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Genetic immunization: new ways for protective and

therapeutic vaccines against allergic diseases

Summary. Gene vaccines have proven to be a pow-
erful tool to induce anti-allergic immune responses. Their
underlying functional principle is based on the recruitment
of allergen-specific Th1 cells and the establishment of a
Th1 cytokine milieu, which protects against the develop-
ment of a Th2-biased response and balances an already
ongoing Th2-type response. Genetic immunization also
offers novel approaches to the major problems associated
with protein immunization, such as crosslinking of pre-
existing IgE on mast cells/basophils or induction of de
novo synthesis of IgE by the protein immunization itself.

In addition to the description of the principles of gene
vaccination, this review gives a short overview of recent-
ly developed anti-allergic gene vaccines with an optimized
efficacy and safety profile.
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Zusammenfassung. Die genetische Immunisierung,
oder auch DNA-Immunisierung genannt, hat sich im letz-
ten Jahrzehnt als wirksame Methode zur Induktion von
anti-allergischen Immunreaktionen im Tiermodell bewährt.
Die Wirkung von DNA-Impfstoffen beruht auf der Rekru-
tierung von Allergen-spezifischen Th1- und CD8+-Zellen
und dem Aufbau eines Th1-Zytokin-Milieus. Die Kombina-
tion beider Aspekte wirkt in einem protektiven Ansatz
gegen die Entwicklung einer Th2-Immunreaktion und ver-
mindert in einem therapeutischen Ansatz eine bereits
bestehende allergische Reaktion.

Genetische Vakzine öffnen innovative Auswege aus
den Problemen, die mit der Immunisierung durch Proteine
verbunden sind. Es können sowohl das Kreuzvernetzen
von bereits vorhandenen IgE-Antikörpern auf Mastzellen
und Basophilen als auch die Induktion von neuen IgE-
Antikörpern vermieden werden.

Neben der Beschreibung der Wirkungsweise der
genetischen Immunisierung wird im vorliegenden Über-
sichtsartikel die Entwicklung von auf Sicherheit und Wirk-
samkeit optimierten DNA-Vakzinen zur Allergiebehand-
lung vorgestellt.

Schlüsselwörter: Genetische Immunisierung, DNA-
Vakzine, Typ-I-Allergie, Th1/Th2-Immunreaktion.

Einleitung

Genetische Impfstoffe stellen die jüngste Generation von
Vakzinen dar. Sie bestehen aus reiner RNA oder DNA
und können wie herkömmliche Impfstoffe injiziert wer-
den. Die von Zellen aufgenommene genetische Informa-
tion wird transkribiert, translatiert und anschließend dem
Immunsystem über MHC Klasse I- und/oder MHC Klas-
se II-Moleküle präsentiert. In zahlreichen experimentel-
len Studien konnte ihre prinzipielle Wirksamkeit und ihr
breites Anwendungsspektrum gezeigt werden. Sie erwie-
sen sich als schützend in unterschiedlichsten Infektions-
und Tumormodellen (siehe Übersichtsartikel [1–4]).

Ihre Eigenschaft, unter bestimmten Bedingungen
starke Immunreaktionen vom Th1-Typus zu induzieren,
machte sie zu interessanten Vakzinkandidaten für virale
Infektionen und Krebserkrankungen. In den letzten Jah-
ren erwies sich diese Eigenschaft jedoch auch als die
Basis für die Entwicklung wirksamer anti-allergischer
Impfstoffe [1].

Prinzipien der genetischen Immunisierung

Obwohl die genauen Mechanismen, die zur Auslösung
einer Immunreaktion durch genetische Immunisierung
führen, nicht vollständig aufgeklärt sind, ist die Wir-
kungsweise der Antigenprozessierung und Präsentation
von immunkompetenten Zellen sehr gut bekannt.
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Generell werden exogene Antigene im Kontext von
MHC Klasse II-Molekülen präsentiert. Dazu werden die
Proteine von den Zellen internalisiert und in endosoma-
len Kompartimenten in Peptide zerlegt. Ein Teil dieser
Peptide, bevorzugt solche mit einer Länge von 12–20
Aminosäuren, wird in einem komplexen Vorgang mit
MHC Klasse II Molekülen verbunden und an der Ober-
fläche der Zelle antigen-spezifischen CD4+-T-Zellen
angeboten.

Im Gegensatz dazu erkennen CD8+-Lymphozyten
einen Komplex von MHC Klasse-I-Molekülen mit Pepti-
den bestehend aus 8–12 Aminosäuren. Diese Peptide,
typisch für die Präsentation auf MHC Klasse I-Molekü-
len, stammen bevorzugt von intrazellulären Proteinen.
Nachdem letztere durch das Proteasom prozessiert wur-
den, werden die daraus resultierenden Peptide über einen
Transportkomplex (transporter associated with antigen
presentation – TAP) in das Endoplasmatische Retikulum
(ER) eingeschleust, mit dem MHC Klasse I-Molekül
assoziiert und dann an die Zelloberfläche transportiert.

Es gibt jedoch Hinweise, dass dieser generelle
Mechanismus von manchen Zellen des Immunsystems
nicht so strikt gehandhabt wird. Unter bestimmten
Umständen kann es in Antigen-präsentierenden Zellen
(APZ) zu einem vorteilhaften Informationsaustausch zwi-
schen den beiden Präsentationswegen kommen, ein Vor-
gang, der „cross-priming“ genannt wird [5–8].

Diese hier kurz beschriebenen Vorgänge setzen aller-
dings die Initiation einer Immunreaktion voraus. Die
Aktivierung von T-Zellen erfordert nämlich die Präsenta-
tion des Antigens durch APZ in einem speziellen Kon-
text. Bestimmte kostimulatorische Signale sind zur Akti-
vierung notwendig, ohne diese Signale können Anergie
oder Apoptose die Folge sein [9]. Zahlreiche Studien
haben gezeigt, dass Dendriten eine zentrale Rolle in die-
sen Aktivierungsschritten spielen und auf eine Reihe von
molekularen Gefahrensignalen (“danger-signals”) wie
Lipopolysaccharid (LPS) oder sogar bakterieller DNA
reagieren [10–12].

Th1-Immunreaktion als Schlüssel zu genetischen
Impfstoffen gegen Allergie

Typ I Allergie ist charakterisiert durch die Induktion von
Th2-Immunreaktionen gegen harmlose Antigene aus Grä-
ser- oder Baumpollen, Schimmelpilzen, Hausstaubmil-
ben, Insekten, Haustieren und Nahrungsmitteln, um nur
einige prominente Allergieauslöser zu nennen. Auf Grund
von komplexen genetischen und durch die Umwelt defi-
nierten Faktoren machen Atopiker Immunreaktionen, die
sich durch die Bildung von IgE-Antikörpern und die Pro-
duktion von Th2-Zytokinen wie Interleukin(IL)-4, IL-5
und IL-13 auszeichnen [13–16].

Die einzigartigen Eigenschaften von genetischen
Impfstoffen, vor allem ihre Fähigkeit, Th1-Immunreak-
tionen zu induzieren, haben zur Entwicklung neuer
Ansätze für protektive und therapeutische Vakzine gegen
Typ-I-Allergien geführt. Die anti-allergischen Wirkungs-
prinzipien konnten eindeutig der Rekrutierung von Inter-
feron-gamma(IFN-γ)-produzierenden CD4+- und CD8+-
Zellen und dem Aufbau eines ausgeglichenen Th1/Th2-
Zytokin-Milieus zugeschrieben werden. Weder blockie-
rende Antikörper noch regulatorische T-Zellen oder ande-

re Toleranz-basierte Reaktionen, wie sie für die spezifi-
sche Immuntherapie (SIT) mit Protein-Allergenen ange-
nommen werden, spielen in der genetischen Immunisie-
rung gegen Allergie eine Rolle [17].

DNA ist Vakzin und gleichzeitig Adjuvans

Im Gegensatz zu Proteinvakzinen induzieren DNA-Vak-
zine nach intradermaler oder intramuskulärer Verabrei-
chung Th1-Immunreaktionen. Eine Erklärung hiefür bie-
tet die immunstimulatorische Eigenschaft von bestimm-
ten DNA-Sequenzen. Nicht-methylierte bakterielle DNA,
und hier besonders die sogenannten CpG-Motive, reprä-
sentieren ein evolutionär altes Gefahrensignal für das
Immunsystem von Säugetieren. Diese Motive lösen in
APZ die Expression von unterschiedlichen Zytokinen wie
IFN-α/β, TNF-α, IL-6 und IL-12 aus, letzteres veranlasst
Natürliche Killerzellen (NK) und T-Zellen zur Produktion
von IFN-γ und unterdrückt auf diese Weise Th2-Zelldif-
ferenzierung [18]. Die CpG-Motive gehören zu den
Pathogen-assoziierten molekularen Mustern (pathogen-
associated molecular patterns – PAMPs) und aktivieren
APZ über Mustererkennungs-Rezeptoren (pattern recog-
nition receptors – PRR), wie die Toll-like Rezeptoren
(TLR – siehe Übersichtsartikel [19, 20]).

Jüngste Publikationen weisen jedoch darauf hin, dass
die TLR-vermittelten Signale nicht die einzigen Auslöser
der Immunogenität und/oder der Th1 Induktion von
DNA-Vakzinen sind [21, 22].

Erste Studien zur genetischen Immunisierung 
gegen Allergie

Mit einem Modellmolekül (β-Galaktosidase von Escheri-

chia coli) konnte 1996 erstmals gezeigt werden, dass eine
Immunisierung mit Plasmid-DNA, die für dieses Mole-
kül kodiert, zu einer schützenden Th1-Immunreaktion
führt [23]. Im gleichen Jahr wurde die anti-allergische
Wirkung von DNA-Vakzinen auch für ein natürliches
Allergen, das Milbenallergen Der p 5, bewiesen [24, 25].

In den darauf folgenden Jahren wurden DNA-Vak-
zine gegen eine Reihe von Modellmolekülen und klinisch
relevanten Allergenen entwickelt [26–32]. Zu den dies-
bezüglich am besten untersuchten Allergenen gehört das
Hauptallergen der Birkenpollen, Bet v 1, gegen das 1999
erstmals genetisch immunisiert wurde [17, 33–36].
Zusammenfassend zeigten die Arbeiten, dass DNA-
Immunisierung mit Allergen-kodierender Plasmid DNA
eine Antigen-spezifische Th1-Immunreaktion induziert,
die die allergische Sensibilisierung (Induktion von IgE-
Antikörpern) verhindert und eine bereits aufgebaute
allergische Reaktion verringert, indem sie IgE-Produk-
tion hemmt, IgE-abhängige Mediatorausschüttung ver-
mindert und anaphylaktische Reaktionen reduziert. Darü-
ber hinaus verringerte genetische Immunisierung in Anti-
gen-spezifischer Weise auch die Freisetzung von Hista-
min und IL-5, sowie Eosinophilie in Lungenlavagen und
reduzierte die Atemwegs-Hyperreaktivität nach Provoka-
tion mit Metacholin.
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Optimierte DNA Vakzine für protektive und 
therapeutische Allergiebehandlung

Ähnlich wie in der Proteinimmunisierung bestimmen
hauptsächlich zwei Parameter die Immunogenität eines
DNA-Vakzins: die Natur des Antigens und die stimulato-
rischen Signale während der Antigen-Verabreichung.
Hinzu kommen bei den genetischen Impfstoffen noch der
Einfluss der Genexpression innerhalb der transfizierten
Zellen, die Art der Antigen-Präsentation, die Methode der
Vakzin-Applikation und die inhärenten adjuvanten Eigen-
schaften des DNA-Vakzins.

Da für DNA-Vakzine gegen Allergene, und hier vor
allem gegen Pollenallergene, pflanzliche Gene verwendet
werden, ist ein erster notwendiger Optimierungsschritt
immer die Rekodierung der Gene für den Kodon-
Gebrauch (codon usage) im Säuger. Dies ist deshalb not-
wendig, da viele Kodons von Pflanzengenen im Säuger
suboptimal sind und daher eine drastische Reduktion der
Expression des kodierten Allergens zur Folge hätten.

Am Beispiel von Art v 1, dem Hauptallergen aus Bei-
fuß, konnten wir zeigen, dass die Wildtypform des Gens
zu keiner Immunreaktion führt. Die Analyse der Sequenz
ergab eine stark unterschiedliche Kodierung zwischen der
Pflanze und dem Säugersystem. Die Rekodierung führte
zu einer 180-fachen Steigerung der Expressionsrate und
damit auch zur Immunogenität des DNA-Vakzins [37].

Abgesehen von der Notwendigkeit einer starken
Immunogenität, zumindest der zellulären Schiene der
Immunreaktion, steht vor allem die Sicherheit der Aller-
gie DNA-Vakzine im Zentrum der Forschungsanstren-
gungen. Zwei Aspekte sind hier besonders zu berücksich-
tigen: 1. Die Dosis der genetischen Vakzine sollte so
gering wie möglich sein, um die Einbringung von großen
Mengen an fremder DNA in den Organismus zu vermei-
den. 2. Das vom DNA-Vakzin translatierte Genprodukt
sollte keine anaphylaktischen Nebenreaktionen, wie sie
von der konventionellen SIT bekannt sind, auslösen. Dies
bedingt die Entwicklung von hoch-immunogenen, nied-
rig dosierbaren hypoallergenen genetischen Vakzinen.

In jüngsten Arbeiten aus unserem Labor konnten
neue Impfstoffe entwickelt werden, die beide Bedingun-
gen erfüllen. Das Dosisproblem wurde mit sogenannten
Replikon DNA-Vakzinen gelöst, eine Routineproduktion
für hypoallergene DNA-Vakzine gelang mittels erzwun-
gener Ubiquitinierung.

Replikon DNA-Vakzine basieren auf Eigenschaften
von Alphaviren wie Sindbis- oder Semliki Forest-Virus.
Das Genom dieser Viren kodiert für ein Replikase-
Enzym, das vom Virus zur effizienten Vermehrung des
Genoms verwendet wird. Theoretisch sollte ein Molekül
selbst-replizierende RNA pro Zelle genügen, um genü-
gend Antigen für die Induktion einer Immunreaktion zu
produzieren. Die Antigenproduktion in mit solcher RNA-
transfizierten Zellen ist in der Tat unabhängig von der
RNA-Menge [38]. Die Stabilität von RNA-Vakzinen
stellt jedoch ein Problem dar, wir haben deshalb die
Sequenz der selbst-replizierenden RNA-Moleküle revers
in ein konventionelles DNA-Vakzin kloniert. Im Falle des
Modellallergens β-Galaktosidase und des Gräserpollenal-
lergens Phl p 5 war die intradermale Injektion von Nano-
gramm-Mengen dieses Vakzintyps ausreichend, um eine

anti-allergische Th1-Reaktion auszulösen. Damit konnte
die wirksame Dosis um das 20.000-fache gesenkt werden
[39, 40].

Zur Ausschaltung jeglichen Risikos von anaphylakti-
schen Reaktionen entwickelten wir eine Methode der
„erzwungenen“ Ubiquitinierung. Dabei werden die durch
das DNA-Vakzin kodierten Proteine im Proteasom degra-
diert und somit die dreidimensionale Struktur des Aller-
gens zerstört – ein Konzept, das ursprünglich für die
Induktion von zytotoxischen Immunreaktionen verwen-
det wurde [41, 42]. Der Verlust von IgE-Epitopen ist eine
wesentliche Voraussetzung für Hypoallergenizität eines
Vakzins, da im allergischen Organismus prä-existierende
IgE-Antikörper auf Mastzellen durch Quervernetzung
über native Allergene Anaphylaxie auslösen können.

Die Ergebnisse unserer Studien zeigten, dass, wie
postuliert, auf Grund der fehlenden nativen Strukturen
keine Antikörper gebildet wurden, jedoch die zelluläre
Immunreaktion nicht beeinträchtigt wurde. Diese war
vom gewünschten Th1-Typus und schützte vor der aller-
gischen Sensibilisierung durch rekombinantes Allergen,
reduzierte die Eosinophilie der Atemwege sowie die
Becherzell-Hyperplasie und die Inflammation des Lun-
genendothels. Darüber hinaus bewies das Vakzin signifi-
kante Wirksamkeit in einem therapeutischen Ansatz [43].

Zusammenfassend können wir feststellen, dass die
besonderen Eigenschaften von DNA-Impfstoffen, und
hier vor allem ihre inhärente Th1-Immunogenität, sie zu
attraktiven Kandidaten für anti-allergische Impfstoffe
macht. Darüber hinaus ermöglicht die genetische Immu-
nisierung durch gezieltes molekulares Design des transla-
tierten Antigens und durch gesteuerte Immunmodulation
die Produktion von hypoallergenen Vakzinen mit hohem
Sicherheitsprofil bei drastisch reduzierter Impfstoffdosis.
Die eindrucksvollen anti-allergischen Effekte von DNA-
Vakzinen im Tiermodell und der dringende Bedarf nach
einer verbesserten Allergiebehandlung, basierend auf
molekularer Diagnose und Therapie, rechtfertigen die
Planung und Durchführung von klinischen Studien mit
genetischen Vakzinen gegen allergische Erkrankungen in
der nahen Zukunft.
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