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l. Einleitung

l.1. Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom (OK) ist in Deutschland mit circa 8000 Neuerkrankungen
pro Jahr die sechsthaufigste Krebserkrankung der Frau und zweithaufigster
weiblicher maligner Genitaltumor. In Relation zur Anzahl der Erkrankten ist das
OK die haufigste gynakologische Krebstodesursache.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 65 Jahren, aber auch jungere

Frauen sind betroffen.

Aus histologischer Sicht sind Ovarialtumore sehr heterogen. Es gibt zahlreiche
histologische Hauptklassen, von denen die meisten noch weiter differenziert
werden (Tab.1).

Der epitheliale Subtyp (Adenokarzinom) ist jedoch bei Weitem der haufigste

und liegt bei 3 von 5 ovariellen Neoplasien vor.

Die folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der histologischen Klassifikationen

ovarieller Tumoren (Tab. 1).
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I. Maligne epitheliale Tumoren
A Seriés maligne Tumoren
1 Karzinome mit "low malignant potential” (LMP)
a) ser0ses Zystadenokarzinom mit LMP
b) papillares seréses Zystadenokarzinom mit
LMP
c) exophytisches papillares Karzinom mit LMP
d) Adenofibrom/Zystadenofibrom mit LMP
2 Karzinome mit "high malignant potential" (HMP)
a) seroses Zystadenokarzinom mit HMP
b) papillares serdses Zystadenokarzinom mit
HMP
c) exophytisches papillares Karzinom mit HMP
d) malignes Adenofibrom/ Zystadenofibrom mit
HMP
B Muzinése maligne Tumoren
1 Karzinome mit LMP
a) muzindses Zystadenokarzinom mit LMP
b) Zystadenofibrom mit LMP
2 Karzinome mit HMP
a) muzinéses Zystadenokarzinom mit HMP
b) malignes Adenofibrom/Zystadenofibrom mit
HMP
C Endometroide maligne Tumoren
1 Zystadenokarzinom mit LMP
2 Karzinome mit HMP
a) Adenokarzinom mit HMP
b) Adenokarzinom mit Plattenepithelmetaplasie
(Adenoakanthom)
3 Endometriales Stromasarkom
4 Mesodermaler ("Mduller'scher")
Mischtumor
D Klarzellige (mesonephroide) maligne Tumoren
1 (Adeno-) Karzinom mit LMP
2 (Adeno-) Karzinom mit HMP
E Maligne Brenner-Tumoren
1 mit LMP
2 mit HMP
F gemischte epitheliale Tumoren
G undifferenzierte Karzinome
H unklassifizierte Karzinome

Il. Maligne Keimstrang-Stroma-Tumoren
A weiblich determiniert
Granulosazell-Tumor
malignes Thekom
B ménnlich determiniert
malignes Androblastom (Sertoli-
Leydig-Zell-Tumor)
malignes Gynandroblastom
C unklassifizierbar maligner Keimstrang-
tumor mit anuléren Tubuli

lll. Steroidzell-Tumoren (Lipidzell-Tumor,
Lipoidzell-Tumor)
maligner Lipidzell-Tumor

IV. Maligne Keimzell-Tumoren
A Dysgerminom
B Entodermaler Sinus-Tumor (Dottersack-
Tumor)
C Embryonales Karzinom
D Polyembryom
E Chorionkarzinom
F Malignes Teratom
1 unreifes Teratom
2 reifes Teratom mit maligner
Entartung
3 maligne Struma ovarii
4 Karzinoid
5 stromales Karzinoid
G kombinierte maligne Keimzell-Tumoren

V. Mischtumoren aus Keimleiste und
Keimzellen

Gonadoblastom mit malignem Keimzell-

Tumoranteil

VI. Sarkome ohne Ovarspezifitit

VII. Metastasen extraovarieller Primartu-
moren

VIil. Maligne Tumoren des lymphatischen
und blutbildenden Systems

Tabelle 1: Histologische Klassifikationen des Ovarialkarzinoms (LMP = low-malignant-potential;

HMP = high-malignant-potential)
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1.1.1. Stadien

Die Tumorstadien werden nach FIGO eingeteilt und orientieren sich an
festgelegten klinischen Kriterien (Tab. 2).

Die Stadiengruppierung nach TNM und die Einteilung nach UICC entsprechen
den FIGO — Stadien.

| Tumor auf die Ovarien beschrankt T1 MO

a) Tumor auf ein Ovar beschrankt, Kapsel intakt,
kein Aszites

b) beide Ovarien befallen, Kapsel intakt, kein
Aszites

c) Tumor auf ein oder beide Ovarien beschrankt,
Kapsel durchbrochen, Aszites oder maligne
Zellen in der Peritonealspilung

1l Tumor einer oder beider Ovarien, Ausdehnung auf das kleine T2 MO
Becken beschrénkt

a) Befall von Uterus und / oder Tuben, kein
Aszites

b) Befall anderer Organe des kleinen Beckens,
kein Aszites

c) Befall von Organen des kleinen Beckens,
Aszites oder maligne Zellen in der
Peritonealspiilung

I Tumor in einem oder beiden Ovarien, intraperitoneale T3 MO
Metastasen auBerhalb des kleinen Beckens und / oder
retroperitoneale LK- Metastasen, Befall von Omentum majus
oder Diinndarm

a) ausschlieBlich mikroskopische Metastasen

aullerhalb des kleinen Beckens

b) Metastasen bis 2cm Grol3e aulRerhalb des

kleinen Beckens

c) Metastasen > 2cm auf3erhalb des kleinen

Beckens oder retroperitoneale LK- Metastasen

1\ Fernmetastasen auBerhalb der Bauchhohle, ausschliefllich Alle T, M1
Peritonealmetastasen ( z.B. intrahepatische Metastasen,
Pleuraerquss, Einbruch in Blase oder Darm

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms nach FIGO und TNM (UICC).
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1.1.2. Naturlicher Verlauf

Etwa 90% der Ovarialkarzinome (OK) treten sporadisch auf. Bei 10% der Falle
entwickelt sich bei genetischer Pradisposition (Mutation in den BRCA-1
und/oder 2 Genen) ein hereditares OK.

Das Risiko der Entwicklung eines OK wird durch Einnahme von Ovulations-
hemmer und bei friihen oder zahlreichen Schwangerschaften reduziert (Narod,
S.A. 1998).

Es gibt kaum eindeutige Fruhsymptome beim Ovarialkarzinom und
dementsprechend befinden sich zwei Drittel der Frauen bei Diagnosestellung in
einem fortgeschrittenen  Tumorstadium (FIGO 1l oder V). Die
Uberlebenschancen sind dann entsprechend niedrig (nach WHO, EUROCARE-
1 study, in Berrino F.1995). Die angegebenen 5-JUR beziehen sich auf Daten
einer durch die NSOC durchgefihrten Studie, basierend auf
Langzeituberlebensdaten von Uber 5000 Patientinnen. Entscheidend ist das
Stadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. So konnte eine 5-JUR von 92-
82% fur Patientinnen im klinischen Stadium | und 67-71% im Stadium Il
definiert werden. In der héhere Tumorstadien nahm die 5-JUR deutlich ab: 39-
17% im Stadium Il und nur noch 12% bei Patientinnen mit Fernmetastasen
(Stadium V) bei Diagnosestellung.

Die Prognose hangt entscheidend von der Radikalitdt der Operation ab, das
heil3t inwiefern eine RO- Resektion erreicht werden kann.

Weitere Prognosefaktoren beim OK sind:

Alter, klinischer Allgemeinzustand
- FIGO-Stadium
Grading (FIGO I-lla)

Ascitesmenge

Beim nachgewiesenen hereditaren Ovarialkarzinom wird teilweise, unabhangig
vom Folgenden, eine prophylaktische beidseitige Salpingo-Ovarektomie emp-
fohlen (Kiechle 2001).

16



I.1.3.Therapeutische Ansatze

Die Standard-Therapie besteht im Wesentlichen aus einer operativen
Intervention und einer adjuvanten, platinhaltigen Chemotherapie Uber 4-6
Zyklen (du Bois 2001).

1.1.3.1. Operative Intervention

Das Ziel der Operation ist die komplette Tumorresektion (R0), wenn maglich
wahrend der Erstoperation. Eine kurative Resektion beinhaltet folgende Schrit-
te:
e Asservierung von Ascites (oder Peritoneallavage) und
manuelle Exploration des gesamten Bauchraums
e multiple Peritoneal-PE der Beckenwand, der parakolischen Rin-
nen und der Zwerchfellkuppel beidseits
e Hysterektomie mit beidseitiger Adnexektomie
e systematische pelvine und paraaortale (infrarenale)
Lymphadenektomie
e subtotale Peritonektomie, ggf. mit Darmresektion (wenn mdglich
en-bloc), sowie die Resektion aller befallenen Gewebe

¢ infragastische Omentektomie

Bei einer anoperierten Patientin (z. B. beim Zufallsbefund oder Erstoperation in
einem Krankenhaus ohne spezifische Erfahrung) soll in einer Komplettierungs-
operation ein maximales Tumordebulking angestrebt werden, maoglichst inner-
halb von 7 Tagen nach dem primaren Eingriff.

Ist die RO-Resektion nicht moglich, soll der Eingriff im Sinne einer Palliation und
einer histologischen Sicherung limitiert werden. Es kann dann ein Tumorde-
bulking nach 3 Zyklen Chemotherapie erfolgen, wenn hierunter eine Partialre -
mission erreicht wurde (van der Burg 1995; Rose P.G. 2002).

Die Chirurgie spielt auch eine Rolle in der palliativen Therapie des OK, mit dem

Ziel der Symptomlinderung und der Verlangerung der Uberlebenszeit.
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1.1.3.2. Chemotherapie

Beim OK wird ab FIGO IA, G3 generell eine Chemotherapie empfohlen, da das
Rezidivrisiko sehr hoch ist (insgesamt etwa 75%). Weiterhin konnte seit der
EinfUhrung der Taxane in die First-line-Therapie des Ovarialkarzinoms eine

signifikante Verbesserung der 5-JUR erreicht werden:

e FOGOI: 93%
e FIGOIL 70%
e FIGO Il 37%

e FIGOIV: 25%
Es wird dabei zwischen adjuvanter Chemotherapie (nach R0O-Resektion) und
palliativer Chemotherapie (nach R1- oder R2-Resektion oder bei Metastasen)

unterschieden.

Primé&re Chemotherapie

Bei FIGO IA, G1/2 besteht keine generelle Indikation zur adjuvanten Therapie.
In Deutschland wird empfohlen, die anderen Patientinnen in Studien (z. B. Pro-
tokolle der AGO / NOGGO) einzuschliel3en.
Es gelten folgende Empfehlungen nach WHO:

e FIGO IA, G3 - lla: Carboplatin (3-)6 Zyklen

e FIGO IIB — IV: Carboplatin + Taxol 6 Zyklen

Sekunddre Chemotherapie

Es wird hier zwischen Frihrezidiv (in den ersten 6 Monaten) oder Spatrezidiv
(> 6 Monate ) unterschieden. Bei Fruhrezidiven geht man von einer
Platinresistenz aus.
= Frihrezidiv (< 6 Monate) = ,Platinresistent”:

e Taxol (1. Wahl)

e Topotecan

e Caelyx

(Weitere Chemotherapeutika: Treosulfan, Etoposid, Cyclophosphamid,

Gemcitabine)
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= Spétrezidiv (> 6 Monate) = ,Platinsensibel”:
e Carboplatin + Taxol (1. Wahl)
e Carboplatin mono, z.B. bei Taxan-Kontraindikation, Wunsch der
Patientin
e Carboplatin + Gemcitabine, z.B. bei persistierender Neuropathie nach
Primartherapie
(Weitere Chemotherapeutika: Topotecan, Caelyx, Etoposid, Treosulfan,

Cyclophosphamid)

I.1.4. Bedarf nach neuen Therapieverfahren

Da der naturliche Verlauf des Ovarialkarzinoms flur die Erkrankte den Tod zur
Folge hat, beschaftigt sich die laufende Forschung auf diesem Gebiet mit
weiteren Moglichkeiten der multimodalen Therapie, die zu einer Verbesserung

der Uberlebensdauer beitragen kénnten.

Neben der bisher Ublichen Therapie solider Karzinome, das heifl3t der Operation
und Chemotherapie, gewinnt dabei die Immuntherapie zunehmend an
Bedeutung. Diese zielt darauf ab, den Organismus in seiner eigenen
Immunantwort gegenlber den neoplastischen Zellen zu unterstiutzen und somit

eine verbesserte korpereigene Tumorabwehr zu schaffen.
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I.2. Immuntherapie

Die allgemeine Definition bezeichnet hiermit Behandlungsformen, die auf das
Immunsystem in Abhangigkeit von der Erkrankung in stimulatorischer,

inhibitorischer, suppressiver oder substituierender Weise einwirken.

Die Beeinflussung des Immunsystems ist dabei auf unterschiedlichen Ebenen
moglich. Prinzipiell unterscheidet man das angeborene, unspezifische
Immunsystem und das adaptive, erworbene Immunsystem, welches durch
unterschiedliche Strategien aktiviert werden kann. Im Hinblick auf die
Tumorbekampfung wird dem adaptiven Immunsystem eine wichtige Rolle
zugeschrieben.

Der humorale Schenkel des adaptiven Immunsystems umfasst die Bildung von
Antikorpern, die von spezialisierten B-Lymphozyten, den sogenannten
Plasmazellen, gebildet werden. Antikorper sind in der Lage, mit der
hypervariablen Domane Antigene hochspezifisch zu erkennen, und gleichzeitig
uber ihre konstante Domane (Fc-Region) unterschiedliche Effektorfunktionen
auszulosen. Diese beinhalten u.a. die Rekrutierung phagozytierender Zellen
oder die Aktivierung des Komplementsystems.

T-Lymphozyten bilden dagegen den =zellularen Schenkel des adaptiven
Immunsystems. Man kann unterschiedliche Subtypen von T-Zellen, die auf
verschiedene Weise unter Beteiligung des Major Histocompatibility Complex
(MHC) aktiviert werden konnen, voneinander abgrenzen. Nach Prozessierung
des Antigens werden antigene Peptide in Verbindung mit MHC-Molekullen auf
der Oberflache antigenprasentierender Zellen (APC) exprimiert. MHC-Klasse-I
Molekule prasentieren in der Regel endogene Antigene und aktivieren CD8
positive (CD8+) zytotoxische T-Lymphozyten. Dagegen werden exogene
Antigene in Assoziation mit MHCII-Molekulen prasentiert, welches zur
Aktivierung CD4 positiver (CD4+) Lymphozyten, sog. T-Helferzellen, fuhrt.
Entscheidend fur die T-Zellaktivierung ist, neben der spezifischen Interaktion
zwischen T-Zell-Rezeptor (TCR) auf der Oberflache von T-Zellen und dem
korrespondierenden Antigenpeptid-MHC-Komplex der APC, das Vorhandensein
eines costimulatorischen Signals. Dieses erfolgt durch die Bindung von CD28,

welches auf T-Zellen exprimiert wird, mit den entsprechenden Liganden CD80 /
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CD86, die von den APCs exprimiert werden. Bindet ein T-Zell Rezeptor ein
Antigen ohne zusatzliche Costimulation, bleibt die T-Zellaktivierung aus und es

entsteht ein Zustand der T-Zell-Toleranz, der auch als Anergie bezeichnet wird.

Die Manipulation der humoralen sowie der zellularen Immunitat wurde in der
Vergangenheit durch verschiedene immunologische Verfahren angestrebt,
wobei der zellularen Immunantwort im Rahmen der Tumorbekampfung oftmals
eine groldere Rolle zugesprochen wird. Die humorale und zellulare Immunitat
kann jedoch nicht vollkommen isoliert voneinander betrachtet werden, da sie
Uber l6sliche Mediatoren wie Zytokine gegenseitig beeinflusst werden. So
konnen unterschiedliche Subsets der CD4+ T-Helferzellen, sogenannte Th1
und Th2-Zellen, stimuliert werden, die wiederum Uber die Sekretion von
Zytokinen entweder die zytotoxische T-Zellantwort oder die Bildung von
Antikérpern fordern. Beispielsweise werden zytotoxische T-Zellen Uber
Sekretion von IFNy durch Th1-Zellen stimuliert. Auf der anderen Seite wirken
Zytokine wie z.B. IL-4, die von Th2-Zellen produziert werden, aktivierend auf

die Bildung von Antikorper.

Die Therapieansatze im Rahmen der onkologischen Immuntherapie werden in
unspezifische, spezifische und immunsuppressive Verfahren differenziert.
Unspezifische Ansatze wirken aktiv oder passiv aktivierend auf das gesamte
Immunsystem. Im Rahmen der unspezifisch-aktiven Verfahren werden
immunologische Adjuvantien (meistens toxinhaltige bakterielle Zellwande) mit
spezifisch wirksamen Antigenen beladen. Diese wiederum sollen die gesamte
humorale und zellulare Immunabwehr steigern. Anwendung findet dieses
Verfahren zum Beispiel bei der lokalen Therapie des oberflachlichen
Blasenkarzinoms mit BCG (Nagorsen 2002) oder als systemisch wirksames
Stimulanz Levamisol in der adjuvanten Therapie des kolorektalen Karzinoms
(Beaty 1992).

Als unspezifisch-passiv werden sogenannte biologische ,response modifier*
bezeichnet. Hierzu zahlen Stoffgruppen, die bereits vom Korper selbst in
geringen Mengen produziert werden, wie zum Beispiel Interleukine. Im Rahmen

des therapeutischen Ansatzes werden solche Mediatoren ex vivo produziert
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und kénnen anschlieRend in entsprechend hoher Konzentration oral oder
parenteral appliziert werden. Hierdurch soll insbesondere das zellulare
Immunsystem hoch zytotoxische Eigenschaften gegen eine Vielzahl von
Tumorzielstrukturen entwickeln. Ihre Anwendung finden Interleukine z.B. in der

Therapie des Nierenzellkarzinoms mit IL-2 (Yang 2002).

Spezifische Ansatze werden ebenfalls in aktiv und passiv wirksame Formen
unterschieden und sollen das Immunsystem speziell gegen eine gezielte
Erkrankung stimulieren.

Im Rahmen des spezifisch-aktiv wirksamen Ansatzes erfolgt die Kopplung
eines spezifischen Substrates, wie z.B. Tumorzellextrakte oder Tumorantigene,
an ein nicht spezifisches Adjuvans. Dadurch soll die korpereigene Abwehr zur
Ausbildung einer Immunantwort gegen das spezifische Substrat stimuliert
werden. Hierbei stehen Vakzine mit gereinigten oder rekombinanten Antigenen
oder mit Tumorzellextrakten beladene dendritische Zellen (DC), die als
professionelle Antigen-prasentierende Zellen wirken, zur Verfigung (Gao
2008). Antigen-basierende Vakzine findet man zum Beispiel in den
Therapiekonzepten des kolorektalen Karzinoms. Eine Weiterentwicklung
aktiver Vakzine zur Stimulation einer tumorspezifischen T-Zell-Immunitat stellen
synthetische MHCI und MHCII Tumorpeptide dar, die entweder alleine oder in
Form zellularer Vakzine, wie z.B. dendritische Zellen, die mit Tumorpeptiden
beladen werden, appliziert werden.

Untersuchungen von Smith et al. mit gp100, welches ein spezifisches Antigen
des Melanoms darstellt und zu den Klasse-I-Peptiden zahlt, zeigten, dass bei
28 von 29 Patienten die Entwicklung einer Peptid-spezifischen Immunitat der
CD8+ T-Zellen nach Vakzinierung mit modifiziertem gp100 zu verzeichnen war
(Smith 2003). Speiser et al. erweiterten diesen Ansatz und kombinierten die
Immunisierung mit MART1 als Melanom-spezifisches Antigen mit CpG, einem
bekannten Trigger des toll-like-Rezeptors (TLR) dendritischer Zellen. Sie
verzeichneten eine signifikante Zunahme MART1-spezifischer, zytotoxischer
CD8+ T-Zellen bei Patienten mit fortgeschrittenem Melanom (Speiser 2005).
Vergleichbare Arbeiten gibt es auch mit Klasse-lI-Peptiden. Hierzu zahlt der
Wachstumsfaktor HER2/neu, der insbesondere beim Mammakarzinom, aber

auch bei anderen Tumorentitaten Uberexprimiert wird. Disis et al. konnten bei
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Patientinnen mit fortgeschritenem Mammakarzinom, die eine aktive
Immunisierung mit dem HER2/neu-Peptid erhalten haben, die Entwickelung
spezifischer CD4+ T-Zellen nachweisen. Diese zeigten eine effektive
Tumorspezifitdt mit entsprechender Steigerung antigenspezifischer Epitope der
produzierten Antikdrper in vivo (Disis 2004). Weiterhin zeigte sich, dass die
Immunisierung mit Klasse-Il-Peptiden nicht nur zur Entwicklung spezifischer
CD4+ T-Zellen flihren kann, sondern dass sich hierdurch auch anlog
zytotoxische CD8+ T-Zellen entwickeln konnen (Dang 2007). Folglich scheint
es also moglich zu sein, anhand der gewahlten Vakzinierungspeptide die
zellulare Immunantwort gezielt stimulieren zu kdnnen.

Dendritische Zellen zahlen zu der potentesten Zellpopulation im Hinblick auf
Initialisierung und Aufrechterhaltung einer Immunantwort und spielen daher als
mogliches Target in der Immuntherapie eine wichtige Rolle. Ziel ist die
Induktion einer spezifischen T-Zellantwort durch Antigen-beladene dendritische
Zellen. Hierbei werden naive monoklonale Zellen des Individuums isoliert. In
mehreren Schritten erfolgt die Reifung und Differenzierung der DCs, wobei in
diesem Prozess die Pragung mit Tumorzellextrakten, isolierten Antigenen,
Peptiden oder Tumor-mRNA erfolgt. Anschlieliend werden die beladenen
dendritischen Zellen in Form einer Vakzine dem Individuum erneut appliziert.
Die Ergebnisse der klinischen Studien basierend auf diesem Verfahren sind
bislang kontrovers. In einer klinischen Phase I/l Studie lieRen sich durch die
Vakzinierung mit Tumor-mRNA-beladenen dendritischen Zellen
antigenspezifische CD8+ T-Zellen bei Patienten mit Prostata- und
Nierenzellkarzinom nachweisen (Gilboa 2004). Prinzipiell erscheint also die
Induktion einer spezifischen T-Zellantwort durch beladene DCs modglich.
Hingegen konnte in einer Phase lll Studie bei Patienten mit fortgeschrittenem
malignem Melanom kein Benefit einer Immuntherapie mit Tumorpeptid-
beladenen DCs gegenuber einer Standard-Chemotherapie nachgewiesen
werden (Schadendorf 2006).

Des Weiteren zahlen monoklonale anti-idiotypische Antikorper zu den
spezifisch-aktiv wirkenden Substanzen. Diese agieren als Surrogat fur ein
charakteristisches Antigen (z.B. CA125) (Wagner 1997) und sollen eine

spezifische Immunabwehr gezielt gegen dieses induzieren.
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Zu der spezifisch-passiven Immunisierung zahlen monoklonale und
bispezifische Antikdrpervakzine. Diese finden ihre regelmallige Anwendung in
der Therapie des Mamma- und Kolonkarzinoms sowie des NHL (Viani 2007,
Willet 2004). Solche Antikorper sind gegen ein spezifisches Antigen gerichtet
und sollen nach erfolgreicher Bindung an die Zielstruktur, wie z.B. der
Tumorzelle Uber unterschiedliche Wirkungsmechanismen die Zerstorung dieser
induzieren. Dabei kdnnen Antikorper allein oder auch als Konjugat mit daran
gekoppelten Wirkstoffen, wie z.B. Enzyme, Toxine oder Radioisotope, zur

Anwendung kommen (Palena 2010).

Immunsuppressive Verfahren zielen in der Onkologie darauf ab, die
korpereigenen, immunsuppressiven Faktoren zu limitieren, bzw. auszuschalten.
Der Ansatz geht davon aus, dass eine adaquate Immunantwort auf eine
Krebserkrankung durch korpereigene Faktoren verhindert wird. Durch das
Durchbrechen dieser Suppression soll eine immunologische Reaktion
ermoglicht werden. Vertreter dieser Wirkgruppe sind Ipilumimab (anti-CTLA-4)
und Ontak (anti-IL-2-Rezeptor) (Yang 2007, Li 2009).

Die folgende Tabelle bietet einen zusammenfassenden Uberblick Uber die
unterschiedlichen immuntherapeutischen Ansatze und ihre Anwendung
(Tab. 3).
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Therapieform |Substanz Ziel- Tumorentitat | Klinische Studie
struktur
Unspezifische
Verfahren -
aktive
Bacillus oberflachliches |Zulassung zur
Calmette- Blasen- Rezidiv-
Guérin (BCG) karzinoms prophylaxe
Levamisol kolorektales Zugelassen in
Karzinom der adjuvanten
Therapie des
CRC
Unspezifische
Verfahren -
passive
IL- 2 Nierenzell- Zugelassen in
karzinom der adjuvanten
first-line Therapie
IFN a Lymphome und | Supportive
TNF « solide Tumoren | Anwendung
Spezifische
Verfahren -
aktiv
Antigene/Peptid | Antigen- CEA Kolon-Ca Phase-I-Studien
vakzine vakzine (z.B.
ALVAC-CEA
B7.1)
Tumorpeptid- gp100 Malignes Phase-llI-Studien
vakzine Melanom
Her2/neu Mamma-Ca Phase-lI-Studien
Zellulare DC-basierende |Her2/neu Mamma-Ca Phase-I-Studien
Vakzine Vakzine
Autologer T- Praklinische/
Zelltransfer Phase-I-Studien
Genetisch Praklinische
modifizierte T- Studien
Zellen
Genetisch Nierenzell-Ca |Phase-I-Studie
modifizierte
Tumorzellen
Monoklonale Abagovomab  |CA125 Ovarial-Ca Phase-lll-Studie
Anti-
Idiotypische
Antikorper
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Therapieform |Substanz Ziel- Tumorentitét Klinische
struktur Studien
Spezifische
Verfahren —
passiv
Monoklonale Rituximab CD20 B-Zell-NHL Zulassung in der
Antikorper First-line-
Therapie
Trastuzumab Her2/neu Mamma-Ca Zugelassen in
der adjuvanten
Therapie
Bevacizumab |VEGF Colon-Ca Zugelassen in
der adjuvanten
Therapie
Radioimmunkon | °Y-muHMGF1 |MUC1 Ovarial-Ca Phase-IlI-Studie
jugate
Bispezifische Removab EpCAM / CD3 |Ovarial-Ca Phase-l/II-
Antikorper Studien
Supprimierende
Verfahren
Monoklonale Ontak IL-2-R Kutanes T-Zell- |Zulassung in
Antikdrperkonst Lymphom prim. Therapie
rukte (USA)
Ipilimumab CTLA-4 Malignes Phase-IlI-Studien
Melanom

Tabelle 3: Ubersicht der verschiedenen Ansétze der Immuntherapie von Tumoren

1.2.1. Monoklonale Antikorper

Von besonderem Interesse sind die monoklonalen Antikorper. Diese sind, wie

der Name schon sagt, nur gegen ein einziges Epitop gerichtet. Bezuglich ihrer

Entwicklung lassen sie sich in murine, chimare, humanisierte und humane

Antikorper unterscheiden. Monoklonale Antikorper werden bereits bei vielen

Erkrankungen und nicht nur im Bereich der Onkologie erfolgreich eingesetzt.

Dabei definiert das betreffende Zielantigen die Bindungsstelle, das Paratop,

des Antikorpers. Zum heutigen Zeitpunkt sind bereits mehrere Tumorantigene

beschrieben, die als Zielantigen fur die Entwicklung monoklonaler Antikorper

fungieren

(Disis

2009).

Einige
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Zellmembranproteine oder sekretorische Proteine, wie z.B. CEA. Andere
wiederum erflllen Schllsselfunktionen im Zellzyklus. So reguliert p53 die
Apoptose und HERZ2/neu ist ein Uberexprimierter Wachstumsfaktor (Dissis
2009). Zurzeit werden tumorspezifische monoklonale Antikorper, die wichtige
Schlusselfunktionen der Tumorgenese blockieren (z.B. Signaltransduktion
durch anti-Her2/neu MAK Herceptin; Blockade der Angiogenese durch den anti-
VEGF-MAK Avastin), bereits erfolgreich in der Tumortherapie eingesetzt
(Weiner 2009) (Tab.3).

Anderseits konnen Antikorper (AK) auch als aktive Tumorvakzine eingesetzt
werden. Mit dem Ziel, die korpereigene Abwehr der Erkrankten zu stimulieren
und aktivieren, soll der Organismus in der Lage ist, die Tumorzellen selbst zu
zerstoren. Die Wirkung beruht auf der Induktion zytotoxischer Effekte gegen die
Tumorzelle durch Interaktion mit dem Komplementsystem oder mit den
Effektorzellen (Weiner 2009). Die Komplement-vermittelte Zytotoxizitat (CDC)
entsteht durch direkte Aktivierung der Komplementkaskade. Die Wirkung von
sekundaren Effektormechanismen erfordert zunachst die Aktivierung von
Effektor-T-Zellen. Die resultierende Immunantwort wird als Antikdrper-
abhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) bezeichnet. Fur beide
Wirkmechanismen ist die Fc-Domane des AK entscheidend (Sulica 2001).
Hierbei zeigte sich der Fc-Anteil von humanem IgG1 als besonders effizient.
Die folgende Abbildung (Abb. 1) zeigt das Modell eines mdglichen
Wirkungsmechanismus zur Entwicklung einer ADCC. Nach Bindung des
Antikérpers an ein Tumorantigen kénnen Fcy-Rezeptor-tragende Effektor-T-
Zellen an die Fc-Domane des AK binden und dadurch aktiviert werden.
Anschlie®end sind zwei Optionen mdglich: zum einen die direkte Lyse der
Tumorzelle, zum Anderen die Phagozytose des Antikorper-Tumorzelle-
Komplexes. Beides fiuhrt zum ,processing des Tumorantigens und
anschliellender Prasentation uber MHC | oder Il. Das wiederum fuhrt zur
Initialisierung einer tumorspezifischen, adaptiven Immunitat. Wird das Antigen
uber MHC | prasentiert, kommt es zur Induktion tumorspezifischer zytotoxischer
T-Zellen. Erfolgt die Prasentation Gber MHC Il, wird durch die Aktivierung
antigenspezifischer T-Helfer-Zellen die Produktion tumorgerichteter Antikdrper

generalisiert (Weiner 2009).
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Abbildung1: Médgliches Modell zur Entwicklung einer Antikdrper-abhangigen zelluldren
Zytotoxitat (ADCC) (Quelle: Weiner 2009)

Die aktive Immuntherapie mit monoklonalen Antikorpern beruht auf der
sogenannten Idiotypen-Netzwerk-Theorie von Jerne. Die Hypothese basiert auf
dem dualen Charakter des Antikdrpermolekils: Es kann Antigene mit seiner
Bindungsstelle, dem Paratop, das sich aus verschiedenen Idiotopen
zusammensetzt, erkennen. Seine Idiotope kdnnen wiederum selbst als
antigene Strukturen (also als Epitop) von anderen Antikorpern erkannt werden
(Jerne 1974; Cerny 1990).

Darauf basierend flihrt die Immunisierung mit einem charakteristischen Antigen
(in diesem Fall TAA = tumor-assoziiertes- Antigen) im Sinne der humoralen
Immunabwehr zur Produktion von Antikorper, die gegen dieses Antigen
gerichtet sind. Sie werden als idiotypische Antikdrper (Ab1) bezeichnet. Diese
induziert wiederum die Generierung von Antikorper, die gegen Ab1 gerichtet
sind und als Ab2 bezeichnet werden. Einige dieser Ab2- Antikorper konnen
effektiv die dreidimensionale Struktur von dufleren Antigenen imitieren. Diese
besonderen Antikdrper, Ab23, passen in das Paratop des Ab1 und kénnen eine
spezifische Immunabwehr auslésen, die vergleichbar der Reaktion gegen das

nominale Antigen ist. Ab2B3-AK werden als so genannte anti-idiotypische
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Antikérper vom B-Typ bezeichnet und zeigen das ,innere Abbild“ des Antigens.
Sie kénnen somit als Surrogat-Antigen fungieren und im Rahmen einer
Immunisierung die Entwickelung von anti-anti-idiotypischen Antikorpern
induzieren. Diese sogenannten Ab3 konnen das Kkorrespondierende
Originalantigen erkennen. Aufgrund dieser Ab1-ahnlichen Reaktivitat wird der
Ab3 auch Ab1" genannt. Somit wird auch angedeutet, dass dieser sich in

seinen anderen Idiotopen vom Ab1 unterscheiden kann.

TAA )—J—(

Anti-TAA ——— Anti-anti —— 3 Ab3
(Ab1) TAA (=Ab1'"}

Abbildung 2: graphische Darstellung der Anti- idiotypische Kaskade im kurzen Uberblick (Foon
2001)

Beruhend auf diesen Grundlagen wurden bereits verschiedene Antikorper aus
der Reihe der Ab1 und Ab2 entwickelt und therapeutisch eingesetzt. Ein Vorteil
der Antikorper-basierenden Immuntherapie gegenuber der konventionellen
Chemotherapie ist das gunstige Nebenwirkungsprofil. Nur in den seltensten
Fallen wurden schwerwiegende Komplikationen beobachtet. Dies ist einer der
Grinde, warum weiterhin Forschung und Entwickelung auf diesem Gebiet
wichtig sind und dieser Behandlungsansatz sicherlich auch in Zukunft

erfolgreich seinen Stellenwert in der onkologischen Therapie behaupten wird.
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1.2.2. Immuntherapie beim Ovarialkarzinom

Im Gegensatz zu anderen Malignomen, wie z.B. Herceptin beim Mamma-Ca,
gibt es bislang keinen standardisierten Einsatz von Immunmodulatoren beim
Ovarialkarzinom.

In den Recherchen nach immunologischen Ansatzen in der Therapie des OK
finden sich nicht nur antikérperbasierende Strategien, sondern auch Konzepte
mit synthetischen Tumorpeptiden oder zellulare Therapien, wie z.B. DCs und
modifizierte Tumorzellen. Die Meisten befinden sich noch in der praklinischen
Phase oder in fruhen Stadien der klinischen Prifung. Die Vielfalt der Ansatze
spiegelt jedoch die rege Forschungsarbeit auf diesem Gebiet im Rahmen der

Entwicklung neuer mulimodaler Therapiekonzepte wieder. Die folgende kurze

Darstellung (Tab. 4)

zeigt die erfolgversprechendsten Ansatze

Immuntherapie des Ovarialkarzinoms.

in der

Therapieansatz |Substanz |Zielantigen Klinischer Status
Antigene/Peptid- | Herceptin Her2/neu Phase II-Studie
vakzine (Gordon, 2006)
NY-ESO1 NY-ESO1 / HLA I/lI Phase IlI-Studie
(Odunsi, 2007)
Zelluldre Vakzine |DC-Partikel |Her2neu/MUC1 Pilotstudie
(Brossart, 2000)
Virale Vektoren Alphavirus multipel Phase | / lI-Studie
(Quentglas, 2010)
Antikérper
Monoklonale Abagovomab |CA 125 Phase II/11l-Studie
Antikorper (Wagner et al)
Oregavomab |CA 125 Phase II-Studie
(Ehlen 2005)
Bispezifische Removab EpCAM / CD3 Phase I/lI-Studie
Antikdrper (Burges 2007)
Hemmung der Bevacizumab |VEGF Phase [I-Studie
. (Burger 2007)
Angiogenese
Hemmung der Ipilimumab CTLA-4 Phase |-Studie
. (Hodi 2008)
Immunsuppression

Tabelle 4: Klinische Studien zur Immuntherapie mit Antikbrpern bei Patientinnen i

fortgeschritten OK- Stadium
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1.3. CA 125 als Zielstruktur fur die Inmuntherapie des

Ovarialkarzinoms

Das tumorassoziierte Antigen CA125 wird auf Uber 80% der Ovarialkarzinome
(OK) exprimiert, auf normalem Gewebe ist es jedoch auch regelmalig in
geringen Raten nachweisbar (z.B. Tuben, Ovarien, Endometrium und Serosa
von Peritoneum und Pleura). Als Screening-Parameter ist CA125 daher nicht
brauchbar. Es wird jedoch routinemallig als Tumormarker in der
Verlaufsdiagnostik eingesetzt.

CA125 ist ein aulRergewohnlich groRes und komplexes Transmembranprotein
von 3,5 MDa, dessen physiologische Funktion noch nicht endgultig geklart ist.
Spekuliert werden unterschiedliche Funktionen, die den maligen OK-Typ vom
benignen unterscheiden.

Dabei scheint es sehr wahrscheinlich, dass CA125 eine wichtige Rolle im
Rahmen der Adhasion, Invasion und der peritonealen Metastasierung uber
Interaktion mit Mesothelin einnimmt (Rump 2004). Des Weiteren existieren
Hinweise, dass es immunsuppressive Eigenschaften hat, da zytotoxische T-
Zellen in Anwesenheit von CA125 in ihrer Iytischen Eigenschaft inhibiert
werden (Patankar 2005). Die Ergebnisse genannter und weiterer Arbeiten
bieten Erklarungsansatze, warum CA125 als Tumor-assoziiertes Antigen (TAA)
selbst nur gering immunogen ist (Scholler 2007).

Uber die Regulation der CA125-Expression ist ebenfalls nur sehr wenig
bekannt. Studien deuten auf Faktoren, wie Phosphorylierung von
Threonin/Serin oder Tyrosinresten, Aktivierung von Wachstumsfaktoren, wie
z.B. VEGF, sowie Aktivierung des P13K-AKT, MAPK- und STAT-Phathways, hin
(O’Brien 2001; Adrianifahanana M. 2006).

Vor diesem Hintergrund erscheint das CA125-Tumorantigen als interessantes

Target im Rahmen einer gerichteten Immuntherapie des OK.
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1.4.1. Der anti-idiotypische Antikorper Abagovomab (ACA 125)

In einer retrospektiven Analyse konnte 1993 gezeigt werden, dass sich bei 28
von 58 Patientinnen, die eine Immunszintigraphie mit dem monoklonalen
Antikdrper OC125 (MAK OC125 = Ab1) erhalten haben, anti-idiotypische
Antikérper (Ab2) entwickelt haben, welche das CA125 imitierten. Diese
Patientinnen fielen durch eine vergleichsweise héhere Uberlebensrate auf. In
einer daraufhin durchgefuhrten prospektiven Studie mit dem MAK OC125
konnte diese Beobachtung bestatigt werden. Des Weiteren zeichnete sich eine
Abhangigkeit von der Applikationsdauer ab (Wagner U. 1993-1995).

Vor dem Hintergrund der infausten Prognose des OK und der Notwendigkeit
weiterer adjuvanter Therapieoptionen, fuhrten diese positiven Ergebnisse im
Bereich der Immunmodulation zu der Entwicklung des murinen monoklonalen
Antikérper Abagovomab (ACA125), welches das TAA CA125 funktionell imitiert
und somit einen ,internal imaging“-Antikorper darstellt. In praklinischen Studien
mit Abagovomab an Ratten konnte die Produktion von IgG und IgM- Antikorper,
die sowohl an Abagovomab als auch an CA125 binden, festgestellt werden.
Neben dieser humoralen konnte auch eine zellspezifische Immunreaktion
gegen CA125-exprimierende Tumorzellen im Tiermodell ermittelt werden
(Wagner U. 1993-1995; Schlebusch 1995).

1.4.2. Klinische Studien

Es folgte eine klinische Studie mit zunachst kleinen Fallzahlen. Hier konnten
bei 9 von 16 Patientinnen Antikérper gegen Abagovomab (Ab3) nachgewiesen
werden. Bei diesen 9 zeigte sich eine Lyse von CA125-tragenden Tumorzellen
durch ihre peripheren Blutlymphozyten und eben bei diesen Patientinnen
bestand auch klinisch ein deutliches Benefit sowie ein verlangertes Uberleben
bzw. progressionsfreies Intervall (statistisch aufgrund der geringen Fallzahl
jedoch nicht signifikant). Begleitet wurde die Bildung der Ab3 durch erhdhte
IFNy-Konzentrationen (Wagner U. 1997).
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Zur Bestatigung dieses Ergebnisses folgte eine Studie mit insgesamt 42
Patientinnen im fortgeschrittenen Stadium (FIGO IlI-1V) der Erkrankung, die
bereits eine operative Intervention und platinhaltige Chemotherapie erhalten
haben. Die Bildung von Ab3 konnte bei 28 von 42 (66,7%) nachgewiesen
werden. Diese Patientinnen fielen durch einen signifikanten Uberlebensvorteil
auf:19,9 +/- 13,1 Monate bei Pat. mit pos. Immunantwort vs. 5,3 +/- 4,3 Monate
ohne Bildung von mAB3 (p < 0,0001) (Wagner U. 2001). Erfreulicherweise
zeigte der eingesetzte Antikorper daneben auch ein gunstiges
Nebenwirkungsprofil. Diese Ergebnisse konnten in einer FortfUhrung der Studie
an insgesamt 119 Patientinnen bestatigt werden (Reinartz S. 2004).

Des Weiteren wurden zwei Dosisfindungsstudien, bei denen unterschiedliche
Dosierungen und Immunisierungsrouten (0,2mg vs. 2mg, s.c. vS. i.m.) bzw.
Anzahl der Immunisierungen (AGO-OVAR 2.8.: 6 vs 8 Applikationen von 2mg
s.c.) miteinander verglichen wurden, durchgeflhrt. Alle Patientinnen hatten
nachweislich ein epitheliales OK oder Tubenkarzinom mit Peritonealkarzinose
im Stadium FIGO IlI-IV, wurden entsprechend der evidenten Therapie bereits
operiert und hatten eine platinhaltige Chemotherapie erhalten. Die Ergebnisse
der ersten Dosisfindungsstudie zeigten, dass die gewahlten Dosierungen und
Immunisierungsrouten keinerlei Einfluss auf die Immunantwort hatten
(Sabbatini 2006).

Die Proben dieser Arbeit entstammen der Phase I/ll-Studie, die unter der
Leitung der AGO-OVAR durchgeflhrt wurde.

Insgesamt 36 Patientinnen wurden randomisiert in die beiden Studienkollektive
aufgenommen. Die zentrale Frage war, inwiefern die Anzahl der
Immunisierungen (short arm: 6 versus long arm: 9 Applikationen) die Induktion
und Aufrechterhaltung der tumorgerichteten B- und T-Zellfunktion beeinflusst.
Es wurden jeweils vor Therapiebeginn und im weiteren Verlauf immer
unmittelbar vor der nachsten Vakzinierung und 2 bzw. 6 Wochen nach
Beendigung der Therapie Vollblutproben abgenommen und eine systematische
Untersuchung auf tumorspezifische Antikérper und T-Zellantworten (IFNy-
Expression nach CA125-Exposition) durchgefiihrt. Unabhangig von der Anzahl
der Applikationen konnten Antikorper gegen den Impfstoff (Ab3) bei allen

Patientinnen nachgewiesen werden. 76,5% (long arm) bzw. 56,3% (short arm)
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der Patientinnen entwickelten CA125-spezifische Antikorper (Ab17). Insgesamt
wurden CA125-spezifische T-Zellantworten bei 12 Patientinnen dokumentiert.
Als Endergebnis scheinen die Patientinnen im Studienarm mit den 9
Immunisierungen im Hinblick auf die CA125-spezifische Immunresponse

tendenziell zu profitieren.

1.4.3. Offene Fragen und Konsequenzen

Nach Abschluss der bisherigen Phase II-Studien mit Abagovomab bleibt
festzustellen, dass eine positive Korrelation zwischen der humoraler
Immunresponse (Bildung von Ab1’und Ab3—AK) und dem Uberleben besteht.
Der genaue Wirkungsmechanismus ist jedoch weitestgehend unklar. Eine
Maoglichkeit ware die Induktion einer Antikorper-vermittelten Zytotoxizitat
(ADCC) gegen CA125-exprimierende Tumore durch Ab1 -Antikérper (Chien-fu
Hung 2008; Reinartz S. 2006). Anderseits wird spekuliert, dass der Nachweis
einer positiven AK-Antwort ein Surrogatmarker fur eine spezifische zytotoxische
T-Zellantwort sein kdnnte.

Die o. g. Studie zeigte jedoch auch, dass ein CA 125-spezifische Response
nicht bei allen Ab1°/Ab3- positiven Patientinnen, bzw. in den meisten Fallen nur
transient nachweisbar war. Daraus ergibt sich die Frage, inwiefern das
immunologische  Ansprechen auf  Abagovomab durch negative
Immunmodulationsmechanismen, die durch Tumor—Host-Interaktion induziert

werden, beeinflusst wird.

Eine wichtige Rolle spielt hierbei das so genannte ,Tumor-Escape-Phanomen®
im Rahmen der Onkogenese. Zum besseren Verstandnis der
~Immunosurveillance“ von Malignomen kann dieser Prozess in drei Stadien

eingeteilt:

Stadium 1: Elimination
In dieser Phase ist das kompetente Immunsystem in der Lage die veranderten

Zellen zu zerstoren, bzw. das weitere Wachstum zu unterbinden.
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Stadium 2: Equilibrium
Sollte die vollstandige Elimination nicht erfolgreich gewesen sein, verbleiben
Tumorzellen im Organismus. In dieser Phase halten sich Tumorprogredienz

sowie Destruktion der malignen Zellen die Waage.

Stadium 3: Escape

Erst in dieser dritten Phase wird die Erkrankung klinisch detektierbar. Das
Gleichgewicht verschiebt sich zugunsten des Tumorwachstums. Warum das
kompetente Immunsystem eines gesunden Individuums nicht in der Lage war,
ist und bleibt die malignen Zellen zu zerstoren, ist nach wie von nicht

vollstandig geklart.

Es gibt mittlerweile mehrere Erklarungsansatze zum ,Tumor-Escape-
Phanomen® (Dunn 2004). Einige davon sollen hier kurz erwahnt werden.
e Veranderungen der Tumorzelle:
- Variabilitat der Tumorantigen-Expression (,Antigen-Loss-Varianten’)
¢ \eranderungen der Antigenprasentation (z.B. in dendritischen Zellen):
- down-Regulation von MHCI Molekilen
- Defizite im Antigenprozessing
- fehlende Expression costimulatorischer Molekule
e Beeintrachtigung der T-Zellfunktion:
- Induktion von T-Zellanergie und klonale Depletion reaktiver T-Zellen
- Veranderung der T-Zellsignaltransduktion
- Apoptoseinduktion in aktivierten T-Zellen (Fas, TRAIL, B7/H1)
e |nduktion einer Immunsuppression:
- Sekretion immunsuppressiver Faktoren durch die Tumorzelle
(z.B. IL- 10, TGF-R)

- Induktion von Suppressorzellen z.B. regulatorische T-Zellen (Treg)

In histologischen Schnitten von operativ entferntem Tumorgewebe finden sich
regelmalig Infiltrate von Zellen aus dem Immunsystem. Hierbei ist auffallig,
dass es insbesondere regulatorische T-Zellen sind, die regelmafig in signifikant

hohen Anzahl sowohl im Tumorgewebe selbst als auch in der unmittelbaren
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Umgebung und in den drainierenden Lymphknoten zu finden sind. Wie in der
Arbeit von Bonertz gezeigt, kann es zu tumorbedingter Induktion
antigenspezifischer Tregs kommen (Bonertz 2009). Dies lasst wiederum die
Schlussfolgerung zu, dass die Vakzinierung mit monoklonalen Antikorpern
ebenfalls spezifische Tregs induzieren kdnnte, was sich in einer sistierenden
Antikoérper-vermittelten immunologischen Reaktion aufdern kénnte (Wada 2009,
Nakai 2009).

Als Konsequenz soll nun in der folgenden Arbeit die Rolle der regulatorischen
T-Zellen im Therapieverlauf und dem nachfolgenden Beobachtungszeitraum

der zugrunde liegenden AGO-Studie untersucht werden.

I.5. Regulatorische T- Zellen

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigen, dass regulatorische T-
Zellen, so genannte ,Tregs®, eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und
dem Progress von Neoplasien einnehmen.

Bereits vor dreillig Jahren entstand die Vorstellung von einer
Lymphozytenpopulation mit supprimierenden Eigenschaften (Powell 1982).
Man beobachtete, dass thymektomierte Mause wenige Tage postnatal schwere
Autoimmunerkrankungen entwickelten (Asano 1996). Somit erschien der
Thymus als Ursprungsort dieser Population als wahrscheinlich. Jedoch konnte
zu diesem Zeitpunkt weder der Phanotyp noch der zugrunde liegende
Mechanismus naher beschrieben werden.

Erst viel spater konnte gezeigt werden, dass CD4+ T-Zellen mit konstitutiver
Expression von CD25 (IL-2-Rezeptor-a-chain) fur diesen Effekt verantwortlich
sind (Sakagushi S. 1995; Ng W.F. 2001). Und es dauerte noch weitere Jahre,
bis nachgewiesen werden konnte, dass der Transkriptionsfaktor FoxP3
wesentlich an der Entwicklung und Funktion dieser regulatorischen T-Zellen,
beteiligt ist (Hori S. 2003).

Regulatorische T-Zellen machen circa 5-10 % aller peripheren CD4+ T-

Lymphozyten aus (Wing 2006). Die Funktion und klinische Relevanz dieser
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Population wurde bereits an mehreren Erkrankungen beschrieben. So konnte
gezeigt werden, dass bei bestimmten Autoimmunerkrankungen, wie z.B.
Diabetes mellitus, multiple Sklerose, Psoriasis und Myasthenia Gravis,
sozusagen ein relativer ,Mangel“, bzw. Dysfunktion der Tregs vorliegt. Da
regulatorische T-Zellen eine gegen Kkorpereigene Zellen gerichtete
Immunreaktion hemmen, kommt es durch das Fehlen dieser naturlichen T-Zell-
Inhibition zu autoimmunen Prozessen, die sich in den beispielsweise oben
genannten Erkrankungen klinisch manifestieren konnen (Lindley 2005;
Kondelkova 2010).

Zudem konnte in Untersuchungen bei Patienten mit malignem Melanom,
Kolon-, Mamma- und Ovarialkarzinom eine erhéhte intratumorale und periphere
Konzentration regulatorischer T-Zellen nachgewiesen werden (Wolf A.M. 2003;
Liyanage U.K. 2002). Bei diesen Tumorentitaten konnte ferner gezeigt werden,
dass dieses Phanomen mit einer schlechteren tumorgerichteten Immunreaktion
und somit mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Wolf D. 2005; Curiel T
2004).

Des Weiteren wird regulatorischen T-Zellen eine wichtige Rolle in der

Infektiologie und Transplantationsmedizin zugeschrieben.

1.5.1. Phanotypisierung regulatorischer T-Zellen

Aufgrund der grof3en Heterogenitat und Plastizitat regulatorischer T-Zellen ist
die Charakterisierung Uber Oberflachen— und intrazellulare Marker
problematisch. Zu den zurzeit gelaufigen Charakteristika regulatorischer T-
Zellen zahlen neben den unspezifischen CD4 und CD25 weiterhin das CTLA-4,

GITR und insbesondere das FoxP3. Im Folgenden sollen diese kurz erlautert.

1.5.1.1. CD25

Als CD25 wird die a-Kette des Interleukin-2-Rezeptors bezeichnet. Es bildet
zusammen mit der B-Kette (CD122) den kompletten Rezeptor fir das Zytokin.

Sein Ligand IL-2 ist ein wichtiger Aktivierungs- und Wachstumsfaktor der T-

37



Zellen. Es unterstitzt im Falle der Tregs die TGFB-induzierte Expression von
FoxP3 sowie CD25 und CD122 (a + pB-chain des IL-2-Rezeptors).
Regulatorische T-Zellen bendtigen zwar IL-2 zur Aufrechterhaltung ihrer
Funktion, sind aber nicht in der Lage es selbst zu produzieren. Dies kann unter
anderem auf die Expression von CD25, CTLA-4 und FoxP3 zurtckgefuhrt
werden, welche die Produktion dieses Zytokins hemmen sollen (Burchill M.A.
2007). Dieser relative Mangel fuhrt wiederum zu einer reflektorischen
Hochregulierung des IL-2-Rezeptors.

Auf Effektor-Zellen wirkt IL-2 nicht nur aktivierend im Rahmen einer
immunologischen Antwort. Es spielt auch eine wichtige Rolle dabei, die Zelle
vor Anergie und Apoptose zu bewahren. CD25 ist in der Lage die IL-2-
Produktion der Effektor-T-Zellen zu hemmen, und somit deren Aktivierung und
Immunantwort zu unterbinden. Au’erdem unterstiutzt es den Zellzyklus-Arrest
von CD4+ und CD8+ Effektor-Zellen.

Natural Tregs exprimieren diesen Marker konstitutiv und werden in der Literatur
als CD25,¢, positiv bezeichnet. Da CD25 auch auf aktivierten T-Zellen transient
exprimiert wird, ist es als alleiniger Marker regulatorischer T-Zellen nicht

ausreichend.

1.5.1.2. FoxP3

FoxP3 gehort zu den Proteinen der Forkhead-Familie und wird intrazellular
exprimiert. Von diesen ist bekannt, dass sie zellulare Differenzierungsprozesse
steuern (Hori S. 2003). In in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass
FoxP3 an DNA-Sequenzen in der Promotorregion von Zytokinen, wie IL-2,
bindet. Dort unterdrickt es als transkriptioneller Repressor die NFAT- und NFkB
induzierte Zytokinexpression. Es scheint aber auch in der Lage zu sein, mit
diesen direkt zu interagieren (Bettelli 2005). Daraus resultiert eine reduzierte IL-
2-Produktion, welches wiederum fur die Aktivierung von T-Zellen bendtigt wird.

In Kombination mit CD25 ist FoxP3 zurzeit der beste Marker dieser Population.
Es konnte jedoch auch auf aktivierten T-Zellen transient nachgewiesen werden.
Zurzeit liegen Untersuchungsergebnisse vor, die eine Differenzierung zwischen
dem FoxP3 regulatorischer T-Zellen und aktivierter T-Zellen anhand des

Methylierungsstatus ermoglichen sollen (Janson P.C.J. 2008).
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1.5.1.3. CTLA-4

Als das cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4), wird ein costimulatorischer
Rezeptor der T-Zellen mit inhibitorischer Funktion im Hinblick auf die T-Zell-
Aktivierung, bezeichnet.

Seine beiden Liganden CD80 und CD86, zusammen als B7 bezeichnet, teilt es
mit CD28, einem T- Zellaktvierenden costimulatorischen Rezeptor. Jedoch hat
CTLA-4 eine weitaus hohere Affinitat zu B7 als CD28, sodass schon eine
geringe Expression an der Zelloberflache eine Hemmung der T-Zell-Aktivierung
bewirken kann.

CTLA-4 ist ein intrazellulares Antigen und ist daher in naiven T-Zellen kaum
nachweisbar. Unter Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) wird es an die
Zelloberflache transportiert. Aktivierte T-Zellen weisen also innerhalb kurzer
Zeit eine erhohte CTLA-4-Expression auf. Auf regulatorischen T-Zellen wird
CTLA-4 jedoch konstitutiv an der Zellmembran exprimiert. Dadurch gewinnt es
als Marker dieser Population an Bedeutung. Des Weiteren gibt es in
verschiedenen Studien Hinweise darauf, dass es eine wichtige Rolle bei der
Treg-vermittelten Suppression, vor allem bei der zellkontaktabhangigen, spielt.
CTLA-4 erflllt vielfaltige Funktionen. Zum einen limitiert es die Produktion von
IL-2. Zum anderen hemmt es die TCR-vermittelte Induktion von essenziellen
Zellzyklus-Komponenten, wie z.B. cdk4, cdk6 und cyklin D3, welche fur die
G0/G1-Progression notwendig sind. Diskutiert wird in diesem Zusammenhang
auch die IDO-3-abhangige Tryptophankatabolie der DCs (Beissert 2006).

l. 5.1.4. GITR

Das Gluccorticoid-induced TNFR-related gene (GITR) gehoért zur TNFR-
superfamily und wird durch seinen Liganden aktiviert. Es wird jedoch ebenfalls
nicht ausschlieBlich auf Tregs exprimiert, sondern ist auch auf CD8+ und CD4+
Effektor-T-Zellen nachweisbar.

Die Bindung zwischen Rezeptor und Ligand wirkt aktivierend auf die Zielzelle.
Auf regulatorischen T-Zellen kommt es durch diese Interaktion zum
Uberwinden des fir die inhibitorische Funktion wichtigen anergen Zustandes

und dadurch zum Verlust der suppressiven Funktion. Somit erscheint GITR als
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ein negativer Modulator der suppressiven Treg-Funktion.

Es ist jedoch kein essenzieller Schllsselfaktor in der Funktion regulatorischer
T-Zellen. So konnte gezeigt werden, dass Tregs von GITR-/- knockout Mausen
genauso inhibitorisch wirken und ihre Funktion ausuben, wie WT-Tiere
(Ronchetti 2004).

l. 5.1.5. Bekannte T-Zell- Populationen mit regulatorischer Wirkung

Von den natural Tregs unterscheidet man heute noch weitere
Lymphozytenpopulationen mit suppressiven Eigenschaften, sogenannte
aquired oder adoptiv Tregs. Dazu gehoéren die CD4 exprimierenden Typ1- und
Th3-T-Zellen sowie Subpopulationen CD8+ T-Zellen. Sie unterscheiden sich
sowohl in ihrem Phanotyp als auch durch ihre suppressiven Mechanismen
voneinander (Abb. 3).
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Abbildung 3: Ubersicht regulatorischer T-Zellen (aus: BD Biosciences, Regulatory T cells)
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I. 5.1.5.1. Natural Tregs

Natural Tregs reifen bereits pranatal im Thymus heran und werden dort
spezifisch gepragt. In einem Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass es
spezielle Thymozyten gibt, die CD4 und CD25 exprimieren und fur den
Reifungsprozess speziell dieser Zellpopulation verantwortlich sind (Sakaguchi
1995; Tellier 2006).

Als weiterer essenzieller Faktor in der Generierung regulatorischer T-Zellen ist
der Transkriptionsfaktor FoxP3 zu nennen. Ohne diesen sind Tregs nicht in der
Lage ihre Funktion zu erfullen. Das IPEX-Syndrom stellt ein Beispiel flr dessen
klinische Relevanz im Immunsystem dar. Dabei liegt ein genetischer Defekt vor,
bei dem kein funktionell wirksames FoxP3 generiert werden kann. Als Folge
dessen kommt es zu multiplen autoimmunen Prozessen gegen verschiedenste
Gewebetypen. Die Patienten entwickeln Erkrankungen, wie zum Beispiel
Diabetes mellitus Typ 1, allergische Ekzeme, respiratorische Allergien, Colitis
und Erkrankungen aus dem rheumatoiden Formenkreis, um nur einige zu
nennen (Ochs 2007).

Regulatorisch T-Zellen gehoéren zur Population der T-Helfer-Zellen. Sie
exprimieren konstitutiv CD4, CD25high , FoxP3, CTLA-4, TGFB, GITR und sind
anerg. Das heil’t, es ist nicht moglich sie mittels alleiniger TCR-Stimulation zu
aktivieren, sondern nur in Anwesenheit von IL-2. Dieser anerge Zustand ist
essenziell fir die suppressiven Eigenschaften dieser Zellen (Takahashi 1998).
Da sowohl FoxP3, CD25 als auch CTLA-4 die Eigenschaft haben, die
Produktion des Wachstumsfaktors IL-2 zu hemmen, sind Tregs nicht in der
Lage, es selbst zu produzieren und somit auf die parakrine Stimulation durch
Effektor-T-Zellen, APCs und DCs angewiesen. Falls es demnach zu einer
gesteigerten IL-2-Sekretion durch genannte Zellentitditen im Rahmen der T-
Zellaktivierung kommt, fuhrt die chemotaktische Zunahme der Treg-Frequenz
oder aber auch die reflektorische Hochregulierung der genannten suppressiv

wirksamen Treg-Peptide wiederum zu einer Hemmung der T-Zell-Aktivierung.
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I. 5.1.5. 2. Adoptive Tregs

Tr1- T-Zellen

Tr1-Zellen wurden zum ersten Mal von Groux et al. 1997 in einem murinen
System beschrieben. Im Gegensatz zu den natTregs, werden diese Zellen nach
einer repetitiven TCR-Stimulation mit einem Antigen generiert. Im Gegensatz
zu Effektor-Zellen proliferieren sie jedoch nicht, sondern inhibieren durch
vermehrte Zytokinproduktion naive T-Zellen und Gedachtnis-T-Zellen.

Es ist im engeren Sinn keine einheitliche Population, sondern es sind schon
mehrere Subtypen CD4+ T-Zellen beschrieben worden, die in der Lage waren
die Immunantworten anderer T-Zellen Uber o. g. Mechanismus zu inhibieren.
Levings und Roncarolo konnten 2000 in einer Arbeit in vitro zeigen, dass sich
Tr1-Zellen ebenfalls nach repetitiver Stimulation humaner CD4+ T-Zellen in
Anwesenheit von IL-10 generieren lassen. Weiterhin demonstrierten Kemper
und Mitarbeiter 2003 die Induktion solcher, durch Behandlung von ruhenden
CD4+ T-Zellen mit anti-CD3/anti-CD46 Antikérpern in Anwesenheit des
Wachstumsfaktors IL-2.

Allen Tr1-Zellen ist gemeinsam, dass sie CD4 exprimieren und ihre
inhibitorische Wirkung hauptsachlich Uber eine massive Ausschuttung von IL-
10 ausuben. Dabei ist zwar der Stimulus am TCR spezifisch, die Wirkung des
Interleukins jedoch nicht. Die IL-10-vermittelte Immunsuppression kann durch
Neutralisierung des Zytokins durch entsprechende Antikdrper gehemmt werden
(Vieira 2004).

Tr1-Zellen wird eine regulatorische bystander-Funktion in Bezug auf die T-
Zellvermittelte Immunantwort bei Pathogenen, Allogenen und Malignomen
zugeschrieben (Nicolson 2006). lhre vorrangige Rolle scheinen sie jedoch in
Autoimmunprozessen zu spielen (z.B. Pemphigus vulgaris: Toleranz gegen

Desmoglein-3; Veldmann 2004).

Th3- T-Zellen

Th3-Zellen exprimieren wie Tr1-T-Zellen CD4 und wurden 1997 von Weiner in

einem Maus-Modell zum ersten Mal beschrieben. Es scheint eine
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Subpopulation der Th-Zellen zu sein, die durch orale Applikation von Antigenen
induziert werden kann. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass sie in der Lage
waren, sowohl Th1- als auch Th2-T-Zell-Klone in ihrer Aktivierung zu hemmen.
Dies geschieht bei dieser Population hauptsachlich Uber eine enorme
Ausschuttung von TGFB und weniger des IL-10. Ihnen wird eine regulatorische
bystander-Funktion in inflammatorischen und autoimmunen Prozessen

zugeschrieben (Faria 2006).

CD8+ requlatorische T-Zellen

Neben CD4+ regulatorischen T-Zellen sind dartber hinaus auch CD8+ T-Zellen
mit  suppressiven Eigenschaften beschrieben worden. In diesem
Zusammenhang kann man CD28-positive und CD28-negative Zellen

differenzieren.

Cortesini beschrieb eine CD8+/CD28- Population, die ihre inhibitorische
Funktion durch Inhibition der Hochregulation costimulatorischer Molekule, wie
CD80, CD86, CD54 und CD58, auf Antigen-prasentierenden Zellen auszuliben
vermag (Cortesini 2001). Diese Subpopulation scheint eine Rolle in der
Entwicklung einer systemischen Toleranz zu spielen (Nakamura 2003).
Daneben wurden CD8+/CD28+ T-Zellen beschrieben, die in der Lage waren
auf dendritischen Zellen die inhibitorisch wirksamen immunglobulin-like
transcript factor 3 und 4 hoch zu regulieren (Chang 2002).

Beide Populationen scheinen ihre suppressive Wirkung nicht primar an
Effektor-T-Zellen, sondern sekundar uber Modulation der APCs / DCs
auszuuben.

Darlber hinaus wurde auf einer weiteren Subpopulation CD8+ reg. T-Zellen die
zusatzliche Expression von CD122 beschrieben. Diese scheint analog den Tr1-
T-Zellen die IFNy-Produktion ihrer Zielzellen durch IL-10-Sekretion zu
limitieren. lhre Rolle im Organismus soll in der Autoimmunitatstoleranz und der

Regulierung des peripheren TCR-Repertoirs liegen (Beissert 2006).
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1.5.2. Aufgaben regulatorischer T- Zellen

Autoimmunerkrankungen

Eine der Hauptaufgaben regulatorischer T-Zellen besteht in der sekundaren
Selektion von autoreaktiven Zellen. Schon wahrend der Reifung, sowohl von T-
als auch B-Zellen, werden Zellen, deren Epitope gegen korpereigene Antigene
gerichtet sind, selektiert. Parallel dazu werden regulatorische T-Zellen durch
Pragung mit kdrpereigenen Antigenen generiert. Sie sind fur die periphere, so
genannte sekundare Selektion zustandig, um die noch verbliebenen, bzw. in
der Peripherie durch Mutation neu entstandenen, autoreaktiven Zellen durch
Funktions- und Aktivierungshemmung kontrollieren zu kdnnen (Beissert 2006).

Fehlt diese periphere Selektion, kommt es durch die ‘fehl gesteuerten’
Effektorzellen zu autoimmunreaktiven Prozessen. Die Maximalvariante dieser
Form ist das IPEX- Syndrom, bei dem es durch einen genetischen Defekt des

FoxP3 zu multiplen autoimmunen Reaktionen kommt (Ochs 2007).

Inflammation

Eine weitere wichtige Rolle spielen regulatorische T-Zellen in der Generierung
und Aufrechterhaltung einer adaquaten Immunantwort gegentiber Pathogenen.
In diesem Prozess steigt die Produktion zellaktivierender Mediatoren, die
primar der Aktivierung von Effektor- und Gedachtnis-Zellen dienen. Die
Limitierung erfolgt durch Suppressor-Zellen, die ab einer bestimmten
Konzentration dieser Mediatoren aktiviert werden. Sie verhindern Uber
unterschiedliche Mechanismen eine Uberschiellende Immunantwort und tragen
so wesentlich zu einem Reaktionsgleichgewicht bei. In diesem Zusammenhang
wird eine aktive Migration der Tregs zum ,Ort des Geschehens® Uber
Chemokine oder die Generierung von Tregs de novo aus naiven CD4+CD25-
T-Zellen diskutiert. Dabei ware beispielsweise die Treg-Induktion aus naiven T-
Zellen nach repetitiver TCR-Stimulation (Tr1) denkbar. Diskutiert wird in
diesem Kontext auch die stimulationsinduzierte FoxP3-Expression (Wing 2006,
Wei 2004).
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Krebserkrankungen

Eine dritte wichtige Aufgabe ist diejenige, die auch hier untersucht werden soll:
der Einfluss regulatorischer T-Zellen in der Immunkompetenz Dbei
Krebserkrankungen.

Dieses Thema beschaftigt die Forschung schon seit einigen Jahren und es
konnte in vergangenen Untersuchungen bei Patienten vor allem mit epithelialen
Tumoren, wie zum Beispiel dem malignen Melanom, Kolon- und
Ovarialkarzinom und einigen weiteren mehr, sowie lymphatischen
Krebserkrankungen gezeigt werden, dass sich sowohl intratumoral als auch
peripher eine im Vergleich zu gesunden Personen héhere Frequenz von CD4+/
CD25+/FoxP3+ T-Zellen nachweisen lasst (Wolf 2003; Beyer 2006). Diese
Beobachtung diente als Erklarungsansatz, warum keine adaquate
Immunantwort, trotz vorhandenem Pathogen erfolgt und stellte gleichzeitig
eine Saule im Konzept des ,, Tumor-escape-Phanomen® dar (Teng 2008; Zhou
2007; Wei 2004; Curriel 2004; Ribas 2003). Es erscheint demnach aus den
Ergebnissen vorausgegangener Arbeiten als sehr wahrscheinlich, dass
regulatorische T-Zellen eine zentrale Rolle in der Entwicklung einer
Immuntoleranz gegenuber Neoplasien spielen. Die zugrunde liegenden
Funktionsmechanismen in diesem Zusammenhang sind noch Gegenstand
laufender Forschungsarbeiten. Die grobe Einteilung erfolgt jedoch in einen
zellkontaktabhangigen und -unabhangigen Signalweg. Im Hinblick auf die
Zielzellen regulatorischer T-Zellen scheint ihre suppressive Eigenschaft bei
Weitem unspezifisch zu sein und richtet sich gegen zytotoxische T-Zellen sowie
APCs, DCs, Th- und B-Zellen. Sie kbénnen also auf allen Ebenen der

Immunantwort interagieren.

Insbesondere im Rahmen der Tumorerkrankung gibt es mittlerweile
unterschiedliche Ansatze die Treg-vermittelte Suppression zu durchbrechen. In
klinischen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Depletion, bzw.
Suppression der Tregs zu einer signifikanten Steigerung der T-Zellantwort fihrt.
Als mdgliche Zielstrukturen sind CTLA-4 und der IL-2-R-a-chain CD25 zu
nennen. Ipilimumab ist ein inhibitorischer Antikdrper, der gegen das CTLA-4

gerichtet ist. Dieses wiederum scheint eine wichtige Rolle beim Zell-Kontakt-
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abhangigen Suppressionsmechanismus regulatorischer T-Zellen zu spielen
(Hodi 2008). Durch die Blockade des CTLA-4 werden die Tregs in ihrer
Funktionalitat inhibiert.

Ontak ist ein an IL-2 gebundenes, zytotoxisches Fusionsprotein, das an IL-2-R-
a-chain (CD25) bindet. Die Internalisierung des Komplexes fluhrt zur
Freisetzung des Toxins und Zelllyse (Duvic 2008). Dieses Verfahren resultiert in

einer Antikorper-vermittelten Depletion der Zielzelle.

Basierend auf diesen Grundlagen und den entstandenen Fragen in
vorausgegangenen Arbeiten zum monoklonalen Antikdrper Abagovomab soll in
dieser Arbeit die Rolle der regulatorischen T-Zellen bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom vor, wahrend und nach der Vakzinierung mit

dem monoklonalen Antikorper erarbeitet werden.
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1.6. Problemstellung und Ziele dieser Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, quantitative und qualitative Informationen Uber das
dynamische Verhalten von verschiedenen T-Zell Populationen vor, wahrend
und nach Behandlung von Ovarialkarzinompatientinnen mit dem monoklonalen

Antikérper Abagovomab zu gewinnen.

Die spezifischen Fragestellungen sind:

1) Sind Unterschiede in der Frequenz von regulatorischen T-Zellen im

peripheren Blut im Verlauf der Immuntherapie zu beobachten?

2) Besteht eine Korrelation zwischen der Entwickelung einer CA125-

spezifischen T-Zell-Antwort und der Anzahl der regulatorischen T-Zellen?

3) Kann die tumorspezifische T-Zell-Response, die durch Abagovomab
induziert wurde, durch Blockade des CTLA-4- Antigens in vitro gesteigert

werden?

Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen sollen folgende quantitative, qualitative

und funktionelle Aspekte untersucht werden.

1) Messung von Interferon-y (ein aktivierendes Interleukin) als Marker der
CA125- spezifischen T-Zell-Aktivitat (Response) vor, wahrend und nach

der Therapie mit Abagovomab

2) Bestimmung von regulatorischen T-Zell-Subpopulationen Uber die
Marker CD3, CD4, CD25, FoxP3 und CTLA-4 vor, wahrend und nach

der Therapie mit Abagovomab

3) Bestimmung des Interferon-y als Marker der CA125-spezifischen T-Zell-
Aktivitat unter in vitro Blockade des CTLA-4-Antigens
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Patienten und Methoden

Il. 1. Material

Il. 1.1. Gerate und Apparaturen:

Zentrifuge: Heraeus, Multifuge3 S-R

FACS: BD Bioscience, FACSCalibur
Mikroskop: Zeiss, Axiovert 40 C

Sterile Bank: Telstar, Bio-ll-A, class Il cabinet
Brutschrank: Heraeus, Hera-cell, 37°C, 5% CO2
Kuhlschrank: Liebherr, Premium NoFrost, 4°C
TiefkUhlschrank: HERA, freeze, -85°C

Stickstoff tiefkalt, verflissigt: MG Messer Griesheim,

Chronos/Apollo

IKA, MS2 Minishaker
IBS integra Biosciences Pipetboy aca

Cryo Freeze Container (Nunc)

Il. 1.2. Pipetten

Gilson Pipetman: 2ul, 10ul, 20ul, 100pl, 200pl, 1000l
Entsprechende Plastik-Pipettenspitzen
Greiner bio-one, serologische Pipetten mit Spitze:  1ml [604 181]

2ml [ 710 180]

5ml [ 606 180]

10ml [ 607 180]

25ml [ 760 1801]]
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Il. 1.3. Plastikartikel

BD Falcon, 5ml polystyrene round-botton tube
PP-Test tubes,
PP-Test tubes,

Greiner bio-one, Cellstar, TC-Plate

Greiner bio-one, Cellstar,

Greiner bio-one, Cellstar,

Greiner bio-one, Leukosep-Roéhrchen, KO.

Sarstedt -Monovette

15 ml

50 ml

24 well

50 mi

4,9 ml Li-Heparin-Gel

Greiner bio-one, Cryoréhrchen, PP, mit Schraubverschluss, streril

Il. 1.4. Antikérper

Farbmarkierte Antikérper gegen humane Antigene

CD3,FITC-conjugated
mouse anti-human CD3

BD Pharmigen

CD4,PE-Cy5-conjugated BD, Pharmigen
mouse anti-human CD4

CD25,PE-conjugated BD Biosciences,

anti-human CD25

CTLA-4,PE-conjugated
mouse anti-human
CD152

BD Pharmigen

FoxP3,PE-conjugated NatuTec, eBioscience

anti-human Foxp3

Cocktail FITC anti-human NatuTec, eBioscience
CD4 (RPA-T4), APC anti-
human CD25

IFNy,FITC-conjugated BD Pharmigen

mouse anti-human IFNy

IL10,PE-conjugated rat
anti-human IL10

BD Pharmigen
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Cat#: 555348; Lot#:

03537(clone HIT3A)

Cat#: 555348; Lot#: 03537]
(clone RPA-T4)

Lot#: 25610 (clone 2A3)

Cat#: 555853; Lot#: 16639]
(clone BNI3)

Cat#: 12-4776-71; Lot#:
E017339] (clone PCH101-
PE)

Cat#: 22-0425-71; Lot#:
EQ017776] (clone BC96)

Cat#: 554551; Lot#: 02036
(clone 4S.B3)

Cat#: 559330; Lot#: 17273]
(clone JES3-19F1)



Isotypenkontrollen

PE Mouse IgG2ak BD Pharmigen Cat#: 555574; Lot#:. 27576]
(clone G155-178)
PE-conjugated rat NatuTec, eBioscience Cat#: 12432193

IgG2a isotype control

Nicht farbmarkierte Antikbrper gegen humane Antigene

CD28,purified BioLegend Cat#:302902;

anti-human CD28 Lot#:B101383] (CD28.2)
CTLA-4,purified mouse  BD Pharmigen Cat#: 555851; Lot#: 84717]
anti-human CD152 (BNI3)

Il. 1.4. 1 Erlauterung zu ausgewaéhlten Antikérpern

CD 28

Der im CFC-Assay verwendete anti-CD28-MAK ist ein Antikdrper, dessen
Ligand der humane Rezeptor B7 ist. Dort wirkt er agonistisch zu dem nativem
CD28. Dieses wird auf den meisten T-Zellen exprimiert und dient als so

genannter positiver Costimulus.

Die alleinige Stimulation von T-Zellen Uber den T-Zell-Rezeptor mit einem
Antigen ist fur eine Aktivierung dieser meistens nicht ausreichend. Sie fuhrt
vielmehr zu einem anergen Zustand oder gar Apoptose der Zellen. Es bedarf
also einer Costimulation Uber einen weiteren Faktor, welcher in dem Fall das
CD28 darstellt. Aus diesem Grund ist es ein essenzieller Bestandteil in der
Aktivierungskaskade von T-Zellen. Allerdings ist auch CD28 alleine nicht in der

Lage, T-Zellen zu aktivieren.

Hier wird das Antigen CA125 fur eine spezifische Stimulation separat den
entsprechenden Proben im CFC-Assay zugefligt. Um aus genannten Griinden
moglichst optimale Bedingungen fur eine Stimulation zu schaffen, wird auch

CD28 zusatzlich den Zellkulturen angeboten.
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CTLA- 4

Der verwendete Antikorper gegen das CTLA-4 entspricht in seiner wesentlichen
Struktur dem fir die CTLA-4-Farbung verwendeten Antikdrper, er ist jedoch
nicht farbstoffmarkiert und bindet an das Zielprotein, ohne mit den anderen
fluoreszenzgebunden Antikdrpern zu interagieren oder die spater
durchgefuihrte Messung am FACS zu beeinflussen. Hingegen soll dessen
Bindung an das CTLA-4 die weitere Signaltransduktion verhindern. Er wirkt

also antagonistisch an diesem Rezeptor.

Das Ziel des Einsatzes eines solchen Antikdrpers in dieser Arbeit ist, die
vermutete zellkontaktabhangige Suppression durch Blockierung des dafur
vermutlich verantwortlichen Rezeptors zu durchbrechen und dadurch eine
Immunreaktion aus der Population der Effektorzellen zu induzieren, bzw. zu

verstarken.

Il. 1.5. Das Tumorantigen CA125 (Mucin 16 / MUC 16)

Das verwendete CA125 entstammt aus Kulturtiberstanden der CA125 positiven
humanen Ovarialkarzinomzelllinie OAW-42 (Subklon H8+). Die Reinheit und
Funktionalitat der Antigenpraparation wird mittels SDS-PAGE, ELISA- und
Western-Blot-Verfahren bestimmt und das aufgereinigte Protein in Aliquots bei
—20°C gelagert. Um die Spezifitat der T-Zellassays zu gewahrleisten, wurde die
CA125-Praparation zuvor mit einer kommerziell erhaltlichen CA125-Praparation

(Biodesign) verglichen.

Il. 1.6. Medien und Puffer fiur Antikorper-Farbung

e BD, Cytofix/Cytoperm Kit; contents: BD Cytofix/Cytoperm Fixation and
Permeabilisation Solution, BD, Perm/Wash Buffer 10x Solution [Cat#:
5547714; Lot#: 25414]

e EBioscience, Flow Cytometry staining Buffer [Cat#: 00-422-57; Lot#:
E018058]
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e EBioscience, Fix/Perm Diulent [Cat#: 00-5223-56; Lot#: E0117593]PAA,
Dulbecco’s PBS (1x) [Cat#: H15-002; Lot#: H00205-0506]

e B.Braun, Aqua ad iniectabilia

e 20 mM EDTAin PBS

e Waschlésung: Cellwash (BD) / 3% FCS (PAA)

Il. 1.7. Sonstiges

e Sigma, Brefeldin A from Penicillinum brefeldinum

e Sigma Aldrich: PHA, Phytohaemagglutinin (Lektinextrakt aus der roten

Feuerbohne; besitzt starke mitogene Wirkung auf Lymphozyten; hier Verwendung als
unspezifisches Stimulans)

e Methanol

e PAA Natrium-Pyruvat-Lésung

e PAA, Penicillin/Streptomycin (100x) (Pen-Strep)

e Normal rat Serum, NatuTec, eBioscience, Cat#: 24-5555-93; Lot#:
E018515

e Trypanblau

Il. 1.8. Medium flr Stimulationsversuche sowie zum Einfrieren und

Auftauen der Lymphozyten

88% PAA, RMPI 1640 with L-Glutamine
[Cat#: E15-840; Lot#: E84006-0513]
10% PAA humanes AB-Serum, steril, inaktiviert
1% PAA Natrium- Pyrovat
1% PAA, Penicillin/Streptomycin (Pen-Strep) (100x)

Um mogliche Interaktionen mit den Antikdrpern spater zu vermeiden, wurde

das Medium mit sterilem humanem AB-Serum, statt FCS angesetzt.
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Il. 1.9. Blutproben

11.1.9.1. Proben von Patientinnen

In den Versuchen dieser Arbeit wurden kryokonservierte Lymphozyten
verwendet. Diese stammen alle aus der Phase /Il AGO-Studie zu ACA125-
Vakzine bei Patientinnen mit fortgeschrittenem epithelialem Ovarialkarzinom
oder Peritonealkarzinose (AGO Protokoll OVAR 2.8).

Hierbei erfolgte eine randomisierte Zuteilung der Patientinnen in zwei Arme der
Studie. Jeweils 16 Patientinnen aus Arm A erhielten 6 Applikationen des
Antikorpers, aus Arm B 9 Applikationen. Alle Patientinnen erhielten jeweils 2mg
Abagovomab s.c. bei jeder Applikation. Die ersten vier Vakzine erfolgten im
Abstand von zwei Wochen in beiden Studienarmen. Die weiteren zwei, bzw.
funf Applikationen wurden im vierwdchigen Abstand injiziert. Anschlieend
folgte die Phase des ,Follow-up“, in der die Patientinnen weiterhin unter
Beobachtung und regelmaRigen Blutkontrollen standen. Diese dauerte sechs
Wochen in beiden Studienarmen. Die Vorstellung zu den Untersuchungen
erfolgte alle zwei Wochen.

Die Blutentnahme zur Bestimmung immunologischer Parameter erfolgte jeweils
unmittelbar vor jeder Applikation der Vakzine bzw. zwei und sechs Wochen
nach der letzten Applikation (Follow-up 1 und 2).

Zu den Einschusskriterien gehorten ein  histologisch  gesichertes
plattenepitheliales Ovarial- oder Tubenkarzinom FIGO I-IV, sowie eine
abgeschlossene radikale, operative Therapie und eine abgeschlossene,
platinhaltige Chemotherapie. Als Ausschlusskriterium galten Zweitmalignome,
chronisch entzundliche Erkrankungen sowie Erkrankungen des allergischen
Formenkreises. Weiterhin sollte das zellulare Blutbild innerhalb der

durchschnittlichen Normgrenzen des jeweiligen Labors liegen.

Fur die Analysen der vorliegenden Arbeit standen kryokonservierte PBMCs von
insgesamt 12 Patientinnen zum Zeitpunkt vor Therapiebeginn (baseline-
Abnahme, im Folgenden gekennzeichnet mit -V), wahrend der Therapie (vor

Applikation 5 bzw. 6, im Folgenden mit -5 bzw. -6 gekennzeichnet) und in der
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Follow-up- Phase (2 bzw. 6 Wochen nach der letzten Applikation, im Folgenden
mit -F1 bzw. -F2 gekennzeichnet) zur Verfigung. Die PBMCs wurden innerhalb
von 24h nach Blutentnahme aus heparinisiertem Vollblut Uber einem Ficoll-
Gradienten nach einheitlichem Protokoll separiert und in flissigem Stickstoff
kryokonserviert. Die Entnahme erfolgte je funf Tage vor der darauf folgenden
Vakzine. Ein Teil der Proben wurde fur laufende Studienzwecke verwendet, der
andere Teil der Lymphozyten blieb kryokonserviert in flissigem Stickstoff
gelagert und wurden als Proben in dieser Arbeit verwendet.

Das mittlere Alter der Patientinnen betrug 57,8 Jahre (40 — 76 Jahre) und lag

somit deutlich Gber dem mittleren Alter der Vergleichsgruppe (s. u.).

Pat.-ID /Alter
Short arm Long arm

GW - 68 UR - 68
AG-72
KS - 36
PS - 42
IE - 40
BW - 53
EB-76
AZ - 38
KH - 51
IS - 55
MH - 47

Mittleres Alter: 57,8

Tabelle 5: Patientinnen aus beiden Studienarmen, deren Proben zur Auswertung zur Verfligung
standen mit Angabe des individuellen Alters. Im Short arm der Studie wurden 6 Vakzinen
appliziert, im Long arm 9.

11.1.9.2. Proben von gesunden Probanden

Neben den Proben von den Studienpatientinnen wurden auch Lymphozyten
von gesunden Probanden verarbeitet. Voraussetzung flr die Kontrollen waren

weibliches Geschlecht und keine aktuellen Erkrankungen - weder autoimmune,
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noch infektidse oder neoplastische.

Das mittlere Alter betrug 43,4 Jahre (33-56 Jahre). Alle Probanden erklarten
freiwillig ihre anonyme Teilnahme.

Es wurden insgesamt funf Personen heparinisiertes Vollblut abgenommen. Die
entsprechend aufbereiteten Lymphozyten wurden sowohl im frischen als auch
kryokonservierten Zustand weiterverarbeitet. Sie dienten zum einen zur
Etablierung der Farbeprotokolle und der Stimulationsversuche. Zum anderen
konnten die entsprechend gemessenen Daten als Vergleich zu den Proben der
Studienpatientinnen verwendet werden, da sie einen kleinen Querschnitt einer
weiblichen Standardbevdlkerung reprasentieren. Fur die Auswertung kamen

davon finf Probanden infrage (Tab. 6).

Probanden -ID /
Alter

KR - 33
SR - 34
TP -40
DF - 54
EF — 56
Mittleres Alter: 43,4

Tabelle 6: Angabe der Probanden sowie ihr entsprechendes Alter zum Zeitpunkt der Arbeit.
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Il. 2. Methoden

Il. 2.1. Probengewinnung

Il. 2.1.1. Separation der Lymphozyten:

Das Arbeiten erfolgt stets unter der sterilen Bank. Dazu werden vorbereitet:

>Lymphozytenseparationsmedium

> eukosep-Rohrchen

>PBS streril

>humanes AB-Serum, Kulturmedium

>frisch abgenommenes heparinisiertes Vollblut in
Sarstedt- Monovetten

>entsprechend bendtigte Pipetten

Pro Leukosep-Rdhrchen werden ca. 30ml Vollblut bendétigt (entspricht etwa 6
vollen Li-Hep-Gel-Monovetten).

Je Leukosep-Rohrchen werden 15ml  Lymphozytenseparationsmedium
pipettieren und 1min bei 2600 rpm mit Gegengewicht abzentrifugieren.
Anschlie®end wird das Blut aus den Monovetten dazu pipettiert (je R6hrchen
ca. 30ml) und 15 min bei 1100 rpm mit entsprechendem Gegengewicht
zentrifugiert. Die Erythrozyten sollten danach unterhalb, das Plasma mit dem
Lymphozytenring oberhalb der Separationsplatte sein.

Nun wird vorsichtig den Lymphozytenring abpipettiert und in ein 50ml Falcon
uberfuhrt. Die Suspension wird in 30ml PBS resuspendiert und 10min bei 1100
rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und erneut mit 15ml PBS
gewaschen und 10min bei 1100rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wird einmal

wiederholt.
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Der Uberstand anschlieRend abgenommen und das Zellpellet in 1ml AB-
Medium resuspendiert.

10 ul der Zellsuspension werden flir die Zellzahlbestimmung in ein Eppendorf-
Cap Uberfuhrt. Der Rest soll anschlieBend je nach Versuchsprotokoll

weiterverarbeitet werde..

Il. 2.1.2. Einfrieren der Lymphozyten

Arbeiten erfolgt steril unter der Bank. Dazu werden vorbereitet:

>mindestens 1x10° Lymphozyten
>entsprechendes Volumen an eiskaltem AB-Einfriermedium
>beschriftete Kryoréhrchen

>entsprechenden bendtigte Pipetten

Es sollten mindestens 1x10° Zellen pro ml sein. Die Suspension wird nach
Bestimmung der Zellzahl fir 10min bei 200g zentrifugiert und der Uberstand
vollstandig abgenommen. Ein der Zellzahl entsprechendes Volumen (Pro
Milliliter Gefriermedium: 1x10°-1x10” Zellen) des eiskalten Einfriermediums
(AB-Medium) wird in die Pipette aufgenommen und tropfchenweise zu den
Zellen gegeben und anschliefend vorsichtig resuspendiert. Je 1ml
Zellsuspension werden pro Kryoréhrchen pipettieren, fest verschlossen und
sofort in den ,cryo- freezing container gestellt. Dort werden sie Uber Nacht,
jedoch mindestens 4 Stunden, bei —80°C gehalten.

Zur Langzeitlagerung werden die Kryorohrchen anschliefend in flissigen
Stickstoff Gberfuhrt.
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Il. 2.1.3. Auftauen von kryokonservierten Proben

Folgendes Material wird unter der sterilen Bank bereitgestellt:

>steriles Zentrifugenrohrchen, 15ml Falkon
>5 ml eiskaltes AB-Medium
>1 ml 37°C warmes AB-Medium

>entsprechenden bendtigte Pipetten

Das bendtigte Kryo wird aus dem Stickstofftank enthommen und mit Methanol
abgewischt. Vorsichtig aber zigig wird es nun im Wasserbad aufgetaut. Wenn
es gerade getaut ist, erfolgt die schnelle Uberflihrung unter die sterile Bank, wo
es aufgemacht und der Inhalt mit 1 ml Glaspipette in das sterile,
beschriftete Zentrifugenrohrchen Uberflhrt wird. Hier wird sofort vorsichtig 5 ml
eiskaltes AB-Medium tropfenweise zu pipettiert und vorsichtig resuspendiert.
AnschlieRend wird die Zellsuspension bei 1100 rpm 10 min zentrifugiert.

Der Uberstand wird vorsichtig abnehmen und in 1ml warmem AB-Medium
resuspendieren. 10yl der Zellldsung wird flr Zellzahlbestimmung und

Vitalitatsprifung entnommen und der Rest weiterverarbeitet.

Il. 2.1.4. Vitalitatspriifung und Zellzahlbestimmung

Mit dem Aliquot einer Zellsuspension wird eine 1:10-Verdinnung hergestellt.
Dafur werden:

36ul Trypanblau-Losung

54ul PBS

10ul der Zellsuspension
in einem 1,5ml Eppendorf-Cap vorsichtig gemischt.
Der Testansatz wird mittels Pipette in eine Neubauer-Zahlkammer gefullt und
die Zellen mit dem 40er Objektiv gezahlt.
Tote Zellen nehmen den Farbstoff an und farben sich dunkel. Vitale Zellen
bleiben ungefarbt. In der Zahlkammer sollen mindestens zwei grolde

Eckquadrate ausgezahlt werden.
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Berechnung der vitalen Zellen pro ml Zellsuspension:

Das gezahlte Ergebnis wird durch 2 (= Anzahl der gezahlten grofRen
Eckquadrate) dividiert und mit der entsprechenden Verdlinnung multipliziert.
Daraus resultiert die Zellzahl in 0,1ul Zellsuspension. Multiplikation mit dem
Faktor 10.000 ergibt die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension.

Hieraus kann die weitere Berechnung des bendtigten Volumens entsprechend

der pro Ansatz des Versuchs bendtigten Zellzahl erfolgen.

Il. 2.2. Markierung von Antigenen mit fluoreszenzmarkierten

Antikorpern

Il. 2.2.1. Allgemeines Prinzip der Farbung

Das Prinzip der Antikorperfarbung beruht darauf, dass die hier verwendeten
monoklonalen Antikorper mit einem Teil spezifisch an das definierte humane
Antigen binden und an einem weiteren Teil mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert sind (Abb. 4). Die Auswertung kann dann anschlielend mittels FACS-

Analyse erfolgen.

Zu Beginn wurden standardisierte Versuchsbedingungen (z.B. Konzentration
der Antikorper, Inkubationsdauer, etc.) mit PBMCs gesunder Normalpersonen
etabliert und validiert.

Isotypenkontrollen wurden in jedem Ansatz mitgeflhrt. Dabei handelt es sich
um Antikorper der gleichen Spezies und dem identischen Isotyp, wie der
speziell zur Farbung eingesetzte Antikorper. Diese Isotypenkontrollen sind mit
dem gleichen Farbstoff markiert wie die Probenantikérper, binden jedoch nicht
an humane Zellantigene.

FUr die Darstellung der intrazellularen Zytokine, sowie der ebenfalls
intrazellularen Antigene CTLA-4 und FoxP3 muss die Zellmembran vorher mit
einem speziellen Puffer permeabilisiert werden. Dieser Schritt ist bei der

Farbung oberflachlicher Antigene hingegen nicht notwendig.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Antikdrperfarbung mit fluoreszenzmarkierten

Farbstoffen.

Il. 2.2.2. Phanotypisierung regulatorischer T- Zellen

Die Phanotypisierung der regulatorischen T-Zellen orientierte sich anhand der
aktuellen Literatur. Demzufolge exprimiert diese Population
CD4+,CD25high+,FoxP3+ an ihrer Oberflache, bzw. intrazellular. Als weiterer
Marker wurde hier das intrazellulare CTLA-4 gewahlt. Dieses wird konstitutiv
auf Tregs exprimiert. Weiterhin sollte in dieser Arbeit die zellkontaktabhangige
Suppression Uber den CTLA-4-Rezeptor untersucht werden. Durch die
quantitative Darstellung des Antigens sollten gegebenenfalls Rickschlisse auf
den Einfluss der zellkontaktabhangigen Suppression ermoéglicht werden. CD3
gilt in diesem Fall als allgemeines Oberflachenantigen der gesamten

Lymphozytenpopulation.

Zur Darstellung der intrazellularen Marker FoxP3 und CTLA-4 wurde die
Zellmembran mit Hilfe von Saponin (zahlt zu den Tensiden, welche die

Oberflachenspannung polarer Substanzen herabsetzten) permeabilisiert.
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Il. 2.2.3. FoxP3 - Férbung, intrazelluladr

Bendtigt werden 2 Ansatze a 3x10° cells: a) Kontrolle
b) Probe

Die Zellsuspension wird bei 1600rpm 5min zentrifugiert und det Uberstand
vorsichtig abgenommen. Das verbliebene Zellpellet wird mit je 1ml PBS oder
eBioscience Flow Cytometry Staining Buffer durch Resuspendieren gewaschen
und fiir weitere 5 Minuten bei 1600rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird
vorsichtig abgenommen.
Pro Ansatz werden je 10ul CD4/CD25 Cocktail zufugt und die tubes fir 30min
bei 4°C, dunkel inkubiert. AnschlieBRend werden sie mit je 1ml PBS oder
eBioscience Flow Cytometry Staining Buffer gewaschen und erneut bei
1600rpm, 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen.
Nun wird eBioscience Fix/Perm Diulent mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:4
verdunnt, pro Ansatz werden je 1ml davon =zufugt und kurz vortexet
(durchschutteln). Die Proben werden im Kuhlschrank fur weitere 60min bei 4°C,
dunkel inkubiert. Nach Ablauf der Zeit werden sie mit je 1ml PBS oder
eBioscience Flow Cytometry Staining Buffer gewaschen und bei 1600rpm 5
min lang zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und die
Zellpellets mit je 2ml Permeabilization-Buffer-Losung, welche zuvor aus einem
Konzentrat im Verhaltnis von 1:10 mit Aqua injekt. verdunnt wurde,
gewaschen. Die Zellsuspensionen werden erneut bei 1600rpm flir 5 min
bei1600rpm zentrifugiert und den Uberstand entfernt. Der letzte Waschschritt
wird wiederholt. Anschlie3end wird pro Ansatz je 2ul normal rat serum zugefugt
und die Proben flr 15 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.
Die Tubes werden anschlielRend nicht gewaschen und stattdessen direkt zu
Ansatz

a) Kontrolle: 7ul rat IgG2a PE isotype control

b) Probe: 7ul Anti-human FoxP3- PE
hinzu pipettieren, kurz vortexet und fur weitere 30min bei 4°C, dunkel inkubiert.
In der Zwischenzeit wird Permeabilization-Buffer-Konzentrat im Verhaltnis 1:10
mit Aqua injekt. verdinnt. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Proben

mit je 2 ml dieser Loésung gewaschen und bei 1600rpm flr 5 min zentrifugiert.

61



Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und der zuletzt durchgefihrte
Waschschritt wiederholt.

Die verbliebenen Zellpellets werden in je 300ul PBS oder eBioscience Flow
Cytometry Staining Buffer resuspendiert und moglichst sofort der Messung

zufihrt oder kurzzeitig bei 4°C im Dunkeln aufbewahrt.

ll. 2.2.4. CTLA-4 - Férbung, intrazelluladr

Die intrazellulare Farbung mit anti-CTLA-4-MAK erfolgte analog zur FoxP3-
Farbung (siehe Abschnitt Il. 2.3.2.). Anstelle des anti-FoxP3-PE-MAK wurde
hier 10ul eines PE- markierten anti-CTLA-4-MAK eingesetzt.

Il. 2.2.5. Spezifische Stimulation mit CA125 und CTLA-4-Block fiir
CFC- Assay

Das Arbeiten erfolgte hier ebenfalls ausschlieRlich unter der sterilen Bank.
CD28 diente als costimulatorischer Antikdrper fur aktivierte T-Zellen. Es soll die
aktivierende Signalkaskade und die resultierende Zytokinexpression

unterstutzen.
Der verwendete monoklonale Antikbrper gegen CTLA-4 bindet spezifisch an

diesen Rezeptor und blockiert zellsuppressive Kaskade, die nach Bindung an
seinen Liganden B7 initiiert wird (Abb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Wirkung eines anti-CTLA-4-Antikérpers

In drei 24er wells werden jeweils mindestens 5x10° Zellen in Ldsung
ausplattieren und auf 500yl Gesamtvolumen mit RPMI/ 10% humanem AB-
Serum aufgefullt.

Daraus ergibt sich fur das weitere Arbeiten folgende Konstellation (Abb. 6):

well 1: unstimuliert (= Kontrolle)
well 2: spezifisch stimuliert

well 3: spezifisch stimuliert + CTLA-4-Antikorper

Abbildung 6: In vitro - Stimulationsansatze
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Zu Beginn wird dem well 3 2,5ul purified Anti-Human CD152 (CTLA-4)
vorsichtig hinzu pipettiert (entspricht einer Endkonzentration von 0,5vol%). Die
Inkubation erfolgt fir 30min, dunkel im Brutschrank bei 37,0°C , 5,0% CO..
Anschlie®end werden allen drei wells je 1ul purified Anti-Human CD28, das als
Costimulus fungiert, zugeflgt (entspricht einer Endkonzentration von 0,2vol%).
Erneut werden nun die Zellen im dunklen Brutschrank bei 37,0°C , 5,0% CO.
fir 15 min inkubiert.

Als nachster Schritt folgt die spezifische Stimulation mit dem Antigen CA125.
Dafur werden sowohl dem well 2, als auch dem well 3 je 2500U des CA125
zugefihrt (entspricht 1,25U/ul). Nun erfolgt die Inkubation bei bereits
genannten Bedingungen fir weitere 120 min.

Als letzter Schritt der Assays wird nun allen drei wells je 5ul BFA hinzu pipettiert
und die Zellplatte fur die folgenden 16 Stunden im Brutschrank bei gehabten
Bedingungen inkubiert. Als BFA wird Brefeldin A from Penicillinum brefeldinum
bezeichnet. Es agiert als Golgi-Stopp-Reagenz und verhindert somit die

Sekretion der intrazellular produzierten Zytokine.

Zellernte:

Da die geernteten Zellen fur Antikdrperfarbungen weiterverarbeitet werden,

muss dieser Schritt nicht unter sterilen Bedingungen erfolgen.

Je 50pl kalter 20mM EDTA in PBS-Losung pro well pipettieren, durch
vorsichtiges Schwenken auf der Arbeitsflache gut vermischen und 15 min bei
Raumtemperatur inkubieren.

Durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren Uber das gesamte well werden die
Zellen geerntet und in die entsprechend beschrifteten 5ml BD Falcon tubes
uberfuhrt. Anschliefend mit je 1ml PBS nach spulen, die noch verbliebenen
Zellen wie beschrieben ernten und ebenfalls zu den jeweiligen tubes geben.

Kontrolle des Ernteerfolgs erfolgt unter dem Mikroskop.
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Il. 2.2.6. Intrazelluldre Zytokinfarbung (CFC-Assay)

Die grundsatzliche Stimulierbarkeit kryokonservierter Proben wurde zunachst
durch eine unspezifische Stimulation mit dem Mitogen PHA uUberpruft. Als

Backgroundkontrolle wurden unstimulierte PBMCs mitgefluhrt.

Die Zellsuspension (PBMCs a 5x10° bis zu 1x10° cells) wird bei 1600rpm 5min
zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit einer Pipette abgenommen. Das
Zellpellet wird durch Resuspension in je 1ml Cellwash gewaschen und
anschlieRend erneut 5min bei1600rpm zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgenommen.

Pro Ansatz werden je 10ul CD4 PE-Cy5 hinzu pipettiert, kurz vorgetexet und im
Dunkeln bei 4°C fur 30 min inkubiert. Anschliellend werden die Proben mit je
1ml Cellwash gewaschen, kurz vorgetexet und 5min bei 1600rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen.

Je Ansatz werden 250ul BD CytoFix/CytoPerm zugefugt, kurz vortexet und
weiter im Dunkeln bei 4°C fur 20min inkubiert. Danach wird direkt je 1ml BD
PermWash-L6ésung zugeflugt. Diese wird flr diesen Versuch aus dem BD
PermWash-Konzentrat und aqua in einer 1:10 Verdinnung angesetzt. Es folgt
das Zentrifugieren fiir 5min bei 1600rpm. Der Uberstand wird vorsichtig
abgenommen und die Probe erneut mit je 1ml BD PermWash-Lésung
gewaschen und 5min bei 1600rpm zentrifugiert.

Der Uberstand wird im Anschluss vorsichtig abgenommen und pro Ansatz je
10ul 1-10-PE und 1pl IFNy-FITC zuflgt. Nach kurzem Vortexen werden die
Proben anschlieend 30min bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

Anschlie®end folgt das Waschen mit je 1ml BD PermWash-Lésung und das
Zentrifugieren fiir 5min bei 1600rpm. Den Uberstand nun vorsichtig abnehmen
und das Zellpellet in 300ul Cellwash resuspendieren.

Die Messung wird sofort durchfuhrt oder die Proben kurzzeitig bei 4°C, dunkel,

aufbewahrt.
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Il. 2.3. Messung und Auswertung am FACS

Die Zellanalyse der Proben erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Im
Folgenden soll kurz das Funktionsprinzip und die Ergebnisauswertung erlautert

werden.

Il. 2.3.1. Funktionsprinzip der Messung am FACS

Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission von optischen Signalen
seitens der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert (Abb. 6). Hierbei
werden die in Losung befindlichen Zellen durch eine Kapillare gesaugt und
passieren im Sensormodul einen Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil des
Lichts, welches mittels Detektoren (Photomultipler) nachgewiesen wird. Die
Menge des gestreuten Lichts korreliert hierbei mit der relativen Grolke der Zelle

und mit ihrer Komplexitat, d.h. Granularitat.

Im FACS kommt es also durch Anregung der Zellen Uber einen Laserstrahl der
Wellenlange von 488nm oder 595nm, zur Streuung des Lichts an ihrer
Oberflache und zu einer Emission durch die  verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe entsprechend ihren individuellen physikalischen
Eigenschaften. Mithilfe der optischen und elektronischen Detektoren wird das
nach vorne (FSC = forward light scatter) und das um 90° (SSC = sideward light
scatter) gestreute Licht gemessen. Je nach Zelltyp wird dementsprechend der
Strahl unterschiedlich stark gestreut und detektiert. FSC erfasst hierbei
hauptsachlich die GroRe und SSC die Granularitat der durchflielRenden Zellen.
Die Emission der gebundenen Farbstoffe, welche der Kennzeichnung der
gefragten Moleklle dienen, wird in 90°- Richtung aufgenommen. Dabei
emittiert FITC bei 525nm, PE bei 575nm, APC bei 660- 685nm und PE-Cy5 bei
660- 675nm. Das emittierte Fluoreszenzlicht ist hierbei proportional zur Zahl
der gebundenen Fluorochrommolekile an der jeweiligen Zelle, das heil3t, dass
die gemessenen Daten hierbei der quantitativen Expressionshohe der
gefragten Molekille entsprechen. Da bekannt ist, dass Zellpopulationen

bestimmte Antigene an ihrer Oberflache oder auch intrazellular in einer hdheren
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Zahl exprimieren als andere, kdnnen diese gesuchten Populationen anhand

der starkeren Lichtemission im FACS differenziert dargestellt werden (Abb. 7).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des FACS- Funktionsprinzips (aus NIAID, Vaccine

Research Center)
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Il. 2.3.2. Auswertung

Die Messung und Auswertung der gefarbten Proben erfolgt am FACS-Gerat

mithilfe der Software CellQuest Pro.

Die Gerateeinstellung der FSC-/SSC-/Fluoreszenzdetektion sowie die
Kompensationseinstellung erfolgte anhand der Isotypenkontrollen (Treg-

Phanotypisierung) bzw. unstimulierte Backgroundkontrollen (CFC-Assay).

Il. 2.3.2.1 Analyse der Treg- Phédnotypisierung

Nach erfolgter Gerateeinstellung wurde die Expressionshéhe der einzelnen
Marker durch Setzen von sogenannten Gates bestimmt. R1 war dabei immer
G1 und umschrieb die Lymphozyten im FSC /SSC—-DotPlot.

In dem folgenden Plot wurde nun ausschlielllich die Population aus R1
angezeigt und die Expressionshohe der gesuchten zellularen Proteine in dieser
Population. Hier konnten nun weitere definierte Gates gesetzt und die definitive
quantitative Expression der Marker sowohl in Prozent als auch als Rohwert in

R1 bestimmt werden.

Die Messung des intrazellularem FoxP3, bzw. CTLA-4 folgte den gleichen
Kriterien. Da in diesem Fall jedoch ein CD4 / CD25-Antikoérper-Cocktail und
kein CD3-AK verwendet wurde, sah das Endergebnis, wie im Folgenden
exemplarisch dargestellt, aus.

Zunachst wurden die CD4+ Lymphozyten in R2 dargestellt (Abb. 7).
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Abbildung 8: Graphische Extraktion aller CD4 exprimierenden Zellen(R2) einer
Probensuspension

Anschlielend der Vergleich zwischen der Kontrolle und der entsprechenden
Probe. In R3 sind nun alle CD4+ Lymphozyten dargestellt, die zusatzlich CD25
und FoxP3 exprimieren (Abb. 9). Dem analog sehen die Messergebnisse bei
der CTLA-4- Farbung aus.

Fir die intrazellularen FoxP3 und CTLA-4-Farbungen wurden 10000
Lymphozyten im Gate G1 gemessen.

Die Frequenz FoxP3, bzw. CTLA-4 positiver T-Zellen wurde in R3 in Prozent
der CD4+ T-Zellen angegeben (Abb. 9).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung von FoxP3- Kontrolle und Probe aus dem Gate der CD4+
Lymphozyten. X-Achse: PE-markierte events, Y-Achse: APC-markierte events
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Il. 2.3.2.2 Analyse der CFC-Assays

Nach erfolgter Gerateeinstellung wurde die Expressionshohe der einzelnen
Marker durch Setzen der Gates bestimmt. R1 war dabei immer G1 und
umschrieb analog der Treg- Phanotypisierung die Lymphozyten im FSC /SSC —
DotPlot.

FUr die intrazellulare Zytokinfarbung wurden 100.000 Lymphozyten in R1
gezahlt.

In dem folgenden Plot wurde nun ausschlielllich die Population aus R1
angezeigt und die Expressionshohe der CD4+ und der CD4- T- Zellen aus R1
bestimmt. Hier konnten nun weitere Gates gesetzt und die definitive
quantitative Expression der MAK-markierten Zytokine sowohl in Prozent als
auch als Rohwert in R1 bestimmt werden.

Zur Analyse der CFC-Assays wurde die unstimulierte Probe als Kontrolle
gewertet. Anhand dieser wurde R4 mit einem mdglichst niedrigen Background
(<0,05) gesetzt. R4 wurde anschlieRend jeweils auf die stimulierte und die
CTLA-4-Block-Probe ubertragen (Abb. 10). Die so ermittelte Expressionshohe
der Proben wurde anhand der unten genannten Tabelle ausgewertet. Als positiv
wurde hier eine Differenz bei entsprechend statistisch ausreichender Zellzahl,
bzw. gezahlter Events aus dem definierten Gate und einem Background von
weniger als 0,05% in den Kontrollen, von mindestens 0.05% der Proben im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle gewertet. Als starke Response wurde ein

Wert von > 0,5% gewertet.
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Abbildung 10: Darstellung des Vergleichs einer als negativ bewerteten Kontrolle, die nur mit
CD28 im Ansatz des CFC-Assays enthielt, und der entsprechenden Proben: zum einen mit
CA125 und zum anderen, zusatzlich zu CA125, mit einem CTLA-4-Antikorper. Hierbei wurde
das Gate, wie beschrieben anhand der Kontrolle mit einem moglichst minimalen background
gesetzt und auf die DotPlots der Proben ubertragen. In diesem Fall betrug der background
0,06% und die entsprechenden events in den Proben 0,12% und 3,05%.

Il. 2.3.2.3. Festlegung der Mindestgrenzen zur Auswertung

Die Festlegung der Mindestgrenze fir die notwendige Zellzahl in R1 erfolgte
anhand des ,BD Fastimmune CFC Handbook, Acqusition and Analysis®, BD
Biosciences (Tab. 5). Das Setzten der Gates und die Auswahl der gewahlten
Antikorper orientierte sich an den Angaben aus , Techniges fo Immune Function

Analysis, Application Handbook 1st Edition“, BD Biosciences
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Anzahl der gezahlten events insgesamt

% background in | % mind. Positivin R” |p <0,05; 90% power |p < 0,005; 99%
R power

0,01 0,02 260 000 720 000

0,01 0,05 32 000 90 000

0,01 0,1 12 000 32 000

0,02 0,05 67 000 190 000

0,02 0,1 16 000 45 000

0,03 0,05 170 000 480 000

0,03 0,1 23 000 63 000

0,04 0,1 33 000 93 000

0,05 0,1 52 000 140 000

0,06 0,1 86 000 240 000

0,07 0,1 160 000 450 000

0,08 0,2 17 000 46 000

0,1 0,2 26 000 72 000

Tabelle 7: Statistisch signifikante events entsprechend den Gesamtevents, aus ,BD
Fastimmune CFC Handbook, Acqusition and Analysis®, BD Biosciences.

R = in Kontrolle

R’=in Probe

Die Anzahl der in dieser Tabelle gezahlten events bezieht sich immer auf das
Gate R1, das heilt alle events aus der gesamten Population der Lymphozyten.
In den Versuchen, vor allem mit Zytokinen, wurden alle Ereignisse aus R2
gezahlt, das heil’t von den CD3+ / CD4+ Lymphozyten. Somit war zu jedem
Zeitpunkt sichergestellt, dass die gemessenen Daten statistisch signifikant

auszuwerten sind.
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Il. 2.3.2.4. Statistische Auswertung

Deskriptive Statistiken
Die Daten wurden mit Mittelwert und Konfidenzintervall (5-95%) angegeben.

Die Rohdaten werden als BoxPlots oder Balkengrafiken dargestellt.

Vergleichende Statistiken

Fur den Vergleich der quantitativen Ergebnisse zwischen Responder und Non-
Responder wurde der Mann-Withney U-Test angewendet, da die
Normalverteilung der Daten bei den kleinen Gruppen nicht gesichert werden
konnte.

Als statistisch signifikant galt ein p < 0,05.

Die statistische Signifikanz des Vergleichs der gemessenen Werte der
jeweiligen Patientin zu den einzelnen Abnahmezeitpunkten wurde anhand des
Wilcoxon — Vorzeichen — Rang — Test bestimmt.

Als signifikant wurde ein p < 0,05 angenommen
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lll. Ergebnisse

l11.1. Proben aus der AGO-Studie

Insgesamt konnten Blutproben von 12 Patientinnen aus der AGO-Ovar 2.8.
Studie zu Zeitpunkt vor Therapiebeginn (V), nach 5 bzw. 6 Applikationen (5/6)
und 6 Wochen nach letzter Vakzinierung (F2) analysiert werden. Hierbei
handelte es sich um eine Phase I/lI-Studie zum monoklonalen Antikérper
Abagovomab bei Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom nach
erfolgter operativer, radikaler Intervention und Platin-haltiger adjuvanter

Chemotherapie.

Nach dem Auftauprozess der PBMCs wurde wie oben beschrieben die Zellzahl
der Probe bestimmt und das entsprechend bendtigte Volumen fur die einzelnen
Farbungen und das CFC-Assay errechnet. Voraussetzung fur eine vollstandige
Farbung war also eine Mindestzellzahl von 3,1 x 10° Zellen pro PBMC. Bei
insgesamt vier Proben lag die Zellzahl darunter. Bei drei Patientinnen konnte
keine CTLA-4-Farbung durchgefuhrt werden: KS-V, UR-6, BW-F2. Bei einer
weiteren reichte die Zellzahl weder fur eine CTLA-4 noch fur eine FoxP3-

Farbung aus: EB-5.

lll.2. CD4+ und CD8+ T- Zell- Population unter der

Immuntherapie

Zunachst wurden die gesamten Populationen der CD4+ und der CD8+ T-Zellen
in ihrem prozentualen Anteil an den Lymphozyten betrachtet (Tab. 8).

Es sollte untersucht werden, ob in diesem Punkt Veranderungen unter der
Therapie mit Abagovomab auftreten und inwiefern diese, falls vorhanden, mit

den Frequenzen der regulatorischen T-Zellen korrelieren.
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In dieser Arbeit wurde keine Farbung mit CD8-markierendem Antikorper
durchgefluihrt. Die gemessenen Frequenzen der CD4- T-Zellen waren mit denen
der CD8+ T-Zellen in der zugrunde liegenden AGO-Studie nahezu aquivalent,
sodass im Folgenden die Population der CD4- T-Zellen als CD8+ bezeichnet
werden kann.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen des Gesamtkollektivs sind der
folgenden Tabelle 8 zu entnehmen.

Aus den aufgefuhrten Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass sich die
beiden Lymphozytenpopulationen der Patientenproben im Mittel sowie deren

ratio im Verlauf der Immunisierung nicht signifikant verandern.

Abnahmezeit | - MWwW- Ratio CD4+/
punkt CD4+Lymphozyten | CD8+ Lymphozyten | CD8+
V-Abnahme 55 84750 (10,56) | 27,7617% (9,38) | 145
S/6-Abnahme | ;5 o550, (7.71) 26,485% (10,69) 1,54
F2-Abnahme 34,5936% (8,24) 29,0991% (10,32) 1,38

Tabelle 8: Mittelwert des prozentualen Anteils CD4+ und CD8+ T- Zellen an der gesamten
Lymphozytenpopulation im Gesamtkollektivs der Patientinnen im Verlauf (die entsprechenden
Standardabweichungen sind in Klammern angegeben) sowie die ratio dieser beiden

Populationen

IV.3. Regulatorische T-Zellen und ihre Frequenz im Verlauf der

Vakzinierung mit Abagovomab

In der vorliegenden Arbeit wurden regulatorische T-Zellen Uber die
Markerkombination CD4/CD25/FoxP3 mittels FACS-Analyse charakterisiert und

quantifiziert.

Unter der Annahme einer CTLA-4-abhangigen Treg-vermittelten Suppresion,
erfolgte zusatzlich in einem weiteren Ansatz die Markierung und Auswertung
der CD4/CD25/CTLA-4 T-Zellen.
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Bei ausreichender Zellzahl konnte die Farbung mit den entsprechenden
Antikérpern bei jeder Patientinnenprobe, bei jeder Abnahme durchgefihrt
werden. Das ergibt je drei Analysen (V-, 5-/6- und F-Abnahme) pro Patientin,
sodass man die einzelnen Ergebnisse im Verlauf der Vakzine betrachten und
untereinander vergleichen kann.

Die gesamte Anzahl vitaler Zellen in der Lymphozytenprobe reichte fur eine
FoxP3-Markierung bei EB-5 nicht aus. Aus gleichem Grund konnte weiterhin
keine CTLA-4-Farbung bei EB-5, KS-V, UR-6 und BW-F2 durchgefuhrt werden.

IV. 3.1. Ubersicht des gesamten Kollektivs

Die grafische Darstellung der Ergebnisse aus den FoxP3- und CTLA-4-
Analysen aller Proben ist in den folgenden Diagrammen aufgezeigt (Diagramm
1+ 2). Es werden jeweils die gemessenen Werte der Treg-Marker FoxP3, bzw.
CTLA-4 (Angabe in Prozent) bei den zwdlf in die Auswertung aufgenommenen

Patientinnen dargestellit.

Die Grafiken dienen einerseits der optischen Darstellung der individuellen
Schwankungen der hier gemessenen Parameter im Verlauf. Zum Anderen soll
die heterogene Verteilung der Werte zwischen den einzelnen Patientinnen

hervorgehoben werden.

Hier fallt insbesondere auf, dass bereits vor der Vakzinierung unterschiedliche
Basiswerte der Marker gemessen wurden. Weiterhin zeigt sich hier, dass sich
der Verlauf der Parameter wahrend der Immunisierung ebenfalls individuell

unterschiedlich entwickelte.

76



B Pra-immun
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Patientinnen-ID
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Diagramm 1: FoxP3 im Verlauf bei allen Patientenproben. Y-Achse: %-Angabe der CD4+ T-
Zellen, Skala von 0 -100%. x-Achse: einzelne Patientinnen mit den Proben zum

entsprechenden Zeitpunkt

en

B Pra-immun
O Peri-immun
& Follow -up

UR EB GW IS AG AZ KS PS IE

Patientinnen-ID

Diagramm 2: CTLA-4 im Verlauf bei allen Patientenproben. Y-Achse: %-Angabe der CD4+ T-
Zellen, Skala von 0 -100%. x-Achse: einzelne Patientinnen mit den Proben zum

entsprechenden Zeitpunkt, schwarz: V-Abnahme, weil3: 5/6-Abnahme, grau: F-Abnahme
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Bei der Analyse der Mittelwerte der gemessenen Treg-Parameter (Tab. 9) fallt
weiterhin auf, dass sich diese, trotz der grafisch hohen individuellen
Schwankungen, im Verlauf der Vakzinierung nicht statistisch signifikant
verandern. Es muss jedoch festgehalten werden, dass ein Trend zu hdheren
Frequenzen des FoxP3 zum Zeitpunkt der 5/6-Abnahme beobachtet werden
konnte. Obwohl dieser hier nicht signifikant erscheint, darf das Ergebnis nicht
uberbewertet werden und sollte kritischen Anlass geben, dies in einem

groflieren Kollektiv zu Uberprifen.

Zeitpunkt der | MW - CD4+/CD25+/ MW -CD4+/CD25+/
Probenabnahme FoxP3+ % (Stdw.) CTLA4+ % (Stdw.)
V-Abnahme

3,4275% (1,52) 2,0008% (1,2)
5-/6-Abnahme

4,4155% (1,87) 2,55% (1,36)
F2-Abnahme

3,3608% (1,21) 2,6118% (1,15)

Tabelle 9: Gemessener prozentuale Anteil der Treg-Marker an der gesamten
Lymphozytenpopulation im Verlauf der Vakzinierung als Mittelwert des Gesamtkollektivs. In
Klammern ist jeweils die Standardabweichung angegeben. Es ergeben sich keine statistisch
signifikanten Veranderungen im Verlauf der Vakzinierung (Wilcoxon-Test fur gepaarte Proben, p
> 0,05) (MW = Mittelwert, Stdw. = Standardabweichung)
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lll. 3.2. Ergebnisse und einzelne Beispiele zum Verlauf der Treg-

Frequenzen

Basierend auf den zunadchst inhomogen erscheinenden grafischen
Ergebnissen, konnte nach differenzierter Betrachtung doch festgestellt werden,
dass sich die Patientinnen in unterschiedliche Gruppen bezlglich des
modglichen Verhaltens der Parameter im Verlauf einteilen lassen.

In den folgenden Grafiken sind die Proben drei ausgesuchter Patientinnen aus
der AGO-OVAR - Studie und die gemessenen Marker zu den jeweiligen
Abnahmezeitpunkten dargestellt. Sie sollen exemplarisch die beobachteten,
moglichen Verlaufe der Treg-Frequenzen unter der Vakzinierung

veranschaulichen.

Beispiel 1:

Wie hier exemplarisch anhand der Patientin IE in Diagramm 3 dargestellt,
konnte man bei insgesamt sieben Patientinnen im Verlauf beobachten, dass die
Frequenz der regulatorischen T-Zellen tendenziell unter der Vakzine anstieg

und im Follow-up wieder sank (Tab. 10).

IE-FoxP3 und CTLA4 im Verlauf

5
R 4
R
= 3 B cD4+/CD2
g 5+/FoxP3+
O > -4~ CD4+/CD2
s 5+/CTLA-
[0 4+
E 1

0

IE-V IE-6 IE-F2
Abnahmezeitpunkt

Diagramm 3: Graphische Darstellung der Treg-Marker FoxP3 und CTLA-4 bei der Patientin IE
zu den einzelnen Abnahmezeitpunkten (V= pra-immun; 6= peri-immun; F2= Follow-up).
Exemplarische Darstellung eines moglichen Verlaufs der Treg-Frequenzen im Verlauf der

Immunisierung
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Pat.-ID FoxP3 % FoxP3 % FoxP3 % FoxP3
V- Abnahme |5/6- Abnahme F- Abnahme |Diff: V -5/6
UR 4,46% 5,37% 2,37% 0,91
BW 3,19% 4,26% 3,89% 1,07
AG 3,00% 4,46% 2,27% 1,46
AZ 1,61% 4,6% 4,11% 2,99
PS 3,81 % 9,09% 5,84% 5,28
IE 3,25% 4,44% 2,84% 1,19
MH 4,01% 5,39% 3,92% 1,38
Mittelwert 3,33 S 3,61 2,05

Tabelle10: Prozentuale Anteil der FoxP3+ Tregs an der Lymphozytenpopulation im Verlauf der
Vakzinierung, sowie die Differenz zwischen der V und der 5/6- Abnahme und Mittelwerte dieser

Subgruppe.

Der Anstieg des FoxP3 deutet moglicherweise auf eine Rekrutierung
regulatorischer T-Zellen aus bis dahin noch naiven, sogenannten T-cell-
precursors hin. Mdglich ware aber auch eine zunehmende, temporare Migration
aus der unmittelbaren Nahe des Tumors in die Peripherie. Dieses kdnnte
dadurch bedingt sein, dass der applizierte Antikrper Abagovomab systemisch
wirkt und eine spezifische T-Zellantwort im peripheren Blut induziert. Dies
konnte als Stimulus auf die lokalen, tumornahen regulatorischen T-Zellen

wirken und eine Migration induzieren.

Es kann in dem Falle eine Aussage uber die Quantitat, nicht jedoch Uber die
Qualitat, das heildt die Starke, der resultierenden Suppression dieser
Population, getroffen werden. Der Abfall im Follow-up ware dementsprechend
durch das Fehlen des stimulierenden Faktors, dem Antikorper Abagovomab, zu

erklaren.
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Beispiel 2:
Bei zwei Patientinnen sank der Anteil der Tregs in der 5/6-Abnahme ab und

stieg wieder im Follow-up an, wie in Diagramm 4 dargestellt. Da es sich hier um

nur zwei Patientinnen handelt, wurde kein Mittelwert gebildet.

Moglicherweise ist dieser Verlauf durch eine reduzierte Aktivierung der
gesamten T-Zellpopulation zu erklaren und dadurch bedingte reflektorische

Abnahme der Treg-Frequenz im Sinne des immunologischen Gleichgewichts.

KS-FoxP3 und CTLA4 im Verlauf
8
7
X6
£
+ 5 B CcD4+/CD25
8 4 +/FoxP3+
c 3 - CD4+/CD25
= 5 +/CTLA4+
o
I 1
0
KS-V KS-6 KS-F2
Abnahmezeitpunkt

Diagramm 4: Graphische Darstellung der Treg-Marker FoxP3 und CTLA-4 bei der Patientin KS
zu den einzelnen Abnahmezeitpunkten (V= pra-immun; 6= peri-immun; F2= Follow-up).
Exemplarische Darstellung eines moglichen Verlaufs der Treg-Frequenzen im Verlauf der

Immunisierung

Pat.-ID FoxP3 % FoxP3 % FoxP3 % FoxP3

V- Abnahme |5/6- Abnahme |F- Abnahme |Diff: V - 5/6
KS 7.51% 2,61% 4,05% -4.90
MM 1,17% 0,66% 1,47% - 0,51

Tabelle11: Prozentuale Anteil der FoxP3+ Tregs an der Lymphozytenpopulation im Verlauf der
Vakzinierung, sowie die Differenz zwischen der V und der 5/6- Abnahme und Mittelwerte dieser

Subgruppe (KS und MM).
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Beispiel 3:

Und wie in Diagramm 5 dargestellt, stieg bei einer Patientin die Treg-Frequenz

erst im Verlauf tendenziell weiter an.

GW-FoxP3 und CTLA4 im Verlauf

Anteil an CD4+in %

GW-V GW-6
Abnahmezeitpunkt

B cD4+/CD25
+/FoxP3+

-¢- CD4+/CD25
+/CTLA-4+

GW-F2

Diagramm 5: Graphische Darstellung der Treg-Marker FoxP3 und CTLA-4 bei der Patientin GW

zu den einzelnen Abnahmezeitpunkten (V= pra-immun; 6= peri-immun; F2= Follow-up).

Die gemessenen FoxP3-Werte bei der Patientin GW zu den einzelnen

Abnahmezeitpunkten sind Tabelle 12 zu enthehmen.

Pat.-ID FoxP3 % FoxP3 % FoxP3 % FoxP3
V- Abnahme |5/6- Abnahme F- Abnahme |Diff: V- 5/6
GW 2,87% 2,92% 4 37% 0,05

Tabelle12: Prozentuale Anteil der FoxP3+ Tregs an der Lymphozytenpopulation im Verlauf der
Vakzinierung, sowie die Differenz zwischen der V und der 5/6- Abnahme und Mittelwerte bei

GW.
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Bei zwei weiteren blieben die Werte annahernd konstant (hier nicht grafisch
dargestellt) (Tab. 13).

Pat.-ID FoxP3 % FoxP3 % FoxP3 % FoxP3

V- Abnahme |5/6- Abnahme F- Abnahme | Diff: V - 5/6
IS 2,44% 2,6% 1,89% 0,16
KH 3,08% 2,83% 3,02% -0,25

Tabelle13: Prozentuale Anteil der FoxP3+ Tregs an der Lymphozytenpopulation im Verlauf der
Vakzinierung, sowie die Differenz zwischen der V und der 5/6- Abnahme und Mittelwerte bei

nahezu konstantem Verlauf der Pat. IS und KH.

Fazit: Es lasst sich ein Anstieg der regulatorischen T-Zellen bei insgesamt 7
Patientinnen beobachten. Das spricht fur eine Aktivierung der Tregs durch
Abagovomab bei einzelnen Patientinnen. Dies trifft jedoch nicht flr das
gesamte Kollektiv zu. Die Betrachtung der einzelnen Mittelwerte der Treg-
Frequenzen bei allen immunisierten Patientinnen, ergabt hier keinen statistisch

signifikanten Unterschied im Verlauf (p > 0,05).

111.3.3. Korrelation der Treg-Marker im Verlauf

Um zu Uberprifen, wie hoch die Korrelation der beiden Treg-Marker FoxP3 und
CTLA-4 im Verlauf der Immunisierung tatsachlich ist, wurden anhand von
Punktwolkediagrammen die Bestimmtheitsmale (= r?)) und deren
Korrelationskoeffizienten (= r) gebildet. Die Angaben basieren auf den
Mittelwerten der Parameter in allen Patientinnen.

Im Folgenden sind die berechneten Daten dargestellt (Tab. 14).
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Zeitpunkt der Korrelation CD4+CD25+FoxP3+/
CD4+CD25+CTLA-4+
Probenabnahme 2 r
V-Abnahme
0,1119 0,3449
5/6-Abnahme
0,4206 0,6485
F2-Abnahme
0,9349 0,9669

Tabelle 14: Korrelationskoeffizient (=r?) und BestimmtheitsmaR (=r) der einzelnen Treg-Marker

im Verlauf der Immunisierung

Wie der Tabelle zu entnehmen, ist die Korrelation der FoxP3+ zu CTLA-4+ T-
Zellen in der Follow-up Abnahme am gréfdten. Das heildt, dass die gemessenen
Werte der CD4+/CD25+/CTLA-4+ Events in 96,69% der Falle durch die
gemessenen Werte aus dem Gate der CD4+/CD25+/FoxP3+ T-Zellen erklart
werden kdnnen und davon abhangen. Zu bemerken ist hier weiterhin, dass das
Bestimmtheitsmal} der beiden Marker im Verlauf der Studie stetig steigt: r-V:
34,49%, r-5/6: 64,85%, r-F2: 96,69%. Moglicherweise ist dies dadurch zu
erklaren, dass CTLA-4 zum Beispiel Uber TGFR die FoxP3-Expression
steigern kann.

Daher muss gefolgert werden, dass die Marker nicht zwangsweise die selbe T-
Zellpopulation darstellen. Da nach Angaben der Literatur, FoxP3 die hdhere
Treg-Sensitivitat hat, wurden im Weiteren FoxP3+ T-Zellen als Tregs

bezeichnet.
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lll.4. CA125-Response

Nach dem beschriebenen Protokoll wurde zunachst nach Kurzzeitstimulation
mit CA125 die Induktion spezifischer T-Effektorzellen anhand der Expression
von IFNy bestimmt. Im gleichen Ansatz wurde der mogliche Einfluss einer
Zytokin-vermittelten T-Zellsuperession untersucht. Hiermit sollte die Frage
geklart werden, ob im Verlauf der Immunisierung mit Abagovomab neben
CA125-spezifischen  T-Zellantworten gleichermallen suppressive Treg-
Populationen aktiviert werden, die Uber den Nachweis von IL-10 im CFC-Assay
charakteresiert werden sollten.

Dementsprechend wurde im Rahmen der Protokolletablierung mit IFNy und IL-
10 gearbeitet. Bei der Messung am FACS war jedoch, wie im folgenden DotPlot
abgebildet (Abb. 11), eine IL-10-Expression in CA125-stimulierten T-Zellen
nicht nachweisbar. Moglicherweise war der antigenspezifische Stimulus in vitro
nicht stark genug, sodass die IL-10-Expression unter der Detektionsgrenze der
Nachweismethode lag. Aus diesem Grund wurde die IL-10-Expression nicht

weiter in die Auswertung aufgenommen.
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Abbildung 11: Darstellung einer Proben mit als ,negativ* bewerteten IL-10-Expression nach CA

125-Stimulation, in Vorversuchen mit markiertem [-10-MAK fiir FACS-Analysen
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Im Folgenden werden insgesamt 6 Patientinnen als Responder bezeichnet
(Tab. 15). Diese definieren sich daruber, dass die Vakzinierung mit
Abagovomab zu einer Induktion von CA125-spezifischen T-Zellresponse in
CD4+ und / oder CD8+ T-Zellsubsets fuhrte. Der Nachweis dieser erfolgte
durch den Anstieg des IFNy wahrend, bzw. nach der Immunisierung. Dieser

musste mindestens 0.05, bzw. das Zweifache des baseline-Wertes betragen.

Pat.-ID IFNy- Expression %
Gate CD4+ Gate CD4-

BW- V 0,06 0,04

-6 0 0

-F2 0,06 0,11
UR-V 0 0

-6 0,06 0,07

-F2 0,23 0,33
MH-V 0 0

-6 0 0

-F2 0,02 0,05
EB-V 0,03 0,03

-5 0 0,13

-F2 0,02 0,04
KH- V 0 0

-6 0,07 0,1

-F2 0 0
GW-V 0 0

-6 0 0,05

-F2 0 0,07

Tabelle15: Tabellarische Darstellung der backgroundbereinigten IFNy-Expression der CA125-
spezifischen Responder unter Angabe der gemessenen Werte in der FACS-Analyse. Der

Messwert entspricht dem prozentualen Anteil der IFNy-Expression an allen detektierten events.
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Bei einer Patientin (AZ) war schon vor der Immunisierung eine starke CA125-
spezifische T-Zellantwort im Gate der CD4+ T-Zellen nachweisbar. Diese wurde
jedoch nicht als ,Responder” gewertet, da sich die Immunantwort durch die

Vakzinierung nicht weiter steigern liel3.

Pat.-ID Gate CD4+ Gate CD4-
AZ-V 0,19 0,71

-6 0 0,04

-F2 0 0

Neben AZ war noch bei zwei weiteren Patientinnenproben im Gate der CD8+ T-
Zellen bereits vor Immunisierung eine spezifische T-Zellantwort messbar: IS:
0,06, KS: 0,06.

Im Verlauf der Immunisierung konnte im CD4+ Gate nur bei KH eine
signifikante IFNy-Produktion gemessen werden. Hier war das Zytokin ebenfalls
im Gate der CD8+ T-Zellen zu detektieren. Weiterhin bestand zu diesem
Zeitpunkt bei drei weiteren Patientinnen (GW, UR und EB) eine CA125-

spezifische Response der CD8+ T-Zellen.

Nach der Vakzinierung zeigten noch insgesamt 2 Patientinnen eine CA125-
spezifische Response der CD4+ T-Zellen: BW, UR. Neben BW und UR war
weiterhin noch bei MH und GW eine CA125-spezifische Response der CD8+ T-

Zellen messbar.

Ausgepragt war die Response insbesondere dann, wenn sie sowohl im CD4+
als auch im CD8+ Gate nachweisbar war. Ist sie nur bei einer der beiden
Populationen detektiert worden, war sie deutlich schwacher ausgepragt.

Insgesamt betrachtet sind jedoch die gemessenen Werte der Response als
schwach zu bewerten. Die meisten IFNy-Werte liegen unter 0,5%.
Moglicherweise ist dies darauf zurtckzuflhren, dass es sich in dieser Arbeit um
kryokonservierte, gelagerte Proben handelt und nicht um frische PBMCs.

Auffallig ist weiterhin, dass im Gate der CD8+ T-Zellen weitaus haufiger eine
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CA125 spezifische T-Zellantwort verzeichnet werden konnte. Dies kdnnte zum
einen dadurch bedingt sein, dass aus o.g. Grund die Response im Gate der
CD4+ T-Zellen zu schwach ausgepragt war und unterhalb der Nachweisgrenze
lag. Anderseits ware es auch mdoglich, dass CA125 praferenziell stimulierend
auf CD8+ T-Zellen wirkt. Diese Aussage kann jedoch durch keinerlei Angaben

aus der Literatur unterstutzt werden.

llIl.5. Untersuchungen zu den einzelnen T- Zellpopulationen,
differenziert nach CA125-spezifischen T-Zell-Respondern

und Nonrespondern

Da Tregs die Funktionalitat von Effektor-T-Zellen supprimieren, sollte
untersucht werden, ob sich bei denjenigen Patientinnen, die eine CA125-
spezifische T-Zellresponse unter der Vakzine mit Abagovomab entwickelt
haben, weniger Tregs im peripheren Blut nachweisen lassen.

Um mogliche Differenzen zwischen den Patientinnen, die eine CA125-
spezifische T-Zellresponse entwickelten (Tab. 15) mit "Non-T-Zellrespondern®
herausarbeiten zu konnen, wurden die relevanten Parameter in beiden
Subgruppen einzeln zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten betrachtet und
verglichen (Tab. 16-18). In den beiden Subgruppen der T-Zell-Responder und

-Nonresponder konnten jeweils 6 Patientinnen analysiert werden.

MW CD4+% | MW CD8+% | MW mw
(Stdw.) (Stdw.) CD4+/CD25+/ | CD4+/CD25+/
FoxP3+% CTLA-4+%
(Stdw.) (Stdw.)
Responder | 30,38% 32,96% 3,25% 2,31%
(10,5) (9,86) (0,9) (1,49)
Non- 39,31% 22,56% 3,60% 1,54%
Responder | (9,34) (5,62) (2,06) (0,64)

Tabelle 16: gemessenen Parameter in der V- Abnahme (MW unter Angabe in %, sowie Stdw in

Klammern) differenziert in Responder und Non-Responder.
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Responder | 33,82% 31,07% 4,15% 3,12%

(5,72) (13,01) (1,25) (1,13)
Non- 38,11% 22,12% 4,64% 217%
Responder | (9,33) (5,82) (2,37) (1,46)

Tabelle 17: gemessenen Parameter in der 5/6- Abnahme(Mittelwert, angegeben in Prozent,

sowie Stdw in Klammern) differenziert in Responder und Non-Responder.

Responder | 31,43% 32,06% 3,22 2,04%

(9,9 (13,03) (1,02) (1,14)
Non- 36,65% 24,54% 3,50 2,75%
Responder | (5,92) (5,53) (1,46) (1,24)

Tabelle 18: gemessenen Parameter in der F- Abnahme (Mittelwert, angegeben in Prozent,

sowie Stdw in Klammern) differenziert in Responder und Non-Responder.

Fazit: Es ergeben sich zu keinem Zeitpunkt unter der Immuntherapie mit
Abagovomab statistisch signifikante Unterschiede in den Frequenzen CD4+
und CD8+ Effektor-T-Zellen zwischen Patientinnen, die eine CA125-spezifische
T-Zellresponse entwickelten, und den T-Zell-Nonrespondern. Gleichermal3en
bestand auch kein relevanter Unterschied zwischen diesen beiden
Patientengruppen in der Frequenz der regulatorischen T-Zellen - weder Uber
die Detektion des FoxP3-markierenden Antikorpers noch Uber die Expression
von CTLA-4. Aufgrund dieser Beobachtung liegt zunachst der Schluss nahe,
dass die Frequenz der Tregs und der Effektor-T-Zellen keinen Einfluss auf die
Entwicklung einer CA125-spezifische T-Zellresponse unter Abagovomab-

Therapie haben kénnte.



In einer weiteren Subanalyse wurden die Patientinnenproben mit denen von
gesunden Probanden verglichen. Die Parameter beschrankten sich auf CD4+,
CD8+ und CD4+/CD25+/FoxP3+ T-Zellen. Relevant waren hier insbesondere
die Werte vor der Applikation von Abagovomab. Es kann angenommen werden,
dass zu diesem Zeitpunkt die Vergleichbarkeit der beiden Gruppen am besten
mdglich war, da ein Einfluss durch die Immunisierung ausgeschlossen werden
konnte. Veranderungen der Parameter im weiteren Verlauf der Studie konnten
somit auf Abagovomab zurlckzufuhren werden.

Es lielBen sich signifikante Unterschiede in den gemessenen Frequenzen der
einzelnen Populationen der CD4+ und CD8+ T-Zellen in den pra-immunisierten
Abnahmen nachweisen (Tab. 19). Dabei zeigten die Proben der Patientinnen
signifikant mehr CD8+ T-Zellen und weniger CD4+ T-Zellen im Vergleich zu
Normalpersonen. Weiterhin war die ratio dieser beiden Populationen
zueinander sowie die ratio der CD8+ T-Zellen / Tregs deutlich zugunsten der
CD8+ T-Zellen verandert.

Gesunde Pat. total bei V P
CD4+ % - 49,02% 38,8475% 0,0012
Mittelwert
CD8+ % - 17,73% 27,7617% 0,008
Mittelwert
CD4+/CD8+ ratio | 2,96 1,45 0,013
CD8+/Treg ratio | 4,04 8,70 < 0,001

Tabelle 19: Vergleich ausgewahlter T-Zellpopulationen und ratios bei Gesunden und baseline
der Patientinnen. Der Vergleich bezieht sich auf die Mittelwerte der einzelnen Subgruppen, die
Angaben der CD4+ und CD8+ T-Zellen stellen den prozentualen Anteil an der gesamten

Lymphozytenpopulation dar
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Bei Betrachtung des Patientenkollektivs im weiteren Verlauf der Studie waren
die genannten Unterschiede im Vergleich zu den Normalpersonen weiterhin
nachweisbar (Tab. 20).

Gesunde t Pat. total p
CD4+ % - 49,02% Abagovomab | 35,97% < 0,01
Juceer Follow-up | 34,04% <0,01
CD8+ % - 17,73% Abagovomab |26,59% 0,03
Ll Follow-up  |28,3% 0,01
CD4+/CD8+ ratio 2,96 Abagovomab | 1,54 0.02
Follow-up 1,38 0,01
CD8+/Treg ratio 4,04 Abagovomab 6,87 0,03
Follow-up 9,24 < 0,01

Tabelle 20: Vergleich ausgewahlter T-Zellpopulationen und ratios bei Gesunden und der
Patientinnen im weiteren Verlauf(= t). Der Vergleich bezieht sich auf die Mittelwerte der
einzelnen Subgruppen, die Angaben der CD4+ und CD8+ T-Zellen stellen den prozentualen
Anteil an der gesamten Lymphozytenpopulation dar. Auch im weiteren Verlauf ist hier ein
signifikanter Unterschied zwischen den Patientinnen und Gesunden zu verzeichnen (p< 0,05) (t

= Zeitpunkt der Probenabnahme)

Bei genauerer Betrachtung dieser Ergebnisse in der pra-immunisierten
Abnahme und weiterer Differenzierung der Patientinnengruppe fiel auf, dass
dieser Unterschied insbesondere auf die Subgruppe der T-Zell-Responder
zuruckzufuhren ist. Hier zeigt sich ein signifikanter Unterschied der CD8+/Treg
— ratio zwischen den beiden Gruppen (Tab. 21). Da die Treg-Frequenzen
vergleichbar mit denen von Normalpersonen waren und sich im Verlauf der
Studie nicht signifikant verandert haben, konnte dies auf Veranderungen der
CD8+ T-Zellgruppe zuruckzufihren sein. Obwohl ein Vergleich der CD8+ T-
Zellen zwischen Responder und Non-Responder mit einem p = 0,06 nicht
statistisch signifikant erscheint, kdnnte es dennoch als Hinweis auf hdhere
Frequenzen der CD8+ T-Zellen in der Gruppe der CA125-spezifischen T-Zell-
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Responder gedeutet werden. Da es sich hier jedoch um eine Studie mit
geringen Fallzahlen handelt, waren die Uberprifung dieses Ansatzes und der
Nachweis einer moglicherweise bestehenden Signifikanz in weiteren Studien

mit einem groReren Patientenkollektiv moglich.

Responder Non-Responder o]
V-Abnahme V-Abnahme
CD4+ % - 30,38% 39,31% 0,15
Mittelwert
CD8+ % - 32,96% 22,56% 0,06
Mittelwert
CD4+/CD8+ ratio | 1,03 1,88 0,06
CD8+/Treg ratio | 10,25 7,14 0,02

Tabelle 21: Vergleiche der CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie CD4+/CD8+ratio und CD8+/Treg-
ratio bei Responder sowie Non- Responder zum Zeitpunkt der pra-immunen Abnahme. Der
Vergleich bezieht sich auf die Mittelwerte der einzelnen Subgruppen, die Angaben der CD4+
und CD8+ T-Zellen stellen den prozentualen Anteil an der gesamten Lymphozytenpopulation

dar

Fazit: Aus diesem Ergebnis lasst sich schlieRen, dass eine bereits vor der
Vakzinierung mit Abagovomab vorhandene, hohe CD8 / Treg- ratio mit einer
hoheren Wahrscheinlichkeit zu einer T-Zellresponse fuhrt. Eine signifikante
Korrelation zwischen einer resultierenden T-Zellantwort und einer verbesserten
Prognose kann aufgrund der kleinen Patientenanzahl jedoch nicht
nachgewiesen werden. Es zeigt sich lediglich eine positive Tendenz, die noch

in weiteren Studien mit gro3erem Kollektiv belegt werden muss.

Im weiteren Verlauf der Studie ist weiterhin zu beobachten, dass die einzelnen
Lymphozytenpopulationen und deren ratios wahrend und nach der
Immunisierung keine weiteren signifikanten Unterschiede zwischen Responder

und Non-Responder mehr aufweisen (Tab. 22).
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t Responder Non-Responder P

CD4+ % - Abagovomab | 33,82% 38,11% 0,36
Mittelwert Follow-up 31,43% 36,65% 0,3
CD8+ % - Abagovomab |31,07% 22,12% 0,17
Mittelwert Follow-up 32,06% 24,54% 0,23
CD4+/CD8+ratio | Abagovomab (1,27 1,81 0,12
Follow-up 1,22 1,54 0,4

CD8+/Treg ratio | Abagovomab | 8,05 5,88 0,23
Follow-up 10,37 8,11 0,33

Tabelle 22: Vergleiche der CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie CD4+/CD8+ratio und CD8+/Treg-
ratio bei Responder sowie Non- Responder im Verlauf (= t). Der Vergleich bezieht sich auf die
Mittelwerte der einzelnen Subgruppen, die Angaben der CD4+ und CD8+ T-Zellen stellen den
prozentualen Anteil an der gesamten Lymphozytenpopulation dar. Hier zeigen sich keine

weiteren signifikanten Unterschiede im Verlauf (p > 0,05). (t = Zeitpunkt der Probenabnahme)

lll.6. CTLA-4- Block

Da vergleichenden Analysen der T-Zell-Responder versus T-Zell-Nonresponder
darauf hinweisen, dass eine erhdohte CD8+Teff/[FoxP3+Treg - ratio
madglicherweise die Induktion einer CA125-spezifischen T-Zellantwort durch
Abagovomab begunstigt, wurde in den folgenden Experimenten der Effekt einer
Blockade des CTLA-4 durch einen monoklonalen Antikorper auf die
tumorgerichtete T-Zellwirkung in vitro untersucht. Grundlage hierfur ist die
Annahme, dass eine Blockade der CTLA-4-induzierten Signalkaskade
einerseits die Suppression durch Tregs hemmt, anderseits eine Aktivierung von
Teffs begunstigt und auf diese Weise eine Verschiebung der Treg/Teffs — Ratio
zugunsten der Effektor-T-Zellresponse bewirkt.

In den folgenden Tabellen wird in den Spalten der Proben der gemessene
Rohwert nach Abzug der background-Stimulation (unstimulierte Kontrollen)
angegeben (Tab. 20 - 22)
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Pra-immun (V-Abnahmen) konnte bei 4 von 12 Patientinnen ein positiver Effekt
der CTLA-4-Blockade auf den Nachweis CA125-spezifischer T-Zellen induziert
werden. Diese Auswirkungen waren gleichermalien auf CD4+ und CD8+ T-
Zellsubsets nachweisbar (Tab. 23). Dabei ist jedoch anzumerken, dass die

Effekte der CTLA-4-Blockade unterschiedlich stark ausgepragt waren.

Pat.-ID/ T-Zell- CA125 CA125 + Diff.:CTLA-4
pra-immun |Subset CTLA- 4-AK - CA125
AZ-V CD4+ 0,19 0,54 0,35

CD8+ 0,71 1,28 0,57
KS-V CD4+ 0,02 1,49 1,47

CD8+ 0,06 1,66 1,6
UR-V CD4+ 0 0,14 0,14

CD8+ 0 0,28 0,28
IS-V CD4+ 0,03 0,13 0,1

CD8+ 0,07 0,17 0,1

Tabelle 23: Angabe der gemessenen IFNy-Expression der als Block-positiv gewerteten
Patientinnenproben als prozentualer Anteil aller gezahlter Events jeweils im Gate der CD4+ und

CD8+ T-Zellen abziglich des backgrounds aus pra-immunisierten Abnahmen.

Nur einer Patientin (AZ) zeigte bereits pra-immun eine deutliche CA125-
spezifische CD4+ und CD8+ T-Zellantwort (Abb. 12), die durch CTLA-4-
Blockade noch gesteigert werden konnte.
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Abbildung 12: Darstellung der Patientenprobe AZ zum pra-immunen Zeitpunkt mit einer CA-
125-spezifischen T-Zellresponse und einer als ,positiv‘ bewerteten IFNy-Expression nach
CTLA-4-Block

Bei den restlichen 3 Patientinnen konnte nach alleiniger Stimulation mit CA125
keine IFNy-Sekretion nachgewiesen, jedoch mittels Blockade des CTLA-4
induziert werden. Das spricht dafur, dass in einigen Patientinnen bereits vor
Therapie mit Abagovomab prinzipiell CA125-spezifische T-Zellen im peripheren
Blut existieren, die jedoch nicht funktional sind. Durch Blockade des CTLA-4-
Molekils scheint eine Steigerung der Frequenz funktionaler naturlicher CA125-
spezifischer T-Zellen, die IFNy produzieren, auch ohne Vakzinierung mit

Abagovomab maoglich zu sein.

Nach 5-6 Vakzinierungen mit Abagovomab (5/6 Abnahme) konnte bei 4 von 12
Patientinnen ein deutlicher Effekt einer CTLA-4-Blockade auf die Induktion

CA125-spezifischer T-Zellen nachgewiesen werden (Tab. 24).
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Pat.-ID / T-Zell- CA125 CA125 + Diff: CTLA-4
peri-immun | Subset CTLA- 4-AK - CA125
UR- 6 CD4+ 0,06 2,99 2,93

CD8+ 0,07 3,97 3,9
IS- 6 CD4+ 0 0,1 0,1

CD8+ 0 0,12 0,12
GW- 6 CD4+ 0 0,11 0,11

CD8+ 0,5 0,11 0,06
AZ- 6 CD4+ 0 1,64 1,64

CD8+ 0,04 1,8 1,76

Tabelle 24: Angabe der gemessenen IFNy-Expression der als Block-positiv gewerteten
Patientinnenproben als prozentualer Anteil aller gezahlter Events jeweils im Gate der CD4+ und

CD8+ T-Zellen abziglich des backgrounds aus peri-immunisierten Abnahmen.

Bei keiner dieser Patientinnen war durch alleinige Stimulation mit CA125 eine
Detektion IFNy-exprimierender T-Zellen moglich. Daher koénnte spekuliert
werden, dass Abagovomab zwar CA125-spezifische T-Zellen induziert, die aber
durch immunsuppressive Mechanismen (wie CTLA-4) funktional inhibiert
werden. Interessanterweise wurde bei drei Patientinnen (AZ, UR, IS) ein
positiver Effekt der CTLA-4-Blockade auf den Nachweis CA125-spezifischer T-
Zellen bereits pra-immun sowie nach 5-6 Applikation Abagovomab beobachtet.
Dies kénnte daflir sprechen, dass bei bestimmten Patientinnen eine CTLA-4
vermittelte Immunsuppression einen hoheren Stellenwert einnimmt als bei
anderen, bei denen moglicherweise andere Suppressionsmechanismen im

Vordergrund stehen.

Die weitere Analyse der Follow-up-Proben nach Beendigung der Therapie mit
Abagovomab zeigte wiederum einen positiven Effekt der CTLA-4-Blockade bei
3 der 12 getesteten Patientinnen, welcher gleichermalien auf beiden T-

Zellsubsets zu finden war (Tab. 25).
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Pat.-ID / T-Zell- CA125 CA125 + Diff.: CTLA-4
Follow-up Subset CTLA- 4-AK - CA125
UR- F2 CD4+ 0,23 0,4 0,17

CD8+ 0,33 0,7 0,37
PS-F2 CD4+ 0 0,25 0,25

CD8+ 0 0,47 0,47
IS- F2 CD4+ 0 3,01 3,01

CD8+ 0,04 3,42 3,38

Tabelle 25: Angabe der gemessenen IFNy-Expression der als Block-positiv gewerteten
Patientinnenproben als prozentualer Anteil aller gezahlter Events jeweils im Gate der CD4+ und

CD8+ T-Zellen abziglich des backgrounds aus den Abnahmen im Follow-up

AbschlieRend lasst sich sagen, dass sich bei zwei Patientinnen (UR und IS) die
positive Auswirkungen der CTLA-4-Blockade vor, wahrend und nach
Beendigung der Abagovomab-Therapie zeigen. Eine Patientin (AZ) zeigte
positive Effekte der CTLA-4 Blockade vor und wahrend der Therapie, wahrend
insgesamt bei 2 weiteren Patientinnen (GW, PS) jeweils nur zu einem Zeitpunkt
unter Therapie eine Steigerung der CA125-spezifischen T-Zellen durch CTLA-

4-Block mdglich war.

Um weitere mogliche Differenzen der CTLA-4-Block-positiven und -negativen
Patientinnenproben besser herausarbeiten zu kdnnen, wurden in Subanalysen
die einzelnen T-Zellpopulationen und die entsprechenden ratios dieser beiden
Subgruppen betrachtet.

Insbesondere bestand die Frage eines moglichen Zusammenhangs zwischen
den gemessenen Treg-Frequenzen und einem positiven Block-Effekt.
Entsprechende Analysen der Daten zeigten jedoch in den beiden Subgruppen
der CTLA-4-Block-positiven und -negativen Patientinnenproben keine
signifikanten Unterschiede dieser T-Zell-Subpopulation im Verlauf (Tab. 26).
Somit sind Ruckschllisse von den gemessenen FoxP3+ Treg-Frequenzen auf

einen positiven Blockeffekt nicht mdglich.
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Fox-P3- Mittelwert +Stdw
e | S ot P
Block-positiv Block-negativ
V-Abnahme 4,05 (2,63) 3,14 (0,64) > 0,05
5/6-Abnahme 3,88 (1,33) 4,73 (2,16) > 0,05
Follow-up 4,11 (2,45) 3,12 (0,98) > 0,05

Tabelle 26: Mittelwerte der gemessenen FoxP3-Frequenzen zu den einzelnen
Abnahmezeitpunkten in den Subgruppen der CTLA-4-Block-positiven und -negativen Proben
unter Angabe der Standardabweichung (= Stdw.) in Klammern. Es ergibt sich kein signifikanter
Unterschied (p > 0,05) (

Die Analyse der weiteren T-Zellsubsets, sowie der ratios ergab ebenfalls keinen

signifikanten Zusammenhang zu einem positiven Effekt des CTLA-4-Blocks.

Somit kann keine der quantitativ untersuchten T-Zellpopulationen als Pradiktor
fur die Entwicklung einer Neuinduktion, bzw. Steigerung einer CA125-
spezifischen T-Zellresponse nach Blockierung des CTLA-4-Rezeptors

herangezogen werden.

Fazit: Die Induktion, bzw. Steigerung einer CA125-spezifischen T-Zellantwort
ist im Verlauf der Abagovomab-Therapie (Abnahme 5/6, bzw. Follow-up) bei 5
von 12 Patientinnen durch Blockade der CTLA-4-Rezeptoren in vitro moglich.
Die Ergebnisse der praimmunen Abnahmen zeigen jedoch auch, dass der
Effekt der CTLA-4-Blockade auf die CA125-spezifische T-Zellresponse von
Abagovomab unabhangig ist. Dies deutet darauf hin, dass eine CA125-
spezifische Immunitat in Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom
prinzipiell vorhanden sein kann, jedoch von suppressiven Mechanismen
unterdruckt wird.

Weiterhin spricht die Tatsache, dass eine Steigerung einer CA125-spezifischen
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T-Zellantwort durch die Blockade des CTLA-4-Rezeptors nicht in allen
Patientinnenproben beobachtet werden konnte, daflir, dass eine CLTA-4-
vermittelte Suppression nicht der einzige immunsuppressive Mechanismus ist.
Eine Steigerung der immunologischen Effizienz von Abagovomab durch den
generellen Einsatz einer zusatzlichen CTLA—4-Blockade in vivo ware nicht
ausreichend. Welche Subgruppen jedoch davon profitieren wirden, misste in

weiteren Untersuchungen noch evaluiert werden.

Da in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation zwischen FoxP3-Tregs und
einem positiven Effekt des CTLA-4-Blocks gezeigt werden konnte (Tab. 23),
spricht dieses Ergebnis dafir, dass die Blockade eher zu einer gesteigerten
Aktivierung der Effektor-T-Zellen fuhrt und weniger die Treg-vermittelte

Suppression beeinflusst.
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IV. Diskussion

IV. 1. Kurze Wiederholung der Fragestellung und der

Ergebnisse

Die Ergebnisse sollten vor dem Hintergrund der Fragestellung dieser Arbeit

kritisch diskutiert werden.

1. Fragestellung:

» Sind Unterschiede in der Frequenz von regulatorischen T-Zellen im

peripheren Blut im Verlauf der Immuntherapie zu beobachten?

> Besteht eine Korrelation zwischen der Entwickelung einer CA125-
spezifischen T-Zellantwort und der Anzahl der regulatorischen T-
Zellen?

» Kann die tumorspezifische T-Zellresponse, die durch Abagovomab
induziert wurde, durch Blockade des CTLA-4-Antigens in vitro gesteigert

werden?
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2. Hauptergebnisse dieser Arbeit

» In dem untersuchten Kollektiv von 12 Patientinnen mit fortgeschrittenem
Ovarialkarzinom (FIGO Il / 1IV) konnte im Mittel keine signifikante
Veranderungen in den Frequenzen der CD4+, CD8+,
CD4+CD25+FoxP3+ bzw. C4+CD25+CTLA-4+ Treg, sowie der ratio
zwischen Effektor-T-Zellen / Treg im Verlauf der Immunisierung mit
Abagavomab festgestellt werden. Jedoch konnte bei 7 von 12
Patientinnen ein Trend zu erhohten Treg-Frequenzen nach 5-6
Vakzinierungen beobachtet werden, die sich im Follow-up wieder auf
Baseline-Level reduzierten. Hier darf jedoch die Statistik aufgrund der
kleinen Fallzahlen weder im positiven noch im negativen Sinne
uberbewertete werden. Deutlichere Aussagen diesbezuglich waren erst
durch Arbeiten mit einem grofReren Kollektiv moglich.

Weiterhin konnten signifikante Unterschiede in den Frequenzen der
CD4+, CD8+ sowie der ratios der CD4+ / CD8+ und CD8+ / FoxP3-Treg
zwischen Normalpersonen und den Patientenproben nachgewiesen
werden. Diese waren nicht nur zum Zeitpunkt der pra-immunen
Abnahme vorhanden, sondern lieRen sich weiterhin wahrend der

Immunisierung und im Follow-up nachweisen.

» Es ist gelungen in Kurzzeitkulturen in ex-vivo Versuchen uber einen
Antikorper-vermittelten Block des CTLA-4-Molekuls auf zellularer Ebene
eine Response auf das Antigen CA125 zu induzieren, bzw. zu

verstarken.
» Es war nicht moglich einen direkten Zusammenhang zwischen der

Induktion einer CA125-spezifischen T-Zellresponse und der Frequenz

regulatorischer T-Zellen herzustellen.
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» Retrospektive Betrachtungen zeigten eine positive Assoziation zwischen
der ratio CD8+/Tregs in der pra-immunen Phase und der Entwicklung
einer CA125-spezifischen T-Zellantwort durch Immunisierung mit

Abagovomab im Verlauf der Studie.

» Ein Zusammenhang zwischen Treg-Frequenz und einem positiven Effekt
des CTLA-4-Rezeptor-Blocks in Bezug auf eine CA125-spezifische T-
Zellaktivierung lief3 sich nicht herstellen. Dieses Ergebnis unterstutzt den
bereits in der Literatur beschrieben Verdacht, dass eine Blockade des
CTLA-4-Rezeptors weniger die Treg-abhangige Suppression beeinflusst,
sondern vielmehr zu einer gesteigerten Aktivitat der Effektor-T-Zell-

Population fuhrt.
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IV.2. Vergleich der Ergebnisse mit der Literatur

IV.2.1. T-Zell-Subsets

IV.2.1.1 Regulatorische T-Zellen

Im Rahmen der Fragestellung dieser Arbeit ging es insbesondere um die Rolle
der immunsuppressiv wirksamen regulatorischen T-Zellen bei Patientinnen mit
fortgeschrittenem Ovarialkarzinom im Rahmen einer Antikdrpertherapie mit
dem anti-idiotypischen monoklonalen Antikorper Abagovomab. Diese
Subpopulation der T-Zellen ist im Hinblick auf ihre Rolle im Immunsystem, die
grundlegenden  Funktionsmechanismen und  madgliche Interaktionen
vergleichsweise noch relativ neu und unbekannt. Zum heutigen Zeitpunkt sind
bereits diverse Moglichkeiten einer Treg-induzierten Suppression beschrieben
worden. Die Ergebnisse sowie mogliche Ansatze diesbezuglich sind kontrovers
und stehen im Rahmen der laufenden Forschung zur Debatte.

Einigkeit besteht daruber, dass es scheinbar nicht nur eine Population
regulatorischer T-Zellen gibt, sondern mehrere verschiedene, die sich in ihrem
Phanotyp unterscheiden koénnen. Eine grobe Einteilung erfolgt weiterhin
entsprechend ihrer Genese in natural und aquired Tregs. Wahrend natural
Tregs (nat. Tregs) schon intrauterin im Thymus generiert werden und
autoimmune Prozesse hemmen sollen, entstehen aquired Tregs im Verlauf des
Lebens unter Kontakt mit neuen Antigenen. Sie sollen UberschielRende
Immunantworten verhindern und somit zum immunologischen Gleichgewicht

beitragen.

In dieser Arbeit sollte es vor allem um die Gruppe der FoxP3+ Tregs gehen.
Diese exprimieren laut Literatur neben CD3, CD4, CD25 insbesondere FoxP3
konstitutiv. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sie den B7 Liganden
CTLA-4 Uberexprimieren kdnnen. Bisher bestand die Annahme, dass es sich
hierbei um die Gruppe der natural Tregs handelt. Es muss jedoch erwahnt
werden, dass mittlerweile auch aquired Tregs beschrieben werden, die diese

Marker exprimieren konnen. Somit ist eine phanotypische Differenzierung
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dieser beiden Gruppen zum heutigen Zeitpunkt nicht definitiv mdglich. Von
diesen Markern hat, laut heute gangiger Meinung, FoxP3 die hochste
Sensitivitat, da es praferenziell auf den anergen regulatorischen T-Zellen
exprimiert wird und fiir die Generierung, das Uberleben und die Funktion dieser
Population essenziell zu sein scheint. Die genauen Mechanismen sind hier

jedoch noch weitestgehend unbekannt und Gegenstand laufender Forschung.

Im Hinblick auf die Rolle regulatorischer T-Zellen in der Onkogenese, bzw.
deren direkte klinische Relevanz beziiglich Prognose und Uberlebenszeit, sind
bereits zahlreiche Untersuchungen anhand unterschiedlicher Tumorentitaten
durchgefiihrt worden. Anhand dieser wird postuliert, dass bei
Karzinompatienten eine gesteigerte Treg-Frequenz vorliegt und dies eine
wesentliche Rolle im Hinblick auf das klinische Outcome spielt. Zum besseren
Vergleich wurde die Arbeit von B. Barnet herangezogen, der 2005 in einer
Arbeit bei 66 Patientinnen mit Ovarialkarzinom zum einen signifikant erhdhte
intratumorale Frequenzen CD4+CD25+ regulatorische T-Zellen nachweisen
konnte, die in enger Assoziation zum Tumorstadium stiegen. Zum anderen
konnte ein direkter Zusammenhang (p< 0,0001) zwischen tumorinfiltrierenden
regulatorischen T-Zellen und der Uberlebenszeit festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte dies weder vor, noch nach der Immunisierung
mit Abagovomab bestatigt werden: Die gemessenen Treg-Frequenzen waren
mit denen gesunder Probanden vergleichbar. Hierbei ist jedoch zu bedenken,
dass in dieser Arbeit mit Proben aus peripherem Blut gearbeitet wurde, die
nicht zwangsweise die intratumorale Situation reflektieren. Somit erscheint ein
direkter Vergleich als schwierig. Bezlglich des Uberlebens kann keine
vergleichende Aussage gemacht werden, da der Einfluss durch Abagovomab
retrospektiv nicht ausgeschlossen werden kann.

In diesem Zusammenhang kann auch die beobachtete transiente Response in
der zugrunde liegenden AGO-Studie betrachtet werden. Es stellt sich die
Frage, inwiefern diese durch den Einfluss regulatorischer T-Zellen erklart
werden kann. Unter der Annahme, dass sich die hochsten Treg-
Konzentrationen in der direkten Tumornahe finden lassen, konnte die
Antikorper-induzierte Migration tumorinfiltrierender regulatorischer T-Zellen in

den peripheren Kreislauf und eine damit verbundene reduzierte Response
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einen moglichen Erklarungsansatz darstellen. Zur Uberprifung dieser
Hypothese misste man jedoch Treg-Frequenzen im Verlauf einer
Immunisierung mit Abagovomab in beiden Kompartimenten messen: sowohl im
peripheren Blut als auch intratumoral. Somit konnten Veranderungen der Treg-
Frequenz und mdglicherweise auch der T-Zellantwort im Verlauf einer

Immunisierung festgestellt werden.

Weiterhin gibt es Hinweise, dass die einzelnen Populationen der
regulatorischen T-Zellen keine stabile Einheit darstellen, sondern sowohl
extrinsischen als auch intrinsischen Modulatoren unterliegt. Es konnte gezeigt
werden, dass nicht nur eine Aktivierung, bzw. Neuinduktion der Tregs aus
naiven T-Zellen moglich ist, sonder auch eine induzierte Reduktion und
vollstandiger Verlust des FoxP3 und somit der suppressiven Funktion (Zhou,
2009). Vor diesem Hintergrund erscheint also die Modifikation der Treg-
Population in den untersuchten Patientenproben durch externe Modulatoren,
wie z.B. Abagavomab, zumindest als moglich. Ob und welchen Einfluss
Abagovomab oder das Ovarialkarzinom selbst in diesem Zusammenhang
haben, konnte im Rahmen der Zielsetzung dieser Arbeit jedoch nicht weiter

Uberpruft werden.

Vor dem Hintergrund, dass in dieser Arbeit eine spezifische T-Zellantwort auf
ein definiertes Antigen detektiert wurde, ware eine weitere interessante Frage,
ob eine hierzu korrelierende Antigenspezifitat der untersuchten regulatorischen
T-Zellen vorliegt. Einige Autoren gehen davon aus, dass Tumorgewebe in der
Lage ist, spezifische Tregs zu induzieren, die eine Effektor-T-Zellantwort gegen
Karzinomzellen inhibieren (Mao 2008). Diese Population soll sich in ihrem
Phanotyp nicht von den nat. Tregs unterscheiden, jedoch nur gegen
tumorspezifische T-Zellen gerichtet sein. So konnte die Arbeitsgruppe um
Bonertz und Weitz 2009 bei Patienten mit kolorektalem Karzinom TAA-
spezifische regulatorische T-Zellen mittels Treg-Spezifitats-Assays nachweisen.
Nach Depletion der Tregs mithilfe eines MACS-Systems war eine Antigen-
spezifische, signifikante Zunahme der Effektor-T-Zell-IFNy-Expression
nachweisbar. Hingegen wird den natlrlichen regulatorischen T-Zellen eine

unspezifische und an allen Teffs gleichermallen wirksame Suppression
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zugeschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch aus technischen
Grinden nicht weiter differenziert werden, ob die untersuchten Tregs
tumorspezifisch sind oder nicht, da das limitierte Probenmaterial eine
erforderliche Separation, Expansion und tumorspezifische Stimulation der

einzelnen Treg-Klone nicht erlaubte.

IV.2.1.1.1. Mogliche Einflussfaktoren auf die regulatorischen T-Zellen

Mogliche Faktoren, die einen Einfluss auf die T-Zellen haben, sind, neben
Abagovomab, zum einen Autoimmunerkrankungen. Des Weiteren zahlen
bakterielle und parasitare Erkrankungen dazu, wie z.B. die Leishmaniose oder
banale bakterielle Infekte. In beiden Fallen haben Tregs eine protektive Rolle
durch Limitierung der Immunantwort. Sie gewahren somit Schutz vor
Uberschielienden Reaktionen, wie sie zum Beispiel bei Erkrankungen des
allergischen Formenkreises beobachtet werden. Obwohl klinisch relevante
autoimmune und allergische Erkrankungen zu den Ausschlusskriterien der
zugrunde liegenden AGO-Studie zahlten, kann retrospektiv der gesundheitliche
Zustand, insbesondere im Hinblick auf subklinische infektiose Erkrankungen
der Patientinnen zum Zeitpunkt der Abnahme nicht mehr differenziert beurteilt

werden.

Von weitaus grollerer Bedeutung konnte allerdings der Einfluss der
vorausgegangenen zytostatischen Therapie sein. Alle Patientinnen der AGO-
Studie haben entsprechend den Studieneinschlusskriterien postoperativ eine
Chemotherapie erhalten. Es war zwar ebenfalls Voraussetzung, dass die
Leukozyten vor Beginn der Vakzinierung im Normbereich liegen, jedoch sagt
diese Angabe nichts Uber die immunologische Funktionalitat der T-Zellen sowie
deren einzelnen Subpopulationen und Frequenzen aus. Es ist bislang nicht
ausreichend detailliert untersucht, jedoch Gegenstand laufender Forschung, ob
und wie Zytostatika die einzelnen T-Zell-Populationen verandern kdnnten.

Wie von einigen Autoren bereits beschrieben (A.M. Wolf .2003; U.K. Liyabage
2002), konnte bei Patienten mit Mamma-, Pankreas- oder kolorektalem

Karzinom eine im Vergleich zu gesunden Normalpersonen erhohte Frequenzen
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regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden. In diesen
Studien haben die Patienten mindestens drei Monate zuvor keine
Chemotherapie erhalten. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass
neben der Angabe einer normwertigen Gesamtanzahl der Lymphozyten zudem
der =zeitliche Abstand zwischen Beendigung der Chemotherapie und
Probenentnahme im Rahmen der Studie eine Rolle spielte. Der Zeitfaktor
konnte also ebenfalls eine mogliche Ursache dafiir sein, dass sich in den
Ergebnissen dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied der Treg-Frequenzen
in Patientenproben im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen finden Iasst.

Weiterhin gibt es Hinweise, dass bestimmte Chemotherapeutika regulatorische
T-Zellsubpopulation eliminieren kdnnen (Ghiringhelli F. 2006), was ebenfalls die
fehlenden Unterschiede zu Normalpersonen in dieser Arbeit erklaren wuirde.
Veltman und Mitarbeiter konnten 2010 in in vitro Versuchen zeigen, dass es
unter Cyclophosphamid zu einer signifikanten Reduktion regulatorischer T-
Zellen kommt (p<0,05). Hier stellte sich ebenfalls heraus, dass insbesondere
die Kombination zwischen einer Chemotherapie und einer auf dendritischen T-
Zellen basierenden Immuntherapie zu einer gesteigerten tumorgerichteten
Aktivitat fuhrte. Inwiefern dieser Ansatz auf in vivo Bedingungen Ubertragbar ist
und eine klinische Relevanz spielt, muss jedoch noch weiter Uberprift werden.
Es zeigt jedoch klar, dass sich eine Tendenz dahingehend abzeichnet,
unterschiedliche therapeutische Ansatze zu kombinieren, um eine Optimierung

des klinischen Outcomes erreichen zu konnen.

Die initiale Annahme, dass der transiente Nachweis CA125-spezifischer T-
Zellantworten wahrend der Vakzinierung mit Abagovomab auf steigende Treg-
Frequenzen unter der Immunisierung zuriickzuflihren sein kdnnte, konnte nicht
bestatigt werden. Diese Beobachtung ist als positiv zu betrachten, da bereits in
Arbeiten mit anderen Antikorpervakzinen ein reduziertes Ansprechen bedingt
durch steigende Treg-Frequenzen beobachtet werden konnte (Wada J. 2009;
Nakai N. 2009). Jedoch darf die Statistik aufgrund der kleinen Fallzahlen nicht
uberbewertet werden. Insbesondere da sich zumindest ein tendenzieller Treg-
Anstieg bei 7 von 12 Patientinnen unter der Therapie mit Abagovomab
verzeichnete, sollte dies kritischen Anlass geben, dies an einem grdéfleren

Kollektiv zu Uberprifen. Weiterhin konnte in der vorliegenden Arbeit keine
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signifikante Assoziation zwischen der Entwickelung einer tumorspezifischen T-
Zellresponse nach Vakzinierung mit Abagovomab und den gemessenen Treg-

Frequenzen beobachtet werden.

IV.2.1.1.2. Korrelation der gemessenen Treg-Marker

Wie im Ergebnisteil gezeigt werden konnte, korrelieren die einzelnen Treg-
Marker insbesondere in den Follow-up-Abnahmen sehr hoch miteinander. Im
Gegensatz dazu ist der Korrelationskoeffizient in den pra-immunen Abnahmen
mit 0,1119 niedrig und praktisch nicht von Relevanz. Das bedeutet, dass die
markierte Population alle hier verwendeten Antigene erst im Verlauf der
Immunisierung zunehmend an ihrer Oberflache exprimiert.

Eine mogliche Erklarung der beschriebenen Korrelation im Follow-up ware,
dass die Immunisierung mit Abagovomab im Verlauf zur Induktion von Treg-
Subpopulationen gefihrt hat, die sowohl FoxP3 als auch CTLA-4 exprimieren.
Ein weiterer Ansatz ware die Neuinduktion regulatorischer T-Zellen aus naiven
CD4+ Zellen im Verlauf der Vakzine. In diesem Fall wirde es sich bei den
dargestellten Populationen um aquired Tregs handeln, die phanotypisch den
natural Tregs gleichen. In der Literatur finden sich zur Generierung induzierter
Tregs mehrere Untersuchungen. Eine davon beschreibt, dass es unter dem
Einfluss von TGFR zu einer Steigerung der FoxP3-Expression auf naiven T-
Zellen und somit der Generierung neuer regulatorischer T-Zellen kommen kann
(Zheng 2006). Diese Gruppe weist den gleichen Phanotyp auf, wie die nat.
Tregs. Eine standardisierte Moglichkeit diese phanotypisch voneinander zu
unterscheiden gibt es jedoch zum heutigen Zeitpunkt noch nicht. Da im
Rahmen der Zielsetzung dieser Arbeit die Generierung neuer Treg-
Subpopulationen keine Rolle spielte, kann dieser Ansatz mit den vorliegenden

Ergebnissen nicht unterstutzt werden.

Die geringe Korrelation der gemessenen Parameter in den pra- und
perimmunisierten Abnahmen konnte daruber hinaus auch dadurch bedingt
sein, dass insbesondere CD25 und CTLA-4 aber auch FoxP3 transient auf

aktivierten Effektorzellen nachweisbar sind. So konnte eine Aktivierung der
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Teffs zum Zeitpunkt der Probenentnahme zu einer gesteigerten Expression des
CTLA-4 gefuhrt haben. Das wiederum koénnte die Korrelation zu den anderen
Markern negativ verandert haben. Um diese Annahme zu Uberprifen, ware
eine zusatzliche Phanotypisierung der Teffs mit CD127 zur Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen mdglich (Simonetta 2010).

Letztendlich sagt der alleinige quantitative Nachweis des FoxP3 und CTLA-4
nichts Uber das suppressive Potenzial der entsprechenden T-Zellpopulationen
aus. Aufschluss hieriber konnen nur funktionale Treg-Suppressorassays

geben.

IV. 2.1.2. Rolle der Effektor-T-Zellen

Im Gegensatz zu den regulatorischen T-Zellen wurden in dieser Arbeit
signifikante Veranderungen in den CD4+ und den CD4- T-Zellpopulationen im
Vergleich zu Gesunden zu allen drei Zeitpunkten beobachtet: Es konnten
wesentlich weniger CD4+ und stattdessen mehr CD8+ T-Zellen detektiert
werden. Diese Beobachtung konnte, neben den genannten maoglichen
Einflussfaktoren, auf die Karzinomerkrankung selbst zurlckzufuhren sein. Wie
bereits mehrfach beschrieben, lasst sich sowohl in in vitro-Bedingungen als
auch in vivo bei Mausen eine Expansion CD8+ T-Zellen nach Injektion von
Tumorgewebe nachweisen (Kilinc M.O. 2009). Diese Ergebnisse sprechen
dafur, dass neoplastische Zellen als fremd erkannt werden und eine
immunologische Antwort induzieren. In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte
sich, dass Patientinnen, die eine CA125-spezifischen T-Zellresponse nach
Applikation von Abagovomab entwickelt haben, bereits vor der Immunisierung
signifikante Unterschiede in den ratios CD8+/CD4+ und CD8+/Treg zugunsten
CD8+ T-Zellen aufweisen. Daraus koénnte man schlussfolgern, dass
insbesondere diejenigen Patientinnen von einer Vakzine mit Abagovomab
profitieren und eine CA125-spezifische T-Zellantwort entwickeln, die bereits
pra-immun deutlich mehr CD8+ T-Zellen prasentieren und deren T-Zell-
Quotient zugunsten der CD8+ T-Zellen liegt. Umgekehrt lasst sich in den
Ergebnissen dieser Arbeit keine direkte Korrelation zwischen Treg-Frequenzen

und einer CA125-spezifischen Response nachweisen. Diese Beobachtung
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spricht fir die Annahme, dass weniger die Treg-Frequenzen alleine, sondern
vielmehr die Balance zwischen Teffs / Tregs fur die Entwickelung einer
immunologischen Antwort auf ein Antigen relevant zu sein scheint.

Zu einem ahnlichen Ergebnis kam auch die Arbeitsgruppe von E. Sato 2005.
Diese konnte anhand von 117 Proben von Patientinnen mit epithelialem
Ovarialkarzinom zeigen, dass eine hohe CD8+/Treg-ratio und intraepitheliale,
tumorinfiltrierenden CD8+ T-Zellen mit einer langeren Uberlebensdauer und
somit einer besseren Prognose korrelieren. In Bezug auf diese Arbeit und die
weitere Kklinische Entwicklung ware es interessant zu Uberprifen, ob
Patientinnen, die bereits vor der Immunisierung mit Abagovomab eine hohe
CD8+/Treg-ratio aufweisen, tatsachlich im Hinblick auf die klinisch relevanten
Endpunkte, wie progressionsfreies Intervall und Uberlebensdauer, von einer
Vakzinierung mit dem Antikorper profitieren. Hierzu missten die Daten jedoch
anhand eines groRReren Kollektivs Uberprift werden. Die Vergleichsgruppe
musste in diesem Fall natlrlich ebenfalls einen hohen CD8+/Treg- Quotienten
aufweisen, jedoch keine Antikdrpervakzine erhalten haben, um die gewunschte

Effektivitat nachweisen zu konnen.

Weiterhin konnte von Nishikawa 2006 gezeigt werden, dass sich so genannte
high und low avidity Effektorzellen im Blut von Karzinompatienten nachweisen
lassen. Als high avidity T-Zellen wurden diejenigen bezeichnet, die nur eine
geringe Konzentration eines Antigens bendotigen, um ihre volle immunologische
Reaktion gegen dieses Antigen und die entsprechenden prasentierenden
Zellen (z.B. APCs) zu entfalten. Low avidity T-Zellen hingegen bendtigen eine
hdhere Anzahl dieser MHC-Antigen-Komplexe und sind somit schwieriger zu
stimulieren.

Folglich ware es denkbar, dass nicht nur die Gesamtfrequenz der Effektorzellen
ausschlaggebend fur die Entwickelung einer T-Zellantwort ist, sondern diese
wiederum vielmehr differenziert in low und high avidity Subsets betrachtet
werden sollten. Die Existenz dieser beiden Effektorzellsubtypen bietet einen
moglichen Erklarungsansatz, warum bei manchen Patientinnen bereits vor
einer Therapie mit Abagovomab eine T-Zellantwort auf CA125 nachweisbar
war: Es konnte sich um hierbei high avidity Teffs handeln, die trotz einer

geringen Immunogenitat des neoplastischen Gewebes stimuliert werden
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konnten. Da durch die Therapie mit dem anti-ldiotyp Abagovomab die
Steigerung, bzw. Neuinduktion einer Response mdglich war, ware es folglich
denkbar, dass unter dessen Einfluss low avidity Teffs stimuliert und rekrutiert
werden konnten.

In einer aktuellen Arbeit von 2009 postulierte die Arbeitsgruppe um Darras-Jéze
an einem Mausmodell, dass es im Rahmen der Tumorregression, bzw. des
Progresses weniger um die Gesamtanzahl oder den Quotienten der Tregs und
Teffs geht, sondern vielmehr um ihren memory status. Demnach ginge es im
Hinblick auf die Effektivitat der tumorgerichteten Immunantwort um die relative
Geschwindigkeit, in der sich eine Immunantwort durch CD44 high memory Teffs
innerhalb der ersten Tage entwickelt. Parallel sollen jedoch auch CD44 high
memory Tregs generiert werden. Entscheidend fur den Progress oder Regress
einer Tumorerkrankung sei, welche dieser beiden Populationen innerhalb
dieser kritischen Zeit Uberwiegt. Und um einen Bezug zu vorausgegangenen
Arbeiten schlieBen zu kénnen, ware es moglich, dass es sich bei diesen
sensitiven und schnell reagierenden Effektor-T-Zellen um die als high avidity
postulierten T-Zellen von Nishikawa handelt. So spricht vieles dafur, dass die
frihe Generierung hochspezifischer T-Zellsubsets im Rahmen der Onkogenese
von entscheidender Bedeutung fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung einer
tumorspezifischen Immunantwort ist.

Ein direkter Vergleich sowie Ruckschlisse zur vorliegenden Arbeit lassen sich
jedoch nicht ziehen, da in diesem Rahmen mit T-Zell-Proben aus peripherem
Blut gearbeitet wurde. Hingegen imitierten die Untersuchungen von Darras-
Jéze die zellularen Verhaltnisse einer tumornahen Lokalisation. Weiterhin
wurden im Rahmen der Fragestellung die einzelnen T-Zellpopulationen nicht
weiter differenziert, wie Uber das z.B. genannte CD44.

In einem Gesamtsystem mit den regulatorischen T-Zellen betrachtet, stellt sich
dann auch die Frage, welche Auswirkungen die nat. und die aquired Tregs auf
die high und low avidity Teffs haben und ob es gegebenenfalls Praferenzen und

Unterschiede bezlglich der Suppression gibt.
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IV.2.2. Der Block des CTLA-4- Rezeptors

IV.2.2.1. CTLA-4 und Tregs

Der konstitutive Nachweis des CTLA-4 in regulatorischen T-Zellen fuhrte schon
frih zu der Annahme, dass es eine zentrale Rolle in der Zellkontakt-
abhangigen Suppression einer T-Zellantwort spielt (Chambers, 2001). Der
Einsatz eines CTLA-4-gerichteten Antikdrpers konnte bereits bei verschiedenen
Tumorentitaten im Rahmen klinischer Studien einen Benefit im Hinblick auf
Tumorregress und Uberlebenszeit zeigen (Ribas 2007; Yang 2007; Hodi 2003).
In einer aktuellen Arbeit konnten Zhou und Mitarbeiter anhand von TRAMP-
Mausen aufweisen, dass eine Immuntherapie mit einem anti-CTLA-4-
Antikorper sogar die Treg/Teff-ratio zugunsten der Teffs verandern kann. Die
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ein Progress des induzieren
Prostatakarzinoms gestoppt und eine Regression der Metastasen hierdurch
erreicht werden konnte (Zhou 2009).

Weiterhin gibt es auch mittlerweile Untersuchungen zu Kombinationstherapien
zwischen einem CTLA-4-Antikorper und einem weiteren Immunmodulator.
Quezada beschrieb 2006 einen veranderte intratumorale Teff/Treg-ratio in
Mausen mit Ovarialkarzinomzellen bzw. Melanomzellen nach Immunisierung
mit zunachst GM-CSF und anschlielend einem anti-CTLA-4-Antikorper. Die
Arbeitsgruppe konnte eine deutliche Zunahme der ratio zugunsten der Teffs
nach der Immunisierung nachweisen. Weiterhin konnten Ribas et al 2009 in
einer Phase [-Studie an einem Kkleinen Patientenkollektiv zeigen, dass
Patienten mit metastasiertem Melanom von einer Kombinationstherapie von

CTLA-4-Antikorper und spezifisch beladenen DCs profitieren konnten.

Uber die genauen Mechanismen der Treg-vermittelten Suppression gibt es bis
heute kontroverse Meinungen. Die Einteilung erfolgt in Zellkontakt-abhangige
und Zellkontakt-unabhangige Interaktionen. Die Letztere erfolgt Uber Zytokine
wie das Interleukin 10 und TGFR. Laut Literatur sind es vor allem aquired
Tregs, die Uber liquide Faktoren inhibitorisch wirken. Natural Tregs wird

hingegen der Zellkontakt-abhangige Weg zugeschrieben. In diesem
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Zusammenhang wird die Interaktion zwischen dem CTLA-4-Rezeptor und
seinem Liganden B7 zur Initialisierung einer zellsuppressiven Kaskade
beschrieben und als mégliche Ursache der Treg-vermittelten Suppression
diskutiert. Wing nannte demgemal zwei Optionen bezuglich der Lokalisation
des CTLA-4-Rezeptors (Wing, 2003):

1. CTLA-4 wird direkt auf den Tregs exprimiert. Uber Bindung an den
Zielzellen Uber seinen Liganden B7, welches sowohl Teffs als auch DCs
prasentieren, wird Uber intrazellulare Kaskaden die Aktivierung der

jeweiligen Zelle gestoppt.

2. CTLA-4 wird transient aktivierten Effektor-Zellen exprimiert. Uber
Bindung an Tregs, die das B-7 prasentieren, wird die weitere Aktivierung

der Teffs und Entwicklung einer Response gehemmt.

Bei beiden Ansatzen ist hier die Anwesenheit von Tregs fur die Inhibition einer
Immunantwort essenziell. Dabei scheint es nebensachlich zu sein, ob der
Rezeptor an den regulatorischen oder an den Effektorzellen exprimiert wird.

Wichtig ist die alleinige Interaktion mit seinem Liganden.

In dieser Arbeit sollte nun eruiert werden, welche Rolle die Zellkontakt-
abhangige Suppression Uber den CTLA-4-Rezeptor bei Patientinnen der AGO-
Studie gespielt hat. Es wurde untersucht, ob sich eine bereits existierende
Immunantwort verstarken bzw. neu induzieren lasst, wenn man den negativen
Aktivierungsmodulator mit einem entsprechenden Antikorper blockiert.

Insgesamt wurde bei sechs von zwolIf Patientinnen im Verlauf mindestens ein
Mal ein Anstieg des IFNy nach einem Block des CTLA-4-Rezeptors beobachtet.
Zwei davon gehorten zu der Gruppe der Responder. Obwohl sich sicherlich
keine statistisch relevanten Aussagen aufgrund der geringen Fallzahl machen
lassen, scheint es anhand der vorliegenden Daten doch eher so zu sein, dass
der applizierte CTLA-4-Antikorper eine Immunantwort neu induziert, als dass er
eine bereits vorhandene verstarkt. Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass sich sowohl eine CD4+ als auch eine CD8+ T-Zellantwort

nach Blockade des CTLA-4 induzieren lasst. Das zeigt, dass sich die Wirkung,
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bzw. die resultierenden Effekte einer CTLA-4-Blockade nicht nur auf eine T-

Zell-Population beschranken, sondern auf mehreren Zellebenen wirksam sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch im Gegensatz zu der Annahme, die
Treg-vermittelte, Zellkontakt-abhangige Suppression sei CTLA-4-induziert,
keine signifikante Assoziation zwischen der Effizienz eines CTLA-4-Blocks und
den gemessenen Treg-Frequenzen beobachtet werden. Es scheint also ein
Treg-unabhangiger Mechanismus der CTLA-4-Blockade wahrscheinlicher zu
sein und bestatigt die Annahme, dass eine Blockade des CTLA-4-Rezeptors

Uber eine verstarkte Aktivierung der Teffs wirkt, als durch Treg-Suppression.

IV.2.2.2. CTLA-4 und Effektor-T-Zellen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CTLA-4 auch auf T-Zellen
nachweisbar ist, die nicht FoxP3 exprimieren und somit nicht primar zu der
Gruppe der untersuchten Tregs zahlten. Da weiterhin keine Korrelation
zwischen einem positiven Blockeffekt und den gemessenen Treg-Frequenzen
bestand, sprechen diese Ergebnisse fur die Annahme, dass die Suppression
uber CTLA-4 nicht von regulatorischen T-Zellen abhangig oder fir diese
spezifisch ist (Maker A. V. 2005).

In einer frih-klinischen Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Applikation
eines CTLA-4-Antikorpers nicht nur zu einer Aktivitatssteigerung der Effektor-
T-Zellen flhrt. Es kam hierunter auch zu einer Zunahme der Treg-Frequenzen.
Differenziert betrachtet konnte festgestellt werden, dass der aktivitatssteigernde
Effekt auf Teffs erst bei hoheren Antikdrperdosierungen auftrat, wahrend es
unter niedriger Dosis primar zu einer Frequenzsteigerung der FoxP3+
regulatorischen T-Zellen kam. Trotz des applizierten CTLA-4-Antikorpers,
waren es voll funktionsfahige suppressive Tregs (Kavanagh B. 2008).

Im Rahmen der Protokolletablierung wurden Titrationsversuche mit dem
verwendeten Antikdrper durchgefuhrt. Hier liel3en sich keinerlei Unterschiede in
der resultierenden Immunantwort mittels FACS-Analyse feststellen. Ein

Vergleich dieser Beobachtung mit den Ergebnissen aus der Arbeit von
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Kavanagh sollte jedoch nur kritisch erfolgen, da in der vorliegenden Arbeit nicht
die T-Zell-Frequenzen unter den verschiedenen Antikorperkonzentrationen
gemessen wurden, sonder das IFNy als Indikator einer T-Zellantwort. Weiterhin
erfolgte hier die Stimulation der Zellkulturen mit dem spezifischen CA125,
welches in der genannten Literatur nicht zur Anwendung kam.

Weiterhin wurde der Effekt eines CTLA-4-Blocks in den einzelnen T-Zell-
Kompartimenten durch Peggs und seine Mitarbeiter untersucht. Die Gruppe
zeigte eine deutliche tumorgerichtete Aktivitat im Kompartiment der Effektor-T-
Zellen nach einer Immunisierung mit einem anti-CTLA-4-Antikdrper. Nach
identischer Antikorperapplikation im Kompartiment der Tregs konnte jedoch
keine signifikante Steigerung beobachtet werden (Peggs 2009).

Im Hinblick auf den Funktionsmechanismus des aktivitatssteigernden Effekts
eines anti-CTLA-4-Antikorpers ist es denkbar, dass die Blockade zu einer
verstarkten Wirkung des konkurrierenden Costimulators CD28 am gleichen
Liganden (B7) fuhrt. Durch dessen zellaktivierenden Charakter ware somit in
Kombination mit einem stimulierenden Antigen-Komplex die Induktion eine
Effektor-T-Zellantwort mdglich. Dieser Mechanismus beschreibt einen
modglichen Treg-unabhangigen Effekt des CTLA-4-Blocks und kdnnte erklaren,
warum Kkeine Korrelation zwischen den gemessenen Treg-Frequenzen und
einem Blockeffekt in der vorliegenden Arbeit bestand.

Daruber hinaus konnte in der genannten Arbeit von Peggs und Mitarbeitern in
einer weiteren Untersuchungen beobachtet werden, dass der anti-tumorale
Effekt am ausgepragtesten war, wenn beiden T-Zell-Populationen simultan ein
anti-CTLA-4-Antikorper appliziert wurde. Die Arbeitsgruppe folgerte hieraus,
dass sich der Effekt unter diesen Bedingungen potenzieren und ein maximales
therapeutisches Ergebnis erreichen lasst. Durch bereits vorausgegangene
Arbeiten konnte dieser Effekt bestatigt werden. Hier zeigte sich, dass sich die
Depletion regulatorischer T-Zellen und ein zusatzlicher Block des CTLA-4 in
ihrer Wirkung potenzieren (Sutmuller 2001). Es lasst sich also vermuten, dass
es sich um zwei synergistisch wirkende Mechanismen der Immuninhibition

handelt, die nicht direkt voneinander abhangen.
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IV.3. Kritik der Methode

In dieser Arbeit wurde mit T-Zellen ex vivo gearbeitet, die den gesamten
Prozess von der ersten Blutentnahme, Uber Separation, Einfrieren, Lagerung
sowie Auftauen durchmachen mussten, bevor sie Uberhaupt mithilfe der
Fluoreszenzantikorper markiert, identifiziert und in Kurzzeitkulturen stimuliert
werden konnten. Es ist davon auszugehen, dass die Vitalitat und Funktionalitat
der Zellen im Vergleich zu in vivo Bedingungen reduziert war.

Inwiefern dieser ganze Prozess auch die Oberflachenstruktur verandert, 1asst
sich hier zwar nicht nachweisen, ist jedoch im Hinblick auf die Instabilitat
mancher Proteine zu vermuten. Vor diesem Hintergrund ist im Vergleich mit
den Ergebnissen der AGO-Studie sicherlich die Varianz der Werte hoher.
Insbesondere die Einstufung der Response ist hierbei kritisch zu betrachten
und muss insgesamt als schwach eingestuft werden, da die meisten hier

gemessenen Werte unter 0,5% lagen.

Weiterhin ist auch die Charakterisierung von Zellen Uber Antikdrper mit einer
gewissen Vorsicht zu betrachten, da die Messmethode Uber Zahlung im FACS
nur eine quantitative Aussage gibt, jedoch nichts Uber die funktionalen
Eigenschaften der charakterisierten Zellen aussagt. Entsprechende T-Zell-
Suppressorassays konnten aufgrund der limitierten Verfligbarkeit von

Patientenproben im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeflihrt werden.

An der Auswertung der Daten am FACS ist sicherlich die Subjektivitat beim
Setzen der Gates zu erwahnen. Um hier entsprechende Unterschiede in der
Auswertung zu vermeiden, wurde die Gerateeinstellung anhand
entsprechender Kontrollen vorgenommen und die Analysen durchgehend nur

von einer Person vorgenommen.

Kritisch zu hinterfragen ist an dieser Stelle auch die Auswahl der Treg-
markierenden Antikdrper und der Entscheidung, die Response anhand eines
IFNy Anstiegs zu quantifizieren. In der gesetzten Fragestellung sollten die
natural Tregs betrachtet werden. In den Recherchen fand sich, dass es

insbesondere FoxP3 sei, welches diese Population am spezifischsten
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charakterisiert. Unter der Annahme, dass nat Tregs ihre Suppression
Zellkontakt-abhangig Uber CTLA-4 ausiben und dieses in Kurzzeitkulturen
blockiert werden sollte, wurde auch dieser Antikorper zur Markierung und
Differenzierung hinzugezogen.

Aktuell gibt es Arbeiten, die FoxP3 in geringen Frequenzen auch auf anderen
Populationen nachweisen konnten. Weiterhin sollen sowohl adoptive als auch
natural Tregs dieses Antigen exprimieren. Trotzdem ist FoxP3 nach wie vor der
Marker mit der hochsten Treg-Spezifitat und mit dem sich diese heterogene
Population noch am besten charakterisieren lasst.

CTLA-4 wird zwar konstitutiv auf Tregs exprimiert, gehort jedoch zum heutigen
Zeitpunkt nicht mehr zu den praferierten Markerantigenen. Die Spezifitat des
CTLA-4 ist zu gering, da es ebenfalls in zum Teil hohen Frequenzen auf Teffs,
DCs und in geringen Mengen sogar auf B-Zellen nachzuweisen ist. Weiterhin
sprechen sowohl die Ergebnisse dieser Arbeit als auch die Recherchen der
aktuellen Forschungsergebnisse fir eine Treg-unabhangige CTLA-4-vermittelte

Suppression.

Die Effektivitat des CTLA-4-Komplexes, dem antikérperinduzierten Block und
des CD 28 ist mdglicherweise nicht nur von ihrer molekularen Struktur und der
Gesamtkonzentration abhangig, sondern auch von ihrem Liganden B7, seinen
Untereinheiten CD80 und CD86 wund den weiteren intrazellularen
Signalkaskaden, bis hin auf RNA-Ebene. Um gegebenenfalls Unterschiede,
bzw. Gemeinsamkeiten von Patientinnen mit oder ohne einen Effekt der CTLA-
4-Blocks herausarbeiten zu kdnnen, musste dieser Funktionsweg vollstandig
bekannt sein, um die Proben darauf untersuchen und vergleichen zu kdnnen.
Da die Forschung in diesem Bereich gerade mal am Anfang steht, bedarf es

sicherlich noch weitere Zeit intensiver Arbeit.

Zu diskutieren sind hier sicherlich auch die Konzentrationen der einzelnen
Antigene: sowohl des CA125, als auch des Costimulus CD28. Einige Autoren
konnten in ihren Versuchen nachweisen, dass sich der inhibitorische Effekt der
Tregs durch entsprechend hohe Konzentrationen des Antigens aufheben lasst.
Es musse also ,nur® eine adaquate ,Menge“ des Antigens vorliegen, die dann

zur Uberwindung der Suppression und zur gewiinschten Aktivierung fihren soll
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(George et al, Eur J Immunol, 2003).

In  Vorversuchen dieser Arbeit (nicht aufgezeigt) im Rahmen der
Protokolletablierung zur Zellstimulation lie3 sich diese These durch Titration
des CA125 und Costimulus CD28-MAK nicht bestatigen. Dabei wurden von
den verwendeten Standardkonzentrationen 2500U CA125, bzw. 1ul CD28-MAK
sowohl gréRere als auch geringere Mengen eingesetzt. Ein Effekt in der
resultierenden Zytokinproduktion konnte allerdings in diesen Versuchen nicht

nachgewiesen werden.

IV.4. Ausblick

Der Stellenwert der Immuntherapie in der Onkologie ist unumstritten. Bei
einigen Tumoren sind bereits standardisierte Therapieschemata vorhanden. Bei
soliden Tumoren spielt sie insbesondere in der Adjuvanz eine wichtige Rolle, da
hier das operative Eingreifen nach wie vor Mittel der Wahl in der Primartherapie
ist.

In den Recherchen nach Ansatzen der Immuntherapie lasst sich eine Vielzahl
an Optionen finden.

Grob unterscheiden kann man hier ein konventionelles Konzept und neuere
Ansatze.

Zu den konventionellen therapeutischen Strategien zahlt die Vakzinierung mit
Tumorpeptiden, dendritischen Zellen, T-Zell-Transfer, die Zytokin-basierte
Therapie mit Interferonen sowie die Vakzinierung mit zielgerichteten
Antikorpern. Zu den Letzteren zahlen monoklonale Antikorper, wie zum Beispiel
gegen CA125.

Die neueren Ansatze zielen weniger auf eine direkte Immuninduktion ab,
sondern greifen auf Ebene der Tregs ein. Hier zielen die laufenden Arbeiten auf
zwei Ebenen ab: Zum einen ist es moglich direkt regulatorische T-Zellen in ihrer
Funktion zu hemmen, z.B. durch funktionelle Depletion. Zum anderen sind
suppressive  Signalkaskaden regulatorischer T-Zellen das Target der
Immuntherapie, wie z.B. das CTLA- 4, VEGF und das IL-10.

Es scheint jedoch sicher zu sein, dass das Therapiekonzept der Zukunft sich
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nicht auf eine einzige der vielen Optionen beschranken wird. Vielmehr wird die
sinnvolle Kombination verschiedener Ansatze in der nachsten Zeit die Wahl
sein. Studien zu Kombinationstherapiekonzepten sind bereits in zum Teil
fortgeschrittenen Phasen. So werden Vakzinen mit monoklonalen Antikdrpern
mit einer Radiatio kombiniert und Interleukine mit Chemotherapeutika.
Signifikante Erfolge sind jedoch hier noch nicht immer zu verzeichnen und
weitergehende Arbeiten sind notwendig. Da die Kombination verschiedener
Konzepte nicht immer zu einem signifikanten Vorteil fuhrt, missen zunachst
aus dem entstandenen Angebot sowohl der konventionellen als auch der
neueren Therapeutika die entsprechend sinnvollen Kombinationen erarbeitet
werden, die tatsachlich ein Benefit bringen.

Die Vielfalt der entwickelten Ansatze der Immuntherapie macht es dann aber
auch nicht unbedingt einfach, wenn es darum geht, das Optimum fir den
individuellen Patienten zu finden. Daher ist sicherlich weitere Forschung
notwendig um diejenigen Gruppen zu identifizieren, die von der jeweiligen
Therapie profitieren. Die Analysen der Subgruppen in den einzelnen Studien im
Hinblick auf die Immunantwort sowie die gruppenspezifischen Eigenschaften
und Unterschiede sind hierbei sicherlich hilfreich und zielfihrend.

Jedoch sollte auch kritisch mit der Anwendung von Immunmodulatoren
umgegangen werden. So ist denkbar, dass die langfristige Suppression, bzw.
Depletion regulatorischer T-Zellen im Verlauf zu autoimmunen Reaktionen mit
gravierenden Folgen fihrt. Zwar sind nach Angaben der Literatur
schwerwiegende Nebenwirkungen selten und die meisten Reaktionen seien
allgemeiner Natur, wie z.B. gastrointestinale Beschwerden, Schlaflosigkeit und
lokale Hautreaktionen, und klinisch nur transient. Ergebnisse zu den
Langzeitfolgen liegen zum heutigen Zeitpunkt jedoch nicht vor und missen
noch erarbeitet werden.

Auf langere Sicht betrachtet wird es in Zukunft ein weitldufiges Angebot der
multimodalen Tumortherapie geben. Diese wird nach Analyse der individuellen
Voraussetzungen, die der / die Patient/ -in mitbringt, entsprechend individuell
angepasst sein. Ziel sollte es sein, mit dem geringsten Nebenwirkungsprofil der
eingesetzten Therapeutika und der bestmdglichen Lebensqualitat, das

Maximum an Heilungschancen und Lebensverlangerung bieten zu kénnen.
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Zusammenfassung

Aufgrund aktueller Publikationen wurde postuliert, dass das immunologische
Ansprechen auf die Abagovomab-Therapie in Form einer CA125-spezifischen
T-Zellresponse durch korpereigene immunsuppressive Mechanismen limitiert
werden konnte.

Aus diesem Grund wurde zum einen die Frequenz immunsuppressiver Tregs
im Verlauf der Therapie bestimmt, zum anderen das suppressive Potential von
CTLA-4 anhand einer selektiven Blockade mit anti-CTLA-4 Antikorper in vitro
untersucht. Ziel war es festzustellen, ob ein zusatzliches Management
immunsuppressiver Mechanismen eine Steigerung des immunologischen
Ansprechens bewirken koénnte und somit eine mogliche Option fir
weiterfuhrende Studien mit Abagovomab darstellen konnte.

Es konnte festgestellt werden, dass es keinen Unterschied der Treg-
Frequenzen im Vergleich zu Normalpersonen gab. Im Verlauf der Vakzinierung
konnte zwar bei 7 der 12 untersuchten Patientinnen eine Tendenz zu hoheren
Treg-Frequenzen nach 5/6 Immunisierungen gemessen werden, eine
signifikante Korrelation zur Phase der Immunisierung oder einer CA125-
spezifischen T-Zellresponse konnte jedoch im Gesamtkollektiv nicht festgestellt
werden. Hier darf die Statistik aufgrund der kleinen Fallzahlen weder im
positiven noch im negativen Sinne Uberbewertet werden. Es sollte vielmehr
Anlass zu Studien mit einem gréReren Kollektiv geben, um die vorliegenden
Tendenzen Uberprifen zu kénnen.

Der Block des CTLA-4-Rezeptors fihrte zu einer Steigerung der CA125-
spezifischen T-Zellresponse. Es fand sich jedoch kein Zusammenhang zu den
gemessenen Treg-Frequenzen oder der CA125-spezifischen T-Zellresponse
ohne einen CTLA-4-Rezeptor-Block.

Bei der Auswertung der Effektor-T-Zellen wurde gezeigt, dass Patientinnen, die
schon vor der Vakzinierung eine hohe CD8+ Effektor T-Zellen / CD4+FoxP3+
Treg -ratio hatten, sich im weiteren Verlauf zu mindestens einem Zeitpunkt eine
Response entwickelt hat.

Aus den vorliegenden Ergebnissen lasst sich folgern, dass die CTLA-4-
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abhangige Suppression nicht Treg-abhangig zu sein scheint. Fur die
Entwicklung einer CA125-spezifischen T-Zellresponse scheint vielmehr das
Verhaltnis  zwischen  Effektor-T-Zellen und regulatorischer  T-Zellen
entscheidend zu sein und nicht die Frequenz der regulatorischen T-Zellen
alleine.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die immunologische Wirksamkeit von
Abagovomab durch immunsuppressive Mechanismen bei einzelnen Patienten
gehemmt werden konnte. Bei diesen ware in Zukunft moglicherweise eine
Kombinationstherapie zwischen einer Immunisierung einerseits und einer
Blockade der immunsuppressiven Mechanismen anderseits, eine

therapeutische Option zur Verbesserung des Outcomes.
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