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1 

1 Einleitung  

c-Met ist ein in vielen verschiedenen malignen Tumoren und Metastasen von 

malignen Tumoren nachgewiesenes Protoonkogen. Die Expression von c-Met 

korreliert mit Transformation, Malignität und schlechter Prognose dieser malig-

nen Erkrankungen. Gelänge es, die körpereigene Immunabwehr gegen dieses 

Protoonkogen zu aktivieren, so stünde eine wirkungsvolle Methode in der The-

rapie vieler maligner Erkrankungen zur Verfügung. In dieser Arbeit wird ein von 

Tumorzellen exprimiertes, von c-Met abgeleitetes Peptid in seiner Funktion als 

Zielmolekül der Immunabwehr untersucht. Die Grundzüge der Immunologie und 

der Immuntherapie, das Protoonkogen c-Met sowie die Problemstellung und 

Zielsetzung dieser Arbeit werden im folgenden kurz skizziert. 

1.1 Immuntherapeutischer Ansatz zur Behandlung von malign en 

Erkra nkungen 

Tumorzellen exprimieren zelleigene Proteine, die nach Präsentation durch den 

Klasse I Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC-Klasse I) von körpereigenen 

CD8-positiven zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkannt werden können und 

daraufhin lysiert werden können (3, 10, 15, 16, 23, 33, 94). Diese Proteine 

nennt man tumorassoziierte Antigene, Tumorabstoßungsantigene oder auch 

Tumorantigene (TAA). Durch die Entdeckung von Tumorantigenen ergeben 

sich erweiterte Strategien zur Therapie maligner Erkrankungen auf immunologi-

scher Basis (10, 32, 48, 62), da hiermit neue Zielmoleküle für Therapien zur 

Verfügung stehen. Da sich die Tumoren aber durch verschiedene Mechanis-

men der Immuntantwort entziehen können, ist es Ziel der Immuntherapie, dies 

zu verhindern und eine adäquate Aktivierung des Immunsystems zu erreichen.  

1.1.1 Tumorantigene  

Man kann fünf verschiedene Klassen von Tumorantigenen unterscheiden (62). 

Zur ersten Klasse gehören Peptide, die durch spezifische somatische Mutation 

entstanden sind und daher patientenindividuell sind, z.B. Idiotyp-Immunoglobine 
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von malignen Lymphomen/Myelomen oder Antigene, die durch Punktmutation 

entstanden sind (33). Sie sind ideale Tumorantigene, da sie ausschließlich vom 

Tumor präsentiert werden (48).  

Die zweite Kategorie entspricht tumorspezifischen Proteinen, die in Tumorzellen 

exprimiert werden, nicht aber in gesunden Geweben. Da sie charakteristisch für 

einen bestimmten Tumor sind, werden sie in Tumoren unterschiedlicher Patien-

ten gefunden. Hierzu gehören z.B. virale Antigene in Malignomen mit viraler 

Ätiologie (u.a. EBV-induziertes Lymphom, HCV-/HBV-induziertes hepatozellulä-

res Karzinom, HPV-induziertes Zervixkarzinom) oder Proteine, die durch Muta-

tion oder Translokation von Onkogenen entstehen und bei verschiedenen Pa-

tienten zu finden sind (p53-Mutation, ras-Mutation; 48). 

Antigene, die in gesunden Geweben mit Ausnahme der Hoden und der Plazen-

ta nicht vorkommen, aber in vielen Tumoren reaktiviert werden, bilden als dritte 

Gruppe die sogenannten „cancer-testis-Antigene“. Beispiele hierfür sind Protei-

ne der MAGE-, GAGE-, BAGE-Familie (10, 33, 94) oder NY-ESO-1 (61). Die 

vierte Klasse besteht aus Differenzierungsantigenen, wie etwa Tyrosinase, 

gp75, gp100 oder MelanA/Mart1 (10, 33), die bei Melanom-Patienten beschrie-

ben sind. Kürzlich wurde mit RU2 ein Differenzierungsantigen für die Niere be-

schrieben (34). 

Zur letzten Kategorie gehören Proteine, die in Malignomen überexprimiert vor-

liegen, gleichzeitig jedoch auch in gesunden Geweben zu finden sind (36), z.B. 

HER-2/neu (40), MUC1 (15, 16) sowie das Protoonkogen c-Met. 

Die körpereigene Abwehr erkennt aber offensichtlich sämtliche Tumorantigene 

nicht in einem ausreichenden Maß, denn die malignen Tumoren persistieren 

und progressieren in der Regel trotz potenzieller Abwehrmaßnahmen des Im-

munsystems. Grund dafür ist die über den Selektionsdruck geförderte Entwick-

lung von Strategien durch die Tumorzellen, um ihrer Vernichtung durch das 

Immunsystem zu entgehen (4, 26, 32, 52).  

1.1.2 Tumorstrategien gegen das Immunsy stem 

Tumorzellen können für das Immunsystem unsichtbar bleiben, indem sie die 

TAA nicht mehr oder nur unzureichend präsentieren. Sie hemmen entweder ko-
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stimulierende Moleküle (z.B. CD28, B7, CD40), so dass das entscheidende 

zweite Signal zur Aktivierung der T-Zelle fehlt und somit Toleranz induziert wird, 

oder sie präsentieren zusätzlich T-Zell-inhibierende Moleküle, wie z.B. CTLA-4 

(2, 22, 36). Des Weiteren können Tumorzellen die MHC-Klasse I-Moleküle   

herunterregulieren (26, 47) und dadurch die Präsentation der TAA z.B. durch 

TAP- oder Proteasom-Defizienz verhindern (38, 117). Außerdem induzieren sie 

keine Entzündungsreaktionen, wie bei bakteriellen oder viralen Infektionen (47). 

Deshalb fehlt die Bildung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine, die 

die Expression von Adhäsionsmolekülen anregen bzw. professionell antigen-

präsentierende Zellen anlocken und zur Reifung bringen, so dass naive T-

Zellen letztlich nicht einwandern bzw. aktiviert werden können (36, 96). Zudem 

können manche Tumoren die Produktion des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 

blockieren und die Signaltransduktion von IL-2 Rezeptoren auf den T-Zellen 

verhindern (104). Schließlich bilden Tumorzellen auch immunsuppressive Fak-

toren wie VEGF, TGF-β, Prostaglandine oder IL-10, die antigenpräsentierende 

Zellen und T-Zellen in ihrer Reifung, Proliferation und Funktion hemmen und 

das gesamte Immunsystem modifizieren (36, 45, 47, 70, 100, 106).  

1.1.3 Therapieoptionen zur Durchbrechung der Immuntoleranz  

Aufgrund der Vielzahl immunsuppressiver Strategien der Tumoren müssen Be-

handlungsansätze entwickelt werden, die trotz dieser Mechanismen eine effi-

ziente, dauerhafte Immunantwort gegen den Tumor induzieren können. Dies 

wird versucht über die Entwicklung von sogenannten Tumorvakzinen, die die 

Immuntoleranz des Abwehrsystems durchbrechen sollen.  

Eine Strategie hierbei ist die Initiierung einer Immunantwort durch professionelle 

antigenpräsentierende Zellen (APC). Dendritische Zellen (DC) sind die poten-

testen APC mit der einzigartigen Fähigkeit, naive T-Zellen zu aktivieren und 

damit die Zerstörung der Tumorzellen einzuleiten (1, 5, 17) – was sie zu einem 

wertvollen Adjuvanz in der Entwicklung von Vakzinierungstherapien maligner 

Erkrankungen macht (17, 18, 21, 42, 85, 131). Zudem aktivieren DC nicht nur 

CD8-positive T-Zellen, sondern sie können ebenfalls MHC-Klasse II-vermittelt 

die CD4-positiven T-Helferzellen aktivieren, so dass sich in der Bekämpfung der 
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Tumorzellen ein weiterer Ansatz ergibt (13, 116, 125). Außerdem wurde ge-

zeigt, dass die Präsenz von DC in soliden Tumoren mit einer besseren Progno-

se und längerem Überleben bei einigen menschlichen Malignomen assoziiert ist  

(6), was auf die Bedeutung der DC in der immunologischen Kontrolle von Tu-

moren hinweist. Deshalb stellt die ex vivo Generierung von aktivierten, reifen 

DC, die nach Beladung mit synthetisch hergestellten TAA-Peptiden, rekombi-

nanten Proteinen, Tumorzell-Lysaten, Tumorzell-RNA oder nach Tumor-DC-

Fusion die Entstehung spezifischer CTL und T-Helferzellen induzieren, einen 

Ansatz für Vakzinierungstherapien dar (17, 32, 42, 85, 116, 123). Alternativ 

können die DC mit rekombinanten Viren transfiziert werden (85). Die exprimie-

renden DC bzw. aktivierten T-Zellen (31) werden dem Patienten als Tumorvak-

zine injiziert.  

Ein anderer Ansatz ist die direkte Injektion von peptidbeladenen DC (15, 16, 79, 

114, 115, 130), von DC, die mit bestrahlten Tumorzellen inkubiert wurden (123), 

von DC, die mit einem rekombinanten Antigen-Zytokin-Fusionsprotein (Proven-

geTM, Dendreon Corp., Seattle, USA) inkubiert wurden (120) oder von DC, die 

mit autologen Tumorzell-Lysaten inkubiert wurden (55, 86). Die in vivo fehlende 

Aktivierung der DC durch nicht vorhandene Entzündungsmediatoren wird dabei 

durch die Gabe ex vivo aktivierter, reifer DC umgangen. Schließlich wird zusätz-

lich zu den zellgebundenen Vakzinen oder auch ohne weitere Zugaben von 

Vakzinen versucht, die Immunreaktion durch Gabe von GM-CSF (auch in Form 

von mit GM-CSF/CD40-Liganden transfizierten, bestrahlten Tumorzellen), KLH, 

Flt3-L, PADRE, Anti-CTLA-4, IL-2, IL-12 oder anderen immunmodulierenden 

Substanzen zu verstärken (15, 17, 22, 23, 31, 86, 110, 120). 

1.1.4 Dendritische Zellen und ihre Schlüsselrolle in der Aktivierung des 

Immunsystems  

Dendritische Zellen (DC) entstehen im Knochenmark und können in fast jedem 

Gewebe in Form von unreifen Vorläuferzellen vorliegen (20). Neben ihrer phy-

siologischen Entstehung aus CD34-positiven Progenitorzellen kann man DC in 

vitro auch aus CD14-positiven Monozyten mit Hilfe von GM-CSF und IL-4 gene-

rieren und mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, IL-1, LPS oder durch 
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CD-40-Ligation aktivieren (14, 16, 41, 108). DC spielen eine Schlüsselrolle in 

der zellvermittelten Immunität (5), denn sie können im Gegensatz zu anderen 

antigenpräsentierenden Zellen wie Makrophagen oder B-Zellen naive, ruhende 

T-Zellen aktivieren und damit eine primäre T-Zell-Antwort einleiten (1, 5, 17, 

54). Ursprünglich sind unreife DC sessil und haben vor Ort die Fähigkeit zur 

Makropinozytose (87, 125). Nach ihrer Aktivierung durch proinflammatorische 

Zytokine oder Bakterienbestandteile werden die DC mobil, reduzieren ihre Pha-

gozytosefähigkeit und erlangen T-Zell-stimulierende Potenz, so dass sie in die 

regionalen Lymphknoten auswandern und dort mit den naiven T-Zellen in Kon-

takt treten können (16, 20). Sie induzieren in den T-Zell-Regionen der Lymph-

knoten durch Antigenpräsentation eine primäre Immunantwort mit Hilfe einer 

verstärkten Expression von Adhäsions-, MHC- und kostimulierenden Molekülen 

sowie durch Sekretion von Zytokinen wie IL-12 (20). Die vorangehende Prozes-

sierung des Tumorantigens soll im folgenden genauer beleuchtet werden.  

Zunächst werden die phagozytierten Proteine in Proteasomen zerkleinert, durch 

einen ATP-abhängigen Transporter (TAP) ins Endoplasmatische Retikulum ge-

bracht und dort mit neu gebildeten MHC-Klasse I-Molekülen und β2-

Mikroglobulin zusammengesetzt. Über den Golgi Apparat werden die MHC-

Antigen-Komplexe dann zur Zelloberfläche transportiert (54, 63 S. 132 ff., 98). 

Inzwischen sind auch TAP-unabhängige Prozessierungswege bekannt (93). 

Bemerkenswert ist dabei, dass die DC die TAA MHC-Klasse I-restringiert prä-

sentieren können, obwohl die TAA nicht aus dem Zytosol der DC stammen, 

sondern durch Phagozytose aufgenommene exogene Peptide darstellen (1). 

Normalerweise präsentieren Zellen aber nur im Zytosol synthetisierte Proteine 

(z.B. virale oder eigene Proteine) MHC-Klasse I-restringiert. Exogene Peptide 

(z.B. von Bakterien) werden MHC-Klasse II-präsentiert (63, S. 25). Die Fähig-

keit zur MHC-Klasse I-Präsentation von exogenen Peptiden durch die DC wird 

als „cross-priming“ bezeichnet (13, 87, 107) und stellt einen entscheidenden 

Mechanismus für die Induktion der zytotoxischen T-Zell-Antwort gegen Tumor-

zellen dar, denn die DC aktivieren durch diese MHC-Klasse I-

Antigenpräsentation naive CD8-positive T-Lymphozyten und somit die zellver-

mittelte Immunität (63, S. 252 ff.). Im Gegensatz dazu erkennen bei MHC-
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Klasse II-Präsentation CD4-positive T-Helferzellen den Komplex und aktivieren 

die nicht-zellvermittelte, humorale Immunantwort der Antikörperbildung (63, S. 

25ff.; S. 515-518). Nach der Wiedererkennung dieses spezifischen MHC-Klasse 

I-Antigen-Komplexes auf Tumorzellen sind die induzierten CTL, die nach ihrer 

Aktivierung durch die DC klonal expandieren, nun in der Lage, antigenspezi-

fisch Zellen  abzutöten. Der Einsatz von DC ist deshalb ein wesentlicher Schritt 

in der Entwicklung wirkungsvoller tumorizider Vakzinierungstherapien (17, 18, 

21, 42, 85, 131). Die Erkennung des Peptids durch die CTL kann aber immer 

nur in Verbindung mit dem individuenspezifischen MHC-Komplex erfolgen 

(MHC-Restriktion), wobei das MHC-Molekül entscheidend an der Peptidaus-

wahl beteiligt ist (35, 119). Menschliche MHC werden als „Human Leucocyte 

Antigen“ (HLA) bezeichnet, wobei die dahinter stehenden Großbuchstaben  

einzelne Genloci, die darauf folgenden Zahlen das entsprechende Allel kenn-

zeichnen (63, S. 65-71). Charakteristisch für die in dieser Arbeit benutzten HLA-

A2-präsentierten Peptide ist, dass sie 9 Aminosäuren lang sind und an Position 

2 und 9 die Anker-Aminosäuren Valin oder Leucin als Sequenzmotiv tragen, 

über die sie an das MHC-Klasse I-Molekül binden (102, 103). 

1.2 Das Protoonkogen c -Met 

Das c-Met-Protoonkogen wurde ursprünglich als ein Onkogen identifiziert, das 

nach Behandlung mit dem chemischen Karzinogen N-methyl-N´-nitro-N-

nitrosoguanidin in einer menschlichen Osteosarkom-Zelllinie aktiviert wurde 

(24). c-Met kodiert für einen heterodimeren Transmembranrezeptor mit Tyrosin-

kinaseaktivität, dessen Ligand der „Hepatocyte Growth Factor“ (HGF) ist, der  

auch „Scatter Factor“ (SF) genannt wird (12, 83, 111). HGF wird als inaktiver 

Vorläufer sezerniert und erlangt erst durch eine extrazelluläre, proteolytische 

Konversion in die heterodimere, aktive Form biologische Funktionalität (81). 

Das Gleichgewicht zwischen HGF-Aktivator (HGFA) und HGFA-Inhibitor spielt 

eine wichtige Rolle in der Regulation der HGF-Aktivität und stellt einen weiteren 

Ansatzpunkt neuer therapeutischer Strategien in der Krebstherapie dar (68). 

Der insgesamt 190 kD große Met-Rezeptor besteht aus einer 45-50 kD großen 

α- und einer 140-145 kD großen β-Untereinheit, die über eine Disulfidbrücke 
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verbunden sind und durch endoproteolytische Spaltung aus einer Polypeptid-

kette entstehen (50, 111). Die stark glykosylierte α-Untereinheit befindet sich 

extrazellulär, die β-Untereinheit hat neben der extrazellulär gelegenen Ligan-

denbindungsstelle eine Transmembrandomäne und eine intrazelluläre Tyrosin-

kinasedomäne. Sobald HGF bindet, findet eine Autophosphorylierung und Di-

merisierung des Met-Rezeptors statt, die dann verschiedene Signalkaskaden, 

z.B. über ras, PI3 Kinase, PCL-γ, MEK oder MAPK vermittelte Signaltransduk-

tionswege, aktiviert (30, 43, 44, 83). Obwohl der Ligand des Met-Rezeptors 

„Leberwachstumsfaktor“ heißt, werden zahlreiche Funktionen in Zellen ver-

schiedener Organe und Herkunft durch den HGF-Rezeptor vermittelt (46, 143): 

Zellproliferation (19), Motilität (19), Invasion in die extrazelluläre Matrix (65, 

128), Angiogenese (19, 30), Formation von tubulären Strukturen (78, 111), Or-

ganregeneration von Leber, Niere (60, 74) und Lunge (141), Wundheilung (88), 

Wachstum und Differenzierung hämatopoetischer Vorläuferzellen (77, 143) und 

immunologische Funktionen, wie etwa die Regulation der integrinvermittelten 

Adhäsion und die Differenzierung von B-Zellen im Keimzentrum (137). Des 

Weiteren spielt c-Met/HGF eine Schlüsselrolle in der embryonalen Entwicklung 

der Leber (112), der Skelettmuskeln (9, 127), der Plazenta (135) und der insu-

linproduzierenden Zellen des Pankreas (89) sowie bei der Migration neuronaler 

Vorläuferzellen (122) und Melanozyten (127) – weshalb Mäuseembryonen mit 

einer Nullmutation im HGF/SF-Gen in utero sterben (112, 135).  

HGF und Met kommunizieren physiologischerweise über eine parakrine Interak-

tion zwischen HGF-produzierendem, mesenchymalem Stromagewebe und Met-

exprimierenden Epithelzellen (121). Dennoch wurde gezeigt, dass eine Reihe 

nichtepithelialer Zellen, u.a. hämatopoetische Zellen, neurale Zellen und Ske-

lettmuskelzellen, auf HGF reagieren und hämatologische Malignome, wie etwa 

das Multiple Myelom, der M. Hodgkin, Leukämien und Lymphome, den Met-

Rezeptor exprimieren (11, 67, 97, 129). Wenn die Aktivierung des Met/HGF-

Systems von ihrem physiologischen Muster abweicht, kann dies zur Entstehung 

und Metastasierung verschiedener Malignome im Menschen führen, z.B. zu 

Mammakarzinomen, Schilddrüsenkarzinomen, Melanomen, kolorektalen Karzi-
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nomen, Pankreaskarzinomen, Nierenzellkarzinomen oder kindlichen hepatozel-

lulären Karzinomen (27, 39, 65, 66, 69, 90, 101, 109, 133, 134).  

1.3 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit   

In einer kürzlich erschienenen Veröffentlichung wurden durch Genexpressions-

analysen zwischen gesunden Geweben und Tumorgeweben Gene identifiziert, 

die selektiv im Tumor zu finden sind oder dort überexprimiert vorliegen (140). 

Diese Technik wurde kombiniert mit der Massenspektrometrie, um MHC-

gebundene Peptide aus diesen Genen zu identifizieren. Auf diese Weise wurde 

ein vom c-Met Protoonkogen abgeleitetes HLA-A2-bindendes Peptid gefunden 

(140). Da das c-Met Protoonkogen in zahlreichen Malignomen und Metastasen 

überexprimiert wird und entscheidend an der Entstehung von Malignomen, an 

deren Proliferation und v.a. am Übergang zur Metastasierung beteiligt ist, stellt 

es ein interessantes Zielmolekül für die Entwicklung von therapeutischen An-

sätzen zur Behandlung von Tumorerkrankungen dar. 

In dieser Arbeit soll die mögliche Funktion dieses Peptides als T-Zell-Epitop 

untersucht werden und dessen Eignung zur Induktion von spezifischen, zytoto-

xischen T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Des Weiteren soll überprüft 

werden, ob Tumorzelllinien verschiedener Malignome dieses Epitop endogen 

exprimieren und ob eine effiziente Erkennung und Lyse der dieses Epitop prä-

sentierenden Zellen möglich ist. Zusätzlich wird analysiert werden, ob die Lyse 

der Zielzellen antigenspezifisch und HLA-A2-restringiert verläuft und ob die Er-

kennung des Peptides sowohl bei endogenem oder durch Transfektion erhalte-

nem als auch bei synthetischem c-Met stattfindet. Schließlich wird erforscht 

werden, ob die Ergebnisse auch auf ein autologes System übertragbar sind.  

Da über c-Met Epitope in diesem Zusammenhang noch keinerlei Erkenntnisse 

vorliegen, können mit diesen in vitro Experimenten entscheidende Voraus-

setzungen für einen späteren Einsatz in der in vivo Vakzinierungstherapie ge-

schaffen werden. Diese Erkenntnis würde den möglichen klinischen Anwen-

dungsbereich von peptidbeladenen DC in der Krebstherapie vergrößern, deren 

Chancen und Risiken beispielhaft an bereits durchgeführten klinischen Studien 

am Ende der vorliegenden Dissertation aufgezeigt werden. 
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2 Material und Methoden  

2.1 Material  

2.1.1 Geräte 

Tab. 2.1: Verwendete Geräte 

Produkt  Hersteller  

Bestrahlungsgerät Gammacell 1000 MDS Nordion, Bucks, GB 

Brutschrank NuAireTM US AutoFlow NuAireTM Inc., Plymouth, USA 

Elektroporationsgerät Easyject PlusTM  Peqlab, Erlangen, D  

Fotometer RNA/DNA Calculator  

Gene QuantTM II  

Amersham Biosciences Europe 

GmbH, Freiburg, D 

Gefrierschrank –85°C UF 300  Napco, Winchester, USA 

Heizblock UnitekTM HBS 130 Peqlab, Erlangen, D 

Kühlschrank Kombination 

4°C und -20°C  

Liebherr, Ochsenhausen, D 

Mikropipetten 10µl, 20µl, 200µl, 1000µl  Eppendorf, Hamburg, D 

Mikropipetten 10µl, 20µl, 200µl, 1000µl  Gilson Inc., Middleton, USA 

Mikroskop Olympus MO21 Olympus Optical GmbH, Hamburg, D 

Minishaker IKA-Works IKA-Works, Inc., Wilmington, USA 

Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow Tecan Deutschland GmbH, Crails-

heim, D 

Neubauer Zählkammer 0,1mm Tiefe Sigma, Deisenhofen, D 

PCR-Gerät Gene Amp PCR System 

9600 

PerkinElmer Life Science, Zaventem, B 

Pipettierhilfe Pipetboy acu  Integra Biosciences AG, Baar, CH 

Radioaktivitätsmessgerät 1205 Beta-

plate liquid scintillation counter 

Perkin Elmer Wallac, Freiburg, D 

Reinluftwerkbank Heraeus  

Hera Safe HS 18/2 

Heraeus, Hanau, D 
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Schüttelbank Plymax 1040 Heidolph, Schwabach, D 

SDS-PAGE-Kammer Mini-Protean 3 

electrophoresis system 

Bio Rad Laboratories GmbH, 

München, D 

Spannungsgerät EPS 601 Amersham Biosciences Europe 

GmbH, Freiburg, D 

UV-Reader Biometra Bio Doc Analyze Whatman Biometra GmbH, Göttingen, D 

Wasserbad GFL GFL, Burgwedel, D 

Wasserbad WB/OB 7-45 W-BU 45 Memmert, Schwabach, D 

Western Blot Kammer Mini  

Trans Blot Cell 

Bio Rad Laboratories GmbH, 

München, D 

Zentrifuge Eppendorf 5417 R Eppendorf, Hamburg, D 

Zentrifuge Heraeus 1.0 R Heraeus, Hanau, D  

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau, D 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien  

Tab. 2.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Produkt  Hersteller  

6-Loch-Platte Falcon® MultiwellTM 

353046 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

24-Loch-Platte Cellstar® Greiner Bio-One GmbH,  

Frickenhausen, D 

96-Loch-Platte Cellstar® U-shape,  

with lid, TC-Plate 

Greiner Bio-One GmbH,  

Frickenhausen, D 

500-PP-Reaktionsgefäße  

Cellstar® 1,5ml 

Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, D 

Audiographiefilm Kodak Biomax 

Light Film 13 x 18 cm 

Kodak, Rochester, USA 

Combitips Plus 0,5ml Eppendorf, Hamburg, D 

Einwegspritzen Injekt 5ml, 10ml, 20ml Braun, Melsungen, D 

Falcon® Blue MaxTM, 50ml Blue Cups Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 



Material und Methoden   
     

 

11 

Falcon® 5ml Polystyrene  

Round-Bottom Tube 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Handschuhe SafeSkin Satin Plus® Kimberley Clark, Roswell, USA 

Kanülen Microlance 3 26G 0,3/0,45x13 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Kanülen Sterican 0,9x70mm Braun, Melsungen, D 

Kryoröhrchen NuncTM Cryo TubeTM Nalge Nunc Internat., Rochester, USA 

Luma PlateTM –96 Packard Bioscience BV, Groningen, NL 

Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell, Dassel, D 

Pipetten Serological Pipet 2ml Falcon Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Pipetten Stripette 5ml, 10ml, 25ml, 50ml Corning GmbH, Kaiserslautern, D 

Pipettenspitzen blau 1,0ml und  

gelb 0,2ml 

Sarstedt AG & Co., Nürmbrecht, D 

PP-Test Tube 15ml Cellstar®  Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, D 

Sterilfilter Minisart 0,45µm, 0,2µm  Sartorius, Göttingen, D 

TC-Tube Cellstar®, sterile, 14ml, 

16,0/100mm Screw Cap 

Greiner Bio-One GmbH, 

Frickenhausen, D 

Zellkulturflaschen Falcon® Tissue  

Culture Flask 0,2µl Vented Blue Plug 

Seal Cup 70ml, 275ml 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

 

2.1.3 Medien, Reagenzien, Antikörper  

Tab. 2.3: Verwendete Medien, Reagenzien, Antikörper 

Produkt  Hersteller  

Agarose, peqGold Universal  Peqlab, Erlangen, D 

Antikörper α HLA-A2  

(MoAb BB7.2 (IgG2b)) 

PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,  

Interfakultäres Institut für Zellbiologie,  

Universität Tübingen, D  

Antikörper Actin I-19, sc-1616, 

polyclonal goat  

Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, D 
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Antikörper h-Met C 28, sc-161,  

polyclonal rabbit 

Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, D 

Antikörper Chrom Pure Mouse IgG Dianova, Hamburg, D 

Antikörper horseradish peroxidase-

conjugated anti-rabbit IgG sc-2054 

Santa Cruz Biotechnology Inc.,  

Heidelberg, D 

Antikörper horseradish peroxidase-

conjugated anti-goat IgG sc-2020 

Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Heidelberg, D 

Antikörper Streptavidin horseradish 

peroxidase conjugate 2 ml  

Amersham Life Science, Freiburg, D 

BCA Protein Assay Reagent Kit Pierce, Peribo Science, Bonn, D  

cDNA-Set: SuperscriptTM, first strand 

synthesis system for RT-PCR  

Invitrogen, Karlsruhe, D 

DMSO Serva, Heidelberg, D 

ECL™ plus detection reagent Amersham Biosciences Europe,  

Freiburg, D 

Fetal Bovine Serum 10082 Invitrogen GibcoTM, Karlsruhe, D 

Ficoll: Biocoll Separating Solution  Biochrom AG, Berlin, D 

GM-CSF Leucomax Novartis, Basel, CH 

Größenmarker Bench MarkTM  

Prestained Protein Ladder Marker 

Invitrogen, Karlsruhe, D 

Größenmarker Biotinylated SDS 

PAGE Standards High Range 

Bio Rad Laboratories GmbH, München, D 

Größenmarker GeneRulerTM 1 kb DNA 

Ladder 

MBI Fermentas, St. Leon Rot, D  

Human Multiple-Choice™  

First-Strand cDNA  

OriGene Technologies Inc., Rockville, 

USA 

IL-2 R&D Systems, Wiesbaden, D 

IL-4 R&D Systems, Wiesbaden, D 

Medium RPMI 1640 with Glutamax 

11875 

Invitrogen GibcoTM, Karlsruhe, D 

Medium X-Vivo 20 Bio Whittaker, Wakersville, USA 
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Mercaptoethanol Sigma Chemical Co, St. Louis, USA 

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered 

Saline 0,0095 M (PO4) 

Bio Whittaker Europe, Verviers, B 

PCR-Set: Amplitaq Perkin Elmer, Boston, USA 

Penicillin-Streptomycin 100 ml Invitrogen GibcoTM, Karlsruhe, D 

Synthetisch hergestelltes Peptid abge-

leitet von c-Met: Aminosäuren 654-

662, YVDPVITSI 

PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,  

Interfakultäres Institut für Zellbiologie,  

Universität Tübingen, D 

Synthetisch hergestelltes Peptid abge-

leitet von HIV: pol HIV-1 reverse 

Transkriptase, Aminosäuren 476-484, 

ILKEPVHGV 

PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,  

Interfakultäres Institut für Zellbiologie,  

Universität Tübingen, D 

Synthetisch hergestelltes Peptid abge-

leitet von Survivin: Aminosäuren 95-

104, ELTLGEFLKL  

PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,  

Interfakultäres Institut für Zellbiologie,  

Universität Tübingen, D 

TNF-α R&D Systems, Wiesbaden, D 

Trypanblau  Seromed, Biochrom AG, Berlin, D 

Trypsin-EDTA 25200 Invitrogen GibcoTM, Karlsruhe, D 

 

Alle verwendeten Reagenzien, die in dieser Tabelle nicht explizit erwähnt wur-

den, wurden von den Firmen Merck (Hohenbrunn, D), Roth (Karlsruhe, D), Ser-

va (Heidelberg, D) und Sigma (St. Louis, USA) bezogen.  

2.1.4 Puffer und Lösungen  

Tab. 2.4: Verwendete Puffer und Lösungen 

Eingesetzt bei  Name Zusammensetzung  

PCR, S. 21 cDNA-Syntheseansatz 2 µl 10xRT Buffer 

4 µl MgCl2 (25 mM)  

2 µl DTT (0,1 M) 

0,25 µl SuperScript II RT (50 IU/µl) 

1 µl Rnase Out Recombinant 
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  RNase Inhibitor (40 IU/µl) 

PCR, S. 21 PCR-Syntheseansatz 1,5 µl 10xBuffer 

0,9 µl MgCl2 (25 mM) 

0,15 µl dNTP (10mM) 

0,1 µl Taq-DNA-Polymerase (5 

IU/µl) 

0,8 µl Forward Primer (10µM) 

0,8 µl Reverse Primer (10 µM) 

9,75 µl DEPC behandeltes Wasser 

Gelelektrophorese, 

S. 21 

TAE-Puffer 40 mM Tris 

13 mM Essigsäure 

1 mM EDTA, pH 8,0 

Gelelektrophorese, 

S. 22 

Ladepuffer, 1-fach 5% Glycerin 

166,7 µM EDTA 

0,025% Bromphenolblau 

Western Blotting, 

S. 22 

NP40 Lysispuffer 2,5 ml 0,2 mM Hepes pH 7,5 

0,3 ml 5M NaCl 

0,5 ml 20% Igepal 

80 µl EDTA (250 mM) 

2,5 ml 40% Glycerin 

4,01 ml ddH2O 

10 µl Aprotinin 

100 µl PMSF 

Western Blotting 

(SDS-PAGE), 

S. 23 

7,5% Polyacrylamid-

Trenngel 

5,475 ml ddH2O 

5,625 ml 1M Tris pH 8,8 

3,75 ml 30% Polyacrylamid  

(37,5 : 1 –  

Acrylamid : Bisacrylamid) 

150 µl 10% SDS 

5 µl TEMED 

50 µl 10% APS 
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Western Blotting 

(SDS-PAGE), 

S. 23 

Sammelgel 6,0 ml ddH2O 

1,9 ml 2M Tris pH 6,7 

2 ml 30% Polyacrylamid 

100 µl 10% SDS 

5 µl TEMED 

100 µl 10% APS 

Western Blotting 

(SDS-PAGE), 

S. 23 

Ladepuffer, 1-fach 9 ml Tris HCL pH 6,8 (1 M) 

11,9 ml 25% SDS 

14 ml 100% Glycerol 

1 ml 0,05% Bromthymolblau 

35,9 ml ddH2O 

Western Blotting 

(im SDS-

Laufpuffer/ 

Transferpuffer) 

Runningbuffer, 1-fach 192 mM Glycin 

25 mM Tris 

0.1% (w/v) SDS 

Western Blotting 

(SDS-PAGE), 

S. 23 

SDS-Laufpuffer 35 ml 10xRunningbuffer  

3,5 ml 10% SDS  

311,5 ml ddH2O 

Western Blotting 

(Blotten), 

S. 23 

Transferpuffer 50 ml 10xRunningbuffer 

100 ml Methanol 

5 ml 10% SDS 

345 ml ddH2O 

2.1.5 Tumorzelllinien  

Tab. 2.5: Verwendete Tumorzelllinien 

Tumorzelllinie  Herkunft  HLA-Status  

A 498 Nierenzellkarzinom HLA-A2+ 

Croft EBV-immortalisierte B-

Zelllinie 

HLA-A2+ 

HCT 116 Kolonkarzinom HLA-A2+ 

MCF 7 Mammakarzinom HLA-A2+ 
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Mel 1479 Malignes Melanom HLA-A2+ 

MZ 1257 Nierenzellkarzinom HLA-A2+ 

T2 TAP-defizienter Hybrid 

aus einer B-Zelllinie und 

einer T-Lymphoblasten 

Zelllinie 

HLA-A2+ 

U 266 Multiples Myelom HLA-A2+ 

 

 

Tab. 2.6: Verwendete Kontrollzelllinien 

Tumorzelllinie  Herkunft  Funktion im Chrom -

Assay  

K 562 Proerythroblastenleukämie Überprüfung der NK-

Zellaktivität 

SK-OV-3 Ovarialkarzinom Kontrolle der HLA-A2-

Restriktion  

(HLA-A2-/HLA-A3+) 

 

Die bei den Experimenten verwendeten Tumorzelllinien wurden in RP10 Medi-

um („RPMI 1640 with Glutamax“ komplettiert mit 10% hitzeinaktiviertem FCS,  

50 µM 2-Mercaptoethanol, Penicillin 100 IU/ml und Streptomycin 100 mg/ml) 

kultiviert. 
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2.2 Methoden  

2.2.1 Generierung von DC aus mononukleären Zellen des per ipheren Blu-

tes (PBMNC)  

PBMNC wurden durch Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aus peripherem 

Blut isoliert. Das Blut stammte aus heparinisierten „buffy coats“ von freiwilligen 

Blutspendern der Blutbank Tübingen. Nach Zellzählung der lebenden Zellen in 

Trypanblaufärbung wurden die PBMNC in einer Konzentration von 1x107 Zellen 

auf 3 ml RP10 Medium (Herstellung s. S. 16) in 6-Loch-Platten ausgesät. Nach 

zwei Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO 2 wurden die nicht adhärierten 

Zellen durch mehrfaches Waschen mit phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) 

entfernt. Die verbliebenen adhärenten Monozyten wurden in je 3 ml Medium 

aufgenommen und alle 2 Tage mit humanem, rekombinanten GM-CSF (100 

ng/ml), IL-4 (1000 IU/ml) und TNF-α (10 ng/ml) versetzt, um reife DC zu gene-

rieren. Je 1x107 der nicht ausgesäten PBMNC wurden in Kryoröhrchen in 1 ml 

RP10 Medium und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) bei -80°C eingefroren.  

2.2.2 Induktion einer zytotoxischen T -Lymphozyten -Reaktion durch DC  

Zur Induktion einer zytotoxischen T-Lymphozyten-Reaktion (CTL-Reaktion) 

wurden 5x105 DC mit je 50 µg/ml des synthetisch hergestellten Peptides, 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt von PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,  

Interfakultäres Institut für Zellbiologie, Universität Tübingen (abgeleitet von c-

Met: Aminosäuren 654-662, YVDPVITSI; abgeleitet von Survivin: Aminosäuren 

95-104, ELTLGEFLKL; abgeleitet von HIV: pol HIV-1 reverse Transkriptase, 

Aminosäuren 476-484, ILKEPVHGV) für zwei Stunden bei 37°C inkubiert, an-

schließend mit PBS gewaschen und mit 2,5x106 autologen PBMNC in RP10 

Medium bei 37°C inkubiert.  

Die DC präsentieren nun die entsprechenden Peptide den unter den PBMNC 

vorhandenen naiven T-Lymphozyten. Erkennt ein T-Zell-Rezeptor spezifisch 

den präsentierten Peptid-MHC-Komplex, so kommt es nach Aggregation,   
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Komplexbildung mit dem Korezeptor CD8 und Aktivierung durch weitere ko-

stimulierende Signale der DC zur Auslösung einer Signalkaskade, die letztlich 

zur klonalen Expansion des spezifischen T-Lymphozyten führt (63, S. 241 ff.). 

Nach sieben Tagen erfolgte eine Restimulation der Zellen. Hierzu wurden 

2,5x106 autologe PBMNC mit je 50 µg/ml synthetischem Peptid zwei Stunden 

lang bei 37°C in 1 ml RP10 Medium inkubiert, danach 1 1,3 Minuten lang mit 30 

Gray bestrahlt und zu 5x105 der induzierten Zellen in 1 ml RP10 Medium in 24-

Loch-Platten gegeben. An den Tagen 1, 3 und 5 wurden den Kulturen 1ng/ml 

humanes rekombinantes IL-2 (T-Zell-Wachstumsfaktor) zugegeben. Die Resti-

mulation wurde nach jeweils einer Woche ein bis zwei Mal wiederholt. Fünf Ta-

ge nach der letzten Restimulation wurde die zytotoxische Aktivität der induzier-

ten T-Lymphozyten in einem Standard-51Chromium-Release-Assay überprüft. 

2.2.3 Standard -51Chromium -Release-Assay  

Das Standard-51Chromium-Release-Assay wurde durchgeführt, um eine CTL-

Reaktion durch die erzielte Lyse der Zielzellen nachzuweisen. Gemessen wird 

die radioaktive Strahlung im Überstand, die durch Lyse aus den mit 51Chrom-

markierten Zellen austritt. 

Zunächst wurden Zielzellen eine Stunde bei 37°C mit 10 µg/ml 51Cr-

Natriumchromat inkubiert und anschließend gewaschen in RP10 Medium. Als 

Positivkontrolle wurden T2 Zellen nach zweistündiger Inkubation mit 50 µg/ml 

synthetischem Peptid auf 1 ml RP10 Medium verwendet. T2 Tumorzellen fehlen 

die Gene für den TAP-Transporter, deshalb ist die intrazelluläre Beladung der 

MHC-Klasse I-Moleküle durch die TAP-Defizienz verhindert. Da T2 Zellen aber 

MHC-Klasse I-Moleküle (HLA-A2) auf der Zelloberfläche unbeladen exprimieren 

können, kann ein exogenes Peptid mit passendem Bindungsmotiv mit dem 

MHC-Klasse I-Molekül einen stabilen Komplex bilden und wird nun auf MHC-

Klasse I-Molekülen präsentiert (93, 98). 

Je 1x104 der Zielzellen wurden in je 50 µl RP10 Medium auf eine 96-Loch-

Platte gegeben. Eine unterschiedliche Konzentration CTL in je 100 µl RP10 

Medium wurde – je nach Verhältnis der CTL-Effektorzellen zu den Zielzellen 

(E:T Ratio) – sowohl zu den Zielzellen als auch zu den T2 Tumorzellen gege-
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ben. Die absteigenden Konzentrationen der CTL gegenüber den Zielzellen be-

trugen 30:1 - 10:1 - 3,33:1 - 1,11:1 - 0,37:1 - 0,12:1. Nach vier Stunden Inkuba-

tion bei 37°C und 5% CO 2 wurden pro Loch 50 µl von den Überständen ent-

nommen und die enthaltene radioaktive Strahlung in einem Radioaktivitäts-

messgerät (1205 Betaplate liquid scintillation counter, Perkin Elmer Wallac, 

Freiburg, D) gemessen.  

Die prozentuale spezifische Lyse wurde wie folgt berechnet: 

100 x (gemessene 51Cr-Freisetzung – spontane 51Cr- Freisetzung) 

(maximale 51Cr-Freisetzung – spontane 51Cr-Freisetzung) 

Die spontane 51Cr-Freisetzung wurde durch Zugabe von 100 µl RP10 Medium 

anstatt der CTL, die maximale 51Cr-Freisetzung durch Zugabe von 100 µl 2% 

Triton X-100 (gelöst in PBS) anstatt der CTL bestimmt. 

2.2.4 Cold -Target -Inhibition -51Chromium -Release-Assay  

Um die antigenspezifische Lyse der Zielzellen nachzuweisen, wurde ein Cold-

Target-Inhibition-51Chromium-Release-Assay durchgeführt. Hierbei wurde vor-

gegangen wie beim oben beschriebenen Standard-51Chromium-Release-Assay, 

allerdings wurden zu den mit 51Chrom inkubierten Zielzellen („Hot Targets“) zu-

sätzlich 2x105 „Cold Targets“, d.h. peptidbeladene, aber nicht 51Chrom-

markierte T2-Zellen, in 50 µl RP10 Medium zugegeben. Um die T2-Zellen mit 

Peptid zu beladen, wurden sie zuvor mit 50 µl synthetisiertem Peptid zwei 

Stunden lang bei 37°C inkubiert.  

Sofern die „Cold Targets“ das immunogene Peptid an der Oberfläche präsentie-

ren, wird es vom spezifischen T-Zell-Rezeptor der CTL erkannt und es kommt 

zur Lyse dieser T2-Zellen. Aufgrund der Kompetition der 20-fach mehr vorhan-

denen „Cold Targets“ mit den „Hot Targets“ kommt es zu einer Hemmung der 

Lyse der „Hot Targets“. Die T2-Zellen sind aber nicht 51Chrom-markiert, somit 

wird im Überstand keine Radioaktivität messbar sein. Wird den CTL durch die 

„Cold Targets“ allerdings ein irrelevantes Peptid präsentiert, beispielsweise ab-

geleitet von HIV oder Survivin, so wird die Lyserate der „Hot Targets“ nicht be-

einflusst, da der T-Zell-Rezeptor der induzierten CTL dieses irrelevante Peptid 
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nicht spezifisch erkennt. Es werden also die 51Chrom-markierten „Hot Targets“ 

lysiert, d.h. es wird Radioaktivität im Überstand messbar sein.  

Die prozentuale spezifische Lyserate wurde wie oben beschrieben berechnet. 

Um die spontane bzw. maximale 51Cr-Freisetzung zu erhalten, wurde anstelle 

der CTL jeweils RP10 Medium bzw. 2% Triton X-100 zu den „Hot Targets“ und 

„Cold Targets“ gegeben. 

2.2.5 Antikörperblockierung im Standard -51Chromium -Release-Assay  

Um zu zeigen, dass die zytotoxische Aktivität der CTL HLA-A2-restringiert ist, 

wurde zu den Zielzellen ein Antikörper gegen HLA-A2 gegeben (10 µl/ml MoAb 

BB7.2 (IgG2b), freundlicherweise zur Verfügung gestellt von PD Dr. rer. nat. 

Stefan Stevanovic, Universität Tübingen). Des Weiteren wurden Kontroll-

Assays zum Ausschluss einer unspezifischen Blockade mit einem irrelevanten 

Maus-Antikörper (10 µl/ml Chrom Pure Mouse IgG, Dianova, Hamburg, D) und 

zur Überprüfung der Zytotoxizitätsreaktion der CTL ohne Zugabe von Antikör-

pern durchgeführt. 

2.2.6 Reverse Transkriptase – Polymerase Kettenreaktion (RT -PCR) 

Ziel einer PCR ist die Amplifizierung von einer Ziel-DNA. Die Doppelstränge der 

Ziel-DNA werden durch Erhitzen aufgetrennt, danach erfolgt unter Zugabe von 

Primern und einer thermostabilen DNA-Polymerase die Synthese der DNA 

komplementär zu den Einzelsträngen. Durch Wiederholen dieses Zykluses 

kann rasch eine große Menge DNA gewonnen werden. Bei der RT-PCR muss 

jedoch zuvor mit Hilfe der Reversen Transkriptase aus RNA eine cDNA gene-

riert werden.  

Die RNA wurde aus den Tumorzelllinien mit Hilfe des QIAGEN RNeasy „Mini“ 

Kits (Qiagen GmbH, Hilden, D) nach der Herstellerinformation isoliert. Die erhal-

tene Menge an isolierter RNA wurde im RNA/DNA Calculator Gene Quant II 

(Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, D) gemessen und bis zur 

Verwendung in den Experimenten bei –80°C gelagert.  
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Um die PCR Experimente zu standardisieren, wurden zur cDNA-Synthese je-

weils gleiche Mengen eingesetzt. Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem  

„SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR“ (Invitrogen, Karlsru-

he, D) wie folgt:  

1 µl Oligo(dT) als Primer, 1 µl dNTP und die aus Tumorzelllinien isolierte RNA 

wurden mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein Volumen von 10,75 µl aufgefüllt 

und bei 65°C fünf Minuten lang denaturiert und anschl ießend eine Minute lang 

auf Eis gekühlt. Nach Zugabe von 9,25 µl cDNA-Syntheseansatz (s. 2.1.4. Puf-

fer und Lösungen) erfolgte die cDNA-Synthese bei 42°C für 50 Minuten, gefolgt 

von 15 minütiger Inkubation bei 70°C. Anschließend wurd e 1 µl RNase H zuge-

geben und bei 37°C 20 Minuten lang inkubiert. Je 1 µl der cDNA wurde zu 14 µl 

PCR-Syntheseansatz (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) zugegeben. Die dabei 

verwendeten Primer wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Dr. 

rer. nat. Frank Grünebach (Innere Medizin II, Universitätsklinik Tübingen): 

c-Met (145): 5’ AGTCAAGGTTGCTGATTTTGGT 3’ und 5’ AGTGCTCCC-

CAATGAAAGTAGA 3’; 

ß2-Mikroglobulin: 5’ GGGTTTCATCCATCCGACAT 3’ und 5’ GATGCTGCTTA-

CATGTCTCGA 3’.  

Die ß2-Mikroglobulin-Primer wurden verwendet, um die Integrität und Effizienz 

der cDNA-Synthese zu kontrollieren.  

Nun erfolgte die PCR im Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer Life 

Science, Zaventem, B) nach folgendem Protokoll: Zwei Minuten Denaturierung 

bei 94°C, anschließend folgten 30 Zyklen mit je 94°C De naturierung für 30 Se-

kunden, 59°C „Annealing“ für 30 Sekunden und eine Min ute Elongation bei 

72°C. Nach Durchlaufen der 30 Zyklen wurde die PCR über  sieben Minuten bei 

72°C mit der terminalen Elongation beendet. Die PCR  Produkte wurden an-

schließend auf einem 2,5% Agarosegel analysiert. 

2.2.7 Agarose -Gelelektrophorese  

Für ein 2,5% Agarosegel wurden 2,5 g Agarose (peqGold Universal, Peqlab, 

Erlangen, D) in 100 ml TAE-Puffer (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) aufgekocht, 

mit 1 µl Ethidiumbromid versetzt und anschließend in eine Gelkammer gegos-
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sen. Die PCR-Produkte wurden nun auf das 2,5% Agarosegel mit 6-fach Lade-

puffer (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) aufgetragen und bei 70 Volt nach ihrer 

Größe aufgetrennt. Als Größenmarker wurden 6 µl GeneRulerTM 1 kb DNA 

Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, D) verwendet. Durch das in dop-

pelsträngige DNA interkalierend Ethidiumbromid konnten die PCR-Produkte 

unter UV-Licht mit Hilfe des Biometra Bio Doc Analyze (Whatman Biometra 

GmbH, Göttingen, D) visualisiert wurden. 

2.2.8 Elektroporation von DC mit RNA aus Tumorzellen  

Die DC-Generierung erfolgte wie unter 2.2.1 beschrieben. Am sechsten Tag 

wurden die DC zwei Mal mit serumfreiem X-VIVO 20 Medium (BioWhittaker, 

Walkersville MD, USA) gewaschen und in einer Endkonzentration von 2x107 

Zellen/ml resuspendiert. Die zur Elektroporation verwendete RNA ist zuvor nach 

Herstellerinformation (Qiagen GmbH, Hilden, D) aus den Tumorzelllinien isoliert 

worden und wurde bei -80°C gelagert. 200 µl der DC-Zellsuspension wurde mit 

10 µg dieser RNA gemischt und in eine 4 mm Küvette gegeben. Die Elektropo-

ration erfolgte im Easyject PlusTM (Peqlab, Erlangen, D) unter folgenden Para-

metern: 300 Volt Spannung,  150 µF Ladung, 1540 Ω Widerstand und 231 ms 

Impulszeit (53). Nach der Elektroporation erfolgte die sofortige Überführung in 

vorgewärmtes RP10 Medium. 

2.2.9 Western Blotting  

Western Blotting ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen mit Hilfe von 

markierten Antikörpern. Nach Auftrennung der Proteine durch Elektrophorese 

werden sie durch Blotten auf eine Nitrozellulosefolie übertragen und anschlie-

ßend mit Antikörpern detektiert. 

Zur Gewinnung der Proteine wurden wurden die Tumorzellen gewaschen, ab-

zentrifugiert und zehn Minuten lang in 200 - 300 µl NP40 Lysispuffer (s. 2.1.4. 

Puffer und Lösungen) auf Eis lysiert. Anschließend wurde das Lysat 5 Minuten 

bei 14000 Umdrehungen/Minute und 4°C zentrifugiert. Der abzentrifugierte   

Überberstand wurde in gekühlten Kryoröhrchen bei -80°C weggefroren.  
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Die Messung der Proteinkonzentration in diesen Lysaten erfolgte mit dem „BCA 

Protein Assay Reagent Kit“ nach Herstelleranweisung für Microplates im Multi-

Detektions-Reader SLT Rainbow (Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, D). 

Für die Elektrophorese (SDS-PAGE) wurde ein 7,5% Polyacrylamid-Trenngel 

(s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) gegossen und mit 1 ml Isopropanol überschich-

tet. Nach der Polymerisation wurde nach Abgießen des Isopropanols das 

Sammelgel (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) darüber gegossen und ebenfalls mit 

1ml Isopropanol überschichtet. Je 30 µg Protein wurden mit NP40 Puffer         

(s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) auf ein Volumen von 20 µl aufgefüllt und zu-

sammen mit 10 µl 3-fach Ladepuffer (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) nach vier-

minütigem Kochen auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Zusätzlich wurde vor 

dem Kochen 10% DTT zugegeben. Das im Puffer enthaltene SDS überdeckt 

die Eigenladung der Aminosäuren und entfaltet die Proteine, so dass eine Auf-

trennung nach Molekulargewicht ermöglicht wird (denaturierende, diskontinuier-

liche Methode). 1,5 µl Größenmarker „Biotinylated SDS PAGE Standards High 

Range“ (Bio Rad Laboratories GmbH, München, D) wurde ebenfalls mit Lade-

puffer (10:1) versetzt und nach 30 sekündigem Kochen aufgetragen, 7 µl Grö-

ßenmarker „Bench MarkTM Prestained Protein Ladder Marker“ (Invitrogen, 

Karlsruhe, D) wurde ohne Kochen und ohne Zugabe von Ladepuffer aufgetra-

gen. Die SDS-PAGE-Auftrennung der Proteine erfolgte bei 120 Volt in SDS-

Laufpuffer (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) mit dem „Mini-Protean 3 Electropho-

resis System“ (Bio Rad Laboratories GmbH, Karlsruhe, D). Die Elektrophorese 

wurde beendet, sobald die Lauffront am Gelende angekommen war. 

Die aufgetrennten Proteine wurden in der Western Blot Kammer Mini Trans Blot 

Cell (Bio Rad Laboratories GmbH, Karlsruhe, D) bei 100 Volt über 1,5 Stunden 

durch Blotten in Transferpuffer (s. 2.1.4. Puffer und Lösungen) auf eine Nitro-

zellulosemembran transferiert. 

Anschließend wurde die Nitrozellulosemembran in 4% Slim Fast Lösung (gelöst 

in TBST 0,5%) eine Stunde lang inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstel-

len zu blockieren. Es folgte die einstündige Inkubation mit polyklonalem, vom 

Kaninchen stammendem c-Met-Antikörper (h-Met C 28, Santa Cruz Biotechno-

logy, Heidelberg, D), der 1:500 in 2,5 % Slim Fast Lösung eingesetzt wurde. 
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Danach wurde die Nitrozellulosemembran dreimal in 2,5 % Slim Fast Lösung 

gewaschen, um den nicht gebundenen c-Met Antikörper zu entfernen und an-

schließend 30 bis 60 Minuten mit dem 1:5000 verdünnten, gegen Kaninchen-

IgG gerichteten Zweitantikörper in 2,5% Slim Fast Lösung bei Raumtemperatur 

unter Schütteln inkubiert. Da der c-Met Antikörper vom Kaninchen stammte, 

konnte der gegen Kaninchen-IgG gerichtete Zweitantikörper spezifisch am c-

Met Antikörper binden, sofern dieser zuvor an vorhandenes c-Met Protein ge-

bunden hatte und deshalb nicht weggewaschen worden war. Die Konjugation 

des Zweitantikörpers mit HRP ermöglichte die im folgenden beschriebene De-

tektion mit dem ECLTM Plus System. Der Teil der Membran, auf dem sich der 

biotinylierte Größenmarker befand, wurde mit HRP-gekoppeltem Streptavidin 

1:10000 in 0,5% TBST 30 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Beide 

Teile der Membran wurden im Anschluss daran gewaschen (2 x 5 Minuten in 

0,5% TBST, 1 x 5 Minuten in 3% TBST, 2 x 5 Minuten in 0,5% TBST, 1 x 5 Mi-

nuten in TBS). Der Teil der Membran, auf dem sich der biotinylierte High Range 

Größenmarker befand, wurde anstatt mit 3% TBST mit 0,5% TBST gewaschen. 

Reagenz A und B des ECLTM Plus Systems wurden im Verhältnis 50:1 ge-

mischt. Die Membran wurde mit dieser Mischung 1 Minute lang inkubiert und 

danach in Folie verpackt. Durch die Zugabe der ECLTM-Mischung oxidiert die an 

die Zweitantikörper konjugierte HRP das in der ECLTM Plus-Mischung enthalte-

ne Lumigen PS-3 Acriden Substrat. Das entstandene Produkt luminesziert und 

färbt somit den in einer Röntgenfilmkassette auf die Membran aufgelegten Au-

diographiefilm (Kodak, Rochester, USA). Die Belichtungszeit lag zwischen zwei 

und zehn Sekunden. 

Um zu zeigen, dass jeweils identische Proteinmengen bei den unterschiedli-

chen Proben analysiert wurden, wurde die Nitrozellulosemembran eine Stunde 

lang mit polyklonalem, von der Ziege stammendem Actin-Antikörper (1:500 in 

2,5 % Slim Fast Lösung) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in 2,5% Slim 

Fast Lösung erfolgte die Inkubation über 30 Minuten mit dem gegen Ziegen-IgG 

gerichteten Zweitantikörper (1:2000 in 2,5% Slim Fast Lösung). Die Visualisie-

rung erfolgte ebenfalls durch das ECLTM Plus-System. 
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3 Ergebnisse  

3.1 Untersuchung der Tumorzelllinien auf c-Met Expression  

Um Kontroll- und Tumorzelllinien als Zielzellen oder Kontrollen in den Standard-
51Chromium-Release-Assays oder Cold Target Inhibition 51Chromium-Release-

Assays einsetzen zu können, musste zunächst ihr c-Met Expressionsverhalten 

untersucht werden. 

Die Überprüfung der Tumorzelllinien und Kontrollzelllinien auf ein c-Met 

Transkript erfolgte mit RT-PCR. Mit dem Western Blot Verfahren wurde zur 

Kontrolle die Proteinexpression dieser Zelllinien analysiert. Die RT-PCR und die 

Western Blot Versuche wurden mehrmals wiederholt. 

Abb. 3.1A: Exemplarische Darstellung einer RT-PCR. Zur Kontrolle wurden ß2-
Mikroglobulin Primer eingesetzt sowie eine PCR ohne Zugabe von cDNA 
durchgeführt ("no cDNA“). Größenangabe der sichtbaren Banden jeweils in Ba-
senpaaren (bp). 

 

Bei der RT-PCR erfolgte zur Kontrolle des Versuches jeweils eine PCR mit dem 

„house-keeping-gene“ ß2-Mikroglobulin, das in jeder Zelllinie vorhanden ist. 

ß2-Mikroglobulin konnte bei jeder Zelllinie amplifiziert werden, man erhielt eine  

Bande in der erwarteten Höhe bei 230 bp. Um die Verunreinigung von Reagen-

zien mit einer Ziel-DNA zu überprüfen, wurde jeweils eine PCR ohne cDNA 

durchgeführt („no cDNA“). Bei der Kontrolle ist kein amplifiziertes Produkt sicht-

bar, es ist also davon auszugehen, dass die Proben nicht verunreinigt waren. 
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Bei den Zelllinien A 498, HCT 116, K 562, MCF 7, Mel 1479, MZ 1257, SK-OV-

3, U 266 waren jeweils in der zu erwarteten Höhe bei 395 bp eine Bande zu 

sehen, d.h. bei diesen Zellininien ist der Nachweis von für c-Met kodierender 

mRNA gelungen. Bei den Zelllinien Croft und T2 war hingegen kein c-Met spe-

zifisches Signal sichtbar. Um die PCR Ergebnisse auf Proteinebene zu verifizie-

ren, wurden mit gleichen Zelllinien Western Blots durchgeführt. 

Abb. 3.1B: Exemplarische Darstellung eines Western Blots (mit einem gegen 
die β-Untereinheit von c-Met gerichteten polyklonalen Antikörper). Zur Kontrolle 
wurde ein polyklonaler Actin-Antikörper eingesetzt. Größenangabe der sichtba-
ren Banden jeweils in Kilodalton (kD). Der Größenmarker ist in der Abbildung 
nicht zu erkennen, da es sich um einen Größenmarker handelt, der nur auf der 
Nitrozellulosemembran sichtbar ist. Größenzuordnung erfolgte durch Vergleich 
der Membran mit dem Audiographiefilm.  

 

In Höhe von 140 kD ist bei den c-Met positiven Zelllinien jeweils eine Bande zu 

sehen, die bei den c-Met negativen Zelllinien Croft und T2 fehlt.  

Anschließend wurde als versuchsinterne Kontrolle die Proteinexpression des 

zur Grundausstattung aller humanen Zellen gehörenden 42 kD großen Proteins 

Actin nachgewiesen. Mit der Detektion einer Bande bei 42 kD konnte gezeigt 

werden, dass alle Zelllinien, auch die für c-Met negativen Zelllinien Croft und 

T2, detektierbares Protein in diesem Versuch präsentierten und nicht durch 

Fehldetektion oder Fehlen von Protein ein falsch negatives Ergebnis entstan-

den war. Diese Western Blot Ergebnisse bestätigen also die im PCR Verfahren 

erhaltenen Aussagen.  
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Tab. 3.1: Ergebnisse der RT-PCR und Western Blot Analyse. 
(„+“: c-Met mRNA in der RT-PCR nachgewiesen, bzw. c-Met Protein-Expression 
im Western Blot nachgewiesen; „-“: kein Nachweis von c-Met mRNA oder c-Met 
Protein) 
 Tumorzelllinie   RT-PCR  Western Blot  

 A 498 + + 
 Croft  - - 
 HCT 116 + + 
 K 562 + + 
 MCF 7 + + 
 Mel 1479 + + 
 MZ 1257 + + 
 SK-OV-3 + + 
 T2 - - 
 U 266 + + 

 

Alle untersuchten Zelllinien mit Ausnahme der B-Zelllinie Croft und der TAP-

defizienten T-Zelllinie T2 exprimierten sowohl c-Met mRNA, als auch c-Met 

Protein. 

3.2 Untersuchung gesunder humaner Gewebe auf c -Met Express ion  

Um die Expression von c-Met in verschiedenen nicht malignen menschlichen 

Geweben zu untersuchen wurde cDNA von 15 nicht maligne transformierten 

humanen Geweben (OriGene Technologies Inc., Rockville, USA) in eine c-Met 

PCR eingesetzt. Dies ist interessant hinsichtlich zu erwartender Nebenwirkun-

gen, falls das c-Met Epitop eines Tages in Vakzinierungsstudien eingesetzt 

werden kann. 
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Abb. 3.2: PCR mit gesunden menschlichen Geweben. Zur Kontrolle wurde eine 
PCR ohne Zugabe von cDNA durchgeführt („no cDNA“). Größenangabe der 
sichtbaren Banden jeweils in Basenpaaren (bp). Der Größenmarker (Marker) ist  
teilweise dargestellt. Die Anzahl der Zyklen betrug 30. 

 

Es ist zu sehen, dass c-Met in menschlichem Kolon, Mamma, Haut, Herz, Le-

ber, Dünndarm, Lunge, Muskeln, Milz, Ovar, Gehirn, Testis und Prostata expri-

miert wurde. Leukozyten und Nierengewebe zeigten keinerlei c-Met Expression. 

Der Einsatz von c-Met in Vakzinierungsstudien ist also mit Vorsicht anzugehen. 

3.3 Antigenspezifisches Wiedererkennen des c -Met Epitops durch CTL  

Es wurden c-Met spezifische CTL in vitro mit Hilfe von DC induziert, die zuvor 

durch Adhärenz aus PBMNC HLA-A2 positiver, gesunder Spender isoliert wor-

den sind. Die DC wurden dazu mit dem HLA-A2-bindenden c-Met Peptid inku-

biert und als antigenpräsentierende Zellen eingesetzt.  

Die Zytotoxizitäts-Analyse der induzierten CTL erfolgte nach mehrmaliger wö-

chentlicher Restimulation in einem Standard-51Chromium-Release-Assay. Als 

Zielzellen wurden hierbei T2-Zellen bzw. autologe DC nach zwei Stunden Inku-

bation mit c-Met Peptid bzw. HLA-A2-bindenden irrelevanten Peptiden einge-

setzt. Wie aus Abb. 3.7A bzw. Tab. 3.1 ersichtlich ist, exprimieren die DC bzw. 

die T2 Zellen (die außerdem durch TAP-Defizienz keine endogenen Peptide 

präsentieren können) kein endogenes c-Met, so dass nur eine Lyse der mit c-

Met inkubierten Zielzellen zu erwarten ist.  

 

c-Met 395 bp

Hau
t

M
ilz

Nier
e

Le
uk

oz
yt

en
Geh

irn
Her

z

M
am

m
a

Kolo
n

M
ar

ke
r

No 
cD

NA

c-Met 395 bp

Te
st

is
O

va
r

Pro
st

at
a

Lu
ng

e
M

us
ke

l

Dün
nd

arm

Le
be

r

M
ar

ke
r

No 
cD

NA

c-Met 395 bp

Hau
t

M
ilz

Nier
e

Le
uk

oz
yt

en
Geh

irn
Her

z

M
am

m
a

Kolo
n

M
ar

ke
r

No 
cD

NA

c-Met 395 bp

Te
st

is
O

va
r

Pro
st

at
a

Lu
ng

e
M

us
ke

l

Dün
nd

arm

Le
be

r

M
ar

ke
r

No 
cD

NA



Ergebnisse   
     

 

29 

Abb. 3.3A: Standard-51Chromium-Release-Assay mit peptidbeladenen T2 und c-
Met spezifischen CTL. T2-Zellen wurden mit dem antigenen c-Met Peptid oder 
mit den irrelevanten HLA-A2-bindenden Peptiden Survivin bzw. Adipophilin be-
laden und als Zielzellen im Standard-51Chromium-Release-Assay eingesetzt. 

 

Abb. 3.3B: Standard-51Chromium-Release-Assay mit autologen, peptidbelade-
nen DC und c-Met spezifischen CTL. Autologe DC, die durch Inkubation mit 
dem c-Met Peptid beladen wurden und autologe DC, die durch Inkubation mit 
dem irrelevanten Peptid HIV beladen wurden bzw. unbeladen waren, wurden 
als Zielzellen im Standard-51Chromium-Release-Assay eingesetzt. 
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In Abb. 3.3A und 3.3B ist zu erkennen, dass die CTL die mit synthetischem, von 

c-Met abgeleiteten Peptid beladenen Zellen antigenspezifisch lysieren, während 

die mit einem irrelevanten HLA-A2-bindenden Peptid beladenen Zellen (T2 + 

Survivin, T2 + Adipophilin bzw. DC + HIV oder DC ohne synthetisches Peptid) 

nicht lysiert wurden. Somit wurde gezeigt, dass die induzierten CTL das synthe-

tisch hergestellte, von c-Met abgeleitete Epitop (140) antigenspezifisch wieder-

erkennen. 

3.4 Erkennen von endogen c -Met exprimierenden Tumorzellen durch 

CTL 

Mit weiteren Standard-51Chromium-Release-Assays wurde die Fähigkeit der 

CTL untersucht, Tumorzellen zu lysieren, die c-Met endogen exprimieren. 

Abb. 3.4A: Standard-51Chromium-Release-Assay mit HCT 116, K 562, Croft, 
SK-OV-3 und c-Met spezifischen CTL. Als Zielzellen wurde die Kolonkarzinom-
zelllinie HCT 116 (HLA-A2 positiv und c-Met positiv) und als Negativkontrollen 
wurden K 562 (zur Bestimmung der NK-Aktivität), Croft (HLA-A2 positiv, c-Met 
negativ) und SK-OV-3 (HLA-A2 negativ, c-Met positiv) eingesetzt. 
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Abb. 3.4B: Standard-51Chromium-Release-Assay mit MZ 1257, Mel 1479, SK-
OV-3 und c-Met spezifischen CTL. Als Zielzellen wurden die Nierenzellkarzi-
nomzelllinie MZ 1257 (HLA-A2 positiv und c-Met positiv) und die Melanomzellli-
nie Mel 1479 (HLA-A2 positiv und c-Met positiv) und als Negativkontrolle wurde 
SK-OV-3 (HLA-A2 negativ, c-Met positiv) eingesetzt. 

 

Abb. 3.4C: Standard-51Chromium-Release-Assay mit A 498, SK-OV-3, K 562, 
Croft und c-Met spezifischen CTL. Als Zielzellen wurde die Nierenzellkarzinom-
zelllinie A 498 (HLA-A2 positiv und c-Met positiv) und als Negativkontrollen wur-
de K 562 (zur Bestimmung der NK-Aktivität), Croft (HLA-A2 positiv, c-Met nega-
tiv) und SK-OV-3 (HLA-A2 negativ, c-Met positiv) eingesetzt. 
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Abb. 3.4D: Standard-51Chromium-Release-Assay mit MCF 7, U 266, K 562, SK-
OV-3 und c-Met spezifischen CTL. Als Zielzellen wurden die Mammakarzinom-
zelllinie MCF 7 (HLA-A2 positiv und c-Met positiv) und die Multiple Myelomzellli-
nie U 266 (HLA-A2 positiv und c-Met positiv) und als Negativkontrolle wurden K 
562 (zur Bestimmung der NK-Aktivität) und SK-OV-3 (HLA-A2 negativ, c-Met 
positiv) eingesetzt. 

 

Wie in Abb. 3.4A – 3.4D demonstriert, waren die c-Met spezifischen CTL in der 

Lage, die HLA-A2 positiven und endogen c-Met exprimierenden Tumorzelllinien 

antigenspezifisch und HLA-A2-restringiert zu erkennen und zu lysieren, wäh-

renddessen sie nicht HLA-A2 positive oder nicht c-Met exprimierende Zelllinien 

nicht lysierten: Es erfolgte keine Lyse der Kontrollzelllinien K 562, SK-OV-3 

(HLA-A3 positiv) und Croft (c-Met negativ). Die Lyse der K 562 Zellen kann be-

dingt durch einen Defekt der Oberflächenmoleküle trotz c-Met Expression nur 

durch NK-Zellen erfolgen. Da keine Lyse erfolgte, kann man eine NK-vermittelte 

Lyse in den Versuchen ausschließen. 

Somit wurde die antigenspezifische MHC-restringierte Lyse der endogen c-Met 

präsentierenden Tumorzelllinien durch die in vitro mit synthetischem Peptid in-

duzierten CTL belegt und gezeigt, dass die Tumorzellen dieses Peptid gebun-

den am HLA-A2-Molekül präsentieren. 
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3.5 Überprüfung der Antigenspezifität im Cold Target Inh ibition 
51Chromium -Release-Assay  

In einem Cold Target Inhibition 51Chromium-Release-Assay wird die Lyse der 

mit 51Chrom markierten c-Met positiven Zielzellen („Hot Targets“) durch die 

Kompetition mit den 20-fach höher konzentrierten peptidbeladenen und nicht 
51Chrom markierten T2-Zellen („Cold Targets“) gehemmt, wenn die CTL die von 

den T2-Zellen präsentierten Peptide antigenspezifisch erkennen.  

 

Abb. 3.5A: Cold Target Inhibition 51Chromium-Release-Assay mit U 266 und c-
Met spezifischen CTL. Die antigenspezifische Lyse der Multiplen Myelomzellli-
nie (HLA-A2+/c-Met+) U 266 wurde untersucht unter Zugabe von nicht 51Chrom 
markierten T2-Zellen (Inhibitoren), die mit dem relevanten Peptid c-Met oder ei-
nem irrelevanten Peptid (Survivin) beladen waren. Das Verhältnis der Tumor-
zelllinien U 266 zu den Inhibitorzellen betrug 1:20. 
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Abb. 3.5B: Cold Target Inhibition 51Chromium-Release-Assay mit A 498 und c-
Met spezifischen CTL. Die antigenspezifische Lyse der Nierenzellkarzinomzell-
linie (HLA-A2+/c-Met+) A 498 wurde untersucht unter Zugabe von nicht 51Chrom 
markierten T2-Zellen (Inhibitoren), die mit dem relevanten Peptid c-Met oder ei-
nem irrelevanten Peptid (Survivin) beladen waren. Das Verhältnis der Tumor-
zelllinien A 498 zu den Inhibitorzellen betrug 1:20. 

 

In Abb. 3.5A und 3.5B zeigt sich erwartungsgemäß, dass die antigenspezifische 

Lyserate der c-Met exprimierenden Zielzellen U 266 bzw. A 498 („Hot Targets“) 

jeweils unter Zugabe nicht 51Chrom markierter T2-Zellen („Cold Targets“), die 

das relevante c-Met Peptid präsentieren, stark reduziert wurde, während die 

Lyseraten unter Zugabe von mit einem irrelevanten Peptid beladenen T2-Zellen 

nicht wesentlich von den Lyseraten abwichen, welche die Zielzelllinien U 266 

bzw. A 498 allein erzielten. 

Es konnte also gezeigt werden, dass die CTL spezifisch Antigene erkennen 

können und spezifisch Zellen lysieren können, die das c-Met Antigen präsentie-

ren, während Zellen, die das spezifische Peptid nicht präsentieren, nicht lysiert 

wurden. 
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3.6 Überprüfung der MHC -Restriktion der induzierten c -Met spezifischen 

CTL durch Antikörperblockierungsexperimente  

Um die HLA-A2-Restriktion der CTL nachzuweisen, wurde ein HLA-A2-

spezifischer, monoklonaler Antikörper (MoAb BB7.2 (IgG2b), freundlicherweise 

zur Verfügung gestellt von PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic, Interfakultäres 

Institut für Zellbiologie, Universität Tübingen) im Standard-51Chromium-

Release-Assay eingesetzt. Da dieser Antikörper die HLA-A2-Moleküle der Ziel-

zellen blockiert und diese aber für die CTL-Erkennung zwingend notwendig 

sind, ist keine Lyse der c-Met exprimierenden Zielzellen zu erwarten. 

Abb. 3.6: Standard-51Chromium-Release-Assay mit HLA-A2-Antikörper-
blockierung und c-Met spezifischen CTL. Um die HLA-A2 Restriktion der CTL 
nachzuweisen, wurde ein monoklonaler Antikörper gegen das HLA-A2-Molekül 
eingesetzt (Anti-HLA-A2) und zur Zielzelle U 266 gegeben. Der Zusatz eines ir-
relevanter Antikörpers (Ig(Maus)) sowie der Einsatz von U 266 allein  diente als 
Kontrolle.  

 

Wie Abb. 3.6 zeigt, sinkt unter Einsatz eines gegen das HLA-A2-Molekül gerich-

teten Antikörpers die Lyserate der Zielzelle U 266 auf Werte nahe 0%.  

Unter Einsatz eines irrelevanten, nicht HLA-A2-spezifischen Antikörpers wurden 

hingegen deutlich höhere Lyseraten der Zielzelle U 266 erzielt, die in etwa den 
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Lyseraten der c-Met positiven Zelllinie U 266 entsprachen, die ohne Antikörper-

zugabe erreicht werden konnten. 

Die HLA-A2-Restriktion wurde also nachgewiesen. 

3.7 Antigenspezifisches Wiedererkennen des c -Met Epitops im autolo-

gen System unter Einsatz von mit Tumorzell -RNA transf izierten DC  

Um ein autologes System zu erzeugen, wurden als Zielzellen DC aus dem Blut 

desselben HLA-A2 positiven Spenders eingesetzt, aus dem die CTL generiert 

wurden. Zunächst wurden sowohl unreife als auch reife DC mit einem Western 

Blot auf ihre endogene c-Met Expression untersucht (Abb. 3.7A).  

Abb. 3.7A: Western Blot mit DC. Zur Kontrolle wurde ein monoklonaler Actin-
Antikörper eingesetzt. Untersucht wurden reife DC (DC+), unreife DC (DC-) und 
als Positivkontrolle die c-Met positive Tumorzelllinie MZ 1774. Größenangabe 
der sichtbaren Banden jeweils in Kilodalton (kD). 

 

Sowohl bei unreifen DC, die aus Monozyten mit IL-4 und GM-CSF generiert 

wurden, als auch bei TNF-α-stimulierten DC konnte im Western Blot keine c-

Met-Expression nachgewiesen werden. 

Deshalb wurden die DC mit Gesamt-RNA von c-Met positiven Tumorzellen 

transfiziert. Zur Kontrolle der Transfektion und c-Met Präsentation wurden eini-

ge DC mit der RNA der c-Met negativen Tumorzelllinie Croft transfiziert. 
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Abb. 3.7B: Standard-51Chromium-Release-Assay mit autologen, transfizierten 
DC. Die DC wurden elektroporiert mit der aus c-Met positiven Tumorzelllinien (A 
498, MCF 7) isolierten RNA. Als Kontrolle wurden DC eingesetzt, die mit der c-
Met negativen Zelllinie Croft elektroporiert wurden. 

 

In Abb. 3.7B zeigt sich, dass die c-Met spezifischen CTL die autologen DC 

lysierten, nachdem sie transfiziert worden waren mit RNA aus Tumorzellen, die 

c-Met exprimieren.  

Nicht elektroporierte DC und DC, die mit c-Met negativer Gesamt-RNA transfi-

ziert worden waren, wurden hingegen nicht lysiert (vgl. Abb. 3.3B). Dies zeigt, 

dass die DC nach der Transfektion fähig waren, c-Met zu prozessieren und zu 

präsentieren. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass die c-Met spezifischen 

CTL auch auf autologen Zellen c-Met antigenspezifisch erkennen können und 

diejenigen Zellen verschonen, die kein c-Met exprimieren. 
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4 Diskussion  

Therapeutisches Vakzinieren von Patienten mit malignen Erkrankungen beruht 

auf einer Stimulation der gegen den Tumor gerichteten Immunantwort. Auf zel-

lulärer Ebene geschieht dies durch T-Lymphozyten, die fähig sind, maligne Zel-

len zu erkennen und zu lysieren. In den letzten Jahren wurden verschiedene 

Techniken entwickelt, mit welchen man Antigene identifizieren konnte, die von 

zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt werden können. 

4.1 Möglichkeiten zur Identifikation potenzieller Tumoran tigene  

Unter anderem wurde dies ermöglicht durch den Einsatz von SEREX, Expres-

sionsklonierung oder durch die Isolierung antigener Peptide von MHC-Klasse I- 

Molekülen auf Tumorzellen, die nach anschließender Sequenzierung durch 

computergestützte Proteinsequenzanalysen als mögliche T-Zell-Epitope identi-

fiziert wurden (48, 61, 103, 138). Die meisten der identifizierten T-Zell-Epitope 

beschränken sich aber auf eine limitierte Anzahl von Malignomen und HLA-

Molekülen (17, 48, 62). 

In einer kürzlich erschienenen Veröffentlichung jedoch konnten neue Peptid-

kandidaten durch die Kombination von Genexpressionsanalyse und Mas-

senspektrometrie identifiziert werden (140). Durch den Vergleich von Tumor 

und dem entsprechenden autologen gesunden Gewebe mit Hilfe der „DNA Mik-

roarray Technik“ können Antigene definiert werden, die selektiv in Tumoren 

exprimiert werden oder überexprimiert vorliegen, was diese Antigene zu poten-

ziellen Angriffspunkten immuntherapeutischer Strategien macht. Die anschlie-

ßende Massenspektrometrie ermöglicht die Charakterisierung von antigenen 

Peptiden, die durch diese Gene kodiert werden. 

Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte u.a. das vom Protoonkogen c-Met abgeleitete 

HLA-A2-bindende Peptid (140) identifiziert werden, welches in den  Experimen-

ten dieser Arbeit eingesetzt wurde. Der Vorteil eines HLA-A2-bindenden Pepti-

des besteht darin, dass es das am häufigsten vorkommende HLA-Allel in der 

kaukasischen Bevölkerung ist (115). 
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4.2 Ergebnisse dieser Arbeit  

Zunächst wurden TAP-defiziente Zellen mit diesem synthetischen c-Met Peptid 

(140) inkubiert, die als Zielzellen im Standard-51Chromium-Release-Assay das 

Antigen MHC-restringiert präsentieren sollten. Es wurde hierbei gezeigt, dass in 

vitro induzierte CTL dieses Peptid antigenspezifisch erkennen können und die 

mit diesem Peptid beladenen Zellen antigenspezifisch lysieren. 

Des Weiteren wurden Tumorzellen auf endogene c-Met Expression mit Hilfe der 

Western Blot Technik und des RT-PCR-Verfahrens untersucht. c-Met Expres-

sion wurde auf zahlreichen humanen Tumorzelllinien nachgewiesen, wobei der 

Nachweis von c-Met sowohl auf RNA-, als auch auf Proteinebene positiv verlief.  

Diese Tumorzelllinien wurden anschließend als Zielzellen in einem Standard-
51Chromium-Release-Assay eingesetzt, um zu zeigen, dass die in vitro mit syn-

thetischem c-Met Peptid induzierten CTL fähig sind, endogen c-Met präsentie-

rende Tumorzellen zu erkennen und zu lysieren. Hierbei konnte auch gezeigt 

werden, dass die Tumorzellen dieses synthetische Peptid aus natürlich vor-

kommendem, endogenem c-Met generieren und präsentieren, denn dies stellte 

die Voraussetzung für die erfolgreiche Erkennung durch die peptidspezifischen 

CTL dar. Zusätzlich erfolgte die Erkennung des Antigens HLA-A2-restringiert, 

denn die CTL lysierten ausschließlich Tumorzelllinien, die c-Met auf HLA-A2-

Molekülen präsentierten, und ignorierten gleichzeitig c-Met positive HLA-A3-

restringierte Tumorzellen. 

Die HLA-A2 Restriktion der Antigenerkennung durch die CTL wurde zudem mit 

einem Antikörperblockierungsexperiment im Standard-51Chromium-Release-

Assay überprüft. Der Einsatz des Antikörpers induziert die Blockierung des 

HLA-A2-Moleküls, so dass das c-Met Peptid von den Zielzellen nicht mehr in 

Verbindung mit diesem MHC-Molekül präsentiert werden kann und deshalb ei-

ne T-Zell-Interaktion nicht mehr möglich ist. Unter Zugabe dieses HLA-A2-

blockierenden Antikörpers fand im Experiment keine Lyse der c-Met exprimie-

renden Zielzellen statt. Der Einsatz von mit einem irrelevanten Antikörper inku-

bierten Tumorzellen hatte jedoch keinen Einfluß auf die Lyserate der c-Met 

exprimierenden Zellen. 
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Die Antigenspezifität der in vitro induzierten CTL wurde zusätzlich in Cold Tar-

get Inhibition 51Chromium-Release-Assays überprüft. Es wurde gezeigt, dass 

unter Zugabe von mit c-Met Peptid beladenen, nicht markierten „Cold Targets“ 

die Lyse der radioaktiv markierten „Hot Targets“ gehemmt wurde, währenddes-

sen unter Zugabe von nicht c-Met beladenen, mit einem irrelevanten Peptid be-

ladenen „Cold Targets“ die Lyse der „Hot Targets“ unverändert hoch blieb. Es 

wurde also erneut belegt, dass die CTL spezifisch Antigene erkennen können 

und antigenspezifisch Zellen lysieren. 

Da bei den vorangegangenen Versuchen als Zielzellen jeweils nicht autologe 

Zellen eingesetzt wurden, wurden die Experimente zusätzlich im autologen Sys-

tem durchgeführt. Als Zielzellen wurden DC in ein Standard-51Chromium-

Release-Assay eingesetzt, die aus dem Blut desselben Spenders hergestellt 

wurden, das auch für die Generierung der antigenpräsentierenden DC und für 

die Gewinnung von CTL eingesetzt wurde. 

Zunächst wurden die generierten DC mit der Western Blot Technik auf endoge-

ne c-Met Expression untersucht. Da weder die mit IL4 und GM-CSF generier-

ten, noch die zusätzlich mit TNF-α stimulierten DC endogen c-Met exprimierten, 

wurden sie mit RNA aus endogen c-Met präsentierenden Tumorzelllinien trans-

fiziert. Die in vitro induzierten CTL lysierten die autologen, mit Tumor-RNA 

transfizierten Zellen und ignorierten die DC, die mit Tumor-RNA aus einer nicht 

endogen c-Met exprimierenden Tumorzelllinie transfiziert wurden. Die Lyse der 

transfizierten DC demonstriert, dass die Zellen nach der Transfektion das c-Met 

Peptid prozessiert und präsentiert haben.  

Derselbe Versuch wurde mit autologen DC wiederholt, die mit synthetisch her-

gestelltem, von c-Met abgeleitetem Peptid inkubiert wurden. Auch hier zeigte 

sich, dass die das Peptid präsentierenden DC antigenspezifisch erkannt wur-

den, während mit einem irrelevanten Peptid beladene DC nicht lysiert wurden. 

Dies macht deutlich, dass die antigenspezifische Erkennung und Lyse von Ziel-

zellen auch im autologen System funktioniert und kein Effekt ist, der sich auf 

körperfremde Zielzellen beschränkt. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass in vitro induzierte c-Met spezifische zytoto-

xische T-Lymphozyten c-Met exprimierende Tumorzellen auf eine antigenspezi-



Diskussion   
     

 

41 

fische und MHC-restringierte Weise erkennen können. Somit wurde in dieser 

Arbeit zum ersten Mal die Möglichkeit der Induktion spezifischer gegen das c-

Met Epitop gerichteter CTL nachgewiesen. Dies legt nahe, dass das c-Met Pro-

toonkogen ein neues tumorassoziiertes Antigen mit vielversprechenden thera-

peutischen Optionen darstellen könnte und das Potenzial besitzt, in Vakzinie-

rungsstudien gegen eine Vielzahl von malignen Erkrankungen eingesetzt wer-

den zu können. 

4.3 Grenzen der Aussagekraft dieser Arbeit  

Es muss beachtet werden, dass in dieser Arbeit ausschließlich Experimente in 

vitro durchgeführt wurden und die Übertragbarkeit auf das komplexe System 

der Immunabwehr in vivo nicht untersucht werden konnte. Eine Aussage über 

die Qualität und Wirksamkeit von c-Met als Tumorabstoßungsantigen in der 

Vakzinierungstherapie beim Menschen lässt sich daher nicht treffen.  

Die mit Hilfe der PCR untersuchte c-Met Expression bei nicht maligne transfor-

mierten menschlichen Geweben könnte allerdings Hinweise auf mögliche Ne-

benwirkungen beim Einsatz in der Vakzinierungstherapie geben. Zumindest bei 

den stark c-Met exprimierenden Geweben wie Leber, Herz, Darm, Brust, Lunge, 

Muskeln oder Haut scheint Vorsicht geboten zu sein, wenngleich zu erwarten 

ist, dass die CTL v.a. selektiv Tumorzellen lysieren werden, da der c-Met Re-

zeptor auf diesen Zellen in einer wesentlich höheren Dichte exprimiert ist als auf 

nicht maligne transformierten Zellen.  

Eine quantitative Erfassung der c-Met Expression von gesunden menschlichen 

Geweben war jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen, so dass sich 

genauere Aussagen über differenzielle Expression nicht treffen lassen. Genau-

so wenig wurde dieses Experiment in ausreichender Anzahl wiederholt bzw. bei 

verschiedenen Spendergeweben eingesetzt. Anhand der in dieser Arbeit vorge-

legten Daten lässt sich deshalb keine grundsätzliche Risikoabschätzung in Hin-

blick auf einen möglichen Einsatz in der Vakzinierungstherapie durchführen. 

Dennoch ergibt sich durch diese Experimente der hoffnungsvolle Ansatz, weite-

re Anstrengungen zu unternehmen, um eines Tages eine wirkungsvolle weitere 

Option in der Therapie von Malignomen zu entwickeln. 
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4.4 Warum wurde das Protoonkogen c -Met für diese Arbeit au sgewählt?  

c-Met ist ein heterodimerer Tyrosinkinaserezeptor, der die multifunktionellen 

und potenziell onkogenen Effekte des „Hepatocyte Growth Factor“ (HGF) ver-

mittelt (12, 83, 111, 143). Einige dieser HGF-vermittelten Effekte sind beson-

ders interessant im Hinblick auf die Bedeutung des HGF-Rezeptors bei der Me-

tastasierung von Tumoren. Andere Effekte spielen eine entscheidende Rolle bei 

der Tumorneogenese. Zusätzlich kann das Protoonkogen c-Met auch als Mar-

ker für Prognose und Verlauf oder in der Bildgebung eingesetzt werden. Die 

folgenden Abschnitte vertiefen die Bedeutung dieses Protoonkogens bei der 

Entstehung, Persistenz, Progression und Verbreitung eines malignen Tumors 

und deuten die Risiken aufgrund des Verlustes physiologischer Funktionen des 

Rezeptors c-Met an.  

4.4.1 Met und Metastasierung  

Durch c-Met werden wesentliche Fähigkeiten übertragen, die eine Tumorzelle 

braucht, um sich aus dem festen Zellverband zu lösen, mobil zu werden und 

sich an entfernten Stellen anzusiedeln. Zunächst werden durch HGF interzellu-

läre Verbindungen wie z.B. E-Cadherin oder Desmoglein 1 herunterreguliert 

(73), gleichzeitig erhöht sich die Zellmotilität über eine verstärkte Phosphoinosi-

tol 3-Kinase Aktivierung (82) und es beginnt die Dissoziation der Zellen aus den 

zuvor fest verbundenen Gewebeverbänden („Scattering“, 64). Nun benötigen 

die Zellen Fähigkeiten, um in fremde Gewebe einzudringen. HGF stimuliert die 

Invasivität der Tumorzelle und ermöglicht die Invasion in die extrazelluläre Mat-

rix (7, 51, 65, 128). Durch HGF wird zu diesem Zweck die Produktion von Pro-

teasen wie z.B. u-PA gesteigert (95), das beim Abbau der extrazellulären     

Matrix/Basalmembran eine Rolle spielt und gleichzeitig die Prozessierung des 

HGF-Vorläufers in ein aktives, heterodimeres HGF verstärkt, so dass noch 

mehr Met-Rezeptoren aktiviert werden können. Die Invasivität der Tumorzellen 

kann durch autokrine Koexpression von HGF und Met-Rezeptor innerhalb einer 

Zelle noch erhöht werden, wie es bei Blasenkarzinomzellen der Ratte beobach-

tet wurde (8). Des Weiteren vermittelt HGF über MEK- und PI3K-Signal-
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transduktionswege die Stimulation der Angiogenese (19, 30) und der Zellprolife-

ration (19) sowie die Induktion von Apoptoseresistenz (75). 

Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass eine Amplifizierung des Met-Genes in 

Metastasen maligner Tumoren gefunden wurde (27) und überdurchschnittlich 

hohe HGF-Konzentrationen im Serum von Patienten mit metastasierten Tumo-

ren beschrieben wurden (84).  

4.4.2 Met und Tumorgenese  

Aber das Met/HGF System ist nicht nur an der Metastasierung, sondern auch 

an der Entstehung von Tumoren beteiligt (65, 101, 109). Hierbei stehen ver-

schiedene Mechanismen zur Verfügung, die sich proneoplastisch auswirken 

können: Mutation, autokrine Koexpression von HGF und Met in einer Zelle, 

chromosomale Umordnung („Rearrangement“), Überexpression, ligandenunab-

hängige Aktivierung durch Zelladhäsion und Apoptoseresistenz. 

Verschiedene Met-aktivierende Mutationen im Met-Rezeptor maligner Zellen 

wurden beschrieben, die für die neoplastische Transformation mitverantwortlich 

sein könnten (49, 92, 113). Die Mutationen können sowohl sporadisch auftreten 

als auch als Keimbahnmutationen vorliegen, wie im Falle des hereditären papil-

lären Nierenzellkarzinoms (39). Hier wurden sporadische „Missense“-

Mutationen und „Missense“-Keimbahnmutationen im Exon 16 (39), bzw. in den 

Exons 17-19 (113) beschrieben, die begleitet wurden von einer Trisomie ver-

schiedener Chromosomen, u.a. des Chromosoms 7 (144) – des Chromosoms 

also, auf dem der Met-Rezeptor kodiert wird. So kann zusätzlich zur mutations-

bedingten, konstitutiven Aktivierung des Met-Rezeptors durch die Trisomie die 

Dosis an mutiertem c-Met gesteigert werden.  

In Anlehnung an den Aufbau der Insulinrezeptortyrosinkinase (57) wurde be-

schrieben, dass das Exon 16-19 für einen Bereich kodieren könnte, der in Ab-

wesenheit des Liganden die enzymatische Aktivität des Rezeptors blockiert, 

den sogenannten „activation loop“(113). Dieser „activation loop“ versperrt im 

inaktiven Zustand des Rezeptors den Zugang zu den ATP- und Substratbin-

dungsstellen des Met-Protoonkogens und wird stabilisiert über hydrophobe 

Wechselwirkungen und Wasserstoffbrücken (113). Damit der Rezeptor nach 
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Ligandenbindung in seine aktive Form übergehen kann, ändert der „activation 

loop“ in diesem Fall seine Konformation und gibt den Weg zu den Subtstratbin-

dungsstellen frei (57). Werden die stabilisierenden Mechanismen durch eine 

Mutation aufgehoben oder wird die inhibierende Form des „activation loops“ 

durch Mutationen destabilisiert, so entfällt die blockierende Wirkung und es 

kommt zur konstitutiven Aktivierung des Rezeptors (92, 113). 

Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung des Met/HGF-Systems an der Tumor-

genese ergibt sich aus der Beobachtung, dass athymische Mäuse nach Injekti-

on von Zellen, die mit der RNA eines auf diese Weise mutierten Met-Rezeptors 

transfiziert wurden, nach kürzester Zeit Tumoren entwickelten (66). 

Interessanterweise kann eine Mutation dazu führen, dass einzelne Signaltrans-

duktionswege blockiert und andere hingegen aktiviert werden. Die Punktmutati-

on H1351 → N z.B. erhöht die Fähigkeit des Met-Onkogens zur neoplastischen 

Transformation und verkleinert gleichzeitig das metastatische Potenzial (49).  

Ein anderer Mechanismus bei der Entstehung von malignen Tumoren ist die 

simultane Expression von Rezeptor und Wachstumsfaktor innerhalb einer Zelle, 

auch „autocrine loop“ genannt. Normalerweise kommunizieren HGF und Met 

über eine parakrine Interaktion zwischen HGF-produzierendem, mesenchyma-

lem Stromagewebe und Met-exprimierenden Epithelzellen (121). Wenn nun 

aber HGF-produzierende Zellen gleichzeitig den Met-Rezeptor exprimieren oder 

Met- exprimierende Zellen HGF selbst produzieren, kommt es zur konstitutiven 

Aktivierung des Met-Rezeptors, was eine Rolle bei der Entstehung von Mali-

gnomen spielen könnte (8). So wurde z.B. in Myofibroblasten eines Lungena-

denokarzinoms die Expression von Met nachgewiesen, wobei zwischen der 

Expression des Met-Rezeptors in diesen mesenchymalen Zellen und einer ver-

kürzten Überlebensspanne der Patienten eine signifikante Korrelation bestand 

(132). Auch bei menschlichen Osteosarkomen wurde eine autokrine Koexpres-

sion von HGF und Met-Rezeptor beschrieben (37). Des Weiteren führt die Injek-

tion von Zellen, die sowohl HGF als auch Met exprimieren, zur Entstehung von 

Tumoren in Mäusen (90, 109). 

Das chromosomale Rearrangement stellt einen weiteren Ansatz bei dem Ver-

such dar, Tumorgenese durch Met/HGF zu verstehen. 
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Hierbei verbinden sich eine trunkierte Form des Met (d.h. die Juxtamembran-, 

Transmembran- und extrazelluläre Domäne fehlen) vom Chromosom 7q21-31 

und ein Segment des Chromosom 1 namens „tpr“ („translocated promotor    

region“) miteinander. Dies führt zur Expression eines onkogenen Met-Rezeptors 

durch konstitutive Dimerisierung (91). In diesem Falle ist das Fehlen der Juxta-

membrandomäne, die die Funktion des Met-Rezeptors inhibiert, verantwortlich 

für die konstitutive Aktivierung des Rezeptors (136).  

Schließlich spielt auch die Überexpression des Met-Rezeptors eine Rolle bei 

der Entstehung von Tumoren. In zahlreichen menschlichen Tumoren wurde 

eine Überexpression des Met-Rezeptors gefunden, u.a. im papillären Schild-

drüsenkarzinom (101), kolorektalen Karzinom (27), Osteosarkom (37), Mam-

makarzinom (133), hepatozellulären Karzinom (124), papillären Nierenzellkarzi-

nom (39, 144), Pankreaskarzinom (29, 69), kleinzelligen Bronchialkarzinom 

(76), Prostatakarzinom (58), Ovarialkarzinom (28), in Gliomen (71), nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinomen (59), epitheloiden und synovialen Sarkomen 

(72), beim Multiplen Myelom (11), M. Hodgkin (129), in Leukämien und Lymph-

omen (67, 97). Bei manchen dieser Tumoren führte eine strukturelle oder nu-

merische Aberation von Chromosom 7 zur Überexpression des Rezeptors (39, 

67, 144). Ein zusätzlicher Hinweis für die Bedeutung der Überexpression ergibt 

sich aus der Beobachtung, dass in transgenen Mäusen, die HGF überexprimie-

ren, die Inzidenz für maligne Tumoren (darunter hepatozelluläre Karzinome, 

Mammakarzinome, Melanome, Rhabdomyosarkome, Plattenepithelzellkarzino-

me, Hämangiosarkome) sprunghaft anstieg (126, 139). 

Außerdem wurde eine ligandenunabhängige Aktivierung des Met-Rezeptors 

allein durch Zellanheftung adhärenter Hepatozyten beobachtet, die abhängig 

von der Überexpression des Rezeptors zu sein scheint und verschwindet, wenn 

man die Hepatozyten in Einzelzellen dissoziiert (139). 

Schließlich konnte gezeigt werden, dass HGF eine Resistenz gegen Apoptose 

induziert, so dass die neoplastischen Zellen durch diesen Mechanismus einen 

Schutz gegen einen programmierten Zelltod haben (75). 

Dem Met/HGF-System stehen also vielfältige Wege zur Verfügung, um die 

Signaltransduktion des Met-Rezeptors dauerhaft auf ein pathologisch erhöhtes 
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Niveau zu heben - ob durch Überexpression oder Mechanismen, die zur konsti-

tutiven Aktivierung des Rezeptors führen -, was letztlich zur Entstehung von 

Malignomen führen kann. Zusammen mit weiteren HGF-vermittelten Faktoren 

wie Apoptoseresistenz (75), Wachstum (19) und dem metastatischen Potenzial 

also ein idealer Cocktail, um eine systemische Tumorerkrankung auszulösen 

und zu unterhalten. 

4.4.3 Met als Marker für Prognose, Verlauf und Bildgebung   

Neben der Bedeutung bei der Entstehung und Metastasierung von malignen 

Tumoren kann das Met/HGF-System auch zur Diagnostik, Verlaufskontrolle und 

Prognoseabschätzung eingebracht werden. Dies würde sich gerade beim mög-

lichen Einsatz in der Tumorvakzintherapie anbieten. 

Die Expression des Met-Rezeptors bzw. die Serumkonzentration von HGF kann 

als Marker beim Staging des Nasopharynxkarzinoms (25) bzw. zur Einschät-

zung der Prognose von Malignomen, z.B. des nasopharyngealen Karzinoms 

(99), nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (59) oder auch anderer Tumorer-

krankungen eingesetzt werden. Je höher die Met-Expression bzw. die HGF-

Konzentration ist, desto kürzer ist das durchschnittliche Überleben eines Patien-

ten einzuschätzen (99, 113). Es wurde außerdem eine signifikante Korrelation 

zwischen dem HGF-Spiegel im Serum und einer B-Symptomatik beschrieben 

und gezeigt, dass Patienten in Remission eines M. Hodgkin oder gesunde Pro-

banden signifikant niedrigere HGF-Spiegel haben als Patienten mit aktiven ma-

lignen Erkrankungen (129), so dass die HGF-Expression zur Verlaufskontrolle 

der Erkrankung eingesetzt werden könnte.  

In der molekularen Bildgebungstechnik kann die Met-Expression zur frühzeiti-

gen Detektion Met-exprimierender Metastasen oder Tumoren eingesetzt wer-

den. Unter Zugabe von HGF verändert sich dosisabhängig der Blutfluss im 

Zentrum eines Met-exprimierenden Tumors abhängig von der lokalen Met-

Expression. Diese hämodynamischen Alterationen sind kernspintomographisch 

erfassbar. Somit können Areale mit hoher Alteration und damit hoher Met-

Expression erkannt werden - und Metastasen frühzeitig entdeckt und überwacht 

werden (118). Da zudem die Met-Expression/HGF-Serumkonzentration mit ei-
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ner schnelleren Progression, schlechteren Prognose und kürzerem Überleben 

der Patienten assoziiert ist (99, 113, 129), stellt es einen therapeutischen An-

satz dar, der gerade auch in den fortgeschrittenen, bisher häufig therapieresis-

tenten Stadien, als erweiterte Alternative zur bisherigen Palliativbehandlung 

herangezogen werden könnte mit der Aussicht auf einen zukünftigen  

(neo)adjuvanten Einsatz. 

4.4.4 Risiken beim Einsatz des Met -Rezeptors in Vakzinierungsstudien  

Neben den Chancen, die sich aus der Unterdrückung c-Met vermittelter Zell-

effekte ergeben, muss bedacht werden, dass der c-Met-Rezeptor für eine Reihe 

von physiologischen Funktionen eine wichtige Bedeutung hat. Eine Blockierung 

dieser physiologischen Funktionen kann ein nicht zu unterschätzendes Risiko 

für erhebliche Nebenwirkungen darstellen. Ganz entscheidend ist das 

Met/HGF-System z.B. an der normalen Entwicklung eines Embryos beteiligt, 

was sich daran zeigt, dass Mäuseembryonen mit einer Nullmutation im 

HGF/SF-Gen in utero sterben (112, 135). 

Außerdem vermittelt der Met-Rezeptor auch beim geborenen Menschen zeitle-

bens eine Fülle von wichtigen physiologischen Funktionen. Dazu gehören u.a. 

Zellproliferation (19), Motilität (19), Angiogenese (19, 30), Formation von tubulä-

ren Strukturen (78, 111), Organregeneration von Leber, Niere (60, 74) und Lun-

ge (141) oder auch Wundheilung (88). Zusätzlich werden hämatopoetische und 

immunologische Funktionen durch den Met-Rezeptor signalisiert (77, 137, 143). 

HGF wird von Knochenmarkszellen produziert und induziert zusammen mit an-

deren Zytokinen und Wachstumsfaktoren Proliferation und Differenzierung von 

c-Met positiven Vorläuferzellen (77). Außerdem spielt das Met/HGF-System 

eine entscheidende Rolle bei der Induktion sowohl von Adhäsion als auch von 

Migration aktivierter B-Lymphozyten (137). 

Der Einsatz von c-Met in der Vakzinierungstherapie darf deshalb nur mit Vor-

sicht angegangen werden. Durch die Überexpression des c-Met-Rezeptors in 

Tumoren bleibt aber zu hoffen, dass die aktivierten T-Lymphozyten vor allem 

die Tumorzellen lysieren werden und es nach einer Vakzinierung zu keinen the-

rapielimitierenden Nebenwirkungen an gesunden Organen kommen muss.  
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Zudem könnte das Vorkommen von c-Met in gesunden Zellen sogar von Vorteil 

für die Effektivität der Immunantwort sein. Wenn ein TAA nämlich keine physio-

logische Bedeutung besitzt und dessen Expression für das Überleben der Tu-

morzelle nicht essentiell ist, so haben diejenigen Tumorzellen keinen Selekti-

onsvorteil, die dieses TAA präsentieren. Das kann dazu führen, dass die Tu-

morzellen, die das TAA präsentieren, von anderen Tumorzellen verdrängt wer-

den, so dass der Tumor in der Folge zu einem Großteil aus Zellen besteht, die 

das spezifische TAA nicht präsentieren. Diese Zellen können dann aber damit 

nicht mehr von den induzierten CTL erkannt werden - und der Tumor würde  

ungehemmt weiter progressieren. 

Im Falle von Met/HGF könnte man aber annehmen, dass die Expression von c-

Met quasi zur „onkogenen Grundausstattung“ der Tumorzelle gehört und des-

halb beibehalten werden muss, gerade um der Tumorzelle die Fähigkeit zu Pro-

liferation und Metastasierung zu ermöglichen. Dies stellt dann aber einen Selek-

tionsvorteil dar, so dass schließlich ein Großteil des Tumors diesen Angriffs-

punkt anhand der Präsentation des TAA darbieten dürfte. 

Da das c-Met Protoonkogen also in unterschiedlichster Weise an der Entste-

hung und Progression von Tumoren beteiligt ist, das Wachstum und die Me-

tastasierung von Tumorzellen fördert und induziert und zusätzlich in vielen  Tu-

moren überexprimiert vorliegt, stellt es ein vielversprechendes Ziel für die Ent-

wicklung immuntherapeutischer Vakzinierungstrategien dar. Außerdem be-

schränkt es sich nicht wie die meisten der identifizierten T-Zell-Epitope auf eine 

limitierte Anzahl von Malignome (17, 48, 62), sondern kann in sehr vielen Tu-

moren, v.a. aber im metastasierten Stadium in vielen Metastasen, gefunden 

werden, wodurch es als universelles Tumorabstoßungsantigen einsetzbar wäre.  

4.5 Vakzinierungsstudien  

4.5.1 Studien mit Met -ähnlichen Tumorantig enen 

Bisher wurden zahlreichen andere potenzielle Tumorabstoßungsantigene be-

schrieben, die wie c-Met in Malignomen überexprimiert vorliegen, gleichzeitig 

jedoch in gesunden Geweben zu finden sind (Klasse 5 der Tumorantigene).  
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Ein zu dieser Gruppe gehörendes potenzielles Tumorabstoßungsantigen ist 

z.B. das Apoptoseinhibitionsprotein Survivin (3, 114, 115).  

Es wurde gezeigt, dass CD8-positive T-Lymphozyten in vitro spezifisch gegen 

von Survivin abgeleitete Peptide aktiviert werden konnten (114, 115) und in vivo 

spontane CTL Antworten bei Mammakarzinompatientinnen, Leukämie- und My-

elompatienten zu finden waren (3).  

Ein anderes weitverbreitetes TAA dieser Kategorie ist das MUC1 Peptid. Bei 

diesem Transmembranglykoprotein wurden HLA-A2-restringierte T-Zellepitope 

entdeckt, gegen die eine CTL Reaktion induzierbar war (15, 16).  

Auch Her2/neu gehört zu dieser Gruppe der TAA. Hier wurden ebenfalls  Pepti-

de beschrieben, gegen die CTL induziert werden können (18, 40). In einer Stu-

die mit Patientinnen, die an metastasierten Ovarial- und Mammakarzinomen 

erkrankt waren, wurden mit MUC1 und HER-2/neu beladene DC subkutan ver-

abreicht (18). Dabei konnten bei fünf von zehn Patientinnen spezifische CTL im 

peripheren Blut isoliert werden. Eine Patientin entwickelte interessanterweise 

zusätzlich eine gegen CEA und Mage-3 gerichtete CTL-Antwort, obwohl sie nur 

mit MUC-1 Peptid beladenen DC behandelt wurde. Vorstellbar wäre, dass die 

Destruktion des Tumors durch die CTL zu einer Induktion anderer tumorspezi-

fischer CTL führen kann, indem antigenpräsentierende Zellen die Tumorzellen 

aufnehmen, prozessieren und durch „cross-priming“ präsentieren (13, 87, 107). 

Bei keinem dieser Patienten wurden jedoch Autoimmunphänomene beobachtet. 

4.5.2 Erfolge bei Vakzinierungsther apien mit weiteren Tumorantigenen  

Eine der frühesten Studien wurde 1998 mit 16 Patienten durchgeführt, die an 

einem metastasierten Melanom erkrankt waren (86). Die Patienten wurden mit 

autologen DC, die mit Tyrosinase-, gp100-, MelanA-Peptiden oder Tumorzellly-

saten beladen waren, intralymphatisch geimpft. Zur Stimulation der CD4-

Helferzellen wurde KLH verwendet. Bei fünf von 16 Patienten konnte ein An-

sprechen auf die Therapie verzeichnet werden, darunter zwei Komplett-

remissionen mit einer Dauer von über 15 Monaten.  

In einer weiteren Studie mit 13 Melanompatienten im Stadium IV, die alle trotz 

Chemotherapie progressiv waren, wurde eine Tumorvakzine aus mit Mage-3A1 
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Peptid beladenen, autologen, reifen DC subkutan, intradermal und intravenös 

injiziert (130). Bei acht von elf noch lebenden Patienten wurde eine Expansion 

der CD8-positiven CTL beschrieben, bei sechs von elf Patienten konnte nach 

fünf Injektionen sogar eine komplette Remission der Metastasen in Haut, Lun-

ge, Lymphknoten und Leber erzielt werden. 17 Monate nach dieser Studie wa-

ren bei einer initialen Lebenserwartung von nur vier Monaten unter Weiterfüh-

rung der Therapie noch fünf Patienten am Leben. Bei weiteren vergleichbaren 

Studien wurden gerade in der Therapie des Melanoms vielversprechende Erfol-

ge verzeichnet (31, 61, 116). 

In einer anderen Studie wurden 35 Patienten mit metastasierten Nierenzellkar-

zinomen mit tumorlysatbeladenen DC intravenös oder intradermal geimpft (55).  

Bei 27 Patienten, die die Behandlung komplett durchlaufen haben, waren zwei 

Totalremissionen, eine Partialremission und sieben stabile Erkrankungen be-

obachtet worden. 

21 Patienten mit CEA-exprimierenden metastasierenden Tumoren, darunter 

Kolon-, Mamma-, Ovar- und Pankreaskarzinome, wurden in eine Studie einge-

schlossen, in der mit Cap-1-beladene (abgeleitet vom CEA-Protein) DC intra-

dermal oder intravenös injiziiert wurden (79). Dabei konnte gezeigt werden, 

dass eine Stabilisierung der Erkrankung zu erreichen war, die mit einem Rück-

gang der CEA Werte einherging. Interessanterweise wurde beobachtet, dass 

die i.v. verabreichten DC sich ausgehend von der Lunge in Leber, Milz und 

Knochenmark verteilten und die Tumoren und regionalen Lymphknoten nicht 

erreichten. Nur durch i.d. Injektionen wurde erreicht, dass die DC in die regiona-

len Lymphknoten auswanderten.  

Auch beim Prostatakarzinom wurden Vakzinierungstherapien eingesetzt (80, 

120). DC, die mit einem rekombinanten Antigen-Zytokin-Fusionsprotein (Pro-

vengeTM, Dendreon Corp., Seattle, USA) beladen wurden, wurden den Patien-

ten intravenös injiziiert (120). Die Patienten, die eine Immunantwort auf die Vak-

zingabe entwickelten, hatten ein wesentlich längeres progressionsfreies Über-

leben und zeigten einen Rückgang des PSA-Spiegels. 

In einer Phase II Studie erhielten 33 Patienten eine Vakzinierung mit peptidbe-

ladenen DC (80). Sechs Patienten hatten eine Partialremission, bei zwei Patien-
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ten trat eine Komplettremission auf unter gleichzeitigem Rückgang des PSA-

Spiegels.  

Bei idiotypproduzierenden Malignomen wie dem Multiplen Myelom oder dem 

follikulären B-Zell-Lymphom konnte gezeigt werden, dass durch Leukapherese 

gewonnene autologe DC-Vorläuferzellen des Patienten eine gegen den Tumor 

gerichtete Immunantwort induzieren können, wenn sie mit den Idiotypimmu-

noglobinen des patienteneigenen Tumors beladen wurden (56, 105). 

Vier Patienten mit einem follikulären B-Zell-Lymphom erhielten eine auf diese 

Weise hergestellte Vakzine (56). Ein Patient reagierte mit einer Vollremission, 

ein weiterer mit einer Partialremission und bei einem Patienten waren an-

schließend sogar keinerlei molekularbiologische Hinweise mehr auf die Erkran-

kung nachzuweisen.  

Bei einer anderen Studie, die zwölf Patienten mit Multiplem Myelom einschloss, 

trat bei zwei Patienten eine komplette Remission auf, die 30 und 17 Monate 

lang anhielt (105).  

Dass eine Vakzinierung mit tumorpeptidbeladenen DC sogar bei Tumoren des 

ZNS wirksam sein kann und die Zellen die Blut-Hirn-Schranke überwinden kön-

nen, wurde kürzlich in einer Studie mit Gliompatienten nachgewiesen (142). Bei 

vier von sieben geimpften Patienten wurde eine systemische Zytotoxizität be-

obachtet, die bei zwei Patienten zu einer intrakraniellen T-Zell-Infiltration im 

Tumor führte. 

4.5.3 Unerwünschte Wirku ngen und Toxizität bei Vakzinierungsstudien  

Bei keiner der Studien wurde von schwerwiegenden Nebenwirkungen berichtet, 

die zum Therapieabbruch führten. Bei den meisten Studien traten allerdings ein 

vorübergehender Temperaturanstieg (55, 79, 86, 105, 130, 142), Frösteln (55, 

105), Lymphknotenvergrößerung (130, 142), Kopfschmerzen (55), Übelkeit 

(142) und ein lokales Erythem mit milder Induration und Pruritus an der Ein-

stichstelle im Sinne einer T-Zell vermittelten Überempfindlichkeitsreaktion (Typ 

IV) auf (55, 79, 86, 130). Letzteres sollte allerdings eher als Zeichen für die 

Entwicklung einer zellulären Immunität gewertet werden (62). Ein Patient ent-

wickelte ein zirkadianes Fieber mit nächtlichen Temperaturen von 39°C, das 
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erst nach 3 Monaten verschwand (55), bei einem weiteren Patienten trat nach 

der i.v. Gabe der Vakzine eine Thrombophlebitis auf (105).  

Der gemeinsame Tenor aller hier dargestellten Studien lautet, dass die Vakzi-

nierungen grundsätzlich gut vertragen wurden und es nur zu vorübergehenden 

leichten und gut tolerierten Nebenwirkungen kam. 

Denkbar wäre auch eine Induktion von Autoimmunerkrankungen durch die Vak-

zine, da ja eine Immunantwort gegen körpereigene Antigene induziert wird (47). 

Bisher wurde in einer Studie mit Menschen lediglich von einer autoimmunen 

Destruktion der Melanozyten nach autologem T-Zelltransfer berichtet, die einen 

Vitiligo verursachte und bei einem Patienten mit einer beidseitigen Uveitis ein-

herging (31). In einer anderen Studie wurden als Marker für eine Autoimmunre-

aktion Anti-Thyreoglobulin, ANA und Rheumafaktoren gemessen (79). Bei zahl-

reichen Patienten war der ANA-Titer sowie die Rheumafaktoren bereits vor Be-

ginn der Vakzinierungstherapie erhöht, allerdings ohne klinisch manifeste Auto-

immunerkrankung. Nach den Vakzinierungen sank der ANA-Titer bei drei Pa-

tienten, bei weiteren Patienten stieg er an und blieb ansonsten in etwa konstant. 

Ähnliche unterschiedliche Ergebnisse wurden bei den zwei anderen Parame-

tern beschrieben, wobei die Antikörper gegen Thyreoglobulin bei sieben von 21 

Patienten zum Teil beträchtlich (z.B. von zehn auf 153 Units) anstiegen. Ein 

Anstieg der ANAs und der Antikörper gegen TSH berichtete auch Nestle et al. 

(86), jedoch wurde bei keinem der Patienten dieser beiden Studien eine Auto-

immunerkrankung der Schilddrüse oder anderer Organe beobachtet. Dies ist 

umso erstaunlicher und erfreulicher, da in Tierversuchen mit Tumorvakzinen 

durchaus schwerwiegende Autoimmunerkrankungen induziert worden sind, wie 

z.B. experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis, Prostatitis, Kardiomyopathie 

und Diabetes (47).  

4.5.4 Ausblick  

Die Ergebnisse der durchgeführten Studien wecken bei allen Schwierigkeiten 

und ungeklärten Fragen eine hoffnungsvolle Sicht auf die Zukunft der Therapie 

von Malignomen. Durch die Resultate dieser Arbeit wurde ein neuer interessan-

ter Kandidat für einen Einsatz in zukünftigen Studien identifiziert. Das von c-Met 



Diskussion   
     

 

53 

abgeleitete untersuchte Peptid kann in Zukunft vielleicht dazu beitragen, die 

Prognose mancher Tumorerkrankungen zu verbessern, auf jeden Fall aber wird 

diese Arbeit dazu beitragen, die Optionen für eine mögliche Therapie von Tu-

morerkrankungen zu erweitern und neue Angriffspunkte zu definieren.  

Solange neue Zielmoleküle entdeckt werden können, besteht begründete Hoff-

nung, dass mehr und mehr Menschen mit malignen Erkrankungen besser ge-

holfen werden kann.  

Es steht noch aus, das wirkungsvollste Immunisierungsprotokoll mit allen Fein-

heiten der Dosierung, der Adjuvantien, der Applikation oder der Injektionsinter-

valle beurteilen zu können, und viele immunologische Phänomene bleiben un-

verstanden, dennoch kann eindeutig davon ausgegangen werden, dass uns mit 

der erfolgreichen und gezielten Aktivierung des körpereigenen Immunsystems 

eine neue wirkungsvolle Waffe im Kampf gegen eine der schrecklichsten und 

unbezwingbarsten Erkrankungen der Menschheit zur Verfügung steht, deren 

Chancen und deren Grenzen in den kommenden Jahren genauer definiert wer-

den müssen. 
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5 Zusammenfassung  

In einer kürzlich erschienenen Veröffentlichung konnten durch die Kombination 

von Genexpressionsanalyse und Massenspektrometrie HLA-Klasse I-bindende 

Peptide selektiert werden, die in malignen Tumoren überexprimiert oder selektiv 

exprimiert vorlagen. In der hier vorliegenden Arbeit wurde eines dieser Peptide, 

ein vom Protoonkogen c-Met abgeleitetes HLA-A2-bindendes Peptid, auf seine 

mögliche endogene Expression in Tumorzellen und auf seine mögliche Funk-

tion als T-Zell Epitop untersucht. Sowohl auf Proteinebene (Western Blot) als 

auch auf RNA-Ebene (RT-PCR) wurden bei Zellinien vom Mamma-, Nierenzell-, 

Kolon-Karzinom, Melanom und Multiplen Myelom c-Met-Expression festgestellt. 

Zur Induktion von Met-spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) wurden 

mit IL-4 und GM-CSF generierten dendritischen Zellen (DC) verwendet. Die c-

Met spezifischen CTL lysierten in Zytotoxizitätsassays sowohl Zellen, die das 

synthetische Peptid präsentierten, als auch c-Met positive Tumorzelllinien, die 

das Peptid von endogen vorhandenem c-Met präsentierten. Die Lyse geschah 

auf eine antigenspezifische und HLA-restringierte Weise - in allen Versuchen 

wurden stets diejenigen Zelllinien nicht lysiert, die ein irrelevantes Peptid prä-

sentierten, einen differenten HLA-Status hatten oder deren HLA-Molekül durch 

einen Antikörper blockiert war. Des Weiteren wurden diese Ergebnisse in einem 

autologen System bestätigt. Hierbei wurden mit c-Met positiven Tumorzelllinien 

transfizierte, autologe DC als Zielzellen verwendet, die in erwarteter Weise an-

tigenspezifisch und HLA-restringiert lysiert worden sind. Im Gegensatz dazu 

wurden DC, die mit RNA aus c-Met negativen Tumorzellen transfiziert worden 

sind, nicht erkannt.  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können als Grundlage für einen poten-

ziellen Einsatz von c-Met in der in vivo Vakzinierungstherapie maligner Tumo-

ren dienen. Denn durch sein ubiquitäres, überexprimiertes Vorkommen in sehr 

vielen unterschiedlichen malignen Tumoren und Metastasen und seine Bedeu-

tung bei der Entstehung und Metastasierung von Tumoren ist c-Met ein vielver-

sprechendes Zielmolekül, das gegen eine Vielzahl verschiedener menschlicher 

maligner Erkrankungen eingesetzt werden könnte. 
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