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1. EINLEITUNG

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC) gehdren zu den
haufigsten menschlichen Krebsarten. Leider kommt es nach rein chirurgischer
Therapie in ca. der Halfte der Falle zum lokalen Wiederauftreten der Tumor-
erkrankung oder zu Metastasierung. Trotz Fortschritten in der Diagnose und
Behandlung dieser Erkrankung konnte das Uberleben in den letzten
Jahrzehnten nicht wesentlich verbessert werden (McMahon und Chen 2003).
Deshalb ist die Entwicklung von neuen Therapien und ihre Integration in
aktuelle Therapieregime von grol3er klinischer Bedeutung. Eine aktive Immun-
therapie konnte eine solche therapeutische Moglichkeit darstellen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Expression von 23 Cancer-Testis(CT)-Antigenen
als mdgliche Zielstrukturen fur eine Immuntherapie in Tumorproben von 51
HNSCC-Patienten und in angrenzendem gesundem Gewebe von 26 dieser
Patienten untersucht. Zudem wurde autologes Serum von 39 Patienten auf das
Vorhandensein von Antikorpern gegen 3 CT-Antigene untersucht, um einen

Einblick in die Immunogenitat von CT-Antigenen in HNSCC zu gewinnen.

1.1.Das Krankheitsbild Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome sind bdsartige epitheliale Tumoren des
oberen Atmungs- und Verdauungstrakts. Histologisch muissen die Platten-
epithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs von den ebenfalls im Kopf-Hals
Bereich vorkommenden Adenokarzinomen unterschieden werden. Platten-
epithelkarzinome gehen von den Epithelzellen der Epidermis oder den
Schleimhauten aus, wahrend Adenokarzinome ihren Ursprung im
Epithelgewebe v.a. in exokrinen, seltener endokrinen, Drisen oder in

zylinderzellartiger Schleimhaut haben (De Gruyter et al. 2004).



Im Gegensatz zu den verhornenden Plattenepithelkarzinomen der Epidermis
sind die Plattenepithelkarzinome der Schleimhaute, zu denen die Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinome gehoren, nicht verhornend. Kopf-Hals-Plattenepithel-
karzinome konnen nach ihren haufigsten Lokalisationen in Karzinome des
Larynx, des Pharynx und der Mundhohle unterteilt werden, wobei die
nasopharyngealen Karzinome meist als separate Gruppe betrachtet werden
(Argiris et al. 2008). Die Karzinome des Larynx konnen in subglottische,
glottische und supraglottische unterteilt werden. Die Karzinome des Pharynx
werden haufig nach ihrer Lokalisation im Hypopharynx, Oropharynx oder
Nasopharynx unterteilt (Siehe Abbildung 1). Die Karzinome der Mundhdhle sind
die haufigsten HNSCC und kdnnen in den Lippen, der Zunge, dem Mundboden,
dem Zahnfleisch, den Speicheldrisen, der Wangenschleimhaut und dem
Gaumen auftreten (Stupp und Vokes 2003, Preil3 und Schmieder 2006).

In den Jahren 2003-2004 betrug die Inzidenz der HNSCC in Deutschland nach
Angaben des Robert Koch Instituts 10.400, davon 7.600 bei Mannern und 2.800
bei Frauen. Die Mortalitat bei Mannern betrug 3.450 Sterbefalle, was 3.1% aller
Krebssterbefalle entsprach. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei Mannern bei
61 und bei Frauen bei 63 Jahren (Robert-Koch-Institut 2008). Weltweit lag die
Inzidenz im Jahre 2002 bei ungefahr 650.000. Damit ist das HNSCC der

sechst-haufigste maligne Tumor beim Mann (Parkin et al. 2005).



Abbildung 1: Der Kopf-Hals-Bereich
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1.1.2. Atiologie und Pathogenese

Die wichtigsten Risikofaktoren fur die Entwicklung eines HNSCC sind Tabak-
und Alkoholkonsum, deren schadliche Wirkungen sich gegenseitig verstarken
und die kombiniert bei 75% aller Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren vorliegen
(Vinjeis et al. 2004, Blott et al. 1988, Tuyns et al. 1988). Auch der Konsum von
Kautabak und Betelpriem begunstigt die Entstehung von HNSCC, vor allem in
der Mundhdhle. Ein weiterer Risikofaktor ist fehlende Mundhygiene (Preif3 und
Schmieder 2006). Neuere Studien zeigen, dass Infektionen mit Humanen
Papillomaviren eine kausale Rolle bei der Entstehung von HNSCC spielen
(Chung und Gillison 2009). Der Grofteil der HNSCC tritt sporadisch auf, es ist
jedoch auch eine familiare Haufung beschrieben worden. Personen mit
erblicher Krebsneigung, wie z.B. mit Hereditarer Polyposis oder dem Li-
Fraumeni Syndrom haben ein erhdhtes Erkrankungsrisiko (Argiris et al. 2008).
Es gibt signifikante regionale Unterschiede in der Haufigkeit von HNSCC, so
treten Mundhdhlenkarzinome besonders haufig in Sudzentralasien, Melane-
sien, in West- und Sudeuropa und in Sudafrika auf. Larynxkarzinome sind am
haufigsten in West- und Sudeuropa, in Sudamerika sowie in Westasien.

Der Konsum von Obst und Gemuse ist mit einem niedrigeren Risiko der

Entwicklung eines HNSCC assoziiert worden (Argiris et al. 2008).

1.1.2.1. Pathogenese

Leuko- und Erythroplakie sind klinisch detektierbare Prakanzerosen des
HNSCC, die dieselben Hauptrisikofaktoren aufweisen. Jahrlich kommt es zur
malignen Entartung von etwa 0.13-2.2% der Leuko- und Erythroplakien der
Mundhohle (Napier und Speight 2008). Eine Vielzahl genetischer Mechanismen
kann die Entstehung von HNSCC sowohl direkt, z.B. durch die Expression von
Wachstumsfaktorrezeptoren, als auch indirekt durch den Verlust von
genetischen Reparatursystemen begunstigen.

Wichtige Beispiele fur Wachstumsfaktorrezeptoren sind der Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) und der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF),



deren Aktivierung uber Signalketten zur Transkription von fur die Tumorgenese
wichtigen Genen fuhrt (Argiris et al. 2008, Califano et al. 1996, Perez-Ordonez
et al. 2006, Ha und Califano 2006). Die Uberexpression von VEGF oder EGFR
in HNSCC ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Grandis und Tweardy
1993, Smith et al. 2000).

Eine indirekte genetische Schadigung, die die Entstehung von HNSCC
begunstigt, ist die Inaktivierung des Enzyms Telomerase, die fur 90% aller
HNSCC beschrieben wurde. Dieses Enzym ist fur den Zelltod verantwortlich
und seine Inaktivierung fuhrt zum Erhalt schadlicher Mutationen (McCaul et al.
2002). Fur 70-80% aller HNSCC sind zudem Mikrodeletionen des Chromosoms
9p21 beobachtet worden. Andere in HNSCC haufig auftretende genetische
Veranderungen sind die Inaktivierung des Chromosoms p16, der Verlust von
3p, die Amplifikation von 11913 sowie Punktmutationen im Tumorsuppressor-
gen p53, die in 50% aller HNSCC auftreten (Perez-Ordonez et al. 2006, Mao et
al. 1996, Rocco und Sidransky 2001, Balz et al., Pignataro et al. 1998,
Carpaccio et al. 2000). Auch die durch das Humane Papillomavirus
exprimierten Onkoproteine E6 und E7 flhren zur Destabilisierung von p53
(Chung und Gillison 2009).

Eine Besonderheit von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen ist ihre Fahigkeit,
der Immunabwehr zu entkommen. Auf die wichtigsten bekannten
Mechanismen, die hierzu beitragen, wird im Abschnitt 1.2.1. Immunsup-

pression bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren eingegangen.

1.1.3. Klinik und Diagnostik

Die Symptome eines HNSCC sind abhangig von der Lokalisation und dem
Stadium, sie kdonnen sich als Fremdkorper- oder Globusgefuhl auf3ern, als
Heiserkeit, Schluckstérungen, Mundulzerationen, Zungenschmerzen, Husten
oder als orale Blutungen. Trotz dem Vorhandensein von Warnsymptomen
kommen viele Patienten erst spat zur Primardiagnostik, da sie durch den haufig

vorhandenen starken Alkoholkonsum oft relativ indolent sind. Die



Primardiagnostik besteht aus der korperlichen Untersuchung bei der auf
Ulzerationen und Tumoren im Mund/Rachenraum, auf Schwellungen im
Halsbereich, auf vergrofRerte und verhartete Lymphknoten, gelahmte
Stimmlippen und auf Schluckstérungen geachtet werden sollte. Zur Sicherung
der Diagnose muss eine Biopsie entnommen und histologisch untersucht
werden. Bildgebende Verfahren zur Feststellung der Tumorausbreitung sind die
Osophagoskopie, die Bronchoskopie, die CT, die MRT, die PET, das native
Thoraxrontgen und nach Bariumschluck, sowie die Sonographie der Hals-
lymphknoten zum Ausschluss von Halslymphknotenmetastasen. Das Staging
ist entscheidend fur die nachfolgenden Therapieentscheidungen und sollte
deshalb mit groRer Sorgfalt durchgefuhrt werden. Der haufigste Metasta-
sierungsort des HNSCC ist die Lunge, gefolgt von mediastinalen Lymphknoten,
Leber und Knochen. Die Lunge sollte bereits initial untersucht werden, da sich
hier nicht nur haufig Metastasen finden lassen, sondern oft auch ein zweiter
Primartumor diagnostiziert werden kann (Argiris et al. 2008, Stupp und Vokes
2003, Prei® und Schmieder 2006). Anhand der erhobenen Befunde wird das
Tumorstadium nach dem TNM System der UICC eingeteilt (Tabelle 1).

1.1.4. Therapie

Die Therapie des HNSCC beinhaltet operative, radiologische und chemo-
therapeutische Behandlungsmethoden, deren Auswahl von der Lokalisation,
dem Tumorstadium und dem Zustand des Patienten abhangig ist. Im Frih-
stadium (T+4-2NoMp) kdnnen >90% aller HNSCC-Patienten mittels Operation und
Strahlentherapie geheilt werden, leider leiden Uber 60% der Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung jedoch bereits unter einem weiter fortge-
schrittenen Stadium, in diesen Fallen ist ein multimodales Vorgehen und die
gute Kooperation der Fachabteilungen von besonderer Wichtigkeit (Stupp und
Vokes 2003, Preily und Schmieder 2006).



1.1.4.1. Operative Therapie

Bei der operativen Therapie wird zwischen Eingriffen mit kurativer und
palliativer Zielsetzung unterschieden. Kurativ operierbar sind in der Regel
Tumoren der Stadien T1.3NoMp (Preif3 und Schmieder 2006). AuRerdem darf bei
einer Operation mit kurativer Zielsetzung in der Regel keine Tumorinfiltration in
die Arteria Carotis, die Schadelbasis oder die pravertebrale Muskulatur
vorliegen (Argiris et al. 2008). Kurative Operationen haben die vollstandige
Entfernung des Tumors mit Ro-Resektion zum Ziel. Zusatzlich zur Entfernung
des Tumors erfolgt meist eine so genannte ,neck dissection® d.h. eine
Entfernung zervikaler Lymphknotengruppen. Haufig werden hierbei Mikro-
metastasen entdeckt, das Staging wird dann entsprechend heraufgestuft und
die adjuvanten Therapieentscheidungen angepasst. Ab Stadium T1.4N{My oder
T1.4NxM, ist die Prognose relativ schlecht und es kann aullerhalb eines
multimodalen Therapiekonzeptes nur in Einzelfallen kurativ operiert werden. Die
Therapieentscheidung muss dann vom Einzelfall und Zustand des Patienten
abhangig gemacht und in enger Kooperation zwischen den beteiligten Fach-
abteilungen getroffen werden. Wenn eine Operation mit palliativer Zielsetzung
erfolgt, z.B. zur Linderung von Schluckstérungen dann ist das oberste Prinzip,
dass die durch den Eingriff erfolgenden Einschrankungen nicht starker als die

tumorbedingten Einschrankungen sein durfen (Preifl und Schmieder 2006).

1.1.4.2. Strahlentherapie

Die Strahlentherapie ist ein Standardverfahren in der Behandlung von HNSCC
(Prei3 und Schmieder 2006). Sie kann entweder als primare Therapie mit
palliativer Zielsetzung bei inoperablen Patienten durchgefuhrt werden, als
kurative Therapie im Fruhstadium von Glottiskarzinomen, Zungenbasis-
karzinomen und Tonsillenkarzinomen (Argiris et al. 2008), oder im haufigsten
Fall als postoperative adjuvante Therapie. Auf Grundlage von Spiral-CT, MRT

oder PET Bildern wird ein dreidimensionaler Bestrahlungsplan erstellt. Es folgt



eine intensitatsmodulierte Bestrahlung, die die hochste Strahlendosis auf das
Tumorgewebe konzentriert, wahrend das gesunde Gewebe weniger belastet
wird. Normalerweise wird eine tumorzide Dosis von 66-72 Gy verabreicht,
aufgeteilt auf Tagesdosen von 2 Gy fur 5 Tage pro Woche (Prei3 und
Schmieder 2006).

1.1.4.3. Chemotherapie

Die Chemotherapie wird vor allem begleitend zur operativen Therapie und zur
Strahlentherapie in Form einer simultanen oder rasch alternierenden Radio-
chemotherapie eingesetzt. In Ausnahmefallen ist eine Induktionschemotherapie
sinnvoll, wenn eine organerhaltende Therapie beim Larynx- oder Hypopharynx-
karzinom angestrebt wird (Stupp und Vokes 2003). Palliativ kann eine
Chemotherapie bei Fernmetastasen oder bei ,ausgestrahltem® Karzinom zur
Tumorregression fuhren, was jedoch aufgrund des schlechten Allgemein-
zustands in diesem Stadium haufig nicht mehr durchfluhrbar ist. Das Standard-
regime besteht aus Cisplatin und 5-Fluoruracil, mit dem Ansprechraten von
>90% erreicht werden (Preil3 und Schmieder 2006). Andere wirksame Chemo-
therapeutika sind Carboplatin, Methotrexat, Paclitaxel, Docetaxel, Vinorelbin,
Ifosfamid oder Gemcitabin. Ein fur die Therapie von HNSCC relativ neu
zugelassenes Medikament ist Cetuximab, ein monoklonaler Antikorper gegen
den Wachstumsfaktor EGFR (Argiris et al. 2008). Die Wahl der Chemo-
therapeutika und die Kombination mit der Strahlentherapie, ob simultan oder

alternierend, ist Gegenstand laufender Studien.



1.1.4.4. Therapiekomplikationen

Die haufig mutilierenden Operationsverfahren, mit Entfernung des Larynx oder
Teilen der Mundhohle bedeuten erhebliche Beeintrachtigungen fur den
Patienten. Auch die Strahlentherapie im Kopf-Hals Bereich verursacht eine
Vielzahl akuter Nebenwirkungen wie Mukositis, vermehrter Speichelfluss,
Schluckstorungen, Geschmacksverlust und Heiserkeit. Langfristige Strahlen-
folgen sind eine dauerhafte Schadigung der Speicheldrisen, Xerostomie,
Karies, Osteonekrosen, Schilddrisendysfunktion, sensoneurinaler Horverlust

sowie Larynx- und Pharynxstenosen (Argiris et al. 2008).

1.1.5. Prognose

Entscheidend flr die Prognose sind die Lokalisation des Tumors und das
Stadium der Erkankung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Wird der Tumor
im Stadium [-lIl erkannt, so kann meist Heilung erreicht werden; bei
Diagnosestellung in einem spateren Stadium (>60%) kénnen meist nur
palliative Ergebnisse und eine Verlangerung der Uberlebenszeit erreicht
werden. Neben dem Stadium ist die Lokalisation des Tumors entscheidend fur
die Prognose, so haben Tonsillenkarzinome z.B. eine bessere Prognose als
Zungengrund- oder Hypopharynxkarzinome. Das TNM-Stadium der UICC wird
fur jede Tumorlokalisation etwas anders definiert. In Tabelle 1 ist als Beispiel
die TNM-Klassifikation fur Lippen- und Mundhohlenkarzinome von 2002
angegeben. Tabelle 2 stellt die AJCC-(American Joint Committee on Cancer)
Stadien und die geschatzten 5-Jahresuberlebensraten dar (Preil® und
Schmieder 2006, Stupp und Vokes 2003). In Tabelle 3 ist das Gradingsystem
der UICC, d.h. die Klassifikation von Tumoren nach ihrem Differenzierungsgrad
zusammengefasst, wobei eine hohere Gradingstufe einem niedrigerem

Differenzierungsgrad und einer schlechteren Prognose entspricht.



Tabelle 1: TNM-Klassifikation von Lippen- und Mundhohlenkarzinomen (UICC

2002)

Primartumor

Tx

Primartumor nicht beurteilbar/
Unbekannt

T Tumor <2 cm
T2 Tumor >2cm, <4 cm
T3 Tumor >4 cm
T4 Tumorinvasion in benachbarte
Strukturen (Knochen, Knorpel,
Weichteile)
Lymphknoten
NO Keine regionalen
Lymphknotenmetastasen
N1 Solitare ipsilaterale
Lymphknotenmetastasen < 3 cm
N2 Lymphknoten > 3 cm, <6 cm
N2a Solitare ipsilaterale
Lymphknotenmetastase
N2b Multiple ipsilaterale
Lymphknotenmetastasen
N2c Bilaterale oder kontralaterale
Lymphknotenmetastasen
N3 Lymphknotenmetastasen > 6 cm
Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastase
M1 Fernmetastase(n)
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Tabelle 2: AJCC-Stadium und geschéatzte 5-Jahrestiberlebensraten (5-JUR)

AJCC T N M 5-JUR (in %)
Stadium
| T1 NO MO 75-90
1l T2 NO MO 40-70
I T3 NO MO 20-50
T1-3 N1 MO
IVA T4 NO-1 MO 10-30
T1-4 N2 MO
VB T1-4 N3 MO 10-30
IVC T1-4 NO-3 M1 10-30

Tabelle 3: Tumorgrading nach der UICC

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1 Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert
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1.2. Tumorimmunologie

Tumorzellen kdnnen vom Immunsystem erkannt und zerstort werden. Neben
einer Schutzfunktion durch das nicht-adaptive (angeborene) Immunsystem,
spielen das adaptive (erworbene) Immunsystem und vor allem T-Zellen eine
entscheidende Rolle. Die Entdeckung der adaptiven Schutzfunktion des
Immunsystems gelang durch Experimente mit Mausen, die mit durch
Bestrahlung inaktivierten Tumorzellen geimpft wurden und spater bei der
Inokulierung mit aktiven Tumorzellen eine Immunantwort gegen den Tumor
erzeugten. Die Beobachtungen, dass dieses Experiment in Mausen mit T-
Zellmangel nicht funktionierte und dass der Transfer von T-Zellen von
immunen Mausen auf nicht-immune Mause zu einem Transfer der Immunitat
fuhrte, lielen darauf schlieRen, dass T-Zellen eine entscheidende Rolle fur die
Tumorimmunitat spielen. Dabei ist die Prasentierung von Tumorantigenen auf
MHC (Major Histocompatibility Complex)-Molekulen, die auf der Zelloberflache
lokalisiert sind, eine wichtige Voraussetzung fur die Erkennung des Tumors
durch T-Zellen (Murphy et al. 2008). Antigene sind Substanzen, die von einem
Organismus als fremd erkannt werden und eine spezifische Immunantwort, d.h.
die Bildung von Antikérpern oder immunkompetenten Lymphozyten auslésen
(De Gruyter et al. 2004). Tumoren verfligen Uber eine Vielzahl von
Mechanismen, um der Immunabwehr zu entkommen, so dass es zu einem
~-Kampf“ zwischen Immunsystem und Tumor kommt. Dieser “Kampf“ ist von der
US-Amerikanischen Forschungsgruppe um R. Schreiber in 3 Phasen unterteilt
worden (Dunn et al. 2004):

1. Eliminationsphase
2. Equilibriumsphase

3. Escapephase
Die erste Phase ist die Eliminationsphase, in der die Tumorzellen in einem

komplexen Zusammenspiel des adaptiven und nicht-adaptiven Immunsystems

erkannt und vernichtet werden. Das adaptive Immunsystem, v.a. CD8+ und
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CD4+ T-Zellen, kann Tumorantigene, die an der Oberflache von Zellen auf
MHC-Klasse-l und -Il Proteinen prasentiert werden, erkennen und so Tumor-
zellen von gesunden Zellen unterscheiden. Zu den so identifizierbaren Tumor-
antigenen gehdren unter anderem die in dieser Arbeit untersuchten Cancer-
Testis-Antigene. (Siehe Abschnitte 1.2.2. T-Zell basierte Immuntherapie und
1.2.3. Tumorassoziierte Antigene).

Werden wahrend der Eliminationsphase nicht alle Tumorzellen vernichtet, so
kommt es zur zweiten Phase, der Equilibriumphase, in der sich einige Tumor-
zellen durch Mutationen verandern, um der Erkennung durch das Immunsystem
zu entkommen, wahrend andere Tumorzellen keine Veranderung durchlaufen
und weiterhin erkannt und vernichtet werden. Man stellt sich die Equilibriums-
phase als einen Gleichgewichtszustand zwischen der Entstehung und der
Vernichtung von Tumorzellen vor. Die in den Tumorzellen standig statt-
findenden Mutationen werden durch die hohe Instabilitdt des Tumorgenoms
ermoglicht. Durch den Selektionsdruck des Immunsystems werden die
Tumorzellen, die vom Immunsystem nicht oder nur schlecht erkannt werden,
selektiert und kdnnen sich vermehren. Dieser Prozess wird auch Immun-Editing
genannt (Dunn et al. 2004). Sobald einige Tumorzellen durch Immun-Editing
nicht mehr vom Immunsystem erkannt werden kommt es zur Escapephase, in
der der Tumor ungebremst wachst. Neben der Herabregulation von immuno-
genen Strukturen durch Mutationen und Selektion, nutzen Tumorzellen viele
weitere Mechanismen wie die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen wie z.B.
den CD4+CD25+T-regulatorischen Zellen, die die lokale Immunreaktion
abschwachen (Sakaguchi 2000a, Sakaguchi 2000b) oder die Sezernierung von
immunsuppressiven Zytokinen. Einige weitere Escape-Mechanismen der
Tumorzellen werden auch im nachsten Abschnitt (1.2.1. Immunsuppression bei
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren) beschrieben.

Die Tatsache, dass die meisten Tumoren nicht gehauft in immundefizienten
Patienten vorkommen, kdnnte natlrlich dafur sprechen, dass das Immunsystem
auch bei Gesunden keine grof3e Rolle bei der Verhinderung der Entstehung
dieser Tumoren spielt (Murphy et al. 2008). Jedoch haben Erfahrungen aus der

Transplantationsmedizin und Studien mit in-vitro aktivierten Immunzellen und
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monoklonalen Antikdrpern gezeigt, dass es prinzipiell mdglich ist, Krebs-
erkrankungen mittels Immuntherapie zu heilen oder zumindest aufzuhalten. Ein
Beispiel von besonderer Relevanz fur die T-Zell basierte Immuntherapie ist die
Behandlung von Leukamiepatienten mittels Transfusion von allogenen
Spender-T-Lymphozyten, wodurch eine sogenannte Graft-versus-leukemia
(GVL) Reaktion hervorgerufen wird, d.h. eine gezielte Bekampfung der

Leukamiezellen durch die Spenderlymphozyten (Kolb 2008).

1.2.1. Immunsuppression bei Patienten mit Kopf Hals-Tumoren

Fur Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren ist ein besonderer Status der Immun-
suppression beschrieben worden. Frihe Studien haben gezeigt, dass diese
Patienten eine verminderte Reaktion im verzdgerten Hypersensitivitats-
Hauttest zeigten (Hadden 1997, Atanackovic et al. 2006). Bei diesem Test
kommt es nach Injektion von Tuberkulin-Peptiden bei Menschen, die bereits mit
dem Tuberkulosebakterium in Kontakt gekommen sind, nach 24-72 Stunden zu
einer T-Zell vermittelten, lokalen Entzindungsreaktion (Murphy et al. 2008).
Eine schwache Hautreaktion ist bei Menschen, die bereits mit dem
Tuberkulosebakterium in Kontakt gewesen waren, somit ein Hinweis auf eine
verminderte T-Zell-Funktion. Spater wurde nachgewiesen, dass Patienten mit
HNSCC eine Reduktion von CD3+, CD4+ und CD8+ Zellen im peripheren Blut
aufweisen, die noch Jahre nach einer kurativen Operation anhalten kann (Kuss
et al. 2004). Direkte Mechanismen von HNSCC zur Abschwéachung der T-Zell-
Reaktion umfassen die Produktion von immunsupprimerenden Faktoren wie
dem Prostaglandin E2 und den Zytokinen IL-4, IL-6, IL-10 und TGF-R.

Ein indirekter Mechanismus ist die Verschiebung der Immunantwort in Richtung
eines T-helfer-2-Typs in der Umgebung des Tumors (Atanackovic et al. 2006).
T-helfer-(Th)-1- und T-helfer-(Th)-2-Zellen sind CD4+T-Zellen, die verschiedene
Zytokine produzieren und auf unterschiedliche Weise an der Immunabwehr
beteiligt sind (Petrides und Ansorge 2003). Wahrend Th1-Zellen negativ auf den

Tumor wirken, indem sie zytotoxische T-Zellen und Makrophagen zur
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Zerstorung von Tumorzellen stimulieren und Zytokine produzieren, die das
Tumorwachstum hemmen, flihrt das Uberwiegen von Th2-Zellen nicht nur zu
einer Abnahme der Th1-Zellen und ihrer Antitumor-Effekte. Ein weiterer
immunsuppressiver und somit Tumor-begunstigender Effekt von Th2-Zellen ist
die Produktion von Zytokinen, die die Reifung Antigenprasentierender Zellen
(APZ) behindern und die Effektivitat zytotoxischer T-Lymphozyten verringern.
Eine positive Eigenschaft von Th2-Zellen ist, dass sie prinzipiell B-Zellen zur
Produktion von tumorspezifschen Antikorpern stimulieren kdnnen, die an die
Tumorzelle binden und eine antikérpervermittelte Zerstérung der Zelle
induzieren kdnnen. Dies ist in der Immunabwehr von Tumoren jedoch nur wenig
effektiv, im Gegensatz zu der hocheffizienten antikdrpervermittelten Zerstérung
infektioser Mikroorganismen im Blut. Ein Zytokin-Milieu vom Th2-Typ kann nicht
nur von Th2-Zellen, sondern auch von anderen Antigenprasentierenden Zellen
produziert werden (Young et al. 2009). Ein weiterer indirekter Mechanismus,
durch den HNSCC-Tumoren der Immunabwehr entgehen, ist die Anlockung von
immunsuppressiven CD34+ Zellen durch die Produktion von GM-CSF durch
den Tumor. CD34+Zellen hemmen die Aktivitat der T-Zellen im Tumorgewebe
durch die Produktion von TGF-R (Young 2004, Atanackovic et al. 2006). Die
Menge und die Vielfalt der Mechanismen, deren HNSCC sich bedienen, um
einer Immunantwort zu entkommen, konnte beflrchten lassen, dass die
Uberwindung dieser Mechanismen und die Schaffung einer effektiven
Immunantwort unmoglich sind. Andererseits konnte man jedoch auch
annehmen, dass HNSCC gerade deshalb so viele Escape-Mechanismen
besitzen, weil sie besonders empfindlich gegenuber der Immunabwehr sind
(Atanackovic et al. 2006). Diese Vermutung wird durch eine Reihe von Studien
gestutzt, die gezeigt haben, dass die Infiltration von HNSCC mit T-Zellen und/
oder dendritischen Zellen ein prognostisch glnstiger Faktor ist (Wolf et al. 1986,
Guo et al. 1987, Gallo et al. 1991a und 1991b, Goldmann et al. 1998, Duvoux et
al. 1999). AuBerdem gibt es zahlreiche Berichte Uber einen aggressiveren
Verlauf der Erkrankung bei immunsupprimierten Patienten sowie eine Studie
Uber einen aggressiveren Krankheitsverlauf im Falle von Defekten in der MHC-

I-Antigen Prozessierung (Haagsma et al. 2001, Barone et al. 1990, Morrison et
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al.1994, Mihalov et al. 1996, Seder et al. 1987, Penn 1977, Epstein und Scully
1992, Thomas et al. 1993, Bhatia et al. 2001, King et al. 1995, Curtis et al.
1997, Ades et al. 2004, Deeg et al. 1996, Rosenberg et al. 2005, Kaplan et al.
1985 und Meissner et al. 2005).

1.2.2. T-Zell basierte Inmuntherapie

Das Immunsystem kann die maligne Entartung von Zellen mit Hilfe von
Tumorantigenen erkennen, die mittels MHC-I- oder MHC-II-Proteinen auf der
Zelloberflache prasentiert werden. MHC-I-Proteine finden sich auf allen
kernhaltigen Zellen wahrend MHC-II-Proteine vor allem von Antigen-
prasentierenden Zellen des Immunsystems exprimiert werden (Petrides und
Ansorge 2003). Es wurden jedoch auch Tumoren beschrieben, die selbst MHC-
[I-Molekulle exprimieren und dariber Tumorantigene prasentieren.

MHC-I- und MHC-II-Moleklle werden auf unterschiedliche Weise mit Antigen
beladen: Zur Beladung der MHC-I-Molekule werden intrazellular synthetisierte
Proteine in Proteasomen in Peptide gespalten (Van der Bruggen und Van den
Eynde 2006). Die so entstandenen Antigenpeptide werden mit Hilfe der
Transportproteine TAP1 und TAP2 in das endoplasmatische Retikulum (ER)
geschleust, wo sie an ein MHC-I-Molekul gebunden werden, um dann Uber den
Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert zu werden.

Die Prasentation der MHC-II-Antigen-Komplexe auf Antigenprasentierenden
Zellen kann normalerweise erst erfolgen, nachdem eine APZ ein extrazellulares
Antigen durch Endozytose aufgenommen hat. Im Inneren der APZ wird das
Antigen in Endosomen durch Proteasen fragmentiert, im endoplasmatischen
Retikulum an ein MHC-II-Protein geknupft und anschliessend wiederum an die
Zelloberflache transportiert (Petrides und Ansorge 2003). Die erwahnte
Prasentation von Tumorantigenen auf MHC-II-Molekulen, die auf den
Tumorzellen selbst lokalisiert sind, wie es z.B. fur das in dieser Arbeit
untersuchte CT-Antigen MAGEA3 beschrieben wurde, konnte durch
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Autophagozytose bedingt sein (Van der Bruggen et al. 2002, Van der Bruggen
und Van den Eynde 2006).

MHC-I-Peptid-Komplexe koénnen von zytotoxischen CD8+T-Zellen erkannt
werden. Die aktivierten CD8+T-Zellen kdénnen durch die Freisetzung von
Enzymen, die beispielsweise Apoptose induzieren oder Poren in der Zellwand
bilden, zur direkten Zerstérung der Tumorzelle fuhren.

MHC-II-Peptidkomplexe kdnnen von CD4+T-helfer-Zellen erkannt werden, die
die Immunantwort mittels Ausschuttung von Zytokinen auf unterschiedliche
Weise beeinflussen (Petrides und Ansorge 2003, Murphy et al. 2008). (Siehe
hierzu auch Abschnitt 1.2.1 Immunsuppression bei Patienten mit Kopf-Hals-
Tumoren). Da diese natlrliche Immunantwort jedoch nur selten ausreicht, um
einen Tumor zu eliminieren, ist das Ziel der Immuntherapie nicht nur die
Identifizierung von immunogenen Tumorantigenen, sondern auch die
Erzeugung bzw. die Verstarkung der Immunreaktion darauf. Einige

Tumorantigene werden im Folgenden beschrieben:

1.2.3. Tumorassoziierte Antigene

1.2.3.1. Tumorspezifische Antigene

Antigene, die ausschlieBlich auf Tumorzellen vorkommen, sind Peptide, die
durch eine Punktmutation wahrend der Onkogenese entweder eine neue
Bindungsstelle fur die Bindung an MHC-I-Molekule, oder ein neues Epitop fur
die Erkennung durch T-Zellen erlangt haben (Houghton 1994). Die mutierten
Peptide binden jedoch haufig nur schlecht an MHC-Molekule oder werden nicht
richtig prozessiert, so dass sie nur bedingt in der Lage sind, eine Immunantwort
zu produzieren (Murphy et al. 2008). Ein weiterer Nachteil im Hinblick auf die
Entwicklung einer antigen-spezifischen Immuntherapie ist, dass diese Punkt-

mutationen fur jeden Patienten spezifisch sind. Beispiele fur diese Klasse der
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Tumorantigene sind CDK4 und [3-Catenin im malignen Melanom oder Caspase-

8 im Plattenepithelkarzinom (Murphy et al. 2008).

1.2.3.2. In Tumoren uberexprimierte Antigene

Bestimmte Antigene werden von Tumorzellen starker exprimiert als von
normalen Zellen. Beispiele hierfur sind der Tyrosinkinase-Rezeptor HER-2/neu,
HER-3 und -4, der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR), der Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), das Karzinoembryonale-Antigen (CEA) und
das Epithelial cell adhesion molecule (Ep-CAM). Eine Uberexpression des
Karzinoembryonalen-Antigen (CEA) kommt in epithelialen Tumoren wie dem
Kolorektalen Karzinom, dem Lungenkarzinom oder dem Ovarialkarzinom vor.
VEGF spielt eine wichtige Rolle flr die Tumorangiogenese (Zafir-Lavie et al.
2007) und korreliert wie auch EGFR bei HNSCC-Patienten mit einer schlechten
Prognose (Smith et al. 2000). EGFR ist neben seiner Expression in HNSCC in
vielen weiteren malignen Tumoren Uberexprimiert, wie zum Beispiel in Lungen-,
Gehirn-, Nieren-, Brust- und Ovarialkarzinomen. In geringerem Male kommt
EGFR auch auf gesunden Geweben wie Lunge, Kolon, Rektum, Nieren, Brust
und Ovarien vor und ist dort mitverantwortlich fur Proliferation, Differenzierung
und Uberleben der Zellen. Monoklonale Antikdrper gegen EGFR und VEGF
werden in der Therapie bestimmter Tumorarten angewendet. Zur Behandlung
von Kopf-Hals-Tumoren hat sich Cetuximab, ein monoklonaler Antikorper
gegen EGFR, bewahrt (Zafir-Lavie et al. 2007).

1.2.3.3. Differenzierungsantigene
Differenzierungsantigene sind Antigene, die nicht nur von Tumorzellen sondern
auch von gesunden Zellen desselben Ursprungsgewebes in bestimmten

Differenzierungsstadien prasentiert werden. So prasentiert z.B. das maligne

Melanom Antigene, die auch von gesunden Melanozyten und von pigmentierten
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Retinazellen gebildet werden, wie das Enzym Tyrosinase oder das Antigen
Melan-A/MART-1 (Houghton 1994). Antikbrper gegen diese Antigene konnen
einerseits zu der Autoimmunerkrankung Vitiligo fihren, bei der Autoantikorper
zu einer Zerstorung von Melanozyten und dadurch zu weissen Flecken auf der
Haut fuhren, andererseits kann das Vorhandensein dieser Antikorper auch die
Progression eines Malignen Melanoms hemmen. Vitiligo-Patienten, die an
einem Malignen Melanom erkranken, haben deshalb eine glnstigere Prognose
als die durchschnittliche Bevdlkerung. In vitro Studien haben gezeigt, dass das
Serum von Patienten mit Vitiligo die Proliferation von Malignen Melanomzellen
behindern kann (Ram et al. 2007).

1.2.3.4. Onkovirale Antigene

Onkovirale Antigene sind Proteine, die von in die DNA eingeschleusten viralen
Onkogenen kodiert werden, und die eine wichtige Rolle bei der malignen
Entartung einer Zelle spielen konnen. So fuhrt z.B. das Epstein-Barr-Virus,
welches an der Enstehung vieler Tumoren beteiligt ist, nach der Infektion von B-
Lymphozyten zur Expression von viruskodierten Antigenen, die eine spezifische
T-Zell Antwort hervorrufen (Rickinson, Moss 1997).

Wie bereits seit langerem fur das Zervixkarzinom bekannt, kann das humane
Papillomavirus (HPV) Typ 16 nach neueren Studien auch bei der Entstehung
von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen eine kausale Rolle spielen. HPV flhrt
zur Expression der viralen Onkoproteine E6 und E7, die die Tumor-
suppressorgene p53 und pRb destabilisieren. HPV-positive Kopf-Hals-Platten-
epithelkarzinome haben in der Regel eine gunstigere Prognose als HPV-
negative Tumoren (Chung und Gillison 2009) und bemerkenswerter Weise ist
auch die Immuntherapie bei Patienten mit Virus-induzierten Tumoren

besonders erfolgreich (Murphy et al. 2008).
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1.2.3.5. Cancer-Testis-Antigene (CT-Antigene)

CT-Antigene sind eine Gruppe von 44 Antigenfamilien, die definitionsgemaf
von Tumorzellen, Keimbahnzellen und Trophoblasten exprimiert werden, jedoch
maximal von 2 gesunden Gewebearten (Simpson et al. 2005). Fur viele CT-
Antigene ist die Erzeugung einer tumorspezifischen Immunantwort bekannt,
wobei Keimbahnzellen und Trophoblasten nicht angegriffen werden, da sie
keine MHC-I-Moleklle aufweisen und zusatzlich durch eine Blut-Hoden- bzw.
Blut-Plazenta-Schranke geschitzt sind (Caballero und Chen 2009, Arfsten
2008).

Nachdem das erste in einer Melanom-Zelllinie nachgewiesene CT-Antigen
MAGE, als Akronym fur Melanoma associated AntiGEn genannt wurde, wurden
auch viele der im Folgenden entdeckten Antigene mit auf —~AGE endenden
Namen benannt (BAGE, CAGE etc). Da diese Nomenklatur nicht konsequent
fortgeflhrt wurde und auch fur die stetig wachsende Zahl der CT-Antigene nicht
geeignet ist, wurde von Scanlan et al. eine Klassifizierung vorgeschlagen, die
chronologisch nach dem Entdeckungsdatum geordnet ist (MAGE heisst somit
als erstes entdecktes CT-Antigen CT1). Dabei sollen die Mitglieder einer
Genfamilie ebenfalls mittels Nummern unterschieden werden (MAGEAS ist z.B.
CT1.3) (Scanlan et al. 2004). Durch diese uneinheitlich verwendeten Nomen-
klaturen ist das Lesen der Literatur zu CT-Antigenen etwas erschwert, in dieser
Arbeit werden die CT-Antigene mit den Namen bezeichnet, unter denen sie
zuerst beschrieben wurden.

Die Entdeckung von CT-Antigenen begann in den 70er und 80er Jahren durch
Autologes Typing (Old 1981). Bei dieser Methode werden Zellkulturen aus
Tumorzellen und aus gesunden Zellen eines Patienten simultan mit autologem
Serum versetzt. Eine Immunreaktion auf Zelloberflachenantigene wird mittels
Adsorptionsverfahren nachgewiesen, wobei angestrebt wird, Antigene zu
identifizieren die sich ausschlieBlich auf Tumorzellen, nicht jedoch auf
gesunden Zellen finden (Old 1981).

Die 1991 von Boon et al. (Boon et al. 1991, Van der Bruggen et al. 1991)

entwickelte Technik der Klonierung von T-Zell-Epitopen fuhrte zur
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Identifizierung der Gensequenz der CT-Antigene MAGEA1, BAGE und GAGE
(Scanlan et al. 2004). Hierbei werden T-Zellen aus dem Blut von Tumor-
patienten gewonnen und in vitro expandiert (Boon et al. 1991). In einem
Zytotoxizitatstest (Chrom-release Test) werden mit intrazellularem radioaktivem
Chrom markierte Zellen den zytolytischen T-Zellen ausgesetzt. Lysiert werden
nur die Zellen, die das entsprechende Antigen tragen. Je mehr Zellen lysiert
werden, desto hdher ist die Menge an freigesetztem und somit messbarem
Chrom (Pezzutto et al. 2007). Im nachsten Schritt wird die DNA der
antigentragenden Zellen isoliert und auf mehrere 100.000 Cosmide (Plasmide
aus dem Lambda-Phagen mit sog. cos-sites = DNA Sequenzen, uber die das
Phagenchromsom einen stabilen Ring bilden kann) verteilt. Die einzelnen
Cosmide werden wieder in die DNA von Zellen eingeschleust. Die Zellen
werden dann auf die Expression des gesuchten Antigens getestet, in dem ihre
Fahigkeit zur Aktivierung und zur Proliferation von zytolytischen T-Zellen
untersucht wird. Die Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen setzt das
Vorhandensein des Antigens voraus. Die Cosmide, die zu einer Antigen-
expression in den Wirtszellen fuhren, werden mittels Restriktionsenzymen
weiter unterteilt, bis die kleinste DNA-Basengruppe identifiziert ist, die das
gesuchte Antigen kodiert und die bei ihrer Einschleusung in Wirtszellen zu
seiner Exprimierung und Erkennung durch T-Zellen fuhren kann (Boon et al.
1991, Pezzutto et al. 2007, Loffler und Petrides 2003).

Der nachste wichtige Schritt in der Identifizierung von CT-Antigenen war die
Entwicklung der SEREX- (Serological identification of antigens by Recombinant
Expression Cloning) Methode, bei der cDNA-Datenbanken von Tumorzellen
erstellt werden. Hierfur wird die gesamte cDNA einer Tumorzelle mittels Phagen
in E-coli Bakterien eingeschleust und die Genprodukte werden mit autologen
Antikérpern auf Tumorantigene gescreent. Positive Klone werden isoliert und
sequenzanalysiert (Sahin et al. 1995, Sahin et al.1997). Zu den ersten mit
dieser Methode identifizierten CT-Antigenen gehodrten NY-ESO-1 und SSX2
(Scanlan et al. 2004). Weitere gentechnische Methoden, die zur Identifizierung
der mRNA von CT-Antigenen fuhrten, sind die sog. representational difference

analysis (RDA), bei der Unterschiede in der Genexpression durch den Vergleich
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von zwei verschiedenen cDNA Poplulationen identifiziert werden. Diese
Methode fuhrte zur Entdeckung von MAGEC2, LAGE1 und SAGE (Gure et al.
2000). Ebenfalls eine neuere Methode ist die Expressed sequence tag (EST)
Methode, die u.a. zur ldentifizierung von LDHC und TPTE fuhrte. Bei dieser
Methode wird cDNA mittels bekannter Nukleotidsequenzen auf das
Vorhandensein von bekannten Genen gescreent (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/About/primer/est.html, Stand 27.03.2011).

Die bisher am grundlichsten auf die Expression von CT-Antigenen untersuchten
Tumorarten sind Blasenkrebs, Brustkrebs, Kolonkarzinom, Nicht-kleinzelliges
Bronchialkarzinom, Prostatakrebs, Nierenkrebs und das Maligne Melanom. Die
haufigste Expression von CT-Antigenen wurde in Blasenkrebs, Nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom und im Malignen Melanom festgestellt. In Uber
20% der Tumorproben wurden mindestens 50% der untersuchten CT-Antigene
nachgewiesen.

Fir 19 der 44 CT-Antigenfamilien konnte die Anregung einer zellularen
und/oder humoralen Immunantwort in Menschen nachgewiesen werden, u.a. fur
die in dieser Arbeit untersuchten CT-Antigenfamilien MAGEA, MAGEC, BAGE,
GAGE, SSX, NY-ESO-1, CAGE, CTAGE und HOM-TES (Scanlan et al. 2004).
Scanlan et al. (2004) betonen, dass streng zwischen CT-Antigenen, die mittels
MRNA Expressionsanalyse nachgewiesen wurden, und solchen, die mit
immunologischen Verfahren entdeckt wurden, unterschieden werden muss. Nur
fur letztere ist die Immunogenitat belegt.

AuRerdem wird unterschieden zwischen CT-Antigenen, gegen die lediglich eine
humorale Immunantwort nachgewiesen wurde und anderen, die mittels der
Klonierung von T-Zellen identifiziert wurden. Es gibt jedoch auch zunehmend
Hinweise darauf, dass eine koordinierte humorale und zellulare Immunantwort
gegen CT-Antigene stattfindet. So wurden beispielsweise gegen MAGEA, SSX
und NY-ESO-1 sowohl spezifische Antikdrper als auch spezifische T-Zellen
nachgewiesen (Van der Bruggen et al. 1991, Stockert et al.1998).

Unterschiede gibt es auch zwischen der Expression der mRNA eines CT-
Antigens in Tumorgewebe und seiner tatsachlichen Proteinexpression durch
den Tumor (Jungbluth et al. 2001, Chen et al. 1997). Dies konnte durch die

22



heterogene Expression eines CT-Antigens durch den Tumor bedingt sein
(Caballero und Chen 2009), durch Unterschiede in der Sensitivitat der
diagnostischen Verfahren oder auch durch die Abhangigkeit der Prasentation
eines CT-Antigens auf der Zelloberflache von Mechanismen der Antigen-
prozessierung (Simpson et al. 2005).

Das Problem, dass es auch bei Patienten, die eine Immunantwort gegen CT-
Antigene aufweisen, zu einem Fortschreiten der Krebserkrankung kommt, wirft
die Frage auf, ob CT-Antigene Uberhaupt geeignete Zielstrukturen fir eine
antigenspezifische Immuntherapie sind. Es ist unklar, ob eine Krebserkrankung
ohne das Vorhandensein von Tumorantigenen schneller voranschreiten wirde.
Die genannte Eigenschaft einiger CT-Antigene, sowohl humorale als auch
zellular vermittelte Immunantworten zu erzeugen, erscheint jedoch viel-
versprechend fur die Entwicklung einer aktiven Immuntherapie (Scanlan et al.
2004). Mit einer aktiven Immuntherapie ist die Induktion einer andauernden
korpereigenen Immunantwort gegen ein Antigen gemeint, z.B. durch eine
Impfung. So besteht das Prinzip einer Tumorimpfung darin, nach der operativen
oder strahlentherapeutischen Behandlung eines Tumors gezielt gegen Antigene
des Tumors zu impfen, um die Entstehung von Tumorrezidiven durch die
korpereigene adaptive Immunantwort zu verhindern oder abzuschwachen. Im
Gegensatz dazu werden in der passiven Immuntherapie in vitro hergestellte
oder modifizierte Immunmediatoren wie z.B. monoklonale Antikoérper trans-
fundiert.

Studien zur Erprobung unterschiedlicher Impfverfahren gegen die CT-Antigene
NY-ESO-1 und MAGEA3 haben gezeigt, dass die Erzeugung einer starken
zelluldren und humoralen Immunantwort gegen CT-Antigene durch eine
Impfung prinzipiell méglich ist (Old 2008, Gnjatic et al. 2009, Aoki et al. 2009).

In einigen Studien konnte auch eine Korrelation von guten antigenspezifischen
Immunantworten mit gunstigeren Verlaufen der Tumorerkankungen beobachtet
werden. (Davis et al. 2004, Karbach et al. 2010, Jager et al. 2000, Thurner et al.
1999, Marchand et al. 2003). In einer Arbeit zur Erprobung einer DNA Impfung
gegen dass CT-Antigen NY-ESO-1 an Patienten mit einem nicht-kleinzelligem

Lungenkarzinom, Osophagus- oder Prostatakarzinom gelang es in Uber 90%
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der Patienten eine zellulare antigenspezifische Immunantwort zu erzeugen. In
dieser Studie konnte das Vorhandensein von antigenspezifischen T-Zellen den
Verlauf der Tumorerkrankungen jedoch nicht verzégern. Auch war die zellulare
Immunantwort in vivo haufig nur fur eine kurze Zeit nachweisbar. Nach in vitro
Depletierung der regulatorischen CD4+CD25+ T-Zellen kam es zur Erholung
der antigenspezifischen T-Zellen. Dies zeigt, dass regulatorische T-Zellen eine
wichtige Rolle bei der Antitumor-Immunantwort spielen und dass es
maoglicherweise erforderlich ist, nicht nur eine Immunitat gegen Tumorantigene
zu erzeugen, sondern gleichzeitig eine Supprimierung der korpereigenen
regulatorischen T-Zellen der Patienten durchzufuhren (Gnjatic et al. 2009, Old
2008).

Aus pragmatischen Grunden wurden und werden CT-Antigene —wie in den
eben genannten Beispielen- vor allem im Hinblick auf ihren Nutzen in der
Krebstherapie und in erster Linie als Zielstrukturen fur die Entwicklung einer
antigenspezifischen Impfung erforscht (Scanlan et al. 2004). Dennoch gibt es
auch einige Erkenntnisse Uber ihre biologische Funktion, die darauf hindeuten,
dass sie moglicherweise eine wichtige Rolle in der Entstehung von Tumoren
spielen, so dass ein besseres Verstandnis ihrer Funktion von Bedeutung fur die
Krebsforschung im Allgemeinen sein kdnnte. Zum besseren Verstandnis der
Rolle der CT-Antigene in der Tumorgenese wurden zunachst ihre Lokalisation
im Genom, ihre Gemeinsamkeiten zu anderen Genen und die Mechanismen,
die zu ihrer Aktivierung fuhren, untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass 22
der 44 bekannten CT-Antigenfamilien auf dem X-Chromosom lokalisiert sind
wahrend die anderen CT-Antigene eher zufallig Uber das Genom verteilt sind.
CT-X Gene bilden im Gegensatz zu den Nicht-CT-X Genen zum Teil
Genfamilien mit ahnlicher oder identischer Basensequenz und vermutlich
verwandtem Ursprung, deren Genprodukte ahnliche Funktionen ausuben.
Beispiele fur solche Genfamilien sind: MAGEA, MAGEB, MAGEC, SSX, GAGE,
XAGE und PAGE. Im Gegensatz zu den nicht CT-X-Antigenen werden CT-X-
Antigene von Tumoren haufig coexprimiert (Simpson et al. 2005). Es wurde

gezeigt, dass die Aktivierung von CT-X Genen uber die Hypomethylation von
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Genpromoterregionen erfolgen kann, ein Prozess der wahrend der
Tumorgenese ablauft (Weber et al. 1994, Gure et al. 2002).

Eine alte Theorie, die mit der Entdeckung der CT-Antigene neue Bedeutung
gewonnen hat, ist, dass in Tumorzellen ein ahnliches genetisches Programm
ablauft wie in Keimzellen. Da es neben der Expression von CT-Antigenen viele
weitere Ahnlichkeiten zwischen Tumorzellen und Keimzellen gibt: So z.B. die
Fahigkeit der Immunabwehr zu entkommen, die Produktion von Gonado-
tropinen, die globale Hypomethylation der DNA, das invasive Wachstum, die
zellulare Unsterblichkeit und das Migrationsverhalten der Zellen (Scanlan et al.
2004, Simpson et al. 2005). Genetische Keimzell-Programme sind in gesunden
Zellen inaktiv und es wird vermutet, dass sie durch Mutationen oder durch
Prozesse wie die Hypo- oder Hypermethylation von DNA aktiviert werden
konnen und dann zur malignen Entartung von Zellen fuhren bzw. dazu
beitragen konnen. Durch die ldentifikation der ausldsenden Faktoren fur die
Aktivierung solcher genetischer Keimzell-Programme konnten sich zahlreiche
neue therapeutische Optionen ergeben. Daher ist die weitere Erforschung der
Mechanismen der CT-Antigen-Expression sowie ihrer Funktion in Keimzellen
und in Tumoren von grof3er Bedeutung (Simpson et al. 2005). Neben ihrer
moglichen Rolle in einem genetischen Programm der Tumorgenese ist fur
einzelne CT-Antigene auch etwas Uber ihren konkreten Wirkmechanismus
bekannt. So wurde beispielsweise festgestellt, dass Mitglieder der GAGE-
Genfamilie eine Resistenz der Zelle gegenuber der Interferon-y induzierten
Apoptose bewirken kdnnen (Cilensek et al. 2002). Fur einige MAGE-Antigene
ist eine Proteinbindungsstelle bekannt, Uber die sie an einer Reihe von
zellularen Signalketten beteiligt sind (Laduron et al. 2004, Bai et al. 2005). Wie
fur GAGE wurde auch fur einige der MAGE-Antigene nachgewiesen, dass ihre
Expression zu einer verminderten Sensibilitdt von Tumorzellen gegenlber
Tumornekrosefaktor fiUhren kann (Park et al. 2002).

Atanackovic et al. konnten 2009 nachweisen, dass die Expression von
MAGEC1 und MAGEAS3 die Apoptosehaufigkeit von Myelom-Zellen reduziert
und somit die Uberlebenschancen der Tumorzellen auch unter Chemotherapie

erhdht (Atanackovic et al. 2009). Dies entspricht Studienergebnissen, die eine
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Korrelation zwischen einer hohen Expressionshaufigkeit von CT-X-Antigenen
und einer schlechteren Prognose gezeigt haben (Riener et al. 2009, Sharma et
al. 2006) und wurde ebenfalls zu der Theorie passen, das CT-Antigene eine
Rolle in einem genetischen Programm der Tumorentstehung spielen.

Wahrend CT-X Antigene vor allem in den fruheren Stadien der Keimzell-
entwicklung wie den Spermatogonien vorkommen (Jungbluth et al. 2000a),
werden die nicht CT-X-Antigene im Hoden vor allem in spateren Stadien der
Keimzelldifferenzierung wie den Spermatozyten exprimiert (TUreci et al. 1998a,
Xu et al. 2004). Zu diesem Zeitpunkt findet die Meiose statt, und fur einige
Nicht-CT-X Antigene wie z.B. SCP1 und SPO11 gibt es Hinweise, dass sie
direkt daran beteiligt sind (Keeney et al. 1997, Pousette et al. 1997).
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1.3.Fragestellung

Das Auftreten und die Immunogenitat von Cancer-Testis-Antigenen wurde
bereits fur zahlreiche maligne Tumoren untersucht. Es wurde vor dieser Arbeit
jedoch noch keine umfassende Analyse von Cancer-Testis-Antigenen in
HNSCC durchgefiihrt. Da HNSCC zu den haufigen Tumorarten gehoren, die bis
heute eine hohe Morbiditat aufweisen und da ihre Therapie mit stark beein-
trachtigenden Nebenwirkungen verbunden ist, ist die Identifizierung von
Antigenen als Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische Immuntherapie als
neues Therapieverfahren fur HNSCC ein wichtiges Ziel.

Die Immuntherapie bei Patienten mit HNSCC beschrankt sich zur Zeit auf
passive Verfahren. So wird der monoklonale Antikérper Cetuximab gegen den
in Kopf-Hals-Tumoren uUberexprimierten Wachstumsfaktor EGFR erfolgreich in
der Therapie von HNSCC eingesetzt (Argiris et al. 2008), der Transfer von in
vitro aktivierten und modifizierten zytotoxischen Zellen wird derzeit erprobt
(Pezzutto et al. 2007).

In dieser Arbeit werden die Expressionshaufigeit und die Expressionsmuster
der mRNA von 23 CT-Antigenen in HNSCC und angrenzendem gesunden
Gewebe untersucht, mit dem Ziel CT-Antigene zu identifizieren, die aufgrund
ihrer hohen Expressionshaufigkeit und ihrer Tumorspezifitat in HNSCC ideale
Kandidaten fur die Entwicklung einer aktiven Immuntherapie, wie z.B. einer
Impfung, sind. Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit der Expressionsmuster
von CT-Antigenen in HNSCC-Tumoren werden neben den Tumorgewebe-
proben auch HNSCC-Zelllinien auf das Vorhandensein der gleichen 23 CT-
Antigene untersucht. AuRerdem wird das Serum von 39 der HNSCC-Patienten
auf 3 der untersuchten CT-Antigene untersucht, um erste Aussagen uber die
Immunogenitat der CT-Antigene in HNSCC treffen zu kdnnen. Diese ist neben
der Expressionshaufigkeit und der Tumorspezifitat eine weitere entscheidende

Vorraussetzung fur die Entwicklung einer aktiven Immuntherapie.

27



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Patientenkollektiv

Es wurden 51 Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Proben wurden
wahrend Routineoperationen von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen gewon-
nen. Alle Patienten wurden im Zeitraum Marz 2004-Juli 2005 entweder in der
Klinik und Poliklinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf oder in der Klinik fur Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde des
Helios Klinikums Krefeld operiert. Die Aufklarung der Patienten und die
Einholung einer schriftlichen Einverstandniserklarung tber die Gewinnung von
Gewebe- und Blutproben wurde durch die behandelnden HNO-Arzte
durchgefuhrt (Siehe Patientenaufklarung und Einverstandniserklarung im

Anhang).

2.2. Proben aus Tumorgewebe und aus gesundem Gewebe der HNSCC

Patienten

Es wurden Tumorproben und Proben aus dem angrenzenden gesundem
Gewebe von allen 51 Patienten gewonnen. Fur die Gewinnung des gesunden
Gewebes wurde vom Operateur ein Sicherheitsabstand von ca. 5 cm zum
Tumor eingehalten. Die Grdélke der Proben variierte zwischen maximal 1,5 cm
Durchmesser bei den Tumorproben und maximal 3 mm Durchmesser bei den
gesunden Proben. Es war nur von 26 Patienten eine ausreichende Menge
gesunden Gewebes flur die Untersuchung aller 23 CT-Antigene vorhanden. Die
Gewebe wurden in RNAlater bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

aufbewahrt.
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2.3. Serumproben der HNSCC-Patienten

Von 39 Patienten war Serum fur die Analyse immunologischer Reaktionen
gegen CT-Antigene verfugbar. Das Serum wurde ebenfalls bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.4. HNSCC-Zelllinien

Es wurden 9 Zelllinien aus Plattenepithelkarzinomen des Mundes, der Zunge,
des Nasenseptums, des Pharynx und der Schilddrise auf dieselben CT-
Antigene untersucht wie die Patientenproben. Alle Zelllinien wurden Uber die
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen bezogen (DSMZ)
(Siehe Tabelle 9 im Anhang).

2.5. Studiendesign

Es handelt sich um eine experimentelle Studie zum Nachweis von CT-
Antigenen in HNSCC-Gewebeproben. Das Studiendesign ist auf Vergleich-
barkeit ausgelegt. Um nachzuweisen, dass die Expression von CT-Antigenen
im Kopf-Hals-Bereich auf malignes Gewebe beschrankt ist, sind die an den
Tumor angrenzenden gesunden Gewebeproben auf die Expression derselben
CT-Antigene untersucht worden. Zur Uberpriifung der Ergebnisse der CT-
Antigenexpression in HNSCC-Tumorproben wurden 9 HNSCC-Zelllinien auf
dieselben CT-Antigene untersucht. Um Informationen Uber die Immunogenitat
der in HNSCC vorkommenden CT-Antigene zu gewinnen, wurde das Serum

von 39 Patienten auf Antikdrper gegen 3 ausgewahlte CT-Antigene untersucht.
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2.6. Methoden

2.6.1. RNA-Isolation

Fur die Extrahierung der kompletten RNA aus dem Gewebe wurde eine Denat-
urierung mit Guanidinium Thiocyanat durchgefihrt (Ubersicht (iber die ver-
wendeten Reagenzien und Gerate siehe Tabelle 8). Die Denaturierung, d.h. die
Zerstorung der zellularen Proteine ist erforderlich, da die RNA, die isoliert
werden soll, andernfalls sofort nach Zerstorung der Zelle von zelleigenen
RNAsen zerstort werden wirde (Chirgwin et al. 1979).

AnschlieBend wurde Uber Nacht eine Ultrazentrifugation Uber einen
Casiumchlorid-Gradienten mit 36.000 Umdrehungen pro Minute bei 4°C
durchgefuhrt (Siehe Tabelle 8 im Anhang). Casiumchlorid wirkt ebenfalls
denaturierend (Chomczynski und Sacchi 1987). Bei der Ultrazentrifugation Uber
Casiumchlorid bildet sich ein Dichtegradient aus und die RNA setzt sich am
Boden des Zentrifugenréhrchens als Pellet ab. Nach dem der Uberstand
vorsichtig abpipettiert wurde, wurde die gewonnene RNA in TE (Tris EDTA)-
Puffer geldst, mit 100% Ethanol und 3M Sodium Azetat versetzt und mit 70%
Ethanol gewaschen. Nach Lésung in Wasser wurde die Konzentration der RNA

mittels Fotospektrometrie bestimmt.

2.6.2. cDNA-Gewinnung

Die komplette RNA wurde nach ihrer Gewinnung in cDNA umgeschrieben, da
diese stabiler und weniger anfallig fur enzymatischen Abbau ist. Hierfur wurden
2ug der RNA mit Puffer, MgCl,, Random primer, dNTPs (dATP, dGTP, dUTP,
dCTP) und AMV-Reverse Transkriptase gemischt. Die Reverse Transkription
wurde im Eppendorf Master Cycler fur 45 Minuten bei 42°C durchgefuhrt mit
Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 95°C fur 5 Minuten. Die Transkriptions-

reaktion wird dabei durch Anlagerung des random primer an das 3’-Ende der
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RNA gestartet, dann synthetisiert das Enzym Reverse Transkriptase aus dem

RNA Einzelstrang eine komplementare Doppelstrang cDNA.

2.6.3. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Die PCR-Primer und die Reaktionsbedingungen, die fur die RT-PCR Analyse
von AKAP3 (Hasegawa et al. 2004), ZNF165 (Dong et al. 2004), SLLP1 (Wang
et al. 2004) und NY-TLU-57 (Lee et al. 2004) verwendet wurden, sind in den
Primarpublikationen beschrieben worden. Die Analyse aller anderen CT-
Antigene wurde unter den PCR Bedingungen durchgefuhrt, die in der CT Gen-
Datenbank der Academy of Immunology beschrieben sind

(www.cancerimmunity.org/CTdatabase/, Stand 02.05.2011).

Eine Ubersicht Uber die Primersequenzen, Genproduktlangen und Annealing
Temperaturen gibt Tabelle 7 im Anhang. Fir die PCR-Analyse der Expression
der einzelnen CT-Antigene wurde 1ul Erst-Strang cDNA mit Hilfe von
transkriptionsspezifischen Oligonukleotiden vervielfaltigt (10pMol). Hierfur
wurden 2 U AmpliTag Gold und 10nMol von jedem dNTP (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) mit 1.67mM MgCl; und der cDNA in eine 25uL Reaktion gegeben. Die
PCR-Produkte wurden auf 1,5% Agarosegel separiert und mit Ethidiumbromid
gefarbt. AnschlieRend wurden sie mit UV Licht sichtbar gemacht und mit einer
CCD (charge-coupled device) Kamera fotografiert. Die Grolke der PCR-
Produkte wurde beurteilt, indem ein Marker neben den Proben auf das
Agarosegel aufgetragen wurde. Der Marker 1auft mit den Proben Uber das Gel
und erzeugt alle 100 Basenpaare eine Markierung, mit deren Hilfe die Anzahl
der Basenpaare der Proben bestimmt werden kann (Siehe Abbildung 2). Zur
Uberprifung der Qualitdt der cDNA wurde eine RT-PCR mit Primern fiir das
Haushaltergen GAPDH durchgefuhrt. Alle RT-PCR Experimente wurden
mindestens zweimal durchgefuhrt. Negativkontrollen ohne cDNA und
Positivkontrollen mit cDNA aus gesundem menschlichem Hoden wurden in
allen PCR-Reaktionen durchgefuhrt.
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2.6.3.1. Bewertung der RT-PCR Ergebnisse

Als positiv gewertet wurden deutlich sichtbare Banden mit der dem Antigen
entsprechenden Produktldange, wenn die Kontrolle ohne cDNA negativ war
(Andernfalls misste man von einer Verunreinigung beim Auftragen auf das
Agarosegel ausgehen und die Ergebnisse kdnnten nicht verwertet werden).

Wenn die Bande nur schwach sichtbar war, wurde die PCR unter den gleichen
technischen Bedingungen wiederholt. War Probe beim zweiten Durchgang
ebenfalls nur schwach sichtbar oder negativ, so wurde sie insgesamt als

negativ gewertet. War sie hingegen deutlich positiv, so galt sie als positiv.

Marker

300bp

200bp

43 bp

ie Probe ist positiv
fur das CT-Antigen
GAGE1

100 bp

Abb. 2: RT-PCR

CT-Antigen GAGE1. 243 Basenpaare (bp)

Deutlich positive Bande direkt neben dem Markerstreifen.
Rechts daneben eine sehr schwach positive Bande, die
zugehdrige Probe musste erneut untersucht werden.

2.6.4. ELISA

Mittels ELISA wurden die IgG Antikérper gegen MAGEA3, NY-ESO-1 und
SSX2-Proteine im Serum gemessen (Ubersicht tiber die verwendeten Proteine
siehe Tabelle 10 im Anhang). Dazu wurden nach der Methode von Stockert et

al. (1998), mit einigen Modifikationen, rekombinante komplette Proteine
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verwendet. Jedes Well einer 96-er Flachboden Polystyrene Mikroplatte wurde
mit 30ul Proteinldsung, bestehend aus 1 ug/l rekombinantem Protein und Puffer
(15mmol/INa2CO3, 30mmol/INaHCO3, pH9,6) beschichtet und Uber Nacht bei
4°C inkubiert. Als Negativkontrolle, um unspezifische Reaktionen, gegen z.B.
bakterielle Kontamination, auszuschlieBen, wurde Keyhole limpet hemocyanin
Protein genutzt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS-T (0.2% Tween in
Phosphate Buffer Saline) und einmaligem Waschen mit PBS wurden die Platten
mit Blockierungspuffer (5% in PBS geldste Magermilch) blockiert. Nach
Abschutteln und erneutem zweimaligem Waschen mit PBS-T und einmaligem
Waschen mit PBS wurden alle Wells mit 30ul 4-fach seriell verdinntem
Patientenserum (1:100, 1:400, 1:1.600, 1:64.000) befullt und 4 Stunden
inkubiert. Nach Abschutteln der Platten wurde zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend an AP (Alkalische Phosphatase) konjugierter, anti-humaner
Ziegen-lgG 1:3000 fUr eine Stunde als zweiter Antikorper aufgetragen. Es
wurde erneut zweimal mit PBS-T und einmal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Platten mit P-Nitrophenyl Phosphat in einer
Konzentration von 1.0mg/ml beschichtet und fiar 30 Minuten im Dunkeln
inkubiert. Durch Zugabe von 15ul 3N NaOH in jedes Well wurden die
Reaktionen gestoppt. Die Absorption wurde mittels eines ELISA-Lesegerates
bei 405-620 nm ausgelesen (Siehe Abbildung 3). Der positive Grenzwert war
der Mittelwert von 8 Negativkontrollen plus 3 Standardabweichungen bei einer

1:100 Verdunnung.

2.6.5. Statistik

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe von SPSS-Software durchgefuhrt.
(SPSS Inc., Chicago, IL). Um die Korrelationen zwischen Patientenalter und
Geschlecht und der CT-Antigen Expressionshaufigkeit zu bestimmen, wurde
der T-Test mit unabhangigen Variablen durchgeflhrt. Die Korrelationen
zwischen Tumoreigenschaften und der CT-Antigenexpressionshaufigkeit

wurden mittels Varianzanalysen ermittelt. Die Korrelationen zwischen der
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Expressionshaufigkeit in Tumorzellen und in gesunden Zellen und zwischen
Tumorzellen und  Zelllinien wurden mit Hilfe der binaren logistischen
Regression bestimmt. Zur Untersuchung der Co-Expression von CT-Antigenen
wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson verwendet. War dabei die Zahl der
zu vergleichenden Proben kleiner als 5, so wurde der Exakte Test nach Fisher

verwendet. Die Ergebnisse wurden als Signifikant betrachtet wenn p<0,05.

Abbildung 3: ELISA

Die Wells werden mit einem CT-Antigen beschichtet und mit Patientenserum in
serieller Verdiinnung inkubiert. Sind im Patientenserum antigenspezifische IgG
Antikérper vorhanden, so binden sie an das CT-Antigen. Im nédchsten Schritt wird ein
an das Enzym Alkalische Phosphatase gekoppelter Antikbrper gegen menschliches
IgG hinzugegeben. Nach hinzufiigen eines Substrats kommt es zum Farbumschlag,
dessen Intensitéat Informationen (ber die Menge der Antigen-Antikbrper Komplexe
und damit liber das spezifische IgG im Patientenserum liefert.

Bildquelle:http.//de.wikipedia.org/w/index.php ?title=Datei:ELISA.jpg &filetimestamp=20080503153744#globalusage
Stand 30.04.2011 (Veréffentlicht als gemeinfrei).



3. ERGEBNISSE

3.1.Expression von CT-Antigenen in HNSCC-Zelllinien

Es wurden 9 HNSCC Zelllinien auf die Expression von 23 CT-Antigenen
untersucht (Siehe Abbildung 4). 5 der untersuchten CT-Antigene waren in
keiner Zelllinie exprimiert (SPO-11, TPTE, LDHC, HOM-TES-85 und SAGE).
Insgesamt 9 CT-Antigene wiesen eine niedrige bis mittlere Expressions-
haufigkeit in 1-4 Zelllinien auf: ADAM2, NY-ESO-1 und SLLP1 waren jeweils
nur in einer Zelllinie exprimiert, SSX1 und LIP1 wurden von 2 Zelllinien
exprimiert. SCP1 und BAGE wurden von 3 Zelllinien exprimiert und MAGEC2
und SSX2 wurden von 4 Zelllinien exprimiert.

9 weitere CT-Antigene wiesen eine hohe Expressionshaufigkeit auf und waren
je in 5-9 der 9 untersuchten Zelllinien exprimiert: MAGEC1 war in 5 Zelllinien
positiv, MAGEA3 und NY-TLU-57 waren in 7 Zelllinien exprimiert und GAGE
fand sich in 8 der 9 Zelllinien. 5 CT-Antigene waren ubiquitar in allen 9 Zelllinien
exprimiert (AKAP3, CAGE, FTHL17, ZNF165 und CTAGE).

Abbildung 4: Expressionshaufigkeit von CT-Antigenen in HNSCC Zelllinien
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3.2.Eigenschaften des Patientenkollektivs

Alle Patienten hatten ein histologisch gesichertes Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Hals-Bereiches. Die klinischen und pathologischen Merkmale der
Patienten sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Das Alter der Patienten zum
Operationszeitpunkt lag zwischen 44 und 83 Jahren mit einem Durchschnitts-
alter von 62 Jahren. Es wurden 40 Manner und 11 Frauen in die Studie
eingeschlossen. Die meisten Patienten litten unter einer fortgeschrittenen
Erkrankung, entsprechend Tumorstadium 1l (T3NoMo oder T1-3N{Mp) und IV (T4

und/oder N2.3 und/oder M1). 8 Patienten litten unter einem Tumorrezidiv.

3.3.Expression von CT-Antigenen in Tumor- und in gesundem Gewebe
von HNSCC-Patienten

Die PCR-Analyse von 23 zuvor als CT-Antigene beschriebenen Antigenen in
den Tumor- und gesunden Gewebeproben von Patienten mit Kopf-Hals-
Tumoren ergab beachtliche Unterschiede der Antigen-Expressionsmuster.
Demzufolge wurden die Antigene in 4 Gruppen eingeteilt (Siehe Tabelle 4). Alle
23 untersuchten Antigene konnten in gesundem Hodengewebe nachgewiesen

werden.
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Tabelle 4:
Gruppeneinteilung der CT-Antigene nach ihrem Expressionsmuster in

Tumorgewebe und in gesundem Gewebe

Gruppe 1
CT-Antigene mit ahnlicher Expressionshaufigkeit in Tumorgewebe und in

gesundem Gewebe

ZNF165, CTAGE, CAGE, FTHL17, AKAP3, SLLP1, SCP1, LIP1, ADAM2

Gruppe 2

CT-Antigene die in Tumorgewebe mindestens 50% haufiger exprimiert sind als

in gesundem Gewebe

Gruppe 3

CT-Antigene die weder in Tumor- noch in gesundem Gewebe exprimiert sind

TPTE, LDHC, SPO11

Gruppe 4

CT-Antigene die ausschliel3lich in Tumorgewebe exprimiert sind

MAGEAS3, SSX1, MAGEC2, MAGEC1, BAGE, SSX2, HOM-TES-85,

NY-ESO-1
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3.3.1.  Gruppe 1: CT-Antigene mit ahnlicher Expressionshaufigkeit in

Tumorgewebe und in gesundem Gewebe

Die Gruppe 1 besteht aus CT-Antigenen, die in Tumorgewebe und in gesundem
Gewebe ahnlich haufig exprimiert sind. Alle Antigene waren zudem in
gesundem Hodengewebe exprimiert. Die maximale Abweichung der Expres-
sionshaufigkeit zwischen Tumorproben und gesunden Proben als Anteil der
positiven Proben an den insgesamt untersuchten Proben betragt 6,2% (Siehe
Abbildungen 5 und 6). Unter diesen Antigenen waren FTHL17, CAGE, ZNF165
und CTAGE in allen untersuchten Tumorproben und in allen gesunden Proben
exprimiert. Die Ubrigen Antigene dieser Gruppe zeigten unterschiedliche
Expressionshaufigkeiten. AKAP3 und SLLP1 waren in den meisten —jedoch
nicht in allen- Tumor- und gesunden Proben exprimiert. SCP1, LIP1 und
ADAM2 waren nur in wenigen Tumorproben und auch nur in wenigen gesunden

Proben exprimiert.

Abbildung 5: Gruppe 1: CT-Antigene mit ahnlicher Expressionshaufigkeit

in Tumor- und in gesundem Gewebe
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Abbildung 6: Gelelektrophorese nach RT-PCR des CT-Antigens FTHL17 in

Tumor- und in gesunden Gewebeproben

Alle gesunden Gewebeproben sind positiv Alle Tumorproben sind

bei 297 Basenpaaren ~___Ppositiv
bei 297 Basenpaaren

g1 g2 g3 g4 g5 g6 g7 Marker t1 t2 t3

Das CT-Antigen FTHL17 (297 Basenpaare) ist in allen untersuchten gesunden
Proben (g1-g7) und in allen Tumorproben (t1-t3) exprimiert und gehért somit zur
Gruppe 1.

3.3.2. Gruppe 2: CT-Antigene die in Tumorgewebe mindestens 50%

haufiger exprimiert sind als in gesundem Gewebe

Die zweite Gruppe der CT-Antigene (NY-TLU-57, GAGE1 und SAGE1) besteht
aus Genen, die haufiger in Tumor- als in gesundem Gewebe exprimiert sind.
Bei allen 3 Antigenen dieser Gruppe waren die Tumorproben um mindestens
50% haufiger positiv als die gesunden Gewebeproben. Bei NY-TLU-57 und bei

SAGE1 waren die Tumorproben prozentual sogar mehr als doppelt so haufig
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positiv wie die gesunden Gewebeproben, fur NY-TLU-57 war dieser
Unterschied hoch signifikant (p<0,001) (Siehe Abbildung 7). Auch alle Antigene

dieser Gruppe waren in gesundem Hodengewebe exprimiert.

Abbildung 7: Gruppe 2: In Tumor haufiger exprimierte CT-Antigene
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3.3.3. Gruppe 3: CT-Antigene die weder in Tumorgewebe noch in

gesundem Gewebe exprimiert sind
Die dritte Gruppe der CT-Antigene (TPTE, LDHC und SPO11) war in gesundem

Hodengewebe exprimiert, jedoch in keiner der untersuchten Tumorproben und

in keiner der gesunden Gewebeproben.
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3.3.4. Gruppe 4: CT-Antigene die ausschlielich in Tumorgewebe

exprimiert sind

SchlieBlich zeigte die vierte Antigengruppe eine sehr spezifische Antigen-
expression. Die Antigene waren ausschlieRlich in den Tumorproben und in
gesundem Hodengewebe exprimiert, jedoch in Kkeiner der gesunden
Gewebeproben aus dem Kopf-Hals-Bereich der HNSCC Patienten. Die 8
Antigene dieser Gruppe stellen daher CT-Antigene im strengsten Sinne dar.
CT-Antigene dieser Gruppe, die nur verhaltnismalig selten exprimiert waren,
waren HOM-TES-85 und NY-ESO-1. BAGE und SSX2 zeigten mittlere
Expressionshaufigkeiten. Am haufigsten exprimiert waren MAGEC1, MAGEC2,
SSX1 und MAGEAS (Siehe Abbildungen 8 und 9).

Abbildung 8: Gruppe 4: AusschlieBlich in Tumor exprimierte CT-Antigene
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Abbildung 9:
Gelelektrophorese nach RT-PCR des CT-Antigens MAGEAS3 in

Tumorproben

| T 1

Bei 423 Basenpaaren positive Tumorproben

Marker t1 t2 t3 t4 t5 t6

Nach Durchftiihrung der RT-PCR zur Untersuchung der HNSCC-Tumor-
proben auf das CT-Antigen MAGEA3 und Gelelektrophorese der PCR-
Produkte sind neben dem Marker mehrere deutlich positive Banden (t2,t5 und
t6) auf Héhe der MAGEAS3 entsprechenden Basenpaarmenge zu sehen (423
Basenpaare). Wo keine Banden sichtbar sind, sind die Tumorproben negativ
fiir MAGEAS.
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3.3.5. Co-Expression von CT-Antigenen der Gruppe 4

Die Anzahl der pro Tumorprobe exprimierten CT-Antigene der tumor-
spezifischen Gruppe 4 variierte zwischen 0 und 6, durchschnittlich exprimierte
jede HNSCC-Tumorprobe 2,2 CT-Antigene der Gruppe 4 (Siehe Abbildung 10).

Abbildung 10: Anzahl der je Tumorprobe exprimierten CT-Antigene der
Gruppe 4

14
12
10

Anzahl der HNSCC-Tumorproben
o N EEN (o] (o]

Anzahl der exprimierten CT-Antigene

HNSCC-Tumorproben n=51

In Abbildung 11 ist dargestellt, wie viele der HNSCC-Tumorproben eine
bestimmte Mindest-Coexpression von CT-Antigenen der Gruppe 4 aufweisen.
84,3% der HNSCC-Proben exprimierten mindestens 1 CT-Antigen der Gruppe
4, bei 66,7% lag eine Co-Expression von mindestens 2 gleichzeitig exprimierten
CT-Antigenen vor, mit 41,2% exprimierten immerhin mehr als 1/3 der
untersuchten HNSCC Proben gleichzeitig 3 Antigene. Ebenfalls noch relativ
haufig war die gleichzeitige Expression von 4 Antigenen der Gruppe 4 mit
19,6%. Seltener war die Co-Expression von 5 oder sogar 6 CT-Antigenen mit
5,9% bzw. 2% der HNSCC-Tumorproben (Siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Co-Expression von CT-Antigenen der Gruppe 4
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3.3.6. Expressionskorrelationen zwischen CT-Antigenen der

Gruppe 4

Da fur einige CT-Antigene eine gehaufte Co-Expression mit bestimmten
anderen CT-Antigenen beschrieben wurde (Kienstra et al. 2003, Simpson et al.
2005), insbesondere innerhalb von CT-X-Antigen Familien wie MAGE oder
SSX, wurde auch in dieser Arbeit untersucht, ob bestimmte CT-Antigene der
Gruppe 4 gehauft gemeinsam auftreten. Es wurde festgestellt, dass 100% (2/2)
der NY-ESO-1-positiven Proben, 92% (12/13) der MAGEC1-positiven Proben
(Siehe Abbildung 12) und 80% (20/25) der SSX1-positiven Proben (Siehe
Abbildung 13) gleichzeitig auch fur MAGEA3 positiv waren (Siehe Tabelle 5).
Allerdings war nur eine einzige Korrelation statistisch signifikant und zwar fur
MAGEC2 und SSX2 (p=0,02). Um bessere Aussagen uber die Signifikanz der
von uns beobachteten Co-Expressionen zu erhalten ware die Wiederholung der
Untersuchung an einer groleren Probenzahl sinnvoll, da die niedrige Zahl der
fur bestimmte CT-Antigene positiven Proben die Wahrscheinlichkeit eines
signifikanten Ergebnisses fur die Co-Expression mit einem anderen CT-Antigen

senkt.
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Tabelle 5: Expressionskorrelationen zwischen CT-Antigenen der Gruppe 4

Coexprimiertes CT-Antigen
MAGE | MAGE | SSX1 SSX2 | BAGE | HOM- NY-
c2 c1 TES-85 | ESO-1
MAGEA3 36% 33% 56% 17% 17% 3% 6%
(13/36) | (12/36) | (20/36) | (6/36) (6/36) (1/36) (2/36)
p=0,85 | p=0,08 | p=0,15 | p=1,00* | p=1,00* | p=0,20* | p=1,00*
MAGEC2 72% 39% 61% 33% 17% 1% 6%
(13/18) (718) | (11/18) | (6/18) (3/18) (2/18) (1/18)
p=0,85 p=0,18* | p=0,25 | p=0,02* | p=1,00* | p=0,28* | p=1,00*
MAGEC1 92% 54% 62% 31% 15% 0% 0%
(12/13) | (7/13) (8/13) (4/13) (2/13) (0/13) (0/13)
p=0,08 | p=0,18* p=0,30 | p=0,18* | p=1,00* | p=1,00* | p=0,29*
SSX1 80% 44% 32% 16% 24% 4% 4%
(20/25) | (11/25) | (8/25) (4/25) (6/25) (1/25) (1/25)
p=0,15 | p=0,25 | p=0,30 p=1,00* | p=0,14* | p=1,00* | p=1,00*
SSX2 75% 75% 50% 50% 13% 13% 13%
(6/8) (6/8) (4/8) (4/8) (1/8) (1/8) (1/8)
p=1,00* | p=0,02* | p=0,18* | p=1,00* p=1,00* | p=0,41* | p=0,29*
BAGE 75% 38% 25% 75% 13% 13%
(6/8) (3/8) (2/8) (6//8) (1/8) (1/8) (1/8)
p=1,00* | p=1,00* | p=1,00* | p=0,14* | p=1,00* p=0,41* | p=0,29*
HOM-TES- 33% 66% 0% 33% 33%
85 (1/3) (2/3) (0/3) (1/3) (1/3)
p=0,20* | p=0,28* | p=0,56* | p=1,00* | p=0,41*
NY-ESO-1 100% 50% 0% 50% 50%
(212) (1/2) (0/2) (1/2) (1/2)
p=1,00* | p=1,00* | p=1,00* | p=1,00* | p=0,29*

Die p-Werte, die nicht mit einem * gekennzeichnet sind, wurden mit Hilfe des
Chi-Quadrat-Test nach Pearson berechnet. Die mit einem * gekennzeichneten
p-Werte wurden mit dem Exakten Test nach Fisher berechnet.
Die statistisch signifikanten p-Werte (<0,05) sind rot markiert.
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Abbildung 12: Co-Expression der CT-Antigene der Gruppe 4 bei MAGEC1-

positiven und -negativen HNSCC-Proben
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Abbildung 13: Co-Expression der CT-Antigene der Gruppe 4 bei SSX1-

positiven und -negativen HNSCC-Proben
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3.4. Antikorper gegen CT-Antigene in HNSCC-Patienten

Angesichts der relativen Haufigkeit von CT-Antigenen in Patienten mit Kopf-
Hals-Plattenepithelkarzinomen wurde analysiert, ob HNSCC-Patienten, die die
entsprechende mRNA exprimieren auch eine IgG-Antikorperantwort gegen die
Proteine MAGEA3, SSX2 oder NY-ESO-1 aufweisen. Es wurden keine
Antikérper gegen MAGEAS3 oder SSX2 in den Patientensera gefunden. In 3 der
39 analysierten Sera wurden niedrig-titrige, jedoch signifikante 1IgG Antikorper
gegen NY-ESO-1 nachgewiesen. Die Tumoren von 2 dieser Patienten
exprimierten NY-ESO-1-RNA, der Tumor des dritten Patienten mit NY-ESO-1-
Antikdrpernachweis war negativ fir NY-ESO-1. Insgesamt wurde nur in 2 der
51 untersuchten HNSCC-Tumoren NY-ESO-1-RNA nachgewiesen, in beiden
Fallen fanden sich im Serum Antikérper gegen NY-ESO-1 so dass man von

einer 100%igen Immunogenitat von NY-ESO-1 sprechen kann.

3.5.Korrelation von klinischen und pathologischen Merkmalen mit der

Expressionshaufigkeit von CT-Antigenen in HNSCC

Es wurde untersucht, ob die Expression der 8 tumorspezifischen Antigene, die
in den Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen exprimiert waren, mit bestimmten
Patientencharakteristika oder mit pathologischen Tumormerkmalen korrelieren.
Hierbei konnte keine signifikante Beziehung zwischen dem Alter und
Geschlecht der Patienten, der Tumorlokalisation, der pathologischen
Klassifikation und der Anzahl exprimierter CT-Antigene festgestellt werden. Es
konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Unterscheidung in
Primartumor oder Rezidivtumor und der Anzahl exprimierter CT-Antigene

festgestellt werden (Siehe Tabelle 6 im Anhang).
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4. DISKUSSION

4.1.Die Eignung von CT-Antigenen in HNSCC als Zielstrukturen fur

eine antigen-spezifische Immuntherapie

Nach PCR-Analyse der Expression von 23 CT-Antigenen in Tumor- und in
gesunden Gewebeproben von Patienten mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzi-
nomen wurden die Antigene entsprechend ihrer Expressionsmuster in Tumor-
und in gesundem Gewebe in vier Gruppen eingeteilt. Definitionsgemass
konnten alle untersuchten CT-Antigene in gesundem Hodengewebe nach-
gewiesen werden. Die erste Gruppe besteht aus CT-Antigenen, die in Tumor-
und in gesundem Gewebe ahnlich haufig exprimert sind und die daher auf den
ersten Blick ungeeignet fur eine antigen-spezifische Immuntherapie zu sein
scheinen, da anzunehmen ist, dass es hierbei zu einer Autoimmunreaktion
gegen gesundes Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich kommen konnte.

Die CT-Antigene der Gruppe 2 sind in Tumorgewebe deutlich haufiger
exprimiert als in gesunden Gewebeproben. Auch bei einer spezifischen
Immuntherapie gegen diese Antigene ist jedoch eine Autoimmunreaktion zu
befurchten, wenn auch in geringerem Ausmal als bei den CT-Antigenen der
Gruppe 1. Mdgliche Ursachen fur die Expression der zuvor als Tumor-Hoden-
spezifisch beschriebenen CT-Antigene der Gruppen 1 und 2 in gesundem
Gewebe werden erortert und es wird diskutiert, unter welchen Umstanden die
Antigene dieser Gruppen trotz ihrer mangelnden Tumorspezifitat in der
Therapie von HNSCC nutzlich sein kdnnten.

Die dritte Gruppe der CT-Antigene wurde weder in Tumor- noch in gesunden
Proben nachgewiesen und scheint daher fir HNSCC-Tumoren nicht relevant zu
sein. Immerhin wird ihre Klassifikation als klassische CT-Antigene, im
Gegensatz zu den Antigenen der Gruppen 1 und 2, zumindest nicht in Frage
gestellt, da sie nicht in gesundem Gewebe nachgewiesen wurden. Schliellich
besteht die vierte Gruppe aus CT-Antigenen, die ausschliel3lich in HNSCC-

Tumorproben nachgewiesen wurden, nicht jedoch in benachbartem gesundem
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Gewebe und die daher fur eine antigen-spezifische Immuntherapie bei
Patienten mit HNSCC am interessantesten sind, insbesondere da sie aufgrund
ihrer haufigen Co-Expression flur eine polyvalente Immuntherapie in Frage
kommen konnten. Diese 8 CT-Antigene werden einzeln ausfuhrlich diskutiert.
Obwohl in dieser Arbeit mit der Untersuchung von Patientensera auf Antikdrper
gegen 3 CT-Antigene nur ein kleiner Einblick in die Immunogenitat von CT-
Antigenen genommen wurde, wird im letzten Abschnitt ein Ausblick darauf
gegeben, warum die weitere Erforschung der Immunantwort auf CT-Antigene in
HNSCC von groRem Interesse ist. AuRerdem werden mogliche klinische
Verwendungen von CT-Antigenen in der Diagnostik und Therapie von HNSCC
diskutiert.

4.1.1. Die Expressionsmuster der Antigene der Gruppen 1 und 2 und
ihre Eignung als Zielstrukturen fiir eine antigen-spezifische

Immuntherapie

Gruppe 1: CT-Antigene mit &hnlicher Expressionshéufigkeit in Tumorgewebe

und in gesundem Gewebe

Gruppe 2: CT-Antigene die in Tumorgewebe mindestens 50% héaufiger

exprimiert sind als in gesundem Gewebe

Zur Einordnung und zum Vergleich der Antigene der Gruppen 1 und 2 mit
bereits existierender Forschung zu Cancer-Testis-Antigenen wird im Folgenden
eine 2004 von Scanlan et al. am Ludwig Institute for Cancer Research
publizierte Ubersichtsarbeit zu Cancer-Testis-Antigenen herangezogen. Darin
sind zahlreiche Studien zu Cancer-Testis-Antigenen zusammengefasst und
erganzt durch RT-PCR Untersuchungen von 13 gesunden Nicht-
Keimbahngeweben auf die Expression von 44 Cancer-Testis-Antigenen (Kolon,

Leukozyten, Prostata, Milz, Thymus, Gehirn, Herz, Niere, Leber, Lunge,
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Skelettmuskel, Pankreas und Dinndarm). Hiernach wird folgende Einteilung der

CT-Antigene vorgenommen (Scanlan et al. 2004):

a) CT-Antigene mit ausschliellich auf Tumor- und Hodengewebe
beschrankter Expression,

b) CT-Antigene mit zusatzlich auf 2 Nicht-Keimbahngewebe beschrankter
Expression

c) CT-Antigene mit sog. differentieller Expression, d.h. neben Tumor- und
Hodengewebe auf 3-6 nicht-Keimbahngewebe beschrankter Expression

d) CT-Antigene mit ubiquitarer Expression

Unter den von Scanlan et al. untersuchten Nicht-Keimbahngeweben befand
sich kein Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich, so dass die hier vorliegende
Arbeit wichtige Erganzungen dazu liefern kann. In der Arbeit von Scanlan et al.
wurde die Expression von einigen, jedoch nicht von allen, der auch in dieser
Arbeit untersuchten CT-Antigene in gesundem Gewebe untersucht.

Die erste Gruppe der in dieser Arbeit untersuchten CT-Antigene, FTHL17,
CTAGE, CAGE, AKAP3, SLLP1, SCP1, LIP1, ADAM2 und ZNF165, war in
Tumorgewebe und in benachbarten gesundem Gewebe ahnlich haufig
exprimiert. FTHL17, CTAGE, CAGE und ZNF165 waren in allen Tumor- und in
allen gesunden Gewebeproben exprimiert, AKAP 3 und SLLP1 in der Mehrzahl
aller Tumor- und gesunden Gewebeproben und SCP1, LIP1 und ADAM2
jeweils in wenigen der untersuchten Tumor- und gesunden Gewebeproben.
FTHL17, CTAGE und LIP1 sind von Scanlan et al. zuvor als CT-Antigene mit
streng Hoden- und Tumor-spezifischer Expression beschrieben worden. Dies
kann nach den vorliegenden Ergebnissen nicht bestatigt werden.

Auch fur ZNF165, AKAP3 und SLLP1 wurde in dieser Arbeit eine signifikante
MmRNA Expression in allen bzw. in einer gro3en Mehrheit der gesunden
Gewebeproben beobachtet. Diese Antigene, die von Scanlan et al. nicht
untersucht wurden, gehoren interessanterweise zu einer Gruppe erst kirzlich
beschriebener CT-Antigene (Hasegawa et al. 2004, Dong et al. 2004, Wang et

al. 2004, Atanackovic et al. 2006) deren Expression bisher noch nicht
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ausfuhrlich in einer groReren Zahl maligner und nicht maligner Gewebe
untersucht wurde. Es sollte daher in weiteren Studien geklart werden, ob diese
Gene tatsachlich als CT-Antigene beschrieben werden konnen.

CAGE, ADAM2 und SCP1 gehdren zu den von Scanlan et al. als ,differentiell
exprimiert bezeichneten CT-Antigenen, die bereits in 3-6 gesunden, nicht-
Keimbahn-Geweben nachgewiesen wurden. So ist die Expression von CAGE in
gesundem Gewebe aus Pankreas und Gehirn und in gesunden Leukozyten
nachgewiesen worden, ADAM2 und SCP1 sind von Scanlan et al. in gesundem
Pankreasgewebe nachgewiesen worden. Mit der in dieser Arbeit festgestellten
ahnlichen Expressionshaufigkeit in Tumorgewebe und in gesundem Gewebe
passen die Antigene der Gruppe 1 noch in die Kategorie der differentiell
exprimierten CT-Antigene. Mit einer wachsenden Anzahl der gesunden
Gewebearten, die die entsprechenden Antigene exprimieren, sinkt jedoch ihre
Tumor-Hoden-Spezifitdt und somit steigt das Risiko des Auftretens von Auto-

immunreaktionen bei einer antigenspezifischen Immuntherapie.

Die zweite Gruppe der CT-Antigene, NY-TLU-57, GAGE1 und SAGE1, besteht
aus Genen, die zu mindestens 50% haufiger in Tumor als in gesundem
Gewebe exprimiert waren (Siehe Abbildung 7). Fur NY-TLU-57 und SAGE1 war
der Anteil der positiven Tumorproben an den gesamten Tumorproben mehr als
doppelt so hoch wie der Anteil der positiven gesunden Proben an den
gesamten gesunden Proben, flir NY-TLU-57 war der Unterschied zwischen der
Expression in 92,2% aller Tumorproben und in nur 38,5% der gesunden Proben
sogar hochsignifikant (p=<0,001).

Auch die mRNA-Expression dieser drei Antigene ist zuvor von Scanlan et al. als
strikt Hoden-spezifisch beschrieben worden. Im Fall von GAGE1 wurde jedoch
auch schon in einer friheren Studie nachgewiesen, dass es bei Patienten mit
hepatozellularem Karzinom auch in einer substantiellen Menge von nicht-
malignem Gewebe aus der Nahe des Karzinoms exprimiert war (Shi et al.
2005). Eine vergleichbare Expressionshaufigkeit von GAGE1 in Kopf-Hals
Plattenepithelkarzinomen wurde bereits vor dieser Arbeit beschrieben, die

betreffenden Autoren haben jedoch kein benachbartes gesundes Gewebe der
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Patienten mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen untersucht. Stattdessen
haben sie Mukosaproben aus dem Kopf-Hals-Bereich von 10 gesunden
Probanden untersucht, hier fand sich keine Expression von GAGE1 (Gotte et al.
2002).

41.1.1. Erklarungen fiir die Expression von vermeintlich
Tumor-Hoden-spezifischen CT-Antigenen in gesundem

Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich

Eine Erklarung fur die eben genannten, von den Ergebnissen dieser Arbeit
abweichenden, Ergebnisse zur Expression von GAGE1 in gesundem Gewebe
konnte sein, dass in der Studie von Gotte et al. (2002) nur eine relativ geringe
Anzahl von 10 gesunden Proben untersucht wurde und dass die statistische
Aussagekraft somit begrenzt ist. Eine andere Mdglichkeit ware, dass die CT-
Antigene im gesunden Gewebe von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen
exprimiert werden, nicht jedoch in Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich von
Probanden, die nicht an einem Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom leiden.

Weitere denkbare Erklarungen fur die von uns nachgewiesene Expression der
CT-Antigene der Gruppen 1 und 2 in gesundem Gewebe, die zuvor als strikt
Tumor-Hoden-spezifisch beschrieben worden waren (FTHL17, CTAGE, LIP1,
NY-TLU-57, GAGE1 und SAGE1) sind, dass die Expression von CT-Antigenen
durch Faktoren gesteuert wird, die zeitgleich eine Expression von CT-Antigenen
in der Umgebung des Tumors bewirken, wie z.B. die Demethylierung von DNA
(Caballero und Chen 2009). In einer Arbeit von Young et al. wurde nach-
gewiesen, dass auch pramaligne Lasionen im Kopf-Hals-Bereich Tumor-
antigene exprimieren (Young et al. 2007). Da die Mehrzahl der Patienten mit
HNSCC Risikofaktoren flr pramaligne Lasionen, wie Leuko- und Erythroplakien
aufweist, scheint es denkbar, dass das in dieser Arbeit untersuchte gesunde
Gewebe bereits pramaligne verandert war. Andererseits war NY-ESO-1, im

Gegensatz zu der Arbeit von Young et al. in keiner der 26 vermeintlich

52



gesunden Gewebeproben exprimiert, was wiederum dafur sprechen konnte,
dass es sich nicht um pramalignes Gewebe handelt.

In jedem Fall ware es sehr interessant, ob weitere umfassende Untersuchungen
zur Expression der CT-Antigene der Gruppen 1 und 2 in verschiedenen
gesunden Gewebetypen bestatigen, dass die Expression dieser Antigene nicht
nur auf Tumor- und Keimzellgewebe beschrankt ist, oder ob diese CT-Antigene
andernfalls neben ihrer Spezifitat fur Tumor- und Keimzellgewebe spezifisch fur
gesundes Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich von Patienten mit HNSCC sind.
Eine weitere mogliche Ursache fur die von uns nachgewiesene Expression
dieser zuvor als Tumor-Hoden-spezifisch beschriebenen Antigene der Gruppen
1 und 2 in gesundem Gewebe ist, dass sie, mit Ausnahme von CAGE, FTHL17,
GAGE1 und SAGE1, zu den nicht auf dem X-Chromosom lokalisierten CT-
Genen gehodren. Im Gegensatz dazu sind die CT-Gene der Gruppe 4, die
ausschlieBlich auf Tumor exprimiert sind, fast alle auf dem X-Chromosom
lokalisiert, mit BAGE als einziger Ausnahme. Die nicht-CT-X-Gene sind dafur
bekannt, weniger Tumor-Hoden-spezifisch zu sein als die CT-X Gene und
haufiger in gesundem Gewebe vorzukommen (Caballero und Chen 2009,
Hofmann et al. 2008). Zu dieser Hypothese wirde passen, dass mit GAGE1
und SAGE1 zwei der drei —zwar nicht ausschliellich- jedoch relativ tumor-
spezifischen CT-Antigene der Gruppe 2 zu den CT-X-Antigenen gehdren.
Gegen die Hypothese spricht, dass NY-TLU-57, welches ein Nicht-CT-X
Antigen ist, unter den CT-Antigenen der Gruppen 1 und 2 die hochste
Tumorspezifitdt aufweist. FTHL17 wiederum gehort zwar zu den CT-X-
Antigenen, ist in dieser Arbeit jedoch ubiquitar in Tumor- und gesundem
Gewebe exprimiert. Daher kann die Unterscheidung in CT-X und nicht CT-X-
Gene madglicherweise eine Mitursache, jedoch sicherlich nicht die einzige
Erklarung fur die von uns nachgewiesene Expression der CT-Antigene der
Gruppen 1 und 2 in gesundem Gewebe sein. Entscheidender ist vermutlich,
dass insbesondere die neueren CT-Antigene ZNF165, AKAP3 und SLLP1
bisher noch nicht in einer groeren Anzahl von Tumor- und gesunden
Gewebeproben untersucht worden sind und sich somit noch nicht als CT-

Antigene im klassischen Sinne bewahrt haben. Auch die Klassifikation der CT-
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Antigene von Scanlan et al. bezog sich lediglich auf 13 gesunde Gewebearten,
ohne die Expression von CT-Antigenen in gesundem Gewebe aus dem Kopf-
Hals-Bereich zu berlcksichtigen. Die in dieser Arbeit festgestellte Expression
von CT-Antigenen in gesundem Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich ist somit
eine wichtige Erganzung zu dem bisher vorhandenen Wissen uber CT-
Antigene, nach unseren Ergebnissen muss die Bezeichnung CT-Antigen flr

einige der beschriebenen Antigene mdglicherweise neu Uberdacht werden.

41.1.2. Eignung der CT-Antigene der Gruppen 1 und 2 als
Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische

Immuntherapie in Patienten mit HNSCC

Auf den ersten Blick scheinen die CT-Antigene der Gruppen 1 und in
geringerem Malde auch der Gruppe 2, die nicht nur in HNSCC sondern auch in
gesundem Gewebe exprimiert sind, nicht besonders gut als Zielstrukturen fr
die antigen-spezifische Immuntherapie geeignet zu sein. Die Befurchtung ist
zum Einen, dass es durch die Erzeugung einer antigen-spezifischen
Immunantwort gegen diese Antigene zu einer Autoimmunreaktion gegen
gesundes Gewebe kommen konnte. Zum Anderen kdnnte man vermuten, dass
durch das Vorhandensein der Antigene im gesunden Gewebe eine Toleranz
des Immunsystems gegenuber diesen Antigenen besteht, wodurch die
Erzeugung einer antigen-spezifischen Immunantwort erschwert ware. Diese
Beflrchtungen gelten insbesondere fur die Antigene der Gruppe 1, die in
Tumor- und in gesundem Gewebe ahnlich haufig und teils sogar ubiquitar
exprimiert sind; prinzipiell jedoch auch fur die Antigene der Gruppe 2.

Angesichts von Studien, in denen mit quantitativen Messverfahren nur ein sehr
niedriger Expressionsgrad von CT-Antigenen in gesundem Gewebe nachge-
wiesen wurde (Scanlan et al. 2004), erscheint es dennoch als moglich, dass die
CT-Antigene der Gruppen 1 und 2 trotz ihrer mangelnden Tumorspezifitat als
Zielstrukturen fur eine antigenspezifische Immuntherapie in Frage kommen

konnten. So wurde beispielsweise in gesundem Pankreas- und Lebergewebe
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zwar die mRNA von CT-Antigenen, wie dem besonders immunogenen NY-
ESO-1 sowie MAGEA1, nachgewiesen, es konnte jedoch keine Immunreaktion
darauf festgestellt werden (Jungbluth et al. 2000b, Jungbluth et al. 2001,
Caballero und Chen 2009). Daher kdnnte man vermuten, dass CT-Antigene in
gesundem Gewebe nur so schwach exprimiert sind, dass sie keine relevante
Immunreaktion gegen gesundes Gewebe ausldosen (Scanlan et al. 2004).
Andere Tumorantigene, die von Tumoren haufiger exprimiert werden als von
gesundem Gewebe, werden trotz ihres Vorkommens in gesundem Gewebe
erfolgreich als Zielstrukturen fur die antigenspezifische Immuntherapie
eingesetzt, so z.B. Cetuximab, ein Antikérper gegen den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR, der erfolgreich in der Therapie von Kopf-Hals-
Tumoren eingesetzt wird (Argiris et al. 2008). Um beurteilen zu kdnnen, ob es
tatsachlich eine Autoimmunreaktion gegen Cancer-Testis-Antigene in
gesundem Gewebe geben wirde, welches Ausmal sie hatte und ob durch das
Vorhandensein bestimmter CT-Antigene in gesundem Gewebe eine
immunologische Toleranz induziert wird, sind weitere Untersuchungen zur
Quantifizierung, zur Proteinexpression und zur Immunogenitat der in gesundem
Gewebe exprimierten CT-Antigene erforderlich.

Aulerdem sollte weiter untersucht werden, ob die CT-Antigene der Gruppen 1
und 2 nur dann in gesundem Gewebe des Kopf-Hals-Bereiches exprimiert sind,
wenn gleichzeitig auch ein Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom vorliegt. Dies
konnte Hinweise Uber die Expressionsmechanismen und Uber die Funktion der
CT-Antigene liefern. Zudem ist es naturlich auch fur die Entwicklung von
antigen-spezifischen Immuntherapien im Allgemeinen entscheidend, ob die CT-
Antigene der Gruppen 1 und 2 generell in Gewebe des Kopf-Hals-Bereichs
exprimiert sind (auch wenn kein Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom vorliegt) um

dem Auftreten von Autoimmunreaktionen vorzubeugen.
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4.1.2. Das Expressionsmuster der Antigene der Gruppe 3 und ihre
Eignung als Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische

Immuntherapie

Gruppe 3: CT-Antigene die in Tumorgewebe mindestens 50% héaufiger

exprimiert sind als in gesundem Gewebe

Die Antigene der dritten Gruppe, TPTE, LDHC und SPO11 waren nicht in
gesundem Gewebe exprimiert, sie waren jedoch auch in keiner der Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomproben exprimiert. Lediglich in gesundem Hodengewebe
konnte eine Expression nachgewiesen werden. TPTE ist erstmalig in Leber-
und Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom nachgewiesen worden (Dong et al.
2003), die Expression von LDHC ist fur Mamma-, Kolon-, Nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom, Malignes Melanom, Ovarialkarzinom, Prostata- und
Nierenzellkarzinom beschrieben worden. Die Expression von SPO11 ist bisher

nur im Malignen Melanom nachgewiesen worden (Scanlan et al. 2004).

41.21. Eignung der Antigene der Gruppe 3 als Zielstrukturen
fir eine antigen-spezifische Immuntherapie in Patienten
mit HNSCC

Da die Antigene der Gruppe 3 nicht in den untersuchten HNSCC-Proben
exprimiert waren, sind sie vermutlich nicht flr die antigen-spezifische
Immuntherapie in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen geeignet. Sie kénnten
jedoch wichtige Ziele in der Immuntherapie anderer Tumorarten darstellen,
nach den Ergebnissen dieser Arbeit besteht kein Anhalt fur die Befurchtung der
Erzeugung einer Autoimmunreaktion gegen diese CT-Antigene in gesundem
Kopf-Hals-Gewebe. Allerdings gehoren alle 3 CT-Antigene dieser Gruppe zu
den nicht auf dem X-Chromosom kodierten CT-Antigenen, die haufig als den
CT-X-Genen nachrangig beschrieben werden, da sie im Vergleich zu den CT-X

Antigenen eine geringere Hoden-Testis-Spezifitat aufweisen und eine
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schwachere Immunogenitat besitzen. Alle Studien zur Entwicklung einer
Impfung gegen Cancer-Testis-Antigene haben sich bisher auf CT-X-Antigene
konzentriert (Caballero und Chen 2009), so dass abzuwarten bleibt, inwiefern
nicht CT-X-Antigene wie TPTE, LDHC und SPO11 in Zukunft klinische

Bedeutung erlangen.

4.1.3. Das Expressionsmuster der Antigene der Gruppe 4 und ihre
Eignung als Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische

Immuntherapie

Gruppe 4: CT-Antigene die ausschliel3lich in Tumorgewebe exprimiert sind

Die vierte Gruppe der CT-Antigene (MAGEA3, SSX1, MAGEC2, MAGEC1,
BAGE, SSX2, HOM-TES-85 und NY-ESO-1) war in gesundem Hodengewebe
und in Proben der Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome exprimiert, jedoch in
keiner einzigen Probe des benachbarten gesunden Gewebes. Diese 8 Antigene
sind daher CT-Antigene im strengsten Sinne und sind mdglicherweise ideale
Zielstrukturen fur die Entwicklung antigen-spezifischer Immuntherapien bei
Patienten mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen. Sie sollen im Folgenden
einzeln diskutiert werden. Die CT-Antigene, die bereits besonders gut bekannt
sind bzw. die aufgrund von bereits existierendem Wissen als vielversprechend
fur die Entwicklung einer antigen-spezifischen Immuntherapie gelten, wie NY-
ESO-1 und die SSX- und MAGE-Antigene, werden besonders ausfuhrlich be-

sprochen.

4.1.3.1. NY-ESO-1
Das CT-Antigen der Gruppe 4 mit dem niedrigsten Expressionsgrad war NY-

ESO-1, es wurde nur von 2 der 51(3,9%) untersuchten Tumorproben exprimiert.

Dennoch soll es im Folgenden ausfuhrlich besprochen werden, da es das CT-
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Antigen ist, welches aufgrund seiner starken Immunogenitat bisher am besten
untersucht ist und gegen das bereits mehrere Impfungen in der klinischen
Erprobung sind (Gnjatic et al. 2003, Caballero und Chen 2009).

NY-ESO-1 wurde 1996 mittels SEREX, d.H. durch das Screenen von
Tumorproteinen auf Antigene mittels autologen Antikdrpern entdeckt (Chen et
al. 1997). Es ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und seine Expression ist
unter anderem fur Blasen-, Mamma-, Leber-, Nicht-kleinzellige Lungen-
karzinome, Prostatakarzinome und Kopf-Hals-Karzinome bekannt (Scanlan et
al. 2004), wohingegen es sich nicht in Kolon- und Magenkarzinomen findet
(Kienstra et al. 2003). In gesundem Gewebe ist die Expression von NY-ESO-1
fur Hoden, Plazenta, Pankreas und Leber beschrieben worden (Scanlan et al.
2004).

Beide Tumoren, bei denen in der vorliegenden Arbeit eine Expression von NY-
ESO-1 nachgewiesen wurde, entstammen dem Hypopharynxbereich und waren
mindestens im Stadium T3. Dies entspricht der Erfahrung aus friheren Studien,
dass NY-ESO-1 vor allem von fortgeschrittenen Tumoren exprimiert wird
(Stockert et al. 1998). In einer anderen Arbeit von Kienstra et al. zur Expression
von NY-ESO-1, MAGEA1 und MAGEAS in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen
wurde ebenfalls nur eine relative seltene Expression von NY-ESO-1 in 6,7% der
untersuchten Proben gefunden. Auch hier waren alle Proben, die NY-ESO-1
exprimierten, mindestens im Stadium 3, sie entstammten allerdings nicht aus
dem Hypopharynx sondern aus Larynx und Mundboden (Kienstra et al. 2003).
Die beiden Patienten, deren Tumoren in dieser Arbeit positiv flir NY-ESO-1
waren, waren beide auch positiv fir MAGEA3. Dies stimmt ebenfalls mit der
Studie von Kienstra et al. (2003) Uberein und koénnte auch die dort geaulderte
Vermutung bestarken, dass die Expression von NY-ESO-1 die Expression von
MAGEAS3 voraussetzt.

58



41.3.1.1. Spontane Inmunantworten gegen NY-ESO-1

Bei Uber 50% der Patienten, deren Tumor NY-ESO-1 exprimiert, ist in friheren
Arbeiten eine Immunreaktion gegen dieses Antigen nachgewiesen worden.
Dabei finden simultan eine humorale sowie auch eine zelluldre Immunantwort
statt, die durch CD4+ und CD8+T-Zellen vermittelt wird (Jager et al. 2000a,
Gnjatic et al. 2003). In dieser Arbeit wurden im Serum beider Patienten, die NY-
ESO-1 in ihrem Tumor exprimieren, Antikdrper gegen NY-ESO-1 nachge-
wiesen, wahrend keine Antikorper gegen die CT-Antigene MAGEA3 und SSX2
nachgewiesen werden konnten. Dies bestatigt erneut die starke Immunogenitat
von NY-ESO-1. Nach den genannten Erkenntnissen zur simultanen humoralen
und zellularen Immunantwort auf NY-ESO-1 lasst sich vermuten, dass bei den
Patienten, in deren Serum NY-ESO-1-Antikdrper nachgewiesen wurden, auch
NY-ESO-1 spezifische Immunzellen vorliegen. Aufierdem wurden NY-ESO-1-
Antikdrper auch im Serum eines Patienten gefunden in dessen Tumorprobe
keine NY-ESO-1-mRNA nachgewiesen wurde. Dies lasst sich moglicherweise
durch die Heterogenitat der Expression von CT-Antigenen erklaren. So sind
Tumoren beschrieben worden, in denen einzelne Tumorzellen eine starke
Expression von CT-Antigenen aufweisen, wahrend Uber 99% der Tumorzellen
kein CT-Antigen exprimieren (Caballero und Chen 2009). Die untersuchte
Probe entstammt mdglicherweise aus einer Region des Tumors, die NY-ESO-1
nicht exprimiert, wahrend eine andere Region NY-ESO-1 exprimiert und so die
Antikdrperbildung induziert hat. Andere Erklarungsmaoglichkeiten sind, dass eine
effektive Immunantwort gegen NY-ESO-1 die NY-ESO-1 exprimierenden
Tumorzellen bereits zerstort oder zu ihrer Herabregulation gefuhrt haben kénnte
(Atanackovic et al. 2006).
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41.3.1.2. Eignung von NY-ESO-1 als Zielstruktur fiur eine
antigen-spezifische Immuntherapie in Patienten
mit HNSCC

In dieser Arbeit wurde in Ubereinstimmung mit friiheren Studien zur Expression
von NY-ESO-1 in HNSCC nur eine relativ geringe Expressionshaufigkeit
beobachtet. Bei einem unselektierten Patientenkollektiv mit HNSCC ist eine
ausschlieRlich gegen NY-ESO-1 gerichtete Immuntherapie daher vermutlich
nicht sinnvoll. Ist die Expression von NY-ESO-1 durch das Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinom eines Patienten jedoch bereits nachgewiesen, so kdnnte
es fur die Therapie nutzlich sein, eine Immunantwort darauf zu verstarken oder
zu erzeugen. Dies wurde jedoch die individuelle Anpassung der Therapie an die
Tumorantigene des einzelnen Patienten erfordern. Weniger aufwandig und
daher wlnschenswerter ware eine Immuntherapie, die bei einem Groldteil der
Patienten wirksam ist. Eine Maoglichkeit dazu ware die Entwicklung einer
polyvalenten Impfung, die gleichzeitig gegen mehrere Tumorantigene gerichtet
ist. Dadurch erhdht sich die Wahrscheinlichkeit, dass zumindest einige der
Tumorantigene eines Patienten durch die Therapie identifiziert und angegriffen
werden. Aullerdem kdnnte eine polyvalente Immuntherapie dazu beitragen, die
Herabregulation der Tumorantigene in der Escapephase zu verhindern. Trotz
der nur geringen Expressionshaufigkeit in HNSCC ist NY-ESO-1 aufgrund
seiner starken Immunogenitat, die in dieser Arbeit erneut belegt wurde, ein
wichtiger Kandidat fur die Entwicklung einer aktiven Immuntherapie gegen
HNSCC.

Zahlreiche Impfverfahren gegen das NY-ESO-1-Antigen wurden und werden
bereits erprobt; in einigen dieser Studien konnte eine Korrelation zwischen der
Erzeugung einer fur NY-ESO-1 spezifischen Immunantwort und einer
Verbesserung der Prognose beobachtet werden (Davis et al. 2004, Karbach et
al. 2010, Jager et al. 2000, Thurner et al. 1999, Marchand et al. 2003).

Von Bedeutung fur die Rolle von NY-ESO-1 bei der Immuntherapie von Kopf-
Hals-Tumoren ist aul3erdem, dass es auch in pramalignen Lasionen im Kopf-

Hals-Bereich nachgewiesen wurde. Dies lasst hoffen, dass Patienten mit einer
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pramalignen Lasion im Kopf-Hals-Bereich, die ein hohes Risiko fur das
Auftreten eines Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinoms haben, durch eine gezielte
Immunisierung gegen Antigene pramaligner L&sionen vor dem Auftreten
weiterer pramaligner Lasionen oder eines HNSCC geschutzt werden kdnnten.
Es konnte gezeigt werden, dass Immunzellen, die gegen autologe pramaligne
Lasionen sensibilisiert wurden (von denen unter anderem NY-ESO-1 exprimiert
wurde), eine Wirkung gegen heterologe HNSCC-Proteine entwickeln. Die
Erzeugung einer Immunantwort mittels einer Impfung gegen eine pramaligne
Lasion ist moglicherweise effektiver als wenn bereits ein HNSCC vorliegt, da in
diesem Stadium noch nicht die fur HNSCC typische Immunsuppression besteht
(Young et al. 2007).

41.3.2. HOM-TES-85

HOM-TES-85 wurde ebenfalls durch SEREX entdeckt und ist daher
erwiesenermalden in der Lage, eine humorale Immunantwort auszuldsen.

Es gehort wie NY-ESO-1 zu den auf dem X-Chromosom lokalisierten CT-
Antigenen. Nach seiner Erstbeschreibung durch Tureci et al. bei einem
Patienten mit einem Seminom wurde es auch in Kolon-, Leber-, Lungen- und
Ovarialkarzinomen sowie in Malignen Melanomen und Gliomen nachgewiesen
(Tareci et al. 2002, Scanlan et al. 2004). In dieser Arbeit wurde fir HOM-TES-
85 eine Expressionshaufigkeit von 6% in HNSCC nachgewiesen, der Vergleich
mit anderen Forschungsergebnissen ist nicht moglich, da die Expression von
HOM-TES-85 in HNSCC =zuvor noch nicht untersucht wurde. In der
Ubersichtsarbeit von Scanlan et al. (2004) variieren die Expressionsraten von
HOM-TES-85 in Hirn-, Kolon-, Leber-, Lungen und Ovarialtumoren sowie
Malignen Melanomen zwischen 10% in Kolonkarzinomen und 36% in Malignen
Melanomen. Die von uns nachgewiesene Haufigkeit von 6% in HNSCC ist also
vergleichsweise niedrig. Es ist vermutlich nicht ausreichend, dies mit dem
besonderen Status der Immunsuppression in HNSCC-Patienten zu erklaren, da

in den HNSCC-Zelllinien — die ja keiner generalisierten Immunsuppression
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unterliegen- kein HOM-TES-85 nachgewiesen werden konnte. Aufgrund seiner
relativ niedrigen Expressionshaufigkeit in HNSCC ist HOM-TES-85 vermutlich
ebenfalls am besten fur eine polyvalente Impfung geeignet. Seine Fahigkeit
eine humorale Immunantwort auszulésen ist eine vielversprechende Vor-
raussetzung hierfur. Ziel einer zukinftigen Studie kdnnte eine Untersuchung der
humoralen und zellularen Immunantwort auf HOM-TES-85 speziell bei
Patienten mit HNSCC sein.

41.3.3. BAGE

BAGE wurde erstmals 1995 mittels autologer T-Zellen in Malignen Melanom-
zellen identifiziert (Boel et al. 1995). Neben der Expression in Malignen
Melanomen ist seine Expression auch fur Blasenkarzinome, Mammakarzinome,
Nicht-kleinzellige Lungenkarzinome, Ovarialkarzinome und Sarkome bekannt.
Die Expressionshaufigkeit von BAGE in HNSCC ist in der Ubersichtsarbeit von
Scanlan et al. mit 8% angegeben worden, es ist jedoch vor dieser Arbeit noch
keine systematische Untersuchung seiner Expression in einer gréfderen Anzahl
von HNSCC-Tumorproben durchgefuhrt worden. In dieser Arbeit war es in
15,7% der untersuchten Tumorproben exprimiert.

Als einziges CT-Antigen der Gruppe 4 gehort BAGE zu den Nicht-CT-X Genen,
die als weniger Tumor-Hoden-spezifisch beschrieben werden und fur die eine
geringere Immunogenitat als fur die CT-X-Antigene angenommen wird.
Dennoch ist es bisher nicht in gesundem Gewebe nachgewiesen worden
(Scanlan et al. 2004) und entsprechend sensibilisierte zytotoxische T-Zellen
sind in der Lage, BAGE exprimierende Tumorzellen zu erkennen und zu
lysieren (Boel et al. 1995). Daher scheint BAGE, obwohl nicht zu den CT-X-
Genen gehdrend, in Bezug auf seine Qualitat als Cancer-Testis Antigen und als
Zielstruktur fur die antigenspezifische Immuntherapie mit den anderen CT-
Antigenen der Gruppe 4 vergleichbar zu sein. Durch seine nur malige
Expressionshaufigkeit in HNSCC scheint es flr die Immuntherapie von Kopf-

Hals-Plattenepithelkarzinomen jedoch weniger gut geeignet zu sein als
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besonders haufig von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen exprimierte CT-
Antigene wie MAGEA3 und SSX1. Denkbar ist daher wiederum die
Verwendung als eine von mehreren Zielstrukturen in einer polyvalenten
Impfung. Wie bei HOM-TES-85 ware die genauere Erforschung der Immun-
antwort gegen BAGE einer der nachsten erforderlichen Schritte vor Entwicklung

einer Impfung.

4.1.3.4. SSX1 und SSX2

Die CT-Antigene SSX1 und SSX2 gehoéren zu einer Familie von 9 auf dem X-
Chromosom lokalisierten Genen, den sogenannten synovial sarcoma on x-
chromosome Genen, die eine Rolle bei der Entstehung von synovialen
Sarkomen spielen. Alle Mitglieder dieser Genfamilie weisen eine hohe
Homogenitat untereinander auf, so sind ihre Nukleotidsequenzen zu 88% bis
95% identisch zueinander und ihre Aminosaurensequenzen gleichen sich zu
71-95%. SSX2 wurde initial mittels SEREX entdeckt, wahrend seiner weiteren
Erforschung wurde ein Gen entdeckt, dass ihm in der Nukleotidsequenz zu 89%
identisch ist: SSX1. SSX2 wurde bereits vor dieser Arbeit in Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen sowie auch in Gliomen, CML-Zellen, Multiplen
Myelom Zellen, in Lungen-, Blasen-, Kolon-, Brust-, Leber-, Nieren-, Prostata-
karzinomen, Sarkomen und Malignen Melanomen nachgewiesen (Scanlan et al.
2004). Lediglich in einer Arbeit wurde fraglich eine Expression von SSX2 in
gesundem Schilddrisengewebe beschrieben (Sahin et al. 1995). Die
Expression von SSX1 ist ebenfalls bekannt flur Kopf-Hals-Plattenepithel-
karzinome sowie fir Mammakarzinome, Endometriumkarzinome, Kolorektale
Karzinome, Maligne Melanome, Lungen- und Blasenkarzinome (Tureci et al.
1998b). In der Studie von Tureci et al. (1998b) wurden 14 Kopf-Hals-Platten-
epithelkarzinome untersucht und es wurde eine Expression von SSX1 in 21%
und von SSX2 in 36% der HNSCC-Tumorproben festgestellt. In der hier
vorliegenden Arbeit wurde eine groflere Probenzahl untersucht und eine
Expression von 15,7% fur SSX2 und sogar 49% fur SSX1 beobachtet.
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4.1.3.41. Spontane Inmunantworten gegen SSX2

In dieser Arbeit konnten in den untersuchten Patientensera keine Antikorper
gegen SSX2 festgestellt werden. Eine mdgliche Erklarung hierfir ware der
besondere Status der Immunsuppression von Patienten mit HNSCC.

In anderen Arbeiten wurden Antikdrper gegen SSX1,-2,-3 und —4 in Sera von
Patienten mit malignem Melanom, Kolon- und Brustkarzinomen nachgewiesen
und es wurde gezeigt, dass naturlich auftretende Antikdrper gegen eines der
SSX-Gene auch mit anderen SSX-Genen reagieren. Aul3erdem konnten CD8+
T-Zellen gegen SSX2-Peptide nachgewiesen werden, wodurch bewiesen
wurde, dass SSX-Antigene prinzipiell sowohl eine humorale als auch eine

zellulare Immunabwehr erzeugen kénnen (Gure et al. 1997).

41.3.4.2. Eignung der CT-Antigene SSX1 und SSX2 als
Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische

Immuntherapie in Patienten mit HNSCC

Vor allem SSX1, welches in etwa der Halfte der untersuchten Tumorproben
nachgewiesen wurde, scheint eine gute Zielstruktur fur eine antigenspezifische
Immuntherapie in Patienten mit HNSCC zu sein. Sowohl fir SSX1 als auch fur
SSX2 ist eine humorale und eine zellulare Immunantwort bekannt.

Die grolRe Homogenitat der SSX-Antigene untereinander und der Nachweis von
Kreuzreaktionen von SSX-Antikérpern mit mehreren Mitgliedern der SSX-
Familie lasst hoffen, dass es mdglich ist, durch eine Impfung eine
Immunantwort nicht nur gegen eines, sondern gegen maglichst viele Mitglieder
der SSX-Familie zu erzeugen (Song et al. 2008). In dieser Arbeit waren 57%
der untersuchten Tumorproben positiv fur mindestens eines der beiden
untersuchten SSX-Gene, in der Studie von Song et al. (2008) konnte mMRNA
von mindestens einem von 9 untersuchten SSX-Antigen in 72,7% der

untersuchten HNSCC-Proben nachgewiesen werden. Von einer Impfung, die
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gleichzeitig gegen mehrere SSX-Antigene wirksam ist, kdonnte daher die
Mehrheit der Patienten mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen profitieren.

Die hohe Ahnlichkeit der SSX-Gene auf Ebene der Nukleotid- und
Aminosauresequenzen hat zudem die Entwicklung von Primern ermdglicht, die
wahrend einer einzigen RT-PCR gleichzeitig an mehrere Mitglieder der SSX-
Genfamilie binden konnen und so die Suche nach CT-Antigenen stark
vereinfachen. Von Song et al. (2008) wird daher vorgeschlagen, SSX- und
MAGEA-Antigene als Tumormarker in Patienten mit HNSCC einzusetzen.
Anhand des Nachweises von SSX1-9 im induzierten Sputum konnten sie 77,8%
aller histologisch gesicherten T2- Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome und 100%
aller T1-Tumoren bestatigen. In Kombination mit der Untersuchung auf die CT-
Antigene MAGEA1-6 konnte die Diagnose HNSCC bei einem Kollektiv von 18
Patienten mit einem gesicherten HNSCC uber den Nachweis von CT-Antigenen

im Sputum zu 94,4% bestatigt werden (Song et al. 2008).

4.1.3.5. Die MAGE-Antigene

Unter den 4 am haufigsten ausschliellich in HNSCC-Tumoren und in
Hodengewebe exprimierten CT-Antigenen befinden sich 3 Mitglieder der
MAGE-Genfamilie: MAGEA3 war in 70,6% der Tumorproben exprimiert,
MAGEC2 in 35,3% und MAGEC1 in 25,5%. Das erste CT-Antigen, das 1991
durch autologes Typing einer Melanom-Zelllinie entdeckt wurde, war MAGEA1,
dass in dieser Arbeit nicht untersucht wurde (Van der Bruggen et al. 1991). In
Folge wurden zwei weitere cDNA-Spezies entdeckt, die ebenfalls mit MAGEA1
hybridisieren und deren Nukleotidsequenzen groRe Ahnlichkeiten zu MAGEA1
aufwiesen: MAGEA2 und das in dieser Arbeit untersuchte MAGEA3. Alle
MAGEA-Proteine stimmen in ihrer Aminosauresequenz zu 53-94% miteinander
Uberein und sind auf dem Chromosom Xq28 kodiert. Die Expression von
MAGEAS3 ist abgesehen von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen bekannt fur
Maligne Melanome, Lungenkarzinome, Kolorektale Karzinome, Mamma-

karzinome, Blasentumoren, Sarkome und Prostatakarzinome.
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Es findet sich jedoch mit Ausnahme von Hodengewebe nicht in gesundem
Gewebe (Gaugler et al. 1992).

MAGEC1 wurde 1998 durch RDA (Representational Difference Analysis)
identifiziert. Es ist in der Nachbarschaft zu den MAGEA-Genen auf dem
Chromosomenlokus Xq26 lokalisiert (Lucas et al. 1998). Unabhangig davon
wurde es etwas spater von einer anderen Arbeitsgruppe mittels SEREX
identifiziert (Jungbluth et al. 2002). Die Expression von MAGEC1 ist bekannt fur
Blasentumoren,  Mammakarzinome, Kolorektale Karzinome, HNSCC,
Lungenkarzinome, Maligne Melanome und Sarkome (Scanlan et al. 2004).
MAGEC2 wurde ebenfalls mittels RDA identifiziert. Seine Aminosauresequenz
ist zu 87% identisch zu MAGEC1 und in geringerem Ausmaf zu den anderen
Genen der MAGE-Familie. Es findet sich auf Chromosomlokus Xqg27. Die
Expression von MAGEC2 ist neben Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen
bekannt fur Maligne Melanome, Urothelkarzinome, Mammakarzinome und
Lungenkarzinome (Gure et al. 2000).

MAGEC2 und MAGEA3 werden von zytolytischen T-Zellen erkannt und I6sen
aullerdem eine humorale Immunantwort aus (Gaugler et al. 1992, Lopez et al.
2004, Ma et al.2004, Germeau et al. 2005, Gure et al. 2005, Wang et al. 2009).
Fir MAGECH1 ist bisher nur die Auslésung einer humoralen Immunantwort
beschrieben worden (Scanlan et al. 2004). Von mehreren Autoren wird eine
gehaufte Co-Expression der MAGE-Gene untereinander beschrieben (Kienstra
et al. 2003, Gaugler et al. 1992, Simpson et al. 2005).

41.3.51. MAGEC1

1998 wurde MAGEC1 von Lucas et al. in 9,5% der untersuchten Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinome nachgewiesen. Ebenfalls 1998 wurde es von Chen et
al. in 36% der untersuchten HNSCC-Tumoren nachgewiesen, so dass die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene Expressionshaufigkeit von 25,5%
realistisch erscheint. Von Lucas et al. (1998) wurde eine starke Korrelation
zwischen der Expression von MAGEC1- und MAGEA-Genen beschrieben: 94%
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der Melanome, die MAGEC1 exprimieren, exprimieren mindestens ein MAGEA-
Gen. Dies kann fur die in dieser Arbeit untersuchten HNSCC-Gene bestatigt
werden: 92,3% der fir MAGEC1 positiven HNSCC-Tumorproben exprimierten
auch MAGEAS. Diese Korrelation ist bemerkenswert, obwohl statistisch nicht
signifikant, was jedoch auch an der relativ geringen Probenzahl liegen konnte.
In einer Arbeit von Riener et al. (2009) zur Expression von CT-Antigenen in
hepatozellularen Karzinomen war die Expression von MAGEC1 mit einer
reduzierten Uberlebensrate assoziiert, gleichzeitig wurden in fast allen CT-
antigen-prasentierenden Tumoren FOXP3-regulatorische T-Zellen nach-
gewiesen. Dies konnte als Hinweis auf eine lokal unterdrickte Immunabwehr
gewertet werden, was mdglicherweise ursachlich fur die schlechte Prognose

sein konnte.

41.3.5.2. MAGEC2

MAGEC2 wurde 2000 von Gure et al. in 36% der untersuchten HNSCC-Proben
nachgewiesen, dies stimmt gut mit der in dieser Arbeit nachgewiesenen
Expressionshaufigkeit von 35,3% uberein. Wie fur MAGEC1 lasst sich auch far
MAGEC2 eine haufige, jedoch statistisch nicht signifikante Co-Expression mit
MAGEAS3 beobachten, 72,3% der MAGEC2-positiven HNSCC-Tumorproben
exprimierten gleichzeitig MAGEA3. Die einzige statistisch signifikant haufige
Co-Expression, die in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, war die Co-
Expression von MAGEC2 und SSX2. 75% (6 von 8) der Tumoren, die SSX2
exprimierten, waren ebenfalls positiv fur MAGEC2. Die Haufigkeit der Co-
Expression ist allerdings abhangig von der Expressionshaufigkeit eines CT-
Antigens, d.h. es exprimierten zwar nur 6 von 18 MAGEC2-positiven Tumoren
gleichzeitig SSX2, es waren jedoch auch insgesamt nur 8 Tumoren positiv flr
SSX2, die Co-Expression kdonnte also maximal 8 von 18 = 44% betragen.
Mittels ELISA mit rekombinantem MAGEC2-Protein konnten in friheren
Arbeiten Antikérper gegen MAGEC2 in Sera von Patienten mit Malignem

Melanom und hepatozellularem Karzinom nachgewiesen werden (Gure et al.
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2000, Wang et al. 2002). Zudem wurden zytotoxische T-Lymphozyten gegen
MAGEC2-Epitope in Malignen Melanom-Patienten nachgewiesen (Ma 2004,
Germeau 2005).

41.3.5.3. MAGEA3

MAGEAS ist das CT-Antigen, das in dieser Arbeit am haufigsten -in 70,6% aller
HNSCC-Tumorproben- nachgewiesen wurde. Dies ist die bisher haufigste
beschriebene Expression fur MAGEA3 in HNSCC. Eura et al. (1995) hatten
eine Expression in 56% der untersuchten Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome
festgestellt, Albaitero et al. (2004) hatten eine Expressionshaufigkeit in Uber
50% der untersuchten HNSCC-Tumoren nachgewiesen und Kienstra et al.
(2003) und Gaugler et al. (1994) hatten jeweils eine Expression in 44% der
HNSCC-Tumoren nachgewiesen.

In der hier vorliegenden Arbeit waren beide HNSCC-Tumorproben, die NY-
ESO-1 exprimierten, gleichzeitig auch positiv fur MAGEA3. Trotz der nur
geringen Anzahl NY-ESO-1-positiver Proben deckt sich diese Korrelation mit
einer Studie von Kienstra et al. (2003), in der eine ebenfalls nur geringe
Gesamtzahl NY-ESO-1-positiver Proben zu 100% positiv fur MAGEA3 waren.

In der bereits im Abschnitt 4.1.3.4.3 zu den SSX-Antigenen erwahnten Studie
von Song et al. (2008) wurde ein Verfahren entwickelt und angewendet, in dem
die cDNA von MAGEA1-6 in einer einzigen PCR detektiert wurde, indem
mehrere Primer in der gleichen Reaktion verwendet wurden. Aul3erdem wurde
ein Primer entwickelt, der nicht nur an ein einzelnes CT-Gen, sondern
gleichzeitig an MAGEA1-6 binden kann. Aufgrund der hohen Expressions-
haufigkeit von MAGEA in HNSCC wird daher vorgeschlagen, solche
Kombinationsassays als sensitives diagnostisches Instrument zur Detektion von

HNSCC-Tumorzellen im Gewebe und im Sputum zu nutzen (Song et al. 2008).
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4.1.3.5.4. Spontane Inmunantworten gegen MAGEA3

In den 39 untersuchten Patientensera konnten keine Antikorper gegen MAGE
A3 nachgewiesen werden, dies konnte wiederum durch die Immunsuppression
in Patienten mit HNSCC mitbedingt sein. In jedem Fall ist es jedoch auch ein
weiterer Beleg fur die geringe Immunogenitat von MAGEA3. Auch in Studien
mit Melanom Patienten, die hohe Expressionsraten fur MAGEA1 und MAGEA3
aufwiesen, konnten nur in weniger als 3% der Patientensera Antikdrper gegen
diese Antigene nachgewiesen werden (Caballero und Chen 2009).

Es wird jedoch berichtet, dass viele Patienten nach einer aktiven Impfung mit
rekombinantem MAGEA3-Protein Antikorper gegen MAGEA3 produzieren
(Atanackovic et al. 2008).

41.3.5.5. Eignung der MAGE-Antigene als Zielstrukturen
fur die antigen-spezifische Immuntherapie in
Patienten mit HNSCC

Aufgrund ihrer hohen Expressionshaufigkeit scheinen die MAGE-Antigene gute
Zielstrukturen fur die antigenspezifische Immuntherapie in HNSCC-Patienten zu
sein. Eine effektive Immuntherapie gegen MAGEA3 koénnte nach den
Ergebnissen unserer Arbeit bei 70,6% der Patienten mit HNSCC zu einer
Besserung fuhren. Eine polyvalente Immuntherapie gegen die 3 von uns
untersuchten MAGE-Antigene kdnnte sogar einer noch gro3eren Patientenzahl
helfen, da 72,5% (37 von 51) unserer HNSCC-Proben mindestens 1 der 3
MAGE-Antigene aufwiesen (MAGEC1, MAGEC2 oder MAGEA3), 37,3%
wiesen mindestens 2 MAGE-Antigene auf und 11,8% der HNSCC-Proben
waren flur alle 3 untersuchten MAGE-Antigene positiv. Dass gegen alle in dieser
Arbeit untersuchten MAGE-Antigene in friheren Studien eine humorale
Immunantwort nachgewiesen wurde und gegen MAGEA3 und MAGEC2 auch
zellulare Immunantworten bekannt sind, belegt das prinzipiell immunogene

Potential dieser Antigene. Der fehlende Nachweis von AntikGrpern gegen
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MAGEAZ3 in dieser Arbeit und die Tatsache, dass auch in friheren Arbeiten nur
selten eine spontane Antikorperreaktion beobachtet wurde spricht andererseits
dafur, dass es fiur eine effektive Therapie erforderlich sein koénnte, die
Immunantwort gegen MAGE-Antigene gezielt zu verstarken bzw. immun-
suppressive Faktoren zu reduzieren.

Es ist denkbar, dass die in einigen Studien nachgewiesene Korrelation
zwischen einer hohen Expressionshaufikgeit von MAGE-Antigenen und einer
schlechten Prognose (Riener et al. 2009, Sharma et al. 2006) mit einer
unzureichenden Tumorabwehr durch ein geschwachtes Immunsystem
zusammenhangt. Dies ist besonders interessant, da eine &ahnlich hohe
Expressionshaufigkeit fur MAGEA3, wie sie in dieser Arbeit in HNSCC
nachgewiesen wurde, bisher nur fur die Expression von MAGEA3 in Malignen
Melanomen bekannt ist (Gaugler et al. 1994). Gleichzeitig ist fur Patienten mit
Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen ein besonderer Status der Immun-
suppression bekannt. Es stellt sich daher die Frage nach einem Zusammen-
hang zwischen der hohen Expressionshaufigkeit von MAGEAS3 in Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen und dem besonderen Status der Immunsuppression
in diesen Patienten. Von Riener et al. (2009) wurde in MAGEA3 exprimierenden
Tumoren eine erhdhte Anzahl von FOXP3-regulatorischen T-Zellen nach-
gewiesen, die immunsuppressiv wirken. Es konnte daher vermutet werden,
dass die hohe Expressionshaufigkeit von MAGEA3 in HNSCC-Tumoren eine
der Ursachen fur die bekannte Immunsuppression bei Kopf-Hals-Tumoren ist
oder auch dass andersherum die Immunsuppression in Kopf-Hals-Platten-
epithelkarzinomen die Expression von MAGEA3 begunstigt. Denkbar ware
auch, dass die Immunsuppression in HNSCC-Patienten und die Expression von
MAGEAS3 nicht direkt voneinander abhangig sind, sondern dass beide
Phanomene desselben genetischen Programms sind, z.B. eines normalerweise
inaktiven Keimzellprogramms.

Noch eine Erklarung fur die mit MAGE Antigenen assoziierte schlechtere
Prognose koénnte eine besondere Aggressivitat der MAGE exprimierenden
Tumorzellen sein. Atanackovic et al. haben 2009 beschrieben, dass der
Knockdown (d.h. die genetische Inaktivierung) von MAGEA3 und MAGEC1 in
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Multiplen Myelomzellen zu einer bis zu 80% erhdohten Apoptoserate fuhrt
(Atanackovic et al. 2009). Es ware sehr interessant, ob die Inaktivierung von
MAGEA3 und MAGEC1 in HNSCC ebenfalls zu einer erhdhten Apoptoserate
und damit verbunden zu einer erhdhten Sensibilitat gegenliber Chemotherapie
flhrt.

Abgesehen von ihrer Eignung als Zielstrukturen fur spezifische Immuntherapien
in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen koénnten MAGE-Antigene, dank ihrer
hohen Expressionshaufigkeit in HNSCC, wie von Song et al. (2008) vorge-

schlagen, auch geeignete diagnostische Marker fir HNSCC sein.

4.2.Die Co-Expression von CT-Antigenen der Gruppe 4 im Hinblick auf

die Entwicklung einer polyvalenten Impfung

Sollte es gelingen, eine effektive Immunantwort gegen ein von einem HNSCC
Tumor exprimiertes CT-Antigen zu erzeugen, so bestunde die Gefahr, dass
durch Mutationen im Tumorgenom Zellen entstehen, die das Antigen nicht mehr
exprimieren. Diese wurden von der Immunabwehr nicht mehr erkannt und
konnten sich in der Escapephase (Dunn et al. 2004) ungehindert vermehren.
Um die Wahrscheinlichkeit des Entkommens von Tumorzellen zu verringern
ware es sinnvoll, eine effektive Immunabwehr zu erzeugen, die gleichzeitig
gegen mehrere CT-Antigene gerichtet ist. Ginge ein CT-Antigen auf einer
Tumorzelle durch Mutationen verloren, so konnte eine solche breite
Immunabwehr die Zelle anhand anderer CT-Antigene trotzdem noch erkennen.
Dies konnte durch eine polyvalente Impfung erreicht werden. Im Hinblick darauf
wurde in dieser Arbeit untersucht, wie viele der 8 ausschliel3lich in Tumor
exprimierten CT-Antigene der Gruppe 4 von HNSCC-Tumorzellen gleichzeitig
exprimiert werden. Wir stellten fest, dass bei 66,7% der untersuchten HNSCC-
Tumorproben eine Co-Expression von mindestens 2 CT-Antigenen vorlag, und
das 41,2% gleichzeitig 3 CT-Antigene exprimierten. Ebenfalls noch relativ
haufig war die Expression von 4 Antigenen mit 19,6%. Eine effektive

polyvalente Impfung gegen die 8 CT-Antigene der Gruppe 4 wirde die

71



Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins eines dieser CT-Antigene in einem
HNSCC-Tumor daher deutlich erhéhen und das Risiko des Entkommens von
Tumorzellen vor der Immunabwehr deutlich reduzieren.

In anderen Studien zu CT-Antigenen in HNSCC wurde eine haufige Expression
von weiteren, in dieser Arbeit nicht untersuchten CT-Antigenen aus den MAGE-
und SSX-Familien nachgewiesen (Kienstra et al. 2003, Eura et al. 1993, Song
et al. 2008, Albaitero et al. 2004). Diese sollten im Hinblick auf eine mdgliche
zuklnftige Entwicklung einer polyvalenten Impfung gegen HNSCC ebenfalls

berucksichtigt werden.

4.3.Gibt es in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen CT-Antigene mit

Gatekeeper-Funktion?

Von Arfsten wurde 2008 beschrieben, dass die Expressionshaufigkeit von CT-
Antigenen in Multiplen Myelomzellen von der Anwesenheit der CT-Antigene
MAGEA3, MAGEC2 und vor allem MAGEC1 abhangig ist. Waren diese 3
Antigene nicht exprimiert, so waren auch die anderen CT-Antigene seltener
exprimiert. Es wurde daher postuliert, dass diese CT-Antigene eine
Gatekeeper-Funktion besitzen. Das heisst, dass ihre Expression die Expression
anderer CT-Antigene ermdglicht oder zumindest erleichtert (Arfsten 2008). Eine
Erklarungsmoglichkeit hierfur ware, dass die Expression von CT-Antigenen im
Rahmen eines relativ vorgeschriebenen Programms der Tumorgenese ablauft.

In der Hoffnung, Uber die Identifikation von &hnlichen Co-Expressionen
Hinweise zur Entstehung von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen bzw. zur
Funktionsweise der untersuchten CT-Antigene zu erhalten, wurde auch in
dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss die Ab- bzw. Anwesenheit einzelner
CT-Antigene der Gruppe 4 auf die anderen CT-Antigene dieser Gruppe hatte
(Siehe Tabelle 5). Dabei war im Gegensatz zu der Arbeit von Arfsten nur eine
einzige Korrelation statistisch signifikant und zwar fir MAGEC2 und SSX2. 6
von 8 (75%) der Tumoren, die SSX2 exprimierten, exprimierten auch MAGEC2
(p=0,02). Dies konnte bedeuten, dass MAGEC2 eine Torwachter-Funktion fur
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SSX2 besitzt. Die Co-Expression eines CT-Antigens ist jedoch abhangig von
seiner Expressionsstarke und die Ergebnisse sind aufgrund der zum Teil relativ
niedrigen Expressionsstarken der untersuchten CT-Antigene statistisch nur
eingeschrankt zu verwerten. Trotz fehlender Signifikanz sind dennoch einige
der von uns beobachteten Co-Expressionen bemerkenswert, so z.B. dass
100% (2/2) der fur NY-ESO-1 positiven Proben; 92% (12/13) der fur MAGECA1
positiven Proben und 80% (20/25) der fur SSX1 positiven Proben gleichzeitig
auch MAGEAS3 exprimieren. Auch Kienstra et al. (2003) hatten beschrieben,
dass NY-ESO-1 nur von HNSCC-Tumoren exprimiert wird, die auch MAGEA3
oder MAGEA1 exprimieren. Es wurde vermutet, dass die Expression von NY-
ESO-1 erst spat in der Tumorgenese stattfindet und die Expression von
MAGEA3 oder MAGEA1 vorraussetzt. Diese Vermutung wurde jedoch im
nachsten Schritt wieder relativiert, da NY-ESO-1, wie auch in dieser Arbeit, nur
in einer sehr geringen Zahl der untersuchten HNSCC-Tumoren (3/45)
nachgewiesen werden konnte, was von Kienstra et al. als nicht reprasentativ
eingeschatzt wurde. In unserer Arbeit ist die Expressionshaufigkeit von NY-
ESO-1 noch geringer (2/51). Da NY-ESO-1 jedoch ebenfalls nur in MAGEAS3-
positiven Tumoren exprimiert ist, wird die Hypothese der Coexpression von
MAGEAS3 und NY-ESO-1 trotz der geringen Fallzahlen bestarkt.

4.4.Vergleich der Expressionsmuster der CT-Antigene in HNSCC

Tumorzellen und Zelllinien

Mit der Untersuchung von 9 HNSCC-Zelllinien auf dieselben CT-Antigene, die
auch in den Tumorzellen untersucht wurden, sollten die Ergebnisse aus den
Tumorzellen Uberpruft werden. Aullerdem sollte analysiert werden, ob
Unterschiede in der Expressionsstarke zwischen Tumorzellen und Zelllinien
Hinweise auf den Einfluss von in vivo vorhandenen Faktoren liefern wirden, die
die Expression der CT-Antigene beeinflussen. Insgesamt bestatigten die

Zelllinien den Trend der Ergebnisse aus den Tumorzellen sehr gut.
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Die Ranglisten der Expressionshaufigkeiten stimmten zu 74% Uberein (Siehe
Abbildung 14), was die Reliabilitat der vorliegenden Ergebnisse erhoht.

Die Antigene, die in keiner Tumor- und in keiner gesunden Gewebeprobe
exprimiert waren, waren auch in keiner Zelllinie exprimiert. 3 der 4 CT-Antigene,
die in allen Tumor- und in allen gesunden Gewebeproben exprimiert waren,
waren auch in allen Zelllinien exprimiert.

Die durchschnittiche CT-Antigenexpressionshaufigkeit war jedoch in den
Zelllinien etwas hoher als in den Tumorproben, auffallig war vor allem der
Unterschied zwischen durchschnittlich 3 pro Zelllinie im Gegensatz zu
durchschnittlich 2,2 pro Tumorprobe exprimierten tumorspezifischen CT-
Antigenen der Gruppe 4. Dies ist zwar statistisch nicht signifikant (p=0,249),
was unter anderem an der geringen Anzahl der untersuchten Zelllinien liegen
konnte, es weist jedoch zumindest darauf hin, dass die Bedingungen fur die
Expression von CT-Antigenen in HNSCC-Gewebe in vitro madglichwerweise

gunstiger sein kdnnten als in vivo.
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Abbildung 14: Vergleich der Expression von 23 CT-Antigenen in
HNSCC-Tumorproben und -Zellllinien
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4.5. Ist die Expression von CT-Antigenen in HNSCC abhangig von

Patientenmerkmalen oder Tumorcharakteristika?

Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen den Patientenmerkmalen
Alter und Geschlecht, der Unterscheidung in Primartumoren und Rezidive, der
pathologischen Tumorklassifikation, dem Differenzierungsgrad und zwischen
der Anzahl der exprimierten tumorspezifischen CT-Antigene der Gruppe 4
festgestellt werden (Siehe Tabelle 6). Dies konnte einerseits an der limitierten
Fallzahl der Studie liegen. Anderseits konnte es jedoch auch darauf hinweisen,
dass die CT-Antigenexpression in Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen unab-
hangig von diesen Faktoren ist. In diesem Fall wirde eine zukunftige CT-
Antigen-spezifische Immuntherapie als therapeutische Option flr Patienten aller

hier untersuchten Altersgruppen und Tumorstadien in Frage kommen.

4.6. Ausblick

Der besondere Reiz einer antigen-spezifischen Immuntherapie liegt darin, dass
Tumorzellen gezielt angegriffen werden, wahrend das gesunde Gewebe
verschont bleibt. Zudem besteht die begrindete Hoffnung, dass ein genaueres
Verstandnis der Expressionsmechanismen und der Funktion von CT-Antigenen
neue therapeutische Mdglichkeiten eroffnet. Nicht zuletzt kdnnten Antigene, die
eine hohe Expressionshaufigkeit und Spezifitat in Tumoren aufweisen, auch als
Marker zur Friherkennung von Tumoren oder pramalignen Veranderungen
dienen.

Diese Arbeit hat vor allem mit den CT-Antigenen der Gruppe 4 potentielle
Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische Immuntherapie in HNSCC-Patienten
identifiziert. Die Tumorspezifitat eines Antigens allein ist jedoch wahrscheinlich
nicht ausreichend; fur die Entwicklung einer aktiven Immuntherapie gegen ein
Antigen kommt es auch auf seine Immunogenitat an. Wir haben hier nur einen
kleinen Einblick in die Immunogenitat der untersuchten CT-Antigene

unternommen, durch das Screenen von 39 autologen Patientensera auf
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Antikorper gegen 3 CT-Antigene der Gruppe 4. Eine wichtige Aufgabe
zukunftiger Arbeiten konnte daher darin bestehen, Sera von HNSCC-Patienten
auf Antikorper gegen weitere CT-Antigene zu testen. Fur die immunologische
Tumorabwehr sind Antikorper zwar weniger wichtig als die zellulare
Immunabwehr, sie sind jedoch ein relativ einfach zu erfassender Parameter, der
Aussagen uber die Immunogenitat eines Antigens macht. Hohe Antikorpertiter
gegen ein CT-Antigen sprechen fur seine Erkennung durch CD4+T-Zellen
(Stockert et al. 1998). Besonders bei Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen
scheint die T-Zell basierte Immunabwehr eine grof3e Rolle zu spielen, wie in
Kapitel 1.2.1 beschrieben. Zum besseren Verstandnis des Wechselspiels
zwischen Immunabwehr und Tumorwachstum ist daher die genauere
Erforschung der Tumorgenese von HNSCC und der Immunreaktion darauf von
groRem Interesse. Vor allem die T-Zell-Antwort auf CT-Antigene in Patienten
mit HNSCC sollte genauer untersucht werden. Welches Ausmal} hat sie? Sind
spezifisch geprimte T-Zellen in der Lage Tumorzellen zu lysieren?

Obwohl sie auf den ersten Blick weniger gut fur die antigen-spezifische
Immuntherapie geeignet scheinen, ist auch die Rolle der in dieser Arbeit
weniger bis gar nicht tumorspezifischen Antigene in HNSCC von Interesse und
sollte weiter erforscht werden. Ist die Expression von zuvor als Tumor-/Hoden-
spezifisch beschriebenen CT-Antigenen der Gruppe 1 typisch fur gesundes
Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich, so dass man eine Autoimmunreaktion
gegen Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich beflrchten muisste wenn diese
Antigene in der Immuntherapie verwendet werden? Ist die Expression von CT-
Antigenen der Gruppe 2, die Uberwiegend in Tumor, jedoch in geringerem
Male auch in gesundem Gewebe, nachgewiesen wurden ein Hinweis darauf,
dass das gesunde Gewebe bereits pramaligne verandert ist?

Wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben gibt es Hinweise darauf, dass auch differentiell
exprimierte CT-Antigene als Zielstrukturen flr die antigen-spezifische
Immuntherapie in Frage kommen, da sie in gesundem Gewebe haufig nur in
sehr geringer Menge exprimiert werden. Ein wichtiges Ziel zukunftiger
Forschung ware daher die Quantifizierung der Proteinexpression von CT-

Antigenen in HNSCC, mittels Immunhistochemie oder mittels Bestimmung der
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Konzentration von MHC/CT-Antigen-Peptid-Komplexen in gesundem Gewebe,
wie von Scanlan et al. vorgeschlagen (2004).

Die vorliegende Arbeit liefert Hinweise darauf, dass einige CT-Antigene in
HNSCC gehauft Expressionskorrelationen aufweisen, diese Ergebnisse waren
jedoch Uberwiegend statistisch nicht signifikant, was auch an der relativ
niedrigen Probenzahl bzw. an der niedrigen Zahl der fur bestimmte CT-
Antigene positiven Proben liegen kdnnte. Auch die haufigere Expression von
CT-Antigenen in den Zelllinien im Gegensatz zu den Tumorzellen war
bemerkenswert, jedoch ebenfalls nicht signifikant. Um sicherere Aussagen
treffen zu kdnnen ware daher die Wiederholung der durchgeflhrten Unter-
suchungen an einer gréf3eren Probenzahl sinnvoll.

Das perfekte Ziel-Antigen fur eine antigen-spezifische Immuntherapie ware
nicht nur in hohem Male tumorspezifisch und immunogen, sondern es sollte
bestenfalls auch eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese spielen, so dass
die Zerstérung einer Antigen-tragenden Zelle dem Tumor insgesamt schaden
wlrde. Wie in Kapitel 1.2.1 diskutiert, konnte die groRe Anzahl der Escape-
Mechanismen von HNSCC-Tumoren bedeuten, dass diese Tumoren besonders
vulnerabel gegenuber der Immunabwehr sind (Atanackovic et al. 2006). Aus
diesen Grlinden sollten neben der Untersuchung der Immunantwort gegen CT-
Antigene in HNSCC-Patienten auch die Expressions- und Suppressions-
mechanismen sowie die zellulare Funktion von CT-Antigenen in HNSCC
genauer erforscht werden. Beispielsweise kdonnte, ahnlich wie in einer Arbeit
von Atanackovic et al. (2009a), untersucht werden, welchen Einfluss bestimmte
CT-Antigene auf die Proliferation, die Zell-Adhasion, die Empfindlichkeit
gegenuber Chemotherapie, die Bildung von Zellkolonien und die Apoptose von
HNSCC-Zellen haben.

Auch ware es wunschenswert, mehr Uber die Expression von CT-Antigenen in
HNSCC-Tumoren Uber einen langeren Zeitraum in Erfahrung zu bringen.
Korreliert ihre Expression mit dem Fortschreiten und der Prognose der
Tumorerkrankung? In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen dem
Tumorstadium und der Anzahl der exprimierten CT-Antigene festgestellt

werden; eine longitudinal angelegte Studie, in der HNSCC-Tumorzellen der-
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selben Patienten wiederholt auf die Expression von CT-Antigenen untersucht
werden, konnte jedoch sicherlich genauere Informationen zu Korrelationen
zwischen Tumorentwicklung, CT-Antigenexpression und Prognose liefern. Eine
solche Studie an Multiplen Myelom-Patienten wurde ebenfalls von Atanackovic
et al. publiziert (2009b). Eine Schwierigkeit bei der Untersuchung von HNSCC-
Tumoren ist allerdings, dass es nur wahrend einer therapeutisch indizierten
Operation madglich ist, an Tumorzellen zu gelangen. Eine Alternative konnte die
Untersuchung von Sputum sein, wie dies von Song et al. (2008) erfolgreich
durchgefuhrt wurde. Insbesondere in Hinblick auf die mdgliche Eignung von CT-
Antigenen als Marker zur Fruherkennung von HNSCC-Tumoren, wie ebenfalls
von Song et al. (2008) vorgeschlagen, ist es entscheidend mehr Uber die
Korrelation der CT-Antigenexpression mit dem Tumorstadium bzw. Uber eine
mogliche Expression von CT-Antigenen bereits in pramaligne verandertem
Gewebe zu wissen.

Abschlieltend lasst sich die Frage nach der Eignung von CT-Antigenen als
Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische, aktive Immuntherapie, die die
Hauptmotivation dieser Arbeit war, vermutlich nur durch die klinische Erprobung
von Impfungen beantworten. Frihere Studien haben gezeigt, dass
Peptidimpfungen gegen CT-Antigene wenige Risiken bergen und relativ einfach
durchfihrbar sind (Jager et al. 2000c), eine aktuellere Studie zu einer
Proteinimpfung gegen HPV-16-Onkoproteine hat bei Frauen mit intra-
epithelialen Neoplasien der Vulva eine hohe Remissionsrate gezeigt (Kenter et
al. 2009). Es sollten verschiedene Peptide und Adjuvantien erprobt werden um
eine Impfstrategie zu entwickeln, die eine mdglichst effektive Immunreaktion

erzeugt.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Angesichts der hohen Inzidenz und der schlechten Prognose von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen (HNSCC) ist die Entwicklung von neuen Therapien
und diagnostischen Verfahren von grof3er klinischer Relevanz. Cancer-Testis-
Antigene sind aufgrund ihrer auf Tumor- und Keimzellgewebe beschrankten
Expression potentielle Zielstrukturen fur eine antigen-spezifische Immun-
therapie in Tumorpatienten. In dieser Arbeit wurden HNSCC-Tumorproben von
51 Patienten und angrenzendes gesundes Gewebe von 26 dieser Patienten
sowie 9 HNSCC-Zelllinien mittels RT-PCR auf die Expression von 23 CT-
Antigenen untersucht. Autologes Serum von 39 der Patienten wurde mittels
ELISA auf eine spontane Immunantwort gegen 3 der untersuchten CT-Antigene
untersucht. Entsprechend ihres Expressionsmuster wurden die CT-Antigene in
4 Gruppen eingeteilt. Bei den Antigenen der Gruppen 1 und 2, die sowohl in
Tumorgewebe als auch in gesundem Gewebe nachgewiesen wurden, wird die
bestehende Klassifikation als CT-Antigene im strengen Sinne in Frage gestellt,
da es bei einer Immuntherapie gegen diese Antigene zu einer Autoimmun-
reaktion gegen gesundes Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich kommen konnte.
Im Gegensatz dazu konnten die CT-Antigene der Gruppe 3 zwar definitions-
gemal} nicht in gesundem Gewebe, jedoch auch in keiner HNSCC-Tumorprobe
nachgewiesen werden und scheinen somit prinzipiell nicht relevant fur die
antigen-spezifische Therapie von Kopf-Hals-Tumoren zu sein. ldeale Ziel-
strukturen fur eine antigen-spezifische Immuntherapie in HNSCC-Patienten
konnten schlie3lich die 8 streng tumorspezifischen CT-Antigene der Gruppe 4
sein. Unter diesen waren NY-ESO-1 und Hom-Tes-85 relativ selten exprimiert,
SSX2, BAGE und MAGEC1 waren maBig haufig exprimiert und sehr haufig
konnten MAGEC2, SSX1 und MAGEAS3 in 35%, 49% bzw. 71% der Tumor-
proben nachgewiesen werden. Eine polyvalente Immuntherapie, die gleichzeitig
gegen die 8 CT-Antigene der Gruppe 4 gerichtet ist, kdnnte bei der Mehrheit
der in dieser Arbeit untersuchten HNSCC-Patienten wirken, da 84% mindestens
1, 67% mindestens 2 und 41% mindestens 3 der CT-Antigene der Gruppe 4

exprimierten.
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In dieser Arbeit konnte Uber den Nachweis von spontan aufgetretenen
Antikdrpern erneut die starke Immunogenitat von NY-ESO-1 belegt werden. Der
fehlende Nachweis von Antikorpern gegen MAGEA3 und SSX2 deutet darauf
hin, dass es erforderlich sein kdnnte, die Immunantwort auf CT-Antigene gezielt
zu verstarken. Dies, sowie auch die genauere Erforschung der Immunantwort
auf die hier identifizierten potentiellen Zielstrukturen flr eine antigen-spezifische

Immuntherapie in Kopf-Hals-Tumoren, bleibt Aufgabe zukunftiger Studien.
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TABELLEN

Tabelle 6: Statistik: Korrelation von Patientencharakteristika und

Tumorklassifikation mit der Anzahl exprimierter CT-Antigene der Gruppe 4

Merkmalsgruppe Anzahl der Patienten | Anzahl der pro Patient
pro Merkmalsgruppe | exprimierten CT-Antigene

Gesamtzahl 51 2.2 (1.5)

Alter p=0.62
<60 Jahre 21 2.1(1.6)

>60 Jahre 30 2.3(1.3)

Geschlecht p=0.49
Mannlich 41 2.2(1.5)

Weiblich 10 2.5(1.3)

Lokalisation des Tumors p=0,45
Mundhéhle 12 23(1.7)

Oropharynx 8 20(1.1)

Hypopharynx 7 3.3(1.4)

Larynx 16 2.0(1.4)

Tonsille 5 1.8 (1.8)

CUP 3 2.0(1.0)
Primartumor/Rezidiv/ICUP p=0,86
Primartumor 40 2.3(1.4)

Rezidiv (keine Klassifikation) 8 2(1.8)

CUP (kein pT und kein AJCC Stadium) 3 2(1.0)

pT Status p=0,98
pTy 11 2.3(1.6)

pT2 7 2.4 (1.3)

pTs 9 2.3(1.8)

pT, 14 2.1(1.3)

T unbekannt 10 2.1(1,6)

pN status p=0,70
pNo 16 2.2(1.3)

pN4 7 2.0 (0.8)

pN, 17 21(1.7)
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PN3 4 3.3(0.5)
N unbekannt 7 2.1(1,9)
AJCC Stadium p=0,79
I 4 2.8(1.5)
Il 8 2.4(1.3)
11 5 1.6 (1.1)
v 26 2.3(1.6)
AJCC Stadium unbekannt 8 2.0 (1.8)
Grading p=0.10
Gut differenziert (G1-2) 2 0.0 (0.0)
MaRig differenziert (G2) 34 24(14)
Schlecht differenziert (G2-3) 11 1.9 (1.3)
Grading unbekannt 4 2.8 (1.5)

Insgesamt 51 Patienten mit HNSCC wurden nach ihren klinischen Eigen-
schaften und nach den pathologischen Merkmalen ihrer Tumoren in Merkmals-
gruppen eingeteilt. Die Anzahl der pro Merkmalsgruppe exprimierten
tumorspezifischen CT-Antigene der Gruppe 4 werden als Mittelwert angegeben,
die Standardabweichung steht in Klammern.

Die p-Werte flr die Korrelationen des Geschlechts und des Alters mit der
Anzahl der exprimierten CT-Antigene wurden mit Hilfe des T-Tests mit
unabhangigen Variablen bestimmt, die Korrelationen zwischen den
pathologischen Merkmalen der Tumoren mit der Anzahl der exprimerten CT-
Antigene wurden mittels Varianzanalysen berechnet.
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Tabelle 7:

Primersequenzen, Annealing Temperaturen und Genproduktlangen

der untersuchten CT-Antigene

Gene Temp. |Lange
Primersequenz
(°C) | (bp)

MAGEC2 |For: |5-CGG ATC GAA GGC ATT TGT GAG-3' 55 884
Rev: |5- GTG AAC TCA CGG GCT CTC TTG AG-3°

MAGEA3 |For: |5- GAA GCC GGC CCA GGC TCG-3' 60 423
Rev: |5- GAA GTC CTC ATA GGA TTG GCT-3°

MAGEC1 | For: |5 -GACGAGGATCGTCTCAGGTCAGC-3’ 60 631
Rev: |5-ACATCCTCACCCTCAGGAGGG-3’

NY-ESO1 |For: |5-CAG GGC TGA ATG GAT GCT GCA GA-3’ 60 332
Rev: |5-GCG CCT CTG CCC TGA GGG AGG-3°

SSX1 For: |5-CTA AAG CAT CAG AGA AGA GAA GC-3' 60 421
Rev: |5-AGA TCT CTT ATT AAT CTT AGA AA-3'

SSX2 For: |5-GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC-3’ 60 434
Rev: |5-TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G-3°

BAGE For: |5-TGG CTC GTC TCA CTC TGG-3 60 285
Rev: |5-CCT CCT ATT GCT CCT GTT G-3°

GAGE1 | For: |5-GAC CAA GAC GCT ACG TAG-3’ 58 243
Rev: |5-CCA TCA GGA CCA TCT TC-3'

SAGE1 | For: |5-GTG ACC CAC CAG TTA CAG TA-3’ 57 171
Rev: | 5-TGT ACC TCT TCA AGC AAA AT-3’

CTAGE | For: |5-CCT TAT TGT ACA CTG GGG CTT C-3’ 60 600
Rev: | 5-CAG ACA CAA GGA ACT GAA GTA ACG-3'

CAGE For: |5-GGT GCC GAT ACT CCC ACT AT-3' 60 300
Rev: |5-TTG CTT CAG ATT CCC CGT TT-3'

FTHL17 | For: |5-TGG CCC TGG AGA ACT TCT T-3' 56 297
Rev: |5-ATG GTC TTG ACT TGC TCG TG-3'

TPTE For: | 5-CCA CAA TGG TCC ACC CAC AAA TG-3' 65 1768
Rev: | 5-AAC ATG TGG CAG GGT TGG AAA GAA-3'
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AKAP3 [ g |5-CTAACT TCG GCC TTC CCA GA-3 60 460
Rev: | 5-AGT GGG GTT GCC GAT TAC AG-3
NY-TLU- 60 554
57 For: | 5-TCA TAT GCC TAG CTC TGT CAA AAG-'3
Rev
5'TCC CGG GTC TGG CAT CAA TAA AAT-'3
SLLP1 For: | 5-AAG CTC TAC GGT CGT TGT GAA CTG-3 66 387
Rev: | 5-CTA GAA GTC ACA GCC ATC CAC CCA-3
ZNF165 | For: |5-CCC AGA GAG TGG AGA GGA GGC AG-3 60 425
Rev: | 5-AAC CTT CAT CCT GGG CAG ACG AG-'3
SPO11 | For: | 5.AAG ATA CAT CGA GGA AGA TGG-'3 60 676
Rev: | 5.CTC TGG CAA TCA GAG TTC TTC-'3
HOM- 57 1228
For:
TES-85 5-GGA GAG GCT ACT CAA GAT GCA GAA GC-3’
Rev: | 3-GTT CAG CTG CCC AAA GAT ACA TCT ACC-3’
ADAM2 | For: |5-AGG AAT TAT GAA ACC ACT TG-3’ 60 369
Rev: | 5-GAC AAC AGT TGT ATC AGA CC-3’
LIP1 For: | 5-ACA AGA CTA GCT TAT GTG TGG-3° 60 325
Rev: |5°-TTG AGC AAG AAT CTT TGA CTT C-3°
LDHC For: |5-TGC CGT AGG CAT GGC TTG TGC-3° 60 823
Rev: | 5"-CAA CAT CTG AGA CAC CAT TCC-3’
SCP1 - 5'-GTA CAG CAG AAA GCA AGC AAC TGA ATG- |55 564
or.
5
R 5'GAA GGA ACT GCT TTA GAA TCC AAT TTC C-
ev.
5
GAPDH | For: |5-TGA TGA CAT CAA GAA GGT GG-3° 60 246
Rev: | 5-TTT CTT ACT CCT TGG AGG CC-3°
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Tabelle 8: Reagenzien und Gerate

Reagenzien
Reagenz Hersteller
RNA Later Ambion, Austin, Texas, USA

Guanidinium Thiocyanat

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Casium Chlorid

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

TE Puffer

Qiagen GmbH, Hilden

100% Ethanol

Merck

70% Ethanol

Merck

3M Sodium Azetat

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

Puffer

Promega, Mannheim

Random Primer

Invitrogen, Karlsruhe

dNTPs (dATP, dGTP, dUTP,dCTP)

Invitrogen, Karlsruhe

AMV Reverse Transkriptase

Promega, Mannheim

AmpliTaq Gold

Perkin Elmer, Weiterstadt

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

cDNA aus gesundem menschlichen

Hodengewebe

Ambion, Austin, Texas, USA

KLH Protein (Keyhole limpet Hemo-

cyanin)

Sigma Munchen

PBS (Phosphatpuffer)

Invitrogen

PBS-T (0,2% Tween in PBS)

PBS: Invitrogen
Tween: Sigma-Aldrich

AP( Alkalische Phosphatase)

konjugierter anti-humaner Ziegen 1gG

Southern Biotech, Birmingham, AL

P-Nitrophenyl-Phosphat (p-NPP)

Southern Biotech, Birmingham, AL

PCR Marker

Invitrogen
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Geriate

Gerit

Hersteller

Ultrazentrifuge

Beckmann

CCD (Charge coupled device) Kamera | Kamera: Appligene

UV-Tisch: Transilluminator von

Stratagene
Eppendorf Master Cycler Firma Eppendorf, Hamburg
ELISA Lesegerat SLT Laborinstrumente, Salzburg

SPSS Software

SPSS Inc., Chigaco, IL

Tabelle 9: HNSCC Zelllinien

Bezugsquelle: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

HNSCC Zelllinien

RPMI2650

SW579

FADU

UMSCC

HT1-7

Cal-27

Cal-33

HN

BHY

Tabelle 10: Rekombinante Proteine

Protein Bezugsquelle

NY-ESO-1 Ludwig Institute for Cancer Research, NY
SSX2 Ludwig Institute for Cancer Research, NY
MAGEA3 Glaxo Smith Kline
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Patientenaufklarung und Einverstandniserklarung

Zur Untersuchung von Tumorgewebe, gesundem Gewebe und Blut

Fiur das Forschungsprojekt:
Die Expression von Cancer-Testis-Antigenen in Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen als mogliche Zielstrukturen fur eine
antigen-spezifische Immuntherapie

Vorname, Name und Geburtsdatum des
Patienten bzw. Patientenaufkleber

Patienteninformation

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

bei Ihnen soll eine Operation an einem Kopf-Hals-Tumor durchgeflihrt werden.
Fur ein Forschungsprojekt méchten wir Sie bitten, eine Probe aus dem wahrend
der Operation entfernten Tumorgewebe, eine gesunde Gewebeprobe von
maximal 3mm Durchmesser aus dem an den Tumor angrenzenden Gewebe
und eine Blutprobe entnehmen zu durfen.

Es steht mittlerweile fest, dass das Immunsystem einen Einfluss auf die
Entstehung und den Verlauf vieler Erkrankungen, einschliellich bdsartiger
Tumoren, hat. Wir mochten anhand der lhnen entnommenen Tumorproben
untersuchen, ob das Tumorgewebe genetische Merkmale aufweist, die vom
Immunsystem als ,fremd“ erkannt werden. Das gesunde Gewebe soll auf
dieselben Merkmale getestet werden, um festzustellen inwiefern es sich vom
Tumorgewebe unterscheidet.

Aulerdem mdchten wir ermitteln, ob Ihr Immunsystem bereits auf das mdgliche
Vorhandensein ,fremder* Strukturen aufmerksam geworden ist. Hierzu mdchten
wir Sie um eine zusatzliche Blutprobe (20 ml) bitten, die im Rahmen der
routinemafig entnommenen Blutproben mit gewonnen werden kann.

Um kinftig bei Patienten, die an einem ahnlichen Leiden wie Sie erkrankt sind,
Therapieentscheidungen noch besser treffen zu kdnnen, aber auch, um an
Ihrem Material vielleicht spater neue Erkenntnisse zu gewinnen, mochten wir
Sie um Zustimmung bitten, dass diese Gewebe- und Blutproben asserviert,
d. h. aufbewahrt, und spater gesondert untersucht werden kann. Das Gewebe-
und Blutmaterial wird im Forschungslabor der Il. Medizinischen Klinik des UKE
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in Hamburg aufbewahrt. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung werden
die Tumorproben und die gesunden Gewebeproben auf das Vorliegen
bestimmter Gene hin untersucht werden, die Tumoren fur das menschliche
Immunsystem erkennbar und damit angreifbar machen. Die Blutproben sollen
daraufhin untersucht werden, ob eine solche durch Antikdrper- oder
Immunzellen vermittelte Anti-Tumor-Antwort bereits vorliegt.

Durch diese zusatzlichen Untersuchungen entstehen fir Sie keine
Unannehmlichkeiten bzw. Aufwendungen. Auflerdem birgt die zusatzliche
Entnahme von einer maximal 3mm durchmessenden gesunden Gewebeprobe
keine Risiken. Es handelt sich bei dem hier beschriebenen Projekt um ein
reines Forschungsprojekt und nicht um eine klinische Studie. Falls im Rahmen
eines spateren Forschungsprojekts anhand lhrer Gewebe- und Blutproben
klinische Daten notwendig sind, bitten wir schon jetzt um |hre Zustimmung, die
klinischen Daten lhres Krankheitsverlaufs zu erheben. Diese Daten werden
pseudonymisiert, d. h. es erfolgt das Ersetzen des Namens und anderer
Identifikationsmerkmale (z. B. Geschlecht) durch eine spezielle Kennzeichnung
zu dem Zweck, die Bestimmung des Betroffenen auszuschlielfen oder
wesentlich zu erschweren. Diese Mallhahme dient dazu, die Kenntnisnahme
der klinischen Daten und der Materialdaten durch Dritte ohne lhre Einwilligung
auszuschliefen. Die Untersuchungsergebnisse koénnen in medizinischen
Fachzeitschriften veroffentlicht werden, allerdings ohne Offenlegung lhrer
personlichen Daten. Bei der Verarbeitung Ihrer personenbezogenen Daten
werden die Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes eingehalten
werden.

Die geplanten Untersuchungen werden ausschlielich in der Il. Medizinischen
Klinikk des UKE durchgefuhrt. Eine Weitergabe an Dritte ist nur in
Ausnahmefallen vorgesehen. Diese Ausnahmefalle liegen vor, wenn bestimmte
wissenschaftliche Methoden nur in entsprechenden Speziallabors durchgefuhrt
werden konnen. In diesem Fall werden die Daten pseudonymisiert, d. h. die
personenbezogenen Daten werden so verandert, dass die Einzelangaben Uber
personliche und sachliche Verhaltnisse nicht mehr oder nur mit einem unver-
haltnismaRig groRen Aufwand an Zeit, Kosten, Arbeitskraft einer bestimmten
oder bestimmbaren natirlichen Personen zugeordnet werden kdnnen.

Sollten andere Forschungslaboratorien oder Universitatskliniken sich an
gemeinsamen Forschungsprojekten beteiligen, so werden die von uns bei
Ihnen erhobenen Daten, insbesondere die klinischen Daten, ebenfalls nur in
pseudonymisierter Form weitergegeben.

Aus diesem Grunde bitten wir Sie, diese Aufklarung durch lhre Unterschrift zu
bestatigen. Fur eine ggf. sich ergebende Fragestellung, die nicht im
Zusammenhang mit Ihrer derzeitigen Grunderkrankung steht, wirden wir Sie
gesondert kontaktieren und um Ihre Zustimmung bitten.

Uber die konkreten Ergebnisse der jeweiligen Begleituntersuchungen werden
Sie nicht gesondert informiert. Die Informationen aus diesen Untersuchungen
werden erst bei kiunftig zu behandelnden Patienten, die an der gleichen
Erkrankung wie Sie leiden, verwendet werden koénnen. Selbstverstandlich
besteht jedoch die Mdglichkeit, dass Ihnen auf Anfrage die Ergebnisse der
Untersuchung mitgeteilt werden. Sollten die Daten jedoch vollstandig anony-
misiert werden, schlieBt das auch eine Information Uber Untersuchungs-
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ergebnisse Ihnen gegenuber aus. Die gesammelten Untersuchungsergebnisse
werden getrennt von lhrer Patientenakte aufbewahrt.

lhre Zustimmung zur Untersuchung des Gewebe bzw. Blutmaterials ist
vollkommen freiwillig und kann von lhnen jederzeit widerrufen werden. In
diesem Falle erfolgt die Léschung all lhrer gespeicherten Daten und die
Vernichtung vorhandenen Gewebe- und Blutmaterials. Dieser Widerruf muss
schriftlich erfolgen.

lhre Zustimmung zur Untersuchung lhres Gewebes und lhres Bluts ist
unabhangig von lhrer ggf. vorliegenden Zustimmung zur Teilnahme an einer
Therapiestudie.
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Einverstandniserklarung zur
Untersuchung von Tumorgewebe und gesundem Gewebe sowie Blut

(einschl. genetischer Untersuchung)

Fur das Forschungsprojekt:
Die Expression von Cancer-Testis-Antigenen in Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen als mogliche Zielstrukturen fur eine
antigen-spezifische Immuntherapie

Vorname, Name und Geburtsdatum des
Patienten bzw. Patientenaufkleber

Ich willige ein, dass Tumorgewebe und eine maximal 3mm durchmessende Probe
gesunden Gewebes, die im Rahmen einer medizinisch indizierten Operation meines
Kopf-Hals-Tumors gewonnen wurde, und eine Blutprobe von mir zu Forschungs-
zwecken verwendet werden, die ausschlieRlich im Zusammenhang mit meiner o. g.
Erkrankung stehen.

Ich weil3, dass die Im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten und persoénlichen
Mitteilungen der arztlichen Schweigepflicht unterliegen und zur Verarbeitung und
Auswertung nur ohne meinen Namen (pseudonymisiert) zusammengefihrt werden
durfen. Ich weil3, dass die Untersuchungsergebnisse in medizinischen Fachzeit-
schriften verdffentlicht werden koénnen, allerdings ohne Offenlegung meiner
personlichen Daten. Ich wurde dartber aufgeklart, dass bei der Verarbeitung meiner
personenbezogenen Daten die Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes
eingehalten werden.

Ich versichere, dass ich die Patientenaufklarung sorgfaltig gelesen und sie verstanden
habe und dass ich keine weiteren Fragen habe.

Ort / Datum (Eigenhéandig unterzeichnet.: Name, Datum und Patientin/Patient
Unterschrift)
Ort / Datum (Eigenhéandig unterzeichnet.: Name, Datum und Aufklérende(r)
Unterschrift) " i
Arztin/Arzt
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