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Abstract:
Additive Verfahren: Stellenwert Autologer Spezifischer Immunmodulation (ASI)

Prinzip:

Die ersten Versuche einer gezielten zellularen dpiergehen bis auf die 70er Jahre des
vergangenen Jahrhunderts zurlick. Zu ihnen zahtex anderem die ,Aktiv-Spezifischen
Immuntherapien®, kurz ASI. Meist handelte es siab@&l um Ansétze, bei denen Patienten
eigene Tumorzellen entnommen und nach einer inakénden Behandlung als Impfstoff
wieder zuriickgegeben wurden. Um die immunstimutidegWirkung der Zellen auszuldsen,
versuchte man auch, sie zusammen mit aktiviereBdéstanzen, so genannten Adjuvantien,
zu verabreichen.

Die verschiedenen ASI-Entwicklungen sollten voemdlgegen nach einer Operation oder
anderen Standardbehandlung im Kérper noch vorh@a@emorzellen vorgehen und diese
vernichten. Wegen der Vielfalt der unter dem NamA&hangebotenen Therapien und der
unklaren Datenlage lasst sich bis heute allerdmgavenig zum Stellenwert dieser
Therapieform sagen. Wahrend sich einige Konzegteralirksam erwiesen haben, beginnen
mit anderen Ansatze immer wieder klinische StudienPrufung, fast immer als Versuch der
Erganzung einer Standardtherapie. Als sichereglogh heute: Auf keinem Fall hilft eine
Aktiv-Spezifische Immuntherapie alleine gegen Kredis stellt also keine Alternative zu
einer Operation, Chemo- oder Strahlentherapie dar.

1. Aktiv-spezifische Immuntherapie (ASI)

Dies ist eine neue Modalitat der Krebsbehandluegdbr das Immunsystem des Patienten
mit einbezogen und aktiviert wird. Es handelt sioh ein Immuntherapieverfahren, bei dem
Tumorvakzine zur aktiven Immunisierung von Krebggden eingesetzt werden. Eine
derartige ASI-Immuntherapie wird normalerweise Paiienten nach Operation des lokal
wachsenden Tumors durchgefihrt, um ein RisikoEdisvicklung von Metastasen, zu
reduzieren. ASI kdnnte eine neue Zusatztherapiddrekrebsbehandlung werden, als
sinnvolle Erganzung anderer Verfahren wie Operaiadiotherapie und Chemotherapie.

2. Tumorvakzine

Tumorvakzinen enthalten als spezifische Komponem@der mehrere Tumor-assoziierte
Antigene (TAA) gegen die T-Lymphozyten des Krebsgrdaen aktiviert werden sollen. Da
spezifische T-Lymphozyten fir ihre Aktivierung sagente kostimulatorische Signale
bendtigen, enthalten die meisten Tumorimpfstoffedrziiche adjuvante Komponenten zur
unspezifischen Immunaktivierung. Verschiedene \raeia der ASI stehen zur Verfigung,
darunter auch die autologe patienteneigene VirugHa@erte Tumorzellvakzine, die als
ATV-NDV bezeichnet wird, ein Begriff, der fur autge durch Newcastle Disease Virus
(NDV) modifizierte Tumorvakzine steht. Dabei werdats spezifische Komponente autologe
patienteneigene Tumorzellen, die vom Primartumer @dn operierten Metastasen
verwendet. Die Zellen werden danach inaktiviert dacch einen apathogenen nicht
virulenten Stamm des NDV Virus infiziert. NDV kafeicht an die Tumorzellen der Vakzine
binden und vermittelt kostimulatorische Signale &ltivierung tumorreaktiver T-
Lymphozyten.



3.Tumor-assoziierte Antigene (TAA)

Das erste beim Menschen identifizierte, kloniertd sequenzierte TAA stammt von einem
Melanom, das von patienteneigenen zytotoxischelymghozyten spezifisch erkannt werden
kann. Dieses TAA stellt ein Peptid aus 9 Aminosauwtar, das spezifisch mit einem
menschlichen Histokompatibilitdtskomplex I-MoleKHLA-A1) assoziiert ist. Das Peptid
stammt von einem intrazellularen Protein. Das lspoedierende Gen ist als normales
zellulares Gen mehr oder weniger exklusiv nur imdzellen exprimiert. In der
Zwischenzeit sind viele andere menschliche TAA&nidfiziert worden, die in einer
ahnlichen Weise von T-Zell-Rezeptoren spezifiscimenuner T-Lymphozyten erkannt
werden. Dieses zeigt an, dal3 TAA nicht unbedingpé&dremde Proteine darstellen missen
(z.B. viralen Ursprungs), sondern auch von normatdtularen Genen kodiert werden
kénnen, die fur intra-zellulare Proteine kodierdaraussetzung ist offenbar, dal? die davon
abgeleiteten und abgebauten Peptide an bestimmteNtileklle binden kbnnen und damit
an die Zelloberflache transportiert werden, um dore Immunantwort zu induzieren.

4. T-Lymphozyten vermittelte Immunantworten

Spezifische Immunantworten gegen TAA involvierere auch andere adaptive
Immunantworten, wichtige Einzelschritte: i) Erkengudes TAA'’s durch spezifische T-
Zellrezeptoren, ii) die T-Zellaktivierung, die eldg wenn der Rezeptor der Lymphozyten das
entsprechende Antigen gebunden hat und wenn die Zetatzliche akzessorische Signale
zur Aktivierung bekommt und iii) Entfernung der TAfagenden Zielstrukturen
(Tumorzellen), ein Schritt, der eine T-Zelleffektorktion voraussetzt, wie zum Beispiel
Zytotoxizitat oder Freisetzung von bestimmten Betefien (Zytokinen).

5.DNA-Vakzine.

DNA-Vakzine verwenden Gene (Polynukleotide), dieEiweil3stoffe (Proteine) kodieren,
die von Pathogenen oder Tumoren stammen. Sie leesteller Regel aus einem bakteriellen
Plasmid mit einem starken Promoter, in dem dasv@arinteresse integriert ist, sowie
Sequenzen zur Transkriptions -Initiation und -Teraion. Die Plasmide werden in Bakterien
(E. Coli) vermehrt, gereinigt, in Flissigkeit aufigenmen und dann in den Wirt appliziert.
Die Plasmide werden von Wirtszellen aufgenommeenisprechende Boten-RNA
transkribiert und in entsprechende Proteinantigdregsetzt. Das heildt, bei DNA-Vakzinen
sind es die Wirtszellen, die die eigentliche Vakzmoduzieren, namlich die Protein-
Antigene. Zwei Haupteigenschaften charakterisi®Bi\-Vakzine: die niedrige Menge von
intra-zellular exprimiertem Antigen und die langhattende Genexpression. DNA-Vakzine
haben bereits erfolgreich protektive Immunitat (@zfunktion) in einer Vielzahl

praklinischer Modelle ergeben, gegen ein breitesk®pm infektioser Agentien (Herpes- und
Influenza-Viren, Leischmaniasis, Malaria etc.), aéech gegen Allograft-Abstol3ung und
gegen Tumorzell-Uberimpfung. Auch konnten Immundigtionen wie Allergie oder
Autoimmun-Reaktivitdten durch DNA-Vakzinierung posbeeinflul3t werden.

6.Graft-versus-Leukamie-(GvL)Reaktivitat

Die sogenannte Graft-versus-Leukdmie-Reaktivitaideuei der allogenen
Knochenmarkstransplantation bei Leukdmie-Patieb&mbachtet. Dieser Antitumor-Effekt
wird vor allem auf T-Lymhozyten zurtckgefuhrt, dieh in dem Spenderknochenmark neben
den Stammezellen befinden. Vielleicht lieBen sicRukunft auch andere Tumore wie
Karzinome durch einen ahnlichen Graft-versus Tu(@wT)Effekt behandeln, wenn
bestimmte allogene Spenderlymphozyten eingesetzieneDerartige allogene Effekte sind
aber nicht ohne Risiko. Das Hauptrisiko bestetgimer Graft-versus-Host Erkrankung
(GvHD), die vor allem dann auftreten kann, wennrigige und Empfanger nicht gut durch
HLA-Typisierung gematched sind. Wir haben ein iagsantes Tiermodell fur GvL- und



GvH-Reaktionen aufgebaut. Bei diesem werden allegemune T-Zellen in tumortragende
Rezipienten transferiert. Durch diese adoptiveutie Immuntherapie (ADI), die in sublethal
bestrahlten tumortragenden DBA/2-Mausen erfolginkd es zu kompletten Tumor-
Remissionen und zur Absto3ung selbst von makroskbpn Metastasen. Unsere derzeitige
Arbeit beschéftigt sich mit den AbstoR3ungsmechaarsdieses interessanten Phanomens.
Die wichtigsten Komponenten dieses Therapie-Effektellen CD4 und CD8 T-
Lymphozyten des Donors dar sowie eine bestimmte&uidation von Makrophagen in der
Leber tumortragender Rezipienten, mit denen died>daLymphozyten feste Zell-Zell-
Cluster bilden. In diesen T-Zell-Makrophagen-Cluasteerden offenbar TAA’s prasentiert
und es wird das Enzym Nitric-Oxide-Syntase induzieadurch kommt es zur lokalen
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO), einer cheafisn Substanz, die einen zytotoxischen
Effekt auf Tumorzellen austiben kann.

7. Stickstoffmonoxid (NO)

Stickstoffmonoxid (NO) wurde im Jahre 1992 als tMslekll des Jahres” erklart. Es ist bei
der Neurotransmission, bei der Regulation des Bletds sowie bei der Effektorfunktion von
Makrophagen und Endothelzellen involviert. NO wanks der Oxidation von L-Arginin
hergestellt, eine Reaktion, die durch das induaierticnzym Nitric-Oxide-Synthase (iINOS)
katalysiert wird. Grol3e Mengen von NO, die durchivikrung von iNOS in Makrophagen
und Endothelzellen produziert werden, kénnen Mikrobnd Tumorzellen effizient abtdten.
Dieser zytotoxische Effekt von NO konnte mit Apap$&y dem programmierten Zelltod, in
Tumorzellen assoziiert werden. Wir konnten zeigiafd 1. die Regression von ESb-
Lymphom-Lebermetastasen nach adoptiver Immunthei@iI) in tumortragenden DBA-
Mausen durch immune T-Lymphozyten mit einem erhdhi&vel von NO-Synthese in
Lebermakrophagen und Endothelzellen korrelliert&Rivierte Endothelzellen und
Makrophagen induzierten Apoptose in ko-inkubie&b-Lymphomzellen in vitro. 3. Die
Hemmung endogener NO-Produktion durch den iNOSbltdriNMMA flhrte zur
kompletten Hemmung des apoptotischen Effektes. idhaIErgebnisse wurden auch nach
Exposition menschlicher neoplastischer T- oder BedAegegentber Chemikalien erhalten,
die exogen NO freisetzen. Wir konnten weiterhirgeaj dald die NO induzierte Apoptose in
neoplastischen Zellen die Aktivierung von intragkéten Caspasen erforderte und eine
Schadigung mitochondrialer Funktionen bewirkte.

8.Metastasen

Die Fahigkeit von Tumorzellen, sich von einem lokalchsendem Tumor abzulésen, zu einer
anderen Stelle im Koérper zu wandern und sekundéneofherde zu etablieren, wird als
Metastasierungskapazitat bezeichnet. Die Konseduienzon ist die Bildung sekundarer
Tumore, sogenannter Metastasen. Der metastatisoed? ist sehr komplex und involviert
viele Teilschritte, die alle auf regelmafligen Wetwgkungen zwischen Tumorzellen und
Zellen des Wirtsorganismus basieren. Alle fur dietddtasierung relevanten Molekile
konnten potentielle therapeutische Zielstruktunenlatervention bei der Metastasenbildung
dienen. Zwei Beispiele waren die Zielstruktur CDddrant oder Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (EGFR, oder Erb-B2). Therapeutisches®igdturen kdnnten auch Tumor-
assoziierte Gene (Onkogene, Suppressorgene) sexnmerassoziierte Antigene (TAA)
darstellen.

9. Die Immuntherapie mit dendritischen Zellen

Eine weitere Form der zellularen Immuntherapidtsiiéd VVerabreichung von so genannten
dendritischen Zellen dar. Dendritische Zellen nehmi@e Schlisselfunktion bei der
Aktivierung der Immunantwort ein. Sie prasentieaerffallige Merkmale, die Tumorzellen

von anderen Geweben unterscheiden, dem Immunsygstedass Uberhaupt eine ausgepréagte
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Reaktion erfolgen kann und auch zahlenmalig Ulbeekie Zellen hinausgeht. Die Theorie
hinter der Verwendung von dendritischen Zellenlmununtherapie geht von einer gezielten
Verstarkung dieser Reaktion aus. Die meist vomeR#gn selbst stammenden, in der
Zellkultur herangezogenen dendritischen Zellen eenhit Tumorzellen oder Teilen davon
zusammengebracht und dann dem Patienten zurlckgedeab Korper sollen die so
beladenen dendritischen Zellen dann diese Infoonath andere Immunzellen vermitteln und
so eine Immunreaktion gegen den Tumor auslosen.

10. Der Stellenwert zellularer Immuntherapien heute

Zellulare Immuntherapien gehdren noch nicht zu Smdardverfahren in der
Krebsbehandlung. Noch sind viele Fragen offen, Bamspiel kennt man noch langst nicht
bei allen Tumorarten die winzigen Unterschiede dikeKrebszellen von gesunden
unterscheiden. Auch zum Wie und Wann muss nochFardchung betrieben werden. Wie
oft Patienten wohin geimpft werden mussen, um eptanale Reaktion zu erreichen, ist zum
Beispiel bei den Anséatzen mit dendritischen Zetlereeit in der Prifung. So kann es
durchaus Unterschiede machen, ob unter die Haugnrphknoten nahe Regionen oder
anders vakziniert wird.

Zitiert aus: Krebsinformationsdienst KIDvwvw.google.ax

Anmerkung (DDr. Bacowsky H.):

Trotz dieser und anderer extrakorporaler in vitretibden zur Steigerung der Antigenitat,
kann nicht vorausgesagt werden, ob die durch @dieseendigen Verfahren - z.B. durch
Virusbeladung toter Tumorzellen aktivierte T-Lymplgten - auch die entsprechende
Information zur Kennung von Tumorzellen — in degBlenach Operation vorhandenen sog.
residual cancer cells im Blut — GUbernommen habeéesd3 Problem der Ansprechbarkeit stellt
sich generell fir jede immunstimulierende Therapieer auch fir die state of the art
etablierten Standardverfahren der Chemo — und I8h#tterapie.

In der Praxis gelingt die Stimulation des Immunegss in der Regel sehr gut, jedoch sind
Tumorzellen kein kérperfremdes Material, besitz&mar geringe, wahrscheinlich auch
wechselnde Antigene. Selektionsdruck zusammen enitFihigkeit der Tumorzelle sich an
unterschiedlichste Umgebungsbedingungen anzupdassen einen monotherapeutische
Fokusierung auf spezifische T-Zellen eine Immurapi in der Regel friilher oder spéater
scheitern. Eine Immunzellzahl Erhéhung fuhrt nichbedingt zu einer erhéhten Kompetenz
der vermehrten Immunzellen. Auch in der Immunthergit Polypragmasie, wie neuere
Studien zeigen, was die Aussichten fur den betneffiePatienten in Form einer erfolgreichen
Behandlung verbessern.

Dazu seien nachfolgende Ausfihrungen aus 2 Abgelwiiter Arbeit von Dr. med. Christian
Stremmel (med. Universitat Erlangen) ,Immuntolerang aktive Immunsuppression in der
Onkologie, Immunologische Grundlagen und therapeh& Optionenwww.google.ax*

zitiert:

» 1 UMor escapemechanismen:

Diese Gruppe an Mechanismen, durch die sich derofemer erfolgreichen
Immunuberwachung entzieht, basiert auf der Modutadier Expression von Molekulen, die
direkt die Interaktion mit Immunzellen betrifft bzaeren Aktivierung beeinflusst. Im
Mittelpunkt stehen dabei Proteine auf der Zelldldetfe oder im Zytoplasma der
Tumorzellen, die an der Prasentation oder intraZekn Aufarbeitung von Antigenen
beteiligt sind. Fur verschiedene TumorentitatemistHerunterregulation von MHC-Klasse-I-
Molekilen [19] und der Verlust von Tumorantigenesdhrieben worden [32]. Aber auch
Molekule, die intrazellular an der Aufarbeitung vantigenen beteiligt sind, wie z.B. das
Transporter-assozierte-Protein (TAP), werden herurtguliert [20]. Gerade der Verlust von
Tumorantigenen wahrend einer Immuntherapie stielé eimitation dieser Therapieform dar
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[32]. Der Selektionsdruck auf den Tumor ist einisghes Phdnomen, das auch bei einer
Chemotherapie oder Strahlentherapie beobachtetewurd

Schlussfolgerungen:

Eine erfolgreiche Tumorvakzination mufd an der duteh Tumor induzierten Immuntoleranz
ansetzen. Wird diese Toleranz gegen den Tumor iilmelen, so kann die endogene, anti-
tumorale Immunantwort ihrer Aufgabe nachkommen dexl Tumor abstol3en.

Bei Tumorvakzinationen sollte die Physiologie dezdllaktivierung beriicksichtigt werden,
wodurch auf APCs basierenden Vakzinationen einerizEge Rolle zukommit.
Veranderungen von Proteinen in der Signaltransdokton T-Zellen und die damit
verbundene verminderte Ansprechbarkeit des PatidrdgeVakzinationen sind wichtig fur die
Selektion von Patienten flr eine ImmuntherapieeEiarmale Expression von NF-k B p65
oder der z -Kette des T-Zellrezeptors sollte vdejdmmuntherapie getestet werden, um
somit bessere Subgruppen zu charakterisieren.

In der Zukunft sollten Vakzinationen mit mindest@gerschiedenen Tumorantigenen
erfolgen. Dadurch wird versucht auch diejenigen dreellen angreifen und zerstéren zu
kénnen, denen es gelingt, die Expression von eigehlimmstenfalls von mehreren der
anvisierten Tumorantigenen abzuschalten.

Auch bei einer Immuntherapie sollten verschiedensddze kombiniert werden: Eine
spezifische Vakzination mit unterschiedlichen Aatign, kombiniert mit einer ungerichteten
Immunstimulation mit Zytokinen oder der Aktivierurgn Immunzellen tber
costimulierende Molekle.

Eine Immuntherapie sollte im Rahmen einer multinkedd herapie bei Patienten mit
"minimal residual disease" erfolgen. Durch eingutgische Therapie muld zunachst die
Tumorlast soweit reduziert werden, dafd eine Immenaghie erfolgsversprechend sein kann.”
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