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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Die Gesundheit des Menschen ist von der Fahigkeit abhangig, Fremdkdrper
und Mikroorganismen abzuwehren aber auch korpereigene Zellen zu
uberwachen und bei eventueller Entartung abzutéten. Dazu verfugt der Korper

Uber eine unspezifische angeborene, sowie ein spezifische adaptive Immunitat.
1.1.1 Die angeborene Immunitat

Das angeborene Immunsystem setzt sich an den auf3eren Grenzflachen aus
physikalischen, chemischen und mikrobiologischen Schutzmechanismen
zusammen. Beispiele sind
» der physiologische Sauremantel der Haut
» die Reinigung der Atemluft durch Flimmerepithel-Transport und
Bronchialschleim
» mureinspaltendes Lysozym in Speichel und Tranenflussigkeit
> saures Sekret der Magenschleimhaut, gefolgt von rapider pH-Anderung
im Duodenum

» Bakterienflora von Gastrointestinaltrakt und Urogenitalsystem

Y

Spulwirkung der Flussigkeitsstromung in den Harnwegen

» Saurer pH-Wert der Vagina

Im Inneren des Korpers werden Pathogene meist relativ unspezifisch an Hand
bestimmter verbreiteter Oberflachenstrukturen von Phagozyten (neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Makrophagen) erkannt. Es kommt zur
Ausschuttung verschiedener Mediatoren, die der Kommunikation mit anderen
Effektorzellen dienen, diese an den Ort des Geschehens locken und sie auch

aktivieren konnen.
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Das Komplementsystem kann Uber den sogenannten alternativen Weg durch
Bakterienpolysaccharide aktiviert werden, was zur Freisetzung chemotaktischer
Substanzen und zur Zytolyse des Bakteriums fluhrt.

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) verfugen Uber Fc-Rezeptoren auf ihrer
Oberflaiche. Uber diese werden unspezifische Zellen attackiert, die mit
humoralen Antikorpern markiert sind. Dieser Prozess wird als Antikorper-
vermittelte Zytotoxizitat bezeichnet. Zusatzlich konnen sie auch ohne
Vermittlung von Antikorpern Zellen abtoten. Beispielsweise fuhrt der Verlust von
schutzenden MHC-Molekulen bei Tumorzellen dazu, dass sie von NK-Zellen
eliminiert werden. Die Funktion von NK-Zellen wird Uber aktivierende bzw.
hemmende Rezeptoren auf den NK-Zellen und die Expression von MHC-
Molekulen reguliert. SchlieRlich sind noch die Proteine der akuten Phase an der
unspezifischen Immunitat beteiligt. Diese flihren Uber die Ausschuttung von
Botenstoffen zu einer Entziindungsreaktion (gesteigerte Durchblutung, erhdhte
Kapillarpermeabilitat und Warmeentwicklung).

Alle diese Mechanismen sind stets im Korper vorhanden, die Reaktionen
andern sich auch nach wiederholtem Kontakt mit dem Pathogen nicht. Sie sind

demzufolge nicht an die Erkennung eines spezifischen Antigens gebunden.

1.1.2 Die adaptive Immunitat

Im Gegensatz zur angeborenen Immunitat ist die adaptive oder erworbene
Immunitat hochspezifisch fur das jeweilige Pathogen und stets Antigen-
vermittelt. Sie zeichnet sich durch die folgenden vier Merkmale aus: Spezifitat,
Diversitat, Gedachtnis und Unterscheidung von selbst und fremd.

Das adaptive Immunsystem stutzt sich dabei auf drei Zelltypen. Antigen-
prasentierende Zellen (APC), die der myeloiden Stammzellreihe entspringen, B-
und T-Lymphozyten, denen die lymphatische Reihe zugrunde liegt.

In der Entwicklung des Immunsystems entstehen fiir eine riesige Vielzahl von
moglichen Antigenen jeweils spezifische erkennende T-Lymphozyten, die einen

entsprechenden T-Zell-Rezeptor exprimieren.
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Als negative Selektion wird dabei die Elimination von T-Zellen bezeichnet, die
korpereigene Antigene falschlicherweise als fremd erkennen. T-Lymphozyten
mit nieder-affinen Interaktionen konnen den Thymus verlassen (=positive
Selektion). Zur Aktivierung des Systems wird ein Antigen von dem
entsprechenden Rezeptor eines Lymphozyten spezifisch erkannt und
gebunden. Dies flhrt zu ihrer Differenzierung in Effektorzellen und zu deren
Proliferation. Die Immunantwort auf ein ganz bestimmtes Antigen entspringt
durch diese klonale Selektion einiger weniger Zellen.

B-Lymphozyten produzieren Antikérper (Immunglobuline). Der menschliche
Korper verfugt tGber ein Antikdrper-Repertoire mit ca. 10'? Spezifitaten, die
durch Mechanismen wie Rearrangement oder somatische Mutation entstehen.
Jede B-Zelle produziert nur Antikorper, die gegen das eine, von ihr zu
erkennende Antigen gerichtet sind. Zusatzlich exprimiert sie auf ihrer
Oberflache das von ihr produzierte Immunglobulin als Rezeptor. Bindet dieser
an sein Antigen, so wird der B-Lymphozyt aktiviert und es kommt zur
Differenzierung in  Antikorper-sezernierende  Plasmazellen und in
Gedachtniszellen. Durch deren Bildung wird bei erneutem Kontakt mit dem
Antigen die Immunantwort beschleunigt.

Immunglobuline konnen nahezu jede chemische Struktur als Epitop erkennen
und erfillen eine Reihe von Aufgaben, die der Elimination von extrazellularen
Pathogenen dienen. Beispielsweise kdnnen durch Anlagerung von Antikdrpern
an Pathogene diese markiert (Opsonisierung) oder durch Bildung von
Immunkomplexen I0sliche Antigene (z.B. Toxine) neutralisiert werden.

T-Zellen werden durch Antigen-prasentierende Zellen (z.B. Langerhans-Zellen
der Haut, dendritische Zellen, Makrophagen und B-Lymphozyten) aktiviert. Sie
verflugen Uber einen T-Zell-Rezeptor (TCR), der jeweils ein bestimmtes Antigen
erkennt. Dazu mussen die Antigene an besondere Molekule, den MHC (major
histocompatibility complex), auf APC gebunden sein®* 7" 1% An der Antigen-
Erkennung sind neben dem TCR auch die Korezeptoren CD4 und CD8 beteiligt

(CD=cluster of differentiation).
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Dabei bindet CD4 nur an MHC Molektile der Klasse Il, CD8-Molekile nur an
MHC-Klasse-I. Nach Aktivierung der T-Zellen erfolgt ihre Differenzierung in
folgende Effektorzellen:

» Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), verantwortlich fur die Abtotung
virusinfizierter Zellen und Tumorzellen. Sie exprimieren den Korezeptor
CD8 und erkennen somit Antigene, die an MHC-Klasse-I Molekile
gebunden sind.

» Inflammatorische T-Zellen. Sie dienen der Aktivierung von Makrophagen.
Sie tragen, wie auch die folgenden T-Helferzellen das CD4 Molekul auf
ihrer Oberflache und binden somit an Molekule der MHC-Klasse-Il.

» T-Helferzellen aktivieren B-Zellen, T-Zellen und APC

Damit Ubernehmen die T-Lymphozyten die zellularen Effekte der adaptiven

Immunitat®® 7% 102,

1.1.3 Dendritische Zellen und T-Zell vermittelte Immunitéat

Abb. 1.1: Dendritische Zelle

http://www.koelner-modell.de

Dendritische Zellen (DC) gehéren, zusammen mit den Langerhans-Zellen der
Haut, den Makrophagen und B-Lymphozyten, zu den Antigen-prasentierenden
Zellen. Diese Zellen exprimieren neben MHC-Klasse-I Molekulen, die auf allen

kernhaltigen Zellen zu finden sind, zusatzlich auch MHC-Klasse-Il Molekiile®.
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Dendritische Zellen gelten als die potentesten Antigen-prasentierenden Zellen.
Sie stellen Wachter des Immunsystems dar, indem sie in der Peripherie als
unreife DC Antigene aufnehmen, prozessieren, und sie in groRer Anzahl als
MHC-Peptid-Komplexe auf ihrer Oberflache prasentieren. Der unreife Zustand
ist also gekennzeichnet durch die Spezialisierung auf die Antigenaufnahme,
wahrend die Voraussetzungen zur T-Zell Stimulation noch gering ausgebildet
sind. Durch Interaktion der DC mit Pathogenen, aktivierten T-Zellen, Zytokinen
wie Tumor nekrose Faktor-alpha (TNF-a), Interleukin (IL)-1R3 oder auch
Lipopolysacchariden (LPS), kommt es zur Hochregulation kostimulatorischer
Molekule (CD80, CD86), zur Sekretion von Zytokinen wie IL-12 und damit zur
Ausreifung der DC. Der Reifungsprozess beinhaltet die Produktion
verschiedener Chemokine, eine Hochregulation von CCR7% und einer
groReren Empfindlichkeit gegenltber ELC (MIP-313) und SLC (6Ckine), wodurch
die Migration der DC Uber die Lymphbahnen in Lymphknoten und Milz geleitet
wird. Hier treffen sie als reife DC — nun spezialisiert auf die Induktion einer
primaren Immunantwort — auf spezifische T-Lymphozyten und aktivieren diese.
Dabei genugen eine kleine Anzahl dendritischer Zellen und geringe Antigen-
Konzentrationen, um eine starke T-Zell Antwort auszulésen. Daruber hinaus
spielen DC eine wichtige Rolle in der Induktion der Immuntoleranz. Mit ihrer
Hilfe konnen gegen den eigenen Korper gerichtete Thymozyten eliminiert und
reife T-Lymphozyten in einen anergen Zustand gebracht werden.

Erst die Erkenntnisse zur Gewinnung und Kultivierung von DC ermoglichten
Uber die Generierung einer grolderen Anzahl an Zellen deren Einsatz in der

125 oder

Immuntherapie. In vitro kénnen DC aus CD34+ Stammzellen®®
adharenten CD14+ Monozyten des peripheres Bluts generiert werden'’. Dies
erfolgt unter Zugabe von Zytokinen wie GM-CSF und IL-4*. Auch Uber
Leukapherese des peripheren Bluts kdnnen DC gewonnen werden®®, wobei die

Ausbeute durch Injektion von GM-CSF oder FIt3L erhéht werden kann’ 82,
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Antigen-
Peripheres Monozyten aufnahme

Blut /gM-CSF, TNF-a, |L-4\‘ (?‘
. >

LPS, TNF-a, IL-1
Unreife DC CD40 Ligation, IFN-y
CD34+

Vorlauferzelle

Aktivierung von T-Zellen

~ @ reifende DC

Sekundare <«——— Lymphbahn
Lymphorgane  CCL19, CCL21

Reife DC

Abb. 1.2: Prozess der Reifung dendritischer Zellen®

Dendritische Zellen kénnen aus CD34+ Vorlauferzellen oder aus Monozyten des peripheren
Bluts unter Zugabe von GM-CSF, TNF-a und IL-4 generiert werden. Diese unreifen DC nehmen
Antigene auf und reifen unter dem Einfluss von LPS, TNF-q, IL-1, CD40L und IFN-y heran. Sie
treten in die Lymphbahn ein und finden — geleitet durch die Chemokine CCL19 und CCL21 —
ihren Weg in die sekundaren Lymphorgane wie Lymphknoten und Milz. Hier nehmen die nun
auf die Antigen-Prasentation spezialisierten reifen DC Kontakt mit T-Zellen auf und aktivieren

diese.

1.1.3.1 Antigenprozessierung

CD8+ CTL erkennen antigene Peptide, die an Molekule der MHC-Klasse-|
gebunden an der Zelloberflache prasentiert werden. Diese Peptide stammen in
der Regel aus zytoplasmatischen Proteinen. Intrazellulare Antigene wie
beispielsweise virale Proteine oder Tumorproteine werden im Zytosol der DC
durch das Proteasom gespalten. Das Proteasom ist eine fassartige Struktur, die
denaturierte oder Ubiquitin-markierte Proteine aufnimmt und zu Peptiden einer

Lange von 5-15 Aminosauren degradiert.
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Diese werden anschlieBend Uber den heterodimeren TAP Transporter
(transporter associated with antigen processing) ins endoplasmatische
Retikulum (ER) transportiert, wo unter Beteiligung mehrerer Chaperone
(Calnexin, Calretikulin, ERP57) der Zusammenbau von MHC-I-Peptid
Komplexen erfolgt. Uber den Golgi-Apparat gelangen die Komplexe an die
Zelloberflache'* 49 87102,

Extrazellulare Antigene gelangen Uber Endozytose, Phagozytose oder
Makropinozytose ins Innere der Zelle und werden in den Lysosomen zu
Peptiden prozessiert. Die Beladung erfolgt in einem speziellen lysosomal-
endosomalen Zellkompartiment (MIIC=MHC-class-Il compartment) auf MHC-
Klasse-Il Molekule. Das MHC-Klasse-Il Molekul tritt als Komplex mit einer
invarianten Ketten ins MIIC ein. Diese wird im folgenden in kleine Peptide
gespalten, wobei ein als CLIP (class Il associated invariant peptid)
bezeichnetes Peptid, so lange in der Peptidbindungsfurche verweilt, bis es von
dem zu prasentierenden Antigen ersetzt wird. Auch dieser Komplex wandert
daraufhin an die Zelloberflache'® 261 31:64:68,

Dendritische Zellen nehmen hier eine Sonderstellung ein, da sie in der Lage
sind auch extrazellulare Antigene auf MHC-Klasse-I Molekilen zu prasentieren,

ein Mechanismus, der als cross-priming bezeichnet wird.

1.1.3.2 Die T-Zell Aktivierung

Die T-Zell Aktivierung erfolgt in vier Schritten: Adhasion, antigenspezifische
Aktivierung, Kostimulation und Zytokinausschuttung. Die initiale Kontakt-
aufnahme zwischen APC und T-Zellen im drainierenden Lymphknoten erfolgt
durch eine unspezifische Bindung von Adhasionsmolekilen. CD2 der T-Zelle
bindet an LFA-3 (=CD58) der APC und LFA-1 der T-Zelle bindet an ICAM-1 und
ICAM-2 der APC. In dieser Phase tastet der TCR der T-Zelle die MHC-Peptid-
Komplexe der APC nach einem passenden Peptid ab. Erkennt die T-Zelle ,ihr"
Peptid, so resultiert dies in einem engeren Zell-Zell-Kontakt, der durch
Erhohung der Affinitat des LFA-1 der T-Zelle zu den ICAM-Molekulen 1- und 2

der APC zustande kommt.
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Diese spezifische Interaktion alleine, reicht jedoch nicht aus, um die T-Zelle
vollstandig zu aktivieren. Erst die Bindung der kostimulatorischen Molekule B7.1
(=CD80) und B7.2 (=CD86) der APC an CD28 der T-Zelle fuhren zur
endgiltigen Aktivierung der T-Zelle. Uber diese Bindung wird die Synthese von
IL-2 und dessen Rezeptor in der T-Zelle eingeleitet. Die T-Zelle stimuliert sich
so Uber einen autokrinen Mechanismus selbst. Diese Aktivierung fuhrt zur
Proliferation und Differenzierung der naiven T-Zellen in Effektorzellen. Uber das
kostimulatorische Molekll CTLA-4 kann die T-Zell-Aktivierung wieder limitiert
werden. Nach Aktivierung wird CTLA-4 verstarkt auf der Zelloberflache
exprimiert und bindet mit hoherer Affinitat als CD28 an die B7-Molekille B7.1
und B7.2. Die T-Zelle empfangt daraufhin kein weiteres aktivierendes Signal.
Fehlt das kostimulatorische Signal, so wird die T-Zelle inaktiviert und kann auch
auf eine spatere Aktivierung nicht mehr reagieren. Diese Situation wird als

Anergie bezeichnet™.
1.1.3.3 Effektorzellen

Die Gruppe der CD4+ T-Helfer-Zellen (Ty) kann nochmals in zwei Sub-
populationen (Ty1 und Ty2) unterteilt werden. Ty1 beeinflussen Uber die
Sekretion von Interferon-y, GM-CSF, TNF-a und Expression des CD40
Liganden die Aktivitat von T-Killerzellen, DC und Makrophagen, also Teile der
zellularen Immunitat, Ty2 hingegen produzieren IL-4, IL-5 und IL-10 und
aktivieren uber B-Zellen die humorale Immunantwort.

Die andere Gruppe von T-Zellen ist die der CD8+ T-Killer- oder auch
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL). Ihre Aufgabe besteht darin, die
Korperzellen zu Uberwachen. Sie erkennen ihr Peptid nur in Assoziation mit
MHC-Klasse-I Molekullen, die jedoch auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert
werden. CTL erkennen so beispielsweise virusinfizierte oder entartete Zellen
und bewirken eine Elimination dieser Zellen'" *2. Dazu stehen den CTL
verschiedene Mechanismen zur Verfugung, die in den Zielzellen die Apoptose

induzieren (programmierter Zelltod)"".
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Eine Mdglichkeit besteht in der Freisetzung von Perforin und Proteasen wie
Granzym B aus Granula der T-Zelle.

Perforin bildet Poren in der Membran der Zielzellen, Granzym B kann so
eindringen und die Apoptose induzieren. Der Zelltod kann jedoch auch
Rezeptor-vermittelt eingeleitet werden. Zytokine wie TNF-B (Tumor nekrose
Faktor-beta) oder Liganden wie Fas-Ligand binden an ihre Rezeptoren (TNF-
Rezeptor, Fas), die eine Kaspase-Kaskade im Inneren der Zellen auslosen.
Kaspasen sind Proteasen, die ihre Substrate an der C-terminalen Seite von

Aspartatresten schneiden.

1.1.4 Tumorimmunologie

Maligne Tumoren sind neben den kardiovaskularen Erkrankungen die
zweithaufigste Todesursache in den Industrienationen. Die Ursachen fur eine
Tumorentstehung sind vielfaltig. So sind ein Anstieg des Lebensalters aber
auch der standige Kontakt des Korpers mit bestimmten Agenzien wie
chemischen Karzinogenen, ionisierenden Strahlen und Viren ursachlich fur die
Zunahme der Tumorerkrankungen in den vergangenen Jahrzehnten.

Ausgangspunkt jedes Tumors ist jedoch eine entartete Zelle, die unkontrolliert
proliferiert. Als Tumorprogression bezeichnet man die Entstehung weiterer
Mutationen in den Tochterzellen der entarteten Zelle®. Nun miissten entartete
Zellen Uber die Prasentation von Antigenen auf ihren MHC-Molekulen vom
Immunsystem erkannt und eliminiert werden. Dennoch gelingt es dem Tumor
im Laufe der Zeit, sich nicht nur lokal zu vermehren, sondern auch sich aus
dem Zellverband zu I6sen und entartete Zellen Uber die Lymph- oder Blutbahn

im Korper zu verteilen (Metastasierung).
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1.1.4.1 Tumor-escape Mechanismen

Tumoren entwickeln verschiedene Mechanismen, um dem Immunsystem zu
entgehen. So verschlechtert eine verminderte MHC-Expression auf Tumor-
zellen die Erkennung durch CTL® % %7 1% Dadurch kénnen die Zellen nicht
lysiert werden und der Tumor nimmt an Grolde zu.

Ein Restbestand an MHC-I Molekulen bleibt jedoch meist bestehen, da die
Tumorzellen sonst dem Angriff von NK-Zellen ausgesetzt sind. Daneben kann
auch die Prozessierung von Antigenen durch Blockade des TAP-Transporters

100 oder die

z.B. durch Herpesviren oder Mutationen gestort sein®®
Tumorantigene konnen durch die verstarkte Expression von Glykokalix-
Molekilen sozusagen versteckt werden, ein Mechanismus, der als
Antigenmaskierung bezeichnet wird'. Eine weitere Strategie ist eine veranderte
oder fehlende Expression kostimulatorischer Molekile auf Tumorzellen, was zur
klonalen Anergie der CD8+ oder CD4+ T-Zellen fiihren kann® 2> % Der Tumor
kann sich auch durch Produktion von immunsuppressiven Substanzen wie IL-
10 oder TGF-R"'% ' gegen den Angriff des Immunsystems schiitzen. Einige
Tumoren konnen durch Blockierung der IL-2 Produktion die T-Zellen an ihrer
Proliferation hindern®. Dem schnellen Wachstum von Tumoren liegt haufig
nicht allein eine vermehrte Proliferation, sondern auch ein verminderter
Apoptose-Index zu Grunde. Der programmierte Zelltod ist an irgendeiner Stelle
durch die Entartung der Zellen unterbrochen. Schliel3lich flhrt eine verminderte
Ausschuttung von Entzindungs-Mediatoren dazu, dass das Immunsystem den
Tumor erst wahrnimmt, wenn er bereits ein betrachtliches Ausmal erreicht

hat35; 88
1.1.4.2 Tumorantigene
Obwohl Tumorzellen aus korpereigenen Zellen entstehen, prasentieren sie auf

ihrer Oberflache haufig Antigene, die in dieser Form als fremd erkannt werden

konnen.
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Tumorspezifische Antigene (TSA) sind Antigene, die nur auf Tumorzellen, nicht
jedoch auf normalen Korperzellen prasentiert werden. Tumor-assoziierte
Antigene (TAA) werden gleichzeitig auch auf nicht entarteten Korperzellen
exprimiert. Diese induzieren aufgrund der Selbsttoleranz in der Regel keine
Immunantwort.

Nach ihrem Ursprung werden Tumorantigene, die sich fur die Verwendung in
der Immuntherapie von Tumoren eignen, in folgende Gruppen eingeteilt®.
Tumorspezifische Antigene, Antigene embryonalen Ursprungs (Cancer-testis
Antigene), gewebespezifische Antigene (Differenzierungsantigene), Oncovirale
Proteine und in Tumoren Uberexprimierte Antigene.

Tumorspezifische Antigene kdnnen aus Onkogenprodukten bzw. aus mutierten
Tumorsuppressor-Genen hervorgehen. Beispiele sind p53, ein Zellzyklus-
regulator, der in ca. 50 % aller Tumoren zu finden ist und das Protoonkogen
ras, das an der SignalUbertragung beteiligt ist.

Antigene embryonalen Ursprungs sind Produkte embryonaler Gene. Beispiele
hierfur sind die Mitglieder der Genfamilie MAGE (melanoma antigen), die in
gesunden Zellen nicht exprimiert werden®® mit Ausnahme von Plazenta und
Testis. Hier sind die Gene aktiv, es werden allerdings keine MHC Molekile
exprimiert, so dass sie dem Immunsystem unbekannt sind.

Gewebsspezifische Antigene (Differenzierungsantigene) werden auf Tumoren
Uberexprimiert, sind aber auch auf dem Ursprungsgewebe zu finden. Die
Tyrosinase ist ein Enzym das zur Melaninsynthese in Melanozyten bendtigt wird
und auf einer Vielzahl von Melanomen prasentiert wird''®. Andere Beispiele
sind a-Fetoprotein und gp100'”".

Verschiedene Tumoren koénnen viral induziert sein: Das Zervixkarzinom
beispielsweise ist haufig mit einer HPV-Infektion (Humanes Papilloma Virus 16
und 18) verbunden. Es konnte eine CTL-Antwort gegen HPV 16 assoziierte
Proteine in Patientinnen mit Zervixkarzinom gefunden werden. Diese Gruppe
von Tumorantigenen geht aus onkoviralen Proteinen hervor. Ein anderes
Beispiel ist das Epstein-Barr-Virus, das mit der Entstehung von Naso-Pharynx-
Karzinomen, sowie Burkitt-Lymphomen und Hodgkin-Lymphomen in

Zusammenhang gebracht wird.
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Uberexprimierte Tumorantigene wie Her-2/neu (Mamma-, Ovarial-, Kolon- und
Nierenzell-Karzinom) und MUC-1 (Pankreas-, Ovarial-, Mamma-, Kolorektales
Karzinom) sind auf bestimmten Tumoren verstarkt exprimiert, finden sich aber

auch auf gesundem Gewebe'® %,

1.1.4.3 Spezifische Immuntherapie

Bisherige Therapieoptionen flir Tumorpatienten, die aus Operation,
Chemotherapie und/oder Bestrahlung bestehen, sind meist belastend, mit
vielen Nebenwirkungen behaftet und ein langfristiger Erfolg ist nicht immer
gesichert.

Die spezifische Immuntherapie verfolgt das Ziel, die Immuntoleranz von
Tumoren zu durchbrechen und eine dauerhafte effiziente Immunantwort gegen
die entarteten Zellen zu induzieren. Eine Moglichkeit einer selektiv gegen
Tumorzellen gerichteten Therapie ist die Aktivierung und Expansion von
tumorspezifischen CTL.

Tumorzellen an sich sind trotz Expression von Tumorantigenen meist wenig
immunogen. Ein Grund hierfir ist das Fehlen kostimulatorischer Molekiile, d.h.
Tumorzellen sind auch nach Erkennung durch spezifische T-Zellen nicht in der
Lage, eine ausreichende Immunantwort zu induzieren. Die Immuntherapie nutzt
zur Umgehung dieses Problems die Fahigkeiten professioneller Antigen-
prasentierender Zellen und hier vor allem die dendritischer Zellen.

Diese zeichnen sich durch ihre hohe Effizienz in der Antigenprasentation und
die Induktion einer starken primaren Immunantwort auch gegen Tumorzellen
aus® 19 21: 220 24:40: 83 17 Eir DC konnte gezeigt werden, dass ihr Auftreten in
Tumoren mit einer besseren Prognose und langeren Uberlebenszeit der
Patienten assoziiert ist'®.

Daruber hinaus sind sie nicht nur auf die Aktivierung CD8+ T-Zellen beschrankt,
sondern erweitern die Immunantwort durch Aktivierung von T-Helferzellen Gber
die Prasentation von Peptiden auf MHC-Klasse-Il Molekdilen.

Zum Einsatz als Vakzine werden autologe DC ex vivo generiert, durch die

Zugabe verschiedener Zytokine aktiviert und zur Ausreifung gebracht.

12



Einleitung

DC koénnen auf verschiedenen Wegen mit Antigenen beladen werden, die sie
dem Immunsystem prasentieren sollen. Eine Mdglichkeit ist die Beladung der
MHC Molekiile von auRen mit tumorspezifischen Peptiden®® '8, Hierfiir ist die
Kenntnis tumorassoziierter, besser noch tumorspezifischer Epitope notwendig,
sowie des HLA-Typs des Patienten.

Das in dieser Arbeit verwendete Peptid wurde Uber sogenanntes Peptid Motif
Scoring identifiziert. Bei diesem Ansatz werden aus der Primarsequenz des
Proteins Sequenzen einer Lange von 8-10 Aminosauren ausgewahlt, die
bestimmten Bindungsanforderungen der MHC-Klasse-I Molekiile entsprechen®’.
Weitere Moglichkeiten der Identifikation von TAA sind die Elution der Peptide
von MHC Moleklilen oder deren Klonierung aus vorhandenen cDNA
Bibliotheken, die aus Tumorgewebe generiert wurden.

Andere Ansatze der Vermittlung von Tumorantigenen sind der Einsatz von
Tumorzelllysaten®’, RNA®', rekombinanten Proteinen, rekombinante virale
Vektorsysteme? oder aus Tumorzellen und DC hervorgehende Fusionen®. Die
so veranderten DC kdnnen nun ex vivo autologe spezifische T-Zellen aktivieren
und zur Proliferation bringen. Die induzierten T-Zellen werden dem Patienten
verabreicht®!: 3% 34 40:98: 110 nyie Aktivierung und Expansion spezifischer T-Zellen
kann auch in vivo erreicht werden, indem dem Patienten die behandelten
autologen DC appliziert werden’® 105116

Durch Zugabe verschiedener Zytokine wie IL-2, IL-12, GM-CSF und FIt3-L oder
Adjuvanzien wie PADRE, Anti-CTLA-4 und CpG wird versucht, die

Immunantwort zusatzlich zu verstarken?': 2% 28 3% 91

1.2 Das Tumorantigen Survivin

Survivin gehoért der Genfamilie Inhibitor of Apoptosis (IAP) an und wird mit

45

Ausnahme von Thymozyten®, Plazenta, CD34+ Stammzellen® und

46; 126

Basalzellen des Kolonepithels normalerweise nur in embryonalem und

fotalem Gewebe exprimiert” ®”. Eine Uberexpression von Survivin ist in fast

allen menschlichen Tumoren zu beobachten® und ist assoziiert mit einer

111

kiirzeren Uberlebenszeit dieser Patienten®, einer erhohten Rezidivquote' ' und
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%5121 Dies wurde fir das Neuroblastom®, das Harnblasen-

Therapieresistenz
Karzinom'" und das Melanom®® gezeigt. Die Transkription des Survivin-Gens in
Tumorzellen unterliegt einer globalen Deregulation, da eine Zellzyklus-
unabhangige Expression nachgewiesen werden konnte®'.

Vor Kurzem wurde eine Beteiligung von Survivin bei der Mitose- und Apoptose-
Regulation beschrieben*®.

Der Survivin-Pathway der Apoptose-Regulation spielt bei der Erhaltung der

10; 27; 52; 71; 86 Diese

Lebensfahigkeit entarteter Zellen eine wichtige Rolle
Eigenschaften machen Survivin zu einem interessanten Protein in der Diagnose
und Therapie von Tumoren.

Das Umgehen der Apoptose ist ein Tumor-escape Mechanismus, der in vielen
menschlichen Tumoren beobachtet wird. Dieser Mechanismus ermdglicht der
Tumorzelle sich durch weitere Mutationen immer wieder zu verandern und sich
so sowohl der Elimination durch das Immunsystem als auch einer zyto-
reduktiven Therapie zu entziehen. Morphologisch sind apoptotische Zellen
durch  Zellschrumpfung, Membranausstulpungen (Zeiosis), Chromatin-
kondensation, Zellzerfall in Apoptosekérperchen und deren Phagozytose®
gekennzeichnet. Die Apoptose wird durch Auslosung einer Kaspase-Kaskade in
Gang gesetzt. Dies kann durch die Bindung von Liganden an sogenannte
Todesrezeptoren wie TNF-R (Tumor nekrose Faktor Rezeptor) oder CD95
(Fas) erfolgen®, oder mitochondrien-abhdngig durch Permeabilitdtszunahme
der Membran und Freisetzung toxischer Verbindungen wie Cytochrom c.

Zwei Familien von Apoptose-Regulatoren sind bekannt, die Bcl-2 Familie und
die IAP-Familie. Beim Menschen wurden bisher 8 Mitglieder der IAP-Familie
identifiziert. Die Suppression der Apoptose erfolgt durch Hemmung von
Kaspasen®" ®% '3 Dabei wird sowohl der Rezeptor- als auch der Mitchondrien-
abhangige Weg beeinflusst. Proteine, die bei der Apoptose-Induktion aus den
Mitochondrien frei werden, konnen wiederum an IAP binden und damit ihre

inhibierende Wirkung an den Kaspasen aufheben®® %3,
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P53 ist ein Zellzyklusregulator und Tumor-Suppressor-Protein, das in
geschadigten Zellen den Zellzyklus anhalten und die Zellen in die Apoptose
treiben kann. Mutationen im p53-Gen werden in ca. 50 % aller Tumoren
beobachtet. In zwei Studien konnte gezeigt werden, dass p53 die

Genexpression von Survivin unterdriickt®®

und die Expression von Survivin
die p53-abhangige Apoptose behindert.

Eine Inaktivierung von p53 in Tumorzellen flhrt zur unkontrollierten Expression
von Survivin und vermehrtem Tumorwachstum.

Wahrend der Zellteilung bindet Survivin an verschiedenen Komponenten des

Mitoseapparats*' 6% 71 104

, wie Zentrosomen und Mikrotubuli. Auch in der
Angiogenese scheint Survivin eine Rolle zu spielen. Die Moglichkeit, eigene
Blutgefalle zu bilden ist, wie auch das Umgehen der Apoptose, ein
Mechanismus, der in der Entwicklung vieler menschlicher Tumoren zu
beobachten ist. Nach Stimulation mit Faktoren der Angiogenese wird Survivin
vermehrt exprimiert®* 122,

Die selektive Expression von Survivin in Tumorzellen fihrte zu der Annahme,
dass dieses Protein als fremd erkannt wird und somit auch eine Immunantwort
auslésen kénnte'. Kiirzlich konnten aus dem peripheren Blut von Patienten mit
malignem Melanom und chronische lymphatischer Leukamie (CLL) reaktive
CTL isoliert werden, die allogene HLA-identische Mammakarzinom- und
Melanomzellen lysierten” 1" 73 97: 113,

Damit ist eine der Voraussetzungen flr den Einsatz dieses Proteins in der

spezifischen Immuntherapie von Tumoren gegeben.
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1.3 Zielsetzung

Schmitz et al. konnten ein HLA-A2-bindendes Survivin-Peptid (ELTLGEFLKL)
identifizieren, das sich zur Induktion Survivin-spezifischer CTL eignet. Uber die
Beladung dendritischer Zellen mit diesem Peptid konnten CTL induziert werden,
die EBV-immortalisierte B-Zellen, die mit Survivin transfiziert wurden, lysierten.
In dieser Arbeit soll nun untersucht werden, ob dieses Peptid auch von
Tumorzellen prasentiert wird und ob Survivin-spezifische CTL primare autologe
maligne Zellen antigenspezifisch erkennen konnen. Dazu werden DC generiert,
mit dem beschriebenen Peptid beladen und als APC zur in vitro Induktion von
Survivin-spezifischen CTL verwendet.

Des weiteren sollen verschiedene Tumorzelllinien auf die endogene Expression
von Survivin hin untersucht werden.

An Hand von Chrom[>’Cr]-Release-Assays soll dann gezeigt werden, ob das
Survivin-Peptid auch aus der endogenen Antigenprozessierung der
Tumorzelllinien hervorgeht, entsprechend prasentiert wird und von den
induzierten CTL erkannt wird. Anschlieend wird analysiert, ob die Lyse der
Zielzellen antigenspezifisch und HLA-A2-restringiert ablauft. Zum Schluss wird
noch Uberpruft, ob diese Ansatze auch auf ein autologes System zu Ubertragen
sind. Dazu werden DC aus dem peripheren Blut eines sich in Remission
befindenden CLL Patienten generiert und mit Survivin-Peptid beladen.

Der Einfluss von Survivin auf die Viabilitdt von Tumorzellen, die Mitose- als
auch Apoptose-Regulation sowie die Tatsache, dass es in fast allen
menschlichen Tumoren, in gesundem Gewebe jedoch nicht oder nur in
geringem Ausmald exprimiert wird, bietet einen vielversprechenden Ansatzpunkt

fur einen spateren Einsatz in der Immuntherapie maligner Erkrankungen.

16



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Tabelle 2.1: Gerate

Gerat Hersteller

Bestrahlungsgerat Gammacell 1000 MDS Nordion, Bucks, GrofRRbritannien

Betaplatte liquid scintillation counter Perkin Elmer Wallac, Freiburg,
1205 Deutschland

Elektroporationsgerét Easyjet Plus™  Peglab, Erlangen, Deutschland

Fotometer RNA/DNA Calculator Gene  Amersham Biosciences Europe GmbH,

t™ )

Quan Freiburg, Deutschland

Mini-Protean 3 Electrophoresis System BioRad Laboratories GmbH, Munchen,

Deutschland

Mini Trans Blot Cell BioRad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

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

PCR-Gerat Gene Amp PCR System Pekin Elmer Life Science, Wellesley,
9600 USA

UV-Reader Biometra Bio Doc Analyze = Whatman Biometra GmbH, Géttingen,

Deutschland
Zentrifuge Eppendorf 5417 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Kendro, Hanau, Deutschland
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verbrauchsmateralien

Produkt Hersteller

6-Well-Zellkulturplatte Falcon® Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Multiwell™ 353046

96-Well-Zellkulturplatte U-shape Greiner Bio-One GmbH,
Cellstar®, with lid, TC-Platte Frickenhausen, Deutschland

Falcon® Blue Max ™ 50 ml Blue Cups Becton Dickenson, Franklin Lakes,

USA
Luma Plate™ -96 Packard Bioscience BV, Groningen,
Niederlande
TC-Tube Cellstar®, steril, 14 ml, Greiner Bio-One GmbH,
16,0/100 mm Screw Cap Frickenhausen, Deutschland
Zellkulturflaschen Falcon® Tissue Becton Dickenson, Franklin Lakes,

Culture Flask 0,2 ul Vented Blue Plug USA
Seal Cup 70 ml, 275 mi

2.3 Reagenzien

Chemikalien und Biochemikalien, die hier nicht explizit erwahnt sind, wurden
von den Firmen Merck Eurolab (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth & Co.
(Karlsruhe, Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland) und Sigma-Aldrich

Chemie (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.
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Tabelle 2.3: Reagenzien

Produkt

Hersteller

Bench Mark'™ Prestained Protein

Ladder

Biocoll Separating Solution

Biotinylated SDS Page Standards Low

Range

Bovine Serum Albumin (BSA)

CD40L

S1Cr-Natrium-Chromat

DMSO

ECL™ plus detection reagent

Fetal Bovine Serum 10082

GeneRuler ™ 1 kb DNA Ladder

GM-CSF Leukomax

IL-2

IL-4

lonomycin

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

BioChrom AG, Berlin, Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland
Biozol, Eching, Deutschland

Amersham Biosciences Europe,

Freiburg, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Amersham biosciences Europe,

Freiburg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

MBI Fermentas, St. Leon Rot,

Deutschland
Novartis, Basel, Schweiz

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden,

Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
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Produkt

Hersteller

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline 0,0095 M (PO4)

Penicillin.Streptomycin 100 ml
PMA: phorbol 12-myristate 13-acetate
RPMI 1640 mit Glutamax

Slim Fast Schokolade

Streptavidin horseradish peroxidase

Bio Whittaker Europe, Verviers,

Belgien

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Slim Fast Deutschland GmbH,

Wiesbaden, Deutschland

Amersham Life Science, Freiburg,

conjugate Deutschland

TNF-a R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Trypanblau Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

X-Vivo 20 Bio Whittaker, Wakersville, USA

2.4 Kits

Tabelle 2.4: Kits

Produkt

Hersteller

BCA Protein Assay Reagent Kit

cDNA-Set: Superscript™, first strand
synthesis system for RT-PCR
PCR-Set: Amplitaq

MACS Pan T cell Isolation Kit

Pierce, Peribo Science, Bonn,

Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Perkin Elmer, Boston, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
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Produkt

Hersteller

MACS CD19 MicroBeads

RNeasy® Mini Kits

Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden

2.5 Antikorper

Tabelle 2.5: Antikorper

Produkt

Hersteller

HLA-A2
(MoAb BB7.2 (IgG2b))

Actin 1-19, sc-1616, polyclonal goat

Chrom Pure Mouse IgG

horseradish peroxidase-conjugated

anti-goat IgG

Survivin rabbit polyklonal, AF 886

Horseradish peroxidase-conjugated
anti-rabbit IgG

Freundlicherweise zur Verfligung

gestellt von PD Dr. rer. nat. Stefan

Stevanovi¢, Interfakultares Institut fur

Zellbiologie, Universitat Tubingen,

Deutschland

Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Heidelberg, Deutschland
Dianova, Hamburg, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Heidelberg, Deutschland

R&D Systems, Wiesbaden,

Deutschland

Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Heidelberg, Deutschland
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2.6 Medien und Puffer

Tabelle 2.6: Medien und Puffer

Puffer

Reagenzien

DNA-Ladepuffer

Gefriermedium

RP 10

Ladepuffer Western Blot 3-fach

Laufpuffer (Runningbuffer) Western
Blot 1-fach

MACS-Puffer

NP40 Lysispuffer

5 % Glycerin
166,7 uM EDTA
0,025 % Bromphenolblau

RP 10 erganzt mit 10 % DMSO

RPMI 1640 mit Glutamax erganzt mit
10 % hitzeinaktiviertem FCS, Penicillin
100 IU/ml und Streptomycin 100 mg/ml

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

0,18 M Tris HCL pH 6,8
6 % SDS

28 % Glycerin

0,001 % Bromphenolblau

192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1 % SDS

DPBS

5 % BSA

2 mM EDTA
Hepes 0,05 M
NaCl 0,15 M
Igepal 1 %
EDTA2 mM
Glycerin 10 %
Aprotinin 2 pg/mi
PMSF 1 mM
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Puffer Reagenzien

TAE 40 mM Tris
13 mM Essigsaure
1 mM EDTA pH 8.0

TBS 1-fach 0,14 M NaCl
0,01 M Tris/HCI pH 8,0

TBST 0,5 % 1-fach TBS
0,5 % Tween

TBST 3 % 1-fach TBS
3 % Tween
Transferbuffer Western Blot 192 mM Glycin
25 mM Tris
20 % Methanol
0,1 % SDS
2.7 Peptide

Tabelle 2.7: Peptide

Peptid Bereitgestellt von:
Abgeleitet von Survivin: PD Dr. rer. nat. Stefan
95-104 ELTLGEFLKL Stevanovié, Interfakultares Institut

fur Zellbiologie, Unversitat
Abgeleitet von HIV: HIV-1 (BRU)

Tldbingen, Deutschland
RT 476-484, ILKEPVHGV

www.syfpeithi.de
Abgeleitet von Adipophilin: ADFP
(adipose differentiation-related
protein)
129-137 SVASTITGV
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2.8 Tumorzelllinien

Tabelle 2.8: Tumorzelllinien

Tumorzelllinie Herkunft HLA-Status  Bezogen von

A 498 Humanes HLA-A2 Prof. A Knuth,
Nierenzellkarzinom Frankfurt,
adharent Deutschland

Croft Humane EBV- HLA-A2 O. J. Finn,
immortalisierte B-Zelllinie Pittsburgh, USA

HCT 116 Humanes Kolonkarzinom HLA-A2 ATCC

K 562 Chronisch myeloische HLA-A2 ATCC
Leukamie

MCF 7 Humanes HLA-A2 ATCC
Mammakarzinom

Mel 1479 Humanes Malignes HLA-A2 Prof. G. Pawelec,
Melanom Tubingen,

Deutschland

MZ 1774 Humanes HLA-A2 Prof. A Knuth,
Nierenzellkarzinom, Frankfurt,
adharent Deutschland

MZ 1257 Humanes HLA-A2 Prof. A Knuth,
Nierenzellkarzinom, Frankfurt,
adharent Deutschland

SK-OV-3 Humanes HLA-A3 O. J. Finn,

Ovarialkarzinom,

adharent

Pittsburgh, USA
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Tumorzelllinie Herkunft HLA-Status  Bezogen von

T2 Humanes Hybrid aus B- HLA-A2 ATCC
Zelllinie und T-
Lymphoblasten Zelllinie,
TAP-defizient

U 266 Humanes Multiples HLA-A2 ATCC

Myelom

2.9 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Tumorzelllinien erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen in
Inkubatoren bei 37 °C, 5% CO, in feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare. Es
wurde RP 10-Medium verwendet.

Durch die Verwertung der Nahrstoffe und die damit verbundenen Anderung des
pH-Wertes, verfarbte sich der Indikator im Medium. Adharent wachsende
Tumorzelllinien wurden beim Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 % mit
sterilem PBS gewaschen, die Flussigkeit dekantiert und mit Trypsin-EDTA von
den Wanden der Kulturflasche abgeldst. Die so geldsten Zellen, sowie die nicht
adharent wachsenden Tumorzelllinien wurden in je ein 50 ml Rohrchen
uberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen bei 1500 rpm, Raumtemperatur, 5 min
zentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung in RP 10 resuspendiert. Ein Teil

der Zellen wurde zur weiteren Kultivierung auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

2.10 Bestimmung der Lebendzellzahl

20 yl  Zellsuspension wurden mit 20 ul Trypanblau gemischt. Die
Farbstoffmolekile kénnen die intakte Zellmembran nicht durchdringen und

ermoglichen so die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen.
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Die ungefarbten Zellen wurden in 16 Quadraten einer Zahlkammer ausgezahit.

Die Lebendzellzahl/ml ergab sich wie folgt:
(Gezahlte Zellen in 16 Quadranten) x 10* x 2 Zellen/ml

Der dimensionslose Faktor 2 entspricht der Verdiunnung mit Trypanblau. Bei
weiterer Verdunnung durch Zugabe von Medium muss der entsprechende

Faktor zusatzlich berucksichtigt werden.
2.11 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung der Zellen wurde jeweils 1 x 107 Zellen in 1 ml RP 10
Medium unter Zusatz von 10 % DMSO in Kryo-Réhrchen Uberfuhrt und sofort
bei —80 °C eingefroren und gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen zlgig im Wasserbad bei 37 °C erwarmt und
anschlieBend mit Medium gewaschen, um das zytotoxische DMSO zu

entfernen.
2.12 Molekularbiologische Methoden

2.12.1 RNA-Isolierung und Quantifizierung

Gesamt-RNA wurde aus Tumorzelllinien mit Hilfe des RNeasy Mini Kits nach
mitgeliefertem Protokoll fur tierische Zellen isoliert. Prinzip dieser Methode ist
die Bindung von RNA einer GroRe von 200 Nukleotiden und mehr an eine
Siliciumdioxid-Membran  (Saulenchromatographie). DNA und andere
Zellbestandteile werden mit mehreren Puffern abgewaschen und die RNA
schlieBlich mit Wasser eluiert. Pro Saule konnen bis zu 100 uyg RNA isoliert

werden.
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Die Bestimmung der Reinheit der Proben erfolgte durch spektrophotometrische
Messung (RNA/DNA Calculator Gene Quant Il) und Bildung des OD2g,/OD2go
Verhaltnisses (Ziel: zwischen 1,8 und 2,0). Zur Bestimmung der Konzentration
wurde die ODyg9 gemessen.

Die RNA wurde bei —80 °C gelagert.

2.12.2 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-
PCR)

Die cDNA-Synthese erfolgte nach dem Protokoll von Superscript'™ First- Strand
Synthesis System for RT-PCR.

In diesem Experiment erfolgt die cDNA-Synthese durch die Bindung von
Oligo(dT)-Primern, bestehend aus 16-20 Thymidinresten an den Poly-dA-
Schwanz der mRNA. Dies fihrt zur Synthese von cDNA einer Lange von 1-2 kb
durch die zugegebene Reverse Transkriptase. Es konnen 1 bis 5 ug RNA in
cDNA konvertiert werden. Ein moglicher Nachteil dieses Systems besteht darin,
dass mRNA haufig langer als 1-2 kb ist und der proteinkodierende Teil am 5'-
Ende sitzen kann. Als Negativkontrolle wurde stets ein Ansatz ohne Zugabe
von Reverser Transkriptase gefuhrt.

Die PCR ist eine in vitro-Technik, mit der man gezielt DNA-Abschnitte, die von
zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfaltigen kann. Ein
DNA-Doppelstrang wird zunachst durch Erhéhung der Temperatur auf Gber

90 °C in Einzelstrange zerlegt (Denaturierung). Nach Abklhlung auf ca. 50 °C
binden die aus 15-25 Basen bestehenden Oligonukleotide, die der spezifischen
Sequenz an den 5-Enden der beiden Einzelstrange (in diesem Falle
synthetisierte cDNA) komplementar sind (Annealing). Diese werden als Forward
und Reverse Primer bezeichnet. Eine zugegebene DNA-Polymerase,
polymerisiert die spezifischen Abschnitte zum Doppelstrang (Synthese).
Eingesetzt wird hierbei meist die thermostabile Tag-Polymerase, die aus dem
erstmals in den heiBen Quellen des Yellowstone National Parks (USA)
entdeckten thermophilen Bakterium Thermus aquaticus stammt. Daraufhin wird

die doppelstrangige DNA durch Erhitzen auf tber 90 °C wieder in Einzelstrange
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zerlegt (Denaturierung), die Primer binden erneut und die Tag-Polymerase
beginnt mit der Synthese zum Doppelstrang. Durch mehrfaches Wiederholen
dieses Zyklus konnen spezifische DNA-Abschnitte exponentiell vervielfaltigt

werden.

PCR-Set: Amplitaq:
1 pul cDNA wurde zur PCR eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde ein PCR-
Ansatz ohne cDNA gefuhrt, um mdogliche Kontaminationen der eingesetzten
Reagenzien detektieren zu kdnnen.
Zugabe folgender Substanzen:

1,5 pl 10 x Buffer

0,9 ul MgCl,; 25 mM

0,15 I ANTP 10 mM

0,1 ul Tag-DNA-Polymerase 5 U/l

0,8 pl Forward Primer (10 pmol/pl)

0,8 pl Reverse Primer (10 pmol/ul)

9,75 pl DEPC behandeltes Wasser

Zur Vervielfaltigung der gesuchten Sequenz wurde ein
Survivin-Primer verwendet: 5" CGACCCCATAGAGGAACATAAA 3’ und
5" GGAATAAACCCTGGAAGTGGTG 3’
(AF-077350)
Als sogenanntes house-keeping Gen (Kontroll-Gen) wurde R,-Mikroglobulin
verwendet. House-keeping Gene werden in allen Zellen in annahernd gleichem
Ausmald exprimiert und dienen so als Kontrolle bezuglich Integritat und Effizienz
der cDNA Synthese bzw. Expressions-Ausmal} des untersuchten Proteins:
5 GGGTTTCATCCATCCGACAT 3’ und
5 GATGCTGCTTACATGTCTCGA 3
(NM-004048)
(Primersequenzen freundlicherweise bereitgestellt von Dr. rer. nat. F.

Grunebach, Tubingen, Deutschland).

28



Material und Methoden

Die PCR erfolgte im Thermocycler Gene Amp PCR System 9600 (Pekin Elmer
Life Science, Wellesley, USA).

Pre-Treatment: 2 min bei 94 °C

30 Zyklen:  Denaturierung: 30s94 °C
Annealing: 30s59°C
DNA-Synthese: 60s72°C

Extensionsschritt: 5 min 72 °C

2.12.3 Gelelektrophorese

2.12.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente unter-
schiedlicher Lange zu analytischen und praparativen Zwecken aufgetrennt
werden. Die Trennung nach MolekllgroRe beruht dabei auf dem
Molekularsiebeffekt des Gelmaterials. Dabei hangt der Bereich der
Fragmentlangen, die effizient getrennt werden, von der Agarosekonzentration
ab. Gele der ublichen Konzentration von 0,5-2 % Agarose trennen DNA-
Fragmente von 0,5-25 kb Grofle auf. Hier wurden 2 %-ige Agarosegele
verwendet.

Die Nukleinsauren werden durch Ethidiumbromid'®' visualisiert. Diese Substanz
interkaliert in die DNA und wird durch UV-Licht in diesem Zustand zur
Fluoreszenz angeregt.

Die entsprechende Menge an Agarose wird mit der berechneten Menge an 1 x
TAE-Puffer versetzt und in der Mikrowelle unter mehrmaligem vorsichtigen
Aufkochen geldst. Daraufhin wird Ethidiumbromid (0,5 pug/ml Gel) zugegeben
und das leicht abgekihlte Gel in die bereitstehenden Gelkammern gegossen.
Nach Erharten des Gels und Beflllen der Kammer mit 1 x TAE-Puffer werden
die Proben mit 6-fach Ladepuffer versetzt und in die vorgesehenen Geltaschen
aufgetragen. Als GroRenmarker wurden 6 pl GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

verwendet.

29



Material und Methoden

Die Elektrophorese erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 70V. Die

Banden wurden mit Hilfe des Biometra Bio Doc visualisiert und dokumentiert.

2.12.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von
Proteinen, die im Anschluss in einem Western Blot detektiert werden konnen.
SDS fiihrt dabei zu einer Uberdeckung der proteinspezifischen Ladungen, die
Protein-SDS-Komplexe haben eine einheitliche Form und ein konstantes
Ladung/Masse-Verhaltnis. Dadurch werden die Proteine allein nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Zur Reduktion von Disulfidbricken wird dem
Probenpuffer Dithiothreithol (DTT) beigemischt.

Hier wird die diskontinuierliche SDS-Page eingesetzt, bei der durch
Vorschaltung eines Sammelgels eine starke Fokussierung der Proteinbanden

und damit eine verbesserte Trennleistung erreicht wird.

Tabelle 2.9: Material SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Material Trenngel 15 % Sammelgel 6 %
ddH,0 1,75 ml 6,0 ml

1 M Tris pH 8,8 5,6 ml -

2 M Tris pH 6,7 - 1,9 ml

30 % Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 7,5 ml 2ml

10 % SDS 150 pl 100 pl

TEMED 10 pl 5 ul

10 % APS 100 pl 100 pl
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Es wurde zunéchst ein 15 % Trenngel gegossen und bis zur Polymerisation mit
Isopropanol Uberschichtet. Daraufhin wurde dieses entfernt, das Sammelgel
darUber gegossen und gleichzeitig ein Kamm zur Bildung von Auftragtaschen
eingeschoben. Nach Polymerisieren des Sammelgels wurde das Gel in die
SDS-Page-Kammer Mini-Protean 3 Electrophoresis System eingesetzt und
diese mit Laufpuffer gefullt. Der Kamm wurde vorsichtig enthommen und die
Geltaschen mit Laufpuffer gespult.

Ziel war eine Lademenge von 30 ug Protein in einem Endvolumen von 20 pl,
was durch Aufflllen mit der entsprechenden Menge NP40 Puffer erreicht
wurde. Jedem Ansatz wurden dann noch 10 ul 2 x-Ladepuffer zugegeben und
die Ansatze vier Minuten gekocht. 1,5 yl GrolRenmarker Biotinylated SDS Page
Standards Low Range wurden im Verhaltnis 1:10 mit Ladepuffer versetzt, 30
Sekunden gekocht und aufgetragen. Zusatzlich wurden 7 ul Bench Mark™
Prestained Protein Ladder Marker geladen. Dieser hat den Vorteil, dass die
einzelnen Banden auf Grund ihrer Farbung schon wahrend des Laufs sichtbar
sind.

Die Auftrennung erfolgte bei 120 Volt tGber eine Stunde.

2.12.4 Herstellung der Zelllysate und Bestimmung der

Proteinkonzentration

Die als Pellet vorliegenden Tumorzellen wurden auf Eis 10 Minuten lang mit
200-300 yl (je nach PelletgroRe) NP40 Lysispuffer durch mehrmaliges
Aufziehen des Zelllysates mit der Pipette lysiert.

Daraufhin wurden die Uberstdnde bei 14000 rpm und 4 °C finf Minuten
abzentrifugiert und in Kryoréhrchen bei —80 °C gelagert. Die Messung der
Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung des BCA Protein Assay
Reagent Kit nach Anweisung des Herstellers fur Microplates im Multi-
Detektions-Reader SLT Rainbow.
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2.12.5 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zum Nachweis von Proteinen, die durch
denaturierende SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine
entsprechende Membran (hier: Nitrocellulose) transferiert, und nach Bindung

von spezifischen Antikorpern sichtbar gemacht werden kdnnen.

Beim Blotten erfolgt der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran. Hierzu wurde ein Sandwich in folgender Orientierung
gebildet: mit Transferbuffer durchtrankte Schwamme, Filterpapier, Gel,
Nitrozellulose Membran, Filterpapier, Schwamme. Dieses wurde luftblasenfrei
in die Western Blot Kammer Mini trans Blot Cell eingespannt (Anode unten,
Kathode oben) und im Transferbuffer bei 350 mA dber 1,5 Stunden bei 4 °C
geblottet.

Danach wurde die Membran in 4 % Slim Fast Léosung (SFL, gel6st in TBST
0,5 %) eine Stunde lang bei RT inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu
blockieren.

Der Survivin-Antikorper (AF 886, rabbit polyklonal, R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland) wurde in 2,5 % SFL 1:1000 verdinnt und die Membran uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschlielend wurde die Membran dreimal 5 Minuten
lang in 2,5 % SFL gewaschen.

Zur Bindung des Zweit-Antikorpers (Horseradish peroxidase-conjugated anti-
rabbit IgG sc-2054, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Deutschland)
wurde dieser im Verhaltnis 1:5000 in 2,5 % SFL bei RT 60 Minuten inkubiert.
Dieser ist gegen alle Hasen-Proteine gerichtet und ist konjugiert mit einer

Peroxidase, die die Detektion mit dem ECL™

Plus System ermoglicht.

Der Teil der Membran, auf dem sich der biotinylierte Grollenmarker befand,
wurde nach dem Transfer abgeschnitten und gesondert behandelt. Hierbei
wurde er mit Peroxidase-konjugiertem Streptavidin im Verhaltnis 1:10000 in

0,5 % TBST 60 Minuten bei RT inkubiert.
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Beide Membranabschnitte wurden im Anschluss daran gewaschen (2 x 5 min
0,5 % TBST, 1 x5 min 3 % TBST, 2 x 5min 0,5 % TBST, 1 x 5 min TBS). Beim
GroRenmarker wurde der 3 % TBST-Waschschritt durch einen mit 0,5 % TBST
ersetzt.

Die Detektion erfolgte mit dem ECL™ Plus System. Reagenz A und B des
ECL™ Plus Systems wurden im Verhaltnis 50:1 gemischt. Die Membran wurde
in dieser Losung eine Minute geschwenkt und in Folie gepackt. Das in der
ECL™-Lésung enthaltene Lumigen PS-3 Acridin Substrat wird durch die
Antikérper-gebundene Peroxidase oxidiert. Das Produkt luminesziert und farbt
den in einer Rontgenfiimkassette aufgelegten Autoradiographiefiim an der
entsprechenden Stelle und detektiert dadurch das gesuchte Protein. Die
Belichtungszeit lag zwischen 10 s und 1 min.

Um zu zeigen, dass jeweils identische Proteinmengen geladen wurden, wurde
die Membran anschlieBend 3 x 5min in 0,5 % TBST gewaschen und eine
Stunde bei RT mit einem polyklonalem Actin-Antikorper (Actin 1-19, Ziege
polyklonal) 1:5000 in 2,5 % SFL inkubiert. Nach einem weiteren Waschvorgang
(3 x 5min in 3,5% SFL) erfolgte die Inkubation mit dem Zweit-Antikorper
1:2000 in 2,5 % SFL far 60 min (horseradish peroxidase-conjugated anti-goat
IgG). Die Visualisierung erfolgte mit dem oben beschriebenen System.

2.13 Isolierung von mononukleéaren Zellen des

peripheren Blutes

Das verwendete Blut stammte aus Buffy coats gesunder Spender der
Blutspendezentrale Tubingen. Zur Auftrennung des Blutes wurde eine
Dichtegradienten-Zentrifugation durchgefuhrt. Das eingesetzte Ficoll hat dabei
eine groRere Dichte als peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) und eine
geringere als die von Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten. Beim
Zentrifugieren bildet sich auf dem Ficoll eine weilRe Schicht von PBMNC, die

leicht abgenommen werden kann.
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Je 12 ml Ficoll werden in sechs 50 ml Rohrchen vorgelegt. Das Blut wird 1:1 mit
PBS verdinnt und dieses Gemisch vorsichtig dem Ficoll Uberschichtet.
AnschlieRend erfolgt eine Zentrifugation in der Zentrifuge Heraus 1.0R
(Heraeus, Hanau, Deutschland) mit folgenden Einstellungen: 1900 rpm, RT,
20 min, ohne Bremse. Die sich nun abzeichnende weille Schicht zwischen
Ficoll und Serum beinhaltet die PBMNC und wird mit einer sterilen
Pasteurpipette abgenommen und in ein frisches 50 ml Rohrchen uberfuhrt. Es
folgen ein zweimaliges Waschen der PBMNC mit 40 ml PBS durch
Zentrifugation bei 1400 rpm, RT, 5 min. Das sich dabei bildende Zell-Pellet wird
in X-Vivo Medium aufgenommen und die Zellzahl in einer Neubauer

Zahlkammer bestimmt.

2.14 Ex-vivo Generierung von dendritischen Zellen

Die so gewonnenen PBMNC werden in Sechs-Well-Zellkulturplatten in einer
Dichte von 1 x 10" Zellen pro well suspendiert und in 3 ml X-Vivo Medium
ausplattiert. Die Zellen werden so uUber 2 h im Brutschrank inkubiert, dabei
adharieren die CD14+ Monozyten spezifisch an den Kunststoff der
Zellkulturplatten. AnschlieRend werden die Uberstande abgenommen und die
Platten mehrmals mit kaltem PBS gespiilt. Die im Uberstand befindlichen nicht
adharenten Zellen (NAZ) werden - wie auch die nicht verwendeten PBMNC - in
Kryordhrchen & 1 x 10”/ml Medium unter Zugabe von 10 % DMSO bei —80 °C
bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Platten werden nun mit 3 ml RP 10
Medium pro well befullt und unter Zugabe folgender Zytokine an Tag 0, 2, 4 und
6 zur Differenzierung in reife dendritische Zellen im Brutschrank aufbewahrt:

IL-4 (1000 1U/ml)

GM-CSF (100 ng/ml)

TNF-a (10 ng/ml).
Nach einer Woche kénnen die ausgereiften DC zur Induktion zytotoxischer T-

Lymphozyten eingesetzt werden.
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2.15 Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL)

Durch Beladung dendritischer Zellen mit aus Tumorantigenen abgeleiteten
Peptiden, kdonnen spezifische CTL induziert werden. Dazu werden beladene DC
mit autologen PBMNC co-kultiviert. Die DC prasentieren die MHC-gebundenen
Peptide den spezifischen naiven T-Zellen Uber deren T-Zell-Rezeptor. Es
kommt nach Aktivierung der T-Zellen zu deren Expansion.

Nach 7 Tagen erfolgt eine Restimulation, die bis zu drei Mal wiederholt wird.
Dabei werden autologe PBMNC mit dem entsprechenden Peptid inkubiert und
zu den Kulturen gegeben. Zur Wachstumsstimulation werden 2 ng/ml IL-2
zugeflhrt.

Zur Induktion werden 5 x 10°DC pro well mit 50 yg des synthetisch
hergestellten Peptids in 1 ml Medium Uuber zwei Stunden bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Es folgt zweimaliges Waschen der DC mit PBS.

2,5 x 10° autologe PBMNC pro well werden mit den DC zusammen gefiihrt und
in 2ml RP 10 Medium in 24-Well-Zellkulturplatten Uber sieben Tage im
Brutschrank inkubiert.

Zur Restimulation werden 2,5 x 10° autologe PBMNC pro well aufgetaut,
gewaschen und mit 50 ug synthetischem Peptid in 1 ml RP 10 Medium uber
zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Wahrenddessen werden die induzierten
Zellen aus den 24-Well-Platten durch mehrmaliges Spulen mit eiskaltem PBS
entfernt. Die Zellzahl wird bestimmt und die Zellen werden in einer Dichte von

5 x 10%well in je 1ml RP 10 erneut in 24-Well-Platten ausplattiert. Die
autologen PBMNC werden nach der Inkubation 11,3 Minuten mit 30 Gray
bestrahlt, gewaschen und in einer Dichte von 2,5 x 10%ml pro well zu den
induzierten Zellen gegeben. An den Tagen 0, 2, 4, 6 werden den Kulturen
2 ng/ml IL-2 zugegeben. Nach 7 Tagen und eventuell nochmals nach 14 Tagen
wird die Restimulation wiederholt. An Tag 5 nach der letzten Restimulation
erfolgt dann der Einsatz der CTL in einem Chrom[**Cr]-Release-Assay.
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2.16 Chrom['Cr]-Release-Assay

Das Chrom[>'Cr]-Release-Assay dient der Uberpriifung der Zytotoxizitat von
Effektorzellen (CTL). Dabei werden sogenannte Targets (Zielzellen) mit
radioaktiv-markiertem Chrom[>'Cr] ([>'Cr]-Natrium-Chromat) inkubiert, das von
den Zielzellen inkorporiert wird. Daraufhin wird das restliche freie Chrom
abgewaschen und die markierten Zielzellen mit den Effektorzellen in Kultur
gebracht. Werden die Targets von den CTL erkannt und lysiert, so tritt
Chrom[>'Cr] aus. Die Uberstande werden abgenommen und die darin
enthaltene Radioaktivitat gemessen. Die Tumorzelllinie K 562 wird zum
Ausschluss einer NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitdt in jedem Chrom[>'Cr]-
Release-Assay eingesetzt.

Zellen dieser CML-Linie exprimieren keine MHC-Klasse-lI Moleklle und kdnnen

auf Grund dessen von NK-Zellen erkannt und zerstort werden.

T2 Tumorzellen werden zwei Stunden im Brutschrank mit 50 ug synthetischem
Peptid (Survivin oder irrelevantes Peptid, z.B. HIV oder Adipophilin) in 1 ml
Medium beladen. T2 Tumorzellen fehlt der TAP (transport associated with
antigen processing), der die im Zytosol durch das Proteasom entstandenen
Peptide ATP-abhangig in das ER (endoplasmatisches Retikulum) transportiert.
Hier findet der Zusammenbau des Peptids mit dem MHC-I Molekdl statt. Dieser
Komplex wird schliel3lich Gber den Golgi-Apparat in exozytotischen Vesikeln an
die Zelloberflache transportiert. Die MHC-I Moleklile der T2 Tumorzellen
enthalten keine endogenen Peptide und kénnen daher von aufen mit den
entsprechenden Peptiden sehr effizient beladen werden. AnschlieRend werden
die Zellen gewaschen und eine Stunde mit Chrom[*'Cr] inkubiert (10 pl pro
Target). Gleichzeitig werden alle anderen Tumorzellen, die als Targets dienen
mit Chrom[>'Cr] markiert. Das freie Chrom[*'Cr] wird abgewaschen und die
Zielzellen in einer Dichte von 1 x 10* Zellen pro well in 100 pyl RP 10 Medium
auf 96-Well-Platten verteilt. Dabei wird von jeder Zelllinie eine Reihe (entspricht
12 wells) belegt. In der Zwischenzeit werden die spezifischen CTL mit kaltem

PBS aus den Platten geldst, gewaschen und die Zellzahl bestimmt.
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Entsprechend der Anzahl an Zielzellen werden CTL-Verdinnungsreihen
hergestellt. Die Verdiinnungsreihe beginnt mit einer Zellzahl von 3 x 10° CTL im
Effektor- zu Target-Zellen Verhaltnis (E:T) 30:1 im ersten well, welches in 5
Schritten jeweils gedrittelt wird (10:1 im zweiten, 3:1 im dritten, gefolgt von 1:1,
0.3:1, 0.1:1 im vierten bis sechsten well). Zur Ermittlung der spontanen
Chrom[51Cr]-Freisetzung durch die Targets werden in 3 wells, die nur Targets,
jedoch keine CTL enthalten 100 ul reines RP 10 Medium gegeben.

Die ubrigen 3 wells pro Target-Zelllinie werden zur Ermittlung der maximalen
Chrom[*'Cr]-Freisetzung mit je 100pul 2% Triton X-100, welches die
Zellmembranen zerstort, geflllt. Nach vierstindiger Inkubation der Platten im
Brutschrank, werden pro well 50 pl des Uberstands abgenommen und auf Luma
Plates™-96 (Packard Bioscience BV, Groningen, Niederlande) (iberfiihrt.

Die Platten trocknen Uber Nacht, die Radioaktivitat wird dann gemessen (1205
Betaplatte liquid scintillation counter, Perkin Elmer Wallac, Freiburg,
Deutschland). Die prozentuale spezifische Lyse wird nach folgender Formel

ermittelt:

(experimentelle Freisetzung — spontane Freisetzung)

100 x = % spez. Lyse

(maximale Freisetzung — spontane Freisetzung)

2.16.1 Cold Target Inhibition

Zur Uberprifung der Antigenspezifitat der Lyse wurden Cold Target Inhibition
Chrom[>'Cr]-Release-Assays durchgefiihrt. Dabei werden T2 Tumorzellen mit
relevantem (Survivin) Peptid beladen, jedoch nicht mit Chrom[>'Cr] markiert
(Cold Target). Diese T2 Zellen werden dann zu Chrom[*'Cr]-markierten Target-
Zellen (Hot Target, z.B. A 498) in je 50 ul Medium im Verhaltnis 20:1 gegeben.
Die als Hot Target eingesetzte Tumorzelllinie prasentiert das Survivin-Peptid
auf ihrer Oberflache. Da die Cold Targets jedoch im Uberschuss im Ansatz

vorhanden sind, werden praktisch nur sie von den spezifischen CTL lysiert.
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D.h. die Hot Targets bleiben erhalten und somit wird auch kein Chrom[*'Cr]
freigesetzt.

Parallel dazu wird noch ein Ansatz durchgefuhrt, bei dem die T2 Zellen mit
einem irrelevanten Peptid (z.B. Adipophilin, HIV) beladen werden und somit von
den fir Survivin spezifischen CTL nicht erkannt werden. Die eingesetzten
Chrom[*'Cr]-markierten Hot Targets werden jedoch lysiert und Chrom[>'Cr]

freigesetzt.
2.16.2 Antikérper-Blockierung im Chrom[>'Cr]-Release-Assay

Um die HLA-A2 Restriktion der spezifischen CTL nachzuweisen, wurden
Ansatze mit Antikdrper-Blockierung durchgefiithrt. Dazu wurden Chrom[*'Crl-
markierte Targets (z.B. Survivin-exprimierende Tumorzelllinie A 498) in 1 ml
Medium mit einem gegen HLA-A2 gerichteten Antikdrper (MoAb BB7.2 (IgG2b))
inkubiert. Der an das HLA-A2 bindende Antikérper verhindert das Erkennen des
MHC-Peptid Komplexes durch den spezifischen T-Zell-Rezeptor der CTL und
dadurch die Lyse der Targets.

Zur Kontrolle dieses Ansatzes wurde parallel ein Ansatz mit unspezifischem
Maus-Antikorper durchgefuhrt. Dieser sollte die Erkennung des MHC-Peptid
Komplexes durch spezifische CTL nicht blockieren und dadurch ein Lyse

zulassen.

2.17 Isolierung und Aktivierung von B- und T-Zellen

B- und T-Zellen wurden aus dem peripheren Blut gesunder Blutspender der
Blutspendezentrale Tubingen oder von CLL Patienten mittels MACS
Technologie (magnetic associated cell sorting) nach Angaben des Herstellers
isoliert. Dazu wurden zunachst PBMNC Uber Dichtegradienten-Zentrifugation

gewonnen (siehe 2.6).
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Prinzip der Isolation ist eine Antikérper-Bindung an Oberflachen-Moleklle der
zu isolierenden Zellen. Die Antikorper sind an magnetische Partikel gekoppelt,
die dann uber eine Saule, die sich in einem Magnetfeld befindet, isoliert werden
konnen. Antikérper-markierte Zellen verbleiben in der Saule, wahrend nicht-
markierte Zellen durchflieBen. Die markierten Zellen kdnnen nach Entfernung
der Saule aus dem Magnetfeld aus der Saule eluiert werden. Es ist auch
moglich, all diejenigen Zellpopulationen zu markieren, die man von der zu
isolierenden abtrennen mochte, so dass die gewlnschten Zellen im Durchfluss
zu finden sind (untouched isolation).

Fir die T-Zell Aufreinigung wurde dieses Verfahren verwendet (Pan T cell
Isolation Kit, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland), wahrend
die Aufreinigung der B-Zellen Uber positive Isolation erfolgte (CD19 Microbeads,
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland).

Auf diese Weise aufgereinigte T-Zellen wurden Uber Nacht durch Inkubation mit
Phorbol 12-myrisate 13-acetate (35 ng/ml) und lonomycin (1 pg/ml) aktiviert.
Die Aktivierung der B-Zellen erfolgte durch Inkubation mit sCD40L (1 pg/ml) und
IL-4 (10 pug/ml) Gber Nacht bei 37 °C.

2.18 Elektroporation von DC

Die Elektroporation ist eine Methode zur Transfektion von Zellen.

Hier wurde RNA eingesetzt, die aus Survivin-exprimierenden Tumorzellllinien
isoliert wurde (siehe 2.5.1). Als Kontrolle wurde ein EGFP (enhanced green
fluorescent protein) in-vitro-Transkript eingesetzt (zur Verfugung gestellt von Dr.
med. Martin R. Muller, Tubingen, Deutschland).

Unreife DC wurden am Tag 6 zweimal mit X-Vivo Medium gewaschen und in
einer Konzentration von 2 x 10° DC/ml Medium aufgenommen. 200 pl
Zellsuspension wurden mit 10 ug RNA in einer 4 mm Kuvette mit dem Easyject
Plus unit Elektroporationsgerat (Peqglab, Erlangen, Deutschland) elektroporiert.
Die Einstellungen des Gerats waren folgende:

Spannung 300 V, Widerstand 1540 Q, Kapazitat 150 yF, Impulszeit 231 ms.
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Nach der Elektroporation wurden die DC sofort in mit GM-CSF und IL-4
komplementiertes RP 10 Medium aufgenommen und in den Brutschrank
gestellt. Am folgenden Tag wurden die transfizierten Zellen als Zielzellen in

Chrom[*'Cr]-Release-Assays eingesetzt.
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3 Ergebnisse

3.1 PCR und Western Blot Analyse der Tumorzelllinien

Eine Expression von Survivin wurde fir eine Vielzahl humaner Neoplasien
beschrieben, zum Beispiel im malignen Melanom, Harnblasenkarzinom,
Mammakarzinom und oralen Neoplasien®® 1" 114115,

Zur Uberpriifung der Expression in den hier verwendeten Tumorzelllinien wurde
zunachst das Vorkommen von Survivin mRNA mittels RT-PCR analysiert. Die

Ergebnisse wurden in wiederholten Experimenten bestatigt.

S 3 P
n.,"lr (< "t‘: e &

Abb. 3.1: Exemplarische Darstellung einer durchgefiihrten RT-PCR: Als Kontrollen
wurde ein Ansatz ohne Zugabe von cDNA (Kontrolle), sowie parallel eine PCR

unter Verwendung von [3,-Mikroglobulin Primern (32M) durchgefihrt.
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Zur Kontrolle von Integritat und Expressionsausmal® wurde eine RT-PCR mit
R2-Mikroglobulin spezifischen Primern durchgeflhrt. Survivin mRNA konnte in
jeder untersuchten Tumorzelllinie detektiert werden (A 498, CROFT, HCT 116,
K562, MCF 7, Mel 1479, MZ 1257, MZ 1774, SKOV, T2, U 266). Eine
Kontamination der Reagenzien wurde durch die Negativkontrolle

ausgeschlossen.

Die Proteinexpression von Survivin wurde im Western Blot fur alle eingesetzten
Tumorzelllinien untersucht. In Abbildung 2 sind beispielhaft acht, der elf

eingesetzten Tumorzelllinien dargestellt.

Survivin 16,5 kD ~*

Abb. 3.2: Exemplarische Darstellung eines Western Blot durchgefihrt mit einem
polyklonalen Survivin Antikérper. MZ 1774, MZ 1257, T2, A 498, Mel 1479, MCF 7,
K562 und U 266 sind verwendete humane Tumorzelllinien (siehe Tabelle 3.1:

Expression von Survivin in Tumorzelllinien).

Die Ergebnisse zur Survivin-Transkription und -Expression sind in Tabelle 3.1

zusammengefasst.
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Tabelle 3.1: Expression von Survivin in Tumorzelllinien.

Tumorzelllinie Ursprung RT-PCR Western Blot
A 498 Nierenzellkarzinom + +
Croft EBV-immortalisierte + +
B-Zelllinie
HCT 116 Kolonkarzinom + +
K 562 CML + +
MCF 7 Mammakarzinom + +
Mel 1479 Malignes Melanom + +
MZ 1774 Nierenzellkarzinom + +
MZ 1257 Nierenzellkarzinom + +
SK-OV-3 Ovarialkarzinom + +
T2 Humanes Hybrid aus B- + +

Zelllinie und T-
Lymphoblasten Zelllinie,
TAP-defizient

U 266 Multiples Myelom + +

3.2 PCR Analyse humaner Gewebe

Die cDNA von 15 verschiedenen menschlichen Geweben wurde in eine PCR
eingesetzt und auf die Expression von Survivin hin untersucht. In einigen
gesunden Geweben konnte keine Survivin mRNA detektiert werden (Gehirn,
Leukozyten, Niere und Leber), wahrend in Muskel, Lunge, Prostata, Ovar, Herz,

Haut, Mamma, Kolon, Dunndarm und Milz eine Expression nachweisbar war.
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Abb. 3.3: PCR aus cDNA gesunder humaner Gewebe. Zur Kontrolle wurde ein
Ansatz ohne cDNA durchgefiihrt (Kontrolle).

3.3 Chrom[*!Cr]-Release-Assays

Um zu analysieren, ob in den verwendeten Survivin-exprimierenden
Tumorzelllinien auch eine Antigenprozessierung dieses Proteins und darauf
folgend eine Prasentation in Form von MHC-gebundenen Epitopen statt findet,
wurden in vitro Survivin-spezifische CTL induziert. DC wurden dazu Uber
Plastik-Adharenz aus PBMNC HLA-A2 positiver Spender generiert, mit einem
kiirzlich  beschriebenen  Survivin-Peptid®”  beladen, und als Antigen-
prasentierende Zellen eingesetzt. Die nach zweimaliger Restimulation
gewonnenen CTL wurden zur Beurteilung ihrer Zytotoxizitat in Chrom[>*Cr]-

Release-Assays eingesetzt.
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3.3.1 Antigenspezifische Lyse von Peptid-beladenen

Zielzellen

Um die Antigenspezifitat der generierten CTL zu analysieren, wurden TAP-
defiziente T2 Zellen mit verschiedenen Peptiden beladen. T2 Zellen, die mit
dem HLA-A2 bindenden Survivin-Peptid inkubiert wurden, zeigten Lyseraten
von bis zu 80 %, wahrend T2 Zellen, die mit irrelevantem Adipophilin-Peptid

beladen wurden, von den CTL nicht erkannt wurden.

0

[72]

>

9% ——T2 + Sv
ag —O0—T2 + Ad
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Abb. 3.4: Standard Chrom[>'Cr]-Release-Assay zur Analyse der Antigenspezifitat.
Surivin-spezifische CTL erkennen und lysieren T2 Zellen, die mit antigenem
Survivin-Peptid beladen wurden (T2 + Sv), wahrend diejenigen, die ein irrelevantes

Peptid prasentieren (T2 + Ad) nicht lysiert werden.
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3.3.2 Erkennung Survivin-exprimierender Tumorzellen durch

spezifische CTL

In den folgenden Experimenten sind die Lyseraten Survivin-exprimierender
Tumorzellen epithelialen und hamatologischen Ursprungs durch spezifische
CTL dargestellt. Dazu wurden folgende Tumorzelllinien, die alle Survivin
exprimieren, in Chrom[*’Cr]-Release-Assays eingesetzt: A 498, CROFT,
MCF 7, Mel 1479, MZ 1257 und MZ 1774, SK-OV-3 (HLA-A3) und K 562.

——MZ 1774
70 - —0—K 562
o —A— MCF7
2 50
= —%—CROFT
5 20 —0—SK-0V-3
C% —o—MZ 1257
°\° 10 - —— Mel 1479
-10| T T LI LI | T T LI | T T rrrTrn
0,1 1 10 100
E:T

Abb. 3.5: Exemplarisches Standard Chrom[*'Cr]-Release-Assay  der
Tumorzelllinien. Als Zielzellen wurden folgende Survivin-exprimierende
Tumorzelllinien eingesetzt. MZ 1774 (HLA-A2), MZ 1257 (HLA-A2), Mel 1479
(HLA-A2), MCF 7 (HLA-A2), CROFT (HLA-A2), SK-OV-3 (HLA-A3), K562 (kein
HLA).

Es zeigte sich, dass die CTL die eingesetzten Zielzellen HLA-A2 restringiert
lysieren. Die Ovarialkarzinom-Zelllinie SK-OV-3 wurde - trotz Survivin-
Expression — auf Grund fehlender Expression des HLA-A2 Molekuls nicht
lysiert. Somit ist flr eine erfolgreiche Erkennung und Lyse der Tumorzellen
durch die generierten Survivin-spezifischen CTL eine Prasentation des

spezifischen Epitops durch HLA-A2 Molekule notwendig.
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Zum Ausschluss einer NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat wurde die Kontroll-

Zelllinie K 562 eingesetzt.

3.3.3 Uberprifung der HLA-Restriktion durch Antikérper-

Blockierung

Um zu uberprifen, ob die CTL tatsachlich HLA-A2 restringiert lysieren, wurden
Blockierungsversuche durchgefuhrt. Dazu wurde ein HLA-A2 bindender
Antikorper verwendet. Als Zielzelle diente U 266, eine HLA-A2 positive Zelllinie,
die Survivin exprimiert. Die Zellen wurden effizient lysiert.

Durch Koinkubation mit dem HLA-A2 bindenden Antikorper konnte die Lyse
jedoch erfolgreich blockiert werden (U 266 + anti-HLA-A2). Zum Nachweis der
spezifischen Bindung wurde ein Ansatz mit einem Kontroll-lmmunglobulin
(U266 + Kontroll AK) durchgefihrt, was keine Auswirkungen auf die
Zytotoxizitat der CTL hatte.

80 -

60 -
g —o— U 266
>
_E 40 A
S ——U 266 + Kontroll AK
0]
(% 20 -
2 —— U 266 + anti-HLA-A2

0
-20 1 T LB T LA T mrrrrrn
0,1 1 10 100
ET

Abb. 3.6: Antikdrper-Blockierung im Chrom[>'Cr]-Release-Assay. Inkubation der
Tumorzelllinie U 266 (Myelom) mit einem HLA-A2 spezifischen monoklonalen
Antikdrper (MoAb BB7.2 (IgG2b)) inhibiert die Lyse der Tumorzellen (U 266 + anti-
HLA-A2). Zur Kontrolle wurde ein irrelevantes Immunglobulin (U 266 + Kontroll AK)

eingesetzt.
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3.3.4 Uberprifung der HLA-Restriktion und Antigenspezifitat
in Cold Target Inhibition Chrom[>'Cr]-Release-Assays

Zur weiteren Analyse der HLA-Restriktion und Antigenspezifitat wurden Cold
Target Inhibition Assays durchgefuhrt. Hier hemmen die in 20-fach hoherer
Konzentration vorliegenden Cold Targets (nicht Chrom-markiert) die Lyse der
Hot Targets (Chrom-markiert). Es wurde die Survivin-exprimierende
Nierenzellkarzinom-Linie A 498 verwendet, die in Vorversuchen sehr effizient
lysiert wurde. Die Zugabe Survivin-beladener, nicht Chrom-markierter T2 Zellen
(Cold Target) im Verhaltnis von 20:1 verhinderte die Lyse der A 498 (Hot
Target) Zellen (A 498 + T2 + Sv).

40 -
30 -
o
2
= 20 A —o—A 498
’é ——A 498 + T2 + Sy
(%- 10 - —4A—A 498 + T2 + Ad
2
0
-10 T rrrrrng T rrrrnTy T rrrrnm
0,1 1 10 100
E:T

Abb. 3.7: Cold Target Inhibition im Chrom[>*Cr]-Release-Assay. Cold Target
Inhibition erfolgte durch Zugabe von Survivin beladenen T2 Zellen (TAP defizient) zu
Zellen der Nierenkarzinom-Zelllinie A 498 im Verhaltnis Cold Target : Hot Target =
20:1 (A 498 + T2 + Sv) und zur Kontrolle Einsatz von T2 Zellen, die mit irrelevantem

Adipophilin beladen wurden als Cold Target (A 498 + T2 + Ad).
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Zur Kontrolle wurde gleichzeitig ein Ansatz durchgefihrt, in dem den Chrom-
markierten A 498 Zellen (Hot Target) im oben genannten Verhaltnis T2 Zellen
(Cold Target : Hot Target = 20:1) zugegeben wurden, die mit einem irrelevanten
Peptid (hier: Adipophilin) beladen waren (A 498 + T2 + Ad).

Im gleichen Ansatz wurde erneut die HLA-AZ2 restringierte Lyse der Tumorzellen
(A498) mit Hilfe des blockierenden anti-HLA-A2 Antikorpers Dbestatigt
(Abb. 3.8). Wie in Abb. 3.6 konnte durch die Hinzugabe des Antikorpers die

zytotoxische Aktivitat der CTL sehr effizient inhibiert werden.

40
" 30 1 ——A 498
k7]
>
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3
& 104 —A— A 498 + anti-HLA-A2
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Abb. 3.8: Antikdrper-Blockierung im Chrom[*'Cr]-Release-Assay. Antikdrper-
Blockierung der Lyse von A 498 (Nierenzellkarzinom) durch Inkubation mit einem
HLA-A2 spezifischen Antikdrper (A 498 + anti-HLA-A2), zur Kontrolle Inkubation mit

einem irrelevanten Immunglobulin (A 498 + Kontroll AK).
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3.4 Lyse primarer Leukamie-Zellen

Im folgenden Experiment kamen primare Tumorzellen von Leukamiepatienten
zum Einsatz. Isoliert wurden maligne Zellen von Patienten mit chronischer
myeloischer (CLL), akuter lymphatischer (ALL) und akuter myeloischer
Leukdmie (AML) und bekanntem HLA-Status (Tabelle 3.2). Die Survivin
Expression in den malignen Zellen wurde mittels RT-PCR Uberprift und

bestatigt.

Tabelle 3.2: HLA-Status der eingesetzten primaren Leukamie-Zellen

Bezeichnung Herkunft HLA-Status
CLL-F Chronisch lymphatische Leukamie HLA-A2-
CLL-K Chronisch lymphatische Leukamie HLA-A2+
AML-Bd Akute myeloische Leukamie HLA-A2-
AML-Bu Akute myeloische Leukamie HLA-A2+
AML-Ah Akute myeloische Leukamie HLA-A2+
AML-Na Akute myeloische Leukamie HLA-A2+
AML-Ra Akute myeloische Leukamie HLA-A2-
ALL-Sc Akute lymphatische Leukamie HLA-A2+
AML-Fi Akute lymphatische Leukamie HLA-A2-

Es zeigte sich eine effiziente Lyse primarer Leukamiezellen, die von HLA-A2
positiven Spendern stammten. Bei HLA-A2 negativen Spendern blieb eine Lyse

aus.
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Abb. 3.9: Chrom[*'Cr]-Release-Assay primarer Leukamie-Zellen. Survivin-spezifische
CTL lysieren HLA-A2 positive primare Leukamie-Zellen (CLL-K, AML-Bu, AML-Ah, AML-
Na, ALL-Sc) wahrend maligne Zellen von Patienten mit negativem HLA-A2 Status nicht
erkannt werden (CLL-F, AML-Fi, AML-Ra, AML-Bd).

3.5 Lyse RNA transfizierter dendritischer Zellen

Zur Analyse der Zytotoxizitdt im autologen System wurden autologe
dendritische Zellen aus PBMNC desselben Spenders generiert, die auch zur
Induktion von CTL verwendet wurden. Diese DC wurden zum Nachweis einer
Prasentation Survivin-spezifischer T-Zell Epitope mit Tumor-RNA transfiziert
und als Zielzellen im Chrom-Assay eingesetzt. Gesamt RNA wurde aus der
Survivin-positiven Tumorzelllinie A 498 isoliert. Wie in Abbildung 10 dargestellt,
erkennen die induzierten T-Zellen die mit Tumor-RNA transfizierten autologen
DC, wahrend die Lyse autologer DC, die mit EGFP mRNA transfiziert wurden,
ausblieb. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es nach Transfektion
zur Prozessierung und Prasentation Survivin-spezifischer T-Zell Epitope auf
HLA-Klasse-I Molekulen kommt. Zur Kontrolle der Antigen-Spezifitat wurden
autologe DC einerseits mit dem relevanten Survivin-Peptid und andererseits mit

einem irrelevanten HIV-Peptid beladen.
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Abb. 3.10: Chrom[*’Cr]-Release-Assay im autologen System. Im autologen System werden
Survivin-beladene DC (DC + Sv), sowie autologe DC, die mit Tumor-RNA einer Survivin-
exprimierenden Nierenzellkarzinom-Linie (DC + A 498-RNA) transfiziert wurden, von
spezifischen CTL lysiert. Die Beladung mit irrelevantem Peptid (DC + HIV) oder Transfektion mit
irrelevanter EGFP-mRNA (DC + EGFP-mRNA) dienten als Kontrollen.

3.6 Expression von Survivin in reifen DC und

aktivierten B- und T-Zellen

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass auch in nicht malignen Zellen wahrend
der Ausreifung oder Differenzierung zur Hochregulation der Expression von
Survivin kommt*> ¢’ Daher tberpriiften wir zunéchst die Survivin Expression in
unreifen und ausgereiften dendritischen Zellen. Erst nach Stimulation der DC
durch Zugabe von TNF-a zum Kulturmedium konnte Survivin im Western Blot

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.11: Nachweis von Survivin im Western Blot: Hochregulation von
Survivin in DC nach Ausreifung mit TNF-a (reife DC), kein Nachweis in
unreifen DC (unreife DC).

Des weiteren konnte die Expression von Survivin Protein in aufgereinigten
aktivierten B- und T-Lymphozyten festgestellt werden. Die B-Lymphozyten
wurden unter Zugabe von CD40L und IL-4, die T-Zellen durch Inkubation mit
PMA und lonomycin Uber Nacht aktiviert. Hier konnte gezeigt werden, dass es
nach Aktivierung zur Hochregulation von Survivin kommt. In ruhenden T- und B-
Lymphozyten sowie in PBMNC ist das Protein nicht nachweisbar.

Als Kontrolle wurde ein Western Blot mit einem Aktin-Antikérper durchgefihrt.
Das Kontrollprotein Aktin hat eine Gro3e von 42 kD, wahrend das Survivin
Protein eine GrofRe von 16,5 kD hat.
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Abb. 3.12: Nachweis von Survivin in aufgereinigten ruhenden und aktivierten B-
und T-Zellen im Western Blot. Zur Kontrolle wurde ein polyklonaler Aktin-

Antikorper eingesetzt.

Die in vitro generierten unreifen und TNF-a stimulieten DC wurden als
Zielzellen in ein Chrom[>’Cr]-Release-Assay eingesetzt. Es konnte jedoch
weder fur unreife (Behandlung mit IL-4 und GM-CSF) noch fur TNF-a
behandelte, reife DC eine spezifische Lyse festgestellt werden, wahrend die
zum Nachweis der spezifischen Zytotoxizitat eingesetzte HLA-A2 positive und
Survivin-exprimierende Kolonkarzinom-Zelllinie (HCT 116) erfolgreich lysiert
wurde (siehe Abb. 3.13).

Auch die aufgereinigten und aktivierten B- und T-Zellen wurden auf Lyse durch
Survivin-spezifische CTL analysiert. Eine Lyse der aktivierten T- und B-Zellen
trat hier ebenfalls erst nach Beladung mit Survivin-Peptid auf, obwohl sie wie

auch die reifen DC das Survivin Protein exprimieren.
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Abb. 3.13: Chrom[*'Cr]-Release-Assay reifer und unreifer DC. Es stellt sich weder bei reifen
(IL-4, GM-CSF und TNF-a), noch bei unreifen DC (IL-4 und GM-CSF) eine spezifische Lyse
ein. Zur Kontrolle der eingesetzten CTL wurde die Survivin-exprimierende Kolonkarzinom-

Zelllinie HCT 116 verwendet.
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Abb. 3.14: Chrom[>'Cr]-Release-Assay aktivierter B- und T-Zellen. Survivin-spezifische CTL
erkennen weder aktivierte noch ruhende B- und T-Zellen. Peptid-beladene aktivierte T- und

B-Zellen (aktivierte B-Zellen + Sv; aktivierte T-Zellen + Sv) werden lysiert.
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3.7 Lyse primarer maligner B-Lymphozyten

In malignen B-Zellen eines HLA-A2 positiven CLL Patienten, der sich nach
Behandlung mit Fludarabine in Remission befand, konnte eine Expression von
Survivin nachgewiesen werden. Wir generierten Survivin-spezifische CTL aus
PBMNC dieses Patienten und analysierten die Prasentation von T-Zell
Epitopen, aus dem Survivin Protein durch die CLL-Zellen. Die Expression von
Survivin in aufgereinigten malignen B-Zellen, die 90 % der Lymphozyten des
peripheren Blutes ausmachten, wurde mittels RT-PCR nachgewiesen (siehe
Abb. 3.15). Diese malignen B-Zellen sowie aufgereinigte nicht maligne B-Zellen
des sich in Remission befindenden Patienten wurden zur Ermittlung einer
spezifische Lyse in ein Chrom[*'Cr]-Release-Assay eingesetzt. Die malignen
CLL-B-Lymphozyten konnen durch die Expression von CD23 und CD5 von den
nicht malignen B-Lymphozyten im DurchfluRzytometer unterschieden werden.
Diese Unterschiede im Phanotyp ermoglichten auch die Aufreinigung und
Isolierung der einzelnen B-Zell-Populationen aus dem peripheren Blut des
Patienten mit Hilfe der MACS-Technologie. Wie in Abb. 16 dargestellt, wurden
die eingesetzten CLL Zellen lysiert, wahrend autologe nicht-maligne B-Zellen
nicht erkannt wurden. Zum Ausschluss einer NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat
wurde die CML-Zelllinie K 562 eingesetzt. Die antigenspezifische Lyse der CLL
Zellen wurde zudem mittels Cold Target Inhibition Assay verifiziert. Dazu
wurden TAP-defiziente nicht Chrom-markierte T2 Zellen mit relevantem
Survivin- oder irrelevantem Adipophilin-Peptid beladen und im Verhaltnis von

20:1 zu den CLL Zellen gegeben.
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Abb. 3.15: Survivin Nachweis in Zellen eines HLA-A2 positiven CLL Patienten
mittels RT-PCR. Als Kontrollen wurde ein Ansatz ohne Zugabe von cDNA
(Kontrolle) sowie parallel dazu eine PCR unter Verwendung von [3,-
Mikroglobulin Primern (32M) durchgefihrt.
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Abb. 3.16: Lyse autologer CLL Zellen im Chrom[*'Cr]-Release-Assay. Survivin-spezifische CTL
lysieren autologe maligne B-Zellen (CLL Zellen) eines CLL Patienten und autologe unreife DC,
die mit Survivin-Peptid beladen wurden (DC + Sv). Nicht-maligne autologe B-Zellen (B-Zellen),
sowie DC, die mit dem irrelevanten Adipophilin-Peptid (DC + Ad) beladen wurden, zeigen keine
Lyse. Die Antigenspezifitdt wurde im Cold Target Inhibition Assay verifiziert. Nicht Chrom-
markierte T2 Zellen wurden mit relevantem (CLL Zellen + T2 + Sv) oder irrelevantem (CLL
Zellen + T2 + Ad) Peptid beladen und im Verhaltnis von 20:1 zu den CLL Zellen gegeben.

K 562 Zellen wurden zum Ausschluss einer NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat eingesetzt.
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4 Diskussion

Die Tumortherapien basieren seit Jahrzehnten auf den drei Saulen Operation,
Bestrahlungstherapie und Chemotherapie. Die laufenden Verbesserungen der
operationstechnischen, radiotherapeutischen und chemotherapeutischen
Verfahren und Therapiestrategien, sowie MaRnahmen zur Friherkennung sind
wesentlich fur die zunehmend erfolgreicheren Heilungschancen bei
Tumorerkrankungen. Dennoch ist eine Therapie, die eine Heilung der Patienten
ermoglicht noch nicht etabliert, und daher sind neue Therapieoptionen
notwendig.

Die Tumor-Immuntherapie hat sich in den letzten 20 Jahren zu einer mdglichen
Behandlungsalternative entwickelt, die erfolgreich in der Primar- und
Rezidivbehandlung bosartiger Tumore eingesetzt werden konnte. Der Tumor-
Immuntherapie liegt die Idee zugrunde, die Aufmerksamkeit der Immunsystems
gegenuber Krebszellen so zu beeinflussen, dass der Kdrper selbst gegen den
Tumor vorgeht.

Einige Ansatze beruhen auf der Verabreichung von sogenannten
Immunmodulatoren wie Interferonen und Interleukinen, die die Immunantwort
beeinflussen. Eine andere Mdglichkeit ist der Einsatz monoklonaler Antikorper,
die gegen Tumorantigene gerichtet sind. Ein Beispiel hierflr ist Herceptin, ein
Antikorper gegen das Tumorantigen Her-2/neu, der bereits erfolgreich in der
Therapie des Mammakarzinoms eingesetzt wird.

In dieser Arbeit wurde mit der Generierung spezifischer zytotoxischer T-
Lymphozyten durch dendritische Zellen ein weiterer Ansatz verfolgt. Der Angriff
gegen den Tumor erfolgt dabei auf zellularer Ebene. Dendritische Zellen
werden als Antigen-prasentierende Zellen eingesetzt und von auf’en mit
Peptiden beladen, die sich von Tumorantigenen ableiten. Dies fuhrt zur
Induktion spezifischer T-Lymphozyten, die maligne Zellen erkennen und

zerstoren konnen.
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Das hier verwendete antigene Peptid ist von Survivin abgeleitet. Survivin ist ein
erst vor kurzem identifiziertes Mitglied der Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP)
Genfamilie, das in fast allen maligne entarteten Zellen Uberexprimiert, in
normalem menschlichen Gewebe jedoch kaum zu finden ist> % °1 5% 124,

Die erhohte Expression dieses Proteins korreliert in vielen Tumoren mit einer
schlechten Prognose®” ® "', Survivin wird eine Rolle in der Erhaltung der Zell-
Viabilitat sowie in der Regulation der Apoptose in Tumorzellen zugesprochen”
41;42;48, 70: 108 123 Dyje Kaspasen 3, 7, und 9 werden gehemmt, aber auch eine
Induktion des Zelltodes uber Fas-Rezeptor oder Chemotherapie wird
verhindert’" " 3  Die Verwendung von antisense-DNA oder dominant
negativen Mutanten konnte diese Wirkungen des Survivin-Proteins
unterdricken und eine normale Apoptose-Induktion in  Tumorzellen
wiederherstellen. Diese Beobachtungen flhrten zu der Idee, dass sich Survivin
als mdglicher Angriffspunkt fir eine neue immuntherapeutische Strategie in der
Behandlung von Tumorpatienten eignen konnte.

Andersen und Mitarbeitern gelang die Isolation Survivin-spezifischer CTL aus
Patienten, die an chronisch lymphatischer Leukamie erkrankt waren und
Patienten, die unter einem malignem Melanom litten. Diese T-Zellen zeigten
eine erfolgreiche Lyse allogener Mammakarzinom- und Melanom-Zellen. Das
fuhrte zur Annahme, dass bestimmte von Survivin abgeleitete Epitope auf der
Oberflache von Tumorzellen zu finden sind. Die Identifikation eines HLA-A2
bindenden Peptids, das sich zur Induktion Survivin-spezifischer CTL eignet,
unterstitzte diese Vermutungg7. Die nach Peptidbeladung dendritischer Zellen
generierten CTL zeigten eine effektive Lyse autologer EBV-immortalisierter B-
Zellen, die mit Survivin transfiziert wurden.

Bisher wurde eine Erkennung autologer Tumorzellen durch spezifische CTL
noch nicht berichtet.

Basierend auf Untersuchungen unserer und anderer Arbeitsgruppen konnte
eine Expression von Survivin fir alle verwendeten Tumorzelllinien mittels RT-
PCR auf RNA-Ebene und Western Blot auf Proteinebene nachgewiesen

werden.
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Darunter waren Zelllinien hamatologischen und epithelialen Ursprungs wie
Nierenzellkarzinom, Mammakarzinom, Melanom, Ovarialkarzinom,
Kolonkarzinom, CML und Plasmozytom. Damit zeichnet sich Survivin als

universelles Tumorantigen aus.

Wir untersuchen daher, ob von Survivin abgeleitete immunogene T-Zell Epitope
auch auf der Oberflache Survivin-exprimierender Tumorzelllininien prasentiert
werden. Das von der Arbeitsgruppe Schmitz identifizierte HLA-A2 bindende
Peptid wurde zur Induktion Survivin-spezifischer CTL eingesetzt. Dazu wurden
DC aus Monozyten HLA-A2+ Spender unter Einsatz von GM-CSF, IL-4 und
TNF-a generiert und nach Beladung mit dem Peptid als Antigen-prasentierende
Zellen zur in vitro Generierung von spezifischen CTL eingesetzt. Die nach
mehreren wochentlichen Restimulationen gewonnenen CTL zeigten als
Effektorzellen im Chrom[>'Cr]-Release-Assay eine erfolgreiche Lyse Survivin-
exprimierender Tumorzellen sowie Peptid-beladener Zielzellen. Die Antigen-
Spezifitat und HLA-Restriktion wurde mittels Antikorper-Blockierung und Cold
Target Inhibition bestatigt.

Zur Erzeugung eines autologen Systems wurden DC des Spenderblutes, aus
dem auch die Survivin-spezifischen CTL generiert wurden, als Zielzellen im
Chrom[*!Cr]-Release-Assay eingesetzt. Die autologen DC wurden dazu
entweder von auflien mit Survivin-Peptid beladen oder mit RNA einer Survivin-
positiven Tumorzelllinie elektroporiert. Die generierten CTL lysierten sowohl die
Peptid-beladenen als auch die RNA-transfizierten DC, so dass die Antigen-
Spezifitat der generierten CTL-Linie nochmals demonstriert werden konnte.
Zudem konnte hier gezeigt werden, dass es auch nach Transfektion mit Tumor-
RNA zur Prozessierung und Prasentation eines immunogenen Epitops auf der
Oberflache der eingesetzten autologen DC kommit.

Ziel der folgenden Experimente war die Bewertung eines mdglichen Einsatzes
des Survivin-Peptids in Tumorpatienten. Wie bereits erwahnt, konnten Survivin-
spezifische CTL im peripheren Blut von CLL Patienten mittels ELISPOT

(enzym-linked immuno spot) identifiziert werden.
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Diese CTL lysierten allogene Tumorzellen'', die Erkennung autologer
Tumorzellen durch Survivin-spezifische T-Zellen galt es jedoch noch zu
belegen. Aus dem peripheren Blut eines HLA-A2 positiven CLL Patienten, der
sich nach Behandlung mit Fludarabin in Remission befand, wurden zunachst
mittels Peptid-Beladung Survivin-spezifische CTL generiert. Diese wurden
anschlieRend als Effektorzellen in Chrom[*'Cr]-Release-Assay eingesetzt und
fuhrten zur erfolgreichen Lyse autologer maligner B-Zellen, die mittels RT-PCR
als Survivin-positiv identifiziert worden waren. Demgegenuber wurden nach
Remission des Patienten aufgereinigte nicht maligne B-Zellen und autologe DC
von einer Lyse durch die spezifischen T-Zellen verschont. Diese Ergebnisse
demonstrieren also, dass es gelingt in Tumorpatienten Survivin-spezifische CTL

zu induzieren, die in der Lage sind, autologe Tumorzellen zu erkennen.

4.1 Bedeutung des Expressionsmusters von Survivin

in der Tumor-Vakzinierung

Die Expression von Survivin in der Fotal- und Embryonalentwicklung deutet auf
eine wichtige Rolle dieses Proteins in der Mitoseregulation und moglicherweise
auch auf gewisse Auswirkungen in differentiertem Gewebe hin. Der kirzlich
erbrachte Nachweis von Survivin in Thymusgewebe®” und eine vermehrte
Expression in CD34+ Zellen durch hamatopoetische Zytokine sowie in
Endothelzellen wahrend der Angiogenese* zeigt, dass es sich bei Survivin
nicht um ein tumorspezifisches anti-apoptotisches Antigen handelt. Bei einem
Einsatz dieses Proteins in der Tumor-Vakzinierung ist also Vorsicht geboten.

Eine im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefuhrte Analyse von cDNA
verschiedener menschlicher Gewebe erbrachte den Nachweis von Survivin in
Herz, Haut, Mamma, Kolon und Dinndarm. Es handelte sich hierbei jedoch
nicht um eine quantitative Erfassung, eine genaue Expression Uber
differenzielle Expression in diesen Geweben lasst sich also nicht treffen.
Daruber hinaus wurden diese Experimente nicht in ausreichender Anzahl mit

verschiedenen Spendern wiederholt, was jedoch nicht Ziel dieser Arbeit war.
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Eine Risikoabschatzung der hier beobachteten Ergebnisse ist also nicht
maoglich.

In dieser Arbeit konnte mittels Western Blot Analyse eine Expression von
Survivin in aktivierten B- und T-Zellen sowie nach TNF-a Behandlung in
dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Diese Zellen wurden allerdings, als
Zielzellen in Chrom[*'Cr]-Release-Assay einsetzt, von autologen Survivin-
spezifischen CTL nicht erkannt. Den Effektorzellen gelang jedoch eine effektive
Lyse nach Peptidbeladung der Zielzellen sowie nach Elektroporation der TNF-a
behandelten DC mit Tumor-RNA einer Survivin-exprimierenden Tumorzelllinie.
Der Grund fur die ausbleibende Lyse ist bisher nicht geklart. Moglicherweise
wird eine ausreichende Affinitat der induzierten T-Zellen erst durch eine
quantitativ héhere Expression von Peptiden auf Tumorzellen erreicht. Auch ein
Unterschied im Repertoire von T-Zell-Epitopen bei nicht-malignen Zellen und
Tumorzellen kdnnte eine Rolle spielen. Demgegentber wurden autologe DC
nach Transfektion mit Tumor-RNA einer Survivin-exprimierenden Tumorzelllinie
effizient lysiert. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass sich
Prozessierung und Prasentation unterscheiden, je nachdem, ob es sich um ein
endogen exprimiertes Protein oder ein exogen zugeflihrtes handelt.

Medema und Mitarbeiter konnten zeigen, dass reife DC durch die Expression
von serine protease inhibitor 6 (SPI-6), ein Mitglied der serpin Genfamilie, das
zur Inaktivierung von Granzym B fuhrt vor einer CTL-induzierten Apoptose
geschutzt werden. Unreife dendritische Zellen sind hingegen einer CTL-
induzierten Lyse noch zuganglich.

In den hier durchgefihrten Experimenten konnte eine Lyse reifer TNF-a
behandelter DC erreicht werden, wenn die DC entweder mit dem
entsprechenden Peptid beladen oder mit Tumor-RNA transfiziert wurden. Bei
diesen Mechanismen der Survivin-Expression scheint der von Medema et al

beobachtete Schutz vor CTL-induzierter Apoptose nicht beteiligt zu sein.
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4.2 Probleme und Grenzen dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurden alle Experimente in vitro durchgeflihrt, so dass sich die
Ergebnisse nur begrenzt auf das komplexe System des menschlichen
Immunsystems Ubertragen lassen.

Eine gewisse Limitierung stellt bei der Verwendung von Peptiden aus
Tumorantigenen die HLA-Restriktion dar. Das hier verwendetet Survivin-Peptid
bindet nur an HLA-A2-Molekile. Es sind jedoch immerhin 50 % der
kaukasischen Bevolkerung HLA-A2+, und das hier verwendete Peptid kann bei
dieser Gruppe eingesetzt werden.

Zusatzlich ignoriert dieser Ansatz die Bedeutung von CD4+ T-Helfer-Zellen bei

der Induktion und Erhaltung der CTL-vermittelten Immunantwort.
4.3 Vakzinierungsstudien

Die meisten klinischen Studien wurden in Melanom-Patienten durchgefiihrt,
wobei sowohl Peptid-beladene als auch mit Tumorzelllysaten beladene DC

verwendet wurden?% 5% 72 116 117

. Diese Studien zeigten, dass die hier
eingesetzten Tumorvakzinen mit nur sehr geringen Nebenwirkungen verbunden
sind und in vivo eine antigenspezifische CTL-Antwort induzieren konnen.
Remissionen wurden jedoch nur in wenigen Patienten erreicht, was jedoch auf
eine hohe Tumorlast und vorangehende Chemotherapien zurtickzufuhren ist.
Nestle und Mitarbeiter setzte 1998 aus Melanomen abgeleitete HLA-Klasse-|
bindende Peptide und Tumorzelllysate in die Vakzinierung ein. Autologe DC
wurden damit beladen und in die Lymphknoten injiziert. FUnf von 16 Patienten
wiesen ein klinisches Ansprechen auf, darunter zwei Komplettremissionen Uber
15 Monate.

In einer Vakzinierungsstudie mit Patientinnen, die an fortgeschrittenem
Mamma- und Ovarialkarzinom litten, wurden von Brossart und Mitarbeiter in
vitro unter Verwendung von GM-CSF, IL-4 und TNF-a generierte autologe DC

eingesetzt.
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Diese wurden mit HER-2/neu- oder MUC-1-Peptiden beladen und fuhrten in
vivo zur Induktion antigenspezifischer CTL in finf von zehn Patientinnen. In
einer Patientin mit metastasietem Mammakarzinom wurde eine Ruckbildung
subkutaner Metastasen beobachtet.

Der Versuch gastrointestinale Tumoren (Magen-, Kolon- und Osophagus-
karzinom) durch Beladung autologer DC mit MAGE-3 zu therapieren, fuhrte zur
Detektion spezifischer CTL in Chrom[*'Cr]-Release-Assays®. Vier Patienten
zeigten Besserung und in sieben Patienten kam es zur Reduktion der
Tumormarker.

Die Nebenwirkungen in den Studien beschrankten sich auf Temperaturanstieg,
LymphknotenvergroRerungen, Kopfschmerzen, Ubelkeit und ein lokales
Erythem an der Einstichstelle. Diese Beobachtung sollte im Sinne einer T-Zell
vermittelten Typ IV Immunreaktion eher als Zeichen der Entwicklung einer
zelluldren Immunantwort gedeutet werden®®. In keinem Fall fiihrten die
aufgetretenen Nebenwirkungen zum Therapieabbruch.

Eine stets gefurchtete Nebenwirkung bei der Tumorimmuntherapie ist die
Auslésung einer Immunantwort, die gegen gesundes menschliches Gewebe
des Patienten gerichtet ist. Dies liegt in der Tatsache begrindet, dass bei dieser
Therapie das Immunsystem direkt aktiviert wird und die induzierte
Immunantwort teilweise gegen Antigene gerichtet ist, die auch auf gesunden
menschlichen Zellen prasentiert werden.

Hinweise auf die Auslésung einer derartigen Reaktion ergaben sich beim
Auftreten von Vitiligo in Patienten eine Melanom-Studie. Hier erfolgte eine
autoimmune Zerstorung der korpereigenen Melanozyten nach autologem T-Zell
Transfer. Bei der Verwendung von Antigenen wie MUC1, Her-2/neu oder

Telomerase wurden bislang keine Autoimmunreaktionen beobachtet.
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4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Vakzinierungsstudien sind vielversprechend. Zwar sind
viele Fragen bezuglich eines optimalen Vakzinierungsintervalls, der wirkungs-
vollsten Adjuvantien, Dosierungen und Applikation noch offen und viele
immunologische Phanomene unverstanden, es kann jedoch mit dieser Methode
eine nachweisbare gezielte Aktivierung des Immunsystems gegen einen Tumor
erreicht werden.

Far Survivin  wurden in der vorliegenden Arbeit die experimentellen
Voraussetzungen fur einen Einsatz in der Tumorvakzinierung erbracht.

In Anlehnung an den bei Patienten mit malignem Melanom beobachteten
Verlust der Expression von Tumorantigenen wahrend der Tumorprogression,
wurde auch bei Vakzinierungstherapien mit einzelnen Tumorantigenen diese
Erfahrung gemacht. Diese Art der Vakzinierung kann zur Selektion von
Tumorzellen und darauf folgend zur Progression der Erkrankung durch ein
Entkommen vom Immunsystem trotz Therapie fuhren. Durch den Einsatz
mehrerer TAA in einer Vakzinierungstherapie versucht man eine Selektion von
Tumorzellen sowie ein Entkommen der malignen Zellen vom Immunsystem
durch Antigenverlust zu verhindern.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse fuhrten zur Aufnahme von Survivin in
eine derartige Studie. Dabei soll Patienten mit fortgeschrittenem metastasiertem
Nierenzellkarzinom RNA, die fur verschiedene Tumorantigene, darunter
Survivin, kodieren intradermal verabreicht werden.

Die Hoffnung dieses Forschungsgebiets stutzt sich auf die Entwicklung einer
effizienten, nebenwirkungsarmen Therapie fur Tumorpatienten. Kilinische
Erfahrungen konnten bisher hauptsachlich in stark vortherapierten Patienten
gesammelt werden. Es besteht Grund zu der Annahme, dass die Ergebnisse
bei frihem Einsatz der Immuntherapie positiver ausfallen. Eine grof3er Vorteil
der Tumor-Immuntherapie besteht in der Mdglichkeit einer frihen Elimination
sich aus dem Zellverband I6sender entarteter Zellen bevor es zur Ausbildung
von Metastasen kommt und vor allem bevor diese mit einem bildgebenden

Verfahren erfassbar werden.
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5 Zusammenfassung

Die Arbeitsgruppe um Schmitz identifizierte vor Kurzem ein von Survivin
abgeleitetes HLA-A2 bindendes Peptid, das sich zur Induktion spezifischer CTL
eignet. Survivin ist in fast allen menschlichen Tumoren Uberexprimiert, in
normalen Gewebe jedoch kaum detektierbar. Daher eignet es sich fur die

Entwicklung einer breit anwendbaren Vakzinierungstherapie.

Wir induzierten mit Hilfe autologer DC und des oben genannten Peptids
Survivin-spezifische zytotoxische T-Zellen in vitro. Diese lysierten alle als
Zielzellen in Chrom[*!Cr]-Release-Assays eingesetzten Survivin-
exprimierenden Tumorzelllinien sowie Peptid-beladene Zellen. Die Lyse erfolgte
antigenspezifisch und HLA-A2-restringiert wie in Cold Target Inhibition Assays
und mittels Antikdrper-Blockierung demonstriert werden konnte. Darlber hinaus

konnten wir die Lyse primarer Leukamiezellen zeigen.

Auch im autologen System, in dem autologe DC entweder mit RNA einer
Survivin-exprimierenden Tumorzelllinie transfiziert oder mit Survivin-Peptid
beladen wurden, erfolgte die Lyse HLA-restringiert und antigenspezifisch. Um
den moglichen Einsatz von Survivin in der Tumortherapie weiter zu analysieren,
wurden Survivin-spezifische CTL unter Verwendung von PBMNC und DC eines
CLL Patienten induziert. Die in vitro induzierten CTL lysierten maligne CLL
Zellen, wahrend aufgereinigte nicht-maligne Zellen des Patienten verschont

wurden.

Interessanterweise konnte eine Expression von Survivin in aktivierten B- und T-
Zellen, sowie in reifen DC nachgewiesen werden. Diese Zellen wurden jedoch
nicht von autologen Survivin-spezifischen CTL lysiert. Nach Peptidbeladung der
DC konnte jedoch eine effiziente Lyse beobachtet werden, ebenso nach
Elektroporation der reifen DC mit RNA einer Survivin-exprimierenden

Tumorzelllinie.
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Die hier erzielten Ergebnisse zeichnen Survivin als ein universelles
Tumorantigen aus, das die vorklinischen Voraussetzungen flr eine breit

anwendbare Immuntherapie bei multipler Indikation in der Onkologie erfullt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Juli 2003 im Jounal BLOOD unter dem
Titel ,Survivin is a shared tumor-associated antigen expressed in a broad

variety of malignancies and recognized by specific cytotoxic T cells* publiziert.
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