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Zusammenfassung

Waihrend hdamatologische Neoplasien zunehmend besser thera-
peutisch angehbar sind, ist die Behandlung solider Tumoren ein-
schlieRlich des malignen Melanoms insbesondere im metasta-
sierten Stadium nach wie vor limitiert. Der Zuwachs an tumor-
immunologischem Wissen in den letzten 10 Jahren hat zur Iden-
tifikation von einer Vielzahl von Melanom-assoziierten Tumor-
antigenen gefiihrt als auch zur Entwicklung von unterschied-
lichen Behandlungskonzepten. Im Folgenden sollen die Fort-
schritte der letzten Jahre knapp zusammengefasst werden, wo-
bei das Hauptaugenmerk auf Peptide und dendritische Zellen ge-
legt wurde.

Einleitung

Das Melanom ist ein maligner Tumor neuroektodermalen Ur-
sprungs mit steigender Inzidenz und Mortalitdt. Bekannterma-
Ben ist die frithzeitige Erkennung und Exzision der einzige Ga-
rant fiir eine gute Prognose, da im fortgeschrittenen Krankheits-
stadium die Heilungschancen aufgrund der hohen Therapieresis-
tenz minimal sind [1]. Anderseits werden beim Melanom oft im-
munologisch-vermittelte Phdnomene wie z.B. partielle oder
komplette Regressionen des Primdrtumors, das Auftreten von Vi-
tiligo, Halo-Navi oder Uveitis beobachtet. Diese Erscheinungen
werden zumeist als Zeichen einer immunologischen Erkennung
von melanozytdren Zellen im Rahmen der Melanomerkrankung
gewertet. Weiterhin ist seit Jahren bekannt, dass Tumor-infiltrie-
rende Lymphozyten (TIL) in der Lage sind, Melanomzellen spezi-
fisch zu erkennen und zytolytisch zu zerstéren. Zusammenge-
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Haematologic neoplasms can be treated more and more success-
fully in contrast to solid tumors including malignant melanoma.
Especially in the advanced stage of disease no effective treat-
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nommen darf festgestellt werden, dass das Melanom (wie ande-
re humane Tumoren auch) als ,,immunogen” zu gelten hat.

In den letzten Jahren ist klar geworden, dass effektive anti-tumo-
rale Inmunantworten nicht sehr hdufig in spateren Krankheits-
stadien der Tumorerkrankung zu finden sind. Allgemein ange-
nommene Griinde sind Toleranz bzw. Anergiephdnomene. Um
diese Hindernisse zu iiberwinden, muss eine effektive Tumorvak-
zine die bestehende Toleranz brechen und , kryptische* T-Zellpo-
pulationen aktivieren, die aufgrund ihrer niedrigen Affinitdt zum
T-Zell-Rezeptor der Toleranzinduktion im Thymus entkommen
sind. So genannte ,danger signals“ fithren zur notwendigen Ko-
stimulation und T-Zellaktivierung durch Antigen-prasentierende
Zellen (Uberblick in [2]). Dariiber hinaus wurde in den letzten 10
Jahren eine Vielzahl von Melanom-assoziierten Antigenen und
T-Zell-Epitopen beschrieben, die jetzt fiir den therapeutischen
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Einsatz zur Verfiigung stehen [3]. Die Charakterisierung von Tu-
morantigenen ermoglichte die Entwicklung definierter syntheti-
scher Vakzine und deren systematische klinische Priifung.

Im Wesentlichen werden diese neueren tumorimmunologischen
Erkenntnisse im Rahmen erster klinischer Anwendungen beziig-
lich Vertraglichkeit getestet. Dazu zdhlen klinische Phase-I-Stu-
dien mit synthetisch hergestellten Peptiden, sog. Peptidvakzina-
tion, zumeist in Kombination mit verschiedenen Adjuvantien.
Auch dendritische Zellen, die aus dem patienteneigenen Blut
hergestellt werden, werden derzeit in unterschiedlicher Weise
fir Immunisierungszwecke iberpriift. Dieser Bericht will auf
den nichsten Seiten einen kurzen Uberblick iiber den derzeiti-
gen Stand der klinischen Anwendung und einen kurzen Ausblick
auf zukiinftige Entwicklungen geben.

Impfung mit synthetischen Peptiden

Die Identifikation HLA-Klasse-I-bindender Peptidsequenzen aus
Tumorantigenen als Zielstrukturen fiir zytotoxische T-Lympho-
zyten (CTL) ist die Voraussetzung fiir die Entwicklung Peptid-ba-
sierter Tumor-Impfstoffe. HLA-Klasse-I-bindende Peptide beste-
hen meist aus 9-10 Aminosduren und lassen sich relativ einfach
synthetisch herstellen. Peptide kénnen ohne Antigenprozessie-
rung direkt an HLA-Klasse-I-Molekiile antigenprdsentierender
Zellen binden und so CTL aktivieren. Ein Nachteil von Peptid-
Impfstoffen ist — wie bei der Organtransplantation - deren HLA-
Restriktion, so dass Patienten zundchst HLA-typisiert werden
miissen und fiir Patienten mit selteneren HLA-Allelen haufig kei-
ne Peptide zur Verfiigung stehen (Ubersicht in [4]).

Fiir die Immunisierung mit Peptiden werden zwei grundsatzli-
che Wege beschritten: Peptide werden entweder 1) direkt in die
Haut injiziert - meist in Kombination mit immunologischen Ad-
juvantien - mit dem Ziel dort von dendritischen Zellen prasen-
tiert zu werden, oder 2) vor der Injektion auf dendritische Zellen
geladen, die zuvor in vitro generiert werden miissen (siehe nach-
folgenden Abschnitt).

Es wird allgemein angenommen, dass die vorbeugende Vakzinie-
rung bei Patienten nach erfolgreicher Operation oder Chemothe-
rapie wahrscheinlich sehr viel effektiver ist als bei Patienten mit
fortgeschrittenen Tumorerkrankungen. Dies ist zumindest teil-
weise erkldarbar durch die grofSe Tumorzellzahl und durch eine
tumorbedingte Immunsuppression in diesem Tumorstadium.
Mit dem Ziel die Immunogenitdt und Toxizitdt von Peptidvakzi-
nen zu {iberpriifen, wurden in den vergangen Jahren jedoch zu-
ndchst erste klinische Phase-I-Studien mit MHC-Klasse-I-restrin-
gierten Peptiden bei Patienten mit metastasiertem Melanom
durchgefiihrt (= therapeutische Vakzination).

Die Ergebnisse erster Studien bei Patienten mit metastasiertem
Melanom sind vielversprechend, denn es gelang die Induktion
tumorspezifischer CTL und bei einzelnen Patienten mit metasta-
sierten Tumoren wurden Tumorremissionen beobachtet. In einer
Multizenterstudie unter Leitung des Ludwig Institute for Cancer
Research, Briissel, konnte durch Vakzinierung mit dem MAGE-
3.A1-Peptid bei 7/25 Melanompatienten mit vorwiegend Haut-
metastasen eine partielle oder komplette Remission einzelner

Metastasen erreicht werden [5]. Rosenberg et al. haben in einer
nicht randomisierten Studie Patienten mit einem gp100-Peptid
behandelt und bei 42 % der Patienten, die zusdtzlich hochdosiert
IL-2 erhielten, objektive Tumorremissionen erreicht [6]. Auch Ja-
ger et al. [7] berichteten von 3 Patienten, bei denen es nach Vak-
zinierung mit einem Cocktail HLA-A2.1-bindender Peptidepitope
der Antigene Tyrosinase, MART-1 und gp100 zusammen mit dem
Adjuvans GM-CSF zu einer teilweisen oder vollstindigen Riick-
bildung der Metastasen kam. Eigene Untersuchungen zur Vakzi-
nierung mit Tyrosinasepeptiden in Kombination mit GM-CSF
zeigte in einer Phase-II-Studie bei Patienten mit meist fortge-
schrittenem metastasierten Melanom allerdings keine objektive
Tumorremission [8], jedoch kam es bei zwei Patienten, die nach
Resektion multipler Metastasen vakziniert wurden, zu einer
langfristigen Rezidivfreiheit [9].

Studien im Stadium IV waren die Grundlage fiir die Priifung von
Peptidvakzinen in der adjuvanten Situation. In einer adjuvanten
Phase-I-Studie konnte gezeigt werden, dass Patienten, die eine
messbare T-Zell-Antwort im Blut gegen das MART-1-Peptid auf-
bauten, ldnger rezidivfrei blieben [10]. In einer ersten grofSen
randomisierten Studie von Lee et al. bei Hochrisiko-Patienten,
die adjuvant gp100- und Tyrosinase-Peptide mit oder ohne IL-12
als Adjuvans erhielten, zeigte sich zwar kein Unterschied im rezi-
divfreien Uberleben zwischen den beiden Patientengruppen, je-
doch war das rezidivfreie Uberleben insgesamt gegeniiber histo-
rischen Kontrollen deutlich verldngert [11]. Zu dem gleichen Er-
gebnis kam die Gruppe von Slingluff et al. [12], die Hochrisiko-
Patienten mit gp100-Peptid und verschiedenen Adjuvantien im-
munisierte. Allerdings miissen diese Beobachtungen mit grof3er
Vorsicht interpretiert werden, da solche Ergebnisse natiirlich im-
mer von Patientenselektion beinflusst werden kénnen und vor
einer breiten Anwendung zundchst in randomisierten Studien
bestdtigt werden miissen. Eine erste grof§ angelegte vierarmige
adjuvante Studie (Peptide/GM-CSF versus Peptide versus GM-
CSF versus Plazebo) wird derzeit innerhalb der amerikanischen
East Cooperative Oncology Group (ECOG) durchgefiihrt. Aller-
dings miissen hier hunderte von Patienten eingeschlossen und
nachbeobachtet werden, so dass noch Jahre vergehen werden,
bis ein verldssliches Ergebnis vorliegen wird.

Welche Bedeutung immunologische Adjuvantien bei der Peptid-
vakzination haben, wurde bislang kaum systematisch unter-
sucht. Unter der Annahme, dass Tumorantigene als kdrpereigene
Proteine relativ schwache Immunogene sind, wurden in den
meisten Studien Adjuvantien eingesetzt, die entweder, wie z.B.
GM-CSF, die Antigenprasentation stimulieren, oder wie IL-2 die
Generierung von zytotoxischen T-Zellen unterstiitzen sollen.

In einer Phase-I-Studie, in der wir die Peptidvakzinierung in Kom-
bination mit unterschiedlichen Adjuvantien bei Melanompatien-
ten in der adjuvanten Situation gepriift haben, konnten wir zei-
gen, dass die Immunogenitit durch so genannte T-Helferproteine
als Adjuvantien gesteigert werden kann. Durch Peptidvakzinie-
rung in Kombination mit Keyhole limpet hemocyanin (KLH), ei-
nem starkimmunogenen Protein, und GM-CSF traten die Immun-
antworten deutlich frither auf als bei Patienten, die mit Peptiden
ohne Adjuvantien oder in Kombination mit den einzelnen Adju-
vantien immunisiert wurden [13]. Basierend auf diesen Ergebnis-
sen sind weitere klinische Priifungen in Vorbereitung.
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Die hdufig beobachteten Nebenwirkungen einer Peptidvakzina-
tion in Form von Entziindungsreaktionen an der Einstichstelle
und ,,Grippe-dhnlichen Symptomen“ sind meist auf die beglei-
tend eingesetzten Adjuvantien zuriickzufiihren. Vitiligo-dhnli-
che Hautverdnderungen wurden bei einzelnen Patienten nach
Vakzinierung gegen Melanom-Differenzierungsantigene be-
schrieben. Klinisch bedeutsame Nebenwirkungen wurden bis-
lang nicht berichtet.

Impfung mit dendritischen Zellen

Aus den Untersuchungen der letzten Jahre ist bekannt, dass
dendritische Zellen eine Schliisselrolle in der Generierung einer
Immunantwort einnehmen. Dabei sind dendritische Zellen fiir
die Antigenprdsentation und die Induktion einer primdren
T-Zellantwort besonders geeignet und spezialisiert [2,14]. Unab-
hdngig von ihrem Ursprungsgewebe, z.B. peripherem Blut oder
Knochenmark, sind dendritische Zellen durch ihre einzigartige
Fdhigkeit Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und auf der
Zelloberfliche zu prasentieren, befihigt CD4- und CD8-T-Zellen
zu aktivieren.

In den letzten Jahren ist es gelungen, dendritische Zellen aus Vor-
lduferzellen im peripheren Blut bzw. Knochenmark durch den
Zusatz von verschiedenen Zytokinen auch unter GMP-Bedingun-
gen in vitro zu generieren und zu expandieren [15,16]. Derartig
differenzierte dendritische Zellen stehen nur nach Beladung mit
synthetisch hergestellten Peptiden, Tumorlysaten oder nach
Transfektion mit Tumorantigenen fiir Vakzinationszwecke zur
Verfiigung [17]. Eine Reihe tierexperimenteller Untersuchungen
belegte, dass dendritische Zellen deutlich stiarker in der Lage
sind, immunologische Antworten auszuldsen als z.B. Tumorzel-
len selbst. Auch alternative Vakzinationskonzepte, wie die Ver-
wendung von nackter Plasmid-DNS, ist in ihrem Impferfolg von
dendritischen Zellen abhdngig. Dendritische Zellen sind nicht
nur in der Lage Antigen-spezifische T-Zellen zu primen, sondern
auch durch Kontakt mit ruhenden NK-Zellen NK-Zell-vermittelte
Antitumorimmunitdt zu stimulieren [18].

Untersuchungen in murinen Systemen haben die auBerordentli-
che Potenz der dendritischen Zellen eine anti-Tumorantwort zu
stimulieren, belegt. Dennoch sind noch viele Fragen einer ,,opti-
malen“ DC-basierten Vakzine auch im Tiermodell offen. Hierzu
zdhlen u. a. die Fragen, wie DC mit dem antigenen Material in
Kontakt gebracht werden sollten (RNA, DNA, Peptide etc.), die
beste Immunisierungsfrequenz und -dauer sowie effizienteste
DC-Beladung ebenso wie die effektivste Vakzinationsroute.

Im humanen System ist es mit autologen DC vielfach gelungen,
in vitro zytotoxische T-Lymphozyten gegen verschiedenste Ziel-
strukturen wie z.B. p53, CEA oder dem Melanom-assoziierten
Antigen TRP-2 zu generieren [19-21]. AufSer der Beladung von
DC mit definierten Peptiden oder auch mit unfraktionierten Pep-
tiden, die man durch milde Sdureelution von Tumorzellen erhal-
ten kann, wie von Storkus et al. [22] gezeigt, kann auch Tumorly-
sat aus autologem Tumormaterial fiir die Beladung verwendet
werden, wenn keine bekannten Tumorantigene bzw. keine
T-Zell-Epitope definiert sind, um eine klinische Anwendung zu
ermoglichen. Auch die Gewinnung der Gesamt-RNA aus autolo-

gen Tumoren und der Transfer dieser in DC fiir Immunisierungs-
zwecke wurde kiirzlich als eine neue, innovative Therapieoption
beschrieben [23] und von der Firma Merix kommerziell verfolgt.

In kiirzlich durchgefiihrten szintigraphischen Untersuchungen
zeigte sich, dass unreife, aus Monozyten generierten DC nach int-
radermaler Injektion eine hervorragende migratorische Fihig-
keit besitzen. Innerhalb von 10 Minuten gelangten Peptid-bela-
dene DC, die mit Technetium markiert waren, in den drainieren-
den Lymphknoten [24]. Diese Ergebnisse konnten von Morse u.
Mitarb. [25] mit "'Indium-markierten DC, die verschiedene App-
likationsrouten (i.e., i.v., i.d.) verglichen, bestatigt werden.

Eine erste klinische Phase-I/II-Studie konnte bereits 1998 bele-
gen, dass eine Impfung von metastasierten Melanompatienten
mit Peptid- bzw. Tumorlysat-beladenen dendritischen Zellen
ohne wesentliche Toxizitdt ist. Vielmehr konnte in dem ausge-
wadhlten Patienten in einzelnen Fallen sogar ein komplettes Ver-
schwinden samtlicher Metastasen induziert werden [26]. Diese
Ergebnisse konnten in der Zwischenzeit durch eine Vielzahl an-
derer Arbeitsgruppen, als auch bei anderen Tumoren reprodu-
ziert werden [27,28]. Wenngleich die Immunisierung mit den-
dritischen Zellen keinen absoluten Durchbruch fiir alle Patienten
mit Metastasen darstellt, so kann doch festgestellt werden, dass
zumindest ein Teil der Behandelten langfristig von der Therapie
zu profitieren scheinen. Derzeit priift eine grof3e klinische Phase-
[I/1I-Studie mit finanzieller Unterstiitzung der Deutschen Krebs-
hilfe die Effektivitit dieser experimentellen Therapieform im
Vergleich zur Standardchemotherapie mit DTIC in einer prospek-
tiv-randomisierten Form. Ndhere Informationen zum Studiende-
sign sind unter der folgenden Internetadresse -erhailtlich:
http://www.dkfz.de/Dendritische-Zellen. Mehr als 100 (von 240
geplanten) Patienten sind mittlerweile eingeschlossen. Neben
dieser Studie, die die Wirksamkeit belegen soll, wird an Verfah-
ren gearbeitet die arbeitsaufwandige und kostenintensive Her-
stellung zu vereinfachen, die stimulatorische Kapazitdt der den-
dritischen Zellen weiter zu erhéhen und an Méglichkeiten die
Abhdngigkeit der Impfung von der HLA-Typisierung des Patien-
ten unabhdngig zu machen. Diese Ansdtze umfassen die Kombi-
nation mit Gentransfer einzelner Tumorantigene bzw. von Nu-
kleinsduren kompletter Tumorldsionen.

Alternative Vakzinationsformen

Neben der Immunisierung mit synthetischen Peptiden oder
dendritischen Zellen, die sich derzeit besonderem Zuspruch er-
freuen, gibt es eine grofRRe Reihe weiterer tumorimmunologischer
Ansidtze, die in der Dermatoonkologie erprobt werden. Dazu
zdhlt auch die Expansion von zytotoxischen T-Lymphozyten in
vitro gegen definierte T-Zell-Epitope und deren nachfolgende In-
fusion in den betroffenen Patienten. Hierbei erhofft man sich
durch die hohe Konzentration von ,Killerzellen“ die Tumormas-
sen signifikant zu reduzieren. Erste klinische Untersuchungen
sind ermutigend, bediirfen aber einer prospektiven Uberpriifung
an groferen nicht-selektionierten Patienten [29].

Auch die Injektion nackter DNS als zirkuldirem DNS-Strang, der
die genetische Information fiir ganze Tumorantigene oder Teile
dieser kodieren, ist eine Strategie tumorimmunologischer Effekt-
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orzellen zu generieren. Erste klinische Phase-I-Studien priifen
diesen Ansatz, der durch seine einfache Herstellung und Appli-
kation besticht. Neben dieser neuesten biotechnologischen The-
rapieform, wird derzeit auch eine weltweite Phase-III-Studie mit
Cancervax® durchgefiihrt, was ein Gemisch aus mehreren huma-
nen, allogenen Melanomzellen darstellt und von tumorfreien Pa-
tienten nach Lymphknotenmetastasierung zum Einsatz kommt.
Ein Uberblick iiber derartige zellbasierte Immunisierungsstrate-
gien ist erst vor kurzem erschienen und soll an dieser Stelle nicht
wiederholt werden [30].

Vakzination in der Dermatoonkologie - Ein Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich mit der Identi-
fikation von Tumorantigenen, die von zytotoxischen T-Zellen er-
kannt werden, neue und vielversprechende Méglichkeiten fiir
die Immuntherapie von Melanomen erdffnet haben. Tumorim-
munologische Konzepte haben in den letzten Jahren rasante
Fortschritte gemacht. Sowohl Ergebnisse aus tierexperimentel-
len Untersuchungen als auch erste klinische Anwendungen bele-
gen, dass es gelingt, mit Hilfe von innovativen Vakzinationsstra-
tegien eine protektive Immunantwort zu generieren. Teilweise
ist dieses klinische Ansprechen {iber Jahre anhaltend. Die Anti-
gen-spezifische Vakzinierung ist eine Therapieform, die insbe-
sondere fiir die adjuvante Behandlung von Tumorpatienten in
Zukunft moéglicherweise groBe Bedeutung erlangen wird. Aller-
dings steht die Umsetzung in die klinische Anwendung noch
ganz am Anfang. Die Weiterentwicklung dieses Behandlungsan-
satzes im Rahmen von Phase-I/IlI-Studien ist dringend notwen-
dig, denn es gilt effizientere Vakzinierungsstrategien zu entwi-
ckeln und deren Rolle in der adjuvanten und therapeutischen Be-
handlung zu definieren. Daher sollten Patienten zur Zeit nur im
Rahmen von klinischen Studien behandelt werden. Weitere Vo-
raussetzung fiir die konsequente klinische Weiterentwicklung
und Optimierung von Vakzinierungsstrategien mit Tumorantige-
nen sind sensitive und standardisierte Messsysteme, mit denen
die Induktion einer T-Zell-Antwort quantitativ und qualitativ be-
stimmt werden kann und die gegenwadrtig nur an wenigen Zent-
ren zur Verfiigung stehen.

Aus diesen Ausfiihrungen ist erkenntlich, dass es noch Jahre dau-
ern wird, bis es eine ,,optimale“ Vakzination geben wird, mit der
es gelingt, reproduzierbar eine starke Immunantwort zu generie-
ren, die lange, am besten lebenslang anhaltend ist. Wichtig wird
es sein, den derzeitigen Enthusiasmus zu erhalten und nicht mit
zu groRen Erwartungen zu ersticken.
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