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DNA- und zellbasierte Impfstoffe

Trends in der

Impfstoffentwicklung

JURGEN SCHERER | THOMAS HINZ | KLAUS CICHUTEK

Fiir eine Reihe von Infektionskrankheiten sowohl bakterieller,
parasitdrer als auch viraler Genese wurde vor allem im

20. Jahrhundert eine Vielzahl von Impfstoffen entwickelt, die
Impflinge erfolgreich schiitzen konnten. Dies fiihrte zu einer

drastisch verminderten Krankheitslast in der Bevélkerung [1],

zu einer deutlich verringerten Séuglingssterblichkeit und zu
einer Erh6hung der Lebenserwartung. Aktuell werden die

globalen Bemiihungen intensiviert, das Poliomyelitis- und das

Masern-Virus auszurotten.
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m Jahre 1980 konnte die Weltgesundheitsorganisation
WHO verkiinden, dass die Pocken vom Erdball ver-
schwunden waren. Neben dem Schutz vor Infektions-
krankheiten gelang es, mit Einfilhrung des Hepatitis-B-Vi-
rus- (HBV)-Impfstoffes auch eine Spitfolge dieser Virusin-
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fektion einzudimmen, nimlich das Auftreten des HBV-be-
dingten hepatozelluliren Karzinoms. In jlingster Zeit wur-
den auf der gleichen Linie erfolgreich Impfstoffe gegen hu-
mane Papillomaviren entwickelt und zugelassen, die lang-
fristig zu einer signifikanten Reduktion der zervikalen
Krebserkrankungen fithren sollten.

Im bisher gebriuchlichen Sinne versteht man Impfstof-
fe als priaventive Impfstoffe gegen Infektionserreger. Der ih-
rer Wirksamkeit zugrunde liegende Hauptmechanismus ist
die Induktion von AntikOrpern, welche eine akute oder
chronische Infektion des Geimpften und somit das Auftre-
ten einer Infektionskrankheit verhindern. Dabei unter-
scheidet man Lebendimpfstoffe und Totimpfstoffe, wobei
erstere eine abgeschwichte Variante eines Erregers enthal-
ten und eine zeitlich begrenzte und im Allgemeinen sym-
ptomfreie Infektion hervorrufen, die zu einem hiufig jah-
relangen, manchmal vielleicht lebenslangen Infektions-
schutz fithren. Totimpfstoffe enthalten Protein oder Peptid,
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Polysaccharid oder Toxin eines Erregers, womit ebenfalls
ein langer Impfschutz erzielt wird. Totimpfstoffe werden im
Allgemeinen intramuskuldr, manchmal auch intradermal
oder subkutan injiziert, wihrend Lebendimpfstoffe auch
oral verabreicht werden konnen. Totimpfstoffe enthalten
neben dem Antigen hiufig ein so genanntes Adjuvans, das
die Induktion von Antikorpern gegen das Antigen ermog-
licht oder um Groflenordnungen verbessert. Neuartige
Impfstoffe beruhen auf Gentransferverfahren, wobei statt
des Antigens das fiir das Antigen kodierende Gen oder Tei-
le dieses oder mehrerer dieser Gene nach der Injektion von
menschlichen Zellen aufgenommen werden. Das Antigen
wird von den aufnehmenden Zellen in vivo gebildet und
regt im Korper die Immunreaktion an. Zu den Gentransfer-
Impfstoffen gehoren die DNA-Impfstoffe und die Vektor-
Impfstoffe [2].
Die Moglichkeiten, mit Impfungen zum Schutz vor
Krankheiten beizutragen, sind bei weitem noch nicht aus-
geschopft. Gerade die moderne Biotechnologie sowie das
wachsende Verstindnis der zugrunde liegenden immuno-
logischen Prozesse eroffnen viele neue Perspektiven der
Impfstoffentwicklung [3]. Die aktuellen Entwicklungsarbei-
ten beziehen sich hierbei wesentlich auf vier Gebiete:
® Die weitere Optimierung bereits verfiigbarer Impfstoffe
hinsichtlich ihrer Anwendung, aber auch hinsichtlich
ihrer Wirksamkeit und Sicherheit.

¢ Die Entwicklung neuer Impfstoffe gegen bedeutsame In-
fektionskrankheiten, fiir die bisher keine bzw. nur un-
zureichende Impfstoffe zur Verfiigung stehen, wie bei-
spielsweise Malaria oder Tuberkulose.

¢ Die Entwicklung von Impfstoffen gegen ,neue“ Erreger
wie HIV, West-Nilvirus oder auch das SARS-Coronavirus.

¢ Die Entwicklung von therapeutischen Impfstoffen gegen
Krebs, Hepatitiden, Autoimmunerkrankungen, Alzheimer
oder die Nikotinsucht.

Im Folgenden sollen einige wesentliche Entwicklungen und
Trends auf diesen Gebieten (und der dabei eingesetzten Me-
thoden) vorgestellt werden. Der Schwerpunkt liegt hierbei
auf der Vorstellung des Konzeptes von DNA- und Vektor-
Impfstoffen sowie von zellbasierten Tumor-Impfstoffen.

Optimierung verfiigbarer Impfstoffe

Herstellungsverfahren
Die Moglichkeiten und Notwendigkeiten, aktuell verfiigba-
re Impfstoffe zu optimieren, lassen sich hervorragend am
Beispiel der Influenza-Impfstoffe verdeutlichen. Influenza-
Impfstoffe werden seit mehreren Jahrzehnten erfolgreich
auf Bruteiern hergestellt, was einfach, kostengtinstig und zu-
verlissig ist. Dennoch ist diese Produktionsweise mit Nach-
teilen verbunden, die sich durch eine Herstellung in Zell-
kulturen auf einfache Weise umgehen lassen. Zum einen
beinhalten die klassischen Influenza-Impfstoffe herstellungs-
bedingt Reste von Hithnereiweif, sodass die Impfung von
auf diese Substanzen allergisch reagierenden Personen
kontraindiziert ist. Weiterhin bedarf das Produktionssystem
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,Hiithnerei“ einer aufwindigen Logistik, um zum richtigen
Zeitpunkt grole Mengen geeigneter Eier zur Verfiigung zu
haben, was speziell im Falle einer Influenzapandemie ein
schwierig zu l0sendes Problem darstellen konnte. Die Ver-
fiigbarkeit von Zellkulturen zur Produktion ist dem-
gegeniiber einfach sicherzustellen und bietet zudem den
Vorteil, dass kein Hithnereiweif in den Impfstoff gelangt.
So wurde vor kurzem ein in Zellkultur hergestellter saiso-
naler Impfstoff durch die Europiische Arzneimittelbehorde
EMEA (European Medicines Agency) erstmals europaweit
zugelassen, weitere werden sicherlich folgen [4].

Formulierung/Adjuvantien
Die Influenza-Impfung ist u.a. vor allem fiir dltere Personen
(> 60 Jahre) empfohlen, da dieser Personenkreis ein be-
sonders hohes Risiko hinsichtlich Influenza-bedingter Kom-
plikationen hat. Gerade in dieser Gruppe verringert sich
die Wirksamkeit der Influenza-Impfung, da bekannter-
mafien das Immunsystem idlterer Personen nur schwicher
auf eine Immunisierung reagiert und damit die Impfung im
Vergleich zu jiingeren Personen zu einem geringeren Schutz
fithrt.

Um hier Abhilfe zu schaffen, wird intensiv an der Ent-
wicklung verbesserter Adjuvanssysteme, meist Ol-in-Was-
ser-Emulsionen, gearbeitet, die die Immunantwort deutlich
verstirken und damit zu einem besseren Schutz fithren kon-
nen. Auch im Falle einer Influenza-Pandemie konnen ver-
besserte Adjuvanssysteme einen bedeutenden Beitrag zum
Schutz der Bevolkerung leisten. Zum einen kann eine durch
ein Adjuvans erhohte Immunogenitit ermoglichen, den An-
tigengehalt des Impfstoffs deutlich zu reduzieren. Dies fiihrt
in der Folge zu einer deutlich hoheren Produktionskapazitit
und erlaubt eine schnellere Versorgung der Bevolkerung
mit Impfstoffen, was besonders fiir ein Pandemie-Szenario
einen duBerst bedeutsamen Vorteil darstellt. Auf der ande-
ren Seite zeichnet sich eine Pandemie dadurch aus, dass ein
Jneues“ Influenzavirus auf eine immunologisch naive Be-
volkerung trifft, und damit die gewohnte einmalige Immu-
nisierung nicht zum Aufbau eines adiquaten Schutzes als
ausreichend zu betrachten ist. Adjuvanssysteme konnen
hier dazu beitragen, dass eine zweimalige Immunisierung
fur einen wirksamen Schutz ausreicht, und dass eine stir-
kere Kreuzreaktivitit gegen leicht verinderte Varianten ei-
nes Influenza-Pandemiestammes hervorgerufen wird [5, 6].

Kombinationsimpfstoffe

Die zunehmende Anzahl verfiigbarer Impfstoffe, auch und
gerade fiir die Immunisierung von Siduglingen und Klein-
kindern gemif den Empfehlungen der STIKO, resultierte in
vielfiltigen Arbeiten zur Entwicklung von Kombinations-
impfstoffen. Damit ist der Schutz vor einer Vielzahl von In-
fektionskrankheiten mit deutlich weniger Injektionen mog-
lich, was zu einer erhohten Durchimpfungsrate fithren diirf-
te und damit die Effektivitit eines Impfstoffs, also der
Wirksamkeit bezogen auf die gesamte Bevolkerung, ver-
bessern kann.
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ABB. 2

Entwicklung von Impfstoffen gegen ,,alte“

und ,,neue“ Erreger
Trotz langjihriger und intensiver Bemithungen steht bisher
kein Impfstoff zum Schutz vor einer Malariaerkrankung zur
Verfiigung. Gleiches gilt zumindest fiir die pulmonire Form
der Tuberkulose und fiir neuere Erkrankungen wie z.B. AIDS
oder West-Nilvirus. Die modernen molekularbiologischen
Methoden erdffnen viele weitere Chancen auf erfolgreiche
Impfstoffentwicklungen. Im Folgenden werden einige der
verfolgten Strategien dargestellt. Allerdings haben diese An-
sitze bisher nur in der Veterinirmedizin zu zugelassenen
Impfstoffen gefiihrt [7], erfolgreiche Zulassungen im Hu-
man-Impfstoffbereich stehen noch aus.

Identifizierung protektiver Antigene
Ein wichtiger erster Schritt bei der Entwicklung eines Impf-
stoffes ist die Identifizierung protektiver Antigene des Er-
regers. In der Vergangenheit wurden hierzu meist auf lang-
wierige Weise Erreger in Kultur vermehrt, anschlieffend in-
aktiviert und aufgearbeitet bzw. einzelne Bestandteile
aufgereinigt und die Immunogenitit und Schutzwirkung der
verschiedenen Komponenten im Tier untersucht. Dieses
Verfahren gestaltet sich heute, da die vollstindigen Genom-
sequenzen der meisten Erreger bekannt sind bzw. auf rela-
tiv einfache und schnelle Weise bestimmt werden konnen,
sehr viel effizienter. Bei der als ,reverse vaccinology“
bezeichneten Methode wird die Genomsequenz mithilfe
von Computern analysiert, um die Proteine eines Erregers
und deren Struktur und Lokalisation vorherzusagen [8]. Die
Sequenzen der als potentielle Antigene identifizierten Pro-
teine werden in E. coli kloniert, exprimiert und die Immu-
nogenitit der in der Sequenz kodierten Proteine oder Pep-
tide in Miusen untersucht. Beispielsweise erlaubte es die-
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Prinzip der Herstellung, Beladung mit Tumorantigen und Re-Applikation eines auf
autologen dendritischen Zellen (DC) beruhenden Tumorimpfstoffs, gewonnen aus
Monozyten. Peptide kénnen direkt auf die HLA-Molekiile geladen werden. Proteine
werden endogen zu Peptiden prozessiert, auf HLA-Molekiile geladen und auf der
DC-Zelloberfliche prdasentiert. Die T-Zellen des Patienten erkennen mit deren T-Zell-
rezeptor den HLA-Peptid-Komplex auf den DC.
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ses Verfahren, fiir Meningokokken, Serotyp B, ausgehend
von 2.158 aufgrund der Erreger-Gensequenz vorhergesag-
ten offenen Leserahmen (ORFs) 15 Antigene zu identifizie-
ren, die als Kandidat-Impfstoffe weiter untersucht werden
konnen. Einen vergleichbaren Weg geht man auch bei der
Entwicklung von Impfstoffen gegen Streptococcus pneu-
moniae, Chlamydia pneumoniae und auch Staphylo-
coccus aureus [9].

Anwendung

Die nach wie vor bei vielen Impfstoffen tbliche intra-
muskulire Injektion stellt einen eher ungewohnlichen Weg
fiir eine Immunisierung dar, da dies nicht der natiirlichen
Infektionsroute der meisten Erreger entspricht. Um einen
optimalen Schutz an der natiirlichen Eintrittsstelle zu er-
zielen, wire beispielsweise eine mukosale Applikation von
Impfstoffen zu entwickeln, wie beispielsweise die nasale
Applikation der lebend-attenuierten Influenzavirus- (LAIV)-
Impfstoffe [4]. Ein weiteres Konzept ist die transdermale Ap-
plikation von Impfstoffen, mit der vor allem eine Stimulati-
on der dendritischen Zellen erreicht werden soll. Ein hiu-
fig genanntes, aber noch in weiter Ferne liegendes Konzept
stellt die orale Immunisierung mit Nahrungsmitteln (edible
vaccines) dar, die gentechnisch verindert wurden, um ge-
eignete Antigene als Inhaltsstoffe zu exprimieren [10].

DNA- und Vektor-Impfstoffe
Ein nicht mehr ganz neues, aber immer noch viel verspre-
chendes Konzept stellen DNA-Impfstoffe dar [11]. Hierbei
werden dem Impfling nicht mehr Proteine, sei es in Form
des abgeschwiichten bzw. inaktivierten Erregers oder spe-
zifischer Proteine, verabreicht, sondern ,nur“ noch die ge-
netische Information zur Bildung eines Proteins oder Pep-
tids in Form doppelstringiger DNA, so genannter Plasmide
(Abb. D).

Anfang der 1990er Jahre wurde nach Injektion von Plas-
mid-DNA in den Muskel einer Maus die Expression des zu-
gehorigen Proteins nachgewiesen [12] und in der Folge
konnte auch die Ausbildung einer protektiven Immunant-
wort nach Injektion eines fiir ein Virusprotein kodierenden
Plasmids gezeigt werden [13]. Dabei gelangt die Plasmid-
DNA iiberwiegend in Muskelzellen. Sowohl die Plasmid-
DNA als auch von ihr gebildetes Antigen gelangen in ge-
ringerem Ausmafd auch in Antigen-prisentierende Zellen
(APC). Nur ein kleiner Anteil dieser Plasmide wird von den
Zellen translatiert. Die exprimierten Proteine konnen von
der Zelle freigesetzt werden oder aber, wie dies die natiir-
liche Aufgabe Antigen-prisentierender Zellen ist, als Fremd-
protein prozessiert und auf der Zelloberfliche prisentiert
werden.

Die APC aktivieren auf diese Weise MHC-I-abhiingig zy-
totoxische T-Zellen und MHC-II-abhingig T-Helferzellen, die
wiederum iber Zytokin-Ausschiittung die AntikOrper-
produktion von B-Zellen stimulieren. Daher wird bei dieser
Immunisierung neben einer humoralen AntikOrperantwort
auch eine deutliche T-Zellaktivierung beobachtet. Vergli-

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim



chen mit einer klassischen Immunisierung mit Antigenen
fiihrt die Immunisierung mit DNA-Impfstoffen daher zu ei-
ner deutlich stirkeren Aktivierung der zellvermittelten Im-
munitat.

Damit konnten DNA-Impfstoffe eine ideale Kombinati-
on der beiden klassischen Konzepte der inaktivierten und
der attenuierten Impfstoffe darstellen. Zum einen kénnen
die Nachteile des attenuierten Konzeptes vermieden wer-
den, dass abgeschwichte Erreger, wenn auch sehr selten,
in virulente Formen revertieren konnen, wie dies z.B. bei
oralen Poliovirus- (OPV)-Impfstoffen bekannt ist, was zur
Umstellung auf inaktivierten Poliovirusimpfstoff (IPV) fiihr-
te. Attenuierte Erreger konnen in immunsupprimierten Per-
sonen durchaus zu ernsten Erkrankungen fithren. Zum an-
deren wird der Nachteil der inaktivierten Impfstoffe und der
,Protein“-Impfstoffe umgangen, dass diese Impfstoffe in der
Regel nur eine geringere zellulire Immunantwort auslosen
und die humorale Antikorperantwort meist durch wieder-
holte Booster-Impfungen aufrecht erhalten werden muss.
Fiir eine ganze Reihe von Erregern scheint eine primir An-
tikOrper-vermittelte Immunantwort keinen ausreichenden
Schutz generieren zu konnen, sodass dieses Konzept zur
Entwicklung von z.B. HIV-Impfstoffen vorteilhaft erscheint.

Ein weiterer Vorteil des Konzeptes der DNA-Impfstoffe
besteht in der Prozessierung der Antigene in der Wirtszel-
le selbst, wie bei einer natiirlichen Infektion, statt in ande-
ren Expressionssystemen wie Hithner- oder Hefezellen. Die
Konformation der Antigene und deren Glykosylierung ent-
sprechen dadurch in hohem Maf3e der natiirlichen Situati-
on und fithren zur Bildung passgenauerer Antikorper [14].

DNA-Impfstoffe bieten aber nicht nur Vorteile bei der
Anwendung, sondern auch bei der Herstellung und Logistik.
DNA ist ein besonders stabiler und mit modernen
molekularbiologischen Methoden einfach zu manipulie-
render Stoff. Eine Herstellung in groerem Mafistab sollte
einfach und effizient moglich sein und besonders die An-
passung an fiir verschiedene Proteine kodierende Plasmide
sollte sich ohne groferen Aufwand realisieren lassen. Die
Stabilitit des DNA-Molekiils lisst eine sehr gute Haltbarkeit,
Transport- und Lagerfihigkeit entsprechender Impfstoffe
erwarten. Gerade angesichts des immensen Bedarfs an Impf-
stoffen in den weniger industrialisierten Regionen der Er-
de stellt dies einen nicht zu unterschitzenden Vorteil dar.

Trotz all dieser iiberzeugenden konzeptionellen Argu-
mente ist es bis heute dennoch nicht gelungen, einen DNA-
Impfstoff zur Anwendung am Menschen bis zur Zulas-
sung/Marktreife zu entwickeln. Im Gegensatz hierzu wur-
den bereits zwei DNA-Impfstoffe im Veterinirbereich
zugelassen; zum einen ein West-Nilvirus-Impfstoff fiir Pfer-
de und zum anderen ein Impfstoff gegen das Infektidose Hi-
matopoetische Nekrosevirus fiir Lachse [7]. Dies belegt
zwar die grundsitzliche Machbarkeit des Konzeptes, un-
terstreicht aber andererseits die Tatsache, dass sich das
menschliche Immunsystem und die Struktur des DNA auf-
nehmenden Muskels, dhnlich wie dies bei anderen Prima-
ten beobachtet wurde, doch signifikant von dem der ge-
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wohnlich als Modell untersuchten Maus unterscheidet und
dass weitere Forschungsarbeiten notig sind, um dieses Kon-
zept weiter zu verbessern und auch eine Wirksamkeit im
Menschen zu erzielen. Aktuell werden eine ganze Reihe
von Strategien verfolgt, um die Immunantwort im Men-
schen so zu verbessern, dass ein wirksamer Schutz erzielt
werden kann. Einige seien im Folgenden erldutert.

Optimierung der Applikation

Ein initialer, aber dennoch wesentlicher Schritt bei der DNA-
Vakzinierung ist das Einbringen der Plasmide in die Kor-
perzellen des Impflings. Eine , klassische® intramuskulire
Injektion fiihrt zu keiner sehr effizienten Antigenprisenta-
tion, da zum einen die Mehrzahl der Plasmide im extra-
zelluliren Raum verbleibt und zum anderen Muskelzellen
keine APC darstellen und nur wenig vom Plasmid kodier-
tes Protein exprimieren. In der Vergangenheit bevorzugt
wurde daher eine Applikation mit der ,gene gun“, die an
Goldpartikel gebundene Plasmide per Luftdruck in die ober-
flichlichen Hautschichten und -zellen einbrachte. Eine
nochmals gesteigerte Expression von Antigenen wird mit ei-
ner als , In-vivo-Elektroporation“ bezeichneten Methode er-
reicht, die in den letzten Jahren entwickelt wurde und zu-
nehmend beliebter wird. Hierbei werden vor bzw. wihrend
der Applikation der Plasmide die Zellen durch einen Strom-
fluss ,16chrig” gemacht, sodass die Plasmide durch die ent-
standenen Poren einfacher in die Zellen gelangen konnen.
Fiir die Elektroporation wurden die verschiedensten Geri-
te und Protokolle entwickelt, um das Injektionsgebiet mit
geeigneten Strompulsen zu behandeln [15, 16].

Optimierung des Plasmids
Entscheidenden Einfluss auf die Proteinexpression haben
auch die Struktur und die Funktionselemente des Plasmids.
Ein als DNA-Impfstoff eingesetztes Plasmid besteht gewohn-
lich aus einem Promotor, einer Polyadenylierungssequenz,
dem Replikationssteuerungssignal des Plasmids in Bakteri-
en (ori) sowie der inserierten Gensequenz selbst. All diese
Elemente haben natiirlich einen Einfluss auf die Expressi-
on des Antigens und bediirfen mithin der Optimierung [17].
So fithrt z.B. der CMV-Promotor aus dem Cytomegalievirus
im Vergleich zu anderen Promotoren zu einer starken Ex-
pression des Gens in menschlichen Zellen. Flankierende Se-
quenzen im Bereich der Initiationsstelle beeinflussen die Er-
kennung durch Ribosomen und damit auch die Translation.
Die Modifikation oder das Einfiigen entsprechender be-
sonders geeigneter Sequenzen konnen die Proteinexpres-
sion verstirken.

Eine Aminosidure kann durch verschiedene Kodons
kodiert werden, wobei Spezies-abhingig manche Kodons ef-
fizienter translatiert werden als andere. Entsprechende An-
passungen an den Kodon-Gebrauch in den Zellen des ,,Impf-
lings“ ermoglichen eine Optimierung der Translationseffi-
zienz.

Eine weitere mogliche Modifikation besteht darin, statt
eines ausgewihlten Gens ein gesamtes virales Replikon ein-
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ABB. 3

Anzahl am PEI|

eingegangener

Antrage

14—

12

10

1998

zubauen. Hierbei werden neben dem Antigen auch alle vi-
ralen Enzyme kodiert, die fiir eine Vermehrung der RNA in
der Wirtszelle erforderlich sind. Man geht davon aus, dass
dies zu einer Aktivierung verschiedener unspezifischer an-
tiviraler Signalwege in der Wirtszelle fithrt. Damit konnte
neben der humoralen und zelluliren Immunitit ein weite-
rer Abwehrmechanismus der Zelle aktiviert werden.

Optimierung der Formulierung

Zur Verstirkung der Immunantwort kdnnen neben dem
ausgewihlten Antigen weitere Substanzen bzw. ent-
sprechende Gene appliziert werden. Naheliegend ist die
Kombination mit Zytokinen, Chemokinen, Wachstums-
faktoren oder weiteren Antigenen, die die Immunantwort
modulieren konnen. Generell hat man die Erfahrung ge-
macht, dass das Hinzufiigen auf dem gleichen Plasmid effi-
zienter ist als das Hinzufligen eines zweiten Plasmids. Er-
gebnisse, zumeist aus priklinischen Untersuchungen, lie-
gen fiir verschiedene Interleukine wie IL-2, IL-12, IL-15 und
IL-18, aber auch GM-CSF (Granuolcyte Macrophbage Colony
Stimulating Factor) vor. GM-CSF kann die Vermehrung und
Differenzierung dendritischer Zellen stimulieren und damit
Einfluss auf die Immunantwort nehmen [11].

Ergdnzung des DNA-Impfkonzeptes durch
Vektor-Impfstoffe
Erfolg versprechend ist derzeit vor allem ein abgewandel-
tes Konzept, bei dem nach der Erstimmunisierung (Pri-
ming) mit einem DNA-Impfstoff eine Boosterung mit ei-
nem Vektor-Impfstoff oder dem entsprechenden Antigen

.

B Zell-basiert

Nicht-Zell-basiert

1999 ~ 2000 2001 2002 2003 2004 2005 = 2006

Anzahl der im Paul-Ehrlich-Institut eingegangenen Antrdge zur Genehmigung klini-
scher Studien mit Tumorimpfstoffen. Gentherapeutische Ansitze sind nicht beriick-
sichtigt. Gezeigt ist die Anzahl von auf Zellen basierenden Tumorimpfstoffen ge-
geniiber anderen Ansdtzen (Non-cell-based). Zu letzteren gehéren z.B. solche auf
Basis von Peptiden oder Proteinen.
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selbst erfolgt. Vektor-Impfstoffe folgen demselben Prinzip
wie DNA-Impfstoffe. Zur Verbesserung der DNA-Ubertra-
gung auf Korperzellen in vivo wird das fiir ein Antigen oder
Teile eines Antigens kodierende Gen mittels eines Vektor-
partikels tibertragen, das statt der Plasmid-DNA inokuliert
wird. Beispiele fiir Vektorpartikel, die in Vektor-Impfstoffen
verwendet und in der klinischen Priifung erprobt werden,
sind adenovirale Vektoren, MVA- (Modified Vaccinia An-
kara)-Vektoren und AAV- (Adeno-associated Virus)-Vekto-
ren [18, 19].

Sicherheit von DNA- und Vektor-Impfstoffen
Bisherige klinische Priifungen haben fiir die DNA- und Vek-
tor-Impfstoffe im Rahmen der Beobachtungszeit von meh-
reren Jahren eine sehr gute Sicherheit gezeigt [20]. Diese
Impfstoffe sind sehr gut vertriglich und zeigen hiufig we-
nig lokale Reaktion und geringe Nebenwirkungen wie Fie-
ber, die von herkdmmlichen Impfstoffen bekannt sind. Al-
lerdings konzentriert sich die Sicherheitsdiskussion wei-
terhin auf das theoretische Risiko der chromosomalen
Integration des fiir das Antigen kodierenden Gens. Nach
Genaufnahme durch Muskel-, Haut- oder andere Korper-
zellen wird das fiir das Antigen kodierende Gen bei DNA-
Impfstoffen und bei Vektorpartikeln, die Gene in Form von
in DNA umschreibbarer RNA iibertragen, in den Zellkern
aufgenommen. Hier kann eine Integration in das Erbgut der
Korperzelle erfolgen. Bekannte Folge einer solchen Inte-
gration kann mit sehr geringer Hiufigkeit eine Tumorbil-
dung sein. Bei DNA-Impfstoffen ist die chromosomale In-
tegration in priklinischen Tierversuchen kaum feststellbar,
die Tumorinduktion wurde nie beobachtet. Priklinische
Versuche zur Feststellung der Hiufigkeit der chromosoma-
len DNA-Integration und ein negativer Test auf Tumorbil-
dung sind jedoch im Allgemeinen Voraussetzung fiir die kli-
nische Priifung eines neuen DNA- oder Vektor-Impfstoffes
(EMEA/273974/2005).

Zellbasierte Tumorimpfstoffe
In zunehmendem Mafde werden zur Behandlung maligner
Tumore neben Chemotherapeutika biologische Arzneimit-
tel wie monoklonale AntikOrper, Zytokine und somatische
Zellen eingesetzt. Wihrend von den Behorden zugelassene
monoklonale Antikorper und Zytokine bereits in der on-
kologischen Routineanwendung sind, befinden sich Zell-
Immuntherapeutika noch in der klinischen Erprobungs-
phase. Prinzipiell lassen sich zwei auf lebenden Zellen be-
ruhende immuntherapeutische Ansitze zur Tumortherapie
unterscheiden. Bei den modifizierte bzw. manipulierte Zel-
len enthaltenden Tumor-Impfstoffen kommen Zellen als Tri-
ger von Tumorantigenen als Impfstoffe zum Einsatz. Ziel
hierbei ist die Induktion einer spezifisch gegen den Tumor
gerichteten, insbesondere auf CD4- und CD8-T-Zellen be-
ruhenden, Immunantwort. Bei der adoptiven Tumor-Im-
muntherapie konnen tumorspezifische T-Lymphozyten aus
Tumorgewebe isoliert und #» vitro zu grofler Zahl vermehrt
werden. Die so gewonnenen T-Zellen stehen zur Reinfusion
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in denselben Patienten zur Verfiigung, was einer passiven
Immunisierung gleichkommt. Zurzeit gibt es weder in der
EU noch in den USA ein im Markt befindliches und auf Zel-
len beruhendes zellulires Immuntherapeutikum zur Tumor-
therapie.

Beispiele zellbasierter Tumorimpfstoffe
Ein Ansatz zur Immunisierung gegen Tumoren beruht auf
Tumorzellen selbst. Tumore exprimieren tumorspezifische
Antigene oder Antigene, die im Vergleich zu gesundem Ge-
webe iiberexprimiert sind [21]. Die Verwendung ganzer
Tumorzellen anstelle nur eines definierten Antigens hat den
Vorteil, dass alle in diesem Tumor vorhandenen Tumor-
antigene prinzipiell fiir die Immunisierung zur Verfligung
stehen. Nach operativer Entfernung von Tumorgewebe und
der Herstellung einer auf Einzelzellen beruhenden Zell-
suspension schlief$t sich in der Regel deren genthera-
peutische Modifizierung oder sonstige Modifizierung bzw.
Bearbeitung (Englisch: manipulation), z.B. mittels Zytoki-
nen, an.

Die Tumorzellen werden entweder dem Spender
zuriickgegeben (autolog) oder daraus hergestellte Zelllini-
en stehen fiir die Behandlung anderer Patienten zur Verfi-
gung (allogen). Natiirlich ist zu gewihrleisten, dass die Tu-
morzellen vor deren Applikation nicht vermehrungsfihig
sind, z.B. durch Behandlung mit y-Strahlung. Die Ergebnis-
se der bisher mit Tumorzellen durchgefiihrten klinischen
Studien sind erniichternd, wurden doch erst vor kurzem
zwei groe Phase-III-Studien mit dem Priparat Canvaxin
nach Interimsanalyse mangels hinreichender Hinweise auf
Wirksamkeit abgebrochen [22]. Die Ergebnisse anderer kli-
nischer Phase-III-Studien, insbesondere mit gentechnisch
modifizierten Tumorzellen, die das Zytokin GM-CSF sezer-
nieren, zeigten zum Teil viel versprechende Ergebnisse [23].

Ein weiterer zellbasierter Ansatz zur Tumortherapie be-
ruht auf dendritischen Zellen (DC), die als einziger Zelltyp
des Immunsystems befihigt sind, Antigen zusammen mit so
genannten kostimulatorischen Molekiilen den T-Lympho-
zyten optimal zu priasentieren [24]. Zur klinischen Anwen-
dung werden DC aus Monozyten oder aus CD34*-Vorliu-
ferzellen des peripheren Blutes gewonnnen, die in Zellkul-
tur zu unreifen DC differenzieren. Daran schlie3t sich die
Beladung mit Tumorantigen und die finale Maturierung der
DC an (Abb. 2). Die Beladung der auf der DC-Zellober-
fliche exprimierten HLA-Molekiile geschieht z.B. mit von
Tumorantigenen abgeleiteten Peptiden, mit Proteinen oder
mittels Transfektion von Tumorantigen-kodierender mRNA
in die DC.

Ein Beispiel eines klinisch weit entwickelten DC-Tu-
morimpfstoffes ist eine Vakzine zur Behandlung des meta-
stasierten und hormonresistenten Prostatakarzinoms [25].
Als Antigen zur DC-Beladung dient hier PAP (prostatic acid
phosphatase). Dieser Tumor-Impfstoff wurde der US-ame-
rikanischen Arzneimittelzulassungsbehorde FDA (Food and
Drug Administration) zur Zulassung vorgelegt. Spekuliert
wird derzeit, dass bei Nachweis einer signifikant erhdohten
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Uberlebensdauer von mit Impfstoff behandelten Patienten
im Vergleich zu mit Placebo behandelten Patienten dies der
erste zellbasierte Tumorimpfstoff mit einer Marktzulassung
in den USA werden konnte.

Adoptiver Transfer tumorspezifischer T-Zellen
T-Zellen infiltrieren Tumoren, sind aber aufgrund inhibito-
rischer Signale z.B. von regulatorischen CD4-T-Zellen nicht
hinreichend funktional [26]. Die in den Tumoren vorhan-
denen T-Zellen konnen isoliert und ex vivo stark expan-
diert werden. Die Infusion der autologen (also vom Patien-
ten selbst stammenden) tumorspezifischen T-Lymphozyten
bewirkte in klinischen Studien bei bis zu 51 % der Patien-
ten mit metastasiertem malignem Melanom eine objektive
Tumorregression [27, 28].

Kombinierte Behandlungsstrategien
Eine Strategie zur Erhohung der Wirksamkeit therapeuti-
scher Tumorimpfstoffe ist die Kombination mit anderen im-
mun-modulatorischen Priparaten, was tibrigens auch fiir
andere als die zellbasierten Tumorimpfstoffe gilt. So wird
z.B. nach adoptivem Transfer von tumorspezifischen T-Zel-
len das Zytokin IL-2 gegeben, was zur Persistenz und Funk-
tionalitit der transferierten T-Lymphozyten beitragen soll
[27]. Weiterhin wird die Abschaltung inhibitorischer Kom-
ponenten des Immunsystems vor oder wihrend der Im-
munisierung angestrebt. Ein Beispiel ist die Deletion inhi-
bitorischer CD4-T-Zellen vor der Immunisierung mittels Cy-
clophosphamid. Andererseits konnen mittels spezifischer
monoklonaler Antikorper Molekiile wie CTLA-4 auf akti-
vierten T-Zellen blockiert werden, deren physiologische
Funktion die Herunter-Regulation der Immunantwort ist

[26].

Zulassung zellbasierter Tumorimpfstoffe
Klinische Priifungen mit zellbasierten Tumorimpfstoffen un-
terliegen seit dem Jahr 2004 der Genehmigung durch die
zustindige Bundesbehorde (Paul-Ehrlich-Institut) und der
Zustimmung der zustindigen Ethik-Kommission. Nach Ein-
fihrung der Genehmigungspflicht ist die Anzahl der beim
Paul-Ehrlich-Institut eingegangenen Genehmigungsantrige
ruckliufig (Abb. 3). Dies ist sicherlich darauf zuriick-
zufiihren, dass seither die Herstellung von in klinischen Prii-
fungen eingesetzten zellbasierten Tumorimpfstoffen nach
den Prinzipien der EU-Richtlinie fiir Good Manufacturing
Practice (GMP) erfolgen muss (Commission Directive
2003/94/EC). Davon sind insbesondere Forschungseinrich-
tungen an Universititskliniken betroffen, wo die relativ
strengen GMP-Anforderungen meist noch nicht implemen-
tiert sind.

Aus3erhalb von klinischen Studien diirfen somatische
Zelltherapeutika in Deutschland nur nach deren Zulassung
in den Markt gebracht werden. Eine speziell auf somatische
Zellen zugeschnittene Guideline ist zurzeit von Seiten der
EMEA in Vorbereitung (CHMP/410869/06). Der Entwurf ei-
ner weiteren Leitlinie der EMEA (Guideline) befasst sich
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mit

der quantitativen Bestimmung der biologischen Akti-

vitit (Potency) zellbasierter Tumorimpfstoffe (CHMP/BWP/
271475/06).
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