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Hope is not the conviction that something will turn out well
but the certainty that something makes sense,
regardless of how it turns out.

Vaclav Havel



ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Tumor-assoziierte Antigene (TAAs) sind vielversprechende Zielstrukturen far
immuntherapeutische Ansatze der Krebstherapie. Hierflr eignen sich insbesondere mutierte Proteine, die
Tumor-spezifische Antigene (TSAs) enthalten kdnnen, da diese ausschlief3lich im Tumor und nicht im
normalen Gewebe exprimiert werden. TSAs sollten dariiber hinaus, im Gegensatz zu Wildtyp-Sequenzen,
weder eine Autoimmunreaktion hervorrufen noch der zentralen Toleranz unterliegen. In dieser Arbeit sollte
erstmals gezeigt werden, dass eine mutationsspezifische Multipeptid-Vakzine, die simultan mehrere
haufig auftretende Mutationen gastrointestinaler Tumore in einem humanen HLA-Kontext erfasst, in der
Lage ist mutationsspezifische, multifunktionale und polyvalente CD4" und CD8" Effektor-T-Zell-Antworten
zu induzieren, die darliber hinaus eine Tumor-protektive Kapazitat besitzen. In diesem Kontext wurden

auch immunsuppressive Gegenreaktionen, wie die Induktion regulatorischer T-Zellen, untersucht.

Als Zielantigene wurden die im Kolorektal- und Pankreaskarzinom am haufigsten auftretenden,
mutierten Varianten des Tumorsuppressor-Proteins p53 und der Onkogene Kras und Braf ausgewahlt.
Des Weiteren wurde eine Reihe von Peptiden basierend auf den Wildtyp- und mutierten Sequenzen der
genannten Onkoproteine konzipiert. Die Prasentation von MHC Klasse | und II-Epitopen, wurde durch
Peptidlangen von 28-35 Aminosauren realisiert. Ziel der Arbeit war, das Potential dieser langen Peptide
fur eine aktive Immunisierung zu analysieren und ihre Tumor-Protektivitat in einem murinen Krebsmodell-
System zu testen. Dazu wurden zundchst C57BL/6 und HLA Klasse | und Il humanisierte Mause
(HLA.A2/HLA.DR1-transgen) in einem Multipeptid-Ansatz vakziniert. T-Zell-Antworten der immunisierten
Tiere wurden mit Hilfe eines Durchflusszytometrie-basierten Zytokin-Sekretionsassays nach Antigen-
spezifischer in vitro Restimulierung erfasst. Dabei konnten simultane, polyvalente CD8" zytotoxische und
CD4" Helfer-T-Zell-Antworten gegen einen GroRteil der zur Vakzinierung verwendeten Peptide detektiert
werden. Die Peptid-spezifischen T-Zellen zeigten des Weiteren ein multifunktionales Zytokin-
Sekretionsprofil, wobei die CD4" T-Zellen einen Ty1 Phénotyp aufwiesen. Zwei der langen mutierten
Peptide, Kras G12V und p53 R248W, riefen signifikant hohere T-Zellantworten als entsprechende
Wildtyp-Peptide hervor, was eine Mutationsspezifitdt der Immunantwort impliziert. Fir diese beiden
mutierten Peptide wurden des weiteren HLA.A2 und HLA.DR1 restringierte, die Mutationen enthaltende
Epitope revalidiert (Kras G12V) bzw. neu bestimmt (p53 R248W).

Um die Tumorprotektivitat der mutationsspezifischen Multipeptid-Vakzine zu erfassen, wurden in
dem HLA transgenen Mausmodell durch Karzinogen-induzierte Tumorgenese syngene, tumorigene
Fibrosarkom-Zelllinien generiert. Tumor-Wachstumsexperimente wurden mit zwei Zelllinien durchgefiihrt.
Eine Zelllinie beinhaltete dabei Tumor-intrinsische Tp53/Kras-Mutationen und in die zweite Zelllinie wurde
ein Transgen eingebracht, durch das die Tumorzellen die immunogensten Mutationen exprimierten. Im
erstgenannten System verlangsamte eine Impfung mit mutierten Peptiden das Auswachsen der Tumore
im Vergleich zu einer Impfung mit Wildtyp-Peptiden. Dagegen verursachte eine Impfung mit den

immunogensten Wildtyp- und mutierten Peptid-Sequenzen jedoch eine starke Vermehrung
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regulatorischer, immunsupprimierender T-Zellen, die mit einer Beschleunigung des Wachstums Transgen-

exprimierender Tumore korrelierte.

Zusammenfassend konnte erstmals in einem humanisierten System gezeigt werden, dass ein
mutationsspezifisches Multipeptid-Vakzin effizient polyvalente, multifunktionale und fiir die mutierten
Antigene spezifische T-Zellen induzieren kann, die dariber hinaus das Potential haben Tumorzellen zu
eliminieren. Es muss jedoch auch in Betracht gezogen werden, dass immunsuppressive, moglicherweise
mutationsspezifische regulatorische T-Zellen hervorgerufen werden kénnten, die den Erfolg dieses

therapeutischen Ansatzes schmalern.



ABSTRACT

Abstract

Tumor-associated antigens (TAAs) are promising targets for immunological therapeutic
intervention in cancer therapy. Particularly, mutated proteins are a source for true tumor-specific antigens
(TSAs) because they are exclusively expressed in the tumor and are not shared with normal tissue.
Moreover, TSAs reduce the risk of autoimmunity and increase the chance to overcome tolerance
compared to non-mutated protein sequences. In this study we sought to show for the first time, that a
mutation-specific multi-peptide vaccine, which targets simultaneously common mutations in
gastrointestinal tumors in a human HLA context, is capable to induce multifunctional and polyvalent CD4"
and CD8" effector T cell responses with a tumor-protective capacity. Furthermore, we aimed to investigate
whether this strategy results in immune-suppressive counter-reactions, like the induction of regulatory T

cells (Treg).

As target-antigens, we created a panel of peptides with sequences derived from the most
frequently mutated variants of the tumor suppressor p53 and the oncogenes Kras and Braf described for
colorectal (CRC) and pancreatic carcinomas. More precisely, the peptides represent wild-type (wt) or
mutated sequences and have a length of 28-35 amino acids to facilitate a presentation of MHC | and I
epitopes. In the presented study we analyzed the potency of the long peptide panel for active vaccination
and its tumor-protective capacity in a murine cancer model system. For this purpose we utilized C57BL/6J
mice, as well as an HLA-class l/ll humanized mouse strain (HLA.A2/HLADR1 transgenic), in a multi-
peptide vaccination setting. T cell responses of immunized mice were monitored by flow cytometry
measuring cytokine secretion after antigen-specific in vitro re-stimulation. Thereby, we observed
simultaneous, polyvalent CD8" cytotoxic and CD4" helper T cell responses against the majority of the
peptides. Moreover, the peptide-specific T cells possessed a multifunctional cytokine-secretion profile and
CD4" T cells displayed a Ty1 like phenotype. Notably, two of the mutation-comprising long peptides (Kras
G12V and p53 R248W) induced a significantly higher secretion of cytokines than the corresponding wt
sequences in both CD4" as well as CD8" T cells, which implied mutation-specificity. For these two
peptides we were able to revalidate (Kras G12V) and identify (p53 R248W) HLA.A2 and HLA.DR1

restricted mutation-comprising epitopes.

To investigate the tumor-protective capacity of the vaccination approach syngenic fibrosarcoma
cell lines were generated in the HLA-class l/ll transgenic mouse model by carcinogen-induced
tumorigenesis. In tumor challenge experiments we employed cell lines carrying intrinsic Kras/Tp53
mutations and cell lines which were engineered to express the most immunogenic mutations found in our
vaccination studies. Vaccination with mutated long peptides resulted in delayed tumor outgrowth
compared to vaccination with wt counterparts regarding tumors with intrinsic mutations. However, animals
vaccinated with highly immunogenic wt and mutated peptides showed a strong increase of
immunosuppressive, peripheral T,q numbers correlating with an accelerated outgrowth of transgene-

expressing tumors.
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In conclusion, we showed that long peptide vaccination targeting multiple mutated oncogenes and
tumor suppressor genes is capable of eliciting polyvalent, multifunctional, and mutated antigen-specific
effector T cells responses, which have the potential to eradicate tumor cells. Furthermore, we suggest the

induction of immune-suppressive, possibly mutation-specific regulatory T cells as a critical issue for the
success of this therapeutic approach.
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