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Abb. 12: Fortsetzung.

CD19+ B-Lymphozyten (Zellzahl [x10°/ml]) CD19+ B-Lymphozyten (Frequenz [%])
CD14+ Monozyten (Zellzahl [x10°lml]) CD14+ Monozyten (Frequenz [%])
CD56+ NK-Zellen (Zellzahl [x10°/ml]) CD56+ NK-Zellen (Frequenz [%])

3.2 Immunstatus von Vakzinierungspatienten im Verlauf der Vakzinierung

Als Teil des Immunmonitorings wahrend der Vakzinierungstherapie fuhrten wir zur
Erfassung der wichtigsten Immunzellen analog zur Erhebung des Immunstatus bei
GBM-Patienten (siehe 3.1) Messungen mit dem automatischen Blutzellanalysator
und der Durchflusszytometrie durch. Diese Untersuchungen wurden an jedem
Vakzinierungszeitpunkt ausgefuhrt und hatten zum Ziel, quantitative Veranderungen
der untersuchten Zellen besonders im Sinne von Hamatotoxizitat in Anlehnung an
die CTCAE-Kriterien (common terminology criteria for adverse events) zu erkennen.

Bei keinem der vier Vakzinierungspatienten zeigten sich Veranderungen in diesen
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Messungen, die im Zusammenhang mit der Immuntherapie die Kriterien einer
hamatotoxischen Nebenwirkung erfillten. Ein reprasentativer Verlauf ist anhand der

Messwerte von Patient C in Abbildung 13 dargestellt.
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Abb. 13: Reprasentatives Beispiel des Inmunmonitorings (Daten von Patient C). Der
Immunstatus wurde methodisch analog zu den Untersuchungen bei GBM-Patienten bestimmt.
Proben wurden an den Vakzinierungszeitpunkten (V1 bis V5) gewonnen. Als Normbereiche sind
Mittelwerte SEM der Kontrollgruppe als grob unterbrochene Linien und der Streuungsbereich der
Kontrollgruppe als fein unterbrochene Linien dargestellt.
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3.3 Regulatorische T-Zellen bei Vakzinierungspatienten

Zur Erfassung einer Expansion von Tregs unter der Immuntherapie flhrten wir
durchflusszytometrische Messungen mit der fir diese Subpopulation der CD4+
CD25+ T-Zellen spezifischen Markerkonstellation CD4+ CD25+ FoxP3+ durch. Zur
weiteren Bestatigung des Treg-Phanotyps wurde zudem die fehlende Expression von
CD127 auf diesen Zellen als typisches Merkmal von FoxP3+ Tregs nachgewiesen.
Abbildung 13 zeigt beispielhaft die durchflusszytometrische Charakterisierung eines
Patienten. Hierbei zeigten sich bei allen vier Vakzinierungspatienten Anstiege der
Frequenzen der CD4+ CD25+ T-Lymphozyten im Verlauf der Immuntherapie. Die
Frequenz dieser Zellen war im Vergleich zum Ausgangswert signifikant erhoht
(1,05£0,39% vs. 3,08+0,45%, p < 0,05) (Abbildung 14a). Innerhalb der CD4+ CD25+
Population blieb bei allen Patienten die Frequenz der CD4+ CD25+ FoxP3+ Tregs
weitgehend konstant (83,55%1,45%); es trat wahrend der Immuntherapie keine
Veranderung gegenuber der Ausgangsfrequenz auf (Abbildung 14b).
Zusammenfassend beobachteten wir wahrend der Immuntherapie eine Zunahme der
CD4+ CD25+ T-Zellen, wobei der Anteil der ihrer FoxP3+ Subpopulation konstant
blieb. Die Verlaufe dieser Zellen bei den Vakzinierungspatienten sind in den
Abbildungen 15 und 16 dargestellt. Die zusatzliche Validierung des Treg-Phanotyps
durch Nachweis der fehlenden CD127-Expression ergab identische Verlaufe, wobei
die gemessenen Frequenzen wie in der der Literatur angegeben mit dieser Methode

um circa 10% geringer waren (reprasentatives Beispiel in Abbildung 17).
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Abb. 13: Durchflusszytometrische Charakterisierung der CD4+ CD25+ T-Zellen und Tregs.

Die Zellen wurden mit den monoklonalen Antikérpern der jeweils angegeben Spezifitdt gefarbt. Die
Frequenz positiver Zellen wurde elektronisch auf CD4+ (b) und dann auf CD4+ CD25+ (c)
eingeschrankt. Danach wurden FoxP3+ (d) bzw. CD127- (e) Zellen identifiziert und schlief3lich durch
Uberlappende Regionen die Frequenz der Tregs mit dem Phanotyp CD4+ CD25+ FoxP3+ CD127-

gemessen (f).
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Abb. 14: Frequenz der CD4+ CD25+ T-Zellen (a) sowie Frequenz der CD4+ CD25+ FoxP3+ T-
Zellen (b) jeweils vor Inmuntherapie und nach drei verabreichten Vakzinierungen. Die Werte

sind als Mittelwert tSEM angegeben. Statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s t-test

bestimmt.
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Abb. 15: Frequenzen von CD4+ T-Zellen, CD4+ CD25+ T-Zellen und CD4+ CD25+ FoxP3+ T-
Zellen (= T,¢g) von Patient A (a) und B (b). Die CD4+ CD25+ T-Zellen stellen eine Subpopulation
der CD4+ T-Zellen dar, welche die FoxP3+ T, enthalt. Die Vakzinierungen sind als Pfeile (V1 bis

V4 bzw. V5) angegeben.

Frequenz CD4+ CD25+
[% von CD4+]

-8~ CD4+ CD25+

=)

- CD4+ CD25+ FoxP3+

$ $ $ $ $ $
$ s s s & $
% e S ¥ & ®

Zeitpunkt der PBMC-Probenentnahme

[+§2aD +rad uoA %]
+£dX0d +62A9D +vA9 zuanbaig

b) V1Vv2 V3 V4 V5
5 - 100
E 90
4../.\././.80
& ]
S L
+ o
+ 33 60 3
45 g
Oc I
NS +
532 L4 O
g= S
] F30 ¢
w
1 E 20
- CD4+ CD25+ FoxP3+ | o
- CD4+ CD25+
0 v v 0
$ $ $ $ $
S S S v v
& & Q& & AN

Zeitpunkt der PBMC-Probenentnahme

+£dX04 +6ZAD +yA@D zusnbaiy

Abb. 16: Frequenzen von CD4+ T-Zellen, CD4+ CD25+ T-Zellen und CD4+ CD25+ FoxP3+ T-
Zellen (= T,¢g) von Patient C (a) und B (b). Die CD4+ CD25+ T-Zellen stellen eine Subpopulation
der CD4+ T-Zellen dar, welche die FoxP3+ T4 enthalt. Die Vakzinierungen sind als Pfeile (V1 bis

V4 bzw. V5) angegeben.
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Abb. 17: Vergleich der Verlaufe von Tregs bei Bestimmung von CD4+ CD25+ FoxP3+ sowie
bei zusatzlichem Nachweis der fehlenden CD127-Expression.

3.4 Zytotoxische Effektorzellen bei Vakzinierungspatienten

Als Parameter fur eine durch die Immuntherapie induzierte zytotoxische Reaktion von
Effektorzellen haben wir die Expression des Zytotoxizitatsmarkers CD107a
durchflusszytometrisch bestimmt. Dieser Marker gehoért zur Gruppe der LAMP
(lysosomal associated membrane glycoproteins) und gelangt bei Degranulation von
zytotoxischen Zellen, insbesondere CD8+ T-Lymphozyten, an die Zelloberflache und
kann damit als Marker der aktiven Zytotoxizitat dienen (Betts et al., 2003). Abbildung
18 zeigt ein reprasentatives Beispiel der durchflusszytometrischen Analyse der
CD107a-Expression. Bei den Patienten C und D kam es, wie in Abbildung 19
erkennbar, nach drei beziehungsweise zwei applizierten Vakzinierungen zu einem
deutlichen Anstieg der CD107a-Expression mit transient mehr als verdoppelter
Ausgangsfrequenz. Beim Vergleich beider Verlaufe ist zu beachten, dass bei Patient
C der letzte Messzeitpunkt 26 Tage nach Gabe der letzten Vakzine erfolgte und
damit weniger dem Immuntherapiemonitoring als vielmehr einer Nachuntersuchung
entspricht. Bei den Patienten A und B konnte eine vergleichbar deutliche

Hochregulation von CD107a nicht beobachtet werden.
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Abb. 18 a und b: Durchflusszytometrische Charakterisierung der CD107a-Expression. Die
Zellen wurden mit den monoklonalen Antikérpern der jeweils angegeben Spezifitat gefarbt. Die
Frequenz positiver Zellen wurde elektronisch auf CD4- CD25- Zellen eingeschrankt (obere Dotplot-
Reihe) und die Expression von CD107a in dieser Population gemessen. Nach 3 Vakzinierungen (b)
zeigt sich bei diesem Patienten eine Frequenzzunahme der CD4- CD25- Zellen und ihrer CD107a+
Subpopulation im Vergleich zum Ausgangszustand vor Immuntherapie (a).
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Abb. 19: Frequenzen der CD107a-exprimierenden aktivierten zytotoxischen Effektorzellen.
Die Zeitpunkte der Vakzinierungen sind als Pfeile (V1 bis V4 bzw. V5) angegeben.

3.5 Klinische Verlaufsparameter bei Vakzinierungspatienten

Die klinische Beobachtung der Vakzinierungspatienten zielte neben dem allgemeinen
Krankheitsverlauf insbesondere auf Nebenwirkungen und Komplikationen unter der

Immuntherapie ab. Lokale Erytheme im Bereich der Injektionsstellen der Vakzinen
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waren die haufigste beobachtete Nebenwirkung der Immuntherapie und waren stets
selbstlimitierend.

Bei Patient B trat nach drei verabreichten Vakzinen am vierten Tag nach der letzten
Vakzinierung eine tiefe Venenthrombose (TVT) der V. femoralis superficialis am
proximalen rechten Oberschenkel auf. Trotz umgehend eingeleiteter
Thrombosetherapie kam es in der Folge zu einer Ausweitung der TVT und zur
klinischen Verschlechterung des Patienten mit Dyspnoe und Tachykardie. Bei
positivem Nachweis einer Lungenembolie wurde eine intensivmedizinische
Behandlung notwendig. Hierbei handelte es sich um die einzige schwere
Komplikation, die wir bei den Vakzinierungspatienten beobachten konnten.

Aufgrund der Natur der Gliomerkrankung traten bei allen Patienten neurologische
Symptome auf. Im Beobachtungszeitraum neu aufgetretene neurologische Defizite,
besonders fokale neurologische Ausfalle, konnten stets nach entsprechender
Bildgebung durch Tumorlokalisation beziehungsweise Tumorprogress oder -rezidiv
erklart werden; Anhaltspunkte flr entziindliche oder autoimmunologische Prozesse
ergaben sich nicht.

Die Analyse der prognostischen Parameter zeigte bei Patient A eine Uberlebenszeit
ab Diagnose von 27 Monaten; unmittelbar nach der bei einem geschatzten
Tumorvolumen von <50cm® durchgefiihrten Immuntherapie trat ein Tumorprogress
ein, der nach 4 Monaten zum Tod flihrte.

Bei Patient B betrug die Uberlebenszeit ab Diagnose 23 Monate. Das
progressionsfreie Intervall nach der Immuntherapie, welche nach makroskopisch
kompletter Resektion erfolgte, betrug 16 Monate und der Patient erhielt in diesem
Zeitraum 12 Zyklen einer Chemotherapie mit Temozolomid. Der Patient verstarb 17
Monate nach Abschluss der Immuntherapie bei fulminantem Tumorprogress.

Patient C lebte zum Zeitpunkt der Zusammenstellung dieser Daten, wobei die
Diagnose 19 Monate zuvor gestellt worden war. Der Patient erhielt die
Immuntherapie annahernd 3 Monate nach Erstdiagnose in makroskopisch komplett
reseziertem Zustand und wurde im Anschlul® mit Temozolomid nach den Schemata
von Stupp et al. (2005) sowie Wick et al. (2006) chemotherapiert. Die radiologischen
Verlaufskontrollen zeigten eine minimale Tumormasse <20m3, so dass derzeit von
einer Tumorkontrolle ausgegangen werden kann.

Patient D wurde im Alter von 13 Jahren erstmals an einem GBM operiert und blieb

danach fir 68 Monate progressionsfrei. Die Immuntherapie erfolgte nach zweimaliger
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inkompletter Resektion eines Rezidivtumors. Unter der Immuntherapie zeigte sich
erneut ein Tumorprogress, der abermals neurochirurgisch therapiert wurde.
Unmittelbar vor der Vakzinierung erhielt der Patient Temozolomid. Bei weiterhin
progredienter Tumorerkrankung wurde nach Abschluss der Immuntherapie eine
Chemotherapie mit Irinotecan und Bevacizumab begonnen, die trotz initialer
Teilremission bei letztendlich unkontrollierbarem multifokalem Tumorprogress
eingestellt wurde, so dass der Patient 12 Monate nach Auftreten des ersten Rezidivs
verstarb.

Angesichts der prognostischen Relevanz bei Chemotherapie mit Temozolomid wurde
bei allen Vakzinierungspatienten der Status der MGMT-Promotor-Methylierung
bestimmt. Die Patienten B und C wiesen eine MGMT-Promotor-Methylierung auf,
wahrend diese bei den Patienten A und D nicht nachweisbar war.

Die Tabellen 7, 8, 9 und 10 enthalten eine Ubersicht iber die klinischen Verldufe der
vier Vakzinierungspatienten unter zeitlicher Zusammenschau von Symptomatik,
Befunden der Bildgebung, operativer sowie radio- und chemotherapeutischer

Behandlung, medikamentoser Begleittherapie und Immuntherapie.
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Tab. 7: Klinische Verlaufsbeobachtungen des Patienten A.
RF = Raumforderung, TV = Tumorvolumen.

2. MRT post OP: TV =
48 cm® (links okzipital)

Zeit Symptomatik Bildgebung Operation Radiatio/Chemo/ Immuntherapie
Medikamente

Juli 03 Sturz, neuropsycho- MRT: links temporale
logische Defizite RF

Oktober 03 kein fokales neuro- MRT ?ré OP: TV = Resektion
logisches Defizit 30cm” (links temporal) links temporal
nach Operation am 21.10.03,

histologisch
GBM
November 03 MRT post OP: TV = Radiatio links
3cm’ (links temporal) temporal, keine
Dezember 03 Steroid-Gabe
| Februar04 | | MRT:TV=0cm’ | | | |
[ Mai 04 | | MRT:TV=0cm’ | | | |

Juli 04 MRT: TV =0cm’

November 04 kein fokales neuro- MRT pra OP: TV = 14 Resektion
logisches Defizit cm® (links temporal); links temporal
nach Operation MRT post OP: TV =1 am 08.11.04

cm® (links temporal)

Dezember 04 homonymer MRT pra OP: TV = 14 Resektion Orfiril 300mg 3x 1. Vakzinierung
Gesichtsfelddefekt cm® (links okzipital); links okzipital | taglich ab dem am 20.12.04;
rechts, Krampfanfall | 1. MRT post OP: TV = am 14.12.04 21.12.04 2. Vakzinierung
am 21.12.04 1cm® (links okzipital); am 27.12.04

Januar 05

Februar 05

FET-/FDG-PET:
Tumorrezidiv links
okzipital

FET-/FDG-PET am
02.02.05: Verdacht auf
Tumorrezidiv links
temporal, unklare
Signalveranderungen
links okzipital

Mérz 05

progrediente
Hemiparese

MRT: TV =78 cm®
(links temporal)

April 05

Mai 05

Juni 05

Juli 05

FET-/FDG-PET:
Verdacht auf Rezidiv
links temporal, unklare
Signalveranderungen
links okzipital

MRT:TV = 100 cm®
(links okzipital)

MRT: TV = 93 cm®
(links okzipital)

August 05

Tod des Patienten,
Gesamtliberlebens-
zeit 668 Tage ab
Diagnosestellung

Radiatio links okzi-
pital, temporare
Steroid-Gabe

3. Vakzinierung
am 08.02.05

Steroid-Gabe
nach Abschluss
der Vakzinierung

4. Vakzinierung
am 01.03.05;
5. Vakzinierung
am 15.03.05

Temozolomid-
Gabe (intermittie-
rendes Schema)
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Tab. 8: Klinische Verlaufsheobachtungen des Patienten B.
RF = Raumforderung, TV = Tumorvolumen.

Zeit Symptomatik Bildgebung Operation Radiatio/Chemo/ Immuntherapie
Medikamente
Mai 05 Hemiparese rechts, MRT pra OP: TV =20 Zyprexa 5mg 1x
Aphasie cm’ (links temporal) taglich, Jodid 125
Juni 05 postoperativ: MRT post OP: TV =0 Resektion 1x taglich, Nexium
Aphasie, cm® links temporal | 40 mg 1x téglich,
hirnorganisches am 02.06.05, Steroid-Gabe
Psychosyndrom histologisch
GBM
Juli 05 Radiatio links
August 05 FET-/FDG-PET: temporal, konko- 1. Vakzinierung
unspezifische Signal- mittierende am 26.08.05
veranderungen links Temozolomid-
temporal, kein sicherer Gabe, Steroid-
Tumornachweis Gabe (jeweils bis
zum 10.08.05)
September 05 | TVT mit temporare Gabe 2. Vakzinierung
Lungenembolie am von Liguemin und am 02.09.05;
13.09.05 Refludan, Beginn 3. Vakzinierung
einer Dauerthera- am 09.09.05;
pie mit Phenpro- 4. Vakzinierung
coumon am 20.09.05
Oktober 05 MRT: TV=0cm’ Temozolomid
November 05 (intermittierendes
Dezember05 Schema, insge-
Januar 06 samt 12 Zyklen)
Februar 06
Mérz 06 MRT:TV=0cm’
April 06 MRT: TV =0 cm’
Mai 06
Juni 06
Juli 06 MRT:TV=0cm’
August 06 MRT: TV=0cm’
September 06
Oktober 06

November 06

MRT: TV = 0 cm®

Februar 07

MRT: Tumorrezidiv
links temporal

Mérz 07

Tod des Patienten,
Gesamtlberlebens-
zeit 663 Tage ab
Diagnosestellung




Ergebnisse

55

Tab. 9: Klinische Verlaufsbeobachtungen des Patienten C.
RF = Raumforderung, TV = Tumorvolumen.

Zeit Symptomatik Bildgebung Operation Radiatio/Chemo/ Immuntherapie
Medikamente
Januar 07 sensorische MRT pra OP: TV =13 Resektion am | Steroid-Gabe
Aphasie, kein foka- cm’; 02.01.07,
les neurologisches MRT post OP: TV =0 histologisch
Defizit cm’ GBM
Februar 07 Radiatio, konko-
Marz 07 mittierende 1. Vakzinierung
Temozolomid- am 28.03.07 (nach
Gabe, Umstellung | Abschluss der
der Steroide auf Radiatio)
H15 vor Beginn
der Vakzinierung)
April 07 2. Vakzinierung
am 10.04.07;
3. Vakzinierung
am 17.04.07;
4. Vakzinierung
am 24.04.07
Mai 07 MRT: TV=2cm’ Temozolomid 5. Vakzinierung
(intermittierendes am 02.05.07
Juni 07 Schema, nach
Juli 07 Abschluss der
August 07 MRT pra OP: Rezidiv; | Resektion Vakzinierung)
MRT post OP: kein und PDT am
sicherer Tumornach- 27.08.07
weis, unspezifische
Veranderungen bei
Zustand nach PDT
September 07 MRT: kein sicherer Temozolomid
Tumornachweis (1 Woche on/1
Oktober 07 Woche off-

November 07

Dezember 07

MRT: kein sicherer
Tumornachweis

Schema nach
Wick et al., 2006)

Tumornachweis

Januar 08 MRT: kein sicherer
Tumornachweis
Marz 08 MRT: kein sicherer
Tumornachweis
Juni 08 MRT: kein sicherer
Tumornachweis
September 08 MRT: kein sicherer
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Tab. 10: Klinische Verlaufsbeobachtungen des Patienten D.
RF = Raumforderung, TV = Tumorvolumen.

Zeit Symptomatik Bildgebung Operation Radiatio/Chemo/ Immuntherapie
Medikamente
Oktober 99 RF rechts parietal Resektion Therapie geman
10/99, histo- HIT-GBM-C-
logisch GBM Protokoll

November 99

Dezember 99

(adjuvante Radia-
tio und simultane

Januar 08 progrediente Ver- MRT: Tumorprogress
Februar 08 gesslichkeit, Ataxie, MRT: Teilremission
Marz 08 Kopfschmerzen, zu-
April 08 nehmende Vigilanz- | MRT: massiver Tumor-
stdrung progress
Mai 08 Tod des Patienten,
Gesamtlberlebens-

zeit XX Tage ab
Diagnosestellung

Januar 00 Chemotherapie
Februar 00 mit Etoposid,
Marz 00 Cisplatin und
April 00 Vincristin, danach
Mai 00 Chemotherapie
Juni 00 mit Etoposid,
- Cisplatin und
Juli 00 Ifosfamid)
August 00
September 00
Oktober 00 Remission
Juni 06 MRT: Tumorrezidiv Resektion am | Radiatio, simultan
rechts okzipital 30.06.06, his- | Chemotherapie
tologisch AA mit Temozolomid
Juli 06 und Valproat
Mai 07 MRT pra OP: multi- inkomplette Temozolomid
fokales Tumorrezidiv Resektion am
rechts frontal, temporal | 23.05.07,
und parietal; Einlage von
MRT post OP: Rest- Gliadel-
tumor Wafern
Juni 07
Juli 07
August 07 MRT pra OP: Tumor- inkomplette
progress rechts frontal; | Resektion am
MRT post OP: Rest- 22.08.07
tumor
September 07
Oktober 07 MRT: Tumorprogress
November 07 MRT post OP: Rest- inkomplette 1. Vakzinierung
tumor Resektion am am 10.11.07;
02.11.07 2. Vakzinierung
am 20.11.07;
3. Vakzinierung
am 27.11.07
Dezember 07 4. Vakzinierung
am 04.12.07;
5. Vakzinierung
am 11.12.07

Chemotherapie
mit Irinotecan und
Bevacizumab
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3.6 Proliferationsantwort von Effektorzellen nach Stimulation mit

unbeladenen versus tumorantigenbeladenen autologen DC

Um das Proliferationspotential von Effektorzellen der Vakzinierungspatienten in
Abhangigkeit von der Anzahl der verabreichten Vakzinierungen zu untersuchen,
wurden mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) zu verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Vakzinierungsphase isoliert und mit unbeladenen sowie
tumorantigenbeladenen autologen DC stimuliert sowie restimuliert. Die
Quantifizierung der proliferativen Antwort erfolgte mit Hilfe eines BrdU-ELISA.

Auf diese Weise wurden von den Patienten A, B und D jeweils finf und von Patient C
sechs PBMC-Proben untersucht, wobei jeweils eine Probe vor Beginn der
Vakzinierungsphase und die ubrigen Proben wahrend beziehungsweise nach dieser
Phase entnommen wurden. Die unbeladenen sowie tumorantigenbeladenen DC
wurden aus Ruckstellproben der Vakzinen entnommen.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten BrdU-ELISA nach Vorstimulation zeigten bei den
Patienten C und D eine mit steigender Zahl der Vakzinierungen zunehmende
Proliferationskapazitat der PBMC mit vermehrtem BrdU-Einbau. Bei den Patienten A
und B lieB sich keine signifikante Anderung des BrdU-Einbaus erkennen. Ohne
Vorstimulation waren in keinem signifikante Veranderungen detektierbar.

Bei Patient D fand sich bei PBMC, die nach zwei applizierten Vakzinierungen
entnommen worden waren, ein signifikanter Anstieg des BrdU-Einbaus bei
Stimulation mit tumorantigenbeladenen DC im Vergleich zum Ausgangswert vor
Immuntherapie (Abbildung 21). Am letzten Messpunkt nach vier erfolgten
Vakzinierungen kam es aber zur Angleichung des BrdU-Einbaus in beiden Ansatzen.
Nach vier durchgefiuihrten Vakzinierungen lie® sich der im Vergleich zur Messung vor
der Immuntherapie signifikant erhdhte BrdU-Einbau in den Effektorzellen weiterhin
nachweisen (0,04310,00 vs. 0,331%0,05, p < 0,05) (Abbildung 22). Mit unbeladenen

DC war diese Steigerung des BrdU-Einbaus zunachst nicht auslosbar.
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Abb. 21: Proliferative Antwort von PBMC vor, wdhrend und nach Immuntherapie auf
Stimulation mit autologen unbeladenen und tumorantigenbeladenen DC. PBMC des Patienten
D wurden an den angegeben Zeitpunkten gewonnen und jeweils mit autologen unbeladenen oder
tumorantigenbeladenen DC stimuliert bzw. restimuliert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte £ SEM
von Triplikaten angegeben.
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Abb. 22: Proliferative Antwort von PBMC vor und nach Immuntherapie bei Restimulation mit
autologen tumorantigenbeladenen DC. PBMC des Patienten D wurden vor und nach der
Immuntherapie gewonnen und jeweils mit autologen tumorantigenbeladenen DC restimuliert. Die
Ergebnisse sind als Triplikate angegeben; Mittelwerte £ SEM sind als horizontale Linien dargestellt.
Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test bestimmt.

Bei Patient C war ein signifikanter Unterschied zwischen Stimulation mit
unbeladenen oder tumorantigenbeladenen DC nicht nachweisbar; in beiden

Ansatzen war mit zunehmender Zahl der verabreichten Vakzinierungen eine
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tendenzielle  Steigerung der allerdings nur sehr schwach messbaren

Proliferationskapazitat der PBMC erkennbar (Abbildung 23).
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Abb. 23: Proliferative Antwort von PBMC vor, widhrend und nach Immuntherapie auf
Stimulation mit autologen unbeladenen und tumorantigenbeladenen DC. PBMC des Patienten
C wurden an den angegeben Zeitpunkten gewonnen und jeweils mit autologen unbeladenen oder
tumorantigenbeladenen DC stimuliert und restimuliert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
von Triplikaten angegeben.

3.7 Zytokinantwort von Effektorzellen nach Stimulation mit unbeladenen

versus tumorantigenbeladenen autologen DC

Um die tumorspezifische Stimulierbarkeit des T-Zell-Systems der Vakzinierungs-
patienten in Abhangigkeit von der Anzahl der verabreichten Vakzinierungen zu
untersuchen, wurden PBMC zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der
Vakzinierungsphase isoliert und mit unbeladenen sowie tumorantigenbeladenen
autologen DC stimuliert sowie restimuliert. Als Mal} fur die Stimulierbarkeit des T-
Zell-Systems diente die Quantifizierung der Synthese des insbesondere von
zytotoxischen T-Zellen sowie TH1-Effektorzellen gebildeten Zytokins Interferon y
(IFNy) mit Hilfe eines IFNy-ELISPOT-Assays.

Auch fur diese Untersuchung wurden von den Patienten A, B und D jeweils funf und
von Patient C sechs PBMC-Proben untersucht, wobei jeweils eine Probe vor Beginn

der Vakzinierungsphase und die Ubrigen Proben wahrend beziehungsweise nach
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dieser Phase entnommen wurden. Die unbeladenen sowie tumorantigenbeladenen
DC wurden aus Ruckstellproben der Vakzinen entnommen.

Die Messung der Synthese des Zytokins IFN y ergab bei zwei Patienten einen
signifikanten Anstieg der IFN y-Spots mit steigender Zahl der Vakzinierungen. Bei
Patient C betraf dieser Anstieg nur die mit tumorantigenbeladenen DC stimulierten
PBMC, wahrend die mit unbeladenen DC stimulierten Zellen keine relevante
Erhéhung der IFN y-Synthese aufwiesen (Abbildung 24). Am ersten Messzeitpunkt,
dass heildt ca. drei Monate vor Beginn der Immuntherapie, bestand kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der IFN y-Spots zwischen beiden Ansatzen. Am letzten
erfassten Messzeitpunkt, dass heil3t nach Verabreichung von funf Vakzinen und 26
Tage nach Gabe der letzten Vakzine, bestand eine signifikant erhéhte Anzahl an IFN
y-Spots bei mit tumorantigenbeladenen DC stimulierten PBMC im Vergleich zum
Ausgangswert dieses Ansatzes (0,03+0,03 vs. 10+1,73, p < 0,05) sowie im Vergleich
zum letzten Messzeitpunkt des anderen Ansatzes (2,33%£1,2 vs. 101,73, p < 0,05).
Diese in der Endphase der Immuntherapie deutlich zunehmende Differenz zwischen
der IFN y-Antwort von PBMC bei Stimulation mit tumorantigenbeladenen versus
unbeladenen DC ist in Abbildung 28a dargestellt.
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Abb. 24: IFN y-Antwort von PBMC vor, wihrend und nach Immuntherapie auf Stimulation mit
autologen unbeladenen und tumorantigenbeladenen DC. PBMC des Patienten C wurden an den
angegeben Zeitpunkten gewonnen und jeweils mit autologen unbeladenen oder
tumorantigenbeladenen DC stimuliert und restimuliert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
von Triplikaten angegeben.
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Bei Patient D zeigten sich sowohl in der Primar- als auch in der
Restimulationsantwort Anstiege der IFN y-Spots im Laufe der Immuntherapie, die bei
Stimulation mit unbeladenen DC geringer ausfiel als bei Stimulation mit
tumorantigenbeladenen DC. In der Restimulationsuntersuchung lag an den
Messzeitpunkten vor Beginn der Immuntherapie sowie nach der ersten verabreichten
Vakzine nur eine minimale IFN y-Synthese der stimulierten PBMC vor, wohingegen
an allen Messzeitpunkten nach Gabe der zweiten Vakzine eine massive Zunahme
der IFN y-Spots deutlich wurde (Abbildung 25). Es bestand nach drei applizierten
Vakzinen eine signifikant erhdhte Anzahl an |IFN y-Spots bei mit
tumorantigenbeladenen DC stimulierten PBMC im Vergleich zum Ausgangswert
dieses Ansatzes (0,67+0,67 vs. 522,30+£150,80, p < 0,05). Im Vergleich zum anderen
Ansatz zeigte sich besonders in der Endphase der Immuntherapie eine steile
Zunahme der Differenz in den IFN y-Antworten von mit unbeladenen versus
tumorantigenbeladenen DC stimulierten PBMC, wie aus Abbildung 28b hervorgeht.
Typische, mit den durchgefiuhrten IFN y-ELISPOT-Untersuchungen erhaltene
ELISPOT-Wells sind anhand eines Ansatzes des Patienten D in Abbildung 26
gezeigt.
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Abb. 25: IFN y-Antwort von PBMC vor, wihrend und nach Immuntherapie auf Stimulation mit
autologen unbeladenen und tumorantigenbeladenen DC. PBMC des Patienten D wurden an den
angegeben Zeitpunkten gewonnen und jeweils mit autologen unbeladenen oder
tumorantigenbeladenen DC stimuliert und restimuliert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
von Triplikaten angegeben.
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| Abb. 26: Typische ELISPOT-Wells des IFN y-ELISPOT von Patient D.

Bei Patient A war im Restimulationsversuch die IFN y-Antwort bei Stimulation mit
tumorantigenbeladenen DC zu allen Zeitpunkten, inklusive dem Zeitpunkt vor Beginn
der Immuntherapie, tendenziell starker als bei Stimulation mit unbeladenen DC.
Statistisch signifikante Differenzen waren nicht nachweisbar.

Bei Patient B lieRen sich keine Veranderungen der Anzahl an IFN y-Spots in dieser
Untersuchung nachweisen.

Zusammenfassend ergaben die IFNy -ELISPOT-Untersuchungen signifikante
Anstiege der IFN y-Synthese in Korrelation mit zunehmender Anzahl der applizierten
Vakzinierungen. Bei zwei Patienten waren nach Verabreichung von zwei
beziehungsweise vier Vakzinen signifikant vermehrte IFN y-Spots bei restimulierten
PBMC im Vergleich zum Ausgangswert vor der Immuntherapie nachweisbar.
Aulierdem zeigte sich bei diesen Patienten eine deutliche Zunahme der Differenz in
der IFN y-Synthese zwischen Stimulation mit unbeladenen versus tumorbeladenen
DC (Abbildung 28) in der Endphase der Immuntherapie. Die IFN y-Spot-Anzahlen flr
PBMC vor und nach Immuntherapie mit Restimulation durch unbeladene sowie
tumorbeladenen DC sind in Abbildung 29 fur alle Patienten in der Ubersicht
dargestellt.
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Abb. 27: IFN y-Antwort von PBMC vor, widhrend und nach Immuntherapie auf Stimulation mit
autologen unbeladenen und tumorantigenbeladenen DC. PBMC des Patienten A wurden an den
angegeben Zeitpunkten gewonnen und jeweils mit autologen unbeladenen oder
tumorantigenbeladenen DC stimuliert und restimuliert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SEM
von Triplikaten angegeben.
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Abb. 28: Differenz der IFNy-ELISPOT-Ergebnisse zwischen mit tumorantigenbeladenen und
mit unbeladenen DC stimulierten T-Zellen im Therapieverlauf, berechnet fiir Patient C (a) und
D (b).
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Abb. 29: IFNy-Antwort von PBMC vor und nach Immuntherapie auf Restimulation mit
autologen tumorantigenbeladenen DC. PBMC der Patienten C (a), D (b), A (c) und B (d) wurden
vor und nach der Immuntherapie gewonnen und jeweils mit autologen unbeladenen bzw.
tumorantigenbeladenen DC restimuliert. Die Ergebnisse sind als Triplikate angegeben; Mittelwerte +
SEM sind als horizontale Linien dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test
bestimmt.
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4. Diskussion

4.1 Immunologische Charakterisierung von GBM-Patienten

Um eine mdgliche Kompromittierung des Immunsystem durch das GBM sowie den
Einfluss der Operation zu erfassen, wurde der Immunstatus von GBM-Patienten im
Verlauf einer perioperativen Beobachtungsphase erhoben. Frihere Untersuchungen
konnten verschiedene quantitative und qualitative Anomalien im Immunstatus von
bereits operierten GBM-Patienten nachweisen. Ob allerdings die Operation eine
Veranderung des Immunstatus bewirkt und somit eventuell direkten Einfluss auf die
Immuntherapie haben konnte, blieb unklar. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher
sowohl praoperativ als auch postoperativ Proben enthommen, um den unmittelbaren
immunologischen Effekt der Zytoreduktion zu untersuchen. Konkret wurden sechs
GBM-Patienten am Zeitpunkt 1+1 Tage vor Operation sowie am Zeitpunkt 6x1 Tage
nach Operation untersucht, wobei einige Auffalligkeiten des Immunstatus im
Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt wurden.

Bei Analyse der Patientenproben mit dem automatischen Blutzellanalysator fielen
eine signifikante Neutrophilie und Lymphopenie bei normaler Gesamtleukozytenzahl
auf. Diese Befunde zeigten sich sowohl pra- als auch postoperativ und betrafen die
Frequenz wie auch die Zellzahlen der neutrophilen Granulozyten und der
Lymphozyten. Bei der detailierteren Analyse der Subpopulationen mittels
Durchflusszytometrie konnte gezeigt werden, dass die Lymphopenie in erster Linie
das T-Zell-Kompartiment, aber in geringerem MalRe auch das B-Zell-Kompartiment
betraf. Zellzahl und Frequenz der CD3+ T-Lymphozyten waren sowohl pra- als auch
postoperativ signifikant erniedrigt. Die weitere Unterscheidung in CD4+ T-
Lymphozyten und CD8+ T-Lymphozyten machte eine reduzierte Frequenz der CD4+
Zellen und eine erhdhte Frequenz der CD8+ Zellen deutlich. Wahrend die
Veranderung der CD8+  T-Lymphozyten durch die Operation im
Beobachtungszeitraum nicht beeinflusst wurde, kam es bei den CD4+ T-
Lymphozyten und B-Lymphozyten zu einem Anstieg der Frequenzen nach der
Operation; die praoperativ nachweisbare Frequenzverminderung dieser Zellen war
postoperativ nur tendenziell nachvollziehbar, ohne dass noch statistische Signifikanz
erreicht wurde. Die durchflusszytometrische Untersuchung der CD14+ Monozyten

ergab eine Monozytose mit erhdhten Frequenzen sowohl vor als auch nach



Diskussion 66

Operation, allerdings zeichnete sich auch hier eine postoperative Tendenz zur
Normalisierung ab.

Zuvor wurden bereits in vielen Studien sowohl in vivo als auch in vitro
immunologische Veranderungen bei Patienten mit malignen Gliomen nachgewiesen,
die als Folge der unter Abschnitt 1.9 beschriebenen immune escape-Mechanismen
des Tumors interpretiert werden und somit eine effektive Immunantwort gegen die
Tumorzellen hemmen kdnnen. Bereits in frihen Arbeiten wurden in Form von
reduzierter Reaktivitat gegen bakterielle Recall-Antigene im DTH-Hauttest, Nachweis
einer Lymphopenie und Nachweis einer verminderten Stimulierbarkeit von
Effektorzellen deutliche Hinweise auf eine Beeintrachtigung der systemischen
Immunitat bei Patienten mit malignen Gliomen publiziert (Brooks et al., 1977;
Mahaley et al., 1977; Roszman et al., 1980). In der Folge konnten die zugrunde
liegenden Mechanismen genauer beschrieben werden. So werden zum Beispiel fur
die Lymphopenie bei Gliompatienten (Dix et al., 1999) sowohl eine vermehrte
Apoptose von T-Zellen (Morford et al., 1999) als auch eine verminderte Produktion im
Thymus (Prins et al., 2003) und fir die Neutrophilie das von Gliomzellen produzierte
G-CSF (Hintzen et al., 2000) verantwortlich gemacht; beide Befunde wurden auch im
Rahmen dieser Dissertation beobachtet. Wahrend die B-Lymphozyten und
Monozyten sowie die Frequenz der CD4+ T-Lymphozyten in der von uns
untersuchten ersten postoperativen Woche bereits eine Normalisierungstendenz
aufwiesen, bestanden die Neutrophilie und die absolute T-Lymphopenie unverandert
fort. Auch bei sporadisch entnommenen Blutproben von einigen GBM-Patienten
mehrere Wochen nach Operation war eine Normalisierung insbesondere der T-
Lymphopenie nicht nachweisbar (Daten nicht gezeigt), so dass von einem direkten
Einfluss der Reduktion der Tumormasse auf dieses Zellkompartiment nicht
ausgegangen werden kann. Moglicherweise kommt es mit langerer Latenz nach
Zytoreduktion zu einer Erholung der reduzierten T-Lymphozyten-Population.
Allerdings erhalten die meisten Patienten mit GBM entsprechend dem in Abbildung 9
wiedergegebenen Therapieschema mit durchschnittlich vierwochigem Abstand zur
Operation eine Strahlentherapie in Kombination mit dem Chemotherapeutikum
Temozolomid und im Anschlu®, nach erneuter vierwochiger Pausierung,
intermittierende Chemotherapiezyklen mit Temozolomid. Sowohl die Bestrahlung als
auch die Chemotherapie verursachen bei vielen Patienten eine Leukopenie

beziehungsweise Lymphopenie (Su et al., 2004; Stupp et al., 2005; Brandes at al.,
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2006; Wick et al., 2007; Pouratian at al., 2007), so dass eine genaue atiologische
Zuordnung von immunologischen Messungen in diesem Zeitraum nicht mehr moglich
ist und damit Einflisse der Operation nicht mehr nachvollzogen werden kénnen.
Patienten mit GBM muissen daher in Zusammenschau unserer Ergebnisse und der
publizierten Daten als ein Kollektiv mit multifaktorieller T-Lymphopenie betrachtet
werden.

Neben diesen quantitativen Veranderungen der Immunzellen wurden verschiedene
intrinsische Defekte der Funktion von T-Zellen und Monozyten beschrieben, die
durch von den Gliomzellen sezernierte Mediatoren induziert werden (Dix et al., 1999;
Zhou et al. 1999). Diese funktionellen Defekte scheinen jedoch durch Resektion der
Tumormasse reversibel zu sein, denn Rapp et al. konnten 2006 zwar ebenfalls
quantitative Veranderungen des Immunstatus bei postoperativen Gliompatienten mit
einem mittleren Resttumorvolumen von 1,9 ml nachweisen, die Reaktivitat der
Effektorzellen bei in vitro Analyse im Phytohamagglutinin-Stimulationstest war aber
nicht eingeschrankt im Vergleich zu gesunden Kontrollen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Untersuchung des Immunstatus
von GBM-Patienten in der perioperativen Phase als Hauptbefunde eine signifikante
T-Lymphopenie und Neutrophilie ergab, die auch nach neurochirurgischer
Tumorresektion fortbestanden. Die Veranderungen von CD4+ T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten und CD14+ Monozyten liellen bereits in der ersten Woche nach
Zytoreduktion eine Tendenz zur Normalisierung erkennen. Die Frage nach der
klinischen Relevanz der festgestellten T-Lymphopenie fir eine Immuntherapie mit
DC ist schwierig zu beantworten. Eine Option zur naherungsweisen Einschatzung
der Immunkompetenz von GBM-Patienten beziehungsweise leuko-/lymphopenen
Patienten im Allgemeinen ist die Betrachtung von charakteristischen Infektionen in
solchen Kollektiven. Su et al. definierten 2004 in einer Therapiestudie des malignen
Melanoms mit Temozolomid eine Lymphopenie als eine Gesamtlymphozytenzahl
<800 Zellen/ul und beobachteten bei 53 lymphopenen Patienten zwei Falle von
Pneumocystis  carinii  (PCP)-Pneumonie, also per definitionem  einer
opportunistischen Infektion, sowie bei 21 Patienten Infektionen, die auf eine
lymphozytare Dysfunktion hindeuten, wie zum Beispiel Infektionen mit Herpesviren.
Diese Beobachtungen legen eine eingeschrankte Funktion des Immunsystems bei
Lymphopenien <800 Zellen/ul nahe, denn bei gesunden Probanden sind

insbesondere PCP-Infektionen extrem selten. Des Weiteren gilt bei Patienten mit
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HIV-Infektion (human immunodeficiency virus) eine CD4+ Zellzahl <200/l als
,Gefahrenbereich®, in dem mit einer schweren Immunsuppression und daher mit
vermehrten Infektionen gerechnet werden muss (Khonkarlya et al.,, 2004).
Interessanterweise gehdéren mit dem Kaposi-Sarkom, einigen Lymphom-Entitaten
und dem invasiven Zervixkarzinom auch Neoplasien zu den so genannten AIDS-
definierenden Erkrankungen (acquired immunodeficiency syndrome), da ihre
Inzidenz bei schwerer anhaltender Lymphopenie stark ansteigt. Ubertrédgt man die
beiden genannten Grenzwerte aus anderen Bereichen der Medizin auf unsere
Befunde bei GBM-Patienten, so wird deutlich, dass die Regionen einer schweren
klinisch relevanten Immunsuppression bei der von uns bestimmten mittleren
Gesamtlymphozytenzahl von 1040/ul und mittleren CD4+-Zellzahl von 350/ul nicht
erreicht werden. Eine Beeintrachtigung des Immunsystems, insbesondere der
Lymphozyten, ist demnach bei den untersuchten GBM-Patienten nicht anzunehmen,
wenn man zum Einen die funktionellen Untersuchungen von Rapp et al. und zum
Anderen die anhand von opportunistischen Infektionen und Tumoren validierten
quantitativen Grenzen als Marker einer Immunkompetenz heranzieht. Im
Umkehrschluss lassen die Ergebnisse von Su et al. aber befirchten, dass nach
Therapie mit Temozolomid bei einigen Patienten eine schwere Immunsuppression
auftreten kann, die dann sehr wohl die Erfolgsaussichten einer Immuntherapie
minimieren konnte.

Die diskutierte Literatur und die erhobenen Messbefunde sprechen zwar insgesamt
nicht gegen die Immunkompetenz der untersuchten GBM-Patienten und stellen damit
keine Hindernisse flr eine Immuntherapie dar, unterstreichen aber die Bedeutung
der individuellen Erhebung des Immunstatus an mehreren Zeitpunkten bei
potentiellen Kandidaten fir eine Immuntherapie. Dies gestattet die individuelle
Einschatzung der Immunkompetenz, denn die immunologischen Veranderungen
kénnen in einzelnen Fallen sehr variable Verlaufe nehmen. Zudem handelt es sich
um ein Patientengut, welches in kurzer Zeit sowohl den Einflissen operativer,
chemotherapeutischer als auch strahlentherapeutischer TherapiemalRnahmen
ausgesetzt ist und aufgrund der Hirntumorerkrankung bereits per se immunologische
Stérungen aufweisen kann. Da aber ein funktionierendes Immunsystem
unabdingbare Vorraussetzung einer aktiven Immuntherapie mit DC ist, sollte eine
individuelle Betrachtung der Immunkompetenz des Patienten durch quantitative und

qualitative immunologische Untersuchungen erfolgen.
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4.2 Immunstatus von Vakzinierungspatienten und Nebenwirkungen der

Immuntherapie

Die Erhebung des Immunstatus bei Vakzinierungspatienten als Teil des
Immunmonitorings zielte auf den labordiagnostischen Ausschluss von immun-
therapieassoziierten Nebenwirkungen im Sinne von Hamatotoxizitat oder schweren
inflammatorischen Zustanden ab. Die Auswertung des allgemeinen Immunstatus
aller vier vakzinierten Patienten zeigte zwar teilweise die unter 4.1 beschriebenen
,gliomtypischen“ Veranderungen, ergab aber dariber hinaus keine signifikanten
Veranderungen unter der Immuntherapie. Insbesondere lieRen sich keine
hamatotoxischen Nebenwirkungen erkennen, uber die bei immuntherapierten
Gliompatienten 2004 von Rutkowski et al. und Kikuchi et al. sowie 2008 von De
Vleeschouwer et al. meist im Sinne von Grad Il Hamatotoxizitdt nach CTCAE-
Klassifikation berichtet worden war. Insbesondere wurden von uns keine schweren
akuten Zytopenien oder Hinweise auf progrediente inflammatorische Aktivitat, wie
z.B. eine massive Neutrophilie oder Lymphozytose, registriert. Auch eine
Manifestation von Autoimmunphanomen trat im Beobachtungszeitraum nicht auf.

Bei der klinischen Verlaufsbeobachtung der vier Vakzinierungspatienten bestatigte
sich die in zahlreichen Untersuchungen erwiesene Sicherheit der Immuntherapie mit
DC. Die haufigste von uns beobachtete Nebenwirkung der Immuntherapie war das
selbstlimitierende, lokale Erythem an der Injektionsstelle der Vakzine, das bereits
zuvor in einigen Arbeiten als harmlose Erscheinung erwahnt worden ist (Tabelle 3).
Eine lokale oder generalisierte Lymphadenopathie sowie virusgrippeahnliche
Krankheitsbilder konnten wir hingegen nicht feststellen.

Die einzige im Beobachtungszeitraum registrierte schwere Komplikation war eine
nach drei verabreichten Vakzinen am vierten Tag nach der letzten Vakzinierung
aufgetretene tiefe Venenthrombose (TVT) mit konsekutiver Lungenembolie.
Thromboembolische Komplikationen treten bei Patienten mit Malignomen mit
erhohter Inzidenz auf, da bei diesen ein prothrombotischer Zustand des
Gerinnungssystems mit vermutlich multifaktorieller Genese vorliegt (De Cicco, 2004).
In einer prospektiven Studie ergab sich flr Patienten mit malignen Gliomen, die eine
Nachbehandlung mit Strahlen- und Chemotherapie erhielten, ein Risiko von 20,8%
fur eine TVT nach 12 Monaten. 20 Patienten entwickelten eine TVT, mit der hochsten

Inzidenz in den ersten 7 Monaten nach der Operation. In 4 Fallen trat eine
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Lungenembolie auf. Unser Patient gehért demnach aufgrund seiner
Grunderkrankung einer Hochrisikogruppe an und die beobachtete TVT mit
Lungenembolie trat im Zeitraum der grofdten Gefahrdung flr derartige
Komplikationen auf. Die Komplikation sollte daher, wie auch die beobachteten
neurologischen Symptome, am ehesten der Grunderkrankung zugeschrieben und
nicht als Nebenwirkung der Immuntherapie interpretiert werden.

Die Daten aus der Erhebung des Immunstatus und der klinischen Beobachtung der
Vakzinierungspatienten belegen, dass die Immuntherapie ohne schwere

Nebenwirkungen bei Patienten mit GBM durchgeflihrt werden kann.

4.3 Verhalten von Tregs wahrend der Immuntherapie

In der durchflusszytometrischen Analyse der CD4+ CD25+ T-Lymphozyten sowie der
CD4+ CD25+ FoxP3+ Tregs zeigten sich bei allen vier Vakzinierungspatienten
Anstiege der Frequenzen der CD4+ CD25+ T-Zellen im Verlauf der Immuntherapie.
Die Frequenz der Subpopulation der CD4+ CD25+ FoxP3+ Tregs wies keine
Veranderungen auf, die Absolutzahl der FoxP3+ Tregs stieg aber aufgrund der
Zunahme der CD4+ CD25+ Gesamtpopulation entsprechend an. Beim Menschen
exprimieren laut Clarke et al. (2006) >95% der CD4+ CD25+ T-Zellen den
Transkriptionsfaktor FoxP3; in unseren Untersuchungen lag diese Frequenz bei
>80%. Aufgrund des sehr hohen Anteils von FoxP3+ Tregs werden von vielen
Autoren die CD4+ CD25+ T-Zellen den Tregs gleichgesetzt (Wada et al., 2008). Die
von uns erhobenen Ergebnisse mussen daher als durch die Immuntherapie
induzierter Anstieg der Tregs interpretiert werden; unabhangig davon, ob Tregs
allgemein als CD4+ CD25+ T-Zellen oder speziell als FoxP3+ Subpopulation definiert
werden.

Die zunehmende Bedeutung der Tregs in der Tumorimmunologie und Immuntherapie
von Tumoren beruht auf der Erkenntnis, dass sie neben ihrer wichtigen Rolle bei der
Verhinderung von Autoreaktivitdt (Sakaguchi et al., 1995) auch einen potenten
Einfluss auf physiologische Anti-Tumor-Immunreaktivitdt sowie iatrogen erzeugte
Immunreaktionen ausltben. In Bezug auf Hirntumore konnte im Tiermodell
beobachtet werden, dass im Rahmen der Tumorprogression eine Akkumulation von
Tregs im Tumorgewebe erfolgt, deren suppressiver Phanotyp nach Isolation

nachgewiesen werden konnte (Grauer et al., 2007). Aufbauend auf diesen Befunden
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wurde die funktionelle Bedeutung der tumorassoziierten Tregs untersucht, wobei sich
zeigte, dass die naturliche Immunitat und auch der Effekt einer Immuntherapie gegen
Tumore, die in Anwesenheit der Tregs einer Kontrolle durch das Immunsystem
entgehen konnten, durch Depletion von CD4+ CD25+ T-Zellen verstarkt werden
konnen. In experimentellen Studien gelang diese Depletion unter anderem durch
monoklonale anti-CD25-Antikérper (EI Andaloussi et al., 2006) oder durch
spezifische Immuntherapie gegen das intrazellulare ,Autoantigen FoxP3 mittels
FoxP3 mRNA transfektierter DC (Nair et al., 2007), wodurch bei den Versuchstieren
eine Regression des Tumors erreicht werden konnte. In einer klinischen Studie
konnten bei Patienten mit metastasierten malignen Melanomen nach transienter
CD4+ und CD8+ T-Zell-Depletion in der Phase der Immunrekonstitution spezifische
zytotoxische T-Zellen gegen TAA nachgewiesen und eine Regression der
Metastasen beobachtet werden (Rasku et al., 2008). Die Depletion erfolgte hier mit
einem rekombinanten Interleukin 2/Diphtherie-Toxin-Konjugat.

Zahlreiche Untersuchungen demonstrierten die Amplifikation von Tregs bei Patienten
mit Osophagus-, Magen-, Kolon- und Ovarialkarzinomen sowie anderen epithelialen
Tumorentitaten sowohl im peripheren Blut als auch innerhalb der TIL sowie die
Fahigkeit dieser Zellen, eine Immunantwort gegen TAA zu hemmen (Wolf et al.,
2003; Ichihara et al., 2003; Curiel et al., 2004; Kono et al., 2005; Clarke et al.; 2006).
Die Spezifitat von Tregs fur TAA konnte beim malignen Melanom fiir das cancer-
testis-Antigen LAGE1 (Wang et al., 2004) und beim Kolonkarzinom fur den EGF-
Rezeptor Her2/Neu (Clarke et al., 2006) sowie fur das onko-fetale Antigen 5T4
(Clarke et al., 2006) nachgewiesen werden. Fiir Osophagus- und Magenkarzinome
wurde ein positiver Zusammenhang zwischen Stadium der Tumorerkrankung und
Frequenz der Tregs festgestellt (Kono et al., 2005). Bei diesen Tumoren, wie auch
beim Ovarialkarzinom, korreliert eine Zunahme der Treg-Population mit einer
schlechteren Prognose (Curiel et al., 2004). Auch beim GBM gelang der Nachweis
einer Amplifikation von Tregs in TIL (tumor infiltrating leukocytes) und Blut, wobei
sich letztere als im Vergleich zu gesunden Probanden dreifach erhéhter Anteil der
Tregs an einer insgesamt lymphopenen CD4+ Population darstellte (EI Andaloussi
und Lesniak, 2006; Grauer et al., 2007; Fecci et al., 2006). Die Zusammenschau der
beschriebenen Daten ergibt somit einen quantitativen Zusammenhang zwischen
Tregs und bestimmten Tumorerkrankungen sowie einen qualitativen Nachweis des

hemmenden Einflusses dieser Zellen auf die spontane und immuntherapeutisch
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induzierte Anti-Tumor-Immunitat. Auf Basis dieser grundlegenden Erkenntnisse wird
die Wertigkeit von lymphoablativer Chemotherapie und weiterer, weniger radikaler
Ansatze einer Treg-Depletion beim Menschen zur Konditionierung vor einer
Immuntherapie untersucht (Lizee et al., 2006). Das beim GBM indizierte
Chemotherapeutikum Temozolomid bewirkt in der Mehrzahl der Therapiestudien bei
einem Teil der Patienten eine zumeist transiente Lymphopenie als hamatotoxische
Nebenwirkung (Stupp et al., 2005; Brandes at al., 2006; Wick et al., 2007; Pouratian
at al., 2007). In einer Arbeit wird bei mehr als der Halfte der behandelten Patienten
uber eine Lymphopenie berichtet, die insbesondere das CD4+ Kompartiment betrifft,
zu dem auch die Tregs zahlen (Su et al., 2004). Durch ihren Einfluss auf das T-Zell-
System koénnte eine vorhergehende Chemotherapie somit synergistisch mit einer
Immuntherapie wirken (DeVleeschouwer et al., 2006).

Letztendlich ist jedoch auch zu beachten, dass Zhou et al. 2006 darauf hin wiesen,
dass im Tiermodell eine Amplifikation von Tregs als kontraproduktive Folge einer
Immuntherapie mdglich ist. Nach Hamagglutinin (HA)-spezifischer Vakzinierung
konnte in Mausen, welche ein HA-exprimierendes B-Zell-Lymphom trugen, eine
Amplifikation von HA-spezifischen CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden, welche
suppressorische Aktivitat und einen FoxP3+ Treg-Phanotyp aufwiesen. Berntsen et
al. publizierten 2008 Ergebnisse einer Studie zur DC-Vakzinierung in Kombination
mit low dose IL-2-Gabe bei Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinomen. Bei
den behandelten Patienten kam es nach Verabreichung der vierten Vakzinierung zu
einem mehr als siebenfachen Anstieg der Frequenz von FoxP3+ Tregs im Vergleich
zum Ausgangwert. In einer anderen Arbeit berichten Wada et al. 2008 von 22
Patienten mit fortgeschrittenen Karzinomen, die eine Immuntherapie mit DC
erhielten. Patienten mit niedriger CD4+ CD25+ Frequenz vor Beginn der
Immuntherapie wiesen eine langere Uberlebenszeit auf als Patienten mit hohen
Frequenzen. Die Immuntherapie bewirkte einen hier leichten Abfall der CD4+ CD25+
Frequenz, der allerdings nicht statistisch signifikant war. Beide Autoren kommen zu
dem Schluss, dass die Tregs gerade bei der Immuntherapie von Tumorpatienten
bedeutsam sind. Berntsen et al. interpretieren ihre Daten als Argument fir die
mogliche Kombination der Immuntherapie mit einer Depletion von regulatorischen T-
Zellen, die eine Expansion dieser Zellen verhindern konnte. Wada et al. sehen die
Tregs insbesondere als Parameter fur das zu erwartende Ansprechen von

Immuntherapie sowie flr das Gesamtuberleben des Patienten.



Diskussion 73

Unsere Ergebnisse zeigen, ahnlich wie die Arbeit von Berntsen et al., dass unter der
Immuntherapie mit DC eine Zunahme der Frequenz von Tregs auftrat. Allerdings
entsprach der von uns registrierte Anstieg nur einer ungefahren Verdreifachung des
Ausgangwertes und war daher geringer ausgepragt als bei Berntsen et al. Die CD4+
CD25+ Frequenz bei unseren Patienten betrug vor Immuntherapie 1,05+0,39% und
nach vier Vakzinierungen 3,08+0,45. In der neueren Literatur wird die von uns
praktizierte phanotypische Bestimmung der Tregs als CD4+ CD25hi FoxP3+
bevorzugt; Clarke et al. (2006) ermittelten auf diesem Weg bei gesunden Probanden
eine Frequenz von 0,46% und bei Kolonkarzinom-Patienten eine Frequenz von
1,13%, Wada et al. (2008) definierten >4,99 % als eine hohe, mit schlechterer
Prognose korrelierende Treg-Zahl bei Karzinom-Patienten. Die Einordnung unserer
Ergebnisse in die publizierten Daten ergibt somit keine per se erhdhte Treg-Frequenz
bei GBM-Patienten, zeigt aber einen deutlichen Anstieg der Tregs unter der
Immuntherapie, wobei der prognostisch ungunstige Bereich nicht erreicht zu werden
scheint. Letztendlich vermittelt diese Einordnung aber nur eine ungefahre
Einschatzung der Verhaltnisse, so dass die Notwendigkeit groRerer Studien zur
Untersuchung der Tregs im Kontext einer Immuntherapie bei GBM-Patienten
unterstrichen wird. Insbesondere die klinische Bedeutung einer Expansion von Tregs
unter Immuntherapie kann derzeit noch nicht sicher beurteilt werden, unsere
Ergebnisse sollten aber Anlass sein, die Erfassung der Tregs in das

Therapiemonitoring zukUnftiger Studien bei Vakzinierungspatienten zu integrieren.

4.4 Verhalten von zytotoxischen Effektorzellen wahrend der Inmuntherapie

Wahrend die Tregs im Kontext einer Immuntherapie als kontraproduktiver Parameter
gelten, dient die durchflusszytometrische Erfassung des Zytotoxizitatsmarkers
CD107a auf Effektorzellen einer Quantifizierung der gewinschten zytotoxischen
Therapieantwort. Dieser Marker gehort zur Gruppe der LAMP (lysosomal associated
membrane glycoproteins) und gelangt bei Degranulation von zytotoxischen Zellen,
insbesondere CD8+ T-Lymphozyten, an die Zelloberflache und kann damit als
Marker der aktiven Zytotoxizitat dienen (Betts et al., 2003). Unsere Daten belegen bei
zwei Vakzinierungspatienten einen deutlichen Anstieg der CD107a-Expression nach
zwei bzw. drei verabreichten Vakzinen mit mehr als verdoppelter Ausgangsfrequenz.

Wahrend diese signifikante Steigerung der Degranulation zytotoxischer
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Effektorzellen im gesamten Zeitraum der Immuntherapie erhalten blieb, konnte bei
Patient C in einer 26 Tage nach Gabe der letzten Vakzine enthommenen PBMC-
Probe ein Abfall der CD107a+ Frequenz auf den Ausgangswert detektiert werden.
Diese Dynamik der CD107a-Expression zeigte sich auch in einer 2007 publizierten
Studie von Anderson et al.,, in der im Mausmodell ein adoptiver Transfer
Prostatakarzinom-TAA-spezifischer CD8+ T-Zellen mit einer nachfolgenden DC-
Vakzinierung kombiniert wurde. Adoptiver Transfer ohne DC-Gabe fihrte zum
Nachweis einer Toleranzinduktion gegenuber TAA, wahrend bei Kombination mit DC-
Gabe fir einen Zeitraum von bis zu zwei Wochen der Nachweis einer gesteigerten
CD107a-Expression gelang. Dieser Parameter einer aktiven zytotoxischen Reaktion
korreliert mit einer Regression des Tumors. Nach Absinken der CD107a-Expression
kam es interessanterweise zu einer erneuten Zunahme des Tumorvolumens.
Untersuchungen bei Tumorpatienten belegen ebenfalls die Eignung der
durchflusszytometrischen Erfassung von CD107a als Parameter einer zytotoxischen
Antwort auf eine Immuntherapie (Rubio et al., 2003).

Die im Rahmen dieser Dissertation bei zwei mit tumorantigenbeladenen DC
vakzinierten GBM-Patienten gezeigte transiente Steigerung der Degranulation weist
auf die Fahigkeit der Immuntherapie hin, zytotoxische Effektorzellen effizient zu
aktivieren. Die Ruckkehr der CD107a-Expression zum Ausgangsniveau innerhalb
von 26 Tagen nach Vakzinierung kénnte auf eine therapieinduzierte Abnahme der
residuellen Tumorantigenmasse oder aber auf eine Toleranzinduktion in den
aktivierten Effektorzellen hindeuten. Insbesondere die klinische Relevanz von
CD107a als Surrogatmarker fir die Effektivitat einer Immuntherapie sollte zukunftig

Gegenstand groRerer Studien sein.

4.5 Induktion tumorspezifischer Inmunantworten durch die Immuntherapie

Um immunologische, in vivo erzeugte Effekte einer Immuntherapie des GBM
nachzuweisen, wurden umfangreiche Untersuchungen an vier Vakzinierungs-
patienten durchgefihrt. Zum Nachweis einer tumorspezifischen Immunantwort
wurden PBMC aus venodsen Blutproben, welche vor, wahrend und nach der
Immuntherapie entnommen wurden, gewonnen und mit autologen DC stimuliert. Um
die Tumorspezifitat der Immunantwort darzustellen, wurden sowohl unbeladene DC

als auch tumorantigenbeladene DC eingesetzt. Als Parameter der Immunantwort
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wurden die Proliferationskapazitat der stimulierten PBMC, gemessen im BrdU-
ELISA-Test, und die Synthese des TH1-Zytokins IFN y, gemessen im IFNy -
ELISPOT-Test, herangezogen.

Der BrdU-ELISA-Test zeigte bei zwei Patienten, dass in der Endphase der
Immuntherapie enthommene PBMC eine erhéhte Proliferationskapazitat im Vergleich
zum Ausgangswert aufweisen. Bei Patient D liel3 sich nach zwei Vakzinierungen ein
signifikanter ~ Anstieg der Proliferationsantwort bei Stimulation mit
tumorantigenbeladenen DC im Vergleich zum Ausgangswert vor Immuntherapie
erfassen, der durch unbeladene DC nicht auslosbar war und somit als
tumorspezifische Antwort betrachtet werden kann. Die erhdhte Proliferationsaktivitat
blieb an allen folgenden Messzeitpunkten im Sinne eines Plateaus konstant und
wurde durch die beiden weiteren von unseren Monitoring erfassten Vakzinierungen
nicht mehr beeinflusst. Bei Patient C beobachteten wir einen kontinuierlichen Anstieg
der Proliferationsantwort im BrdU-ELISA-Test mit zunehmender Zahl der applizierten
Vakzinierungen. Hier betraf die Steigerung der proliferativen Kapazitat sowohl die mit
unbeladenen als auch die mit tumorantigenbeladenen DC stimulierten Effektorzellen,
so dass die Ergebnisse als Hinweis auf eine durch die Immuntherapie global erhdhte
Proliferationskapazitat der PBMC des Patienten interpretiert werden kénnen. Das
Monitoring mittels des BrdU-ELISA-Tests erlaubte also den Nachweis einer
immunologischen Auswirkung der Immuntherapie im Sinne einer Steigerung der
Proliferationskapazitat von PBMC bei zwei Patienten. Methodisch ist anzumerken,
dass sich bei allen vier mit dem BrdU-ELISA-Test untersuchten
Vakzinierungspatienten ein verwertbares Niveau des photometrisch gemessenen
BrdU-Einbaus in die proliferierenden Zellen erst beim Restimulationsversuch, das
heit nach einer Expansionsphase mit Interleukin 2 und erneuter Stimulation mit
autologen DC, zeigte. Bei drei Patienten blieb das Niveau der Messwerte dennoch
relativ gering. Unter den kolorimetrischen Tests zur Messung der Zellproliferation
wird dem BrdU-ELISA-Test die groRte Sensitivitat bei der Erfassung insbesondere
sehr geringer Unterschiede in der Proliferation von T-Zellen zugeschrieben (Maghni
et al.,, 1999). Bei Untersuchungen von antigenspezifischen Immunantworten im
Rahmen von Immuntherapie-Studien wird jedoch zunehmend die ELISPOT-Methode
bevorzugt, da sie eine Einzelzellanalyse ermdglicht und eine sehr hohe
Empfindlichkeit aufweist, die die Erfassung einer Zytokinsynthese durch 1 unter
100.000 bis 300.000 Zellen erlaubt. Schultes und Whiteside berichteten 2003, dass
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im Rahmen einer Immuntherapiestudie mit einem monoklonalen Antikorper gegen
ein Ovarialkarzinom-TAA der Nachweis antigenspezifischer Effektorzellen mittels IFN
y-ELISPOT gelang, wahrend ein konventioneller kolorimetrischer
Proliferationsnachweis keine Ergebnisse lieferte. Zahlreiche Autoren etablierten
bisher IFNy -ELISPOT-Tests flir das immunologische Monitoring bei
Immuntherapiestudien (Tabelle 3).

Wir haben daher neben dem BrdU-ELISA-Test auch die Zytokin-Synthese von T-
Zellen nach Stimulation mit unbeladenen sowie tumorantigenbeladenen DC durch
einen IFNy -ELISPOT-Test erfasst. Hierbei gelang der Nachweis einer
tumorspezifischen, das heil3t nur durch tumorantigenbeladene DC induzierbaren,
Reaktivitat der PBMC in der Endphase der Immuntherapie bei zwei Patienten. Bei
Patient C war nach vier verabreichten Vakzinen ein steiler Anstieg der durch
tumorspezifische Stimulation ausgeldsten IFN y-Antwort detektierbar, der sich auch
im Anschluss an die abgeschlossene Immuntherapie noch nachvollziehen lie3. Die
unspezifische Stimulation mit unbeladenen DC erbrachte hingegen stets konstante
Messwerte. Diese Befunde kénnen als anhaltende, durch die Immuntherapie mit DC
in vivo induzierte, tumorspezifische Immunreaktivitat interpretiert werden. Ebenso
ergab sich bei Patient D in den IFN y-ELISPOT-Analysen bei tumorspezifischer
Stimulation der PBMC eine Zunahme der IFN y-Synthese ab Gabe der zweiten
Vakzine. Diese gesteigerte IFN y-Antwort mit zunehmender Anzahl der applizierten
Vakzinierungen war zu frihen Zeitpunkten tendenziell auch durch unbeladene DC
induzierbar, die Kurven trennten sich aber nach der dritten Vakzinierung zu Gunsten
der tumorspezifischen Stimulation, so dass man auch bei diesem Patienten von in
vivo induzierter, tumorspezifischer Immunreaktivitat ausgehen kann.

Wahrend die ELISPOT-Analysen bei Patient B keine Veranderungen der Reaktivitat
zeigten, fiel bei den PBMC von Patient A ein zu allen Zeitpunkten, inklusive der
Probe vor Beginn der Immuntherapie, eine erhohte IFN y-Synthese bei
tumorspezifischer Stimulation auf. Interessanterweise war auch die IFN y-Antwort bei
unspezifischer Stimulation auf relativ hohem Niveau messbar, jedoch um etwa ein
Drittel geringer als bei Anwesenheit von tumorantigenbeladenen DC. Als Erklarung
fur die erste Beobachtung Ilasst sich eine endogene tumorspezifische
Immunreaktivitat heranziehen, die naturgemal bereits vor Immuntherapie bestand.
Warum allerdings auch unbeladene DC eine IFN y-Antwort auf erhéhtem Niveau

induzieren, mag weniger klar erscheinen. Uber eine solche unspezifische
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Effektorzellaktivierung durch unbeladene, reife DC wurde 2002 bereits von
Bachleitner-Hofmann et al. berichtet. Bei einer in vitro-Studie zur Herstellung von
Tumorlysat-beladenen DC fir die potentielle Immuntherapie von medullaren
Schilddrisenkarzinomen wurde beobachtet, dass neben tumorbeladenen DC auch
unbeladene, reife DC eine zytotoxische T-Zell-Antwort gegen autologe Tumorzellen
induzieren konnten. Die Autoren erklarten dies mit dem potenten stimulatorischen
Einfluss reifer, wenn auch unbeladener, DC auf T-Zellen im Sinne einer
unspezifischen Aktivierung und vermuteten bei ihrem Patienten einen bereits
spontan erhdhten Aktivierungsgrad der Effektorzellen.

Endogene Immunreaktivitit gegen Gliomantigene bei nicht-immuntherapierten
Patienten, wie im Falle unseres Patienten A, konnte bereits zuvor 2005 von Tang et
al. und 2007 von Ueda et al. 2007 durch IFN y-ELISPOT-Analysen,
Durchflusszytometrie und Stimulation mit DC nachgewiesen werden. Ahnliche
Befunde wurden auch bei Patienten mit malignen Melanomen (Yamshchikov et al.,
2001) erhoben. Allerdings ist die tatsachliche klinische Relevanz dieser endogenen
Immunantworten gegen Tumorantigene unklar. Bei der von Ueda et al. untersuchten
Patientin wurde die Erstdiagnose eines anaplastischen Astrozytoms vor mehr als 12
Jahren durch Biopsie gestellt und nach Radiotherapie und
Kombinationschemotherapie bis zum Zeitpunkt der Publikation kein Rezidivtumor
beobachtet. Es handelt sich somit um eine Patientin mit auRergewohnlich langer
Uberlebenszeit, weshalb Ueda et al. vermuteten, dass die Uberlebenszeit der
meisten Gliompatienten zu kurz fir die Entstehung einer spontanen Immunantwort
sein konnte. Diese These wurde durch die Ergebnisse von Tang et al. und Wheeler
et al. zumindest in Frage gestellt. Beide konnten bei GBM-Patienten, die
uberwiegend  erstdiagnostiziert ~worden  waren  beziehungsweise  kurze
Krankheitsverlaufe aufwiesen, endogene tumorspezifische Immunreaktivitat mittels
IFN y-ELISPOT zeigen, wie es uns bei Patient A ebenfalls gelungen ist. Wahrend die
klinische Bedeutung dieser Befunde nach wie vor unklar bleibt, konnten Wheeler et
al. hingegen eine Konsequenz fir die Immuntherapie herausstellen. In dieser Studie
war bei sieben Patienten bereits vor Durchfihrung der Immuntherapie eine
signifikant erhdhte IFN y-Antwort bei tumorspezifischer Stimulation nachweisbar. Bei
diesen Patienten fand sich eine negative Korrelation zwischen endogener

Immunantwort und Effekt der Vakzinierung, das heil3t sie wiesen eine proportional
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geringere Zunahme der IFN y-Antwort unter Immuntherapie auf im Vergleich zu
Patienten ohne endogene Reaktivitat.

Der Hauptbefund unserer IFN y-ELISPOT- und BrdU-Analysen ist aber der Nachweis
einer durch die Immuntherapie mit DC in vivo induzierten, tumorspezifischen
Immunreaktivitdt bei den Patienten C und D. Der Grund fur die Relevanz dieser
Ergebnisse ist eine 2008 von Wheeler et al. publizierte Phase II-Studie, in welcher 32
GBM-Patienten eine Immuntherapie mit Tumorlysat-beladenen DC erhielten. Das
Immunmonitoring wurde mit DTH-Hauttestungen (delayed type hypersensitivity) und
einem Stimulationstest realisiert, bei dem PBMC vor und nach Vakzinierung
gewonnen und mit autologen tumorantigenbeladenen DC restimuliert wurden. Die
Zytokinantwort der Effektorzellen wurde anhand einer gPCR flr IFN y -Transkripte
quantifiziert. 17 von 34 Studienpatienten wiesen nach drei verabreichten
Vakzinierungen eine signifikante IFN y-Antwort auf, die vor der Immuntherapie nicht
nachweisbar war. Die als Immuntherapie-Responder definierten Patienten wiesen ein
Gesamtliberleben von 642 + 61 Tagen auf, welches signifikant langer war als das der
Non-Responder (430 + 50 Tage). Auch das progressionsfreie Uberleben war bei den
Immuntherapie-Respondern mit 308 + 55 Tagen signifikant langer als bei Non-
Respondern (167 = 22 Tage). Eine tumorspezifische, durch die Vakzinierung
induzierte Immunreaktivitat war demnach mit einem Zugewinn von 7
beziehungsweise 4,5 Monaten assoziiert. Weiterhin liel3 sich aus der Phase |I-Studie
ableiten, dass Immuntherapie-Responder (besonders solche mit sehr hoher IFN y-
Antwort nach Vakzinierung) ein verlangertes progressionsfreies Uberleben und
Gesamtliberleben bei Kombination der Immuntherapie mit einer nachfolgenden
Chemotherapie aufwiesen. Uber diese Chemosensibilisierung von malignen Gliomen
nach einer Immuntherapie wurde bereits zuvor berichtet (Wheeler et al., 2004); in
dem von uns bevorzugten Therapiekonzept wurde die Immuntherapie daher zeitlich
vor der intermittierenden Chemotherapie mit Temozolomid eingeordnet (Abbildung
9).

Die von uns untersuchten Vakzinierungspatienten B und C wiesen in Anbetracht der
schlechten Prognose des GBM erfreuliche Verlaufe auf. Patient B erlebte nach
Immuntherapie ein progressionsfreies Intervall von 16 Monaten und bei Patient C
bestand bis zum Zeitpunkt dieser Datenerfassung eine Uberlebenszeit von 19
Monaten bei stabiler, minimaler, residualer Tumormasse. Jedoch ist zu beachten,

dass beide Patienten im Anschlu} an die Immuntherapie eine Chemotherapie mit
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Temozolomid erhielten und bei beiden Patienten eine MGMT-Promotor-Methylierung
nachweisbar war. Die flr diese Subgruppe der Patienten nach derzeitiger
Studienlage zu erwartende mediane Uberlebenszeit betragt 21,7 Monate (Hegi et al.,
2005) und ist somit deutlich l&anger als die fur die Gesamtgruppe der GBM-Patienten
dokumentierte mediane Uberlebenszeit von 14,6 Monaten (Stupp et al., 2005).
Die vorliegende Arbeit kann aufgrund der sehr geringen Patientenzahl zwar keine
valide Aussage zur klinischen Bedeutung der Immuntherapie machen, jedoch ist der
Nachweis eines immunologischen Effektes von groller Bedeutung. Die von
zahlreichen Autoren mit verschiedenen Methoden gezeigte Induktion einer
tumorspezifischen Immunantwort durch Immuntherapie mit DC bei Patienten mit
malignen Gliomen (Tabelle 3) konnte auch bei unseren Patienten C und D
dargestellt werden.
Das von uns verwendete Immunmonitoring basierte auf regelmafligen PBMC-
Probenentnahmen wahrend der Immuntherapie, welche mit Durchflusszytometrie
sowie in vitro-Stimulationsversuchen analysiert wurden. Aus den gewonnen Daten
konnte in Zusammenschau mit den klinischen Beobachtungen zusammenfassend
abgeleitet werden:
* Die Immuntherapie mit DC konnte bei Patienten mit GBM ohne schwere
therapieassoziierte Nebenwirkungen durchgeflhrt werden.
* Die Immuntherapie fuhrte zur Expansion von Tregs, wobei die klinische Relevanz
dieses Befundes noch zu klaren bleibt.
* Die Immuntherapie konnte in vivo zytotoxische Effektorzellen induzieren.
* Die Immuntherapie konnte in vivo eine tumorspezifische Immunantwort gegen
das GBM erzeugen.
Im Kontext der neuen Daten von Wheeler et al. (2008) kommt dem Nachweis einer
Anti-Tumor-Immunantwort bei Studien zur Immuntherapie mit DC eine besondere
Bedeutung zu, da erstmals eine Korrelation von immunologischen Surrogat-
parametern mit einem signifikant verbesserten Outcome der Immuntherapie-
Responder in einer Phase llI-Studie gelungen ist.
Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation gewonnen Erkenntnisse konnen
demnach als ,proof of principle® fir das von uns durchgefihrte Immuntherapie-
Konzept interpretiert werden und sprechen trotz der geringen Zahl der untersuchten
Patienten flr das Potential der Immuntherapie mit DC, die schlechte Prognose des

Glioblastoma multiforme als Teil eines multimodalen Therapieregimes zu verbessern.
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5. Abkilirzungsverzeichnis

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome (Erworbenes Immun-
defizienz-Syndrom)

ALA 5-Aminolavulinsaure

APC Allophycocyanin

APC Antigen-presenting cell (Antigenprasentierende Zelle)

BrdU Bromdesoxyuridin

CCR CC chemokine receptor oder Beta chemokine receptor

CD Cluster of differentiation

CT Computertomografie

CTL Cytotoxic T cell (Zytotoxische T-Zelle)

DC Dendritic cell (Dendritische Zelle)

DMSO Dimethylsulfoxid

DTH Delayed-type hypersensitivity (Zellulare Immunreaktion vom ver-
zdgerten Typ)

EDTA Ethylen-Diethyl-Tetraacetat

EGF Epidermal growth factor

EGFR Epidermal growth factor receptor

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay

ELISPOT Enzyme linked immuno spot technique

FACS Fluorescence activated cell sorting

FDG-PET Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomografie

FET-PET Fluorethyltyrosin-Positronen-Emissions-Tomografie

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

GBM Glioblastoma multiforme

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

GMP Good manufacturing practice

HIV Human immunodeficiency virusHumanes Immundefizienz-Virus)

HLA Human leukocyte antigen (Humanes Leukozytenantigen)

HSA Humanes Serum-Albumin

IFN Interferon

IL Interleukin

MGMT 0°-Methylguanin-DNA-Methyl-Transferase



Abkurzungsverzeichnis

82

MHC

MRT
NK-Zellen
PBMC

PBS
PE
PET
RF
RPMI
SEM
TAA
TCR
TGF
TH-Zellen
TLR
TNF
Treg
TV
TVT
WHO
ZNS

Major histocompatibility complex

komplex)

Magnetresonanztomografie

Naturliche Killer-Zellen

(Haupthistokompatibilitats-

Peripheral blood mononuclear cell (Mononukleare Zellen des

peripheren Blutes)

Phosphate buffered saline

Phycoerythrin

Positronen-Emissions-Tomografie

Raumforderung

Roswell Park Memorial Institute

Standard error of the mean

Tumor-assoziiertes Antigen

T-Zell-Rezeptor

Transforming growth factor
T-Helfer-Zellen
Toll-like Rezeptor

Tumor-Nekrosefaktor

Regulatorische T-Zellen

Tumorvolumen

Tiefe Venenthrombose

World Health Organisation

Zentralnervensystem
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