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1 Einleitung 

Humane Tumore exprimieren eine Reihe von Proteinantigenen die von T-Zellen 

erkannt werden und dabei eine Immunantwort induzieren. DC spielen als anti-

genpräsentierende Zellen eine entscheidende Rolle bei der Initiierung dieser 

Immunantwort. Im Rahmen der Immunotherapie gegen Tumore wird diese Fä-

higkeit der DCs ausgenützt,  um eine Sensibilisierung naiver T-Zellen zu anti-

gen-spezifischen CTLs anzuregen. （Timmerman J.M.，1999） 

 

1.1 DC 

DC sind professionelle antigenpräsentierende Zellen, die aus dem Knochen-

mark abstammen. Die Vorläuferzellen migrieren aus dem Knochenmark und 

zirkulieren im Blut. Sie werden durch das vaskuläre Endothel in die peripheren 

Gewebe transportiert und dort an Hand von MIP-1α, MIP-3α und RANTES an-

gelockt. In diesem Stadium befinden sie sich noch in unreifem Zustand.  

 

(1) MIP-1α, MIP-3α

DC 
Vorläuferzelle

Blut

Senkundäre
Lymphorgane

Periphere
Gewebe

CD 34＋

Knochenmark

(2) LPS, IFN-α,γ,IL-
1β, Rantes, Bacteria
, CpG, Virus

(3) MIP-3β, SLC

Unreife
DCs

Reife
DCs

Reife
DCs

Abbildung 1: Lebenszyklus der DCs; Quelle: vgl. C.A. Janeway et.al, Immunologie, 5.Aufl. 
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Im Anschluss an die Aktivierung durch Stimuli wie zum Beispiel LPS, IFN-α 

oder -γ, RANTES, Bakterien, Viren und CpG, migrieren DCs aus dem periphe-

ren Gewebe durch afferente Lymphgefäße in die Lymphknoten, wo sie mit T-

Zellen interagieren. （Fong L.，2000） In Tabelle 1 sind die unterschiedlichen 

Eigenschaften reifer und unreifer DC aufgelistet.



Yuko Grichisch  Seite 9 

Unreife DC Reife DC 

• keine prominente Dendrite 

• niedrige MHC - Klasse – Moleküle - Expression 

• keine costimulirende B7-Moleküle 

• wenige Adhäsionsmoleküle 

• schwache Stimulation der naiven T-Zellen 
• starke Phagozytotische Funktion über Rezeptoren wie 

DEC205 

 

• prominente Dendrite 

• hohe MHC – Klasse – Moleküle - Expression 

• starke costimulierende B7 – Moleküle - Expression 

• starke Adhäsionsmoleküle - Expression z.B. DC-SIGN 

• wenige Phagozytotische Funktion 

• potenziell starke Stimulation der naiven T-Zellen. 

• Reife DCs sezenieren das Chemokin DC-CK, das spezi-

fisch naive T-Zellen anlockt.  

Tabelle 1: Vergleich Reife und Unreife Dentritische Zellen 

 

CR4DC-SIGN

ICAM-1

MHC-Klasse-
II-Molekül

MHC-Klasse-
I-Molekül

LFA-1

LFA-3

DEC205

Unreife 
Dentritische

Zellen

B7.2

ICAM-2

B7.1DC-CK

CR4DC-SIGN

ICAM-1

MHC-Klasse-
II-Molekül

MHC-Klasse-
I-Molekül

LFA-1

LFA-3

DEC205

Reife 
Dentritische

Zellen
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1.2 DC und Tumor 

Bei Tierexperimenten wurde die Fähigkeit zur Induktion einer Antitumorimmun-

antwort der DCs demonstriert. Hierzu wurden DCs in vitro mit Tumorlysaten, 

ganzen Proteinen oder von Tumorantigenen abgeleiteten Peptiden beluden. 

Dabei zeigte sich eine tumorspezifische Immunantwort. Außerdem sind anti-

genbeladene DCs in der Lage, die Rückbildung bereits vorhandener Tumore zu 

fördern. （Cerundolo V.，2004） （Figdor C.G.，2004） （Gilboa E.，1998） 

（Whiteside T.L.，2004） 

Zur Identifizierung einer optimalen therapeutischen Vakzinierungsmaßnahme ist 

es notwendig Tumorantigene zu charakterisieren.  

1.3 Tumorantigene 

Bei der Induktion der Tumor-spezifischen zytotoxischen Lymphozyten spielt die 

Identifizierung der MHC Klasse I Liganden aus TAA (tumor assaociated anti-

gen) eine große Rolle. （Andersen M.H.，2001） （Boon T.，1994） 

（Brossart P.，1999） （Brossart P.，2001） （Chiodoni C.，1999） 

（Eynde B.J. van den，1997） （Pel A. van，1995）TAA sind hauptsächlich 

in malignen Zellen vorhanden und in verschiedene Gruppen unterteilt. 

（Nencioniet al.，2001） （Jäger E.，2002） 

Die erste Gruppe umfasst Antigene, die streng tumorspezifisch sind. Sie ent-

stehen durch Punktmutationen oder Genumlagerungen und sind häufig an der 

Onkogenese beteiligt. Diese haben theoretisch Vorteile bei der Vakzinierungs-

therapie mit geringem Risiko der Schädigung normaler Gewebe. Beispiele hier-

für sind p21/ras und p53. 

Die zweite Gruppe von Tumorantigenen besteht aus Proteinen, deren Gene 

normalerweise nur in männlichen Keimzellen exprimiert werden. （Boon 

T.，1994） （Eynde B.J. van den，1997） （Pel A. van，1995）Hierzu gehö-

ren z.B. MAGE-1 und -3.  
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Die dritte Gruppe umfasst, in spezifischen Gewebetypen exprimierte Gene, so-

genannte Differenzierungsantigene. 

Z.B. die von Melanozyten und Melanomzellen exprimiert werden. （Boon 

T.，1994） （Pel A. van，1995）Beispiele hierfür sind Tyrosinase, MART-1, 

gp100, Prostata-Phosphatase. 

Die vierte Gruppe enthält die Antigene, die in Tumorzellen verglichen mit den 

normalen Zellen stark überexprimiert werden, z.B. HER-2/neu, CEA und Muc-1. 

（Brossart P.，1999） （Brossart P.，2001） （Fenton R. G.，1997） （Fisk 

B.，1995） 

Die fünfte Gruppe beinhaltet die Proteine, die von viralen Onkogenen exprimiert 

werden. Hierzu gehören z.B. HPV Typ 16, Proteine E6 und E7. (Siehe Tabelle 

2: Potenzielle Tumorantigene für Vakzinierungstherapie 
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Antigenklasse Antigen Tumortyp 

Tumorspezifische  

Antigene 
Immunoglobulin Idiotyp B-Zell non Hodgikin’s Lymphom, multiple Myelom

TCR T-Zell non-Hodgikin’s Lymphom

Mutant p21/ras Pankreas-, Kolon-, Lungenkarzinom

Mutant p53 Kolorektal-, Lungen-, Blasenkarzinom

Keimzelle MAGE-1, MAGE-3 Melanom, Mamakarzinom, Pankreaskarzinom

Gewebe-spezifische  

Differenzierungsantigen 
Tyrosinase Melanom

MART-1 Melanom

Gp100 Melanom

Prostata-spezifische Antigen Prostatakarzinom

Prostata-phosphatase Prostatakarzinom

Prostata spezifische Membranantigen Prostatakarzinom

Überexprimierte Antigene HER-2/neu Brustkrebs, Ovarialkarzinom

CEA Kolorektal-, Lungen-, Mamakarzinom

Muc-1 Kolorektal-, Pankreas-, Ovarial-, Lungenkarzinom

Onkovirale Proteine HPV Typ 16, Proteine E6 und E7 Zervixkarzinom

Tabelle 2: Potenzielle Tumorantigene für Vakzinierungstherapie 
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1.4 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) 

Die Matrix-Metalloproteinase-Familie besteht aus mehr als 20 Zink-abhängigen 

Proteinasen. Sie spielen eine wichtige Rolle beim Abbau der Extrazellulären 

Matrix (ECM), bei pathologischen Prozessen sowie bei dem Gewebeumbau bei 

entzündlichen Krankheiten, Tumorinvasionen und Fernmetastasen. 

 

 
Abbildung 2: Matrix Metalloproteinase; Quelle: 
http://www.emdbiosciences.com/html/CBC/proteases_inhibitors_matrix_metalloproteinase.htm 

 

Die MMP-Expression wird normalerweiser bei malignen Tumoren hochreguliert. 

Die Überexprimierung der MMPs korreliert mit der Aggressivität der Tumorzel-

len und mit schlechter Prognose der Patienten. （Crawford H.C.，2002） 

（Kruger T.，2005） 

Zusätzlich zum Abbau der ECM, regulieren einige MMPs die Aktivität bioaktiver 

Moleküle z.B. Zytokine, Zytokine-Rezeptoren, Wachstumsfaktoren und Wach-

stumsfaktor-Rezeptoren.  

Einige MMPs besitzen eine so genannte „shedding“ Funktion. Shedding ist ein 

Prozess, bei dem die extrazelluläre Domäne transmembranöser Moleküle von 
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der Zellenoberfläche (proteolytisch) abgelöst wird. Durch die Ablösung kann 

das Zelloberflächensignal verändert werden. 

Die meisten MMPs werden bei Stromazellen so wie Stromafibroblasten, Makro-

phagen und Endothelzellen produziert. （Hanemaaijer R.，1993） （Jackson 

C.J.，1997） （Nagashima Y.，1997）Einige MMPs z.B. MMP-7 werden 

durch Tumorzellen selbst produziert. MMP-7 wird bei vielen Humantumoren 

exprimiert und spielt beim Tumorwachstum und -metastasierung eine entschei-

dende Rolle.  

1.4.1 Rolle der MMP-7 bei Tumorinvasion 
MMP-7 ist das kleinste Mitglied der MMPs. So wie andere MMPs, kann MMP-7 

die Tumorinvasion durch Spaltung des ECM Substrates fördern. MMP-7 akti-

viert andere MMPs z.B. Pro-MMP-2 und Pro-MMP-9, um Tumorinvasion zu un-

terstützen. （Wang F.，2006） （Tan X.，2005） 

Ein weiteres Beispiel ist E-cadherin. Es ist ein transmembranöses Protein, das 

an der positiven Regulierung von Zelladhäsion durch ihre Interaktion mit den 

zytoplastischen Ende von Catenin beteiligt ist. MMP-7 setzt durch shedding lös-

liche E-cadherin frei. Das lösliche E-cadherin inhibiert die E-cadherin-

Funktionen und fördert die Migration und Invasion der Tumorzellen. （Noe 

V.，2001） 

1.4.2 Rolle der MMP-7 bei der Tumorentwicklung 
MMP-7 schneidet die extrazelluläre Domäne von Pro-HB-EGF (Heparin-binding 

epidermal growth factor) ab und produziert reife HB-EGF. Dadurch werden Erb-

B4-Rezeptoren aktiviert und die Apoptose gehemmt, was die Zellproliferation 

fördert. （Yu W.H.，2002） 

Durch ihren mitogenetischen und antiapoptotischen Effekt spielt IGF (Insulin-

like growth factor) eine wichtige Rolle bei der Tumorentwicklung. MMP-7 baut 

die IGF bindenden Proteine ab, die die biologische Verfügbarkeit der IGFs akti-

vieren. Dies begünstigt das Wachstum und das Überleben der Tumorzellen. 

（Miyamoto S.，2004） 
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1.4.3 Rolle der MMP-7 bei Apoptose 
Fas Ligand ist ein transmembranöser Stimulator der Fas-Rezeptoren. Er ist ei-

ner der wichtigsten Apoptoseinduktoren. Fas Ligand exprimiert in aktivierten 

Immunzellen, immunprivilegiertem Gewebe (Augen, Hoden, Gehirn, Plazenta) 

und vielen Tumoren. Viele dieser Tumore exprimieren zusätzlich Fas Rezepto-

ren. 

MMP-7 spaltet Fas Ligand ab und generiert lösliches Fas Ligand. Sowohl Fas 

Ligand als auch lösliches Fas Ligand induzieren Apoptose, wobei die Induktion 

durch lösliches Fas Ligand wesentlich uneffektiver ist. （Powell W.C.，1999） 

（Vargo-Gogola T.，2002）Es weist drauf hin, dass die Spaltung des Fas Li-

gand durch MMP-7 einer der Mechanismen zum Schutz der Tumorzellen vor 

Apoptose ist. 

Zusätzlich spaltet MMP-7 circa 2-3 kDa von dem N-terminalen, extrazellulären 

Ende des Fas Rezeptors ab. 

1.4.4 Rolle der MMP-7 bei Angiogenese 
Angiogenese ist der Prozess des Wachstums und der Entwicklung neuer Blut-

gefäße. Zur Ausbreitung und Invasion von Tumorzellen ist die Neo-

Angiogenese notwendig. 

Bei der Expression von MMP-7 in Tumorzellen wurde gezeigt, dass dies mit 

dem Vorhandensein von MMP-7 mRNA und Proteinen bei nahen vaskulären 

Endothelzellen korreliert. （Nagashima Y.，1997）Weitere Untersuchungen 

zeigten, dass MMP-7 die DNA-Synthese der kultivierten vaskulären Endothel-

zellen stimuliert. Es weist drauf hin, dass MMP-7 die Angiogenese direkt indu-

ziert. （Nishizuka I.，2001）Auf der anderen Seite dient MMP-7 durch Angios-

tatin und Endostatin (beide Angiogenese-Hemmer) auch zur Hemmung der An-

giogenese. （Lucas R.，1998） （Lin H.C.，2001）Ungewiss ist die Balance 

zwischen proangiogenetischem und antiangiogenetischem Effekt. Dies muss 

durch weitere Untersuchungen abgeklärt  werden.  

（Ii M.，2006） 
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1.5 Ziele dieser Arbeit 

Kürzlich wurden an Hand von mikroarray- und RT-PCR-Analyse matrixmetallop-

roteinase (MMP)-7 identifiziert, das in vielen verschiedenen malignen Zellen 

überexprimiert wird. Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakteri-

sierung dieses tumor-assoziierten Antigens, MMP-7, als T-Zell-Epitop, das so-

wohl zur Angiogenese als auch zur Tumorinvasion beiträgt. Mit Hilfe der 

Chrom-Release-Assay wurde untersucht, ob das MMP-7-Peptid durch endoge-

ne Antigenprozessierung der Tumorzelllinien als T-Zell-Epitop lytische Aktivitä-

ten der CTL hervorrufen kann. 

Zusätzlich wurde überprüft, ob die lytische Aktivität der zytotoxischen T-Zellen 

in antigen-spezifischer und HLA-restringierter Weise erfolgt. Ferner wurde noch 

untersucht, ob diese Ansätze auch auf ein autologes System übertragen wer-

den können. Dazu wurden DCs aus dem peripheren Blut einer ALL-Patientin in 

kompletter Remission generiert und mit MMP-7-IVT transfiziert. Diese Erkenn-

tnisse leisten damit einen Beitrag zur Entwicklung neuer immuntherapeutischer 

Strategien zur Behandlung maligner Erkrankungen. 
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2 Material und Methodik 

2.1 Verwendete Materialien 

Im Rahmen zur Durchführung der Arbeit wurden folgende Materialen verwen-

det: 

2.1.1 Geräte 

 

Bezeichnung Hersteller 
Bestrallungsgerät Gammacell 1000 MDS Nordion, Bucks, Großbritannien 

Betaplatte liquid scintillation counter 1205 
Perkin Elmer Wallac, Freiburg, Deutsch-

land 
Brutschrank NuAireTM US Auto Flow NuAireTM Inc., Plymouth, USA 
Elektroporationsgerät EPI 2500 Dr. L. Fischer, Heidelberg, Deutschland

Gefrierschrank -85Grad UF 300 Napco, Winchester, USA 
Kühlschrank Kombination 4 Grad und -20 

Grad 
Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland 

Mikropipetten 10µ, 20µ, 200µ, 1000µ Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

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

Mikroskop Olympus CK 30 
Olympus Optical GmbH, Hamburg, 

Deutschland 
Minishaker IKA-Works IKA-Works Inc., WIlmington, USA 
Neubauer Zählkammer 0,1mm Tiefe Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Pipetboy acu Integra Biosciences AG, Baar, Schweiz

Reinluftwerkbank Heraeus Hera Safe HS 

18/2 
Heraeus, Hanau, Deutschland 

Wasserbad WB/OB 7-45 W-BU 45 Memmert, Schwabach, Deutschland 
Zentrifuge Multifuge 3S-R Heraeus, Hanau, Deutschland 

Tabelle 3: Verwendete Geräte 
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Bezeichnung Hersteller 
6-Well-Zellkulturplatte Falcon® Multi-

wellTM 353046 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

24-Well-Zellkulturplatte Cellstar® 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

96-Well-Zellkulturplatte Cellstar® U-shape
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

500-PP-Reaktionsgefäße Cellstar® 1,5ml 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 
Combitips Plus 0,5ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Einmalpipette für alle Küvetten 
PeqLab Biotechnologie GmbH Erlangen, 

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

Elektroporationsküvetten 4mm 
PeqLab Biotechnologie GmbH Erlangen, 

Deutschland  

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

Falcon® 5ml Polystyrene Round-Bottom 

Tube 
Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Handschuhe Safe Skin Satin Plus® Kimberley Clark, Roswell, USA 

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

Luma PlateTM -96 
Packard Bioscience BV, Groningen, Nider-

lande 

Nitrozellulosemembran 
Schleicher & Schuell, Dassel, Deutsch-

land 

Parafilm® 
Pechney Plastic Packaging, Chicago, 

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

Pipetten Stripette 5ml, 10ml, 25ml, 50ml 
Corning GmbH, Kauserslautern, Deutsch-

land 

Pipettenspitzen blau 1,0ml und gelb 0,2ml 
Sarstedt AG & Co., Nürmbrecht, Deutsch-

land  

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

Deutschland 
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Zellkulturflaschen Falcon® Tissue Culture 

Flask 0,2µ Vented Blue Plug Seal Cup 

70ml, 275ml 

Becton Dickerson, Franklin Lakes, USA 

 

 

2.1.2 Medien und Puffer (Eigenherstellung) 
 

Bezeichnung Reagenzien 
Gefriermedium RP10 ergänzt mit 10% DMSO 

RP 10 
RPMI 1640 mit Glutamax ergänzt mit 10% 

hitzeinaktiviertem FCS, Penicillin 100IU/ml 

und Streptomycin 100mg/ml 

MACS-Puffer 
DPBS

5% BSA 
2mM EDTA 

Tabelle 5: Verwendete Medien und Püffer (Eigenherstellung) 

 

2.1.3 Reagenzien 
 

Bezeichnung Hersteller 

Biocoll Seperating Solution Bio Chrom AG, Berlin, Deutschland 

Bovine Serum Albumin (BSA) 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland 

51Chrom-Natrium-Chromat 
Amersham Biosciences Europe, Frei-

burg, Deutschland 
DMSO Serva, Heidelberg, Deutschland 
GM-CSF Leukomax Novartis, Basel, Schweiz 
IL-2 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

IL-4 R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered Saline 

0,0095 M (PO4) 
Bio Whittaker Europe, Verviers, Belgien 

Penicillin – Streptomycin 100ml Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Tabelle 4 Verwendete Verbrauchsmaterialien 
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RPMI 1640 mit Glutamax Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

TNF-α R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland

Trypanblau 
Seromed, Biochrom AG, Berlin, 

Deutschland 

Trypsin-EDTA 25200 
Invitrogen GibcoTM, Karlsruhe, Deutsch-

land 
X-Vivo 20 Bio Whittaker, Wakersville, USA 
R848 Invivogen, San Diego, USA 

Tabelle 6: Verwendete Reagenzien 

 

2.1.4 Antikörper 
 

Bezeichnung Hersteller 
MHC class I Freundlicherweise zur Verfügung gestellt 

von Prof. Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic, 

Interfakultäres Institut für Zellbiologie, 

Universität Tübingen, Deutschland 
MHC class II Prof. Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic, Inter-

fakultäres Institut für Zellbiologie, Univer-

sität Tübingen, Deutschland 
FITC  Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

PE Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
Tabelle 7: Verwendete Antikörper 
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2.1.5 Peptide und RNA 
 

Bezeichnung Bereitgestellt von: 
MMP-7 (A3)-Peptid Prof. Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic, Inter-

fakultäres Institut für Zellbiologie, Univer-

sität Tübingen, Deutschland 
RGS-5 (A3)-Peptid Prof. Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic, Inter-

fakultäres Institut für Zellbiologie, Univer-

sität Tübingen, Deutschland 
MMP-7 RNA Dr. Frank Grünebach, Medizinische Klinik 

II, Universitätsklinikum Tübingen 
EGFP-RNA Dr. Frank Grünebach, Medizinische Klinik 

II, Universitätsklinikum Tübingen 
Tabelle 8: Verwendete Peptide und RNA 

 

2.1.6 Kits 
 

Produkt Hersteller 
MACS Pan T cell Isolations Kit Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach, Deutschland 
MACS Pan B cell Isolations Kit  Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach, Deutschland 
MACS CD 3 Micro Beads Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach, Deutschland 
MACS CD 19 Micro Beads Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-

bach, Deutschland 
Tabelle 9: Verwendete Kits 
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2.1.7 Tumorzelllinien 
 

Tumorzelllinie Herkunft HLA-Status 
A498 Humanes Nierenzellkarzi-

nom adhärent 
HLA-A2

K562 Chronisch myeloische 

Leukämie 
HLA-A2

SK-OV-3 Humanes Ovarialkarzinom, 

adhärent 
HLA-A3

Tabelle 10: Verwendete Tumorzelllinien 

 

2.2 Methode 

2.2.1 Isolierung von mononuklearen Zellen aus peripherem Blut 
Für die Versuche wurden mononukleare Zellen von HLA-A3-positiven gesunden 

Spendern der Blutbank an der Universität Tübingen und von Leukämiepatienten 

aus heparinisiertem Blut verwendet. Buffy Coat wurde im Verhältnis 1:1 mit 

PBS verdünnt und vorsichtig in einem 50 ml Röhrchen auf 12 ml bereits vorge-

legtes Ficoll (Dichte 1,077 g/ml) überschichtet. Dabei sollte eine klare Grenz-

schicht zwischen den Flüssigkeiten gebildet werden. Die Röhrchen wurden 18 

min. bei Raumtemperatur bei 2000 rpm ohne Bremse zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation erfolgte die Abnahme der PBMNC-Schicht (die milchige Schicht 

zwischen Ficoll und Serum) mit einer sterilen Pasteurpipette. Die PBMNC-

Schicht enthält Lymphozyten und Monozyten. Nach zweimaligem Waschen der 

PBMNCs in 25 ml PBS mit jeweils 5 min. Zentrifugation bei 1500 rpm, wurden 

die Pellets in 10 ml RPMI-1640-Medium aufgenommen und die Zellzahl wurde 

bestimmt. 
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2.2.2 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde 10µl Zellsuspension mit10µl Trypanblau 

und 80µl Medium gemischt und in die Zählkammer eingefüllt. Während vitale 

Zellen in der Lage sind, den Farbstoff auszuschließen und im mikroskopischen 

Bild hell erscheinen, nehmen tote Zellen Trypanblau auf und sind tiefblau ge-

färbt. Die Zellzahl berechnet sich nach folgender Formel: 

 

Zn =  Zellzahl 
Zn16=  Gezählte Zellen in 16 Quadranten 
Ver.=  Verdünnung 
VolMed= Volum des Mediums in ml 
 

2.2.3 Ex vivo Generierung von DC 
Aus Buffy Coat isolierte PBMNCs wurden in Zellkulturflaschen in einer Dichte 

von 1 x 10 8Zellen/ Flasche und in jeweils 10ml Ex-vivo verteilt. Nach 1,5 Stun-

den Inkubation bei 37.0 Grad und 5% CO2 wurden nichtadhärente Zellen zwei-

mal mit jeweils 10 ml PBS gewaschen. 

Die verbliebenen adhärenten Monozyten wurden in jeweils 10ml RPMI-1640- 

Medium aufgenommen und an den Tagen 0, 2, 4, 6 mit 20mg/ml IL-4 und 

100ng/ml GM-CSF versetzt und am Tag 6 (24 Stunden vor dem Ernten) wurde 

zusätzlich 2µg/ml R848 zugegeben, um reife DCs zu generieren. Am Tag 7 

wurden die reifen DCs geerntet. Mittels Durchflusszytometrie (Fluorescence 

Activated Cell Sorter, FACS) wurde die Reife und Qualität beurteilt und in die 

CTL-Induktion angesetzt.  

Für spätere autologe Restimulation und Cr51-Release-Assay erfolgte die Kryo-

konservierung der reifen DCs.  

 

2.2.4 Durchflusszytometrie FACS und FACS Färbung 
Durchflusszytometrie ermöglicht die Identifizierung und das Sortierung von Zel-

len aufgrund ihrer Oberflächenantigene. Eine den Laserstrahl kreuzende Zelle 
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verursacht Streulicht, das die in der Durchflusszytometrie gemessene Eigen-

schaft der Zelle ist. Je größer eine Zelle ist und je mehr Strukturen in ihrem In-

neren sind, desto größer ist das entstehende Streulicht. Die Zelle streut das 

Licht in verschiedene Richtungen. Das Vorwärtsstreulicht gibt Information über 

die Größe der Zelle. Das Seitwärtsstreulicht hängt neben der Größe auch sehr 

stark von Granularität der Zellen ab. Die Zellen werden in einem Dot-Plot dar-

gestellt, da auf der x-Achse das Vorwärts- und auf der y-Achse das Seit-

wärtsstreulicht aufgetragen wird. Dadurch kann man die wichtige Untergruppe 

der weißen Blutkörperchen unterscheiden. Außerdem kann man auch durch 

Fluoreszenzmessung eine Vielzahl von Merkmale der Blutzellen untersuchen. 

Um die Reife der DC zu prüfen erfolgte folgende FACS-Färbung: 

a) Mouse IgG FITC / Mouse IgG PE 

b) CD 1a FITC / CD 83 PE 

c) CD 14 FITC / HLA DR PE 

d) CD 86 FITC / CD 80 PE 

Bei reifen DCs sieht die FACS-Färbung entsprechend Abbildung 3 aus: 
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a) b)

c) d)

 
Abbildung 3: FACS Analyse 
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Tabelle 11: Übersicht der CD Antigene und Ihrer Funktion 

 

 

CD- 
Antigen 

Antigen exprimierende Zellen Funktion 
Alternativ- 

bez. 

CD1a,b,c,d Corticale Thymocyten, Langerhans-Zellen, dend-

ritische Zellen, B-Zellen (CD1c), Darmepithel, 

glatte Muskulatur, Blutgefäße (CD1c) 

MHC-Klasse-I-ähnliches Molekül, hat möglicher-

weise eine besondere Bedeutung bei der Antigen-

präsentierung 

 

CD3 Thymocyten, T-Zellen Assoziiert mit dem Antigenrezeptor von T-Zellen T3

CD14 Myelomonocytische Zellen Rezeptor für den Komplex aus Lipopolysaccharid 

und lipopolysaccharidbindendem Protein 
 

CD19 B-Zellen bildet Komplex mit CD21 und CD81  

CD80 Untergruppe von B-Zellen Costimulator; Ligand von CD28 und CTLA-4 B7.1

CD83 Reife dendritische Zellen   

CD86 Monocyten, aktivierte B-Zellen, dendritische Zel-

len 
Costimulator; Ligand von CD28 und CTLA-4 B7.2

CD56 NK-Zellen Adhäsionsmolekül NKH-I
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2.2.5 Kryokonservierung von Zellen 
Die Kryokonservierung erfolgte auf Eis. Die Zellen wurde jeweils in entspre-

chendem Mengen (Maximal 1x107) in 1ml Einfriermedium (90% RP10 Medium, 

10% DMSO) suspendiert und in Kryoröhrchen pippetiert und zügig bei -80 Grad 

eingefroren. Aufgetaut wurden die Zellen mit 10 ml aufgewärmtem RP10 Me-

dium, suspendiert und sofort für 5 Minuten bei 1500rpm zentrifugiert. Die Zellen 

wurden noch einmal mit dem RP10 Medium gewaschen damit das zellschädi-

gende DMSO entfernt wurde. 

 

2.2.6 Elektroporation 
Die Elektroporation ist eine Methode zur RNA-Transfektion von Zellen. 

Vor der Elektroporation wurden DC zweimal mit serumfreiem X-Vivo 20-Medium 

gewaschen und in einer Konzentration von 1x107 DC/ml in X-Vivo 20-Medium 

aufgenommen. 200µ Zellsuspension wurden mit RNA (je nach Konzentration in 

entsprechendem Mengen) in einer 4mm Kuvette mit dem Elektroporationsgerät 

EPI 2500 elektropoliert. Die Berechnung der benötigen RNA-Menge (X in µg, Y 

in µl) waren folgende: 

 

  

 

 

XRNA(m) = Masse der RNA in µg 
YRNA(Vol) =  Volumen der RNA in µl 
Z =  Anzahl gezählter DC  
C =   Konzentration der RNA in ( ) 
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Die Einstellung des Geräts waren folgende: 

Einstellungsparameter Werte 

Spannung 360 V 

Widerstand 1540 Ω

Ladung 150µF 

Impulszeit 10ms 

Tabelle 12: Einstellparameter und Werte bei der Elektroporation 

 

Nach der Elektroporation wurden die DC sofort in das bereits vorgelegte RP 10 

Medium mit IL-4, GM-CSF und TNF-α aufgenommen und im Brutschrank einen 

Tag aufbewahrt. Diese transfizierten DCs bildeten die Basis für die Weiterbear-

beitung anhand der Methoden: 

• CTL-Induktion 

• Restimulation  

• 51Chrom-Release-Assay  

verwendet. 

 

2.2.7 CTL-Induktion 

2.2.7.1 CTL-Induktion mit A3-Peptide 
Reife DCs wurden am Tag 7 geerntet. Nach der Zellzahlbestimmung wurden 

DCs in entsprechender Zahl in 1 ml Medium aufgenommen und mit 5µl MMP-7 

Peptid(=50µg/ml) bei 37 Grad für 2 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschlie-

ßend wurden autologe PBMNCs aufgetaut und pro Well 3x106 eingesetzt. Mit 

Peptid beladene DCs wurden zu den vorgelegten PBMNCs in eine 24-Well-

Platte gegeben und 7 Tage Ruhe im Brutschrank gelassen. Das Endvolumen 

pro Well in einer 24 well Platte ist 2 ml. Pro Well werden 5x105 DCs eingesetzt. 
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2.2.7.2 CTL-Induktion mit RNA 
Nach dem Ernten von DC am Tag 7 wurde die Zellzahl bestimmt, 2x106 DC pro 

Cup in Eppendorfcups überführt und in 200µl Ex-vivo aufgenommen. Nach Zu-

gabe von MMP-7-RNA wurde das Ganze elektroporiert. Nach der Elektroporati-

on wurden die DCs sofort in eine 6-Well-Platte mit vorgelegtem Medium ge-

bracht und IL-4, GM-CSF und TNF-α zugegeben. Am Tag 8 wurden die elekt-

roporierten DCs wieder geerntet und 5x105 pro Well in eine 24-Well-Platte ein-

gesetzt. Dazu wurden 3x106 pro Well aufgetaute autologe PBMNCs gegeben. 

Sie wurden 7 Tage lang im Brutschrank aufbewahrt.  

Abbildung 4: Vorgehensweise bei der DC Generierung und DTL Induktion; Quelle: eigene 

 

2.2.8 Restimulation 
Nach 7 Tagen erfolgte die erste Restimulation. Die durch CTL-Induktion indu-

zierte CTLs wurden von der 24-Well-Platte abgenommen und zur Restimulation 

5x105 Zellen pro Well in eine 24-Well-Platte eingesetzt.  

 

2.2.8.1 Restimulation mit A3 Peptid 
Autologe PBMNCs wurden aufgetaut und 2,5x106 pro Well benötigt. Diese 

Menge der PBMNCs wurde in 1ml Medium aufgenommen und 5µl MMP-7 Pep-

tid zugegeben. Nach 2 Stunden Inkubation im Brutschrank wurden die mit Pep-

DC CTL
Monozyten

MMP7

PBMNC

CTL-Induktion

IL-4
GM-CSF

R848
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tid beladene PBMNCs bei 30 Gy 100% bestrahlt und auf die bereits vorgelegten 

CTLs der 24-Well-Platte gegeben. 

 

2.2.8.2 Restimulation mit RNA 

DCs wurden am Vortag aufgetaut und elektroporiert. Zudem wurden IL-4, GM-

CSF und TNF-α gegeben. Am Tag der Restimulation wurden die bereits elekt-

roporierte DCs geerntet und 5x105 pro Well in eine 24-Well-Platte gegeben. Au-

tologe PBMNCs wurden aufgetaut und bei 30 Gy 100% bestrahlt. Anschließend 

wurden 2,5x106 pro Well von bestrahlten PBMNCs auf die bereits vorgelegten 

CTLs und DCs in eine 24-Well-Platte gegeben. Anschließend wurden am Tag 

1, 3 und 5 IL-2 in einer Konzentration von 2ng/ml zugegeben. Nach 7 Tage er-

folgte die 2. Restimulation.  

Abbildung 5: Vorgehensweise bei der Restimulation; Quelle: eigene 

RestimulationPBMNC
Inkubation (2 Stunden) Alle 2 Tage IL-2

MMP7 Bestrahlung
CTL
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2.2.9 51Chrom-Release-Assay 

2.2.9.1 1) Standard-51Chrom-Release-Assay 

Die zytotoxische Aktivität der tumorantigen-spezifisch induzierten T-

Lymphozyten wurden 7 Tage nach der 2. Restimulation in einem 51Cr-Release-

Assay untersucht.  

Zunächst wurden Ziehlzellen (Targetzellen) mit radioaktivem Chrom[51Cr] 

([51Cr]-Natrium-Chromat) für 1 Stunde bei 37 Grad beladen und anschließend 

mit 10ml Medium einmal gewaschen. In der Zwischenzeit wurden CTL aus den 

24 Well Platten abgenommen und die Zell zahl bestimmt. Eingesetzt wurden 

pro Anfangswell 3x105 in 100µl Medium und die CTL wurden von Well zu Well 

immer 1:3 verdünnt. Die 6 Verdünnungsstufen sind: 30:1, 10:1, 3:1, 1:1, 0,3:1, 

0,1:1. Zur Messung der spontanen Chrom-Freisetzung durch die Ziehlzellen 

wurden in 3 Wells nur Ziehlzellen, also statt CTL, 100µl Medium eingesetzt. Zur 

Messung der maximalen Chrom-Freisetzung durch die Ziehlzellen wurden in 

übrigen 3 Wells statt CTL, 100µl 2% Triton X-100, welches die Zellmembranen 

zerstört, zugegeben.  

Die 1x104 von bereits mit Chrom[51Cr] beladene Zielzellen pro Well in 100µl 

Medium wurden auf 96-Well-Platten verteilt und danach erfolgte Inkubation für 

4 Stunden bei 37 Grad. Anschließend wurden 50µl Überstand pro Well mit Mul-

tikanalpipette abgenommen und auf Lumaplate pippetiert. Nach dem Trocknen 

über Nacht, wurden die Radioaktivität in einem Radioaktivitätsmessgerät (1205 

Betaplate liquid scintillation counter, Perkin Elmer Wallac, Freiburg, Deutsch-

land) gemessen. Die potenzial spezifische Lyse (%) wurde nach folgender For-

mel berechnet: 

 

potenziale spezifische Lyse (%) =   

 
F gem= gemessene Cr-Freisetzung 

F sp= spontane 51Cr-Freisetzung 
F max= maximale 51Cr-Freisetzung 
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2.2.9.2 Cold Target Inhibition 51Chrom-Release-Assay 
Um die antigenspezifische Lyse der Zielzellen nachzuweisen, wurde Cold Tar-

get Inhibition 51Chrom-Release-Assay durchgeführt. Dabei wurden zu den mit 
51Chrom beladenen Zielzellen (Hot Targets) zusätzlich 20 fache Menge (2x105 

pro Well) der mit Peptid beladenen PBMNC (Cold Targets) zugegeben. Die als 

Hot Targets angesetzte SKOV präsentieren das MMP-7-Peptid auf ihrer Ober-

fläche und werden von CTL lysiert. Durch die Kompetition der 20 fache Menge 

vorhandenden MMP-7 präsentierenden Cold Targets, wird die Lyse der Hot 

Targets inhibiert. Werden Cold Targets mit irrelevanten Peptid (z.B. RGS-5) 

beladen, so wird die Lyse der Hot Targets nicht inhibiert und Chrom wird freige-

setzt. 

 

2.2.9.3 3) Antikörper-Blockierung im 51Chrom-Release-Assay 
Um nachzuweisen, dass die CTL-induzierte Lyse durch MHC Klasse I vermittelt 

wird, wurde zu den Zielzellen (SKOV) ein Antikörper gegen MHC Klasse I ge-

geben. Zur Kontrolle wurde parallel ein Ansatz mit MHC Klasse II Antikörper 

durchgeführt. 

 

2.2.10 Isolierung von B Zellen und T Zellen 
B- und T-Zellen wurden von einer CLL Patientin mittels MACS Technologie 

(magnetic associated cell sorting) isoliert. 

Ein monoklonaler Antikörper aus der Maus, der für ein bestimmtes Oberflä-

chenantigen (für T-Zelle CD3, für B-Zelle CD19) spezifisch ist, wird an para-

magnetische Partikel gekoppelt. Diese werden mit einer heterogenen Lympho-

zytenpopulation vermischt und in eine Säule gegeben, die Stahlwolle enthält. 

Dann legt man ein magnetisches Feld an, sodass die an die Antikörper gebun-

denen Zellen an der Stahlwolle hängen bleiben, während nicht gebundene Zel-

len ausgewaschen werden. Diese bezeichnet man als negativ selektiert, da ih-

nen das gesuchte Molekül fehlt. Die gebundenen Zellen werden durch Abschal-

ten des Magnetfeldes freigesetzt: man bezeichnet sie als positiv selektiert, da 
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das Antigen vom Antikörper erkannt wurde. Anschließend erfolgte die FACS 

Färbung mit folgendem Panel: 

1) Mouse IgG FITC/ Mouse IgG PE 

2) CD3 FITC/ CD19 PE 

3) CD14 FITC/ CD 56PE 
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3 Ergebnisse 

3.1 Expressionsanalyse der MMP7 

Um die Expression der MMP-7 mRNA in humanen primären Nierenzellkarzino-

men, im Vergleich mit normalen renalen Gewerbe, zu beurteilen, haben wir 

high-density oligonucleotide microassay analysis durchgeführt. Bei der 4 von 11 

Tumorproben wurde MMP-7 überexprimiert. (1) 

Um den Nutzen der MMP-7 als Target-antigen für die Entwicklung der Im-

pfungstherapie zu beurteilen, wurde RT-PCR bei humanen primären ALL Zellen 

durchgeführt und etablierte Tumorzelllinien. Wie im Abbildung 1, wurde MMP-7-

Expression bei Caki-1, MZ1257, SKOV-3, CROFT, NT-2, A498, HL-60 Tumorli-

nien und Blutprobe der Patienten mit ALL gesehen. 

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

house-keeping-gene β2-Mikroglobulin, das in jeder Zelllinie vorhanden ist.  

 

Abbildung 6: ; Expressionsanalyse der MMP-7 Quelle: Dr. Frank Grünebach, Medizinische Klinik II, Uni-
versitätsklinikum Tübingen 

MMP7

β2m
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3.2 Induktion der MMP-7-spezifischen CTLs mittels mit MMP-7-IVT-
elektroporierten DCs. 

In der ersten Serien der Experimenten, wurde die Durchführbarkeit der Indukti-

on der MMP-7-spezifischen CTLs getestet. CTLs, die mit MMP-7-IVT elektropo-

riert wurden, wurden mittels DCs von Gesunden HLA-A3+ Spendern induziert. 

Als Targetzellen wurden mit MMP-7-IVT elektroporierte DCs und mit irrelevan-

ten EGFP-IVT elektroporierte DCs als Kontrolle verwendet. In Abbildung 2A zu 

erkennen, dass DCs, die mit MMP-7-IVT elektroporiert wurden, Lyseraten von 

bis zu 70% zeigten, während DCs, die mit irrelevantem EGFP-IVT elektroporiert 

wurden, von den CTL nicht lysiert wurden. 

Für die weitere Bestätigung unserer Ergebnisse, haben wir MMP-7-

exprimierende HLA-A3+ Tumorzelllinien SKOV-3 als Targetzellen eingefügt. Es 

zeigte sich im Abbildung 2B, dass die CTLs erfolgreich die SKOV-3 lysiert ha-

ben. Die A498 wurde trotz MMP-7-Expression auf Grund fehlender Expression 

des HLA-A3+ Moleküls nicht erkannt. K-562 wurde ebenfalls nicht lysiert, was 

darauf hinweist, dass die zytotoxische Aktivität nicht von NK-Zellen vermittelt 

wurde. Außerdem wurde antigen-spezifische Lyse der Targetzellen durch mo-

nokolonale Antikörper gegen HLA-Klasse-I-Moleküle blockiert, während Anti-

körper gegen HLA-Klasse-II-Moleküle die Lyse der Tumorzelle nicht blockierte. 

Es stellt da, dass die T-Zell medierte Lyse HLA-Klasse-I restringiert ist.  

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die DCs, die mit „pure full length“ 

MMP-7-IVT elektroporiert wurden, zur Präsentation der von MMP-7 abgeleite-

ten Peptiden bei der Oberfläche der Zellen führten und diese konnte MMP-7-

spezifische CTLs induzieren, die MMP-7-exprimierenden Targetzellen auf anti-

gen-spezifische Weise in vitro erkannte.  
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Abbildung 7: Killing Rate: elektroporierte Zielzellen MMP-7/EGFP; Quelle: eigene 

 

3.3 Induktion der MMP-7-spezifische CTLs mittels mit Peptid beladenen 
DCs. 

Um die immunogene Aktivität der neu identifizierten von MMP-7 abgeleiteten 

Peptide zu analysieren, wurden CTLs, die mit HLA-3-bindenden Peptiden bela-

den wurden, mittels DCs von Gesunden HLA-A3+ Spendern induziert. Wie aus 

Abbildung 3A ersichtlich ist, haben CTLs nur die autologe DCs, die mit MMP-7-

A3-Peptide beladen wurden und mit MMP-7-IVT elektroporiert wurden, lysiert, 

während sie die autologe DCs, die mit irrelevanten RGS-5-A3-Peptide beladen 

wurden und mit irrelevanten EGFP-IVT-elektroporiert wurden, nicht erkannt ha-

ben.  

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die DCs, die mit von MMP-7 abgelei-

teten Peptiden beladen wurden, auf antigen-spezifische und HLA-restringende 

Weise spezifische CTLs induzieren konnten, die in der Lage sind, MMP-7- ex-

primierende Targetzellen zu erkennen. 

Mit weiteren Standard-51Chromium-Release-Assays wurden MMP-7- und HLA-

A3-exprimierende Tumorzellen SKOV-3 als Targetzelle angesetzt. In Abbildung 
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3B zu erkennen, haben CTLs erfolgreich die MMP-7- und HLA-A3-

exprimierende Tumorzellen SKOV-3 lysiert. Die A498 wurde trotz MMP-7-

Expression auf Grund fehlender Expression des HLA-A3+ Moleküls nicht er-

kannt. K-562 wurde ebenfalls nicht lysiert, was darauf hinweist, dass die zytoto-

xische Aktivität nicht von NK-Zellen vermittelt wurde.  

Für die weitere Bestätigung der Antigenspezifität, haben wir Cold Target Inhibi-

tion 51Chromium-Release-Assays durchgeführt. In Abbildung 3C zeigt sich, 

dass die Lyse der mit 51Chromium markierten MMP-7-exprimierende Targetzel-

len -Hot Targets- durch die Kompetition mit den 20-fach höher konzentrierten 

mit MMP-7-Peptide-beladenen und nicht mit 51Chromium markierten PBMCs –

Cold Target- blockiert wurde. Im Gegensatz wurde die Lyse der Hot Targets 

nicht durch mit den 20-fach höher konzentrierten mit RGS-5-Peptide-beladenen 

und nicht mit 51Chromium markierten PBMCs –Cold Target- blockiert. 

Außerdem wurde antigen-spezifische Lyse der Targetzellen durch monokolon-

ale Antikörper gegen HLA-Klasse-I-Moleküle blockiert, während Antikörper ge-

gen HLA-Klasse-II-Moleküle die Lyse der SKOV-3 nicht blockiert haben. Es 

zeigt sich, dass die T-Zell medierte Lyse HLA-Klasse-I restringiert ist.  

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass DCs, die mit von MMP-7 abgeleite-

ten Peptiden beladen wurden, die MMP-7-spezifische HLA-A3-restringende 

CTLs induzieren konnten, die auf antigenspezifische und HLA-restringende 

Weise in vitro MMP-7-exprimierende Tumorzellen erkennen. 
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Abbildung 8: Killing Rate: CTL beladen mit MMP-7 Peptiden; Quelle: eigene 
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3.4 Induktion der MMP-7-spezifische CTLs mittels mit MMP-7-IVT elekt-
roporierten DCs; Targetzellen wurden mit MMP-7-Peptiden beladen  

In der nächsten Experimenten wollten wir prüfen, ob MMP-7-spezifische CTLs, 

die mittels mit MMP-7-IVT elektroporierten DCs induziert wurden, in der Lage 

sind, die Targetzellen zu erkennen, die mit MMP-7-Peptiden beladen wurden. 

Wie in Abbildung 4 demonstriert, haben die CTLs die mit MMP-7-A3-Peptid be-

ladenen DCs erfolgreich lysiert, während sie die mit irrelevanten RGS-5-A3-

Peptid beladenen DCs nicht erkannt haben. Zusätzlich haben die CTLs die mit 

MMP-7-IVT elektroporierten DCs lysiert, während sie die mit irrelevanten 

EGFP-IVT elektroporierten DCs nicht lysiert haben.  
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Abbildung 9: Killing Rate: DC elektroporiert mit MMP-7; Quelle: eigene 

 

3.5 Induktion der CTLs mittels DCs einer Patientin mit ALL 

In der letzten Reihe der Experimente haben wir analysiert, ob die vorherigen 

Ergebnisse auch mit ALL-Blasten applizierbar sind. Dafür haben wir DCs aus 

einer HLA-A2+ /-A3+ ALL Patientin in einer komplette Remission nach der Che-

motherapie generiert und diese als antigenpresentierende Zelle für die CTL In-

duktion verwendet. DCs wurden mit MMP-7-IVT elektroporiert. Als Targetzelle 

wurden autologe DCs, die mit MMP-7-Peptide beladen wurden oder mit MMP-

7-IVT elektroporiert wurden, eingesetzt. Wie Abbildung 5A zeigt, diese Zellen 

wurden effizient lysiert, während Zellen, die mit irrelevantem RGS-5-Peptid be-

laden oder mit EGFP-IVT elektroporiert wurden, wurden nicht lysiert wurden. 

Zusätzlich haben wir autologe ALL-Blasten von der Patientin, die zum Zeitpunkt 
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der Diagnose weggefroren wurden, als Targetzellen verwendet. Die Lyserate 

der autologe ALL-Blasten erreichte bis zu 70 %. Sehr bedeutend ist, dass die 

normale autologe gereinigte CD3+ T und CD19 B+Zelle von den CTLs nicht er-

kannt wurden. 

Diese Ergebnisse zeigten sich, dass DCs, die aus einer ALL-Patientin in einer 

kompletten Remission generiert und mit MMP-7-IVT elektroporiert wurden, spe-

zifische CTLs auf antigen-spezifische Weise in vitro induzieren konnten, die 

autologe MMP-7-exprimierenden ALL-Blasten erkennen.  

Abbildung 10: Killing rate: CTL eines ALL Patienten elektroporiert mit MMP7 RNA; Quelle: eigene 
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4 Diskussion 

In den Industrieländern ist Krebs, folgend der Herz-Kreislauferkrankungen, die 

zweit häufigste Todesursache. In Deutschland erkranken jedes Jahr rund 

420.000 Menschen an Krebs. Die Gesamtzahl der Todefälle betrug 209.000 im 

Jahr 2002. Die Anzahl ist zwar zurückgegangen, dennoch ist die Tendenz der 

Krebsneuerkrankungen steigend. 

Die traditionelle Krebsbehandlung besteht aus 3 Hauptsäulen: Chirurgie, Strah-

lentherapie und Chemotherapie. Trotz des großen Fortschrittes in diesen Berei-

chen sowie der Verbesserungen der Maßnahmen zur Tumorfrüherkennung, hat 

man in den letzten Jahren leider keinen Erfolg bezüglich der Verlängerungen 

der Lebenserwartung der tumorerkrankten Patienten im fortgeschrittenen Sta-

dium gesehen. Man brauchte für diese Patienten dringend eine neue Therapie-

option als Alternativ oder Ergänzung. Immunotherapie, die eine Immunantwort 

gegen fortschreitenden Krebs induziert, ist einer der neuen Zugänge zur hoff-

nungsvollen Heilungschance und zur Erhöhung der Lebenserwartung. Dies ba-

siert auf der Idee, die Fähigkeit des Immunsystems, fremde Substanzen und 

fehlerhaftes Gewebe zu erkennen, zu verstärken. 

Dieses Konzept gibt es zwar schon lange, jedoch ist der Entwicklungsstand der 

immuntherapeutischen Behandlung des Krebses weit davon entfernt das komp-

lexe Immunsystem komplett zu verstehen. Im Bereich der Tumorimmunologie 

und Molekularbiologie fand durch ein besseres Verständnis immunologischer 

Mechanismen unter der Tumorexistenz in den letzten Jahren ein erheblicher  

Fortschritt statt. Der Einsatz von Immunmodulatoren z.B. Interferon-alfa und 

Interleukin-2 ist mittlerweile etabliert. Unter der Behandlung mit Interferon-alfa 

erreichen ca.80 % der CML-Patienten eine Remission mit Blutbildnormalisie-

rung. Bei etwa 20 % der Patienten mit Nierenzellkarzinomen und malignen Me-

lanomen wurden unter der Therapie mit Interferon-alfa und/oder Interleukin-2 

Tumorrückbildungen beobachtet. Zusätzlich zu dieser unspezifischen Immun-

therapie, werden im klinischen Bereich immer mehr rekombinante monoklonale 

Antikörper als eine selektive Therapie in der Praxis eingesetzt. Sie sind teilwei-

se für die Behandlung bestimmter Leukämiearten und solider Tumoren, bereits 
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zugelassen. Beispiele hierfür sind die Rituximab (Mab Thera®) für die B-Zell-

Non-Hodgkin-Lymphome, Trastuzumab (Herceptin®) für das HER-2-positiven 

Mamakarzinom, Cetuximab (Erbitux®) für das Dickdarmkarzinom, Alemtuzu-

mab (MabCampath®) für die chronisch-lymphatischen Leukämie und Gemtu-

zumab (Ozogamicin®) für die akuten myeloischen Leukämie.(55) Zudem leiste-

ten die Identifizierung und Charakterisierung vieler neuer humaner Tumoranti-

gene sowie das Verständnis für die Rolle der dendritischen Zellen und CTLs bei 

der Antigenaufnahme, –präsentation und der Antigenerkennung einen wesentli-

chen Beitrag. 

Eine der bedeutendsten Herausforderungen in der Immunotherapie ist das Her-

vorrufen der tumorantigen spezifischen T-Zellen-Immunantwort durch dendriti-

sche Zellen (DC – Dentric Cells). Dendritische Zellen sind professionelle, leis-

tungsfähige antigen-präsentierende Zellen. Immunisierung mittels Tumoranti-

gen beladener DCs ist eine schlagkräftige Methode für die Stimulierung der 

CD4+ und CD8+ T-Zellen-Antwort und für die Induktion der Antitumorimmunität.  

In dieser Arbeit analysierten wir mittels Antigen beladener (TSA, TAA) dendriti-

scher Zellen die Spezifität und Effektivität der in vitro generierten CTLs. Ver-

wendet wurden MMP-7 Antigenpeptide, die zur MMP Familie gehören. Sie deg-

radieren Makromoleküle der ECM (extra cellular matrix). Die Degradation der 

Bindegewebe umfasst viele physiologische Prozesse wie z.B. Embryogenese, 

Knochenumsatz, Gewebewiederherstellung, Angiogenese sowie pathologische 

Prozesse wie z.B. Arthritis, Dekubitus und Tumorinvasion. Angiogenese ist ein 

entscheidender Schritt der Tumorentstehung, Ausweitung und Invasion in um-

liegende Gewebe. Vorausgegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass 

verschiedene MMPs in vaskulärem Endothel in der Nähe von Tumorzellen ex-

primiert werden. Dies weist auf die Beteiligung der MMPs in Prozessen der An-

giogenese hin. Es werden dabei Durchgänge in der ECM gebildet durch die, die 

neugenerierten Kapillargefäße eindringen und sich ausbreiten können. Außer-

dem wird MMP-7 in vielen verschiedenen Tumoren überexprimiert und korreliert 

mit der Invasivität. Das macht dieses Antigen zu einem interessanten Kandida-

ten für immuntherapeutische Ansätze und wurde daher in dieser Arbeit zur In-

duktion der antigen-spezifischen CTLs verwendet. 
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Um MMP-7-spezifische CTLs zu generieren, verwendeten wir zuerst PBMCs 

von HLA-3+ gesunden Spendern. Zur Induktion der T-Zell-Antwort wandten wir 

zwei Methoden an: 1. Beladen der DCs mit MMP7-Peptiden, 2. Elektropolieren 

der DCs mit MMP-7-mRNA. Als Zielzellen setzten wir DCs und Tumorzellen, die 

MMP-7 endogen exprimieren, ein. Die DCs wurden zuvor entweder mit MMP-7-

Peptiden beladen oder mit MMP-7-mRNA elektropoliert. Diese wurden erfolg-

reich von den in vitro generierten CTLs in einer antigen-spezifische und HLA-

restringierenden Weise lysiert. 

Die Spezifität der lytischen Aktivität wurde durch monoklonale Antikörper gegen 

HLA-Moleküle oder durch Cold Target Inhibition Assays bestätigt. Abschließend 

untersuchten wir diesen experimentellen Ansatz bei einer Patientin mit ALL. Die 

CTLs wurden von PBMCs der Patientin in kompletter Remission mittels autolo-

ger DCs, die mit MMP-7IVT elektroporiert wurden, induziert. Als Zielzellen setz-

ten wir die autologen ALL-Blasten, die zum Zeitpunkt der Diagnose eingefroren 

wurden, ein. Die induzierten CTLs lysierten effizient die autologen ALL-Blasten, 

während sie die normalen B-Zellen und T-Zellen der Patientin nicht lysierten.  

 

4.1 Probleme und Grenzen dieser Arbeit 

Da alle Experimente ausschließlich in vitro durchgeführt wurden, können die 

Ergebnisse aufgrund des komplexen Immunsystems nur bedingt auf den Men-

schen übertragen werden. In dieser Arbeit wurde auf die Rolle der CD4+T-

Helfer-Zellen in der Initiierung, dem Hervorrufen und der Aufrechterhaltung der 

Antitumorimmunität keine Rücksicht genommen.  

Ein potentielles Risiko beim Einsatz in der Vakzinierungstherapie ist die Auto-

immunreaktion. MMP-7 ist bei vielen physiologischen Prozessen wie z.B. Emb-

ryogenese, Knochenumsatz, Gewebewiederherstellung und Angiogenese in-

volviert. Daher kann der Einsatz des Antigens eine Immunantwort gegen ge-

sundes, eigenes Gewebe des Patienten hervorrufen. Bei der Therapie ist dies 

zu beachten.  
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4.2 Vakzinierungsstudien-Melanom 

Aufgrund von zahlreich charakterisierten tumorassoziierten Antigenen wie z.B. 

gp100, MART-1, Tyrosinase, MAGE-1, MAGE-3, ist das Melanom eines der am 

meisten erforschten Tumoren im Bereich der DC-Vakzinierungstherapie. Nestle 

et al führten eine Vakzinierung von 16 Melanom Patienten mittels DCs durch, 

die mit Melanompeptiden oder Tumorlysate beladen wurden.(). Aus PBMCs 

generierte DCs wurden mit gp100, MART-1, Tyrosinase, MAGE-1 oder MAGE-

3 beladen und direkt in die Lymphknoten injiziert. Die Vakzinierungstoleranz 

war gut, 5 der 16 Patienten zeigten ein klinisches Ansprechen, darunter 2 

komplette Remissionen über 15 Monate. 

Die klinische Melanomstudie inklusiv dieser von Nestle weisen darauf hin, dass 

die DC-Vakzinierung beim Menschen ohne relevanten Nebenwirkungen ange-

wandt und antigen-spezifische T-Zell Antworten in vivo induzieren werden kann. 

 

4.3 Kann diese Immuntherapie andere Therapieoptionen ersetzen? 

Schadendorf und Mitarbeiter verglichen die DC-Vakzinierung mit der 

DTIC(Dacarbazine)-Chemotherapie. Dies wurde in der klinischen Studie Phase 

III mit Melanompatienten im Stadium IV durchgeführt. Derzeit wird DTIC trotz 

ihres Mangels an Beweisen zur Erhöhung der Überlebensrate als eine Stan-

dard-First-Line Therapie anerkannt. 55 Patienten erhielten DTIC und 53 Patien-

ten DC-Vakzinierung. DCs wurden mit verschiedenen MHC-Klasse-I und –II- 

restringierten Antigenen beladen und anschließend alle 2 Wochen subkutan 

injiziert. Das Ansprechen wurde durch CT und/oder MRT im Abstand von 12 

Wochen bewertet. Es konnte nicht demonstriert werden, dass die DC-

Vakzinierung effektiver als die DTIC-Chemotherapie ist. Insgesamt war das 

Ansprechen in beiden Gruppen niedrig (DTIC 5,5%, DC-Vakzinierung 3,8%). 

Aufgrund dieser sehr niedrige Gesamt-Ansprechbarkeitsrate der beiden Arme, 

wurde die Studie auf Empfehlung des „Data Safety & Monitoring Bord“ frühzeitig 

beendet.  
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Bis zum heutigen Tag liegen nur wenige erfolgreiche Ergebnisse klinischer Stu-

dien, die über eine komplette Eliminierung der vorbestehenden Tumore oder 

Verbesserung des klinischen Zustandes der Patienten berichten, vor. Daraus 

resultiert, dass die DC-Vakzinierung nach dem heutigem Stand noch nicht kon-

ventionelle Therapiemöglichkeiten wie z.B. Chemotherapie und Bestrahlung 

ersetzen kann. 

 

4.4 Verbesserung der Vakzinierung 

Die folgenden Punkte sind die entscheidenden Faktoren, die die Wirksamkeit 

von DC-Vakzinierung beeinflussen können. 

 

4.4.1 Quelle der DCs 
Da DCs in peripherem Blut nur 0,2% der Leukozyten ausmachen, wurden ver-

schiedene Methoden für die Generierung der DCs aus Vorläuferzellen, Monozy-

ten oder CD34+ Vorläuferzellen, untersucht. Die Gewinnung der Blut DCs nach 

Leukapherese ist zwar möglich, jedoch ist die Wiederholung der Leukapherese 

aufgrund der geringen Anzahl nötig. Die Methode der Generierung von DCs 

aus Monozyten durch Zusatz von GM-CSF und IL-4 wird daher am häufigsten 

in klinischen Studien angewendet. （Sallusto F.，1994） （Romani 

N.，1994） （Hsu F.J.，1996） 

 

4.4.2 Antigenbeladung 
Viele klinische Studien verwenden, mit autologen Tumorlysaten oder MHC-

Klasse-I-Peptiden beladene, DCs. Tumorlysate haben den Vorteil, dass sie oh-

ne Antigene zu identifizieren einsetzbar sind. Nachteilig hingegen ist der hohe 

Bedarf an Tumorgewebe bei der Herstellung. Die kurze Halbwertszeit der MHC-

Peptid-Komplexe und die begrenzte Möglichkeit der Verwendung von Antige-

nen sind die Nachteile der MHC-Klasse-I-Peptide. （Butterfield L.H.，2003） 
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4.4.3 Die Reife der DCs 
Die Reife der DCs spielt eine entscheidende Rolle für die Induktion der immu-

nologischen Reaktion bei Tumorpatienten. Die reifen DCs exprimieren mehr 

HLA-Moleküle und besitzen co-stimulierende Moleküle und eine erhöhte Migra-

tionskapazität. In klinischen Studien mit Melanompatienten wurden DCs mit 

Peptiden wie z.B. Tyrosinase, Melan A/MART-1, MAGE-1 oder Recall- Antigen 

beladen. Diese konnten die antigenspezifische Immunantwort bei 7 von 8 Pa-

tienten induzieren, während unreife DCs nur bei 3 von 8 Patienten eine ent-

sprechende Antwort hervorriefen. Die Expansion der Peptid-spezifischen IFN-γ-

produzierenden CD8+ T-Zellen wurde bei 5 von 7 Patienten mit der Vakzinie-

rung der reifen DCs beobachtet. Im Vergleich hierzu konnte durch die Vakzinie-

rung unreifer DCs nur bei 1 von 7 Patienten vergleichbare Ergebnisse erzielt 

werden. Diese Studien zeigten, dass der Einsatz der reifen DCs mit besseren 

klinischen Ergebnissen korreliert. （Jonuleit H.，2001） （De Vries I. 

J.，2003） 

 

4.4.4 Die Route der Verabreichung 
Die Migration der antigen-beladenen DCs in periphere Lymphorgane ist für die 

effektive Induktion der antigen-spezifischen CTL unerlässlich. Bedrosian und 

Mitarbeiter führten eine DC-Vakzinierungsstudie mit verschiedenen Routen -1. 

intravenös, 2. Intranodal, 3.intradermal - der DC-Verabreichung, bei metasta-

sierten Melanompatienten durch. Dabei zeigte sich, dass die intranodale Injek-

tion eine höhere Sensibilisierung der CD8+ T-Zellen in 3 Evaluierungsuntersu-

chungen – 1. tetramer staining, 2. in vitro peptide recognition assays, 

3.delayed-type hypersensitivity responses - verglichen mit anderen Routen hat. 

Diese Studie weist darauf hin, dass die intranodale Verabreichung die bevor-

zugte Route für die DC-Vakzinierung sein könnte. （Bedrosian I.，2003） 

 

4.4.5 Ausbreitung der Antigene („Antigen spreading“) 
Bei der Vakzinierung mit einem bestimmten Epitop erfolgt, nach der Lyse der 

Tumorzellen, eine Freisetzung anderer Tumorantigene. Sie werden von DCs 
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aufgenommen und den T-Zellen präsentiert. Dies führt zur T-Zell-Immunantwort 

gegen Antigene, die nicht bei der Vakzinierung eingesetzt wurden. Butterfield 

und Mitarbeiter beschrieben bei einem Melanompatienten, dass durch die Be-

ladung mit einem einzigen Antigen eine T-Zell-Reaktivität gegen andere Anti-

gene ausgelöst wurde. Sie zeigten, dass die Antigenausbreitung in relevantem 

Zusammenhang zum erfolgreichen Ansprechen steht. （Butterfield 

L.H.，2003） 

 

In den letzten Jahren wurden verschiedene Methoden für die Generierung der 

dendritischen Zellen, Beladung des Tumorantigens auf DCs und Applikationen 

für Patienten erforscht und entwickelt. Wichtig ist jedoch nicht nur die Quantität 

der aktivierten T-Zellen, sondern auch die Qualität, das heißt, wie lange die ak-

tivierte T-Zellen bestehen. Gilboa beschrieb, dass die labile aber langlebige 

Immunantwort bei Krebserkrankungen sehr wichtig ist.  

Dannull und Mitarbeiter entwickelten mehrere Methoden, um die Wirksamkeit 

der Vakzinierungstherapie zu verbessern. Eine davon ist, DCs mit mRNA die 

den Liganden für mit stimulierende Moleküle wie z.B. OX40, 4-1BB oder CD40 

kodieren, zu transfizieren. Dannull und Mitarbeiter demonstrierten eine relevan-

te Verstärkung der antigen-spezifische CD4+ und CD8+ T-Zell-Immunantwort in 

vitro durch DCs, die mit OX40mRNA transfiziert wurden. Darüber hinaus zeig-

ten sie bei der Vakzinierung der Tumor-tragenden Mäuse mittels DCs, die mit 

OX40mRNA transfiziert wurden, eine Verstärkung der Antitumorimmunaktivität. 

（Dannull，2005） Eine solche Transfektion von Zellen mit mRNA, die Zytoki-

ne oder co-stimulierende Faktoren kodieren, könnte in Zukunft eine ergänzende 

Strategie für die klinische Applikation sein. 

 

Tumorzellen besitzen eine genetische Instabilität und können daher dem Im-

munsystem des Wirts entkommen. Eine Strategie dabei ist, auf die Bindege-

webszellen als universale Antigene zu zielen. Die Vakzinierung von Mäusen 

mittels mRNA transfizierter DCs, die für die Angiogenese assoziierten Produkte 

wie z.B. VEGF kodiert wurden, blockierte das Tumorwachstum. （Nair，2003） 
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Nair und Mitarbeiter zeigten außerdem einen synergistischen Effekt gegen Tu-

morzellen durch Kombination der anti-angiogenetischen Therapie und der Tu-

morimmunotherapie. Der VEGF-Antagonist, Bevacizumab, ist seit 2005 auf 

dem Markt und ist für metastasierte Kolorektale Karzinome zugelassen. 

（www.avastin.de/） Die Therapie mit Bevacizumab in Kombination mit Irinote-

can, 5-FU und Leucovorin zeigte eine verlängerte Überlebenszeit von 5 Mona-

ten verglichen mit der alleinigen Standardtherapie. 

（www.journalonko.de/newsview.php?id=740，2004） 

 

Zusammengenommen, ist die Vakzinierung mit MMP-7 als Zielmolekül eine 

hoffnungsvolle neue therapeutische Strategie bei der Tumorbekämpfung, da sie 

sowohl anti-angiogenetisch als auch anti-tumorinvasiv wirken könnte. 

 

4.5 Ausblick 

Die Ergebnisse der hier durchgeführten Arbeit wecken trotz der ungelösten 

Probleme für die Tumortherapie große Hoffnungen. Dieses neu identifizierte 

und charakterisierte Peptid – MMP-7 – hat ein großes Potenzial, da MMP-7 bei 

der Angiogenese, Tumorinvasion und Metastasierung eine wichtige Rolle spielt. 

Die Herausforderungen liegen dabei in der Optimierung und im Fortschritt der 

Verabreichungsroute, der Reifung der DCs, der Antigenbeladung und der Do-

sierung. Die DC-Vakzinierung in Kombination mit der Transfektion von mit sti-

mulierenden Molekülen könnte die Persistenz bereits induzierter Antigen-

spezifischen Immunantwort verlängern. Dann könnte in der Vakzinierung ein 

relevanter Vorteil gegenüber konventionellen Tumortherapien als nebenwir-

kungsarme und zielgerichtete Strategie verschiedener maligner Tumore liegen. 

Momentan ist es noch zu früh, die konventionelle Tumortherapie durch die DC-

Vakzinierung komplett zu ersetzen. Dennoch könnte sie dazu beitragen, die 

Prognose der Tumorpatienten zu verbessern und Therapieoptionen zu erwei-

tern. 
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5 Zusammenfassung 

DCs sind antigenpräsentierende Zellen, die bei der Induktion einer antigenspe-

zifischen T-Zell-Immunantwort eine entscheidende Rolle spielen. Bei vielen kli-

nischen Vakzinierungsstudien maligner Tumore wurden diese wirkungsvollen 

Zellen zur Induktion der Immunoantwort gegen Krebs verwendet. 

Als Antigen zur Beladung der DCs wurde in dieser Studie das Peptid MMP-7 

verwendet. Es ist das kleinste Mitglied der MMP-Familie das die Makromoleküle 

der extrazellulären Matrix degradiert. Aufgrund ihrer Überexprimierung auf ver-

schiedene humane Tumore und der Korrelation mit Metastasierung und Angio-

genese, ist es ein interessanter Kandidat als Antigen für eine breit anwendbare 

Vakzinierungstherapie gegen Metastasierung mit Antiangiogenese. 

Um die Effektivität und Antigenspezifität der DC-Vakzinierung zu analysieren, 

induzierten wir, mit Hilfe von autologen DC und MMP-7, antigen-spezifische 

CTL in vitro. Die CTL lysierten im 51Chrom Release Assay die Zielzellen, die 

MMP-7 exprimierten auf antigenspezifische und HLA-restringierte Weise. Dies 

konnte bei der Cold Target Inhibition und der Blockierung durch Antikörper ge-

gen HLA-Klasse-I demonstriert werden. 

Diese antigen-spezifische CTL Induktion in vitro wurde auch mit Tumorzellen 

einer Patientin mit ALL durchgeführt, um den Einsatz von MMP-7 in der mögli-

chen DC-Vakzinierungstherapie zu bewerten. Die CTLs wurden von PBMCs 

von einer Patientin mit ALL in kompletter Remission mittels autologer DCs, die 

mit MMP-7IVT elektroporiert wurden, induziert. Dazu wurden die autologen 

ALL-Blasten, die zum Zeitpunkt der Diagnose eingefroren wurden, als Zielzellen 

verwendet. Die in vitro induzierten CTL lysierten primäre autologe Blasten, wäh-

rend die normalen B- und T-Zellen nicht lysiert wurden. Sie stellen damit einen 

Beitrag für die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Strategien zur Behand-

lung maligner Erkrankungen dar. 
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8 Verzeichnis der Abkürzungen 

Abb.   Abbildung 

APC   Antigenpräsentierende Zellen 

CD   Cluster of differentiation 

CLL   Chronisch-lymphatische Leukämie 
51Cr   radioaktiv markiertes Chrom 

CTL   zytotoxische T-Lymphozyten 

DC   Dendritische Zellen 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

E.coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EGFP   Enhanced green fluorescent protein 

E:T   Verhältnis der Effektorzellen zu Zielzellen 

et al.   Und andere 

FACS   Fluorescence-activated cell sorting 

FCS   Fötales Kälber Serum 

FITC   Fluorescein-5-isothiocyanate 

GM-CSF  Granulocyte/Macrophage-colony stimulating factor 
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IFN   Interferon 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 

MHC   Major histocompatibility complex 

mRNA   Messenger RNA 
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PBMNC  Peripheral blood mononuclear cells 
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PBS   Phosphat-gepufferte Saline 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 

PE   Phycoerythrin 

RNA   Ribonukleinsäure 

TAA   Tumorantigen 

Tab.   Tabelle 

TNF   Tumor necrosis factor 

VEGF   vaskulärer endothelialer Wachstumfaktor 
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