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1.1. Zusammenfassung

Die Antikorperantwort auf Tumorantigene scheint UGber Vermittlung der Antigen-
Kreuzprésentation und des T-Zell-Kreuzprimings eine wichtige Rolle in der Initialisierung
einer zelluldren Anti-Tumorantwort zu spielen. Therapeutische Vakzinierungsstrategien
missen daher durch die Nutzung geeigneter Adjuvanzien eine gleichzeitige Aktivierung des
humoralen und des zellularen Immunsystems erreichen.

In der LUD99-008 Studie wurde den Patienten das CT-Antigen NY-ESO-1 mit dem
Adjuvanz ISCOMATRIX intramuskulér injiziert. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Impfkombination ein sicherer und sehr potenter Aktivator des humoralen und zelluldaren
Immunsystems ist.

Wir untersuchten mit Hilfe der RAYS-Methode die humorale Immunantwort vor und nach
der Impfung im Detail: Im Laufe der wiederholten Impfungen mit dem Adjuvanz nahmen die
Antikorpertiter gegen NY-ESO-1 und die Kreuzreaktion gegen LAGE-1A und LAGE-1B als
Indikator einer gesteigerten Immunantwort zu, wohingegen nach Impfung ohne Adjuvanz
keine Veranderung der Immunantwort festgestellt werden konnte.

In unserer Analyse der NY-ESO-Fragmente zeigte sich, dass die humorale Immunantwort nur
gegen N-terminale Fragmente gerichtet war, und dass im Laufe der Impfung die Anzahl der
Fragmente und deren Léange, die durch die spezifischen NY-ESO-1-Antikorper erkannt
wurden, anstiegen.

Die humorale Immunantwort bestand hauptsachlich aus Antikérpern der Subklassen 1gG1 und
IgG3; nur selten fanden wir Antikdrper der Subklassen 1gG2 und 1gG4.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch eine Vakzinierung mit dem Tumorantigen NY-ESO-1 in
Kombination mit dem Adjuvanz ISCOM die Induktion einer humoralen Immunantwort
moglich ist. Es bleibt herauszufinden, welche Rahmenbedingungen dazu fihren, dass ein
Patient gut oder schlecht bzw. lang- oder kurzandauernd anspricht, und wie dies durch neue
Therapiekonzepte modifiziert werden kann. In einer Kombinationstherapie mit den neuen

Immuntherapien kann die Vakzinierung ein wichtiger Baustein sein.
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1.2. Summary

The antibody response to tumor antigens seems to play an important role in initiating a
cellular antitumor response with respect to antigen cross-presentation and T cell-cross-
priming. Vaccination strategies need to take account of an optimally timed activation of the
humoral and cellular immune system by using appropriate adjuvant stimulation.

The LUD99-008 trial used the cancer testis antigen NY-ESO-1 formulated with
ISCOMATRIX adjuvant injected into patients intramuscularly. It was shown, that this
vaccination strategy is a safe and highly potent activator of the humoral and cellular immune
system.

Using the RAYS technology, we analyzed in detail the humoral immune response in these
patients before and after vaccination: During the course of repeated vaccinations with the
adjuvant, antibody titers against NY-ESO-1 and cross-reactivity to LAGE-1A and B increased
as an indicator of an enhanced immune response, whereas no antibody response could be
detected after vaccination without the adjuvant.

Our fragment analysis revealed that the humoral response was almost exclusively directed
against the N-terminal fragments and the number of fragments and their length being
recognized by the NY-ESO-1 specific antibodies was increasing during the course of
vaccination.

The humoral immune response mainly consisted of antibodies of the 1IgG1 and 1gG3 subclass.
We rarely found 1gG2 and 1gG4 subclass antibodies.

Our results show that a vaccination with the cancer testis antigen NY-ESO-1 in combination
with the adjuvant ISCOM can induce a humoral immune response. We have to find out which
conditions are responsible for a positive or a negative answer of the patient’s immune system,
why the immune answer lasts for a short or long time and how we are able to modificate this
with new therapy concepts. In combination with the new immune therapies the vaccination

can be an important component.
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2. Einleitung

2.1. Epidemiologie der Krebserkrankungen

Krebserkrankungen sind nach den Erkrankungen des kardiovaskularen Systems mit ca. 25%
aller Todesfalle die zweithdaufigste Todesursache in Westeuropa. In Deutschland erkranken
jahrlich ca. 436.500 Menschen an bésartigen Neoplasien.

Die haufigste Krebsneuerkrankung bei Mannern ist das Prostatakarzinom (25%), bei Frauen
steht das Mammakarzinom (28%) an erster Stelle, gefolgt von Kolon- (16% bzw. 18%) und
Bronchialkarzinom (14% bzw. 6%). Wahrend sich diese Reihenfolge bei den Frauen auch in
der Mortalitatsstatistik widerspiegelt (Mammakarzinom 18%, Kolonkarzinom 14%,
Bronchialkarzinom 11,2%), ist bei den Mannern das Bronchialkarzinom die am haufigsten
zum Tode fuhrende Krebserkrankung (26%), gefolgt von Kolon- (12%) und Prostatakarzinom
(10%).

Insgesamt ist seit den 70er Jahren fur Frauen und seit Mitte der 80er Jahre auch fur Manner
ein Rickgang der Krebsmortalitdt zu beobachten, was zum einen auf Verbesserungen der
Therapie und zum anderen auf eine friihere Diagnosestellung zurlickzufiihren ist, aber leider
nur flir manche Tumorentitaten zutrifft.

So sind die Behandlungsmdglichkeiten beispielsweise eines Pankreaskarzinoms (5-Jahres-
Uberlebensrate ca. 7%) oder eines Bronchialkarzinoms (5-Jahres-Uberlebensrate ca. 16%),
die bei Diagnosestellung haufig schon metastasiert sind, immer noch unzureichend.

[,,Krebs in Deutschland 2003-2004, Haufigkeiten und Trends®, Broschiire des RKI/gekid]

Um eine bessere Uberlebensrate bzw. sogar Heilung zu erreichen, bedarf es — neben den
bereits langjahrig etablierten  TherapiemalRnahmen wie chirurgischer  Therapie,
Chemotherapie, Radiotherapie und Hormontherapie — einer Entwicklung neuer
Therapieoptionen.

Eine Mdoglichkeit stellt die Immuntherapie dar, die in den vergangenen Jahren enorme
Fortschritte gemacht hat [BAXEVANIS et al., 2009]. So ist die Therapie mit monoklonalen
Antikdrpern in vielen Therapieprotokollen bereits Standard (z.B. Trastuzumab (Herceptin®)
beim Mammakarzinom oder Rituximab beim Non-Hodgkin-Lymphom der B-Zellklasse).

Zur Entwicklung neuer Strategien ist jedoch eine genaue Kenntnis der Tumorentstehung und

der Tumorimmunologie erforderlich.
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2.2. Tumorentstehung

Krebszellen sind durch zwei charakteristische Merkmale gepragt: ein von duf3eren Einfliissen
unabhéngiges — also autonomes — Wachstum und die Fahigkeit andere Gewebe zu infiltrieren,
in entfernte Organe zu gelangen und dort Metastasen zu bilden.

Es ist also erst die Fahigkeit der Infiltration, die aus einem benignen Tumor einen malignen
Tumor und somit Krebs entstehen I&sst.

Aufgrund dieser vielfaltigen Fahigkeiten von Krebszellen scheint klar, dass mehrere
Genmutationen zur Entstehung einer malignen Zelle — mindestens drei bis sechs — ben6tigt
werden [VOGELSTEIN und KINZLER , 1993]. Diese Genmutationen sind jedoch seltene

Ereignisse.

Im Folgenden werden die wichtigsten Aspekte zur Tumorentstehung und -entwicklung

dargestellt:

a. Rolle der Protoonkogene und Tumorsuppressorgene

Bereits 1914 stellte THEODOR BOVERI die Hypothese auf, dass Zellen entweder
aufgrund der Uberaktivierung eines Gens, das die Zellteilung fordert, oder aufgrund
des Funktionsverlustes eines Gens, das normalerweise das Wachstum hemmt, maligne
entarten [BOVERI, 1914]. Diese Hypothese gilt mittlerweile als bestatigt. So gibt es
sogenannte Protoonkogene, die das normale Zellwachstum fordern, welche aber durch
Aktivierung, z.B. durch Punktmutation, Amplifikation oder Dysregulation zu
Onkogenen transformiert werden kénnen [BISHOP, 1991; STANBRIDGE, 1990].
Gleichzeitig gibt es auch sogenannte Tumorsuppressorgene (,,Gate-keeper*- oder
,Caretaker“-Gene), die inhibierend wirken und bei Funktionsverlust z.B. zu
unkontrolliertem Wachstum, aber auch zu einer erhéhten Mutagenitat — durch fehlende
Aktivierung von DNA-Reperaturmechanismen oder Verhinderung der Apoptose —
dieser Zellen beitragen. Diese fuhren dann im Verlauf zur Transformation einer
malignen Zelle [KINZLER und VOGELSTEIN, 1996 und 1997].

Ein Musterbeispiel eines solchen Tumorsuppressorgens ist das Retinoblastomgen (RB-
Gen) oder das p53-Gen, das in vielen soliden Tumoren verandert vorliegt.

All diese Gene mussen jedoch auf beiden Allelen defekt sein, um tumorfordernd zu
wirken [KNUDSON, 1996].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vogelstein%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vogelstein%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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b. Genomische Instabilitat

Eine weitere Ursache der Tumorentstehung ist deren genomische Instabilitét
[LENGAUER, KINZLER und VOGELSTEIN, 1998; KINZLER und VOGELSTEIN,
1996].

Am héufigsten fallt eine chromosomale Instabilitat (chromosomal instability, CIN)
auf, d.h. es kommt zum Zugewinn oder Verlust von Chromosomenbruchstiicken oder
ganzen Chromosomen. Die Bruchpunkte einiger wiederkehrender Translokationen
liegen héaufig im Bereich von Protoonkogenen; so liegt beim Burkitt-Lymphom t(8;14)
der Bruchpunkt nahe des Myc-Locus auf Chromosom 8, welcher durch die
Verschmelzung mit dem Ig-heavy-chain-Locus auf Chromosom 14 aktiviert wird.
Seltener findet man eine Instabilitat auf Nukleotid-Ebene (Nucleotide excision repair-
related instabilitiy, NIN; microsatellite instability, MIN). Dabei handelt es sich um
eine fehlerhafte DNA-Reparatur durch Mutationen in den daflr verantwortlichen

Enzymen.

c. Klonale Vermehrung durch Selektionsvorteile

Aufgrund der hohen Mutagenitat von Krebszellen ist es ihnen mdglich, sich an
veranderte Bedingungen anzupassen, was sich in Medikamentenresistenz oder in
erhéhter Malignitat mit schnellerem Krankheitsfortschritt duern kann.

Krebs ist also eine genetisch bedingte Erkrankung, die in einer einzelnen Zelle
entsteht. Somit entsteht ein Tumor, der zundchst monoklonal ist. Erst im Verlauf
kommt es zu weiteren genetischen Verdnderungen, die, wenn sie einen
Selektionsvorteil bieten, zur Vermehrung anderer Zellpopulationen flhren
[TOMLINSON, NOVELLI und BODMER, 1996; TOMLINSON und BODMER,
1999].

2.3. Tumorimmunologie

Es ist seit langem bekannt, dass das Immunsystem Einfluss auf die Entwicklung einer

malignen Tumorerkrankung hat. So entwickeln Menschen mit Immunsuppression durch

Erkrankung (z.B. AIDS) oder durch Medikamente (z.B. nach Transplantation) gehauft
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Tumoren; gleichzeitig ist jedoch auch eine spontane Regression durch eine kompetente
Immunantwort moglich.

Dies ist jedoch eher selten der Fall, da eine maligne Tumorerkrankung meistens auch zu einer
Immunsuppression mit Unterdriickung der T-Zellaktivitét fuhrt.

Ein weiteres Problem ist, dass Tumore hé&ufiger korpereigene Proteine présentieren, gegen
welche das eigene Immunsystem tolerant ist, als sogenannte Neoantigene zu exprimieren.
Falls doch eine Immunreaktion ausgeldst werden kann, ist diese meist zu schwach oder die
Tumorzellen verandern sich in ihrer Struktur durch verénderte Antigenprasentation (s. Kap.
2.2.c) oder Down-Regulation des MHC-Klasse-1-Komplexes so, dass sie vom Immunsystem
nicht mehr attackiert werden kénnen.

Zur Entwicklung spezifischer Immuntherapiestrategien ist es also wichtig, zum einen die
humorale und zelluldre Immunreaktion und entsprechende ,,Tumor-escape-Mechanismen* zu
verstehen, und zum anderen mdgliche Zielantigene des Tumors zu identifizieren und zu

charakterisieren.

2.3.1. Humorale und zellulare Immunreaktion

2.3.1.1. Aktivierung von CD4"- und CD8" T-Zellen

Grundsatzlich gibt es zwei Typen von MHC-Rezeptoren: MHC-1-Rezeptoren, die von allen
kernhaltigen Zellen und MHC-I1-Rezeptoren, die nur von antigenprasentierenden Zellen wie
B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert werden.

Peptide, die von MHC-I-Molekulen préasentiert werden, entstehen durch Proteolyse
intrazelluldr synthetisierter Proteine im Proteasom. Die dabei entstandenen Fragmente
gelangen nun unter Vermittlung des TAP1/TAP2-Komplexes (transporter associated with
antigen presentation) in das endoplasmatische Retikulum (ER), wo sie an MHC-1-Molekdle
gebunden und anschlieBend mit ihnen an die Zelloberfl&che transportiert werden.

Werden in einem MHC-I-Molekiil fremde Peptide — wie z.B. bestimmte Tumorantigene —
prasentiert, so kdnnen diese von einem spezifischen T-Zellrezeptor erkannt werden. Dies fiihrt
zur Proliferation und Aktivierung dieser T-Zelle zur zytotoxischen CD8*T-Zelle (CTL) und
damit zur Elimination der betroffenen Tumorzelle.

Allerdings kann eine alleinige CTL-Antwort keine ausreichende Immunantwort gegen
Tumorzellen erbringen, da zum optimalen Priming der CTLs und zur Bildung von T-

Gedéachtniszellen eine Beteiligung von CD4'T-Zellen (T-Helfer-Zellen) nétig ist.
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[SCHOENBERGER et al., 1998; RIDGE et al., 1998; BOURGEOIS et al., 2002; SUN und
BEVAN, 2003]

Die Aktivierung von T-Helferzellen erfolgt durch professionelle antigenprasentierende Zellen.
Diese nehmen ein durch Sekretion oder Tumorzelllyse freigesetztes Antigen durch Bindung
an spezifische Fc-Rezeptoren Uber Endozytose oder unspezifisch Uber Makro-/Mikrozytose
oder Pinozytose auf, welches dann in sekunddaren Lysosomen fragmentiert, an MHC-II-
Molekile gebunden und in die Plasmamembran eingebaut wird.

Die so préasentierten Antigene kénnen nun von den T-Helferzellen erkannt werden, was zu
deren Aktivierung und somit zum einen zu einer verbesserten CTL-Antwort (s.0.), aber auch
zu einer Induktion einer Antikorperbildung durch B-Plasmazellen fihrt. [DAVIS et al.,1998]
Durch die Kombination von zellularer und humoraler Abwehr ist also eine wesentlich

effizientere Immunantwort zu erwarten.

2.3.1.2. Sonderrolle der dendritischen Zellen

Eine besondere Rolle scheinen hierbei dendritische Zellen zu spielen, die als einzige Zellen in
der Lage sind eine Kreuzprasentation von Antigenen in MHC-Klasse-1- und -lI1-Proteinen zu
bewerkstelligen und damit eine effiziente Immunantwort auszuldsen. Sie benutzen zur
Présentation fremder Antigene, wie z.B. Tumorantigene, in MHC-I-Rezeptoren einen
besonderen Mechanismus: Die fremden Antigene werden uUber Endozytose (Phagozytose
oder Makropinozytose) aufgenommen und entweder vom Phagosom ins Zytosol transferiert
und wie oben beschrieben Uber den Proteasom-abhangigen Weg im ER oder in Phagosomen
an MHC-Klasse-1-Molekiile gebunden (,,phagosome-to-cytosol-pathway*) [RODRIGUEZ et
al.,, 1999; KOVACSOVICS-BANKOWSKI und ROCK, 1995; ROCK und SHEN, 2005;
GUERMONPREZ et al., 2003; HOUDE et al., 2003] oder das Antigen wird von endosomalen
Proteasen in Peptide gespalten und vermutlich im selben Kompartiment an MHC-I-Molekile
gebunden (,,vacuolar pathway*) [ROCK, 1996, 2003; ROCK und SHEN, 2005].

2.3.1.3. 1gG-Subklassen

Die humanen Immunglobuline der Klasse G lassen sich in 4 Subklassen aufteilen: 1gG1,
1gG2, 1gG3 und IgG4. Die Konzentrationen dieser Subklassen betragen beim gesunden
Erwachsenen ca. 65% I1gG1, 25% 1gG2, 6% 1gG3 und 4% IgG4. Die Verteilung dieser

Subklassen bei einer Immunantwort unterscheidet sich je nach Natur des Antigens, der Dosis,
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der Eintrittspforte, aber auch vom jeweiligen Genotyp. Die Hauptfunktionen des IgGs liegen
in der Neutralisierung und Opsonierung von Pathogenen und in der Aktivierung des
Komplementsystems, welche nach Bindung an das Antigen iiber den Fcy-Anteil des 1gGs
vermittelt werden. Die zelluldren Funktionen, die lber die Antikérper vermittelt werden, sind
sehr komplex. Sie hingen von Zelltyp und Isoform des Fcy-Rezeptors ab und koénnen eine
antikorperabhéngige Zell-Zytotoxizitat (ADCC), eine verstarkte Antikdrperprésentation und
eine Regulation der Antikorperantwort bewirken. Im Allgemeinen kann man sagen, dass die
Effektivitat von IgG1 und IgG3 héher ist als die von IgG2 und 1gG4.

[ULLENHAG et al., 2002; PAPADEA et al., 1989; CLARK, 1997]

2.3.2. Tumorassoziierte Antigene (TAA)

Um eine gezielte Immuntherapie gegen maligne Tumoren entwickeln zu kdnnen, bedurfte es
der Entdeckung von Antigenen, die nur in Tumorzellen exprimiert werden und in der Lage

sind eine effektive T- bzw. B-Zellantwort auszuldsen.

Es war die Briisseler Arbeitsgruppe um THIERRY BOON, der es 1991 erstmals gelang, ein
tumorassoziiertes Antigen beim malignen Melanom (MAGE 1 — Melanoma antigen) mit
Hilfe des ,,T-cell epitope cloning™, auch ,autologous typing“ genannt, molekular zu
charakterisieren [van der BRUGGEN et al., 1991 und 2007; TRAVERSARI et al., 1992].
Uber dieses Verfahren, bei dem die tumorspezifischen Antigene tiber zytotoxische T-Zellen
identifiziert werden, wurden in der Folgezeit eine Reihe weiterer Antigene wie z.B. die
MAGE- und BAGE-Antigene entdeckt (s. Kapitel 2.3.2.1).

Der Nachteil des ,,autologous typing® lag — aulRer in dem hohen Zeit- und Kostenaufwand —
auch darin, dass man autologe CTL-Linien und Tumorzellen des gleichen Patienten benétigt,

was fur die meisten epithelialen Tumoren nicht méglich ist.

Mitte der 90er Jahre kam es zur Weiterentwicklung des ,autologous typing*:
PFREUNDSCHUH und Mitarbeiter entwickelten das SEREX (SErological identification of
antigens by Recombinant EXpression cloning) [SAHIN et al., 1995] (s. Kapitel 3.3.1.), dass
eine Reihe von Vorteilen im Vergleich zu anderen Verfahren aufweist:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22van%20der%20Bruggen%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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a. Im Gegensatz zur urspriinglichen Technik des ,autologous typing* bleibt die
serologische Analyse durch Verwendung einer cDNA-Expressionsbibliothek nicht nur
auf Oberflachenantigene beschrénkt, sondern deckt einen grof3en Teil aller von der

Tumorzelle exprimierten Proteine ab.

b. Durch Verwendung von frischem Tumormaterial zur Herstellung der cDNA-
Bibliothek kdnnen Phanomene wie Neoexpression oder Verlust von Antigenen, die bei

der in vitro-Kultur von Tumorzelllinien auftreten, umgangen werden.

c. Die hohe Verdiinnung der Patientenseren (1:1000) sowie die Verwendung eines gegen
humanes 1gG gerichteten Detektionsantikorpers beschranken die SEREX-Methode auf
die Identifikation von Antigenen, die eine starke humorale Immunantwort der IgG-
Klasse im Patienten hervorrufen, sodass auch von der Induktion einer T-Zell-Hilfe
ausgegangen werden kann. Damit stellt das SEREX ein Bindeglied zwischen der

humoralen und der zellularen Antwort dar.

d. Der Gebrauch von polyklonalen Patientenseren erlaubt die Identifikation einer

Vielzahl von Antigenen mit einem Screen-Durchlauf.

Das erste mit SEREX entdeckte Antigen war das HOM-MEL-40-Gen, das spater als SSX-2-
Gen identifiziert wurde. Mittlerweile konnten weit mehr als 2000 tumorassoziierte Antigene
verschiedenster Tumorentitdten (SEREX Datenbank: www?2.licr.org/CancerimmunomeDB)
entdeckt werden, von denen viele eine wichtige Rolle in der Pathogenese von malignen
Tumorerkrankungen spielen. Allerdings hat sich herausgestellt, dass das Antigenrepertoire,
das durch das SEREX identifiziert werden kann, limitiert ist [PREUSS et al.; 2002].

Dies konnte damit zusammenhangen, dass post-translationale Veranderungen in einem
bakteriellen Expressionssystem nicht entdeckt werden koénnen. Diese spielen jedoch eine
wichtige Rolle in der Funktion vieler Proteine und deren Immunogenitat. Die Mdglichkeiten
der  post-translationalen  Veranderungen beinhalten  Glykolisierung,  Lipidierung,
Phosphorylierung, Methylierung, Acetylierung, Citrullinierung, Deiminierung und auch
Trunkierung [DOYLE und MAMULA, 2001; STOLTZE et al., 2000].

Diese Gedanken fuhrten zur Entwicklung des RAYS (Recombinant Antigen expression on

Yeast Surface) (s. Kap. 3.3.2.) Dieses eukaryotische Expressionssystem kann die Antigene in
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ihrer nativen Faltung bzw. mit den typischen post-translationalen Veranderungen
prasentieren, was ihrer naturlichen Konformation entspricht [MISCHO et al., 2003; WADLE
et al., 2005]. Da der Expressions- und Transportmechanismus der Hefen auf post-
translationaler Ebene dem menschlichen System sehr &hnlich ist, sind die Ergebnisse
durchaus Ubertragbar [BODER et WITTRUP, 1997 und 2000], weshalb die RAYS-Technik
erfolgreich zur serologischen Charakterisierung von Tumorantigenen genutzt werden kann
[WADLE et al., 2006; MISCHO et al., 2006; KIM MS et al., 2007].

Ein weiterer Vorteil der Verwendung von Saccharomyces cerevisiae ist, dass Hefen, im

Verhaltnis zu z.B. Saugerzellen, einfach zu kultivieren sind.

Je nach Gewebsexpression, Genfunktion oder Entstehung konnen die Antigene in

verschiedene Gruppen eingeteilt werden:

a. Antigene, die in unterschiedlicher Frequenz in verschiedenen Tumoren, nicht jedoch
in Normalgeweben exprimiert werden (,,tumorspecific shared antigens*), hierzu
zahlen auch die CT-Antigene (s. Kapitel 2.3.2.1)

b. Differenzierungsantigene, die gewebespezifisch sind und sowohl im Tumor als auch
im  entsprechenden Normalgewebe — hier jedoch nur in bestimmten
Entwicklungsstadien — exprimiert werden. Bei einer Immuntherapie besteht hier also
die Gefahr einer Autoimmunreaktion; so werden z.B. bei einer Reaktion gegen die
melanozyten- und melanomspezifische Tyrosinase auch gesunde Melanozyten
abgetotet [TOPALIAN et al., 1994], was sich im Krankheitsbild der Vitiligo dulRern
kann.

Bsp.: Melan-A/MART-1, Tyrosinase [Romero et al., 2002]

c. mutierte Antigene
Diese Antigene leiten sich von ubiquitaren Proteinen ab und liegen in mutierter Form
im Tumorgewebe vor. Diese Mutationsantigene sind mit wenigen Ausnahmen fiir den
jeweiligen Tumor spezifisch und werden deshalb auch ,tumorspecific unique
antigens® genannt. [WANG et al., 1999]
Bsp: B-Catenin, MUM-1, CDK-4, p53, ras
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d. iiberexprimierte ,selbst“Antigene sind Antigene, die auch in gesundem Gewebe
exprimiert werden, aber im Tumorgewebe durch eine Uberexpression auffallen.
Bsp.: Her-2/neu, p53, MUC-1
[a-d: BOON und van der BRUGGEN, 1996]

e. virale Antigene
Einige Viren kdnnen durch Integration ihres Genoms bzw. bestimmter Genabschnitte
in eine normale Zelle diese zur Tumorzelle transformieren.
Bsp.: E6/E7 von HPV-16 (Zervixkarzinom) [Harper et al., 2004], HBV, HCV (beide
Leberzellkarzinom), EBV (Burkitt-Lymphom), HHV-8 (Kaposi-Sarkom)

2.3.2.1. CT-Antigene

Als CT-Antigene (Cancer/testis-Antigene) bezeichnet man eine Kategorie von
Tumorantigenen, die sich dadurch auszeichnen, dass sie nur in malignen Tumoren und in
mannlichen Keimzellen (Spermatogonien) bzw. in fetalen Strukturen (Ovar, Plazenta)
vorkommen. Sie gehdren zur Gruppe der sogenannten ,,tumorspecific shared antigens*.
Héufig finden sich sogenannte Genfamilien, die untereinander haufig eine starke Homologie
aufweisen; die codierenden Gene liegen fast alle auf dem X-Chromosom.

Die Funktion dieser CT-Antigene ist zum groRen Teil unklar, wobei eine Rolle in der
Regulierung der Genexpression anzunehmen ist. [LLOYD J. OLD, 2001; SCANLAN et al.,
2002]

Mittlerweile sind deutlich Gber hundert CT-Antigene bekannt. Die Expression ist sehr
heterogen, d.h. ein CT-Antigen kann von den verschiedensten Tumoren exprimiert werden
und gleichzeitig kann ein Tumor verschiedene CT-Antigene exprimieren. Am haufigsten sind
CT-Antigene bei Melanomen, Sarkomen, dem Bronchialkarzinom, Mammakarzinom,
Prostatakarzinom und bei anderen epithelialen Karzinomen zu finden. Es scheint eine
Korrelation zwischen der Wahrscheinlichkeit der Expression von CT-Antigenen und einem
fortgeschrittenen Tumorstadium bzw. einem maligneren Potential des Tumors vorzuliegen. So
konnte in mehreren Studien bei Melanompatienten eine h&ufigere Expression von CT-
Antigenen im metastasierten Stadium detektiert werden [BRASSEUR et al., 1995; GOYDOS
et al., 2001]. Man nimmt an, dass die Aktivierung dieser Antigene Gber Hypomethylierung
und/oder Histondeacetylierung vermittelt wird, da sowohl Keimzellen als auch maligne Zellen

wesentlich weniger CpG-methylierte DNA aufweisen als normale somatische Zellen
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[CABALLERO und CHEN, 2009]. Die groRe Heterogenitat der Expression von CT-
Antigenen l&sst sich jedoch nur schwerlich als Prozess einer globalen Demethylierung
erklaren.

Eine weitere Hypothese ist, dass die Expression von CT-Antigenen die Folge einer
Aktivierung oder Induktion des Keimzellprogramms ist, da es viele Gemeinsamkeiten in den
Eigenschaften von malignen Tumorzellen und Trophoblastenzellen gibt  wie
Immortalisierung, Invasion, Adhasionsdefizit, Angiogenese, Demethylierung oder eine down-
Regulation von MHC-Molekiilen. So ware die unterschiedliche Expression der CT-Antigene
auf verschiedene Phasen der Keimzell-/Trophoblastenentwicklung zuriickzufuhren.

Ob die Demethylierung das Keimzellprogramm in malignen Zellen induziert oder aber
Konsequenz des anderweitig induzierten Keimzellprogramms ist, ist unklar.

[LLOYD J. OLD, 2001; SCANLAN et al., 2002]

Zur Familie der CT-Antigene gehoren z.B. die Uber zytotoxische T-Lymphozyten
identifizierten Antigene der MAGE, BAGE und GAGE-Familie [van der BRUGGEN et al.,
2007; De PLAEN et al., 1994; BOEL et al., 1995; De BACKER et al., 1999], die ilber RDA
(representational difference analysis) entdeckten LAGE-Antigene und CT10, sowie die Uber
SEREX identifizierten Antigene NY-ESO-1 und die der SSX-Familie.

Durch ihre Immunogenitat, d.h. der Maglichkeit in Krebspatienten eine sowohl zellulére als
auch humorale Immunantwort auszuldsen, und durch ihr auf Krebs- und Testiszellen
beschranktes Vorkommen eignen sie sich hervorragend als Ziel fur eine Immuntherapie durch
Vakzinierung. Eine Beeintrachtigung der Eignung durch das Vorkommen in Testisgewebe ist
nicht gegeben, da dieses wie auch die Plazenta zu den immunpriviligierten Geweben z&hlt, die
keine klassischen MHC Klasse-1 Molekiile exprimieren [HAAS et al., 1988].

Somit findet auch keine Prasentation der Antigene Uber MHC Klasse-1 Molekiile statt und
eine  Autoimmunreaktion durch gegen den Tumor gerichtete CTLs bleibt aus
[UYTTENHOVE et al., 1997].
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2.3.2.2. Charakterisierung der getesteten CT-Antigene

Tabelle 1: Ubersicht iiber die getesteten CT-Antigene

_ Expression Haufigste _
CT-Antigen Gen ) ) ) Besonderheiten
physiologisch Tumorexpression
hohe Immunogenitat mit
Melanom, Sarkom, _
) spontaner Induktion
Xq28 Testis und Mamma-, Prostata-, ]
NY-ESO-1 einer zellularen und
fetales Ovar Blasen- und
humoralen
hepatozelluléres Ca _
Immunreaktion
) Melanom, Nicht- o
Testis, ) ) hohe Korrelation in
) Kleinzelliges )
LAGE-1 A Xq28 schwach in ] Expression von LAGE-1
Bronchial-Ca, Blasen-
LAGE-1B Uterus und und NY-ESO-1-
Prostata- und Kopf- _
Plazenta Antigenen
/Hals-Ca
_ Gehort zur SSX-Familie,
Testis, Hals-/ Kopf-, _
SSX-2/ ) die aus 9 sehr
Xpll.2 schwache Ovarialzell-Ca, )
HOM-MEL- o homologen Antigenen
- Expression in | Melanom, Lymphom,
40 — besteht; SSX-2 und
Xpl1.4 | Schilddrise Kolorektales und )
SSX-4 SSX-4 am héufigsten
Mamma-Ca o
exprimiert
Melanom, Sarkom,
Xq24 _ Blasen-, Kopf-/Hals-,
CT7/ Testis, fetales _
- Mamma-Ca, nicht-
MAGE-C1 Ovar, Pankreas ] _
Xq28 kleinzelliges
Bronchial-Ca,
Melanom, Blasen-,
CT10/ ]
) Mamma-, Kopf-/Hals- Starke Homologie zu
MAGE-E1 | Xq27 Testis _ A
Ca, nicht-kleinzelliges CT7/MAGE-C1
Bronchial-Ca

[CHEN et al., 1997 und 1998; GURE et al., 1997, 2000 und 2002; JUNGBLUTH et al., 2002;

LETHE et al., 1998; SCANLAN et al., 2004; TURECI et al., 1998]
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2.4. Immunologische Therapieansatze

Die verbesserte Kenntnis der Tumorimmunologie und die Identifizierung von spezifischen
Tumorantigenen haben in den letzten Jahren zur Entwicklung von neuen
immuntherapeutischen Strategien als Behandlungsoption von soliden Tumoren gefiihrt. Das
gemeinsame Ziel aller Methoden ist eine zweckgerichtete Aktivierung des Immunsystems, um
maligne Zellen gezielt abzutéten. [RENNER, HARTMANN und PFREUNDSCHUH,
Deutsches Arzteblatt 2002]

Die zwei zurzeit am besten erforschten Ansétze sind die passive Immuntherapie Uber

Antikorper und die aktive Immuntherapie Uber Vakzinierung.

2.4.1. Passive Immunisierung

Die ersten monoklonalen Antikérper wurden von KOHLER und MILSTEIN im Jahre 1975
hergestellt und sollten im Rahmen einer passiven Immuntherapie im Patienten spezifische
Zellen auffinden und zerstéren [KOHLER, MILSTEIN, 1975].

Mittlerweile gibt es verschiedene fiir onkologisch-hdmatologische Erkrankungen zugelassene
bzw. in klinischer Erprobung befindliche Antikdrper. Der erste zugelassene Antikdrper war
Rituximab; er richtet sich gegen den CD20-Rezeptor, der von einem Teil der Non-Hodgkin-
Lymphome der B-Zellklasse exprimiert wird. In der bislang grof3ten Studie fur Patienten mit
Non-Hodgkin-Lymphomen (RICOVER 60) wurden im Vergleich zu anderen
Kombinationsbehandlungen die besten Ergebnisse erzielt [McLAUGHLIN et al., 1998].

2.4.1.1 Checkpoint-Inhibitoren

Eine Revolution einiger Tumorentitaten war die Entwicklung der Checkpoint-Inhibitoren.
Diese geht auf James P. Allison zuriick, der in den frihen Neunzigern das Prinzip der
Immuncheckpoints entdeckte [Cancer Research Institute, 2016]. Dieser Durchbruch flihrte zur
Entwicklung und Zulassung des ersten CTLA4-Antikorper Ipilimumab und zur Entwicklung
weiterer Checkpoint-Inhibitoren wie die PD-1-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab.
CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) ist ein Protein der T-Zell-Oberflache,
das Uber eine Hemmung der frihen Immunantwort durch Interaktion mit
antigenprasentierenden Zellen und Modulation regulatorischer T-Zellen eine T-Zell-
Aktivierung vermindert [SANSOM et al., 2000] und somit indirekt tumorférdernd wirkt.
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PD-1 (programmed cell death protein 1) ist ebenfalls ein inhibitorischer Rezeptor der T-Zell-
Oberflache, der mit seinen Liganden PD-L1 und PD-L2 zur Abschwéchung einer Effektor-T-
Zell-Antwort fiihrt und, da die Liganden PD-L1 und PD-L2 auch selbst von Tumoren oder
anderen Zellen aus dem Mikromilieu des Tumors exprimiert werden, direkt ein Immunescape
der Tumorzelle bewirkt [CARTER et al., 2002]. Zusatzlich befindet sich PD-1 auch auf der
Oberflache von B-Lymphozyten und NK-Zellen, sodass auch deren Funktionen gestort
werden.

Uber eine Hemmung dieser inhibitorischen  Immuncheckpoints  werden die
Negativregulationen also verhindert und es kommt es zu einer Steigerung der antitumorésen
Immunantwort.

Sie sind mittlerweile fester Bestandteil in der Therapie des Melanoms, des Lungenkarzinoms,
des Nierenzellkarzinoms, des Hodgkin-Lymphoms, des Plattenepithelkarzinoms im Kopf-
Hals-Bereich und des Urothelkarzinoms. Weitere Einsatzmoglichkeiten sind im Moment
Bestandteil von Studien.

Weitere Checkpoint-Molekdle wie TIM3, LAG3, CD80 und andere sind Gegenstand aktueller
Forschungen [SHARMA et al., 2015].

2.4.1.2 Signaltransduktionsinhibitoren

Eine andere nicht mehr wegzudenkende Klasse der Immuntherapeutika sind die
Signaltransduktions-Inhibitoren mit den BRAF- (Vemurafenib, Dabrafenib) und MEK-
Inhibitoren (Cobimetinib, Trametinib).

Das BRAF Protein ist ein wichtiger Bestandteil des MAPK-Signalwegs, der flr das
Wachstum, die Differenzierung und das Uberleben der Zelle verantwortlich ist. Durch
aktivierende Mutationen in diesem Bereich kommt es zu ungebremstem Wachstum mit der
maoglichen Entstehung von Tumoren. Die haufigste ist die BRAF-V600-Mutation, die bei ca.
40% aller Melanompatienten zu finden ist; bei anderen Tumorentitaten liegt die Zahl darunter,
schatzungsweise bei 8% aller soliden Tumoren [SCHADENDORF et al., 2015; DAVIES et
al., 2002]. Bei nachgewiesener BRAF-Mutation hat sich die Therapie mit einem BRAF-
Inhibitor in der Behandlung des fortgeschrittenen Melanoms etabliert (S3-Leitlinie).
Problematisch ist die schnelle Resistenzentwicklung mit unterschiedlichen Mechanismen
unter Monotherapie innerhalb von 7-9 Monaten [ROESCH et al., 2016], was zur Entwicklung
der MEK-Inhibitoren fiihrte. MEK ist ein im MAPK-Signalweg dem BRAF nachgelagertes

Molekiil, weshalb es sich als weiterer Angriffspunkt zur Unterbindung der Uberaktivierung
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anbietet. Die Anwendung als Kombination kann die Entwicklung der Resistenzen deutlich
hinauszdgern, weshalb es 2015 zur Zulassung der Kombinationstherapie kam. Es zeigte sich
aber auch ein Effekt bei alleiniger Therapie bei BRAF-mutierten Melanomen [FLAHERTY et
al., 2012].

Aktuell laufen in Deutschland Studien an verschiedenen Hauttumorzentren zu Triple-
Therapien mit PD-1- bzw. PD-L1-Inhibitoren, um das weiterhin bestehende Problem der
Resistenzentwicklung zu verbessern [UTIKAL 2017].

2.4.2. Aktive Immunisierung

Im Gegensatz zur passiven Immuntherapie wird hierbei das korpereigene Immunsystem tber
eine Vakzine stimuliert.

Grundsatzlich kdnnen die Vakzinierungsstrategien in drei Kategorien unterteilt werden: die
Peptid-/Protein-Vakzination (wie in dieser Arbeit), die zellbasierte Vakzination und die
genetische Vakzination auf DNA-, RNA- oder Virusbasis.

2.4.2.1 Peptid-/Protein-Vakzination

Bei der Peptid-/Protein-Vakzination werden daftir meist — wie auch in dieser Studie — CT-
Antigene bzw. einzelne Fragmente davon genutzt, um eine gezielte Antwort gegen die
Tumorzellen zu generieren. In den letzten Jahren wurden viele klinische Studien Uber die
aktive T-Zell-basierte Immuntherapie durchgefiihrt, in denen auch gezeigt werden konnte,
dass diese Peptidvakzinierungen eine Tumorantigen-spezifische T-Zellantwort induzieren
konnen.

Allerdings vermag eine alleinige CTL-Antwort keine ausreichende Immunantwort gegen
Tumorzellen zu erbringen, da zum optimalen Priming der CTLs und zur Bildung von T-
Gedichtniszellen eine Beteiligung von CD4'T-Zellen (T-Helfer-Zellen) nétig st
[SCHOENBERGER et al., 1998; RIDGE et al., 1998; BOURGEOIS et al., 2002; SUN und
BEVAN, 2003]. Um dies zu ermdglichen, muss eine Kreuzprésentation des Antigens sowohl
in MHC-I- als auch in MHC-11-Molekilen erfolgen.

AulRerdem scheint die gesteigerte Bildung spezifischer Antikorper nach Impfung wichtig, um
die Aufnahme in dendritische Zellen und die Kreuzprasentation zu férdern und somit eine
gute CD8" T-Zell-Antwort auszuldésen [VALMORI et al., 2007].
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Um dies zu erreichen, wurden verschiedene Strategien entwickelt; aufgrund seiner hohen
Immunogenitat mit spontaner Induktion einer zellularen und humoralen Abwehr wurde dafiir

— wie auch hier — in Studien hdufig das CT-Antigen NY-ESO-1 als Modellantigen verwandt:

a. Die Gabe des Volllange-Proteins scheint fir die Kreuzprasentation von Vorteil zu
sein, da dieses sowohl eine CD8"-T-Zell- als auch eine CD4"-T-Zell-Antwort gegen
verschiedene Epitope ausldsen kann [STOCKERT et al., 1998; JAGER et al., 1998
und 2000; VALMORI et al., 2000].

b. Man benutzt dendritische Zellen, die als einzige Zellen in der Lage sind, sowohl
MHC-I- als auch MHC-11-Molekiile zu exprimieren, die mit entsprechenden Peptiden
beladen wurden [DAVIS et al., 2003; ALIJAGIC et al., 1995; SCHIRMBECK et al.,
1995].

c. Durch die Bildung von Antigen-Antikorper-limmunkomplexen — eventuell auch uber
die Gabe von monoklonalen Antikérpern — kann iiber Bindung an den Fcy-Rezeptor
durch erleichterte Aufnahme in antigenprasentierende Zellen eine effiziente
Kreuzprésentation erreicht werden [RODRIGUEZ et al., 1999; REGNAULT et al.,
1999; DHODAPKAR et al., 2002; NAGATA et al., 2002]. Die Prozessierung dieses
Komplexes erfolgt in den dendritischen Zellen {iber den normalen ,,phagosome-to-
cytosol“ Proteasom-abhéngigen Weg [SCHNURR et al., 2005].

d. Durch die Zugabe von Adjuvanzien wird die Immunogenitidt des Proteins uber
Stimulierung von Kofaktoren oder Zytokinen erhéht [MATZINGER et al., 1994].
Beispiele dafur sind GM-CSF (granulozyte and macrophage colony stimulating factor)
oder ISCOMATRIX™ (IMX).

GM-CSF bewirkt eine verbesserte Antigenprasentation in dermalen dendritischen
Zellen (Langerhans-Zellen) mit Induktion einer andauernden TH1- und CD8"-T-Zell-
Antwort [JAGER et al., 2001; DRANOFF et al., 1993].

IMX, ein aus Saponin entwickeltes Adjuvanz, basiert auf der ISCOM
(immunostimulatory complexes) -Technik und bewirkt sowohl eine verbesserte
Antigenprésentation als auch eine Immunstimulation, die sich in einer besseren
Antikérperantwort, wie auch in einer effizienteren CD4*- und CD8"-T-Zellantwort
aulert [SJOLANDER et al., 1998; MARASKOVSKY et al., 2004]. Interessanterweise
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fiel auf, dass der NY-ESO-1/IMX-Komplex in dendritischen Zellen hierbei tiber einen
alternativen Proteasom-unabhangigen Weg prozessiert wird [SCHNURR et al., 2005].

Eine weitere Limitierung dieser Impfungen ist auch, dass die T-Zellerkennung von
bestimmten Epitopen eines Antigens HLA (humane Lymphozytenantigene) -Typ-restringiert
ist, d.h. Menschen mit unterschiedlichen HLA-Typen erkennen unterschiedliche T-
Zellepitope. Eine Impfung mit einem bestimmten Peptid kann also im Allgemeinen nur fir
Patienten mit der gleichen HLA-KIlasse eingesetzt werden.

Es existieren drei Hauptgene der Klasse | (HLA-A, -B und -C) und drei Paare von a- und -
Ketten der Klasse Il (HLA-DR, -DP und -DQ), sodass also mindestens drei verschiedene
HLA-KIasse-I- und vier verschiedene HLA-Klasse-11-Molekiile exprimiert werden kénnen.
Da der Genotyp HLA*0201 in der weifl3en westlichen Bevolkerung mit ca. 50% der haufigste
ist, werden die meisten Impfungen mit HLA*0201-restringierten Peptiden durchgefihrt.
Insgesamt ist zu sagen, dass die meisten Forschungsansétze im Bereich der Peptid-/Protein-
Vakzination bisher eher enttduschend waren.

Neue Hoffnung gibt es durch erste Erfolge von personalisierten Impfstoffen, bei denen durch
computergestiitze Analyse das gesamte Tumorexon auf moégliche Neoantigene untersucht,
und auf dieser Basis eine individuelle Antitumorvakzine hergestellt wird. Hier konnte in einer
Studie am Dana-Farber Cancer Institute in Boston bei Melanom-Patienten im
fortgeschrittenen Stadium eine deutliche Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens
gezeigt werden. [OTT et al., 2017]

2.4.2.2 Zellbasierte Vakzination

Bei diesem Ansatz werden meist dendritische Zellen aufgrund ihrer bekannten Effektivitét in
der Antigenprasentation genutzt. Diese werden aus dem Blut eines Patienten isoliert und ex
vivo mit Antigenen aus Peptiden oder Tumorzelllysaten beladen, aktiviert und dann
reinfundiert [PALUCKA et al., 2010].

Der einzige zugelassene Impfstoff dieser Klasse ist Sipuleucel-T (Provenge®) zur Therapie
des kastrationsresistenten Prostatakarzinoms, nachdem in der IMPACT-Studie am Dana-
Farber Cancer Institut in Boston 2010 ein leichter, aber signifikanter Vorteil in der mittleren
Uberlebenszeit nachgewiesen werden konnte [KANTOFF et al., 2010].
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Weitere Ansdtze mit autologen oder allogenen Tumorzellen, wie z.B. Canvaxin von
CancerVax, Delaware bei fortgeschrittenem Melanom konnten bisher nicht Uberzeugen
[DISIS 2014].

2.4.2.3 Genetische Vakzination

Die genetische Vakzine kann DNA-, RNA- oder virusbasiert sein und soll nach Injektion in
vivo eine Transfektion korpereigener Zellen (Myozyten, Keratinozyten, dendritische Zellen)
mit nachfolgender Expression der gewilnschten Neoepitope und damit verbundener
Immunantwort durch Cross-Priming und Antigenpréasentation erreichen. Der Vorteil dieses
Ansatzes ist, dass gleichzeitig mehrere Antigene verabreicht und mehrere Arme des
Immunsystems stimuliert werden kénnen.

Obwonhl praklinisch gute Erfolge erzielt wurden, ist der erhoffte Durchbruch bei den DNA-
Impfstoffen bisher ausgeblieben.

Bei den RNA-Impfstoffen sieht es aktuell jedoch vielversprechend aus. Diese scheinen mit
deutlich weniger Nebenwirkungen einherzugehen. Aktuell laufen bereits mehrere Phase I/11
Studien zur Behandlung des Melanoms und des Nierenzellkarzinoms.

[GUO etal., 2013; DISIS et al., 2014]

Der Gruppe um UGUR SAHIN in Mainz ist es mittlerweile gelungen, einen personalisierten
RNA-Impfstoff durch computergestiitze Analyse des Tumorgewebes auf Neoepitope
herzustellen. Die im Rahmen der Studie mit ihrem jeweils individuellen Impfstoff geimpften
Melanompatienten zeigten allesamt eine T-Zell-Antwort gegen eine Vielzahl der in der
Vakzine enthaltenen Neoepitope. Es konnte eine signifikante Reduktion der
Metastasenbildung nach Beginn der Impfung mit entsprechender Verldngerung des
progressionsfreien Uberlebens gezeigt werden.

[SAHIN et al., 2017]

Beim Einsatz onkolytischer Viren konnte ebenfalls ein Erfolg verbucht werden:

Als erster Vertreter dieser Gruppe erhielt Talimogen Laherparepvec (T-VEC) (Imlygic®)
2015 die Zulassung bei nicht resezierbarem Melanom.

Hier wurde ein abgeschwéchtes HSV-1 Virus gentechnisch so verdndert, dass es sich nach
lokaler Injektion in den Tumorzellen vermehrt und dort GM-CSF bildet, was zu einer
gesteigerten T-Zellantwort mit Infiltration und Antigenprésentation fihrt.
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In der OPTiM-Studie konnte eine statistisch signifikante Uberlegenheit in allen Bereichen im
Vergleich zur isolierten subkutanen GM-CSF-Gabe in dieser Patientengruppe nachgewiesen
werden [ANDTBACKA et al., 2015].

2.4.3. Adoptiver T-Zelltransfer

Beim adoptiven T-Zelltransfer (ACT, ,,adoptive cell transfer”) handelt es sich um eine sehr
personalisierte Therapieform, bei der Patienten Lymphozyten entnommen werden, die ex vivo
aufgearbeitet und expandiert werden, um dann dem Patienten mit dem Ziel einer direkten
antitumordsen T-Zell-Effektorantwort wieder zugefuhrt zu werden.

Am weitesten fortgeschritten sind im Moment drei Ansédtze: Tumorinfiltrierende
Lymphozyten (TIL) und genmodifizierte T-Zellen mit chimdrem Antigenrezeptor (CAR) oder
spezifischem T-Zellrezeptor (TCR).

243.1TIL

T-Zellen in Tumorgewebe haben eine selektive Antitumoraktivitat und das Vorhandensein
von tumorinfiltrierenden Lymphozyten ist bekanntermalRen mit einer besseren Prognose bei
Tumorerkrankungen verknipft [CLEMENTE et al., 1996]. So kam es zur Idee, den Patienten
tumorinfiltrierende Lymphozyten zu entnehmen und nach Expansion wieder zu reinfundieren,
um eine starkere Antitumorantwort zu erhalten. Seitdem 1988 die erste Pilotstudie eine
Regression verschiedener solider Tumoren nachweisen konnte [TOPOLIAN et al., 1988],
entwickelt sich diese Therapieform immer weiter Uber Modifizierung der ex vivo-
Kulturbedingungen, der Prékonditionierung von Patienten und der gleichzeitigen Gabe von T-
Zell-aktivierenden Zytokinen. Mittlerweile konnte in verschiedenen Studien eine
Ansprechrate von ca. 50% und anhaltende Remissionen bei Melanompatienten im
fortgeschrittenen Stadium nachgewiesen werden [DUDLEY et al., 2008; ROSENBERG et al,
2011].

2.4.3.2 Genmodifizierte T-Zellen (TCR und CAR)

Die Ubertragung dieser Form der T-Zell-Therapie auf anderen Tumorentititen gestaltet sich
durch schwierige oder zu geringe Isolation von tumorinfiltrierenden Lymphozyten sehr

schwierig. Daraus entstand die Idee durch gentechnische Veranderung der peripheren T-
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Zellen eines Patienten diesen eine Antitumor-Kompetenz zu verleihen, die nach Reinfusion
einen direkten Effekt auf die Tumorzelle haben.

Bei der TCR-Variante wird hierbei durch genetische Verénderung die Expression eines
tumorspezifischen T-Zell-Rezeptors induziert, der bei Patienten mit passendem Tumorantigen
und passender MHC-Klasse eingesetzt werden kann.

Bei der CAR-Variante wird die Expression eines chimaren Antigenrezeptors induziert, der
uber seine extrazelluldre Bindungsstelle auch intakte Tumoroberflachenstrukturen erkennen
kann und daruber eine T-Zellaktivierung initiiert. Die so modifizierten T-Zellen werden nach
einem Antigenkontakt MHC-unabhdngig aktiviert und kénnen so zur Tumorzelllyse und zur
Ausbildung eines immunologischen Gedachtnis fihren.

Mehrere Pilotstudien dazu zeigen ein gutes Ansprechen verschiedener solider und
hédmatologischer Tumoren.

[DUONG et al., 2015]

2.5. Malignes Melanom der Haut

Das Melanom ist ein neuroektodermaler maligner Tumor, der sich von Melanozyten ableitet
und am haufigsten an der Haut, aber auch an Schleimhéduten, Aderhaut, Iris, Innenohr und der
Substantia nigra auftreten kann. Es ist der aggressivste Tumor aller Hautkrebsarten. Betroffen
sind vor allem Menschen mittleren Lebensalters zwischen 40 und 65 Jahren.

Jahrlich erkranken in Deutschland ca. 21.000 Menschen an einem Malignen Melanom, wobei
seit Jahren eine steigende Inzidenz zu beobachten ist. Gleichzeitig hat sich die Mortalitatsrate
(ca. 1% aller Krebstodesfalle) jedoch kaum verdndert, was bei weiterhin fehlendem
Therapiedurchbruch  bezuglich  Heilungserfolgen vermutlich auf eine friihzeitigere
Diagnosestellung (Einfuhrung des Hautkrebsscreenings 2008) zurlickzufiihren ist. Mit einer
5-Jahres-Uberlebensrate von 92% gehort das Melanom zu den prognostisch eher giinstigen
Tumorerkrankungen; bei bereits vorhandener Metastasierung sind die Uberlebensaussichten
jedoch deutlich schlechter (Zahlen rki 2012).

Das kutane Melanom ist mit einer Inzidenz von 20 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
in Deutschland die hdufigste Form, die fir 75% der hautkrebsbedingten Todesfélle
verantwortlich ist [JEMAL et al., 2007; GARBE et al., 2001].

Als Risikofaktoren gelten eine grof3e Anzahl an Pigmentmalen (insbesondere kongenitale und
dysplastische Formen), ein heller Hauttyp und eine genetische Disposition (z.B. ,FAMMM*:

,Familidres atypisches multiples Muttermalmelanom* oder ,,Dysplastisches Navussyndrom*)
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[BATAILLE, 2003].

Hauptrisikofaktor ist jedoch die intensive Sonnen- bzw. UV-Exposition, wobei vor allem
Sonnenbrande in der Kindheit und eine intermittierende Exposition hoher UV-Dosen (wie
z.B. im Sommerurlaub) eine Rolle spielen. Bei Kombination verschiedener Risikofaktoren
kann das Risiko auf das 100-fache ansteigen.

[GARBE et al., 1994, GARBE, 1998; Veroffentlichungen der Strahlenschutzkommission,
1998]

Die Therapie hat sich in den letzten Jahren zum einen durch eine neu erarbeitete
Klassifikation (Union Internationale Contre Cancer [UICC] 2002) des malignen Melanoms
mit einer deutlich besseren prognostischen Unterteilung und einer verbesserten chirurgischen
Primartherapie (1-2 cm Sicherheitsabstand) verandert.

Durch eine solche Exzision konnen mehr als 90% der Patienten mit Melanomen eines
Breslow-Indexes < 1 mm geheilt werden.

Bei den metastasierten Melanomen sind die Therapiemdglichkeiten bisher jedoch immer noch
sehr begrenzt. Es kommen jedoch positive Signale aus dem Bereich der immunologischen
Tumorforschung, die das maligne Melanom aufgrund seiner immunologischen Eigenschaften
héufig als ,,Modelltumor* zur Erforschung von Tumorabwehrmechanismen benutzt.

In der adjuvanten Therapie wird nach vollstdndiger Resektion des Primértumors Interferon-o
eingesetzt, welches in einer Metaanalyse der Cochrane skin group von 2013 eine statistisch
signifikante Verlangerung des rezidivfreien Uberlebens und des Gesamtiiberleben zeigen
konnte. Eine Aussage zur optimalen Dosierung oder Therapiedauer konnte jedoch nicht
gemacht werden [MOCELLIN et al., 2013]. In Deutschland wird diese Therapie in der S3-
Leitlinie fir Patienten der Stadien IIA angeboten und fur Patienten der Stadien 11B/C und
I11A-C empfohlen, aber soll individuell nach Abwagung von zu erwartenden Vorteilen und
maoglichen Nebenwirkungen diskutiert werden.

Einen festen Platz in der adjuvanten Therapie hat weiterhin die Strahlentherapie. Sie ist
etabliert in der Behandlung von nodal und regional metastasierten Melanomen zur lokalen
Kontrolle der Tumorerkrankung [S3-Leitlinie].

Weitere adjuvante Therapieansatze befinden sich zurzeit in klinischer Erprobung. Dazu
gehoren die Checkpoint-Inhibitoren Ipilimumab (EORTC18071) und Pembrolizumab
(EORTC1325) und die Signaltransduktions-Inhibitoren Vemurafenib, Dabrafenib (BRAF-
Inhibitoren) und Trametinib (MEK-Inhibitor) (CombiAD-Studie, GO27826). Eine Zulassung

fur diese Indikation gibt es bisher jedoch nur flr Ipilimumab, da in der Studie eine deutlichen
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Steigerung des medianen rezidivfreien Uberlebens nachgewiesen werden konnte
[EGGERMONT et al., 2015 und 2016].

Weiterhin wurden auch verschiedene Vakzinierungsstrategien getestet, die im adjuvanten
Ansatz aber bisher nicht die gewilinschten Erfolge erbringen konnten. Zu den verwendeten
Impfsubstanzen gehdrten das Gangliosid GM2 mit und ohne Modifikation, autologe oder
allogene Melanomzellvakzine (z.B. Canvaxin™, Melacine® etc.) oder rekombinante CT-
Antigene wie MAGE-A3 [FLUCK et GARBE, 2014; SCHADENDOREF et al., 2015] oder — wie in
dieser Arbeit — NY-ESO-1.

Ab Stadium I1IB sollte nach der neuesten S3 Leitlinie auf vorhandene Mutationen (BRAF,
NRAS, c-kit) getestet und entsprechende Therapien eingeleitet werden.

Bei lokoregionalen Metastasen gibt es bei Inoperabilitat die Moglichkeit von intratumoralen
IL-2 oder einer Elektrochemotherapie mit Bleomycin oder Cisplatin. Eine weitere Option ist
Talimogene Laherparepvec (T-VEC), ein onkolytischer Virus, der seit 2015 in Europa
zugelassen ist.

Im fernmetastasierten Stadium IV haben die neuen Immuntherapeutika wie die Checkpoint-
Inhibitoren (CTLA4- und PD1-Antikérper) und die Signaltransduktionsinhibitoren
(BRAF/MEK/c-kit-Inhibitoren) die klassischen Chemotherapeutika praktisch verdrangt.

Die Therapie sollte angepasst an das molekulargenetische Profil des Tumors gewéhlt werden
um einen groRtmoglichen Erfolg zu gewéhrleisten. Wegen fehlender Vergleichsstudien kann
jedoch keine Aussage zur optimalen Therapiesequenz oder Kombination gemacht werden.
Das traditionelle Dacarbazin spielt in den neuen Leitlinien nur noch eine untergeordnete Rolle
als Reservemedikament bei Kontraindikationen gegen die tberlegenen Therapieschemata der
Immuntherapeutika.

[S3-Leitlinie]

2.6. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit geht es um eine Vakzinierungsstudie, die NY-ESO-1-Iscomatrix-Studie des
Ludwig Institute for Cancer Research in Melbourne. 46 Patienten mit NY-ESO-1-
exprimierenden Tumoren (hauptsachlich Melanome) wurden nach deren Resektion adjuvant
mit der NY-ESO-1/Iscomatrix-Vakzine behandelt (drei intramuskuldre Injektionen), wobei
ein Teil der Patienten NY-ESO-1/IMX in unterschiedlicher Dosierung, ein weiterer Teil nur
Protein und ein Kleiner Teil nur Placebo bekam [DAVIS et al., 2004].
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Die zu 5 verschiedenen Zeitpunkten entnommen Seren wurden mithilfe des RAYS auf
Antikorperbildung gegen das CT-Antigen NY-ESO-1 und dessen Fragmente, die in ihrer
Struktur sehr &hnlichen CT-Antigene LAGE-1 A und B, sowie gegen die Antigene SSX-2,
SSX-4, CT7 und CT10 untersucht. Ebenso wurde eine IgG-Subklassenanalyse durchgefiihrt.

Uns interessierte hierbei besonders der Verlauf der Antikorperkonzentrationen und die
eventuelle Entwicklung von Kreuzreaktivitaten insbesondere im Zusammenhang mit der

jeweiligen Vakzinierung.
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3. Material und Methoden

3.1. Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Kits

Amersham

ECL-Kit

BioRad, Miinchen

Streptavidin-conjugated Horse-Raddish-Peroxidase

Difco, Detroit; USA

Agar
Trypton

Yeast-Extract

Invitrogen

BenchMark™ Pre-Stained Protein Lader
pYD1 Yeast display vector kit modifiziert

S.c. easyComp "™ Transformation Kit

Jackson Immuno Research

Biotin-SP-conjugated Affini Pure F(ab’),, Fragment goat,
Anti-Mouse 1gG (H+L)

Biotin-SP-conjugated Affini Pure Mouse Anti-human-1gG,
Fcy-specific

Biotin-SP-conjugated Affini Pure Rabbit Anti-sheep 19gG
(H+L)

R-Phycoerythrin-conjugated Streptavidin

Kodak

X-Omat AR Film

Millipore (Bedford, USA)

Immobilon-P Transfer Membrane

Merck, Darmstadt

B-Mercaptoethanol
Chloroform
D(+)-Glucose
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Formamid

Gelatine

Glycin
Magnesiumchlorid
Methanol
Natriumchlorid p.a.
Natriumhydroxid

Quiagen, Hilden

Penta-His Biotin conjugated
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Santa Cruz Biotechnology c-Myc (9E10)
Sigma, St. Louis; USA Bromphenolblau

Sucrose

Laurylsulfat (SDS)

Trishydrochlorid (TrisHCI)
Trishydroxymethylaminomethan (TrisBase)

3.2. Puffer und LOsungen

Blaumarker und Ladepuffer fiir Agarosegele:

Laemmli Elektrodenpuffer:

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylenxyanol FF
0,25 % Orange G

1mM EDTA

40 % Sucrose

ein HyOgest 10s€N

50 mM Tris-Base 6 g

384 mM Glycin 28,8 g
0,1%SDS1g

*ad 1000 ml H,O

*pH 8,3 ggf. mit HCI einstellen

MD-Leu-Platten (Minimal Dextrose Plates):

PBS:

6,7 g YNB (mit Ammoniumsulfat, ohne
Aminosauren)

15 g Agar

*ad 900 ml H,0100 ml

Glucose 20%

10 ml Leucin 10mg/ml

*Glucose und Leucin erst nach dem
Autoklavieren zusetzen und im Kuhlschrank

aufbewahren.

8 g NaCl

0,2 g KH,PO,

1,35 g Na;HPO4*2H,0
ead 1000 ml H,O
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SDS 2x Proteinprobepuffer:

0,6 ml Tris pH 6,0 1M

2,5 ml Glycerol 100 %

2,0 ml SDS 10 %

0,5 ml Bromphenolblau 2 %
3,9 ml H,0 dest

YNB-CAA-Medium:

6,7 g YNB (mit Ammoniumsulfat, ohne
Aminosauren)

5 g Casaminosauren

ead 900 ml H,O

100 ml Glucose 20 % oder Galaktose 20 %
*Glucose bzw. Galaktose erst nach dem
Autoklavieren zusetzen und im Kduhlschrank

aufbewahren.

10-fach Transferpuffer:

3 g Tris-Base
14,4 g Glycin
ead 1000 ml H,O

1-fach Transferpuffer:
(fur 200ml)

10 ml 10-fach Transferpuffer
20 ml Methanol
70 ml Hzo
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3.3. Mdoglichkeiten des immunologischen Screenings

3.3.1. SEREX

Das SEREX (SErological identification of antigens by Recombinant EXpression cloning)
[SAHIN et al., 1995] ist eine von Pfreundschuh und Mitarbeitern etablierte Methode, die es
erlaubt, Tumorantigene aufgrund ihrer durch ihre Immunogenitdt hervorgerufenen
Antikdrperbildung, molekular zu identifizieren. Dazu wird aus frischem Tumormaterial eine
cDNA-Bank generiert, diese in einen A-Phagen-Expressionsvektor kloniert und damit E. coli
transfiziert. Wéhrend der lytischen Infektion werden die rekombinanten Proteine exprimiert,
diese auf Nitrozellulosemembran geblottet und anschlieBend mit verdiinntem autologem
Patientenserum inkubiert. Klone, die mit hochtitrigen 1gG-Antikdrpern reagieren, konnen
dann mit einem enzymgebundenen, gegen humanes 1gG gerichteten Sekundarantikorper
detektiert, dann weiter isoliert und schlieBlich tiber DNA-Sequenzierung molekularbiologisch

charakterisiert werden.

3.3.2. RAYS

Das RAYS (Recombinant Antigen expression on Yeast Surface) ist ein aus dem klassischen
SEREX entwickeltes Verfahren, das im Gegensatz zum SEREX ein eukaryotisches
Expressionssystem darstellt. Somit werden hier die exprimierten Antigene in ihrer nativen
Faltung présentiert bzw. typischen post-translationalen Modifikationen, wie Glycosylierung,
Phosphorylierung, Methylierung etc. unterworfen und konnen in ihrer natirlichen
Konformation untersucht werden [MISCHO et al., 2003]. Da der Expressions- und
Transportmechanismus der Hefen auf post-translationaler Ebene dem menschlichen System
sehr ahnlich ist, sind die Ergebnisse durchaus Ubertragbar [BODER et WITTRUP, 1997].

Hier werden die kodierenden Regionen der CT-Antigene NY-ESO-1, LAGE-1A, LAGE-1B,
SSX-2, SSX-4, CT7 (AS 599-1143) und CT10 bzw. der NY-ESO-1-Fragmente uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Xho in den modifizierten pYD1-Hefevektor (Invitrogen,
s. Abb. 1) kloniert. Dazu wird die Vektor-DNA zunéchst durch entsprechende
Restriktionsenzyme gespalten und anschlielend das jeweilig zu inserierende Plasmid, dessen
DNA zuvor mittels PCR generiert und sequenziert wurde, durch das Enzym Ligase eingefligt.
Das jeweilige Antigen wird dann durch entsprechende Induktion auf der Hefeoberfldche

exprimiert, wo es von in den Patientenseren vorhandenen Antikorpern detektiert werden kann.
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Die Farbung erfolgt tber ein gegen humanes IgG gerichteten Sekundérantikérper und ein
fluoreszierendes Detektionsreagenz, dessen Fluoreszenzstarke mit Hilfe des FACScans

gemessen wird. (s. Kapitel 3.9)

3.4. Hefeoberflachenexpressionsvektor pYDL1 (Invitrogen)

Ursprung des hier benutzten Vektors ist der pYD1 des Yeast Display Vector Kit von
Invitrogen, der speziell zur Expression und Prasentation von Proteinen auf der Oberflache von
Zellen der Hefe Saccharomyces cerevisiae entwickelt wurde.

Er enthdlt die Elemente AGA2, GAL1, XpressTM-epitope, V5-epitope, Polyhistidine tag
(6xHis), TRP1, CEN6/ARS4, ampicillin-reistance-gene und pUC-origin, wobei hier das
XpressTM-epitope im Rahmen der Modifikationen  herausgeschnitten wurde. Die
Rekombinationssite wurde durch das entsprechende CT-Antigen bzw. Fragment ersetzt. Zur
besseren Anféarbbarkeit wurden zusétzlich ein c-Myc-tag und ein weiterer Polyhistidine-tag
(10xHis) eingefiigt. Die genauen Anderungen sind den Abbildungen 1 und 2 zu entnehmen.
Das Kopplungsstuck ist das AGA2-Gen der Hefe Saccharomyces cerevisiae, das fir eine
Untereinheit des a-Agglutininrezeptors kodiert. Dieser Rezeptor besteht aus 2 Untereinheiten,
Agalp (membranstandig) und Aga2p, die durch 2 Disulfidbricken kovalent miteinander
verbunden sind. Durch Fusion des AGA2-Gens mit dem einzuklonierenden Gen erreicht man
somit die Sekretion bzw. Oberflachenexpression des entsprechenden Proteins. Die
Regulation dieses Gens unterliegt dem GAL1-Promoter, d.h. erst beim Vorhandensein von
Galaktose im Nahrmedium findet die Expression statt. Die Elemente Xpress TM-Epitop, V5-
Epitop und Polyhistidine (6xHis)-tag dienen zur Detektion, letzteres auch zur Aufreinigung
des Proteins Uber Metall-Chelat-Harze. Das TRP1-Gen ist ein Tryptophan-Synthese-Gen, das
die Herstellung der essentiellen Aminoséure Tryptophan aus Leucin ermdglicht und somit zur
Selektion des Stamms EBY100 aus anderen Saccharomyces cerevisiae-Stdimmen genutzt
werden kann. Die CEN6/ARS4-Sequenz bewirkt eine stabile episomale Replikation in Hefen;
das Ampicillinresistenzgen und pUC origin erlauben die Selektion und Replikation in
Escherichia coli.

[INVITROGEN, pYDL1 Yeast display vector kit]
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Abbildung 1: pYD1 Yeast display vector kit modifiziert

a: Vektorkarte: In die AGA2-Sequenz wurde ein 10xHis-Tag eingefugt; die Basen 859 (Beginn Nhe-Site) bis
969 (Ende Not I-Site) wurden bis auf die EcoR I-Sequenz herausgeschnitten und stattdessen ein c-Myc-tag und
die CT-Antigene bzw. Fragmente einkloniert. b: Expression auf der Hefeoberflache Uber Agglutinin-Rezeptor.

pYD1 rec c-Myc 10 His (5AS)Vektor

T7 - AGA2(AS1-5)- 10 His- AGA2(AS4-70) — GS Linker — c-Myc-tag - recombination site (Eco RI) Stop—
(Xhol) 6 His - Stop

3.5. Bearbeitung der Hefen

3.5.1. Herstellung kompetenter Hefen und Transformation

Hier wird das S.c. easyComp™ Transformation Kit von Invitrogen verwendet. Dies ist ein
speziell fir Saccharomyces cerevisiae entwickeltes Verfahren, dass eine schnelle und
einfache Retransformation zuvor gewonnener bakterieller Plasmide in diese Hefen erlaubt.

Hierzu wird zundchst eine Hefelibernachtkultur in YPD bis zu einer ODgyp von 3-5
angezogen, was der Phase des mittleren exponentiellen Wachstums und damit der vitalsten
Phase der Zellen entspricht. Diese Kulturen werden anschlieBend auf eine ODggo zwischen 0,2
und 0,4 verdiinnt und wieder bis zu einer ODggo zwischen 0,6 und 1 kultiviert. Dann wird die
Suspension zentrifugiert (500 x g), der Uberstand verworfen, die Suspension zum Waschen in
Losung | aufgenommen, erneut zentrifugiert und in 1 ml Loésung Il resuspendiert. Diese
Lésung enthélt Lithium-Kationen und macht die Hefen ahnlich dem Verfahren bei Bakterien

kompetent. Danach werden zu 30 ul der kompetenten Hefen 1 pl Vektor-DNA und 300 pl
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Losung 111 dazugegeben, alles gut vermischt und fur 1 Stunde im 30 °C Wasserbad erwarmt,
wobei die Proben alle 15 min gevortext werden missen. Danach wird der gesamte
Probeninhalt auf MD-LEU-Platten ausgestrichen und fur 2-4 Tage im 30 °C Wéarmeschrank
inkubiert. Bei entsprechendem Wachstum kdnnen dann einzelne Klone gepickt, in 96-well-
Platten in Galaktosemedium bei 20 °C fir 3 Tage in einer Schittelkultur induziert und die
Induktion der Klone durch Anti-His-Farbung (Betrachtung unter Fluoreszenzmikroskop)
nachgewiesen werden.

Die positiven Klone kénnen dann direkt weiterverwendet oder als Glycerolstock langfristig

haltbar gemacht werden.

3.5.2. Glycerolstock

Die Hefekultur wird hierzu in Glucose bei 30 °C bis zu einer ODggo von 0,6 herangezogen
und anschlieBend mit 30% Glycerin versetzt. Die so vorbereiteten Proben kénnen dann bei

-80 °C aufbewahrt werden.

3.5.3. Hefekultivierung

Zunéchst wird das YNB-CAA+Glucose-Medium mit der Hefe aus dem Glycerolstock
angeimpft, die das entsprechende Antigen présentiert, und fir 24-48 h bei 30 °C unter
Schitteln inkubiert, bis eine ODggo von 2-5 erreicht ist. Danach werden die Hefen durch
Zentrifugieren vom Glucose-Medium getrennt, mit PBS gereinigt und zur Induktion der
Oberflachenproteine mit YNB-CAA+Galaktose-Medium auf eine ODggo zwischen 0,6 und 1
verdiinnt. Die Hefekulturen werden dann erneut fur 2-4 Tage bei 20 °C unter Schitteln
inkubiert.
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3.6. Nachweis der Antigenprasentation

3.6.1. Abspaltung und Féallung von Hefeoberflachenproteinen

Da die beiden Untereinheiten des Oberflachenproteins, das membranstdndige Agalp und
Aga2p, iiber Disulfidbriicken kovalent verkniipft sind, eignet sich das Reduktionsmittel [3-
Mercaptoethanol zur Abspaltung dieses Proteins. Dabei werden die Disulfide (Cystine) zu
Sulfhydrylen (Cysteine) umgewandelt und das Oberflachenprotein in das Medium freigesetzt,
woraus es mit Hilfe der Chloroform/Methanol-Fallung gewonnen werden kann. Dazu werden
200 pl gereinigtes Hefe-Pellet mit 200 ul B-Mercaptoethanol in 1,5 ml-Reaktionsgefalien
vermischt (vortexen) und fiir eine Stunde auf dem Drehrad inkubiert. Danach werden die
Proben zentrifugiert (5000 rpm fur 10 min) und 200 pl des Uberstands in neue
ReaktionsgefaRe (berfihrt. Dieser die Oberflichenproteine enthaltende Uberstand wird
anschlieBend mit 4 Volumen Methanol und 1 Volumen Chloroform gut vermischt, dann 3
Volumen ddH,O dazugegeben und die Proben nochmals fir 1 min kréftig geschittelt. Nach
Zentrifugation (8000 x g fur 5 min) kann die obere wassrige Phase abpipettiert und verworfen
werden; die untere Phase und die Interphase werden erneut mit 3 Volumen Methanol
vermischt, zentrifugiert und der gesamte Uberstand verworfen. Das Sediment der Proben wird
uber Nacht unter dem Abzug getrocknet.

3.6.2. Western-Blot

Um die abgespaltenen Proteine genauer zu charakterisieren wird hier der Western-Blot
[TOWBIN et al., 1979] angewendet. Dabei werden aus Geweben oder Zellkulturen
extrahierte Proteine im SDS-Page elektrophoretisch aufgetrennt und im elektrischen Feld auf
Nitrocellulosemembran tbertragen. AnschlieBend kdnnen die interessierenden Proteine durch
Reaktion mit entsprechenden Antikérpern und Nutzung von Entwicklersystemen sichtbar

gemacht werden.

3.6.3. Probenvorbereitung

Das bei der Féllung entstandene Sediment wird in 50 ul Loadingpuffer aufgenommen, gut

vermischt, fir 5 min auf 95 °C erhitzt, nochmals gemischt und anschlieRend zentrifugiert
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(13000 rpm fur 2 min). Die Proben kdénnen dann bei Erreichen von Raumtemperatur direkt

weiterverwendet oder weggefroren werden.

3.6.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

SDS-Page ist ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld [LAEMMLI,
1970]. Man macht sich hierbei die Eigenschaft des stark anionischen Detergenz SDS zu
Nutze, sich proportional zum Molekulargewicht an denaturierte Polypeptide zu binden, um so
eventuelle Ladungsunterschiede auszugleichen und nur das Gewicht Einfluss auf die
Auftrennung nehmen zu lassen. Um die Auflosung der Gele zu erhdhen, werden Zwei-
Phasen-Gele verwendet, die aus einem Sammelgel, in dem sich die SDS-Polypeptidkomplexe
ausrichten, und einem Trenngel, in dem die eigentliche Auftrennung stattfindet, bestehen
[KING und LAEMMLLI, 1971].

Hier wird nach Standardprotokoll ein 10% SDS-Page gegossen, dieses nach der
Polymerisation zwischen zwei Glasplatten in die Elektrophoresekammer eingespannt und die
Kammer mit Laemmli-Elektrodenpuffer geflutet. Eine Tasche des Gels wird mit 5 pl
Proteinlangenmarker, die brigen Taschen mit 25 pl der vorbereiteten Proben geladen.
Zunéchst wird die Ausrichtung der Proteine im Sammelgel bei 10 mA abgewartet, dann die
eigentliche Elektrophorese bei 20 mA durchgefiihrt. Bei Erreichen des unteren Gelendes
durch die Blaufront wird die Elektrophorese beendet.

3.6.5. Proteintransfer

Nach dem Gellauf wird das Sammelgel vom Trenngel abgetrennt und die im Trenngel
aufgetrennten Proteine durch das Semi-dry-Verfahren [TOWBIN et al. 1979] auf eine
Nitrozellulosemembran ibertragen. Dazu wird das Gel glatt auf die in Methanol vorinkubierte
und anschlieBend in Transferpuffer getrankte PVDF-Membran (Millipore) gelegt, von oben
und unten mit 1-2 Lagen des in Transferpuffer getrdnkten Filterpapiers bedeckt und in die
Blotkammer (Trans-Blot SD ©® Semi-dry Transfer Cell, BIO-RAD, Miinchen) eingespannt.
Bei einer Spannung von 21 V fur 45 min werden die Proteine vom SDS-Page auf die

Nitrozellulosemembran Ubertragen.
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3.6.6. Farbung/Entwicklung

Nach Beendigung des Transfers wird die Membran zum Blocken uber Nacht bei 4 °C in 5%
Magermilch/PBS inkubiert um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Danach wird die
Membran jeweils fur 5 min zweimal in PBS-T (0,05%Tween20 in PBS) und einmal in PBS
gewaschen und anschlieBend fir 45 min bei Raumtemperatur mit dem Primarantikorper
a-c-Myc, 1:500 in 1% Magermilch/PBS verdinnt, inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt (s.o.) erfolgt die Inkubation mit dem Sekundérantikérper a-Mouse-HRP, 1:3000
in 1% Magermilch/PBS verdinnt, ebenfalls fir 45 min bei Raumtemperatur. Daraufhin
werden die Blots erneut gewaschen.

Die Entwicklung erfolgt mit Hilfe des ECL-Kit (Amersham) nach Angaben des Herstellers.
Durch Auflegen eines Rontgenfilms und anschlieBender Entwicklung bzw. Fixierung

desselben kdnnen dann darauf die Proteinbanden sichtbar gemacht werden.

3.7. Seren

3.7.1. Herkunft der Seren

Die Seren stammen aus der NY-ESO-1-Iscomatrix-Studie des Ludwig Institute for Cancer
Research in Melbourne. 46 Patienten mit NY-ESO-1-exprimierenden Tumoren (hauptséchlich
Melanome) wurden adjuvant mit der NY-ESO-1/Iscomatrix-Vakzine behandelt. Die Impfung
wurde dreimal in vierwdchentlichem Abstand intramuskuldr injiziert. Blutentnahmen fanden
am Tag der ersten Impfung (Tag 0), zwei Wochen nach jeder Impfung (Tag 14, 42, 70) und
abschlieBend vier Wochen nach der letzten Impfung (Tag 84) statt. Insgesamt wurden 230
Seren in der Studie ausgewertet.

Die Patienten wurden in vier Kohorten eingeteilt: Je drei Patienten gehdrten der Kohorten A
und B an, je zwanzig der Kohorten C und D, wobei je zehn Patienten HLA-A2+ und zehn
HLA-A2- waren. Eine fiinfte Kohorte ,,Placebo* wurde durch insgesamt acht randomisierte
Patienten der Kohorten C und D (je zwei HLA-A2+ und zwei HLA-A2- pro Kohorte)
gebildet.

Die Kohorten A, B und C erhielten 10, 30 bzw. 100 pug NY-ESO-1-Protein entsprechend
kombiniert mit 12, 36 bzw. 100 pg des Adjuvanz Iscomatrix (A:10+IMX, B:30+IMX,
C:100+IMX), Kohorte D nur 100 pg des reinen NY-ESO-1-Proteins (D: Protein 100 alone).
Die Placebogruppe erhielt nur sterile Kochsalzldsung. [DAVIS et al., PNAS 2004]
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3.7.2. Vorbereitung der Patientenseren

Da Hefen in unserer Umwelt weit verbreitet sind und das menschliche Immunsystem
entsprechend Antikdrper gegen Oberflachenproteine der Hefen gebildet haben konnte, ist es
wichtig, diese unspezifischen Antikorper vorher aus den Seren zu entfernen. Dadurch kénnen
falsch positive Ergebnisse und der Gesamthintergrund in der FACS-Analyse minimiert
werden.

Eine Aufreinigung der Patientenseren erfolgt daher durch Préabsorption mit induzierten
Hefen, die den Leervektor pYD1 exprimieren.

Dafur wird das mit PBS 1:50 verdlinnte Serum mit gereinigter Leervektorhefe des ungefahr
selben Volumens fir 24 h bei 4°C unter Rotation inkubiert. AnschlieRend werden die 1,5 ml
ReaktionsgefaRke bei 5000 U/min abzentrifugiert, der Uberstand, der das praabsorbierte Serum
enthalt, in neue ReaktionsgefaRe tberfiihrt und mit PBS-Azid 0,2% auf 1:100 verdinnt.

3.8. Screening der Patientenseren

Zum Nachweis einer Immunantwort wird hier das RAYS (s. Kapitel 3.2.) eingesetzt.

3.8.1. Immunfluoreszenzfarbung von Hefen

Die Immunfluoreszenzfarbung wird hier eingesetzt, um die Induktion der  Hefen
nachzuweisen und in den Patientenseren vorhandene Antikorper zu detektieren. Das Prinzip
ist hierbei das gleiche: Zunédchst wird die Hefe mit dem Primarantikdrper inkubiert, der gegen
einen Teil des exprimierten Oberflachenproteins gerichtet ist (p-his oder Patientenserum),
dann mit dem Sekundarantikérper, der gegen das Fc-Fragment des Primarantikorpers
gerichtet und biotinyliert ist (a-M-IgG-b oder a-Hum-IgG-b), und schlieflich mit dem
Detektionsreagenz ~ Streptavidin, das an Biotin bindet und an das fluoreszierende
Phycoerythrin gekoppelt ist (Strep-PE).

Bei der Farbung der IgG-Subklassen sind 3 Antikorper und das Detektionsreagenz notwendig
(1. Serum, 2. a-19G1/2/3/4-Sheep, 3. a-Sheep-1gG-b, 4. Strep-PE), da zwischen der Reaktion
mit dem Primdr- und dem Sekundarantikorper die einzelnen Subklassen detektiert werden
mussen; die sonstigen Schritte sind die gleichen.

Die benutzten Antikorper sind in Tabelle 2 nach Farbung mit Herstellerangabe aufgelistet.
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Tabelle 2: Benutzte Antikorper

Induktionsnachweis Féarbung der Seren Féarbung der
IgG-Subklassen
Primar- Quiagen: Serum (1:100) Serum (1:100)
antikorper | Anti-Penta-His (1:400)
Sekundar- | Jackson Immuno Jackson Immuno | The Binding Site:
antikorper | Research: Biotin-SP- | Research: Biotin-SP- | Anti-Human-IgG1-AFF
conjugated Affini Pure | conjugated Affini Pure | Anti-Human-1gG2-AFF
F(ab),, Fragment goat, | Mouse Anti-Human- | Anti-Human-lgG3-AFF
Anti-Mouse 19G (H+L) | IgG, Fcy-specific Anti-Human-1gG4-AFF
(1:200) (1:200) (1:200)
Tertidr- Jackson Immuno | Jackson Immuno | Jackson Immuno
antikOrper | Research: Research: Research: Biotin-SP-
bzw. R-Phycoerythrin- R-Phycoerythrin- conjugated Affini Pure
Detektions- | conjugated Streptavidin | conjugated Streptavidin | Rabbit Anti-sheep 1gG
reagenz (1:200) (1:200) (H+L) (1:200)
Detektions- Jackson Immuno
reagenz Research:
— — R-Phycoerythrin-
conjugated Streptavidin
(1:200)

Zunachst werden je well 5-10 pl der induzierten Hefe in 96-well-Platten pipettiert, dann
einmal mit 200 ul PBS pro well gewaschen (2000 U/min fur 5 min). AnschlieBend werden
30 upl des Primérantikorpers (p-His, Verdinnung 1:400 oder préabsorbiertes Serum,
Verdinnung 1:100) aufgetragen, durch Vortexen mit der Hefe gemischt und fiir 20 min bei
Nach 30
Sekundarantikorpers (a-M-1gG-b, Verdiinnung 1:200 oder o-Hum-IgG-b, Fcy-spec.,

Raumtemperatur  inkubiert. abermaligem  Waschen folgen des
Verdiinnung 1:200), dann 30 ul des Detektionsreagenz (Strep-PE, Verdinnung 1:200), beide
ebenfalls fir 20 min bei Raumtemperatur, die Inkubation mit Strep-PE erfolgt jedoch
abgedunkelt.

Die Féarbung der Subklassen erfolgt ebenso, wobei das Serum 1:100, die Antikorper

a-19gG1/2/3/4-Sheep, a-Sheep-1gG-b und Strep-PE 1:200 verdunnt werden.
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Nach dem letzten Farbeschritt werden die gewaschenen und geférbten Hefen mit 200 ul PBS
abpipettiert und in FACS-Ra6hrchen tberfuhrt.

3.8.2. FACS-Messung und Auswertung durch WinMDI

Die in die Falcons uberflihrten Proben werden direkt oder am folgenden Tag (Aufbewahrung
der Proben bei 4 °C) durchflusszytometrisch (FACScan, Beckman-Coulter) analysiert und auf
die Starke ihrer Fluoreszenz untersucht. Die Datenerfassung erfolgt mittels des Programms
BD CELLQuest® fiir Apple™ PowerMac® nach Herstellerangabe.

Zur Auswertung wird das Programm WinMDI®, Version 2.8 benutzt. Die Messung im
Forward-Scatter wird in Dotplots und Histogrammen dargestellt. Zur Minimierung von
Hintergrundleuchten durch Zelldetritus oder andere stérende Einflisse wird ein Gate gesetzt
und vom Programm ein entsprechender g-mean als Ausdruck der Fluoreszenzstérke errechnet.
Um die Reaktion auf die Hefe an sich herauszufiltern wird die Ratio aus dem Quotienten g-
mean (antigenpréasentierende Hefe) / g-mean (Leervektor) ermittelt. Ab einer Ratio > 2 wird

die Probe als positiv bewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Studienaufbau

Es wurden insgesamt 46 Patienten in die Studie aufgenommen. Sie hatten nach chirurgischer
Resektion eines NY-ESO-1 exprimierenden Tumors (hauptsdchlich Melanome) nur noch
minimale oder keine Tumorresiduen und erhielten als adjuvante Therapie drei intramuskulére
Impfungen in vierwdchentlichem Abstand. Der Impfstoff bestand je nach Kohorte nur aus
rekombinantem NY-ESO-1-Protein oder aus einer Kombination mit dem auf Saponin
basierenden Adjuvanz ISCOMATRIX™ (IMX). Zu bestimmten Zeitpunkten vor und nach
den Impfungen wurde den Patienten Blut entnommen; letztendlich gingen 230 Seren in die
Studie ein. [DAVIS et al., 2004]

4.2. CT-Antigen-Expression auf Hefeoberflache und Detektion durch

humanes Serum

Diese 230 Seren wurden mit Hilfe der RAYS-Methode, einer Weiterentwicklung der
bekannten SEREX-Technologie, untersucht. Im RAYS-Ansatz wird das Antigen als
Oberflachenprotein auf der Zelloberflache von S. cerevisiae présentiert und auf eine humorale
Immunantwort durch Immunglobuline der Klasse G untersucht [MISCHO et al., Cancer
Immun. 2003]. Im Einzelnen wurden hier die CT-Antigene NY-ESO-1 Volllange (1-180),
NY-ESO-1 trunkiert (1-134), LAGE-1A, LAGE-1B, SSX-2, SSX-4 und teilweise CT7 und
CT10 betrachtet. Die NY-ESO-1 VL-positiven Seren wurden anschlieBend noch auf die
Reaktion gegen einzelne Fragmente des Antigens untersucht. (s. Kapitel 4.4.)
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4.2.1. Nachweis der Antigenexpression

Die CT-Antigene bzw. Fragmente waren jeweils in den pYD1-Expressionsvektor einkloniert
worden, sodass sie nach Induktion der Hefen auf der Zelloberflache nachweisbar waren. Zur
Uberprifung wurden die unter reduzierenden Bedingungen von der Zelloberflache
abgespaltenen Proteine im Westernblot dargestellt. Die Entwicklung des Blots erfolgte tber
den Myc-Tag mittels eines Anti-c-Myc-Antikorpers (9E10) (s. Abb.2).

Wegen der starken Glykosylierung der hefeexprimierenden Proteine lag das erreichte
Molekulargewicht der einzelnen Proteine im Westernblot deutlich tber dem jeweils
errechneten Wert. Anhand des bekannten Gewichts des AGA-2-Proteins der Hefe und der
moglichen N- bzw. O-Glykosylierungsstellen lieBen sich die Molekulargewichte der

verschiedenen Proteine jedoch abschatzen und somit eindeutig zuordnen.
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Abb.2: Expressionsnachweis des Vektors pYDlund der dariiber prasentierten CT-Antigene NY-ESO-1
Volllange, NY-ESO-1 trunkiert., LAGE-1A, LAGE-1B, SSX-2 und SSX-4. Westernblot, Entwicklung tber
anti-c-Myc-Antikorper, Angabe des Molekulargewichts in Kilodalton.
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4.2.2. Induktion der antigenpréasentierenden Hefen

Die Hefen wurden zunachst in Glucose-Medium kultiviert und anschlieRend in Galaktose-

Medium induziert. Die

Induktion wurde durch eine Anti-His-Farbung des im
Expressionsvektor  enthaltenen  His-Tags per  Durchflusszytometrie/FACS-Messung

nachgewiesen.

Zellzahl
Zellzahl
Zellzahl

NY Eso VL ——p NY Eso trunk. —

Lage 1A —————»

Zellzahl
Zellzahl
Zellzahl

LagelB —» SSX-2 ——p SSX-4——

Zellzahl

Negativkontrolle —

Abb.3: Induktionsnachweis. Histogramme der FACS-Messungen der induzierten Hefen NY-ESO-1 Volllange,
NY-ESO-1 trunkiert, LAGE-1A, LAGE-1B, SSX-2, SSX-4 und einer Negativkontrolle.
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4.2.3. Detektion der CT-Antigene durch humanes Serum

Die induzierten Hefen wurden jeweils mit den préabsorbierten Patientenseren inkubiert und
Uber einen biotinylierten Anti-Human-lIgG-Antikérper an einen Streptavidin-gekoppelten
fluoreszierenden Farbstoff gebunden, wodurch die Reaktion per Durchflusszytometrie
gemessen werden konnte. Ein Serum wurde dann als positiv bezeichnet, wenn die Ratio, d. h.,
der Quotient aus dem g-mean-Wert (mittlere Fluoreszenzintensitat) der Reaktion des Serums
mit der antigenprasentierenden Hefe und dem g-mean-Wert der Reaktion des Serums mit der
Leervektor-exprimierenden Hefe, grofer als zwei war. Dieser cut-off Wert wurde bereits in
unseren vorangegangenen Studien [MISCHO et al., 2003; WADLE et al., 2005; WADLE et
al., 2006] und auch in anderen Forschungsgruppen [KIM et al., 2007] erfolgreich etabliert.

Ratio = g-mean (Antigen) / g-mean (Leervektor) - positiv, wenn > 2

Einige positive Seren sind als Beispiel in Abbildung 4 dargestellt.
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Abb. 4: Serum 107-H-H-280201 als Beispiel einer positiven Serumantwort: Histogramme der FACS-
Messungen auf NY-ESO-1 VL, NY-ESO-1 trunkiert, LAGE-1A und LAGE-1B; Negativkontrolle.
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4.3. Ergebnisse der Serumfarbung

Die Seren der ersten 10 Patienten (49 Seren) waren zusétzlich auf die Antigene CT7 und
CT10 getestet worden. Da jedoch keine positive Antwort nachweisbar war, wurde von einer
Testung der weiteren Seren abgesehen (Daten nicht abgebildet).

Auf die ebenfalls nicht homologen Antigene der SSX-Familie konnten insgesamt sechs
positive Seren auf SSX-2 gefunden werden, jedoch keine auf SSX-4. Ein Patient (139-BJC)
zeigte dabei durchgehend eine deutliche Immunantwort auf SSX-2, die im Verlauf riicklaufig
war. Ein weiterer Patient zeigte erst nach Beendigung der Vakzinierung eine positive
Reaktion. Diese Patienten entwickelten jedoch keine Immunantwort auf NY-ESO-1 oder ein
anderes getestetes CT-Antigen.

Wie zu erwarten, konnte am héufigsten eine Antikorperentwicklung gegen NY-ESO-1 VL
nachgewiesen werden. Insgesamt reagierten 78 Seren positiv auf NY-ESO-1 VL, 40 Seren auf
NY-ESO-1 trunkiert, 22 Seren auf LAGE-1A und 18 Seren auf LAGE-1B (s.Abb.5). Eine
positive Reaktion auf NY-ESO-1 trunkiert, LAGE-1A und LAGE-1B fand sich nur bei
gleichzeitiger Immunantwort auf NY-ESO-1 VL.
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NY-ESO-1 Lage-1 SSX-2 SSX-4 CT7 CT10
VL trunk. A B

Abb.5: Antikérperantwort auf NY-ESO-1 VL, NY-ESO-1 trunkiert, Lage-1A, Lage-1B, SSX-2, SSX-4,
CT7 und CT10. Y-Achse: Darstellung der Fluoreszenzstarke der Serumfarbung anhand der Ratio.
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Auffallig war hierbei, dass alle positiven Seren aus den Kohorten A, B und C, d. h. aus den
Gruppen, in denen der Impfstoff in Kombination mit dem Adjuvanz ISCOM verabreicht
worden war, stammten. Aus den Kohorten D und E, d. h. Impfung nur mit Protein oder
Placebo, reagierte kein einziges Serum positiv auf NY-ESO-1- oder LAGE-1-Antigene. Der
Verlauf der Immunreaktion gegen NY-ESO-1 VL in den verschiedenen Kohorten ist in
Abbildung 6 dargestellt.

Die Kohorten A, B und C unterschieden sich in der Dosis des Impfstoffes, der von 10 ug tber
30 pg auf 100 pg Protein + IMX gesteigert worden war. Hier lieR sich anhand von Haufigkeit
und Stérke der Serumreaktionen keine eindeutige Dosisabhdngigkeit erkennen. Allerdings
kam es in der Kohorte C wesentlich haufiger im Verlauf zu Antikdrperentwicklung gegen
NY-ESO-1 trunkiert, LAGE-1A und LAGE-1B, was auf die hohere Dosis zuriickgefiihrt

werden kdnnte.

Acht Patienten hatten bereits eine vorbestehende Immunantwort mindestens gegen NY-ESO-1
VL. Bei vier dieser Patienten bestand nur eine Reaktion gegen NY-ESO-1 VL, die sich im
Verlauf der Vakzinierung nicht oder nur wenig énderte. Die anderen vier Patienten zeigten im
Verlauf eine Steigerung der Immunreaktion und eine Zunahme der Kreuzreaktivitat.

Nach Beendigung der Vakzinierung kam es teilweise zu einer Abschwéchung der
Immunantwort. Bei einigen Patienten kam es jedoch auch danach noch zu einer weiteren,

teilweise sogar deutlichen Steigerung der Immunreaktion (s. Abb.6).
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Abb.6: Verlauf der Immunreaktion gegen NY-ESO-1 VL innerhalb der verschiedenen Kohorten. Kohorte
A: 10 pg Prot.+1SCOM, B: 30 pg Prot.+ISCOM, C: 100 pg Prot.+ISCOM, D: 100 ug reines Protein, E: Placebo.
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4.3.2. Zusammenfassung der Korrelationen

1. Positive Reaktionen auf die Antigene NY-ESO-1 trunkiert, LAGE-1A und LAGE-1B
fanden sich nur bei gleichzeitiger Reaktion auf NY-ESO-1 VL.

2. Insgesamt bestand eine sehr hohe Korrelation zwischen den Antigenen NY-ESO-1
trunkiert, LAGE-1A und LAGE-1B. So fand sich eine positive Reaktion auf die
beiden LAGE-Antigene nur bei gleichzeitiger, insbesondere stark positiver, Reaktion
auf NY-ESO-1 trunkiert.

3. Im Verlauf der Vakzinierung kam es zu einer Zunahme der Immunantwort und der

Kreuzreaktivitat.
4. Dosisabhangigkeit der Entwicklung von Kreuzreaktivitat (s. auch Kap.4.4.1.; Abb.9).
5. Nach Beendigung der Vakzinierung kam es teilweise zu einer Abschwéchung der

Immunantwort. Bei einigen Patienten kam es jedoch auch danach noch zu einer

weiteren, teilweise sogar deutlichen Steigerung der Immunreaktion (s. Abb.6).
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4.4, NY-ESO-1-Fragmente

Um die fur die humorale Immunantwort gegen NY-ESO-1 wichtigen Epitope zu
identifizieren, wurden die auf NY-ESO-1 VL-positiven Seren zusatzlich zu NY-ESO-1
trunkiert auf weitere Fragmente dieses CT-Antigens getestet. Im Einzelnen waren dies die
Fragmente 1-80, 1-119, 1-153, 8-134 (= trunkiert), 67-129, 67-180, 100-153, 105-180 und
139-180 (s. Abb.7).

NY-ESO-1 Fragmente

1 153

8 134 (NY Eso trunc)

67 129

67 180

100 153

105 180

139 180

Abb.7: NY-ESO-1-Fragmente. Darstellung der jeweils exprimierten Aminosaurensequenz.
Vollldnge NY-ESO-1 = AS 1-180.

Der Expressionsnachweis der NY-ESO-1-Fragmente tiber Westernblot und der Nachweis der
Induktion  der  antigenprdsentierenden  Hefen  durch  Penta-His-Farbung  und
Durchflusszytometrie wurde — wie in Kapitel 4.2.1 und 4.2.2. beschrieben — analog zu den
anderen CT-Antigenen durchgefuhrt (Daten nicht abgebildet).
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4.4.1. Ergebnisse der Serumféarbung

Insgesamt zeigte sich eine Bindung an den N-terminalen Anteil des Proteins, wobei Stérke

und Haufigkeit der Reaktion mit Zunahme der Fragmentlange nachliel3en.

14 -

12 A

10 A

Ratio

IN
InmEEm NN

NY-ESO-1
VL 1- 1- 1- 8- 67- 67- 100- 105- 139-
80 119 153 134 129 180 153 180 180

Abb.8: Antikdrperantwort auf NY-ESO-1 VL und NY-ESO-1-Fragmente. Y-Achse: Darstellung der
Fluoreszenzstérke der Serumfarbung anhand der Ratio.

Von den 78 Seren zeigten 47 eine Immunantwort gegen das NY-ESO-1 - Fragment 1-80. Bei
funf Seren war dies die einzig positive Reaktion auf ein Fragment, alle weiteren reagierten
ebenfalls positiv auf das Fragment 1-119. Von diesen 38 Seren zeigten bis auf zwei Seren
eines Patienten alle auch eine Antikorperbildung gegen NY-ESO-1 trunkiert (8-134). 27 der
NY-ESO-1-positiven Seren reagierten weiterhin auf Fragment 1-153.

Ein einziger Patient (101-MEM) reagierte mit allen finf Seren zusatzlich auf das Fragment
67-180. Dies war ein Patient, der bereits vorbestehende Antikdrper sowohl gegen NY-ESO-1
VL, als auch gegen die bereits aufgefuihrten Fragmente aufwies.

Vorbestehende Antikorper gegen einzelne Fragmente (1-80, 1-119, 1-153, 8-134 = trunkiert)
fanden sich bei einem weiteren Patienten (129-RJS) mit vorbestehender Immunreaktion gegen
NY-ESO-1 VL. Alle anderen Patienten mit vorbestehenden Antikérpern zeigten erst im
Verlauf der Vakzinierung eine Reaktion gegen mindestens ein weiteres Fragment.

Gegen die Fragmente 67-129, 100-153, 105-180 und 139-180 lieB sich keine
Antikorperbildung nachweisen.
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Ahnlich wie es bereits bei der Kreuzreaktivitat zwischen NY-ESO-1 VL, NY-ESO-1 trunkiert
und den LAGE-1-Antigenen aufgefallen war, liel? sich eine eindeutige Dosisabhangigkeit der
Antikorperbildung vor allem gegen l&ngere Fragmente nachweisen. So reagierten die
Patienten der Kohorte A mit Ausnahme des Patienten 101-MEM (siehe oben) nur auf die
Fragmente 1-80 und 1-119, die Patienten der Kohorte B nur auf das Fragment 1-80. Die
Patienten der Kohorte C hingegen reagierten bis auf einen Patienten (124-AMB), dessen
Seren auch keine positive Reaktion auf NY-ESO-1 VL zeigten, fast alle positiv auf die
Fragmente 1-80, 1-119, 8-134 = trunkiert und meistens auch 1-153 (s. Abb.9).
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Abb. 9: Antikdrperantwort auf NY-ESO-1-Fragmente und Kreuzreaktivitdt zu LAGE-1A und -1B der
verschiedenen Patientenkohorten. Antikdrperantwort der verschiedenen Versuchskohorten mit ISCOMATRIX
auf NY-ESO-1-VL und NY-ESO-1-Fragmente und LAGE-1A und -1B. Y-Achse: Darstellung der
Fluoreszenzstéarke der Serumfarbung anhand der Ratio.

4.4.2. Zusammenfassung der Korrelationen

1. Bindung erfolgt fast ausschlieBlich an den N-Terminus des Proteins.

2. Bei positiver Reaktion auf ein langeres Fragment bestand immer auch eine positive
Reaktion auf das bzw. die kirzere/n Fragment/e. Das bedeutet, dass eine positive
Immunantwort auf NY-ESO-1 trunkiert hundertprozentig mit einer positiven
Immunantwort auf die NY-ESO-1-Fragmente 1-80 und 1-119 Kkorrelierte.

3. Hohe Korrelation zwischen Reaktionsstarke auf NY-ESO-1 VL und Reaktion auf NY-
ESO-1-Fragmente. Schwach positive Seren reagierten eher selten auf einzelne
Fragmente, insbesondere nicht auf l&ngere; stark positive hingegen meistens.

4. Dosisabhéngigkeit der zusatzlichen Antikorperbildung gegen einzelne Fragmente (s.
4.3.2., Punkt 4; Abb.9).

5. Hohe Korrelation zwischen Reaktion auf NY-ESO-1 trunkiert und Reaktion auf
LAGE-Antigene (s. 4.3.2., Punkt 2).
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6. Antikorperbildung gegen einzelne Fragmente im Verlauf der Vakzinierung.
Diese war bei vorbestehenden NY-ESO-1 VL-Antikérpern meist ab der dritten
Blutentnahme nachweisbar, ansonsten zeitgleiche Induktion einer Immunantwort
gegen NY-ESO-1 VL und -Fragmente. Ebenso kam es bei einer Reaktion gegen
mehrere Fragmente zu einer zeitgleichen Bildung der Antikorper.

7. Im Verlauf der Vakzinierung kam es zu einer Zunahme der Immunantwort, nach deren

Beendigung jedoch teilweise wieder zu einer Abschwachung.

4.5. 1gG-Subklassen

Die NY-ESO-1 VL-positiven Seren, die weiter auf einzelne Fragmente des CT-Antigens
getestet worden waren, wurden zusétzlich einer 1gG-Subklassenanalyse unterzogen. Damit
sollte die Bevorzugung einer bestimmten Subklasse bei der durch die Vakzinierung
induzierten Antikorperbildung uberprift werden. In einer von MARASKOVSKY et al.
durchgefuhrten Studie waren in mit einer NY-ESO-1/ISCOMATRIX-Vakzine behandelten
C57BL/6-Mausen deutlich hohere 1gG2a-(300fach) und etwas hoéhere IgG1l-Titer (8fach)
nachgewiesen worden [MARASKOVSKY et al., 2004].

Betrachtet wurden hier die Subklassen 1, 2, 3 und 4 der Immunglobuline der Klasse G.

4.5.1. Serumfarbung

Die Féarbung der 1gG-Subklassen wurde &hnlich der Farbung der CT-Antigene vorgenommen.
Die NY-ESO-1 VL-préasentierenden Hefen wurden mit den prdabsorbierten Seren der
Patienten inkubiert, anschlieBend jeweils mit den aus Kaninchenserum gewonnen
subklassenspezifischen Antikdrpern (IgGl, 19G2, 19G3, 1gG4) detektiert und Uber einen
biotinylierten Anti-Rabbit-1gG-Antikorper an einen Streptavidin-gekoppelten
fluoreszierenden Farbstoff gebunden. Die Messung erfolgte per Durchflusszytometrie. Ein
Serum wurde dann als positiv bezeichnet, wenn die Ratio, d. h. der Quotient aus dem g-mean-
Wert der subklassenspezifischen Reaktion des Serums mit der NY-ESO-1 VL-
prasentierenden Hefe und dem g-mean-Wert der subklassenspezifischen Reaktion des Serums

mit dem Leervektor grofer als zwei war.
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Ratio = g-mean (NY-ESO-1 VL + anti-1IgG1/2/3/4)/g-mean (pYD1 + anti-1gG1/2/3/4)

-> positiv, wenn > 2

4.5.2. Subklassenanalyse

Es fand sich fast ausschlieBlich eine Reaktion der Subklasse 1gG1. Bis auf den Patienten 124-
AMB, der bereits durch eine fehlende Immunantwort auf NY-ESO-1 VL aufgefallen war,
zeigten alle eine Bildung von Antikoérpern der Subklasse IgG1l. Dieser Patient 124-AMB
zeigte eher eine IgG2-Antwort. AuBer diesem wiesen vier weitere Patienten vereinzelt 1gG2-
Antworten auf (insgesamt 5 Seren); positive Reaktionen auf IgG3 fanden sich bei sechs
Patienten (insgesamt 12 Seren). Ein Patient (101-MEM) mit vorbestehenden Antikorpern
gegen NY-ESO-1 VL und die Fragmente 1-80, 1-119, 1-153, 8-134 (= trunk.) und 67-180
bildete zusatzlich zu IgG1-Antikorpern vereinzelt 1gG2- und IgG3-Antikorper und
durchgehend IgG4-Antikorper.

Im Vergleich zu den IgG1-Antikdrpern, die zum Teil recht deutlich positiv reagierten, fielen
die Reaktionen der Subklassen IgG2, 1gG3 und IgG4 eher schwach positiv aus (s. Abb.10).
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Abb.10: Subklassenanalyse der NY-ESO-1 VL-Antikérperantwort. Y-Achse: Darstellung der
Fluoreszenzstarke der Serumfarbung anhand der Ratio.
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5. Diskussion

Die Identifizierung bestimmter CT-Antigene als tumorspezifische Strukturen hat in den
letzten Jahren zur Entwicklung der Vakzinierungstherapie als adjuvante TherapiemalRnahme
bei bestimmten Krebserkrankungen gefuhrt.

Voraussetzung fir eine solche Vakzinierung ist, dass der entsprechende Tumor CT-Antigene
exprimiert, was héaufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium - besonders nach
Metastasierung [BRASSEUR et al., 1995; GOYDOS et al., 2001] — der Fall ist. Am
héufigsten finden sich CT-Antigene in Melanomen, Sarkomen, dem Bronchialkarzinom,
Mammakarzinom, Prostatakarzinom und in anderen epithelialen Karzinomen.

Um eine effektive und langandauernde Immunantwort auszulésen, muss die Vakzine sowohl
CD8" als auch CD4"T-Zellen stimulieren kénnen [SCHOENBERGER et al., 1998; RIDGE et
al., 1998; BOURGEOIS et al., 2002; SUN und BEVAN, 2003].

Da eine spontane Immunitéat gegen NY-ESO-1 scheinbar mit einem besseren Outcome einiger
Patienten assoziiert ist, muss man annehmen, dass diese Immunitat eine Rolle in der Kontrolle
des Tumorwachstums spielt [HUARTE et al., 2004]. Dies macht es zu einem attraktiven
Kandidaten fur die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien.

5.1. CT-Antigen NY-ESO-1

NY-ESO-1 ist ein aus 180 Aminosduren bestehendes Antigen, das zur Familie der CT-
Antigene gehdrt und von vielen verschiedenen Tumoren exprimiert wird. Es scheint das CT-
Antigen mit der héchsten Immunogenitét zu sein und kann sowohl eine zellulare als auch eine
humorale Immunantwort induzieren. So sind in 40-50% aller Patienten mit NY-ESO-1-
exprimierenden Tumoren in fortgeschrittenem Stadium NY-ESO-1-Antikorper zu finden. In
friheren Studien konnte gezeigt werden, dass besonders Patienten mit fortgeschrittener
Krebserkrankung NY-ESO-1-Antikorper produzieren [JAGER et al., 1999 und 2000;
STOCKERT et al., 1998] und dass die Antikorpertiter nach erfolgreicher Entfernung bzw.
Therapie dieser NY-ESO-1-exprimierenden Tumoren abfielen [STOCKERT et al., 1998].
Dies bedeutet, dass die Antikorperproduktion gegen NY-ESO-1 stark von einer
persistierenden Antigenstimulation abhéngt.

Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Patienten mit hohen Antik6rpertitern auch eine
CD8'T-Zellantwort zeigen [JAGER et al., 2000]. Durch diese Korrelation konnten auch
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Patienten anderer HLA-Typen bzw. mit bisher unbekannten T-Zell-Epitopen identifiziert
werden, was vorher aufgrund einer fehlenden Nachweismethode fremder T-Zell-Epitope nicht
maoglich war. Uber diesen Ansatz kam es auch zu einer Weiterentwicklung des CD8*-T-Zell-
Monitorings, das in dieser Form bei allen Patienten ungeachtet des HLA-Typs eingesetzt
werden und somit gleichzeitig zur Entdeckung weiterer T-Zell-Epitope beitragen kann
[GNJATIC et al., 2000].

Diese Korrelation zwischen hohen Antikorpertitern und nachweisharer CD8"T-Zellantwort
fiihrte zu der Annahme, dass auch CD4'T-Zellen in das Geschehen involviert sind, was in
einer Studie von GINATIC et al. bewiesen wurde. Das CD4"-Monitoring konnte auch hier
tber eine neue, dem CD8"*-Monitoring ahnliche, Methode HLA-unabhangig durchgefiihrt
werden [ATACKANOVIC et al., 2003].

So korrelierte die CD4'-Aktivitit eindeutig mit dem Antikorperstatus der Patienten
[GINATIC et al., 2003], was bedeutet, dass NY-ESO-1l-exprimierende Tumoren eine
integrierte Immunantwort mit hohen Antikorpertitern, starker CD4"- und CD8"T-Zellantwort
— é&hnlich wie auch bei HIV [HOGAN und HAMMER, 2001] — ausldsen. In tierischen
Modellen war eine solche Konstellation mit erfolgreicher Tumor- bzw. Virusabwehr
assoziiert [RIBERDY et al., 1999; REILLY et al., 2001].

Vermutlich bilden sich durch die starke Antikdrperantwort gegen NY-ESO-1
Immunkomplexe mit durch Tumorzelllyse freigewordenen Antigenen, was die Aufnahme in
antigenprasentierende Zellen und damit die Kreuzprésentation erleichtert. Dies fiihrt dann zur
Aktivierung und Aufrechterhaltung NY-ESO-1-spezifischer CD4'- und CD8'T-Zellen
[NAGATA et al., 2002].

Wenn also das Immunsystem durch eine NY-ESO-1-Vakzine stimuliert wird, misste die
Antikdrperproduktion — evtl. auch nach chirurgischer Therapie — weiter angeregt werden und
so Uber die oben beschriebenen Mechanismen zur Bekampfung von Tumorzellen beitragen.
Mittlerweile konnten auch erste Erfolge beim adoptiven T-Zell-Transfer mit gegen
NY-ESO-1-gerichteten = T-Zellrezeptoren  bei  therapierefraktaren =~ Melanom-  und
Synovialzellsarkompatienten gezeigt werden [ROBBINS et al., 2011 und 2015], nachdem
zuvor schon die Wirksamkeit von tumorinfiltrierenden Lymphozyten gegen NY-ESO-1 bei
fortgeschrittenem Melanom nachgewiesen werden konnte [ROSENBERG et al., 2011]. Auch
hier kam es jedoch nur bei einem Teil der Patienten berhaupt zu einem Ansprechen, bei
manchen nur kurzzeitig; die Grinde dafur sind jedoch unbekannt. Vermutet werden
Unterschiede in der individuellen F&higkeit des Patienten in der Rekonstitution von

bestimmten Lymphozytensubtypen wie den regulatorischen CD4'-T-Zellen oder aber
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Unterschiede in der Charakteristik des individuellen Tumors. Ein Biomarker, der prognostisch
auf ein Ansprechen hinwies, konnte nicht identifiziert werden; auch korrelierte die Hohe der
nachgewiesenen persistierenden anti-NY-ESO-1-TCR-transduzierten T-Zellen nicht mit dem
klinischen Erfolg. [ROBBINS et al., 2011 und 2013]

5.2. NY-ESO-1/ISCOMATRIX Studie

Wegen der hohen Immunogenitat und der haufigen Expression des NY-ESO-1 Antigens
wurden bereits viele Vakzinierungsstudien mit verschiedenen Epitopen durchgefiihrt. Diese
hatten sich als sicher erwiesen, problematisch war nur die HLA-Abhéangigkeit dieser Epitope.
In der Studie (LUD99-008), deren Seren in dieser Arbeit untersucht wurden, war die
Vakzinierung mit rekombinantem Volllangenprotein — und damit HLA-unabhangig — erfolgt
[DAVIS et al., 2004].

Die Vakzine war sicher, wurde gut vertragen und loste in Kombination mit IMX sowohl eine
zellulére als auch eine humorale Immunantwort aus. Bei den immunisierten Patienten konnten
viele verschiedene — teilweise auch unbekannte — nattrlich prozessierte HLA-KIlasse I- und 11-

Epitope identifiziert werden.

5.2.1. Kontrolle des Impferfolgs

Um den Impferfolg zu kontrollieren gibt es verschiedene Mdglichkeiten:

Zum einen konnen durch spezielle Verfahren spezifische CD4'- bzw. CD8'T-Zellen
nachgewiesen, zum anderen Antikorper serologisch tber ELISA, Western-Blot oder RAYS
detektiert werden.

Wir benutzten im Rahmen dieser Arbeit die RAYS-Methode (s. Kap. 3.3.2). Eine
serologische Kontrolle zum Nachweis des Impferfolgs ist als Screeningmethode ausreichend,
da bei spontaner Immunantwort auf NY-ESO-1 spezifische CD4"- oder CD8"T-Zellen nur bei
gleichzeitiger Antikorperantwort gefunden wurden [JAGER et al., 1998 und 2000; GNJATIC
et al., 2000 und 2003; ATANACKOVIC et al., 2003].
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Die RAYS-Methode hat sich bereits in anderen Studien als ebenso sensitiv wie Western-Blot
und ELISA in der Detektion von NY-ESO-1- und sensitiver in der Detektion von SSX-2 -
Antikorpern erwiesen [MISCHO et al., 2003].

Auch diese Seren wurden zur Kontrolle parallel zur vorliegenden Arbeit blind per ELISA auf
Antikorperbildung gegen NY-ESO-1 und NY-ESO-1 trunk. getestet (Daten von Prof.
Renner). Die Ergebnisse der Untersuchungen korrelierten fast 100%, was ein neuerlicher
Beweis fir die dquivalente Sensitivitdt von RAYS und ELISA in Bezug auf die Detektion von
Antikdrpern gegen NY-ESO-1 ist.

Im Rahmen der Studie LUD99-008 wurden auch die CD4"- und die CD8"T-Zellantwort und
die DTH (delayed type hypersensivity)-Reaktion untersucht [DAVIS et al., 2004].

Zunachst wurden die Seren auf das bekannte CD8" HLA-A2-restriktive Epitop 157-165
getestet. Uberraschenderweise fanden sich nur drei Patienten, die auf dieses Epitop
ansprachen. In weiteren HLA-unabh&ngigen Untersuchungen von Blut- und Hautproben (aus
DTH-Test) wurden viele andere CD4"- und CD8"T-Zell-Epitope identifiziert, was vermuten
lasst, dass das Epitop 157-165 nicht — wie angenommen — immunodominant ist. Ein weiterer
Grund konnte sein, dass die spezifischen T-Zellen nur in geringer Konzentration im
peripheren Blut vorliegen und somit dort nicht nachweisbar sind.

Alle Uber ELISA seropositiv getesteten Patienten zeigten eine spezifische zellulare
Immunreaktion. Unter diesen war auch ein Patient der Protein-Kohorte, der allerdings eine
schwachere zelluldre Reaktion zeigte und in unserer Serologie sowohl Gber ELISA als auch
uber RAYS negativ blieb.

Die durchgefuhrten DTH-Tests (intradermale Gabe von 1 pug NY-ESO-1-Protein an Tag 84,
positiv, wenn Induration > 5 mm) zeigten in den IMX-Kohorten haufiger positive Ergebnisse;
vor allem in der 100+IMX-Kohorte korrelierte eine positive DTH-Reaktion mit der
Antikorperbildung. Allerdings war auch bei einem seronegativen Patienten aus der
Placebokohorte eine starke DTH-Reaktion nachweisbar, was an der Signifikanz dieses Tests

zweifeln lasst.

5.2.2. Serologie Uber RAYS

Alle Patienten, die die Vakzine aus rekombinant exprimiertem Protein und IMX erhalten

hatten, entwickelten im Verlauf eine Antikorperantwort; aus der Protein- bzw. Placebogruppe
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jedoch kein einziger. Das bedeutet zum einen, dass das Protein alleine nicht in der Lage ist,
das Immunsystem ausreichend zu stimulieren und zum anderen, dass IMX ein sehr potentes
Adjuvanz darstellt. Dies beruht vermutlich darauf, dass IMX gleichzeitig eine verbesserte
Antigenprasentation und Immunstimulation bewirkt, was sich in einer effizienten CD4"-,
CD8"- und Antikérperantwort duRert [SJOLANDER et al., 1998; MARASKOVSKY et al.,
2004].

Der Impferfolg war nicht nur an einer Steigerung der Antikorpertiter ersichtlich, sondern auch
an der im Verlauf stattfindenden Entwicklung von Antikoérpern gegen einzelne NY-ESO-1-
Fragmente und Kreuzreaktivitdt gegen LAGE-1 zu erkennen. Fir letztere bestand im
Gegensatz zu den Antikorpertitern eine eindeutige Dosisabhdngigkeit. So waren in der
Kohorte C (100+IMX) wesentlich haufiger Antikorpertiter gegen langere NY-ESO-1-
Fragmente, LAGE-1A und LAGE-1B zu vermerken. Diese Kreuzreaktivitit gegen die LAGE-
1-Antigene ist vermutlich eher auf die groRe Homologie von NY-ESO-1 und LAGE-1 als auf
eine Epitopausweitung (epitope spreading) zurtickzufthren.

Patienten mit bereits vorbestehenden Antikérpern schienen nur etwa zur Hélfte von der
Impfung zu profitieren, was sich in einem Anstieg der Antikorpertiter bzw. in der
Entwicklung einer Kreuzreaktivitat auf LAGE-1 oder einzelne NY-ESO-1-Fragmente zeigte.
Nach Beendigung der Vakzinierung kam es teilweise zu einer Abschwéichung der
Immunantwort, was die Beobachtungen von JAGER und STOCKERT, dass eine
persistierende Antigenstimulation zur Antikérperproduktion gegen NY-ESO-1 nétig ist,
bestitigen wiirde (s. Kap. 5.1) [JAGER et al., 1999 und 2000; STOCKERT et al., 1998].

Der andere Teil der Patienten zeigte jedoch noch eine teilweise deutliche Steigerung der
Immunreaktion. Es ware also interessant herauszufinden, welche Mechanismen im

Aufrechterhalten der Immunantwort in diesen Patienten eine zusétzliche Rolle spielen.

5.3. ISCOMATRIX-Adjuvanz

Das Adjuvanz IMX zeigte sich als aufRerst effektiv, sowohl eine humorale, als auch eine
zelluldare Immunantwort auszulésen. So konnte bei den geimpften Patienten eine T-Zell-
Antwort gegen viele verschiedene natirlich prozessierte HLA-Klasse |- und Il1-Epitope
nachgewiesen werden.

IMX basiert auf der ISCOM (immunostimulatory complexes) - Technik und bewirkt sowohl

eine verbesserte Antigenprasentation als auch eine Immunstimulation, die sich in einer



DISKUSSION 57

besseren Antikdrperantwort, wie auch einer effizienten CD4"- und CD8"-T-Zellantwort dufert
[SJOLANDER et al., 1998, MARASKOVSKY et al., 2004].

Eine weitere Erklarung fur das gute Ansprechen ist, dass der NY-ESO-1/IMX-Komplex in
dendritischen Zellen Uber einen alternativen Proteasom-unabhangigen Weg prozessiert wird,
was zur Présentation anderer T-Zell-Epitope fuhrt. So kénnten Uber zwei unterschiedliche
Prozessierungswege eine groRe Breite an T-Zell-Epitopen présentiert und die spezifischen T-
Zellen leichter aktiviert werden [SCHNURR et al., 2005].

In anderen bisher durchgeflihrten Studien mit rekombinantem Protein oder Peptiden konnte
keine so deutliche Immunantwort erreicht werden.

Immunisierungen mit dem CD8'T-Zell-Peptid 157-165, teilweise auch in Kombination mit
GM-CSF konnten zwar in nicht-immunen Patienten eine CD8"T-Zellantwort induzieren, dies
erforderte aber oft viele wiederholte Injektionen und zeigte nur eine schwache Affinitét.
AuBerdem konnten diese durch kiinstliche Peptide erzeugten CD8T-Zellen in vitro keine
natiirlich prozessierten NY-ESO-1-Epitope erkennen [JAGER et al., 2000; LE GAL et al.,
2005].

In einer Studie mit rekombinantem Vakzinia-NY-ESO-1 (rV-NY-ESO-1) und rekombinantem
Fowlpox-NY-ESO-1 (rF-NY-ESO-1)-Konstrukt kam es zur Induktion einer humoralen und
zellularen Antwort, die sich aber von der durch NY-ESO-1/IMX-induzierten unterschied. So
war die Serokonversion seltener und die CD8'T-Zell-Reaktion war hauptsachlich gegen die
Regionen AS81-110 und AS151-170 gerichtet. Diese CD8"T-Zellen waren auch in der Lage,
natiirlich prozessiertes NY-ESO-1-Antigen zu erkennen [JAGER et al., 2006].

Eine andere Studie benutzte rekombinantes NY-ESO-1-Protein mit Montanide und CpG,
welches ein potenter Stimulator der B- und CD4"T-Zellen vom TH1-Typ ist. Hier kam es
bereits in einer frihen Phase des Vakzinierungsprotokolls bei den meisten Patienten zu einer
guten CD4"- und Antikérperantwort, die CD8"-Antwort entwickelte sich aber erst spater und
nur bei einem Teil der Patienten. Dies hangt vermutlich damit zusammen, dass eine
ausreichende Menge an spezifischen Antikorpern zur effizienten Kreuzprasentation und damit
zur Aktivierung von CD8'T-Zellen vonnéten ist. Auch hier war die CD8*T-Zellantwort auf
ein oder wenige Epitop/e im Bereich der immunodominanten Region AS81-110 beschrankt
und zeigte Anti-Tumor-Reaktivitdt [VALMORI et al., 2007].

Die NY-ESO-1/IMX-Vakzine ist also bisher einzigartig in ihrer Fahigkeit eine solch breite
Immunantwort auszul6sen. Optimierungen Uber eine Anderung des Vakzinierungsprotokolls
oder die Zugabe weiterer Adjuvanzien oder Zytokinen sind sicherlich méglich und mussen

weiter erforscht werden. Auch eine Kombination mit immunmodulierenden Wirkstoffen wie
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insbesondere den Checkpointinhibitoren, aber auch den Signaltransduktionsinhibitoren sind

sicher eine Moglichkeit, die Wirkung der VVakzine zu verbessern.

5.4. CD4"T-, CD8'T- und B-Zell-Epitope

Mittlerweile sind viele verschiedene durch spontane Immunantwort oder Vakzinierung
induzierte CD4"- und CD-8"-T-Zell-Epitope [ZENG et al., 2000 und 2001; JAGER et al.,
2000; GINATIC et al., 2003], aber auch B-Zell-Epitope [VALMORI, 2007; ZENG et al.,
2006] identifiziert worden.

Grundsétzlich kann man sagen, dass die CD4"T-Zell- und B-Zell-Epitope eher zentral bis N-
terminal [GINATIC et al., 2003; VALMORI et al., 2005; ZENG et al., 2005], die CD8'T-
Zellepitope eher zentral bis C-terminal liegen.

VALMORI et al. identifizierten in ihrer NY-ESO-1-Vakzinierungsstudie eine dominante
Bindungsregion im Bereich AS 80-110 und starke Antikorperreaktivitat im Bereich AS 1-70;
es liel sich aber auch eine geringere Antikorperreaktivitat gegen den C-Terminus im Bereich
AS 160-180 feststellen [VALMORI et al., 2007]. Diese AS-Bereiche deckten sich mit den
bereits vorher entdeckten B-Zell-Epitopen bei Patienten mit spontaner Immunantwort
[VALMORI et al., 2005].

Auch ZENG et al. beschrieben ein dominantes B-Zell-Epitop im Bereich AS 1-40, das in der
Detektion von Antikorpern gegen NY-ESO-1 genauso sensitiv war wie das rekombinante
Volllangenprotein [ZENG et al., 2005].

Diese Beobachtungen decken sich mit unseren Ergebnissen: So banden die gebildeten
Antikorper fast ausschlieBlich an den N-Terminus des Proteins und hier bevorzugt an die
kirzeren Fragmente AS 1-80, AS 1-119 und AS 67-134 (trunk.), bei starker Immunreaktion
auch noch an AS 1-153.

Nur ein Patient mit bereits vorbestehender Antikorperreaktion auf NY-ESO-1 VL und die
einzelnen Fragmente bis einschliellich NY-ESO-1 trunk. entwickelte auch Antikdrper gegen
das C-terminale NY-ESO-1-Fragment 67-180.

Das Vorkommen von Antikdrpern gegen ldngere Fragmente korrelierte immer mit einer
gleichzeitigen Reaktion gegen kirzere Fragmente, was fiir hauptsachlich lineare Epitope
spricht.

Bei bereits vor Vakzinierung seropositiven Patienten kam es teilweise erst im Verlauf zur

Bildung von Epitop-spezifischen Antikorpern, womit diese eindeutig auf die Impfung
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zuriickzufuhren sind. Ein weiterer Beweis daflr ist, dass Epitop-spezifische Antikdrper
besonders in der Kohorte mit der hochsten Dosierung (100+IMX) zu ermitteln waren. Die
Impfung mit rekombinantem Vollldngenprotein kann also eine Immunitdat gegen
natlrlicherweise vorkommende B-Zell-Epitope vermitteln.

Die von VALMORI beschriebene dominante B-Zell-Region 80-110, die in unserem
trunkierten NY-ESO-1-Fragment 8-134 enthalten ist, scheint insofern eine wichtige Rolle zu
spielen, als dass in diesem Bereich auch ein immundominanter Bereich der CD4"- (81-100)
und der CD8"T-Zellen (81-110) zu finden ist.

In diesem Bereich konnten viele verschiedene Epitope identifiziert werden, die sowohl nach
Vakzinierung als auch bei spontaner Immunantwort zu finden waren [GINATIC, 2003;
VALMORI 2007, DAVIS 2004, JAGER 2006].

Die Entdeckung Uberlappender Cluster von MHC-Klasse I- und -Klasse Il-bindenden
Sequenzen in immundominanten Bereichen des NY-ESO-1-Proteins, die eine hohe Dichte an
maoglichen proteasomalen Spaltungsstellen aufweisen, stellte die molekulare Basis flr eine
integrierte Immunantwort in einem kurzen Genabschnitt dar. So ist anzunehmen, dass die
CTL-Epitope im immundominanten CD8'T-Zellbereich 81-110 durch effiziente
Kreuzprasentation entstehen. Gleichzeitig konnen die Epitope durch an sie gebundene
Antikorper wahrend der Antigenprozessierung geschitzt werden [AYYOUB et al., 2006;
VALMORI et al., 2007]. Die Induktion einer Immunantwort in diesem Bereich kénnte also

mit dem Erfolg der Impfung zusammenhangen.

5.5. Kreuzreaktivitat mit LAGE-1

Es fiel auf, dass Patienten, die im Verlauf der Impfung eine starke Antikdrperantwort auf NY-
ESO-1 VL und NY-ESO-1 trunkiert (8-134) entwickelten, haufig auch Antikorper gegen
LAGE-1 A oder LAGE-1 B bildeten.

LAGE-1 ist ein zu NY-ESO-1 sehr homologes CT-Antigen. Durch alternatives Spleien
entstehen zwei verschiedene Transkripte, die entweder 180 oder ungespleiRt 210
Aminosauren enthalten, wobei die kirzere Variante auf Nukleotidebene eine Homologie von
94%, auf Aminosdureebene von 87% zu NY-ESO-1 aufweist. Lethé stellte eine hohe
Korrelation in der Expression von NY-ESO-1 und LAGE-1 Antigenen in bestimmten
Tumoren, besonders Melanom (5/6) und Blasenkarzinom (6/7), fest [LETHE et al., 1998].
Diese hohe Korrelation lieB sich in anderen Studien bei Melanom- bzw.
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Blasenkarzinompatienten jedoch nicht so bestatigen. Die beiden Antigene waren zwar haufig
koexprimiert (ca. 2/3 der Falle), aber es gab auch eine isolierte Expression von NY-ESO-1
bzw. LAGE-1, wobei letzteres sogar haufiger war [RIMOLDI et al., 2000; SHARMA et al.,
2003].

Bei dieser Studie gab es nur einen Patienten, der bereits vorbestehende Antikdrper gegen
Lage-1 A — auch hier in Kombination mit NY-ESO-1 trunkiert — aufwies, was evtl. fir eine
Koexpression von LAGE-1 spricht.

Alle anderen Patienten entwickelten diese Kreuzreaktivitét erst im Verlauf, was bedeutet, dass
diese auf rekombinantem NY-ESO-1-Volllangenprotein basierende Impfung auch eine
Immunitat gegen LAGE-1-exprimierende Tumoren vermitteln kann. Diese Reaktion konnte
mittlerweile auch in anderen Vakzinierungsstudien mit NY-ESO-1 beobachtet werden
[VALMORI et al., 2007] und lasst sich am ehesten durch die starke Homologie dieser beiden
Gene erklaren, die im Bereich des NY-ESO-1-Epitops 8-134 (trunk.) scheinbar besonders
ausgepragt ist.

Auch auf T-Zell-Ebene lieB sich ein &hnlicher Effekt feststellen: So konnten
SLLMWITQC57.165-spezifische CD8"-T-Zellen des NY-ESO-1-Antigens auch nur LAGE-1-
exprimierende Tumorzellen lysieren [MARASKOWSKY et al., 2004]. Auch in diesem

Bereich scheint also eine starke Homologie vorzuliegen.

5.6. SSX-2, SSX-4,CT7und CT10

Eine Kreuzreaktivitat gegen SSX-2, SSX-4, CT7 oder CT10 lie sich nicht beobachten.
Lediglich zwei Patienten aus der Protein-Kohorte, die keine Antikdrper gegen NY-ESO-1
entwickelten, zeigten eine Reaktion gegen SSX-2, was am ehesten auf einen SSX-2-
exprimierenden Tumor zurtickzufthren ist.

Antikdrper gegen SSX-4, CT7 und CT10 konnten in keinem Patienten detektiert werden, was
entweder daran liegt, dass diese Antigene nicht vom entsprechenden Tumor exprimiert
wurden oder keine ausreichende humorale Immunantwort ausgeldst wurde.

Dies ware insofern maéglich, als dass die Expression dieser CT-Antigene — insbesondere CT7
und CT10 — in Melanompatienten seltener als die Expression von NY-ESO-1 ist und durch
die Immunisierung keine Kreuzreaktivitat wie bei dem stark homologen Antigen LAGE-1 zu
erwarten war. Zusétzlich sind auch die Immunogenitat dieser Antigene und damit die

Wahrscheinlichkeit einer stark humoralen Immunantwort geringer.
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5.7. 1gG-Subklassenanalyse

In unserer Subklassenanalyse fiel auf, dass praktisch alle seropositiven Patienten vorwiegend
eine 1gG1-Antwort, teilweise auch eine 1gG3-Antwort entwickelt hatten. Nur ein Patient
entwickelte neben einer deutlichen 1gG1- auch eine 1lgG4-Antwort.

Eine bevorzugte 1gG2a-Antwort (300fach) wie in der Studie von MARASKOVSKY et al., in
der C57BL/6-Mé&use mit der NY-ESO-1/ISCOMATRIX-Vakzine behandelt worden waren,
lie} sich nicht nachweisen. Allerdings waren auch in seiner Studie etwas erhohte 1gG1-Titer
(8-fach) aufgefallen [MARASKOVSKY et al., 2004].

Eine 1gG1- wie auch eine 1gG3-Antwort sprechen fur eine TH1-artige Immunantwort. Eine
hohe IFNy-Konzentration, wie sie bei einer TH1-artigen Reaktion erreicht wird, bewirkt bei
Méusen gleichzeitig ein Switching zur Produktion von Antikdrpern der Subklasse 1gG2a, was
somit auch eine Erklarung fir das Ergebnis der MARASKOVSKY-Studie sein konnte
[Handbuch der molekularen Medizin: Immunsystem und Infektiologie; 1999; Detlev Ganten
u. Klaus Ruckpaul].

Die Induktion einer Antikorperbildung der Subklasse 1gG1 konnte ebenfalls in anderen NY-
ESO-1-Vakzinierungsstudien beobachtet werden [GNJATIC et al., 2003; VALMORI et al.,
2007], was teilweise wohl auch auf das verwendete Adjuvanz zurlickzufiihren ist (s. Kap.
5.3).

Dies konnte fur den Erfolg der Impfung insofern wichtig sein, als dass die unterschiedlichen
Subklassen in Verbindung mit ihren spezifischen Fcy-Rezeptoren unterschiedliche
Effektivitit besitzen. Die Fcy-Rezeptoren gehdren zur Immunglobulin-Superfamilie und sind
glykosilierte Membranproteine, die sich je nach Typ in ihrer Fahigkeit IgG zu binden stark
unterscheiden [HULETT und HOGARTH, 1994; van de WINKEL und CAPEL, 1993].

Beim Menschen sind die Subklassen IgGl und 1gG3 aufgrund ihrer Fahigkeit der
Opsonierung, Komplementaktivierung und antikOrperabhéngiger Zellzytotoxizitat (ADCC)
die wichtigsten Vertreter einer Typ 1-Reaktion [PAPADEA et al., 1989].

Die Subklassen 1 und 3 binden an den FcyRII (CD32), der monomeres 1gG zwar schwach,
aber Immunkomplexe mit hoher Affinitat bindet und ein potenter Leukozytenaktivator und
Stimulator der Freisetzung inflammatorischer Zytokine ist. Da bekannt ist, dass Antikdrper
durch Bildung von Immunkomplexen eine wichtige Rolle fir das Kreuz-Priming durch
Kreuzprasentation spielen [REGNAULT et al., 1999], ist die Bildung von Immunkomplexen

bestehend aus Antigen und Immunglobulin der Subklassen 1 oder 3, die hauptséchlich an den
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FcyRII (CD32) binden [van de WINKEL und CAPEL, 1993; Houghton et al., 2000] sehr
erfolgsversprechend.

Die Subklassen 2 und 4 binden hingegen an den FcyRI-Rezeptor (CD64), der monomeres 1gG
zwar mit hoher Affinitat bindet, aber dessen Signalibermittlung erst in Gang gesetzt wird,
wenn dieses IgG an einen spezifischen polymeren Liganden gebunden ist.

Somit ist die Induktion einer starken IgG1l- bzw. IgG3-Antwort — wie sie durch unsere
ISCOMATRIX-Vakzine induziert wurde - gleichbedeutend mit einer effektiven
Immunantwort, da hieriiber eine Aktivierung und Reifung der APCs und T-Zellen und
zusétzlich eine  Komplementaktivierung Uber den klassischen Weg ermdglicht wird
[VALMORI et al., 20071].

In dieser Studie entwickelte nur ein Patient neben einer deutlichen IgG1- auch eine 1gG4-
Antwort, die als einzige auch gegen das C-terminale Fragment 67-180 gerichtet war, was eher
ungewdhnlich war. Da diese IgG4-Antwort nur bei einem einzigen Patient vorkam, glauben
wir eher, dass es sich hier um eine individuelle Reaktion als eine auf die Vakzine
zuruckzufuhrende typische Immunantwort handelt. In einer zuvor verdffentlichten Studie Gber
Vakzinierung mit rekombinantem karzinoembryonalen Antigen (CEA) bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom entwickelten die Patienten zunéchst eine IgG1- und lgG2-Antwort
und erst einige Monate spater eine IgG4-Antwort. Zudem wurde eine allmahliche
Verschiebung von einer tberwiegenden IgG1- nach sechs Monaten zu einer 1gG4-Antwort
nach 15 Monaten beobachtet. Dieser Unterschied im Vergleich zu unserer Studie mag an den
unterschiedlichen Vakzinierungsbedingungen liegen, denn zum einen wurde als Adjuvanz
GM-CSF benutzt und zum anderen sah das Vakzinierungsschema wiederholte Impfungen
uber ein ganzes Jahr vor [ULLENHAG et al., 2002].

5.8. Klinisches Outcome der Patienten

Auch wenn das Studiendesign nicht die Beurteilung des klinischen Effekts vorgesehen hatte,
so ergab sich doch der Eindruck, dass es in der Placebo- bzw. der Protein-Kohorte mehr
Rezidive als in der NY-ESO-1/IMX-Kohorte gab. Diese Daten missen jedoch mit Vorsicht
interpretiert werden, da die Patienten in den verschiedenen Kohorten nicht randomisiert waren
und die Analyse retrospektiv und ungeplant erfolgt ist [DAVIS et al., 2004].

Andere Studien zeigen jedoch &hnliche ermutigende Ergebnisse: So konnte in der
Vakzinierungsstudie von JAGER et al. mit rV- bzw. rF-NY-ESO-1 ein langeres Uberleben
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der Patienten mit Stadium I1I/IV-Melanom im Vergleich zum Durchschnitt beobachtet
werden [JAGER et al., 2006].

Auch ODUNSI et al. erreichten in ihrer Studie mit einer NY-ESO-1-Peptid 157-170-Vakzine
eine langere mittlere progressionsfreie Zeit in Patientinnen mit Ovarialkarzinom [ODUNSI et
al., 2007]. Allerdings sprechen nicht alle Patienten auf die bisherigen Vakzinierungstherapien
an und entwickeln ein Rezidiv bzw. ein Fortschreiten der Tumorerkrankung. Es sind also
weitere Studien notwendig um herauszufinden, welches die Griinde fir ein gutes oder
schlechtes Ansprechen auf die Therapie sind, um optimale Voraussetzungen fir eine

erfolgreiche Vakzinierungstherapie zu schaffen.

5.9. Schlussfolgerung/Restimee

In dieser Studie wurde das neue Adjuvanz ISCOMATRIX benutzt, welches in der Lage ist,
gleichzeitig eine CD4"-, CD8"-T-Zell - und Antikorperantwort zu induzieren [DAVIS et al.,
2004; CHEN et al., 2004] und hauptséchlich eine TH1-artige Immunantwort auslost
[MARASKOVSKY et al., 2004], was insgesamt sehr gute Bedingungen fir eine breite und
effiziente T-Zell-Antwort sind. Da die Impfung — wie oben erwédhnt — durch das
Zusammenspiel der beiden Systeme gleichzeitig eine zelluldre und humorale Immunantwort
auslost, reicht eine einfache Serumanalyse der Antikorper als Screeningmethode auf eine
Immunantwort aus.

Um eine effektive und dauerhafte Immunantwort zu erreichen, muss eine Vakzine féahig sein,
eine CD4"- und eine CD8"-T-Zell-Antwort auszulosen [WILLIAMS et al., 2006; RIDGE et
al., 1998; BOURGEOIS et al., 2002]. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
hohen Antikorper-Titern gegen NY-ESO-1 auch eine effektive CD8'-T-Zell-Antwort
aufweisen [JAGER et al., 2000]. Desweiteren wurde eine deutliche Korrelation zwischen
einer spezifischen NY-ESO-1-Antikdrperantwort und dem Auftreten spezifischer CD4"-T-
Zellen beschrieben [GNJATIC et al., 2003].

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass ein geordnetes Zusammenspiel der verschiedenen
Komponenten des Immunsystems notwendig ist, um eine effiziente und dauerhafte
Immunantwort hervorzurufen. Dieses Zusammenspiel wurde auch noch weiter analysiert: Den
zeitlichen Ablauf betreffend konnte gezeigt werden, dass eine humorale Immunantwort und
eine CD4"-T-Zellreaktion einer CD8"-T-Zellreaktion vorausgehen. Dies lasst annehmen, dass
eine ausreichende Menge an spezifischen Antikdrpern und eine wirkungsvolle T-Zell-Hilfe

fur ein effektives Kreuzpriming und eine effektive Kreuzpréasentation notwendig sind
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[VALMORI et al., 2007]. Unsere Ergebnisse sprechen fir die Theorie, dass das Binden
spezifischer Antikorper an die Zielproteine eine Hauptrolle in der Aufnahme von Protein-
Immunkomplexen (Uptake) durch bestimmte dendritische Zellen spielt und somit einen
grolen Anteil an der Kreuzprésentation von Antigenen und einer effizienten T-Zell-
Aktivierung hat [NAGATA et al., 2002].

Trotz positiver Ansatze mit vereinzelten Erfolgen konnten bisher nur ganz wenige
Vakzinationsstudien signifikante Ergebnisse beziiglich des progressionsfreien Uberlebens und
des Gesamtiberlebens liefern und verliefen insgesamt eher enttduschend.

Problematisch ist hierbei insbesondere das nur teilweise oder aber nur kurze Ansprechen der
Patienten, dessen Ursachen noch nicht hinreichend geklart sind. Ein Grund ist sicherlich eine
durch den Tumor ausgeléste Immunevasion (,,immune evasion®), eine Immunsuppression
insbesondere in seinem lokalen Mikromilieu, die zu einer Toleranz gegenuber seiner Antigene
fuhrt und eine ausreichende Immunantwort verhindert.

So war eine erhohte Anzahl von myeloiden Surppressorzellen (MDSC) in naher
Tumorumgebung mit Inhibition einer effektiven T-Zell-Antwort mit einer schlechteren
Prognose vergesellschaftet. Hohere Spiegel von IL-10 und VEGF hatten durch Blockierung
der Differenzierung dendritischer Zellen mit nachfolgender T-Zell-Anergie einen &hnlichen
Effekt. [MAKKOUK et al., 2015]

Ein weiterer Ansatz sind die Immuncheckpoints, derer sich die Tumorzellen direkt durch
Expression entsprechender Liganden (z.B. PD-L1) oder indirekt Uber Expression durch
andere Zellen in der unmittelbaren Tumorumgebung bedienen [CARTER et al., 2002, s. Kap.
2.4.1.1].

Durch Kombination von Vakzinierung und Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Anti-CTLA-4-
oder Anti-PD-1- bzw. PD-L1-Antikdrper oder auch Signaltransduktionsinhibitoren kdénnte
sicher eine verbesserte Immunantwort erreicht werden.

Ein weiterer Grund fir das fehlende Ansprechen auf die Vakzination konnte der Zeitpunkt des
Therapiebeginns sein. So scheint eine Vakzination bei nur geringer Tumorlast effektiver zu
sein, da die Immuntoleranz leichter zu Gberwinden ist [BOCCHIA et al., 2000]. Unterstutzt
wird diese These auch durch den Erfolg der préventiven Impfungen zur Vermeidung
krebsassoziierter Infektionen wie HPV. Hier muss keine Toleranz durchbrochen werden, was
zu einem sehr guten Ansprechen auch bei nur zwei- bis dreimaliger Gabe fuhrt. Mit dem
neuen Impfstoff Gardasil 9® kann sogar ein Schutz vor 90% aller HPV-assoziierten
Cervixkarzinome erreicht werden [ZHANG et al., 2017].
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Die meisten Studien zu Vakzinationstherapien wurden jedoch in fortgeschrittenem
Krankheitsstadium durchgefuhrt, weshalb hier ein Umdenken und die Initiierung
entsprechender Studien — durchaus auch in Kombination mit anderen Therapiestrategien —
interessant ware.

Ein weiterer Schwachpunkt ist, dass die Limitierung der Vakzinationen auf ein oder wenige
Antigene (wie auch in dieser Studie) bzw. Epitope auch nur begrenzt wirksam ist, da diese
nicht von allen Tumoren exprimiert werden und sich die Tumoren durch Mechanismen wie
dem ,,Immune escape“ durch Mutation und Selektion dieser entziehen kdnnen, was ein
zeitlich begrenztes Ansprechen vorprogrammiert. Durch Multi-Epitop-Vakzinen kann diesen
Problemen entgegengewirkt werden.

Vielversprechende Erfolge konnten durch personalisierte Impfstoffe, die durch
computergestutzte Analyse des Tumorexons auf Neoantigene bzw. Neoepitope entwickelt
wurden, erreicht werden. Hier wurde bei Melanompatienten sowohl in der Gruppe um
Catherine Wu, die einen peptidbasierten Impfstoff entwickelte, als auch in der Gruppe um
Ugur Sahin, die einen RNA-basierten Impfstoff herstellte, eine Immunreaktion mit teilweise
langanhaltender Remission erreicht. Teilweise wurde auch eine Kombination mit Checkpoint-
Inhibitoren mit guten Ansprechraten durchgefthrt.

[SAHIN et al., 2017; WU et al.; 2017]

Diese erfreulichen Ergebnisse zeigen, dass eine gezielte Impfung zur Therapie des Melanoms
maoglich ist. Durch neuartige Software-Programme, die gezielt mdgliche Neoepitope erkennen
konnen, und daraus entwickelten individuellen Impfstoffen ist eine neue Ara der
Vakzinierungstherapien  eingeleitet ~ worden. In  Kombination  mit  anderen
immuntherapeutischen Strategien, insbesondere den Checkpoint-Inhibitoren, wird dies

sicherlich die Zukunft der Vakzinierungsstrategie sein.
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