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Krebszellen unterscheiden sich immer von normalen Kérper-
zellen. Die Unterschiede sind einerseits bedingt durch die ge-
netischen Verdanderungen, die zur Entartung gefiihrt haben,
etwa Mutationen oder Translokationen, die die Regulation
der Zellteilung, der Kontaktinhibition oder der Apoptosere-
sistenz beeinflussen, andererseits durch Konsequenzen die-
ser Veranderungen wie zum Beispiel die Reexpression von
embryonalen Genen, oder die Uberexpression von ansonsten
normalen Genen, oder die Expression von viralen Genen bei
virusinduzierten Tumoren. Alle diese Verdnderungen kénnen
prinzipiell vom Immunsystem erkannt werden, was zur Ab-
totung oder anderweitiger Beeinflussung der sie tragenden
Zellen fithren kann. Zusdtzlich zu diesen Krebsantigenen
kommen fiir eine Immuntherapie auch gewebe- oder zelltyp-
spezifische Strukturen infrage, solange der Tumor von einem
nicht lebensnotwendigen Zelltyp ausgeht.

Wir teilen die fiir eine Immuntherapie geeigneten Antigene
in 3 Kategorien ein (Abb. 1).

1. Kategorie: Tumorspezifische Antigene, die nur auf Tumor-
zellen und sonst nirgends und zu keiner Zeit im Korper vor-
kommen. Dieses sind ausschliefSlich durch Mutationen in den
Krebszellen oder von Tumorviren hervorgerufene Strukturen.
Mutationen gibt es viele in jeder Tumorzelle, darunter solche,
die fiir das maligne Verhalten ursdchlich sind (,,Driver-Muta-
tionen“) und weitere, die fiir die Tumorzellen eher belanglos
sind (,,Passenger-Mutationen“). Mehrere hundert Mutation-
en sind regelmdRig in Tumorzellen zu finden. Allerdings ist
das Spektrum der Mutationen in jedem Tumor, von Patient
zu Patient, fast vollig unterschiedlich.

2. Kategorie: tumorassoziierte Antigene. Dazu gehoren reex-
primierte embryonale Antigene (,Cancer testis antigens“,
Beispiel NY-ESO1) sowie in der Tumorzelle {iberexprimierte,
also in hoherer Molekiilzahl als in normalen Zellen vorhande-
ne, ansonsten aber normale zelluldre Strukturen (Beispiel
HER2-neu). Hierzu gehéren auch durch posttranslationale
Modifikationen besonders in Tumorzellen hervorgerufene
Verdnderungen.

3. Kategorie: Differenzierungsantigene. Diese sind die bereits
erwdhnten zelltypspezifischen Strukturen, die nur fiir Tu-
morentititen mit Urspung aus nicht {iberlebensnotwendigen
Geweben relevant sind. Man nimmt mit einer gegen Differen-
zierungsantigene gerichteten Immuntherapie daher bewusst
in Kauf, dass auch die gesunden Zellen des betreffenden Ge-
webes zerstdrt werden. Beispiel aus der passiven, antikérper-
vermittelten Immuntherapie: CD20, eine Struktur auf norma-
len B-Zellen, aber auch auf B-Zelllymphomen.

Alle diese Antigene kdnnen vom adaptiven Immunsystem er-
kannt werden, also von Antikdrpern oder von T-Zellen. Aller-
dings sind in diesem Zusammenhang fiir Antikorper nur die-
jenigen Antigene relevant, die auf der Zelloberfldache direkt
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Abb. 1

exprimiert sind. Die Auswahl solcher Strukturen ist auf rela-
tiv wenige begrenzt, und aus praktischen Griinden kommen
antikérpervermittelte Immuntherapien, die insbesondere
passive Immunisierungen sind, fast nur fiir Antigene der Ka-
tegorien 2 und 3 in Betracht. Dagegen sind T-Zellen prinzi-
piell in der Lage, Fragmente von jedwedem zelluldren Protein,
wo immer es in der Zelle auch vorkommt, auf der Zelloberfld-
che als HLA-présentiertes Peptid zu erkennen.

Ziel der therapeutischen Impfung ist es, geeignete Tumoran-
tigene so zu applizieren, dass sie eine effiziente Immunant-
wort gegen die Krebszellen hervorrufen. Dabei ist zu beriick-
sichtigen, dass diese Antigene bereits auf den Tumorzellen
vorhanden sind, jedoch in der Regel noch nicht zu einer Erst-
aktivierung der spezifischen Immunzellen gefiihrt haben.
Dies deshalb, weil einerseits die fiir eine erstmalige Aktivie-
rung von T-Zellen erforderlichen Kostimulationssignale, wie
die Interaktion von CD80/86 auf dendritischen Zellen mit
CD28 auf T-Zellen, im Tumormilieu nicht vorhanden sind,
und andererseits im Tumor immunsuppressive Bedingungen
herrschen. Man versucht deshalb bei einer therapeutischen
Vakzinierung, durch Applikation der Tumorantigene fern des
Tumors, in der Regel intradermal oder subkutan, zusammen
mit einem Adjuvans, die T-Zellen zu aktivieren und hofft, dass
diese dann zu den Tumorzellen migrieren, wobei man am
besten auch gleich versucht, das Tumormilieu so zu beinflus-
sen, dass eine Immunantwort dort nicht gleich unterdriickt
wird.

Die Identifizierung der Tumorantigene kann mittels einer
Reihe unterschiedlicher Strategien erfolgen. Die ersten Tu-
morantigene wurden durch Spezifitdtsanalysen von T-Zellen
oder Antkorpern identifiziert, die spontan in Patienten auf-
getreten waren [1,2]. Spdter wurden Antigene und darin T-
Zellepitope identifiziert, die von Genprodukten stammen,
die als tumorassoziiert gelten. Wir identifizieren direkt die
relevanten Antigene, die in Form von Peptiden auf den HLA-
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Molekiilen auf Tumorzellen prasentiert werden, und verwen-
den als Quelle hierfiir frisch exstirpiertes Tumorgewebe aus
Patienten [3,4]. Bei diesem Verfahren werden die HLA-Mole-
kiile des Tumors sowie des relevanten Normalgewebes, so-
fern vorhanden, immunprdzipitiert, die gebundenen Peptide
werden eluiert, mittels HPLC aufgetrennt und mit hochauf-
l6sender Massenspektrometrie identifiziert. Ziel ist es, solche
HLA-Liganden, also Peptide, zu finden, die im Tumor vorhan-
den sind, im Normalgewebe jedoch nicht, oder zumindest im
Tumor in hoherer Kopienzahl gegeniiber normalen Zellen
vorkommen.

Die Form des Antigens fiir die Impfung kann sehr unter-
schiedlich gewdhlt werden. Die Minimalform ist ein syntheti-
sches Peptid, das genau dem natiirlichen Peptid auf der Tu-
morzelle entspricht [5]. Das Peptid kann auch verldngert wer-
den; es muss dann nach der Impfung erst von antigenprasen-
tierenden Zellen, insbesondere dendritischen Zellen, auf-
genommen und prozessiert werden [6]. Man kann auch anti-
genkodierende DNA oder RNA einsetzen, wobei RNA beson-
ders vielversprechend ist, da die RNA keine Komplikationen
durch unerwiinschte Insertion ins Genom verursachen und
aulBerdem selbst als Adjuvans wirken kann [7]. Die erste von
der FDA zugelassene therapeutische Krebsimpfung ist ein re-
kombinantes Protein, das mit kostimulierenden Molekiilen
versehen ist [8]. Auch virale oder bakterielle Konstrukte, in
die Gene fiir Tumorantigene inseriert sind, werden erprobt.
Wir entwickeln die Tumor-Vakzinierung mit den natiirlichen
Peptiden genau entsprechenden synthetischen Peptiden. Da-
bei muss man zundchst die Einschrankung in Kauf nehmen,
dass solche Peptide immer genau zu den HLA-Molekiilen des
Patienten passen miissen; in den bisherigen Studien waren
dies meist HLA-A2-exprimierende Patienten. In Mitteleuropa
tragen knapp die Hilfte der Bevolkerung dieses Merkmal. Aus
der Analyse von hunderten von Nierenzellkarzinomproben
wurden 10 solcher Peptide ausgewadhlt, die hdufig auf HLA-
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A2-Molekiilen als tumorassoziierte Peptide zu finden waren,
z.B. aus dem c-met-Protoonkogen oder aus Zellzyklus oder
Zelltod regulierenden Genprodukten. Eine ausfiihrliche Dar-
stellung einer klinischen Phase-I- und einer darauf aufbauen-
den Phase-II-Studie mit zusammen 96 Patienten wurde kiirz-
lich veroffentlicht [5,9]. Die Vakzinierung erfolgte subkutan
mit dem Zytokin GM-CSF als Adjuvans und bei einem Teil
der Patienten mit einem Immunmodulator, der die Immun-
suppression reduzieren sollte. Es zeigte sich eine eindrucks-
volle Verlingerung des Uberlebens der Patienten, die eine
starke Immunantwort gegen den Peptid-Cocktail zeigten,
wobei die Nebenwirkungen sehr viel geringer waren als bei
Standardtherapien mit Tyrosinkinaseinhibitoren, sowie auf-
schlussreiche Korrelationen mit Biomarkern, die folgende
Studien verbessern konnen sollten. Wie auch von anderen
bisher durchgefithrten therapeutischen Tumor-Vakzinie-
rungs-Studien bekannt, zeigte die Impfung jedoch keinen be-
deutenden Einfluss auf die Tumorprogression. Es besteht da-
her noch wesentlicher Optimierungsbedarf, der durch die
bisherigen Erfahrungen mit der erwdhnten und mit weiteren
Studien auch anderer Strategien aussichtsreich bearbeitet
werden kann.

Wir verfolgen derzeit 2 unterschiedliche Strategien, um die
Immuntherapie mit Peptiden weiterzuentwickeln. Ein Ziel
ist die Zusammenstellung von Peptid-Cocktails mit 20-30
Peptiden, die fiir hdufige HLA-Molekiile passen, also neben
HLA-A2 etwa auch fiir HLA-A1, B7 oder B8, um alle Patienten
ohne vorherige HLA-Typisierung behandeln zu kénnen. Dies
wird derzeit fiir das Prostatakarzinom bei prostatektomier-
ten Patienten vorbereitet, wobei in diesem Fall sowohl tu-
morassoziierte (Kategorie 2) als auch prostatagewebsspezi-
fische (Kategorie 3) zum Einsatz kommen sollen [10]. Ein
weiteres Ziel ist die Verwendung von wirklich tumorspezi-
fischen Peptiden (Kategorie 1), die eine wesentlich starkere
Immunantwort hervorrufen sollten, da gegen diese keine
zentrale, also bereits im Thymus festgelegte, Toleranz des Im-
munsystems vorliegt. Hierbei kommt man jedoch nicht um-
hin, vollkommen patientenindividuell vorzugehen, da nicht
nur die tumorspezifischen Mutationen in jedem Patienten
andere sind, sondern auch die HLA-Molekiile [11]. Wir arbei-
ten daher derzeit an der Entwicklung der geeigneten Logistik
fiir ein solches Vorgehen. Neben der Identifizierung der ge-
eigneten mutationstragenden Peptide durch Kombination
von Genom- und Transkriptom-Sequenzierung einerseits und
massenspektrometrischer Peptidanalyse andererseits, jeweils
aus Tumorproben des individuellen Patienten, miissen die zur
Impfung vorgesehenen Peptide nach dem Arzneimittelgesetz
hergestellt werden. Hierfiir wurde an der Universitat Tiibin-
gen mit groBem Aufwand die notwendige Infrastruktur ge-
schaffen.

Wir erwarten in den ndchsten Jahren eine giinstige Entwick-
lung der aktiven spezifischen Immuntherapie [12], wobei die
bisherigen Erkenntnisse Losungen der erkannten Probleme
erleichtern. Danach sollte eine erfolgreiche Immuntherapie
nach chirurgischer Resektion mehrere moglichst spezifische
Antigene zusammen mit geeigneten Adjuvanzien und Im-
munmodulatoren einsetzen und die lokale Immunsuppres-
sion im Tumorbereich zusatzlich durch Kombination mit ge-
eigneter Chemo/Radiotherapie beeinflusst werden.
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