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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Philadelphia-Chromosom-positive Akute Lymphobla stische Leukamie

1.1.1 Pathogenese

Leuk&dmien sind maligne Erkrankungen hamopoetischer Zellen. Nach Zelltyp wird
zwischen myeloischen und lymphoblastischen Leukdmien unterschieden, deren
Verlauf chronisch oder akut sein kann. Diese Dissertation befasst sich ausschlief3lich
mit der akuten lymphoblastischen Leuké&mie (ALL), die mit 80-85% den grof3ten
Anteil der Leukdmien im Kindesalter darstellt. Pro Jahr werden in Deutschland circa
550 ALL-Neuerkrankungen bei Kindern bis zum vollendeten 14. Lebensjahr
diagnostiziert [1]. Die hochste Inzidenz zeigt sich im Alter von 2 bis 4 Jahren mit 6,5
Erkrankungen pro 100.000 Kinder im Jahr. Durch die maligne Transformation
unreifer lymphatischer Vorlauferzellen aus dem Knochenmark, Thymus oder
lymphatischen Geweben, kommt es zu einer Proliferation von lymphatischen Blasten
und Verdrangung der normalen Hamatopoese im Knochenmark. Die Heilungs-
chancen der an akuter lymphoblastischer Leukdmie erkrankten Kinder liegen bei
Ersterkrankung dank einer optimierten risikoadaptierten Polychemotherapie derzeit
bei etwa 87%. Im Vergleich dazu lag die Funfjahrestberlebensrate vor 1965 nur bei
5% [2]. Dennoch erleiden etwa 15-20%, das entspricht jedem siebten Kind mit ALL,

ein Rezidiv, wobei nur 35-40% dieser Kinder kurativ behandelt werden kénnen [3,4].

Die 1960 erstmals von Nowell und Hungerford als verkirztes Chromosom 22
(Philadelphia-Chromosom) beschriebene und nach ihrem Entdeckungsort benannte
Philadelphia-Translokation wurde mit der Entstehung von Leukamien in Verbindung
gebracht. Die Ursache fur das verkirzte Chromosom 22 liegt wie Rowley 1973 [5]
nachweisen konnte, in einer balancierten reziproken Translokation zwischen
Chromosom 9 und 22 (1(9;22)). Aufgrund der Translokation kommt es zur Fusion des
Breakpoint-Cluster-Region (BCR)-Gens (Chromosom 22) mit dem c-ABL (Abelson
murine leukemia virus)-Gen (Chromosom 9), wodurch das Fusiongen BCR-ABL
entsteht [6]. Die Ursachen der Translokation sind unbekannt, jedoch konnten
Deininger et al. 1998 zeigen, dass es Risikofaktoren, wie ionisierende Strahlung gibt,

die zu leukdmieassoziierten Fusionsgenen fihren kénnen [7].
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Wahrend der Bruchpunkt auf Chromosom 9 zwischen Exon 1 und Exon 2 (al und
a2) innerhalb des ABL-Gens liegt, gibt es auf Chromosom 22 drei mogliche Bruch-
punkte, so dass Fusionsgene unterschiedlicher GrofRe sowie unterschiedlicher
onkogener Potenz entstehen. Bei dem ,major breakpoint‘ (M-BCR) befindet sich der
Bruchpunkt zwischen Exon 12 und 16 (b1-b5) entweder zwischen b2 und b3 (b2a2)
oder zwischen b3 und b4 (b3a2). Beide Bruchpunkte fihren zu einem Fusionsgen,
das fiir das Fusionsprotein BCR-ABLP?!° kodiert, wobei p210 insbesondere bei der
chronisch myeloischen Leukamie (CML), aber in geringerem Maf3e auch bei der
Philadelphia-Chromosom-positiven ALL (Ph*-ALL), nachgewiesen wird. Der Bruch-
punkt des ,minor breakpoint® (m-BCR) liegt im ersten Intron von BCR (ela2) und
fihrt zur Expression des Ph*-ALL spezifischen BCR-ABLP*®® [6]. Das Fusionsprotein
BCR-ABLP*° stammt von dem Bruchpunkt p-BCR (e19a2) und ist bei Patienten mit

chronisch neutrophiler Leukdmie nachzuweisen (Abbildung 1) [8].

Chromosom 22 Chromosom 9 Philadelphia-Chromosom
5
el =1b 5
m-ber €1’
e2'\ = a1
bl\ —
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M-ber —] a3 BCR
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(7 XE N
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der BCR-ABL-F  usionsgene (Faderl et al. 1999)
Das Philadelphia-Chromosom entsteht aus einer balancierten reziproken Translokation
zwischen Chromosom 9 und 22. Im oberen Teil der Abbildung sind die Gene bcr und abl mit
Exonen (el bis e20 bzw. bl bis b5 fir ber, al bis all fir abl) und Bruchpunkten (=)
dargestellt. Je nach Lage des Bruchpunktes von bcr (m-bcr, M-bcr, p-ber) entstehen die im
unteren Teil der Abbildung aufgefiihrten Translokationen (ela2, b2a2, b3a2, e19a2) mit den
»ranslokationsprodukten“ p190 BCR-ABL, p210 BCR-ABL oder p230BCR-ABL.
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Die Fusion von BCR mit c-ABL fuhrt unabhangig von dem Bruchpunkt zu einer
konstitutiven Aktivierung der ABL-Tyrosinkinase [9], der Induktion der Tyrosin-
phosphorylierung sowie der Inhibition der RAS-Signaltransduktion in hamato-
poetischen Zellen. Bei 95% der Patienten mit CML und 25 bis 30% der adulten ALL-
Patienten bzw. 3 bis 5% der erkrankten Kinder kann die reziproke chromosomale
Translokation t(9;22)(g34;911) und ein Transkript des BCR-ABL Fusionsgens nach-
gewiesen werden [6;10]. Der Befund einer definierten chromosomalen Translokation,
die bei akuten Leukdmien primar die Transkriptionsfaktoren kodierenden Gene
betrifft, korreliert signifikant mit dem Therapieerfolg und der Prognose [11]. Unter-
suchungen zeigten, dass die BCR-ABL Translokation ebenfalls bei 22 von 73
gesunden Erwachsenen und einem von 22 gesunden Kindern im Blut nachgewiesen
werden kann, wo sie nicht zu einer Leukéamie fuhrt [12]. In diesem Zusammenhang
ist die Fahigkeit des Immunsystems, Tumore zu erkennen und zu eliminieren,
Gegenstand wissenschaftlicher Debatten. Die Theorie der Immunosurveillance
(Immuniberwachung) wurde bereits 1909 von Paul Ehrlich aufgestellt und spater von
Burnet und Thomas aufgegriffen [13,14]. Da es sich bei der vom Immunsystem ge-
steuerten Tumorabwehr um einen sehr komplexen Prozess handelt, wurde der
Begriff ,Jmmunoediting” eingefiihrt [15-17]. Der Prozess des ,Immunoediting” wird in
drei Phasen aufgeteilt, die als die drei ,E's" des ,Immunoediting” bezeichnet werden:
Eliminierung, Equilibrium und ,Escape”“ [18]. Die Eliminierungsphase spiegelt das
klassische Konzept der Immunosurveillance wieder, indem die Tumorzellen durch
Effektor-Immunzellen zerstért werden. In der zweiten Phase, dem Equilibrium, be-
steht ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und Eliminierung der Tumorzellen
durch das Immunsystem. Mit ,Escape“ wird die Phase bezeichnet, in der die
Tumorzellen der immunologischen Uberwachung entgehen, unkontrolliert proli-

ferieren und der Tumor in Folge dessen klinisch detektierbar wird [18].

1.1.2 Therapie der ALL

Die Standardtherapie der ALL im Kindesalter ist eine aus drei Blécken bestehende
Polychemotherapie, die mit einer mehrere Wochen dauernden Induktionstherapie
beginnt. Durch die Gabe von Zytostatika soll in dieser Phase eine komplette
Remission erreicht werden. Die zweite Phase, die Konsolidierungstherapie, dient

dazu, das Rezidiv-Risiko zu reduzieren. Auf die Konsolidierungsphase folgt die Re-
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Induktionsphase, deren Zytostatika-Kombinationen und Dosierung im Wesentlichen
identisch mit denen der Induktionsphase sind. An diese drei Phasen schliel3t sich die
Erhaltungsphase an, die die Rezidivinzidenz signifikant senkt. Wahrend der Er-
haltungsphase bekommen die Patienten eine orale Chemotherapie mit Methotrexat
(20 mg/m#/Woche) und 6-Mercaptopurin (50 mg/m3/Tag). Die Erhaltungstherapie wird
bis zwei Jahre nach Behandlungsbeginn weitergefuhrt [19,20]. Die bei sehr hohem
Ruckfallrisiko empfohlene Stammzelltransplantation® ist nicht Bestandteil der Studie
AIEOP-BFM ALL 2009 (Abbildung 2), sondern der Studie ALL SZT-BFM 2003.
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Abbildung 2 : Therapietbersicht nach der AIEOP-BFM ALL 2009 Studi e

In Abhéngigkeit von der Risikogruppe erhalten die Patienten unterschiedliche Therapien. Zu
Beginn erhalten alle Patienten ,Protokoll 1 (9 Wochen). Bei Patienten mit Standard-
risiko (SR) oder mittlerem Risiko (MR) schlieBen sich ,Protokoll M* (8 Wochen) und
~Protokoll 11" (7 Wochen) an. Hochrisikopatienten (HR) erhalten drei kurze (1 Woche), sehr
intensive Therapieblocke (,HR-Blocke®). Darauf folgt dreimal ,Protokoll 111* (je 4 Wochen) mit
anschlieRender Erhaltungstherapie. Zwischenzeitliche Therapiepausen dienen zur Erholung.
Bei erhéhtem Risiko fur ein cerebrales Rezidiv, ist eine Bestrahlung des Zentralnerven-
systems (CRT) vorgesehen. Daunorubicin (DNR), Cyclophosphamid (CPM), L-ASPARAGIN-
ASE (ASP), B-Vorlaufer-ALL (pB-ALL), T-Linien-ALL (T-ALL).

15.04.2010

% Einige Hochrisikopatienten bendétigen eine Stammzelltransplantation (SZT) nach dem 3. HR-Block
(Studie ALL SZT-BFM 2003). Lasst sich die Leukamie auch noch nach dem 3. HR-Block nachweisen,
bekommen diese Patienten vor der SZT eine weitere intensivierte Chemotherapie (DNX-FLA).

4
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Alle Patienten werden zunachst 4 Wochen nach dem nationalen Therapieprotokoll
AIEOP-BFM 2009 behandelt. Innerhalb dieser Zeit mulR der Ph*-Status geklart
werden. Bei einem positiven BCR/ABL-Befund wird nach dem Behandlungsprotokoll
der Studie EsPhALL® fortgefahren (siehe Abbildung 3). Diese Studie priift, ob

Imatinib mesylate zu einem besseren Therapieansprechen der Leukamie flhrt.

EsPhALL
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MRD
Zeitpunkte
12 (1] 1b 2 3 4 | 5] 6 7 8
11 & 4 ! ' ! I
I SZT
H El (] /
L ¥ ] 5 - I | I T
. 1 ! . :E":eas“t:':.tlf..u'g
I, (R | SZT
Ll @ [ @ ~ m | m |
_-'_I 4 — o] Ill:lgdf;:lqu
Poor Risk
= SZT |
H El [H] :
R === T ] T —
! S AN L S:—!ﬁ?lunq
||II|| 1 1 L " 2 L 1 "\_I_\\‘_I
0 12 22 20 35 42 52 104 W.

] IMATINIB 300 mg/mi/d == GCSF 4 KM-Punktion

Abbildung 3 : Therapieubersicht nach der EsPhALL Studie 2006 (St and 25.09.2006)

Im Anschluss an die Behandlung nach dem Protokoll AIEOP-BFM2009 folgt Phase Iy
(4 Wochen) der Induktionstherapie nach dem Behandlungsprotokoll ESPhALL 2006. An Tag
78 beginnt die Konsolidierungstherapie, bestehend aus 3 HR-Blocken (je 1 Woche). Auf die
3 HR-Blocke folgen zwei Protokolle Il, bestehend aus Phase lla und llb (je 4 Wochen), unter-
brochen von einer 4-wdéchigen Intervalltherapie. Wahrend der Schadelbestrahlung in der
Intervalltherapie erfolgen 2 i.th. Gaben MTX. Zwei Wochen nach dem 2. Protokoll 1l schlief3t
sich die Erhaltungstherapie an. Imatinib wir in der zweiten Phase des Protokoll | parallel zur
Chemotherapie fur 28 Tage, im Anschluss an die HR-Bldcke fir jeweils 14 Tage sowie im
Anschluss und parallel zur zweiten Phase der beiden Protokolle fir je 28 Tage verabreicht.

® Seit SchlieBung der Randomisierung (31.12.2009) wird Imatinib nicht mehr risikoadaptiert, sondern
allen Patienten der ,Poor und Good Risk-Gruppe" in einer taglichen Dosis von 300 mg/m2
Kdrperoberflache verabreicht. Der Behandlungszweig ohne Imatinib fallt damit weg.
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1.2 Stand der Forschung

1.2.1 Immuntherapie maligner Erkrankungen

Zytokine steuern die Interaktion zwischen den Zellen und spielen eine wichtige Rolle
bei der Regulation des Immunsystems. So kdnnen Interferone und Interleukine zur
Tumorabstof3ung beitragen, das Tumorwachstum hemmen oder eine Steigerung der
Immunabwehr induzieren [21]. Der Einsatz monoklonaler Antikérper in der Krebs-
therapie induziert durch die Bindung an tumorassoziierte Oberflachenmolekiile [22]
entweder die Apoptose des Tumors oder eine antiproliferative Wirkung [23-25]. Die
T-Zell-basierte Tumortherapie ist eine Therapieform, die Uber tumorspezifische
T-Lymphozyten wirkt. Die T-Lymphozyten spielen bei der allogenen Knochenmark-
transplantation eine bedeutende Rolle fir die immunologische Abwehr residueller
Leukédmiezellen. Die adoptive T-Zelltherapie, bei der den Patienten ex vivo kultivierte
tumorantigenspezifische T-Lymphozyten injiziert werden, hat gezeigt, dass T-Zellen
selbst groRe Tumormassen eliminieren kdnnen. Dennoch ist die adoptive
T-Zelltherapie bei Tumorerkrankungen bisher nur in wenigen Fallen erfolgreich, z.B.
malignes Melanom und CML. FUr diese Einschrankung gibt es verschiedene
Ursachen. Da Tumorzellen nur selten als koérperfremd erkannt werden, sind
tumorreaktive, zytotoxische T-Zellen schwer zu isolieren und stehen daher nicht fur
alle Tumorerkrankungen zur Verfiigung. Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, die
fur den adoptiven Transfer bendétigte Menge T-Zellen innerhalb eines zeitlich

begrenzten Rahmens zu generieren.

Die Vakzinierung mit inaktivierten Tumorzellen bzw. tumorspezifischen Antigenen
stellt eine attraktive Strategie zur Behandlung von Tumoren bzw. zur Vorbeugung
von Rezidiven dar. Das Ziel vieler Studien und auch der hier beschriebenen Arbeit ist
es, konkrete Ansétze zur Optimierung der Vakzinen zu finden [26]. Der bisher
beschrittene Weg zur Entwicklung von effektiveren Vakzinen ist im Folgenden

dargestellt.
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1.2.2 Der Weg zur effektiveren Vakzine

Die Bezeichnung Vakzine ist auf den Begriff Vakzination von lat. vaccinus (von
Kihen stammend), ein urspriinglich im Jahr 1796 von Edward Jenner entwickeltes

Verfahren zur Pockenschutzimpfung, zurtickzufiihren.

Im Gegensatz zur aktiven Impfung erfolgt die passive Impfung mit Antikérpern. Emil
von Behring legte 1890 den Grundstein zur passiven Immunisierung indem er an
Diphterie erkrankte Kinder mittels Serumtherapie heilen konnte. Das Prinzip der
passiven Impfung ist, dass die applizierten Antikbrper an die Erreger binden und das
Immunsystem entsprechend schnell reagieren kann. Im Gegensatz zur aktiven
Impfung héalt die Wirkung der passiven Impfung maximal einige Monate an, da in der
Regel kein ,immunologisches Gedachtnis“ gebildet wird.

Bei der auch als Vakzinierung bezeichneten aktiven Impfung, werden entweder
Lebendimpfstoffe, welche abgeschwachte aber noch vermehrungsfahige Erreger
beinhalten oder Totimpfstoffe, d.h. abgetttete oder fragmentierte Erreger, appliziert,
die nicht in der Lage sind, die Krankheit auszulésen. Mit Hilfe der Impfung wird die
Produktion spezifischer Antikdrper durch die B-Lymphozyten induziert. Im Anschluss
an die primare Immunantwort differenzieren sich einige Lymphozyten zu den
sogenannten ,Gedachtniszellen®, die den Schutz gegen die entsprechenden Anti-
gene aufrechterhalten. Diese ermoglichen bei einem erneuten Kontakt mit dem

Erreger eine wesentlich schnellere Immunantwort.

Die Vakzintherapie wird hauptsachlich fir die Pravention viraler und bakterieller
Infektionen angewendet. Die Medizin war bis in das 19. Jahrhundert machtlos
gegenuber Seuchen und Epidemien. Erst mit der Entwicklung der Impfung gelang es,
Epidemien maf3geblich zu verhindern und so einen Meilenstein in der Geschichte der
Medizin zu setzen.

Zu den wirksamsten Malinahmen zur Pravention bestimmter Krebserkrankungen
zahlt die praventive Impfung gegen onkogene Viren, wie humane Papillomviren
(HPV) sowie Hepatitis B -Viren. Die Impfung gegen Hepatits-B-Viren senkt das Risiko
eines Leberzellkarzinoms (hepatozellulares Karzinom, HCC) erheblich, so dass in
Taiwan die HCC-Inzidenz erheblich gesenkt werden konnte [27]. Ferner ist das
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Zervixkarzinom, die dritt haufigste Krebserkrankung der Frau, ein impfpraventabler
Tumor. Bereits seit Ende der 1970er Jahre ist bekannt, dass das Zervixkarzinom zu
den durch HPV induzierten Krebserkrankungen gehort. 2006 wurde der erste
Impfstoff gegen humane Papillomviren (HPV) zugelassen [28].

Inzwischen werden auch genmodifizierte Tumorzellen als Vakzine solider maligner
Tumore im Tiermodell und klinischen Studien untersucht [29,30]. Da Lymphoblasten,
wie die meisten Tumorzellen schlechte antigenprasentierende Zellen (APCs) sind
und keine ko-stimulatorischen Molekile exprimieren, fiuhrt die Interaktion von
T-Zellen und Leukdmiezellen zur Anergie und Apoptose der T-Zellen [31,32]. Das
Ziel der Therapie mit Leuk&miezellvakzinen ist die Induktion einer tumorspezifischen
T-zellvermittelten Immunitat. Weltweit werden mehr als 70% der klinischen Studien
mit viralen Vektoren durchgefuhrt. Hauptsachlich wird zwischen zwei viralen Vektor-
systemen unterschieden, den Retroviren (RNA-Viren) und den Adenoviren
(DNA-Viren). Die Retroviren stellen das bekannteste Vektorsystem dar. Aufgrund der
stabilen Integration in das Genom des Wirtes (Persistenz) erreichen sie eine hohe
Gentransfereffizienz sowie langlebige Expression des Transgens. Trotzdem weisen
retrovirale Vektoren einige Nachteile auf. Neben der Abhangigkeit von der
Proliferation der Targetzellen besteht die Gefahr von Rekombinationsereignissen
[33]. Vorteile der Adenoviren gegeniiber Retroviren sind dagegen der ausgedehnte
Zelltropismus, ihre Unabhangigkeit von der Zellteilung und nachgewiesene hohe
virale Titer, die einen effizienten Gentransfer in vivo sicherstellen. Auch Adenoviren
weisen Nachteile auf, die ihre klinische Anwendung eingeschranken. Da Adenoviren
nicht stabil ins Genom eingebaut werden, ist nur eine transiente Expression des
Transgens moglich. Ferner induziert die Expression des viralen E2-Protein Ent-
zundungsreaktionen und Toxizitaten, die eine wiederholte Applikation begrenzen
[33]. Bei beiden Vektorsystemen, insbesondere bei Adenoviren, besteht zuséatzlich
das Risiko einer Immunantwort gegen virale Antigene.

Verschiedene Arbeiten konnten nachweisen, dass die Vakzinierung mit syngenen
Leukamiezelllinien, welche durch retroviralen Transfer ko-stimulatorische Molekile
und Zytokine exprimieren, eine systemische Immunitat gegentber der Wildtyp-
Leuk&mie im Mausmodell induziert [34-36]. Nachdem bei Kindern mit schwerer
kombinierter Immundefizienz im Anschluss an die erfolgreiche gentherapeutische
Behandlung Leukdmien auftraten, gibt es Bedenken bei der klinischen Anwendung

des retroviralen Gentransfers [37]. Aus den zuvor genannten Grinden werden
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effiziente Alternativen in Form nicht viraler Gentransfermethoden, wie die
Elektroporation oder den ballistischen Transfer (Gene Gun), deren Sicherheit und
Funktionalitat bereits verschiedene Arbeitsgruppen nachwiesen [38,39], gesucht.
Trotz der Sicherheitsvorteile der nicht-viralen Transfermethoden gegeniber viralen
Vektoren, wird aufgrund der wesentlich besseren Gentransfer-Effizienz in klinischen

Studien nach wie vor auch mit viralen Vektorsystemen gearbeitet [40,41].

Im Vergleich zu den oben beschriebenen Leukamiezellvakzinen sind DNA-Vakzinen
wesentlich einfacher und schneller herzustellen, kodieren allerdings lediglich fur ein
begrenztes Spektrum antigener Peptide, wahrend Leukamiezellvakzinen tber das
komplette Antigenspektrum verfligen.

Bei der DNA-Vakzinierung werden Vektoren (Plasmide) verwendet, die als
Transportvehikel zur Ubertragung der DNA fungieren. Fir die DNA-Vakzine wird das
,cene of interest, das fir ein leukéamiespezifisches Antigen oder pro-
inflammatorische Molekile kodiert, in das Plasmid kloniert. Die Bestandteile des
Plasmidvektors sind der Replikationsursprung, ein Antibiotika-Resistenz-Gen, ein
Promoter fur eine optimale Expression des Proteins in Saugerzellen sowie eine
Polyadenylierungs-Sequenz, welche der Stabilisierung dient [42].

Die Prozessierung und Préasentation des kodierten Antigens kann tber verschiedene
Wege erfolgen [42]. Eine Moglichkeit ist die direkte Transfektion von professionellen
Antigenprasentierenden-Zellen (APCs), wie Dendritischen Zellen (DCs), welche nach
Wanderung in die drainierenden Lymphknoten einer schnellen Antigenpréasentation
dienen [43, 44]. Bei dem Weg des Cross-Priming werden somatische Zellen und/oder
professionelle APCs transfiziert, das sezernierte Protein von anderen professionellen
APCs aufgenommen und anschlieend den T-Zellen prasentiert [45]. Erfolgt die
Vakzinierung durch ballistischen Gentransfer, werden die in der Epidermis
vorkommenden Keratinozyten und Dendritischen Zellen direkt transfiziert [46-48].
Hier erfolgt die Prasentation entweder direkt Uber die transfizierten DCs oder durch
Cross-Prasentation. Bei der intramuskularen (i.m.) Applikation der Vakzine werden
hauptsachlich Myozyten transfiziert [49]. Verglichen mit der intramuskuléren
Vakzinierung stellt die intradermale Vakzinierung den effizienteren Applikations-
modus dar [43]. Nachdem verschiedene Studien zeigen konnten, dass die
Immunisierung mit Plasmid-DNA, die fir das leukamiespezifische Antigen kodiert und

in vivo exprimiert wird, wirksam ist, konnte nachgewiesen werden, dass die Ko-
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Expression von Zytokinen, ko-stimulatorischen Molekilen oder Adhasionsmolekilen
die Vakzineffizienz verstarkt [50]. Bei einer Ko-Expression der Zytokine IL-2 und
IL-12 [51,52], B7 als kostimulatorisches Molekul [53] und ICAM-1 und LAF-3 als

Adhasionsmolekiile [54] konnten verstarkte Immunantworten beobachtet werden.

Ferner wird die Vakzineffizienz durch nicht methylierte CpG-Motive, die fir ihre
immunstimulatorische Fahigkeit bekannt sind, verstarkt.

Die Verwendung von synthetischen CpG-Oligonukleotiden (CpG ODN) als Immun-
adjuvanz hat verglichen mit dem Freund’'schen Adjuvanz den Vorteil, dass die
CpG ODNSs (Toll Like Rezeptor (TLR) -9 Agonisten) eine ahnliche Effizienz, aber eine
deutlich geringere Toxizitdt aufweisen [55]. Darlber hinaus konnten bei der
Anwendung von CpG ODNs in Klinischen Studien keine Autoimmunreaktionen
beobachtet werden [56]. Es zeigte sich, dass zusatzlich verabreichte CpG ODNs den
Antitumoreffekt verstarken [39,57]. Plasmide enthalten einige hundert unmethylierte
CpG Dinukleotide, so dass bereits eine gewisse Immunaktivierung durch die
Plasmide selbst angenommen wird [58]. CpG-Motive rufen eine unspezifische
Aktivierung des angeborenen Immunsystems hervor, wodurch B-Zellen zur
Proliferation oder Antikorpersekretion angeregt werden [59] und die Zytokinsekretion
von professionellen APCs wie Makrophagen und Dendritischen Zellen induziert wird
[60,61]. Die Synthese der Zytokine IL-12 und IFN-a fuhrt sekundér zu einer indirekten
Aktivierung der Naturlichen-Killer-Zellen (NK).

Es wird zwischen zwei Klassen von CpG-Motiven unterschieden. CpG-Motive, deren
Dinukleotide von den Basen Adenin und Thymin flankiert werden, zahlen zu den
smmunstimulierenden” Motiven, die von den Basen Cytosin und Guanin flankierten
dagegen zu den ,neutralisierenden” CpG-Motiven. So wurden auch in DNA-Vakzinen
.neutralisierende” CpG-Motive gefunden, die die Effekte der stimulierenden CpGs
vermindern [58]. Um den stimulierenden Effekt der CpG-Motive zu gewahrleisten, ist
es erforderlich, die Menge der stimulierenden CpGs im ,Rickgrad der Vakzine* zu
optimieren und die ,neutralisierenden® Formen der CpGs zu minimieren [50].
Weeratna et al. konnten ebenfalls zeigen, dass zu viele stimulierende CpG-Motive
die Effizienz der DNA-Vakzine beeintrachtigen. Sie fuhrten dies auf eine geringere

Stabilitat des Plasmids bzw. einen herunterregulierten CMV-Promotor zurtick [50,58].
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Als Alternative zu Plasmid-Vektoren wurden in Studien mit genetisch modifizierten
Tumor- bzw. Leukamiezellvakzinen [39,62] und leukdmiespezifischen DNA-Vakzinen
[63] die Minimalistic Immunogenically Defined Gene Expression (MIDGE)-Vektoren
eingesetzt. Diese weisen gegenuber Plasmiden folgende Vorteile auf: 1. enthalt der
Vektor nur die medizinisch notwendige genetische Information, d.h. bakterielle
Regulationseinheiten die der Plasmidvermehrung dienen bzw. Antibiotikaresistenzen
oder allergische Reaktionen induzieren kdnnen, fehlen. 2. sind MIDGE-Vektoren 2 kb
bis 3kb kleiner als Plasmide, so dass mehr DNA in wesentlich kleinerem Volumen
appliziert werden kann. DarlUber hinaus wurden in einer klinischen Phase I/1l-Studie
keine relevanten Nebenwirkungen nachgewiesen [64]. Aufgrund der Vorteile
gegenuber Plasmiden wurde in dieser Dissertation ausschlie8lich mit MIDGE-

Vektoren gearbeitet.
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1.3 Zielsetzung und Fragestellungen

Die Langzeitheilungschancen von Kindern mit ALL konnten wie die Daten von 12
ALL-Studiengruppen belegen [65-76], in den vergangenen drei bis vier Jahrzehnten
signifikant verbessert werden. Im Gegensatz hierzu haben Patienten mit Rezidiv
einer Philadelphia Chromosom positiven akuten lymphoblastischen Leukamie
(Ph*ALL) eine &uRerst ungiinstige Prognose und nur 35 bis 40% dieser Kinder
konnen kurativ behandelt werden [3,4]. In der Regel kann die Leukamielast durch
Polychemotherapie zwar deutlich reduziert, aber nicht immer vollstandig eliminiert
werden. Daher kommt dem Immunsystem grundsétzlich eine bedeutende Rolle bei
der Eliminierung residueller Lymphoblasten zu. Im Anschluss an die Polychemo-
therapie sollte die Erhaltungstherapie daher die immunologischen Mechanismen
verstarken, die eine dauerhafte Remission erst ermdglichen.

Das Ziel dieser Dissertation war die Etablierung einer neoadjuvanten Vakzintherapie
zur Rezidivprophylaxe im syngenen BM185 Mausmodell. Verschiedene Arbeits-
gruppen zeigten, dass mit BCR-ABLp210 Bruchpunktpeptiden gepulste Dendritische
Zellen, durch die Prasentation dieser Peptide auf MHC Klasse I Molekilen
spezifische nicht-alloreaktive Zytotoxische T-Zellen gegen die CML induzieren
[77-79]. Die Vakzinierung von CML-Patienten mit BCR-ABLP?° Bruchpunktpeptiden
fuhrte zu einer spezifischen Immunantwort [80]. Bisher liegen jedoch nur wenige
Daten zu Vakzinierung mit translokationsspezischer BCR-ABLP*®> DNA und deren
Potential spezifische CTLs gegen Ph" ALL zu induzieren vor. Die vorliegende
Dissertation konzentriert sich daher und angesichts der Vorteile von MDGE-Vektoren
gegeniiber Plasmid-Vektoren auf die DNA-Vakzinierung mit dem BCR-ABLP!®®
bruchpunktspezifischen MIDGE-Vektor. Im Rahmen dieser Zielsetzung ergeben sich

folgende Fragestellungen.

1) Wie kann die Effizienz der Vakzine optimiert werden?

2) Welche immunologischen Mechanismen bzw. Zellpopulationen sind an dem anti-
leukamischen Effekt der Vakzine beteiligt?

3) Kann minimal residual disease (MRD) durch eine DNA-Vakzine therapiert werden?

4) Ist die DNA-Vakzine mit der chemotherapeutischen Erhaltungstherapie kombinier-
bar oder kompromittiert die Chemotherapie mit 6-MP die Immunisierung?

5) Besteht ein Synergismus zwischen der DNA-Vakzine und den Anthozyanen?

12
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Gerate

Abdampf-Wasserbad 1023 GFL
Autoklav Systec 2540EL

Brutschrank Labotect Inkubator C200
Dual Timer Model No. TR118
Elektrische Pipettierhilfe Easypet® 4421 9V DC
FACS-Canto

Gelkammer

Hettich Zentrifugen Universal 16A
Hettich Zentrifugen Universal 320
Heizblock Unitek HB-130

Labnet Minizentrifuge

Laborwaage PT300-*D2
Magnetriihrer IKAMAG® RH Basic
Mikroskop Will Wilovert

MJ Research PTC-200 ThermoCycler DNA Engine

Tecan Infinite F200 Fluoreszenzmessgeréat
Vortexer JK Minishaker Taquara RJ 22713-000
Werkbank Biological Safety Cabinets Class Il

2.1.2 Lésungen/Medien/Puffer/Reagenzien

Agarose 100g

Alamar Blue Cell viability Reagent

Aqua Delta Select Spullésung
Desinfektionsmittel Softasept N 250ml
DMSO Dimethyl Sulphoxide 5x5ml D2650
dNTP 0.5 mM

Dulbecco’s PBS (1X) without Ca/Mg
Dulbecco’s PBS (1X) w/o Ca/Mg

FBS
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Systec

Labotect

Oregon Scientific
Eppendorf

BD

PEQLAB Biotechnology

Hettich

Hettich

Hassa Laborbedarf
Neolab (Hassa)
Sartorius

IKA

Hund Wetzlar
Peltier

Tecan

IKA (Werner Hassa)
NUAIR

Roth
Invitrogen
Delta Select
B Braun
Sigma
Promega
PAA
Biochrom AG
Biochrom AG
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Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (1X); GIBCO™
Helipur® 100ml

Heparin-Natrium-5000-ratiopharm Antithrombotikum
L-Glutamin 200mM 100ml

6x Loading Dye Solution 0,1ml #R0619

Lysisbuffer

McCoy’s mit 2,29/l NaHCO3; F1015
2-Mercaptoethanol mind. 98% 100m| M3148
Penicillin/Streptomycin 10.000Units/ml

Phosphat Buffered Saline pH 7.4 10stk P-5368

Red Blood Cell Lysing Buffer

100 U reverse Transkriptase Superskript II RNase H-
RPMI1640 mit 5mg/l Phenolrot 2,0g/l NaHCO3

T4 DNA Ligase M0202S

TRIZMA® base T1503

Trypanblau 100ml 0,4%

Substanzen fir in vivo und/oder in vitro Experimente:
OptiBerry® BX600

Cyanidin 3-O-Rutinosid C,7H3;ClO;5

Delphinidin 3-Glucosid C31H21ClO;,

dSLIM

MIDGE BCR-ABL

MIDGE GM-CSF

MIDGE IL-12p35

MIDGE IL-12p40

MIDGE IL-27

MIDGE CD40-L

6-MP Puri Nethol® Mercaptopurin 50mg Ch.-B.906527
MTX Lantarel® FS 15mg Methotrexat-Dinatrium
STI571 (Imatinib) CGP057148B-AG-6 SAP No 149271
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Invitrogen

B. Braun Melsungen AG
Ratiopharm
PromoCell
Fermentas
Sigma Aldrich
Biochrom AG
Sigma

Gibco

Sigma

Sigma
Invitrogen
Biochrom AG
BioLabs
Sigma

Gibco-Invitrogen

Interhealth Nutraceuticals
Inc., Benicia, USA
PhytoPlan GmbH
PhytoPlan GmbH
Mologen AG
Mologen AG
Mologen AG
Mologen AG
Mologen AG
Mologen AG
Mologen AG
GlaxoSmithKline
Wyeth

Novartis Pharma AG
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Substanzen fir die Narkose:

Isofluran 250mI HDG9623

Ketanest® S Esketaminhydrochlorid 25mg/mi
NaCl Natriumchlorid-Infusionslésung 0,9%

Rompun 2% Xylazinhydrochlorid

Assay-Kits:

Caspase-3/CPP32 Fluorometric Assay Kit
Caspase-8/FLICE Fluorometric Assay Kit
Caspase-9 Fluorometric Assay Kit
innuPrep RNA Mini Kit

Myco Alert® sample Kit

Venor®GeM Mycoplasma Detection Kit

2.1.3 Verbrauchs-/Labormaterialien

BD Plastipak 1ml

BD Discardit Il 5ml

Biosphere Fiter Tips 1250ul; 200ul; 20ul
C-Chip Disposable Hemocytometer sterile
Cryo. S sterile PP mit Schraubverschluf3

Einmal-Injektionskantle Gr.18 G26x1” 0,45x25mm

FACS Canto Flow Cytometer
FACS-R6hrchen 5ml 75x12mm PS
Falcon 15ml; 50ml Cellstar Tubes

Gene Ruler™ 100bp DNA Ladder ready to use 0,1pg/pl

Glasflasche 100ml, 250ml, 500ml, 1000ml
Handschuhe Peha soft powderfree vinyl
Handschuhe Nitril Venyl
Kaliper 0-150mm Electronic Digital Caliper
Kanule 30GY%; 25G5/8; 24G1; 27G¥%; 20G1Y%
MF-Millipore GS Filter Unit 0,22um
Microvette® CB300
Multipette Plus
Neubauer improved Zahlkammer
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Baxter
Pfizer
Berlin Chemie

Bayer Healthcare

BioVision
BioVision
BioVision
Analytic Jena AG
Lonza

Minerva biolabs

Becton Dickinson GmbH
Becton Dickinson GmbH
Sarstedt

PAA

Greiner Bio One

B Braun

BD Biosciences
Sarstedt

Greiner Bio One GmbH
Fermentas

Schott Duran

Hartmann

Hartmann

Whitworth

BD Microlance

Millipore

Sarstedt

Eppendorf

REF0640010 Marienfeld
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Objekttrager Menzel-Glaser 76x26mm 1SO 8037/1
Pipette 2,5ul; 10ul; 100ul; 200ul und 1000pul
Pipettenspitze fur Multipette 2.5 ml; 25ml; 50ml
Pistill

Plastibrand Messbecher 1000ml

PS Rohrchen GLKL 0,6ml 6,0/38mm
Reaktionsgefald 0,5ml; 1,5ml; 2,0ml
Serologische Pipette 10ml; 25ml

Skalpell Art. Nr. 3607.1

Teflon-Einwegsonde

Trockenperlen mit Farbindikator 2000ml
Vorfrierer Cryo 1C Freezing Container

96er Well-Platte Cellstar TC-Plate
Zellkulturflasche 175cm?, 75cm?2, 25cm?

Zellsiebe 40pm blue BD cell strainer

2.1.4 Antikorper

Biotin anti-mouse IgM (11/41)

APC anti-mouse CD19 (1D3)

APC anti-mouse CD4 (L3T4) (RM4-5)
Streptavidin-PE

PE anti-mouse CD8a (Ly-2) (53-6.7)

PE Rat Anti-Mouse CD49b (DX5)

FITC anti-mouse CD3e (CD3 ¢ chain) (145-2C11)
PE rat 1gG2a « iSOtype control

APC Rat 1gG2a « isotype control

FITC Hamster 1gG1 « isotype control (anti-TNP)
anti-mouse CD4 (L3T4) Clone GK1.5
anti-mouse CD8a (Ly-2) Clone 53-6.7

Rabbit Anti-Mouse/Rat Asialo GM1 CL8955
—->NK-Zell Antikorper
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In vitro diagnostics
Eppendorf

Eppendorf

Schuett Biotec

Brand

Greiner-Bio-One GmbH
Sarstedt

Sarstedt

Carl Roth

Scanbur

NeolLab

Nalgene
Greiner-Bio-One GmbH
Greiner-Bio-One GmbH
BD Falcon

0,5mg/ml
0,2mg/ml
0,2mg/ml
0,5mg/ml
0,2mg/ml
0,2mg/ml
0,5mg/ml
0,2mg/ml
0,2mg/ml
0,5mg/ml
eBioscience NatuTec
eBioscience NatuTec

Cedarlane (antibodies-online)
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2.1.5 Zelllinien

Die Leukamiezelllinie BM185 wurde durch retrovirale Transduktion von Balb/c
Knochenmarkstammzellen mit dem humanen 185kDa BCR-ABL-Fusionsgen
generiert [36, 81, 82]. Der Phanotyp dieser Zelllinie entspricht einer pra-B-ALL mit
Expression des 185kDa BCR-ABL Fusionsproteins (Abbildung 4a). Die intraventse
Injektion von 1000 Zellen fihrt innerhalb von 1 bis 2 Wochen zur pra-B-ALL und nach
3 Wochen zum Tod. Die subkutane Injektion induziert innerhalb von 1 bis 2 Wochen
einen Tumor mit einem Durchmesser von tber 20mm, der ca. 1 bis 2 Wochen nach

Tumorentstehung ebenfalls zum Tod fuhrt.

Die Zelllinie K562 ist eine humane chronisch myeloische Leukamie und wurde 1970
aus dem Pleuraerguss einer 53-jahrigen Patientin in der Blastenkrise isoliert. Die
Zellen tragen das Philadelphia Chromosom mit dem 210kDa BCR-ABL b3-a2
Fusiongen [83].

Die Zelllinien BM185 und K562 wurden freundlicherweise von R. Stripecke

beziehungsweise N. v. Neuhoff von der MHH zur Verfiigung gestellt.

2.1.6 Syngenes BM185/Balb/c- Mausmodell

Alle Tierexperimente wurden von der Ethikkommission und dem Ministerium flr
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume Schleswig Holstein genehmigt. Fiur die
Durchfiihrung der Experimente wurden sechs bis acht Wochen alte weibliche Balb/c
Mause (Charles River Laboratories Sulzfeld) mit einem Gewicht von 16 bis 18 g nach
einer Eingewdhnungsphase von 1 bis 2 Wochen verwendet und in Makrolonkafigen
des Typ Il in offener Haltung unter Standardbedingungen gehalten.

Das syngene BM185-Balb/c Mausmodell (Abbildung 4) wurde von Witte et al. [81]
und Stripecke et al. [36] entwickelt. Es ist syngenes und immunkompetentes Maus-
modell fur die Philadelphia Chromosom positive ALL, das sowohl fur die
Vakzinierung mit genmodifizierten Leukamiezellen als auch translokations-

spezifischer DNA verwendet werden kann. Das Modell basiert auf der Leukéamie-
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zelllinie BM185, die durch retrovirale Transduktion von Balb/c Knochenmark-
stammzellen mit dem humanen BCR-ABLP*®® Fusionsgen generiert wurde (Abbildung
4a) und den Phéanotyp einer pra-B-ALL zeigt [36,81].

Knochenmarkstamm Retrovirale Transduktion BM185
|| mit humaner BCR-ABL — ’
a) zellen (BALB/c Maus) cDNA (—185 kDa) (pré-B ALL)

protektiver Modus
Vakzinierung

A N S S N

Tag -28 -7 0
b)

BM185 (pre-B ALL)
1000 Zellen (s.c.)

Leukamiechallenge

therapeutischer Modus
Vakzinierung

V@H AN

Tag(\ 9

BM185 (pre-B ALL)
1000 Zellen (s.c.)

Leukdmiechallenge

Abbildung 4 : Syngenes BM185/Balb/c-Mausmaodell

a) Generierung der murinen Leukamiezelllinie BM185 (pra-B-ALL) b) protektiver Modus und
c¢) therapeutischer Modus der Vakzinierung. Im protektiven Modus erfolgte die intrakutane
Vakzinierung an den Tagen -28 und -7 und im therapeutischen Modus an den Tagen 2 und
9. An Tag O erhielten die Mause den letalen Leuk&miechallenge, der bei i.v.-Applikation
innerhalb von 3 Wochen zum Tod fihrt und bei s.c. Applikation einen Tumor von > 2cm
Duchmesser induziert.
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2.1.7 MIDGE-Vektor

Der MIDGE-Vektor® ist ein nicht-viraler Expressionsvektor, dessen doppelstrangiger
Stamm sich aus dem CMV-Promotor, dem Transgen sowie einem Poly-A-Schwanz
zusammensetzt. Der lineare DNA-Doppelstrang wird an beiden Enden durch
einzelstrangige Haarnadelbereiche aus vier Thymidinnukleotiden stabilisiert, was die

Inaktivierung durch Exonukleasen verhindert (Abbildung 5).

Haarnadel Haarnadel

ODN Expressionskassette ODN

c T D
CMV Transgen pA
RS —

[4 Nukleotide] Doppelstrangige DNA [4 Nukleotide]
[0.8 bis 8kb]

Abbildung 5 : Elemente des MIDGE-Vektors (Minimalistic immunogenically defined
gene expression) (Quelle:Mologen AG)

Die Konstruktion der MIDGE-Vektoren erfolgte wie bereits friher beschrieben aus
dem Plasmid pG [62]. Die kodierende Sequenz des Transgens wurde downstream
des CMV Promotor zwischen die Restriktionsstellen Kpnl und Sacl in den
Plasmidvektor pG einkloniert und die Expressionskassette durch EcoR1-
Restriktionsverdau aus dem pG-Plasmid geschnitten. Anschliel3end erfolgte die
Zugabe von Oligodesoxyribonukleotiden (selbst-komplementare Sequenz, mit vier
Thymidinbasen) und die Inkubation mit T4-Ligase. Nicht ligierte Fragmente sowie
unerwinschte Reste des Plasmidvektors wurden durch den Verdau mit einer
T7-Polymerase entfernt und die MIDGE-Vektoren abschlieRend mittels Anionen-

austauschchromatographie aufgereinigt.

Die Sequenz des MIDGE-BCR-ABL Vektors kodiert fur ein t(9;22) translokations-
spezifisches Peptid des humanen Fusionsprotein BCR-ABLp185 (5"-MFRDKSRSPS
QONSQQSFDSSSPPTPQCHKRHRHCPVVVSEATIVGVRKTGQIWPNDGEGAFHGDA
---EALQRPV ASDFEPQGLSE-stop -3") mit Bruchpunkt zwischen dem BCR Exon 1

“ Mologen AG, Berlin
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und ABL Exon 2. Das translokationsspezifische Peptid AFHGDA-EAL besitzt die
Ankernukleotide Phenylalanin (Position 2) und Leucin (Position 9), die fur die
Bindung an MHC Klasse | (H2-Kd) der Balb/c-Mause notwendig sind. Ferner wurden
MIDGE-Vekoren verwendet, die fir murines GM-CSF sowie murines IL-12 kodieren.
Der murine IL-12 MIDGE-Vektor ist ein aus MIDGE 1L-12p35 und MIDGE IL-12p40

bestehendes Heterodimer.

2.1.8 dSLIM

Das dSLIM-Molekil (double Stem Loop Immunomodulator) besteht ausschlief3lich
aus nicht kodierender DNA. Die beiden einzelstrangigen ,Loops” tragen jeweils drei
nicht methylierte CpG-Motive und sind Uber einen doppelstrangigen Stamm

miteinander verbunden (siehe Abbildung 6).

Haarnadel Doppelstrangige Haarnadel
[4 bis 30 Nukleotide] DNA [4 bis 30 Nukleotide]
[16 bis 30bp]

Abbildung 6 : Immunmodulator dSLIM  (double stem loop immunomodulator)
(Quelle:Mologen AG)

Die dSLIMs wirken als TLR-9 Agonisten und fihren zu einer unspezifischen
Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Die Herstellung der dSLIM-Molekule
erfolgte wie friher beschrieben [39]. Die MIDGE-Vektoren sowie dSLIM-Molekule

wurden von der Firma Mologen in Berlin bezogen.
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2.1.9 Poly-( B-Aminoester)

Ein Nachteil nicht-viraler Gentransfermethoden ist die vergleichsweise niedrige
Transfektionseffizienz [84]. Es missen verschiedene zellulare aber auch extra-
zellulare Barrieren Uberwunden werden, um die Aufnahme der DNA im Zielgewebe
zu gewahrleisten. Die mit uns kooperierende AG von J.J. Green entwickelte
Poly(B-Aminoester), die DNA zu nanometergrol3en Partikeln (Abbildung 7b)
komplexieren und dadurch die zellulare Aufnahme erleichtern. In vitro und in vivo
konnte eine gegenidber nicht komplexierter DNA signifikant hohere
Transfektionseffizienz nach-gewiesen werden. Anderson et al. und Green et al.
zeigten eine gegenuber nicht komplexierter DNA 26fach, Akinc et al. sogar eine bis
zu 67fach hohere Transfektionseffizienz [85-87]. Poly(B-Aminoester) haben ein
Molekulargewicht zwischen 1 und 61 kDa [88] und bestehen aus einem Amin-
Grundgerist mit Estergruppen zu beiden Seiten (Abbildung 7a). Aufgrund
hydrolytischer Spaltung der Estergruppen sind Polymere biologisch abbaubar und

besitzen nur eine geringe Zytotoxizitat [87].

o e g
'f‘].‘ov“v\ok.’i' * §H2 - ‘(’\OMNNUND'\)’
o é n

QH
a) HO

b) Balken = 100nm

Abbildung 7: Poly-( B-Aminoester)
a) Synthese des Poly-(3-Aminoester) C32-117 aus einem Diacrylat- und Amin-Monomer
b) DNA-Polymer-Nanopartikel (Anderson et al. 2004 PNAS 101:16028)

Bei der Synthese ,grol3er Bibliotheken“ von Poly(B-Aminoestern) waren die funf
wichtigsten Charakteristika das Molekulargewicht, die PartikelgroRe nach

Komplexierung, die Oberflachenladung, das Polymer/DNA-Verhaltnis und die
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Transfektions-Effizienz [88]. Es zeigte sich, dass sowohl das Molekulargewicht als
auch das Polymer/DNA Verhaltnis fir die Transfektionseffizienz ausschlaggebend
sind [88, 89]. Das Molekulargewicht des Polymers ist abhangig von der Anzahl der
Polymer-Kationen/DNA-Anionen Interaktionen und beeinflusst die Bindungsaffinitat
vom Polymer zur DNA. Das Polymer/DNA-Verhaltnis spiegelt das Ladungsverhéltnis
des positiv geladenen Polymer und negativ geladener DNA wieder, wodurch Trans-
fektionsbedingungen, wie die Stabilitat und die zellulare Aufnahme des Komplexes,
beeinflusst werden [88, 90].

Die Komplexierung mit dem Poly(B-Aminoester) C32-117 (Abbildung 7) (1,3-diamino-
pentane-terminated poly(5-amino-1-pentanol-co-1,4-butanediol diacry-late) fuhrte in
vitro als auch in vivo zu einer gegenuber nicht komplexierten DNA bis zu 26fach
hoheren Transfektionsrate [85, 87, 91].

2.1.10 Leukamiespezifische DNA-Vakzine

Die Basis-DNA-Vakzine setzt sich aus MIDGE-Vektoren zusammen, die fur ein 84
Aminosauren langes BCR-ABLpl185 fusionsspezifisches Peptid und GM-CSF
kodieren. Ferner enthalt die Basis-DNA-Vakzine den Toll Like Rezeptor 9 (TLR-9)
Agonisten dSLIM. Im Rahmen der Optimierungsexperimente wurden der Vakzine
neben den MIDGE-Standardvektoren BCR-ABL und GM-CSF MIDGE-Vektoren
hinzugeflugt, die entweder fur IL-12, IL-27 oder CD40-L kodieren. CD40-L ist bei der
Aktivierung von APCs und der Einleitung humoraler sowie zellularer Immunantworten
beteiligt [92]. Interleukin-12 spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung des
angeborenen und adaptiven Immunsystems und wurde in mehreren Studien als
wirksames Zytokin zur immunologischen Behandlung von Tumoren im Tiermodell
beschrieben [93-95]. Aufgrund der starken Antitumoraktivitdt von IL-27 im murinen
Kolonkarzinom-Modell [96], wurde IL-27 ebenfalls in der vorliegenden Dissertation
getestet. Als weitere Optimierungsstrategie wurde die DNA-Vakzine zur Steigerung

der Transfektionseffizienz mit Hilfe von Poly-(B-Aminoester) komplexiert.
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2.1.11 Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib mesylate

Der von Druker et al. in Zusammenarbeit mit Novartis entwickelte und seit November
2001 in Deutschland zugelassene Wirkstoff Imatinib mesylate (Handelsname
Glivec®, Novartis) ist chemisch ein 2-Phenylaminopyrimidin-Derivat (Abbildung 8)
und gehort zu den Signal-Transduktions-Inhibitoren (STI) [97]. Imatinib meylate
inhibiert die Tyrosinkinasen von ABL, BCR-ABL, PDGFR (platelet derived growth
factor receptor) und c-kit-Rezeptor (Tyrosinkinase KIT) indem es selektiv an die
ATP-Bindungsdomane bindet. Die kompetitive Verdrangung von ATP durch Imatinib
mesylate verhindert die Phosphorylierung von Substraten nachfolgender Signaltrans-
duktionskaskaden. Indem Imatinb mesylate die onkogene Aktivitat des BCR-ABL
Fusionsproteins hemmt, wirkt es einer unkontrolliert gesteigerten Zellproliferation
entgegen und induziert die Apoptose. Derzeit tragt Imatinib mesylate zum Erreichen
einer Remission in der Therapie bei Patienten mit Philadelphia-Chromosom positiver
CML und ALL, auch in der Blastenkrise bei. Imatinib mesylate induziert bei 82% der
Patienten eine hamatologische Remission, wobei diese bei 69% der Patienten Uber
einen Zeitraum von 4 Wochen bestehen bleibt. Selbst in der Blastenkrise fuhrt
Imatinib zu einer Ansprechrate von 52% und einer uUber 4 Wochen anhaltenden
hamatologischen Remission in 31% der Patienten [98,99]. Bei 15 bis 20% der
Patienten treten jedoch Resistenzen gegeniber Imatinib mesylate auf, die auf
Punktmutationen in der Kinasedomane und einer erhdhten Amplifikation des

Onkogens zurickzufuhren sind [100-104].

v
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Abbildung 8: Strukturformel von Imatinib mesylate
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2.1.12 6-Mercaptopurin

6-Mercaptopurin ist ein Zytostatikum, das insbesondere wahrend der Erhaltungs-
therapie bei Leukamiepatienten [105] eingesetzt wird. Als Analogon der Nuklein-
basen Adenin und Guanin ist 6-MP ein Antimetabolit und ersetzt wahrend der
Zellteilung die Purinbasen Adenin und Guanin in der DNA, wodurch diese ihre
Funktion verliert. 6-MP besitzt keine gegen Krebs gerichtete Aktivitat, sondern wird
als sogenanntes Propharmakon sowohl intestinal als auch hepatisch abgebaut. Die
Umwandlung der Purinbasen zu Nukleotiden Uber das Salvage-Pathway Enzym
HGPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase) ist entscheidend fur die
Aktivierung und damit auch fir den zytotoxischen Effekt von 6-MP [106]. 6-MP kann
Uber die Xanthine Oxidase (XO) zu 6-Thiouric-Saure oder Uber die Thiopurin-
Methyltransferase (TPMT) zu 6-Methymercaptopurine abgebaut werden. TPMT weist
einen hohen Grad an genetischem Polymorphismus auf [107, 108]. Dazu zahlt eine
deutlich verminderte Enzymaktivitdt oder sogar fehlende TPMT Aktivitat, die durch
Mutationen verursacht wird und zu einer erhéhten Toxizitat selbst bei normaler 6-MP-
Dosis fuhren kann [109]. Mercaptopurin ist ein wichtiger Bestandteil der
Erhaltungstherapie bei akuter lymphoblastischer Leuk&dmie (ALL) [110, 111]. Wie
einige Studien zeigen, wird der TPMT-Polymorphismus als potentieller Risikofaktor
fur das Auftreten therapieabhangiger Sekundarmalignitaten angesehen [112-115].
Die von Stanulla et al. durchgefiihrte Genotypisierung von Patienten mit Sekundar-
malignitaten widerspricht dieser Hypothese [116]. Darlber hinaus ist die Erhaltungs-
therapie unerlasslich, da eine Verkirzung der Erhaltungstherapie die ALL-RUckfall-

rate erhéht [117]. Die Frage war, ob es eine Alternative zu 6-MP gibt.

2.1.13 Anthocyane

Anthocyane (griech. anthos = Blute, kyanos = blau) sind wasserldsliche Pflanzen-
farbstoffe, die zu den Flavonoiden gehdren. Im Zellsaft von Bluten, Friichten, Samen,
haufig auch Sprossachsen und Blattern von Landpflanzen fihren Anthocyane zur
typischen blauschwarzen bis roten Farbung der Pflanzen. Sowohl die Struktur als
auch der pH-Wert der Anthocyane haben Einfluss auf die Absorptionsmaxima (465
bis 560 nm) und folglich auf die Farbe (pH1-3 rot, pH4-6 farblos, pH>6 violett-blau).

Anthocyane sind Glykoside, deren zuckerfreie Anthocyanidine (Aglykone)
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die Farbtrager darstellen. Die bekanntesten und am haufigsten vorkommenden
Formen sind Cyanidin, Delphinidin, Malvidin, Pelargonidin, Peonidin und Petunidin.
Laut ,Joint Expert Committee of Food Additives” der WHO besitzen Anthocyane
lediglich eine sehr geringe Toxizitat, sind jedoch weder reproduktionstoxisch noch
mutagen, so dass es weder eine Mengenbeschrankung als Zusatzstoff (quantum
satis) noch einen ADI-Wert (acceptable daily intake) gibt und Anthocyane als
Lebensmittelzusatzstoff E163 zugelassen sind.

In Pflanzen erfillen Anthocyane mehrere Aufgaben. Einerseits schitzen sie diese
aufgrund der Absorption von UV-Strahlen und verhindern damit Schadigungen in der
Zelle und der DNA. Dartber hinaus sind Anthocyane Antioxidantien, die bei

oxidativem Stress entstehende freie Radikale binden.

a) b) OH

Abbildung 9: Anthocyane
a) Cyanidin-3-rutinosid (C,;H3,CI0;5), b) Delphinidin-3-glucosid (C,;H1ClO5)

Die aus der schwarzen Johannisbeere Ribes nigrum isolierten Anthocyane
Cyanidin-3-rutinosid (C,7H31Cl015) und Delphinidin-3-glucosid (C,;H2:ClO;2) wurden
von der Firma Phytoplan (Heidelberg) bezogen (Abbildung 9). Der Beerenextrakt
OptiBerry® BX-600 ist eine standarisierte Mischung aus dem Extrakt der wilden
Blaubeere Vaccinium angustifolium, Extrakt der Erdbeere Fragaria chiloensis, der
Moosbeere Vaccinium macrocarpon, Extrakt der wilden Heidelbeere Vaccinium
myrtillus, der Holunderbeere Sambucus nigra sowie Extrakt der Himbeere Rubus
idaeus. Der Extrakt setzt sich aus uber 80mg/g Anthocyanen zusammen, darunter
sind Cyanidin (> 30mg/g), Delphinidin (> 30mg/g), Malvidin (>8mg/g) sowie
Petunidin (>8mg/q).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Leukamiezelllinien wurden in RPMI1640 Medium mit 5% FBS (BM185) bzw. 10%
FBS (K562), 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin sowie 0.02% p-Mercapto-
ethanol im Brutschrank bei 37T, 5% CO , und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert und alle
zwei bis drei Tage auf 0,5 bis 0,3 x10° vitale Zellen/ml (BM185) und 0.1 bis 0.5 x 10°
Zellen/ml (K562) eingestellt.

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden 20 ul Zellsuspension mit 20 pl
Trypanblau gemischt und 10 pl dieser Mischung auf die Neubauer Zahlkammer
gegeben. Anhand der Trypanblaufarbung wurden die lebenden und toten Zellen
(blau) in allen vier groR3en Quadraten (4 GQ) gezahlt und die Lebendzellzahl nach

Gleichung (1) berechnet:

Anzahl Zellen _ Anzahl lebende Zellen in 4 GQ x Verdiinnungsfaktor x 10* 1)
mil 4

Die Zellkulturen wurden in regelmafigen Abstdnden mit Hilfe des Mycoplasmen-Test
(Venor®GeM) auf Kontaminationen Uberpruft. Der nach Herstellerangaben
durchgefiihrte Test basierte auf der Polymerase-Kettenreaktion, die eine schnelle

und sensitive Uberprufung der Zellkultur ermdglicht.

Das fur die Kryokonservierung der Zellen verwendete Einfriermedium setzte sich aus
70% Medium (RPMI1640), 20% FBS und 10% DMSO zusammen und wurde vor
Gebrauch steril filtriert. Die erforderliche Menge Zellsuspension (10 Mio.
BM185-Zellen/ml; 5 bis 7 Mio. Zellen/ml HL-60 bzw. K562) wurde 5 Minuten bei
500*g und einer Temperatur von 4T zentrifugiert, das Pellet in vorgekuhltem
Einfriermedium resuspendiert und 1 ml in jedes Kryorohrchen Uberfuhrt. Die Zellen
lagerten fur 24 bis 48 Stunden bei -80C und wurden anschlielend in

Flassigstickstoff Uberfuhrt.
Bei Bedarf wurden die gefrorenen Zellen zigig im vorgewdrmten Wasserbad

aufgetaut und mit Medium gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 5 ml

Medium resuspendiert und in einer 25 cm? Zellkulturflasche im Brutschrank kultiviert.
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2.2.2 Narkose

Die Kombinationsnarkose bestand aus 1,66 ml Rompun in 10 ml Ketanest S. Fur die
Applikation wurden 250 pl des Gemisches (Ketanest S + Rompun) mit 750 ul NaCl in
einer 1 ml Tuberkulinspritze aufgezogen. Jeder Maus wurden fir eine Narkosedauer
von maximal 30 Minuten 200 bis 250 pl der Mischung aus Ketanest S, Rompun und
NaCl intramuskulér in den linken hinteren Oberschenkel injiziert und die Maus bis
zum Eintreten der Narkosewirkung in einen separaten Kafig gesetzt. Die Augen
wurden zum Schutz gegen Austrocknung mit 0,9%iger NaCl-Lésung benetzt, die
narkotisierten Mause gewogen und systematisch mit Ohrldchern nummeriert.
Zusatzliche Farbmarkierungen vermieden eine Doppelbehandlung bzw. Nichtbe-

handlung der Mause.

Bei Behandlungen mit Kurzzeitnarkose (i.p.-Applikation, Wiegen der Mause) wurde
eine Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiihrt. Fir die Inhalationsnarkose wurde
ein kleines mit Isofluran getranktes Stick Watte in einen Becher gelegt, dieses mit
etwas Papier abgedeckt und der Becher mit einem Deckel verschlossen. Die Maus
wurde kurzzeitig in das Gefal3 gesetzt, bei Wirkung der Narkose herausgeholt und

sofort behandelt.

2.2.3 In vivo Zelldepletion

Sowohl die CD4"- als auch die CD8"-T-Zelldepletion erfolgte durch intraperitoneale
Applikation von 200 pl des Antikdrpers anti-mouse CD4 (L3T4) Klon GK1.5 bzw. anti-
mouse CD8a (Ly-2) an den Tagen -35,-32,-29,-24,-21,-17,-14,-11,-7,-3. Die NK-
Zellen wurden mittels intraperitonealer Injektion von 150 pl des polyklonalen
Antikoérpers Rabbit Anti-mouse/Rat Asialo GM1 an den oben genannten Tagen und
zusatzlich an Tag -1,+2,+5 und +9 depletiert. Als Narkose fur die Applikation der

Depletionsantikorper diente Isofluran.
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2.2.4 Vakzinierung

Die Ruckenpartie der Mause wurde einen Tag vor der Behandlung rasiert. Am Tag
der Vakzinierung wurden der Behandlungsbereich und die Arbeitsflache desinfiziert
und anschliel3end die Mause narkotisiert. Auf die Markierung mit Ohrléchern und die
Gewichtsbestimmung erfolgte die Immunisierung der Mause durch intrakutane
Applikation von insgesamt 300 pul DNA-Vakzine in Form kleiner Blaschen & 10 pl in
den Ricken an den Tagen -28 und -7 (protektiver Modus) vor bzw. an den Tagen 2
und 9 (therapeutischer Modus) nach dem Leukamiechallenge an Tag 0. Die Basis-
DNA-Vakzine bestand aus 25 ug BCR-ABL- und 25 pg GM-CSF-MIDGE-Vektoren
sowie 50 pg dSLIM-Molekile. Zur Optimierung wurden der Basisvakzine 25 ug
MIDGE-Vektoren zugefugt, die entweder fir CD40-L, IL-12 oder IL-27 kodierten.

2.2.5 Komplexierung der Vakzine mit Poly-(  B-aminoestern)

Fur die Komplexierung der DNA-Vakzine mit Poly-(B-aminoestern) blieben die
Polymere bis zum Gebrauch gefroren. Um die Anzahl der Frieren/Auftauen-Zyklen so
gering wie moglich zu halten, wurden die Polymere in den Experimenten in
entsprechend kleinen Mengen aliquotiert und eingefroren. Da Polymere unter
wassrigen Bedingungen degradieren, wurden sie stets mit Trockenmittel gelagert.
Die Verkapselung der Vakzine erfolgte fur jede Maus separat und die anschlieRende

Vakzinierung wurde innerhalb von weniger als 30 Minuten durchgefthrt.

Zunachst wurde ein grol3es Aliquot des Polymers im Trockenbehélter aufgetaut
(10 Minuten) und grundlich gemischt. Je Ansatz wurden anschlielend 36 pl des
Polymers in mehrere kleine R6hrchen (400 bis 500 pl) gefillt. Die fur die Ansétze
aliquotierten Polymerrohrchen wurden entweder fur kurze Zeit (<1 Stunde) bei
Raumtemperatur (RT) im Trockenapparat oder bei langerer Wartezeit im
Gefrierschrank (-20C) mit Trockenmittel aufbewahrt. Um die Verkapselung zu

gewahrleisten, wurde die DNA im Verhéaltnis 3:1 mit dem Polymer gemischt.

Von jedem MIDGE-Vektor (BCR-ABL, GM-CSF, IL-12p%®, 1L-12p*°) wurden 25 pg

(100 pg total) in ein Réhrchen gegeben und soviel 125 mM Natriumazetat-L6ésung

28



Material und Methoden

(NaAc-Lsg.) zugefugt, dass die Endkonzentration 25 mM NaAc und das Endvolumen
125 ul betrug. Anschlielend wurden 125 pl der Polymer-Losung, bestehend aus
36 pl Polymer und 114 pyl 25 mM NaAc, zu der 125 pul MIDGE-Vektor-Losung
pipettiert. Diese wurde fur 10 Minuten bei RT inkubiert und im Anschluss 50 pl PBS
beziehungsweise dSLIMs (1 pg/ul) zu dem Gemisch gegeben und jeder Maus 300 pl

intrakutan injiziert.

2.2.6 Leukadmiechallenge

Fur die subkutane Applikation von 1x103 Zellen (10 x LD50) der syngenen Ph* ALL
Zelllinie BM185 in die rasierte linke Glutealregion am Tag 0, befanden sich die
BM185 Zellen im exponentiellen Wachstum mit einer Vitalitdt von mindestens 95%.
Der Leukamiechallenge wurde unmittelbar vor Gebrauch angesetzt, indem eine aus-
reichende Menge Zellsuspension zentrifugiert, anschlieend mit HBSS+Heparin
(20 U/ml) gewaschen und das Zellpellet in 5ml HBSS mit Heparin (20 U/ml)
resuspendiert wurde. Nach der Zellzahlung wurde aus der 5 ml Stammlésung der
Challenge mit 1x10% BM185-Zellen/100 pl hergestellt. Alle Schritte erfolgten auf Eis.
Nach dem Leuk&miechallenge wurden zweimal wochentlich das Gewicht und taglich
das Tumorwachstum der M&ause kontrolliert. Dazu wurden zwei perpendikulare
Durchmesser des Tumors gemessen und das Tumorvolumen nach der Formel
TV = (& x D)/2 (d = kleinster, D = gréRter Durchmesser in mm) berechnet. Erreichte
der Tumor ein Volumen von tber 6000mm?2 oder war das Allgemeinbefinden der
Mause schlecht (Gewichtsverlust >1 g innerhalb einer Woche) wurden die Mause

getotet.

2.2.7 Therapie

Im Anschluss an den letalen Leukamiechallenge erhielten die Mause unterschied-
liche Therapien. Von Tag 1 bis 21 nach dem Leukadmiechallenge erhielten die Mause
unter Inhalationsnarkose tagliche intraperitoneale (i.p.) Applikationen von 25 mg/kg
Imatinib mesylate bzw. 50 mg/kg Cyanidin-3-Rutinosid in 200 pl Injektionsvolumen.
Die tagliche orale Gabe von 50 mg pro m2 Koérperoberflache 6-MP (Dosis an das
ALL BFM 2009 Protokoll angepasst) bzw. 500 mg/kg/Tag Beerenextrakt erfolgte ab
Tag 1 Uber einen Zeitraum von 21 Tagen. Mit Hilfe der flexiblen Teflon-Magensonde
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konnten der Maus 100 ul der 6-MP-L6sung bzw. der Beerenextrakt-Losung gastral

appliziert werden.

Berechnung der Korperoberflache: Gewicht [kag] x GroRe [cm]
3600

2.2.8 Bestimmung der CD4 *, CD8" T-Zellen und NK-Zellen

Fur die wochentliche Blutentnahme wurden die Vorgaben (Tierarztlichen Vereinigung
fur Tierschutz) der maximalen Entnahme von 7,5% des Gesamtblutvolumens ein-
gehalten. Zu Beginn der Experimente waren die Mause 6 bis 8 Wochen alt und
wogen ca. 17 g. Wahrend der Experimente, Zeitraum von 60-90 Tagen, stieg das
Korpergewicht auf bis zu 20 g an, so dass den Mausen maximal 200 ul Blut pro
Woche entnommen wurde. Zunachst wurde der Schwanz mit Alkohol desinfiziert und
anschlieend mit einer Injektionsnadel die Vene der Schwanzspitze punktiert. Die
Entnahme des erforderlichen Blutvolumens erfolgte durch leichtes Massieren in
Richtung Schwanzende, wo das aus der Schwanzvene tretende Blut mit einer
Microvette aufgenommen und bis zur weiteren Bearbeitung auf Eis gestellt wurde.
Der Maus wurden 50 pl Blut mit einer Microvette mit Heparin aus der Schwanzvene
entnommen (s.0.) und mit 1 ml PBS in ein 15ml Reaktionsrohrchen Uberfihrt. Alle
Schritte erfolgten auf Eis. AnschlieRend erfolgte ein 5 Minuten Zentrifugationsschritt
der Blutprobe bei 4T und 500*g. Der Uberstand wurd e dekantiert, das Zellpellet mit
2 ml Red Blood Cell Lysing Buffer pro 50 ul Blut resuspendiert und fur 10 bis 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Lyse folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei 4C und 500*g. Das Pellet wurde fir die spatere FACS-
Messung mit 100 ul PBS (0.01 M) resuspendiert und in ein FACS-R6hrchen
tberfuhrt.

Die Effizienz der unter 2.2.3 beschriebenen Zelldepletion wurde tber einen Zeitraum
von 14 Wochen durch die Messung von Blutproben von 6 parallel zum Experiment
zusatzlich depletierten Mausen am Durchflu3zytometer Gberpruft. Fir den Nachweis
der CD4"-T-Zelldepletion wurden die Blutproben mit 5 pl APC konjugiertem anti-
mouse CD4 und 2 ul Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugiertem anti-mouse CD3e
markiert. Die Markierung der Blutproben der CD8"-T-Zelldepletion erfolgte mit 5 pl
phycoerythrin (PE)-konjugiertem anti-mouse CD8a sowie 2 pl FITC-konjugiertem
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anti-mouse CD3e. Die Markierung mit 5 pl phycoerythrin (PE) konjugiertem rat anti-
mouse CD49b und 2 pl FITC-konjugiertem anti-mouse CD3e diente dem Nachweis
der erfolgreichen NK-Zelldepletion. Der bei allen Proben verwendete FITC-
konjugierte CD3-Antikorper ermoglichte die Differenzierung zwischen CD3" T-Zellen
und CD3" NK-Zellen. Nach dem Mischen wurden die markierten Proben fur
20 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschlieRend mit 2ml PBS fur 5 Minuten
bei 250'g zentrifugiert. Im Anschluss wurden die in 100ul PBS resuspendierten
Proben mit dem Durchflusszytometer (FACS-Canto) gemessen. Die Detektion der
Lymphozyten erfolgte anhand des Vorwartsstreulichtes (FSC = Forward Scatter), das
ein Mall fur das Volumen der Zelle ist und des Seitwartsstreulichtes
(SSC = Sidewards Scatter), das ein Mal3 fur die Granularitat der Zelle ist. Fur die

Auswertung wurden die Daten von 10.000 Ereignissen erfasst.

2.2.9 Alamar Blue Proliferationsassay

Mit Hilfe des Alamar Blue Assays wurde die Proliferation der Leukamiezelllinien
BM185 wund K562 nach Behandlung mit Imatinib mesylate, 6-MP,
Cyanidin-3-Rutinosid, Delphinidin-3-Glucosid (Endkonzentrationen 100 uM, 10 uM,
1 puM) und des Beerenextraktes (Endkonzentrationen 100 pug/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml)
untersucht. Hierbei wurden zunachst 2 mM bzw. 2 mg/ml Stammlésungen und
anschlieBend 1:10 Verdinnungsreihen angesetzt, so dass die erhaltenen Lésungen
in einer Konzentration von 200 uM, 20 uM und 2 pM bzw. 200 pug/ml, 20 pg/ml und
2 ug/ml vorlagen. Der Assay erfolgte in 96-Wellplatten mit 10.000 vitalen Zellen in
100 pl Medium pro Well und die Zellen wurden fur 48 Stunden bei 37C und 5% CO ,
mit 100 ul der jeweiligen Konzentration der Substanzen inkubiert. Im Anschluss an
die Inkubation wurden pro 100 pl Volumen Zellsuspension 10 pl Alamar Blue®
Reagenz auf die Zellen gegeben (Ansatz in 96-Well-Platte). Die metabolische
Aktivitat von lebenden und proliferationsfahigen Zellen wandelt das Alamar Blue
Reagenz in ein messbares Fluoreszenzsignal um. Die Starke des Signals ist dabei
proportional zu der Anzahl lebender Zellen und entspricht der metabolischen
Aktivitat. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem Tecan Infinite 200 unmittelbar
nach der Zugabe des Alamar Blue Reagenz bei einer Exzitationswellenlange von
540 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm im 15 Minuten-Takt, wobei die

Platten zwischenzeitlich bei 37<C und 5% CO , weiter inkubiert wurden.
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2.2.10 Caspase Apoptoseassay

Der programmierte Zelltod, die Apoptose, spielt in Eukaryonten eine bedeutende
Rolle bei der Embryonalentwicklung, aber auch der Entfernung ,entarteter” Zellen
[118]. Sie wird durch die Aktivierung von Caspasen der ICE-Familie (Interleukin
Converting Enzyme) induziert. Die 13 beim Menschen vorkommenden Caspasen
werden in drei Gruppen unterteilt: 1. die proinflammatorischen Caspasen, denen bei
der Apoptose keine wesentliche Rolle zukommt. 2. die Initiator-Caspasen (z.B.
Caspase 8 und 9), sie kontrollieren und regulieren die Apoptose und aktivieren die
Effektor-Caspasen (z.B. Caspase 3). Anhand des fluorimetrischen Caspase-Assays
ist es moglich, die Enzymaktivitat verschiedener Caspasen zu untersuchen, dabei
korreliert die Intensitat des fluoreszierenden Lichtes direkt mit der Caspaseaktivitat.
Dieser Assay basiert auf dem Nachweis einer veranderten Fluoreszenz aufgrund von
abgespaltenem Substrat. Die Fluoreszenzmessung erfolgt mit Hilfe des Tecan
Infinite 200 mit einem 400 nm Exzitationsfilter sowie 505 nm Emissionsfilter.

Der fluorimetrische Caspase-Assay fir die Caspasen 3, 8 und 9 wurde entsprechend
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Leukadmiezelllinien BM185 und K562
wurden 48 Stunden mit Imatinib mesylate (100 uM), 6-MP (100 uM) oder Cyanidin
(100 uM) bzw. Beerenextrakt (100 pg/ml), sowie eine nicht behandelte Kontrolle bei
37T und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden 1 bis 5x10° Zellen pro Ansatz
zentrifugiert, die Zellpellets in jeweils 50 pl Zelllysisbuffer resuspendiert und 10
Minuten auf Eis inkubiert. Zum Beenden der Lyse wurden 50 pl 2x Reaktionspuffer
(10mM DTT) zu jedem Reaktionsansatz gegeben und die Ansatze auf
96-Wellplatten tberfuhrt. Danach erfolgte die Zugabe von 5 ul des jeweiligen 1mM
Substrates (Caspase 3. DEVD-AFC; Caspase 8: IETD-AFC; Caspase 9:LEHD-AFC,;
Endkonzentration 50uM) je Well gefolgt von einer 1 bis 2 Stunden dauernden

Inkubationsphase bei 37<C.

2.2.11 Nachweis der Zytokinexpressions nach DNA-Vak  zinierung

Die frisch préaparierten inguinalen Lymphknoten (ingLK) vakzinierter und unbehandel-
ter Kontrollmause sowie die Haut der Vakzinationsstelle bzw. Ohrhaut (Kontrolle)
wurden 16 Stunden und 24 Stunden nach der Vakzinierung in Stickstoff schockge-
froren und bei -80C bis zur weiteren Bearbeitung g elagert. Zur Isolation der RNA
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wurden die angefertigten 12 um Kryoschnitte direkt in 700 pl Lysisbuffer geldst. Die
RNA wurde anschlieRend nach Herstelleranleitung isoliert. Die gefrorenen Proben
wurden bei RT aufgetaut und flr eine Minute geschuttelt. Nach Trennung der Lysate
wurden diese in RNeasy Mini Spin Saulen uberfihrt und die RNA im Anschluss an
mehrere Waschschritte in 30 pl RNase-freiem Wasser eluiert. Zur Erhéhung der
Konzentration wurde das finale Volumen der extrahierten RNA-Lsg. auf 8yl
reduziert. Nach 15 minutiger Inkubation mit DNase | wurde die RNA 10 Minuten bei
70 erhitzt und unmittelbar danach auf Eis herunte rgekihlt. Die Synthese der cDNA
wurde mit 200 ng Random Primer, 0.01 M DTT, 1x Reaktionsbuffer, 0.5 mM dNTP
und 100 U reverse Transkriptase Superskript Il RNase H- in einem Gesamtvolumen
von 20 pl durchgefihrt. Die Proben wurden fir 50 Minuten bei 42<C inkubiert [119].

Tabelle 1: Primersequenzen, AmplikongréRe und Acces  sion Number der analysierten
Gene?®

Oligo Name” 5' Nucleotid Sequenz Size (bp)  Accession Number
MLN51 for ccaagccagccttcattcttg 134 NM_138660.2
MLN51 probe cacgggaacttcgaggtgtgcctaac

MLN51 rev taacgcttagctcgaccactctg

IFNy for gcaaggcgaaaaaggatgc 98 NM_008337.2
IFNy probe tgccaagtttgaggtcaacaacccacag

IFNy rev gaccactcggatgagctcattg

IL2 for tccccaggatgctcaccttc 98 NM_008366.2
IL2 probe cttgcccaagcaggccacagaattg

IL2 rev atgccgcagaggtccaag

IL4 for gagactctttcgggctittcg 96 NM_021283.1
IL4 probe cctggattcatcgataagctgcaccatg

IL4 rev aggctttccaggaagtctttcag

BCR-ABL for gaactcgcaacagtccttcga 64 AF113911.1
BCR-ABL rev ccggtgccgcttatgg

BCR-ABL probe agcagcagtccccccacgcc

IL12p40 for gagcactccccattcctacttctc 140 NM_008352.2
IL12p40 probe ctctacgaggaacgcacctttctggttacac

IL12p40 rev tgcattggacttcggtagatgtc

GM-CSF for tttcctgggceattgtggtcta 68 NM_009969.4
GM-CSF rev aaggccgggtgacagtga

GM-CSF probe agcctctcagcacccacccgce

TNFa for ccctcacactcagatcatcttctc 100 NM_013693
TNFa rev tggctcagccactccag

TNFa probe ctgtagcccacgtcgtagcaaaccac

a National Resource for Molecular Biology Information (www.ncbi.nim.nih.gov).
b for, forward; rev, reverse.
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Im Anschluss an die reverse Transkription wurde die cDNA dem gPCR Master Mix
Plus zugefugt und mit Hilfe des Sequence Detection System (SDS) ABI 7900
amplifiziert. Das Design der TagMan Sonden sowie forward (for) und reverse (rev)
Primer erfolgte mittels der Software Primerexpress von Applied Biosystems bzw.
Clone Manager version 7.01 von Sci Ed Central. Die optimale Primerkonzentration
sowohl fir die forward als auch die reverse Primer lag bei 900 nM und fur die
TagMan Sonde bei 200 nM. Die Primersequenzen, Gréf3e der Amplikons und die

Accession Numbers sind in Tabelle 1 dargestellit.

Zur Bestimmung der Cyles of threshold (ct, Schwellenwert-Zyklen) wurde die gleiche
Menge cDNA verwendet und die Anzahl der Kopien Zytokin-cDNA Uber das
Housekeeping-Gen MLN51 normiert. Bei einer geringen Anzahl von Transkripten,
wurde ein ct von 40, die maximal mdgliche ct GroRe bei Verwendung des TagMan-

Systems, fur die Berechnungen verwendet.
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3 Ergebnisse

Die vorliegende Dissertation schliel3t an frihere Experimente der Arbeitsgruppe an,
in denen die Effizienz der Pré&-Immunisierung mit MIDGE-Vektoren die fir ein
leukamiespezifisches Peptid kodieren, gegen einen letalen Leukdmiechallenge mit
1x10% BCR-ABLp185-exprimierenden Leukamiezellen untersucht wurde. Im Ver-
gleich zur nicht-vakzinierten Kontrolle zeigte sich kein signifikanter Unterschied be-
zuglich der leukamiefreien und gesamten Lebensdauer bei den mit BCR-ABLp185-
MIDGE-Vektoren vakzinierten Mausen. Ebenso lag die Uberlebensrate der Kontrolle
und der vakzinierten Gruppe bei 0%. Wurden zuséatzlich GM-CSF-MIDGEs appliziert,
zeigte sich eine Steigerung der Uberlebensrate auf 21%, und sowohl die leukamie-
freie als auch gesamte Lebensdauer waren gegenuber der nicht-vakzinierten Gruppe
signifikant langer. Eine weitere Verbesserung der Vakzineffizienz wurde durch den
Toll-like-Rezeptor Agonisten dSLIM erreicht [63].

Dartber hinaus wurde untersucht, inwiefern die Wirksamkeit der DNA-Vakzine von
der leukamiespezifischen Sequenz und unspezifischen Komponenten abhéngig ist.
Es zeigte sich, dass weder dSLIM noch GM-CSF als Einzelkomponente die
Lebensdauer signifikant verlangerte und keine Maus Uberlebte. Auch wenn die
Vakzine GM-CSF/dSLIM zu einer Uberlebensrate von 14% fiihrte, waren weder die
leukamiefreie noch die gesamte Lebensdauer signifikant langer gegentber der nicht-
vakzinierten Kontrollgruppe. Dagegen wurde sowohl die leukdmiefreie als auch die
gesamte Lebensdauer der Mause, die die Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/dSLIM
erhielten signifikant verlangert und die Uberlebensrate erhohte sich auf 17% [63].

Damit basiert die anti-leukamische Effizienz der DNA-Vakzine auf dem Gentransfer
leuk&miespezifischer BCR-ABL Sequenzen, wobei aufgrund der schwachen
antigenen Potenz des BCR-ABL spezifischen Fusionspeptids zusatzlich un-

spezifische Immunmodulatoren wie GM-CSF und dSLIM erforderlich sind [63].
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3.1 Optimierung der Basisvakzine BCR-ABL/GM-CSF/dS LIM

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob zusatzliche MIDGE-Vektoren, die fir
die Initiation und Modulation der Immunantwort wichtige kostimulatorische Molekile

und Zytokine wie CD40-L, IL-12 oder IL-27 kodieren, die Vakzineffizienz steigern.

Tabelle 2: Optimierung der Basisvakzine BCR-ABL/GM-CSF/dSLIM (V) durch die
zusatzlichen Komponenten CD40-L, IL-12 oder IL-27

Lebensdauer leukamiefrei [t] Lebensdauer gesamt [t]

Uberlebens
MW CI195% p* MW CI195% p B [
Kontrolle 10.8 9.7-11.9  0.0909 238 225252  0.0364 0/12 [0]
Vakzine 19.7 7.6-31.7 315  22.840.2 212 [17]
V + CD40-L 216  10.1-33.1  0.0663 323 239408 03642  2/12[17]
V + IL-27 39.4 233554  0.0191 445 325566 00575  6/11[55]
V o+ IL-12 56.1  47.4-64.8  0.0004 574 515632 0.0006  10/11[91]

Die Daten wurden Uber einen Zeitraum von 60 Tagen, ausgehend vom Leukamiechallenge
am Tag 0 erhoben. CI = Konfidenzintervall; *p < 0.05 Signifikanzniveau nach dem einseitigen
Mann Whitney Test; MW = Mittelwert; t = Tage; V = Vakzine

Die Vakzinierung mit dem zuséatzlichen, fir CD40-L kodierenden MIDGE-Vektor
fuhrte weder zu einer signifikant langeren leukamiefreien Zeit, noch gesamten
Lebensdauer im Vergleich zur Basisvakzine-Gruppe. Im Gegensatz dazu fuhrte der
fur IL-27 kodierende MIDGE-Vektor zu einer deutlich erhohten Uberlebensrate von
55% und einer signifikant langeren leukamiefreien und gesamten Lebensdauer. Die
grofite Steigerung der Vakzineffizienz erreichte der zusatzliche fir IL-12 kodierende
MIDGE-Vektor. Die Vakzinierung fuhrte zu einer signifikant langeren leukamiefreien
als auch gesamten Lebensdauer verglichen mit den mit der Basisvakzine
behandelten Mausen und einer Uberlebensrate von 91% (Tabelle 2, Abbildung 10)
[215].
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Abbildung 10: Uberlebensrate der unbehandelten Kontrolle und mit unterschiedlichen DNA-
Vakzinen immunisierten Mausen

Neben der Vakzinierung mit zusatzlichen MIDGE-Vektoren wurde untersucht, ob die
Komplexierung der DNA-Vakzine in Nanopartikel tber die Erh6éhung der Trans-
fektionseffizienz zu einer Optimierung der Vakzine fuhrt. Die in Tabelle 3 darge-
stellten Ergebnisse zeigen, dass weder die leukamiefreie noch die gesamte Lebens-

dauer der Mause durch die Komplexierung der Vakzine signifikant verlangert wurde.

Tabelle 3 : Komplexierung der Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM

Lebensdauer leukéamiefrei [t] Lebensdauer gesamt [t]

Uberlebens
- 0,
MW Cl 95% pP* MW Cl 95% p* rate [A)]
Vakzine 26.2 15.6-36.8 - 36.9 29.5-44.4 --- 5/18 [28]

C32-117 Vakzine 28.7 17.2-40.1  0.4810 38.4 30.2-46.7  0.3695 6/18 [33]

C32-118 Vakzine 30.3 19.3-41.2 0.1551 41.3 33.4-49.2 0.3114 6/18 [33]

Die Daten wurden Uber einen Zeitraum von 60 Tagen, ausgehend vom Leukamiechallenge
am Tag 0, erhoben. ClI = Konfidenzintervall; *p < 0.05 Signifikanzniveau nach dem

einseitigen Mann Whitney Test; MW = Mittelwert; t = Tage
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Ferner fuhrte die Dosiserhbhung von 25 pg auf 50 ug weder zu einer signifikant
langeren leukadmiefreien (49.4 Tage vs. 48.5 Tage) und gesamten (52.7 Tage vs.
52.2 Tage) Lebensdauer, noch zu einer gesteigerten Uberlebensrate (75%
gegenuber 77%). Damit war die Wirkung der Vakzine zumindest in dem getesteten

Dosisbereich dosisunabhéangig.

3.2 CD4"-, CD8"-T-Zellen und NK-Zellen sind an der Immunantwort b eteiligt

Es wurde untersucht, welche Zellpopulationen an der Vakzinwirkung beteiligt sind. In
in vivo Depletionsexperimenten wurden zweimal wochentlich Gber einen Zeitraum
von finf Wochen selektiv die CD4"-, CD8"-T-Zellen oder NK-Zellen der an den
Tagen -28 und -7 mit BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM vakzinierten Mause depletiert.
Die Depletionseffizienz wurde mittels FACS-Messung von Blutproben bei sechs

parallel zum Experiment depletierten Mausen kontrolliert.

Tabelle 4 : Abhangigkeit der Vakzineffizienz von in vivo CD4"-T-; CD8"-T- oder NK-
Zelldepletion

Lebensdauer leukamiefrei [t] Lebensdauer gesamt [t] Oberlebens

MW  CI95% p MW  Cl95% p rate [%]
Kontrolle 8.7 7.4-9.9 0.0002 20.8 19.0-22.6 0.0002 0/6 [0]
Nicht depletiert 50.1 40.5-59.6 53.3 46.8-59.7 14/18 [78]
CD4"-T-Zelldepletion 12.3 11.5-13.2 0.0002 25.0 25.0 0.0002 0/6 [0]

CD8"-T-Zelldepletion 38.3 13.2-63.4 0.1735 44.7 26.8-62.6  0.1567 3/6 [50]

NK-Zelldepletion 10.8 10.0-11.6  0.0002 26.2 22.2-30.2  0.0005 0/6 [0]

Die Daten wurden Uber einen Zeitraum von 60 Tagen, ausgehend vom Leukamiechallenge
am Tag O, erhoben. ClI = Konfidenzintervall, *p < 0.05 Signifikanzniveau nach dem
einseitigen Mann Whitney Test; MW = Mittelwert; t = Tage

Wie Abbildung 11 zeigt, waren beide T-Zellpopulationen bereits zum Zeitpunkt der
1. Vakzinierung fast komplett und die NK-Zellen zu 70% depletiert. Im Verlauf der
weiteren Antikorperapplikationen sank der Anteil NK-Zellen nach vier Wochen auf ein
Minimum von 10% bis zum Tag der Leukamieapplikation, wéhrend die T-Zellen
nahezu vollstandig depletiert waren. Trotz vier zusatzlicher NK-Depletionen an den

Tagen -1, +2, +5 und +9 wurde keine vollstandige Depletion der NK-Zellen erreicht.
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Bereits eine Woche nach Beendigung der Antikorperapplikation wurden ca. 40% der

initialen NK-Zellzahl nachgewiesen.

Obwohl die NK-Zellen nicht komplett depletiert wurden (vergleiche Abbildung 11),
konnte die Vakzine die Leukdmie nicht verhindern, so dass keine NK-Zell depletierte
Maus den Leukamiechallenge uberlebte. Verglichen mit der vakzinierten, nicht
depletierten Gruppe war die durchschnittliche leukamiefreie und die gesamte
Lebensdauer signifikant verkiirzt (Tabelle 4). Die CDA4'-T-Zelldepletion fiihrte
ebenfalls zu einer gegeniber der nicht depletierten Vakzingruppe signifikant
verkirzten leukamiefreien und gesamten Lebensdauer (Tabelle 4) sowie einer
Uberlebensrate von 0%. Die CD8" T-Zelldepletion zeigte dagegen einen geringeren
Einfluss auf die Vakzineffizienz, was nicht auf eine unvollstandige CD8-Zelldepletion
zurtckzufiihren ist (Abbildung 11). Die leukamiefreie und gesamte Lebensdauer
waren gegeniber der nicht depletierten Vakzingruppe moderat verkirzt und 50% der

Mause Uberlebten (Tabelle 4).
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Abbildung 11: Nachweis der in vivo Depletionseffizienz mit FACS-Analyse.  Darstellung
des prozentualen Anteils von CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen und NK-Zellen in Balb/c Mausen
nach intraperitonealer Applikation der anti-CD4, anti-CD8 oder anti-asialo GM1 Depletions-
antikorper. * Depletion
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Die Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM kann die Leukamie (10xLDso) effektiv
verhindern, wobei die CD4" T-, CD8" T- und die NK-Zellen an der anti-leukdmischen
Wirkung der Vakzine (BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM) beteiligt sind. Die Hauptrolle
kommt in dieser Phase der Immunisierung den CD4" T-Zellen und NK-Zellen zu, d.h.

es wird sowohl eine adaptive als auch angeborene Immunantwort induziert.

3.3 Antileukdmischer Memory Effekt der DNA-Vakzine

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die protektive Vakzine die
Uberlebenden Mause ebenfalls gegen einen erneuten Leukadmiechallenge schiitzt.
Die Uberlebenden Mause der Vakzingruppe erhielten einen zweiten Leukdmie-
challenge mit 102 BM185-Zellen am Tag 60. Drei von 6 Mausen uberlebten und alle
Mause zeigten eine im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle signifikant langere
leukamiefreie (40.5 Tage vs. 10.8 Tage p = 0.021) und gesamte (46.2 Tage vs. 23.8
Tage; p =0.033) Lebensdauer (Daten nicht aufgefuhrt). Dieses Resultat zeigt die
Induktion eines antileukamischen Memory-Effektes.

Mit dem Ziel, die Kklinische Situation von minimal residual disease (MRD) im
Mausmodell abzubilden, wurde ausgehend von der erfolgreichen Pra-Immunisierung
in den darauffolgenden Experimenten untersucht, ob die Vakzine BCR-ABL/GM-
CSF/IL-12/dSLIM auch bei pra-existenter Leukamie therapeutisch wirksam ist.

Die meisten malignen Erkrankungen sind mit einer Dysregulierung der Apoptose
assoziiert, so dass gegenuber der Apoptose resistente Zellen der Kontrolle des
Immunsystems entgehen. Bei der Ph*-ALL ist die dysregulierte ABL-Tyrosinkinase
fur die Inhibition der Apoptose verantwortlich. In mehreren Arbeiten wurde eine
antiproliferative Aktivitat der Anthozyane in Tumorzellkulturen sowie Tiermodellen
gezeigt. In der vorliegenden Dissertation wurde die Zytotoxizitat des nicht-
immunsuppressiven Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib mesylate, der Anthozyane
Cyanidin-3-Rutinosid, Delphinidin-3-Glukosid und des anthozyan reichen Beeren-
extraktes im Vergleich zu dem in der Dauertherapie der ALL eingesetzten
immunsuppressiven Chemotherapeutikum 6-MP zunéchst in vitro im Alamar Blue

Assay und anschlieBend in vivo im syngenen Mausmodell untersucht.
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3.4 6-MP, Imatinib mesylate und Anthocyane inhibier  en die Proliferation von

Leuk&miezellen und induzieren die Apoptose lUber Cas  pasen in vitro

Mit Hilfe des Alamar Blue Proliferationsassays wurde die Wirkung der nicht-
immunsuppressiven Substanzen Imatinib mesylate, Beerenextrakt OptiBerry BX-600,
Delphinidin-3-Glukosid, Cyanidin-3-Rutinosid sowie des immunsuppressiven Chemo-
therapeutikum 6-MP auf die Proliferation der Leukamiezelllinien K562 und BM185

untersucht.

Die Proliferation der Zelllinien K562 und BM185, die BCR-ABL Fusionsproteine
exprimieren, wurde im Dosisbereich von 1-100 uM signifikant durch Imatinib
mesylate gehemmt. Die Inhibition durch den Beerenextrakt war dagegen bei beiden
Zelllinien dosisabhangig und nur bei einer Dosis von 100 pg/ml signifikant. Wahrend
Delphinidin-3-Glukosid die Proliferation der Zelllinien dosisabhangig inhibierte, zeigte
Cyanidin-3-Rutinosid keine inhibierende Wirkung auf die Proliferation der Zelllinie
K562. Die Proliferation der BM185-Zellen wurde dagegen dosisabhangig durch
Cyanidin-3-Rutinosid inhibiert.

Verglichen mit der durch Beerenextrakt, Delphinidin-3-Glukosid und Cyanidin-3-
Rutinosid erzielten Proliferationshemmung der Zelllinien K562 und BM185 war die
durch Imatinib mesylate hervorgerufene Inhibition signifikant hoher. Nur die
Proliferation der BM185-Zellen wurde bei einer Konzentration von 100 uM
Anthozyane und 100 pg/ml des anthozyanreichen Beerenextrakts annahernd wie
durch Imatinib mesylate inhibiert. Ferner zeigte der Beerenextrakt in beiden Zelllinien
eine anti-proliferative Wirkung, die isolierten Anthocyane Cyanidin-3-Rutinosid und
Delphinidin-3-Glukosid hingegen nur in einer beziehungsweise zwei Zelllinien
(Abbildung 12).

Die inhibierende Wirkung von 6-MP war in den getesteten Zelllinien dosisabhangig.
Eine signifikante Proliferationshemmung konnte bei den Zelllinien BM185 (p = 0,0017
Daten nicht dargestellt) und K562 bei einer Konzentration von 100 uM nachgewiesen
werden (Abbildung 12).
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Abbildung 12 : Zytotoxizitat der nicht-immunsuppressiven Substanz en bei den
Leukamiezelllinien BM185 (A) und K562 (B). In der Grafik ist die Fluoreszenz (Mittelwert +
SD) in relativen Einheiten (RE) dargestellt.

Mit Hilfe des in vitro Caspase Apoptoseassay wurde untersucht, ob die Caspasen 3,
8 und 9 durch Imatinib mesylate, OptiBerry BX-600, Cyanidin-3-Rutinosid und 6-MP
aktiviert werden.

Waéhrend Imatinib mesylate in der Zelllinie BM185 die Caspasen 3 (p<0.01) und

Caspase 9 (p<0.01) induzierte, fuhrte die Inkubation mit 6-MP zur Hochregulation der
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Caspase 3 (p<0.001), Caspase 8 (p<0.01) und Caspase 9 (p<0.01). Der Beeren-
extrakt und Cyanidin-3-Rutinosid fiihrten dagegen nur bei Caspase 8 (p<0.05) zu
einer Expressionssteigerung. Bei der Zelllinie K562 wurde die Apoptose durch
Imatinib mesylate und 6-MP Uber die Expressionssteigerung der Caspasen 3, 8 und
9 (p<0.0001) induziert, wahrend der Beerenextrakt und Cyanidin-3-Rutinosid nur

Uber Caspase 8 wirkten (p <0.0001 bzw. p<0.05) (Daten nicht aufgefiihrt).

3.5 Die Vakzin-Monotherapie ist den Monotherapien |  matinib mesylate,
Cyanidin-3-Rutinosid, OptiBerry® BX600 und 6-MP tbe rlegen

Die in vitro nachgewiesene inhibierende Wirkung von Imatinib mesylate,
Cyanidin-3-Rutinosid, OptiBerry® BX600 und 6-MP auf die Proliferation
verschiedener Leukamiezelllinien, wurde anschlieRend in vivo im syngenen
BM185/Balb/c-Mausmodell untersucht. Die Effizienz der Vakzine BCR-ABL/GM-
CSF/IL-12/dSLIM wurde mit einer konventionellen Chemotherapie verglichen. Dazu
wurde eine Mausgruppe mit 6-MP, einer Standardkomponente der Erhaltungs-
therapie bei ALL behandelt. Eine weitere Frage war, ob die nicht-immunsuppressiven
Substanzen Imatinib mesylate, das Anthocyan Cyanidin-3-Rutinosid sowie der
Beerenextrakt OptiBerry® BX600 ebenfalls die Proliferation der murinen Pra-B-ALL
im syngenen Balb/c Mausmodell inhibieren und eine Alternative zu 6-MP darstellen.
Die Mause erhielten im Anschluss an den Leukd&miechallenge entweder keine
Behandlung, die intrakutane Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM an Tag 2 und
9 oder taglich von Tag 1 bis 21 Imatinib mesylate, Cyanidin-3-Rutinosid,
Beerenextrakt oder 6-MP.

Die vakzinierten Mause zeigten im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle eine
signifikant langere leuk&miefreie sowie gesamte Lebensdauer, und 56% der Mause
Uberlebten den Leukamiechallenge (Tabelle 5). Dagegen hatte keine der nicht-
immunsuppressiven Substanzen (Imatinib mesylate, Cyanidin, BX) einen Effekt auf
die Leukamieentwicklung. Weder die leukamiefreie noch die gesamte Lebensdauer
war gegenuber der unbehandelten Kontrolle langer, und keine Maus Uberlebte
(Tabelle 5). Die Behandlung mit 6-MP fiihrte zu einer Uberlebensrate von 10%.
Verglichen mit der Kontrolle wurde auf3erdem eine signifikante Verlangerung der
leuk&miefreien und gesamten Lebensdauer erzielt (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Effizienz der DNA-Vakzine, des Tyrosinkinase-Inhibitors Imatinib mesylate, 6-MP
und der Anthocyane

Lebensdauer leukéamiefrei [t] Lebensdauer gesamt [t]

Uberlebens
MW Cl 95% p MW Cl 95% px -rate [%]
Kontrolle 9.9 9.3-10.5 216  20.5-22.8 0/17 [0]
Vakzine 40.7  32.9-484 <0.0001 464  41.0-52.0 <0.0001  19/34 [56]
Imatinib i.p. 9.6 8.9-103  0.31 211 198223 0.8 0/14 [0]
6-MP p.o. 204  10.3-305 <0.0001 352 283421 <0.0001  1/10[10]
Cyanidin i.p. 100 85115 043 203 189217 0.5 0/10 [0]
BX p.o. 101 89-11.3 050 204  18.7-222  0.15 0/10 [0]

Die Daten wurden Uber einen Zeitraum von 60 Tagen, ausgehend vom Leukamiechallenge
am Tag O, erhoben. ClI = Konfidenzintervall, *p < 0.05 Signifikanzniveau nach dem
einseitigen Mann Whitney Test; MW = Mittelwert; t = Tage

Insgesamt hatte die Monotherapie mit den nicht-immunsuppressiven Substanzen
Imatinib mesylate, Beerenextrakt oder Cyanidin-3-Rutinosid im Gegensatz zu der
Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM keinen Effekt auf die Leukamieentwicklung.

Gegeniber der Kontrolle konnte sowohl in der vakzinierten als auch der mit 6-MP be-
handelten Mausgruppe ein verlangsamtes Tumorwachstum nachgewiesen werden.
Der Vergleich der vakzinierten und der mit 6-MP behandelten Gruppe zeigte, dass
durch die Vakzine eine signifikant langere leuk&amiefreie Lebensdauer erreicht wurde
(p<0.01). Die Tumorgenetik der vakzinierten und mit 6-MP behandelten Gruppe zeigt
dagegen, dass 6-MP verglichen mit der Vakzine zu einem retardierten Tumor-
wachstum und einem geringeren durchschnittlichen Tumorvolumen fihrt (Abbildung
13) [215].
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Abbildung 13: Leukdmiekinetik nach Behandlung mit 6 -MP oder DNA-Vakzine

Dargestellt ist das durchschnittliche Tumorvolumen von Mausen, die an Tag O eine lethale
subkutane Dosis Leuké&miezellen (10 xLD50) erhielten und an der Applikationsselle einen
Tumor entwickelten. Die Mause enthielten entweder keine Behandlung (Kontrolle) oder die
Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM an den Tagen 2 und 9 oder 6-MP (50mg/m?/Tag)
von Tag 1-21. n = Anzahl der Mause mit Entwicklung eines Tumors

3.6 Die Kombination der DNA-Vakzine mit 6-MP fihrt ~ zum Synergismus und
zeigt die hochste Effizienz gegen eine praexistente Leukamie

In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Kombination der
Vakzine mit jeweils einer der drei Substanzen zum Synergismus und einer
verstarkten Proliferationshemmung der Leukamiezellen fahrt. Ferner wurde

untersucht, ob 6-MP die Vakzinwirkung beeintrachtigt oder synergistisch wirkt.

Die Kombination der Vakzine mit Imatinib und die Kombination mit
Cyanidin-3-Rutinosid zeigte im Vergleich zur Vakzine keine signifikante Verlangerung
der leukdmiefreien sowie gesamten Lebensdauer. Obwohl die Monotherapie mit
Beerenextrakt keinen therapeutischen Effekt hatte, waren sowohl die leukdmiefreie
als auch die gesamte Lebensdauer der Mause nach Kombinationstherapie (Beeren-
extrakt und Vakzine) im Gegensatz zur Vakzin-Monotherapie signifikant langer, und
90% der Mause uberlebten (Tabelle 6). Die hdchste Effizienz zeigte die Kombination

der Vakzine mit 6-MP. Alle Mause Uberlebten den Leukamiechallenge (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Vergleich der Vakzine-Monotherapie mit den Kombinationstherapien Vakzine (V)
und Imatinib mesylate bzw. 6-MP, Beerenextrakt (BX) oder Cyanidin

Lebensdauer leukéamiefrei [t] Lebensdauer gesamt [t] Uberlebens

MW C1 95% p MW C1 95% pr -rate [%]
Vakzine 40.7 32.9-48.4 - 46.4 41.0-52.0 - 19/34 [56]
V + Imatinib 35.8 22.9-48.7 0.2655 42.7 33.3-52.1 0.2436 6/14 [43]
V + BX 56.2 47.6-64.8  0.0350 58.0 53.5-62.5 0.0329 9/10 [90]
V + Cyanidin 43.2 27.6-58.8 0.3415 47.6 36.1-59.1 0.4496 6/10 [60]
V + 6-MP 60 60 0.0329 60 60 0.0329 10/10 [100]

Die Daten wurden Uber einen Zeitraum von 60 Tagen, ausgehend vom Leukamiechallenge
am Tag O, erhoben. ClI = Konfidenzintervall, *p < 0.05 Signifikanzniveau nach dem
einseitigen Mann Whitney Test; MW = Mittelwert; V = Vakzine; t = Tage

Bei diesem Experiment muf3 besonders hevorgehoben werden, dass bei Behandlung
der Mause keine Beeintrachtigung der Vakzineffizienz durch 6-MP, sondern eine
synergistische Wirkung von 6-MP und der leukamiespezifischen DNA-Vakzine BCR-
ABL/GM-CSF/IL-12 /dSLIM nachgewiesen wurde.

3.7 Die DNA-Vakzine induziert die mRNA-Expressiond er Transgene BCR-ABL,
GM-CSF und IL-12 sowie verschiedener Zytokine

Mit Hilfe der Kryoschnitte wurde die Expression der Transgene BCR-ABL-; GM-CSF;
und IL-12 nach Applikation der DNA-Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM
untersucht. Ferner wurde untersucht, ob die Vakzine zu einer gesteigerten

Expression der nicht von der Vakzine kodierten Zytokine IL-4 und IFN-y flhrt.

Die Expressionsanalyse zeigte 16 Stunden nach der Vakzinierung eine gesteigerte
MRNA-Expression von BCR-ABL, GM-CSF und IL-12 an der Vakzinierungsstelle
(Abbildung 14). Wahrend die Expression von IFN-y gesteigert war, wurde keine

signifikant héhere Expression von IL-4 beobachtet (Daten nicht aufgefuhrt).
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Abbildung 14: Expression der kodierten Transgene, | L-4 und IFN-y. Expression der

BCR-ABL, GM-CSF und IL-12 mRNA 0, 16 und 24 Stunden nach der Vakzinierung an der
Vakzinationsstelle (A). Expression von BCR-ABL, IL-4 und IFN-y imRNA n den regionaren
inguinalen Lymphknoten 0, 16, 24 und 120 Stunden nach der Vakzinierung (B). Die mRNA-
Expression (Mittelwert £+ SD), dargestellt in relativen Einheiten (AU) wurde mit dem
Basisniveau vor der Vakzinierung verglichen. p<0.05 signifikant, Signifikanzniveau nach dem
one tailed Student t-Test. * p<0.05; **p<0.01.

In den inguinalen Lymphknoten zeigte die Analyse bei BCR-ABL 16 Stunden nach
der Vakzinierung eine signifikant starkere Expression, wahrend die mMRNA-
Expression von IFN-y zu beiden Zeitpunkten nur mafig gesteigert wurde. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei IL-4 eine Suppression der mRNA-Expression nach
der Vakzinierung (Abbildung 14) [215].
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4 Diskussion

Trotz der erfolgreichen Behandlung der ALL mit risikoadaptierter Chemotherapie,
insbesondere bei Kindern mit ALL, kann die Leuka&mielast haufig nicht vollstandig
eliminiert werden. In Folge dessen ist das ALL-Rezidiv nach wie vor eine der
Haupttodesursachen bei Kindern und Adoleszenten mit maligner Erkrankung
[120,121]. Eine weitere Intensivierung der Chemotherapie fir Patienten mit
Hochrisiko - ALL ist aufgrund toxischer Nebenwirkungen limitiert, so dass neue
Therapiestrategien fur die Erhaltungstherapie entwickelt werden sollten, um die
Ruckfallrate zu senken.

Es konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem eine bedeutende Rolle bei der
Eliminierung residueller Lymphoblasten spielt [122]. Ferner bestarkt der nach
hamatopoetischer Stammzelltransplantation beobachtete ,Graft versus leukemia®-
Effekt die immuntherapeutischen Ansatze fur die ALL-Erhaltungstherapie. Die im
Vergleich zur allogenen Transplantation hohere Ruckfallrate bei autologer Trans-
plantation zeigt eine signifikante therapeutische Immunaktivitét der transplantierten
Zellen [123-125]. Eine Immunsuppression ist mit einem gesteigerten Ruckfallrisiko
verbunden [126]. Daher sollte untersucht werden, ob mit Hilfe immuntherapeutischer
Strategien die residuellen Lymphoblasten eliminiert und die minimale Resterkrankung
(MRD) effektiver behandelt werden kann.

Tumorzellen sind schlechte Antigenprasentierende Zellen (APCs) und exprimieren
keine kostimulatorischen Molekile, so dass die Interaktion von T-Zellen und Tumor-
bzw. Leukamiezellen zur Anergie und Apoptose der T-Zellen fihrt [34,35]. Frihere
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Vakzinierung von Mausen
mit syngenen BCR-ABLP'® exprimierenden Leukamiezellen, die modifiziert wurden,
um kostimulatorische Molekile und Zytokine zu exprimieren, eine systemische
Immunitat gegentber der Wildtyp-Leukamie induziert [36,39,127]. Die klinische
Applikation leukamiezellbasierter Vakzinen ist aufgrund der schwierigen und durch
die Notwendigkeit von Gewebekulturmanipulationen aufwendigen Kulturbedingungen
humaner Leuk&miezellen eingeschréankt. Eine attraktive Alternative ist die DNA-
Vakzinierung mit Expressionsvektoren, die fur tumorspezifisches Antigen und
Zytokine kodieren und in praklinischen Experimenten therapeutisch bei soliden
Tumoren eingesetzt wurde [42,128]. Bei der Immunisierung mit DNA-Vakzinen
kommt den Dendritischen Zellen (DCs) eine besondere Rolle zu, weil sie die
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gesamte Bandbreite von MHC Molekilen, kostimulatorischen Molekilen und
Adhasionsmolekiilen exprimieren, die fur die Antigenprozessierung und Préasentation
notwendig sind [129]. Die mit tumorspezifischer DNA transfizierten DCs kdnnen zu
den regionalen Lymphknoten wandern, wo sie endogen synthetisierte Tumorantigene
auf MHC Klasse | Molekiilen prasentieren und CD8" T-Zellen aktivieren [130].

In Folgeexperimenten wurden DNA-Vakzinen eingesetzt, die MIDGE-Vektoren die fur
ein BCR-ABL fusionspezifisches Peptid aus 83 Aminosauren und murines GM-CSF
kodieren sowie den Immunomodulator dSLIM enthalten. Die Vakzinierung mit
BCR-ABL und GM-CSF fiihrte zu einer Uberlebensrate von 27% und CTL-Assays
zeigten, dass die leukdmiespezifische BCR-ABL-Sequenz der Vakzine fur die
Zytotoxizitat essentiell ist [63].

4.1 Optimierung der Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/dSLIM

Basierend auf den zuvor beschriebenen Ergebnissen wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob die Basis-DNA-Vakzine mit Hilfe zusétzlicher MIDGE-Vektoren
die fir CD40-L, IL-27 oder IL-12 kodieren, optimiert werden kann.

Der verwendete CDA40-Ligand gehort zur Tumornekrosefaktor-Familie und wird
primar auf aktivierten T-Zellen exprimiert [131]. CD40-L bindet an CD40, das auf der
Membran von APCs prasentiert wird. Diese Interaktion ist entscheidend an der
Aktivierung von Antigenprasentierenden Zellen und der Induktion einer humoralen
sowie einer zellularen Immunantwort beteiligt [92]. Im syngenen BM185 Mausmodell
wurde mit Hilfe von fur CD40-L kodierenden MIDG-Vektoren keine verbesserte
Vakzineffizienz erzielt (Tabelle 2, Abbildung 8). In anderen Arbeiten wurde ein
synergistischer Effekt fur die Kombination von IL-2 und CD40L und damit eine
verbesserte Immunaktivierung nachgewiesen. Sie zeigten, dass eine effektive CD8"-
T-Zellantwort gegen Tumorantigene abhangig von CD40-CD40L induzierten CD4-T-
Helferzellen ist [132-134]. Das legt nahe, dass CD40L alleine nur einen geringen
antileukdmischen Effekt ausubt und erst durch Kombination mit IL-2 eine deutlich

verbesserte Vakzineffizienz erreicht.

Die zweite Komponente zur Optimierung der Basisvakzine war das zur IL-12-Familie
gehorende Interleukin-27 (IL-27). Durch IL-27 werden naive CD4" T-Zellen zur

Proliferation sowie die Sekretion von Interferon gamma (IFN-y) induziert. Hisada et
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al. beschrieben eine starke Antitumoraktivitdt des IL-27 im murinen Kolonkarzinom-
Modell [96]. In dem syngenen BM185 Mausmodell fihrte die Vakzinierung mit dem
fur IL-27 kodierenden MIDGE-Vektor zu einer signifikant langeren tumorfreien Zeit
verglichen mit der Basisvakzine und einer Uberlebensrate von 55%. Damit konnte
auch in diesem murinen Leukdmiemodell eine antileukamische Aktivitdt von IL-27
nachgewiesen werden.

Interleukin-12 (IL-12) wurde bereits in mehreren vergleichbaren Studien als potentes
Zytokin zur Eliminierung von Tumorzellen, unter anderem aufgrund seiner
antiangiogenischen Eigenschaften, der Vermeidung von Metastasen sowie der
Auslésung einer lang anhaltenden Antitumorimmunitét in Tiermodellen beschrieben
[93,94,135-137]. Zudem zeigte sich, dass genetisch modifizierte IL-12 exprimierende
Leukéamiezellvakzinen im Mausmodell potente Stimulatoren des Immunsystems sind,
die sowohl eine protektive als auch therapeutische antileukamische Immunitéat
hervorrufen [95]. Die nach Pra-Immunisierung der Mause mit dem zusatzlich fur IL-12
kodierenden MIDGE-Vektor erhaltenen biometrischen Daten bestéatigen die Effektivi-
tat von IL-12 zur Eliminierung von Leukamiezellen. In klinischen und praklinischen
Studien wurde bei systemischer Applikation von IL-12 eine durch einen erhdhten
IFN-y Spiegel hervorgerufene Toxizitdt nachgewiesen [138]. Im Gegensatz dazu
wurden bei Applikation von IL-12 Genexpressionsvektoren via Gene-Gun [139,140]
und auch bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten fur IL-12 kodierenden
MIDGE-Vektoren keine toxischen Nebenwirkungen beobachtet. Damit kann die
systemische Toxizitdt durch eine lokale und effiziente Expression von [L-12

vermieden werden [141].

Durch die Komplexierung mit Poly-B-Aminoestern wurde in mehreren in vitro Studien
[88,90,142-144] eine gegenuber nicht komplexierter DNA gesteigerte Transfektions-
effizienz nachgewiesen, so dass die Komplexierung in in vivo Studien getestet wurde
[145,146]. Obwohl die Komplexierung mit Poly(B-Aminoestern) auch in vivo eine
gegenuber nackter DNA bis zu 26fach hohere Transfektionsrate erzielt [85,87,91],
fuhrte die Komplexierung in den vorliegenden Experimenten nicht zu einer
Optimierung der Vakzineffizienz (Tabelle 3). In friheren in vivo Studien wurde eine
Abhangigkeit der Transfektionseffizienz vom Applikationsmodus nachgewiesen. So
fuhrte die intratumorale Injektion der komplexierten Vakzine zu einer hdheren

Transfektionseffizienz als die intramuskulare Injektion der Vakzine. Im Gegensatz
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dazu war die Transfektionsrate der nicht komplexierten Vakzine bei intramuskularer
Applikation im Vergleich zur intraperitonealen Applikation hoher [87]. Dartber hinaus
zeigten Zugates et al., dass die intraperitoneale Applikation der komplexierten
Vakzine verglichen mit der intraventsen Applikation eine héhere Transfektions-
effizienz aufweist [91]. Wie in den in vitro Studien beschrieben, spielen daruber
hinaus verschiedene Faktoren eine Rolle fur die Transfektionseffizienz. Dazu
gehoren das Molekulargewicht, die PartikelgroRe, die Oberflachenladung des
Komplexes sowie das optimale Polymer/DNA-Verhéltnis. Das Polymer C32-117 bzw.
C32-118 wurde mit optimalem Polymer/DNA-Verhaltnis verwendet. Diese Faktoren
scheiden daher als Ursache fur die nicht verbesserte Vakzineffizienz aus. Auch wenn
die Effizienz der DNA-Vakzine nicht verbessert wurde, ist eine fehlgeschlagene
Komplexierung der Vakzine fraglich, da die Vakzineffizienz trotz der Komplexierung
in Nanopartikel unverandert bleibt. Die alleinige Applikation des Polymers induzierte

keine Antitumorwirkung.

4.2 Beteiligung der CD4 *, CD8" T-Zellen und NK-Zellen an der Immunantwort

Die durchgefihrte in vivo T- und NK-Zelldepletion sollte Aufschluss dartiber geben,
welche Zellpopulationen fur den antileukamischen Effekt der DNA-Vakzine
verantwortlich sind. In anderen Studien wurde nachgewiesen, dass fur die CML
typische BCR-ABLP**° Bruchpunktpeptide spezifische nicht-alloreaktive CTLs
induzieren [78], indem sie auf MHC Klasse | und MHC Klasse Il Molekilen
prasentiert werden [12,79]. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits friher zeigen, dass
die Expression des BCR-ABLP*® Fusionspeptids fiir die Effektivitat der DNA-Vakzine
(BCR-ABL/GM-CSF/dSLIM) erforderlich ist und die Effektiviat mit der Aktivitat
spezifischer CTLs Kkorreliert [63]. Ferner konnten Stripecke et al. in T-Zell-
depletionsstudien nachweisen, dass CD8" T-Zellen sowie CD4" T-Zellen die
Effektorzellen in dem BM185 Zellvakzinmodell sind [36]. Wahrend der Vakzineffekt in
der vorliegenden Dissertation durch Depletion der CD4" T- oder NK-Zellen
vollkommen aufgehoben wurde, filhrte die CD8" T-Zelldepletion lediglich zu einer
verminderten Vakzinwirkung (Tabelle 4). Die CD4" T-Zellen und NK-Zellen sind
demzufolge essentiell fir den durch die DNA-Vakzine hervorgerufenen anti-
leukamischen Effekt, und die CD8" T-Zellen spielen eine eher untergeordnete Rolle.
Der in der Vakzine enthaltende TLR-9 Agonist dSLIM und IL-12 aktivieren sowohl
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das adaptive als auch das angeborene Immunsystem [61,62]. Zudem ist bekannt,
dass IL-12 neben der Stimulation von CD4" T-Zellen ebenfalls die Proliferation und
Aktivierung von NK-Zellen fordert und zur Produktion von IFN-y fuhrt, so dass die
Antitumoraktivitdt von diesen beiden Zelltypen vermittelt werden kann [147,148].
Neben der stimulierenden Wirkung von IL-12 auf antigenspezifische CD8" T-Zellen
[149,150] konnte auch ein verminderter IL-12 Effekt bei Depletion der CD8" T-Zellen
nachgewiesen werden [135]. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die von
Gruber et al. durchgefiihrte Depletionsstudie zur systemischen Applikation von
rekombinantem murinen IL-12 nach i.v. Challenge. Es zeigte sich, dass die alleinige
Gabe von IL-12 eine praexistente Leukamie verhindern kann und dieser Schutz von
CD4"-, CD8"-T-Zellen und NK-Zellen kombiniert vermittelt wurde. Die Depletion
einzelner Zellpopulationen hatte keine Wirkung auf die Uberlebensrate der Mause,
die simultane Depletion der CD4 und CD8-Zellen senkte dagegen die Uberlebens-
rate. Den geringsten Schutz gegen den Leukdmiechallenge wiesen die Mause mit
zusatzlicher Depletion der NK-Zellen auf. Gruber et al. schlossen daraus, dass die
anderen Zellpopulationen die Schutzfunktion der fehlenden Population teilweise
kompensieren und aufrechterhalten kénnen [151]. Ferner zeigten Gruber et al., dass
die CTL-Aktivitat beziehungsweise NK-Aktivitat alleine fur den Schutz der Mause
nicht ausreichend ist, wahrend beide Populationen zusammen eine additive Wirkung
hatten. Nach Gruber et al. ist die Aktivierung zusammen mit der durch IL-12
vermittelten Expansion der NK und CD8-Zellen Bedingung fur die Eliminierung der
Krankheit. Ein Grund fur die in der vorliegenden Arbeit vollkommen aufgehobene
Vakzineffektivitat nach der CD4" T-Zelldepletion kénnte der Mangel der von Chang et
al. beschriebenen Stimulation der NK-Zellen sein. Die NK-Zellen werden durch IL-2
Sekretion der CD4" T-Zellen stimuliert, so dass es bei der durch Depletion der
CD4" T-Zellen herabgesetzten IL-2-Produktion zu einer beeintrachtigen NK-Zell-
funktion kommt [152,153]. In mehreren Maustumormodellen wurde eine Beteiligung
der CD4'T-Zellen gezeigt, die zu einer effektiven Antitumorantwort beitragt
[154,155]. Zahlreiche Studien, die eine Abhangigkeit der CTL-Induktion von der
Stimulation durch CD4" T-Zellen belegen [156-158] bieten eine weitere Erklarung fiir
die nach CD4"-Depletion vollkommen aufgehobe Vakzinwirkung. Die CD4" T-Zellen
spielen eine bedeutende Rolle wahrend des Priming naiver CD8" T-Zellen und
gewahrleisten eine ausreichende Aktivierung und Funktion der tumorspezifischen
CTLs [155]. Nach Toes et al. sind CTL-Antworten unter nicht entztndlichen
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Bedingungen, wie den meisten Krebsformen, wesentlich starker von T-Helferzellen
abhangig [159]. Ferner sind CpGs effektive Immunadjuvantien von Tumorvakzinen
[55,160] und fordern die Entwicklung einer Thl-Immunantwort und antigen-
spezifischer CTLs [161,162], wobei den DCs eine Schllisselrolle bei der Modulation
der Immunantwort zukommt [55,59,163]. So wurde in friheren Studien bei
zuséatzlicher Gabe von GM-CSF eine Steigerung des Antitumoreffektes beobachtet
[164], wobei die Kombination mit dSLIMs die Immunantwort in Richtung einer Thl
vermittelten Immunantwort férderte [39]. Die 1987 von Doherty postulierte
Abhangigkeit der CTLs von NK-Zellen [165] wurde durch verschiedene Studien
bestatigt [166,167]. Eine Beteiligung der CD4" T-Zellen an der CTL-Induktion wird
dagegen kontrovers diskutiert. Wahrend Adam et al. einen alternativen Weg der
CTL-Induktion nachwiesen [168], war die durch NK-Zellen initierte CD8" T-zell-
abhéngige TumorabstoRung laut Geldhof auf einen Klassenwechsel zurtickzufiihren
[169]. Ferner wurde die Annahme, dass durch die DNA-Vakzinierung direkt
transfizierte DCs auch ohne Hilfe der CD4" T-Zellen in der Lage sind CD8" CTLs
unmittelbar zu stimulieren, von Maecker und Porgador widerlegt [156,170]. Die bei
den Depletionsexperimenten erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass flr ein optimales
CTL-Priming die zusétzliche Hilfe von CD4" T-Zellen notwendig ist [171,172]. Zudem
belegen die Daten der vorliegenden Dissertation, dass die NK-Zellen trotz der
stimulierenden Funktion von IL-12, nicht die Aufgabe der CD4" T-Zellen tibernehmen
kénnen. Die moderate Beeintrachtigung der Vakzinwirkung nach CD8" T-Zell-
depletion zeigt, dass leukdmiespezifische CTLs allein fur die Leukdmieabwehr nicht
ausreichen. Da die Depletion der NK-Zellen die Vakzinwirkung ebenfalls vollkommen
aufhebt, reagiert das Immunsystem offenbar durch ein komplexes Zusammenspiel
dieser drei Zellpopulationen. Ein weiterer Beleg fur ein Zusammenwirken der NK-
und CD4" T-Zellen bei der Induktion einer gegen den Tumor gerichteten CTL-
Aktivitat ist die Abhangigkeit der CD8" T-Zellantwort von IL-2. Zum einen ist die
Induktion der CD8' T-Zellen abhangig von durch CD4" T-Helferzellen bereit-
gestelltem IL-2 [38,173,174], dariiber hinaus kénnen neben den CD4" T-Zellen auch
die NK-Zellen IL-2-Produzenten sein und dadurch die gegen den Tumor gerichtete T-
Zellantwort unterstiitzen [173]. Damit hangt eine effektive Antitumorimmunitat von
den CD4" T-Zellen ab, die verschiedene Arme des Immunsystems dirigieren [155].
Durch die hier verwendete DNA-Vakzine (BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM) wird

sowohl eine adaptive als auch angeborene Immunantwort induziert, wobei die
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Dendritischen Zellen ein direktes Bindeglied darstellen [175,176]. Wahrend die CD8"
T-Zellen aufgrund ihrer Abhangigkeit von CD4" T-Zellen und NK-Zellen eine
untergeordnete Rolle spielen, (ibernehmen die CD4" T-Zellen und NK-Zellen die

Hauptaufgabe bei der immunolgischen Tumorabwehr.

4.3 Induktion eines antileukamischen Memory-Effekts der DNA-Vakzine

Mit dem 60 Tage nach dem ersten Challenge durchgefiihrten Rechallenge wurde
untersucht, ob die protektive Vakzine die Uberlebenden Mause erneut schitzt. Die
Uberlebensrate von 50% und die im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle
signifikant langere tumorfreie und gesamte Lebensdauer deuten auf einen
antileukamischen Memory-Effekt der Vakzine hin. Der Mechanismus der zur
Generierung eines immunologischen ,CTL-Ged&achtnisses” fuhrt, wurde bereits friher
untersucht. So zeigten Gruber et al. und Bourgeois et al., dass Gedachtniszellen auf
die Hilfe der CD4" T-Zellen angewiesen sind [151,171]. Die in der vorliegenden
Dissertation durchgefiihrten Depletionversuche (Tabelle 5) zeigten dartber hinaus,
dass den CD4" T-Zellen eine entscheidende Rolle bei dem antileukdmischen
Vakzineffekt zukommt. Die CD4" T-Zellen sind somit offenbar nicht nur fiir das CTL-
Priming sondern ebenfalls fir die Induktion des CD8" ,T-Zellgedachtnis*
verantwortlich und die hier eingesetzte Vakzine konnte ein ,immunologisches

Gedachtnis” erzeugen.

4 .4 Inhibition der Proliferation von Leukamiezellen durch 6-MP, Imatinib
mesylate und Anthocyane in vitro

Die nicht-immunsuppressiven Substanzen Imatinib mesylate, OptiBerry BX-600,
Delphinidin-3-Glukosid, Cyanidin-3-Rutinosid sowie das zu den Immunsuppressiva
gehorende 6-MP wurden in vitro beziglich ihrer Wirkung auf die Proliferation der
Leuk&miezelllinien K562 und BM185 untersucht.

Ubereinstimmend mit frilheren in vitro Studien zeigte Imatinib mesylate eine
signifikante anti-proliferative Aktivitat in den BCR-ABL positiven Zelllinien BM185 und
K562 [97,177-180]. Diese war im getesteten Dosisbereich von 1-100 uM
dosisunabhangig. Der Beerenextrakt zeigte eine dosisabhangige anti-proliferative
Aktivitat, die in beiden Zelllinien lediglich bei einer Konzentration von 100 pg/ml

54



Diskussion

signifikant war. Cyanidin-3-Rutinosid zeigte zwar keine Wirkung auf die K562 Zellen,
in der BM185 Zelllinie dagegen einen signifikanten dosisabhéangigen Effekt bei einer
Konzentration von 100 uM und 10 pM. Die 100 uM - Konzentration zeigte eine
ahnlich anti-proliferative Wirkung wie Imatinib mesylate, Beerenextrakt und
Delphinidin-3-Glukosid. Die in 100 pug/ml Beerenextrakt enthaltene Menge Cyanidin
und Delphinidin ist verglichen mit der 100 uM Konzentration der isolierten
Einzelkomponenten 10 bis 15mal geringer. Trotzdem konnte in beiden Zelllinien ein
anti-proliferativer Effekt des Beerenextraktes nachgewiesen werden, wahrend die
isolierten Anthocyane Cyanidin-3-Rutinosid und Delphinidin-3-Glukosid lediglich in
einer oder zwei Zelllinien eine Wirkung zeigten. Eine mdgliche Erklarung ist ein
synergistischer Effekt der in dem Beerenextrakt enthaltenen Anthocyane.

Wahrend mit dem Alamar Blue Assay die Wirkung der Testsubstanzen auf die
Proliferation der Zellinien BM185 und K562 getestet wurde, sollte der
Apoptoseassay klaren, ob eine Apoptose Uber die Caspasen induziert wird. Da die
Caspasen 8 und 9 zu den Initiator-Caspasen zéhlen, die die Apoptose kontrollieren
und regulieren und spater die Effektor-Caspasen, z.B. Caspase 3, aktivieren, wurden
diese drei Caspasen untersucht. Wahrend die Aktivierung der Caspase 8 Uber den
extrazellularen Signalweg erfolgt, wird Caspase 9 Uuber den intrinsischen
(mitochondrienabhéngigen) Weg aktiviert. Beide Wege enden in der Effektorphase
der Apoptose, bei der Caspase 3 von den Initiator-Caspasen 8 und/oder 9 aktiviert

wird, so dass mindestens zwei Caspasen an der Apoptose beteiligt sind [181,182].

Die Inkubation der Zelllinie K562 mit Imatinib mesylate aktivierte die Caspasen 3, 8
und 9, in der Zelllinie BM185 dagegen lediglich Caspase 3 und 9. Es ist bekannt,
dass Imatinib mesylate die Proliferation von BCR-ABLp210 und BCR-ABLp185
exprimierenden Leukamiezellen hemmt und die Apoptose Uber die Aktivierung der
Caspase 3 induziert [178-180,183]. Ferner beschreibt die Studie von Jacques et al.,
dass Imatinib mesylate tUber die Caspasen 3 und 9 eine mitochondrienabhangige
Apoptose in der Zelllinie K562 induziert [184]. Dagegen ist unklar, warum in der
BCR-ABL positiven Zelllinie K562 nach Inkubation mit Imatinib mesylate eine
Beteiligung der Caspase 8 beobachtet wurde. Nach Jacquel et al. ist eine direkte
Beteiligung der Caspase 8 unwahrscheinlich, da K562 Zellen gegeniber Fas-L oder
Trail (Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand) Kkilling

unempfindlich sind [184]. Im Gegensatz zu Imatinib mesylate fuhrte die Inkubation
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mit 6-MP in beiden Zelllinien zur Aktivierung der Caspasen 3, 8 und 9, was sich mit
der friher beschriebenen durch Krebsmedikamente tUber den mitochondrialen Weg
eingeleiteten Aktivierung der Caspase 9 deckt [181]. Eine andere Studie zum
Einfluss von 6-MP auf T-Zellen zeigte ebenfalls eine deutliche Induktion der Caspase

3 und 9, jedoch nur eine méfRige Aktivierung der Caspase 8 [182].

In den Zelllinien BM185 und K562 wurde sowohl durch Cyanidin-3-Rutinosid als auch
den Beerenextrakt ausschliellich die Caspase 8 induziert. Entgegen der in
verschiedenen Arbeiten bei Krebszellen gezeigten Induktion der
Caspase 3-Aktivierung durch Cyanidin-3-Rutinosid bzw. Cyanidin-3-Glukosid
[185,186], konnte in der vorliegenden Dissertation keine Caspase 3-Aktivitat
nachgewiesen werden. Nachdem Feng et al. eine zeitabhéngige Induktion der
Apoptose nachweisen konnten [185], ist die Inkubationszeit ein wichtiger Aspekt.
Dartber hinaus kontrollieren und regulieren die Initiator-Caspasen 8 und 9 die
Apoptose und aktivieren erst spater die Effektor-Caspase 3. Im Anschluss an die
Inkubation mit Cyanidin-3-Rutinosid in den BM185 und K562-Zellen wurde zwar
Caspase 8, aber nicht Caspase 3 nachgewiesen. Eine mdgliche Erklarung ist, dass
nicht die Effektor-Caspase 3 aktiviert wird, sondern nicht untersuchte Effektor-

Caspasen wie Caspase 6 oder 7 durch Cyanidin-3-Rutinosid aktiviert werden.

4.5 Die optimierte Vakzine ist die beste Monotherap ie

Die Behandlung der Mause mit der optimierten Vakzine an den Tagen 2 und 9 fihrte
im Vergleich zu unbehandelten Kontrolle zu einer signifikant langeren leuk&amiefreien
sowie gesamten Lebensdauer und 56% der Mause Uberlebten (Tabelle 5). Im
Gegensatz zur Monotherapie mit Imatinib mesylate, Cyanidin-3-Rutinosid oder dem
anthozyan reichen Beerenextrakt fuhrte die Monotherapie mit 6-MP zu einer
signifikant verlangerten leukamiefreien und gesamten Lebensdauer und einer
Uberlebensrate von 10%. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
leukamiespezifische DNA-Vakzine im Vergleich zu 6-MP effizienter ist. Anthocyane
verfigen Uber eine umfassende Bioaktivitdt, dazu zéhlen eine starke anti-oxidative
Aktivitdt und der Einfluss auf die Zellzykluskontrolle [187]. Ferner zeigten frihere
Studien, dass Cyanidin sowohl in vitro als auch in vivo Uber chemopraventive

Aktivitat verfagt [188] und zudem in verschiedenen humanen Krebszelllinien
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apoptotisch wirkt [185]. Entgegen der in diesen Studien und der bei den in vitro-
Experimenten der vorliegenden Arbeit beobachteten Wirkung auf BM185 Zellen, war
weder die Monotherapie mit Beerenextrakt oder Cyanidin-3-Rutinosid noch die
Behandlung mit Imatinib mesylate zur Therapie einer pra-existenten Leukamie
ausreichend. Obwohl Studien in vitro oder im Tiermodell auf ein verringertes Risiko
fur kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes, Arthritis und Krebs aufgrund des
Konsums von Anthocyanen mit anti-oxidativen und anti-inflammatorischen
Eigenschaften deuten [189], ist die Ubertragbarkeit auf den Menschen bisher
fraglich. Eine mogliche Erklarung liefern Wang und Stoner mit ihrer Annahme, dass
die geringen im Blut nachgewiesenen Mengen der Anthocyane (10® to 107 M) weit
unter der in vitro fir einen anti-karzinogenen Effekt bendtigten Menge liegt [190]. Die
in der vorliegenden Arbeit verwendete Dosis des Beerenextraktes von
500 mg/kg/Tag ist mit der von Stoner et al. verwendeten 45 g Dosis gefrier-
getrockneter Himbeeren vergleichbar, die taglich Testpersonen verabreicht wurde.
Die Dosis war gut vertraglich und Stoner et al. konnten Anthocyane als auch das
Polyphenol Ellagsaure in quantifizierbarer Menge im Plasma und Urin der
Testpersonen nachweisen [191]. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse ist davon
auszugehen, dass nicht die Dosis der Einzelkomponenten, sondern die Kombination
mit anderen Therapieansatzen wie der DNA-Vakzine ausschlaggebend fiur die
erfolgreiche Behandlung von MRD sind.

Zahlreiche in vitro Studien [97,177-180] und auch in vivo Studien mit immun-
kompetenten Mausen oder Nacktméausen [97,192] konnten eine inhibierende
Wirkung von Imatinib mesylate auf die Abl Tyrosinkinase BCR-ABL positiver Zellen
nachweisen. Zudem wird Imatinib mesylate bereits seit Jahren in der Therapie bei
Patienten mit Philadelphia-Chromosom positiver CML und ALL eingesetzt [193,194].
Allerdings entwickeln 15 bis 20% der Patienten Resistenzen gegentber Imatinib
mesylate [100-104]. Imatinib mesylate fihrt zwar zu einer hamatologischen
Vollremission, diese ist bei der Mehrzahl der Patienten jedoch nur von kurzer Dauer,
wenn sie keine Stammzelltransplantation erhalten [195-197]. Angesichts der in vitro
Ergebnisse ist die mit Imatinib mesylate als Monotherapie in vivo erzielte
Unwirksamkeit unerwartet. Ferner fihrte die einmalige tagliche Applikation von
Imatinib mesylate bereits in zwei anderen Arbeiten zu einer erfolgreichen Inhibition
der ABL-Tyrosinkinase [97,177], so dass in der vorliegenden Dissertation ebenfalls

dieses Applikationsintervall fir Imatinib mesylate verwendet wurde.
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Aufgrund der spezifischen Pharmakokinetik liegt Imatinib mesylate in der Maus in
einer zu geringen Konzentration vor und ist bei einer hoch proliferativen Leukamie-
zelllinie nicht wirksam. In einer Studie von Weisberg et al. wird beschrieben, dass die
Halbwertszeit von Imatinib mesylate in Mausen im Vergleich zum Menschen
signifikant kirzer ist und Imatinib mesylate als Einzelsubstanz sogar in einer
Konzentration von 50 mg/kg keinen nennenswerten Effekt aufwies [198]. Um eine
effiziente Wirkung zu gewdahrleisten, muf3 somit ein kontinuierlicher Konzentrations-
spiegel aufrechterhalten bleiben. Da le Coutre et al. dariber hinaus zeigen konnten,
dass die zweimal tagliche intraperitoneale Applikation von 50 mg/kg Imatinib
mesylate zu einer signifikanten Hemmung des Tumorwachstums fihrte, wahrend die
einmalige téagliche intraperitoneale Dosis keine Wirkung zeigte, konnte das
Applikationsintervall eine Erklarung fur die in vivo beobachtete Unwirksamkeit sein.
Ferner fuhrte die wesentlich héhere orale Dosis gegentber der intraperitonealen
Dosis nicht zu einem signifikanten Unterschied hinsichtlich des tumorfreien
Uberlebens [192].

Aufgrund der komplexen Eigenschaften der Leukamien ist eine adaquate Uber-
tragung vom Zellkultursystem in das Tiermodell nicht mdglich, so dass die in vitro
beobachtete Wirksamkeit BCR-ABL exprimierender Zelllinien nicht mit der Wirk-
samkeit in vivo assoziiert ist [199]. Untersuchungen der Signalwege in Ph* ALL und
CML Tiermodellen zeigten, dass durch BCR-ABL aktivierte Src-Kinasen in Imatinib
mesylate behandelten Mausen aktiv bleiben und Imatinib somit nicht alle von BCR-
ABL aktivierten Signalwege inaktiviert [97,200-202], und die Src-Kinasen Uber einen
Abl-Kinase unabhéngigen Weg die Phosphorylierung von BCR-ABL induzieren
kbnnen [203,204]. Von Warmuth et al. in vitro getestete dual-spezifische Src/Abl
Kinase-Inhibitoren verringerten das Wachstum und die Uberlebensrate von Zellen mit
Imatinib mesylate resistenten Kinasen [205]. Dies ist eine Erklarung dafur, dass die
Monotherapie mit Imatinib mesylate und damit die alleinige Blockierung der
BCR-ABL Kinase in unserem Mausmodell nicht ausreicht, um die Leukdmie zu
kontrollieren. Hu et al. zeigten, dass trotz der bei Inhibierung beider Kinaseaktivitaten
durch Dasatinib erreichten kompletten B-ALL Remission, die Eliminierung der
Dasatinib insensitiven Leukamiestammzellen fur eine Heilung der B-ALL und CML in
Mausen erforderlich ist [201]. Die Immuntherapie ist damit fir die Eliminierung von

MRD essentiell und wurde im Folgenden als Kombinationstherapie eingesetzt.
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4.6 Die Kombination der DNA-Vakzine mit 6-MP erreic  ht die hochste Effizienz

Die Kombinationstherapie bestand aus den in der Monotherapie eingesetzten
Substanzen sowie der DNA-Vakzine (Immuntherapie) und wurde hinsichtlich ihrer
antileukamischen Wirkung untersucht. Eine Frage war, ob der antileukamische Effekt
der DNA-Vakzine durch 6-MP negativ beeinflusst wird oder alternativ eine
synergistische Wirkung bei der Behandlung von MRD nachzuweisen ist. Trotz der
zuvor angenommenen immunsuppressiven Wirkung von 6-MP resultierte die
Kombinationsbehandlung in einer signifikant langeren leukdmiefreien und gesamten
Lebensdauer verglichen mit den Mausen, die die Vakzine erhielten und alle M&use
Uberlebten. Wéahrend der Beerenextrakt alleine keinen therapeutischen Effekt zeigte,
fuhrte die Kombination mit der optimierten DNA-Vakzine verglichen mit der Vakzine
zu einer signifikant verlangerten leukamiefreien sowie gesamten Lebensdauer und
einer Uberlebensrate von 90%. Dagegen konnte weder die Kombination der Vakzine
mit Imatinib mesylate noch mit Cyanidin-3-Rutinosid den antileukamischen Effekt
verstarken. Die Absorptionsrate von Anthocyanen liegt wie Studien belegen sowonhl
bei Nagern als auch Menschen unter 1% [191,206]. Ob die nach oraler Applikation
des Beerenextraktes absorbierte Menge des Cyanidin-3-Rutinosid fur eine anti-
leukdmische Wirkung ausreicht, ist fraglich. Die absorbierte Menge Cyanidin-3-
Rutinosid nach oraler Applikation des Beerenextraktes ist jedoch geringer, als die
nach intraperitonealer Applikation von Cyanidin-3-Rutinosid, so dass die erhaltenen
Ergebnisse nicht auf eine Dosisabhangigkeit zurickzufiuhren sind. Vielmehr kdnnte
der Effekt der Anthocyane in vivo zumindest zum Teil durch die Hydrolyse der
Anthocyane zu Anthocyanidinen im Organismus vermittelt werden [207,208], da
Anthocyanidine wesentlich potentere Inhibitoren des Zellwachstums sind als ihre
zugehorigen Glykoside [207]. Der synergistische Effekt bei Kombination der Vakzine
mit dem Beerenextrakt ist dariiber hinaus wahrscheinlich auf die biologische Aktivitat
der Ubrigen im Beerenextrakt enthaltenen Anthocyane Delphinidin, Malvidin und
Petunidin zurtckzufuhren. In weiteren mit Nagern durchgefiihrten Studien, konnte
ebenfalls eine durch verschiedene Chemotherapien hervorgerufene verstéarkte
Effektivitat der Immuntherapie nachgewiesen werden [209-211]. Zudem zeigte eine
Studie, dass 6-MP keine immunsuppressive Wirkung auf die NK-zellvermittelte
Tumorabstof3ung bei Kombination einer NK-zellbasierten Immuntherapie mit 6-MP
hat [212].
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Bei den Zelldepletionen wurde gezeigt, dass die NK-Zellen eine bedeutende Rolle
bei der antileukamischen Immunantwort spielen, wodurch ebenfalls die anti-
leukamische Wirkung der Vakzine bei einer pra-existenten Leukamie zu erklaren ist.
Im therapeutischen Modus stellt der Wettlauf zwischen dem Tumorwachstums und
einer tumorspezifischen Immunantwort einen wichtigen Faktor bei der AbstoRung der
Tumorzellen dar [213]. Aufgrund der kurzen Verdopplungszeit (12h) der hoch
malignen BM185 Zellen in vitro und dass sich die CTLs erst 7 Tage nach der
Vakzinierung bilden, liegt die Tumorlast zu diesem Zeitpunkt bereits bei 16 Millionen
Zellen [214]. Daher halten die NK-Zellen die Tumorlast offenbar so lange auf einem

niedrigen Niveau, bis die leuk&dmiespezifischen CTLs intervenieren kdnnen.
4.7 mRNA-Expression der Transgene und verschiedener Zytokine

Im Anschluss an die leukdmiespezifische Immunisierung wurde durch Messung der
BCR-ABL-; GM-CSF; sowie IL-12- Expression in den regionaren Lymphknoten und
der Haut die Zytokinexpression analysiert. Zudem wurde getestet, ob die Vakzine zu

einer gesteigerten Expression von IL-4, IFN-y oder TNF-a flhrt.

Die Expressionsanalyse ergab eine zeitabhangige, gegeniber der Kontrolle
signifikante Expression von GM-CSF, IFN-y und IL-12p*° in der Haut. Die Expression
von BCR-ABL- und TNF-a war sowohl 16 als auch 24 Stunden spater im Vergleich
zur Kontrolle erhoht. Damit konnte in der Haut eine Expression der in der Vakzine
enthaltenen Komponenten BCR-ABL, GM-CSF und IL-12p*® nachgewiesen werden.
Die Messung von Interleukin 4 zeigte weder nach 16 noch 24 Stunden eine
gegenuber der Kontrolle signifikant erhdhte Expression. Verglichen mit den in der
Haut generierten Daten, wurde in den Lymphknoten nur IL-12p*® 24 Stunden nach
der Vakzinierung signifikant starker exprimiert. IL-4 wurde dagegen 16 Stunden nach
Injektion signifikant schwacher exprimiert als bei der Kontrolle und es wurde keine
Anderung der IFN-y-Expression beobachtet. Diese Daten sind angesichts der zuvor
aufgrund der Depletionsergebnisse angenommenen immunologischen Mechanismen
unerwartet. Wie die Depletionsstudie zeigte, sind die NK-Zellen an der Immunantwort
beteiligt, so dass IL-12 neben der stimulierenden Wirkung auf die CD4" T-Zellen
ebenfalls einen aktivierenden Effekt auf die NK-Zellen hat. Eine signifikante

Expression von IL-12 konnte in der Haut nur 16 Stunden, in den regionaren
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Lymphknoten dagegen ausschlie3lich 24 Stunden nach Vakzinierung nachgewiesen
werden. Folglich betragt der Zeitraum bis zu einem mdglichen Nachweis der
Expression in den Lymphknoten mehr als 16 Stunden. Da BCR-ABL in den M&usen
nicht exprimiert wird, ist eine ,Expressionssteigerung“ bei BCR-ABL schneller
sichtbar als bei IL-12, das auch sonst in Mausen exprimiert wird. Obwohl
Interleukin-4 in der Maus konstitutiv exprimiert wird, fihrt die Vakzine dazu, dass IL-4
im Lymphknoten signifikant weniger exprimiert wird als in der Kontrolle. Chang et al.
und Cervantes et al. zeigten, dass durch IL-2 Sekretion der CD4" T-Zellen die
NK-Zellen stimuliert werden [152,153]. Da den CD4" T-Zellen, wie den NK-Zellen
eine entscheidende Rolle bei dem antileukamischen Effekt zukommt, sollte die
Expression von IL-2 gesteigert sein. Es wurde bereits friher gezeigt, dass CpGs die
Entwicklung einer Thl-Immunantwort und antigenspezifischer CTLs férdern
[39,57,160-162]. Angesichts einer Thl Immunantwort wére eine Steigerung der IL-2-
und IFN-y -Expression zu erwarten und konnte die verringerte IL-4 Expression erklart
werden. Abgesehen vom Zeitpunkt der Expressionsanalyse kann die untersuchte
Region des Lymphknotens ebenfalls Einfluss auf die Ergebnisse haben. Fur eine
endgultige Aufklarung dieser Ergebnisse sind daher weitere Experimente er-
forderlich. Mit Hilfe der Expressionsanalyse wurde jedoch eindeutig die Expression
des leukdmiespezifischen Bruchpunktpeptids BCR-ABLp185 in der Haut und den

regiondren Lymphknoten nachgewiesen.
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5 Zusammenfassung

In Deutschland erkranken jedes Jahr etwa 550 Kinder bis zum vollendeten
14. Lebensjahr an Leukamie. Dank einer optimierten risikoadaptierten Polychemo-
therapie konnen zwar etwa 80 bis 85% der Kinder geheilt werden, dennoch erleiden
circa 15 bis 20% ein Rezidiv mit wesentlich schlechterer Prognose. Eine weitere
Intensivierung der Chemotherapie fur Patienten mit Hochrisiko ALL ist aufgrund
toxischer Nebenwirkungen limitiert, so dass neue Therapiestrategien fur die
Erhaltungstherapie entwickelt werden muissen, um die Rickfallrate zu senken. Da
dem Immunsystem bei der Eliminierung residueller Lymphoblasten eine bedeutende
Rolle zukommt, sollte die Erhaltungstherapie die immunologischen Mechanismen
verstarken, die eine dauerhafte Remission erst ermdglichen. In der angefertigten
Dissertation wurde daher die Immunisierung der Mause mit einer leukamie-
spezifischen DNA-Vakzine, bestehend aus Vektoren die fir BCR-ABL und GM-CSF
kodieren und dem TLR-9 Agonisten dSLIM optimiert. Wahrend die Effizienz der DNA-
Vakzine mit Hilfe der zusatzlichen fur IL-12 oder IL-27 kodierenden MIDGE-Vektoren
signifikant gesteigert werden konnte, war der zusatzliche fur CD40L kodierende
MIDGE-Vektor unwirksam. Daruber hinaus fihrte weder die Komplexierung, noch die
Dosiserhohung zu einer weiteren Steigerung der Vakzineffizienz. Ferner konnte
gezeigt werden, dass die optimierte DNA-Vakzine BCR-ABL/GM-CSF/IL-12/dSLIM in
immunisierten M&ausen nicht nur zur Pravention einer Ph®™ ALL fiihrt, sondern
ebenfalls eine praexistente Ph* ALL erfolgreich therapieren kann. Durch Zell-
depletionsassays konnte nachgewiesen werden, dass der immunologische Effekt der
Vakzine hauptsachlich von den NK- und CD4" T-Zellen hervorgerufen wird, die CD8"
T-Zellen dagegen in geringerem MalRe beteiligt sind. Darlber hinaus zeigte sich ein
synergistischer Effekt von oral appliziertem Anthocyanin reichem Beerenextrakt oder
6-MP mit der optimierten Vakzine im therapeutischen Modus. Damit stellt die
Kombinationstherapie mit Beerenextrakt sowie 6-MP eine hocheffiziente Behand-
lungsform von MRD in Mausen und gleichzeitig einen Ansatz zur Optimierung der
konventionellen Erhaltungstherapie dar. Es ist wahrscheinlich, dass die Kombination
von Chemotherapie und leukamiespezifischer DNA-Vakzine verglichen mit der
herkdmmlichen Erhaltungstherapie einen Ph* ALL-Ruckfall effizienter verhindern
kann. Daher sollten zukinftige Studien an die hier gewonnen Erkenntnisse

anknupfen und den Weg fir klinische Studien ebnen.
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