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Abstract English

Introduction: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the world’s most common
tumor malignancies with a worldwide occurrence of 3% in women and 6% in men. HCC
is often diagnosed at an advanced stage and curative treatment options are limited.
Therefore, immunotherapy approaches are currently proposed as a promising option for
treatment and prevention of HCC. One attractive target antigen for HCC immunotherapy
is the transcription factor Wilms’ tumor gene product 1 (WT1). It is overexpressed in
HCC and may play an important role in carcinogenesis and prognosis of HCC. We
analyzed the spontaneous occurrence of WT1 specific T cells in patients with HCC,
patients with chronic hepatitis B or C (CH), and patients with liver cirrhosis (LC).
Methods: Using flow cytometry we analyzed WT1 specific CD4" and CD8" T cells,
regulatory T cells (Tregs), and myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) in peripheral
blood (PB) in 20 HCC patients, 20 CH patients, 23 LC patients, and in 9 healthy controls
after stimulation with WT1-peptide mix.

Results: WT1 specific IFNy'CD8" T cells were significantly elevated in patients with
HCC (mean 0,74%), CH (mean 0,37%), and LC (mean 0,22%) in comparison to healthy
controls (mean 0,15%), whereas no significant difference was observed between the
disease groups. The frequency of WT1 specific IFNy'CD4" T cells in HCC patients
(mean 0,74%) was significantly higher than in CH patients (mean 0,21%) and healthy
controls (mean 0,11%). For both WT1 specific CD4" and CD8" T cells we could
demonstrate a higher expression of the activation marker CD137 in HCC and LC
compared to CH patients. Regarding the frequencies of CD25"CD 127" Tregs a significant
difference was seen in patients with HCC, CH, and LC with elevated frequencies of
CD25'CD127" T.gs compared to healthy controls. In addition the frequencies of
CD25"CD127 TGFbeta” Trqs were also significantly elevated in patients with HCC and
LC in comparison to healthy controls. Furthermore, we were able to demonstrate
significantly elevated frequencies of MDSCs in HCC patients compared to those in
patients with CH and LC, and healthy controls.

Conclusion: These results provide initial evidence for spontaneous T cell reactivity
against WT1 in HCC patients and in patients with chronic liver disease. This data
supports the immunogenicity of WT1 in HCC and its potential usefulness for HCC

immunotherapy. However, the detection of enriched frequencies of Tgs and MDSCs



suggests the need for better understanding of immunosuppressive mechanisms and

their specific consideration when developing immunotherapeutic approaches in HCC.



Abstrakt deutsch

Einleitung: Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist mit 6% bei Mannern und 3% bei
Frauen eine der weltweit haufigsten malignen Tumorerkrankungen. Die
Diagnosestellung erfolgt haufig erst im fortgeschrittenen Stadium, so dass kurative
Therapieoptionen sehr eingeschrankt sind. Immuntherapeutische Ansatze kdnnten
deshalb viel versprechend sein und eine zusatzliche Behandlungsstrategie darstellen.
Wilms-Tumor-Protein-1 (WT1) wird beim HCC Uberexprimiert und spielt bei der
Karzinogenese des HCCs eine wichtige Rolle. Um zu evaluieren, ob sich WT1 als
potentielles Antigen fir immuntherapeutische Ansatze bei HCC-Patienten eignet,
erfolgte in dieser Arbeit die vergleichende Analyse der T-Zell-spezifischen Immunitat
von HCC-Patienten sowie von Patienten mit chronischer Hepatitis B oder C (CH) und
Patienten mit Leberzirrhose (LZ).

Methodik: Bei 21 Patienten mit HCC, bei 20 Patienten mit CH, bei 23 Patienten mit LZ
und bei 9 gesunden Kontrollpersonen erfolgte nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix
mittels DurchfluRzytometrie die Analyse WT1-spezifischer CD4" und CD8" T-Zellen aus
dem peripheren Blut. Weiterhin untersuchten wir durchflusszytometrisch bei den
unterschiedlichen Patientengruppen T-regulatorische-Zellen (T egs) und myeloid derived
suppressor cells (MDSCs).

Ergebnisse: WT1-spezifische IFNy"CD8" T-Zellen waren bei HCC-Patienten (Mittelwert
0,74%), CH-Patienten (Mittelwert 0,37%) und LZ-Patienten (Mittelwert 0,22%) im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,15%) signifikant erhoht. Jedoch
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Krankheitsgruppen
festgestellt werden. Die Frequenzen der WT1-spezifischen IFNy'CD4" T-Zellen waren
bei den HCC-Patienten (Mittelwert 0,74%) signifikant hdher als bei den CH-Patienten
(Mittelwert 0,21%) und der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,11%). Bei Patienten
mit HCC und LZ konnte eine erhdhte Expression des Aktivierungsmarker CD137 flr
WT1-spezifische IFNy"CD8" und IFNy"'CD4" T-Zellen im Verglich zur CH-Patienten
gezeigt werden.

In Hinblick auf regulatorische Immunzellen lagen nach Stimulation mit dem WT1-
Peptidmix signifikant ernéhte Frequenzen der CD25'CD127" T,qs im peripheren Blut
der Patienten mit CH, LZ und HCC im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vor.
Weiterhin konnten erhéhte Frequenzen CD25'CD127 TGFR" Tregs bei HCC-Patienten



und LZ-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe detektiert werden. Zudem
fanden sich signifikant erhdhte MDSC-Frequenzen bei HCC-Patienten im Vergleich zu
den CH- und LZ-Patienten und der gesunden Kontrollgruppe.

Schlussfolgerung: Zusammenfassend liefert diese Arbeit den Nachweis spontaner T-
Zellen gegen das WT1-Antigen bei HCC-Patienten und bei Patienten mit chronischer
Lebererkrankung. Im Hinblick auf mogliche immuntherapeutische Ansatze mit dem
WT1-Antigen bei HCC-Patienten und bei Patienten mit chronischen Lebererkrankungen
unterstreichen diese Ergebnisse die Rolle von WT1 als potentielle Targetstruktur. Von
zentraler Bedeutung fur die Entwicklung immuntherapeutischer Ansatze ist das bessere
Verstandnis der immunregulatorischen Mechanismen bei HCC-Patienten, um diese

therapeutisch zu beeinflussen und immuntherapeutische Ansatze zu optimieren.
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Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist mit 6% bei Mannern und 3% bei Frauen eine
der weltweit haufigsten malignen Tumorerkrankungen. Was die Inzidenz und das
Erkrankungsalter angeht, bestehen starke epidemiologische Unterschiede, die sich v. a.
aus den Risikofaktoren (z.B. chronische Hepatitis und Leberzirrhose) erklaren.
Normalerweise dauert es mehrere Dekaden bis sich ein HCC entwickelt und fast immer
ist diese Entwicklung mit einer Leberzirrhose oder chronischen Hepatitis assoziiert. Die
Diagnosestellung erfolgt haufig erst im fortgeschrittenen Stadium, so dass die Tumoren
nicht mehr resektabel oder lokal zu therapieren sind und kurative Therapieoptionen sehr
eingeschrankt sind. Die systemischen Therapieoptionen sind trotz der Fortschritte in
den letzten Jahren weiterhin sehr limitiert.

Immuntherapeutische Ansatze koénnten beim HCC viel versprechend sein und eine
zusatzliche Behandlungsstrategie darstellen. Des Weiteren kdnnte die Immuntherapie
unter Umstanden bereits praventiv bei HCC-gefahrdeten Risikogruppen, z.B. bei
Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose eingesetzt werden. Entartete Tumorzellen
konnten dadurch frihzeitig vom Immunsystem erkannt und bekampft werden. Um
festzustellen, ob sich das Wilms-Tumor-Protein-1 (WT1) als potentielles Antigen fur
immuntherapeutische Ansatze bei HCC-Patienten eignet, erfolgte in dieser Arbeit die
vergleichende Analyse der T-Zell-spezifischen Immunitat von HCC-Patienten sowie von
Patienten mit chronischer Hepatitis B und/oder C (CH) oder Leberzirrhose (LZ).

Bei 21 Patienten mit HCC, bei 20 Patienten mit chronischer Hepatitis B oder C, bei 23
Patienten mit Leberzirrhose und bei gesunden Kontrollpersonen erfolgte nach
Stimulation mit dem WT1-Peptidmix unter Verwendung von fluochrommarkierten-
Antikdrpern mittels DurchfluRzytometrie die Analyse WT1-spezifischer CD4" und CD8"
T-Zellen aus dem peripheren Blut.

Um zusatzlich eine Aussage uber potentielle immunsuppressive Mechanismen bei den
oben genannten Patienten treffen zu kdnnen, wurden ebenfalls T-regulatorische-Zellen
(Tregs) und myeloid derived suppressor cells (MDSCs) aus dem peripheren Blut
durchflusszytometrisch analysiert.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass im peripheren Blut von HCC-Patienten
signifikant erhéhte Frequenzen von WT1-spezifischen Zytokin-freisetzenden CD8" T-

Zellen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vorliegen. Des Weiteren zeigten sich
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auch signifikant erhdhte WT1-spezifische CD8" T-Zell-Frequenzen im peripheren Blut
des LZ-Patientenkollektivs im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe.

Zusatzlich zeigte die Analyse der WT1-spezifischen Zytokin-freisetzenden CD4" T-
Zellen signifikant erhdhte Frequenzen im peripheren Blut zwischen HCC-Patienten und
der gesunden Kontrollgruppe sowie den CH-Patienten. Interessanterweise zeigten sich
keine signifikant erhdhten Frequenzen der WT1-spezifischen Zytokin-freisetzenden
CD4" und CD8" T-Zellen zwischen den HCC- und den LZ-Patienten. Ebenso ergaben
sich keine signifikant erhdhten Frequenzen der WT1-spezifischen Zytokin-freisetzenden
CD4" und CD8" T-Zellen zwischen den CH-Patienten und der gesunden Kontrollgruppe.
In Hinblick auf regulatorische Immunzellen lagen nach Stimulation mit dem WT1-
Peptidmix signifikant ernéhte Frequenzen der CD25'CD127 T,qs im peripheren Blut
der Patienten mit CH, LZ und HCC im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vor.
Zudem konnten erhodhte Frequenzen der Zytokin-freisetzenden (,Transforming growth
factor*” (TGFB) CD25'CD127 T,qs bei HCC-Patienten im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe und zu den CH-Patienten gezeigt werden. Zusatzlich ergaben sich
signifikant erhéhte Frequenzen der Zytokin-freisetzenden (TGFB) CD25'CD127" Tiegs
zwischen dem LZ-Patientenkollektiv und der gesunden Kontrollgruppe und den CH-
Patienten.

Des Weiteren fanden sich signifikant erhdhte MDSC-Frequenzen bei HCC- Patienten im

Vergleich zu den CH- und LZ-Patienten und der gesunden Kontrollgruppe.

Zusammenfassend liefert diese Arbeit den Nachweis sowohl von erhdohten WT1-
spezifischen CD8" und CD4" T-Zellen als auch von erhohten T und MDSC-
Frequenzen bei HCC-Patienten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Einige dieser
Veranderungen finden sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auch bei LZ-
Patienten, was flr eine ahnliche immunologische Ausgangssituation bei Patienten mit
HCC und LZ sprechen kénnte. In Hinblick auf mégliche immuntherapeutische Ansatze
mit dem WT1-Antigen bei HCC-Patienten unterstreichen diese Ergebnisse die Rolle von
WT1 als potentielle Targetstruktur bei HCC-Patienten. Von zentraler Bedeutung fur die
Entwicklung immuntherapeutischer Ansatze ist das bessere Verstandnis der
immunregulatorischen Mechanismen bei HCC-Patienten, um diese therapeutisch zu

beeinflussen und immuntherapeutische Ansatze zu optimieren.
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1 Einleitung

1.1 HCC
1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren des HCCs

Das HCC steht weltweit an funfter Stelle der haufigsten malignen Tumorerkrankungen
und hat nach Diagnosestellung eine sehr schlechte Prognose mit einer 5-
Jahresuberlebensrate von weniger als 5%. Bezlglich der Inzidenz und des
Erkrankungsalters, bestehen starke epidemiologische Unterschiede, die sich aus den
Risikofaktoren erklaren. In Westeuropa liegt das durchschnittliche Erkrankungsalter bei
70-75 Jahren und das mannliche Geschlecht ist 2- bis 4-mal haufiger betroffen [1].

Man teilt die Risikofaktoren in eine Haupt- und Nebenfaktorengruppe ein (siehe
Abbildung 1) [2]. Jedoch ist anzunehmen, dass das HCC sich in 60-90% der Falle auf
dem Boden einer chronischen Hepatopathie mit Ausbildung einer Leberzirrhose
entwickelt [1].

Als Risikofaktoren sind zum einen die chronische Hepatitis B, C und D zu nennen, die
sich aus einer akuten Infektion mit Hepatitis-Viren entwickeln kénnen und die im
Mittelpunkt von praventiven Impfprogrammen stehen [3]. In dem 1984 in Taiwan
gestarteten Impfprogramm bei Kindern gegen das HBV konnte gezeigt werden, dass
durch die Pravention einer Impfung die Rate der chronischen Infektionen gesenkt
werden konnte und dadurch auch das Auftreten vom HCC [4].

Ein weiterer Risikofaktor ist die Leberzirrhose, welche in Westeuropa meistens durch
Alkoholabusus bedingt ist [5, 6]. Des Weiteren steigt auch die Tendenz ein HCC
aufgrund einer NASH (nichtalkoholische Steatohepatits) zu entwickeln [7, 8]. Bei
Vorhandensein einer Leberzirrhose betragt das jahrliche Risiko ein HCC zu entwickeln
1-2% [9]. Bei gleichzeitiger Erkrankung einer Leberzirrhose und einer chronischen
Hepatitis B und/oder C steigt das HCC-Risiko zusatzlich an [10, 11].

13



Risikofaktor Details
Hepatitis-B-Virus DNA-Virus fuhrt zu chronischer Hepatitis und Zirrhose
Hepatitis-C-Virus RNA-Virus flhrt zu chronischer Hepatitis und Zirrhose
Aflatoxine DNA-reaktive Karzinogenese und Zytotoxine
Alkohol Fahrt zu alkoholtoxischer Zirrhose
Hamochromatose Eisenspeicherkrankheit fihrt zu Zirrhose
_ Nebenfaktoren |
Rauchen Verursacht DNA Schaden und Zellproliferation
Verschmutztes Wasser Algentoxine beglinstigen Zellproliferation
Orale Kontrazeptiva beglinstigen Zellproliferation
Androgene beglinstigen Zellproliferation

Abbildung 1: Risikofaktoren fiir das HCC adaptiert aus Kensler et al.[2]

1.1.2 Pathogenese und klinische Manifestation des HCCs

Normalerweise dauert es mehrere Dekaden bis sich ein HCC entwickelt und fast immer
ist es mit chronischer Leberzirrhose oder chronischer Hepatitis assoziiert, wobei
Patienten mit Leberzirrhose das héchste Risiko haben an einem HCC zu erkranken [5].
Meist ist das HCC genetisch heterogen und weist ausgepragte chromosomale
Aberrationen auf. Dies lasst sich durch die chronische Entzindung bzw. durch die
Ausbildung der Zirrhose und die dadurch auftretenden DNS-Schaden erklaren [11, 12]
(siehe auch Abbildung 2).

Ein moglicher Grund der Ausbildung eines HCCs konnte die Methylierung von
Tumorsuppressor-Genen, wie z. B. FHIT, zu einem frihen Zeitpunkt in der
hepatokarzinogenese des HCCs sein [13].

Die klinischen Symptome des HCCs sind sehr unspezifisch. Meistens stehen die
Symptome der Leberzirrhose im Vordergrund, dazu kdnnen Zeichen im Sinne einer so
genannten B-Symptomatik kommen, wie z. B. Mudigkeit, Abgeschlagenheit,
Gewichtsverlust, subfebrile Temperaturen. Eine Diagnosestellung erfolgt deshalb haufig
erst im fortgeschrittenen Stadium, so dass die Tumoren nicht mehr resektabel oder
lokal zu therapieren sind [1]. Die Metastasierung des HCCs ist selten und falls das HCC

Metastasen ausbildet meistens in der Reihenfolge Lunge und Knochen [1].



. L WT1-E i Assoziation zwischen
Keine WT1-Expression in -Expression bereits WT1 und T-Stadium

gesunder Leber bei Leberzirrhose

sowie Karzinogenese

gesunde Leber  akute Hepatitis Leberfibrose Leberzirrhose HCC

Abbildung 2: Entwicklung eines HCCs aus einer chronischen Hepatopathie: Meistens entwickelt
sich ein HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose, welche durch eine chronische Lebererkrankung, wie
beispielweise eine chronische Hepatitis B oder C oder eine alkoholtoxische Leberschadigung, verursacht
ist. Bereits bei den Vorstadien des HCCs wird WT1 Uberexprimiert [14] und weiterhin scheint eine
Assoziation zwischen WT1 und dem Tumorstadium des HCCs und der Karzinogenese zu bestehen [15].
Adaptiert aus Firouzeh et al. Immune responses in Hepatocellular Carcinoma [16].

1.1.3 Diagnose und Therapieoptionen des HCCs

Die Diagnose des HCCs erfolgt Uber bildgebene Verfahren, wie beispielsweise MRT,
CT oder Kontrastmittel-Sonografie. Aufderdem wird der Tumormarker Alpha-Fetoprotein
(AFP) im Blutserum bestimmt, da AFP beim HCC erhdht ist [12]. Jedoch kann man AFP
nicht zu Screening-Untersuchungen verwenden, denn zum einen steigt der AFP-Wert
im Serum auch bei chronischer Hepatitis B oder C an, zum anderen ist der AFP-Wert
bei 80% der kleinen HCCs nicht erhodht. Die Sensitivitat liegt zwischen 39-64%, die
Spezifitat bei 76-91%. Man kann davon ausgehen, dass stark erhdohte AFP-Werte (>
400ng/mL) fur ein HCC sprechen [17].

Zu den Therapiestrategien unter potentiell kurativer Zielsetzung gehéren unter anderem
Tumorresektion, Lebertransplantation und perkutane Ablation des Tumors [18]. Es
stehen unterschiedliche perkutane Verfahren zur Verfligung. Zum einen gibt es die
Transarterielle Chemoembolisation (TACE). Sie stellt ein minimal-invasives Verfahren
zur Behandlung des inoperablen HCCs dar. Diese Behandlung kombiniert die Gabe von
einem Chemotherapeutikum mit gleichzeitiger gezielter Embolisation von Arterien
mittels kleiner Teilchen [19]. Weitere perkutane Verfahren sind z. B: chemische

Verfahren wie die perkutane Ethanol-Injektionstherapie (PEI) [19]. Hierbei wird 95%iger
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Alkohol in den Leberherd unter Ultraschall-Kontrolle injiziert, wodurch es zur lokalen
Nekrose des Gewebes kommt [20]. Es gibt auch thermische Verfahren wie
beispielsweise die Radiofrequenzablation (RFTA). Hierbei wird ein Applikator in den
Leberherd eingebracht. Durch die Warmeentwicklung des Hochfrequenzstroms wird
eine Thermonekrose des Gewebes erzeugt [21]. Welche Therapie wann zum Einsatz
kommt hangt von der Tumorgrof3e, vom Zustand des Patienten bzw. der Restfunktion

der Leber und dem Vorliegen von intrahepatischen Metastasen ab [1, 19].

Als palliatives Therapiekonzept steht der Tyrosinkinase-Inhibitor Sorafenib zur
Verfligung, welcher zum einen Uber die RAF-Kinase die Proliferation der Tumorzellen
und zum anderen Uber den Vascular Endothelial Growth Factor(VEGF)-Rezeptor die
Angiogenese des Tumors hemmt [22]. In der SHARP-Studie zeigte sich, dass der
Einsatz von Sorafenib sicher und effektiv beim fortgeschrittenen HCC ist [23, 24].
Weitere systemische Therapiemdoglichkeiten sind trotz Fortschritten in den letzten

Jahren bei der Mehrzahl der Patienten weiterhin sehr limitiert [18].

Eine Erklarung des Versagens der systemischen Therapieansatze kdnnten zum einen
die zahlreichen Ko-Morbiditaten der Patienten mit Leberzirrhose sein. Zum anderen
spielt die Chemotherapie-Resistenz aufgrund der bestehenden Nekrose beim HCC und
die meistens weit fortgeschrittene Erkrankung des Patienten eine Rolle [25]. In einer
Studie mit 69 Leber-transplantierten Patienten, die Uber einen Zeitraum von 1985 bis
2001 beobachtet worden sind, konnten Unit et al. zeigen, dass eine reduzierte
Lymphozyteninfiltration des resezierten Tumors der Leber das Wiederauftreten des
Tumors begunstigt [26]. Einen mdglichen, viel versprechenden Ansatz flir das HCC,
sowohl in der therapeutischen, als auch potentiell in der prophylaktischen Situation,
konnte daher die Immuntherapie darstellen [27]. Die meisten immuntherapeutischen
Ansatze basieren heute auf Antigen-spezifischen CD8" T-Zellen, welche entweder
durch adoptiven Transfer von ex vivo aktivierten zytotoxischen Killerzellen [28] oder
durch in vivo Aktivierung von T-Zellen entstehen. Hierbei werden zu einem als
unspezifischer Ansatz Immunstimulantien benutzt, wie die Zytokine Interferon (IFN)a,
IFNB, IFNy, IL-2 oder Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF).
Als spezifische Variante zur Generierung einer spezifischen Immunantwort steht der
Einsatz von Zelllysaten oder Tumorzellen zur Verfigung, die zunachst von
dendritischen Zellen (DZ) prozessiert werden muissen, um eine T-Zell-Antwort

auszulésen. Eine weitere Moglichkeit stellt die Nutzung von Tumor-assoziierten
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Antigenen (TAAs) bzw. spezifische Peptide dar, welche als Vakzine eingesetzt werden.
Die Peptide binden an MHC-Klasse-I-Moleklle von Antigen-prasentierenden-Zellen
(APZ) und fuhren so zu einer Stimulation einer spezifischen T-Zell-Antwort. Eine weitere
Strategie ist der Einsatz von DZ [29] aus dem peripheren Blut, welche ex vivo mit
Tumorlysaten beladen werden und nach Prozessierung Tumorantigene an der
Oberflache prasentieren und dem Patienten zurickgegeben werden kénnen (siehe
Abbildung 3) [30, 31].

Lo
mid
peptldcf“ W Tumor lysate}>
Dendritic cew
Ag T L)

‘- CD4* T cell
LAK cel} Antibody
+ treatmen AdsEie
= optive erapy
\,_ P " Kcell Antigen-specific cells

— {:&- i@?{t@}\g%.

¢ o Tumor cell
T cell AP

'FN'"IFN-y IFN-B

Cytokine therap% Specific eliminatio?‘

Abbildung 3: Immuntherapeutische Ansitze gegen Tumorzellen. Tumorzellen kénnen durch
verschiedene Effektormechanismen angegriffen werden. Lymphokin-aktivierte Killerzellen kénnen aus
dem peripheren Blut generiert werden und direkt dazu verwendet werden, um Tumoren zu behandeln.
Alternativ kann eine systemische Zytokin-Behandlung durchgefiihrt werden. Tumor-spezifische Effektoren
bestehen entweder aus humoralen Reaktionen (Antikdrper) oder zellularen Antworten, wie beispielsweise
zytotoxischen CD8'T-Zellen. Tumor-spezifische T-Zellen kdnnen in vitro erzeugt und den Patienten
verabreicht werden (adoptive T-Zell-Therapie). Reife DZ exprimieren kostimulatorische Molekiile, wie B7-
1 und B7-2, die die T-Zell-Aktivierung verbessern. DZ sezernieren IL-12 und IL-18 zur Férderung der T-
Helferzellen CD4'T-Zell-Antworten und CD8'T-Zellen. Aktivierte CD4'T-Zellen exprimieren CD40-
Liganden, die die DZ-Reifung durch CD40-Signalisierung stimulieren. DZ werden direkt intratumoral,
intravends oder subkutan beladen und mit dem entsprechenden Tumorantigen injiziert. Dies kann in vitro
oder in vivo durch Injektion von Peptiden oder Tumorlysaten erreicht werden. Schliellich kann auch die
Beseitigung von T.egs zu einer erhéhten Immunantwort in vivo fiihren. Adaptiert aus GretenT.F. et al. [30]

Treg

1.2 Immunsystem und Tumoren

Die Grundlage fur die Entwicklung der Tumor-Immunologie war 1863 Rudolf Virchows
These, welche eine enge Verbindung zwischen entzindlichen Reaktionen und der
Entwicklung von Tumoren beschrieb [32]. Anschliel3end postulierte Paul Ehrlich bereits

Anfang des 20. Jahrhunderts, dass das Immunsystem eine entscheidende Rolle bei der
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Bekampfung von Tumorzellen im Korper spielt [33]. Burnet und Thomas sprachen sich
spater fur ein Modell aus, welches erlauterte, dass das Immunsystem Tumorzellen, die
beispielsweise durch genetische Aberrationen verandert sind, erkennt und bekampft.
Ein trotzdem auftretender Tumor ware demnach auf eine Stérung des Immunsystems
zuruckzufihren [34-36]. Sie nannten dieses Modell Immunosurveillance. Heutzutage
wird diese These sowohl in einigen Tumor-Mausmodellen [37-39] als auch durch den
Aspekt unterstutzt, dass bei Patienten mit geringer Immunabwehr, beispielsweise bei
Human Immunodeficiency Virus (HIV)-infizierten Patienten oder bei Patienten unter
Immunsuppression, die Erkrankungsrate an Kaposi-Sarkom, Zervixkarzinom oder
Lymphom-Erkrankungen erhdht sind [40, 41]. Aulerdem konnten auch schon bei
zahlreichen Tumorpatienten tumorspezifische T-Zell-Antworten nachgewiesen werden
[42].

Des Weiteren gibt es das Konzept der Immunstimulation, welches auch schon von
Rudolf Virchow vor 150 Jahren beschrieben worden ist. Dieses Konzept basiert darauf,
dass tumorinduzierte Entzindungsprozesse bzw. Immunreaktionen Tumorwachstum

unterhalten bzw. stimulieren kdnnen [32, 43].

Unter Berlcksichtigung beider Konzepte der Immunosurveillance und der
Immunstimulation pragte sich der Begriff des Tumorediting. Es handelt sich hierbei um
einen Prozess, der die Interaktion der Tumorzellen und des Immunsystems beschreibt.
Dunn et al. bezeichnen das Tumorediting als einen Prozess der drei ,E“s. Hierbei
handelt es sich um Elimination (Ausschaltung), Equilibrium (Gleichgewicht) und Escape
(Entkommen) (siehe Abbildung 4) [37].

Nach Transformation einer Zelle setzt diese neue Tumorzelle tumorspezifische Signale
frei, welche eine erste proinflammatorische Reaktion hervorrufen. Idealerweise wird
diese Reaktion sowohl durch das angeborene als auch durch das adaptive
Immunsystem erkannt und die transformierte(n) Zelle(n) zerstort. Somit wird einer
Tumorbildung entgegen gewirkt (Stadium der Ausschaltung) [37]. Falls das
Immunsystem dieses jedoch nicht schafft, gehen die Tumorzellen in die
Gleichgewichtsphase Uber. Diese ist wie eine Auslesephase, in der neue veranderte
Tumorzellen, die der chronischen Immunreaktion entgehen, sich weiter vermehren
kénnen. Diese veranderten Tumorzellen vermehren sich weiter und bilden somit einen
klinisch erkennbaren Tumor, der durch Immunresistenzmechanismen fur das

Immunsystem nicht angreifbar ist (Stadium des Entkommens) [37]. Es gibt zahlreiche
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Mechanismen wie ein Tumor der Immunantwort entkommen kann. Allerdings lassen
sich die allermeisten Tumor-Escape-Mechanismen in der Regel einer von funf Gruppen
zuordnen:

Als erstes ware eine Verschlechterung der Antigenprasentation zu nennen. Dieser
Effekt kann durch geringere Dichten oder Mutationen von Major-histocompatibility-
complex(MHC)-Klasse-I-Molekllen bzw. Antigenen auf Tumorzellen hervorgerufen
werden, was in der Folge zu einer verschlechterten Erkennung durch das Immunsystem
fihrt [44-46].

Einen zweiten Mechanismus stellen immunsuppressive Faktoren, wie Zytokine oder
Prostaglandine, dar, die von Tumorzellen oder regulatorischen Zellen des
Immunsystems freigesetzt werden und direkt eine initiierte Immunreaktion hemmen
[47].

Als drittes Phanomen kann die Toleranzentwicklung durch Verminderung einer
Immunreaktion durch T4 0oder durch Zerstorung von T-Zellen entstehen. Es konnte in
diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass Tumorpatienten verschiedener Entitaten
mit einer hohen Infiltration des Tumors von T.gs ein schlechteres Uberleben als
Patienten ohne Nachweis von T4 haben [48].

Viertens ist zu nennen, dass durch Regulierung von anti-apoptotischen und pro-
apoptotischen Molekilen die Tumorzellen vermehrt resistent gegeniber Apoptose
werden [49].

Des Weiteren wird eine Gegenangriffs-Strategie des Tumors postuliert, bei der
Tumorzellen den Fas-Liganden exprimieren, der bei angreifenden Zellen den Zelltod

verursachen kann [39].
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Abbildung 4: Drei Phasen eines Tumor Immunoediting: Graue Zellen sind normale Zellen und rote
Zellen sind Tumorzellen. In der unteren Reihe werden die drei Phasen und die Signalwege des
Immunoediting dargestellt. Adaptiert aus Dunn GP et al. [37]

Nach diesem Konzept ist das Immunsystem initial in der Lage Tumorzellen erfolgreich
zu erkennen und dementsprechend zu zerstéren. Eine Tumorbildung kann aufgrund

des oben genannten Tumor-escape- Mechanismen entstehen.

Dennoch geben Blankenstein et al. zu bedenken, dass spontan gebildete Tumoren
ohne viralen Hintergrund zwar vom Immunsystem erkannt werden, die Immunzellen
jedoch nicht in der Lage sind die Tumorzellen vollstandig zu eliminieren. lhrer Ansicht
nach ist dies nicht durch Immunosurveillance zur erklaren, sondern dadurch, dass der
Tumor aufgrund seines langsamen Wachstums keine ausreichende Immunitat des
Immmunsystems aufbaut [50, 51].

In der Arbeit hallmarks of cancer versuchen Hanahan et al. und Weinberg et al.
Mechanismen zu erlautern, welche eine Erklarung dafir geben konnten, wie es in
mehreren Schritten zur Bildung von Neoplasien im Menschen kommt [52]. In der
Fassung aus dem Jahre 2000 werden noch 6 Fahigkeiten von Zellen beschrieben, die
eine Erklarung fir die Tumorbildung abgeben kénnten. Dazu gehoéren vereinfacht
dargestellt folgende Mechanismen von Zellen: Signale zur Proliferation und Wachstum,
Resistenzmechanismen gegen den Zelltod, Umgehung von wachstumshemmenden
Vorgangen in der Zelle, Aktivierung und Metastasierung von Zellen, vermehrte

Angiogenese, Mechanismen zur Verhinderung von Apoptose [52].
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Im Jahre 2011 beschreiben Hanahan et al. und Weinberg et al. noch zwei weitere
Begriffe in den hallmarks of cancer - the next generation: Zum einen sind das
Mechanismen von Tumorzellen unterschiedlicher Entitaten einer Immunantwort zu
entkommen und zum anderen ist es die Anderung des Zellmetabolismus zur
Verbesserung der Proliferation von Zellen. Hanahan et al. und Weinberg et al.
charakterisieren diese beiden Erklarungen als neu entstehende Begriffe, welche noch
nicht vollig validiert sind. Weiterhin beschreiben sie einen weiteren Unterpunkt, das
tumor microenvironement, welches immer mehr in den Fokus von neuen
Forschungsansatzen genommen wird und werden sollte, um die Tumorentstehung
besser zu verstehen [52].

Aus diesen unterschiedlichen Gesichtspunkten, die schon mit Rudolf Virchows These
von 1863 begannen, ist zu ersehen, dass die unterschiedlichen Tumor-Entitdten und
deren komplexe und variablen Interaktionen mit dem Immunsystem weiterhin genauerer
Analysen bedurfen. Aulierdem bieten diese Gesichtspunkte viel versprechende
Ansatzpunkte flr immuntherapeutische Ansatze sowohl fir die Erforschung und als

auch bei der Bekampfung von Tumorerkrankungen.

1.3 Tumorantigene

Die Identifizierung von Tumorantigenen stellt eine weitere  Grundlage
immuntherapeutischer Strategien dar. Als Tumorantigene bezeichnet man Antigene, die
von Krebszellen exprimiert werden. Durch diese Eigenschaft stellen sie potentielle
Zielstrukturen  fUr immuntherapeutische Ansatze in der Behandlung von
Krebserkrankungen dar, au3erdem werden einige als Tumormarker in der Diagnostik
von Krebserkrankungen benutzt [53]. Sie werden durch MHC-Klasse-I- oder MHC-
Klasse-lI-MolekUle an der Oberflache von Tumorzellen exprimiert und kdnnen somit ein
Angriffsziel fur zytotoxische T-Zellen [54], T-Helfer-Zellen [55] und Antikérper darstellen.
Tumorantigene kdnnen sich sowohl als Tumor-spezifische Antigene als auch als TAAs
prasentieren. Der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen ist, dass die Tumor-
spezifischen Antigene ausschlieRlich auf Tumorzellen exprimiert werden und die TAAs
auf Tumorzellen stark Uberexprimiert werden, sich jedoch auch auf normalen

Gewebezellen finden lassen [56].
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Boon et al. charakterisierte 1992 die ersten Tumorantigene mittels ZTL-Klonen und
cDNA-transfizierten COS-Zellen [57, 58]. Inzwischen gelang durch die Etablierung
neuer Technologien die Identifizierung von zahlreichen neuen TAAs. Hierzu zahlen die
Weiterentwicklung von cDNA-Expressionssystemen durch den Einsatz von Retroviren
und autologen Fibroblasten [55], die SEREX-Technik (=serolgical screening of cDNA
expression library) [59] sowie biochemische Ansatze mittels Peptid-Elution und
anschlielender Massenspektrometrie [60]. AuRerdem ist die reverse Immunology zu
nennen, die zahlreiche TAAs identifizierte. Mit Hilfe von neuen Software Programmen
wie BIMAS und SYFPEITHI werden von bereits bekannten Tumorantigenen, fir die
keine spontanen T-Zell-Antworten nachgewiesen werden konnten, Epitop Vorhersagen
gemacht. Die Kandidaten-Peptid-Sequenzen fur einen bestimmten Humanes-
Leukozyten-Antigen(HLA)-Typ werden dann synthetisiert und Peptide, die sich
erfolgreich an HLA-Molekule binden, werden von APZs prasentiert und auf die Induktion
einer zytolytischen Reaktion bei zytotoxischen T-Zellen getestet [56]. Diese Strategie
wird auch bei der Herstellung einer cDNA library mittels einer reprasentativen Differenz-
Analyse (RDA) angewandt [61]. Zusatzlich flihrten vergleichende Proteasom-Analysen

und Gen-Expressions-Analysen zur Identifizierung neuer Tumorantigene [56].

Trotz individueller Unterschiede von Patienten und der Heterogenitat von Tumoren, die
aus den genetischen Veranderungen wahrend der Tumorentstehung hervorgehen, ist
es maoglich eine generelle Aussage bzw. Einteilung von Tumorantigenen zu treffen.

Unter den Tumorantigenen unterscheidet man funf grof3e Gruppen.

Zur ersten Gruppe gehdren die Cancer/Testis-Antigene MAGE, BAGE, GAGE, RAGE,
NY-ESO-1[62-64]. Diese sind auf unterschiedlichen Tumorgeweben wie dem Melanom,
Brust-, Lungen- oder Leberzellkrebs [65] zu finden. Eine Ausnahme bildet das Gewebe
des Testis. [56, 62]. Einige Autoren zahlen auf3erdem die Muzine zu dieser Gruppe, die
man vor allem als Oberflachenproteine auf Mamma-, Ovarial- und Pankreaskarzinomen
findet [62].

Die zweite Gruppe wird von den gewebespezifischen Differenzierungs-Antigenen
gebildet. Diese werden von Genen wie Tyrosinase, Melan-A/Mart-1, gp100 codiert, die
beim Melanom als auch auf normalen Melanozyten exprimiert sind [66]. Zu dieser

Gruppe gehodrt auch das Karzinomembryonale Antigen (CEA) bei kolorektalen
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Tumoren, das Prostata-spezifische Antigen (PSA) beim Prostata-Karzinom oder das
AFP beim Leberzellkarzinom [67].

Zur dritten Gruppe gehdren die Antigene, welche zwar auf gesunden Geweben
exprimiert, jedoch ausschliel3lich auf Tumorzellen Uberexprimiert werden, wie zum
Beispiel Her-2/neu [68], p53 oder PRAME sowie der Transkriptionsfaktor WT-1 [69].
Transkriptionsfaktoren sind interessante Zielstrukturen fir immuntherapeutische
Ansatze aufgrund ihrer funktionellen Relevanz flr die Tumorzellen. Ein Grofteil von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen kodiert fur Transkriptionsfaktoren. Deregulierte
Expression oder Aktivierung sowie Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren spielen eine

kritische Rolle fur die Tumorgenese.

Die vierte Gruppe beinhaltet die viralen Antigene, wie beispielsweise das Humane—
Papilloma-Virus (HPV)-16 bei Zervix-Karzinomen [70] oder das Ebstein-Barr-Virus
(EBV) beim endemischen Burkitt-Lymphom [71]. Bei Leukamiepatienten wurde das
humane-endogene-Retrovirus-Antigen (HERV-K10) identifiziert [72]. Zudem sind das
Hepatitis B (HBV) und Hepatitis C Virus (HCV) von grolder Relevanz fur die Entstehung

von Leberzellkarzinomen [73].

Zur letzten und funften Gruppe gehdren Tumor-spezifische Antigene, welche durch
Punktmutationen, Deletionen oder Translokationen von Genen entstehen. Somit
kdbnnen aus einem zuvor immuntoleranten Protein durch die veranderte
Aminosauresequenz neue antigene Epitope generiert werden [74]. Dadurch ist diese
Gruppe der Tumorantigene im Gegensatz zu den vorher genannten Gruppen
individuenspezifisch und kann z. T. somit nur schwer flr immuntherapeutische Ansatze
einer grolleren Patientengruppe eingesetzt werden. Man konnte bereits bei
unterschiedlichen Individuen Antigene dieser Gruppe finden. Hierunter sind zu nennen:
CDK4, MUM-1, bcr-abl als Beispiel fur ein durch Translokation hoch immungenes
Fusionsprotein [75-77], p53 [78], ras-Onkogen [79], [-Catenin, CASP-8 [66, 80].
Aullerdem konnte man nachweisen das sowohl Splice-Varianten, neue offene
Leserahmen, Pseudogene als auch Antisense-Strangprodukte der DNA-Zielstrukturen

fur das Immunsystem darstellen kénnen [81, 82].
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1.3.1 Tumorantigene und Tumor-Escape-Phanomene beim HCC

In den vergangenen Jahren konnte die Expression verschiedener TAAs beim HCC
nachgewiesen werden. Dazu zahlen neben den Cancer-Testis-Antigenen MAGE-1,
SSX-1, SSX-2, SSX-4, SSX-5, SCP-1 CTp11, HCA587, TSPY, NY-ESO1, Transgelin 2,
p53 [83], das onkofetale Antigen AFP als Selbstantigen [84], Multidrug-resistance-
associated-Protein-3 (MRP3) [85] und der Transkriptionsfaktor WT1 [15]. Ein Teil dieser
Antigene eignet sich mdglicherweise auch als Biomarker fir die Diagnostik des HCCs
[86].

Beim HCC gibt es vereinzelte zum Teil sehr widersprichliche Berichte tUber Tumor-
Escape-Phanomene. Eine Arbeitsgruppe berichtet Gber eine reduzierte Expression von
HLA-Klasse-I-Molekulen, sowie der ko-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf
28 HCC-Gewebeproben im Vergleich zu normalem Lebergewebe [87]. Eine andere
Arbeitsgruppe konnte wiederum eine starke Expression von HLA-Klasse-I-Molekilen
auf der Mehrheit von 30 HCC-Geweben nachweisen, ebenso wie eine intakte
spezialisierte Transportmolekul-(TAP)-Expression [88]. Daneben gibt es Berichte, dass
AFP-Dysfunktion und Apoptose von APZ induziert und somit einen Immun-Escape beim
HCC ermdglichen [89].

1.4 Einteilung der T-Zellen

In vereinfachter Weise kann angenommen werden, dass im Knochenmark die
lymphatischen Vorlauferzellen in unterschiedlichen Entwicklungsschritten aus
lymphopoetischen Stammzellen entstehen. Aus diesen lymphatischen Vorlauferzellen
entstehen im Thymus durch Ausbildung von MHC-Molekilen an der Zelloberflache
naive CD4" und CD8" T-Zellen. Diese naiven CD4" und CD8" T-Zellen wandern tber
das Blutsystem aus dem Thymus aus und zu den sekundaren Lymphorganen (Milz,
Lymphknoten). Hier entstehen dann nach Antigenkontakt und unter dem Einfluss von
Zytokinen CD4" und CD8" T-Zellen, welche dann in weiteren Reifungsprozessen ihre
unterschiedliche Funktion und Produktion von Zytokinen im Immunsystem einnehmen
(siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Entstehung und Funktion der CD4" und CD8" T-Zellen. Die lymphatische Vorlduferzelle
wandert aus dem Knochenmark in den Thymus. Dort werden die MHC-Molekiile ausgebildet und somit
differenzieren sich die lymphatischen Vorlauferzellen jeweils in naive CD4", CD8" T-Zellen und natiirliche
Killerzellen (NK). Nach Auswanderung in das periphere Blut zu den sekundaren Lymphorganen (Milz,
Lymphknoten) und nach Antigen Kontakt werden aus den naiven CD4" oder CD8" T-Zellen unter dem
Einfluss unterschiedlicher Zytokine und Reifungsprozesse ausgereifte CD4" T-Zellen (Ty1, Tn2, Tn17, und
Tregs) bzw. CD8" T-Zellen, welche dann ihre Funktion im Immunsystem einnehmen.

Dies ist eine vereinfachte Darstellung des Ausreifungsprozesses von T-Zellen.

1.4.1 Zytotoxische T-Zellen

Damit es zu einer Immunantwort kommen kann, muss das Immunsystem aktiviert
werden. CD8" T-Zellen, welche die dominanten Zellen bei der Tumorbekdmpfung
darstellen, erkennen 8-11 Aminosauren lange Peptide, die von MHC-Klasse-I-
Komplexen auf der Zelloberflache exprimiert werden. Hierbei spielt der T-Zell-Rezeptor
(TCR) eine zentrale Rolle, der spezifisch antigene Epitope auf MHC-Klasse-I-
Komplexen bindet. Antigene Strukturen kénnen entweder aus Proteinen im Zytoplasma
der Zellen resultieren, die in den TAP in Peptidfragmente zerschnitten und in das
Endoplasmatische Retikulum transportiert und dort verbinden sie sich mit fur sie
spezifischen MHC-Molekulen. Anschlieliend wird dieser Komplex an die Zelloberflache

transportiert. Alternativ kdnnen kurze Peptidfragmente direkt an MHC-Klasse-I-Molekile
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auf der Oberflaiche von Zellen binden und von CD8" T-Zellen erkannt werden.
Zusatzlich sind fur die optimale Aktivierung von T-Zellen ko-stimulatorische Signale wie
CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2), die an CD28 und zytotoxische-T-Lymphozyten-
assoziierte-Antigen (CTLA-4) auf T-Zellen binden, sowie bestimmte Zytokine wie z.B.
IL-2, IL-7, IL12 notwendig [30, 31]. Die Verbindung zwischen TCR und dem MHC-
Klasse-I-Epitop-Komplex flhrt bei den anzugreifenden Zielzellen meistens Uber zwei
Mechanismen zum Zelltod:

1) durch zytotoxische Granula, veranderte Lysosomen, deren Inhalt aus
zytotoxischen Effektor-Proteinen besteht, wie Perforin, Granzyme-B und
Granulysin, die proapoptotische Signalwege in die Zielzelle freisetzen.

2) durch die Aktivierung von Apotose-Rezeptoren, wie FasR und TRAIL (Tumor
necrosis factor (TNF) related apoptosis-inducing ligand), die proapoptotische
Signalkaskaden induzieren [90].

Zudem spielt die IFNy-Freisetzung von CD8" T-Zellen eine essentielle Rolle bei der
immunologischen Zerstérung von Tumorzellen [91].

CD4" T-Zellen erkennen 10-15 lange Aminosauren Peptide, die auf MHC-Klasse-II-
Molekllen von beispielsweise DZ prasentiert werden und nehmen ihrerseits auf die
Anti-Tumor-Antwort des Immunsystems Einfluss, indem sie beispielsweise CD8" T-

Zellen aktivieren [92].

1.4.2 Regulatorische T-Zellen (T,¢g)

Tregs Spielen in vielen Bereichen der Immunologie, wie zum Beispiel bei der
Immuntherapie, aber auch bei der immunologischen Selbst-Toleranz und bei der
Transplantation von Organen eine entscheidende Rolle [93, 94]. T.gs leiten sich aus
einer CD4" Subpopulation ab, jedoch gibt es auch Nachweise von CD8" T-Zellen,
welche regulatorische Funktionen haben [95, 96]. T.g werden mit den
Oberflachenmarkern CD25'CD127%™ oder CD25'Forkhead-box-ProteinP3 (FoxP3*)
charakterisiert und durch diese von den anderen T-Zell-Populationen unterschieden [97,
98]. Tregs vermehren sich nicht nach Antigen-Kontakt. Aber sie verhindern die
Aktivierung von CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen, z.B. zeigen sie regulative
Funktionen, um das Ausmal der Aktivierung des Immunsystems zu beschranken (siehe
Abbildung 6) [98-100]. AulRerdem ist bekannt, dass sie negative Auswirkungen auf TAA-

spezifische Lymphozyten und dadurch die Immunantwort gegen Tumoren haben [98].
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Tregs kbNNen CD4" und CD8" T-Zellen verdrangen bzw. deren Proliferation unterdriicken
und die Produktion von Effektor-Zytokinen, wie beispielsweise IFN-y, hemmen. Dieses
wird teilweise durch eine Hemmung der IL-2-Transkription innerhalb der T-Zelle
ausgeldst [96, 100]. Tregs exprimieren das CTLA-4, welches entscheidend ist fur Selbst-
Toleranz von Antigenen [101] und sezernieren TGFB and IL-10, die inhibierend auf die
Immunantwort einwirken [102, 103]. Die Aktivitat der T.gys ist abhangig vom direkten
Zellkontakt mit der zu inhibierenden T-Zelle und es wird vermutet, dass es weniger die
Zytokine sind, welche die Immunantwort hemmen, sondern eher ein direkter
Zellkontakt, jedoch ist der molekulare Mechanismus noch nicht komplett verstanden
[104].
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Abbildung 6: Mechanismen von T,.4s zur Unterdriickung einer Immunreaktion

a) Inhibitorische Zytokine: IL-10, IL-35 und TGFB b) Zytolyse: Granzyme-A und —-B-abhangige und
Perforin-abhangige Zerstérung von T-Zellen c) Metabolische Stérungen durch hoch-affine CD25-
abhangige Zytokin-vermittelte Apoptose, zyklisches AMP (cAMP)-vermittelte Hemmung und CD39- und
CD73-generierte, Adenosin-Rezeptor-2A  (A2AR)-vermittelte Immunsuppression d) Angriff auf
dendritische Zellen durch Mechanismen, die DZ-Reifung und Funktlon modulieren, wie Uber CTLA4-
CD80/CD86 Induktion der IDO Bearbeitet aus D. A. A. Vignali et al. !

Bei Patienten mit HCC konnte die Arbeitsgruppe von Korangy et al. im peripheren Blut
und in den Lymphknoten der Leber eine erhdhte Frequenz von CD4'CD25"
regulatorischen T-Zellen nachweisen [104]. Zusatzlich wurde gezeigt, dass CD4"CD25"
Tregs die Proliferation und Zytokin-Sekretion von aktivierten CD4'CD25 T-Zellen
hemmen[104]. Dieses konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass CD4"CD25" Tegs ihre

Funktion Uber Zellkontakt vermitteln [104]. Diese Daten konnten von einer anderen
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Arbeitsgruppe bestatigt werden, die darlber hinaus eine Assoziation einer Vermehrung
von CD4"CD25"FoxP3" Tegs im peripheren Blut von HCC-Patienten mit der Progression
der Erkrankung nachweisen konnte [105]. Zusatzlich wird angenommen, dass die
Anzahl der im Tumorgewebe vorkommenden CD4'CD25'FoxP3" Trgs e€in
prognostischer Faktor fur HCC-Patienten sein kdnnte, wobei eine erhdhte Anzahl von
CD4"CD25FoxP3" Tregs flir eine schlechte Prognose spricht [106].

1.4.3 Myeloid derived suppressor cells (MDSCs)

Die Gruppe der MDSCs stellt eine sehr heterogene Zellgruppe dar. Zum derzeitigen
Zeitpunkt gibt es noch keinen Konsens uUber eine exakte Charakterisierung an Hand von
Oberflachenmarkern. Die Zellen leiten sich von unreifen myeloischen Zellen (IMZ) ab,
aus denen vor allem Markrophagen, dendritsche Zellen und Granulozyten hervorgehen.
Infektionen, Traumata und Tumoren im Koérper konnen die Entwicklung von MDSCs aus
IMZs beglnstigen. Die MDSCs lassen sich dann in diesen Geweben, in denen die
Infektionen, die Traumata oder das Tumorwachstum stattfindet bzw. im peripheren
Lymphorganen nachweisen (siehe Abbildung 7) [107].

Bei Mausen werden MDSCs durch die Koexpression der Antigene GR1 und CD11b
charakterisiert [108]. Beim Menschen fallt es schwerer genaue Antigene als
charakteristische Marker zu finden. MDSCs zeigen Marker von myeloischen Zellen wie
CD11b und CD33, jedoch fehlen die Marker von reifen myeloischen Zellen wie
beispielsweise CD40, CD80, CD83 und HLA-DR. Monozytische MDSCs scheinen CD14
zu exprimieren und granulozytsiche MDSCs CD15. Beiden Gruppen kann man
aulerdem die Merkmale HLA-DR"/"¢ und CD33" zuweisen [109].

Greten et al. und Gabrilovich et al. geben eine Ubersicht tiber die unterschiedlichen
Tumorentitaten, bei denen bereits MDSCs nachgewiesen wurden. Insgesamt konnten
bislang bei Mausen bei nicht-Tumorerkrankungen schon MDSCs nachgewiesen
werden, beim Menschen liegen jedoch noch wenig Daten vor. [107, 109]. Haile et al.
konnten bei Patienten mit entztindlichen Darmerkrankungen MDSCs nachweisen [110].
Die Arginase-I-Produktion von MDSCs fuhrt zum Abbau von L-Arginin im L-Arginin-
Zyklus, was zur Reduzierung der antigenspezifischen T-Zell-Aktivitat und Proliferation
und zu einer Hemmung der T-Zell-Rezeptor-Produktion der Zelle fuhrt [111, 112].
Zudem gelang der Nachweis von MDSCs im peripheren Blut und der Leber von HCC-

Patienten. Hierbei konnte eine gesteigerte Arginase-Aktivitat von CD14*/HLA DR™"/"9
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Zellen festgestellt werden, die auf eine immunsupprimierende Funktion dieser Zellen
schlief3en lasst. AuBerdem scheinen MDSCs die Induktion von regulatorischen T-Zellen
zu vermitteln. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass MDSCs die Immunantwort AFP-
spezifischer CD4+ T-Zellen unterdriicken [113], weshalb MDSCs immer mehr in den

Mittelpunkt neuer Ansatze der Immuntherapie bei Tumorerkrankungen ricken [114].
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Abbildung 7: Der Ursprung von MDSCs.

IMZ sind Teil der normalen Myelopoese, welche durch ein komplexes Netzwerk von Zytokinen und Zell-
Expressions-Molekilen kontrolliert wird b) Normalerweise migrieren IMZ zu unterschiedlichen peripheren
Organen, wo sie sich dann zu Makrophagen, dendritischen Zellen oder Granulozyten differenzieren Bei
akuten oder chronischen Infektionen, Trauma oder Sepsis und bei Tumoren im Koérper wird die
Anreicherung von IMZ beglnstigt. Dieses fuhrt zur Aktivierung dieser Zellen und zur Entwicklung von
MDSCs aus diesen Zellen.

Die Abbildung ist modifiziert aus D. |. Gabrilovich et al. [107].

1.5 Spontane T-Zell-Antworten gegen Tumorantigene

Die Frage der spontanen Immunitat von T-Zellen gegen Tumorzellen gibt Anlass flr
kontroverse Diskussionen. Durch die Entwicklung sensitiver T-Zell-Assays konnten im
peripheren Blut von Tumorpatienten spontane T-Zell-Antworten gegen isolierte
Tumorantigene nachgewiesen werden [42]. Die Mechanismen, welche eine spontane T-
Zell-immunitat induzieren, sind jedoch noch nicht vollstandig verstanden. Durch die
Etablierung von sensitiveren T-Zell-Assays konnten spontane tumorspezifische T-Zellen
ex vivo im peripheren Blut und im Knochenmark von Tumorpatienten verschiedener
Entitdten, u. a. bei Melanomen [115, 116], Kolorektal- [117], Bronchial- [118] und
Mammakarzinomen [119] sowie bei Neuroblastomen [120] nachgewiesen werden. Es

gibt Studien, die suggerieren, dass Patienten mit tumorantigenspezifischer T-Zell-
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Antwort einen besseren klinischen Verlauf aufweisen [118, 121], aber auch andere die
keinen Unterschied beim klinischen Verlauf zwischen Patienten mit und ohne spontane
tumorantigenspezifische T-Zell-Antwort zeigen [122]. Eine mdgliche Erklarung dieser
unterschiedlichen Ergebnisse ist, dass tumorspezifische T-Zell-Antworten, meistens bei
Patienten im fortgeschrittenen Tumorstadium nachgewiesen werden [42, 123] und eine
tumorspezifische T-Zell-Antwort erst durch das Auswandern der Tumorzellen,
insbesondere in die Lymphkonten entstehen kann. Auf der anderen Seite ist
anzunehmen, dass bei Patienten mit lokal begrenzten Tumoren nur lokal
tumorspezifische T-Zellen den Tumor kontrollieren und somit eine tumorspezifische T-
Zell-Antwort in der Peripherie nicht nachweisbar ist. Unterschiedliche Daten entstehen
madglicherweise auch durch die individuelle Heterogenitat der tumorantigenspezifischen

T-Zellen mit sehr variablen Frequenzen, Phanotypen und funktionellen Charakteristika.

1.6 Immuntherapie mit TAAs

Die Vakzinierung mit definierten Tumorantigenen mit dem Ziel der Generierung
tumorspezifischer T-Zellen wird seit mehr als 10 Jahren in klinischen Studien erprobt
und weiterentwickelt. Bei Patienten mit aktiver Tumorerkrankung konnte im Rahmen
von Klinischen Phase-l/lII-Studien mit unterschiedlichen Vakzineprotokollen bei der
Mehrzahl der Patienten eine T-Zell-Antwort gegen TAAs im Blut induziert werden [124-
129]. Bei nur wenigen Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung gelang es
jedoch durch diese Vakzine-induzierte T-Zell-Antwort eine Rulckbildung des Tumors
nach RECIST-Kriterien zu erreichen [126, 127, 130, 131]. Mdgliche Ursachen dieser
limitierten klinischen Effizienz konnten in einer qualitativ und funktionell nicht
ausreichenden Vakzine-T-Zell-Antwort begrindet sein, die moglicherweise Folge von
immunregulatorischen und immunsuppressiven  Mechanismen ist, die bei
Tumorpatienten haufig auftreten. Klinisch vielversprechender sind Tumorvakzinierungen
fur Hochrisikopatienten in der adjuvanten Situation oder einer Situation mit geringer
Tumorlast. Ergebnisse von Phase-II-Studien in solchen klinischen Situationen sprechen
daflr, dass eine Vakzinierung mit TAAs das Wiederauftreten von Rezidiven verhindern
kann [132]. Die Ergebnisse einer kurzlich erschienen Phase-I/lI-Studie beim
Nierenzellkarzinom (RCC), bei der eine Vakzinierung mit Tumorvakzine IMA901

durchgefuhrt wurde, welches aus multiplen tumorassoziierten Peptiden besteht, zeigte
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zum einen, dass die Induktion von T-Zell-Antworten gegen tumorassoziierte Peptide
mit einer besseren Kontrolle der Erkrankung assoziiert war. Zum anderen hatten
Patienten mit erniedrigten T.4-Frequenzen vor der Gabe der Vakzinierung einen
besseren klinischen Verlauf [133]. In einer folgenden Phase-II-Studie verringerten sich
bei den Patienten unter Hinzunahme einer einmaligen Gabe von Cyclophosphamid die
Anzahl der Ty im peripheren Blut und diese Patienten hatten ein besseres

Langzeitiberleben [133].

1.7 WT1 als Zielstruktur fiir immunologische Therapiestrategien

WT1 ist ein embryonaler Transkriptionsfaktor der bei verschiedenen Karzinomen und
Leukamien eine proliferationsfordernde und onkogene Rolle zu spielen scheint.
Zunachst wurde WT1 allerdings als Tumorsuppressorgen beim kindlichen
Nephroblastom, auch als Wilms’ Tumor bezeichnet, beschrieben [134].
Transkriptionsfaktoren stellen wegen ihrer funktionellen Relevanz interessante
Zielstrukturen fur immuntherapeutische Ansatze dar. Ein Grofteil von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen kodiert fur Transkriptionsfaktoren [69]. Deregulierte Expression
oder Aktivierung sowie Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren spielen eine kritische
Rolle fur die Tumorgenese [69, 134]. Aufgrund der funktionellen Relevanz von WT1 flr
die Progression von malignen Zellen scheint WT1 weit weniger anfallig flir durch
immunologischen Selektionsdruck vermittelte Tumor-Escape-Varianten, die bei anderen
Tumorantigenen spontan oder im Rahmen von Vakzinestudien beobachtet wurden.
Dementsprechend findet sich bei Leukamierezidiven in der Regel eine gleich hohe
Expression von WT1 wie bei der Primardiagnose der akuten myeloischen Leukamie
(AML) [135]. In einem vom National Cancer Institut (NCI) initiierten
Priorisierungsprozess von Tumorantigenen erhielt WT1 unter Berucksichtigung
potentiell wichtiger Eigenschaften eines ,dealen® Tumorantigens den hochsten
Punktwert unter allen einbezogenen Tumorantigenen [136]. Fur WT1 wurden
inzwischen verschiedene MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-lI-bindende T-Zell-Epitope
charakterisiert [137].

Das WT1-Genprodukt kodiert einen Transkriptionsfaktor der Zink-Finger-Familie (siehe
Abbildung 8), der eine Schllsselrolle bei der Proliferation, Apoptose und

Organentwicklung spielt [138]. Bei gesunden Erwachsenen ist die WT1-Expression in
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der Regel auf das Urogenitalsystem, das zentrale Nervensystem und auf
héamatopoetische Zellen beschrankt, jedoch tritt eine pathologische Uberexpression des
WT1-Gens bei Leukamien und bei verschiedenen Arten von soliden Tumoren auf [69,
139-141].

KTS
N- WT1 PROTEIN, 1-449 21| (zr2 2F3 l@'
Dimerisation domain (1-180) Exon 5 !250-266) Zinc-finger domain (323-449)

DNA and RNA binding
Repression domain (84-124)
-————

Putative RRM (11-72) Activation domain (181-250)
— ———

Abbildung 8: Schematische Darstellung des WT1-Proteins. Die N-terminale Domane besteht aus
einer Dimerisierungsdomane, einer transkriptionellen Aktivierungs- und Repressionsdomane und einem
vermeintlichen RNA Erkennungsmotiv (KRM). Alternatives SpleiRen von Exon 5 und die Aminosauren
KTS erzeugten vier WT1-Isoformen [142].

1.7.1 WT1 und spontane T-Zell-Immunitat beim HCC

WT1 ist im fétalen Lebergewebe exprimiert [14], allerdings nicht im Lebergewebe von
Erwachsenen [143]. Bei chronischen Lebererkrankungen ist WT1 re-exprimiert und mit
der Progression dieser Erkrankungen assoziiert [15]. Gleichzeitig konnte bei 60
Patienten mit chronischer Leberzirrhose gezeigt werden, dass mit steigender WT1-
Expression die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer Hepato-Karzinogenese erhoht
ist. Diese Daten lassen auf eine mogliche onkogene Rolle von WT1 bei chronischen
Lebererkrankungen schlieBen. Beim HCC ist WT1 im Vergleich zu Gewebe von
Patienten mit Leberzirrhose Uberexprimiert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die
WT1-Expression signifikant mit der Verdopplungszeit des HCCs und mit dem T-Stadium
assoziiert ist und einen unabhangigen prognostischen Faktor fir das HCC darstellt [15].
Mehrere Arbeitsgruppen konnten bereits spontane T-Zell-Antworten gegen TAAs im
peripheren Blut von HCC-Patienten nachweisen. Die Gruppe um Butterfield et al.
konnte spontane AFP-spezifische T-Zellen im peripheren Blut von HCC-Patienten
zeigen [144]. Neben den bekannten immundominanten Epitopen gelang bei einigen
Patienten auch der Nachweis von T-Zellen gegen subdominante Epitope, die ebenfalls
Tumorzellen erkennen und mdglicherweise von grolierer therapeutischer Relevanz sein
kébnnten [145]. MAGE-3-spezifische CD8" T-Zellen wurden bei 30% der HLA-A2
positiven HCC-Patienten detektiert [146]. Auch spontane T-Zell-Antworten gegen p53
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konnten nachgewiesen werden [147]. NY-ESO-1-spezifische CD4" und CD8" T-Zell-
Antworten konnten bei ca. 15% der analysierten HCC-Patienten nachgewiesen werden
und sie waren assoziiert mit dem Nachweis NY-ESO-1-spezifischer Antikdrper-
Antworten [65]. Ein Fallbericht konnte zeigen, dass die Antikdrper-Antwort gegen NY-
EOS-1 mit der Tumorlast in Zusammenhang stand [65]. Der Patient hatte einen
Ruckgang seiner Antikorperproduktion, nachdem der Tumor durch mehrmalige TACE
[65] und operative Resektion entfernt worden war. Zu diesem Zeitpunkt war der Tumor
histopathologisch als nekrotisch klassifiziert worden [65]. Zugleich ging bei diesem
Patienten die CD8" T-Zellen-Antwort 9 Monate nach chirurgischer Resektion des
Tumors zurick [65]. Insgesamt kdnnen diese Daten als Hinweise auf eine prinzipielle

Immunogenitat des HCCs interpretiert werden.

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit

Es ist bereits beschrieben worden, dass das WT1 bei chronischen Lebererkrankungen
re-exprimiert wird und mit der Progression dieser Erkrankungen assoziiert ist [15].
Aulerdem konnte bei Patienten mit chronischer Leberzirrhose gezeigt werden, dass mit
steigender WT1-Expression die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines HCCs erhoht
ist. Diese Daten lassen auf eine potentielle Rolle von WT1 in der Karzinogenese des
HCCs auf dem Boden von chronischen Lebererkrankungen, wie beispielsweise der
chronischen Leberzirrhose oder der Hepatitis, schlieRen. Beim HCC ist WT1 im
Vergleich zum Gewebe von Patienten mit Leberzirrhose Uberexprimiert [14]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die WT1-Expression signifikant mit der Verdopplungszeit
des HCCs, und mit dem T-Stadium assoziiert ist und einen unabhangigen
prognostischen Faktor fur das HCC darstellt [15].

Immuntherapeutische Ansatze werden derzeit beim HCC getestet und erscheinen
vielversprechend fur die Behandlung und zur Pravention des HCCs.

So konnten bereits mehrere Arbeitsgruppen spontane T-Zell-Antworten gegen TAAs im
peripheren Blut von HCC-Patienten nachweisen [16, 30, 31]. Beispielsweise konnte die
Gruppe um Butterfield et al. spontane AFP-spezifische T-Zellen im peripheren Blut von
HCC-Patienten  zeigen [144]. WT1 als potentielles Targetantigen  flr

immuntherapeutische Ansatze beim HCC wurde bisher nicht analysiert.
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Zum einen sollte deshalb in dieser Arbeit die T-Zell-immunitat von HCC-Patienten und
von Patienten mit chronischer Lebererkrankung im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen gegeniber dem Transkriptionsfaktor WT1 untersucht werden. Zum
anderen sollte analysiert werden, ob potentielle Immun-Escape-Phanomene, wie
beispielsweise Defekte der Antigenprozessierung und —prasentation, fehlende ko-
stimulatorische Molekile und/oder potentielle immun-inhibitorische Mechanismen
existieren.

Dieses erfolgte vor dem Hintergrund der eingeschrankten Therapiemdglichkeiten des
HCCs und in Hinblick auf die Eignung von HCC-Patienten flr die Anwendung von
immuntherapeutischen Ansatzen mit dem Transkriptionsfaktor WT1. AufRerdem sollte
bei den Patienten mit chronischer Lebererkrankung die Immunitat gegentiber WT1 in
Bezug auf praventive Therapiemdoglichkeiten mit WT1 als potentielle Zielstruktur
immuntherapeutischer Ansatze bei den Vorstufen des HCCs untersucht werden.

Hierzu wurden bei 21 HCC-Patienten, 23 Patienten mit Leberzirrhose, 20 Patienten mit
chronischer Hepatitis und 9 gesunden Kontrollpersonen nach Stimulation mit dem WT1-
Petpidmix CD4"- und CD8+ T-Zell-Antworten gegeniiber dem Transkriptionsfaktor WT1
durchflusszytometrisch untersucht und miteinander verglichen.

Hinsichtlich potentieller immunsupprimierender Faktoren, die eine Immunantwort
gegenuber einem TAA, wie beispielsweise WT1, einschranken bzw. unterdricken
konnten, wurden gleichzeitig bei diesen Patientengruppen immunsuppressive Faktoren
in Form von Tregs und MDSCs untersucht und in den verschiedenen Patientengruppen
verglichen.

Eine Voraussetzung fur den Einsatz von Antigen-spezifischer Immuntherapie ist die
Expression der Antigene auf der Oberflache von Tumorzellen sowie die Erkennung
durch APZ, daher wurde die Existenz solcher Oberflachenstrukturen sowie das
Vorkommen von WT1 als potentielles Targetantigen auf den HCC-Tumorzelllinien
untersucht. Weiterhin analysierten wir die prinzipielle Antigenprasentations-Kapazitat

von HCC-Tumorzelllinien in Bezug auf eine potentielle T-Zell-Stimulation.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patienten und Kontrollgruppen

Nach Aufklarung und schriftichem Einverstandnis wurde von gesunden Personen, von
21 Patienten mit HCC, 23 Patienten mit Leberzirrhose und von 20 Patienten mit
Hepatitis B oder C heparinisiertes peripheres Blut aus einer peripheren Vene
abgenommen. Die Patientendaten sind in der Tabelle 1, Tabelle 2, Tabelle 3
zusammengestellt. Fur die Untersuchungen dieser Arbeit lag ein positives Votum der

Ethikkommission der Universitatsmedizin Charité Berlin vor.

Tabelle 1
Patient Geschlecht Geb.-Jahr relevante Nebendiagnosen
1 Mannlich 1946 Hepatitis C
Alkoholtoxische
2 Mannlich 1933 Leberzirrhose
Alkoholtoxische
3 Mannlich 1940 Leberzirrhose
Alkoholtoxische
4 Mannlich 1951 Leberzirrhose
Alkoholtoxische
5 Mannlich 1958 Leberzirrhose
6 Weiblich 1937 keine
Alkoholtoxische
7 Weiblich 1965 Leberzirrhose
Alkoholtoxische
HCC 8 Mannlich 1952 Leberzirrhose, Hepatitis C
9 Mannlich 1949 Leberzirrhose, Hepatitis C
10 mannlich 1946 keine
11 Mannlich 1958 keine
12 Mannlich ?
13 Mannlich 1934 keine
Alkoholtoxische
14 Weiblich 1978 Leberzirrhose, Hepatitis C
15 Mannlich 1926 Hepatitis C
Alkoholtoxische
16 Mannlich 1932 Leberzirrhose, Hepatitis C
17 Mannlich 1939 keine
Alkoholtoxische
18 Mannlich 1954 Leberzirrhose
Alkoholtoxische
19 Weiblich 1949 Leberzirrhose, Hepatitis C
20 Mannlich 1928 keine
Alkoholtoxische
21 Mannlich 1940 Leberzirrhose
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Tabelle 2

Patient Geschlecht Geb.-Jahr Diagnose
1 weiblich 1934 Hepatitis C
2 weiblich 1973 Hepatitis B
3 mannlich 1950 Hepatitis C
4 weiblich 1948 Hepatitis C
5 weiblich 1989 Hepatitis B
6 weiblich 1982 Hepatitis B
7 mannlich 1958 Hepatitis B
.- 8 mannlich 1952 Hepatitis B
Hepatitis 9 weiblich 1943 Hepatitis C
10 weiblich 1949 Hepatitis C
11 mannlich 1966 Hepatitis B
12 weiblich 1956 Hepatitis C
13 mannlich 1956 Hepatitis C
14 weiblich 1936 Hepatitis C
15 weiblich 1940 Hepatitis C
16 weiblich 1933 Hepatitis C
17 weiblich 1964 Hepatitis C
18 mannlich 1963 Hepatitis C
19 mannlich 1919 Hepatitis C
20 weiblich 1979 Hepatitis B
Tabelle 3
Patient Geschlecht Geb.-Jahr Diagnose
1 maénnlich 1965 C2-Abusus
2 mannlich 1956 C2-Abusus/Hepatitis C
3 mannlich 1956 C2-Abusus/Hepatitis B
4 mannlich 1961 C2-Abusus/Hepatitis C
5 ménnlich 1940 C2-Abusus
6 ménnlich 1942 C2-Abusus
7 weiblich 1932 Hepatitis C
8 ménnlich 1982 C2-Abusus
9 maénnlich 1966 C2-Abusus
10 weiblich 1937 C2-Abusus
11 ménnlich 1932 C2-Abusus
. 12 maénnlich 1950 C2-Abusus
Zirrhose 13 weiblich 1952 PBC
14 weiblich 1946 PBC
15 mannlich 1950 Hepatitis C
16 mannlich 1953 Hepatitis C
17 mannlich 1977 PBC
18 ménnlich 1953 C2-Abusus
19 weiblich 1964 C2-Abusus
20 weiblich 1925 Hepatitis C
21 ménnlich 1942 C2-Abusus
22 ménnlich 1936 C2-Abusus
23 weiblich 1933 C2-Abusus
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2.1.2 Tumorzelllinien

Zur Untersuchung von Oberflachenmolekilen verwendeten wir in dieser Arbeit zum
einen die HLA-A2 positiven HCC-Tumorzelllinien SK-Hep1 [148], HEP-G2 [149] und die
HLA-A2 negative HCC-Tumorzelllinie HUH-7 [150]. AulRerdem wurden zwei
Leukamiezelllinien als Referenz-Zelllinien eingesetzt: UT-7 (HLA-A2 positiv) [151] und
MOLT4 (HLA-A2 negativ) [152] (siehe auch Tabelle 4).

Zelllinie Beschreibung ATCC Nr Zellen Referenz
HUH-7 HCC n.a. Adenokarzinom [150]
SK-HEP1 HCC HTB-52 Adenokarzinom [148]
HEP-G2 Hepatoblastom HTB-8065 Hepatoblastom [149]
Molt-4 ALL CRL-1582 T-Lymphoblast [152]

Akute
uT-7 megakaryoblastische n.a. Megakaryoblasten [151]
Leukamie

Tabelle 4: Tumorzelllinien. Die angegebenen Tumorzelllinien wurden in den Versuchen, welche im
Methodenteil beschrieben worden sind, verwendet.

2.1.3 Kulturmedien

Fir die Kultivierung der Tumorzellen Molt-4 und UT-7 wurde Roswell Park Memorial
Institute Medium (RPMI) 1640 (PAA, The Cell culture company, Pasching, Osterreich)
versetzt mit 10% foétalem Kalber Serum (FCS) (PAA), 1 mM L-Glutamin, 100 Ul
Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (PAA) verwendet. Fur die Tumorzelllinie SK-HEP-1
wurde minimales essentielles Medium (MEM) (PAA) mit 100 U/I Penicillin und 100 mg/I
Streptomycin, 5ml Natriumpyruvat (PAA) von einer 100mM Ldésung in einem
Mischungsverhaltnis 1:100 und 10% FCS (PAA) genommen. Fur die Tumorzelllinie
HEP-G2 wurde Dulbeccos Modifiziertes Eagles Medium (DMEM), Ham’s F12 (PAA) mit
2mM Glutamin, 10% FCS (PAA), 100 U/l Penicilin und 100 mg/l Streptomycin
verwendet.

Iscove’s modified DMEM (IMDM) (PAA) versetzt mit 10% AB-Serum (PAA), 1 mM L-
Glutamin, 100 U/l Penicillin und 100 mg/l Streptomycin (PAA) diente als Kulturmedium
fur die Lymphozyten.
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2.1.4 Auftaumedium

Zum Auftauen der Tumorzellen als auch der Lymphozyten wurde RPMI 1640 mit 4%
AB-Serum (PAA) angewandt.
In den folgenden Beschreibungen werden die Medien als Tumorzell-, Kultur- und

Auftaumedium bezeichnet.

2.1.5 Dichtegradient

Zur Lymphozyten-Isolierung wurde Ficoll-Hypaque-Losung (PAA) mit der Dichte 1,0077

verwandt.

2.1.6 Accutase

Accutase (Millipore Gmbh, Schwalbach am Taunus) war ein Ablésungsreagenz fir
adherente Tumorzellen. Die Abldésung der adherenten Zellen erfolgte Uber Proteasen
ohne Oberflachenmolekile der Zellen zu zerstoren. Accutase (Millipore Gmbh) wurde in
Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Medium mit 0,5mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) angereichert und war sofort verwendbar. Wir
applizierten 8-10ml dieser Losung fir eine 75 cm? Oberflache einer Zellkulturflasche

und lief’en es bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO, fur maximal 45 Minuten

inkubieren.

2.2 FACS-Antikorper

2.2.1 HLA-Typisierung

Zur HLA-Typisierung der verschiedenen Kontrollpersonen, Patienten und
Tumorzelllinien diente ein Maus-anti-Human-lgG-mAk gegen HLA-A2 (BB.7.2; ATCC).
Fluorescein-Isothycyanat (FITC)-markierte Ziege-anti-Maus IgG-mAks oder IgM-mAks
wurden als sekundare Antikorper verwandt. Isotypenspezifische IgG-FITC bei der
direkten Farbung sowie Isotypenspezifische IgG kombiniert mit FITC18 markiertem
Ziege-anti-Maus-mAk (GAM) (alle Immunotech, Marseille, Frankreich) dienten zur

Anfarbung der Negativkontrolle.
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2.2.2 Tumorzell-Einzelfarbung

Fir die in den folgenden Tabellen aufgeflhrten Antikorper gelten folgende Firmen
Nachweise:

Becton Dickinson, BD, Heidelberg, Deutschland

Dako, Eching, Deutschland

eBioscience, San Diego, USA.

| Anitkérper || Konjugat || Hersteller || Menge inpl |
| CD80 | FITC || BD Il 20 |
| CD86 | FITC || BD Il 20 |
| HLAABC | PE || BD Il 20 |
| HLA A2 | FITC || BD Il 20 |
| HLA-DR | FITC || BD Il 20 |
| WT1 | FITC || Dako Il 3 |

2.2.3 Isotypen-Kontrolle

| Anitkorper || Konjugat || Hersteller || Menge inpl |
| GAM | FITC || BD Il 2,5 |
| IGG1 | FITC || BD Il 5 |
| IGG2beta | FITC || BD Il 5 |
| IGG2 alpha | FITC || BD Il 5 |
| 1IGG1 || PE || BD | 5 |

2.2.4 T-Lymphozyten nach Tumorzellenkontakt

| Anitkérper || Konjugat || Hersteller || Menge inul |
| CD3 | PerCP || BD Il 10 |
| CD8 |PE LBD IE |
| IFN gamma || APC || BD Il 1:300 |
| TNF alpha || FITC || eBioscience | 0,5 |
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2.2.5 Spezifische T-Lymphozyten nach Tumorzellkontakt

| Anitkdrper || Konjugat || Hersteller || Menge inul |
| CD3 | PerCP || BD Il 10 |
| CD8 |PE LBD IE |
| IFN gamma | FITC || BD || 20 |
| TNF alpha || PE-Cy 7 || eBioscience | 0,5 |
2.2.6 CD8'T-Zell-Panel
| Anitkérper || Konjugat || Hersteller || Menge inpl |
| Vivid | Pacific Blue || BD | 0,5 |
| CD3 | PerCP || BD Il 10 |
| CD8 | PE || BD IE |
| CD4 || APC-H7 || BD Il 2,5 |
| CD137 || APC || BD Il 15 |
| TNF alpha || Pe-Cy7 || eBioscience | 0,5 |
| IFN gamma | FITC || BD Il 20 |
2.2.7 T.4-Panel
| Anitkérper || Konjugat || Hersteller || Menge inpl |
| Vivid | Pacific Blue || BD | 0,5 |
| CD3 || Amcyan || BD IE |
| CD25 | PE || BD Il 5 |
| CD4 || APC-H7 || BD | 2,5 |
| CD137 || APC || BD Il 15 |
| CD 127 | FITC || BD Il 20 |
| TNF alpha || Pe-Cy7 || eBioscience | 0,5 |
| TGF beta || PerCp || BD Il 10 |
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2.2.8 MDSC-Panel

| Anitkdrper || Konjugat || Hersteller || Menge inul |
| Vivid || Pacific Blue || BD | 0,5 |
| CD11 beta || Pe-Cy7 | BD Il 1 |
| HLA-DR || PE || BD || 20 |
| CD14 || APC | BD IE |
| CD19 || FITC | BD Il 10 |
| CD3 || FITC | BD Il 10 |
| CD56 || FITC | BD Il 10 |

2.2.9 WT1-Peptidmix (JPT,Berlin)

Der WT1-Peptidmix (JPT, Berlin) war lyophilisiert und enthielt 25ug Peptid. Er bestand
aus 110 Uberlappenden Peptiden (Lange 449 Aminosauren) und er war aus dem
Menschen generiert.

Dieser wurde in 100yl Demethylsulfoxid (DMSO) (Merck, Darmstadt) geldst und dann in
10ul Einheiten in Aliquots abgefullt und bei -20°C eingefroren. Von diesem in DMSO
geldsten WT1-Peptidmix (JPT) wurden jeweils 2ul auf 500ul Zellsuspension verwendet.
Die 500ul Zellsuspension enthielt ca. 1-2x10% peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). Die Konzentration betrug 1ug/ml und enthielt eine Zellzahl von 1-2x106
PBMCs.

2.3 Methoden

2.3.1 Gewinnung von MNCs aus Heparin-Vollblut

Nach Verdunnung von heparinisiertem Vollblut 1:2 mit steriler Phosphat-gepufferte
Saline (PBS) (PAA) wurden jeweils 35 ml vorsichtig Gber 15 ml Ficoll (PAA) in 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Sarstedt, NUmbrecht) geschichtet und anschliefiend 30min bei
Raumtemperatur mit 2000 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Erythrozyten und
Granulozyten sedimentierten aufgrund ihrer hoheren Dichte auf den Boden der
Réhrchen wahrend mononukleare Zellen (Lymphozyten und Monozyten) als Interphase
auf der Ficoll-Hypaque-Phase unter der PBS-Plasma-Phase verblieben. Die
Interphasen wurden vorsichtig abpipettiert und die Zellen anschlieRend zweimal mit
PBS (PAA) gewaschen. Die Zellen wurden in Portionen von 1-2 x107 in 1 ml AB (PAA)+
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10% DMSO (Merck, Darmstadt, Deutschland) in speziellen Einfrierboxen (Nunc,
Wiesbaden, Deutschland) eingefroren und anschlieBend bei -196°C in flussigem

Stickstoff gelagert.

2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlung erfolgte in einer Neubauer-Kammer (Sigma), indem kleine Mengen der
jeweiligen Zellsuspension mit den entsprechenden Mengen von 1:2-verdinntem
Trypan-Blau (Sigma, Deisenhofen) /PBS (PAA) angefarbt und unter dem Mikroskop vier
GrolRquadrate ausgezahlt wurden. Folgende Formel diente zur Berechnung der

Gesamtzellzahl in der Ausgangsldsung bei einem Volumen von 0,1ul pro Gro3quadrat:

Gesamtzellzahl der Ausgangslésung = 0,25 x gezahlte Zellzahl x 10* x Verd x Vol (Verd

= Verdlnnungsfaktor, Vol = Volumen der Ausgangslésung in ml)

2.3.3 Passagierung von Tumorzelllinien

Nach erfolgreicher Kultivierung der Tumorzelllinie wurde das Tumorzellmedium aus der
Kulturflasche entfernt und die adherenten Tumorzellen wurden in der Kulturflasche mit
PBS (PAA) gewaschen. Danach wurden 5ml Accutase (Millipore Gmbh) auf die
Tumorzellen gegeben. Diese inkubierten dann fir 45min bei 37°C, gesattigter

Luftfeuchtigkeit und 5% CO, Danach konnten die Zellen nach Zugabe von

Kulturmedium gezahlt und passagiert werden. Aufgrund der Autodigestion der Accutase

war kein weiterer Waschgang notwendig.

2.3.4 Einzelfarbung der Tumorzelllinien

Nach Kultivierung der Tumorzellen in ihrem zugehérigem Tumorzellmedium wurden
nach ausreichendem Bestand der Tumorzellen diese mit 5ml Accutase (Millipore Gmbh)
behandelt und danach gezahlt. Es wurden 2x10%° Zellen mit PBS (PAA) mit 2%
Flebogamma (PAA) gewaschen und bei 4°C bei 1300U/min zentrifugiert. Daraufhin
inkubierten die Zellen mit 1ml PBS (PAA) mit 1mM EDTA (PAA) bei Raumtemperatur.
Es folgte nach weiterem Waschen die Farbung mit Fluorochromen-markierten-
Antikérpern der Oberflachenmolekile (siehe auch Materialteil), die bei 4°C flr 15min

inkubierten.
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2.3.5 WT1-Farbung der Tumorzelllinien

Die Tumorzellen wurden mit PBS mit 2% Flebogamma (PAA) gewaschen und
anschlie3end bei 4°C bei 1300U/min zentrifugiert. Im nachsten Schritt wurde 200ul PBS
(PAA) mit 1% Formalin pro Probe pipettiert danach inkubierten die Proben flr 10min auf
Eis. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS mit 1% Formalin (PAA). Danach
inkubierten die Proben zur Permeabilisierung mit 0,5ml pro Probe PBS (PAA) mit 2%
Triton X fUr 5min auf Eis. Nach einem weiteren Waschschritt wurden 3ul pro Probe
WT1-Antikorper pipettiert und fir 20min auf Eis gestellt. Es folgte ein weiterer
Waschschritt und dann inkubierten die Proben mit 2,5yl GAM-FITC pro Probe auf Eis

fur 15min im Dunkeln.

2.3.6 Peptidbeladung der Tumorzelllinien

In Kultur befindliche Tumorzellen wurden mit Accutase (Millipore Gmbh) geldst. Pro
Kulturrdhrchen wurden 1x10%ml Tumorzellen mit 10ug/ml HIV- oder Influenzapeptid
(IMP7190) inkubiert. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit
und 5% CO; wurden die Zellen zweimal mit PBS (PAA) gewaschen. Danach wurden
1x10° Tumorzellen pro 1x10° PBMC verteilt und in 2ml Kulturmedium aufgenommen
und fur 16 Stunden bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO; inkubiert, wobei
nach 1 Stunde 10ug Brefeldin A (Sigma) dazu gegeben worden ist.

2.3.7 Analyse der T-Zell-Antwort gegen allogene Tumorzelllinien

Nach der Inkubation von Tumorzellen und PBMCs wurden am darauf folgenden Tag die
Zellen mit PBS mit 2% Flebogamma (PAA) gewaschen und bei 4°C bei 1300 U/min
zentrifugiert. Daraufhin inkubierten die Zellen mit 1ml PBS (PAA) mit 1mM EDTA (PAA)
bei Raumtemperatur. Es folgte nach weiteren Waschschritten die Farbung mit
Fluorochrom-markierten-Antikdrpern der Oberflachen-Molekule (siehe Material Teil), die
bei 4°C fur 15min inkubierten. Nach der Inkubation wurden Fluorescence activated cell
sorting (FACS) Lysing Solution (Becton Dickinson) und FACS Permeabilization Solution
(Becton Dickinson) in aufeinander folgenden Schritten dazugegeben. Die Antikorper

gegen intrazellulare Zytokine wurden in gleicher Weise gefarbt.
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2.3.8 T-Lymphozyten-Expansions-Ansatz

Die PBMCs eines gesunden HLA-A2 positiven Spenders mit bekannter T-Zell-Antwort
gegen HLA-A2 negatives bindendes Influenzapeptid wurden aufgetaut und in
Kulturmedium aufgenommen. Danach wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 1x10%ml
Kulturmedium eingestellt und mit jeweils 200ul pro well in einer 96er Multi-well Platte
verteilt. Die Zytokine IL-2 (50 1U/ml) und IL-7 (10ng/ml) sowie 10ug/ml Influenzapeptid
wurden hinzugefligt. Die Zellen expandierten nun bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit
und 5% CO.. Alle 2 Tage wurden 100ul des Kulturmediums ausgetauscht unter Zugabe
von IL-2 (100I1U/ml). Alle 7 Tage erfolgte die zusatzliche Zugabe von IL-7 (10ng/ml).

Nach 14 Tagen erfolgte die Analyse der expandierten Zellen.

2.3.9 Analyse der T-Zell-Antwort von mit Influenza-Peptid expandierten
T-Zellen gegenuber Influenza-Peptid beladenen Tumorzellen

Nach 14 Tagen des Expansionsansatzes (siehe Punkt 2.3.8) wurden die PBMCs des
gesunden HLA-A2 positiven Spenders der 96er Mulitwell-Platte enthommen und mit
den Tumorzelllinien entsprechend dem unter Punkt 2.3.6 beschriebenen Ansatz
inkubiert. Danach wurden die T-Zellen wie unter Punkt 2.3.7 mit Fluochrommarkierten-

Antikoérpern gefarbt.

2.3.10 Stimulation von CD8" T-Zellen und Tregs Mit dem WT1-Peptidmix

Die Zellen wurden mit 30ml Auftaumedium aufgetaut und anschlieRend bei
Raumtemperatur bei 1300 U/min herunterzentrifugiert. Anschlie3end wurden die Zellen
in 3-4ml Kulturmedium aufgenommen und in Zellkulturréhrchen Uberfihrt und man hat

sie Uber Nacht bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO»2 ruhen lassen. Am

nachsten Tag wurden die Zellen in 500ul Einheiten aufgeteilt mit je 1-2x10° PBMCs /
500ul. Nach Zugabe von 2ul WT1-Peptidmix (JPT) inkubierten die Zellen fir 16
Stunden bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 5% CO2. Nach 2 Stunden Inkubation
wurden 500ul Kulturmedium (PAA) und 10ug Brefeldin A (Sigma) dazugeben. Nach
Abschluss der Inkubation wurden die Zellen mit PBS (PAA) mit 2% Flebogamma (PAA)
gewaschen und bei 4°C bei 1300 U/min zentrifugiert. Daraufhin inkubierten die Zellen
mit 1ml PBS (PAA) mit 1mM EDTA (PAA) bei Raumtemperatur. Nach weiteren
Waschschritten folgte bei 4°C fir 15min die Farbung mit Fluorochromen-markierten-

Antikdrpern gegen Oberflachenmoleklle (siehe auch Materialteil). Nach dieser
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Inkubation wurden zur Permeabilisierung der Zellen FACS Lysing-Solution (BD) und
FACS Permeabilization-Solution (BD) in aufeinander folgenden Schritten dazugegeben
und die Fluorochromen-markierten-Antikérpern gegen intrazellulare Zytokine in gleicher

Weise gefarbt.

2.3.11 Durchflusszytometrische Analyse von MDSCs

Die Zellen wurden mit 30ml Auftaumedium aufgetaut und in 3-4ml Kulturmedium
aufgenommen. Uber Nacht hat man sie bei 37°C, gesattigter Luftfeuchtigkeit und 5%
COgzruhen lassen. Am darauf folgenden Tag erfolgte nach einem Waschschritt mit PBS
(PAA) plus 2 % Immunglobulinen (Flebogamma, PAA) die Antikérper-Farbung gegen
die Oberflichenmolekiile. Fiir einen Farbeansatz wurden jeweils 1-2x10° Zellen

eingesetzt.

2.3.12 Messung und Daten Analyse

Bei allen Versuchen erfolgte die Messung am gleichen Tag mit dem FACS Canto-ll-
Cytometer (BD) und die Daten wurden mit der Flowjo-Software (Ashland, OR, USA)

analysiert.

2.3.13 Statistische Methoden

Fir die statistischen Analysen wurde zum einen der Mann-Whitney Test fur

unabhangige Variablen angewendet und fir die Varianzanlyse der Kruskal-Wallis Test.

45



3 Ergebnisse

3.1 Analyse von Oberflachenrezeptoren und von WT1 auf
Tumorzellen

Fir eine effektive Antigenprasentation spielen die Expressionsdichte der MHC-Molekdle
und ko-stimulatorische Signale wie B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) eine entscheidende
Rolle. Daher wurde die Existenz solcher Oberflachenstrukturen sowie das Vorkommen
von WT1 als potentielles Targetantigen auf den HCC-Tumorzelllinien untersucht.

Mittels durchflusszytometrischer Analysen konnte auf allen drei Leberzellkarzinom-
Tumorzelllinien die Oberflachenexpression von WT1 nachgewiesen werden.

Hierbei zeigte SK-Hep1 eine mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) von 18,85% (Negativ-
Kontrolle 5,79%), HEP-G2 eine MFI von 19,03% (Negativ-Kontrolle 7,87 %) und HUH-7
von 15,39% (Negativ-Kontrolle 4,75%). Die Expression von HLA-Klasse-I-Molekulen
konnte fur SK-Hep1 (HLA-ABC MFI 3,98%, Negativ-Kontrolle 2,56%) und fur Hep-G2
(HLA-ABC MFI 16,94%, Negativ-Kontrolle 3,46%) gezeigt werden. Auf der HCC-
Tumorzelllinie HUH-7 lielRen sich hierbei niedrige Frequenzen an HLA-Klasse-I-
Molekulen (HLA-ABC MFI 1,55%, Negativ-Kontrolle 1,95%) nachweisen. Die weitere
Analyse zeigte eine Positivitat fur HLA-A2 bei beiden HCC-Tumorzelllinien Sk-Hep1
(HLA-A2 MFI 41,10%, Negativ-Kontrolle 3,11%) und HEP-G2 (HLA-A2 MFI 7,00%,
Negativ-Kontrolle 3,24). Die HCC-Tumorzelllinie HUH-7 zeigte keine Positivitat fur
(HLA-A2 MFI 4,17, Negativ-Kontrolle 5,19). HLA-DR positiv waren folgende Zelllinien:
Sk-Hep1 (HLA-DR MFI 6,69%, Negativ-Kontrolle 3,98%), HEP-G2 (HLA-DR MFI
4,28%, Negativ-Kontrolle 3,72%).

Als Kko-stimulatorisches Oberflachenmolekil konnte CD86 auf allen drei HCC-
Tumorzelllinien nachgewiesen werden: Sk-Hep1 MFI 8,74% (Negativkontrolle 3,69%),
HEP-G2 MFI 9,63% (Negativ-Kontrolle 3,74%), HUH-7 MFI 10,66% (Negativ-Kontrolle
1,99%). Jedoch fand sich auf keiner der drei Zelllinien eine Expression von CD80: Sk-
Hep1 MFI 3,69% (Negativ-Kontrolle 2,89%), HEP-G2 MFI 2,94% (Negativ-Kontrolle
3,74%) und HUH-7 MFI 1,99% (Negativ-Kontrolle 1,54%) (siehe Tabelle 5, Tabelle 6,
Tabelle 7).
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Tabelle 5: Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitaten der primar bzw. sekundar

fluoreszenzmarkierten Oberflachenrezeptoren.
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Tabelle 6: Darstellung der mittleren Fluoreszenzintensitaten der primar bzw. sekundar

fluoreszenzmarkierten Oberflachenrezeptoren.

Sk-Hep1 Hep-G2 HUH-7
WT1 ++ ++ ++
HLA-ABC +/- + -
HLA-A2 + + -
HLA-DR + +/- -
CD86 + + +
CD 80 - - -

Tabelle 7: Ubersicht der Expression der Oberflichenrezeptoren.

+ : Expression des Oberflachenrezeptors auf der Tumorzelllinie

(definiert als mindestens doppelte MFI im Vergleich zur Isotypenkontrolle)

- : kein Nachweis des Oberflachenrezeptors auf der Tumorzelllinie
(definiert als weniger als die doppelte MFI im Vergleich zur Isotypenkontrolle)
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3.2 T-Zellerkennung und Antigenprasentation von HCC-
Tumorzelllinien

Eine Voraussetzung fur den Einsatz von Antigen-spezifischer Immuntherapie ist die
Expression der Antigene auf der Oberflache von Tumorzellen sowie die Erkennung
durch APZ. Um die prinzipielle Antigenprasentations-Kapazitat von T-Zellen zu
analysieren, wurde ein bereits fir andere Tumorentitaten in unserem Labor etabliertes
System genutzt [153, 154]. Wir setzten in diesen Versuchen, wie im Methodenteil
beschrieben, die HLA-A2 positiven HCC-Tumorzelllinien Sk-Hep1 und HEP-G2 als auch
die HLA-A2 negative HCC-Tumorzelllinie HUH-7 ein. Als Referenz-Zelllinien nahmen
wir fur diese Versuche die in unserem Labor etablieten HLA-A2 positive
Leukamiezelllinie UT7 und die HLA-A2 negative MOLT-4.

3.2.1 Analyse der T-Zell-Erkennung direkt ex vivo von HCC-
Tumorzelllinien anhand eines Influenza-Modell-Antigens

Zunachst wurden die Frequenz IFNy- und TNFa-freisetzender T-Zellen eines gesunden
HLA-A2 positiven Spenders mit bekannter Influenza-Reaktivitat gegen die mit dem
Influenza-Peptid beladenen HLA-A2 positiven HCC-Tumorzelllinien Sk-Hep1 und HEP-
G2 analysiert. Zudem analysierten wir die T-Zell-Antworten gegen die mit dem
Influenza-Peptid beladene HLA-A2 negative HCC-Tumorzelllinie HUH-7. Wir erwarteten
gegen diese Tumorzelllinie aufgrund der HLA-A2 Negativitat keine T-Zell-Reaktivitat.
Wir analysierten die Zytokin-Antworten der CD3+CD8+-Population (siehe Abbildung 9)
des HLA-A2 positiven gesunden Spenders mit bekannter Influenza-Reaktivitat.

Im Vergleich zur HIV-Kontrollgruppe zeigte sich eine Influenza-spezifische IFNy-
Sekretion der CD8" T-Zell-Population gegen die HLA-A2 positiven HCC-Tumorzelllinien
Sk-Hep1 und HEP-G2. Die Frequenzen der CD3'CD8" IFNy-freisetzender-T-Zellen
lagen gegen HEP-G2 bei 0,17% und gegen Sk-Hep1 bei 0,23%. Gegen die HLA-A2
negative HCC-Tumorzelllinie HUH-7 zeigten sich keine CD3"CD8" IFNy-freisetzende-T-
Zellen.

Es lieRen sich CD3'CD8" TNFa-freisetzende-T-Zellen gegen die HLA-A2 positiven
HCC-Tumorzelllinien HEP-G2 und SK-Hep1 nachweisen. Diese waren jedoch
angesichts einer hohen Hintergrund-Reaktion gegen das HIV-Kontrollpeptid nicht als

positiv zu werten. Die Frequenzen lagen bei den CD3'CD8" T-Zell-Population bei
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0,39% (HIV 0,40%) gegen Hep-G2 und bei 0,46% (HIV 0,37%) gegen Sk-Hep1. Das
gleiche Phanomen der hohen unspezifischen TNFa-Sekretion gegen das irrelevante
HIV-Peptid zeigte sich auch bei den CD3"CD8" TNFa-freisetzende-T-Zellen gegen die
Referenz-Leukamie-Zelllinie UT7. Gegen die HLA-A2 negative HCC-Tumorzelllinie
HUH-7 konnten keine spezifischen CD3'CD8" TNFa-freisetzende-T-Zellen

nachgewiesen werden.

HEP-G2 SkHep1 ‘ HUH-7 ’ MOLT4 uT-7

| DIFN+TNFa+ BTNF+ OIFN+ |

Abbildung 9 Spontane Immunantwort von CD3'CD8" T-Zellen gegen Tumorzelllinien. Gezeigt
werden die drei HCC-Tumorzelllinien von denen zwei HLA-A2 positiv (HEP-G2, SkHep1) und eine HLA-
A2 negativ (HUH-7) sind. AuRerdem wurden zwei Leukamiezelllinien als Referenz-Zelllinien eingesetzt.
Die Leukamiezelllinie UT-7 ist HLA-A2 positiv und die Leukamiezellinie MOLT4 ist HLA-A2 negativ.
Dargestellt werden in Prozent die Frequenzen von TNFa-(rot) und IFNy-(gelb)freisetzende und CD8" T-
Zellen bzw. die Frequenzen in Prozent der doppelt positiven TNFa/IFNy(blau)-freisetzende und CD8" T-
Zellen von einem auf das Infleunza-Peptid positiv reagierenden HLA-A2 positiven Spender nach 16
Stunden Inkubation mit Influenza-(FLU) oder HIV-Peptid (HIV) beladenen Tumorzellen direkt ex vivo. Ein
zweifacher Anstieg der Immunantwort in der Influenza-Gruppe im Gegensatz zur HIV-Gruppe innerhalb
einer Tumorzelllinie wurde als positive Antwort gewertet.

3.2.2 Analyse der T-Zell-Erkennung nach in-vitro-Stimulation von HCC-
Tumorzelllinien anhand eines Influenza-Modell-Antigens

Neben der direkten ex-vivo-Analyse mit Influenza-reaktiven T-Zellen erfolgte die Ko-
Inkubation von Tumorzellen mit zuvor expandierten Influenza-spezifischen T-Zellen. Als
weitere Kontrolle wurden die expandierten T-Zellen des HLA-A2 positiven Spenders nur

mit Influenzapeptid stimuliert (in der Abbildung als Peptid gekennzeichnet). Gegen alle
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HLA-A2 positiven Influenza-Peptid-beladenen Tumorzelllinien (Sk-Hep1 und HEP-G2)
zeigten sich positive Zytokin-Antworten der CD8+ T-Zellen (siehe Abbildung 10).

Die Frequenzen der Zytokin-freisetzenden-T-Zellen des gesunden Spenders gegen die
mit dem Influenza-Peptid beladenen Tumorzelllinien lagen bei der HCC-Tumorzelllinie
HEP-G2 bei 10,3% IFNy- und bei 6,41% TNFa-freisetzenden CD3"CD8" T-Zellen.

Bei der hepatozellularen Tumorzelllinie Sk-Hep1 ergaben sich folgende Frequenzen
von 6,92% IFNy- und von 3,16% TNFa-freisetztenden CD3"CD8" T-Zellen. Gegen die
HLA-A2 negative HCC-Tumorzelllinie HUH-7 konnten keine positiven Zytokin-Antworten
von IFNy- und TNFa-freisetzenden T-Zellen nachgewiesen werden.

Da die Frequenzen der Zytokin-freisetzenden T-Zellen gegen die HCC-Tumorzelllinien
ein ahnliches Niveau zeigten wie gegen die als Referenz geltende HLA-A2 positive
Leukamiezelllinie UT7 oder die nur mit Influenza-Peptid ohne weitere Tumorzelllinie
stimulierten Spender-T-Zellen, lasst sich folgende Aussage ableiten: HCC-assoziierte
Tumorzelllinien scheinen in der Lage zu sein Peptide zu prasentieren und dadurch eine

Immunantwort mit den Zytokinen IFNy und TNFa bei T-Zellen zu induzieren.
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Abbildung 10: Inmunantwort von spezifischen CD8" T-Zellen gegen Tumorzellen. Gezeigt werden
die drei HCC-Tumorzelllinien von denen zwei HLA-A2 positiv (HEP-G2, Sk-Hep1) und eine HLA-A2
negativ (HUH-7) sind. AuRerdem wurde die HLA-A2 positive Leukamiezelllinie UT-7 als Referenz-Zelllinie
eingesetzt. De Weiteren werden unter Peptid die expandierten T-Zellen des HLA-A2 positiven Spenders,
die nur mit Influenzapeptid stimuliert wurden, gezeigt. Dargestellt werden in Prozent die Frequenzen von
TNFa-(rot) und IFNy-(gelb)freisetzender und CD8" T-Zellen bzw. die Frequenzen in Prozent der doppelt
positiven TNFa/IFNy(blau) freisetzender und CD8" T-Zellen von einem auf das Infleunza-Peptid positiv
reagierenden HLA-A2 positiven Spender. Die T-Zellen des vorher genannten Spenders wurden tber 10
bis 14 Tagen unter einmaliger Zugabe von Influenzapeptid (10uL/ml) und mehrmaliger Zugabe von IL-2
und IL-7 auf einer 96er well Platte expandiert. Die expandierten T-Zellen wurden 16 Stunden in Kontakt
mit Influenza-(FLU) oder HIV-Peptid (HIV) beladenen Tumorzellen inkubiert. Ein zweifacher Anstieg der
Immunantwort in der Influenza-Gruppe im Gegensatz zur HIV-Gruppe wurde als positive Antwort
innerhalb einer Tumorzelllinie gewertet.

3.3 Spontane T-Zell-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-
Peptidmix

Die Analyse der spontanen Immunitdt von CD8" und CD4" T-Zellen gegen WT1 von
Patienten mit CH, LZ, HCC und von gesunden Kontrollpersonen erfolgte mittels
Stimulation durch einen WT1-Peptidmix, bestehend aus 110 Uberlappenden Peptiden.
Die PBMCs der zu untersuchenden Personen inkubierten fur 16 Stunden entweder mit
dem WT1-Peptidmix oder mit DMSO als Negativ-Kontrolle mit einer Konzentration von
1ug/ml. Danach wurden die Proben mit Fluochrommarkierten-Antikdrpern nach einem
in unserem Labor etablierten Farbeprotokoll gefarbt (siehe Methodenteil) und nach der
in Abbildung 11 gezeigten Gating-Strategie ausgewertet. Kleine Lymphozyten (Gate [)
werden nach Herausfilterung toter Zellen (Gate Il FSC-H/FSC-A und Gate Il Vivid
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Gate) und ,gaten“ auf CD3" T-Zellen (Gate IV) herausgefiltert. Daraufhin wird diese
Population in CD3"CD4" T-Zellen und in CD3"CD8" T-Zellen eingeteilt (Gate V). Als
letzter Schritt werden von CD3*CD4" und von den CD3'CD8" T-Zellen die Zytokin-
Antworten (TNFa und IFNy) gemessen (Gate V).
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Abbildung 11. Auswertungsstrategie zur ldentifizierung von CD8" und CD4" T-Zellen und deren
Zytokinsekretion. |.: Lymphozyten gate. Il.: FSH-H/FSC-A. lIl.: Vivid gate. IV.: CD3"/FSC-A. V.:
CD8'/CD4". VI: CD4+ bzw. CD8" und Zytokine (TNFa", IFNy™).

Als positive Immunantwort definieren wir eine Verdopplung des Anteils an CD3"CD8"
bzw. CD3'CD4" Zytokin-produzierender T-Zellen im Vergleich zur Stimulation mit
DMSO. Die positive Immunantwort ist in den folgenden Balkendiagrammen als schwarz
eingefarbter Balken markiert. Eine negativ gewertete Immunantwort wird in grau
gerahmten Balken dargestellt.

Die statistischen Analysen erfolgten hierbei mit dem Mann-Whitney-Test und die
Varianzanalyse mit dem Kruskal-Wallis Test. Fur die statistischen Analysen wurde der
prozentuale Anteil der CD4 IFNy*/TNFa*/CD137" bzw. CD8'IFNy*/TNFa*/CD137" T-
Zellen innerhalb der CD3" T-Zell-Population verwendet. Was im folgendem als
CD4*INF*/TNFa*/CD137" bzw. als CDS8'IFNy*/TNFa*/CD137" T-Zellen beschrieben

wird.
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3.3.1 Spontane WT1-spezifische CD4" T-Zellen

In der Population der CD3"CD4" T-Zellen konnte nach Stimulation der Zellen mit dem
WT1-Peptidmix die Freisetzung von IFNy (n= 3), TNFa (n= 7) bei insgesamt 21
Patienten in der HCC-Gruppe nachgewiesen werden. Die IFNy-Zytokin-Antworten lagen
bei 15%, 1,59%, und bei 0,45% der CD3"CD4" T-Zellen bei einem Median von 0,32%
der CD3"CD4" T-Zellen. Die TNFa-Zytokin-Antworten waren bei 2,44%, 2,32%, 2,26%,
1,32%, 0,72%, 0,26%, 0,24%, der CD3*CD4" T-Zellen bei einem Median von 0,25% der
CD3'CD4" T-Zellen.

In der LZ-Gruppe zeigten 4 von 23 Patienten positive Immunantworten der CD4" T-
Zellen nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Hierbei lag die Verteilung von IFNy-
produzierender-T-Zellen (n= 1) mit einer Frequenz von 0,09% der CD3*CD4" T-Zellen
und von TNFa-produzierender-T-Zellen (n= 3) mit einer Frequenz von 2,34%, 1,75%,
und 0,24% der CD3"CD4" T-Zellen bei einem Median von 0,24% der CD3"CD4" T-
Zellen.

In der CH-Gruppe zeigten 3 von 20 Patienten eine positive Zytokin-Antwort der CD4" T-
Zellen nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Hierbei lagen die IFNy-Frequenzen
(n= 3) bei 1,65%, 0,41% und 0,22% und der CD3"CD4" T-Zellen bei einem Median von
0,25% der CD3'CD4" T-Zellen. Die TNFa-Frequenzen betrugen 0,44% und 0,11% der
CD3'CD4" T-Zellen (n= 2, Median 0,11%).

In der gesunden Kontrollgruppe konnten keine positive Zytokin-Produktion der CD4" T-
Zellen nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14).
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Abbildung 12: CD3'CD4" T-Zell TNFa-Zytokin-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-
Peptidmix. Dargestellt sind die Frequenzen der CD3"CD4 TNFa" Zytokin-Antworten von Patienten mit
chronischer Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC oder der gesunden Spender in der Kontrollgruppe
(Kontrolle) nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Eine zweifache Erhéhung der Zytokin-Antwort in
der WT1-Peptidmix-stimulierten Probe im Vergleich zur DMSO stimulierten Probe wurde als positive
Antwort gewertet und ist in der Abbildung als schwarz gefarbter Balken gezeigt. Die grau gerahmten
Balken zeigen die als negativ gewerteten Zytokin-Antworten. Die Proben wurden entweder mit WT1-
Peptidmix oder mit DMSO in einer Konzentration von 1ug/ml fir 16 Stunden stimuliert und danach nach
einem in unserem Labor etablierten Farbeprotokoll mit Fluochrommarkierten-Antikérpern gefarbt (siehe
auch Methodenteil).
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Abbildung 13: CD3°CD4" T-Zell IFNy-Zytokin-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix.
Dargestellt sind die Frequenzen der CD3"CD4 IFNy” Zytokin-Antworten von Patienten mit chronischer
Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC oder der gesunden Spender in der Kontrollgruppe (Kontrolle)
nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Eine zweifache Erhéhung der Zytokin-Antwort in der WT1-
Peptidmix stimulierten Probe im Vergleich zur DMSO stimulierten Probe wurde als positive Antwort
gewertet und ist in der Abbildung als schwarz gefarbter Balken gezeigt. Die grau gerahmten Balken
zeigen die als negativ gewerteten Zytokin-Antworten. Die Proben wurden entweder mit WT1-Peptidmix
oder mit DMSO in einer Konzentration von 1ug/ml fir 16 Stunden stimuliert und danach nach einem in
unserem Labor etablierten Farbeprotokoll mit Fluochrommarkierten-Antikérpern gefarbt (siehe auch
Methodenteil).
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Abbildung 14: CD3'CD4" T-Zell-Zytokin-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix.
Dargestellt sind die Frequenzen der CD3°CD4" TNFa" oder IFNy* Zytokin-Antworten von Patienten mit
chronischer Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC oder der gesunden Spender in der Kontrollgruppe
(Kontrolle) nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Es wurden in dieser Abbildung die jeweils héheren
Zytokin-Antworten (TNFa, IFNy) der CD3'CD4+ T-Zellen gewertet. Eine zweifache Erhéhung der Zytokin-
Antwort in der WT1-Peptidmix stimulierten Probe im Vergleich zur DMSO stimulierten Probe wurde als
positive Antwort gewertet und ist in der Abbildung als schwarz gefarbter Balken gezeigt. Die grau
gerahmten Balken zeigen die als negativ gewerteten Zytokin-Antworten. Die Proben wurden entweder mit
WT1-Peptidmix oder mit DMSO in einer Konzentration von 1ug/ml fir 16 Stunden stimuliert und danach
nach einem in unserem Labor etablierten Farbeprotokoll mit Fluochrommarkierten-Antikérpern gefarbt
(siehe auch Methodenteil).

Es konnte ein signifikanter Unterschied der Frequenzen der WT1-spezifischen
CD4"IFNy" T-Zellen zwischen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,74%, Median 0,18,
Bereich 0,041-9,9%, n=20, p= 0,0034) und der Kontroligruppe (Mittelwert 0,11%,
Median 0,09%, Bereich 0,01%-0,33%, n=9) sowie zwischen der HCC-Gruppe
(Mittelwert 0,74%, Median 0,18, Bereich 0,041-9,9%, n=20, p= 0,0360) und der CH-
Gruppe (Mittelwert 0,21%, Median 0,13%, Bereich 0,01%-1,10%, n=20) gezeigt
werden.

Aulerdem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Frequenzen der WT1-
spezifischen CD4"TNFa" T-Zellen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,38%, Median 0,14%,
Bereich 0,01%-1,47%, n= 20, p= 0,0104) und der CH-Gruppe (Mittelwert 0,09%,
Median 0,05%, Bereich 0,01%-0,37%, n=20) gezeigt werden. Des Weiteren zeigte sich
ein signifikanter Unterschied der Frequenzen der WT1-spezifischen CD4 TNFa™ T-
Zellen zwischen der LZ-Gruppe (Mittelwert 0,35%, Median 0,13%, Bereich 0,02%-
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1,64%, n=23) und der CH-Gruppe (Mittelwert 0,09%, Median 0,05%, Bereich 0,01%-
0,37%, n=20, p= 0,002).

Zwischen den Frequenzen der WT1-spezifischen CD4'IFNy" T-Zellen zeigte sich
zwischen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,74%, Median 0,18, Bereich 0,041-9,9%, n=20,
p= 0,096) und der LZ-Gruppe (Mittelwert 0,33%, Median 0,14%, Bereich 0,02-1,97%,
n= 23) sowie zwischen den Frequenzen der WT1-spezifischen CD4" TNFa™ T-Zellen
der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,38%, Median 0,14%, Bereich 0,01%-1,47%, n= 20, p=
0,418) und LZ-Gruppe (Mittelwert 0,34%, Median 0,13%, Bereich 0,02%-1,64%, n=23)
kein signifikanter Unterschied.

Die Auswertung des Kruskal-Wallis-Test ergab fiir die CD4"TNFa® T-Zellen einen
signifikanten Unterschied mit p=0,0176 fir CD4'IFNy" T-Zellen einen nahezu

signifikanten Unterschied mit einem p= 0,054.
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Abbildung 15: CD4'IFNy* und CD4'TNFa"* Frequenzen bei hepatologischen Erkrankungen und bei
der gesunden Kontrollgruppe. Die Frequenzen werden als Prozent innerhalb der CD3" T-Zellen
dargestellt. Die Gruppen werden unterteilt in eine gesunde Kontrollgruppe (Kontrolle n=9), chronische
Hepatitis-Gruppe (CH, n=20), Leberzirrhose-Gruppe(LZ, n=23) und HCC-Gruppe (HCC; n=20).* p<0,05,
** p< 0,01, *** p<0,0001
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3.3.2 Spontane CD8" T-Zellen

In der CD3"CD8" T-Zell-Population konnten nach Stimulation der Zellen mit dem WT1-
Peptidmix die Freisetzung von IFNy (n= 4), TNFa (n= 7) bei insgesamt 21 Patienten in
der HCC-Gruppe nachgewiesen werden. Die IFNy-Zytokin-Frequenzen lagen bei 29%,
1,92%, 0,63% und 0,49% der CD3"CD8" T-Zellen bei einem Median von 0,64% der
CD3"CD8" T-Zellen und die TNFa-Zytokin-Frequenzen lagen bei 3,39%, 2,89%, 2,72%,
2,38%, 1,23%, 1,05% und 0,57% der CD3*CD8" T-Zellen bei einem Median von 0,99%
der CD3'CD8" T-Zellen.

In der LZ-Gruppe zeigten 6 von 23 Patienten positive Immunantworten der CD8" T-
Zellen nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Hierbei lag die Verteilung von IFNy-
produzierender-T-Zellen (n= 3) mit einer Frequenz von 0,70%, 0,52% und 0,48% der
CD3'CD8" T-Zellen bei einem Median von 0,70% der CD3"CD8" T-Zellen und von
TNFa-produzierender-T-Zellen (n= 4) mit einer Frequenz von 5,39%, 2,24%, 0,92% und
0,74%, der CD3*CD8" T-Zellen bei einem Median von 0,92% der CD3"CD8" T-Zellen.

In der CH-Gruppe zeigten 5 von 20 Patienten eine positive Zytokin-Antwort der CD8" T-
Zellen nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Hierbei lagen die IFNy-Frequenzen
(n= 3) bei 3,5%, 1,74% und 1,58%, der CD3"CD8" T-Zellen bei einem Median von
0,80% der CD3*CD8" T-Zellen. Die TNFa-Frequenzen betrugen 6,82%, 2,13%, 0,41%
und 0,12% der CD3*CD8" T-Zellen (n= 4, Median 1,05).

Die gesunde Kontrollgruppe zeigte keine positive Zytokin-Produktion der CD8" T-Zellen
nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. (siehe auch Abbildung 19, Abbildung 17,
Abbildung 18).
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Abbildung 16: CD3°CD8" T-Zell IFNy-Zytokin-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix.
Dargestellt sind die Frequenzen der CD3"CD8'IFNy*-Zytokin-Antworten von Patienten mit chronischer
Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC oder der gesunden Spender in der Kontroligruppe (Kontrolle)
nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Eine zweifache Erhéhung der Zytokin-Antwort in der WT1-
Peptidmix stimulierten Probe im Vergleich zur DMSO stimulierten Probe wurde als positive Antwort
gewertet und ist in der Abbildung als schwarz gefarbter Balken gezeigt. Die grau gerahmten Balken
zeigen die als negativ gewerteten Zytokin-Antworten. Die Proben wurden entweder mit WT1-Peptidmix
oder mit DMSO in einer Konzentration von 1ug/ml fir 16 Stunden stimuliert und danach nach einem in
unserem Labor etablierten Farbeprotokoll mit Fluochrommarkierten-Antikérpern gefarbt (siehe auch
Methodenteil).
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Abbildung 17: CD3'CD8" T-Zell TNFa-Zytokin-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-
Peptidmix. Dargestellt sind die Frequenzen der CD3"CD8 TNFa*-Zytokin-Antworten von Patienten mit
chronischer Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC oder der gesunden Spender in der Kontrollgruppe
(Kontrolle) nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Eine zweifache Erhéhung der Zytokin-Antwort in
der WT1-Peptidmix stimulierten Probe im Vergleich zur DMSO stimulierten Probe wurde als positive
Antwort gewertet und ist in der Abbildung als schwarz gefarbter Balken gezeigt. Die grau gerahmten
Balken zeigen die als negativ gewerteten Zytokin-Antworten. Die Proben wurden entweder mit WT1-
Peptidmix oder mit DMSO in einer Konzentration von 1ug/ml fir 16 Stunden stimuliert und danach nach
einem in unserem Labor etablierten Farbeprotokoll mit Fluochrommarkierten-Antikérpern gefarbt (siehe
auch Methodenteil).
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Abbildung 18: CD3'CD8" T-Zell-Zytokin-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix.
Dargestellt sind die Frequenzen der CD3"CD8" TNFa®- oder IFNy'-Zytokin-Antworten von Patienten mit
chronischer Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC oder der gesunden Spender in der Kontrollgruppe
(Kontrolle) nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix. Es wurden in dieser Abbildung die jeweils héheren
Zytokin-Antworten (entweder TNFa oder IFNy) der CD3'CD8+ T-Zellen gewertet. Eine zweifache
Erhéhung der Zytokin-Antwort in der WT1-Peptidmix stimulierten Probe im Vergleich zur DMSO
stimulierten Probe wurde als positive Antwort gewertet und ist in der Abbildung als schwarz gefarbter
Balken gezeigt. Die grau gerahmten Balken zeigen die als negativ gewerteten Zytokin-Antworten. Die
Proben wurden entweder mit WT1-Peptidmix oder mit DMSO in einer Konzentration von 1ug/ml fir 16
Stunden stimuliert und danach nach einem in unserem Labor etablierten Farbeprotokoll mit
Fluochrommarkierten-Antikdrpern gefarbt (siehe auch Methodenteil).
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Es konnte ein signifikanter Unterschied der Frequenzen der WT1-spezifischen
CD8'IFNy" T-Zellen zwischen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,74%, Median 0,26%,
Bereich 0,04-7,7%, n=20, p= 0,0029) und der Kontrollgruppe (Mittelwert 0,15%, Median
0,07%, Bereich 0,01%-0,71%, n=9) sowie zwischen der LZ-Gruppe (Mittelwert 0,22%,
Median 0,17%, Bereich 0,046-0,60%, n=23, p= 0,02) und der gesunden Kontrollgruppe
(Mittelwert 0,15%, Median 0,07%, Bereich 0,01%-0,71%, n=9) als auch zwischen der
CH-Gruppe (Mittelwert 0,37%, Median 0,35%, Bereich 0,05-1,53%, n=20, p=0,011) und
der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,15%, Median 0,07%, Bereich 0,01%-0,71%,
n=9) gezeigt werden (siehe Abbildung 19).

Aulerdem konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Frequenzen der WT1-
spezifischen CD8"TNFa" T-Zellen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,66%, Median 0,33%,
Bereich 0,01%-3,0%, n= 20, p= 0,023) und der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert
0,40%, Median 0,08%, Bereich 0,05-2,66%, n=9) sowie zwischen LZ-Gruppe (Mittelwert
0,40%, Median 0,23%, Bereich 0,01-1,73%, n=23, p= 0,047) und der gesunden
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Kontrollgruppe (Mittelwert 0,40%, Median 0,08%, Bereich 0,05-2,66%, n=9) gezeigt
werden.

Zwischen den Frequenzen der WT1-spezifischen CD8'TNFa® T-Zellen zeigte sich
zwischen der CH-Gruppe (Mittelwert 0,67%, Median 0,33%, Bereich 0,036-4,1%, n=20)
und der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,40%, Median 0,08%, Bereich 0,05-
2,66%, n=9) kein signifikanter Unterschied (Abbildung 19).

Die Auswertung des Kruskal-Wallis-Test ergab fur die CD8'IFNy" T-Zellen einen

signifikanten Unterschied mit einem p=0,02 und fir CD8 TNFa® T-Zellen keinen

signifikanten Unterschied mit einem p=0,26.
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Abbildung 19: CD8’IFNy*- und CD8'TNFa’-Frequenzen bei hepatologischen Erkrankungen und bei
der gesunden Kontrollgruppe. Die Frequenzen werden als Prozent innerhalb der CD3+ T-Zellen
dargestellt. Die Gruppen werden unterteilt in eine gesunde Kontrollgruppe (Kontrolle n=9), chronische
Hepatitis-Gruppe (CH, n=20), Leberzirrhose-Gruppe(LZ, n=23) und HCC-Gruppe (HCC; n=20).* p<0,05,
** p< 0,01, *** p<0,0001
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3.3.3 Analyse des Aktivierungsmarkers CD137 auf CD8+ T-Zellen und
CD4+-T-Helfer-Zellen

Der Aktivierungsmarker CD137 gehort zur tumor necrosis factor-Rezeptor-Familie und
wird auch als 4-1BB oder TNFR superfamily 9 bezeichnet [155]. Er wird auf aktivierten
CD8" und CD4" T-Zellen exprimiert und ist auch noch auf anderen Zellen beschrieben
worden [156]. Es wird angenommen, dass Uber den CD137-Rezeptor eine intrazellulare
Signalkaskade aktiviert wird [157], die zur Aktivierung von NF-kappaB und zur
Kostimulation von T-Zell-Wachstum sowie zur Aktivitatssteigerung von T-Zellen fihrt
[157, 158].

Daher untersuchten wir die CD8" und CD4" T-Zellen auf das Vorkommen des
Aktivierungsmarkers CD137 nach dem im Methodenteil beschriebenen Farbetechniken.
In der HCC-Gruppe hatten 4 von 21 Patienten WT1-spezifische CD4"CD137" T-Zellen
mit Frequenzen von 0,14%, 0,12%, 0,12% und 0,09% der CD4'CD137" T-Zellen
(Median 0,12%); und 4 von 21 HCC-Patienten hatten WT1-spezifische CD8"'CD137" T-
Zellen mit Frequenzen von 0,23%, 0,11%, 0,09% und 0,087% der CD8'CD137" T-
Zellen (Median 0,18%). Zwei HCC-Patienten zeigten sowohl CD4"CD137" T-Zellen als
auch CD8'CD137" T-Zellen.

In der Gruppe der LZ-Patienten hatten 4 von 23 Patienten WT1-spezifische
CD4'CD137" T-Zellen mit Frequenzen von 0,26%, 0,23%, 0,18% und 0,12% der
CD4'CD137" T-Zellen (Median 0,10%). Die Frequenzen der WT1-spezifischen
CD8'CD137" T-Zellen lagen bei 2 von 23 Patienten bei 0,22% und 0,18% der
CD8'CD137" T-Zellen (Median 0,16%).

Unter den CH-Patienten fielen die Ergebnisse wie folgt aus: Es gab 3 von 20 CH-
Patienten mit WT1-spezifischen CD4°CD137" T-Zellen. Die Frequenzen waren bei
0,25%, 0,04% und 0,03% der CD4'CD137" T-Zellen (Median 0,03%,). Kein Patient
innerhalb der CH-Patientengruppe zeigte WT 1-spezifischne CD8'CD137" T-Zellen. Die

Daten sind hier nicht graphisch dargestellt.

Zwischen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,27%, Median 0,06%, Bereich 0,01%-3,03%,
n=20) und der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,03%, Median 0,02%, Bereich
0,02%-0,04%, n=5) ergab sich ein signifikanter Unterschied der WT1-spezifischen
CD4'CD137" T-Zellen mit einem p=0,019. AufRerdem gab es einen signifikanten
Unterschied der WT1-spezifischen CD4°CD137" T-Zellen zwischen der LZ-Gruppe
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(Mittelwert  0,08%, Median 0,07%, Bereich 0,01-0,18%) und der gesunden
Kontrollgruppe (Mittelwert 0,03%, Median 0,02%, Bereich 0,02-0,04%, n=5) mit einem
p= 0,002 (siehe Abbildung 20).

Des Weiteren gab es einen signifikanten Unterschied zwischen der HCC-Gruppe
(Mittelwert 0,27%, Median 0,06 %, Bereich 0,01-3,03, n=20) und der CH-Gruppe
(Mittelwert  0,03%, Median 0,02%, 0,004-0,15%, n=20) der WT1-spezifischen
CD4'CD137" T-Zellen mit p=0,0003 sowie zwischen der LZ-Gruppe (Mittelwert 0,08%,
Median 0,07%, Bereich 0,01-0,18%, n=20) und der CH-Gruppe (Mittelwert 0,03%,
Median 0,02%, 0,004-0,15%, n=20) mit einem p<0,0001. Zwischen der HCC-Gruppe
und der LZ-Gruppe bestand kein signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 20).

Fir die WT1-spezifischen CD8*CD137" T-Zellen gab es einen signifikanten Unterschied
zwischen der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,08%, Median 0,05%, Bereich 0,01-0,46%,
n=19) und der CH-Gruppe (Mittelwert 0,02%, Median 0,02%, Bereich 0,01-0,04%,
n=20) mit p= 0,0003 sowie zwischen der LZ-Gruppe (Mittelwert 0,07%, Median 0,04%,
Bereich 0,01-0,25%, n=20) und CH-Gruppe (Mittelwert 0,02%, Median 0,02%, Bereich
0,01-0,04%, n=20) mit p= 0,002 (siehe Abbildung 20).

Der Kruskall-Wallis Test zur Varianzanalyse war sowohl fir die CD4"CD137*-T-Zellen
(p<0,0001) als auch fiir die CD8"CD137*-T-Zellen (p=0,002) signifikant.
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Abbildung 20: CD4'CD137"- und CD8'CD137" -Frequenzen bei hepatologischen Erkrankungen und
bei der gesunden Kontrollgruppe. Die Frequenzen werden als Prozent innerhalb der CD3+ T-Zellen
dargestellt. Die Gruppen werden unterteilt in gesunde Kontroligruppe (Kontrolle n=5), chronische
Hepatitis-Gruppe (CH, n=20), Leberzirrhose-Gruppe (LZ, n=20) und HCC-Gruppe (HCC; n=20).* p<0,05,
** p< 0,01, *** p<0,0001
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3.4 T,..,-Frequenzen im peripheren Blut von Patienten mit HCC, LZ
und CH sowie der gesunden Kontrollgruppe nach Stimulation
mit dem WT1-Peptidmix

Tregs Sind prinzipiell in der Lage die Immunantwort von CD8" bzw. CD4" T-Zellen
einzuschranken oder zu unterdriicken [98, 100]. Somit kdnnte ein Vorhandensein von
Tregs im peripheren Blut von Patienten mit HCC, LZ oder CH nach Stimulation mit dem
WT1-Petidmix eine eingeschrankte Zytokin-Antwort der CD8" bzw. CD4" T-Zellen auf
den WT1-Peptidmix hervorrufen.

Wir analysierten daher die Frequenzen von CD4"CD25"CD127" T,egs im peripheren Blut
von HCC-, LZ- und CH-Patienten sowie das periphere Blut von der gesunden
Kontrollgruppe nach Stimulation mit WT1-Peptidmix.

Die Proben der Patienten (HCC, LZ, CH) und der gesunden Kontrollgruppe inkubierten
16 Stunden mit dem WT1-Peptidmix und wurden danach mit Fluochrommarkierten-
Antikérpern nach einem in unserem Labor etablierten Versuchsprotokoll gefarbt (siehe
auch Methodenteil).

Zur Auswertung der Probe wurde die folgende Gating-Strategie angewandt (siehe
Abbildung 21): Kleine Lymphozyten (Gate 1) werden nach Herausfilterung toter Zellen
(Gate Il FSC-H/FSC-A und Gate Ill Vivid Gate) und ,gaten* auf CD3"CD4" T-Zellen
(Gate IV) in CD4"CD25"CD127" eingeteilt (Gate V). Die CD4'CD25'CD127" T-Zellen

werden nun im Gate VI auf ihre Sekretion von TGF[ hin untersucht.
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Abbildung 21: Auswertungsstrategie zur Identifizierung von T,egs und der Sekretion von TGFB. |.:
Lymphozyten-Gate. II.: FSH-H/FSC-A. Ill.: Vivid-Gate. IV.:CD3"/CD4". V.:CD127/CD25". CD4"/TGFB".

Die statistischen Analysen erfolgten hierbei mit dem Mann-Whitney-Test und die
Varianzanalyse mit dem Kruskal-Wallis Test. Fur die statistischen Analysen wurde der
prozentuale Anteil der CD25"CD127" innerhalb der CD3"CD4" Population verwendet.
Ebenfalls wurde fiir die statistischen Analysen der prozentuale Anteil der CD25"'CD127"
TGFB" innerhalb der CD4'CD25'CD127° genommen. Was im Folgendem als
CD4"CD25*CD127 bzw. CD4"'CD25"CD127 TGFB" T-Zellen beschrieben wird.

3.4.1 Analyse der T.4-Frequenzen

Wir konnten zeigen, dass alle Erkrankungsgruppen (HCC-, LZ-, CH-Patienten) einen
statistisch signifikanten Unterschied ihrer CD4"CD25"CD127" T-Zellen im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe hatten: HCC-Gruppe (Mittelwert 1,37%, Median 1,19%,
Bereich 0,66%-3,48%, n=15), LZ-Gruppe (Mittelwert 1,92%, Median 1,85%, Bereich
0,72-3,70%, n=21), CH-Gruppe (Mittelwert 1,46%, Median 1,44%, Bereich 0,23-3,46%,
n=20), gesunde Kontrollgruppe (Mittelwert 0,32%, Median 0,24%, Bereich 0,14%-
0,65%, n=8). Es zeigte sich damit ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

allen Erkrankungsgruppen und der gesunden Kontrollgruppe mit p<0,0001.
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Zusatzlich gab es einen signifikanten Unterschied zwischen der CH-Gruppe (Mittelwert
1,46%, Median 1,44%, Bereich 0,23-3,46%, n=20) und der LZ- Gruppe (Mittelwert
1,92%, Median 1,85%, Bereich 0,72-3,70%, n=21) mit p=0,0105.

Weiterhin zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der HCC-Gruppe
(Mittelwert 1,37%, Median 1,19%, Bereich 0,66%-3,48%, n=15) und der LZ-Gruppe
(Mittelwert  1,92%, Median 1,85%, Bereich 0,72-3,7%, n=21) mit p=0,0039,
bemerkenswerterweise mit den hdheren Frequenzen an Ty in der LZ-Gruppe.
Zwischen der CH-Gruppe (Mittelwert 1,46%, Median 1,44%, Bereich 0,23-3,46%, n=20)
und der HCC-Gruppe (Mittelwert 1,37%, Median 1,19%, Bereich 0,66%-3,48%, n= 15)
konnte kein signifikanter Unterschied mit p=0,26 gezeigt werden (siehe unter Abbildung
22).

Der Kruskall-Wallis-Test zur Varianzanalyse der einzelnen Gruppen zeigte einen

signifikanten Unterschied mit einem p<0,0001.

. Jekk .
|} |}
. Jkk .
] | }
N *%% 11 * " * % '
—_— 4' ] L | 1] 1
© v
& A -
& 3
3 A ;
+ﬁ , R \ n
a <7 AA —%— -
p s
3 4 v
o 11 Aad Vv u
o ® A v ol 1
- A
0 || ] | ]
$ S
oo
NL

Abbildung 22: T.4,-Frequenzen bei hepatologischen Erkrankungen und bei der gesunden
Kontrollgruppe. Die Frequenzen der CD4'CD25'CD127 Tregs Werden als Prozent innerhalb der
CD4'CD3" T-Zellen dargestellt. Die Gruppen unterteilen sich in gesunde Kontrollgruppe (Kontrolle n=8),
chronische Hepatitis-Gruppe (CH, n=20), Leberzirrhose-Gruppe (LZ, n=21) und HCC-Gruppe (HCC;
n=20).* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,0001
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3.4.2 Funktionelle Analyse der TGFB-Sekretion von T,gs

Es ist bereits beschrieben, dass T..gs moglicherweise in der Lage sind das Zytokin
TGFB zu sezernieren [98] und dass TGF[ wahrscheinlich einen hemmenden Effekt auf
CD8" und CD4" T-Zellen hat [98]. Es wurden bereits von unterschiedlichen
Arbeitsgruppen erhohte TGFB-Frequenzen bei Patienten mit HCC beschrieben [159,
160].

Neben der Frequenz-Analyse der T4 in den unterschiedlichen Krankheitsgruppen CH,
LZ, HCC und der gesunden Kontroligruppe (siehe unter 3.4.1) erfolgte daher eine
zusatzliche funktionelle Charakterisierung der TGFB-Sekretion von Tiegs.

Die PBMCs der Patienten und gesunden Kontrollpersonen inkubierten 16 Stunden mit
dem WT1-Peptidmix und wurden danach mit Fluochrommarkierten-Antikorpern nach
einem in unserem Labor etablierten Versuchsprotokoll gefarbt. Danach wurden die
Frequenzen der Sekretion von TGFB der CD4°'CD25'CD127 T.egs gemessen. Zur
Auswertung der Proben wurde die folgende Auswertungsstrategie, welche im Punkt 3.4
beschrieben wird (siehe Abbildung 21), angewandt.

Insgesamt zeigten sich sehr geringe Frequenzen an CD25"CD127" TGFB" Tregs.

In der Literatur wurden bereits erhohte Frequenzen von Ty Sowohl im tumor
microenvironement [160] als auch im peripheren Blut von HCC-Patienten beschrieben
[159]. Die Frequenzen wurden hierbei im Serum gemessen und lagen bei TGFB1 bei
HCC-Patienten bei 130,51pg/ml (61-38-249,31 pg/ml) im Gegensatz zur gesunden
Kontrollgruppe 74,12pg/ml (57,39-136,04 pg/ml) [159]. Es bestand ein signifikanter
Unterschied zwischen den HCC-Patienten und der gesunden Kontroll-Gruppe [159].
Nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix konnten signifikante Unterschiede in den
Frequenzen der CD4"CD25"CD127 TGFB" Tregs zWischen der gesunden Kontrollgruppe
(Mittelwert 0,006%, Median 0,003%, Bereich 0,001-0,02%, n=8) und der HCC-Gruppe
(Mittelwert 0,02%, Median 0,01%, Bereich 0,003-0,06%, n=15, p=0,0284) sowie
zwischen der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,006%, Median 0,003%, Bereich
0,001-0,02%, n=8) und der LZ-Gruppe (Mittelwert 0,011%, Median 0,01%, Bereich
0,003-0,03%, n=23, p=0,0248) gezeigt werden.

Aulerdem zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der CH-Gruppe (Mittelwert
0,009%, Median 0,006%, Bereich 0,0005-0,07%, n=20) und der LZ-Gruppe (Mittelwert

0,011%, Median 0,01%, Bereich 0,003-0,03%, n=23, p=0,0129) sowie zwischen der
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CH-Gruppe (Mittelwert 0,009%, Median 0,006%, Bereich 0,0005-0,07%, n=20) und der
HCC-Gruppe (Mittelwert 0,02%, Median 0,01%, Bereich 0,003-0,06%, n=15, p=0,0237).
Jedoch bestanden zwischen der gesunden Kontrollgruppe und der CH-Gruppe (p=
0,3705) sowie zwischen der LZ-Gruppe (p= 0,2954) und der HCC-Gruppe keine
signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 23).

Der Kruskal-Wallis-Test zur Varianzanalyse fir die CD4'CD25'CD127 TGFB" Treq-

Frequenzen war fur die Gruppen signifikant mit p=0,031.
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Abbildung 23: Funktionelle Analyse der TGFB-Frequenzen bei hepatologischen Erkrankungen und
bei der gesunden Kontrollgruppe. Die Frequenzen der CD4'CD25'CD127 TGFB" Tregs Werden als
Prozent innerhalb der CD4" T-Zellen dargestellt. Die Gruppen unterteilen sich in eine gesunde

Kontrollgruppe (Kontrolle n=8), chronische Hepatitis-Gruppe (CH, n=20), Leberzirrhose-Gruppe (LZ,
n=23) und HCC-Gruppe (HCC; n=15).* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,0001
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3.4.3 Analyse der Expression des Aktivierungsmarkers CD137 auf T,gs

Als weiteren Punkt untersuchten wir im gleichen Ansatz bei den T,y die Expression
des Aktivierungsmarkers CD137. CD137 stellt einen Aktivierungsmarker auf aktivierten
T-Zellen dar [156, 161]. Er kommt auf T-Zellen sowie auf anderen Zelle, wie
beispielsweise NK-Zellen vor [156, 161]. Goldstein et al. konnten diesen
Aktivierungsmarker jedoch im Mausmodell als Hinweis fur aktivierte Treqs beschreiben
[162]. Des Weiteren beschrieben sie das Vorkommen des Aktivierungsmarkers CD137
auf Tregs bei Lymphom-Erkrankungen, wie beispielsweise beim Mantelzelllymphom oder
beim follikularen Lymphom [162].

Wir konnten einen signifikanten Unterschied bei den CD4"CD25"CD127 CD137" Tieq-
Frequenzen zwischen der CH- (Mittelwert 0,01%, Median 0,005%, Bereich 0,0009%-
0,09%, n=18) und der HCC-Gruppe (Mittelwert 0,005%, Median 0,003%, Bereich
0,0007-0,02%, n=9, p=0,0380) zeigen.

Alle weiteren Gruppen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den
CD4*CD25'CD127°CD137" Trg-Frequenzen (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Expression des Aktivierungsmarkers CD137 bei hepatologischen Erkrankungen.
Die Frequenzen der CD4'CD25"CD127 CD137" T4 Werden als Prozent innerhalb der CD4" T-Zellen
dargestellt. Die Unterteilung erfolgt in chronische Hepatitis-Gruppe (CH, n=18), Leberzirrhose-Gruppe
(LZ, n=20) und HCC-Gruppe(HCC; n=9).* p<0,05, ** p< 0,01, *** p<0,0001, die statistischen Analysen
erfolgten mit dem Mann-Whitney-Test.
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3.5 Korrelation zwischen der Zytokin-Freisetzung von T,.qs und
CD8" bzw. CD4+ T-Zellen

Des Weiteren untersuchten wir die Korrelation zwischen der Sekretion von TGFB der
CD47CD25'CD127" Tiegs und der Zytokinsekretion der CD8" und der CD4" T-Zellen
innerhalb der einzelnen Patientengruppen. Die Patientenproben wurden alle in einem
Ansatz gefarbt. Wir werteten hierbei die prozentualen Werte der CD25"CD127 TGFR*
innerhalb der CD4" T-Zell-Population sowie die prozentualen Werte der CD4"
IFNY*/TNFa®™ bzw. CDS8'IFNy*/TNFa® innerhalb der CD3" T-Zell-Population aus.
Daraufhin untersuchten wir, ob sich eine Korrelation zwischen den Frequenzen der
TGFB-Sekretion der CD4"CD25"CD127" Teqs und den Frequenzen von TNFa-Sekretion
bzw. IFNy-Sekretion der CD4" und CD8" T-Zellen ergab. Es konnte in keiner
Patientengruppe eine Korrelation zwischen der CD4*/CD8"TNFa* oder zwischen der
CD4*/CD8'IFNy" T-Zell-Population in Korrelation mit der TGFB-Sekretion der Tregs

festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

3.6 MDSCs bei Patienten mit HCC, chronischer Hepatitis und
Leberzirrhose

Die MDSCs stellen eine heterogene Zellgruppe dar. Es gibt zum derzeitigen Zeitpunkt
in der Wissenschaft noch keinen Konsens Uber eine exakte Charakterisierung an Hand
von Oberflachenmarkern. Die Zellen leiten sich von IMZ ab, aus denen vor allem
Markrophagen, dendritsche Zellen und Granulozyten hervorgehen [109, 113].

MDSCs wurden bereits bei den unterschiedlichsten Tumorentitaten, wie auch beim
HCC beschrieben [113]. Aullerdem konnte eine immunsupprimierende Wirkung der
MDSCs gegen Tumorantigen-spezifische T-Zellen beschrieben werden [30]. Aus
diesem Grund untersuchten wir sowohl Patienten mit CH, LZ oder HCC als auch
gesunde Spender auf das Vorkommen von MDSCs als eine weitere
immunsupprimierende Komponente.

Die Proben der PBMCs von Patienten mit CH, LZ oder HCC und gesunden Spendern
wurden aufgetaut, ruhten Uber Nacht und wurden am folgenden Tag nach einem
etablierten Versuchsprotokoll mit Fluochrom-markierten-Antikérpern direkt ex vivo
gefarbt. Die Identifizierung der MDSCs erfolgte nach folgender Auswertungsstrategie:

Zunachst ,gateten” wir in einem Gate unter | auf alle lebenden Zellen, da ein kleines
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Lymphozyten-Gate bereits die MDSCs ausgeschlossen hatte. In einem nachsten Schritt
unter |l teilten wir die Zellen in lineage-negative und CD14-positive Zellen ein. Aus
diesen filterten wir in einem letzten Schritt unter 11l die CD14*"HLADR™" MDSCs heraus
(siehe Abbildung 25).

250K I

s ]

50K 100K 150K 200K 250K 0 10? 10° 104 108

FSC-A CD14 HLA-DR

Abbildung 25: Auswertungsstrategie zur Identifizierung von MDSCs. |I: PBMC Gate. Il:
Lineage/CD14" Diskriminierung. Ill: CD14"/ HLA-DR"

Die statistischen Analysen erfolgten hierbei mit dem Mann-Whitney-Test und die
Varianzanalyse mit dem Kruskal-Wallis-Test. Fur die statistischen Analysen wurde der
prozentuale Anteil der CD14"HLADR"® MDSCs innerhalb der LIN'CD14*-Population
verwendet. Welche im folgendem als CD14"HLADR™" MDSCs beschrieben werden.

Die HCC-Gruppe (Mittelwert 2,24%, Median 0,99%, Bereich 0,14-7,61%, n=21) zeigte
in den Frequenzen der CD14"HLADR™ MDSCs sowohl zur gesunden Kontrollgruppe
(Mittelwert 0,20%, Median 0,13%, Bereich 0,07-0,80%, n=13) mit einem p<0,0001 als
auch zur CH-Gruppe (Mittelwert 0,73%, Median 0,24%, Bereich 0,03-4,25%, n=15) mit
einem p=0,006 signifikante Unterschiede. Des Weiteren zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in den Frequenzen der CD14"HLADR"" MDSCs zwischen der HCC-
Gruppe (Mittelwert 2,24%, Median 0,99%, Bereich 0,14-7,61%, n=21) und der LZ-
Gruppe (Mittelwert 1,07%, Median 0,24%, Bereich 0,03-7,03%, n=19) mit einem
p=0,013 (siehe Abbildung 26).

Zwischen der gesunden Kontrollgruppe (Mittelwert 0,20%, Median 0,13%, Bereich 0,07-
0,80%, n=13) gab es in den Frequenzen der CD14"HLADR"" MDSCs sowohl zur CH-
Gruppe (Mittelwert 0,73%, Median 0,24%, Bereich 0,03-4,25%, n=15) als auch zur LZ-
Gruppe (Mittelwert 1,07%, Median 0,24%, Bereich 0,03-7,03%, n=19) keine
signifikanten Unterschiede. Die CH-Gruppe (Mittelwert 0,73%, Median 0,24%, Bereich
0,03-4,25%, n=15) zeigte zur LZ-Gruppe (Mittelwert 1,07%, Median 0,24%, Bereich
0,03-7,03%, n=19) auch keinen signifikanten Unterschied (siehe Abbildung 26).
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Der Kruskal-Wallis-Test zur Varianzanalyse der zu untersuchenden Gruppen lag bei

p=0,0013 und war damit signifikant.
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Abbildung 26: CD14"HLADR"" MDSC-Frequenzen bei Patienten mit HCC, LZ und CH sowie bei der
gesunden Kontrollgruppe. Die Frequenzen der CD14"HLADR"" MDSCs werden als Prozent innerhalb
der LIN'CD14"-Population dargestellt. Die Einteilung erfolgt zum einen in eine gesunde Kontrollgruppe
(Kontrolle, n=13) und zum anderen in die Patientengruppen mit chronischer Hepatitis (CH, n=15), mit
Leberzirrhose (LZ, n=19) und mit HCC (HCC, n=21).* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001

CH LZ HCC
WT1 CD4 IFNy l l "
WT1 CD4 TNFa 0 0 0
WT1 CD8 IFNy 0 0 "
WT1 CD8 TNFa l 0 0
Treg 111 111 111
MDSC l l 11

Tabelle 8. Veranderung des Immunstatus bei Patienten mit CH, LZ und HCC im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe. Die Pfeile geben signifikante Veranderungen des Vorkommens von WT1-
spezifischen CD4" und CD8" T-Zellen und deren Zytokinproduktion und des Vorkommens von Tregs UNd
MDSCs in den unterschiedlichen Krankheitsgruppen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe an. Die
Tabelle dient als Ubersicht zum Ergebnisteil.

72



3.7 Korrelation zwischen T,.4-Frequenzen und MDSC-Frequenzen

Tregs Und MDSCs kénnen potentielle immunsupprimierende Faktoren fiir CD8" bzw.
CD4" T-Zellen darstellen [16, 109, 163] und somit womdglich eine Immunantwort der
CD8" bzw. CD4" T-Zellen unterdriicken [16, 163]. Einige Arbeiten konnten bereits eine
potentielle Korrelation zwischen Tegs und MDSCs zeigen [164, 165].

Wir verglichen bei Patienten mit CH, LZ und HCC (siehe auch unter den Punkten 3.4
und 3.6) die Verteilungen zwischen den CD14"HLADR"" MDSCs:

gesunde Kontrollgruppe (Mittelwert 0,20%, Median 0,13%, Bereich 0,07-0,80%,
Standardabweichung 0,19, n=13), CH-Gruppe (Mittelwert 0,73%, Median 0,24%,
Bereich 0,03-4,25%, Standardabweichungen 1,14, n=15), LZ-Gruppe (Mittelwert 1,07 %,
Median 0,24%, Bereich 0,03-7,03%, Standardabweichung 1,73, n=19), HCC-Gruppe
(Mittelwert 2,24%, Median 0,99%, Bereich 0,14-7,61%, Standardabweichung 2,53,
n=21) und den CD4"CD25"CD127" Tregs:

gesunde Kontrollgruppe (Mittelwert 0,32%, Median 0,24%, Bereich 0,14%-0,65%,
Standardabweichung 0,19, n=8), CH-Gruppe (Mittelwert 1,46%, Median 1,44%, Bereich
0,23-3,46%, Standardabweichung 0,74, n=20), LZ-Gruppe (Mittelwert 1,92%, Median
1,85%, Bereich 0,72-3,70%, Standardabweichung 0,67, n=21), HCC-Gruppe (Mittelwert
1,37%, Median 1,19%, Bereich 0,66%-3,48%, Standardabweichung 0,78, n= 15) (siehe
auch Abbildung 27).
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Abbildung 27: Verteilung der cD4'cD25'CcD127 Tegs und der CD14"HLADR"" MDSCs bei
Patienten mit chronischer Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ) und hepatozellularem Carcinom
(HCC) sowie bei der gesunden Kontroligruppe (Kontrolle). In der Abbildung sind die
unterschiedlichen Verteilungen der Frequenzen der CD14"HLADR" " MDSCs als Prozent innerhalb der
LinCD14"-Population und die Frequenzen der CD4'CD25'CD127 T.gs als Prozent innerhalb der
CD4'CD3"-Population bei Patienten mit chronischer Hepatitis (CH), Leberzirrhose (LZ), HCC (HCC) und
in der gesunden Kontrollgruppe (Kontrolle) gezeigt.

Danach analysierten wir, ob die CD4'CD25'CD127" T.g-Frequenzen und die
CD14*HLADR"" MDSC-Frequenzen bei den Patienten mit chronischer Hepatitis,
Leberzirrhose und HCC miteinander korrelieren. Dafur wurden die Mittelwerte der
prozentualen Anteile der CD4"CD25"CD127" Trg-Frequenzen innerhalb der CD4"CD3"*-
Population und die Mittelwerte der prozentualen Anteile der CD14+HLADR"™ MDSC-
Frequenzen innerhalb der LIN°CD14"-Population gebildet.

Wir kamen zu dem Ergebnis, dass die Frequenz der CD4"CD25"CD127" Tregs und der
CD14"HLADR"" MDSCs in der gesunden Kontrollgruppe, der CH-Gruppe und der LZ-
Gruppe miteinander korrelierten (R? = 0,9877). Jedoch fehlte die Korrelation zwischen
den Frequenzen der CD4*CD25'CD127 Tiegs und der CD14"HLADR"™ MDSCs in der
HCC-Gruppe (siehe Abbildung 27 und Abbildung 28). Dieses kdnnte vermutlich am
hohen Anteil der MDSCs liegen.

74



—o— CD4'CD25°CD127"
y =1,8727x-0,0135
R2 =0,9877

g
o
1

- -
o a
1 1

CD4*CD25*CD127" [%]
o
)]

o
(=)

0.5 1 :0 1 :5 2.0 2.5
CD14"HLADR'*"[%]

o
o

Abbildung 28: Korrelation zwischen den cD4'CcD25'CcD127" Tregs Und den MDSCs. In der Abbildung
sind die Mittelwerte der CD25°CD127 und den CD14"HLADR™ MDSCs in Prozent dargestellt und in
Korrelation gebracht. Die Mittelwerte wurden aus den prozentualen Anteilen der jeweiligen Zellgruppen
aus der CD3"- (CD25°CD127) und Lin-CD14"- (CD14"HLADR’) Population errechnet.

3.8 Assoziation zwischen immunologischen Hintergrund und
klinischen Daten

Nach Analyse des immunologischen Status, dass heil3t der Datenerhebung der
Frequenzen von CD8" und CD4" T-Zellen, von CD4°'CD25'CD127 Tigs und von
MDSCs im peripheren Blut von Patienten mit HCC, CH bzw. LZ, betrachteten wir diese
Daten im klinischen Zusammenhang. Hierbei verglichen wir in den unterschiedlichen
Patientengruppen (HCC, CH, LZ) die unterschiedlichen klinischen Parameter der
einzelnen Patienten.

Wir analysierten in der HCC-Gruppe den potentiellen Zusammenhang zur
Vorbehandlung der Patienten, z. B. der Tumorresektion, der Transplantation oder der
Tumortherapie bzw. die krankheitsrelevanten Vorerkrankungen.

Fir die LZ- und CH-Patienten verfuhren wir in ahnlicher Weise mit der Analyse der
Viruslast bei den CH-Patienten bzw. dem Stadium der Leberzirrhose bei den LZ-
Patienten.

Der Vergleich der zuvor beschriebenen immunologischen Parameter mit den klinischen
Daten zeigte, dass die Patienten Nummer 21 und Nummer 2 der HCC-Gruppe weder
eine Transplantation, eine Resektion des Tumors oder eine TACE als therapeutische

Intervention in ihrem Krankheitsgeschehen hinter sich hatten, das heil3t diese Patienten
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hatten eine groRe Tumorlast bzw. das HCC war untherapiert. Diese Patienten zeigten
die héchsten Teg-Frequenzen mit 3,48% bei Patient Nummer 21 und Patient Nummer 2
mit 2,30% CD4" CD25"CD 127" Tregs.

Aulerdem ist den Ergebnissen der CH-Gruppen eine Tendenz zu entnehmen, dass

eine hohe Viruslast eine geringe T..g-Frequenz nach sich zieht (siehe Abbildung 29).

Tregs [0 CD3]
*

0 Ll Ll Ll L)
1,00E+01 1,00E+03 1,00E+05 1,00E+07 1,00E+09

HCV / HBV [IE/ml]

Abbildung 29: Zusammenhang zwischen T, und Viruskopien im Blut bei Patienten mit
chronischer Hepatitis. CD4"CD25'CD127 -T,gs Werden angegeben in Prozent innerhalb der CD3"CD4"
Population. Die Kopien der HCV RNA und HBV DNA werden in IE/ml angegeben. Die Werte stammen in
dieser Abbildung nur von Patienten mit chronischer Hepatitis.

Als weitere Annahme konnte das CHILD-Stadium der LZ-Patienten mit einer erhdhten
Treg-Frequenz assoziiert werden. Die LZ-Patienten mit den Nummern 19 und 9 zeigen
Treg-Frequenzen von 2,44% und 2,33% und haben zugleich das CHILD-Stadium C im
Vergleich zu den Patientennummern 4, 7, 8 und 15 mit dem CHILD-Stadium A, deren
Treg-Frequenzen zwischen 1,79-1,97% liegen.

In den folgenden Tabellen (siehe Tabelle 9, Tabelle 10, Tabelle 11) sind die klinischen
Parameter der Patienten zu entnehmen. Wir versuchten einen Zusammenhang
zwischen den immunologischen Daten und den klinischen Daten der einzelnen
Patientengruppen zu erheben, jedoch konnten wir auf Grund der geringen
Patientenzahlen keinen direkten Zusammenhang zwischen den klinischen Parametern

und den analysierten immunologischen Daten herstellen.
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Pat.- CH | PCR CD8+ CD4+
e |5 B e | e | T RN TO O T | MPSCH NG | TNFanFNG
1 T+ - - [ - [ -1T-T067] 575 | 057 125] 0,26 | 1,55
2 |B |-+ - |- -1 - 123/ 762 | 039039 0,14 | 0,47
3 |+ -1+ ] + | - [ -] -T]o98| 269 [029] 05 |0,11 0,48
4 | Aal-1+ ] -+ + 111708 | 2 | 2 | ? | 2
5 |A]-[+ ] |+ [ - -1143] 154 [ 0,12 | 063 | 0,02 | 0,14
6 | - |-]- ] -+ [ - - 1129] 099 |[272559]0,11 | 0,62
7 |A]-T+ ] + | - [+ - 1179 061 [094]0,88]0,15] 0,47
8 |+ |-|+| 227400 | *+ | - | - | - | 1.23] 025 [289 326|232/ 1,59
9 |+ [-[+|25010°| + | - | - | - |[066] 394 [339] 29 | 1,32 15
10 |+ [-[+ ] - | -+ - 1119 055 |0,33]|025] 0,07 | 0,26
M |+ [+[+] <100 | +| - |+ | - 095 035 |0,280,65]|0,10 | 0,32
12 |2 ][22 ? 2 22| 2 113 030 |1,23]0,58]0,13]0,20

13 1?7 |-17 - 20?20?77 ? 044 |105]|032]|0,72| 0,25
14 1+ |- |+ 3950 + - - - ? 0,27 | 5,77 | 192 | 0,77 | 0,45
15 1?2 | -7 - - - + |+ ? 1,16 | 0,90 | 0,3 | 0,67 | 0,32
16 | B | -|+]1.17*10° | - - + - ? 1,32 | 3,54 | 0,76 | 0,66 | 0,44
17 - -- - - |+ - - 1075 0,14 | 7,2 | 1,97 | 0,29 | 0,25
18 | + | - | +|5.82*10° | + - + - 163 | 467 | 0,19 | 0,63 | 0,08 | 0,28
19 | A|-|+]| 63000 - |+ - - ? 6,28 | 0,83|0,31|0,24| 0,23
2 | ?|-]7 - - - - - ? 0,95 | 238|049 | 2,44 | 0,31
21 B|-|+ - - - - - 1348 | 0,14 | 2,21 | 1,03 | 2,26 | 0,28

Tabelle 9: Klinische Angaben fiir HCC-Patienten im immunologischen Zusammenhang: In dieser
Tabelle werden die klinische Angaben der HCC-Patienten beschrieben. Hierbei steht (+) fur die
Durchfihrung einer Intervention (TX: Transplantation, RX: Leberteilresektion, TC: transarterielle
Chemoembolisation, Cx: Chemotherapie erhalten) bzw. den Nachweis der Erkrankung (LZ:
Leberzirrhose, CH: chronische Hepatitis); das (-) steht wiederum fir keine Durchfihrung einer
Intervention bzw. fir keinen Nachweis einer Erkrankung, das (?) steht hierbei fur nicht bekannt. Unter
PCR versteht sich der Nachweis der Virus DNS Kopien im Serum der Patienten. Hierbei steht (-) fur
keinen Nachweis solcher Kopien und Zahlen stehen fir die Anzahl der Kopien in IE/ml, die im Blut der
Patienten nachgewiesen wurden. Dabei steht der Wert <100 IE/ keinen Anhalt von Virus-Kopien
innerhalb der Nachweisgrenze des Testes. Unter dem Punkt LZ (Leberzirrhose) gibt der angegebene
Buchstabe das Child-Stadium an, falls diese ermittelt wurde.
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Pat.- CH | PCR CD8+ CD4+
ae |5 B e | i | O RE O OX Tee | MPSC ok aieNG | TNFaFNG
1 |- [-T+[202710*] - | - | - [ - [1,02] 1,15 [1,05]0,77 | 0,20 | 0,45
2 | -1+[-] 1110 | - | -] -1]-1145| 067 |012]0,15 | 0,03 | 0,09
3 |- 1-1+126310°| - | - | - | - |[098] 006 | 1,48 0,75 0,01 | 0,02
4 |- 1-1+[30310%| - | - | - | - [163] 004 |1,53/080 0,11 | 0,11
5 | - [+]-| 238 | - | - | - | - |215] 0,06 | 2,13 1,58 | 0,44 | 0,41
6 | - |+|-| 4740 | - | - | - | - |[1,70] 1,77 | 0,41 ] 0,45 0,16 | 0,25
7 |- 1+1-| <00 | - | - | -1 -[154] 003 |846| 125 1,12 1,07
8 | - [+|-| 435 | - | - | -] - 1256 024 [0,75|1,34] 0,22 0,32
9 | - [-1+122a410°| - | - | - | - |346]| 425 | 682350049 | 0,30
10 | - [-[+|504%102| - | - | - | - [0,79] 0,31 | 2,38 1,35 0,07 | 0,17
M| -1+ <100 | - -1 -1-1]079] 014 [1,78] 0,98 0,06 | 0,14
12 | - [-[+[330%10°] - | - [ - | -]o09]| 1,75 | 2 | 2 ?2 | ?
13 | - [-[+]273*10°] - | - | - | - [059] 041 | 0,56 | 0,57 | 0,11 | 0,22
14 | - [-[+[316*10"] - | - | - | - [0,23] 0,06 | 1,31 |0,68] 0,12 | 0,12
15 | - [-[+] =2 - - - 147 2 | 266|1,73] 024165
16 | - [-[+]931"10°| - | - | - | - [117] 2 |o0,11|0,28] 0,03 0,35
17 | - [-[+[195%10° | - | - [ - | - [141] 2 |06 1,74 0,08 | 0,98
18 |2 -+ 2 - - -1 -1192] 2 |o0120,17| 0,06 | 0,16
19 | + [-[+[33310°| - | - [ - | - [142] 2 |o036]1,18] 007 |0,74
20 | - [+[-] <100 | - [ - -] - [201] 004 [0,18]0,27 | 0,06 | 0,11

Tabelle 10: Klinische Angaben fiir Hepatitis-Patienten im immunologischen Zusammenhang: In
dieser Tabelle werden die klinische Angaben der Hepatitis-Patienten beschrieben. Hierbei steht (+) flr
die Durchfiihrung einer Intervention (TX: Transplantation, RX: Leberteilresektion, TC: transarterielle
Chemoembolisation, Cx: Chemotherapie erhalten) bzw. den Nachweis der Erkrankung (LZ:
Leberzirrhose, CH: chronische Hepatitis); das (-) steht wiederum fir keine Durchfihrung einer
Intervention bzw. fir keinen Nachweis einer Erkrankung, das (?) steht hierbei fur nicht bekannt. Unter
PCR versteht sich der Nachweis der Virus DNS Kopien im Serum der Patienten. Hierbei steht (-) fur
keinen Nachweis solcher Kopien und Zahlen stehen fiir die Anzahl der Kopien in IE/ml, die im Blut der
Patienten nachgewiesen wurden. Dabei steht der Wert <100 IE/ Dabei steht der Wert <100 IE/ml flr
keinen Anhalt von Virus-Kopien innerhalb der Nachweisgrenze des Testes. Unter dem Punkt LZ
(Leberzirrhose) gibt der angegebene Buchstabe das Child-Stadium, an falls diese ermittelt wurde.
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Pat.- CH | PCR CD8+ CD4+
ae |5 B e | i | O RE O] OX Tee | MPSC Nk ieNG | TNFaFNG
1 T - - - [ -] -1-1105] 7,03 [ 0,15 0,16 | 0,04 | 0,03
2 |B|-[+[10610°| - | - | - | - [1,83] 0,03 |0,06 0,52 0,07 | 0,09
3 |+ [+]-I59710°| - | - | - | - |370] 0,04 | 045|027 0,12 0,13
4 |A]-[+ g10° | - | - | -] - [180] 006 |0,74 036 0,03 0,09
5 |B|-]- ] - | - -1-1133] 0,14 [0,35|0,11| 0,53 | 0,16
6 | B|-]- ] | - - - 1144] 024 [2061,35] 1,75 | 0,42
7 VA -[+717410°| - | - | - | - |[1.85]| 0,03 | 092|048 058 ]0,14
8 |A|-]- ] - - - -1197] 017 [ 0,79 0,22 0,77 | 0,20
9 |c|-T- ) - - -1 -1232] 013 | 0,77 [ 1,03 | 0,16 | 2,16
10 |+ |-+ 182%10°| - | - | - | - |221] 0,12 | 1,38 | 1,66 | 0,19 | 3,11
1" [+ |-[- ] - | - -1-1219] 0,82 | 1,46 | 0,70 | 0,71 | 0,50
12 | B|-]- - - - - 172 2 161121 1,01 0,41
13+ [-- - |- -1 -1222] 063 | 155|098 0,09 0,12
14 |+ [-- - - - - -1219| 1,25 [ 1,88 1,26 | 0,05 | 0,11
15 | A |- |+|48710°| - | - | - | - [1,79] 0,66 | 0,33 | 0,43 | 0,12 | 0,21
16 | + |-|+| 71710 | - | - | - | - [284] 0,16 | 1,81 | 0,93 | 0,24 | 0,20
17 [+ [-T- - |- -1-1158] 0,73 | 0,39 049011 0,16
18|+ -/- - - - - - 1072 ? [539|1,10 ] 2,34 | 0,42
19 [c|-- - |- - - 124 2 [224[1,00] 1,38 1,00
20 [+ [-[+] ~ - - -1 -1215] ? |[344[1,09]080]0,35
21 [c|-- - - - -1-1089[ 221 [0,12 033 0,12 | 0,10
22 | B |-]- - - -1 -1-1721 218 [ 105|076 033 | 0,67
23 [ A|-- - - | - -1-1 2] 359 |050]054]|047 | 0,46

Tabelle 11: Klinische Angaben fiir Leberzirrhose-Patienten im immunologischen Zusammenhang:
In dieser Tabelle werden die klinische Angaben der Leberzirrhose-Patienten beschrieben. Hierbei steht
(+) fur die Durchfihrung einer Intervention (TX: Transplantation, RX: Leberteilresektion, TC:
transarterielle Chemoembolisation, Cx: Chemotherapie erhalten) bzw. den Nachweis der Erkrankung (LZ:
Leberzirrhose, CH: chronische Hepatitis); das (-) steht wiederum fir keine Durchfihrung einer
Intervention bzw. fir keinen Nachweis einer Erkrankung, das (?) steht hierbei fur nicht bekannt. Unter
PCR versteht sich der Nachweis der Virus DNS Kopien im Serum der Patienten. Hierbei steht (-) fur
keinen Nachweis solcher Kopien und Zahlen stehen fiir die Anzahl der Kopien in IE/ml, die im Blut der
Patienten nachgewiesen wurden. Dabei steht der Wert <100 IE/ml fir keinen Anhalt von Virus-Kopien
innerhalb der Nachweisgrenze des Testes. Unter dem Punkt LZ (Leberzirrhose) gibt der angegebene
Buchstabe das Child-Stadium an, falls diese ermittelt wurde.
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4 Diskussion

4.1 Immunstimulatorische Eigenschaften von HCC-Tumorzelllinien

Eine essentielle Frage bei der Entwicklung von immuntherapeutischen Strategien beim
HCC ist, in welchem Ausmall das HCC ein immunogener Tumor ist. Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass das HCC eine Tumorentitat ist, welche typischerweise mit einer
chronischen Entziindung der Leber assoziiert ist [16, 166]. In den meisten Fallen
entwickelt sich das HCC auf dem Boden einer chronischen HBV- oder HCV-Infektion.
Die chronische HBV- und HCV-Infektion der Leber flhrt auch gleichzeitig zu einer
chronischen Entziindung der Leber. Aufgrund der chronischen Entziindung der Leber
werden vermehrt Zytokine und Wachstumsfaktoren produziert, welche die Ausbildung
einer Fibrose bzw. Zirrhose unterstitzten, was letztendlich die Hepatokarzinogenese
fordert [166].

Die chronische HCV-Infektion ist fur einige Veranderung in der Genexpression
verantwortlich, welche beispielsweise die Proliferation von Zellen unterstitzen [167]. Bei
der chronischen HBV-Infektion ist anzumerken, dass das HB-Antigen in der Lage ist die
Transkription von Genen zu verandern und damit die Ausbildung eines HCCs zu
begunstigen [168]. Diese Zusammenhange machen es verstandlich, dass durch die
Impfung gegen das HBV die Rate der HCC-Neuerkrankungen in Landern mit hoher
HBV-Infektionsrate, wie beispielsweise in Taiwan, reduziert werden konnte [4].

Fir das HCC sind einige Tumorantigene beschrieben, gegen die spezifische T-Zell-
Antworten detektiert worden sind [144, 166, 169-172]. Neben dem fir das HCC
bekannten Tumorantigen AFP, das bei 80% der HCCs nachweisbar ist [144], wurden
auch gegen andere bereits beschriebene Tumorantigene, wie beispielsweise MAGE
[146] und NY-ESO [65], welches bei bis zu 50 % der HCCs exprimiert wird [16], von
mehren Arbeitsgruppen spezifische T-Zell-Antworten gegen diese Tumorantigene
beschrieben [144, 146, 170-173]. Zudem konnten Antikérper-Antworten gegen
unterschiedliche TAAs nachgewiesen werden [16, 166]. Eine praoperativ erhdhte Rate
an NK-Zellen war mit einem verbesserten Uberleben assoziiert [174].

In dem ersten Ansatz dieser Arbeit sollte die prinzipielle immunstimulatorische Fahigkeit
von HCC-Tumorzelllinien untersucht werden. Zum Einen sollte gezeigt werden, dass

HCC-Tumorzelllinien fahig sind Antigene zu prasentieren und dadurch eine T-Zell-
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Antwort induziert werden konnte. Zum Anderen sollte gezeigt werden, ob T-Zellen
prinzipiell in der Lage sind auf HCC-Tumorzelllinien Antigene zu erkennen.

Wir nehmen anhand der Zytokin-Produktion der Influenza-spezifischen-T-Zellen aus
dem peripheren Blut von gesunden Spendern an, dass das Antigen auf der Oberflache
der HCC-Tumorzelllinie erkannt wurde und es somit auch auf der Oberflache exprimiert
wurde und dass die Influenza-spezifischen-T-Zellen gegen das auf der HCC-

Tumorzelllinie exprimierte Antigen eine gerichtete T-Zell-Antwort auslésen kdnnen.

Dieses Ergebnis lasst sich mit den Ergebnissen von Komori et al. und von Shang et al.
vergleichen [171, 175]. Diese beiden Gruppen detektierten gerichtete
antigenspezifische T-Zell-Antworten gegen HCC-Tumorzelllinien, welche vorher mit
dem jeweiligen Tumorantigen transfiziert wurden. Die beiden Gruppen benutzten jeweils
unterschiedliche  Tumorantigene. Komori et al. konnten eine gerichtete
antigenspezifische T-Zell-Antwort zeigen, die sich gegen das Tumorantigen Glypican-3
(GPC3) richtete, welches sowohl beim HCC als auch beim Melanom gefunden wird
[175]. Shang et al. berichteten Uber antigenspezifische T-Zell-Antworten gegen das
cancer-testis Antigen NY-ESO-1, welches ebenfalls beim HCC exprimiert wird [171,
175].

4.2 WT-1 spezifische T-Zell-Antworten bei Patienten mit HCC,
chronischer Hepatitis und Leberzirrhose

Spontane T-Zell-Antworten gegen Tumorantigene lassen sich bei einem Teil von
Tumorpatienten im peripheren Blut nachweisen. Ein Groliteil dieser tumorspezifischen
T-Zellen besitzt in vitro lytische Fahigkeiten gegenlber autologen und zum Teil auch
gegenuber HLA-gematchten allogenen Tumorzellen [42, 116]. Allerdings fehlt in den
meisten Fallen der direkte Nachweis, dass diese Tumorantigen-spezifischen T-Zellen
auch in der Lage sind in vivo autologe Tumorzellen zu zerstéren [42]. Fir WT1 sind
bereits bei anderen Tumorentitaten, wie beispielsweise dem Melanom oder der AML
[153, 176] spontane spezifische T-Zell-Antworten beschrieben worden. In dieser Arbeit
analysierten wir WT1-spezifische T-Zellen von Patienten mit HCC, aber auch bei

Patienten mit chronischer Hepatitis und Leberzirrhose.
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Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass nach Stimulation mit dem WT1-
Peptidmix sowohl CD4" als auch CD8" T-Zell-Antworten im peripheren Blut von HCC-
Patienten zu finden sind.

Hierbei zeigte sich, dass es zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den HCC-
Patienten sowohl bei den WT1-spezifischen CD3*CD8" T-Zellen als auch bei den
CD3'CD4" T-Zellen signifikante Unterschiede in ihrer Zytokin-Sekretion (IFNy und
TNFa) gab. Dies lasst darauf schliel3en, dass T-Zellen von HCC-Patienten bereits eine
Antigenerfahrung mit dem WT1-Antigen hatten. So lie3 sich durch Stimulation mit WT1-
Peptidmix eine Immunantwort gegen das WT1-Antigen detektieren.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten bereits unterschiedliche HCC-assoziierte TAA und
TAA-spezifische T-Zell-Antworten beschreiben [177]. Zu nennen sind z.B. AFP, GPC-3,
NY-ESO, MAGE-A, humane Telomerase-reverse Transkriptase (hTERT), SXX-2 [173,
177, 178].

Korangy et al. konnten bei HCC-Patienten spontane spezifische T-Zell-Antworten gegen
das NY-ESO-1-Antigen zeigen, welches sowohl beim HCC als auch beim Melanom,
Ovarial- oder Mamma-karzinom re-exprimiert wird [178]. Zudem beschrieb die
Arbeitsgruppe, dass sowohl die Antikdrper-Titer als auch die spezifischen CD8" T-Zell-
Antworten eines Patienten nach Behandlung mit einer TACE abfielen [65]. Beim
Melanom konnte auch schon gezeigt werden, dass es eine Korrelation zwischen dem
Auftreten des Melanoms und des Titers der NY-ESO-1-spezifischen Antikérper gab
[179].

Auch in dieser Arbeit zeigte einer der HCC-Patient (Nr. 10), der als einzige Therapie
eine TACE erhielt, ebenfalls nur geringe Immunantworten der CD4" und CD8" T-Zellen.
Man koénnte in diesem Fall annehmen, dass der Tumor aufgrund des durch die TACE
auftretenden Zelltodes und der daraus hervorgehenden Nekrose weniger mit dem
Gefallsystem verbunden ist. Hierdurch kdnnte die Antigen-Prasentation gegeniuber dem
Immunsystem eingeschrankt sein, was eine Immunantwort vermindern wurde.

Jedoch zeigte der HCC-Patient Nr. 16, der auch als einzige TherapiemalRnahme eine
TACE erhielt, erhdhte CD8" TNFa-Immunantworten bei sonst geringen
Immunantworten der CD4" und CD8" T-Zellen (siehe auch Tabelle 9). Neben Korangy
et al. konnten auch andere Gruppen NY-ESO-1-spezifische T-Zell-Antworten im
peripheren Blut von HCC-Patienten beschreiben. Keine der Arbeitsgruppen konnte
jedoch ex vivo T-Zell-Antworten gegen NY-ESO-1 nachweisen, sondern erst nach einer

in vitro Expansion der T-Zellen, was daflr sprechen kdnnte, dass es nur sehr niedrige
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Frequenzen NY-ESO-1-spezifischer T-Zellen im peripheren Blut von HCC-Patienten
gibt [65, 171, 178].

Zudem konnten Butterfield et al. erhdhte Frequenzen tumorspezifischer T-Zell-
Antworten gegen das tumorspezifische Antigen AFP und gegen seine sub-dominanten
AFP-spezifischen Epitope im peripheren Blut bei HCC-Patienten im Gegensatz zu
gesunden Kontrollpersonen nachweisen, welche vom Phanotyp naiven, aber auch
Effektor-, zentralen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen entsprachen [144, 178]. Dies
konnte darauf hinweisen, dass die T-Zellen nach dem Kontakt mit dem Tumorantigen
AFP in vivo expandierten. Jedoch gab es keine Korrelation zwischen der Anzahl AFP-
spezifischer T-Zellen und dem Spiegel von AFP im Serum von HCC-Patienten [144].
Thimme et al. verglichen AFP-spezifische CD8+ T-Zell-Antworten aus dem peripheren
Blut mit denen von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs) nach Stimulation mit
einem AFP-Protein und konnten eine AFP-spezifische T-Zell-Antwort bei HCC-
Patienten nachweisen [178, 180].

Ein weiteres onkofétales Antigen ist GPC-3, welches auf 70% der HCCs exprimiert wird
[177]. Gegen GPC-3 wurden ebenfalls spezifische T-Zell-Antworten nachgewiesen
[181] und es gibt bereits eine Phase-I-Studie, bei der GPC-3 in einem
immuntherapeutischen Ansatz beim HCC zur Anwendung kam [181]. Hierbei konnten
Immunantworten gegen GPC-3 bei 30 von 33 Patienten nachgewiesen werden.
Aullerdem konnten schwache hTERT-spezifische T-Zell-Antworten im peripheren Blut
bei HCC-Patienten nachgewiesen werden [182].

Interessanterweise zeigte der Vergleich zwischen LZ- und HCC-Patienten in dieser
Arbeit ahnliche Frequenzen Zytokin-produzierender T-Zellen in der CD3*CD4" T-Zell-
Population und in der CD3*CD8" T-Zell-Population. Dieses konnte ein Hinweis darauf
sein, dass bereits bei LZ-Patienten eine WT1-spezifische Immunantwort von T-Zellen
induziert werden kann. In diesem Zusammenhang sind die Daten von Sera et al.
interessant, welche annehmen, dass das Vorkommen von WT1 im zirrhotischen
Lebergewebe ein onkogenes Potenzial hat. Somit kénnten auch schon LZ-Patienten
interessant fur Vakzinierungsstrategien sein, um eine mdgliche Entstehung des HCCs
durch frihzeitige Immunerkennung zu verhindern.

Ein weiterer interessanter Punkt bei der Auswertung der CD3*CD8" T-Zell-Antworten
war, dass sich im Hinblick auf die klinischen Daten eine Tendenz dazu ergab, dass
hohe CD3"CD8" T-Zell-Antworten mit erhéhter Viruslast assoziiert waren. Dies kénnte

bedeuten, dass in diesen Fallen das Immunsystem das Virus beherrscht bzw.

83



erfolgreich bekampft [183]. Claassen et al. beschreiben zum einen, dass HCV-
spezifische T-Zellen essentiell flr eine protektive Immunitat gegentber dem HCV und
zur Krankheitskontrolle sind. Zum anderen zeigen Claassen et al., dass eine persistente
und chronische HCV Infektion mit einer Dysfunktion der T-Zellen einhergeht [184].

Weiterhin konnten Shrivastava et al. bei HBsAg-positiven Neugeborenen im Vergleich
zu gesunden Neugeborenen zeigen, dass die Anzahl der zirkulierenden CD8" T-Zellen
keinen signifikanten Unterschied zwischen HBsAg-positiven Neugeborenen und
gesunden Neugeborenen aufwies [185]. Die Gruppe um Shrivastava et al. konnten
weiterhin nachweisen, dass die CD8" T-Zellen eine verringerte |IFNy—Produktion
aufwiesen [185] und werteten dies als T-Zell-Dysfunktion und sahen einen

Zusammenhang zur Viruspersistenz [185].

4.3 Potentiell immunsuppressive Mechanismen bei Patienten mit
HCC, chronischer Hepatitis und Leberzirrhose

Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben bereits die zentrale Rolle von immunsuppressiven
Faktoren, wie beispielsweise MDSCs und Trgs in der Tumorimmunologie und beim
HCC [186]. Sowohl fur T.gs als auch fur MDSCs wurden bereits in mehreren Arbeiten
gezeigt, dass diese eine mdgliche immunsupprimierende Wirkung auf die anti-Tumor-
Immunantwort haben koénnten [186]. Weitere Arbeitsgruppen konnten bereits bei
Patienten mit CH, LZ und HCC erhdhte T,.g-Frequenzen im peripheren Blut nachweisen
[186, 187] und beschrieben eine mogliche Korrelation zwischen erhdhten Tieg-
Frequenzen sowohl im peripheren Blut als auch im Tumormicroenvironement des
HCCs und einem Tumor-Progress bzw. der Hepatokarzinogenese [106, 160, 186].

Eine weitere interessante Zell-Population unter potentiell immunsuppressiven Zellen
sind MDSCs. MDSCs stellen eine heterogene Zell-Gruppe dar, deren Ursprung
vermutlich von myeloischen und unreifen myeloischen Zellen ausgeht [109]. Weiterhin
wird angenommen, dass diese Zellpopulation in der Lage ist eine spezifische T-Zell-
Antwort zu unterdricken [186]. Dieses wurde bereits flir AFP-spezifische T-Zellen
gezeigt [186]. AuRerdem wurden immunsupprimierenden Mechanismen und die
immunsuppressive Wirkung von MDSCs auf NK-Zellen bei Patienten mit HCC von
Hoechst et al. untersucht [188]. Der Konsens zur genauen Charakterisierung dieser

Zellen gestaltet sich jedoch immer noch schwierig und es gibt auch nicht genltgend
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Daten fur MDSCs in einem nicht Tumor-assoziierten Kontext [109], die zum besseren
Verstandnis dieser Zell-Population beitragen kénnten.

Auch in dieser Arbeit zeigten sich im Vergleich zwischen der gesunden Kontrollgruppe
und den HCC-Patienten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix signifikant erhdhte
Frequenzen von T.g und MDSCs im peripheren Blut von HCC-Patienten. Diese
Ergebnisse kodnnten fur gesteigerte immmunsuppressive Mechanismen beim HCC

sprechen.

Tregs Spielen eine entscheidende Rolle in Hinblick auf Autoreaktivitdt des Korpers und
bei TransplantatabstoBungsreaktionen. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass es
zwischen der gesunden Kontrollgruppe und den Patienten mit HCC und den Patienten
mit LZ signifikante Unterschiede in den Frequenzen der zirkulierenden T.gs gab.
Jedoch kamen hohere Frequenzen zirkulierender T.egs bei den LZ-Patienten vor als
beispielsweise in der HCC-Gruppe. Hierbei war der Unterschied zwischen diesen
beiden Patientengruppen signifikant. Dieses lasst sich mdglicherweise dadurch
erklaren, dass einige der Patienten in der HCC-Gruppe bereits ein Lebertransplantat
bekommen haben. Unter den HCC-Patienten gab es 8 Patienten die bereits ein
Lebertransplantat bekommen haben. Demirkiran et al. zeigten in ihrer Arbeit einen
signifikanten Unterschied in der T.g-Anzahl vor und nach Lebertransplantation. Die
Patienten zeigten nach der Transplantation niedrigere T..g-Frequenzen als noch vor der
Operation [189]. In unserem HCC-Patienten-Kollektiv konnten wir jedoch anhand der
geringen Anzahl von Patienten keinen signifikanten Unterschied ausmachen. Des
Weiteren wird angenommen, dass haufig verwendete Immunsuppressiva die Induktion
und Funktion von T.gs einschranken, was als eine der Ursachen der
AbstoRRungsreaktion von Transplantaten angesehen wird [189, 190]. In Hinblick auf eine
mdgliche Vakzinierungsstrategie mit WT1-Peptid sollte erwogen werden, inwiefern
niedrige Treg-Frequenzen, die durch die gegebenen Immunsuppressiva moglicherweise
ausgelost werden, eventuell eine positive Auswirkung auf eine praventive Vakzinierung
fur Leber-transplantierte Patienten hatten.

In dieser Arbeit wurden nur periphere zirkulierende Tegs betrachtet. Ein interessanter
Punkt ware die Analyse von TIL und deren phanotypische Beschreibung bzw.
Verteilung im Vergleich zu CH- und LZ-Lebergewebe. Schon Unitt et al. berichteten in
ihren Analysen, dass das Gewebe von HCC-Patienten eine hdhere Konzentration von

Tregs aufweist im Vergleich zu dem Gewebe von LZ-Patienten. Unitt et al. schlielen
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auRerdem daraus, dass die zytotoxische Funktion von CD3'CD8" T-Zellen im
Tumorgewebe dadurch eingeschrankt ist [191].

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit ist das signifikant vermehrte Vorkommen von Tegs im
peripheren Blut von CH-Patienten im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Dies
spricht, wie auch bei Cabrera et al. [192] beschrieben, dafur, dass T4 auch bei einer
Viruspersistenz eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen bzw. Aufschluss dartiber
geben konnten, ob das Virus vom Immunsystem erfolgreich bekampft werden kann.
Dies erklart sich dadurch, dass Tiegs die CD3"CD8" und die CD3"CD4" T-Zell-Antworten
durch beispielsweise vermehrte TGFp-Sekretion und durch Zell-Zell Kontakt
unterdricken kénnen [192, 193].

Man kann die erhdhte Frequenz der T.gs bei den CH-Patienten auch so interpretieren,
dass Tegs €ine protektive Rolle bei der CH spielen konnen. Yoshizawa et al. postulieren
in diesem Zusammenhang , dass T4 die Leber vor einem Gewebeschaden durch eine
verstarkte Entziindungsreaktion durch CD3"CD8" schiitzen [187].

Insgesamt gibt es jedoch widersprichliche Daten bezuglich Tegs im Zusammenhang mit
Viruserkrankungen. Cabrera et al. beschrieben in ihrer Arbeit, dass eine hohe Viruslast
mit hohen T4-Frequenzen einhergehen, jedoch beschreiben sie Teqs phanotypisch nur
mit den Oberflachenmarkern CD4"CD25", was auch aktivierte Zellen sein kénnten, wie
Ishii et al. in ihrem Review beschreiben [183, 192]. In dieser Arbeit gab es bei den als
CD4*CD25'CD127" beschriebenen T.egs keinen Zusammenhang zwischen einer hohen
Viruslast und hohen T.g-Frequenzen. Eher zeichnete sich eine umgekehrte Tendenz
ab. Eine Ursache hierfur kdnnte die bereits beschriebene Inaktivierung der Tegs sein.
Interessanterweise war die Sekretion von TGFB bei den HCC-Patienten signifikant
erhoht im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und zur Hepatitisgruppe, was dafur
sprechen konnte, dass die vorhandenen Tgs Nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix
besonders in der HCC-Gruppe eine héhere immunsupprimierende Wirkung zu haben
scheinen. Allerdings zeigten die LZ-Patienten keinen signifikanten Unterschied in ihrer
TGFB-Sekretion im Vergleich zu den HCC-Patienten. Somit liegen mdglicherweise
schon bei der LZ als eine Vorstufe des HCCs ahnliche immunologische Verhaltnisse vor
wie bei Patienten mit HCC. Unitt et al. fanden bei ihren HCC-Patienten ahnliche
Ergebnisse fur membranstandiges TGFB. Zusatzlich konnten sie zeigen, dass
zirkulierende Tegs die Profileration von CD3*CD8" T-Zellen sowie die Sekretion von

Zytokinen unterdriicken kénnen [191].
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Die Analyse der MDSCs im peripheren Blut zeigte in dieser Arbeit signifikant hdhere
Frequenzen bei den HCC-Patienten im Vergleich zu allen anderen Patientengruppen.
Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen der gesunden Kontroligruppe zur
CH- und zur LZ-Patientengruppe. Dieses Ergebnis bestatigt die Daten anderer
Arbeitsgruppen, die auf eine wichtige Rolle der MDSCs in der Pathogenese des HCCs
bzw. anderer Tumorerkrankungen hinweisen:

MDSCs konnten bereits bei Lungenkarzinomen, Melanomen und RCCs gehauft
nachgewiesen werden [194-196]. Weiterhin wurde ihre immunsuppressive Wirkung auf
die anti-Tumor-Antwort bei diesen Tumor-Entitaten analysiert [194-196]. Hoechst et al.
kamen zu ahnlichen Ergebnissen bei ihnrem untersuchten HCC-Patienten-Kollektiv [113,
188]. Diese Gruppe konnte auch zeigen, dass nach in-vitro-Depletion der MDSCs die
AFP-spezifische T-Zell-Antwort gesteigert war [113]. Weiterhin nimmt die Gruppe um
Hoechst et al. an, dass die immunsuppressive Wirkung der MDSCs bei HCC-Patienten
durch die Induktion von T4 bedingt wird [113]. Mizukoshi et al. beschreiben in ihrer
Arbeit den Zusammenhang zwischen Radiofrequenztherapie beim HCC und
Tumorantigen-spezifischen T-Zell-Antwort. Sie konnten aullerdem zeigen, dass es
zwischen Tumorantigen-spezifischen T-Zell-Antworten und MDSCs eine umgekehrte
Korrelation bestand, was die immunsuppressiven Mechanismen auf TAA-spezifische T-
Zell-Antworten auch im Zusammenhang mit Radiofrequenztherapie unterstreicht [197].
Suresh et al. zeigten in ihrer Arbeit erhdhte MDSC-Frequenzen im peripheren Blut von
Patienten mit fortgeschrittenem HCC und konnten zusatzlich zeigen, dass MDSCs die
tumorspezifische T-Zell-Antwort negativ beeintrachtigen [198]. Suresh et al.
analysierten hierfir die Programmed death-1-(PD-1)+ T-Zellen und erbrachten den
Nachweis immunsuppressiver Zytokine wie beispielsweise TGF[3 [198].

In unserer Arbeit untersuchten wir ebenfalls eine mdgliche Korrelation der
immunsupprimierenden Zellpopulation im Blut von CH-, LZ- und HCC-Patienten. Es
zeigte sich, dass die nicht Tumor-Patientengruppen (CH, LZ) und die gesunde
Kontrollgruppe eine positive Korrelation zwischen MDSCs und Trgs aufwiesen, ein
moglicher Hinweis auf eine Interaktion zwischen MDSCs und Tyegs [164].

Bei den HCC-Patienten fanden wir keine Korrelation zwischen der MDSC- und der Treg-
Population. Im Gegensatz zur Arbeitsgruppe um Kalathil et al., die in ihrer Arbeit eine
positive Korrelation zwischen Tregs und MDSCs bei Patienten mit fortgeschrittenen HCC
zeigen konnten [198]. In unserem Kollektiv kdnnte dies auf die unterschiedlichen Effekte

von Immunsuppressiva auf MDSCs und Tgs zurickzufuhren sein [190]. Aufgrund der
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geringen Anzahl von HCC-Patienten ohne Immunsuppressiva, insgesamt hatten 11
Patienten von 21 Patienten keine Immunsuppression erhalten, kann die Hypothese
jedoch nicht statistisch untermauert werden.

Basierend auf diesen Daten stellen MDSCs und Ty in Hinblick auf
immuntherapeutische Ansatze fur Tumorpatienten interessante Angriffspunkte dar [198-
200]. Beispielsweise konnte in einem Mausmodel demonstriert werden, dass nach
Depletion der Tegs durch einen monoklonalen Antikorper gegen CD25 eine anti-Tumor-
Antwort ausgelost werden konnte [177]. Jedoch geben Suresh et al. zu bedenken, das
CD25 ein sehr unspezifischer Marker ist, so dass nicht auszuschliel3en ist, dass durch
diesen Antikorper auch aktivierte T-Zellen depletiert werden [198]. In klinischen Studien
wurde durch Behandlung mit einer niedrigen Dosis Cyclophosphamid eine Depletion
der Tiegs erreicht [201] und filhrte zur Induktion einer AFP-spezifischnen CD4" T-Zell-
Antwort bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC [177, 202]. Weiterhin konnten Suresh
et al. zeigen, dass nach Depletion von T.gs, MDSCs und PD-1" T-Zellen die
Zytokinantworten der CD8" und CD4" T-Zellen wieder anstiegen [198]. Der Tyrosin-
Kinase-Inhibitor Sunitinib wird in der Erstlinientherapie zur Behandlung des RCCs
eingesetzt und es wurde gezeigt, dass Sunitinib die T..g-Frequenzen bei RCC-Patienten
erniedrigt [164, 203]. In einer anderen Arbeit wurde diskutiert, dass durch den Einsatz
von all-trans-Retinsaure die Anzahl der CD33+HLA-DR-Lin1 MDSCs gesenkt wurde,
dies geschieht durch eine Ausdifferenzierung der MDSCs und verbessert letztlich die
anti-Tumorantwort der DZ [164, 204]. AuRerdem gab es Hinweise, dass der Einsatz von
Gemcitabine die Anzahl von MDSCs in der Milz reduziert ohne die CD4" oder CD8" T-
Zellen zu zerstoren [205]. Weiterhin zeigte sich, dass durch die Gabe von 5-FU eine
Depletion der MDSCs erfolgt mit einem resultierenden Anstieg der IFNy-Produktion der
tumor-spezifischen CD8" T-Zellen [205].

Weitere immunsuppressive Mechanismen werden Uber die Rezeptoren PD-1 und
CTLA-4 vermittelt [206].

In anderen Tumorentitdten wurde bereits eine erhohte Expression von dem PD-1-
Liganden (PD-L1) beschrieben. Es wird gemutmaldt, dass PD-L1 als ein Ligand an den
Rezeptor PD-1 bindet. Durch die Bindung von PD-L1 an PD-1 werden aktivierte T-
Zellen inaktiviert bzw. deren Effektor-Funktionen sind durch die Bindung eingeschrankt
[206]. Zudem wird angenommen, dass PD-1 auch von Trgs exprimiert wird. Bei den
Tregs fUhrt jedoch die Bindung von PD-L1 an PD-1 zu einer Zunahme der Tegs, Was sich

negativ auf die anti-Tumor-Antwort auswirken koénnte [206]. Beim HCC konnten
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tumorinfiltrierende CD8" T-Zellen beschrieben werden, die eine gesteigerte Expression
von PD-1 besitzen [207]. Weiterhin konnten Shi et al. zeigen, dass das vermehrte
Vorkommen von PD-1/PDL1 zur Apoptose von CD8" T-Zellen bei HCC-Patienten
fuhren kann [208]. AulRerdem gibt es Hinweise darauf, dass Kupffer-Zellen tUber den
PD-1-Signalweg die Effektorfunktion von CD8" T-Zellen einschranken kdénnen [178,
209].

Wie PD-1 ist CTLA-4 ein weiterer Rezeptor Uber dessen Signalkaskade die T-Zell-
Aktivitat eingeschrankt wird [206].

Kalathil et al. konnten erhdohte CTLA-4 positive Trgs bei HCC-Patienten nachweisen
[210]. Es gibt bereits einige unterschiedliche Tumorentitaten (z.B. das Melanom, das
Mamma-Karzinom, das Prostatakarzinom, das Lungenkarzinom) bei denen die
Antikérper gegen CTLA-4 Ipilimumab und Tremelimumab zum Einsatz kommen [211,
212]. Zudem gibt es bereits eine klinische Studie, in der Tremelimumab bei Patienten
mit HCC und Hepatitis C getestet wurde [213, 214]. Die Ansprechrate lag bei dieser
Studie bei 17,6% und die Krankheitskontrolle bei 76,45% [213]. Die Zeit bis zur
Progression der Erkrankung betrug 6,48 Monate (95% CI 3.95-9.14) [213].

Die verschiedenen nachgewiesenen immunsuppressiven Mechanismen koénnten bei
den HCC-Patienten eine Schwachung der Immunantwort darstellen [178]. Man kann
davon ausgehen, dass die Immunantwort womdglich besser ausfallen wirde, wenn
man erreichen konnte diese Faktoren durch beispielsweise effektive Immuntherapie-
Konzepte auszuschalten [178]. Somit kdnnte der Einsatz von CTLA-4-Antikdrpern oder
die Blockade von PD-1 moglicherweise als immuntherapeutische Strategie eingesetzt
werden bzw. sind auch Teg und MDSCs interessante Angriffsziele fir
immuntherapeutische Ansatze und sie bedurfen besonderer Aufmerksamkeit in Hinblick

auf eine erfolgreiche Vakzinierungstrategie mit dem WT-1 Tumorantigen [113].
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4.4 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis von WT1-spezifischen T-Zellen im
peripheren Blut von HCC-Patienten.

Der Vergleich von WT1-spezifischen T-Zell-Antworten mit anderen Krankheitsgruppen
zeigte ahnliche Frequenzen in der Gruppe der HCC- und der LZ-Patienten, nicht jedoch
bei CH-Patienten und der gesunden Kontrollgruppe. Es ist daher anzunehmen, dass
bereits im zirrhotischen Lebergewebe eine erhdhte WT1-Expression zu finden ist, die
potentiell WT1-reaktive T-Zellen induzieren kann. Immuntherapeutische Ansatze mit
dem WT1-Antigen kdnnten daher bereits bei LZ-Patienten in Erwagung gezogen

werden.

Die Analyse regulatorischer Zellen zeigte nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix bei
HCC-Patienten erhéhte CD4'CD25'CD127" T.eg-Frequenzen mit vermehrter TGFp-
Sekretion. Sowohl das Vorkommen von T.gs als auch die nachgewiesenen hdheren
Frequenzen der MDSCs bei HCC-Patienten sprechen fir immunsuppressive
Mechanismen beim HCC, welche die Immunantwort gegen das WT1-Antigen hemmen
bzw. die Immunantwort im Rahmen von Vakzinierungs-Strategien mit dem WT1-Antigen

einschranken konnten.

Jedoch zeigt diese Arbeit auch, dass trotz des Vorkommens von Immun-Escape-
Mechanismen, wie beispielsweise Ty und MDSCs bei HCC-Patienten, WT1-
spezifische T-Zell-Antworten nach Stimulation mit dem WT1-Peptidmix bei HCC-

Patienten auftreten und nachgewiesen werden kénnen.

Immuntherapeutische Ansatze sind daher sehr vielversprechend beim HCC, allerdings
sollten neben einer spezifischen Immunstimulation auch die Verringerung vorhandener
immunsuppressiver Einflisse beim HCC bericksichtigt werden. Dazu ist die genauere
Analyse und ein besseres Verstandnis von Immun-Escape-Mechanismen bei HCC-

Patienten essentiell.
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