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1 EINLEITUNG

1.1  Krebs und Immunsystem

Die Moglichkeit der kompletten Zerstérung eines sich entwickelnden Tumors
durch das Immunsystem wurde erstmals um 1900 von Paul Ehrlich postuliert
[1]. Spater wurde diese Hypothese von Burnet, Thomas und Medawar als
Konzept der Tumorimmunsurveillance, also der immunologischen
Uberwachung von Tumoren durch das Immunsystem etabliert [2, 3]. Sie
postulierten, dass das Immunsystem in der Lage ist verandertes ,Selbst® zu
erkennen, z.B. in Form von Tumorzellen, die durch genetische Aberrationen
ausreichend verandert wurden. Spontan entstehende Tumoren werden
hiernach direkt und permanent durch das Immunsystem bekampft, und eine
dennoch auftretende Tumorentstehung ware als Folge von Schwachen oder
Stérungen des Immunsystems zu interpretieren. Einige Tumormausmodelle
[4-6], sowie die im Folgenden dargestellten klinischen Beobachtungen

untermauern dieses Konzept:

Bei Krebspatienten finden sich diverse Hinweise auf eine Interaktion zwischen
Immunsystem und Tumoren. Spontane tumorspezifische Immunitat kann bei
zahlreichen Patienten nachgewiesen werden [7]. Das Risiko der Entwicklung
bestimmter Tumoren ist bei Patienten mit Immunschwache, wie AIDS oder bei
Empfangern von Organtransplantaten unter Immunsuppression signifikant
erhoht [8-10]. Eine Studie bei 3625 gesunden Japanern Uber einen
Beobachtungszeitraum von 11 Jahren konnte zeigen, dass diejenigen ein
niedrigeres Krebsrisiko aufwiesen, die zu Beginn der Studie hohe oder
mittlere zytotoxische Aktivitdt der peripheren Lymphozyten aufwiesen, im
Gegensatz zu den Personen mit geringer zytotoxischer Aktivitat und hoherem
Krebsrisiko [11]. Einige weitere Studien konnten zeigen, dass der Nachweis
tumorinfiltrierender T-Zellen mit verbessertem klinischen Verlauf u.a. bei
Patienten mit Melanomen [12], Kolorektal- [13, 14], Nierenzell- [15], Mamma-
[16], Osophagus- [17] und insbesondere auch Ovarialkarzinomen [18]
assoziiert ist, wenngleich hier auch widersprichliche Daten vorliegen. Auf der

anderen Seite hatten Ovarialkarzinom-Patientinnen, deren Tumoren mit



CD4+, CD25+, Forkhead-box-Protein P3 (FoxP3)+ regulatorischen T-Zellen
(Treg) infiltriert waren ein schlechteres Uberleben als Patientinnen ohne den
Nachweis von intratumoralen regulatorischen T-Zellen [19]. Auch die Falle
von zwei nierentransplantierten Patienten, die Nieren eines an einem Apoplex
Verstorbenen erhalten hatten, der 16 Jahre zuvor an einem Fruhstadium
eines malignen Melanoms erkrankt war, und die beide dann unter
Immunsuppression ein malignes Melanom entwickelten, untermauern die

Relevanz des Immunsurveillance-Konzept in speziellen Situationen [20].

Daneben gibt es das Konzept der Immunstimulation, welches ebenfalls schon
vor 150 Jahren von Virchow beschrieben wurde. Zahlreiche experimentelle
Tumormodelle unterstitzen dieses Konzept und legen nahe, dass
tumorinduzierte Entzindungsprozesse bzw. Immunreaktionen
Tumorwachstum unterhalten und stimulieren kdnnen [21-23] Dieses Konzept
stellt aber keinen Kontrast zur Tumorimmunsurveillance dar, sondern beide
Konzepte symbolisieren die unterschiedlichen Auspragungen der vielfaltigen

Interaktionsmdglichkeiten zwischen Immunsystem und Tumor [24, 25].

Daraus resultiert auch die Pragung des Begriffes ,Tumor-Editing“, der die
Interaktion von Immunsystem und Tumorzellen charakterisiert und nach
heutigen Erkenntnissen drei Phasen, die ,drei Es“, beinhaltet [4, 26]: Der
Prozess beginnt mit einer frGhen Eliminationsphase, in der nach dem Konzept
der Tumorsurveillance Tumorzellen durch das Immunsystem eliminiert
werden. Darauf folgt eine Equilibriumphase, in der das Immunsystem
Tumorvarianten selektioniert, die eine Immunattacke Uberleben kénnten. Und
schliefdlich gibt es eine dritte Escapephase, in der Tumorzellen vorherrschen,
die entweder durch veranderten Genotyp, verandertes Antigenprofil, bzw.
durch das Auftreten von immunregulatorischen Phanomenen der Kontrolle
des Immunsystems entgehen koénnen, oder deren Wachstum durch
Immunstimulation noch gefoérdert wird. Diese Phasen kdnnen individuell bei
verschiedenen Tumorpatienten und Tumorarten stark variieren, sie kdnnen
parallel an verschiedenen Tumorlokalisationen auftreten und nicht alle

Phasen finden zwangslaufig bei der Interaktion von Immunsystem und



Tumorzellen statt. Entscheidend dafir ob Immunzellen Tumorzellen
attackieren, ihre Gegenwart ignorieren oder ihre Entwicklung und ihr
Uberleben sogar fordern, ist sicher auch das komplexe System des

Tumormikroenvironments und dessen Einfluss auf Immunzellen [27, 28].

Die detaillierte Analyse der komplexen Interaktionen von Immunsystem und
Tumoren und die Ausnutzung der vorhandenen Mechanismen des
Immunsystems bieten vielversprechende Ansatzpunkte flr eine Reihe von
Strategien zur immunologischen Therapie von Krebserkrankungen. Dabei ist
es entscheidend zu berucksichtigen, dass es neben generellen Phanomenen
auch vielfaltige individuelle Spezifika gibt, die nur fir einzelne Tumoren oder
v.a. auch nur fur einzelne Patienten gelten und die im Vorfeld von
immuntherapeutischen Ansatzen idealerweise sorgfaltig analysiert werden

mussten.

1.2 Tumorantigene

Die Identifizierung von Tumorantigenen hat das Feld der Tumorimmunologie
entscheidend nach vorne gebracht und zahlreiche therapeutische Optionen
eroffnet. Tumorantigene sind Antigene, die von Krebszellen produziert werden
und in der Lage sind, im betroffenen Organismus eine Immunantwort
auszulosen. Diese Eigenschaft macht die Tumorantigene zu wichtigen
Zielstrukturen in der Krebsimmuntherapie und einige spielen als Tumormarker
in der Diagnostik eine Rolle [29]. Die meisten Tumorantigene sind keine
tumorspezifischen Strukturen, sondern ihre Expression entsteht im Prozess
der malignen Transformation. Dieser kann mit der Expression von Proteinen
einhergehen, die in normalen Zellen gar nicht oder in viel geringeren
Konzentrationen vorhanden sind und daher beim Immunsystem nicht zu
immunologischer Toleranz fuhren. Diese Antigene werden daher auch als

tumorassoziierte Antigene (TAA) bezeichnet [30].

Tumorantigene werden in den meisten Fallen Uber MHC-Klasse-l oder MHC-
Klasse-lI-Molekule als Peptide auf der Oberflache von Tumorzellen exprimiert

und stellen Zielstrukturen flr zytotoxische T-Zellen (CTL) [31], aber auch fur



T-Helfer-Zellen [32] und Antikorper [33, 34] dar. Die Identifizierung der ersten
Tumorantigene gelang 1992 der Arbeitsgruppe um Boon mit Hilfe von CTL-
Klonen und mittels cDNA-transfizierten COS-Zellen [35, 36]. Inzwischen wird
die  Antigencharakterisierung durch neue Methoden kontinuierlich
vorangetrieben. Dazu zahlen die Weiterentwicklung von cDNA-
Expressionssystemen durch den Einsatz von Retroviren und autologen
Fibroblasten [32], die SEREX-Technik (=serolgical screening of cDNA
expression library) [37] sowie biochemische Ansatze mittels Peptid-Elution
und anschlielender Massenspektrometrie [38]. Vor allem die als ,Reverse
Immunology“ bezeichnete Technik brachte etliche neue Tumorantigene
hervor: Ausgehend von einer bekannten Protein-Sequenz eines
Tumorantigens, jedoch ohne praexistente T-Zellen, erfolgt eine
Epitopvorhersage. Inzwischen existieren verschiedene Vorhersage-
programme, die eine Epitopvorhersage fur ein breites Spektrum an MHC-
Klasse-I- und -ll-restringierten Epitopen verschiedener Organismen erlauben.
Die meist genutzten sind BIMAS und SYFPEITHI (Zusammenfassung in [30]).
Erganzend gibt es Programme, die eine Vorhersage der proteasomalen
Spaltungsstellen erlauben [36, 39]. Die Kandidaten-Peptidsequenzen fur
einen bestimmten HLA-Typ werden dann synthetisiert und Peptide, die
erfolgreich an HLA-Moleklle binden, werden von antigenprasentierenden
Zellen (APCs) prasentiert und auf die Induktion einer zytolytischen Reaktion
bei CTL getestet [36, 40]. Diese Strategie wird auch bei der Herstellung einer
cDNA-library mittels einer reprasentativen Differenzanalyse (RDA) angewandt
[41, 42]. Zusatzlich fuhrten vergleichende Proteomanalysen und

Genexpressionsanalysen zur Identifizierung neuer Tumorantigene [30].

Die ersten Tumorantigene wurden beim Melanom identifiziert [43]. Kurz
darauf folgte aber die Identifizierung von Tumorantigenen fur zahlreiche
andere Tumorentitaten. Aufgrund der genetischen Instabilitat von
neoplastischen Zellen ist eine grol’e Heterogenitat bei der Expression von
HLA-Molekulen und Tumorantigenen maoglich [31]. Jeder einzelne Tumor ist
aufgrund der chromosomalen Veranderungen wahrend der Tumorentstehung

gleichzeitig einzigartig und heterogen. Um einen optimalen therapeutischen

10



Einsatz von Tumorantigenen zu gewahrleisten, sollten die individuellen
Unterschiede zwischen Patienten und Tumorentitaten sorgfaltig analysiert
werden [30]. Trotz dieser individuellen Unterschiede ist es jedoch mdglich
auch generelle Aussagen Uber Tumorantigene zu treffen. Man unterscheidet
im Wesentlichen funf verschiedene Gruppen von Tumorantigenen [30]

[Academy of Cancer Immunology www.cancerimmunity.org/peptidedatabase].

Die erste Gruppe beinhaltet die sogenannten Aktivierungsantigene. Diese
werden von Genen codiert, die in den meisten normalen Geweben des
Erwachsenen ruhen. Eine Ausnahme bilden die MHC-Klasse-I-negativen
Zellen des Testis [38, 40]. Zu dieser Gruppe gehoéren die Cancer/Testis-
Antigene wie z.B. MAGE, BAGE, GAGE/PAGE/XAGE, RAGE, NY-ESO-
1/LAGE-1, SSX, SPANX, TRAG-3, SCP-1, OY-TES-1 und CT10 [44-50].
Einige Autoren zahlen aulierdem die Muzine zu dieser Gruppe, die man vor
allem als Oberflachenproteine auf Mamma-, Ovarial- und
Pankreaskarzinomen findet [46]. Auf normalen Zellen sind Muzine stark
glykolisiert und werden deshalb nicht von T-Zellen erkannt. Bemerkenswert
ist, dass bei Muzinen die T-Zell-Erkennung auf Tumorzellen ohne HLA-
Restriktion stattfindet [51].

Eine zweite Gruppe bilden die gewebespezifischen Differenzierungsantigene,
die z.B. beim Melanom von Genen wie Tyrosinase, Melan-A/Mart-1, und
gp100 codiert und auf Melanomen und in normalen Melanozyten exprimiert
werden [52]. Aulerdem zahlen Antigene wie das u.a. bei kolorektalen
Tumoren auftretende Karzinoembryonale Antigen (CEA), das Prostata-
spezifische Antigen (PSA) beim Prostata-Karzinom oder alpha-Fetoprotein

(AFP) bei Leberkarzinomen [53] zu dieser Gruppe.

Daneben existiert eine dritte Gruppe von Uberexpressionsantigenen, die
haufig in einer Vielzahl gesunder Gewebe exprimiert, aber ausschliel3lich in
Tumorzellen Uberexprimiert wird. Hier sind Her-2/neu [54], p53 oder PRAME
als Beispiele zu nennen. Zu dieser Gruppe gehéren auch Tumorantigene in

Form von Transkriptionsfaktoren wie das Wilms-Tumor-Protein-1 (WT1) [55].
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Transkriptionsfaktoren mit funktioneller Relevanz flr die Tumorprogression
stellen besonders interessante Zielstrukturen fur immuntherapeutische
Ansatze dar. Ein Groldteil von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen
kodiert fur Transkriptionsfaktoren und deregulierte Expression oder
Aktivierung sowie Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren spielen eine

kritische Rolle fur die Tumorgenese und Progression.

Die vierte Gruppe bilden die viralen Antigene, zu denen als bekannteste das
Humane-Papilloma-Virus (HPV)-16 bei Zervixkarzinomen [56] und das
Ebstein-Barr-Virus (EBV) beim endemischen Burkitt-Lymphom [57] zahlen.
Bei Leukamiepatienten wurde das Humane-endogene-Retrovirus-Antigen
(HERV-K10) identifiziert [58]. Zudem sind das Hepatitis-B-Virus (HBV) und
Hepatitis-C-Virus (HCV) von grolRer Relevanz fur die Entstehung von

Leberzellkarzinomen [59].

Viele tumorspezifische Antigene entstehen durch molekulare Veranderungen
ubiquitar exprimierter Gene. Sie stellen die flinfte Gruppe der Mutations-
Antigene dar und sind im Gegensatz zu den vorher genannten in der Regel
individuenspezifisch und kdénnen nur schwer als immuntherapeutische
Zielstrukturen fir verschiedene Patienten genutzt werden. Allerdings hat man
gleiche Mutationen innerhalb einiger Antigene dieser Gruppe bereits bei
verschiedenen Individuen gefunden, wie z.B. CDK4, MUM-1, R-Catenin, bcr-
abl [40], p53 [60], ras-Onkogen [61] oder KIAA 0205 [62]. Die molekularen
Veranderungen treten haufig als Punktmutationen auf, so dass durch
veranderte Aminosauresequenz aus einem zuvor immuntoleranten Protein
neue antigene Epitope generiert werden kénnen [63]. Daneben finden sich
Translokationen wie z.B. das bcr/abl-Gen bei der chronisch myeloischen
Leukémie (CML) [64, 65], die zu neuen hoch immunogenen Fusionsproteinen
fuhren koénnen. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass Splice-
Varianten, neue offene Leserahmen, Pseudogene oder auch Antisense-
Strangprodukte der DNA Zielstrukturen fur das Immunsystem darstellen
kénnen [66, 67].
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Die Anzahl der identifizierten Antigene fur myeloische Erkrankungen wie
chronisch myeloische Leukamie (CML), akute myeloische Leukamie (AML)
und myelodysplastische Syndrome (MDS) ist in den letzten Jahren
kontinuierlich gestiegen [68]. Gegen die meisten der leukamieassoziierten
Antigene (LAA) wie BAGE, bcr-abl, OFA-LRP, FLT3-ITD, G250, hTERT,
PRAME, SPAGY9, Proteinase-3, RHAMM und WT1 konnten spontane CD8
positive T-Zellen nachgewiesen werden. Die Antigene wurden inzwischen
genauer charakterisiert und interessanterweise sind die meisten mit
Zellzyklus-Funktionen und Proliferation assoziiert [69]. In der vorliegenden
Arbeit lag ein wesentlicher Schwerpunkt auf der Vakzinierungsentwicklung
mit WT1. WT1 ist bei Leukamien, dem MDS, sowie einer Vielzahl solider
Tumoren hoch exprimiert, hat onkogene Funktion und spielt eine wichtige
Rolle fur die Proliferation von Leukamie- und Tumorzellen [55, 70]). Bei der
AML ist WT1 gut geeignet, um frlhes Therapieansprechen zu messen [71].
In bestimmten Situationen, wie nach allogener Transplantation, eignet es sich
auch als Marker fur die minimale Resterkrankung [72]. Beim MDS ist WT1
stadienabhangig hochreguliert und stellt einen verlasslichen molekularen
Marker zur Verlaufsbeurteilung des MDS dar [73]. Aufgrund dieser
funktionellen Relevanz scheint WT1 weit weniger anfallig fur die durch
immunologischen Selektionsdruck vermittelten Tumor-Escape-Varianten, die
bei anderen Tumorantigenen spontan oder wahrend der Durchfuhrung von
Vakzinierungsstudien beobachtet wurden. In einem vom National Cancer
Institute (NCI) kirzlich initiierten Priorisierungsprozess erhielt WT1 unter
Berucksichtigung potentiell wichtiger Eigenschaften eines ,idealen®
Tumorantigens, den hdchsten Punktwert unter allen einbezogenen

Tumorantigenen [74].

1.3  Spontane T-Zellimmunitat gegen Tumorantigene

Lange Zeit wurde kontrovers diskutiert, ob Tumoren spontane Immunitat bei
Patienten auslésen kdnnen. Im Zuge der Etablierung sensitiver T-Zell-Assays
konnten spontane T-Zellen gegen Tumorzellen oder isolierte Tumorantigene
regelmafdig im peripheren Blut von Tumorpatienten nachgewiesen werden [7].

Die Mechanismen, die zur Induktion einer spontanen T-Zell-immunitat fihren
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sind allerdings noch nicht vollstandig verstanden. Zunachst konnten bei
zahlreichen Tumorentitaten tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) aus dem
Tumorgewebe isoliert und in vitro unter Zugabe von IL-2 expandiert werden
[75]. Ein Grofteil dieser vornehmlich CD3+/CD8+ T-Zellen besitzt in vitro
lytische Fahigkeiten gegenlber autologen und zum Teil auch gegentber HLA-
gematchten allogenen Tumorzellen. Diese Tumorzelllyse konnte durch MHC-
Klasse-I-Antikorper ebenso wie durch Antikdrper gegen T-Zell-Rezeptoren
(TCR) blockiert werden, was fur eine Uber MHC-Klasse-l vermittelte
spezifische Erkennung der Tumorzellen spricht [76]. Neben ihrer
zytotoxischen Funktion sind TlLs in der Lage, nach Tumorerkennung eine
Reihe von Zytokinen wie GM-CSF, IFNy und TNFa freizusetzen [77]. Die
ersten Analysen tumorantigenspezifischer T-Zellen gelangen in einigen
tumorinfiltrierten  Lymphknoten  sowie im  peripheren  Blut von

Melanompatienten [78-80].

Erst durch die Etablierung sensitiverer T-Zell-Assays konnten spontane
tumorspezifische T-Zellen auch direkt ex vivo, ohne vorherige in vitro
Stimulation im peripheren Blut und Knochenmark von Tumorpatienten
verschiedener Entitaten, u.a. bei Melanomen [81, 82] Kolorektal- [83],
Bronchial- [84] und Mammakarzinomen [85] sowie bei Neuroblastomen [86]
und Leukamiepatienten [3.1.3] nachgewiesen werden. Einzelne Daten
suggerierten einen besseren Kklinischen Verlauf bei Patienten mit
tumorantigenspezifischer T-Zell-Antwort [84, 87], andere Studien konnten
keinen Unterschied zwischen Patienten mit und ohne spontane
tumorantigenspezifischer T-Zell-Antwort identifizieren [88]. Eine Korrelation
wird aber mdglicherweise auch dadurch zunichte gemacht, dass spontane
tumorspezifische T-Zellen v.a. bei Patienten mit fortgeschrittenen
Tumorstadien nachgewiesen werden konnten [7, 89]. Erklarungen flr diese
Tatsache konnten zum einen sein, dass fur die Generierung einer
tumorspezifischen T-Zellantwort das Auswandern von Tumorzellen,
insbesondere die Migration in Lymphknoten, unabdingbar ist. Zum anderen ist
denkbar, dass bei Patienten mit lokal begrenzten Tumoren zunachst nur lokal

tumorspezifische T-Zellen den Tumor kontrollieren und diese erst dann in der

14



Peripherie nachweisbar sind, wenn Tumoren metastasieren und aufgrund von
potentiellen Tumor-Escape-Mechanismen keine T-Zell-Migration zum Tumor

mehr induzieren.

Diese unterschiedlichen Daten resultieren moglicherweise auch aus der
individuellen Heterogenitat der tumorantigenspezifischen T-Zellen mit sehr
variablen Frequenzen, Phanotypen und funktionellen Charakteristika. Beim
Melanom konnten beispielsweise bei einer Patientin im Stadium IV spontane
tyrosinasespezifische T-Zellen mit einem Anteil von >5% der CD3+, CD8+ T-
Zellen nachgewiesen werden, die alle Charakteristika zytotoxischer T-Zellen
aufwiesen und direkt ex vivo Tyrosinase-exprimierende Tumorzellen lysierten
[87]. In anderen Analysen zeigten spontane tyrosinasespezifische T-Zellen
dagegen eine tumorantigenspezifische funktionelle Anergie und konnten
Tyrosinase-positive Melanomzellen nicht lysieren, obwohl sie zahlreiche
Charakteristika von Effektor-T-Zellen aufwiesen [82]. Inzwischen konnten
spontane  T-Zellen gegen verschiedene HLA-spezifische Epitope
immunogener Tumorantigene in ganz unterschiedlichen Frequenzen
nachgewiesen und charakterisiert werden. Hohe Frequenzen spontaner T-
Zellen fanden sich gegen Melan-A/MART-1 aber unter anderem auch gegen
NY-ESO-1 [90, 91], gegen LAGE-1 [92] und gegen MAGE-C2 [93]. Weniger
haufig dagegen waren spontane antigenspezifische T-Zellen gegen
Tyrosinase und gp100 [82]. Gegen NY-ESO-1 konnte neben den T-Zellen
auch eine spontane humorale Immunantwort bei Melanompatienten
nachgewiesen werden [91]. Grundsatzlich kann man sagen, dass ein Grofiteil
der Melanompatienten spontane T-Zellen gegen ihren Tumor entwickeln,
irgendwann kommt es im Krankheitsverlauf aber scheinbar bei fast allen
Patienten zu einem Punkt, an dem diese spontanen T-Zellen ineffektiv
werden und der Tumor moglicherweise durch lokale immunsuppressive
Mechanismen der Immunkontrolle entgehen kann [94]. Effektive
immuntherapeutische Strategien mussen diese Gegebenheiten
bertcksichtigen und sich die detaillierteren Erkenntnisse der Interaktionen

zwischen Immunsystem und Tumoren zu Nutze machen, um eine effektive
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tumorspezifische Immunantwort zu induzieren und Resistenzmechanismen

auszuschalten.

Nach Identifizierung der ersten leukdamieassoziierten Antigene erfolgten
verschiedene Analysen spontaner T-Zellen auch bei Leukamiepatienten. Der
Nachweis von WT1-spezifischen Antikorpern bei 15-25% der AML-Patienten
deutete bereits auf eine gute Immunogenitat von WT1 hin und legte nahe,
dass auch WT1-spezifische CD4+ T-Zellen bei Leukamiepatienten zu finden
sein sollten [95, 96]. Dies veranlasste uns zu einer systematischen Analyse
von WT1- und Proteinase-3-spezifischen T-Zellen bei AML-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen. Wie unter 3.1.3 naher beschrieben, konnten wir
bei einem signifikanten Anteil der Patienten zytokinproduzierende
antigenspezifische T-Zellen gegen HLA-A2-bindende Epitope von WT1 und
Proteinase-3 zeigen, wohingegen keine spezifischen zytokinproduzierenden
T-Zellen bei Gesunden nachweisbar waren [3.1.3]. Andere Arbeitsgruppen
konnten bei AML-Patienten spontane leukamieantigenspezifische T-Zellen
auch gegen RHAMM und PRAME in hohen Frequenzen nachweisen,
wahrend diese nur sehr selten bei gesunden Individuen detektierbar waren
[97-99].

Bei Gesunden finden sich nur in einem geringen Prozentsatz spontane T-
Zellen gegen Tumorantigene. Eine Ausnahme stellt das melanomassoziierte
Antigen Melan-A/MART-1 dar, gegen das zwischen 8 und 60% der Gesunden
eine spontane T-Zell-lmmunitat zeigen [81, 100, 101]. Bei Melanompatienten
variieren die Frequenzen Melan-A/MART-1 spezifischer T-Zellen zwischen 10
und 70% und in den meisten Studien konnten hdhere Frequenzen bei
Melanompatienten nachgewiesen werden als bei Gesunden. Bei Gesunden
zeigten 95% der spezifischen T-Zellen einen naiven Phanotyp, wahrend bei
Melanompatienten neben naiven Zellen auch ein Drittel der spezifischen T-
Zellen einen Effektor-Memory-Phanotyp besalien [81, 102]. Der Grund fur die
hohe spontane Immunitat gegen Melan-A/MART-1 kdnnte in der Ubermafigen
thymischen Expression potentiell kreuzreaktiver Sequenzen liegen [103].

Gegen andere melanomassoziierte Antigene liegen unterschiedliche Daten
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vor. Von einigen Autoren konnten spezifische T-Zellen bei einem geringen
Prozentsatz der analysierten gesunden Probanden nachgewiesen werden, so
zeigten z.B. gegen Tyrosinase und gp100 4 und 3 von 12 Gesunden niedrige
Frequenzen spezifischer T-Zellen [101]. Ahnlich niedrige Frequenzen
spontaner T-Zellen wurden bei Gesunden gegen leukamieassoziierte
Antigene detektiert [3.1.3]. Dennoch konnten etliche Studien der letzten Jahre
zeigen, dass tumorantigenspezifische T-Zellen sich aus dem peripheren Blut
von Gesunden nach in vitro Stimulation expandieren lassen [104, 105] und
unter bestimmten Umstanden, z.B. im Kontext allogener
Stammzelltranplantationen, fur therapeutische Zwecke genutzt werden
konnen. Inwieweit es sich hier um eine de novo Induktion
tumorantigenspezifischer T-Zellen handelt, oder um eine Anreicherung von
bereits in geringen Frequenzen vorhandenen spontanen T-Zellen kann bisher

nicht vollstandig geklart werden.

Trotz der Vielzahl der in der Vergangenheit identifizierten Tumorantigene
reprasentiert die T-Zellimmunitat gegen Tumorantigene wahrscheinlich aber
nur einen kleinen Teil der gesamten tumorspezifischen Immunitat. Zur
umfassenden Charakterisierung sind neben der Analyse
tumorantigenspezifischer T-Zellen erganzende Analysen mittels Stimulation
durch den autologen Tumor sinnvoll, insbesondere wenn nur wenige
Tumorantigene fur den jeweiligen Tumor bekannt sind. In vielen Fallen liegen
jedoch keine autologen Tumorzellen flr in vitro Analysen vor. Um dennoch
die T-Zell-Antwort gegen ein breites Spektrum von Antigenen zu analysieren
haben wir, wie unter 3.1.1 nadher beschrieben, untersucht, inwieweit sich auch
allogene HLA-gematchte Tumorzelllinien als Zielzellen fir funktionelle ex vivo
Assays eignen. Zum damaligen Zeitpunkt wurde diese Methode zur T-Zell-
Charakterisierung unabhangig von definierten Tumorantigenen zunachst im
ELISPOT fur Melanompatienten etabliert. Inzwischen wird dieser Ansatz auch
in durchfluRzytometrischen Analysen und fur diverse andere Tumorentitaten
und Leukdmien zum Routinemonitoring spontaner und durch Vakzinierung

induzierter T-Zell-lmmunitat genutzt.

17



1.4 Knochenmark als wichtiges sekundares Immunorgan

Ahnlich wie die T-Zell-Antwort gegen definierte Tumorantigene nicht die
gesamte T-Zellimmunitat gegen Tumoren ausmachen, sind die Analysen
spontaner und durch Vakzinierung induzierter T-Zellen im peripheren Blut
maoglicherweise nicht reprasentativ fur das gesamte Spektrum der T-Zell-
Immunitat in anderen Kompartimenten des Organismus. Zahlreiche Arbeiten
konnten sowohl quantitative als auch qualitative Unterschiede zwischen der
tumorspezifischen Immunantwort im peripheren Blut und anderen
Kompartimenten, wie dem Tumor [106, 107], Lymphknoten [108] oder dem
Knochenmark zeigen [3.1.2, 3.2.2] [85, 109]. Wir haben uns in den letzten
Jahren intensiv mit den Spezifika der tumorspezifischen Immunitat in
unterschiedlichen  Kompartimenten, insbesondere im  Knochenmark
beschaftigt und konnten gemeinsam mit anderen Arbeitsgruppen Phanomene
aufdecken, die das KM als sekundares lymphatisches Organ charakterisieren
und es sehr interessant fur die Analyse sowie die Generierung von
tumorspezifischen Immunzellen erscheinen lassen [3.1.2, 3.2.2]. Detaillierte
Analysen der Induktion von tumorspezifischen T-Zellen der Arbeitsgruppe um
Schirrmacher konnten zeigen, dass zirkulierende naive T-Zellen
Tumorantigene nicht direkt erkennen, sondern eine Interaktion mit
tumorantigenprasentierenden  dendritischen  Zellen  notwendig ist.
Tumorantigene von zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut gelangen
demnach ins Knochenmark und in die Milz und werden dort von ortstandigen
dendritischen Zellen prozessiert und prasentiert. Dies kann zur Stimulation
von T-Zellen und zur Generierung von Effektor- und Memory-T-Zellen fuhren,
die entweder Tumorzellen zerstdéren oder sie in einem ruhenden Zustand

kontrollieren kdnnen [110, 111].

Bei vielen Krebspatienten im fortgeschrittenen Stadium lassen sich geringe
Frequenzen an Tumorzellen bzw. Mikrometastasen im Knochenmark
nachweisen [112-115]. Allerdings existierten vor 10 Jahren noch wenig
systematische Analysen bezuglich des Nachweises von tumorspezifischen T-
Zellen im Knochenmark. Unsere Analysen, die detailliert unter 3.1.2, 3.2.2,

3.2.3 und 3.2.4 beschrieben sind, sowie die anderer Arbeitsgruppen [109,
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110, 116] konnten eine Anreicherung von tumorspezifischen und von
spontanen und durch Vakzinierung induzierten tumorantigenspezifischen
Memory-T-Zellen im Knochenmark nachweisen. Bei Mammakarzinom-
Patientinnen und bei Melanompatienten konnte gezeigt werden, dass erst die
systemische Prasenz von Tumorantigenen wie im metastasierten Stadium
oder bei erhdohten Tumormarkern im peripheren Blut die Induktion von
tumorspezifischen Memory-T-Zellen im Knochenmark zur Folge hat [109,
117]. Diese Analysen untermauern, insbesondere auch im Zusammenhang
mit der Analyse virusspezifischer T-Zellen, dass das Knochenmark ein
wichtiges Kompartiment fur die Akkumulation, Proliferation und Persistenz
von Memory-T-Zellen darstellt [118, 119]. Memory-T-Zellen sind die Trager
der eigentlichen langanhaltenden Immunitdt und zeichnen sich durch
persistierende, funktionell ruhende und immunkompetente T-Zellen aus. Im
Gegensatz zu naiven T-Zellen zeigen sie eine schnellere Proliferation auch
auf einen geringeren Antigenreiz hin [120] und bendtigen keine zusatzliche
Kostimulation durch APC [121]. In der Regel fallt die Sekundarantwort starker
und spezifischer aus und ist durch Multifunktionalitdt der Memory-T-Zellen

gekennzeichnet.

Inzwischen existieren mehrere Differenzierungsmodelle, die z.T. kontrovers
diskutiert werden [122-126]. Nach einem Modell von Sallusto kann man
Effektor- (Tem) und zentrale Memory-T-Zellen (Tcm) unterscheiden [127,
128]. Tem, die als CD45RA-, CCR7- T-Zellen charakterisiert sind, weisen ein
hohes Effektorpotential auf, jedoch nur geringes Proliferationspotential nach
Antigenstimulation und die Fahigkeit sich in peripheren Geweben
anzureichern [129, 130]. Im Gegensatz dazu sind die CD45RA-, CCR7+ Tcm
durch ein hohes Proliferationspotential gekennzeichnet und besitzen die
Fahigkeit im Organismus zu persistieren und in lymphatische Organe zu
migrieren [127, 131, 132]. Eine weitere Charakterisierung der Memory-T-
Zellen gelingt Uber ihren Funktionszustand und besonders interessant sind
sogenannte multifunktionalen Memory-T-Zellen, die in der Lage sind simultan
IFNy, TNFo und IL-2 zu produzieren. Fur Memory-T-Zellen mit diesem

Phanotyp konnte sowohl in dem Modell einer Leishmania-Vakzinierung als
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auch bei HIV-Patienten eine hohere protektive Immunitat bzw. langere

progressionsfreie Zeit gezeigt werden [133, 134].

Basierend auf diesen Daten sollte eine effektive antigenspezifische
Vakzinierung bzw. Immuntherapie sowohl Effektor-T-Zellen, die in der Lage
sind Tumorzellen zu zerstoren, als auch Memory-T-Zellen, als Garant der
anhaltenden Immunitat induzieren [131]. Von besonderem Interesse,
insbesondere auch fur adoptive Therapieansatze sind jedoch die Tcm und es
konnte bereits in Virus- und in Tumormodellen eine hbéhere protektive und

therapeutische Immunitat fur Tcm als fur Tem nachgewiesen werden [135].

1.5 Tumorvakzinierung

Vakzinierungen reprasentieren eine potentiell erfolgreiche Strategie um
Erkrankungen mit hoher Morbiditdt und Mortalitdt zu verhindern oder
einzudammen. Wahrend die Entwicklung von Vakzinierungen gegen
pathogene Mikroorganismen in den meisten Fallen sehr erfolgreich war, ist
die Effektivitat von Vakzinierungen mit dem Ziel der Induktion einer Antitumor-
Aktivitdt des Immunsystems bisher sehr unbefriedigend. Im Bereich der
praventiven Krebsvakzinierungen gab es in den letzten Jahren wichtige
Fortschritte mit zwei zugelassenen praventiven Krebsvakzinierungen gegen
HBV und HPV, zur Verhinderung HBV-assoziierter hepatozellularer

Karzinome [136] bzw. HPV-assozierter Zervixkarzinome [137, 138].

In der Situation einer bereits etablierten Krebserkrankung gab es trotz
intensiver Forschung in den letzten Jahrzehnten insgesamt nur wenig
Fortschritte. Dennoch zeichnen sich im Jahre 2010 neben enttduschenden
Daten auch einige vielversprechende Entwicklungen ab. Mit Sipuleucel-T®
gibt es nun die erste von der ,Food-and-Drug-Administration“-Behorde der
USA (FDA) zugelassene Vakzinierung beim  hormonrefraktaren
Prostatakarzinom die einen Uberlebensvorteil zeigen konnte [139-141].

Sipuleucel-T® besteht aus autologen antigenprasentierenden Zellen, die mit
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einem Fusionsprotein aus GM-CSF und dem prostataspezifischen Antigen
prostatic-acid-phosphatase (PAP) beladen wurden. Daneben stehen mit
BiovaxID® [142] und Rindopepimut® [143, 144] zwei weitere Vakzinierungs-
Kombinationen  bei  follikuldaren  Lymphomen und  Glioblastomen

moglicherweise kurz vor der Zulassung.

Prinzipiell ist das Ziel aller Vakzinierungsansatze die Aktivierung von APC und
die Stimulation einer durch antigenspezifische zytotoxische T-Zellen (CTL)
vermittelten Immunantwort. |dealerweise sollten neben Effektor-T-Zellen auch
Memory-T-Zellen induziert werden, die eine langanhaltende Immunitat
vermitteln. Unklar ist bisher noch, welche Rolle eine moglicherweise durch die
Vakzinierung induzierte antigenspezifische Antikdrperantwort spielt [34, 145].
APCs koénnen das jeweilige tumorspezifische Antigen oder mehrere Antigene
in verschiedenen Formen aufnehmen: Grundsatzlich kann man zwischen
tumorbasierten, virusbasierten, peptid- oder proteinbasierten, APC-basierten

und DNA- oder RNA-basierten Vakzinierungen unterscheiden.

In den letzten 20 Jahren wurde die Vakzinierung mit definierten
Tumorantigenen mit dem Ziel der Generierung tumorspezifischer T-Zellen in
klinischen Studien erprobt und weiterentwickelt. Solche Vakzinierungen
bestehen in der Regel aus drei Teilen: Antigen oder Antigene, Adjuvanz oder
mehrere Adjuvantien und einem Applikationssystem. Angesichts der zuvor
beschriebenen Vielfalt an Antigenen, diversen verfugbaren Adjuvantien und
Applikationssystemen gibt es eine grolRe Zahl an potentiell wirksamen
Vakzinierungskombinationen. Erst in den letzten Jahren gab es sinnvolle und
dringend notwendige Priorisierungsinitiativen unter FederfUhrung des National
Institutes of Health (NIH) in den USA [74, 146, 147], um die
Vakzinierungsentwicklung strukturierter und effektiver voranzutreiben. Die
bisherigen Studien konnten bei Patienten mit aktiver Tumorerkrankung im
Rahmen von klinischen Phase [I/ll-Studien mit unterschiedlichen
Vakzinierungsprotokollen bei der Mehrzahl der Patienten eine T-Zell-Antwort

gegen Tumorantigene im Blut induzieren [148-153]. Bei nur wenigen
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Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung gelang es jedoch durch die
durch die Vakzinierung induzierte T-Zell-Antwort eine RUckbildung des
Tumors nach ,Response-Evaluation-Criteria-In-Solid-Tumors, (RECIST)-
Kriterien zu erreichen [150, 151, 154, 155]. Mdgliche Ursachen dieser
limitierten klinischen Effizienz konnten in einer qualitativ und funktionell nicht
ausreichenden, durch die Vakzinierung induzierten T-Zell-Antwort begrindet
sein, die mdoglicherweise Folge von immunregulatorischen und
immunsuppressiven Mechanismen ist, die bei Tumorpatienten haufig
auftreten. Klinisch vielversprechender sind Tumorvakzinierungen flr

Hochrisikopatienten in der adjuvanten Situation.

1.5.1 Tumorvakzinierung bei Melanom

Die Mehrzahl der Vakzinierungsstudien sind bisher beim Melanom
durchgefuhrt worden, zum einen aufgrund von Hinweisen auf eine gute
Immunogenitat der Erkrankung, zum anderen auch weil es beim
metastasierten Melanom jenseits der Erstlinientherapie kaum etablierte und
effektive Therapien gibt und die Patienten haufig mit experimentellen
Ansatzen in klinischen Studien behandelt werden. Weiterhin ist die
Erkrankung in fortgeschrittenen Stadien meistens rasch progredient [156,
157], so dass Aussagen Uber eine klinische Effektivitdt der Vakzinierung
innerhalb eines kurzen Zeitfensters getroffen werden kdnnen. Gleichzeitig ist
dies moglicherweise ein Faktor, der eine effektive Immuntherapie erschwert,
da es zum Teil bis zu Monaten dauern kann bis eine effektive Immunantwort
induziert wird [158]. Ergebnisse aus Phase-lI-Studien, die in unserer
Arbeitsgruppe und in anderen Arbeitsgruppen in der adjuvanten Situation
oder bei Patienten mit geringer Tumorlast durchgefuhrt wurden sprechen
dafur, dass eine Vakzinierung mit Tumorantigenen beim metastasierten
Melanom das Widerauftreten von Rezidiven verzogern bzw. z.T. verhindern
kann [3.4.1] [159]. Allerdings mussen diese Daten der Prifung in
kontrollierten, randomisierten Studien standhalten, bevor ein breiter Einsatz in

der Klinik zu rechtfertigen ist.
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Im Zusammenhang mit der Vakzinierungsentwicklung hat man in den letzten
Jahren zunehmend regulatorische = Mechanismen identifiziert und
charakterisiert, welche sowohl die naturliche, als auch die potentiell durch die
Vakzinierung induzierte Immunantwort gegen Tumoren limitieren kdnnen.
Eine Effektivitatssteigerung von Vakzinierungsansatzen gelingt
moglicherweise uber die Beeinflussung solcher Molekule. Eines der
vielversprechendsten Molekule stellt das Cytotoxic-T-Lymphocyte-associated-
Antigen-4 (CTLA-4) als sogenanntes Immun-Checkpoint-Molekul dar, welches
T-Zell-Aktivierungswege herunterreguliert. Sehr interessant sind daher die
Daten einer 2010 publizierten Studie von Hodi et al. die - als erste
randomisierte Phase-IlI-Studie beim metastasierten Melanom Uberhaupt -
zeigen konnte, dass Ipilimumab als CTLA-4-Antagonist mit oder ohne gp-100-
Vakzinierung im  Vergleich zu gp-100-Vakzinierung allein  das
Gesamtuberleben bei Patienten mit metastasiertem Melanom mit 10,1 vs. 6,4
Monaten verbessern konnte [160]. Wider Erwarten bewirkte die Kombination
mit der in Montanide geldsten gp-100-Vakzinierung in dieser Studie keinen
weiteren Benefit, sondern es war im Gegenteil sogar eine Verschlechterung
im Vergleich zu Ipilimumab allein zu beobachten. Daflir zeigte sich jedoch
keine statistische Signifikanz. Auch in einer kurzlich publizierten Phase-Il
Studie von Weber et al. bei Melanompatienten mit reseziertem Stadium lllc
und IV [161] konnte eine, ebenfalls in Montanide geloste, Multiepitop-
Vakzinierung bestehend aus Klasse-I-bindenden Peptiden von Tyrosinase,
gp-100 und MART-1 keinen klinischen Vorteil gegenuber Ipilimumab allein in

gesteigerter Dosis zeigen.

Im Kontrast dazu steht eine Phase-llI-Studie mit einer ahnlichen, in Montanide
geldsten gp-100-Peptid-Vakzinierung, die in Kombination mit hochdosiertem
IL-2 ein signifikant besseres Ansprechen zeigte als hochdosiertes IL-2 alleine
[162]. Diese Daten unterstreichen, dass die Effektivitat von Vakzinierungen
abhangig ist von den zusatzlich verabreichten Adjuvantien und es ist zu
beachten, dass Vakzinierungen in bestimmten Konstellationen durchaus
nachteilig sein kdnnen. Dies erfordert einen sehr sorgsamen Umgang mit der

weiteren Entwicklung von Vakzinierungen, insbesondere im Hinblick auf die
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Planung weiterer Studien, Komedikationen sowie Patienten- bzw.

Kontrollgruppen.

Insgesamt sind die Daten aus mehreren Phase-IlI-Studien beim Melanom
widerspruchlich: Zum Teil zeigt sich ein Benefit der Vakzinierung [162-164],
andere Studien wie eine Multiepitop-Vakzinierung mit dendritischen Zellen
[165] konnten keinen Unterschied zwischen Vakzinierungsarm und
Kontrollarm nachweisen. Aber es existieren auch Phase-lll-Daten von
Gangliosid-Vakzinierungen [166, 167] und Canvaxin® [168], bestehend aus
allogenen Melanomzellen in Kombination mit Bacille-Calmette-Guerin, die
eine Verschlechterung des klinischen Ansprechens durch die Vakzinierung im
Vergleich zu den Kontrollgruppen zeigten, so dass die Studien vorzeitig
beendet wurden. Auch die Daten von Phase-llI-Vakzinierungsstudien bei
anderen Tumorentitaten zeigen ein uneinheitliches Bild (Zusammenfassung in
[155, 169]) und es konnten sowohl positive (Provenge, PSA-TRICOM
(Prostatakarzionom), Oncophage (Melanom), OncoVAX (Kolonkarzinom),
Reniale (Nierenzellkarzinom)), neutrale (PANVAC-VF (Pankreaskarzinom),
GVAX (Prostatakarzionom), Oncophage (Nierenzell-Karzinom), Stimuvax
(Bronchialkarzinom)) als auch nachteilige Effekte (GVAX/Docetaxel) der

Vakzinierung nachgewiesen werden.

Fir die Weiterentwicklung von effektiven Tumorvakzinierungen bzw. von
Tumorimmuntherapien wird die Identifizierung von prediktiven Biomarkern, die
mit einem Kklinischen Vorteil assoziiert sind, sowie die ldentifizierung von
Immunresistenzmechanismen gerade bei negativen Studien von essentieller
Bedeutung sein [170]. Das alleinige T-Zell-Monitoring, insbesondere wenn es
isoliert im peripheren Blut erfolgt, erscheint nach den bisherigen Erfahrungen
bezuglich des klinischen Ansprechens nicht aussagekraftig genug. Insgesamt
sind trotz der z.T. negativen Daten weitere, gut designte Vakzinierungsstudien
mit funktionell relevanteren Antigenen und potenteren Adjuvantien

insbesondere als Kombinationstherapien durchaus gerechtfertigt, um das
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therapeutische Potential immuntherapeutischer Ansatze optimal zu nutzen
[171-174].

1.5.2 Tumorvakzinierung bei Leukémien

Basierend auf den Erfahrungen beim Melanom und anderen soliden Tumoren
haben wir uns bereits seit 10 Jahren mit der Entwicklung von Vakzinierungen
bei Leukamien beschaftigt. Die Grundlage dafur stellten die im Folgenden
aufgefihrten Daten bezlglich der Interaktion von Leukamien und dem

Immunsystem dar:

In den 70er Jahren wurde klar, dass mit den neu entwickelten
Chemotherapeutika Daunorubicin und Cytarabin bei einem Groldteil der
Patienten mit akuter myeloischer Leukdmie (AML) Remissionen erreicht
werden konnten. Allerdings zeigte sich auch, dass durch Konsolidierungs-
und Erhaltungstherapien nicht immer anhaltende Remissionen erreicht
werden konnten. Damit kam der Impuls zu testen, ob Rezidive durch
Vakzinierungen gegen Leukamien zum Zeitpunkt der Remission, wenn die
Erkrankung nur noch geringe residuelle Aktivitat aufweil3t, verhindert werden
konnten. Bereits 1977 konnte eine Vakzinierung mit Bacille-Calmette-Guerin
(BCG) und bestrahlten autologen Leukamiezellen verlangerte Remissionen
und Uberleben in der Vakzinierungsgruppe zeigen [175]. Allerdings sank mit
der  Etablierung  von Hochdosischemotherapien und allogenen
Stammzelltransplantationen zunachst das Interesse an der Weiterentwicklung
von Vakzinierungsstrategien bei AML-Patienten. In den nachfolgenden
Dekaden wurde aber v.a. durch die Erfahrungen mit allogenen
Stammzelltransplantationen klar, dass das Spender-Immunsystem in der
Lage ist einen Spender-gegen-Leukamie (GvL)-Effekt aufzubauen, dessen
Potential zunehmend realisiert wurde und auf eine wichtige Rolle sowohl von
T-Zellen als auch von NK-Zellen hinweist. In den letzten Jahren stieg, auch
angesichts von nur geringen Verbesserungen im Langzeituberleben v.a. der
Patienten Uber 60 Jahre, wieder das Interesse an Immunmechanismen die in
der Lage sind, die Leukamie langfristig zu kontrollieren. Die Eliminierung einer

minimalen Resterkrankung bei Patienten mit Leukamien ist nach wie vor
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schwierig und stellt sicher den entscheidenden Schritt dar, um
Gesamtliberleben und Heilungsraten signifikant zu verbessern. Die
immuntherapeutischen Ansatze koénnten dabei das Portfolio an

Leukamietherapien sinnvoll erganzen.

Bezlglich der Immunogenitdt von Leukamiezellen gibt es zahlreiche
Hinweise, dass AML-Zellen geeignete Zielstrukturen sowohl fur innerte als
auch fur adaptive Immunantworten darstellen. Mit der Expression sowohl von
HLA-Klasse-I- als auch HLA-Klasse-II-Molekllen sind AML-Zellen empfindlich
gegenuber T-Zellerkennung und -zerstérung [176, 177]. T-Zellen die autologe
AML-Blasten erkennen, konnten in vitro nach Stimulation mit
antigenprasentierenden AML-Zellen generiert werden [178, 179]. Spontane T-
Zellen gegen haufige Leukamieantigene wurden bereits im Kapitel zuvor
beschrieben und sind bei AML-Patienten in hohen Frequenzen nachweisbar,

dagegen nur sehr selten bei gesunden Individuen [98, 180, 181].

Bislang existieren nur sehr indirekte Hinweise fur das Auftreten von
Immunsurveillance bei AML-Patienten. Allerdings konnte mehrfach gezeigt
werden, dass die Lymphozytenregeneration nach Induktionschemotherapie
einen pradiktiven Wert fur das klinische Ansprechen hat: Patienten mit den
héchsten Lymphozytenwerten 6 Wochen nach Chemotherapie wiesen die
niedrigsten Rezidivraten auf und ebenso waren die Langzeituberlebensdaten

besser bei Patienten mit rasch normalisierten Lymphozytenwerten [182-184].

In den letzten Jahren wurden allerdings auch diverse Veranderungen von
AML-Zellen sowohl bei Erstdiagnose als auch im Rezidiv identifiziert, die
vermuten lassen wie Leukamien trotz potentieller Immunsurveillance
entstehen und wie bereits etablierte Leukdmien ihre Charakteristika so
verandern, dass sie der Immunkontrolle entgehen koénnen [185]: Mit
zunehmender Frequenz wurden AML-Blasten identifiziert, die fur Immun-
Escape pradisponierende Moleklle exprimieren, wie z.B. das Cytotoxic-
Lymphocyte-Antigen-4 (CTLA-4) [186], 4-1BB-Ligand [187] oder das
inhibitorische  ,Killer-cell-lg-like-receptor‘-(KIR)-Molekul ~ KIR2DL2 [188].

Weiterhin tragen AML-Blasten haufig nur in geringem Male kostimulatorische
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Molekule und so konnte nachgewiesen werden, dass die Wahrscheinlichkeit
einer anhaltenden Remission am grof3ten bei Patienten mit Expression von
sowohl CD80 als auch CD86 auf den AML-Blasten ist [176]. Zudem kdnnen
AML-Blasten zahlreiche Faktoren sezernieren die fur T-Zell- und NK-Zell-
Dysfunktionen verantwortlich sein koénnten [189, 190]. Ein weiterer
Resistenzmechanismus akuter myeloischer Leukamien besteht in der
Generierung von leukémischen dendritischen Zellen (AML-DC), die als
antigenprasentierende Zellen fungieren. Allerdings weisen diese AML-DC
abnormale Funktionen auf [191], inhibieren zytotoxische T-Zellen [192],
induzieren T-Zell-Anergie [193, 194], generieren regulatorische T-Zellen
(Treg) [195] und reduzieren die Anzahl naiver T-Zellen die aus dem Thymus
entstehen. Neben diesen Mechanismen scheint aullerdem das
Mikroenvironment im Knochenmark zum Beispiel mit mesenchymalen
Stromazellen, die ein immunsuppressives Milieu generieren oder protektiven

endostalen Regionen das Uberleben der Leukamie zu férdern.

In den letzten Jahren wurden die ersten antigenspezifischen Vakzinierungen
bei Leukamie-Patienten entwickelt und getestet. Die Basis dafur bilden
inzwischen mehr als 14 Kandidaten-Antigene die wie bereits beschrieben als
leukamieassoziierte Antigene (LAA) auf AML-Blasten identifiziert werden
konnten [196]. Am besten untersucht und als Peptid-Vakzinierungen in
klinischen Studien weiterentwickelt sind bislang WT1, Proteinase-3 und
RHAMM [197]. In der Regel wurden in den klinischen Studien Klasse-I-
Epitope verwendet in Kombination mit Adjuvantien wie BCG, Keyhole Limpet
Haemcyanin (KLH) oder inkomplettem Freund’s Adjuvanz mit oder ohne
gleichzeitig appliziertem Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem
Faktor (GM-CSF). Obwonhl alle Studien unterschiedliche
Vakzinierungsschemata, Peptide, Peptidkonzentrationen und Adjuvantien
verwendeten und bei unterschiedlichen Patientengruppen durchgefuhrt
wurden, zeigten sich bei nahezu allen klare Hinweise fur eine

immunologische, molekulare und klinische Effektivitat.

Basierend auf den Erfahrungen der Vakzinierungstherapie bei Patienten mit

Malignen Melanomen [3.4.1] und im Anschluss an die Analysen der WT1-
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spezifischen spontanen Immunitat bei Patienten mit AML und MDS [3.2.2]
begannen wir in unserer Arbeitsgruppe 2002 mit der ersten WT1-Peptid-
Vakzinierung mit einem HLA-A201-bindenden WT1.126-134 Peptid in
Kombination mit KLH und GM-CSF bei Patienten mit aktiver AML und MDS
[198] [3.4.2]. Parallel dazu wurden weitere kleinere WT1-Peptid-
Vakzinierungsstudien bei AML-Patienten in Kompletter Remission (CR)
durchgefuhrt, die eine gute Immunogenitat und klinische Effektivitat im Sinne
von Reduktion der WT1-m-RNA-Expression als Marker einer minimalen
Resterkrankung zeigten [153, 199]. In der ersten Studie von Oka et al. wurden
12 AML Patienten in CR und 2 MDS-Patienten mit unterschiedlichen Mengen
(0,3mg, 1,0mg and 3,0mg) eines HLA-A24-bindenden WT1-Klasse-I-Epitops
geldst in Montanide vakziniert. In der zweiten Studie von Rezvani et al.
erhielten 5 AML Patienten in CR und 2 MDS Patienten eine Vakzinierung mit
dem HLA-A0201-bindenden WT1.126-134 Peptide in Kombination mit einem
Proteinase-3-Peptid, Montanide und GM-CSF.

Inzwischen wurde von Scheinberg et al. bei AML-Patienten in CR eine
Vakzinestudie mit einer, in Montanide geldsten, polyvalenten WT1-Peptid-
Vakzine durchgefuhrt, welche sowohl CD4- als CD8-Epitope enthielt [200].
Die Patienten erhielten jeweils 6 Vakzinierungen im Abstand von 2 Wochen in
Kombination mit GM-CSF. Von 9 auswertbaren Patienten konnten bei 7
Patienten alle 6 Vakzinierungen durchgefuhrt werden. Ein weiterer Ansatz
einer WT1-Vakzinerung wurde kurzlich von van Tendeloo et al. publiziert, die
eine Vakzinierung mit WT1-mRNA beladenen dendritischen Zellen bei AML-
Patienten in partieller Remission und CR durchfuhrten [201]. Daneben wurden
einige Studien mit anderen Antigenen wie Proteinase-3-Peptid in Dosen von
0,25-1,0mg in Kombination mit Montanide und GM-CSF bei Patienten mit
CML, AML und MDS [202] und RHAMM-Peptid in Dosen von 0,3 und 1mg
zusammen mit Montanide und GM-CSF bei AML-Patienten durchgefuhrt [68].
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Tabelle 1

Klinische Vakzinierungsstudien mit WT1 bei Patienten mit AML und MDS

Patienten Vakzinierungs- Antigen Antigen GM-CSF | Montanide | Andere T-Zell- Moleku- Klinisches
Schema HLA- HLA- Adjy- Antwort lares Ansprecher
vantien Anspre-
(in Wochen) Klasse-l Klasse-ll chen
AML n=12 0,2,4,6,8,10,... A24 235-243 - - + - 9/13 5/14 7/14
CR 0,3, 1,0, 3,0mg ISA51 Tetramer
MDS n=1
sAML n=1
MDS n=1 0,2,4,6,8,10,... A24 235-243 - - + - 1/1 Tetramer 171 171
0,005 mg ISA51
AML n=1 0,2,4,6,8,....40 A24 235-242 - - + - 2/2 Tetramer 18D 2/2
PR3 1mg ISA51 (>3 Jahre)
MDS n=1 1 Sistieren
Transfusion
AML n=5 eine Vakzine WT1 A2, 126-134 - + + - 5/8 Tetramer 3/6 2 SD
CR PR1 A2, 169-177 100 ug ISA51 und ICC 3 anhaltende
MDS n=2 d1 temporar temporar CR
2 Rezidive
(3, 6 Monate)
AML n=17 I: 0,2,4,6,10,14,... A2, 126-134, KLH + - - 8/19 6/17 1CR
mit aktiver 11: 0,2,4,6,8,10,... 0,2mg 1mg 62,5ug Tetramer 3/17 stabil 14 SD
Erkrankung d-2,-d+1 7/19 ICC (3-54 Monate’
MDS n=2
AML n=7 I: 0,2,4,6,10,14,... A2, 126-134, KLH + - - 4/7 Tetramer 417 PFS
Hochrisiko CR II: 0,2,4,6,8,10,... 0,2mg 1mg 3/71CC 2,2,4,510,
17,24+,32
Monate
AML n=4 0,2,4,6,8,10,12 | WT1 A2 126-134 PADRE - + CpG 7909 0/4 0/4 0/4
mit aktiver PR3 169-177 1mg ISA51 1mg Absinken
Erkrankung 1mg praexist.
T-Zellen
AML n=9 0,2,4,6,8,10,12 WT1-A1, WT1 + + - 7/9 CD4+ Kaum 5 anhaltende
CR, WT1+ WT1-122A1 long 427 long, 70ug ISA51 3/9 CD8+ Verande- CR
200mg 331 long, d-2. 40 2/9 DTH+ rungen (41+, 36+,
122A1 long ’ 33+, 34+, 33+
200mg Monate)
AML n=10 0,2,4,6,14,22,30, WT1 mRNA WT1 mRNA - - - 2/5 Tetramer 5/10 2 CR aus PR,
2PR,8CR 38,... (Monozyten 9/9 ICC 3 molekulare
generierte (in vitro 1L-2) Antworten in
DC) 4/9 NK CR




1.6 T-Zell-Monitoring

In den letzten 20 Jahren gelang durch die Entwicklung sensitiver Assays ein
wesentlicher Fortschritt in der Charakterisierung tumorspezifischer T-Zellen.
Dennoch ist die valide Messung naturlicher, ebenso wie therapieinduzierter T-
Zellen weiterhin eine grof3e Herausforderung. Dabei stellt v.a. die niedrige
Frequenz der tumorspezifischen T-Zellen mit 1/10% 1/10° und das Bestreben
T-Zellen direkt ex vivo ohne vorherige in vitro Stimulation zu messen hohe
Anforderungen an akkurate und reproduzierbare Testmethoden. Die
verwendeten Assays sollten zudem fur die klinische Routine geeignet und

standardisierbar sein [203].

Ein wesentlicher Durchbruch war daher die Entwicklung von inzwischen
kommerziell vertriebenen fluoreszierenden Peptid-MHC-Klasse-I-Multimeren
[204]. Multimere ermdglichen eine direkte Identifizierung, Quantifizierung und
Phanotypisierung, sowie eine Isolierung antigenspezifischer T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie.  Allerdings lasst die Multimeranalyse keine
Ruckschliusse auf die Effektorfunktion antigenspezifischer T-Zellen zu, so

dass eine Kombination mit anderen funktionellen Assays notwendig ist.

Funktionale T-Zell-Assays wie der ELISPOT-Assay und die intrazellulare
Zytokin-Durchflusszytometrie (ICC) nutzen die antigenspezifische Induktion
von Zytokinen um spezifische T-Zellen auf Einzelzell-Niveau zu detektieren.
Mit Hilfe des ELISPOT-Assays, der 1988 von Czerkinsky zur Detektion
zytokinproduzierender Zellen etabliert wurde, gelingt der sensitive Nachweis
von antigenreaktiven T-Zellen auf Einzelzellniveau ohne vorherige in vitro
Stimulation in Frequenzen von 1/10° zytokinproduzierender T-Zellen [100,
204-206]. Der Test besitzt eine hohe Reproduzierbarkeit [205], die in
zahlreichen Ringversuchen belegt werden konnte [207-211]. Die
Entwicklungen der letzten Jahre ermdglichen inzwischen die Detektion
verschiedener Zytokine und anderer Molekile wie IFNy, TNFa, TGFp,
Granzyme B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, GM-CSF, Fas-

Ligand und MMP-1. Die Analyse kann auch als Kombination zweier Marker im
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dualen Ansatz [212] erfolgen und ist inzwischen fur Hochdurchsatzanalysen

angepasst [213].

Die ICC hat den Vorteil, dass eine simultane phanotypische Charakterisierung
der antigenspezifischen T-Zellen moglich ist. Die Vielfarben-
DurchfluBzytometrie ermdglicht die genaue phanotypische und funktionelle
Analyse einzelner T-Zell-Populationen [214], u.a. mit der Frage der Memory-/
Effektor-T-Zelldifferenzierung, dem Aktivierungsstatus, dem Zytokinprofil, der
Expression von Migration regulierenden Chemokinrezeptoren, nach
suppressiven Faktoren, dem Proliferationspotential [215] wund der
zytotoxischen Funktion [216, 217]. Die Entwicklung von modernen Vielfarben-
Durchflusszytometern, die inzwischen mehr als 20 Fluorochrome gleichzeitig
detektieren kdnnen, ermdglicht allein schon durch eine Vielfarbenfarbung eine
Unterscheidung in hunderte verschiedener zellularer Subphanotypen. Dies
bringt jedoch enorme Datensatze hervor, die in sinnvoller Weise nur mit Hilfe
von Software-gestutzten Auswertetools bewaltigt werden kénnen um dann
potentiell klinisch relevante Phanomene zu identifizieren ([218-220]. Weiterhin
wird mit der Verfugbarkeit vieler verschiedener Fluorochrome, die Selektion
optimaler Fluorochromkombinationen zunehmend komplizierter und es zeigen
sich enorme Variationsbreiten zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen und
Zytometern [221].

Daneben bekommen molekularbiologische Analysen in den letzten Jahren
einen vermehrten Stellenwert in der Charakterisierung der T-Zell-Immunitat.
Neben der Analyse des T-Zell-Rezeptor-Repertoires [3.2.4] lassen sich auch
Transkripte verschiedener Zytokine in antigenstimulierten T-Zellen mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachweisen [222]. Die Entwicklung von
Mikroarrays ermdglicht in bestimmten T-Zellsubpopulationen oder bei zuvor
separierten antigenspezifischen T-Zellen die parallele Analyse der Expression
vieler tausend Gene [223, 224]. Damit gelingt mdglicherweise die
Identifizierung von bisher unbekannten Mechanismen und Charakteristika
einer effektiven tumorspezifischen Immunitat [225]. Parallel dazu bieten
Mikroarrays die Mdglichkeit der detaillierten Analyse des Tumorgewebes und

fur etliche Tumoren konnten bereits sogenannte ,immunologische Signaturen®
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identifiziert werden, die mit einem verbesserten Uberleben assoziiert waren
[226-230]. Insgesamt waren v.a. Gene, die mit Interferon assoziiert sind,
Molekule der Zellerkennung, v.a. MHC-Klasse-ll und Gene im
Zusammenhang mit T-Zell-Aktivierung von Relevanz (Zusammenfassung in
[231]).

Einige wenige klinische Tumorvakzinierungs-Studien konnten mittels
zytokinbasierten T-Zellassays bisher eine Assoziationen zwischen klinischem
Ansprechen und dem Nachweis von durch die Vakzinierung induzierten T-
Zellen zeigen [159, 232, 233]. Vielfach war die Induktion einer antigen-
spezifischen T-Zell-Antwort allerdings nicht mit einem klinischen Vorteil
assoziiert oder umgekehrt liel3 sich bei Patienten mit Hinweisen auf eine

klinische Effizienz keine T-Zell-Antwort nachweisen.

Diese Daten und die Erkenntnis, dass Assays zur Detektion von zellularen
Immunantworten hochst variable Ergebnisse liefern kdnnen, hat dazu gefuhrt,
dass es seit 2004 zahlreiche Initiativen des Cancer-Immuntherapy
Consortiums des Cancer-Research-Institute (CIC-CRI) in den USA, in
Kooperation mit der ,Society for Immunotherapy of Cancer” (SITC zuvor
International Society for Biological Therapy of Cancer (iSBTc)) und der
Assoziation fir Krebsimmuntherapie (CIMT) in Europa zur Assay-
Harmonisierung insbesondere im Rahmen von Multizenterstudien gab. Ziel
war es, die Variabilitdt zu minimieren und die zellulare Immunantwort als
reproduzierbaren Biomarker zu etablieren und eine mdgliche Korrelation zum
klinischen Ansprechen zu dokumentieren [170]. Basierend auf den
Erfahrungen mehrerer groRer Ringversuche, die z.T. erstaunliche
Diskrepanzen hervorbrachten, sind inzwischen Richtlinien zur Harmonisierung
von ELISPOT-Assays und Tetramer-Assays veroffentlicht [208, 234] und auch

Empfehlungen fur ICC ausgesprochen worden [235].

Daneben gibt es eine weitere Initiative ,MIATA" (Minimal information about T-
cell assays), deren Ziel es ist, ein standardisiertes Gerust fur die Publikation
von Immunmonitoring-Studien zu etablieren [236]. Zunachst erfolgte ein

offentlicher Konsultationsprozess um ein Feedback der ,Immuntherapie-
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Gemeinschaft einzuholen. Neben vielen positiven Voten gab es im Rahmen
dieses Meinungsbildungsprozesses auch einige kritische Stimmen, die trotz
aller sicher notwendigen Harmonisierung und Standardisierung anmerkten,
dass moglicherweise das grofdere Problem des derzeitigen Immunmonitorings
nicht die fehlende Validierung der Assays, sondern die Tatsache ist, dass die
Parameter, die analysiert werden, nicht von Relevanz fiur die untersuchte
Tumorbiologie sind [Marincola, www.miataproject.org] Mdglicherweise sind
Parameter, die die Biologie des einzelnen Tumors, dessen
Mikroenvironments und die genetischen Vorraussetzungen der Patienten
berlcksichtigen viel relevanter als die isolierte Analyse der Frequenzen
zirkulierender T-Zellen, die nicht die Komplexitat der Vorgange widerspiegeln
die zu Tumorregressionen fuhren. Weiterhin sollte nach Einschatzung
anderer Autoren sorgfaltig zwischen 1. der Standardisierung und Validierung
von Assays, die zur klinischen Entscheidungsfindung fuhren und 2. der
kontinuierlichen Implementierung von guten wissenschaftlichen Prinzipien in
Studien im Zusammenhang mit Grundlagen- und translationaler Forschung
unterschieden werden. Eine zu grolRe Fokussierung auf Standardisierung
bisheriger Assays berge die Gefahr einer Einschrankung von Kreativitat und
damit einer Verzogerung der Entwicklung neuer Assays. Eine weitere
gemeinsame Initiative sollte sich daher v.a. auch auf die Identifizierung neuer
Assays konzentrieren, die Daten generieren kdnnen, um geeignete Patienten
fir einzelne Immuntherapien identifizieren zu kdnnen, unndtige potentiell
toxische Therapien zu vermeiden und vielversprechendere Therapien an den
Anfang zu stellen [Sharma, Allison, Wolchok, Yee, Greenberg,

www.miataproject.org].
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Zielsetzung der hier zusammengefassten Arbeiten war die detaillierte
Analyse spontaner und durch Vakzinierung induzierter T-Zellen bei Patienten
mit soliden und hamatopoetischen Neoplasien im Kontext von
Vakzinierungsstudien. Zunachst erfolgten grundlegende Analysen der
spontanen T-Zellimmunitat bei Melanompatienten. Mit dem Ziel das
Spektrum der detektierbaren T-Zellen zu erweitern, wurde ein Assay-System
etabliert mit dem die Analyse spontaner tumorreaktiver T-Zellen gegen
allogene und autologe Tumorzelllinien direkt ex vivo aus dem peripheren Blut
gelang. Im Anschluss sollte geklart werden, inwieweit sich tumor- und
tumorantigenspezifische T-Zellen in verschiedenen Kompartimenten des
Korpers unterscheiden. Im Mittelpunkt stand dabei die vergleichende Analyse
der melanomspezifischen T-Zellimmunitat im peripheren Blut und in dem
immunologisch sehr interessanten Kompartiment Knochenmark. Aufbauend
auf diesen grundlegenden Erkenntnissen erfolgte die Durchfuhrung einer
Tyrosinase-Peptid-Vakzinierungsstudie bei Patienten mit metastasiertem
Melanom in der adjuvanten Situation. Daran anschlie®end flhrten wir ein
detailliertes immunologisches und klinisches Monitoring insbesondere bei
Patienten mit wiederholten Rezidiven im Vorfeld der Vakzinierungstherapie
und klinisch gut zu evaluierendem Ansprechen durch. Im Rahmen des
Immunmonitorings wurde auch gepruft, inwieweit sich im Knochenmark
ahnliche Phanomene wie bei spontanen, auch bei den durch Vakzinierung

induzierten, melanomspezifischen T-Zellen identifizieren lassen.

In einem zweiten Teil der Arbeit sollten die Erkenntnisse von Peptid-
Vakzinierungen beim Melanom auf Patienten mit hamatopoetischen
Neoplasien Ubertragen werden. Um die Problematik von immunologischer
Toleranz oder Induktion von Autoimmunitat in Zusammenhang mit den
leukédmieassoziierten Antigenen WT1 und Proteinase-3 zu evaluieren, wurde
zunachst analysiert, ob spontane WT1- und Proteinase-3-spezifische T-
Zellen bei Patienten mit AML und gesunden Kontrollpersonen vorkommen.
Aufbauend auf diesen Daten wurde in Anlehnung an das erfolgreiche

Vakzinierungsprotokoll beim Melanom eine WT1-Peptid-Vakzinierungsstudie
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bei Patienten mit AML und MDS initiilert. Unter Berucksichtigung der
Studienziele Immunogenitat, Toxizitat und klinische Effektivitat erfolgte ein
detailliertes Monitoring dieser Studie. Zur genaueren Charakterisierung der
durch die Vakzinierung induzierten WT1-spezifischen T-Zellen und
potentieller Resistenzmechanismen erfolgte bei einer Patientin mit sehr
interessantem klinischen Verlauf eine klonotypische Analyse der WT1-
spezifischen T-Zellantwort unter besonderer Berucksichtigung der klonalen T-

Zellexpansion sowie der Verteilung in verschiedenen Kompartimente.
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3 EIGENE ARBEITEN

3.1 Spontane tumorspezifische T-Zellimmunitat

Spontan vorkommende T-Zellen gegen Tumorzellen und Tumorantigene sind
ein haufiges Phanomen bei Tumorpatienten. Das Verstandnis der
Mechanismen und des Verhaltens von spontanen tumor- und tumorantigen-
spezifischen T-Zellen bietet wichtige Informationen fur die Entwicklung
effizienterer T-Zell-basierter Immuntherapien. Im Vorfeld von geplanten
Vakzinierungsstudien spricht der Nachweis von spontanen, funktionellen T-
Zellen gegen Immuntoleranz, aufgrund von selektioniertem T-Zell-Rezeptor-
Repertoire oder T-Zellanergie. Des Weiteren macht der Nachweis spontaner
T-Zellen in Abwesenheit von Autoimmunphanomenen es weniger
wahrscheinlich, dass durch die Vakzinierung induzierte T-Zellen sich gegen

normales Gewebe richten.

Spontane T-Zellen gegen melanomassoziierte Antigene kdnnen regelmafig
im peripheren Blut von Melanompatienten nachgewiesen werden. In der
ersten Arbeit (3.1.1) untersuchten wir spontane T-Zellen gegen HLA-
gematchte, allogene und autologe Tumorzelllinien bei Patienten mit
metastasiertem Melanom, um ein breiteres Spektrum an potentiellen
Tumorantigenen, als die zu dem Zeitpunkt der Analyse fur das Melanom
definierten Tumorantigene abzudecken. Die meisten Analysen spontaner T-
Zellen erfolgten im peripheren Blut oder im Tumorgewebe und zu dem
Zeitpunkt der Analyse (3.1.2) gab es keine funktionellen oder phanotypischen
Analysen tumorspezifischer T-Zellen im Knochenmark, einem Kompartiment,

welches haufig Mikrometastasen des Melanoms aufweist.

In der dritten Arbeit (3.1.3) wurde als wichtige Vorarbeit fur eine spatere
Vakzinierungsstudie bei Patienten mit Leukamien die spontane T-Zell-
Immunitat gegen die leukamieassoziierten Antigene Proteinase-3 und WT1
mittels IFNy-ELISPOT-Assay und durchflusszytometrisch mittels

intrazellularer IFNy-Sekretion analysiert.
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3.1.1 Hohe Frequenzen zirkulierender melanomreaktiver T-Zellen bei
Patienten mit fortgeschrittenem Melanom

(Letsch A, Keilholz U, Schadendorf D, Nagorsen D, Schmittel A, Thiel E und
Scheibenbogen C: High frequencies of circulating melanoma reactive CD8+T
cells in patients with advanced melanoma, Int J Cancer. 2000: 87: 659-664.)

Zusammenfassung

Die primare Fragestellung dieser Arbeit galt dem Nachweis zirkulierender
tumorreaktiver T-Zellen im peripheren Blut von Melanompatienten. Dazu
wurden unstimulierte T-Zellen aus dem peripheren Blut von
Melanompatienten auf die Erkennung von HLA-A2- oder HLA-A1-gematchten
Melanomzelllinien mittels ELISPOT-Assay getestet. EIf von 19 Patienten mit
metastasiertem Melanom zeigten eine T-Zell-Antwort mit Frequenzen von bis
zu 0,81%, 0,78%, 0,53%, 0,12%, 0,10%, 0,09%, 0,07%, 0,06%, 0,06%,
0,04% und 0,04% der peripheren mononuklearen Zellen (PBMC), die IFNy
nach Kontakt mit verschiedenen HLA-A2 oder HLA-A1-gematchten
Melanomzelllinien freisetzten. Diese T-Zell-Antwort wurde von CD8+ T-Zellen
vermittelt und konnte bei HLA-A2+ Patienten durch einen anti-HLA-A2-
Antikdrper spezifisch blockiert werden. Zur naheren Charakterisierung wurden
bei einem Patienten CD8+ T-Zellen in CD8+, CD45RA+- und CD8+,
CD45R0+-Subpopulationen aufgetrennt und im ELISPOT-Assay getestet.
Tumorreaktive T-Zellen konnten sowohl im CD8+ Effektor-T-Zell- (CD45RA+,
IFNy+) als auch im CD8+ Memory-T-Zell-Kompartiment (CD45R0O+, IFNy+)
nachgewiesen werden. Bei drei von funf Patienten, bei denen zusatzlich
autologe Tumorzellen zur Verfugung standen, konnten ahnliche T-Zell-
Frequenzen sowohl gegen die allogenen HLA-A2- oder HLA-A1-gematchten,
als auch gegen die autologen Tumorzelllinien beobachtet werden. Bei den
weiteren 2 Patienten konnten nur T-Zellen entweder gegen die autologen
oder gegen die allogenen Tumorzelllinien nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse zeigen tumorreaktive CD8+ T-Zellen bei mehr als der Halfte der
untersuchten Melanompatienten. Bei einigen der Patienten, bei denen
tumorreaktive T-Zellen nachgewiesen wurden, fanden sich klinische Hinweise
fur eine moglicherweise immunologisch vermittelte  Tumorkontrolle.
Andererseits hatten viele Patienten progredient wachsende Tumoren, denen

Tumor-Escape-Mechanismen zugrunde liegen konnten.
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3.1.2 Das Knochenmark enthdlt melanomreaktive CD8+ Effektor-T-
Zellen und verglichen mit dem peripheren Blut eine vermehrte
Anzahl melanomreaktiver CD8+ Memory-T-Zellen

(Letsch A, Keilholz U, Assfalg G, Mailander V, Thiel E and Scheibenbogen C.
The bone marrow contains melanoma-reactive CD8" effector T cells and
compared to peripheral blood enriched numbers of melanoma-reactive CD8"
memory T cells. Cancer Res. 2003: 63: 5582-5586.)

Zusammenfassung

Zirkulierende melanomspezifische T-Zellen kdnnen haufig bei Patienten mit
Melanom nachgewiesen werden. Eine effektive T-Zell-Immunitat und
Tumoriberwachung ist jedoch abhangig von der Anwesenheit spezifischer T-
Zellen in Geweben, die von Tumorzellen infiltriert werden. Das Knochenmark
(KM) ist ein Kompartiment, in dem haufig mikrometastatische Tumorzellen
vorhanden sind. In der vorliegenden Arbeit wurden direkt ex vivo Frequenzen
und Phanotypen von T-Zellen nach Stimulation mit dem melanomassoziierten
Antigen Tyrosinase und autologen Tumorzellen im peripheren Blut und
Knochenmark verglichen. Mittels intrazellularer Zytokin- und Tetramer-
Farbung konnten tyrosinase- und melanomspezifische CD3+, CD8+ T-Zellen
im Knochenmark in gleichen oder hdheren Frequenzen nachgewiesen
werden als im peripheren Blut. Eine zusatzliche Charakterisierung durch die
Differenzierungsantigene CCR7 und CD45RA zeigte die Prasenz von
spezifischen Effektor- und Memory-T-Zellen im Knochenmark aller 5
analysierten Patienten. Bemerkenswerterweise war die Frequenz tyrosinase-
und melanomspezifischer Memory-T-Zellen im Knochenmark signifikant hoher
als im peripheren Blut. Das Knochenmark stellt somit mdglicherweise ein
wichtiges Kompartiment fir die Tumoriberwachung und das T-Zell-

Gedachtnis dar.
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3.1.3 CD8+ T-Zellantwort gegen Wilms-Tumor-Gen-Produkt-1 und
Proteinase-3 bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie

(Scheibenbogen C*, Letsch A*, Thiel E, Schmittel A, Mailaender V, Baerwolf
S, Nagorsen D, Keilholz U. CD8 T-cell responses to Wilms tumor gene
product WT1 and proteinase 3 in patients with acute myeloid leukemia. Blood.
2002: 100: 2132-2137. * geteilte Erstautorenschaft)

Zusammenfassung

Wilms-Tumor-Gen-Produkt WT1 und Proteinase-3 sind Uberexprimierte
Antigene bei der akuten myeloischen Leukamie gegen die zytotoxische T-
Zellen in vitro und in Maus-Modellen generiert werden konnten. Die
vorliegende Studie wurde durchgefuhrt um zu analysieren, ob spontane WT1-
und Proteinase-3-spezifische T-Zellen bei AML-Patienten detektierbar sind. T-
Zellen, die HLA-A2.1-bindende Epitope von WT1 oder Proteinase-3 erkennen,
konnten bei 5/15 HLA-A2+ AML-Patienten mittels IFNy-ELISPOT-Assay und
durchflusszytometrisch mittels intrazellularer IFNy-Sekretion nachgewiesen
werden. Bei drei weiteren Patienten zeigte sich nur durchflusszytometrisch
eine IFNy-Sekretion. T-Zellen die nach Proteinase-3-Stimulation [IFNy
produzierten wurden bei einem  Patienten  mittels  4-Farben-
Durchflusszytometrie weiter analysiert, als CD3+, CD8+, CD45RA+, CCR7-
T-Zellen charakterisiert und somit als zytotoxische Effektor-T-Zellen
eingeordnet. Passend zu diesem Phanotyp waren fast alle WT1- und
Proteinase-3 reaktiven T-Zellen Granzyme-B positiv. Diese Ergebnisse
belegten zum ersten Mal die Existenz spontaner T-Zell-Reaktivitdt gegen
definierte Antigene bei AML-Patienten. Die Daten deuten auf eine gute
Immunogenitdt von WT1 und Proteinase-3 bei Patienten mit akuter
myeloischer Leukamie hin und unterstreichen das Potential dieser Antigene

fur Vakzinierungen bei Leukamien.
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3.2 Kilinische und immunologische Ergebnisse mit
Tumorvakzinierungen in klinischen Studien

Bei den im Folgenden naher beschriebenen Peptid-Vakzinierungsstudien
handelte es sich um Phase-II-Studien bei Patienten mit metastasiertem
Melanom und AML bzw. MDS. Das primare Studienziel in beiden
Vakzinestudien war die immunologische Effektivitat, daneben die Analyse von
Toxizitat und klinischem Ansprechen. Essentiell fir die Interpretation und
Weiterentwicklung solcher fruher Vakzinierungsstudien ist das detaillierte
Immunmonitoring, welches in den folgenden Arbeiten ausfuhrlich dargelegt

wird.
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3.21 Peptid-Vakzinierung nach wiederholter Resektion von
Metastasen kann ein verlangertes Rezidiv-freies Intervall bei
Melanompatienten induzieren

(Letsch A, Keilholz U, Fluck M, Nagorsen D, Asemissen AM, Schmittel A,
Thiel E, Scheibenbogen C. Peptide vaccination after repeated resection of
metastases can induce a prolonged relapse-free interval in melanoma
patients. Int J Cancer. 2005: 114: 936-40.)

Zusammenfassung

Diese Pilotstudie wurde durchgefihrt um ein erstes Verstandnis der
Effektivitat einer Peptid-Vakzinierung bei Melanompatienten in einer
adjuvanten Krankheitssituation mit einem hohen Risiko flr ein Rezidiv zu
erlangen. FUr die vorliegenden Analysen wurden aus den bisherigen
adjuvanten Peptid-Vakzinierungsstudien, die in unserer Klinik seit 1998
durchgefuhrt wurden, alle Melanompatienten identifiziert, die in ihrer
Krankheitsgeschichte mindestens 3 komplett resizierte Metastasen in dem
Jahr vor Einschluss in die Vakzinierungsstudie hatten. Die immunologischen
und Klinischen Verlaufe sind hier beschreiben: Von insgesamt 44 Patienten
mit  resizierten kutanen Melanomen, die in adjuvante Peptid-
Vakzinierungsstudien eingeschlossen wurden konnten 9 Patienten mit mehr
als 3 Metastasen im Jahr vor Beginn der Vakzinierung identifiziert werden.
Nach Beginn der Vakzinierung blieben 2 Patienten fur 27 und 42+ Monate
Rezidiv-frei, 2 Patienten hatten einzelne oder mehrere initiale Rezidive,
gefolgt von einer rezidivfreien Phase von 18 und 65+ Monaten und 5
Patienten zeigten einen Progress der Erkrankung. Bei beiden Patienten mit
Rezidiv nach einer langen rezidivfreien Phase waren die Rezidive auf den
Dunndarm beschrankt und konnten vollstandig resiziert werden. Bezuglich der
Immunitat der Vakzinierung konnte eine Induktion oder ein Boost funktioneller
tyrosinasespezifischer T-Zellen bei 6 von 8 Patienten beobachtet werden,
darunter alle 4 Patienten mit langen rezidivfreien Intervallen. Insgesamt
konnte gezeigt werden, dass eine adjuvante Peptid-Vakzinierung bei 4 von 9
Patienten mit einem Sistieren der zuvor wiederholten Rezidive assoziiert war
und dass bei allen dieser 4 Patienten eine immunologische Antwort auf die

Vakzinierung nachzuweisen war.
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3.2.2 Spezifische zentrale Memory-T-Zellen im Knochenmark von
Patienten nach Tyrosinasepeptid-Vakzinierung

(Letsch A, Keilholz U, Kern F, Asemissen AM, Thiel E, Scheibenbogen C.
Specific central memory T cells in the bone marrow of patients immunized
against tyrosinase peptides. J Immunother. 2006: 29: 201-7.)

Zusammenfassung

Das Ziel von Vakzinierungen gegen Tumoren ist zum einen die Induktion von
Effektor-T-Zellen die eine Tumorzerstorung vermitteln und zum anderen die
von Memory-T-Zellen die eine lang anhaltende Immunitat garantieren.
Zahlreiche bisherige Studien bei Patienten, die mit Major-Histocompatibility-
Complex (MHC)-Klasse-I-Peptiden vakziniert wurden konnten keine Induktion
von zentralen Memory-T-Zellen nachweisen, die als wichtig flr eine lang
anhaltende Immunitdt angesehen werden. Diese Studie analysiert im
peripheren Blut und Knochenmark von Melanompatienten die Subgruppen-
Zusammensetzung und Funktion spezifischer T-Zellen die durch
Immunisierung  mit MHC-Klasse-I-bindenden  Tyrosinase-Peptiden in
Kombination mit den Adjuvantien Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Stimulierender-Faktor (GM-CSF) und Keyhole-Limpet-Hamcyanin (KLH)
induziert wurden. Die meisten der Tyrosinase-spezifischen T-Zellen im
peripheren Blut hatten einen CD45RA+, CCR7+ Effektor-Phanotyp. Im
Gegensatz dazu war im Knochenmark ein Groldteil der Tyrosinase-
spezifischen T-Zellen Memory-T-Zellen, mit sowohl CD45RA-/CCR7+
zentralen Memory- als auch CD45RA-/CCR7- Effektor-Memory-T-Zell-
Phanotyp. Die Tyrosinase-spezifischen T-Zellen des Knochenmarkes waren
funktionell mit Nachweis einer IFNy-Produktion und proliferativem Potential.
Diese Studie zeigt, dass Peptid-Vakzinierungen in der Lage sind eine
funktionelle Memory-T-Zellantwort zu generieren, die durch zentrale Memory-
und Effektor-Memory-Phanotypen, proliferatives Potential und Knochenmark-

Tropismus charakterisiert ist.
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3.2.3 Klinisches und immunologisches Ansprechen im Rahmen einer
Wilms-Tumor-Gen-Produkt-1 (WT1)-Peptid-Vakzinierung mit GM-
CSF und T-Helfer-Protein bei Patienten mit AML und MDS

(Keilholz U*, Letsch A*, Busse A, Asemissen AM, Hofmann WK, Uharek L,
Blau IW, Mackensen A, Thiel E, Scheibenbogen C. Clinical and
immunological outcome of WT1 Peptide Vaccination with GM-CSF and Helper
Protein in Patients with AML and MDS, Blood. 2009: 113:6541-8. * geteilte
Erstautorenschaft)

Zusammenfassung

Diese Studie untersuchte die Immunogenitat einer Wilms-Tumor-Gen-Produkt
1 (WT1) Peptid-Vakzinierung bei Patienten mit WT1-exprimierenden akuten
myeloischen Leukamien (AML) und myelodysplastischen Syndromen (MDS)
ohne kurative Therapieoptionen. Die Vakzinierung bestand aus einer 4-
tagigen subkutanen Gabe von Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
Stimulierendem-Faktor (GM-CSF) und zusatzlich am dritten Tag 0,2mg WT1-
126-134-Peptid und 1mg Keyhole-Limpet-Hamcyanin (KLH). Die ersten 9
Patienten erhielten 4 Vakzinierungen zweiwdchentlich und dann weitere in
monatlichen Abstanden, die weiteren 10 Patienten wurden kontinuierlich in
zweiwdchentlichen Abstanden vakziniert. Siebzehn AML Patienten und zwei
Patienten mit Refraktarer Anamie mit Blastenexzess (RAEB) erhielten im
Median 11 Vakzinierungen. Die Behandlung wurde gut toleriert. Nach
objektiven Kriterien konnten bei den AML Patienten 10
Krankheitsstabilisierungen (SD) erreicht werden, davon 4 SDs mit mehr als
50% Blastenreduktion und 2 mit einer hamatologischen Verbesserung. Vier
weitere Patienten hatten einen klinischen Benefit nach initialer Progression,
darunter eine komplette Remission, sowie 3 SDs. Die WT1-mRNA-Last im
Knochenmark verringerte sich im Verlauf bei mehr als 35% der Patienten auf
unter ein Drittel. Bei 8 von 18 Patienten kam es unter der Vakzinierung zu
einem mindestens 2-fachen Anstieg der WT1-Tetramer+ T-Zellen im
peripheren Blut und bei 8 von 17 Patienten im Knochenmark mit einer
medianen Frequenz im Knochenmark von 0,18% vor Vakzinierung und 0,41%
in Woche 18. Zusammenfassend zeigt diese WT1-Vakzinierungsstudie
immunologische und molekulare Effizienz sowie praliminare Hinweise fur eine

klinische Effizienz, die weitere klinische Studien rechtfertigen.
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3.2.4 Die Induktion einer kompletten Remission bei einer Patientin mit
AML im Rahmen einer WT1-Peptid-Vakzinierung war begleitet
vom Auftreten eines pradominanten T-Zell-Klons im peripheren
Blut und Knochenmark

(Ochsenreither S, Fusi A, Busse A, Bauer S, Scheibenbogen C, Stather D,
Thiel E, Keilholz U, Letsch A. Wilms’ Tumor Protein 1 (WT1) peptide
vaccination-induced complete remission in a patient with acute myeloid
leukemia is accompanied by the emerge of a predominant T-cell clone both in
blood and bone marrow, J Immunotherapy, 2011;34:85-91)

Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurden die ersten Vakzinierungsstudien bei Patienten
mit akuter myeloischer Leukamie durchgeflhrt. Epitop-spezifische T-Zellen
konnten sowohl im peripheren Blut als auch im Knochenmark nachgewiesen
werden, bislang ist jedoch wenig Uber deren klonale Zusammensetzung
bekannt. In dieser Studie wurde Material einer Patientin mit rezidivierender
AML detailliert analysiert, die unter Vakzinierung mit einem WT1-Peptid eine
12 Monate anhaltende komplette Remission erreichte. Zur Identifikation der
expandierten WT1-spezifischen T-Zell-Klone erfolgte eine Anreicherung
mittels Tetramer-Assay und Nachweis intrazellularer IFNy-Sekretion. Diesem
Anreicherungsschritt folgte eine quantitative reverse transcribed PCR (gRT
PCR) zur Quantifizierung aller T-Zell-Rezeptor (TCR) VB-Familien. Die Vf-
Familien in der angereicherten Fraktion wurden kloniert und sequenziert. Ein
pradominanter Klon wurde mittels klonotypischer gRT-PCR sowohl im
peripheren Blut als auch im Knochenmark nachgewiesen. Die Quantifizierung
und funktionelle Analyse der WT1-spezifischen T-Zellen erfolgte mittels
Tetramer-Analysen und intrazellularem IFNy-Nachweis. Ein spezifischer
pradominanter Klon wurde wahrend der Phase der klinischen Remission
gefunden. Die Klon-spezifische qRT-PCR zeigte einen Anstieg des Klons
sowohl im peripheren Blut als auch im Knochenmark nach 8 Vakzinierungen.
Sechs Monate nach Erreichen der kompletten Remission sank das
Transkriptionsniveau im Knochenmark ab. Zum Zeitpunkt des Rezidives kam
es zu einem zweiten Anstieg des WT-1 spezifischen Klons im peripheren Blut,
jedoch nicht im Knochenmark. Parallel dazu zeigte sich zu diesem Zeitpunkt

ein Fehlen der WT1-spezifischen IFNy-Produktion im peripheren Blut.

82



Insgesamt konnten damit zum ersten Mal Daten gezeigt werden, die eine
Evolution und Kompartimentalisierung eines, durch eine Peptid-Vakzinierung
induzierten T-Zell-Klons im peripheren Blut und Knochenmark eines AML-
Patienten dokumentieren. Zum Zeitpunkt des Rezidives zeigte sich derselbe
Klon spontan wieder im peripheren Blut, jedoch nicht im Knochenmark, als

Hinweis auf eine eingeschrankte Funktionalitat.
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4 DISKUSSION

4.1 Spontane tumorspezifische T-Zell-immunitat

Noch vor einigen Jahren war nicht klar, ob spontane T-Zell-Immunitat gegen
Tumore und Tumorantigene im peripheren Blut von Krebspatienten existieren.
Vor allem war wenig dartuber bekannt, wie reprasentativ die zumeist nach
vorheriger in vitro Stimulation mit Tumorzellen oder Tumorantigenen und in
Anwesenheit von IL-2 generierten T-Zellen fur die tumorspezifische Immunitat
in vivo waren. In unserer ersten Arbeit konnten wir bei einem unerwartet
hohen Anteil an Melanompatienten mit fortgeschrittener Erkrankung CD8+ T-
Zellen nachweisen, die gegen allogene und z.T. auch gegen autologe
Tumorzelllinien reagierten [3.1.1]. Dies unterstrich die Hypothese, dass das
Antigenrepertoire beim Melanom sehr viel grofder zu sein schien als bislang
bekannt. Trotz der relativ kleinen und heterogenen Gruppe an Patienten
konnten Hinweise fur interessante tumorimmunologische Phanomene
gewonnen werden. Bei 5 Patienten konnten wir neben den allogenen
Melanomzelllinien auch autologe Tumorzellen analysieren: Bei 3 dieser 5
Patienten zeigten sich ahnliche T-Zell-Frequenzen gegen die allogenen Linien
wie gegen die autologe Tumorzelllinie. Ein Patient hatte jedoch nur T-Zellen
gegen seine autologe Tumorzelllinie, als mdglichen Hinweis der Erkennung
eines individuellen tumorspezifischen Antigens. Ein weiterer Patient reagierte
gegen alle 4 allogenen Linien, jedoch nicht gegen seine autologe
Tumorzelllinie, als Hinweis flr einen Verlust der Zielantigene oder die

mangelnde Fahigkeit, diese zu prasentieren.

Bis heute ist unklar, ob spontan auftretende tumorspezifische T-Zellen in der
Lage sind, autologe Tumorzellen in vivo zu zerstdren. Aus unseren Analysen
konnten wir aber indirekte Hinweise auf die Funktionalitat der
tumorspezifischen T-Zellen ableiten. Sie waren in der Lage, nach Kontakt mit
den Melanomzelllinien direkt IFNy freizusetzen, was als Eigenschaft von
Memory- und Effektor-T-Zellen, nicht jedoch von naiven T-Zellen bekannt ist.
Die phanotypische Analyse mittels CD45R0 und CD45RA charakterisierte die
CD8+ T-Zellen zudem als Memory- und Effektor-T-Zellen.
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Bei der Untersuchung von spontanen WT1- und Proteinase-3-spezifischen
CD8+ T-Zellen bei Leukamiepatienten [3.1.3] erfolgte die parallele Analyse
von IFNy-freisetzenden T-Zellen mittels ELISPOT-Assay und ICC. Bei 5/15
und 3/15 Patienten konnten wir IFNy-freisetzende T-Zellen in Reaktion auf
WT1 oder Proteinase-3 direkt ex vivo nachweisen. Die Abwesenheit von
IFNy-produzierenden,  antigenspezifischen  T-Zellen bei  gesunden
Kontrollpersonen suggerierte eine durch die Leukamie induzierte spontane
Immunitat gegen die analysierten Antigene bei AML-Patienten. Unsere Daten
korrelierten gut mit den Frequenzen WT1-spezifischer Antikdrper bei AML-
Patienten und Gesunden [95, 96, 237] sowie mit Proteinase-3-spezifischen T-
Zellen bei CML-Patienten mit zytogenetischem Ansprechen [238]. Durch die
Charakterisierung der T-Zellen als CD45RA+, CCR7-, IFNy- und Granzym-B-
produzierende Effektor-T-Zellen konnten wir auch in dieser Studie indirekte
Hinweise fur eine gegen die Leukamie gerichtete Zytotoxizitat liefern. Ein

direkter Nachweis der Zytotoxizitat in vitro erfolgte jedoch nicht.

In unserer Analyse zeigten sich im ELISPOT-Assay um ein Vielfaches
geringere Frequenzen antigenspezifischer, IFNy-produzierender T-Zellen als
mittels ICC. Dies liegt moglicherweise an der geringeren Sensitivitat des
ELISPOT-Assays, T-Zellen zu detektieren, die geringe Mengen IFNy
freisetzen. Interessanterweise zeigten namlich WT1- und Proteinase-3-
spezifische T-Zellen eine deutlich geringe mittlere Fluoreszenzintensitat des
IFNy-Signals als influenzaspezifische T-Zellen, die in einer anderen Studie
unserer Arbeitsgruppe bei Gesunden in ahnlichen Frequenzen mittels
ELISPOT und ICC detektiert wurden [239]. Die Weiterentwicklung sensitiver
Assays zur Detektion antigenspezifischer T-Zellen, insbesondere die
Entwicklung der Multimer-Technologie, erlaubt eine Charakterisierung der T-
Zellen uber ihren T-Zellrezeptor. Damit kdbnnen auch anerge, funktionell nicht
aktive antigenspezifische T-Zellen nachgewiesen werden, deren Relevanz in
vivo jedoch nicht vollstandig klar ist [82, 107]. Dies erklart moglicherweise

auch die z.T. erheblichen Schwankungen im Hinblick auf den Nachweis
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antigenspezifischer  T-Zellen in  Abhangigkeit der verwendeten
Detektionsmethoden. In unserer WT1-Vakzine-Studie konnten mittels
Tetramer-Assay bei 4/19 und im ICC bei 2/19 AML-Patienten spontane WT1-
spezfische T-Zellen nachgewiesen werden. Die Frequenzen lagen zwischen
0,38% und 2,0% Tetramer+, CD3+, CD8+ T-Zellen und zwischen 0,06% und
0,2% IFNy+, CD3+, CD8+ T-Zellen im ICC. Diese Daten zeigen eine gute
Korrelation zum Nachweis spontaner WT1-spezifischer T-Zellen bei AML-
Patienten in Vakzinierungsstudien anderer Arbeitsgruppen, die WT1-
Tetramer-positive T-Zellen bei 0/9 [199], 0/2 [240], 0/3 [200] und 2/5 Patienten
[201] nachweisen konnten. In der von Oka et al. publizierten Studie konnten
bei 14 Patienten WT1-Tetramer+, CD8+ T-Zellen in Frequenzen zwischen
0,11% und 0,98% mit einem Mittelwert von 0,27% nachgewiesen werden und
7/14 Patienten zeigten Frequenzen > 0,3% Tetramer+, CD8+ T-Zellen [153].
Die Schwierigkeit bei der Analyse spontaner T-Zellen mittels Tetrameren oder
Multimeren liegt in einer potentiell moglichen unspezifischen Bindung durch
CD8+ T-Zellen, aber auch durch CD4-Helferzellen, B-Zellen oder -
insbesondere bei AML-Patienten - durch Leukamienblasten [241]. Wir haben
daher fur unsere Analysen eine zusatzliche ,Trash-Farbung® etabliert, in der
mittels CD4, CD13, CD19, CD33 und CD34 solche unspezifischen Bindungen
minimiert werden sollten. Winschenswert als Negativkontrolle ware weiterhin
der Vergleich mit einem Multimer, gegen das keine spezifischen T-Zellen zu
erwarten sind. Da dies haufig aufgrund von Material-, VerfUgbarkeits- oder
Kostengrinden nicht moglich ist, interpretierten wir, angesichts der
Abwesenheit von WT1-spezifischen Antikdrpern und zytokinproduzierenden
T-Zellen bei Gesunden, die in geringen Frequenzen nachweisbaren
Tetramer+ T-Zellen bei Gesunden als unspezifische Hintergrundreaktion.
Basierend darauf werteten wir bei AML-Patienten nur spontane WT1-
Tetramer+ T-Zellfrequenzen als positive Reaktion, die Uber einer Grenze von
0,3% CDB8+T-Zellen lagen, definiert als Mittelwert (0,16%) und zweifache
Standardabweichung (0,14%) der Tetramer+,CD8+ T-Zellen bei Gesunden.
Damit haben wir moglicherweise einige geringe WT1-spezifische Tetramer+
T-Zellen bei AML-Patienten und Gesunden als falsch-negativ interpretiert.
Allerdings konnten diese Daten kurzlich durch eine Studie am National

Institute of Health (NIH) bestatigt werden, die bei 35 gesunden
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Kontrollpersonen Uberwiegend keine WT1-Tetramer+, CD8+ T-Zellen und nur
bei 4/35 Gesunden geringe Frequenzen von <0,15% Tetramer+, CD8+ T-
Zellen detektierten konnten [242]. Im Kontrast dazu stehen Daten von Schmitt
et al., die mittels WT1-spezifischen Streptameren bei 40 Gesunden im Median
eine Frequenz von 0,6% WT1-Streptamer+, CD3+, CD8+ T-Zellen mit einer
Variationsbreite zwischen 0,11% und 1,6% detektieren konnten [243]. Mehr
als die Halfte der Gesunden zeigte Frequenzen uber 0,5% und 1/5 der
Gesunden sogar uber 1% WT1-Streptamer+, CD3+, CD8+ T-Zellen. Bei AML-
Patienten in Remission fanden sich Frequenzen zwischen 0,68% und 3,6%
und bei Patienten mit Erstdiagnose oder Rezidiv zwischen 0,13% und 0,9%
WT1-Streptamer+, CD3+, CD8+ T-Zellen. Ob mit diesen WT1-spezifischen
Streptameren erstmals ein sensitiverer Nachweis spontaner, WT1-
spezifischer T-Zellen gelingt oder ob es sich hier eher um eine unspezifische
Reaktion handelt, kann angesichts der Limitation von jeweils nur 100.000
eingelesenen Zellen und von fehlenden Kontroll-Streptameren nur schwer
beurteilt werden. Fir eine, wenn auch in den Frequenzen mdglicherweise
geringere, spontane WT1-spezifische T-Zellimmunitat bei Gesunden spricht
allerdings die Tatsache, dass sich die WT1-Streptamer-positiven T-Zellen bis
auf das 20-fache expandieren lieRen. Allerdings fehlt in dieser Studie der
funktionelle Nachweis einer WT1-spezifischer Zytotoxizitat zur endgultigen
Bestatigung. Die in vitro Expansion zytotoxischer, WT1-spezifischer T-Zellen
konnte bei Tumorpatienten bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt
werden [244-249]. Zusatzlich konnten Weber et al. 2009 erstmals die
Expansion von WT1-spezifischen T-Zellen aus dem peripheren Blut von 9/10
Gesunden zeigen, die in der Lage waren WT1+ Tumorzelllinien zu lysieren,
jedoch keine allogenen PBMC oder CD34+ periphere Stammzellen [105].
Neben diesen potentiell fur adoptive Therapiestrategien nutzbaren
Erkenntnissen war fur die weitere Vakzinierungsentwicklung wichtig, dass
sich weder bei Leukamiepatienten noch bei Gesunden Hinweise auf
Autoimmunitat im Zusammenhang mit der spontanen T-Zellantwort gegen

WT1 oder Proteinase-3 zeigten.
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Eine weitere Frage im Zusammenhang mit spontaner T-Zellimmunitat bei
Tumorpatienten ist, ob diese einen Einfluss auf den Tumorprogress haben. In
unserer Studie beim Melanom hatten 4 von 11 Patienten mit tumorreaktiven
T-Zellen Hinweise flr eine immunologisch vermittelte Kontrolle des
Tumorwachstums. Bei 6 Patienten dieser Gruppe waren progrediente
metastasierende Tumoren nachweisbar, die auf eine Ineffektivitat der
tumorspezifischen T-Zellantwort oder Resistenzmechanismen der Tumoren
hindeuten. Von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL) ist bekannt, dass sie
bei verschiedenen Tumorentitadten mit einer besseren Prognose assoziiert
sind [siehe Einleitung]. FUr die spontane tumorspezifische Immunitat im
peripheren Blut konnte bisher jedoch keine Korrelation mit einem klinischen
Benefit gezeigt werden. Der Nachweis einer spontanen tumorspezifischen
Immunitat im peripheren Blut war bei einigen Tumoren wie Kolonkarzinom
und Melanom mit einem fortgeschrittenem Tumorstadium assoziiert, was
entweder auf eine langere Auseinandersetzung von Immunsystem und Tumor
oder auf das Vorhandensein von Tumorzellen in bestimmten immunologisch
relevanten Kompartimenten hindeutet [7]. Bei Leukamiepatienten konnten wir
keine Assoziation zwischen spontanen T-Zellen und der Krankheitssituation
oder dem Anteil an Leukamieblasten nachweisen. Zudem zeigte sich
erstaunlicherweise auch keine Limitation der allgemeinen Immunitat durch
einen hohen Anteil an Leukdmieblasten und keine verminderte Reaktivitat
gegen Influenzapeptide wie z.B. bei Patienten mit fortgeschrittenen Melanom
oder Kolonkarzinom [100, 250].

Eine weitere, bisher nicht vollstandig geklarte Frage ist, ob spontane,
tumorantigenspezifische T-Zellen einen Einfluss auf die Effektivitat von
Vakzinierungen bei Krebspatienten haben. Einige Arbeitsgruppen postulieren,
dass der Nachweis von spontanen peripheren T-Zellen vor
Vakzinierungsbeginn notwendig fur eine effektive Vakzinierung ist [251, 252].
Andere Arbeitsgruppen und auch einzelne Daten unserer
Vakzinierungsstudien zeigen dagegen, dass praexistente T-Zellen auch die
Induzierbarkeit vakzinespezifischer T-Zellen vermindern kénnen und diese T-

Zellen moglicherweise eine reduzierte Anti-Tumor-Effektivitat aufweisen [253].
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In unserer WT1-Vakzinierungsstudie bei AML-Patienten konnten wir nur bei
einem von 4 Patienten mit vor Vakzinierung nachweisbaren, spontanen WT1-
spezifischen T-Zellen diese im Verlauf steigern. Bei den anderen 3 Patienten
blieben die T-Zellfrequenzen gleich oder nahmen sogar ab. Es zeigte sich
keine Korrelation zwischen der Existenz spontaner T-Zellen und dem
Krankheitsverlauf. Ahnliche Daten konnten wir bei Melanompatienten
nachweisen, wo eine Vakzinierung mit Tyrosinase-Peptid in Kombination mit
GM-CSF und KLH nicht in der Lage war, praexistente T-Zellen zu steigern
[254]. In beiden Vakzinierungsstudien zeigte sich allerdings bei Patienten mit
praexistenten T-Zellen vereinzelt eine Zunahme oder Veranderung der
funktionellen Charakteristika [eigene, bisher unveroffentlichte Daten]. Ob es
sich dabei um eine Reaktivierung bereits vorhandener spezifischer Klone oder
um eine de novo Induktion antigenspezifischer T-Zellen handelt, ist bisher

jedoch nicht aufgeklart.

Weiterhin stellt sich die Frage: Warum hat bei den Patienten mit manifesten
Tumoren die Immunantwort versagt. Einige Autoren gehen davon aus, dass
zumindest Melanompatienten in der Regel spontane T-Zellen gegen ihren
Tumor entwickeln, diese tumorspezifischen T-Zellen jedoch bei vielen
Patienten an einem bestimmten Punkt ineffektiv werden, entweder weil der
Tumor nicht mehr sensitiv gegenuber den Effektorzellen ist, oder die
Effektorzellen nicht mehr durch Tumorantigene stimuliert werden kénnen oder
anerg werden [107]. Diese Anergie resultiert am ehesten aus lokalen
immunsuppressiven Mechanismen im Tumorgewebe [94]. Es wird immer
offensichtlicher, dass ein wichtiger Faktor fur Tumorwachstum das
Ungleichgewicht zwischen regulatorischen Elementen und Tumorimmunitat
ist. Neben Resistenzmechanismen auf Seiten der Tumorzellen sind mogliche
Vermittler dieses Ungleichgewichts zugunsten des Tumorwachstums
regulatorische T-Zellen (Treg), die erstmals in den spaten 60ziger Jahren von
Nishizuka beschrieben [255] und von Sakaguchi 1995 als CD4+ CD25+ T-
Zellen charakterisiert wurden [256]. Inzwischen wurde die Expression des
Transkriptionsfaktors FOXP3 als Indikator fur die suppressive Funktion von
CD4+, CD25+ T-Zellen etabliert und es sind verschiedene Subtypen mit
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unterschiedlichen Phanotypen und Funktionen bekannt [257]. In steigender
Zahl konnten Tregs im peripheren Blut, im Aszites, im Tumor und in
tumordrainierenden Lymphknoten von Patienten mit soliden Tumoren
nachgewiesen werden [19]. Die Akkumulation von Tregs Kkorrelierte bei
etlichen Tumorentitaten mit einer schlechteren Prognose, insbesondere bei B-
Zell-Lymphomen existieren jedoch auch Daten, die zeigten, dass eine
Infiltration von FOXP3+ Zellen mit verbessertem Uberleben assoziiert war
[258]. Neue Erkenntnisse, dass FOXP3 sich auch auf Tumorzellen [259] und
nach Stimulation voribergehend auf nicht-suppressiven T-Zellen finden lasst
[260], komplizieren jedoch die Interpretation der Daten im Zusammenhang mit
dem Nachweis FOXP3+ Zellen. Neben Tregs finden sich noch weitere
Zellpopulationen mit potentiell regulatorischen Eigenschaften wie z.B.
Myeloid-derived-Suppressor-Cells (MDSC) oder Arginase-produzierende
Granulozyten [261].

Der Grofteil der Forschung hat sich auf die spontane T-Zell-lImmunitat
konzentriert, aber es erfolgten nur wenige systematische Analysen bezuglich
der spontanen humoralen Immunitat bei Tumoren. Deren diagnostische,
prognostische und atiologische Relevanz ist bislang nicht vollstandig geklart.
Humorale Immunitat gegen eine Vielzahl von Tumorantigenen konnte aber
bereits in variablen Frequenzen bei Tumorpatienten detektiert werden
(Zusammenfassung in [262]). Antikorper gegen bestimmte Antigenfamilien
scheinen von prognostischer Relevanz zu sein. Allerdings deuten viele Daten
darauf hin, dass auch Autoantikorper in der Interaktion mit Tumorzellen
verschiedene funktionelle Rollen spielen kdnnen und sowohl in der Lage sind,
Tumorwachstum zu hemmen, als auch in anderen Fallen von Tumorzellen
instrumentalisiert zu werden, um der Immunkontrolle zu entgehen [34]. Die
Analyse von WT1-Antikdrpern von Elisseeva et al. zeigte bei 68% IgM-, bei
50% IgG- und bei 37,5% sowohl IgM- als auch IgG-WT1-Antikérper [237].
Ahnliche Frequenzen waren bei MDS-Patienten nachweisbar, wobei ein
Isotyp-Switch von IgM zu 1gG mit der Krankheitsprogression korreliert war
[263]. Bei AML-Patienten im Kontext unserer Vakzinierungsstudie konnten wir

spontane WT1-spezifische Antikérper bei 5 von 14 Patienten nachweisen,
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wobei 2 Patienten IgM-Antikorper und 3 Patienten IgG-Antikdrper aufwiesen
[264].

4.2 Spontane und durch Vakzinierung induzierte T-Zellen im

Knochenmark

Mit der unter 3.1.2 naher beschriebenen Studie fuhrten wir als erste
Arbeitsgruppe eine direkte funktionelle und phanotypische Analyse
melanomspezifischer T-Zellen im Knochenmark von Melanompatienten durch
[3.1.2]). Mit dem Nachweis ahnlicher oder hoherer Frequenzen
melanomantigenspezifischer T-Zellen im Knochenmark als im peripheren Blut
und dem Nachweis einer Akkumulation von Memory-T-Zellen im
Knochenmark konnten wir zeigen, dass das Knochenmark ein Kompartiment
ist, in dem effektive Tumoruberwachung stattfinden kann. Unsere Daten
deckten sich mit den Daten von Feuerer et al., die bei Brustkrebspatientinnen
zeigen konnten, dass tumorspezifische T-Zellen aus dem Knochenmark, aber
nicht aus dem peripheren Blut expandiert werden konnten [116]. Des
Weiteren konnte die Arbeitsgruppe um Schadendorf bei Melanompatienten
zeigen, dass bei 6 von 21 Patienten im Stadium IV und 1 von 10 Patienten im
Stadium IlI, jedoch bei keinem Patient im Stadium |l tumorreaktive T-Zellen
im Knochenmark nachweisbar waren. Dies weil3t auf eine Abhangigkeit des
Nachweises tumorreaktiver T-Zellen im Knochenmark vom Tumorstadium,
der Krankheitsdauer und der Tumorlast, jedoch unabhangig von den
Vortherapien hin [109].

Wir konnten im Rahmen der Studie nicht klaren, ob die melanomspezifischen
T-Zellen im Knochenmark generiert worden waren, oder ob das
Knochenmark ein Kompartiment ist, in das spezifische Memory-T-Zellen
bevorzugt migrieren. Genauso wenig konnte die klinische Signifikanz in
Korrelation mit Mikrometastasen bzw. klinisch manifesten Metastasen
vollstandig geklart werden. Dennoch lieferte die Studie wichtige
Informationen fur weitere immuntherapeutische Konzepte: Erstens ergab sich

daraus die Rationale fur Vakzinierungsstrategien bei Patienten mit Nachweis
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von Mikrometastasen im Knochenmark. Zweitens konnten wir aufzeigen,
dass das alleinige Monitoring im peripheren Blut die tatsachliche Art und das
Ausmaly von tumorspezifischen T-Zellen unterschatzt. Und drittens deutete
der Nachweis von tumorreaktiven Memory-T-Zellen darauf hin, dass das
Knochenmark ein potentiell wertvolles Kompartiment fur adoptive T-

Zelltherapien darstellt.

In den folgenden Arbeiten haben wir diese Punkte weiterverfolgt und
erweitert. Im Kontext unserer Tyrosinasepeptid-Vakzinierungsstudie bei
Melanompatienten konnten wir zeigen, dass der Grofteil der durch die
Vakzinierung induzierten T-Zellen im peripheren Blut ahnlich wie in anderen
Studien [265, 266] einen Effektor-Phanotyp aufwies. Im Knochenmark
dagegen war der Grolteil der tyrosinasespezifischen T-Zellen vom Memory-
Phanotyp mit Nachweis von Tem und Tcm, die in der Lage waren, IFNy zu
produzieren und nach IL-2-Stimulation zu proliferieren. Dabei zeigte sich v.a.
eine Anreicherung von Tcm und in Ubereinstimmung mit diesen Daten
konnten wir in einer erweiterten Analyse bei gesunden Kontrollpersonen
CMV-spezifische Tcm auch nur im Knochenmark, jedoch nicht im peripheren
Blut nachweisen [267]. Ahnliche Daten konnte Melenhorst et al. fir
leukamiespezifische T-Zellen nach allogener Stammzelltransplantation
zeigen [268]. Proteinase-3- und WT1-spezifische T-Zellen waren
ausschlieBlich im Knochenmark nachweisbar und zeichneten sich durch
Anreicherung von Tcm und Verminderung der terminal-differenzierten
Effektor-T-Zellen aus.

In weiteren Analysen konnten wir in unserer Arbeitsgruppe tyrosinase- und
CMV-spezifische CD8+ T-Zellen [3.2.2],[267] und auch CD4+ CMV-
spezifische T-Zellen in héheren Frequenzen aus dem Knochenmark als aus
dem peripheren Blut expandieren [269]. Interessanterweise hatte ein hdherer
Anteil der aus dem Knochenmark expandierten, CMV-spezifischen, CD4+ T-
Zellen auch einen sogenannten multifunktionalen Phanotyp, der sich durch
simultane Produktion von IFNy, TNFa und IL-2 auszeichnet und in etlichen

Studien mit einer héheren und langer anhaltenden protektiven Immunitat
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assoziiert war [269]. Das Knochenmark stellt somit eine enorme Ressource
fur die Expansion und Generierung von langlebigen Memory-T-Zellen fur

Vakzinierungstherapien sowie fur adoptive Zelltherapien dar.

Unter bestimmten Bedingungen gelingt aber mdglicherweise auch eine
Expansion von Tcm aus dem peripheren Blut. So wurden kirzlich Daten von
Schlegel et al. publiziert, die nach Stimulation mit peptidbeladenen
IFNy/Lipopolysaccharid-gereiften dendritischen Zellen und IL-21, IL-7 and IL-
15 aus zuvor separierten, naiven CD8+ T-Zellen tumorreaktive,
multifunktionale T-Zellen mit einem (CD62L(+), CCR7(+), CD28(+)) Tcm-
ahnlichen Phanotyp generieren konnten [270]. Eine weitere Maoglichkeit
Memory-T-Zellen zu induzieren besteht u.U. auch in der Applikation von
CTLA-4-Antikoérpern, fur die gezeigt werden konnte, dass eine
vorubergehende Blockade von CTLA-4 CD8+ Memory-T-Zellen verstarken
kann [271].

Bei hamatopoetischen Neoplasien spielt das Knochenmark sowohl als
Reservoir der homeostatischen Proliferation von Memory-T-Zellen als auch
als primares Tumorkompartiment eine doppelte Rolle. Im Rahmen der WT1-
Vakzinierungs-Studie bei AML-Patienten waren leukamiespezifische T-Zellen
im Knochenmark in ahnlichen Frequenzen nachweisbar wie im peripheren
Blut. Es zeigte sich sogar ein signifikanter Anstieg im Vergleich von Woche
18 zu Woche 0, der im peripheren Blut nicht nachweisbar war. Bei den
meisten Patienten waren WT1-spezifische T-Zellen im Knochenmark jedoch
erst in Woche 18 detektierbar und nicht schon in Woche 10 wie im peripheren
Blut. Die genaue klonotypische Analyse der WT1-spezifischen T-Zell-
Immunitat im Kontext der Vakzinierungsstudie [3.2.4] konnte zeigen, dass der
pradominate Klon bereits vor Vakzinierung in geringem MalRe im
Knochenmark nachweisbar war und sich unter Vakzinierung expandieren
lieR. Zum Zeitpunkt des Rezidives war dieser Klon jedoch nicht mehr
funktionell und nur im peripheren Blut und nicht im Knochenmark

nachweisbar.
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4.3 Immunologische Effektivitat von Peptid-Vakzinierungen

Das primare Studienziel der hier dargestellten Vakzinierungsstudien beim
Melanom und bei Patienten mit Leukdmie und MDS war die immunologische
Effektivitat. Da Patienten mit aktiver Tumorerkrankung eingeschlossen
wurden und v.a. bei Leukamiepatienten nicht klar war, ob die Anwesenheit
vom AML-Blasten die Induzierbarkeit einer vakzinespezifischen
Immunantwort limitieren wirde, lag die primare Zielsetzung der Studie
zunachst auf der Induktion oder Verstarkung von vakziniespezifischen
Tetramer+ T-Zellen bei mindestens 25% der Patienten in Woche 10 nach
Beginn der Vakzinierung. Unter Berucksichtigung der iSBTc-Empfehlungen
[203] erfolgte eine Analyse der vakzinespezifischen T-Zell-lImmunitat mit zwei
verschiedenen Assays im peripheren Blut und bei Leukamie-Patienten

zusatzlich im Knochenmark, dem eigentlichen Tumorkompartiment.

Bei Leukamiepatienten konnte nach WT1-Vakzinierung mittels Tetramer-
Analyse und ICC eine gute Immunogenitat, deutlich Uber 25% nachgewiesen
werden. Die Zahl der Patienten mit positiver Immunantwort im Tetramer-
Assay zum Zeitpunkt Woche 10 lag bei ca. 50% sowohl im peripheren Blut
als auch im Knochenmark [3.4.2]. Allerdings konnten wir keine Korrelation
zwischen der Induktion spezifischer T-Zellen und einem Parameter flr das
klinische oder molekulare Ansprechen nachweisen. In Zusammenhang damit
sind verschiedene Punkte von moglicher Relevanz: In unserer Studie hatten
4/19 Patienten bereits spontane WT-1-spezifische T-Zellen, die durch die
Vakzinierung nicht gesteigert werden konnten. Bei 2 dieser Patienten und bei
3 weiteren Patienten konnten trotz Nachweis einer klinischen Effektivitat
keine WT1-spezifische T-Zellen im peripheren Blut oder Knochenmark
nachgewiesen werden. Mit den eingesetzten Assays wird somit
moglicherweise die Frequenz der induzierten T-Zellen unterschatzt. Unklar ist
bislang, ob dies aus der Art der Immunantwort resultiert, die mit den zum
Monitoring verwendeten Assays und in den analysierten Kompartimenten

nicht detektiert werden kann, oder ob Interaktionen zwischen T-Zellen und
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Blasten oder anderen regulatorischen Elementen des Immunsystems oder

des Mikroenvironments der Leukamie, von Relevanz sind.

Da seit vielen Jahren bekannt ist, dass Leukamieblasten Lymphozytenzahlen
und -funktionen beeinflussen konnen haben wir in unserer Studie
Unterschiede zwischen Patienten mit niedriger und hoher Anzahl an
Leukamieblasten im Knochenmark gesondert verglichen: In der Gruppe mit
niedriger Blastenzahl im Knochenmark zeigte sich ein statistisch signifikanter
Anstieg der WT1-Tetramer+ T-Zellen im peripheren Blut. Bei Patienten mit
einem hohen Blastenanteil im peripheren Blut fand sich kein signifikanter
Anstieg, was einen potentiell hemmenden Effekt einer hohen Leukamielast
auf die Induzierbarkeit WT1-spezifischer T-Zellen nahelegt [3.4.1]. Passend
dazu war die Frequenz der, durch die Vakzinierung induzierten, WT1-
spezifischen T-Zellen bei Leukamiepatienten in der adjuvanten Situation mit
87% (n=9) nochmals hdéher als in der Gruppe mit geringem Blastenanteil

[eigene, bisher unverodffentlichte Daten].

Diese Daten  korrelieren gut mit zwei weiteren  klinischen
Vakzinierungsstudien mit HLA-Klasse-I-bindenden WT1-Peptiden bei AML-
Patienten in kompletter Remission (CR), die in der Arbeitsgruppe von
Sugiyama et al. in Osaka, Japan, sowie in der Arbeitsgruppe um Rezvani et
al. in Houston, USA durchgefuhrt wurden [153, 199]. In der japanischen
Arbeitsgruppe wurden 12 AML Patienten in kompletter Remission und 2
Patienten mit MDS vakziniert. Bei 9/13 Patienten konnten WT1-spezifische
Tetramer+ T-Zellen im peripheren Blut induziert werden. Bei 5 von 14
Patienten resultierte die Vakzinierung zudem in einem Absinken der initial
erhdhten WT1-mRNA-Werte im Sinne einer molekularen Antwort [153]. Die
Arbeitsgruppe um Rezvani konnte durch eine einmalige Vakzinierung mit
dem HLA-A2-bindendem WT1-Epitop 126-134 und Proteinase-3 Epitop 169-
177 zusammen mit Montanide und GM-CSF bei 5/8 Patienten mit AML/MDS

in CR vorubergehende WT1-spezifische-T-Zellen induzieren. Auch in dieser
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Studie zeigte sich eine molekulare Antwort bei 3 von 6 Patienten, die

allerdings ebenfalls nur voribergehend war [199].

In Zusammenschau der Ergebnisse dieser WT1-Peptid-Vakzinierungsstudien
und unserer Studie konnten trotz unterschiedlicher Vakzinierungsprotokolle,
Impfpeptide, Peptiddosierungen und Adjuvantien in allen Studien eine
gewisse immunologische und molekulare Effektivitdt mit klinisch relevanter
Aktivitat nachgewiesen werden [153, 199], [3.2.3, Tabelle 1]. Dabei lag der
Anteil der Patienten mit nachweisbarer Induktion einer WT1-spezifischen
Immunitat bei Patienten in CR mit 87%, 70%, und 62,5% hoher als in unserer
Studie mit 44% bei Patienten mit aktiver AML. Dies deutet auf eine inverse
Korrelation zwischen Blastenanteil im Knochenmark und der Induzierbarkeit
einer vakzinespezifischen T-Zell-Antwort hin. Weiterhin unterstreichen die
Daten, dass Vakzinierungsansatze umso erfolgreicher zu sein scheinen, je
geringer die Tumor- oder Leukamielast ist. Damit erscheint die adjuvante
Situation besonders attraktiv fur Tumorvakzinierungen. Insgesamt sind aber
alle Studien eher als ,Proof-of-principle“-Studien zu verstehen, die
untermauern, dass WT1 ein immunogenes und Klinisch relevantes
Tumorantigen bei der Leukamie darstellt. Dennoch sind Verbesserungen
sowohl an der klinischen Situation in der die Vakzinierung erfolgt, der
Antigendarbietung, den verwendeten Adjuvantien und einer mdglichen
Kombination mit anderen Therapiemodalitaten zur Effektivitatssteigerung

unabdingbar.

Eine Nachfolgestudie von Rezvani et al. verdeutlicht, dass die Wahl der
Adjuvantien erheblichen Einfluss auf die Charakteristika der induzierten
vakzinespezifischen Immunantwort hat [272]. Die Arbeitsgruppe hatte zuvor
gezeigt, dass eine einmalige Vakzinierung mit HLA-Klasse-I-bindenden
Proteinase-3- und WT1-Peptiden gemeinsam mit Montanide und GM-CSF
nur eine vorubergehende immunologische und molekulare Antwort induzieren
konnte, die nach Beendigung der Vakzinierung nicht persistierte. Im

Anschluss wurden Patienten mit myeloischen Erkrankungen sechsmal im
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monatlichen Abstand mit dem oben genannten Vakzinierungsschema
immunisiert. Die wiederholte Vakzinierung resultierte jedoch in einer Deletion
von hochaffinen Proteinase-3- und WT1-spezifischen T-Zellen und nach
sechs Immunisierungen war bei keinem der Patienten die initial induzierte
spezifische T-Zell-Antwort mehr nachweisbar. Auch eine erneute
Vakzinierung drei Monate spater fuhrte nur zu einer geringen Expansion
niedrigaffiner WT1-spezifischer T-Zellen ohne Einfluss auf hochaffine WT1-
spezifische T-Zellen. Im Gegensatz zu unserer Studie konnten die Autoren
keine Proteinase-3- oder WT1-spezifischen T-Zellen im Knochenmark
nachweisen. Weiterhin konnte keine molekulare Effektivitat der Vakzinierung
demonstriert werden und es kam zu keiner Reduktion der WT1-Expression
im  Knochenmark. Diese Daten untermauern, dass die alleinige
Immunisierung mit HLA-Klasse-I-Epitopen in Kombination mit GM-CSF und
Montanide und ohne spezifischen CD4-Stimulus moglicherweise nicht
ausreicht, um lang anhaltende, hochaffine Memory-T-Zellen gegen
Leukamieantigene  zu induzieren. Zahlreiche  weitere humane
Vakzinierungsstudien und Mausmodelle [273-276] unterstitzen diese
Hypothese und es konnte gezeigt werden, dass CD4+ T-Zellen zwar
entbehrlich sind flr die primare Expansion von CD8+ T-Zellen und deren
Differenzierung in zytotoxische Effektorzellen, aber die sekundare Expansion
abhangig ist von CD4+ T-Helfer-Zellen [277].

Insgesamt konnen suboptimale wiederholte Vakzinierungen zur T-Zell-
Erschopfung oder Deletion fihren und im Laufe der Zeit Toleranz induzieren,
ahnlich der klonalen Erschopfung hochaffiner T-Zellen, die wahrend
chronischen Virusinfektionen beobachtet wurde [278]. Molldrem et al.
konnten dazu passend nachweisen, dass hochaffine Proteinase-3-
spezifische, zytotoxische T-Zellen in Apoptose gehen, wenn sie mit hohen
Mengen Peptidantigen oder Proteinase-3-Uberexprimierenden
Leukdmiezellen in Kontakt kommen [279]. Weitere Hinweise auf die
Entwicklung funktioneller Defizite von durch die Vakzinierung induzierten T-
Zellen liefert die Studie von Walker et al., die zeigen konnte, dass bei

Melanompatienten in der adjuvanten Situation eine Wiederholung der
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Vakzinierung mit gp-100-Peptid plus Montanide nicht zur verbesserten
Funktionalitédt der antigenspezifischen CD8+ T-Zellen flhrte, wie man sie
normalerweise bei einer Memory-T-Zellentwicklung erwarten wurde [280].
Slingluff et al. konnten zeigen, dass eine Multipeptid-Vakzinierung mit
inkomplettem Freud’s Adjuvanz ein Th2-dominiertes Mikroenvironment
schaffen kann, welches nach wiederholter Vakzinierung reversibel ist.
Wiederholte Vakzinierungen scheinen aber auch zu einem Anstieg von

FoxP3+ T-Zellen und Eosinophilen fihren zu kdnnen [281].

Ahnliche Vorsicht beim Design effektiver Vakzinierungsstrategien gebieten
die Daten von Kuball et al., die zeigen, dass eine Vakzinierung bestehend
aus WT1- und Proteinase-3-bindenden Klasse-I Epitopen zusammen mit dem
pan-HLA-DR-T-Helfer-Zell-Epitop (PADRE), CpG7909 und Montanide bei 4
Patienten mit AML kein klinisches Ansprechen induzieren konnte [282].
Durch die Vakzinierung wurden weder praexistente noch naive WT1- oder
Proteinase-3-spezifische CD8+ T-Zellen expandiert und die vorhandenden
vakzinespezifischen CD8+ T-Zellen nahmen ab. PADRE-spezifische CD4+ T-
Zellen wurden induziert, allerdings produzierten diese kein IL-2 und
insgesamt nahmen CD4+ Tregs zu. Diese Daten lassen vermuten, obwohl es
sich nur um eine sehr kleine Patientengruppe handelte, dass eine
Vakzinierung mit leukdmieassoziierten Antigenen auch einen negativen
immunregulatorischen Effekt haben kann, wenn sie moglicherweise mit den

falschen Adjuvantien kombiniert wird.

Erganzend dazu sind Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe bei
Melanompatienten im Rahmen einer Tyrosinasepeptid-Vakzinierung
interessant [283]. Vier Gruppen von Melanompatienten wurden mit einem
HLA-Klasse-I-bindendem Tyrosinasepeptid entweder allein, in Kombination
mit GM-CSF oder KLH oder gemeinsam mit beiden Adjuvantien immunisiert.
In der Gruppe der Patienten, die mit Tyrosinasepeptiden, GM-CSF und KLH
immunisiert wurden, fand sich mittels IFNy-ELISPOT eine deutlich haufigere

und frihere Induktion tyrosinasespezifischer, IFNy-produzierender T-Zellen.
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Dagegen wurde mit GM-CSF oder KLH allein keine Verbesserung bzw. eine
leicht schlechtere Immunogenitat der Tyrosinasepeptid-Vakzinierung erreicht
als im Vergleich zur Peptidvakzinierung ohne Adjuvantien. Diese Daten
werden von einer Vakzinierungsstudie beim Melanom bestatigt, die keine
Verbesserung der Immunogenitat der Multiepitop-Melanom-Vakzinierung
durch GM-CSF als alleiniges Adjuvanz oder in Kombination mit IFNa-2b
nachweisen konnte [232]. Der adjuvante Effekt von GM-CSF in
Zusammenhang mit Vakzinierungsstudien ist demnach weiterhin schwer zu
interpretieren. Bislang konnte gezeigt werden, dass es zur Reifung und
Aktivierung von dendritischen Zellen und damit zu einer verbesserten
Antigenprasentation fur T-Zellen fuhrt [284]. Daneben ist GM-CSF in der
Lage das Uberleben von tumorinfiltrierenden Lymphozyten zu verbessern
und konnte entweder allein oder in Kombination mit IL-2, Rituximab oder
Chemotherapie bei verschiedenen Tumoren bemerkenswerte klinische
Effekte erzielen (Zusammenfassung in [285]). Kritisch fur den adjuvanten
Effekt scheinen aber sowohl héhere Dosen von GM-CSF, als auch die
alleinige  Kombination mit  Klasse-I-Epitopen im Kontext  von
Vakzinierungsstudien [286, 287].

Insgesamt sollte eine effektive Peptidvakzinierung demnach idealerweise ein
kombiniertes  Produkt  darstellen, welches von professionellen
antigenprasentierenden Zellen aufgenommen wird, einen Entzindungsreiz
setzt, CD8+ T-Zellen und gleichzeitig CD4+ T-Zellen stimuliert [288].

Im letzten Jahr wurden zwei weitere WT1-Vakinzierungsstudien publiziert, die
zum einen durch den Einsatz modifizierter, polyvalenter und langerer WT1-
Epitope in Kombination mit Montanide und GM-CSF [200] und zum anderen
durch die Verwendung von aus Monozyten generierten, WT1-mRNA-
beladenen dendritischen Zellen [201] versuchten, die Immunogenitat und
Effektivitat der Vakzinierung mit WT1 zu verbessern. In der Studie von
Maslak et al. konnten bei AML-Patienten in CR mit Uberexpression von WT1
bei einem Groldteil der Patienten (7 von 9) WT1-spezifische CD4+ T-Zellen
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und bei einem geringeren Teil der Patienten (3 von 9) auch WT1-spezifische
CD8+ T-Zellen induziert werden [200]. Die dendritische-Zell-Vakzinierung mit
WT1-mRNA zeigte bei 2 von 5 analysierten Patienten durch die Vakzinierung
induzierte, WT1-spezifische, Tetramer+ T-Zellen gegen ein Klasse-I-Epitop,
die mit dem klinischen Ansprechen korrelierten [201]. Interessanterweise
handelte es sich dabei bei beiden Patienten um eine polyepitopspezifische T-
Zellantwort gegen 2 bzw. 4 der getesteten Antigene. Zudem fand sich ein
Anstieg von aktivierten NK-Zellen in Korrelation zum klinischen Verlauf. Das
ubrige Immunmonitoring zeigte - ohne Korrelation zum klinischen Verlauf -
einen Anstieg des IL-2-Plasma-Levels, von HLA-DR+, CD4+ T-Zellen und
nach vorheriger in vitro Stimulation mit IL-2 bei neun von neun Patienten
vermehrt CD8+, WT1-spezifische, IFNy+ T-Zellen [201]. Diese Daten
unterstreichen den Einfluss der unterschiedlichen Vakzinierungsschemata
auf die Charakteristika der induzierten Immunantwort. Allerdings fallt es
aufgrund der insgesamt kleinen und heterogenen Patientenkollektive bislang
schwer, die Uberlegenheit eines einzelnen WT1-Vakzinierungsansatzes zu

identifizieren.

Basierend auf den ersten ermutigenden Daten bei Patienten mit Leukamien
wurden mehrere WT1-Vakzinierungsstudien bei Patienten mit soliden
Tumoren initiiert. Die japanischen Arbeitsgruppen konnten bei verschiedenen
Karzinomen, darunter v.a. beim Glioblastom, Bronchial- und
Nierenzellkarzinom ebenfalls klinisch relevante Aktivitat zeigen [153, 289-
291]. In unserer Arbeitsgruppe wurden bisher 18 Patienten mit WT1-
Uberexpremierenden  Tumoren, darunter 8  Ovarialkarzinome, 3
Pleuramesotheliome, 2 Schilddrisenkarzinome und 5 weitere Karzinome mit
dem WT1-Peptid immunisiert. Auch in dieser Gruppe mit z.T. vielfach
vorbehandelten Tumoren zeigte sich bei etwa der Halfte eine Uberraschend
gute klinische Aktivitat. Die Induktion von WT1-spezifischen T-Zellen gelang
bei 70% der Patienten und war damit sogar hoher als bei Patienten mit

Leukamien [eigene, bisher unveroffentlichte Daten].
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Eine ahnlich gute Immunogenitdt konnte mit der Tyrosinasepeptid-
Vakzinierung erzielt werden, die mit GM-CSF und KLH als Adjuvantien bei
Patienten mit metastasiertem Melanom in der adjuvanten Situation zwischen
1998 und 2004 in unserer Klinik durchgefihrt wurde [3.4.1]. Trotz der
geringen Anzahl der fur die Publikation ausgewahlten Patienten zeigte sich
eine Assoziation zwischen der Induktion von tyrosinasespezifischen T-Zellen
und dem klinischem Verlauf. Bei allen Patienten mit klinischem Ansprechen
(n=4) konnten wir eine de novo Induktion funktioneller vakzinespezifischer T-
Zellen nachweisen, was aber nur bei einem der 4 klinisch progredienten
Patienten der Fall war. In vielen weiteren Studien konnte mit
unterschiedlichen Protokollen die prinzipielle immunologische Effektivitat von
Peptidvakzinierungen beim Melanom gezeigt werden, aber nur bei einem Teil
der Patienten gelang die Induktion klinisch relevanter Antitumor-T-Zellen
[159, 232, 292]. Andere Studien konnten eine klinische Effektivitat

demonstrieren, jedoch ohne messbare T-Zell-Antwort.

Insgesamt konnte die detaillierte immunologische Analyse der meisten
kleinen Phase-lI-Studien, moglicherweise auch aufgrund der geringen
Fallzahlen, keine Korrelation zum klinischen Ansprechen zeigen. Im Kontrast
dazu wurden im Rahmen der groBen Phase-lll-Studien kaum
immunologische Daten generiert, die eine statistisch verwertbare Aussage
Uber eine potentiell relevante Immunantwort oder Resistenzmechanismen

erlauben wurden [293].

Insgesamt zeigen diese Daten weiterhin ein erhebliches
Verbesserungspotential im  Hinblick auf das  Monitoring  von
Vakzinierungsstudien auf. Neben der Verfeinerung, Standardisierung und
Validierung von Assays zur Detektion der durch Vakzinierung induzierten T-
Zellen steht v.a. die ldentifizierung anderer, potentiell besser geeigneter
Surrogat-Marker  zur  Abschatzung der Vakzinierungseffizienz  im
Vordergrund. In den letzten Jahren ist bereits eine Vielzahl an Informationen

verfugbar, die ein besseres Verstandnis der Bedeutung einer spezifischen,
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durch Vakzinierung induzierten Immunitat ermdglichen (Zusammenfassung in
[294]). Vielversprechende Ansatze bieten dabei moglicherweise Gen-
Expressions-Analysen, Assays wie Protein-Mikroarrays oder das Luciferase-
Immunprazipitations-System zur Charakterisierung von Antikorper-Profilen
und der humoralen Immunitat. Daneben sind detaillierte phanotypische und
funktionelle T-Zell-Analysen mittels Vielfarben-Durchflusszytometrie, neue
durchflusszytometrisch-gestiutzte Assays zum Monitoring der Zell-vermittelten
Zytotoxizitat [216], durchflusszytometrische Analysen intrazellularer
Phosphorylierungswege, auch ,Phosphflow* genannt [295], sowie detaillierte
Klonalitatsanalysen der durch Vakzinierung induzierten T-Zellen verfugbar.
Alle diese Methoden sollten zu einer besseren und detaillierteren Analyse der
einzelnen Komponenten der durch die Vakzinierung induzierten
Immunantwort fuhren. Von entscheidender Bedeutung ist dabei auch die
Identifizierung und Spezifizierung von potentiellen Escape-Mechanismen
[169], wie Anstieg von Zahl und Funktion regulatorischer Zellen, die Balance
zwischen positiver und negativer Regulation der Antitumorantwort, CD28,
CTLA-4, programmed death-1-Molekul (PD-1) und der dazugehorigen
Liganten PD-L1 und PD-L2. Daneben sollten die Analysen v.a. auch das
Tumormikroenvironment, verschiedene Kompartimente wie Lymphknoten,
Knochenmark und Tumorlokalisationen sowie bestimmte genetische
Gegebenheiten des einzelnen Tumors bzw. Patienten berlcksichtigen. Die
seit einigen Jahren laufenden koordinierten Anstrengungen der
. mmuntherapie-Gesellschaften® wie z.B. durch das Cancer Immuntherapy
Consortium des Cancer Research Institutes [170] und der Society for
Immuntherapy of Cancer (SITC) sind insofern vielversprechende Ansatze
[296].

Bei den genannten Fortschritten im Bezug auf die Charakterisierung der
durch Immuntherapien induzierten Immunantwort bleibt die grofRe
Herausforderung aus der Masse der verfigbaren Informationen den
Biomarker zu identifizieren, der das grofte Potential hat, mit dem klinischen
Ansprechen zu korrelieren [231]. FUr den breiten Einsatz in der Praxis, v.a.

auch im Rahmen von Multizenterstudien, sollte dieser idealerweise in
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Korperflussigkeiten (z.B. dem peripheren Blut) zu messen sein und
quantitative und qualitative Aussagen uber die Effizienz der Vakzinierung,
den Wirkmechanismus und letztlich das Ansprechen auf die Behandlung
ermdglichen. Beispiele dafur waren die Messung der Hohe der induzierten T-
Zellen als Marker fir die Vakzinierungseffektivitat, potentielles
Epitopspreading als Indikator eines im Tumor stattfindenden Cross-Primings
nach Infiltration von durch die Vakzinierung induzierten T-Zellen und letztlich
die Messung von Autoantikérpern als Indikatoren fur Tumorzerstérung und

ein Ansprechen des Tumors [231].

Dieser Ansatz wird durch eine kurzlich publizierte Arbeit der Gruppe um
Pierre  Coulie unterstrichen, die zeigt, dass die induzierten
vakzinespezifischen T-Zellen moglicherweise gar nicht verantwortlich sind fur
den Antitumor-Effekt [297]. Bei einem Melanompatienten der in Folge einer
MAGE-Vakzinierung geringe MAGE-spezifische T-Zellen und eine
Regression seines Tumors zeigte, konnte mittels detaillierten TCRpB-cDNA-
Analysen ein Klon identifiziert werden, der sich gegen ein mutiertes
tumorspezifisches Neoantigen richtete und HLA-A2-abhangig autologe
Tumorzellen lysierte. Diese Daten unterstutzen die Hypothese, dass durch
Antigenspreading T-Zellen, die durch die Vakzinierung induziert wurden,
weitere Immunantworten gegen tumorspezifische Antigene auslésen kdnnen,
die dann entscheidend zur Tumorregression beitragen. Dies unterstreicht die
Tumorregressions-Hypothese der Gruppe in Brissel. Demnach finden sich in
Tumormetastasen vor der Vakzinierung in der Regel hohe Frequenzen der
durch immunsuppressive Mechanismen inaktivierter Antitumor-T-Zellen. Bei
einigen Patienten migrieren vakzinespezifische T-Zellen in den Tumor,
attackieren einige Tumorzellen und kdnnen so die Immunsuppression lokal
umkehren (,spark‘-Hypothese). Dies resultiert in der Stimulation und
Proliferation von zuvor inaktiven oder de novo induzierten Antitumor-T-Zellen.
Die Tumorregression wiederum kann dann zu einer zweiten Stimulation der

vakzinespezifischen-T-Zellantwort fuhren, die potentiell messbar ware [94].
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4.4 Klinische Effektivitat von Peptidvakzinierungen

In  der Vergangenheit konnten viele Vakzinierungsstudien beim
metastasierten Melanom zeigen, dass die Wahrscheinlichkeit, bei Patienten
mit fortgeschrittener Tumorerkrankung eine hohe klinische Effektivitat zu
induzieren, relativ gering ist [298, 299]. Dies unterstreicht auch eine
Metaanalyse, die kirzlich die Daten der Vakzinierungsstudien
unterschiedlicher Tumorentitaten zwischen September 2007 und September
2009 zusammenfasste und sich bei 313 vakzinierten Melanompatienten,
davon 58% im Stadium IIl oder IV, eine CR/Partielle Remission (PR)-Rate
von 8.9% und Krankheitsstabilisierungen bei 11,8% der Patienten zeigten
[300]. Adjuvante Situationen bzw. die Situation einer minimalen
Tumoraktivitat sind daher vielversprechender fur den Einsatz von
Vakzinierungstherapien. Oft bedarf es dann aber groRer Kollektive bzw.
langer Beobachtungszeiten, um einen klinischen Effekt abschatzen zu
konnen. Wir haben uns in der unter 3.2.1 beschriebenen Studie daher die
besondere Situation einer Gruppe von Melanompatienten zunutze gemacht,
die im Vorfeld der Vakzinierungstherapie wiederholte resizierbare Rezidive
entwickelt hatten und deren klinischer Verlauf in einem kurzen Zeitintervall zu
evaluieren war. Bei 4 von 9 Patienten war die Vakzinierung mit einer
deutlichen Verlangerung des rezidivfreien Intervalls assoziiert, was eine
klinische Effektivitat der Vakzinierung suggerierte. Bei allen 4 Patienten war
der gute klinische Verlauf auch mit der Induktion einer vakzinespezifischen
Immunitat assoziiert. Die detaillierte Analyse unserer Daten zeigte auch, dass
eine Herausforderung an adjuvante Vakzinierungsansatze die Induktion
tumorspezifischer T-Zellen darstellt, die in der Lage sein sollten, in alle
Kompartimente des Organismus zu migrieren, die potentiell von Tumorzellen
befallen werden koénnen. Dies steht im Kontrast zu der Situation einer
metastasierten Tumorerkankung, wo die T-Zell-Migration ins Tumorgewebe
durch vom Tumor sezernierte Botenstoffe induziert werden kann. Im
Zusammenhang damit ist die Beobachtung in unserer Tryosinase-
Vakzinierungsstudie von grofem Interesse, dass 2 Melanompatienten mit
langanhaltendem rezidivfreiem Intervall isolierte Dunndarmmetastasen

entwickelten [3.2.1]. Isolierte, klinisch manifeste Dinndarmmetastasen sind
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bei Melanompatienten sehr selten, allerdings treten sie gehauft im Kontext
einer multilokalen Tumormanifestation im fortgeschrittenen Stadium auf. Eine
mogliche  Erklarung dieses Phanomens konnte die fehlende
Migrationsfahigkeit tyrosinasespezifischer T-Zellen in den Dinndarm sein, die
durch eine intradermale Vakzinierung induziert wurden. Eine &hnliche
Beobachtung konnte bereits im Mausmodell gemacht werden, in dem
transferierte Memory-T-Zellen ubiquitéar nachweisbar waren, jedoch nicht im
Dunndarm [126]. Die Hypothese der limitierten Migrationsfahigkeit von durch
Vakzinierung induzierten T-Zellen als ein Resistenzmechanismus koénnte
auch das Phanomen erklaren, dass bei einer Patientin in unserer Studie nach
Initiierung der Vakzinierung, die zuvor haufigen mukosalen Rezidive gestoppt
werden konnten, sich dann aber multiple neue Lymphknotenmetastasen

entwickelten.

Insgesamt korrelieren unsere Daten mit anderen Phase-lI-Studien in der
adjuvanten Situation beim Melanom, die zum Teil auch klinische Effekte
zeigen konnten (Zusammenfassung in [292, 301]). Allerdings blieb die
Bestatigung dieser vielversprechenden ,Proof-of-Principle“-Studien in grof3en
randomisierten Phase-ll- oder Phase-llI-Studien bisher aus. Keine der
getesteten Vakzinierungstherapien konnte bisher eine Verbesserung des
Gesamtiiberlebens oder des krankheitsfreien Uberlebens zeigen (siehe 1.5).
Einzelne retrospektive Subgruppenanalysen konnten jedoch Vorteile fur
einzelne Patientengruppen nachweisen, so dass zuklnftige Studien
gerechtfertigt sind und die Auswahl von sehr gut charakterisierten

Patientengruppen potentielle Vorteile bringen kénnte.

Beispielhaft fur neue Entwicklungen im Bereich der Immuntherapien ist der
CTLA-4-Antikorper Ipilimumab. Phase-ll-Studien bei Patienten mit
fortgeschrittenem Melanom hatten teilweise objektives Ansprechen gezeigt,
und der Groldteil der Patienten hatte Krankheitsstabilisierungen [302]. In der
Phase-lll-Studie war es nun die erste Substanz Uberhaupt, die bei Patienten

mit vorbehandelten Melanom das Gesamtuberleben verbessern konnte [293].
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Die Monotherapie mit Ipilimumab zeigt konventionelle, aber auch neue
Aktivitatsmuster und hat damit einen wichtigen Einfluss und Beispielcharakter
fur neue Paradigmen von Behandlungsstrategien und fur das Erfassen des
Klinischen Ansprechens im Rahmen von Immuntherapien. Insbesondere das
spezielle Nebenwirkungsprofil erfordert neue Kenntnisse in der Handhabung
und Therapie von Autoimmunphanomenen, gerade wenn Ipilimumab
zukunftig standardisiert und auflerhalb klinischer Studien eingesetzt wird
[303]. In Kenntnis der vielversprechenden Daten mit CTLA-4-Antikdrpern im
Gegensatz zu bisherigen Vakzinierungsdaten beim Melanom, ist zu
erwahnen, dass es Stimmen gibt, die postulieren, dass therapeutische
Vakzinierungen beim Melanom insgesamt eine schlechtere Effektivitat zeigen
als z.B. bei nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen oder
Nierenzellkarzinomen. Diese Tatsache konnte unter Umstanden damit
zusammenhangen, dass das Melanom als sehr immunogener Tumor gut in
der Lage ist der endogenen Immunantwort zu entgehen und demzufolge eher
auf Therapien anspricht, die auf immunregulatorische Signalwege zielen
[300].

Moglicherweise zeigen Vakzinierungen eine hohere Effektivitat bei
hamatologischen Neoplasien als bei soliden Tumoren. Wir haben daher vor
mehr als 10 Jahren mit der Etablierung von Vakzinierungstherapien bei
Patienten mit AML und MDS begonnen. Die primare Intention der hier
dargestellten WT1-Vakzinierungsstudie bei Patienten mit AML und MDS war
die immunologische Effektivitat. Dennoch konnten wir in dieser Gruppe von
Patienten mit aktiver AML erstaunliche und vielversprechende klinische
Effekte nachweisen, mit einer modifizierten kompletten Remission (mCR), die
zwolf Monate anhielt, und 14 Krankheitsstabilisierungen (SD), die zwischen 3
und 54+ Monaten anhielten. Der gute klinische Verlauf war mit molekularem
Ansprechen im Sinne einer Verminderung des WT1-mRNA-Levels korreliert,
was erneut die Bedeutung von WT1 als guten molekularen Marker fur den
Krankheitsverlauf und eine minimale Resterkrankung bei der AML
unterstreicht [304]. Hinweise fur eine klinische Effektivitat konnten auch

Phase-I/lI-WT1-Vakzinierungstudien anderer Arbeitsgruppen zeigen, wobei
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zumeist Patienten in kompletter Remission (CR) eingeschlossen wurden, so
dass ein direkter Vergleich schwierig ist. In der Studie von Oka et al. wurden
12 AML-Patienten in CR, 1 MDS-Patient mit Myelofibrose sowie 1 Patient mit
sekundarer AML aus MDS mit 50% Blasten im Knochenmark behandelt. Bei
5 von 8 auswertbaren Patienten in CR zeigte sich ein molekulares
Ansprechen und bei den anderen beiden Patienten kam es zu einer
Reduktion der Blastenzahl im Knochenmark [153]. Auch Rezvani et al.
konnten bei 2 MDS Patienten Krankheitsstabilisierungen induzieren und von
den 5 AML-Patienten zeigten 3 eine anhaltende CR, wahrend 2 progredient
waren [199]. Klinisch konnte in der Studie von Maslak et al. bei 5 von 9
Patienten eine anhaltende CR mit 33+, 33+, 34+, 36+ und 41+ Monaten
Dauer nachgewiesen werden. Allerdings fanden sich nur geringe
Veranderungen im WT1-mRNA-Gehalt des Knochenmarkes, was angesichts
der kurzen Nachbeobachtungszeit eine eindeutige Aussage Uber eine
klinische Effektivitat schwierig macht [200]. In der von van Tendeloo et al.
durchgefuhrten Studie zeigten 5 von 10 Patienten ein klinisches Ansprechen
mit 2 Patienten in partieller Remission, die nach Vakzinierung eine CR
entwickelten und drei weiteren Patienten in CR, die ein molekulares

Ansprechen in Form von Normalisierung der WT1-mRNA-Level zeigten [201].

Ahnliche Daten konnten auch Peptid-Vakzinierungen mit anderen Antigenen
bei Patienten mit Leukamie zeigen: In der Studie von Molldrem et al. bei 66
Patienten mit CML, AML und MDS, die mit einem Proteinase-3-Peptid in
Dosen von 0,25-1,0mg, in Kombination mit Montanide und GM-CSF vakziniert
wurden, konnten sowohl Krankheitsstabilisierungen als auch einige CRs
beobachtet werden, die alle mit einer Immunantwort gegen Proteinase-3
assoziiert waren [202]. Auch die Daten von Schmitt et al. mit einer RHAMM-
Peptid-Vakzinierung zeigten bei 4 von 9 Patienten die Induktion einer
immunologischen Antwort und bei 3 von 9 Patienten mit Reduktion der
Blastenzahl und verbesserten peripheren Blutwerten ein klinisches

Ansprechen [68].
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Die Daten der ersten Peptid-Vakzinierungsstudien bei Patienten mit AML sind
insgesamt vielversprechend, allerdings sind die Studien zu klein und zu
unterschiedlich, um aussagekraftige Schlussfolgerungen Uber die
tatsachliche Wirksamkeit von Peptid-Vakzinierungen bei Patienten mit AML
zu ziehen. Es ist aber denkbar, dass Leukamien im Gegensatz zu soliden
Tumoren viel besser vom Immunsystem gefunden werden kdnnen und
immunsuppressive Mechanismen eine geringere Rolle spielen. Als ,Proof of
principle“—Studien rechtfertigen sie die weitere Entwicklung in randomisierten
Phase-II-Studien, deren Ziel der Effektivitatsnachweis sein sollte [305, 306].
Sollten auch diese positive Resultate zeigen, ware dies die Basis fur Phase-
[lI-Studien in einem groReren Patientenkollektiv. Ein kritischer Punkt fur die
Evaluation der Effektivitat ist sicher die Einschatzung des klinischen
Ansprechens in den oft sehr heterogenen Patientenpopulationen von
Leukamiepatienten. Eine mdglichst homogene Patientenpopulation ist daher

erstrebenswert, um klinische Aussagen zu erleichtern.

Sowohl in unserer Tyrosinasepeptide-Vakzinierungs-Studie bei Patienten mit
metastasiertem Melanom [3.2.1] als auch in der WT1-Vakzinierungsstudie bei
Patienten mit AML und MDS [3.2.3] konnten wir das Phanomen eines
klinischen Ansprechens im Anschluss an eine friuhe Progression beobachten:
Bei 4/19 AML-Patienten in der WT1-Vakzinierungsstudie zeigte sich ein
klinisches Ansprechen erst nach einer voribergehenden Phase der initialen
Progression, die wir nach Definition modifizierter Kriterien fur ein klinisches
Ansprechen als eine mCR und 3 mSD einordneten. Drei der vier Patienten
waren vor Vakzinierungsbeginn unbehandelt und zeigten nur eine minimale
Progression der Erkrankung. Zwei davon hatten eine de-novo-AML mit 50
und 80% Blasten und ein Patient entwickelte kurz nach Vakzinierungsbeginn
eine Transformation seines MDS in eine AML. Die vierte Patientin [198]
zeigte kurz nach Rezidiv-Chemotherapie und Erreichen einer zweiten PR
eine rasche Progression nach 2 Vakzinierungen. Erstaunlicherweise kam es
unter Fortsetzung der Vakzinierung nach 4 Zyklen zu einer CR der Leukamie.
Gleiche Phanomene konnten wir auch im Rahmen der Tyrosinasepeptid-

Vakzinierung bei Patienten mit metastasiertem Melanom beobachten, die im
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Vorfeld der Vakzinierungstherapie wiederholt Rezidive entwickelt hatten.
Nach Initiierung der Vakzinierung kam es bei einigen Patienten auch anfangs
noch zu kutanen und/oder Lymphknoten-Metastasen, bevor sich langer
andauernde Phasen der Rezidivfreiheit anschlossen. Weiterhin zeigten zwei
der Melanompatienten mit gutem Ansprechen unter Vakzinierung spontane
Ruckbildungen, sowohl von kutanen als auch von Lymphknotenmetastasen
[3.2.1].

In den letzten Jahren konnte auch in zahlreichen anderen
Vakzinierungsstudien sowie mit CTLA-4-Antikorpern gezeigt werden, dass
eine klinische Effektivitat z.T. erst mit relativ langer Latenz einsetzt [170].
Dies ist am ehesten dadurch bedingt, dass eine bestimmte Zeit bendtigt wird,
um effektive T-Zellen zu induzieren und die Migration von aktivierten T-Zellen
ins Tumorgewebe zu gewahrleisten. Als Ausdruck dessen findet sich immer
wieder das Phanomen, dass es trotz eines initialen Progresses der
Erkrankung zu einem spateren klinischen Ansprechen auf die
Vakzinierungstherapie kommt. Da die bislang etablierten Kriterien zur
Evaluation klinischer Effektivitat im Kontext von Tumortherapien in solchen
Situationen nur wenig Hilfestellung und Standardisierung ermoglichen, kam
es im Rahmen von diversen Workshops unter Federfuhrung des ,Cancer
Immuntherapy (zuvor Vaccine) Consortiums® und der ,Society for
Immunotherapy of Cancer® (SITC zuvor iSBTc) zur Erarbeitung von
modifizierten ,immune-related response criteria“ (irRC) [158, 170]. Weitere
prospektive Analysen dieser irRCs mussen nun die Anwendbarkeit dieser
Kriterien in der Klinik zeigen und deren Eignung insbesondere im Hinblick auf
ihre Assoziation mit bisher geltenden Kriterien fur das Ansprechen von

Tumoren.

4.5 Toxizitat

Insgesamt wurden unsere Vakzinierungstherapien beim Melanom und bei der
AML gut toleriert und es zeigten sich lediglich geringe lokale Nebenwirkungen

an der Impfstelle am Oberschenkel oder Oberarm und leichte grippeahnliche
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Symptome bei einem Teil der Patienten. In Einzelfdllen kam es zu
selbstlimitierenden, allergischen Hautexanthemen, Erythema-nodosum-
ahnlichen Hauterscheinungen, intermittierend auftretenden Gelenkschmerzen

und Reizhusten, als mdgliche Hinweise auf eine geringe Autoimmunitat.

Im Kontext von Vakzinierungsstudien und anderen Immuntherapien ist die
Induktion von Autoimmunitat wiederholt beschrieben. Vor allem beim
Melanom konnte erst klrzlich gezeigt werden, dass das Auftreten von Vitiligo
einen unabhangigen, prognostisch gunstigen Faktor bei Melanompatienten
im Stadium Il und IV darstellt [307]. Auch im Kontext von IL-2-Therapien
beim Melanom schienen Patienten mit Induktion einer
Schilddriusendysfunktion oder einer Vitiligo unter IL-2 ein verbessertes
Uberleben zu haben [308]. Allerdings waren die Daten in dieser Studie,
ebenso wie im Kontext von IFNa-Therapien, nicht mehr statistisch signifikant,
wenn man den Effekt der Therapiedauer (guarantee-time bias) mit
einrechnete [309]. Interessant war dennoch, dass etliche Patienten unter
IFNo. Autoantikorper entwickelten, was auf ein insgesamt moglicherweise
unterschatztes Phanomen von Autoimmunitat im  Kontext von

Immuntherapien hinweist.

Haufiger sind Autoimmunphanomene im Rahmen der Therapie mit CTLA-4-
Antikérpern beobachtet worden. Diese nicht unerheblichen Nebenwirkungen,
in Form von Autoimmunreaktionen oder sogenannten .,immune-related-
adverse-events® (irAEs), erfordern in der Regel eine spezifische und
konsequente Behandlung, z.T. Uber Jahre. Allerdings scheint das Auftreten
von irAEs prognostisch gunstig zu sein und sowohl Melanom- als auch
Nierenzellkarzinompatienten mit einer Enterokolitis zeigten eine signifikant
verbesserte Ansprechrate [161, 310]. Angesichts dieser Daten stellt sich im
Hinblick auf effektive Immuntherapien beim Melanom die Frage, ob zukunftig

Tumorimmunitat von Autoimmunitat zu trennen ist [309].

117



Im Kontext unserer WT1-Vakzinierungsstudie waren angesichts der
Uberexpression von WT1 auf CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen und
bei der Nephritis potentielle hamatologische und renale Toxizitaten denkbar.
Weder in unserer Studie, noch in den anderen bisher publizierten WT1-
Vakzinierungsstudien bei Patienten mit hamatologischen und soliden
Neoplasien zeigten sich jedoch Hinweise auf eine Nephrotoxizitat. Die Studie
von Oka et al. hatte bei einem Patienten mit hypoplastischem MDS und
Myelofibrose und einem Patienten mit sekundarer AML aus MDS eine
vorubergehende Hamatotoxizitat gezeigt, die unter hochdosierten Steroiden
reversibel war [153]. Des Weiteren trat bei einem von Yasukawa et al.
publizierten AML-Patienten nach der 5. Vakzinierung eine Panzytopenie und
Hypoplasie des Knochenmarkes auf, die Myeloblasten blieben jedoch
konstant niedrig und der Patient war zum Zeitpunkt der Publikation seit 3
Jahren stabil [240]. In unserer und auch in keiner der weiteren Studien (siehe
Tabelle 1) traten bei AML- oder MDS-Patienten weitere Hinweise fur eine mit
der Vakzinierung assoziierte Hamatotoxizitat auf. In diesem Zusammenhang
sind die Daten einer kurzlich in Blood publizierten Studie interessant, die
MDS-Patienten mit Trisomie 8 untersuchten [242]. Von diesen Patienten war
bereits bekannt, dass sie mit grollerer Wahrscheinlichkeit auf eine
immunsuppressive Therapie ansprechen und ein verandertes T-Zell-
Rezeptor-Vp-Profil mit klonaler Expansion von CD8+ T-Zellen haben, die in
vitro Vorlauferzellen lysieren konnten [105, 311]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen bei Patienten mit
Trisomie 8 im Vergleich zu denen von Gesunden eine deutliche
Uberexpression von WT1 zeigten [312]. Die Arbeitsgruppe konnte nun
nachweisen, dass die Patienten mit Trisomie 8, die auf eine
immunsuppressive Therapie ansprechen, im Anschluss der Therapie
signifikant erhdhte WT1-spezifische CD4+ und CD8+ T-Zellen aufwiesen.
Diese hatten in vitro einen hemmenden Effekt auf die Hamatopoese
autologer Vorlauferzellen, so dass die Autoren WT1 eine mogliche Rolle als
Trigger einer T-Zell-vermittelten Myelosuppression bei bestimmten MDS-
Patienten zuschreiben. Zur Bestatigung dieser Hypothese sind sicher weitere
Daten notwendig, dennoch unterstreicht diese Studie, dass WT1-

Vakzinierungstherapien bei Patienten mit MDS, insbesondere bei solchen mit
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schweren Panzytopenien, nur mit grofRer Sorgfalt angewendet werden
sollten. Mit diesem Vorbehalt einer potentiellen Hamatotoxizitat waren die
beschriebenen Peptid-Vakzinierungsstudien bei Patienten mit AML sicher

und ohne signifikante Toxizitaten.

4.6 Optimierungsansatze und Ausblick

Nachdem immer mehr Uber die Interaktionen von Immunsystem und Krebs
bekannt ist, erscheinen in Kenntnis des komplexen multifaktoriellen
Charakters der Tumorimmunologie am ehesten Kombinationstherapien

geeignet, um eine effektive immunologische Tumorkontrolle zu induzieren.

Fur optimale Vakzinierungsansatze sollten zuklnftig Antigene basierend auf
.idealen® Charakteristika und dem Konsens internationaler
Priorisierungsinitiativen ausgewahlt werden [74]. Sie sollten idealerweise
Lumorspezifisch“ sein und der zu Grunde liegenden Biologie des Tumor
Rechnung tragen. Bislang waren die eingesetzten Impfstoffe im Wesentlichen
auf HLA-Klasse-I-Epitope begrenzt. Ein breiteres Spektrum an Epitopen, die
die haufigsten HLA-Molekulle einschlieBen und auch HLA-Klasse-II-Epitope
beinhalten, wiarde nicht nur die Anwendbarkeit dieser Vakzinierungen bei
einem groleren Patientenkollektiv ermoglichen, sondern ebenso CD4+ T-
Helfer-Zellen rekrutieren, die CD8+ T-Zellen Uber einen langeren Zeitraum
aufrecht erhalten koénnten [185]. Alternativ sind Protein- oder DNA-
Vakzinierungen denkbar und bereits in der Entwicklung, die ein groReres
Spektrum oder auch die gesamte Sequenz des Antigens beinhalten. Der
Einsatz von modifizierten Epitopen, die modglicherweise die Immungenitat
verbessern, bleibt weiter umstritten und inzwischen existieren auch
vergleichende Studien, die keine Differenz zwischen der
Vakzinierungseffizienz des Wildtyp- und des modifizierten Peptidepitops
zeigen konnten [313]. Moglicherweise schutzt die Verwendung von
Multiepitopvakzinierungen vor Antigenverlusten und umgeht Tumor-Escape-

Mechanismen.
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Die Kombination verschiedener Adjuvantien sollte die Immunogenitat der
eingesetzten Tumorantigene unterstitzen [146, 147] und in der Lage sein,
eine robuste Immunitat zu induzieren. Vakzinierungen sollten entweder so
platziert werden, dass sie der Entwicklung von suppressiven
Immunmechanismen zuvorkommen, oder im Kontext von anderen Therapien
angewendet werden, die die Tumorlast und die damit einhergehenden
immunsuppressiven Mechanismen reduzieren und die Balance zugunsten
der tumorgerichteten Immunitat verschieben [314]. Zu diesem Zweck sind
spezifische Antagonisten wie CTLA-4-Antikorper, Antikdrper gegen PD1,
CD40 und CD25, aber auch die Kombination mit Strahlentherapie und

Chemotherapeutika vielversprechend.

Fir diverse Chemotherapeutika konnten immunmodulierende Effekte gezeigt
werden (Zusammenfassung in [172]). Anthrazykline und Gemcitabine fuhren
z.B. zu verbesserter Expression von Tumorantigenen nach Destruktion von
Tumorzellen durch Apoptose und damit zu einer besseren Stimulation von
CD8+ T-Zellen [315, 316]. Nach Fludarabin kommt es zur Lymphodepletion
und damit einhergehendem Anstieg von IL-7 und IL-15 im Plasma [317].
DarUber hinaus fuhren bestimmte Chemotherapeutika zur Elimination von
regulatorischen Zellen. In diesem Zusammenhang sind zwei Studien
interessant, die bei Bronchialkarzinom- und Lymphompatienten zeigen
konnten, dass zuvor vakzinierte und unter der Vakzinierung progrediente
Patienten signifikant besser auf eine anschliefende Chemotherapie
ansprachen, als Patienten ohne vorherige Vakzinierungstherapie
(Zusammenfassung in [318]). Auch im Rahmen von Chemotherapien kann es
zur Resistenz kommen und es konnte gezeigt werden, dass mit
Chemoresistenz assoziierte Proteine Zielstrukturen fur T-Zellen darstellen
kénnen und fur einen potentiellen Effekt von Kombinationstherapien sprechen
[172].

Vielversprechend ist womdglich auch die Kombination mit allogener

Stammzelltransplantation, da die direkt im Anschluss an die Transplantation

vorherrschende Lymphopenie mit hohen Spiegeln an IL-12 und IL-15 fur eine
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effektive T-Zell-Expansion gunstig ist [319-321]. Insbesondere die
Kombination von Lymphopenie, im Kontext  von allogenen
Stammzelltransplantationen, Vakzinierungstherapien und adoptivem Transfer
erscheinen ideal um eine langanhaltende Memory-Antwort zu induzieren
[322].

Daneben sind adjuvante Effekte neuerer Substanzen der Tumortherapie wie
die gesteigerte Antigenexpression durch 5-Azazytidine [323],
immunmodulatorische Effekte bestimmter Tyrosin-Kinase-Inhibitoren oder der
immunmodulatorischen Medikamente (iMiDs), wie z.B. Lenalidomid, attraktiv
fur die Kombinationstherapie. Beim Melanom konnten die neu entwickelten
BRAF-Kinase-Inhibitoren potentielle Kombinationspartner far
immuntherapeutische Strategien sein und klrzlich konnte gezeigt werden,
dass auch hohe Dosen keine negativen Effekte auf Lymphozytenuberleben
und -funktion haben [324].

Insgesamt ware es erstrebenswert, spezifische Patienten, Tumorentitaten und
Krankheitssituationen besser identifizieren zu koénnen, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit ein verbessertes Ansprechen auf Immuntherapien zeigen.
Dies wurde womdglich sowohl die Entwicklung neuer Immuntherapien
beschleunigen, existierende Therapien optimieren als auch die
Patientenselektion flr bestimmte Interventionen verbessern [231]. Alleinige
Vakzinierungsansatze scheinen insgesamt jedoch eher fur Tumorpatienten in
der adjuvanten bzw. prophylaktischen Situation geeignet zu sein. FUr
Patienten mit aktiver Tumorerkrankung sollten adoptive Therapieansatze,
insbesondere auch in  Kombination mit Vakzinierungen, sowie
Kombinationstherapien aus Vakzinierungen mit verschiedenen, potentiell

immunmodulatorischen Therapiemodalitaten favorisiert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Immunsystem besitzt die einzigartige Fahigkeit Tumorzellen gezielt zu
erkennen und zu zerstoren, ohne gleichzeitig normale Korperzellen zu
schadigen. Vakzinierungstherapien mit dem Ziel der Induktion einer tumor-
spezifischen Immunitat stellen daher einen vielversprechenden Ansatz zur

Pravention und moglicherweise auch zur Behandlung von Tumoren dar.

Im Vorfeld der Entwicklung therapeutischer Vakzinierungen lag der primare
Fokus der hier vorliegenden Arbeit zunachst auf der Evaluation von T-Zellen
mit spontaner Reaktivitdt gegen Tumorzellen und definierte Tumorantigene.
Spontane T-Zellen gegen melanomassoziierte Antigene konnten regelmafig
im peripheren Blut von Melanompatienten nachgewiesen werden. Um ein
breiteres Spektrum potentieller Tumorantigene zu evaluieren, etablierten wir
einen neuen ELISPOT-Assay und untersuchten das Spektrum der spontanen
T-Zell-Antwort gegen HLA-gematchte allogene und autologe Tumorzelllinien
im peripheren Blut von Patienten mit metastasiertem Melanom. Bei mehr als
der Halfte der Patienten konnten wir IFNy-freisetzende T-Zellen nach
Stimulation mit den allogenen Tumorzelllinien nachweisen. Dabei handelte es
sich sowohl um Effektor-, als auch um Memory-CD8+ T-Zellen, die eine HLA-
Klasse-l-abhangige T-Zellantwort gegen allogene Tumorzelllinien und bei 4
von 5 Patienten auch gegen autologe Tumorzellen zeigten. Einige der
Patienten mit tumorreaktiven T-Zellen zeigten klinische Hinweise fur eine
moglicherweise immunologisch vermittelte, partielle Tumorkontrolle. Andere
hatten progredient wachsende Tumoren, als indirekten Hinweis auf relevante

Tumor-Escape-Mechanismen.

Diese Beobachtung unterstreicht, dass eine effektive T-Zellimmunitat und
Tumoruberwachung mdoglicherweise abhangig ist von der Anwesenheit
spezifischer T-Zellen in den Geweben, die von Tumorzellen infiltriert werden.
Wir untersuchten daher im Folgenden das Knochenmark als ein
Kompartiment, in dem haufig mikrometastatische Tumorzellen vorhanden
sind. Nach Stimulation mit dem melanomassoziierten Antigen Tyrosinase und

autologen Tumorzellen konnten bei Melanompatienten tyrosinase- und
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melanomspezifische CD3+, CD8+ T-Zellen im Knochenmark in gleichen oder
héheren Frequenzen nachgewiesen werden als im peripheren Blut. Auch hier
fanden sich wieder spezifische Effektor- und Memory-T-Zellen, wobei die
Frequenzen tyrosinase- und melanomspezifischer Memory-T-Zellen im

Knochenmark signifikant hdher waren als im peripheren Blut.

Im Anschluss an diese grundlegenden Analysen erfolgte die Durchfihrung
einer Pilotstudie einer Tyrosinasepeptid-Vakzinierung bei Patienten mit
metastasiertem Melanom in der adjuvanten Situation. Um ein erstes
Verstandnis der Effektivitat einer Peptid-Vakzinierung bei Melanompatienten
in einer adjuvanten Krankheitssituation zu erlangen, wurden aus den
bisherigen, in unserer Klinik durchgefuhrten, adjuvanten Peptid-
Vakzinierungsstudien alle Melanompatienten identifiziert, die in dem Jahr vor
Einschluss in die Vakzinierungsstudie mindestens 3 komplett resizierte
Metastasen hatten. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine adjuvante
Peptid-Vakzinierung bei 4 von 9 Patienten mit einem Sistieren der zuvor
wiederholt aufgetretenen Rezidive assoziiert war und dass bei allen 4
Patienten durch die Vakzinierung induzierte T-Zellen ex vivo nachzuweisen

waren.

In einer weiteren Arbeit wurden diese, durch die Tyrosinase-Peptid-
Vakzinierung in Kombination mit GM-CSF und KLH induzierten T-Zellen
sowohl im peripheren Blut, als auch im Knochenmark weiter charakterisiert.
Wir konnten nachweisen, dass eine Peptid-Vakzinierung mit einem CD8-
Epitop und den Adjuvantien GM-CSF und KLH in der Lage ist, eine
funktionelle Memory-T-Zellantwort zu generieren, die durch zentrale Memory-
und Effektor-Memory-Phanotypen, proliferatives Potential und
Knochenmarktropismus charakterisiert ist. Dies steht im Kontrast zu mehreren
anderen Vakzinierungsstudien mit HLA-Klasse-l-bindenden Epitopen, die
nicht in der Lage waren, zentrale Memory-T-Zellen als Garanten einer
langanhaltenden Immunitat zu induzieren. Wir vermuten, dass die von uns

gewahlte Adjuvantienkombination fur diese Ergebnisse verantwortlich ist.
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Der zweite Teil der Arbeit fokussierte auf die Etablierung einer WT1-Peptid-
Vakzinierung bei Patienten mit AML und MDS. Als wichtige Vorarbeit konnten
wir bei Patienten mit Leukamien erstmals spontane T-Zellen gegen die
leukamieassoziierten Antigene Proteinase-3 und WT1 mittels IFNy-ELISPOT-
Assay und durchflusszytometrisch mittels intrazellularer IFNy-Sekretion
nachweisen. Die Daten deuteten auf eine gute Immunogenitat von WT1 und
Proteinase-3 bei Patienten mit AML hin und unterstreichen das Potential
dieser Antigene fur Vakzinierungen bei Leukdmien. Gleichzeitig zeigte sich
weder bei Leukamiepatienten, noch bei gesunden Kontrollpersonen ein
Hinweis auf WT1- oder Proteinase-3-vermittelte, klinisch relevante

Autoimmunitat.

Aufbauend auf diesen Daten wurde in Anlehnung an das erfolgreiche
Vakzinierungsprotokoll beim Melanom eine WT1-Peptid-Vakzinierungsstudie
mit GM-CSF und KLH als Adjuvantien bei Patienten mit AML und MDS
initiiert. Zunachst war vollig unklar, ob die Vakzinierung mit einem einzelnen
Peptid bei Patienten mit akuter Leukdmie nach Chemotherapie Uberhaupt
immunologische Effizienz haben kann. Uberraschend zeigte sich dann aber
einerseits eine immunologische Reaktivitat, die mit der bei nicht
vorbehandelten Melanompatienten vergleichbar war, und andererseits eine
Uberraschende klinische Aktivitat, die weitere Untersuchungen rechtfertigt.
Inzwischen konnten unsere Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen bestatigt
werden und bilden die Grundlage fur kommerzielle Vakzinierungsstudien mit

einem trunkierten WT1-Protein bei Leukamiepatienten.

Essentiell fur die Weiterentwicklung von Vakzinierungsstudien ist nun neben
der detaillierten immunologischen, molekularen und klinischen Analyse,
insbesondere auch die ldentifizierung von Immunresistenzmechanismen der
Tumorzellen unter dem Druck einer durch Vakzinierungen induzierten
Immunantwort. In diesem Zusammenhang konnte in einer, nicht in dieser
Arbeit enthaltenen Analyse unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass
Defekte der Antigenprasentation, die entweder durch WT1-Verlust bzw. WT1-
Mutationen oder Herunterregulation von HLA-Molekulen bedingt sind, far

Immunescape im Rahmen der WT1-Vakzinierung eine untergeordnete Rolle
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spielen [325]. Eine weitere Arbeit untersuchte bei einer Patientin mit
rezidivierender AML, die unter der Vakzinierung eine 12 Monate anhaltende
komplette Remission erreichte, die klonale Komposition der durch die
Vakzinierung induzierten T-Zellen. Wir konnten damit erstmals eine Evolution
und Kompartimentalisierung eines durch eine Peptid-Vakzinierung induzierten
T-Zell-Klons im peripheren Blut und Knochenmark eines AML-Patienten
dokumentieren. Zum Zeitpunkt des Rezidives zeigte sich derselbe Klon
wieder im peripheren Blut, jedoch nicht im Knochenmark, als Hinweis auf eine

eingeschrankte Funktionalitat.

Zusammenfassend konnten wir in dieser Arbeit wichtige immunologische
Grundlagenanalysen bezuglich der spontanen und durch Vakzinierung
induzierten T-Zell-immunitat bei Melanom- und Leukamiepatienten liefern.
Insbesondere konnten wir das Knochenmark als wichtiges immunologisches
Organ identifizieren, welches hohe Frequenzen an Memory-T-Zellen
beherbergt und eine potentiell wertvolle Ressource fur die Generierung von
spezifischen = Memory-T-Zellen  fur  Vakzinierungen und  adoptive
Therapiestrategien darstellt. Die Demonstration von immunologischer und
klinischer Effizienz der Peptid-Vakzinierungen in Kombination mit GM-CSF
und KLH sowohl bei Melanom- als auch bei Leukdmiepatienten ist eine
wichtige  Grundlage fur die  effektive  Weiterentwicklung  von
Vakzinierungsansatzen. In diesem Zusammenhang ist in Zukunft die
weitergehende und konsequente Identifizierung Klinisch  relevanter

Resistenzmechanismen von zentraler Bedeutung.
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