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Allergische Erkrankungen der obe-
ren Atemwege haben in den vergange-
nen Jahrzehnten deutlich zugenommen
und gehoren in Europa zu den héufigsten
chronischen Erkrankungen tiberhaupt [1,
2]. Die allergische Rhinitis ist nach der
WHO-Initiative ARIA (,,allergic rhini-
tis and its impact on asthma®) definiert
als IgE-vermittelte Entziindungsreaktion
der Nasenschleimhaut mit entsprechen-
der Symptomatik nach Allergenexposi-
tion [2]. Neben der Allergenkarenz ist die
allergenspezifische Immuntherapie (SIT)
als einzig kausaler Therapieansatz fiir die
allergische Rhinitis akzeptiert [1, 2, 18,
19]. Auch andere allergische Erkrankun-
gen spielen in der HNO-Heilkunde eine
wichtige Rolle [3, 4, 5, 6].

Allgemein wird fiir die Durchfiithrung
der SIT die serielle Applikation von Aller-
genextrakten auf sublingualem oder sub-
kutanem Applikationsweg mit initial an-
steigender Allergendosis und ggf. nach-
folgender Erhaltungsdosis empfohlen [2,
7, 8]. Dies fiihrt zu einer Reduktion von
Symptomen und des Verbrauchs symp-
tomatischer Medikation, zur Verbesse-
rung der Lebensqualitdt und zu vielfil-
tigen weiteren Verbesserungen der Situ-
ation des Patienten [2]. Zudem zeigten
sich in Kklinischen Studien iiber die The-
rapiephase hinausgehende Langzeitef-
fekte [9]. Fur die subkutane Immunthe-
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Immuntherapie der allergischen
Rhinitis ohne Allergene?

Neue Maglichkeiten einer Immunmodulation
durch Vakzinierung mittels
svirus-like particles” und CpG-Motiven

rapie konnte nachgewiesen werden, dass
sie der Entwicklung von Neusensibilisie-
rungen und der Progression in ein Asth-
ma bronchiale vorbeugen kann [2]. Offe-
ne Fragen und haufig diskutierte Punkte
der SIT sind u. a. immer noch die weite-
re Reduktion von therapiebedingten un-
erwiinschten Ereignissen [9], die nicht
unerhebliche Therapiedauer mit der Fol-
ge einer verbesserungsbediirftigen The-
rapieadhirenz der Patienten und fehlen-
de Daten zur Effektivitit bei polysensibi-
lisierten Patienten [9]. Verschiedene neue
Ansitze wurden vorgeschlagen und dis-
kutiert, die schnellere, sicherere Thera-
pieregime mit geringerem Aufwand und
weniger Nebenwirkungen ermoglichen
sollen [4, 7, 8, 9, 10]. Relativ weit entwi-
ckelt sind in dieser Hinsicht Therapien
mit unverdnderten rekombinanten Majo-
rallergenen und hypoallergenen Allergen-
varianten [10], die Peptidimmuntherapie
[12] und die intralymphatische Immun-
therapie [13].

)) Bisher wird die
serielle Applikation von
Allergenextrakten empfohlen

Alle diese Therapien basieren jedoch wei-
terhin auf dem Dogma der allergenspezi-
fischen Immuntherapie, ndmlich dass zu-

mindest Allergenkomponenten fiir eine
wirksame Therapie notwendig sind. Die-
ses Dogma konnte jedoch durch aktuel-
le Ergebnisse von effektiven Immunthe-
rapien ohne Allergen ins Wanken kom-
men [14, 15].

»Virus-like particles* (VLP) sind Vi-
ruspartikel, die keine Nukleinsdure ent-
halten, also weder DNA noch RNA, und
deshalb nicht replikationsfihig sind. Sie
entsprechen dem Kasid von Viren oder
Bakteriophagen und stellen eine neue in-
teressante Impfplattform fiir eine Immun-
therapie bei Inhalationsallergien dar [16].
Pathogenspezifische VLP-Vakzine er-
weisen sich als gut vertréglich, immuno-
gen und effektiv fiir die prophylaktische
Impfung gegen Papillomavirusinfektio-
nen dargestellt [14]. Zudem wurden VLP
des Bakteriophagen QP auch als Trager
fiir verschiedene andere Impfstoffe gegen
tumorose und infektiose Erkrankungen
untersucht.

In jhrer Funktion als Viruskapsid kon-
nen Bakteriophagen-VLP mit Nuklein-

Einige Inhalte dieses Artikels wurden von den
Autoren und ihren Arbeitsgruppen in ande-

ren Artikeln, auch in Ubersichten zu spezi-

ellen Aspekten der spezifischen Immunthera-
pie bereits publiziert. Diese werden hier teilwei-
se wiederholt, da die genannten Arbeiten nicht
allen Lesern der Zeitschrift HNO ohne Weiteres
zuganglich sind.
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sduren gefiillt werden. Sie stabilisieren
diese Nukleinsduren und schiitzen die-
se zudem vor dem Abbau durch Enzyme.
So kénnen Bakteriophagen-VLP, z. B. mit
Oligodeoxynukleotiden, die CpG-Moti-
ve enthalten, befiillt werden. CpG-Moti-
ve enthalten Cytosin, Phosphat und Gua-
nin, die als Sequenzmotiv vom humanen
Immunsystem iiber den ,,Toll-like recep-
tor 9 (TLR9) erkannt werden. Tumor-
antigene konnen auf die Oberflache sol-
cher VLP gekoppelt werden und fithrten
klinisch zu einer Induktion von spezifi-
schen T-Zellen bei Patienten mit Mela-
nom [16]. Gleichartige CpG-Motive wur-
den erfolgreich als Adjuvanzien im Rah-
men von prophylaktischen Vakzinierun-
gen eingesetzt [14]. Die VLP-Technolo-
gie in Kombination mit der Anwendung
von CpG-Motiven konnte dazu beitra-
gen, komplexe Krankheiten wie maligne
Erkrankungen, Autoimmunerkrankun-
gen und Allergien ursichlich zu behan-
deln [16].

Im Folgenden werden nach einer Ein-
fihrung in die Immunologie allergischer
Reaktionen die aktuell vorhandenen kli-
nischen Erfahrungen mit Bakteriopha-
gen-VLP gefiillt mit CpG-Motiven fiir
die Behandlung der allergischen Rhinitis
aufgezeigt.

Immunologie allergischer
Reaktionen

Allergische Krankheiten entstehen durch
Fehlregulation der immunologischen Ant-
wort auf Umweltantigene. Allgemein wird
die Immunantwort gegen Allergene durch
T-Lymphozyten gesteuert und die Fehl-
regulation betrifft die iberméflige Ent-
wicklung eines von Interleukin(IL)-4, IL-
5 und IL-13 dominierten Zytokinmusters
von T-Helfer-Lymphozyten Typ 2 (TH2-
Zellen; [17]). Diese immunologischen
Mechanismen sind notwendig auch fiir
das Verstdndnis der Wirkweise von VLP
und CpG-Motiven bei allergischen Er-
krankungen. Sie sind zudem die Grund-
lage fiir die Wirkung zahlreicher Medika-
mente, u. a. topischer Glukokortikostero-
ide [18,19].

Allergien kénnen durch Langzeitappli-
kation moglichst grofler Mengen des be-
treffenden Allergens gebessert werden,
indem die fehlgeleitete Immunantwort in
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Richtung normale Immunitét verdndert
werden soll [17].

Die allergische Immunantwort ent-
steht durch Aktivierung spezifischer
TH2-Lymphozyten durch hohe Mengen
von IL-4, IL-5 und IL-13. Durch IL-4 wer-
den B-Lymphozyten dazu gebracht, IgE
zu produzieren, und IL-5 férdert, dass die
an Eosinophilen reiche allergischen Ent-
ziindungsreaktionen generiert und ak-
tiviert werden [17]. Mit zunehmender
Dauer der allergischen Erkrankung sind
auch THI-Zellen mit Produktion von
Interferon(IFN)-y und Tumor-Nekro-
se-Faktor(TNF)-a, - beteiligt. Die THI-
Zellen wirken direkt an der Zerstérung
des Gewebes im entziindeten Organ mit
[20]. Auch IL-17 produzierende TH17-
Zellen haben wesentlichen Anteil an der
chronischen Entziindungsreaktion [17].
Sie entstehen bei chronischer Aktivie-
rung von Epithelzellen mittels ,,transfor-
ming growth factor-p“ (TGF-B) und IL-6
und sind in der Lage, allergische Effektor-
T-Zellen zu aktivieren. TH17-Zellen pro-
duzieren neben IL-17 auch grofle Mengen
IL-21 und IL-22.

)) Dieallergische
Immunantwort weist eine
hohe Zahl von T.eg-Zellen auf

Seit lingerer Zeit ist bekannt, dass sowohl
bei der SIT als auch bei der normalen Im-
munantwort gegen Allergene T-Zellen
entstehen, die grofie Mengen an IL-10 und/
oder TGF-p produzieren [21]. Durch die-
se beiden regulatorische Zytokine werden
die Proliferation und Zytokinproduktion
der Effektor-T-Zellen unterdriickt. Diese
T-Zellen entwickeln sich, wie die anderen
Subpopulationen auch, aus naiven Vor-
ldufern zu einer eigenstindigen, regulato-
rischen T-Zell-Population [17]. Sie werden
deshalb als regulatorische T-Zellen (Tieg)
bezeichnet. Dabei handelt es sich um all-
ergenspezifische T-Zellen, die durch die
Produktion immunregulatorischer Zyto-
kine und eine schwache Proliferation ge-
kennzeichnet sind und fiir ihre regulato-
rische Wirkung stindige Aktivierung iiber
dendritische-, antigenprésentierende Zel-
len (APZ) und Kontakt mit dem Antigen
bendtigen [17]. Entsprechend exprimie-
ren sie in hohem Maf3e verschiedene Ak-

tivierungsmarker, wie den IL-2-Rezeptor
CD25 [17]. Im frithen Entwicklungsstadi-
um sind sie zudem typischerweise durch
den Transkriptionsfaktor Foxp3 (,,Fork-
head box protein 3%) charakterisiert [21].
Treg-Zellen und Foxp3 benétigen zu ihrer
Entwicklung aus naiven Vorldufern ho-
he Mengen Antigen sowie TGF-p. Bei der
Bestimmung der Anzahl peripherer T,-
Zellen nach Antigenstimulation von Blut-
lymphozyten von Allergikern und Gesun-
den zeigte sich, dass sich die gesunde von
der allergischen Immunantwort vorwie-
gend durch die hohe Menge allergenspe-
zifischer Treg-Zellen — im Verhaltnis zu
den THI- und TH2-Zellen - und durch
die Bildung einer spezifischen Toleranz
unterscheiden [20]. Die Generierung ei-
ner hohen Anzahl peripherer Teg-Zellen
und somit die Induktion von immuno-
logischer Toleranz gegen ein Allergen ist
deshalb das eigentliche Ziel der SIT. Die
Treg-Zellen sind allerdings nur durch ihre
Funktion definiert und stellen daher keine
einheitliche Population dar [17].

)) Eine erfolgreiche SIT beruht
auf der Entwicklung von Tyeq-
Zellen und Toleranzinduktion

Die Aktivierung naiver T-Zellen in Ver-
bindung mit dendritischen Zellen (DC)
kann zur Bildung sowohl von TH1- und
TH2- als auch von THI17- oder Tis-Zel-
len fithren. Eine geniigend hohe Anzahl
von Treg-Zellen im Verhiltnis zu den Ef-
fektor-T-Zellen ist notwendig, um die Im-
munantwort im Gleichgewicht zu halten
(17]. Alle funktionellen T-Zell-Subpopu-
lationen - auch die T.; — entstehen aus
denselben naiven Vorldufern unter Ein-
wirkung verschiedener Zytokine und ent-
wickeln sich in voneinander unabhéngige
Subpopulationen [21]. Die Entwicklung
der verschiedenen funktionellen T-Zell-
Typen wird durch Zytokine und den dar-
aus hervorgehenden Transkriptionsfak-
toren gesteuert. Mittels IL-12 werden die
TH1-Zellen mit dem Transkriptionsfak-
tor T-bet gebildet. Durch IL-4 entstehen
TH2-Zellen mit dem Transkriptionsfaktor
GATA-3, die Entwicklung des Transkrip-
tionsfaktors Foxp3 in Trg-Zellen bendtigt
TGF-p zur Entstehung von THI7-Zellen
und fiir den Transkriptionsfaktor RORyt
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sind IL-6 und TGF-f zusammen notwen-
dig [20]. Die entsprechenden Transkripti-
onsfaktoren sind sichere Marker der ein-
zelnen T-Zell-Subpopulationen [17].

Bislang wird davon ausgegangen, dass
bei der subkutanen wie auch der sublin-
gualen Immuntherapie nur durch die Ver-
wendung hoher Antigenmengen spezifi-
sche Trg-Zellen induziert werden, wie sie
zur Entwicklung spezifischer Immuntole-
ranz notwendig sind [17]. Zur Induktion
von Toleranz und spezifischer Tr.q-Zellen
ist prinzipiell vom Antigen nur die Bin-
dungsstelle fir MHC-II-Molekiile und
den T-Zell-Rezeptor notwendig. Deshalb
kann immunologische Aktivierung und
Toleranz durch eine SIT auch allein nur
mit einer Peptidmischung von immuno-
genen T-Zell-Epitopen erzeugt werden
[20]. Identisch zur gesunden Immun-
abwehr wird bei der erfolgreichen SIT
die fehlgeleitete, allergische Immunant-
wort in eine normale, durch Trg-Zellen
ausgewogene Immunantwort zuriickge-
fihrt. Dies resultiert in einer allergenspe-
zifischen Toleranz und einer hohen Zahl
von IL-10-sezernierender Teg-Zellen [21].
Im Verlauf der SIT wird IL-10 ebenfalls
durch B-Zellen und dendritische Zellen
sowie Monozyten/Makrophagen produ-
ziert, womit diese Zellen an der Aufrecht-
erhaltung des toleranten Zustands betei-
ligt werden [17].

)) Allergenmenge und
Bindungsstarke bestimmen das
Zytokinmuster der T-Zellen

Losliches Antigen/Allergen muss durch
die APZ aufgenommen, verarbeitet und
als Peptid an die MHC-Molekiile der
Klasse I (HLA-DR, DQ, DP) gebunden
und den spezifischen T-Zellen tiber den
T-Zell-Rezeptor dargereicht werden. Zu-
sitzliche Bindungsmolekiile und Rezep-
toren (,,accessory molecules®) helfen bei
schwacher Antigenbindung oder kleinen
Antigenmengen, die wirksame Bindungs-
kraft zwischen APZ und T-Zelle zu ver-
starken [17]. Eine hohe Anzahl von Inter-
aktionen zwischen den antigenspezifi-
schen T-Zellen und den APZ iiber das an
MHC-II-Molekiile gebundene Antigen-
peptid und den T-Zell-Rezeptor ist not-
wendig, um eine T-Zelle vollstandig zu
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die allergenspezifische Im-
muntherapie (SIT) wird allgemein als einzig
kausaler Therapieansatz fiir die allergische
Rhinitis akzeptiert. Bislang besteht als ein
Dogma der Immuntherapie bei Inhalationsal-
lergien, dass zumindest Allergenkomponen-
ten fiir eine wirksame Therapie notwendig
sind. Dieses Dogma konnte jedoch durch ak-
tuelle Ergebnisse von effektiven Immunthe-
rapien ohne Allergen ins Wanken kommen.
Virus-like particles” (VLP) stellen einen neu-
en interessanten Aspekt fiir eine Immunthe-
rapie bei Inhalationsallergien dar.

Ziel der Arbeit. Erste Erfahrungen zu erfolg-
reichen Immuntherapien ohne Allergenex-
trakte liegen vor. Im vorliegenden Beitrag
werden die aktuell vorhandenen klinischen
Erfahrungen mit Bakteriophagen-VLP, gefiillt
mit CpG-Motiven, fiir die Behandlung der all-
ergischen Rhinitis aufgezeigt.

Ergebnisse. VLP-Vakzine wurden als gut ver-
traglich, immunogen und effektiv fiir die pro-
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phylaktische Impfung verschiedener Infektio-
nen dargestellt. Bakteriophagen-VLP, gefiillt
mit Oligonukleotiden, die CpG-Motive mit Tu-
morantigenen auf ihrer Oberflache enthal-
ten, fihrten klinisch zu einer Induktion von
spezifischen T-Zellen bei Tumorpatienten und
wurden erfolgreich als Adjuvanzien im Rah-
men von prophylaktischen Vakzinierungen
eingesetzt.

Schlussfolgerung. Die VLP-Technologie in
Kombination mit der Anwendung von CpG-
Motiven konnte dazu beitragen, komple-

xe Krankheiten wie maligne Erkrankungen,
Autoimmunerkrankungen und Allergien ur-
sachlich zu behandeln.
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Abstract

Background. Allergen-specific immunother-
apy is generally accepted as the only causal
therapy for allergic rhinitis. Up to now there
has been a dogma in immunotherapy for in-
halation allergies that at least allergen com-
ponents are necessary for effective thera-

py. This dogma could, however, be swayed

by current results of effective immunothera-
py without allergens. Virus-like particles (VLP)
represent a novel and interesting aspect for
immunotherapy for inhalation allergies.

Aim. Initial experiences with successful im-
munotherapy without allergens are available.
This article describes the currently available
clinical experiences with bacteriophage VLPs
filled with oligonucleotides which contain
CpG motifs with tumor antigens on the sur-
face for the treatment of allergic rhinitis.

Immunotherapy of allergic rhinitis without allergens?
New options for immunomodulation by vaccination
with virus-like particles and CpG motifs

Results. Vaccination with VLPs was found to
be well tolerated, immunogenic and effec-
tive for prophylactic treatment of various in-
fections. Bacteriophage VLPs filled with CpG
motifs with tumor antigens on the surface
led clinically to an induction of specific T-cells
in tumor patients and were successfully im-
plemented as adjuvants during prophylactic
vaccinations.

Conclusion. The VLP technique in combina-
tion with the use of CpG motifs could contrib-
ute to the causal treatment of complex dis-
eases, such as malignancies, autoimmune
diseases and allergies.

Keywords
Virus-like particles - CpG-motifs - Vaccine
therapy - Allergic rhinitis - Immunotherapy

aktivieren. Eine suboptimale Interaktion
zwischen APZ und T-Zelle durch zu ge-
ringe Antigenmengen fithrt zu einer nur
teilweisen T-Zell-Aktivierung und Ent-
wicklung eines IL-4/IL-5-dominierten
TH2-Zytokin-Musters. Offensichtlich

werden zur Entwicklung eines TH1-Zyto-
kin-Musters und auch von IL-10-produ-
zierenden Treg-Zellen wesentlich hohere
Allergenkonzentrationen benétigt. Dabei
spielt die Stirke der individuellen Anti-
generkennung durch MHC-II-Molekiile
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mit den T-Zell-Rezeptoren eine bedeuten-
de Rolle. Tatséachlich scheint es, dass die
Bindung von allergenen T-Zell-Peptiden
bei Allergikern wesentlich geringer ist als
bei Nichtallergikern. Nach dem chemi-
schen Massenwirkungsgesetz, das grund-
satzlich auch fiir biologische und bioche-
mische Reaktionen gilt, kann dies durch
hohere Antigenmengen aufgewogen wer-
den. Insgesamt ergibt sich daraus zwangs-
ldufig, dass hohe Allergenmengen, wie sie
bei der SIT {iber lingere Zeit verabreicht
werden, bevorzugt eine normale Immuni-
tat mit IL-10/TGF-f- und IgG4/IgA-Anti-
koérperbildung induzieren [20]. Allergiker
und Nichtallergiker erkennen grundsitz-
lich dieselben immunogenen Determi-
nanten (Epitope) in einem Allergen [21].

Auch bei Impfungen besteht ein we-
sentlicher Aspekt der Wirkung in einer
moglichst starken und lang anhaltenden
Induktion von T-Helferzellen, immunolo-
gischen Gedéchtniszellen und einer star-
ken B-Zell-Antwort.

Immunantworten durch
VLP und CpG-Motive

VLP

Zu Beginn einer VLP-induzierten Im-
munantwort werden die Antigene von
APZ aufgenommen. Hierbei kénnen die
optimale Grof3e, Form, Oberflichenstruk-
tur, hydrophobe bzw. hydrophile Eigen-
schaften und Rezeptorinteraktionen die
Aufnahme begiinstigen [16]. Der Grofle
von Nanopartikeln wie VLP kommt eine
besondere Bedeutung beim Eintritt in das
lymphatische System zu [14]. In den APZ
wird das Antigen prozessiert, die Protei-
ne werden degradiert und Peptide in Ver-
bindung mit MHC-II-Molekiilen auf der
Oberfliche der APZ zur Stimulation von
CD4-T-Zellen prasentiert. Durch die ge-
ringe Grof3e der VLP kann alternativ auch
eine Prisentation der antigenen Pepti-
de iiber MHC-I-Molekiile und Induk-
tion einer CD8-T-Zell-Antwort eingelei-
tet werden [16].

Dendritische Zellen koénnen in ver-
schiedene Populationen unterteilt wer-
den: myeloische DC (mDC) sezernieren
tiberwiegend IL-12, CD8-lymphoide DC
kénnen zytotoxische T-Lymphozyten in-
duzieren und plasmazytoide DC (pDC)
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IFN-a produzieren [16]. Liganden des
TLR, wie CpG-Motive, konnen die Akti-
vierung von antigenprasentierenden DC
durch Bindung an den TLR der pDC mas-
siv stimulieren [16].

CpG-Motive

Das menschliche Immunsystem kann
durch verschiedene pathogenassoziier-
te molekulare Strukturen von Viren und
andere Mikroorganismen aktiviert wer-
den. Hierzu gehoren unmethylierte CG-
reiche Deoxynukleotidmotive, die in bak-
teriellen Genomen regelmaf3ig représen-
tiert sind, im Genom von Vertebraten je-
doch nicht oder ggf. nur in methylierter
Form. Unmethylierte CpG-Motive in-
nerhalb von Oligonukleotiden oder lin-
geren DNA-Molekiilen binden an den
TLR9 und aktivieren hierdurch intrazel-
luldre Signalwege, die fiir die Sekretion
von Zytokinen und Chemokinen und die
Heraufregulation von Oberfldchenrezep-
toren verantwortlich sind [22]. Die CpG-
Oligodoxynukleotid-induzierte Immun-
antwort schiitzt vor einer Reihe von Mi-
kroorganismen. Sogenannte immunsti-
mulatorische Sequenzen (ISS), zu denen
die CpG-Oligonukleotide gehéren, kon-
nen auch erworbene Immunantworten
gegen maligne Zellen induzieren und Ent-
ziindungsprozesse wie bei Allergien und
Asthma steuern [22].

Bislang wurden drei verschiedene Ty-
pen von CpG-Oligonukleotiden beschrie-
ben: Typ A, B und C. CpG-Oligonukleo-
tide des Typs A enthalten CpG-Motive in
einer palindromischen Sequenz, umgeben
von Guanosinen. Die Nukleotide sind ty-
pischerweise iiber Phosphodiesterbrii-
cken verbunden und werden daher in vi-
vo rasch von DNAsen degradiert. Typ B
enthilt ausschliefllich Phosphorothioat-
briicken, Typ-C sowohl Phosphorothio-
atbriicken als auch CpG-Motive und Pa-
lindromen. Die Aktivititsprofile der ver-
schiedenen CpG-Oligonukleotid-Typen
sind unterschiedlich: Typ A induziert vor
allem IFN-a, wihrend Typ B ein starker
Aktivator von B-Lymphozyten ist und na-
hezu kein IFN-a induziert; Typ C hat bei-
de Eigenschaften.

TLR9-Liganden als Adjuvanzien

Beim Menschen wird TLRY in DC und

in B-Lymphozyten exprimiert und sti-

muliert Zytokine von THI-Lymphozyten,

Chemokine und den IgG-Klassen-Wech-

sel [22], des Weiteren findet sich TLR9 im

Rahmen nasaler Biopsien in Mastzellen,

Neutrophilen, Eosinophilen und Basophi-

len und in Keratinozyten [22]. Als Folge

einer Verabreichung von CpG-Motiven
kann das Immunsystem eines Patienten

auf verschiedenen Wegen reagieren [14]:

1. mit einer lokalen TH1-getragenen
Immunantwort mit Suppression der
TH2-mediierten allergischen Reakti-
on,

2. mit einer IFN-a-Produktion mit
ebenfalls potenzieller Umkehrung ei-
ner TH2-Antwort in humanen mo-
nonukleédren Zellen des peripheren
Blutes (PBMC) in vitro [14],

3. mit einer Herabregulation der IgE-
Synthese oder

4. mit einem Ansprechen von Effektor-
T-Zellen, wie Mastzellen, Basophile,
Eosinophile, als Folge einer TLR9-Sti-
mulation im Humanmodell [22].

Rationale fiir VLP und CpG-
Motive als Inmuntherapeutika

Das menschliche Immunsystem hat im
Laufe der Evolution sehr wirksame Me-
chanismen zur Reaktion auf hochrepe-
titive Strukturen entwickelt, wie sie sich
in pathogenen Mikroorganismen finden.
Zudem kann die repetitive Anordnung
von Antigenepitopen auch die Antikor-
perproduktion in B-Zellen stimulieren,
ohne dass dazu T-Helferzellen notwendig
sind. Die VLP stellen also sog. von T-Hil-
fe unabhingige Antigene dar [23]. Daher
sind Viren und virale Proteine starke Ak-
tivatoren des humanen Immunsystems.
Die repetitiven Charakteristika von Virus-
hiillen werden von den VLP nachgeahmt.
Sie bilden sich spontan wihrend der Ex-
pression bestimmter Hiillproteine der Vi-
ren. Im Gegensatz zu vollstindigen Viren
tragen VLP nicht das komplette Genom
der Viren und sind daher nicht infektios.
Typischerweise werden sie gut vertragen
und sind hochgradig immunogen.



Tab. 1
schen Rhinitis. (Nach [14])

Vakzintyp

Behandlungsgruppen

Patienten

Studiendesign

Aktuelle klinische Erfahrungen mit der Anwendung von ,virus-like particles” (VLP) und CpG-Motiven fiir die Behandlung der allergi-

Literatur

QB-VLP gekoppelt an eine
synthetische Der-p-1-
Sequenz (QB-Der p1)

i.m. 50 ug QB-Der p1 (n=6)
s.c. 50 ug QB-Der p1 (n=6)
i.m. 10 ug QB-Der p1 (n=6)
s.c. 10 ug QB-Der p1 (n=6)

24 gesunde Probanden

Randomisiert

Kiindig et al. [25]

Amb a 1 konjugiert
an CpG-ODN (AIC)

AIC (n=14)
Placebo (n=11)

25 Patienten mit Allergie
gegen Ragweed (Ambrosia)

Randomisiert, doppelblind,
placebokontrolliert

Creticos et al. [24]

Typ-A-CpG-ODN verpackt
in QB-VLP (QbG10) + Haus-

staubmilbenallergenextrakt

QbG10 + Hausstaubmilben-
allergen (n=20)

20 Patienten mit Hausstaub-
milbenallergie

Monozentrisch, offen

Senti et al. [26]

QB-VLP gefiillt mit Typ-A-
CpG-ODN (CYT003-QbG10)

0,5mg QbG10 (n=99)
1 mg QbG10 (n=103)
Placebo (n=97)

299 Patienten mit Hausstaub-
milbenallergie

Randomisiert, doppelblind,
placebokontrolliert

Klimek et al. [15]

ODN Oligonukleotide, i.m. intramuskuldr, s.c. subkutan.

)) VLP werden gut vertragen
und sind hochgradig immunogen

Die antigenen Determinanten der VLP
werden von B-Zell-Rezeptoren erkannt.
Die Partikel werden effizient von APZ
aufgenommen, die Epitope der VLP an
MHC-Molekiile als T-Helferzell-Epitope
prasentieren.

VLP sind supramolekulare Partikel
mit einem Durchmesser zwischen 25 und
100 nm [14]. Eine Schliisseleigenschaft
von VLP ist, sich spontan zu virusférmi-
gen Partikeln zusammenzufiigen. Einige
VLP, wie Bakteriophage-QB-VLP, tun dies
sofort bei Anwesenheit negativ geladener
Makromolekiile wie RNA- oder DNA-
Fragmente. Hierdurch lassen sich Nuk-
leinsduren in die VLP verpacken. Dies
konnte fiir QbG10 gezeigt werden, ein Qp-
VLP, das Oligonukleotide mit CpG-Motiv
enthalt [16].

VLP haben die immunologischen
Schliisseleigenschaften von Vakzinen
und sind immunstimulatorisch wie Viren.
Hierdurch bieten VLP mehrere Vorteile:
== Das Fehlen der genetischen Informa-

tionen fiir Virusreplikation oder -in-

tegration erhoht die Sicherheit.
== Sie konnen 6konomisch mit Stan-
dard-GMP (,,good manufacturing
procedures®) hergestellt werden).
== Thre Form und Grof3e ermoglichen

schnelle und starke humorale Im-

munantworten.
== Sie konnen beliebige Antigene an

ihrer Oberfldche transportieren. Anti-

gene konnen hierbei entweder durch
genetische Fusion mit dem VLP-Pro-
tein (Chimairen) oder durch chemi-
sche Bindung an die Oberfliche der
VLP (gekoppelte Epitope) gebunden
werden.

== Immunstimulatoren kénnen in die
VLP verpackt werden.

== Adjuvanzien mit Depoteigenschaften
konnen die Kinetik von Virusinfekti-
onen nachahmen [16].

In den vergangenen Jahren wurden CpG-
Oligodeoxynukleotide bei verschiedenen
klinischen Indikationen erfolgreich ein-
gesetzt [22]. Typ-B-CpG-Oligonukleo-
tide wurden erfolgreich als Adjuvanzien
bei Impfungen gegen Hepatitis B und In-
fluenza angewendet [22]. Ebenso fanden
sie als Adjuvanzien zur Verstarkung der T-
Zell-Antwort bei einer Reihe von Tumo-
ren Anwendung, u. a. bei malignen Lym-
phomen [22], Melanomen [22], Basalzell-
karzinomen [22] und Glioblastomen [22].
CpG-Oligonukleotide des Typs C wurden
zur Behandlung der Hepatitis C eingesetzt
[22].

Klinische Erfahrungen
zur Behandlung der
allergischen Rhinitis

Daten einer frithen Studie mit CpG-Oli-
gonukleotiden mit einem Ragweed-Aller-
genkonjugat waren zunéchst vielverspre-
chend [24]. Daraufhin wurden Erfahrun-
gen aus 4 klinischen Studien bei allergi-
scher Rhinitis publiziert (B Tab. 1, [14]).

Studien

Kiindig et al. [25] fithrten eine randomi-
sierte Phase-I-Studie mit QB-VLP gekop-
pelt an eine synthetische 16-Aminoséiu-
rensequenz des Hausstaubmilbenaller-
gens Der p 1(QB-Der pl) durch. Die Subs-
tanz wurde 3-mal an 24 gesunde Proban-
den verabreicht. Antikdrpertiter wurden
iber einen Zeitraum von 18 Monaten ge-
messen. An Nebenwirkungen zeigten sich
nur leichte Lokalreaktionen. Eine schnelle
spezifische IgM- und IgG-Antwort (insbe-
sondere IgG, und IgGs) auf Der-p-1-Pepti-
de und VLP konnte induziert werden. Die
IgE-Antikorper waren nicht messbar er-
hoht. Es zeigte sich kein Unterschied zwi-
schen der intramuskuldren und der sub-
kutanen Applikation [25]. Die Studie be-
legte, dass die verabreichte Vakzine sicher
war und gut toleriert wurde. Des Weiteren
waren die VLP in der Lage, eine signifi-
kante humorale Immunantwort zu indu-
zieren.

In einer weiteren Studie testeten Creti-
cos et al. [24] ein Amb-a-1-Antigen, kon-
jugiert an CpG-ODN, an 25 gegen Rag-
weed (Ambrosia) allergischen Patienten.
In dieser randomisierten, doppelblin-
den, placebokontrollierten Phase-II-Stu-
die wurden die erwachsenen Patienten
6-mal in wochentlichen Intervallen the-
rapiert. Allerdings konnte der primére
Endpunkt (vaskuldre Permeabilitit der
Nasenschleimhaut, gemessen anhand des
Albumins in der nasalen Lavage) nicht si-
gnifikant beeinflusst werden. Die Symp-
tome der allergischen Rhinitis wurden al-
lerdings verbessert, wie auch die Lebens-
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qualitdtsscores (,,quality of life, QoL) be-
reits in der ersten Ragweed-Pollen-Sai-
son nach der Behandlung deutlich gestei-
gert wurden. Diese Verbesserung blieb
auch wihrend der nédchsten Pollensai-
son (2 Jahre nach der Vakzinierung) be-
stehen. In Zusammenhang mit der The-
rapie traten keine schwerwiegenden Ne-
benwirkungen auf. Die gemessenen aller-
genspezifischen Antikorper vom Typ IgE
waren in der Ragweed-Pollen-Saison ver-
mindert.

Senti et al. [26] untersuchten die Si-
cherheit, Tolerabilitat und klinische Ef-
fektivitit einer Therapie mit Typ-A-
CpG-Motiven, die in Qp-erzeugten VLP
(QbGI0) verabreicht wurden. Die Vakzine
wurden gemeinsam mit einem Standard-
extrakt von Hausstaubmilben verabreicht.
Hierfiir wurden 20 gegen Hausstaubmil-
ben allergische Patienten in eine offene
monozentrische Studie eingeschlossen.
Die Immuntherapie begann mit Injekti-
onen von reinem Hausstaubmilbenex-
trakt gemaf3 einem Standarddosissteige-
rungsprotokoll nach einem Cluster-Sche-
ma. Hierauf folgten Injektionen mit einer
Mischung aus Allergen und QbGl10, die 6-
mal in Abstdnden von jeweils 1-2 Wochen
verabreicht wurden. Klinische Endpunkte
dieser Studie beinhalteten eine konjunk-
tivale Provokationstestung, die Erfassung
klinischer Symptome verursacht durch
Asthma und allergische Rhinitis, QoL-
Bestimmungen, Prick-Tests und die Be-
stimmung von Antikorpertitern. Die Er-
gebnisse zeigten eine hohe Sicherheit und
gute Vertraglichkeit fiir die Kombination
aus Hausstaubmilbenallergen und QbG10.
Es traten keine unerwiinschten Wir-
kungen auf, die auf die Medikation zu-
riickgefiihrt werden konnten. Die Symp-
tome der allergischen Rhinitis und des all-
ergischen Asthmas wurden signifikant re-
duziert und die allergenspezifischen IgG-
Antikorper stiegen an. Die IgE-Antikor-
per fielen nach einem leichten initialen
Anstieg ab. Die Autoren vermuteten, dass
CpG-Motive allein die allergischen Symp-
tome durch Aktivierung einer TH1-Im-
munantwort vermindert haben [26]. Die-
se Hypothese wiirde mit der ,,Hygienehy-
pothese® gut tibereinstimmen, die verein-
facht dargestellt aussagt, dass ein Grund
fir die zunehmende Inzidenz allergischer
Erkrankungen eine reduzierte Expositi-
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on gegeniiber Umweltpathogenen ist. Ba-
sierend auf dieser Theorie sollte es mog-
lich sein, mittels CpG-Motive enthalten-
den VLP ein infektionséhnliches Mikro-
klima zu schaffen, in dem das Immunsys-
tem im Sinne einer TH1-Immunantwort
aktiviert wird [14].

Klimek et al. [15] publizierten eine ran-
domisierte, doppelblinde, placebokontrol-
lierte Phase-II-Multicenterstudie, in der
sie die identischen VLP gefiillt mit Typ-
A-CpG-Motiven benutzten (CYT003-
QbG10). Im Gegensatz zur vorherigen Stu-
die wurden jedoch kein Allergen und kei-
ne Allergenkomponenten mit der Vakzine
verabreicht. Insgesamt 299 Patienten mit
einer Hausstaubmilbenallergie wurden
eingeschlossen und erhielten 6 wochent-
liche Injektionen mit der Studienmedika-
tion oder Placebo. Die Kernstudie dauerte
9 Wochen fiir jeden Patienten. Klinische
Endpunkte waren der Symptom- und Me-
dikationsscore, Lebensqualitétsscores und
ein konjunktivaler Provokationstest. Die
Behandlung wurde als gut vertréglich und
sicher eingestuft. Symptom- und Medika-
tionsscores verbesserten sich signifikant
in der hochdosiert behandelten Verum-
gruppe. Die Autoren folgerten, dass eine
Monotherapie mit VLP gefiillt mit CpG-
Motiven die Symptome der allergischen
Rhinitis positiv beeinflussen kann, auch
wenn kein Allergen verabreicht wird.

Diskussion

Der genaue Mechanismus fiir die zu-
grunde liegende immunologische Wir-
kung ist allerdings bislang nicht bekannt.
Ergebnisse aus verschiedenen Tierversu-
chen und In-vitro-Studien lassen vermu-
ten, dass die oben beschriebene Induktion
einer starken THI-Immunantwort und
Produktion von IFN-a die beim Allergi-
ker vorhandene TH2-Immunantwort ab-
schwicht. Weiterhin konnte eine direkte
Wirkung auf Mastzellen bestehen, da die-
se ebenfalls TLRY exprimieren [22]. Auch
kénnten CpG-Motive die allergische Im-
munantwort iiber eine Anderung der Ak-
tivitdt der Indoleamin-2,3-Dioxygenase
(IDO), ein potentes Enzym im Rahmen
der T-Zell-Regulation, beeinflussen [27].
Die Heraufregulation von IDO in spezi-
fischen DC iiber Typ-I-Interferon-Re-
zeptoren nach CpG-Stimulation fithrte

zu einer T-Zell-Suppression [27]. Dieser
Mechanismus konnte einen Teil der ent-
ziindungshemmenden Effekte der CpG-
Motive bei allergischen Erkrankungen er-
klaren. Die Anwendung von CpG-Moti-
ven zur Behandlung von Allergien wur-
de durch die bereits erwahnte ,,Hygiene-
hypothese® inspiriert. Diese Hypothese
wird gestiitzt durch epidemiologische Stu-
dien, die eine geringere Asthmainzidenz
bei Kindern nachweisen, die auf einem
Bauernhof aufwachsen, bei Kindern mit
mehreren élteren Geschwistern oder bei
Kindern, die schon im Kleinkindesalter
in Kinderkrippen versorgt werden [27].
Hierbei ist der positive Effekt einer mi-
krobiellen Exposition wahrscheinlich
durch die Induktion einer ,allergiepro-
tektiven“ TH1-Immunantwort, ggf. sogar
durch einen Shift von einer TH2- hin zu
einer THI-Antwort gegeben. Des Weite-
ren spielen Treg-Zellen hierbei wohl eine
nicht unerhebliche Rolle [27]. Interessan-
terweise wurde fiir CpG-Motive beschrie-
ben, dass sie in der Lage sind, die ,indu-
cible costimulator“(ICOS)-Liganden auf
pDC zu aktivieren; ICOS ist ein wichtiges
kostimulatorisches Molekiil fiir die In-
duktion von Tree-Zellen [27, 28].

)) Die Anwendung von
CpG-Motiven wurde durch die
+Hygienehypothese” inspiriert

Zudem muss bedacht werden, dass CpG,
die in VLP verpackt sind, dadurch nicht
nur vor enzymatischem Verdau geschiitzt
sind, sondern dass Partikel in der Grofie
von Viren auch von Lymphgefiaflen effi-
zient in die drainierenden Lymphknoten
transportiert und dann dort auch noch ef-
fizient von antigenprasentierenden Zellen
phagozytiert werden. Durch die Verpa-
ckung in VLP werden die CpG also viel ef-
fizienter an die in den Phagolysosomen lo-
kalisierten TRL9-Rezeptoren geliefert [29].

Die Bedeutung der VLP-spezifischen
B-Zell-Antwort fiir die positiven klini-
schen Effekte wird bislang nicht hinrei-
chend verstanden. Sowohl im Mausmo-
dell als auch beim Menschen kénnen
VLP B-Zell-Antworten ohne Adjuvans in-
duzieren [14]. Potente T-Zell-Antworten
scheinen hingegen durch addquate Adju-
vanzien verbessert zu werden [16]. Klimek



etal. [15] konnten zeigen, dass VLP gefiillt
mit CpG-Motiven in der Lage sind, die al-
lergischen Symptome auch ohne relevan-
te Verdnderungen der IgE-Werte zu ver-
bessern, und dass eine erfolgreiche SCIT
mit einem Anstieg allergenspezifischer
IgGy4- und IgG;-Antworten assoziiert ist
[14]. Welche Rolle hierbei IgG;-Antikor-
per spielen, ist bislang nicht ausreichend
bekannt. Ferner sollte die Interaktion zwi-
schen VLP, APZ und T.g-Zellen besser
untersucht werden. Dies konnte auch bei
der Beantwortung der Frage helfen, ob Al-
lergene in Kombination mit VLP die Be-
handlung verbessern konnen. Zukiinftig
kénnten VLP ggf. auch bei der prophylak-
tischen Vakzinierung allergiegefahrdeter
Personen eine Rolle spielen.

Fazit

== ,\Virus-like particles” im Allgemeinen
und CpG-Motive als Adjuvanzien wur-
den erfolgreich in der Behandlung
von Infektionskrankheiten und malig-
nen Erkrankungen angewendet.

== Durch ihre viralen immunmodula-
torischen Eigenschaften wurden sie
auch zur Behandlung allergischer Er-
krankungen, insbesondere zur Be-
handlung der allergischen Rhinitis
eingesetzt.

== Bislang wurden nicht alle immunolo-
gischen Mechanismen voll verstan-
den, aber VLP gefiillt mit CpG-Mo-
tiven scheinen die Normalisierung der
Immunantwort bei allergischen Pati-
enten zu fordern.

== Erste klinische Erfahrungen mit unter-
schiedlichen Kompositionen von VLP-
und/oder CpG-Vakzinen zeigten eine
gute klinische Vertraglichkeit sowie
gute immunologische und klinische
Effekte (Symptomatik, Medikamen-
tenverbrauch, Provokationstests).

== GroBere kontrollierte Studien sind
notwendig, um umfassendere kli-
nische Erfahrungen iiber diese neue
Technologie zu sammeln.

== VLP in Kombination mit CpG-Motiven
haben theoretisch aber ein gro3es
Potenzial in der therapeutischen Be-
handlung bereits erkrankter Pati-
enten, aber auch in der prophylak-
tischen Anwendung allergiegefahrde-
ter Personen.
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