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l. Einleitung
1. Immunitat als Schutz des Menschen vor Krankheiten

Der Mensch hat zum Schutz gegen verschiedenste Erkrankungen, wie Krebs oder Infektionen
durch krankheitsauslosende Mikroorganismen und Viren, ein ausgeprigtes Immunsystem
entwickelt. Aufgrund der komplexen Aufgaben, die das Immunsystem wahrnimmt, setzt es
sich aus vielen Komponenten mit multiplen Funktionen zusammen. Dabei unterscheidet man
zunichst zwischen den Komponenten der natiirlichen, angeborenen Immunitét und der spezi-
fischen, erworbenen Immunitiit.

Die Komponenten der natiirlichen Immunitit reagieren unspezifisch auf Mikroorganismen
oder geschidigte Korperzellen. Die natiirliche Immunitit gegen in den Korper eindringende
Mikroorganismen wird durch physikalisch-chemische Barrieren, wie zum Beispiel Haut oder
Schleimhdute, durch das Komplementsystem, Phagozyten (neutrophile Granulozyten und
Makrophagen) und durch die von Makrophagen gebildeten Zytokine vermittelt. Im Gegensatz
dazu werden defekte oder geschidigte Korperzellen von natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
oder Phagozyten erkannt und zerstort (Tab.1).

Die Komponenten der erworbenen Immunitét reagieren spezifisch auf fremde Makromolekii-
le, sogenannte Antigene. Die Stirke der spezifischen Immunantwort ist meist von der Menge
des Antigens abhingig: je grofer die Antigenmenge im Korper ist, um so stirker fallen die
Immunreaktionen aus.

Die spezifische Immunitét wird iiber Antikorper, die von B-Zellen (B-Lymphozyten) produ-
ziert und sezerniert werden, und iiber T-Zellen (T-Lymphozyten), die spezifisch auf Antigene
reagieren, die von antigenprisentierenden Zellen prisentiert werden, vermittelt.

Die Reaktion der T-Zellen beinhaltet dabei zum einen eine Abtotung von Tumorzellen oder
Zellen, die von Viren bzw. intrazelluldiren Mikroorganismen befallen sind, und zum anderen
eine Produktion und Sezernierung von Zytokinen, die auf andere Zellen des Immunsystems
wirken konnen.

Die spezifische Immunantwort verstirkt die Schutzmechanismen der natiirlichen Immunitét
und ihre Zellen sind in der Lage, ein immunologisches Gedéchtnis fiir fremde Antigene auf-
zubauen, um bei erneutem Kontakt effizienter zu reagieren.

Tab.1 Eigenschaften und Komponenten der natiirlichen und spezifischen Immunitat (Abbas et al., 2003)

| natiirliche Immunitit | spezifische Immunitiit
Eigenschaften
Spezifitit unspezifisch fiir mikrobielle | spezifisch fiir mikrobielle,
P Oberflichenantigene virale und Tumorantigene
Diversitit beschrinkt sehr grof}
Gedichtnis nein ja
Unterscheidung o a
eigen - fremd ] J
Komponenten
phySlk%ﬁ;}i};ilﬁmISChe Haut, Schleimhiute -
Blutbestandteile Komplement Antikorper
Phagozyten
Zellen NK-Zellen Lymphozyten
Effektormolekiile 2.B. IL-18, TNFa =B. Pe‘fog:S’LGranzyme’
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2. Entwicklung von T-Zellen

Eine wichtige Rolle fiir die spezifische Immunitét bei der Erkennung und Abtétung von Mik-
roorganismen, virusinfizierten Zellen oder Tumorzellen spielen die Lymphozyten.

Die Lymphozyten (B-Zellen, T-Zellen, NK-Zellen und NK-T Zellen) entwickeln sich wie die
anderen Zellen des Immunsystems aus den sich selbsterneuernden Stammzellen des Kno-
chenmarks und stammen dabei von einer gemeinsamen Lymphozyten-Vorliduferzelle ab (Abb.

1).

selbsterneuernde
Stammzelle

Stammzellfaktor

Lymphozyten
Vorlauferzelle

myeloische
Vorlauferzelle

pluripotente
Stammzelle
- Thymus;
IL-7 IL-7, weitere
Erythropoietin| | IL-3, GM-CSF, IL-1, IL-6 | ' \sz

I

Thrombopoietin,
IL-11

y

NK-Zellen

NK-T-Zellen

T-Zellen

erythroide CFU

Erythropoietin

Megakaryozyt basophil CFU eosinophile CFU Granulozyten-onozyten CFU
AN

v il

. 1 ‘ IL-5 |L-3,G‘C_EC|\/IS-IC:)SF, |L-3M§CMS-IC:)SF,
@ i T ¥
X 78 ~

Thrombozyten Basophile Eosinophile

Neutrophile ~ Monozyten

Erythrozyten

Abb. 1 Die Zellen des Inmunsystems entwickeln sich aus den Stammzellen des Knochenmarks
Die Zellen des Immunsystems entwickeln sich alle Gber verschiedene Zwischenstufen aus den sich selbsterneuernden
Knochenmarkstammzellen durch den Einfluss verschiedener Zytokine. Makrophagen entwickeln sich aus den Mono-
zyten in vivo beim Eintritt ins Gewebe, in vitro kann man diese Differenzierung durch GM-CSF erreichen. Dendritische
Zellen (DC) lassen sich in vitro mit GM-CSF und IL-4 aus Monozyten differenzieren. In vivo ist ihr Entstehungsweg
noch nicht genau bekannt.
CFU = colony forming unit

Bevor B- und T-Zellen ihre Aufgaben im menschlichen Immunsystem {ibernehmen konnen,
miissen sie noch verschiedene Ausreifungsstufen durchlaufen. Die B-Zellen vollziehen diese
Reifung schon im Knochenmark (bone marrow), wihrend die T-Zellen im Thymus ausreifen.

Aufgabe der ausgereiften B-Zellen ist es, Antikdrper gegen mikrobielle, virale oder Tumoran-
tigene zu bilden und so Mikroorganismen oder erkrankte Korperzellen fiir die Abtétung durch
NK-Zellen und Phagozyten zu markieren.

Zur Erkennung fremder Antigene besitzen T-Zellen einen T-Zell Rezeptor (TZR) auf der
Zelloberflidche. Die T-Zell Rezeptoren jeder T-Zelle unterscheiden sich, da durch ()genetische
Rekombination verschiedener Elemente auf DNA-Ebene eine Vielfalt von ca. 10" verschie-
denen Molekiilen gebildet werden kann.
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T-Zellen, die einen Rezeptor tragen, der korpereigene Antigene erkennt, werden bei der Aus-
reifung im Thymus abgetotet. T-Zellen, die Rezeptoren besitzen, die keine eigenen Proteine
erkennen, reifen aus und treten in den Korperkreislauf von Blut und lymphatischem System
ein, wo sie fremde Antigene binden konnen.

T-Zellen klassifiziert man in zwei verschiedene Typen:

Die T-Helferzellen, charakterisiert durch das Oberflichenmolekiil CD4 (cluster of differentia-
tion Protein 4), binden mit ihren Rezeptoren an antigene Peptide, die iiber MHC-Molekiile der
Klasse II priasentiert werden, und regen dadurch B-Zellen zu stirkerer Teilung, Differenzie-
rung und Antikorperproduktion und Makrophagen zu gesteigerter Aktivitit an. T-Helferzellen
selbst reagieren auf den Kontakt mit fremdem Antigen mit starker Zellteilung und Produktion
von Zytokinen.

Die zytotoxischen T-Zellen, charakterisiert durch das Oberflichenmolekiil CD8, binden an
Komplexe aus fremden Peptiden und MHC-Molekiilen der Klasse I und reagieren ebenfalls
mit starker Teilung und der Produktion von Zytokinen. Sie toten die virusinfizierten oder tu-
morartig entarteten Korperzellen ab (Abb. 2).

Abb. 2 Zytotoxische T-Zellen toten eine Tumorzelle
Zwei T-Zellen (links) erkennen und attackieren eine Tumorzelle (Mitte).

3. Die Aktivierung von T-Zellen

Damit es zu einer Bindung von T-Zellen an antigenprisentierende Zellen kommen kann, miis-
sen auf beiden Zellen eine Vielzahl von Oberflichenmolekiilen exprimiert werden, die zu-
sammen die immunologische Synapse bilden.

Neben den Molekiilen, die fiir eine spezifische T-Zell Aktivierung notwendig sind und im
weiteren ndher behandelt werden, wie MHC-Molekiile, T-Zell Rezeptor und costimulatori-
sche Molekiile, gehoren die Adhésionsmolekiile LFA-3 und ICAM-1 auf Seite der APZ und
CD2 und LFA-1 auf Seiten der T-Zellen als essentielle Bestandteile zur immunologischen
Synapse (Creusot et al., 2002; Davis, 2002; Dustin und Colman, 2002; Faroudi et al., 2002;
Lee et al., 2002; van der Merwe, 2002). Neben der Bindung der verschiedenen Molekiile
kommt es zu einer Polarisierung der Zelle, die fiir eine erfolgreiche Signaltransduktion not-
wendig ist (Costello et al., 2002; Cullinan et al., 2002; Krummel und Davis, 2002).

Antigene werden von antigenprisentierenden Zellen (APZ) iiber MHC-Molekiile préisentiert.
Dazu werden diese Proteine in kleine Peptide gespalten und dann zusammen mit den MHC-
Molekiilen auf die Zelloberfliche gebracht.

Dabei unterscheidet man grundsitzlich zwei verschiedene Antigenprozessierungs- und Pri-
sentationwege.
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Jede kernhaltige Korperzelle prisentiert ihre endogen synthetisierten Proteine als Peptide im
wesentlichen iiber MHC-Molekiile der Klasse I und in geringem Malle auch iiber MHC-
Molekiile der Klasse II.

Sogenannte professionelle APZ Zellen prisentieren weiterhin Proteine, die sie {iber Antikor-
perbindung (B-Zellen) oder Phagozytose (Makrophagen und dendritische Zellen) aufgenom-
men haben, iiber die MHC-Molekiile der Klasse II. Bei Makrophagen und dendritischen Zel-
len kann es auch zu einer Présentation aufgenommener Proteine oder Peptide iiber MHC-
Klasse I Molekiile kommen. Die Aktivierung von T-Zellen iiber diesen Weg bezeichnet man
als cross-priming.

Fiir eine Aktivierung von CD8" zytotoxischen T-Zellen ist eine funktionierende Antigenpro-
zessierung und -priasentation der APZ iiber die MHC-Molekiile der Klasse I notwendig (Abb.
3).

Dabei werden zelluldre Proteine nach Ubiquitinierung (Ub) durch den Proteasomenkomplex
in Peptide gespalten. Diese Peptide gelangen ATP-abhingig tiber den Peptidtransporter (TAP)
in das endoplasmatische Retikulum (ER). Dort werden sie mit Hilfe verschiedener Chaperone
(Tapasin, ER60 und Calreticulin) auf MHC-Komplexe der Klasse I (schwere Kette und B,-
Microglobulin) geladen. Uber den Golgi-Apparat und zytoplasmatische Vesikel werden diese
auf die Zelloberfliche gebracht, wo sie den CD8" T-Zellen priisentiert werden (Seliger et al.,
2000).

MHC-Klasse | schwere Kette

Calnexin

ER-Lumen

Calreticulin

Ub
Proteasomenkomplex

mit Aktivatoren Protein

Abb. 3 MHC-Klasse | Antigenprozessierungsweg
Intrazelluldre Proteine werden nach Ubiquitinierung (Ub) vom Proteasmenkomplex in Peptide gespalten und Gber den
Peptidtransporter TAP in das endoplasmatische Retikulum transportiert. Dort werden die Peptide mit Hilfe verschiede-
ner Chaperone (Tapasin, ER60, Calreticulin) auf MHC-Klasse | Komplexe geladen und zur Zelloberflache transpor-
tiert. B.M=B,-Mikroglobulin
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Durch die Bindung eines MHC-Molekiils mit einem fremden Peptid wird iiber den
T-Zellrezeptor ein erstes Signal in einer ruhenden, naiven T-Zelle ausgelost. Dieses Signal
reicht zu einer funktionellen Aktivierung der T-Zelle jedoch nicht aus (Alegre et al., 2001;
Carreno und Collins, 2002). Die T-Zelle benétigt ein zweites, sogenanntes costimulatorisches
Signal, das unter anderem iiber die Bindung eines B7-Molekiils (B7-1 oder B7-2) an den
CD28-Rezeptor (Aruffo und Seed, 1987; Lee et al., 1990; Acuto et al., 2003) auf der Oberfli-
che der T-Zellen (Abb. 4) oder auch durch die Bindung von CD40 und CD40 Ligand ausge-
16st werden kann.

APZ naive CD8* T- Zelle

Signal 1

(

Signal 2

Aktivierung

- J

@ VHCKiasse | Komplex  (Qantigenes Peptid

Abb. 4 T-Zell Aktivierung
Eine naive T-Zelle wird durch Bindung eines MHC-Klasse | Komplexes mit antigenem Peptid auf einer antigen-
prasentierende Zelle (APZ) an den T-Zellrezeptor (TZR) und eines B7 Molekiils an den CD28 Rezeptor aktiviert.

Die T-Zellen beginnen mit einer starken Sekretion verschiedener Zytokine wie z.B. IFNy,
dass die Antigenprisentation der APZ erhohen kann, oder IL-2, dass eine zusitzliche T-Zell
Aktivierung vermittelt. Die Aktivierung der T-Zellen 16st aulerdem eine starke Zellvermeh-
rung aus. Durch diese Proliferation entstehen u.a. viele lytisch aktive T-Zellen, die Tumor-
oder virusinfizierte Zellen auch ohne Costimulation abtdten konnen, da fiir diese Abtotung
eine Bindung iiber den T-Zellrezeptor ausreicht (Abb. 2, 5; Krammer, 2000; Seki et al., 2002).
Diese Abtotung erreichen die T-Zellen zum einen durch osmotische Lyse, indem ausgeschiit-
tete Perforinmolekiile Offnungen in der Zellmembran der Zielzelle bilden, iiber die Wasser
einstromen kann. Uber diese Offnungen oder auch iiber Endozytose konnen zusitzlich Gran-
zyme in die Zellen eindringen und Apoptose auslosen. Als dritten Mechanismus exprimieren
Iytische T-Zellen den Fas-Liganden, der iiber Bindung des Fas-Rezeptors auf den Zielzellen
ebenfalls Apoptose induziert (Krammer, 2000; Seki et al., 2002).

APZ

(z.B. Tumorzelle) aktivierte CD8" T- Zelle

- Perforin, Granzyme
="

~
-y \

-

Zelllyse -
Apoptose

Signal 1

SigMal 2

~ -
-——— -
“SN_=--c

@ MHCKiasse | Komplex () antigenes Peptid

Abb. 5 Lytische T-Zell Attacke
Eine aktivierte T-Zelle zerstort eine APZ (z.B. eine Tumorzelle) durch Apoptoseinduktion Gber Granzyme bzw. den
Fas-Liganden (FasL) und durch eine Stérung des osmotischen Gleichgewichts mittels des porenbildenden Perforin.
Dazu benétigt sie nur das erste Signal Uber den T-Zellrezeptor (TZR).
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Weiterhin differenzieren einige aktivierte T-Zellen auch zu Gedéchtnis (memory) T-Zellen,
die eine lang anhaltende Immunitét vermitteln. Sie haben eine hohe Lebensdauer, teilen sich
regelmiéBig, zirkulieren viele Jahre durch den Korper und konnen bei Wiederauftreten von
gleichartigen APZ, z.B. Tumorzellen oder virusinfizierten Zellen, sehr schnell eine Immunre-
aktion ausldsen. Die lytisch aktiven T-Zellen dagegen sterben ohne Stimulation durch Fremd-
antigene ab (Kaech et al., 2002).

Binden ruhende, naive T-Zellen iiber ihren TZR an APZ, die keine costimulatorischen Mole-
kiile exprimieren, so werden diese T-Zellen nicht aktiviert, sondern es kommt zur Induktion
von Toleranz und Anergy (Abb. 9).

4. Costimulatorische Molektle der B7-Proteinfamilie

Unter den fiir eine T-Zell Costimulation notwendigen verschiedenen Mitgliedern der B7-
Liganden-Rezeptorfamilie (Tab. 2-3) gibt es groBe Sequenzhomologien (Carreno und Collins,
2002). Weiterhin fillt die gemeinsame chromosomale Lokalisation von B7-1 und B7-2 sowie
CD28, CTLA-4 und ICOS (induzierbarer Costimulator) auf (Tab. 4).

Tab. 2 Proteinidentitdaten unter den Liganden der B7-Proteinfamilie

Proteinidentitit (%)

Protein B7-2 B7-H1 B7-H2 B7-H3 B7-DC
B7-1 26 25 26 27 23
B7-2 21 23 26 22

B7-H1 25 31 41

B7-H2 33 27

B7-H3 27

Tab. 3 Proteinidentitéten unter den Rezeptoren der B7-Proteinfamilie
Proteinidentitét (%)
Protein CTLA-4 ICOS PD-1
CD28 33 29 15
CTLA-4 18 20
ICOS 13
Tab. 4 Charakteristika der B7-Proteinfamilie
molekulare Masse | Aminoséuren chrom(?sor_nale pl
Lokalisation
B7-1 33kDa 288 3q21 7,6
B7-2 38kDa 329 3q21 6,5
B7-H1 33kDa 290 9p24 6,8
B7-H2 33kDa 302 21g22.3 5,2
B7-H3 34kDa 316 15q23-q24 4,5
B7-DC 31kDa 273 9p24.2 8,2
CD28 25kDa 220 2q33 9,5
CTLA-4 25kDa 223 2q33 6,7
ICOS 23kDa 199 2q33 9,0
PD-1 32kDa 288 2q37.3 8,3

Die T-Zell Costimulation durch die Molekiile der B7-Proteinfamilie beinhaltet positiv stimu-
latorische Eigenschaften, die z.B. iiber eine Bindung eines B7-Molekiils (B7-1 oder B7-2) an
den CD28 Rezeptor vermittelt werden (Abb. 6) sowie negativ regulatorische Eigenschaften,
die z.B. durch die Bindung der beiden B7-Molekiile an den CTLA-4 Rezeptor vermittelt wer-
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den (Howard et al., 1991; Egen und Allison, 2002; Egen et al., 2002; Greenwald et al., 2002;
Davis et al., 2003).

B7-1 und B7-2 besitzen zwei extrazellulire Immunglobulindoménen (Ig-Doménen), einen
Transmembranbereich und eine kurze zytoplasmatische Domine. CD28 und CTLA-4 sind
charakterisiert durch eine extrazelluldre Ig-Doméne, einen Transmembranbereich und zy-
toplasmatische Doménen mit verschiedenen Motiven, iiber die Signale vermittelt werden kon-
nen (Schwartz et al., 2002).

Auf naiven T-Zellen wird CD28 konstitutiv stark exprimiert, wihrend die konstitutive
CTLA-4 Oberflichenexpression bei naiven T-Zellen nur sehr gering ist und durch eine T-Zell
Aktivierung hochreguliert wird. CTLA-4 hat eine hohere Affinitdt fiir die beiden B7-
Molekiile als CD28 und sorgt so nach einer Stimulierung und Aktivierung durch einen feed-
back Mechanismus dafiir, dass die T-Zellaktivierung wieder reduziert wird.

Die beiden B7-Molekiile (Selvakumar et al., 1992; Freeman et al., 1993b) haben trotz groB3er
Sequenzhomologie (Tab. 2.) und gleicher Bindestelle fiir CD28 und CTLA-4 unterschiedliche
Eigenschaften. B7-2 ist auf professionellen antigenprisentierenden Zellen in geringen Men-
gen konstitutiv exprimiert und wird nach T-Zellbindung hochreguliert, wiahrend B7-1, dass
eine hohere Affinitit fiir CD28 und CTLA-4 besitzt, erst spiter auf der Zelloberfliche expri-
miert wird (Sharpe und Freeman, 2002). Eine typische Bindung zwischen APZ und T-Zelle
beginnt mit einer relativ schwachen Bindung zwischen B7-2 und CD28 und geht wéhrend der
T-Zell Aktivierung in eine 100fach stdrkere Bindung zwischen B7-1 und CTLA-4 iiber (Davis
et al., 2003).

APZ T-Zelle

B7-1/-2 ) CTLA-4 / /\

TZR | Aktivierung '

B7-1/-2 ) CD28 \
AN
L B7-H2 ) ICOS

'Y MHC-Klasse | Komplex 0 antigenes Peptid

Abb. 6 T-Zell Costimulation
Uber die Bindung des MHC-Komplexes an den TZR und die Bindung von B7-1/B7-2 an CD28 bzw. B7-H2 an ICOS
wird eine T-Zell Aktivierung ausgeldst bzw. verstérkt. Eine Bindung von B7-1/B7-2 an CTLA-4 hingegen fuhrt zu einer
Inhibition der T-Zell Aktivierung.

Parallel dazu kann es zu einer Bindung zwischen dem B7-Homolog B7-H2 (Ling et al., 2000)
und dem positiven costimulatorischen Rezeptor ICOS (Hutloff et al., 1999), der nach Beginn
der T-Zell Aktivierung auf der T-Zelloberfldche exprimiert wird, kommen.

B7-H2 ist in seinem Aufbau B7-1 und B7-2 sehr dhnlich. B7-H2 gehort ebenfalls zur Ig-
Superfamilie und besitzt zwei extrazelluldre Ig-Doménen. Demgegeniiber besitzt ICOS in
seinem Aufbau starke Ahnlichkeiten mit CD28 und CTLA-4 (Schwartz et al., 2002).

Durch die Bindung von B7-H2 an ICOS wird die T-Zell Proliferation und Zytokinsekretion,
vor allem von IL-10, verstirkt. Die Expression von B7-H2 wurde bis jetzt vor allem auf pro-
fessionellen APZ beobachtet (Yoshinaga et al., 2000; Greenwald et al., 2002; Liang und Sha,
2002).

Neben der Identifizierung von B7-H2 wurden noch drei weitere B7-Homologe gefunden, de-
ren Rollen in der APZ/T-Zell-Wechselwirkung derzeit intensiv untersucht werden:
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Das Molekiil B7-H1 wurde ebenfalls auf professionellen APZ identifiziert (Freeman et al.,
2000). B7-H1 bindet u.a. an den Rezeptor PD-1 (programmed cell death 1) und vermittelt ein
Signal, das zur Apoptose fiihrt. Da die B7-H1 Expression kiirzlich in Tumoren nachgewiesen
wurde und damit zur Apoptose von T-Zellen fiihren kann (Dong et al., 2002; Mazanet und
Hughes, 2002), ist die B7-H1 Expression bei der Etablierung von Tumortherapien zu beach-
ten. So konnte gezigt werden, dass eine B7-H1 Blockade mit Antikdrpern die T-Zell Aktivie-
rung deutlich verbessert (Brown et al., 2003).

Ebenfalls an PD-1 bindet B7-DC und reduziert so eine T-Zell Aktivierung @hnlich der Bin-
dung von B7-H1 (Sharpe und Freeman, 2002). Die Expression von B7-DC kann auf professi-
onellen APZ induziert werden, ist aber nicht auf diese Zellen beschrinkt.

B7-H3 wird konstitutiv auf vielen Tumorzelllinien exprimiert, wihrend auf professionellen
APZ die Expression durch Zytokine induziert werden kann. Ein Rezeptor ist noch nicht be-
kannt, aber das Molekiil besitzt T-Zell stimulatorische Eigenschaften (Chapoval et al., 2001).

5. Signaltransduktion aktivierter T-Zellen

Durch Bindung der MHC-Klasse I / Peptid-Komplexe und der B7-Molekiile an ihre Rezepto-
ren auf den T-Zellen werden iiber verschiedene Signalwege T-Zell Aktivierung, Toleranz etc.
ausgelost (Alegre et al., 2001; Leo und Schraven, 2001).

Damit der TZR das erste Signal weitergeben kann, benétigt er zwei weitere Molekiile. Dies ist
zum einen der Corezeptor CD4 (T-Helferzellen) bzw. CDS8 (zytotoxische T-Zelle), der die
Bindung an die Zielzelle unterstiitzt und zur eigentlichen Signaltransduktion das CD3 Mole-
kiil mit der {-Kette und ihren Tyrosin (Y) basierten Aktivierungsmotiven (Abb. 7A).

Durch Bindung des MHC-Komplexes an den TZR kommt es unter Mitwirkung des Corezep-
tors zur Aktivierung der SRC Kinase Lck und nachfolgender Phosphorylierung des CD3-
Komplexes (Zamoyska et al., 2003). Diese CD3-Phosphorylierung fiihrt zur Anlagerung und
nachfolgender Phosphorylierung der assoziierten Tyrosinkinase ZAP-70. Uber die Phos-
phorylierung weiterer Adapterproteine fiihrt dies zur Aktivierung der Phospholipase Cyl
(PLCy1) und der Guanin Triphosphatase RAC. Durch die PLCy Aktivierung wiederum
kommt es zu einem Einstrom von Ca>* und der Aktivierung von RAS (Cantrell, 2003). Alle
diese Vorginge fithren iiber komplexe Signalkaskaden (Alberola-Ila und Hernandez-Hoyos,
2003), die meist iiber Phosphorylierungen vermittelt werden, zur Aktivierung der Mitogen
aktivierten Proteinkinasen (MAP): extrazelluldr Signal-regulierte Kinasen (ERK), c-jun N-
terminale Kinasen (JNK) und p38 (Rincon und Pedraza-Alva 2003). Weiterhin werden die
Phosphatidyl 3-Kinase (PI3K) und Proteinkinase B (PKB/Akt) aktiviert. Alle diese Signale
fordern die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren (u.a. NF-xB, AP-1 und NF-AT), die dann
wiederum die Expression verschiedener Gene verstéirken, was zu einer Aktivierung der T-Zell
Funktion (Zytokinproduktion, Proliferation) fithrt (Abb. 7A).

Der B7-1/B7-2 bindende positiv regulatorische Costimulator CD28 bendétigt fiir die Auslo-
sung des zweiten Signals keine zusitzlichen Membranproteine und kann iiber seine Tyrosin-
reste (Y) und den Prolin-reichen Carboxyterminus selbst Signalkaskaden auslosen. Im nicht-
aktivierten Zustand kann CD28 die Serin/Threoninphosphatase 2A (PP2A) binden und da-
durch die T-Zell Aktivierung inhibieren (Abb. 7B).

Bei der Aktivierung durch Bindung von B7 wird CD28 an seinen Tyrosinresten phosphory-
liert. Dadurch kommt es zur Dissoziation von PP2A und der Anlagerung von PI3K bzw.
growth factor Rezeptor Protein 2 (GRB2). Die anschlieBende Aktivierung von PI3K induziert
die Phosphorylierung von Phosphatidylinositol (PI) zu Phosphatidylinositol 3-Phosphat
(PIP3). Dies wiederum fordert die Aktivierung der Proteinkinase B (Akt) und anschlieende
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB. Dieser 10st eine gesteigerte Expression von
BCL-X, aus, was das Uberleben der aktivierten T-Zelle fordert. Die PI3K Aktivierung kann
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durch das Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN) inhibiert werden (Kane und Weiss,
2003).

Uber die Bindung und Aktivierung von Lck an die Prolin-reiche Region kénnte CD28 auch
die IL-2 Produktion und Proliferation der T-Zelle férdern.

Einen positiven Einfluss von Akt, GRB2 und NF-kB auf Zytokinproduktion und Proliferation
wird diskutiert, konnte aber bisher noch nicht nachgewiesen werden (Abb. 7B).

Wie der negative Regulator CTLA-4 Signale vermittelt bzw. die Signalkaskaden von CD28
und TZR/CD3 blockiert, ist bis jetzt nur zum Teil entschliisselt.

CTLA-4 besitzt ebenso wie CD28 Tyrosinreste (Y) und Prolin-reiche Regionen, die potentiell
Signale weitergeben konnen. Andererseits zeigten Versuche, bei denen CTLA-4 Mutanten
eingesetzt wurden, denen der komplette zytoplasmatische Teil fehlte, ebenfalls eine Inhibie-
rung der T-Zell Aktivierung. Somit muss CTLA-4 verschiedene Mdoglichkeiten besitzen, die
T-Zell Aktivierung zu hemmen (Nakaseko et al., 1999; Baroja et al., 2000; Carreno et al.,
2000; Cinek et al., 2000; Schneider und Rudd, 2000; Chambers et al., 2001).

Die Untersuchung der Funktion von CTLA-4 wird dabei erschwert, weil die CTLA-4 Ober-
flichenexpression iiber Endozytose reguliert wird (Abb. 7C). Im inaktiven, B7 ungebundenen
Zustand bindet eine Untereinheit (AP-50) des Endozytose vermittelnden Clathrin Adapterpro-
teins AP-2 an einen der Tyrosinreste von CTLA-4. Dies fiihrt zu einer schnellen Endozytose
von inaktivem CTLA-4, was die geringe CTLA-4 Oberfliachenxpression erklért (Davis et al.,
2003). Nach der T-Zell Aktivierung iiber TZR/CD3 und CD28 kénnte CTLA-4 z.B. durch
Lck phosphoryliert werden. Dadurch wird die Bindung von AP-50 und die damit verbundene
Endozytose verhindert, CTLA-4 wird nicht endozytiert und verbleibt somit auf der Oberfla-
che. Dort kann es seine Expression verstirken, bis es zu einer Inhibition der T-Zell Aktivie-
rung kommt (Alegre et al., 2001; Greenwald et al., 2002; Rudd et al., 2002; Saito und Yama-
saki, 2003).

Diese Inhibition kann z.B. durch die Aktivierung der SH2-Doméne beinhaltende Protein-
Tyrosin-Phosphatase (SHP-2) und deren Dephosphorylierung der CD3 (-Kette vermittelt
werden. Auch die Bindung von PP2A und PI3K sind méglich (Abb. 7C).

Die CTLA-4 Aktivierung fiihrt zur Reduktion der Aktivierung von ERK und JNK sowie der
Transkriptionsfaktoren (NF-kB, AP-1 und NF-AT). Dies resultiert in einem Zellzyklusarrest
und Inhibition der Zytokinproduktion.

Viele dieser Moglichkeiten werden noch sehr kontrovers diskutiert (Alegre et al., 2001; Leo
und Schraven, 2001; Egen et al., 2002; Davis et al., 2003).
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Abb. 7 Signaltransduktion in T-Zellen (veréandert nach Alegre et al., 2001)

A Signaltransduktion durch TZR/CD3
Durch TZR Bindung an den MHC-Komplex ist die Phosphorylierung von CD3¢ méglich. Uber verschiedene Signal-
wege (ZAP70, PLCy1 und RAC) werden dadurch abschlieBend Transkriptionsfaktoren, Zytokinproduktion und Proli-
feration aktiviert.

B Signaltransduktion durch CD28
Durch B7 Bindung, wird parallel zur Aktivierung Gber TZR/CD3, CD28 phosphoryliert. Dies fiihrt durch ein Dissozia-
tion von PP2A zum Ende der Inhibition der T-Zell Aktivierung. Weiterhin aktiviert CD28 Uber PI3K die Zytokinpro-
duktion und Proliferation. Uber PI3K, Akt und NF-kB wird das T-Zell Uberleben gefordert.

C Signaltransduktion durch CTLA-4
CTLA-4 wird im B7-ungebunden Zustand schnell endozytiert und verbleibt somit nur kurz auf der Zelloberflache.
Nach Aktivierung der T-Zelle Gber TZR/CD3 wird CTLA-4 phosphoryliert und verbleibt verstérkt auf der Zelloberfl&-
che. Uber verschiedene Wege kann CTLA-4 die Zytokinproduktion blockieren und einen Zellzyklusarrest vermitteln.

Akt = PKB = Proteinkinase B, AP = Adapterprotein, ERK = durch extrazellulére Signale regulierte Kinasen, GRB2 =
growth factor Rezeptor Protein 2, JNK = c-jun N-terminale Kinasen, Lck = SRC Kinase, NF-xB = Nuklearfaktor kB, NF-
AT = Nuklearfaktor aktivierte T-Zellen, P = Prolin-reiche carboxyterminale Region, Pl = Phosphatidylinositol, PI3K =
Phosphatidyl 3-Kinase, PIP3 = Phosphatidylinositol 3-Phosphat, PLCy = Phospholipase Cy, PP2A = Se-
rin/Threoninphosphatase 2A, PTEN = Phosphatase und Tensin Homolog, RAC = Guanin Triphosphatase, SHP2 =
SH2-Domane beinhaltende Protein-Tyrosin-Phosphatase, TZR = T-Zell Rezeptor, Y = Tyrosin, ZAP70 = CD3( assozi-
iertes Protein
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6. Immune escape Mechanismen von Tumorzellen

Trotz eines in der Regel gut funktionierenden Immunsystems entkommen Tumorzellen hiufig
diesem System und I6sen Krebs aus. Es gibt dabei mehrere Mechanismen, durch die Tumor-
zellen eine effektive Immunantwort verhindern kdnnen:

Manche Tumore sind in der Lage, die Oberfldchenexpression ihrer MHC-Molekiile (beim
Menschen HLA human leucocyte antigen) zu reduzieren und verhindern somit das 1. Signal,
das fiir eine T-Zell Erkennung sowohl zur Aktivierung als auch fiir eine Tumorzelllyse beno-
tigt wird.

Tumore konnen aulerdem auch die Menge an présentierten Tumorantigenen soweit reduzie-
ren, dass sie nur noch schlecht von T-Zellen erkannt werden konnen.

Andere Tumore haben eine gewisse Resistenz gegen die T-Zell vermittelte Zelllyse entwi-
ckelt, indem sie z.B. die Oberflichenexpression des Fas-Rezeptors reduzieren.

Eine anderer Weg dem Immunsystem zu entkommen ist der, verschiedene Molekiile auszu-
schiitten oder auf der Zelloberfliche zu exprimieren, die die T-Zellen in ihrer Aktivitit hem-
men (z.B. TGFB oder HLA-G) oder in den T-Zellen Apoptose z.B. iiber den Fas-Liganden
auslosen (Tab. 5).

Tab. 5 Aktive und passive immune escape Mechanismen von Tumoren

Aktive Mechanismen Passive Mechanismen
e Fas L-Expression ® niedrige oder fehlende MHC Expression
¢ Immunsuppressive Zytokine e defiziente Antigenprozessierung
(z.B. TGF-B,, IL-10) z.B.durch Mutationen in TAP

e Wachstum von Antigen-negativen Mutanten,
Antigen/Epitopverlust (Immunselektion)

e Expression von nicht-klassischen
MHC-Klasse I Antigenen (z.B. HLA-G)

¢ inadidquate Expression von kostimulatorischen und
Adhisionsmolekiilen

e Abwesenheit von Fas-Expression oder Defizienzen
in der Fas-Signaltransduktion

¢ Prostaglandine

¢ Inhibitorische Neuropeptide

Ein weiteres Problem fiir eine effektive T-Zell Aktivierung ist die Tatsache, dass die meisten
der bis jetzt identifizierten Tumorantigene (Renkvist et al., 2001) Antigene sind, die aus dem
korpereigenen Genrepertoire stammen. Oft handelt es sich dabei um Differenzierungsantigene
oder Gene aus der Embryonalentwicklung. Sie sind somit korpereigen, und T-Zellen, die die-
se Antigene erkennen wiirden, werden im Thymus abgetotet (Sadelain et al., 2003).

Vielen Tumorzellen fehlt aber vor allem die Expression der costimulatorischen B7-Molekiile
(Abb. 8).

APZ (Tumorzelle) naive CD8" T- Zelle

4 )

® MHC-Klasse | Komplex
TZR Signal 1

0 antigenes Peptid

Akti><rung

- J

Abb. 8 Fehlende T-Zell Costimulation
EineTumorzelle exprimiert kein B7 auf ihrer Zelloberflache. Dadurch fehlt der antigenspezifischen T-Zelle das zweite
Signal zur T-Zell Aktivierung trotz der Bindung des TZR an den MHC-Klasse | Komplex mit antigenem Peptid.
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Somit fehlen den T-Zellen fiir eine effektive Aktivierung das zweite Signal. Dadurch verblei-
ben diese Zellen in ihrem inaktivierten Zustand und es kann auch zur Induktion von Toleranz
oder Apoptose kommen (Abb. 9).

TZR + Costimulation Aktivierung
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TZR alleine keine Aktivierung

Toleranz
Apoptose

Zeit

Abb. 9 T-Zell Aktivierung
Fir eine T-Zell Aktivierung ist eine Stimulation Gber TZR und Costimulation notwendig. Wird die T-Zelle nur lber den
TZR stimuliert, so wird die notwendige Stimulationsschwelle fiir eine T-Zell Aktivierung nicht erreicht und statt dessen
Toleranz oder Apoptose ausgeldst.

7. Nierenzellkarzinom

In Deutschland erkranken jihrlich ca. 350.000 Menschen an Krebs. Ein Grofteil der Patienten
ist bei Diagnose iiber 60 Jahre alt, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 66 Jahren liegt.
Bei Minnern sind bosartige Neubildungen im Bereich der Prostata, Lunge und Darm am héu-
figsten, wihrend Frauen vor allem von Brust- und Darmkrebs betroffen sind.

Ausloser fiir eine Krebserkrankung sind meist viele Faktoren, die zusammentreffen, nur selten
lasst sich eine Krebserkrankung an einer Ursache festmachen. Es gibt allerdings einige ver-
meidbare Risikofaktoren, bei denen das Rauchen an erster Stelle steht. Bei 25-30% aller
Krebstodesfille ist Zigarettenrauchen die Hauptursache. Ahnlich grof ist der Anteil, der auf
falsche Erndhrung zuriickzufiihren ist. Andere Risikofaktoren sind Infektionen, genetische
Pridisposition, erhohter Alkoholgenuss, Exposition am Arbeitsplatz und Umweltfaktoren
(Krebs in Deutschland, 2002).

Seit der Mitte der 80er Jahre scheint die Zahl an Krebsneuerkrankungen nicht mehr zuzuneh-
men und bei den Minnern ergibt sich ab Mitte der 90er Jahre scheinbar ein leichter Riick-
gang. Deutschland dabei liegt beziiglich seiner Zahlenwerten dabei zwischen den Werten der
EU-Staaten und der USA.

Diesen Platz nimmt Deutschland auch bei den Prognosedaten ein. Die ersten 5 Jahre nach
Krebserkrankung iiberleben durchschnittlich 53% der Frauen und 40% der Méinner, wobei
dies natiirlich stark von der Krebsart abhingt:

Uber 90% der Personen die an malignem Melanom oder Hodenkrebs erkranken iiberleben die
ersten 5 Jahre, wohingegen die Uberlebensrate beim Speiserohrenkrebs unter 10% liegt. Jihr-
lich sterben in Deutschland ca. 210.000 Menschen an Krebs (Quelle: Statistisches Bundesamt
Wiesbaden).

Eine sehr geringe 5 Jahresiiberlebensrate haben auch Patienten mit metastasierendem Nieren-
zellkarzinom. Wenn bereits Metastasen aufgetreten sind, iiberleben nur 10% der Patienten die
ersten 5 Jahre nach Diagnose der Erkrankung (Krebs in Deutschland, 2002; Mejean et al.,
2003). 80-90% tiiberleben dagegen die ersten 5 Jahre, wenn die Tumore auf die Niere be-
schrinkt bleiben. Dies zeigt vor allem, wie wichtig eine frithe Diagnose und operative Entfer-
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nung des Tumors ist. Bei sehr frither Diagnose kann immer 6fter auch von einer kompletten
Entfernung der befallenen Niere abgesehen werden.

In Deutschland machen bosartige Nierenzellkarzinome ca. 4% der Neuerkrankungen und 3%
der Todesfille an Krebs aus. Weltweit schitzt man zur Zeit ca. 100.000 Tote durch Nieren-
krebs pro Jahr. Nachdem es sowohl bei der Erkrankungsrate als auch bei der Sterberate in
Deutschland in den 70er und 80er Jahren zu deutlichen Steigerungen gekommen ist, stagnie-
ren die Zahlen seit Mitte der 90er Jahre. Allerdings liegen die Zahlen im Vergleichsrahmen
der EU-Staaten an vorderster Stelle. Risikofaktoren sind neben Rauchen und Ubergewicht vor
allem die Exposition mit verschiedenen Chemikalien, Schwermetallen oder ionisierender
Strahlung. Eine sehr hohes Risiko haben auch Dialysepatienten und Patienten die von der von
Hippel-Lindau (VHL) Krankheit betroffen sind (Vogelzang und Stadler, 1998).

Nierentumore (RCC, renal cell cancer) unterscheidet man histologisch im wesentlichen in
klarzellige, chromophile, chromophobe Tumore und Onkozytome. Klarzellige und chro-
mophile Tumore haben ihren Ursprung im proximalen Tubulus, wobei klarzellige Karzinome,
die oft eine Inaktivierung des VHL-Gens zeigen, ca. 80% und chromophile Karzinome ca.
10% aller Erkrankungen ausmachen. Die restlichen Nierentumore wie chromophobe Karzi-
nome oder Onkozytome, haben ihren zelluldren Ursprung in den abfithrenden Sammelgefifie
der Niere. Patienten mit einem chromphoben Karzinom haben die hochste Uberlebensrate,
gefolgt von Patienten die an chromophilen und klarzelligen Nierenkarzinomen erkranken
(Motzer et al., 1996; Moch et al., 2000).

Zusitzlich zur histologischen Klassifikation werden die Tumore nach der TMN (tumor me-
tastasis nodes)-Klassifikation eingeteilt (Hermanek, 1998; Wittekind et al., 2002). Primirtu-
mor (Abb.10), regionale Lymphknoten, Fernmetastasen, histologisches Grading und dadurch
auch Eingruppierung in verschiedene Stadien werden dabei weltweit nach einheitlichen Re-
geln durchgefiihrt (Anhang X.1).

T1

>7cm

<7cm

Gerota-Faszie

Gerota-Faszie

perirenales il

perirenales
Gewebe

Gewebe

Abb. 10 Klassifikation primérer Nierentumore (Hermanek, 1998; Wittekind et al., 2002)
Nierentumore des Stadiums T1 sind in ihrer gréBten Ausdehnung < 7cm und bleiben wie Tumore des Stadiums T2,
die in ihrer Ausdehnung 7cm Uberschreiten, auf die Niere beschrénkt. Tumore der Stadien T3 und T4 bleiben nicht auf
die Niere beschrankt und infiltrieren die Nebenniere und gréBere Venen. Im Gegensatz zu Stadium T4 breiten sie sich
im Stadium T3 jedoch noch nicht Uber die Gerota-Faszie hinaus aus.
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Wenn der primédre Tumor nicht auf die Niere beschrinkt ist (T3, T4), regionale Lymphkno-
tenmetastasen (N1, N2) oder entfernte Metastasen auftreten (M1) steigt die Stadiengruppie-
rung und es sinkt die Uberlebensrate deutlich (Guinan et al., 1997). Auch ein geringer Diffe-
renzierungsgrad (G3-4) verschlechtert die Prognose fiir den Patienten.

Neben einer frithen Diagnose und schnellen operativen Entfernung des Tumors sind die The-
rapiemoglichkeiten sehr eingeschrinkt (Motzer und Russo, 2000; Daliani et al., 2002; Zisman
et al., 2003). Nierenkarzinomzellen sind sehr resistent gegeniiber Radio- und Chemotherapie.
Nur fiir einzelne Chemotherapeutika ist iiberhaupt eine positive Reaktion berichtet worden.
Dauerhafte Heilung wurde bisher nur in wenigen Einzelfillen dokumentiert. Eine etwas bes-
sere Therapiemoglichkeit bietet eine systemische Immuntherapie mit IL-2, [FNa oder IFNy.
Aber auch hier liegen die positiven Reaktionen bei Einzeltherapie unter 20%. Zur Zeit wird
eine Kombination aus mehreren Immuntherapeutika z.B. IL-2, IFNa und einem Chemothera-
peutikum z.B. Fluorouracil empfohlen, hier ist eine positive Entwicklung der Tumorerkran-
kung in knapp 30% der Fille festzustellen (Brinkmann et al., 2002; Ringhoffer und
Gschwend, 2002).

8. spezifische Immuntherapie

Zelluldre Immuntherapien geben die Moglichkeit neue Wege zu beschreiten. Ziel ist die Ver-
besserung der Reaktion des Immunsystems und hier besonders der Immunantwort der T-
Zellen.

Durch eine spezifische Stimulation des Immunsystems erwartet man eine gute, langanhalten-
de Immunantwort, die vor allem wirksam gegen Metastasen sein soll und den Patienten auch
lange vor auftretenden Rezidiven schiitzen kann (Kaech et al., 2002).

Fiir eine erfolgreiche Immuntherapie ist es zundchst notwendig zu erkennen, wie die Tumor-
zellen sich dem Zugriff des Immunsystems entziehen (Abken et al., 2002).

Oft sind die Tumorzellen nicht in der Lage, das erste Signal iiber den die MHC-Klasse I Mo-
lekiile oder das zweite costimulatorische Signal zur T-Zell Aktivierung auszulosen.

8.1. Ein spezifisches erstes Signal fir die T-Zell Aktivierung

Sind die Tumorzellen nicht in der Lage, das erste Signal zu vermitteln, fehlt ihnen oft entwe-
der die MHC Oberflichenexpression bzw. Antigenprisentation oder es gibt keine T-Zellen
mit passendem TZR, weil es sich z.B. um Selbstantigene handelt (Tab. 6).

Tab. 6 Verschiedene Méglichkeiten der spezifischen Immuntherapie

Tumorescape Therapie Vorteile Nachteile
geringe MHC IFN Erhohung der funktlionlilaei(rttel;ur bei
Expression Y MHC Expression

MHC Expression
nur Immunisierung
gegen ein Antigen

schlechte Prisentation,
hoher methodischer

antigene Peptide leichte Herstellung

keine Antigen-

préisentation DNA/RNA/Lysat Immunisierung gegen

mehrere Antigene

Aufwand
DC-Tumor Fusion gute Stimulation schlechte Effektivitit
TZR Transfektion experimentell
kein passender T-Zell Transfer aufwendig,

TZR Stammzell- hohe Spezifitit Immunisierung nur

transplantation gegen ein Antigen
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Fehlt ein ausreichendes erstes Signal aufgrund geringer MHC Expression kann, man diese
durch die Gabe von IFNy steigern und somit eine effiziente Immunantwort erreichen (Seliger
et al., 2000).

Bei schwacher Antigenprisentation muss das Antigen dem Immunsystem auf anderer Weise
priasentiert werden. Zur Présentation bieten sich dabei professionelle antigenprisentierende
Zellen wie B-Zellen oder dendritische Zellen (DC) an, da sie eine hohe Expression von MHC-
und costimulatorischen Molekiilen auf ihrer Oberfliche besitzen. Diese Zellen konnen in vitro
mit der DNA/RNA von Tumorantigenen/Tumorgewebe transfiziert oder mit antigenen Pepti-
den/Tumorzelllysat beladen und dann den Patienten verabreicht werden (Abb. 11; Nestle et
al., 1998; Dyall et al., 2001; Lambert et al., 2001; You et al., 2001; Heiser et al., 2002; Sul-
lenger und Gilboa, 2002; Thumann et al., 2003).

Tumor RNA Peptide

Beladung unreife DC

‘ mehrte cDNA l DC Reifung Monozyten
beladene T
reife DC

Tumorlysat
l mononukleare
Zellen

T i DC Vakzin 5
v

/

)

¢ eukaphorese

Tumorbiopsy

Patient

Abb. 11 DC Vakzin — Beladung mit RNA aus Tumorgeweben (Sullenger und Gilboa, 2002)

Aus Tumorbiopsiematerial wird die Gesamt-RNA gewonnen und cDNA-Molekile hergestellt. Nach Vermehrung der
cDNA Molekiile kénnen aus diesen wieder RNA-Molekiile hergestellt werden. Somit steht die Tumor-RNA in ausrei-
chender Menge zur Beladung der DC zur Verfligung. Weiterhin kénnen die DC auch mit Tumorlysat, cDNA oder anti-
genen Peptiden beladen werden. Zur DC Herstellung werden aus Leukaphoresen die mononuclearen Zellen gewon-
nen und Uber Monozyten zu unreifen DC differenziert. Diese unreifen DC werden mit Tumorlysat, Tumor cDNA, Tumor
RNA oder antigenen Peptiden beladen und ausgereift. Die reifen beladenen DC werden dann dem Patienten als DC-
Vakzin verabreicht. Im Patienten sollen diese DC dann die in der Tumor-RNA, Tumor-cDNA, Tumorlysat oder den an-
tigenen Peptiden vorhandenen Tumorantigene fir die Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen prasentieren.

Ein anderer Weg ist die Injektion von Peptiden bzw. DNA-Molekiilen von Tumorantigenen in
vivo. Man hofft dabei, dass DC diese Molekiile aufnehmen, dann antigene Peptide prisentie-
ren und somit T-Zellen aktivieren konnen (Parkhurst et al., 1996; Asea et al., 2000; Castellino
et al., 2000; Slansky et al., 2000; Hung et al., 2001; Livingston et al., 2001; Wang et al., 2001;
Parmiani et al., 2002).

In unkontrollierten klinischen Studien wurden allogene DC mit Tumorzellen fusioniert und
den Patienten verabreicht. Dadurch sollte die Antigenpridsentation der Tumorzellen mit den
costimulatorischen Eigenschaften der DC kombiniert werden. Da es bei diesen Versuchen zu
UnregelméBigkeiten kam, sind Effektivitit und Nebenwirkungen dieses vielversprechenden
Therapieansatzes zur Zeit nicht bekannt (Gong et al., 1997; Kugler et al., 2000; Avigan,
2003).
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Fehlen dem Patienten T-Zellen die den passenden Rezeptor tragen, so kann man antigenspezi-
fische T-Zellrezeptoren iiber Retroviren in T-Zellen des Patienten einbringen und diese dem
Patienten verabreichen (Weijtens et al., 2000; Stanislawski et al., 2001; Haynes et al., 2002;
Sadelain et al., 2003). Allerdings ist der Einsatz von Retroviren zur Transfektion von T-Zellen
zur Zeit nur eingeschrinkt moglich (siehe 1.9.).

Die allogene Stammzelltransplantation hat in verschiedenen Untersuchungen eine antitumora-
le Wirkung gezeigt. Durch einen GVT-(graft versus tumor) Effekt wurde eine Wachstums-
regression von soliden Tumoren und Metastasen beobachtet (Childs und Srinivasan, 2002;
Childs, 2002; Drachenberg und Childs, 2003). Intensive Untersuchungen bei Nierentumor-
patienten zeigte allerdings nur bei einem von zehn Patienten eine evaluierbare Reduktion des
Tumorwachstums (Hentschke et al., 2003).

8.2. Verbesserte Imnmunantwort durch Costimulation

Nierenkarzinome sind immunogene Tumore, d.h. sie haben meist eine gute MHC Oberfla-
chenexpression und Antigenprisentation (Motzer et al., 1996; Renkvist et al., 2001). Statt
dessen fehlt ihnen aber das zweite costimulatorische Signal. Somit ist es fiir die Therapie von
Nierentumoren sehr wichtig, neben dem ersten Signal iiber MHC und TZR, den T-Zellen das
zweite costimulatorische Signal zur Verfiigung zu stellen. Dabei ist ein B7-Gentransfer in
Tumorzellen ein vielsprechender Ansatz fiir die Herstellung eines zelluldren Vakzins. Solche
gentechnisch veridnderten Tumorzellen bieten Moglichkeiten fiir das bessere Verstindnis der
T-Zell Costimulation und zur Gewinnung neuer Erkenntnisse fiir mogliche Immuntherapien.

Es gibt verschiedene Wege, dieses zweite Signal den T-Zellen zur Verfiigung zu stellen:

Ist das Tumorantigen bekannt, konnen T-Zellrezeptoren in T-Zellen des Patienten eingebracht
werden (Abb. 12), die in der Lage sind, neben dem ersten Signal iiber eine CD28 Signaldo-
mine, auch das zweite Signal zu vermitteln (Hombach et al., 2001).

TZR Bindedomane "\

naive

T-Zelle .
Signal 1

(

CD28-Signaldoméne I Signal 2

TZR-Signaldoméane
(CD3Y)

Aktivierung

Abb. 12 Einzelstrang TZR mit CD3{ und CD28 Signaldoméne
Ein gentechnisch hergestellter einzelstrangiger TZR kann Uber eine Kombination von TZR (CD3¢) und CD28 Signal-
domanen beide Signale fir eine T-Zell Aktivierung vermitteln.

Ein anderer Weg ist, Tumorzellen mit costimulatorischen B7-Molekiilen zu transfizieren und
diese Zellen inaktiviert dann als zelluldres Vakzin zu verabreichen (Jung et al., 1999). Diese
modifizierten Tumorzellen sind dann in der Lage, im Patienten dessen antigenspezifischen T-
Zellen zu aktivieren (Abb. 13). In verschiedenen Mausmodellen wurden solche Ansitze be-
reits erfolgreich getestet (Akagi et al., 1997; Kerkmann-Tucek et al., 1998; Li et al., 1998;
Raes et al., 1998; Wollenberg et al., 1999; Tao et al., 2001). Durch Kombination mit ver-
schiedenen Zytokinen wie GM-CSF oder IL-2 konnten weitere Verbesserungen gezeigt wer-
den (Dunussi-Joannopoulos et al., 1998; Sivanandham et al., 1998; Liu et al., 2000; Van Gin-
derachter et al., 2000; Wang et al., 2000a; Wu et al., 2001). Auch die Kombination von B7-
Molekiilen mit Adédsionsmolekiilen wie ICAM-1 und LFA-3 fiihrt zu einer verbesserten Im-
munitidt (Hodge et al., 2001; Shankar et al., 2001; Greiner et al., 2002; Briones et al., 2003;
Hodge et al., 2003; Oh et al., 2003; Schlom et al., 2003).
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Abb. 13 B7 Gentransfer-Therapieansatz metastasierendes Nierenzellkarzinom
Durch B7-Gentransfer wird die antigenprasentierende Tumorzelle zu einem zelluldren Vakzin, da nun beide Signale
fur eine T-Zell Aktivierung vermittelt werden kdnnen, ebenso wie das feedback Signal tiber CTLA-4.

Verschiedene humane Studien in diesem Bereich wurden bei Adenokarzinomen (Horig et al.,
2000; von Mehren et al., 2000; von Mehren et al., 2001), Brustkrebs (Meyer et al., 1999),
Melanom (Kaufman et al., 2000) und Nierenkarzinomen (Antonia und Seigne, 2000; Pantuck
et al., 2001; Antonia et al., 2002) bereits erfolgreich durchgefiihrt. In Deutschland sind mehre-
re Studien in Vorbereitung. Dabei ist zur Zeit der Einsatz von allogenen B7 transfizierten
Tumorzellen geplant. Die Patienten erhalten als Vakzin bestrahlte Tumorzellen, die nicht
mehr teilungsfihig sind. Durch den Verlust der Teilungsfihigkeit und allogene Abstoungs-
reaktionen ist der Patient sehr gut geschiitzt. Im Vergleich zum Einsatz autologer Tumorzellen
konnen die T-Zellen des Patienten hier allerdings nur Antigene erkennen, die von den zwi-
schen Tumor- und T-Zelle iibereinstimmenden MHC-Molekiilen (z.B. HLA-A2) prisentiert
werden. Durch die schnelle AbstoBungsreaktion bleibt fiir diese T-Zell Erkennung nur wenig
Zeit. Daher wird bei diesen Therapieansitzen die Vakzinverabreichung mehrfach wiederholt,
um eine ausreichende T-Zell Aktivierung mit Proliferation und Zytokinsekretion zu erreichen
(Seliger und Kronfeld, 2003).

9. neue Therapiewege — Retroviren und Ribozyme

Ein Gentransfer in primédre humane Zellen wie Knochenmarkstammzellen oder T-Zellen, wie
er fiir die Transfektion z.B. zur Expression von TZR-Molekiilen notwendig ist, ist im Ver-
gleich zum Gentransfer in etablierte Zelllinien sehr schwierig. Molekularbiologische Stan-
dardmethoden, wie Elektroporation und Lipofektion, haben fiir klinische Anwendungen meist
eine zu geringe Effektivitit oder gravierende Nebenwirkungen.

Eine schnelle effiziente Methode des stabilen Gentransfers in primére sich teilende Zellen ist
der Einsatz von Retroviren. Hierbei macht man sich die Eigenschaft der Retroviren zu Nutze,
sich iiber zwei identische DNA-Bereiche, die long terminal repeats (LTR) stabil in das Ge-
nom der infizierten Zellen integrieren zu konnen. Zwischen diesen beiden LTR Bereichen
sitzen beim natiirlichen Virus die Gene, die er zur Vermehrung benétigt, hinter der Sequenz,
die fiir die Verpackung der Virus-DNA in die Viruspartikel benotigt wird, der leader-
Sequenz. In den aus diesen Retroviren entwickelten retroviralen Systemen hat man diese Be-
reiche getrennt. Die Gene fiir die Virusvermehrung sind nur im Genom von sogenannten Ver-
packungszelllinien vorhanden und in den retroviralen Vektor kann man fremde DNA z.B. fiir
B7-Molekiile oder ein Ribozym einbringen (Abb. 14).



I. Einleitung 22

I p
5LTR fremde DNA 3’LTR
_
leader-Sequenz

Abb. 14 retroviraler Vektor
Ein retrovirales Vektorkonstrukt besteht aus 5°'und 3'LTR, leader-Sequenz und zu exprimierender fremder DNA. Nach
Transfektion dieses Vektors in eine Verpackungszelllinie entstehen infektiose Partikel, die in der Lage sind, primare
Zellen (z.B. T-Zellen, Tumorzellen) mit der fremden DNA stabil zu transfizieren.

Diese Vektoren mit L'TR, leader-Sequenz und fremder DNA werden in Verpackungszelllinien
transfiziert, welche diese DNA-Bereiche dann in infektiose Retroviruspartikel verpacken, die
im Gegensatz zum natiirlichen Virus ihre eigenstindige Vermehrungsfihigkeit verloren ha-
ben. Eine eigenstéindige Vermehrung dieser Retroviren ohne Verpackungszellen ist daher we-
der in vivo noch in vitro moglich. Neben diesem Sicherheitsaspekt wurden diese Systeme au-
Berdem so optimiert, dass nur noch die Gene exprimiert werden, die man in die primiren Zel-
len einbringen will. Alle anderen moglichen Translationsinitiationssequenzen (ATG) wurden
entfernt (Hildinger et al., 1999) und dadurch die Expression potentiell immunogener Proteine
verhindert. So kommen diese retrovirale Systeme (Abb. 15) auch schon in mehreren klini-
schen gentherapeutischen Anwendungen zum Einsatz (Wong-Staal et al., 1998a; Kiihlcke et
al., 2002).

préklinische Untersuchungen zu
Ziel, Durchflihrbarkeit und Sicherheit

T-Zell Isolation

Retrovirus
Préparation

T-Zell Kultur
und Gentransfer

Langzeitbeobachtung
Patient
Verpackungszelllinie

Praklinik Klinik

Abb. 15 Kklinischer Einsatz eines Retrovirus am Beispiel einer T-Zell Transfektion
Ein retroviraler Vektor wird in eine Verpackungszelllinie transfiziert, diese produziert anschlieBend infektidse Retrovi-
ren. Mit diesen wird das gewiinschte Gen in T-Zellen der Patienten in der Zellkultur stabil eingebracht. Diese transfi-
zierten Zellen werden dem Patienten verabreicht und deren Entwicklung langfristig kontrolliert.

Fiir unterschiedliche Zelltypen stehen dabei die LTR Bereiche unterschiedlicher Retroviren
zur Verfiigung. Haupteinsatzgebiet dieser retroviralen Systeme ist die Transfektion von Kno-
chenmarksstammzellen oder anderen Zellen des Immunsystems, z.B. zur Kompensation von
Immundefekten (Hacein-Bey-Abina et al., 2003), Vermittlung einer Resistenz gegen Che-
motherapeutika (Laufs et al., 2002), Stammzellmarkierung (Bonini et al., 1997; Li et al.,
2002) oder Therapie von HIV Infektionen (Wong-Staal et al., 1998a). Wihrend retrovirale
Systeme mit den LTR Bereichen des spleen focus forming virus (SFFV) gute Genexpressio-
nen in myeloischen Zellen zeigen, sind die LTR Bereiche von myeloproliferativem Sarcomvi-
rus (MPSV) und moloney murine leukemia virus (MoMuLV) geeignet fiir die Transfizierung
von Knochenmarkstammzellen oder T-Zellen. Diese Unterschiede werden u.a. verursacht
durch gewebespezifische Promotoraktivitit, so zeigen z.B. die Promotorbereiche des Zytome-
galievirus (CMV), SV40 Virus und MoMuLV hohe Aktivititen in myeloischen Zellen im
Vergleich zu Promotoren von CD11 oder CD34 (Malik et al., 1995; Hu und Pathak, 2000;
Ebara et al., 2002; Engels et al., 2003; Ginn et al., 2003).
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Durch die hohe Transfektionseffizienz, die sich durch den Einsatz retroviraler Vektoren errei-
chen ldsst, kann man auf den FEinsatz storender Selektionsmarker verzichten (Jung et al.,
1998).

Im Jahr 2002 traten erste ernsthafte Komplikationen beim Einsatz von Retroviren auf, als bei
einer klinischen Studie in Frankreich bei zwei Patienten nach Gentherapie eine Leukidmie-
dhnliche Krankheit diagnostiziert wurde (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Kinder mit der erb-
lichen Immunschwichekrankheit SCID-X1 wurden mit eigenen, retroviral modifizierten Kno-
chenmarkstammzellen behandelt. Durch Transfer eines intakten Gens wurde dabei die Nor-
malfunktion der Stammzellen wieder hergestellt. Drei Jahre nach Therapiebeginn wurde eine
starke Vermehrung von T-Zellen festgestellt, die dieses intakte Gen trugen. Nachdem es eini-
ge Monate zuvor in einem Mausmodell ebenfalls gelungen war, durch retroviralen Gentrans-
fer Leukdmien auszul6sen (Li et al., 2002), wurden zunichst alle klinischen Studien mit Ret-
roviren in Deutschland gestoppt (Paul-Ehrlich-Institut und Bundesirztekammer, 2003). Nach
eingehender Priifung und ethischer Neubewertung wurde einigen Studien die Fortsetzung
genehmigt. Fiir die Fortfithrung von Studien, die ein dhnliches Prinzip wie die franzdsische
Studie benutzen, ist allerdings eine umfassende neue Risikoabschitzung und Korrektur der
Studienprotokolle notwendig (Baum et al., 2003).

Nachdem man bis vor 20 Jahren annahm, dass nur Proteine enzymatisch biochemische Reak-
tionen katalysieren kdnnen, entdeckte man in Pflanzen, niederen Eukaryonten, Bakterien und
Viren RNA-Molekiile, die in der Lage waren, andere RNA Molekiile zu spalten. Die Fihig-
keit dieser Ribozyme wurde analysiert und man kann nun synthetische Molekiile herstellen,
die in der Lage sind, spezifisch die mRNAs verschiedener Gene zu zerstoren. Dadurch sind
verschiedenste therapeutische Ansitze, z.B. fiir die Therapie nach HIV-Infektion (Wong-Staal
et al., 1998a; Feng et al., 2000; Sullenger und Gilboa, 2002), moglich geworden.

Das Ribozym bindet an die Ziel RNA und durch eine Transesterrifikationsreaktion wird eine
Spaltung der Ziel-RNA vermittelt (Abb. 16). Neben der Ermittlung der idealen Zielsequenz
auf der Ziel-RNA ist die Verabreichung des funktionellen Ribozyms von entscheidender Be-
deutung. Meist werden zur Expression in T-Zellen retrovirale Vektoren eingesetzt, die das
Ribozym in einer Expressionskassette, z.B. fiir tRNA-Molekiile, tragen.

Ziel mRNA
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Produktfreisetzung
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Abb. 16 Zerstérung der Ziel mRNA durch ein sequenzspezifisches Ribozym (Sullenger und Gilboa, 2002)
Das sequenzspezifische Ribozym bindet die Ziel mMRNA, spaltet sie und setzt anschlieBend das Produkt wieder frei.

In Abb. 17 ist ein Therapieablauf dargestellt, wie er zur Zeit in klinischen Studien bei HIV-
Patienten eingesetzt wird. Ein Vektor, der in der Lage ist, Ribozyme zu exprimieren, wird in
T-Zellen eingebracht, die vorher iiber Leukapherese aus dem Blut der Patienten isoliert wur-
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den. AnschlieBend erhalten die Patienten die transfizierten T-Zellen infundiert. Das Ribozym
unterdriickt hier die Expression des T-Zell Oberflichenrezeptors CCRS, iiber den der HIV-
Virus an CD4" T-Zellen binden und die Zellen infizieren kann (Wong-Staal et al., 1998a).
Auch bei der Therapie gegen Krebs gibt es klinische Studien, bei denen z.B. Ribozyme gegen
den Angiogenesefaktor VEGF eingesetzt werden (Glade-Bender et al., 2003).

Gentransfer

~ ©© Ribozymvektor
«
@
GG
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transduzierten 00 Kontrollvektor

Zellen

Patientenkontrolle

prd

_/ T-Zell Isolation
Abb. 17. Klinischer Einsatz eines Ribozyms

In einer klinischen Studie wird die Expression eines ungewiinschten Gens Uber Gentransfer eines spezifischen Ribo-
zyms in T-Zellen oder Knochenmarkstammzellen reduziert oder unterdriickt. Diese transfizierten Zellen werden dem
Patienten verabreicht und dessen Entwicklung wird langfristig kontrolliert.

Somit steht fiir die Entwicklung neuer Therapieansétze und auch fiir eine Gentherapie auf der
T-Zell Seite ein effektives Werkzeug zur Reduktion bzw. Unterdriickung der Expression eines
Zielgens zur Verfiigung.

10. Identifizierung von Biomarkern mittels Proteomanalyse

Die Analysen von Tumorzellen und T-Zellen konnen durch Identifizierung neuer Zielgene
ebenfalls zur Verbesserungen der Therapie verschiedener Tumorerkrankungen fiithren. Mittels
verschiedener neuer Technologien wie Transkriptom-, klassischer Proteom- oder SELDI-
Analysen konnen auf RNA- und Proteinebene Tumormarker und Biomarker erfolgreicher
Therapien identifiziert werden. Der Einsatz solcher Marker kann dann durch bessere Friiher-
kennung bzw. frithes Erkennen eines Therapieerfolges oder -versagens zu erheblichen Ver-
besserungen in der Tumortherapie fithren (Kellner et al., 2002; Falt et al., 2003; Kondo et al.,
2003; Li et al., 2003a; Lichtenfels et al., 2003; Ma et al., 2003; Simon et al., 2003; Soltys et
al., 2003; Vlahou et al., 2003; Wells et al., 2003; Xiao et al., 2003; Yanagisawa et al., 2003;
Yasui et al., 2003).

Die Auftrennung von Proteinproben nach isoelektrischem Punkt und GréBe mittels der 2D-
PAGE Proteomanalyse bietet die Mdoglichkeit, eine Vielzahl von Proteinen gleichzeitig zu
analysieren. Wihrend man bei Western Blot Analysen nur die Expression einzelner bekannter
Protein untersuchen kann, kann man auf 2D-Gelen alle Proteine einer Zelle betrachten. So
lassen sich Zellen in verschiedenen Stadien z.B. stimuliert und unstimuliert oder verschiedene
Zelltypen wie Tumor- und Normalgewebe gut vergleichen. Proteinspots, die Unterschiede
zwischen verschiedenen Zellstadien oder Zelltypen zeigen, konnen anschlieBend weiter ana-
lysiert werden. Die Proteine werden aus den Gelen ausgeschnitten, enzymatisch verdaut und
anschlieffend iiber ihr Fragmentmuster in massenspektrometrischen Analysen gekoppelt mit
Datenbankvergleichen identifiziert (Hirosawa et al., 1993; Lottspeich, 1999; Perkins et al.,
1999; Mann und Jensen, 2003).
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Durch die vollstindige Sequenzierung des humanen Genoms sollten in diesen Datenbanken
alle Proteine und deren Fragmentierungmuster enthalten sein. Stindige Weiterentwicklungen
in Proteinauftrennung und Analyse ermoglichen zunehmend erfolgreiche Identifikationen.
Durch die Analyse von Subproteomen, wie der Untersuchung phosphorylierter Proteine, las-
sen sich weitergehende funktionelle Erkenntnisse, z.B. im Bereich der Signaltransduktion,
erhalten (Kaufmann et al., 2001; Larsen et al., 2001; Yamagata et al., 2002).

Durch die Kombination von 2D-PAGE und anschlieBendem Western Blot mit Tumorpatien-
ten Serum, der PROTEOMEX Analyse, konnen mdgliche Tumormarker identifiziert werden
(Kellner et al., 2002; Seliger et al., 2003).

Wihrend sich im Bereich der Tumorimmunologie die Proteomanalysen zumeist mit der Un-
tersuchung der Tumorzellen beschiftigen, liegen zur Zeit nur wenige Analysedaten von
T-Zellen vor (Thiede et al., 2000; Nyman et al., 2001; Fratelli et al., 2002; Grolleau et al.,
2002). Fiir die Analyse von Immunantworten und Identifikation von Biomarkern im Rahmen
von Vakzinierungen wird der Proteomanalyse ein groBes Potential zugeschrieben, dass bis
jetzt aber noch nicht ausgeschopft wurde. Durch die Analyse Vakzin-aktivierter T-Zellen soll-
te die Entwicklung von Kriterien zur Beurteilung von Immunantworten moglich sein. Diese
Analysen konnen auflerdem weitergehende Einblicke in die Art der Immunantwort und
zugrunde liegende Regulationsmechanismen geben (Mosca et al., 2003).
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Il. Problemstellung und Ziele

Jahrlich erkranken in Deutschland 14.000 Menschen an Nierenkrebs, 6.300 sterben daran. Fiir
die Behandlung des metastasierenden Nierenzellkarzinoms liegt zur Zeit keine effektive The-
rapie vor. Da das Nierenzellkarzinom als immunogener Tumor eingestuft wird (Motzer et al.,
1996; Motzer und Russo, 2000; Renkvist et al., 2001), bietet sich bei dieser Erkrankung die
Moglichkeit der klinischen Umsetzung neuer spezifischer Immuntherapien. Durch Vakzinie-
rung mit gentechnisch B7 modifizierten Tumorzellen sollte eine Therapie mit hoher Spezifi-
téit, geringen Nebenwirkungen und guter Prognose fiir diese Patienten moglich sein, deren 5-
Jahres Uberlebensrate sonst unter 10% liegt (Krebs in Deutschland, 2002; Mejean et al.,
2003).

Von den fiir den klinischen Einsatz vorgesehenen B7 plasmidbasiert transfizierten Nierenkar-
zinomzelllinien (Jung et al., 1999) werden Zellklone mit unterschiedlicher B7-Oberfldchen-
expression selektioniert und in in vitro MLTC-Versuchen mit HLA-gematchten und
-ungematchten T-Zellen eingesetzt. Durch Analyse von Proliferation, Zytokinsekretion und
zytotoxischer Aktivitdit der T-Zellen konnen hier grundlegende Erkenntnisse tiiber die
costimulatorischen, konzentrationsabhingigen Eigenschaften von B7-1 und B7-2 zur effekti-
ven Stimulierung einer autologen/allogenen T-Zell Antwort gewonnen und deren Konsequen-
zen fiir klinische Studien ermittelt werden.

Zur Umsetzung einer klinischen Pilotstudie zur Vakzinierung von Patienten mit metastasie-
rendem Nierenzellkarzinom sollen die vorliegenden B7 modifizierten allogenen Nierenkarzi-
nomzelllinien eingesetzt werden. Hierbei ist es zunichst die Aufgabe, die GLP-Kontrolle und
GMP-Produktion des zelluldren Vakzins zu kontrollieren. Weiterhin soll fiir den klinischen
Einsatz des zelluldren Vakzins eine SOP (standard operating procedure) fiir den Ablauf Auf-
tauen-Bestrahlung-Verabreichung entwickelt und fiir die Vorlage des klinischen Protokolls
bei der Kommission fiir somatische Gentherapie der Bundesirztekammer verifiziert werden.

Durch Etablierung eines schwach immunogenen retroviralen Vektorsystems zur Transfektion
von Nierenkarzinomzelllinien mit B7-1 bzw. B7-2 kann ein Therapiekonzept zum Einsatz von
autologen B7 transfizierten Nierenkarzinomzelllinien in klinischen Studien entwickelt wer-
den. Ein retrovirales Vektorsystem kann dabei auf den Einsatz eines Antibiotikaresistenzgens
verzichten, was die Immunogenitét des Vektorsystems erheblich reduzieren wird.

Dariiber hinaus sollen auch Therapiekonzepte entwickelt werden, die eine Modifikation der
T-Zell Aktivierung auf der T-Zell Seite beinhalten. Dadurch konnte es moglich sein, auch
gegen andere fumor escape Mechanismen neben der fehlenden Costimulation therapeutisch
vorzugehen. Hier ist die Entwicklung eines Vektorsystems mit einen Ribozym gegen die
mRNA fiir CTLA-4 ein moglicher Ansatz (Cepero et al., 1998).

Da bereits mehrere B7 homologe Proteine identifiziert wurden, werden die Analysen der T-
Zell Aktivierung auf diese Molekiile ausgeweitet (Ling et al., 2000; Chapoval et al., 2001;
Freeman et al., 2002). Nach Isolierung der B7-H2 cDNA wird diese in Nierenkarzinomzellli-
nien transfiziert und etablierte B7-H2 Transfektanden in MLTC-Analysen eingesetzt.

Die Identifizierung von Biomarkern fiir die Detektion einer klinisch signifikanten Immunant-
wort ist fiir die Analyse der Effizienz immuntherapeutischer Studien sehr wertvoll (Mosca et
al., 2003). T-Zellen nach Aktivierung durch B7 transfizierte Nierenkarzinomzelllinien sollen
mittels etablierter Proteomanalyse (Lichtenfels et al., 2001) untersucht werden. Differentiell
exprimierte Proteine werden massenspektrometrisch identifiziert und ihre Bedeutung als
Biomarker evaluiert. Diese Analysen werden weiterhin auch auf die Untersuchung
phosphorylierter Proteine ausgeweitet. Die grundlegende Bedeutung der identifizierten Protei-
ne fiir die B7 Costimulation von T-Zellen soll abschlieBend durch Erstellung eines
Netzwerkes von Proteininteraktionen ermittelt und bewertet werden.
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l1l. Material

1. Gerate und Software

1.1 Gerate
Absaugpumpe
Autoklaven

Bakterienschiittler
Bakteriensterilbank
Bestrahlungseinheit
CO,-Begasungsschrinke
DALT Elektrophorese Tank
DALT Gel Kassette
DALT Gel Gief3stand
Durchfluflzytometer
Einfrierboxen
Fokussierungseinheit
Folienschweillgerit
Gefrierschrank (-80°C)
Gelapparaturen, horizontal

Gelapparaturen, vertikal
Glasschalen aus Pyritt
Kiihlwasserbad
Mikroskop
Milli-Q-Wasseranlage
MTP Plattenreader
PCR-Geriite

Photometer
Pipetten

Scanner
Sofortbildkamerasystem
Spannungsgerite

Spektralphotometer (UV/Vis)
Sterilbanke

Sterilschrank
Stickstofftank
Streifenhalter 18cm
Tank-Blot-Apparatur
Thermomixer
Trockenschrank
Ultraschallstab
UV-Leuchtschirm

Waagen
Zentrifugen

KNF Neuberger (Freiburg)

Technorama Deutschland (Fernwald)

H+P Labortechnik (OberschleifSheim)

SM, Edmund Biihler (Bodelshausen)

Twin 30, Gelaire Flow Laboratories (Sarstedt)

IBL 437C, Isotypendiagnostik CIS GmbH (Dreieich)
Heraeus BSO60EK/CO», Kendro (Hanau)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Epics XL-MCL, Beckman Coulter (Krefeld)

Cryo Freezing Container, Nalgene (Hereford, UK)
IPGphor, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Polystar 401M, Rische + Herfurth (Hamburg)
Heraeus Herafreeze, Kendro (Hanau)

Horizon 11.14 und Horizon 58, Invitrogen (Karlsruhe)
Sub-Cell GT, Mini Sub-Cell GT, Biorad (Miinchen)
Minigel-Twin, Biometra (Go6ttingen)

Newell (Miihltal)

F10, Julabo (Seelbach)

Wilovert S, H. Hund GmbH (Wetzlar)

Milli Q Plus Ultra Pure, Water System (Eschborn)
MRXII, Dynex (Denkendorf)

Perkin Elmer (Weiterstadt)

Biometra (Gottingen)

Ultraspec 1000, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Eppendorf (Hamburg)

PowerPac 300, Biorad (Miinchen)

Powerlook III, Umax (Willich)

Polaroid MP4 Land Camera, Polaroid (Offenbach)
Power Supply ST504 Invitrogen (Karlsruhe)

Hoefer EPS 2A200, Amersham Pharmacia Biotech
(Freiburg)

Uvicon 930, Kontron Instruments (Neufarn)

Nuaire, Zapf (Sarstedt)

Heraeus HeraSafe 12, Kendro (Hanau)

Heraeus T6080, Kendro (Hanau)

tec-lab (Konigstein)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Trans Blot Cell, Bio Rad (Miinchen)

Thermomixer 5436, Eppendorf (Hamburg)

Heraeus UT6420, Kendro (Hanau)

Sonoplus, Bandelin (Berlin)

UV Kontaktlampe Chroma 41, 254 nm und Handlampe,
266 nm, Vetter GmbH (Wiesloch)

analytic, universal und BP 310S, Sartorius (Einbeck)
Heraeus Omnifuge 2. ORS, Megafuge 3.0R, Biofuge 15,
Suprafuge 22, Kendro (Hanau)
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1.2 Software

Acrobat Reader 5.0.5

Adobe Photoshop Version 5.0.2
Align plus, Version 4.0
Clone Manager, Version 5.2
Durchfluflzytometer Software
Enhance Version 3.1

Magic Scan32 V4.3.
Microsoft Excel 2000
Microsoft Power Point 2000
Microsoft Word 2000

MTP Reader Software
Primer designer, Version 4.1
Proteomweaver 1.3.2.

2. Verbrauchsmaterialien

Einmalsterilfilter
Einmalpipetten
Glaspasteurpipetten
Immobiline DryStrip
Kryogefilie
Nitrozellulose
LeucoSeprohrchen
Pipettenspitzen
Polaroidfilme

Protein A Siulen
ProteingroBenausschluflsdulen

Reaktionsgefilie
Teflonfolie
Whatman-Papier
ZellkulturgefiBle
Overhead-Projektionsfolie

Adobe Systems Incorporated (Unterschlei3heim)
Adobe Systems Incorporated (Unterschlei3heim)
Scientific & Educational Software (Durham, USA)
Scientific & Educational Software (Durham, USA)
Expo32, Beckman Coulter (Krefeld)

Scientific & Educational Software (Durham, USA)
Umax (Willich)

Microsoft Corporation (Unterschleiheim)
Microsoft Corporation (UnterschleiBheim)
Microsoft Corporation (UnterschleiBheim)
Revelation 4.06, Dynex (Denckendorf)

Scientific & Educational Software (Durham, USA)
Definiens (Martinsried)

0,2 und 0,45um, Millipore GmbH (Eschborn)
Greiner (Frickenhausen)

Brand (Wertheim/Main)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Nunc, Nalgene (Hereford, UK)

Schleicher & Schiill (Dassel)

Greiner (Frickenhausen)

Eppendorf (Hamburg), Greiner (Frickenhausen)
Polaroid Typ 667, Schwarzweil3-Sofort-Packfilm,
Format 8,6 x 10,8 cm, Polaroid (Offenbach)

Hi Trap, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Nanosep, Pall (Dreieich),

Centricon, Millipore GmbH (Eschborn)

Eppendorf (Hamburg)

Biofolie 25, In Vitro System & Services (Gottingen)
Schleicher & Schiill (Dassel)

Greiner (Frickenhausen), Nunc (Wiesbaden)

Esselte Leitz (Stuttgart)

2.1. Sterilisation der verwendeten Materialien
Kunststoffmaterialien wie Eppendorfreaktionsgefde und Pipettenspitzen wurden vor
Gebrauch bei 121°C und 2 bar fiir 20 min autoklaviert und dann im Trockenschrank bei 90°C

getrocknet.

Glaspasteurpipetten wurden bei 180°C trockener Hitze fiir 4 Stunden im Sterilschrank steri-

lisiert.

3. Chemikalien

Acrylamid/Bis-Acrylamid (39:1)
Acrylamid/PDA Mix (39:1)
Adenosintriphosphat (ATP)

AG 501-X8(D)

Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Biorad (Miinchen)

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
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Ampicillin (Amp)
Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extract
Bromphenolblau

n-Butanol

CHAPS

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

dNTP

Dry Strip Cover Fluid
Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll

Formaldehyd 37%

Glycerin, wasserfrei

Glycin

Harnstoff

HCI (Salzsdure)

HEPES (N-2-Hydroxyethyl-
piperazin-N"-2-ethansulfonsiure)
Immobiline DryStrip Cover Fluid
Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalacto-
pyranosid (IPTG)
Jodacetamid
Kaliumhydrogencarbonat
Lipofectamin

LMP-Agarose
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

Natriumacetat
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat
NDSB-256

Nonident P-40

Orange G

Paraformaldehyd

Percoll

Pharmalytes pH 3-10
Phenylmethansulfonsdurefluorid
Phosphorséure

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Difco (Augsburg)

Difco (Augsburg)

AppliChem (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Merck KGaA (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Perkin Elmer (Weiterstadt)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
ICN Biomedicals (Eschwege)

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
AppliChem (Darmstadt)

Serva Feinbiochemica GmbH (Heidelberg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)
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RNase Inhibitor
Silbernitrat

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Thioharnstoff
T™MB

Tris/Acetat
Tris/HC1
Triton-X-100
Trypanblau
Tween-20
Wasserstoffperoxid

Roche Diagnostics (Mannheim)

Merck KGaA (Darmstadt)

Serva Feinbiochemica GmbH (Heidelberg)
Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Biosource (Solingen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-

galactopyranosid)
Xylencyanol

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

4. Material fur die Zellkultur

4.1. Zelllinien

Bezeichnung

Ursprung der Zelllinien

Quelle

MZ1257RC, MZ1774RC,
MZ1790RC, MZ1795RC,
MZ1846RC, MZ1851RC,
MZ1879RC, MZ1940RC

MZ2733RC, MZ2858RC,
MZ2861RC, MZ2862RC,
MZ2877RC, MZ2885RC,
MZ2902RC, MZ2905RC

Nierenzellkarzinom (RCC)

A. Knuth, Mainz
H.Gabbert, Mainz

J. Bukur, AG Seliger, Mainz

LAN2, LANS, KHAII,
SK-N-Be, SK-N-F1

Neuroblastom

E. Levitskaya, Stockholm,
Schweden

Siha, HT3, CaSki, Me180

Zervixkarzinom

American Type Culture Col-
lection, Manassas, USA

SCC-68 , PCI-4A

Kopf-Halstumore (HNSCC)

T. Whiteside, Pittsburg, USA

buf526, buf1101, buf1102,
buf1182, buf1195, buf1268,

grilnen Meerkatze

buf 1287, buf 1290, buf1317. Melanom S. Ferrone, Buffalo, USA
buf1330
Fusion aus B-Zelllinie
T2 721.714 und der T- Salter und Cresswell, 1986
Lymphomzelllinie CEM
293 humane primére embryonale Graham et al., 1977
Nieren
COS7 Zellen der Gluzman, 1981
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Gewebeproben von Nierenzellkarzinomldsionen und korrespondierendem gesundem Nieren-
gewebe (MZ 2749, MZ2854, MZ2856, MZ2857, MZ2892) wurden von W. Brenner, Urolo-
gie, Mainz und Gewebeproben von HNSCC Tumoren und Normalgewebe (N, P, B, G, K) von
T. Reichert, Zahnklinik, Mainz zur Verfiigung gestellt.

EBYV immortalisierte B-Zelllinien von Nierenzellkarzinompatienten (MZ1257, G, N) und von
gesunden Spendern (16, 31) wurden von J. Bukur, AG Seliger, Mainz zur Verfiigung gestellt.

Schafserythrozyten Virion Serion (Wiirzburg)

4.2. Medien und Zuséitze

4.2.1. Fertigmedien

RPMI 1640 (mit Glutamin) Invitrogen (Karlsruhe)
DMEM-Medium (mit Glutamin) Invitrogen (Karlsruhe)
Spinners Medium Seromed (Berlin)

10x Earle’s MEM Seromed (Berlin)
4.2.2. Mediumzusitze

Fotales Kilberserum (FCS) Invitrogen (Karlsruhe)
Glutamin Invitrogen (Karlsruhe)
nicht essentielle Aminosduren (NEA)  Invitrogen (Karlsruhe)
Natriumpyruvat Invitrogen (Karlsruhe)
Penicillin / Streptomycin (P/S) Invitrogen (Karlsruhe)
Hepes Invitrogen (Karlsruhe)

4.2.3. Kulturmedien
Den Fertigmedien wurden, wenn nicht anders angegeben, folgende Losungen (angegeben als
Endkonzentration im Medium) zugesetzt:

Fotales Kilberserum (FCS) 10%

L-Glutamin 2mM

Penicillin 100IU/ml

Streptomycin 100pg/ml

Natriumpyruvat ImM

Hepes 100mM

4.2.4. Zellkulturzusitze

GM-CSF (Leucomax®) Novartis (Niirnberg)

IFNYy (Imukin ®) Boehringer Ingelheim (Ingelheim)
IL-18 Strathmann (Hannover)

IL-2 (Proleukin ®) Chiron (Miinchen)

IL-4 Strathmann (Hannover)

IL-6 Prof. Dr. S. Rose-John (Kiel)

LPS von Pseudomonas aeruginosa Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Prostaglandin E; (Minprostin E; ®) Pharmacia & Upjohn (Erlangen)
Protaminsulfat Leo Pharma (Neu-Isenburg)
TNFo Strathmann (Hannover)

4.2.5. Selektionsantibiotika: Selektionsmedien
G418 Sulfat (Neomycin) PAA Laboratories (Colbe)
Hygromycin Roche Diagnostics (Mannheim)
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4.3. Lésungen fir die Zellkultur
Dulbecco's Phosphat

gepufferte Saline (DPBS)
Trypsin-EDTA

DMEM 1% Paraformaldehyd:

Cambrex Bioscience (Apen)
Invitrogen (Karlsruhe)

1% (w/v) Paraformaldehyd wurde in DMEM eingebracht, die Losung im Wasserbad er-
wirmt bis knapp unter 60°C und vorsichtig geschiittelt, bis die Losung klar wurde.
Nach Abkiihlen wurde die Losung sterilfiltriert (0,22um).

Trypanblau-Losung fiir die Zellzdhlung in einer Zihlkammer:

NaCl
Trypanblau

Percollgradient 30ml:
Percoll
10x Earle’s MEM
Spinners Medium
Penicillin / Streptomycin
Glutamin
NEA

0,85% (W/v)
0,16% (W/v)

13,5ml
1,5ml
14,55ml
150ul
150ul
150ul

zentrifugieren bei 11950g, 12min, 20°C, ohne Bremse

Einfriermedium:
FCS
DMSO

ACK-Losung
Ammoniumsulfat
Kaliumhydrogencarbonat
EDTA
pH 7,3

Losung wurde sterilfiltriert (0,22pum)

4.4. Komplettsysteme
BrdU ELISA
Cytotox96
Cell Titer 96 One Solution (MTS)
Opt EIA ELISA Sets
Quantum Microbead Kit
IntraPrep Kit

90%
10%

0,15M
1M
0.1M

Roche Diagnostics (Mannheim)
Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

Pharmingen (Wiesbaden)

Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen)
Beckman Coulter (Krefeld)
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4.5. Antikérper
Isotyp-Kontrollen

_ eingesetzte
Antikorper Verwendung Menge Quelle
IgG1 FITC Spul
IgG2a FITC S ul
IgG1 PE Durchfluzytometrie 5l Beckman Coulter (Krefeld)
I1gG2a PE Sul
IgG1 PE-CYS5 2,5 ul
verwendete spezifische Antikorper
- eingesetzte
Antikorper Verwendung Menge Quelle
B-Aktin Western Blot 1:10000 Abcam (Cambridge, UK)
Durchfluflzytometrie 10ul .
B7-H2 Western Blot 1:10000 R&D (Wiesbaden)
CD14 FITC Durchfluf3zytometrie Sul
CD14 PE-CY5 Durchflulzytometrie 2,5ul
CD19 PE Durchflulzytometrie Sul
CD3 FITC Durchflulzytometrie Sul
CD3 PE Durchflufzytometrie Sul
CD3 PE-CY5 Durchfluf3zytometrie 2,5ul
CD40 PE Durchfluf3zytometrie Sul
CD45RA Durchfluf3zytometrie Sul Beckman Coulter (Krefeld)
CD45RO Durchflulzytometrie Sul
Durchfluflzytometrie Sul
CD80 FITC Blockade 80ul
Durchflufizytometrie Sul
CD86 PE Blockade 80ul
HLA-ABC FITC Durchflufzytometrie Sul
ICAM-1 FITC Durchflufzytometrie Sul
Durchfluf3zytometrie 10ul
ICOS Western Blot 1:1000 Hutloff et al.,1999
LFA-3 FITC Durchfluf3zytometrie Sul Beckman Coulter (Krefeld)
OKT3 (Orthoclon) T-Zell Stimulation lug/ml Janssen-Cilag (Neuss)
PCNA Western Blot 1:1000 Santa Cru; Biotechnology
(Heidelberg)
. ) Calbiochem Merck
Stathmin Western Blot 1:1250 Biosciences (Schwalbach)
w6/32 DurchfluBzytometrie 100 ul Barnstable et al., 1978
Blockade 2ml
Zweitantikorper
anti-Maus IgG FITC| Durchflulzytometrie 10ul Beckman Coulter (Krefeld)
antl_g?rgg 1eG Durchflufzytometrie 10ul DAKO (Hamburg)

FITC: Fluorescein Isothiocyanate, PE: Phycoerythrin, PE-CYS5: Phycoerythrin Konjugat mit Indodicarbocyanin,
Blockade: Diese Antikorper wurden zur Blockade der T-Zell Aktivierung in den angegebenen Mengen pro 10ml
Kulturmedium eingesetzt.
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4.6. Enzyme

Test-Neuraminidase Chiron Behring (Marburg)

4.7. retrovirale Kulturiiberstande

Vom Europiischen Institut fiir Forschung und Entwicklung von Transplantationsstrategien
(EUFETS AG, Idar-Oberstein) wurden verschiedene retrovirale Kulturiiberstinde zur Verfii-
gung gestellt bzw. im Rahmen einer Zusammenarbeit hergestellt:

LTR-leader cDNA Retroviren x10%/ml
SFFV-1y eGFP 1,6
MPSV-1y eGFP 2,1

MoMuLV-1y eGFP 3,5
3,3
5,3
3,4
SFFV-91 B7-1 3,3
2,7
2,8
2,3
2,0
2,8
1,5
SFFV-91 B7-2 1,8
1,4
1,4
1,7
Klon 1 Klon 2
1,5 2,5
2,8 3,4
1,9 2,5
2,2 2,9
1,8 2,1
3,0 2,7
2,0 2.4

SFFV-91 B7-1/B7-2

eGFP: enhanced green fluorescent protein
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5. Material fiir die Molekularbiologie

5.1. Komplettsysteme

2D Quant

2D Clean Up

ECL Detection Reagents

PCR Purification Kit

Phospho Protein Purification Kit
Plasmid-Isolierungs-Kits
Protein Assay ESL

Qia Quick Gel Extraction Kit
RNA-Isolierungs-Kit

Taq DNA Polymerase PCR Kit
Titan One Tube RT-PCR System
TOPO TA Cloning Kit

5.2. Enzyme

DNase

Glycosidase F

Klenow Enzym
Phosphatase, alkalische
Proteinase K
Restriktionsendonukleasen

T4 DNA Ligase (7U/ul)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roche Diagnostis (Mannheim)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim),

NEB (Frankfurt/Main)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

5.3. Molekulargewichts- und Langenstandards

5.3.1. DNA-Lingenstandards
100 Basenpaar-Leiter
1000 Basenpaar-Leiter

Invitrogen (Karlsruhe), NEB (Frankfurt/Main)
NEB (Frankfurt/Main)

5.3.2. Proteinmolekulargewichtsstandards

RPN 800

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
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5.4. Oligonukleotide
Die verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Software Programms Primer Desig-
ner (II1.1.2.) abgeleitet und von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen.

5.4.1. Oligonukloetide fiir verschiedene Klonierungsansitze

Target

Bezeichnung

Sequenz
5’ =37

abgeleitet nach

B7-H2

29
1089C

GTTGCTCCTCTCCGAGGTCT
CTCTCACGGTGGCGTCTCAT

Genbank
AF289028

CTLA-4

1163

1923C

ATGAC-GAATTC-
TGAAGACCTGAACACCGCTC
GCATC-CTCGAG-
TTAGAATTGCCTCAGCTCTT

Genbank
X15072
L15006
M74363

IgG2a

764
1473C

AAACTCGAGCCCAGAGGGCCCAC
GCTCTAGAAGCTCATTTACCCG-
GAGTCC

Genbank
MMIGHC2AA

ICOS

2346
2767C

CGGGATCCATGAAGTCAGGCCTCTGG-
TATAACTCGAGCTGGCAACAAAG

Plasmid pICOS
(I11.5.10.)

anti
CTLA-4
Ribozym

Ribol for

GATCAATTGCGGCCGCTTCA
CATAAGAACCTGACCAGAGAA

Ribol rev

TTCTCTGGTCAGGTTCTTAT
GTGAAGCGGCCGCAATTGATC

Ribo2 for

ACACACGTTGTGGTATATTA
CCTGGTAGGATCCGAATCCGG

Ribo2 rev

CCGGATTCGGATCCTACCAG
GTAATATACCACAACGTGTGT

Cepero et al.,
1998

tRNAvy
Promotor

tprom1-for

CCCAAGCTTTGTAACCGTTG-

GTTTCCGTAGTGTAGTGGTT

ATCACGTTCGCCTCACACGC
GAACGGTCCGAATTCC

tprom1-rev

GGAATTCGGACCGTTCGCGT

GTGAGGCGAACGTGATAACC

ACTACACTACGGAAACCAAC
GGTTACAAAGCTTGGG

tprom2-for

GGAATTCGGTCCCCGGTTCG
AAACCGGGCGGAAACAGCG
GCCGCTAAACTAT

tprom2-rev

ATAGTTTAGCGGCCGCTGTT
TCCGCCCGGTTTCGAACCGG
GGACCGAATTCC

tRNAva
Terminator

term for

CGGGATCCTTTTGCATTTTTC
TGCAGGCATGCAAGCTTGGG

term rev

CCCAAGCTTGCATGCCTGCAG
AAAAATGCAAAAGGATCCCG

Wong-Staal et al.,
1998b
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5.4.2. Oligonukleotide fiir RT-PCR Analysen

S abgeleitet | Annealing-
: equenz
Target | Bezeichnung 57_33” nach temperatur/
- Genbank | Zyklenzahl
145 ACTGCTCTTCCTGCTCTTCA R
B7-H2 659C GGCTGTTGTCCGTCTTATTG | AF289028 | 56°C/22
. 885 TCCTGTGGCATCCACGAAACT R
B-Aktin 1199C | GAAGCATTTGCGGTGGACGAT| BCO14861 | 57°C/25
579 TGATGAAAGCCTGGCTCTGT R
mdm2 1065C CTCTTCAGCTTGTGTTGAGT | BTO07258 | 56°C/25
1815 ACCTGACCTCTCCTACATGC R
Her2/neu 2739C | CCACACAGTCACACCATAAC | MIT730 1 63°C/25
485 GTCTGTGACTTGCACGTACT .
p>3 803C CAGTCAGAGCCAACCTCAGG | 02469 55°C25
410 GGTGCCGACTACAAGCGAAT .
B7-HI 758C | TIGGAGGATGTGCCAGAGGT | AF177937 | 52°C/25
355 AGCTTCACCTGCTTCGTGAG .
B7-H3 792 CACCAGCAGTGCAATGAGAC | NM-025240 1 57°C/25
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5.4.3. Oligonukleotide fiir RT-PCR Analysen zur Evaluierung von Biomarkern

S abgeleitet | Annealing-

Target Bezeichnung Se qiznz nach temperatur/

Genbank | Zyklenzahl

s | | ISGCASMIGACTIORACTIC o o s

G| | QOTOSTOTECAOTACK s | s
peroans |15 | TOAICIUCCOCAGCTAGAN [ msn| 530
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5.5. Bakterienstamm
Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der Escherichia coli (E.coli)-Stamm DHS5 einge-
setzt.

Stamm Genotyp Quelle

E coli F, I, hstl7(rk’, mk+), deoR, endAl,

DH50. supE44, thi-1, recAl, gyrA96, D(argF- (Hanahan, 1983)
lacZYA)169, F80d(lacZDM15)

5.6. Bakterienkulturmedien
Luria Bertani-Medium (LB-Medium)

Bacto Trypton 10¢g
Bacto Yeast Extract 5¢g

NaCl 5¢g
Millipore H,O ad 1000ml
pH 7.5

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1,5% (w/v)
Agar zugesetzt.

Bei Bedarf wurde nach Abkiihlen Ampicillin als Selektionsantibiotikum (100 mg/ml in Aqua
bidest., steril filtriert) in einer Endkonzentration von 100 pg/ml Medium zugegeben.

YT++-Medium

Bacto Trypton 10g

Bacto Yeast Extract S5g

NaCl Sg

Millipore H,O ad 980ml

pH 7.5

Nach Autoklavieren und Abkiihlen wurden folgende steril filtrierte Losungen zugeben:
2 M MgSOq4 10ml

1 M KCl 10ml

5.7. Losungen fiir die Bakterientransformation

Puffer TFB I

Kaliumacetat 30mM
MnCl, 50mM
RbCl 100mM
CaCl, 10mM
Glycerin 15%
Der Puffer wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert.
Puffer TFB 11

Na-MOPS, pH 7,0 10 mM
CaCl, 75 mM
RbCl 10 mM
Glycerin 15%

Der Puffer wurde steril filtriert und bei 4°C gelagert.
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SOC-Medium

Bacto Trypton
Yeast Extract
NaCl

KCl

2,0% (w/v)
0,5%
10mM
2,5mM

Die Losung wurde autoklaviert und nach Abkiihlung wurden folgende steril filtrierten Losun-

gen steril zugeben:

MgCl,
MgSO4
Glukose

10mM
10mM
20mM

5.8. Losungen fur die Plasmidpraparation

Puffer P1

Tris/HC1 pH8,0

EDTA

Puffer P2

Natriumhydroxid

SDS

Puffer P3

Kaliumacetat pH 5,5

TE-Puffer

Tris HCL, pH 8,0

EDTA, pH 8,0

50mM
10mM

200mM
1% (v/v)

3M

10mM
1mM

5.9. Losungen fur Gelelektrophorese von DNA

50 x TAE-Puffer

Tris
Eisessig
EDTA

5 x DNA-Beladungspuffer

Ficoll

Bromphenolblau
Xylene Cyanol

Orange G
Millipore H,O

M
M
50mM

S5g
50mg
50mg
50mg
ad 20ml
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5.10. Basisvektoren und verwendete Expressionsvektoren

pCMY Ires Neo
Der Basisvektor pPCMV IRES Neo wurde aus den Vektoren pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe)

und dem Vektor pIRES Neo (Veelken et al., 1996) zusammengesetzt (Abb. 18). Durch die
Verwendung der internal ribosome entry site (IRES) des Enzephalomyocarditisvirus
(ECMCYV) ist die Kopplung der Genexpression eines Zielgens an die Expression des Antibio-

tikaresistenzgens moglich.

4446,Scal. ,Ncol,bgo 1814
{ acl,
4335,Pvul. 1 ”°5ac1,901

,Bsp1201,1142
/. Bbsl, 1161
- Bsml, 1174

pCMYV Ires Neo

4891 bps " Bbsl,1261
"Dralll, 1386
“. Narl,1738
Pst1,1788
/ " i % BssHII,2136
2633,Bbs| i i Ncol 2171
H Nael, 2239
i Sacl,2430
Bcll,2438
Ncol,610
; Sacl,814
i Sacl,901 .Dralll, 222
5001,Scal, i i BamHI,907 [ .Nael,328
4890,Pvul, i EcoRI,938 3907,Scal, .
) stl,943 b 1 (+) ori . Pvul,500
coRV,948 3796,Pvul. )
ot],964 ) . Bsp1201,659
bal, 983 / EcoRV 695
sp1201,989 /.EcoRI,701
Sacl,1021
7 Bcll,1029
.-Nael,856
_.Ncol,924
BGH poly A _.Bbsl,1224 BssHII,959
pcDNA3 pIRES Neo
5446 bps frori B el 1437 4347 bps
" Dralll,1540
"Pstl,1307
Narl,1357
SV40
ly A g
poly ' NeoR / Ncol,1976
> ~ Bell2120 “Dralll, 1706
3199,Bsml \ Narl 2278 3 "Bbs!,1834
3062, Nael L Pstl,2328 : Bep12014953
2779,Nael | BssHII,2676 - BamH1,2102
Neol,2711 ' Xbal 2114
! Notl,2120
Sacl,2138

Abb. 18 Basisvektor pCMV Ires Neo zusammengesetzt aus pcDNA3 und pIRES Neo
Der Basisvektor pCMV Ires Neo wurde aus den Vektoren pcDNA3 und pIRES Neo zusammengesetzt.
AmpR=Ampicillinresistenzgen, polyA=Polyadenylierungssignal, CMV=Zytomegalievirus-promotor, IRES=internal ribo-
some entry site, NeoR=Neomycinresistenzgen, SV40=SV40 Promotor
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pCMYV B7-1

Die humane B7-1 cDNA (948bp, Genbank NM_005191 nt375-1320) wurde mittels RT-PCR
aus der RNA von T2-Zellen amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstelle EcoRV in den
Basisvektor pCMV IRES Neo eingesetzt. Das Genkonstrukt (GK) trigt die Bezeichnung
pCMYV B7-1 (Abb. 19). Die Identitit des GK wurde iiber Sequenzierung sichergestellt (siehe
Anhang X. 2). Das Nukleotid 1086 weicht mit einem A statt G von der Datenbanksequenz
(Genbank NM_005191 nt510) ab. Diese Abweichung hat keine Auswirkung auf die Amino-
sdauresequenz (Jung et al., 1999).

5396,Scal,
5285, Pvul,

Ncol,610
; .Sacl,814
i ,Sacl,901
{ iBamHI,907

pCMV B7-1

5841 bps Sacl,1537

% Notl,1914

% Xhol,1921
Yh Xbal,1933

. iiiApal,2092

. i Bsp1201,2092

Y i Bbsl2111
Bsml,2124

i Bbsl,2211

Dralll, 2336

3583,Bbs’

3388, Bcll
3380,Sac! N I‘ i .
3189,Nael i Narl,2

3121, Neol | patl 2738
3086,BssHII

Abb. 19 B7-1 Expressionsvektor
Die cDNA fir humanes B7-1 wurde in die MCS des Vektors pCMV IRES Neo kloniert (Jung et al., 1999).
AmpR=Ampicillinresistenzgen, CMV=Zytomegalieviruspromotor, IRES=internal ribosome entry site, NeoR=Neomycin-
resistenzgen, polyA=Polyadenylierungssignal

pCMYV B7-2

Die humane B7-2 cDNA (1036bp, Genbank HUMB72A nt75-1110) wurde mittels RT-PCR
aus der RNA von T2-Zellen amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstelle EcoRV in den
Basisvektor pPCMV IRES Neo eingesetzt (Jung et al., 1999). Das GK trigt die Bezeichnung
pCMV B7-2 (Abb. 20). Die Identitit des GK wurde iiber Sequenzierung sichergestellt, die
B7-2 Sequenz entspricht komplett der Datenbanksequenz (Anhang X. 2).

5481,5cal, _Ncol,610

. Sacl,814
5370,Pvul, Sacl,901

i ;BamHI|,907
{ i EcoRI,938
i iiPstl,943

§ i/ Xbal,950
/" BamHI,985

_Pstl,1086

...EcoRI,1360

5926 bps ner2 |

/

pCMV B7-2 W
|

" EcoRlI,1510
/

/

>

>~ Bbsl,1933
* Notl,1999

_ Xbal2018
. Bsp1201,2177

' Bbsl,2196

i Bsml,2209

3668,8bs!|
3473,Bcil!

Bbs|,2296
3465,Sac| P Y Dralll,2421
3274,Nael | i Narl,2773
3206, Ncol Pstl,2823
3171,BssHIl

Abb. 20 B7-2 Expressionsvektor
Die cDNA fir humanes B7-2 wurde in die MCS des Vektors pCMV IRES Neo kloniert (Jung et al., 1999).
AmpR=Ampicillinresistenzgen, CMV=Zytomegalieviruspromotor, IRES=internal ribosome entry site, NeoR=Neomycin-
resistenzgen, polyA=Polyadenylierungssignal
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pCMYV B7-1/B7-2
Aus den Expressionsvektoren pCMV B7-1 und pCMV B7-2 wurde der Doppelexpressions-

vektor pCMV B7-1/B7-2 unter Verwendung zweier identischer IRES Sequenzen (ECMCV)
generiert (Abb. 21).

Scal,

Hindlll
i .BamHI
i/ [EcoRI
/7 .BamHI
“_Hindlll

Eam1105.

.EcoRI
/ Bsp1407
. BstEIl
- _.EcoRlI

pCMV B7-1/B7-2
7527 bps

Bell”

Rsrll
NgoMI; ¢

Eco78!
Bbel

! INsil
Hindlll Pputol

Abb. 21 B7-1/B7-2 Expressionsvektor
Aus den Vektoren pCMV B7-1 und pCMV B7-2 wurde der Vektor pCMV B7-1/B7-2 kloniert (Jung et al., 1999).
AmpR=Ampicillinresistenzgen, CMV=Zytomegalieviruspromotor, IRES=internal ribosome entry site, NeoR=Neomycin-
resistenzgen, polyA=Polyadenylierungssignal

pCMYV IRES Hyg

Der Vektor pPCMV IRES Hyg wurde von Clontech, Heidelberg bezogen (Abb. 22). Mit Hilfe
dieses Vektors steht Hygromycin als weiterer Selektionsmarker zur Genexpression in eukary-
otischen Zellen zur Verfiigung.

Munl
i
H u
Sspl i SnaBl
Fspl,
Avill’,

Eam1105I..

pCMV IRES Hyg
5723 bps

Sapl”

Bst11071 /
Xhol

Sphl i ‘
Bell Kspl
Xbal Scal
Abb. 22 pCMV IRES Hyg

Der Vektor pCMV Ires Hyg wurde von Clontech (Heidelberg) bezogen.

AmpR=Ampicillinresistenzgen, CMV=Zytomegalieviruspromotor, IRES=internal ribosome entry site, HygR=Hygro-

mycinresistenzgen
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pICOS
Der Vektor pICOS mit der humanen ICOS cDNA (599bp, Hutloff et al., 1999) wurde freund-
licherweise von R.Kroczek, RKI, Berlin zur Verfiigung gestellt (Abb. 23).

Kpnl
Sspl oral
sp ra
Xmnl. i ,Dralll Xhol
L .Sspl Accl
Hincll
Sall
Hindlll
EcoRV
Pl RSP
Scal Accl
Hincll
Xmnl - |gall
Sspl
5642 bps
EcoRlI
. BstXI
Sacl ‘55”|
a S
s "
lfltotl P Sspl
Xbal Pvull .
Spel % Hincll
BamHI e el
S'rbn;} Hincll EcoRlI
EcoRI Pvull Xbal
Notl
Sall
Hincll
Accl
EcoRl

Abb. 23 pCMV IRES Hyg
Die Vektor pICOS mit der humanen ICOS cDNA (Hutloff et al., 1999) wurde von R.Kroczek, RKI, Berlin zur Verfligung
gestellt. AmpR=Ampicillinresistenzgen

pMPSV

Der retrovirale Vektor pMPSV der die MPSV LTR-Bereiche und die GR-leader Sequenz
(Hildinger et al., 1999) trigt, wurde von C. Baum, Heinrich-Pette-Institut Hamburg zur Ver-
fligung gestellt (Abb. 24). MPSV-basierende Retroviren infizieren effizient T-Zellen. Erfolg-
reich transfizierte Zellen exprimieren das griine fluoreszierende Protein (GFP) unter Kontrolle
des MPSV-Promotors.

‘Ndel

Sspl, i Narl

Xmnl,

5'LTR MPSV

pMPSV GR-leader
5252 bps

Afill
sapl’ 3LTRMPSV

Xhol: Hindl

Scil i
Xpal {BamHI
Hindlll

Abb. 24 pMPSV
Der Vektor pMPSV der die MPSV LTR-Bereichen und die GR-leader Sequenz (Hildinger et al., 1999) tragt, wurde von
C. Baum, Heinrich-Pette-Institut Hamburg zur Verfligung gestellt.
AmpR=Ampicillinresistenzgen, eGFP=enhanced green flurescent protein, LTR=long terminal repeat
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5.11. Lésungen fur Western Blot Analyse
Protease-Inhibitoren-Mix (in PBS):
Die Protease-Inhibitoren wurden - wenn nicht anders angegeben - in Millipore H,O gelost und

bei -20°C gelagert.

Protease-Inhibitor Stocklosung eingesetztes Vol. Endkonzentration
Aprotinin (4°C) Img/ml 10ul 10pg/ml
Trypsininhibitor Img/ml 10ul 10pg/ml

PMSF (in Isoprop.) 2,5mg/ml 20ul 50ug/ml

Jodacetamid 185mg/ml 20ul 370ug/ml
Pepstatin 68mg/ml 25ul 17ug/ml
Leupeptin 38mg/ml 25ul 9,5ug/ml

2x SDS-Puffer:
Saccharose Ig
25%iges SDS (w/v) 4ml
1 M Tris/HCI pH 6,8 1,2ml
Millipore H,O 4,8ml
Pyronin 1 Kriimel
SDS-PAGE Gele
Trenngel 10% Sammelgel 5%
Acrylamid / Acrylamid /
Bisacrylai]nid Mix 39:1 2,3ml Bisacrylgnid Mix 39:1 0,38ml
1,88M Tris/HCI pH 8,8 1,2ml 0,625 M Tris/HCI pH 6,8 0,4ml
0,5% SDS 1,2ml 0,5% SDS 0,4ml
Aqua bidest. 1,3ml Aqua bidest. 0,82ml
TEMED Sul TEMED 2ul
10% APS 30ul 10% APS 10ul
SDS-PAGE 5x Laufpuffer
Tris-Base 150g
Glycin 720g
Millipore H,O ad 5000ml
SDS-PAGE Elektrophorese-Puffer
Tris-Base 50mM
Glycin 192mM
SDS 0,1% (w/v)
Western Blot Transferpuffer
SDS-PAGE 5x Laufpuffer 300ml
Ethanol 600ml
Millipore H,O ad 3000ml
TBS-T
Tris-Base 20mM
Tween20 0,1%
NaCl 137mM

pH 7,6
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TBS-AP-Losung
Tris-Base

NaCl

MgCl12

NaCl

Millipore H,O
pH 9,5

20mM
137mM
1,01g
0,58g

ad 100ml

5.12. Lésungen fiir die Proteinaufreinigung

gesiittigte Ammoniumsulfatlosung
Ammoniumsulfat
Millipore H,O

Zitratphosphatpuffer pH 3.0
Zitronensiure 0,1M
Zitronensiure

Millipore H,O

Natriumdihydrogenphosphat 0,2M
Natriumdihydrogenphosphat x 2 H,O
Millipore H,O

Zitratphosphatpuffer pH 3.0
Zitronensdure 0,1M
Natriumdihydrogenphosphat 0,2M

541,77g (bei 25°C)
ad 1000ml

19,21g
ad 1000ml

35,6g
ad 1000ml

39,8ml
10,2ml
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5.13. Losungen fur Proteomanalysen
Losungen fiir den Zellaufschluf3
7M Harnstoff / 2M Thioharnstoff

Harnstoff 21,02¢g
Thioharnstoff 7,61g
Millipore H,O ad 40ml

Nach vollstindigem Losen wurde die Losung entionisiert.

Hierzu wurden der Losung 0,5g Austauscher-Resin (AG 501-X8(D)) zugesetzt und die Lo-
sung mindestens 10min in Gegenwart des Austauscherharzes geriihrt. Bei storenden Ionen
entfirbte sich das Resin, wobei bei vollstandiger Entfarbung nochmals 0,5g Austauscherharz

zugesetzt wurde. AnschlieBend wurde das Harz durch Filtration entfernt.

Rabilloud-Lysepuffer:

7M Harnstoff / 2M Thioharnstoff 40ml
NDSB 2,57¢g
DTT 0,5g
CHAPS 2g
0,5%ige Pharmalytes pH 3-10 625ul
1%ige Bromphenolblau-Losung 30ul
Millipore H,O ad 50ml

Der Lysepuffer wurde in 5 ml Aliquots bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Losungen fiir die SDS-PAGE Auftrennung (2. Dimension)

2D PAGE Gele
Ansatz fiir 12 Gele (1600ml Gel-Mix)

Acrylamid/PDA (39:1 Mix) 520ml
IM Tris/HCI, pH 8.8 600ml
Glycerin 64ml
IM NaS;,0s 8ml
Millipore H,O ad 50ml
10% APS 16ml
TEMED 800ul
gesittigtes Butanol

n-Butanol wurde mit 0,375M Tris/HCI, pH 8.8 ausgeschiittelt. Es wurde solange 0.375M
Tris/HCI, pH 8.8 zugeben bis sich zwei Phasen bildeten. Anschlieend wurde die obere Buta-
nol-Phase abgenommen und eingesetzt.

10x SDS-PAGE-Puffer

Tris 300g
Glycin 1440g

SDS 100g
Millipore-H,O ad 10000ml
9,5M Harnstoff

Harnstoff 285,3¢g
Millipore-H,O ad 500ml

Der Harnstoff wurde gelost, tiber Nacht bei RT geriihrt und anschlieBend mit Ionenaustau-
scher entionisieren. Hierzu wurden der Losung 2,5g Austauscher-Resin (BioRad AG 501-
X8(D) zugesetzt und die Losung mindestens 10min in Gegenwart des Austauscherharzes ge-
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rithrt. Bei Entfiarbung des Resin wurde erneut 1g Austauscherharz zugesetzt und die Losung
nochmals 10min geriihrt, bevor das Harz durch Filtration (Whatman-Filter) abgetrennt wurde.

IPG-Aquilibrierungspuffer

Ansatz fiir 10 IPG-Strips

9,5M Harnstoff 189ml
SDS 6g

IM Tris/HC1 15ml
Glycerin 90ml
Millipore-H,O ad 300ml
Aquilibrierungspuffer 1

Ansatz fiir 10IPG Strips

IPG-Aquilibrierungspuffer 150ml
DTT 2,25¢
Aquilibrierungspuffer 2

Ansatz fiir 10IPG Strips

IPG-Aquilibrierungspuffer 150ml
Jodacetamid 7,2g
Ladepuffer mit low melting point (LMP) Agarose
LMP Agarose 1g

10x SDS-PAGE Puffer 10ml

1% Bromphenolblau 50ul
Millipore-H,O ad 100ml
Losungen fiir die Silberfirbung

Fixierer

Ethaonol 400ml
Eisessig 100ml
Millipore-H,O 500ml
Ethanolosung

Ethaonol 300ml
Millipore-H,O 700ml
Sensitivierungslosung

Natriumthiosulfat 0,2g
Millipore-H,O ad 1000ml
Silbernitratlosung

Silbernitrat 2g
Millipore-H,O ad 1000ml
Entwicklerlosung

Natriumcarbonat 30g
Millipore-H,O ad1000 ml
Stopplosung

Eisessig 50ml
Millipore-H,O ad 1000ml
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IV. Methoden

1. Zellkulturmethoden

1.1. Aligemeine Methoden der Zellkultur

Die Zellkulturmethoden und die Behandlung sémtlicher Gerite, Chemikalien und Labor-
materialien fiir zellbiologische Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden nach Mishell und
Shiigi (1980) sowie Lindl und Bauer (1993) durchgefiihrt und gegebenenfalls, wie in der Ar-
beit angegeben, abgeindert.

Sterile Arbeiten erfolgten in verschiedenen Sterilbinken und die Zellen wurden in einem elek-
tronisch geregelten CO,-Begasungsbrutschrank bei konstanten 37°C und 5% CO; in Zellkul-
turflaschen oder Zellkulturschalen kultiviert. In Abhéngigkeit ihrer Dichte wurden die Zellen
alle drei bis fiinf Tagen umgesetzt oder expandiert. Adhirente Zellen wurden durch Zugabe
von Trypsin/EDTA und mechanisches Klopfen vom Flaschenboden gelost. Die vom Boden
gelosten Zellen bzw. nicht-adhirente Zellen wurden in 15ml oder 50ml Rohrchen bei 450g
sedimentiert. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellen in neue Flaschen mit frischem Kultur-
medium iiberfiihrt.

1.2. Kryokonservierung

Zellen konnen iiber lingere Zeit bei -196°C in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Die Zel-
len wurden hierfiir in Einfriermedium aufgenommen, in Kryogeféifle abgefiillt und in Einfrier-
boxen mit Isopropanol mindestens 24 Stunden bei -80°C gelagert, um ein gleichmifBiges Ab-
kiihlen von 1°C/min zu gewéhrleisten, bevor sie in den Stickstofftank iiberfiihrt wurden.

Um die kryokonservierten Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie bei 37°C aufgetaut
und zum Waschen méglichst schnell in warmes Medium iiberfiihrt, bevor sie sedimentiert und
in neuem Medium ausgesit wurden.

1.3. Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung in einer Zahlkammer

Die Zellzahlbestimmungen erfolgten mit Trypanblau-Exklusion. Die Zellsuspension wurde in
0,16% Trypanblau-Losung geeignet verdiinnt und lebende, ungefirbte Zellen in einer Neu-
bauer-Zihlkammer unter dem Phasenkontrastmikroskop ausgezahlt.

Lebende Zellen werden durch den Farbstoff nicht angefirbt, da er deren intakte Plasma-
membran nicht durchdringen kann. Tote Zellen hingegen erscheinen unter dem Mikroskop
blau.

1.4. Transfektion eukaryotischer Zellen mit Plasmid-DNA

Durch Einfithrung von Plasmid-DNA in Sdugerzellen konnen diese stabil transfiziert werden.
Dabei wird die Plasmid-DNA nach dem Gentransfer in das Genom der Zelle integriert und
damit dauerhaft exprimiert.

Vorbereitung der Plasmid-DNA fiir die stabile Transfektion

Fiir eine stabile Integration der Plasmid-DNA in das Genom der Zelle muf} die Plasmid-DNA
(IV.2.1.) linearisiert werden. Die Plasmid-DNA wurde daher im Bereich des Ampicillin-Gens,
das fiir die Vermehrung des Plasmids in Bakterien notwendig ist, mit Restriktionsendonuklea-
sen hydrolysiert. Nach Aufreinigung der DNA mit dem PCR Purification Kit erfolgte eine
Ethanolfillung. Nach Waschen mit 70%igem Ethanol wurde das Pellet unter der Sterilbank in
sterilem TE-Puffer aufgenommen.

Gentransfer durch Lipofektion

Eine Moglichkeit des Gentransfers in eukaryotische Zellen ist die Lipofektion. Bei Verwen-
dung von kationischen Lipiden beruht sie auf dem Prinzip, dass die Lipidreste mit der Zell-
membran in Wechselwirkung treten, wihrend die kationische Kopfgruppe des Lipids mit den
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negativ geladenen Phosphatresten der DNA assoziiert. Durch Internalisierung dieses Komple-
xes gelangt die DNA in die Zelle (Felgner et al., 1987).

Einen Tag vor der Transfektion wurden 1x10° Zellen je Loch einer 6-Loch-Platte ausgesiit. Je
Ansatz wurden 3ul Lipofectamin in 100u]l Medium (ohne Zusétze) fiir eine Stunde inkubiert.
Gleichzeitig wurden 2ug der Plasmid-DNA in 100yl Medium (ohne Zusétze) inkubiert. Die
Ansitze wurden vereinigt (Transfektionslosung) und 30min bei RT inkubiert. Die Zellen
wurden zweimal mit Medium ohne Zusitze gewaschen, bevor die Transfektionsldosung und
800u] Medium ohne Zusitze zugegeben wurden. Die Zellen wurden vier Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert, danach zweimal mit Medium gewaschen und anschlieend in frischem
Medium mit Zusitzen aufgenommen. Nach 1-2 Tagen wurden die Zellen auf Selektionsmedi-
um umgesetzt.

Selektion stabil transfizierter antibiotikaresistenter Zellen
Zur Selektion der transfizierten Zellen wurde die minimale Konzentration des entsprechenden
Antibiotikums gewéhlt, die zur Totung nicht transfizierter Zellen ausreichte.
Diese Konzentrationen wurden vor der Transfektion ermittelt:
MZ1257RC, MZ2733RC und 293 Zellen: 300pug/ml G418
COS7 Zellen: 600pg/ml Hygromycin

500pg/ml G418
Nach zwei bis drei Wochen Kultur in antibiotikahaltigem Medium wurden antibiotikaresisten-
te Zellklone isoliert und expandiert. Dazu wurde auf den ausgewéhlten Zellklon ein Klonie-
rungsring aus Metall gesetzt und der Zellklon mit Hilfe einer Pipette und 50ul Trypsin/EDTA
gepickt, in ein neues Loch einer 6-Loch-Platte tiberfiihrt und weiter kultiviert.
Nach Selektion wurden die transfizierten Zellen dauerhaft in den entsprechenden antibiotika-
haltigem Medium gehalten.

1.5. stabiler Gentransfer eukaryotischer Zellen mittels Retroviren

Eine hohe Effizienz beim Gentransfer in eukaryontische Zellen bietet die Transfektion mit
Retroviren. Retrovirale Vektoren, die die gewiinschte DNA, wie z.B. B7 oder GFP, exprimie-
ren konnen, werden dabei in Verpackungszelllinien transfiziert. Diese Zelllinien produzieren
dann funktionelle Retroviren und geben sie in den Kulturiiberstand ab. Dieser retrovirushalti-
ge Kulturiiberstand kann dann zum Gentransfer eingesetzt werden.

Herstellung retrovirushaltiger Kulturiiberstinde

Die Transfektion der Verpackungszelllinien, Selektion von Zelllinien, die einen hochtitrigen
Kulturiiberstand produzieren, Produktion mehrerer Chargen und Konservierung bei -80°C
wurde von der EUFETS AG (Idar-Oberstein) iibernommen (I111.4.7).

Retroviraler Gentransfer

Einen Tag vor dem Gentransfer wurden die adhédrenten RCC-Zellen auf 6-Loch-Platten
(2x10° Zellen/ml, 4ml pro Loch) ausgesit und iiber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde
der Kulturiiberstand abgesaugt und pro Loch 4ml retrovirushaltiger Kulturiiberstand und 16pug
Protaminsulfat zugegeben.

Die Platten wurden 1h bei 1000g zentrifugiert und anschlieBend normal inkubiert. Am nichs-
ten Tag wurde die Transfektion mit den gleichen retrovirushaltigen Kulturiiberstanden wie-
derholt. Wiederum einen Tag spéter wurde das Medium abgesaugt und normales Kulturmedi-
um zugegeben. Nach weiteren fiinf Tage wurden die transfizierten unklonierten Kulturen
erstmals in Analysen (z.B. FACS Analysen) auf ihre Genexpression hin untersucht.
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Selektion stabil transfizierter Zellen ohne Antibiotikaresistenz

Ausgewihlte Zellklone wurden mit Hilfe von Klonierungsringen isoliert und expandiert. Die
Zellen wurden dauerhaft in antibiotikafreiem Medium gehalten und auf ihre Genexpression
als Zeichen der erfolgreichen Transfektion untersucht.

Da in den eingesetzten retroviralen Vektoren kein eukaryotischer Selektionsmarker enthalten
war, wurden positive Zelllinien auch durch limiting dilution Ansitze isoliert. Dabei wurden
nach ersten positiven Analysen die unklonierten Kulturen so gesplittet, dass 0,5 Zellen pro
Loch einer 96-Loch-Platte ausgesit wurden.

Mindestens 24 Klone wurden so insgesamt pro Transfizierung isoliert und auf ihre Ge-
nexpression hin analysiert.

1.6. Aufarbeitung von buffy coat Praparationen
Buffy coat Priparationen von gesunden Blutspendern wurden von der Blutbank der Uniklink
Mainz zur Verfiigung gestellt.

Isolierung peripherer mononukleirer Zellen (PBMC)

Die buffy coat Priparation wurde gleichméfig auf 4 LeucoSeprohrchen verteilt und 25min bei
450g ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation enthilt die Interphase zwischen
Plasma und Ficollschicht die PBMC, Erythrozyten und Granulozyten befinden sich im Sedi-
ment und die Thrombozyten befinden sich im oberen Plasmaanteil. Die Interphasen wurden
zusammen mit dem Plasma abgenommen und vereinigt. Nach Zentrifigation (10min, 750g)
wurde das Plasma abgenommen und das Pellet dreimal mit DPBS gewaschen.

Aufarbeitung von autologem Plasma

Das bei der Isolierung der PBMC abgenommene Plasma wurde zentrifugiert, bis der Uber-
stand klar erschien (>30min, 3300g). Der Uberstand wurde abgenommen und fiir 30min bei
56°C im Wasserbad denaturiert. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurde erneut zentri-
fugiert, bis der Uberstand klar erschien (>30min, 3300g). Der Uberstand wurde abgenommen
und steril filtriert. Das Plasma wurde anschlieend direkt eingesetzt oder bei -20°C gelagert
(Thurner et al., 1999).

Isolierung nicht-adhéirenter PBMC durch Adhiirenzreinigung

Durch Anheften an Zellkulturschalen kénnen Monozyten von T- und B-Zellen abgetrennt
werden.

Die PBMC eines Spenders wurden in 200ml RPMI Kulturmedium aufgenommen und auf
zehn 660cm” Zellkulturschalen verteilt. Die Platten wurden im Brutschrank 90min inkubiert.
AnschlieBend wurden die Uberstinde abgenommen und die Platten zweimal mit 10ml Medi-
um abgespiilt. Die nicht-adhédrenten Zellen wurden anschlieBend vereinigt.

Isolierung naiver T-Zellen

Zur Isolierung naiver T-Zellen mussten zunichst Schafserythrozyten vorbereitet werden. Uber
ihren CD2-Rezeptor konnen mit ihnen T-Zellen aus den nicht adhirenten PBMC isoliert wer-
den.

Nach vorsichtigem, gutem Resuspendieren wurden zweimal Sml Schafserythrozyten in ein
15ml Rohrchen iiberfiihrt, mit DPBS aufgefiillt und fiir Smin bei 750g zentrifugiert. An-
schlieBend wurde das Pellet solange mit DPBS gewaschen, bis der Uberstand nicht mehr gelb
war. Jedes Pellet wurde in 1,5ml Fliissigkeit mit 1U Neuraminidase aufgenommen und gut
gemischt. Es schloB sich eine Inkubation von 60min bei 37°C und 5%CO, an. Danach wurden
die Zellen pelletiert und dreimal mit DPBS gewaschen. Jedes Erythrozytenpellet wurde an-
schlieBend in 25ml RPMI Kulturmedium aufgenommen.

Die nicht-adhiirenten PBMC wurden mit RPMI Kulturmedium auf 1x10” Zellen/ml einge-
stellt. Je 10ml dieser Zellsuspension wurden mit Sml Schafserythrozytensuspension und 5ml
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FCS in einem 50ml Rohrchen gemischt. Bei Raumtemperatur wurden diese Rohrchen fiir
15min auf den Rollinkubator inkubiert. Nach einer Zentrifugation 10min, 150g wurden die
Rohrchen fiir 60min auf Eis inkubiert. Nach kurzem Anwédrmen im Brutschrank wurde das
Zellpellet vorsichtig resuspendiert und anschliefend langsam mit 10ml Ficoll unterschichtet.
Danach wurden die Rohrchen fiir 20min bei 450g, RT ohne Bremse zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation befanden sich die B-Zellen in der Interphase und die T-Zellen zusammen mit
den Schafserythrozyten im Sediment. Die B-Zellen wurden zusammen mit dem
Uberstand abgesaugt und das Pellet in 5ml ACK-Losung aufgenommen. Die Suspension wur-
de auf- und abpipettiert, bis die Farbe dunkler aber durchsichtiger wurde (Erythrozytenlyse).
AnschlieBend wurde mit DPBS aufgefiillt und fiir 5Smin, 450g, RT zentrifugiert. Die Parallel-
ansitze wurden vereinigt und zweimal mit DPBS gewaschen. Die T-Zellen im Sediment wur-
den gezihlt und in fliissigem Stickstoff gelagert oder die Zellzahl wurde fiir die nachfolgen-
den Versuche in RPMI mit 10% autologem Plasma eingestellt.

1.7. Lymphozyten-Tumorzell-Kulturen

In gemischten Lymphozyten-Tumorzell-Kulturen (MLTC) werden Tumorzellen und T-Zellen
gemeinsam inkubiert und anschlieBend die T-Zellfunktion analysiert. In dieser Arbeit wurden
unstimulierte naive T-Zellen und vorstimulierte T-Zellen in MLTC-Ansétzen zusammen mit
fixierten Tumorzellen eingesetzt. Diese Ansédtze wurden immer nach den vorgegebenen
Schemata (Abb. 31 und 32) durchgefiihrt.

Vorstimulation von PBMC

Isolierte PBMC (aus IV.1.6.) eines Spenders wurden in 100ml RPMI-Kulturmedium aufge-
nommen und in 5 Kulturflaschen (182cm?) mit 1ug/ml OKT3 und 250 U/ml IL-2 kultiviert.
Nach 2 Tagen wurden je Kulturflasche 20ml RPMI-Kulturmedium mit 500 U/ml IL-2 zuge-
geben. Nach 5 Tagen Stimulation wurden die Zellen (jetzt >95% T-Zellen) geerntet und die
Zellzahl fiir die nachfolgenden Versuche eingestellt.

Tumorzellvorbereitung

2 Tage vor Beginn der MLTC wurden die Tumorzellen geerntet, gezihlt, auf 4x10° Zellen/ml
in DMEM Kulturmedium eingestellt und auf 96-Loch-Platten, 24-Loch-Platten, 6-Loch-
Platten oder 25cm? Kulturflaschen ausgesit. Am néchsten Tag wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen 15min mit DMEM 1% Paraformaldehyd fixiert. AnschlieBend wurden die Zel-
len dreimal mit DPBS gewaschen und in RPMI ohne Zusitze iiber Nacht inkubiert.

MLTC-Ansatz

Das Medium wurde von den fixierten Tumorzellen abgesaugt und die T-Zellen (4x10° Zel-
len/ml) ausgesiit.

Nach 2 Tagen (vorstimulierte T-Lymphozyten) bzw. 5 Tagen (naive T-Zellen) wurde der
MTS-Test bzw. der BrdU-ELISA zur Analyse der T-Zellproliferation durchgefiihrt. Nach 2
Tagen wurden die Kulturiiberstéinde fiir ELISA-Analysen der Zytokinsekretion und die Zell-
pellets fiir RNA und Proteinanalysen gewonnen.

Zellbestrahlung

Fiir Untersuchungen die zur Etablierung der SOP ,,Behandlung und Verabreichung des zellu-
liren B7-Vakzins* dienten, wurden die Zellen abweichend vom Standard MLTC Ansatz nicht
mit Paraformaldehyd fixiert, sondern mit 180Gy im Bestrahlungsgerit der Blutbank Mainz
bestrahlt.
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1.8. Generierung von professionellen antigenprasentierenden Zellen
Fiir verschiedene Expressionsanalysen wurden Makrophagen und dendritische Zellen in vitro
aus isolierten Monozyten hergestellt.

Generierung von Makrophagen

Die kompletten PBMC einer buffy coat-Aufarbeitung wurden nach der Ficollierung dreimal
mit DPBS gewaschen. Die Zellen wurden in 3ml DPBS aufgenommen, auf einen 30ml Per-
collgradienten gegeben und bei 650g, 40min, 20°C, ohne Bremse zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation befinden sich in der oberen Zellschicht 80-90% Monozyten und in der unteren
Zellschicht die verbleibenden PBMC.

Die Monozyten wurden abgenommen, zweimal mit DPBS gewaschen und in RPMI Kultur-
medium mit 10% autologem Plasma und 1000U/ml GM-CSF auf 2x10° Zellen/ml eingestellt.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte fiir 5 Tage in sterilen Teflonbeuteln mit hydrophober
Innenseite (Weber et al., 1992; Kodelja et al., 1998).

Der Vorteil der Zellkultivierung in Teflonbeuteln mit hydrophober Innenseite liegt in einer
Verringerung des Kontaminationsrisikos und einer geringen Adhédrenz der Zellen (van der
Meer et al., 1978). Die Makrophagen lieBen sich durch kriftiges Ziehen der Beutel iiber eine
stumpfe Kante von der Teflon-Oberfliche ablosen und ausgieBen. Somit konnte die Irritation
der Zellen durch mechanische Reizung minimal gehalten werden. Unter dem Mikroskop zeig-
ten die Zellen ihre typischen langen Fortsiitze (Abb. 25). Zur Aktivierung wurden ausgereifte
Makrophagen fiir 24h mit 1ug/ml LPS stimuliert.

Generierung unreifer und reifer dendritischer Zellen

Adhiédrente PBMC, vorwiegend Monozyten wurden in einer Konzentration von 8x10° Zel-
len/ml in RPMI mit 10% autologem Plasma mit GM-CSF 1000U/ml und IL-4 1000U/ml in
Zellkulturflaschen fiir 2 Tage inkubiert. Nach 2 und 4 Tagen wurde ein Viertel des Mediums
durch frisches Medium mit 4000U/ml GM-CSF und 4000U/ml IL-4 ersetzt. Nach einem Tag
bildeten die Zellen erste Cluster oder formten lose Aggregate, die nach 4-6 Tagen in Suspen-
sion iibergingen. Nach 6 Tagen waren die unreifen dendritischen Zellen ausdifferenziert. Fiir
eine weitere Differenzierung zu reifen dendritischen Zellen wurden die nicht adhirenten Zel-
len in neue Platten iiberfithrt und mit 1000U/ml GM-CSF, 1000U/ml IL-4, 1000U/ml IL-6,
1ug/ml PGE,, 10ng/ml IL-18 und 1000U/ml TNFa fiir 2 Tage inkubiert (Romani et al., 1996;
Jonuleit et al., 1997; Thurner et al., 1999). Die Differenzierungsschritte wurden mikrosko-
pisch (Abb. 25) und durch durchflulzytometrische Analysen von Oberflichenmarkern iiber-
wacht.
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Abb. 25 Mikroskopische Aufnahmen von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen

Makrophagen und dendritischen Zellen wurden durch den Einsatz von Zytokinen aus den Monozyten gesunder Blut-
spender hergestellt. Nach 5 Tagen in Teflonbeuteln mit GM-CSF (Makrophagen), 5 Tagen mit GM-CSF und IL-4 (un-
reife dendritische Zellen) bzw. 2 zusatzlichen Tagen mit IL-18, IL-6 TNFa und PGE; (reife dendritische Zellen) in Kul-
turschalen wurden die Zellen unter dem Mikroskop fotografiert.

In der obersten Zeile sind reife Makrophagen, in der mittleren Zeile unreife dendritische Zellen und in der untersten
Zeile reife dendritische Zellen dargestellt. In der linken Spalte sind Ubersichtaufnahmen mit eine VergréBerung von
100x dargestellt, wahrend die VergréBerung der Nahaufnahmen der rechten Spalte 400x betragt. Ein Monozyt ist in
seiner typischen Form in der Nahaufnahme der unreifen dendritischen Zellen markiert.
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1.9. Proliferationstest mittels BrdU-ELISA

Der BrdU-ELISA ist ein nichtradioaktiver Test, bei dem die Proliferation der Zellen iiber den
Einbau von 5-bromo-2’-deoxy-Uridin (BrdU) in die zellulire DNA bestimmt wird. Der Test
ist vom Prinzip her vergleichbar mit dem radioaktiven Thymidintest, allerdings sensitiver und
unproblematischer in der Handhabung (Gratzner, 1982; James, 1994; Tough und Sprent,
1996; Tamarit et al., 2002; Hawker, 2003; Nguyen et al., 2003).

Die Zellen werden nach der Inkubation mit BrdU lysiert und fixiert. Uber Antikérperbindung
an BrdU und anschliefendem TMB Substratumsatz wird die Menge an eingebautem BrdU im
ELISA Reader bei 450nm ermittelt.

Nierenkarzinomzelllinien wurden in 96-Loch-Platten in Konzentrationen von 2.000-500.000
Zellen pro Loch kultiviert und fiir vier Stunden mit der BrdU Firbelosung inkubiert. Die Zell-
fixierung erfolgte bei 60°C fiir 60min im Trockenschrank und die Antikorperinkubation er-
folgte fiir 90min bei RT. Alle anderen Schritte des Proliferationstests wurde analog des Her-
stellerprotokolls durchgefiihrt.

1.10. Bestimmung der metabolischen Aktivitat mittels MTS-Test

Der MTS-Test ist ein nichtradioaktiver Test, bei dem die metabolische Aktivitit von Zellen
tiber die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] in ein farbiges Formazan colo-
rimetrisch gemessen wird (Berney et al., 2001; Decker et al., 2002). Dies ist eine Weiterent-
wicklung des MTT-Tests (Mosmann, 1983). Als Elektronenkopplungsreagenz dient hier Phe-
nazine Ethosulfat (PES). Das gebildete Formazan hat ein Absoptionsmaximum bei 490nm,
das man im ELISA Reader messen kann. Durch den Vergleich der metabolischen Aktivitit
von Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten lisst sich die Proliferation der Zellen bestimmen.
Nierenkarzinomzelllinien wurden in 96-Loch-Platten in Konzentrationen von 2.000-500.000
Zellen pro Loch und T-Zellen in der Konzentration von 400.000 Zellen pro Loch eingesetzt.
Unter Inkubation bei 37°C, 5% CO, wurden pro well 20ul Cell Titer 96 AQyeous One Solution
Reagenz zugegeben und nach 1h bei Nierenkarzinomzelllinien und nach 4h bei T-Zellen die
Rotfirbung bei 490nm im Mikrotiterplattenreader bestimmt. Alle anderen Schritte des Prolife-
rationstests wurde analog des Herstellerprotokolls durchgefiihrt.

1.11. Bestimmung der Zytokinsekretion

Die Zytokinsekretion von GM-CSF, IFNy, IL-2, IL-10 und TNFa in die Kulturiiberstinde der
MLTC-Ansidtze wurde mittels ELISA bestimmt.

ELISA-Platten wurden iiber Nacht mit einem ersten spezifischen Antikorper inkubiert. Nach
Blockade mit DPBS 10% FCS wurden die Platten mit den Kulturiiberstinden und Standard-
reihen fiir 2h inkubiert. Anschliefend folgte eine Inkubation mit einem zweiten spezifischen
biotinylierten Antikdrper und einem Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat fiir 1h.
AbschlieBend wurde der Umsatz von TMB im ELISA Reader bei 450nm bestimmt. Alle
Schritte des ELISA wurden analog des Herstellerprotokolls durchgefiihrt.

1.12. Zytotoxizitatstest

Um die zytotoxische Aktivitdt mehrmals restimulierter T-Zellen zu ermitteln, wurden diese
T-Zellen auf lebende Nierenkarzinomzellen, analog zu den Standard MLTC-Ansétzen, einge-
setzt und die Menge an freigesetztem Lactatdehydrogenase (LDH) mit dem Cytotox96 Assay
bestimmt.

Das aktive LDH ist im Zytoplasma von S#dugerzellen lokalisiert und tritt nur in geringer Men-
ge in die Zwischenzellfliissigkeit oder das Blut aus. Sterben Zellen ab, tritt das Enzym aus der
Zelle aus. Das Verhiltnis von Enzymaktivitét in der Zelle (Zelllysate) gegeniiber der Enzym-
aktivitdt auBerhalb der Zelle (Kulturiiberstande, Blut, Zwischenzellfliissigkeit) offenbart, in
welchem Zustand sich die untersuchten Zellen befinden (typischer Herzinfarkttest in der kli-
nischen Diagnostik). Eine hohe LDH-Aktivitdt im Kulturiiberstand im Vergleich zum Zellly-
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sat zeigt, dass Zellen abgestorben sind. Je hoher dieser Wert ist, umso hoher ist der Anteil
abgestorbener Zellen in der untersuchten Probe (Schnyder und Baggiolini, 1978; Taff und
Sitkovsky, 1994; Singer et al., 1999; Hawryluk und Hirshfield, 2002).

Reaktionen:

NAD" + Lactat — 2, Pyruvat + NADH

Diaphorase

NADH + Tetrazoliumsalz NAD" + Formazan (rot)

50ul der Kulturiiberstéinde und verschiedener Kontrollen wurden in 96-Loch-Platten tiberfiihrt
und fiir 30min mit dem Cytotox96 Substratmix inkubiert. AnschlieBend wurde die Menge an
gebildetem Formazan bei 490nm im Mikrotiterplattenreader bestimmt. Alle anderen Schritte
des Zytotoxizititstests wurden analog des Herstellerprotokolls durchgefiihrt.

1.13. DurchfluBzytometrie

Die Durchflulzytometrie ist eine immunologische Methode zur Analyse von membranstéindi-
gen und intrazelluldren Proteinen. Das Prinzip beruht auf der Identifizierung und Quantifizie-
rung von Zellen oder Zellstrukturen durch Bindung markierter Antikoérper an definierte Ziel-
antigene.

Die markierten Zellen werden mit Hilfe eines Vakuums angesaugt und durch eine Trigerfliis-
sigkeit so stark beschleunigt, dass vorhandene Aggregate aufgetrennt und die Zellen perlen-
schnurartig aneinander gereiht werden. Die Fluoreszenz wird durch einen Argon-Ionen-Laser
angeregt und in zwei Richtungen gemessen. Dabei ist das Vorwirtsstreulicht (FSC) das Mal}
fiir die Grof3e der Zelle, das Seitwirtsstreulicht (SSC) das MaB fiir die Granulierung der Zelle.
Mit Hilfe der spezifischen Fluoreszenz des gewéhlten Farbstoffes kann die Expressionsstirke
des markierten Proteins bestimmt werden.

Nachweis membranstiindiger Proteine

5x10° Zellen wurden zweimal mit DPBS gewaschen und zu ca. 100ul Restvolumen nach dem
zweiten Waschschritt wurden direkt markierte oder unmarkierte Erst-Antikorper bzw. Isotyp-
Kontrollen zugefiigt. Die Inkubation erfolgte auf Eis fiir 30min. Nach zweimaligem Waschen
mit DPBS wurde, falls notwendig, der zweite markierte Antikdrper zupipettiert und wieder
30min im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Nach weiteren Waschschritten wurden die Zellen in 1ml
DPBS aufgenommen und im Durchfluzytometer analysiert.

Nachweis intrazelluliirer Proteine

Zum Nachweis intrazelluldrer Proteine wurden die Zellen vor der Behandlung mit Antikor-
pern fixiert und permeabilisiert. Hierzu wurde der IntraPrep Kit analog des Herstellerproto-
kolls benutzt. Alle weiteren Schritte wurden anlaog des Nachweises membranstindiger Prote-
ine durchgefiihrt.

Ermittlung der B7 Zelloberflachenmolekiile

Zur quantitativen Bestimmung der Zelloberfldchenexpression, ermittelt man zunéchst die An-
tikorperbindekapazitit der eingesetzten Antikorper mit IgG bindenden Mikrobeads. Setzt man
diese beladenen Beads parallel zu Versuchen mit Zellen, deren Expression man quantifizieren
mochte, in durchfluBzytometrischen Untersuchungen ein, so kann man die Zahl an Zellober-
flichenmolekiilen bestimmen (Labus und Petersen 1992).

In dieser Arbeit wurde die Zahl der B7-Oberflichenmolekiile auf den MZ1257RC Transfek-
tanden bestimmt. Hierzu wurden die CDS8OFITC und CDS86PE Antikorper zur Analyse der
Zellen und zur Beladung der Mikrobeads eingesetzt. Der Quantum Microbead Kit wurde da-
bei analog des Herstellerprotokolls eingesetzt.
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2. Molekularbiologie

2.1. Vermehrung und Isolierung rekombinanter DNA

Zur Vermehrung wird cDNA in Plasmid-Klonierungs-Vektoren eingebunden. Diese Plasmide
besitzen i.d.R. ein Replikon eines selektionierbaren Markergens. Dabei handelt es sich meist
um eine Antibiotika-Resistenz. Ein sehr hdufig verwendetes Antibiotika-Resistenzgen kodiert
fiir Ampicillin-Resistenz (AmpR).

2.1.1 Herstellung transformationskompetenter Zellen (Hanahan, 1983)

Durch eine Calciumchlorid-Behandlung wird die Zellwand von E.coli durchlissiger und das
Bakterium ist in der Lage, Plasmid-DNA aufzunehmen (Transformation).

Mit Hilfe dieser Methode wird eine hohe Transformationseffizienz erzielt. Im Falle des Bak-
terienstammes DH5a wird eine Transfektionseffizienz von 5-8x10” colony forming units/ug
Plasmid-DNA erreicht.

Eine Einzelkolonie des E.coli-Stammes DH50 wurde in 2ml YT++-Medium angeimpft und
tiber Nacht bei 37°C und 225U/min geschiittelt. Am néichsten Morgen wurden 50ul dieser
Bakterienkultur in Sml YT++-Medium iiberfiihrt und weitere 3,5h bei 37°C und 225 U/min
inkubiert. AnschlieBend wurde dieser Ansatz komplett in 100ml vorgewédrmtes YT++-
Medium tiberfiihrt und inkubiert bis eine optische Dichte ODggp von 0,45-0,55 erreicht wurde.
Die Kultur wurde auf zwei sterile 50ml Rohrchen verteilt und nach kurzer Abkiihlung auf Eis
8min bei 4°C und 3300g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, die sedimentierten
Bakterien in 10ml TFBI-Puffer resuspendiert und 10min auf Eis inkubiert. Nach einem weite-
ren Zentrifugationsschritt (8min, 4°C, 3300g) wurden die sedimentierten Bakterien in 2ml
TFBII-Puffer resuspendiert und in einem Ethanol/Trockeneisbad in vorgekiihlten Reaktions-
gefifen in 200ul Aliquots eingefroren. Die Lagerung der kompetenten Bakterien erfolgte bei
-80°C.

2.1.2. Transformation

Ein Aliquot der Transformationskompetenten Zellen wurde mit 10-100ng Ligations-DNA
bzw. cDNA 30min auf Eis inkubiert, anschlieBend 1min bei 42°C einem Hitzeschock ausge-
setzt und wieder auf Eis gestellt. Die Zellen regenerierten in SOC-Medium 1h bei 37°C. Der
Hitzeschock bewirkte eine Verdnderung der Zellmembran. Die rekonstituierten Zellen wurden
unterschiedlich hoch konzentriert auf mehreren LB amp-Agar-Platten ausplattiert und bei 37°C
inkubiert bis Einzelkolonien entstanden. Nichttransformierte Zellen von E. coli DH5a besit-
zen keine Ampicillin-Resistenz, weshalb sie unter diesen selektiven Bedingungen nicht an-
wachsen konnen.

2.1.3. Praparative Isolierung von Plasmid-DNA

Das Prinzip der Isolierung der Plasmid-DNA aus E.coli beruht darauf, dass die DNA durch
NaOH denaturiert wird. Die Einzelstringe der linearen chromosomalen DNA 16sen sich von-
einander, wihrend die Plasmid-DNA zusammenbleibt. Beim Renaturieren durch Zugabe einer
sauren Salzlosung bildet die chromosomale DNA ein unldsliches Netzwerk und kann ein-
schlieBlich der prizipitierten Proteine abzentrifugiert werden, wéhrend die Plasmid-DNA bei
der Zentrifugation in Losung bleibt.

Mini-Plasmid-DNA-Priparation nach (Seed, 1983)

Eine Einzelkolonie von LB smp-Agar-Platten wurde in Sml LB amp-Medium iiberfiihrt und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wurden 2x1,5ml in einem Eppendorf-
reaktionsgefdll abzentrifugiert (13000U/min, RT, 1min, Tischzentrifuge) und der Uberstand
verworfen. Das Sediment wurde in 200ul Puffer P1 resuspendiert, 200ul Puffer P2 wurden
zugegeben, dreimal invertiert und maximal Smin bei RT inkubiert.
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Als néchstes wurden 200ul Puffer P3 hinzugefiigt und nach dreimaligem Invertieren wurde
10min zentrifugiert (13000U/min, RT, Tischzentrifuge) und der Uberstand in ein neues Ep-
pendorf-reaktionsgefil} tiberfiihrt.

AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA mit 0,7Vol Isopropanol (-20°C) ausgefillt und direkt
pelletiert (13000U/min, RT, 30min, Tischzentrifuge). Danach wurde das Pellet mit 70% Etha-
nol gewaschen, bei 65°C fiir Smin getrocknet und abschliefend in 50ul TE-Puffer resuspen-
diert.

Mini-Plasmid-DNA-Priparation mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit

Alternativ wurde die Plasmid-DNA mit der Mini-Plasmid-DNA-Priparation mit dem
QIAprep Spin Miniprep Kit nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Bei dieser Methode wird die Plasmid-DNA unter hoher Salzkonzentration an eine Silica-
Membran gebunden. Durch mehrere Waschschritte wird die DNA gereinigt und anschlieend
mit geringer Salzkonzentration (z.B. Millipore H,O) von der Siule eluiert. Mit Hilfe dieser
Aufreinigung wird sehr saubere DNA, die unter anderem zum Sequenzieren eingesetzt wer-
den kann, in kurzer Zeit gewonnen.

Midi- und Maxi Plasmid-DNA-Préparation (Qiagen)

Mit diesen Methoden konnen grofere Mengen Plasmid-DNA mit hohem Reinheitsgrad iso-
liert werden.

Durch alkalische Lyse werden die Bakterien aufgeschlossen. Bei niedrigen Salzkonzentratio-
nen bindet die DNA an eine Anionenaustauschsdule und nach mehreren Waschschritten mit
mittlerer Salzkonzentration wurde die DNA mit hohen Salzkonzentrationen von der Siule
eluiert. Die Fillung der DNA aus dem salzreichen Eluat erfolgte mit 0,7Vol Isopropanol
(-20°C). Die Priparation wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2. Spektralphotometrische Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren
Eine schnelle und einfache Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren wurde iiber
Absorptionsspektroskopie im UV-Bereich durchgefiihrt. Dabei wird die Absorption der Probe
im monochromatischen Licht der geeigneten Wellenlidnge abziiglich der Absorption des Lo-
sungsmittels erfafit. Die erhaltenen Absorptionswerte konnen einer bestimmten Nukleinsédure-
konzentration zugeordnet werden (Bertram und Gassen, 1998; Sambrook und Russell, 2001).
Man bestimmt die Absorption der Nukleinsdurelosung bei den Wellenldngen A=260nm (Nuk-
leinsduren) und A=280nm (Proteine) zum Erfassen von Proteinverunreinigungen. Der Quo-
tient der Absorptionen 260nm/280nm wird als Reinheitskriterium verwendet. Der errechnete
Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen, um eine ausreichend reine Probenqualitit zu ge-
wihrleisten.

Nach der folgenden Formel wurde die Konzentration von Nukleinséduren in der Losung ermit-
telt (Sambrook und Russell, 2001):

Az60nm X V x OD = pg/ml Nukleinsidure

As60nm: Absorption der Losung bei A = 260nm
V: Verdiinnungsfaktor der spektralphotometrisch gemessenen Nukleinsdurelosung
OD: Optische Dichte

Die OD fiir Nukleinsiduren bei 260nm ist bekannt. Sie betrégt:
10D = 50ug/ml doppelstringige DNA

10D = 40pg/ml einzelstringige DNA bzw. RNA

10D = 20ug/ml Oligonukleotid
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2.3. Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Eine enzymatische Hydrolyse mit Restriktionsendonukleasen ermdglicht die Charakteri-
sierung von Plasmiden und die Darstellung von DNA-Fragmenten. Diese Enzyme erkennen
kurze palindrome Sequenzen von 4 bis 8§ Basenpaaren und spalten die DNA entweder in die-
sem Bereich oder kurz daneben hydrolytisch. Es entstehen dabei je nach verwendeter Restrik-
tionsendonuklease stumpfe Enden sogenannte blunt ends oder iiberhingende “klebrige* En-
den sticky ends. Die fiir jedes Enzym spezifischen optimalen Hydrolysebedingungen
(Temperatur, pH-Wert, Ionenstéirke) wurden nach Angaben des Herstellers eingestellt. Es gilt
als Faustregel: Ein Unit Enzym spaltet in einer Stunde ein ug DNA. Eine Uberdosierung des
Enzyms ist zu vermeiden, da dies zu unspezifischen Reaktionen fithren kann.

2.4. Native Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Die native Agarose Gelelektrophorese ist eine einfache und dennoch hochst effiziente Metho-
de zur Trennung, Identifizierung und Reinigung von 0,5 bis 25kb DNA-Molekiilen. Die DNA
wird je nach zu trennender GroB3e in 0,2-2%igen (w/v) Agarose-Gelen in TAE-Puffer aufge-
trennt (Sambrook und Russell, 2001). Unter den Bedingungen der Elektrophorese sind die
Phosphatgruppen der Nukleinsduren ionisiert, so dass diese Polyanionen im elektrischen Feld
von der Kathode zur Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit hiangt sowohl von der
Molekiilgrole bzw. der Kettenldnge als auch von der Konformation (linear, nicked-circular,
superhelical) des Molekiils ab. Eine Bestimmung der GroB3e der Fragmente ist bei Mitfiihren
eines geeigneten GroBenstandards moglich. Die DNA-Proben wurden in Nukleinsédure-
Farbmarker aufgenommen. Die zugesetzten Farbstoffe ermoglichten ein Verfolgen des Ver-
laufs der Elektrophorese (Bertram und Gassen, 1998; Sambrook und Russell, 2001). Die Do-
kumentation erfolgte durch in die Doppelhelix der DNA interkalierendes Ethidiumbromid.
Dieses wurde mit einer UV-Kontaktlampe (254nm) angeregt und mit einer Polaroidkamera
dokumentiert.

Die Agarose gewiinschter Konzentration wurde in die Gelkammer gegossen. Nach Erstarren
des Gels wurde der Kamm entfernt und das Gel mit 1x TAE-Puffer iiberschichtet. Die DNA-
Proben wurden mit 1/5 Volumen DNA-Beladungspuffer versetzt, Smin bei 65°C denaturiert
und in die Taschen tiberfiihrt. Die Elektrophorese wurde in Flachbettgelkammern bei einer
Spannung von 60-120V und einer Stromstérke von maximal 400mA durchgefiihrt.

2.5. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Nach einer hydrolytischen Spaltung und anschlieBender Auftrennung der DNA-Fragmente im
Agarose-Gel, wodurch auch eine Trennung von noch vorhandenen Proteinen erfolgt, kann ein
bestimmtes Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten und aus dem Agarose-Gel eluiert
werden.

Das gewiinschte Fragment wurde zur Schonung der DNA unter UV-Licht einer langeren Wel-
lenldnge (302nm) ausgeschnitten. Die Elution aus dem Agarose-Gel erfolgte mit dem QIA-
quick Gel Extraction Kit-Protokoll. Diesem Protokoll liegt folgendes Prinzip zugrunde: Die
Gelmatrix wird durch eine Natriumiodat/Natriumchlorat-Losung aufgelost. Die DNA in der
Losung bindet unter hohen Salzkonzentrationen an Silica-Gel-Partikel. Nach mehreren
Waschschritten wurde die DNA unter niedriger Salzkonzentrationen entweder mit Millipore
H,;OAqua bidest. oder mit einem im Kit enthaltenen Puffer eluiert.

Bei Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kit erfolgt die Aufreinigung iiber eine Siule,
in der sich Silica-Gel-Partikel befinden, wodurch eine hohere Reinheit der DNA erzielt wer-
den kann. Die Protokolle wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.
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2.6. Ligation

Bei einer Ligation wird ein gewiinschtes DNA-Fragment mit Hilfe einer Ligase in einen
linearisierten Vektor inseriert, der dann zur Transformation verwendet wird. Der Vektor
besitzt ein Antibiotikaresistenzgen, damit Klone isoliert werden konnen, die den Vektor
aufgenommen haben.

Fiir die Ligationen wurden linearisierter Vektor und Insert-DNA in einem Verhiltnis von 1:2
bis 1:16 an freien Enden zusammengegeben (Sambrook und Russell, 2001). Die ligierbaren
Enden wurden durch geeignete Restriktionsspaltungen erzeugt. Die Reaktion erfolgte iiber
Nacht mit der T4 DNA-Ligase bei 14°C in einem Reaktionsansatz von 20 pl.

2.7. Sequenzierung von DNA Molekiilen

Um die erfolgreiche Herstellung der gewiinschten DNA Molekiile zu iiberpriifen wurden die
DNA Molekiile vor ihrem FEinsatz sequenziert. Die Sequenzierungen wurden von der Firma
GENterprise (Mainz) mit dem ThermoSequenase Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Frei-
burg) durchgefiihrt. Die Elektrophorese und Fragmentdetektion erfolgte mit dem automati-
schen Sequenziergerit ABI 373A (Applied Biosystems, Weiterstadt). Nach der Sequenzie-
rung wurden die Nukleotidsequenzen mittels der Programme SeqED (Applied Biosystems,
Weiterstadt) und Sequencer (Gene Codes, Michigan, USA) analysiert.

2.8. RNA-Praparation aus eukaryotischen Zellen

Die Durchfiihrung der RNA-Préparation mit dem RNeasy Mini Protocol (Qiagen) diente der
Gewinnung von Gesamt-RNA aus Zellen und erfolgte nach Herstellerangaben.

Maximal 1x10’ Zellen wurden in einem Guanidiumisothiocyanat (GITC)-haltigen Puffer ly-
siert und homogenisiert. Nach Zugabe von Ethanol, um geeignete Bindungskonditionen zu
erhalten wurde die Losung auf eine ,,RNeasy Silica® Membran gegeben, wo die RNA unter
hohen Salzbedingungen bindet. Nach mehreren Waschschritten wurde die RNA mit Millipore
H,O eluiert.

2.9. Reverse Transkription und PCR

2.9.1. PCR von cDNA

Zur Vermehrung verschiedener DNA Molekiile wurden ca. 50ng cDNA in Tag-Polymerase-
Puffer unter Zusatz von 0,2mM dNTP’s, 40pmol der jeweiligen Primer und 1,5IU der Tag-
Polymerase eingesetzt. Nach einer zweiminiitigen Denaturierung der cDNA bei 95°C wurde
in Abhingigkeit des nachzuweisenden Gens folgender Zyklus unterschiedlich oft (siehe
I11.5.4.) durchlaufen:

95°C 1min (Denaturierung der DNA)

xx°C 1min (Annealingtemperatur der Primer siehe 111.5.4.)

72 °C 1min (DNA-Synthese)

Die Produkte wurden auf Agarose-Gelen aufgetrennt und analysiert.

2.9.2. Titan™ One Tube RT-PCR-System

RNA kann durch retrovirale Reverse Transkriptasen in cDNA umgeschrieben werden. Als
Zufallsprimer dient ein Gemisch aus Hexanukleotiden, die an die RNA binden und als Star-
termolekiile fiir die Transkriptasen fungieren (Sarngadharan et al., 1972).

Bei dieser Methode werden die cDNA-Synthese und die PCR mit einem optimierten Puffer
und entsprechenden Enzymen zwar nacheinander durchgefiihrt, jedoch ohne erneute Zugabe
von Reagenzien. Das Ein-Schritt-Protokoll verwendet AMV (Avidrer Myoblasto Virus) Re-
verse Transkriptase fiir die cDNA Erststrang Synthese und einen Enzym-Mix aus Taqg DNA-
Polymerase und Pwo-DNA-Polymerase fiir die anschlieBende PCR. Das Titan RT-PCR-
System hat folgende Vorteile:
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Es reduziert die Fehlerrate in der PCR aufgrund der Korrekturlese-Eigenschaft der Pwo-
DNA-Polymerase und die hohe Effizienz der Enzyme verbessert die Sensitivitidt des RNA-
Nachweises.

Die Titan RT-PCR wurde nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt, wobei fiir jeden Ansatz
200ng Gesamt-RNA eingesetzt wurden. Die Annealingtemperaturen fiir verschiedene Ansitze
sind in II1.5.4. aufgelistet.

2.10. Protein-Praparation aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolierung von Proteinen aus eukaryotischen Zellen wurden diese in einem Mix aus Pro-
tease-Inhibitoren kurz inkubiert und anschlieend in einem denaturierenden und lysierenden
Puffer aufgenommen.

Etwa 2x10’ Zellen wurden dreimal mit kaltem PBS gewaschen, kurz mit 1 ml Protease-
Inhibitoren-Mix inkubiert, adhirente Zellen wurden anschlieBend mit einem Zellschaber von
der Zellkulturflasche gelost und in einer Tischkiihlzentrifuge bei 4°C und 13.000U/min fiir
2min sedimentiert. Die sedimentierten Proteine wurden in 200ul 1x SDS-Puffer resuspendiert
und Smin bei 95°C denaturiert. Die Lagerung der Proteine erfolgte bei -20°C.

2.11. Protein-Konzentrationsbestimmung

Mit Hilfe des Protein Assay ESL Kits kann die Proteinkonzentration in Losungen spektropho-
tometrisch bestimmt werden. Diese Methode ist eine optimierte Weiterentwicklung der Vor-
schrift von Matsushita et al., (1993) und basiert auf einer Biuret-dhnlichen Reaktion, wobei
Cu”* zunzchst mit Protein im alkalischen Medium komplexiert wird. Jedoch wird der Protein-
gehalt durch Messung der Extinktion eines Cu'-Bathocuproin-Komplex gemessen, der sich
aus iiberschiissigem Cu”* bildet, welches nicht durch das Protein komplexiert wurde. Das
iberschiissige Cu”* wird mit Hilfe von Ascorbinsiure zu einwertigem Cu reduziert und kann
dann den farbigen Komplex mit Bathocuproin bilden. Die MefBgroBe ist im Gegensatz zu an-
deren gebriduchlichen Protein-Tests negativ proportional zur Anzahl der Peptidbindungen.
Daher ist die Protein-zu-Protein-Abweichung dieses Kits sehr gering.

Zunichst wurden die Proteinproben zusammen mit einer Standardreihe in einer alkalischen
Kupfertatrat-Losung fiir mindestens Smin inkubiert. Anschlieend wurde eine zweite Losung
die u.a. Bathocuproindinsulfonsiure enthielt zugegeben und nach exakt 30sec die Extinktion
bei 485nm bestimmt. Durch das Mitfiihren einer Standardreihe konnte die Proteinkonzentrati-
on in der Probe mit Hilfe einer Kalibrierkurve bestimmt und fiir nachfolgende Versuche ein-
gestellt werden.

2.12. Proteinaufreinigung mittels Protein A

Zur Aufreinigung von murinen Antikorpern oder Fusionsproteinen mit murinen Immunglobu-
lindoménen wurden Zellkulturiiberstinde und geséttigte Ammoniumsulfatlosung bei Raum-
temperatur zu gleichen Teilen gemischt und anschlieBend iiber Nacht bei 4°C gelagert. Die
ausgefallenen Proteine wurden fiir 30min bei 3300g zentrifugiert und das Zellpellet in DPBS
aufgenommen. Diese Losung wurde auf Protein A Sdulen (HiTrap, Amersham Pharmacia
Biosciene, Freiburg) gegeben. Die Sdulen wurden dreimal mit PBS gewaschen und gebunde-
ne Proteine mit Zitratphosphatpuffer pH 3.0 eluiert. Nach der Elution wurde sofort mit DPBS
verdiinnt, um die Losung moglichst schnell zu neutralisieren. Nach erneuter Féllung mit Am-
moniumsulfat standen die Proteine anschlieBend zum Einsatz in der Zellkultur zur Verfiigung.

2.13. Glycosidase F Behandlung

Zur Deglycosylierung von Proteinen wurden diese mit Glycosidase F behandelt. Die in
1xSDS Puffer gelosten Proteine wurden mit 2U Glycosisdase F pro 10ug Protein fiir 30min
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend in Western Blot Analysen untersucht.
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2.14. Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot

Durch die Polyacrylamid-Gelelektrophorese SDS-PAGE (Laemmli, 1970) werden die denatu-
rierten Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Konzentration des Polyacrl-
amid-Gels ist variierbar und wird abhéngig vom Molekulargewicht des zu detektierenden Pro-
teins gewdhlt. Das Molekulargewicht der einzelnen aufgetrennten Proteine kann mit Hilfe
eines ProteingroBBenmarkers, der definierte Proteine enthilt, bestimmt werden. Das SDS bin-
det an die hydrophoben Regionen der Proteine (ca. ein gebundenes SDS-Molekiil pro zwei
Aminoséduren), wodurch eine stark negative Ladung in die denaturierten Proteine eingefiihrt
wird, was ihre eigene Ladung iiberdeckt. Dadurch wandern die Proteine im elektrischen Feld
zur Anode.

Es wurden Minigele der Groe 10cm x 10cm verwendet und pro Gelspur 20-50ug Protein in
15ul 1xSDS-Puffer denaturiert und aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte mit 10mA pro Gel
im Sammelgel und mit 20mA im Trenngel bei V.. Als Marker diente ein vorgefirbter Rain-
bowmarker.

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine werden durch Transfer auf eine Nitrozellulose-
membran immobilisiert und fiir Antikdrper gut zuginglich gemacht. Die Proteine werden
durch spezifische Antikdrper immunologisch nachgewiesen.

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurde iiber Nacht in einer Tank-
Blot-Kammer mit Western Blot Transferpuffer bei 100mA (Vmax) bei RT durchgefiihrt.

Die Blockierung der freien Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran nach Proteintrans-
fer erfolgte durch Inkubation fiir zwei Stunden mit 10% Pferdeserum und 2% Trockenmilch-
pulver in TBS-T unter leichtem Schwenken. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T folgte
die Inkubation mit dem FErstantikérper (s. AK-Liste in II1.4.5.) fiir mindestens zwei Stunden
unter leichtem Schwenken. Vor Zugabe des Zweitantikorpers (s. 111.4.5.) wurde dreimal mit
TBS-T gewaschen. Die Inkubation und das anschlieBende Waschen entsprachen der Behand-
lung bei der Erstantikorper-Inkubation. Der Zweitantikorper war konjugiert an Meerretich-
Peroxidase. Die Membran wurde im Anschluf} an die Inkubation mit dem Zweitantikorper in
einer Losung, bestehend aus einer 1:1-Mischung aus Detergenz 1 und Detergenz 2 (ECL-
Detection Reagents) fiir Imin inkubiert. Bei der dann ablaufenden Reaktion wurde Licht emit-
tiert, dass mit Hilfe eines Rontgenfilms detektiert wurde.

2.15. Proteomanalyse

Probenvorbereitung

Die T-Zellen wurden nach Ende der MLTC Ansitze dreimal mit DPBS gewaschen und als
Pellet bis zur weiteren Verwendung bei —80°C gelagert.

Jedes Zellpellet wurde direkt nach Entnahme aus dem —80°C Gefrierschrank in 300ul Rabil-
loud-Lysepuffer aufgenommen und durch mehrfaches Pipettieren bzw. Vortexen gut re-
suspendiert. AnschlieBend wurde das Lysat mit dem Ultraschallstab beschallt (dreimal 15sec)
und 90min bei 13000U/min, 15°C, Tischzentrifuge zentrifugiert. Das klare Lysat wurde an-
schlieBend in ein frisches, steriles Eppendorf-Gefi3Cup iiberfiihrt. Ein Aliquot des klaren
Uberstandes wurde zur Proteinbestimmung eingesetzt.

Aufreinigung phosphorylierter Proteine

Mit dem PhosphoProtein Purification Kit mit Probenkonzentrierung konnen phosphorylierte
Proteine von nichtphosphorylierten getrennt werden. Die Phosphoproteine binden an die Auf-
reinigungssdulen, wihrend die restlichen Proteine durch die Sdulen durchlaufen.

Durch die anschlieende Probenkonzentrierung und Entsalzung beider Proteinfraktionen, sol-
len die getrennten Proteine fiir den Einsatz in der 2D-Analyse vorbereitet werden.

Der Kit wurde nach Herstellerangaben zur Auftrennung von Proteinproben in phosphorylierte
und nichtphosphorylierte Proteine eingesetzt. Nach der Aufreinigung wurden die Proteinfrak-
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tionen mit Nanosep Ultrafiltration Columns (phosporylierte Proteine) und Centricon Plus-20
Centrifugal Filter Devices nach Herstellerprotokollen in Rabilloud-Puffer aufkonzentriert.

Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit dem 2D Quant Kit der bestimmt. Mit diesem
Kit ist eine Proteinbestimmung in Rabilloud-Puffer moglich, da stérende Chemikalien (vor
allem DTT) entfernt werden.

Die Proteinproben wurden so eingestellt, dass die gewiinschte Proteinmenge in einem Volu-
men von 340ul vorlag. Nach dieser Aliquotierung konnten die Proben bis zur Verwendung
bei -80°C gelagert werden.

Auftrennung isolelektrische Fokussierung (1. Dimension)

Zunichst wurden die Streifenhalter mit je 340ul Probe beladen und anschliefend die Fokus-
sierungsstreifen (Immobiline Dry Strips pH 3-10) eingebracht. Waren alle Halter derart bela-
den, wurden sie auf die Elektrodenplatte der IPGphor-Einheit gestellt und die Plastikdeckel
der Streifenhalter aufgebracht.

Danach wurde die Schutzhaube der IPGphor-Einheit geschlossen und das Rehydrierungs- und
IEF-Protokoll gestartet:

Rehydrierungs- und IEF-Programm

Parameter

Rehydration 2h 0V step and hold Pause
STEP1 10h 30V step and hold
STEP2 1h 500V step and hold
STEP3 1h 1000V step and hold
STEP4 1h 5000V step and hold
STEP5 4h 8000V step and hold

Gesamtlaufzeit: 19 Stunden, Gesamtvoltstundenzahl (Vhrs) ca. 34-36.000Vhrs.

In der Programmpause nach 2h wurden die inzwischen aufgequollenen Fokussierungsstreifen
mit 350ul DryStrip Cover Fluid iiberschichtet und die eigentliche Fokussierung gestartet.

Nach Ablauf der Fokussierung wurden die Streifen entweder sofort fiir die weitere Auftren-
nung in der 2. Dimension eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Auftrennung SDS-PAGE (2. Dimension)

Herstellung der Polyacrylamidgele

Das GieBen der Polyacrylamidgele erfolgte mit Hilfe des DALT Gel GieBstandes. Beim Gie-
Ben war darauf zu achten, dass keine Luftblasen entstehen und dass der Fillstand nicht zu
hoch gewihlt wurde, da zumindest noch 100ml 50%ige Glycerinldsung zum Verdringen der
Acrylamidlosung aus dem Fiillschlauch nachgefiillt werden mussten. Die Verdringungslo-
sung wurde dazu genutzt, den Fiillstand des Gelgiestandes auf noch ca. 1-1,5cm freie Fiill-
hohe bis zur Gelkassettenoberkante zu bringen. SchlieBlich wurde durch vorsichtiges Auf-
bringen des Tris-gesittigten Butanols (2-3ml Gelkassette) die Ausbildung einer planen Gelo-
berfliche sowie der Abschlu3 zur Luftschicht erzielt. Um eine vollstindige Polymerisierung
der Gele zu gewihrleisten, erfolgte die Polymerisation iiber Nacht.

Gellauf

Zundchst wurde die 2D-Elektrophoresekammer mit 20000ml frisch angesetzem 1xSDS-
PAGE-Laufpuffer beschickt. Zudem wurde das Kiihlwasserbad eingeschaltet.

Vor Auftrennung der Proben in der 2. Dimension wurden die Fokussierungsstreifen umgepuf-
fert, um die Proteine mit SDS zu beladen.
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Die Aquilibrierung der Streifen erfolgte dabei in 2 Schritten. Zunichst wurden die fokussier-
ten IPG-Streifen in separaten Glasrohrchen unter stindigem Schiitteln fiir 15min in 12ml
Aquilibrierungspuffer 1 inkubiert. Dabei wurden in Gegenwart von DTT die fokussierten Pro-
teine vollstindig reduziert. Parallel dazu wurden die Proteine bereits mit SDS beladen, dena-
turiert und erhielten dabei eine negativen Oberflichenladung. Zudem wurde dadurch der im
Lysepuffer enthaltene Thioharnstoff, der das Auswandern der Proteine aus dem Fokussie-
rungsstreifen stark behindern wiirde, ausgewaschen. Im zweiten sich direkt anschlie3enden
Schritt wurden die Streifen erneut unter stindigem Schiitteln fiir 15min in 12ml Aquilibrie-
rungspuffer 2 inkubiert. Dabei erfolgte durch die Umsetzung mit Jodacetamid eine Blockie-
rung der reduzierten, freien SH-Gruppen, was die Ausbildung von unerwiinschten Thiolbrii-
cken endgiiltig verhinderte. Auch diese Inkubation erfolgte in Gegenwart von SDS, das damit
zur weiteren Beladung der Proteine genutzt werden konnte. Der Aquilibrierungspuffer 2 wur-
de anschlieend zur Entfernung von freiem Jodacetamid in 1x SDS-PAGE-Laufpuffer ausge-
waschen. Die Streifen konnten dann bis zum Auftrag auf das SDS-PAGE-Gel fiir kurze Zeit
in 1x SDS-PAGE-Laufpuffer zwischengelagert werden.

Zur Beladung von Gelen mit dquilibrierten Fokussierungsstreifen wurden die Gele seriell zu-
nichst mit Ladepuffer mit Low-Melting-Agarose iiberschichtet und die Streifen nacheinander
vorsichtig auf die Geloberkante aufgebracht. Ein direkter Kontakt zwischen Fokussierungs-
streifen und Geloberkante verhinderte das spétere Auftreten von falschen Doppelspots bzw.
storender Luftblasen.

Vor dem Erstarren der Agarose wurde pro Gel ein Streifen Whatmanpapier mit 15ul mit Pro-
teinmolekulargewichtsstandard mitaufgetragen. Die mit Marker getrinkten Papierstreifen
wurden dann auf der sauren Seite des Fokussierungsstreifens in die Agarose eingebettet.

Um den Austritt der Proteine aus den Streifen zu erleichtern, wurde die Trennung initial mit
geringer Voltzahl durchgefiihrt (1h mit 50V), danach wurde die Spannung derart eingestellt,
dass die Gele iiber Nacht aufgetrennt wurden (80-100V). Die Trennung wurde abgebrochen,
sobald die Lauffront das Ende der Gelkassette erreicht hatte.

Gelfiarbung

Die Silberfirbung von Proteinen (Heukeshoven und Dernick, 1988) ist eine sensitive Methode
und eignet sich zur Farbung von groeren Gel-Serien analytischer Gele. Die Fiarbung der Gele
erfolgte in Glasschalen, wobei das Absaugen der Reagenzien mit Hilfe einer Vakuumpumpe
unter Verwendung einer Saugflasche erfolgte. Die Fixierung erfolgte fiir mindestens 60min
mit Fixierer, bei groeren Versuchsansitzen erfolgte dieser Inkubationsschritt auch iiber
Nacht. Bei diesem Vorgang schrumpften die Gele stark ein, wihrend der nachfolgenden
Schritte nahmen sie aber ihre Ausgangsgrofie wieder ein. Nach der Fixierung wurde zunéchst
zweimal fiir 20min mit der Ethanollosung und anschlieBend dreimal fiir 20sec mit Millipore-
H,O gewaschen.

Daran schloff sich das Sensitivieren fiir mindestens Imin in der Sensitivierungslosung an.
Durch diesen Schritt wurde die unspezifische Hintergrundfiarbung stark reduziert. Auch nach
diesem Schritt wurde dreimal fiir 20sec mit Millipore-H,O gewaschen.

Die Gele wurden mit der Silbernitratlosung fiir 20min bei 4°C im Kiihlraum unter regelmifi-
gem, vorsichtigem Schwenken der Farbewannen gefidrbt. Durch Vorkiihlen der Firbelosung
auf 4°C und waschen vor und nach der Firbung mit gekiihltem Millipore-H,O konnte eine
weitere Reduzierung der Hintergrundfirbung erreicht werden. Auch nach diesem Schritt wur-
de dreimal fiir 20sec mit Millipore-H,O gewaschen.

Die Entwicklung der gefirbten Gele erfolgte fiir 1-15min in der Entwicklerlésung. Je nach
Farbegrad, der stark von der Proteinbeladung abhing, wurde die Entwicklung durch kurzes
Waschen mit Millipore-H,O und abstoppen mit der Stopplosung fiir mindestens 15min been-
det. Ein frithzeitiges Abstoppen brachte hier die besten Ergebnisse, weil die Entwicklungsre-
aktion auch in der Stopplosung noch einige Zeit anhielt. Ein abschlieBendes ausfiihrliches
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Waschen mit Millipore-H,O fiir mindestens dreimal 10min beendete den Fiarbevorgang. An-
schlieBend wurden die Gele in Overhead-Présentationsfolien eingeschweifit und bis zur weite-
ren Analyse bei 4°C gelagert.

Gelanalyse

Zur Auswertung der aufgetrennten Proteinspots wurden die eingeschweifiten Gele mit einer
Auflésung von 300dpi in Orginalgrofe farbig (Millionen von Farben) eingescannt und unter
ihrem Namen mit Gelnummer als TIFF-file abgelegt. Zur weiteren Spotanalyse mit dem Pro-
gramm Proteomweaver wurde die Farbinfomation auf Graustufen reduziert und die Gele glei-
cher Versuchsserien gemeinsam in die Software eingeladen. Die Software detektierte zu-
nichst alle erkennbaren Proteinspots und verglich als erstes die Spotmuster der Gele einer
Versuchsreihe und anschlieend verschiedene Versuchsreihen (z.B. mit und ohne B7) mitein-
ander. Dadurch lieBen sich interessante und zwischen den verschiedenen Versuchsreihen un-
terschiedliche Spots im Regelfall auf eine Zahl von 1.000-5.000 Spots pro Versuch reduzie-
ren. Um entgiiltige Aussagen treffen zu konnen, war es notwendig, jeden einzelnen Prote-
inspot zu betrachten und vor allem die richtige Zuordnung zu iiberpriifen. Das Programm war
nicht in der Lage, Proteine, die durch verschiedene Modifikationen wie z.B. Glykosilierungen
oder Phosphorylierungen, in ihrer Lage auf den Proteingelen verschoben waren, richtig zu-
zordnen. Verschiedene interessante Spots wurden herausgenommen und in Powerpointprisen-
tationen so markiert, dass sie einer nachfolgenden Proteinidentifikation zugefiihrt werden
konnten.

Proteinidentifikation mit Maldi TOF

Zur Identifikation von Proteinen wurden silbergefirbte Gele, gemeinsam mit der Spotdoku-
mentation in Powerpointprisentationen und dem Proteomweaverdatensatz, an das MPI fiir
Biochemie in Martinsried tibersand. Die Arbeitsgruppe um Prof. Lottspeich tibernahm die
Identifikation der Proteinspots.

Die Spots wurden mit einem automatischen Spotpicker aus den Gelen ausgeschnitten und
anschliefend mit der Endoproteinase Lys-C verdaut. Die dadurch entstandenen Peptide wur-
den in einer Maldi-MS-Analyse aufgetrennt (peptide mass fingerprint). Die Grofen der ge-
fundenen Peptide wurden in die MASCOT-Datenbank (Hirosawa et al., 1993; Perkins et al.,
1999) eingegeben und eine Standardsuche durchgefiihrt. Zur entgiiltigen Identifikation des
Proteins aus der von der Datenbank zur Verfiigung gestellten Trefferliste wurden jeweils
zwei Peptide aus der ersten Maldi-MS-Analyse tiber Tandem-MS-Analysen weiter fragmen-
tiert und so deren Aminosduresequenz bestimmt. Alle Ergebnisse zusammen sind statistisch
signifikant (p<0.05).

2.16. Erstellung von Proteinnetzwerken

Zur Generierung von Proteinnetzwerken wurden zunéchst Proteininteraktionen aus Medline
Abstracts extrahiert. Zunéchst wurde ein Verzeichnis aller humanen Gen- und Proteinnamen
aus LOCUSLINK, SWISSPROT und TREMBL erstellt. Dem schloss sich eine Erweiterung
dieses Verzeichnisses beziiglich morpho-syntaktischer und semantischer Parameter mittels
des TEMIS Insight Discoverer Extractor (TEMIS GmbH, Heidelberg) an. Danach wurden
verschiedene mogliche Interaktionen wie Aktivierung, Inhibition oder Bindung zwischen die-
sen Proteinen festgelegt und geordnet mit Hilfe des TEMIS Skill Cartridge Studio (TEMIS
GmbH, Heidelberg). In einer Extraktion aus allen Medline Abstracts (bis 7/03) konnten ca.
21000 Interaktionen gefunden werden. Auf Basis dieser Daten konnten dann Netzwerke von
Proteininteraktionen identifiziert werden.
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V. Ergebnisse

1.Steigerung der Immunogenitat von Nierenkarzinomzelllinien
durch B7-Gentransfer

Ausfiihrliche Untersuchungen verschiedener Nierenkarzinomzelllinien und Nierenkarzinom-
gewebeproben zeigten, dass viele dieser Tumorzellen die costimulatorischen Molekiile B7-1
und B7-2 nicht exprimieren (Jung et al., 1999; Pantuck et al., 2001; Antonia et al., 2002).
Somit fehlt fiir eine effektive T-Zell Aktivierung das zweite costimulatorische Signal, auch
wenn das erste Signal vermittelt werden kann (Abb. 8).

Um die Immunogenitit von Nierenkarzinomzellen zu erhthen, wurde daher ein auf B7 Modi-
fikation basierender Therapieansatz zur Herstellung eines zelluldren Vakzins entwickelt.

Durch Transfektion einer Tumorzelllinie mit der cDNA fiir die costimulatorischen B7 Mole-
kiile sollen diese Zellen in die Lage versetzt werden, die Costimulatoren auf ihrer Zelloberfla-
che zu exprimieren. Durch diese gentechnisch verdnderten Zellen konnten dann antigenspezi-
fische T-Zellen aktiviert werden, da nun ein zweites Signal vorhanden ist (Abb. 13).

Basis fiir diesen Ansatz ist die etablierte Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC (Tab. 7). Sie
zeichnet sich durch gutes Wachstum und eine stabile Expression von HLA-Oberfldchen-
molekiilen, sowie verschiedener Tumorantigene aus (Neumann et al., 1998; Jung et al., 1999).
Sie triagt die HLA-Klasse I Molekiile A2, A3, B7, B44, Cw5 und Cw7. Somit kdnnen alle
Nierenkarzinompatienten die ebenfalls das weit verbreitete HLA-A2 besitzen mit Hilfe dieser
Zelllinie therapiert werden und eine Immunantwort gegen die Tumorantigene der Zelllinie
MZ1257RC aufbauen.

Tab. 7 Eigenschaften von MZ1257RC (Neumann et al., 1998; Jung et al., 1999)
HLA-Phiinotyp A2, A3, B7, B44, Cw5 und Cw7
EBV-Zelllinie vorhanden

Expression von
Tumorantigenen mdm?2, HER2/neu, p53, RAGE-1
Costimulatoren ICAM-1, LFA-3, CD40

keine Expression von B7-1, B7-2

Die Zelllinie MZ1257RC wurde subkloniert und ein Klon mit den B7-Expressionsvektoren
pCMV B7-1 (Abb. 19), pCMV B7-2 (Abb. 20) und dem Kontrollvektor pCMV IRES Neo
(Abb. 18) stabil transfiziert.

Die unklonierten batch-Kulturen der B7-1 und B7-2 Transfektanden zeigten in durchflusszy-
tometrischen Analysen (FACS-Analysen) eine stabile Expression von B7-1 bzw. B7-2 und
auch in MLTC-Versuchen mit T-Zellen die erhofften immunstimulierenden Eigenschaften
wie die Induktion der T-Zell Proliferation und Zytokinsekretion (Jung et al., 1999). Die durch
diese Experimente entstandenen unklonierten batch-Kulturen wurden sowohl direkt zur Um-
setzung des Therapieansatzes mit der Entwicklung eines klinischen Protokolls eingesetzt
(V.1.2.), als auch kloniert und fiir weiterfiihrende Untersuchungen zur Optimierung des zellu-
laren Vakzins und weiteren Grundlagenuntersuchungen zur APZ T-Zell Wechselwirkung be-
nutzt (V.1.1.).
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1.1. Untersuchung und Charakterisierung der B7-Klone

Parallel zur Entwicklung und Umsetzung der klinischen Studie wurde die Forschung an ver-
schiedenen B7 exprimierenden Klonen intensiv fortgesetzt, um grundlegende Erkenntnisse
tiber die Wechselwirkung der B7-Molekiile mit den T-Zellen zu erhalten, die Qualitit des
zelluldren Vakzins in vitro zu ermitteln und diese vor allem zu optimieren.

Diese Erkenntnisse sollten in die Umsetzung der klinischen Studie einfliessen, um den opti-
malen Therapieerfolg zu ermoglichen. Bei diesen Verinderungen, sollte vor allem auf eine
effektive und ungefihrliche Handhabung wert gelegt werden, damit diese Umsetzugen prob-
lemlos in den klinischen Anlauf integriert werden kdnnen.

1.1.1 Auswahl der B7 Klone und Analyse ihrer Oberflachenexpression

Aus den fiir die klinische Pilotstudie eingesetzten batch-Kulturen wurden verschiedene B7
exprimierende Klone durch limiting dilution gewonnen, von denen je 4 Klone mit unter-
schiedlicher B7-1 bzw. B7-2 Oberfldchenexpression (Abb. 27-28) und guter stabiler HLA-
Oberfldchenexpression ausgewihlt (Abb. 26-28) wurden. Als Kontrolle wurden in diesen
Versuchen die Wildtyp Zelllinie MZ1257RC (wt) und die Vektorkontrolltransfektande (Vek-
tor) mitgefiihrt.
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Abb. 26 HLA Expressionsdaten der B7-Transfektanden
Die Zelllinie MZ1257RC (wt), Vektorkontrolltransfektande (Vektor), B7-1 und B7-2 Transfektanden (-1, -2, -3, -4) wur-
den mit einem anti HLA-ABC FITC Antikdrper und einem IgG Kontrollantikérper inkubiert. Die Oberflachenexpressio-
nen wurden in einer FACS-Analyse bestimmt. AnschlieBend wurden die MFI Werte des anti HLA-Antikérper durch die
MFI des Kontrollantikdrpers dividiert und als Balkendiagramm dargestellt. MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat

Um die Oberfldchenexpression der B7-1 und B7-2 Klone vergleichen zu kénnen, wurde die
Zahl an Oberflichenmolekiilen tiber die Bestimmung der ,,antibody binding capacity“ (ABC)
des anti B7-1 FITC und des anti B7-2 PE Antikorpers ermittelt (Abb. 29). Dies erméglicht
den direkten Vergleich von B7-1 und B7-2 Oberflichenexpression durch Ermittlung der Zahl
an B7-Molekiilen auf der Zelloberfldche. Dadurch ist es moglich, Ergebnisse aus Versuchen
mit B7-1 und B7-2 Transfektanden in einem Diagramm darzustellen und erlaubt spiter Aus-
sagen liber die Unterschiede der Wirkungsspektren der B7-Molekiile (Abb. 30).
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Abb. 27 FACS Analyse der B7 Oberflachenexpression der MZ1257RC B7 Transfektanden
Die Zelllinien MZ1257RC (wt), Vektorkontrolltransfektande (Vektor), B7-1 und B7-2 Transfektanden (-1, -2, -3, -4)
wurden mit den Antikérpern IgG- i i und B7-1 FITC- bzw. B7-2 PEJ] inkubiert. AnschlieBend wurden die Oberflachen-
expressionen in einer FACS-Analyse bestimmt. Die Histogramme der B7-1 Expressionsanalysen von wt, Vektor und
B7-1 Transfektanden sind in der linken und die Histogramme der B7-2 Expressionsanalysen von wt, Vektor und B7-2
Transfektanden in der rechten Spalte dargestellt.
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Abb. 28 Zusammenfassung der B7 Expressionsdaten aus den FACS Analysen
Die Zelllinien MZ1257RC (wt), Vektorkontrolltransfektande (Vektor), B7-1 und B7-2 Transfektanden (-1, -2, -3, -4)
wurden mit den Antikérpern anti B7-1 FITC- bzw. anti B7-2 PE und Kontrollantikérpern inkubiert. Die Oberflachenex-
pressionen wurden in einer FACS-Analyse bestimmt. AnschlieBend wurden die MFI Werte der B7 Antikdrper durch die
MFI der Kontrollantikdrper dividiert und die Daten in Balkendiagrammen dargestellt. MFI = mittlere Fluoreszenzintensi-
tat
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Abb. 29 ABC Bestimmung B7-1 FITC/B7-2 PE Antikérper
Mit dem Quantum Simply Cellular Microbead Kit wurde die Abhangigkeit der Fluoreszenz von der gebundenen Anti-
kérpermenge mittels der Ermittlung der Antikdrperbindekapazitat (ABC) flr die Antikérper anti B7-1 FITC und anti
B7-2 PE, wie unter IV.1.13. beschrieben, bestimmt.
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Abb. 30 B7 Oberflachenmolekiile pro Zelle
Durch Umrechnung der MFI-Werte aus Abb. 28 mit den Resultaten der ABC Bestimmung der beiden Antikérper B7-1
FITC und B7-2 PE aus Abb. 29 wurde die Anzahl von B7-Molekilen auf der Oberflache der einzelnen Klone, wie unter
IV.1.13 beschrieben, berechnet.
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1.1.2. Ansatz gemischte Lymphozyten — Tumorzellen Kultur (MLTC)

Zur Untersuchung der T-Zell Stimulierung durch gentechnisch modifizierte Tumorzellen
wurden Tumorzellen und T-Zellen gemeinsam kultiviert. Vor dieser gemeinsamen Kultur
wurden die T-Zellen aus buffy coat Priaparationen gesunder Blutspender isoliert und entweder
direkt oder nach Vorstimulation mit OKT3/IL-2 eingesetzt. Die Tumorzellen wurden durch
Fixierung mit Paraformaldehyd inaktiviert, damit sie nicht in der Lage waren durch ihr
Wachstum, RNA- oder Proteinexpression die Analyse der T-Zell Reaktion zu beeinflussen.
Die Analysen wurden nach den Schemata fiir nicht vorstimulierte T-Zellen (Abb. 31) und fiir
OKT3, IL-2 vorstimulierte T-Zellen (Abb. 32) durchgefiihrt.

MLTC unstimulierte T-Zellen

T-Zell
Praparation
Blut- T-Zellen
spende einstellen
Tumorzellen Tumorzellen Beginn
Aussaat fixieren MLTC ELISA MTS
| | | |
1 1 1 1 —» Tage
-2 -1 0 2 6

Abb. 31 MLTC Schema unstimulierte T-Zellen

MLTC vorstimulierte T-Zellen

PBMC T-Zellen MTS
Praparation einstellen ELISA
Blut- Stimulation Tumorzellen Tumorzellen Beginn RNA
spende OKT3/IL-2 IL-2 Aussaat fixieren MLTC Protein
— | | | | > Tage
-7 -6 -4 -2 -1 0 2

Abb. 32 MLTC Schema vorstimulierte T-Zellen

Bei allen Versuchen wurde die Steigerung der metabolischen Aktivitit als MaB fiir die
T-Zellproliferation (MTS-Test) und die Zytokinproduktion (ELISA) bestimmt. Den Versu-
chen mit vorstimulierten T-Zellen schlossen sich den MTS- und ELISA-Untersuchungen Pro-
tein- und RNA-Analysen an.

Fiir die Generierung zytotoxischer T-Zellen (V.1.1.5.) wurden die Zellen nach Schema Abb.
32 dreimal stimuliert und abschlieBend ihre zytotoxischen Eigenschaften auf nicht fixierte
Zellen in einem LDH-Freisetzungstest bestimmt.
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1.1.2.1. Tumorzellaussaat und Fixierung

Fiir alle Versuche wurde eine strenge Zeitabfolge entsprechend der Schemata eingehalten.

48 Stunden vor Beginn der MLTC wurden die Tumorzellen geerntet, in Kulturgeféfle ausge-
bracht und 24 Stunden vor MLTC Beginn mit Paraformaldehyd fixiert.

Die erste Zeitspanne von 24 Stunden zwischen Aussaat und Fixierung reicht aus, um den Zel-
len eine Erholung von der Ernte sowie ein Anheften an die Kulturgefifle zu ermdglichen, dies
wurde durch mikroskopische Kontrolle festgestellt.

Die zweite Zeitspanne von 24 Stunden zwischen Fixierung und Beginn der MLTC fiihrt dazu,
dass bei Kontrolluntersuchungen keine RNA und so gut wie kein Protein in den fixierten Zel-
len mehr nachweisbar ist. Dies ermoglicht aussagekriftige Untersuchungen der RNA- und
Proteinexpression der T-Zellen. Weiterhin ist zu Beginn der MLTC keine metabolische und
proliferative Aktivitit der Tumorzellen mehr vorhanden, so dass hier die nichtradioaktiven T-
Zell Analysen nicht verfélscht werden.

Im Gegensatz dazu bleibt die fiir die T-Zell Stimulierung wichtige Oberflichenexpression von
HLA- und B7-Molekiilen unbeeinflusst (Abb. 33). Bei FACS-Analysen zeigten sich bei iden-
tischen Geriteeinstellungen fast identische Kurven vor und nach der Fixierung. Nur die Werte
der IgG-Kontrolle stiegen an, was sich aber durch die intrazellulédre Bindung der IgG Molekii-
le erkldren ldsst, da die Fixierung mit Paraformaldehyd neben einer Zellfixierung auch zu
einer Zellpermeabilisierung fiihrt.

Bei einer Inaktivierung der Tumorzellen durch die weit verbreitete Methode der radioaktiven
Bestrahlung, wie sie auch fiir die klinische Studie zum Finsatz kommt (siehe V.1.2.3.), wiren
verschiedene nichtradioaktive Analysen nicht moglich gewesen. Auch die RNA- und Protein-
analysen wiren durch die RNA- und Proteinexpression der Tumorzellen stark verfilscht wer-
den. Somit war fiir die in dieser Arbeit angewandten Methoden die Fixierung mit Paraform-
aldehyd das Mittel der Wahl.

Durch den Einsatz von Paraformaldehyd zur Zellfixierung war es moglich, auf die sonst iibli-
chen radioaktiven Methoden wie 3H—Proliferationsassay oder 51Cr—Zytotoxizit'eitstests Zu ver-

zichten.
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Abb. 33 HLA und B7 Oberflachenexpresion vor und nach Zellfixierung mit Paraformaldehyd
Die B7 Transfektande MZ1257RC B7-1 Klon 2 wurde ohne Fixierung, direkt nach Fixierung und 7 Tage nach Fixie-
rung mit Paraformaldehyd mit den Antikérpern IgG- :: und HLA-ABC FITC- bzw. B7-1 FITC | inkubiert. AnschlieBend
wurden die Oberflachenexpressionen in einer FACS-Analyse bestimmt. Die Histogramme der HLA Expressionsanaly-
sen von B7-1 Klon 2 sind in der linken und die Histogramme der B7-1 Expressionsanalysen in der rechten Spalte dar-
gestellt.
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1.1.2.2 T-Zell Vorbereitung

1.1.2.2.1. Isolation naiver T-Zellen

Nicht vorstimulierte, naive T-Zellen wurden aus buffy coat Préparationen gesunder HLA-A2
positiver Spender gewonnen. Nach PBMC Isolierung mittels Ficollgradient und Adhérenzrei-
nigung wurden sie 24 Stunden vor Beginn der MLTC mit der klassischen Erythrozytenroset-
tierung gewonnen. Diese Methode fiihrt zu guten Ergebnissen (Reinheit >90%) und hat den
Vorteil gegeniiber antikoérperbasierten Methoden, dass die Zellen nur minimal stimuliert wer-
den. 24 Stunden Ruhe zwischen Isolierung und Einsatz gewihrleisten, dass diese minimale
Vorstimulierung keinen Einfluss auf nachfolgende Ergebnisse hat.

Im Vergleich zum Einsatz von vorstimulierten T-Zellen (siehe 1.1.2.2.2.) haben unstimulierte
T-Zellen zwei entscheidende Nachteile:

Durch die geringe Gesamtzahl an gewonnenen Zellen war es bei den MLTC-Versuchen nur
moglich, die Proliferation (MTS-Test) zwischen den B7-1 Klonen und den B7-2 Klonen zu
vergleichen, nie aber konnten Zytokinproduktion (ELISA), RNA-Expression (RT-PCR) oder
gar Proteinexpression (Western Blot, Proteomanalyse) verglichen werden. Weiterhin ergaben
sich oft nur wenig aussagekriftige Ergebnisse, weil die Aktivierung der nicht vorstimulierten
T-Zellen meist nur sehr gering war.

Trotzdem sind diese Untersuchungen von groBer Wichtigkeit, spiegeln sie doch im Vergleich
zu vorstimulierten T-Zellen am besten die Situation der T-Zellen in vivo wieder.

1.1.2.2.2. PBMC Isolation und T-Zell Vorstimulierung

Im Vergleich zur Gewinnung unstimulierter T-Zellen wurden hier die gesamten PBMC ge-
sunder HLA-A2" bzw. HLA-gematchter Spender mit OKT3 (anti-CD3 Antikdrper) und
IL-2 unspezifisch vorstimuliert. Dieses Stimulationsschema fiihrt zu einer starken Zellprolife-
ration, die sich sehr gut unter dem Mikroskop kontrollieren ldsst.

Diese Stimulationen resultieren in CD3"T-Zellpopulationen mit einer Reinheit von iiber 90%.
Durch 24 Stunden Pause zwischen Vorstimulation und MLTC-Beginn wurde es moglich, die
T-Zellen durch Tumorzellen spezifisch zu aktivieren.

1.1.3. T-Zell Proliferation nach Stimulation mit B7 exprimierenden Tumorzellen

Die Bestimmung der T-Zell Proliferation ist neben der Zytokinproduktion ein Standardver-
such, der sehr schnell den Grad der T-Zell Aktivierung zeigt. Im Bestreben dieser Arbeit, nur
leicht handhabbare und vor allem nichtradioaktive Testsysteme einzusetzen, wurde die Proli-
feration der T-Zellen iiber die Steigerung der metabolischen Aktivitit im Verlauf der MLTC-
Reaktion mit dem MTS-Test bestimmt. Die metabolische Aktivitit der unstimulierten
T-Zellen wurde dabei gleich 100 gesetzt und die Aktivititen der mit den fixierten Tumorzel-
len stimulierten T-Zellen relativ dazu dargestellt, um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Versuchen zu gewihrleisten. Durch die Fixierung der Tumorzellen mit Para-
formaldehyd ist in diesen Zellen nach 24 Stunden keine metabolische Aktivitdt mehr nach-
weisbar. Durch den Einsatz des nichtradioaktiven MTS-Tests war es moglich, bei den MLTC-
Versuchen die metabolische Aktivitidt an mehreren Tagen zu messen und so Verlaufskurven
zu erhalten (Abb. 34, 35).

Abb. 34 zeigt einen typischen Verlauf der relativen Proliferation beim Einsatz von nicht vor-
stimulierten, naiven T-Zellen. Aus verschiedenen Versuchen stellten sich die Ergebnisse von
Tag 6 als reprisentativ dar, die einen Vergleich zwischen verschiedenen Versuchsansitzen
zulieBen. Beim Einsatz vorstimulierter T-Zellen wurden die Werte von Tag 2 als reprisentativ
festgestellt, ein typischer Verlauf ist hierzu in Abb. 35 dargestellt.



V. Ergebnisse 73

relative Proliferation

Abb. 34

relative Proliferation

Abb. 35
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Verlauf der Proliferation naiver T-Zellen bei Stimulation mit B7-1 transfizierten Tumorzellen

Naive T-Zellen wurden fur 5, 6, 7, 8 und 9 Tage mit fixierten MZ1257RC (wt), Vektorkontrolltransfektanden (Vektor)
und B7-1 transfizierten Tumorzellen inkubiert. An jedem Tag wurde firr 4 Stunden die metabolische Aktivitat mit dem
MTS-Test ermittelt. Die metabolische Aktivitat der unstimulierten T-Zellen wurde gleich 100 gesetzt und die Aktivitaten
der mit den fixierten Tumorzellen stimulierten T-Zellen als relative Proliferation dazu berechnet.
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Verlauf der Proliferation vorstimulierte T-Zellen bei Stimulation mit B7-2 transfizierten Tumorzellen

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden fir 1, 2, 3, 4, 5, 6 und 9 Tage mit fixierten MZ1257RC (wt), Vektor-
kontrolltransfektanden (Vektor) und B7-2 transfizierten Tumorzellen inkubiert. An jedem Tag wurde fur 4 Stunden die
metabolische Aktivitat mit dem MTS-Test ermittelt. Die metabolische Aktivitat der unstimulierten T-Zellen wurde gleich
100 gesetzt und die Aktivitaten der mit den fixierten Tumorzellen stimulierten T-Zellen als relative Proliferation dazu
berechnet.
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Bei Darstellung der aus den MLTC-Reaktionen gewonnen reprisentativen MTS-Daten ge-
geniiber der B7-Oberflidchenexpression der eingesetzten Tumorzellen, zeigte sich eine konti-
nuierlich zunehmende T-Zell Proliferation mit steigender B7-1 Expression auf den Tumorzel-
len. Bei der T-Zell Aktivierung mit B7-2 transfizierten Tumorzellen zeigte sich ebenfalls eine
zunehmende Aktivierung mit steigender B7-2 Oberfldachenexpression bis zu einer MFI von
ca. 250. Die Stimulierung der T-Zellen mit einer B7-2 Transfektande mit einer MFI von iiber
400 zeigte aber eine deutlich reduzierte Aktivierung.

Diese Zusammenhinge wurden sowohl bei den Versuchen mit naiven, als auch bei den Ver-
suchen mit vorstimulierten T-Zellen deutlich. In Abb. 36 wurden die beispielhaften Kurven-
verldufe eines Versuchs mit naiven T-Zellen und zweier Versuche mit vorstimulierten
T-Zellen dargestellt.
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Abb. 36 Naive und vorstimulierte T-Zellen proliferien in Abhéngigkeit von der B7 Expression der Tumorzellen

Naive und vorstimulierte T-Zellen wurden in MLTC-Versuchen zusammen mit MZ1257RC, Vektorkontrolltransfektan-
den und B7-transfizierten Tumorzellen inkubiert. Zu représentativen Zeitpunkten wurde die metabolische Aktivitat der
stimulierten T-Zellen mit einem MTS-Test bestimmt. Die metabolische Aktivitdt der unstimulierten T-Zellen wurde
gleich 100 gesetzt und die Aktivitaten der stimulierten T-Zellen als relative Proliferation dazu berechnet. Die erhalte-
nen Werte wurden gegen die B7 Oberflachenexpression der eingesetzten Tumorzellen, dargestellt als mittlere Fluo-
reszenzintensitdt nach Inkubation mit den Antikérpern B7-1 FITC bzw. B7-2 PE, aufgetragen. Entsprechung der B7-
Oberflachenexpression der Tumorzellen sind dies daher von links nach rechts gesehen die Werte der T-Zell Stimulati-
onen mit MZ1257RC (wt), Vektorkontrolle und B7-1 bzw. B7-2 Klon 1, Klon 2, Klon 3 und Klon 4.
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Durch die Ermittlung der Antikorperbindekapazitit (V.1.1.1, Abb. 29 und 30) wurde eine
gemeinsame Darstellung der Daten und damit ein objektiver Vergleich der T-Zell Aktivierung
zwischen der Stimulierung mit B7-1 und B7-2 transfizierten Tumorzellen moglich (Abb. 37).
Es zeigten sich keine gravierenden Unterschiede in den Kurvenverldufen zwischen T-Zell
Stimulierungen mit B7-1 oder B7-2.
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Abb. 37 Kein Unterschied in der Proliferation der T-Zellen zwischen Stimulation mit B7-1 oder B7-2
Naive und vorstimulierte T-Zellen wurden in MLTC-Versuchen zusammen mit MZ1257RC, Vektorkontrolltransfektan-
den und B7-transfizierten Tumorzellen inkubiert. Zu représentativen Zeitpunkten wurde die metabolische Aktivitat der
stimulierten T-Zellen mit einem MTS-Test bestimmt. Die metabolische Aktivitdt der unstimulierten T-Zellen wurde
gleich 100 gesetzt und die Aktivitaten der stimulierten T-Zellen als relative Proliferation dazu berechnet. Die erhalte-
nen Werte wurden gegen die Zahl an B7 Oberflaichenmolekillen der eingesetzten Tumorzellen aufgetragen. Entspre-

chung der B7-Oberflachenexpression der Tumorzellen sind dies daher von links nach rechts gesehen die Werte der T-
Zell Stimulationen mit MZ1257RC (wt), Vektorkontrolle und B7-1 bzw. B7-2 Klon 1, Klon 2, Klon 3 und Klon 4.

Da sich die Transfektanden B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3 als beste Stimulatoren der T-Zell
Aktivierung und dariiber hinaus aufgrund ihrer sehr dhnlichen B7 Oberfldchenexpression von
ca. 1.25 Mio Molekiilen als gut vergleichbar gezeigt haben, wurden die Blockadeanalysen auf
diese B7-Transfektanden beschrinkt. Als Kontrollen wurden die Wildtyp Zelllinie
MZ1257RC und die Vektorkontrolltransfektande eingesetzt.

Durch den Einsatz von blockierenden Antikorpern gegen HLA (W6/32), B7-1 und B7-2 lies
sich die T-Zell Aktivierung in MLTC Versuchen Dosis-abhiingig deutlich reduzieren. Die
Blockade der T-Zell Aktivierung steigerte sich dabei mit der Menge an eingesetztem Antikor-
per. Dies offenbart, dass die T-Zell Aktivierung von der HLA- und B7-Oberfldchenexpression
abhingig war (Abb. 38 und 39). Durch den Einsatz von Mischungen aus B7-1 Klon 4, B7-2
Klon 3 und Vektorkontrollzellen zur T-Zell Stimulierung konnte ebenfalls die Abhingigkeit
der T-Zell Aktivierung von der B7 Oberfldchenexpression gezeigt werden. Bei Mischung der
B7 exprimierenden Tumorzellen mit Vektorkontrollzellen ohne B7 zeigte sich eine kontinu-
ierliche Abnahme der T-Zell Proliferation mit abnehmender Menge an B7 exprimierenden
Tumorzellen. Kein Verdnderungen der T-Zell Aktivierung wurde bei der Mischung der B7-1
und B7-2 exprimierenden Tumorzellen beobachtet (Abb. 40).
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Abb. 38

Abb. 39

Abb. 40
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Fixierte MZ1257RC, Vektorkontroll-, B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3 Tumorzellen wurden mit unterschiedlichen Konzen-
trationen der blockierenden B7 Antikorper fiir 3h inkubiert. AnschlieBend wurden diese Zellen in einem MLTC-Versuch
mit vorstimulierten T-Zellen eingesetzt. Nach 48 Stunden wurde die metabolische Aktivitat der stimulierten T-Zellen mit
einem MTS-Test als OD490 bestimmt und die Proliferation relativ zur T-Zell Kontrolle dargestellt.
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nen des blockierenden HLA Antikérpers W6/32 fiir 3h inkubiert. AnschlieBend wurden diese Zellen in einem MLTC-
Versuch mit vorstimulierten T-Zellen eingesetzt. Nach 48 Stunden wurde die metabolische Aktivitat der stimulierten T-
Zellen mit einem MTS-Test als OD490 bestimmt und die Proliferation relativ zur T-Zell Kontrolle dargestellt.
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Die T-Zell Aktivierung ist anhangig von der Zahl B7 exprimierender Tumorzellen

MZ1257RC B7-1 Klon 4 und Vektorkontroll-, B7-2 Klon 3 und Vektorkontroll- sowie B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3 Tu-
morzellen wurden in verschiedenen Verhaltnissen gemischt und in Zellkulturplatten ausgebracht. Nach Fixierung wur-
den diese Zellen in einem MLTC-Versuch mit vorstimulierten T-Zellen eingesetzt. Nach 48 Stunden wurde die metabo-
lische Aktivitét der stimulierten T-Zellen mit einem MTS-Test als OD490 bestimmt und die Proliferation relativ zur
T-Zell Kontrolle dargestellt.
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1.1.4. T-Zell Zytokinsekretion nach Stimulation mit B7 exprimierenden Tumorzellen

Die Bestimmung der Zytokinproduktion mittels ELISA ist nach der Bestimmung der Prolife-
ration die nichste Analysemethode, die einen guten Aufschluss iiber die Aktivitit von
T-Zellen gibt.

Die Kulturiiberstande aller MLTC-Versuche wurden 48h nach Beginn der MLTC gewonnen
und im ELISA auf die Produktion der Zytokine IFNy, GM-CSF, TNFa, IL-18, IL-2, IL-4 und
IL-10 getestet.

Die Analyse der Zytokinproduktion der naiven T-Zellen zeigten bei IL-2 und IFNy Sekretion
Ergebnisse, die denen der Proliferationsanalysen vergleichbar waren (Abb. 41). Einem steti-
gen Anstieg der Zytokinsekretion bei steigender B7-1 Oberflachenexpression stand eine Sét-
tigung oder ein beginnender Abfall der Zytokinproduktion bei hoher B7-2 Expression der
Transfektanden gegeniiber.

Leider lieBen sich diese Resultate nicht direkt miteinander vergleichen, da aufgrund der ge-
ringen Zellausbeuten beim Einsatz von naiven Zellen verschiedene T-Zellpréiparationen fiir
Stimulationsversuche mit B7-1 und B7-2 Transfektanden eingesetzt werden mussten.

Die Ergebnisse der TNFa, GM-CSF und IL-10 Sekretionsanalysen waren auf Grund geringer
Werte nicht aussagekriftig. IL-4 und IL-168 konnte in den Versuchsansitzen nicht nachgewie-
sen werden.

An dieser Stelle sei ausdriicklich darauf hingewiesen, dass in den Versuchen mit naiven T-
Zellen aussagekriftige IL-2 Produktionen bei Stimulation mit fixierten Tumorzellen gefunden
wurden. Bei den nachfolgenden Untersuchungen mit anti-CD3, IL-2 vorstimulierten Zellen
konnte in keinem Versuch eine signifikante IL-2 Produktion nachgewiesen werden.
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Abb. 41 Die Zytokinproduktion naiver T-Zellen ist abhéngig von der B7 Oberflachenexpression der Tumorzellen

Naive T-Zellen wurden mit fixierten MZ1257RC, Vektorkontroll- und B7 transfizierten Tumorzellen fiir 48h inkubiert.
AnschlieBend wurden ELISA Analysen auf die Produktion von IL-2 und IFNy durchgefihrt. Die erhaltenen Werte wur-
den gegen die B7 Oberfladchenexpression der eingesetzten Tumorzellen, dargestellt als mittlere Fluoreszenzintensitét
nach Inkubation mit den Antikérpern B7-1 FITC bzw. B7-2 PE, aufgetragen. Entsprechung der B7-
Oberflachenexpression der Tumorzellen sind dies daher von links nach rechts gesehen die Werte der T-Zell Stimulati-
onen mit MZ1257RC (wt), Vektorkontrolle und B7-1 bzw. B7-2 Klon 1, Klon 2, Klon 3 und Klon 4. Fir die MLTC-
Versuche mit B7-1 bzw. B7-2 Transfektanden wurden verschiedene buffy coat Praparationen eingesetzt.
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Auch bei den Ergebnissen der Zytokinsekretion der Versuche mit OKT3/IL-2 vorstimulierten
Zellen zeigten sich dhnliche Ergebnisse wie bei den Proliferationsanalysen bzw. den Stimula-
tionsanalysen mit naiven T-Zellen (Abb. 42). Die Zytokinsekretion der aktivierten T-Zellen
stieg bei den MLTC-Versuchen mit den B7-1 Transfektanden linear mit der Menge an B7-
Molekiilen pro Tumorzelle an (Abb. 42, linke Spalte). Dem gegeniiber kam es beim Einsatz
der B7-2 Transfektanden zu einer Sittigung der IFNy und GM-CSF Zytokinsekretion bei ho-
her Zahl an B7-2 Molekiilen pro Tumorzelle. Beim Einsatz der Transfektande mit den meis-
ten B7-2 Molekiilen auf der Zelloberfliche fiel die Sekretion von TNFa und IL-10 sogar wie-
der deutlich ab (Abb. 42, rechte Spalte).

Da es beim Einsatz vorstimulierter T-Zellen problemlos méglich war, die Versuche mit den
B7-1 und B7-2 Transfektanden mit den T-Zellen aus der selben Priparation durchzufiihren,
wurden in Abb. 43 die ELISA-Resultate in gemeinsamen Abbildungen dargestellt. In der lin-
ken Spalte sind die repriasentativen Ergebnisse fiir die den Einsatz HLA-ungematchter HLA-
A2" T-Zellen dargestellt.

Wie schon bei den Ergebnissen der Proliferationsanalysen (Abb. 37) zeigten sich bei den
Analysen von IFNy und GM-CSF Sekretion nur geringfiigige Unterschiede zwischen der T-
Zell Stimulation mit B7-1 oder B7-2.

Im Unterschied dazu konnten bei den Analysen der TNFa und IL-10 Sekretion signifikante
Unterschiede zwischen der Stimulation ungematchter T-Zellen mit B7-1 und B7-2 exprimie-
renden Tumorzellen beobachtet werden. Die Zytokinproduktion beim Einsatz der B7-2 Trans-
fektanden war deutlich hoher als beim Einsatz der B7-1 Transfektanden. Gleiches galt auch
fiir die Sekretion von IFNy, GM-CSF, TNFa und IL-10 wenn HLA-gematchte T-Zellen sti-
muliert wurden (Abb. 43, rechte Spalte).
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Abb. 42 Die Zytokinproduktion vorstimulierter T-Zellen ist abhadngig von der B7 Expression der Tumorzellen

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten MZ1257RC, Vektorkontroll- und B7 transfizierten Tumorzellen
fir 48h inkubiert. AnschlieBend wurden ELISA Analysen auf die Produktion von IFNy, GM-CSF, TNFa und IL-10
durchgeflihrt. Die Ergebnisse beim Einsatz von B7-1 Transfektanden sind in der linken und die Ergebnisse beim Ein-
satz von B7-2 Transfektanden in der rechten Spalte dargestellt. Die erhaltenen Werte wurden gegen die B7 Oberfla-
chenexpression der eingesetzten Tumorzellen, dargestellt als mittlere Fluoreszenzintensitat nach Inkubation mit den
Antikdrpern B7-1 FITC bzw. B7-2 PE, aufgetragen. Entsprechung der B7-Oberflachenexpression der Tumorzellen sind
dies daher von links nach rechts gesehen die Werte der T-Zell Stimulationen mit MZ1257RC (wt), Vektorkontrolle und
B7-1 bzw. B7-2 Klon 1, Klon 2, Klon 3 und Klon 4.
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Abb. 43 Zytokinproduktion stimulierter T-Zellen ist abhé&ngig von B7-1 bzw. B7-2 und dem HLA-Phéanotyp

OKTB3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten B7 transfizierten Tumorzellen fir 48h inkubiert. AnschlieBend
wurden ELISA Analysen fir IFNy, GM-CSF, TNFa und IL-10 durchgefiihrt. Die Versuche wurden mit HLA-A2" unge-
matchten T-Zellen (linke Spalte) und HLA-gematchten T-Zellen (rechte Spalte) durchgefiihrt. Die Ergebnisse beim Ein-
satz von B7-1 und B7-2 Transfektanden sind gemeinsam dargestellt, aufgetragen gegen die B7 Molekilzahl pro Zelle.
Entsprechung der B7-Oberflachenexpression der Tumorzellen sind dies daher von links nach rechts gesehen die
Werte der T-Zell Stimulationen mit MZ1257RC (wt), Vektorkontrolle und B7-1 bzw. B7-2 Klon 1, Klon 2, Klon 3 und

Klon 4.
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Durch den Einsatz von Antikorpern gegen HLA-ABC, B7-1 und B7-2 konnte die Zytokin-
sekretion von T-Zellen, die durch B7-Transfektanden stimuliert wurden, deutlich reduziert
werden (Abb. 44). Da sich in den Versuchen zur T-Zell Proliferation (V.1.1.3.) sowie den
ELISA-Analysen die Transfektanden B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3 als beste Stimulatoren der
T-Zell Aktivierung und dariiber hinaus als gut vergleichbar gezeigt haben, wurden die Blo-
ckadeversuche auf diese B7-Transfektanden beschrinkt. Als Kontrollen wurden die Wildtyp
Zelllinie MZ1257RC und die Vektorkontrolltransfektande eingesetzt. Durchschnittlich war es
mit jedem Antikérper moglich, 50% der Zytokinsekretion spezifisch zu blockieren.
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Abb. 44 Blockade der Zytokinsekretion durch HLA und B7 Antikorper
Vorstimulierte T-Zellen wurden in MLTC-Versuchen mit fixierten Tumorzellen B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3 eingesetzt.
Vor Beginn der Stimulation wurden die fixierten Tumorzellen fir 3h mit einem anti HLA- (W6/32, weiB) oder mit anti
B7-Antikdrpern (schwarz) inkubiert. Nach 48 Stunden wurde die IFNy, TNFa, IL-10 und GM-CSF Zytokinsekretion mit-
tels ELISA bestimmt und die prozentuale Blockade der Produktion berechnet.

Durch den Einsatz eines CTLA-4 Ig Fusionsproteins konnte die IFNy Sekretion aktivierter
T-Zellen in Abhingigkeit von der Menge an eingesetzten CTLA-4 Ig blockiert werden. Es
zeigte sich hier eine erheblich bessere Blockade der Stimulierung mit B7-1 Transfektanden
gegeniiber der Stimulierung mit B7-2 Transfektanden (Abb. 45). Dieser Unterschied um den
Faktor 3 entsprach hierbei ungefihr dem Unterschied der Bindungsaffinititen von CTLA-4
fiir B7-1 bzw. B7-2.
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Abb. 45 Blockade der IFNy Sekretion durch CTLA-4 Ig
Vorstimulierte T-Zellen wurden in MLTC-Versuchen mit fixierten MZ1257RC, Vektorkontroll-, B7-1 Klon 4 und B7-2
Klon 3 Tumorzellen eingesetzt. Vor Beginn der Stimulation wurden die fixierten Tumorzellen fir 3h mit CTLA-4 Ig in
unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Nach 48 Stunden wurde die Zytokinsekretion mittels ELISA bestimmt und
gegen die Menge an eingesetztem CTLA-4 Ig aufgetragen.
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1.1.5. Zytotoxische Aktivitiit B7 aktivierter T-Zellen

Zur Analyse der zytotoxischen Aktivitidt wurden T-Zellen, wie schematisch in Abb. 32 darge-
stellt, dreimal stimuliert. Die Analysen der zytotoxischen Aktivitit wurden analog zu den
Blockierungsversuchen von Proliferation und Zytokinsekretion auf die Transfektanden B7-1
Klon 4 und B7-2 Klon 3 beschrinkt. Als Kontrollen wurden die Wildtyp Zelllinie MZ1257RC
und die Vektorkontrolltransfektande eingesetzt. Zielzelle fiir die T-Zell vermittelte Lyse war
die Wildtyp Zellinie MZ1257RC.

Im Verlaufe der Restimulationen zeigte sich deutlich, dass die T-Zell Kulturen, die mit den
B7-1 Transfektanden inkubiert wurden, am stédrksten und am ldngsten proliferierten. In diesen
Kulturen zeigte sich unter dem Mikroskop auch die schnellste und stérkste Zerstdrung der zur
wochentlichen Restimulation eingebrachten Tumorzellen. Nach 4h war die Lyserate meist
noch sehr gering und steigerte sich nach 24h. Die T-Zellen, die mit den B7 exprimierenden
Zellen stimuliert wurden, zeigten eine deutlich stirkere Lyse der Wildtypzelllinie, als die T-
Zellen, die ohne B7 stimuliert wurden (Abb. 46).
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Abb. 46 Zytotoxizitdtsanalysen aktivierter T-Zellen nach Stimulierung mit B7-Transfektanden
HLA-ungematchte T-Zellen wurden dreimal stimuliert mit den fixierten MZ1257RC (wt), Vektorkontroll-, B7-1 Klon 4
und B7-2 Klon 3 Tumorzellen. Danach wurde bei allen Kulturen die Zellzahl eingestellt und ihre zytotoxische Aktivitat
gegen die Wildtyp Zelllinie MZ1257RC Uber LDH-Freisetzung bestimmt. Die spezifische Lyse wurde durch Einbezie-
hung der Spontanlysen von T-Zellen und Tumorzellen bestimmt.
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1.2. Klinische Studie mit B7 modifizierten Tumorzellen

1.2.1. Klinische Studie — Konzept und Protokoll

Zur Therapie von Patienten mit metastasierendem Nierenzellkarzinom wurde ein Protokoll fiir
eine klinische Pilotstudie entwickelt.

Unter dem Titel “Therapeutic vaccination with B7-modified allogenic tumor cells and GM-
CSF (Leucomax®) as adjuvant in patients with metastatic renal cell cancer” (Seliger und
Kronfeld, 2003) soll diese Studie im Tumorvakzinationszentrum der Uniklinik Mainz durch-
gefiihrt werden.

In dieser klinischen Pilotstudie sollen HLA-A2" Patienten mit fortgeschrittenem metastasie-
rendem Nierenzellkarzinom durch subkutane Injektion von B7-modifizierten allogenen
MZ1257RC Zellen und GM-CSF behandelt werden. Die GLP (good laboratory practice) -
Priifung und die GMP (good manufacturing practice) -Produktion des zelluliren Vakzins
wurden von der Fa. Q-One Biotech Ltd. in Glasgow, UK iibernommen (sieche V.1.2.2.).

Primires Ziel ist dabei zunédchst die Sicherheit, Toxizitdt und Durchfithrbarkeit dieses Thera-
pieansatzes zu bestimmen. Weitere Ziele sind festzustellen, (i) ob es durch die B7 Vakzinie-
rung zu einer Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen kommit, (ii) ob Unterschiede zwi-
schen der Stimulation mit B7-1 und B7-2 feststellbar sind und (iii) ob es zu einer Verbesse-
rung der klinischen Situation des Patienten kommt.

16 Patienten sollen neun mal eine Injektion eines zelluldren B7-Vakzins (Produktion, Bestrah-
lung und weitere Vorbehandlung siehe V.1.2.2 und V.1.2.3) erhalten. Diese Verabreichung ist
in einen festen Zyklus von Untersuchungen und weiteren MaBnahmen eingebettet und wird in
zweiwochigen Intervallen durchlaufen werden (siehe Abb. 47).

GM-CSF
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GM-CSF GM-CSF zellulares
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v v v
I I » Tage
-2 -1 0 7 12
l l
DTH Multitest PBMC Isolation
PBMC Isolation + (3., 6. und letzter Zyklus)
DTH Peptide DTH Peptide
(nur erster Zvklus) (nur nach letztem Zyklus)

Abb. 47 Vakzinierungszyklus fiir den klinischen Einsatz des zelluldren B7 Vakzins

Ein Vakzinierungszyklus dieser Studie dauert 14 Tage und soll insgesamt neun mal von jedem Patienten durchlaufen
werden, wobei die Patienten am Tag 0 das zelluldre Vakzin zusammen mit GM-CSF erhalten. GM-CSF erhalten die
Patienten auch schon am Tag -2 bzw. -1 vor Verabreichung des Vakzins. An Tag -2 wird ein DTH Multitest durchge-
fahrt und die DTH-Reaktion am Tag 0 abgelesen. An Tag —2 des ersten Zyklus und an Tag 7 des letzten Zyklus wer-
den Peptide von p53, mdm2 und HER2/neu unter die Haut injiziert und die DTH Reaktion zwei Tage spater abgele-
sen. Am Tag -2 des ersten Zyklus und an Tag 7 nach dem dritten, sechsten und letzten Zyklus werden auBerdem
PBMC isoliert und asserviert.
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Neben dem zelluldiren Vakzin werden die Patienten zusitzlich GM-CSF (Leucomax®) als
Adjuvanz erhalten. Dadurch soll die Zahl der professionellen antigenprisentierenden Zellen
(dendritische Zellen und Makrophagen) am Ort der Vakzinverabreichung erhéht werden. In
anderen klinischen Studien hat dies das Auftreten zytotoxischer T-Zellen gefordert (Jaeger et
al., 1996).

Die allgemeine Fihigkeit des Immunsystem des Patienten, Immunantworten aufzubauen,
wird regelmiBig durch eine Standard DTH (delayed-type-hypersensitivity) Uberempfindlich-
keitshautreaktion getestet werden. Bei diesem kommerziellen Test (Multitest) werden 8 Stan-
dardantigene eingesetzt und die Immunreaktion 48h nach Antigenverabreichung bestimmt.
Zu Beginn der Studie und 7 Tage nach der letzten Immunisierung sollen antigene Peptide der
Tumorantigene p53, mdm2 und HER2/neu verabreicht werden. Der Vergleich der DTH-
Reaktion der Patienten auf diese Peptide vor und nach Vakzinierung soll dann erste Hinweise
auf den Erfolg der Vakzinierung geben.

RegelmiBig wihrend der Vakzinierungszyklen werden Blutproben genommen aus denen die
PBMC isoliert werden. Mit einem IFNyY ELISPOT wird dann der Aktivierungsstatus der
T-Zellen nach Vakzinierung bestimmt.

Sicherheit und Toxizitit der Therapie werden streng nach den Empfehlungen der WHO ana-
lysiert, kontrolliert und dokumentiert.

Die klinische Situation wird ausfiihrlich vor Therapiebeginn, nach 9 Wochen, nach Abschluss
der Therapie und nachfolgenden Intervallen ermittelt und die Verénderung bestimmt und be-
wertet.

Nach Abschluss der kompletten Studie und Analyse aller Ergebnisse soll dann iiber eine Fort-
fiihrung, Ausweitung bzw. Verinderung, auch basierend auf Ergebnissen aus V.1.1., ent-
schieden werden. Zur Zeit wird iiber Protokoll von verschiedenen Ethikkommissionen iiber-
priift.

1.2.2. Zellproduktion und -kontrolle

Die GLP (good laboratory practice) - Priifung und die GMP (good manufacturing practice) -
Produktion des zelluldiren Vakzins wurden von der Fa. Q-One Biotech Ltd. in Glasgow, UK
tibernommen. Dafiir wurden die unklonierten Kulturen der B7-1 und B7-2 Transfektanden
von MZ1257RC in je 35 KryogefiBien kryokonserviert. Von diesen Konserven wurden dann
je 10 GefidBe versandt. Die anderen Kryokonserven wurden fiir weitere Untersuchungen as-
serviert.

Nach ausfithrlichem Testen u.a. auf Sterilitdt, Retroviren, HIV, CMV, EBV, HBV, HCV,
Herpesviren, Schweineviren, Rinderviren, Mycoplasmen, Viabilitdt und Ausbeute nach Auf-
tauen wurden von Q-One Biotech zwei Master Zellbanken (MCB) etabliert, jeweils 100 Kry-
ogefille mit 5x10° Zellen abgefiillt und in fliissigem Stickstoff eingelagert.

Zur Kontrolle der Zellproduktion wurden jeweils drei Kryokonserven der MCB direkt ange-
fordert. Nach Kontrolle und Protokollierung der ordnungsgemif3en Beschriftung wurden die
Zellen gezihlt und in Kultur genommen.

Die in Kultur genommenen Zellen zeigten ein gutes Wachstum und die FACS-Analysen der
Uberexpressionen von HLA- und B7 Molekiilen entsprachen der Erwartung (Abb. 48). Die
unklonierten Zelllinien zeigten ihr heterogenes B7 Expressionsmuster. Auch die RT-PCR
Analysen auf die RNA-Expression von Tumorantigenen ergaben die erwarteten guten Ergeb-
nisse fiir p53, mdm?2 und HER2/neu (Abb. 49), ebenso wie die FACS-Analysen auf die Ex-
pressionen der costimulatorischen Molekiile ICAM-1, LFA-3 und CD40 (Abb. 50). Auch die
erwartete IFN7y abhéngige Hochregulation der ICAM-1 und CD40 Expression konnte beo-
bachtet werden.
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log Fluoreszenz
HLA- und B7-Oberflachenexpression der MZ1257RCB7-1 und B7-2 batch Kulturen
Die B7-1 und B7-2 Zelllinien der MCB wurden mit den Antikdrpern 1gG- " , anti HLA-ABC, anti B7-1 FITC und anti B7-
2 PE. inkubiert. Die Daten fir FACS Analysen der B7-1 Kultur sind oben und die Daten der B7-2 Kultur unten darge-
stellt. In den Spalten links und mitte sind FACS Analysen mit je einem Antikérper und in der rechten Spalte eine

B7-1/B7-2 Doppelféarbung dargestellt.
B7-1 B7-2
— + — + IFNy

Tumorantigenexpression von MZ1257RCB7-1 und B7-2 batch Kulturen

Die Tumorzelllinien MZ1257RC B7-1 MCB und B7-2 MCB wurden nach GMP-Produktion in Kultur genommen und mit
und ohne IFNy mittels RT-PCR auf ihre Tumorantigenexpression hin untersucht. Als Kontroll-PCR wurde eine B-Aktin
PCR durchgefthrt.
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Oberflachenexpression von ICAM-1, LFA-3 und CD40 auf MZ1257RCB7-1 und B7-2 batch Kulturen

Die Tumorzelllinien MZ1257RC B7-1 MCB und B7-2 MCB wurden nach GMP-Produktion in Kultur genommen und mit
den Antikoérper ICAM-1 FITC, LFA-3 FITC und CD40PE inkubiert. AnschlieBend wurden die Oberflachenexpressionen
in einer FACS-Analyse bestimmt und als Balkendiagramm dargestellt.
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1.2.3. Entwicklung und Verifizierung der SOP

Damit die produzierten Zellen als zelluldres Vakzin eingesetzt werden konnen, war es unter
anderem notwendig, eine SOP (standard operating procedure) fiir den Ablauf Auftauen -
Bestrahlen - Verabreichung zu etablieren.

Das von Q-One Biotech eingesetzte Auftauprotokoll wurde den ortlichen Gegebenheiten an-
gepasst und beziiglich der eingesetzten Materialien modifiziert (sieche Anhang X. 3. SOP Be-
handlung und Verabreichung des zelluldren B7-Vakzins).

Mit diesem Protokoll fiir die klinische Anwendung wurden dann auch die weiteren Versuche
zur Ermittlung der optimalen Strahlendosis durchgefiihrt.

In diesen Versuchen sollte ein Strahlendosis fiir die Bestrahlung des zelluldren Vakzins fest-
gelegt werden, die garantiert, dass den Patienten keine teilungsfihigen Zellen verabreicht
werden. Dabei sollten die immunstimulierenden Eigenschaften der Zellen moglichst gut erhal-
ten bleiben.

Fiir diese Versuche standen neben den Kryokonserven der urspriinglichen, unklonierten Kul-
turen jeweils drei Kryokonserven der beiden Master-Zellbanken zur Verfiigung. Zur Bestrah-
lung konnte die, auch fiir die klinische Studie vorgesehene, GMP-Bestrahlungseinheit der
Blutbank Mainz benutzt werden.

Nach den Bestrahlungen wurden die Zellen in Kultur genommen, ihre metabolische Aktivitét
(MTS-Test), ihre Proliferation (BrdU-ELISA) und ihre Oberfldchenexpression von HLA- und
B7-Molekiilen bestimmt (Abb. 51-56).

Da diese Studie eine der ersten Studien mit zelluldren Vakzinen in Deutschland ist, lagen hier
noch keine genauen Erkenntnisse iiber eine effektive Strahlendosis vor. Auch in der internati-
onalen Literatur fanden sich keine klaren Hinweise (Galligioni et al., 1996; Simons et al.,
1997; Plautz et al., 1999; Seigne et al., 1999; Li et al., 2000; Nelson et al., 2000; Kusumoto et
al., 2001).

Daher wurden zunichst breit gefichert Bestrahlungsdosen von 0Gy, 60Gy, 120Gy, 180Gy,
240Gy und 300Gy getestet (Abb. 51-53).

Fiir diesen ersten Versuch wurden Kryokonserven der urspriinglichen, unklonierten B7-1 Kul-
tur eingesetzt.
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Abb. 51 Unverinderte Oberflaichenexpression von HLA und B7-1 nach Bestrahlung
MZ1257RC B7-1 Zellen wurden mit verschiedenen Dosen von 0-300Gy bestrahlt, gewaschen, mit den Antikérpern
anti HLA-ABC FITC und anti B7-1 FITC inkubiert und im FACS analysiert. Die mittleren Fluoreszenzintensitaten wur-
den in einem Balkendiagramm gegen die eingesetzte Strahlendosis aufgetragen. Auf der linken Seite sind die Fluore-
zenzdaten des HLA-ABC FITC Antikérpers und auf der rechten Seite die Daten des B7-1 FITC Antikdrpers dargestellt.
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Abb. 52 Reduktion der metabolische Aktivitdt von MZ1257RC B7-1 batch Zellen nach Bestrahlung
MZ1257RC B7-1 Zellen wurden mit verschiedenen Dosen von 0-300Gy bestrahlt, gewaschen, die Zellzahl eingestellt
und in 96-Loch Mikrotiterplatten (MTP) in Verdiinnungsreihen ausgesat. Nach 24h wurden mit dem MTS-Test die me-
tabolischen Aktivitaten bestimmt und als OD490 gegen die Zellzahl pro Loch aufgetragen.
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Abb. 53 Fehlende Proliferation von MZ1257RC B7-1 batch nach Bestrahlung
MZ1257RC B7-1 Zellen wurden mit verschiedenen Dosen von 0-300Gy bestrahlt, gewaschen, die Zellzahl eingestellt
und in 96-Loch Mikrotiterplatten (MTP) in Verdlnnungsreihen ausgesat. Nach 24h wurde mit dem BrdU-ELISA die
Proliferation der Zellen bestimmt und als OD450 gegen die Zellzahl pro Loch aufgetragen.

Die FACS-Kontrollanalysen zeigten nach der Bestrahlung kaum verénderte Oberfléchenex-
pressionen von HLA- und B7-1 Molekiilen bei Strahlendosen von 0-300Gy (Abb. 51). Der
MTS-Test offenbarte in allen Zellen Dosis-abhiingig metabolische Aktivitdt (Abb. 52), wih-
rend die Zellproliferation schon ab 60Gy erheblich reduziert und bei 180Gy fast nicht mehr
nachweisbar war (Abb. 53). In den Zellkulturen zeigten sich nach 5 Tagen Kulturdauer in den
Kulturen, die eine Strahlendosis iiber 120Gy erhalten hatten, fast keine adhirenten vitalen
Zellen mehr. In Analogie wurde dieser Versuch mit einem eingeschrinkten Spektrum an
Strahlendosen (120-210Gy) und Kryokonserven der urspriinglichen, unklonierten B7-2 Kultur
wiederholt. Auch hier zeigte sich, dass 180Gy eine giinstige Dosis waren.
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Daher wurde nun der komplette Durchlauf der SOP mit Kryokonserven der MCB von Q-One
von B7-1 und B7-2 und einer Bestrahlungsdosis von 180Gy getestet (Abb. 54-56) zweimal
getestet. 350 -
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Abb. 54 FACS-Analyse von MZ1257RC MCB B7-1 und B7-2 nach Bestrahlung mit 180Gy
B7 Transfektanden der MCB wurde ohne und mit Bestrahlung von 180Gy mit den Antikérpern anti HLA-ABC FITC,
anti B7-1 FITC und anti B7-2 PE inkubiert und im FACS analysiert. Die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) wurden
bestimmt und als Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 55 Reduzierte metabolische Aktivitat von MZ1257RC MCB B7-1 und B7-2 nach Bestrahlung mit 180Gy
B7 Transfektanden der MCB wurde ohne und mit Bestrahlung von 180Gy in 96-Loch Platten ausgeséat. An Tag 0 und
Tag 3 wurde mit dem MTS-Test die metabolische Aktivitat als OD490 bestimmt und als Balkendiagramm aufgetragen.
Die Daten von zwei unabhangigen Versuchen (Versuch 1 weiB, Versuch 2 schwarz) sind hier dargestellt.
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Abb. 56 Fehlende Proliferation von MZ1257RC MCB B7-1 und B7-2 nach Bestrahlung mit 180Gy
B7 Transfektanden der MCB wurde ohne und mit Bestrahlung von 180Gy in 96-Loch Platten in Verdiinnungsreihen
ausgesat. Nach 24h wurde mit dem BrdU-ELISA die Proliferation als OD450 bestimmt und gegen die Zellzahl pro
Loch aufgetragen.

Die Ergebnisse dieser beiden Versuche zeigten ein leichte Reduktion der B7-Oberfldchen-
expression in beiden Durchldufen (Abb. 54). Ob dies einen Einfluss auf die T-Zell stimulie-
renden Eigenschaften der B7 Transfektanden haben konnte, sollte eine nachfolgender T-Zell
Stimulierungsversuch zeigen. In den MTS-Tests zeigte sich eine geringe, aber gut nachweis-
bare metabolische Aktivitidt der bestrahlten Zellen, die von Tag 1 zu Tag 3 nicht zunahm
(Abb. 55). Zusammen mit den Proliferationsdaten aus dem BrdU-ELISA (Abb. 56) konnte
deutlich gezeigt werden, dass nach Bestrahlung mit 180Gy keine teilungsfihigen Zellen mehr
vorhanden sind. Mikroskopische Kontrollen der Kulturen konnten dies ebenfalls bestitigen.
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Da die Zellzahl in den Kryokonserven fiir T-Zell Stimulierungsversuche nicht ausreichend
waren, mussten die unbestrahlten Zellen von Q-One Biotech fiir zwei Passagen in Kultur ge-
nommen werden, um die Funktion bestrahlter Zellen testen zu konnen.

Aus buffy coat Priparationen gesunder HLA-A2" Blutspender wurden PBMC priipariert und
je zwei Priparationen mit anti-CD3 (OKT3) und IL-2 vorstimuliert bzw. ohne Vorstimulation
eingesetzt.

Die Vakzinzellen wurden nach der SOP mit 180Gy bestrahlt und im Verhiltnis 1:10 mit den
T-Zellen kultiviert (MLTC, mixed lymphocyte tumor culture). Nach 24 Stunden wurde ein
MTS-Test und ein BrdU-ELISA durchgefiihrt. Dabei iiberlagerte der Hintergrund der be-
strahlten Zellen die T-Zellaktivitit. Somit lieferte nur der IFNy ELISA der Kulturiiberstinde
48h nach Stimulationsbeginn aussagekriftige Daten (Abb. 57).
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Abb. 57 PBMC produzieren IFNy nach Stimulation mit bestrahlten B7 exprimierenden Tumorzellen
48h nach Beginn der MLTC zwischen bestrahlten B7-transfizierten MZ1257RC MCB von Q-One Biotech und PBMC
von gesunden Spendern wurden die Kulturliberstinde gewonnen und auf den Gehalt an IFNy im ELISA analysiert.
Die PBMC Préparationen 1 und 2 wurden nicht vorstimuliert, wahrend die PBMC 3 und 4 fir 5 Tage mit OKT3 und
IL-2 vorstimuliert wurden. Als Kontrollen wurden bestrahlte Zellen alleine und unstimulierte PBMC mitgefiihrt.

Es zeigte sich in allen MLTC-Kulturen eine gesteigerte Produktion von IFNy bei Kultur mit
den 180Gy bestrahlten Vakzinzellen. Diese Werte entsprechen den Ergebnissen der parallelen
Untersuchungen mit den B7-Zellklonen (V.1.1.). Somit konnte die Dosis von 180 Gy fiir die
SOP festgelegt werden. Die komplette SOP, so wie sie im Sommer 2003 der Bundesirzte-
kammer vorgelegt wurde, findet sich im Anhang X. 3.
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2. Neue Wege der Immuntherapie mit Retroviren und Ribozymen ?

Die Entwicklung neuer Methoden zeigt auch fiir die Immuntherapie mogliche neue Wege auf.
Der Einsatz retroviraler Vektorsystemer ermoglicht z.B. eine Transfektion von primiren T-
Zellen z.B. von Tumorpatienten und ist ebenfalls ein schneller effizientes System zur Trans-
fektion von Tumorzellen.

Dadurch ist es moglich, neue Therapiekonzepte auf Seiten der Vakzinherstellung und auch
einen Gentransfer in antigenspezifische T-Zellen zur Steigerung der Immunogenitit umzuset-
zen.

Der Einsatz dieser Systeme hat auch den groBen Vorteil, dass man hohe Transfektionsraten
erreicht und damit auf Selektion der Zellen iiber Antibiotikaresistenzen verzichten kann. Da-
durch hat man einerseits einen deutlichen Zeitgewinn gegeniiber anderen Transfektionssyste-
men und andererseits wird die unspezifische Immunogenitit deutlich verringert (Jung et al.,
1998; Kiihlcke et al., 2002).

2.1. Etablierung eines B7 retroviralen Transfektionssystems

Da sich der B7-Gentransfer in Nierenkarzinomzelllinien mit Hilfe eines plasmidbasierten
Transfektionssystems zwar duBerst erfolgreich darstellt, aber langwierig ist und den Einsatz
eines potentiell immunogenen Antibiotikaresistenzgens bedarf, wurde die Etablierung eines
retroviralen Vektorsystems begonnen. Die Herstellung von retroviralen Kulturiiberstinden
wurde in Zusammenarbeit mit der EUFETS AG Idar-Oberstein durchgefiihrt. Dies hat den
Vorteil, dass die retroviralen Kulturiiberstinde auch fiir einen klinischen Einsatz zur Verfii-
gung stehen konnen. Somit wire eine klinische Umsetzung dieses Therapiekonzeptes sehr
schnell moglich, was auch einen erheblichen Vorteil gegeniiber dem Einsatz des plasmidba-
sierten Systems darstellt (siehe V.1.).

2.1.1. Retrovirale Transfektion mit B7 - der Weg zur individuellen Therapie ?

Ein Transfektionssystem, dass eine schnelle, effektive Expression von B7-Molekiilen auf der
Zelloberfliche von Tumorzelllinien ermoglicht, wiirde die Chance bieten, das Therapiekon-
zept aus V.1. zu individualisieren, was zu einer wesentlich besseren Immunantwort mit weni-
ger Nebenwirkungen fiihren sollte. Durch die Verbesserung der Etablierung von Nierenkarzi-
nomzelllinien kdonnte man fiir jeden Patienten, bei dem die Kultur der operativ entfernten Tu-
morzellen gelingt, ein eigenes, spezifisches zelluldres Vakzin herstellen (Abb. 58). Werden
die Tumorproben nach einem etablierten Protokoll verarbeitet, so gelingt es, ca. 50% der An-
sédtze dauerhaft in Kultur zu halten (Bukur, personliche Mitteilung). Ein individuelles zellula-
res Vakzin hitte gegeniiber dem MZ1257RC Vakzin einige Vorteile. Durch den kompletten
HLA-Match wiirde die AbstoBungsreaktion erheblich ldnger dauern und somit hitte das Vak-
zin eine deutlich lingere Wirkzeit, was die Chancen auf eine effektive Immunantwort erhoht.
Ein individuelles Vakzin stellt weiterhin das optimale Target fiir antigenspezifische T-Zellen
dar, da Vakzin und Tumorzellen bis auf die gentechnische Modifikation mit B7 identisch sind
und damit alle vorhandenen Tumorantigene présentiert werden. Beim Einsatz des MZ1257RC
Vakzins dagegen stehen fiir die T-Zell Aktivierung nur die Tumorantigene zur Verfiigung, die
von MZ1257RC iiber HLA-A2 présentiert werden.
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Abb. 58 Vakzin Herstellung: Vergleich autologes gegen allogenes Vakzin
Nach Etablierung des retroviralen B7-Transfektionssytems wirden fir 50% der Nierenkarzinompatienten (hier z.B.
MZ2003RC) zwei Vakzine zur Verfigung stehen. Das individuelle, autologe, neu hergestellte B7 Vakzin (hier z.B.
MZ2003RC) und das allogene, vorhandene B7 Vakzin MZ1257RC.
RC-Patient = Nierenkarzinompatient; OP = operative Entfernung des Nierenzellkarzinoms; ZK = Etablierung einer Zell-
linie aus dem Nierenzellkarzinom in der Zellkultur; B7-Virus = retrovirale Transfektion mit B7; B7-Plasmid = B7 Trans-
fektion mit B7-Plasmid

2.1.2. Transfektion mit GFP-exprimierenden Retroviren

Um fiir den retroviralen Gentransfer in Nierenkarzinomzellen das effizienteste System zu fin-
den wurden Retroviren mit LTR (long terminal repeat) Bereichen verschiedener Viren auf
ihre Transfektionseffizienz bei Nierenkarzinomzelllinien hin untersucht. Da fiir epitheliale
Zellen noch keine Erkenntnisse iiber den Einsatz dieser LTR Bereiche (Hildinger et al., 1999)
vorlagen, wurden Retroviren gewihlt, die unterschiedliche Spezifititen bei der Transfektion
von hiamatopoetischen Zellen gezeigt haben (Hu und Pathak, 2000; Engels et al., 2003).

Die Tumorzellen MZ1257RC und M2733RC wurden einmal mit retroviralen Kulturiiberstin-
de transfiziert, deren Retroviren unter der Kontrolle verschiedener LTR Bereiche GFP (green
fluorescent protein) exprimieren konnen (Hildinger et al., 1999; Kiihlcke et al., 2002; Baum
et al., 2003). Mit diesem Protein, das im gleichen Wellenldngenbereich wie Fluorescein fluo-
resziert, kann man in FACS-Untersuchungen leicht die Transfektionseffizienz bestimmen.

Es zeigte sich, dass retrovirale Kulturiiberstinde, die Retroviren mit den LTR Bereichen des
SFFV (spleen focus forming virus) enthalten, eine gute Transfektionseffizienz fiir Nierenkar-
zinomzelllinien hatten, wihrend bei Transfektionen mit Retroviren die die LTR Bereiche von
MPSV (myeloproliferative sarcoma virus) oder MoMuLV (moloney murine leukemia virus)
enthielten, fast keine Transfektanden gefunden werden konnten (Tab. 8).
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Tab. 8 Abhéangigkeit der effektiven retroviralen Transfektion von Nierenkarzinomzellen von den LTR Bereichen
Transfektionseffizienz von Retroviren
mit den LTR Bereichen von

Zelllinie SFFV MPSV MoMuLV
MZ1257RC 17,5% <1% <1%
MZ2733RC 28% <1% <1%

2.1.3. Herstellung und Test retroviraler B7-Vektorsysteme

Basierend auf den plasmidbasierten Vektorsystemen und den Ergebnissen des GFP-Vorver-
suchs wurden von der Fa. EUFETS retrovirale Vektorsysteme zur Expression von B7-1 und
B7-2 hergestellt. Beim Entfernen des Neomycingens wurde auch die IRES-site des Encepha-
lomyocarditis Virus aus den pCMV Vektoren (Abb. 19-21) entfernt, und im B7-1/B7-2 Dop-
pelexpressionsvektor fand nun die von der EUFETS AG eingebrachte IRES-site des NF-xB
repressing factor (NRF) Verwendung. Die hergestellten Vektoren tragen die Bezeichnungen
pSFFV B7-1 fiir das B7-1 Expressionssystem, pSFFV B7-2 fiir das B7-2 Expressionssystem
und pSFFV B7-1/B7-2 fiir das B7-1/B7-2 Doppelexpressionssystem (Abb. 59).
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Abb. 59 retrovirale B7-Expressionssysteme
Aus den vorhandenen plasmidbasierten Vektorsystemen wurden die cDNA Molekile von B7-1 und B7-2 in retrovira-
len Expressionssysteme kloniert. Dargestellt sind hier die Vektorkarten mit den wichtigsten Elementen und Restrik-
tionsschnittstellen. Links oben der B7-1 Expressionsvektor, rechts oben der B7-2 Expressionsvektor und unten das
B7-1/B7-2 Doppelexpressionssystem. LTR = long terminal repeat ; IRES = internal ribosome entry site
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Um die Funktion der hergestellten Expressionssystems zu testen, wurden die retroviralen
Konstrukte iiber Lipofektion in COS7-Zellen transfiziert. Die Einzelexpressionssysteme
pSFFV B7-1 und pSFFV B7-2 zeigten dabei eine gute Oberflichenexpression von B7-1 und
B7-2 (Abb. 60). Der Doppelexpressionsvektor pSFFV B7-1/B7-2 zeigte in FACS-Analysen
nur eine sehr geringe Expression von B7-1 und B7-2 auf der Oberflidche der COS7-Zellen.

B7-1 B7-2

Kontrolle

pSFFV B7-1

pSFFV B7-2

pSFFV B7-1/B7-2

Zellzahl

0.1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000

log Fluoreszenz

Abb. 60 Signifikante B7 Oberflachenexpression nach Lipofektion mit pSFFV B7-1 und pSFFV B7-2.
COS7-Zellen wurden durch Lipofektion mit den Plasmiden pSFFV B7-1, pSFFV B7-2 und pSFFV B7-1/B7-2 transfi-
Ziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit den Antikdrpern IgG- i} , anti B7-1 FITC und anti B7-2 PEJ inkubiert und in
FACS-Analysen untersucht. Als Kontrolle wurden parentale COS7-Zellen mitgefiihrt. In der linken Spalte sind die

Histogramme der B7-1 Expressionsanalysen und in der rechten Spalte die Histogramme der B7-2 Expressionsanaly-
sen dargestellt.

Die Plasmide pSFFV B7-1, pSFFV B7-2 und pSFFV B7-1/B7-2 wurden von der EUFETS
AG in PG13-Verpackungszelllinien transfiziert (Ayuk et al., 1999; Kiihlcke et al., 2002). An-
schlieBend wurden verschiedene Klone isoliert, kultiviert und auf ihre Sezernierung von funk-
tionellen Retroviren in den Kulturiiberstand hin getestet. Es wurden jeweils ein Klon von
pSFFV B7-1 und pSFFV B7-2 transfizierten Verpackungszelllinien und zwei Klone von
pSFFV B7-1/B7-2 Verpackungszelllinien mit einer starken Retrovirussezernierung etabliert
und retroviraler Kulturiiberstand gewonnen (Abb. 15, I11.4.7.).
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2.2. Einsatz eines retroviralen B7-Transfektionssystems

2.2.1. Retrovirale B7 Transfektion von MZ1257RC und MZ2733RC

Die etablierten Nierenkarzinomzelllinien MZ1257RC und MZ2733RC konnten erfolgreich
mit den verschiedenen retroviralen Kulturiiberstdnden infiziert werden, wie in FACS Analy-
sen der B7-Oberflachenexpression gezeigt werden konnte (Abb. 61). Es bestitigten sich aller-
dings auch die Ergebnisse der Vorversuche (V.2.1.3.) und es konnten in den mit pSFFV B7-
1/B7-2-Retroviren transfizierten Zellen keine Klone gefunden werden, die sowohl B7-1 als
auch B7-2 Molekiile exprimierten. In allen FACS-Analysen zeigte sich nur eine Expression
von B7-1.

Aus den Primérkulturen wurden durch Einzelzellklonierung verschiedene Kulturen mit unter-
schiedlicher B7-Oberfldachenexpression fiir weiterfithrende Versuche ausgewéhlt (Tab. 9).

MZ1257RC MZ2733RC
Primarkulturen Priméarkulturen

B7-1 B7-1

pSFFV B7-1

pSFFV B7-2

pSFFV B7-1/B7-2

B7-2

pSFFV B7-1/B7-2
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Abb. 61 Primérkulturen von retroviral transfizierten Nierenkarzinomzelllinien exprimieren B7
Die Nierenkarzinomzelllinien MZ1257RC und MZ2733RC wurden mit den Retroviren pSFFV B7-1, pSFFV B7-2 und
pSFFV B7-1/B7-2 transfiziert. AnschlieBend wurde die B7-Oberflachenexpression in FACS-Analysen mit Hilfe der An-
tikérper CD80-FITC und CD86-PE . Zur Kontrolle wurden IgG-Kontrollantikérper eingesetzt "' . In der linken Spalte
sind die Histogramme der Expressionsanalysen der MZ1257RC Priméarkulturen und in der rechten Spalte die Histo-
gramme der Expressionsanalysen der MZ2733RC Priméarkulturen dargestellt.
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Tab.9 B7 Oberflaichenexpression der klonierten MZ1257RC und MZ2733RC Transfektanden

mittlere Fluoreszenzintensitit

B7-1 B7-2
MZ1257RC pSFFV B7-1 Klon 1 43 1
MZ1257RC pSFFV B7-1 Klon 2 78 1
MZ1257RC pSFFV B7-2 Klon 1 1 265
MZ1257RC pSFFV B7-2 Klon 2 1 4
MZ1257RC pSFFV B7-1/B7-2 Klon 1 16 1
MZ1257RC pSFFV B7-1/B7-2 Klon 2 29 1
MZ2733RC pSFFV B7-1 Klon 1 31 1
MZ2733RC pSFFV B7-1 Klon 2 76 1
MZ2733RC pSFFV B7-2 Klon 1 1 7
MZ2733RC pSFFV B7-2 Klon 2 1 71
MZ2733RC pSFFV B7-1/B7-2 Klon 1 30 1
MZ2733RC pSFFV B7-1/B7-2 Klon 2 40 1

Die Nierenkarzinomzelllinien MZ1257RC und MZ2733RC wurden mit den Retroviren pSFFV B7-1, pSFFV B7-2 und pSFFV B7-
1/B7-2 transfiziert. AnschlieBend wurde die B7-Oberflachenexpression in FACS-Analysen mit Hilfe der Antikérper anti B7-1
FITC, anti B7-2 PE und IgG Kontrollen bestimmt und die mittlere Fluoreszenzintensitat berechnet.

2.2.2. T-Zell Stimulation mit B7 retroviral transfizierten Nierenkarzinomzelllinien

Nach der erfolgreichen Etablierung verschiedener B7 exprimierender Zellen nach retroviraler
Transfektion wurden diese analog zu den Versuchen mit den B7-Transfektanden, die iiber
plasmidbasierte Vektoren und Elektroporation etabliert wurden, in MLTC-Versuchen mit
vorstimulierten T-Zellen eingesetzt (Schema Abb. 32). AnschlieBend wurde die T-Zell Proli-
feration und Zytokinsekretion analysiert (Abb. 62). Vor allem die mit pSFFV B7-1 Retroviren
infizierten B7-1 exprimierenden Tumorzellen zeigten dabei gute T-Zell aktivierende Eigen-
schaften mit klonalen Unterschieden.
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Abb. 62 Retroviral B7 transfizierte Nierenkarzinomzellen aktivieren T-Zellen
OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten B7 retroviral transfizierten Tumorzellen stimuliert. Nach zwei
Tagen wurde die metabolische Aktivitat (oben) und die IFNy Zytokinsekretion (unten) der T-Zellen bestimmt. Die me-
tabolische Aktivitat der unstimulierten T-Zellen wurde gleich 100 gesetzt und die Aktivitdten der mit den fixierten Tu-
morzellen stimulierten T-Zellen relativ dazu dargestellt.
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2.3. Reduktion der CTLA-4 Expression durch ein anti-CTLA-4 Ribozym

Neben der Transfektion von costimulatorischen B7-Molekiilen in Tumorzellen bieten sich
noch weitere Moglichkeiten, eine T-Zell Aktivierung positiv zu beeinflussen. Eine Moglich-
keit ist die Regulation des negativen Einflusses von CTLA-4 (Abb. 6). Wihrend die Blockade
von CTLA-4 mit Antikorpern schon gut untersucht ist (Griffin et al., 2000; Paradis et al.,
2001; Espenschied et al., 2003; Hodi et al., 2003; Hurwitz et al., 2003), ist der Einsatz von
Ribozymen zur Inaktivierung der CTLA-4 mRNA von einer klinischen Anwendung noch
weit entfernt. Es war zunichst das Ziel, ein bekanntes funktionelles anti-CTLA-4 Ribozym
(Cepero et al., 1998) in einen retroviralen Expressionsvektor zu klonieren.

Dieser sollte dann bei der Fa. EUFTES zur Herstellung retroviraler Kulturiiberstinde einge-
setzt werden. Da eine klinische Umsetzung durch das Auftreten erheblicher Nebenwirkungen
beim Einsatz von Retroviren zur Transfektion von T-Zellen (Li et al., 2002; Baum et al.,
2003; Hacein-Bey-Abina et al., 2003) zur Zeit als duflerst schwierig angesehen werden muss,
wurde die Funktion des CTLA-4 Ribozyms zunéchst in einem plasmidbasierten System getes-
tet und der retrovirale Ansatz zuriickgestellt.

2.3.1. Expression von CTLA-4 in COS7-Zellen

Da es mit plasmidbasierten Vektorsystemen nicht méglich ist, T-Zellen effektiv zu transfizie-
ren, musste ein anderes Zellsystem eingesetzt werden. Die cDNA fiir humanes CTLA-4 wur-
de daher aus T-Zellen eines gesunden Blutspenders isoliert und in einen CMV-IRES-Hyg
Expressionsvektor mit Hygromycin-Resistenzgen eingebracht (Abb. 63).
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Abb. 63 CTLA-4 Expressionsvektor
Die DNA Sequenz fir humanes CTLA-4 wurde aus T-Zellen eines gesunden Blutspenders isoliert und in den CMV-
IRES-Hyg Expressionsvektor eingesetzt.
AmpR=Ampicillin-Resistenzgen, CMV=Zytomegalieviruspromotor, IRES=interne ribosomale Eintrittstelle,
HygR=Hygromycin-Resistenzgen

Der Vektor pPCMV CTLA-4 und der Kontrollvektor pPCMV IRES Hyg wurden anschlieBend
mittels Lipofektion stabil in COS7-Zellen transfiziert. Hygromycin resistente Klone wurden
isoliert und auf die intrazelluldre und extrazelluldre Expression von CTLA-4 mittels Durch-
fluBzytometrie hin untersucht (Abb. 64). In der FACS-Analyse zeigte sich ein fir CTLA-4
typisches Bild: nur wenige transfizierte Zellen zeigten eine extrazelluldire Expression von
CTLA-4, wihrend der GrofBiteil der Zellen eine gute intrazelluldre Expression von CTLA-4
aufwies.
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Abb. 64 COS7 Zellen exprimieren CTLA-4 nach Transfektion mit pPCMV CTLA-4
COS7-Zellen wurden stabil mit dem CTLA-4 Expressionsvektor pCMV CTLA-4 (CTLA-4 -1, CTLA-4 -2) und dem Kon-
trollvektor pCMV Ires Hyg (Kontrolle) transfiziert. Die Kulturen verschiedener Klone wurde unter Selektionsdruck mit
Hygromycin etabliert. Diese Klone wurden extrazellular und intrazellular mit den Antikérpern HLA-ABC FITC und
CTLA-4 PE inkubiert. AnschlieBend wurden ihre Fluoreszenzen in einer Zweifarb-FACS Analyse bestimmt. Die Zellen
die eine deutliche PE-Fluoreszenz distinkt von der reinen HLA-ABC positiven Population zeigten wurden prozentual
erfasst. Die Prozentangaben sind in jeder Abbildung angegeben.

Die Klone CTLA-4 -1 und -2 zeigten eine gute extrazellulidre Expression von CTLA-4 in 8%
bzw. 16% der Zellen. Diese Zellpopulationen sind im FACS deutlich von den rein HLA-ABC
positiven getrennt (Abb. 64 oben).

Bei der intrazelluldren FACS-Analyse war die HLA-ABC-FITC Fluoreszenz trotz identischer
Geriteinstellungen etwas niedriger (Abb. 64 unten). Diese Verdnderung und das Auftreten
einer HLA-ABC negativen Population kann nur durch den Einfluss von Zellfixierung und
Zellpermeabilisierung erklidrt werden, die fiir eine intrazellulire FACS-Analyse notwendig
sind. Bei diesen Untersuchungen zeigten die Kulturen einen hohen Anteil an CTLA-4 positi-
ven Zellen (Abb. 64 unten). Mit diesen Klonen wurden die weiteren Untersuchungen zur
Funktion des anti-CTLA-4 Ribozyms fortgesetzt.

2.3.2. Expression eines anti-CTLA-4 Ribozymes

Zur erfolgreichen Expression eines kurzen RNA-Molekiils, wie das eines Ribozyms, ist es
notwendig, ein Expressionssystem fiir die RNA-Polymerase III einzusetzen. Daher wurde das
anti-CTLA-4 Ribozym in die Expressionskassette der tRNA von Valin eingesetzt (Wong-
Staal et al., 1998b). Die fertige Expressionskassette wurde mit und gegen die Transkriptions-
richtung des CMV-Promotors in den etablierten Expresionsvektor pCMV IRES mit Neomy-
cin-Resistenzgen eingesetzt (Abb. 65). Durch den Einsatz der beiden Varianten sollte heraus-
gefunden werden, welche Transkriptionsrichtung fiir eine anti-CTLA-4 Ribozym Expression
am effektivsten ist.
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Abb. 65 CTLA-4 Ribozym-Vektorsysteme fiir plasmidbasierte Transfektionen
Die DNA Sequenz flr ein anti-CTLA-4 spezifisches Ribozym wurde in der tRNA (Val) Transkriptionskassette in den
pCMV-IRES Expressionsvektor eingesetzt. In Vektor pCMV Ribo-1 ist die Transkriptionsrichtung von CMV Promotor
und tRNA Transkriptionskassette identisch. In Vektor pCMV Ribo-2 ist die Transkriptionsrichtung der tRNA Transkrip-
tionskassette der Transkriptionsrichtung des CMV-Promotors entgegengesetzt.
AmpR=Ampicillin-Resistenzgen, polyA=Polyadenylierungssignal, CMV=Zytomegalieviruspromotor, IRES= internal ri-
bosome entry site, NeoR=Neomycin-Resistenzgen, Val=Valin

Die beiden CTLA-4 exprimierenden Klone (CTLA-4 -1, und -2) sowie ein Klon der Vektor-
kontrolle und parentale COS7 Zellen wurden anschlieBend jeweils mit pCMV Ires Neo,
pCMYV Ribo-1 und pCMYV Ribo-2 transfiziert. Unter Selektion mit Neomycin und Hygromy-
cin konnten verschiedene Zellklone etabliert werden. In FACS-Analysen zeigte sich zunéchst,
dass die CTLA-4 Expression der Klone CTLA-4 -1 und CTLA-4 -2 durch die Transfektion
mit dem Kontrollvektor nicht verdndert wurde (Abb. 66, Reihen 1 und 2).

Eine Reduktion der CTLA-4 Expression war dagegen in den CTLA-4 Klonen nach Transfek-
tion mit pPCMV Ribo-1 und pCMV Ribo-2 zu sehen (Abb. 66). In allen Analysen war eine
Reduktion der CTLA-4 Expression zu erkennen, die beim Einsatz von pCMV Ribo-1 etwas
stirker erschien, als beim Einsatz von pCMV Ribo-2.
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Abb. 66 Reduktion der CTLA-4 Expression durch Transfektion mit einem anti-CTLA-4 Ribozym
Die COS7 Transfektanden pCMV lIres Hyg, CTLA-4 -1 und CTLA-4 -2 wurden zusammen mit der parentalen Zelllinie
mit den Vektoren pCMV Ires Neo, pCMV Ribo-1 und pCMV Ribo-2 transfiziert und unter Selektion mit Neomycin und
Hygromycin die Kultur verschiedener Klone etabliert. Diese Klone wurden extrazellular und intrazelluldr mit den Anti-
kérpern HLA-ABC FITC und CTLA-4 PE inkubiert. AnschlieBend wurden ihre Fluoreszenzen in einer Zweifarb-FACS
Analyse bestimmt. Die Zellen, die eine deutliche PE-Fluoreszenz distinkt von der reinen HLA-ABC positiven Populati-
on zeigten, wurden prozentual erfasst. Die Prozentzangaben sind in jeder Abbildung angegeben. Es wurde jeweils ein
représentativer Klon dargestellt. Bei den Abbildungen der Kontrollen ist je ein Klon pCMV Ires Hyg pCMV Ires Neo, ein
Klon COS7 pCMV Ribo-1 und ein Klon pCMV Ires Hyg pCMV Ribo-2 dargestellt, da sich Kulturen von pCMV Ires Hyg
pCMV Ribo-1 bzw. COS pCMV Ribo-2 in Kultur nur sehr instabil zeigten.
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Nachdem die Funktion des Ribozyms gezeigt werden konnte, wurden beide Expressionskas-
setten in den retroviralen Vektor pMPSV (Abb. 24) eingesetzt und stehen somit fiir weitere
Versuche und einen moglichen klinischen Einsatz zur Verfiigung (Abb. 67).
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Abb. 67 retrovirale Ribozym - Vektorsysteme
Die tRNA (Val) Expressionskassette mit dem CTLA-4 Ribozym wurde aus den Plasmiden pCMV Ribo-1 und pCMV

Ribo-2 in den retroviralen Expressionsvektor pMPSV umgesetzt.
AmpR=Ampicillin-Resistenzgen, LTR=/ong terminal repeat



