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1 Einleitung

1.1 Erkennung von Tumoren durch das Immunsystem

Erste Beobachtungen Uber den Einfluss des Immunsystems auf Krebserkrankungen
wurden im 19. Jahrhundert berichtet. William Coley beschrieb 1893 die Verwendung von
Bakterienextrakten zur unspezifischen Stimulation des Immunsystems von Tumorpatienten.
Sporadisch kam es dadurch zu Tumorregressionen [1]. Mit besserem Verstandnis fur die
Funktionen und Prozesse des Immunsystems wurde 1957 von Macfarlane Burnet postuliert,
dass das Immunsystem neu exprimierte Antigene auf Tumoren erkennen und die Regression
von Tumoren bewirken kann. Er pragte zehn Jahre spater den Begriff der
Jmmunosurveillance*, also der Uberwachung von Tumorerkrankungen durch das
Immunsystem [1;2]. Diesem Konzept wurde zunachst mit Skepsis begegnet. Aber durch den
Erkenntnisgewinn dber Tumor-Wirt-Interaktionen auf molekularer Ebene innerhalb der
letzten 15 Jahre wurde zumindest die Kritik an dem fehlenden Wissen Uber die Antigenitat
der Tumoren ausgerdumt [3]. Insbesondere die Pionierarbeiten von Thierry Boon und seinen
Kollegen zeigten, dass karzinogen-induzierte Tumoren in der Maus durch T-Zellen, die
punktmutierte tumorspezifische Antigene erkennen konnen, abgestol3en werden. Diese
Arbeiten haben die intensive Suche nach tumorspezifischen Antigenen auch in spontan
entstehenden menschlichen Tumoren initiiert [4-6]. Dartber hinaus haben Fortschritte bei
der Hentifizierung von molekularen Prozessen, welche die Aktivierung von Komponenten
des Immunsystems, z. B. der T-Zellen, regulieren sowie Erkenntnisse Gber Mechanismen,
die es dem Tumor ermdglichen, der Kontrolle durch das Immunsystem zu entkommen, neue
Maglichkeiten der Immuntherapie von Tumorerkrankungen eroffnet.

Aus verschiedenen Forschungsrichtungen kamen Hinweise auf Mdoglichkeiten und
Limitierungen der naturlichen Kontrolle von Tumorzellen durch das Immunsystem. Dazu
zéhlen: (1) die Identifizierung immunogener tumorassoziierter Antigene auf molekularer
Ebene; (2) die Feststellung, dass fur die Induktion einer effektiven T-Zellimmunitat die
Aktivierung professioneller antigenprasentierender Zellen (insbesondere Dendritischer
Zellen) erforderlich ist; (3) neue Erkenntnisse Uber regulatorische T-Zellen, die eine
Erkennung von eigenem Gewebe, inklusive Tumoren, durch T-Zellen inhibieren kénnen [1].
Untersuchungen zur Tumorkontrolle durch das Immunsystem zeigen, dass sowohl
Mechanismen der angeborenen als auch der adaptiven/erworbenen Immunitdt daran
beteiligt sind. Zu den Effektorzellen der angeborenen Immunitat zahlen z. B. Naturliche
Killerzellen (NK-Zellen), Makrophagen und eine Gruppe von T-Zellen, die NK-Zellrezeptoren
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exprimieren (NKT-Zellen). NK-Zellen interagieren mit Zellen, die MHC Klasse I-Molekule und
MHC Klasse Fahnliche Molekile (z. B. MICA und MICB) exprimieren [1;7]. Die Interaktion
des sogenannten ,Killer Inhibitory Receptors” (KIR) der NK-Zellen mit konventionellen MHC
Klasse IMolekilen auf der Zielzelle fihrt zur Inhibition der Effektorfunktion der NK-Zelle.
Andererseits werden MHC-Klasse Fnegative Zellen spontan von NK-Zellen lysiert, also auch
Tumorzellen, die im Verlauf der Progression MHC-Molekdle verlieren [1;8]. Dennoch kénnen
MHC Klasse I-positive Tumorzellen von NK-Zellen lysiert werden, wenn sie MICA oder MICB
prasentieren. Diese stressinduzierten, nicht-klassischen MHC FMolekile werden durch den
NKG2D-Rezeptor auf NK-Zellen erkannt und aktivieren die NK-Zelle. Die Aktivierung erfolgt
auch dann, wenn gleichzeitig eine KIR-MHC I-Interaktion stattfindet [1;7;9].

Auch Makrophagen und NKT-Zellen exprimieren neben einigen inhibitorischen
Rezeptoren den aktivierenden NKG2D-Rezeptor und kdnnen damit gleichfalls mit stress-
induzierten MICA- und MICB-Molekilen interagieren. Es wird angenommen, dass
Ereignisse, die zur Transformation von normalen zu malignen Zellen fihren kénnen, wie zum
Beispiel oxidativer Stress, auch zur Expression der MHC I-ahnlichen Molekile flhren.
Hierdurch aktivierte Makrophagen stimulieren NKT-Zellen, die ihrerseits die Aktivitat von NK-
Zellen und CD8-positiven (CD8") T-Zellen regulieren konnen. Das angeborene Immunsystem
kann durch diese Effektorzellen transformierte Zellen zu einem frilhen Zeitpunkt erkennen
und bekampfen [1;10].

Eine adaptive Immunitdt gegen spontan entstehende Tumoren hangt wahrscheinlich
von der Aufnahme tumorassoziierter Antigene durch professionelle antigenprasentierende
Zellen ab (insbesondere durch Dendritische Zellen, DCs), welche diese zu peripheren
Lymphknoten transportieren, prozessieren und fir CD4-positive (CD4") T-Zellen tber MHC
Klasse II-Molekiile und CD8" T-Zellen Gber MHC Klasse tMolekiile prasentieren. Dieses
Konzept der Kreuzpréasentation (,,cross-priming®, ,cross-presentation) von Tumorantigenen
durch professionelle antigenprasentierende Zellen fir T-Lymphozyten wird derzeit kontrovers
diskutiert [11-14]. Es spricht vieles dafir, dass die Prasentation der Antigene durch DCs
allein nicht ausreichend ist, um eine Immunantwort zu initieren [12]. Die in der Peripherie
vorhandenen, unreifen DCs werden in der Tumorumgebung durch Zytokine oder andere
Signale, die z. B. von zugrundegehenden Tumorzellen ausgehen (Hitzeschockproteine, freie
Nukleotide, reaktive Sauerstoffmetabolite 0. &a.), zur Ausreifung veranlasst und aktiviert
[1;15]. Sie steigern dadurch die MHC | und MHC Il-Expression, exprimieren
kostimulatorische Molekiile wie B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) und exprimieren den CD40-
Rezeptor, der wichtig ist fur die Aktivierung von CD4" T-Helferzellen tber den von ihnen
exprimierten CD40-Liganden. Erst reife, aktivierte DCs sind in der Lage, eine T-zellulare
Immunantwort auszulésen. Die Antigenprasentation durch unreife DCs sowie durch Zellen,
die keine kostimulatorischen Molektle exprimieren, wie z. B. Tumorzellen, 16st bei naiven T-



1 Einleitung

Zellen Toleranz aus [1;16;17]. Die Antigenerkennung auf und Kostimulation sowie
Aktivierung durch reife DCs flihrt bei CD4" T-Zellen zur Differenzierung zu T-Helferzellen, die
ihrerseits die Differenzierung und Funktionen von B-Zellen und CD8" T-Zellen unterstiitzen.
CD8" T-Zellen, die ein Antigen auf einer reifen DC erkennen und kostimuliert werden,
proliferieren und differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen (CTL), die in periphere Gewebe
wandern und Tumorzellen angreifen konnen. Sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen
bendtigen im Stadium ausdifferenzierter aktivierter Effektorzellen bei erneutem Antigen-
kontakt keine weitere Kostimulation. In der Peripherie unterstiitzen die CD4" T-Helferzellen
die durch CD8" CTL vermittelte Antwort gegen den Tumor, z. B. durch die Sekretion des T-
Zellwachstumsfaktors Interleukin-2 (IL-2). Auch B-zellvermittelte Antworten werden durch die
Sekretion weiterer Zytokine der CD4" T-Helferzellen unterstiitzt. AuRerdem aktivieren die T-
Helferzellen Uber CD40-Ligand/CD40-Rezeptor-Interaktion weitere antigenprasentierende
Zellen [1].

Anhaltspunkte fur die Fahigkeit des menschlichen Immunsystems, etablierte invasive
Tumoren zu kontrollieren, kamen aus Einzelbeobachtungen zur Prédsenz tumorreaktiver T-
Zellen in regredienten Tumoren und aus Studien zur Behandlung insbesondere von
Patienten mit malignen Melanomen und Nierenzellkarzinomen durch Hochdosis-IL-2-
Therapie. Diese unspezifische Aktivierung der T-Zellimmunitat fihrte in einigen Patienten zu
langanhaltenden Remissionen grof3er Tumormassen und Metastasen in unterschiedlichen
Organen [3;18]. Das Wissen Uber die Antigenitdt von Tumoren in Tiermodellen zusammen
mit diesen Beobachtungen motivierten zur Suche nach den molekularen Mechanismen fur
die immunologische Tumorkontrolle in Patienten. Da Tiermodelle zeigten, dass eher zelluléare
als humorale Immunantworten zur TumorabstoBung fiihren, begann die intensive Suche
nach T-zellerkannten Antigenen auf menschlichen Tumoren [3;19]. Seitdem wurden Uber
verschiedene Methoden eine Reihe tumorassoziierter Antigene identifiziert (siehe 1.5).
Dennoch ist bisher nicht geklart, welche Antigene fur eine Tumorabstof3ung relevant sind
und damit am besten fir therapeutische Immunisierungen von Tumorpatienten eingesetzt

werden kdnnen.
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1.2 T-zellvermittelte Immunantworten

Neben der molekularen Charakterisierung T-zellerkannter Antigene wurden in den
letzten Jahren bedeutende Fortschritte in der phanotypischen Beschreibung antigenreaktiver
T-Zellpopulationen gemacht. Mehrere Arbeiten beschrieben die lineare Differenzierung von
der antigenunerfahrenen naiven T-Zelle zu Effektor- und ,Memory“-Zellen (Gedachtniszellen)
anhand von Zelloberflachenrezeptoren [20-22]. Es wird davon ausgegangen, dass aus
naiven T-Zellen (Oberflaichenmarker: CD45RA'CCR7'; ca. 5 % des peripheren T-
Zellrepertoires) nach geeignetem Antigenkontakt eine primare Effektorpopulation hervorgeht,
die z. B. eine virale Infektion beseitigt, indem alle virusinfizierten Zellen lysiert werden. Aus
einem Teil der Effektoren gehen ,Memory“-Zellen hervor (CD45RACCR7"), die einen
lebenslangen Schutz vor Neuinfektionen durch dasselbe Pathogen gewéahrleisten. Zusétzlich
zu den sogenannten zentralen ,Memory“-Zellen gehen aber — und das ist neu — aus der
Primarantwort auch Effektor-“Memory“-Zellen hervor (CD45RACCRY7), die andere
sogenannte ,Homing“-Eigenschaften besitzen als die zentralen ,Memory“-Zellen [23;24].
Diese Effektor-“Memory*“-Zellen wandern in die Peripherie, die zentralen ,Memory*“-Zellen in
lymphatische Organe. Die Effektor-,Memory“-Population reagiert bei Antigenkontakt sehr
schnell und differenziert zu terminalen Effektoren (CD45RA'CCRT7), die nach Ausfiihrung
der Effektorfunktionen zugrunde gehen.

Zusatzlich zur Beschreibung der Ausstattung an Membranrezeptoren der einzelnen
Subpopulationen wurden die T-Zelldifferenzierungsstadien auch funktionell besser
charakterisiert. Effektor- und ,Memory“-T-Zellen haben im Gegensatz zu naiven T-Zellen
effizientere Signaltransduktionsmechanismen und konnen unabhéngig von
kostimulatorischen Molekilen (z. B. CD28) auf ihr Antigen reagieren. Daraus resultiert eine
niedrige Aktivierungsschwelle fur die Effektor- und ,Memory“-Zellen, die eine schnellere
Proliferation und Ausfiihrung von mehreren Effektorfunktionen gleichzeitig erméglicht [25;26].
Die Effektorzellen und die ,Memory“-Zellen kbénnen zusatzlich zu den Oberflachenrezeptoren
ebenfalls anhand ihrer Effektorfunktionen unterschieden werden. Humane CD8" ,Memory*-
Zellen reagieren auf Antigenkontakt mit IFNg-, TNF-, IL-2- und IL-4-Freisetzung, wahrend
ihre lytischen Funktionen durch Perforin und ,Granzyme" (eine Familie unterschiedlicher
Proteasen, ,Granzyme B* ist in DNA-Fragmentierung und damit Apoptoseinduktion involviert
[27]), im Vergleich zur Effektorpopulation, reduziert sind. Effektorzellen lysieren ihre
Zielzellen aufgrund grofRerer Mengen an praformierten Vesikeln mit Perforin und ,Granzyme*

zwar besser als ,Memory“-Zellen, setzen IFNg und TNF frei, kobnnen allerdings kein IL-2 und

IL-4 mehr sezernieren [28].
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1.3 Das maligne Melanom als Modell fir Tumorimmunologie

Das maligne Melanom ist der boésartigste Tumor der Haut mit weltweit steigender
Inzidenz [29]. Melanome entstehen aus Pigmentzellen, Melanozyten, die in der gesamten
Haut vorkommen, die aber auch in anderen Epithelien, im Auge, Innenohr und in den
weichen Hirnh&auten zu finden sind [30]. Der Grol3teil tumorimmunologischen Wissens beim
Menschen wurde in Melanommodellen gewonnen. Dies hat eher praktische Grinde als
immunologische. Melanome sind leichter als die meisten anderen Tumoren in Gewebekultur
zu etablieren. Dadurch konnten einige autologe Melanommodelle schon relativ frih
erfolgreich auf Antikorper- und T-Zellantworten untersucht werden. Da viele Onkologen
feststellen mussten, dass Melanome h&ufig resistent gegentber traditionellen Chemo- und
Bestrahlungstherapien sind, fiel es ihnen leicht, eine Immuntherapie als Alternative zu den
Standardtherapien anderer solider Tumoren zu testen [30]. Argumente aus immunologischer
Sicht fur die Verwendung von Melanomen als Modell fir Tumorimmunologie sind das
Ansprechen von Immuntherapien bei einigen Patienten und das Vorkommen
melanomreaktiver T-Zellen in tumorinfiltrierten Lymphknoten, peripheren Blutlymphozyten
und Hautmetastasen von Patienten [5;30;31]. Ahnliche Befunde gbt es allerdings auch bei
anderen Tumoren, wie z. B. Nierenzellkarzinomen.

Zunachst erhobene Argumente, dass Melanome im Hinblick auf die Uberwachung durch
das Immunsystem eine Sonderstellung unter den Tumorerkrankungen einnehmen, werden
inzwischen als schwach angesehen. So sind z. B. Spontanregressionen von Melanomen, da
sie pigmentiert sind und haufig in die Haut metastasieren, leichter zu sehen als bei anderen
Tumoren. Die steigende Anzahl der vom Immunsystem erkannten Tumorantigene aus

anderen Tumorarten relativiert die Sonderstellung der Melanome [30].

1.4 Methoden zur Charakterisierung von Tumorantigenen

Seit der Identifizierung der ersten T-zellerkannten Tumorantigene in Mausmodellen [4]
wurde eine Reihe tumorassoziierter Antigene in spontan entstandenen menschlichen
Tumoren entdeckt (siehe unten). Zundchst wurde fast ausschlieBlich nach Antigenen
gesucht, die Uber MHC Klasse I-Molekile tumorspezifischen zytotoxischen T-Zellen
prasentiert wurden. Inzwischen haben aber Erkenntnisse Uber die Bedeutung von MHC
Klasse ll-prasentierten Epitopen dazu gefiuhrt, dass die Liste der Klasse Il-Epitope standig
erweitert wird [5;32-34]. Fir die ldentifizierung von Tumorantigenen wurden hauptsachlich

die drei folgenden Anséatze verfolgt.
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1.4.1 cDNA-Expressionsklonierung

Hier sind zwei Techniken einzuordnen, denen gemeinsam ist, dass sie mit Hilfe
autologer  Effektoren des  Immunsystems, tumorreaktiven  T-Zellklonen  und

Serumantikorpern, in Expressionsbibliotheken von Tumoren nach Antigenen suchen.

1.4.1.1 cDNA-Expressionsklonierung mit Hilfe von tumorreaktien T-Zellen

Die Methode, mit der MAGE-1 als erstes menschliches Tumorantigen entdeckt wurde,
basiert auf der Isolierung zytotoxischer T-Zellklone, die Spezifitat fir den autologen Tumor
aufweisen [35]. Die T-Zellen werden auf Erkennung von Transfektanten Gberprift, die mit
genetischem Material aus Tumorzellen transfiziert sind. Fir die Identifizierung von MAGE-1
wurden fir die Transfektion Antigen-Verlustvarianten der Tumorzelllinie verwendet, die
dadurch selektioniert wurden, dass sie von einem bestimmten T-Zellklon nicht mehr erkannt
wurden. Transfiziert wurde eine Cosmid-Bibliothek der erkannten Tumorzelllinie und die
Transfektanten wurden anschlieBend mit Hilfe des T-Zellklones auf Erkennung getestet. Aus
erkannten Transfektanten wurde mit Hilfe der Cosmidsequenz das Gen MAGE-1 identifiziert
[35]. Weil die Antigenidentifizierung aus Cosmid-Banken auf der stabilen Transfektion von
Tumorzellen beruht, ist die Methode schwierig und zeitaufwendig. Die transiente
Transfektion von COS-7-Zellen mit cDNA-Bibliotheken von Tumorzellen erwies sich als
bahnbrechend [36-38]. Die Herstellung von Tumor-cDNA-Banken erfolgt unter Verwendung
eukaryontischer Expressionsvektoren. COS-7-Zellen werden mit HLA-cDNA und der Tumor-
cDNA kotransfiziert und mit T-Zellklonen, die durch das kotransfizierte HLA-Allel restringiert
sind, auf Erkennung getestet. Die Expressionsvektoren werden in den COS-7-Zellen
episomal multipliziert, wodurch zusatzlich zur starken Expression durch die verwendeten
Promotoren auf dem Vektor die Bildung grof3er Protein- und damit Antigenmengen in den
COS-7-Zellen erreicht wird. Die Identifizierung eines T-zellerkannten cDNA-Klons aus der
Tumor-cDNA-Bibliothek wird dadurch erreicht, dass im ersten Schritt cDNA-Pools aus 100-
200 Bakterienkolonien pro Versuchsansatz transfiziert und getestet werden. Ein von einem
T-Zellklon erkannter Pool wird im zweiten Schritt in kleinere cDNA-Pools von z. B. zehn
Bakterienkolonien pro Transfektionsansatz getestet. Aus einem erkannten 10er-Pool werden
anschlieBend einzelne cDNA-Klone prapariert und mit dem T-Zellklon auf Erkennung
Uberprift. Die peptidkodierende Region der cDNA wird danach durch Transfektion von
subklonierten Fragmenten der cDNA eingegrenzt. Von einem erkannten cDNA-Fragment
kodierte Peptide werden abschlieRend synthetisiert und auf Erkennung durch den T-Zellklon

getestet.
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1.4.1.2 SEREX (serological analysis of recombinant expression libraries)

SEREX beruht auf der Erkennung von Tumorantigenen, die von | -Phagen-Bibliotheken

exprimiert werden, durch autologe IgG-Antikérper im Serum von Krebspatienten [39;40].
Obwohl das Verfahren noch relativ jung ist, gibt es bereits eine grof3e Anzahl SEREX-
definierter Antigene, die in einer Datenbank des Ludwig-Institut fir Krebsforschung
veroffentlicht sind (http://mww.licr.org/SEREX.htm). Manche der durch Antikorper entdeckten
Melanomantigene wurden zuvor bereits mit Hilfe von T-Zellklonen identifiziert. Daher wird
angenommen, dass humorale und T-zellulare Anti-Tumorantworten beziglich der Erkennung
bestimmter Antigene Uberlappen kénnten. Daraus resultiert die Hoffnung, dass neue, durch
SEREX definierte Antigene, benutzt werden koénnten, zytotoxische T-Zellen zu stimulieren,
die Tumoren lysieren kénnen. Fur das durch SEREX identifizierte Antigen NY-ESO-1 z. B.
liegen in einigen Patienten gleichzeitig relativ starke T- und B-Zellantworten vor [33;40;41].

1.4.2 Biochemische Verfahren

Der ,biochemische” Ansatz zur Identifizierung von Tumorantigenen beruht auf der
Saureelution von HLA Klasse I|-gebundenen Peptiden von Tumorzellen, die nach
Fraktionierung durch HPLC (high performance liquid chromatography) auf Erkennung durch
tumorreaktive T-Zellklone getestet werden. Dazu werden die Peptidfraktionen entweder auf
autologe antigenprasentierende Zellen oder HLA-passende allogene antigenprasentierende
Zellen geladen und diese auf Lyse durch CTL getestet [42]. Aufgrund geringer
Peptidmengen werden die Peptidfraktionen meistens durch Tandemmassenspektrometrie
untersucht. Dadurch erhaltene Teilsequenzen von Peptiden werden anschlielend durch
intensive Datenbankanalysen vervollstandigt und das fur das Antigen kodierende Gen
ermittelt [42].

Ebenfalls in diese Kategorie einzureihen ist die sogenannte Mimotop-Methode, die auf
der Testung synthetischer Peptidbibliotheken mit tumorspezifischen T-Zellklonen beruht
[43;44]. Kombinatorische Peptidbibliotheken werden synthetisiert, auf antigenprasentierende
Zellen geladen und mit einem T-Zellklon getestet. Fir die Suche nach einem CTL-erkannten
Mimotop aus neun Aminosauren werden 171 (9 x 19, alle proteinogenen Aminosauren auf3er
Cystein) kombinatorische Peptidbibliotheken synthetisiert und getestet. In jeder Bibliothek
steht eine Aminoséure an einer Position fest, alle anderen werden frei kombiniert. Anhand

der erkannten Bibliotheken findet man auf diese Weise fir jede Position im Nonamer eine
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oder mehrere Kandidatenaminosauren. Danach kann durch Datenbankvergleiche nach dem

Antigen, aus dem mogliche Peptide stammen kénnen, gesucht werden.

1.4.3 ,Reverse lmmunologie”

Wie der Name bereits andeutet, geht diese Strategie im Vergleich zu den anderen
beiden die Antigenidentifizierung aus entgegengesetzter Richtung an. Anstatt von
patienteneigenen T-Zellen oder Antikbrpern auszugehen und zu Uberprifen, welches
Antigen sie erkennen, ist der Ausgangspunkt fir die ,Reverse Immunologie“ das Antigen
selbst. Kandidatenantigene, die bekanntermaf3en im Tumor Uberexprimiert werden oder
mutiert sind, werden zur Stimulation von T-Zellen benutzt. Kandidaten sind entweder
bekannte T-zellerkannte Tumorantigene, fir die weitere immunogene Peptide, die Uber
dasselbe oder andere HLA-Proteine prasentiert werden, ermittelt werden sollen [45]. Andere
Kandidaten ergeben sich aus Hochdurchsatzverfahren wie z. B. RDA (representational
difference analysis), ,in silico cloning®, ,DNA Micro Array“-Techniken oder Proteomanalysen.
Durch die kombinierte Anwendung von RDA und ,in silico cloning” wurden z. B. einige
Antigene der MAGE-Familie identifiziert [46]. Eine Limitierung des Verfahrens liegt darin,
dass z. B. punktmutierte Antigene unter den Uber ihr Expressionsmuster identifizierten
Antigenen nur dann entdeckt werden kénnen, wenn sie gleichzeitig Gberexprimiert werden.

Fur die Stimulation mit den potentiellen Antigenen werden sowohl T-Zellen von
Tumorpatienten als auch von gesunden Spendern benutzt. Bei einem Verfahren der
.Reversen Immunologie” werden zur Stimulation der T-Zellen Peptide benutzt, die mit Hilfe
von Epitopvorhersageprogrammen ausgesucht werden, weil sie eine hohe Affinitat fir ein
betrachtetes HLA-Molekdl aufweisen. Mit Peptiden beladene, autologe
antigenprasentierende Zellen werden fiur die in vitro-Stimulationen der T-Zellen verwendet.
Um zu zeigen, dass die Peptide von natirlich prozessierten Tumorantigenen stammen, muss
im Nachhinein gezeigt werden, dass die generierten CTL Tumorzellen lysieren, die das
putative Antigen und das prasentierende HLA-Allel exprimieren [5;45].

Alternativ zu Stimulationen mit peptidbeladenen antigenprasentierenden Zellen kdnnen
auch antigenprasentierende Zellen, die mit einem das Antigen enthaltenden viralen Vektor
transduziert wurden, als Stimulatorzellen eingesetzt werden. Allerdings muss dafir gesorgt
werden, dass keine dominierende Immunitat gegen das Virus entsteht. Letzteres kann
beispielsweise durch den alternierenden Einsatz verschiedener viraler Vektoren im Verlauf
der T-Zellstimulation vermieden werden. Die Peptidspezifitdt solchermal3en generierter T-
Zellen wird abschlieend durch die Testung synthetischer Peptide ermittelt [47].
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15 T-zellerkannte Antigene menschlicher Tumoren

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Identifizierung von
Melanomantigenen, die von CD8" T-Zellen erkannt werden. Weil die besondere Bedeutung
der T-Zellen in der Kontrolle von Tumoren belegt werden konnte [14], werden in diesem
Kapitel bisher charakterisierte Tumorantigene, die von T-Zellen erkannt werden, vorgestellt.
Andere Antigene, die z. B. Uber Antikorper identifiziert wurden, kénnen in der oben bereits
erwdhnten Datenbank des Ludwig Institut fir Krebsforschung (LICR) eingesehen werden
(http://lwww.licr.org/SEREX.htm).  Von T-Zellen erkannte Tumorantigene werden
Ublicherweise nach ihrer Gewebeexpression klassifiziert. An dieser Stelle sollen die
verwendeten Kategorien anhand einiger wichtiger Vertreter vorgestellt werden. Ein
aktuelleres Bild Uber die bisher entdeckten T-zellerkannten Tumorantigene geben Renkvist
et. al. [6] sowie eine Datenbank, die ebenfalls vom Ludwig Institut fur Krebsforschung
eingerichtet wurde und standig aktualisiert wird  (http://www.cancerimmunity.

org/statics/databases.htm).

1.5.1 ,Cancer/Testis"-Antigene

.cancer/Testis*-Antigene (CT-Antigene) werden in einer Reihe von Tumoren
unterschiedlicher Histologie exprimiert, aber nicht in Normalgeweben mit Ausnahme von
Spermatogonien. Spermatogonien gelten als immunprivilegiert, da sie keine MHC Klasse
und ll-Molekuile exprimieren und dadurch nicht zum Ziel von T-Zellattacken werden kdnnen
[5]. Der Grund fur die ausschlieRliche Expression in Krebszellen und Testis ist unklar.
Diskutiert wird die Mdglichkeit, dass die Expression der Antigene aus der Demethylierung
von Genen resultiert, die normalerweise in anderen Geweben als Keimbahnzellen stillgelegt
sind [5;48]. Weil einige dieser Antigene in verschiedenen Tumorarten vorkommen, erlauben
sie grundsétzlich die Entwicklung von breit anwendbaren Tumorvakzinen. In diese Kategorie
gehort die Familie der MAGE-Antigene, die nach dem ersten identifizierten menschlichen
Tumorantigen MAGE-1 benannt wurde [35]. Die Familie umfasst inzwischen mehr als 20
Mitglieder [5]. Ebenfalls gehoren in diese Gruppe die Antigene BAGE, GAGE und NY-ESO-1
[5;40;49]. Das letztere ist insbesondere interessant, da es in einem hohen Anteil histologisch
unterschiedlicher menschlicher Tumoren, wie z. B. Brustkrebs (30%), Prostatakrebs (25%),
Ovarialkarzinomen (25%) und Melanomen (45%) exprimiert wird [40]. NY-ESO-1 scheint
unter den derzeit bekannten CT-Antigenen dasjenige mit der hdochsten Immunogenitat zu
sein [5]. In vielen Patienten mit fortgeschrittenem Tumor wurden kombinierte T-Zell- und
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Antikérperantworten gegen NY-ESO-1 und unter den T-Zellantworten sowohl zytotoxische
Antworten durch CD8" T-Zellen als auch Reaktivitdt von CD4" T-Helferzellen gefunden
[33;41;50;51]. Die humorale Immunreaktion gegen NY-ESO-1 scheint mit steigender
Tumorlast der Patienten verstarkt zu werden, eine Situation, vergleichbar mit dem p53-

Antikdrperstatus von Patienten mit bestimmten Krebsformen [52;53].

1.5.2 Differenzierungsantigene

Diese Antigene werden in Tumoren und den Geweben, aus denen sie entstehen,
exprimiert. Die meisten wurden in Melanomen und normalen Melanozyten identifiziert. Einige
der antigenen Proteine sind in die Biosynthese von Melanin in Melanosomen involviert. Es
wurden sowohl Epitope, die von zytotoxischen CD8" T-Zellen erkannt werden, gefunden, als
auch solche, die von CD4" T-Helferzellen erkannt werden [6]. Wichtige Vertreter dieser
Gruppe sind Tyrosinase [54;55], Melan-A/MART-1 [56;57] und Glykoprotein 100 (gp100)
[68;59]. Das hochste immunogene Potential wird Melan-A/MART-1 zugeschrieben, da
sowohl in HLA-A2-positiven Melanompatienten als auch in gesunden Kontrollpersonen T
Zellen gegen ein immundominantes Epitop (Aminoséuren 26-35) gefunden wurden.
Allerdings wiesen die Melan-A/MART-1-reaktiven T-Zellen in den Gesunden einen naiven
Phéanotyp auf, wahrend die T-Zellen bei Patienten mit fortgeschrittener Krankheit aktiviert
waren [60;61].

1.5.3 Uberexprimierte Antigene

Uberexprimierte Antigene werden in einer Reihe von Normalgeweben gering exprimiert
und in Tumoren Uberexprimiert [6]. Interessante Vertreter dieser Kategorie sind p53,
PRAME, HER2/neu und hTERT. Das Tumorsuppressorgen p53 ist in mehr als 50 % der
Tumoren mutiert [53]. Tumorlast, Tumorprogression und dadurch Prognose der Patienten
korrelieren mit Antikérpern gegen p53 und entsprechend wurden in einigen Tumoren
“Memory“-T-Helferzell-Antworten gefunden. Die T-Helferzellen waren auch lange nach
Entfernung eines Primartumors noch nachweisbar, zu einem Zeitpunkt, als keine Antikorper
mehr zu messen waren [62]. PRAME wird in so unterschiedlichen Tumoren wie Melanomen,
kleinzelligen und nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen, Nierenzellkarzinomen,
Adenokarzinomen, Sarkomen und Leukamien exprimiert. Dartiber hinaus wurde aber auch
die Expression in Hoden, Endometrium, Ovar, Niere und Nebenniere, Gehirn und in der Haut
nachgewiesen [6;45;63]. Das HER2/neu-Onkogen wird in Melanomen, Ovarial und
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Brustkarzinomen sowie in Tumoren des Gastrointestinaltraktes exprimiert. Es zeigte sich
aber auch in normalen Epithelien Expression [6]. Mehr als 85 % aller Tumoren weisen hohe
Telomeraseaktivitdt auf. Die katalytische Untereinheit der Telomerase hTERT wurde als
CTL-erkanntes Tumorantigen identifiziert [64]. CTL gegen ein Uber HLA-A2 prasentiertes
Peptid lysierten HLA-A2-positive Tumoren verschiedener Histologien, wie z. B. Lungen-,
Prostata- und Ovarialkarzinome, Myelome, Melanome, Sarkome, akute Leukdmien und Non-
Hodgkin-Lymphome. Allerdings findet man Telomeraseaktivitdt auch in Hamatopoetischen
Stammzellen, in proliferierenden Zellen der Lymphknoten, basalen Keratinozyten,

Gonadenzellen und in proliferierenden Epithelzellen [6;64].

1.5.4 Strukturalterierte Antigene

Im engeren Sinne tumorspezifische Antigene (einige sehen ,Cancer/Testis“-Antigene
auch als tumorspezifisch an) entstehen durch Punktmutationen oder Translokationen in
normalen Genen. Oft steht die resultierende Alteration des Proteins mit der
Tumorentstehung oder Tumorprogression in Verbindung. Wichtige Antigene aus dieser
Gruppe sind zum Beispiel mutiertes CDK4 und mutierte CASP-8. Der Aminosaureaustausch
in der in einem Melanom entdeckten mutierten Cyklinabhangigen Kinase 4 (CDK4"**) fiihrt
dazu, dass der Zellzyklusregulator p16INK4a nicht mehr binden kann und dadurch der
Zellzyklus auRer Kontrolle gerat [65]. Die gleiche Mutation wurde sporadisch in anderen
Tumoren gefunden (pers. Mitteilung T. Wolfel) sowie als Keimbahnmutation in familiar
auftretenden Melanomen [66]. Eine ahnliche Mutation, welche die gleiche Position im Protein
(CDK4R**) betrifft, zeigte sich in einer Familie, in der es ebenfalls haufiger als normal zu
Melanomen kam [67]. Mutiertes CASP-8 war das erste CTL-erkannte Antigen auf einem
anderen Tumor als einem Melanom oder Nierenzellkarzinom [68]. Es wurde in einem Kopf-
Hals-Tumor entdeckt. Caspase-8 ist essentiell fur die Apoptoseinduktion tber Fas- und TNF-
Rezeptoren. Die Punktmutation alteriert das Stop-Codon des offenen Leserahmens und
verlangert das Protein um 88 Aminosauren. Daraus resultiert eine BeeintrAchtigung der
Apoptoseinduktion durch extrazellulare Signale tber die Caspase-8-Signalkette [68].

Im Falle der meisten tumorspezifischen punktmutierten Antigene ist die Expression auf
den Tumor beschrankt, in dem das jeweilige Antigen identifiziert wurde, weshalb sie auch als
individualspezifische Antigene bezeichnet werden. Es sei denn, die Alteration ist ein
obligatorischer Schritt, der zur neoplastischen Transformation fihrt, wie zum Beispiel bei
RAS-Onkogenen [6].

Translokationen fuhren zu Fusionsproteinen, deren Expression typisch fur bestimmte

Malignome ist. Peptide aus dem Fusionsbereich werden von CTL erkannt. Beispiele hierfur
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sind bcr-abl in Chronisch Myeloischen Leukéamien [69] und ETV6/AML in Akuten
Lymphatischen Leuk&mien [70].

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung T-
zellerkannter Tumorantigene im Melanommodell MZ7. Mit Hilfe des Verfahrens der cDNA-
Expressionsklonierung sollte Antigen-cDNA isoliert, durch Sequenzierung identifiziert und auf
strukturelle Alterationen untersucht werden. Zur naheren Charakterisierung eines neuen
Antigens gehorten die Ermittlung des von den eingesetzten T-Zellen erkannten Peptids
sowie die Durchfiihrung von Expressionsanalysen des Antigens in verschiedenen Tumoren
und Normalgeweben.

Im Melanommodell MZ7 standen bereits eine Melanomzelllinie und eine daraus
generierte  cDNA-Bank in einem eukaryontischen Expressionsvektor zur Verfiigung.
AuRRerdem lagen fuinf der sechs MHC Klasse FAllele, kloniert in Expressionsvektoren, vor.
Weiterhin waren eine Reihe tumorreaktiver MLTCs (gemischte Lymphozyten/Tumorzell-
Kulturen) generiert worden. Aus einigen davon waren bereits zytotoxische T-Zellklone (CTL)
etabliert und expandiert worden, die flr ein ,Screening” nach Antigenen verwendet werden
konnten. Mit Hilfe eines T-Zellklones wurde in diesem Modell bereits ein Antigen
charakterisiert. Eine Punktmutation im SIRT2-Gen fuihrt zu einem Aminoséureaustausch im
Protein und ein prozessiertes Peptid, das die ausgetauschte Aminosaure enthalt, wird von T-
Zellklonen erkannt (Diplomarbeit Dorothea Ruf und personliche Mitteilung M. Fatho).

Die Etablierung tumorreaktiver T-Zellklone, die in Langzeitkultur gehalten und soweit
expandiert werden kénnen, dass sie flr ein ,Screening“ nach Tumorantigenen und die sich
daran anschlielende Charakterisierung verwendet werden konnen, ist zeit- und
materialaufwendig. Das Ergebnis ist in keiner Weise steuerbar und eventuell sind die
gewonnenen T-Zellklone das Ergebnis einer Selektion, die das Wachstum von Klonen
beglinstigt, die am besten an die gewahlten Kulturbedingungen angepasst sind. Das
bedeutet jedoch nicht, dass die erhaltenen T-Zellklone bzw. die von ihnen erkannten
Antigene in vivo von Relevanz waren. Nahezu alle bisher identifizierten TFzellerkannten
Tumorantigene wurden mit Hilfe klonaler T-Zell-Langzeitkulturen entdeckt. In dieser Arbeit
sollte versucht werden, unter weniger selektionierenden Bedingungen, durch den Einsatz
relativ. kurz stimulierter tumorreaktiver MLTCs, Antigene zu identifizieren. Als sensitives
Testsystem sollte der Zytokin-ELISPOT-Assay eingesetzt werden.
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Die zu bearbeitenden Fragestellungen lassen sich wie folgt formulieren:

Generierung von autologen MLTCs, in denen tumorreaktive T-Lymphozyten
angereichert sind.

Analyse der antitumoralen T-Zellantworten durch ELISPOT-Assays im Hinblick
darauf, welche Zytokine antigenabhangig von den T-Zellen freigesetzt werden
und zu welchem Zeitpunkt nach in vitro-Stimulation der T-Zellen die
Zytokinfreisetzung maximal und spezifisch ist. Daneben sollte Uberprift werden,
ob der Aktivierungszustand einer T-Zellpopulation durch Kryokonservierung
erhalten werden kann. Durch den Einsatz von breit expandierten, in Portionen
eingefrorenen T-Zellpopulationen direkt nach dem Auftauen in ELISPOT-Assays
kénnten Schwierigkeiten, die bei der permanenten Kultivierung von T-Zellen
auftreten, umgangen werden. Weiterhin sollten tumorreaktive T-Zellen mit
diesem Testsystem hinsichtlich ihrer HLA-Restriktion analysiert werden.
Untersuchung, ob in autologen MLTCs T-Zellen Peptide aus bereits bekannten
tumorassoziierten Antigenen in Assoziation mit den HLA-Molekilen der Patientin
MZ7 erkennen.

Identifizierung von neuen Tumorantigenen mit Hilfe der MLTCs durch cDNA-
Expressionsklonierung.

Untersuchung der relativen Bedeutung verschiedener MZ7-Antigene fir die
Entwicklung einer antitumoralen T-Zellantwort.

13
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Autoklaven
Automatic Gamma Counter

37 casiumquelle

CO,-Inkubator
Durchflusszytometer
Eismaschine
Elektroporator
Elisa-Photometer
Feinwaage

Gelelektrophoresekammern

Geldokumentation
Heizblock

Kuhl- und Gefrierschranke

Magnetrihrer mit Heizplatte

Netzgerate

PCR-Gerate

Phasenkontrastmikroskop fuir Zellkultur

pH-Meter

KSG Sterilisatoren (Olching)
1470 Wizard (Pharmacia, Freiburg)

Gammacell 2000 (Molsgaarg Medical,
Denmark)

BBD 6220 (Heraeus, Hanau)

FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg)
UBES50/35 (Ziegra, Isernhagen)

(Dr. L. Fischer, Heidelberg)

Anthos htll (LMS, Dossenheim)

Precisa (PAG Oerlikan AG, Zrich)

Easy-CastD  Minigel Systems  (AGS,
Heidelberg)

BioDocAnalyze (Biometra, Gottingen)
Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg)
Bosch Economic (Robert Bosch GmbH,
Stuttgart)

Okosuper (Liebherr, Ochsenhausen)

Hera freeze (Heraeus, Hanau)

IKAMAG RET (Janke & Kunkel, Staufen)

GPS 200/400 (Pharmacia, Freiburg)
ST 3002 (Gibco BRL, Karlsruhe)

Trio-Thermoblock (Biometra, Géttingen)
Model TMS (Nikon, Japan)

Digital CG 837 (Schott, Mainz)
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Pipettierhilfen

Pipetten

Reagenzglasschittler
Schuttelinkubator

Sequenziersysteme

Spektralphotometer

sterile Werkbank
Stickstoffbank
Trockenschrank

Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifugen

2.1.2 Plastikwaren

Bakterienplatten, Petrischalen

Becherglaser, Kunststoff
Einfrierboxen
Einfrierréhrchen
Einmalpipetten, steril

Gewebekulturplatten

Pipetus akku (Hirschmann, Eberstadt)

1-10 pl Pipette und 110 pl Mehrkanalpipette
(Eppendorf, Hamburg)

Pipetman 2-20 ul, 20-200 pl, 200-1000 ul
(Gilson, Villiers-le-Bel, Frankreich)
Mehrkanalpipetten 550 pl, 25-200 pl (Dunn
Labortechnik GmbH, Asbach)

Reax Control (Heidolph, Schwabach)
Certomat® R/H (Braun, Melsungen)

ABIPrism 377 (Applied Biosystems,
Weiterstadt)

OpenGeneO Automated DNA Sequencing
System (Visible Genetics, Evry, France)
Ultrospec 3000 (Pharmacia, Freiburg)

Antair BKS (Schrader, Géttingen)

XLC 1370 (MVE Europe, Solingen)

UT 6420 (Heraeus, Hanau)

(GFL, Burgwedel)

Milli-Q plus (Millipore, Eschborn)

Rotixa/RP (Hettich, Tuttlingen)

Centrifuge 5417 (Eppendorf, Hamburg)

2K15 (Sigma, Deisenhofen)
Sorvall RC5C (Du Pont, Bad Homburg)

22 x 22 cm (Nunc, Wiesbaden)
A9 cm, £ 13 cm (Greiner, Nirtingen)

(Vitlab, Seeheim-Jugenheim)

(Nalge Nunc, Wiesbaden)

Cryotube, 1,8 ml (Nunc, Wiesbaden)

1, 2,5, 10, 25, 50 ml (Greiner, Ndrtingen)

6-Loch-Gewebekulturplatten
24-Loch-Gewebekulturplatten
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Gewebekulturplatten

Kuvetten flr Elektroporation

Pipettenspitzen

Reaktionsgefal3e

Spritzen

Sterilfilter

Mikrotiterplatten

2.1.3 Glaswaren

Becherglaser

Duran-Glasflaschen

Erlenmeyerkolben

Glaszentrifugenréhrchen
Quartz-Kivetten

Zahlkammern

48-Loch-Gewebekulturplatten (Greiner,
Nurtingen oder Costar, Corning GmbH,
Wiesbaden)

Gene Pulser-Kuvetten (Biorad, Munchen)

ART1000, ART20E, ART10reach (MBP, San
Diego, California)
Biosphere Filter Tips (Sarstedt, Nimbrecht)

0,2ml, 0,5ml, 15ml, 2,0 ml (Eppendorf,
Hamburg)

10 ml, 20 ml, 50 ml Einmalspritzen (Braun,
Melsungen)

FP30/0,2 CA-S, FP30/0,45 CA-S (Schleicher
& Schuell, Dassel)

Steritop™ (Millipore, Eschborn)
Sartolab®-P20 (Sartorius, Gottingen)

Flachboden-, Rundboden-, V-Bodenplatten

im 96-Lochformat (Greiner, Nurtingen; Nunc,
Wiesbaden)

500 ml, 1000 ml, 2000 ml (Jenaer Glas,
Schott, Mainz)

051,11, 21,51 (Schott, Mainz)

500 ml, 1000 ml, 2000 ml (Jenaer Glas,
Schott, Mainz)

Corex, 30 ml (Schott, Mainz)
(Pharmacia, Freiburg)

Fuchs-Rosenthal (Schreck, Hofheim)
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2.1.4 Chemikalien

AEC (3-Amino-9Ethyl-Carbazol)-Tabl.
Aktinomycin D

Agarose

Agarose, ultrapure

Albumin, bovine
Ammoniumacetat

Borsaure

Bromphenolblau

Chloroform

Chloroquine

DEAE/Dextran
Dimethylformamid (DMF)
DMSO
Effectene-Transfektionsreagenz
Essigsa