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Abstrakt

Ziele der StudieDie zytotoxische Aktivitat natirlicher Killerzele(NK-Zellen) spielt bei der nattirlichen immunolsgfien Abwehr
bei malignen Tumoren eine grundséatzliche Rolle. Dik-Zellen erscheinen als neues Mittel der adaptivakologischen
Behandlung. Arabinoxylan aus Reiskleie (MGN-3/Beny wird als Modifikator der biologischen Reaktibeschrieben, der die
zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen verbessern kaZiel dieser Studie ist es, die Wirkung des NEttIGN-3/Biobran auf die
Aktivierung, Expansion und Zytotoxizitat der NK-Zah gegen Neuroblastomzellen zu untersucivethoden.Um magnetische
Perlen angereicherte NK-Zellen stimulierten wir ohgm Mittel MGN-3/Biobran. Die Aktivierung der NKellen bewerteten wir
mittels Analyse ihrer Phanotypen und verfolgtere iixpansionsfahigkeit. Die zytotoxische Fahigkeit dktivierten NK-Zellen
wurdein vitro gegen Zelllinien K562, Jurkat, A673, NB1691, A-28) und RH-30 undh vivo gegen Zelllinien NB1691 gepriift.
Ergebnisse.Die Stimulation der NK-Zellen mit MGN-3/Biobran indierte eine hthere Expression der mit der Aktivier
assoziierten Rezeptoren CD25 und CD69 als es Iafsaden Zellen ist (R 0.05). Die Expression der Rezeptoren NKG2D,
DNAM, NCR und TLR blieb unveréndert. Die Stimulationit MGN-3/Biobran in der Nacht erhfhte gleichizeifie zytotoxische
Aktivitat der NK-Zellen gegeniber allen Zellliniedie in vitro gepriift wurden, und verzdgerte das Wachstum derdidastomen
in vivo. Beim Mittel MGN-3/Biobran wird dieser Mechanismusibei nicht durch Kontaminierung mit Lipopolysacétian
vermittelt. AuRerdem unterstiitzte die ApplikatioonvMGN-3/Biobran das Expandieren der NK-Zellen wial Absinken der T-
Zellenin vitro. AbschlisseUnsere Ergebnisse deuten an, dass MGN-3/BiobrarSgdegel der Aktivierungsmarker der NK-Zellen
steuert, die zytotoxische Aktivitdt der NK-Zelleeggniiber Neuroblastomém vitro undin vivo stimuliert und selektiv auf die
Expansion der NK-Zellen wirkt. Diese Ergebnisse i€m in der Zukunft bei der Behandlung von Neurdblagn, bei der
Entwicklung therapeutischer, auf der Aktivitat dd€-Zellen basierender Strategien niitzlich sein.

Schlusselworter: Arabinoxylan aus Reiskleie (MGIBiBbran), zytotoxische Aktivitét, naturliche Killzgllen (NK-Zellen),
Neuroblastom

Einleitung [2]. Die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen kann
. . . i durch gesunden LebensstiB-5], Modifikatoren der
Die zytotoxische Aktivitat der naturlichen Killer#en biologischen Reaktiofs, 7], Wachstumshormofg] und
_(NK-ZeIIen). spielt In unserer. naturl_|chen, Zytokine [9-12] erhoht werden. Maligne Tumorzellen
immunologischen = Abwehr gegen die Entwicklung \5nnen die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen dbr

maligner Tumoren eine bedeutende Rolle. Davon zeugt apgepen suppressiver Zytokine, bzw. Reduktion der
die Tatsache, dass ihre verringerte Aktivitat miteen Aktivierungsrezeptoren an den NK-Zellen verringern

hdheren Risiko der Entwicklung einer Tumorerkrartkun [13,14] Die Aktivitit der NK-Zellen kénnen auch

bei gesunden Menschen assoziiert \ird. Die hohe Gegenstoffe [15,16]  und chemotherapeutische
zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen bei Patientaach Medikamenté17] dampfen.

Transplantation hamotopoetischer Blutstammzellena wi
noch dazu mit einem niedrigeren Rezidivrisiko assoz
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Abb. 1. Zytokinspiegel in kultivierten Supernatmtbestimmt mithilfe eines Sets mit zytometriscRerlen Cytometric Bead Array Flex Set (von
BD Biosciences) und analysiert mit Durchflusszytten®D FACSCalibur (von BD Biosciences). (A) SpiegblF-a, (B) Spiegel II-6 und (C)
Spiegel IL-8.

Deshalb sollten wir uns bei onkologischen Patiemteer ~ Plus  (GE  Healthcare)  aufgetragen und  bei
auch bei der gesunden Bevolkerung auf das Erheitesr ~ Zimmertemperatur und Gewicht 400 g 20 Minuten
hohen  zytotoxischen  Aktivitit der NK-Zellen zentrifugiert. Die PBMC wurden entnommen und zweima
konzentrieren. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) durchdespi
MGN-3/Biobran ist mit Kohlenhydrate und bei 400 g 10 Minuten zentrifugiert. Die NK-Zsil
hydrolysierenden Enzymen aus dem Shiitake-Pilzwurden nachfolgend mit magnetischen Perlen (mitz8et
modifizierter Arabinoxylan aus Reisklej@8]. Es handelt  Isolierung der NK-Zellen - NK cell isolation KIT ed
sich um eine Nahrungsergénzung, die nach vorhandeneCD56 microbeads; von Miltenyi Biotec) angereichert
Publikationen die zytotoxische Aktivitat der NK-Zi (siehe onlineerganzendes Bild fiir Rezensenten). Das
gegeniiber Tumoren bei Erwachseireritro und aucin ~ ganze Blut wurde auf ein Kissen Ficoll aufgetrage
vivo erhoht [19,20] Beschrieben wird ebenfalls sein bei Zimmertemperatur und 1800 U/min. 30 Minuten
synergischer, tumorbekampfender Effekt zusammen migentrifugiert. Die isolierte Lymphozyt-/Monozytfragn
konventioneller Behandlung auf einige Krebstype.z wurde mit PBS durchgespllt und einer Lyse der roten
Brustkrebs oder hepatozellulares Karzing-25). Diese  Blutkdrperchen (in Ammoniumchloridldsung; Stem Cell
Angaben zeigen eine mégliche potentielle Ausnutalegy ~ Technologies) Uber 5 Minuten bei Zimmertemperatur
Mittels MGN-3/Biobran als Erganzung bei der unterzogen und nach Einstellen der Reaktion wurden
Krebsheilung bei Erwachsenen. Bisher wurden abieeke durch Spllen mit PBS die anhaftenden Monozyten im
Angaben beziiglich Tumoren bei Kindern publiziert. Medium RPMI 1640 (Gibco-BRL, Life Technologies
Unser Ziel war es, die Aufgabe des Mittels MGN- Ltd.), angereichert um 10% fétales Kalberserum in
3/Biobran als Stimulator der NK-Zellen gegeniiber angefeuchteter Atmosphare mit 5% L®ei 37°C
Tumoren bei Kinderrin vitro und auchin vivound auch  kultiviert. Die anhaftenden Monozyten wurden 7 b3
seine Aufgabe beim Expandieren der NK-Zellen bei de Tage kultiviert, um eine Differenzierung  der
Anwendung verschiedener Zytokine-Kombinationen und Makrophagen zu ermdglichen. Die Makrophagen wurden

verschiedenen stimulierenden Zelllinien zu priifen. hier als Biosensoren zur Identifikation der optiemel
Methoden Dosis des Mittels MGN-3/Biobran benutzt, welchee di

NK-Zellen stimuliert aber nicht die Makrophagen.
Vorbereitung der Zellen
Die Studie wurde vom ethischen Ausschuss unsereReagenzmittel
Institution  genehmigt. Mononukleare Zellen des In der Studie wurden diese monoklonalen Antikdrper
peripheren Bluts (PBMC) aus Blutproben von gesunden(mABS) benutzt: CD3PE-Cy7, CD45-FITC, CD69-
Freiwilligen wurden durch Dichtegradientenzentriitign ~ FITC a CD314 (NKG2D)-APC (alle von Becton
isoliert. Die Blutschicht wurde dinn auf eine Sthic Dickinson); CD56-APC, CD25-PE, CD336
gleichen Volumens des Separationsmaterials Ficadjuie

Tabelle I. Stimulationswirkung der néachtlichen lbktion mit Biobran und IL-15 auf die Aktivierungrdeezeptoren der NK-Zellen.

Schlafend Stimuliert mit Biobran Stimuliert mit-15
Verhaltnis Biobran/ Verhaltnis IL-
15/
MFI SD MFI SD MFI SD Schlafend Schlafend
CD69 508.3 889.2 1591.7 741.1 18032.6 14136.6 3.13 35.48
CD25 481 448.9 1537 520.3 1864 2843.8 3.2 3.88
NKG2D 4634.2 5762 5074.3 4761 9914.9 11491 091. 2.14
DNAM 1960.6 2529 2501.1 1174 3344.8 5391 1.28 1.71
NKp44 1017.7 1473 1808 2780 886.3 2110 1.78 0.87
NKp30 1300.7 1990 1519.8 2508 4971.5 1567 17 1. 3.82
NKp46 1134.4 1044 1159.4 1695 1568.8 1187 021. 1.38
TLR4 2654 2858 1348 2533 1963 2150 0.51 407
TLR9 5854 6284 5200 6448 8779 6231 0.89 015

Die Angaben driicken MFI (mittlere Fluoreszenziniigits SD (Standardabweichung) und VerhaltnisseStggsunden Kontrollpersonen aus. Die fett
gedruckten Buchstaben indizieren die statistisabaeBtung.



MGN-3/Biobran verbessert die Zytotoxizitat der NKi&te 3

(NKp44)-PE und CD335 (NKp46)-PE (alle von
Beckman Coulter); CD337 (NKp30)-PE (von Miltenyi
Biotec). Mit Fluorchrom markierte mAbs gegen TLR-4
und TLR-9 erhielten wir von Enzo Life Sciences AG.
Interleukin (IL)-15 erhielten wir von CellGenix und
IL-2 (Proleukin) von der Firma Novartis. MGN-

3/Biobran gewahrte die Firma Daiwa PharmaceuticalsTerpyridin-6,8-Dicarboxylat)

Co Ltd. Als Ligand des Toll-like Rezeptors-4 (TI4R-
wurde Lipopolysaccharid (LPS; von Sigma 0127:B8)
und als Inhibitor der LPS induzierten Aktivierungsd
TLR-4 wurde Polymyxin B (von InvivoGen) benutzt.

Zelllinien

Als Zielzellen der Prifung der natirlichen Zytotritét
der NK-Zellen in vitro wurden die Zelllinien K562
Erythroleukéamie, Jurkat T Ilymphatische Leukamie,
A673 Ewing-Sarkom (alle von ATCC), weiter die
Zelllinien NB1691 Neuroblastom (gewéhrt von Dr.
A. Davidoff aus der Kinderforschungsklinik Sv.Juda)
die Zelllinie A-204 embryonales Rhabdomyosarkom
RD embryonales Rhabdomyosarkom und RH-30
alveolares Rhabdomyosarkom (alle von DSZM) benutzt.
Die  Zellinie aus  Luciferase transduzierten
Neuroblastomen (NB1691luc), die Dr. A. Davidoff zur
Verfugung stellte, wurdén vitro und im quantitativen
Mausmodelin vivo benutzt{26,27]. Als ,Feeder* Zellen
fur die Aktivierung und die Expansion der NK-Zellen
wurden diese Zelllinien benutzt: bestrahlte K562 un
K562 mit Expression mit auf Membranzellen
gebundenen IL-15 und 4-1BBL (K562-mb15-41BBL,
zur Verfugung gestellt von Dr. D. Campan von der
Nationalen Universitat in Singapyp8].

Phanotyp-Analyse

Der Oberflachen-Phanotyp wurde fiir die tber Naciit m
MGN-3/Biobran (100 pkg/ml) stimulierten NK-Zellen,
weiter fiur die dber Nacht mit IL-15 (10 ng/ml)
stimulierten NK-Zellen, der schlafenden NK-Zellendu
der expandierten NK-Zellen von drei gesunden,
erwachsenen Freiwilligen mit Hilfe  6-farbiger
Fluoreszenzverfarbungen bestimmtx 30s frische NK-

Europium-2,26',2"-Terpyridin-6,8-dicarboxyl-Séaure
(Perkin-Elmer  Wallac) gepruft, wie i29] beschrieben
wurde. Als Zielzellen wurde Zellen aus den Ziekimi
K562, Jurkat, A673, NB1691, A-204, RD und R6i
benutzt. Die Zielzellen wurden mit einem die Fliszenz
verbesserndem Ligand (Bix(acetoxymethyl) '&/2"-
markiert. Dieser
hydrophobe Ligand durchdringt schnell die Zellmeambr
In der Zelle verursacht die Hydrolyse der Esterbigen,
dass der Ligand hydrophil wird und so unfahig, die
Zellmembrane zu durchdringen. Die Zytolyse verunsac
aber ein Freiwerden des Ligands und dessen englesgilti
Reagieren mit dem Europium. Dessen Ergebnis ist ein
stabiles fluoreszentes Chelat, das fluorometrisofit (
Leser F200 Reader von TECAN Group Ltd.) bewertet
werden kann. Fur das Berechnen der spontanen und
spezifischen Zytotoxizitdt wurden diese Formeln
angewendet:

% spezifisches Freiwerden

= (experimentelles Freiwerdespontanes Freiwerden) /

(maximales Freiwerdegpontanes Freiwerder)100
% spontanes Freiwerden

= (spontanes Freiwerdégntergrund)/
(maximales Freiwerdebntergrund)x 100

Die von gesunden Freiwiligen gewonnenen NK-
Zellen wurden {ber Nacht mit 100 pg/ml MGN-
3/Biobran, 10 ng/ml IL-15, 40 IU/ml oder 1000 IU/ml
IL-2, resp. Kombination MGN-3/Biobran und 40 IU/ml
IL-2 stimuliert. Die Kultivierung verlief im
Kultivierungsmedium (RPMI 1640 angereichert um 10%
durch Warme inaktiviertes fotales Kélberserum, 100
IU/ml Penizillin, 200 ng/ml Streptomycin und 2mniol/
Glutamin) in angefeuchteter Atmosphare 5% ,CO
und 95% Luft. Die Zytotoxizitdt wurde mit oben
beschriebener Methode bewertet.

Mausmodell

12-Wochen-Mausen NOD-scid IL-2Rgnull  wurden
intravends Neuroblastomzellen NB-1691luc in einer

Zellen aus verschiedenen Bedingungen haben wir beMenge von 2 10s gespritzt. Fr das Isolieren der NK-

4°C Uber 30 Minuten mit den zugehérigen nicht
humanen monoklonen Mausantikorpern gefarbt. Die
Zellen wurden anschlieBend zweimal in kalter PBS

durchgespiilt und in 0,5 ml PBS resuspendiert undSet

mittels Durchflusszytometer FACSCanto Il (Becton
Dickinson) analysiert. Fur jedes oberflachiges
Zellenantigen wurde das Prozent der positiven Helle
und das Verhdltnis der mittleren Fluoreszenzintéhsi
(MFI) bestimmt. Beim Testen der Kontrollgruppe

wurden die entsprechenden Isotope der
Kontrollantikérper benutzt.
Prufungen der Zytotoxizitdt und der

Stimulierung der NK-Zellen

Die natlrliche Zytotoxizitat der NK-Zellen wurde tmi
konventionellem 2-Stunden-Test auf Freiwerden von

Zellen haben wir mononukleare Zellen der Periphesbl
gesunder Freiwilliger benutzt. Die NK-Zellen wurden
nachfolgend durch Selektion magnetischer Perlert (mi
cell isolation KIT wvon Miltenyi Biotech)
angereichert. Die erhaltenen NK-Zellen waren > 90 %
CD3-CD56+. Benutzt wurden frische NK-Zellen, resp.
Uber Nacht in 100 pg/ml Mittel MGN-3/Biobran
aktivierte NK-Zellen. Die intraventse Therapie dd€-
Zellen begann 7 Tage nach Einspritzen der Tumanzell
und wurde Uber 4 Wochen zweimal wdchentlich
durchgefiihrt. Im Rahmen zweier unabhangiger
Experimente (je 4 Mause in jeder Gruppe) haben wird
die nicht behandelte Gruppe (Kontrollgruppe) mir de
Gruppe verglichen, der & 10s schlafende NK-Zellen
(NK-Gruppe) und der Gruppe, derx110s NK-Zellen,



4 A. Pérez-Martinez und Koll. Durchflusszytometrie mit  Durchflusszytometer BD
. _ _ _ » FACSCalibur (BD Biosciences) in den menschlichen
tber Nacht in 100 pg/ml Mittel MGN-3/Biobran stiret  \akrophagen nach Einwirken von  Lipopolysaccharid
wurden (Gruppe NK-Biobran), gereicht wurden. Die (LPS) (10 ng/ml), resp. auch des Mittels MGN-3/Biab

biolumibniszhente A%b”qung WULde am 7., 14, 28. umjl . (in Konzentrationen 10, 100, 1000 a 10000 pg/ml)
Tag ab Therapiebeginn hac Spntzen von 100 .'nanalysiert. Die Konzentration 100 pg/ml des Mittels
phosphatgepufferter  physiologischer  Lésung

K tration 15 ma/ml aufaeldst Luciferin reialis mltBiobran wurde als hochste bestimmt, die keine
onzentration 1> mg/mi aufgelostem Luciterin rea Entziindung induzierte (Ansteigen TNE-IL-6 und II-8,

Funf Minuten nach Einbringen des Substrats WurdenAbb_ 7). MGN-3/Biobran wurde auf potentielle

d'l\e . Tri]erej m_itteli Isofluran ingcyNarkpse fnaebrach(; agonistische Wirkung gegentber den Toll-like Rezept
(Anasthesie in Konzentration 6 eingefihrt un TLR-2, -3, -4, -5, -7, -8 und 9 von InvivoGen gétss

nachfolgend auf Niveau 1,5 % gehalten) und in dasiiGe  \pqogichts dessen, dass auch LPS Spuren im Mittel

zur fluoreszenten u.nd bioluminis_zenten Abbildung MGN-3/Biobran die Zytotoxizitat der NK-Zellen,
(Xenogen VIS Lumina Il (Quantitave , Xenogen signalisiert durch TLR-4, erhéhen kénnten, fiihrtie d
Corporation, ~ Hopkinton, ~ MA)  geschoben.  Die rima BioChem GmbH einen Test auf Anwesenheit von
angefertigten Bilder unterschiedlicher Expositionrden Kontaminanten Lipopolysaccharid/Endotoxin als Ligan
mit Software Xenogen Living Image Software (Versio ) R4 jm Mitel MGN-3/Biobran (100 pg/mi) durch.
3.2) analysiert. Fur die grafische Darstellung der o rerdem quantifizierten wir die Anwesenheit von
bioluminiszenten Abbildung wurde ein rechteckiger | ps/Endotoxin auch durch chromogenische Priifung (mi
Bereich ausgewahlt, der die gesamte Brustkorb- undset ToxinSensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit
Bauchhohle der Maus erfasste und der Gesamiflusgon der Firma GenScript). Nachfolgend fihrten wir
(Photonen pro Sekunde) wurde in Lage auf dem Ruckerpyijfungen dein vitro Zytotoxizitat gegen Zelllinie K562
und auch agf dem Bauch bei 18078ekund_en-ExposmorUnd NB1691 unter Benutzung von LPS (10 ng/ml) als
gezahlt. Dieser Wert wurde in Beziehung zu stimulator der NK-Zellen und Polymyxin B (100 mkd)m
vergleichbarem Wert des Fonds (von Kontrollmauseohn gis |nhibitor der indizierten Aktivierung TLR4 durc
Tumor, nur Luciferin gespritzt) kalibriert. Alle Veuche  panach filhrten wir dann noch zum Vergleich eine
erfolgten im Einklang mit den Anweisungen unseres prifung der Zytotoxizitat gegen die Zelllinie NBI6Bei

Instituts fur den Umgang mit Tieren und nach Kigar  applikation von MGN-3/Biobran als Stimulator der NK
die in den Anweisungen der einzelnen Nationalenzellen und Polymyxin B als Inhibitor durch.
Gesundheitsinstitutionen fur die Anwendung und den

Umgang mit Labortieren festgelegt sind. Statische Analyse
N _ Die Ergebnisse sind als durchschnittiche + SD
Aktivierung und Expansion der NK-Zellen (Standardabweichung) angegeben. Fiir den Vergleich d

Zur Expansion kam es innerhalb 14 Tagen in denufeft ~ Wirkung von MGN-3/Biobran auf den Phanotyp, die
mit und auch ohne 100 pg/ml Mittel MGN-3/Biobrandun  zytotoxizitat und das ExpansionsmaB der NK-Zellen
Zytokinen (100 IU/ml IL-2 oder 100 IU/ml IL-2 plus0  \yrde der nichtparametrische ~ Wilcoxon — Test
ng/ml IL-15), resp. in den zusatzlich mit bestrahlt  anhgewendet. Im Mausmodell wurde die Uberlebensrate
Feeder in Form von Zellen K562, resp. K562-mbl5- qyrch Kaplan-Meier-Schatzer mit einer Variablen
41BBL angereichert wurdgr8]. Kurz, die von 5 = gegchatzt und unter Anwendung des Logranktestes

gesunden, ~ erwachsenen  Freiwiligen gewonnenen,qgiichen. Die statistische Bedeutung wurde Rk
mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC) o5 pestimmt.

wurden durch Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll
isoliert. Diese Zellen wurden auf Laborplatte miléitzen Ergebnisse
mit oder ohne Mittel MGN-3/Biobran und menschlichen ppanotypisierung der NK-Zellen

Zytokinen (IL-2, IL-2 + IL-15), resp. im Verhaltnis:1,5  pje Stimulierung der NK-Zellen mit MGN-3/Biobran

zusammen mit einer subletalen Dosis bestrahlterfijnrte zu einer erhdhten Expressionsrate der CD69
Feederzellen der Linien K562, resp. K562-mb15-41BBL \;nq cp25 vom Durchschnitt 9%-88%, resp. 6%-90%

inkubiert.  Kultivierungsmedium war RPMI 1640 (dabei erhéhte sich die durchschnittliche
angereichert um 10% f_risch eingefrqr_erjes menschﬂic_he Fluoreszenzintensitat (MFI) 3,1-, resp. 3,2-facBr
P"’?‘S”‘a AB, L_-Glutamm qnd Penizillin-Streptomycin Prozentsatz und MFI der Ubrigen tberpriften Rezepto
E}B'OChrC}m)' F”SCEeS Medium wurd(caj alled. 2 Tzlalge blieben unveréndert. Bei mit IL-15 stimulierten NK-
elr?tfwl:)?r?r:gr: urll\(lja(;uf ;ﬁan;rg%eﬂmv\\ll;#oezn ytot(;iizitzéﬁ en Zellen, die als positive Kontrolle benutzt wurden,
erhohte sich die durchschnittliche Expressionsdge

der NK-Zllen analysiert einzelnen Marker wie folgt: CD25 6%-92%, Verhaltnis

gﬁtr?:mftfggzbf:ri;rrzgyzSpgeAsr:ﬁLy;ir?erder Kontamimigr MFI 3,9-fach erhoht, CD 69 9%-98%, Verhaltnis MFI
Y g 8" 35 5.fach erhoht, NKG2D 92%-97%. Verhaltnis MFI

des Mittels MGN-3/Biobran mit Agonisten des Toll-like 2 1-fach erhoht, DNAM 81%-96%. Verhaltnis MFI 1.7-

Rezeptors fach erhoht und NKp30 54 bis 81, Verhaltnis MFI-3,8
Durch Technik Cytometric bead array Flex Set (vdd B fach erhoht. Tabelle lundAbb. 2. Die Abbildungen A
Biosciences) =~ wurden  unter  Einhalten  des und B zeigen die Reaktion der Aktivierungsrezeptore
Herstellerprotokolls freigewordene Tumornekrosedadin an den NK-Zellen auf die nachtliche Stimulierungt mi
(TNF)-a, I1L-6 und IL-8 detergiert und anschlieBend mit MGN-3/Biobran und IL-15.
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Abb. 2. (A) Durchschnittliche Fluoreszenzintensitér Aktivierungsrezeptoren der NK-Zellen: schief¢schwarze Kurve), mit MGN-3/Biobran stimuliert
(rote) und mit IL-15 stimuliert (griine) an 3 koritierten gesunden Individuen) (B) Prozentsatz d@rienierten Aktivierungsmarker an den schlafendsit,

MGN-3/Biobran bzw. IL-15 stimulierten NK-Zellen.
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Zytotoxische Priifung in vitro ZZ T

Die nachtliche Stimulation mit MGN-3/Biobran verachte 70

einen markanten Anstieg der Zytotoxizitat der NKlgme 60 i

gegenuber allen getesteten Zelllinien bei einemh&énis ﬁ 50 ] SRS
der Effektorzellen zu den Zielzellen 8:1 (K562, NiB1, = L T "1 B Biobren
Jurkat, A673) resp. 10:1 (A-204, RD, RH-30) im Meigh 30

zu den schlafenden NK-ZellemAlfb. 3A, K562 80% 0

gegeniiber 69%,P =0.03, NB1691 41% gegeniiber "

23%,P = 0.03, Jurkat 40% gegeniiber 1996 0.03, A673 0

K562 NB1691 Jurkat A673 A204 RH30 RD

34% gegenlber 13%, P = 0.02, A204 34% gegenlbe
18%, P =0.03, RD 45% gegeniiber 22%, P = 0.008; R B o
30 34% gegenuber 18%, P = 0.02). Die Stimulatioh m
IL15 fihrte zu einem noch héheren Prozent der Lgse
Linien K562 (100%), NB1691 (61%), Jurkat (60%hdu 80
A673 (58%) (Abb. 3B). Zur Uberpriifung der syneagien
Wirkung von IL-2 und MGN-3/Biobran verglichen wited
Stimulation mit hoher Dosis IL-2 (1000 1U/ml) mited
Stimulation mit niedriger Dosis IL-2 (40 IU/ml) und

M Resting
60

Biobran

40

4 dl

% lysis
o

niedriger Dosis IL-2 + MGN-3/Biobran. Die Anreicheg o

der niedrigen Dosis IL-2 mit MGN-3/Biobran verbegse

den Stimulationseffekt 40 I1U/ml IL-2 und erreichte Ks62 NB1691 Jurkat A673

vergleichbare Zytotoxizitat wie 1000 IU/ml IL-2. c

(Abb. 3C). Um das Sicherheitsprofil der mit MGN- 90 . ']T

3/Biobran stimulierten NK-Zellen zu priifen, filhrtevir 01 %y W ’ w | I

einen Test der Zytotoxizitdt an negativen Kontroiftern ., 70 ] {

(autologe CD56 negative Zellen) durch. Diese zeigte » % Low L2

Absenz der Zytotoxizitat efganz. Abb. 2und erganz. = ig LowIL2+Biobran

Tabelle Ifiir die Rezensenten). - L
20

In vivo Modell 12

Um zu Uberprufen, ob der Stimulationseffekt destélkt 8704 RHN "N

g';':u% ?";t;]r:tn el’\ilifiteri\lelri fv?r"irrllsge ;g:gchﬁ:gﬁ]ﬁe Abb. 3. (A) Zytotoxische Aktivitat der mit MGN-3/Bbran
. ’ . A . stimulierten NK-Zellen gegeniiber den Zelllinien KR56NB1691,
vivo  Xenograftmodell des mit Luciferase transfektierten ;,nat a673 (verhaltnis Effektorzellen zu Zielzell8:1), A-204, RD
Neuroblastoms. AufAbb. 4A sind ventrale und dorsale und RH-30 (Verhaltnis Effektorzellen zu Zielzelleh0:1). (B)
Bioabbildungen von 3 représentativen Mausgrupperemle Zytotoxische Aktivitat der mit IL-15 und MGN-3/Bioan stimulierten
phosphatgepufferte physiologische Losung NK-Zellen gegeniiber den Zelllinien K562, NB1691rkat, A673
(Kontrollgruppe), 1x 106 schlafende NK-Zellen, resp.x1 ﬁf(f-rh?-'ﬁnés Effteﬁfoz’ze”an (Z;,il SZiet'_Ze”I_e”t 831,3-K Z([EZWOtOXiS?Ee

: - ; ivitdt der mit IL-2 un -3 stimulierten NK-Zien gegeniiber
106 MGN-3/Biobran stimulierte N.K_Ze”en elngeg_eben A-204, RD und RH-30 (Effektorzellen zu Zielzellerg:f). Die
wurden. In der Kontroligruppe und in de_r Gruppe dl?h Angaben enthalten die Ergebnisse von 3 gesundewiligen in 3
schlafenden NK-Zellen kam es zu einer dramatischenynaphangigen Versuchemas Ergebnis ist statistisch bedeutsam.
Progression der Tumore NB1691, wobei in der Gruppe,

1 x 106 MGN-3/Biobran stimulierte NK-Zellen gereicht ,egeutenden Differenzen in den NKT- und in den Bere

wurden, eine markante Inhibition des pie zytotoxische Aktivitat der expandierten NK-Zsil
Neuroblastomwachstums beobachtet wurdeb( 4 und  angerte sich nach Zufigen von MGN-3/Biobran in das

erganz. Tabelle Ifur die Rezensenten). Bei mit MGN-  kytivierungsmedium unwesentlich  Bi(d 5B).

3/Biobran stimulierten NK-Zellen haben wir im Moblsdit Demgegeniiber verstirkte Hinzufigen von IL-15 die
Mausen NOD/SC|d/IL2R’|U"'hU ZusatZ|ICh e|ne mal’kant ZytotOXlz|tat |m Verg|e|ch m|t nur ”__2 und d|esw be|
héhere Uberlebensrate beobachtet (R05;Abb. 4C). Benutzung transfektierter K562.

Aufgabe des MGN-3/Biobran beim Expandieren Stimulationsmechanismus der NK-Zellen mit MGN-
der NK-Zellen 3/Biobran

Nach 2 Wochen Kultivierung zeigte sich, dass die-NK \yejl menschliche Zellen auch mit Toll-like Rezegtor
Zellen intensiver in der mit MGN-3/Biobran angefeden (7| R) stimuliert werden konnen, testeten wir dasskisen
Kultur expandierenefganz. Tabelle I)l Bei den mit MGN-  der TLR unter Einfluss von MGN-3/Biobran unter
3/Biobran angereicherten Kulturen trat noch dazoeei aApnwendung humaner Makrophagen als Biosensoren, um
Verringerung der T-Zellen Expansion eiAbp. SA). Das  die optimale Dosis des Mittels MGN-3/Biobran zudfém,
Hinzuflgen von MGN-3/Biobran in Kulturen mit IL-2nd  \yelche die NK-Zellen stimuliert und gleichzeitigaionicht

IL-2 + IL-15 verursachte keine statistisch die Makrophagen stimuliert. Es zeigte sich, dasshuhe

Spiegel des Mittels MGN-3/Biobran
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Abb. 4. (A) Die Luciferase ausstrahlenden Bilder dlumore NB1691 illustrieren das Neuroblastomvaarhei Mausen, denen phosphatgepufferte
physiologische Lsung (Kontrollgruppe)x 10sfrisch isolierter schlafender NK-Zellen, resp« 106 MGN-3-stimulierter NK-Zellen gereicht wurden
(in 8 intravendsen Injektionen, die Uber 4 Wocherimal wochentlich gegeben wurden). Abgebildet gawleils drei représentative Individuen
jeder Gruppe in ventraler und dorsaler DarstellmmigMarkierung des Interessenbereichs. (B) Dasf&dle des Tumorvolumens in Beziehung zu
den Ausgangswerten war in der Mausgruppe, der M@bBran stimulierte NK-Zellen gespritzt wurden, nkent niedriger als in der
Kontrollgruppe, resp. in der Gruppe, der schlafeN#eZellen gegeben wurden. (C) Die Kaplan-Meier-#am zeigen die Uberlebensrate der Mause
der einzelnen GrupperDie Angaben sind statistisch bedeutend im Verglenhder Kontrollgruppe: Die Angaben sind statistisch bedeutend im
Vergleich mit der Gruppe, der schlafende NK-Zeliegeben wurderDie Angaben sind statistisch bedeutend im Vergleidbeiden Gruppen.

(10 mg/ml) verursachten ein Freiwerden von IL-86IL Mit Limulus-Amobozyten-Lysat-Test (LAL-Test)

und TNFe (4776, 164, resp. 132 pg/ml) sieh&bb. 1 beobachteten wir Spuren einer Kontaminierung des

Noch dazu waren diese Messwerte bedeutend niedrigeMlittels MGN-3/Biobran mit Lipopolysaccharid (Eu/ml

als die, die bei der Stimulierung mit Lipopolysaagi ~ 1,68). Um die Rolle der Kontaminierung des Mittels

(LPS) (10 ng/ml) (7487, 362, resp. 208 pg/ml) MGN-3/Biobran im Stimulationsmechanismus zu priifen,

beobachtet wurden. fihrten wir in vitro Teste der Zytotoxizitat gegeniiber
NB1691 durch.
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Abb. 5. (A) Kinetik aller Zellen zusammen und d&f-Zellen, T-Zellen, NKT-Zellen, resp. B-Zellen eiln von 5 gesunden Freiwilligen nach 14 Tagen Bdgen in
Kultivierungsmedien mit oder ohne Mittel MGN-3/Bi@m und Zytokinen (IL-2 oder IL-2 #.-15), resp. hochstens angereichert mit bestratffieederzellen der Linien
K562, resp. K562-mb15-41BBI*Ergebnis ist statistisch bedeutend. (B) Zytotoxesétktivitdt der expandierten NK-Zellen nach Zufiigean MGN-3/Biobran in das

Kultivierungsmedium

Die Teste wiesen eine erhéhte zytotoxische Aktivitér mit
LPS stimulierten NK-Zellen gegeniber schlafenden2Zéllen
aus. Die Applikation von Polymyxin B konnte die Wing der
LPS-Stimulierung aber aufheberbp. 6A). Demgegeniiber
blieb die Stimulationswirkung des Mittels MGN-3/Bi@n auf
die NK-Zellen nach Applikation von Polymyxin B urigelert

(Abb. 6B). Der Stimulationsmechanismus der NK-Zellen wird

also nicht durch die Kontaminierung des Mittels MGN

3/Biobran mit LP-Saccharid vermittelt.

Diskussion

Die publizierten Ermittlungen deuten an, dass dmsvéndung
des Mittels MGN-3/Biobran bei der Behandlung vorelss bei
einigen erwachsenen onkologischen Patienten diebBigse
verbessern kann[30,31] Die Kklinische Forschung an
erwachsenen Patienten mit hepatozellurékarzinom zeigte,
dass

die Ergadnzung unterstitzender Therapien, einsditiel
transarterieller Chemoembolisation, perkutanen rittha
Injektionen, Radiofrequenzablation und Kryoablatiamm
MGN-3/Biobran die gesamte Uberlebensrate verbedsminte
[21]. Die Publikation fuhrt ebenfalls an, dass die Bryéng der
Behandlung mit MGN-3 die angeborene Immunitét belien
Patienten mit Myelom dadurch erhdhte, dass die t@yinitat
der NK-Zellen, die Anzahl der myeloiden Dendriteellund
die Konzentration der Thl Zytokine erhdht wurdgip].
Bisher stehen keine publizierten Angaben hinsichtlider
Ausnutzung des Mittels MGN-3/Biobran bei padiatnisc
Tumoren zur Verfiigung.

Unsere Studie zeigt, dass die Stimulierung der N#Ken
mit MGN-3/Biobranin vitro und auchn vivo die zytotoxische
Aktivitat dieser Zellen gegentber verschiedenedlidin von
padiatrischen Tumoren verbesserte. Wir wiesen didhtes
MaR der NK-Zellen vermittelten Zerstérung



MGN-3/Biobran verbessert die Zytotoxizitat der NKlete

9
B
ohne Feeder = 201
10:1
140 =51
120 m 251
100 I
80 I
(&)
2 60 T [
i) 40
S 2
@ o L EETTNNEE N IS SN Em = beew
>
I
L E IL-2 + B+IL-
- I IL-15 2+IL-15
2 2
K562 = 10:1
5:1
140 m 251
120 T T m 1,251
100 [ T
80
2 60
=
o 40
L 2
@ o L METTISES NSNS BN eEw W Seew
>
I
L 3 IL- B+IL-
- L- 2+IL- 2+IL-15
2 > 15
K562t = 10:1
5:1
140 m 251
120 m 1251
100 I T
80
2 60
Y—
k) 40
L 2
@ 0
>
I

Abb. 5. (Fortsetzung).

der Zelllinien akuter Leukamie, Neuroblastome, Ewin
Sarkome, embryonaler Rhabdomyosarkome und alveolare
Rhabdomyosarkomén vitro nach Stimulation mit MGN-

2+IL-

IL- B+IL-

2+IL-15
15

like Rezeptoren (TLR) stimuliert werden kénnen, stas
auch bertcksichtigt werden, dass auch eine Kontarmimg
des MGN-3/Biobran mit Lipopolysaccharid (LPS) durch

3/Biobran nach. Ebenso beobachteten wir eine starke Signalisierung der TLR-4 die Zytotoxizitat der Nkelfen

Inhibition des Neuroblastomwachstums und eine nraeka
Verbesserung der Uberlebensrate bei Anwendung MGN-
3/Biobran  stimulierter NK-Zellen im Mausmodell
(NOD/scid/IL-2Rynull) mit Neuroblastom. Diese Angaben
sind im Einklang mit friher publizierten Angabeneiib
Malignitaten bei Erwachseneii20-25].

Mechanismus und Dosis, bei denen MGN-3/Biobran die
Aktivitdt der NK-Zellen erhoht, bleiben unbekanwir
schéatzen ein, dass hinter der nitzlichen Wirkungiche

nach unseren Beobachtungen, die Behandlung der NK-

Zellen mit MGN-3/Biobran hat, eine ganze Reihe
Immunitatsmechanismen steht. Da hohe Dosen deglMitt
MGN-3/Biobran eine Modifikation der Makrophagen von
Phase MO in M1 mit nachfolgendem Freiwerden vorgIL-
IL-8 und TNFa verursacht, zogen wir eine niedrige Dosis
MGN-3/Biobran in Betracht, um die Aktivierung deiKN
Zellen, die durch eine Entziindung hervorgerufendejizu
eliminieren. Weil NK-Zellen auch durch agonistischall-

erhohen konnte. In unserer Studie wurde eine leicht
Kontaminierung mit LPS beobachtet. In jedem Falb ke
Neutralisierung des LPS mit Polymyxin B nicht die
stimulierende Wirkung von MGN-3/Biobran auf und es
kann eingeschatzt werden, dass eine Kontaminiemitg
LPS nicht bestimmender Mechanismus fur die Stimultig
der NK-Zellen durch MGN-3/Biobran ist. Nach unseren
Ermittlungen aktiviert MGN-3/Biobran schlafende NK-
Zellen, kann aber nicht weiter mit IL-15 expandiete
Zellen aktivieren, auch wenn es die Expansion ieseli
Phase augumentiert.
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Abb. 6. (A) LPS-Stimulation erhéht die Zytotoxiitschlafender NK-
Zellen gegeniiber NB1691. Dabei hebt Polymyxin B dieS-
Stimulation bis auf das Niveau des Schlafzustands @) MGN-
3/Biobran stimuliert die NK-Zellen gegenuber NB16®blymyxin B
antagonisiert dies nicht.

Diese Tatsache deutet die Anwesenheit eines Mexinasian,
der sich teilweise mit IL-15 deckt. Weitere, mogkcTheorie
ist die apoptische Wirkung, vermittelt aus aktiteer NK-
Zellen durch abgegebene TNFund IFNy [30,33] Diese
Theorie unterstiitzen auch unléngst veréffentlichegatben

Diese Angaben kdnnten bei der Realisierung umfacigee
Expansionen hoch zytotoxischer klinischer NK-Zellen
interessant sein, insbesondere in allogener Umggbaorder T-
Zellen eliminiert werden missen, um Erkrankungers au
Intoleranz zum Transplantat vorzubeugen. Die Anweigdvon
MGN-3/Biobran in Kombination mit einer niedrigen £ IL-2
erhdhte weiter auch die zytotoxische Aktivitat 8&¢-Zellen in
gleichem MaRe wie eine hohe Dosis IL-2. Diese Argasind

in Ubereinstimmung mit friiheren Studight]. MGN-3/Biobran
und eine niedrige Dosis IL-2 wirken also synergidaashalb ist
dieses Vorgehen als Vorbeugung vor mit der Behagdimit
hoher Dosis IL-2n vivo zusammenhangender Toxizitét glinstig.
Die Angaben aus Studien erwachsener Patientenrdantelass
die Anwendung von MGN-3/Biobran als Alternative bde
Erganzung verschiedener Immunotherapien bei deaf#tting
von Malignitaten giinstig sein kann20,22,24] Unsere
Ergebnisse erweitern diese Ermittlungen auf die uRdion
padiatrischer Patienten. Davon zeugt das Ansteigken
zytotoxischen Aktivitat der mit MGN-3/Biobran ang@herten
NK-Zellen gegentiber verschiedenen Tumadrewitro und auch
gegeniiber Neuroblastomanvivo.

Weiter konnten wir beobachten, dass das Zufligen MGN-
3/Biobran das Maf} der Expansion/Aktivierung der Réllen
erhéht und in Kombination mit IL-2 die Aktivierunger NK-
Zellen fir Zwecke der immunotherapeutischen Ubedwirg
von Neuroblastomen erfolgreich beeinflusst. Gaesntsind
schon weitere Studien in Kinderkliniken, deren i Klarung
der Aufgabe von MGN-3/Biobran in Kombination mit
chemoimmunologischen Protokollen sein wird.
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