersucht.

[0069] Es wird erwartet, dass die Tumore in Mausen, welche mit Komplexen behandelt werden, die aus nor-
malem Gewebe gewonnen werden, weiter wachsen und Metastasen bilden. Im Gegensatz hierzu wird erwar-
tet, dass die Tumore in den Mausen, welche mit Komplexen behandelt werden, welche aus dem Tumorgewebe
stammen, ein langsameres Wachstum als die Tumore in den Tieren der Kontrollgruppe aufweisen, und in ei-
nigen Fallen wird erwartet, dass die Tumormasse kleiner wird und der Tumor Remissionserscheinungen wah-
rend der Therapie zeigt.

Patentanspriiche
1. Zusammensetzung zur Verwendung als ein Medikament zur Behandlung eines Menschens, der einen
Tumor hat, umfassend immunogene gereinigte menschliche Stress-Protein-Peptid Komplexe, die aus
menschlichen Tumorzellen isoliert sind, wobei die Peptide nicht-kovalent mit den Stress-Protein assoziiert
sind.

2. Zusammensetzung aus Anspruch 1, wobei die Komplexe in einem pharmazeutisch akzeptablen Trager
vorliegen.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1 zur Behandlung eines Menschen von welchem die besagten Tu-
morzellen erhalten wurden.

4. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die Stress-Proteine in den Komplexen Mit-
glieder der Hsp60 Familie, der Hsp70 Familie oder der Hsp90 Familie sind.
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5. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die Komplexe von Tumorgewebe stam-
men, welches dem besagten Menschen entnommen wurde.

6. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der zu behandelnde Tumor Metastasen gebildet hat.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei der zu behandelnde Tumor ein Melanomkarzinom, ein hep-
tazellulares Karzinom, eine myelogene Leukadmie oder ein Karzinom der Nierenzellen ist.

8. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 7, wobei die Komplexe in einer Menge vorhanden
sind, die zur Behandlung des Menschen effektiv sind.

9. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Behandlung des Menschen das Ver-
abreichen der Zusammensetzung in einer Menge im Bereich von 1 bis 1000 Mikrogramm des Komplexes pro
Kilogramm Kérpergewicht des Menschen pro Verabreichung umfaft.

10. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Behandlung des Menschen das Ver-
abreichen der Zusammensetzung in einer Menge im Bereich von 100 bis 250 Mikrogramm des Komplexes pro
Kilogramm Kérpergewicht des Menschen pro Verabreichung umfaft.

11. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 10 zur wiederholten Verabreichung.

12. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die Zusammensetzung auflterdem Cy-
tokin umfafdt.

13. Zusammensetzung nach Anspruch 12, wobei das Cytokin ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus IL-1qa, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IFNa, IFNB, IFNy, TNFa, TNF,
G-CSF, GM-CSF and TGF-8.

14. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zur gemeinsamen Verabreichung mit Cytokin.

15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, wobei das Cytokin ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus IL-1qa, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IFNa, IFNB, IFNy, TNFa, TNF,
G-CSF, GM-CSF and TGF-8.

16. Verwendung einer Zusammensetzung umfassend immunogene gereinigte menschliche Stress-Prote-
in-Peptid Komplexe, die aus menschlichen Tumorzellen isoliert sind, wobei die Peptide nicht-kovalent mit den
Stress-Proteinen assoziiert sind, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines Menschens, der
einen Tumor hat.

17. Verwendung nach Anspruch 16 zur Behandlung eines Menschen, von dem die besagten Tumorzellen
erhalten wurden.

18. Verwendung einer Zusammensetzung umfassend immunogene gereinigte Saugetier-Stress-Prote-
in-Peptid Komplexe, die aus Saugetier-Tumorzellen isoliert sind, wobei die Peptide nicht-kovalent mit den
Stress-Proteinen assoziiert sind, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines Saugetieres, das
einen Tumor hat.

19. Verwendung nach Anspruch 18 zur Behandlung eines Saugetieres, von dem die besagten Tumorzellen
erhalten wurden.

20. Verwendung nach Anspruch 16 oder 18, wobei die Stressproteine in den Komplexen Mitglieder der
Hsp60 Familie, der Hsp70 Familie oder der Hsp90 Familie sind.

21. Verwendung nach Anspruch 18, wobei die Tumorzellen des Sdugetieres von einem Haustier erhalten
wurden.

22. Verwendung nach einem der Anspriiche 18 bis 21, wobei die Komplexe Tumorgewebe des besagten
Saugetieres entnommen wurden.

23. Verwendung nach Anspruch 16 oder 18, wobei der zu behandelnde Tumor Metastasen gebildet hat.
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24. Verwendung nach Anspruch 16 oder 18, wobei der zu behandelnde Tumor ein Melanomkarzinom, ein
heptazellulares Karzinom, eine myelogene Leukamie oder ein Karzinom der Nierenzellen ist.

25. Eine pharmazeutische Zusammensetzung umfassend:
a) eine therapeutisch effektive Menge an gereinigten menschlichen Stressprotein-Peptid Komplexen, welche
aus menschlichem Tumorgewebe, welches einem Menschen entnommen wurde, isoliert sind, wobei die Pep-
tide nicht kovalent mit dem Stressprotein assoziiert sind; und
b) ein pharmazeutisch akzeptabler Trager.

26. Zusammensetzung nach Anspruch 25, wobei die Stressproteine gp96 sind.

27. Zusammensetzung umfassend eine therapeutisch effektive Menge an gereinigten menschlichen
Stress-Protein-Peptid Komplexen, welche aus einer menschlichen Tumorzelle isoliert werden, wobei die Pep-
tide nicht-kovalent mit dem Stressprotein assoziiert sind und die Stressproteine in den Komplexen Hsp90 sind.

28. Zusammensetzung umfassend eine therapeutische effektive Menge an gereinigten menschlichen
Stress-Protein-Peptid Komplexen, welche aus einer menschlichen Tumorzelle isoliert sind, wobei die Peptide
nicht-kovalent mit dem Stress-Protein assoziiert sind und die Stress-Proteine in den Komplexen Hsp70 sind.

29. Zusammensetzung nach Anspruch 27, wobei die Hsp90-Peptid Komplexe bis zu offensichtlicher Ho-
mogenitat gereinigt sind.

30. Zusammensetzung nach Anspruch 28, wobei die Hsp70-Peptid Komplexe bis zu offensichtlicher Ho-
mogenitat gereinigt sind.

31. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 27, 28, 29 oder 30, wobei die Komplexe in einem phar-
mazeutisch akzeptablen Trager vorliegen.

32. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 15 oder Anspruch 25, wobei die Stressproteine in
den Komplexen Hsp70 sind.

33. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 15 oder Anspruch 25, wobei die Stressproteine in
den Komplexen Hsp90 oder gp96 sind.

34. Zusammensetzung nach einem der Anspriche 1 bis 15 oder Anspruch 25, wobei die Komplexe mehr
als einen von Hsp70-Peptid Komplexen, Hsp90-Peptid Komplexen und gp96-Peptid Komplexen umfassen.

35. Verwendung gemal einem der Anspriiche 16 bis 24, wobei die Stressproteine in den Komplexen
Hsp70 sind.

36. Verwendung nach einem der Anspriiche 16 bis 24, wobei die Stressproteine in den Komplexen Hsp90
oder gp96 sind.

37. Verwendung nach einem der Anspriche 16 bis 24, wobei die Komplexe mehr als einen von
Hsp70-Peptid Komplexen, Hsp90-Peptid Komplexen und gp96-Peptid Komplexen umfassen.

38. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 15 oder Anspriche 25 bis 32 weiterhin umfassend
einen oder mehrere Hilfsstoffe, chemotherapeutisches Agens oder Antibiotikum.

39. Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 15 oder 25 bis 32, weiterhin umfassend Saponin.

40. Zusammensetzung nach Anspruch 39, wobei das Saponin QS-21 ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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