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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Verglichen mit kinderlosen Frauen (Nullipara) haben Mitter ein bis zu 50% geringeres Brustkrebsrisi-
ko. Die Ursachen hinter dem protektiven Effekt von Schwangerschaften sind noch nicht eindeutig
geklart. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass Lymphozyten von Mittern Brustkrebszellen effektiver
abtoten konnen. Dabei handelt es sich vermutlich um T-Zellen, die Tumor-assoziierte Antigene (TAA)
auf Krebszellen erkennen. Daneben gibt es auch regulatorische T-Zellen (Treg), die den Kérper vor
Uberschiefenden Immunreaktionen schiitzen, aber auch die Immunabwehr gegen Tumoren unter-
driicken kdnnen. Patientinnen, bei denen sich Treg im Brusttumor ansammeln, haben eine geringere
Lebenserwartung und sie erleiden mit groBerer Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv. In vorangegangenen
Arbeiten wurden im Blut von Brustkrebspatientinnen T-Zellen nachgewiesen, die gegen TAA reagie-

ren, aber auch von TAA-spezifischen Treg gehemmt werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob bereits wahrend einer Schwangerschaft spontane T-
Zellantworten gegen TAA induziert werden, die moglicherweise einen langlebigen Immunschutz ge-
gen Brustkrebs bewirken, und welche Eigenschaften diese aufweisen. Zudem sollte herausgefunden
werden, in wie fern sich vorangegangene Schwangerschaften auf die Anti-Tumor Immunitat von Pa-

tientinnen mit Mammakarzinom auswirken.

Daflir wurden T-Zellen aus Blutproben von Nullipara, Erstgebarenden, Muttern und Brustkrebspati-
entinnen auf ihre Spezifitat fir TAA, ihre Funktionalitdt und ihren Phanotyp untersucht. Die Frequenz
TAA-spezifischer T-Zellen wurde nach in vitro Restimulation mit TAA-beinhaltenden langen syntheti-
schen Peptiden unter Verwendung des Interferon-y ELISpot Assays erfasst. Dieser wurde jeweils vor
und nach der Depletion von Treg durchgefiihrt, um deren Einfluss auf Anti-Tumor Antworten zu be-
urteilen. Parallel wurden die Antigenspezifitdat und suppressive Aktivitdt der regulatorischen T-Zellen
im Treg-Spezifitatsassay bestimmt. Die phanotypische Charakterisierung zur Bestimmung des Ge-
dachtnis-Zelltyps und dem Erschépfungszustand TAA-reaktiver T-Zellen erfolgte mittels durchflusszy-

tometrischer Methoden.

Die Untersuchungen ergaben, dass bereits im ersten Schwangerschaftstrimenon T-Zellen gebildet
werden, die gegen zahlreiche TAA reagieren und in 85% der gesunden Miitter, nicht aber in Nullipara
nachweisbar sind. Diese sind hochgradig funktionell und bilden ein lebenslanges immunologisches
Gedachtnis, das sich positiv auf die Anti-Tumor Immunitat auswirkt, da diese bei Muttern mit
Mammakarzinom signifikant starker ausgepragt ist und weniger durch Treg abgeschwacht wird als

bei kinderlosen Brustkrebspatientinnen.
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Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse beflirworten die Durchfiihrung einer prospektiven Studie,
bei der das Auftreten TAA-spezifischer T-Zellen mit der Brustkrebsinzidenz korreliert werden soll, um

den moglichen Nutzen eines praventiven Impfstoffes flr Nullipara abschatzen zu kénnen.
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Abstract

2. Abstract

Compared to childless (nulliparous) women, the breast cancer risk of mothers can be 50% lower. The
cause of the protective effect of parity is not yet clarified. However, it has been shown that immune
cells of mothers show an enhanced cytotoxicity against tumor cells. Hence, it was assumed that T
cells mediate the anti-cancer effect via the recognition of tumor-associated antigens (TAA). Moreo-
ver, regulatory T cells (Treg), being essential for the prevention of pathological immune responses,
can also suppress anti-tumor immunity. In breast cancer patients, the intratumoral accumulation of
Treg cells is associated with a lower overall survival and an increased risk of relapse. Previous studies
have revealed the presence of TAA-specific T cells in the blood of breast cancer patients. On the
downside, the anti-tumor immunity of these patients is frequently suppressed by TAA-specific Treg

cells.

The aim of this study was to investigate the induction and characteristics of spontaneous T cell re-
sponses against TAA during pregnancy, which may form a lifelong immune protection against breast
cancer. Furthermore, we asked whether previous pregnancies may also have an impact on the anti-

tumor immunity of breast cancer patients.

We isolated peripheral blood T cells from nulliparous and primigravid women, mothers and breast
cancer patients and analyzed their TAA specificity, functional properties and phenotype. IFN-y
ELISpot analyses with long synthetic peptides were performed to detect the frequency of TAA specif-
ic T cells in blood samples. The impact of TAA-specific Treg cells on anti-tumor immunity was as-
sessed by performing the IFN-y ELISpot analyses before and after depletion of CD4'CD25" T cells. By

applying the Treg-specificity assay, we analyzed the antigenic specificities of these Treg cells.

The results of this study indicate a spontaneous induction of anti-tumor immune responses during
the first trimester of pregnancy. Highly functional TAA-specific memory T cells were detected in 85%
of healthy mothers, but in none of the nulliparous controls. Furthermore, we found that a lifelong
immunological memory is formed, that positively impacts on anti-tumor immunity, since TAA-specific
T cell responses in mothers with breast cancer were significantly stronger and less impaired by Treg

cells, as compared to nullipara.

The findings obtained in this thesis support the implementation of a prospective study, which corre-
lates the prevalence of TAA-specific T cells with the incidence of breast cancer. Based on this study,
the potential benefit of a preventive vaccine is to be estimated, which may be applied to nulliparous

women.
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Einleitung

4. Einleitung

4.1 Die weibliche Brustdriise

Die Brustdrise ist das einzige Organ, nach dem eine gesamte Tierklasse benannt wurde: Die Sauge-
tiere. Sie dient der Bildung und Absonderung von Milch (Laktation), welche die Erndahrung des Neu-

geboren sicherstellt und ihn vor Infektionskrankheiten schiitzt (Gjorevski und Nelson 2011).

4.1.1 Anatomie und Funktion

Das Milch erzeugende und transportierende Organ besteht aus verzweigten Gangen (Dukti) und Drii-
sengruppen (Lobi), welche in Fett- und Bindegewebe eingebettet sind (Abbildung 1). Im umliegenden
Gewebe, dem Stroma, befinden sich zudem zahlreiche Blut- und LymphgefdRe, Nerven sowie Im-

munzellen (Gjorevski und Nelson 2011).

Rippe

A

. “ \\‘\
oLy / Brustmuskel
11 S

b \ I
U\ N Driisenlappen
N\ S /\'iril (Lobus)
L e s
\ ~ Sk S
T e N Milchgang
Sy, G N — 5 (Duktus)
5 ’:/d ‘;'
| 7 “',r' .8 _';z i
’\ ' 2 | Brustwarze
Z =

Fettgewebe

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der weiblichen Brust. Adaptiert nach: National Cancer Institute Visuals
Online, © 2012 Therese Winslow LLC. Die U.S. Regierung hat bestimmte Rechte.

Die milchbildenden Einzelkomponenten der ausgereiften Brustdriise nennt man Alveoli. Abbildung 2

schematisiert den Aufbau eines Alveolus im Querschnitt. Sein innerer Hohlraum, das Lumen, ist mit
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Einleitung

Epithelzellen ausgekleidet. Diese luminalen Epithelzellen produzieren ab dem Ende der Schwanger-
schaft ausgiebig Milch, welche in den Hohlraum abgesondert wird. Basal, also nach auf3en hin, befin-
den sich die Myoepithelzellen, welche sich zusammenziehen kénnen. Dadurch fliet die Milch aus
den Alveoli in Richtung der Brustwarze. In Form gehalten werden diese Einheiten von einer Basal-
membran, welche auch als schiitzende Barriere zum umliegenden Gewebe fungiert. In jedem Dri-
senldppchen (Lobulus), welches immer liber einen Milchgang (Duktus) mit der Brustwarze verbunden
ist, befinden sich mehrere Alveoli. Eine Gruppe von Driisenldppchen bildet wiederum einen Drii-
senlappen (Lobus). In jeder weiblichen Brust befinden sich 15 bis 20 Driisenlappen, die mit sechs bis

zehn Hauptmilchgdngen verbunden sind (P. A. Thomas 2010).

Stroma

Abbildung 2: Schematischer Querschnitt durch einen Alveolus. Adaptiert nach Brisken (2013).

4.1.2 Entwicklungsstadien

Im Laufe der menschlichen Entwicklung durchlauft die Brust eine Reihe von umfangreichen Verédnde-
rungen. Bereits im Mutterleib entsteht das embryonale Organ als ektodermaler Auswuchs. Im Klein-
kind finden sich nur kleine duktale Strukturen, die in beiden Geschlechtern bis zur Pubertat unveran-
dert bleiben (Howard und Gusterson 2000). Die Milchgange beginnen sich dann unter dem Einfluss
von Hormonen wahrend der Pubertdt zu verzweigen (Abbildung 3). Mit dem Beginn einer Schwan-
gerschaft findet eine umfangreiche Proliferation der Epithelzellen statt (Riordan 2005). Die Milchgan-
ge verzweigen sich weiter und die Anzahl und GréRe der Lobuli nimmt zu. Auch die Anzahl der Alveoli
pro Driisenldppchen steigt an (Tot 2010). Wahrend der zweiten Schwangerschaftshalfte differenzie-
ren sich die luminalen Epithelzellen der Alveoli erstmalig zu milchbildenden sekretorischen Zellen
(Riordan 2005). Die vollstandige Differenzierung und Ausreifung der weiblichen Brust wird also erst

nach der Geburt eines voll ausgetragenen Kindes erreicht (P. A. Thomas 2010).
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Geburt Pubertit Schwangerschaft
T2
L o £

Abbildung 3: Entwicklung der Brustdriise von der eigenen Geburt bis zur Schwangerschaft.

Adaptiert nach Gjorevski und Nelson (2011).

Durchschnittlich 40 Tage nach dem Abstillen setzt die Involution ein (Riordan 2005). In dieser Phase
sterben bis zu 80% der Epithelzellen der Brustdriise durch Apoptose, dem programmierten Zelltod
(N. 1. Walker et al. 1989). Anschliefend wird die Brust radikal umgestaltet (Abbildung 4). Dabei wer-
den die toten Epithelzellen von anderen Epithelzellen und Makrophagen, den Fresszellen des Im-
munsystems, verdaut und durch Fettgewebe ersetzt (C. J. Watson 2006). Die Brust einer Mutter un-
terscheidet sich dann morphologisch, physiologisch und molekular von der Brust einer kinderlosen

Frau (Balogh et al. 2006, Russo und Russo 2011).

Abbildung 4: Involution der Brustdriise nach der Stillphase.

Adaptiert nach Kobayashi et al. (2012).
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4.2 Brustkrebs

Krebs entsteht, wenn in einer gesunden Zelle mehrere Veranderungen des Erbgutes auftreten, durch
die sie neue Eigenschaften erlangt. Krebszellen kénnen sich unendlich teilen, die Bildung neuer Blut-
gefalle bewirken, in umliegendes Gewebe und Gefille eindringen, sich vom Zellverband l6sen, ihren
Stoffwechsel an den erhéhten Energiebedarf anpassen und sie sind resistent gegen den program-

mierten Zelltod und die Zerstérung durch das Immunsystem (Hanahan und Weinberg 2011).

4.2.1 Epidemiologie

In der weltweiten weiblichen Bevélkerung ist Brustkrebs, das Mammakarzinom, die am haufigsten
auftretende Krebserkrankung (Ferlay et al. 2013). Das Risiko daran zu erkranken ist kaum beeinfluss-
bar, jedoch ist in den letzten Jahren deutlich geworden, dass reproduktive Faktoren einen entschei-

denden Einfluss haben kénnen.

4.2.1.1 Inzidenz und Mortalitét

Im Jahre 2012 wurde bei fast 1,7 Millionen Frauen weltweit ein Mammakarzinom diagnostiziert, da-
von 70.000 in Deutschland. Es handelt sich um das am haufigsten zum Tode fiihrende Krebsleiden
unter Frauen. Global verstarben 2012 mehr als 520.000 daran, in der Bundesrepublik waren es
15.000. In Deutschland liegt das Risiko einer Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu erkranken
bei 10%. 1,7% der Bewohnerinnen der Bundesrepublik sterben aufgrund dieser Erkrankung (Ferlay et
al. 2013). Selten kann ein Brustkarzinom auch bei Mannern auftreten. In Deutschland werden 0,7%

bis 0,8% der Brusttumoren bei Mannern diagnostiziert (GEKID 2013).

Am haufigsten tritt Brustkrebs nach den Wechseljahren auf. 2012 waren in Deutschland 14% der
Frauen mit Mammakarzinom jinger als 50 und 27% alter als 70. Die meisten Falle von Brustkrebs
(59%) werden also zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr diagnostiziert (Ferlay et al. 2013). Deshalb
wurde in mehreren Landern, darunter in Deutschland, das Mammographie-Screening-Programm auf-
gebaut. Es richtet sich an Frauen im Alter von 50 bis 69 Jahren, denen alle zwei Jahre eine MaRnahme
zur Friherkennung von Brustkrebs angeboten wird. Wahrend der Untersuchung werden pro Brust
zwei Rontgenaufnahmen gemacht. Auf diesen kann Mikrokalk detektiert werden, dessen Vorhanden-
sein auf Brustkrebs hindeuten kann (Nalawade 2009). Bei Verdacht wird zur weiteren Abklarung eine
Biopsie entnommen und pathologisch untersucht. Durch das Mammographie-Screening konnte die
Wahrscheinlichkeit einer Frau im Alter Gber 50 an Brustkrebs zu versterben um 22% bis 28% redu-

ziert werden (Kerlikowske et al. 1995, Humphrey et al. 2002, Gotzsche und Jorgensen 2013).
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4.2.1.2 Risikofaktoren

Wird Brustkrebs in jlingeren Frauen vor den Wechseljahren diagnostiziert, so ist der Tumor meist
aggressiver und die Prognose schlechter. Dies liegt zum Teil an vererbbaren Mutationen wie dem
Tumorsuppressorgen BReast CAncer (BRCA) (Phipps und Li 2010). Die BRCA Gene dienen der Repara-
tur beschadigter DNA und verhindern eine ungehinderte Zellteilung (Kinzler und Vogelstein 1997).
Wenn diese Funktionen aufgrund einer Mutation ausbleiben, besteht eine 80-prozentige Wahr-

scheinlichkeit an Brustkrebs zu erkranken (King et al. 2001).

Hinzu kommt eine Vielzahl weiterer Risikofaktoren fur Brustkrebs. Da das Wachstum der meisten
Brusttumoren durch Ostrogene stimuliert wird, ist eine hohe Ostrogenkonzentration im Blut nach
der Menopause ein Faktor, der die Wahrscheinlichkeit erhéht an Brustkrebs zu erkranken (Feigelson
und Henderson 1996). Auch Androgene spielen hier eine Rolle, da sie Vorstufen von Ostrogenen sind
(Nicolas Diaz-Chico et al. 2007). Ein weiterer Risikofaktor sind von aufRen zugefiihrte Steroidhormone,
welche zum Beispiel im Rahmen einer Hormonersatztherapie wahrend der Wechseljahre eingenom-
men werden konnen (Writing Group for the Women's Health Initiative 2002). Da die Bildung von
Hormonen in den Eierstdécken wahrend der reproduktiven Phase am starksten ist, erhéhen eine frithe
Menarche und ein spates Einsetzen der Menopause das Brustkrebsrisiko (Clavel-Chapelon und Group
2002). Auch Ubergewicht erhdht das Risiko postmenopausaler Frauen an Brustkrebs zu erkranken
(World Cancer Research Fund. und American Institute for Cancer Research. 2007). Ein erhéhter Kor-
perfettanteil wirkt sich auch auf den Hormonhaushalt aus, da (ibergewichtige Frauen eine erhohte
Konzentration an Testosteron haben und dieses im Fettgewebe zu Ostrogenen umwandelt wird
(Grodin et al. 1973). Zudem wird der Ostrogenspiegel in Frauen durch den Konsum von Alkohol er-

hoht (Reichman et al. 1993, Dorgan et al. 2001).

Auch reproduktive Faktoren beeinflussen das Brustkrebsrisiko. Auf diese wird im nachsten Abschnitt

detailliert eingegangen.

4.2.1.3 Paritat und Brustkrebsrisiko

Bereits im 18. Jahrhundert fanden Forscher heraus, dass Brustkrebs besonders hdufig unter Nonnen
auftritt (Ramazzini 1743). Daraufhin bestatigten zahlreiche Studien, dass sogenannte Nullipara, Frau-
en ohne Geburt, hdufiger an Brustkrebs versterben (Gilliam 1951, Stocks 1957, Wynder et al. 1960).
Neuere Untersuchungen zeigen, dass eine Schwangerschaft entgegengesetzte Effekte auf das Brust-
krebsrisiko haben kann. Denn unmittelbar nach der Entbindung steigt das Risiko voriibergehend an,

anschlieRend sinkt es aber langfristig ab (Albrektsen et al. 2005).
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Des Weiteren hat sich gezeigt, dass vor allem Frauen, die in einem jlingeren Alter ihre erste Schwan-
gerschaft hatten, ein verringertes Brustkrebsrisiko haben. Findet die erste Geburt vor dem 20. Le-
bensjahr der Mutter statt, so ist ihr Risiko nur halb so groR wie das einer kinderlosen Frau. Bekommt
eine Frau ihr erstes Kind erst mit 35 oder spater, ist ihr Risiko ahnlich dem der Nullipara (Kelsey et al.
1993). Auch weitere Geburten wirken dem Brustkrebsrisiko entgegen, solange sie in einem jlingeren
Alter erfolgen (Wohlfahrt und Melbye 2001). Zusatzlich wird fiir jedes Jahr, in dem eine Frau im Laufe
ihres Lebens stillt eine Risikoreduktion um 4% erreicht (Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer 2002). Ein Schwangerschaftsabbruch wirkt sich nicht auf das Risiko aus (Michels et al.

2007).

Die zu Grunde liegenden Mechanismen, durch die Schwangerschaften das Brustkrebsrisiko beeinflus-
sen, sind bis heute nicht ausreichend geklart. In einer tierexperimentellen Studie wurde untersucht,
warum das Brustkrebsrisiko unmittelbar nach der Schwangerschaft ansteigt. Darin wurde gezeigt,
dass bereits in der Brust vorhandene pramaligne Lasionen durch die Schwangerschaftshormone zum
Tumorwachstum angeregt und vor dem programmierten Zelltod bewahrt werden (Haricharan et al.
2013). Weitere mogliche Vorgange sind eine Schwangerschafts-assoziierte Immunsuppression, sowie
entziindliche Prozesse wahrend der Involution, die die Entstehung und das Fortschreiten von Brust-
krebs begiinstigen kdnnen (Schedin 2006, Shakhar et al. 2007). Der langanhaltende protektive Effekt
hingegen resultiert wahrscheinlich aus der Differenzierung der Brustdriise, da undifferenziertes
Brustparenchym empfindlicher gegeniiber Karzinogenen ist (Russo et al. 1982). Dieser Effekt konnte
in Tierexperimenten deutlich gezeigt werden, denn Rattenmiitter sind wesentlich resistenter gegen
chemisch induzierten Brustkrebs als jungfrduliche Kontrolltiere (Russo et al. 1991). Bei einer friihen
Schwangerschaft ist die Zeitspanne von der Menarche bis zur Schwangerschaft, in der das Brustge-
webe undifferenziert ist, verkiirzt. Zudem verlangsamt sich in Folge einer Schwangerschaft die Ver-
mehrung von Brustepithelzellen und der Ostrogenspiegel wird langfristig gesenkt (Bernstein et al.

1985, Russo und Russo 1994).

4.2.1.4 Pravention

Der Uberwiegende Teil der Risikofaktoren ist nicht oder nur schwer beeinflussbar. Jedoch kénnen der
Verzicht auf Hormonersatztherapie und Alkohol, regelmaRige Bewegung und die Vermeidung von

Ubergewicht das Brustkrebsrisiko senken (NCI 2014).
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4.2.2 Biologie und klinische Eigenschaften

Bei Brustkrebs handelt es sich um eine heterogene Erkrankung, die in mehrere verschiedene Subty-
pen unterteilt wird (Schatten 2013). Die verschiedenen Subtypen bedirfen einer unterschiedlichen
Behandlung und haben verschiedene klinische Verldaufe. Diese Untergruppen ergeben sich aus den
Patientenmerkmalen wie dem Alter, dem menopausalen Zustand, sowie dem Auftreten von Brust-
krebs in der Familie und den Eigenschaften des Tumors selbst. Zu den Tumoreigenschaften zahlen
das Stadium, der Differenzierungsgrad der Krebszellen, die Histologie und die Expression molekularer

und genetischer Biomarker (Phipps und Li 2010).

Brustkrebs entsteht in den Epithelzellen der Brustdriise und gehért somit zu den Karzinomen
(Schatten 2013). 80% bis 85% der nicht invasiven Brusttumoren entstehen in den Milchgdangen. Man
spricht dann von einem duktalen Karzinom in situ (DCIS) (Li und Daling 2007). Unter den invasiven
Mammakarzinomen sind 70% bis 80% auf die Milchgange begrenzt (Schatten 2013). Sind die Driisen-
lappchen betroffen, handelt es sich um ein lobuldres Karzinom. Nur 5% der in situ Brusttumoren und
etwa 15% der invasiven Karzinome wachsen in den Lobuli heran (Li et al. 2003, Li und Daling 2007).
Daneben existiert eine Vielzahl seltener und verschiedenartiger histologischer Brustkrebssubtypen,

welche nicht in diese Arbeit eingeschlossen wurden (Schatten 2013).

4.2.2.1 Tumorstadium

Anhand des Stadiums wird beschrieben, wie weit sich der Tumor im Korper ausgebreitet hat. Dabei
wird die GroRe des Tumors erfasst, ob und in wie vielen Lymphknoten Krebszellen gefunden werden
kénnen und ob eine Ausbreitung in andere Korperregionen stattgefunden hat. Die Einteilung der
Stadien erfolgt nach dem American Joint Committee of Cancer von 0 bis IV, wobei die GréRe und die
Ausbreitung mit dem Stadium zunehmen und die Prognose schlechter wird. Wahrend die 10-Jahres-
Uberlebensrate bei einem Tumor mit Stadium 0, dem duktalen Karzinom in situ, nahezu 100% ist,
liegt es bei einer Erkrankung im Stadium IV, dem metastasierten Mammakarzinom, bei unter 10%

(Bland et al. 1998, Singletary und Connolly 2006).
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Abbildung 5: Relative 10-Jahres-Uberlebensrate von Brustkrebspatienten in Abhingigkeit vom Tumorstadium.
Adaptiert nach Singletary und Connolly (2006).

4.2.2.2 Tumorgrad

Der Tumorgrad beschreibt inwiefern die Krebszellen mikroskopisch vom gesunden Brustgewebe ab-
weichen. Ublicherweise wird als MaR fiir den Differenzierungsgrad die Bloom-Richardson Skala von 1
bis 3 verwendet. Wahrend ein Tumor vom Grad 1 normal erscheinende Zellen aufweist, die sich lang-
sam teilen, befinden sich in einer Grad 3 Lasion stark abnormale Zellen, die sich schnell vermehren
(Bloom und Richardson 1957). Hochgradige Karzinome sind somit aggressiver, schreiten schneller
voran und verschlechtern die Uberlebensprognose der Patienten (Elston und Ellis 1991, J. Rosenberg

et al. 2005).

4.2.2.3 Molekulare Subtypen

Molekulare Marker werden verwendet, um ein Mammakarzinom einem von flinf Subtypen zuordnen
zu kdnnen, die sich anhand der Prognose und dem Ansprechen auf Therapien unterscheiden. Zu den
Markern gehoren unter anderem der Ostrogenrezeptor (Estrogen receptor, ER), der Progesteronre-
zeptor (PR), der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) und der epidermale

Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) (Schnitt 2010).

Gesundes Brustgewebe wird zum Wachstum angeregt, indem Ostrogen an die ER und Progesteron
an die PR bindet (D. S. Taylor et al. 2009). Deswegen sind auch die meisten Brusttumoren (75%) ab-
hangig von diesen Wachstumshormonen (Li et al. 2003). Die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus
ist besonders wichtig, weil dieser Auskunft dartiber gibt, ob eine antihormonelle Therapie in Frage

kommt. Patienten, deren Mammakarzinom die Hormonrezeptoren (HR) exprimiert, haben eine glins-
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tigere Prognose (Grann et al. 2005). Dies liegt unter anderem daran, dass HR-positive Tumoren bes-
ser differenziert sind (Rolland et al. 1980). Das Proto-Onkogen Her2 ist in 10% bis 36% der invasiven
Brusttumoren Uberexprimiert und/oder amplifiziert (Gusterson et al. 1988, Ross und Fletcher 1998,
Edorh et al. 1999). HER2 positive Tumoren kehren oft zuriick und fiihren zu einer verschlechterten

Prognose (Riou et al. 2001). Im Kapitel 4.3.2. wird ndher auf den HER2 Rezeptor eingegangen.

Unter den molekularen Subtypen von Brustkrebs unterscheidet man Luminal A, Luminal B, HER2
Uberexprimierend, basal-like und normal-like. Um die luminalen Subtypen voneinander zu unter-
scheiden, zieht man die Expression des Proliferationsmarkers Ki67 hinzu. Die Charakteristika dieser
Subtypen sind in Tabelle 1 dargestellt (Phipps und Li 2010). Der Subtyp Luminal A tritt am haufigsten
auf (X. R. Yang et al. 2007). Brustkrebs, der aufgrund einer BRCA1 Mutation entsteht ist meistens
basal-like (Foulkes et al. 2003). Normal-like Tumoren entstehen aus Zellen, die keine Epithelzellen
sind (Sgrlie 2004). Tumoren vom basal-like und normal-like Subtyp sind meist schlechter differen-
ziert, was zur Folge hat dass die Prognose fiir die betroffenen Patienten in der Regel wesentlich un-

glinstiger ist (Banerjee et al. 2006, Carey et al. 2007).

Tabelle 1: Molekulare Subtypen von Brustkrebs mit jeweiligem Biomarkerprofil. Adaptiert nach Phipps und Li

(2010).
Subtyp Subgruppe “W Zytokeratin/EGFR | Haufigkeit
Luminal A / + - niedrig / 55-65%
HER2 positiv + + niedrig oder hoch /
Luminal B 7-12%
HER2 negativ + - hoch /
/ _ + / / 6-10%
Basal-like / - - / + 10-15%
Normal-like / - - / - 5-10%

4.2.2.4 Das duktale Karzinom in situ

Das duktale Karzinom in situ (DCIS) ist ein maligner, nicht invasiver Brusttumor. Es handelt sich um

proliferierende duktale Epithelzellen, die die Basalmembran (noch) nicht durchbrochen haben
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(Abbildung 6). Das DCIS ist eine nicht-obligate Vorlduferlasion des invasiven Brustkrebses (Allred
2010). Bleibt ein in situ Karzinom unbehandelt, so entwickelt sich in 20% bis 50% der Falle daraus ein
invasives Karzinom (Rosen et al. 1980, D. L. Page et al. 1982, D. L. Page et al. 1995, Collins et al.
2005). Unter welchen Umsténden dies geschieht, ist bis heute weitestgehend unbekannt. Deshalb
werden heute alle in situ Karzinome operativ entfernt. Im Falle einer Mastektomie, der chirurgischen
Entfernung der Brust, bleiben 98% der Patientinnen gesund (Cutuli et al. 2001). In der Regel kann
jedoch der GroRteil der Brust erhalten bleiben (Kulkarni 2011). Die Expression von Biomarkern und
die zu Grunde liegenden Risikofaktoren sind dhnlich wie im invasiven Brustkrebs (siehe Abschnitte

4.2.1.2 und 4.2.2.3) (Hannemann et al. 2006, P. A. Thomas 2010).

Gesunder
Milchgang

Duktales
in situ
Karzinom

Krebszellen

Abbildung 6: Schematischer Querschnitt eines Milchganges (Duktus) einer gesunden Brust im Vergleich zu
einem DCIS. Adaptiert nach: National Cancer Institute Visuals Online, © 2012 Therese Winslow LLC. Die U.S.
Regierung hat bestimmte Rechte.

Detektiert werden in situ Karzinome lGberwiegend durch Mammographie, da sie haufig mit Mikrover-
kalkungen assoziiert sind (Allred 2010). Daher ist mit der Einfihrung des Mammographie-Screenings
die Inzidenz von DCIS stark angestiegen. Abbildung 7 verdeutlicht diesen Anstieg von 1995 bis 2008
in den neuen Bundesldndern (Wilsdorf-Kéhler et al. 2011). In den Industrienationen erweist sich et-

wa jede sechste detektierte Brustlasion als duktales in situ Karzinom (Lynge et al. 2014).
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Abbildung 7: Inzidenz des DCIS nach Altersgruppen in den neuen Bundeslandern von 1995 bis 2008. Adaptiert
nach Wilsdorf-Kohler et al. (2011).

4.2.3 Therapie

Die Behandlung von Brustkrebs hdangt im Wesentlichen von dem Tumorstadium, der Expression von
Hormonrezeptoren und dem Vorhandensein einer Uberexpression und/oder Amplifikation des HER2-
Rezeptors ab. In den meisten Fallen findet eine Operation statt, die durch Bestrahlung, Chemothera-
pie, Antihormontherapie und zielgerichtete Therapien ergdnzt werden kann. Wahrend die Therapie
von Brustkrebs im Stadium 0 bis Ill auf eine komplette Heilung abzielt, ist die erfolgreiche Bekamp-
fung des Mammakarzinoms mit Fernmetastasen nur selten maéglich. In diesem Falle soll eine Linde-
rung der Beschwerden und eine Verlingerung des Uberlebens erreicht werden (Kurian und Carlson

2010).

4.2.3.1 Behandlung von ortlich begrenzten Brusttumoren

Bei groen Tumoren wird zundchst eine neoadjuvante Chemotherapie eingesetzt, um die GréRe zu
verringern und damit eine anschlieRende brusterhaltende Operation zu erleichtern. Je nach Lage,
GroRe, Ausbreitung, klinischen Eigenschaften des Tumors und Wunsch des Patienten wird entweder
die gesamte Brust (Mastektomie) oder nur der Tumor mit einem Teil des angrenzenden Gewebes
(Lumpektomie) chirurgisch entfernt (Gradishar et al. 2014, Yeo et al. 2014). Nach einer Lumpektomie
wird die Brust zudem bestrahlt. Bei Krebsgeschwiiren mit tiber 5 cm kann auch eine Bestrahlung der

Brustwand nach einer Mastektomie angezeigt sein (Kurian und Carlson 2010, Gradishar et al. 2014).
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Frauen, die das mutierte BRCA1 oder BRCA2 Gen tragen, kann eine prophylaktische beidseitige

Mastektomie vor dem Auftreten von Brustkrebs bewahren (Hartmann et al. 2001).

Zusatzlich zur Brust-OP werden die Wachterlymphknoten, zu denen die Gewebeflissigkeit aus der
Tumorregion abflieBt, entfernt und auf das Vorhandensein von Tumorzellen untersucht. Lassen sich
dort Krebszellen nachweisen, werden weitere Lymphknoten aus der Achselhéhle und hinter dem
groRen Brustmuskel entnommen (Yeo et al. 2014). Je nach Ausbreitung des Tumors in die Lymphkno-

ten wird auch die Achselregion bestrahlt (Gradishar et al. 2014).

Ist der Brusttumor invasiv und groBer als 1 cm, wird zudem eine adjuvante Chemotherapie verab-
reicht (Kurian und Carlson 2010). Chemotherapeutika zerstéren alle Zellen, die sich schnell teilen.
Somit werden Krebsgeschwiilste, aber auch Haarfollikel, Knochenmarkszellen und der Magen-Darm-
Trakt beschadigt. Durch die zusatzliche Gabe von Mitteln gegen Ubelkeit und Knochenmarkswachs-
tumsfaktoren wird heute jedoch eine bessere Vertraglichkeit von Chemotherapeutika erreicht
(Priestman 2012). Die Standard-Therapie umfasst eine kombinierte Gabe von Anthrazyklinen und
Taxanen (Kurian und Carlson 2010). Wahrend Anthrazykline unter anderem die Synthese neuer DNA
verhindern, hemmen Taxane den Abbau des mitotischen Spindelapparates. Auf diese Weise wird die
Zellteilung unterbunden (Priestman 2012). Aufgrund der schnelleren Teilungsrate hochgradiger Tu-

moren sprechen diese besser auf eine Chemotherapie an (Pinder et al. 1998).

Hormonrezeptor-positive Brusttumoren von pramenopausalen Frauen behandelt man mit dem se-
lektiven Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen (Yeo et al. 2014). Dieser hemmt Ostrogenrezeptoren
in der Brust, nicht aber in anderen Geweben (K. J. Walker et al. 1991). Fir Frauen nach den Wechsel-
jahren eignen sich Aromatase-Inhibitoren besser (Yeo et al. 2014). Damit wird das Aromatase-Enzym

gehemmt, welches Androgene in Ostrogene umwandelt (Abul-Hajj et al. 1979).

Ist das Onkogen Her2 amplifiziert oder das Protein Uberexprimiert und der Tumor grofRer als 1 cm,
wird der monoklonale Antikérper Trastuzumab (Handelsname: Herceptin) nach der Chemotherapie
verabreicht (Kurian und Carlson 2010). Dieser bindet an den extrazelluldren Teil des HER2-Rezeptors,
dessen Wirkweise in Kapitel 4.3.2 naher erldutert wird. Mit Hilfe dieser zielgerichteten Therapie tre-

ten nur halb so viele Rezidive auf und die Sterblichkeitsrate sinkt um ein Drittel (Romond et al. 2005).

4.2.3.2 Behandlung des metastasierten Mammakarzinoms

Wenn Krebszellen vom Brusttumor in Blut- oder LymphgefdRe einwandern, kdnnen sie in andere
Organe gelangen und dort Metastasen bilden (Fidler 2003). Zu den Orten, an denen sich neue Krebs-

geschwiire bilden, zdhlen die Knochen, das Gehirn, die Leber und die Lunge. Metastasen betreffen in

Seite | 12



Einleitung

den Industrienationen eher Patienten, die schon einmal wegen eines Brusttumors behandelt wurden,
als solche, bei denen die Krankheit erstmalig diagnostiziert wird (Kurian und Carlson 2010). Das mitt-

lere Uberleben liegt dann bei nur noch zwei bis vier Jahren (Chia et al. 2007).

Der metastasierte Krebs wird ebenfalls auf die biologischen Marker ER, PR und HER2 untersucht. Ist

er Hormonrezeptor-positiv, wird in erster Linie eine Antihormontherapie durchgefiihrt.

Bei negativem Befund wird eine Chemotherapie angewandt. Chemotherapeutika werden auch dann
bevorzugt eingesetzt, wenn Hormonrezeptor-positive Metstasen ausgedehnt sind, die Eingeweide
beeintrachtigen, oder resistent gegen eine Antihormontherapie sind. Wegen moglicher Resistenzen
werden andere Chemotherapeutika ausgewahlt als die, die der Patient eventuell in einer friiheren
Behandlung erhalten hat. Wegen der palliativen Anwendung wird bei der Auswahl des Therapeuti-

kums auf moglichst geringe Nebenwirkungen geachtet (Kurian und Carlson 2010).

Zusitzlich kann die zielgerichtete Therapie mit Trastuzumab gegen HER2-positive Tumoren das Uber-
leben verlangern. Bei Knochenmetastasen, die bei 70% der Patienten mit fortgeschrittenem
Mammakarzinom vorkommen, verhindert die Einnahme von Herceptin den Knochenabbau durch

Osteoklasten (Coleman und Rubens 1987, Coleman et al. 2014).
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4.3 Grundlagen der Immunologie

Das Immunsystem dient der Abwehr von Infektionen durch Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten.
Neben den roten Blutkorperchen, welche fiir den Gasaustausch der Korperzellen zustandig sind, und
den Blutplattchen, die vor allem dem Wundverschluss dienen, stammen auch die Immunzellen aus
dem Knochenmark. Sie wandern aus dem Knochenmark ins Blut, das etwa zu einem Volumenprozent
aus Immunzellen, den Leukozyten, besteht. Insgesamt befinden sich rund 10 Millionen Leukozyten in
einem Milliliter Blut (Alberts 2002). Innerhalb der Immunzellen unterscheidet man Zellen, die dem

angeborenen oder dem adaptiven Immunsystem angehoren (Abbildung 8).

Angeborenes Immunsystem Adaptives Immunsystem

| ﬂf }% /\ |
/ AntulE? er ©j

Abbildung 8: Die Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems. Adaptiert nach Dranoff (2004).

Leukozyten des angeborenen Immunsystems erkennen mit Hilfe einer begrenzten Anzahl von unver-
anderlichen Rezeptoren bestimmte Strukturen, die viele Krankheitserregern besitzen, nicht aber die
korpereigenen Zellen. Im Falle einer Infektion wandern sie gezielt Uber das Blut zum Ent-
ziindungsherd. Den gréRten Anteil machen die neutrophilen Granulozyten aus, die besonders effi-
zient Mikroorganismen verdauen und dann absterben. GréBere Krankheitserreger wie Parasiten, die
nicht im Zellinneren zerstort werden kénnen, werden von eosinophilen und basophilen Granulozyten
durch das Freisetzen von toxischen Proteinen und Enzymen abgetotet. Die inneren Oberflachen des

Korpers werden von Mastzellen beschiitzt, welche unter anderem Wurmparasiten abtéten. Zudem
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werden in das Gewebe eindringende Mikroorganismen von Fresszellen, den Makrophagen, aufge-
nommen und verdaut. Auch Dendritische Zellen kénnen Krankheitserreger aufnehmen. Sie sind da-
rauf spezialisiert Antigene der Umgebung auf ihrer Oberflache zu prasentieren. In Koérperflissigkeiten
gibt es ein weiteres System, das Mikroorganismen bekdampft: Das Komplement. Es besteht aus 30
verschiedenen Proteinen, die direkt Zellmembranen von Mikroorganismen angreifen, oder Immun-
zellen auf diese aufmerksam machen kénnen. Eine spezielle Untergruppe der Immunzellen, die Lym-
phozyten, reifen in den Lymphgeweben. Natdirliche Killerzellen (NK-Zellen), die Virus-infizierte und
Tumorzellen abtoten kénnen und B-Zellen, die nach weiteren Differenzierungsschritten Antikorper
produzieren kénnen, reifen im Knochenmark. T-Zellen, die ebenfalls Virus-infizierte und Tumorzellen
abtoten, aber auch andere Immunzellen regulieren kdnnen, entwickeln sich im Thymus, einem Organ
oberhalb des Herzens. Die letzteren beiden Zelltypen gehoren zum adaptiven Immunsystem, welches

im nachsten Abschnitt ausfuhrlicher beschrieben wird (Murphy 2011).

Unter den genannten Mitgliedern des Immunsystems sind einige in der Lage Tumorzellen abzut6ten
(Abbildung 9). Hierzu zahlen neben den bereits genannten T-Zellen die NK-Zellen. Auch Makrophagen
und das Komplementsystem kénnen Tumoren angreifen, wenn Antikorper an deren Oberflache ge-

bunden haben (Scott et al. 2012).

K Zelle
Makrophage Komplement X 5 i

o
¢

K5+, L

3%

Granzym
und Perforin

Genetisch verdnderte
T-Zelle

Dendritische Zelle $

)

Abbildung 9: Inmunkomponenten, die Tumorzellen abtéten konnen. Adaptiert nach Scott et al. (2012).
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4.3.1 Das adaptive Immunsystem

Die adaptive Immunantwort wird eingeleitet, wenn angeborene Mechanismen nicht ausreichen, um
Krankheitserreger abzuwehren. Im Gegensatz zu den Zellen des angeborenen Immunsystems, deren
Rezeptoren bei jedem Menschen die gleichen Strukturen erkennen, kdnnen T- und B-Zellen jeweils
schatzungsweise 25 Millionen verschiedene Antigene erkennen, wobei einzelne Zellen mehrere Re-
zeptoren der gleichen Spezifitat tragen (Arstila et al. 1999). Ein Mensch besitzt zwischen 1-10*" und
1-10™ T-Zellen (Westermann und Pabst 1990, Perelson und Wiegel 2009, Warren et al. 2011). Deren
Antigenrezeptor, der T-Zell-Rezeptor (TCR), besteht aus zwei verschiedenen Proteinen. Diese werden
von Genen kodiert, die durch unterschiedliche Kombinationen von Gensegmenten zusammengesetzt
werden. Beim Zusammenfligen dieser Segmente in dem sich entwickelnden Lymphozyten kénnen
einzelne Nukleotide hinzugefligt oder entfernt werden. Auch der B-Zell-Rezeptor, welcher ein memb-
rangebundener Antikorper ist, besteht aus zwei Teilen. Hier verbindet sich eine von zwei , leichten”
mit einer ,,schweren” Kette, deren Diversitat wiederum aus Kombinationen verschiedener Genseg-
mente resultiert. Zusatzlich kann die Vielfalt von B-Zell-Rezeptoren nach der Aktivierung der Zelle
noch durch das Einbringen von Punktmutationen erweitert werden. Auf diese Weise entstehen Lym-
phozyten, die theoretisch bis zu 10 verschiedene Strukturen binden. Somit ermdglicht das adaptive
Immunsystem dem Korper auf eine grof3e Vielfalt an Krankheitserregern reagieren zu kénnen. Durch
die zufallige Zusammensetzung des Antigenrezeptors kann es jedoch auch vorkommen, dass Lym-
phozyten korpereigene Strukturen erkennen. Solche Immunzellen werden jedoch im Laufe ihrer Ent-

wicklung durch spezielle Selektionsprozesse abgetotet (Murphy 2011).

B-Zellen produzieren nach ihrer Aktivierung Antikorper, die an die Oberflachen von beispielsweise
Mikroorganismen oder deren Produkte binden und sie auf diese Weise unschadlich machen. Die
Mehrheit der T-Zellen kénnen ausschlieRlich kurze Peptidfragmente von Antigenen erkennen, die auf
der Oberflache von Zellen mit Hilfe von major histocompatibility complex (MHC)-Molekilen prasen-
tiert werden. MHC Klasse | Molekile befinden sich auf nahezu jeder Kérperzelle. Sie prasentieren
Fragmente von allen Proteinen, die in der Zelle gebildet wurden, zum Beispiel auch solche, die aus
Virusinfektionen stammen oder durch genetische Mutationen verdndert sind. Diese MHC-
Peptidkomplexe kdnnen zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) aktivieren, welche den Corezeptor CD8
tragen und die Zelle anschlieRend abtoten (Abbildung 10). Auf den antigenprasentierenden Zellen
des Immunsystems, wie den Dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen befinden sich zusatz-
lich MHC Klasse Il Molekiile, welche Peptide prasentieren, die von extrazelluldr aufgenommenen und
verdauten Partikeln stammen. Mit Peptid beladene MHC Il Molekiile kénnen von CD4" Helfer-T-

Zellen (T,) oder regulatorischen T-Zellen (Treg) erkannt werden (Abbildung 11), die unter anderem
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CD8" T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen aktivieren bzw. Immunreaktionen unterdriicken kénnen

(Murphy 2011).

Transporter

Endoplasmatisches
Retikulum

Proteasom

Abbildung 10: Prozessierung von Tumorantigenen, die von CD8" T-Zellen erkannt werden.

Adaptiert nach Coulie (2014).

Dendritische Zelle

MHC Klasse | MHC Klasse Il

Peptidantigen
(13-17 AS)

Peptidantigen
(8-10 AS)

CD8' T-Zelle | CD4* T-Zelle

Abbildung 11: Antigenprasentation an T-Zellen. AS=Aminosauren, APC=Antigenprasentierende Zelle.

Adaptiert nach Bluestone und Abbas (2003)
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4.3.1.1 Entwicklungsschritte von T-Zellen

Vorlaufer von T-Zellen wandern aus dem Knochenmark in den Thymus ein, wo sie Thymozyten ge-
nannt werden. Hier werden die Gene fiir den T-Zell-Rezeptor durch eine zufallige Kombination von
Gensegmenten umgestaltet. Diejenigen Zellen, die daraus keinen funktionellen Rezeptor erzeugen
koénnen, sterben durch Apoptose. Alle anderen unreifen T-Zellen werden dann auf die ZweckmaRig-
keit ihres Rezeptors getestet. Die Epithelzellen im Thymus exprimieren eine Vielzahl an Selbst-Peptid-
MHC-Komplexen. Nur wenn die sich entwickelnden Thymozyten leicht an diese binden kénnen, er-
halten sie ein Uberlebenssignal. Dieses stellt sicher, dass sie auch spater in der Lage sein werden,
Fremdantigen-MHC-Komplexe binden zu kdnnen. Je nach der Signalstarke, die aus dem Binden der
MHC | oder Il Molekiile resultiert, entscheidet sich nun auch, ob sie als zytotoxische, regulatorische
oder Helfer-T-Zelle aus dem Thymus wandern wird. Zunachst werden sie jedoch weiter auf ihre Fa-
higkeit getestet, mit MHC-Selbst-Peptid-Komplexen auf Dendritischen Zellen und Makrophagen zu
interagieren. Zudem werden den T-Zellen vom Thymusepithel zahlreiche Antigene prasentiert, die in
unterschiedlichen Organen des Koérpers vorkommen. Ist die Bindung sehr stark, stirbt der Thymozyt
ab oder wird zur regulatorischen T-Zelle mit immunhemmenden Eigenschaften (siehe nachstes Kapi-
tel). Er wiirde ansonsten korpereigenes Gewebe angreifen. Die toten T-Zellen werden von Makro-
phagen aufgenommen und verdaut. Nach diesen Selektionsprozessen bleiben nur etwa 2% bis 4%
der T-Zellen Gbrig. Diese wandern aus dem Thymus aus und zirkulieren durch die Blut- und Lymphge-
fale des Korpers. Da sie bis dahin noch nicht mit ihrem spezifischen Antigen in Kontakt gekommen

sind, nennt man sie in diesem Lebensabschnitt naive T-Zellen (Murphy 2011).

Um eine Immunreaktion durch T-Zellen einleiten zu kdnnen, bedarf es einer antigenprasentierenden
Zelle (APC), die drei bestimmte Signale aussendet. Dendritische Zellen sind hierfiir am effizientesten.
Man nennt sie deswegen auch professionelle APC. Vorlaufer Dendritischer Zellen kommen im Blut
vor und wandern vor allem in die Gewebe ein, die haufig Kontakt mit eindringenden Mikroorga-
nismen haben, wie die Haut, die Lunge oder der Darm. Dort nehmen sie in einem unreifen Stadium
kontinuierlich Flussigkeiten und Partikel, oder ganz gezielt Mikroorganismen aus der Umgebung auf
und zersetzen diese. Mit Hilfe verschiedenster Rezeptoren kdnnen APC spezifische Strukturen von
Krankheitserregern erkennen. Darunter sind es bestimmte Bestandteile von Zellhiillen und Fortbe-
wegungsproteinen, sowie spezielle Formen von RNA und DNA, welche nur Bakterien, Pilze und Viren
besitzen, nicht aber menschlichen Zellen. Erkennt eine Dendritische Zelle solche Strukturen, wird sie
aktiviert und wandert in die lymphatischen Gewebe, zum Beispiel in den nachstgelegenen Lymph-
knoten. Auf dem Weg dorthin werden von auRen aufgenommene Mikroorganismen oder Fragmente

eigener Zellen in kleinen von einer Membran umgebenen Blaschen, den Vesikeln, von Enzymen ver-
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daut. Daraus resultierende Peptide werden dann mit Hilfe von MHC Klasse || Molekilen auf der Zell-
oberflache prasentiert. In der Zellflissigkeit, dem Zytosol, befindliche Proteine werden im Proteasom
zu Peptiden mit einer Lange von acht bis zehn Aminosduren gespalten, auf MHC Klasse | Molekiile
geladen und ebenfalls auf die Zelloberflache transportiert. Es kann sich dabei um zelleigene Proteine
oder Antigene von Viren handeln, die in das Zellinnere der Dendritischen Zellen eindringen. Aul3er-
dem ist es moglich, dass APC von aulRen aufgenommene Antigene auf Klasse | Molekilen prasentie-
ren: Ein Prozess, den man Kreuzprasentation nennt. Wahrend der Wanderung durch die Lymphgefa-
Re findet auch eine Reifung der Dendritischen Zelle statt, bei der sie neben den MHC noch weitere
Molekiile auf ihrer Oberflache verstarkt exprimiert. Dabei handelt es sich um die costimulatorischen

Molekiile, welche zur vollstandigen Aktivierung naiver T-Zellen notwendig sind. (Murphy 2011).

In den zahlreichen Lymphknoten des Korpers treffen die zirkulierenden naiven T-Zellen standig auf
antigenprasentierende Zellen und binden mit ihrem T-Zell-Rezeptor an die MHC-Molekiile. In den
meisten Fallen erkennen sie das prasentierte Antigen nicht, I6sen sich und wandern zur nachsten
APC. Nur etwa jede tausenste bis millionste T-Zelle ist flr ein bestimmtes Antigen spezifisch. Wird
das Antigen erkannt, bleibt sie an die Dendritische Zelle gebunden. Wird gleichzeitig kein costimula-
torisches Signal abgegeben, bleibt der Lymphozyt inaktiv oder sie stirbt ab. Werden die costimulato-
rischen Molekiile der APC gebunden, wird die T-Zelle aktiviert und beginnt sich zu teilen. Fir eine
erfolgreiche Immunrektion muss noch ein drittes Signal weitergegeben werden. Es handelt sich dabei
um l&sliche Signalproteine, Zytokine, die von umgebenen Zellen, unter anderem von der kontaktier-
ten APC, stammen. Die sezernierten Zytokine binden an spezielle Rezeptoren auf den T-Zellen und
entscheiden iiber deren Differenzierung zu einem bestimmten Effektortyp. Bindet eine CD4" T-Zelle
die Zytokine Interferon-y (IFN-y) und Interleukin-12 (IL-12), wird sie zu einer T,1-Zelle, die ihrerseits
die Entziindungsmolekiile IFN-y und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), sowie den T-Zellwachstumsfak-
tor IL-2 produziert (Murphy 2011).T41 Zellen sind auch bei der Tumorbekdampfung wichtig, da sie
Tumorzellen direkt abtéten und zytotoxische CD8* T-Zellen sowie Dendritische Zellen aktivieren kdn-
nen (W. D. Thomas und Hersey 1998, Knutson und Disis 2005). CTL kénnen jedoch auch direkt von
Dendritischen Zellen aktiviert werden. Ist in der Umgebung der naiven T-Zelle jedoch in groReren
Mengen TGF-B vorhanden, wird sie zu einer induzierten regulatorischen T-Zelle, welche die anti-
entzlindlichen Signalmolekdle IL-10 und/oder TGF-f freisetzt und damit andere Immunzellen hemmt

(Murphy 2011). Die Funktionen der Treg werden im nachsten Kapitel ausfiihrlicher beschrieben.

Die T-Zellen, die nun, etwa vier Tage nach der Entdeckung des Pathogens, in groBer Anzahl vorhan-
den sind und alle das gleiche Antigen erkennen, wandern zum grofSten Teil als Effektorzellen aus den

Lymphgeweben zum Entziindungsherd. Dort haben die Immunzellen des angeborenen Immunsys-
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tems als Reaktion auf den Krankheitserreger Zytokine freigesetzt, die andere Immunzellen anlocken:
Die Chemokine. Die Effektor-T-Zellen (T¢) bewegen sich nun entlang eines Konzentrationsgradienten
zum Ort mit der héchsten Chemokinkonzentration, dem Entziindungsort. Hier werden nun die Virus-
infizierten Zellen oder Tumorzellen durch CTL und/oder T,1-Zellen abgetotet. Sind Bakterien in das
Gewebe eingedrungen, werden durch Tyl-Zellen Makrophagen und B-Zellen aktiviert, welche die
Mikroorganismen aufnehmen und zersetzen bzw. mit Antikérpern unschadlich machen. Parasiten
werden mit Hilfe von T,.2-Zellen bekampft, welche B-Zellen zur Produktion eines speziellen Antikor-
pertyps anregen, die wiederum Mastzellen zum Abtoten der Eindringlinge bringen. Sind die Erreger
abgetotet, stirbt der groRte Teil der nicht mehr bendétigten Effektorzellen ab. Einige langlebige Ge-
dachtniszellen bleiben jedoch im Koérper vorhanden und sind bei einer weiteren Infektion mit dem
gleichen Erreger wesentlich schneller in der Lage eine Immunantwort auszulésen. Unter den Ge-
dachtnis-T-Zellen, die im Gegensatz zu naiven (Ty) und Effektorzellen das Protein CD45R0O auf ihrer
Oberflache tragen, gibt es zwei Untergruppen mit unterschiedlicher Aktivierungsschwelle. Effektor-
Gedachtniszellen (Tgy) werden schnell zu Effektorzellen und befinden sich Gberwiegend in Geweben.
Zentrale Gedachtniszellen (T¢y) tragen im Gegensatz zu den Effektor-Gedachtniszellen den Chemo-
kinrezeptor CCR7, der ihnen ebenso wie den naiven T-Zellen Zutritt zu den Lymphgeweben ermog-
licht (Murphy 2011). Sie bendtigen nach ihrer Reaktivierung mehr Zeit um sich zu Effektorzellen um-
zubilden, sind aber langlebiger und kénnen sich haufiger teilen als Tgy (Murphy 2011, Caserta et al.
2012). Zudem ist noch eine weitere Gedachtnis-T-Zell Population entdeckt worden: Die Gedachtnis-
Stamm-T-Zellen (Tscy). Dabei handelt es sich um einen langlebigen, weniger differenzierter Gedacht-
niszelltyp mit verstarkter Kapazitat zur Selbsterneuerung. Wie naive T-Zellen exprimieren Tscy CCR7
und sind negativ fir CD45R0. Dagegen bilden sie kurze Zeit nach ihrer Stimulation, im Gegensatz zu
Tn, groBere Mengen der Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-o.. Gedachtnis-Stamm-T-Zellen kénnen und sich

sowohl zu Tg, als auch zu Tey und Tgy weiterentwickeln (Gattinoni et al. 2011).

Die genannten Differenzierungsstufen der T-Zellen lassen sich also weitestgehend {iber den Nachweis

der zwei Oberflachenmolekiile CD45R0 und CCR7 unterscheiden (Abbildung 12).
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CCR7 + + + - -

CD45RO - - + + -

Abbildung 12: Differenzierungsstadien von T-Zellen. Ty: Naive T-Zelle, Tscm: Gedachtnis (memory) Stamm-T-
Zelle, Tem: Zentrale Gedachtnis-T-Zelle, Tgy: Effektor-Gedachtnis-T-Zelle, T¢: Effektor-T-Zelle. Adaptiert nach
Mahnke et al. (2013).

Die Induktion dieser Gedachtniszellen, die Jahrzehnte lang im Korper Gberleben kdonnen, ist das Ziel
von Impfungen (Imamichi et al. 2014). Hier werden anstatt der Pathogene unschéadliche Erreger oder
deren Bestandteile in Kombination mit einem Adjuvans gegeben, welches als entziindungsfordernder
Hilfsstoff dient. Es gibt zahlreiche Versuche auch mit Tumorantigenen (Kapitel 4.3.2) zu impfen, um
Tumoren zu bekdmpfen. Solche Studien zeigen, beispielsweise in Tierexperimenten, dass es moglich
ist, zentrale Gedachtnis T-Zellen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen durch einen Impfstoff mit einem
Brustkrebsantigen zu erzeugen (Lerret et al. 2012). Die meisten Anti-Tumor Impfstudien mit Men-

schen werden derzeit durchgefiihrt, wenn diese bereits an Krebs erkrankt sind (siehe Kapitel 4.3.3).

Auch im Knochenmark von Brustkrebspatienten befinden sich sowohl zentrale Gedachtnis CTL, als

auch Effektor-Gedachtnis-CTL, die in der Lage sind Tumorzellen abzutéten (Beckhove et al. 2004).

4.3.1.2 Regulatorische T-Zellen

Eine Immunreaktion muss auf eine effiziente Weise in den Korper eindringende Erreger eliminieren
ohne dabei Kollateralschdaden zu verursachen. Die Aufgabe der regulatorischen T-Zellen (Treg) ist es,
diese Reaktionen zu kontrollieren, indem sie Funktionen anderer Immunzellen unterdricken. Auf
diese Weise tragen sie dazu bei, dass Immunreaktionen gegen Pathogene und Allergene nicht tber-
maRig werden, kommensale Mikroorganismen toleriert werden und dass transplantierte, korperei-
gene und embryonale Gewebe nicht angegriffen werden (Shevach 2000, Aluvihare et al. 2004,
Curotto de Lafaille und Lafaille 2004, Waldmann et al. 2006, Belkaid und Tarbell 2009, Nutsch und
Hsieh 2012). Man findet sie im Thymus, in Lymphknoten, im Blut und in der Milz, wo sie etwa 5% bis
10% der CD4" T-Zellen ausmachen. Besonders angereichert sind sie im Knochenmark, wo es sich bei
einem Viertel der dortigen CD4" Zellen um Treg handelt (Zou et al. 2004). Im Thymus kann nicht jede
potenziell autoreaktive T-Zelle abgetotet werden. Daher werden alle Gibrigen T-Zellen, die gegen das

eigene Gewebe reagieren kdnnen, durch Treg kontrolliert. Dies kann jedoch auch dazu fihren, dass
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Tumoren durch die Anlockung von Treg vor Angriffen durch das Immunsystem geschiitzt werden

(Sakaguchi et al. 2001).

Treg umfassen mehrere Subgruppen mit unterschiedlichen Herkunftsorten und Eigenschaften
(Duhen et al. 2012). Im Menschen wurde bislang kein Molekiil gefunden, welches spezifisch fir alle
regulatorischen T-Zellen ist (Vignali et al. 2008). Daher werden zur ldentifizierung von Treg das CD25
Molekil (Interleukin 2 Rezeptor a-Kette) und der Transkriptionsfaktor Forkhead box Protein 3
(FOXP3) verwendet (Sakaguchi 2005). Diese Strukturen kdnnen jedoch auch kurzzeitig von aktivierten
zytotoxischen und Helfer-T-Zellen exprimiert werden (J. Wang et al. 2007, Kmieciak et al. 2009). Das
FoxP3 Gen ist flir die Funktion von Treg unerlasslich. Ist es aufgrund einer Mutation funktionslos, so
entwickelt der Mensch oder das Tier schwerwiegende Autoimmunerkrankungen (Bennett et al. 2001,
Brunkow et al. 2001). Treg werden in die Haupttypen natlrliche (nTreg) und induzierte (iTreg) unter-
teilt. Wahrend nTreg aus dem Thymus stammen (siehe Kapitel 4.3.1.1), werden iTreg als Reaktion auf

Signale aus der Mikroumgebung in der Peripherie gebildet. (Vignali et al. 2008).

Durch die Sekretion der immunsuppressiven Zytokine IL-10 und TGF-3 hemmen Treg die Funktionen
von T-Zellen, antigenprasentierenden und NK Zellen (Abbildung 13). Da sie selbst aufgrund des Tran-
skriptionsfaktors FOXP3 kein liberlebenswichtiges IL-2 produzieren kdnnen, nehmen sie es aus der
Umgebung auf und beeintrachtigen somit andere T-Zellen (de la Rosa et al. 2004). Zudem bilden sie
vermehrt Enzyme, die den Energietrager Adenosintriphosphat in der Zellumgebung spalten. Das
dadurch entstehende Abbauprodukt Adenosin hemmt ebenfalls die entziindungsférdernden Funkti-
onen von Effektor-T-Zellen und APC (Mandapathil et al. 2010, Challier et al. 2013). Zudem kénnen sie
autologe APCs und T-Zellen durch die Ausschittung von Granzymen und Perforin direkt abtoten

(Grossman et al. 2004).

Auch Tumorzellen selbst kdnnen durch die Abgabe von Signalmolekilen wie IL-10 und TGF-B die In-
duktion von Treg herbeifihren und die Funktion von Anti-Tumor reaktiven T-Zellen einschranken (W.
Chen et al. 2003, Domschke et al. 2009). Die Ansammlung von regulatorischen T-Zellen in Brusttumo-
ren fiihrt zu einem erhéhten Tumorgrad und Stadium, kiirzeren Uberlebenszeiten und einer groRe-
ren Wahrscheinlichkeit, dass die Krebserkrankung nach der Behandlung wiederkehrt (Bates et al.
2006). Deshalb wird in immuntherapeutischen Ansatzen versucht, Treg im Tumorpatienten zu ver-

mindern (siehe Kapitel 4.3.3).
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Abbildung 13: Immunsuppressive Mechanismen von regulatorischen T-Zellen. Adaptiert nach Vignali et al.
(2008).

4.3.1.3 T-Zell Exhaustion

Wie chronische Infektionserkrankungen sind auch Tumoren langlebige Antigenquellen, die durch
eine standige Aktivierung von T-Zellen zu deren Erschopfung fiihren kdnnen (Wherry 2011). Im Ver-
gleich zu Lymphozyten aus dem Blut sind Tumor-infiltrierende T-Zellen in ihrer Funktionalitdt einge-
schrankt (Benigni et al. 2005, Appay et al. 2006). Sie exprimieren vermehrt inhibitorische Rezeptoren
wie programmed cell death 1 (PD1), T-cell immunoglobulin domain and mucin domain 3 (TIM-3) und
das Produkt des Lymphozyten-Aktivierungsgens 3 (LAG-3) (Wherry 2011). Eine Ubersicht hierzu ist in
Abbildung 14 skizziert. Derartige Verdanderungen des T-Zell-Phdnotyps durch Tumoren konnten be-
reits in Brustkrebspatienten im frilhen Tumorstadium gezeigt werden (Poschke et al. 2012). Wenn
LAG-3 anstatt von CD4 an MHC Klasse Il Molekiile, PD1 an PD-L1 und TIM-3 an Galectin-9 binden,
fihrt dies zu einer verminderten Aktivierung der T-Zelle (Hannier et al. 1998, Freeman et al. 2000,
Zhu et al. 2005). Ein Teil der malignen Brusttumoren kdnnen durch Expression dieser Liganden die

Funktion von T-Zellen abschwéachen (Whitwell et al. 1984, Irie et al. 2005, Muenst et al. 2014).
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Abbildung 14: Die Erschopfung von T-Zellen durch chronische Antigenstimulation. Nach Wherry (2011).

Bis zu einem gewissen Erschopfungsgrad lassen sich die Funktionen durch den Einsatz blockierender

Antikorper wiederherstellen (siehe Kapitel 4.3.3).

4.3.2 Tumor-assoziierte Antigene

Die Grundlage der Tumorimmuntherapie (Kapitel 4.3.3.) ist das Vorhandensein von Tumorantigenen

auf Krebszellen, die Angriffspunkte fiir das adaptive Immunsystem darstellen. Diese kénnen zur In-

duktion spontaner T-Zell Antworten fiihren oder als Bestandteil eines Impfstoffes Tumor-reaktive T-

Lymphozyten induzieren (Coulie et al. 2014).

Im Idealfall unterscheiden sich die Krebsantigene von denen auf gesunden Zellen. In diesem Fall han-

delt es sich um Produkte mutierter und onkoviraler Gene, die Tumor-spezifische Antigene genannt

werden. In der Regel jedoch ist der Grofteil der Tumorantigene auch auf gesunden Zellen vorhan-

Seite | 24



Einleitung

den, jedoch im Tumorgewebe stark Gberexprimiert. Man spricht dann von Tumor-assoziierten Anti-

genen (Criscitiello 2012).

In diesem Abschnitt sind das Vorkommen und die Funktionen der Tumorantigene zusammengefasst,
welche fir den experimentellen Teil der Dissertationsarbeit ausgewahlt wurden. Kriterien fir die
Auswahl waren eine geringe Expression im gesunden Brustgewebe, eine deutliche Nachweisbarkeit

in prainvasiven duktalen Lasionen und eine starke Uberexpression im invasiven Mammakarzinom.

4.3.2.1 PCNA

Das Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ist ein Ringklemmenprotein, das die DNA-Doppelhelix
umschliefen kann. Dort interagiert es mit Proteinen, die den DNA Metabolismus, die Gentranskrip-
tion und die epigenetische Modifikation kontrollieren. Daher wird das PCNA auch als Biomarker fir
Zellproliferation angewandt. AuBerhalb des Zellkerns reguliert es die Apoptose, den Fettstoffwechsel
und die Glykolyse (S. C. Wang 2014). Zudem kann es als Ligand flir den aktivierenden Rezeptor NKp44
NK-Zellen inhibieren (Rosental et al. 2011).

Da die Zellproliferation eine Voraussetzung fiir das Fortschreiten einer Krebserkrankung ist, wird es
in Tumoren Uberexprimiert, unter anderem in 100% der in situ und 94% der invasiven Brustkarzi-
nome (Terry et al. 2006). Hierbei korreliert die verstirkte Synthese von PCNA mit der Uberexpression
von HER2 und EGFR, sowie einem schlechterem Uberleben der Patienten (Shrestha et al. 1992). In
Tierexperimenten mit Ratten konnte gezeigt werden, dass die Expression von PCNA in den Milch-
gangen wahrend der induzierten Karzinogenese von der gutartigen Hyperplasie tUber das in situ Kar-
zinom zum invasiven Mammakarzinom graduell bis zu 15-fach ansteigt (Al-Dhaheri et al. 2008). Zu-
dem wurde herausgefunden, dass das Protein in Tumoren jungfraulicher Ratten signifikant starker

vorhanden ist als bei Rattenmuttern (Zhao et al. 2011).

Auch in den Milchdrisen schwangerer, gesunder Mause wurde eine verstarkte Expression nachge-

wiesen, die wahrend der Stillzeit wieder absinkt (Sigurdsson et al. 2013).

Als mogliche neue Zielstruktur fiir Tumor-Immuntherapien wurde das PCNA erstmals 2011 von Xu et
al. beschrieben. In dieser Studie konnten HLA-A*0201 restringierte Epitope flr zytotoxische T-Zellen
identifiziert werden (W. Xu et al. 2011). Daraufhin hat die Arbeitsgruppe um Stefan Stevanovic¢ einen
natlirlichen HLA-A*01-Liganden des PCNA-Proteins von Krebszellen aus Lungenkrebspatienten iso-

liert (Neumann et al. 2013).
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43.2.2 ID1

Der inhibitor of differentiation 1 (ID1) gehort zu den Helix-Loop-Helix (HLH) Proteinen, welche das
Wachstum, die Differenzierung, das Uberleben und die Seneszenz von Zellen regulieren (De Candia et
al. 2004). ID1 ist eines der vier verwandten ID Proteine, die an HLH-Transkriptionsfaktoren binden

und so die Genexpression negativ regulieren (Benezra et al.).

Das Protein kann jedoch auch die Bildung, Invasivitat und BlutgefdaBneubildung von Tumoren beglins-
tigen (Desprez et al. 1998, Lyden et al. 1999, Yokota und Mori 2002). Daher wird ID1 in einer Vielzahl
von Tumorentitaten Gberexprimiert, darunter in einem Flinftel der in situ und zwei Dritteln der infilt-
rierenden Mammakarzinome (Lin et al. 2000). Da ID1 iberwiegend in aggressiven und schlecht diffe-
renzierten Tumoren vermehrt gebildet wird, haben Brustkrebspatienten mit ID1 iberexprimierenden
Tumoren eine geringere Uberlebenswahrscheinlichkeit (Schoppmann et al. 2003, H. Y. Yang et al.

2010).

Zudem erfillt es eine Rolle bei der Entwicklung und Remodellierung der Brustdriise, vor allem bei der
Bildung und Vermehrung loboalveolarer Strukturen (Shin et al. 2011). Wahrend der friihen Schwan-
gerschaft konnte es im hohen MaRe in murinen duktalen Epithelzellen und in humanen Placentae

nachgewiesen werden (Meinhardt et al. 2005, Itahana et al. 2008).

Als T-Zell Antigen wurde ID1 bislang nicht beschrieben.

4.3.2.3 GLI1

Die Glioma associated oncogene (GLI) Proteine sind Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren im Hedgehog
(Hh) Signalweg (Abbildung 15). Sie wurden nach ihrem Entdeckungsort in einem Hirntumor, dem
Gliom, benannt (Kinzler et al. 1987). Der Signalweg reguliert die Strukturentstehung wahrend der
Embryogenese und Organogenese. Zudem reguliert er die Zellvermehrung. Beim Erwachsenen ist der
Hh Signaltransduktionsweg (iberwiegend inaktiv. Seine Funktion beschrankt sich dann auf die Auf-

rechterhaltung und Wiederherstellung von Geweben (Briscoe und Therond 2013).

Vereinfacht dargestellt l[duft der Hedgehog Signalweg wie folgt ab: Wird kein Signalprotein von einer
Nachbarzelle sezerniert, hemmt im Rezeptorkomplex der anderen Zelle die erste Untereinheit
Patched (PTCH) die zweite Untereinheit Smoothened (SMO). Daraufhin bleiben die Zielgene inaktiv.
Bindet jedoch ein Signalprotein wie Sonic Hedgehog (SHH) an PTCH, wird die Inhibition von SMO
aufgehoben, Transkriptionsfaktoren wie GLI1 werden aktiviert und Zielgene angelesen. GLI1 ist der
einzige der drei Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren, der nicht als Repressor (rep) fungieren kann

(Briscoe und Therond 2013).
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Abbildung 15: Vereinfachte Darstellung des Hedgehog Signalwegs. SHH: Sonic Hedgehog (Signalprotein), PTCH:

Patched (Rezeptoruntereinheit 1), SMO: Smoothened (Rezeptoruntereinheit 2), GLI: Glioma associated on-
cogene (Transkriptionsfaktor), rep: Repressor, act: Aktivator, PKA: Proteinkinase A. Adaptiert nach Crompton et
al. (2007).

Eine unangemessene Aktivierung des Hedgehog Signalwegs kann in vielen Geweben zur Onkogenese
flhren (Di Magliano und Hebrok 2003). Daraus resultieren 20% bis 25% aller Krebserkrankungen
(Briscoe und Therond 2005). In transgenen Mausen, die zielgerichtet in der Brustdriise GLI1 Gberex-
primieren, entstehen Tumore, die dem duktalen Karzinom in situ dhneln (Fiaschi et al. 2009). In
Brusttumoren des Menschen konnte gezeigt werden, dass die Menge an GLI1 im Zellkern beim Fort-
schreiten des DCIS zum invasiven Karzinom seriell ansteigt. Dabei korreliert die GLI1 Expression mit
der Invasivitit des Mammakarzinoms und der Expression des Ostrogenrezeptors-o. (Souzaki et al.

2011).

Wahrend der frilhen Schwangerschaft der gesunden Ratte ist die Glil mRNA im Endometrium sechs
Mal starker exprimiert als in der Prodstrus Phase (Kubota et al. 2008). Vergleichbare Beobachtungen

wurden in Experimenten mit Mausen gemacht (Matsumoto et al. 2002).
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Auch GLI1 wurde bisher nicht als T-Zell Antigen beschrieben.

4.3.2.4 Smoothened

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt eingefiihrt wurde, handelt es sich bei Smoothened (SMO)
um ein Transmembran-Effektormolekil im Hedgehog Signalweg (Abbildung 15), der auch an der Ent-
stehung von Brustkrebs beteiligt sein kann (Chang-Claude et al. 2003). In den ausgereiften Milchgan-

gen des Menschen ist er normalerweise inaktiv (Moraes et al. 2007).

Flihrt man in transgenen Mausen in nur 5% der Brustepithelzellen die Bildung von aktiviertem huma-
nen SMO herbei, resultiert daraus eine verstarkte Proliferation und eine gestorte Differenzierung der
Zellen, sowie die Entstehung duktaler Dysplasien. Mit Hilfe von Tumorproben aus Brustkrebspatien-
ten konnte nachgewiesen werden, dass die Veranderung der Hedgehog Signalwege friih in der Brust-
karzinogenese beginnt. Wahrend im normalen Brustgewebe kein SMO nachweisbar ist, ist es in 70%

der in situ und 30% der invasiven Brusttumoren exprimiert (Moraes et al. 2007).

Studien zur T-Zell-Antigenitat von SMO liegen bislang nicht vor.

4.3.2.5 Mammaglobin-A
Mammaglobin-A (MAM) ist ein Glykoprotein aus der Familie der epithelialen Sekretoglobine. Es be-
sitzt ein Signalpeptid, welches von der Zelle sezerniert werden kann. Seine Funktion ist bisher un-

geklart (Galvis-Jimenez et al. 2013).

Wadhrend die mRNA des Mam-A im gesunden Brustgewebe nur vereinzelt von einigen Epithelzellen
gebildet wird, ist sie in 80% der duktalen Mammakarzinome, auch im DCIS, stark iberexprimiert (M.
A. Watson et al. 1999). Davon ist in etwa einem Viertel der Tumorproben die Menge an mRNA mehr
als zehnfach gegeniiber dem Normalgewebe erhoht (M. A. Watson und Fleming 1996). Die Expres-
sion ist nicht vom Tumorgrad oder dem histologischen Typ abhangig (M. A. Watson et al. 1999). Zu-
dem wird das Protein im Endometrium, in Ovarien, im Zervix, in manchen Prostata-Gewebeproben

und in Schweildrisen gebildet (Classen-Linke et al. 2012).

Die Expression von Mammaglobin-A wird durch das Hormon Progesteron gesteuert und ist somit
auch bei der Zellvermehrung und der Differenzierung der Brustdriise wahrend der Schwangerschaft
erhoht (M. A. Watson et al. 1998, Fleming und Watson 1999, Classen-Linke et al. 2012). AulRerdem
wird in der friihen Schwangerschaft, wenn sich der Embryo an die Gebarmutterschleimhaut anheftet,

die Mam-A Genexpression im Endometrium zwolffach hochreguliert (Kao et al. 2002).
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Mammaglobin-A-spezifische CD4" und CD8" T-Zellen konnten in einigen Studien in Patienten mit
Mammakarzinom nachgewiesen werden. In vitro generierte Zelllinien aus MAM-A-spezifischen zyto-
toxischen T-Zellen fiihrten in diesen Studien ein signifikantes Abtéten von Brustkrebszellen herbei
(Jaramillo et al. 2002, Jaramillo et al. 2004, llias Basha et al. 2011, Tiriveedhi et al. 2012, Soysal et al.
2014). Die Frequenz MAM-spezifischer CD4" und CD8" T-Zellen war in der Studie von Jaramillo et al.
(2002) in Patienten mit Brustkrebs signifikant hoher als bei gesunden Individuen (Jaramillo et al.
2002). In unserer Arbeitsgruppe ist es zudem erstmalig gelungen MAM-spezifische CD4" T-Zellen in
gesunden Probanden und Patienten mit bdsartigen Brusttumoren zu quantifizieren. Mittels
Mammaglobin-Asz,sg-markierter HLA Klasse llI-Tetramere wurden in Patienten 0,2% der Treg und
»konventionellen” T-Zellen (Tcon) als Antigenspezifisch detektiert. In der Kontrollgruppe mit gesun-

den Probanden waren es jeweils nur 0,07%. (Schmidt et al. 2013).

4.3.2.6 Heparanase-1

Heparanase-1 (HPA-1) ist ein Enzym, das dem Abbau der Gewebskomponenten zwischen Zellen, der
extrazelluldaren Matrix, dient. Genauer gesagt handelt es sich um Endo-B-Glucoronidase, die Hepara-
nsulfatseitenketten von Proteoglykanen abspaltet. Es wird von vielen Zelltypen gebildet, die in das
umliegende Gewebe einwandern missen, wie zum Beispiel Neutrophile, Makrophagen, Zytotro-
phoblasten (des Embryos), Keratinozyten (der Haut), BlutgefdBendothelzellen und Nervenzellen.
Durch den Abbau der extrazelluldaren Matrix werden auch viele Wachstumsfaktoren freigesetzt, die
normalerweise an Heparansulfate gebunden sind. Diese sind unter anderem fiir die Neubildung von

BlutgefaRen notig (Zcharia et al. 2001).

Ostrogen kann die Synthese von Heparanase-1 regulieren. Wahrend der Schwangerschaft stimuliert
es die Neubildung von BlutgefaRen fiir den Embryo und ermdglicht die Zersetzung der die Milch-
gdnge umgebenden Basalmembran, damit sich ein milchbildendes Driisengewebe formen kann
(Zcharia et al. 2004, Wirstlein et al. 2013). Wird das Enzym in Mausen Uberexprimiert, so ist die Ver-
zweigung und Differenzierung der Milchgange in den Brustdriisen stark beschleunigt (Zcharia et al.

2001).

Neben seiner Enzymaktivitat kann HPA-1 auch als Zelladhasionsmolekdil fungieren. Diese Funktion ist
beispielsweise in der frihen Schwangerschaft wichtig, wenn der Embryo sich an die Gebarmutter-

schleimhaut anheftet. (D'Souza et al. 2007).

Die erleichterte Invasion in das umliegende Gewebe, die BlutgefaBneubildung und die erhéhte Ver-

fligbarkeit von Wachstumsfaktoren mit Hilfe von Heparanase-1 machen sich auch Tumoren zu nutze.
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Das Enzym wird von praktisch allen Krebsarten verstarkt gebildet. Die Starke der Expression ist mit
der GroRe und BlutgefaRbildung des Tumors, dem Auftreten von Metastasen und dem Uberleben
des Patienten assoziiert (Vlodavsky et al. 2012). Unter den Brustkarzinomen ist das Protein in 44%
der in situ, in 23% der invasiven nicht metastasierten und in 53% der invasiven Lasionen mit Wach-
terlymphknotenmetastasen nachweisbar. Alle getesteten Normalgewebe waren in dieser Studie ne-
gativ. Wahrscheinlich tragt Heparanase-1 zur Progression eines DCIS zum invasiven Karzinom bei.
Zudem haben Patientinnen, deren Tumoren HPA-positiv sind, ein hoheres Risiko ein Rezidiv zu erfah-

ren (Maxhimer et al. 2002, Maxhimer et al. 2005).

4.3.2.7 MAGE-A3
Das Melanom-Antigen A3 (MAGE-A3) gehort zu den Krebs-Keimbahn Antigenen, die normalerweise
nur von Keimzellen der Hoden und des fotalen Ovars, sowie in der Plazenta gebildet werden

(Simpson et al. 2005, Jungbluth et al. 2007). Uber seine Funktion ist bislang wenig bekannt.

Die Melanom-Antigene wurden in einem Patienten mit Melanom und ungewdhnlich gutem klini-
schen Verlauf entdeckt. Der Patient wies zytotoxische T-Zellen auf, die spezifisch fir diese Tumoran-
tigene waren (Knuth et al. 1989). Spater wurde eine Vielzahl anderer Tumorentitdten beschrieben, in
denen die Krebs-Hoden-Gene reaktiviert wurden. Dies ist im Falle des MAGE-A3 in 6% der Brustkarzi-
nome der Fall. Dabei wird das Protein Uberwiegend in ER negativen Karzinomen synthetisiert
(Grigoriadis et al. 2009). Unter den duktalen in situ Karzinomen exprimieren 13% dieses Antigen,
wiederum vorwiegend die ER negativen. In prdinvasiven Lasionen ist es nicht nachweisbar (Caballero
et al. 2014). Die Expression von MAGE-A3 in Tumoren korreliert mit einer starken Proliferation, ei-
nem geringen Differenzierungsgrad und einem hohen Stadium (Otte et al. 2001, Hussein et al. 2011,

Ayyoub et al. 2014).

MAGE-A3-spezifische T-Zellen sind in geringer Frequenz in gesunden Spendern und Patienten mit
Krebs nachweisbar, darunter auch das Mammakarzinom (Chaux et al. 1998, Dhodapkar et al. 2000,

Inokuma et al. 2007).

4.3.2.8 MUC1

MUC1 ist ein in der Zellmembran verankertes Mucin. Der aus der Zelle herausragende Teil ist Be-
standteil der Schleimhiille, welche unter anderem die Epithelzellen in der Lunge, der Brustdriise und
dem weiblichen Fortpflanzungstrakt schiitzt (Gendler und Spicer 1995, Brayman et al. 2004). Dage-
gen interagiert der intrazelluldre Teil des Molekiils mit Transkriptionsfaktoren und reguliert auf diese

Weise Gene, die an der Morphogenese, sowie am Energiestoffwechsel, der Vermehrung, Migration
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und Invasion von Zellen beteiligt sind (Singh und Hollingsworth , X. Liu et al. 2014, Mehla und Singh
2014). Strukturell handelt es sich um ein Glykoprotein mit 20 AS langen Serin-Threonin-reichen Tan-
dem-Wiederholungen in der Aminosduresequenz des Proteingeristes, die stark mit Zuckerseiten-

ketten, den O-Glykanen, verknlipft werden kénnen (Abbildung 16) (Hattrup und Gendler 2008).

MUC1 ist in fast allen duktalen in situ Karzinomen und in 90% der invasiven duktalen Mammakarzi-
nome Uberexprimiert (Diaz et al. 2001, Croce et al. 2003, Chang et al. 2005, Do et al. 2013). 70% der
Patienten mit fortgeschrittenem Brustkrebs haben auch im Blut eine erhéhte Konzentration des Mo-
lekiils (Hayes et al. 1986). In vielen Adenokarzinomen wird es sowohl verstarkt gebildet, als auch
abweichend glykosyliert, was unter anderem aus einer veranderten Expression von Glykosyltrans-
ferasen in Krebszellen resultiert (J. M. Burchell et al. 2001). Die hypoglykosylierten MUC1 Molekiile
im Mammakarzinom (Abbildung 16) besitzen entsprechend andere Antigeneigenschaften und kon-
nen zur Induktion Krebs-spezifischer IgG Antikorper flihren (Sgrensen et al. 2006). Etwa ein Drittel
der Frauen mit Brustkrebs im Friihstadium besitzen solche Autoantikérper. Es hat sich gezeigt, dass
auch genau diese Frauen eine bessere Prognose haben (von Mensdorff-Pouilly et al. 1996, Blixt et al.
2011). In Tumorzellen ist hdufig die basal-apikale Ausrichtung des Molekiils verloren gegangen, was
zu einer abweichenden Signalweiterleitung fiihren kann. Diese erleichtert das Uberleben von Tumor-
zellen unter sauerstoff- und nahrstoffarmen Bedingungen und fihrt zu einem schnelleren und invasi-

ven Wachstum (Mehla und Singh 2014).

In der gesunden, ruhenden Brust exprimieren weniger als 10% der Alveoli und Dukti das Protein.
Jedoch ist es in groRer Menge wahrend der Schwangerschaft und in allen luminalen Bereichen der
laktierenden Brust nachweisbar, was auch eine Bildung von Autoantikdrpern nach sich zieht (Arklie et
al. 1981, J. Burchell et al. 1987, Finn et al. 1995, Croce et al. 2001, Schroeder et al. 2001, Adriance
und Gendler 2004). Da das Glykoprotein auch in der Lage ist Pathogene zu binden und vor einer In-
fektion des Neugeborenen zu schiitzen, wird es in die Brustmilch sezerniert (J. Burchell et al. 1984,
Peterson et al. 1998). Man findet es zudem in grofer Menge im Blut der werdenden Mutter

(Kenemans et al. 1992, McGuckin et al. 1993, Bon et al. 2001).
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Abbildung 16: Glykosylierung des MUC1 in gesunden und Krebszellen. Adaptiert nach Roulois et al. (2013).

Eine praexistente T-Zell-lImmunitdt gegen MUC1 konnte in gesunden Frauen und Brustkrebspatien-
tinnen nachgewiesen werden (Agrawal et al. 1995, Agrawal et al. 1996, Snijdewint et al. 1999,

Rentzsch et al. 2003, Guckel et al. 2006). Weitere Informationen hierzu finden sich im Kapitel 4.3.6.

4.3.2.9 CEA

Das carcinoembryonic antigen (CEA) ist ein Glykoprotein aus der Immunglobulin Superfamilie
(Oikawa et al. 1987). Es ist mit Hilfe eines Glycosylphosphatidylinositol-Ankers mit der Zellmembran
von Epithelzellen des Gastointestinaltraktes, des weiblichen Geschlechtstraktes, der SchweiRdriisen
und der Prostata verknlpft (Hammarstrom 1999, Beauchemin und Arabzadeh 2013). Der Name
ergibt sich aufgrund der starken Expression wahrend der embryonalen Entwicklung und in Tumoren,
jedoch handelt es sich wegen des verbreiteten Vorkommens in gesunden Geweben des Erwachsenen
nicht um ein onkofetales Antigen (Hammarstrom 1999). CEA oder CEACAMS ist ein Mitglied der car-
cinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules (CEACAM), welche als interzelluldre Adha-
sions-, und Signalmolekiile, sowie als Wirtsrezeptoren fur pathogene Bakterien fungieren
(Beauchemin und Arabzadeh 2013, Tchoupa et al. 2014). Durch Wechselwirkungen mit anderen Mo-
lekllen kann es den Zelltod verhindern und die Gewebearchitektur storen, die Zytotoxizitat von NK-
Zellen beeintrachtigen, zur Toleranzinduktion in T-Zellen beitragen und spielt somit eine ent-
scheidende Rolle beim Fortschreiten und der Metastasierung von Tumoren (Beauchemin und

Arabzadeh 2013).
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Im gesunden oder atypischen Brustgewebe ist CEA nicht nachweisbar, jedoch in nahezu der Halfte
der DCIS, sowie in 70% der invasiven duktalen Mammakarzinome, vor allem in hochgradigen Tumo-
ren (Bocker et al. 1985, De Potter et al. 1988). Als prognostischer Marker in Brusttumoren weist eine
starke Expression auf eine erhdhte Tumorlast und eine geringe Uberlebenszeit, sowie auf ein erhdh-

tes Risiko fur das Wiederauftreten des Tumors hin (J. S. Lee et al. 2013, Saadatmand et al. 2013).

Im Blut der (werdenden) Mutter steigt die CEA-Konzentration wahrend der Schwangerschaft signifi-
kant an (Ercan et al. 2012). Auch im Fruchtwasser ist eine erhohte Menge nachweisbar(Sarandakou

et al. 2007).

Die natirliche T-Zell Immunitat gegen CEA wird als eher schwach beschrieben (Nagorsen et al. 2003,
Rentzsch et al. 2003, lero et al. 2007, Faugquembergue et al. 2010). Grund hierfiir ist die Toleranzin-
duktion durch regulatorische T-Zellen und das Unvermdgen CEA-spezifischer T-Zellen auf das Antigen
zu reagieren, welches man auch als immunologische Ignoranz bezeichnet (Aubry et al. 1990, Pickford
et al. 2007). Diese Toleranz kann allerdings gefahrlos mit Hilfe von therapeutischen Vakzinen gebro-

chen werden (Gameiro et al. 2013).

4.3.2.10 HER2

Der human epidermal growth factor receptor, HER2 oder ERBB2, gehort zu der ERBB Familie, die vier
Transmembranrezeptoren flir Wachstumsfaktoren mit intrazellularer Tyrosinkinasedomane umfasst
(Lupu et al. 1995). Im Gegensatz zu den anderen Familienmitgliedern ist fir HER2 kein Wachs-
tumsfaktorligand bekannt. Eine Aktivierung findet erst nach der Zusammenlagerung mit einem ande-
ren ERBB Rezeptor statt (Baselga und Swain 2009). Dieses geschieht bevorzugt mit ERBB3 (HER3,
Abbildung 17), nachdem dieser an den Wachstumsfaktor Heregulin gebunden hat (Hynes und Lane
2005). Daraus resultiert eine Verstarkung der Zellteilung und des Uberlebens der Zelle (Yarden und
Sliwkowski 2001). In der Brustdriise sind diese Signale vor allem beim Wachstum und der Verzwei-

gung der Dukti notwendig (Hynes und Watson 2010).

Bereits frih in der Brustkarzinogenese kann das Her2 Gen amplifiziert werden, eine aktivierende
Mutation erwerben, oder das Protein wird Gberexprimiert (E. Liu et al. 1992). Wahrend in gutartigen
Lasionen der Brust keines dieser Ereignisse stattfindet, sind 26% bis 63% der in situ Karzinome und
nur 10% bis 36% der invasiven Tumoren davon betroffen (Gusterson et al. 1988, E. Liu et al. 1992,
Shrestha et al. 1992, Edorh et al. 1999, Suo et al. 2001, Lebeau et al. 2003, Roses et al. 2009,
Stackievicz et al. 2010, Siziopikou et al. 2013, Vermeulen et al. 2013, Van Bockstal et al. 2014). Vor

allem hochgradige Lasionen bilden verstarkt HER2, sie invadieren dann meist starker, metastasieren

Seite | 33



Einleitung

haufiger und werden ofter resistent gegen Chemotherapeutika (Pegram et al. 1997, Hynes und

Watson 2010).

HER2 HER3 Dimerisierung

, Ligand
AuBere

Zellmembran

l"“ l(‘ Q‘
"ﬂf 'l"‘

Transphoshorylierung

MAPK Signalweg PI3K Signalweg

YAYAYA

AN

Angiogenese Proliferation Uberleben

Abbildung 17: Interaktion von HER2 und HER3 in Tumorzellen. Shc: Src homology 2 domain containing, MAPK:
Mitogen-aktivierte Proteinkinase, PI3K: Phosphoinositid-3-Kinase. Adaptiert nach Baselga und Swain (2009).

Eine Rolle von HER2 wahrend der Schwangerschaft konnte in den Brustdriisen von Mausen gezeigt
werden, da das Protein dann verstarkt gebildet wird und in seiner aktivierten Form vorherrscht
(Schroeder und Lee 1998). In Tierexperimenten, bei denen in Ratten chemisch Brusttumoren erzeugt
wurden, fiel auf, dass Tumoren von Nullipara wesentlich hdufiger HER2 lberexprimierten als die von

Rattenmittern (Zhao et al. 2011).

HER2-Peptide, die auf der Oberflache von Brustkrebszellen mittels HLA-DR prasentiert werden, wer-

den von CD4" T-Zellen erkannt (Perez et al. 2002). Zytotoxische T-Lymphozyten, die gegen den Re-
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zeptor gerichtet sind, wurden sowohl in Brustkrebspatientinnen mit HER2-positiven als auch in sol-
chen mit negativen Tumoren nachgewiesen (Disis et al. 2000, Rentzsch et al. 2003, Muraro et al.

2011).

4.3.2.11 EGFR

Der epidermal growth factor receptor (EGFR) gehort wie HER2 zu der ERBB Familie. Bindet ein Ligand
wie EGF (epidermal growth factor) an den EGFR (auch ERBB oder HER1 genannt), wird die Zelle zur
Zellteilung angeregt (Ullrich et al. 1984). Wie bereits flir HER2 beschrieben wurde, reguliert auch der
EGF-Rezeptor die Entwicklung und Funktion der Brustdrise (Troyer und Lee 2001, Stern 2003). In
Mausexperimenten konnten grofle Mengen aktivierten EGFRs wahrend der Schwangerschaft und
Laktation nachgewiesen werden (Schroeder und Lee 1998, Stern 2003) und es ist auch in der milch-
produzierenden Brust des Menschen vorhanden (Shrestha et al. 1992). Im Gegensatz zur gesunden
Brust, in der Wachstumsfaktoren an einer Stelle gebildet werden, und an anderer Stelle mit ERBB
Rezeptoren interagieren, kdnnen Krebszellen beide Komponenten produzieren und sich somit selbst

aktivieren (Sporn und Todaro 1980).

Unter den in situ Karzinomen exprimieren 16% bis 48% den EGF-Rezeptor (Suo et al. 2001,
Vermeulen et al. 2013). Im invasiven Mammakarzinom sind es 10% bis 44%, wobei dazu Uberwie-
gend basale Karzinome zahlen (Shrestha et al. 1992, Magkou et al. 2008, Thike et al. 2009, Nozoe et
al. 2011, Shao et al. 2011, Stebbing et al. 2011). In Brusttumoren korreliert die EGFR-Expression mit
einer vermehrten BlutgefdRneubildung, einer verstarkten Invasivitdt, einem hoéheren Tumorgrad,

sowie mit einer verkiirzten Uberlebenszeit der Patienten (Magkou et al. 2008).

Spontane T-Zell-Antworten, die gegen EGFR gerichtet sind, wurden in Patienten mit Kopf- und Na-
ckentumoren oder Blasenkrebs nachgewiesen (Andrade Filho et al. 2010, Beckhove et al. 2010,
Schuler et al. 2011, Horn et al. 2013, Kumai et al. 2013). Fiir ihr Vorkommen in Brustkrebspatienten

liegen bislang noch keine Publikationen vor.

Neben seiner Funktion im Brustgewebe ist der EGF-Rezeptor auch fiir die Funktion der Gebarmutter-

schleimhaut in der frihen Schwangerschaft notwendig (Large et al. 2014).

4.3.3 Immuntherapie des Mammakarzinoms

Da sich Tumoren vermutlich erst dann ausbreiten, wenn immunogene Zellen bereits abgetotet wur-
den und immunsuppressive Mechanismen greifen, zielen Immuntherapien darauf ab, die Anti-Tumor

Immunitat des Patienten zu verstdrken bzw. wiederherzustellen (Dunn et al. 2004, Schreiber et al.

Seite | 35



Einleitung

2011). Man unterscheidet dabei passive von aktiven Vorgehensweisen. Passive Immuntherapien
umfassen die Verabreichung von Tumor-reaktiven T-Zellen (Abbildung 18), NK-Zellen, Antikérpern
oder Zytokinen, wahrend bei den aktiven Strategien die Aktivierung der Immunitat im Korper durch
Impfstoffe in Form von mit Tumorantigen beladenen Viren, DNA, RNA, Peptiden, Antigen-

prasentierenden Dendritischen Zellen oder inaktivierten Tumorzellen erfolgt.

Da die immunologische Toleranz des Tumors der Hauptgrund dafir ist, dass Tumoren nicht vom ei-
genen Immunsystem zerstort werden, sollen Immuntherapien dieser entgegenwirken. Folglich ist als
Nebenwirkung mit Autoimmunreaktionen zu rechnen. Somit ist das Finden der richtigen Balance
zwischen Immunitat und Autoimmunitat eine der grofRten Herausforderungen, die den Erfolg von

Tumorimmuntherapien bestimmen.

Monoklonale Antikérper als Immuntherapeutika sind hochspezifisch und haben zum Teil gute klini-
sche Ergebnisse erzielt, jedoch sind sie teuer und dringen nicht immer effizient in das Tumorgewebe
ein (Chames et al. 2009). Fir das Mammakarzinom hat sich der humanisierte Anti-HER2 Antikorper
Trastuzumab fir den klinischen Gebrauch als wirksam erwiesen. Nach dem Binden des Antikdrpers
an den Wachstumsrezeptor aktiviert er Makrophagen, natdrliche Killerzellen und andere Immunzel-
len, die die Krebszellen anschlieRend abt6ten (Bianchini und Gianni 2014). Neben diesen Effekten auf
die Immunzellen der angeborenen Immunitat, tragen auch T-Zellen und eine Antikérperproduktion
durch B-Zellen zur Wirksamkeit von Trastuzumab bei (Park et al. 2010). Zusatzlich wird die Signalwei-
terleitung und somit die Vermehrung der Krebszellen durch das Binden des Antikorpers gestoppt,
was schlieBlich zu einem verldngerten Uberleben fiihrt (Le et al. 2003, I. Smith et al. 2007). Ein weite-
rer monoklonaler Antikdrper, Pertuzumab, verhindert die Dimerisierung von HER2 und wird derzeit
in einer klinischen Phase Il Studie in Kombination mit Trastuzumab getestet (Miller et al. 2014). In
praklinischen Studien wurde gezeigt, dass die Effekte von Trastuzumab auch in Kombination mit An-
tikérpern gegen die inhibitorischen Rezeptoren PD1 und CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen verstarkt
werden kénnen (Persson et al. 2011, Stagg et al. 2011). Da eine Vielzahl HER2-,negativer” Brust-
karzinome das Onkogen in geringer Menge exprimieren und dessen Peptide auf HLA Klasse | prasen-
tiert werden, eignen sich sogenannte T-Zell Rezeptor Mimetics flir die Immuntherapie dieser Tumo-
ren (Neethling et al. 2008). Der Antikérper RL1B bindet einen HER2-Peptid-MHC-Komplex und hat
sich bislang in Tierexperimenten und in vitro als Tumorzell-abtotend erwiesen (Jain et al. 2013). Ne-
ben PD1 und CTLA-4 ist LAG-3 (siehe Kapitel 4.3.1.3) ein weiterer Angriffspunkt, um die T-Zell-
Reaktivitat gegen Tumoren zu verstarken (D. B. Page et al. 2014). Bindet das Protein an MHC Klasse Il
Molekiile, werden die Funktionen der T-Zelle herabgesetzt. Der Inhibitor IMP321 verhindert dies und

wird gegenwartig in klinischen Studien erprobt (Brignone et al. 2007, Brignone et al. 2010). Regulato-
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rische T-Zellen kénnen mit einem Antikérper gegen CD25 vermindert werden. In Mausen fihrt dieser
Ansatz zu einer verstarkten Abtétung von Brusttumoren durch T-Zellen (P. D. Bos et al. 2013), wah-
rend er in Patienten bereits zu einem verbesserten Erfolg von Immuntherapien beitragt (Rech et al.

2012).

Therapeutische Impfstoffe gegen Krebserkrankungen zielen die Bildung eines langanhaltenden im-
munologischen Gedachtnisses ab und sollen auf diese Weise auch das Wiederauftreten von Tumoren
verhindern. |hre Vorteile liegen in der geringen Toxizitat und den niedrigen Behandlungskosten, je-
doch kdnnen eine geringe Immunogenitat, sowie Toleranz- und immune escape Mechanismen deren
Wirksamkeit herabsetzen (Igney und Krammer 2002, Criscitiello und Curigliano 2013). Die neoad-
juvante Anwendung von DZ-basierten Peptidvakzinen fir Patienten mit HER2 positivem DCIS wird
gerade klinisch getestet. Sie fuhrt zu T-Zell-Antworten in 80% der Patienten mit gesteigerter Infiltra-
tion von CTL in den Tumor, einem Verlust der Expression in der Halfte der Tumoren und einer kom-
pletten Eradikation der Geschwulste in fast 20% der Falle (Koski et al. 2012, Sharma et al. 2012). Ein
adjuvanter Impfstoff gegen HER2 hat in einer klinischen Studie bei Patienten mit invasivem
Mammakarzinom und einem hohen Risiko des Wiederauftretens letzteres komplett verhindern koén-
nen (Mittendorf et al. 2012). In einer klinischen Studie der Phase Il hat die Anwendung einer MUC1-
Peptidvakzine ein Wiederauftreten von Brustkrebs signifikant senken kénnen (Vassilaros et al. 2013).
Ein praventiver MUC1 Impfstoff konnte Immunantworten in 43% von Patienten auslésen, denen in
der Vergangenheit pramaligne Lasionen des Kolons entfernt wurden. Der Effekt hinsichtlich des Auf-
tretens neuer Kolonadenome wird derzeit untersucht (Kimura et al. 2013). Impfstudien mit den Anti-
gen MAGE-A3 fiihrten in manchen Melanompatienten zu einem Riickgang des Tumors und verliefen

ohne starke Nebenwirkungen (van Baren et al. 2005).

Der adoptive Transfer von Tumor-spezifischen Lymphozyten hat in Einzelfillen zu einer langjahrigen
Beseitigung metastasierter Krebserkrankungen gefiihrt (Restifo et al. 2012). Sind vom Patienten kei-
ne Tumor-reaktiven TIL isolierbar, kénnen gentechnisch verdnderte T-Zellen verwendet werden
(Abbildung 18). Doch diese sehr wirksamen Therapien bergen zum Teil auch lebensbedrohliche Ne-
benwirkungen. In einer klinischen Studie mit T-Zellen, welche man mit einem MAGE-A3 spezifischen
T-Zell-Rezeptor transduziert hatte, kam es durch eine Kreuzreaktion mit MAGE-A12 positiven Zellen
im Gehirn zum Tode von zwei Patienten (Morgan et al. 2013). In einer anderen Studie starben zwei
Krebspatienten aufgrund einer Kreuzeraktion des gentechnisch verdanderten TCR des Muskelproteins
Titin im Herzen (Cameron et al. 2013). Menschen mit spontanen Anti-MAGEA3 Immunantworten
zeigen jedoch keine Anzeichen immunpathologischer Symptome (Ayyoub et al. 2014). Des Weiteren

tragen in einer klinischen Studie, in der Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom gen-
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technisch verdanderte T-Zellen gegen CEA verabreicht wurden, lebensbedrohliche Nebenwirkungen
durch die Zerstorung gesunder Darmepithelzellen auf (Harao et al. 2015). Ein adoptiver Transfer
Mammaglobin-A-spezifischer T-Zellen in Kombination mit einer Niedrigdosis-Bestrahlung fiihrte hin-
gegen in Tierexperimenten mit Mausen zur andauernden Riickbildung von bereits vorhandenen

Brusttumoren und es kam zu keinen Rezidiven (Lerret et al. 2012).

T-Zell Isola
aus dem B

Retrovirales Ein
des T-Zell Rez

der TIL l Vermehrung der
) veranderten
| Infusion in den Patienten

in Kombination mit IL-2

Abbildung 18: Zwei mogliche T-Zell-Quellen fiir den adoptiven Transfer. Links: Autologe TIL; Rechts: Gentech-
nisch verdnderte T-Zellen. Adaptiert nach S. A. Rosenberg (2011).

Immuntherapeutika kénnen synergistische Wirkungen in Kombination mit anderen Immuntherapeu-
tika oder mit Standard-Therapien haben (D. B. Page et al. 2014). Durch abgetotete Tumorzellen im
Rahmen von Chemotherapie und Bestrahlung kann eine Immunaktivierung eingeleitet werden
(Golden et al. 2014). Daneben kann sich auch eine thermische Zerstérung, die Kryoablation, positiv
auf die Anti-Tumorimmunitat auswirken (Waitz et al. 2012). Ein immunstimulatorischer Nebeneffekt
des Chemotherapeutikums Cyclophosphamid ist die Verringerung der Anzahl und immununterdri-
ckenden Fahigkeiten von CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen, wenn man es in geringen Dosen ein-

setzt (Ge et al. 2012).
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4.3.4 Das Immunsystem wahrend der Schwangerschaft und Stillzeit

Die Schwangerschaft ist eine Herausforderung fiir die Immunabwehr der werdenden Mutter und
bedarf einer strengen Regulation. Zum einen muss die AbstoBung des Embryos, der korperfremde
(Allo-) Antigene tragt, verhindert werden. Andererseits diirfen Immunreaktionen gegen korperfrem-
de Krankheitserreger nicht beeintrachtigt werden. Nach der Schwangerschaft ibernimmt die Brust-
drise die Aufgabe das Neugeborene mit Antikdrpern zu versorgen und sich dabei selbst vor Infektio-

nen zu schiitzen.

4.3.4.1 Feto-maternale Toleranz

Die Toleranz gegeniiber den Alloantigenen des (potenziellen) Vaters beginnt bereits vor der Schwan-
gerschaft. Die Samenfliissigkeit enthdlt immunsuppressive Signalmolekiile wie TGF- und Prostag-
landin E, die eine lokale Induktion von Vaterantigenspezifischen regulatorischen T-Zellen, deren Ein-
wanderung in den Uterus und ihre dortige Vermehrung auslosen (Moldenhauer et al. 2009, Guerin et
al. 2011, Robertson et al. 2013). Des Weiteren bewirkt sie eine Anlockung von Dendritischen Zellen
und deren Differenzierung zu einem tolerogenen Subtyp (Berlier et al. 2006, Remes Lenicov et al.
2012). Auf diese Weise bereitet sich schon im Anschluss an die Kopulation das Immunsystem auf die
Toleranz eines Embryos vor, bei dem es sich im immunologischen Sinne um ein Semi-Allotransplantat

handelt, das also zur Halfte ,,fremd ist.

Bis kurz vor dem Eisprung wandern Treg aus dem peripheren Blut in den Uterus ein und sammeln
sich dort an (Arruvito et al. 2007, Tilburgs et al. 2008). Mit Hilfe von Mausexperimenten wurde ge-
zeigt, dass diese nicht nur Fremdantigen-, sondern auch Selbstantigenspezifisch sind und sich nicht
nur in der Gebarmutter, sondern auch in den dranierenden Lymphknoten ansammeln. Sobald sich
der Embryo eingenistet hat, werden sie aktiviert (T. Chen et al. 2013). Auch der Trophoblast tragt zu
einer zusatzlichen Induktion von Treg bei, indem er grofRe Mengen TGF- und PD-L1 sezerniert
(Martinez et al. 2013, W. J. Wang et al. 2013). Des Weiteren nimmt die Anzahl Vaterantigenspezifi-
scher Effektor-T-Zellen wahrend der Schwangerschaft ab, wahrend die librigen selektiv von regulato-
rischen T-Zellen unterdriickt werden (Tafuri et al. 1995). Welche Antigene die zytotoxischen T-Zellen
und Treg in der Dezidua, der Gebarmutterschleimhaut der schwangeren Frau, erkennen, ist bislang

groBtenteils unerforscht (Tilburgs und Strominger 2013, Klatzmann 2014).

Die Notwendigkeit der Treg als Beschiitzer des Embryos wird deutlich, wenn man diese im Tierver-
such mit trachtigen Mausen in vivo entfernt: Die Folgen sind eine Infiltration des Uterus mit allospezi-

fischen Effektor-T-Zellen und ein Schwangerschaftsabbruch (Darasse-Jéze et al. 2006). In der Gebar-
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mutter von Patientinnen mit regelmafligen spontanen Aborten konnte man gegeniiber Frauen mit
erfolgreichen Schwangerschaften eine reduzierte Menge von Treg mit verminderter suppressiver
Leistung nachweisen (Jasper et al. 2006). Nach dem Wurf ist im Mauseweibchen die Anzahl an indu-
zierten Treg, die spezifisch fir die fotalen Antigene sind, am groéBten. Sie verbleiben noch lange Zeit
in groBerer Menge und vermehren sich nochmals bei einer spateren zweiten Schwangerschaft. Bei
der ersten Schwangerschaft hingegen werden sowohl praexistente Treg vermehrt, als auch neue

induziert (Rowe et al. 2012).

Unter den Immunzellen der Dezidua befinden sich neben 20% T-Zellen, die mindestens zur Halfte
Treg und ansonsten {iberwiegend aktivierte Effektor-CD8" T-Zellen sind, 70% natiirlichen Killerzellen,
sowie einige Makrophagen und Dendritischen Zellen (Bulmer et al. 1991, Holtan und Creedon 2011).
Diese erfiillen dort aber eine andere Funktion als in anderen Korperregionen, denn sie tragen unter
anderem zur BlutgefaBbildung zwischen Mutter und Embryo bei (Robson et al. 2012, Tilburgs und
Strominger 2013, Klatzmann 2014).

Die entzlindungsférdernden Funktionen antigenprasentierender und T-Zellen werden auch durch das
Freisetzen von zahlreichen Substanzen durch die Trophoblasten gehemmt. Darunter sind pregnancy-
specific glycoproteins (PSG), Komplement-Inhibitoren, Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), B7-H3, und
Hormone wie das humane Choriongonadotropin (Kamimura et al. 1991, Munn et al. 1998, C. Xu et al.
2000, Petroff et al. 2005, Martinez et al. 2013, Enninga et al. 2014). AuBRerdem fehlen auf den Ober-
flachen der Trophoblasten die klassischen MHC-Molekiile (HLA-A, -B, -DP, -DQ, -DR), die Absto-
Rungsreaktionen durch zytotoxische T-Zellen auslésen kdnnen. Stattdessen exprimieren sie HLA-C,
welches eine NK-Zell-Toleranz induziert, HLA-E, dass die Zytotoxizitdt von NK und T-Zellen mindert,
und HLA-G, welches die zytotoxischen Eigenschaften von NK-Zellen und T-Zellen unterdriickt und

Treg induzieren kann (LeMaoult et al. 2004, Riley 2008, Juch et al. 2012).

Allerdings findet nicht die gesamte Schwangerschaft in einem durchgehend anti-inflammatorischen
Umfeld statt. Zum Zeitpunkt der Embryoimplantation und zur Vorbereitung auf die Geburt tragen

auch Entziindungsprozesse zu einer erfolgreichen Schwangerschaft bei (Mor 2008).

4.3.4.2 Immunzellen in der Brust

Welche Verdnderungen eine Schwangerschaft in der Immunzellinfiltration in der menschlichen
Brustdriise auslost, ist bislang kaum erforscht worden. In einer Studie von 1985 wird beschrieben,
dass von allen Zellen der ,ruhenden” (ohne Angaben zur Paritit), sowie der Brust wahrend der

Schwangerschaft und Laktation rund 10% intraepitheliale Immunzellen sind, darunter Gberwiegend
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Lymphozyten und wenige Makrophagen (Ferguson 1985). Aus Untersuchungen der Brustdrise trach-
tiger Ratten geht hervor, dass sich bereits in der friihen Schwangerschaft Makrophagen im Stroma
ansammeln, welches an das Epithelgewebe angrenzt (Kumar et al. 1988). Vom Beginn der Schwan-
gerschaft bis zum Einsetzen der Milchbildung erhoht sich der Anteil der murinen intraepithelialen
Immunzellen von 3,5% auf 8,7% (Seelig 1980). In der laktierenden Brustdriise der Ratte wurden zu-

dem Dendritische Zellen nachgewiesen (Joshi et al. 1985).

Wie die lymphatischen Gewebe des Darms und der Lunge gehoren auch die der laktierenden Brust-
driise zum Mukosa-assoziierten Immunsystem (Brandtzaeg 2010). Plasma-B-Zellen, die sich an den
Basalmembranen anlagern, sezernieren IgA Antikorper, die durch die Epithelien der Brust wandern
und so in die Milch gelangen. Auf diese Weise wird der Darm des Neugeborenen vor einer Infektion
mit pathogenen Mikroorganismen geschiitzt. Andere Immunzellen, die in die weibliche Brust ein-
wandern, werden in die Milch abgesondert (Goldman und Goldblum 1997). Neutrophile Granulozy-
ten schiitzen die Brust zuséatzlich vor eindringenden Mikroorganismen (D. L. Watson 1980). Innerhalb
der ersten Woche nach der Geburt befinden sich in der Brustmilch des Menschen eine bis drei Milli-
onen Immunzellen pro Milliliter (C. W. Smith und Goldman 1968). Sie bestehen aus 80% neutrophilen
Granulozyten, 15% Makrophagen, und 4% Lymphozyten, die wiederum zu rund 83% T-Zellen sind.
Die T-Lymphozyten sind iiberwiegend vom Effektor-Gedachtnis Phidnotyp und der Anteil CD8" Zellen
ist gréBer als im Blut. (Bertotto et al. 1990, Wirt et al. 1992, Keeney et al. 1993, Sabbaj et al. 2005).
Die Makrophagen in der Milch sind in der Lage Antigene zu prozessieren und den T-Zellen zu pradsen-
tieren. In vitro restimulierte T-Zellen aus Brustmilch reagieren gegen zahlreiche Antigene wie patho-

gene Bakterien und Viren (Oksenberg et al. 1985, Sabbaj et al. 2002).

Nach dem Abstillen werden die abgestorben Epithelzellen der Brustdriise von einer groen Menge
einwandernder Makrophagen aufgenommen (siehe Kapitel 4.2.1). Dabei handelt es sich um einen
Prozess, der einer Wundheilungsreaktion gleichkommt und unter Umstdnden auch das Wachstum
bereits vorhandener Tumoren fordern kann (O'Brien et al. 2010). Ebenso wandern nach der Schwan-
gerschaft regulatorische T-Zellen in das Brustgewebe der Mutter ein. In einem Mausmodell konnte
gezeigt werden, dass die Anzahl regulatorischer T-Zellen in dieser Phase um das Achtfache zunimmt

(Martinson et al. 2014).

4.3.5 Gemeinsamkeiten von Schwangerschaft und Krebs

Wie der Embryo, so sind auch Tumore zum einen Teil kdrpereigen und zum anderen, wegen der Ex-
pression Tumor-spezifischer Antigene, kérperfremd. Damit sie im Korper tUberleben kdnnen, nutzen

sie gemeinsame Prozesse wie schnelles Wachstum, Invasion in das umliegende Gewebe, Blutge-
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faBneubildung und die Induktion einer immunologischen Toleranz (Holtan et al. 2009). Brusttumoren
entgehen der Zerstoérung des Immunsystems, ebenso wie die Trophoblasten, durch die Expression
von HLA-G, PD-L1, IDO, PSG und Komplement-Inhibitoren, den Verlust klassischer HLA Klasse | Mole-
kiile, sowie die Induktion regulatorischer T-Zellen (Fagnart et al. 1985, Moller et al. 1989,
Thorsteinsson et al. 1998, Kaneko et al. 2011, Dong et al. 2012, Lal et al. 2013, Isla Larrain et al. 2014,
Muenst et al. 2014). Des Weiteren exprimieren sowohl die Epithelzellen der Brust von schwangeren
und laktierenden Frauen, als auch ein Teil der Brustkrebsgewebe HLA-DR, welches der Antigenpra-
sentation an CD4" T-Zellen in der Brust dienen kann (Bartek et al. 1987, Dadmarz et al. 1995, Oldford
et al. 2006). AuBerdem konnen Zellen des fotalen Trophoblasten, wie auch vereinzelte Tumorzellen,
in das Blut der Mutter bzw. des Patienten (ibergehen (Mueller et al. 1990, Pukazhendhi und Gluck
2014). Diese sind noch mehrere Jahrzehnte nach der Geburt bzw. Entfernung des Tumors nachweis-
bar und stellen somit eine mogliche langlebige Antigenquelle dar (Evans et al. 1999, Meng et al.

2004).

Im Gegensatz zu Tumoren ist die Plazenta jedoch ein kurzlebiges Organ und die Umgehung des Im-

munsystems nur voribergehend.

4.3.6 Die Schwangerschaft als endogene Vakzinierung gegen Brustkrebs

1970 wurde von Brawn et al. postuliert, dass eine Schwangerschaft Immunreaktionen gegen gemein-
same Antigene von Embryonen und Tumoren ausldst, die zum Abtéten von Krebszellen, aber nicht
von gesunden Zellen fiihren (Brawn 1970). Daraufhin bestatigten weitere Studien, dass Lymphozyten
von Ratten- und Mausemittern Tumorzellen effektiver abtéten als die ihrer jungfraulichen Artgenos-
sen und dass diese auch lange Zeit nach der Schwangerschaft noch im Muttertier vorhanden sind
(Baldwin et al. 1972, Hellstrém und Hellstrém 1975, Chakravarty et al. 1991, Chakravarty und Sinha
2000). In weiteren Tierexperimenten wurde zudem festgestellt, dass nach Verabreichung von Karzi-
nogenen Mausemiitter wesentlich seltener und kleinere Tumoren entwickeln als jungfrauliche Mau-
se (Chandradasa und Barnes 1979). Die Tumor-reaktiven Lymphozyten sind auch nach adoptivem
Transfer in jungfrauliche Ratten in der Lage die Induktion von Brustkrebs zu verhindern (Chakravarty

und Sinha 2000).

Im Menschen konnten Agrawal et al. eine natirliche Immunisierung gegen das Tumor-assoziierte
Antigen MUC1 durch Schwangerschaft belegen. Sie konnten CD4" und CD8" T-Zelllinien aus dem Blut
von Mittern generieren, die nach der Stimulation mit einem synthetischen MUC1 Peptid IFN-y pro-
duzierten und MUC1-positive Tumorzellen abtoteten. Es gelang ihnen nicht, solche T-Zelllinien aus

dem Blut von Mannern oder Frauen ohne Kinder zu erhalten. Allerdings konnten sie in Studienteil-
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nehmerinnen, die spater schwanger wurden, im ersten Trimenon MUC1-reaktive T-Zellen nachwei-
sen (Agrawal et al. 1995, Agrawal et al. 1996). Die Induktion MUC1-spezifischer T-Zellen wahrend der
ersten drei Schwangerschaftsmonate wurde spéater in einer anderen Studie bestétigt (Snijdewint et

al. 1999).

4.4 Zielsetzung der Doktorarbeit

Zahlreiche epidemiologische Studien haben gezeigt, dass Miitter ein geringeres Brustkrebsrisiko ha-
ben als kinderlose Frauen, sofern Geburten in einem jungen Alter erfolgt sind. Die Ursachen hinter
dem protektiven Effekt von Schwangerschaften sind noch nicht eindeutig geklart. Tierexperimente
haben Hinweise darauf erbracht, dass dieser durch Immunzellen vermittelt werden kénnte. Zudem
wurden in Blutproben von Mittern T-Zellen nachgewiesen, die gegen das Tumor-assoziierte Antigen
(TAA) Mucin 1 reagieren. TAA sind Proteinstrukturen, die von verschiedenen Krebszellen in groRer
Menge produziert werden kdnnen, aber kaum in gesunden Geweben vorkommen. Werden diese von
T-Zellen erkannt, wird eine Immunantwort gegen die Krebszellen induziert, die zu einer Vernichtung

des Tumors fuhren kann.

In Brustkrebspatientinnen konnte bereits eine spontane Entstehung von T-Zell Reaktionen gegen TAA
nachgewiesen werden. Diese gegen den Tumor gerichteten Immunantworten kénnen jedoch durch
regulatorische T-Zellen (Treg) unterdriickt werden. Je nachdem, welcher Typ von T-Zellen sich in ei-
nem Tumor ansammelt, wird auch die Prognose von Brustkrebspatienten positiv (zytotoxische T-

Zellen) oder negativ (Treg) beeinflusst.

Bislang ist unbekannt, ob im Zuge der Schwangerschaft ein lang anhaltender Immunschutz gegen
Brustkrebs induziert wird und ob dieser die Anti-Tumor-Immunitat bei Brustkrebserkrankungen be-

einflusst.

Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung von spontanen T-Zell-Antworten gegen verschie-
dene Brustkrebsantigene, die im Zuge einer Schwangerschaft im Sinne einer endogenen Vakzinierung

induziert werden kénnten. Dazu wurden folgende Sachverhalte erforscht:

I.  Wie hoch ist die Inzidenz spontaner T-Zell Reaktionen gegen Tumor-assoziierte Antigene

durch Schwangerschaft?
II.  Werden diese wahrend der Schwangerschaft oder Stillzeit induziert?

.  Wird dadurch ein Langzeit-Gedachtnis aufgebaut?
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V. In wieweit wird die Anti-Tumor-Reaktivitdt durch regulatorische T-Zellen beeintrachtigt und

was ist ihre Antigenspezifitat?

V.  Wie wirken sich durch Schwangerschaften induzierte, pra-existente T-Zellantworten auf die

Anti-Tumor-Immunitat bei Brustkrebs aus?

VL. Unterscheiden sich TAA-reaktive T-Zellen von Gesunden und Brustkrebspatienten bezliglich

ihrer Funktionalitat?

Die Antworten auf diese Fragen konnen wertvolle Informationen im Hinblick auf die Entwicklung
eines prophylaktischen Impfstoffes gegen Brustkrebs hervorbringen, der das Brustkrebsrisiko von
kinderlosen Frauen senken konnte. Dazu zdhlen unter anderem die Auswahl relevanter Antigene,
mogliche unerwiinschte Effekte wie die Induktion von regulatorischen T-Zellen und Informationen

zum Langzeiteffekt.

Zur Beantwortung dieser Fragen haben wir Blutproben gesunder kinderloser, schwangerer, und stil-
lender Frauen, sowie von alteren Muttern und Brustkrebspatientinnen entnommen. Aus diesen wur-
den T-Zellen isoliert und mit synthetischen Peptiden von TAA stimuliert. Die Anwesenheit TAA-
spezifischer T-Zellen duBert sich dann in deren Sekretion von Zytokinen wie IFN-y, welche mittels
ELISpot-Analysen und durchflusszytometrisch mit Hilfe von Antikorpern detektiert wurden. Unter
Verwendung eines Durchflusszytometers wurden TAA-spezifische T-Zellen zudem hinsichtlich ihrer
Polyfunktionalitat, sowie der Expression von Gedachtniszellmarkern und coinhibitorischen Rezepto-
ren charakterisiert. Der Einfluss von Treg auf T-Zell Antworten gegen TAA wurde analysiert, indem
die ELISpot-Analysen vor und nach der Depletion von Treg durchgefiihrt wurden. Ihre Antigenspezifi-

tat wurde mittels des Treg-Spezifitatsassays ermittelt, der in unserem Labor entwickelt wurde.
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5. Material und Methoden

5.1 Materialien

Die verwendeten Marken- und Produktnamen sind geschiitzte Markenzeichen.

5.1.1 Puffer

TWEEN20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen  0,001%

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

EDTA (1 % in PBS ohne Ca**, Mg*) Biochrom, Berlin 2 mM

Humanes AB-Serum PAN Biotech, Aidenbach 0,01%

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Fetales Kalberserum (FCS) Biochrom, Berlin 2%

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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5.1.2 Zellkulturmedien und Supplemente

Humanes, rekombinantes IL-2 Proleukin S Novartis, Basel, Schweiz 100 IU/ml

Humanes, rekombinantes IL-4 premium grade  Miltenyi, Bergisch Gladbach 60 IU/ml

X-VIVO 20

Lonza, Verviers, Belgien

Humanes, rekombinantes IL-4 premium grade Miltenyi, Bergisch Gladbach 1000 IU/ml

Humanes, rekombinantes GM-CSF Leukine Sanofi-Aventis, Frankfurt 50 ng/ml

X-VIVO 20

Lonza, Verviers, Belgien

RPMI 1640 mit L-Glutamin, Natriumbikarbonat Sigma-Aldrich, Taufkirchen

5.1.3 Peptide

PCNA 301-250 EPVQLTFALRYLNFFTKATPLSSTVTLSMSADVPLVVEYKIADMGHLKYN
ID-1 101-146 YIRDLQLELNSESEVGTPGGRGLPVRAPLSTLNGEISALTAEAACV

GLIT 365411 KLPGCTKRYTDPSSLRKHVKTVHGPDAHVTKRHRGDGPLPRAPSIST
SMO s57.603 DDEPKRIKKSKMIAKAFSKRHELLONPGQELSFSMHTVSHDGPVAGL

Mammaglobin-A 456

LMVLMLAALSQHCYAGSGCPLLENVISKTINPQVSKTEYKELLQEFIDDNATT

HPA1, 5

MLLRSKPALPPPLMLLLLGPLGPLSPGALPRPAQAQDVVDLDFFTQEPLH

MUC1 (137.157)xs

(GVTSAPDTRPAPGSTAPPAH)X5
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MAGEAS3 571314 FLWGPRALVETSYVKVLHHMVKISGGPHISYPPLHEWVLREGEE

CEA 560618 YVCGIQNSVSANRSDPVTLDVLYGPDTPIISPPDSSYLSGANLNLSCHSA
HER2 351.384 REVRAVTSANIQEFAGCKKIFGSLAFLPESFDGD

EGFR 479-528 KLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRN
Kollagen IV ;.59 MKLRGVSLAAGLFLLALSLWGQPAEAAACYGCSPGSKCDCSGIKGEKGER
IMP 3375 EIAQRLEDVFAGKNTDLEALMEWLKTRPILSPLTKGILGFVFTLTVPSER

Alle Peptide wurden in der Zentralen Peptid- und Proteinsyntheseeinheit des DKFZ hergestellt.

5.1.4 Reagenzien

3H-Thymidin Amersham, Little Chalfont, UK
Anti-CD3 Antikorper Dr. Moldenhauer, Heidelberg
Anti-CD19 Antikorper Dr. Moldenhauer, Heidelberg
Anti-CD56 Antikorper Beckman-Coulter, Krefeld
Anti-IFN-y Antikorper Mabtech, Nacka Strand, Schweden
Anti-IFN-y Antikorper, biotinyliert Mabtech, Nacka Strand, Schweden
Aqua ad iniectabilia B. Braun, Melsungen

Betaplate Scint Perkin Elmer, Waltham, USA
Biocoll Separierungslosung (Dichte 1,077 g/ml) Biochrom, Berlin

Cytometer Setup & Tracking beads BD Biosciences, Heidelberg
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Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Dynabeads Pan Mouse IgG

Life Technologies, Carlsbad, USA

Ethidiumbromidmonoazid (EMA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

FACS Clean Lésung

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Flow Sheath Losung

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Shutdown Losung

BD Biosciences, Heidelberg

Kompensationsbeads anti Maus Igk

BD Biosciences, Heidelberg

Kompensationsbeads anti Ratte Igk

BD Biosciences, Heidelberg

Natriumhydroxid Pellets

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sandoglobulin (humanes IgG)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Staphylococcus Enterotoxin B (SEB)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Streptavidin-Alkalische Phosphatase

Mabtech, Nacka Strand, Schweden

Spitacid

Ecolab, Disseldorf, Deutschland

Trypanblau Lésung (0,4%)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

5.1.5 Kits

Alkalische Phosphatase Konjugat Substrat Kit

Bio-Rad , Miinchen

Dynabeads Untouched Human T Cells

Life Technologies, Carlsbad, USA

LIVE/Dead Fixable Yellow Dead Cell Staining Kit

Life Technologies, Carlsbad, USA
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Produkt

Hersteller

MACS CD4" CD25" Regulatory T Cell Isolation Kit human

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

MACS IFN-y Secretion Assay Detection Kit (FITC) human

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

MACS IFN-y Secretion Assay Detection Kit (APC) human

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

MACS IL-2 Secretion Assay Detection Kit (PE) human

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

MACS TNF-o. Secretion Assay Detection Kit (APC) human

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

5.1.6  Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Spezifitat Spezies Isotyp Konjugat Klon Hersteller

CCR7 Ratte 1gG2a, K PE-Cy7 3D12 BD Biosciences, Heidelberg
CDh4 Maus 1gG1, x V500 RPA-T4 BD Biosciences, Heidelberg
Cb4 Maus IgG1, x PerCP-Cy5.5 RPA-T4 BD Biosciences, Heidelberg
CD8 Maus 1gG1, V450 RPA-T8 BD Biosciences, Heidelberg
CD45R0O Maus IgG2a, APC-H7 UCHL1 BD Biosciences, Heidelberg
LAG-3 Ziege IgG Fluorescein polyklonal R&D, Minneapolis, USA
PD1 Maus 1gG1, x PE-Cy7 EH12.2H7 BioLegend, San Diego, USA
TIM-3 Ratte IgG2a PE 344823 R&D, Minneapolis, USA
Isotyp-Kontrolle Ratte lgG2a, ¥ PE-Cy7 R35-95 BD Biosciences, Heidelberg
Isotyp-Kontrolle Maus 1gG2a, APC-H7 G155-178 BD Biosciences, Heidelberg
Isotyp-Kontrolle Ziege 1gG Fluorescein polyklonal R&D, Minneapolis, USA
Isotyp-Kontrolle Maus 1gG1, PE-Cy7 MOPC-21 BioLegend, San Diego, USA
Isotyp-Kontrolle Ratte IgG2a PE eBR2a R&D, Minneapolis, USA
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5.1.7 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Einfrierrohrchen (2ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Einmalnadeln

BD Biosciences, Heidelberg

Konische Zentrifugenroéhrchen (15, 50ml)

TPP, Trasadingen, Schweiz

MACS MS Saulen

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach

Mikroreaktionsgefalle (0,5, 1, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

MultiScreen-HA-Platten fiir ELISpot (96 Loch)

Merck, Schwalbach

Pasteur Einwegpipetten (5, 10, 25, 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Pipettenspitzen (10, 200, 1000 p)

Gilson, Limburg

Pipettenspitzen flir Mehrkanalpipetten (10, 200 pl)

Steinbrenner, Wiesenbach

Polypropylenrundboden-Réhrchen (5 ml)

Neolab, Heidelberg

Probenbeutel fir 1450 MicroBeta

Perkin Elmer, Waltham, USA

Reagenzreservoir

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Rundbodenplatte beschichtet (96 Loch)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Rundbodenplatte unbeschichtet (96 Loch)

BD Biosciences, Heidelberg

Separationsrohrchen Leucosep (50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Serologische Einwegpipetten

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Spritzen (20 ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Spritzen (50 ml)

Terumo, Eschborn

Sterilfilter (0,22 pm)

Millipore, Eschborn

Vorgedruckte Filtermatten (90 x 120 mm)

Perkin Elmer, Waltham, USA
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Zellkulturplatten unbeschichtet (6, 12, 24 Loch) Neolab, Heidelberg

Zellkulturplatten beschichtet (6, 12, 24 Loch) TPP, Trasadingen, Schweiz
Zellkulturschalen unbeschichtet (@ 6 cm) BD Biosciences, Heidelberg
Zellkulturschalen beschichtet (@ 6, 14 cm) TPP, Trasadingen, Schweiz

5.1.8 Laborgerite

Durchflusszytometer FACS Canto Il BD, Franklin Lakes, USA

Dynamag' Separations Magnet Life Technologies, Carlsbad, USA
Eismaschine Hoshizaki, Willich-Minchheide
Flussigkeitsszintillationszahler (1450 MicroBetac) Perkin Elmer, Waltham, USA
Glasware Schott, Mainz

Kahlschrank (4°C) Liebherr, Ochsenhausen
Mikropipetten (2-1000p) Gilson, Middleton, USA

Mikroskop Axiovent 25 Zeiss, Gottingen

Milli-Q Wasseraufbereitungsgerat Millipore, Eschborn
Multikanalpipetten (8,12 Kanale) Rainin, Leiden, Niederlande
Neubauer-Zahlkammer Brand, Wertheim

OctoMACS Seperator Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Plattenlesegerat Immunospot fiir ELISpot CTL, Bonn

Pipettierhilfe Brand, Wertheim

Prazisionswaage (PB602-S/FACT) Mettler Toledo, GieRen
Rollenmischer Herdus, Hanau

Sterilbank SterilGARD Hood Baker, Stanford, USA
Tischzentrifuge Herdus, Hanau
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Produkt

Hersteller

Tiefkiihlgerat (-20°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Tiefkiihlgerat (-80°C)

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

Tomtec Harvester Mach 3

Tom Tec, UnterschleiRheim

Vortexer (Reax 2000)

Heidolph Instruments, Schwabach

Wasserbad (SW21)

Julabo, Seelbach

Zellkulturinkubator

Sanyo, Bad Nenndorf

Zentrifuge Biofuge fresco

Heraus, Hanau

Zentrifuge Megafuge 2.0R

Heraus, Hanau

Zentrifuge Multifuge X3FR

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

5.1.9 Software

Produkt (Version)

Hersteller

Adobe Acrobat (XI)

Adobe Systems, San Jose, USA

Adobe Illustrator (CS6)

Adobe Systems, San Jose, USA

EndNote (X7)

Adept Scientific, Frankfurt

FACS Diva (6)

BD Biosciences, Heidelberg

FlowJo (X)

Tree Star, Ashland, USA

GraphPad Prism (6)

GraphPad Software, Lalolla, USA

Immunospot

CTL, Bonn

Microsoft Office (2010)

Microsoft, Redmond, USA

Microsoft Windows (7)

Microsoft, Redmond, USA

5.1.10 Proben von peripherem Blut

Die Entnahme peripheren Blutes von gesunden Spenderinnen und primaren Brustkrebs-Patienten

erfolgte in der Frauenklinik der Universitat Heidelberg. Die gesunden Probandinnen ab einem Alter

von 50 Jahren nahmen am Mammographiescreening teil und wurden negativ getestet. Es wurden

nur Patienten mit Mammakarzinom eingeschlossen, die keine neoadjuvante Therapie erhalten haben
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und bei denen in der Vergangenheit keine Tumorerkrankung festgestellt wurde. Das Studienprotokoll
wurde von der Ethikkommission der Universitdt Heidelberg zugelassen (Zeichen: S-293/2011). Alle
Probanden wurden Uber das Versuchsvorhaben aufgeklart. Die Einwilligung zur Studienteilnahme

erfolgte schriftlich.

5.2 Methoden

5.2.1 Auswahl von 50-mer Peptiden aus Proteinen

Als zu testende Tumor-assoziierte Antigene wurden fiir samtliche Experimente dieser Arbeit synthe-
tische Polypeptide verwendet (siehe 5.3.1). Um die Aminosduresequenzen der Peptide von ausge-
wahlten Proteinen auszuwahlen, wurden in silico Vorhersagen fiir die Bindungsstarke an die in der
deutschen Population am haufigsten vorkommenden Klasse | MHC Molekile durchgefiihrt, sofern
nicht bereits in der Literatur beschriebene T-Zell-Epitope vorhanden waren. Hierzu eignen sich die im
Internet frei verfigbaren Algorithmen SYFPEITHY (http://www.syfpeithi.de/), NetMHC 3.2
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/), und BIMAS (http://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/
hla_bind/).

Die Aminosaduresequenzen fiir einige der in dieser Arbeit getesteten Tumor-assoziierten Antigene
wurden bereits von anderen Mitarbeitern des Labors bestimmt. Die Antigene PCNA, SMO, GLI1 und
ID-1 wurden fir die Experimente ausgewahlt, da sie bereits im in situ Karzinom {iberexprimiert sind,
aber nur in geringen Mengen im ruhenden Brustgewebe vorkommen (siehe Kapitel 4.3.2). Als Recall-
Antigen, welches bei einem groRen Anteil von Probanden eine Immunreaktion hervorruft, wurde ein

Polypeptid des Influenza Matrix Proteins (IMP) ausgewahlt.

Als Kriterien flr die Auslese der Aminosauresequenzen wurde eine als moglichst stark vorhergesagte
Bindung (hoher score) an moglichst viele der humanen MHC Klasse | Molekiile HLA-A*01, HLA-
A*0201, HLA-A*03, HLA-B*0702 festgelegt. Als Beispiel ist in Abbildung 19 die Vorgehensweise fir
die Selektion eines Peptids von PCNA anhand der Vorhersagen der Algorithmen fir HLA-A*0201-
Molekiile aufgefiihrt. Anhand der Auswahl wurden schlieRlich Polypeptide einer Ladnge von 50 Ami-

nosauren synthetisiert, die mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auch MHC Klasse Il Epitope enthalten.
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PCNA [Homo sapiens]

Proteinsequenz:
1 mfegrlvggs ilkkvlealk dlineacwdi sssgvnlgsm dsshvslvgl tlrsegfdty
61 rcdrnlamgv nltsmskilk cagnediitl raednadtla lvfeapngek vsdyemklmd
121 ldveqglgipe geyscvvkmp sgefaricrd lshigdavvi scakdgvkfs asgelgngni
181 klsgtsnvdk eeeavtiemn epvgltfalr ylnfftkatp lsstvtlsms advplvveyk
241 iadmghlkyn lapkiedeeqg s

HLA-A*02:
SYFPEITHI Vorhersage: NetMHC 3.2 Vorhersage:
Startposition: 1 AS-Sequenz Score Startposition: 0 AS-Sequenz Score
11 ILKKVLEAL 26
228 SMSADVPLV 25 227 SMSADVPLV 8 (SB)
10 SILKKVLEA 24 9 SILKKVLEA 443(WB)
18 ALKDLINEA 24 17 ALKDLINEA 253(WB)
39 SMDSSHVSL 24
118 LMDLDVEQL 24 1Ly LMDLDVEQL 158(WB)
65 NLAMGVNLT 23
14 KVLEALKDL 22
204 QLTFALRYL 22
22 LINEACWDI 21 21 LINEACWDI 281(WB)
109 KVSDYEMKL 274(WB)
BIMAS: Vorhersage: 194 VTIEMNEPV 123(WB)
Startposition: 1 AS-Sequenz Score
14 KVLEALKDL 228.265
211 YLNFFTKAT 130.261
228 SMSADVPLV 115.534 228 MSADVPLVV 302(WB)
22 LINEACWDI 74.989
204 QLTFALRYL 54.047

-» Gewidhltes Peptid: 201 EPVQLTFALRYLNFFTKATPLSSTVTLSMSADVPLVVEYKIADMGHLKYN 250

Abbildung 19: Auswahl der Aminosauresequenzen (AS) der in der Arbeit verwendeten Peptide am Beispiel fir
die in silico vorhergesagten HLA*A2-Liganden des Proteins PCNA. SB: strong binder, WB: weak binder.

5.2.2 Zellkultur

Alle Arbeiten mit lebenden Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerk-
bank durchgefiihrt. Die Zellkultur erfolgte bei 37 °C und 5% CO,. Hierflir wurden 15 ml speziellen
Mediums fir T-Zellen oder Dendritische Zellen verwendet und alle 2-3 Tage ausgetauscht wurde.

Samtliche Waschschritte erfolgten mittels Zentrifugation bei 427 g fir 10 Minuten mit anschlieBen-
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dem Verwerfen des Uberstandes. 24 Stunden vor jedem Experiment und wihrend der Experimente
wurden alle verwendeten Zellen in X-VIVO 20 Medium ohne Zytokinzusatz Gberfiihrt, um deren mog-

liche unspezifische Aktivierung zu vermeiden.

5.2.3 Aufreinigung und Generierung verschiedener Zellpopulationen

Fiir alle Experimente wurden aus den mononukledren Zellen des peripheren Blutes Dendritische Zel-

len (DZ) generiert und T-Zellen aufgereinigt.

5.2.3.1 Isolation mononukledrer Zellen

Die Isolation mononukledrer Zellen aus dem peripheren Blut erfolgte mittels Dichtegradientenzent-
rifugation. Hierflr wurden Separationsréhrchen verwendet, die mit 15,5 ml Ficoll-Lésung kurz zent-
rifugiert wurden, um die L6sung unter die Trennschicht zu bringen. AnschlieBend wurde das Blut auf
die Trennschicht gegeben und mit RPMI-Medium auf 50 ml aufgefillt. Die Proben wurden fiir 20 min
bei 872 g und 20 °C zentrifugiert, wobei die Zentrifuge ohne Bremse ausgelaufen lassen wurde. Die
mononukledren Zellen, die sich durch den Dichtegradienten in der Interphase anreichern, wurden

entnommen und mit RPMI-Medium gewaschen.

5.2.3.2 Generierung von Dendritischen-Zellen aus mononukledren Zellen

Nach der Isolation wurden die mononukledren Zellen in 15 ml X-VIVO-Medium bei 37 °C in beschich-
teten Petrischalen kultiviert. Die nicht adhdrenten Zellen wurden nach 45 min abgespiilt und in T-Zell
Medium (siehe 5.1.1) kultiviert. Die adharenten Monozyten wurden im Medium fiir Dendritische
Zellen (siehe 5.1.1) innerhalb von fiinf bis acht Tagen zu Dendritischen Zellen differenziert. Der Rei-
fungszustand wurde durch die Betrachtung der Zellen unter dem Mikroskop beurteilt. Das Kriterium
fiir die abgeschlossene Differenzierung war das Vorhandensein der flir DZ charakteristischen Zellaus-

ldufer, der Dendriten (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20: Differenzierte dendritische Zellen (B) unterscheiden sich in ihrer Morphologie von
Vorlauferzellen (A), da sie verzweigte Ausldufer des Zytoplasmas bilden, welche als Dendriten bezeichnet

werden. Lichtmikroskopische Aufnahmen in 40-facher VergréRerung.

5.2.3.3 Aufreinigung der Dendritischen Zellen

Die Dendritischen Zellen wurden nach ihrer Differenzierung aufgereinigt, indem eventuell verblei-
bende T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen entfernt wurden. Hierfiir wurden pro 5-10’ Zellen jeweils 100
pl der Pan Mouse IgG Dynabeads mit 1 ml MACS-Puffer (siehe 5.1.2) und einer Mischung aus Antikor-
pern gegen CD3, CD19 und CD56 (je 0,2 bis 0,5 pg) fiir 30 min bei 4° C auf einem Rollenmischer ver-
mischt. Die Antikérper-beladenen Beads wurden zweimal gewaschen, und anschlieBend mit 1 ml
MACS-Puffer und den Zellen vermischt. Die Suspension wurde 30 min bei 4° C durchmischt und mit
MACS-Puffer auf 5 ml aufgefillt. Danach erfolgte mittels eines Zellseparationsmagneten die negative
Selektion der Dendritischen Zellen. Wahrend die an die Beads gebundenen unerwiinschten Zellen im
magnetischen Feld festgehalten wurden, wurde die Zellsuspension mit den Dendritischen Zellen ent-

nommen. Die {ibrigen Zellen wurden schlieflich verworfen.

5.2.3.4 Isolation der T-Zellen aus den nicht adhdrenten Zellen

Zur Isolation von T-Zellen aus den nicht adharenten Zellen wurde das Dynabeads Untouched Human
T Cell Kit nach den Vorgaben des Herstellers verwendet. Auf diese Weise wurden Erythrozyten,

Thrombozyten, Monozyten, Granulozyten, B- und NK-Zellen magnetisch separiert und verworfen.

5.2.3.5 Depletion von Treg

Die aufgereinigten T-Zellen wurden aufgeteilt, um eine nicht-Treg-depletierte Fraktion fiir den ELI-

Spot und/oder durchflusszytometrische Analysen zur Verfugung zu haben. Zur Depletion von
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CD4'CD25" Treg aus der Gesamtpopulation von T-Zellen wurde das CD4'CD25" Regulatory T Cell Iso-
lation Kit gemaR der Herstellerangaben verwendet. Dabei werden zunichst die CD8* Zellen magne-
tisch abgetrennt und aufbewahrt, sodass die ungebundenen CD4" Zellen weiter aufgetrennt werden
kénnen. AnschlieBend werden die CD4" Zellen mit starker Expression des CD25 Molekiils magnetisch
isoliert. Diese enthalten die mit Treg angereicherte Zellfraktion. Die CD4" Zellen mit niedriger CD25-
Expression und die CD8" Zellen wurden vereinigt und als ,konventionelle” oder Treg-depletierte T-

Zellen weiterverwendet.

5.2.4 Losen der Peptide

Alle Peptide wurden in der Zentralen Peptid- und Proteinsyntheseeinheit des DKFZ synthetisiert und
in lyophilisierter Form bei -20°C gelagert. Bei Bedarf wurden sie je nach Loslichkeit in Aqua ad
iniectabilia mit 10% bis 30% DMSO geldst und in 50 pl Aliquots bis zum Gebrauch bei -20°C aufbe-

wahrt. Die Peptidkonzentration betrug 10 ug/ul.

5.2.5 ELISpot Assay

Der ELISpot Assay (Enzyme Linked Immuno Spot Assay) dient dem Nachweis einzelner, aktivierter
Zellen. Er funktioniert nach dem Prinzip eines Sandwich-ELISAs und ermoglicht unter anderem die
Quantifizierung Zytokin-sezernierender Immunzellen als Reaktion auf die Stimulation mit einem An-
tigen. In dieser Arbeit wurde das Verfahren angewandt, um die Reaktivitdt von T-Zellen aus dem Blut

gegen Tumor-assoziierte Antigene (siehe 4.3.2) zu untersuchen.

5.2.5.1 Funktionsweise

Ein Schema, welches die Funktionsweise des ELISpot Assays erlautert, ist in Abbildung 21 dargestellt.
Zunachst wird eine Membran mit gegen das zu analysierende Zytokin, z. B. IFN-y, gerichteten Pri-
marantikdrpern beschichtet. AnschliefRend wird eine Zellsuspension, zum Beispiel mit T-Zellen, zuge-
geben, die dem zu testenden Stimulans, wie peptidprasentierende Dendritische Zellen, ausgesetzt ist
oder war. Die Zellen sinken auf die Membran und die Suspension darf ab diesem Zeitpunkt nicht
mehr bewegt werden. Werden einzelne T-Zellen aktiviert und beginnen diese IFN-y zu sezernieren,
bindet es an die membrangebundenen Primarantikérper. Nun kann die Zellsuspension abgewaschen
werden. Der Nachweis der durch die Peptide aktivierten T-Zellen erfolgt iber drei weitere Schritte:
Zuerst werden biotinylierten Antikorper, die ebenfalls an IFN-y binden, hinzugegeben. Alle ungebun-
denen Sekundarantikorper werden abgespllt. Fiir die Substratreaktion wird liber eine Kopplung an

an Steptavidin ein biotinyliertes Enzym an den Zweitantikdrper gebunden. Uberschiissige und unge-
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bundene Enzyme werden ebenfalls durch Waschen entfernt. Die Zugabe eines Substrates, das nach
enzymatischer Spaltung farbig wird, fihrt zu dem Erscheinen kreisrunder Flecken auf der Membran.
Jeder dieser Flecken entspricht einer T-Zelle, die auf das jeweilige Peptid reagiert hat. Wir haben den
Assay stets nach zwei Tagen abgestoppt. Diese Zeit ist zu kurz um naive T-Zellen zu aktivieren
(Gattinoni et al. 2011). Daher konnen damit ausschlieBlich differenzierte T-Zellen erfasst werden. Um
zahlreiche Peptide in Triplikaten zu testen, eignet sich ein 96-Loch Verfahren, wobei jedes Loch mit

einer einzelnen Membran verschlossen ist.

Zellkuturmedium

96-Loch ELISpot Platte

Peptid-priasentierende
dendritische Zellen

Membrangebundene

~ IFN-y spezifische Antikérper
Joq
L . Op0"Q
Aktivierte, Antigen- EAR R

spezifische/T-Zellan ‘ \ Antikdrper-gebundenes IFN-y

‘ \;';'E An Zweitantikérper

Ergebnis
) Yk ‘l

gekoppeltes Enzym

Substratreaktion

Abbildung 21: Schematische Darstellung zur Funktionsweise des ELISpot Assays. Die lllustration wurde freundli-
cherweise von Frau Dr. Slava Stamova zur Verfligung gestellt.

5.2.5.2 Durchfiihrung des ELISpot Assays

Alle ELISpot Assays dieser Dissertation wurden folgendermalRen durchgefiihrt: Jedes Loch einer ELI-
Spot-Platte wurde mit 1 ug Antikdrper gegen IFN-y in 100 pl sterilem PBS versetzt. Die Membranen
wurden bei 4 °C liber Nacht mit dem Antikdrper beschichtet. Am nachsten Tag wurden die Membra-

nen unter einer Sicherheitswerkbank gewaschen, indem sie drei Mal mit sterilem PBS + TWEEN (sie-
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he 5.1.2) gespilt und ausgeklopft und wurden. Anschlieend wurde Uberschiissiges TWEEN durch
zweimaliges Waschen mit sterilem PBS entfernt. Dann wurden 100 pl einer Losung aus RMPI mit
einem 10-prozentigen Zusatz humanen AB-Serums in die Lécher gegeben. Um unspezifische Bin-
dungsstellen der Membran mit Serumproteinen zu blocken, wurde diese Lésung fiir eine Stunde bei

37 °Cinkubiert. Danach wurden die Membranen, wie im vorherigen Schritt beschrieben, gewaschen.

Die Tests wurden in Triplikaten durchgefiihrt. In jedes Loch wurden, auler fiir die Kontrollen , T-Zel-
len alleine” und ,,SEB*, 1-10* aufgereinigte Dendritischen Zellen pipettiert. Diese wurden in 100 pl X-
VIVO 20 mit oder ohne (flr die Kontrolle ,,Dendritische Zellen alleine®) Zusatz von 20 pg Polypeptid
resuspendiert. Als Negativkontrolle diente humanes IgG, gegen welches keine spezifische T-Zell-
Antwort zu erwarten ist, da es in groBen Mengen im peripheren Blut vorhanden ist. Bei 37 °C und 5%
CO, wurden die Dendritischen Zellen (iber Nacht inkubiert, um die Aufnahme und Prozessierung der
Polypeptide zu gewshrleisten. Im Anschluss wurden pro Loch 5-10* nicht-Treg-depletierte oder Treg-
depletierte T-Zellen in 100 pl X-VIVO 20 zu den Dendritische Zellen gegeben (auRer fur die Kontrolle
»,Dendritische Zellen alleine”). Zusatzlich wurden in drei Locher nur mit T-Zellen gefillt (fur die Kon-
trolle ,T-Zellen alleine®). In eines der Locher wurde als Positivkontrolle fiir den Erfolg der Durchfiih-
rung des Assays 1 ug/ml Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) hinzugegeben, welches als sogenanntes

Superantigen zu einer Antigen-unabhangigen Aktivierung der T-Zellen fiihrt.

Nach 40-stiindiger Inkubation bei 37 °C und 5% CO, wurde der Assay abgestoppt. Hierfiir wurde zu-
nachst die Zellsuspension verworfen und jedes Loch dreimal mit TWEEN-haltigem PBS und zweimal
mit reinem PBS gewaschen. AnschlieBend wurden pro Loch 100 pl eines 1:1000 in PBS verdiinnten
biotinylierten IFN-y -spezifischen Antikdrpers in PBS hinzugefiigt. Es folgte eine Inkubationsphase von
90 min bei 37 °C und 5% CO,. Nach erneutem flinfmaligem Waschen der Membranen wurden 100 pl
einer Losung mit an Streptavidin gekoppelter alkalischer Phosphatase in einer 1:1000 Verdiinnung in
PBS in jedes Loch gegeben. Die Steptavidin-Biotin Kopplung erfolgte bei 37 °C fir 45 min und 5% CO,.
Erneut wurden die Membranen fiinf Mal gewaschen. Daraufhin erfolgte die Substratreaktion. Daflr
wurden jedes Loch 100 pl einer Substratmischung gegeben, die aus destilliertem Wasser mit 1% Lo-
sung A, 1% Losung B und 4% 25-fach Substratpuffer des Alkalische Phosphatase Konjugat Substrat
Kits (siehe 5.1.5) bestand. Die ELISpot-Platte mit der Substratmischung wurde im Dunkeln bei Raum-
temperatur aufbewahrt, bis erste Spots sichtbar wurden. SchlieBlich wurde die Substratmischung
verworfen, jedes Loch dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen und die Plastikhiille unter der
Membran entfernt. Die Platte wurde iber Nacht in ein Papiertuch eingewickelt getrocknet. Die Aus-

zahlung der Spots erfolgte automatisch mit dem CTL Immunospot System. Die Ergebnisse wurden
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einer manuellen Qualitatskontrolle unterzogen und nicht auswertbare Locher gegebenenfalls ausge-

schlossen.

5.2.6 Treg Spezifitdtsassay

Der Treg Spezifitatsassay wurde im Labor der Abteilung fiir T-Zell Immunitat der Translationalen Im-
munologie am DKFZ entwickelt (Bonertz et al. 2009). Er dient dem Nachweis von Treg, die spezifisch

flir Tumor-assoziierte Antigene sind.

5.2.6.1 Funktionsweise

Der Treg Spezifitatsassay basiert auf der Eigenschaft antigenspezifischer Treg die Proliferation akti-
vierter , konventioneller” T-Zellen (Tcon) zu unterdriicken. Hierfir werden peptidprasentierende
Dendritische Zellen (DZ) mit CD4'CD25" Treg koinkubiert. Zeitgleich werden die Tcon antigenunspezi-
fisch, also polyklonal, aktiviert und einen Tag spater zu den Treg gegeben. Sind Treg spezifisch durch
das Antigen aktiviert worden, unterdriicken sie die Proliferation der Tcon, welche durch die Aufnah-

me radioaktiv markierten Thymidins gemessen werden kann (Abbildung 22).

DC Polypeptid

TagO ;3*%
: ”’m“m;‘;‘w
Tecon
Tagl Treg Q0 ©
YIYY o-CD3 Antikorper
Tag2 i O\O
OI/QO T

Tag5 + Ca® + *H-Thymidin
Tagb -- == Szintillationsmessgerat

Abbildung 22: Schematische Darstellung zur Funktionsweise des Treg Spezifitdtsassays.
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5.2.6.2 Vorbereitung der Zellpopulationen fiir deren Kokultur im Treg Spezifitatsassay

In den 96 Lochern einer Rundboden-Platte (Assay-Platte) wurden jeweils 5-10° Dendritische Zellen
mit 50 pl X-VIVO 20 und 10 pg Polypeptid vermischt. Als Negativkontrolle diente humanes IgG. Die
Versuche wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Diese wurden (iber Nacht bei 37 °C und 5% CO, inku-
biert, um die Aufnahme und Prozessierung der Polypeptide durch Dendritische Zellen zu gewahrleis-
ten. Zudem wurden in jedes Loch einer 24-Loch Platte mit Flachboden 1 ml von 1:1000 in PBS gelds-
ten Antikorpern gegen CD3 (Klon OKT-3) gegeben. Diese wurden tiber Nacht bei 4 °C an die Boden
24-Loch Platte gebunden. Im Anschluss wurden in jedes Loch der Assay-Platte 2,5-10" Treg in 50 pl X-
VIVO 20 hinzugefiigt und fir 24 h mit den Dendritischen Zellen kokultiviert. Parallel wurde jedes Loch
der 24-Loch Platte zunachst zweimal mit PBS gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu entfernen,
und anschlieBend je 1-10° Tcon in 1 ml X-VIVO 20 hinzugegeben. Der Erfolg der polyklonalen Aktivie-
rung der Tcon durch den CD3-Antikorper in der 24-Loch Platte wurde nach 24 h mit Hilfe eines Mik-
roskops Uberpriift. Davon wurden schlieBlich 2,5-10% in jedes Loch der Assay-Platte in 50 pl X-VIVO 20
zu den Treg gegeben und bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Als Positivkontrolle diente ein Triplikat mit
DZ und aktivierten Tcon ohne Zugabe von Treg, um die maximale Proliferation der Tcon zu bestim-

men.

5.2.6.3 Quantifizierung der Proliferation mittels *H-Thymidin

Zur Quantifizierung der Proliferation der Tcon wurde den Zellen nach 72 h Kultur 1 uCi *H-Thymidin
in 20 pl X-VIVO 20 Medium zugesetzt. Nach einer weiteren Inkubationsphase fiir 18 h bei 37° C und
5% CO, wurden diese durch zwei aufeinander folgende Zyklen von Einfrieren und Auftauen lysiert.
AnschlieBend wurde das Zelllysat durch eine Membran gesaugt und jedes Loch mit destilliertem
Wasser gespluilt. Auf diese Weise wurde die gesamte DNA eines Loches auf ein bestimmtes Feld der
Membran Gbertragen. Nachdem die Membran getrocknet wurde, erfolgte das Einschweillen mit 8 ml
Szintillationsflissigkeit in eine Plastikfolie. Die Messung der Radioaktivitdt, welche proportional zur
Proliferation der Tcon ist, erfolgte mit Hilfe eines Szintillationsgerates. Die Proliferation nach Stimula-
tion der Treg mit den zu testenden Peptiden wurde mit derjenigen nach Stimulation mit humanem
IgG verglichen und der Unterschied mit Hilfe eines zweiseitigen Student‘schen-t-Test auf dessen sta-
tistische Signifikanz untersucht. Das Signifikanzlevel wurde auf p < 0,05 festgelegt. War die Prolifera-
tion in den Testlochern signifikant niedriger als in den Kontrolllochern, wurde das fir die jeweilige

Probe getestete Antigen als Treg-spezifisch definiert.
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5.2.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine laserbasierte Methode zum Nachweis von Biomarkern auf einzel-
nen Zellen in einer Suspension. Die Biomarker werden lberwiegend mit Hilfe von mit Fluoreszenz-
farbstoffen gekoppelten Antikorpern detektiert. Bei der Arbeit mit Fluorophoren muss darauf geach-
tet werden, dass diese moglichst wenig Licht ausgesetzt sind, da sie photosensitiv sind. Alle im Rah-
men dieser Arbeit getatigten Messungen wurden mit einem FACSCanto Il Durchflusszytometer
durchgefiihrt, welches simultan acht Parameter erfassen kann. Die nachfolgenden Analysen erfolgten

mit der Software FlowJo.

5.2.7.1 Funktionsweise und Vorbereitung des Zytokinsekretionsassays

Beim Zytokinsekretionsassay handelt es sich um eine durchflusszytometrische Methode zum Nach-
weis sezernierter Zytokine. Wir haben den Assay angewandt um zu messen, welche und wie viele T-
Zellen nach einer Stimulation mit TAA die Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-a freisetzen. T-Zellen, welche
diese Tyl Zytokine sezernieren, sind besonders reaktiv gegen Tumoren (Wilde et al. 2012). Im Gegen-
satz zum intrazelluldren Nachweis von Zytokinen kann hier die Funktionalitdt lebender Zellen nach-
verfolgt werden. Zudem ist die aktive Abgabe von Zytokinen biologisch relevanter als deren Speiche-
rung im Inneren der Zelle. Im Vergleich zum ELISpot kénnen gleichzeitig auch andere Merkmale der
Zytokin-sezernierenden T-Zellen untersucht werden, wie die Expression von Gedachtnis-Markern

(5.2.7.2) oder Exhaustion-Markern (5.2.7.3).

Die Durchfiihrung des Assays erfolgte mit Hilfe der MACS Secretion Assay — Detection Kits (siehe
5.1.5). Er funktioniert ebenfalls nach dem Prinzip des Sandwich-ELISAs. Die Kits enthalten ein Auf-
fang-Reagenz mit Antikorpern, die gleichzeitig an den Leukozytenmarker CD45 und das jeweilige
Zytokin binden, sowie Fluorophor-markierte Detektions-Antikdrper, welche dem Nachweis des ge-

bundenen Zytokins dienen (Abbildung 23).
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® IFN-y
® TNF-u

® IL-2

Abbildung 23: Illustration zur Methodik des Zytokinsekretionsassays.

Der IFN-y Freisetzungsassay nach Stimulation mit TAA wurde bereits von Frau Dr. Maria Xydia opti-
miert und etabliert. Daher wurde ihr Protokoll fir diese Arbeit Gbernommen. Der gleichzeitige
Nachweis von drei Zytokinen wurde allerdings in unserem Labor noch nicht durchgefiihrt, weshalb
diese Durchflihrung zunachst anhand von Blutproben von gesunden Spendern auf ihre Prazision ge-

testet wurde.

Zur Vorbereitung des Freisetzungsassays wurden die aufgereinigten T-Zellen mit angereicherten pep-
tidprasentierenden Dendritischen Zellen (siehe 5.2.3) coinkubiert. Als TAA wurde ein Peptidgemisch
aus gleichen Teilen von ID-1, Mammaglobin-A, MUC1 und Heparanasel (siehe 4.3.2 und 5.1.3) ver-
wendet. Als Negativkontrolle diente humanes IgG. SEB wurde fiir die Positivkontrolle verwendet. Die
folgenden Ansitze wurden in zweifacher Ausfiihrung prapariert: Von jeder Probe wurden je 10° DZ
morgens mit 500ul X-VIVO 20 Medium in mindestens drei Locher einer beschichtete 48 Loch Platte
gegeben. Davon wurde je eine mit 100 pg Peptidmix, 100 pg humanem IgG bzw. 1 pug SEB vermischt.
Abends wurden je 5-10° der autologen TZ in 500 pl X-VIVO 20 hinzugefiigt. Nach 12 Stunden Cokultur

wurde der Zytokinsekretionsassay durchgefiihrt.

5.2.7.2 Durchfiihrung des Zytokinsekretionsassays

Die Zellen wurden aus den Lochern entnommen, in jeweils ein 15 ml Réhrchen tberfiihrt und dieses
auf Eis gestellt. Danach wurden die Locher nochmals mit eiskaltem FACS Puffer (siehe 5.1.2) gewa-
schen und die Flussigkeit in die jeweiligen Rohrchen hinzugefiigt, um moglichst viele Zellen analysie-

ren zu konnen. Die adhdrenten Dendritischen Zellen verbleiben dabei Gberwiegend in der Platte.
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Nach einem Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 427 g wurden alle Proben mit 5 ul humanem IgG ad
100 pl in eiskaltem FACS Puffer vermischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Dieser Schritt dient dem
Blocken freier Fc-Rezeptoren, an welche die Detektionsantikdrper unspezifisch binden kénnen. An-
schlieBend wurden die Zellen in jedem Réhrchen mit eiskaltem MACS Puffer (siehe 5.1.2) gewaschen.
Danach wurden jeweils 10 ul des Auffang-Reagenz griindlich ad 100 pl mit eiskaltem MACS Puffer
vermischt, zu den Zellen gegeben und ein weiteres Mal gut durchmischt. Drei Aliquote der T-Zellen
wurden fir die Kompensation am Durchflusszytometer ungefarbt belassen. Nach einer finfmindtigen
Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit 37 °C warmem X-VIVO 20 Medium auf 1 ml aufgefiillt und
fir 45 min auf einem Rollenmischer bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Daraufhin wurden die R6hrchen
auf Eis gestellt, mit eiskaltem MACS Puffer aufgefillt und zentrifugiert. Nicht gebundene Antikdrper
und Zytokine wurden durch Verwerfen des Uberstandes entfernt. Direkt im Anschluss wurden jeweils
10 ul der Detektionsantikorper ad 100 pl in eiskaltem MACS Puffer zu den Zellen gegeben und gut
vermischt. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen in eiskaltem FACS Puffer gewaschen und
der Inhalt jedes einzelnen Roéhrchens in ein Loch einer unbeschichteten 96 Loch Platte mit Rundbo-

den Uberfihrt und erneut gewaschen.

5.2.7.3 Charakterisierung des Gedachtnis-Phdnotyps TAA-spezifischer T-Zellen

Um den Gedachtnis-Phanotyp der T-Zellen zu bestimmen, welche nach der Stimulation mit dem TAA-
Mix IFN-y produzierten, wurden die gleichen Proben im Anschluss an den Zytokinsekretionsassay fur
die Marker CCR7 und CD45RO (siehe Abschnitt 4.3.1), sowie CD4 und CD8 gefarbt. Zusatzlich wurde
ein Farbstoff verwendet, der tote Zellen anfarbt, um diese bei den Analysen auszuschlielen. Abge-

storbene Zellen neigen dazu Antikérper unspezifisch zu binden.

Zunachst wurden samtliche Proben, abgesehen von zwei Kontrollen, mit den Farbstoffen Ethidium-
bromidmonoazid (EMA) oder LIVE/DEAD Fixable Yellow Dead Cell Stain im Verhaltnis 1:250 bzw.
1:1000 ad 200 pl in eiskaltem FACS-Puffer versetzt. Die Farbung mit EMA erfolgte fiir 10 Minuten auf
Eis im Licht einer Lampe. Der Yellow Dead Cell Stain wurde fiir 15 Minuten im Dunkeln auf Eis inku-
biert. Beide Farbstoffe dringen nur durch nicht intakte Membranen in das Zellinnere ein und farben
somit ausschlielllich absterbende oder tote Zellen. Wahrend der Yellow Dead Cell Stain freie Amine
bindet, wird EMA mit Nukleinsduren verknipft. AnschlieBend wurden alle Zellen zweimal mit je 200

pl FACS-Puffer gewaschen.

Danach erfolgte die Farbung der CCR7-Chemokinrezeptoren (siehe 4.3.1). Hierfiir wurden 0,375 pg
des Anti-CCR7-Antikorpers in 100 pl FACS-Puffer geldst und mit den Zellen vermischt. Davon ausge-

nommen wurden die zwei ungefarbten Kontrollen und die Kontrolle, die nur mit dem Lebend/Tot-
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Farbstoff behandelt wurde. AuBerdem wurden einer Probe anstatt des flir CCR7 spezifischen Anti-
korpers 0,375 pg der mit PE-Cy7 gekoppelten Isotypkontrolle zugesetzt. Alle Zellen wurden fiir 30
Minuten bei 37 °C und 5% CO, inkubiert und anschlieBend zweimal in eiskaltem FACS-Puffer gewa-

schen.

Daraufhin wurden alle tGbrigen Zellmarker (CD4, CD8 und CD45R0) gefarbt. Es wurden jeweils 0,5 pg
der Antikorper gegen CD4 und CDS8, sowie 0,75 pg des Antikdrpers gegen CD45RO in 100 pl FACS-
Puffer verdiinnt und mit den Zellen vermischt. Die beiden ungefarbten Proben wurden so belassen.
In einem Aliquot wurde anstatt des CD45R0O Antikorpers die gleiche Menge der korrespondierenden
APC-H7-markierten Isotypkontrolle hinzugefiigt. Alle Kontrollen einhielten die gleiche Zellzahl wie die
Proben und, fiir ein optimales gating, sowohl aktivierte, als auch unstimulierte T-Zellen. Die Inkuba-
tion erfolgte abgedeckt fiir 20 min auf Eis. Die Zellen wurden anschlieRend zweimal gewaschen, mit

100ul FACS-Puffer vermischt und bis zur Messung im Dunkeln auf Eis gelagert.

5.2.7.4 Nachweis coinhibitorischer Rezeptoren auf TAA-spezifischen T-Zellen

Aufgrund der limitierten Anzahl der messbaren Parameter wurde die Bestimmung von inhibitori-
schen T-Zellrezeptoren nur in Bezug auf die IFN-y-Sekretion gemessen. Daraufhin erfolgte die Far-
bung fiir die Marker CD4, CD8, PD1, TIM-3 und LAG-3. Von den jeweiligen Antikorpern wurden je-
weils 0,5 pg (CD4 und CD8), 0,25 pg (TIM-3 und LAG-3) bzw. 1 ug (PD1) ad 100 pul FACS-Puffer mit den
Zellen vermischt. Flr die Marker PD1, TIM-3 und LAG-3 wurde jeweils eine entsprechende Isotypkon-
trolle angesetzt. Eine der bis dahin ungefarbten Proben wurde fiir die Kompensation mit dem Anti-
LAG-3 Antikorper gefarbt. Danach wurden die Zellen zweimal gewaschen und in 100 ul FACS-Puffer

aufgenommen. Bis zur Messung erfolgte die Aufbewahrung im Dunkeln auf Eis.

Um Zellmaterial zu sparen, kénnen fir die Kompensation des Durchflusszytometers Beads verwendet
werden, welche in unterschiedlichen GréRen erwerbbar sind und die gangigsten Antikorper binden
(siehe 5.1.4). Hierfur wurde je ein Tropfen gekoppelter und ungekoppelter (binden keine Antikorper)
Beads mit 100 pl FACS-Puffer und der zuvor verwendeten Antikérpermenge vermischt und 10 min
auf Eis inkubiert. Die Farbung der Beads war mit allen Antikérpern auller denen gegen LAG-3 und
TNF-o. moglich, da diese aus der Ziege bzw. von humanen Zellen stammen und es die Beads nur fir
Antikorper aus der Maus, der Ratte und dem Hamster gibt. Die Einzelfarbung gegen LAG-3 wurde
daher mit Zellen durchgefiihrt. Fir die Kompensation wurde anstatt des TNF-a-APC Antikorpers der
IFN-y-APC Antikorper des gleichen Herstellers verwendet. Nach zwei Waschschritten mit FACS Puffer

erfolgte die Messung am Durchflusszytometer.
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5.2.7.5 Analyse der mit dem Durchflusszytometer erfassten Daten

Die gemessenen Daten wurden mit Hilfe der Software FlowlJo zweidimensional in einem Dot Plot
dargestellt. Hier steht jeder Punkt fir eine Zelle, dessen Position im Diagramm von der Fluoreszenzin-

tensitat, also der Expression der beiden ausgewahlten Biomarker abhangt.

Zur Auswahl bestimmter Zellpopulationen wird das Gating verwendet (Abbildung 24). Dabei wurden
zunachst anhand der Lichtstreuung, die Abhangig von der GréRe (FSC) und Granularitdt (SSC) der
Zellen ist, die Lymphozytenpopulation von Zellfragmenten und anderen Zelltypen abgetrennt. Da
aneinanderhaftende Zellen das Messergebnis verfalschen, wurden auch diese aus der weiteren Ana-
lyse ausgeschlossen. Anschliefend wurden unter den einzelnen Lymphozyten nur die lebenden se-
lektiert, also die Zellen, die negativ fir den Lebend/Tot-Farbstoff sind. Diese wurden zunachst in CD4-
und CD8- positive Zellen aufgetrennt. Da die T-Zellen vor Versuchsbeginn bereits aus den Lymphozy-
ten isoliert wurden, handelt es sich bei den ausgewahlten Zellpopulationen um T-Zellen. Die CCR7-,
CD45R0-, PD1-, LAG-3- und TIM-3- positiven T-Zellpopulationen wurden mit Hilfe der Isotypkontrol-
len ausgewahlt. In dieser Kontrolle wurden alle Marker, auRer der zu ermittelnde, angefarbt. Der
Kontroll-Antikorper ist, abgesehen von der spezifischen Bindungsstelle, mit dem Testantikorper iden-
tisch. Er bindet an eine Struktur, die auf Lymphozyten nicht vorkommt und zeigt daher die unspezifi-

sche Bindung an.
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Abbildung 24: Gating Strategie. FSC: Forward Scatter, SSC: Sideward Scatter, A: Area, W: Width

Als TAA-reaktiv wurden solche Zellen angesehen, die mehr Zytokin produzierten als Zellen, die mit
IgG behandelt wurden (siehe Abbildung 25). Bei der Berechnung der Prozentwerte TAA-spezifischer
T-Zellen wurde der Wert der Zytokin-positiven Zellen in der Negativkontrolle (= Unspezifische Aktivi-
tat der Zellen in der jeweiligen Probe) vom Wert Zytokin-positiver Zellen nach Stimulation mit TAA

abgezogen.
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Abbildung 25: Gating der Zytokin-sezernierenden Zellen anhand der Negativkontrolle.

5.2.8 Statistik

Die ELISpot und Treg Spezifitdtsassays wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Es wurde stets ein Signifi-
kanzniveau von 5 % (p < 0,05) verwendet. Alle Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Graph Pad Prism

Software, Version 6.

Im ELISpot Assay wurde die Anzahl der Spots in den jeweiligen Testléchern (Peptid) mit der Anzahl
der Spots in den Kontrolllochern (IgG) verglichen. Der Unterschied wurde mit Hilfe eines ungepaarten
zweiseitigen Student’‘schen-t-Test auf dessen statistische Signifikanz untersucht. Waren zudem in den
Lochern mit TAA stimulierten Zellen im Mittel zweimal so viele Spots wie in der Negativkontrolle, so
wurden die T-Zellen als TAA-spezifisch definiert. Um die Ubersichtlichkeit der kumulativen Abbildun-
gen zu verbessern, wurde fir jeden einzelnen Patienten der Mittelwert aller einzeln getesteten Pep-
tide gebildet. Da die Datenpunkte in den kumulativen Darstellungen vielmehr exponential als normal
verteilt waren, wurden zur statistischen Analyse alle Einzeldaten zunachst logarithmisch transfor-
miert. Die Berechnung der statistischen Signifikanz in unterschiedlichen Patientengruppen erfolgte
mit dem ungepaarten zweiseitigen Student’schen-t-Test. Die Daten vor und nach der Depletion von
Treg wurden mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen Student’schen-t-Tests auf eine signifikante Veran-
derung hin untersucht. Der Anteil von Datenpunkten, der oberhalb eines bestimmten Wertes lag,
wurde mit dem Exakten Fisher-Test auf signifikante Unterschiede verglichen. Um die Korrelation von
zwei Parametern auf deren Signifikanz zu testen, wurden lineare Regressionsanalysen angewandt.

Die Kriterien zur Bestimmung der Starke der Korrelation sind in Tabelle 2 aufgezeigt.
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Tabelle 2: Kriterien zur Bestimmung der Starke der Korrelation anhand des Korrelationskoeffizienten. Nach
www.strath.ac.uk/aer/materials/4dataanalysisineducationalresearch/unit4/correlationsdirectionandstrength/.

Wert des Korrelationskoeffizienten Stdrke der Korrelation
1 perfekt
0,8-0,9 sehr stark
0,5-0,8 stark
0,3-0,5 mittel
0,1-0,3 maRig
>0,1 schwach
0 Null

Fiir die Analyse des Treg Spezifitatsassays wurde die mittlere Proliferation in den Ansatzen mit Test-
peptiden mit der mittleren Proliferation in der Negativkontrolle verglichen. Die Unterschiede wurden
mit einem ungepaarten zweiseitigen Student’schen-t-Test auf Signifikanz gepruft. War die Prolifera-
tion in den Test-Lochern signifikant niedriger als in den Kontroll-Léchern, so wurde definiert, dass

der/die getestete Patient/in Treg besitzt, die spezifisch fiir dieses getestete Antigen sind.

Kumulative FACS Daten wurden, je nach Verteilung der Datenpunkte, mittels eines ungepaarten
zweiseitigen Student’schen-t-Test oder des Mann-Whitney Tests analysiert. Gepaarte Analysen er-

folgten mit dem ungepaarten zweiseitigen Student’schen-t-Test oder Wilcoxon Test.
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6. Ergebnisse

6.1 T-Zellen gesunder Miitter sind gegen zahlreiche TAA gerichtet

Ob und wie viele T-Zellen ein Mensch besitzt, die gegen Tumor-assoziierte Antigene (TAA) reagieren
kann mit Hilfe des Interferon-y (IFN-y) ELISpots gemessen werden. Dabei werden dendritische Zellen
aus Vorlauferzellen aus dem Blut des Probanden differenziert und mit Polypeptiden von TAA ver-
setzt. Fragmente dieser TAA kdnnen sie dann den T-Zellen prasentieren. Erkennen diese das Antigen
wieder, weil sie bereits Kontakt mit ihm hatten, reagieren sie mit der Sekretion des Zytokins IFN-y,
welches pro Zelle im ELISpot als blauer Punkt sichtbar wird. Inwiefern TAA-spezifische Treg diese
Reaktion unterdriicken, kann man messen, in dem man die Treg mit magnetischen Antikérpern mar-

kiert und Gber einen Magneten entfernt

In Abbildung 26 sind reprdsentative Ergebnisse des IFN-y ELISpot Assays mit Blutproben zweier ge-
sunder Spenderinnen dargestellt. In Abbildung 26 A ist das Resultat einer Frau ohne Kinder (Nullipa-
ra) zu sehen. Bei ihr konnten keine TAA-reaktiven T-Zellen nachgewiesen werden. Abbildung 26 B ist
das Ergebnis des gleichen Assays mit dem Blut einer Mutter abgebildet. In diesem Fall wurden signi-
fikant mehr IFN-y Spots in den Léchern gemessen, in denen den T-Zellen mit den TAA Proliferating
Cell Nuclear Antigen (PCNA), Heparanase 1 (HPA1), Melanoma-associated antigen A3 (MAGEA3) und
Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) stimuliert wurden.

Der ELISpot Assay wurde mit 30 gesunden Spenderinnen im Alter von 19 bis 58 Jahren durchgefihrt.
Ilhr mittleres Alter lag bei 46 Jahren. Dabei handelte es sich um zehn Blutproben von Nullipara und 20
Blutproben von Mittern, die ein negatives Ergebnis bei der mammographischen Untersuchung der

Brust erhalten hatten.

Um auszuschlieBen, dass positive Tests Uberwiegend dann auftraten, wenn ein niedriger Hintergrund
fir die Kontrollen (1gG) gemessen wurde, haben wir die Spotzahlen aller negativ getesteten Spender
mit denen aller positiv getesteten verglichen (Abbildung 27). Die Anzahl der Spots in den mit IgG
versetzten Lochern ist in beiden Gruppen dhnlich hoch. Dagegen ist die T-Zell Reaktivitdt in den

positiven gegenliber den negativen Tests mit TAA hoch signifikant erhoht.
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Abbildung 26: Reprasentative Ergebnisse von ELISpot Assays. Die Blutproben wurden von einer gesunden
kinderlosen Frau (Nullipara, A) bzw. von einer gesunden Mutter (B) entnommen. Alle Tests wurden in Triplika-
ten durchgefiihrt. Die Balken zeigen den Mittelwert der gezahlten IFN-y Spots pro 5-10° T-Zellen je Loch + Stan-
dardfehler an. Die Werte fiir die Testantigene wurden mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen t-Tests auf signi-
fikante Abweichungen von den Werten der Negativkontrolle untersucht. *: p < 0,05, **: p < 0,01. Rote Balken
zeigen einen positiven Test an, welcher durch eine signifikante (p < 0,05) und im Mittel mehr als zweifach er-
hohte Spot-Anzahl in den Testlochern (schwarze Balken) im Vergleich zu den Kontrolllochern (weiBe Balken)
definiert wird. IgG: Immunglobulin G, PCNA: Proliferating cell nuclear antigen, |\D-1: Inhibitor of differentiation
1, GLI1: Glioma-associated oncogene homolog 1, SMO: Smoothened, MAM: Mammaglobin-A, HPA1: Hepara-
nase 1, MAGEA3: Melanoma-associated antigen A3, MUC1: Mucin 1, HER2: Human epidermal growth factor
receptor 2, CEA: Carcinoembryonic antigen, EGFR: Epidermal growth factor receptor, DZ: Dendritische Zellen,
TZ: T-Zellen.
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Abbildung 27: Positive Testresultate entstehen nicht aufgrund niedrigerer Spotzahlen in der Negativkontrol-
le. Kumulative Darstellung der Spot-Anzahl aller mit Blutproben gesunder Spender durchgefiihrten ELISpot-
Analysen, vor der Depletion von Treg. Die Mittelwerte der Spot-Anzahl in der Negativkontrolle (IgG) wurden fir
Spender ohne (weil) und mit (rot) positiven Testresultaten aufgeteilt. Die Mittelwerte der Spots fiir die einzeln
getesteten Antigene + Standardfehler wurden als negative (weiB) oder positive (rot) Testresultate getrennt
voneinander dargestellt. Zum Vergleich der mittleren Anzahl von Spots in negativen und positiven Tests wurde
der ungepaarte zweiseitige t-Test herangezogen. ****. p < 0,0001. TAA: Tumor-assoziierte Antigene, TZ: T-
Zellen.
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In Abbildung 28 sind die ELISpot-Ergebnisse aller getesteten Nullipara und Mitter zusammengefasst.
In keiner der kinderlosen Frauen wurden TAA-reaktive T-Zellen nachgewiesen, auch nicht nach der
Depletion regulatorischer T-Zellen. Unter den getesteten Blutproben von Mittern weisen hingegen
80% eine T-Zell-Reaktion gegen mindestens eines der elf Test-Antigene auf. In beiden Testgruppen
fihrte eine Depletion von Treg lediglich zu einer marginalen Erhdhung der Aktivitat von T-

Effektorzellen.
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Abbildung 28: Unter gesunden Frauen sind Anti-TAA reaktive T-Zellen nur in Miittern nachweisbar. Kumulati-
ve Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach dem
Parititsstatus der Frauen zum Zeitpunkt der Blutentnahme. A: Mittlere Anderung der Spot-Anzahl in den Tests
im Vergleich zur Negativkontrolle. Pro Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet.
Dieser entspricht einem Datenpunkt in der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebil-
det. Jeder Assay wurde vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Um eine
Gleichverteilung der Datenpunkte zu erhalten, erfolgte die Berechnung der statistischen Signifikanz mit loga-
rithmierten Werten (B). Wahrend die Signifikanz der Abweichung vor und nach Depletion der Treg in denselben
Blutproben mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den
verschiedenen Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. ***: p < 0,001, ****: p <
0,0001. C: Prozentualer Anteil der Spender mit mindestens einem positiv getesteten Antigen in der Treg-
undepletierten Zellfraktion. N: Nullipara, P: Para, TZ: T-Zellen, n: Anzahl der Studienteilnehmer.

Die Reaktivitdt TAA-spezifischer T-Zellen korreliert nicht mit dem Alter der Spenderinnen (Abbildung
29).
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Abbildung 29: Die Anti-TAA Reaktivitat von T-Zellen ist unabhéngig vom Alter der Spender. Kumulative ELI-
Spot-Ergebnisse gesunder Spenderinnen, aufgeteilt nach dem Alter der Frauen zum Zeitpunkt der Blutentnah-
me. Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in Testléchern im Vergleich zur Negativkontrolle. Pro
Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser entspricht einem Datenpunkt in
der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebildet. Jeder Assay wurde vor (+) und nach
(-) Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte
mit logarithmierten Werten. Wahrend die Signifikanz der Abweichung vor und nach Depletion der Treg in den-
selben Blutproben mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwi-
schen den verschiedenen Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. N. s.: Unter-
schied nicht signifikant (p > 0,05). N: Nullipara, P: Para.
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Abbildung 30: Analysen mit Blutproben eineiiger Drillinge bestdtigen die Abhédngigkeit des Auftretens TAA-
reaktiver T-Zellen vom Paritdtsstatus. Ergebnisse der ELISpot-Analysen mit Blutproben von eineiigen Drillingen
mit unterschiedlicher reproduktiver Vergangenheit. Die Balken reprisentieren den Mittelwert der Anderung
der Spot-Anzahl in Testlochern im Vergleich zur Negativkontrolle fir jedes Testantigen + Standardfehler. Jeder
Assay wurde vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Wahrend die sta-
tistische Signifikanz der Abweichung vor und nach Depletion der Treg in der selben Blutprobe mit Hilfe des
gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den Schwestern unter Ver-
wendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. **: p < 0,01, ***: p < 0,001.
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Das Auftreten eineiiger Drillinge ist ein sehr seltenes Ereignis. Gliicklicherweise hatten wir die Mog-
lichkeit Blutproben von eineiigen Drillingsschwestern im Alter von 56 Jahren zu erhalten, bei denen
jede eine andere reproduktive Vergangenheit aufwies. Eine davon hatte nie versucht schwanger zu
werden. Die zweite hatte einen Kinderwunsch, aber kein Kind geboren. Zwei Mal wurde eine
Schwangerschaft im Eileiter festgestellt, die daher beide Male abgebrochen werden musste. Die drit-
te der Schwestern hat ein gesundes Kind zur Welt gebracht. Die Resultate der ELISpot-Analysen sind
in Abbildung 30 zu sehen. Tatsachlich wurden TAA-spezifische T-Zellen nur in der Schwester detek-

tiert, die ein Kind hat. Allerdings wurden diese erst nach der Depletion regulatorischer T-Zellen aktiv.

Die erste Niederkunft mancher Miitter, die fir diese Studie Blut spendeten, lag mehr als 30 Jahre
zuriick. Daher wollten wir herausfinden, ob die Zeitspanne nach der ersten Geburt Auswirkungen auf
die Starke der Immunantwort gegen die TAA hat. Um einen moglichen Zusammenhang darzustellen,
wurden die Mittelwerte aus allen getesteten Antigenen pro Spenderin gegen die Zeit nach der letz-
ten Niederkunft aufgetragen (Abbildung 31). Hierbei wird deutlich, dass selbst 38 Jahre nach der

ersten Geburt noch robuste T-Zell Antworten gegen TAA gemessen werden kdnnen.
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Anzahl im Vergleich zur Kontrolle
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Zeit nach erster Niederkunft (Jahre)

Abbildung 31: TAA-reaktive T-Zellen sind Uber Jahrzehnte nach der Niederkunft in Miittern nachweisbar.
Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender durchgefiihrten ELISpot-Analysen in Abhangigkeit von der
Zeit nach der ersten Niederkunft vergangenen Zeit zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Die Studienteilnehmer
wurden Uber das Geburtsdatum ihres altesten Kindes befragt, welches anschlieRend vom Geburtsdatum des
Spenders subtrahiert wurde. Dieser Wert wurde gegen die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in den Testl6-
chern im Vergleich zur Negativkontrolle aufgetragen und eine lineare Regressionsgerade berechnet.

Es ist bekannt, dass das Brustkrebsrisiko von Frauen, die in einem jungen Alter mehrere Kinder gebo-
ren und diese zudem lange Zeit gestillt haben, am geringsten ist (siehe 4.2.1.3). Deshalb haben wir
untersucht, ob die Reaktivitdt TAA-spezifischer T-Zellen mit einem dieser Parameter korreliert. Je-

doch weisen Multipara keine starkeren T-Zell Reaktionen auf als Primipara (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Die Anzahl der Lebendgeburten hat keinen entscheidenden Einfluss auf die Reaktivitdt TAA-
spezifischer T-Zellen. Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender durchgefiihrten ELISpot-
Analysen, aufgeteilt nach der Anzahl voll ausgetragener Schwangerschaften der Spenderinnen zum Zeitpunkt
der Blutentnahme. Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in Testléchern im Vergleich zur Nega-
tivkontrolle. Pro Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser entspricht ei-
nem Datenpunkt in der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebildet. Jeder Assay wur-
de vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Die Berechnung der statisti-
schen Signifikanz erfolgte mit logarithmierten Werten. Wahrend die Signifikanz der Abweichung vor und nach
Depletion der Treg in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde,
erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zweiseiti-
gen t-Tests. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
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Abbildung 33: Die Anti-TAA-Reaktivitit von T-Zellen ist unabhdngig vom Stillverhalten der Spenderinnen.
Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender durchgefiihrten ELISpot-Analysen. In diesem
Graphen sind nur Daten von Spendern aufgefiihrt, die entweder keines oder jedes ihrer Kinder gestillt haben.
Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in Testléchern im Vergleich zur Negativkontrolle. Pro
Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser entspricht einem Datenpunkt in
der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebildet. Jeder Assay wurde vor (+) und nach (-
) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Die Berechnung der statistischen Signifikanz er-
folgte mit logarithmierten Werten. Wahrend die Signifikanz der Abweichung vor und nach Depletion der Treg in
denselben Blutproben mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich
zwischen den verschiedenen Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
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Auch Frauen, die samtliche ihrer Kinder gestillt haben, besitzen keine starkeren T-Zell Antworten

gegen TAA, als Frauen, die nie gestillt haben (Abbildung 33).

Aus epidemiologischen Untersuchungen geht hervor, dass nur Mitter, die vor ihrem 25. Lebensjahr
gebaren, ein andauernd erniedrigtes Brustkrebsrisiko haben (Albrektsen et al. 2005). Anhand von
Daten des statistischen Bundesamtes (Abbildung 34 A) wird allerdings deutlich, dass das Alter von
Erstgebarenden stetig ansteigt. Dennoch korreliert die Anti-Tumor Reaktivitdt der T-Zellen von Miit-

tern nicht mit deren Alter bei der ersten Niederkunft (Abbildung 34 B).
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Abbildung 34: Die Anti-TAA-Reaktivitat von T-Zellen korreliert nicht mit dem Alter der Spender bei der Ge-
burt ihres ersten Kindes. A: Durchschnittliches Alter von Frauen in Deutschland bei der Geburt ihres ersten
Kindes von 1991 bis 2012. *: Die Daten enthalten nur Lebendgeburten. Die Werte sind freundlicherweise vom
statistischen Bundesamt zur Verfligung gestellt worden. B: Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben gesunder
Spender durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach dem Alter der Miitter zum Zeitpunkt der Geburt
ihres ersten Kindes. Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in den Testléchern im Vergleich zur
Negativkontrolle. Pro Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser entspricht
einem Datenpunkt in der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebildet. Jeder Assay
wurde vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mit logarithmierten Werten. Wahrend die Signifikanz der Abweichung vor und
nach Depletion der Treg in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wur-
de, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zwei-
seitigen t-Tests. N. s.: Unterschied nicht signifikant (p > 0,05).

6.2 TAA-spezifische T-Zellen werden in den ersten Schwangerschaftsmonaten induziert

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Mehrzahl der Mitter T-Zellen besitzt, die gegen Tumor-

assoziierte Antigene reagieren. T-Zellen kinderloser Frauen weisen hingegen eine derartige Reaktivi-
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tat nicht auf. Die Frage, wann TAA-spezifische T-Zellen induziert werden, ist jedoch noch offen. Die
Induktion kénnte wahrend der Schwangerschaft, in der Stillzeit, wahrend oder nach der Involution
der Brust geschehen. Daher haben wir zusatzlich Blutproben von 29 gesunden Erstgebarenden wah-
rend und nach der Niederkunft entnommen. Dabei wurden folgende Zeitpunkte zur Entnahme fest-
gelegt: In Schwangerschaftswoche 12 und 21, innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt, also vor
dem Milcheinschuss, sowie vier Wochen spater. Auch mit diesen Proben wurden IFN-y ELISpot Analy-

sen durchgefihrt.
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Abbildung 35: TAA-spezifische T-Zellen treten bereits im ersten Schwangerschaftstrimenon auf und werden
in der Stillzeit teilweise von Treg unterdriickt. Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender
durchgefiihrten ELISpot-Analysen. Es wurden zusatzlich Blutproben von Frauen wahrend und nach ihrer ersten
Schwangerschaft untersucht. Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in den Testléchern im Ver-
gleich zur Negativkontrolle. Pro Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser
entspricht einem Datenpunkt in der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebildet. Jeder
Assay wurde vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Von vier Spendern
konnten sowohl direkt nach der Geburt, als auch vier Wochen spater Blutproben entnommen werden. Von den
Ubrigen Spendern wurde nur eine Probe zu einem der Zeitpunkte erhalten. Die Veranderungen der T-Zell Reak-
tivitat nach der Depletion von Treg aus Blutproben von Mittern vier Wochen nach der Niederkunft sind mit
Verbindungslinien dargestellt. Rote Datenpunkte stellen die Ergebnisse der Spenderin dar, die ihr Kind nicht
gestillt hat. Die Berechnung der statistischen Signifikanz erfolgte mit logarithmierten Werten. Wahrend die
Signifikanz der Abweichung vor und nach der Depletion von Treg in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaar-
ten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen
unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. *: p < 0,05, ***: p < 0,001.

Wie aus Abbildung 35 hervorgeht, besitzen alle der getesteten Frauen bereits nach dem ersten
Schwangerschaftstrimenon TAA-reaktive T-Zellen. Die T-Zell Reaktivitat nimmt im Laufe des zweiten
Trimesters leicht zu und ist nach der Geburt wieder etwas verringert. Bis zum Milcheinschuss wirkt
sich die Depletion CD4*CD25" T-Zellen eher nachteilig auf die Antwort gegen TAA aus. Wihrend der

Stillphase (,,1 Monat postpartal®) wurde jedoch in vier von sechs Spendern eine verstarkte IFN-y Sek-
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retion nach der Depletion regulatorischer T-Zellen gemessen. Diese ist besonders bei Spendern mit
sehr starken T-Zell Reaktionen beobachtet worden und trat auch bei einer Spenderin auf, die ihr Kind

nicht gestillt hatte (rote Datenpunkte in Abbildung 35).

6.3 Starke Immunreaktionen gegen TAA werden durch Treg abgeschwacht

Von vier Erstgebdarenden haben wir zu zwei Zeitpunkten Blutproben erhalten. Die Entwicklung der T-
Zell Antworten mit der Zeit und die Suppression der IFN-y Sekretion durch Treg werden fir jede
Spenderin einzeln in Abbildung 36 gezeigt. In keiner der Blutproben, die unmittelbar nach der Geburt
entnommen wurden, bewirkte die Depletion von Treg eine deutlich verstarkte Anti-TAA Reaktivitat.
Nach vierwochigem Stillen hingegen hatte sich nach der Treg-Depletion die T-Zell Reaktivitat in den
ersten beiden Proben mehr als verdoppelt. Insgesamt trat die auRerordentlich starke Suppression
durch Treg vor allem dann auf, wenn die Reaktion gegen TAA sehr ausgepragt war (siehe Erstgeba-

rende 1 und 2).
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Abbildung 36: Starke Anti-TAA-Reaktionen, die nach der Geburt des ersten Kindes auftreten kdnnen, werden
durch Treg unterdriickt. Ergebnisse der IFN-y ELISpot Analysen von Blutproben, welche direkt nach der Geburt
ihres ersten Kindes und nach vier Wochen Stillzeit von den gleichen Probanden entnommen wurden. Darge-
stellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in den Testldchern im Vergleich zur Negativkontrolle. Jeder
Assay wurde vor (griin) und nach (rot) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefihrt.

Die Antigenspezifitdt der regulatorischen T-Zellen wurde, sofern das Zellmaterial ausreichte, fiir jede
Blutprobe parallel zu den ELISpot Analysen untersucht. Hierfiir wurde der Treg Spezifitdtsassay an-

gewendet, der in unserer Arbeitsgruppe entwickelt wurde.
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Bei diesem Test wird gemessen, ob eine antigenspezifische Aktivierung der isolierten CD4'CD25" T-
Zellen stattfindet, welche dann in der Unterdriickung der Proliferation polyklonal aktivierter ,kon-
ventioneller” T-Zellen resultiert. Zwei unterschiedliche Ergebnisse dieses Assays sind in Abbildung 37
dargestellt. Die in A abgebildete Probe enthielt keine TAA-spezifischen Treg. In keinem der Test-
Triplikate wurde eine gegeniliber der Negativkontrolle (I1gG) erniedrigte Proliferation der polyklonl
aktivierten Tcon gemessen. Die Kontrolle ,,ohne Treg” bestatigt hingegen, dass die Vermehrung der
Zellen nicht aufgrund eines Mangels an Platz oder Nahrstoffen zum Erliegen kam. Bei der anderen
Spenderin (B) konnten hingegen regulatorische T-Zellen nachgewiesen werden, welche fir die Anti-
gene Glioma-associated oncogene homolog 1 (GLI1), Heparanase 1 (HPA1) und Mucin 1 (MUC1) spe-

zifisch sind.
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Abbildung 37: Reprasentative Ergebnisse von Treg Spezifitdtsassays mit negativen und positiven Testresulta-
ten. Alle Tests wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Die Balken zeigen den Mittelwert der Strahlungseinheiten
pro Minute + Standardfehler an. Die radioaktive Strahlung ist direkt proportional zur Zellteilung. Die Werte in
den Testléchern wurden mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen t-Tests auf signifikante Abweichungen von den
Werten der Negativkontrolle untersucht. *: p < 0,05. Rot eingefarbte Balken zeigen einen positiven Test an,
welcher durch eine signifikant niedrigere (p < 0,05) Zellproliferation in den Testléchern im Vergleich zu den
Kontrollléchern definiert wird. Eine Positivkontrolle (,,ohne Treg“) diente der Uberpriifung der Zellteilungsakti-
vitat der polyklonal aktivierten und von Treg depletierten T-Zellen. IgG: Immunglobulin G, PCNA: Proliferating
cell nuclear antigen, |D-1: Inhibitor of differentiation 1, GLI1: Glioma-associated oncogene homolog 1, SMO:
Smoothened, MAM: Mammaglobin-A, HPA1l: Heparanase 1, MAGEA3: Melanoma-associated antigen A3,
MUC1: Mucin 1, HER2: Human epidermal growth factor receptor 2, CEA: Carcinoembryonic antigen, EGFR: Epi-
dermal growth factor receptor, Treg: regulatorische T-Zellen.

Die Ergebnisse der Treg Spezifitdtsassays mit den Blutproben gesunder Probanden sind in Abbildung
38 dargestellt. Hier ist der Anteil der getesteten Antigene aufgetragen, der pro Patient positiv getes-
tet wurde. In jeder Testgruppe wurden in einem Anteil der Probanden TAA-spezifische Treg nachge-
wiesen. Dieser Anteil war bei Mittern in der Stillphase und spater signifikant héher, als wahrend und

unmittelbar nach der Schwangerschaft. Die drei Blutproben von den Frauen in der Stillphase sind die
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gleichen, bei denen eine hohe Reaktivitdt im ELISpot Assay aufgezeigt wurde, welche nach der Deple-
tion regulatorischer T-Zellen nochmals deutlich anstieg (Abbildung 35, davon die hochsten drei Da-
tenpaare in der Gruppe , 1 Monat postpartal”). Auch bei der Frau, die ihr Kind nicht gestillt hatte,

wurden Treg mit Spezifitaten fir mehrere TAA entdeckt.
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Abbildung 38: Der Anteil der von Treg erkannten Antigene steigt wahrend der Stillzeit an. Kumulative Ergeb-
nisse des Treg Spezifitdtsassays mit Blutproben gesunder Spender. Fiir jede Probandin wurde der prozentuale
Anteil der positiv getesteten Antigene aufgetragen. Das Verhaltnis von Frauen mit und ohne TAA-reaktiven
Treg wurde mit Hilfe des Exakten Fisher-Tests verglichen. Um einen gréReren Anzahl an Tests zu erhalten, wur-
den hierfir jeweils die Resultate der Gruppen wahrend und unmittelbar nach der Schwangerschaft, sowie zur
Stillzeit und danach zusammengefasst. **: p < 0,01. Das Ergebnis der Spenderin, die ihr Kind nicht gestillt hat,
ist in orange dargestellt. Der Mittelwert (horizontale Linie) soll der Anschaulichkeit dienen. TM: Trimenon, n:
Anzahl der Spender.

6.4 Bei Brustkrebspatienten ist die Anti-Tumor-Immunitat von Nullipara schwacher als

von Miittern

Um zu untersuchen, inwiefern sich die wahrend und nach der Schwangerschaft induzierten Immun-
antworten gegen TAA auf die Anti-Tumor-Immunitat bei Brustkrebspatienten auswirkt, wurden Blut-
proben von 102 Frauen mit Brustkrebs entnommen. Diese waren zwischen 28 und 80 Jahre alt und
ihr mittleres Alter lag bei 56 Jahren. 59 hatten ein duktales Karzinom in situ, wobei es sich um eine

prdinvasive Form von Brustkrebs handelt, und 43 Frauen ein invasives Mammakarzinom. Die Blut-
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entnahme erfolgte zum Zeitpunkt der Operation. Es wurden nur Patienten in die Studie aufgenom-
men, die bis zum Zeitpunkt des Eingriffs keine Chemo- oder Strahlentherapie erhalten hatten. Zudem
wurden die Probanden hinsichtlich der Anzahl ihrer Lebendgeburten, sowie zur Stilldauer befragt.
Sobald der histopathologische Befund vorlag, wurden fiir jede Probe Angaben zu Tumorart, -stadium,
-grad, Lymphknotenstatus und der Expression der Tumormarker ER, PR, HER2 und Ki67 vermerkt

(siehe Kapitel 4.2.2).

Die Resultate der ELISpot Analysen sind in Abbildung 39 zusammengefasst. Hier wird deutlich, dass
auch in Nullipara TAA-reaktive T-Zellen nachgewiesen werden kdnnen, wenn ein Mammakarzinom
entstanden ist. Interessanterweise wurden in Proben von Mittern mit DCIS niedrigere T-Zell Antwor-
ten gemessen als bei gesunden Miittern oder Para mit invasivem Brustkrebs. Die starksten Reaktivi-
taten gegen TAA wurden in Mittern mit invasivem Mammakarzinom detektiert. Bei der Betrachtung
der Daten ist zu beachten, dass zum Zwecke der Ubersichtlichkeit die x-Achse logarithmisch darge-

stellt wurde.
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Abbildung 39: Anti-TAA reaktive T-Zellen werden auch bei Brustkrebserkrankungen induziert. Kumulative
Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender, Frauen mit duktalem Karzinom in situ und invasivem Brust-
krebs durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach Paritatsstatus der Frauen zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme. Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-Anzahl in Testléchern im Vergleich zur Negativkontrolle.
Pro Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser entspricht einem Daten-
punkt in der Abbildung. Zudem ist der Median mit Interquartilabstand abgebildet. Jeder Assay wurde vor (+)
und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefiihrt. Um eine Gleichverteilung der Daten-
punkte zu erhalten, erfolgte die Berechnung der statistischen Signifikanz mit logarithmierten Werten. Wahrend
die Signifikanz der Abweichung vor und nach Depletion der Treg in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaar-
ten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen
unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p <
0,0001., n: Anzahl der Studienteilnehmer.
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Abbildung 40: Unter Frauen mit Brustkrebs haben Miitter stirkere Anti-TAA T-Zell-Reaktionen als Nullipara.
Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender, Frauen mit duktalem Karzinom in situ und invasi-
vem Brustkrebs durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach dem Paritatsstatus der Frauen zum Zeitpunkt
der Blutentnahme. Es handelt sich um die gleichen Werte wie in Abbildung 39. Zur besseren Vergleichbarkeit
sind hier die Resultate von Nullipara (rot) und Para (griin) direkt neben einander gestellt. Dargestellt ist der
Median der mittleren Anderung der Spot-Anzahl in Testléchern im Vergleich zur Negativkontrolle + Interquar-
tilabstand. Jeder Assay wurde vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgefihrt.
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Abbildung 41: Die basale T-Zell Reaktivitdt von Erstgebarenden und Brustkrebspatienten hat keinen Einfluss
auf die Testergebnisse. Kumulative Darstellung der Spot-Anzahl aller mit Blutproben von Erstgebarenden,
Patienten mit DCIS und invasivem Mammakarzinom durchgefiihrten ELISpot-Analysen, beschrankt auf die Treg-
undepletierte Fraktion der T-Zellen. Die Mittelwerte der Spot-Anzahl in der Negativkontrolle (IgG) wurden fir
Spender ohne (weil) und mit (rot) positiven Testresultaten aufgeteilt. Die Mittelwerte der Spots fiir die einzeln
getesteten Antigene + Standardfehler wurden als negative (weiRR) oder positive (rot) Testresultate getrennt
dargestellt. Zum Vergleich der mittleren Anzahl von Spots in negativen und positiven Tests wurde der unge-
paarte zweiseitige t-Test herangezogen. ****: p < 0,0001. TAA: Tumor-assoziiertes Antigen, TZ: T-Zellen.

Um den Vergleich der Immunantworten von Nullipara und Para zu vereinfachen, sind diese in Abbil-
dung 40 direkt nebeneinander dargestellt. Anhand der Mediane wird deutlich, dass auch unter den
Brustkrebspatientinnen Mutter Gber die starkeren Immunantworten gegen TAA verfiigen. Die Reak-

tivitat der T-Zellen von Para mit invasivem Karzinom ist fast drei Mal hoher als die der Nullipara. Bei
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den Frauen ohne Kinder, die an einem DCIS erkrankt sind, wird zudem ein drastischer Anstieg der

Anti-Tumor-Antwort nach der Depletion regulatorischer T-Zellen deutlich.

Auch fur samtliche Messungen, die mit Blutproben von Primipara und Tumorpatienten durchgefiihrt
wurden, kann bestatigt werden, dass positive Testresultate im ELISpot Assay nicht aufgrund niedriger

Spotzahlen in der Negativkontrolle entstanden sind (Abbildung 41).
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Abbildung 42: Unter den Brustkrebspatienten zeigen Miitter die stiarksten T-Zell-Reaktionen gegen TAA.
Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben gesunder Spender, Frauen mit duktalem Karzinom in situ und invasi-
vem Brustkrebs durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach Paritatsstatus der Frauen zum Zeitpunkt der
Blutentnahme. Als Positivkontrolle fur starke Immunreaktionen sind die Ergebnisse der mit einem Peptid des
Influenza Matrix Proteins (IMP) stimulierten Proben beigefiigt. Dargestellt ist die mittlere Anderung der Spot-
Anzahl pro Antigen in Testlochern im Vergleich zur Negativkontrolle. Als besonders intensive T-Zell Antworten
wurden solche definiert, die oberhalb des Mittelwertes fiir IMP liegen (Schwellenwert, griine gestrichelte Li-
nie). Der Anteil der starken Immunantworten gegen TAA wurde mit Hilfe des Exakten Fisher-Tests verglichen. *:
p < 0,050, ****. p < 0,0001. Mittelwerte sind in Orange dargestellt. Die graue Linie zeigt den Wert der Negativ-
kontrolle (IgG) an.

Um die Starke der T-Zell Antworten gegen TAA einordnen zu kénnen, wurden zusatzlich Messungen
mit einem Recall-Antigen durchgefiihrt. Hierflir wurde ein Polypeptid aus der Sequenz eines Virushiil-
lenproteins des Influenza Virus gewéhlt: Das Influenza Matrix Protein (IMP). Dieses wurde als zusatz-

liches Testantigen im ELISpot Assay verwendet. Als besonders starke T-Zell Antworten wurden solche
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betrachtet, die oberhalb des Mittelwertes der Messungen mit IMP liegen (Abbildung 42). Die bei
Midttern mit invasivem Brustkrebs gemessenen Immunreaktionen gegen TAA waren im Mittel ein
wenig starker als die mittlere T-Zell Antwort gegen das Influenza-Peptid. In kinderlosen Patientinnen
mit invasivem Mammakarzinom konnten hingegen signifikant weniger starke Anti-TAA Reaktionen
nachgewiesen werden. Die T-Zellen von Miittern mit DCIS produzierten nach der Stimulation mit TAA
signifikant seltener grofRe Mengen an IFN-y als die von Para mit einer invasiven Krebserkrankung. Bei

Nullipara mit DCIS wurden nur selten starke Immunreaktionen gemessen.

Zur Untersuchung der Unterschiede in der T-Zell Reaktivitdt gegen bestimmte Antigene zwischen den
Probandengruppen wurde jedes TAA einzeln getestet. Die aus den ELISpot Analysen resultierenden
Ansprechraten sind in Abbildung 43 illustriert. Generell haben gesunde Miitter bei fast allen TAA die
hochste Ansprechrate. Mehr als zwei Drittel dieser Probandinnen besitzen T-Zellen, die spezifisch fir
Mammaglobin-A sind. Im Vergleich zu den Krebspatientinnen weisen gesunde Para zudem 6fter Im-
munreaktionen gegen Mucin 1 und MAGE-A3 auf. Weiterhin fallt auf, dass in keiner der Blutproben
von Mittern mit in situ Karzinom T-Zell Reaktionen gegen Mammaglobin-A oder HER2 gemessen

wurden.
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Abbildung 43: TAA werden am héaufigsten von T-Zellen gesunder Miitter erkannt. In dieser Abbildung ist der
prozentuale Anteil der Spender gezeigt, bei dem eine positive T-Zell Reaktion gegen die verschiedenen TAA
festgestellt wurde. MAM: Mammaglobin-A, EGFR: Epidermal growth factor receptor, PCNA: Proliferating cell
nuclear antigen, ID-1: Inhibitor of differentiation 1, CEA: Carcinoembryonic antigen, MUC1: Mucin, GLI1: Glio-
ma-associated oncogene homolog 1, SMO: Smoothened, MAGEA3: Melanoma-associated antigen A3, HER2:
Human epidermal growth factor receptor 2, HPA-1: Heparanase 1.

Seite | 84



Ergebnisse

6.5 T-Zell Reaktionen gegen TAA sind unabhdngig von biologischen

Tumoreigenschaften

Da hochgradige Tumoren stark von gesundem Gewebe abweichen, wollten wir zudem untersuchen,
ob sich die Anti-Tumor Reaktivitat von T-Zellen mit steigendem Tumorgrad veradndert. Anhand der

kleinen Probenmenge werden jedoch keine signifikanten Unterschiede deutlich (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Bei Brustkrebspatienten ist die T-Zell-Reaktivitdt gegen TAA unabhdngig vom Tumorgrad.
Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben von Patienten mit invasivem Mammakarzinom durchgefiihrten ELI-
Spot-Analysen, aufgeteilt nach dem histopathologisch ermittelten Tumorgrad. Pro Spender wurde der Mittel-
wert aus allen getesteten Antigenen berechnet und mit dem Standardfehler abgebildet. Die gepunktete Linie
zeigt eine mittlere Erh6hung gegeniber der Negativkontrolle (log(1)=0) an. Wahrend die statistische Signifikanz
der Abweichung vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) in denselben Blutproben mit
Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen
Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. Es wurden keine signifikanten Unter-
schiede festgestellt.

Auch das Tumorstadium konnte sich auf die Immunantwort auswirken, da bei einer starkeren Tumor-
last eine groRere Menge an Tumorantigenen zu erwarten ist. Des Weiteren kénnte das Vorhanden-
sein von Lymphknotenmetastasen die Prasentation von TAA verstdrken. Dennoch unterscheiden sich

die Daten auch im Hinblick auf das Stadium nicht wesentlich (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Auch das Tumorstadium scheint sich nicht auf die T-Zell-Reaktivitdt gegen TAA auszuwirken.
Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben von Patienten mit invasivem Mammakarzinom durchgefiihrten ELI-
Spot-Analysen, aufgeteilt nach dem Tumorstadium. Pro Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten
Antigenen berechnet und mit dem Standardfehler abgebildet. Die gepunktete Linie zeigt eine mittlere Erh6-
hung gegeniiber der Negativkontrolle (log(1)=0) an. Wahrend die statistische Signifikanz der Abweichung vor
(+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaarten
zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen unter
Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Beim Mammakarzinom handelt es sich um eine heterogene Gruppe maligner Erkrankungen der Brust
(siehe Abschnitt 4.2.2.3). Aus diesem Grund wére es moglich, dass das Immunsystem unterschiedlich
stark auf die verschiedenen Subgruppen reagiert. Die im ELISpot gemessene Starke der T-Zell Reakti-

onen weicht jedoch zwischen den Subgruppen kaum ab (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Ebenso scheint die T-Zell-Reaktivitdt gegen TAA nicht vom Subtyp des Mammakarzinoms ab-
zuhangen. Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben von Patienten mit invasivem Mammakarzinom durchge-
flihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach dem immunhistochemisch ermittelten Tumorsubtyp. Dargestellt ist
die mittlere logarithmische Anderung der Spot-Anzahl in den Testléchern im Vergleich zur Negativkontrolle. Pro
Spender wurde der Mittelwert aus allen getesteten Antigenen gebildet. Dieser entspricht einem Datenpunkt in
der Abbildung. Zudem ist der Mittelwert mit Standardfehler abgebildet. Die gepunktete Linie zeigt eine mittlere
Erhohung gegeniiber der Negativkontrolle (log(1)=0) an. Wahrend die Signifikanz der Abweichung vor(+) und
nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaarten zweisei-
tigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen unter Verwen-
dung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

HER2 ist ein Tumor-assoziiertes Antigen, dessen Expressionsstiarke im entnommenen Gewebe von
Mammakarzinompatienten routinemaRig analysiert wird. Daher kann die Anti-HER2 Reaktivitat der
vom Patienten entnommenen T-Zellen ohne weitere Experimente mit der Expression des Antigens in
dessen Tumor verglichen werden. Anhand der Ergebnisse in Abbildung 47 wird deutlich, dass HER2
spezifische T-Zellen in Patienten mit HER2 , negativen” Tumoren genauso vertreten sind wie in Frau-

en, deren Tumor den Rezeptor stark iberexprimiert.
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- Anti-HER2 Reaktivitat bei Miittern mit Brustkrebs
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Abbildung 47: In Brustkrebspatienten mit HER2 ,,negativen” und HER2 iiberexprimierenden Tumoren kdnnen
dhnlich starke Anti-HER2 Reaktionen nachgewiesen werden. Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben von
Miuttern mit invasivem Mammakarzinom durchgefiihrten ELISpot-Analysen mit HER2 als Testantigen, aufgeteilt
nach der immunhistochemisch ermittelten Expressionsstdrke des HER2 Rezeptors im Tumor. Dargestellt ist die
mittlere logarithmische Anderung der Spot-Anzahl in den Testléchern im Vergleich zur Negativkontrolle. Zudem
ist der Mittelwert mit Standardfehler abgebildet. Die gepunktete Linie zeigt eine zweifache Erhéhung gegen-
Uber der Negativkontrolle (log(2)=0,301) an. Oberhalb dieser Linie befinden sich also die positiven Testresulta-
te, sofern im t-Test eine signifikante Abweichung berechnet wurde. Wahrend die Signifikanz der Abweichung
vor(+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) in denselben Blutproben mit Hilfe des gepaar-
ten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den verschiedenen Testgruppen
unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festge-
stellt.

6.6 Miitter mit Brustkrebs, die nicht gestillt haben, besitzen eine schwachere Anti-

Tumor Immunitat

Die Anzahl der Lebendgeburten bei gesunden Mittern hat keinen Einfluss auf die Starke der Anti-
TAA Reaktionen (Abbildung 32). Dies ist auch bei Miittern mit Mammakarzinom der Fall (Abbildung
48). Allerdings fallt auf, dass in den Proben von Frauen, die ihr Kind nicht gestillt haben (Abbildung 48

A), die niedrigsten T-Zell Reaktivitdten gemessen wurden.

Weiterhin wird deutlich, dass nach der Depletion regulatorischer T-Zellen in Proben von Nullipara
eine signifikant verstarkte Reaktivitdt gegen TAA resultiert, wenn man die Daten von Patientinnen
mit DCIS und invasivem Brustkrebs vereinigt (Abbildung 48). Dieser Unterschied besteht bei Miittern

mit Brustkrebs nicht.

Seite | 88



Ergebnisse

>
@

Brustkrebspatientinnen

(in situ + invasiv) Brustkrebspatientinnen (in situ + invasiv)

.....

Mittlere logarithmische Anderung der
IFN-y Spot Anzahl im Vergleich zur Kontrolle
h
[ ]

[ ]

ot ©
it
v do st o

- + - Treg - Treg

Mittlere logarithmische Anderung der
IFN-y Spot Anzahl im Vergleich zur Kontrolle
e
[ ]

Tl ] adpe § 8

0 1 # Kinder 0 1 >3 # Kinder

nein ja gestillt

Abbildung 48: Bei Miittern mit Brustkrebs scheint das friihere Stillverhalten Einfluss auf die Anti-Tumor-
Reaktivitdt zu nehmen. Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben von Frauen mit DCIS und invasivem Brust-
krebs durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach der Anzahl der Lebendgeburten (B). In A sind die Er-
gebnisse nach dem Stillverhalten der Patienten aufgeteilt. Bei den Frauen, die nicht gestillt haben, handelt es
sich um drei von vier DCIS Patientinnen und eine von sieben Muttern mit invasivem Karzinom. Pro Patient ist
der Mittelwert aus der logarithmischen Anderung der Spotzahl in den Testléchern im Vergleich zur Negativkon-
trolle dargestellt. Fiir jede Gruppe ist zudem der Mittelwert + Standardfehler gezeigt. Wahrend die statistische
Signifikanz der Abweichung vor (+) und nach (-) der Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) in denselben Blut-
proben mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet wurde, erfolgte der Vergleich zwischen den
verschiedenen Testgruppen unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests. *: p < 0,05, ** p: < 0,01.

6.7 Besonders bei kinderlosen Brustkrebspatienten werden Anti-Tumor-Reaktionen

von TAA-spezifischen Treg unterdriickt

Ob die Suppression durch Treg nur bei einzelnen TAA besonders hervortritt, wird anhand der Abbil-
dung 49 deutlich. Wahrend bei gesunden Frauen die IFN-y Sekretion nicht verdndert ist, nachdem
regulatorische T-Zellen depletiert wurden, nimmt die Reaktivitat der T-Zellen aus DCIS Patientinnen
bei zahlreichen Antigenen zu. Vor allem bei den Nullipara wird nach der Treg Depletion die Immun-
antwort gegen jedes Antigen deutlich verstarkt. Dieser Effekt ist anhand der Daten fiir Frauen mit

invasivem Karzinom nicht auszumachen.

Die bei Nullipara mit DCIS besonders ausgepragte Suppression durch Treg spiegelt sich auch in den
Ansprechraten auf die Tumor-assoziierten Antigene wider (Abbildung 50). Diese steigt nach der
Depletion von Treg um ein Drittel an. Anhand der Grafik wird auSerdem ersichtlich, dass T-Zellen von
Nullipara mit invasivem Brustkrebs seltener auf TAA ansprechen als die von Miittern, die ebenfalls

am invasiven Mammakarzinom erkrankt sind.
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Abbildung 49: Die IFN-y Sekretion durch TAA-reaktive T-Zellen wird vor allem in Nullipara mit DCIS von Treg
unterdriickt. Kumulative Ergebnisse der mit Blutproben von gesunden Spendern, sowie von Patienten mit in
situ und invasivem Mammakarzinom durchgefiihrten ELISpot-Analysen, aufgeteilt nach den einzelnen Testanti-
genen. Die Balken stellen den jeweiligen Mittelwert der logarithmische. Anderung der Spot-Anzahl in den Test-
I6chern im Vergleich zur Negativkontrolle + Standardfehler dar. Jeder Assay wurde vor (+) und nach (-) der
Depletion regulatorischer T-Zellen (Treg) durchgeflihrt. Die statistische Signifikanz der Abweichung vor und
nach Depletion der Treg wurde mit Hilfe des gepaarten zweiseitigen t-Tests berechnet. *: p < 0,05, **: p < 0,01.
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Abbildung 50: Die Kontrolle der TAA-spezifischen T-Zellen von Nullipara mit DCIS durch Treg spiegelt sich
auch in der Ansprechrate wider. Dargestellt ist der Anteil von Spendern, der gegen mindestens ein Antigen
TAA-reaktive T-Zellen ausweist. Fiir jede Spendergruppe ist die Ansprechrate vor (+) und nach (-) der Depletion
regulatorischer T-Zellen (Treg) aufgetragen. N. Nullipara, P: Para, n: Anzahl der Spender.
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Auch mit den Blutproben von den Mammakarzinompatienten wurde parallel der Treg Spezifitatsas-
say angewendet, um die Antigenspezifitdt der regulatorischen T-Zellen zu bestimmen. Der Anteil der
Antigene, die pro Patient von Treg erkannt wurden, ist in Abbildung 51 dargestellt. Dort ist zu sehen,
dass gesunde Mitter zwar zum groRten Teil TAA-spezifische Treg besitzen, jedoch werden von Treg

aus Brustkrebspatienten mehr Antigene erkannt.
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Abbildung 51: Bei Frauen mit invasivem Brustkrebs ist der Anteil der von Treg erkannten Antigene am gro -
ten. Kumulative Ergebnisse des Treg Spezifitdtsassays mit Blutproben gesunder Spender, Patienten mit prain-
vasivem (DCIS) und invasivem Mammakarzinom. Fir jede Probandin wurde der prozentuale Anteil der positiv
getesteten Antigene aufgetragen. Der Verhaltnis von Frauen mit und ohne TAA-reaktiven Treg wurde mit Hilfe
des Exakten Fisher-Tests vergleichen. Der Mittelwert (horizontale Linie) soll nur der Anschaulichkeit dienen. N:
Nullipara, P: Para, n: Anzahl der Spender.

Wahrend Treg gesunder Miitter meistens nur fiir ein bis zwei der elf getesteten Antigene spezifisch
sind, reagieren Treg von Para mit invasivem Brustkrebs am haufigsten auf drei oder mehr TAA

(Abbildung 52). Mitter mit DCIS besitzen hingegen seltener TAA-reaktive Treg.
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Abbildung 52: Patientinnen mit invasivem Brustkrebs haben Treg, welche fiir eine groBe Anzahl an TAA-
spezifisch sind. In dieser Abbildung ist der prozentuale Anteil der Spender gezeigt, der eine positive Reaktion
regulatorischer T-Zellen (Treg) gegen keines, einem bis zwei oder mindestens drei der getesteten TAA aufweist.

Das am haufigsten von Treg aus Miittern mit invasivem Brustkrebs erkannte Antigen ist Smoothened.
Es wurde in zwei Dritteln der Patientinnen positiv getestet. Die zweit- und dritthdufigsten erkannten
TAA sind Heparanase 1 und GLI1. GLI1 ist auch das Antigen, wofir die Treg gesunder Mitter am 6f-
testen spezifisch sind. Bei Smoothened und ID-1 handelt es sich hingegen um TAA, die nur selten von

Treg gesunder Mtter erkannt werden, aber wahrend der Tumorgenese an Bedeutung gewinnen.
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80- B Gesunde Para
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Abbildung 53: Mehr als die Hélfte der Patientinnen mit invasivem Brustkrebs hat Smoothened- und Hepara-
nase-1-spezifische Treg. In dieser Abbildung ist der prozentuale Anteil der Spender gezeigt, der eine positive
Reaktion regulatorischer T-Zellen (Treg) gegen die verschiedenen TAA aufweist. SMO: Smoothened, HPA-1:
Heparanase 1, GLI1: Glioma-associated oncogene homolog 1, ID-1: Inhibitor of differentiation 1, MUC1: Mucin
1, CEA: Carcinoembryonic antigen, EGFR: Epidermal growth factor receptor, MAM: Mammaglobin-A, PCNA:
Proliferating cell nuclear antigen, |D-1: Inhibitor of differentiation 1, MUC1: Mucin 1, CEA: Carcinoembryonic
antigen, SMO: Smoothened, PCNA: Proliferating cell nuclear antigen, MAGEA3: Melanoma-associated antigen
A3, HER2: Human epidermal growth factor receptor 2.
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Anhand der bislang gezeigten Ergebnisse wurde ersichtlich, dass die im ELISpot gemessene Erhéhung
der IFN-y Sekretion nach der Depletion von Treg nicht zwangsldufig mit einer signifikanten Suppressi-
on der Proliferation im Treg Spezifitats-Assay einhergeht. Um die Zusammenhange naher betrachten
zu kdénnen, wurden daher die Ergebnisse beider Assays miteinander korreliert. Hierflir wurde fir jede
Blutprobe die im ELISpot Assay gemessene Anderung der T-Zell Reaktivitat nach Treg Depletion ge-
gen die prozentuale Suppression der Proliferation durch Treg im Treg Spezifitatsassay aufgetragen.
Die Resultate sind in Abbildung 54 zu sehen. Wahrend der Einfluss von CD4°CD25" T-Zellen auf die
IFN-y Sekretion und die Suppression ,konventioneller” T-Zellen von Miittern vier Wochen nach der
Geburt ihres ersten Kindes und Para mit DCIS nicht korreliert, ergibt sich eine maRige Korrelation bei
gesunden Mittern lange Zeit nach der Geburt und bei Para mit DCIS. Eine sehr starke und statistisch

signifikante Wechselbeziehung kann ausschlieflich bei Nullipara mit Brustkrebs beobachtet werden.

Die mittlere suppressive Aktivitdt von Treg ist hingegen bei allen getesteten Probandengruppen dhn-

lich stark (Abbildung 55).

Seite | 93



Ergebnisse

Gesunde Miitter Gesunde Miitter
4 Wochen post partum 1-38 Jahre post partum
A 6 3
® [ ]
44 . ® 24
[ ]
p B P
J e o 4
S oo o® 1
o 0 T T T T 1 0 Or T T T 1
by 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
(=
£ p=0.8294 p= 0.1473
©
_42 R?=0.002808 — keine Korrelation R?= 0.1544 — miRige Korrelation
3
§ Miitter mit invasivem I\!ullip?ra mit DCIS
= Miitter mit DCIS Mammakarzinom oder invasivem Brustkrebs
N 8- 5 1.5-
(=
i 6 * . . *
1.01
3 3-
i1 & °
c L ] 2
£-d / 0.5+
2 °
o 1
% 4
0 —e —— 0 r T ! 0.0 T T ,
0 10 20 30 40 50 0 20 40 60 0 20 40 60
p=0.5113 p=0.0553 p=0.0004
R?=0.03389 — keine Korrelation R? = 0.4841 — miRige Korrelation R?=0.9992 — perfekte Korrelation
>

Suppression der Proliferation durch Treg

Abbildung 54: Bei Nullipara mit Brustkrebs korreliert die Suppression der IFN-y Sekretion und der Proliferati-
on von ,konventionellen” T-Zellen durch Treg am starksten. In diesen Graphen werden nur Spender gezeigt,
von denen gleichzeitig positive Testresultate im Treg Spezifitdtsassay und Daten aus ELISpot Analysen vorlie-
gen. Dafiir wurde fir jedes Testantigen die prozentuale Suppression der T-Zell-Proliferation durch regulatori-
sche T-Zellen im Treg Spezifititsassay gegen die relative Anderung der IFN-y Spotanzahl nach der Depletion von
Treg im ELISpot Assay aufgetragen. Zudem wurden eine lineare Regressionsgerade und deren Korrelationsquo-
tient (RZ) berechnet. Der Wert fiir R? erlaubt eine Aussage darilber, wie sehr die beiden gemessenen Parameter
voneinander abhangig sind.
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Abbildung 55: Die Suppressionsstirke TAA-spezifischer Treg ist in allen Versuchsgruppen vergleichbar. Aufge-
zeichnet ist die mittlere prozentuale Suppression der T-Zell Proliferation gegenliber der Negativkontrolle pro
Spender. Zudem sind die Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt. Es sind nur Daten von den Spendern dar-
gestellt, bei denen gegen mindestens ein Antigen ein positiver Test im Treg Spezifitatsassay vorliegt. In der
Gruppe Primigravida sind die Ergebnisse aller Frauen wahrend der ersten Schwangerschaft zusammengefasst.
W: Wochen, J: Jahre.

Um zu untersuchen, ob sich die suppressive Leistung der Treg mit dem Fortschreiten der Krebser-
krankung verandert, haben wir die Resultate des Treg Assays nach dem Tumorstadium der Patienten
aufgeteilt. Wie aus Abbildung 56 ersichtlich wird, unterdriicken Treg von Frauen im ersten Stadium
die Proliferation von T-Zellen wesentlich starker als die von Patienten in Stadium 2 und 3. Es fallt

auBerdem auf, dass dieser Unterschied bei den Mittern starker ausgepragt ist als bei den Nullipara.

Daruber hinaus wollten wir ermitteln, ob die Immuntoleranz durch TAA-spezifische Treg mit dem
Alter zunimmt. Deshalb haben wir die Daten von gesunden Miittern im Hinblick auf deren Alter bei
der Blutentnahme analysiert (Abbildung 57). Die Treg von Frauen im Alter von Uber 50 Jahren erken-
nen tendenziell mehr TAA als die der jlingeren. Der Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifi-

kant.
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Abbildung 56: Bei Brustkrebspatienten mit fortgeschrittenem Stadium ist die Suppressionsstiarke TAA-
spezifischer Treg herabgesetzt. Aufgezeichnet ist die prozentuale Suppression der T-Zell Proliferation gegen-
liber der Negativkontrolle pro Antigen. Zudem sind die Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt. Es sind nur
Daten von den Spendern eingeschlossen, bei denen gegen mindestens ein Antigen ein positiver Test im Treg
Spezifitatsassay vorliegt. Zum Vergleich der beiden Testgruppen wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test ver-
wendet. **: p < 0,01.
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Abbildung 57: Der Anteil der von Treg gesunder Spender erkannten Antigene steigt mit dem Alter leicht an.
Kumulative Ergebnisse des Treg Spezifitatsassays mit Blutproben gesunder Miitter, aufgeteilt nach dem Alter
der Spender. Fir jede Probandin wurde der prozentuale Anteil der positiv getesteten Antigene aufgetragen.
Zum Vergleich der beiden Testgruppen wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test verwendet. Es wurden keine
signifikanten Unterschiede festgestellt.
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6.8 TAA-reaktive T-Zellen von Patienten mit DCIS produzieren groBe Mengen an TNF-a.

Zur Charakterisierung der Anti-Tumor reaktiven T-Zellen, die anhand der ELISpot Analysen quantifi-
ziert wurden, haben wir diese mit Hilfe eines Durchflusszytometers auf mehrere Eigenschaften hin

untersucht. Zunachst wurde analysiert, ob sie neben IFN-y auch IL-2 und TNF-a. sezernieren.

Die T-Zellen aus den Blutproben wurden hierfiir mit einem Mix aus Polypeptiden der TAA ID-1,
Mammaglobin-A, MUC1 und Heparanasel oder humanem IgG stimuliert. In jeder Probe wurde die
Sekretion der Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-a gleichzeitig bestimmt. Um den prozentualen Anteil TAA-
spezifischer T-Zellen zu erhalten, wurde die Differenz aus den Zytokin sezernierenden Zellen in der
Testprobe und der Negativkontrolle gebildet. Nach der Messung wurden CD4" und CD8" Zellen sepa-

rat analysiert.
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Abbildung 58: Patienten mit in situ Karzinom besitzen mehr T-Zellen, die nach der Stimulation mit TAA TNF-a
freisetzen. Ergebnisse des Zytokinsekretionssassays. Jeweils 5-10° T-Zellen wurden fiir 12 Stunden mit 1-10°
TAA oder Kontrollantigen prasentierenden Dendritischen Zellen kokultiviert. Die nach weiteren 45 Minuten
freigesetzten Zytokine wurden anschlieRend durchflusszytometrisch quantifiziert. Es wurden Blutproben von
vier gesunden Miittern, sechs DCIS Patientinnen und acht Frauen mit invasivem Mammakarzinom analysiert.
Wenn entweder in der CD4" oder CD8" Fraktion TAA-spezifische T-Zellen nachgewiesen wurden, wurde die
Probe als positiv bezeichnet. Mittelwerte sind als horizontale Linien dargestellt. Die Signifikanz der Unterschie-

de im Anteil Zytokin positiver Zellen wurde mit Hilfe des Mann-Whitney Tests berechnet. *: p < 0,05.

In Bezug auf die IFN-y Sekretion sind die durchflusszytometrischen Analysen durchaus mit den Er-
gebnissen der ELISpot Assays vergleichbar: Die Menge TAA spezifischer T-Zellen ist in Frauen mit
invasivem Mammakarzinom am héchsten. Zudem sind sie bei Patienten mit in situ Karzinom etwas
weniger frequent als in gesunden Miittern (vergleiche Abbildung 39 mit Abbildung 58). Der im Frei-

setzungsassay ermittelte Anteil IFN-y positiver Zellen ist dabei dhnlich wie im IFN-y ELISpot: Werden
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in einem Loch mit 50.000 T-Zellen beispielsweise 50 Spots gezahlt, entspricht dies 0,1% IFN-y positi-

ver Zellen.

Interleukin-2 wurde nur in geringen Mengen nachgewiesen. Das Verhaltnis IL-2 positiver T-Zellen
innerhalb der Testgruppen war dabei dhnlich wie fiir IFN-y. Interessanterweise stammten die hdochs-
ten Messwerte fir IL-2 von der Probe einer Brustkrebspatientin, die keine Kinder hat (Abbildungen
58 und 59). Im Vergleich zu IFN-y oder IL-2 wurden wesentlich mehr TNF-a sezernierende T-Zellen
festgestellt. Auffallig war dabei, dass DCIS Patientinnen signifikant mehr TNF-a positive Zellen besit-
zen als gesunde Mitter oder Frauen mit invasivem Mammakarzinom. Dabei stammten die héchsten

Datenpunkte sowohl von Nullipara als auch von Miittern (Abbildungen 58 und 59).
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Abbildung 59: Die Frequenz IL-2 und TNF-a freisetzender TAA spezifischer T-Zellen in Brustkrebspatienten ist
nicht von der Paritdt abhangig. Ergebnisse des Zytokinsekretionsassays aufgetrennt nach der Paritat der Pati-
entinnen. Unter den 14 Brustkrebspatientinnen sind elf Mitter und drei Nullipara. Eine der Frauen ohne Kinder
hatte ein in situ und zwei ein invasives Karzinom. Die Signifikanz der Unterschiede im Anteil Zytokin positiver
Zellen wurde mit Hilfe des Mann-Whitney Tests berechnet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festge-

stellt.

6.9 Polyfunktionelle TAA-spezifische T-Zellen existieren sowohl in gesunden Miittern,

als auch in Brustkrebspatientinnen

Polyfunktionelle T-Zellen, also solche die mehrere Zytokine gleichzeitig produzieren, bieten einen
besonders guten Langzeitschutz gegen Infektionen und eine erhéhte Zytotoxizitat gegeniiber Tumor-
zellen (Darrah et al. 2007, Wilde et al. 2012). Daher haben wir untersucht, ob die TAA-spezifischen T-

Zellen aus gesunden Miittern und Brustkrebspatienten in der Lage sind IFN-y, IL-2 und TNF-
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o gleichzeitig freizusetzen. Hierfir haben wir analysiert, wie viele von den IFN-y" TAA-reaktiven T-
Zellen gleichzeitig auch positiv fiir IL-2 und TNF-a waren und welcher Anteil aller T-Zellen mit einer
Polyzytokinantwort auf TAA reagiert (Abbildung 60). Das Vorkommen von T-Zellen, die alle drei Zyto-
kine sezernieren, konnte in allen Probandengruppen festgestellt werden. Unter den Brustkrebspati-
entinnen waren Polyzytokinantworten sowohl in Para, als auch in Nullipara nachweisbar. Insgesamt
wurden die groRten Anteile polyfunktioneller T-Zellen in Patientinnen mit invasivem Mammakarzi-

nom gemessen.

Spender mit TAA-spezifischen T-Zellen
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Abbildung 60: Polyzytokinantworten gegen TAA kénnen in allen Probandengruppen detektiert werden. Er-
gebnisse des Zytokinsekretionsassays mit Beschrankung die auf Proben, die IFN-y" TAA-spezifische T-Zellen
enthielten. Dargestellt ist der prozentuale Anteil IFN-y" IL-2" TNF-o." T-Zellen unter den IFN-y" TAA-spezifischen
T-Zellen (links) und unter allen CD4* bzw. CD8" T-Zellen (rechts) mit Mittelwert. Datenpunkte von Nullipara sind
in orange dargestellt. Die Signifikanz der Unterschiede im Anteil dreifach positiver Zellen wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney Tests berechnet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

6.10 Anti-Tumor reaktive T-Zellen sind liberwiegend vom Effektor-Gedachtnis Subtyp

Im Gegensatz zu den Zellen des angeborenen Immunsystems wird von T-Zellen ein immunologisches
Gedachtnis aufgebaut. Dieses kann lebenslang bestehen bleiben und fiihrt dazu, dass beim zweiten
Kontakt schneller und effizienter reagiert werden kann. Solche Gedachtniszellen unterliegen einem

Entwicklungsprozess, wobei manche Typen von Gedachtniszellen langlebiger sind als andere.

Die T-Zellen der Probanden wurden nach der Stimulation mit dem TAA-Mix hinsichtlich ihres Ge-
dachtnis-Phanotyps charakterisiert. Die IFN-y sezernierenden, und damit antigenspezifischen, T-

Zellen erwiesen sich zum groRten Teil als Effektor-Gedachtniszellen, wahrend die gesamte T-Zell Po-
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pulation des peripheren Blutes Giberwiegend naive T-Zellen enthélt (Abbildungen 61 und 62). Da nai-
ve T-Zellen selbst nach 24-stiindiger Stimulation mit einer Mischung aus Antikoérper-gekoppelten
Beads gegen CD3, CD2 und CD28 kein IFN-y, IL-2 oder TNF-a sezernieren, Tsqy jedoch schon, handelt
es sich bei den IFN-y* CCR7* CD45R0" T-Zellen wahrscheinlich um Ty, (Gattinoni et al. 2011).
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Abbildung 61: Die Mehrzahl der IFN-y produzierenden TAA-spezifischen T-Zellen ist vom Effektor-Gedachtnis
Subtyp. Durchflusszytometrische Analyse der IFN-y sezernierenden (obere Reihe) bzw. der gesamten T-Zell
Population (untere Reihe) hinsichtlich deren Expression der Oberflaichenmarker CD4, CD8, CCR7 und CD45RO0.
HierfUr wurden Blutproben gesunder Miitter, sowie von Patienten mit prainvasivem (in situ) und invasivem
Brustkrebs entnommen. Von jeder Population lebender und einzelner CD4" bzw. CD8" T-Zellen wurde der pro-
zentuale Anteil der naiven (Ty) und Gedéchtnis-Stamm-T-Zellen (Tscw, beide CCR7* CD45RO’), zentralen (Tgw,
CCR7" CD45R0O") und Effektor-Gedachtniszellen (Tgw, CCR7” CD45R0"), sowie der terminal differenzierten Ef-
fektorzellen (Tg, CCR7" CD45R0O’) bestimmt. Zudem sind der Mittelwert und der Standardfehler dargestellt. Zum
Vergleich der Werte zwischen den Testgruppen wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test verwendet. Es wurden
keine signifikanten Unterschiede festgestellt. TZ: T-Zellen.
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Abbildung 62: Zwischen gesunden Spendern und Mammakarzinompatienten unterscheidet sich die
Verteilung der T-Zell-Subtypen innerhalb der IFN-y-sezernierenden Population kaum. In dieser Grafik sind zur
besseren Ubersicht die Mittelwerte der Daten aus Abbildung 61 als Kreisdiagramm dargestellt.

Zwischen den Probandengruppen gab es keine signifikanten Unterschiede im Verhaltnis der T-Zell
Populationen. Vergleicht man jedoch die Verteilung der Subtypen innerhalb der Brustkrebspatienten,
fallt auf, dass unter den IFN-y" TAA-spezifischen T-Zellen von Nullipara signifikant mehr Gedichtnis-

Stammzellen und weniger Effektor-Gedachtniszellen vertreten sind als bei Miittern (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Unter den IFN-y produzierenden T-Zellen aus dem Blut von Brustkrebspatienten sind bei
Nullipara mehr Gedichtnis-Stammzellen vorhanden als bei Miittern. In dieser Ubersicht sind die Daten aus
Abbildung 61 hinsichtlich der Paritat der Brustkrebspatienten aufgeteilt. Zum Vergleich der Werte zwischen
den Testgruppen wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test verwendet. *: p < 0,05.

Auch die TAA-spezifischen T-Zellen, welche TNF-o. produzieren, sind mehrheitlich vom Effektor-
Gedachtnis-Typ. Unter den antigenspezifischen T-Zellen aus in Patienten mit in situ Karzinom wur-
den, verglichen mit denen gesunder Miitter und von Frauen mit invasivem Mammakarzinom, signifi-
kant weniger Effektor-Gedachtniszellen, dafiir aber mehr Geddchtnis-Stammzellen nachgewiesen
(Abbildung 64 Abbildung 65). Innerhalb der gesamten T-Zell Population wurden hingegen keine der-
artigen Unterschiede festgestellt. Wie aus Abbildung 66 hervorgeht, weicht die Verteilung der T-Zell

Subtypen zwischen Miittern und Nullipara mit Brustkrebs nur geringfiigig ab.
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Abbildung 64: Auch die TNF-o. produzierenden TAA-spezifischen T-Zellen sind mehrheitlich vom Effektor-
Gedachtnis Subtyp. Durchflusszytometrische Analyse der TNF-a sezernierenden (obere Reihe) bzw. der gesam-
ten T-Zell Population (untere Reihe) hinsichtlich deren Expression der Oberflachenmarker CD4, CD8, CCR7 und
CD45R0. Hierfur wurden Blutproben gesunder Mitter, sowie von Patienten mit prdinvasivem (in situ) und
invasivem Brustkrebs entnommen. Von jeder Population lebender und einzelner CD4" bzw. CD8" T-Zellen wur-
de der prozentuale Anteil der naiven (Ty) und Gedéchtnis-Stamm-T-Zellen (Tscy, beide CCR7* CD45RO), zentra-
len (Tew, CCR7* CD45R0OY) und Effektor-Gedachtniszellen (Tgy, CCR7” CD45R0O’), sowie der terminal differenzier-
ten Effektorzellen (T;, CCR7 CD45R0O’) bestimmt. Zudem sind der Mittelwert und der Standardfehler darge-
stellt. Zum Vergleich der Werte zwischen den Testgruppen wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test verwendet.
*.p<0,05.
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Abbildung 65: Patienten mit DCIS haben im Mittel mehr TNF-a produzierende T-Zellen vom Gedachtnis-
Stamm-Zell Typ. In dieser Grafik sind zur besseren Ubersicht die Mittelwerte der Daten aus Abbildung 64 als

Kreisdiagramm dargestellt.
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Abbildung 66: Die Verteilung von Subtypen unter den TNF-a produzierenden T-Zellen ist unabhangig von der
Paritit der Brustkrebspatienten. In dieser Ubersicht sind die Daten aus Abbildung 64 in Bezug auf die Paritit
der Brustkrebspatienten aufgeteilt. Zum Vergleich der Werte zwischen den Testgruppen wurde der ungepaarte
zweiseitige t-Test verwendet. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

6.11 TAA-spezifische T-Zellen exprimieren coinhibitorische Rezeptoren

Tumore sind eine bestdandige Quelle Tumor-assoziierter Antigene. Als Folge einer andauernden Sti-
mulation antigenspezifischer T-Zellen kann es zu deren Erschopfung kommen, was sich in Funktions-
einschrankungen und der Expression von coinhibitorischen Rezeptoren duBert (vergleiche Abschnitt
4.3.1.3). Daher wollten wir mit Hilfe des IFN-y Freisetzungsassays untersuchen, ob TAA-spezifische T-
Zellen im Laufe der Karzinogenese der Brust verstarkt die Rezeptoren PD1, LAG-3 und TIM-3 expri-

mieren.

In Abbildung 67 ist der prozentuale Anteil der T-Zellen aufgetragen, die eines dieser Molekiile auf
ihrer Oberflache tragen. Insgesamt kommen sie deutlich haufiger auf TAA-spezifischen, als auf den
Ubrigen T-Zellen im Blut vor. Dieser Effekt ist bei allen Probandengruppen zu sehen, wobei sich die

Gruppen untereinander nicht unterscheiden. Im Mittel exprimieren rund 20% der TAA-spezifischen
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T-Zellen PD1, 10-15% sind TIM-3 positiv und etwa ein Zehntel hat LAG-3 Molekile auf der Oberfla-

che. Vor allem unter den PD1 positiven Zellen befinden sich Gberwiegend zytotoxische T-Zellen.

Nur etwa die Halfte der Proben mit Anti-TAA reaktiven T-Zellen enthalt Zellen, die alle drei coinhibi-
torischen Rezeptoren gleichzeitig aufweisen (Abbildung 68). Derartige TAA-spezifische T-Zellen
kommen in allen Probandengruppen vor, sind aber prozentual starker in Brustkrebspatientinnen zu
finden. Im Mittel sind ein Hundertstel, maximal ein Zehntel dieser Zellen positiv fiir alle drei Marker.
Dabei ist das Auftreten PD1" LAG-3" TIM-3" Tumorantigen-reaktiver T-Zellen nicht davon abhangig,
ob die Patientin Mutter ist oder nicht (Abbildung 69).
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Abbildung 67: Die Expression der einzelnen inhibitorischen Rezeptoren ist bei allen Probandengruppen
vergleichbar. Unter den im IFN-y Freisetzungsassay positiv (TAA-spezifisch) oder negativ (spezifisch fir andere
Antigene) getesteten T-Zellen wurde der prozentuale Anteil PD1, TIM-3 und LAG-3 positiver CD4" bzw. CD8"
Zellen bestimmt. Fir jede Testgruppe ist der Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Es wurden nur Proben
beriicksichtigt, in denen TAA-reaktive T-Zellen nachgewiesen wurden: Darunter waren vier aus gesunden
Miittern, acht aus DCIS Patientinnen und acht aus Frauen mit invasivem Mammakarzinom. Die Daten fir die
verschiedenen Testgruppen wurden unter Verwendung des ungepaarten zweiseitigen t-Tests vergleichen. Die
Signifikanz der Unterschiede in den IFN-y+ und IFN-y~ Fraktionen der Proben wurde dagegen mit Hilfe des ge-
paarten zweiseitigen t-Tests berechnet. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001.
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Abbildung 68: Im Blut von einigen Brustkrebspatienten sind mehr PD1" TIM-3" LAG-3" TAA-spezifische T-
Zellen als bei gesunden Miittern vorhanden. Unter den im IFN-y Freisetzungsassay positiv (TAA-spezifisch)
oder negativ (spezifisch fir andere Antigene) getesteten T-Zellen wurde auRerdem der prozentuale Anteil der
CD4" bzw. CD8" Zellen bestimmt, die gleichzeitig PD1, TIM-3 und LAG-3 exprimieren. Fiir jede Testgruppe ist
der Mittelwert dargestellt. Es wurden nur Proben beriicksichtigt, in denen TAA-reaktive T-Zellen nachgewiesen
wurden: Darunter waren vier aus gesunden Mittern, acht aus DCIS Patientinnen und acht aus Frauen mit
invasivem Mammakarzinom. Zum Vergleich der Werte zwischen den Testgruppen wurde der Mann-Whitney
Test verwendet. Gepaarte Analysen erfolgten mit dem Wilcoxon Test. *: p < 0,05.
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Abbildung 69: PD1" TIM-3" LAG-3" T-Zellen sind sowohl in Nullipara, als auch in Para mit Brustkrebs nach-
weisbar. Fir diesen Graphen wurden die in Abbildung 68 dargestellten Werte fiir Brustkrebspatientinnen zu-
sammengefasst und nach deren Paritat aufgetrennt. Zum Vergleich der Werte zwischen den Testgruppen wur-
de der Mann-Whitney Test verwendet. Auch hier wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
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7. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, wann spontane T-Zellantworten gegen
Brustkrebs induziert werden, welche Rolle dabei eine Schwangerschaft spielt, und in welchem MaRe
sie von TAA-spezifischen regulatorischen T-Zellen unterdriickt werden. Um diese Fragen zu beant-
worten, wurden TAA-spezifische T-Zellen aus dem peripherem Blut von gesunden Frauen und Brust-
krebspatientinnen hinsichtlich ihrer Zytokinsekretion, ihres Gedachtnisphdanotyps und der Anwesen-
heit coinhibitorischer Rezeptoren charakterisiert, sowie die immunsuppressive Aktivitdt TAA-
spezifischer Treg bestimmt. Ausgehend von den Resultaten kénnen folgende Schlussfolgerungen
gezogen werden: 1) Bereits im ersten Schwangerschaftstrimester gesunder Frauen kdnnen T-Zellen
nachgewiesen werden, die gegen mehrere TAA reagieren. 2) Der groRte Anteil gesunder Mitter be-
sitzt sowohl funktionelle TAA-spezifische CD4" und CD8" Gedichtnis- und Effektorzellen, als auch
regulatorische T-Zellen, die auch Jahrzehnte nach der Schwangerschaft noch detektiert werden kon-
nen. 3) Kinderlose Frauen mit Brustkrebs besitzen eine schwachere Anti-Tumor Immunitat als Mitter
mit Mammakarzinom, die zumindest teilweise durch TAA-spezifische Treg beeintrachtigt wird. Diese
Erkenntnisse konnten eine Grundlage fir die Entwicklung eines praventiven Impfstoffes bilden, wel-
cher zu einer potenziellen Senkung des Brustkrebsrisikos in kinderlosen Frauen und Mittern ohne

pra-existente Anti-Tumor Immunitat fihren kann.

7.1 Induktion TAA-spezifischer T-Zellen wahrend der Schwangerschaft

Zahlreiche epidemiologische Studien haben gezeigt, dass Nullipara ein wesentlich hoheres Brust-
krebsrisiko aufweisen als Frauen, die jung Kinder geboren haben (Ramazzini 1743, Gilliam 1951,
Stocks 1957, Wynder et al. 1960, Kelsey et al. 1993, Albrektsen et al. 2005). Zu den moglichen Ursa-
chen, warum eine oder mehrere Schwangerschaften der Entstehung von Brustkrebs vorbeugen kon-
nen, zdhlen eine Verminderung von krebswachstumsférdernden Ostrogen und die Differenzierung
von Brustzellen, die dadurch resistenter gegen eine maligne Transformation werden (Russo et al.

1982, Bernstein et al. 1985, Russo et al. 1991, Russo und Russo 1994).

Mit Hilfe von Experimenten an Mausen und Ratten wurde zudem herausgefunden, dass Lymphozy-
ten von Muttertieren eine erhdhte Toxizitat gegenliber Krebszellen aufweisen und auch nach einem
Transfer in jungfrauliche Tiere vor einer Entstehung von Brustkrebs schiitzen kénnen (Baldwin et al.
1972, Hellstrom und Hellstrém 1975, Chakravarty et al. 1991, Chakravarty und Sinha 2000). Die Exis-

tenz von Tumor-reaktiven Lymphozyten in Frauen wurde erstmals von Babita Agrawal et al. bestatigt

Seite | 107



(Agrawal et al. 1995, Agrawal et al. 1996). Sie und ihre Arbeitsgruppe fanden heraus, dass im ersten
Schwangerschaftstrimester CD4" und CD8" T-Zellen aktiviert werden, die das Tumor-assoziierte Anti-
gen MUCL1 erkennen und in der Lage sind MUC1-positive Tumorzellen abzutoten. Diese Erkenntnisse

wurden von einer anderen Arbeitsgruppe bestatigt (Snijdewint et al. 1999).

In der vorliegenden Studie wurde nachgewiesen, dass wahrend des ersten Schwangerschaftstrimes-
ters eine Induktion von T-Zellen stattfindet, die neben MUC-1 auch noch gegen eine Vielzahl von
anderen TAA reagieren (Abbildung 35). Die Entnahme von Blutproben von Erstgebarenden zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten wahrend und nach der Schwangerschaft hat auBerdem verdeutlicht, dass
der zeitliche Verlauf bei der Entwicklung TAA-reaktiver T-Zellen dem nach einer aktiven Immunisie-

rung gegen ein Virus dhnelt (Co et al. 2009).

Die fur diese Arbeit ausgewahlten TAA kommen nicht ausschlieflich im Brustkrebsgewebe vor. Im
Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrte Literaturrecherchen ergaben, dass fiir nahezu alle dieser
Antigene eine verstarkte Expression wahrend der Schwangerschaft gesunder Frauen nachgewiesen
ist. Dabei gibt es zwei mogliche Antigenquellen, die eine Induktion TAA-spezifischer T-Zellen bewir-

ken kénnten: Das reifende Brustepithel und die sich verdndernde Gebarmutter.

Es liegen Untersuchungen vor, die zeigen, dass die Brustdriisen schwangerer Frauen vermehrt MUC-1
und Mammaglobin-A produzieren (Arklie et al. 1981, J. Burchell et al. 1987, Finn et al. 1995, M. A.
Watson et al. 1998). Im Brustepithel tragender Mause fand man zudem eine verstarkte Expression
der TAA PCNA, ID1, Heparanase 1, HER2 und EGFR (Schroeder und Lee 1998, Zcharia et al. 2001,
Itahana et al. 2008, Sigurdsson et al. 2013). Sezerniertes MUC1 und CEA konnten zudem auch im Blut
werdender Mutter detektiert werden. Bei den MUC1 Molekiilen im Blutserum handelt es sich um
verschiedene Glykoformen, die strukturell dem Krebs-assoziierten MUC1 dhneln (Kenemans et al.
1992, McGuckin et al. 1993, Bon et al. 2001). Wahrend der Schwangerschaft entstehen nicht nur
MUC1-reaktive T-Zellen. Es wird auch eine humorale Immunantwort induziert (Finn et al. 1995, Croce
et al. 2001). Anhand einer prospektiven Studie wurde deutlich, dass jlingere Frauen mit
zirkulierenden MUC1-reaktiven Antikorpern ein geringeres Risiko haben an einem Ovarialkarzinom zu
erkranken (Pinheiro et al. 2010). Mdoglicherweise werden T-Zellantworten gegen diese Antigene
eingeleitet, indem zu Beginn der Schwangerschaft in die Brust infiltrierende Makrophagen (Kumar et
al. 1988) und/oder Dendritische Zellen sezernierte TAA, Exosomen oder abgestorbene Epithelzellen
aufnehmen, verdauen und die entsprechenden Peptide in den Lymphgeweben an T-Zellen
prasentieren. Auch Ergebnisse von Genexpressionsanalysen deuten darauf hin, dass die Differenzie-

rung der Brust wahrend der Schwangerschaft die Immunlberwachung anregt (Balogh et al. 2006).
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Eine zweite Quelle flir TAA ist die Gebarmutter wahrend der Schwangerschaft. Im humanen Endo-
metrium, bzw. der Plazenta, wurde im Zeitraum der Implantation des Embryos eine verstarkte Bil-
dung von ID-1, Mammaglobin-A, Heparanase 1, EGFR und MUC1 nachgewiesen (Meinhardt et al.
2005, Shyu et al. 2008, Classen-Linke et al. 2012, Wirstlein et al. 2013, Large et al. 2014). Im Frucht-
wasser befindet sich zudem tber 100 mal mehr CEA als im Blut schwangerer Frauen (Sarandakou et
al. 2007). Wahrend der friihen Trachtigkeit werden in der murinen Gebarmutterschleimhaut eben-
falls groRere Mengen der TAA Heparanase 1 und Mammaglobin-A, sowie Glil exprimiert (Matsumoto

et al. 2002, D'Souza et al. 2007, Kubota et al. 2008).

Es ist bekannt, dass zwischen Mutter und Fetus ein standiger Zellaustausch stattfindet (Lo et al.
1996). Bis zu 6% der gesamten DNA im maternalen Plasma stammt vom Kind (M. R. Thomas et al.
1994, Lo et al. 1998). Gleichzeitig werden wahrend einer unkomplizierten Schwangerschaft langlebi-
ge Fetus-spezifische T-Zellen aktiviert (van Kampen et al. 2001). Um eine AbstoRung des Embryos zu
verhindern, werden diese lokal durch Treg, nicht-klassische HLA-Molekiile und eine anti-entziindliche
Mikroumgebung unterdriickt (Kamimura et al. 1991, Munn 1998, Petroff et al. 2005, Martinez et al.
2013). Bereits im ersten Trimester gehen embryonale Zellen in die Mutter Gber (Pertl und Bianchi
1999). lhre Anzahl steigt dann im Laufe der Schwangerschaft an und nimmt nach der Entbindung
wieder ab. Ein Teil der fetalen Zellen bleibt jedoch noch Jahrzehnte nach der Entbindung als Antigen-
quelle in der Mutter erhalten (Bianchi et al. 1996). Auch Immunzellen des Fetus kénnen bereits nach
dem ersten Trimester im Blut der werdenden Mutter detektiert werden (Walknowska et al. 1969,
Schroder und de la Chapelle 1972). Zwei Drittel der Primipara besitzen fetale Lymphozyten, die bis zu
0,2% der Gesamtlymphozyten der Mutter ausmachen kénnen. Insgesamt besitzen 90% aller Mitter
Lymphozyten vom Kind, welche mindestens 38 Jahre nach der Entbindung noch im maternalen Blut
nachgewiesen werden kénnen (Evans et al. 1999). Bereits im Fetus werden Immunantworten gegen
ein breites Spektrum an Antigenen initiiert, darunter gegen Erreger, mit denen die Mutter infiziert ist
(Hermann et al. 2002, Malhotra et al. 2008). Dabei entstehen auch FOXP3" CD4" Treg, die spezifisch
fiir maternale Alloantigene sind (Mold et al. 2008, Dutta und Burlingham 2011). Die Existenz von DNA
und Zellen des Kindes in der Mutter wird als fetaler Mikrochiméarismus bezeichnet (Gammill und
Nelson 2010). Es tritt bei 70% bis 80% der Mutter auf und ist unabhangig von der Kompatibilitat der
HLA-Molekiile von Mutter und Kind (Lo et al. 1997, Evans et al. 1999). Interessanterweise zeigt eine
prospektive Studie, dass das Brustkrebsrisiko von Frauen mit Mikrochimarismus im Vergleich zu
Frauen ohne nur ein Drittel betrdgt und dass erstere im Falle einer Brustkrebserkrankung langer le-
ben (Kamper-Jgrgensen 2012, Kamper-Jgrgensen et al. 2012). Der gleiche Zusammenhang gilt auch

fir das Risiko an DCIS zu erkranken (Eun et al. 2013). Im Vergleich zu Gesunden besitzen Frauen mit
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Brustkrebs weniger fetale Zellen (Gadi und Nelson 2007, Gadi et al. 2008). Bislang ist unbekannt, ob
auch fetale TAA-spezifische T-Zellen existieren, aber es gibt zahlreiche epidemiologische und trans-
plantationsbiologische Beobachtungen, die auf die Existenz eines Transplantat-gegen-Tumor-Effekts
hinweisen (Gadi 2009). Das Vorkommen Anti-Tumor reaktiver T-Zellen fetalen Ursprunges kénnte
man nachweisen, indem im FACS sortierte TAA-reaktive T-Zellen aus Mittern mit S6hnen mittels
Polymerase-Kettenreaktion oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf das Vorhandensein eines Y-

Chromosoms untersucht werden (E. S. M. Lee et al. 2010).

7.2 Der Phanotyp Anti-Tumor reaktiver T-Zellen in gesunden Miittern

In dieser Studie wurden in Miittern sowohl CD4", als auch CD8" T-Zellen nachgewiesen, die auf eine
Stimulation mit TAA mit der Produktion von IFN-y, IL-2 und TNF-o. reagieren (Abbildung 59). Derarti-
ge Tumorantigen-spezifische Tyl und zytotoxische T-Zellen kdnnen Krebszellen direkt abtdten
(Schattner et al. 1996, R. F. Wang und Rosenberg 1996, W. D. Thomas und Hersey 1998, Echchakir et
al. 2000). Zudem sind Tyl Zellen fir die Entstehung einer langlebigen Immunitdt unentbehrlich. In-
nerhalb eines Tumors férdern sie die Einwanderung antigenprisentierender und CD8" Zellen und
erhdhen die Proliferation, das Uberleben und die Anti-Tumor Reaktivitdt der zytotoxischen T-Zellen
(Hung et al. 1998, R. Bos und Sherman 2010). TAA-spezifische T-Helferzellen kénnen entweder durch
antigenprasentierende Zellen oder direkt durch Gewebe, die MHC Klasse Il Molekiile exprimieren,
aktiviert werden (Topalian et al. 1994, Perez et al. 2002). Ein Vorgang namens Kreuzprdsentation
ermoglicht aulerdem auch die Prasentation intrazelluldrer Antigene durch MHC Klasse Il Molekiile

(Heath und Carbone 2001, Knutson und Disis 2005).

HLA-DR Molekile kommen in grofRer Menge auf den Brustdriisenepithelien der schwangeren und
stillenden Frau vor. Nach dem Stillen nimmt ihre Anzahl wieder ab. Wenn die Brust wieder in einen
ruhenden Zustand Ubergangen ist, sind keine HLA-DR Molekille mehr vorhanden (Bartek et al. 1987).
Im Brustgewebe tragender Ratten wurde wahrend der frilhen Schwangerschaft die starkste Expressi-
on von MHC Klasse Il Molekiilen nachgewiesen (Kumar et al. 1988). In Experimenten mit Meer-
schweinchen bewirkte auch eine Verabreichung von Prolaktin eine Induktion dieser Molekiile.
Gleichzeitig wurde dabei eine Infiltration der Brustdrisen mit Lymphozyten beobachtet (Klareskog et
al. 1980). Es ist also moglich, dass die Epithelzellen in der Brustdriise Gber MHC Klasse | und Il TAA

prasentieren und damit vor Ort eine Aktivierung CD4" und CD8" T-Zellen stattfindet.

Rund 0,002% der T-Zellen im peripheren Blut von Mittern reagieren auf TAA mit einer Polyzyto-

kinantwort (Abbildung 60). Polyfunktionelle T-Zellen ermdglichen einen besonders guten Langzeit-
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schutz gegen Infektionen und flhren zu einer verstarkten Abtotung von Krebszellen (Darrah et al.
2007, Wilde et al. 2012). Hochgerechnet befinden sich im gesamten Korper einer Mutter im Mittel
bis zu 2 Milliarden polyfunktionelle Anti-Tumor reaktive T-Zellen. Diese Zellzahl entspricht in etwa
der Menge, die im Rahmen von erfolgreichen adoptiven T-Zell Therapien gegen metastasierten Haut-
krebs transfundiert wurden (S. A. Rosenberg und Dudley 2004) und waére theoretisch auch ausrei-

chend um Brustkrebs zu bekdampfen.

Die im Rahmen dieser Arbeit in Blutproben gesunder Mittern gemessene Verteilung der T-Zell-
Subtypen (Abbildung 61) entspricht den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Nicholas Restifo
(Gattinoni et al. 2011). Diese hat in Blutproben 29 gesunder Spender die Einteilung von Ty, Tsem, Tem,
Tem und T zusatzlich zu CCR7 und CD45R0O noch anhand der Marker CD45RA, CD62L, CD27, CD28,
IL7Ra und CD95 detailliert untersucht (Gattinoni et al. 2011). Unter den hier gemessenen TAA-
reaktiven T-Zellen gesunder Mitter befinden sich sowohl Gedachtnis-, als auch Effektorzellen, wah-
rend die gesamte T-Zell Population des Blutes liberwiegend naive Zellen enthalt. Der grofite Anteil
Tumor-spezifischer T-Zellen ist dabei vom Effektor-Gedachtnistyp, die am weitesten differenzierte
Form der Gedachtniszellen. Zu den Effektor-Gedachtniszellen zdhlen sowohl T,1, als auch zytotoxi-
sche T-Zellen, die in der Lage sind in Gewebe einzuwandern und dort rasch Effektorfunktionen aus-

zuliben (Sallusto et al. 1999).

Anhand von Analysen mit den Markern CCR7 und CD45RO0 hat eine Studie gezeigt, dass sich die Ver-
teilung der T-Zell Subtypen im peripheren Blut wahrend der Schwangerschaft nicht dndert. Wohl
aber nimmt der Anteil der Aktivierungsmarker CD38 (Sandoval-Montes und Santos-Argumedo 2005)
unter den CD4" und CD8" Effektor-Gedéchtniszellen im Blut und im Ubergang vom Uterus zur Plazen-
ta zu (Loewendorf et al. 2014). CD8" Effektor-Gedichtnis- und Effektorzellen schwangerer Frauen
exprimierten zudem auch verstarkt den Aktivierungsmarker HLA-DR (Salgado et al. 2002). Demnach
ist zu vermuten, dass wahrend der Schwangerschaft alloreaktive, gegen den Embryo gerichtete, T-
Lymphozyten aktiviert werden. Diese werden allerdings lokal durch ebenfalls aktivierte Treg unter
Kontrolle gehalten (Loewendorf et al. 2014). Unbekannt bleibt jedoch, ob und in wieweit diese Anti-
Embryo-Immunantwort mit einer Anti-TAA-Immunantwort einhergeht. Aufschluss dariiber ergdbe
eine longitudinale durchflusszytometrische Untersuchung des Phanotyps TAA-reaktiver T-Zellen im

Schwangerschaftsverlauf.

In gesunden Miittern ist es unwahrscheinlich, dass groRe Mengen an Tumor-assoziierten Antigenen
Uber sehr lange Zeit im Kérper verbleiben. Wie in der Einleitung (Kapitel 7.1) beschrieben, versiegen
die Quellen fiir TAA nach der Geburt im Uterus und nach dem Abstillen auch in der Brust, da beide

Organe wieder in einen Zustand libergehen, der dem vor der Schwangerschaft dhnelt. Somit ist auch

Seite | 111



nicht davon auszugehen, dass unter den TAA-reaktiven T-Zellen Erschopfungserscheinungen auftre-
ten. Die funktionshemmenden Rezeptoren PD-1, LAG-3 und TIM-3 wurden in wesentlich groBeren
Mengen auf den T-Zellen gefunden, die nach der Stimulation mit TAA IFN-y sezernierten (Abbildun-
gen 67 und 68). Ware ein Grol3teil der Anti-Tumor reaktiven T-Zellen in einem fortgeschrittenen Er-
schopfungsstadium, so wiirde man mehr PD-1-, LAG-3- und TIM-3- positive Zellen in der IFN-y negati-
ven Fraktion erwarten, da durch die Funktionseinschrankung kein IFN-y mehr gebildet werden wiirde
(Wherry 2011). Neben ihrer Rolle in T cell exhaustion sind die inhibitorischen Rezeptoren auch Bio-
marker fur aktivierte T-Zellen (Sauce et al. 2007). In anderen Studien wurde ebenfalls gezeigt, dass
gerade die Tumorantigen-spezifischen T-Zellen gréRere Mengen an PD-1, LAG-3 und TIM-3 exprimie-
ren (Baitsch et al. 2012). T-Zellen mit diesem Phanotyp sind in der Lage Tumorzellen abzut6ten.
Durch Deep Sequencing des T-Zell B-Rezeptors PD-1 positiver T-Zellen aus Melanompatienten wurde
weiterhin herausgefunden, dass innerhalb dieser Zellen eine oligoklonale Expansion stattgefunden
hat. Zusatzlich eignen sich PD-1, LAG-3 und TIM-3 als Biomarker, die es erméglichen unter den Tu-
mor-infiltrierenden CD8" T-Zellen solche mit Anti-TAA-Reaktivitat zu identifizieren und fiir adoptive T-

Zell Therapien anzureichern (Gros et al. 2014).

Zusammengefasst kann man aus den im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Phanotypanaly-
sen schliefen, dass gesunde Mitter eine grofe Anzahl hoch funktioneller Brustkrebs-reaktiver T-

Zellen besitzen.

7.3 Entstehung eines Langzeitgedachtnisses gegen Brusttumorantigene

In Mittern konnen Jahrzehnte nach der ersten Geburt noch TAA-spezifische Gedachtnis-T-Zellen
detektiert werden (Abbildung 31). Dies ist besonders im Hinblick auf einen moglichen Immunschutz
gegen die Entstehung von Brustkrebs wichtig, da dieser meist erst nach der Menopause auftritt. Die
Induktion eines langlebigen immunologischen Gedachtnisses wurde auch in einer Studie zur Anwen-
dung eines praventiven MUC1 Impfstoffes bei Probanden beobachtet, denen pramaligne Lasionen
des Colons entfernt wurden (Kimura et al. 2013). Sogar eine lebenslange zelluldre Immunitat infolge
einer Impfung ist moglich. So kdnnen beispielsweise T-Zell-Antworten gegen Vaccinia-Viren noch 75
Jahre nach der Verabreichung des entsprechenden Impfstoffes nachgewiesen werden (Hammarlund

et al. 2003).

Da die Anzahl der Lebendgeburten einer Frau sich nicht auf die Starke ihrer Anti-TAA Immunitat aus-
wirkt (Abbildung 32), ist anzunehmen, dass eine voll ausgetragene Schwangerschaft ausreicht, um

ein effizientes Langzeitgedachtnis auszubilden. Wir haben ebenfalls beobachtet, dass das Alter bei
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der Niederkunft die Intensitdt der Immunreaktion gegen Tumor-assoziierte Antigene nicht beein-
flusst (Abbildung 34). Die Entstehung eines invasiven Mammakarzinoms ist ein Prozess, der Jahrzehn-
te lang dauern kann (Rosen et al. 1980). Méglicherweise kdnnte ein friih im Leben einsetzender
HSImpfschutz” erklaren, warum gerade junge Miitter das geringste Lebenszeitrisiko haben an Brust-

krebs zu erkranken.

7.4 Der Einfluss regulatorischer T-Zellen auf die Anti-Tumor Immunitdt gesunder

Miitter

Die Immunitat gegen Krebs ist ein dynamischer Prozess, der einerseits das Wachstum von Krebszel-
len verhindert, wenn eine Infiltration TAA-spezifischer Effektor-T-Zellen stattgefunden hat, anderer-
seits aber auch das Fortschreiten einer Tumorerkrankung fordern kann, wenn diese durch regulatori-
sche T-Zellen unterdriickt werden (Blake-Mortimer et al. 2004, Gupta et al. 2007). CD4" CD25" regu-
latorische T-Zellen, die Effektorfunktionen der gegen den Tumor gerichteten zytotoxischen und Hel-
fer T-Zellen hemmen, stammen entweder aus dem Thymus (natirliche Treg, nTreg) oder werden in
der Peripherie erzeugt (induzierte Treg, iTreg). Da es sich bei Tumor-assoziierten Antigenen um kor-
pereigene Strukturen handelt, ist die Suppression von Anti-TAA Reaktionen durch Treg ein natirli-

cher Mechanismus zur Verhltung von Autoimmunerkrankungen (Sakaguchi et al. 1995).

Werden im Thymus exprimierte Antigene von sich dort entwickelnden T-Zellen erkannt, werden die-
se entweder abgetotet oder zu nTreg differenziert. Auch die TAA MUC1 und CEA werden im Thymus
des Menschen exprimiert (Cloosen et al. 2007). Da im Blut von gesunden Menschen und von Patien-
ten mit verschiedenen Krebserkrankungen T-Zellen detektiert wurden, die gegen die beiden Antigene
regieren, werden diese im Thymus offenbar nicht vollstandig deletiert und daher wahrscheinlich von
regulatorischen T-Zellen unterdrickt (Agrawal et al. 1996, Schmitz-Winnenthal et al. 2005,
Sommerfeldt et al. 2006).

Die Existenz TAA-spezifischer Treg in Patienten mit invasivem Brustkrebs und deren suppressive Ein-
wirkung auf die Anti-Tumor Immunitat wurde von Dr. Yingzi Ge und Dr. Hans-Henning Schmidt belegt
(Schmidt et al. 2013). Die vorliegende Studie hat zudem ergeben, dass 75% der gesunden Mitter
TAA-spezifische Treg mit antiproliferativen Eigenschaften besitzen (Abbildung 38). Vermutlich wird
zumindest ein Teil dieser Zellen nach der Schwangerschaft neu induziert oder expandiert, da die Treg
von Mittern wahrend und nach der Stillzeit gegen mehr TAA reagieren, als vor und wahrend der
Schwangerschaft. Zudem werden vor allem starke Anti-TAA Reaktionen, die nach der Niederkunft

auftreten, zunehmend durch Treg abgeschwéacht (Abbildungen 35, 36 und 38). Diese Ergebnisse pas-
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sen sehr gut zu der Beobachtung, dass vier Wochen nach der Entbindung eine massiv verstarkte In-
filtration von IL-10 produzierenden Treg in die weibliche Brustdrise stattfindet. Generell enthalt die
laktierende Brustdriise zahlreiche T-Zellen. Denn allein in einem Milliliter Colostrum, der ersten von
der Mutter gebildeten Milch, befinden sich rund 1-10° T-Zellen (Parmely und Beer 1977). Diese ge-
langen durch einen aktiven Transportmechanismus durch das alveolare Epithel in die Milch (Seelig
und Beer 1978). Moglicherweise wird also durch die Anlockung regulatorischer T-Zellen in die Brust

eine gegen das eigene Gewebe gerichtete T-Zell Reaktion verhindert.

Anhand der Ergebnisse des Treg Spezifitdtsassay haben wir auRerdem beobachtet, dass die Anzahl
der von Treg erkannten TAA in alteren Muttern tendenziell groRer ist, als in jingeren (Abbildung 57).
Eine mogliche Erklarung fir dieses Phdanomen ist die Tatsache, dass sich Treg in dlteren Frauen anrei-
chern (L. Wang et al. 2010, Raynor et al. 2012, Jagger et al. 2014), und sich deswegen auch die Anzahl

der TAA-spezifischen Treg mit dem Alter erhoht.

Die antiproliferativen Eigenschaften der Treg gesunder Mitter korrelieren nur maRig mit einer ver-
minderten IFN-y Produktion durch TAA-reaktiver Gedachtnis- und Effektor-T-Zellen (Abbildung 54).
Bei CD25" CD4" Treg handelt es sich um eine heterogene Population mit verschiedenen Effektorfunk-
tionen (Duhen et al. 2012). Offenbar besitzen die hier untersuchten CD4" CD25" Treg stirkere anti-
proliferative als anti-inflammatorische Eigenschaften. Moglicherweise beeintrachtigt aber auch das
von Geddachtnis- und Effektor-T-Zellen in grolen Mengen sezernierte IFN-y die Treg Aktivitat im ELI-
Spot Assay (Nishikawa et al. 2005). Dies wére im Treg Spezifitdtsassay nicht der Fall, da wahrend der
Treg-Aktivierung keine oder kaum Gedichtnis- und Effektor-T-Zellen vorhanden sind. Ahnliche Er-
gebnisse wie in dieser Arbeit wurden in einer Studie erzielt, in welcher die Mechanismen, die zu Ent-
stehung von immunologischer Toleranz gegen TAA fiihren, erforscht wurden. Am Beispiel von CEA
wurde entdeckt, dass in einer Halfte der Blutproben gesunder Spender T-Helferzellen nicht auf das
Antigen reagieren. In der anderen Hélfte der Proben wurde eine Anti-CEA Immunantwort detektiert,
die durch die Depletion CD4" CD25" T-Zellen nicht zunahm (Pickford et al. 2007). Stattdessen fiihrte
eine Antikorper-vermittelte Neutralisation des von CD25" Treg gebildeten IL-10 zu einer vermehrten
Proliferation CEA-spezifischer Ty1 Zellen. Weitere Untersuchungen sind notig, um den Phanotyp und
der Effektormechanismen der in dieser Studie untersuchten TAA-spezifischen Treg zu charakterisie-

ren.
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7.5 Auswirkungen pra-existenter TAA-spezifischer T-Zellen auf die Anti-Brustkrebs

Immunitat

Wahrend in gesunden Nullipara keine TAA-reaktiven T-Zellen nachgewiesen werden konnten, wer-
den diese scheinbar auch durch die Entstehung von Brustkrebs gebildet (Abbildung 39). Dafiir spricht
auch der erhéhte Anteil von CCR7* CD45R0O" T-Zellen unter den TAA-reaktiven T-Zellen der Nullipara
(Abbildungen 63 und 65). Bei diesen handelt es sich vermutlich um zentrale T-
Gedachtnisstammzellen, die den am wenigsten differenzierten Gedachtniszelltyp darstellen. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass die Aktivierung naiver TAA-spezifischer T-Zellen in Nullipara
zeitlich versetzt, also erst mit der Tumorgenese stattgefunden hat und in Mittern mit Brustkrebs
zumindest teilweise bereits friiher, namlich wahrend der Schwangerschaft und vor der Tumorerkran-

kung.

Die vorliegende Arbeit zeigt auBerdem, dass die T-Zellen von Brustkrebspatientinnen ohne Kinder
eine schwachere Anti-Tumor-Reaktivitat aufweisen als die von Mittern mit Brustkrebs (Abbildungen
39 und 40). Ein Grund hierfir ist die Unterdriickung der IFN-y Sekretion TAA-spezifischer Effektor T-
Zellen durch regulatorische T-Zellen. In Mittern wurde zwar ein antiproliferativer Einfluss von Treg
beobachtet, aber nur in Nullipara mit Brustkrebs geht dieser zusatzlich mit einer stark verminderten
IFN-y Sekretion einher. Dabei korrelieren die beiden Wirkmechanismen exakt miteinander
(Abbildung 54). Im Vergleich zu Mittern produziert nur etwa die Hélfte der T-Zellen von Nullipara mit
Brustkrebs IFN-y (Abbildung 40). Moglicherweise tritt deshalb der suppressive Effekt von IFN-y auf
Treg nicht so stark auf, wie der, der bei gesunden Miittern vermutet wird. Histologische Untersu-
chungen zeigen zudem, dass sich Treg im Brustkrebsgewebe anreichern, wiahrend die Anzahl CD8" T-
Zellen abnimmt (Kim et al. 2013). Deshalb konnte gerade im Tumor eine starkere suppressive Aktivi-

tat von Treg erreicht werden.

Ein weitere Ursache fir die schwachere Anti-Tumorimmunitéat in kinderlosen Frauen mit Mammakar-
zinom koénnte der verminderte Anteil TAA-reaktiver Effektor-Gedachtniszellen sein (Abbildungen 63
und 65), da diese die am weitesten differenzierten Gedachtniszellen mit den starksten Effektorfunk-

tionen sind (Gattinoni et al. 2011).

Die starksten Anti-TAA Reaktionen durch T-Zellen wurden in Proben von Mittern mit invasivem
Brustkrebs gemessen (Abbildungen 40 und 43). Die Intensitat ist dabei vergleichbar mit der von Im-
munreaktionen gegen ein Recall-Antigen von Grippeviren. Das Ausmall der T-Zell Immunitat ent-
spricht auch den Resultaten von Impfungen von gegen TAA, die in Brustkrebspatienten untersucht

wurden (Knutson et al. 2001). Die Ansprechrate auf TAA ist hingegen bei Mittern mit invasivem
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Brustkrebs meist geringer als bei gesunden. Nur gegen Heparanase 1 und GLI1 wurde gegeniber
gesunden Mittern eine erhohte Ansprechrate gemessen (Abbildung 43). Gleichzeitig werden diese
Antigene, neben anderen, aber auch besonders haufig von Treg aus Brustkrebspatienten erkannt
(Abbildungen 51 und 53). Anhand dieser Ergebnisse kann die Vermutung aufgestellt werden, dass die
Anwesenheit eines invasiven Brusttumors zu einer Reaktivierung pra-existenter TAA-spezifischer

Gedachtnis T-Zellen und Treg fiihren kann.

Auffallig war die Beobachtung, dass T-Zellen von Mittern mit prainvasivem Brustkrebs schwachere
IFN-y Immunantworten gegen TAA aufweisen als die von gesunden Miittern, aber dafiir mehr TNF-a
sezernieren (Abbildungen 39, 43 und 50). TNF-a ist ein Zytokin, das einen nekrotischen Zelltod in
Tumoren auslésen kann (Nauts et al. 1953). Im Gewebe von in situ Karzinomen wurde allerdings
nicht mehr TNF-o nachgewiesen als in invasiven Brusttumoren (Jin et al. 1997, Soria et al.
2011). Unter den TNF-a" TAA-reaktiven T-Zellen von DCIS Patientinnen befanden sich zudem mehr
CCR7" CD45RO Zellen, bei denen es sich vermutlich um Gedichtnis-Stammzellen handelt (Abbildung
63). Diese sind aber wahrscheinlich nicht fir die erhohte TNF-oo Produktion verantwortlich, da Ge-
dachtnis-Stammzellen weniger TNF-o. produzieren als zentrale und Effektor-Gedachtniszellen
(Gattinoni et al. 2011). Deren Anwesenheit kdnnte aber auch darauf hindeuten, dass kirzlich eine
Aktivierung TAA-spezifischer T-Zellen stattgefunden hat. Es gibt folglich mehrere Hinweise darauf,
dass sich die T-Zell Immunitdt von Patienten mit DCIS immunologisch von denen mit invasiven Karzi-
nomen unterscheidet. Die Ursache konnte in der lokalen Begrenzung des DCIS gegeniiber einem in-
vasiven Karzinom liegen. Vielleicht ermdglichen die Durchbrechung der Basalmembran und die Aus-
breitung der Tumorzellen in das umliegende Gewebe neue Interaktionen, die sich dann auf den T-Zell

Phanotyp auswirken.

Aus histologischen Untersuchungen geht zudem hervor, dass die Anzahl von Treg im Gewebe im Lau-
fe der Karzinogenese zunimmt. In DCIS sind mehr Treg vorhanden als in gesunden Geweben und in
invasiven Karzinomen ist die Treg-Dichte am groRten (Lal et al. 2013). Es ist anzunehmen dass unter
den infiltrierenden Treg auch TAA-spezifische vorkommen. Eventuell ist dies der Grund dafiir, dass in
zunehmend weniger Frauen mit pra-invasivem und invasivem Brustkrebs TAA-spezifische Treg aus
dem peripheren Blut detektiert worden sind (Abbildung 52). Weiterhin haben wir beobachtet, dass
Treg aus dem Blut von Frauen mit Mammakarzinomen in héheren Stadien eine geringere suppressive
Aktivitdt aufweisen (Abbildung 56). Da Treg in fortgeschrittenen Tumoren in groRerer Anzahl vor-
handen sind, als in lokal begrenzten, und sich aktiv in befallenen Lymphknoten und Metastasen an-

sammeln (Sugihara et al. 2009, Krausz et al. 2012, Demir et al. 2013, Faghih et al. 2014) ware es
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denkbar, dass vor allem die funktionellen TAA-spezifischen Treg aus der Zirkulation in das maligne

Gewebe einwandern.

Es gibt zahlreiche Studien, in welchen ein Zusammenhang zwischen der Infiltration von T-Zellen in
Brusttumoren und klinischen Parametern untersucht wurde. Aus unseren Anfragen geht jedoch her-
vor, dass den Autoren nicht bekannt ist, welchen Paritatsstatus die Frauen hatten, die fiir die Analy-
sen Gewebe spendeten (Mahmoud et al. 2011, Denkert 2014). Es wére sehr interessant zu untersu-
chen, ob sich das Immuninfiltrat in Brusttumoren von Nullipara von dem in Mittern unterscheidet

und inwiefern sich Unterschiede auf den klinischen Verlauf auswirken.

Brustkrebs ist eine heterogene Gruppe maligner Erkrankungen der Brust, die mehrere unterschiedli-
che Subtypen umfasst, die sich auch hinsichtlich ihrer Interaktion mit dem Immunsystem unterschei-
den kdnnen. In einer Studie mit 12.439 Brustkrebspatienten wurde herausgefunden, dass die Anwe-
senheit intratumoraler zytotoxischer T-Zellen in Ostrogenrezeptor (ER) negativen oder ER positi-
ven/HER2 positiven Tumoren mit einem langeren Uberleben der Patienten assoziiert war. Dagegen
wirkte sich ein CD8" T-Zell Infiltrat in der Patientengruppe mit Ostrogenrezeptor positivem Brust-
krebs nicht auf die Mortalitdt aus (Ali et al. 2014). Eine andere Untersuchung befasste sich mit der
Anti-Tumor Reaktivitdat von T-Zellen aus dem Knochenmark von Brustkrebspatienten. Diese war in
Patienten mit Ostrogenrezeptor-positiven Tumoren signifikant stirker als in solchen mit ER-
negativem Brustkrebs. Zudem reagierten die T-Zellen aus Frauen mit Grad 1 bis 2 Karzinomen starker
als die aus Patientinnen mit niedrig differenziertem Brustkrebs (Domschke et al. 2009). Derartige
Zusammenhange wurden anhand von T-Zellen aus dem peripheren Blut nicht beobachtet. Weder der
Tumorgrad Abbildung 44), noch der Subtyp (Abbildung 46) beeinflussten die Immunantwort gegen
TAA. Das Knochenmark ist ein Reservoir flir Tumor-spezifische Gedachtnis-T-Zellen und Treg (Feuerer
et al. 2001, Zou et al. 2004, Schmitz-Winnenthal et al. 2005). Dabei befinden sich im Knochenmark
von Patienten mit Brustkrebs mehr TAA-reaktive T-Zellen als im Blut (Beckhove et al. 2004). Moglich-
erweise besitzen die T-Zellen aus dem Knochenmark andere Eigenschaften als die zirkulierenden T-

Zellen, die in dieser Arbeit untersucht wurden.

In bis zu einem Drittel der Mammakarzinome wird der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor HER2
verstarkt exprimiert (Ross und Fletcher 1998). Da Patienten mit HER2-positivem Brustkrebs eine
schlechtere Prognose haben und zielgerichtete Therapien mit Anti-HER2 Antikérpern angewendet
werden kénnen, wird in die Expression des Rezeptors im Gewebe routinemalig quantifiziert. Wir
haben daher untersucht, ob die HER2-Expression mit der Anti-HER2 T-Zell Reaktivitat korreliert. Eine
Anti-HER2 Immunantwort wurde in der Halfte der Patienten detektiert, unabhangig davon, ob im

Tumor ein HER2 Score von 0 oder 3 ermittelt wurde. Dieser Beobachtung konnten mehrere Ursachen
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zu Grunde liegen. Zum einen kann es sein, dass HER2-positive Tumorzellen von T-Zellen abgetotet
wurden und das Gewebe deshalb negativ fiir den Rezeptor ist (Dunn et al. 2004). Zweitens bedeutet
der Score 0, dass bis zu 10% der Tumorzellen HER2 positiv sein kénnen. Diese Menge kdnnte ausrei-
chen um eine Immunantwort gegen HER2 auszul6sen. Drittens bedeutet der Nachweis HER2-
spezifischer T-Zellen nicht zwangslaufig, dass diese HER2 exprimierende Krebszellen erfolgreich abto-
ten. Denn Tumoren sind durch vielfaltige Mechanismen in der Lage Immunreaktionen zu unterbinden
(Aptsiauri et al. 2013). Ein Beispiel hierfiir ist die Herunterregulierung von MHC-Molekdilen, ohne die
T-Zellen nicht aktiviert werden kénnen (Seliger et al. 2000). Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen
Untersuchungen, in denen ebenfalls HER2 spezifische T-Zellen sowohl in Brustkrebspatientinnen mit
HER2-positiven, als auch in solchen mit negativen Tumoren nachgewiesen wurden (Disis et al. 2000,

Rentzsch et al. 2003, Muraro et al. 2011).

7.6 Klinische Relevanz

Die Durchfiihrung einer geplanten prospektiven Studie mit gesunden Spenderinnen soll klaren, ob
Frauen mit einer pra-existenten Immunitat gegen TAA seltener an Brustkrebs erkranken. Sollte sich in
Zukunft ein Zusammenhang herausstellen, ware die Entwicklung eines praventiven Impfstoffes eine
revolutiondare Moglichkeit das Brustkrebsrisiko von Frauen zu senken, die keine Kinder bekommen
kénnen oder wollen. Aber nicht nur Nullipara erkranken an Brustkrebs. 15% der in dieser Studie un-
tersuchten Probandinnen wiesen keine Anti-TAA Immunitat auf. Sollte sich in Zukunft herausstellen,
dass auch unter diesen Frauen ein erhdhtes Brustkrebsrisiko auftritt, ware auch fir diese Gruppe

eine praventive Vakzinierung sinnvoll.

Therapeutische Impfstoffe gegen Brustkrebs werden seit Gber 20 Jahren erforscht. Peptidvakzine
haben sich im Rahmen dieser Studien als nebenwirkungsarm erwiesen. Sie sind kostenglinstig und
konnen einfach in groRen Mengen hergestellt werden. Allerdings sind Impfstoffe gegen bereits etab-
lierte Tumoren nur wenig effektiv. Sind diese bereits metastasiert, liegt die in klinischen Studien ge-
messene objektive Ansprechrate bei unter 4% (S. A. Rosenberg und Dudley 2004). Die Anwendung
prophylaktischer Impfstoffe ware vermutlich deutlich wirkungsvoller, da eine pra-existente Immuni-
tat Tumoren schon in einem sehr frihen Stadium bekdampfen kann, wenn diese noch keine immun-
suppressiven Eigenschaft erlangt haben (Finn und Forni 2002). Die Wirksamkeit von auf TAA basie-
renden prophylaktischen Impfstoffen gegen Brustkrebs wurde in Tierversuchen bereits bestatigt
(Esserman et al. 1999, Kass et al. 1999, Wei et al. 1999, Ben-Hur et al. 2000, Soares et al. 2001, Xing

et al. 2001, Jaini et al. 2010). In einer klinischen Studie von Olivera J. Finn et al. erwies sich eine pro-
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phylaktische Impfung gegen MUC1 als effektiv und sicher. Direkt nach der Verabreichung des Vakzins
traten in den Probanden, denen in der Vergangenheit pramaligne Lasionen des Colons entfernt wur-
den, nur sehr leichte Nebenwirkungen auf, darunter Hautrétungen an der Einstichstelle und grippe-
dhnliche Beschwerden. Zudem wurde eine Immunantwort gegen MUC1 in fast der Halfte der Pro-
banden induziert, die in den meisten Fallen fiir langer als ein Jahr erhalten blieb (S. A. Rosenberg und

Dudley 2004).

Der Vorteil von Impfstoffen mit langen synthetischen Peptiden ist, dass diese mehrere T-Zell Epitope
besitzen und ihre Effizienz nicht auf einzelne HLA Molekile beschrankt ist. Durch dendritische Zellen
kénnen sowohl Epitope fiir CD4", als auch fiir CD8" T-Zellen prasentiert werden, was in einer ver-
starkten zytotoxischen Leistung der beiden Zelltypen resultieren kann (Knutson et al. 2001, Disis et
al. 2002). Allerdings besteht bei der Impfung mit langen Peptiden immer die Gefahr, dass auch Treg

induziert werden (Welters et al. 2008, Perez et al. 2013).

Die Anzahl von regulatorischen T-Zellen, die eine Anti-Tumor Immunantwort unterdriicken kénnen,
konnen beispielsweise mit einem Antikdrper gegen CD25 verringert werden (Rech et al. 2012). An-
hand eines Mausmodells wurde gezeigt, dass die transiente Entfernung von Treg ohne Auftreten
schwerer Nebenwirkungen zu einer massiven Abtétung von Brustkrebs durch CD4" T-Zellen fiihren

kann (P. D. Bos et al. 2013).

Weiterhin wére es interessant zu untersuchen, ob TAA-spezifische T-Zellen aus gesunden Miittern im
Rahmen einer Stammzelltransplantation auf Andere tbertragen werden kénnen. Uber 3.000 Trans-
plantationen von hamatopoetischen Stammzellen aus Knochenmark und Blut gesunder Spender
werden in Deutschland pro Jahr durchgefiihrt, um Patienten mit Leukdmien und anderen Erkrankun-
gen zu heilen (Jahresbericht 2013 des Deutschen Registers fiir Stammzelltransplantationen). Sollten
spontane T-Zellantworten gegen Brustkrebsantigene, die in gesunden Mittern induziert werden,
eine geringere Inzidenz von Brustkrebs oder anderen Tumoren bewirken, wiirde eine Stammzell-
transplantation auch in anderen Menschen ein geringeres Risiko fiir die Entwicklung solider Karzino-

me bewirken, und zwar unabhangig von der Verabreichung eines Impfstoffes.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

uCi
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BRCA
CCR
cD
CEA
CEACAM
cpm
CTL
CTLA
Cy

d
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DMSO
DZ
DNA

EDTA

Grad Celsius
Tritium
Mikrocurie
Mikrogramm
Mikroliter
Mikromol
Area, Flache

Activator

Antigen presenting cells, Antigenprasentierende Zellen; Allophycocyanin

Aminosaure

Breast Cancer (Tumorsuppressorgen)

CC Chemokinrezeptor

Cluster of differentiation
Carcinoembryonic antigen
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecules
Counts per minute

Cytotoxic T-lymphocyte

Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein
Cyanin

Day, Tag

Duktales Karzinom in situ
Dimethylsulfoxid

Dendritische Zelle
Desoxyribonukleinsdure

Ethylendiamintetraessigsaure
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EGFR Epidermal growth factor receptor

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay, Enzym-gekoppelter Inmunadsorptions-Test
EMA Ethidiumbromidmonoazid

ER Estrogen receptor, Ostrogenrezeptor

FACS Flourescence activated cell sorter, fluoreszenzaktivierter Zellsortierer
Fc Fragment crystallisable

FCS fetal calf serum, fotales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FOXP3 Forkhead Box P3

FSC Forward Scatter

g Schwerebeschleunigung [m/s*]

g Gramm

GLI Glioma-associated oncogene homolog

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
HER Human epidermal growth factor receptor

HLA Humanes Leukozytenantigen

HPA Heparanase

HR Hormonrezeptor

ID Inhibitor of differentiation

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IMP Influenza Matrixprotein

iTreg induzierte regulatorische T-Zellen

Ki Kiel
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LAG
MACS
MAGE
MAM
MAPK
MHC
min
ml
mRNA
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PBMC
PBS
PCNA
PD
PE
PR
PSG
PTCH

Rep

Liter
Lymphozyten-Aktivierungsgen
Magnetic cell separation
Melanoma-associated antigen
Mammaglobin-A
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex
Minute

Milliliter

Messenger ribonucleic acid
Mucin

Anzahl

Nullipara (Frauen ohne Geburt)
Natdrliche Killerzelle

nicht signifikant

probability (Signifikanzwert)

Para (Frauen mit Kindern)
Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate buffered saline
Proliferating cell nuclear antigen
Programmed cell death
Phycoerythrin
Progesteronrezeptor
Pregnancy-specific glycoproteins
Patched

Repressor
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RPMI
SEB
Shc
SHH
SMO
TAA
TAP
TCM
Tcon
TCR
TE
TEM
TGF
TH
TIL
TIM
™
Tn
TNF
Treg

TSCM

TZ

Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)
Staphylococcus Enterotoxin B

Src homology 2 domain containing

Sonic Hedgehog

Smoothened

Tumor-assoziierte(s) Antigen(e)

Transporter associated with antigen presentation
Central memory T cells, Zentrale Gedachtnis T-Zellen
,Conventional”T cells, ,Konventionelle” T-Zellen

T cell receptor, T-Zell-Rezeptor

Effektor T-Zellen

Effector memory T cells, Effektor-Gedachtnis T-Zellen
Transforming growth factor

T-Helferzellen

Tumorinfiltrierende Lymphozyten

T-cell immunoglobulin domain and mucin domain 3
Trimenon

Naive T-Zellen

Tumornekrosefaktor

Regulatorische T-Zellen

T memory stem cells, Gedachtnis-Stamm-T-Zellen
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