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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Historischer Uberblick zur Entwicklung von Tumorvakzinen

Die Behandlung maligner Tumorerkrankungen ist seit Jahren Teil dreier
miteinander interagierender Subspezialitaten: der Chirurgie, der Strahlentherapie
und der internistischen Onkologie.

Die Chirurgie war das erste Fachgebiet, das erfolgreich zur Therapie von
Malignomen eingesetzt wurde. So war wahrend der ersten Halfte des 20.
Jahrhunderts die Chirurgie mit den beiden Pionieren Billroth und Halsted die
einzige Disziplin, die Krebskranke erfolgreich behandeln konnte. Auch heute noch
ist die einzige kurative Therapie vieler solider Tumoren die chirurgische Resektion.
Die Chirurgie spielt im ausgehenden 20. Jahrhundert eine sehr wichtige Rolle bei
der Diagnose, der Stadieneinteilung und der Pravention maligner Erkrankungen.
Neben der Chirurgie entwickelte sich die Radiotherapie zur unverzichtbaren Saule
in der onkologischen Behandlung. Die Strahlentherapie nutzt die unterschiedliche
Strahlensensitivitat des normalen und des Tumorgewebes. Im Idealfall sollte das
Tumorgewebe zerstort werden, wahrend das normale umgebende Gewebe
geschont wird. Wahrend Chirurgie und Strahlentherapie Behandlungsschemata
sind, die ausschliel3lich bei der Behandlung lokaler maligner Prozesse eingesetzt
werden, ist die systemische Chemotherapie ein wichtiger Bestandteil bei der
Therapie von disseminierten malignen Prozessen. Dieser Therapieansatz
ermdglicht die Heilung vieler lymphoproliferativer Tumoren wie der Lymphome und
Leukamien. Aber auch bei soliden Tumoren, wie bei Mammakarzinomen,
kleinzelligen Lungenkarzinomen, Harnblasenkarzinomen und Analkarzinomen,
zeigen sich signifikante Erfolge durch chemotherapeutische
Behandlungsschemata.

Trotz grolier Erfolge in der Tumortherapie in den letzten Jahrzehnten sind die
Heilungschancen immer noch unbefriedigend. Hauptgrund fur Therapieversagen
ist die lymphogene und hamatogene Metastasierung einzelner Tumorzellen
(Jeffers M.D. et al., 1994; Adell G et al., 1996; International Breast Cancer Study
Group, 71990), die man trotz immer fortschrittlicherer Chemotherapieschemata
noch nicht ausreichend beherrscht.

Eine andere Moglichkeit, disseminierte Tumorzellen aktiv zu bekampfen, stellt der

Aufbau einer Immunantwort dar. Dazu mussen Merkmale der Tumorzellen
1



Einleitung
gefunden werden, die sie von normalen Zellen unterscheiden und die so dem

aktivierten Immunsystem als Zielmolekule dienen konnten.

Der Gedanke, dass Tumorzellen durch das Immunsystem erkannt und bekampft
werden, ist schon seit Jahrzehnten Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen. Bereits 1943 demonstrierte Gross et al., dass die intradermale
Immunisierung von Mausen gegen chemisch - mit Methylcholanthren - induzierte
Sarkome die Tiere vor einem erneutem Anwachsen von Tumoren schutzte (Gross
L. et al, 71943). Man ging von einer spezifischen Immunantwort, die gegen
chemisch induzierte Neoantigene auf den Tumoren gerichtet war, aus. Die
Untersuchungen zur Immunogenitat von Tumorzellen gipfelte in der Entdeckung
Tumor-spezifischer Antigene auf den chemisch induzierten Sarkomen (Foley EJ.
et al, 1953; Baldwin RW. et al, 7955; Prehn RT. et al, 1957; Klein G. et al, 1960;
Globerson A. et al, 1964), die exakt aber erst spater definiert wurden. Nachdem
man Antigene auf chemisch-induzierten Neoplasien entdeckt hatte, folgten weitere
Beschreibungen von Antigenen in durch onkogene Viren induzierte Tumoren
(Defendi V. et al, 1963; Khera KS. et al, 1963; Sjorgen HO. et al, 1967).

Zur weiteren Charakterisierung der zelluldaren Immunantwort gegen
Tumorantigene wurden Lymphozyten von Patienten mit spontan wachsenden
Tumoren isoliert und deren Zytotoxizitdt gegen Tumorzellen getestet. Diese
Assays malden die Fahigkeit der Lymphozyten, die Bildung von Tumorzellkolonien
zu verhindern, sowie die Fahigkeit der Tumorzellen, reaktive Lymphozyten zur
Proliferation zu bringen. (Hewitt HB. et al, 1976; Middle JG. et al, 7987; Rosenberg
SA. et al, 1986; Topalian et al, 1990). All diese Experimente zeigten, dal} eine
Zell-mediierte Erkennung von Antigenen auf frischen Tumorzellen existiert, die
aber gewohnlich sehr schwach ist und im weiteren durch Verwendung von
Interleukinen und anderen Mediatoren des Immunsystems verstarkt werden sollte.
So fuhrte die systemische Applikation des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 in
Tiermodellen zu einer Reduktion der Tumormasse durch spezifische T-
Lymphozyten, die gegen ein Tumorantigen gerichtet waren (Muul LM. et al, 1987).
Erstmals gelang die ldentifikation dieser fur die Immunantwort so wichtigen
Antigene durch die in vitro Expansion von reaktiven Lymphozyten aus Blut
(sogenannte Lymphokine activate Kkiller Zellen, abgekurzt LAKs) und aus
Tumorgewebe (sogenannte Tumor infiltrierenden Lymphozyten, abgekurzt TILs)
durch die Stimulation mit IL-2 und Tumorzellen (Morgan DA. et al, 1976; Grimm
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Einleitung
EA. et al, 1982; Rosenstein M. et al, 7984). Der Transfer dieser anti-Tumor T-

Zellen, die im wesentlichen CD3+ und CD8+ waren, brachte Tumoren in Mausen
und Menschen zur Regression (Rosenberg SA. et al, 7986, Toes R. et al, 1996).
Ein weiterer entscheidender Schritt bei der Identifizierung von Tumorantigenen
gelang Anfang der 90er Jahre (van der Bruggen et al, 71997). Durch
Expressionsklonierung konnte ein fur maligne Melanome spezifisches
Tumorantigen gefunden werden. Dabei wurde eine nicht immunogen wirkende
Melanomzelllinie, die offensichtlich ihr Antigen verloren hatte, mit Vektoren einer
cDNA-Bibliothek, die aus Melanomzellen gewonnen wurde, transfiziert und
gezeigt, dass die transfizierten Zellen von spezifischen zytotoxischen T-Zellen
eines Melanompatienten erkannt wurden. Die auf diesem Weg isolierte
Gengruppe wurde MAGE (Melanoma antigen) benannt, das isolierte Antigen
MAGE-1 (Melanoma antigen-1). Anders als bei friheren Publikationen Uber
Tumor-assoziierte Antigene beschrieben, war MAGE kein durch Mutation
entstandenes Antigen oder ein nur in malignen Zellen vermehrt auftretendes
Peptid, sondern eine in den meisten normalen, nicht pathologischen Zellen nicht
abgelesene aber vorhandene Genfamilie, die bei der malignen Transformation auf
der Oberflache der Tumorzellen exprimiert wird. MAGE-Proteine wurden
mittlerweile auch auf Karzinomen der Harnblase, Mamma, Lunge und Prostata
nachgewiesen. Auf normalen, nicht neoplastisch veranderten Geweben ist die
Expression von MAGE auf Testis und Placenta beschrankt. Diese beiden
Lokalisationen sind immunologisch besonders privilegiert und werden vom
Immunsystem nicht erkannt. Es wurde gezeigt, da MAGE HLA-A1 restringiert
prasentiert wird und zytotoxischen T-Lymphozyten als Zielmolekll dienen kann
(Traversari C. et al, 71992). Zusatzlich wurden bis heute noch die Genfamilien
BAGE, LAGE und GAGE beschrieben, die MAGE in ihrer Verteilung und ihren
Eigenschaften sehr ahnlich sind. Die Beschreibung von Tumorantigenen bildete
die Grundlage zur Entwicklung von Vakzinierungsstrategien gegen Malignome.

Neben der Existenz von spezifischen Antigenen fir Tumoren ist fir die
Vakzinierung entscheidend, dal diese auf entsprechenden MHC- Klasse I-
Komplexen der entarteten Zellen den T-Lymphozyten prasentiert werden. MHC-
Klasse | (MHC 1) ist ein auf der Zelloberflache exprimiertes Molekul, das
intrazellular prozessierte Protein aufnimmt und den spezifisch-zytotoxischen CD8
positiven T-Lymphozyten prasentiert. Mittlerweile wurde auch eine Kkleine
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Einleitung
Untergruppe von CD4 positiven zytotoxischen T-Lymphozyten beschrieben, die

MHC Klasse Il (MHC II) restringierte Antigene erkennen konnen. MHC Il ist im
Gegensatz zu MHC | das fur die Prasentation von extrazellular aufgenommenen
Proteinen zustandige Oberflachenmolekil. In der letzen Zeit haben
Untersuchungen gezeigt, dass die Grenzziehung zwischen den Proteinen, die
MHC | und denen, die MHC |l restringiert prasentiert werden, durchaus
durchgangig sein kann. So wurde im Rahmen des sogenannten Cross-Primings
gezeigt, dass extrazellulare Proteine auch auf MHC | Molekilen den
immunkompetenten Zellen, also den CD 8 positiven zytotoxischen T-
Lymphozyten, prasentiert werden kdnnen. Gerade dies ermoglicht neue Strategien
und Wege bei der Immunisierung gegen Tumorantigene.

Neben der Prasentation der Tumorantigene gibt es weitere entscheidende
Voraussetzungen, die bei der Entwicklung wirkungsvoller Vakzinen erfullt sein
mussen. So sind die meisten Tumorantigene sogenannte Autoantigene,
gegenuber denen das Immunsystem tolerant ist. Allerdings ist die Toleranz gegen
Autoantigene inkomplett. In der Phase der Induktion einer Toleranz im Thymus
des jungen Organismus werden die Klone der autoreaktiven T-Lymphozyten
eliminiert (zentrale Toleranz). Die Entwicklung einer Toleranz gegen
Selbstantigene scheint allerdings inkomplett zu sein. Es werden nur T-Zellen mit
einer starken Bindungsfahigkeit gegen Selbstantigene deletiert. Aulerdem spielt
die Epitopdichte eine entscheidende Rolle bei der Induktion der Toleranz. Ist diese
sehr niedrig, so erfolgt keine Induktion einer Toleranz. Im Blutkreislauf findet man
deshalb auch autoreaktive T-Zellen, die zwar Autoantigene erkennen, aber nur
eine geringe Affinitdt zu den Selbstantigenen haben (Poindexter et al, 7992;
Cibotti et al., 7994; Oehen et al., 7994; von Herrath et al., 7994; Poplonski et al.,
1996). Die Vakzinierung gegen bekannte Tumorantigene muss also die Fahigkeit
besitzen, die T-Zellen derart zu aktivieren, dass ihre geringe Aviditat zu den
Antigenen verstarkt und damit die periphere Toleranz Uberwunden werden kann.
Untersuchungen zeigen namlich, dass die Bindungsfahigkeit der zytotoxischen T-
Lymphozyten zu den Zielantigenen ein entscheidender Parameter der AbstoRung
zu sein scheint (Speiser et al., 1992; Alexander-Miller et al., 7996; Gallimore et al.,
1998; Zeh llird et al., 7999). Nur eine hohe Aviditat der CTL gegen ihre
Zielantigene sichert die in vivo Wirksamkeit der CTL. Einer der wichtigsten
Parameter, der die Wirksamkeit von Vakzinierungen gegen Tumorantigene
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determiniert, ist also die Affinitat der T-Zellen, die gegen die wachsenden

Tumorzellen und ihre Antigene aktiviert werden kann. Und gerade das stellt die
Herausforderung bei der Entwicklung von Vakzinierungsprotokollen gegen diese
Tumorantigene dar: Mit welcher Immunisierungsmethode gelingt es, die periphere
Toleranz zu Uberwinden, also die Affinitdt der T-Lymphozyten gegen die
Tumorantigene zu erh6hen? Doch um diese Frage experimentell beantworten zu
konnen, miussen zunachst Antigene definiert werden, gegen die vakziniert werden
konnte. Es miussen Tumorantigene gefunden werden, die mdglichst spezifisch auf
Tumorzellen vorkommen. Warum sollte es solche Antigene geben und welche
Mechanismen fuhren zur Entstehung solcher Antigene?

Die Tumorantigene lassen sich in verschiedene Gruppen einteilen (Tabelle 1).
Zunachst zu den Proteinprodukten veranderter Gensequenzen: Es gibt in
Malignomen zahlreiche Mutationen und Translokationen im Genom der entarteten
Zellen. Diese Veranderungen konnen in Genen vorkommen, die fur Proteine
kodieren, die an der Oberflache oder auch im Zytoplasma der Zelle exprimiert
werden. Hierzu gehdren mutierte Tumorsuppressorgene (p53) (Vierboom M. et al,
1997, Van der Burg S.H. et al, 2002), aber auch durch Mutationen oder
Genrearrangements aktivierte Protoonkogenprodukte (p210 Proteinprodukt bei der
becr-abl Translokation) (Sun J.K. et al, 2002). Es entstehen also Genprodukte,
gegen die keine immunologische Toleranz besteht und die fur jeden einzelnen
Tumor spezifisch sind. Sie reprasentieren die genetische Instabilitdt von maligne
transformierten Zellen.

Aber auch Genprodukte von onkogenen Viren (z.B. EBNA-1 Genprodukt) werden
von den Tumorzellen exprimiert und kbénnen als Tumor-spezifische
AbstoRungsantigene fungieren (Paludan C. et al, 2002).

Genauso konnen Tumorzellen Proteine produzieren, die zwar physiologisch
vorkommen, aber nur in geringen Mengen oder an exklusiven, dem Immunsystem
nicht zuganglichen Orten exprimiert werden. Oft sind dies Produkte von stummen
im Prozess der Karzinogene reaktivierten oder amplifizierten Genen, gegen die
keine Toleranz besteht und die als AbstoRungsantigene fungieren konnten.
Bekanntestes Beispiel aus diesem Bereich ist das Melanoma-Antigen MAGE
(Boon T et al, 1994, Lucas et al, 1998), aber auch die Amplifikation des Her-2/neu
Protoonkogens (Mukai K. et al, 2002; Castilleja et al, 2002).
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Auch onkofetale Antigene, die nur in den frihen Stadien der Entwicklung

exprimiert werden und bei der Karzinogenese reaktiviert werden, konnen als
AbstoBungsantigene fungieren. Ein bekanntes Beispiel ist AFP (Alpha-
Fetoprotein). Aber auch CEA (Karzinoembryonales Antigen) gehdrt zu dieser
Gruppe der Tumor-assoziierten Antigenen.

Immunisierungsversuche mussen also den Versuch unternehmen, eines dieser
exklusiv oder hauptsachlich auf Tumorzellen exprimierten Proteine als Zielantigen
fur die zellulare Immunantwort zu verwenden. Als ein Kandidat fur eine
Vakzinierung kommt das von Gold und seiner Arbeitsgruppe 1965 beschriebene
und sehr haufig auf Adenokarzinomen des Kolon, Pankreas, Mamma und Zervix
vorkommende onkofetale Tumorantigen CEA (Gold P et al, 7965) in Frage.
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Antigene

Tumor

Physiologisch vorkommende Proteine

MAGE-1, 3
BAGE
GAGE
MART-1
Gp100
Tyrosinase
Gp75

P15

PSA

CEA

Her-2-neu

Melanom, Bronchialkarzinom, Mamma

Melanom, Bronchialkarzinom, HNO-Bereich,

Sarkome

Melanom

Melanom

Melanom

Melanom

Melanom

Prostata

Kolon, Mamma, Karzinome

Gastrointestinaltrakt

Mamma, Ovarien, etc.

Mutierte Proteine

Ras Viele Tumorentitaten, Lunge, Pankreas
P53 Viele Tumorentitaten

Fusionsproteine

Bcer-abl CML

Pax3-fkhr Alveolares Rhabdosarkom

Ews-fli-1 Ewings Sarkom

Virale Proteine

HPV-16 EG/E7

Zervix

Abnorm glykosylierte Muzine

Muc-1

Mamma, Pankreas

Tabelle 1: Mogliche T-Zell-Antigene fur eine Vakzinierungstherapie gegen maligne

Tumoren.
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1.2 CEA als mogliches Zielprotein

1.2.1 Beschreibung und Expression von CEA
Die CEA Genfamilie gehort zur Immunoglobin-Superfamilie und wird auf dem

langen Arm des Chromosoms 19 (19q13.2) lokalisiert (Khan W.N. et al, 7992). Die
Genfamilie kodiert fur zwei unterschiedliche Gruppen von Proteinen, die CEA
assoziierten Molekule und die Gruppe der pregnancy-specific-Glykoproteine
(PSG) zugerechneten Molekile (Thompson J et al, 1988; Thompson J et al,
1991). PSG wird ausschlielich sezerniert und scheint eine immunsupprimierende
Funktion wahrend der Schwangerschaft zu haben (Kromer B., 71996), wahrend
CEA auf den Zellen exprimiert wird. Zur CEA Untergruppe gehéren die dem CEA
verwandten Zelladhasionsproteine, die auf zahlreichen epithelialen, endothelialen
und hamatopoetischen exprimiert werden (sogenannte Carcinoembryonic Antigen
Cell Adhesion Molecule, abgekurzt CEACAM) (Obrink B. et al, 1997; Barnett T et
al, 1989). Alternatives Splicing fuhrt zu zahlreichen weiteren, dem CEA
verwandten Proteinen, die nicht nur bei Zelladhasion, sondern auch bei der
Neoangiogenese eine Rolle spielen (Wagener C. et al, 2000).

Das Protein CEA ist ein durch posttranslationale Modifikation hochgradig
glykosiliertes 210 kDa schweres integrales Membranprotein, das durch einen GPI
Anker (Glykosyl-phosphatidyl-inositol-anker) auf der Zellmembran fixiert ist
(Abbildung 1). Physiologischerweise wird CEA in den ersten beiden Trimestern
der Schwangerschaft in grolen Mengen im Bereich des Darmes, des Pankreas
und der Leber exprimiert (Nap M. et al, 7988; Albers G.H. et al, 7988). Beim
Erwachsenen findet man eine geringe Expression im Darm und der laktierenden
Mamma. Hohe Expression findet man beim Adulten auf Adenokarzinomen.

Dort ist es — ahnlich wie die verwandten Proteine - ein extrazellulares
Adhasionsmolekll, das eine Rolle bei der Interaktion der Tumorzellen
untereinander und der Kommunikation der Karzinomzellen mit dem peritumoralen
Gewebe spielt (Oikawa S. et al, 7989).

Neben der ortsstandigen Expression wird CEA auch in das Blutserum als freies
Protein abgegeben. Deshalb kann der CEA-Titer im Serum vor therapeutischen
Eingriffen, sowie dessen Verlauf nach Therapie, zur Friherkennung mdglicher
Malignomrezidive und zur Abschatzung der Prognose des Patienten verwendet

werden.
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(Thompson et al, 1991)

Abbildung 1 : Aufbau des CEA-Proteins.

L= Leader Peptide; N= N-terminales Stuck; A1-A3 und B1-B3= IgC ahnliche
Abschnitte; M=hydrophober Abschnitt, der dann durch einen Glykosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) ersetzt wird.

1.2.2 Bisherige Inmunisierungsschemata gegen kolorektale Karzinome und gegen das
Tumorantigen CEA

Aufgrund der Haufigkeit von kolorektalen Karzinomen in den Industrielandern
wurde schon fruh versucht, gegen diese zu immunisieren (Tabelle 2). In den
spaten 70er und fruhen 80er Jahren wurde eine autologe Ganzzelltumorvakzine
gegen kolorekale Neoplasien, die mit dem Adjuvans BCG appliziert wurde,
entwickelt (Hanna MG et al, 7989). In ersten klinischen Tests induzierte die
Vakzine eine ,Delayed Type Hypersensitivity-Antwort® bei einem Hauttest, der
autologe Tumorzellen enthielt, aber keine Reaktion gegen normale
Kolonepithelien (Hoover HC et al, 7985). Die DTH-Antwort (Delayed Type
Hypersensitivity) wird durch die intradermale Applikation eines Antigens, das dem
Immunsystem als Immunogen schon bekannt ist, hervorgerufen. Das bekannte
Antigen induziert eine Immunreaktion, die zu der typischen, durch Freisetzung von
Lymphokinen durch T-Lymphozyten hervorgerufenen Induration - assoziiert mit
einem Erythem der Haut 24h bis 48h nach der Injektion - fihrt. Die DTH zeigt,
dass das Antigen durch das Immunsystem erkannt wird und memory-T-Zellen
aktivieren kann. Sie ist spezifisch fur eine durch T-Lymphozyten getragene
zelluldre Immunreaktion, die auch beim Tuberkulin- oder Mantoux-Test verwandt
wird. Nach diesem Anfangserfolg wurde eine Studie mit Dukes-C-Patienten, deren
Tumor vollstandig reseziert worden war, ohne Kontrollarm gestartet. (Hoover HC
et al, 1985) Dabei wurde eine Verlangerung des erkrankungsfreien Intervalls und

auch der Uberlebenszeit gefunden. Allerdings konnten diese Ergebnisse in einer
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prospektiven Phase Ill Studie mit Dukes B und Dukes C Patienten durch die

Eastern Cooperative Oncology Group nicht bestatigt werden. Hier zeigte sich
keinerlei Effekt durch die Vakzinierung (Harris J et al, 1994). Wahrend sich diese
Arbeiten mit der unselektiven Adjuvansimmunsierung mit Hilfe autologer
Tumorzellen beschaftigten, versuchten die neueren Schemata spezifisch gegen
CEA als Antigen zu vakzinieren. Grundlage hierfur waren sowohl die Entdeckung,
dass CEA-Epitope auf MHC-I Molekulen gebunden werden kdnnen (Ras E. et al,
1997, Kawashima | et al, 1998; Nukaya | et al, 7998; Kim C et al, 1998, Keogh E
et al, 2001) als auch die Entdeckung, dass beim Menschen spezifische T-Zell-
Klone gegen CEA existieren. Diese Schemata verwendeten fur ihre
Immunisierungen dendritische Zellen als Trager fur CEA oder aber das CEA-
Protein allein, sowie CEA-anti-ldiotypen (Morse M. et al, 1999; Samanci A. et al,
1998; Foon K. et al, 71997). Ein am Tier etabliertes Modell benutzte als
genetischen Trager fur das CEA-Gen den Vaccinia-Vektor (Kantor J et al, 7992)
und verwendete DNA zur Vakzinierung. Es lieR sich bei der rV-CEA (rekombinante
attenuierte Vacciniavirus-DNA als Vakzinierungsvektor) Immunisierung beweisen,
dass sich eine spezifische T-Zell-Antwort gegen ein HLA-A2 restringiertes 9
Aminosauren langes CEA-Peptid aufbauen lafdt. Auch Immunmodulatoren wie das
als autokriner T-Zell-Wachstumsfaktor so wichtige IL-2 wurden zur Verstarkung
einer spezifischen Immunantwort gegen CEA genutzt (McLaughlin et al, 71996).
Diese Studien waren auch in vivo effektiv und konnten das Tumorwachstum im
Tier verringern. Es zeigten sich allerdings grof3e Schwierigkeiten bei der
Ubertragbarkeit der tierexperimentellen Ergebnisse (weitere tierexperimentelle
Studien: Bei R., 1994; Conry R.M., 1995) auf den menschlichen Organismus.
Zwar konnten bei den zahlreichen klinischen Studien eine humorale oder zellulare
immunologische Reaktion gegen CEA im Menschen nachgewiesen werden (Zhu
M. et al, 2000; Marshall J. et al, 1999; Marshall J. et al, 2000; Berinstein N.L. et al,
2002), aber in nur sehr wenigen Studien konnte ein objektivierbarer Erfolg der
Vakzinierung gegen CEA gemessen werden. Dieser blieb auf Einzelfalle
beschrankt. Eine Schwierigkeit in der Ubertragung der Tierexperimente auf den
Menschen ist, dass meist humanes CEA verwendet wurde, das den Nagern als
Protein nicht bekannt ist. Es gibt zwar Homologien zum humanen CEA im
Tierorganismus, die aber alle in entscheidenden Sequenzen nicht mit dem
menschlichen CEA Ubereinstimmen (Rudert et al., 1992; Eades-Perner et al.,

10
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1994). Es konnte also Unterschiede in der immunologischen Reaktion gegen CEA

im murinen und im humanen Organismus geben. Es mussen Wege gefunden
werden, Immunisierungsversuche gegen CEA in einem Modell zu testen, das die
Tatsache, dass CEA beim Menschen in der Fetalzeit exprimiert wird und deshalb

ein dem humanen Organismus bekanntes Protein darstellt, berticksichtigt.
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Vakzine Studie/Krankheit Patienten Resultat

Autologes Randomisiert; postoperativ Dukes C, 103 Kein Effekt der Vakzine

Kolon/BCG- adjuvant Dukes B, 266 auf das Uberleben im

Adjuvant Vergleich zZur
Kontrollgruppe (Harris et
al., 1994)

Autologes Randomisiert, postoperativ, Dukes B2 und B3 Signifikante Reduktion der

Kolon/BCG adjuvant, prospektiv Dukes C Riickfallrate; kein

Adjuvant Insgesamt 254 signigikanter ~Effekt auf
Uberleben im Vergleich zur
Kontrollgruppe
(Vermorken et al; 1999)

Vaccinia-CEA Phase I; Vakzinenapplikation | 26; Kolon 17 Keine objektivierbare Anti-

monatlich 3x

Tumor-Antwort; T-Zell-
Antwort gegen HLA-A2
CEA Peptid (Hamilton JM.
et al, 1994)

CEA Phase I,  fortgeschrittene | 12 75% entwickelten einen

Antiidiotyp/alum Erkrankung Anti-CEA-Antikorper, 33%

Adjuvant eine T-Zell proliferative
Antwort (Herlyn et al.,
1994)

Tabelle 2: Resultate einiger ausgewahlter klinischer Studien  mit

Vakzinationsschemata zur Therapie von Kolonkarzinomen.
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1.3  Das Modell
Um nun die Diskrepanz zwischen Tiermodellen und Menschen zu untersuchen
und ein Modell zu schaffen, das dem menschlichen Organismus naher kommt als
die meisten anderen Modellsysteme, verwendeten wir CEA transgene Nager,
deren Expressionsmuster von CEA der des Menschen weitgehend gleicht und
arbeiteten mit CEA tranfizierten Tumorzellen.
An diesem Modellsystem wurden folgende Fragen untersucht: 1. Ist es moglich,
eine Immunantwort gegen CEA 2zu induzieren? 2. Wie a3t sich diese
Immunantwort charakterisieren? 3. Auf welchen Mechanismen beruht diese
Antwort? 4. Gibt es Unterschiede in der Reaktion des Immunsystems des
transgenen und des Wildtyporganismus nach Vakzinierung gegen CEA? Konnen
wir also die schwere Ubertragbarkeit konventioneller Wildtyptiermodelle auf den

Menschen nachvollziehen?
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2 Methoden
2.1  Wildtypmiuse
DBA/2N wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen und unter

Standardbedingungen gehalten. Alle Tiere wurden in einem Alter von 8 bis 12
Wochen fur die Versuche verwendet.

2.2 CEA transgene Miuse
Die CEA transgenen Tieren erhielten wir von W. Zimmermann, damals Universitat

Freiburg (Eades-Perner et al., 1994). Da die Tumoren H2? positiv waren, wurden
die transgenen Tiere (C57BL/6 x CB6F1; H-2°) mindestens bis zur 10. Generation
(C57BL/6 x CB6F1 x DBA/2N F10) auf einen H-2% -Hintergrund zuriickgekreuzt.
Transgene Tiere wurden durch die Analyse der DNA, sowie durch Messung des
Proteins CEA im Stuhl durch einen ELISA getestet (Eades-Perner et al., 7994). In

den Tieren war das Expressionsmuster humantypisch (Tabelle 3).

Organ Expression

Zunge
Osophagus
Magen
Diinndarm

Kolon/Rektum

+ o+ 4+ o+ o+ o+

Trachea/Lunge
Leber

Herz -
Niere -
Pankreas -
Milz -
Gehirn -

Tabelle 3: Expressionsmuster des humanen CEA in den erwachsenen transgenen

Mausen (nach Eades-Perner et al., 1994).
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2.3 CEA Transfektion der Tumorzellen
Die murine Leukamiezellinie L1210 (ATCC, Rockville, MD) wurde mit einem
Expressionsvektor (pPRC/CMV, Invitrogen, San Diego, USA) (Abbildung 2), der die

komplette cDNA flr humanes CEA enthalt, durch Elektroporation (Pelegrin et al.,
1992) transfiziert.

5 L N Al Bl A2 B2 A3 B3 C 3

| | I I I 11
[ 2209bp [
Sty ! Sty |

T —

N .
I o] POLYLIMKER Kervrroucren
hJ

Abbildung 2: Expressionsvektor. Eine in kompletter Lange vorhandene CEA-
kodierende cDNA. NEO:Neomycinphosphotransferasegen/Neomycinresistenzgen;
CMV Promoter (816 Basenpaare lang); I-lll Immunoglobindhnliche Domanen des
CEA-Glykoproteins; N: N-terminales Ende des CEA; C:hydrophobes C-terminales
Ende des CEA.

Die durch das transfizierte Gen der Neomycinphosphotransferase Neomycin
resistenten Zellen wurden in einem Medium, das wasserlosliches Neomycin
(G418, Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland) in einer Konzentration von 500ug-
750ug/ml enthielt, selektiert. CEA exprimierende Zellen, die den Namen L5
erhielten, wurden in einem kompletten RPMI 1640, das 10% fetales Kalberserum
und G418 in einer Konzentration von 500 bis 750 ug/ml enthalt, expandiert. L5
wurden regelmallig auf ihre CEA-Expression durch eine FACS-Analyse (FACSort,
BD, Heidelberg, Deutschland) getestet, bei der ein polyklonaler

Kaninchenantikorper gegen CEA (Dakopatts, Hamburg, Deutschland) und ein
15
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FITC markierter Zweitantikdrper gegen Kaninchen-Immunoglobin (Dakopatts,
Hamburg, Deutschland) verwendet wurde.

2.4  Invivo Experimente
2.4.1 Tumortransplantation
Einen Tag vor der Tumortransplantation wurden die Tumorzellen einheitlich auf

2x10° Zellen/ml eingestellt. DBA/2N und transgenen Mausen wurden 24 Stunden
spater in Narkose subkutan 5x10° L5 oder L1210 in 100ul Ca/Mg freier HANK
Ldsung unter die Ruckenhaut injiziert. Die Tumorgrofie wurde jeden zweiten Tag
mit einer Schublehre registriert. Die individuellen Tumorgréfen wurden nach
folgender Formel berechnet: V=0.873 x | x b x t. Dabei bedeutet V das Volumen in
mm?, | die Lange des Tumors in der Longitudinalachse, b die Breite des Tumors in
der Transversalachse, und t die Hohe des Tumors in der Sagittalachse jeweils in
mm. Nach 21 Tagen bei einem Tumorvolumen von durchschnittlich etwa 5000
mm?® in den Kontrolltieren wurden die Tiere euthanasiert. Blut wurde durch
intrakardiale  Punktion entnommen, der eine Teil der Tumoren fur
immunhistochemische Untersuchungen in Formalin (4 %) eingelegt, der andere in
fliussigem Stickstoff schocktiefgefroren.

2.4.2 Vakzinierungsprotokolle
Fur die Immunisierung der Mause wurden 2zwei verschiedene Protokolle

verwendet: Beim ersten Protokoll wurden DBA/2N und transgene Tiere mit 10°
lysierten L5 Zellen, die in 500 uyl kompletten Freundschen Adjuvans aufgelost
wurden, immunisiert. 100l dieser Lésung, entsprechend 2x10° Zellen, wurden
dann intraperitoneal injiziert. Bei der zweiten Vakzinierungsgruppe wurden den
Tieren hyperton beladene Milzlymphozyten intravends appliziert. Die hypertone
Beladung wurde wie in der Literatur beschrieben (Carbone et al., 7990)
durchgefiihrt: 5x10° Ficoll® separierte autologe Milzlymphozyten wurden mit
2mg/ml CEA in 0.5 ml hypertoner Losung (0.5M Sucrose, 10% PEG 1000, 10 mM
HEPES in RPMI 1640) fir 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde diese
Suspension mit 15 ml hypotoner RPMI (60%) verdunnt und 2 min bei 37°C
inkubiert. Die Zellen wurden gewaschen und den Tieren intravends injiziert. Dazu
wurden 1x10° beladenen Zellen suspendiert in einem Volumen von 100ul Ca/Mg
freien HANKSs langsam in die Schwanzvene appliziert.

Um den Erfolg der durchgeflihrten Immunisierungen zu Uberprufen, wurden zwei

Protokolle verwendet. Eines dient der Messung der Zytotoxizitat in vitro, das
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andere der Uberpriifung des Vakzinierungserfolges in vivo. Zur Uberprifung der
Zytotoxizitat in vitro wurde nach folgendem Schema verfahren: 10 Tage nach der
Immunisierung wurden die Tiere euthanasiert, um die Milz zu entnehmen. Die aus
der Milz isolierten Lymphozyten wurden funf Tage mit bestrahlten L5 (200Gy) und
20U/ml rlL2 (Boehinger, Mannheim, Deutschland) im Verhaltnis 1:20 (isolierte

Milzzellen : bestrahlten Tumorzellen) restimuliert.

10 Tage 5 Tage
I I I
I I I
. Entnahme der Milz und Isolation Zytotoxischer
Immunisierung: der Lymphozyten Assay
Hypertone Beladung
. el . Restimulation mit IL2
Adjuvansvakzinierung und bestrahlten
Tumorzellen

In einem weiteren Versuchsprotokoll wurden zehn Tage nach Immunisierung
5x10° L5 bzw. 5x10° der Kontrollzellinie L1210 subkutan appliziert. Das

Tumorwachstum wurde jeden zweiten Tag registriert.

Messen des Tumorvolumens alle zwei

10 Tage Tage
I | | | ~
I I I I g
Immunisierung; Subkutane Gabe der
Hypertone Beladung Tumorzellen
oder
Adjuvansvakzinierung

2.4.3 Detektion von gegen CEA gerichteten Antikérpern
Antikorper gegen CEA wurden in Blutserumproben durch einen ELISA gemessen.

Dazu wurden Mikrotiterplatten Uber Nacht mit 2ug/ml gereinigtem und in einem
Inkubationspuffer (Karbonatpuffer pH 8,4) geléstem CEA (BioGenes, Berlin,
Deutschland) bei 4°C inkubiert. Nach dem Blocken mit 10% fetalen Kalberserum,
wurden die Platten mit den Blutserumproben in Verdunnungen von 1:100 und
1:1000 60 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Als Positivkontrolle diente
ein  monoklonaler, muriner anti-CEA Antikérper (Dakopatts, Hamburg,
Deutschland). Nach dem Waschen wurden die gebundenen Antikérper mit einem

Peroxidase markiertem Anti-Maus 1gG (Dakopatts, Hamburg, Deutschland)
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inkubiert und die gebundene Peroxidase mit Orthophenylenediamin (OPD, Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) in einem H,O,-Zitratpuffergemisch (pH 5,2) detektiert.
Mit Schwefelsaure wurde die chemische Reaktion nach 30 Minuten gestoppt. Die
Absorption wurde bei 490 nm auf einem automatischem ELISA-Reader (SLT;

Crailsheim, Deutschland) gemessen (Abbildung 3).

pox pox pox p
Anti-Maus-AK I/ I/ I/ I/

0X

Serum-

AK (AN NN N D

e OO © O

Abbildung 3: Aufbauprinzip des ELISA zur Detektion der gegen CEA gerichteten
Antikorper.

2.4.4 Detektion der himatogenen Tumorzellstreuung in die Milz
Nach Entnahme der Milz wurde eine Einzellsuspension aus Milzlymphozyten

hergestellt und 5x10° isolierte Milzlymphozyten pro ml in Kulturmedium gegeben.
Alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium mikroskopisch auf das Auswachsen von
schnell proliferierenden Tumorzellen untersucht. Dies war ein Hinweis flr
hamatogen gestreute Tumorzellen in der Milz. Wenn innerhalb von 6 Tagen kein
Wachstum von Tumorzellen detektiert wurde, wurde davon ausgegangen, dass
keine hamatogene Streuung von malignen Zellen in die Milz stattfand. Nach
Isolierung vitaler Tumorzellen wurde die CEA-Expression mit Hilfe eines FACS
wie beschrieben gemessen.

2.4.5 Chromium Release Assay zur Detektion der Zytotoxizitiit
1x10 ® L5 oder L1210 wurden mit 100uCi Natrium *'Chromat bei 37°C fir 60

Minuten markiert. Nach dem Waschen, wurden 1x10* markierte Zielzellen und die
Effektorzellen in einer Verdunnungsreihe in einem Volumen von 200ul in einer
Mikrotiterplatte bei 37°C vier Stunden lang inkubiert. Danach wurde der Uberstand
mit Hilfe eines Filters (Skatron, Norwegen) gesammelt und die radioaktive
Strahlung mit einem Gammazahler gemessen. Die Spontanfreisetzung lag bei

allen Versuchen unter 25% der maximalen Freisetzung. Die Spontanfreisetzung

18



Methoden

wurde ermittelt, indem die Gammastrahlung, die die mit Natrium->"Chromat
markierten intakten Zielzellen ohne Zugabe von Effektorzellen abgaben,
gemessen wurde. Zur Bestimmung maximaler °'Chromat-Freisetzung wurden
markierte Zielzellen mit Hilfe eines Detergens (Triton X-100) lysiert und die

freigesetzte Gammastrahlung (>'Chromat als Emittent) ermittelt (Abbildung 4).

Zytotoxischer
T-Lymphozyt

CEA auf der
Zelloberflache
Lysierte CEA- P

tragende

Tumorzelle .
Freisetzung des gamma-

Strahlers
*!Cr aus der lysierten
Tumorzelle
in den Uberstand

Abbildung 5: Prinzip des zytotoxischen Assays

2.4.6 Zellfragmentationsassay zur Detektion der Zytotoxizitiit
2-5x10 ° /ml L5 oder L1210 wurden in 20 ml komplettem RPMI1640-Medium mit

10uM Bromdesoxyuridin bei 37° (iber Nacht markiert. Dann wurden 1x10 *
Zielzellen, die nun Bromdesoxyuridin in ihre DNA eingebaut haben, und
Verdinnungsreihen von Effektorzellen ahnlich wie bei dem Chromium Release
Assay bei 37° vier Stunden lang inkubiert. Bei Lyse der Zielzellen wird die
Bromdesoxyuridin enthaltene DNA in den Uberstand freigesetzt. 100ul des
Uberstandes wurden abpipettiert und die mit BrdU markierte DNA durch einen
ELISA, der mit Hilfe von Anti-BrdU-Antikérpern diese DNA detektiert, gemessen.
(Cellular DNA Fragmentation Assay, Roche).

2.4.7 Immunhistochemie
Nach Entnahme der Tumoren wurde ein Teil in einem OCT compound (Tissue

Tek, Miles Inc., Elkhart, IN) auf Korkplatten fixiert, schockgefroren und bei -70°C
gelagert. Die daraus angefertigten Cryostatschnitte (5um) wurden luftgetrocknet

und 10 Minuten in Aceton oder PAH (4%) fixiert. Ein anderer Teil des Gewebes
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wurde in Formalin (4%) fixiert, dehydriert und nach einem Routineprotokoll in
Paraffin eingebettet. Es wurden aus den Paraffinblécken ca. 2-5um dicke Schnitte
gefertigt. Diese wurden auf Objekttrager fixiert, dann nach einem
Standardprotokoll entparaffiniert und rehydriert. Diese wurden dann - parallel zu
den Gefrierschnitten - der Immunhistochemie zugefuhrt. Nach einem 10 minutigen
Blockieren der endogenen Peroxidase mit 3% H2O,, wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur mit Kaninchen anti-CEA Antikérpern (1:100) (Dakopatts,
Hamburg, Deutschland) inkubiert. Nach 30 Minuten und ausfuhrlichem Waschen
der Schnitte wurden Peroxidase markierte anti-Kaninchen Antikdrper in einer
Verdinnung von 1:200 (in PBS) hinzugegeben. Die Peroxidase wurde mit Hilfe
von Aminoethylcarbazol (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)/H,O, entwickelt und
mit Meyers Hamalaun gegengefarbt. Bei einem anderen Teil der Schnitte wurde
ein Biotin markierter Mausantikdrper (Dakopatts, Hamburg, Deutschland) gegen
CEA in einer Verdinnung von 1:500 verwendet. Als Zweitantikdrper fungierte hier
ein Streptavidin-Peroxidase enthaltener Antikorper (Dakopatts, Hamburg,
Deutschland).

2.4.8 Detektion von CEA-DNA
In einer Atherkurznarkose wurde ein ca. 0,5 cm langes Schwanzstiick mit einem

Skalpell abgetrennt. Aus dem so gewonnenen Gewebe wurde DNA nach einem
Standardprotokoll isoliert. Zur Proteinverdauung wurden die Gewebsstlicke fein
zerkleinert, um dann mit 35ul einer 10mg/ml enthaltenen Proteinase K Losung mit
700pul 50mM  Tris  (pH8), 100mM EDTA, 100mM NaCl und zur
Proteindenaturierung 1% SDS vermischt, verdaut zu werden. Nach einer
Inkubation bei 55°C Uber Nacht erfolgte die Zugabe von Phenol/Chloroform. Die
entstandene Losung wurde mit Hilfe eines Mixers gut durchmischt. In einer
Zentrifuge wurde dann die wassrige und die phenolische Phase separiert und die
DNA-haltige wasserige Phase abpipettiert. Die DNA wurde dann mit 100% Ethanol
im Volumenverhaltnis 2:1 Gber Nacht bei 4°C prazipitiert. Die so gewonnene DNA
wurde dann in TRIS-EDTA (10/1mM; pH 8) geldst. 1ug dieser DNA wurde dann in
einer Polymerasekettenreaktion (PCR) mit speziellen Primern (Abbildung 6) nach
einem Standardprotokoll unter Verwendung eines Perkin Elmar Thermocyclers

amplifiziert (Thompson et al., 7993).
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PCRCEA-5’ 5’-CCATGGAGTCTCCCTCG-3’ Fragmentlinge : 641bp ; Tannealing=56°C
PCRCEA-3’ 5’-GTAGCTTGCTGTGTCATTTC-3’

Abbildung 6 : Primer-Paar fir CEA (Thompson et al., 1993; Oikawa et al., 7987).

Die Analyse der amplifizierten DNA erfolgte nach Auftrennung auf einem 1%
Agarosegel in TAE-Puffer in einem elektrischen Feld. Die DNA wurde mit
Ethidiumbromid angefarbt. Die entstandenen Banden wurden im UV-Licht

detektiert und quantifiziert.

2.4.9 CEA Detektion im Stuhl
Von den Zuchttieren wurde jeweils Stuhl gesammelt. Dieses Kotpellet wurde in

200ul PBS/1% Triton aufgelést und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
konserviert und der Extraktionsvorgang noch zweimal wiederholt. Danach wurde
CEA im Uberstand mittels ELISA gemessen. Dazu wurden Mikrotiterplatten Uber
Nacht mit einem monoklonalen Antikérper gegen CEA (6D7) in einer
Konzentration von 2ug/ml bei 4°C beschichtet. Nach dem Blockieren verbliebener
Bindungsstellen mit 10% fetalen Kéalberserum wurden die Uberstdnde in den
Verdinnungen 1:100 und 1:1000 aufgetragen. Nach zweistundiger Inkubation bei
37°C und anschlieBRendem mehrmaligem Waschen der Mikrotiterplatte wurden die
gebundenen Proteine mit einem polyklonalen anti-CEA-Kaninchenantikdrpern
(Dakopatts, Hamburg, Deutschland) detektiert. Nach Zugabe von Peroxidase
markierten  Anti-Kaninchen-IlgG  (Dakopatts, Hamburg, Deutschland) als
Zweitantikérper wurde Orthophenylenediamin (OPD, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) durch die Peroxidase in einem H,O.-Zitratpuffergemisch (pH 5,2)
umgesetzt. Die Reaktion wurde durch Schwefelsaure nach 30 min gestoppt. Die
Absorption wurde bei 490nm auf einem automatischem ELISA-Reader gemessen
(SLT, Crailsheim, Deutschland).
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3 Ergebnisse

3.1  Untersuchungen in den Wildtyptieren

3.1.1 Wachstumscharakteristik der L1210-Zelllinie

In einem ersten Experiment wurde die murine Leukamiezellinie L1210 (H2d) auf

deren Wachstums- und Metastasierungsverhalten im Nagetier getestet. Dazu
wurden zunachst 5x10° Zellen den Tieren subkutan in den Riicken injiziert und das

Tumorvolumen zweitaglich gemessen (Abbildung 7).

Abbildung 7: Volumen- 35000 -

zunahme des Tumors nach 30000

subkutaner Gabe von 25000

5x10°  Tumorzellen der E , . |
murinen Leukamiezellinie
L1210 in mm® bei zehn

Tieren. Die Versuche

15000 -

10000 -

Tumorvolumen in mm?

5000 -

wurden am 21. Tag

gestoppt.

Tage nach Tumortransplantation

91% der Tiere entwickelten einen Tumor. Nach drei Wochen, bei einem
durchschnittlichen Tumorvolumen von 5000 mm?3, wurden die Tiere euthanasiert.
Zur weiteren Beschreibung des biologischen Verhaltens der L1210 wurde
zunachst die Milz auf hamatogen streuende Tumorzellen untersucht. Dazu wurde
eine Einzelzellsuspension der Milz im Kulturmedium angezichtet, um die
Proliferation der immortalen metastasierten Tumorzellen im Unterschied zur
absterbenden Zellpopulation der Milzlymphozyten messen zu kdnnen. Es zeigte
sich eine ausgepragte hamatogene Streuung in die Milz mit auswachsenden
Tumorzellen in jedem tumortragenden Tier, es wuchsen also in 91% der Nager
Tumorzellen in der Einzelzellsuspension aus.

Bei der Testung der zellularen Immunabwehr gegen die transplantierten
Tumorzellen durch den Cr51-Zytotoxizitétsassay mit Milzlymphozyten als Effektor-
und L1210 als Zielzellen zeigte sich bei keinem Tier eine zellulare Immunantwort.
Auch der humorale Teil des Immunsystems zeigte keine Reaktion, es wurden

keine Antikorpertiter gegen CEA gemessen.
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Zusammenfassend konnen folgende Feststellungen gemacht werden: Die
Leukamiezelllinie L1210 wuchs in den meisten Nagern an. Es zeigte sich eine
hamatogene Streuung der Tumorzellen in die Milz. Es wurde keine spezifische
zellulare oder humorale Immunantwort gegen diese Zellen detektiert.

3.1.2 Biologisches Verhalten der transfizierten Tumorzellen
Die fehlende humorale und zytotoxische Antwort der Immunabwehr auf L1210

ermdglichte es, mit dieser Zellinie die Immunogenitat von CEA, das auf
Tumorzellen exprimiert wird, im murinen Organismus zu testen. Es wurde L1210
mit einem CEA-cDNA Vektorsystem transfiziert. Die Expression steuerte ein CMV-
Promotor. Ein Neomycinresistenzgen ermdglichte die Selektion der Zellen mittels
G418 (membrangangiges Neomycin). Nach Selektion wurde eine Zelllinie
etabliert, die CEA exprimierte. Abbildung 8 zeigt eine FACS-Analyse der CEA-
Expression (Abbildung 8). Nach Selektion exprimierten alle Zellen CEA an ihrer
Oberflache.

110

Transfizierte Zellen

Abbildung 8: FACS-Analyse der
CEA-Expression der transfizierten
Zellen und der Wildtypzellen. Die

Zellen wurden mit einem

polyklonalen Antikérper gegen
CEA angefarbt.

Die Wachstumscharakteristik gemessen in Verdopplungszeiten und die
Morphologie der transfizierten und der Wildtypzellen in Zellkultur waren identisch.
Bei hoher Zelldichte (mehr als 5x10° Zellen/ml) zeigten die transfizierten Zellen im
Gegensatz zur Mutterzellinie L1210 eine starke Adharenz an Plastik.

Um das biologische Verhalten der transfizierten Zellinie in vivo und somit auch die
Unterschiede zu der Mutterzellinie zu testen, wurden 5x10° Zellen in die subkutane
Ruckenhaut der Mause injiziert. Das Tumorvolumen wurde jeden zweiten Tag
gemessen (Abbildung 9). Dabei entwickleten nur 55% der Nager einen soliden

und messbaren subkutan gelegenen Tumor. Der Beginn des Tumorwachstums
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der Tumor-tragenden Tiere war bei beiden Gruppen (Tiere mit transplantierten
CEA transfizierten Tumoren/Tiere mit transplantierten CEA negativen Tumoren)
annahernd gleich (8 Tage post injectionem). Auch der Vergleich der
Volumenzunahme der Geschwulst bei den Tumor-tragenden Tieren in beiden
Gruppen ergab keinen signifikanten Unterschied.

Bei der Testung auf hamatogene Streuung der Tumorzellen konnten in allen
Geschwulst-tragenden Tiere maligne schnell proliferierende Zellen in der Milz
festgestellt werden. Bei den Tieren ohne makroskopischen Tumornachweis konnte
keine hamatogene Streuung festgestellt werden.

Abbildung 9 Volumen- "]
zunahme des Tumors nach

15000 -
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Zusammenfassend kann man konstatieren: Die CEA transfizierte Tumorzelllinie
wachst also in knapp mehr als der Halfte (55%) der Mause an. Trotzdem ist der
Anteil der Tumor-tragenden Tieren niedriger als in der Gruppe der Nager, denen
die CEA negativen Wildtypzelllinie subkutan implantiert wurde (55% versus 91%).

3.1.3 Immunologische Reaktion des Miuseorganismus auf CEA-transfizierte
Tumorzellen

Der auffalligste Unterschied zu den Versuchen mit L1210 war also, dass die CEA
positiven Tumorzellen in nur 55% der Nagern zu einem soliden Tumorwachstum
fuhrt. Das Neoantigen CEA wurde also vom murinen Immunsystem erkannt. Aber
warum ist der Tierorganismus in 45% der Falle fahig, CEA exprimierende
Tumorzellen abzustoRen, wahrend in 55% der Falle ein Tumorwachstum, das dem

der nicht transfiziereten Zellen gleicht, auftritt? Zur Beantwortung dieser Frage
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wurde die Reaktion des Immunsystems auf das neue Antigen untersucht. Das
humorale Immunsystem reagierte ab dem 14. Tag mit hohen Antikorpertitern
gegen CEA. Der Verlauf der Antikorpertiter zeigte einen Anstieg der gegen CEA
gerichteten Antikorper ab dem 14. Tag post Transplantation (Abbildung 10).
Dieser Titer war bei den Tumor-tragenden und den Tumor-freien Tieren gleich. Es
konnte also, wie man annehmen koénnte, bei den Tumor-freien Nagern kein

héherer Antikorpertiter gefunden werden.
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Da zu einer effektiven Abwehr von Tumorzellen allerdings vor allem die zellulare
Immunantwort entscheidend ist, wurde die spezifische zytotoxische Antwort gegen
CEA mit Hilfe zweier etablierter Assays, des Chrom-Release und der Freisetzung
von Bromdesoxyuridin gemessen. Als Zielzellen fur die Mauselymphozyten, die
aus der homogenisierten Milz der Nager (ca. funf pro Versuch) gewonnen wurden
und die zu einem Teil aus CD8 positiven zytotoxischen Lymphozyten bestehen,
dienten die transfizierten Tumorzellen. Zunachst wurden die gepoolten
Milzlymphozyten restimuliert, d.h. es wurden selektiv die Zellklone zur Proliferation
gebracht, die die Zytotoxizitat gegen CEA trugen. Dazu wurde die Milzsuspension
mit bestrahlten proliferationsunfahigen Zielzellen inkubiert und die proliferierenden
Zellen mit dem T-Lymphozytenwachstumsfaktor IL-2 inkubiert. Es zeigte sich
allerdings schon wahrend der Restimulation, dass in der Milz befindliche schnell
proliferierende Tumorzellen der Tumor-tragenden Tiere die Zellkultur
uberwucherten. Unsere Versuche konnten also keine klare Antwort auf die Frage
der zytotoxischen Antwort gegen die transfizierten Tumorzellen geben. Die

beschriebene in vitro Restimulation dieser Zellen mit bestrahlten Tumorzellen und
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IL-2 war nicht mdglich, weil die in die Milz hamatogen gestreuten Tumorzellen die
isolierten Lymphozyten wahrend der Restimulation in der Einzelzellsuspension
innerhalb von 5 Tagen Uberwucherten. Um doch eine Aussage zur Induktion von
zytotoxischen T-Lymphozyten gegen CEA-positive Tumorzellen nach subkutaner
Gabe von intakten CEA transfizierten malignen Zellen zu erhalten, wurden den
Wildtyptieren bestrahlte proliferationsunfahige Tumorzellen subkutan injiziert und
die beschriebenen Assays wiederholt. Es zeigte sich, daf} nach subkutaner Gabe
dieser unlysierten Tumorzellen keine spontane oder restimulierte zytotoxische

Antwort gegen CEA tragenden Zellen zu induzieren war (Abbildung 11).
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intakten bestrahlten Tumorzellen 147
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Bisher konnen folgende Feststellung zur Immunantwort gg:nacht werden: Es
wurden Antikérper gegen CEA gebildet. Die spezifische zytotoxische Antwort
wurde nicht induziert. Nachdem nur die Aktivierung des humoralen Schenkels der
Immunantwort, also die Bildung von spezifischen Antikorpern gegen CEA,
nachgewiesen werden konnte, scheint diese auf der einen Seite fur die Reduktion
der anwachsenden CEA exprimierenden Tumoren gegeniber CEA negativen
Tumoren von 92% auf 55% verantwortlich zu sein. Auf der anderen Seite ist die
Antikorperantwort nicht in der Lage, dass Anwachsen der transfizierten Zellen
komplett zu verhindern.

In unserem Modell wurde nun untersucht, ob die begrenzte Effektivitat des
spezifischen CEA-Antikorpertiters auf den Verlust des Tumorantigens CEA in den
soliden transplantierten Tumoren zuruckzufihren ist. Um diese Frage zu
beantworten, wurde eine RT-PCR zur Detektion der CEA-mRNA durchgefihrt
(Abbildung 14). Dazu wurde aus den Tumormassen RNA isoliert und mittels RT-
PCR auf die Existenz von CEA-mRNA untersucht. CEA war auf genetischer

Ebene vorhanden und wurde zu mRNA transkribiert.
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Die Frage, ob CEA nicht nur transkribiert, sondern auch translatiert wird, sollte mit
einer immunhistochemischen Farbung zum Nachweis von CEA geklart werden.
Dazu wurden die in der Ruckenhaut angewachsenen soliden Tumoren zunachst
entnommen und in Paraffin eingebettet. Dann wurde das Gewebe
immunhistochemisch auf CEA-Expression uberpruft. Dabei wurden auf der
Oberflache der Tumoren sitzende CEA-Molekule mit Hilfe eines
Kaninchenantikérpers  detektiert. Gegen die konstante Region der
Kaninchenantikorper gerichtete AntikOrper mit Peroxidaseaktivitat dienten als
Zweitantikorper zur Umsetzung des Farbstoffes. Zunachst zeigte die Auswertung
der Schnitte keine Anfarbung von CEA. Allerdings ist dieses Ergebnis von
beschrankter Aussagefahigkeit. Eine Kontrollfarbung mit Biotin markierten, gegen
den Fc-Teil gerichteten Anti-Maus-Antikorpern ergab einen sehr hohen
Hintergrund. Dieses Ergebnis lasst einen sehr hohen Antikdrpertiter im Tumor
vermuten, der mdglicherweise das CEA auf der Oberflache der Tumorzellen
maskiert. Nachdem dieser Ansatz des eindeutigen Nachweises einer Expression
bzw. eines Verlustes der Expression von CEA scheiterte, wurde die Frage
uberpruft, ob die im Blut zirkulierenden Zellen CEA exprimieren. Die in die Milz
nachgewiesenen Tumorzellen wurden in einer Einzelzellsuspension Uber mehrere
Tage angezlchtet und angereichert. Dann wurden sie mittels FACS auf ihre CEA-
Expression untersucht. Es zeigte sich eine hohe CEA-Expression. Es Iasst sich
konstatieren, dass CEA in den Tumorzellen transkribiert wird und auf den im Blut
zirkulierenden und metastasierenden Tumorzellen mit hoher Wahrscheinlichkeit
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exprimiert wird. Diese beiden Ergebnisse lassen vermuten, dass die Expression
von CEA auch auf dem soliden Tumor mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht verloren
geht. Also kann die beschrankte Effektivitat der spezifisch gegen CEA gerichteten
Antikorper nicht auf einen Verlust des Tumorantigens zuruckzufuhren sein.

3.1.4 Immunreaktion nach intraperitonealer Vakzinierung mit Tumorzellen und
Adjuvans

3.1.4.1 In Vitro

Neben der humoralen Immunantwort, die sich in diesem Modell nur als beschrankt
effektiv erweist, ist fur eine Abwehr von Tumorzellen das zellulare Immunsystem
notig. Deshalb wurde in einer weiteren Versuchsreihe untersucht, ob es mdglich
ist, die zellulare zytotoxische Immunantwort gegen CEA tragende Tumorzellen zu
induzieren. Zunachst wurde uberprift, ob die Art der Applikation der CEA
tragenden intakten Tumorzellen — bisher subkutan in die Ruckenhaut — Einfluf} auf
den Erfolg der Induktion der zellularen Immunantwort hat. Deshalb wurde der
Applikationsweg variiert. Mit der Uberlegung, dass bei einer intraperitonealen
Gabe der Tumorzellen die Peritonealmakrophagen als Antigenprasentatoren
fungieren konnen und der starke lokale Entzindungsreiz zu einem Einwandern
weiterer entscheidender immunkompetenter Zellen fuhrt, wurden die bestrahlten
Tumorzellen intraperitoneal appliziert. Hiermit konnte im Gegensatz zur
subkutanen Applikation eine Immunantwort nach Restimulation bei den syngenen

Tieren in vitro induziert werden (Abbildung 13).
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Die intraperitoneale Gabe der Tumorzellen scheint also der effektivere Weg zur
Induktion von zytotoxischen Lymphozyten zu sein. Allerdings sind noch
Verstarkermechanismen nétig, um diese Antwort effektiv zu machen.

Mit dem Ziel, diese Antwort zu verstarken, wurde das Modell der
Adjuvansimmunisierung benutzt. Hierbei wird durch ein Adjuvans, in unserem Fall
komplettes Freundsches Adjuvans, die Immunantwort gegen Tumorzellen und ihre
Antigene verstarkt. Komplettes Freundsches Adjuvans stellt eine Ol in Wasser-
Suspension dar, die Anteile von inaktiven Mykoplasmen enthalt, die stark
immunogen wirken. Als Applikationsroute wurde - aufgrund der induzierten
Zytotoxizitat bei intraperitonealer Gabe von intakten Tumorzellen - die
intraperitoneale Injektion gewahlt. Die intraperitoneale Gabe von transfizierten
Tumorzellen, die in kompletten Freundschen Adjuvanz aufgelost wurden, zeigte
eine starke zytotoxische Antwort sowohl gegen CEA exprimierende Tumorzellen,
als auch gegen die CEA negative Mutterzelllinie in vitro, die durch einen ¥cr
release assay und einen BrdU Assay nach Restimulation der Milzlymphozyten mit
IL 2 und bestrahlten Tumorzellen gemessen wurde (Abbildung 14).
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Die entscheidenden Ergebnisse dieser Versuchsreihe waren also, dass nach
intraperitonealer Adjuvansimmunisierung mit CEA transfizierten L5 eine
Zytotoxizitat gegen beide Zelllinien — der CEA positiven und der CEA negativen
Linie — in vitro zu messen war. Wie Abbildung 14 ebenfalls zu entnehmen ist,
konnte nach intraperitonealer Kontrollimmunisierung mit CEA negativen L1210

keine Zytotoxizitat gegen beide Zelllinien in vitro gemessen werden.
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3.1.4.2 In Vivo

Die bisherigen Versuchen demonstrierten, dass eine Induktion zytotoxischer
Zellen gegen CEA exprimierende Tumorzellen mdglich ist. Diese Versuche wiesen
die Zytotoxizitat allerdings nur in vitro mit Hilfe spezieller Assays nach. Um nun die
Effektivitat der Immunisierung in vivo zu testen, wurden Wildtypmause mit
Tumorzelllysat intraperitoneal immunisiert. Wir implantierten den Tieren funf Tage
nach Immunisierung 5x10° CEA transfizierte Tumorzellen subkutan. Dann wurde
das biologische Verhalten der Tumorzellen - die Tumoranwachsrate, die
Tumorwachstumscharakteristik und das Metastasierungsverhalten - protokolliert.
Wie in Abbildung 15 gezeigt, konnte die Immunisierung das Anwachsen der
transplantierten CEA exprimierenden Tumorzellen von 55% auf 24% bei den
Wildtyptieren (n=17) reduzieren. Aber auch der Prozentsatz der Tumor-tragenden
Mause mit transplantierten CEA negativen Tumoren konnte von 91% (n=11) auf
30% reduziert werden (n=10).

Abbildung 15: Vergleich des .
Prozentsatzes der Tumor- 91%
tragenden Nager mit und ohne 80

intraperitonealer Adjuvans-

: . : 60 - 55%
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schwarzen Balken stellen den 24% =

Tiere mit Tumor in Prozent

Prozentsatz der Mause mit 20 4

Tumor ohne Immunisierung,

die Weiﬁen den Prozentsatz Tumortransplantation Tumortransplantation
mit L5 mit L1210

nach Vakzinierung dar.

Dieser Befund korreliert mit der in vitro gezeigte hohen Zytotoxizitat gegen CEA-
tragende Tumorzellen nach Immunisierung. Es lie3 sich bei den Tumor-freien
Tieren keine hamatogene Metastasierung in die Milz feststellen, wahrend alle
Tumor-tragenden Tiere Metastasierung in die Milz zeigten. Die metastasierenden
Zellen zeigten in der FACS-Analyse eine CEA-Expression. Bei den Tieren, die

trotz Immunisierung einen Tumor entwickelten, zeigte sich in der
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Wachstumscharakteristik keine Retardierung in der Volumenzunahme des
Tumors. Es konnte nach Immunisierung der Wildtyptiere gegen CEA tragende
Tumorzellen auch die Tumoranwachsrate bei der CEA negativen Mutterzellinie
reduziert werden (Abbildung 15).

3.1.5 Immunreaktion nach intraveniser Vakzinierung mit beladenen autologen
Lymphozyten

3.1.5.1 In Vitro

Die Immunisierung mit CEA positiven Tumorzellen, die intraperitoneal appliziert
und in kompletten Freundschen Adjuvans aufgelost wurden, eignet sich zwar zum
Aufbau einer Immunantwort bei Mausen, allerdings hat sie zwei Nachteile: die
Immunantwort ist nicht CEA spezifisch. Es sind andere Antigene bei der
AbstoBung der Tumorzellen entscheidend. Unser Ziel war es allerdings, die
spezifische Immunantwort gegen CEA zu untersuchen. Desweiteren ist sie als
Vakzinationschema beim Menschen ungeeignet. Eine Immunisierung mit
aufgeldsten Tumorzellen birgt zu hohe Risiken, wie das Anwachsen noch intakter
proliferationsfahiger Zellen. Aulerdem flhrt das Adjuvans zu einer starken lokalen
inflammatorischen Reaktion. Auch die intraperitoneale Applikation der Vakzine ist
beim Menschen so nicht durchfuhrbar.

Es stellt sich also die Frage nach Alternativmethoden: Wie lasst sich eine
spezifische zytotoxische Antwort gegen ein |sliches Protein wie CEA induzieren?
Carbone et al. konnte zeigen, dass nach intravenodser Injektion von autologen
Milzlymphozyten, die mit dem Antigen Ovalbumin beladen wurden, eine
spezifische zytotoxische Antwort gegen Ovalbumin aufgebaut werden konnte
(Carbone et al., 1990). Die Beladung von autologen Lymphozyten mit CEA und die
nachfolgende Injektion stellt also eine Moglichkeit dar, eine spezifisch gegen CEA
gerichtete Zytotoxizitat zu induzieren und zu untersuchen.

Es wurden nach Beladung der MilzZlymphozyten mit CEA 1x10° der Zellen
intravenos den Tieren appliziert. Zehn Tage nach Injektion wurden die Tiere
euthanasiert, splenektomiert und die isolierten Milzzellen funf Tage restimuliert.
Der durchgefuhrte zytotoxische Chrom-Assay zeigte eine spezifische zytotoxische
Antwort gegen L5 (Abbildung 16). Im Gegensatz zur intraperitonealen
Immunisierung mit Adjuvans, konnte gegen die als Kontrolle verwendete
Mutterzellinie L1210 keine Zytotoxizitat gemessen werden. Im Gegensatz zur

Adjuvansimmunisierung war die zytotoxische Antwort Antigen-spezifisch.
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Es konnten keine Antikorpertiter gegen CEA gemessen werden. Als
Kontrollimmunisierung wurden nicht-beladene autologe Milzlymphozyten injiziert.
Hier konnte keine Zytotoxizitat nachgewiesen werden. Zusammenfassend konnte
mit der intravendsen Immunisierung mit beladenen Lymphozyten in den
Wildtyptieren die spezifische zellulare Zytotoxizitat gegen CEA induziert werden.
Im Gegensatz zur Adjuvansimmunisierung wurden nur CEA exprimierende Zellen
lysiert, wahrend die CEA negativen L1210 nicht erkannt wurde.

Die humorale Immunantwort gegen CEA wurde dagegen nicht induziert.

3.1.5.2 In Vivo

Der Prozentsatz der mit beladenen Lymphozyten vakzinierten Tiere, die nach
subkutaner Transplantation der Lymphomzellen einen makroskopisch messbaren
Tumor entwickelten, reduzierte sich von 55% auf 36% (n=19) (Abbildung 17). Bei
den Tieren, die durch diese Vakzinierung vor dem Anwachsen der neoplastischen
Zellen geschutzt wurden, konnte keine Fernmetastasierung festgestellt werden.
Die Rolle des CEA als Zielantigen bei dieser Vakzinierung wird darin deutlich,
dass das Tumorwachstum von CEA negativen L1210-Zellen nicht verringert
werden konnte. In dem Mausmodell ist allein durch Induktion der spezifisch gegen
das Tumorantigen gerichteten zytotoxischen Antwort ohne eine begleitende
Antikorperantwort eine weiterreichende Reduktion der Tumoranwachsrate zu
erzielen als mit einer spezifischen humoralen Immunantwort allein. Als Kontrolle
wurden nicht-beladene Milzlymphozyten injiziert. Diese bewirkten keine weitere

Reduktion des Tumorwachstums (n=10; 6 Mause mit Tumor).
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Abbildung 17: Prozent- 1907 p—
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Zusammengefasst induzieren  hyperton mit Tumorantigen beladenen
Milzlymphozyten eine Antigen-spezifische zytotoxische Immunantwort. In vivo sind
sie in der Lage, das Tumorwachstum zu reduzieren, ohne messbare
Antikorpertiter zu induzieren.

3.2 Untersuchungen in den transgenen Tieren
3.2.1 Eigenschaften und Generierung der transgenen Tiere
Die bisherigen Ergebnisse wurden durch Versuche an Wildtyptieren ermittelt. In

den Wildtyptieren ist CEA im Gegensatz zum Menschen ein fremdes Protein. Um
nun die Immunogenitat, sowie die Moglichkeit der Induktion einer Immunantwort
gegen CEA in einem Organismus zu Uberprifen, der CEA kennt, wurden die
gleichen Studien an CEA-transgenen Tieren durchgefuhrt. Die transgenen Mause
wurden durch Mikroinjektion des Kosmidclones cosCEA1, der die gesamte
humane CEA-Sequenz enthalt, in den mannlichen Pronukleus befruchteter
Mausoozyten generiert (Eades-Perner et al., 1994).

Die Testung der CEA-Transgenitat erfolgte mit drei verschiedenen Methoden: Mit
Hilfe von immunhistochemischen Untersuchungen wurde die Expression von CEA
auf und in mukosalen Epithelien des Darmes nachgewiesen (Abbildung 18). Das
Muster der Expression entsprach dabei der des Menschen, der CEA nach der
Embryonalperiode nur auf den Darmepithelien exprimiert. Die humantypische
Expression wurde durch die Verwendung der gesamten genomischen CEA DNA
inklusive der humanen Promoterregion bei der Generierung der transgenen Tiere

erzeugt.
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Als weitere Methode zum Nachweis der transgenen Tiere wurde die Detektion von
CEA-DNA durch die Polymerasekettenreaktion verwendet (Abbildung 19).

Abbildung 19: PCR
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Das dazu notwendige Gewebe wurde aus einem kleinen Stick des Tierschwanzes

gewonnen.

Bei der dritten Methode wurde das Glykoprotein CEA im Stuhl der transgenen

Tiere mittels ELISA nachgewiesen.

Im Serum der transgenen Tiere konnten keine Antikdrpertiter gegen CEA

gemessen werden, auch zeigte sich nach Restimulation keine Zytotoxizitat gegen

CEA-tragende Tumorzellen. CEA stellt also fur die transgenen Tiere ein bekanntes

Glykoprotein dar, das durch das humorale Immunsystem nicht erkannt wird.
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3.2.2 Wachstumsverhalten der Wildtyp- und der transfizierten Tumorzellen nach
Transplantation

Zunachst wurde das Wachstumsverhalten der Mutterzellinie L1210 in den
transgenen Tieren untersucht. Die Rate der Mause, die einen Tumor nach
Transplantation entwickelten, lag bei 90% (n=10). Es konnte keine zellulare
Zytotoxizitat gegen L1210 gemessen werden. Um eine Aussage Uber die
Immunogenitat von CEA im Vergleich zu den Wildtyptieren zu erhalten, wurde das
Wachstumsverhalten der transfizierten Zellen in den transgenen Mausen
untersucht. Der Anteil der Mause mit Tumor drei Wochen nach Transplantation lag
bei 90% (n=20) (Abbildung 20).
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dar. Der weilRe stellt der Subkutane Gabe von L1210 Subkutane Gabe von L5
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Ahnlich der Versuchsgruppe der syngenen Tiere konnte keine Zytotoxizitat gegen
CEA gemessen werden.

Die Wachstumscharakteristik, gemessen als Volumenzunahme des soliden
Tumors und als Wachstumsbeginn des Neoplasmas unterschied sich nicht
signifikant zwischen den folgenden beiden Gruppen: den transgenen und den

Wildtyptieren, denen CEA exprimierende L5 transplantiert wurden (Abbildung 21).
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Ebenfalls keinen Unterschied gab es zwischen den folgenden beiden Gruppen:

den transgenen Tiere, denen ein nicht-transfizierter und denen ein CEA

transfizierter Tumor transplantiert wurde (Abbildung 22,23).

Abbildung 22: Volumen-
zunahme des Neoplasmas

nach subkutaner Gabe der

L1210 (n=5).

Abbildung 23: Volumen-
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CEA exprimierenden L5

(n=6).
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Zusammenfassend zeigten die CEA transgenen Tiere ein vergleichbares
Wachstum der L5 und der L1210. Bei den L5 wurde — nach Transplantation unter
die Ruckenhaut - kein Verlust des Tumorantigens CEA nachgewiesen (Abbildung
24). . bt

Abbildung 24. 40fache ‘
Vergroflerung der immun-
histochemischen  Anfarbung
des implantierten Tumors von
CEA in den transgenen
Mausen mit einem CEA-
Antikorper. Es ist  eine
membrandse und zyto-
plasmatische Anfarbung zu
erkennen. Es wurde die
indirekte Peroxidasemethode

verwendet.

Ebenfalls konnte eine hamatogene Streuung CEA exprimierender Tumorzellen in
die Milz nachgewiesen werden. Eine zellulare oder humoraler Immunreaktion
gegen CEA wurde im Gegensatz zu den Wildtyptieren (hoher Antikorpertiter,
Abbildung 10) nicht gemessen. Diese Ergebnisse zeigen, dass CEA flur die
transgenen Tiere nicht fremd ist.

3.2.3 Immunreaktion nach Adjuvansimmunisierung

3.2.3.1 In Vitro

Nachdem nachgewiesen wurde, dass CEA fur die transgenen Tiere Kkein
Fremdprotein darstellt, sollte nun folgende Frage beantwortet werden: Ist es
madglich, mit den in den Wildtyptieren beschriebenen Immunisierungsstrategien
auch in einem transgenen Modell zytotoxische Zellen gegen CEA zu induzieren
und damit die Toleranz gegen CEA zu durchbrechen? Zur Beantwortung dieser
Frage, testeten wir zunachst das Modell der intraperitonealen Immunisierung mit
CEA positiven Tumorzellen, die in kompletten Freundschen Adjuvans aufgeldost
wurden. Nach der Immunisierung zeigte sich bei den transgenen Tieren keinerlei
Beeintrachtigung des Allgemeinzustandes. Die Zytotoxizitdt wurde analog zum

Wildtypmodell gemessen: Zehn Tage nach Vakzinierung wurde eine
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Milzzellsuspension hergestellt. Diese wurde mit bestrahlten CEA tragenden
Tumorzellen stimuliert und schlie3lich mit IL2 expandiert. So proliferierten selektiv
die gegen CEA spezifisch zytotoxischen Klone der T-Lymphozyten. Nach flnf
Tagen Restimulation wurden die Lymphozyten aus dieser Kultur isoliert und die
Zytotoxizitat in einem Cr’' Assay gemessen. Dabei zeigte sich eine Zytotoxizitat
gegen CEA tragende Tumorzellen mit einer Lyse von bis zu 70% der CEA
tragenden Zielzellen L5 bei einem Effektor-zu Zielzell-Verhaltnis von 100, obwohl
CEA in den transgenen Tieren ein bekanntes Glykoprotein darstellt. Ahnlich wie
bei den Wildtyptieren war die Zytotoxizitat gegen die CEA-negative Mutterlinie
genauso hoch. Die induzierte Zytotoxizitat war also nicht CEA-spezifisch und muf}

noch gegen andere Antigene gerichtet sein (Abbildung 25).

Abbildung 25: 1Cr-
Zytotoxizitatsassay nach

intraperitonealer Adjuvans-

Zytotoxizitat in %

immunisierung gegen CEA ex-
primierende L5 (A) und L1210

(o).

0,1 1 10 100
E/T

Es war also mdoglich, in den transgenen Tieren gegen CEA zytotoxische
Lymphozyten zu induzieren. Konnten diese das Tumorwachstum in vivo

reduzieren.

3.2.3.2 InVivo

Der Prozentsatz der vakzinierten transgenen Tiere, die nach subkutaner
Transplantation der transfizierten Lymphomzellen einen makroskopisch
messbaren Tumor entwickelten, reduzierte sich von 90% auf 40% (n=10)
(Abbildung 26). Es liel3 sich ahnlich wie bei den Wildtyptieren keine
Fernmetastasierung von Tumorzellen in die Milz bei den Tumor-freien Tieren

feststellen. Bei der Analyse des Blutserums auf Anti-CEA Antikorper fand sich kein
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Antikorpertiter. Wie die Ergebnisse der Zytotoxizitat gegen CEA negative Zellen
bereits erwarten lieRen, zeigte sich bei Transplantation der CEA negativen
Mutterzellinie L1210 ebenfalls eine, wenn auch geringere Reduktion der

Anwachsrate der Tumoren um 30% auf 60% (n=10).

Abbildung 26: Prozent der 107
transgenen Mause mit Tumor
(L1210/L5) nach subkutaner
Transplantation  unter die

90% 90%

Proz

60%
60 —

Ruckenhaut und L5-Adjuvans-

40 -

immunisierung (weil3e Balken).

Tumoranwachs

Als Kontrollgruppe (schwarze a

Balken) dienen Nager ohne

L. L1210 Ls
Immunisierung.

Zusammenfassend lasst sich konstatieren, dass die Reduktion der
Tumoranwachsrate die Wirksamkeit der Adjuvansimmunisierung auch bei den
transgenen Tieren zeigt. Allerdings ist die gezeigte Reduktion nicht CEA
spezifisch. Es werden auch CEA negative Zellen in ihrer Wachstumsaktivitat
gehemmt. Die Adjuvansimmunisierung erhoht also die Immunogenitat der L5-
Zellen. Dies aktiviert auch die Zyotoxizitat gegen die Wildtypzellen L1210. Eine
Kontrollimmunisierung mit L1210, die in Adjuvans aufgelost wurden, zeigte keine
Reduktion der Rate der angewachsenen Tumoren beider Gruppen (L1210 und
L5).

3.2.4 Immunantwort nach Vakzinierung mit beladenen Lymphozyten

3.2.4.1 In Vitro

Es ist also mdglich, eine zytotoxische Antwort in den transgenen Tieren zu
induzieren, obwohl fur diese CEA ein bekanntes Protein darstellt. Nach
Immunisierung mit Antigen exprimierenden Tumorzellen, die in Adjuvans aufgelost
wurden, ist diese Immunantwort allerdings nicht CEA-spezifisch. In den
Wildtyptieren konnte mit Hilfe von CEA beladenen Lymphozten eine CEA
spezifische Antwort induziert werden. Ist es moglich auf diese Art eine

zytotoxische Antwort in den CEA transgenen Tieren zu induzieren, obwohl hier
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CEA als einziges Antigen prasentiert wird? Die intravendse Immunisierung mit
CEA beladenen Lymphozyten konnte nach Restimulation eine in vitro wirksame
zytotoxische Antwort induzieren, die aber erheblich schwacher war als die in den
syngenen Tieren (Abbildung 27). Als Kontrollimmunisierung wurden nicht
beladene Milzlymphozyten injeziert. Hier konnte keine Zytotoxizitat nachgewiesen

werden.

30 q
Abbildung 27: Ycr

Zytotoxizitatsassay nach
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N
o
I

intravendser Immunisierung

mit beladenen autologen

PN
[$)]
1

Lymphozyten. Dargestellt ist

Zytotoxizitat in %

=
o
1

die Zytotoxizitat gegen L5 in
den transgenen Mausen (m) 5

und den Wildtypnagern (e).

Im Gegensatz zur Immunisierung mit in Adjuvans aufgelésten Tumorzellen, konnte
gegen die Kontrollzellinie L1210 keine Zytotoxizitat gemessen werden. Ist diese
spezifisch gegen CEA tragende Zellen gerichtete zytotoxische Antwort in der

Lage, in vivo das Tumorwachstum zu verhindern?

3.2.4.2 In Vivo

Zur Beantwortung dieser Frage wurden 10 Tage nach Vakzinierung CEA positive
Tumorzellen subkutan verabreicht. Weitere 10 Tage danach zeigte sich, dass 90%
der Tiere Tumore entwickelten (n=10). Dieser Anteil entsprach dem Prozentsatz
Tumor-tragender Tiere nach Applikation der Tumorzellen ohne Vakzinierung. Alle
Tumor-tragenden Tiere zeigten Fernmetastasierung in die Milz. Die metastasierten
Zellen waren CEA positiv. Es konnte also kein Unterschied zwischen der Gruppe
der vakzinierten und der Gruppe der nicht-vakzinierten Nager gefunden werden.
Bei Transplantation der CEA negativen Kontrollzellinie wuchsen bei 80% der Tiere
10 Tage nach der intravendsen Vakzinierung mit CEA beladenen Lymphozyten
der Tumor an. Es gab also keinen signifikanten Unterschied zwischen dem

Wachstumsverhalten der CEA positiven Tumorzellen und der Mutterzellinie in der
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Gruppe der mit CEA beladenen Zellen immunisierten Nagern. Weiterhin zeigt die
Wachstumscharakteristik der transplantierten CEA positiven Tumore in dieser
Versuchsgruppe keine Verzogerung in der Volumenzunahme im Vergleich zur
nicht-immunisierten Kontrollgruppe der CEA transgenen Tiere. Bei der
Kontrollimmunisierung mit nicht-beladenen Milzlymphozyten konnte keine
Reduktion des Tumorwachstums registriert werden (n=5; 5 Mause mit Tumor).
Zusammenfassend kann man konstatieren, dass im Gegensatz zur Immunisierung
mit Antigen exprimierenden Tumorzellen, die in Adjuvans aufgeldst wurden, sich
nach Immunisierung mit CEA beladenen Lymphozyten in unserem Modell keine
protektiven Effekte in vivo zeigten. Es ist also mdglich, in beiden Mausestammen
eine in vitro messbare zytotoxische Antwort zu induzieren. Allerdings ist diese

Immunisierung nur in den Wildtyptieren in der Lage, auch das Tumorwachstum zu

reduzieren.

Antikérperantwort | CTL-Antwort Tumorwachstum
Wildtyptiere - + U
Transgene Tiere - + &

Tabelle 3: Vergleich der immunologischen Reaktion nach intravendser
Vakzinierung mit CEA beladenen Lymphozyten.

3.2.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

In Tabelle 4 und Abbildung 28 sind noch einmal die immunologische Reaktion und

die Tumoranwachsraten der verschiedenen Vakzinierungsgruppen

zusammengefasst:

| Antikorperantwort | CTL | Tumorwachstum
Adjuvansimmunisierung
CFA mit L5 in WT + + (auch gegen .1210) l
CFAmitL5in TG - + (auch gegen L1210) l
Immunisierung mit beladenen Lymphozyten
WT - + 1
TG - + -

Tabelle 4: Vergleich der immunologischen Reaktion in den verschiedenen

Vakzinierungsgruppen. (WT= Wildtypmause; TG=transgene Mause).
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4 Diskussion
4.1  Das Tumorantigen CEA als AbstoBungsantigen

Die Immunisierung gegen Tumorantigene stellt bisher bei ausgewahlten
Tumorerkrankungen eine Option dar. So zeigen sich in klinischen Studien Erfolge
bei der spezifischen Immuntherapie durch Induktion der zellularen Immunantwort
gegen Melanome oder Nierenzellkarzinome (Schuler-Thurner et al, 2000; Kugler
A. et al, 2000; Rosenberg S et al, 7998). In Tiermodellen ist man deshalb auf der
Suche nach weiteren geeigneten Tumorantigenen, die als Ziel fur spezifische
zytotoxische Zellen dienen konnten. Eines dieser Antigene stellt das auf
Adenokarzinomen exprimierte Glykoprotein CEA dar. CEA ist ein Membranprotein,
das in Uber 50% der epithelialen Tumoren und einigen normalen Zellen exprimiert
wird (Thompson et al., 7995). Die Expression auf normalen Zellen ist meist auf die
apikale, einem Lumen zugewandte Oberflache des gastrointestinalen und
respiratorischen Epithels beschrankt. Also macht die Expression in zahlreichen
epithelialen Tumoren und die exklusive Oberflachenexpression auf nur wenigen
normalen  Zellen CEA zu einem interessanten  Zielprotein  fur
Tumorimmunisierungen. Desweiteren wurde gezeigt, dass im humanen
Organismus Epitope von CEA auf MHC-I Molektulen gebunden werden (Ras E. et
al, 1997; Kawashima | et al, 1998; Nukaya | et al, 7998; Kim C et al, 7998; Keogh
E et al, 2007). Allerdings ergaben sich bei der Testung von Vakzinierungen
Diskrepanzen zwischen teils erfolgreichen Tiermodellen und den klinischen
Erfahrungen (Zhu M. et al, 2000; Marshall J. et al, 7999; Marshall J. et al, 2000;
Berinstein N.L. et al, 2002), die zwar nach Vakzinierung teilweise eine humorale
oder zellulare immunologische Reaktion gegen CEA nachweisen kdnnen, die aber
nur in Einzelfallen zu objektivierbaren und signifikanten Ergebnissen bei der
Tumorreduktion fuhren. Eine Erklarung kénnte sein, dass genetische Differenzen
nicht beachtet wurden, die fir die Immunreaktion entscheidend sind. Dies ist bei
den Modellen naheliegend, die humanes CEA als Zielprotein in Wildtypmausen,
bei denen humanes CEA trotz groRer Homologien im Genom nicht vorkommt
(Eades-Perner et al., 1994), verwendeten. CEA konnte in den Wildtyptieren als
fremd erkannt werden. Um diese Hypothese zu Uberprifen, etablierten wir ein
Tiermodell mit zwei verschiedenen Mausestammen — Wildtyptieren und CEA-

transgenen Nagern und testeten in diesen die immunologische Reaktion auf CEA.
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4.2 Immunologische Reaktion nach Gabe von CEA transfizierten Tumorzellen

Der syngene DBA/2N-Organismus zeigte nach Tumortransplantation eine
immunologische Reaktion gegen CEA, die ausschliellich vom humoralen
Immunsystem ausgeht. Allerdings reicht die humorale Antwort nur dazu aus, das
Tumorwachstum in 1/3 der Tiere zu verhindern.

Ahnliche Ergebnisse veroffentlichnte 1992 die Arbeitsgruppe um Pelegrin aus
Lausanne in einem Tiermodell (Pelegrin A. et al., 1992), in dem sie eine CEA
transfizierte Rattenkolonkarzinomlinie immunkompetenten BDIX Ratten subkutan
transplantierte, um die Lokalisation von CEA tragenden Tumoren mit Hilfe von
radioaktiv markierten AntikGrpern zu untersuchen. Dabei entwickelten 45% der
Tiere trotz Tumortransplantation keinen Tumor. In diesen Tieren wurde eine starke
Antikérperantwort gegen CEA nachgewiesen. In den nicht immunkompetenten
Nacktratten hingegen entwickelten fast alle transplantierten CEA transfizierten
Karzinomzellen einen Tumor. Die Arbeitsgruppe schloss aus diesen
Beobachtungen, dass das humane CEA als Absto3ungsantigen in Ratten
fungierte. Diese Publikation zeigte schon 1992, dass humanes CEA trotz einiger
homologer Gensequenzen im Nagetiergenom im syngenen Tiermodell besonders
bei hoher Expression auf den transfizierten Zellen immunogen wirkt. Weitere
Ergebnisse, die zeigen, dass CEA ein AbstoRungsantigen in Wildtyporganismen
ist, publizierte die Arbeitsgruppe um Clarke, die das Wachstum von CEA-
transfizierten Zellen in einem transgenen und einem nicht-transgenen Mausmodell
des Stammes C57 untersuchte (Clarke P. et al., 1998). Er konnte zwar keine
Unterschiede in der Anwachsrate der Tumoren erkennen, allerdings zeigten die
CEA exprimierenden Tumorzellen eine deutlich verlangsamte
Wachstumscharakteristik in den Wildtyptieren. Beide Arbeitsgruppen arbeiteten —
wie in unseren Untersuchungen — mit CEA-transfizieren Tumorzellen. Diesen
Ergebnissen widersprechend, konnten andere Publikationen, die mit einer CEA-
transfizierten Kolonkarzinomzellinie flr Immunisierungsversuche im Mausmodell
arbeiteten (Robbins, P.F. et al, 7997; Bei, R. et al., 1994; Conry, R.M. et al., 1995)
folgendes feststellen: Sie untersuchten das Wachstumsverhalten einer CEA
negativen und einer CEA exprimierenden Tumorzelllinie in Wildtypmausen. Diese
Modelle zeigten keine Proliferationshemmung der CEA transfizierten Zellinien. Die
Diskrepanz zwischen den Modellen lasst sich durch eine von Hand und seiner

Arbeitsgruppe 1993 gemachten Beobachtung erklaren (Hand P.H. et al., 71993).
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Hand analysierte in seiner Publikation die Wachstumseigenschaften von drei mit
verschiedenen Vektoren transfizierten Kolonkarzinomlinien. Er zeigte hierbei, dass
die transfizierten Zellen, die CEA mit einem Molekulargewicht von 180kDa
exprimieren, das dem in humanen Zellen vorkommenden CEA gleicht, eine
Wachstumsverzdogerung zeigen. Dagegen konnte bei CEA-Transfektanten mit
einem CEA-Gewicht von 70kDa, bei denen zwei bis drei sich wiederholende CEA-
Domanen depletiert waren, keine Wachstumsverzogerung im Vergleich zu der
Wildtypzelllinie festgestellt werden. Also scheint das Molekulargewicht des
transfizierten exprimierten CEA-Glykoproteins entscheidend zu sein, ob die CEA
transfizierten Tumorzellen abgestof3en werden. Grinde hierfur liegen sicherlich in
mehreren Faktoren: Bei hoherem Molekulargewicht sind mehr antigene
Determinanten auf dem Molekul vorhanden, die von immunkompetenten Zellen
erkannt werden koénnen. Mdglich ist auch, dass gerade die sehr immunogen
wirkenden Proteinstrukturen bei den Transfektanten mit niedrigem Proteingewicht
fehlen. AuRerdem konnte die Glykosilierung im langeren und schwereren Molekdl
ausgepragter sein als im kurzeren. Nachdem das humorale Immunsystem
Zuckerreste erkennen kann und Antikorper bei der Abwehr in diesen Modellen
entscheidend sind, kann eine effektivere humorale Immunabwehr der schwereren
und langeren Proteine sicherlich ein Grund fir den Unterschied in der
Wachstumscharakteristik sein. Zur Transfektion in unserer Arbeit wurde eine
komplette humane CEA-cDNA verwandt, die zur Expression des gesamten
humanen CEA fuhrt. Auch Pelegrin benutzte in seiner Arbeit, in der er eine
AbstoBung CEA exprimierender Tumorzellen beschrieb, die komplette humane
cDNA. Andere Arbeitsgruppen arbeiteten hingegen mit CEA-Transfektanten, die
das Antigen mit einem niedrigeren Molekulargewicht exprimierten. Dies wirkt dann
nicht so immunogen.

In Ubereinstimmung mit einem GroBteil der publizierten Arbeiten konnte also in
unserem Modell gezeigt werden, dass CEA ein AbstoRungsantigen in den

Wildtyptieren ist.

4.3  Die Effektivitit der Antikorper

Wenn CEA also als Antigen fungiert, das zu einer AbstoRung in 45% der Falle
fuhrt, stellt sich die Frage: Warum wachsen Uberhaupt Tumorzellen in den

Wildtyptieren an? Nachdem keine zytotoxischen Zellen gegen CEA nachgewiesen
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werden konnten und Antikérper in diesem Modell die entscheidende
Immunantwort darstellen, sind mehrere Hypothesen als Erklarung maglich:
Die Antikorpertiter unterscheiden sich signifikant zwischen den Tumor-tragenden
und den Tumor-freien Tieren. So ware es mdoglich, dass die Tumor-tragenden
Tiere einen niedrigeren Antikorpertiter als die Tumor-freien haben. Der Grund fur
unterschiedliche Antikérperkonzentrationen kann darin liegen, dass die Effektivitat
der Prasentation des Antigens variiert. Ursache hierfliir kdnnte eine unterschiedlich
ausgepragte Entzundungsreaktion sein. Allerdings zeigte sich auch bei getrennter
Untersuchung der Antikorpertiter der Gruppe mit Tumor und der Population ohne
Geschwulst keine Differenz in der Hohe des Antikorpertiters. Aus diesem Grund
kann eine unterschiedlich starke humorale Antwort nicht als Begrindung fir das
Anwachsen der Tumoren in 55% der Tiere dienen.
Ein weiterer Erklarungsversuch dieses Phanomens: Durch einen Verlust des
Tumorantigens als tumor escape-Mechanismus in den Tieren mit anwachsendem
Tumor konnen die Antikorper die Tumorzellen nicht mehr erkennen. Unsere
Untersuchungen an den soliden Tumoren zeigten, dass eine Transkription des
CEA-Exons stattfindet. Allerdings ist es moglich, dass die Expression des CEA-
Proteins posttranslational herunterreguliert wird. Dagegen spricht, dass CEA auf
den metastasierten Zellen exprimiert ist. Ein Verlust des Antigens auf dem soliden
Tumor ist somit durchaus maoglich, aber nicht wahrscheinlich.
Folgende Moglichkeit der Erklarung der Ineffektivitat der Antikérper wurde in
Betracht gezogen: Der Tumor sitzt an einer exklusiven Stelle, an der die
Antikérper nicht angreifen konnen. Wir konnten allerdings indirekt den Beweis
erbringen, dass Antikorper an die Tumorzelle gelangen. Bei dem Versuch das
Oberflachenantigen CEA mittels Immunhistochemie zu farben, konnte namlich
keine Expression von CEA nachgewiesen werden, obwohl die RT-PCR CEA-
MRNA in der aus dem Tumor isolierten RNA detektierte. Dieses PCR Ergebnis
spricht dafur, dass CEA DNA transkribiert wird und somit CEA mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch exprimiert wird. Wir hingegen kdnnen das Protein auf den
Tumorzellen mit immunhistochemischen Methoden nicht anfarben. Es besteht also
ein Widerspruch zwischen der schweren immunhistochemischen Nachweisbarkeit
des Antigens und des positiven Nachweises der Transkription des Gens. Dieser
Gegensatz ist dadurch erklart, dass die im Blutserum nachgewiesenen Antikdrper
das Antigen maskieren, so dass es durch immunhistochemische Methoden nicht
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detektiert werden kann. Die Antikdper scheinen also den Ort des
Tumorwachstums zu erreichen.
Doch was kénnte dann noch der Grund flr das Versagen der humoralen Abwehr
sein? Es ware moglich, dass die Antikorper zwar an den Tumor gelangen, doch
die Konzentration der Antikdrper dort zu gering ist. Gegen diese These spricht,
dass man sehr hohe Antikorpertiter im Blutserum aller Mausen nachweisen
konnte. Aber wir wissen nicht, wie der Antikorpertiter im Serum mit dem lokal am
Tumor vorhandenen Antikorpertiter korreliert. Vieles spricht dafur, dass der dort
gemessene Antikorpertiter um vieles niedriger sein konnte als der im Serum. CEA
wird zwar auf den Tumorzellen exprimiert, kommt aber auch in hohem Malie als
sezerniertes Protein im Blutserum vor. So zeigen Tumorpatienten hohe Titer an
CEA im Serum (Lamerz R et al, 1975; Wepsic H.T., 1983). Dieses CEA konnte
also die vorhandenen Antikorper binden und so verhindern, dass diese an den
Tumor gelangen. Die Antikorper-Antigen-Komplexe zirkulieren dann im Blut, ohne
dass die Antikorper eine Wirkung hatten.
Ein weiterer Grund, warum so hohe Titer an Antikorpern das Wachstum eines
grofRen Teils der Tumoren nicht verhindert, konnte sein, dass die Aktivierung von
Komplement und eine nachfolgende Lyse der Tumorzellen ausbleibt. Auch die
Dichte von Makrophagen und anderer immunkompetenter Zellen, die das
konstante Fragment der Antikorper (Fc) erkennen und an dieses binden, im und
um den Tumor konnte zu gering sein, um eine effektive Zerstérung der malignen
Zellen zu gewahrleisten. Es gibt also zahlreiche Grinde, warum Antikorper nicht
die gewilnschte Effektivitat bei der Tumorabwehr in unserem Modell haben
konnten.
Die begrenzte Wirkung von Antikdrpern konnten auch schon andere
Arbeitsgruppen demonstrieren. Die Arbeitsgruppe um Clarke, die das Wachstum
von CEA transfizierten Zellen in einem transgenen und einem nicht-transgenen
Mausestamm untersuchte, publizierte, dass trotz eines hohen Antikorpertiters die
CEA transfizierten Zellen in den nicht-transgenen Nagern anwuchsen (Clarke P. et
al., 1998). Eine Wachstumsverzégerung bewirkten die gegen CEA gerichteten
Antikérper im Tiermodell von Hand et al. nach Transplantation der transfizierten
Kolonkarzinomlinie MC-38 (H2°) in syngenen Tieren (Hand P.H. et al, 1993). Die
begrenzte Wirksamkeit von Antikdrpern in der Tumortherapie zeigen auch
klinische Studien. Die groten Erfahrungen in der Therapie gastrointestinaler
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Tumoren liegen mit dem unkonjugierten monoklonalen Antikérper 17-1A vor
(Riethmdller et al., 1994). Der murine Antikérper vom IgG-2A-Isotyp erfaldt ein 30-
40 kD-Glykoprotein auf der Oberflache einer Reihe von epithelialen Tumoren,
unter anderem auf Pankreas-, Magen- und Kolon-/Rektumkarzinomen. Seit 10
Jahren wurde der Antikorper bei Uber 500 Patienten mit fortgeschrittenen
gastrointestinalen Karzinomen, vor allem Kolon-/Rektum- und
Pankreaskarzinomen, im Rahmen von klinischen Studien eingesetzt. Die erzielten
Remissionsraten lagen unter 10 %. Diese Studien wurde allerdings bei Patienten
mit sehr weit fortgeschrittenen Tumorleiden durchgefuhrt. Dass Antikorper
dagegen in friheren Krankheitsstadien durchaus einen begrenzten Effekt haben,
zeigen die Ergebnisse einer adjuvanten prospektiven randomisierten
Therapiestudie mit dem beschriebenen Antikorper 17-1A bei Patienten mit Kolon-
/Rektumkarzinomen im Stadium Dukes C. Nach einer medianen Beobachtungszeit
von 5 Jahren konnte in der Behandlungsgruppe gegenuber einer beobachteten
Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion der Rezidivrate um 27 % und der
Mortalitat um 30 % beobachtet werden (Riethmdiller et al., 71994). In der
Zwischenzeit hat sich der Unterschied als nicht signifikant erwiesen.

Unsere Untersuchungen zeigen, dass CEA in den Wildtyptieren antigen ist. Es
werden CEA spezifische Antikdrper gebildet. Diese sind in einem knappen Drittel
der Mause effizient. Der Rest der Mause entwickelt allerdings Tumore, obwohl die

Expression von CEA auf den Tumorzelle nachweisbar ist.

4.4  Die zelluliire Inmunantwort gegen CEA

Wahrend nun CEA als Antigen erkannt wird und eine Antikorperproduktion gegen
dieses Tumorantigen feststellbar ist, stellt sich die Frage nach der T-Zell-Antwort:
Lassen sich in diesem Tiermodell nach subkutaner Gabe von intakten CEA
exprimierenden Tumorzellen zytotoxische Zellen im Rahmen einer zellularen
Abwehr induzieren? Die Ergebnisse zeigen, dass in den nicht- transgenen
Mausen trotz subkutaner Injektion von proliferationsunfahigen bestrahlten CEA
positiven Tumorzellen keine zellulare zytotoxische Antwort gemessen werden
kann. Also reicht in diesem Mausestamm die subkutane Injektion von Tumorzellen
nicht aus, um gegen CEA die zellulare spezifische Immunantwort zu induzieren.
Was sind die Griinde? Das Antigen stellt einen Reiz fir die B-Zellen dar, wahrend

die T-Zellen nicht reagieren. Das Antigen und sein Charakter sind
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mitentscheidend, welche Art der Immunantwort induziert wird. CEA ist ein stark
glykosiliertes Protein. B-Lymphozyten erkennen nicht nur Proteine, sondern auch
Polysaccharide, wahrend T-Lymphozyten nur Proteinstrukturen erkennen. Durch
die hochgradige Glykosilierung sind viele antigene Determinanten, die von B-
Lymphozyten erkannt werden kdnnen, auf CEA vorhanden.
Eine weiterer Grund kénnte sein, dass die Prasentation des Antigens zwar fur die
Induktion von B-Zellen effizient ist, die T-Zell-Antwort allerdings nicht induzieren
kann. Dabei ist wichtig zu wissen, dass eine Antikdrperproduktion gegen
Polysaccharide induziert werden kann, ohne dass akzessorische Zellen des
Immunsystems bendtigt werden. Normalerweise sind bei der Induktion sowohl der
humoralen als auch der zellularen Immunantwort akzessorische Zellen notig. Die
Antikorper produzierenden B-Lymphozyten sind in der Lage, sogenannte T-Zell-
unabhangige (Tl) Antigene, vor allem Polysaccharide, auch im gelésten Zustand
zu binden, zu erkennen und auch sich selber zu stimulieren (Rijkers et al, 1997).
Hingegen sind flr die Induktion der T-Helferzellabhangigen zellularen Antwort bei
den meisten Proteinen sogenannte Antigen-prasentierende Zellen (APC)
unabdingbar. Zu den Antigen prasentierenden Zellen gehoéren die Makrophagen,
die B-Lymphozyten und die sehr effektiven dendritischen Zellen. Nachdem nach
subkutaner Gabe von Tumorzellen keine zellulare Immunantwort induziert wird,
kann man davon ausgehen, dass eine suffiziente, die zellulare Abwehr
stimulierende Prasentation mit Hilfe dieser akzessorischen Zellen nur in einem
geringen Malie stattfindet.
Es muld also an der Struktur des Tumorantigens und an einer insuffizienten
Antigenprasentation liegen, dass nach subkutanter Applikation nur die
Antikorperantwort, nicht aber die zellulare Immunabwehr induziert wird. Das Ziel
war jetzt, die insuffiziente Antigenprasentation effektiver zu gestalten.
Die Dermis bote mit ihrer hohen Dichte an dendritschen Zellen eine geradezu
ideale Umgebung zur Induktion der zellularen Immunantwort. Aber auch das
Peritoneum konnte mit seiner groRen Oberflache und den zahlreich
vorkommenden Peritonealmakrophagen eine gute Umgebung bieten. Also
entschieden wir uns zur intraperitonealen Gabe der Tumorzellen, um die
Antigenprasentation zu verbessern. So war eine schwache zytotoxische Antwort
zu induzieren. Also wirken hier die Peritonealmakrophagen als effiziente
Antigenprasentatoren, die die zytotoxische Antwort induzieren koénnen. Die
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Antigenprasentation konnte verbessert werden, allerdings wurde nur eine
schwache Antwort des zellularen Immunsystems stimuliert. Flr eine in vivo
effektive Abwehr sollte zu einer effektiveren Methode der Antigenprasentation

ubergegangen werden.

4.5  Die Immunisierung mit Adjuvans

Dazu wurden nun weitere Modifikationen bei der Vakzinierung vorgenommen, um
die Prasentation von CEA und die zytotoxische Antwort auf CEA weiter zu
verbessern. Shi et al. zeigten neben vielen anderen Autoren, dass Adjuvanzien die
Wirkung einer Immunisierung deutlich steigern konnen (Shi et al., 2000). Auch in
den hier prasentierten Untersuchungen gelingt es, durch intraperitoneale Gabe
von Tumorzellen, die in Adjuvans aufgeldst wurden, in Wildtyptieren neben einer
humoralen Immunantwort auch eine zytotoxische Antwort zu stimulieren, die
sowohl in vitro, als auch in vivo effektiv ist. Die intraperitoneale Immunisierung mit
in Adjuvans aufgeldosten Tumorzellen zeigte sich deutlich der Vakzinierung mit
intakten Zellen Uberlegen. Eine Erklarung hierfir ist, dass Adjuvanzien als
Verstarker der Immunantwort dienen. Sie I16sen durch die antigenen bakteriellen
Bestandteile — in diesem Fall inaktivierte Mykobakterien - einen Entzindungsreiz
aus. Janeway beschreibt bei dieser Art der Vakzinierung die Rolle sogenannter
PAMPs (pathogen associated molecular pattern) (Janeway C.A. et al, 7992) .
Dieser Begriff, der einen entscheidenden Teil des unreifen und frihen
Immunsystems benennt, beschreibt mikrobielle Antigene wie LPS oder Mannan,
die das Immunsystem stimulieren kdnnen, ohne dass eine Sensibilisierung gegen
diese Antigene vorangangen sein muss. Normalerweise ist das Immunsystem
gegen fremde Antigene durch friiheren Kontakt sensibilisiert und kann so schnell
Antikorper bilden oder die zellulare Immunantwort aktivieren. Ohne diese
Sensibilisierung ist teilweise keine effektive Immunantwort méglich. Die PAMPs
ermdglichen eine effektive Immunantwort, ohne dass die Sensibilisierung erfolgt
sein muss. In unserem Modell hat dies den Vorteil, dass somit eine schnelle und
effektive Antwort induziert werden kann und gegen andere mdglicherweise auf
den Tumorzellen liegende Antigene, die dem Organismus nicht - so wie CEA aus
der Fetalzeit - bekannt sind, ein effektive Antwort induziert werden kdnnte. Gerade
fur diese Antigene stellt die Adjuvansimmunsierung eine hervorragende

Moglichkeit dar, eine zellulare Abwehr aufzubauen. In unseren Untersuchungen
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zeigt sich dann auch, dass die Immunisierung mit in Adjuvans aufgelosten
Tumorzellen auch andere Antigene als CEA erkannt und sowohl in vitro als auch
in vivo effektiv bekampft. Es werden sowohl in den Zytotoxizitatsassays als auch
in den Tumortransplantationsversuchen die CEA negative Mutterzellline nach
Adjuvansimmunisierung abgestof3en.

Welche weiteren  Wirkungen kdénnten  Adjuvantien haben? Neuere
Untersuchungen zu untergehenden Zellen - wie sie bei der
Adjuvansimmunisierung vorkommen -  zeigen, dass sterbende Zellen ein
Gefahrsignal exprimieren, das das Immunsystem zusatzlich stimuliert und
dendritische Zellen anlockt, aber auch die Differenzierung von Vorlauferzellen zu
dendritischen Zellen unterstitzt und beschleunigt (Albert et al., 7998; Galucci et
al., 1999; Matzinger et al., 1998; Matzinger et al. , 7994). In unserem Fall ist davon
auszugehen, dass die in Adjuvans aufgeldsten und sterbenden Tumorzellen diese
Gefahrensignale exprimieren und so dendritische Zellen in das Peritoneum locken,
bzw. deren Ausreifung stimulieren. Das Antigen CEA wird dann durch diese
Antigen prasentierende Zellen dem Immunsystem prasentiert und zytotoxische
Zellen induziert (Armstrong et al., 2007).

4.6  Die Spezifitit der Immunisierung

Durch die Adjuvansimmunisierung konnen zytotoxische T-Lymphozyten erzeugt
werden. Diese Antwort ist aber nur zum Teil CEA spezifisch. Wie bereits erwahnt,
ist die zytotoxische Antwort nicht CEA spezifisch, sondern auch CEA negative
Tumorzellen werden erkannt. Durch die Auflésung der Zellmembran der CEA
exprimierenden Tumorzelle werden nicht nur antigene Determinanten von CEA
freigesetzt, sondern auch andere Antigene. Somit stehen auch diese als
Zielproteine der zytotoxischen Zellen zur Verfugung. Doch welche Antigene
konnten dies ein? Es gibt in der Literatur Hinweise, dass ,minor histocompatibility
antigens” durch das spater beschriebene ,cross priming“ zytotoxische T-Zellen,
die gerade diese Antigene erkennen, induzieren kdnnen (Bevan et al, 7976). Minor
histocompatibility antigens sind Antigene, die normalerweise vom Immunsystem
nicht erkannt und nicht MHC restringiert prasentiert werden. Ein weiterer Punkt ist
interessant: Einen Vakzinierung mit der Wildtypzelllinie L1210, die in Adjuvans
aufgeldst wurde, erzeugt keine zytotoxischen Zellen gegen L1210 oder L5,

wahrend eine Vakzinierung mit der CEA exprimierenden Zelllinie L5 eine zellulare
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Immunantwort gegen beide Zelllinien (L5 und L1210) induziert. Es ist also
anzunehmen, dass auch die Transfektion der Zellen an sich immunstimulatorische

Wirkung entfalten kénnte.

4.7  Das ,,cross-priming*

Die Frage, wie das exogen zugefuhrte stark glykosilierte Tumorantigen CEA und
die anderen Antigene Uberhaupt eine zellulare zytotoxische Antwort induzieren
konnen, blieb bisher unbeantwortet. In der Immunologie nahm man lange Zeit an,
dass exogen zugefuhrte Proteine Uber den Major Histocompatibility Complex Il —
kurz MHC |l — prasentiert werden. MHC-class Il restringierte Antigene werden
dann von CD 4 positiven T-Helferzellen erkannt und B-Lymphozyten stimuliert,
sowie die weitere Differenzierung von T-Zellen angeregt. B-Lymphozyten
produzieren dann Antikorper. Eine zytotoxische zellulare Antwort gegen exogen
zugeflhrte Proteine wird nach diesem Modell nicht induziert. Man ging davon aus,
dass nur endogene, sich in der Zelle replizierende Proteine, wie Viruspeptide, die
zytotoxische Antwort aktivieren. Diese Proteine werden durch MHC-I — Major
Histocompatibility Complex |- prasentiert. Diese Antigene aktivieren dann die
zytotoxischen, CD8 positiven T-Lymphozyten und induzieren eine zellulare
Immunantwort. Es wurde also zwischen endogenen, sich in der Zelle replizierende
und exogenen, durch prasentierende Makrophagen und andere Prasentatoren
aufgenommene Antigenen unterschieden. Unsere Ergebnisse lassen vermuten,
dal} diese Trennung nicht so streng sein kann. In diesen Versuchen wird durch die
Zufihrung exogener Proteine in Form einer durch Adjuvans aufgeldsten Zelle,
eine zytotoxische T-Zell-Antwort aktiviert. Dieses Phanomen beschreibt der Begriff
,Cross priming“. Cross priming beschreibt die Induktion von zytotoxischen
Lymphozyten gegen exogene, meist Zell-assoziierte Antigene, die aus dem
Knochenmark stammende Zellen aufgenommen und prasentiert werden. Diese
Zellen werden unter Mitwirkung von CD 4 positiven Typ-1 Helferzellen so
modifiziert, dass sie zytotoxische T-Lymphozyten aktivieren kénnen (Bennet S.R.
et al, 1998). Sie konnen also CD 8 exprimierende Lymphozyten gegen das
Antigen ,primen“. Wie schon gesehen, sind bei diesem Vorgang die CD4 positiven
Typ1 Helferzellen unerlaBlich. Sie muissen aktiviert sein, um Uberhaupt das
sogenannte cross priming zu ermoglichen. Zur Induktion dieser Helferzellen

genugt es, wenn die Tumorbestandteile durch Antigen-prasentierende Zellen — bei
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uns Peritonealmakrophagen — MHC-II restringiert prasentiert werden (Armstrong
et al, 7998). In der Zusammenfassung dieses komplizierten Vorgangs, werden
wohl die intraperitoneal applizierten, lysierten Zell-gebundenen
Tumorantigenbestandteile durch Antigen-prasentierende Zellen aufgenommen.
Die Antigene werden MHC-class-Il restringiert prasentiert und induzieren T-H1-
Helferzellen. Mit Hilfe dieser Helferzellen werden aus dem Knochenmark
stammende Lymphozyten so modifiziert, dass die Antigene in den MHC-class-I-
Weg eingeschleust werden und zytotoxische T-Lymphozyten aktiviert werden.
Wichtig beim Cross priming — also der Induktion von zytotoxischen T-Zellen durch
exogenes Antigen — sind sogenannte Heat Shock Proteine. Heat Shock Proteine
wurden erstmals als bei Hitzestress hoch regulierte intrazellulare Proteine
beschrieben. Die fur die Expression und Struktur dieser Proteine zustandigen
Gensequenzen sind nahe der Gensequenzen fur die MHC-Proteine lokalisiert.
Zahlreiche Publikationen legen dar, dass diese Proteine dazu dienen, die
exogenen Antigenbestandteile auf MHC-class | Moleklile gebunden zu
prasentieren, analog zu ,cross priming“ auch ,cross presentation® genannt
(Srivastava P. et al, 1994; Srivastava P., 1994). In den hier prasentierten
Untersuchungen ware es moglich, dass das CEA schon in den Tumorzellen an
Heat Shock Proteine gebunden vorkommt und durch die Lyse frei gesetzt wird.
Das an HSP (Heat Shock Proteine) gebundene Tumorantigen CEA wird durch die
Antigen prasentierenden Zellen aufgenommen und unter der Mithilfe der
Helferzellen MHC-I restringiert prasentiert (Hypothetisches Schema: Abbildung
30).

Aufgeloste Tumorzelle Endoplasmatisches
Retikulum

APC/ dendritische
Zelle

................. . HSP-CEA (1)

HSP-CEA
Freisetung eines Danger-Signals
(Matzinger et al., 1998) MHC-I

Abbildung 30: In der sich auflésenden Tumorzelle liegt CEA an Heat Shock Proteine
gebunden vor (1). So kann CEA in die Antigen-prasentierende Zelle aufgenommen,
prozessiert und in das Endoplasmatische Retikulum transportiert werden (2). Dort

wird es an MHC-1 Molekule gekoppelt und auf der Oberflache prasentiert (3).
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4.8 Die Effektivitiit der zytotoxischen Antwort

Nachdem es gelungen ist, in vitro eine suffiziente zytotoxische Antwort gegen CEA
exprimierende Tumorzellen nachzuweisen, stellt sich die Frage, ob die
zytotoxische Antwort entscheidend bei der Abwehr der CEA exprimierenden
Tumorzellen ist.

Das Anwachsen der Tumorzellen konnte von 55% auf 24% der Nager nach
Induktion der zelluldaren Immunantwort reduziert wurde. Also fuhrt allein das
Vorhandensein von zytotoxischen Zellen neben einer suffiziente Antikdrperantwort
zu einer Abnahme von 31 Prozent mehr im Tumorwachstum als Antikdrper allein.
Zytotoxische T-Lymphozyten sind in unserem Modell mitentscheidend bei der
Abwehr von Tumorzellen.

Der Beitrag der T-Lymphozyten bei der Abwehr von Tumorzellen ist schon oft
beschrieben worden. So beruht der graft-versus-leukemia-Effekt fast
ausschlieBlich auf Antigen-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten, die nach
Gabe in einen Leukamie-Kranken den leukamischen Klon fast vollstandig
elimieren konnen (Hsieh MH et al., 2000). Gerade hier wird die Potenz und die
Wichtigkeit der zytotoxischen Lymphozyten deutlich, die auch unsere Versuch
bestatigen.

Nachdem die intraperitoneale Immunisierung mit Tumorzellen, die in Adjuvans
aufgelost wurden, klinisch als Vakzinierungsmethode nicht in Frage kommt, da
Adjuvansimmunisierungen teilweise am Menschen aufgrund der
schwerwiegenden lokalen Entzindungsreaktionen nicht durchgeflihrt werden
konnen, wurde eine andere Immunisierung getestet. Diese Vakzinierung sollte
moglichst einfach sein und - im Gegensatz zu der mehrere Antigene
prasentierende Adjuvansimmunisierung - CEA allein als Zielprotein einer
Immunantwort prasentieren. Dabei wurde eine Methode verwendet, die es
ermoglichen sollte, 16sliche Antigene zur Induktion von zytotoxischen T-Zellen zu
verwenden. 1990 publizierte Carbone und Mitarbeiter eine Arbeit (Carbone et al,
1990), in der Dbeschrieben wurde, dass durch Beladung von
Mausemilzlymphozyten mit Hilfe einer hypertonen Ldsung und intravendser
Injektion der beladenen Zellen, gegen das I6sliche Antigen Ovalbumin spezifische
zytotoxische T-Zellen induzieren konnte. Diese Arbeit zeigt, dass ein I6sliches

Antigen wie OVA, wenn es mit Splenozyten in einer hypertonen Losung inkubiert
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wird und so in das Zytoplasma der Splenozyten gelangen kann, eine zytotoxische
T-Zell-Antwort induzieren kann, wahrend eine Inkubation von Splenozyten mit

OVA in einer normotonen LAdsung dies nicht vermag.

4.9 Die Vakzinierung mit beladenen Lymphozyten

Kann nun diese Art, die Lymphozyten mittels einer hypertonen Losung mit dem
I6slichen Protein zu beladen und mit diesen Zellen zu immunisieren, auch
zytotoxische T-Zellen gegen ein l6sliches Tumorantigen wie CEA erzeugen?
Unsere Ergebnisse zeigen, dass es mit dieser Vakzinierung moglich ist,
spezifische zytotoxische T-Zellen in den syngenen Mausen zu induzieren, die
auch in vivo effektiv sind. Es ist also moglich, gegen ein I6sliches Tumorantigen
mit dieser einfachen Methode einen effektiven zellularen Schutz gegen CEA
exprimierende Tumorzellen in Wildtyptieren aufzubauen. Wie auch Li und seine
Arbeitsgruppe mit OvAlbumin zeigen konnte, ist die Zell-gebundene Form eines
Antigens in der Lage durch cross-priming eine zytotoxische T-Zell-Antwort zu
induzieren. Li zeigte, dass Zell-assoziiertes OvAlbumin 500mal effizienter
prasentiert wurde als freies OvAlbumin und so eine zytotoxische Antwort
induzierte (Li M. et al, 2007).

Die Beladung mit CEA induziert also zytotoxische T-Zellen durch ,cross
presentation” bzw. ,cross priming“. Dall Cross priming ein entscheidender Prozess
bei der Aktivierung von zytotoxischen Zellen ist, betont schon Armstrong in seiner
1998 publizierten Arbeit (Armstrong et al, 7998). Er beschreibt, dal® die direkte
Prasentation von Tumorantigenen auf der Zelloberflache der malignen Zellen der
indirekten Prasentation durch Antigen prasentierenden Zellen mittels cross priming
klar unterlegen ist. Diese Beobachtung konnen wir nur bestatigen. Tumorzellen
allein kdnnen — wenn intraperitoneal appliziert — eine zytotoxische Antwort
induzieren, diese ist nicht in der Lage das Tumorwachstum in vivo zu verhindern.
Noch entscheidender ist aber, dass CEA allein — ohne andere Antigene — in der
Wildtypmaus eine zellulare Immunantwort induzieren kann, die in vitro und in vivo
effektiv ist. Die unter anderem von Kantor et al. durchgefihrten Experimente
bestatigen diese Ergebnisse. Auch sie verwenden CEA allein als Antigen, um
erfolgreich gegen CEA exprimierende Tumorzellen zu vakzinieren. Diese gegen
CEA gerichtete zellulare Antwort ist so suffizient, dass das Tumorwachstum in vivo

reduziert wird (Kantor J. et al, 7992).
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Zusammenfassend ist es uns in einem Wildtyptiermodell gelungen, gegen das
Tumorantigen CEA in vivo eine effektive Immunantwort zu induzieren. Ein
entscheidender Mechanismus bei der Induktion von zytotoxischen Zellen ist das
Cross Priming. Zytotoxische T-Zellen lassen sich durch zwei unterschiedliche
Methoden induzieren: der Immunisierung mit in Adjuvans aufgeldsten
Tumorzellen, einer schon etablierten Methode, bei der neben CEA auch gegen
andere Antigene immunisiert wird und der Vakzinierung mit beladenen
Lymphozyten, die bisher so noch nicht bei l6slichen Tumorantigenen verwendet
wurde und die spezifisch gegen CEA immunisiert.

Diese Ergebnisse wurden bei Versuchen mit Wildtyptieren erzielt. Im Gegensatz
zum Menschen ist CEA bei den Wildtyptieren aber ein fremdes Protein. Ist es nun
moglich mit denselben Immunisierungsmethoden in den CEA-transgenen Mausen,
die dem menschlichen Organismus hinsichtlich der CEA-Expression gleichen,
dieselben Ergebnisse zu erzielen, oder bestehen signifikante Unterschiede? Ist es
in diesen Nagern Uberhaupt moéglich, eine Immunantwort zu induzieren? Diese
Frage ist entscheidend, denn es gibt erhebliche Diskrepanzen zwischen klinischen
Studien und Tierversuchsmodellen, die mit Wildtypnagern arbeiteten, bei der

Vakzinierung gegen CEA.

4.10 Die Reaktion der transgenen Tiere auf transfizierte Tumorzellen

Wie zu erwarten ist, gibt es Unterschiede zwischen den syngenen und den
transgenen Tieren in der Reaktion auf CEA exprimierende Tumorzellen. Im
Gegensatz zu den Versuchen in den syngenen Tieren, war die
Wachstumscharakteristik und der Prozentsatz der anwachsenden Tumoren nach
subkutaner Transplantation bei den CEA exprimierenden und den CEA negativen
neoplastischen Zellen gleich. Aulderdem konnte kein Antikorpertiter gegen CEA in
den transgenen Tieren nachgewiesen werden. Ein Verlust des Tumorantigens auf
den Tumorzellen lasst sich durch immunhistochemische Untersuchungen
ausschlieRen. Somit wirkt CEA — im Gegensatz zu den syngenen Tieren - in den
transgenen Tieren nicht immunogen.

Andere Gruppen publizierten ahnliche Ergebnisse: Erik Kass et al. arbeitete in
seiner Anfang 1999 in Cancer Research publizierten Untersuchung bei seinen

Immunisierungsversuchen mit CEA transgenen Mausen (Kass E. et al, 7999). Es
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wurden keine Antikorpertiter gegen CEA oder Wachstumsverzogerung von
transplantierten CEA exprimierenden Tumoren entdeckt. Die Gruppe um Clarke
zeigte 1998 ebenfalls keine Antikérperbildung gegen CEA exprimierende Tumoren
im transgenen Tiermodell (Clarke et al, 1998).

Der Unterschied der Reaktion des Immunsystem auf die Transplantation von CEA
positiven Tumorzellen in den Wildtyp- und den transgenen Mausen lasst an der
Aussagefahigkeit von Untersuchungen, die Immunisierungsmodellen gegen CEA
in einer syngenen Maus testeten, zweifeln. CEA ist trotz bestehender Homologien
im nicht-transgenen Mausetiergenom fremd und damit ein AbstoRungsantigen im
Nagetiermodell, in dem die Immunisierung ungleich leichter fallen durfte als im
humanen Organismus. Genau deshalb ist die Etablierung eines CEA transgenen
Mausmodells, das dem menschlichen Organismus moglichst nahe kommt, so

wichtig.

4.11 Induktion einer zytotoxischen Antwort in den transgenen Tieren
4.11.1 Die Uberwindung der Toleranz gegen das Antigen CEA

Diese fehlende Antigenitat von CEA in diesem und den anderen publizierten
Modellen erscheint nicht verwunderlich, kennen die Mause CEA doch seit der
Fetalzeit. Es sind Mechanismen der peripheren oder zentralen Toleranz fur die
fehlende Immunogenitat von CEA verantwortlich (Nossal G.J. et al, 7993;
Anderton S et al, 1999). Die Entwicklung der zentralen Toleranz erfolgt im Thymus
in fruhen Phasen der Entwicklung. Hier werden die T-Lymphozyten eliminiert, die
eigene MHC-Molekule nicht erkennen (negative Selektion) oder die korpereigene
Proteine exprimierende Zellen eliminieren (positive Selektion). So werden T-
Lymphozyten, die die eigene MHC-Struktur erkennen, aber nicht autoreaktiv
reagieren herausgefiltert. Die dann in die Zirkulation gelangenden T-Lymphozyten
erkennen also fremde Proteine, die auf eigenen MHC-Molekulen prasentiert
werden. Um diese Selektion durchfiuhren zu kénnen, werden die Antigene auf
Antigen-prasentierenden Zellen des Thymus prasentiert. Damit der Aufbau der
zentralen Toleranz gegen ein Protein im Thymus stattfinden kann, muss es also
im Thymus nachgewiesen werden. Nachdem im Thymus der Maus — wie auch in
dem des Menschen, dessen Thymus im Bereich des epithelialen Netzwerkes kein
CEA exprimiert (Savino W. et al, 1985; Nap M. et al, 7988) — keine Expression von

CEA nachgewiesen werden konnte (Eades-Perner A.M. et al, 7994), kann eine
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zentrale Toleranz gegenuber CEA ausgeschlossen werden. So mussen also
Mechanismen der peripheren Toleranz fur die fehlende immunologische Reaktion
nach Gabe von Tumorzellen verantwortlich sein. Was heif3t das? Zunachst liegen
autoreaktive T-Lymphozyten gegen CEA im Blut vor, weil diese im Thymus nicht
eliminiert werden konnten. Autoreaktive T-Lymphozyten sind immunkompetente
Zellen, die eigene Antigene erkennen. Im Falle der peripheren Toleranz zeigen
diese aber nur eine geringe Affinitat zu den Autoantigenen (Poindexter et al.,
1992; Cibotti et al., 7994; Anderton S et al, 7999). Aufgrund dieser geringen
Affinitat sind sie nicht effektiv und zeigen somit keine immunologische Signifikanz.
Desweiteren geht man als wichtigen Mechanismus der Aufrechterhaltung der
peripheren Toleranz davon aus, dass nicht nur die Affinitat zu dem Autoantigen zu
gering ist, sondern dass spezielle Subpopulationen von CD 4 positiven
Helferlymphozyten — die sogenannte Tn2-Lymphozyten — dazu fuhren, dass die T-
Zell-vermittelte Immunreaktion gegen das Autoantigen supprimiert wird. Die Ty1-
Lymphozyten, deren Chemokinprofil TNF-a. oder IFN-y beinhaltet, flihren dagegen
zur Aktivierung von autoreaktiver zytotoxischen T-Zellen (Brennan F.M. et al,
1992). Bei einem Uberwiegen der Tpx-Lymphozyten kommt es so zu einer
Suppression der Immunantwort und zum Aufbau einer peripheren Toleranz. Aber
auch das Fehlen kostimulatorischer Signale (,clonal anergy“) wie CD 80 (B7.1)
und CD 86 (B7.2), als auch ein exklusiver Sitz des Antigens (,clonal ignorance®)
kénnen als Begrindung fur die fehlende Aktivierung zytotoxischer Zellen oder
auch B-Lymphozyten herangezogen worden (LaSalle J.M. et al., 7994; Nossal
G.J. et al, 1993; Miller JF, 1993).

Es galt nun mit verschiedenen Immunisierungsmethoden die periphere Toleranz,
die durch die beschriebenen Mechanismen erhalten wird, zu durchbrechen.
Gerade die Immunisierung mit in Adjuvans aufgelosten Tumorzellen scheint die
autoreaktiven T-Lymphozyten zu aktivieren und damit auch zu einer AbstoRung
CEA exprimierender Tumorzellen in den transgenen Zellen zu fuhren. Dazu ist
eine Aktivierung der Tyi-Lymphozyten-Subpopulation notwendig, so dass die
immunsupprimierende Wirkung der Tpo-Lymphozyten aufgehoben wird. Wie
kommt es dazu? Zunachst enthalt komplettes Freundsches Adjuvans inaktivierte
Mykobacteria bovis, die in einer Ol-Wasser-Suspension aufgelést wurden. Die
fremden bakteriellen Bestandteile werden vom transgenen Organismus durch die

schon beschriebenen Mechanismen erkannt und auf professionellen Antigen
58



Diskussion

prasentierenden Zellen dargestellt. Diese Zellen exprimieren kostimulatorische
Molekile wie CD 80 oder CD 86 in hoher Dichte auf ihrer Zelloberflache. Zur
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz wird aber gerade das Fehlen dieser
kostimulatorischen Molekule bei der Interaktion zwischen T-Lymphozyten und
Antigen-prasentierender Zellen postuliert. Im weiteren binden dann die
kostimulatorischen Molekule bei der Interaktion des T-Zell-Rezeptorkomplexes mit
dem MHC-Molekull der Antigen prasentierende Zellen an das CD 28 der T-Zelle,
um diese zu aktivieren.
Anhnlich den transgenen Mausen kann auch im Thymus des Menschen eine nur
geringe Expression von CEA nachgewiesen werden, die allerdings das epitheliale
Netzwerk ausspart (Savino W. et al, 7985; Nap M. et al, 7988). Also liegen hier
auch die Mechanismen der peripheren Toleranz der fehlenden Immunogenitat von
CEA zugrunde. Gerade das betont nochmals die Ahnlichkeit des transgenen
Modells mit dem Menschen. Im menschliche Organismus konnten nun ahnliche
Ansatze wie beim transgenen Tier die periphere Toleranz durchbrechen: Auch
beim Menschen konnten zahlreiche teilweise erfolgreiche Versuche der
Adjuvansimmunisierung gegen Kolonkarzinome beschrieben werden. So wurde
die aktive spezifische Immunisierung mit Adjuvans bisher viermal in klinischen
Studien bei kolorektalen Karzinomen getestet (Hoover et al, 7993; Berd et al,
1990; Harris et al, 7994; Vermorken et al, 7999). In der letzten klinischen
prospektiven randomisierten Studie in den Niederlanden (Vermorken et al, 7999)
wurde bei 254 Patienten der Effekt einer vierfachen intradermalen Vakzinierung
mit autologen Tumorzellen, die durch Bestrahlung proliferationsunfahig gemacht
wurden, nach operativer Entfernung getestet. Es handelte sich um Patienten des
Tumorstadiums Dukes B1, B2 (Stadium Il) und C (Stadium Ill). Es zeigte sich im
gesamten Patientenkollektiv eine signifikante Reduktion des Ruckfallrisikos.
Allerdings konnte keine signifikante Erhdhung der Uberlebenszeit erreicht werden.
Interessanterweise war der Effekt der signifikanten Reduktion des Ruckfallrisikos
auf die starke Reduktion bei den Patienten mit einer geringeren Tumorlast — also
Dukes B2 oder B3 (entspricht Stadium Il) - zurtickzufihren. Die Erfahrung bei
Patienten entsprechen also den Ergebnissen, die hier in einem transgenen
murinen Modell nach Adjuvansimmunisierung gemacht wurden. Besonders
effektiv scheint diese Art der Immunisierung bei geringerer Tumorlast im humanen
Organismus zu sein.
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4.11.2 Die Spezifitit der Adjuvansimmunisierung im transgenen Tiermodell

Es wurde also gezeigt, dass die periphere Toleranz gegen CEA mit einer
Vakzinierung, die Tumorzellen in Adjuvans verwendet, durchbrochen werden
kann. Doch ist die Immunisierung mit Adjuvans auch CEA-spezifisch? Ahnlich den
syngenen Tieren werden auch bei den transgenen Nagern neben den CEA-
exprimierenden Tumorzellen auch die CEA negative Mutterzellinie von den
zytotoxischen Lymphozyten erkannt und lysiert. Entscheidend ist aber, dass CEA
negative Tumorzellen in Adjuvans aufgeldst keine Immunantwort induzieren
konnen. Somit handelt es sich nicht um eine Begleitimmunisierung. CEA spielt als
entscheidendes Protein bei der Vakzinierung eine wichtige Rolle. Desweiteren
scheinen als Antigene in den transgenen Tieren unter anderem die bereits
diskutierten Minor Histocompatibility Antigene oder andere unbekannte
Tumorantigene entscheidend zu sein. Diese konnten als Zielproteine neben CEA
erkannt werden.

Die Bedeutung anderer Antigene als CEA in einem transgenen Tiermodell zeigt
die Publikation von Kass et al. (Kass E. et al, 7999) . Er konnte in seiner
Publikation durch Immunisierung mit CEA Peptid vermischt mit Adjuvans keine
Induktion von zytotoxischen Lymphozyten in transgenen Mausen nachweisen, was
er dann mit einem rekombinanten Vaccinia-Virus Konstrukt erreichte. Dies
demonstriert — gerade bei den transgenen Tieren - die Bedeutung zusatzlicher
Antigene oder Stimulantien — wie hier das Vaccinia Virus, das ein potentes zweites
Antigen enthalt — bei der Uberwindung der peripheren Toleranz durch Aktivierung
der spezifischen Tyi-Lymphozyten.

Dass cross-priming sowohl bei den Wildtypnagern — wie schon ausgefihrt - als
auch bei den transgenen Mausen entscheidend ist, zeigt die Moglichkeit, bei
beiden mit einem exogenen Antigen die Antigen-spezifischen zytotoxischen Zellen
zu aktivieren. Gerade in dem transgenen Modell, ist sowohl die MHC-| restringierte
Prasenation als auch die MHC-II restringierte Prasentation des exogenen Peptids
CEA entscheidend, um CD4 positiven T-Helferzellen und auch zytotoxischen

Zellen Antigen-spezifisch zu aktivieren.
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4.11.3 Die Immunisierung mit beladenen Lymphozyten im transgenen Tiermodell

Im Gegensatz zur erfolgreichen Adjuvansimmunisierung konnte die intravenose
Vakzinierung mit autologen Lymphozyten, die mit CEA beladen wurden, zwar in
vitro wirksame zytotoxischen Lymphozyten induzieren, die allerdings in vivo nicht
wirksam war. Warum schafft es diese Art der Immunisierung nicht, in den
transgenen Mausen eine wirksame Antwort zu induzieren und somit die
existierende Toleranz gegenuber CEA zu durchbrechen? Ein wichtiger Fakor, der
den Aufbau einer effektven zytotoxischen Antwort in den transgenen Mausen
verhindert, liegt in der Zahl der Antigene, die dem murinen Organsimus prasentiert
wird. Im Gegensatz zu der Adjuvansimmunisierung, bei der die ganze Tumorzelle
als Antigenreservoir dient, wird bei der hypertonen Beladung nur mit dem Antigen
CEA immunisiert. Gerade dies zeigt wiederum die Bedeutung anderer
unbekannter Tumorantigene in diesem Modell. Nur wenn diese bei der
Immunisierung eine Rolle spielen konnen, ist die Vakzinierung im transgenen
Modell erfolgreich. Bei der Immunisierung mit beladenen Milzlymphozyten kann
also nur ein Antigen als Zielmolekdul fur die zytotoxischen Zellen dienen und gegen
dieses Antigen besteht eine Toleranz, d.h. es wirkt nicht oder nur sehr gering
immunogen. Welche weiteren Faktoren - neben der Anzahl der Antigene - konnten
noch das Versagen dieser Art der Immunisierung erklaren? Es werden zur
Beladung autologe Milzlymphozyten verwendet, die keine professionellen
Antigenprasentatoren darstellen. Deshalb ist anzunehmen, dass bei diesen
Milzzellen die Zahl der auf der Oberflache exprimierten kostimulatorischen
Molekule, die zum Aufbau einer jeden Immunantwort neben dem MHC-Komplex
wichtig sind und gerade die fur die Aktivierung autoreaktiver Lymphozyten so
wichtigen Tyi-Lymphozyten stimulieren, viel geringer ist als die Zahl auf der
Oberflache von professionellen Antigenprasentatoren. Es fehlen fir die
Stimulierung von Ty¢-Zellen und zytotoxischen T-Zellen also wichtige Signalwege,
die zur Proliferation des gegen das Antigen spezifisch gerichteten Klons fuhren.
Die sogenannte, bei der peripheren Toleranz so wichtige ,clonal anergy“ kann also
nicht dberwunden werden.

Aulerdem fehlen effektive Immunstimulatoren- wie Adjuvantien oder auch
Vacciniaviruskonstrukte. Gerade diese konnen mittels PAMPs oder auch durch

,Death Signal“ Expression auf den zugrundegehenden Tumorzellen eine flr den
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Aufbau einer effektiven Immunantwort so wichtige Entzindungsreaktion, die
weitere Antigen prasentierende Zellen oder andere Immunzellen anlockt, auslésen
(Albert et al., 7998; Galucci et al., 1999; Matzinger et al., 1998; Matzinger et al. ,
1994). In der syngenen Maus scheint das Fehlen all dieser Faktoren bei der
Vakzinierung mit beladenen Milzlymphozyten kompensiert werden zu kdnnen, weil
CEA ein fremdes Protein darstellt, gegen das keine Toleranz aufgebaut wurde.
Auch in der transgenen Maus gelingt es Uberraschenderweise sogar eine in vitro
effektive, zytotoxische T-Lymphozyten zu generieren. Doch diese Zellen sind nicht
in der Lage, in vivo das Tumorwachstum zu verhindern.

Gerade aber der Unterschied in der Reaktion des Immunsystems der Wildtyptiere
und der transgenen Mause nach Vakzinierung mit beladenen Milzlymphozyten
zeigt nochmals die Bedeutung transgener, die humantypische Expression von
Tumorantigenen nachahmender Tiermodelle bei der Untersuchung von
Immunisierungsprotokollen gegen Tumorantigene. Diese Ergebnisse belegen
eindriicklich, wie kritisch man in der Ubertragung von Tierversuchsergebnissen bei

der Immunisierung gegen Tumorantigene auf den Menschen sein muss.

4.11.4 Andere CEA transgene Tiermodelle

Was unterscheidet diese Untersuchung von anderen an CEA transgenen Mausen
durchgefuhrten Studien? Zunachst wurden Mause verwendet, die auf den
Haplotyp H2° zuriickgekreuzt wurden, wéhrend in den anderen Studien Nager auf
Basis des C57-Stammes (H2P) benutzt wurden. Zwischen diesen Stammen gibt es
Unterschiede in der Produktion von Zytokinen (Matthews VB et al, 2000). So zeigt
der von uns verwendete Stamm eine hohere Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen. Es scheint also Unterschiede in der T-Zell-Aktivierung zu geben. Es
sollte in dem hier verwendeten Stamm also leichter sein, eine zellulare
Immunantwort zu induzieren. Trotzdem konnte der Versuch der intravendsen
Immunisierung mit in hypertoner Losung beladener Lymphozyten keinen Erfolg in
vivo zeigen.

Ein weiterer Unterschied ist die verwendete Tumorzellinie. In anderen
Publikationen wurde die mit Hilfe einer retroviralen cDNA transfizierte murine
Kolonkarzinomlinie MC-38 benutzt (Kass E. et al, 7999), wahrend in dieser

Untersuchung eine transfizierte Leukamiezellinie verwendet wurde. Nachdem CEA
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auf Karzinomen exprimiert wird, ist eine Karzinomzelllinie sicher die geeignete
Zelllinie fur Experimente zur Testung von Vakzinierungsmodellen gegen CEA.
Diese Zelllinie wachst in den publizierten Modellen allerdings nicht lokaltypisch.
Die hier verwendete Leukamiezellinie ist eine etablierte, schnell proliferierende
Zellinie, die eine hohe Potenz zur Metastasierung hat. Deshalb sollten diese
Zellen keinen Nachteil gegenulber epithelialen Karzinomzelllinien haben.

Die Technik der Beladung von autologen Milzlymphozyten mit Tumorantigenen,
um so die Induktion einer spezifischen zytotoxischen Antwort in einem Wildtyp-
und einem transgenen Modell zu erreichen, wurde bisher nicht publiziert. Dies
ware ein leicht durchzufihrendes Modell auch zur Vakzinierung im humanen
Organismus. Alle anderen mit CEA transgenen Tieren arbeitenden Gruppen

wahlten andere teilweise erfolgreichere aber auch aufwendigere Ansatze.

4.11.5 Schlussfolgerung

Mit diesem Modell wird eindricklich demonstriert, dass die Diskrepanz bei der
Vakzinierung gegen Tumorantigene zwischen den teils erfolgreichen Ergebnissen
der Tiermodelle (Kantor J et al, 7992) und den objektivierbaren Erfolgen in vivo
beim Menschen (Berinstein N.L. et al, 2002), die sich auf Einzelfalle beschranken,
teilweise auf die Wahl inadaquater Tiermodellsysteme zurickzuflhren ist. Die
Testung von Tumorvakzinen sollte nur in Modellen durchgefuhrt werden, bei
denen die Tumorantigene keine fremden Proteine darstellen. In diesen ist dann
allerdings die Induktion einer zytotoxischen Antwort schwierig und in dieser
Untersuchung nur unter Verwendung von Adjuvans und anderen Antigenen
ausreichend. Dies sollte in klinischen Studien berlcksichtigt werden und zur

Suche nach geeigneten Adjuvantien fuhren.
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5 Zusammenfassung

Die Immunisierung gegen ein Tumorantigen stellt eine Option in der Therapie von
Tumoren, bzw. deren Metastasen dar. Wahrend in Tiermodellen dabei Uber gute
Erfolge berichtet wird, sind die klinischen Erfolge bis auf Einzelfalle eher
entmutigend. Ein Grund fur diese Diskrepanz konnte in der Verwendung
ungeeigneter Modelle im Tierversuch liegen. So kodnnte die experimentelle
Verwendung humaner Tumorantigene wie CEA in Nagern, in denen es kein
identisches Gen gibt, zu einer immunologischen Reaktion des Tierorganismus
fuhren. Um diese Frage zu uUberpriufen, wurde eine Tumorzelllinie mit dem
haufigen Tumorantigen CEA transfiziert und das Wachstum dieser Zelllinie in
Wildtypmausen und einem CEA transgenen Tiermodell untersucht. An diesem
Modell wurden dann unterschiedliche Methoden der Immunisierung getestet.

Nach subkutaner Injektion einer Wildtypleukamiezelllinie und einer CEA
transfizierten Leukamiezelllinie bei Wildtypmausen des Stammes DBA/2N zeigte
sich, dass 91% der nicht transfizierten Tumorzellen anwuchsen, wahrend nur 55%
der CEA transfizierten Tumorzellen eine Geschwulst bildeten. Eine Ursache fur die
niedrigere Anwachsrate der transfizierten Zellen liegt in der Erkennung des CEA
durch das Immunsystem. So wurden Antikdrper gegen CEA gebildet. Zytotoxische
T-Lymphozyten konnten spontan nicht induziert werden.

Wurden nun die Tumorzellen den CEA transgenen Mausen injiziert, zeigte sich
kein Unterschied in der Anwachsrate der Tumoren (90% Anwachsrate der
transfizierten Zellen versus 90% Anwachsrate der Wildtypzellen). Folgerichtig
konnten weder Antikorpertiter, noch zytotoxische T-Zellen gegen CEA
nachgewiesen werden.

An diesem Modell wurde dann eine Immunisierung mit Tumorzelllysat bestehend
aus CEA transfizierten Zellen in kompletten Freundschen Adjuvans getestet.
Damit konnte sowohl in den Wildtypmausen, als auch in den transgenen Nagern
eine in vitro und in vivo messbare zytotoxische Antwort gegen CEA exprimierende
Zellen induziert werden. Allerdings war diese Antwort nicht CEA spezifisch, es
wurde auch die Wildtypzelllinie abgestoflen. Damit ist gezeigt, dass die
Immunantwort nach Vakzinierung mit Tumorzelllysat nicht nur CEA, sondern auch

andere Antigene erkennt.
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Eine Moglichkeit, die CEA-Spezifitat der Immunantwort weiter zu Uberprifen,
besteht in der intravendsen Immunisierung mit autologen Milzlymphozyten, die mit
CEA beladen wurden. So konnte bei den syngenen Tieren eine Zytotoxizitat
gegen CEA exprimierende Zellen in vitro von bis zu 40% der Zielzellen festgestellt
werden (E/T=50). Auch die transgenen Mause zeigten eine in vitro messbare
Zytotoxizitdt von bis zu 20% der Zielzellen (E/T=10). In vivo konnte die
Tumoranwachsrate der CEA positiven Tumorzellen in den Wildtyptieren von 55%
auf 36% reduziert werden, wahrend in den transgenen Tieren keine Reduktion
nachgewiesen wurde. Gegen die CEA negative Mutterzelllinie zeigte sich keine
immunologische Reaktion.

Das Modell demonstrierte Unterschiede im immunologischen Verhalten der
Wildtypmause und der transgenen Mause nach Implantation CEA exprimierender
Tumorzellen. Im transgenen Modell, das der Situation im Menschen sehr nahe
kommt, war im Gegensatz zum syngenen Modell keine spontane Immunantwort
gegen CEA vorhanden. Die Vakzinierung mit einem Tumorzelllysat konnte in
beiden Mausestammen eine effektive Immunantwort induzieren, die aber nicht nur
gegen CEA, sondern auch gegen andere Antigene gerichtet ist. Eine spezifisch
gegen CEA gerichtete Immunisierung mit beladenen Lymphozyten zeigte nur in
den Wildtypmausen einen in vivo messbaren Erfolg. Diese Beobachtungen zeigen
die Bedeutung transgener Modelle bei der Durchfuhrung  von
Vakzinierungsstudien gegen CEA und begrunden teilweise die grof3e Diskrepanz
zwischen erfolgreichen Tierversuchen und den erfolglosen klinischen Studien, die

bisher nur in einzelnen Patienten von einer in_vivo wirksamen Immunisierung

berichten. Sie demonstrieren auch, dass es mit entsprechenden Methoden, die
mehrere Antigene bei der Vakzinierung benutzen, durchaus gelingen kann, die
Toleranz gegen Tumorzellen zu durchbrechen und eine wirksame Immunantwort

aufzubauen.
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