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1 Zusammenfassung

Das Verbleiben von malignen Tumorzellen im Korpexchm erfolgter Therapie wird als
.-minimale Resterkrankung“ (MRD) bezeichnet und eh&sdet bei einer Vielzahl von
Patienten tber die Prognose. Die MRD bildet Lokattiee oder Fernmetastasen, welche eine
kurative Therapie haufig unmoglich machen. Die D@ge und Therapie der MRD waren
Ziele der eigenen Forschungsarbeiten.

Zunéchst wurde die Detektion der MRD mittels dreischiedener Methoden erarbeitet, der
immunmagnetischen  Anreicherung aus Knochenmark umdut, der FDG-
Positronenemissionstomographie (FDG-PET) und deen@kinbestimmung. FUr jedes
Verfahren wurden bestimmte Malignome als Modell@nkungen gewahlt.

Bei Patienten mit soliden, epithelialen Tumoren rken gezeigt werden, dass einzelne
Tumorzellen (Mikrometastasen) mittels immunmagcbées Markierung aus Knochenmark
und Blut detektiert werden kénnen. Beim Mammakaminund kolorektalem Karzinom
korrelierte das Vorhandensein von MRD mit der Posgnund Stadien der Patienten. Das
Hodgkin Lymphom diente als hdmatologische Modeti@nkung fiir die Detektionsverfahren
mittels FDG-PET und Chemokinanalyse. Es konnte igeaeerden, dass FDG-PET zur
Detektion von Hodgkin MRD geeignet ist und einermdi negativen Pradiktionswert nach
abgeschlossener Therapie aufweist. Das ChemokinCT A&treliert mit der Tumoraktivitat
beim Hodgkin und ist Pradiktor fir ein schlechtedesinkheitsfreies Uberleben nach
Therapie.

Nachdem die hochsensitive Detektion der MRD durielsel Arbeiten mithilfe der genannten
Verfahren ermdglicht worden war, fokussierten giah weiteren Forschungsarbeiten auf die
Entwicklung einer experimentellen Therapie der MRDeiner Phase I/ll Studie wurde eine
Vakzinationstherapie bei Patienten mit metastamierkolorektalen Karzinom durchgefuhrt.
Als Immuntherapeutikum wurden mit dem Nonamer-Re@AP-1 gepulste dendritische
Zellen sowie verschiedene Adjuvantien eingeset#. kBnnte gezeigt werden, dass die
Vakzinationsstrategie bei ca. 50% der Patienteeiaar Erhhung der CAP-1 spezifischen
zytotoxischen T-Zellen und bei einigen Patienten =miner Stabilisierung der
Tumormarkerverlaufe fuhrte.

Aufgrund dieser Vorarbeiten wird derzeit eine Ildche Vakzinationsstudie mit CpG-
Oligonukleotiden an der Klinik | fur Innere Medizirorbereitet, in der Patienten mit MRD
nach Resektion von Lebermetastasen eines koloeekt&larzinoms behandelt werden

koénnen.



2 Summary

The remaining of tumor cells in the body often desithe prognostic fate of patients with
malignancies after completed therapy. These cab®, termed as “minimal residual disease”
(MRD) give rise to local relapses or metastaticeady which are incurable in most of the
cases. Thus, diagnosis and therapy of MRD wererih@ary aims of the presented research.
The detection of MRD was performed with three ddf@ methods: Immunomagnetic
enrichment from bone marrow and blood, FDG-positeamission tomography (FDG-PET),
and chemokine analysis. Certain malignancies whosen for each strategy as a disease
model.

In patients with epithelial tumors, it could be simothat single tumor cells (micrometastases)
can be detected by magnetic labeling in bone mawod blood. The presence of MRD
correlated with the prognosis and stage of patisntlorectal and breast cancer. Hodgkin
lymphoma (HL) was chosen as a hematologic diseastehfor the detection of MRD with
FDG-PET and chemokine analysis. It could be shdwah EDG-PET can detect HL and has a
high negative predictive value after therapy. Thentokine TARC correlates with tumor
activity in HL and was an indicator for worse disedree survival after therapy.

After the highly sensitive detection of minimal ikl disease had been established by these
studies, the following research focused on the lopweent of an experimental therapy of
MRD. In a phase I/l trial, patients with metastatiolorectal cancer were immunized with
CAP-1 pulsed dendritic cells and different adjugarit could be shown that the vaccination
strategies led to an increase of CAP-1 specifiotoyic T-cells in approximately 50% of the
patients and to a stabilization of the tumor markesome patients.

Due to this research a clinical vaccination stuith W pG-oligonucleotides will be initiated at
the Department | for Internal Medicine to treatigatis with resected colorectal cancer liver
metastases and MRD.



3 Einleitung

3.1 Diagnose der minimalen Resterkrankung

Die Prognose maligner Tumorerkrankungen ist ablgamgn mannigfaltigen Faktoren wie
Histologie, Stadium, Expression von bestimmten denien und/oder Genen, Alter und
Begleiterkrankungen des Patienten.

Es gibt jedoch nur einen Faktor, der allein urgabhlfir ein Fortbestehen der
Tumorerkrankung ist, ndmlich die Resterkrankunghndehandlung, also das Vorliegen von
entweder einzelnen Tumorzellen oder Metastasemt lase Resterkrankung vor, bedeutet
dies eine Chronifizierung der Tumorerkrankung uachd in der Mehrzahl der Félle den Tod
des Patienten.

Die Resterkrankung ist bei allen Tumorerkrankungen grof3er Bedeutung, sowohl bei den
Hamoblastosen als auch bei den soliden Tumoren.dBeiHamoblastosen (Non-Hodgkin
Lymphome, Hodgkin Lymhom, akute und chronische légnien) handelt es sich in der
Regel um Systemerkrankungen, die bei Diagnosestellas gesamte lymphatische oder
hamatologische System betreffen. Daher ist die ibag einer Resterkrankung erst nach der
— oft kurativ angelegten — Primértherapie von Bédegl. Bei den soliden Tumoren hingegen
entscheidet die Resterkrankung bereits bei Ergtdisg des Tumors Uber die Prognose. Die
Resterkrankung kann, soweit die Zellverbdnde baesm Tumoren und bei Lymphomen eine
GrofRe von 5 mm uberschreitet, heute sicher mitggl®logischer Verfahren, v. a. durch die
Computertomographie und die Magnetresonanztomogragihgnostiziert werden. Ebenso
kénnen Tumormarker laborchemisch Anhalt auf dadi®g@en von Resterkrankung geben.
Wenn eine Resterkrankung bei soliden Tumoren \girlidie nicht mehr operativ saniert
werden kann, ist dies bei den meisten Tumorerknagdm mit einer sehr schlechten Prognose
vergesellschaftet. Die 5-Jahres-Uberlebensratear aimetastasierten Erkrankung sind bei
Mammakarzinom, Kolonkarzinom und Bronchialkarzingemveils 15%, 5% und 1%. Bei
vielen Tumoren ist die Resterkrankung durch koneeetle diagnostische Methoden nicht
detektierbar. Sie ist aber vorhanden und wird dagh@nimale Resterkrankung“ (MRD)
genannt. Das erste Ziel muss also sein, die Reatdakng zu detektieren, wenn sie noch
gering ist, um die Prognose des Patienten indiMiduweaussagen zu kbénnen. Das zweite Ziel
besteht in der Entwicklung einer Therapie, mit diesse minimale Resterkrankung eliminiert

werden kann.



Es gibt drei hauptsachlich experimentelle Ansa#eD zu detektieren:
1. Nuklearmedizinische Verfahren (sog. ,molecular imag),
2. Messung der Stoffwechselprodukte einzelner Tumbmzel z. B. Zytokine,
Chemokine, Tumormarker bzw. Messung von DNA/RNA1Resler Tumorzellen.
3. Detektion einzelner Tumorzellen in Blut (,zirkuleexde Tumorzellen®) oder im

Gewebe (,Mikrometastasen”),

Jedes dieser Verfahren ist bei bestimmten Tumaekkmgen besser geeignet als bei
anderen. Daher wurden fir die gepriften Verfahrertierschiedliche Malignome als

Modellerkrankungen gewahlt.

Die nachsten Abschnitte werden den derzeitigendStmr Forschung dieser drei Ansatze

beleuchten.

3.1.1 Detektion minimaler Resterkrankung mittels ,,molecular imaging“

Die klassischen radiologischen Verfahren wie Rdmtg&€omputertomographie oder
Ultraschall konnen die Maf3e, Volumina und Beschdfét von Tumoren darstellen. Sie
haben bei Tumorerkrankungen einen hohen Stellenmstiesondere beim Staging, also der
Stadieneinteilung sowie bei der Abschlussuntersaughoach erfolgter Therapie, um das
Ansprechen auf die Behandlung zu beurteilen. Digageten Verfahren haben jedoch den
Nachteil, dass sie nicht zwischen aktivem und inakt Tumorgewebe unterscheiden
kénnen. Weiterhin werden kleine Tumorlasionen eserbaupt nicht erfasst, so dass nach
einer Operation mdglicherweise noch Resttumorgevireborper verbleibt. In einer Studie
hatten bis zu 50% der Patienten mit kolorektalemrzit@am, die einer kurativen
Tumorresektion unterzogen werden, bereits Ferntass, die durch die radiologischen
Standardverfahren nicht erfasst wurtfenBei der Computertomographie bleibt es nach
abgeschlossener Therapie haufig unklar, ob Restemmioaktiv (fibrotisch oder nekrotisch)
sind oder noch aktives Tumorgewebe enthalten.

Um die Aktivitat eines Tumors zu messen, steheradenuklearmedizinische Verfahren wie
die Positronenemissionstomographie (PET) oder esinghoton emission computed
tomography (SPECT) zur Verfugung. Die Strahler, deabreicht werden, kénnen in drei
Kategorien eingeteilt werden. Zur Gruppe ,Typ A“hih die Strahler, die direkt am
Zielmolekul binden, zu ,Typ B“ jene, die durch mkidare oder zellulare Aktivitat

inkorporiert werden und zu ,Typ C* die Marker, dier detektiert werden, wenn sie in der
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Zielzelle verstoffwechselt werden. Zu diesen raklivamarkierten Substanzen z&ahlen unter
anderem®F-Fluorodeoxyglucose (FDG) zur Darstellung stoffn@slaktiver Tumorerf*Cu-
MSH-Analog zur Markierung von Melanomzelfefi*Cu-markiertes Cetuximab zur Detektion
EGFR-exprimierender Tumorén*'C-Methionine zum Nachweis von multiplen Myelom
Herderi, ®®G-DOTA-Tyr3-Octreotid zur Detektion von neuroendakn Tumorefi und *8F-
Estradiol fiir rezeptorpositive Mammakarzioine

Die meisten dieser Marker befinden sich noch imigthen Studien. Die hochste klinische
Relevanz dieser Untersuchungen weist die Positemisionstomographie mit®F-
Fluorodeoxyglucose (FDG-PET) auf. Die klinischedikationen fur FDG-PET umfassen in
Deutschland das Hodgkin Lymphom, das nicht-kleiigeel Bronchialkarzinom, das
Osophaguskarzinom und die HNO-Karzinome.

Die FDG-PET ist bei Lymphomen ein hochsensitivesfafgen. Vor allem beim Hodgkin
Lymphom (HL) wie auch bei den hochmalignen Non-Hodg.ymphomen verursacht der
gesteigerte Stoffwechsel der Tumoren eine starkeigimerung der radioaktiven Gluk3sé
Wahrend das PET bei den aufgefiihrten Karzinomeanebredeutenden Stellenplatz beim
Staging einnimmt, zeigten frihe Studien beim HLogd dass eine erganzende FDG-PET
nur in ca. 10% der Falle zu einer Veranderung deshdradiologische Methoden ermittelte
Stadium bewirkt™®. Zu einer Therapieanderung kam es in weit unté ter Falle, so dass
der Stellenwert der PET im primaren Staging desuHtistritten ist.

Noch in den 70er Jahren war die Heilungsrate degétlng. Dank moderner Kombinationen
von Polychemotherapie und Radiotherapie konnerzhtade tber 90% der Patienten geheilt
werdert’. Daher ist das aktuelle Ziel der Deutschen HodgRimdiengesellschaft, die
Toxizitdt der Therapie zu reduzieren statt zu isitderen, da eine Verbesserung der
Heilungsrate kaum mdglich scheint, wohl aber eineduktion der Toxizitdten und
Sekundarneoplasien. Haufigstes Kklinisches Problend fResttumoren nach erfolgter
Therapie, welche oft im fur bioptische Verfahrenhwer zuganglichen Mediastinum
verbleiben. In den meisten Fallen handelt es sich fibrotisches Gewebe, also
.Narbengewebe" nach erfolgter Radio-/Chemotherapie.

Aus diesem Grund sind Marker zur Bestimmung dernKhaitsaktivitat und MRD von
grof3er Bedeutung. Die Zukunft liegt in einer indivell angepassten Therapie, die sich nach
Risikofaktoren und MRD richten wird, wie es heutb@n bei Leukamien der Standard ist. Da
die CT nach erfolgter Therapie nicht zwischen enal Gewebe und Narbe unterscheiden
kann, konnte FDG-PET die MRD detektieren und einéhZeitige Salvage-Therapie



ermdglichen. Um den Wert der FDG-PET bei residuéliedgkin-Erkrankung zu bestimmen,
wurde eine prospektive, klinische Studie durchgeftih

3.1.2 Detektion minimaler Resterkrankung durch Bestimmungvon Zytokinprofilen

Die im vorausgegangenen Abschnitt dargestellte earkhedizinische Methode zum
Nachweis von MRD hat den Nachteil, dass sie nichit tur wenigen verbleibenden
Tumorzellen funktioniert, da eine gewisse ,kritiscMasse* Uberschritten werden muss, um
als Signal von den Detektoren wahrgenommen zu welgi® weiterer Ansatz ist daher, die
residuellen Tumorzellen (s. 3.1.3) bzw. ihre Stefflwselprodukte zu bestimmen. In der
klinischen Praxis verwendet man bei einigen Emit&die von den Tumorzellen sezernierten
Tumormarker, um ein Wiederauftreten der Erkrankuodnersehen zu kénnen. Der Nachteil
ist jedoch, dass erhebliche Mengen von Tumorzefimiiferiert sein missen, um einen
erhohten Tumormarker nachzuweisen. Bei den solidenoren ist daher zur Bestimmung
der MRD der Einzelzellnachweis die Methode der WahB.1.3).

Das Hodgkin Lymphom (HL) nimmt auch hier eine Sastilung unter den
Tumorerkrankungen ein. In den Lymphomen finden siah sporadisch Tumorzellen. Das
Hauptgewebe besteht aus CD4+ T-Helferzellen untarmhatorischen Zellen, die die
Lymphknoten infiltrieret®*®> Der Einzelzellnachweis gelingt zwar aus befaltene
Lymphknoten, jedoch nicht aus leichter zuganglichdeweben wie Knochenmark oder
peripherem Blut. Wie im letzten Abschnitt bescheieb stellt die Frage, ob noch vitale
Tumorzellen nach Therapie vorhanden sind, ein bésfklinisches Problem dar. Ein Marker,
mit dem MRD beim HL nach Radio-/Chemotherapie naghgsen werden kann, ware daher
von grofRer Klinischer Bedeutung. Mit diesem konntBatienten mit einem hohen
Rezidivrisiko identifiziert und frihzeitig einer resuten Diagnostik und Therapie zugefuhrt
werden. Ebenso wére es mdglich, die sehr toxisdterapie um einige Zyklen zu kirzen,
wenn in Zwischenuntersuchungen sicher keine Tunlerzenehr vorhanden waren.

Bisher untersuchte Marker haben sich als wenigédndf erwiesen. Insbesondere die mit einer
schlechteren Prognose einhergehende Erhéhung vatseBkungsgeschwindigkeit und
alkalische Phosphatase haben keinen Wert in démBasng von MRD.

Das ,,CC thymus and activation related chemokineARC, CCL17) ist ein Protein, welches
durch Klonen des D3A Gens von peripheren mononuktedZellen (PBMC) nach
Stimulation mit PHA erstmalig beschrieben wurdeEs wird von antigenprasentierenden
Zellen, v. a. von den dendritischen Zellen produ%ieTARC zieht aktivierte TH2 T-Zellen
durch Stimulation des CC Chemokinrezeptors 4 (CC&%}'® Es ist méglich, dass die
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Ursache fir die ungewdhnliche Tumorarchitektur Hesigkin Lymphoms (wenige Hodgkin
und Reed-Sternberg-Zellen und hochgradige CD4+ llirfikration) in der hohen TARC
Expression und Sekretion der Reed-Sternberg Zdikbgt. TARC kann im Serum mittels
ELISA nachgewiesen werden. In einer prospektivardigt wurde daher der prognostische
Wert der MRD beim HL untersucht.

3.1.3 Detektion minimaler Resterkrankung mittels Einzelzéinachweis

In den frihen 80er Jahren gab es erste Versuche, NBchweis einer minimalen
Resterkrankung bei soliden Tumoren zu fiiitéh Es wurde eine Methode gesucht, die eine
.Mikrometastasierung“ nach kurativer lokoregiondfdrerapie des Primartumors detektieren
und ev. frihzeitig ein Rezidiv vorhersagen konras klassische TNM-Stagingsystem
versagt bei der Rezidivvorhersage. Viele der Risdtienten konnten jedoch von einer
adjuvanten Therapie profitieren, die man ihnen ridaksischem Staging nicht verabreftht
Zum anderen konnte Patienten eine adjuvante Theerappart bleiben, die nach der
Definition der TNM-Klassifikation eine adjuvante @tapie empfohlen bekommen.

Die meisten soliden Tumoren sind epithelialen Wrsgs und zeichnen sich durch die starke
Expression von Proteinen des Zytoskeletts, sogeemn@ytokeratine adé Mittels
Immunzytologie, also durch Einsatz von Antikdrpgegen diese Zytokeratine, z. B. CK8/18
und entsprechenden Farbeschritten, konnten erstmaiszelne Karzinomzellen
(,Mikrometastasen®, ,isolierte Tumorzellen“) als igeen der MRD unter dem Mikroskop
nachgewiesen werden. Fruhzeitig wurde das Knochdnrads reprasentativer Ort der
Mikrometastasierung identifiziert, selbst bei Kainen, die nicht klassischerweise in das
Knochenmark metastasieren, wie z. B. beim Kolonkarn. Die prognostische Bedeutung
von Mikrometastasen konnte in vielen Studien ben d&ufigen Tumorentitaten wie
Mammakarzinorf®?*? Bronchialkarzinorft?’, kolorektalem KarzinoA??° etabliert werden.
Der Nachweis von Mikrometastasen kdnnte in ZukdigtEntwicklung einer individuell auf
den Patienten angepassten Therapie untersffitZe®a eine Knochenmarkpunktion relativ
aufwandig und schmerzhatft ist, versuchte man, bgheMethoden zu verbessern, um auch
im Blut zirkulierende Tumorzellen (CTC) nachweisankdnnen. Dies gelang kurzlich, und
es konnte beim Mammakarzinom nachgewiesen werdasg Batientinnen mit CTC eine
signifikant schlechtere Prognose aufweisen aleRétinen ohne CTE?

In den meisten Studien wurden die Zellen aus Knoclzek oder Blut Uber

Dichtezentrifugation aufgereinigt und mittels ddkadischen Phosphatase anti-alkalische
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Phophatase (APAAP) Reaktion auf Objekttragern ¢efddurch diese Methode kénnen
jedoch nur funfhunderttausend bis zwei Millionenll&® pro Objekttrager gefarbt und
gesichtet werden. Eine Knochenmarkaspiration miter@ Volumen von zehn Milliliter
enthélt jedoch ca. zweihundert Millionen Zellen, dass viele okkulte Tumorzellen dem
Verfahren entgehen. Zusatzlich ist das Sichten arehrObjekttrager sehr zeitintensiv und
l&sst sich nur schwer als Routineverfahren umsetzen

Eine Verbesserung bietet die sogenannte MACS-Methtit diesem Verfahren kdnnen
Tumorzellen Uber paramagnetische Antikérper markiad danach Gber ein magnetisches
Feld angereichert werdenln vitro Studien zeigten, dass Tumorzellen um bis zu
zehntausendfach tiber MACS angereichert werden kdhtte

Um die Detektionsrate von Mikrometastasen im Knocha&k von Patienten mit epithelialen
Tumoren zu untersuchen, wurde eine Studie bei arRen durchgefihrt. Nachfolgend
wurden zwei Studien zur Korrelation von Mikromegssin bzw. zirkulierender Tumorzellen
mit Prognose und klinischen Parametern beim kotatek und beim Mammakarziom
durchgefuhrt. Um die Detektion von MRD im Knochemknau bestimmen, wurde das
kolorektale Karzinom als Modellerkrankung gewaliier war bereits bekannt, dass eine
Detektion aus dem Knochenmark mittels APAAP mdghddr, nicht jedoch aus dem Blut.
Als Modellerkrankung zur Verfeinerung der Methoden MRD im Blut zu detektieren,
wurde das Mammakarzinom gewadahlt, da hier zirkulidee Tumorzellen recht haufig

vorkommen.

3.2 Experimentelle Therapie der minimalen Resterkrankurg

Ohne dass es als solche definiert worden ware, dist adjuvante Chemo- bzw.
Strahlentherapie eine Behandlung der MRD. Sie disdt der Elimination von singularen
Tumorzellen, die zu einem Rezidiv fuhren konnteardd die adjuvanten Therapien kénnen
jedoch keine 100%igen Heilungsraten erreicht werdierder Regel ist die Steigerung des
Gesamtuiberlebens nach 5 Jahren BeobachtungszHitRb+elativ gering. So ist die 5-JUR
bei Patienten mit nicht-kleinzelligem Bronchialkaam in den Stadien Ib und Il nach
alleiniger Operation 54%. Nach einer adjuvantenr@tberapie mit Cisplatin und Vinorelbin
steigt sie auf lediglich 698% Beim kolorektalen Karzinom (Stadien Il und IIfeit die 5-
JUR von 64% auf 71% mit einer 5-Fluorouracil/Leu@om Chemotherapté, bzw. auf ca.
78% mit dem moderneren FOLFOX-Schéfh#as krankheitsfreie Uberleben 5 Jahre nach
kurativer Resektion eines Pankreaskarzinoms bet8gt ohne adjuvante Therapie mit
Gemcitabin und 15% mit GemcitaBin
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Um die Heilungsraten zu verbessern, wurde die Clieenapiedosis innerhalb klinischer
Studien gesteigert. In einer kirzlich veroffentter Metaanalyse mit Gber 5000 Patientinnen
mit Mammakarzinom konnte jedoch keine Steigerung r d&-JUR durch
Hochdosischemotherapie gegeniiber normal dosierem6therapie verzeichnet werden
Obwohl der Nachweis von Mikrometastasen im Knochemmmit einer schlechteren
Prognose beim Mammakarzinom korreliert, ist eingnaghte Chemotherapie ineffektiv, um
diese Mikrometastasen zu eliminietenDie Ursache hierfir ist wahrscheinlich, dass
Mikrometastasen eine niedrige Proliferationsratefwaisen und sich in einem

chemotherapieresistenten ,Cell-Arrest* befintfen

Aus diesem Grund sind andere Therapiestrategieorderich, um MRD behandeln zu
kénnen. Die grofte Bedeutung kommt derzeit der Inthrerapie zu, die unabhéngig vom
Zellzyklus der Tumorzellen wirken kann. Heutzutagefinden sich bereits mehrere
monoklonale Antikérper beim kolorektalen KarzinorNon-Hodgkin Lymphomen und
HER2/neu Uberexprimierenden Mammakarzinomen inktiaischen Anwendung, die den
Ansatz der ,passiven Immuntherapie” verfolgen.

Kirzlich konnte in einer gro3en Studie gezeigt werddass Patienten mit kolorektalem
Karzinom (KRK), die eine hohe Anzahl tumorinfilireder CD3+/CD45RO+ T-Zellen
aufwiesen, ein signifikant besseres krankheitsfréiberleben aufwiesen als Patienten ohne
diese T-Zellef?. Sogar Patienten mit den sehr giinstigen UICC | lugtadien zeigten eine
hohe Rezidivrate, wenn wenige tumorinfiltrierend€dllen vorhanden waren. Diese Studie
unterstreicht die Bedeutung einer ,aktiven Immurdpe*, die die zellularen Kompartimente
des Immunsystems stimuliert. Generell wird bei d&tiven Immuntherapie gegen ein
Zielantigen vakziniert (z. B. gegen CEA beim KRM)lches den zytotoxischen T-Zellem
vivo mittels zellularen oder azellularen Adjuvantiedgantiert werden muss. Als zellulares
»Adjuvans® wurden bereits in friihen klinischen Sem dendritische Zellen verwendet, die
starksten antigenprasentierenden Zellen. Als daedu Adjuvantien werden meistens
Chemokine und Zytokine wie z. B. GM-CSF oder IL-@rwendet, welche die zellularen
Kompartimente stimulieren und eine Immunantworstémken konnen.

Laut einem Review sind bereits Uber 2000 Patienteih KRK mit verschiedenen
Vakzinationsstrategien behandelt worlferEs gibt 4 Hauptstrategien: 1. Vakzination mit
dem Antigen (z. B. Peptid oder Protein) in Kombioatmit einem Adjuvans (GM-CSF,
Montanide), 2. Vakzination mit peptidbeladenen gatprasentierenden Zellen (meistens

dendritische Zellen), 3. Vakzination mit autologéamorzellen oder Tumorzellysat und 4.
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Immunisierung mit DNA-Vakzinen, die mittels modigzter Viren appliziert werden. Die
meisten Studien wurden bei Patienten mit metastasieKRK durchgefihrt und konnten
auch nur ein transientes Ansprechen gegen den Treiget>“®4"“® Der Zeitpunkt fiir eine
aktive Immuntherapie ist daher wahrscheinlich ggest fir Patienten mit niedriger
Tumorlast. Dies wird durch die vielversprechendesteld von drei Studien unterstitzt, in
denen insgesamt 1300 KRK Patienten mit minmaletdRasnkung behandelt wurd@r®>!
Autologe, inaktivierte Tumorzellen wurden hierbeitweder mit ,Bacille de Calmette et
Guérin“ (BCG) oder dem Newcastle-Virus kombinienduals Vakzine verwendet. In allen
drei Studien konnte ein Uberlebensvorteil fiir diekzinierte Gruppe gegenuber der

unvakzinierten Gruppe nachgewiesen werden.

3.2.1 Das Tumorantigen CAP-1/ CAP1-6D

Beim KRK ist es naheliegend, das carcinoembryoAalgen (CEA), ein Protein mit 180kD,
als Zielantigen einer Vakzinetherapie zu verwendiznes bei Uber 90% der KRK Tumoren
Uberexprimiert wird. Fir Immuntherapiestudien, iendn die Immunogenitat der Vakzine
bestimmt werden sollte, empfiehlt es sich jedoadlr, Yakzination Peptide und nicht das
gesamte Protein zu verwenden, da es somit leicdttezine definierte T-Zell Immunantwort
zu messen. Beim CEA wird Ublicherweise CAP-1 (SequéLSGANLNL) verwendet, ein
HLA-A2 restringiertes Nonamer-Peptid oder das loiigische CAP1-6D (Sequenz
YLSGADLNL), bei dem eine Aminosaure zur optimiertd®indung am T-Zellrezeptor
ausgetauscht wurtfe®® Eine in vitro Studie konnte zeigen, dass mit CAP-1 beladene
dendritische Zellen (DC-CAP) CD8+ T-Zellen stimuéie kdnnen, welche wiederum CEA+
Tumorzellen lysiereif. Morse et af® fiihrten die erste klinische Studie mit DC-CAP Bgi
HLA-A2+ Patienten mit metastasierten Tumoren (deurll KRK) durch. Die Patienten
wurden intravents mit dendritischen Zellen vakziigs traten lediglich lokale Reaktionen
auf. Bei 14 Patienten konnte eine Immunantwort ggs@e werden, jedoch kein klinisches
Ansprechen. In einer weiteren Stuidat die gleiche Studiengruppe 14 Patienten (11 mit
KRK, 3 mit NSCLC) mit einem rekombinanten Fowlpoekfor, der CAP1-6D kodiert,
vakziniert. ELISPOT Assays konnten einen Anstieg @BA-spezifischen T-Zellen bei 10
Patienten nachweisen. Ein Patient hatte ein abfddle CEA. Derzeit werden international
mehrere Studien durchgefiihrt, die CAP1-6D bzw. QAdls Zielantigen verwenden.
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3.2.2 CpG-ODN als Adjuvans

Die alleinige Verwendung eines Peptids reicht nag, um eine starke T-Zell Immunantwort
hervorzurufen. Daher benétigt man zusatzlich Adpies, wie z. B. GM-CSF,
Aluminiumhydroxid oder Montanide. CpG-ODN (Cytogioty-Guanin
Oligodeoxynukleotide) sind bakterielle DNA-Motivdie bei Saugetieren und Menschen stark
immunstimulierend wirken. Die Immuneffekte werdearah Aktivierung von Monozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen Gber den THR@eptor erreicht, welche wiederum
Cytokine produzieren und T-Zellen zur Proliferatiamregen’*®>° Sie stellen somit potente
Adjuvantien fur Vakzinationen dar und wurden beyaitfolgreich in Kombination mit der
Hepatitis-B-Vakzine eingesef2f”.

Als Adjuvantien bei der Tumorvakzine gibt es bereginigein vitro Studien. Es konnte
gezeigt werden, dass der Uberstand von mit CpG-Qifidulierten PBMC signifikant
toxischer gegeniiber Tumorzellen ist als der vortinmudierten PMBC. Bei Mausen konnte
eine frihzeitige Behandlung mit einer CpG-ODN Vakzidie Metastasierung von

inokulierten Tumorzellen verringern bzw. verzégérn
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4 Eigene Forschungsarbeiten

Die eigenen Forschungsarbeiten umfassen zwei Berelim ersten wird die Forschungsarbeit
zur Detektion und zur prognostischen Wertung mimemaResterkrankung mittels drei
verschiedener Methoden (Molecular Imaging, Zytogszys und immunmagnetische
Anreicherung von Mikrometastasen) dargelegt. DeeitavBereich umfasst die Ergebnisse
der Forschungsarbeit zur experimentellen Behandlurigimaler Resterkrankung. Der
Ausblick gibt eine Ubersicht zum aktuellen Forsajgworhaben zur experimentellen

Immuntherapie mit ,Immune Assessment”.

4.1 Detektion minimaler Resterkrankung mittels molecula Imaging
4.1.1 FDG-PET detektiert aktive Hodgkin Tumoren

Die Detektion von minimaler Resterkrankung mittEBG-PET wurde bei beim Hodgkin-
Lymphom (HL) als Modellerkrankung durchgefuhrt. BeiHL gibt es keine ,einfache”
Methode, die selten vorkommenden Hodgkin- oder R&tethberg-Zellen nachzuweisen. Um
zunachst die Hypothese zu Uberprifen, dass Hodgkimeren FDG anreichern und mittels
PET detektierbar werden, wurden 22 konsekutiveeReh mit neu diagnostiziertem HL
samtlicher Stadien zwischen 1996 und 2000 an dédibilk K6In in eine prospektive Studie
eingeschlossen. Ziel der Studie war der Nachwers RDG-positiven Lymphknoten sowie
der Vergleich der FDG-PET zum konventionellen StggAlle Patienten erhielten daher eine
Ganzkorper FDG-PET, eine CT von Thorax und Abdonkamgchenszintigraphie und eine
Knochenmarkpunktion. Das mittlere Intervall zwiscsheET und CT betrug 17 Tage mit
einem Maximum von 30 Tagen. Die Ergebnisse der fdathung fuhrten zur
Stadieneinteilung nach Ann Arbor | — IV und zur téiftung in frihe, intermediare und
fortgeschrittene Stadien nach den Protokollen dart§chen Hodgkin Studiengesellschaft. Es
wurde unterschieden zwischen dem Stagingergebnis BET-Information und dem Ergebnis
in Kenntnis der PET-Untersuchung. Insgesamt wurdénTumoren (Lymphknoten und
Extranodalbefall) bei 22 Patienten detektiert, exdter in der PET, in der CT oder in beiden
Verfahren. Insgesamt wurden bei allen Patienterdestens eine FDG anreichernde Lasion
nachgewiesen, so dass FDG-PET bei allen Patienteraldive Erkrankung detektieren
konnte. 62% der Tumoren (22 Patienten) waren sowoflder PET also auch in der CT
positiv, 26% der Tumoren bei 11 Patienten waredenPET positiv und in der CT negativ,
11% der Tumoren waren bei 6 Patienten in der PEateund in der CT positiv. Verglichen
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zum Standard-Staging zeigte die PET 68 richtigtp@sikeine falsch-positiven und 9 falsch-
negative Tumoren an (Tabelle 1). Somit hatte did Rihe Sensitivitdt von 88% (95%
Konfidenzintervall, 79-95%) und eine Spezifitat vbd0% (KI: 63-83%), um Tumoren beim
HL zu detektieren. Die Sensitivitat der CT betruto, die Spezifitat 100%. Aufgrund der
Untersuchungsergebnisse mussten 18% der Patiemem endheren Krankheitsstadium
zugeordnet werden. Somit konnte nicht nur gezeigtden, dass die FDG-PET beim
primaren HL Tumoren mit einer hohen Sensitivitdd ugxzellenten Spezifitat detektieren
kann, sondern auch stadienrelevante Zusatzinfoomei beim Staging liefert =X

Weihrauch et al., Ann. Hematol. 2002 Abbildung 1 zeigt ein Beispiel eines Patienteih m

einem negativen CT und einem positiven PET-Befund.

Tabelle 1.CT und PET Ergebnisse, Anzahl der Tumoren unckRigtn

CT pos CT neg
Tumoren Patienten Tumoren Patienten
PET pos 48 (62%) 22 (100% 20 (26%) 11 (50%)
PET neg 9 (12%) 6 (27%) Keine Keine
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Abbildung 1. Patient mit negativem CT und positivem PET ErgebbDie CT konnte einen aktiven Tumorherd
in der linken oberen Thoraxapertur nicht detektigi@), wahrend PET fokale FDG-Anreicherung in den
transversalen (b) und koronaren (c) Schnitten zBigt mediastinale Tumor konnte durch beide Vedahr
detektier werden.

4.1.2 FDG-PET detektiert minimale Resterkrankung bei medastinalen HL-Tumoren
und zeigt einen hohen negativ pradiktiven Wert

Beim Hodgkin Lymphom (HL) gibt es keine spezifisshMarker, mit denen man eine
Resterkrankung nachweisen konnte. Ein haufigesl&roist daher, dass nach einer Chemo-
bzw. Radiotherapie Reste der Lymphommassen (ubiiglnie Gber deren Dignitat keine
Aussage getroffen werden kann ohne eine Biopsiehdufiihren. Biopsien sind jedoch
insbesondere bei mediastinalen Resten (mittels &dédoskopie) sehr invasiv.

Daher wurde die Detektion von minimaler Resterkwangk mittels FDG-PET beim HL als
Modellerkrankung durchgefiihrt. Das Ziel der Studar, den prognostischen Wert von FDG-
PET bei HL-Patienten hinsichtlich minimaler Restarikkung zu Uberprifen. Insgesamt

wurden 28 HL-Patienten mit residuellem Mediastimalor von Uber 2 cm GrofRe nach
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Chemotherapie in die Studie eingeschlossen. KediieriRahatte irgendeine Therapie nach der
Abschlu3-PET erhalten, um den prognostischen WarP&T valide untersuchen zu kdnnen.
Im medianen Follow-up von 28 Monaten (16 bis 68 &te erlitten 31% der Patienten einen
Progress bzw. Rezidiv. 34% der Patienten hatterpesitives PET und 66% ein negatives
PET. Insgesamt blieben 95% der PET-negativen Ratiemach 1 Jahr in Remission
verglichen mit nur 40% der PET-positiven. Somittéwat PET positive Patienten eine
deutliche schlechtere Prognose als PET negativierfat, was in einem Log-Rank-Test
statistisch signifikant war (s. Abbildung 2). Dezgativ pradiktive Wert des PET war somit
95% nach einem Jahr, der positiv pradiktive Wedigkch 60%. Falsch negative PET-
Untersuchungen waren somit selten, jedoch stelis#@sch positive PET-Ergebnisse ein
haufiges Problem dar (s. Tabelle 2). Nur bei einem vier Patienten mit falsch positivem
PET konnte die Ursache gefunden werden, namliche gpostchemotherapeutische
Thymushyperplasie. Basiered auf den Ergebnissesedi&tudie © Weihrauch et al., Blood
2007 und nachfolgender Studien werden nun haufig beiskh relevanten Fragestellungen
FDG-PET Untersuchungen beim Hodgkin Lymphom zurekgbdn von Resterkrankung

eingesetzt.

Tabelle 2.Remissionsstatus in Abhangigkeit vom PET-Ergelpyg,032).

PD / Rezidiv CRr Prad. Wert
PET pos 6 4 (pos) 60%
PETneg 3 16 (neg) 84%

PD=Progress, CRr=Komplette Remission mit Rest
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Abbildung 2. Kaplan-Meier Kurven des krankheitsfreien Uberlebalter Patienten mit negativem und
positivem PET. Der log-rank Test ergab eine Irrtwatsrscheinlichkeit (p) von 0,004.

4.2 ldentifikation von Zytokinen und Chemokinen beim Hodgkin Lymphom

Wie im letzten Abschnitt dargelegt, weist die FDE&TPals diagnostische Methode einen
hohen negativ pradiktiven Wert beim HL auf. Sonetiggt es mit relativer Sicherheit nach
abgeschlossener Chemo-/Radiotherapie und in dera@lligen Resttumoren zwischen
aktiver Erkrankung und Fibrose zu unterscheideniz&e wird eine Studie der German
Hodgkin Study Group durchgefuhrt, um zu prufen, die Chemotherapie bei den
fortgeschrittenen Stadien des HL reduziert werdennk wenn die Lymphomherde bereits
nach 2 Zyklen keine FDG-Anreicherung mehr zeigeomi® kbnnte in Zukunft erreicht

werden, die Patienten dosisangepasst zu behandenFDG-PET hat jedoch Nachteile,
namlich dass sie nicht Uberall verfugbar, kostemsitv und mit einer Strahlenbelastung
vergesellschaftet ist. Zusatzlich kann sie nichzeine Tumorzellen detektieren.

Eine weitere Moglichkeit der Bestimmung von MRD tbte die Chemokin-, bzw.

Zytokinanalyse. Als Modellerkrankung dieser Detekimethode von MRD diente auch hier
das HL.

Wir Uberpriften die Daten von 967 pratherapeutis@sumproben von Patienten mit
fortgeschrittenem Hodgkin Lymphom auf mdgliche FHElbntrollpaare hinsichtlich des

FFTF. Insgesamt konnten 47 Fall-/Kontrollpaare tdizirert werden, wobei es sich um

Patienten mit frihem Therapieversagen (<12 Monaten) Langzeitiberlebende handelte
(Tabelle 3). Die Seren der Patienten wurden aufZgktokine, Chemokine und I&sliche

Faktoren mittels Sandwich ELISA Technik bzw. m#telurchflusszytometrischen ,Bead
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Arrays® (Becton Dickinson, Heidelberg) untersucbie Faktoren waren APRIL, soluble
CD30, TARC, BATS3, IL-1 beta, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-
12p70, IL-13, IFNy, LT-alpha, basic-FGF, TNF, Fas-Ligand, VEGF, Amginin, Eotaxin,
IP10, MCP1, MIG, MIP1-alpha, MIP1-beta und Rantes.

Uberraschenderweise wies nur ein Marker eine prstiguhe Signifikanz auf, namlich bei
Interleukin-10 (IL-10). Es konnte gezeigt werdemassl die IL-10 Konzentrationen in den
pratherapeutischen Proben hoher bei den Patienteharapieversagen war als bei den
Patienten mit Langzeitiberleben und zwar 15 pg/edegtber 10 pg/ml (p=0,017). Der
paarweise Vergleich der 47 Paare zeigte einen pg-Wen 0,0008 (paired-sign test).
Abbildung 3 zeigt, dass die Serumwerte fur IL-10 &léen Patienten mit Therapieversagen
hoher lagen. Insgesamt wurde IL-10 jedoch nur 0eb@% der HL-Patienten als erhéhter
Parameter gefunden>Rautert R, Franklin J, Weihrauch M et al. 2008

Tabelle 3.Charakteristika der 47 Patienten mit frihem Féwtsiten der Erkrankung nach Therapie (,Fall) und
der 47 Patienten mit Langzeittiberleben (,Kontrglle*

Parameter Fall Kontrolle p-Wert

(FFTF < 12 Monate) (FFTF > 12 Monate) (Mann-Withney-U)
N 47 47
Geschlecht (w/m) 16/31 16/31 1,0
Alter (Jahre) 32410 32411 0,79
Leukozyten (*100Q4l) 12,545,1 11,745,2 0,39
Lymphozyten (*100Q4l) 13,5+7,2 14,848,7 0,37
Albumin (g/dl) 3,9+0,8 4,1+0,7 0,55
Gesamteiweil’ (mg/ml) 7,7£0,8 7,610,7 0,63
Hb (g/dl) 12,5+1,4 12,742 0,78
Stadium (IIBE/IN/IV) 3/31/13 7/30/10 0,13
B-Symptome (nein/ja) 32/15 29/18 0,29
Histologie (NS/MC) 42/5 42/5 1,0
FFTF (Monate) 2,613,6 73,3140 0,0
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Abbildung 3. ,Empirische Verteilungsfunktion: kumulative relai Haufigkeit® bei 47 Patienten mit
rezidivfreier Zeit unter 12 Monaten (TTF<12 mo) udAd Patienten mit rezidivfreier Zeit Uber 12 Momate
(TTF>12 mo).

Dagegen konnte gezeigt werden, dass das ChemokRCTi#ei fast allen Patienten (ca. 90%)
bei Diagnosestellung erhoht war. Daher wurde TARI(, im folgenden dargestellt, in einer

weiteren Studie untersucht.

4.3 Das Chemokin TARC eignet sich zur Detektion minimker Resterkrankung beim
Hodgkin Lymphom

In einer retrospektiven, explorativen Studie wuddder die prognostische Signifikanz von
TARC vor und nach abgeschlossener Therapie beimdoein Hodgkin Lymphom untersucht,
wobei ein Zielpunkt der Studie die Klarung der Feragar, ob die Messung von TARC sich
zur Bestimmung der MRD eignet. Es wurden alle Pé&ie eingeschlossen, die ein Rezidiv
oder Progress nach Therapie erlitten haben unddeaen kryokonserviertes Serum vor und
nach Therapie, welches im Rahmen der GHSG Studesangmelt worden war, vorlag.
Zusatzlich wurden Patienten mit anhaltender kongreRemission und ausreichender
Nachbeobachtungszeit von mindestens 45 Monateresghtpssen. Insgesamt wurde das
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Serum von 62 Patienten (39 Manner, 23 Frauen) siealy Die mittels ELISA bestimmten
TARC-Werte von Patienten mit Rezidiv (n=20) odeod?ess (n=9) wurden mit den Werten
von 33 Patienten mit anhaltender kompletter Remis§CCR) verglichen. Zusatzlich wurde
TARC bei 10 gesunden Probanden gemessen, die Biashschnittswert von 239 pg/mi
aufwiesen (100 — 431 pg/ml). Ein Wert von Uber 5p8/ml (Mittelwert + 2x
Standardabweichung der TARC-Werte von gesundenaRd®n) wurde als erhdht gewertet.
Der mediane TARC-Wert aller HD Patienten betrug)3.8g/ml vor Therapie (116 — 73.074
pag/ml) und 663 pg/ml nach Therapie (50 — 24.709nbg/Patienten, die eine CCR erreichten,
wiesen geringere TARC-Werte vor Therapie auf (Medal80 pg/ml) als Patienten mit
Rezidiv (6.734 pg/ml) oder spaterem Progress (Bogml). Die TARC-Werte vor und nach
Therapie sind in Abbildung 4 aufgetragen. Die TARE@+rte vor Therapie korrelierten mit
BSG (p=0,004), Leukozyten (p<0,001) und Lymphozwterte (p=0,026), aber nicht mit
Alter, alkalischer Phosphatase oder Hamoglobin.-Arvor Stadien zeigten ebenso wie die
Risikogruppen der GHSG (friihe, intermediére undgkschrittene Stadien) eine Korrelation
zu TARC-Werten vor Therapie (p=0,019 und p=0,028).

80000
CCR Relapse PD CCR Relapse PD
60000 -
H
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20000 - —|_

0 | - '4— | l!i'h! !i‘i! .
Baseline After therapy

Abbildung 4. Box plot von TARC Werten (pg/ml) vor Therapie (“8dine”) und nach Therapie (“After
therapy”) bei den unterschiedlichen Gruppen vorrdpieerfolgen. (CCR=kontinuierliche komplette Resios,
PD=Fortschreitende Erkrankung, Relapse=Ruckfadl Qlierstriche zeigen die 10te and 90ste Perzamijle
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Nur 3 der 33 Patienten mit CCR (9%) zeigten TARCrd&/é@ber 2.000 pg/ml, jedoch 4 von 9
Patienten mit Progress (44%). In einer Kaplan-Mdealyse konnte gezeigt werden, dass
Patienten, die Werte von Uber 2.000 pg/mbr Therapie hatten, eine hdhere
Rezidivwahrscheinlichkeit aufwiesen als solche kMerten unter 2000 pg/ml. Dies war
jedoch im Log-Rank Test nicht statistisch signifik§p=0,068). Patienten mit TARC-Werten
Uber 2.000 pg/mhach Therapie hatten eine deutlich schlechtere Progness sich als
statistisch signifikant erwies (p=0,023). Abbildurtg zeigt das krankheitsfreie und das
Gesamtiuberleben dieser Patienten in AbhangigkeithMeRC-Werten Uber bzw. unter 2.000
pg/ml.
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Abbildung 5. Kaplan-Meier Kurven mit krankheitsfreiem Uberleb¢BFTF, Grafiken a und b) und
Gesamtiuberleben (Grafiken ¢ und d) von HL PatiemanTherapie (Grafiken a und c) und nach Therapie
(Grafiken b und d). Die Gruppenunterschiede zwiacRatienten mit stark erhdhtem TARC lber 2000 pg/mi
und unter 2000 pg/ml wurden mit log-rank Tests blenet (s. jeweilige p-Werte).

Daraus lasst sich folgern, dass TARC ein vielvasipender prognostischer Marker beim HL
ist, der aktuell weiteren Studien unterzogen widist bei Gber 90% der HL Patienten erhoht
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und zeigt eine enge Korrelation mit der biologistiMasse und Aktivitat der Lymphome. In
Zukunft wird es ev. mdglich sein, Patienten, did kanventionelle Therapie resistente
Tumoren haben, frihzeitig zu identifizieren und eeinSalvage-Therapie zuzufihren.
Vermutlich ist TARC der sensitivste Parameter, ulRMbeim HL zu diagnostizieren, da die
Hodgkin- und Reed-Sternberg Zellen nur vereinzelien Lymphomen vorkommen und der
Direktnachweis dieser Zellen ohne Biopsie selbdtetsi molekularbiologischen Methoden
kaum moglich ist© Weihrauch et al., Cancer Res. 2005

4.4 Immunmagnetische Anreicherung und Detektion von mimmaler Resterkrankung

ist der Immunzytologie Uberlegen

Um zunéchst die Effizienz der immunmagnetischenefmerung (MACS) von MRD, bzw.
Mikrometastasen epithelialer Tumoren, zu untersoclveurden sogenannte ,Recovery*“-
Experimente durchgefuhrt. Die MACS-Methode wurderekli mit einer normalen
Immunzytologie hinsichtlich der Anreicherung undt&eion verglichen.

Tumorzellen von Zellinien wurden mit PBMC von gedan Spendern gemischt und mittels
der MACS-Methode analysiert. Hier zeigten sich sgiie Wiederauffindraten von 60-80%

der vereinzelten Tumorzellen (Tabelle 4).
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Tabelle 4. Effektivitat der MACS Anreicherung von Tumorzelledie in unterschiedlichen Mengen in Blut
gesunder Spender gemischt wurden. Im ersten Expatimurde nur eine Anreicherung, im zweiten Experitn
zwei Anreicherungen durchgefihrt.

Experiment 1: Einfache Zellanreicherung mit MACS und nachfolgeAdszahlung

CK+ Zellen, die in 1,2x10Leukozyten (Blut) eingebracht wurden

10 100 1000 10.000
poln e o omen | 8,3+10° 8,310’ 8,3*10° 8,3*10°
Falpen octundene 8 60 588 4900
Pl ACS 1,1710° 8,2*10° 8,5*10" 7+10°
Anreicherungsfakior 130 99 102 84
Wiederauffindrate 80 60 59 49

Experiment 2: Doppelte Zellanreicherung mit MACS und nachfolgeAdisz&hlung

CK+ Zellen, die in 1,2x10Leukozyten (Blut) eingebracht wurden

10 100 1000 10.000
P omen | 5,6%10° 5,6*10" 5,6*10° 5,6¥10°
Feonraefundene 7 40 450 3500
fmenegs 700 23100 607 028
Anreicherungsfaktor 12600 4114 10800 5040
Wiederauffindrate 70 40 45 35

Zur Etablierung des Systems der vivo Detektion von Mikrometastasen mittels MACS
wurden 20 Patienten mit Karzinomerkrankung epigdeti Ursprungs nach schriftlicher
Einverstandniserklarung in eine prospektive Stueiiegeschlossen. Als Negativkontrolle
diente Knochenmark von 7 Patienten mit hamatoldgiscErkrankungen (ohne epitheliale
Marker). Die immunmagnetische Anreicherung und Kiete von Mikrometastasen wurde
mit einer normalen Immunzytologie, die von andeBtudiengruppen als Standard definiert
wurde, verglichen. Bei beiden Methoden wurde eintik®mper gegen epitheliale

Oberflachenmolekiile (CK7/8) verwendet. Alle Paent erhielten eine

Knochenmarkpunktion, bei der ca. 10 ml KnochenngaWwonnen wurde, welches zu einer
Halfte immunmagnetisch angereichert, zur anderelfteHgonventionell gefarbt wurde. Bei

16 von 20 Patienten (80%) konnten Mikrometastaserder magnetisch angereicherten
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Fraktion gefunden werden, wobei nur bei 7 der Raie (35%) in der unangereicherten
Fraktion Mikrometastasen aufwiesen. Die mittlere&m von Mikrometastasen bei positiven
Patienten betrug 10,3+9,9 (1-42) bei einer mittlerrequenz von 1,1+1,2 pro 10
Knochenmarkzellen nach Anreicherung. Ohne Anreiohgr konnten nur 1,4+0,7
Mikrometastasen absolut bei einer Frequenz von 0)644pro 18 Knochenmarkzellen
gefunden werden. Die Unterschiede waren statist@ghifikant (p=0,025 und p=0,002).
Mikrometastasen fanden sich bei 10 von 12 (83% nuktastasierten Patienten und bei 6 von
8 (75%) der Patienten ohne Metastasen. Keiner dd?affenten mit ha&matologischen
Erkrankungen hatte Mikrometastasen im KnochenmBik. Ergebnisse sind in Tabelle 5

zusammengefasst.

Tabelle 5. Detektion von Zytokeratin-positiven Zellen, Vorldgmsein von im CT oder MR diagnostizierten
Metastasen und zusatzliche Knochenmetastasen ifapttie). CK pos = Zytokeratin positiv, CK neg =
Zytokeratin negativ.

CT/MR Metastasen Zusatzliche
Knochenmetastasen
Ja Nein Ja Nein
CK pos. 10 6 7 9
CK neg. 2 2 1 3

Diese Arbeit war grundlegend fiir die nachfolgenBatientenstudien® Weihrauch et al.,
Clin. Exp. Metastasis, 2002

4.5 Detektion minimaler Resterkrankung und Korrelation mit klinischen Parametern

beim kolorektalen Karzinom

Um die MACS-Methode zur Detektion von MRD im Knodneark (KM) bei einem

homogenen Patientenkollektiv zu untersuchen, wdedekolorektale Karzinom als Indikation
gewahlt, da in friheren Studien bereits tber MRIKixh berichtet worden war.

Nach schriftlicher Einverstandniserklarung wurde@ @l KM von 51 Patienten mit
kolorektalem Karzinom unterschiedlicher Stadien ngadd der primaren Operation
entnommen. Insgesamt wiesen 11 der Patienten €€ 3tadium I, 14 ein Stadium Il, 12 ein
Stadium Il und 14 ein Stadium IV auf. Bei 33 vorl Fatienten (65%) konnten
Mikrometastasen/MRD im KM nachgewiesen werden. Dabsolute Zahl von

Mikrometastasen variierte von 1 bis 49, wobei déteéMvert bei 8,1+10,8 Zellen lag (3,3+8,0
Zellen pro 16 KM-Zellen). Die Zahlen sind graphisch in AbbilduBglargelegt.
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Abbildung 6. Frequenz von Zytokeratin positiven Zellen (CK+)Kmochenmark von Patienten mit
Mikrometastasen.

Es gab keine Unterschiede hinsichtlich des Vorlsgeon Mikrometastasen zwischen
Mannern und Frauen bzw. zwischen Kolon- und Rekamikomen. Auch gab es keinen
signifikanten Altersunterschied zwischen PatientenMRD und den Patienten ohne. MRD
wurde bei 4 von 11 (36%) der Patienten mit Stadiuibei 9 von 14 (64%) mit Stadium II, bei
8 von 12 (67%) mit Stadium 11l und 12 von 14 (86t} Stadium IV detektiert (Abbildung

7).
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Abbildung 7. Prozentuales Vorkommen von Zytokeratisitiven (CK+) Zellen im Knochenmark von Patiente
mit kolorektalem Karzinom in Abhangigkeit der UIC&adien. Die Unterschiede zwischen Kolon- und
Rektumkarzinom waren nicht signifikant.

Die Unterschiede waren in einer Trendanalyse $&adis signifikant (p=0,016), obwohl es
keine Unterschiede zwischen den UICC Stadien 1l Uhdyab. Der Grund hierfir liegt
vermutlich darin, dass die Streuung der Mikrometsest auf hamatogenem Wege stattfindet,
was V. a. durch den Einbruch der Tumoren in dasi@sfstem erfolgt. Die Stadien Il und IlI
unterscheiden sich jedoch lediglich hinsichtlichs deymphknotenbefalls, welcher keinen
Einfluss auf die Fernmetastasierung haben soll®. ggb keine Korrelation zwischen
Mikrometastasen und ,tumor grading” (G1-G3). Paeenmit MRD hatten h&aufiger erhohte
CEA- (85% gegenuber 15%, p=0,051) und CA19-9-W@&te gegeniuber 8%, p=0,019) als
Patienten ohne MRD (Abbildung 8). Keiner der Kotlipatienten (11 Patienten, die einer
kardiochirurgischen Operation mit Sterniotomie umbgen wurden) wiesen Mikrometastasen
auf. In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse niclitt der Prognose korreliert, da es bei der
relativ kleinen Fallzahl zu keinen statistisch #iganten Ergebnissen gekommen waére.
Allerdings ist die stadienabh&ngige Prognose ringgweisend fiir ein schlechteres Uberleben
der Patienten mit MRD%¥ Weihrauch et al., J. Clin. Oncol., 2002
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Abbildung 8. Anzahl von Patienten mit oder ohne Miketastasen im Knochenmark (CKpos / CK neg) in
Abbhanigkeit der Tumormarker CEA, CA19-9 und CA7.2-4

4.6 Detektion und prognostische Bedeutung minimaler Resrkrankung beim

Mammakarzinom

Viele Studien konnten zeigen, dass das Vorkommen WMRD/Mikrometastasen im

Knochenmark bei soliden Tumoren mit einer schlaeme Prognose der Patienten
vergesellschaftet ist. Allerdings ist die Gewinnwun Knochenmark relativ aufwandig und
trotz lokaler Betdubung haufig schmerzhaft. Dahérendie Detektion von zirkulierenden
Tumorzellen im Blut analog der Mikrometastasen inM Kzu bevorzugen. Bisherige

Methoden, v. a. die Immunzytologie scheiterten angeringen Sensitivitat des Verfahrens.
Daher wurde eine Studie initiiert, um mittels deochsensitiven MACS-Methode die

zirkulierenden Tumorzellen (CTC) im Blut nachzuvegis Als Modellerkrankung wurde

hierbei das Mammakarzinom (MK) gewahlt, da aus thoutehungen bekannt ist, dass es
relativ haufig zur hamatogenen Aussaat von Tumtazédommit.

Es wurden Proben vor und nach der primaren Operdie MK-Patientinnen untersucht.

Zusatzlich wurden Patientinnen mit metastasierterkradbkung untersucht. Nach

Einverstandniserklarung wurden 105 Patientinnen ¥orikKrankenhdusern in die Studie
eingeschlossen. 81 Patientinnen erhielten eine gemOperation bei Verdacht auf
Mammakarzinom, von denen 56 ein Karzinom aufwiesE®. Patientinnen hatten eine

metastasierte Erkrankung. Bei allen primaren Patieen wurde vor der Operation 10-15 ml
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Blut abgenommen, bei 33 Patientinnen auch nactOgeration. CTC wurden bei 5 von 19
metastasierten Patientinnen (26%) detektiert. Di€ @ositiven Patientinnen hatten erhdhte
CA15-3 Tumormarkerwerte verglichen mit den 6 ohn&CC Insgesamt wurden die
Patientinnen 36 Monate (28 — 41 Monate) nachbedbtadHierbei zeigten Patientinnen mit
CTC ein schlechteres Uberleben als Patientinnere &@RC (Abbildung 9). Aufgrund der
kleinen Fallzahlen war dieser Unterschied jedoalistisch nicht signifikant.

Bei den primaren MK wurden bei 7 von 55 CTC (13%}) @peration gefunden verglichen
mit 6 von 33 nach Operation (18%). Nur eine Paitehaitte sowohl vor als auch nach der
Operation CTC. Somit wiesen bei Addition beider tBhnahmezeitpunkte 11 von 32
Patientinnen (34%) CTC im Blut auf. Patientinnert @TC zeigten einen Trend flr nicht
erhohtes CEA (p=0,055) und negativen Her2/neu-Stie0,067). Wahrend der medianen
Nachbeobachtungszeit von 35 Monaten (8 — 40 Moraati) nur eine Patientin ein Rezidiv,
so dass keine Auswertung hinsichtlich der progsokgn Signifikanz der CTC mdglich war
(=Bannwarth C, Warm M, Epple N, Skibowski E, Tuscher M, Breidenbach M,
Hartmann M, Roemer T, Weihrauch MR, submitted). Tabelle 6 fasst die

Patientencharakteristika und Ergebnisse der CT@Kdenh zusammen.
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Abbildung 9. Kaplan-Meier Kurve des Survival von 19 Patienteit metastasiertem Mammakarzinom in
Abhéngigkeit vom Vorhandensein zirkulierender Tumetlen (CTC). Die Patienten mit CTC hatten ein
geringeres mittleres Uberleben als Patienten ofii@ (g-rank Test nicht signifikant).
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Tabelle 6.Charakteristika von 56 Patientinnen mit primaremniiakarzinom.

Priméare Mammakarzinom-Patientinnen (n=56) Patientinnen mit
CTC (%)

TumorgrélRe n=56 (%)
T1 27 (48) 4 (15)
T2 16 (29) 1 (6)
T3/4 5(9) 0
Tx 4 (7) 2 (50)
Tis 4 (7) 0
Axillarer LK-Status n=56
NO 27 (48) 5 (19)
N1 19 (34) 1(5)
NX 10 (18) 1(10)
Tumordifferenzierung n=56
Gl 4 (7) 1(25)
G2 31 (55) 3 (10)
G3 7 (13) 1(16)
Gx 14 (25) 2 (14)
CEA n=26

Erhoht 5 (19) 0

Normal 21 (81) 6 (29)
CA15-3 n=39

Erhoht 3(8) 0

Normal 36 (92) 6 (17)
HER-2 status n=50

Positiv (2+/3+) 12 (24) 0

Negativ (0/1+) 37 (76) 5(14)
Ostrogenrezeptor Status n=51

Positiv 46 (90) 5(11)

Negativ 1(10) 0
Progesteronrezeptor Status n=51

Positiv 37 (73) 5 (14)

Negativ 14 (27) 0
p53 Status n=26

Positiv 11 (42) 3 (27)

Negativ 15 (58) 2 (13)

4.7 Experimentelle Immuntherapie der minimalen Resterkiankung beim kolorektalen

Karzinom

Nach den zuvor dargestellten Studien zur Detektadmr MRD, war es Ziel, eine

experimentelle Immuntherapie der MRD zu etabliefdierzu diente zunachst eine Studie
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beim metastasierten kolorektalen Karzinom als Modetil in einer Studie gezeigt werden
konnte, dass Patienten mit einer hohen T-Zellnafiion im Tumor eine bessere Prognose
aufweisen als Patienten mit geringer T-Zellinfilioa. Dies ist ein indirekter Hinweis auf eine
maogliche ,Immunogenitat’ des Tumors. Ziel der Studiar es, eine Vakzinierungsstrategie
zu etablieren, die zu einer signifikanten T-Zell téart fihrt, um das Konzept dann in
zukunftigen Studien bei tumorfreien Patienten mitimaler Resterkrankung anzuwenden.
In dieser prospektiv randomisierten Phase I/l #tudehandelten wir HLA-A2 positive
Patienten mit unbehandeltem, metastasierten kdklezk Karzinom mit einer Kombination
aus Chemotherapie und Vakzinationen gegen das HRAeStringierte CAP-1 Peptid des
carcinoembryonalen Antigens. Die Studie wurde ssgalegt, um zwei wichtige Fragen in
der Immuntherapie der MRD zu beantworten:

1. Ist es mdglich, mit einer Vakzinierungsstrategimtz gleichzeitig verabreichter

Chemotherapie, eine T-Zellimmunitét zu generieren?
2. Zeigt eines der Adjuvantien GM-CSF oder CpG Voeteihinsichtlich der
Immunisierung mit dem CAP-1 Peptid?

Weiterhin wurde in der Studie die Durchfihrbarkeitd die Toxizitat dieses innovativen
Regimes geprtift.
Die Kombination mit einer Chemotherapie erfolgtes aen Uberlegungen, dass 1. Patienten
mit durch Chemotherapie gesenkter Tumorlast besgezine Immuntherapie ansprechen und
2. das Schema, bestehend aus Irinotecan, 5-FU ewmkblorin, kaum lymphozytentoxisch ist
und daher eine Vakzinierungsstrategie nicht eirégdten sollte.
Alle Patienten erhielten das CAP-1 Peptid und lat&in-2, wurden jedoch hinsichtlich des
Adjuvans (GM-CSF, CpG oder kein Adjuvans) und hihich einer Vakzination mit
dendritischen Zellen bei der ersten Verabreichusgdomisiert. Abbildung 10 zeigt das
Studiendesign.
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first vaccination
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No adjuvant (control) ‘

Chemotherapy Irinotecan 80 mg/m2i. v. over 90 min
Leucovorin 500 mg/m?2i.v. over 2 h
5-FU 2000 mg/m?i. v. over 24 h
on days 1, 8, 15, 22, 29, 36, restart on day 50
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Abbildung 10. Patienten wurden zunéchst hinsichtlich des Adjayavelches in Kombination mit CAP-1 und
IL-2 verabreicht wurde, randomisiert (eingekreid®s Danach wurde erneut randomisiert, ob die Tieranit
oder ohne autologe dendritische Zellen verabreightde. Vakzinationen (V) und Chemotherpaie (ChT)
wurden im Wechsel verabreicht, wobei mit 2 Vakzimaen begonnen wurde.

4.7.1 Behandlung, Toxizitat und klinisches Ansprechen

Insgesamt konnten 17 HLA-A2+ Patienten (13 Kolozkavme, 4 Rektumkarzinome) in die
Studie eingeschlossen werden. Zwei von 17 Patieetbielten CAP-1, GM-CSF, IL-2, 6
erhielten CAP-1, CpG, IL-2 und 5 Patienten erhielteir CAP-1 und IL-2. CAP-1 gepulste
dendritische Zellen wurden bei 4 Patienten wahm@dersten Vakzination verabreicht. Es
kam bei 6 Patienten zu milden lokalen Reaktionerd upei einer Patientin zu
vorubergehendem Schiittelfrost und Fieber, welcheh kurzer Zeit zurtickging.

Es wurden jedoch keine Grad 3 oder Grad 4 Toxesitdteobachtet, die der Immuntherapie
zugeordnet werden konnten. Funf der Patienten (29%)chten eine komplette Remission, 1
(6%) eine partielle Remission und 5 (29%) eineibsidrte Erkrankung. Sechs der Patienten
(36%) erlitten unter der Therapie eine fortschraier Erkrankung. Es fiel auf, dass Patienten,
die CpG als Adjuvans erhalten hatten, haufigerAgiaprechen erreichten als Patienten ohne
CpG (44% gegentber 25%). Diese Daten waren jedaignuand der kleinen Fallzahlen nicht
statistisch signifikant. Nach einer medianen Naobhlbehtungszeit von 29 Monaten, waren 11
von 17 Patienten verstorben und 5 Patienten haterRezidiv erlitten. Das rezidivfreie
Uberleben (FFTF) und das Gesamtiiberleben (Sunsuad)in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11. Progressionsfreie Zeit und Gesamtiberleben voRdtienten mit KRK, die eine kombinierte
Chemo-/Immuntherapie erhielten.

4.7.2 Immunologisches Ansprechen auf die Vakzinationsthepie

Um das klinische Ansprechen auf die Immuntherapgssan zu kénnen, wurden die Serum-
CEA Verlaufe nach 3 Zyklen kombinierter Immunchehasaipie bestimmt. Wahrend dieser
Zeit wurde ausschliel3lich eine Vakzinationserhajsitherapie verabreicht, so dass der Effekt
von Chemotherapie und Immuntherapie getrennt wefdemte. Zwolf der 17 Patienten
erhielten alle 3 Chemo-/Immuntherapiezyklen undhfi@lgend eine Erhaltungstherapie mit
ihrem jeweiligen Immunisierungsschema. Zwei Paéiergeigten ein passageres Plateau unter
der Immuntherapie und ein Patient zeigte abfalleDHA-Werte. Die CEA-Verlaufe sind in

Abbildung 12 wiedergegeben.
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Abbildung 12. Normalisierte CEA-Werte von 8 Patienten, die nablgeschlossener Chemo-/Immuntherapie

wochentliche Booster-Vakzinationen erhielten. Alle auf zwei Patienten zeigten ansteigende Wextk Bade
der Zytostatika (gestrichelte vertikale Linie).

Um die T-Zellantwort auf die Vakzinierungsstrategie messen, wurden CAP-1 spezifische
T-Zellen mittels MHC Klasse 1-Tetramere bestimmor \der ersten Immunisierung wurden
bereits CAP-1 spezifische T-Zellen bei 8 der Patieri47%) in einer medianen Frequenz von
0,045+0,035% gemessen. Frihere Studien hattenggedeiss Patienten mit kolorektalem
Karzinom in 30-50% der Féalle bereits eine leichtamiunantwort gegen CEA aufweisen.
Insgesamt konnte bei 4 Patienten (24%) ein Andiiegspezifischen CD8+ Zellen nach 3
Zyklen Immunisierung gemessen werden. Nach edineitro Stimulation mit CAP-1 (zur
Verstarkung des T-Zellsignals) konnte bei insges@atienten (48%) ein Anstieg der CAP-
1 spezifischen Immunantwort verzeichnet werden.illbbgen 13 und 14 zeigen Beispiele
von Patienten, die auf die Vakzinationstherapie emem Anstieg der CAP-1 spezifischen
CD8+ Zellen reagierten Weihrauch et al., Clin. Cancer Res. 2005
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Abbildung 13. Beispiel von Patient 14, der ein Ansteigen von €Aspezifischen T-Zellen (CD8+) nach
3 Zyklen Chemo-/Immuntherapie zeigt (oben: vor Bpéx, unten: nach Therapie). Als Kontrolltetramer
wurde TAX HTLV-1 verwendet.
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Abbildung 14. Beispiel von Patient 15, der nach insgesamt 3edykthemo-/Immuntherapie eine CAP-1
spezifische CD8+ Antwort zeigt (linke Grafik). DeZellen waren in einem intrazellularen Zytokingssa

funktionell (rechte Grafik).

35



4.7.3 Erhohte Frequenz von regulatorischen CD2%"FOXP3* Treg Zellen vor Therapie

Regulatorische () T-Zellen stellen eine Subpopulation der T-Zelldar, welche die
Aktivierung des Immunsystems unterdriicken und duefBnz gegenluber Selbstantigenen
unterstiitzen. Die FOXP3-exprimierenden COB25"" T, Zellen wurden im peripheren
Blut vor Therapiebeginn gemessen und mit denen gesunden Spendern verglichen
(Abbildung 15A). Die Frequenz dere§ Zellen betrug bei gesunden Spendern 2:9%2%
(n=22) wahrend die Frequenz bei den Patienten ohir&ktalem Karzinom signifikant erhéht
war (4,7%* 1,2%, p<0,001). Dies wird in Abbildungen 15A un@Bldargestellt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung deuten darauf bsg Batienten mit metastasiertem KRK
eine geschwachte Immunantwort aufweisen. Der Mashars dieser Beobachtung ist aktuell
nicht bekannt-© Beyer M, Schumak B, Weihrauch MR et al., submittedl
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Abbildung 15. Durchflusszytometrisch bestimmte Frequenz (%) @ib4+CD25highFOXP3+ Treg
Zellen eines gesunden Spenders (A, linke Grafikj eimes Patienten mit metastasiertem kolorektalem
Karzinom (A, rechte Grafik). In (B) ist die Frequeder CD4+CD25highFOXP3+ Treg Zellen von 22
gesunden Spendern im Vergleich zu 15 PatientetKRit mittels Boxplot dargestellt (p<0.05, t Test).

4.7.4 Einfluss der Chemotherapie auf die spezifische T-Zlantwort

Um den Einfluss der parallel zur Immuntherapie kegechten Chemotherapie auf die
zytotoxischen T-Zellen zu untersuchen, wurden zosiadie T-Zellkompartimente der CD4+
und CD8+ Zellen vor und nach Chemotherapie bestinsitkam durch die Chemotherapie
zu keiner signifikanten Anderung. Vor dem ersterkldy betrugen die durchschnittlichen
CD4+ und CD8+ Frequenzen 41+18% und 26+13% und r&aabder weniger Zyklen
Chemotherapie 43+14% und 26+11% bei etwa gleichblelen absoluten

Lymphozytenzahlen. Zusatzlich wurden die speziksclCD8+ Zellen gegen sogenannte
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.Recall-Antigene” fur CMV und EBV mittels MHC-Tetnaere wurden gemessen, um die
spezifischen CD8+ Zellkompartimente zu untersuch&sn.zeigte sich, dass 3 Zyklen (a 6
wochentlichen Gaben) von Irinotecan, 5-FU und Lewkim, einen messbaren Einfluss auf
die EBV/ICMV spezifischen CD8+ Zellen hatten. Sorbegtdie mittlere spezifische T-
Zellfrequenz vor Therapie 0,64+0,7% und 0,47+0,5(860,017) nach Therapie. Dies
entspricht einer geringen, aber messbaren relath@mahme um ca. 14%. Interessant war
jedoch die Beobachtung, dass nach nur einem ZyBl@aben oder weniger) dieser Therapie
die EBV/ICMV spezifischen T-Zellen anstiegen und ezwa Mittel auf 1,81+2,14%, was
einer relativen Zunahme um ca. 310% entsprichts Diar eine wichtige Beobachtung fir
zukunftige Studien, da es nun wichtige Hinweisd,gilass eine kurze, geringe Applikation
von Chemotherapie die antigenspezifische zytottest-Zellimmunitat steigern kann. Dies
steht vermutlich in Zusammenhang mit der Erniedrgguder sogenannten CD4+CD25+
regulatorischen T-Zellen* Beyer M, Kochanek M, Giese T, Endl E, Weihrauch MRet

al., Blood 2006. Abbildung 16 zeigt Beispiele dieser spezifiscfiedellzunahme.
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Abbildung 16. Durchflusszytometrische Analyse von CMV und EB\é&fischen zytotoxischen T-Zellen bei 4
von 11 Patienten, die 3 Zyklen (2 linke Saulenyyb4 von 5 Patienten, die nur 1 oder weniger ZyKienechte
Saulen) Chemotherapie erhielten. Patienten mit Blefly zeigten eine statistisch signifikante Abnahdes
CMV/EBYV spezifischen T-Zellen, wahrend Patienteh inbder weniger Zyklen einen Anstieg zeigten.

4.7.5 Eine CAP-1 spezifische T-Zellinie kann durch wieddrolte CAP1-6D-Stimulation

generiert werden

Um die MHC-Tetramere gegen CAP-1 zu testen und eneitVersuche zur CAP-1
spezifischen Immunantwort der Patienten durchzefiihwurde eine CAP-1 CD8+ T-Zellinie
mittels wiederholtern vitro Stimulation generiert. Dies gelang jedoch nichictustimulation
mit CAP-1, sondern erst mittels des heteroklitischend potenteren Peptids CAP1-6D.
Abbildung 17 zeigt die CAP-1 Tetrameranalyse diegellinie sowie den funktionellen
Nachweis der Lysefahigkeit gegentuber CAP-1 beladéraZellen & Weihrauch et al.,
Clin. Cancer Res. 200k

38



—0— T2

—O— T2+RT-POL
—¥— T2+CAP-1
—v— T2+CAP1-6D

CAP-1 tetramer

=1
=]
!

sisA| oy10ads
g

1 UD 1U1 10 1 U?- 30:1 10:1 31 11

E:T Ratio

Abbildung 17. Tetrameranalyse einer CAP-1 spezifischen zytottren T-Zellinie (linke Grafik). Im Europium
Zytotoxiztiatsassay waren diese Zellen in der Lagie CAP-1 beladene T2-Zellen zu lysieren (rechtefi®).
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5 Ausblick

Die Studien der vorliegenden Arbeit zeigen, dass diinimale Resterkrankung der
entscheidende prognostische Faktor fiir das Uberlebeim kolorektalen Karzinom,
Mammakarzinom wie auch beim Hodgkin Lymphom isthlf@giche andere internationale
Studien haben dies mittlerweile fur die meistenemad Tumorerkrankungen belegt. Nun
muss es Ziel sein, einen tatsachlichen Nutzen aeim dErkenntnisgewinn und der
.Detektierbarkeit® der MRD zu ziehen. Insbesondéleemotherapien kdnnen haufig die
MRD nicht zerstéren, da sich die Zellen in eineerdotherapieresistenten Ruhephase des
Zellzyklus befinden.

Ein Ansatz ist daher, wie bereits beschriebenpdasive oder aktive Immuntherapie. Um nun
die beiden dargestellten Studienbereiche — Detekiimd Behandlung der MRD -
zusammenzubringen, wird derzeit eine Phase l/Iti8taur Vakzinationstherapie mit CpG
und ggf. einem Zielantigen beim kolorektalen Kaozmn geplant. In diese Studie sollen
Patienten nach kurativer Leberresektion, quasi tomgrfreiem” Stadium eingeschlossen
werden und mit dieser innovativen Therapie placehtblliert nachbehandelt werden.
Solange die Tumorlast des Patienten gering ist,dest Ansatz einer Immuntherapie
vielversprechend. Die Instrumente zur Bestimmungredsiduellen Erkrankung sind, wie die
vorliegende Arbeit zeigt, vorhanden, um den Erfalgserer zukinftigen experimentellen

Studien zu analysieren.
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