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1. Einleitung
1.1. Vorwort

Die folgende Arbeit beschaftigt sich mit der Identifizierung eines T-Zell-Epitopes als
potentielle Komponente fur zuklnftige Ansatze spezifischer Immuntherapie zur
Tumorbehandlung. Die Aktualitat dieser Behandlungsstrategien spiegelt sich im
Medizinreport des Deutschen Arzteblattes vom November 2009 wider [Siegmund-
Schultze, 2009]. Mehrere Ansatze zur klinischen Anwendung immuntherapeutischer
Methoden in der Tumorbehandlung sind in der Erprobung. In einer Ubersichtsarbeit
des deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) erwiesen sich einige Impfstoffe als
durchaus erfolgversprechend [Fournier et al., 2009]. Beispielsweise zeigte eine
klinische Phase-lll-Studie bei Patienten mit kolorektalem Tumor (CRC) und
Lebermetastasen einen signifikanten Uberlebensvorteil nach adjuvanter Impfung mit
autologen, inaktivierten und kinstlich virusinfizierten Tumorzellen [Schulze et al.,
2009].

Auch auf verschiedenen Tagungen zum Thema Immuntherapie und Krebstherapie
nimmt die patientenspezifische Tumortherapie einen immer grof3eren Stellenwert ein
[Siegmund-Schultze, 2009]. Dies
ist wenig verwunderlich, ist doch
der Nachweis erbracht, dass ein
gesundes Immunsystem wie in
Abbildung 1 dargestellt erfolgreich
gegen Krebszellen vorgehen kann
[Rammensee 2008]. Ziel der
Immuntherapie ist die
Ermdglichung der  (Wieder-)

Erkennung von Tumorzellen durch

das Immunsystem, die sich

Abbildung 1: T-Lymphozyt mit der Fé&higkeit zur
Zytolyse (links) attackiert eine Tumorzelle (Quelle:
Bekampfung durch die Dtsch. Arztebl. 11/2009, Titelseite).

bislang der Erkennung und

korpereigene Abwehr entzogen
haben.
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1.2. Epidemiologie von Tumorerkrankungen

Einhergehend mit der steigenden Lebenserwartung erhoht sich auch die Inzidenz
neoplastischer Erkrankungen insbesondere in den Industrienationen. So ist die
Inzidenz des CRCs mit 30-35/100.000 Einwohnern hoch. Das Lebenszeitrisiko an
einem CRC zu erkranken betragt in Deutschland derzeit fur Frauen 6,5% und fur
Manner 7,7%.

Auch

Neoplasien belegen mittlerweile nach Herz-Kreislauferkrankungen den zweiten Platz.

in der Todesursachenstatistik spiegelt sich diese Entwicklung wider,

Wie in der Abbildung 2 dargestellt ist fur beide Geschlechter das CRC mittlerweile die
zweithaufigste Krebserkrankung und auch Krebstodesursache. Insgesamt hat die

Inzidizenz an Darmkrebs deutlich zugenommen,

wahrend die CRC-bedingte

Mortalitat jedoch rucklaufig ist [Robert Koch Institut, 2010].

Mianner  Frauen
Darm 12, Darm
Prostata :
Bauchspeicheldriise Bauchspeicheldriise
Magen Eierstécke
Niere m Magen
Leukamien 3.4 Leukamien
Speisershre ﬂ Non-Hodgkin-Lymphome
Mundhéhle und Rachen Niere
Harnblase E Nervensystem
Nervensystem m Geb'érmutterk(‘)'rper
Non-Hodgkin Lymphomem m Harnblase
Kehlkopf. m Gebirmutterhals
Malignes Melanom der Haut . . Mundhéhle und Rachen
Schilddriise I . Speiserdhre
Morbus Hodgkinl . Malignes Melanom der Haut
Hodenl ISchiIddruse
| Kehlkopf
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil hdufiger Tumorlokalisationen an den gesamten Krebssterbeféllen in
Deutschland 2006 (Quelle: Krebs in Deutschland 2005/2006. Hé&ufigkeiten und Trends. 7. Ausgabe.
Robert Koch-Institut, 2010).
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1.3. Onkogenese

Die Kennzeichen eines Malignoms setzen sich laut Hanahan & Weinberg zusammen
aus sechs biologischen Fahigkeiten, welche im Rahmen der mehrstufigen
Tumorgenese erlangt werden (siehe Abbildung 3). Sie umfassen die Fahigkeit zur
Generierung proliferativer Signale bei gleichzeitiger Resistenz gegeniber
wachstumsinhibierenden Signalen und dem induzierten Zelltod. Zu diesen
Fahigkeiten zahlen weiterhin die Induktion von (Neo-) Angiogenese und einer
unbegrenzten Zell-Replikation sowie die Fahigkeit zum invasiven Wachstum und zur
Metastasierung. In den letzten Jahren spielen zunehmend zwei weitere biologische
Fahigkeiten eine Rolle in der Tumorforschung: die Adaption des Energiehaushaltes
an die Bedurfnisse des Tumors sowie die Befahigung von Tumoren (v.a. spaterer
Stadien) der antitumoralen Aktivitat des Immunsystems zu entgehen. Allen
Fahigkeiten liegt eine genomische Instabilitdt zu Grunde, welche zur Heterogenitat
der einzelnen Tumorentitaten fihrt [Hanahan & Weinberg, 2011].

Sustaining proliferative
signaling

Resisting Evading growth
cell death suppressors

Inducing / Activating invasion
angiogenesis and metastasis

Enabling replicative
immortality

Abbildung 3: Die sechs charakteristischen biologischen Féhigkeiten eines Malignoms. Hierzu
gehbren die Generierung proliferativer Signale bei gleichzeitiger Umgehung wachstumsinhibierender
Signale und die Umgehung des Zelltodes. Weiterhin spielt die Induktion der Angiogenese eine
wichtige Rolle sowie die Fahigkeit zum invasiven Wachstum und zur Metastasierung. Ebenso ist die
replikative Immortalisierung von entscheidender Bedeutung (Quelle: Hanahan & Weinberg, 2011).
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Neben diesen bereits etablierten biologischen Fahigkeiten zeichnen sich zunehmend
zwei Charakteristika ab, welche die Tumorentstehung sowie den Tumorprogress
beglnstigen konnen. Unterstitzend wirkt zum Teil paradoxerweise auch die
Inflammationsreaktion. Nicht in jedem Fall wird hierbei der Tumor angegriffen.
Vielmehr haufen sich die Beweise, dass insbesondere durch das angeborene
Immunsystem Tumorentstehung sowie Tumorprogress geférdert werden koénnen.
Dies geschieht zum Beispiel durch die Bereitstellung von Wachstumsfaktoren, die
Forderung der Angiogenese oder die Reduktion des induzierten Zelltodes
[Grivennikov et al., 2010; DeNardo et al., 2010]. Bei dem zweiten Charakteristikum
handelt es sich um die genomische Instabilitat und die damit einhergehende erhohte
Mutationsrate. Ursachlich hierfir sind unter anderem Mutationen in ,Wachter-
Genen®, deren Produkte beteiligt sind an der DNA-Reparatur, an der Erkennung
fehlerhafter DNA oder an der Inaktivierung mutagener Substanzen und Molekile
[Negrini et al., 2010; Ciccia & Elledge, 2010]. Eine schematische Ubersicht hierzu
bietet Abbildung 4:

Emerging Hallmarks

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Genome instability N Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling Characteristics

Abbildung 4: Sich abzeichnende weitere biologische Féahigkeiten maligner Entitdten, welche
zumindest bei einem Teil der Tumoren unmittelbar an der Pathogenese beteiligt sind. Hierzu gehéren
die Beeinflussung des Energiehaushaltes zugunsten des Tumors sowie die Vermeidung der
Zerstérung durch das Immunsystem. Weiterhin wird die Bedeutung der unterstiitzenden Faktoren
genomische Instabilitdt (mit damit einhergehender erhbGhter Mutationsrate) sowie die Tumor-
begiinstigende Inflammationsreaktion fiir Tumorentstehung und Tumorprogress hervorgehoben
(Quelle: Hanahan & Weinberg, 2011).
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1.4. Einteilung und spezielle genetische Merkmale von CRCs

Fur die Gruppe der CRC gibt es verschiedene Einteilungskriterien. Unterschieden
wird unter anderem nach genetischer Disposition, hier werden die sporadisch
auftretenden Tumoren abgegrenzt von den erblich bedingten Karzinomen. In
letzterer Gruppe treten am haufigsten Tumoren im Zusammenhang mit der als
hereditares nicht-polypdses Kolorektalkarzinom (HNPCC) bezeichneten genetischen
Pradisposition auf (3-5%), gefolgt von Tumoren aus der Gruppe der familidren
adenomatdsen Polyposis (FAP, ca. 1%). [Lynch et al., 1999; Poulogiannis et al.,
2010]. Weiterhin kdonnen nach dem Auftreten genetischer Veranderungen
chromosomal instabile Karzinome (CIN+; ca. 85% der CRCs) von hochgradig
mikrosatelliteninstabilen Karzinomen (MSI-H; 15% der sporadischen und uber 90%
der HNPCC-Tumoren) unterschieden werden [Hisamuddin et al., 2006].

Bei den CIN+ Tumoren sind insbesondere Mutationen von Tumorsuppressorgenen
ursachlich. Hierzu gehoren vor allem das Gen vom Tumorprotein 53 oder das Gen
fur das adenomatdse Polyposis Coli Protein. Letzteres ist zum Beispiel bei FAP, aber
auch bei ca. 85% der sporadisch auftretenden CRCs von Mutationen betroffen. Auch
Onkogene (z. B. fur die Cyclooxygenase 2 oder fur das K(irsten) rat sarcoma Protein)
konnen durch eine Mutation betroffen sein und zur Karzinogenese beitragen [Calistri
et al., 2006; Hisamuddin et al., 2006]. Anders ist dies bei den MSI-H Tumoren, hier
sind insbesondere folgende Genloci durch Mutationsereignisse betroffen und an der

Tumorgenese beteiligt [Woerner et al., 2010; Reuschenbach et. al, 2010]:

Genbezeichnung Genlokalisation | Funktion

Transforming growth factor beta receptor Il; | 3p22, 626 Signaltransduktion
Insulin-like growth factor Il receptor

MutS Homolog (MSH) 3; MSH6 5g11-912, 2p16 | DNA - Reparatur

Bcl-2 assoziiertes X-Protein 19913.3-q13.4 Apoptose

Caspase-5 11922.2-g22.3 Entziindung
Transcription Factor 4 18g21.1 Transkriptionsregulation
Beta-2-Mikroblobulin (32M) 15q21-q22.2 Immuniberwachung
Sec-63, O-linked N-acetyl-glucosamine 6921, Xq13 Proteintranslokation und
Transferase -modifikation

Absent in Melanoma 2 1922 Tumorsuppressorgen
Meiotic recombination 11 Homolog 11921 DNA-Reparatur

TATA box binding protein associated factor, | 2p25 Transkription

RNA Polymerase |

Zink Finger Protein 294 21922.11 Ubiquitin-Ligase
Myristoylated alanine-rich Proteinkinase C 6g22.2 Membranprotein
Substrat

Tabelle 1: Ubersicht der bislang bekannten Genloci, welche bei MSI-H Tumoren durch
Mutationsereignisse an der Tumorgenese beteiligt sind. T: Thymin, A: Adenin, RNA:
Ribonukleinsé&ure.
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1.5. Mikrosatelliten

Mikrosatelliten sind kurze, repetitive, phylogenetisch konservierte Mono-, Di-, Tri- und
Tetranukleotidsequenzen, welche etwa 1% unseres Gesamt-DNA-Gehalts
ausmachen. Oft bestehen sie aus Wiederholungen der Basenpaare Cytosin-Adenin
von bis zu 100 Nukleotideinheiten. Mikrosatelliten sind im gesamten Genom verteilt,
sowohl in kodierenden als auch in nichtkodierenden Sequenzen. lhr besonderes
Merkmal ist die in allen Korperzellen eines Individuums identische Anzahl an
Motivwiederholungen und damit eine charakteristische Lange. Interindividuell jedoch
ist die Anzahl der Motivwiederholungen unterschiedlich und fur jeden Menschen
einzigartig. Mikrosatelliten gelten somit als genetischer Fingerabdruck und werden in
diesem Zusammenhang unter anderem genutzt zur Vaterschaftstestung,
Tateruberfuhrung und Populationsforschung. Die genaue biologische Aufgabe der
Mikrosatelliten ist bislang ungeklart, vermutet werden eine Assoziation mit
Rekombinationsvorgangen und eine direkte Beteiligung an der Genregulation [Saletti
et al., 2001].

1.6. Das Mismatch-Repair-System und Mikrosatelliteninstabilitat

Das Mismatch-Repair-System (MMR) ist verantwortlich fur die Reparatur von
Basenfehlpaarungen, genauer von sogenannten Loops (kleineren, nicht gepaarten
DNA-Schleifen). Weiterhin ist es beteiligt an der Rekombination nicht homologer
DNA-Strange. Das MMR-System besteht aus verschiedenen Komponenten. Ein
Komplex besteht aus MSH2 und MSHG6. Dieser ist verantwortlich flur die Reparatur
von Fehlpaarungen von 1 bis 2 Basenpaaren. Ein zweiter Komplex bestehend aus
MSH2 und MSH3 repariert Fehlpaarungen von 2 bis 4 Basenpaaren. Beide
Komplexe konnen ebenfalls die Insertion oder Deletion einer einzelnen Base
erkennen. Ein letzter Komplex bestehend aus dem MutL Homolog (MLH) 1 und
entweder Postmeiotic segregation increased (PMS) 2, PMS1 oder MLH3 lagert sich
an einen der ersten beiden Komplexe an. Die fehlerhaften Basen der DNA-Strange
werden ausgeschnitten und der DNA-Strang anschliel3end durch die regulare DNA-
Polymerase aufgefllt [Shah et al., 2010; Hsieh et al., 2008].
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Tabelle 2 gibt einen Uberblick (ber die bislang bekannten Gene, deren

Transkriptionsprodukte am MMR-System beteiligt sind:

Gen Genlokalisation Referenz

MLH1 3p21.3 Papadopoulos et al., 1994; Bronner et al., 1994
MSH2 2p22-p21 Fishel et al., 1994; Leach et al., 1993

MSH3 5911-q12 Guerrette et al., 1998

MSH6 2p16 Miyaki et al., 1997; Akiyama et al., 1997

PMS1 2q31.1 Nicolaides et al, 1994

PMS2 7p22.2 Worthly et al., 2005; Hendriks et al., 2006

Tabelle 2: Ubersicht (iber die bislang identifizierten MMR-Gene und ihre Genlokalisation.

Die biologische Bedeutung des MMR-Systems spiegelt sich wider in einem um 80 bis
90% erhdhten Malignomrisiko beim Vorhandensein einer Mutation in einem Allel
eines MMR-Gens. Ein intaktes MMR-System hingegen senkt die Mutationsrate in
Mikrosatelliten um das Hundert- bis Tausendfache und reduziert damit auch das
Tumorrisiko erheblich [Hsieh et al., 2008; Strand et al., 1993].

Bei HNPCC-Anlagetragern ist bereits in allen Zellen des Korpers ein Allel eines Gens
des MMR-Systems (insbesondere MLH1 und/oder MSH2) durch eine
autosomal-dominant vererbte Keimbahnmutation funktionsunttichtig geworden. Wird
nun das alleinige verbliebene funktionstichtige Gen einer Zelle durch ein spontanes
Mutationsereignis betroffen, steigt das Tumorrisiko, insbesondere fur CRCs,
erheblich. Anders als der Name ,nicht-polypdses® CRC vermuten lasst entwickelt
sich auch bei CRCs der HNPCC-Gruppe der Tumor zumeist aus einem Adenom
[Drescher et al., 2010; Lynch et al., 1998].

Doch auch bei etwa 15% der sporadisch auftretenden CRCs ist ein funktioneller
Defekt des MMR-Systems ursachlich flr die Tumorentstehung. Dies beruht in den
uberwiegenden Fallen auf einer Methylierung des Promotorbereichs des MLH1-Gens
[Kim et al., 2010]. Die aberrante Promotormethylierung verursacht ein sogenanntes
Gen-Silencing. Dies verhindert die Transkription von MLH1 und verursacht folglich
eine  Reduktion der fur die regelrechte = DNA-Reparatur bendtigten

Transkriptionsprodukte [Herman et al., 1998].
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Eine weitere Ursache fur das Ausschalten der DNA-Reparatur zeigte sich bei
Patienten unter immunsuppressiver Therapie mit Azathioprin. Hier konnte ein
gehauftes Auftreten von akuter myeloischer Leukéamie (AML) beobachtet werden.
Deutlich haufiger als bei spontan auftretender AML lasst sich hier MSI-H nachweisen
[Offman et al.,, 2004]. Dies beruht auf einer positiven Selektion von Zellen mit
defektem MMR-System, da diese gegenuber dem  antiproliferativen
Wirkmechanismus der Thiopurine eine naturliche Resistenz aufweisen [Borie et al.,
2009].

Unabhangig vom zugrundeliegenden Mechanismus kommt es bei einem
funktionellen Ausfall des MMR-System zu einer unzureichenden Fehlerkorrektur bei
der Neusynthese von DNA-Strangen. Dies verursacht eine Uber die Zeit zunehmende
und variierende Deletion beziehungsweise Addition einzelner Basen und fuhrt damit
zum Phanomen der Mikrosatelliteninstabilitat. Instabilitat in einem kodierenden
Mikrosatelliten (cMS) fuhrt nahezu zwangsweise zu einer Verschiebung des
Leserasters und wird demzufolge zu den Leserastermutationen (englisch:
Frameshift-Mutation) gerechnet. Bei Translation der entsprechenden mutierten
Sequenz werden von der Mutationsstelle aus in Richtung des Carboxyterminus
Neopeptide, so genannte Frameshift-Peptide (FSP), synthetisiert. Diese Neopeptide
konnen Epitope fur die Erkennung durch zytotoxische T-Zellen (CTL) darstellen und
bieten damit eine Angriffsflache flir das Immunsystem [Garbe et al, 2011;
Linnebacher et al, 2001].

1.7. Mikrosatelliteninstabilitat und Karzinome

Zur Beurteilung von MSI haben sich insgesamt 5 Marker etabliert (Mononukleotide
BAT25, BAT26; Dinukleotide D17S250, D5S346, D2S123), zusammengefasst im
sogenannten Bethesda Panel. Je nach Anzahl der mutierten Marker wird
unterschieden zwischen hochgradiger MSI (MSI-H, mindestens 2 Marker mutiert),
niedriggradiger MSI (MSI-L, ein Marker mutiert) und mikrosatellitenstabilen Tumoren
(MSS, keine Mutation). Da sich MSI-L Tumoren in ihrem klinischen und
pathologischen Verhalten kaum von MSS-Tumoren unterscheiden wird im Weiteren
insbesondere auf MSI-H Tumoren eingegangen [Pawlik et al., 2004; Boland et al.,
1998].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pawlik%20TM%22%5BAuthor%5D
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MSI-H Tumoren zeigen einige ganz spezielle Merkmale, welche unter anderem auch
mit einer besseren Prognose verbunden sind. Zu diesen Merkmalen zahlt unter
anderem eine schlechtere Differenzierung bei gleichzeitig besserer Prognose im
Vergleich zu stadiengleichen CIN+ Tumoren. Weitere Merkmale sind eine geringere
Rate an Fernmetastasierungen, eine erhdhte Apoptoserate im Tumorgewebe, eine
hohe Anzahl tumorinfiltrierender T-Zellen sowie insgesamt eine hohere Anzahl
zytotxischer T-Zellen [Boland et al., 2010; Thibodeau et al., 1993].

Zusammengenommen flhrten diese Eigenschaften zu der Annahme, dass MSI-H
Tumoren einer Erkennung und Bekampfung durch das Immunsystem besser
zuganglich sind als dies bei MSS/MSI-L Tumoren der Fall ist. Dies warf die Frage
auf, ob MSI-H Tumoren spezielle Antigene aufweisen, die (mit)verantwortlich far
diese bessere Immunuberwachung und die damit assoziierte bessere Prognose sind.
Im Rahmen der Leserasterverschiebung produzieren MSI-H Tumoren die besagten
spezifischen FSPs. Fur einige FSPs konnte bei entsprechender Prasentation des
Peptides bereits die Erkennung und Lyse durch CTLs gezeigt werden [Linnebacher
et al.,, 2001; Ripberger et al., 2003; Schwitalle et al., 2004]. Damit ist die
Wahrscheinlichkeit grof3, dass FSPs an der Erkennung von MSI-H Tumorentitaten

durch das Immunsystem beteiligt sind.

1.8. Tumorbekampfung im intakten Immunsystem

Schon lange ist bekannt, dass dem Immunsystem beim Bekampfen maligne
entarteter Zellen eine tragende Rolle zukommt. In mehreren Studien konnte
nachgewiesen werden, dass Tumorzellen einer sogenannten ,tumor immune
surveillance®, einer Uberwachung durch das Immunsystem unterliegen [Finn 2008;
Dunn et al.,, 2002; Burnet, 1957; Thomas, 1982; Burnet, 1970]. Von besonderer
Bedeutung ist hierbei die Interaktion zwischen Komponenten des angeborenen
Immunsystem (Antigen-prasentierende Zellen: APCs) mit denen des erworbenen
Immunsystems (B- und T-Zellen) [Rossi & Young, 2005; Friedl et al., 2005]. In
letzterer Gruppe sind es insbesondere die Cluster of Differentiation (CD) 4 und CD8-
positiven T-Zellen, die an der Tumorerkennung und Bekampfung beteiligt sind. Die
CD8-CTLs konnen als Effektorzellen durch Freisetzung lytischer Granula die
Apoptose auslosen. Hierzu mussen ihnen im Major histocompatibility complex (MHC)
entsprechende tumorspezifische Peptide prasentiert werden [Henkart, 1994; Squier
et al., 1994].
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Ein spezieller Mechanismus kommt zum Tragen bei gleichzeitigem Vorhandensein
tumorspezifischer Peptide sowie spezifischer aktivierter CD8-T-Zellen und
Typ-1-T-Helferzellen. In diesem Fall kann Uber die Bindung von CD95-Ligand der
T-Zelle an CD95 auf der Zielzellmembran eine Proteasenkaskade ausgeldst werden,
welche Uber die Zerstérung von Zielzell-DNA zum Zelltod fuhrt [Janssen et al., 2010;
Suda et al., 1994].

Verschiedene Immunregulatoren unterstutzen die Immunantwort. Insbesondere
Zytokine wie Interferon-y (IFN-y) oder der Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a) und
TNF-B koénnen z.B. Makrophagen anlocken oder die Expression von
MHC-I-Molekulen hochregulieren. TNF-a und TNF-B konnen zudem in
Wechselwirkung mit dem TNF-Rezeptor | die Zerstorung der Zielzelle unterstitzen
[Mond et al., 1995].

Professionelle antigenprasentierende Zellen (B-Zellen, dendritische Zellen (DC),
Makrophagen) werden bendtigt, um CD4-Zellen zu aktivieren. Hierzu erfolgt die
Prasentation von Peptiden im MHC-II-Molekul, ein Zweitsignal in Form von IL 2 oder
zellgebundene Aktivierungsmarker (z. B. CD54) unterstitzt die Aktivierung der CD4-
Zellen [Allison et al., 1995].

Uber die oben genannten Mechanismen sollte es im gesunden Organismus zur
Zerstorung der entarteten Zellen sowie zur Entwicklung eines immunologischen

Gedachtnisses kommen [Smyth et al., 2002].

1.9. Immune Escape Mechanismen

Verschiedene Mechanismen konnen dazu fuhren, dass maligne Zellen der
Erkennung durch das Immunsystem entgehen. Einige Tumorentitaten entwickeln nur
eine geringe Immunitat, indem sie keine oder nur eine geringe Anzahl antigener
Peptide prasentieren. Zudem kann an der Tumorzelloberflache die Exprimierung von
Adhasionsmolekilen bzw. kostimulatorischen Molekulen fehlen, so dass keine
adaquate T-Zell-Reaktion induziert oder aufrechterhalten werden kann. Einige
Tumorzellen sezernieren Faktoren, welche T-Zellen direkt hemmen oder
T-Suppressorzellen aktivieren und entgehen so der Immunabwehr. Insbesondere
langsam wachsende Tumoren konnen uber das Prinzip der Desensibilisierung der
Immunantwort entgehen, indem sie stetig eine geringe Menge tumorassoziierter
Antigene in die Blutbahn abgeben [Janeway et al., 2002].

Eine weitere Grundvoraussetzung fur die Erkennung entarteter Zellen durch CTLs

und deren Aktivierung ist die Tumorantigenprasentation im Human leukocyte
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antigen | Molekll (HLA, wobei diese den MHC-Molekulen spezifisch im Menschen
entsprechen) [Stevanovi¢ et al., 1999]. Demzufolge kann Uber die Veranderung der
HLA-I-Expression auf der Tumorzelloberflache die Erkennung durch das
Immunsystem gestort oder ganz aufgehoben werden [Algarra et al, 2004, Chang et
al, 2007]. Ursachlich hierfir ist zum Beispiel die Mutation verschiedener
Komponenten, deren Ausfall einen reibungslosen Ablauf der Immunerkennung
unmaoglich machen. Hierzu gehodren unter anderem auch Mutationen von HLA-I-
Genen [Koopman et al., 1999] oder eine Mutation des 32M [Jordanova et al., 2003,
Bicknell et al., 1996, Kloor et al., 2005]. Weiterhin kdnnen die Komponenten der
Antigen-Prozessierung, wie z. B. die Peptidtransporter Transporter associated with
antigen processing 1 (TAP1) und TAPZ2, von einer Mutation betroffen sein [Cabrera et
al., 2003, Ferris et al., 2006, Seliger et al., 2003]. Eine Ubersicht Uber die
verschiedenen Mechanismen zur Umgehung der Immuniberwachung bietet
Abbildung 5 [Evans et al., 2006].
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Abbildung 5: Mégliche Mechanismen, welche Tumorzellen zur Umgehung der Erkennung durch das
Immunsystem nutzen. CD: Cluster of Differentiation, COX: Cyclooxygenase, DC dendritische Zelle, IL:
Interleukin, IFN: Interferon, NK: natiirliche Killerzelle, NO: Stickstoffmonoxid, Th: T-Helferzelle, TGF:
Transforming Growth Factor, TNF: Tumor Nekrose Faktor, Treg: regulatorische T-Zellen, VEGF:
Vascular Endothelial Growth Factor [Evans et al., 2006].
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1.10. Immuntherapie in der Tumorbehandlung

Ziel der Immuntherapie ist die (Wieder-)Erkennung von maligne entarteten Zellen, die
sich der Immunuberwachung entzogen haben. Unterschieden wird dabei die aktive
Immunisierung (z. B. die Verimpfung von Tumorlysaten) von der passiven
Immunisierung (z. B. die Verabreichung von monoklonalen Antikorpern, autologen T-
Zellen oder Zytokinen). Bereits in den 90er Jahren des vorletzten Jahrhunderts
experimentierte der Chirurg William B. Coley erfolgreich mit einer systemischen
inflammatorischen Reaktion. Diese wurde verursacht durch die Injektion vom
sogenannten Coley’s Toxin (einer Mischung aus Streptokokken- und Serratia
marescencens-Bakterienkulturen) zur Eindammung des Tumorprogresses [Bickels et
al., 2002]. Doch auch in der aktuelleren Forschung gibt es immer mehr Ansatze zur
immuntherapeutischen Karzinombehandlung. Hierzu gehort die bereits etablierte
passive |Immuntherapie, z.B. durch die Gabe monoklonaler Antikorper wie
Trastuzumab (Antikorper gerichtet gegen den human epidermal growth factor
receptor 2) beim Mammakarzinom [Chang et al., 2010]. Ebenfalls gehort dazu die
Therapie mit Bevacizumab, einem gegen den vascular endothelial growth factor
(VEGF) gerichteten Antikorper, welcher beim metastasierten CRC eingesetzt wird
[Hurwitz et al., 2009; Tol et al., 2010]. Doch auch die Therapie mit Interleukin 2 beim
(metastasierten) malignen Melanom zahlt zur passiven Immuntherapie [Bhatia et al.,
2009].

Auch auf dem Gebiet der aktiven Immunisierung konnten z.B. in einer
Phase-IlI-Studie erste Erfolge erzielt werden in der Behandlung des metastasierten
CRC. Nach vollstandiger Entfernung von Primartumor und Metastasen wurden
resezierte Tumorzellen zunachst bestrahlt, dann mit einem nicht humanpathogenen
Virus infiziert und dem Patienten subkutan injiziert. Ein deutlich besseres Ergebnis
mit geringerer Rezidivrate und Mortalitdt als in der Vergleichsgruppe konnte
verzeichnet werden [Schulze et al., 2009]. Ahnliche Vorteile im rezidivfreien
Uberleben zeigten sich in einer Phase-Ill-Studie zur Immuntherapie beim Non-
Hodgkin-Lymphom. Diese Tumoren gehen aus Antikorper-produzierenden B-Zellen
hervor und bilden diese weiter — sie eignen sich auch als tumorspezifische Antigene.
Durch Fusionierung der Tumorzelle mit einer Myelomzelle konnten Hybridomzelle
gebildet werden, welche entsprechende Antikorper bildeten. Diese wurde an ein

Tragerprotein gekoppelt und dem Patienten verabreicht, wodurch sich sowohl eine
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zellulare als auch eine humorale Immunantwort induzieren liel3 [Schuster et al.,
2009].

111.  U79260(FTO)

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte HLA-A0201-restringierte FSP11 stammt
vom sogenannten ,Fat Mass and Obesity“ assoziierten Gen U79260(FTO) und ist
lokalisiert auf dem Chromosom 16q12.2 (gi:1710215). Die genaue Funktion des
Gens ist bislang noch nicht endgultig geklart. Wie der Name jedoch bereits zum
Ausdruck bringt wird eine Assoziation mit der Regulation von Metabolismus und
Energiehaushalt vermutet [Loos et al., 2008].

Die zugehorige mRNA zeigte eine Mutationsrate von 81,8% in CRCs sowie bis zu
100% in etablierten Zelllinien von CRCs. Im Vergleich dazu liegt die Mutationsrate in
anderen Tumorentitdten deutlich niedriger (6,7% in Magenkarzinomen, 41,7% in
Endometriumkarzinomen). Dies spricht fur eine hohe Spezifitat fur das Auftreten in
CRCs [Woerner et al., 2005; SelTarbase, Woerner et al., Release 200804].



1. Einleitung Seite 14

1.12. Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Die Therapie von CRCs umfasst standardmalRig die operative Entfernung sowie eine
stadienabhangige Radio- und Chemotherapie. Trotz guter Behandlungsmdglichkeit
und guter Prognose in frihen Tumorstadien steigt die Letalitat und
Behandlungstoxizitat mit zunehmendem Tumorprogress. Dies stellt insbesondere bei
steigender Inzidenz von CRCs ein Behandlungsproblem dar. In bestimmten
Subgruppen kommt es durch den Ausfall des MMR-Systems (Uber 90% bei Tumoren
der HNPCC-Gruppe, 15% der sporadischen CRCs) zur Leserasterverschiebung und
damit zur Translation von Neopeptiden, die dem Immunsystem als
Erkennungsstruktur zur effektiven Tumorbekampfung dienen konnten. In der
folgenden Arbeit wurde ein derartiges Neopeptid (FSP11, TLSPGWSAYV), entstehend
durch eine (-1)-Leserasterverschiebung im Gen U79260(FTO), auf sein
immunogenes Potential hin untersucht.

Zunachst erfolgte hierzu die Isolation von B- und T-Zellen aus dem Vollblut eines
gesunden Spenders. Mittels CD40L Kultursystem wurden mit FSP11 beladene
CDA40-aktivierte B-Zellen (CD40Bs) genutzt zur Stimulation autologer T-Zellen. Diese
wurden durchflusszytometrisch auf ihre Oberflachenmarker hin untersucht. Mittels
IFN-y-Enzyme-linked Immunosorbent Spot (ELISpot) konnte die Erkennung von
FSP11 durch die T-Zellen nachgewiesen werden. Zum Nachweis der spezifischen
Erkennung erfolgten Blockierungs-ELISpot sowie eine Cold-Target-Inhibition. Zum
Beweis des zytotoxischen Potentials wurde mittels Fluorescence activated cell
sorting (FACS) ein Zytotoxizitatstest (FACSotox) durchgefuhrt. Hierzu wurden die
Zielzellen (FSP11-beladene T2 und CD40Bs, Tumorzellen mit und ohne die
zugrundeliegende Mutation) zusammen mit den spezifischen T-Zellen inkubiert und

im Anschluss durchflusszytometrisch die Zytotoxizitat bestimmit.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien
21.1. Laborgerate

CO; Brutschrank
Bestrahlungsanlage
Eismaschine

FACS Calibur Durchflusszytometer
Freezing Container

HandyStep®

Klhlschrank

Lichtmikroskop Olympus CKX41
Laborzentrifuge

Mikropipetten

Neubauer Zahlkammer
Ratiolab® accupetta

Sterile Werkbank s@feflow 1.2
TiefkUhlschrank -20°C
TiefkGhlschrank -80°C
Vortexe-Genie2™
Prazisionswaage KERN EW
Wasserbad

Tischzentrifuge Centrifuge 54150

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Dispenser-Tips
Einwegpipetten Cellstar®
ELISpot-Platten
Eppendorf-Reaktionsgefalle
FACS-RoOhrchen
Kryo-Réhrchen cryo.s™
Kivetten

Kulturplatten (6, 24, 96 Well)
PCR-Tubes

Binder
Gammabestrahlungsanlage IBL 673
Scotsman AF80

BD Biosciences

Nalgene® Labware

Brand

Liebherr

Olympus

Sigma

Eppendorf

Marienfeld GmbH & Co KG
Ratiolab

Nunc GmbH

Bosch

Kryotec

Scientific Industries

KERN

MLW W11

Eppendorf

Brand

Greiner Bio-One

Mabtech, Nach, Schweden
Eppendorf

Sarstedt

Greiner Bio-One

Sarstedt

Greiner Bio-One

BioZym
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Pipettenspitzen

Rohrchen

Trennsaule & Separator

Zellkulturflaschen Cellstar®
Zentrifugenrohrchen Cellstar®

2.1.3. Laborchemikalien

B2M

5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat/

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Dimethylsulfoxid

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM/Ham’s F12)

Ethanol

Ethidium Bromid Losung 10 mg/ml
Fetal Calve Serum (FCS)

Ficoll (LSM 1077 Lymphocyte)
Formafix 4X

Gentamicin

Interleukin 2/4/7

Insulin Transferrin Selenium
Iscove’s modified DMEM (IMDM)
L-Glutamin (200mM)

Supplement

Paraformaldehyd (1% bzw. 4%)
Penicillin

Phosphate Buffered Saline (PBS)
Propidiumiodid
Streptavidin-gekoppelte alkalische
Phosphatase

Streptomycin

Greiner Bio-One

FALCON® Polypropylen Tubes 15ml
und 50ml

MACS Pan T cell isolation Kit Il (Miltenyi
Biotech GmbH, Bergisch Gladbach)
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

SIGMA
Promega

AppliChem
PAA

Zentralapotheke der Universitatsklinik
Rostock

Promega

PAA

PAA

Grimm med. Logistik GmbH
Ratiopharm

ImmunoTools

Gibco BRL

PAA

PAA

Invitrogen

Apotheke des Klinikums
Jenapharm

PAA

SIGMA

Mabtech

Fatol
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Trypanblau
Trypsin EDTA (1:250)
Tween 20

21.4. Software

Bildbearbeitung

FACS-Analyse

Textprogramme

AppliChem
PAA
SIGMA

Adobe Photoshop CS
Adobe lllustrator
CellQuest Pro

ModFit LT™
Microsoft Office
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2.2. Methoden
2.21. Grundlegende Methoden der Zellkultur

Sofern nicht anders angegeben erfolgten samtliche Experimente und Zellkulturen
unter sterilen Bedingungen. Ebenfalls erfolgte, sofern nicht anders angegeben, die
Inkubation samtlicher Zellen und Versuchsansatze bei 37°C und 5% CO; in
wassergesattigter Atmosphare.

Die Ernte von Suspensionzellen erfolgte durch Zentrifugation und Resuspension des
Zellpellets in frischem Standardmedium. Die Ernte adharenter Zellen erfolgte, sofern
nicht anders angegeben, durch Absaugen des Nahrmediums und Zugabe von 1ml
Trypsin zum Ablésen der adharenten Zellen vom Untergrund. Die Reaktion wurde
nach ca. einer Minute mit 10ml Standardmedium gestoppt und 1-3x10° adhérenter
Zellen wurden erneut in T75 bzw. T175 Flaschen ausgesat. Tabelle 3 gibt einen

Uberblick tber die verwendeten Kulturmedien sowie deren Zusammensetzung:

Standardmedium: 500mI DMEM/Hams F12 (1:1)
(B-Zellen, T2, Tumorzellen) FCS (10%)

Glutamin (2mmol/1)
B-Zell-Medium: Standardmedium

Supplement (1:100)

IL4 (2ng/ml)

Penicillin (101E/ml)
Streptomycin (130ug/ml)

T-Zell-Medium: 500mI IMDM

FCS (10%)

Glutamin (2mmol/1)
Supplement (1:100)
Gentamicin (48ug/ml)

Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Zellkultur-Medien.

2.2.2. Tumorzellen und T2

Folgende Tumorzellreihen wurden fir die Experimente verwendet: HCT116:
HLA-A0201®°/ U79260(FTO) (-4); SW480: HLA-A0201%°/ U79260(FTO) (wt);
Colo60H: HLA-A0201®°%;  U79260(FTO) (-3) und KM12: HLA-A0201"9)
U79260(FTO) (-4). Die Zelllinien wurden entweder von der American Type Culture
Collection oder der Tumorbank des DKFZ bezogen. Fur einige Experimente wurde
die HLA-A0201 exprimierende, in Suspension wachsende Zelllinie T2 (174 x CEM.T2
Hybridoma, TAP1/TAP2 defizient) verwendet.
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2.23. T2 Stabilisierungs-Assay

Fir das zu untersuchende Peptid wurden 1,25x10° T2-Zellen in 1ml DMEM/F12 ohne
Zusatze in ein 15ml Greiner-Rdhrchen tberfuhrt und 5ug/ml B2M sowie 10ug/ml des
entsprechenden Peptides zugegeben und Uber Nacht inkubiert. Es folgte ein
Waschvorgang, die Resuspension des Zellpellets in 1,25 ml DMEM/F12 ohne
Zusatze und die Ausplattierung in 6 Wells einer 96er U-Platte. Nach Zugabe von
Anti-HLA-A0201 (Klon BB7.2) erfolgte die Inkubation auf Eis fur 15min. Nach
zweimaligem Waschen wurde der Zweitantikbrper zugegeben und der Ansatz fur
30min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach nochmaligem Waschvorgang wurde das
Zellpellet in PBS mit 1% Paraformaldehyd resuspendiert und an einem FACScalibur
Durchflusszytomter (BD Biosciences, Heidelberg) gemessen. Die dabei erhaltene
mittlere Fluoreszenz (Mean) wurde genutzt zur Berechnung des Fluoreszenzindex
nach folgender Formel:

Mean Fluoreszenz mit Peptid - Mean Fluoreszenz ohne Peptid

Fluoreszenzindex = .
Mean Fluoreszenz ohne Peptid

2.24. T-und B-Zell-lsolierung aus Vollblut

B- und T-Zellen wurden aus dem Blut eines gesunden HLA-A0201%°®) Spenders
nach  vorheriger Aufklarung und dem  Einholen einer schriftlichen
Einverstandniserklarung isoliert. Dazu wurden 20ml heparinisiertes Vollblut in ein
50ml Greiner-Rdhrchen Uberfuhrt und bis auf 35ml mit sterilem PBS-Puffer aufgefulit.
Im Anschluss erfolgte eine Unterschichtung mit Ficoll bis zu einem Gesamtvolumen
von 50ml. Das Rohrchen wurde dann bei 2.000G fur 15min ungebremst zentrifugiert.
Im Anschluss wurde der Interphasering in ein 50ml Greiner-Roéhrchen transferiert, mit
PBS auf ein Gesamtvolumen von 35ml aufgefullt, abzentrifugiert und das
entstehende Pellet in 10ml DMEM/Ham’s F12 ohne Zusatze aufgenommen und
gezahlt.

Fur die Trennung der B-Zellen von den T-Zellen wurde das Pan-T-Zell-Kit Il von
Magnetic Activated Cell Sorting (MACS) verwendet. Dazu wurde ein Zellpellet mit
etwa 1x10’ Zellen in 40ul MACS-Puffer resuspendiert, 10l Biotin Antibody Cocktail
wurde hinzugegeben und der Ansatz 10min bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde
30ul MACS Puffer sowie 20ul Anti-Biotin Mikro Beads zugegeben und erneut fur
15min bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschvorgang wurde das Zellpellet in 500l
MACS Puffer resuspendiert. Die Saule im Magneten wurde mit 3ml MACS Puffer
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aquilibriert und dann mit der Zellsuspension beschickt. Die Saule wurde viermal mit
je 3 ml MACS Puffer nachgespult, die durchlaufende Flussigkeit mit den T-Zellen
wurde aufgefangen und im Anschluss erfolgte zur Gewinnung der B-Zellen die
Entfernung der Saule aus dem Magneten und die Durchsplilung mit 5ml MACS
Puffer.

2.2.5. Kultur der B- und T-Zellen

Die Kultur der B-Zellen erfolgte mit Hilfe des National Insitute of Health (NIH) 3T3-
CD154 Kultursystems - also NIH/3T3-Fibroblasten, die das humane CD154-Molekdl
an ihrer Oberflache stabil exprimieren [Schultze et al., 1997; Linnebacher et al.,
2001]. Zur Stimulation von B-Zellen wurden die NIH 3T3-CD154 Zellen geerntet,
gewaschen und einer letalen Strahlendosis von 60Gy ausgesetzt. AnschlieRend
erfolgte ein weiterer Waschvorgang, die Aufnahme in Standardmedium und die
Ausplattierung in 6-Well-Platten (0,4x10° Zellen/Well). Nach Inkubation (iber Nacht
sind die NIH an das Kulturgefal® adhariert und das Medium wurde abgesaugt.
Unmittelbar danach erfolgte die Aussaat von 1x10° B-Zellen in 1ml B-Zell-Medium.
Analog zu diesem Vorgehen wurden die B-Zellen alle drei bis vier Tage restimuliert.
Im weiteren Verlauf werden diese so stimulierten und aktivierten B-Zellen als CD40-
aktivierte B-Zellen (kurz: CD40Bs) bezeichnet.

Zur Stimulation der mittels magnetischer Zelltrennung erhaltenen CD3-positiven
autologen T-Zellen wurden 3x10° CD40Bs geerntet, zentrifugiert und mit B-Zell-
Medium gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Beladung der CD40Bs mit 10ug
Peptid in 1ml IMDM ohne Zusatze. Nach 1h Inkubation wurden die CD40Bs zur
Entfernung des Uberschissigen Peptides gewaschen und mit 30Gy letal bestrahlt.
Die Stimulation der autologen T-Zellen erfolgte in einem Verhaltnis von T-Zellen zu
CD40Bs von 4:1. Zumeist wurden 1,2x10” T-Zellen und 3x10° Peptid-beladene
CD40Bs gepoolt, abzentrifugiert und in 24ml T-Zell-Medium resuspendiert. Bis zum
Tag 21 der Kultur erfolgte die zusatzliche Gabe von IL7 (10ng/ml), ab Tag 28 wurde
das IL7 durch IL2 (1001U/ml) ersetzt. AnschlieRend erfolgte die Aussaat in eine
24-Well-Platte mit 2ml/Well. Bei schnellem Verbrauch des Nahrmediums wurde das
T-Zell-Medium unter Zugabe von Supplement und dem entsprechendem IL
ausgetauscht. Nach 7 Tagen erfolgte die Ernte der T-Zellen und die Restimulation

nach dem gleichen Protokoll.
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2.2.6. Peptide

Verwendet wurden das Peptid FSP11 (TLSPGWSAV; (-1)-mutierte Form von
U79260(FTO), qgi:1710215). Weiterhin wurden als Kontrollpeptide das vom
Influenza-Matrix-Protein  abgeleitete =~ MP  (GILGLVFVTL), das an der
Wachstumsregulation beteiligte Peptid P68 (YLLPAIVHI) sowie als weitere
Negativkontrolle das Peptid KO1 (AHTKDGFNF) verwendet [Vonderheide et al.,
1999]. Alle Peptide wurden bezogen von der Peptid-Synthese-Einheit des DKFZ oder
von JPT Peptide Technologies (Berlin), in Dimethylsulfoxid aufgelést (5mg/ml) und
anschlieRend mit sterilem PBS auf 500pug/ml verdunnt.

2.2.17. Herstellung eines T-Zell-Klons

Zur Herstellung eines T-Zell-Klons wurden 0,7 T-Zellen/Well in 96-Well-U-Platten
ausplattiert [Kahle et al., 1981]. Autologe CD40Bs (2x10* Zellen/Well) wurden mit
einer letalen Dosis (30Gy) bestrahlt, mit FSP11 beladen und in einem finalen
Volumen von 200ul T-Zell-Medium unter Zusatz von Supplement (1:100) und IL2
(100 1IU/ml) zu den T-Zellen gegeben. Die klonierten T-Zellen wurden wdchentlich
restimuliert und nach vier Wochen wurden auswachsende Klone in 24-Well-Platten
uberfuhrt, wochentlich restimuliert oder in weiterfUhrenden Experimenten eingesetzt.

2.2.8. ELISpot-Analyse

Die Analyse mittels ELISpot erfolgte zur Identifikation von T-Zellen mit zytotoxischem
Potential. Hierzu wurde eine 96-Well-Nitrozellulose-Platte mit IFNy-Antikdrpern
beschickt und tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag erfolgte ein Waschvorgang
mit Standardmedium sowie eine einstindige Inkubation bei Raumtemperatur mit
Standardmedium (100ul/Well) zur Blockierung unspezifischer Proteinbindestellen.

Je Well wurden 1x10° T-Zellen ausplattiert, dazu kamen 1x10* T2-Zellen bzw.
CD40Bs als Zielzellen in einem Gesamtvolumen von 200yl T-Zell-Medium je Well. Im
Anschluss erfolgte die Zugabe der Peptide in einer finalen Konzentration von
10pg/ml. Nach einer Inkubationszeit von 16h wurde die Platte gewaschen und mit
biotinyliertem anti-IFNy-Antikorper fur 4h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
weiteren Waschvorgang erfolgte die Inkubation mit Streptavidin-gekoppelter alkaliner
Phosphatase fur 2h bei Raumtemperatur gefolgt von einem finalen Waschschritt. Fur
die Spoterkennung wurde die Platte mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/5-Brom-4-Chlor-

3-Indoxylphosphat fur 45 bis 60min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Abstoppen
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der Reaktion erfolgte mit reichlich Wasser, nach dem Trocknen der Platte konnten
die Spots ausgezahlt werden. Die Anzahl Peptid-spezifischer T-Zellen wurde
errechnet, indem die durchschnittliche Anzahl von Spots in den Kontroll-Wells ohne
Peptid von der Anzahl der Spots in den Peptid-beladenen Wells abgezogen wurde.
Einige der resultierenden Werte waren negativ, diese wurden als Null gewertet.

Zum Nachweis der HLA-A0201-Restriktion wurde ein Blockierungs-ELISpot
durchgefuhrt. Dazu wurden FSP11-beladene T2-Zellen bzw. CD40Bs mit den in
Tabelle 4 aufgeflihrten monoklonalen Antikérpern HLA-A0201 (Klon BB7.2) und Pan-
Anti-MHC-I (Klon W6/32) inkubiert. Die Inkubation der spezifischen T-Zellen erfolgte
mit den monoklonalen Antikorpern Anti-CD3 (Klon OKT3) und Anti-CD8 (Klon OKT8)
[Konopitzky et al., 2002]. AnschlieRend erfolgte eine ELISpot-Analyse nach dem

oben beschriebenem Protokoll.

Antikorper Klon

Anti-CD3 OKT3
Anti-CD8 OKT8
Pan-Anti-MHC-I W6/32
Anti-HLA-A0201 BB7.2

Tabelle 4: Ubersicht iiber die in der ELISpot-Analyse verwendeten Antikérper sowie der den Antikérper
produzierende Zellklon.

2.29. Oberflachenanalyse mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse der Oberflichenmarker der T-Zellen wurden 3x10° T-Zellen mit PBS
gewaschen und mit den in Tabelle 5 aufgefuhrten direkt Fluoresceinisothiocyanat-
(FITC) oder Phycoerythrin- (PE) markierten Antikorpern fur 15 Minuten auf Eis
inkubiert.

Antikorper - gegen Herkunft FITC/PE Bezugsquelle
humanes

CD3 Klon UCHT-1 PE ImmunoTools
CD4 Klon MEM-241 FITC ImmunoTools
CDS8 Klon MEM-31 PE ImmunoTools
CD45RA Klon MEM-56 PE ImmunoTools
CD45R0O Klon UCHLA1 FITC ImmunoTools
CD50 Klon MEM-171 FITC Acris

CD54 Klon 15.2 FITC Acris

CD62L Klon LT-TD180 PE ImmunoTools
CD102 Klon SM223F FITC Acris

Tabelle 5: Ubersicht iiber die in der Durchflusszytometrie verwendeten Antikérper sowie deren klonale
Herkuntt.
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Die Zellen wurden im Anschluss zweimal gewaschen und in PBS mit 1%
Paraformaldehyd fixiert und resuspendiert.

Als Negativkontrolle erfolgte die Farbung mit Isotypkontrollen. Die Antikorper wurden
bezogen von ImmunoTools (Friesoythe) oder Acris (Herford). Die Messung erfolgte
mit einem FACScalibur Durchflusszytomter unter Verwendung der CellQuest

Software (beides BD Biosciences, Heidelberg).

2.2.10. FACSotox

1x10°® Zielzellen (CD40Bs, T2, Tumorzellen) wurden mit 5uM Carboxyfluorescein-
Succinimidylester in 1ml T-Zell-Medium fur 30min inkubiert. Dann erfolgten ein
zweimaliger Waschvorgang, die Resuspension der Zielzellen in 1ml T-Zell-Medium
und die erneute Inkubation fur 30min. Im Anschluss daran wurden die Zielzellen mit
dem entsprechenden Peptid in einer Konzentration von 5ug/ml versetzt und in
Medium ohne FCS fur 1h inkubiert. Die CD40Bs, T2 und Tumorzellen wurden dann
in 96-Well-Platten (1x10* Zellen/Well) ausgesat und es erfolgte die Zugabe von
T-Zellen in unterschiedlichen Effektorzellen zu Zielzellen (englisch: Target, E:T)
Verhaltnissen. Fir die Bestimmung des spontanen Zelltodes wurden
Negativkontrollen ohne Zugabe von T-Zellen angelegt. Die Platten wurden fur 6 bzw.
12h inkubiert. Zum Abgrenzen der toten von den lebenden Zellen erfolgte die Zugabe
von 15ug/ml Propidiumjodid unmittelbar vor der Messung. Die Bestimmung der
Zytotoxizitat erfolgte durchflusszytometrisch. Zur Berechnung des Prozentsatzes
spezifischer Lyse wurde folgende Formel verwendet:

100 % x tote Zielzellen im experimentellen Ansatz

Zytotoxizitat (%) = Tote Zielzellen im experimentellen Ansatz + lebende Zellen im
experimentellen Ansatz

100 % x tote Zielzellen im Kontrollansatz

— Tote Zielzellen im Kontrollansatz + Ilebende Zellen im
Kontrollansatz

Zum Nachweis der Peptidspezifitat wurden unmarkierte CD40Bs mit FSP11 bzw. mit
einem Kontrollpeptid beladen und in einem Inhibierungsversuch verwendet. Hierzu
wurde ein FACSotox nach oben beschriebenem Protokoll durchgefuhrt. Zusatzlich
wurden jedoch die unmarkierten CD40Bs im Verhaltnis von markierten zu

unmarkierten CD40Bs von 1:20 hinzugegeben.
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2.211. Statistik

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte angegeben. Zur Bestimmung des
Unterschiedes zwischen 2zwei Messergebnissen wurde ein Student’s-T-Test

durchgefuhrt. Als signifikant galt ein Wert von p=0,05 oder niedriger.
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3. Ergebnisse

3.1. Computergestiitzte Analyse der theoretischen Bindefahigkeit von
FSPs in die Peptidbindetasche des HLA-A0201-Moleklils

Computergestutzte  Analyseprogramme, die z.B. den linearen und
positionsspezifischen SYFPEITHI Algorithmus verwenden, ermdglichen die
|dentifizierung derjenigen Peptide, welche Erkennungsstrukturen far
immunkompetente Zellen bieten konnten. Die Bewertung der Peptidesequenz erfolgt
hierbei nach dem Vorhandensein von Ankeraminosauren. Unter Zuhilfenahme von
SYFPEITHI erfolgte die Berechnung der wahrscheinlichen Bindestarke der
Peptidsequenz des FSP11 an das HLA-A0201-Molekul. Fir eine gute
Bindungsfahigkeit eines Peptides spricht ein Wert von mindestens 20 [Rammensee
et al., 1999]. Der SYFPEITHI-Score von 25 fur die Peptidsequenz des FSP11
(TLSPGWSAYV) ist somit hinweisend auf eine hohe Bindefahigkeit an das

HLA-A0201-Molekul und damit die potentielle Erkennung durch das Immunsystem.

3.2. T2 Stabilisierungs-Assay

Die theoretische Fahigkeit zur Stabilisierung des HLA-A0201-Komplexes sollte in
einem praktischen Versuch untermauert werden. Hierzu erfolgte ein Stabilisierungs-
Assay mit TAP1 und TAP2 defizienten T2-Zellen. T2-Zellen exprimieren an ihrer
Oberflache ausschlieldlich HLA-A0201. Auf Grund eines Defektes in den TAP-
Transportern werden zudem nur Signalpeptide sowie TAP-unabhangige Peptide an
der Zelloberflache exprimiert.

Das HLA-A0201-Molekul wird lediglich im Peptid-beladenen Zustand stabil
exprimiert. Demzufolge kann nach externer Zugabe von Peptiden die akkumulierte
Menge der stabil exprimierten HLA-A0201 Molekile auf der Zelloberflache zur
Beurteilung der Starke der Bindefahigkeit des entsprechenden Peptides
herangezogen werden.

Wie in der Abbildung 6 dargestellt zeigte sich ein deutlicher Anstieg der HLA-A0201-
Expression nach externer Beladung mit dem FSP11. Im Vergleich dazu zeigte die
Negativkontrolle mit unbeladenen bzw. mit dem nicht HLA-A0201-bindenen
Kontrollpeptid KO1 beladenen T2-Zellen keinen Anstieg der HLA-Exprimierung. Als
Positivkontrolle dienten T2-Zellen, welche mit dem HLA-A0201-bindenden Influenza-
Matrixprotein (MP) bzw. mit dem an der Wachstumsregulation beteiligten Peptid 68

(P68) beladen wurden. Angegeben ist der Fluoreszenzindex.
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Demzufolge weist das FSP11, wie bereits durch den SYFPEITHI Algorithmus zu
vermuten war, tatsachlich eine stabile Komplexbildung mit HLA-A0201-Molekulen auf
und fuhrt zu dessen gesteigerter Expression auf der Zelloberflache.

3,5 -
3 -

N

Fluoreszenzindex
o Ul =~ ;1 N !
] ] ] ] ]

o

Unbeladen K01 FSP11 MP P68

Abbildung 6: HLA-A0201-Stabilisierung durch FSP11. Die T2-Zellen wurden mit den entsprechenden
Peptiden inkubiert und die HLA-A0201-Expression nach Inkubation mit dem HLA-A0201spezifischen
Antikérper BB7.2 per FACS-Flow-Analyse ausgewertet. Dargestellt ist der Fluoreszenzindex. Als
Negativkontrolle dienten unbeladene sowie mit dem nicht HLA-A0201-bindendem Peptid K01
beladene T2-Zellen. Zur Positivkontrolle erfolgte die Beladung mit dem nachweislich HLA-A0201-
bindenden Proteinen MP und P68.

3.3. Erstellung FSP11-spezifischer T-Zellen und T-Zell-Klone

Analysiert wurde das immunogene Potentials des HLA-A0201-restringierten Peptids
FSP11, welches sich ableitet aus der (-1)-Mutation eines T(15) cMS des
U79260(FTO) Gens. Hierzu wurden T-Zell-Kulturen eines gesunden HLA-A0201"
Spenders hergestellt.

Mittels des CD40L Kultursystems [Schultze et al., 1997] konnten unter Verwendung
von CD40Bs als APCs FSP11-spezifische autologe T-Zellen gewonnen werden.
Dazu wurden die CD40Bs mit FSP11 beladen und zur wiederholten Stimulation der
autologen T-Zellen verwendet. Nach 28 Kulturtagen konnte ein 5,6facher Anstieg der
T-Zell-Zahl beobachtet werden. Die Stimulation wurde fur mehr als 100 Tage
fortgesetzt und fuhrte zu einer Uber 1.000fachen T-Zell-Expansion (Abbildung 7).

Im Weiteren konnte durch Vereinzelung der T-Zellen ein FSP11-spezifischer T-Zell-

Klon gewonnen und weiteren Experimenten zugefuhrt werden.
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Abbildung 7: Wachstumskurve der autologen T-Zellen nach Stimulation mit FSP11-beladenen
CD408Bs bis einschlieB3lich Kulturtag 63.

3.4. Durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenmarker

Die phanotypische Charakterisierung der stimulierten Zellen erfolgte mit Hilfe
durchflusszytometrischer Analysen. Hierbei zeigte sich, dass die Zellkultur fast
ausschlieBlich aus T-Zellen mit zytotoxischem Potential bestand (CD3: 99,9%, CD8:
99,0%, 91. Kulturtag) [Andersen et al., 2006].

Der Oberflachenmarker CD45 gehort zu den Tyrosin-Phosphatasen und spielt eine
wichtige Rolle in der Lymphozytenentwicklung und der Signaltransduktion [Hermiston
et al. 2003]. Im Rahmen des Aktivierungsprozesses der CTLs verandert sich die
Expression der unterschiedlichen CD45-Isotypen. Die Exprimierung von CD45RA
durch ca. zwei Drittel der T-Zell-Kultur weist auf das Vorhandensein naiver T-Zellen
hin. Der Nachweis von CD45R0O auf knapp einem Drittel der T-Zell-Kultur ist ein
Hinweis fur das Vorhandensein von aktivierten T-Effektor-Zellen sowie von T-
Gedachtniszellen [Andersen et al., 2006]. Die Exprimierung von CD62L untermauert
in seiner Funktion als Aktivierungsmarker weiterhin das zytotoxische Potential der T-
Zell-Kultur.

Ein grolRer Teil der untersuchen T-Zellen exprimierte zudem die interzellularen
Adhesionsmolekile (ICAM) CD50 (97,6%), CD54 (61,5%) und CD102 (56,6%). lhre
Bedeutung liegt vor allem in der Lymphozytenaktivierung und der Induktion einer
Immunreaktion auf spezifische Antigene [De Fougerolles et al. 1994].
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Einen Uberblick ber die prozentualen Anteile der Exprimierung einzelner
Oberflachenmarker gibt Tabelle 6. In der Gesamtheit spricht das Expressionsmuster
fur eine Uberwiegend aus CTLs bestehende Zellkultur. Es durften zudem sowohl
naive als auch aktivierte T-Zellen und T-Gedachtniszellen vorliegen. Die

Isotypkontrollen lagen zu jeder Zeit unter 2,5%.

Antigen Positive | Funktion

Zellen (%)
Isotypkontrolle FITC 1,6 Negativkontrolle
Isotypkontrolle PE 2,3 Negativkontrolle
CD3 99,9 T-Zellen
CD4 0,8 T-Helfer-Zellen
CD8 99,0 CTLs
CD45RA 60,4 Naive T-Zellen, T-Gedachtniszellen
CD45RO 27,0 aktivierte T-Effektor-Zellen, T-Gedachtniszellen
CD50 97,6 interzellulares Adhasionsmolekul (ICAM 3)
CD54 61,5 interzellulares Adhasionsmolekul (ICAM 1)
CD62L 29,4 L-Selectin (Aktivierungsmarker)
CD102 56,6 interzellulares Adhasionsmolekul (ICAM 2)

Tabelle 6: FACS-Flow-Analyse der Oberflichenmarker der T-Zell-Kultur am 91. Kulturtag. Dargestellt
sind Oberflachenmarker, der prozentuelle Anteil der die jeweiligen Marker tragenden Zellen an der
Gesamtzellzahl sowie die Funktion des jeweiligen CD-Molekdils.

3.5. ELISpot und Blockierungs-ELISpot

Zum Nachweis der spezifischen Erkennung des FSP11 durch T-Zellen erfolgte eine
Analyse mittels IFN-y-ELISpot. HLA-A0201-positive Zielzellen wurden jeweils mit
FSP11 oder Kontrollpeptid beladen und zur Stimulation der autologen T-Zellen
genutzt. Anschlielend erfolgte die Ermittlung der Anzahl IFN-y sezernierender
T-Zellen durch Auszahlung der Spots.

Bis zu 15,7% der T-Zellen in der Kultur sezernierten spezifisch IFN-y nach
Stimulation mit FSP11-beladenen T2-Targetzellen und maximal 23,8% erkannten
FSP11-beladene autologe B-Zellen. Exemplarisch dargestellt ist das Ergebnis einer
ELISpot-Analyse der T-Zell-Kultur sowohl mit T2-Zellen (Abbildung 8A) als auch mit
CD40Bs (Abbildung 8B) als Targetzellen. In beiden Experimenten fuhrten
unbeladene bzw. mit einem irrelevanten Peptid beladene Targetzellen kaum zu einer
Zunahme der Spot-Zahl im Well. Eine signifikante Zunahme der Spots, entsprechend
einer Aktivierung IFN-y-sezernierender CTLs, war jedoch auslosbar durch Inkubation
der Targetzellen mit FSP11.
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Zusammengenommen belegen diese Daten die Spezifitat der Erkennung des FSP11
durch die T-Zell-Kultur. T2-Zellen exprimieren ausschlieRlich HLA-A0201 und keine
weiteren HLA-Allele. Somit beruht die Erkennung der Zielzellen mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit an der Erkennung von FSP11 im direkten raumlichen Kontext mit
dem HLA-A0201-Molekdil.

T2 FSP11
T2
A 0 50 100 150 200 250 300 350
Spots je Well
CD40Bs MP I
CD40Bs
0 20 40 60 80
B Spots je Well

Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der spezifischen Erkennung von T2-Zellen (Abb. 8A) und von
CD40Bs (Abb. 8B) nach ihrer Beladung mit FSP11 durch die autologen T-Zellen. Im Gegensatz dazu
werden die unbeladenen T2-Zellen und CD40Bs bzw. die mit dem Kontrollpeptid MP beladenen
CD40Bs nicht erkannt (Angabe als Mittelwert aus je drei Wells, je Well 1.000 T-Zellen).
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Zum weiteren und zusatzlichen Nachweis der HLA-A0201-Restriktion wurde ein
Blockierungs-ELISpot durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich eine deutliche Verringerung
der Anzahl IFN-y sezernierender T-Zellen durch die Zugabe von AntikGrpern gegen
pan-MHC-I und HLA-A0201. Auch die Blockierung von CD3 bzw. CD8 mittels
Antikdrpern bewirkte einen deutlichen Rickgang der spezifischen Erkennung der
FSP11-beladenen CD40Bs. Die Ergebnisse dieses Experimentes lassen ebenfalls
darauf schlieBen, dass die Erkennung von FSP11 im direkten Zusammenhang mit
dem HLA-A0201-Molukil erfolgt und dass hierzu CTLs bendétigt werden (vergleiche
hierzu Abbildung 9).

Anti-CD8
Anti-CD3
Anti-MHCI
Anti-HLA-A0201
FSP11
Unbeladen

MP

0 20 40 60 80 100
Spots je Well

Abbildung 9: Der Blockierungs-ELISpot belegt die HLA-A0201-Restriktion durch den deutlichen
Riickgang IFN-y sezernierenden T-Zellen nach Zugabe von pan-MHC-I bzw. HLA-A0201-Antikérpern.
Auf der Y-Achse aufgetragen die jeweiligen Peptide bzw. Antikérper, welche zu den autologen
CD40Bs ergdnzt wurden. Die Negativkontrollen erfolgten mit unbeladenen sowie mit dem
Kontrollpeptid MP beladenen CD40Bs. Als Positivkontrolle dienten mit FSP11 beladene CD408Bs.
Deutlich ersichtlich der Riickgang der spezifischen Erkennung der CD40Bs durch die autologen T-
Zellen nach Inkubation mit den entsprechenden gegen MHC-I, HLA-A0201, CD3 bzw. CD8
gerichteten Antik6rpern.

3.6. FACSotox mit T2 und CD40Bs

Nachdem das zytotoxische Potential der T-Zell-Kultur bereits im ELISpot-Assay
nachgewiesen wurde, erfolgte in einem weiteren Schritt der formale Nachweis des
spezifischen lytischen Potentials der T-Zellen mittels Zytotoxizitats-Assay
(FACSotox). Hierbei sollte die selektive Lyse FSP11-beladener Targetzellen durch
die T-Zell-Kultur untersucht werden. Die Abgrenzung der lysierten Zellen erfolgte

durch Zugabe von Propidiumiodid vor der durchflusszytometrischen Untersuchung.
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In mehreren Experimenten konnte gezeigt werden, dass sowohl FSP11-beladene
T2-Zellen als auch CD40Bs selektiv lysiert werden. In der Negativkontrolle zeigte
sich weder eine relevante Lyse der unbeladenen noch der mit einem Kontrollpeptid
beladenen Targetzellen. Exemplarisch dargestellt ist dies in Abbildung 10. In
verschiedenen Effektor- zu Target-Zell-Verhaltnissen ist auch eine Zunahme der
Anzahl lysierter FSP11 beladener T2-Zellen (Abbildung 10A) sowie CD40Bs
(Abbildung 10B) ersichtlich.
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Abbildung 10: Nachweis der spezifischen Lyse FSP11-beladener T2-Zellen (Abb. 10A) bzw. CD40Bs
(Abb. 10B) durch die autologen T-Zellen. In der Negativkontrolle zeigt sich weder eine relevante Lyse
der unbeladenen noch der mit einem Kontrollpeptid beladenen Targetzellen. Hierdurch wird das
zytotoxische Potential der T-Zell-Kultur belegt.
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3.7. Cold Target Inhibition

Analog zur Durchfuhrung einer klassischen ,,Cold Target Inhibition” durch Zugabe
eines Uberschusses an nicht radioaktiv markierten Zielzellen zu einem
Versuchsansatz mit T-Zellen und radioaktiv markierten Zielzellen erfolgte zur
Bestatigung der FSP11-spezifischen Erkennung und HLA-A0201-Restriktion ein
Inhibierungsversuch. Hierzu wurden ungefarbte CD40Bs im Uberschuss zu einem
FACSotox-Versuchsansatz hinzugegeben. Die Lyse der gefarbten FSP11 beladenen
CD40Bs wurde deutlich vermindert durch die Zugabe der ungefarbten FSP11-
beladenen CD40Bs (bei einem Verhaltnis von gefarbten zu ungefarbten Targets von
1:20). Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe von ungefarbten, mit einem
Kontrollpeptid beladenen CD40Bs einen deutlich geringeren Einfluss auf die Lyse der
Targetzellen (dargestellt in Abbildung 11). Es zeigte sich deutlich, dass die Zugabe
von einem Uberschuss an FSP11-beladenen CD40Bs zum Experimentansatz in
verschiedenen Effektor zu Target-Verhaltnissen eine deutliche Verringerung der
FSP11-spezifischen Erkennung bewirkt hat. Dies ist hinweisend auf die
FSP11-spezifische und HLA-A0201-restringierte Erkennung.

Zytotoxizitat (%)
N WPHhOOTONO®
OO OO0 OO O0oOo

10 : 1 30:1
Verhaltnis Effektor : Target

——CD40Bs MP - CD40Bs FSP11

Abbildung 11: Ein Inhibierungs-Experiment wurde durchgefiihrt zum weiteren Nachweis der HLA-
A0201-Restriktion und der spezifischen Erkennung von FSP11. Zu diesem Zwecke wurden zusétzlich
zu den markierten und mit FSP11 beladenen Targetzellen in einem Verhéltnis von 20:1 nicht
markierte und unbeladene (griine Kurve) sowie nicht markierte, aber ebenfalls mit FSP11 beladene
(blaue Kurve) CD40Bs inkubiert. Das angegebene Effektor:Target Verhéltnis bezieht sich hierbei
ausschlieSlich auf die markierten Targets. Dargestellt ist der prozentuelle Anteil der durch die
autologen T-Zellen lysierten FSP11-beladenen Targetzellen nach einer Inkubationszeit von 6
Stunden. Deutlich wird hierbei, dass nur durch Zugabe FSP11-beladener und unmarkierter Targets
das zytotoxische Potential erheblich reduziert wurde.
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3.8. Lyse einer U79260(FTO) (-1) exprimierenden Tumorzelllinie

Bereits gegenuber FSP11 beladenen B-Zellen und T2-Zellen konnte das
zytotoxische Potential der T-Zell-Kultur nachgewiesen werden. Zum abschlieRenden
Nachweis der spezifischen Erkennung und des zytotoxischen Potentials der T-Zell-
Kultur erfolgt ein FACSotox-Experiment mit verschiedenen Tumorzelllinien. Hierzu
wurde die FSP11-spezifische T-Zell-Kultur mit den einzelnen Tumorzelllinien
inkubiert. Unmittelbar vor der durchflusszytometrischen Analyse erfolgte die Zugabe
von Propidiumiodid zur Differenzierung zwischen lebenden wund lysierten
Targetzellen.

Eine spezifische Lyse konnte fiir die Tumorzelllinie HCT116 (HLA-A0201®°s)
U79260(FTO) (-4)) nachgewiesen werden. HCT116 exprimiert eine (-4)-Mutation von
U79260(FTO), welche ebenso wie die (-1)-Leserasterverschiebung zur Bildung von
FSP11 fuhren sollte. Belegt wurde dies durch die Zytotoxizitatsrate von fast 50% bei
Inkubation von HCT116 mit der FSP11-sepzifischen T-Zell-Kultur. Es erfolgte also
eine spezifische Erkennung und Lyse der die zugrundeliegende Mutation tragenden
Tumorzelllinie HCT116 (Abbildung 12).

Im Gegensatz dazu wurde weder die HLA-A0201% Tumorzelllinie KM12 mit einer
(-4)-Mutation im U79260(FTO)-Gen spezifisch lysiert noch die HLA-A0201(°®
Tumorzelllinie SW480, welche einen Wildtyp flir U79260(FTO) aufweist.

Ein weiterer Beleg fur die HLA-A0201-spezifische Erkennung zeigt sich in einem
weiterfihrenden experimentellen Ansatz. Hierzu wurde die HLA-A0201®°)
Tumorzelllinie SW480 mit FSP11 inkubiert, bevor die Inkubation mit FSP11-
spezifischen T-Zellen erfolgte. Dies flhrte zu einem deutlichen Anstieg der
zytotoxischen Aktivitat gegenuber SW480, vergleichbar mit dem zytotoxischen
Potential der T-Zell-Kultur gegentber HCT116 (Abbildung 12A).

Durch Vereinzelung konnte der FSP11-spezifische T-Zell-Klon C10/11 gewonnen
werden. Zum Nachweis des zytotoxischen Potentials auch auf klonaler Ebene
wurden ebenfalls FACSotox-Experimente durchgefihrt. Auch durch den Klon C10/11
liel sich in der durchflusszytometrischen Untersuchung eine deutliche Lyse der HLA-
A0201%° Tumorzelllinie HCT116 nachweisen. Im Gegensatz dazu wurden die
Kontrollen SW480 (HLA-A0201%°%) U79260(FTO) (wt)) und Colo60H (HLA-
A0201®°; U79260(FTO) (-3)) durch die Klonkultur nicht spezifisch erkannt oder
lysiert (Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Das zytotoxische Potential der FSP11-spezifischen T-Zell-Kultur (Abb. 12A) bzw. eines
FSP11-spezifischen Klones (Abb. 12B) konnte im FACSotox bewiesen werden. Beide waren in der
Lage, die HLA-A0201%°Y Tumorzelllinie HCT116, welche ebenfalls ber die zugrundeliegende
Mutation im U79260-Gen verfiigt, spezifisch zu erkennen und zu lysieren. Nicht erkannt wurden
hingegen die Tumorzelllinien KM12, Colo60H und SW480, die entweder kein HLA-A0201 exprimieren
oder einen Wildtyp fir U79260 aufweisen. Ebenfalls in Abbildung 7A gezeigt die spezifische
Erkennung und Lyse der HLA-A0201"°Y Tumorzelllinie SW480 nach Inkubation mit FSP11.
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4. Diskussion
4.1. Das CRC und seine Therapie

Trotz hervorragender Mdglichkeiten zur Fruherkennung des CRC (z. B. im Rahmen
von altersabhangigen Screeninguntersuchungen) sowie insgesamt sinkender
Letalitat stellt die Behandlung des fortgeschrittenen und insbesondere des
metastasierten CRC eine Herausforderung an das Gesundheitswesen dar. Dies gilt
umso mehr, da in den letzten Jahren eine steigende Zahl von Patienten mit CRCs
beobachtet werden kann. Zum einen beruht diese Tatsache sicherlich auf der
zunehmenden Lebenserwartung, zum anderen auch auf den veranderten Lebens-
und Ernahrungsgewohnheiten in den westlichen Industrienationen. Die bislang
identifizierten Risikofaktoren fur die Entwicklung eines CRC sind vor allem Alkohol-
und/oder Nikotinabusus, Bewegungsmangel, Adipositas und hoher Fleischkonsum —
also zumeist die gesellschaftichen Probleme, mit denen die westlichen
Industrienationen zu kampfen haben und die in absehbarer Zeit vermutlich auch nicht
vollstandig gelost werden konnen [Huxley et al., 2009; Liang et al., 2009; Leufkens et
al., 2010]. Demzufolge ist auch nicht zu erwarten, dass die Therapie des CRC in den
nachsten Jahren an Bedeutung verliert, trotz der seit etwa 10 Jahren weitgehend
stabilen Neuerkrankungsrate. Bedenkt man, dass das CRC bei beiden
Geschlechtern weiterhin auf Platz zwei sowohl bei Inzidenz als auch bei
krebsbedingter Mortalitat liegt, erklart sich die dringende Notwendigkeit optimierter
Therapieformen [Robert-Koch-Institut, 2010].

Die aktuelle Therapie des CRC erfolgt stadienabhangig, wobei die Einteilung nach
der Union International contre le Cancer (UICC) erfolgt. Im UICC-Stadium |
(Infiltration maximal bis in die Tunica muscularis propria) reicht gewohnlich die
kurative RO-Resektion, eine erganzende Therapie ist normalerweise nicht indiziert.
Im UICC-Stadium Il (lokale Infiltration maximal bis in die Nachbarorgane oder das
Peritoneum viszerale) sollte neben der operativen Therapie in Abhangigkeit vom
Risikoprofil eine adjuvante Chemotherapie erwogen werden. Als effektiv erwiesen
haben sich hierbei eine Therapie mit 5- Fluoruracil/Folinsaure oder Capecitabin, ggf.
in Kombination mit Oxaliplatin. Im UICC-Stadium Il (regionarer Lymphknotenbefall
ohne Fernmetastasen) sollte neben einer Operation ebenfalls eine adjuvante
Chemotherapie erfolgen. Die Behandlung im UICC-Stadium IV (Fernmetastasierung)
hangt in besonderem Malde von der Operabilitat ab. Hier kann eine neoadjuvante

(Radio-)Chemotherapie erwogen werden, um bei primar nicht resektablen
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(Fern-)Metastasen eine Operabilitat herzustellen [Schmiegel et al., 2008]. Bereits im
Einsatz, aber nach aktueller Studienlage in seiner Effizienz hinterfragt, ist die
adjuvante Behandlung mit Bevacizumab, einem anti-VEGF Antikorper [Hacker et al,
2010].

Da auch weiterhin trotz insgesamt verbesserter Therapiemaoglichkeiten insbesondere
im metastasierten Stadium die Lebenserwartung drastisch sinkt, konnte hier die

Immuntherapie weitere und neue therapeutische Ansatze bieten.

4.2. Herausforderungen in der Immuntherapie

Einhergehend mit der schlechten Prognose vor allem im metastasierten
Tumorstadium hat insbesondere die Immuntherapie nach langen Jahren der
Vergessenheit einen neuen Auftrieb erfahren.

Dabei tauchen jedoch auch immer wieder neue Herausforderungen auf. Unter
anderem ist ein Kennzeichen vieler immuntherapeutischen Ansatze der verzogerte
Wirkeintritt. Zumeist kommt es auch zu einer initialen Verschlechterung bezogen auf
die Gesamttumorlast, bevor ein deutlicher Tumorregress eintritt. Dies steht im
Gegensatz zu den klassischen Therapieformen, bei denen bei Ansprechen zumeist
sofort ein deutlicher Tumorriickgang beobachtet werden kann. Die Folge ist, dass die
aktuell eingesetzten statistischen Methoden, Studienendpunkte und
Beobachtungszeitraume vor allem in klinischen Phase Ill Studien nicht immer
suffizient sind, um den positiven Effekt einer Immuntherapie zu erfassen. Diverse
Gruppen beschaftigen sich mit der genauen Analyse unter anderem der statistischen
Methoden und bieten Verbesserungsvorschlage [zusammengefasst in Hoos et al.,
2010].

Weiterhin muss Uber ein immuntherapeutisches Verfahren insbesondere bei schnell
wachsenden Tumorentitaten von Fall zu Fall unterschieden werden, denn nicht jeder
Patient hat die (Lebens-)Zeit, um auf die zumeist verzogert eintretende
immuntherapeutische Wirkung zu warten. Die erklart vermutlich auch, warum sich die
Immuntherapie insbesondere in Kombination mit den ,klassischen“ Therapieansatzen
bewahrt hat. Die Tumorbekampfung scheint am effektivsten zu sein, wenn
immuntherapeutische  Mallnhahmen erganzend zur Operation bzw. zur
(Radio-)Chemotherapie durchgefiihrt werden. In einer Ubersichtsarbeit befassen sich
Baxevanis et al. ausfuhrlich mit aktuellen Behandlungskonzepten zur kombinierten
Tumortherapie bestehend aus Vakzinierung, Chemotherapie und monoklonalen

Antikorpern. Die Arbeit macht ebenfalls deutlich, dass die ursprungliche Befurchtung
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der Kontraproduktivitat einer kombinierten Therapie bestehend aus Immuntherapie
und Chemotherapie sich anscheinend nicht bestatigt. Anders als vielleicht zu
erwarten gewesen ware kommt es durch die immunsuppressive Wirkung der
Chemotherapeutika nicht notgedrungen zu einem Wirkverlust immuntherapeutischer
Ansatze. Vielmehr haufen sich die Hinweise, dass durch bestimmte
Chemotherapeutika sogar eine Wirkungsverstarkung (z.B. von Tumorzell-
Vakzinierungen) erreicht werden kann. Ebenfalls entfalten bestimmte
Chemotherapeutika eine immunmodulierende Wirkung und konnten damit
synergistisch zur Immuntherapie wirken. Es konnte z. B. fur Gemcitabine, Paclitaxel,
Cisplatin, Cyclophosphamid und 5-Fluoruracil ein positiver Einfluss auf eine vor bzw.
nach Chemotherapie verabreichte Immuntherapie nachgewiesen werden
[zusammengefasst in Baxevanis et al., 2008]. Die zugrundeliegenden Mechanismen
hierfir sind noch nicht abschlieRend geklart. Einen mdglichen Erklarungsansatz
jedoch bietet zum Beispiel das Chemotherapeutikum Temozolomid. Es scheint in der
Lage zu sein, regulatorische T-Zellen (Tregs) zu depletieren. Da Tregs die Aktivitat
nahezu aller weiteren Lymphoidzellen sowie auch von DCs supprimieren kdnnen,
spielen sie eine wesentliche Rolle in der Regulation des Immunsystems. Mehrfach
konnten Tregs fur tumorassoziierte spezifische Antigene (TAA) bei Tumorpatienten in
erhohter Zahl nachgewiesen werden. Im Falle solider Tumoren liel3 sich sogar ihre
Akkumulation im  Tumorgewebe aufzeigen. Dies scheint Uber den
immunsuppressiven Effekt der Tregs in einigen Tumorentitaten zum Immune Escape,
und damit zum Tumorprogress, beizutragen [Raghavan et al., 2011; Kim et al., 2010].
Ein weiterer Mechanismus kommt anscheinend bei platinhaltigen Chemotherapeutika
zum Tragen. Diese regulieren die Expression vom programmed death receptor-
ligand 2 sowohl auf Tumorzellen als auch auf DCs herunter. Dies verbessert das
immunstimulatorische Potential von DCs und verringert das Potential des Tumors
zum Immune Escape [Lesterhuis et al., 2011]. Fur Gemcitabine konnte die Induktion
von Tumornekrose bzw. Tumorapoptose mit konsekutiver Erhohung der
Antigenprasentation nachgewiesen werden bei gleichzeitigem Erhalt der T-Zell-
Funktion [Suzuki at al., 2007]. Ebenso gilt, dass beim Chemotherapie-induzierten
Tumorzelltod TAAs freigesetzt werden, welche wiederum zur Aktivierung des
Immunsystems beitragen konnen. Fur Anthracycline sowie fur Oxaliplatin konnte ein
derartiger ,immunogener Zelltod“ in besonderem Malie nachgewiesen werden. Die

Tumorzellen werden nach ihrem Zelltod von DCs phagozytiert. Dies fuhrt konsekutiv
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zur Prasentation von TAAs an spezifische CD8-T-Zellen, welche anschlieRend bei
der Kontrolle bzw. Elimination des Resttumors helfen [Zitvogel et al., 2010].
Idealerweise sollte durch eine Chemotherapie die Tumormasse deutlich reduziert
werden, wahrend die durch eine Tumorvakzine induzierte Immunantwort den
Resttumor beseitigt [Baxevanis et al., 2008]. In diesem Sinne konnten in einer
Ubersichtsarbeit zu aktuellen immuntherapeutischen Ansatzen bei CRCs ein
deutlicher Benefit vor allem im frihen Tumorstadium Il sowie bei vermutetem oder
bewiesenem Resttumor aufgezeigt werden. Im Gegensatz dazu konnte bislang eine
reine Immuntherapie in den fortgeschrittenen Tumorstadien Il und IV noch keinen
eindeutigen klinischen Nutzen erbringen. Heutzutage konnen jedoch auf Grund der
verbesserten Vorsorgeuntersuchungen deutlich frihere Tumorstadien diagnostiziert
werden. Wurden 1995 noch die Halfte aller CRC-Erstdiagnosen im Stadium IV
gestellt, sind dies heute nur noch geschatzte 10%. Wahrenddessen hat sich die
Haufigkeit der Diagnose eines CRC im Stadium Il von weniger als 20% auf ca. 40%
verdoppelt. Dies fuhrt dazu, dass heutzutage mehr CRCs primar einer operativen
Therapie zuganglich sind. Dennoch erleiden die Halfte der Patienten nach
chirurgischer Tumorresektion trotz zumeist vorliegender makroskopischer
Tumorfreiheit ein Rezidiv [Rao et al., 2011]. Betrachtet man den deutlichen Nutzen
einer Immuntherapie in frihen Tumorstadien sowie die haufige Rezidivrate trotz
makroskopischer Tumorfreiheit nach Resektion, dann bietet sich eine zusatzliche
Immuntherapie auch schon in friheren Tumorstadien an als bislang angenommen
[Rao et al., 2011, Baxevanis et al., 2008].
Fur CRCs wird weiterhin ein direkt immunsuppressiver Effekte vermutet, denn nach
Tumorresektion konnte mehrfach die Wiederherstellung einer antitumoralen
Immunreaktion beobachtet werden [Galizia et al., 2002]. Verschiedene Mechanismen
sind speziell beim CRC an diesem Phanomen, welches als Immune Escape
bezeichnet wird, beteiligt [zusammengefasst in Evans et al., 2006]:

- Verlust oder Verminderung von HLA-Klasse | Antigen-Prozessierung und

Prasentation (konsekutive geringere Prasentation von TAAs an CTLSs)

- Verlust kostimulatorischer Molekule oder Signalmolekule von T-Zellen

- Funktionsdefekte von DCs, naturlichen Killerzellen oder CTLs

- HLA-G Expression (damit einhergehend Inhibition von NKs und von CTLS)

- Verschiebung des Zytokin-Gleichgewichts hin zu TGF-B und VEGF

(Tumorzellwachstum und Angiogenese)
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- Reduktion der Typ-I-T-Helferzellen zugunsten einer Typ-lI-T-Helferzellen-
Immunantwort (damit einhergehend Inhibition der proinflammatorischen
Zytokinproduktion und der Immunantwort)

- Umgehung von Todesrezeptoren (z. B. durch Verlust von Fas-Rezeptoren auf
der Tumorzell-Oberflache)

Ziel einer Immuntherapie ist es somit unter anderem, die Immune Escape
Mechanismen der Tumorzellen zu umgehen und die maligne entarteten Zellen erneut

der Kontrolle durch das Immunsystem zuzufihren.

4.3. Aktuelle Ansatze zur Immuntherapie beim CRC

Vielfach gibt es Belege fur die Aktivierung des Immunsystems durch das CRC und
zahlreiche tumor-assoziierte Peptide bzw. tumor-spezifische Antigene konnten
bereits identifiziert werden [Chan et al., 2010; Line et al., 2002]. Das Immunsystem
scheint durchaus befahigt zu einer gegen das CRC gerichteten Immunantwort.
Jedoch reicht diese alleine oft nicht aus, um den Tumorprogress aufzuhalten [Camus
et al., 2009]. Dennoch lasst das verlangsamte Tumorwachstum und sogar eine
verlangerte Uberlebenszeit bei hoher intratumoraler Lymphozyteninfiltration auf die
Moglichkeiten des Immunsystems zur Tumorbekdmpfung schlieRen [Baier et al.,
2008; Galon at al., 2006].

In Hinblick auf die Therapie des CRC gibt es verschiedene Ansatze zur
immuntherapeutischen Uberwindung der unterschiedlichen Immune Escape
Mechanismen. Dabei wird unterschieden zwischen aktiver und passiver
Immuntherapie. In der passiven Immuntherapie gibt es zudem einige
vielversprechende Ansatze zur Entwicklung spezifischer Antikorper [Mellman et al.,
2011; Melero et al., 2007]. Ein weiterer Ansatz ist die Verabreichung von Zytokinen
zur Stimulation des Immunsystems und zur Verbesserung der Tumorabwehr
[Mazzolini et al., 2007].

Eine Madglichkeit der aktiven Immuntherapie ist unter anderem die Verimpfung
autologer, letal bestrahlter Tumorzellen. Eine der altesten bekannten Ansatze hierzu
ist die subkutane Injektion einer Vakzine bestehend aus lysierten oder bestrahlten
autologen Tumorzellen zusammen mit Bacille Calmette-Guerin. Diverse
Arbeitsgruppen beschaftigen sich mit diesem Ansatz, welcher als OncoVAX bekannt
wurde. Es kam jedoch zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen zu teilweise
widerspruchlichen Ergebnissen [Harris et al., 2000; Hoover et al., 1993]. Dies beruhte

vor allem auf einer noch nicht standardisierten Herstellung der Vakzine. In weiteren
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Versuchen mit dieser Vakzine, allerdings aus kontrollierter und standardisierter
Herstellung, lie3 sich im Stadium Il eine deutliche Verbesserung sowohl bezuglich
des Gesamtuberlebens als auch der Tumorprogression nachweisen. Dies belegt vor
allem die Notwendigkeit einer standardisierten und qualitativ hochwertigen
Herstellung von Vakzinen. Ebenso untermauert es die Vermutung, dass frihere
Tumorstadien als bislang angenommen von einer Vakzinierung profitieren [Groot et
al., 2005; Hanna et al., 2001; Vermorken et al., 1999].

In weiteren therapeutischen Ansatzen erfolgte die Impfung mit autologen, bestrahlten
und virusinfizierten Tumorzellen. In einer klinischen Phase Il Studie zeigten sich
vielversprechende Ergebnisse durch Impfung autologer Tumorzellen, welche mit dem
Newcastle disease Virus infiziert waren. Es lie sich ein Vorteil sowohl im
Gesamtiiberleben als auch im metastasenfreien Uberleben nachweisen [Schulze et
al., 2009]. In einigen Studien zeigten sich im Vergleich zu OncoVAX sogar bessere
Ergebnisse mit verlangerter Uberlebenszeit, insbesondere bei lebermetastasierten
CRCs [Ockert et al., 1996].

Interessanterweise fuhren diese Tumorimpfungen anscheinend nicht sofort zu einer
spezifischen Immunantwort. Vielmehr enthalten die verimpften Virus- bzw.
bakteriellen Zellen sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPS).
Hierbei handelt es sich um Strukturen, welche innerhalb der diversen
mikrobiologischen Spezies konserviert sind. Diese werden durch sogenannte pattern
recognition receptors (dazu gehoéren z.B. Toll-ike Rezeptoren, TLR) des
angeborenen Immunsystem erkannt und l6sen zunachst eine unspezifische
Immunreaktion und Inflammationsreaktion aus. Hierzu wird insbesondere durch TLRs
Uber entsprechende Signalwege die Zytokinfreisetzung sowie die Aktivierung von
NK-Zellen und CTLs vermittelt. Erst diese unspezifische Immunantwort fihrt zu einer
Aktivierung des erworbenen Immunsystems und damit zur spezifischen
antitumoralen und TAA-vermittelten Immunantwort. Bestimmte TLRs kdnnen zudem
die immunsuppressive Wirkung der Tregs aufheben. Dies fuhrt, zusammen mit ihrer
Stimulation von DCs, zu einer deutlichen antitumoralen Immunantwort [Takeuchi &
Akira, 2010; Hennessy et al., 2010].

Der Vorteil der autologen Tumorvakzine liegt darin, dass mit grofRRer
Wahrscheinlichkeit TAAs mit der Fahigkeit zur Induktion einer Immunantwort
vorhanden sind. Nachteilig ist, dass diese nur in geringer Anzahl vorliegen. Weiterhin

wird die Gewinnung autologer Tumorzellen zur Entwicklung einer Vakzine deutlich
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erschwert durch die Entwicklung des CRC in einem bakterienhaltigen Milieu. Da sich
Metastasen zumeist in der Leber finden, ist auch hier keine leichte Gewinnung
autologer Tumorzellen mdglich. Weiterhin besteht die Beflrchtung, dass nach
Verabreichung der Vakzine trotz Bestrahlung der Tumorzellen immunsuppressive
Zytokine freigesetzt werden koénnten. Schlussendlich erfordern Ansatze zur
autologen Vakzinierung ein Immunmonitoring. Dieses wird erschwert durch die
Unkenntnis, welche TAAs genau fur die Induktion der Immunantwort verantwortlich
sind [Merika et al., 2010].

Um diese Probleme zu umgehen gibt es zahlreiche Ansatze zur Entwicklung einer
Vakzine unter Verwendung definierter TAAs. Verwendet werden hierbei unter
anderem Beta - Humanes Choriongonoadotropin, Tumorprotein 53, Epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor 2, Gastrin oder Carcinoembryonales Antigen als TAAs. Die
Applikation erfolgt zumeist Uber einen viralen Vektor [zahlreiche Phase | und
Phase II-Studien, zusammengefasst in Merika et al., 2010].

Weitere Arbeitsgruppen befassen sich mit der Verwendung von DCs, welche sowohl
Uber MHC | als auch MHC Il eine Immunantwort induzieren kdnnen. Die Herstellung
der Vakzine erfolgt zum Beispiel Uber eine Stimulation der DCs mit Tumorlysat oder
Tumor-RNA. Alternativ dazu erfolgt eine Transfektion mit Tumor-DNA oder es wird
eine Fusionszelle aus Tumorzelle und DC hergestellt. Ebenfalls gibt es Ansatze zur
Verwendung von DCs, welche mit multiplen TAAs beladen werden. Positive
Ergebnisse konnten z. B. mit der Verwendung mRNA-beladener DCs als effektive
Induktoren gewonnen werden [Chu et al., 2005].

Insbesondere im Bereich der aktiven Immunisierung gibt es somit einige
erfolgversprechende therapeutische Ansatze. Sowohl zur spezifischen Adressierung
bestimmter Tumorentitaten als auch zum Zwecke des Vakzin-Monitorings ist die

Identifizierung und Charakterisierung von TAAs ein notwendiger erster Schritt.

4.4. Identifizierung und Charakterisierung eines neuen T-Zell-Epitopes

Die Herausforderung auf dem Gebiet der Immuntherapie, insbesondere im Bereich
der aktiven Immunisierung, liegt in der Vermeidung der Entwicklung von
Autoimmunphanomenen. Um dieses Risiko zu minimieren sollten potentielle
Antigene moglichst Uber bestimmte Voraussetzungen verfugen:

1. bevorzugt ausschliefdliche und hohe Expression auf den (Tumor-) Targetzellen

2. Prasentation im HLA-Molekul (als Erkennungsstelle flr CTLs)

3. Vorlaufer-T-Zellen mussen auch nach negativer Selektion noch prasent sein
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4. Beteiligung des Antigens an der Tumorgenese und/oder dem Tumorprogress
Mehrfach wurde das immunogene Potential der MSI-H induzierten Frameshift-
Mutationen unter Beweis gestellt. In diversen Vorarbeiten konnte gezeigt werden,
dass FSPs, die durch Frameshift-Mutationen unter anderem in den Genen fur den
TGF-Beta-1I-Rezeptor [Linnebacher et al., 2001; Saeterdal et al., 2001], die O-linked
N-acetylglucosamine Transferase [Ripberger et al., 2003] und fur Caspase-5
[Schwitalle et al., 2004] entstehen, CTLs mit der Fahigkeit zur Lyse von Tumorzellen
mit der zugrunde liegenden Frameshift-Mutation induzieren kénnen.

Desweiteren konnten Saeterdahl und Kollegen ein MHC-Klasse-Il restringiertes
Epitop von T-Helfer-Zellen identifizieren [Saeterdahl et al., 2001] und Ishikawa et al.
erbrachten den Nachweis spezifischer Antikorper, welche gegen kodierende cMS
Frameshift-mutierter Zielgene gerichtet sind [Ishikawa et al., 2004]. Erst kurzlich
gelang die Identifizierung zweier weiterer HLA-A0201 restringierter FSPs, welche im
Rahmen einer (-1)-Leserastermutation im MSH3-Gen entstehen und stark
immunogen sind. Ebenfalls wurden Tumorzellen mit der zugrunde liegenden
Mutation durch FSP-spezifische CTLs lysiert [Garbe et al., 2011].

Die Gruppe um Schwitalle analysierte zudem in einer umfangreichen Studie die
Reaktivitat peripherer T-Zellen gegenuber verschiedenen FSPs in Patienten mit
MSI-H CRCs sowie in bislang gesunden HNPCC-Anlagetragern. Hierbei zeigte sich
eine spezifische Erkennung eines Peptid-Mixes abgeleitet aus der (-1)-mutierten
Form vom U79260(FTO) durch periphere T-Zellen bei 25% der Tumorpatienten
(8/32) sowie bei 31% der gesunden HNPCC-Anlagetrager (5/16). Es konnte zudem
eine Reaktivitat gegenlber zwei von drei in vitro expandierter Tumor-infiltrierenden T-
Lymphozyten-Linien gezeigt werden, welche aus den MSI-H-Tumoren gewonnen
wurden [Schwitalle et al., 2008]. Ein formeller Beweis flr die Fahigkeit zur Tumorlyse
durch spezifische, gegen die frameshiftmutierte Form von U79260(FTO) gerichtete
T-Zellen fehlte jedoch bislang.

Die vorliegende Arbeit befasst sich daher mit dem Nachweis, dass FSP11,
entstehend aus der (-1)-Mutation des Genes U79260(FTO), in der Lage ist, eine
T-Zell-Antwort zu induzieren. Zu diesem Zweck erfolgte zunachst der Nachweis, dass
FSP11 stabil im HLA-A0201-Komplex prasentiert werden kann. Hierfur sprechen
sowohl der SYFPEITHI-Score von 25 als auch der T2-Stabilisierungs-Assay mit
einem Fluoreszenz-Index von 0,98, welcher deutlich Uber dem Index der

Negativkontrolle (0,36) liegt [Rammensee et al., 1999; Linnebacher et al., 2001].
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Es erfolgte die erfolgreiche Induktion spezifischer T-Zellen durch Stimulation mit
FSP11-beladenen B-Zellen. Uber mehrere Wochen hinweg konnte eine weit (iber
1.000fache T-Zell-Expansion erreicht werden. Ebenfalls konnte fur weiterfUhrende
Experimente ein FSP11-spezifischer Klon durch Vereinzelung der T-Zellen erhalten
werden.

Die gewonnenen spezifischen T-Zellen wurden einer Analyse der Oberflachenmarker
unterzogen. Hierbei zeigte sich, dass die Kultur fast ausschlief3lich aus CTLs bestand
mit jeweils (iber 90% CD3 und CD8 positiven T-Zellen [Andersen et al., 2006]. Uber
55% der Kultur exprimierte die interzellularen Adhasionsmolekile der ICAM-Gruppe
(CD 54: 61,5%, CD 102: 56,6%, CD 50 97,6%) als Hinweis auf die Fahigkeit der T-
Zell-Kultur zur Lymphozytenaktivierung und zur Induktion einer Immunreaktion [De
Fougerolles et al., 1995]. Da zudem knapp ein Drittel der T-Zellen die
Aktivierungsmarker CD45R0O und CD62L aufweisen, spricht dies fur einen hohen
Anteil aktivierter T-Lymphozyten sowie von T-Gedachtniszellen in der T-Zell-Kultur
[Andersen et al., 2006].

Der Nachweis der Spezifitat der Erkennung vom FSP11 durch die T-Zell-Kultur
erfolgte mit Hilfe einer IFN-y-ELISpot Analyse. Etwa 5,5% der T-Zell-Kultur
sezernierte IFN-y nach Inkubation mit FSP11-beladenen autologen B-Zellen. Zum
Nachweis der HLA-A0201-Restriktion erfolgte eine ELISpot-Analyse mit T2-Zellen als
Zielzellen; diese exprimieren HLA-A0201 als einziges MHC-Molekul auf ihrer
Oberflache. Auch hier zeigte sich eine spezifische Erkennung FSP11-beladener
T2-Zellen durch die T-Zell-Kultur.

Das zytotoxische Potential der T-Zell-Kultur und des FSP11-spezifischen Klons
C10/11 konnte in einem FACSotox unter Beweis gestellt werden. Sowohl
FSP11-beladene autologe B-Zellen als auch beladene T2-Zellen wurden durch die
T-Zell-Kultur sowie den FSP11-spezifischen Klon lysiert.

Wichtigster Hinweis auf das zytotoxische Potential der durch das FSP11 induzierten
CTLs ist die Lyse von Tumorzellen mit der zugrunde liegenden Mutation. Die
HLA-A0201®°®  Tumorzellinie HCT116, welche eine (-4)-Mutation im Gen
U79260(FTO) aufweist und somit dem FSP11 zugrundeliegenden (-1)-Leseraster
entspricht, wurde durch die FSP11-spezifische T-Zell-Kultur und den T-Zell-Klon
C10/11 lysiert. Im Vergleich dazu wurden weder die HLA-A0201™9 Tumorzelllinie
KM12, die ebenfalls eine (-1)-Mutation tragt lysiert, noch die HLA-A0201%°
Tumorzelllinie SW480, welche bezlglich U79260(FTO) einen Wildtyp aufweist.
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Die Spezifitat der Prasentation von FSP11 im Kontext mit dem HLA-A0201-Molekdl
konnte im Weiteren bewiesen werden durch die Lyse der Tumorzelllinie SW480,
nachdem diese mit FSP11 inkubiert wurde.

Der weitere Nachweis der Spezifitat fur FSP11 und der HLA-A0201-Restriktion der
T-Zell-Kultur konnte in einem Inhibierungsexperiment gezeigt werden. Hierzu erfolgte
die Zugabe von ungefarbten, FSP11-beladenen CD40Bs im Uberschuss zu einem
FACSotox-Experiment. Dies reduzierte die Zielzelllyse erheblich, wahrend die
Zugabe unbeladener CD40Bs keinen wesentlichen Einfluss auf die Lyse hatte.
Weiterhin konnte in einem Blockierungs-ELISpot die Anzahl IFN-y sezernierender
T-Zellen durch die Zugabe von HLA-A0201-Antikorpern sowie Antikorpern gegen das
MHC-Klasse-I-Molekul signifikant gesenkt werden. Diese Daten belegen sowohl die
HLA-A0201-Restriktion als auch die Spezifitat der Erkennung von FSP11.

Somit konnte auch die endogene Expression von FSPs der (-1)-Mutation von
U79260 belegt werden. Dies steht in einem gewissen Widerspruch zu der Tatsache,
dass U79260 nicht gegenuber dem nonsense mediated RNA-decay (NMD) resistent
ist. Man wurde erwarten, dass Nonsense-Transkriptionsprodukte rasch dem Abbau
zugefihrt werden via NMD. Passend hierzu hat die Arbeitsgruppe um Williams
zahlreiche Tumorzelllinien auf die Expression mutierter Proteine hin untersucht und
konnte diese bei NMD-resistenten Transkriptionsprodukten nachweisen, nicht jedoch
bei NMD-sensiblen Frameshift-Mutationen [Williams et al., 2010]. Ein md&glicher
Erklarungsansatz flr den erbrachten Nachweis der endogenen Expression der
(-1)-Mutation von U79260 konnte Translationsabhangigkeit des NMD sein. Bereits
eine geringe Expression des mutierten Proteins aus der ursprunglichen Translation
kdonnte ausreichen, um eine Immunantwort zu induzieren. Hierfur spricht, dass
bereits geringste Peptidmengen (z. B. drei Peptide je MHC-Molekul) ausreichend
sein konnen, um eine CTL-vermittelte Zelllyse zu induzieren [Sykulev et al., 1996;
Kageyama et al., 1995].

Im Vergleich zum gesunden Gewebe und vor allem in Vergleich zu anderen
Tumorentitaten ist die Mutationsrate vom Gen U79260(FTO) in CRCs mit uber 80%,
in etablieten CRC-Tumorzelllinien sogar bis zu 100%, sehr hoch. Bei
Endometriumkarzinomen liegt die Mutationsrate knapp Uber 40%, in
Magenkarzinomen sogar nur knapp uber 5%. Dies ist hinweisend sowohl auf eine

hohe Wahrscheinlichkeit des Auftretens frameshiftmutierter Transkriptionsprodukte
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von U79260(FTO) in MSI-H CRCs als auch auf eine gewisse Selektivitat des
Auftretens in CRCs.

Auch wenn der endgultige Beweis fur die Funktion des Genes U79260(FTO) bislang
noch nicht erbracht werden konnte, ist eine Assoziation mit der Regulation von
Stoffwechsel und Energiehaushalt sehr wahrscheinlich [Wang et al., 2011; Loos et
al., 2008; Woerner et al., 2005]. Wie bereits durch Hanahan & Weinberg postuliert
spielt die Regulation und Manipulation am Energiehaushalt eine wichtige Rolle in der
Tumorentwicklung [Hanahan & Weinberg, 2011]. Somit ist die Vermutung
naheliegend, dass =z.B. eine Mutation oder auch Uberexpression des
U79260(FTO)-Gens mit einer fur den Tumorprogress positiven Modifikation des
Energiehaushaltes einhergehen konnte. Unterstutzt wird diese These durch den
Nachweis einer deutlich erhdéhten Expression von U79260(FTO) in
Endometriumkarzinomen. In diesem Zusammenhang konnten Zhang et al. zeigen,
dass die U79260(FTO)-Uberexpression zur Aktivierung des Phosphoinositid-3-
Kinasen/Proteinkinase B Signalweges sowie zur Aktivierung des Mitogen-aktivierte
Proteinkinase Signalweges fuhrt. Da diesen Signalwegen wesentliche
Schlusselfunktionen in der Regulation unter anderem von Zelldifferenzierung und
Zellwachstum zukommt, tragt deren Aktivierung zu einer deutlich erhohten
Proliferationsrate und Invasivitat des Tumors bei [Zhang et al., 2012].
Zusammengenommen machen diese Daten das Gen U79260(FTO) sowie das aus
der (-1)-Mutation dieses Genes abgeleiteten FSP11 zu einem vielversprechenden

Kandidaten fur zukunftige immuntherapeutische Ansatze.
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4.5. Ausblick

Mit zunehmenden Untersuchungen liegen mittlerweile einige gut charakterisierte,
haufig auftretende und zum Teil von mit hoher Wahrscheinlichkeit an der
Kanzerogenese beteiligten Genlokalisationen abstammende FSPs vor. Damit wurden
vielversprechende Kandidaten zusammengetragen, welche in ihrer Gesamtheit fur
weiterfUhrende Studien genutzt werden konnen [Garbe et al., 2011; Linnebacher et
al., 2001; Saeterdal et al., 2001; Ripberger et al., 2003; Schwitalle et al., 2004].
Dennoch besteht sicherlich auch in Zukunft der Bedarf an der Identifizierung und
Charakterisierung weiterer TAAs. Eine groRere Gruppe gut charakterisierter TAAs,
zum Beispiel aus der Gruppe der FSPs, konnte fur zukunftige immuntherapeutische
Versuche nutzlich sein. Gerade bei MSI-H CRCs bietet sich auf Grund der
genetischen Vielfalt ein Mix aus diversen FSPs an. Damit sollte sichergestellt sein,
dass die Tumorzellen wenigstens einige FSPs aus dem Mix auch exprimieren und
damit dem Immunsystem zuganglich werden. Dies wuirde immuntherapeutische
Optionen fur bereits an MSI-H CRCs erkrankte Patienten eroffnen. Dartber hinaus
besteht aber auch die Hoffnung, dass in kommenden Jahren eine praventive Impfung
noch gesunder HNPCC-Anlagetrager mit hohem Tumorrisiko moglich wird. So
konnte zum Beispiel ein Cocktail aus diversen haufig auftretenden FSPs genutzt
werden, um T-Zellen zu stimulieren. Diese kdnnen dann zur Immunisierung
gefahrdeter Patienten verwendet werden, um die Malignomentstehung vollstandig zu
vermeiden.

Auch wenn weiterhin ein deutlicher Forschungsbedarf besteht, eréffnen sich durch
die Peptid-Charakterisierung vielversprechende Moglichkeiten sowohl  flr
therapeutische als auch fur praventive Ansatze zur Immuntherapie insbesondere bei
MSI-H CRCs.
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5. Zusammenfassung

Trotz der Moglichkeiten zur Fruhdiagostik und insgesamt umfangreicher
Therapieformen stellt die Behandlung des CRCs eine Herausforderung an das
Gesundheitswesen dar. Bei seit Jahren zunehmender Patientenzahl und in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Erstdiagnose sowie vom Metastasierungsstatus
steigender Letalitat ist die Notwendigkeit einer erfolgreichen Behandlung vor allem in
fortgeschrittenen Tumorstadien grol3.

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung eines Neopeptides, gebildet von CRCs
mit einer bestimmten Form der genetischen Instabilitat, in Hinblick auf dessen
Fahigkeit zur Induktion von CTLs. Das Peptid FSP11 (TLSPGWSAYV), welches sich
aus der (-1)-Mutation im Gen U79260(FTO) ableitet, konnte als neues MHC-I
restringiertes Epitop fur CTLs identifiziert werden. Es wird sowohl stabil im
HLA-A0201 Molekul exprimiert als auch durch CTL spezifisch erkannt. FSP11 konnte
in peripheren CD8 positiven T-Zellen eines gesunden Spenders eine IFN-y
Freisetzung induzieren und es wurde bei Prasentation im HLA-A0201-Molekul
spezifisch erkannt.

Zudem entwickelten die T-Zell-Kultur sowie der FSP11-spezifische T-Zell-Klon die
Fahigkeit zur selektiven Erkennung und Lyse der Tumorzelllinie mit der
zugrundeliegenden Mutation. Dies weist auf eine Translation von U79260(FTO) hin
gefolgt von der weiteren Prozessierung der Peptide durch das zellulare Proteasom
und letztendlich deren Prasentation im MHC-I-Molekll an der Zelloberflache.

Da FSPs in einer gesunden Zelle gewohnlich nicht vorkommen, kdnnten sie eine
Angriffsflache fur das Immunsystem darstellen und als tumorspezifische Antigene
fungieren. Gestutzt wird diese Vermutung durch die bessere Prognose von Patienten
mit MSI-H CRCs. Die tumorspezifischen FSPs kdnnten hierbei die Immunantwort
vermitteln. Da jedoch zahlreiche Mutationen der cMS auftreten, bietet es sich an,
eine Gruppe haufig auftretender und stark immunogener FSPs zu charakterisieren,
um fur eine spatere klinische Anwendung die Wahrscheinlichkeit der
Tumorerkennung zu steigern. In der klinischen Anwendung interessant sind hier vor
allem die Maoglichkeiten zur Entwicklung einer Immuntherapie basierend auf den
FSPs. Insbesondere erdffnet sich hier auch die Moglichkeit zur Entwicklung einer
prophylaktischen Impfung fir noch gesunde HNPCC-Anlagetrager, welche ein sehr

hohes Risiko fur die Entwicklung von MSI-H Tumoren haben.
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Abb Abbildung

AML Akute myeloische Leukamie

B2M Beta-2-Mikroglobulin

CD Cluster of Differentiation

CD40B CD40-aktivierte B-Zellen

CIN+ Chromosomal instabil

cMS Kodierender Mikrosatellit

COX Cyclooxygenase

CRC Kolorektales Karzinom

CTL Zytotoxische T-Zelle

DC Dendritische Zelle

DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinsaure

ELISpot Enzyme-linked immunosorbent spot
E:T Effektor : Target

et al. et alii

FACS Fluorescence activated cell sorting
FAP Familiare adenomattse Polyposis
FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FSP Frameshift Peptid

FTO Fat mass and obesity associated
Gy Grey

HLA Human Leukocyte Antigen

HNPCC Hereditares nichtpolyposes kolorektales Karzinom
ICAM Interzellulares Adhasionsmolekdll
IFN Interferon

IL Interleukin

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium
MACS Magnetic Activated Cell Sorting
MHC Major Histocompatibility Complex

MLH MutL (Escherichia coli) Homolog
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MMR
MP
MSH
MSI-H
MSI-L
MSS
NIH
NK
NMD
NO
P68
PBS
PE
PMS
TAA
TAP
TGF
Th
TNF
Treg
uiCC
VEGF

Mismatch Repair System

Influenza Matrixprotein

MutS (Escherichia coli) Homolog
Hochgradige Mikrosatelliteninstabilitat
Niedriggradige Mikrosatelliteninstabilitat
Mikrosatellitenstabil

National Institute of Health
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Nonsense mediated decay
Stickstoffmonoxid

Peptid 68

Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin

Postmeiotic segregation increased (Saccharomyces cerevisiae)
Tumor-assoziiertes Antigen
Transporter associated with antigen processing
Transforming growth factor
T-Helferzelle

Tumor Nekrose Faktor

Regulatorische T-Zellen

Union International contre le Cancer

Vascular endothelial growth factor
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