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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfiihrung

Die Immuntherapie ist in den letzten Jahren immehmzu einem Hauptgegenstand
der onkologischen Forschung geworden. Sie besehnegtue Wege in der Therapie
onkologischer Erkrankungen, indem sie in das ptarengene, individuelle
Immunsystem mit seinem zum Teil noch uniiberschaubBotential eingreift. Durch
eine Modulation dieses Immunsystems kann der Ratilbst auf vielfaltige Art und
Weise gegen seine Tumorzellen aktiv werden. Bislandie Immuntherapie nicht als
eigenstandige Therapie der ersten Wahl etabliag.nieisten immuntherapeutischen
Anséatze werden additiv angewendet nach Stabilisgerder Erkrankung mit
etablierten konventionellen onkologischen Therap{&hattacharya-Chatterjee et al.,
1994; Beverley, 1995; Herlyn et al., 1996). Mit Si&zumab (Hercepti®) ist der erste
Antikdrper im September 2000 in der Behandlung Masmmakarzinomes zugelassen
worden. Es steht zu erwarten, dass sich in den sit&chJahren noch weitere
immuntherapeutische Ansatze in der Therapie onkstbgr Erkrankungen etablieren

werden.
1.2 Tumorimmunologie

1.2.1 Tumorantigene

Tumorzellen besitzen an ihrer Oberflache Antigedie, tumorassoziierte Antigene
(TAA) genannt werden. Man unterscheidet untersdicieel Arten von TAA's.
Neoantigene sind TAA’s, die diese Zellen noch migelssen haben. Onkofetalantigene
sind Antigene, die schon einmal in der Fetalperiexgrimiert worden sind (Riede et
al., 1995). Die TAA's konnen nach Wettendorff et(&P90) in drei Klassen eingeteilt
werden: Klasse-l TAA’s werden nur auf einem indidtlen Tumor und nicht auf
anderen Tumoren desselben histologischen Typs wdenalen Zellen exprimiert.
Klasse-Il TAA's kénnen von allen Tumoren eines dimjischen Typs bei
verschiedenen Individuen, nicht aber bei normaleted exprimiert werden. Klasse-

Il TAA"s werden sowohl bei normalen als auch benirzellen exprimiert, jedoch



ist die Dichte bei den Tumorzellen wesentlich hobee TAA's ermdglichen nun dem
Immunsystem, die Tumorzelle als solche zu erkemmehanzugreifen.

In vivo mutierende somatische Zellen kbnnen im Ratie’om Immunsystem erkannt
und beseitigt werden. Ist das Immunsystem geschwéid zum Beispiel durch eine
HIV-Infektion oder medikamentdse Immunsuppressisa, findet man bei diesen
Patienten eine erhdhte Tumorinzidenz (Janeway et 1895). Entziehen sich
Tumorzellen einer Detektion durch das Immunsystelar erschweren sie diese, so
kann sich ein Tumor bildenin histologischen Untersuchungen konnte bewiesen
werden, dass die Mehrzahl der Tumoren mit inflanomst¢hen Zellen infiltriert ist
(Beverley, 1995). Es lassen sich sowohl zellgebonedels auch humorale
Immunreaktionen nachweisen. Zu den humoralen Rwadti fihren Antikorper, die
gegen die TAAs gerichtet sind. Sie l6sen entwederchd ihre Bindung eine
Komplementreaktion aus oder aktivieren Killerzellamaturliche Killerzellen und
armierte Makrophagen. Bei der zellularen Immunantwommt der T-Zell-Reaktion
eine zentrale Rolle zu. Nach Erkennung der TAAsdwier Zelltod durch die
Freisetzung von zytotoxischen Substanzen herbdigefiTumorwachstum und
Immunologie des Organismus beeinflussen sich gegens

Ein funktionierendes Immunsystem ist somit eine W@raussetzungen fir eine

erfolgreiche korpereigene Tumorbekampfung.

1.2.2 Tumorimmunitat

Tumorzellen besitzen die Moéglichkeit, der Erkennuhgch das Immunsystem zu
entgehen.

Hierbei gibt es mehrere Mdglichkeiten:

Tumore konnen eine geringe Immunogenitat auspra§en. besitzen dann keine
spezifischen antigenen Peptide, oder es fehlerAdigisions- oder costimulierenden
Molekdle, die zum Ausldsen einer T-Zell-Antwort igi$ind.

Tritt das Immunsystem in Kraft und greift Antigeaef der Tumoroberflache an, kann
es zu einer antigenen Modulation kommen, indemndie Antikorpern besetzten
Oberflachenantigene von der Zelle aufgenommen werdaed dadurch keine

immunologische Wirkung mehr haben. Es findet s@imé Antigenselektion statt.



Tumorzellen kdnnen Faktoren sezernieren, die zumanedie T-Zellen direkt hemmen
oder Uber die Aktivierung von T-Suppressorzellerkem.

Langsam wachsende Tumore kdnnen stetig eine gelegege von TAA ins Blut
abgeben und somit das Immunsystem nach dem Pdezipesensibilisierung tolerant
machen (Janeway et al.; 1995). Ein komplexes Zusarepiel verschiedener Faktoren
der Immunmodulation bestimmt in der Regel die Wagahstendenz des malignen

Tumors im Organismus.

1.2.3 Tumorinvasion

In malignen Tumoren finden verschiedene Veréandenngtatt, die es ihnen
ermdglichen, den Zellverband zu verlassen und isprengter Lokalisation weiter zu
wachsen. Diese Veranderungen bestimmen invasivehdian und Metastasierung.
Man beobachtet sodann Einwandern (Infiltrationfdas sie umgebende Gewebe und
Einbrechen in Lymph- und Blutgefal3e (Invasion). rB@ wird das umliegende
Gewebe zerstort. Es wird von einigen Autoren angenen, dass manche
Tumorzellen die Madoglichkeit besitzen, umliegende llefe dahingehend zu
beeinflussen, dass diese maligne Eigenschafternaketw. (Coene et al., 1997).

Durch Veranderungen der Genstruktur in der Mutatenlieren die Tumorzellen
basisbiologische Hemmmechanismen, die ein unkdemtels Wachstum im
Zellverband verhindern sollelies ist der Verlust der Kontaktinhibition. Hierhist
die Signalkette von Transmembranproteinen, membiadgen Zytoskelett-
verankerungsproteinen und  Zytoskelettsignalen gest6So konnen die
Zelladhasionsmolekile keinen Proliferationsstopphmeermitteln. Viele bdsartige
Tumorzellen besitzen auch eine erhohte negativeuh@gd erzeugt durch die
Carboxylgruppen der Sialinsdure, die dazu fuhrgsdabstoRende Krafte unter den
Zellen entstehen und sie sich leicht aus dem Zddared 16sen kbnnen. Veranderte
Zelladhasionsmolekile tragen auch noch zu einem 6héeh zellularen
Kohasionsverlust (Zytodiskohasivitat) bei (Bannasthal., 1982; Grundmann 1981;
Klaunig und Ruch, 1990; Liotta et al.,1983, Rietlale 1995).

Um aktiv einen Zellverband invadieren zu konnennuteen die Tumorzellen
extrazellular wirksame Proteasen und Hyaluronidasién die extrazellulare Matrix
angreifen und ihnen die Migration ermdglichen (Bgret al, 1983, Liotta et al. 1983).
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Gegen normale Zellen kénnen sie zytoaktive Substabdden, die die Nachbarzellen
zur Apoptose treiben oder direkt zytotoxisch wirkeéie kdnnen auch mit ihren
Nachbarzellen verschmelzen und so ihre maligneerSichaften an gesunde Zellen
weitergeben.

Die Metastasierungstendenz der verschiedenen Tumorérd durch diese

multimodalen Zelleigenschaften patientenindividueilbestimmit.
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1.3 Tumorimmuntherapie

Die Mechanismen, deren sich das Immunsystem bediemt Infektionen und
Tumorwachstum zu bekédmpfen, sind sehr vielfaltigs Existieren diverse
wissenschaftliche Ansatze zur Beeinflussung immgener Abldufe im Organismus
zum Zwecke der Tumorerkennung und Bek&mpfung. Tabd stellt die
grundsatzlichen Ansatze, das Immunsystem in digdgdhg zu beeinflussen, dar.
Erste Versuche, mit einer aktiven unspezifischemimtherapie das Immunsystem
generell zu aktivieren und so eine verbesserte Inamiwort zu induzieren, sind leider
nur bei wenigen Tumorarten und -lokalisationen Igriach. Die intral&sionale
Verabreichung beim Melanom und die intravesikaletillation von BCG bei
Blasentumoren sind anerkannte Verfahren (Hulandl.eR006). Levamisol ist eine

halbsynthetische niedermolekulare Substanz, dieFdigktion von T-Lymphozyten,

Tabelle 1: Ubersicht der verschiedenen Ansatze der Immunpiexeon Tumoren (modifiziert
nach Beatty, 1992 und Beverley, 1995)

Aktiv

Passiv

Unspezifisch

Spezifisch

Unspezifisch

Spezifisch

Kombiniert

Immunstimulation mit adjuvanten Agenzien wie BCG,
Corynebacterium parvum, Levamisol

Praventive Vakzine aus Tumorzellen, Zellextrakgareinigten
oder rekombinanten Antigenen oder Idiotypen (z.Bdwin
nichtspezifisches Immunadjuvans mit einem TAA komndit,
so daf3 sich eine tumorspezifische Immunitat entsickann);
Monoklonale Antikorper (Ak2)

Adaptive Immuntherapie (= Immuntherapie mit Zeltkrs
Immunsystems) z.B. mit LAK-Zellen; Biologische ,$pense
Modifier" (regulatorische Polypeptide) = Zytokine
Monoklonale Antikorper allein (Akl) oder als Immuorkjugat
mit Wirkstoffen, Wirkstoffvorstufen, Toxinen, Enzyn oder
Radioisotopen gekoppelt; Bispezifische AntikbrpgeZellen
(TIL-Zellen)

LAK-Zellen und bispezifische Antikbrper; responsedifier

und monoklonale Antikérper; Radioimmuntherapie und
Immunotoxine
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Makrophagen und Neutophilen steigern kann und miolg bei der Therapie des
colorektalen Karzinoms angewandt wird (Beatty, 1992

Bei der aktiven spezifischen Immuntherapie werdeie, bei den bekannten aktiven
Impfungen, Tumorantigene, wie z. B. Tumorzellenradellextrakte, mit spezifischen
Immunadjuvantien kombiniert, injiziert. Diese solledann eine spezifische
Antikdrperproduktion (Akl) gegen den Tumor indueri(Beatty 1992; Reinartz et al.
2006). So kombinierten Hanna et al. (1987) enzigola¢ dissoziierte autologe
Karzinomzellen mit BCG zu einer Vakzine.

Bei der passiven unspezifischen Immuntherapie ebtsmnan die Eigenschaften der
zytotoxischen Substanzen des Immunsystems zu nu&enwerden modifizierte
Zellen des Immunsytems eingesetzt oder Zytokinektiverabreicht. Inkubiert man
monoklonale Zellen des peripheren Bluts mit IL-Z) ®ekommen sie hoch
zytotoxische Eigenschaften hinsichtlich einer Vaglizvon Tumorzielstrukturen. Doch
ist die direkte Gabe von IL-2 sehr toxisch, was devivo Anwendung stark
einschrankt. Es gibt allerdings auch noch Erfolggpeechende Ansatze mit Interferon-
a/y und Tumornekrosefaktar- In einem neueren Versuchsansatz wird die Wirkung
von Tumor infiltrierenden Lymphozyten im Tierverbugetestet (Beverley, 1995;
Herlyn et al.; 1996; Eiermann, 1998).

Die passive spezifische Immuntherapie entsprictegdes dem Prinzip der passiven
Impfung. Oft werden die monoklonalen Antikorper @amit Pharmaka, Toxinen
oder Enzymen kombiniert, um an der entsprechendsnoizelle an zu binden und
somit den Wirkstoff direkt am gewlnschten Wirkungszu plazieren. Mit diesem
.Immuntargeting“ kénnen die Nebenwirkungen im Veigh zur systemischen Gabe
reduziert werden. (Takahashi et al., 1988; Schmgckl. , 1990, Senter at al, 1990).
Mit radioaktiv markierten Mak’'s konnen mit Hilfe keaarmedizinischer
Detektionsmethoden unterschiedliche Karzinome Islat werden. Beatty et. al.,
(1992) wandten dieses Verfahren zuerst beim kdlalet Karzinom an. Durch zwei
andere Arbeitsgruppen um Bast et al., 1981 und Tdtomal., 1987 wurde das
Ovarialkarzinom detektiert.
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1.3.1 Rolle der monoklonalen Antikérper bei der Immuntyee

Viele Therapieansatze versuchen, die Immuntolediasz Kérpers gegentber seinem
Tumorgeschehen aufzuheben und bedienen sich dhbai @wahnter Ansatze. Der
bisher auf breiter Basis Erfolg versprechendsteafmscheint die Therapie mit Mak’s
zu sein. Die Grunde hierfir liegen in folgenden i@liiberlegungen:

1) Die Herstellung aus Hybridomazellen ist standeed und das Reagenz ist bei
entsprechender Produktionsnormierung garantisghviund toxinfrei.

2) Die Applikation beinhaltet nicht das Risiko, dases zu induzierten
Krankheitsverlaufen oder klassischen ,Impfzwisclifieh” wie bei attenuierten Viren
oder Bakterien kommen kann.

3) Durch einen spezifischen Ansatzpunkt bleiben vigrande systemische
Nebenwirkungen, wie bei der Gabe von allgemein digrenden Substanzen wie
Interleukin, in der Regel aus.

Monoklonale Antikorper fihren zu einer Induktionsdbumoralen und zellularen
Immunsystems. Dies kann deutlich positive Effektef &umorwachstum und
Uberlebenszeit haben. (Wagner et al.,1994)

Mit als erste wurden die Auswirkungen des Mak gedes karzinogene Antigen
(CEA) TAG-72 und CO17-1A des kolorektalen Karzinourgersucht (Beatty, 1992;
Foon et al., 1995; Herlyn et al., 1996; Pervinlet 8997). Die Ergebnisse waren so
beeindruckend ,dass die Firma Glaxo Wellcome 118ABL7-1A unter dem Namen
,Panorex®“ auf den Markt brachte. Die Zulassungsist von Riethmdiller et al.
belegte, dass mit dieser passiven spezifischen htimatapie bei Patienten mit
reseziertem kolorektalen Karzinom im Stadium Du&ebei einer medianen follow-
up-Zeit von 5 Jahren die Gesamttodesrate um 30% dimdRezidivrate um 27%
reduziert werden konnten.

Auch im Bereich des Mammakarzinoms gibt es erfobipe Ansatze mit Mak’s. 1998
konnte die adjuvante passive Immuntherapie mit -AER2-Antikorpern
(Trastuzumab) in den USA zugelassen werden. Dasgé@mtHER2/neu ist ein
Transmembranprotein mit struktureller Verwandtschafr Familie der Epidermal-
Groth-Factor-Rezeptoren mit  erhdhter Expressioasrabei  20-30%  der
Mammakarzinomfélle (Baselga et al., 1998; Presal.et993). Trastuzumab inhibiert

die Proliferation von HER2/neu Uberexprimierendenmorzellen und wird als
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adjuvante Therapie nach Chemotherapie oder in Koationh mit Paclitaxel
angewendet. Die Inhibition konnte bisher durch déachweis einer Antikorper
abhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC)kkrt werden (Hotaling et al.,
1996 Pegram et al., 1997). Weitere synergistisdfekte sowohl in vitro als auch in
vivo konnten Pigram et al. (1997) aber auch in Koration mit verschiedenen
Chemotherapeutika nachweisen.

Auf dem Gebiet der Immuntherapie mit anti-idiotyghien Antikorpern wurden bisher
beim malignen Melanom mit dem Einsatz von anti-HNW@RA (HMW-MAA=
human high molecular weight melanoma-associatedigemt eine humorale
Immunreaktion erreicht und eine Verlangerung deerldtbenszeit festgestellt (Bender
et al.,, 1997; Mittelman et al.,, 1992). In Tierversean wurden von Uemura et al.
(1994) bei dem Einsatz von antiidiotypischen Makés Nierenzellkarzinomen und
von Chakraborty et al (1995) gegen Mammakarzinom @esoziierten Antigenen
deutliche Anti-Tumoreffekte erzielt.

Das Ziel, das Abwehrsystems des Karzinomtragersakivieren und ihm zu
ermdglichen, aktiv gegen einen Tumor vorzugehemnkanit Hilfe der anti-
idiotypischen und auch der einfachen MAK’s erreichierden. Die genauen
Mechanismen der Wirkungsweise von Mak’s sind bistoeh nicht genau erforscht,
da die Einflisse der einzelnen Komponenten des imsysiems sehr unterschiedlich
sind. Niels Jerne hat allerdings eine Theorie erfemp die einen Einblick in die
Maoglichkeiten der Interaktion der einzelnen Kompate& gibt. Diese wird im

Folgenden néaher erlautert.
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1.4 Idiotypennetzwerk

1.4.1 Netzwerktheorie von Nils Jerne

Um effektiv in das Immunsystem eingreifen zu konnemss man seine Wirkungs-
und Regulationsmechanismen kennen. 1974 stellte Ndrne die Theorie des
Idiotypennetzwerkes vor, die den Grundstein desidpeu Verstandnisses bildet. Jerne
postuliert, dass jeder Ak eine Doppelfunktion Hat. stellt zum einen mit einem

Paratop auf der variablen Region einen ein spehifis AG bindenden Bereich dar,

und zum anderen stellt er mit mehreren Epitopen saih ebenfalls auf der variablen

e

I S —3—6)

e —e)

()= e -

L T’r‘ﬂ:
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Ein fremdes Epitop (Dreieck) induziert eine Immutwaort tber die Produktion von Abl
Antikdrpern. Abl erzeugt eine anti-idiotypische #wott (Ab2), die aus drei Untergruppen
besteht: Ab2 erkennt einen nicht paratopischen Idiotypen auf Ater fern des Antigen-
bindenden-Abschnitts liegt (quadrat). Al¥kennt einen nicht paratopischen Idiotypen auf,Ak
der paratop nah liegt und mit dem Antigen-binderébachnitt in Verbindung steht (Halbkreis)u‘
Ab2[ prasentiert das interne Abbild des urspringlichetigenepitops und ist somit paratopiscij.
Jede Untergruppe von Ab2 kann nun wiederum eineaatitidiotypische Reaktion hervorrufen
(Ab3). Die Ab3 Antwort ist relativ komplex und h&rgehr von der Art des induzierenden Ab2
AK ab. Hier sind nur einige Untergruppen dargestell

Ab3[ prasentiert das interne Abbild von dem Epitop &itiel3lich des korrespondierenden Ab3,,
die Untergruppen von AK3AK, die von Ab2x oder AbZ induziert wurden, entsprechen Abl.
Ab3a AK sind gegen die Idiotypen verschiedener Ab2 Ranper gerichtet. Ab& AK, die gegen
Ab2[3 gerichtet sind, haben dieselbe Antigen-bindend#eSivie Abl. Fir jeden Antikorper ist
eine V-Region dargestellt.

Abbildung 1: Idiotypische Netzwerk Kaskade (nachr@g und Hiernaux,199
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Region befinden und in ihrer Gesamtheit einen Yieh bilden, selbst ein Antigen
dar, das wiederum von anderen Ak detektiert undugeén werden kann. Den
bindenden AK nennt man Antiidiotypischen-AntikorpBurch diese Eigenschaften ist
eine folgendermalf3en ablaufende Eigenregulationiofdgbas Paratop des AK (Abl)
ist gegen ein fremdes Antigen E gerichtet und gegjeen Idiotyp eines anderen AK.
Dieser AK (Ab2) besitzt das ,internal image“ des AGegen den Idiotypen des AK2
richtet sich das Paratop eines weiteren AK (Ab3jesBr &hnelt nun dem Abl.
Abbildung 1 stellt den Ablauf einer solchen idiagghen Netzwerkkaskade genauer
dar.

Die Regulation erfolgt nach Jerne hauptsachlicleld@uppression. Dadurch kann die
unkontrollierte Proliferation einzelner Klone vertert werden. Durch die Prasenz
von Ab2 kann sowohl die Bildung von Abl als auch3Agupprimiert werden, um so
einen spezifischen regulatorischen Feedback-Meshardg innerhalb  des
Immunsystems zu erhalten. Die Immunreaktion auf &mtigen wird aber nicht
signifikant supprimiert (Jerne, 1974; Pollock, B.&t a.; 1984), sondern es wird
wieder ein Gleichgewicht hergestellt, das die Mnhgy des Repertoirs erhalt und eine
ungewinschte Selektion verhindert. Somit kdnnte pastulieren, dass die Funktion
des Netzwerks, die beim adulten Organismus uUbeemiggiber Suppression gesteuert
wird, dazu dient, die Vielfalt der Antikérper zuhatten. Das Immunsystem hat somit
eine Kontrollmdglichkeit Gber die Rezeptorvertegumie in grol3er Zahl vorhandenen
Rezeptoren werden supprimiert, die unterreprageeiekonnen sich ungehindert

vermehren (Janeway et al., 1995).

1.4.2 Das Idiotypennetzwerk der 2. Generation

Das Netzwerkmodell Jernes beschrankte sich leidfedia B-Lymphozyten und wurde
in letzter Zeit durch erganzende Modelle erweiteg. wurde versucht, auch das T-
Zellsystem in die Netzwerktheorie mit einzubezieHes konnte gezeigt werden, dass
der T-Zell-Rezeptor (TCR) Regionen besitzt, dielmathe idiotypische Determinaten
exprimieren und somit als idiotypische und antiigiigsche Lymphozyten miteinander
reagieren konnen. (Cerney und Hiernaux, 1990; Rdi§93; Varela und
Countinho,1991).
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Im Tierversuch konnte eine T-Zell-Antwort erzeugérden, wenn man Mause mit
synergem monoklonalem Immunglobulin immunisiert, lones einen definierten

Idiotypen besitzt, der von der T-Zelle erkannt wigbmit kdnnen Anti-idiotypische -

Zellen durch Immunisierung mit Idiotype-Molekulektiaiert werden, was sie als
wichtige Zellen der Immunantwort in das Netzwerkbandet (Cerny und Hiernaux,
1990).

Eine Netzwerkkaskade auf der Basis dieser Erkessgnkonnte folgendermal3en
aussehen.:

Ein Akl induziert die Bildung von Ak2 Immunglobuldgurch einen B2-Lymphozyten.
Der Ak2 ist gegen die variable Region von Akl dgaet und immitiert das

ursprungliche Antigen. Antigen-prasentierende Ze(l&PC) verarbeiten die Akl und
Ak2 als Idiopeptide und prasentieren sie mit MH{ad§e-II-Molekilen. Dieser

Komplex kann eine spezifische T-Zell-Antwort inderan, indem die TH2- bzw. TH3-
Zellen zur weiteren Aktivierung von B2- bzw. B3-Lpimozyten fuhren, die dann Ak2
bzw. Ak3 produzieren oder T-Suppressorzellen adten. Eine unabhéngige
Aktivierung der Idiotyp-reaktiven-Th1/2/3-Zellen nedglicht die selbstandige

Verarbeitung der Antigene und Assoziation zum MH@nriplex durch B-Zellen.
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1.5 Erfahrungen mit CA 125 beim Ovarialkarzinom

CA 125 ist ein TAA auf Ovarialkarzinomzellen, mitem Wagner et al.
immuntherapeutische Versuche durchfiihrten. Die i#sbeippe begann mit einer
retrospektiven Studie mit 12 Patientinnen, die amera fortgeschrittenen
Ovarialkarzinom litten. Sie erhielten aus diagrsxdten Grinden den monoklonalen
Antikdrper OC125 (Mak OC125= Abl), der gegen dasidrassoziierte Antigen
(TAA) CA125 gerichtet ist. Bei funf von diesen zwdPatientinnen konnte eine
Produktion von spezifischen anti-idiotypischen (ABatikorpern festgestellt werden,
welche das Cal25 imitierten. Bei diesen anti-igpgbpsitiven Patientinnen konnte ein
verlangertes Gesamtlberleben festgestellt werdelthes von der Arbeitsgruppe auf
eine eventuell veranderte Immunitatslage zurickgefivurde (Wagner 1993,1995;
Wagner et al. 1994a). Durch die Anwesenheit eiresa AA gleichen Antigens in
einer anderen Umgebung und generischen Form, dizser in Form eines
antiidiotypischen Antikorpers, kdnnte eine zellelannd humorale Immunreaktion
induziert worden sein (Wagner, 1993).

Es wurde die Vakzination mit Mak OC 125 in eineogpektiven Studie untersucht.
Die Ergebnisse waren ermutigend: Patientinnen, eilie starke Bildung von Ab2
zeigten (high-reponder), besaRen eine erhohte elmabrate, auch zeigte sich ein
positiver Zusammenhang zwischen der Anzahl der ikapbnen (Schmolling et al.,
1995). Patientinnen mit drei oder mehr Applikatiorigerlebten signifikant langer als
Patientinnen mit weniger als drei Applikationen @kar, 1995). Leukozyten-
Migrations-Inhibitonstest und die Plasmakonzertragn der immunologischen
Markerparameter IL-6, sCD8- und slL-2-Rezeptorendas: Patientinnen weisen auf
eine verbesserte Immunitatslage hin (Wagner e9@84, 1993b).

Daraufhin wurde in Laborversuchen ein muriner didtypischer Antikorper ACA
125 (Ab2) generiert und im Tiermodell getestet. deieimitiert das TAA CA125
funktionell und stellt somit einen internal-imagetikdorper dar. Nach der Applikation
der F(ab)'2 Fragments des ACA 125 konnte die Prialukvon IgG- und IgM-
Antikdrpern, die sowohl an ACA 125 als auch an C25 lbinden, nachgewiesen
werden. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dassim Tiermodell eine

zellspezifische Immunreaktion gegen CA 125-expriende Tumorzellen gibt. Es
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wurden eine  nicht-MHC-restringierte  zellvermittelte Zytotoxizitat, eine
komplementvermittelte  Zytotoxizitdt (CDC) wund eineantikdrper-abhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) nachgewiese®chlebusch et al., 1995; Wagner,
1995, Wagner et al., 1994b).

Es folgte in einer Phase-I-Studie die klinischefémng des ACA125 bei Patientinnen
mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom. Unter anderewurden hier die
Nebenwirkungen und die immunologischen Reaktionatersucht. Nur bei einer
Patientin konnten Nebenwirkungen festgestellt werdgiese traten in Form von
Bauchschmerzen 2-3 Tage nach Immunisierung auf (@fa995). Die Bindung des
Antikdrpers an wichtige Organstrukturen konnte duf@anzkorperszintigraphie bei
radioaktiver Markierung des Antikdrpers mit Jod HBgeschlossen werden (Wagner,
1997).

Zusammenfassend konnte folgende immunologischetiRaeakezeigt werden:

Neun von sechzehn Patientinnen bildeten anti-ACAAg&korper, die an gereinigtes
CA125 banden. Bei diesen neun Patientinnen korinteleyse der CA125-tragenden
Tumorzellen durch periphere Blutlymphozyten (PBlachgewiesen werden. Gerade
diese Patientinnen hatten das groRRte klinischeefderBei drei Patientinnen war
zusatzlich ein erhéhter InterfergrSpiegel festzustellen.

Es wurde bei allen Patientinnen mit Ab3-Produkeamlangeres tumorfreies Intervall,
sowie eine langere Uberlebenszeit festgestelltzuei Fallen konnte sogar eine
Regression solider Tumormassen nachgewiesen werdBie Fallzahlen waren
allerdings zu klein, um signifikante Ergebnissdietern (Wagner et al., 1997).

Diese Ergebnisse sind sehr ermutigend und werdenanigh bei der Entwicklung
eines immunologischen Therapiekonzepts beim Mammadan, mit dem sich diese
Dissertation beschaftigt, verwandt.

1.6 Mammakarzinom

1.6.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist bei Frauen bei weitem didigsie Krebstodesursache. In
der Altersgruppe zwischen dem 39. und 58. Lebbnggadas Mammakarzinom sogar

in der Einzeltodesstatistik fuhrend. Der Anteil dar Gesamtmortalitat betragt in
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Deutschland im Jahre 1995 19,6% ; an zweiter &Sttht Darmkrebs mit 14.25%.
Seit Ende der 80er Jahre deutet sich eine Stagnatibdiesem hohen Niveau an. Die
Inzidenz betragt 100/100000. Der Altersmedian libgi 57 Jahren, wobei die
Inzidenzrate mit steigendem Lebensalter zunimner Bltersgipfel liegt in der 7.
Lebensdekade, mehr als jede 10. Frau erkrankt infieLiires Lebens an Brustkrebs
und Uber 3% aller Frauen sterben an dieser ErkrapkiBastert et al. 1994; Becker et
al., 1997; Gause et al. 1994).

1.6.2 Atiologie

Die Ursache des Mammakarzinoms ist unbekannt. Bisjgidoch epidemiologische

Beobachtungen, die gewisse Risikofaktoren als pedicansehen lassen. Dazu
gehoren eine frihe Menarche und eine spate Menepd&isderlosigkeit und eine

erstmalige Schwangerschaft mit iber 35 Jahren erhdhs Risiko ebenfalls. Auch die
Anwendung von oralen Kontrazeptiva sowie postmanspler Hormonsubstitution

erhéhen das Risiko leicht. Die Verminderung deskBsan anderen Krebsarten zu
erkranken darf hierbei aber nicht unbertcksichtideiben. Die Existenz von

genetischen Faktoren, die zu sog. Brustkrebsfamiliéren, ist schon lange bekannt.
Man geht heute davon aus, dass 4-9% aller Brustkild erblich bedingt sind. Der

Nachweis des BRCA 1 Gens (17g21) geht mit einen?6t§@m Brustkrebsrisiko vor

dem 50. Lebensjahr einher. Als exogene Faktorennddnnur eine erhohte

Strahlenexposition und ein erhdhter Nahrungsfetijelals gesichert angesehen
werden (Bastert et al. 1994; Possinger 1997).

1.6.3 Histologie

Lebeau et al. beschreiben die derzeit gultige lugische Klassifikation der
Mammakarzinome als Modifikation der WHO-KIassifiiaat (1991) durch Rosen und
Obermann (1992) wie folgt:

1.6.3.1 Nicht invasive Karzinome
Intraduktales Karzinom (CDIS)

mit Paget-Erkrankung der Brustwarze

Lobuléres Carcinoma in Situ (CLIS)
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1.6.3.2 Invasive Karzinome
invasives duktales Karzinom mit Paget-ErkrankungBtestwarze

invasives duktales Karzinom mit pradominierendémaisiuktaler Komponente
invasives lobulares Karzinom

muzindses Karzinom

medulléares Karzinom

invasives papillares Karzinom

tubulares Karzinom

adenoid-zystisches Karzinom

sekretorisches (juveniles) Karzinom

apokrines Karzinom

Karzinom mit Metaplasie

Karzinom mit osteoklastenartigen Riesenzellen
Zystisch-hypersekretorisches Karzinom mit Invasion
Karzinom mit endokriner Differenzierung
glycogenreiches Karzinom

lipidreiches (lipidbildendes) Karzinom

invasives kribriformes Karzinom

Mammakarzinome sind maligne Proliferationen dessBnigewebes der Mamma. Man
unterscheidet duktale und lobulare Karzinome, waban annimmt, dass 85% aller
Mammakarzinome aus den terminalen DuktusepithdlEmorgehen. In den meisten
Fallen halten sich die Karzinome zunéchst an dtérhehen Grenzen, die durch die
Milchgange oder Drisenlappchen gebildet werden $6d1994; Schmidt-Matthiesen
1995; Riedel et al. 1993).

1.6.3.3 Einteilung der Mammakarzinome durch die WHO (1982wei
histologische Gruppen:

* Nicht invasiv:
Die pramalignen Veranderungen sind ihrem Urspruaghnebenfalls in zwel
Gruppen eingeteilt: das Carcinoma ductale in s@iDI§) und das Carcinoma

lobulare in situ CLIS. Nach einigen Autoren steiktrbei nur das CDIS eine echte
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Préakanzerose dar, da sich nur aus einem Dritte{ClelS) Falle innerhalb von 20
Jahren ein invasives Karzinom entwickelt.
* invasiv:

An erster Stelle ist hier das invasive duktale Kem zu nennen, gefolgt vom
invasiven lobularen Karzinom. Diese beiden machen &rof3teil (80%) der
invasiven Mammakarzinome aus. Des Weiteren gehirediese Gruppe: das
muzindése, medullare, papilare, tubuldre, adenosiisghe, sekretorische
(juvenile); apokrine metaplastische und andereeseltKarzinome sowie der
Morbus Paget der Mammille (Possinger 1997; Schiviatthiesen 1995; Riedel et
al. 1993). Als prognostisch gunstig gelten das lérdey das papillare und das
muzindse Karzinom mit 5-Jahresuberlebensraten \v@n986% sowie das rein
kribriforme Karzinom mit 93% (Bassler, 1997; Lebes al. 1998).

1.6.4 Pathologie und Ausbreitung

Als Symptome treten an erster Stelle spurbare Knaté, im weiteren Verlauf kann es
zur sog. Orangenhaut und zur VergroRerung der klapikularen und axillaren
Lymphknoten oder auch zur Einziehung der Mamillenkzen. Am héufigsten findet
sich das Mammakarzinom im oberen auf3eren Quadra@@b0%). Im unteren
inneren Quadranten liegt die Haufigkeit bei nur%;®ie Prognose ist hier aber am
schlechtesten. In den beiden anderen Quadranteteigtaufigkeit ungefahr gleich
(12-18%). Gelegentlich tritt es auch multifokal oddéeidseitig auf. Das
Mammakarzinom breitet sich frihzeitig intraductginphogen und hdmatogen aus.

Die Symptome sind von der Ausbreitungsrichtung agfgi

Man unterscheidet die:

Vertikale AusbreitungFortgeschrittene Stadien der inneren Quadrantachsen in
die Tiefe und infiltrieren die Pectoralismuskulatdur Mamillenretraktion kann es bei
zentral gelegenen Karzinomen kommen.

Horizontale AusbreitungZu panzerartigen Thoraxeinschnirungen kommt eshdur
flachenhafte Ausbreitung in den LymphgefaRen. Werdlalgdrisen infiltriert und



23

kommt es durch subepidermale flachenhafte Tumoraitshg zu einem epidermalen

Lymphstau, so ergibt dies das Bild einer grol3porigautveranderung (Orangenhaut).

Die Karzinome des auf3eren Quadranten kdonnen audth dlie Haut nach auf3en
brechen und zu Krebsgeschwuren fuhren.

Bei der Ausbreitung Uber das Lymphgefal3system weals erstes die regionéren
Lymphknoten, d.h. die axillaren, infraclavicularend parasternalen in Abh&ngigkeit
der Tumorlokalisation befallen. Uber 50% der Mamarakiome zeigen eine
Infiltration der regionaren Lymphknoten. Alle ander als die regionaren
Lymphknoten gelten als Fernmetastasen.

Die hamatogene Metastasierung kann zeitgleich oslefiter erfolgen. Beim

Mammakarzinom kommen sowohl Knochen- als Weichteiérstasen vor. Hier ist ein
Zusammenhang zwischen Absiedelungsort und Hormepterwstatus zu erkennen.
Bei Knochenmetastasen sind die Tumore meist 0stregeptor-positiv, bei

Weichteilmetastasen sind sie negativ. Mit einer figgeit von 70% siedeln sich die
Tumorzellen in der Schadelkalotte, Wirbelkdrpern durBecken an. Die

Weichteilmetastasen entstehen Uberwiegend in L(6@f#), Leber (50%) und Gehirn.
Ein gleichzeitiges Vorkommen in mehreren Organérh&ufig. Tabelle 2 gibt einen

Uberblick tiber die pTNM-Klassifikation.

1.6.4.1 Grading
Das histopathologische Grading zur Beurteilung #déalignitatsgrades invasiver

Mammakarzinome aller histopathologischer Typenlgtfioach einer Modifikation des
von Bloom und Richardson vorgeschlagenen Gradingspeechend Elston und Ellis
(1991).

Das Grading korreliert eng mit dem Differenzierugrgel des Karzinoms, dem
Nodalstatus, dem Rezeptorstatus, der Frequenz exdiRen und der Mortalitat.
Tabelle 3 gibt die Kriterien des modifizierten Gragk nach Bassler wieder.(Basser et
al., 1992; Elston und Ellis 1991).

Abbildung 2 stellt die TNM-Klassifikation der Mammuanore dar. Es ist eine
international gultige Stadieneinteilung von maligiieimoren. Hierbei beschreibt das
T fur die Art und Ausdehnung des Primartumors, akefiniert den
Lymphknotenstatus und das M gibt die Existenz vemmetastasen an.
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T Primartumor

Tx Primarturnor kann nicht beurteilt werden el

TO kein Hinweis fir Priméartumor in der Brust =

Tis Carcinoma in situ: intraduktales Karzinom,Utires }’
Carcinoma in situ, oder Morbus Paget der Manoitiae et

nachweisbaren Tumor

T1 Tumor bis 2 cm ¢
Tla Tumor bis 0,5 cm 1 2
Tlb Tumor > 0,5 cm, aber nicht > 1 cm
Tlc Tumor > 1 cm, aber nicht > 2 cm
T2 Tumor > 2 cm, aber nicht > 5 cm
T2a ohne Fixation an Pektoralisfaszie oder Muskel
T2b mit Fixation an Pektoralistaszie und/oder Maisk
3

T3 Tumor >5cm
T3a ohne Fixation an Pektotalisfaszie oder Muskel
T3b mit Fixation an Pektoraliafaszie und/oder Malsk
T4 Primartumor jeder GroRRe mit Infiltration in ddeustwand odel
T4a Infiltration in die Brustwand
T4b mit Odem, mit Infiltration oder Ulzerationrddaut, oder Satelliten

Knoten derselben Haut
T4c T4a und T4b kombiniert
T4d iniflammatorisches Mammakarzinom

N’ regionare Lymphknoten

NO kein Befall regionéarer Lymphknoten

NI Befall beweglicher ipsilateraler
axilléarer Lyrnphknoten

Nla Mikrometastasen < 0,2 cm in einem
oder mehreren Lymphknoten

NIb Makrometastasen in einem oder
mehreren Lymphknoten

N2 Befall ipsilateraler axillarer fixierter
Lymphknoten
N3 Befall ipsilateraler

Thoracica-interna-Lymphknoten

M~ Metastasen

MO keine Femmetastasen nachweisbar

Mi Femmetastasen vorhanden, einschlie3lich Metasta
in ipsilaterale supraklavikulare Lymphknoten

Tumoren der lateralen Quadranten metastasieren
zunéchst in die axillaren Lymphknoten, Tumoren
der medialen Quadranten in die Lymphknoten
entlang der A. thoracica interna.

am haufigsten befallene Organe sind: Knochen,
Haut, Pleura; Lunge, Leber, Gehirn.

Abbildung 2 nach Gause et al 1994
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1.6.5 Diagnose

In den letzten Jahren hat sich die Diagnostik inSknologie stark weiterentwickelt.
Als diagnostische MalRnahme steht nun neben derektisp und palpatorischen
Untersuchung schon seit langem die Mammographie ¥earfigung. Die
Mammographie ist das StandardscreeningverfahrenFrierkennung. Neben der
Mammographie dient die Galaktographie zur Diagrnodehg bei Mamillen-
absonderungen und —einziehungen. In den letzteed&lat die Sonographie der Brust
an Bedeutung zugenommen. Sie dient zur Differeamgron zystischen und soliden
Knoten. Durch Weiterentwicklung von hochauflosende®challkbpfen und
computergesteuerter Technik hat der Stellenwert Slenographie als praktische
Methode zugenommen. So empfehlen die S-3-Leitliiiemktualisierung 2008) bei
auffalligem klinischem Untersuchungsbefund fir &ainnen bis 40 Jahren zur
Abklarung die Sonographie. Erst bei Patientinneer i Jahren wird als erstes eine
Mammographie empfohlen. Es gibt auch die Maoglichkeeine Kernspin-
Mammographie mit Gadolinum-Kontrastierung durchhuéin. Man hat hierbei gute
Ergebnisse bei pramenopausalen Frauen mit masopetj dichter Mamma erzielt.
Auch ist der Einsatz des Kernspinntomogramms bsiifenter Histologie, wie dem
Lobularen Ca, nach neuster Leitlinie indiziert, g den anderen diagnostischen
Methoden hier Uberlegen ist. Es kdnnen Mammakamewgon einer Grof3e < 5mm
dargestellt werden. Als Standardmethode zur Detekhiat sich der Kernspin aber
nicht durchsetzen konnen. Als invasive diagnoséisdflallnahmen stehen die
Feinnadelbiopsie (FNP) wund die Stanzbiopsie zur fidemg, die als
Diagnoseverfahren zum Einsatz kommen, deren hgigibe Ergebnisse die primare
operative Therapie konkretisieren konnen. Diesegy®uen empfehlen die Leitlinien
bei BI-RADS IV und V. Das Breast Imaging and RepgtData System (BI-RADS)
ist eine Klassifikation des American College of Rémjy (ACR) in der Befundung

von Mammographien.
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Tabelle 2: BI-RADS-Kategorien

BI-RADS Bedeutung
Kategorie
0 Die mammographische Untersuchung ist unvollstintfieitere

Bildgebung oder Vergleichsmammographien werden togno

1 Negativ

2 Gutartiger Befund, z. B. kalzifizierte Fibroadems, verkalkte
Sekretgange, Olzysten, Lipome, Galaktozelen, Hariiare,
Lymphknoten oder auch Implantate 3

3 Vermutlich gutartiger Befund. Weniger als 2%
Malignomwahrscheinlichkeit. Kontrolluntersuchungamonaten
empfohlen.

4 Verdachtiger Befund. Eine Biopsie sollte in Erwég gezogen werden.
Hochverdachtig auf Malignitat. Mehr als 95%
Malignomwahrscheinlichkeit. Histologische Sicherumggwendig.

6 Biopsie durchgefuhrt, Malignitat nachgewiesenkientation

vordefinitiver Therapie.

S3 Leitlinien Mammakarzinom; Juni 2004 http://leitén.net

Biopsien werden mikroskopisch untersucht und kiessit. Der Malignitatsgrad kann

anhand des Summenscores eingeschatzt werden.
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Tabelle 3: Grading des Mammakarzinoms nach Basslgr (1992)

Merkmale Kriterien Scorewerte

Tubulusausbildung >75%
10-75%
<10%

Kernpolymorphie gering
mittelgradig
stark
Mitoserate 0-5/10HPF
6-11/10HPF
>10/10 HPF

W N P W N P W DN PP

Summenscore: 3-9

Summenscore Malignitatsgrad G-Gruppe Definition

3,4,5 gering Gl gut differenziert
6,7 malig G2 malig differenziert
8,9 hoch G3 schlecht differenziert

*HPF = high power field (= 400-fache VergroRerungMikroskop) nach
Elston und Ellis (1991) bzw. Biesterfeld (1997)

1.6.6 Therapie

Zum Diagnosezeitpunkt befinden sich 80-90% dereRttinen in einem operablen
und 5-10% in einem lokal weit fortgeschrittenen rodeetastasierten Stadium. Die
Therapiemoglichkeiten sind beim Mammakarzinom gsatzlich multimodal und

individuell angepasst. Mit dem S3-Leitlinien-Konteqon 2004 gibt es erstmals eine
grundsatzliche Therapieempfehlung, die auf nahezlle aFormen der

Brustkrebserkrankungen der Frau anzuwenden istthétepeutisch sollte bei
diagnostizierten Mammakarzinomen ein Staging milggoden Untersuchungen
durchgefuhrt werden: Rontgen-Torax, LebersonogmphiSkelettszintigraphie

(Statement 3).
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1.6.6.1 Priméartherapie
Die Primartherapie des Mammakarzinoms ist in degeReperativ. Grundsatzlich gibt

es zwei unterschiedliche Operationsansatze, zuaneanf Basis der brusterhaltenden
Therapie (BET), zum anderen nach der modifiziertahkalen Mastektomie (MRM).
Ziel der operativen Therapie ist die Brusterhalt¢8tatement 8). Eine BET ist heute
in 60-70 % der Erkrankungsfalle mdoglich, wenn dielad®on zwischen der
TumorgréRe und dem Brustvolumen gunstig und der drumoch nicht in die
Muskulatur oder Haut (DCIS, LCIS) eingebrochen(dstnni W. et al; 2005). Eine BET
kann auch bei invasiven Karzinomen mit intradukt@egleitkomponente angewandt
werden, solange die Resektionsrander im Gesunddaufen. Um ein kosmetisch
ansprechendes Ergebnis zu erhalten, wird bei geolkeewebeentfernung vor allem
aus beiden unteren Quadranten die sogenannte artrarédre Verschiebeplastik
vorgenommen. Dabei wird die Brustdrise ganz oddwdise von Haut und
Muskulatur gelést und so verschoben, dass nachOgeration trotz des fehlenden
Gewebes eine ausgeglichene Brustform zuriick blEibe postoperative Bestrahlung
nach BET mit 50-60Gy ist obligat.

Die Ablatio mammae wird bei gréReren, multizenttesc Tumoren oder Tumoren mit
diffus ausgedehnter Kalzifikation oder inflammaschen Tumoren empfohlen. Sollte
aber bereits eine Fernmetastasierung nachweislmrsseist sie wegen der grof3eren
Belastung nicht mehr das Mittel der Wahl.

Eine standardisierte Axillarausraumung (Level | ufydals StandardmalRnahme bei
beiden Vorgehensweisen, in der mindestens 10 Lymgkek entnommen werden
sollen, ist durch die Einfihrung der sentinel nbd®psis (SNB) abgeldst und in ihrer
Indikation differenziert worden. Hierbei wird nuedLymphknoten entfernt, der als
erster auf dem Lymphabflul3weg der Brust in der laxiegt. Dieser wird histologisch
auf das Vorliegen von Ca-Zellen untersucht. LiggeeMVetastasierung vor, so wird
eine konventionelle Axilladissektion angeschlossdig das Staging erganzt. Die
Sensitivitat der SNB liegt Giber 95%. Der Lymphkmstiatus ist fur die Entscheidung
des weiteren therapeutischen Vorgehens entsche(@eter J. Tanis et al. 2001).

Die primare Chemotherapie bleibt dem inflammatdrsc Mammakarzinom oder

primar inoperablen Tumoren vorbehalten. Bei alledesien Karzinomen ist der Erfolg
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noch nicht endgultig belegt (Bastert et al., 19%%eutschen Gesellschaft fir
Hamatologie und Onkologie, 1996).

Tabelle 4: Lokale Therapie des Mammakarzinoms (@zatnse et al., 1994)

Klinische Situation Therapeutisches Vorgehen

Tumorexzission im Gesunden
T0,1 <2cm + Entfernung der axillaren Lymphknoten
+ additive Strahlentherapie

Totale Mastektomie

T2 2-5cm

+Entfernung der axillaren Lymphknoten
T3 > 5cm Wie T2 evtl. Additive Strahlentherapie
T4 Praoperative Chemotherapie, dann wie T2
N3 Wie bei T4

1.6.6.2 Adjuvante systemische Therapie
Bei der Therapie des invasiven Mammakarzinoms kmidn jeder Altersgruppe sollte

eine adjuvante systematische Therapie in Erwag@zggen werden, da sowohl das
rezidivfreie Uberleben als auch das Gesamtiiberlelmaibhingig vom Nodalstatus
durch die Metaanalyse der early Breast Canceristri@boperative Group (EBCTCG)
bestétigt werden konnte. Nur bei Frauen, die deunp@e mit niedrigem Risiko
angehoren, kann auf eine adjuvante systemischepieererzichtet werden.
Voraussetzungen hierftr sind:

>35 Jahre

Tumordurchmesser <2cm

grading |

positiver Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor

tumorfreie Lymphknoten in der Axilla (N 0).
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* Endokrine Therapie
Es wird eine 5-Jahres-Antidstrogentherapie mit Tafea 20mg/Tag empfohlen.

Auch kann bei pramenopausalen Frauen mit hormonedighen Tumoren die
Ausschaltung der Ovarialfunktion mit GnRH-Analogheii mindestens 2 Jahre die
Krankheit guinstig beeinflussen (AWMF S-3 Leitling904 Statement 33/34).

* Adjuvante Chemotherapie
Durch die adjuvante Chemotherapie lassen sich Rezidd Sterberate am starksten

bei Frauen unter 50 Jahren senken. Aber auch lsmpoopausalen Frauen hat sie
noch durchaus positive Effekte.

Standardchemotherapie ist heutzutage eine antHnalzaghige Chemotherapie in
Dreierkombinationen (z. B. FAC/FEC) in adaquater siemuing und gleicher
Zykluszahl (6 Zyklen). Sie hat das bisherige Regimeégehend abgeltst. Anderungen
in Anzahl der Praparat-Zyklen, oder -Kombinationeeigten keine besseren
Ergebnisse gegentber CMF (AWMF S-3 Leitlinie, 2@dtement 39).

* Neoadjuvante Chemotherapie
Mittlerweile ist eine primare (praoperative) sysiethe Therapie bei Patientinnen mit

lokal fortgeschrittenen, primar inoperablen oderflammatorischen Mamma-
karzinomen eine Standardbehandlung. Auch wennrRiatneen sich bei Indikation far
eine brusterhaltende Operation entscheiden, slaltneoadjuvante Chemotherapie
eine alternative  Behandlungsmoglichkeit dar, wobeder Erfolg bei
hormonrezeptornegativen Karzinomen am gréf3ten ASYNIF S-3 Leitlinie, 2004
Statement 44/45).

» Adjuvante Strahlentherapie
Die postoperative Strahlentherapie ist haufig imlizda sie im Gegensatz zur

systemischen Therapie einen direkten Einfluss asflokale/lokoregionale
Tumorwachstum hat und somit durch die Verhinderings Lokalrezidivs die
Uberlebensrate steigert. Dies kann auch die Lehediséf von Patientinnen mit schon

vorhandenen Fernmetastasen erheblich verbessern.
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» Strahlentherapie nach BET eines invasiven Mammakainoms
Die Strahlentherapie ist nach brusterhaltender r&@jo®m immer inzidiert. Bei

Behandlung des inversiven Mammakarzinoms ist diesitipe Wirkung einer
Bestrahlung mit 50gy in einer konventionellen Fiakierung (1,8 — 2,0gy) eindeutig
belegt (AWMF S-3 Leitlinie, 2004 Statement 23/24).

» Strahlentherapie des Mammakarzinoms nach Mastektona (MRM)
Die postoperative Radiatio vermindert das Risikeesilokalen Rezidivs (Statement

25).
Indikationen hierfir sind:
nicht ausreichende Resektion im Gesunden (R1 — R2)
axillarer Lymphknotenbefall vor 4 Lymphknoten
pT3/T4 — Karzinome
(AWMF S-3 Leitlinie, 2004 Statement 26).

Das inflammatorische Mammakarzinom wird standardgnéBch priméarer
Chemotherapie, erfolgter Mastektomie postoperagstiahlt. Bei ungentgender
Remission durch die Chemotherapie kann die Besinghhuch préoperativ mit einer
Dosisaufsattigung der Brust auf ca. 60gy erfolgen.

Dagegen hat Nachbestrahlung bei einem DCIS mittgj@em Risiko nur einen
minimalen Effekt, deshalb kann bei einer TumorgréBem low grad und
Sicherheitsabstand >10mm auf eine Bestrahlungatgetiwerden (AWMF S-3
Leitlinie, 2004 Statement 22).
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1.6.6.3 Grenzen der Therapie
Im Gegensatz zu anderen Karzinomarten kann man bégmmmakarzinom nach

einigen Jahren Rezidivfreiheit nicht von einer Hed sprechen. Man spricht hier nur
von Uberlebenszeit. Problematisch sind beim Mammzakam sowohl die frihe
Metastasierung, die die Prognose radikal verschdeichals auch die grof3e Tendenz
zur spaten Fernmetastasierung, bis zu 10 JahrénEratdiagnose. Ein metastasiertes
Mammakarzinom ist als nicht heilbare Krankheit easehen. Somit kann das Ziel der
Behandlung eines metastasierten Mammakarzinoms emg Verlangerung der
Uberlebenszeit und die Verbesserung bzw. Erhaltuieg Lebensqualitat der
Patientinnen sein. Das Therapiekonzept ist aufimtié/iduellen Gegebenheiten der
einzelnen Patientinnen abzustimmen. Es kommt anterersStelle die
Hormonbehandlung zum Einsatz, da sie im Vergleigbenwirkungsarm und ebenso
effektiv ist wie die Chemotherapie. Aber auch R#uwkoapie und Chemotherapie
werden angewendet, vor allem bei schnell progreeiien/erlaufen mit Lungen-,
Knochen- und Hirnmetastasen (Kuhn et al., 1998).

Ziel beim Kampf gegen das Mammakarzinom sollte atse Vermeidung der
Metastasierung sein. Dies ist momentan noch nighiteichend gelungen. Es geht hier
um eine systemische Therapie, die den Organismusigwbelastet und alle
Karzinomzellen erreicht, so dass keine Zelle imgébrverbleibt, die auch noch Jahre
spater zu einem Rezidiv fuhren kann. Die Therapteantiidiotypen-Antikorpern, die
einen neuen Weg der Tumorbekampfung beschreittithier eine interessante und

viel versprechende Mdglichkeit.
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1.7 Das tumorassoziierte Antigen CA14C5 und seine Intektion
mit MAKk 14C5

Viele Brustkrebszellen exprimieren ein Molekul, dem De Potter et al. (1994) und
Coene et al. (1997) als ein Adhasionsmolekil idierdgrt wurde, das fur die
Ausbreitung von Karzinomzellen bedeutend ist. &irggierten einen Antikorper, der
an der extrazellularen Doméne dieses Plasmamemblakiis bindet und die

Invasionseigenschaften so negativ beeinflusst.

1.7.1 Das 14C5 Molekdl

Das 14C5 Molekul gehort zu der Familie der Adh&smalekile und besitzt eine
Grole von 90kDa. Es kommt auf verschiedenen menkenl Tumor- und
Normalgeweben vor. Coene et al. (1997) untersuckdienAnwesenheit des 14C5
Molekuls in verschiedenen Tumorgeweben. Tabelleiftalie Expressionsraten bei
den einzelnen Tumoren. Es wurden das Tumorepitbeech das umgebende Stroma

auf die Expression von 14C5 hin untersucht.

Tabelle 5 Ergebnisse der immunhistochemischen sintbung bei menschlichen
Malignomen und ihrem umgebenden Stroma auf dieésgion von 14C5 Molekilen (Coeng
et al.; 1997)
Epithel Stroma

+ - + -
Adenokarzinome der Mamma
Invasives ductales Ca.(n=33) 21(64%) 12(36%) 31(94%) 2(6%)
Invasives lobulares Ca (n=2) 0(0%) 2(100%) 2(100%) 0(0%)
Carcinoma ductale in situ(n=15) | 15(100%) | 0(0%) 0(0%) 15(100%)
,(Aﬁd:egr;okarzmome anderer Herkunfi 1(11%) 8(89%) 4(44%) 5(56%)
Invasive Spinaliome (n=7) 7(100%) 0(0%) 6(75%) 25
Invasive Basaliome
oberflachlicher Typ (n=2) 2 (100 %) |0 (0 %) 0 (0 %) 2 (100 %)
nodulérerTyp(n=3) 0 (0%) 3 (100%) 3 (100%) 0 (0%)

Auch normales Gewebe wurde auf die Anwesenheit @5 untersucht. Negativ
waren: Haut, Schilddriise, Nebenschilddrise, Darmageév, Lunge, Uterus, Ovar,

Ureter, Urethra, Lymphknoten, Nervengewebe, Knampekebe und Knochen.
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Lediglich in myoepithelialen Zellen von Brustgewebed Tubuluszellen der Niere
konnte eine low-level Farbung beobachtet werdens C&tromagewebe von
Normalgewebe war immer negativ. Ebenso zeigte tasn@gewebe um CDIS keine
Anfarbung. Interessanterweise exprimieren normaléroblasten, die in der
Nachbarschaft von invasiven duktalen Mammakarzimoorel invasiven Spinaliomen
der Haut liegen, ausgesprochen haufig das 14C5Kibén ihrer Zellmembran (94%
und 75%). Bei Basaliomen der Haut vom oberflacleiciTyp, die ja ein begrenztes
Invasionsvermodgen zeigen, werden nur die Tumorzgtibranen angefarbt, die
umgebenden Fibroblasten nicht. Bei Basaliomen vowduldren Typ, die
ausgesprochen invasiv wachsen, aber nicht metsasi lassen sich die
Tumorzellmembranen nur begrenzt oder gar nichtrbaf§ wéahrend die umgebenden
Fibroblasten das 14C5 Molekul exprimieren (Coenealet 1997). Dies legt den
Schluss nah, dass das 14C5 Molekldl im direkten rdosenhang mit der
Invasionsfahigkeit der Tumorzellen steht. An demabionsprozel3 von Tumorzellen
nehmen extrazellullare Matrix- proteine (ECM-Pro&iund ihre Rezeptoren teil, da
die Zell-Substrat-Adhésion die Voraussetzung fésds Ereignis ist. Dabei heften sich
Tumorzellen an die umgebende ECM und werden vonEf&M-Proteinen durch das
Normalgewebe geleitet. Die Rezeptoren fur die EQigkétne sind eng verwandt mit
den glykosilierten transmembranéren Proteinen (S&dinsmolekile), die aus den
Integrinen, den Mitgliedern der Immunglobulin-Supermilie, den Selektinen und den
Cadherinen gebildet werden (Albeda, 1993). Albelf#98) zeigte die Verteilung der
Integrine bei einer Vielzahl von Malignomen in \&h&denen Stadien der
Tumorzellausbreitung. Es wurde deutlich, dass esnmehrtes Exprimieren von
Integrinen auf der Tumorzellmembran die Implantatidordert und die
Metastasenbildung unterstitzt (Albeda et al., 19963n et al., 1991; McGregor et al.,
1989).

Ein weiteres Beispiel fir einen ECM-Protein-Rezesbd das CD44-Glycoprotein der
Zelloberflachen. Es existieren zahlreiche Variantéie das invasive Potential der
Tumorzellen férdern (Asplund und Heldin, 1994; Ghent et al., 1991; Santos et al.,
1995; Seiter et al., 1993; Sy et al., 1991, 199®. binden an Hyaluron (ECM) und
entarten dieses Gewebe (Culty et al., 1992, 1994).
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Eine andere Gruppe von Zelladhasionsmolekilen ward den Cadherinen gebildet.
Auch sie spielen eine Rolle bei der Tumorzellausiong. Frixen et al. (1991) zeigten,
dass die E-cadherin vermittelte Zell-Zell-Adhasdhe Invasivitat von Karzinomzellen
supprimiert. Karzinomzellen, die mit E-cadherin c®Nransfiziert wurden, zeigten
eine verminderte Invasivitat, was somit einen deakBeweis flr ihre Bedeutung in
der Tumorausbreitung liefert (Frixen et al., 1994ych Navarro et al. (1991) fanden
heraus, dass eine inverse Korrelation zwischeMggige des E-cadherin Proteins und
der Malignitdt von Tumorzelllinien besteht. Ohnee diunktioniert folglich die
Kontaktinhibition nicht ausreichend.

Dies verdeutlicht, dass das 14C5 Molekdl ein alelscVerhalten und eine ahnliche
Expression wie die Integrine und die CD44-Variangengt. Obwohl es noch nicht
sequenziert werden konnte, vermuten Coene et 8971 nach Zell-Adhasions-
Inhibitions-Experimenten, dass es sich um ein EZMtéinrezeptor handelt und De

Potter et al. (1994) wirden ihn am ehesten in draife der Integrine einordnen.

1.7.2 Der monoklonale Antikorper MAk 14C5

De Potter et al. (1994) und Coene et al. (1997)viekelten einen monoklonalen
Antikdrper (Abl), der an ein extrazellulares Epigpes Plasmamembranantigens von
SK-BR-3 und MCF-7 menschlichen Brustkrebszellerdetrund in der Lage ist, die
Tumorzellinvasion von Brustkrebszellen in das Ndgeaebe zu inhibieren. So kann
deren Invasion und Metastasierung erfolgreich weldnit werden. Hergestellt wurde er

in der Hybridomatechnik.

1.7.2.1 Ergebnisse der Zell-Adhasions-Inhibitions-Experiteen
Adhasions-Inhibitions-Experimente mit den SK-BR-2llgn und den MAk 14C5

wurden von Coene et al. (1997) unter verschied&esgingungen durchgefuhrt.

Im Adhasions-Inhibitions-Experiment auf kinstlich&ubstrat wurden die SK-BR-3

Zellen auf Mikrowellplatten ausgesat und nach 28én wurden die schwimmenden
Zellen gegen die anheftenden Zellen ausgezéahliin Besten Ansatz wurden die Zellen
mit MAK 14C5 vorinkubiert, beim zweiten nach dems&éen mit dem Antikérper

nachinkubiert.

In beiden Fallen war der MAK 14C5 in der Lage, diell-Substrat-Adhéasion zu

inhibieren. Das zeigt, dass der Antikdrper sowahMemmende Zellen vom Anheften
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und Verbreiten auf dem Boden der Mikrowellplattehd@b als auch schon haftende
Zellen durch seine Bindung aktiv I6sen kann.

Im Adhasions-Inhibitions Experiment auf lebendemb$tat wurden fir einen
Konfrontations Assay die SK-BR-3 Tumorzellen zusanmmit vorbehandelten
Huhnerherzfragmenten (PHF) mit und ohne AnwesenogitMAk 14C5 inkubiert.

Die Tumorzellen hefteten sich ohne Anwesenheit M#k 14C5 schon nach einem
Tag an die PHF an, nach einem weiteren Tag warenP#iF eingekreist und am
zehnten Tag begannen die Tumorzellen die PHF adieven.

Bei Anwesenheit von MAk 14C5 zeigte sich lediglain vierten und zehnten Tag
eine leichte Anheftung, aber keinerlei Invasion.

1.7.3 Zusammenfassung

Das Antigen 14C5 wird auf den Epithelien von invasi duktalen Mammakarzinomen
mit einer Haufigkeit von 64% exprimiert, auch bekthlen Carcinoma in Situ zeigt es
eine erhohte Dichte. Hingegen kommt es nahezu bmiekn Normalgewebe vor.
Versuche mit SK-BR-3-Zellen haben gezeigt, dass drasllen die Eigenschaft zur
Invasion verlieren, wenn der 14C5 Rezeptor durctk NIAC5 blockiert wird. Die
Invasionsfahigkeit erhalt die Zelle durch die Akhkeit des 14C5-Molekils mit
seiner ahnlichen Verteilung und &hnlichen Eigenehawie das CD44-Protein oder
wie einige Integrine (Coene et al., 1997).

Mit diesen Erkenntnissen und den ermutigenden EBigeén bei den Studien mit anti-
idiotypischen Antikdrpern gegen ACA125 beim Ovdakinom versuchen wir jetzt
ein ahnliches Konzept bei der Therapie des Mammaik@ns mit Ab2 Antikdrpern zu

entwickeln und im Tiermodell zu Uberprifen.
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1.8 Anti-lIdiotypen-Antikorper fur 14C5

1.8.1 Herstellung und Charakterisierung

Es wurden nun monoklonale murine anti-idiotypischatikbrper (Ak2) MAK
ACA14C5 mit der Kompetenz zur Induktion einer sfisghen Immunantwort gegen
das Mammakarzinom hergestellt. Dazu sollten diekéinper gegen den Idiotypen des
AkI-MAK 14C5 gerichtet sein und somit das tumorasigsote Antigen 14C5 imitieren.
Die Herstellung erfolgte durch die Mitarbeiter desllbiologischen Labors der
Universitatsfrauenklinik Bonn nach Peters und Baaten (1990).

1.8.1.1 Produktion eines monoklonalen anti-idiotypischenil&mpers
Sechs bis acht Wochen alte weibliche BALB/c Mauseden mit dem monoklonalen

Antikdrper MAk 14C5 immunisiert. Dazu wurden dieab()2-Fragmente dieses MAk
14C5 an KLH (Keyhole-Limpet-Hemocyanin) gekoppeaidumit kompletten Freund-
Adjuvans (CFA) emulgiert. Die Tiere erhielten amgTidull 10Qug des Antikérpers
intraperitoneal (i.p.) verabreicht und drei weitelgektionen mit jeweils 50g
Antikdrper in IFA (inkomplettes Freund-Adjuvans) ibstand von vier Wochen. Vier
Tage vor der Fusion wurden die Tiere mitu§OAntikdrper in PBS (Phosphat-
gepufferte Salzlésung) i.p. geboostert. Die Mauss,dés beste Antiserum produzierte,
wurde fir die Fusion ausgewahlt. Deren Milzzellerurden mit Zellen der
Myelomzelllinie P3x63Ag8.653 unter Standardbedirgem fusioniert. Die daraus
resultierenden Hybridomazellen wurden in RPMI 16M@dium (Fa. Cytogen,
Lohmar) mit FCS (Fa. Biochrom IEG, Berlin) und HE&@Stiviert.

1.8.1.2 Herausfiltern von Idiotyp-bindenden Antikorpern 2Ak
14C5 F(ab‘)2-Fragmente wurden an Microtiter PlatténMaxi-Sorp“, Nunc,

Danemark) gebunden und der Kulturiberstand der iHgbrazellen wurde zugefugt.
Die Detektion von spezifischen Bindungen erfolgi¢ ROD-markierten Ziegen-Anti-
Maus-1gG-Antikérpern (FC-spezifisch). Positive Hylmmazellen wurden drei

weitere Male geklont und mit einem Inhibitionsasgaestet.
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1.8.1.3 Anti-ldiotyp Inhibitionssassay
Die 14C5 F(ab‘)2-Fragmente wurden an Microtiter tiela gebunden; es wurden

konstante Volumen von Kulturiiberstdnden mit anstaign Mengen des CA 14C5 in
die Platten zusammengefligt. Die Bindung wurde midDHnarkierten Ziegen-Anti-

Maus-1gG-Antikorpern detektiert (FC-spezifisch).

Die prozentuale Inhibition wurde nach folgenderrielr berechnet:

OD(P)-B
% Inhibition-1 - S X 100
OD(A)-B

OD =-Optische Dichte

OD(P)= Wellenlange 405 nm in Anwesenheit von CA34C

OD(A)= Wellenlange 490 nm bei Standardreaktion bwasenheit von CA 14C5
B= (Blank) Wellenlange 405 nm und Kavitat mit Pufé@statt mit Kulturiiberstand

gefullt.

Der Hybridomaklon, der als Klon ACA14C5 bezeichnetd, sekretiert einen IgG1K
(Kappa-Leichtkette) Antikdrper. Die Bindung dies&stikorpers an den MAk 14C5
kann durch das CA14C5 Antigen inhibiert werdenhgi@bbildung 3).
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Abb. 3: Inhibition des ACAI4C5/14C5 (Ab2/Abl) - Immmkomplexes durch das
originare Antigen CA14C5.
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1.8.1.4 In-vitro Produktion und Reinigung des anti-idiotyghen Antikdrpers
ACA14C5

Der Klon ACAI4C5 wurde unter Standardbedingungeh 10i% FCS (Fa. Biochrom,
Berlin) kultiviert und schrittweise an serum-freiddedium (,,Ultroser HY*, IBF

Biotecnics, Frankreich) adaptiert. Die Hybridom#zel wurden in ein Hohlfaser-
Membran—Zell-Kultur-System (,,Tecnomouse*, IntegBaosciences, Deutschland)
Uberfihrt und gemafR den Angaben des Herstellersvienl. Die Reinigung des
Antikdrpers erfolgte Uber Protein G Sepharose Atis-Chromatographie (,,MAb
Trap G columns* Pharmacia LKB Biotechnology AB,HBeden) und die Reinheit
wurde mit SDS-PAGE (,,PHAST System*, Pharmacia &itb{ Schweden) tberprift.
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2 Zielsetzung
Die Zielsetzung dieser Arbeit ist zweigeteilt. Sréentiert sich hierbei an technischen

Anforderungen an Therapieprinzipien im medizinistditag. Im ersten Versuch (im
weiteren Verlauf Versuch | oder Tumor Load ChallengLC-Versuch genannt) wird
der Immunisierungszeitpunkt und damit die Tumorgrdfld seine Einbindung in den
umgebenden Zellverband variiert. So simuliererdgeaunterschiedlichen
Ausgangssituationen in Bezug auf das TumorstadieinT lberapiebeginn in Praxi. Im
zweiten Versuch (im weiteren Verlauf Versuch Il pBeophylactic Immunisation, PI-
Versuch, genannt) wird die implantierte Tumorzéildaei prophylaktischer
Immunisierung mit ACA14C5 variiert, womit die Wirkisikeit einer prophylaktischen

Immunisierung untersucht werden soll.

2.1 Versuch | - Etablierte Tumore- Hohe Tumorlast

Nach abgeschlossenen Praktikabilitats-Vorversuohénsdieser Versuchsanordnung
der ACA14C5 auf seine Wirksamkeit bei im ZellverBatablierten Tumoren getestet
werden. Es gilt zu untersuchen, ob die durch ACAAL4&b2) induzierte humorale
und zellulare Antwort, die Uber die Produktion Va3 ablauft, die dem origindren
Mab 14C5 (Abl) gleichen, imstande ist, eine grod@reammliung von Tumorzellen,
die sich schon fest im Gewebeverband etabliertdnédlgreich zu lysieren und ihre
weitere Ausbreitung zu verhindern. Wie die In-vitfersuche mit Mab 14C5 gezeigt
haben, kann eine Invasion erfolgreich unterbunderden, doch stellt sich hier die
Frage, ob dies in vivo ausreichend, ist eine saidblierte Tumormasse an weiterer
Ausbreitung zu hindern und die Stimulation des ImBystems intensiv genug ist, eine
Regression zu erreichen. Diese Erkenntnisse l&3sleiiisse auf den mdglichen
klinischen Einsatzbereich zu.

2.2 Versuch Il - Prophylaktische Immunisierung

Aus den Erkenntnissen der vorgeschalteten In-Weosuche, die die erfolgreiche
Inhibition der aktiven Invasionseigenschaften demorzellen zeigen, lasst sich
postulieren, dass eine Immunisierung vor Entstetinmg Injektion der Tumorzellen

eine Invasion und Etablierung verzégern, wenn rsogiar ganz verhindern konnte.
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Durch Immunisierung der Versuchstiere vor ansceleler Tumorzellimplantation
soll die anschlie3ende Tumorzellwachstums- und 8asgerungstendenz in vivo
untersucht werden. Sollten sich positive Aspekgeleen, so wéaren die Auswirkungen

auf den klinischen Einsatz erheblich.
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3 Experimenteller Ansatz

3.1  Tierversuchsbeschreibung

3.1.1 Verwendete Materialien

Die Herstellung, Pflege und Zubereitung erfolgtercth die Mitarbeiter/Innen des
zellbiologischen Labors und des Labors fir Tumorimologie der

Universitatsfrauenklinik Bonn.

3.1.1.1 Der Antikorper MAKACA14C5-1 aus dem Hybridomaklén 5
Die Reinigung des anti-idiotypischen Ab2-AntikorpdVlAKACA14C5 (1) (Klon 5C)

erfolgte Uber Protein G Sepharose Affinitats-Chriogeaphie (,MAb Trap G
columns®, Pharmacia LKB Biotechnology AB, Schwedanyl die Reinheit wurde mit
SDS-PAGE (,PHAST System®, Pharmacia Biotech, Sclemgduberprift. Das
isolierte Immunglobulin wies eine Reinheit von 085% auf und das endgultige
Produkt wurde ohne den Zusatz von Adjuvans zulegrdder IgG1-Antikdrper wurde
in eine sterile, pyrogen-, mycoplasma-, polynuceteowirus- und retrovirusfreie PBS-
Losung (phosphatgepufferte Salzlésung. pH = 7,4, @d"2+Mg”2+) geflgt und bis
zur Verwendung bei -70°C gelagert. Vor Gebrauchdewtas endgiltige Produkt auf
seine Sterilitat, Pyrogenitat und generelle Sichigdn Mausen getestet.

Unmittelbar vor den Injektionen wurde der Antikarpaufgetaut und in den
entsprechenden Verhaltnissen zu 100 pg MAKACAl14CSatonischer NaCl-Losung
auf 0,1 ml pro Injektion gelést. Vom Auftauvorgahig zur endgiltigen Injektion in

die Ratte vergingen maximal 90 Minuten.

3.1.1.2 Das Maus-Immunglobulin
Die Kontrollgruppe erhielt polyvalentes Maus-lgGigbova, Chrom Pure Mouse IgG,

whole molecule, Jackson Immuno Research, Hambubdigses wurde in einer

Dosierung von 100 ug pro 0,1 ml Injektion in isasmmer NaCl-Losung verabreicht.

3.1.1.3 Die Zelllinie HH-16 Klon 2/1
Fir unseren in-vivo Tierversuchsansatz wurde digteRdibrosarkom-Zelllinie HH-

16cl.2/1 von Prof. Holzel, Hamburg eingesetzt. Brelslon wurde von Steffen et al.
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(1988) aus einem durch 7,12-Dimethylbenz(a)antmrad®MBA) induzierten
Mammatumorgewebe an Ratten entwickelt.

Die HH-16 cl.2/1 Zellen bestehen histologisch aussemchymalen Zellen des
Stromagewebes der Brustdriise. Morphologisch enmsehesie als spindelformige,
meist bipolar (mehrzipflig) ausgerichtete Fibroldasin kreuz und quer verlaufender
Anordnung (Fischgratmuster).

Die Zellen sind in der Lage, in immunkompetenteritéta metastasierende Tumore
(Adenokarzinome oder Fibrosarkome) hervorzurufen.

Erganzend wurde die Zelllinie auf die Expressiors deumorantigens CA14C5
untersucht. Dazu wurde die Bindungsfahigkeit varofészenzmarkierten MAk 14C5
an die HH-16 cl.2/1 Zellen in vitro Gberprift.

Die Zellen werden in Cryoréhrchen in einem Containgt flissigem Stickstoff
aufbewahrt. Die Zellen werden drei Wochen vor deplagnten Implantationstermin in
die Ratten aufgetaut und die benétigte Menge arulpeii

Das Auftauen erfolgte im 37°C Wasserbad. Die Zellemden in RPMI (Fa. Cytogen,
Lohmar) suspendiert und mehrmals zentrifugiert. DMealitatsprufung erfolgte
anschlieBend mit Trypanblau. Hierzu wurde eine IBating fir eine 1:10 Verdiinnung
hergestellt. Die gefarbten und ungefarbten Zellearden nach dreiminttiger
Inkubation in der Neubauer-Zahlkammer ausgezéhtt die vitalen Zellen pro ml
Zellsuspension berechnet. Die Weiterzucht der Tagiten erfolgte in Kulturflaschen
(275 ml bzw. 600 ml, Flacon, Becton & Dickinson, A)Smit komplettem Medium
mit FCS, bestehend aus 10ml L-Glutamin 200 nM Btachrom K0282, Hamburg), 5
ml Na-Pyruvat 100 nM (Fa. Biochrom L0473), 0,5 ml.

Gentamycin 50 mg/ml (Fa. Biochrom A2712), 50 ml HG@kt (fotales Kalberserum,
Fa. Biochrom 501139 und 435 ml RPMI 1640 (w.2.0¢@HCO3, w/o L-Glutamin,
Fa. Cytogen, Lohmar) bei 500 ml Medium.

Das Kulturmedium wurde zur Implantation abpipetfiedie Zellen wurden mit
Trypsin-EDZA-L6sung (37°C) gesplittet, mit Hilfe nes Zellscrabbers von der
Kulturflasche geldst, zentrifugiert und in RPMI urdCS resuspendiert. Nach
Auszéhlung wurden die Zellen so suspendiert, dasgils 5, 10 und 25 Millionen
Tumorzellen in 0,3 ml PBS pro Injektion zur Verfingustanden. Unmittelbar vor der

Implantation in die Ratte erfolgte die Zubereitud®ay Injektionsspritze.
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3.1.1.4 Versuchstiere
In der Zeit von Februar 1997 bis Juli 1997 wurdedan Tierversuchslabors der

Universitatsfrauenklinik ~ Bonn der Tierversuch mit erf@hmigung des
Tierschutzantrages Nummer 23.203.2 BN 3814/96 wiear Titel: ,Uberprifung der
immunologischen Eigenschaften des monoklonalenkérgers ACA 14C5 und seines
Effektes auf das Metastasierungsverhalten von Matarmaomzellen im Tiermodell®

durchgefuhrt.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um marelicld weibliche Sprague Dawley
Ratten. Etwa funf Wochen nach der Geburt wurdervereder Mutter und nach dem
Geschlecht getrennt.

Die Ernahrung bestand zunachst aus Muttermilchjealdritten Lebenswoche wurde
sie durch Trockenfutter und Wasser erganzt. Wahrded Versuchszeitraumes
erhielten beide Gruppen , Versuchstiere und Migrey, das Alleinfuttermittel
JAltromin- Erhaltungsdiat fur Ratten und Mause® {&®imin GmbH , Lage). Die
Herstellung von Altromin erfolgt standardisiert miisgewahlten Rohstoffen und frei
von pathogenen Keimen. Unter standardisierten Beaigen lebten jeweils mehrere
Ratten in GrolRkafigen bei einer Raumtemperatur 2a@24°C und einem Hell-
Dunkel-Rhythmus von 12/12 Stunden.

3.2 Versuchsplan
3.2.1 Versuchsanordnung

3.2.1.1 Tumor-Last Versuch (TL)
Die Versuchstiergruppen des Tumor-Last Versuchs) (héstanden jeweils aus 7

Ratten. Es gab 3 Gruppen: Die Tiere der Gruppehieken 10Q,g MAk ACA14C5
pro Woche. Die Tiere der Gruppe B erhielten d@Mause IgG pro Woche. Die
Kontrollgruppe C erhielt keine Immunisierung. Alléneren wurden Tumorzellen

implantiert.

3.2.1.2 Prophylaktische Immunisierung (PI)
Die Versuchstiergruppen des Versuchs Prophylalgisgtmunisierung (P1) bestanden

aus jeweils 4 Tieren (Gruppen 5A, 5B, 10A, 10B, 22B8B). Die Gruppen 5A, 10A
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und 25A erhielten 1Q@) ACA14C5, die Gruppen 5B, 10B und 25B erhielte@utd
Mause IgG po Woche.

3.3 Versuchsdurchfihrung:

3.3.1 Tumorimplantation

Die Tumorzellsuspension wurde dem Versuchstier stankauf dem Ricken ca. 0,5
cm oberhalb des Schwanzansatzes injiziert. Daflrdevueine Subkutannadel
("Neolus" 0,4x20mm, Terumo, Belgien) verwendet. Nalmjektion wurde die

Einstichstelle noch einige Zeit manuell komprimienn ein Austreten der injizierten

Flissigkeit zu unterbinden.

3.3.1.1 TL Gruppe
Die Versuchstiere aller drei Gruppen (A, B, C) eltegn am 9. Lebenstag (Geburtstag

= Tag 0) jeweils 5 Millionen Tumorzellen in 3ml ension.

3.3.1.2 PI Gruppe
Die Versuchstiere erhielten an ihrem 29. Lebenstdgi unterschiedliche

Tumorkonzentrationen:

* Gruppe 5A und 5B erhielten je 5 Millionen Tumoreella 3ml

e Gruppe 10A und 10B erhielten je10 Millionen Tumdieze a 3ml

e Gruppe 25A und 25B erhielten je 25 Millionen Tunmaltzn a 4ml
In den letzten beiden Gruppen mufdte das VolumerSdspension mit NaCl-Losung
auf 4 ml erhdht werden, damit die Tumorzellen sictistandig 16sen konnten und

nicht verklumpten.

3.3.2 Immunisierungen

Die Immunisierungen erfolgten in beiden Gruppenehegllig alle sieben Tage,
intraperitoneal durchgefiihrt wahrend einer kurzehalationsnarkose mit Isofluran
("Forene", Abbott, Chicago, USA). Die Narkose wurdeeinem fur Tierversuche
Ublichen Narkoseglastopf mit einem mit "Forene'r@ekten Wattebausch eingeleitet.
Die Antikbrpermenge bzw. das Maus-IgG war jeweil$ @ne Injektionsmenge von
0,1 ml suspendiert und wurde mit einer Subkutann@dieolus” 0,4x20mm, Terumo,

Belgien) in den rechten Unterbauch injiziert.
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3.3.2.1 TL Gruppe
Alle Tiere wurden am 30. Lebenstag bzw. am 21. fagh Tumorimplantation zum

ersten Mal immunisiert-.
* Gruppe A erhielt 10Quig ACA14C5.
» Gruppe B erhielt 10Qg Mause IgG.

* Gruppe C erhielt keine Immunisierung

3.3.2.2 PI-Gruppe
Alle Tiere wurden am 15. Lebenstag bzw. 14 TageTwonorimplantation zum ersten

Mal immunisiert.

* Gruppe A erhielt 10ug ACA14C5.
* Gruppe B erhielt 10Qg Mause IgG.

Implantation der jeweiligen Immunisierung i.p. einmal pro Taglich Kontrolle des
Tumorzellmenge in das Woche mit 10Qug ACA14C5 oder | Tumorwachstums

Subcutangewebe oberhalb dgsMause 1gG..

Schwanzansatzes
TLC: 9. Lebenstag TLC ab 30. Lebenstag TLC ab 15. Lebenstag
Pl: 29. Lebenstag Pl ab 15. Lebenstag Pl ab 40. Lebenstag

Y

Abbildung 4: Immunisierungsprotokoll in Kurzform

3.3.3 Datenerfassung:

Ab dem achten Tag nach Implantation wurden die Trentéglich mit einer Messleere
nach Lange (parallel zur Wirbelsaule) und Breiteitishe Ausdehnung neben der
Wirbelsaule) in Millimeter vermessen. Es zeigtehsitass die Messwerte erst ab dem
elften Tag verwertbar waren, weil sich erst abeliedag das Injektionsédem so weit

zuruckgebildet hat, dass der Tumor palpabel und itsamessbar war. Der
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durchschnittliche Tumordurchmesser jedes Tieresdeaus diesen beiden Werten
bestimmt.
Die Messung erfolgte taglich moglichst zur gleicheteit, um einen 24

Stundenrhythmus bei der Wachstumskontrolle einzehal

3.3.3.1 Erlauterung zur Auswertung der Ergebnisse:
Die Versuche wurden nach 56 bzw. 57 Tagen auschnisGriinden abgebrochen. Die

absichtlich klein gehaltenen Gruppen (Tierschuthy&nkten die Auswertung ein. Bei
einer hohen Standardabweichung und kleinen Gruptn die Aussagekraft

statistischer Tests auf dem allgemein Ublichen ikgmzniveau ¢=0,05) begrenzt.

Deshalb werden die Ergebnisse mehr deskriptiv dtelie indem die Mittelwerte der
Tumordurchmesser der Einzeltiere und der Gruppeglichen werden. Tabellen und
Diagramme wurden mit den Funktionen des ProgramrtelEder Firma Microsoft

berechnet und dargestellt.

Die gesamten Werte der einzelnen Gruppen sind ilmaAg zu finden.



48

4 Ergebnisse

4.1 Einleitung in die Ergebnisse

Die relativ klein gehaltenen Gruppen fihren zu Eim&nkungen bei der Auswertung.
Die Aussagekraft statistischer Tests bei dem al@eriiblichen Signifikanzniveau (p

= 0,05) ist bei hoher Standardabweichung und &lei@ruppen begrenzt, daher wird
auf die Durchfuhrung dieser Tests verzichtet und Darstellung der Ergebnisse
erfolgt deskriptiv. Es werden die Entwicklung ddrsaluten Einzelwerte und die

Mittelwerte des Tumordurchmessers der einzelnenp@mu betrachtet. Bei der

Einzelfallanalyse geht die individuelle Entwicklumgpd der Gesundheitszustand der
Tiere am Ende des Beobachtungszeitraums in die @uisag ein. Hierbei erfolgt auch

eine  Analyse der individuellen  extremen  Abweichemg von den

Durchschnittswerten.
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4.2 Einzelfallanalyse
4.2.1 Versuch TLC

4.2.1.1 Gruppe A (n=7)

TLC Gruppe A Ab2
3,5
’g 3
\52,5 ——A1
:,&9 7/ A2
o 15
S A3
e 14
2 05 Al
0| —x—A5
—o— A6
: : ——A7
Feb Mrz Mrz Mrz Mrz Mrz
Lebensalter (Tage)

Abbildung 5:Tumorwachstum der Einzeltiere in Grupgpe

Gesamtdarstellung: Grundsatzlich lassen sich drei Tumorwachstumskurve

verzeichnen. Es zeigte sich ein nach kurzer Platesse in sich zusammenbrechendes
Tumorwachstum, wobei diese Tumore eine Komplettssion in Lebenszeit des
Versuchstiers zeigten. Drei Versuchstiere (A3, AX5) zeigten ein solches
Tumorwachstum. Eine zweite Tumorwachstumskurve wvg@pragt durch ein
langsames Tumorwachstum bis zu einem Maximum zwisctlem 33. und 36.
Lebenstag (18. bis 21. Tag nach Tumorimplantatioggfolgt von einer
Tumorregression bis zum Versuchsende. VersuchstigréA2 und A6 zeigten diese
Wachstumsdynamik. Als dritte  Wachstumskurve zeigieh ein expotentielles

Tumorwachstum bei Tier A4.



50

EinzeldarstellungVersuchstier A3 zeigte zu Beginn einen deutlicipglalen Tumor,

der sich bis zum 20. Tag rapide zurtck bildete.

Auch bei dem Tier A7 bildete sich der Tumor mitedmmaximalen Durchmesser von
0,7 cm am 17. Tag auf 0 cm am 23. Tag zurlck.

Beide Tiere blieben bis zum Ende des Versuchs tinaior

Auch bei den Ratten A5 und A2 erfolgte ein Tumokgang von (A5) 0,4cm , (A2)
0,9cm auf Ocm bis zum 40. Tag (A5) und 53. Tag)(A2

Bei den Tieren A6 und Al waren Maximaldurchmessar ¢,7 bzw. 1,2cm um den
39. Tag zu beobachten. Danach zeigte sich ein Riickdes Tumordurchmessers bis
zum Versuchsende auf 1,3 bzw. 0,45cm.

Versuchstier A4 wies ein deutliches starkes Tumohstum auf mit einem Maximum
von 3cm am 36. Tag. Der Tumor wurde auf Grund dbselen Wachstums partiell
nekrotisch. Daraufhin wurde das Tier bei einem Trdaochmesser von ca.2,8 cm am

41. Tag aus ethischen Grinden getotet.
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4.2.1.2 Gruppe B (n=7)

TLC Gruppe B IgG

4
g 3,5 -
S 37 —e—B1
8 251
0 2 = B2
(@)] > X
g 151 S A B3
-~ -
g 1 NI A . B4
F 05 g s
0 e o} At —%—B5
15 21 27 33 39 45 51 ——B6
25, 03. 09. 15. 21. 27.  02. Apr . B7

Feb Mrz Mrz Mrz Mrz Mrz
Lebensalter (Tage)

Abbildung 6: Tumorwachstum der Einzeltiere in Greip

Gruppendarstellungin dieser Gruppe lieRen sich drei Tumor-Wachstims/en

beobachten. Vier Tiere zeigten nach anfanglichermdmentwicklung ein
Wachstumsplateau ohne oder nur mit marginaler Tdorohmesser-Abnahme. Drei
Tiere fielen aus diesem Wachstumsverhalten herdtis. Tier zeigte nach
anfanglichem Tumorwachstum bis zum 32. Lebenstaghe eiklinische
Komplettremission. Ein  weiteres Versuchstier enkeite nach zunachst
logarhythmischem Wachstum ein Plateau auf sigmfikedbherem Niveau gegenuiber
den anderen Tieren. Ein letztes Tier entwickels aach dem 32. Lebenstag einen
kleinen Tumor. Bei allen Tieren konnte im Beobadlggreitraum eine Zweiteilung
der Wachstumsdynamik verfolgt werden, wobei eseinziveiten Halfte zu einer mehr

oder weniger ausgepragten Plateaubildung kam.
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Einzeldarstellung Bei der Ratte B6 zeigte sich sehr schnell ein K§ang des

Tumordurchmessers von 0,7cm am 20.Tag auf 0 cni3aiag. Es war das einzige
Tier der Gruppe, das am Ende des Versuchs alsséingeheilt betrachtet werden
konnte.

Das Tier Bl zeigte bis zum 34.Tag keinen Tumorwekielte ab dann bis zum
Versuchsende jedoch einen Tumor mit einem Durckerss/on 0,5 cm .

Die ubrigen Tiere (B2-B5, B7) zeigten bis zum c#&.Ta4g einen Anstieg des
Tumordurchmessers. Danach war eine Stagnation ederleichter Abfall zu

beobachten.

4.2.1.3 Gruppe C (n=4)

TLC Kontrollgruppe

5 —e—C1
% -—a—C2
‘@ C3
S
= c4
-}
l_

0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr T T T T T T T T T T T T T T T T
15 21 27 33 39 45 51

25. 03. 09. 15. 21. 27. 02. Apr
Feb Mrz Mrz Mrz Mrz Mrz

Lebensalter (Tage)

Abbildung 7: Tumorwachstum der Einzeltiere in Greigp

GruppendarstellungNach der Odemphase erfolgte ein gleichméaRigertiégs der

TumorgréRe bei allen Tieren dieser Gruppe. Intéviduell kam es bei drei der vier
Versuchstiere zu einem Einbruch des Tumorwachstims Tier zeigte nach einem
Wachstumseinbruch ein weiteres logarhythmischeshdtam.

Einzeldarstellung: Bei der Ratte C3 stagnierte das Wachstum als serdige

TumorgréRe nahm ab dem 26.Tag deutlich ab auf uhtem. Das Tier verstarb
Uberraschenderweise am 28.Tag. Die Obduktion zeugfter einer auffalligen R6tung
der Leber keine weiteren Besonderheiten.
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Bei dem Tier C1 stagnierte der Tumordurchmesseteay 27.Tag bei 1,1cm und fiel

dann ab dem 41.Tag bis zum Exitus am 44.Tag achOab.

Nach Erreichen des Maximums des Tumordurchmessigrg,itm am 39.Tag bei

Versuchstier C4 ging er bis zum Versuchsende Ggdém zurick.

Bei Ratte C2 war ein Anstieg des Tumordurchmesaansl,1cm auf 2,3cm bis zum
38.Tag zu beobachten. Auffallend hierbei war epider Anstieg des Durchmessers
ab dem 34.Tag mit dessen anschlieRendem Ruckgardenr88.Tag auf 1,75cm. Ab

dem 43.Tag nahm der Wert wieder kontinuierlichaa$2,3cm zu.

4.2.1.4 Erkrankungszustande am Versuchsende:

Neben der Tumorgrdl3e ist auch der Verlauf resp.Sadium der Tumorerkrankung
bei den Tieren ein wichtiges Beschreibungsmerknia. ergeben sich deutliche
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen.

Die Erkrankungszusténde teile ich in funf Stadien e

»rumorfrei*

,Deutliche Remission*: wenn die Tumorgrof3e kleirtgd% der zuvor erreichten
Maximalgrol3e betrug.

,aeringe Remission*: wenn die TumorgroRe um 25 B@8%6 der zuvor erreichten
Maximalgrofl3e zurlickgegangen war.

»Tumorwachstum* oder ,Tumorriickgang <25%" der MaxibamorgréiRe.

,10d der Tieres" im Laufe des Versuchs mit etalbdier Tumor.

In dieser Einteilung zeigte sich die Gruppe A aks @ruppe mit den meisten Tieren
(71%) in den gunstigeren Stadien ,Tumorfrei“ undegyfliche Remission®. 28% der
Tiere befanden sich in den unglnstigen Stadien h\taen und Tod".

In Gruppe B befanden sich nur 28% in den gunstiawlien, ebenfalls 28% befanden
sich im Stadium ,Geringe Remission®. Hier befandsith 43% im Stadium
~Wachstum®.

In der Kontrollgruppe starben 50% der Tiere, be¥o2bar eine ,Geringe Remission®
und bei weiteren 25% eine ,Deutliche Remission“veuzeichnen. Kein Tier befand
sich im Stadium ,Tumorfrei.
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Tabelle 6: Erkrankungszustande der Versuchsgriipfeam Versuchsende

Gruppe A Gruppe B Gruppe C
ACA14C5 n=7 Mause IgG n=7 Kontrollgruppe n=4
Tumorfreier 47 57% 1/7 14% 0/4 0%
Zustand
Deutliche 1/7 14% 1/7 14% 1/4 25%
Remission:
Ruckgang > 50%
Geringe Remission:0/7 0% 217 28% 0/4 0%
Ruckgang um
25-50%
Ruckgang < 25% | 1/7 14% 3/7 43% 1/4 25%
oder Wachstum
Tod des Tieres 1/7 14% 0/7 0% 214 50%

4.2.2 Versuch Pl

4.2.2.1 5 Millionen Tumorzellen

 Gruppe A
P15x10/6 Ab2
1
. 0,9
—~ 0'8 ,
§ 07 —e—5A1
o 06 —=— 5A2
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> 8,‘31 5A3
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g 02 5A4
0,1
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22. 25. 28. 31. 03. Apr  06. Apr
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Lebensalter (Tage)

Abbildung 8: Tumorwachstum der Einzeltiere in Greiha

Kein Versuchstier dieser Gruppe zeigte ein messbanenorwachstum. Histologische
postmortale Untersuchung der Rulckenhaut an derktiofesstelle ergab keinen

Hinweis auf das Vorliegen eines Tumors.
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 Gruppe B
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06. Apr

Abbildung 9: Tumorwachstum der Einzeltiere in GreixB

Das Versuchstier B3 zeigte kein Tumorwachstum. Ratte B1 hatte durchgehend
. Tier B2 echefte einen Tumor mit

einen gut palpablen Tumor von 0,1cm

Maximaldurchmesser von 1,7cm

verschwand. Bei Ratte B4 war ein langsames Tunarstam zu beobachten, wobei

am 45.Tag,

der his51.Tag

sich der Durchmesser ab dem 48.Tag bei ca. 0,5l h

4.2.2.2 10 Millionen Tumorzellen

 Gruppe A
P110x10/6 Ab2
0,25
E 027 —e—10A1
E 0,15 —=10A2
:t% 01} Y 10A3
2
0 T | AR I A S in - Sy i A S B A i A o i A i A Ao o Al o A A o Ay
40 43 46 49 52 55
22. 25. 28. 31. 03. Apr 06. Apr
Mrz Mrz Mrz Mrz
Lebensalter (Tage)

auf Dauer
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Abbildung 10: Tumorwachstum der Einzeltiere in Grad0A

Die Tiere A1 und A3 zeigten kein Tumorwachstum.
Bei den Ratten A2 und A4 schwankte die palpable dngmdl3e zwischen Ocm und
0,2cm. Endgultiger Riickgang war am 51./52.Tag tel#sr.

 Gruppe B
P110x10/6 IgG
1,6
14 —
g 1,2 —e—10B1
o 1T — = 10B2
< 0,8 —
© 04 . 10B4
IS
2 0.2 Fe=w woN
0 A\ T \A\A\A\ e > S e e e R R
40 43 46 49 52 55
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Mrz Mrz Mrz Mrz
Lebensalter (Tage)

Abbildung 11: Tumorwachstum der Einzeltiere in Gred0B

Bei allen Tieren war ein Tumor messbar.

Die Ratten B2 und B4 wiesen bei Beginn den klem3temordurchmesser von 0,2 cm
auf und waren ab dem 48.Tag tumorfrei.

Tier B1 hatte einen Tumordurchmesser von 0,4 crddniiag, der bis zum 56. Tag
auf 0,1 cm zurick ging.

Versuchstier B3 zeigte das grof3te Tumorwachstunilmitm am 48.Tag. Ab da ging

der Tumor auf 0,8 cm am 56. Tag zurtck.
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4.2.2.3 25 Millionen Tumorzellen

 Gruppe A
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Abbildung 12: Tumorwachstum der Einzeltiere in Gre25A

Das Tier A2 zeigte einen anfanglich rapiden Anstleg Tumorwachstums von 0,1 cm
/41. Tag auf 0,8 cm /43. Tag mit nachfolgendem Al#af 0,4 cm /47. Tag. Dieser
Durchmesser blieb bis zum Versuchsende konstant.

Die Ratte A4 zeigte einen Tumorriickgang von 0,3ao0m41. Tag auf O cm 45. Tag.
Bei Tier A1 war bis zum 47. Tag kein Tumor palpali@nach war ein kurzzeitiges
Wachstum bis zu einem Durchmesser von 2 mm zudoédén. Ab dem 51. Tag war

kein Tumor mehr feststellbar.



58

* Gruppe B
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Abbildung 13: Tumorwachstum der Einzeltiere in Grei25B

Das Tier B1 hatte den grof3ten Tumor mit 0,8 cm 4lIn Tag, wobei hier ein
kontinuierlicher Rickgang auf O cm bis zum 55. Zagerzeichnen war.

Auch die Ratte B4 war am Ende des Versuchs tumpisdoch war hier nur ein
Maximaldurchmesser von 0,2 cm am 40. Tag zu bedbach

Die Tiere B2 und B3 zeigten erst ein Wachstum vaximal 0,3-0,5 cm, dann einen

Rickgang auf 0,1-0,2 cm.
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4.2.2.4 Erkrankungszustande am Versuchsende:

Die Gruppen A zeigten sowohl bei 5 als auch beMillonen Tumorzellen am Ende
des Versuchs einen tumorfreien Zustand. Bei dep@ B befanden sich zwar 50%
im tumorfreien Stadium, die anderen 50% befande jgidoch in den unginstigeren
Stadien ,Geringe Remission , oder ,Wachstum?®.

Bei Gruppe B waren 75% im positiven Stadium un&oc2&iesen eine ,Geringe
Remission* auf.

Bei der hohen Tumorlast von 25 Millionen Tumorzelieerhielten sich Gruppe A und
B fast identisch. 75% verteilten sich gleichermafdei die glinstigen Stadien. Die
restlichen 25% zeigten bei Gruppe A ,Wachstum®, W&ruppe B ,Geringe

Remission®.

Tabelle 7: Erkrankungszustande der VersuchsgruppsmP/ersuchsende

5 Millionen 10 Millionen 25 Millionen
Tumorzellen Tumorzellen Tumorzellen
A B A B A B
Ab2 Mause IgG | Ab2 Mause IgG | Ab2 Mause IgG
n=4 n=4 n=4 n=4 n=4 n=4
Tumorfreier | 4/4 2/4 4/4 2/4 214 2/4
Zustand 100% | 50% 100% | 50% 50% 50%
Deutliche 0/4 0/4 0/4 1/4 1/4 1/4
Remission: 25% 25% 25%
Ruckgang
>50%
Geringe 0/4 1/4 0/4 1/4 0/4 1/4
Remission: 25% 25% 25%
Ruckgang
um 25-50%
Ruckgang 0/4 1/4 0/4 0/4 1/4 0/4
<25% oder 25% 25%
Wachstum
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Abbildung 14: Erkrankungszustande der Pl Gruppe5mitio. Tumorzellen
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Abbildung 15: Erkrankungszustande der Pl Gruppel@iMio. Tumorzellen
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Abbildung 16: Erkrankungszustande der Pl Gruppe2&iMio. Tumorzellen
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4.3 Gruppenanalyse
4.3.1 Versuch TLC

4.3.1.1 Allgemeine statistische Beobachtung

In dieser Gruppenanalyse werden die Mittelwerte demordurchmesser in den
einzelnen Tierversuchsgruppen im Vergleich der @empuntereinander dargestellt. In
diese Darstellunggehen drei Gruppen ein: Versuchsgruppe A erhielt Amti-
Idiotypen Antikoérper (10Qug ACA14C5), Gruppe B erhielt 106y Mause IgG sowie
die Kontrollgruppe C, die keinerlei Immunisierueielt.

Am 47. Tag nach Tumorimplatation (Versuchsende)ruigetder Mittelwert des
Tumordurchmessers in Gruppe A 0,33 cm mit einend&tedabweichung von 0,51 cm.
Der Mittelwert in Gruppe B betrug 1,29 cm mit eirf&andardabweichung von 1,04
cm. Der Mittelwert der Kontrollgruppe betrug 1,d® mit einer Standardabweichung
von 0,67 cm. Die Gruppe A zeigte also mit 0,33 @n deringsten durchschnittlichen
Tumordurchmesser am Versuchsende, wéhrend die &Bppit 0,96 cm (290%) und

die Kontrollgruppe C mit 1,1 cm (333%) dariber lage
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Abbildung 17: Mittelwerte aller Gruppen des TLC ¥echs
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4.3.1.2 Endpunktbetrachtung

Bei kleinen Versuchsgruppen und hoher Standardaiweg sollte auch der Median
als Lagemal? und als dazugehoériges Streuungsmalhtdeguartilabstand (Abstand
zwischen dem 25. und 75. Perzentil) zur Auswerti@gangezogen werden. Sie sind
unempfindlicher gegentber Ausreil3ern, jedoch agdbibere Mal3zahlen als der
arithmetische Mittelwert und die Standardabweichung

Zum Versuchsende betrug der Median der Gruppe A Gemm mit einem
Interquartilabstand von 0,3 cm im Gegensatz zurtieliert mit 0,28cm bei einer
Standardabweichung von 0,52cm (d.h. 50 % der Wiegen zwischen der Differenz
des 1. und 3. Quatrtils in cm). Der Median der @aup lag &hnlich dem Mittelwert
bei 0,9cm mit einem Interquartilabstand von 0,8&mch bei der Kontrollgruppe sind
die Abstande minimal. Hier ist der Median mit 1/5 enit dem Mittelwert identisch

und der Interquartilabstand betragt 0,8cm.

4.3.1.3 Beobachtung des Kurvenverlaufs

Nach Riickgang des primaren Odems und Konsolidiedengnjizierten Tumorzellen

ist ein gemeinsamer Ausgangspunkt am 17.Tag her &umorgréf3e von ca. 0,65cm
zu erkennen.

Ab hier steigen die Tumorgré3en der Gruppen B Gnbis zum 39.Tag auf ein
Maximum von ca. 1,7cm an, wobei die Gruppe C derpe B im Wachstum bis
dahin immer Uberlegen war. Danach verzeichnen dezeTbeider Gruppen einen
starken Abfall des Tumordurchmessers bis zum 44.Pdgdem 45.Tag fallt die

TumorgréRe der Gruppe B bis zum Versuchsende nakaztinuierlich von 1,3 cm

um 0,2 cm auf 1,1 cm ab.
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Die Kurve der Gruppe C weist zwei TumorgroRenduresserspringe nach oben um
ca. 0,3cm auf, die durch den jeweiligen Tod desreBiemit dem Kkleinsten
Tumordurchmesser zu erklaren sind. Dies geschatilpeam 28.Tag und 44.Tag Ab
dem 45. Tag stieg die Kurve bis zum Versuchsewodé tangsam auf 1,5 cm an.

Die durchschnittliche Tumorgrof3e der Gruppe A fiisl zum 23. Tag um ca. 0,15 cm
um dann bis zum 39.Tag auf ein Maximum von ca8 @® anzusteigen. Ab da fiel
sie erst sehr rapide durch den Tod des Tieres emt drof3ten Tumordurchmesser,

dann langsam bis auf eine Tumorgréf3e von ca. G/’ am Versuchsende ab.
4.3.2 Versuch PI

4.3.2.1 Allgemeine statistische Beobachtung

In dieser Gruppenanalyse werden die Mittelwerte demordurchmesser in den
einzelnen Tierversuchsgruppen im Vergleich der @empuntereinander dargestellt. In
diese Darstellung werden drei Tierversuchsgruppeit unterschiedlicher
Tumorzellkonzentration (5x106; 10x106; 25x106 Tumetlen) einbezogen. Diese
bestehen jeweils aus zwei Untergruppen: Die Gruppse erhalt den Anti-ldiotypen
Antikdrper (100ug ACA14C5), und die Gruppe B, die 10 Mause IgG erhalt.

4.3.2.2 Endpunktbetrachtung

« 5x1¢ Tumorzellen
Am 46. Tag nach Tumorimplantation (Versuchsendbj gs in Gruppe A keinerlei

Tumorwachstum. In Gruppe B betragt der Mittelwees dumordurchmessers 0,1cm
bei einer Standardabweichung von 0,14cm.
Der Median der Gruppe B betréagt 0,05cm, der Intargabstand 0,15cm.

« 10x10 Tumorzellen;
Bei dieser Tumorzellmenge sind am Versuchsende aillehTiere der Gruppe A

tumorfrei. In Gruppe B betragt der Mittelwert deanfordurchmessers 0,23 cm bei
einer Standardabweichung von 0,39 cm.
Der Median der Gruppe B betragt 0,05 cm, der Iniargabstand 0,28 cm.
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« 25x1@ Tumorzellen

Bei dieser Tumorkonzentration sind in beiden Gruppgeweils 2 Tiere bei
Versuchsende tumorfrei. In Gruppe A betragt dertéMitert 0,15cm bei einer
Standardabweichung von 0,19 cm im Gegensatz zWdaten von Gruppe B, wo der
Mittelwert 0,08cm mit einer Standardabweichung \ificm betragt. Die Mediane

betragen bei Gruppe A 0,1cm mit einem Interqudrsitand von 0,25cm und bei

Gruppe B liegt der Median bei 0,05cm mit einemrgtertilabstand von 0,13cm.

4.3.2.3 Beobachtung des Kurvenverlaufs
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Abbildung 18: Mittelwerte aller Gruppen des Pl Merhs




65

« 5x10° Tumorzellen

Bei Gruppe A zeigt sich bei keinem Tier zu keineitZ'umorwachstum. Gruppe B
startet wie alle B-Gruppen bei 0,35cm, um dann ngidem kleinen Einbruch am
42.Tag zum Maximalwert von 0,6cm am Tag 45 anzgsteiHierauf folgt ein nahezu
kontinuierlicher Ruckgang des durchschnittlichenmbudurchmessers auf ca 0,15cm

ab dem 51.Tag. Ab jetzt bewegt sich der Mittelwenapp tber 0,1cm bis zum
Versuchsende.
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Abbildung 19: Tumorwachstum der Einzeltiere in G¥oppen des Pl Versuchs mit 5 Mio. Tumorzellen

« 10x1@ Tumorzellen

Gruppe A startet bei einem Durchmesser von 0,1ciaan40. Dieser kann sich bis
Tag 42 auf 0,15cm steigern. Dann sinkt er am Tagadi60,025cm ab, um dann
nochmals auf 0,075cm an Tag 48/49 anzusteigen.ap5L sind alle Tiere tumorfrei.
Gruppe B startet bei 0,35cm und erlebt keinen arkeh Zuwachs wie die Gruppe B
der kleineren Tumorkonzentration. Sie erreicht Miaximum von ca 0,5cm am 43.
Tag. Aber auch der Tumorrtickgang ist ab hier lamggaund erreicht am Tag 57
seinen Enddurchmesser von 0,23cm , der den gréldtehschnittichen Durchmesser
aller Gruppen dieses Versuchs darstellt.
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Abbildung 20: Tumorwachstum der Einzeltiere in Gganppen des PI Versuchs mit 10
Mio. Tumorzellen
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« 25x1@ Tumorzellen

Gruppe A startet mit 0,125cm knapp Uber der Grugpemit der mittleren
Tumorkonzentration, dann steigt der Tumordurchmeaste0,3cm an Tag 43 an, um
dann auf 0,125cm am Tag 47 abzufallen. Wie beindigiferen Tumorkonzentration
steigt der Tumordurchmesser wieder an auf 0,2cm2/8ades Maximaldurchmessers,
am 49. Tag. Ab da zeigen sich fallende Werte, dib sach leichtem Anstieg bei
0,15cm am Versuchsende einfinden. Gruppe B zeigh minem minimalen Anstieg
von 0,025cm auf 0,375cm am Tag 41, einen deutlickiestieg auf 0,15 am Tag 49.
Hier halt sich das Niveau bis zum 53.Tag, um dasrzbm Versuchsende am Tag 57

auf 0,075cm abzufallen.
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Abbildung 21: Tumorwachstum der Einzeltiere in Gganppen des PI Versuchs mit 25
Mio. Tumorzellen
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5 Diskussion

5.1 Tumorimmuntherapie

Der therapeutische Ansatz, Tumorerkrankungen mit mummodulierenden
Mallnahmen entgegenzutreten, erweist sich in dertetetJahren aufgrund von
Entwicklungen in der Grundlagenforschung, aber d@uatischritten in der klinischen
Anwendung als eine viel versprechende Mdglichkeitler onkologischen Therapie.
Durch Veranderungen der Immunitatssituation karenAbwehrbereitschaft des vom
Tumor befallenen Organismus moduliert werden. Diésalogischen Therapien
kénnen regenerieren, stimulieren oder die Imnaaingegeniber dem Karzinom
erhéhen.

Aufgrund des grundlegenden Aufbaus der Komponebésitzt das Immunsystem die
Fahigkeit, den Korper vor Antigenen, die durch Brikungen, inklusive
Tumorerkrankungen, reprasentiert werden konnen, protegieren. Hierbei ist die
Antigenitat des Tumors von entscheidender BedeutWigd ein Fremdantigen nicht
erkannt oder weisen die Funktionsablaufe der Imrowedr einen Defekt auf, so fuhrt
dies zur Ausbildung der Erkrankung (Herlyn et 4B90). Die von den Zellerdes
Immunsystems als wichtiger Teil dieser Abwehrfuoktisezernierten Proteintypen
sind Antikorper und Zytokine. Antigenitat, Antik@p und verschiedene Zytokine
(Interferone, Interleukine) dienen daher als Gragdlvielfaltiger Forschungsanséatze
und werden mittlerweile erfolgreich in der Tumorimmtherapie angewandt. Die
Immuntherapeutika lassen sich aber auch schon Iefinairliche Substanzen im
Korper nachweisen (Beatty, 1992; Beverley,1995; tRlcharya-Chatterjee et al.,
1994; Herlyn et al., 1996; Pegram et al., 1999tHRmiller et al., 1998; Wagner et al.,
1999, Pfisterer 2006).

Man bemiht sich Madoglichkeiten zu finden, die vigigen Funktionen und
Interaktionen des Immunsystems zu starken resplenherzustellen. Die Interaktion
des korpereigenen Abwehrsystems mit den Krebszelkwsll durch die
Immuntherapeutika auf unterschiedliche Art und Weleeinflusst werden. Dabei
werden Prozesse in Gang gesetzt, die auch im gesu@dyanismus normalerweise
ablaufen (Grundmann, 1981; Liotta, 1983; Informag¢io des National Cancer
Institute, Zhang 2003, Reinartz 2006).
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Als ein Ziel werden die Reduzierung von Prozessem Begunstigung des
Tumorwachstums und die Vernichtung wieder erkenndpamachter Tumorzellen
durch das Immunsystem angestrebt. Die fir die @emsg von Fremdzellen
verantwortlichen Zellen wie T-Zellen, NK-Zellen uiibkrophagen sollen unterstiitzt
und die Wachstumseigenschaften der Tumorzellenigernschaften von gesunden
Zellen umgewandelt werden. Ein weiteres Ziel istdde Sequenz ,normale Zelle —
prakanzerose Zelle — Krebszelle’ zu blockieren agerukehren. Eine Steigerung der
Reparationsfahigkeiten des Korpers, auch hinsathtller durch vorausgegangene
Behandlungen wie z. B. Chemotherapie oder Radiaimrsachten Schaden, soll
ebenso wie die Verhinderung der Metastasierungcétre/erden.

Die entsprechenden bei bestimmten Tumorarten, nedmaften oder —stadien
angewandten Therapien stof3en immer wieder an ilmenz8n. So erwies sich
beispielsweise die Anwendung monoklonaler Antiledrpm adjuvanten Bereich
Erfolg versprechend. Riethmiuller et al. (1994) beda die héchste Wirksamkeit des
monoklonalen Antikorpers 17-1A gegen individuellspersierte Zellen (,minimal
residual disease”). An die Zellen solider Karzinofard lediglich eine geringe und
unvolistandige Bindung statt (Jain, 1990). Daraasiért unter anderem die jetzige
Indikation fir die Anwendung des Antikorpers. S# jedoch auf die postoperative
adjuvante Therapie des colorektalen Karzinoms Befall der lokalen Lymphknoten
ohne Fernmetastasen (Dukes, C.) begrenzt (Raahl&9&, Riethmudiller et al., 1998).
Ein weiteres Problem wirft die Antigenitat der Immtiberapeutika selbst auf. Als
Nebenwirkung kann namlich eine allergische Reakgiegen Maus-Immunglobulin
hervorgerufen werden, da die meisten bisher veretemd Antikdrper murinen
Ursprungs sind. Man versucht daher, mit der Hdwstgl chimarischer und
bispezifischer Antikdrper und auch mit der Entwickd) eines Single-chain-fragments
eines Antikorpers (reine Fab-Fragmente) diesem |Bmolentgegenzuwirken (Raab et
al., 1996; Schlebusch et al., 1997).

Ein weiterer Ansatz in der klinischen Immuntherapst die Zuflhrung von
Immunadjuvanten. Diese Zufihrung soll vorhandenepéi@igene Immunprozesse
gegen den Tumor anregen. Erste Versuche wurdenZgidkinen durchgefuhrt
(Beverley P. et al. 1995per Einsatz von Zytokinen verursachte jedoch massier



69

allem grippeahnliche Nebenwirkungen (Informatiortes National Cancer Institute,
1997).

Die heute verfugbaren und sich abzeichnenden whiedlichen Ansatze erméglichen
es der Tumorimmuntherapie, sich einer Vielzahl ktbaner Kombinationsverfahren zu
bedienen. Sie finden Einsatzmdglichkeiten als Karationen innerhalb der
Immuntherapie, aber auch als Kombinationen mit kimmventionellen Therapien wie
Chemotherapie und Radiatio. Daraus geht hervors diés Immuntherapie einen
enormen Forschungsaufwand erforderlich macht, dedogh durch die
aussichtsreichen Perspektiven gerechtfertigt vBehafty, 1992; Raab et al., 1996).
Welchen Stellenwert nimmt nun die Immuntherapieerhalb der konventionellen
Krebstherapieverfahren ein?

Man kann davon ausgehen, dass heute und auch ian#Zudtie konventionellen
Krebstherapieverfahren — Chirurgie, ChemotheraRegiatio — die Grundlage einer
modernen onkologischen Therapie darstellen. Ofttebie nur sie kurative
Maoglichkeiten, vorausgesetzt, die Erkrankung isteinem relativ frihen Stadium
diagnostiziert worden. Allerdings ist auch dann @Risiko grof3, dass es eventuell
schon zu einer Aussaat von Tumorzellen gekommeiEssist zu beobachten, dass in
jungster Zeit durch verbesserte Diagnostik mehrziKaminzidenzen mit einer
disproportional héheren Zunahme von kleineren Kemzien nachgewiesen werden
(Harris et al., 1992). Einer der Hauptgriinde flee Karzinommortalitat durfte in der
Dissemination der Krebszellen wahrend der frihexi8h der Erkrankung zu suchen
sein, da die Mortalitat bei den meisten Karzinomankungen relativ konstant
geblieben ist. Dies gilt besonders fur das Mamnmmakam, aber auch fur das
Kolonkarzinom. Aus diesem Grund ist die Anwendunghntoxischer adjuvanter
Therapien angezeigt, vorausgesetzt, die Behandiumggut toleriert (Riethmuller et
al.,, 1994). Adjuvante Therapiemalinahmen sind beenei gewissen Anteil von
Patienten nicht angebracht. Hier sollten die imrhardpeutischen Verfahren zum
Einsatz kommen. Ziel ist es hierbei, durch eine ditevung des Spektrums der
adjuvanten Therapieverfahren, Mikrometastasen fassn. Eine Therapie, die den
Korper bei geringer Tumorlast bei der Abwehr voeridzellen unterstitzt, erscheint
sinnvoll und viel versprechend (Riethmdller et 4994). Die Forschungen auf dem

Gebiet der Tumorimmuntherapie bemihen sich um malendlungsmethoden zur
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Erganzung der bisherigen Mdoglichkeiten und zur ¥sgerung der

Patientenversorgung.

5.2 Anti-Idiotypen zur Immuntherapie

Fur Versuchsansatze mit monoklonalen Antikorperrssnein passendes Antigen zur
Verfigung stehen.

Winschenswert ist dabei die Identifikation einestigans, das von vielen
Tumorzellen, aber mdoglichst wenigen gesunden Kagllen exprimiert wird. Der
Identifikation des Antigens folgt die Aufklarung rdenolekularen Struktur. Der
klinische Einsatzbereich kdnnte ansonsten von em@glicherweise stattfindenden
Kreuzreaktivitat durch unerwiinschte toxische Realdh eingeschrankt werden
(Bajorin et al.,1992; Raab et al., 1996). Fur das tntersuchte CA 14C5 Antigen ist
dies noch nicht erfolgt, fir andere Antigene wiB.zdas CA 125 erst in den letzten
Jahren (O’Brian 2001, Yin 2001, Yin 2002). Riethiatiet al. (1993; 1994) konnten
allerdings belegen, dass eine absolute Spezifitddie Tumorzellen nicht zwingend
notwendig ist, wenn die gesunden Kérperzellen nb@onders zuganglich fir den
Antikorper sind. Dies bestatigen die bisherigenitpesn Ergebnisse und der Einsatz
des monoklonalen Antikorpers 17-1A ohne erheblidtebenwirkungen (Riethmdller
et al., 1998).

Auch der monoklonale Antikérper Trastuzumab zeigé wichtig das Auffinden eines
geeigneten Antigens ist. In diesem Fall wurde eimtikdrper gegen ein
tumorspezifisches mutiertes Zelloberflachenprot@us der Familie der Epidermal-
Growth-Factor-Rezeptoren entwickelt (Hudziak et 4089; Slamon et al.,1989a,
1989b), der keine Kreuzreaktivitat mit dem Epiddr@eowth-Factor-Rezeptor zeigt
(Press et al., 1990). Es bestatigte sich, dassHiR2/neu-Uberexpression in 25-30%
der Mammakarzinome stattfindet. Diese Uberexpressiteht mit einer erhéhten
Rezidivrate und einer kirzeren Gesamtiberlebenszéiechselbeziehung (Press et
al., 1993). Dadurch wird es moglich, den Indikasibereich gezielt bei einem
Patientenkreis, der von der Therapie profitieremnkainzusetzen .Allerdings ist dieser
Kreis relativ klein, da die Uberexpression nur ZB4der Mammakarzinome erreicht.
Unsere Arbeitsgruppe wahlte das Antigen CA 14C5 emegseiner ginstigen

Eigenschaften flir den Therapieansatz mit monokémnahntikdrpern aus. Dabei
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handelt es sich um eine extrazellulare Domane é&tteessnamembranmolekils auf SK-
BR-3 Brustkrebszellen. Eine Blockierung dieses d&fst mit dem monoklonalen
Antikdrper 14C5 hemmt den Ablauf von Adhéasions- lineasionsprozessen, so dass
davon ausgegangen werden darf, dass es sich urAdiiasionsmolekll handelt,
welches Tumorinvasions- und Metastasierungsprozessaittelt (De Potter et al.,
1994). Eine Untersuchung entsprechend der von Rreat (1993) ware sicherlich
auch hier aufschlussreich. 14C5-exprimierende Tentemdieren vermutlich vermehrt
zu Metastasierung und damit erhéhten Rezidivra@pene et al. (1997) konnten
nachweisen, dass CA 14C5 von 64% der invasiv delktslammakarzinome, der mit
65-80% haufigste Tumortyp der Mammakarzinome, éx@mimiert wird. Auf
normalem Gewebe liel3 sich keine Expression nackweisit Ausnahme von
myoepithelialen Zellen von Brust- und Nierengewebér einen therapeutischen
Ansatz mit dem ACA 14C5 ist dadurch eine gute Glagel vorhanden. Mit diesem
Konzept (auch bereits klinisch mit einem Anti-lgipeén Antikorper ACA 125 beim
Ovarialkarzinom) konnten gute Erfahrungen gemactitden, da der Therapieansatz
sich als wirksam und ohne nennenswerte Nebenwidkurgyrwies (Wagner et al.,
1999).

Da eine zytotoxische Wirkung unabhangig von der sBhaes Zellzyklus der
Tumorzellen ist, rechtfertigt dies insbesondere d&nsatz einer Therapie mit
monoklonalen Antikérpern. Der Uberwiegende Teil dekrometastasierten Zellen
befindet sich nicht im Zustand der Proliferatioondern im Stadium der Ruhe (GO-
Phase) und ist somit resistent gegen antiproliferairkende Chemotherapeutika
(Pantel et al., 1993a; 1993b; Riethmuller et &94)). Speziell bei Mammakarzinomen
erweist sich die Mikrometastasierung, haufig gdfolgn Spatmetastasen, als ein
Hauptproblem in der Therapie. Eine effektive Diaggovon Mikrometastasen ist
derzeit noch nicht moglich, so dass eine wirksaumel nebenwirkungsarme
Behandlung auch bei solchen Patientinnen angebeastheint, die eigentlich keiner
Therapie bedurften. Die recht schwierige Behandisitgation wird durch die
inzwischen sehr aufwendigen Risikogruppierungen zuodikationsstellung der
adjuvanten Therapieformen (siehe Kapitel 1.6 DasmMakarzinom) verdeutlicht. Die
Antikdrpertherapie kann daher als geeignete Erg@mzder antiproliferativen

Chemotherapeutika im Einsatz gegen die hauptséchic Ruhe befindlichen
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Mikrometastasen eingesetzt werden. Erstrebensstedabei die daraus resultierende
Verringerung der Nebenwirkungen der Chemotherapigchd eine niedrigere
Dosierung.

Wie bereits unter 4.1 erwéhnt, ist die Bindung woonoklonalen Antikdrpern an die
Zellen von soliden Karzinomen nur gering bzw. uitstéhdig (Jain, 1990; Riethmuller
et al., 1994). GroRere Tumorzellaggregate werdemmuiiich durch ihre basale
Membran geschitzt, sodass die Antikorpertherapigriggam ist. Durch ein grél3eres
Volumen der lokalen Karzinomaggregate und ein ustijes Umfeld, wie
beispielsweise narbiges unzureichend durchblut@&eglegewebe mit schlechten
Penetrationseigenschaften fur den Antikoérper urdkdfektorzellen, kann der 17-1A-
Antikdrper ein Lokalrezidiv nicht verhindern (Riatlkiller et al., 1994). Riethmdller et
al. (1994) begrinden die positive Wirkung des mdormdden Antikorpers 17-1A auf
minimal residuale Kolonkarzinomzellen, namlich di&nterdriickung oder
Verzogerung der Fernmetastasierung, mit der venstine Lokalisation der
Tumorzellen im mesenchymalen oder retikuloendadlesli Kompartiment. In diesen
Kompartimenten finden sich vermehrt die Effektorimeusmen wie Komplement-
und Killerzellen (NK-Zellen), mikrometastasischellge sind hingegen nur selten

anzutreffen.
5.3 Bewertung der Versuchsergebnisse

5.3.1 TLC-Versuch

Ziel des Versuches war, die Wirksamkeit des Anidtigpben Antikdrpers (Ab2) auf
das Tumorwachstum im Tiermodell im Vergleich zunphunisierung“ mit neutralem
Mause-1gG zu untersuchen. Die Ergebnisse sollemdigunologische Wirkungsweise
der Kreuzreagibitat immunkompetenter Systeme hulmouad zellgebundener Art in
Bezug auf einen Kreuzantigen tragenden Tumor belege

Um die klinische Wirksamkeit des Antiidiotypen hesauarbeiten, wurde in der
Kontrollgruppe (Gruppe B) nur mit immunologisch tralem Mause-1gG
immunisiert. Die rein klinische versuchsystem-immeaie Belastung war fur alle
Versuchstiere dadurch gleichgehalten. Somit korausgeschlossen werden, dass
unspezifische Immunreaktionen, die durch Stressdeei Versuchstieren ausgelost
werden, das Versuchsergebnis beeinflussen konnendéh Einfluss von Stressoren
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auf das Versuchsergebnis von der Wirkung des dittiyjpischen Antikérpers trennen
zu konnen, wurde in der Versuchgruppe C nach @dblfumorimplantation nicht
therapiert. Es kann somit postuliert werden, das$gnamik des Tumorwachstums in
dieser Gruppe dem ungebremsten Tumorwachstum utéer standardisierten
Tierversuchsbedingungen entspricht.

Sieben Tage nach Tumorinjektion wurde mit der Imisienung begonnen, damit der
Tumor sich adaquat etablieren und das entstanagzidibnsédem sich weitestgehend
zurtckbilden konnte. So besalRen alle Tiere beibtlsbeginn einen vergleichbaren
Tumorbefall.

Der Mittelwert der Therapiegruppe A zeigte ab demitteh Tag (73h) nach
Erstimmunisierung einen signifikanten Abfall desttelwertes der Tumorgréf3e im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Die weletwicklung der Tumorgréf3en
lag ab diesem Zeitpunkt deutlich unter der der edeéSruppen. Mit 71.4 % der
Versuchstiere in deutlicher Remission (>50 % desidnvolumens) und tumorfreiem
Zustand in Gruppe A gegeniber 29 % in der Versucipgg B und 25 % in Gruppe C
am Versuchsende konnte eine signifikante Wirkurgyatdi-idiotypischen Antikdrpers
dargestellt werden. Auch unter Berucksichtigung Meslians konnte gezeigt werden,
dass die Tumorkontrolle in Gruppe A am effektivstegr. In dieser Gruppe konnten
vier Tiere komplett geheilt werden. Ein Tier (A)rinte als non-responder angesehen
werden, da es ein stetiges Tumorwachstum zeigtéche® der Tumorkinetik in
Gruppe C glich.

Die Entwicklung von Mittelwert und Median in Grupgebefand sich nahezu immer
unterhalb der entsprechenden Werte von Gruppe €s [Asst den Schluss zu, dass
auch eine unspezifische Aktivierung des Immunsystaetarch Mause IgG einen
hemmenden Einfluss auf die Entwicklung eines Turhats

Bei den fur alle Tiere standardisierten Versuched bebensbedingungen kann in den
hier vorgestellten Versuchdaten des Versuches Tib€ enmunologische Wirkung
des anti-idiotypischen Antikérpers ACA 14C5 dargéistwerden, die Uber eine
unspezifische Wirkung durch Immunisierung durch imes IgG hinaus geht. Wie
schon die Daten von Wagner et.al. 1994 in BezuglanfACA 125 zeigten, kann eine
spezifische immunologische Wirkung auf humoraled wellularer Ebene postuliert

werden. Dieser Reaktion geht ein Erkennen des Argiés voraus, die gefolgt wird
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von einer immunologischen Modulation, die den apeiien Anti-ididiotypen
inaktiviert. In weiteren kaskadenartig folgenderhi@ten wird kreuzreaktiv solubles
sowie zellgebundenes 14C5 geblockt und die Apopld€es tragender Tumorzellen
eingeleitet (Jerne N. 1974; Mittelmann A. et. AB92). Fraglich bleibt das genaue
Ablaufschema, in dem dies geschieht. Weiterfihrendaborchemische
Untersuchungen  mussen den  genauen  spezifischen niohogischen
Wirkungsregelkreis untersuchen.

5.3.2 PI-Versuch

Dieser Versuch sollte zeigen, wie grol3 der Einflesser Immunisierung vor
Implantation  auf das  Tumorwachstum bei unterschabdl grof3en
Tumorimplantationsmengen ist.

Alle Tiere wurden am 15. Lebenstag bzw. 14 TageTwonorimplantation zum ersten
Mal immunisiert. Gruppe A mit 100ug Ab2 (anti-idgpischer Antikérper 14C5) , die
Kontrollgruppe B mit 100pg Mause-IgG. Allen Verstieren wurden unter
standardisiertem Verfahren Tumorzellen implantiert.Dies erfolgte in drei
unterschiedlichen Tumorzell-konzentrationen (5x100x10; 25x10 Tumorzellen).
Hierbei wurden die Tiere per Zufallsprinzip denarsthiedlichen Gruppen zugeteilt.
Bei allen Untergruppen der Gruppe A zeigten siclgnifkant geringere
Tumorwachstumsraten als bei den Untergruppen densu¢htiergruppe B. Die
Untergruppe mit der geringsten Tumorzellkonzerdrativon 5x16 Zellen zeigte
Uberhaupt kein Tumorwachstum, die mit der mittleellkonzentration (10x19
zeigte bei Beginn der Messung bei drei Viertel déarsuchstiere ein schwach
ausgepragtes Wachstum und am Ende des Versuehgdadistandige Tumorfreiheit.
Die Gruppe mit der hohen Tumorzellkonzentrationx(@®) zeigte ein deutliches
Wachstum, wobei der Durchschnitt der Tumorgro3e @amomter dem aller anderen
Versuchstiere der Untergruppen in Gruppe B lag.

Die Kontrollgruppen starteten mit ihrem Tumorwacinst auf etwa dem selben
Niveau, Das geringste Wachstum zeigte die Gruppet wmér hochsten
Tumorkonzentration. Forster et.al. konnten 1990 hwnaisen, dass eine
tumorzellspezifische Zellzahl existiert, die optilma Tumorimplantation und
Wachstum zur Folge hat. Hierbei sind hohe Tumazablen in konstanten Volumen
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ab einem zellspezifischen break even schlecht@umorentwicklung und Wachstum.
Angenommen wird, dass in hohen Konzentrationen Taellen sich gegenseitig in
Implantations- und Adhasionseigenschaften behinderas kommt auch in unseren
Daten zum Tragen. Im weiteren Versuchsverlauf wrsentersuchung kam es zu
einem stetigen Riuckgang des Median und des Durchiclder TumorgrofRe. Das
starkste Wachstum zeigte die Gruppe mit dem niedlsgjerten Tumor. Hier ist aber
auch nach etablierter Immunisierung der deutlickéiekgang innerhalb der Gruppen
B zu beobachten. Die mittlere Gruppe verhalt si@may zwischen den beiden
anderen, sie zeigt einen leichten Anstieg mit eilebenso mafligen Ruckgang.

Geht man davon aus, dass eine spezifische Immumgienit Ab2 Antikdrpern in den
Gruppen A stattfindet, dann zeigt sich die Wirkwarg besten bei geringer Tumorlast
und schlecht organisierten kleinen Tumoren. Jeardi& Tumorlast wird, und damit
wird auch die Einnistung effektiver, desto schlechist die Penetration der
Effektormechanismen an die Tumorzellen. Dieses Iinge wird durch die Versuche
von Rietmuller et.al. 1994 und Roitt .M. 1993 lamsjt.

Bei den Kontrollgruppen zeigte sich ein etwas aesl@ild: Je geringer die Tumorlast
war, desto besser sind die Tumore gewachsen. Wandawon ausgehen, dass das
Immunsystem durch die IgG Injektion unspezifischivadrt ist und wir eine geringe
Zellmenge injizieren, ist auch der Reiz auf das lmeystem geringer als bei grol3er
Zellmenge in groRerem Injektionsvolumen.

Der Tumor kann sich mit der geringen Zellkonzemraterst einmal relativ
unbedrangt etablieren, bevor er dann nach erfolgmezifischer Immunisierung
effektiv detektiert und die Tumorzellen in die Apoge gedrangt werden. Somit ist ein
Anstieg von Durchmesser und Median bis um den 48. Zu beobachten, dann folgt
ein verstarkter Ruckgang des Tumordurchmessersad@dét man die Einzeltiere, so
waren am Ende 2 von 4 tumorfrei, wobei ein Tier hiilenor hatte, wohingegen das
andere Tier mit dem grof3ten Tumordurchmesser dliere aufwarten konnte. Die
Tumortrager dieser A Gruppe zeigten nach dem geninfd,2cm) bis maRigen
Wachstum (0,6cm) einen dezenten Rickgang, der stagnierte (0,1cm und 0,4cm).
Bei der Untergruppe in Gruppe B mit der mittleremmiorkonzentration zeigten alle
Tiere Tumorwachstum, 3 Tiere geringes (um 0,2cn), Teéer starkes (1cm). Die
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beiden Tiere mit dem geringsten Tumorwachstum waranEnde tumorfrei, bei den
beiden anderen ist ein leichter Rlickgang nach ebderchtem Anstieg zu beobachten.
Die Untergruppe in Gruppe B mit der hochsten Tuasirbot folgendes Bild: Das Tier
mit dem gréRten Tumor zeigte einen konsequenten ofuiltkgang bis auf
Tumorfreiheit am Ende des Versuchs. Ein Tier mittlerlem Durchmesser zeigte
zunachst Wachstum des Tumordurchmessers, dann &igkgler auf niedrigem
Niveau stagnierte. Die Tiere mit kleinem Tumor te@ngWachstum und Rickgang in
gleichem Mal3e, so dass nur ein Tier von ihnen adeBEamorfrei war, was aber wie
der Gesamtverlauf der Kurve zeigt, keine endgtiligéung bedeuten muss.

Am Ende des Versuchs hatten alle Kontrollgruppemgleichen Median von 0,05cm.
Den geringsten durchschnittlichen Tumordurchmebaée allerdings die Gruppe mit
der gro3ten Tumorlast (0,075cm), gefolgt von deuppe mit der kleinsten Tumorlast
mit 0,1cm. Deutlich dartiber lag die Gruppe mit deitleren Tumorkonzentration mit
0,225cm

Dies unterstitzt oben genannte Theorie, dass eafigrumormenge, die auch starkes
Wachstum zeigt, von einem aktivierten Immunsystdfekgéver bekampft werden
kann als eine kleine. Wachstumskinetik scheint #gemeine Perfusions- und
interzellulare Kontakt-stoffwechselprozesse gebundees hat zellbiologisch sowohl
tumor-nutritive wie tumor-destruierende Effekte. it Mspezifischen immun-
therapeutischen Ansatzen wie in den hier vorgésteNersuchen wird die spezielle
Tumorkinetik von der Art der Immuntherapie, unsfisgh durch murines IgG oder
spezifisch durch ACA14C5, beeinflusst, wobei kleinad schlecht perfundierte
Tumore mit geringen Wachstum sich gegentber grdiBemoren mit guter Perfusion
durch ein schlechteres Ansprechen auszeichnens I2ien sich in einem weiteren
Wachstum bei schlechterer Dynamik und langsamararofregression unter Therapie
aulern. Weitere Versuche mit einer groReren Vesdigchahl missten die
theoretischen Ansétze untersuchen.

Des Weiteren sollten Versuche zur Tumornutritiond u®xigenierung unter
immunologischer Therapie durchgefiihrt werden. Ev&esuche zur Neoangiogenese
haben zu Therapieansatzen gefuhrt, die die Angespfaktoren als Target
immunologischer Ansatze fahren und die préaklinisEbeschung schon tberwinden.

Es ist damit zu rechnen, dass im weiteren Verlauhunologische Anti-Angiogenese-
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Faktoren wirksame Substanzen in der immunologistologischen Therapie

darstellen werden.

5.4 Ausblick zur klinischen Anwendung und Bedeutung de#nti-Idiotypen

Antikorpers

Die Therapie mit Anti-ldiotypen Antikbrpern zur Ewgung einer spezifischen
Antwort gegen Tumorgewebe bietet einen immuntherégehen Ansatz, dessen
Weiterentwicklung und klinische Anwendung berecdhtgind. Die Entwicklung
optimaler Anti-Idiotypen Antikorper erweist sichd@ch als recht aufwendig. Weitere
intensive Forschungsarbeit ist notwendig. Tumorimtharapeutika wie Panorex®
und Herzeptin® sind moglicherweise bisher wirkurg®r, da sie als passive
Immuntherapeutika auf der Akl1l-Stufe schneller eckeft werden konnten. Beide
Therapien treffen zum Teil in den gleichen Effektechanismen zusammen und nach
der Netzwerk-Theorie wird auch bei Applikation velkl die Produktion von Ak2
induziert, so dass folglich auch hier positive Aukwngen erwartet werden kdénnen
(Riethmdaller et al.,, 1994). Es liegen ausreicherelv&se vor, dass auch die Ak2
antitumorale Effekte bewirken (Bhattacharya-Chgteet al.,1994). Offenbar ergeben
sich aber erhebliche Schwierigkeiten bei der Idemiung des geeigneten
antiidiotypischen Antikérpers (Ak2). In dem Versudtiotype Matching’ wurden nur
zwei verschiedene Antikorper erprobt, die beideaatitumoralen Effekten qualifiziert
waren. Es bleibt zu untersuchen, ob weitere Hylon@arellklone auch effektive Ak2
erzeugen koénnen, und ob davon eventuell einer mdiektiver ist. Eine wichtige
Aufgabe ist demnach, den am besten geeigneten Ak2rzitteln. Die ersten Versuche
findet man bei Raychaudhuri et al. (1990). Sie eechierten nach strukturellen
typischen Merkmalen der protektiven Ak2, versuchtémterschiede in der
Bindungsaffinitat der Akl zu den Ak2 zu ermittelnduuntersuchten die Fahigkeit der
Ak2, anti-TAA Antikérper (Ak3) zu produzieren. Beliiesen Ermittlungen konnte
allerdings nur dargelegt werden, dass die bioldgiskktivitat der Ak2 auf Strukturen
der variablen Region zurtickgefihrt werden kann, kshglen letzten Punkte zeigten
sich als nicht aussagekraftig. Die Suche nach deenggeten Antikérper sollte also

Uber die Sequenzanalyse Ak2 und mdglichst aucA Aéserfolgen.



78

Roitt et al. (1998) fiihren einen bedeutenden Gratzdsinsichtlich der Anti-Idiotypen
Vakzination an: “anti-idiotype vaccines could besdisvhen the original antigen is
insituable“. Das originare Antigen selbst ist nigimmunogen, und eine verfiigbare
Sequenz besteht nicht. Unbekannt ist ebenfallsndilekulare Struktur, dies gilt auch
fur 14C5 und z.B. auch fur CA 125 (Wagner et aDP0Monoklonale Anti-ldiotypen
Antikdrper konnen also fur schwierig zu isolierended zu charakterisierende
Antigene hergestellt werden. AufRerdem ist ihre Bktidn in grof3en Mengen
maoglich. Der Anti-Idiotyp wird nun als Ersatz fuegl origindre Antigen angewandt
und kann eine Immunantwort gegen dessen Epitop,sdlist keine ausreichende
Immunogenitat besitzt, hervorrufen. Mittels Antidtypen Antikdrpern lassen sich
demnach immunologische Toleranzen gegenuber Turigeaen ausschalten.

Die Tatsache, dass die Anti-Idiotypen Antikorpechtiinfektios und daher bedingt

risikoarm sind, macht sie fiir den Einsatz im kiohisn Bereich besonders geeignet.

5.5 Uberlegung zur generellen Anwendung einer Immuntheapie in der

Onkologie

Die Immuntherapie mit Anti-ldiotypen Antikdrpern ggn Tumorgewebe beinhaltet
einen immuntherapeutischen Ansatz, dessen weitet@idklung bis zur klinischen

Anwendung sinnvoll erscheint. Die Immuntherapielist hoher Spezifitat und eng
umschriebener, gut dargestellter und untersuchter irklgsweise

nebenwirkungsarmer und somit weniger belastenddesmeisten heute gangigen
angewandten Chemotherapeutika. Wenn auch anfaeggbdrhéhten Anspriche an
die Effektivitat unterschiedlicher Vakzinierungsd&gien nicht erfillt werden
konnten, so tragt doch die wachsende Kenntnis delnkomplexen immunologischen
Zusammenhange zunehmend dazu bei, die Schlissidioehk in der Induktion und

Regulation des Immunsystems zu definieren und eeAesitze mit einzubeziehen
(Reinartz 2006, Baxevanis 2008).

Die in diesen Versuchen genutzten Anti-ldiotypentikérper haben zum einen
gegeniber den friher verwendeten Abl den Vortafsdsie in einer wesentlich
geringeren Dosierung eingesetzt werden mussen, w&s unerwinschte

Nebenwirkungsrate weiter senkt, zum anderen begtehiVirkung durch die passive

Immunisierung Uber das Vorhandensein des Antik&rparaus. Versuch Pl zeigt, dass



79

eine praventive Immunisierung, die mit einer Imgfuvergleichbar ist, bei einer
geringen Tumorlast kein Tumorwachstum erlaubt bzidas Tumorwachstum

abschwacht.

Ziel der Immuntherapie ist, das Abwehrsystem dezidkamtragers zu aktivieren, so
dass es in der Lage ist, die Karzinomzellen zuintd¥ersuch TLC belegt dies mit dem
deutlich geringeren Tumorwachstum in Gruppe B, wie Mause IgG erhielt, im

Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe. Dieestatigt den positiven Effekt
einer unspezifischen Immunsystemaktivierung. Mitmdepassenden Ab2-Anti

Idiotypen-Antikérper wurde dem Immunsystem zusélelidie Mdoglichkeit einer

gerichteten Abwehrreaktion gegeben. Diese Gruppgt bei den Responder-Tieren
eine signifikante Tumor-Remission.

Das belegt zum einen die Wirksamkeit der Anti-Adtper, zum anderen zeigt auch
eine unspezifische Immunisierung eine bessereuamditale Wirksamkeit als gar keine
Behandlung. Diese Tatsache relativiert die Problémeder Herstellung und dem
Einsatz von hundertprozentig effektiven Antikorpémgaraten (Riethmuller1993;
Wagner 1995).

Die belegte Effektivitat bei der Bekampfung von Kaomzellen, sowohl durch eine
unspezifische als auch eine spezifische Aktivierdeg Immunsystems, in Verbindung
mit ihrer langen Wirksamkeit, auch nach letztmaliggabe, préadestiniert diese
Immuntherapie zu einem adjuvanten Einsatz bei derdpie des Mammakarzinoms
bei RO-Situation nach erfolgreichem chirurgischeimgEff.

Das immunologische Gedachtnis, was der Immuntherapien deutlichen Vorteil

gegeniber den klassischen Chemotherapeutika ewhfigist auch fir die Erfolg

versprechenden Ergebnisse des PI-Versuchs verdlitivor Sie weisen einen

maoglichen Weg zur Immunisierung von Hochrisikopaiiienen schon vor Auftreten

des Primartumors.

Beide Teilversuche, die in dieser Arbeit vorgestelerden, reihen sich in die sich
momentan entwickelten und in Metaanalysen korrelrerTherapieprinzipien ein

(Viani 2007, Dahabreh 2008). Diese Therapien werdasammen mit weiteren

Ansétzen wie z.B. der antihormonellen Therapie loorsensitiver Mammatumore die
onkologische Medizin in Richtung intelligenter Tapiemethoden weiterentwickeln.



80

6 Zusammenfassung

Die Immuntherapie beschreitet in den letzten Jaheere Wege, sie ist immer mehr zu
einem Hauptgegenstand der onkologischen Forschewgrgen. In einigen Gebieten
ist sie schon fester Bestandteil bei der Therapk®lmgischer Erkrankungen. Sie ist in
der Lage, das patienteneigene, individuelle Immstesy mit seinem zum Teil noch
unldberschaubaren Potential zur gezielten effektivamorbekampfung nutzbar zu
machen. Bislang ist die Immuntherapie nicht alsesandige Therapie der ersten
Wahl etabliert. Die meisten immuntherapeutischensére werden additiv
angewendet nach Stabilisierung der Erkrankung ntablierten konventionellen
onkologischen Therapien. Dies flhrte in den letztémhren zur Entwicklung
verschiedener immuntherapeutischer Behandlungsgiest Eine dieser Strategien
verfolgt die Immun-Netzwerk-Theorie von Nils Jerneslem sie von der Wirksamkeit
einer Impfung mit anti-idiotypischen Antiérpern (Abausgeht. Dieser Theorie nach
enthalten die variablen Antigenbindungsregionen @2 das ,internal-image“ des
Antigens, in diesem Fall eines tumorassoziiertetigems (TAA) der Karzinomzelle.
Der mit Ab2 geimpfte Organismus beginnt nun gegesah Antikdrper vorzugehen
und einige der Ab3 richten sich auch gegen dagrial image“ und somit gegen das
TAA. Somit kann eine selektive Immunisierung minhen AB2 eine spezifische
Immunantwort gegen das Antigen der Tumorzelle aeslo

Das Mammakarzinom ist bei Frauen bei weitem didigsie Krebstodesursache. In
der Altersgruppe zwischen dem 39. und 58.Lebenggalkdas Mammakarzinom sogar
in der Einzeltodesstatistik filhrend. Die Inzidenztrgt 100/100000. Der
Altersmedian liegt bei 57 Jahren, wobei die Inzitate mit steigendem Lebensalter
zunimmt. Im Jahre 2005 sind weltweit 502000 Fraaerden Folgen von Brustkrebs
verstorben.

Die Ursache des Mammakarzinoms ist unbekannt. Bisjgiloch epidemiologische
Beobachtungen, die gewisse Risikofaktoren als pedicansehen. Auch ist die
Existenz von genetischen Faktoren, die zu sog.tBelssfamilien fihren, schon lange
bekannt. Der Nachweis des BRCA 1 Gens geht mineiné0%.igen Brustkrebsrisiko
vor dem 50. Lebensjahr einher.
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Viele Brustkrebszellen exprimieren ein Molekul, dem De Potter et al. (1994) und
Coene et al. (1997) als ein Adhasionsmolekil, d&351Molekul, identifiziert wurde.
Dieses wird auf den Epithelien von invasiven duktaMammakarzinomen mit einer
Haufigkeit von 64% exprimiert, auch bei duktalenr@@@oma in situ zeigt es eine
erhohte Dichte. Hingegen kommt es nahezu bei kelNermalgewebe vor. Versuche
mit SK-BR-3-Zellen haben gezeigt, dass Tumorzetlen Eigenschaft zur Invasion
verlieren, wenn der 14C5 Rezeptor durch MAk14Cglkikert wird

Mit diesen Erkenntnissen und den ermutigenden Eigeén bei den Studien mit anti-
idiotypischen Antikérpern gegen ACA125 beim Ovdakinom versuchten wir jetzt,
ein ahnliches Konzept bei der Therapie des Mammaik@ans mit Ab2 Antikdrpern zu
entwickeln und im Tiermodell zu tberprtfen.

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnissd 8chlussfolgerungen von zwei
Tierversuchen mit ACA 14C5 vorgestellt. Im ersterer8ch (TLC) wird die
Wirksamkeit der Immunisierung bei individuell venssdener Tumorgrof3e und
Einbindung in den umgebenden Zellverband untersucBb werden die
unterschiedlichen Ausgangssituationen in Bezug aals Tumorstadium bei
Therapiebeginn simuliert. Im zweiten Versuch (Pl)irdw die implantierte
Tumorzellzahl bei prophylaktischer Immunisierung ACA14C5 variiert. So soll die
Wirksamkeit einer prophylaktischen Immunisierungeusucht werden.

Im TLC-Versuch wurden den Tieren am 9. Lebenstdgid Tumorzellen der Ratten-
Fibrosarkom-Zelllinie HH-16cl.2/1 von Prof. Holzelc. auf dem Rucken injiziert. Sie
wurden ab dem 21. Tag nach Tumorimplantation all@ge intraperitoneal mit 109
ACA14C5 bzw. die Kontrollgruppe mit 10§ Méause-IgG immunisiert. Eine weitere
Kontrollgruppe erhielt keine Immunisierung. Die TorgrofRe wurde taglich
festgehalten. Ziel des Versuches war, die Wirksainaless Anti-Idiotypen-Antikdrpers
(Ab2) auf das Tumorwachstum im Tiermodell im Vergezur ,Immunisierung” mit
neutralem Mause-lgG zu untersuchen. Mit 71.4 % \dersuchstiere in deutlicher
Remission oder tumorfreiem Zustand gegeniber 28 #er Mause-lgG-Gruppe und
25 % in der Kontrollgruppe am Versuchsende kana signifikante Wirkung des anti-
idiotypischen Antikorpers dargestellt werden. Desipive Effekt einer unspezifischen

Immunaktivierung ist ebenfalls deutlich zu erkennen



82

Im PI-Versuch gab es drei Gruppen, die am 29. Lstagn5 Mio, 10 Mio oder 25 Mio
Tumorzellen injiziert bekamen. Sie wurden 14 Tage Yumorimplantation zum
ersten Mal mit 100g ACA14CS5 i.p. immunisiert. Die Kontrollgruppe eelti wieder

100ug Mause IgG. Dieser Versuch sollte zeigen, wie go#$ Einfluss einer
Immunisierung vor Implantation auf das Tumorwachstoei unterschiedlich grof3en
Tumorimplantationsmengen ist. Bei der geringsteimadikonzentration fand kein
Wachstum statt, die mittlere Konzentration war angdétumorfrei, nur die Tiere mit
der hohen Konzentration wiesen bis zum Schlusslidees Wachstum auf. Die
Kontrollgruppen verhielten sich genau entgegengées#t geringer die Konzentration,
desto besser das Wachstum. Bei gezielter Pravemtivnisierung, also Impfung, sind
kleine Tumormengen gut beherrschbar. Das weist neingglichen Weg zur
Immunisierung von Hochrisikopatientinnen schon yaiftreten des Primartumors.
Die Kontrollgruppe zeigt aber immer noch den Nutzemer unspezifischen

Immunaktivierung bei grél3eren Tumormassen
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7 Abkilrzungsverzeichnis

ACA14C5
ADCC

Akl
Ak2
Ak3
CDC

CDIS
CDR

DMBA
ECM
HAMA
IDC
ILC
i.p.
MAK
MHC

PBL
PBS
PHF

RAMA
TAA
TCR
VAH
VAL

Anti-ldiotypen-14C5-Antikdrper
antibody-dependent cell-mediated cytotoxieity
Antikdrper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
Idiotypen-Antikdrper

Anti-ldiotypen-Antikorper
Anti-Anti-ldiotypen-Antikorper
complement-dependent cytotoxicity
komplementvermittelte Zytotoxizitat

Carcinoma ductale in situ

complementarity determining regions
Komplementaritatsdeterminanten
7,12-Dimethylbenz(a)anthracen

Extrazellulare Matrix
humane Anti-Maus-Antikorper

invasives duktales Karzinom

invasives lobuléares Karzinom

intraperitoneal

monoklonaler Antikérper
major-histocompatibility-complex = Haupt-
Histokompatibilitatskomplex

peripheral blood lymphocytes = periphere Biomphozyten
Phosphatgepufferte Salzlésung

pretreated chicken heart fragments = vorbetitend

Huhnerherzfragmente
Ratten-Anti-Maus-Antikorper
Tumorassoziiertes Antigen
T-Cell-Receptor = T-Zell-Rezeptor
schwere Kette der variablen Region
leichte Kette der variablen Region
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9 Summary/Abstract

Immunological approaches using monoclonal antiteutieoncological treatment have
been emerging during the last decades. In sonasfagltibodies yet implemented in
standard therapy regiments. Our strategy followesitimunological-net-work-theory of
Niels Jerne using an anti-idiotypic-antibody (Alb&) active tumour vaccination.
According to Niels Jernes theory the variable amtiginding region of Ab2 represents
the internal image of the tumour related antigemirAmunized organism creates anti-
anti-idiotypic-antibodies (Ab3) witch cross-readtwthe original tumour-related-
antigen. Immunisation with the Ab2 results in acfi@immune reaction against the
tumour.

Worldwide, breast cancer is by far the most comgemcer amongst women, with an
incidence rate of 100/100000. In 2005, breast carmgsed 502,000 deaths worldwide.
Mean age is 57 years. A single cause for developibgeast cancer is unknown, but
until now individual, genetic and epidemiologiceskrfactors are proven.

Many of metastatic active breast cancers expreggecific membrane polypeptide
antigen described by De Potter et al. 1994 and €etnl. 1997 as CA 14C5. This
antigen is a polypeptide-adhesions-molecule ofalwarcinoma cells which seems to
be involved in tumour invasions and adhesion. Waterd an anti-idiotypic-antibody
ACA 14C5 mimickig the CA 14C5 and proved immuno#peutic properties of this
new Ab2 in 2 experimental settings in an estabtislremal model with Balb/c mice.

In the tumour last challenge (TLC) setting tumoupianted mice where immunized
every week with 10f)g ACA 14C5. The control-group according with 1ig0mouse
immunoglobuline (IgG). A second control-group reeel no treatment. 71,4 % of the
antiidiotypic treated animals showed whether tunrearission or complete remission
in comparison with immunisation with mouse-IgG ortherapy.

In the prophylactic immunisation (PI) setting wewaled that a immunisation before
tumour implementation has a strong influence onowmgrowth, according to the
amount of tumour cells implanted. 14 days after immation with 10Q0g ACA 14C5
animals received tumour cells in three subgroup$0pand 25 million HH-16cl.2/1
fibrosarcoma cells where implanted. The lower tiradur-cell concentrations the better
the in animal response. No tumour growth was oleseiv immunized animals which
received 5 Mio. tumour cells. Immunisation with @oi-idiotipic-antibody ACA 14C5
represents a feasible approach in oncologicalnresat of breast cancer in an animal

model. Still much more work has to be done to preessible benefit in humans.
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12 Anhang

12.1 Versuch | TLC:
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Abbildung 22 TumorgréRe der Einzeltiere aus Grupmkes TLC Versuchs
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Tabelle 8: Tumorwachstum der Einzeltiere in cm @Gyaoppe A, immunisiert mit Ab2
am 25.2; 4./11./18/25.3; und 1.04

Lebens Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
tag
25. Feb 15 0,2 0,2 1 1 0,3 0,2 0,3
26. Feb 16 0,3 0,4 1 1,1 0,4 0,4 0,6
27. Feb 17 0,4 0,5 1 1,2 0,4 0,4 0,7
28. Feb 18 0,4 0,5 1 1,2 0,4 0,5 0,6
01. Mrz 19 0,4 0,5 0,3 1,3 0,4 0,5 0,6
02. Mrz 20 0,4 0,5 0 1,3 0,4 0,5 0,5
03. Mrz 21 0,4 0,5 0 1,3 0,4 0,5 0,4
04. Mrz 22 0,4 0,6 0 1,3 0,4 0,6 0,3
05. Mrz 23 0,5 0,6 0 1,3 0,3 0,6 0
06. Mrz 24 0,5 0,6 0 1,3 0,3 0,7 0
07. Mrz 25 0,7 0,7 0 1,4 0,3 0,7 0
08. Mrz 26 0,7 0,7 0 1,45 0,3 0,8 0
09. Mrz 27 0,6 0,7 0 1,45 0,3 0,8 0
10. Mrz 28 0,6 0,7 0 1,5 0,3 0,9 0
11. Mrz 29 0,6 0,7 0 1,6 0,2 1 0
12. Mrz 30 0,7 0,7 0 1,7 0,2 1,05 0
13. Mrz 31 0,7 0,7 0 1,8 0,2 1,1 0
14. Mrz 32 0,8 0,75 0 1,95 0,2 1,1 0
15. Mrz 33 0,8 0,7 0 2,15 0,2 1,25 0
16. Mrz 34 0,8 0,8 0 2,2 0,2 1,3 0
17. Mrz 35 0,75 0,8 0 2,35 0,2 1,35 0
18. Mrz 36 0,75 0,8 0 3 0,2 1,7 0
19. Mrz 37 0,9 0,8 0 2,8 0,2 1,55 0
20. Mrz 38 1,1 0,8 0 2,6 0,3 1,5 0
21. Mrz 39 1,2 0,9 0 2,8 0,4 1,5 0
22. Mrz 40 1 0,8 0 2,75 0 1,5 0
23. Mrz 41 0,85 0,7 0 2,85 0 1,6 0
24. Mrz 42 0,8 0,6 0 0 1,5 0
25. Mrz 43 0,8 0,5 0 0 1,4 0
26. Mrz 44 0,8 0,5 0 0 1,4 0
27. Mrz 45 0,7 0,3 0 0 1,4 0
28. Mrz 46 0,5 0,2 0 0 1,4 0
29. Mrz 47 0,5 0,2 0 0 1,3 0
30. Mrz 48 0,6 0,2 0 0 1,2 0
31. Mrz 49 0,65 0,3 0 0 1,25 0
01. Apr 50 0,5 0,3 0 0 1,2 0
02. Apr 51 0,4 0,2 0 0 1,1 0
03. Apr 52 0,4 0,2 0 0 1,15 0
04. Apr 53 0,5 0 0 0 1,15 0
05. Apr 54 0,5 0 0 0 1,15 0
06. Apr 55 0,5 0 0 0 1,15 0
07. Apr 56 0,4 0 0 0 1,3 0




100

Tabelle 9: Durchschnittswerte von Gruppe A in cm

Lebenstag | Mittelwert | Standard Median | Interquartil
abweichung abstand
25. Feb 15 0,46 0,3735 0,30 0,45
26. Feb 16 0,60 0,3215 0,40 0,40
27. Feb 17 0,66 0,3259 0,50 0,45
28. Feb 18 0,66 0,3155 0,50 0,35
01. Mrz 19 0,57 0,3352 0,50 0,15
02. Mrz 20 0,51 0,3891 0,50 0,10
03. Mrz 21 0,50 0,3916 0,40 0,10
04. Mrz 22 0,51 0,4018 0,40 0,25
05. Mrz 23 0,47 0,4461 0,50 0,45
06. Mrz 24 0,49 0,4525 0,50 0,50
07. Mrz 25 0,54 0,4928 0,70 0,55
08. Mrz 26 0,56 0,5137 0,70 0,60
09. Mrz 27 0,55 0,5107 0,60 0,60
10. Mrz 28 0,57 0,5345 0,60 0,65
11. Mrz 29 0,59 0,5843 0,60 0,75
12. Mrz 30 0,62 0,6204 0,70 0,78
13. Mrz 31 0,64 0,6554 0,70 0,80
14. Mrz 32 0,69 0,7028 0,75 0,85
15. Mrz 33 0,73 0,7788 0,70 0,93
16. Mrz 34 0,76 0,7997 0,80 0,95
17. Mrz 35 0,78 0,8509 0,75 0,98
18. Mrz 36 0,92 1,0946 0,75 1,15
19. Mrz 37 0,89 1,0126 0,80 1,13
20. Mrz 38 0,90 0,9381 0,80 1,15
21. Mrz 39 0,97 0,9912 0,90 1,15
22. Mrz 40 0,86 1,0185 0,80 1,25
23. Mrz 41 0,86 1,0608 0,70 1,23
24. Mrz 42 0,48 0,6080 0,30 0,75
25. Mrz 43 0,45 0,5718 0,25 0,73
26. Mrz 44 0,45 0,5718 0,25 0,73
27. Mrz 45 0,40 0,5621 0,15 0,60
28. Mrz 46 0,35 0,5505 0,10 0,43
29. Mrz 47 0,33 0,5125 0,10 0,43
30. Mrz 48 0,33 0,4844 0,10 0,50
31. Mrz 49 0,37 0,5037 0,15 0,56
01. Apr 50 0,33 0,4719 0,15 0,45
02. Apr 51 0,28 0,4309 0,10 0,35
03. Apr 52 0,29 0,4499 0,10 0,35
04. Apr 53 0,28 0,4730 0,00 0,38
05. Apr 54 0,28 0,4730 0,00 0,38
06. Apr 55 0,28 0,4730 0,00 0,38
07. Apr 56 0,28 0,5231 0,00 0,30
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Tabelle 10: Tumorwachstum der Einzeltiere in cm @Gyappe B, immunisiert mit
Mause IgG am 25.2; 4./11./18/25.3; und 1.4

Lebenstag | B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
25. Feb 15 0 0,3 0,3 0 0,8 0,3 0,3
26. Feb 16 0 0,6 0,9 0,4 0,8 0,4 0,8
27. Feb 17 0 0,8 0,6 1,1 0,9 0,5 0,7
28. Feb 18 0 0,8 0,6 0,8 1 0,7 0,6
01. Mrz 19 0 0,8 0,8 0,9 1 0,7 0,8
02. Mrz 20 0 0,8 0,8 0,9 1,1 0,7 0,8
03. Mrz 21 0 0,8 0,8 0,9 1,1 0,6 0,8
04. Mrz 22 0 0,8 0,9 1 1,2 0,6 0,9
05. Mrz 23 0 0,9 0,9 1 1,2 0,6 0,9
06. Mrz 24 0 0,9 0,9 1 1,2 0,6 0,9
07. Mrz 25 0 1,1 0,9 1 1,3 0,5 0,9
08. Mrz 26 0 1,15 1 1 1,3 0,4 0,9
09. Mrz 27 0 1,25 | 1,15 1 1,3 0,3 0,9
10. Mrz 28 0 135|115 | 11 | 1,35 | 0,3 0,9
11. Mrz 29 0 145 | 1,15 | 1,2 1,4 0,3 1
12. Mrz 30 0 1,6 12 [ 125] 1.4 0,2 1
13. Mrz 31 0 1,75 | 1,3 | 1,25 | 1,45 | 0,2 1
14. Mrz 32 0 19 | 145 ] 1,35 | 1,45 0 1
15. Mrz 33 0 2 135]| 14 1,5 0 1,05
16. Mrz 34 0 225113 | 14 | 155 0 1,05
17. Mrz 35 0 23 | 135|145 | 1,45 0 1,1
18. Mrz 36 0,3 3 1,6 1,6 1,6 0 1,5
19. Mrz 37 0,3 3 1,7 1,6 1,6 0 15
20. Mrz 38 0,3 3,1 1,8 1,6 1,7 0 1,7
21. Mrz 39 0,3 3,3 1,9 1,6 1,7 0 1,7
22. Mrz 40 03 | 325 | 1,7 1,8 | 1,55 0 1,5
23. Mrz 41 0,3 3,4 1,5 18 | 1,45 0 1,25
24. Mrz 42 0,3 3,3 1,3 1 1,45 0 1,2
25. Mrz 43 04 |33 | 1,3 1,8 1,5 0 1,25
26. Mrz 44 0,4 3,2 1,4 0,9 1,5 0 1,2
27. Mrz 45 03 [ 325|135 1,9 1,4 0 1,1
28. Mrz 46 0,3 3 1,3 1,9 1,3 0 1,15
29. Mrz 47 0,3 | 305 | 1,2 2,1 1,2 0 1,15
30. Mrz 48 0,3 3 135 | 1,8 1,2 0 1,15
31. Mrz 49 0,3 3 125 (185 | 1,2 0 1,15
01. Apr 50 03 [ 295|115 | 1,9 1,2 0 1,2
02. Apr 51 0,3 3 1,2 1,9 1,2 0 1,2
03. Apr 52 0,3 2,9 1,3 | 195 | 0,9 0 1,15
04. Apr 53 0,3 2,8 1 185 | 1,2 0 1
05. Apr 54 0,3 2,8 1 1,9 1,2 0 0,9
06. Apr 55 0,3 | 2,75 1 195 | 1,1 0 0,8
07. Apr 56 0,5 2,7 1 1,8 0,7 0 0,9




Tabelle 11: Durchschnittswerte von Gruppe B in cm
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Lebenstag Mittelwert Standard Median |Interquatil

abweichung abstand
25. Feb 15 0,29 0,2673 0,30 0,15
26. Feb 16 0,56 0,3155 0,60 0,40
27. Feb 17 0,66 0,3505 0,70 0,30
28. Feb 18 0,64 0,3155 0,70 0,20
01. Mrz 19 0,71 0,3288 0,80 0,10
02. Mrz 20 0,73 0,3450 0,80 0,10
03. Mrz 21 0,71 0,3485 0,80 0,15
04. Mrz 22 0,77 0,3861 0,90 0,25
05. Mrz 23 0,79 0,3891 0,90 0,20
06. Mrz 24 0,79 0,3891 0,90 0,20
07. Mrz 25 0,81 0,4337 0,90 0,35
08. Mrz 26 0,82 0,4581 1,00 0,43
09. Mrz 27 0,84 0,5004 1,00 0,60
10. Mrz 28 0,88 0,5282 1,10 0,65
11. Mrz 29 0,93 0,5597 1,15 0,65
12. Mrz 30 0,95 0,6117 1,20 0,73
13. Mrz 31 0,99 0,6528 1,25 0,78
14. Mrz 32 1,02 0,7455 1,35 0,95
15. Mrz 33 1,04 0,7662 1,35 0,93
16. Mrz 34 1,09 0,8265 1,35 0,95
17. Mrz 35 1,09 0,8334 1,35 0,90
18. Mrz 36 1,37 0,9878 1,60 0,70
19. Mrz 37 1,39 0,9924 1,60 0,75
20. Mrz 38 1,46 1,0342 1,70 0,80
21. Mrz 39 1,70 1,0488 1,70 0,23
22. Mrz 40 1,44 1,0694 1,55 0,85
23. Mrz 41 1,39 1,1078 1,45 0,88
24, Mrz 42 1,22 1,0622 1,20 0,73
25. Mrz 43 1,37 1,0770 1,30 0,83
26. Mrz 44 1,23 1,0242 1,20 0,80
27. Mrz 45 1,33 1,0723 1,35 0,95
28. Mrz 46 1,28 0,9966 1,30 0,88
29. Mrz 47 1,29 1,0355 1,20 0,93
30. Mrz 48 1,26 0,9876 1,20 0,85
31. Mrz 49 1,25 0,9916 1,20 0,83
01. Apr 50 1,24 0,9825 1,20 0,83
02. Apr 51 1,26 0,9964 1,20 0,80
03. Apr 52 1,21 0,9835 1,15 1,03
04. Apr 53 1,16 0,9402 1,00 0,88
05. Apr 54 1,16 0,9502 1,00 0,95
06. Apr 55 1,13 0,9477 1,00 0,98
07. Apr 56 1,09 0,8971 0,90 0,80
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Tabelle 12: Tumorwachstum der Einzeltiere in cm Goppe C, immunisiert mit
Mause IgG am 25.2; 4./11./18/25.3; und 1.4 Tierar@lC3 starben wahren des
Beobachtungszeitraums

Lebenstag Cl C2 C3 C4
25. Feb 15 0,3 0,6 0,3 0,2
26. Feb 16 0,3 0,7 0,3 0,3
27. Feb 17 0,5 0,9 0,4 0,4
28. Feb 18 0,5 1 0,4 0,5
01. Mrz 19 0,6 1,1 0,5 0,7
02. Mrz 20 0,7 1,1 0,5 0,7
03. Mrz 21 0,8 1,1 0,6 0,8
04. Mrz 22 0,9 1,2 0,6 0,9
05. Mrz 23 1 1,3 0,7 0,9
06. Mrz 24 1 1,4 0,7 1
07. Mrz 25 1 1,45 0,7 1,15
08. Mrz 26 1,05 1,45 0,65 1,2
09. Mrz 27 1,1 1,55 0,55 1,25
10. Mrz 28 1,1 1,55 0,3 1,4
11. Mrz 29 1,1 1,6 1,6
12. Mrz 30 1,1 1,6 1,4
13. Mrz 31 1,1 1,65 1,55
14. Mrz 32 1,1 1,65 1,6
15. Mrz 33 1,1 1,7 1,6
16. Mrz 34 0,9 1,65 1,5
17. Mrz 35 1,1 1,75 1,5
18. Mrz 36 1,1 2 1,6
19. Mrz 37 1,1 2 1,5
20. Mrz 38 1 2,3 1,6
21. Mrz 39 1,1 2,3 1,7
22. Mrz 40 1,05 2 1,5
23. Mrz 41 1,05 1,9 1,35
24. Mrz 42 0,9 1,95 1,15
25. Mrz 43 0,75 1,75 1,1
26. Mrz 44 0,7 1,8 1,1
27. Mrz 45 2 1
28. Mrz 46 1,8 1
29. Mrz 47 1,9 0,95
30. Mrz 48 2 0,8
31. Mrz 49 2,2 0,8
01. Apr 50 2,15 0,75
02. Apr 51 2,2 0,8
03. Apr 52 2,25 0,8
04. Apr 53 2,2 0,8
05. Apr 54 2,2 0,8
06. Apr 55 2,3 0,7
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Tabelle 13: Durchschnittswerte von Gruppe C in cm

Lebenstag |Mittelwert Standard Median [Interquartil
abweichung sabstand
25. Feb 15 0,35 0,1732 0,30 0,10
26. Feb 16 0,40 0,2000 0,30 0,10
27. Feb 17 0,55 0,2380 0,45 0,20
28. Feb 18 0,60 0,2708 0,50 0,15
01. Mrz 19 0,73 0,2630 0,65 0,23
02. Mrz 20 0,75 0,2517 0,70 0,15
03. Mrz 21 0,83 0,2062 0,80 0,13
04. Mrz 22 0,90 0,2449 0,90 0,15
05. Mrz 23 0,98 0,2500 0,95 0,23
06. Mrz 24 1,03 0,2872 1,00 0,18
07. Mrz 25 1,08 0,3122 1,08 0,30
08. Mrz 26 1,09 0,3351 1,13 0,31
09. Mrz 27 1,11 0,4191 1,18 0,36
10. Mrz 28 1,09 0,5573 1,25 0,54
11. Mrz 29 1,43 0,2887 1,60 0,25
12. Mrz 30 1,37 0,2517 1,40 0,25
13. Mrz 31 1,43 0,2930 1,55 0,28
14. Mrz 32 1,45 0,3041 1,60 0,28
15. Mrz 33 1,47 0,3215 1,60 0,30
16. Mrz 34 1,35 0,3969 1,50 0,38
17. Mrz 35 1,45 0,3279 1,50 0,33
18. Mrz 36 1,57 0,4509 1,60 0,45
19. Mrz 37 1,53 0,4509 1,50 0,45
20. Mrz 38 1,63 0,6506 1,60 0,65
21. Mrz 39 1,70 0,6000 1,70 0,60
22. Mrz 40 1,52 0,4752 1,50 0,48
23. Mrz 41 1,43 0,4311 1,35 0,43
24. Mrz 42 1,33 0,5485 1,15 0,53
25. Mrz 43 1,20 0,5074 1,10 0,50
26. Mrz 44 1,20 0,5568 1,10 0,55
27. Mrz 45 1,50 0,7071 1,50 0,50
28. Mrz 46 1,40 0,5657 1,40 0,40
29. Mrz 47 1,43 0,6718 1,43 0,48
30. Mrz 48 1,40 0,8485 1,40 0,60
31. Mrz 49 1,50 0,9899 1,50 0,70
01. Apr 50 1,45 0,9899 1,45 0,70
02. Apr 51 1,50 0,9899 1,50 0,70
03. Apr 52 1,53 1,0253 1,53 0,73
04. Apr 53 1,50 0,9899 1,50 0,70
05. Apr 54 1,50 0,9899 1,50 0,70
06. Apr 55 1,50 1,1314 1,50 0,80
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12.2 Versuch Il PI

Tabelle 14:Tumorwachstum der Einzeltiere der ABRpe mit einer Tumorlast von
5x10 Tumorzellen

Lebenstag 5A1 5A2 5A3 5A4
22. Mrz 40 0 0 0 0
23. Mrz 41 0 0 0 0
24. Mrz 42 0 0 0 0
25. Mrz 43 0 0 0 0
26. Mrz 44 0 0 0 0
27. Mrz 45 0 0 0 0
28. Mrz 46 0 0 0 0
29. Mrz 47 0 0 0 0
30. Mrz 48 0 0 0 0
31. Mrz 49 0 0 0 0
01. Apr 50 0 0 0 0
02. Apr 51 0 0 0 0
03. Apr 52 0 0 0 0
04. Apr 53 0 0 0 0
05. Apr 54 0 0 0 0
06. Apr 55 0 0 0 0
07. Apr 57 0 0 0 0

Tabelle 15: Durchschnittswerte der AB2 Gruppe riniee Tumorlast von 5x10
Tumorzellen
Lebenstag | Mittelwert Standardab Median |Interquartil
weichung abstand

22. Mrz 40 0 0 0 0
23. Mrz 41 0 0 0 0
24. Mrz 42 0 0 0 0
25. Mrz 43 0 0 0 0
26. Mrz 44 0 0 0 0
27. Mrz 45 0 0 0 0
28. Mrz 46 0 0 0 0
29. Mrz 47 0 0 0 0
30. Mrz 48 0 0 0 0
31. Mrz 49 0 0 0 0
01. Apr 50 0 0 0 0
02. Apr 51 0 0 0 0
03. Apr 52 0 0 0 0
04. Apr 53 0 0 0 0
05. Apr 54 0 0 0 0
06. Apr 55 0 0 0 0
07. Apr 57 0 0 0 0
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Tabelle 16: Tumorwachstum de Einzeltiere der IgGppeumit einer Tumorlast von
5x10 Tumorzellen

Lebenstag 5B1 5B2 5B3 5B4
22. Mrz 40 0 1,25 0 0,1
23. Mrz 41 0,2 1,4 0 0,2
24. Mrz 42 0,1 1,4 0 0,2
25. Mrz 43 0,1 1,45 0 0,3
26. Mrz 44 0,1 1,55 0 0,5
27. Mrz 45 0,1 1,7 0 0,6
28. Mrz 46 0,1 1,6 0 0,6
29. Mrz 47 0,1 1,6 0 0,6
30. Mrz 48 0,1 1,4 0 0,5
31. Mrz 49 0,1 0,8 0 0,5
01. Apr 50 0,1 0,8 0 0,6
02. Apr 51 0,1 0 0 0,5
03. Apr 52 0,1 0 0 0,5
04. Apr 53 0,1 0 0 0,5
05. Apr 54 0,1 0 0 0,4
06. Apr 55 0,1 0,1 0 0,4
07. Apr 57 0,1 0 0 0,3

Tabelle 17: Durchschnittswerte der IgG Gruppe fiméeTumorlast von 5x10

Tumorzellen
Lebenstag | Mittelwert |Standardab Median |Interquartil
weichung abstand
22. Mrz 40 0,34 0,6102 0,05 0,39
23. Mrz 41 0,45 0,6403 0,20 0,35
24. Mrz 42 0,43 0,6551 0,15 0,43
25. Mrz 43 0,46 0,6700 0,20 0,51
26. Mrz 44 0,54 0,7087 0,30 0,69
27. Mrz 45 0,60 0,7789 0,35 0,80
28. Mrz 46 0,58 0,7320 0,35 0,78
29. Mrz 47 0,58 0,7320 0,35 0,78
30. Mrz 48 0,50 0,6377 0,30 0,65
31. Mrz 49 0,35 0,3697 0,30 0,50
01. Apr 50 0,38 0,3862 0,35 0,58
02. Apr 51 0,15 0,2380 0,05 0,20
03. Apr 52 0,15 0,2380 0,05 0,20
04. Apr 53 0,15 0,2380 0,05 0,20
05. Apr 54 0,13 0,1893 0,05 0,18
06. Apr 55 0,15 0,1732 0,10 0,10
07. Apr 57 0,10 0,1414 0,05 0,15




109

P1 5x10/6 Ab2

—e—D5A1

—m— 5A2
5A3
—>«—5A4

TumorgroRe (cm)
000000000
ORNWAUITO~NLOR

40 43 46 49 52 55
22. 25. 28. 31. 03. Apr  06. Apr
Mrz Mrz Mrz Mrz

Lebensalter (Tage)

Abbildung 28 TumorgréRe der Einzeltiere der IgG (G mit 5x16 Tumorzellen

P1 5x10/6 IgG

E —e—5B1
3 —=5B2
S 5B3
8 -« 5B4
=

40 43 46 49 52 55

22. 25. 28. 31. 03. Apr  06. Apr

Mrz Mrz Mrz Mrz

Lebensalter (Tage)

Abbildung 29 TumorgréRe der Einzeltiere der IgG (G mit 5x16 Tumorzellen



Tabelle 19:Tumorwachstum der Einzeltiere der ABRgpe mit einer Tumorlast von

10x1C Tumorzellen

110

Lebenstag 10A1 10A2 10A3 10A4
22. Mrz 40 0,2 0,2 0 0
23. Mrz 41 0,2 0,1 0 0,2
24. Mrz 42 0,2 0,2 0 0,2
25. Mrz 43 0,2 0,2 0 0
26. Mrz 44 0 0,1 0 0,1
27. Mrz 45 0 0,1 0 0,1
28. Mrz 46 0 0,1 0 0
29. Mrz 47 0 0,1 0 0,1
30. Mrz 48 0 0,2 0 0,1
31. Mrz 49 0 0,2 0 0,1
01. Apr 50 0 0 0 0,1
02. Apr 51 0 0 0 0
03. Apr 52 0 0 0 0
04. Apr 53 0 0 0 0
05. Apr 54 0 0 0 0
06. Apr 55 0 0 0 0
07. Apr 57 0 0 0 0
Tabelle 20: Durchschnittswerte der AB2 Gruppe riniee Tumorlast von 10x£0
Tumorzellen
Lebenstag | Mittelwert |Standardab Median |Interquartil
weichung abstand
22. Mrz 40 0,10 0,1155 0,10 0,20
23. Mrz 41 0,13 0,0957 0,15 0,13
24. Mrz 42 0,15 0,1000 0,20 0,05
25. Mrz 43 0,10 0,1155 0,10 0,20
26. Mrz 44 0,05 0,0577 0,05 0,10
27. Mrz 45 0,05 0,0577 0,05 0,10
28. Mrz 46 0,03 0,0500 0,00 0,03
29. Mrz 47 0,05 0,0577 0,05 0,10
30. Mrz 48 0,08 0,0957 0,05 0,13
31. Mrz 49 0,08 0,0957 0,05 0,13
01. Apr 50 0,03 0,0500 0,00 0,03
02. Apr 51 0,00 0,0000 0,00 0,00
03. Apr 52 0,00 0,0000 0,00 0,00
04. Apr 53 0,00 0,0000 0,00 0,00
05. Apr 54 0,00 0,0000 0,00 0,00
06. Apr 55 0,00 0,0000 0,00 0,00
07. Apr 57 0,00 0,0000 0,00 0,00
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Tabelle 21: Tumorwachstum der Einzeltiere der Ig@@pe mit einer Tumorlast von
10x10 Tumorzellen

Lebenstag 10B1 10B2 10B3 10B4
22. Mrz 40 0,2 0,1 1 0,1
23. Mrz 41 0,3 0,2 1,2 0,2
24. Mrz 42 0,3 0,2 1,25 0,2
25. Mrz 43 0,3 0,2 1,35 0,2
26. Mrz 44 0,4 0,1 1,35 0,1
27. Mrz 45 0,3 0,1 1,35 0,1
28. Mrz 46 0,3 0,1 1,3 0,1
29. Mrz 47 0,3 0,1 1,4 0
30. Mrz 48 0,3 0 1,45 0
31. Mrz 49 0,3 0 1,3 0
01. Apr 50 0,2 0 1,4 0
02. Apr 51 0,2 0 1,4 0
03. Apr 52 0,2 0 1,3 0
04. Apr 53 0,2 0 1,25 0
05. Apr 54 0,2 0 1,1 0
06. Apr 55 0,2 0 1 0
07. Apr 57 0,1 0 0,8 0
Tabelle 22: Durchschnittswerte der IgG Gruppe finieeTumorlast von 10x£0
Tumorzellen
Lebenstag | Mittelwert |Standardab Median |Interquartil
weichung abstand
22. Mrz 40 0,35 0,4359 0,15 0,30
23. Mrz 41 0,48 0,4856 0,25 0,33
24. Mrz 42 0,49 0,5105 0,25 0,34
25. Mrz 43 0,51 0,5603 0,25 0,36
26. Mrz 44 0,49 0,5921 0,25 0,54
27. Mrz 45 0,46 0,5991 0,20 0,46
28. Mrz 46 0,45 0,5745 0,20 0,45
29. Mrz 47 0,45 0,6455 0,20 0,50
30. Mrz 48 0,44 0,6897 0,15 0,59
31. Mrz 49 0,40 0,6164 0,15 0,55
01. Apr 50 0,40 0,6733 0,10 0,50
02. Apr 51 0,40 0,6733 0,10 0,50
03. Apr 52 0,38 0,6238 0,10 0,48
04. Apr 53 0,36 0,5991 0,10 0,46
05. Apr 54 0,33 0,5252 0,10 0,43
06. Apr 55 0,30 0,4761 0,10 0,40
07. Apr 57 0,23 0,3862 0,05 0,28
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Abbildung 30: TumorgréRe der Einzeltiere der Ab2i@re mit 10x18 Tumorzellen
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Abbildung 31: TumorgréRRe der Einzeltiere der IgGigre mit 10x10 Tumorzellen



Tabelle 23: Tumorwachstum der Einzeltiere der ABAppe mit einer Tumorlast von

25x1@ Tumorzellen
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Lebenstag 25A1 25A2 25A3 25A4
22. Mrz 40 0 0,1 0,2 0,2
23. Mrz 41 0 0,1 0,2 0,3
24. Mrz 42 0 0,3 0,2 0,2
25. Mrz 43 0 0,8 0,2 0,2
26. Mrz 44 0 0,6 0,1 0,1
27. Mrz 45 0 0,6 0,1 0
28. Mrz 46 0 0,5 0,1 0
29. Mrz 47 0 0,4 0,1 0
30. Mrz 48 0,1 0,4 0,2 0
31. Mrz 49 0,2 0,4 0,2 0
01. Apr 50 0,1 0,4 0,2 0
02. Apr 51 0 0,4 0,2 0
03. Apr 52 0 0,4 0,1 0
04. Apr 53 0 0,4 0 0
05. Apr 54 0 0,4 0,1 0
06. Apr 55 0 0,4 0,2 0
07. Apr 57 0 0,4 0,2 0

Tabelle 24: Durchschnittswerte der AB2 Gruppe riniee Tumorlast von 25x£0

Tumorzellen
Lebenstag | Mittelwert | Standardab | Median | Interquartil
weichung abstand
22. Mrz 40 0,13 0,0957 0,15 0,13
23. Mrz 41 0,15 0,1291 0,15 0,15
24. Mrz 42 0,18 0,1258 0,20 0,08
25. Mrz 43 0,30 0,3464 0,20 0,20
26. Mrz 44 0,20 0,2708 0,10 0,15
27. Mrz 45 0,18 0,2872 0,05 0,23
28. Mrz 46 0,15 0,2380 0,05 0,20
29. Mrz 47 0,13 0,1893 0,05 0,18
30. Mrz 48 0,18 0,1708 0,15 0,18
31. Mrz 49 0,20 0,1633 0,20 0,10
01. Apr 50 0,18 0,1708 0,15 0,18
02. Apr 51 0,15 0,1915 0,10 0,25
03. Apr 52 0,13 0,1893 0,05 0,18
04. Apr 53 0,10 0,2000 0,00 0,10
05. Apr 54 0,13 0,1893 0,05 0,18
06. Apr 55 0,15 0,1915 0,10 0,25
07. Apr 57 0,15 0,1915 0,10 0,25




Tabelle 25: Tumorwachstum der Einzeltiere der Ig@ppe mit einer Tumorlast von

25x1@ Tumorzellen
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Lebenstag 25B1 25B2 25B3 25B4
22. Mrz 40 0,7 0,4 0,1 0,2
23. Mrz 41 0,8 0,3 0,2 0,2
24. Mrz 42 0,7 0,3 0,2 0,2
25. Mrz 43 0,7 0,3 0,2 0,2
26. Mrz 44 0,6 0,4 0,2 0,1
27. Mrz 45 0,4 0,5 0,2 0
28. Mrz 46 0,3 0,4 0,3 0,1
29. Mrz 47 0,3 0,3 0,3 0,1
30. Mrz 48 0,3 0,3 0,2 0,1
31. Mrz 49 0,2 0,3 0,1 0
01. Apr 50 0,2 0,2 0,2 0
02. Apr 51 0,2 0,2 0,2 0
03. Apr 52 0,1 0,2 0,2 0,1
04. Apr 53 0,1 0,2 0,2 0,1
05. Apr 54 0,1 0,2 0,1 0,1
06. Apr 55 0 0,2 0,1 0,1
07. Apr 57 0 0,2 0,1 0

Tabelle 26: Durchschnittswerte der IgG Gruppe finieeTumorlast von 25x£0

Tumorzellen
Lebenstag | Mittelwert | Standardab | Median | Interquartil
weichung abstand
22. Mrz 40 0,7 0,4 0,1 0,2
23. Mrz 41 0,8 0,3 0,2 0,2
24. Mrz 42 0,7 0,3 0,2 0,2
25. Mrz 43 0,7 0,3 0,2 0,2
26. Mrz 44 0,6 0,4 0,2 0,1
27. Mrz 45 0,4 0,5 0,2 0
28. Mrz 46 0,3 0,4 0,3 0,1
29. Mrz 47 0,3 0,3 0,3 0,1
30. Mrz 48 0,3 0,3 0,2 0,1
31. Mrz 49 0,2 0,3 0,1 0
01. Apr 50 0,2 0,2 0,2 0
02. Apr 51 0,2 0,2 0,2 0
03. Apr 52 0,1 0,2 0,2 0,1
04. Apr 53 0,1 0,2 0,2 0,1
05. Apr 54 0,1 0,2 0,1 0,1
06. Apr 55 0 0,2 0,1 0,1
07. Apr 57 0 0,2 0,1 0
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Abbildung 32 TumorgréRe der Einzeltiere der Ab2 e mit 25x16 Tumorzellen

Pl 25*10/6 IgG
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Abbildung 33 TumorgréRe der Einzeltiere der 1gG (@@ mit 25x10 Tumorzellen




