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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Biologie, Klinik und Therapie von Lymphomen

Lymphome sind maligne Erkrankungen der Lymphknoten oder des lymphatischen Gewebes,
die durch Transformation verschiedener Entwicklungsstadien der B- oder T-Lymphozyten ent-
stehen. Nach morphologischen Kriterien unterscheidet man zundchst Hodgkin-Lymphome
(Lymphogranulomatose) und die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). Letztere zeichnen sich durch
das Fehlen von Sternberg-Reed-Riesenzellen und Hodgkin-Zellen aus und stellen eine Gruppe
sehr heterogener Lymphome dar. Trotz bedeutender Fortschritte auch in der Therapie von Non-
Hodgkin-Lymphomen, sind die Therapieergebnisse immer noch unbefriedigend, da niedrig-ma-
ligne Lymphome im Gegensatz zu hochmalignen Lymphomen nach wie vor nicht heilbar sind
und deshalb neuen Therapieformen erforderlich sind. Attraktive Therapieméglichkeiten stellen
hierbei Vakzinierungsstrategien dar, wobei die Phagen-basierte Idiotypvakzinierung als innova-

tive Methode in dieser Arbeit untersucht wurde.

1.1.1. Non-Hodgkin-Lymphome

Non-Hodgkin-Lymphome stellen die h&aufigsten Neoplasien des Blutsystems dar und sind ver-
antwortlich fir mehr als 19.000 Todesfélle jahrlich in den Vereinigten Staaten (Jemal, Murray et
al. 2005). Den uberwiegenden Anteil der Non-Hodgkin-Lymphome machen mit 80% die B-Zell-
Lymphome aus, wahrend T-Zell-Lymphome mit 20% geringer vertreten sind. Obgleich in vielen
Fallen die Atiologie noch weitgehend ungeklart ist und beispielsweise kein erhéhtes Risiko
durch Tabakrauchen oder Alkoholkonsum angenommen wird (Besson, Brennan et al. 2006),
findet sich eine Assoziation mit Virusinfektionen oder Immunmangelerkrankungen. So lassen
sich beispielsweise gehauft Lymphome nach Infektionen mit EBV (Epstein-Barr Virus), HTLV
(humanes lymphotropes Virus) oder mit KSHV (Kaposi Sarkom assoziiertes Herpesvirus) be-
obachten (Carneiro-Proietti, Catalan-Soares et al. 2006; Fakhari, Jeong et al. 2006; Gandhi
2006). Auch nach HIV-Infektionen treten vermehrt Lymphome auf, wobei es sich hierbei meist
um hochmaligne Formen, wie z.B. das Burkitt-Lymphom handelt (Rabkin, Devesa et al. 1993;
Grulich and Vajdic 2005). Nach jahrelangem Dissens bestehen mit der REAL-Klassifikation
(revidierte europaisch-amerikanische Lymphomklassifikation) (Harris, Jaffe et al. 1994) und der
WHO-Klassifikation (Harris, Jaffe et al. 2000; Chan 2001) jetzt einheitliche Klassifizierungen der
Lymphome, die die unterschiedlichen Entitdten aufgrund von zytogenetischen, immunhisto-

chemischen und klinischen Aspekten definieren.

Grundsatzlich lassen sich niedrig-maligne, intermediar-maligne und hochmaligne Lymphome
unterscheiden. Hochmaligne Lymphome zeigen meist einen aggressiven Verlauf und kénnen
unbehandelt binnen weniger Monate zum Tode fihren. Demgegenlber weisen die niedrig-ma-
lignen Lymphome einen chronischen Verlauf auf und zeichnen sich durch eine gunstigere Pro-
gnose mit einer Lebenserwartung von mehreren Jahren (5-10 Jahre) aus. Klinisch beobachtet

man bei Lymphompatienten zumeist Lymphknotenschwellungen, die multipel oder solitar auf-
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treten kénnen. Sehr haufig sind auch sogenannte B-Symptome mit Fieber, Nachtschweil3 und
Gewichtsverlust. Die meisten Patienten sind allerdings initial beschwerdefrei und neigen erst im
Krankheitsverlauf zu Komplikationen wie Lymphadenopathien, Milzschwellung, Knochenmark-

infiltration mit moglicher hAmatopoetischer Insuffizienz und erhdhter Infektionsanfalligkeit.

1.1.2. Bisherige Therapie und neue Therapieansétze

Neue Erkenntnisse und zunehmendes Wissen Uber Zytogenetik, Biologie und Immunologie
ermoglichten bemerkenswerte Fortschritte und Erweiterungen in der Behandlung von Lym-
phomen, insbesondere durch die Einfihrung der Antikdrpertherapie in den letzten 10 Jahren.
Das wird z.B. an der Einfuhrung des seit 1997 angewandten chiméren anti-CD20 Antikorpers
Rituximab (Mabthera) deutlich, der zum einen an den Zellen direkt zytotoxisch wirkt und zum
anderen durch Modulation der zellularen und molekularen Signaltransduktionswege eine Che-
mosensitivierung bewirkt (Alas, Emmanouilides et al. 2001; Jazirehi and Bonavida 2005;
Jazirehi, Huerta-Yepez et al. 2005). Deshalb ist sowohl die Monotherapie als auch die Kombina-
tionstherapie von Mabthera mit einer Chemotherapie sinnvoll. Teilweise kann die Chemothe-
rapie bei Lymphompatienten durch Mabthera ersetzt oder aber ergénzt werden, was in der Re-

gel deutlich bessere Ansprechraten und auch ereignisfreie Uberlebensraten zur Folge hat.

Aggressive Lymphome fuihren unbehandelt oder bei Therapieversagen in wenigen Wochen bis
Monaten zum Tode. Allerdings lasst sich auch eine Kuration durch intensive Chemotherapien
erreichen, die gemaR den Ergebnissen der DSHNHL (Deutsche Studiengruppe hochmaligne
Non-Hodgkin-Lymphome) auch von &lteren Patienten toleriert werden. Auch hier fuhrt die zu-
satzliche Gabe des chiméaren Antikdpers Rituximab zur Chemotherapie zur Verbesserung der
Uberlebenszeit mit Verringerung der Rezidivraten (Coiffier, Lepage et al. 2002). Bei rezidivier-
ten, aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen stellt die Hochdosistherapie mit autologer Stamm-
zelltransplantation die Therapie der Wahl mit echten Heilungschancen dar. In der Parma-Studie
konnte die Uberlegenheit der Hochdosistherapie gegeniiber konservativen Therapieformen
belegt werden (Philip, Guglielmi et al. 1995). Rituximab wurde bislang zur Verbesserung der

Ergebnisse in der Mobilisierungstherapie mit Chemotherapie kombiniert.

Demgegeniber lassen sich niedrig-maligne, indolente Lymphome in der Regel nur in sehr fri-
hen Stadien durch eine alleinige Strahlentherapie kurativ behandeln. Da die Diagnose-stellung
meist erst zu einem spéateren Zeitpunkt erfolgt (Stadium Il oder V), ist eine Heilung dann nicht
mehr zu erzielen. Die Therapie ist in dieser Situation oft palliativ ausgerichtet und verfolgt die im
englischen Sprachgebrauch Ubliche ,watch and wait“-Strategie (Young, Longo et al. 1988;
Ardeshna, Smith et al. 2003). Durch Erweiterung des konventionellen Chemotherapieschemas
COP (Cyclophosphamid, Vincistin und Prednison) mit Doxorubicin zum derzeitigen Standard-
schema (CHOP) konnten zwar langere progressionsfreie Intervalle erzielt werden, eine Verbes-
serung der Gesamtiberlebensrate blieb jedoch aus (Nickenig C. 2004). Auch Monotherapien
mit dem Purinanalogon Fludarabin sind gut wirksam, jedoch einer Kombinationschemotherapie
unterlegen (Klasa, Meyer et al. 2002). Es kdnnen gute Remissionsraten durch Kombination von

Fludarabin mit Cyclophosphamid sowie Mitoxantron bei therapierefraktaren indolenten Lym-



Einleitung 3

phomen und Rezidiven beobachtet werden (Santini, Nati et al. 2001). Auch bei niedrig malignen
Lymphomen wurde Rituximab erfolgreich eingesetzt (McLaughlin, Grillo-Lopez et al. 1998;
Jensen, Elter et al. 2006) und fuihrte in Kombination mit verschiedenen Chemotherpie-Sche-
mata (CHOP, CVP, MCP, FCM) zu verbesserten Ergebnissen (Herold, Dolken et al. 2003;
Czuczman, Weaver et al. 2004; Hiddemann, Kneba et al. 2005; Marcus, Imrie et al. 2005).
AuBerdem findet die Radioimmuntherapie mit den Antikorpern “°Y-lbritumomab und **'I-
Tositumomab mit einer vergleichbaren Aktivitat und einer Gesamtansprechrate von 60-80% in
der Lymphomtherapie Verwendung (Cheson 2003). Andere attraktive Strategien stellen die
Konsolidierung durch Radioimmuntherapie nach initialer Chemotherapie (Press, Unger et al.
2003), sowie myeloablative Radioimmuntherapien mit nachfolgender autologer hdmatopoeti-
scher Stammzelltransplantation dar (Gopal, Gooley et al. 2003). Die Bedeutung der autologen
Stammzelltransplantation (ASCT) im Vergleich zur Therapie mit IFNa und erweiterten Polyche-
motherapien wurde in den letzten Jahren in mehreren klinischen Studien verdeutlicht (Lenz,

Dreyling et al. 2004; Deconinck, Foussard et al. 2005; Dreyling, Lenz et al. 2005).

1.2. Prinzipien immuntherapeutischer Verfahren bei der Tumortherapie

Konventionelle Therapien liefern fur viele maligne Erkrankungen keine zufriedenstellenden Er-
gebnisse, so dass immuntherapeutische Verfahren zunehmend in den Vordergrund wissen-
schaftlichen Interesses riicken. Zur Immuntherapie zahlen die Gabe von Antikdrpern, die Im-
pfung mit Tumorantigenen und der Transfer von Zellen des Immunsystems, z.B. die adoptive
Antigen-spezifische T-Zell-Therapie. Schon seit mehr als 25 Jahren wird versucht, Antikbrper
gegen Tumorzellmerkmale als Medikamente einzusetzen. Dabei werden Tumorzellen durch
direkte zytotoxische Effekte oder aber durch Beeinflussung von Signalwegen (z.B. Induktion von
Apoptose) bekampft. Des weiteren ist die Kopplung von Zellgiften und radioaktiven Substanzen
an die Antikorper und damit ein direkter Transport zum Tumor méglich (targeting). Eine Verstar-
kung der Effekte erhofft man sich durch Konjugation von Antikdrpern mit radioaktiven Beta-
Strahlern (Jod-Isotope, Yttrium) in Form der Radioimmuntherapie oder als Tragersubstanz fir
an sie gekoppelte Toxine. Neben dem Einsatz des monoklonalen anti-CD20 Antikérpers
(Rituximab) oder dem anti-CD52 Antikorper (Alemtuzumab) zur Therapie maligner Lymphome,
bieten sich anti-idiotypische Antikdrper an (vgl. Kap.1.3.1). Der Einsatz univalenter Antikorper,
sowie monoklonaler Antikérper gegen den Idiotyp wurde von Glennie und George et al. in Tier-
modellen untersucht (Glennie and Stevenson 1982; George, McBride et al. 1991). Nach
Immunisierung von Patienten mit individualisiert produzierten, monoklonalen anti-idiotypischen
Antikdrpern wurden zunéchst erstaunliche Ergebnisse verzeichnet, die sogar in mehreren Fal-
len Heilungen vermuten lie3en (Miller, Maloney et al. 1982; Davis, Maloney et al. 1998). Aller-
dings traten nach einiger Zeit rasch Rezidive auf, die auf eine leicht ver&nderte Tumorzellpopu-
lation zurtckzufiihren waren. Meist fanden sich Punktmutationen in den hypervariablen Berei-
chen des ldiotyps. Diese Escape-Phanomene kdnnen durch eine aktive Immunisierung mit Tu-
morantigenen umgangen werden, da hierdurch eine polyklonale Immunantwort induziert wird

(Meeker, Lowder et al. 1985; Caspar, Levy et al. 1997). Vakzinierungsverfahren stellen deshalb
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eine interessante Therapieoption dar. Die Impfstoff-praparationen bestehen dabei in der Regel
aus Tumorantigenen oder den dafur kodierenden Genen, die alleine, an Vektoren gebunden
oder mit dendritischen Zellen den Patienten wiederholt in Haut, Muskelgewebe oder Lymph-
knoten injiziert werden. Tumorvakzine kénnen entweder als therapeutische Impfung bei fortge-

schrittener Erkrankung oder als prophylaktische Impfung gegen Rezidive eingesetzt werden.

Grundsatzlich kénnen die spezifische, erworbene und die angeborene, unspezifische Immun-
antwort unterschieden werden. Bedeutend fur immuntherapeutische Verfahren ist allerdings die
spezifische, erst durch ein Antigen ausgeldste Immunantwort, die sich durch Anpassung, Ge-
dachtnis und Spezifitdt auszeichnet. So ist das Ziel der Immuntherapie, die kdrpereigene Ab-
wehr gegen die vom Tumor exprimierten Antigene zu richten und die méglichen ,Escape-Me-
chanismen® des Tumors zu umgehen. Abwehrmechanismen der Tumoren, die ein Eingreifen
des Immunsystems erschweren, stellen beispielsweise eine verminderte Expression von HLA-
Antigenen, Mangel an kostimulatorischen Faktoren oder Adhéasionsmolekilen wie ICAM-1, LFA-
1 und anderen Integrinen dar. Unterschiedliche Wege eine Immunitat zu erzielen, stehen dem
Kdrper zur Verfugung. Die humorale Immunantwort zeichnet sich durch die von B-Lymphozyten
bzw. Plasmazellen induzierte, charakteristische Immunglobulinsynthese aus, wodurch eine
Neutralisierung der Krankheitserreger, eine Opsonierung und eine Aktivierung des Komple-
mentsystems erreicht werden kann. Vorraussetzung fur eine Antikdrperproduktion ist allerdings
der Kontakt eines Antigens mit B-Lymphozyten, die zu antigenprasentierenden Zellen (APC)
werden und die Interaktion mit CD4-Helferzellen. Diese differenzieren sich zu Th2-Lymphozy-
ten, die durch Zytokinausschuittung (IL-4, IL-5, IL-10) eine Differenzierung der B-Zellen in Anti-
korper-produzierende Plasmazellen erreichen. Unter antikdrperabhangiger zellvermittelter Zy-
totoxizitat (ADCC) versteht man das Eingreifen nattrlicher Killerzellen, die antikdrperbehaftete
Zielzellen zerstoren. Inwieweit die ADCC als zytotoxische Abwehr auch zur Zerstérung von
Tumorzellen beitragt, wurde in Studien schon in den achtziger Jahren untersucht (Dearman,
Stevenson et al. 1988).

Demgegeniber kann durch T-Lymphozyten oder auch natirliche Killerzellen (NK) eine zellulare
Immunantwort induziert werden, die ebenfalls eine Zerstérung der Zielzelle bewirkt. Vorraus-
setzung fur eine T-Zell induzierte Immunitét ist allerdings eine direkte Wechselwirkung zwischen
T-Lymphozyten und den MHC-Molekilen der Tumorzellen tber den T-Zell-Rezeptor (TCR),
sowie meist eine Interaktion mit antigenprasentierenden Zellen (APC). Dazu zahlen dendritische
Zellen (DC), Makrophagen oder B-Lymphozyten, die tber Adhasionsmolekule (Integrine) mit T-
Zellen in Kontakt treten und weitere kostimulatorische Signale liefern wie z.B. B7-1 (CD80) oder
B7-2 (CD86), wodurch native T-Zellen aktiviert werden. Um die korpereigene Abwehr zu stimu-
lieren, ist eine Prasentation sowohl des antigenspezifischen, als auch des kostimulatorischen
Signals notig. Dies erklart einerseits die Problematik der Entwicklung von Therapien auf T-Zell-
ebene, andererseits wird dadurch ein Schutz vor einer Immunantwort gegen Selbst-Antigene
gewdhrleistet. Dendritische Zellen, die sowohl MHC-I, MHC-II, Integrine und kostimulatorische
Molekile exprimieren, gelten als die potentesten Aktivatoren der T-Zellen. Die Idiotypvakzinie-
rung mit dendritischen Zellen ist aktuell Gegenstand intensiver Forschungs-arbeit. Erst kirzlich
konnte gezeigt werden, dass durch eine Idiotypvakzinierung mit dendritischen Zellen eine pro-
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tektive Immunantwort gegen B-Zell Lymphome und multiple Myelome induziert werden kann
(Cohen, Haimovich et al. 2005).

1.3. Vakzinierungsstrategien zur Lymphomtherapie

1.3.1. Der Idiotyp als Tumorantigen

Bei Lymphomen bieten sich Vakzinierungsstrategien in besonderem Maf3e an, da bei ihnen
tumorspezifische Erkennungsmerkmale (ldiotypen) auf der Oberflache exprimiert werden
(Stevenson, Elliott et al. 1977), die ideale Zielmolekile fir immuntherapeutische
Behandlungsansatze darstellen (Stevenson and Glennie 1985). Unter dem Idiotyp (Id) versteht
man das variable Fragment von Immunglobulinen, das von den Tumorzellen eines B-Zell-
Lymphoms exprimiert wird. Da es sich hierbei um eine klonale Erkrankung der B-Zell-Reihe
handelt, exprimieren die Tumorzellen alle einen identischen Antikérper auf ihrer Oberflache. Der
Idiotyp hat somit immer dieselbe Konfiguration, kann allerdings durch einzelne Hypermutationen
im variablen Bereich gering polymorphe Verénderungen aufweisen. Der Idiotyp wird durch ein
einzigartiges Gen kodiert, das durch Rekombination der sogenannten V(Variable)-, D(Diversity)-
und J(Joining)-Segmente entsteht. Die variablen Regionen des Antikodrpers, sowohl der schwe-
ren, als auch der leichten Kette, werden auf diese Weise durch somatische Rekombination ge-
bildet und mit der konstanten Region einer Immunglobulin-Subklasse (Isotyp) fusioniert. Somit
wird deutlich, dass es sich bei dem Idiotyp um ein tumorspezifisches Antigen handelt, welches
vom malignen B-Zell-Klon exprimiert wird. Einerseits ist diese Tumorspezifitat fir immunthera-
peutische Verfahren von Vorteil, da gezielt eine Immunantwort gegen den Idiotyp generiert wer-
den kann, andererseits stellt die Patientenspezifitat dieses Tumorantigens einen Nachteil dar
und zwingt zur individualisierten und damit teuren und zeitraubenden Therapieentwicklung fur

jeden Einzelfall.

Vorraussetzung aller immuntherapeutischen Ansétze stellt allerdings die optimale Présentation
der Tumorantigene dar. Allerdings werden Immunglobuline je nach Lymphomentitat in sehr
unterschiedlichem Ausmalfld préasentiert: So wei3 man, dass beispielsweise bei der B-CLL Im-
munglobuline nur sehr schwach auf der Oberflache exprimiert werden. Zu beachten ist ferner,
dass Lymphomzellen analog zu gesunden B-Zellen als antigenprésentierende Zellen (APC)
fungieren und somit MHC-Molekile der Klasse | und Il, kostimulatorische Molekile (B7) und
Adhéasionsmolekile (ICAM-1, LFA-3) exprimieren. Davon abgesehen werden von aktivierten B-
Zellen neben exogenen Antigenen insbesondere der Idiotyp als eigenes Antigen prasentiert
(Weiss and Bogen 1989; Weiss and Bogen 1991; Bogen and Weiss 1993). Die ideale
Lymphomvakzine zielt somit auf ein Antigen ab, das ausschlie8lich auf Lymphomzellen expri-
miert wird und die existierende Toleranz des Immunsystems gegeniber diesem Antigen uber-

windet.



Einleitung 6

1.3.2. Bisherige Ergebnisse der Idiotyp-Vakzinen

Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass durch Immunisierung mit Idiotypvakzinen eine
protektive, anti-idiotypische Immunantwort induziert werden kann, die sowohl durch humorale,
als auch durch zelluldre Immunmechanismen vermittelt wird (Campbell, Carroll et al. 1987;
George, Tutt et al. 1987; Campbell, Esserman et al. 1990; Wilson, George et al. 1990). Die
Bedeutung der durch zytotoxische T-Zellen vermittelten, idiotypspezifischen Immunantwort ist
allerdings unklar, obwohl gezeigt werden konnte, dass sich idiotypspezifische T-Zellen nicht nur
gegen Epitope der CDR3-Region, sondern auch gegen gemeinsame Epitope in den . frame-
work“-Regionen der Immunglobuline richten kdénnen (Trojan, Schultze et al. 2000). Diskutiert
wird, ob zellulare oder humorale Immunreaktionen fir die therapeutische Wirksamkeit von gro-
Berer Bedeutung sind (Pop, Smallshaw et al. 2005). So wirken freie Idiotypproteine durch Kom-
plexierung von anti-idiotypischen Antikdrpern inhibitorisch auf die Immunantwort (Kaminski,
Kitamura et al. 1987). Andererseits lie3en sich therapeutische Effekte auch ohne Nachweis von
Antikérpern nachweisen, was fir eine zellvermittelte Immunantwort spricht (Lundin, Hofgaard et
al. 2003). Letztlich ist das Ziel gegenwartiger Vakzinierungsstrategien die Induktion humoraler
und zelluldarer Immunantworten, um synergistische Effekte zu erreichen (Savelyeva, King et al.
2005).

Fest steht allerdings, dass unkonjugierte Idiotypproteine aufgrund ihrer geringen Immunogenitét
keine signifikanten therapeutischen Effekte zeigen (George, Folkard et al. 1988) und sie des-
halb an stark immunogene Tragersubstanzen wie KLH (Keyhole limpet hemocyanin) gekoppelt
werden mussen. Die sogenannte Goldstandardvakzine Id-KLH wurde erstmals 1988 unter Ver-
wendung von sehr zeit- und arbeitsintensiven Heterohybridomtechniken fur die Produktion kli-
nisch eingesetzt. Von insgesamt 32 Patienten mit einem follikularem Lymphom in erster kom-
pletter Remission nach Chemotherapie liel3 sich bei knapp der Hélfte eine anti-idiotypische Im-
munantwort induzieren (Kwak, Campbell et al. 1992; Hsu, Kwak et al. 1993). Des weiteren
konnte in Nachuntersuchungen bei der Mehrzahl der Patienten eine deutlich I&nger anhaltende
Remission als in der Kontrollgruppe beobachtet werden (Hsu, Caspar et al. 1997; Press,
Leonard et al. 2001). Eine weitere Studie am NIH konnte &hnlich gute Ergebnisse erzielen, wo-
bei 19 von 20 Patienten eine durch zytotoxische T-Zellen vermittelte idiotypspezifische Immun-
antwort aufwiesen. Das besondere an dieser Studie lag darin, dass erstmals gezeigt werden
konnte, dass durch eine Idiotypvakzinierung eine komplette molekulare Remission induziert
werden kann (Bendandi, Gocke et al. 1999). Die Wirksamkeit der Idiotypvakzinierung konnte
somit in klinischen Studien bereits vor mehr als 10 Jahren belegt werden, obwohl sich die An-
gaben hinsichtlich der Wirkungsmechanismen unterscheiden. Seither wurden Id-KLH Vakzinen
unter Zusatz von Immunstimulantien und in Abwandlung der Produktionsverfahren in unter-
schiedlicher Weise weiter untersucht. So wurde z.B. auch die Wirkung des zusatzlich verab-
reichten Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierenden Faktors (GM-CSF) zur Steigerung
der T-Zell-Antwort in diversen Studien geprift. GM-CSF wird in vivo vorwiegend von T-Zellen
und Makrophagen sezerniert und gilt als bedeutender Faktor der Hdmatopoese. Dieses Zytokin

fungiert als Schlisselmediator fir Wachstum, Reifung, Migration und Antigen-présentierende
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Eigenschaften von dendritischen Zellen (Banchereau, Briere et al. 2000). Erstmals im Jahre
1993 beschrieb Dranoff die Bedeutung von GM-CSF bei zelluldren Vakzinen (Dranoff, Jaffee et
al. 1993). Sowohl im murinen Modell, als auch in klinischen Studien wurde die positive Wirkung
von GM-CSF als Adjuvans zur Idiotypvakzinierug mit der Induktion spezifischer T-Zell-Antwor-
ten aufgezeigt (Kwak, Young et al. 1996; Osterborg, Yi et al. 1998; Mellstedt, Fagerberg et al.
1999; Mellstedt, Fagerberg et al. 1999). Von Kwak et al., sowie Stritzke und Mitarbeitern wurden
in murinen Lymphommodellen verstarkte therapeutische Effekte der ldiotypvakzinierung in
Kombination mit GM-CSF beobachtet (Kwak, Young et al. 1996; Stritzke, Zunkel et al. 2003).
Auch in klinischen Studien zeigten nach Idiotyp-KLH Vakzinierung mit GM-CSF beinahe alle
Patienten eine tumorspezifische T-Zell-Antwort und es lie3 sich die Induktion einer molekularen
Remission erzielen, wahrend Immunisierungen ohne GM-CSF vorwiegend eine humorale Im-
munantwort induzierten (Bendandi, Gocke et al. 1999). Diese ermutigenden Ergebnisse lie3en

GM-CSF zu einem bevorzugten Adjuvans in Vakzinierungsstudien werden (Schumacher 2001).

Zur Induktion einer zellularen Immunantwort ist auch der Gebrauch von dendritischen Zellen
von Nutzen. Um mittels einer Idiotyp-KLH Vakzine eine Immunantwort auszulésen, muss diese
von Antigen-prasentierenden Zellen in Peptide zerlegt und anschliel3end auf MHC | oder Il Mo-
lekulen prasentiert werden. So lassen sich dendritische Zellen als hoch effiziente Antigen-pré-
sentierende Zellen verwenden, um die Wirkung von Idiotypvakzinen zu verstarken (Timmerman
and Levy 1999; Schumacher 2001; Timmerman, Czerwinski et al. 2002). Zur Gewinnung
dendritischer Zellen bietet sich zum einen die direkte Isolierung aus dem peripheren Blut, zum
anderen eine in-vitro Herstellung durch Umdifferenzierung von Monozyten an. Nach Kultivierung
mit Tumorproteinen und anschlieRender Aufnahme, Prozessierung und Présentation kdnnen
diese als zellulare Vakzinen verwendet werden. In préklinischen Studien wurde nachgewiesen,
dass murine dendritische Zellen, die in vitro mit dem Idiotypantigen gepulst wurden, M&usen
Schutz vor einem Tumorchallenge verleihen (Flamand, Sornasse et al. 1994). Hierbei scheint
die Lymphomprotektion unabhéngig von einer Antikérperantwort zu sein und ist ganzlich T-Zell-
vermittelt (Cohen, Haimovich et al. 2005). In einer ersten klinischen Pilotstudie mit autologen
dendritischen Zellen bei 4 Patienten mit follikularem B-Zell-Lymphom lie3 sich eine zellvermit-
telte anti-idiotypische Immunantwort induzieren und es zeigten sich bemerkenswerte klinische
Effekte (1 komplette Remission, 1 partielle Remission, 1 molekulare Remission) (Hsu, Benike et
al. 1996). Interessant sind die Resultate der Langzeitnachuntersuchung an 35 Patienten.
Immunisierungen mit Id-gepulsten DC fuhrten zu T-Zell-vermittelten und humoralen anti-Id Im-
munantworten mit teils dauerhaften Tumorregressionen. AulRerdem konnte der Effekt durch
zusétzliche Booster-Injektion mit Idiotyp-KLH noch verbessert werden (Timmerman, Singh et al.
2002).

1.3.3. Schnellere Produktion durch gentechnisch hergestellte Idiotypvakzinen

Da ldiotypvakzinen fir jeden Patienten einzeln hergestellt werden missen und die Produktion
mittels Heterohybridomtechniken sehr zeit- und arbeitsaufwandig ist, wurde nach einfacheren
Herstellungsprozessen gesucht. Diese Uberlegungen fiihrten schlieRlich zur Entwicklung von

gentechnologischen Verfahren flr die Vakzinproduktion. Hierbei bieten sich neben DNA-Vakzi-
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nierungsstrategien (Hawkins, Winter et al. 1993; Stevenson, Zhu et al. 1995; Stevenson, Zhu et
al. 2000; Stevenson, Rice et al. 2004) auch rekombinante Idiotypvakzinen an. Bisher wurden
unter anderem Tabakpflanzen und Bakterien als Expressionssysteme verwendet (McCormick,
Kumagai et al. 1999; Osterroth, Alkan et al. 1999) und in 2 murinen Modellen liel3 sich durch Id-
exprimierende Adenoviren eine tumorprotektive Immunitat erzielen (Timmerman, Caspar et al.
2001; Armstrong, Dermime et al. 2002). Eine Ubersicht iiber gentechnologisch produzierte

Vakzinen liefert nachfolgende Abbildung.

Rekombinante Id Proteine Genetische Id Vakzinen
Zellkultur Bakterien Pflanzen Phagen rekombinante DNA
el
% %
%0 2.

P

9 [ <Y

e

&

Idiotyp Id
Immunglobulin Immunglobulin- Id- Id-
fragmente scFv scFv

Abb.1 Gentechnische Produktionsverfahren zur Herstellung von Idiotypvakzinen

(Abb. modifiziert nach Ron Levy, Lugano 2002)

Bei DNA-Vakzinierungsstrategien konnen die variablen Regionen der Idiotypsequenzen uber
PCR-Technologien amplifiziert und zu Einzelstrangfragmenten verknipft werden (Hawkins, Zhu
et al. 1994). Durch DNA-Vakzinen aus Einzelstangfragmenten (scFv), die mit immunologisch
wirksamen Signalsequenzen des Fragment C von Tetanustoxin fusioniert worden sind, kann
eine protektive Immunitat gegen Lymphome induziert werden (King, Spellerberg et al. 1998).
Die Idiotypsequenz kann auch an andere Fusionspartner wie z.B. die Zytokinsequenz von GM-
CSF oder die konstanten Region xenogener Immunglobuline verbunden werden (Tao and Levy
1993; Syrengelas, Chen et al. 1996; King, Spellerberg et al. 1998; Benvenuti, Burrone et al.
2000; Zhu, Rice et al. 2001). In beiden Fallen sind Id-DNA-Vakzinen wirksam und es kann eine
protektive Wirkung induziert werden, die vor allem durch anti-idiotypische Antikérper vermittelt
ist, wahrend zellulare Immunmechanismen keine ausreichende Tumorprotektion vermitteln
(Syrengelas, Chen et al. 1996; Syrengelas and Levy 1999; Cesco-Gaspere, Benvenuti et al.
2005). Erste klinische DNA-Vakzinierungsstudien zeigten zwar eine gute Vertraglichkeit der

Vakzine, die anti-idiotypische Immunantwort war jedoch sehr schwach ausgepragt (Hawkins,
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Russell et al. 1997; Biragyn, Surenhu et al. 2001; Timmerman, Czerwinski et al. 2002). So wies
nur 1 von 12 Patienten eine anti-idiotypische T-Zell-Antwort auf und anti-idiotypische Antikérper
lieRen sich bei keinem der Patienten nachweisen (Timmerman, Singh et al. 2002). Vorlaufige
Ergebnisse einer klinischen Studie von Stevenson et al. zeigen die Induktion einer Idiotyp- und
FrC-spezifischen Immunitat nach Immunisierung mit DNA-Vakzinen, kodierend fir den Idiotyp in
Fusion mit dem C-Fragment des Tetanus Toxins (scFv-FrC). Die endglltigen Ergebnisse liegen

noch nicht vor (Stevenson, Rice et al. 2004).

Eine Reihe rekombinanter Herstellungsverfahren wurden entwickelt, um Idiotypvakzinen schnell
und kosteneffizient zu produzieren. Sie unterscheiden sich in den Immunglobulinstrukturen und
Proteinexpressionssystemen. So werden beispielsweise von Genitope, Inc. (Redwood City,
California, USA) rekombinante Techniken verwendet, um Idiotypproteine mit einer humanen
IgG3 Struktur in murinen Lymphomzellen herzustellen (My Vax) (Timmerman J. 2000). Aul3er-
dem kann ein Baculovirus-Vektorsystem zur Expression von ldiotypproteinen in sf9 Insekten-
zellen genutzt werden (Jones and Morikawa 1996). Dieses Verfahren wird von der Favrille
Corporation (San Diego, California, USA) verwendet. Bei der Favld Vakzine handelt es sich um
rekombinant produzierte Idiotypvakzine, die an KLH gekoppelt (Id-KLH) und in Kombination mit
GM-CSF verabreicht werden. Bisherige Studien konnten die schnelle und effiziente Produktion
innerhalb von 8-12 Wochen, sowie die immunogenen Eigenschaften und eine klinische Wirk-
samkeit bei Patienten mit follikularem Lymphom nachweisen. Derzeit wird Favld in einer Phase
[l Studie nach vorheriger Rituximabtherapie getestet (Hurvitz and Timmerman 2005). Des
weiteren machte sich CellGenix (Freiburg, Deutschland) rekombinante Techniken zunutze, um
Idiotypproteine in Escherichia coli als Fab-Fragmente zu produzieren (ldioVax) und berichtet
von erfolgreichen Produktionsraten (Osterroth, Alkan et al. 1999; Velkeen H. 2003). Einen
weiteren Versuch stellt das Herstellungsverfahren von Large Scale Biology (Vacaville, Califor-
nia, USA) dar. Hier wurden rekombinante Tabak-Mosaik-Viren verwendet, um Idiotypproteine
als sogenannte ,single-chain variable-region immunoglobulin fragments” (scFv) in Tabakpflan-
zen herzustellen (Reddy SA CD 2002; Hurvitz and Timmerman 2005). Eine neue Methode zur
Produktion von Idiotyp-Vakzinen wird von Kanter et al. im Jahre 2004 und Yang et al. im Jahre
2005 beschrieben (Kanter G YJ 2004; Yang, Kanter et al. 2005). Hierbei handelt es sich um auf
E.coli basierende zellfreie in-vitro Systeme. Mit diesem System wurden scFv Idiotypproteine fur
ein murines B-Zell-Lymphom hergestellt, die ein Idiotyp-GM-CSF Fusionsprotein enthielten,
wobei die variablen Regionen des Idiotypproteins korrekt gefaltet blieben und GM-CSF seine
biologische Aktivitét beibehielt. Derzeit laufen Phase-11I-Studien zur Prifung der Wirksamkeit

rekombinanter Idiotypvakzinen, wobei offen ist, ob sich diese Verfahren klinisch durchsetzen.
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1.4. Phagen-basierte Idiotypvakzinierung als neue Therapieoption

1.4.1. Phagen als Vektoren fir die Idiotypvakzinierung

Als Alternative zu aufwéandigen Heterohybridomtechniken und um Idiotypproteinen immuno-
gene Potenz zu verleihen, bietet sich die Phagen-basierte Idiotypvakzinierung an. Bei den
hierzu verwendeten filamentésen Ff-Coliphagen handelt es sich um prokaryotische Viren, die
ausschlief3lich gramnegative Bakterien infizieren und sich in diesen vermehren. Ff-Phagen sind
ca. 900nm lange und 6-10nm dicke schlauchférmige Gebilde mit einem insgesamt fir 10 Gene
kodierenden Phagengenom aus Einzelstrang-DNA und 5 verschiedenen Hullproteinen. Die
Phagenhille wird nahezu ausschlie3lich durch das Major Coat Protein g8p gebildet, das in
2.700-3000 Kopien vorkommt und alpha-helikal angeordnet ist (Newman, Swinney et al. 1977).
Vier weitere Proteine (die Minor Coat Proteine g3p, gép, g7p, g9p) sind an den Enden mit ca. 5
Kopien in die Phagenhille integriert, wobei dem g3-Protein bei der Transfektion von Bakterien
eine besondere Bedeutung zukommt (Pratt, Tzagoloff et al. 1969). In der Molekularbiologie
wurde dieses Protein als Fusionsprotein im Rahmen der Phage-Display-Technologie verwendet
(Smith 1985). Die nachfolgende Abbildung verdeutlicht den Aufbau filamentéser Phagen und

die Expression von Tumorantigenen auf der Phagenoberflache bei Phagenvakzinen.

Tumor-Antigen

AT g8-Protein
£ «———— (major coat protein)
: 5.2 KDa

g3-Protein
(minor coat protein)
42.5 KDa

Abb. 2  Filamentése Phagen

Das elektronenmikroskopische Bild von Steve Fuller zeigt die fadenférmige Struktur der Fd-Phagen. Am
unteren Ende kann man die Kndufe des g3-Proteins erkennen. Auf der rechten Seite sieht man schema-
tisch den Aufbau von Phagenvakzinen. Phagenvakzinen zeichnen sich dadurch aus, dass Tumorantigene
auf ihrer Oberflache exprimiert werden.

Erstmalig beschrieben von Frederik Twort im Jahre 1915, wurden Bakteriophagen zunehmend
als bewahrte molekularbiologische Werkzeuge eingesetzt (Twort 1915). Neben ihrer Verwen-
dung zur Genklonierung (Messing 1983; Messing 1991; Messing 1993) haben Phagen eine weit
gréRere Bedeutung im Zusammenhang mit der Phage-Display-Technologie gewonnen. Mittels
dieser Methode lassen sich DNA-Fragmente in das g3-Gen des Phagen einbringen und als

Fusionsproteine auf der Phagenoberflache exprimieren (Smith 1985). Darliber hinaus ist die
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Technik zur Expression antigener Determinanten sowie zum Epitope Mapping einsetzbar (de la
Cruz, Lal et al. 1988; Parmley and Smith 1989). Es lassen sich Antikérperfragmente auf Phagen
exprimieren (McCafferty, Griffiths et al. 1990; Clackson, Hoogenboom et al. 1991) und der
Gebrauch sogenannter Phage-Display-Libraries machte das Screening und die Produktion spe-
zifischer Antikdrper méglich (Scott and Smith 1990; Marks, Hoogenboom et al. 1991; Goletz,
Christensen et al. 2002; March, Jepson et al. 2006). Nach genetischer Modifikation der Phagen
durch Expression von Liganden, die an eukaryotische Rezeptoren binden, gelang auch die
Transfektion eukaryotischer Zellen durch Phagen, so dass auch der Einsatz von Phagen zur
Gentherapie moglich erscheint (Larocca, Witte et al. 1998; Ivanenkov, Felici et al. 1999;
Larocca, Kassner et al. 1999). Aulerdem wurden Bakteriophagen zur Behandlung Antibiotika-
resistenter Infektionen eingesetzt und dabei die Wirksamkeit einer oralen Applikation nachge-
wiesen (Weber-Dabrowska, Dabrowski et al. 1987; Inal 2003; Borysowski, Weber-Dabrowska et
al. 2005; Fischetti 2005; Borysowski, Weber-Dabrowska et al. 2006).

In unserer Arbeitsgruppe wurden Phagen entwickelt, die zur Idiotypvakzinierung von B-NHL
geeignet sind. Den Phagen kommt dabei die Bedeutung eines immunogenen Tragersystems
zu, das die idiotypspezifische Immunantwort verstarken soll. Zur Produktion der Vakzinen wur-
den insbesondere Phagemid-Rescue-Techniken angewandt. Dabei lassen sich Phagenhybride
erzeugen, mittels derer Tumorantigene in Fusion mit dem g3- oder dem g8-Phagenhdillprotein
exprimiert werden kénnen. Diese Methode ermdglicht die Inkorporation von Idiotypproteinen in
Form von single-chain-Fragmenten (scFv) in die Phagenhdiille. Die g3-Phagenvakzine prasen-
tiert jedoch durchschnittlich nur ein bis zwei Kopien des Fremdproteins auf der Oberflache, was
eine geringe Antigendichte und damit mdglicherweise eine geringe Immunogenitéat zur Folge
hat. Um multiple Kopien antigener Epitope auf der Phagenoberflache zu exprimieren, ist eine
Insertion von Genabschnitten in das g8-Protein besser geeignet (llyichev, Minenkova et al.
1992). Durch Integration antigener Determinanten in die Phagenhlle lassen sich so sehr wirk-
same Phagenpeptidvakzinen herstellen. (Minenkova, llyichev et al. 1993; Felici, Galfre et al.
1996; Galfre, Monaci et al. 1996). Die Tatsache, dass Phagen sich im immunologischen Sinne
als Trager fur Tumorantigene anbieten, da sie die Immunogenitét nur schwach immunogener
Tumorantigene verstarken, konnte bereits 1995 von Meola durch die Untersuchung der humo-
ralen Immunantwort gegen Mimotope des Hepatitis B Oberflachenantigens eindrucksvoll ge-
zeigt werden (Meola, Delmastro et al. 1995). Die humorale Immunantwort unterliegt dabei ei-
nem IgM-1gG Class-Switch und scheint von dem Vorhandensein von T-Helferzellen abhéngig zu
sein (Willis, Perham et al. 1993). Durch Phagen-vakzinen kann jedoch auch eine zellulére
Immunantwort induziert werden, was von unterschiedlichen Arbeitsgruppen an RSV-, Zystizer-
kose- und HIV-Modellen gezeigt werden konnte (Bastien, Trudel et al. 1997; Manoutcharian,
Terrazas et al. 1999; De Berardinis, Sartorius et al. 2000). Von grof3er Bedeutung ist dartber
hinaus, dass Phagen auch ohne Zusatz von Adjuvantien (Freudsches Adjuvans oder Alumini-
umhydroxid) wirksam sind und quasi als ihr eigenes intrinsisches Adjuvans fungieren (de la
Cruz, Lal et al. 1988; Greenwood, Willis et al. 1991; Willis, Perham et al. 1993). Im Gegensatz
zu viralen Vektoren, die bei gentherapeutischen Verfahren eingesetzt werden, sind Phagen
nicht humanpathogen und durch ihr hohes Sicherheitsprofil gekennzeichnet. Ein weiterer Vorteil
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von Phagenvakzinen ist ihre leichte Herstellbarkeit. Phagenvakzinen sind somit als Vakzinie-
rungsverfahren sehr vielversprechend. Zur Induktion einer anti-idiotypischen Immunantwort
muss allerdings die Konformation des auf den Phagen exprimierten Idiotyps erhalten bleiben
und den durch Hybridomtechniken hergestellten Proteinen mit ihren Antigen-bindenden Eigen-

schaften entsprechen.

1.4.2. Bisherige Pilotstudien im murinen BCL1-Lymphommodell

Die Wirksamkeit rekombinanter Phagenidiotypvakzinen konnte in einem protektiven, murinen
BCL1-Lymphommodell gezeigt werden. Das murine BCL1-Lymphommodell wurde verwendet,
weil es ein sehr etabliertes und haufig verwendetes Lymphom-Modell in BALB/c Mausen ist
(Slavin and Strober 1978) und der Idiotyp und die idiotypische Immunantwort gut charakterisiert
sind. Wegen des charakteristischen frihen Auftretens einer Splenomegalie durch infiltrierende
Lymphomzellen und der peripheren Ausschwemmung von Lymphomzellen im weiteren Verlauf
der Erkrankung, zeigt das BCL1-Lymphom groRe Ahnlichkeit mit einer CLL (Warnke, Slavin et
al. 1979). In den ,Proof-of-Principle* Studien zur Phagenvakzinierung wurden 12 BALB/c Mé&use
pro Gruppe viermal in wochentlichem Abstand mit je 1 x 10™ aufgereinigten g3- bzw. g8-Pha-
genvakzinen subkutan in die Bauchhaut immunisiert (vgl. Produktion von Phagenvakzinen, Kap.
2.3). Zum Wirkungsnachweis der protektiven Immunitat wurde 7 Tage nach der letzten Vakzi-
nierung ein Tumorchallenge mit 1 x 10° BCL1-Lymphomzellen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
dass die mit rekombinanten BCL1-g8 Phagenvakzinen immunisierten Mause einen signifikanten
Uberlebensvorteil aufwiesen. In 20-30% der Falle lieR sich eine komplette Tumorprotektion
beobachten. Demgegentiber fihrte die BCL1-g3 Phagenvakzinierung in Einzelféllen zwar auch
zu einer Tumorprotektion, jedoch war dieser Unterschied insgesamt nicht statistisch signifikant
(siehe Abb. 3). Als Erklarung fur die Ergebnisse wurde angenommen, dass die Antigendichte
bei g8-Vakzinen aufgrund der héheren Kopienzahl hoher ist als bei g3-Vakzinen und diese des-
halb eine hdhere Immunogenitat besitzen. Zu erwdhnen ist, dass diese Ergebnisse ohne Zusatz
von immunstimulatorischen Adjuvantien oder GM-CSF erzielt wurden. Die durchgefiihrten Pilot-
studien zur phagenbasierten Idiotypvakzinierung lieferten somit erste erfolgversprechende Er-

gebnisse, auf denen die in dieser Arbeit beschriebenen Folgeversuche aufbauen.
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Abb. 3  Ergebnisse der Pilotstudie zur BCL1-Phagenidiotypvakzinierung

Die Immunisierung mit BCL1-g8 Phagenvakzinen (Abb. 3A) fiihrt zu einer signifikanten Uberlebens-ver-
langerung der Mause (Shift der Kurve nach rechts) und bewirkt bei ca. 20-30% der Mause eine komplette
Tumorprotektion. Im Vergleich dazu zeigt die BCL1-g3 Phagenvakzinierung (Abb. 3B) zwar tumorprotek-
tive Effekte, jedoch sind diese nicht signifikant gegeniiber allen Kontrollen, méglicherweise weil die Anti-
gendichte und damit die Wirksamkeit der BCL1-g3 Phagenvakzinen geringer ist. Es wurde ein Tumor-
challenge mit 1x10° Tumorzellen durchgefiihrt.

1.4.3. Klinische Phase-I-Pilotstudie beim Multiplen Myelom nach HDT

Aufgrund der ermutigenden Ergebnisse der ersten Tierversuche und der sehr guten Vertraglich-
keit der Phagenvakzinen ohne Hinweis auf Toxizitdten und lokale entziindliche Reaktionen,
wurde eine klinische Phase-l Studie zur Phagenidiotypvakzinierung bei Patienten mit partieller
Remission oder Rezidiv eines Multiplen Myeloms nach Hochdosistherapie (HDT) unter Leitung
von Professor Emmerich am Klinikum der Universitdt Miinchen gestartet. Beim Plasmozytom
handelt es sich um Neoplasien von Plasmazellen, die trotz bedeutender therapeutischer Fort-
schritte - einschlief3lich der Einfihrung von HDT und autologer Stammzelltransplantation, sowie
neuerer Medikamente wie Bortezomib und ImiDs (immunmodulatorische Derivate) - allerdings
nach wie vor nicht heilbar sind. Das therapeutische Potential der monoklonalen Antikdrperthe-
rapie zur Behandlung des Multiplen Myeloms lasst sich noch nicht abschatzen, da Myelomzel-
len nur wenige Antigene auf der Oberflache prasentieren, die flr eine Antikérpertherapie geeig-
net sind. Daneben wurden in Therapieversuchen auch ldiotypvakzinierungsstrategien zur Be-
handlung des Multiplen Myeloms entwickelt (Kwak 1998; Kwak, Thielemans et al. 1999;
Mellstedt and Osterborg 1999; Reichardt, Okada et al. 1999; Massaia 2000; Reichardt, Milazzo
et al. 2003; Reichardt and Brossart 2005). Da die Myelomzellen die tumorspezifischen
Immunglobuline (Paraproteine) haufig sezernieren, ist zu erwarten, dass eine idiotypspezifische,
humorale Immunantwort durch Antigenliberschuss blockiert wird. Daher wurde bei der bisheri-
gen Myelomvakzinierung Wert auf die Induktion einer zelluldren Immunantwort gelegt
(Stevenson and Anderson 2000; Treon, Raje et al. 2000). Dennoch waren die Ergebnisse bis-

lang eher enttauschend.

Mit der vorgelegten klinischen Pilotstudie zur Phagenidiotypvakzinierung beim Multiplen Myelom
sollte deshalb neben der Beurteilung einer Immunantwort vorwiegend die Vertraglichkeit und
Durchfuihrbarkeit der Phagen-basierten Idiotypvakzinierung evaluiert werden. Es handelte sich
um eine offene, prospektive Pilotstudie zur erstmaligen Anwendung von Phagenvakzinen am

Menschen. Gemal der klar definierten Ein- und Ausschlusskriterien wurden jeweils 3 Kohorten
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a 5 Patienten untersucht, die in 3 unterschiedlichen Dosisstufen vakziniert wurden. Die Prifsub-
stanz wurde individuell fir den einzelnen Patienten in einem Zeitraum von 3-6 Wochen herge-
stellt und bestand aus Phagen-basierten Idiotyp-KLH Vakzinen plus GM-CSF. Die Immunisie-
rungen wurden 3x in wdchentlichem, sowie 3x in monatlichem Abstand intradermal durchge-
fuhrt. GM-CSF wurde an den Tagen d;.; nach Vakzinierung in einer Dosis von 100 rrg/m2 am
Applikationsort subkutan verabreicht. Bemerkenswerterweise flihrten die Phagenidiotypvakzi-
nen in der mittleren Dosisstufe (1,25mg) bei 4 von 5 Patienten zu einer Stabilisierung oder Ab-
nahme der Paraproteinmengen. AulRerdem konnten in dieser Gruppe bei 4 von 5 Patienten
gegen den Idiotyp gerichtete Antikdrper mit Antikdrpertitern von 1:25,000 und 1:90,000 nach-
gewiesen werden. Interessant war die Beobachtung einer zellularen Immunantwort, erkennbar
an der positiven DTH-Reaktion. Eine zur Charakterisierung der zellularen Immunantwort durch-
gefiihrte Hautbiopsie zeigte infiltrierende Makrophagen und CD8" T-Lymphozyten, jedoch keine
CD19 positiven Zellen. Ein weiteres Ergebnis dieser Studie war neben der Durchfiihrbarkeit,

auch die gute Vertraglichkeit der Vakzine (Rohnisch, et al. in Bearbeitung).

Die Idiotyp-Phagenvakzinierung stellt somit eine interessante Therapieoption zur Behandlung
von Lymphomen und Myelomen dar, deren Wirkmechanismus und kiinftiges Therapiepotential

jedoch weitergehender Untersuchungen bedarf.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Niedrig maligne Lymphome in fortgeschrittenen Stadien lassen sich trotz intensiver konventio-
neller TherapiemalRnahmen nicht kurativ behandeln. Wegen dieser unbefriedigenden Therapie-
situation werden neue wirksamere und vertraglichere Therapien gesucht. Hierbei bietet die
Idiotypvakzinierung einen vielversprechenden Therapieansatz, da hier vermehrt Langzeit-re-
missionen beobachtet wurden. Die Besonderheit, der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen, liegt in der Verwendung von Phagen-basierten Idiotypvakzinen, da Phagen
offenbar sowohl eine humorale, als auch zellulare Immunantwort induzieren kénnen. Phagen-
vakzinen wurden im Rahmen von Tierversuchen bereits wie oben beschrieben erfolgreich ge-
testet, jedoch besteht nach wie vor Unklarheit Gber die Wirkungsmechanismen. Ziel dieser Ar-
beit war es daher, die humorale Immunantwort nach Phagenidiotypvakzinierung im murinen
BCL1-Lymphommodell zu untersuchen und die Reproduzierbarkeit der Vakzinierungserfolge
nachzuweisen. Wir untersuchten dazu rekombinante BCL1 g8-Vakzinen im Vergleich zu einer
neuen, verbesserten Phagenvakzinformulierung sowie dem Goldstandard BCL1-KLH. Die Ana-
lyse einer phagenspezifischen bzw. idiotypspezifischen humoralen Immunantwort nach Vakzi-
nierung mit verschiedenen Phagenpréparationen fand in dieser Arbeit besondere Beachtung.
AuRerdem wurde die Auswirkung von zusétzlicher GM-CSF Gabe auf die Induktion der Antikor-

per-produktion untersucht und die optimale Vakzindosis bestimmt.
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2. Material und Methoden

2.1. Ausgangsmaterialien

2.1.1. Chemikalien, Gerate und andere Materialien

Amersham GmbH, Braunschweiq:

Gamma Bind Plus Sepharose, Protein A Sepharose, Hi Trap Protein G HP

Apotheke, Klinikum Innenstadt, LMU Miinchen:

Elektrophorese Puffer, 1MTris-HCI Puffer, pH 8.0

Beckman, Miinchen:

Durchflusszytometer Coulter Epics XL-MCL

Beckman Coulter (Krefeld):

Antikorper fir Facs-Analysen (s.u.)

Becton Dickinson, Heidelberg:

Falcon R6hrchen 10ml, 50ml, Plastik Reagenzréhrchen, Zellkulturflaschen, Plastik Petrischalen,
FACS Rohrchen, 96-well Mikrotiterplatten

Biorad Lab., Richmond, Kalifornien, USA:

Ammonium Persulfat, Natriumdodecylsulfat (SDS), Elektrophorese-System Mini-Protean I,
Plastikkamm (Comb 10 Tooth)

Bio Whittaker Molecular Applications, USA:

QCL-1000 (Quantitative Chromogenic LAL) 120 tests (Cat No. 50-647U), Endotoxin for QCL-
1000 (Cat No. E50-640), LAL Reagent Water 500ml (Cat No. W50-500)

Caltag Lab., Burlingame, Ca:

Normal Goat Serum

Costar/Corning, NY, USA:

ELISA 96-well Mikrotiterplatten flat bottom (Cat No. 442587), Zellkulturplatten

Dianova, Hamburg:

Peroxidase-conjugated Affini Pure F(ab)2 Fragment Goat-Anti-Mouse 1gG
Difco:

Bacto-Trypton (0123-17), Bacto-Yeast-Extract (0127-17), Bacto-Agar (0140-01)
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Gibco Invitrogen, Karlsruhe:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), foetales Kélberserum (FCS), PBS (phosphate
buffered saline), Hepes Buffer (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ehtansulfonséure), MEM non-

essential aminoacids, Penicillin-Streptomycin

Merck AG, Darmstadt:

Ammoniumsulfat, Calciumchlorid, Coomassie Brillant Blue R250 , Dinatriumhydrogenphosphat,
Dinatriumthiosulfat, Eisessig, Essigsaure, Ethanol, Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),
Formaldehyd, Isopropanol, Kaliumacetat, Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, Magnesi-
umchlorid, Methanol, 2-Mercaptoethanol, Natriumacetat, Natriumazid, Natrium-carbonat, Natri-
umchlorid, Natriumphosphat, Natriumdihydrogenphosphat, Natriumdodecylsulfat (SDS), PEG

8000, Salzsaure, Silbernitrat, Thiamine

Molecular Devices, Miinchen:

SPECTRAmax ™ 250 Microplate Spectrophotometer

Nalgene, Rochester, USA:

Oak-Ridge Zentrifugenréhrchen (3115-0050)

Novartis Pharma, Nirnberg:

Leukomax 150, N1

Nunc, Wiesbaden:

96-well Nunc Immunoplates MaxiSorb F96 (Cat No.442404), Nunc Immuno Modules framed
MaxiSorb F16 (Cat No. 467466), Nunc Immuno Stripes MaxiSorb F16 (Cat No. 469914), 8 well
Strip Cap PE steril (Cat No. 430805), Nunc Polypropylen V-96 Microwell™ plates (Cat No.
442587)

Pierce, Reckford, lllinois, USA:

Peroxidase Substrat Kit 1-Step ABTS (Cat N0.37068.01), Protein Assay Micro BCA TM

Roth , Karlsruhe:

Elektrophoresemarker Roti-Mark 10-150, Rotiphorese Gel 30, Stop-Losung (1N/0,5M H,SO,,
Cat No0.K027.1), Deckfolie fur Microtiterplates Sealing tape

Sigma Chemie, Miinchen:

Rinderserum-Albumin (BSA), b- Mercaptoethanol, Dimethylsulfoxid (DMSQO), Gel Loading Solu-
tion, Natriumazid, N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin (TEMED), Tween20 (polyoxyethylene sorbi-
tane monolaurate), 7-AAD (Amino-Actinomycin D) staining solution, KLH, Trypanblau, Minimal-
Agarplatten, 20%Glucose steril, Ampicillin 50mg/ml steril, Kanamycin 30mg/ml steril, 1M IPTG
steril, Triton X-114

Southern Biotech, Birmingham, Alabama, USA:

Antikorper fur Facs- und Elisa-Analysen (s.u.)
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Stratagene Heidelberg:

M13KO07 Bakteriophagen, E.coli K12 TG1 Bakterien

2.1.2. Antikorper
Konjugierte Antikorper fur die FACS-Analysen wurden bezogen von den Firmen Beckman
Coulter (Krefeld) und Southern Biotech (Birmingham, Alabama, USA):

Co FITC, Co PE, CD4 FITC, CD8 PE, CD45 FITC, CD3 PE, CD4 PE, CD19 PE, Kappa FITC,
Lambda FITC, IgM FITC

Die Detektions-Antikorper fir die Elisa-Analysen wurden samtlich von der Firma Southern Bio-
tech (Birmingham, Alabama, USA) bezogen:

Goat-Anti-Mouse IgG-HRP, IgG1-HRP, IgG2a-HRP
Goat-Anti-Rat 1IgG-HRP
Rat-Anti-Mouse IgM-HRP, -lambda-HRP, -kappa-HRP

Antikorper gegen M13-Phagen:

Anti-fd Bakteriophage AK Rabbit IgG fraction (Sigma, B-7786)
Anti-fd AK, Biotin konj. Rabbit IgG Fraction (Sigma, B-2661)
Anti-M13 AK (Pharmacia, 27-9410-01)

Anti-M13 (gVIIl) HRP Konjugat (Pharmacia, 27-9411-01)
Rabbit Anti-M13 Sera (Stratagene, 27-9411-01)

Anti-g3p (plll) AK Mouse 1gG (Mobitech, PSKN3)

Anti-g8p (pVIII) AK Mouse IgG,;, (Progen, 61097)

2.1.3. Zelllinien

Die zur Sezernierung monoklonaler Antikdrper befahigten Hybridomzelllinien MC10-6A5 (rat
anti-BCL1, 1gG2a) und 123F6 (mouse BCL1-IgM) wurden freundlicherweise von der Arbeits-
gruppe Prof. Stevenson, University of Southampton zur Verfigung gestellt. Die Kontrollzelllinie
BFF3 (mouse IgM) wurde von der ATCC bezogen. Die Zellen wurden in complete DMEM +
10% FCS bei 37°C und 5% CO;, kultiviert.

MC10-6A5: Durch Fusion der Zellen rattus norvegicus und mus musculus hergestellte Hybri-

domzelllinie mit Produktion von Ratten anti-BCL1-1gG2a

123F6: Hybridomzelllinie hergestellt durch Fusion von BCL1-Zellen mit Maus-Myelomzellen,
Produktion von Maus BCL1-IgM

BEFE3: Hybridomzelllinie mit Sezernierung eines monoklonalen Maus-Antikdrpers (IgM),
Herstellung durch Fusion von NSO Myelomzellen mit Milzzellen einer BALB/c Maus nach Im-

munisierung mit gereinigtem Myosin
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BCL1-Zellen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Dr. Bourquin zur Verfigung gestellt.

2.1.4. Phagen und Bakterien

M13KO07 Bakteriophagen, VCSM Helferphagen und TG1 Bakterien wurden von der Firma Stra-

tagene, Heidelberg bezogen.

2.1.5. Tiere

Fur die Tierversuche wurden 9 Wochen alte BALB/c-Mause von Elevage Janvier, Rte des
Chenes Secs, F-53940 Le Genest St Isle bezogen und gem&R den unter 2.2.1. beschriebenen
Bedingungen, sowie in Ubereinstimmung mit den Richtlinien fiir einen angemessenen Umgang

mit Versuchstieren in der biomedizinischen Forschung gehalten.

2.2. Tierversuche

2.2.1. Bestimmungen des Tierschutzgesetzes

Die Tierversuche wurden entsprechend des Tierversuchsantrags von Dr. R6hnisch unter dem
AZ 211-2531-70/02 von der Regierung von Oberbayern genehmigt und durchgefiihrt. Die Be-
stimmungen des Tierschutzgesetzes in der Fassung der Bekanntmachung vom 17.02.1993
(BGBI S.254), zuletzt geandert durch Artikel 86 des Gesetzes vom 27.04.1993 wurden ein-
gehalten und in Ubereinstimmung mit den Richtlinien fiir einen angemessenen Umgang mit
Versuchstieren in der biomedizinischen Forschung durchgefuhrt. Als Tierschutzbeauftragter
wurde Dr. med. vet. Heinz-Peter Scheuber von der Zentralen Versuchstierhaltung des Klinikum
der Universitat Minchen — Innenstadt, Abt. fir Klinische Chemie und Biochemie in der Chirurgi-

schen Klinik und Poliklinik Minchen, benannt.

2.2.2. Tierhaltung

Fur die Tierversuche wurden gleich alte weibliche BALB/c-Mause von Elevage Janvier, Rte des
Chenes Secs, F-53940 Le Genest St Isle verwendet. Die Haltung der Mause fand unter SPF
(specific pathogen-free) Bedingungen zu je 3 Tieren in Makrolon-Typ-ll-Ké&figen (Venti-Rack
System der Fa. BioZone) auf Tapvei 10mm Einstreu bei einer Temperatur von 21°C, einer
Luftfeuchtigkeit von 50%, einem Luftaustausch von 12-16 Zyklen/h und einem Tag/Nacht-
Rhythmus von je 12h statt. Die Tiere hatten Zugang zu Wasser und ssniff M-Haltung Futter (25
kGy bestrahlt) ad libitum. Zur Identifizierung wurde eine Ohrmarkierung angebracht. Die Tier-
versuche wurden im SPF-Raum des Tierstalls der Medizinischen Klinik Innenstadt, Klinikum der

Universitat Minchen durchgefihrt.

2.2.3. Das murine BCL1-Lymphommodell

Die Versuche wurden im murinen BCL1-Lymphommodell durchgefiihrt. Charakteristisch ist das

frilhe Auftreten einer Splenomegalie ca. 35-40 Tage nach einem Tumorchallenge mit 1 x 10° in-
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vivo expandierten BCL1-Zellen aufgrund der Infiltration durch Lymphomzellen. Typisch ist auch
die periphere Ausschwemmung von Lymphomzellen im spéteren Verlauf der Erkrankung, so
dass das BCL1-Lymphom groRe Ahnlichkeit zu einer chronischen lymphatischen Leukamie
zeigt (Warnke, Slavin et al. 1979).

2.2.4. Studiendesign der Tierversuche

Zur Charakterisierung der Wirksamkeit von Phagenvakzinen wurden 3 Versuchsreihen (Ver-
suchsgruppen, Vakzinierungsdosen, siehe Kapitel 2.2.6) mit insgesamt 150 BALB/c Mausen
durchgefihrt. Bei jeder Versuchsreihe wurden 4 Immunisierungen subkutan in wéchentlichem
Abstand mit unterschiedlichen Phagendosen (10%°, 10* und 5x10"* Phagen) und Phagenprapa-
rationen ohne Zusatz von Adjuvans durchgefihrt. Ein Teil der Mause erhielt zuséatzlich zur Vak-
zine GM-CSF (Leukomax, Novartis Pharma)(4 x 20nyg s.c.). Zum Wirkungsnachweis der Vakzi-
nierung wurde 7 Tage nach der letzten Impfung ein Tumorchallenge mit intraperitoneal verab-
reichten BCL1-Zellen (1x10° und 1x10° Zellen) durchgefiihrt und das Uberleben der Mause
anhand von Kaplan-Meier Blots und Log-Rank-Tests analysiert. Es wurden in der Regel vitale
Tumorzellen fur den Tumorchallenge verwendet, die durch eine in-vivo Kultur in Mausen ex-
pandiert worden sind. Nach dem Tumorchallenge wurden die Mause insgesamt mindestens 60
Tage, max. jedoch 100 Tage beobachtet. Zur Gewinnung von Serum wurden Blutentnahmen
aus dem retrobulbéren Venenplexus am Tag O vor Immunisierung, am Tag 28, sowie in der
letzten Versuchsreihe am Tag 14 und 4 Monate nach der ersten Immunisierung durchgefihrt.

Pro Maus wurden ca. 200-300 m Blut entnommen.

Immunisierung mit Phagenvakzinen BCL; Tumor Challenge
(1 x 10'-5x 10“Phagen/lmmunisierung + 20 ug GM-CSFs.c.) (dx 10° Tumor Zellen )
| i i i i >
do d7 di4 d21 d28 4 Monate
1. Impf. 2. Impf. 3. Impf. 4. Impf. Tu.-Ch.
(+ Blutentn.) (Blutentn.) (Blutentn.) (Blutentn.)

Abb. 4  Studiendesign der Phagenvakzinierungsstudien

Insgesamt wurden 3 Versuchsreihen mit unterschiedlichen Phagendosen und Phagenpraparationen
durchgefiihrt (siehe Versuchsgruppen, Kapitel 2.2.6.).

2.2.5. In vivo-Kultur von BCL1-Lymphomzellen

Wegen der schlechten Expansion der BCL1-Lymphomzellen in der Zellkultur war eine Kultivie-
rung in-vivo notwendig, die durch intraperitoneale Injektion von 10° Lymphomzellen induziert
wurde. Eine Euthanasierung der Mause fand bereits bei ersten Anzeichen einer tumorbedingten
Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens statt. Aus der entnommenen Milz war eine Prapara-

tion von etwa 1x10°® — 1x10° Lymphomzellen mdglich.
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2.2.6. Versuchsgruppen

1. Versuchsreihe: (Frage: optimale Vakzinierungsdosis?)

Gruppen 1-4 (12 Mause/Gruppe fur Tumorchallenge)

Gruppen 5-8 (6 Mause/Gruppe fur humorale Immunreaktion, T-Zell-Assay)

Immunisierung: 4x in wochentlichen Intervallen s.c.
Tumorchallenge: 1x10° frische BCL1-Zellen
Blutentnahme: Tag 0, Tag 28

Einzelmaustestungen, Triplikate, Serumverdinnung 1/200, 1/1000, 1/5000

Gruppe 1: 10" BCL 1-g8 s.c.
Gruppe 2: 10" BCL 1-g8 s.c.
Gruppe 3: 10" BCL 1-g8 s.c.
Gruppe 4: 10" Fd-Phagen s.c.
Gruppe 5: 10" BCL 1-g8 s.c.
Gruppe 6: 10" BCL 1-g8 s.c.
Gruppe 7: 5x10" BCL 1-g8 s.c.
Gruppe 8: 5x10™ Fd-Phagen

2. Versuchsreihe: (Frage: Einfluss von GM-CSF auf die Immunantwort?)

Gruppen 1-7 (6 Mause/Gruppe)

Immunisierung: 4x in wochentlichen Intervallen s.c., jeweils 5x10™ Phagen
GM-CSF: 4x 20nyg s.c.
Tumorchallenge: TC1: 10°frische BCL 1-Zellen i.p.
TC2: 10° eingefrorene BCL 1-Zellen i.p.
Blutentnahme: Tag 28

Gruppenpool, Triplikate, Serumverdinnung 1/200, 1/1000, 1/5000

Gruppe 1: BCL1-g8, TC1

Gruppe 2: Fd-Phagen, TC1

Gruppe 3: PBS, TC1

Gruppe 4: BCL1-g8, TC2

Gruppe 5: Fd-Phagen, TC2

Gruppe 6: BCL1-g8 + GM-CSF, TC1
Gruppe 7: Fd-Phagen + GM-CSF, TC1

3. Versuchsreihe: (Frage: Vergleich mit BCL1-KLH als Goldstandard?)
Gruppen 1-6 (6 Mause/Gruppe)

Immunisierung: 4x in wochentlichen Intervallen s.c., jeweils 5x10™ Phagen und 0,25mg
BCL1-KLH

Tumorchallenge: nein

Blutentnahmen: Tag 0, Tag 14, Tag 28, nach 4 Monaten

Einzelmaustestung, Triplikate, Serumverdiinnung 1/200
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Gruppe 1: PBS

Gruppe 2: Fd-Phagen

Gruppe 3: BCL1-g8 rekombinant

Gruppe 4: BCL1-WT (neue Phagenvakzinformulierung)

Gruppe 5: BCL1-KLH (Goldstandard)

Gruppe 6: BFF3-WT (Mock-Kontrolle mit neuer Phagenvakzinformulierung)

2.2.7. Anasthesieprotokoll zur Blutentnahme

Fur die Blutabnahmen wurden die Mause kurz analgosediert. Auf eine Athernarkose wurde
wegen des zu grof3en Stresses fur die Tiere und wegen der schlechteren Steuerbarkeit ver-
zichtet. Weitere invasive MalRnahmen wurden nicht durchgefiihrt. Fur die Narkose wurde fol-

gender Narkosemix verwendet:

Wirkstoff Dosierung Nebenwirkung

ax-Agonist Medetomidin (Dormitor®): 0.5 mg/kg KG i.p. Sedativum, Analgesie,
(0.01 mg/Maus) Bradykardie

Benzodiazepin Midazolam (Dormicum®): 5 mg/kg KG i.p. Anxiolyse, Relaxation,
(0.1 mg/Maus) Atemdepression,

retrograde Amnesie

Morphin Fentanyl (Fentanyl®): 0.05 mg/kg KG i.p. starke Analgesie,
(0.001 mg/Maus) massive Atemdepression
mafige Sedierung, vagale
Stimulation, Bradykardie

Zur Antagonisierung wurde verwendet:

Wirkstoff Dosierung

a»-Blocker Atipamezol (Antisedan ®): 2.5 mg/kg KG i.p. (0.05 mg/Maus)
Antagonist Flumazenil (Anexate®): 0.5 mg/kg KG i.p. (0.01 mg/Maus)
Antagonist Naloxon (Narcanti®): 1.2 mg/kg KG i.p. (0.024 mg/Maus)

2.2.8. Korperliche Untersuchung der Mause

Wahrend des Tierversuchs wurden die Tiere in der Regel 1-2 wochentlich sorgféltig untersucht.
Diese Untersuchungen umfassten die Bestimmung des Allgemeinstatus und die Palpation der
Milz zur Erfassung des Milzindex. Nach Durchfiihrung des Tumorchallenges wurden je nach
Tumorprogression zusétzliche Untersuchungen durchgefiihrt, um Leiden der Méause rechtzeitig

zu erkennen. Daher wurden die Tiere ab Tag 30 nach Tumorchallenge 3x/Woche untersucht.

2.2.9. Studienabbruchkriterien des Tierversuchs

Als Abbruchkriterien galten das Erreichen eines prafinalen Tumorstadiums, eine Splenomegalie
mit einem Milzindex von >3 nach Vitetta (Vitetta, Yuan et al. 1979; Vitetta, Tucker et al. 1997)
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(siehe Abbildung), sowie sichtbare Hinweise auf einen progredienten, tumorbedingten Leidens-
zustand der Maus. Als weiteres Kriterium zum Abbruch wurde ein nicht zumutbares Leiden

durch Nebenwirkungen der Phagenvakzinformulierung berticksichtigt, was jedoch nicht auftrat.

OV @

B

Fig 1. Determination of spleen indices. The ven-
tral surface of the mouse was divided into four equal
quadrants progressing from the left rib cage to the
right rib cage. The terminus of each quadrant was
\ assigned a splenic index of 1, 2 (median line of the
\_/ x‘“‘=—--__ mousa), 3, and 4 (right rib cage) |see solid lines in
\ /-— figure). Representations of spleens with splenic indi-

X I — cas of 1 (black), 2 (dark gray). 3 (light gray), and 4
|
|

[ 0]

i

=Y

— (white) bordered by black are illustrated. The costal
margin is drawn to improve clarity.

Abb.5 Bestimmung des Milzindexes

Die ventrale Oberflache der Maus wird in 4 gleiche Quadranten vom linken Rippenbogen bis zum rechten
Rippenbogen eingeteilt. Jedem Quadranten wird ein Milzindex von 1, 2 (Mittellinie der Maus), 3 und 4
(rechter Rippenbogen) zugeteilt. In der Abbildung sind Milzen mit einem Milzindex von 1 (schwarz), 2
(dunkelgrau), 3 (hellgrau) und 4 (weiR) dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist der Rippenbogen einge-
zeichnet. Normale 12 Wochen alte Balb/c Mause weisen einen Wert von 0,5 auf; d.h. die Milz befindet sich
in der Halfte zwischen dem linken Rippenbogen und dem ersten Quadranten.

2.3. Produktion von Phagenvakzinen

2.3.1. Herstellung von filamentdsen fd-Phagen

Fur die Tierversuche wurden Wildtyp-Phagen bzw. filamentdse M13KO7-Phagen (Fa.
Pharmacia) als Kontrolle verwendet. Zur Produktion der M13K07-Phagen wurden TG1-Zellen
Uber Nacht bei 37°C auf Minimal Medium Platten vorkultiviert und am darauffolgenden Tag in
5ml 2x TY-Medium utberfuhrt und erneut tber Nacht kultiviert. AnschlieRend wurde eine Sub-
kultur in 2x TY-Medium angelegt und die Bakterien ca. 3 Stunden bis zu einer ODsg, VON max.
0.4-0.5 bei 37°C im Schiittler bei 225rpm kultiviert. Die Bakterien wurden dann 15-30min mit
den M13KO07 Phagen im Verhdltnis 10:1 (Phagen:Bakterien) infiziert. Die infizierten Bakterien
wurden anschlieBend fur 1h bei 37°C im Schittler bei 225rpm kultiviert und in 500ml 2x TY-
Medium (+ 50ug/ml Kanamycin) Gber Nacht (16h) bei 37°C im Schuttler bei 200rpm unter Anti-
biotikaselektion, bei der sich nur die infizierten Bakterien vermehren kdnnen, vervielféltigt. Zur
Isolierung der produzierten Phagen wurden die Bakterien bei 5000rpm 15min bei 4°C abzentri-
fugiert und der Uberstand mit den Phagen nach Sterilfiltration mit MiniSart 0,45um Sterilfiltern in
2 saubere Corning-Gefafie Uberfihrt und durch Zugabe von 1/5 Vol. PEG/NaCl bei 4°C préazipi-
tiert. Nach Zentrifugation der Phagen wurde das Phagenpellet in 1x PBS oder TE-Puffer re-
suspendiert. Je nach Bedarf wurde der PEG-Fallungsschritt mehrfach wiederholt, um residuelle
bakterielle Proteine zu entfernen. Zur Pasteurisierung wurden die Phagen durch ein 0.45um
Sterilfilter filtriert. Nach Bestimmung der Titers des Phagenstocks wurden die Phagen auf eine

Konzentration von 1x10* pfu/ml verdiinnt. Phagenstocks, die nicht sofort verwendet wurden,
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sind in PBS/15% Glycerol aliquotiert und bei -20°C gelagert worden. Vor der Verwendung im
Tierversuch wurde eine Triton-X114 Zweiphasenpraparation zur Entfernung von Endotoxinen
(s.u.) durchgefihrt.

Minimal Medium (MM) AGAR
(Minimalmedium zur Kultur von TG1 Bakterien, damit diese F-Pili exprimieren)

6g Na2HPO4, 2H20

3g KH2PO4

1g NHA4CI

in 450ml A.d. 16sen und mit NaOH auf pH 7,4 einstellen. Losung auf 500ml A.d. auffillen und
25min bei 121°C autoklavieren. In einer separaten 1l-Flasche 15g Bacto-Agar (Difco 0140-01)
in 500ml A.d. resuspendieren und 25min bei 121°C autoklavieren. Beide Losungen abkihlen
lassen und dann zusammenschitten. Je 1ml 1M MgCl,, 1M CaCl,, 1M Thiamine und 5ml 20%
Glucose dazugeben. Agar-Platte giel3en.

1M MgCl,, 6H,0 (10,33g auf 100ml A.d.)
1M CacCl,, 2H,0 (14,7g auf 100ml A.d.)

1M Thiamine, HCI (33,739 auf 100ml A.d.)
20%Glucose, sterilfiltriert durch 0,2um Filter

2x TY-Medium, 1000ml (fir die Phagenkultivierunq)

179 Bacto-Trypton (Difco 0123-17)

10g Bacto-Yeast-Extract (Difco 0127-17)

5g NacCl

1ml IN NaOH

in 1000ml A.d. 16sen und 25min bei 121°C autoklavieren.

10xPBS, pH 7.4
80g NacCl

2g KClI

2g KH2PO4

14,49 Na2HPO4, 2 H20

in 900ml A.d. I6sen und mit NaOH auf pH 7,4 einstellen. Losung auf 100ml mit A.d. auffillen
und 25min bei 121°C autoklavieren.

5xPEG/NaCl

300g PEG 8000

87,69 NaCl

in 1000ml A.d. [6sen und 25min bei 121°C autoklavieren.

2.3.2. Large Scale Phagemid Rescue zur Herstellung von rekombinanten BCL1g8
Phagenvakzinen

Zur Herstellung der Phagenvakzinen wurden Phagemid-Rescue-Techniken verwendet. Mittels
dieser Methode lassen sich Phagenhybride erzeugen, die Tumorantigene in Fusion mit dem g3-
oder dem g8-Phagenhdillprotein exprimieren (siehe nachfolgende Abb.6). Dabei werden Idio-
typproteine von BCL1 in Form von single-chain-Fragmenten (scFv) in die Phagenhille inkorpo-

riert.



Material und Methoden 24

Ubernachtkultur der mit dem BCL1-1d-g3/g8
Fusionstranscript transformierten
TG1-Bakterienklone in Minimal Medium

E. Erneute Vorkulktur der Bakterien

Phagemid Rescue (Koinfektion der
Bakterienklone mit VCSM13 Helfer-
phagen) mit anschlielender Kultur
zur Vermehrung der rekombinanten
Phagen

Abtrennung von Phagen und
Bakterien durch Zentrifugation
und PEG-Fallung

_@_ Endotoxinentfernung

Tumorantigen

major coat
rotein (g8) —»
PrSse

minor coat
protein (g3)
42.5 kDa

Tumorantigen
BCL1-g3 BCL1-g8-
Phagenvakzinen Phagenvakzinen

Abb. 6  Schema zur Herstellung von rekombinanten Phagenhybridvakzinen

Rekombinante Phagenvakzinen exprimieren die Tumorantigene (Idioptypantigene) als g3- bzw. g8-Fu-
sionsproteine an der Phagenoberflache: Hybridvakzinen werden diese Vakzinen deshalb genannt, weil
durch die Phagemid-Rescue-Technologie sowohl die g3- bzw. g8-Fusionsproteine als auch unveranderte
native g3- und g8-Hullproteine in die Phagenhdille integriert werden.
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Durch Optimierung des Herstellungsverfahrens konnten aus 8| Bakterien/Phagenkultur > 1x10™
rekombinante Phagenpartikel gewonnen werden. Zudem waren die produzierten Phagen durch
Verbesserung des Aufreinigungsverfahren nahezu frei von Endotoxinen (<1 EU/mI). Neben
Phagenvakzinen, die durch Phagemid-Rescue-Technologien hergestellt wurden, sind auch

neue Phagenvakzinformulierungen produziert und getestet worden (vgl. Kap. 2.3.3).

Zur Herstellung der rekombinanten Phagenvakzinen wurden transformierte TG1-Klone (von der
Arbeitsgruppe Dr. Rohnisch zur Verfugung gestellt), welche die Phagemide mit den Fusions-
genen aus Tumorantigen und Phagenhllprotein in sich trugen, Gber Nacht bei 37°C auf Mini-
mal Agarplatten unter Zusatz von 100ug/ml Ampicillin und 1% Glucose inkubiert. Am nachsten
Morgen wurden die Kolonien mit 2ml Minimal-Medium von der Agarplatte abgeschwemmt und
in 50ml MM-Medium (MM-Stock) verdinnt. Fir die Vorkultur wurden 2ml des MM-Stocks in
200ml auf 37°C vorgewarmten 2x TY-AG (2x TY Medium + 100ug/ml Amp und 2% Glucose)
verduinnt und bis zur midlog-Phase bei einer ODss0nm = 0.5 (ca. 3.5 h) bei 225rpm bei 37°C kul-
tiviert. FUr den Phagemid-Rescue wurden M13K07- oder VCSM-Helferphagen in einem Ver-
héltnis von mind. 1:1 (Phagen:Bakterien) zu den Bakterien gegeben. Die Bakterien wurden
dann 1h bei 37°C im Schdttler bei 150rpm inkubiert. Danach erfolgte die Verdiinnung (1:10) der
Bakterien in 2 Liter 2x TY-AK (2x TY Medium + 100pg/ml Amp. und 50pg/ml Kanamycin). Zur
Verbesserung der Expression der Tumorantigene auf der Phagenoberflache wurde IPTG in der
gewtlnschten Konzentration (0-1mM/ml) zugesetzt und die Bakterien 15h bei 30°C (g3-Klone)
bzw. 37°C (g8-Klone) im Schiittler bei 180rpm kultiviert. Zur Ernte der Phagenvakzinen wurde
die Bakterienkultur in einen 500ml Zentrifugenbecher Uberfihrt und bei 4500rpm 15 min bei 4°C
abzentrifugiert (optional: Zentrifugation bei 8000rpm 15min bei 4°C wiederholen). Anschlie3end
wurde der Uberstand in ein 1000m| GefaR tiberfiihrt und die Phagen durch Zugabe von 1/5 Vol.
(125ml) PEG/NaCl uber Nacht im Eisbad oder im Kihlraum prazipitiert. Die Phagen wurden
seriell in 250ml Zentrifugenbecher Uberfihrt und bei 4000rpm 15min bei 4°C abzentrifugiert.
Das Phagenpellet wurde in 30ml 1x PBS resuspendiert. Als nachster Schritt erfolgte die Uber-
fuhrung der Phagensuspension in Oak-Ridge Zentrifugenréhrchen (Nalgene 3115-0050) und
die Zentrifugation bei 15.000rpm, 4min bei 4°C. Hierdurch wurden die restlichen Bestandteile
der Bakterien abzentrifugiert und die Phagensuspension erschien klar (optional: Phagen durch
Zugabe von 1/5 Vol. PEG/NaCl ein weiteres Mal prazipitieren). Zur Pasteurisierung wurden die
Phagen durch ein 0,45um Sterilfilter filtriert. Bis zur Verwendung wurden die Phagen bei 4°C
gelagert oder aliquotiert und bei -20°C eingefroren. Zur Entfernung von kontaminierenden Pro-
teinen und Endotoxinen erfolgte zusatzlich eine Triton X-114 Zweiphasenseparation mit an-
schlielRender PEG/NaCl-Féllung. Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt (meist 4mal), bis die

Phagenpraparation frei von Endotoxinen watr.

2.3.3. Herstellung der neuen Phagenidiotypvakzinformulierung

Die Herstellung der neuen Phagenvakzinformulierung erfolgte durch Mitarbeiter der Arbeits-
gruppe Dr. Réhnisch, die mir die Phagenvakzinen fir die nachfolgenden Experimente zur Ver-
figung stellten. Die Herstellung erfolgte dabei unter Verwendung von Technologien der Fa.

Apalexo, die in der Patentanmeldung PCT aus dem Jahr 2005 von Donzeau et al. unter dem
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Titel ,Composition For Induction Of An Antigen-Specific Imnmune Response, Method For The
Production And Utilization Of Said Composition” beschrieben sind. Die neue Phagenvakzinfor-
mulierung unterscheidet sich von rekombinanten g8-Phagenvakzinen dadurch, dass quantitativ
mehr Tumorantigene auf der Oberflache als bei rekombinanten Phagenvakzinen exprimiert

werden und dass die Idiotypproteine nicht als scFv exprimiert werden.

Abb.7  Schema der neuen Phagenidiotypvakzinformulierung

Im Gegensatz zu rekombinanten BCL1-g8 Phagenvakzinen werden bei der neuen Phagenvakzin-formulie-
rung die Idiotypproteine A nicht als scFv auf der Oberflache exprimiert.

2.3.4. Aufreinigung von Phagen und Entfernung von Endotoxinen

Zur Entfernung von kontaminierenden Proteinen und Endotoxinen aus der Phagenpraparation
wurde eine Triton X-114 Zweiphasenseparation durchgefuhrt. Dazu wurde 10ml Phagen-uber-
stand zunéchst sterilfiltiert und mit 1/5 Vol. PEG/NaCl prazipitiert. Nach Resuspension der Pha-
genpraparation in PBS wurde 1% Triton X-114 dazugegeben und die Préparation 10min auf Eis
inkubiert bis eine homogene Suspension zu beobachten war. Die Probe wurde dann 5min bei
37°C inkubiert und kurz bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, wodurch sich 2 Phasen
ausbildeten. Von den 2 Phasen wurde die obere Phase abgenommen und die Phasensepara-
tion mit der wassrigen Phase 3 bis 4mal wiederholt. Es schloss sich eine erneute PEG/NacCl
Préazipitation an. SchlieBlich wurden die Phagen in PBS resuspendiert und die gewilinschte

Konzentration eingestellt.

2.3.5. Phagen-ELISA zur Titerbestimmung von Phagen

Zur Titerbestimmung wurden Phagen-ELISAs durchgefuhrt. Pro well wurden auf einer
Titerplatte 1yl Rabbit Anti-M13 Antikdrper in 100l Coatingpuffer verdinnt, aufgetragen. Zum
Coaten der ganzen Platte wurde der Antikdrper Rabbit Anti-M13 1:500 verdunnt (10pl auf 20ml
NaCO3) und zu je 100pl in die wells pipettiert. Die Platte wurde mit Deckfolie abgeklebt und
ohne Schwenken 1h-2h bei 37°C oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der Coatingpuffer wurde
abgegossen und die Platten 3x mit je 200ul Waschpuffer gewaschen. Anschlie3end wurden
200ul Blockierlésung zu den wells gegeben und die Platten 30-60min bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Die Phagen wurden auf einer Titerplatte seriell 1:10 in Verdiinnungspuffer (20l Pha-
gen in 180pl Puffer) verdinnt. Die Platte wurde mit 200ul Waschpuffer 3-6x gewaschen und pro

well 100ul der verdinnten Phagen gegeben. AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Platten
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45min bei RT. Die Platten wurden erneut 3-6x mit Waschpuffer gewaschen. 2ul Anti-M13 HRP-
Konjugat Losung wurden in 10ml Waschpuffer (1:5000) verdinnt und 100ul der Lésung in jedes
well pipettiert. Die Platten wurden erneut 3-6x mit Waschpuffer gewaschen und anschlie3end
100ul RT-warmes ABTS Substrat pro well zugegeben. Die Titerplatte wurde 5-30min bei RT
inkubiert. Zur Beendigung der enzymatischen Reaktion wurden 50ul 0,5M H,SO, oder 100ul 1%
SDS in die wells dazugegeben. Im ELISA Reader wurde die Platte bei 405nm gelesen. Anhand
von Standard-OD-Kurven wurde die Anzahl der Phagenpartikel in den Phagenkulturen be-
stimmt.

Coatingpuffer:
0,1M NaHCO0;3, pH 8,5

Blockierungspuffer:
1xPBS
1%BSA oder 10% Magermilchpulver

Waschpuffer:
1xPBS

0,1% Tween 20

Verdiunnungspuffer:
1xPBS

1%BSA
0,1%Tween20

2.3.6. Quantifizierung von Phagen durch Proteinbestimmung (nach Bradford)

Zusétzlich zur Titerbestimmung wurde die Menge der Phagen durch Bestimmung des Protein-
gehalts nach Bradford mit dem Protein Assay von BioRad gemessen. Dazu wurde eine Verdin-
nungsreihe vom Proteinstandard (0.5mg/ml BSA) entsprechend den Anweisungen im Kit erstellt
(Standard Range: 10pg — 100ug). Zur Proteinbestimmung wurde die im Kit befindliche
Coomassieblau Losung 1:5 mit Aqua dest. verdiinnt und anschlieRend durch ein Whatman #1
Papierfilter filtriert. Zur Erstellung der Protein-Standard Kurve wurden jeweils 100ul der ver-
schiedenen Standardldsungen in ein Reagenzréhrchen pipettiert; als Leerwert ein Rohrchen mit
100ul dest. Wasser. AnschlielBend wurden 5ml der verdinnten und gefilterten Farblésung da-
zugegeben und gut gemischt. Der Ansatz wurde mindestens 5min bis 1h bei RT inkubiert. An-
schlielend wurde 1ml Coomassieblauldsung zu jedem Eppendorfréhrchen gegeben und 5min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die photometrische Bestimmung der Coomassieblaukonzentra-
tion erfolgte bei A595 in einer 1cm Plastikkuvette. In gleicher Weise wurde mit den Phagenpré-
parationen 100ul (10-100ug) verfahren. Als Leerwert wurde ein Réhrchen mit 100ul PBS und

dest. Wasser verwendet.

2.3.7. Quantitativer Endotoxinnachweis mittels LAL-Methode

Zum quantitativen Endotoxinnachweis wurde der chromogene Limulus-Amoebocyten-Lysat
Assay durchgefiuhrt. Der Test basiert auf dem Phanomen, dass Endotoxin die Aktivierung eines
Proteins aus dem Limulus-Amoebocyten-Lysats (LAL) katalysiert. Das aktivierte Enzym verur-
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sacht die Spaltung von p-Nitroanilin (pNA), wodurch ein gelber Farbstoff entsteht, der photo-
metrisch bei einer Wellenldnge von 405-410nm gemessen werden kann. Pulverisiertes Endoto-
xin (ca. 20 EU) wurde in 1ml LAL-Wasser 15min in einem Vortexmischer resuspendiert (->ET-
Stammlésung = x EU/mI). Die Endotoxin-Standards wurden frisch pipettiert und gut gemischt.
Die ET-Stammldsung wurde entsprechend den Vorgaben auf 1EU/mI verdinnt. Folgende se-

rielle Verdiinnungen wurden hergestellt:

ET-A=1EU/mI (50ul ET + 1050ul LAL-Wasser)

ET-B = 0,5 EU/mI (0,5ml ET-A + 0,5ml LAL-Wasser)
ET-C = 0,25 EU/mI (0,5ml ET-B + 0,5ml LAL-Wasser)
ET-D = 0,125 EU/mI (0,5ml ET-C + 0,5ml LAL-Wasser)

Das chromogene Substrat (ca. 7mg/vial) wurde durch Zugabe von 6.5ml LAL-Wasser re-
suspendiert. LAL wurde vorsichtig in 1.4ml LAL-reinem Wasser resuspendiert (reicht fur 28
wells). AnschlieRend wurden 50ul der Standardverdiinnungen in Duplikaten entsprechend dem
Pippetierschema in die Platten pipettiert und 50ul je Probe als Duplikate pipettiert (die Proben
sollten so verdinnt sein, dass die Endotoxinkonzentration zwischen 0,1-1 EU liegt). 50ul LAL
wurden zu den erstpipettierten wells gegeben und 10min bei 37°C inkubiert. Je 100ul der auf
37°C erwarmten Substratldsung wurde daraufhin in die wells gegeben und exakt 6min inkubiert.
Zum Abstoppen der Reaktion wurden schlief3lich 100pl Stopplosung (10% SDS) in die wells
gegeben und die Mikrotiterplatte im ELISA-Reader bei 405-410nm gemessen.

2.3.8. Kontrolle der Phagenpraparation mittels Tricine-SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Tricine-SDS-Polyacrylamidgele eignen sich zur Auftrennung von kleinen Peptidfragmenten mit
einer Grof3e von 5 bis 20kDa, insb. zur Analyse von g8-Fusionstranskripten. Es werden dabei
jedoch keine hochprozentigen Acrylamidgele mit hoher Quervernetzung verwendet, sondern im
Vgl. zu den Laemmli-Gelen nur andere Puffer. Je nach verwendetem System kdnnen ohne die
Verwendung von Gradientengelen auch Proteine in einem Bereich zwischen 1 und 100kDa
aufgetrennt werden. Uberladungseffekte durch Auftragen von zu viel Probenmaterial, wie man
es gelegentlich bei der SDS-PAGE sieht, kommen nicht vor. Zur Durchfihrung der Tricine-SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Glasplatten der Elektrophoresekammer sorgféaltig
gereinigt, mit Ethanol entfettet und entsprechend der Geratevorschrift in die Gelgie3vorrichtung

eingespannt. Trenngele wurden entsprechend der nachfolgenden Tabelle zusammengemischt.
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fur 15 ml 10% T,3% C 16.5% T,3% C
Acrylamid (49.5% T, 3% C) 3ml 5ml
Tris-Cl/SDS Gelpuffer 5ml 5ml
Glycerol 2g (1.6 ml) 2g (1.6 ml)
10% APS 50 pl 50 pl
TEMED 10 pl 10 pl
H,O 54 ml 3.4ml

Das Trenngel wurde anschlieend zuigig mit einer 5ml Pipette bis zur Mitte in die Elektrophore-
sekammer gegossen, vorsichtig mit Isopropanol Uberschichtet und anschlieRend 30min polyme-
risiert. Anschlielend wurde die Isopropanolschicht abgegossen und der Zwischenraum Uber
dem Trenngel 3 bis 4x mit H,O gespult und restliches H,O mit einem gefalteten Whatmanpapier
vorsichtig entfernt. Spacer- und Sammelgele wurden analog zum Trenngel entsprechend
nachfolgender Tabelle hergestellt, jedoch ohne Verwendung von Glycerol. Spacergele wurden
nur bei Herstellung von schmalporigen Gelen (16.5% T Gele) zur besseren Auftrennung der

gréReren Fragmente zwischen 30-70kDa verwendet und 2-3cm Uber das Trenngel gegossen.

fur 15 bzw. 12.5 ml ~Spacer‘ gel 10% T, 3% C | Sammelgel 4% T,3% C
Acrylamid (49.5% T, 3% C) 3ml 1ml
Tris-Cl/SDS Gelpuffer 5ml 3.1ml

10% APS 50 pl 50 pl

TEMED 10 pl 10 pl

H,O 7 mi 8.4 ml

Die Losung fur das Sammelgel wurde mit einer 5ml Pipette bis zum oberen Rand der Glasplat-
ten Uber das Trenn- bzw. Spacergel gegossen. Anschlieend wurden 0.75mm Teflonkdmme
ohne Luftblasen in das Gel gesteckt und das Sammelgel 30-60min polymerisiert. Fir die SDS-
Gelelektrophorese wurden 20pl Proteinaliquots (unverdiinnte Phagenpréparation) mit 20ul 2x
Tricine-Sample Puffer verdiinnt und 30-60min bei 40-50°C inkubiert. Die Elektrophorese wurde
dann entsprechend den Angaben des Gerateherstellers durchgefiihrt, wobei die obere Puffer-
kammer mit 1x Kathodenpuffer und die untere Elektrophoresekammer mit 1x Anodenpuffer
etwa 1/3 gefillt wurde. Nach Auftragen der Proben wurde die Elektrophorese fir ca. 1h bei 30V
(const. V) und anschliel3end bei einer Stromstarke von 150V (70mA) fur 4h im Kuhlraum durch-
gefuihrt. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald die Lauffront das untere Ende der Glas-
platte erreicht hat. Zur Sichtbarmachung der Proteinbanden wurde das Gel mit Coomassieblau

oder Uber Silberfarbung (s.u.) angeférbt.
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5x Anodenpuffer
(0.2M Tris-HCI, adjusted with HCI to pH 8.9)

121.1g Tris-HCI
500ml H,O
pH 8.9 mit HCI einstellen. Auf 11 mit H20 verdiunnen und bei 4°C lagern

1x Kathodenpuffer
(0.1M Tris-HCI, 0.1M Tricine, 0.1%SDS)

12.11g Tris-HCI

17.92¢g Tricine

19 SDS

auf 1L mit H,O verdunnen und bei 4°C lagern
kein pH einstellen!

Tris-Cl/SDS Gelpuffer
(3M Tris-HCI, 0.3%SDS, pH 8.45)

1829 Tris-Base

300ml H,O

pH 8.45 mit 1N HCI einstellen.

auf 500ml mit H,O verdunnen, durch 0.45um Filter sterilfiltrieren
1.5g SDS dazugeben und bei 4°C lagern

Acrylamid-Bisacrylamid Lésung (49.5% T, 3% C)

T:= Totale Acrylamidkonzentration in % (% Acrylamid + % Bisacrylamid)
(Gramm Acrylamid + Gramm Bisacrylamid)/100 ml

C:= Crosslinkeranteil in % (% Bisacrylamid x 100/ T)
(Gramm Crosslinker)/(Gramm Acrylamid + Gramm Crosslinker)

489 Acrylamid
1.5¢g Bisacrylamid
auf 100ml mit H,O auffullen und bei 4°C lagern

4x Tricine-Sample-Puffer
(200mM Tris-HCI, pH 6.8, 12% w/v SDS, 48% w/v Glycerol, 0.4M DTT, 0.05% Serva Blue G)
anstelle von DTT kann auch 4% (v/v) 3-ME verwendet werden

2ml 1M Tris-HCI, pH 6.8

3ml H,O

1.6g SDS

0.62g Dithiotreitol

5mg Coomassie Blue G-250

4.8ml (6 g) Glycerol

auf 10ml mit H,O aufftllen,

zum Loésen einige Minuten bei 50°C inkubieren, anschlie3end bei — 20°C lagern
bei Gebrauch auftauen und 10min bei 50°C inkubieren.

2.4. Durchflusszytometrische Untersuchungen

Vor der Durchfiihrung des Tumorchallenges wurden die BCL1-Lymphomzellen aus der in-vivo-
Kultivierung zur Uberpriifung ihrer Reinheit immunzytologisch auf das Vorhandensein spezifi-
scher Oberflachenmarker untersucht (CD4, CD8, CD45, CD3, CD19, IgM, Leichtkettenrestrik-
tion). Es wurden immunzytologische Untersuchungen von frischen BCL1-Lymphomzellen im
Vergleich zu normalen Milzzellen und aufgetauten BCL1-Zellen durchgefuhrt. Fir die immun-
zytologischen Analysen wurde der Coulter Epics XL-MCL (Beckman, Miinchen) verwendet. Die
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in 90%FCS (Gibco) und 10%DMSO (Sigma) eingefrorenen BCL1-Zellen wurden nach raschem
Auftauen in ein Falcon-Roéhrchen mit 10ml FACS-Puffer gegeben, anschlieBend zentrifugiert
(10min, bei 4°C, 1200rpm) und in 5ml FACS-Puffer resuspendiert. Die frischen Milzzellen wur-
den zunachst in 15ml PBS eingelegt unter Zugabe von 400m Heparin, anschlieBen durch ein
Sieb in eine Gewebepetrischale piriert und 7min geschwenkt. Nach Resuspension der Zellen in
FACS-Puffer erfolgte die Einstellung der Zellzahl auf 10° Zellen/ml. 50m der Zellsuspension
wurden 1:1 mit Trypanblau (0,4%, Sigma) gemischt und ca. 10m davon in eine Neubauerzéhl-
kammer pipettiert. Aus dem Mittelwert der lebenden (nicht blau gefarbten) Zellen in den vier
GroRquadranten ergibt sich die Zellzahl/ml durch Multiplikation mit 10* und dem Verdtinnungs-

faktor.

Von der resuspendierten Zellsuspension wurden 100m/well in eine 96-well-round-bottom Platte
pipettiert, die Zellen mit 100m FACS-Puffer gewaschen, in 50m FACS-Puffer resuspendiert
unter Zugabe von 10m konjugierter Antikérper-Farbeldsung. AnschlieRend wurden die Zellen
20min auf Eis im Dunklen inkubiert, 2x in 150m FACS-Puffer gewaschen, in 100m PBS re-
suspendiert und in FACS-Rohrchen pipettiert unter Zugabe von 200m PBS und 50m 7-AAD
working solution (10nmg/ml). Nach erneuter Inkubation 20min auf Eis unter Lichtausschluss
wurde anschliel3end die Messung im DurchfluRzytometer durchgefihrt.

FACS-Puffer:

1x PBS (Gibco)
3% FCS (Gibco)
0,1% NaN3 (Sigma)

verwendete konjugierte Antikorper:
bezogen von den Beckman Coulter (Krefeld) und Southern Biotech (Birmingham, USA)

Kontr.-FITC, Kontr.-PE, CD4-FITC, CD8-PE, CD45-FITC, CD3-PE, CD4-PE, CD19-PE, Kappa-
FITC, Lambda-FITC, IgM-FITC.

2.5. ELISA (enzyme-linked-immunosorbent-assay)

2.5.1. Sandwichelisa

Zur Charakterisierung der humoralen Immunantwort und zur Analyse einer Phagen- bzw. tu-
morspezifischen Antikdrperproduktion nach Phagen-basierter Idiotypvakzinierung wurden Elisa-
verfahren etabliert. Neben dem klassischen Sandwichelisaverfahren kamen Zell-ELISAs und

Préaabsorptions-ELISAs zur Anwendung.

Fur den Sandwich-ELISA wurden 96-well Vinyl Assay Plates (Costar) verwendet, die zur Halfte
mit Capture-Antikorper beschichtet wurden (100m/well): Fd-Phagen (M13K07 Helferphagen,
Lagerung bei + 4°C, benétigte Konzentration 5x10™ pfu/ml), BCL1 gereinigt und BFF3 gereinigt
(Ausgangskonzentration 4mg/ml, verdiinnt mit PBS auf 10ng/ml). Anschlielend wurden die
Platten 1h bei 37°C gelagert und mit Blocklésung 200m/well geblockt. Es schloss sich eine er-
neute Lagerung bei 37°C an. Nach 3x Waschen (jeweils mit 200m Waschpuffer) erfolgte die

Zugabe der zu untersuchenden Seren der Versuchsreihen. Es fanden sowohl Einzelmaustes-
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tungen, als auch die Untersuchung als Gruppenpool statt, jeweils als Triplikate. Die Seren wur-
den mit PBS auf 1/200, 1/1000 und 1/5000 verdinnt und 100ni/well aufgetragen. Es schloss
sich eine weitere Lagerung 1h bei 37°C und ein 3-maliger Waschschritt an. Die Detektions-Anti-
kérper wurden mit PBS auf 1/1000 verdiinnt und 100m/well aufgetragen. Nach unterschiedlich
langen Inkubationsschritten und Waschen erfolgte die Substratzugabe mittels ABTS (1-Step
ABTS, Pierce) 100n/well. Die Farbentwicklung wurde nach 20min durch Zugabe von 100m 1%
SDS (Natriumlaurylsulfat, Bio-Rad) gestoppt und die Farbintensitat photometrisch bei 405nm
bestimmt.

Detektionsantikdrper:

Die Detektions-Antikdrper wurden sédmtlich von der Firma Southern Biotech bezogen
Goat-Anti-Mouse IgG-HRP, IgG1-HRP, IgG2a-HRP

Goat-Anti-Rat IgG-HRP

Rat-Anti-Mouse IgM-HRP, -lambda-HRP, -kappa-HRP

Blockpuffer:
1xPBS (Gibco) + 1%BSA (Sigma)

Waschpuffer:
1XPBS (Gibco) + 0,1%Tween 20 (Sigma)

2.5.2. Praabsorptionselisa

Vor Durchfihrung der Sandwich-ELISAs wurde eine Préabsorption der Seren der
3.Versuchsreihe mit aufgereinigtem BCL1 und BFF3 durchgefiihrt. Hierbei wurden Seren der
mit BCL1-WT und BFF3-WT immunisierten Mause (Antikdrperkonzentration 15ng/ m) mit aufge-
reinigtem BCL1 (Ausgangskonzentration 4mg/ml) und BFF3 (Ausgangskonzentration 2mg/ml)
im Verhdltnis 5:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:5 unter Schwenken bei 4°C ber Nacht inkubiert. Die Proben
wurden 10min bei 13.000rpm zentrifugiert und der Uberstand gemaR den beschriebenen Be-

dingungen im ELISA verwendet.

2.5.3. Zell-ELISA

Zur Durchfiihrung der Zell-ELISAs wurden Zellkulturplatten (Co) verwendet und mit BCL1-Zellen
gecoatet (3x10° Zellen/well). Beim Blockversuch mit Goat Serum (Caltag, Normal Goat Serum)
wurden 50m Blockpuffer/well gemanR der Instruktion von Caltag Laboratories zugegeben und die
Platten 1/2h auf Eis inkubiert. Die zu untersuchenden Seren wurden mit PBS auf 1/15, 1/30,
1/100 bzw. 1/500 verdiinnt und 100m/well pipettiert. Nach Inkubation von 1.5h auf Eis folgte 3-
maliges Waschen der Zellen mit eiskaltem Waschpuffer (200m/well). Die Zellen wurden an-
schlieBend im Enzym-Antikdrper-Konjugat (100m/well, Verdinnung 1/2000 in Waschpuffer)
resuspendiert. Nach erneuter Inkubation und Waschen erfolgte die Zugabe von ABTS
(100ni/well). Farbentwicklung, Stoppen und photometrische Bestimmung liefen analog zu oben

beschriebenem Verfahren ab.
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Verwendete Enzym-Antikdrper-Konjugate:

Peroxidase-conjugated Affini Pure F(ab)2 Fragment Goat-Anti-Mouse IgG (Dianova)
Goat-Anti-Mouse IgG-HRP, IgG1-HRP, IgG2a-HRP (Southern Biotech)
Rat-Anti-Mouse IgM-HRP, -lambda-HRP, -kappa-HRP (Southern Biotech)

Blockpuffer:
Waschpuffer + 3% Normal Goat Serum (Caltag)

Waschpuffer:
1XPBS (Gibco) + 1% FCS (Gibco)

2.6. Zellkultur

2.6.1. Kultivierung von Zelllinien

Die Hybridomzelllinien MC10-6A5 (rat anti-BCL1-Idiotyp, 1gG2a), 123F6 (BCL1-IgM, Idiotyp)
und BFF3 (Maus-IgM, Kontrollzelllinie) wurden kultiviert, um die von ihnen sezernierten Im-
munglobuline nach Aufreinigung als Positivkontrolle im ELISA, sowie zur Beschichtung im
Sandwich-ELISA einzusetzen. Gemald den empfohlenen Kulturbedingungen wurden die Zell-
linien im Brutschrank bei 37°C und 5%CO, in Zellkulturflaschen (BD Falcon TM, sterile, 750ml)
inkubiert und alle 3-4 Tage gesplittet. Der reife Uberstand wurde abpipettiert, eingefroren und
fur Aufreinigungsverfahren verwendet. Alle Arbeiten wurden in einer Sterilbank unter sterilen

Arbeitsbedingungen durchgefihrt.

Standard-Kulturmedium fir Hybridome:
Complete DMEM + 10% FCS

-500ml DMEM 4500mg/ml Glucose, Glutamax1 (Gibco)

-5ml Penicillin-Streptomycin: 1041U/ml Penicillin, 10mg/ml Streptomycin (Gibco)
-5ml MEM non-essential aminoacids (Gibco)

-50ml Hitze inaktiviertes FCS (30min bei 56 °C)

-5x10° M R-Mercaptoethanol (Sigma)

-12,5ml HEPES Buffer 1M (Gibco)

2.6.2. Bestimmung der Zellzahl

50ni der Zellsuspension wurden mit dem gleichen Volumen Trypanblau (0,4%, Sigma) gemischt
und ca. 10m davon in eine Neubauerzahlkammer pipettiert. Aus dem Mittelwert der lebenden
(nicht blau gefarbten) Zellen in den vier GroRquadranten ergibt sich die Zellzahl/ml durch Multi-

plikation mit 10* und dem Verdiinnungsfaktor.

2.6.3. Einfrieren von Zellen

Gut proliferierende Zellen wurden abzentrifugiert und gezahlt. In 5ml eiskaltes Einfriermedium
wurden 107 Zellen aufgenommen, zu 1ml in Kryoréhrchen aliquotiert und langsam in einer Sty-
roporkiste auf -80°C eingefroren. Zur langeren Konservierung wurden die Zellen in flissigem
Stickstoff gelagert.
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Zur Rekultivierung lief3en sich die Zellen rasch im Wasserbad bei 37°C auftauen, wurden sofort
in 10ml frisches Medium aufgenommen und abzentrifugiert, um das toxische DMSO zu entfer-
nen. Das Zellpellet wurde je nach Grol3e in einer geringen Menge (5-10ml) frischen Mediums
aufgenommen und in eine geeignete Kulturflasche tberflhrt.

Einfriermedium:

90% FCS (Gibco)
10% DMSO (Sigma)

2.7. Aufreinigung von monoklonalen IgM-Antikdrpern aus Hybridomen

2.7.1. Aufreinigung von Immunglobulinen Uber Protein A S&ulen

Zur Aufreinigung von BCL1-IgM und einer IgM-Kontrolle wurden die Hybridomzelllinien 123F6
und BFF3 von der Arbeitsgruppe Rohnisch zur Verfligung gestellt. BCL1-IgM wurde zur Be-
schichtung von Sandwich-ELISAs zum Nachweis einer idiotypspezifischen Immunantwort ge-
braucht. Das von der Zelllinie BFF3-produzierte IgM-Molekil wurde als unspezifische IgM-Kon-
trolle benutzt. Klassische Verfahren zur Aufreinigung vom Immunglobulin M schlieRen Préazipi-
tationsverfahren in Kombination mit Gelfiltration und Anionenaustauschchromatographie mit ein,
jedoch sind diese Verfahren sehr zeitaufwandig und besitzen zudem nur eine geringe Aus-
beute. Da es in der Literatur Berichte Uber die erfolgreiche Aufreinigung von Mause-IgM durch
Protein A gibt (Crichton 1989), wurde zunachst versucht BCL1-IgM Uber Protein A Sepharose
aufzureinigen, obgleich die Affinitét von Protein A zu 1gG deutlich héher ist als zu IgM. Protein A
ist ein bakterielles Zellwandprotein von Staphylococcus aureus mit einer hohen Affinitéat zur Fc-
Region von Immunglobulinen, einem Molekulargewicht von 42kDa und einer hohen pH-Stabilitat
von pH 2-10. Die Bindungsaffinitat zum Fc-Teil von Antikérpern ist pH-abhangig und nach Bin-
dung von Antikdrpern in Gegenwart neutraler oder leicht alkalischer Puffer lassen sich die Im-
munglobuline mit einem abfallenden pH-Gradienten eluieren. Abhangig von Herkunft (Spezies)
und Subklasse des Antikdrpers kann die Bindungsstérke von Protein A erheblich variieren. Fir
unsere Versuche wurden “HiTrap Protein A Fast Flow” Saulen (Amersham-Pharmacia) verwen-
det.

Probenvorbereitung:

Der Zellkulturiiberstand wurde im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Mit einem pH-Stick wurde der
pH-Wert des Zellkulturiiberstandes getestet, er sollte zwischen pH 7,0 und 8,0 liegen und
musste gegebenenfalls durch Zugabe von 1M Tris-HCI pH 9,0 eingestellt werden. Die Losung
wurde durch ein 0,45um Filter gegeben und es wurden 0,02% Natriumazid zugesetzt, um
mikrobielle Kontaminationen zu vermeiden. Die Losung wurde bis zum Anschluss an die Saule

auf Eis oder bei 4°C gelagert.

Vorbereitung der Protein A-Sepharose Saule:

Die Protein A-Chromatographie wurde mit Hilfe einer Schlauchpumpe durchgefiihrt. Bei allen

Arbeiten mit der Saule durfte eine Flussrate von 1ml/min nicht Gberschritten werden, da sonst
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die Saulenmatrix leidet. Das Saulenmaterial ist in PBS/Azid bei 4°C gelagert. Die Saule wurde
an die Schlauchpumpe angeschlossen und mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer mit einer Fluss-
rate von 1ml/min gespilt. Danach folgte ein Reinigungsschritt mit 10 S&ulenvolumen Elu-
tionspuffer und abschlieend wurde mit 10 Saulenvolumen Waschpuffer gespult. Am Ende
wurde der pH-Wert des Saulendurchflusses mit einem pH-Stick kontrolliert (der Durchfluss
muss neutral sein, bevor der Probenauftrag gestartet wird). Es ist immer darauf zu achten, dass

keine Luft auf die S&ule gepumpt wird und die Saule ,trocken lauft”.

Probenauftrag:

Der Probenauftrag erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Aufgetragen wurde mit einer Flussrate von
Iml/min. Um ein Trockenlaufen der Séule auszuschlieRen, wurde eine Endlosschleife gelegt,

indem der Saulendurchfluss im gleichen Gefal3 wie der Probenauftrag gesammelt wurde.

Antikdrperelution:

Die Saule wurde zunachst mit 20 Saulenvolumen Waschpuffer mit einer Flussrate von 1ml/min
gewaschen. Je Gefald werden 60ul 5M NaCl-Lésung vorgelegt. Nach dem Waschen der Saule
wurde der Elutionspuffer angeschlossen und 8 Fraktionen a 1ml gesammelt. Durch Zugabe von
1M Tris-HCI pH 9,0 wurden alle Fraktionen mdéglichst zligig neutralisiert. Die Zugabe erfolgte in
20l Schritten. Der pH-Wert sollte zwischen pH 7 und 8 liegen. Die Endvolumina der neutrali-
sierten Fraktionen wurden protokolliert und die Fraktionen bei 4°C gelagert. Die Séule wurde
direkt nach der Elution im Wechsel mit je 10 Saulenvolumen Waschpuffer/ Elutionspuffer/
Waschpuffer bei einer Flussrate von 1ml/min gesplilt. AbschlieBend wurde die Saule mit 10

Saulenvolumen PBS/Azid gespllt, verschlossen und bei 4°C gelagert.

L6sungen:

Waschpuffer: 20mM Natriumphosphat pH 7.0

Elutionspuffer: 100mM Natriumcitrat pH 4,0
Neutralisationspuffer: 1M Tris-HCI pH 9,0

Natriumazid: 10% Natriumazid in dest. H,O (bei 4°C gelagert)
PBS/Azid: 10mM Natriumphosphat pH 7,4

150mM NacCl

0,02 % Natriumazid

5 M NaCl: 5M NacCl in dest. H,O

2.7.2. Aufreinigung von Immunglobulinen iber Gamma Bind Plus Sepharose

Zur Aufreinigung des in den Uberstand der Zellkultur sezernierten Antikorpers (rat anti-BCL1-
Idiotyp, 1gG2a) der Hybridomzelllinie MC10-6A5 wurde Gamma Bind Plus Sepharose
(Amersham Biosciences, 5ml, Code No. 17-0886-01) verwendet, nachdem sich der anti-BCL1
Antikorper aus der Ratte, der als Positivkontrolle im ELISA Anwendung finden sollte, nicht durch
0.g9. Protein A Sepharose aufreinigen lie3. Gamma Bind G, Typ3, MW 15000 stellt eine rekom-
binante Form des Streptokokken Protein G dar und bindet an die Fc-Region von 1gG (vor allem
monoklonales Maus und Ratten IgG). Diese Substanz ist zum Analysieren und Aufreinigen von
Immunglobulinklassen, -subklassen und -fragmenten geeignet. Das in E coli produzierte
Gamma Bind Plus enthalt zwei IgG-Bindungsstellen. Der Teil des nativen Protein G Molekls

wurde genetisch verédndert, um unerwinschte Cross-Reaktionen mit Albumin zu verhindern.
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Alle Aufreinigungsversuche wurden gemalfd oben beschriebener MaRnahmen und der durch
Amersham erteilten Instruktionen durchgefthrt.

Bindungspuffer:
0,01M Natriumphosphat-Puffer, 0,15M Natriumchlorid, 0,01M EDTA pH 7,0

Elution-buffer:
0,5M Essigsaure pH 3,0

2.7.3. Quantitative Proteinbestimmung der aufgereinigten Antikdrper mittels BCA

Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge der Uberstande wurde der Micro BCA™ Protein
Assay von Pierce verwendet und die Analyse entsprechend den Instruktionen des Herstellers in
96 well Platten (Microtest TM Primaria TM, flat bottom, Becton Dickinson) durchgefiihrt. Die
Proben wurden in Verdinnungsreihen auf die Platte aufgetragen, 100m der konzentrierten
Farbstoff-Reagenz-Lésung zugefiihrt, 30min bei 65°C inkubiert und anschlielend im Photo-
meter (560nm) gelesen. Die Proteinkonzentration liel3 sich anhand einer Standardkurve einer

Verdiinnungsreihe mit Rinderalbumin bestimmen.

2.7.4. Analyse der aufgereinigten Antikdrper mittels SDS-PAGE nach Laemmli

Zur Analyse der eluierten Antikérperfraktionen wurden SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophoresen
durchgefiihrt und anschliel3end mit Silber- oder Coomassie Blue geféarbt. Fur die SDS Poly-
Acrylamid-Gel-Elektrophorese wurde das Mini-Protean Il System von Biorad verwendet. Die
Trenngelldsung wurde zum Polymerisieren mit Isopropanol Uberschichtet und % h inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Uberschichtung mit der Sammelgellésung, in die ein Plastikkamm
(Biorad, Comb, 10 TOOTH) gesteckt wurde. Vor dem Laden erfolgte das sorgféltige Spulen der
Taschen, wahrend die Proben in Auftragspuffer gekocht wurden (5min bei 95°C). Es wurden
Molekulargewichtsmarker der Firma Roth (Roti-Mark 10-150) und als Kontrolle BSA (50, 100,
500ng) verwendet. Nach der Elektrophorese (10min bei 120V, 1/2h bei 100V) erfolgte die Far-
bung und Fixierung der Gele.

Elektrophoresepuffer:
Elektrophoresepuffer, pH 8,3, Apotheke Klinikum Innenstadt Art.Nr. TO031

Trenngelldsung: 12% (5ml):

-1,6ml H,O

-2,0ml 30% Acrylamid-Mix (Rotiphorese Gel 30, Roth, Art.Nr.3029.1)

-1,3ml 1,5 M Tris (pH 8,8) (Tris-Hcl-Puffer, Apotheke Klinikum Innenstadt, Art.Nr. TO013)
-0,05ml 10% SDS (Natriumdodecylsulfat, Biorad)

-0,05ml 10% Ammoniumpersulfat (Biorad)

-0,002ml TEMED (Tetramethylethylendiamin, Sigma)

Sammelgellésung: 12% (1ml)

-0,68ml H,0

-0,17ml 30% Acrylamid-Mix (Rotiphorese Gel 30, Roth, Art.Nr.3029.1)

-0,23ml 1,5 M Tris (pH 6,8) (Tris-HCI-Puffer, Apotheke Klinikum Innenstadt, Art.Nr. T0012)
-0,01ml 10% SDS (Natriumdodecylsulfat, Biorad)

-0,01ml 10% Ammoniumpersulfat (Biorad)

-0,001ml TEMED (Tetramethylethylendiamin, Sigma)
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Auftragspuffer:
Gel Loading Solution (Sigma, 5ml, Nr. G-2526)

5% 3-Mercaptoethanol (Sigma, 100ml, Nr. M-7154)

2.7.5. Coomassie-Blau Farbung von Polyacrylamidgelen

Zum Nachweis grof3erer Proteinmengen (0,3-1ng) eignet sich die einfache Coomassiefarbung.
Nach vorsichtigem Ldsen des Gels aus der Glasvorrichtung wurde das Gel 10-20min in
Coomassiefarbelésung vollstandig durchfarbt und anschlieRend in Entfarbungslosung so lange
inkubiert, bis der Hintergrund farblos war.

Coomassieférbel6sung: 0,1%

1g Coomassie (Coomassie brillant blue R-250, Merck)

500ml| Methanol (Merck)

75ml Essigsaure 100% (Merck)
auf 1L mit H,0 auffullen

Entférbelésung:
200ml Methanol (Merck)

75ml Essigsaure 100% (Merck)
auf 1L mit H,0 auffullen

2.7.6. Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Der Nachweis geringster Proteinmengen ist mit einer Silberfarbung méglich. Die Nachweis-
grenze der Silberfarbung liegt bei etwa 2 bis 10ng Protein und ist damit ca. 100x sensitiver als
die Farbung mit Coomassie Brillant Blue R. Fur die Silberfarbung wurde das Gel nach der
Elektrophorese 1h in Fixierlosung gelegt. Anschliel3end wurde das Gel 3x15 min mit 40% Etha-
nol gewaschen und 1min in Di-Natriumthiosulfatidsung inkubiert. Es schloss sich ein erneuter
Waschschritt mit Wasser an. In frisch zubereiteter Farbel6sung wurde das Gel 20min inkubiert
und erneut gewaschen. Im néachsten Schritt wurde der Entwickler zugegeben und gewartet bis
die silber-gefarbten Proteine sichtbar wurden. Es empfiehlt sich ein kurzes Abwaschen der Gele
mit Wasser und eine Lagerung in Stoppldsung im Dunklen fir 10min. Zur Aufbewahrung eignen
sich Wasser oder 30% Methanol.

Fixierl6sung:
100ml Methanol (Merck)

24ml Eisessig (Merck)
200ul Formaldehyd (Formaldehydlésung 37%, Merck)
mit H,O auf 200ml auffillen

Di-Natriumthiosulfatldsung:
0,1g Di-Natriumthiosulfat in 500ml Wasser (Natriumthiosulfat, wasserfrei, Merck)

Farbel6sunag:
200mg Silbernitrat (Silbernitrat Reag.Ph Eur, Merck)

75ul Formaldehyd (Merck)
mit Wasser auf 100ml aufftillen
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Entwickler:

400ug Di-Natriumthiosulfat (Merck)

50ul Formaldehyd (Merck)

69 Natriumcarbonat (wasserfrei zur Analyse, Merck)
mit Wasser auf 100ml auffillen

Stoppldsung:
50ml Methanol (Merck)

12ml Eisessig (Merck)
mit Wasser auf 100ml auffiillen

2.8. Statistische Analysen

Die Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel angegeben. Die Streuung wird als Bereich
oder Standardfehler des Mittels (SEM, standard error of mean) dargestellt. Statistische Signifi-

kanz wurde bei p< 0,05 angenommen und mittels Student’s T-Test berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Phagenidiotypvakzinierung und Tumorchallenge im BCL1-Lymphom-
modell

Zur Charakterisierung der Immunantwort nach Phagen-basierter Idiotypvakzinierung wurde fir
die Durchfuhrung der Tierversuche das murine BCL1-Lymphommodell verwendet. Dabei han-
delt es sich um das erste in der Maus beschriebene Lymphom Modell, das spontan in einer
alteren Balb/c Maus entstand (Slavin and Strober 1978). Charakteristisch fir das BCL1-
Lymphommodell sind das frihe Auftreten einer Splenomegalie durch infiltrierende Lymphom-
zellen und die periphere Ausschwemmung von Lymphomzellen im spéateren Verlauf der Erkran-
kung, so dass das BCL1-Lymphom groRRe Ahnlichkeit zu einer chronischen lymphatischen Leu-
kamie zeigt (Warnke, Slavin et al. 1979). Um die Variabilitat der Versuche mdaglichst gering zu
halten, wurden fir alle Tiere standardisierte Bedingungen festgesetzt (siehe Kap.2) und die
Untersuchungen an einer ausreichend grof3en Versuchstierzahl von 150 BALB/c Mausen mit

einer Gruppengrof3e von 6 Mausen/Gruppe durchgefuhrt.

Unser Versuchsaufbau stellt allerdings kein therapeutisches Modell dar, sondern es wurde ein
protektives Tumormodell zur Uberprifung der Wirksamkeit von Phagenidiotypvakzinen gewahlt,
bei dem nach der Phagenidiotypvakzinierung ein Tumorchallenge mit BCL1-Zellen durchgefiihrt
und anschlieRend das Uberleben der Mause untersucht wurde. Dazu wurden die Tiere insge-
samt 4x in wochentlichem Abstand mit rekombinanten g3- und g8-Phagenidiotypvakzinen, so-
wie einer neuen Phagenidiotypvakzinformulierung in unterschiedlichen Dosierungen immunisiert
(Versuchsgruppen und Vakzinierungsdosen siehe Kap.2). Die Seren wurden durch Blutabnah-
men 14 Tage, 28 Tage und 4 Monate nach der Vakzinierung gewonnen. Zum Nachweis der
protektiven Immunitét wurde 7 Tage nach der letzten Immunisierung ein Tumorchallenge mit
1x10° BCL1-Lymphomzellen durchgefiihrt, was einer sehr hohen, letalen Dosis entspricht. Von
Stevenson und Mitarbeitern wurden vergleichsweise niedrige Tumordosen (10*10* BCL1-Zel-
len) gewdahlt, wobei eine nachlassende Effektivitdt der Standardvakzine Id-KLH bei einem Tu-

morchallenge mit 10* BCL1-Zellen nachgewiesen wurde (George, Folkard et al. 1988).

3.2. In-vivo Expansion von BCL1-Lymphomzellen

Da sich BCL1-Lymphomzellen in Zellkultur nur schlecht kultivieren lassen, fihrten wir vor dem
Tumorchallenge eine in-vivo Kultivierung von BLCl-Lymphomzellen durch. Dazu wurden
BALB/c Mausen 1x10° BCL1-Lymphomzellen i.p. injiziert und die Tiere nach 40 Tagen eutha-
nasiert. Aus der entnommenen Milz war eine Praparation von etwa 1x10° Lymphomzellen mog-
lich. Zur Qualitatskontrolle nach in vivo Kultivierung und vor dem Einsatz der BCL1-Zellen zum
Tumorchallenge wurden durchfluRzytometrische Analysen der BCL1-Zellen und Zell-ELISAs

durchgefihrt. Auerdem wurden Unterschiede beziglich der Oberflachenmarker-expression
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auch bei eingefrorenen BCL1-Zellen im Gegensatz zu frischen BCL1-Milzzellen untersucht, da

aufgetaute BCL1-Zellen in nachfolgenden Zell-ELISA-Verfahren zur Anwendung kamen.

3.2.1. Durchflusszytometrische Untersuchungen von in-vivo expandierten BCL1-Zellen

Zur Detektion von Oberflachenmarkern auf BCL1-Lymphomzellen wurden durchflusszytometri-
sche Untersuchungen durchgefiihrt. Wir konnten nachweisen, dass trotz Einfrier- und Auftau-
vorgangen die Oberflachenmarker auf den BCL1-Lymphomzellen erhalten bleiben und der Ein-
satz aufgetauter Zellen zumindest fur Zell-ELISA-Untersuchungen mdoglich ist. Bei den unter-
suchten BCL1-Zellen (10’ Zellen/ml) fand sich eine gute Expression von CD19, CD45 und der
Lambda-Leichtketten bei fehlender Expression von CD3, CD4, CD8 und Kappa-Leichtketten. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass durch Einfrierprozesse das Expressionsmuster und die
Morphologie der Tumorzellen (Expressionsdichte bestimmter Antigen- und Streueigenschaften
aufgrund ZellgroRe und Granulation) verandert werden und die Vitalitat und damit die Aggressi-
vitat der Tumorzellen negativ beeinflussen. Eingefrorene Zellen kdnnen deshalb nicht fir einen

Tumorchallenge verwendet werden.

Normale Milz BCL1 Milz
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Abb. 8 Nachweis einer Lambda- Leichtkettenrestriktion bei BCL1-Zellen

Als Hinweise fur die klonale Expansion der Lymphomzellen findet sich entweder eine Kappa- oder eine
Lambda-Leichtkettenrestriktion. Im Gegensatz zu normalen Milzzellen, bei denen keine Leichtketten-re-
striktion beobachtet werden konnte, lassen sich bei BCL1-Milzzellen nahezu ausschlie3lich Lambda-
Leichtkettenstrukturen finden. Die Facs-Analysen wurden nach Farbung der Zellen mit kappa-FITC,
lambda-FITC und CD19 PE durchgefihrt.
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3.2.2. Untersuchung der Immunglobulinsubklassen auf expandierten
BCL1-Lymphomzellen

Zur weiteren Charakterisierung der expandierten BCL1-Lymphomzellen und insbesondere zur
Untersuchung der Immunglobulinsubklassen auf den Lymphomzellen vor Verwendung der
BCL1-Zellen in Zell-ELISAs wurden weitergehende Untersuchungen unternommen. Diese Un-
tersuchungen waren nétig, da im Anschluss an die Immunisierung die Analyse der tumorspezifi-
schen, anti-idiotypischen Immunantwort mittels ELISA geplant war. Die ELISAs sollten entwe-
der klassisch unter Beschichtung mit aufgereinigtem Idiotyp oder auch als Zell-ELISA unter
Beschichtung mit BCL1-Lymphomzellen durchgefuhrt werden. Wie aus der folgenden Abbildung
ersichtlich, konnte auf den BCL1-Zellen eine Expression von Oberflachen-lgM und der Leicht-
kette Lambda nachgewiesen werden, was den publizierten Daten entspricht (Krolick, Isakson et
al. 1979; George, Folkard et al. 1988). Oberflachenimmunglobuline der Typen IgG, IgG1 und
IgG2a oder die Leichtkette Kappa liel3en sich nicht nachweisen. Diese ausreichende Expression
des Idiotyps auf der Zelloberflaiche auch bei eingefrorenen Zellen fihrte im Folgenden zu
Etablierungsversuchen eines Zellelisaverfahrens zur Detektion von anti-BCL1 Antikdrpern nach

Phagenidiotypvakzinierung.

Oberflachenmarker von BCL1-Zellen

4,5 4
3,5 1

2,51 B BCL1-Zellen
27 O keine Zellen

1,5~

0.D. (405 nm)

0,5 A

lgG lgG1 lgG2a IgM K-HRP  A-HRP kein AK
Detektionsantikdrper

Abb.9  Bestimmung der Immunglobulinsubklassen auf BCL1-Lymphomzellen

Bei BCL1-Zellen l&sst sich der Idiotyp als Oberflachenimmunglobulin vom Typ IgM mit einer Lambda-
Leichtkettenstruktur nachweisen. Es konnten keine Oberflachenmarker vom Typ 19G, 1gG1 und IgG2a und
keine Kappa-Leichtkettenstrukturen detektiert werden. Zur Analyse der BCL1-Zellen wurden 96-well
Mikrotiterplatten mit BCL1-Zellen (3x10° Zellen/well) beschichtet. Als Detektionsantikérper wurden Goat-
Anti-Mouse 1gG-HRP, 1gG1-HRP, 1gG2a-HRP und Rat-Anti-Mouse IgM-HRP, -lambda-HRP, -kappa-HRP
(Verdinnung 1/2000) verwendet.
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3.3. Uberleben nach Vakzinierung mit BCL1-ldiotypvakzinen

Insgesamt wurden jeweils 6 Mause pro Gruppe 4x mit 5x10™" Phagen (50ug) s.c. wochentlich
geimpft und nach einem Intervall von einer weiteren Woche ein Tumorchallange mit 10° frisch
kultivierten (TC1) bzw. eingefrorenen BCL1-Tumorzellen (TC2) durchgefuhrt. In einem Arm
wurde zusétzlich zu den Vakzinen GM-CSF in einer Dosis von 20ug s.c. verabreicht. Als Kon-
trollen wurden PBS und Wildtyp-Phagen verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass durch BCL1-
g8-Vakzinen die Uberlebensdaten nach rechts verschoben sind, jedoch waren die Daten ge-
geniber der PBS-Kontrollgruppe nicht signifikant, weil es in der PBS-Gruppe nach dem Tumor-
challenge einen AusreiBer mit einem Uberleben von 65 Tagen gab. Gegeniiber der Wildtyp-
Phagen-Vakzinegruppe war dieser Unterschied jedoch signifikant. Eine Verbesserung der Er-
gebnisse liel3 sich mit GM-CSF nicht erreichen (siehe Abb. 10). Ein weiteres Ergebnis der Tier-
versuche war, dass durch eingefrorene BCL1-Tumorzellen nicht bei allen Kontrollen eine letale
Dosis erzielt wurde und die Uberlebensdaten daher nicht erhoben werden konnten bzw. das
Uberleben deutlich besser war. Mit der neuen Phagenidiotypvakzinformulierung wurden bislang

keine Experimente im protektiven Tumormodell durchgefihrt.
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Abb. 10 Uberleben nach Vakzinierung BCL1g8 Phagenvakzinierung mit und ohne GM-CSF,
Darstellung als Kaplan Meyer-Kurve

Nach Vakzinierung mit BCL1-g8 Vakzinen zeigt sich im Vergleich zu der Wildtypkontrolle ein signifikant
besseres Uberleben nach dem Tumorchallenge, erkennbar an der Rechtsverschiebung der Kurve. Ge-
genliber der PBS-Gruppe war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant, da hier leider ein Ausreil3er
beobachtet werden konnte.

3.4. Aufreinigung von BCL1-IgM, BFF3-IgM und dem anti-BCL1 AK

Zur Charakterisierung der Phagen-spezifischen und anti-idiotypischen Immunantwort nach
Phagenidiotypvakzinierung wurden verschiedene ELISAs etabliert. Fur die Durchfiihrung des
Sandwich-ELISAs mussten jedoch zuvor der BCL1-IgM und die Isotyp-lgM-Kontrolle aufgerei-

nigt werden. Fur die Verwendung als Positivkontrolle musste auf3erdem der anti-BCL1 Antikor-
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per aufgereinigt werden. Zu diesem Zweck wurden 3 Hybridomzelllinien (123F6, BFF3 und
Mc10-6A5) geméal den giltigen Bedingungen in DMEM Kkultiviert und die Uberstande abge-

nommen.

123F6 bezeichnet eine Hybridomzelllinie, die durch Fusion von BCL1-Zellen mit Maus-Myelom-

zellen hergestellt wurde und zur Produktion von Maus BCL1-IgM befahigt ist.

Von der Zelllinie BEE3 wird ein unspezifisches monoklonales Maus Immunglobulin vom Typ IgM
sezerniert, das in aufgereinigter Form als Kontroll-IgM in den ELISAs und als Mock-Kontrolle in

der neuen Phagenvakzinformulierung verwendet wurde.

Der anti-BCL1 Antikdrper der Hybridomzelllinie MC10-6A5 sollte in den ELISAs als Positivkon-
trolle dienen, da bei der Verwendung des puren Uberstands im Zell-ELISA ein zu hoher Hinter-
grund gemessen wurde. Bei dem von MC10-6A5 sezernierten Immunglobulin handelt es sich
um einen monoklonalen Antikdrper aus der Ratte vom Typ IgG2a, der gegen die BCL1-Idiotyp-
Determinanten auf dem IgM Molekul gerichtet ist. Daneben existieren 6 weitere monoklonale
Antikorper gegen den Idiotyp. Die Spezifitdt dieser Antikdrper wurde neben der Fahigkeit,
BCL1-IgM im Gegensatz zu einem Kontroll-lgM zu binden, bereits durch ELISA und mittels

Immunofluoreszensmuster von George et al gezeigt (George, McBride et al. 1991).

3.4.1. Aufreinigung von 123F6 und BFF3 mittels Protein A Sepharose

Zur Aufreinigung der von den Hybridomzelllinien 123F6 und BFF3 sezernierten Immunglobuline
wurde Protein A Sepharose eingesetzt. 123F6 sezerniert den Idiotyp in den Uberstand, der in
aufgereinigter Form nachfolgend zur Beschichtung der ELISA-Platten verwendet wurde. Der
von der Zelllinie BFF3 sezernierte Antikbper wurde in aufgereinigter Form als unspezifisches

Kontroll-lgM genutzt.

Wir verwendeten zur Aufreinigung von BCL1-IgM und BFF3-IgM ,HiTrap Protein A Fast Flow”
Saulen der Fa. Amersham. Trotz der Tatsache, dass es sich bei den von 123F6 und BFF3 se-
zernierten Immunglobulinen um monoklonale Maus Immunglobuline vom Typ IgM handelt,
konnte mit Protein A eine ausreichende Aufreinigung mit einer Konzentration von 4mg/ml erzielt
werden. Der Erfolg der Aufreinigung wurde in Sandwich-ELISAs und Gelelektrophoresen nach-

gewiesen.

3.4.2. Nachweis von anti-BCL1 Antikérpern im Uberstand von MC106A5

Vor Beginn des Aufreinigungsverfahrens des anti-BCL1 Antikdrpers aus der Ratte wurden alle
eingefrorenen MC10-6A5 Uberstande einzeln auf enthaltene anti-BCL1 Antikdrper getestet.
Nach Bestimmung der Gesamtproteinmenge im Uberstand wurden zundchst Sandwich-ELISAs
(Beschichtung mit Idiotyp (10mg/ml)) zur Antikorperdetektion durchgefiihrt. In allen Uberstanden
lieBen sich anti-BCL1 Antikodrper in ausreichender Konzentration nachweisen. Anschlie3end
wurden die Uberstande mittels Gelelektrophorese auf Antikérper untersucht und mit Coomassie
Blue gefarbt (s. Abb. 11). Dabei lieBen sich sowohl Banden im Bereich von 25kDa und 50kDa

nachweisen, die der leichten und schweren Kette des Antikdrpers entsprechen. Des weiteren
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lassen die Banden bei 75kDa und 150kDa den Rulckschluss auf vorhandene Antikdrper zu, da
in diesen GrolRenbereichen der Zusammenschluss von einer leichten und schweren Kette (75
kD) bzw. die Gesamtantikdrper (150 kD) zu finden sind. Im Anschluss an den Nachweis der
anti-BCL1 Antikérper im Uberstand wurden Pools hergestellt und Aufreinigungsversuche unter-

nommen.
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Abb. 11 SDS-Acrylamid-Gelelektrophorese zum Antikérpernachweis im MC10-6A5 Uberstand

In einem 12% SDS-Polyacrylamidgel wurden je 3m bzw. 1n des puren Uberstands in 1/5 Vol. Gel-Loading
Puffer auf Antikdrper analysiert (Spuren 3-10). Als Kontrollen wurden der Marker (Rotimark, 10-150) in
Spur 1 und 500ng BSA in Spur 2 aufgetragen. Das Gel wurde anschlielend mit Coomassie Blue geféarbt.
Die bei 25kD und 50kD sichtbaren Banden entsprechen der leichten und schweren Kette des Antikdrpers.
Der Zusammenschluss einer leichten (LK) und schweren Kette (SK) bzw. der Gesamtantikorper (GA) ist
durch die Banden bei 75kD und 150kD dargestellt. Die deutliche Bande bei 60kDa entspricht Albumin.

Spur 1: Marker
Spur 2: 500ng BSA )
Spuren 3-10: jeweils 3ul bzw. 1ul purer Uberstand

3.4.3. Gamma Bind Plus Sepharose zur Aufreinigung von Ratten anti-BCL1 IgG2a

Nach der erfolgreichen Idiotypaufreinigung wurden in analoger Weise Aufreinigungsversuche
des monoklonalen Ratten anti-BCL1-lgG2a Antikorpers aus der Hybridomzelllinie MC10-6A5
mit Protein-A und Protein-G S&ulen unternommen. Trotz diverser Versuche gestaltete sich die
Aufreinigung schwierig. Letztlich lief3 sich der Antikdrper mit diesen S&ulen nicht aufreinigen. Da
Ratten-lgG2a AK nur eine geringe Affinitdt zu Potein A aufweisen, wurde zur Aufreinigung
Gamma Bind Plus Sepharose verwendet, welches sich entsprechend den Herstellerangaben
vor allem zum Aufreinigen monoklonaler Maus- und Ratten-Immunglobuline vom Typ IgG eig-
nen soll. Jedoch liel3 sich auch damit keine ausreichende Aufreinigung des Anti-BCL1-Antikor-
pers aus MC10-6A5 erzielen, wie nachfolgende Abbildungen verdeutlichen. Wahrend im pur
aufgetragenen Uberstand und im Flow-through anti-BCL1 Antikorper detektiert werden konnten,
lieBen sich im Eluat aufgrund der ungeniigenden Bindung an die Saule erneut keine anti-BCL1
Antikorper nachweisen. In der SDS-Gelelektrophorese konnten sowohl im aufgetragenen Uber-
stand, als auch im Flow-through Antikdrperbanden bei 150kDa, 75kDa und 25kDa nachgewie-
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sen werden, aber nicht im Eluat. Die Banden bei 50kDa scheinen durch BSA uberlagert. Auf die

Verwendung von anti-BCL1 als zusatzliche Positivkontrolle musste deshalb verzichtet werden.

Anti-BCL1-Antikdrper nach Aufreinigung mit
Gamma Bind Plus Sepharose
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0,1

0.D. (405 nm)

Abb. 12 Anti-BCL1-Antikdrpernachweis nach Aufreinigung mit Gamma Bind Plus Sepharose
mittels Elisa

Im Gegensatz zum Zelliiberstand (U) und Flow-through lieRen sich im Eluat aufgrund ungeniigender Bin-
dung an Gamma Bind Plus Sepharose keine messbharen Antikdrperkonzentrationen feststellen. Zur Ana-
lyse der Aufreinigung wurden der pure MC10-6A5 Uberstand (U 100nm und 200mi), Flow-through und Eluat
(je 100M) als Triplikate auf die mit BCL1 (10mg/ml) gecoatete Platte aufgetragen und mit dem Detektions-
antikbrper Goat-Anti-Mouse 1gG-HRP (Verdinnung 1/1000) entwickelt. Als Kontrollen wurden gepoolte
Seren von Mausen nach Immunisierung mit BCL1-g8, Fd-Phagen und PBS verwendet.
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Abb. 13 Gelelektrophorese zum Antikdrpernachweis nach Aufreinigung mit Gamma Bind Plus
Sepharose

Nach Aufreinigungsversuch mittels Gamma Bind Plus Sepharose konnte nach Elution der aufgereinigte
Antikérper nicht in ausreichender Konzentration nachgewiesen werden. Zur Analyse wurden reiner Uber-
stand, Flow-through, Wash und 2 Eluate in 1/5 Vol. Gel-Loading Puffer auf ein 12% SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Im puren Uberstand (6) und Flow-through (5) liessen sich Antikérperbanden bei 150kDa,
75kDa und 25kDa nachweisen. Als Kontrollen dienten der Marker (Rotimark, 10-150) (Spur 1) und BSA
(50ng, 100ng, 500ng) (Spuren 7-9). Anschlie3end wurden Coomassie und Silberfarbungen durchgefihrt,
wobei auch bei der sensitiveren Silberfarbung keine Antikérper im Eluat sichtbar waren.
Spurl: Marker, Spuren2,3: Eluat, Spur4: Wash, Spur5: Flow-through, Spur6: Uberstand-pur,
Spur 7,8,9: BSA 500, 100, 50.
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3.5. Analyse der Phagen-spezifischen humoralen Immunantwort nach

Phagenidiotypvakzinierung

Eine wesentliche Aufgabe der Doktorarbeit war die Charakterisierung der durch Pagenidiotyp-
vakzinen induzierten humoralen Immunantwort. Es sollte geklart werden, inwieweit Immunisie-
rungen mit Phagenidiotyvakzinen zur Bildung von gegen Phagen bzw. gegen den Idiotyp ge-
richteten Antikérpern fuhrten. Zunachst wurde untersucht, ob durch die Vakzinierung eine hu-
morale anti-Phagen Immunantwort induziert werden konnte und ob Uberhaupt eine humorale
Immunreaktion durch die Vakzinierung induziert wird. Insgesamt wurden dazu 3 Versuchsreihen
mit insgesamt 150 Mausen (je 6 Mause pro Gruppe) durchgefihrt, die in Einzelmaustestungen
untersucht wurden. Im ersten Teil der Arbeit wurden Dosiseskalations-studien durchgefihrt, um
die optimale Phagenvakzindosis fir die Immunisierung zu bestimmen. In den darauffolgenden
Studien wurde die Wirkung von zusétzlich verabreichtem GM-CSF evaluiert. Es sollte aul3er-
dem geklart werden, ob die getestete neue Phagenvakzinformulierung zu einer vergleichbaren
humoralen Immunantwort wie die rekombinante g8-Phagenvakzine oder die Standard Id-KLH
Vakzine fuhrt. Alle Vakzinierungen wurden ohne Verwendung von Freud'schem Adjuvans in
wochentlichem Abstand insgesamt 4mal mit Phagenidiotypvakzinen, den PBS-Kontrollen, der
Standardvakzine BCL1-KLH und der Mock-lgM Phagenvakzine durchgefiihrt. Die Seren wurden
durch Blutentnahmen 14 Tage, 28 Tage und 4 Monate nach der Immunisierung gewonnen und
anschlieBend mittels Elisaverfahren auf Phagen-spezifische bzw. idiotypspezifische Antikdrper
untersucht (zum Vakzinierungsschema bzw. zur Gruppen-einteilung siehe auch Kapitel 2, Stu-

diendesign, Versuchsgruppen).

3.5.1. Screening der Einzelseren auf Phagenantikdrper

Vor Durchfiihrung der ELISAs zur Bestimmung der anti-Phagen Serumantikdrper wurden alle
Seren der 150 Mause in Einzelserenscreenings untersucht, um das Ansprechen der Vakzine
innerhalb der einzelnen Gruppen zu beurteilen und eventuelle AusreiRer zu erkennen. Hierzu
wurden alle Einzelproben der 3 Versuchsreihen in Doppelmessungen auf anti-Phagen Antikor-
per untersucht. Erst nach dem erfolgreichen Screening der Einzelseren wurden die Seren pro
Gruppe fur weitere Analysen gepoolt. Fir die Screeninguntersuchung wurden Seren vom Tag
28 nach Immunisierung verwendet. Bemerkenswert ist, dass in allen mit Phagenvakzinen im-
munisierten Mausen ein Ansprechen auf die Vakzinierung mit Bildung von anti-Phagen Antikor-
pern beobachtet werden konnte. Es zeigten sich keine Non-Responder. Immunisierungen mit
filamentdsen Wildtyp-Phagen und rekombinanten BCL1-g8 Phagen induzierten eine stérkere
Anti-Phagen Antikorperbildung als die neue Phagenvakzin-formulierung. Die Unterschiede zwi-
schen den Kontrollgruppen (PBS, BCL1-KLH) und den mit Phagen immunisierten Gruppen
waren signifikant (p<0,05). Trotz der Durchfihrung der Versuche im Tiermodell mit mdglichen
intraindividuellen Unterschieden war die Variabilitédt zwischen den Einzelmé&usen innerhalb einer
Gruppe minimal. Die Durchfuhrbarkeit der Vakzinierung im Tiermodell, das regelmafige An-
sprechen der einzelnen Tiere auf die Immunisierung, sowie die geeignete Methodik des ELISAs

zum Antikérpernachweis konnten in diesen ersten Screeninguntersuchungen gezeigt werden.
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anti-WT-Phagen IgG (Screening der Einzelseren)
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Abb. 14 Screening der Einzelseren auf anti-WT-Phagen-IgG mittels Elisa

Die Einzelserenanalyse verdeutlicht das regelmafige Ansprechen auf die Vakzinierung ohne Gruppenaus-
reiBer. Nach Immunisierung mit WT-Phagen (m7-m12), rekombinanten BCL1-g8 Phagen (m13-m18) und
gekoppelten BCL1-WT Phagen (m19-m24) (jeweils mit 5x10™ Phagen) lassen sich anti-WT-Phagen Anti-
kérper nachweisen im Gegensatz zur Immunisierung mit PBS (m1-m6). Die Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe (PBS) und den mit Phagen immunisierten Gruppen waren signifikant (p<0,05 fur alle Grup-
pen). Dargestellt ist die Analyse der Einzelseren der 3. Versuchsreihe nach Blutabnahme am Tag 28 (Ver-
dinnung 1/200). Die Seren wurden als Duplikate aufgetragen (keine Berechnung der Standardabwei-
chung). Analog zu diesem Verfahren wurden alle Einzelseren der Studien 1-3 analysiert. Es konnte bei
allen 150 untersuchten Mausen ein erfolgreiches Ansprechen auf die Vakzine beobachtet werden.

3.5.2. Optimierung der Vakzindosis

Im Rahmen der Dosiseskalationsuntersuchungen (1.Versuchsreihe) wurde die optimale Pha-
gendosis bestimmt und gepruft, inwieweit sich die Phagen-spezifische Antikdrperbildung durch
Immunisierung mit unterschiedlichen Phagendosen steigern lasst. Hierzu wurden 4 Gruppen (a
6 Mause) in wochentlichem Abstand 4-malig mit 10*°, 10** und 5x10™* rekombinanten BCL1-g8
Phagen, sowie mit 5x10"" Wildtyp Fd-Phagen immunisiert. Die Vakzinierungen fanden ohne den
Ublichen Zusatz von Adjuvantien statt. Die gewonnen Seren von Tag 0 vor stattgehabter Im-
munisierung und von Tag 28 nach Immunisierung wurden mittels ELISA auf anti-Phagen Anti-
korper vom Typ IgG untersucht. Wie aus der folgenden Abbildung ersichtlich, konnten 4 Wo-
chen nach Immunisierung mit Phagenvakzinen in allen Gruppen Phagen-spezifische Antikorper
(IlgG) nachgewiesen werden. In allen Dosisstufen wurden somit Phagen-spezifische Antikdrper
induziert. Zwischen der humoralen Immunantwort von Tag 0 und Tag 28 bestanden bei allen
Gruppen signifikante Unterschiede (p<0,05). AuRerdem wurde mit zunehmender Dosierung der
rekombinanten Phagenvakzine eine Steigerung der Anti-Phagen Immunantwort beobachtet.
Wahrend zwischen Dosierungen von 10™ und 10" BCL1-g8 Phagen keine signifikante Zu-
nahme der Antikérperbildung festgestellt wurde, filhrten Vakzinierungen mit 5x10™* BCL1-g8
Phagen bzw. Fd-Phagen zu einer signifikant gesteigerten Immunantwort. Dies fuhrte zur Fest-

legung der Dosis von 5x10™* Phagen als ideale Vakzindosis im Mausmodell. Daher wurde in
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den darauffolgenden Versuchsreihen Immunisierungen mit einer Phagendosis von 5x10™ Pha-
gen durchgefiihrt. Zwischen Vakzinierungen mit 5x10"* BCL1-g8 Phagen und 5x10"" Fd-Pha-
gen konnten hinsichtlich der anti-Phagen Antikérperantwort keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden. Hierbei muss aber beachtet werden, dass die Dosiseskalationsstudie an 4
Gruppen mit einer GréRe von jeweils 6 Mausen durchgefuhrt wurde und dass sich mdglicher-
weise bei Erhéhung der Versuchstierzahl eine signifikante Steigerung der Phagen-spezifischen

Immunantwort auch bei geringeren Phagendosen erzielen I&sst.

Abb. 15A
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Abb. 15 Nachweis von anti-Fd-Phagen Antikdrpern bei unterschiedlicher Vakzindosis

In der Dosiseskalationsstudie wurde die Phagen-spezifische Antikdrperantwort nach Immunisierung mit
steigenden Phagendosen untersucht. Hierzu wurden 6 BALB/c Mause pro Gruppe in 3 Dosisstufen mit je
10", 10" und 5x10* BCL1-g8 Phagen bzw. 5x10™ Fd-Phagen 4-mal im Abstand von einer Woche im-
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munisiert. Die Seren wurden am Tag 0 vor Vakzinierung und 28 Tage nach Vakzinierung gewonnen und
mittels ELISA auf anti-Phagen Antikdrper untersucht.

Die ELISA-Platten wurden dazu mit Fd-Phagen beschichtet und die Seren in unterschiedlichen Verdin-
nungen (1/200, 1/1000, 1/5000) aufgetragen. Als Detektionsantikérper wurde ein Goat-Anti-Mouse 1gG-
HRP verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass vor der Immunisierung (Tag 0) keine Phagen-spezifischen
Antikdrper nachweisbar sind. Durch die Immunisierung mit Phagenvakzinen wird jedoch dosisabh&angig
eine starke anti-Phagenantikérperbildung mit Zunahme der Antikérperkonzentration bei steigender Pha-
genvakzindosis induziert.

Die sinkende anti-Wildtypphagen Antikdrperkonzentration bei zunehmender Serenverdiinnung ist in Abbil-
dung (A) dargestellt. Nach Immunisierungen mit 5x10™ Phagen lieRBen sich signifikant héhere Immunant-
worten feststellen als nach Vakzinierungen mit 10'° Phagen (B) (BCL1-g8 10" vs. BCL1-g8 5x10': p=
0,028; BCL1-g8 10' vs. WT 5x10™: p= 0,018). Zwischen Immunisierungen mit Dosen von 10'° und 10"
Phagen, sowie zwischen 10*" und 5x10™ Phagen konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen
werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen fihrten zur Festlegung von 5x10* Phagen als Vakzindo-
sis. Alle weiteren Versuche wurden deshalb mit einer Dosis von 5x10™ Phagen durchgefiihrt. Die Analy-
sen wurden als Einzelmaustestungen durchgefuhrt und die Seren als Triplikate aufgetragen (Verdinnung
1/200, 1/1000, 1/5000 in A bzw. 1/1000 in B).

3.5.3. Charakterisierung der Phagenantikorper

Weitergehende Untersuchungen sollten zeigen, welche Subklassen von Anti-Phagen Antikor-
pern durch die Immunisierung mit Phagenvakzinen induziert werden und ob sich insbesondere
auch Phagen-spezifische Immunglobuline der Subtypen IgG1, IgG2a und IgM nachweisen las-
sen, was fir eine T-Zell-Abhangigkeit der Immunantwort sprechen kénnte. Der sich darin offen-
barende Isotyp- oder Klassenwechsel verleiht der humoralen Immunantwort vielféltige Funktio-
nen und wird durch Cytokine gesteuert. Wahrend IgM weniger als zehn Prozent der Immunglo-
buline im Plasma ausmacht und vorwiegend in den Frihstadien der Antikdrperreaktion zu fin-
den ist, stellt IgG den vorherrschenden Isotyp im Serum dar. Bei der Maus wird ein Isotypwech-
sel zu 1gG1 vorwiegend durch IL-4 induziert, wahrend der transformierende Wachstumsfaktor
TGF-R einen Wechsel zu 1gG2b und IgA hervorruft. Das von TH1-Zellen freigesetzte Interferon
IFN-gfihrt bevorzugt zum Wechsel zu 1IgG2a und IgG3.

Abb. 16A
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Abb. 16B
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Abb. 16 Bestimmung von anti-Fd-Phagen Isotypen in Abhangigkeit von der Vakzindosis

Nach Immunisierung mit unterschiedlichen Phagendosen wurden Seren von Tag 0 und Tag 28 nach Vak-
zinierung mittels ELISA auf anti-Wildtypphagen Antikdrper der Subtypen IgG1 (A), IgG2a (B) und IgM (C)
untersucht (zum Elisaverfahren siehe auch Kapitel 2). Dazu wurden Vakzinierungen mit 10'°, 10** und
5x10™ BCL1-g8 und 5x10"" Fd-Phagen und Blutabnahmen zu den Zeitpunkten Tag 0 und Tag 28 durch-
gefiihrt. 4 Wochen nach Immunisierung Iasst sich eine Phagen-spezifische Immunantwort mit Uberwiegen
von IgG1 und IgG2a und geringem IgM-Anteil in allen immunisierten Gruppen nachweisen. Signifikante
Unterschiede bestehen zwischen Seren von Tag 0 und Tag 28 (p<0,05 fur alle Gruppen). In der Isotypen-
analyse konnte keine kontinuierliche Steigerung der Antikdrperproduktion bei zunehmender Vakzindosis
festgestellt werden. Bei der Untersuchung der Phagen-spezifischen Immunantwort vom Subtyp 1gG1
wurde bei Vakzinierungsdosen von 10™ und 5x10' Phagen ein Plateau erreicht, Untersuchungen der
Subtypen IgG2a und IgM ergaben schwankende bzw. sinkende Antikdrpertiter bei zunehmender Phagen-
vakzinierungsdosis. Die Seren der Einzelm&use wurden als Triplikate getestet in einer Verdinnung von
1/1000 (IgG1, 1gG2a) und 1/200 (IgM).

Die Untersuchung auf anti-Fd-Phagen Subtypen IgG1, IgG2a und IgM wurde analog der Be-
stimmung von anti-Fd-Phagen 1gG jedoch mit anderen Detektionsantikérpern durchgefihrt. Wie
in der Abb.16 erkennbar, lieRen sich nach Immunisierung mit rekombinanten BCL1-g8 Phagen
und Fd-Phagen Phagen-spezifische Antikdrper aller untersuchten Isotypen nachweisen. Ein

kontinuierlicher Anstieg der anti-Phagen Antikdrperantwort mit zunehmender Phagendosis - wie
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bei der IgG-Antwort beobachtet -, wurde bei der Isotypenanalyse jedoch nicht festgestellt. Mit
steigender Phagendosis konnte ein Plateau (IgG1) und sogar eine Abnahme der Antikorper-
konzentration (IgG2a, 1gM) beobachtet werden. Wahrend bei einer Serenanalyse 4 Wochen
nach Immunisierung ein Uberwiegen von IgG1 und IgG2a bei einer Serumverdiinnung von
1/1000 auftrat, konnte IgM selbst bei einer Verdiinnung von 1/200 nur gering nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse lassen sich dadurch erklaren, da IgM als typisches Immunglobulin in
der frihen Phase der Immunantwort auftritt. In dieser ersten Dosiseskalationsstudie wurden

allerdings Seren von Tag 28 nach Immunisierung analysiert.

3.5.4. Auswirkungen von GM-CSF auf die Phagen-spezifische Antikérperantwort

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Phagenvakzinen eine gute humorale Immunantwort
induzieren, wurde in der nachfolgenden Studie untersucht, ob sich die Antikdrperproduktion
durch zuséatzliche Gabe des Zytokins GM-CSF noch verbessern lasst. Hierzu fanden vier Im-
munisierungen in wochentlichem Abstand mit rekombinanten BCL1-g8 Phagen und Wildtyp Fd-
Phagen in einer Dosis von je 5x10"" Phagen statt. Mit jeder Vakzinierung erhielten die Mause
zusatzlich 20 ng immunstimulatorisches GM-CSF subkutan. Die Negativkontrolle stellen die mit
PBS immunisierten Méause dar. Die Ergebnisse zeigen, dass unter Zusatz von GM-CSF wie-
derum eine Phagen-spezifische Immunantwort vom Typ IgG nachgewiesen werden kann. Bei
einem Serenvergleich in der Verdinnung 1/1000 zeigte sich, dass die Antikdrperantwort nach
zusétzlicher Gabe von GM-CSF zwar leicht erhdht ist, dieser Unterschied war jedoch statistisch
nicht signifikant (siehe Abb. 17). Im Gegensatz zu einer alleinigen Immunisierung mit BCL1-g8
Phagen bzw. Fd-Phagen lasst sich also durch zuséatzlich verabreichtes GM-CSF keine wesentli-
che Verbesserung der humoralen Immunantwort erzielen, jedoch ist denkbar, dass mit einer
groReren Fallzahl dieser tendenzielle Unterschied statistisch signifikant sein kénnte. Auch in
den Uberlebensstudien filhrte die zusatzliche Gabe vom GM-CSF zu keinem signifikanten

Uberlebensvorteil der immunisierten Mause.
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Abb. 17B
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Abb. 17 Bestimmung von anti-Fd-Phagen 1gG unter zusétzlicher Verabreichung von GM-CSF

In der 2. Versuchsreihe wurde die zusatzliche Gabe des Zytokins GM-CSF auf die humorale Immunant-
wort mit Bildung von Phagen-spezifischen Antikdrpern untersucht. Hierzu wurden 5 Gruppen bestehend
aus 6 Mausen 4-malig in wochentlichem Abstand mit PBS, Fd-Phagen und BCL1-g8 Phagen (Phagendo-
sis von 5x10™ Phagen) immunisiert. Mit jeder Vakzinierung erhielten die Mause zuséatzlich 20 ng im-
munstimulatorisches GM-CSF subkutan. Die Seren wurden durch Blutabnahmen 28 Tage nach Immuni-
sierung gewonnen und mittels ELISA auf anti-Fd-Phagen vom Typ IgG getestet. Hierzu wurden die Platten
mit Fd-Phagen beschichtet (5x1010 pfu/ml), die Seren in unterschiedlichen Verdiinnungen aufgetragen und
der Detektionsantikorper Goat-Anti-Mouse 1gG-HRP zugegeben. Dargestellt sind die Serenverdiinnungs-
reihen (1/200, 1/1000, 1/5000) (A) und die Serenverdiinnung 1/1000 (B). Vier Wochen nach Vakzinierung
konnte in allen immunisierten Gruppen im Gegensatz zur Kontrollgruppe (PBS) eine signifikante Immun-
antwort gegen Phagen festgestellt werden (p<0,05 fir alle Gruppen). Zuséatzlich verabreichtes GM-CSF
fihrte zu einer Steigerung der humoralen Immunantwort, der Unterschied zu Immunisierungen mit BCL1-
g8 und Fd-Phagen allein war jedoch nicht statistisch signifikant. Getestet wurden gepoolte Seren der 2.
Studie in Triplikaten.

Um zu untersuchen, ob durch Zusatz von GM-CSF auch qualitative Veranderungen der Immun-
antwort induziert werden, wurden auch die Antikérper-Subgruppen erneut bestimmt. Dabei
zeigte sich, wie in Abb.18 erkennbar, dass nach zuséatzlicher GM-CSF Gabe tendenziell héhere
Antikorpertiter sowohl von IgG, als auch der Subtypen IgG1 und IgG2a nachweisbar sind. Vier
Wochen nach Vakzinierung mit rekombinanten BCL1-g8 Vakzinen bzw. Fd-Phagen (je mit
5x10™ Phagen) lieBen sich auch die Subtypen IgG1 und IgG2a nachweisen, wobei Mause,
denen zusatzlich GM-CSF verabreicht wurde, eine geringgradig erhdhte Antikdrperproduktion
aufwiesen. Der Unterschied zu den anderen Gruppen war allerdings erneut nicht statistisch
signifikant. Immunstimulatorisches GM-CSF in Kombination mit Phagenvakzinen fuhrt somit
allenfalls zu einer geringfugig gesteigerten humoralen Immunantwort. Phagen als Vektoren der
Vakzinen scheinen gleichsam als eigenes intrinsisches Adjuvans zu fungieren und von im-
munstimulatorischen Adjuvantien unabhéngig zu sein. Durch zusétzliche GM-CSF Gabe wurde
die humorale Immunantwort weder im positiven, noch im negativen Sinne eindeutig beeinflusst.
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Abb. 18 Bestimmung von anti-Fd-Phagen Subtypen unter zuséatzlicher Verabreichung von GM-
CSF

Zur Untersuchung von qualitativen Unterschieden der Immunantwort nach zuséatzlicher Gabe von GM-CSF
wurde analog zur Serenanalyse auf anti-Fd-Phagen vom Typ IgG, eine Subtypenanalyse auf IgG1 und
1gG2a durchgefuhrt. Hierzu wurden je 6 Mause pro Gruppe 4-malig in wéchentlichem Abstand mit PBS,
Fd-Phagen und BCL1-g8 Phagen vakziniert. Mit jeder Vakzinierung erhielten die Mause zusétzlich 20 ng
immunstimulatorisches GM-CSF subkutan. Vier Wochen nach erfolgter Immunisierung wurden die Seren
gewonnen und mittels ELISA (Beschichtung mit Fd-Phagen) auf anti-Phagen IgG1 und IgG2a untersucht.
Als Detektionsantikdrper kamen Goat-Anti-Mouse IgG1-HRP und IgG2a-HRP zur Verwendung. In allen mit
Phagenvakzinen immunisierten Gruppen konnte im Gegensatz zur Kontrollgruppe (PBS) eine signifikante
Immunantwort (IgG, 1gG1, 1gG2a) gegen Phagen festgestellt werden (p<0,05 fiur alle Gruppen). Tenden-
ziell lieBen sich erhdhte Phagen-spezifische Antikorpertiter der Typen IgG, 1gG1 und IgG2a nach zusatzli-
cher Gabe von GM-CSF nachweisen. Die Unterschiede zur Immunisierung ohne GM-CSF waren jedoch
erneut nicht statistisch signifikant. Phagen als Vakzinvektoren scheinen von zusétzlichen Immunstimulan-
tien unabhangig zu sein und fungieren selbst als ihr intrinsisches Adjuvans. Analysiert wurden gepoolte
Seren der 2. Studie in Triplikaten unter Verwendung der Serenverdiinnungen 1/200, 1/1000, 1/5000 (Dar-
stellung der Verdiinnung 1/1000).

3.5.5. Vergleich der Immunogenitat unterschiedlicher Idiotypvakzinformulierungen

Nachdem in den ersten beiden Studien die optimale Vakzindosis von 5x10™ Phagen ermittelt
worden war und festgestellt wurde, dass sich durch zusétzliche GM-CSF Gabe allenfalls eine
geringfligige Steigerung der humoralen Immunantwort erzielen liel3, wurden im Rahmen der 3.
Versuchsreihe unterschiedliche Phagenvakzinpraparationen miteinander und im Vergleich zum
Goldstandard KLH verglichen. Dazu wurden zum einen rekombinante Phagenidiotypvakzinen
untersucht, welche die Tumorantigene in Fusion mit dem g8-Phagenhdillproteinen als Phagen-
hybride exprimieren, zum anderen wurde eine neue Phagenidiotypvakzinformulierung (BCL1-
WT) (vgl. auch Kap. 2.3.3) mit der als Goldstandard geltenden Id-KLH Vakzine verglichen. Da
unkonjugierte Idiotypproteine aufgrund ihrer geringen Immunogenitat keine signifikanten thera-
peutischen Effekte zeigen (George, Folkard et al. 1988), missen sie an stark immunogene
Trégersubstanzen wie KLH (Keyhole limpet hemocyanin) gebunden sein, um eine idiotypspezi-
fische Immunreaktion auszulésen. Es war deshalb von gro3em Interesse, ob auch Phagen-

basierte Idiotypvakzinen eine der Id-KLH Vakzine vergleichbare idiotypspezifische Immunant-
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wort induzierten. Dazu wurden insgesamt 6 Gruppen (a 6 Mause) 4-malig in wdchentlichem
Abstand vakziniert. Zur Immunisierung wurden Fd-Phagen, rekombinante BCL1-g8 Phagen, die
neue Phagenvakzinformulierung (BCL1-WT) sowie Mock-Phagenvakzinen (BFF3-WT) mit einer
Phagendosis von 5x10™ Phagen eingesetzt. Die Kontrollgruppen wurden mit PBS und der
Standardvakzine BCL1-KLH (0,25 mg) immunisiert. Blutabnahmen zur Serengewinnung fanden
am Tag 0 vor Vakzinierung, sowie 14 Tage, 28 Tage und 4 Monate nach Vakzinierung statt. Die
Seren wurden anschlieBend in Elisaverfahren auf Phagen-spezifische bzw. idiotypspezifische
Antikorper (siehe Kapitel 3.6) untersucht. Es zeigte sich, dass in allen Gruppen, denen Phagen-
vakzinen verabreicht wurden (WT, BCL1-g8, BCL1-WT, BFF3-WT), anti-Fd-Phagen Antikérper
mit ansteigender Konzentration in den ersten 4 Wochen nachweisbar waren (siehe Abb. 19).
Nach Vakzinierung mit PBS und BCL1-KLH und in den entnommenen Seren am Tag 0 vor Vak-
zinierung konnten keine Phagen-spezifischen Serumantikdrper detektiert werden. Der Unter-
schied dieser Gruppen im Vergleich zu den mit Phagenvakzinen immunisierten Mausen war
signifikant (p<0,05). Auch noch 4 Monate nach Vakzinierung konnten Phagen-spezifische Anti-
korper nachgewiesen werden. Auffallend war jedoch, dass sich nach Vakzinierung mit der neue
Phagenidiotypvakzinformulierung insgesamt deutlich geringere Mengen an Anti-Phagenantikor-
pern nachweisen lassen. Besonders deutlich ist dieser Unterschied am Tag 14, dieser Unter-
schied ist jedoch am Tag 28 nicht mehr signifikant. Dies kénnte beispielsweise durch Maskie-
rung immunogener Phagenproteine durch den Idiotyp bei hoher Antigendichte in der neuen
Phagenvakzinformulierung verursacht sein. Am wahrscheinlichsten spielen hier jedoch auch

Dosiseffekte eine Rolle.
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Abb. 19 Bestimmung von anti-Fd-Phagen IgG im Zeitverlauf nach Vakzinierung mit unterschiedli-
chen Phagenpréaparationen

In dieser 3. Versuchsreihe wurde die Induktion Phagen-spezifischer Antikérper nach Immunisierung mit
unterschiedlichen Phagenpraparationen im Vergleich mit der Standardvakzine Id-KLH untersucht. Dazu
wurden je 6 Mause pro Gruppe 4-mal in wochentlichem Abstand mit 0,25mg BCL1-KLH, Fd-Phagen,
BCL1-g8, BCL1-WT und BFF3-WT und dem gleichen Volumen PBS immunisiert. Die Blutabnahmen wur-
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den am Tag 0 vor Vakzinierung, sowie 14 Tage, 28 Tage und 4 Monate nach Immunisierung durchgefiihrt.
Zur Analyse Phagen-spezifischer Antikérper wurde wie oben beschrieben vorgegangen.

Es zeigte sich, dass In den Kontrollgruppen (Seren von Tag 0, PBS, BCL1-KLH) keine anti-Fd-Phagen
Serumantikdrper nachgewiesen werden konnten. Vakzinierungen mit Fd-Phagen und BCL1-g8 Phagen
induzierten eine starkere Phagen-spezifische humorale Immunantwort als die neue Phagen-vakzinformu-
lierung. Signifikante Unterschiede zwischen den Phagenpréparationen bestanden 14 Tage nach Vakzinie-
rung (WT bzw. BCL1-g8 vs. BCL1-WT bzw. BFF3-WT: p< 0,0001), nicht jedoch zu spéteren Zeitpunkten.
Es lasst sich ein signifikanter Anstieg der Serumantikérper zwischen Tag 14 und Tag 28 nach Immunisie-
rung mit der neuen Phagenvakzinformulierung beobachten (BCL1-WT Tag 14 vs. BCL1-WT Tag28: p<
0,0001). Auch noch 4 Monate nach Vakzinierung konnten anti-Fd-Phagen Antikdrper nach Immunisierung
mit Phagenvakzinen nachgewiesen werden. Die Serenanalysen von Tag 14 und Tag 28 wurden als Ein-
zelmaustestung (6 Mause/Gruppe) in Duplikaten durchgefiihrt. Zur Serenanalyse nach 4 Monaten wurden
je 2 Mause pro Gruppe in Duplikaten untersucht.

Nach Untersuchung auf anti-Phagen-IgG schloss sich auch in dieser Versuchsreihe die Iso-
typenanalyse (1gG1, I1gG2a, IgM) zu den Zeitpunkten 14 Tage und 4 Monate nach Immunisie-
rung an. Erneut zeigte sich, dass sich nach Phagenvakzinierung anti-Fd-Phagen Antikorper der
Subtypen IgG1 und IgG2a nachweisen lassen und dass die Phagenantikdrper im Zeitverlauf
ansteigen (siehe Abb. 20). Auch zeigte sich, dass mit der neuen Phagenidiotypvakzinformulie-
rung 14 Tage nach Immunisierung eine geringere humorale Immunantwort gegen Phagen indu-
ziert wird als durch die rekombinanten g8-Phagenidiotypvakzinen. Im Zeitverlauf konnten aber 4
Monate nach Immunisierung nur geringfligige Unterschiede zwischen den rekombinanten g8-
Phagenidiotypvakzinen und der neuen Phagenidiotypvakzinformulierung festgestellt werden.
Wahrend die Subtypen IgG1l und IgG2a dominierten und gleichermal3en nachweisbar waren,
lieBen sich IgM-Antikorper erwartungsgeman nur frih im Verlauf der Immunantwort, ndmlich 14

Tage nach Immunisierung, nachweisen und verschwanden spéater wieder.
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Abb. 20 Analyse von anti-Fd-Phagen Subtypen im Zeitverlauf nach Vakzinierung mit
unterschiedlichen Phagenpraparationen

Neben dem Nachweis von anti-Phagen 1gG nach Immunisierung mit unterschiedlichen Phagenvakzinen
wurden die Seren der 3. Versuchsreihe auf Phagen-spezifische Antikérper der Subtypen 1gG1, IgG2a und
IgM untersucht. Die Analyse auf die Subklassen der Phagen-spezifischen Antikdrper erfolgte mittels ELISA
unter Verwendung der Detektionsantikérper Goat-Anti-Mouse IgG1-HRP, 1gG2a-HRP und Rat-Anti-Mouse
IgM-HRP.
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In allen mit Phagenvakzinen immunisierten Gruppen lie3en sich anti-Fd-Phagen Antikérper nachweisen.
Insgesamt war die Anti-Phagen Immunantwort durch die neue Phagenidiotypvakzinformulierung geringer
als bei den rekombinanten Phagenidiotypvakzinen. IgM-Antikérper wurden nur frih im Verlauf der Immun-
antwort, ndmlich 14 Tage nach Immunisierung mit Fd-Phagen und BCL1-g8 Phagen detektiert.

3.6. Analyse der anti-ldiotypischen Immunantwort nach
Phagenidiotypvakzinierung

Neben dem Nachweis einer Phagen-spezifischen Immunantwort nach Phagenvakzinierung
wurde untersucht, ob durch Phagenidiotypvakzinen eine spezifische, gegen den Idiotyp gerich-
tete humorale Immunantwort induziert werden kann. Des weiteren stellte sich die Frage, ob
durch Immunisierung mit Phagen-basierten Idiotypvakzinen eine protektive Immunantwort mit
Bildung von spezifischen, gegen BCL1 gerichteten Antikérpern, induziert wird. Hierzu wurden
Vakzinierungen mit unterschiedlichen Phagenpréparationen, aufbauend auf ersten Ergebnissen
der Pilotstudie, im murinen BCL1-Lymphommodell durchgeflihrt. In diesen ersten Studien
konnte gezeigt werden, dass Immunisierungen mit rekombinanten BCL1-g8 Phagenvakzinen
eine signifikante Uberlebensverlangerung induzieren. AuRBerdem lieR sich in 20-30% der Félle
eine komplette Tumorprotektion beobachten. In weiterfiihrenden Versuchen wurde nun gepruft,
ob sich diese Ergebnisse reproduzieren lassen und ob ggf. durch die neue Phagenvakzinformu-
lierung (zur Herstellung vgl. Kap. 2.3.3) aufgrund der hdheren Idiotypexpression bessere Er-
gebnisse erzielt werden kénnen. Zu diesem Zweck wurden rekombinante BCL1-g8 Phagenvak-
zinen im Vergleich zur neuen Phagenvakzinformulierung (jeweils mit 5x10™* Phagen) und der
Standardvakzine 1d-KLH (0,25mg) untersucht. Zum Nachweis der Spezifitdt der Vakzinierung
wurden BFF3-WT Phagenvakzinen verwendet, die sich in dem Idiotyp von den BCL1-Vakzinen
unterschieden. Zur Untersuchung der spezifischen anti-idiotypischen Immunantwort wurden
Blutproben am Tag 0, Tag 14, Tag 28 und 4 Monate nach Vakzinierung gewonnen und auf anti-
BCL1 Antikorper untersucht. Hierzu fanden zunéchst Vorversuche zur Etablierung eines geeig-
neten Elisaverfahrens statt. Da zu Beginn der Versuchsreihen der Idiotyp nicht in gereinigter
Form vorlag und somit kein klassisches Elisaverfahren analog der Bestimmung von Phagen-
spezifischen Antikérpern moglich war, mussten alternative Methoden in Erwagung gezogen
werden. Daher wurde zunéchst Zell-ELISAs zur Bestimmung von anti-BCL1 Serumantikdrpern
gewdhlt. Die Aufreinigung des von der Hybridomzelllinie 123F6 produzierten ldiotyps ermdg-
lichte im weiteren Versuchsablauf jedoch die Etablierung eines Sandwichelisaverfahrens. Au-

Rerdem wurde aufgereinigtes BFF3 als Kontroll-IgM fiir die ELISAs eingesetzt.

3.6.1. Entwicklung eines Zell-ELISAs zur Detektion von anti-BCL1 Serumantikdrpern

Nachdem auf BCL1-Lymphomzellen durchflu3zytometrisch die Expression der Oberflachen-
immunglobuline vom IgM-Lambda Typ nachweisbar waren, wurden BCL1-Zellen in Zell-ELISAs
zur Detektion von anti-BCL1 Serumantikdrpern verwendet. Dazu wurden ELISA-Platten mit
BCL1-Zellen gecoatet und die zu untersuchenden Seren auf anti-BCL1 Serumantikérper ge-
testet. Die Etablierung dieses Verfahrens fand unter Verwendung unterschiedlicher Zellkon-
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zentrationen (3x106 Zellen/well, 3x10° Zellen/well, 6x10* Zellen/well), Serenverdiin-nungen
(1/30, 1/100 1/500) und verschiedener Detektionsantikbrper (Peroxidase-conjugated Affini pure
F(ab), Fragment Goat-Anti-Mouse 1gG, Goat-Anti-Mouse 1gG-HRP, -1gG1-HRP, IgG2a-HRP,
Rat-Anti-Mouse IgM-HRP, -lambda-HRP, -kappa-HRP) statt. Dennoch erwies sich die Methode
des Zell-ELISAs zum Nachweis von anti-BCL1 Serumantikérpern als nicht geeignet. Es lie3en
sich auch in den Negativkontrollen (Tag 0, kein aufgetragenes Serum, Immunisierung mit PBS)
hohe Hintergriinde erkennen und wir vermuten eine unspezifische Bindung des Detektionsanti-
korper z.B. Uber Fc-Rezeptoren der BCL1-Zellen, sowie die Bindungen unspezifischer Antikor-
per aus den Seren. Deshalb wurde versucht, das Verfahren durch Blockade der Fc-Rezeptoren
auf den BCL1-Zellen mit Ziegenserum zu optimieren. Trotz Blockierungsversuch konnte jedoch
die Bindung unspezifischer, im Serum enthaltener Antikdrper an die BCL1-Lymphomzellen nicht
unterbunden werden. Zur Bestimmung von anti-BCL1 Antikdrpern konnte ein Zell-ELISA verfah-
ren deshalb bei uns nicht etabliert werden. Wir mussten daher ein Standard-ELISA-Verfahren

verwenden und dazu den BCL1-Idiotyp aus der 123F6 Hybridomzelllinie aufreinigen (s.0.).

3.6.2. Nachweis von anti-BCL1-spezifischen Antikdrpern mittels ELISA

Zum Nachweis der idiotypspezifischen humoralen Immunantwort wurden Seren der 3. Ver-
suchsreihe nach Immunisierung mit unterschiedlichen Phagenvakzinformulierungen im Ver-
gleich zur Standardvakzine BCL1-KLH (0,25mg) auf anti-BCL1 Antikdrper getestet. Hierzu wur-
den ein Sandwich-ELISA etabliert, bei der die Elisaplatten mit aufgereinigtem BCL1-ld
(10 mg/ml) gecoatet wurde. Es wurden alle Seren aus der 3. Versuchsreihe inklusive der Kon-
trollen im BCL1-ELISA getestet. Zum Nachweis der Spezifitét der idiotypspezifischen Immun-
antwort wurde BFF3-IgM als Mock-Kontrolle verwendet. Zu diesem Zweck wurden Immunisie-
rungen mit BCL1-Phagenvakzinen und BFF3-Phagenvakzinen durchgefiihrt. Neben einem
BCL1-ELISA wurde deshalb auch ein BFF3-ELISA, bei dem die Elisaplatten mit aufgereinigtem
BFF3-IgM (10 ng/ml) gecoatet wurden, zur Kontrolle der Spezifitdt der Immunantwort verwen-
det.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch die neue BCL1-Phagenidiotypvakzinformulierung und BFF3-
Phagenvakzinen anti-BCL1 Antikdrper vom Typ IgG induziert wurden, jedoch nicht durch Wild-
typ Fd-Phagen, PBS oder BCL1-g8 Phagen (siehe Abb. 21). Dabei zeigte sich nach den Immu-
nisierungen mit der neuen BCL1-Phagenidiotypvakzinformulierung und BFF3-Phagenvakzinen
ein hoher und noch ansteigender idiotypspezifischer Antikorpertiter im Zeitverlauf. Auch 4 Mo-
nate nach Immunisierung mit gekoppelten Phagenvakzinen waren noch Antikérper gegen BCL1
nachweisbar. Die fehlende Induktion von BCL1-spezifischen Antikdrpern nach Vakzinierung mit
rekombinanten BCL1-g8-Phagenvakzinen ist nicht einleuchtend. Denkbar ist jedoch, dass die-
ses unerwartete Ergebnis durch eine fehlerhafte Produktion mit einer zu geringen Idiotyp-Ex-
pressionsdichte oder durch eine fehlerhafte Faltung des exprimierten ldiotypproteins verursacht
wurde. Auffallend ist aul3erdem, dass durch BCL1-KLH Vakzinen eine deutlich geringere humo-
rale idiotypspezifischen Immunantwort induziert wird als durch die neue Phagenvakzinformulie-
rung. Nachdem jedoch sowohl die BCL1-WT, als auch die BFF3-WT Vakzine zur Induktion ei-
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ner anti-BCL1 Antikorperantwort flhrte, stellt sich die Frage, ob es sich bei den gebildeten Anti-
korpern um tumorspezifische, gegen den Idiotyp gerichtete Immunglobuline handelt oder ob
lediglich unspezifische, gegen IgM gerichtete Antikérper vorliegen. Um dies zu klaren, wurden
weitergehende Versuche mit Beschichtung durch aufgereinigtes BFF3 und Préabsorptions-
ELISAs durchgeflhrt (siehe Kap. 3.6.3).

anti-BCL1 Serumantikorper (IgG) im Zeitverlauf

1.2
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Abb. 21 ELISA zum Nachweis der idiotypspezifischen humoralen Immunantwort durch die neue
Phagenidiotypvakzinformulierung (BCL1-WT) im Vergleich zu BCL1-g8 und BCL1-KLH

Seren der 3. Versuchsreihe wurden nach Immunisierung mit unterschiedlichen Phagenpréparationen auf
anti-BCL1 Antikérper vom Typ IgG untersucht. Seren lagen vom Tag 0, Tag 14, Tag 28 und 4 Monate
nach Immunisierung vor. Zur Analyse der Seren wurden Elisaplatten mit aufgereinigtem BCL1-IgM
(10 mg/ml) beschichtet und Seren 1/200 verdiinnt aufgetragen. Die Serenanalysen von Tag 14 und Tag 28
wurden als Einzelmaustestung in Duplikaten durchgefuhrt. Zur Serenanalyse nach 4 Monaten wurden je 2
Mause pro Gruppe untersucht und die Seren als Duplikate aufgetragen. Zur Detektion wurde ein Goat-
Anti-Mouse IgG-HRP verwendet.

Es zeigt sich, dass durch die neuen Phagenvakzinformulierungen (BCL1-WT und BFF3-WT) eine signifi-
kant bessere gegen BCL1-IgM gerichtete Antikérperantwort induziert wird als durch rekombinante g8-
Phagenvakzinen (BCL1-g8) oder BCL1-KLH (BCL1-WT vs. BCL1-g8: p=0,001; BCL1-WT vs. BCL1-KLH:
p=0,0035). Auch im Zeitverlauf kam es zu einer signifikanten Steigerung der humoralen Immunantwort
zwischen Tag 14 und Tag 28 (BCL1-WT Tagl4 vs. BCL1-WT Tag28: p=0,0003; BFF3-WT Tagl4 vs.
BFF3-WT Tag28: p=0,0005). Auffallig ist jedoch, dass auch nach Immunisierung mit BFF3-WT eine gegen
BCL1 gerichtete Immunantwort induziert wird, was daran liegt, dass die ELISA-Platten mit dem kompletten
IgM Molekil von BCL1 beschichtet wurden und offenbar auch eine anti-IgM gerichtete Immunantwort
induziert wird.

Nachdem eine, durch die Phagenvakzinen induzierte, gegen BCL1 gerichtete Antikdrperantwort
vom Typ lgG nachgewiesen werden konnte, stellte sich auch hier die Frage nach den Subklas-
sen und ob ein Class-Swich erfolgt ist. Es wurden deshalb die Subtypen 1gG1 und IgG2a im
Zeitverlauf analysiert. Dabei konnte nach Vakzinierung mit BCL1-WT, BFF3-WT und BCL1-KLH
das Auftreten von anti-BCL1 IgG1 (Abb. 22A) und 1gG2a (Abb. 22B) mit steigender Antikorper-
konzentration im Zeitverlauf beobachtet werden. Wahrend 1gG1 bereits 14 Tage nach Immuni-
sierung in ausreichender Menge nachgewiesen werden konnte, trat die vermehrte Antikérper-
bildung von IgG2a erst im weiteren Zeitverlauf auf. AulRerdem zeigte sich, dass BCL1-KLH vor-
wiegend eine IgG1 Immunantwort induziert. Subtypen vom Typ IgG2a traten hingegen vorwie-

gend in Mausen auf, denen die neue Phagenvakzinformulierung verabreicht wurde. Da dem
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Isotyp IgG2a eine grofRere tumorprotektive Bedeutung zukommt als IgG (Kaminski, Kitamura et
al. 1986), konnte das ein Hinweis auf die Wirksamkeit von Phagenvakzinen bei der

Tumorvakzinierung sein.

Abb. 22A
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Abb. 22 Bestimmung der anti-BCL1 Subtypen IgG1 und IgG2a im Zeitverlauf nach Vakzinierung
mit unterschiedlichen Phagenpréparationen

Analog zur Analyse von anti-BCL1 IgG wurden nach Immunisierung mit unterschiedlichen Phagen-prépa-
rationen Subtypenanalysen auf anti-BCL1 IgG1 (A) und IgG2a (B) durchgefiihrt. Zur Analyse der Seren
wurden Elisaplatten mit aufgereinigtem BCL1-IgM (10 ng/ml) beschichtet und Seren 1/200 verdiinnt auf-
getragen. Zur Isotypenanalyse wurden Gruppenpools in Duplikaten verwendet. Die Serenanalysen von
Tag 14 und Tag 28 wurden als Einzelmaustestung in Duplikaten durchgefiihrt. Zur Detektion wurde ein
Goat-Anti-Mouse 1gG1-HRP und IgG2a-HRP verwendet

Nach Immunisierung mit der neuen Phagenvakzinformulierung (BCL1-WT und BFF3-WT) lassen sich Anti-
BCL1 Antikdrper vom 1gG1 und IgG2a-Typ mit Anstieg der Konzentration im Zeitverlauf nachweisen. 14
Tage nach Immunisierung war vermehrt der Subtyp IgG1 nachweisbar. Im Gegensatz zu den Phagenvak-
zinen fuhrten Immunisierungen mit BCL1-KLH vorwiegend zu einer IgG1-Immunantwort.
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3.6.3. Untersuchung der Spezifitat von Anti-BCL1 Antikérpern

Die Frage, ob es sich bei den nachgewiesenen anti-BCL1 Serumantikérpern um spezifisch ge-
gen den Idiotyp gerichtete oder um unspezifische anti-lgM Antikérper handelte, wurde mit Hilfe
einer IgM-Kontrolle aus BFF3 geprift. Hierzu wurden ELISA-Platten mit aufgereinigtem BFF3-
IgM (10ng/ml) beschichtet und die zu untersuchenden Seren aufgetragen. Neben einer Analyse
auf anti-BFF3 1gG im Zeitverlauf wurden wie zuvor Subtypenanalysen (IgG1, 1gG2a) durchge-
fuhrt. Vergleichbar mit den vorangegangen Ergebnissen zeigte sich eine humorale Immunant-
wort gegen BFF3-IgM nach Immunisierung mit der neuen Phagenidiotypvakzinformulierung
BCL1-WT und BFF3-WT und dem Goldstandard BCL1-KLH. Auch hier war die Anti-BFF3-Im-
munantwort bei den Phagenvakzinen signifikant hdher als bei den BCL1-KLH Vakzinen (siehe
Abb. 23). Durch Immunisierung mit Wildtypphagen und g8-Phagenidiotypvakzinen lie3en sich
keine Antikbrper gegen BFF3 induzieren. Da die detektierten Antikdrper im ELISA sowohl an
BCL1 (vgl. auch Kap. 3.6.2.), als auch an das Kontroll-lgM BFF3 binden, gehen wir davon aus,
dass es sich hierbei um eine Kreuzreaktion der Antikdrper handelt, die sich zumindest zum Teil
auch gegen die konstanten Regionen bzw. Frame-Work-Regionen des IgM-Molekils richtet.
Neben der Serenanalyse auf gegen IgM gerichtete Antikérper vom Typ IgG wurden Subtypen-
analysen (anti-BFF3 1gG1, 1gG2a) durchgeflihrt. Hierbei liessen sich die Isotypen IgG1 und
IgG2a nachweisen mit deutlichem Anstieg von IgG2a im Zeitverlauf. Wie gezeigt werden
konnte, fand sich zwischen der gegen BCL1 und BFF3 induzierten Immunantwort kein signifi-
kanter Unterschied (s Abb. 24).
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Abb. 23 Nachweis von Serumantikdrpern (IgG) gegen das Kontroll-lgM aus BFF3 im Zeitverlauf

Analog zur Analyse von anti-BCL1 IgG wurden nach Immunisierung mit unterschiedlichen Phagen-prépa-
rationen Analysen auf anti-BFF3 AK durchgefihrt. Zur Analyse der Seren wurden Elisaplatten mit aufge-
reinigtem BFF3-IgM (10 ng/ml) beschichtet und Seren 1/200 verdiinnt aufgetragen. Die Serenanalysen
von Tag 14 und Tag 28 wurden als Einzelmaustestung in Duplikaten durchgefiihrt. Zur Serenanalyse nach
4 Monaten wurden je 2 Mause pro Gruppe untersucht und die Seren als Duplikate aufgetragen. Zur De-
tektion wurde ein Goat-Anti-Mouse IgG-HRP verwendet.
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Nach Immunisierung mit BCL1-WT und BFF3-WT lassen sich hohe Titer Anti-BFF3-AK vom IgG-Typ mit
signifikanten Anstieg der Konzentration im Zeitverlauf nachweisen (BCL1-WT Tag14 vs. BCL1-WT 4Mon.:
p=0,0003; BFF3-WT Tagl4 vs. BFF3-WT 4Mon.: p=0,0005). Im Gegensatz zu den Phagenvakzinen fihr-
ten Immunisierungen mit BCL1-KLH zu einer deutlich geringeren Anti-BFF3 Immunantwort.
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Abb. 24 Vergleich der anti-BCL1 Immunantwort mit der anti-BFF3 Immunantwort zu einem Zeit-
punkt (Tag 14)

Bei dem direkten Vergleich der gegen BCL1 und BFF3 induzierten Immunantwort am Tag 14 findet sich
kein signifikanter Unterschied. Diese Abbildung ermdglicht den direkten Vergleich der anti-BCL1 bzw. anti-
BFF3 Immunantwort zu einem ausgewahlten Zeitpunkt. Die Immunisierungen wurden wie oben beschrie-
ben mit unterschiedlichen Vakzinformulierungen 4mal in wdchentlichem Abstand vorgenommen (PBS,
WT-Phagen, KLH-BCL1, BCL1-g8, BCL1-WT, BFF3-WT) und die Seren in Elisaverfaren analysiert.

Nachdem eine vergleichbare humorale Immunantwort gegen BCL1 und BFF3 gezeigt werden
konnte, wurden Praabsorptionsversuche der Seren mit aufgereinigtem BCL1 und BFF3 durch-
gefuihrt, um unspezifische anti-lgM Antikdrper zu praabsorbieren und im Folgenden die spezifi-
schen, gegen den Idiotyp gerichteten Antikorper zu detektieren. Hierzu wurden Einzelseren der
3. Versuchsreihe mit aufgereinigtem BCL1-Id bzw. mit BFF3-IgM im Verhéltnis 5:1, 3:1, 1:1, 1:3,
1:5 inkubiert und anschlieRend mittels ELISA wie oben beschrieben analysiert. Zur Kontrolle
wurden nicht praabsorbierte Seren getestet. Dabei zeigte sich, dass nach Préaabsorption der
Seren mit BCL1 bzw. BFF3 ein vergleichbarer deutlicher Abfall der anti-BCL1 und anti-BFF3
Antikérperkonzentration zu beobachten ist. Wir gehen daher davon aus, dass bei der Idiotyp-
vakzinierung eine humorale Immunantwort gegen gemeinsame Epitope in den ,frame-work"-
Regionen der Immunglobuline und nicht nur gegen Epitope der CDR3-Region induziert wird.
Der Beweis einer spezifischen, nur gegen den BCL1-ldiotyp gerichteten Immunantwort muss
somit offen bleiben. Dieses System bietet viel Raum fir Optimierung der Phagenvakzinen und
Methoden zur feineren Detektion von idiotypspezifischen Antikérpern, die aber die Aufgaben-

stellung dieser Doktorarbeit sprengen wiirden.
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Abb. 25A
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Abb. 25 Préaabsorptions-ELISA zur Bestimmung spezifischer anti-BCL1 Serumantikdrper

Zur Detektion der idiotypspezifischen humoralen Immunantwort wurde eine Praabsorption der Positiv-
Seren an BFF3-IgM bzw. zur Kontrolle an BCL1-IgM durchgefiihrt und der Uberstand anschlieRend mittels
ELISA auf anti-BCL1 (A) und anti-BFF3 Antikdrper (B) vom Typ IgG untersucht. Nach Praabsorption der
Positivseren mit BCL1-IgM als auch mit BFF3-IgM lie3 sich ein deutlicher Abfall der anti-BCL1 bzw. der
anti-BFF3 Antikdrperkonzentration beobachten ohne den Nachweis BCL1-spezifischer Immunglobuline zu
erbringen. Wir gehen daher davon aus, dass bei der Phagenidiotypvakzinierung eine humorale Immun-
antwort gegen gemeinsame Epitope in den ,frame-work“-Regionen der Immunglobuline und nicht nur
gegen Epitope der CDR3-Region induziert wird.



Diskussion 63

4. Diskussion

Da die Therapie niedrig-maligner Lymphome in fortgeschrittenen Stadien und insbesondere die
Rezidivtherapie mit konventionellen Methoden nicht zufriedenstellend sind, wird seit Jahren
nach wirksameren Therapiemdglichkeiten gesucht. Ein attraktiver Ansatz ist dabei der Einsatz
von immunologischen Therapieverfahren wie z.B. der Einsatz monoklonaler Antikorper, als
auch Vakzinierungsstrategien. Lymphome bieten sich fir Vakzinierungsstrategien in besonde-
rem MalRe an, da die Idiotypen als tumorspezifische Erkennungsmerkmale auf der Oberflache
exprimiert werden (Stevenson, Elliott et al. 1977) und ein ideales Zielmolekul fir
immuntherapeutische Behandlungsansatze darstellen (Stevenson and Glennie 1985). Bisherige
Studien konnten belegen, dass sich durch die Idiotypvakzinierung eine anti-idiotypische Immun-
antwort induzieren lasst, die sowohl durch humorale, als auch durch zellulare Immunmechanis-
men vermittelt wird (Campbell, Carroll et al. 1987; George, Tutt et al. 1987; Campbell,
Esserman et al. 1990; Wilson, George et al. 1990). Allerdings zeigen unkonjugierte Idiotyppro-
teine aufgrund ihrer geringen Immunogenitat keine therapeutischen Effekte (George, Folkard et
al. 1988) und eine Kopplung an stark immunogene Tragersubstanzen wie beispielsweise KLH
ist notig. Die Herstellung der Idiotypvakzinen tber Heterohybridom-technologien als bisheriges
Standardverfahren ist jedoch sehr zeitraubend und aufwandig, alternativ wurden deshalb Ver-
suche unternommen, ldiotypvakzinen gentechnisch herzustellen. Neben der Verwendung von
Tabakpflanzen und Bakterien als Expressionssystem (McCormick, Kumagai et al. 1999;
Osterroth, Alkan et al. 1999) bieten sich auch Bakteriophagen als Expressionssystem und im-
munogenes, nicht humanpathogenes Tragersystem zur Idiotypvakzinierung an. So konnte
durch die Phage-Display-Technologie gezeigt werden, dass sich Idiotypproteine als funktionelle
Einheiten in Form von ,single-chain“-Fragmenten auf der Oberflache von Phagen exprimieren
lassen. In Vorversuchen aus der Arbeitsgruppe Réhnisch konnte dariiber hinaus gezeigt wer-
den, dass durch Phagenidiotypvakzinen im murinen BCL1-Modell eine Tumorprotektion bei den
vakzinierten Mausen induziert werden kann (siehe Studienprotokoll, Dr. Réhnisch, MKI-TR
02/2002). Jedoch sind die Wirkungsmechanismen bislang noch weitestgehend unklar und es ist
zu untersuchen, ob durch Phagenvakzinen eine humorale oder zellulare Immunantwort induziert
werden kann. Ziel dieser Arbeit war es daher, die induzierte humorale Immunantwort nach Pha-
genidiotypvakzinierung zu charakterisieren und zu kléren, ob eine idiotypspezifische humorale
Immunantwort nachweisbar ist. Es sollten auf3erdem unterschiedliche Phagenpraparationen mit
der Goldstandardvakzine Id-KLH verglichen werden und die Auswirkungen von zusétzlich ver-

abreichtem GM-CSF untersucht werden.

4.1. Durchfuhrung der Tierversuche im murinen BCL1-Lymphommodell

Zur Beantwortung der o.g. Fragen wurden Tierversuche im murinen BCL1-Lymphommodell
durchgefihrt. Das murine BCL1-Lymphommodell wurde ausgewdhlt, weil es in der Arbeits-
gruppe gut etabliert war. Bereits Ende der 70-er Jahre wurde die Bedeutung der Expression von

IgMI in hoher Anzahl zusammen mit IgDIl auf den BCL1 Tumorzellen als Angriffspunkt fir anti-
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idiotypische Effektormechanismen erkannt (Krolick, Isakson et al. 1979). Der Idiotyp wird so-
wohl in-vivo, als auch in-vitro nur in geringen Mengen sezerniert (Tutt, Stevenson et al. 1985).
Aus der Arbeitsgruppe von F. Stevenson liegen zahlreiche Daten Uber die Wirksamkeit der
Idiotypvakzinierung im BCL1-Lymphommodell vor. Der BCL1-ldiotyp ist daher immunologisch
gut charakterisiert und es wurde uns aus dieser Arbeitsgruppe freundlicherweise die Hybridom-
zellline 123F6 zur Produktion des BCL1-ldiotyps sowie die Hybridomzellline MC10-6A5 zur
Herstellung von Ratten-anti-BCL1 Antikorpern vom IgG2a Typ Uberlassen. Es existieren jedoch
noch neben dem BCL1-Lymphommodell noch weitere Tumormodelle wie beispielsweise das
A20-Modell, ein ebenfalls spontan entstandenes B-Zell-Lymphom mit Expression des ldiotyps
der Subklasse IgG2a (Kim, Kanellopoulos-Langevin et al. 1979), sowie das 38C13 Lymphom-
modell mit Expression der Subklasse IgM aus Stanford (Campbell, Esserman et al. 1990). Die
Expression des ldiotyps der Subklasse 1gG2a im A20-Modell ist ein grofRer Nachteil des A20
Modells, da anti-idiotypische Antikérper vom IgG2a Typ in diesem Modell nicht gemessen wer-

den koénnen. Die Verwendung dieses Modells schloss sich dadurch aus.

Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen des Tumormodelles sind jedoch mit Vorsicht zu zie-
hen. Die Ergebnisse kdnnen nicht 1:1 in die Klinik Ubertragen werden, da das Studiendesign
einem protektiven und nicht einem therapeutischen Tumormodell entspricht. Zudem sind die
Tierversuche einer grof3en Variabilitat (Tierhaltung, Futter, Getranke, Narkosen etc.) unterwor-
fen. Um diese mdglichst gering zu halten, wurden fir alle unsere Tiere standardisierte Bedin-
gungen festgesetzt und die Versuche unter SPF-Bedingungen durchgefiihrt. Des weiteren
wurde eine ausreichend grofRen Versuchstierzahl von 150 BALB/c Mausen mit einer Gruppen-
gréRe von 6 Mausen/Gruppe verwendet, um signifikante Unterschiede ermitteln und reprasen-
tative Aussagen treffen zu kénnen. Trotz der sorgféltigen Vorbereitung der Tierversuche und
der guten immunologischen Daten konnte jedoch nicht verhindert werden, dass die Ergebnisse
in Bezug auf die Tumorprotektion eher enttduschten: Zum Wirkungsnachweis der protektiven
Immunitét in-vivo wurde bei einigen Mause am Tag 7 nach der letzten Vakzinierung ein Tumor-
challenge mit 1x10° BCL1-Lymphomzellen durchgefiihrt. Die Ergebnisse ergaben einen leichten
Vorteil der BCL1-g8-Phagenvakzin-Gruppe gegentber der Wildtyp-Kontrollgruppe, jedoch wa-
ren die Ergebnisse aufgrund eines AusreilRers gegentber der PBS-Gruppe nicht signifikant
(siehe Kap. 3.3, Abb. 10). Das Auftreten von Tumoren wurde durch die Vakzinierung nicht ver-
hindert. Mdglicherweise wurde aber auch eine zu hohe Dosis von in-vivo kultivierten BCL1-Zel-
len flr den Tumorchallenge verwendet. Diese Dosis ergab sich zwar durch die Bestimmung der
minimalen Tumordosis aus Vorversuchen, vielleicht war diese Dosis aber doch zu hoch. Von
Stevenson und Mitarbeitern werden vergleichsweise niedrigere Tumordosen (102-104 BCL1-
Zellen) fur den Tumorchallenge verwendet und eine geringere Tumorprotektion von Id-KLH
Vakzinen bei einem Tumorchallenge mit > 10° BCL1-Zellen nachgewiesen (George, Folkard et
al. 1988).
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4.2. Phagen als Vektoren fur die Idiotypvakzinierung

Bisher wurden Idiotypvakzinen tber sehr kosten- und zeitaufwéndige Heterohybridomtechniken
hergestellt und zur Immunogenitatssteigerung an KLH gekoppelt. Darliber hinaus sind liposo-
male Vakzinformulierungen verwendet worden, um die Wirksamkeit der Idiotyp-KLH Vakzine
weiter zu erhdhen (Kwak, Pennington et al. 1998; Bendandi, Gocke et al. 1999; Neelapu,
Baskar et al. 2004). Hierdurch wurde die Produktion der Vakzinen jedoch noch aufwandiger. Ein
wesentlicher Vorteil der Phagen-basierten Idiotypvakzinierung ist deshalb die Vermeidung von
Zellkulturverfahren wodurch die Produktionszeit von derzeit 3-6 Monaten auf 3-6 Wochen ver-
kirzt werden kann. Da Phagen prokaryotischer Natur sind und sich in Sdugetierzellen nicht
replizieren, haben die Phagenidiotypvakzinen dartber hinaus ein Uberaus ginstiges Sicher-
heitsprofil. Eine Gefahrdung von Mensch und Umwelt durch rekombinante Phagen ist nicht zu
beflirchten und sie verursachen auch keine Erkrankungen beim Menschen. Deshalb werden sie
gemal des Infektionsschutzgesetzes (IfSG) und des Gentechnikgesetzes (GenTG) in die Risi-
kogruppe 1 eingestuft. Dieses gute Sicherheitsprofil ist vor allem bei Einzug der Phagenvakzi-
nierung in die klinische Praxis von erheblicher Relevanz. Ein weiterer Vorteil der Phagenvakzi-
nen ist der einfache Aufbau der Phagenpartikel ohne eigenen Stoffwechsel, die schnelle Her-
stellbarkeit in Bakterien und ihre hohe Immunogenitat. Bisher konnte in diversen Studien ge-
zeigt werden, dass durch Phagenpeptidvakzinen eine Antikérper-vermittelte protektive Immun-
antwort gegen verschiedene Viren, Parasiten und neuerdings auch gegen Candida albicans
induziert werden kann (de la Cruz, Lal et al. 1988; Greenwood, Willis et al. 1991; Meola,
Delmastro et al. 1995; Bastien, Trudel et al. 1997; Cao, Shi et al. 2005; Yang, Wang et al.
2005). Interessante Ergebnisse beziiglich einer zellularen Immunantwort nach Phagenvakzinie-
rung lieferten die Arbeitsgruppen von Manoutcharian und De Berardinis, die zeigen konnten,
dass durch Phagen offenbar nicht nur eine humorale, sondern auch eine zelluldare Immunant-
wort induziert werden kann (Manoutcharian, Terrazas et al. 1999; De Berardinis, Sartorius et al.
2000). Daruber hinaus gibt es Hinweise daflir, dass Tumorantigene quasi ,huckepack" in Anti-
gen-prasentierende Zellen geschleust werden kénnen und Phagen dabei als Delivery System
fungieren (Daten aus der Arbeitsgruppe Dr. Rohnisch). Weitere Studien zeigen zudem, dass
filamentdse Phagen die Fahigkeit besitzen, von Antigen-présentierenden Zellen aufgenommen
und via MHC | und Il Signalwegen prozessiert zu werden (Gaubin, Fanutti et al. 2003) und
daraufhin sowohl eine Thl-Antwort (Wu, Wan et al. 2002), als auch eine humorale Immunant-
wort gegen das auf den Phagen exprimierte Epitop (Simith 1993; Grabowska, Jennings et al.
2000; Irving, Pan et al. 2001) und eine spezifische CTL-Antwort (De Berardinis, Sartorius et al.
2000; Wan, Wu et al. 2001) auslésen kénnen. Inwieweit sich durch die Phagenidiotypvakzinie-
rung im murinen BCL1-Lymphommodell eine humorale Immunantwort gegen Phagen bzw. eine

tumorspezifische Antikoérperproduktion induzieren lief3, wird in den folgenden Kapiteln diskutiert.
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4.3. Nachweis der humoralen Immunantwort gegen Phagen

4.3.1. Immunantwort gegen unterschiedliche Phagenvakzinformulierungen

Zur Analyse der Immunogenitat von Phagen als Carrier fur die Idiotypvakzine wurde zunachst
die humorale Immunantwort gegen Phagen selbst untersucht. Diese Untersuchungen dienten
zudem als Mal3 fir die Fahigkeit der Mause, eine humorale Immunantwort auszubilden. Dartber
hinaus sollte anhand dieser Untersuchungen die optimale Vakzindosis festgelegt werden. Wir
verwendeten zur Bestimmung der anti-Phagen Antikérperantwort das Sandwichelisaverfahren.
Unabhangig von der verwendeten Phagenvakzinformulierung zeigte sich eine sehr gute humo-
rale Immunantwort gegen Phagen bei allen M&ausen, was fir das hohe immunogene Potential
und die Eignung von Phagen als Vakzinvektor spricht. Eine Toleranzentwicklung lief3 sich nicht
nachweisen. Vielmehr zeigte sich im Zeitverlauf nach wiederholter Impfung ein Ansteigen der

Antikorpertiter gegen Phagen.

Im Gegensatz zu Fd-Phagen und rekombinanten BCL1-g8 Vakzinen induzierte die neue Pha-
genidiotypvakzinformulierung initial eine geringere anti-Phagen Antikdrperantwort, allerdings mit
signifikantem Anstieg im Zeitverlauf zwischen Tag 14 und Tag 28 (siehe Abb.19), wahrend
durch BCL1-g8 Phagenvakzinen bereits am Tag 14 eine starke anti-Phagen Antikdrperantwort
nachweisbar war. Dies kdnnte mit einer zu geringen ldiotypexpressionsdichte auf den BCL1-g8
Phagenvakzinen infolge schlechter Produktionsverhaltnisse bzw. alternativ mit der ,geordnete-
ren“ Expression der Idiotypproteine im Phagenverbund durch die Verwendung der Phagemid-
Rescue-Technologie zusammenhéngen. Denn bei der angewandten Phagemid-Rescue-Tech-
nik zur Phagenidiotypvakzinherstellung, bei der die Idiotypproteine des BCL1-Lymphoms als
variable single chain Fragmente (scFv) in Fusion mit dem g3- oder dem g8-Protein der Phagen-
hiille integriert wurden, lassen sich grundsatzlich mehrere M13 Oberflachenproteine zur Fusion
heterologer Peptide verwenden. Neben dem am héaufigsten genutzten coat protein plll, das nur
mit 5 Kopien an einem Pol des M13 Phagen vertreten ist, lassen sich multiple Kopien von Fu-
sionsproteinen in Fusion mit den Oberflachenproteinen pVIII (2670 Kopien) oder pVI, pVIl, pIX
generieren (Benhar 2001). Bedingt durch die hdhere Antigendichte besitzen g8-Phagenvakzi-
nen, bei denen die Tumorantigene in das g8-Protein integriert sind, eine deutlich héhere Im-
munogenitat im Vergleich zu g3-Phagenvakzinen (siehe auch Ergebnisse der Pilotstudie der
Arbeitsgruppe Rdéhnisch) (Parmley and Smith 1989; Greenwood, Willis et al. 1991). Allerdings
sind nur kurze Peptide mit 6-8 Aminosauren auf allen Kopien des Oberflachenproteins pVIll
exprimierbar ohne die korrekte Phagenzusammensetzung zu geféhrden (lannolo, Minenkova et
al. 1995; Malik, Terry et al. 1996). Um nun den ldiotyp als Fusionsprotein exprimieren zu kon-
nen und gleichzeitig die korrekte Phagenzusammensetzung zu gewahrleisten, wurden Phagen-
hybridvakzinen verwendet, die mittels Phagemid-Rescue-Technologien hergestellt werden. Dies
resultiert in einer geringeren Antigendichte und erklart die dementsprechend gesteigerte humo-
rale Immunantwort gegen Phagen. Wie die Ergebnisse zeigen, ist dieses Produktionsverfahren

offenbar auch mit einigen UnregelmaRigkeiten verbunden, an der die korrekte Expression der
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Idiotypproteine leidet. Bei den neuen Phagenvakzinformulierungen wurden die Probleme bis-

lang nicht beobachtet.

In Dosiseskalationsuntersuchungen konnten wir zeigen, dass Immunisierungen mit der rekom-
binanten BCL1-g8 Phagenvakzine in den Dosierungen mit 1x10™, 1x10" und 5x10" Phagen,
sowie Immunisierungen mit 5x10™" Fd-Phagen eine humorale Immunantwort mit Bildung von
anti-Phagen 1gG induzierten. Hierbei stellten wir eine signifikant hdhere Antikdrperantwort nach
Vakzinierung mit 5x10™ Phagen im Gegensatz zu Immunisierungen mit geringeren Phagendo-
sen fest (siehe Abb.15). Unsere Beobachtungen stiitzen also die Annahme, dass sich Phagen
als immunogene Tragermolekile zur ldiotypvakzinierung eignen und dass durch eine hdhere
Antigendosis eine gesteigerte Antikdrperantwort induziert wird. Wir legten somit die Dosis von
5x10"" Phagen (5x10™ Phagen entsprechen ca. 1 mg Protein) als geeignete Vakzindosis fest
und flhrten alle weiteren Immunisierungen mit dieser Dosis durch. Héhere Titer wurden nicht
getestet, da auch flr einen spéateren klinischen Einsatz am Menschen keine héheren Dosierun-
gen produktionstechnisch praktikabel sind. Unsere Ergebnisse sind mit denen von Galfre et. al.
vereinbar, denn auch hier konnte nach Immunisierung mit 10° bis 10" Phagenpartikeln eine
anti-Phagen Immunantwort induziert werden, wobei mit héheren Phagendosen auch eine ge-
steigerte, spezifisch gegen das Mimotop gerichtete Immunantwort beobachtet wurde (Galfre,
Monaci et al. 1996). Aber auch hier wurde bei ca. 1x10" ein oberes Limit fiir die Benchtop-

Produktion von Phagenvakzinen gesehen.

4.3.2. Subtypenanalyse zur Unterscheidung einer modglichen Th1- bzw. Th2-Antwort

In unseren Subtypenanalysen konnten wir eine gleichméaRige Induktion von anti-Phagen 1gG1
und IgG2a nachweisen, jedoch zeigte sich kein signifikantes Uberwiegen eines Isotyps (siehe
Abb.20). Auch 4 Monate nach Vakzinierung wurden beide Subtypen im Serum der immunisier-
ten Mause festgestellt. Durch Dosiseskalation der Phagendosen lie3 sich unerklarlicherweise
keine signifikante Steigerung der IgG1 oder IgG2a-Bildung zeigen (siehe Abb.16). Wie erwartet,
liel3 sich eine IgM-Antwort nur zu Beginn der Untersuchung, ndmlich 14 Tage nach stattgehab-
ter Immunisierung als Frihantwort erkennen. Wir konnten somit den regelrechten Ablauf mit
IgM als Frih- und IgG als Spatantwort nachweisen. In einer 1993 erschienenen Arbeit von Willis
et al. wird erstmals die T-Zell-Abhangigkeit der Immunantwort und der Klassenwechsel von IgM
zu lgG nach Immunisierung mit filamentdsen Bakteriophagen beschrieben (Willis, Perham et al.
1993). Normalerweise ist es mdglich, durch Charakterisierung der Isotypen Hinweise Uber eine
Mitbeteiligung der T-Zell-vermittelten Immunantwort zu gewinnen. In der Maus wird z.B. durch
das von Th2-Zellen gebildete IL-4 vorwiegend ein Isotypwechsel zu IgG1 und IgE induziert.
Andererseits nehmen Th1-Zellen am Isotypenwechsel teil, indem sie IFN-gfreisetzen und somit
den Wechsel zu 1gG2a und IgG3 veranlassen. IgG2a ist im murinen Modell somit der Isotyp, der
mit einer Th1-Antwort eng verbunden ist (Stevens, Bossie et al. 1988). Ergebnisse aus der Ar-
beitsgruppe von Ron Levy in Standford belegen zudem, dass IgG2a-Isotypen fir die
Lymphomprotektion am wichtigsten sind, da durch IgG2a eine Antikdrper-abhangige zelluléare
Zytotoxitat (ADCC) vermittelt wird (Syrengelas and Levy 1999). Kaminski konnte zeigen, dass
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idiotypspezifische Antikérper vom Typ 1gG2a zu einer 100-fach effektiveren Lymphomprotektion
fuhren als idiotypspezifische 1gG1 Antikdrper (Kaminski, Kitamura et al. 1988). Da durch Pha-
gen gleichermaf3en eine IgG1 als auch eine lgG2a Antikdrperantwort induziert wird, sind keine
Riickschliisse auf ein Uberwiegen einer Thl- bzw. Th2-Antwort zu ziehen. Man kann aber an-
nehmen, dass die Anti-Phagen Immunantwort T-Zell-vermittelt ist. Im Vergleich zu den Phagen
fand sich bei der Standardvakzine BCL1-KLH vorwiegend eine IgG1 Immunantwort. Da wegen
der o0.g. Grunde der IgG2a Immunantwort eine gréRere tumorprotektive Bedeutung zukommt als
der 1gG1 Antwort (Kaminski, Kitamura et al. 1986), kdnnte das ein Hinweis auf die bessere
Wirksamkeit von Phagenvakzinen im Vergleich zu den Id-KLH-Vakzinen sein. Man muss aber
berticksichtigen, dass auch die BCL1-KLH Vakzinierung nicht optimal verlaufen ist und die Anti-
korpertiter erstaunlich niedrig sind. Letzteres ist méglicherweise jedoch durch einen Dosiseffekt

bedingt.

4.4. Tumorspezifische humorale Immunantwort nach Phagenidiotypvakzi-

nierung

4.4.1. anti-BCL1 Antikdrperantwort nach Vakzinierung mit rekombinanten BCL1-g8 Pha-

genvakzinen

Das Hauptaugenmerk der Doktorarbeit galt der Charakterisierung der tumorspezifischen Im-
munantwort. Die entscheidende Frage war, ob durch die Phagenidiotypvakzinierung eine spezi-
fische, gegen BCL1 gerichtete humorale Immunantwort nachweisbar ist. Bei der Wirksamkeit
von Vakzinierungsstrategien wird der humoralen Immunantwort im Hinblick auf die tumorprotek-
tiven Effekte grof3e Bedeutung beigemessen (Miller, Maloney et al. 1982; George, Tutt et al.
1987; Campbell, Esserman et al. 1990; Davis, Maloney et al. 1998). Obwohl gegen humane B-
Zell-ldiotypen zytotoxische T-Zellen generiert werden konnten (Schultze, Seamon et al. 1997,
Osterroth, Garbe et al. 2000; Wen, Barlogie et al. 2001), scheint in Mausen der hauptsachliche
Effektormechanismus in der Induktion von anti-idiotypischen Antikérpern zu liegen (Syrengelas
and Levy 1999) und auch der klinische Erfolg bei Patienten nach Idiotypvakzinierung korreliert

mit der Induktion einer humoralen Immunantwort (Weng, Czerwinski et al. 2004).

Nach Immunisierung mit rekombinanten BCL1-g8 Phagenvakzinen konnten wir trotz wieder-
holter Einzelmaustestungen keine anti-BCL1 Serumantikérper und keine tumorprotektive Wir-
kung nachweisen. Da jedoch eine starke anti-Phagen Antikdrperantwort nachgewiesen wurde,
ist davon auszugehen, dass die Vakzinierung per se erfolgreich war. Diese Ergebnisse stehen
somit in Diskrepanz zu der ,Proof-Of-Principle“-Studie, bei der mit nahezu identischem Ver-
suchsaufbau bei geringerer Vakzindosis (1x10'' BCL1-g8 Phagenvakzinen) eine Tumorprotek-
tion und eine idiotypspezifische Immunatwort beobachtet wurde. Die einzig sinnvolle Erklarung
fur die Beobachtung kann somit nur in einer fehlerhaften Phagenpraparation liegen, die im Vor-
feld der Tierversuche nicht aufgefallen war (s.u.). Die in der ,Proof-Of-Principle“-Studie gewon-
nenen Erkenntnisse belegen aber, dass BCL1-g8 Vakzinen aufgrund der erhéhten Antigen-

dichte ein besseres Wirkungspotential besitzen als BCL1-g3 Vakzinen. In der Nachfolgestudie
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wurden daher BCL1-g8 Vakzinen mit der neuen Phagenvakzinformulierung verglichen. Auch in
den von Meola et al. 1995 publizierten Daten ergeben sich Hinweise, dass eine Phagenvakzi-
nierung mit cpVIll-Fusionsproteinen eine starkere Immunantwort induziert als cplll Fusionspro-
teine (Meola, Delmastro et al. 1995). Andererseits konnte durch Bastien und Mitarbeiter auch
durch Phagenvakzinen mit cplll Fusionsproteinen eine protektive Immunantwort gegeniber
einer RSV-Infektion nachgewiesen werden (Bastien, Trudel et al. 1997). Der Einsatz und die
Bedeutung rekombinanter Phagen als geeignete immunogene Tragermolekile geht allerdings
schon Jahre zurtick, denn von de la Cruz et al. wurden erstmals Ende der achtziger Jahre kurze
Peptide des Malariaerregers Plasmodium falciparum mit dem coat protein Il von filamenttsen
Phagen fusioniert (de la Cruz, Lal et al. 1988). Auch nachfolgende Arbeiten von Greenwood und
Minenkova belegen die immunogenen Eigenschaften rekombinanter Phagen, indem Malaria
Peptide und antigene Determinanten des human immunodeficiency virus (HIV) mit dem major
coat protein gpVIlI fusioniert und zu Immunisierungszwecken verwendet wurden (Greenwood,
Willis et al. 1991; Minenkova, llyichev et al. 1993).

Die jetzt beobachteten, nicht Giberzeugenden Ergebnisse der Immunisierung mit rekombinanten
g8-Phagenidiotypvakzinen sind wahrscheinlich auf die fehlerhafte Produktion der rekombinan-
ten BCL1-g8 Phagenvakzinen mittels Phagemid-Rescue zurlickzufthren. Hierbei wurden die
BCL1-ldiotypen als variable-single-chain-Fragmente (scFv) in Fusion mit dem g8-Protein in die
Phagenhlle integriert. Diese Technik ist den verschiedensten Variablen unterworfen, die trotz
standardisierter Verfahren ihre Reproduzierbarkeit einschrénken. So stellen genetische Instabi-
litdten aufgrund von Mutationen, fehlerhafte Kontrollmechanismen, sowie Transkrip-
tionsprobleme und eine inkorrekte Faltung Hinderungsgriinde zur Produktion identischer Klone
und damit wirksamer rekombinanter Vakzinen dar. Aul3erdem ist die Haltbarkeit der Pha-
genpraparationen im Kuhlschrank eingeschrankt und es empfiehlt sich die Anwendung frischer

Praparate zur Immunisierung unter dem Gebrauch eines frozen stoks.

Da die korrekte Expression funktioneller Antikdrperfragmente eine korrekte Disulphidbricken-
Formation erfordert, stellt der periplasmatische Raum mit oxidierenden Bedingungen ein geeig-
netes Zellkompartment fir die Assemblifikation dar im Vergleich zu den reduzierenden Bedin-
gungen des Zytoplasmas (Wulfing and Pluckthun 1994). Daher schien die Verwendung von
filamentdsen Bakteriophagen im Gegensatz zu | Phagen sinnvoll, da die Morphogenese fila-
mentdser Phagen auf der Assemblifikation an der inneren Bakterienmembran und auf der Se-
kretion von Phagenpartikeln in den periplasmatischen Raum beruht. Allerdings beeintréchtigen
grolRe Fusionsproteine den Transport durch die Bakterienmembran und die Assemblifikation der
Phagenpartikel (lannolo, Minenkova et al. 1995; Malik, Terry et al. 1996; lannolo, Minenkova et
al. 1997). Hierdurch kdnnten Konformationsanderungen der aktiven Epitope verursacht werden,
die nicht der nativen Proteinkonformation entsprechen und nachfolgend eine erfolgreiche Vak-
zinierung limitieren. Demgegeniber scheint der lytische Bakteriophage lambda einige Vorteile
zu besitzen, da die Assembilifikation des Kapsids im Zytoplasma erfolgt, eine Translokation der
Fusionsproteine durch die Bakterienmembran nicht nétig ist und zudem eine hdhere Expres-

sionsdichte erzielt werden kann (Vaccaro, Pavoni et al. 2006). Bei Expression als C-terminales
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Fusionsprotein (Zucconi, Dente et al. 2001) mit dem D-Protein des | Phagen kann der Prozent-
satz der in das Kapsid integrierten rekombinanten Proteine bis zu 90% des Gesamt gpD Prote-
ingehalts betragen (ca. 420 gpD Molekile pro Phage). Das major coat protein pVIiI filamentdser
Phagen (ca. 2700 Kopien pro Phage) erlaubt allerdings nur einen Display von 1-24 rekombi-

nanten Antikérpermolekilen pro Phagenpartikel (Kang, Barbas et al. 1991).

Insgesamt &Rt sich feststellen, dass sich rekombinante Phagenpraparationen hervorragend
zum Phage-Display mit der Erzeugung sogenannter ,peptide epitope libraries* und zum Scree-
ning spezifisch bindender Antikdrper eignen (Devlin, Panganiban et al. 1990; Scott and Smith
1990; Benhar 2001; March, Jepson et al. 2006). Zur Produktion identischer Klone und damit zur
wirksamen Vakzinherstellung ist eine Optimierung des Herstellungsverfahrens nétig, um die
bereits gezeigte BCL1-g8 Vakzineffizienz reproduzieren zu kénnen. Die Bemihungen haben

schlie3lich zur Entwicklung einer neuen, verbesserten Phagenidiotypvakzinformulierung gefihrt.

4.4.2. anti-idiotypische humorale Immunantwort nach Vakzinierung mit neuer Phagen-

idiotypvakzinformulierung

Nachdem wir durch Immunisierung mit rekombinanten g8-Phagenidiotypvakzinen keine tu-
morprotektive Induktion von anti-BCL1 Antikdrpern nachweisen konnten, testeten wir eine neue
Phagenidiotypvakzinformulierung, die sich durch eine héhere Antigendichte und ein einfacheres
Herstellungsverfahren auszeichnete (zum Herstellungsverfahren siehe Kap. 2.3.3). Wir konnten
zeigen, dass sich durch Immunisierung mit der neuen Phagenidiotypvakzinformulierung (BCL1-
WT und BFF3-WT als Kontrolle) eine anti-idiotypische Immunantwort induzieren liel3, wobei die
Antikdrper vorzugsweise vom Typ IgG1 und IgG2a waren (siehe Abb.21,22). Die anti-idiotypi-
sche humorale Immunantwort konnte durch Boosterimpfungen zwischen Tag 14 und Tag 28
noch weiter gesteigert werden und war auch noch 4 Monate nach Vakzinierung nachweisbar.
Die neue Phagenidiotypvakzinformulierung eignet sich demnach besser zur Induktion einer
idiotypspezifischen humoralen Immunantwort im Gegensatz zu der verwendeten Charge von
BCL1-g8 Phagenvakzinen, da der Idiotyp offenbar richtig gefaltet und in ausreichender Zahl auf
der Oberflache préasentiert wurde, was bei der verwendeten Charge von BCL1-g8 Phagenvakzi-
nen vermutlich nicht der Fall war. Dass die neue Phagenidiotypvakzinformulierung zu einer
geringeren anti-Phagen Immunantwort fuhrte, kann mit einer, durch die verbesserte Idiotyp-

expression erfolgten Maskierung von Phagenepitopen erklart werden.

Ob bei der gegen BCL1 gerichteten Immunantwort spezifische, nur gegen den Idiotyp gerichtete
Antikorper induziert wurden, konnte durch die durchgefiihrten Untersuchungen letztlich nicht
sicher bewiesen werden, da durch die Immunisierung mit BCL1-WT und BFF3-WT sowohl eine
anti-BCL1, als auch ein anti-BFF3 Immunantwort induziert wurde (vgl. Abb.22,23,24) und die
humorale Immunantwort vermutlich gegen gemeinsame Epitope in den ,frame-work“-Regionen

der Immunglobuline und nicht nur gegen Epitope der CDR3-Region gerichtet war.

Aufgrund dieser Kreuzreaktion lief3 sich die gegen IgM gerichtete humorale Immunantwort nicht
von der spezifischen Immunantwort trennen, so dass nach der Préabsorption der Seren keine

anti-BCL1 bzw. anti-BFF3 Antikérper im ELISA detektierbar waren. Der Beweis einer spezifi-
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schen, nur gegen den BCL1-Idiotyp gerichteten Immunantwort konnte somit leider nicht er-
bracht werden. Im Rahmen dieser Arbeit musste darauf verzichtet werden, spezifische ELISA-
Verfahren mit Fab-Fragmenten von BCL1 und BFF3 zu etablieren, jedoch wéaren derartige An-

séatze fur weitergehende Versuche Uberlegenswert.

Kritisch betrachtet ist jedoch auch denkbar, dass durch die Verwendung kompletter Immunglo-
buline inklusive der Fc-Region bei der Vakzinierung ein Epitope-Overload stattgefunden hat, der
die spezifische - nur gegen den Idiotyp gerichtete - Immunantwort beeintrachtigt hat. Zur Erho-
hung der Spezifitdt der Immunantwort missten daher Fab-Fragmente des Idiotyps oder chimere
Immunglobuline verwendet werden, allerdings stellt sich dann wie bei den BCL1-g8-Phagen-

vakzinen wieder das Problem der Konformitéat der produzierten Idiotypproteine.

4.4.3. Vergleich der Phagenidiotypvakzinen mit dem Goldstandard BCL1-KLH

Zur Beurteilung des Potentials von Phagen als Tragermolekile des Idiotyps wurden Vergleiche
zwischen der Id-KLH-Vakzine und den Phagenidiotypvakzinen angestellt. Vakzinierungen mit
Keyhole limpet hemocyanin (KLH) als immunogener Carrier des Idiotyps wurden in diversen
murinen Lymphommodellen erfolgreich getestet und gelten daher als Gold-Standard. Es konnte
in diesen Studien gezeigt werden, dass Mause durch die Id-KLH Vakzinierung vor einem todli-
chen Tumorchallenge geschiitzt werden kénnen und dass Heilungen in Kombination mit Che-
motherapien mdglich sind, da durch die I1d-KLH Vakzinierung eine polyklonale anti-idiotypspezi-
fische Immunantworten induziert wird (Kaminski, Kitamura et al. 1987; Campbell, Esserman et
al. 1990; Caspar, Levy et al. 1997). Zwischen verschiedenen Tumormodellen sind jedoch zum
Teil erhebliche Unterschiede zu beobachten: Die Id-KLH Vakzine wurde zun&chst an 38C13
(Campbell, Esserman et al. 1990) und BCL1 (George, Folkard et al. 1988) entwickelt. Doch
schon bei héherer BCL1-Tumordosis wurde eine deutlich nachlassende Wirksamkeit von Id-
KLH beobachtet. Daneben fihrten Impfungen mit Id-KLH im A20-Modell bestenfalls zu einer
Lebensverlangerung, obwohl andere Idiotyp-Vakzinierungsstrategien oder zellulare Vakzine hier

gute Erfolge lieferten (Selmayr, Strehl et al. 1999).

Unsere Versuche zeigen, dass Immunisierungen mit Phagenidiotypvakzinen (BCL1-WT) im
Vergleich zu BCL1-KLH Vakzinen zu einer starkeren humoralen anti-BCL1 Immunantwort fih-
ren und sich ein steiler Anstieg der humoralen Immunantwort zwischen Tag 14 und Tag 28 fin-
den lasst (siehe Abb.21). Neben diesen quantitativen Unterschieden zeigten sich jedoch auch
gualitative Unterschiede bei der induzierten Immunantwort. So konnten wir die Bildung von
IgG1- und IgG2a-Antikdrpern nach Vakzinierung mit BCL1-WT nachweisen, wéhrend durch
BCL1-KLH lediglich die Produktion von IgG1 induziert wurde (siehe Abb.22). Auch Timmerman
et al. konnten nach Id-KLH Vakzinierung lediglich die Bildung von IgG1 nachweisen, wéhrend
Immunisierungen mit Idiotyp-exprimierenden Adenoviren den Subtyp IgG2a induzierten und die
Wirksamkeit der Standardvakzine Ubertrafen (Timmerman, Caspar et al. 2001). Beziglich der
Lymphomprotektion ist IgG2a dem Subtypen IgG1 allerdings tberlegen (Kaminski, Kitamura et
al. 1986; Syrengelas and Levy 1999). Phagenvakzinen scheinen somit im Vergleich zu den

KLH-Vakzinen mindestens gleichwertig zu sein, wenn nicht besser. Zumindest sind Phagenvak-
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zinen somit eine echte Alternative zu den Id-KLH Vakzinen. Diese Ergebnisse miissen jedoch
durch weitere Untersuchungen bestéatigt werden. Von groRem Interesse durften daher die Er-
gebnisse der ,First-in-Man“ Phagenvakzinierungsstudie zur Therapie von Patienten im begin-
nenden Rezidiv eines Multiplen Myeloms nach Hochdosistherapie sein. Erste Erkenntnisse
belegen auch hier die deutlich héhere Immunogenitat der Phagen mit einem schnelleren und
signifikant héheren Antikorpertiteranstieg gegen Phagen als gegen KLH. Es konnte auf3erdem
gezeigt werden, dass durch Phagenidiotypvakzinen eine tumorspezifische Immunantwort indu-
ziert werden kann (personliche Mitteilung Dr. R6hnisch). Da Phagen ubiquitar vorkommen und
beispielsweise auch im Minchner Trinkwasser nachweisbar sind (Hofschneider 1963), muss im
Gegensatz zu den Tierversuchen bei den zu vakzinierenden Patienten mit einer Prédexposition
von Phagen gerechnet werden. Diese Praexposition von Phagen scheint aber keinen negativen
Einfluss auf die Vakzinierungsergebnisse zu haben, vielmehr kénnte im Gegenteil im Sinne
eines positiven Memory-Effects die tumorspezifische Immunantwort positiv beeinflussbar sein.
Diese Uberlegungen decken sich mit den Ergebnissen aus friiheren Tierexperimenten der eige-
nen Arbeitsgruppe (personliche Mitteilung Dr. R6hnisch) und den Ergebnissen nach Vakzinie-
rung mit Idiotyp-exprimierenden Adenoviren in 2 murinen B-Zell-Lymphommodellen. Hier konn-
ten nach Praexposition mit unspezifischen Adenoviren durch die Immunisierung idiotypspezifi-
sche Antikorpertiter induziert werden und es wurde kein negativer Effekt auf die Immunisierung

beobachtet (Timmerman, Caspar et al. 2001; Armstrong, Dermime et al. 2002).

4.5. Bedeutung von GM-CSF als immunstimulatorisches Adjuvans

Durch die Verwendung von Adjuvantien soll die Immunantwort gegen das eigentliche Impfanti-
gen gesteigert und in eine gunstige Richtung gelenkt werden (humoral, zellular, Thl, Th2, CTL).
Daher sind Adjuvantien oftmals fester Bestandteil von Impfstrategien (Singh and O'Hagan
1999). Von dem Zusatz von Zytokinen zu den Impfstoffen verspricht man sich eine gezieltere

Regulation der Immunantwort, sowie eine Verstarkung der Effekte der Immunisierung.

Seit dem Vergleich verschiedener Zytokine zur Immunogenitatssteigerung von Tumorzellen
durch Dranoff et al. dominiert GM-CSF die zellularen Tumorvakzine (Dranoff, Jaffee et al.
1993). Die groRe Bedeutung von GM-CSF liegt in den zahlreichen Effekten auf die Immunant-
wort: GM-CSF fuhrt zu einer gesteigerten Antigenprasentation auf einer Vielzahl von Zellen
(Morrissey, Bressler et al. 1987; Fischer, Frosch et al. 1988; Heufler, Koch et al. 1988; Smith,
Lamerson et al. 1990), bewirkt eine MHC Il Antigenexpresssion auf Monozyten (Steis,
VanderMolen et al. 1990; Blanchard and Djeu 1991), sowie eine gesteigerte Expression von
Adhéasionsmolekilen auf Granulozyten und Monozyten (Grabstein, Urdal et al. 1986; Young,
Lowe et al. 1990) und fuhrt zu einer Verstarkung der T-Zellproliferation (Santoli, Clark et al.
1988). Daneben wird GM-CSF genau wie der hAmatpoetische Wachstumsfaktor Flt-3 Ligand in-
vivo zur Generierung von dendritischen Zellen verwendet. Als Schlisselmediator gilt GM-CSF
seither fur Wachstum, Reifung, Migration und die Antigen-présentierenden Eigenschaften
dendritischer Zellen, die zunehmend Verwendung in der Tumorvakzinierung finden

(Banchereau, Briere et al. 2000; Banchereau and Palucka 2005).
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Aufgrund seiner grof3en Bedeutung als Immunstimulans wurde von uns die Auswirkung von
zusatzlich verabreichtem GM-CSF zu den Phagenidiotypvakzinen auf die humorale Immunant-
wort untersucht. Dabei wurde den Tieren je 20mg GM-CSF s.c. 4-malig in wochentlichem Ab-
stand mit der Immunisierung verabreicht. Die Ergebnisse zeigen, dass durch GM-CSF eine
geringfligige Steigerung der humoralen Immunantwort beobachtet werden kann, die jedoch im
Vergleich zu den Kontrollgruppen nicht signifikant war (siehe Abb.17,18). Eine Anderung in der
Qualitat der Immunantwort z.B. eine Steigerung der IgG2a Antwort bei gleichzeitiger Verminde-
rung der 1gG1 Antwort oder umgekehrt konnte nicht beobachtet werden. Daraus lasst sich
schliel3en, dass Phagen als immunogene Tragermolekiile auch ohne Adjuvans zur Induktion
einer humoralen Immunantwort wirksam sind. Inwieweit allerdings eine positive Beeinflussung
der zellularen Immunantwort durch GM-CSF im Rahmen der Phagenidiotypvakzinierung er-
reicht werden kann, bleibt zu erkunden. Eine mdégliche Ursache flr die nur geringe Steigerung
der humoralen Immunantwort kénnte aber auch in der Verwendung von humanem GM-CSF
(Leukomax) anstelle von murinem GM-CSF liegen. Untersuchungen von Kwak et al. im murinen
38C13 Lymphommodell belegen, dass durch Zusatz von murinem GM-CSF i.p. eine signifikante
Steigerung der Immunantwort induziert werden kann. Dieser positive Effekt ist allerdings auf die
Aktivierung des T-Zell-Arms beschrankt. Analog zu unseren Ergebnissen fand sich kein Effekt

von GM-CSF auf die humorale Immunantwort (Kwak, Young et al. 1996).

Wahrend durch die Id-KLH Vakzinierung ohne GM-CSF in klinischen Studien vorwiegend eine
humorale, nicht CD8" T-Zell abhédngige Immunantwort induziert wird (Kwak, Campbell et al.
1992; Hsu, Caspar et al. 1997), konnte durch die Id-KLH Vakzinierung mit GM-CSF die Induk-
tion einer tumorspezifischen T-Zell Antwort bei 18 von 20 Patienten mit Induktion einer moleku-
laren Remission bei follikularen Lymphomen erzielt werden (Bendandi, Gocke et al. 1999).
Diese ermutigenden Ergebnisse machten GM-CSF zum bevorzugten Adjuvans in der Therapie
mit 1d-KLH und fUhrten zur Initiierung laufender Phase Il Studien. Auch als Fusionsprotein ge-
koppelt an die schwere Kette des Idiotyps (38C13) Ubertrifft GM-CSF die protektive Wirkung
von KLH (Tao and Levy 1993) und fuhrt zu einer beschleunigten Antikérperantwort. Jedoch
waren Fusionsproteine aus scFv und GM-CSF im 38C13 Tumormodell nur als Proteinvakzinen

erfolgreich, als DNA-Vakzinen hingegen ohne Wirkung (Hakim, Levy et al. 1996).

4.6. Vergleich der Phagenvakzinierung mit anderen

Immunisierungsstrategien

Alternativen zu den Phagenvakzinen stellen DNA-Vazinen, Virus-basierte Vakzinen und die
Vakzinierung mit dendritischen Zellen dar. Die DNA-Vakzinierung ist nicht zuletzt wegen des
kostenglinstigen, zeitsparenden und einfachen Produktionsverfahrens eine attraktive Alterna-
tive. Die DNA-Vakzinierung ist in besonderem Mal3e zur Induktion einer CTL-Antwort geeignet
(Leitner, Ying et al. 1999). Problematisch und hinsichtlich der Wirksamkeit entscheidend ist
jedoch das Ausmald der intrazelluldren Proteinexpression. Das wird insbesondere bei der
Lymphomtherapie deutlich, wo die Induktion einer anti-idiotypischen Immunantwort von der in-

vivo-Produktion der Idiotypproteine abhéngig ist (Cesco-Gaspere, Benvenuti et al. 2005). DNA-
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Vakzinen, die fur die Idiotypproteine als scFv alleine codieren, fihren jedoch nur zu schwachen
Immunantworten, wahrend DNA-Vakzinen, bei denen der Idiotyp als Fusionsprotein mit einem
xenogenen Fc-Fragment oder GM-CSF exprimiert wird, eine idiotypspezifische Immunantwort
induzieren kénnen (Syrengelas, Chen et al. 1996). Auch DNA-Vakzinen mit Fusion des Idiotyps
an das Fragment C des Tetanus Toxins scheinen wirksam zu sein, so dass sowohl eine spezifi-
sche humorale Immunantwort, als auch eine CD4+ abhéangige zellulare Immunantwort induziert
werden kann (King, Spellerberg et al. 1998). Allerdings waren die Ergebnisse der klinischen
Studien zur Idiotyp-DNA-Vakzinierung im Vergleich zu anderen Vakzinierungsstrategien enttau-
schend (Timmerman, Singh et al. 2002).

Im 38C13 und BCL1-Modell ist eine einmalige Injektion von ld-Adenovirus mit humanem Fc-Teil
einer zweimaligen Id-KLH-Immunisierung mindestens gleichwertig (keine Immunantwort nach
Fusion mit muriner konstanter Kette). Die Schutzwirkung war assoziiert mit hohen anti-idiotypi-
schen Antikorpertitern und wurde nicht durch eine CD4- bzw. CD8-Depletion beeinflusst
(Timmerman, Caspar et al. 2001). Auch im A20-Modell wurde eine erfolgreiche
Adenovirusvakzinierung gezeigt, denn A20-scFv gekoppelt mit humanem Fc-Teil induzierte
sowohl eine Anti-ld Antikbrperantwort, als auch eine CTL-Antwort und flhrte in Uber 40% zur
Protektion vor einem Tumorchallenge. Bei deutlich schlechterer Protektion liel3 sich durch Vak-
zinierung mit ungekoppeltem A20-scFv eine vergleichbare T-Zellantwort erzielen, jedoch keine
humorale Immunantwort. Gegenuiber der Adenovirus-Vakzinierung entfaltete die DNA-Vakzinie-
rung aus einem Fusionskonstrukt mit Tetanus Fragment C keine protektive Wirkung im A20-

Modell (Armstrong, Dermime et al. 2002).

Bei der Induktion einer spezifischen zellularen Immunantwort kdnnen auch dendritische Zellen
(DCs) mit Erfolg eingesetzt werden. Osterroth und Mitarbeiter entwickelten ein System, um mit
Fab-gepulsten DC in vitro eine ld-spezifische CTL zu generieren (Osterroth, Garbe et al. 2000).
Allerdings war im 38C13-Modell zum Pulsen von DC nur Idiotyp mit xenogenem FC-Teil oder
Id-KLH effektiv. Immunisierungen mit Id-KLH gepulsten DCs waren hinsichtlich der Tumorpro-
tektion einer Vakzinierung mit 1d-KLH Uberlegen, wobei der Antikérper-vermittelten (v.a. 1gG2a)
Tumorprotektion groRe Bedeutung zukommt (Timmerman and Levy 2000). Klinische Daten
zeigen, dass durch eine Immunisierung mit ld-gepulsten DCs bei 35 Patienten in kompletter
Remission nach Chemotherapie sowohl eine T-Zell-, als auch eine humorale anti-idiotypische
Immunantwort induziert werden kann, die bei den Respondern zu langanhaltenden Tumorre-
missionen flhrte. In einer weiteren erst kirzlich durchgefiihrten Studie konnte erstmals auch die
Induktion einer Tumorremission durch eine Vakzinierung bei Patienten mit nachweisbarer
Lymphommanifestation nachgewiesen werden. Dabei liel3 sich in 4 von 10 Patienten mit nach-
weisbarer Lymphommanifestation ein klinisches Ansprechen beobachten, davon 2 komplette
Remissionen, 1 Teilremission und 1 molekulare Remission. Die Effekte der DC-Therapie wur-
den dabei durch nachfolgende Booster-Immunisierungen mit Id-KLH trotz offensichtlicher Re-
sistenz gegeniber der DC-Vakzine verstarkt (Timmerman, Czerwinski et al. 2002). Die
Idiotypvakzinierung mit dendritischen Zellen ist somit wirksam, der Einsatz von DCs zu Vakzi-
nierungszwecken ist jedoch aufwandig und die optimalen Methoden der Praparation, Antigen-

beladung und Prasentation missen noch definiert werden (Serody, Collins et al. 2000).
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Auf der Suche nach wirksameren Therapiemdglichkeiten niedrig-maligner Lymphome sind Vak-
zinierungsstrategien auf dem Vormarsch. Lymphome bieten sich hierfir in besonderem Malie
an, da Lymphomzellen den Idiotyp als tumorspezifisches Antigen auf der Oberflache exprimie-
ren. Neben der Goldstandardvakzine Id-KLH sind derzeit andere innovative Immunisierungs-
methoden wie die DNA-Vakzinierung, Immunisierung mit dendritischen Zellen oder virale Vakzi-
nen in Erprobung. Die Phagen-basierte Idiotypvakzinierung ist ein neues Verfahren zur Im-
muntherapie von Lymphomen. Wir konnten im BCL1-Lymphommodell zeigen, dass durch Pha-
genidiotypvakzinierung eine gegen BCL1 gerichtete humorale Immunantwort induziert werden
kann. In den Tierversuchen konnte jedoch bei der insgesamt sehr hohen Dosis von 1x10°
BCL1-Zellen zum Tumorchallenge aktuell keine Tumorprotektion nachgewiesen werden, ob-
gleich in den Proof-of-Principle Studien mit den rekombinanten BCL1-g8 Vakzinen eine Tumor-
protektion mit resultierender signifikanter Uberlebensverlangerung bei 25-30% der Mause indu-
ziert werden konnte. Dennoch ist das therapeutische Potential von Phagenvakzinen anhand der
durchgefuhrten Untersuchungen deutlich geworden, so war die durch Phagen induzierte humo-
rale Immunantwort im Vergleich zu KLH deutlich stéarker ausgepragt. Bei der Immunisierung mit
BCL1-WT Phagenvakzinen lief3 sich eine gegen BCL1 gerichtete humorale Immunantwort vom
IgG1 und IgG2a Typ induzieren. Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von Ron Levy in Stanford
belegen, dass IgG2a fiur die Lymphomprotektion am wichtigsten zu sein scheint, da durch
IgG2a eine Antikdrper-abhéngige zelluldre Zytotoxitat (ADCC) vermittelt wird (Syrengelas and
Levy 1999). Im Gegensatz zu den Phagenidiotypvakzinen konnte in unseren Experimenten mit
Id-KLH Vakzinen keine 1gG2a Immunantwort induziert werden. Indirekt ergeben sich durch die
von uns erhobenen Daten auch Hinweise auf die zellulare Immunantwort durch Phagenvakzi-
nen, obgleich die zelluldre Immunantwort im Rahmen der vorliegenden Dissertation nicht unter-
sucht wurde. Durch den beobachteten Isotyp-Klassenwechsel mit Bildung von 1gG1 und 1gG2a
Antikdrpern ergeben sich aber Hinweise auf die T-Zell Abh&éngigkeit der durch Phagenvakzinen
induzierten Immunantwort, wodurch das immunogene Potential der Phagenvakzinen unterstri-
chen wird. In der Maus wird durch das von Th2-Zellen gebildete IL-4 vorwiegend ein Isotyp-
wechsel zu IgG1 induziert, durch das von Thl-Zellen gebildete IFN-g ein Isotypwechsel zu
IgG2a. Diese Ergebnisse waren von GM-CSF unabhangig und wurden durch Zusatz von GM-
CSF weder qualitativ noch quantitativ signifikant beeinflusst. Ob durch die verwendeten Pha-
genidiotypvakzinen auch eine spezifische zytotoxische T-Antwort induziert wird, ist noch offen
und wird derzeit untersucht. Insgesamt lasst sich aber feststellen, dass Phagen wegen der
schnellen und kostengunstigen Produktion, des guten Sicherheitsprofils, sowie aufgrund der
immunogenen Eigenschaften geeignete Vektoren fir Vakzinierungsstrategien sind. Die Optimie-
rung der Vakzinformulierung, der Produktions- und Aufreinigungsverfahren, sowie des verwen-
deten Tumorantigens (Fab-Fragmente versus ScFv versus komplettes Idiotypprotein) sind je-

doch notwendig.
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7. Verzeichnis der Abklrzungen

Abb.
7-AAD
ABTS
ADCC
Ag

Ak
APC
ATCC
BCL1
BFF3
BSA
CD
cDNA
CFSE
cfu

CHOP

CLL
CVvP
cpm
DC
DMEM
DMSO
DNA
ds
DTH-Test
E.coli
EDTA

ELISA

Abbildung

7-Amino-Actinomycin D staining solution
2-2’-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid)
Antikorper-vermittelte zellgebundene Zytotoxizitéat
Antigen

Antikorper

Antigen-prasentierende Zelle

American Type Culture Collection

erstes, spontan in der Maus entstandenes Lymphom/Leukamie-Modell
Hybridomzelllinie (Produktion von monoklonalen anti-lgM)
Bovines Serum-Albumin

cluster of differentiation

copy-Desoxyribonukleinséaure
5-(6-)-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester
Colony forming units

Chemotherapie-Schema mit Cyclophosphamid, Vincristin, Prednison,
Doxorubicin

chronisch lymphatische Leukamie
Chemotherapie-Schema mit Cyclophosphamid, Vincristin, Prednison
Counts per minute

Dendritische Zelle

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Doppelstrang

Delayed-Type Hypersensitivity Test
Escherichia coli
Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure

Enzyme-linked immunosorbent assay
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EtOH
FACS
FCM
FCS
FITC
g
g3/g8

GM-CSF

H20
HDT
HEPES
HIV
HLA
HRP

ICAM

Kda

KLH
MC10-6A5
MCP
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Mio.

Ethanol

Fluorescence-activated cell sorter

Chemotherapie mit Fludarabin, Cyclophosphamid, Mitoxantron
Fotales Kalberserum

Fluorescein-Isocyanat

Gramm

Gene 3 bzw. 8 flr die coat proteine IlI, VIII
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
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Wasser

Hochdosistherapie
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsaure
human immunodefiency virus

human leucocyte antigen

horse radish peroxidase

intercellular adhesion molecule

Idiotyp

intradermal

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Immunomodulatory Drugs

intraperitoneal

intravends

Kilodalton

Keyhole Limpet Hemocyanin

Hybridomzelllinie (Produktion von anti-BCL1 IgG2a)
Chemotherapieschema mit Mitoxantron, Chlorambucil, Prednison
Major histocompatibility complex

Minute(n)

Million(en)
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MRNA
NaCl
NaN3
NaOH
NHL
NK-Zellen
nm

0.D.
PBMC
PBS
PCR

PE

pfu
RNA
rpm

RT
scFv
SDS
Sec.
SEM
SPF

ss

t

TE
TEMED
Thl, Th2
Tris
Tween20
TZR

u

Vv

Messenger RNA

Natriumchlorid

Natriumazid

Natriumhydroxid
Non-Hodgkin-Lymphom

Natuirliche Killerzelle

Nanometer

optische Dichte

Mononukleére Zellen des peripheren Blutes
Phosphate-buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phycoerithrin
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Ribonukleinséure
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Raumtemperatur

single-chain Fragment der variablen Doméne
Natriumdodecylsulfat
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Standard error of mean

specific pathogen-free
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Tris-EDTA
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
T-Helferzellen vom Typ 1 bzw. 2
Tris(hydroxymehtyl)-aminomethan
Polyoxyethylene sorbitane monolaurate
T-Zellrezeptor
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Volt



Verzeichnis der Abkirzungen

91

Vol. Volumen
W Watt

WT Wildtyp-Phagen



Danksagung 92

8. Danksagung

Die vorliegende Doktorarbeit wurde im hdmatologischen Forschungslabor von Herrn Prof. Dr. B.
Emmerich an der Medizinischen Klinik des Klinikums Innenstadt der Universitdt Minchen
durchgefiihrt. An dieser Stelle méchte ich mich herzlich fiir die Uberlassung des interessanten

Themas und des Arbeitsplatzes bedanken.

Meinen beiden Betreuern, Frau Dr. Dr. C. Bourquin und Herrn Dr. Tim Rohnisch gilt mein be-
sonderer Dank fir die herzliche und kontinuierliche Unterstitzung, die vielen praktischen Tips
und nutzlichen Gespréche, sowie fur die freundliche Arbeitsatmosphére. lhre weitreichende
Erfahrung und das auf3erordentliche Engagement waren mir eine grof3e Hilfe beim Fertigstellen

dieser Arbeit.

Ebenso méchte ich mich bei Beata Rutz und Thomas Béhm bedanken fur ihre praktischen An-
regungen und Hilfestellungen. Auch meinem Mitdoktoranden Roland Stauble gilt mein Dank fir

seine ,lockeren* Spriiche und natirlich fiir das Bereitstellen des aufgereinigten Idiotyps.

Fur die exzellente Hilfe bei den Tierarbeiten und das Versorgen der Tiere méchte ich mich herz-
lich bei allen Tierpflegern des Tierstalls bedanken, ohne die die Versuche nicht hatten durch-

gefuhrt werden kénnen.

Den Doktoranden der AG PD. Dr. G. Meinhard danke ich fur die freundschaftliche Zusammen-

arbeit im Labor und die gegenseitige Unterstiitzung.

Allen Mitgliedern der Abteilung fur Hamatologie und Onkologie in der Medizinischen Klinik

danke ich fur die gute Zusammenarbeit, sowie fir die freundliche Arbeitsatmosphére.

Mein Dank gilt auBerdem Herrn Briese von Amersham, der mir bei Fragen zur Antikdrperaufrei-

nigung mit natzlichen Tips zur Seite stand.

An dieser Stelle mdchte ich mich ganz besonders bei Michael Haunreiter fir seine schier un-
endliche Geduld und Nachsicht, sowie fir die zahllosen Anregungen zur Textverarbeitung be-

danken. Aul3erdem gilt mein Dank allen anderen lieben Freunden fur die Unterstltzung.

Bedanken mdchte ich mich aul3erdem bei meinem ,Lieblings-Quasi-Cousin“ Paul Pesch aus

Koéln, der in nachtlichen Aktionen den PC vor dem Zusammenbruch bewahrt hat.

Mein besonderer Dank gilt meinen lieben Eltern, die mir diese Arbeit durch ihre Unterstitzung

erst ermdglicht haben.



Lebenslauf 93

9. Lebenslauf

Personliche Angaben:

Name: Christina Sonntag

Geburtstag: 26. Oktober 1979

Geburtsort: Bonn

Vater: Manfred Michael Sonntag, Arzt

Mutter: Barbel Sonntag, geb. Melech, Chemotechnikerin
Geschwister: Alexander Sonntag, Student

Schulausbildung:

1986-1990: Grundschule Bad Wiessee

1990-1999: Gymnasium Tegernsee

25.06.1999: Abitur

Studium:

1999-2005: Medizinstudium an der Ludwig-Maximilian-Universitat Minchen
Aug. 2001: Physikum

Aug. 2002: 1.Staatsexamen

Aug. 2004: 2.Staatsexamen

Nov. 2005: 3.Staatsexamen

Praktika / Auslandsstudien:

Marz 2000: Krankenpflegepraktikum in Gynékologie, Kreiskrankenhaus
Agatharied/Miesbach

Aug. 2000: Krankenpflegepraktikum in Geriatrie, Kreiskrankenhaus
Agatharied/Miesbach

Feb. 2002: Chirurgie, Cho Ray Hospital, Saigon, Vietnam

Sept. 2002: Gynékologie, Barmherzige Bruder, Wien

April 2003: Psychiatrie, BKH Kaufbeuren

Sept. 2003: Anésthesie, Hopital St. Louis, Paris,

Marz 2004 Innere Medizin, Hausarztpraxis, Dr. med. Gabriele Volker, Bad Wiessee



Lebenslauf

94

Okt./Nov.2004:
Dez./Jan.2005:
Feb.-Mai 2005:
Juni-Aug.2005:

Dezember 2005:

Dissertation:

11/2002-11/2005:

Berufliche Tatigkeit:

Seit Juni 2006:

Neurologie, Miinchen Harlaching

Neurologie, Western Hospital, Toronto, Canada
Innere Medizin, Stadtspital Triemli, Zurich
Chirurgie, Universitatsspital, Genf

Erhalt der Approbation

Dissertation an der Medizinischen Klinik, Klinikum Innenstadt der
Universitat Minchen, Abt. Hadmatologie/Onkologie, Leiter Prof. Dr. B.
Emmerich mit dem Thema: Charakterisierung der humoralen Immun-
antwort nach Phagenidiotypvakzinierung im murinen BCL1-Lymphom-
modell. Betreuung: Herr Dr. Tim Ro6hnisch, Frau Dr. Dr. Carole

Bourquin

Assistenzarztin an der Psychiatrischen Universitatsklinik Zirich, Klinik
fur Soziale Psychiatrie und Allgemeinpsychiatrie ZH West (Prof. Dr.
med. Dipl.-Psych. W. Réssler, Prof. Dr. med. Dr. phil. P. Hoff)



