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3. Einfluss von B7-Homologen auf die T-Zell Aktivierung  
Im Laufe der Arbeiten mit B7-1 und B7-2 wurden im Rahmen der Sequenzierung des 
menschlichen Genoms verschiedene Proteine neu identifiziert, deren Proteinsequenzen zu 
denen der beiden bekannten B7 Moleküle homolog sind. Sie wurden daher unter anderem als 
B7-H1, B7-H2 und B7-H3 bezeichnet (siehe I.4.).  
 
3.1. B7-H2 
 

Als besonders interessant zeigte sich dabei B7-H2, der Ligand des induzierbaren T-Zell 
Costimulators ICOS. Eine T-Zellcostimulation über ICOS führt zu verstärkter Proliferation 
und Zytokinproduktion (Hutloff et al., 1999; Ling et al., 2000; Liang und Sha, 2002).  
 
3.1.1. Expressionsanalyse in Zellen des Immunsystems 
 

Um die Relevanz der B7-H2 Expression zu bestimmen, wurde zunächst das Expressionsmus-
ter von B7-H2 in den Zellen des Immunsystems bestimmt. 
PBMC Präparationen von gesunden Blutspendern, dendritische Zellen, Makrophagen  sowie 
B-Zellen zeigten eine gute Expression von B7-H2 in RT-PCR und FACS-Analysen (Abb. 68, 
70). Es zeigte sich kein Unterschied zwischen reifen und unreifen dendritischen Zellen. Dem-
gegenüber wurde die B7-H2 RNA Expression von Makrophagen nach Stimulation mit LPS 
erhöht (Abb. 68). Die Western Blot Analysen mit dem vorliegenden Antikörper lieferten nur 
wenig aussagekräftige Daten (Abb. 69). 
 

P
B

M
C

 1
 

P
B

M
C

 2
 

P
B

M
C

 3
 

un
re

ife
 D

C
 

re
ife

 D
C

 

E
B

V
 1

 

E
B

V
 2

 

E
B

V
 3

 

E
B

V
 4

 

M
ak

ro
ph

ag
en

  1
 

M
ak

ro
ph

ag
en

  1
 

+ 
LP

S
 

M
ak

ro
ph

ag
en

  2
 

M
ak

ro
ph

ag
en

  2
 

+ 
LP

S
 

B7-H2 

ß-Aktin 

 
Abb. 68 B7-H2 RT-PCR Analyse professionelle antigenpräsentierende Zellen (APZ) 

Die RNA der hergestellten Makrophagen und dendritischen Zellen, von etablierten EBV-Zelllinien sowie mehrerer 
PBMC Präparationen wurden mit den B7-H2 Analyseprimern und ß-Aktin Kontrollprimern in RT-PCR Analysen unter-
sucht. Makrophagen wurden für 24h mit 1µg/ml LPS von Ps. aeruginosa stimuliert und dendritische Zellen wurden aus 
PBMC Präparationen durch Zugabe verschiedener Zytokine differenziert (siehe IV.1.8.). 
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Abb. 69 B7-H2 Western Blot Analyse professionelle antigenpräsentierende Zellen (APZ) 

Proteinproben von dendritischen Zellen, von etablierten EBV-Zelllinien sowie mehrerer PBMC Präparationen wurden  
z.T. deglycosiliert mit Glycosidase F, über ein SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und mit einem B7-H2 Antikörper ana-
lysiert. Als Positivkontrolle wurde die B7-H2 transfizierte Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC B7H2 Klon 3 mitgeführt. 
Dendritische Zellen wurden aus PBMC Präparationen durch Zugabe verschiedener Zytokine differenziert (siehe 
IV.1.8.).  
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Abb. 70 B7-H2 FACS-Analyse von PBMC und EBV-Zelllinien 

PBMC Präparationen gesunder Blutspender und etablierte EBV-Zelllinien von Nierenkarzinompatienten (1, 2) und ge-
sunden Blutspendern (3, 4) wurden mit einem B7-H2 Antikörper und anschließend mit einem FITC-markierten Zwei-
tantikörper inkubiert V . Zur Kontrolle wurde ein IgG-Kontrollantikörper eingesetzt P  . 

 
3.1.2. B7-H2 Expressionsanalysen in Tumorzellen 
 

Verschiedene Tumorzelllinien sowie Tumor- und Normalgewebeproben unterschiedlicher 
Histologie wurden mittels RT-PCR und FACS-Analyse auf ihre B7-H2 Expression unter-
sucht. Alle analysierten Nierenkarzinomzelllinien zeigten eine konstitutive B7-H2 RNA-Ex-
pression, während die Frequenz der anderen getesteten Tumorzelllinien variierte. Außerdem 
zeigte sich eine unterschiedliche IFNγ vermittelte Regulation, sowohl eine Herauf- wie auch 
Herunterregulation konnte gezeigt werden (Tab. 10). Ein ähnlich heterogenes Expressions-
muster zeigte sich auch bei den Analysen der Gewebeproben (Tab. 11).  
 
Tab. 10 konstitutive und IFNγγγγ induzierte B7-H2 RNA-Expression in Tumorzelllinien 

   IFN� Regulation 
Zelllinie Anzahl B7-H2 positiv ↑ ↓ 

Nierenkarzinom 17 17 3 5 
Neuroblastom 5 2 1 – 

Cervixkarzinom 4 3 1 1 
Melanom 10 7 1 – 
HNSCC 2 1 1 – 

 
RNA Proben von Tumorzelllinien unbehandelt und mit IFNγ Stimulation (200U/ml, 24h) wurden mit B7-H2 Analyse- und ß-Aktin 
Kontrollprimern in RT-PCR Analysen untersucht. ↑=Heraufregulation, ↓=Herunterregulation, HNSCC=head and neck squamous 
cell cancer 
 
Tab. 11 B7-H2 RT-PCR Analyse von Tumor- und Normalgewebe 

  B7-H2 positiv Tumor- gegenüber Normalgewebe 
Gewebe Anzahl Normal Tumor ↑ ↓ 

Nierenkarzinom 5 4 4 2 1 
HNSCC 5 5 4 2 1 

RNA Proben von Tumor- und Normalgewebeproben wurden mit B7-H2 Analyse- und ß-Aktin Kontrollprimern in RT-PCR Analy-
sen untersucht. ↑=Heraufregulation, ↓=Herunterregulation, HNSCC=head and neck squamous cell cancer 
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3.1.3. Klonierung und Expression eines ICOS-Ig Fusionsproteins 
 

Um zum einen die Zelloberflächenexpression und Bindung klonierter B7-H2 Moleküle in 
FACS-Analysen bestimmen und zum anderen funktionelle Studien durchführen zu können, 
wurde ein Expressionsvektor hergestellt, der ein Fusionsprotein aus humanem ICOS und mu-
rinem IgG2a-Immunglobulin exprimiert (Abb. 71). Hierbei wurde der extrazelluläre Teil der 
humanen ICOS cDNA mit der hinge-CH2-CH3 Region der murinen cDNA von IgG2a fusio-
niert. Durch die ICOS-Signalsequenz und den fehlenden Transmembranbereich von IgG2a 
wurde die Sezernierung des fertigen Proteins sichergestellt. 
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Abb. 71 ICOS-Ig Fusionsvektor 
Die cDNA-Moleküle für humanes ICOS und murines IgG2a wurden fusioniert und in einen CMV-IRES Neo Expressi-
onsvektor eingebracht. Der extrazelluläre Teil des humanen ICOS (mit Signalsequenz) wurde an den extrazellulären 
Teil des murinen IgG2a fusioniert, so dass ein sezernierbares Fusionsprotein exprimiert werden kann. 
 

Die humane embryonale Nierenzelllinie 293 (Graham et al., 1977) konnte erfolgreich mit dem 
ICOS-Ig Expressionsvektor pCMV ICOS-Ig transfiziert werden. Neomycin resistente Zellen 
wurden kloniert und etabliert. Aus den Kulturüberständen großer Kulturen konnte über Pro-
tein A Säulen ein Protein isoliert werden. Durch Western Blot Analysen mit einem Antikörper 
gegen humanes ICOS und einem Antikörper gegen murines Immunglobulin konnte gezeigt 
werden, dass es sich bei dem isolierten Protein um ein Protein der erwarteten Größe von ca. 
42kDa handelt, dass im Western Blot von Antikörpern gegen humanes ICOS und murines 
IgG erkannt wurde (Abb. 72).  
 

Antikörper anti ICOS-Ak anti IgG-Ak 
Expositionsdauer 1min 1min 5min 

 

 
Abb. 72 ICOS-Ig Fusionsprotein: Western Blot anti ICOS- und anti IgG-Antikörper 

Der Kulturüberstand von 293-Zellen, die mit dem ICOS-Ig Expressionsvektor transfiziert wurden, wurde über Protein A 
Säulen aufgereinigt. Die isolierten Proteine wurden in Western Blot Analysen mit einem Antikörper gegen humanes 
ICOS (linke Spalte) und einem Antikörper gegen murines IgG (mittlere und rechte Spalte) inkubiert. 
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Neben der erwarteten Bande bei ca. 42kDa, zeigten sich in beiden Western Blot Analysen 
auch kleinere Banden im Bereich zwischen 15 und 30kDa, was auf eine Instabilität des Fusi-
onsproteins hindeutet. Dies bestätigte sich bei Western Analysen nach kurzer Lagerung des 
Fusionsproteins, denn mit zunehmender Lagerdauer zeigten sich zunehmend kleine Banden, 
während die Bande bei ca. 42kDa schwächer wurde. 
Daher wurden FACS-Analysen nur mit frisch aufgereinigtem Fusionsprotein durchgeführt. 
Mit diesem Fusionsprotein war es möglich, die erfolgreiche B7-H2 Transfektion der Nieren-
karzinomzelllinien und eine funktionelle Bindung des transfizierten B7-H2 Moleküls festzu-
stellen (Abb. 77). Aufgrund der geringen Stabilität wurde vom Einsatz des Fusionsproteins 
für Blockierungsversuche verzichtet. Für FACS-Analysen wurde außerdem ein kommerzieller 
Antikörper eingesetzt, der vom Hersteller aber nur für Western Blot Analysen empfohlen 
wird. Daher waren mit diesem Produkt keine zuverlässigen Aussagen über die B7-H2 Ober-
flächenexpression möglich (siehe Kapitel 3.1.5.).    
 
3.1.4. Isolierung von verschiedenen B7-H2 Varianten  
 

In RT-PCR Analysen mit B7-H2 Klonierungsprimern zeigten sich bei der Untersuchung von 
MZ1257RC drei spezifische Banden. Es konnten drei verschiedene B7-H2 cDNA Moleküle 
isoliert werden (Abb. 73). Ein weiteres B7-H2 Volllänge cDNA Molekül mit einer Mutation 
wurde aus einer EBV-Zelllinie isoliert.  
 

 
 
Abb. 73 Isolierung von B7-H2 Varianten aus MZ1257RC 

Aus der RNA von MZ1257RC wurden mit den B7-H2 Klonierungsprimern durch RT-PCR die drei verschiedenen 
B7-H2 cDNA Moleküle gewonnen. 
 

Die Sequenzierung der cDNA Moleküle zeigte, dass die Volllänge B7-H2 Sequenz aus 
MZ1257RC der in der Datenbank abgelegt Sequenz (NCBI Genbank AF289028) entsprach, 
während die Sequenzierung der Volllängesequenz aus einer EBV-Zelllinien eine Mutation 
zeigte (Abb. 74). Den beiden Varianten, die aus MZ1257RC isoliert werden konnten, fehlte 
Exon 3. Zusätzlich war in der RNA von Variante 1 ein 50bp Fragment aus Intron 1 vorhan-
den. Dies führt bei der Translation der RNA Variante 1 zu einem frühen Stoppcodon und es 
entsteht ein Protein, dass nur noch eine Länge von 110 Aminosäuren hat und dem neben der 
IgV-Domäne auch die Signaldomäne und ein Teil der IgC Domäne fehlt. Das B7-H2 Protein 
Variante 2 besitzt ein Signalpeptid, während die IgV Domäne fehlt. Die Mutation der Voll-
längesequenz aus einer EBV-Zelllinie führt zu einem konservativen Aminosäureaustausch 
von Valin zu Isoleucin an Position 128 (Abb. 75). 

Volllänge 

Variante 1 
Variante 2 
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Abb. 74 Exon-Intron Struktur der B7H2 Varianten 

Die Exon-Intron Zusammensetzung der verschiedenen aus MZ1257RC isolierten cDNA Moleküle von B7-H2 sind hier 
schematisch dargestellt. Die Position der Mutation, die in der Volllängesequenz einer EBV-Zelllinie identifiziert wurde, 
ist durch einen Stern markiert. Ex=Exon, Int=Intron 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 75 Proteindomänen der B7H2 Varianten 

Die Proteindomänen der verschiedenen aus MZ1257RC identifzierten B7-H2 Varianten sind hier schematisch darge-
stellt. Die Position der Mutation, die in der Sequenz einer EBV-Zelllinie identifiziert wurde und zu einem Aminosäure-
austausch an Position 128 von Valin zu Isoleucin führt, ist durch einen Stern markiert. Sig= Signaldomäne, 
TM=Transmembranbereich, Zyt=zytoplasmatischer Bereich, Ig=Immunglobulindomäne 

 
 
 
3.1.5. B7-H2 Gentransfer in Nierenkarzinomzelllinien 
 

RT-PCR Analysen der Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC zeigten, dass diese Zelllinie 
B7-H2 nur in sehr geringer Menge exprimiert. Nur mit einer sehr hohen Zyklenzahl in der 
PCR ließen sich RNA-Moleküle nachweisen (Abb. 73). Demgegenüber ergaben Western Blot 
und FACS-Analysen kein positives Ergebnis. 
Daher bot es sich an, B7-H2 in diese Zelllinie zu transfizieren, um mehr über die Funktion des 
ICOS-Liganden zu lernen. Dies bietet auch die Möglichkeit, ein zelluläres Vakzin analog zu 
B7-1 und B7-2 herzustellen und MLTC-Analysen analog zu den Versuchen mit B7-1 und B7-
2 durchzuführen. 
Die vier cDNA Moleküle (Volllänge EBV, Volllänge Genbank MZ1257RC, Variante 1 und 
Variante 2) für humanes B7-H2 wurden über die Restriktionsschnittstellen EcoRI und XhoI in 
den Expressionsvektor pCMV Ires Neo eingebracht (Abb. 76).  
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Abb. 76 B7-H2 Expressionsvektor 
Die cDNA Moleküle für das humane B7-H2 wurden in den Expressionsvektor pCMV Ires Neo eingesetzt. Die neuen 
Expressionsvektoren erhielten die Bezeichnungen pCMV B7-H2 Volllänge MZ1257RC, Volllänge EBV, Variante 1 und 
Variante 2.   

 
Die Expressionsvektoren wurden anschließend in die Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC 
transfiziert. Nur Kulturen, die mit der B7-H2 Volllänge EBV transfiziert wurden, konnten 
stabil in Kultur etabliert werden. In FACS-Analysen, bei denen zum Nachweis der funktionel-
len B7-H2 Bindung an ICOS das in dieser Arbeit hergestelltes ICOS-Ig Fusionsprotein (siehe 
3.1.3.) eingesetzt wurde, zeigten die Primärkulturen unter Selektion mit Neomycin eine gute 
B7-H2 Oberflächenexpression und funktionelle Bindung an ICOS (Abb. 77). Aufgrund der 
Bindung an ICOS wurden die Untersuchungen mit dieser Primärkultur fortgesetzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 77 Funktionelle B7-H2 Oberflächenexpression 

Die Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC wurde mit dem B7-H2 Expressionsvektor pCMV B7-H2 Vollänge EBV transfi-
ziert. Eine funktionelle Expression von B7-H2 in den unklonierten Primärkulturen wurde über Bindung des ICOS-Ig 
Fusionsproteins in einer FACS-Analyse analysiert. Dargestellt ist die Fluoreszenz der transfizierten Zellen V  gegen 
die Wildtyp Zelllinie MZ1257RC P. 

 
Die B7-H2 positive Primärkultur wurde kloniert und zwei Klone weiter analysiert. Diese bei-
den Klone zeigten in FACS-Analysen unterschiedliche Oberflächenexpressionen von B7-H2 
(Abb. 78). Dabei zeigte der Klon 2 eine dreifach höhere MFI als Klon 1. 
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Abb. 78 FACS-Analyse der MZ1257RC B7-H2 Transfektanden 

Die Klone der B7-H2 transfizierte Zelllinien MZ1257RC wurden in einer FACS-Analyse mit dem kommerziellen Anti-
körper der Fa. R&D untersucht. Dargestellt ist die MFI der transfizierten Zelllinien und der Kontrollzelllinien. 

 

Um die Immunogenität von B7-H2 zu überprüfen wurden die beiden B7-H2 positiven Klone 
ausgesät, fixiert und in MLTC-Versuchen mit OKT3/IL-2 vorstimulierten T-Zellen eingesetzt 
(Schema Abb. 32). Nach 48 Stunden wurden die Proliferation und die IFNγ, IL-10, GM-CSF 
Zytokinsekretion der T-Zellen analysiert. Es zeigte sich weder in der Proliferations- noch den 
Zytokinsekretionsanalysen eine signifikante T-Zell Aktivierung (Abb. 79). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 79 Keine T-Zell Aktivierung durch B7-H2 exprimierende Tumorzelllinien 

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten MZ1257RC (wt), Vektorkontroll- und B7-H2 transfizierten Nie-
renkarzinomzellen für 48 Stunden inkubiert. Nach der Inkubation wurden Proliferation (MTS-Test) und Zytokinsekreti-
on (ELISA) analysiert. 
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3.2. weitere costimulatorische B7 homologe Moleküle 
 

Neben der Analyse von B7-H2 wurde auch die RNA Expression der weiteren B7 homologen 
Moleküle, B7-H1 und B7-H3, mittels RT-PCR untersucht. 
 
3.2.1. B7-H1 
 

B7-H1, das als Ligand des programmed death receptors PD-1 eine negativ regulatorische 
Rolle bei der T-Zell Stimulation besitzt (Dong et al., 2002; Mazanet und Hughes, 2002), zeig-
te hierbei eine RNA Expression in allen untersuchten Proben (Abb. 80, 81). Besonders auffäl-
lig war, dass IFN� die B7-H1 Expression in verschiedenen Tumorzelllinien und hier beson-
ders in den Nierenkarzinomzelllinien induzierte (Abb. 81). In allen Nierenkarzinomzelllinien 
(7/7), den meisten der Neuroblastomzelllinien (4/5) und einem Teil der Melanomzelllinien 
(2/5) führte die IFN� Behandlung zu einer Steigerung der B7-H1 RNA Expression. In diesem 
Kontext ist zu erwähnen, dass auch in Normalnierenzelllinien mit einer konstitutiven B7-H1 
RNA Expression (3/3) diese Expression durch IFN� induzierbar war (2/3). 
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Abb. 80 B7-H1 RT-PCR Analyse professionelle antigenpräsentierende Zellen (APZ) 

Die RNA der hergestellten Makrophagen und dendritischen Zellen, von etablierten EBV-Zelllinien sowie mehrere 
PBMC Präparationen wurden mit den B7-H1 Analyseprimern und ß-Aktin Kontrollprimern in RT-PCR Analysen unter-
sucht. Makrophagen wurden für 24h mit 1µg/ml LPS von Ps. aeruginosa stimuliert und dendritische Zellen wurden aus 
PBMC Präparationen durch Zugabe verschiedener Zytokine differenziert (siehe IV.1.8.). 
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Abb. 81 B7-H1 RT-PCR Analyse Nierenkarzinomzelllinien und Normalnierenzellinien 

Die RNA von etablierten Nierenkarzinomzelllinien und Normalnierenzellinien wurde mit den B7-H1 Analyseprimern 
und ß-Aktin Kontrollprimern in RT-PCR Analysen untersucht.  
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3.2.2. B7-H3 
 

Die Rolle von B7-H3 in der T-Zell Costimulation ist bis jetzt erst wenig untersucht. Bekannt 
ist, dass B7-H3 die T-Zell Aktivierung fördert und dabei an einen bis jetzt noch nicht identifi-
zierten Rezeptor auf den T-Zellen bindet (Chapoval et al., 2001). 
RT-PCR Analysen der B7-H3 mRNA Expression zeigten eine gute Expression in Makropha-
gen und dendritischen Zellen und eine schwache bis nicht nachweisbare Expression in PBMC 
und EBV-Zelllinien (Abb. 82). Die meisten der untersuchten Tumorzelllinien (10/11) zeigten 
eine basalen B7-H3 mRNA Expression, die durch Inkubation mit IFN� nicht signifikant ver-
ändert wurde (Abb. 83). 
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Abb. 82 B7-H2 RT-PCR Analyse professionelle antigenpräsentierende Zellen (APZ) 

Die RNA der hergestellten Makrophagen und dendritischen Zellen, von etablierten EBV-Zelllinien sowie mehrerer 
PBMC Präparationen wurden mit B7-H3 Analyseprimern und ß-Aktin Kontrollprimern in RT-PCR Analysen untersucht. 
Makrophagen wurden für 24h mit 1µg/ml LPS von Ps. aeruginosa stimuliert und dendritische Zellen wurden aus 
PBMC Präparationen durch Zugabe verschiedener Zytokine differenziert (siehe IV.1.8.). 
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Abb. 83 B7-H3 RT-PCR Analyse Nierenkarzinomzelllinien 

Die RNA von etablierten Nierenkarzinomzelllinien wurde mit den B7-H3 Analyseprimern und ß-Aktin Kontrollprimern in 
RT-PCR Analysen untersucht.  
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4. Proteomanalyse B7 aktivierter T-Zellen 
Die Identifikation von Biomarkern für die Detektion einer klinisch signifikanten Immunant-
wort wäre für die Analyse immuntherapeutischer Studien sehr wertvoll. Bisherige Testsyste-
me waren nicht in der Lage, einen Überblick über die Immuntwort zu geben, da sie immer nur 
einzelne Aspekte betrachten konnten. Daher bot sich die Proteomanalyse von T-Zellen an, die 
mit B7 modifizierten Tumorzellen in vitro stimuliert wurden. Durch diese Untersuchungen 
wurden wertvolle Informationen über grundlegende Mechanismen und Signalwege erwartet 
(Mosca et al., 2003). 
 
4.1. Analyse des Proteinexpressionsmusters B7 aktivierter T-Zellen 
 

Aufbauend auf den Ergebnissen aus V.1. wurden MLTC-Versuche mit vorstimulierten HLA-
A2+ T-Zellen aus zwei buffy coat Präparationen und den B7-Transfektanden B7-1 Klon 4 und 
B7-2 Klon 3, sowie den Wildtyp MZ1257RC Zellen und der Vektorkontrolltransfektande 
durchgeführt. Nach 48 Stunden Inkubation (Schema Abb. 32) wurden die Kulturüberstände 
und Zellpellets gewonnen. Zur Kontrolle einer erfolgreiche T-Zell Stimulation wurden die 
Kulturübertände auf ihre Zytokinsekretion untersucht. Die ELISA-Analysen zeigten das er-
wartete Sekretionsmmuster für IFN�, GM-CSF, TNF� und IL-10 was in Abb. 84 für IFN� 
und TNF� exemplarisch dargestellt ist. 
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Abb. 84 Zytokinseketion aktivierter T-Zellen nach Stimulation mit B7 transfizierten Tumorzellen 

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen aus zwei buffy coat Präparationen wurden mit fixierten B7 transfizierten Tumorzellen 
für 48h inkubiert. Anschließend wurden ELISA Analysen auf die Produktion von IFN� und TNF� durchgeführt. 

 
Nach Aufarbeitung und Proteinbestimmung wurden die Proben durch isoelektrische Fokussie-
rung (pH-Bereich 3-10NL) und SDS-PAGE (13%) aufgetrennt und durch die anschließende 
Silberfärbung sichtbar gemacht (Abb. 85). Bei der anschließenden Spotanalyse konnten auf 
jedem Gel ca. 1500 Proteinspots detektiert werden. Nach ausführlicher Analyse aller Spots 
wurden 60 Proteinspots zur Identifikation gegeben, wobei 45 Spots auffällige Unterschiede 
zwischen der Stimulation mit bzw. ohne B7 zeigten (Tab. 12). Einige unveränderte Spots 
wurden als ergänzende Kontrollen ebenfalls identifiziert. Die Identitäten aller identifizierten 
Proteine sind im Anhang X. 4. abgelegt. 
 
Tab. 12 Spotdetektion und –identifzierung T-Zell Proteomanalyse 

 Spotzahl nur B7-1 nur B7-2 B7-1 und B7-2 identifiziert 
Gesamt ca.1500     

Spots zur Identifizierung 60    48 
modifiziert 10 0 0 10 10 

hoch reguliert 15 3 6 6 11 
runter reguliert 20 4 7 9 14 

unverändert (Kontrollen) 15 0 0 15 13 
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Abb. 85 2D Proteomanalyse von T-Zellen stimuliert mit MZ1257RC und B7-2 Klon 3 Tumorzellen 
OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten Tumorzellen für 48h stimuliert. Aus den T-Zellpellets wurden 
Proteine gewonnen und mittels 2D-Analyse (pH 3-10, 13% SDS-PAGE) analysiert. Die Gele wurden Silber-gefärbt, 
eingescannt und mit Proteomweaver analysiert. Aus einer Analyse von T-Zellen, die mit Wildtyp MZ1257RC und B7-2 
Klon 3 Tumorzellen stimuliert wurden, sind exemplarisch die kompletten Gele dargestellt. 

250kDa → 

15kDa → 

15kDa → 

250kDa → 

pI 
3 10 
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Einige interessante Spots (Tab. 13) sind in Ausschnitten in Abb. 86 dargestellt. Dabei werden 
hier Proteinspots von T Zellen stimuliert mit Wildtyp MZ1257RC Zellen (oben, repräsentativ 
auch für die Vektor-Kontrolle) und B7-2 Klon 3 (unten, repräsentativ auch für B7-1 Klon 4) 
verglichen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 86 Detailsansicht 2D Proteomanalyse von T-Zellen stimuliert mit parentalen und B7-2 Klon 3 Tumorzellen 

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten Tumorzellen für 48h inkubiert. Aus den T-Zellpellets wurden 
Proteine gewonnen und mittels 2D-Analyse (pH 3-10, 13% SDS-PAGE) analysiert. Die Gele wurden Silber-gefärbt, 
eingescannt und mit Proteomweaver analysiert. Aus den Analysen, für die Wildtyp und B7-2 Klon 3 Tumorzellen zur 
Stimulation der T-Zellen 2 eingesetzt wurden, sind jeweils 2 vergleichbare Ausschnitte dargestellt. 
 

Tab. 13 Proteomanalyse von T-Zellen stimuliert mit parentalen und B7-2 Klon 3 Tumorzellen, Spots aus Abb. 86 

Proteinspot Identifizierung 
1 Glia Reifungsfaktor 
2 Initiationsfaktor 5a 
3 n.i. 
4 n.i. 
5 Prefoldin 5 
6 n.i. 
7 Prefoldin 5 
8 Prefoldin 5 
9 Ubiquitin Proteinligase 
10 RNA bindende regulatorische Untereinheit  
11 n.i. 
12 GrpE ähnliches Protein 

 
Identifizierung der Spots aus Abb. 86 (n.i. = nicht identifiziert) 

 
Nach Stimulation mit B7 transfizierten Tumorzellen wurde in den aktivierten T-Zellen die 
Expression der unidentifizierten Proteine Nr.3 und 4 induziert. Die Proteine Glia Reifungsfak-
tor (Nr. 1), Prefoldin 5 (Nr. 5, 7, 8) und GrpE ähnliches Protein (Nr. 12) wurden durch B7 
Stimulation in ihrer Expression modifiziert, so dass Sie ihre Lage auf den Proteingelen verän-
derten. Die Proteine Initiationsfaktor 5a (Nr. 2) und RNA bindende Untereinheit (Nr. 10) ver-
stärkten ihre Expression durch B7 Costimulation, während die Expression der unidentifizier-
ten Proteine Nr.6, 11 und der Ubiquitin Proteinligase (Nr. 9) unter diesen Kulturbedingungen 
abnahm. 
 

1 

2 

9 

6 5 

Wildtyp 

1 
3 

2 4 7 6 

8 9 

B7-2 Klon 3 

12 10 

11 

12 10 



V. Ergebnisse  113 

Es konnten 48 der 60 Spots Proteinspots mittels Massenspektrometrie identifiziert werden. 
Die Analyse eines Proteinspots ist in Abb. 87 und 88 exemplarisch an Spot 1 dargestellt.  
Der Proteinspot wurde enzymatisch mit der Endoproteinase Lys-C gespalten und über HPLC 
gereinigt. Anschließend wurden die Peptide in einem peptide mass fingerprint analysiert. Die 
Analyse der identifizierten Peptidmassen in der Datenbanksuchmaschine MASCOT 
(Hirosawa et al., 1993; Perkins et al., 1999) führte mit einer Sequenzabdeckung von 48% zur 
Identifikation des humanen Glia Wachstumsfaktor. Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wur-
den von den Massen 2042 und 2194Da zusätzlich Tandem-MS Analysen durchgeführt, die 
das erste Ergebnis bestätigten. Alle Ergebnisse zusammen waren statistisch signifikant 
(p<0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 87 Peptide mass fingerprint Spot 1 

Spot 1 wurde mit der Endoproteinase Lys-C enzymatisch gespalten. Die entstanden Peptide wurden mittels HPLC und 
anschließender Massenspektrometrie analysiert. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 88 Tandem-MS zur Identifikation eines Peptids aus Abb.87 
    Das Peptid der Masse 2194 Da aus Abb. 87 wurde in einer Tandem-MS analysiert. 
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4.2. Phosphoproteomanalyse B7 aktivierter T-Zellen 
 

Da beim Einsatz von B7-Transfektanden in MLTC-Versuchen auch eine veränderte und ver-
stärkte Signaltransduktion der T-Zellen zu erwarten war, wurden in nachfolgenden Versuchen 
phosphorylierten Proteine aus Proteinpräparationen von T-Zellen aus MLTC-Reaktionen mit 
Hilfe des PhosphoProtein Purification Kits aufgereinigt. 
Hierzu wurden vorstimulierte T-Zellen für 15min, 60min und 24h mit fixierten Tumorzellen 
inkubiert. Anschließend wurden die phosphorylierten von den nicht phosphorylierten Protei-
nen getrennt. Dabei war die Ausbeute an phosphorylierten Proteinen leider so gering 
(<150µg), dass eine aussagekräftige Proteinbestimmung nicht möglich war. Somit musste die 
gesamte Proteinmenge jedes Versuchsansatzes in jeweils einer Proteomanalyse untersucht 
werden. Die erhaltenen Analysen gaben somit auch einen quantitativen Eindruck des 
Phosphorylierungsgrades der Zellen. Wie in Abb. 89 dargestellt, zeigten nur wenige Proteine 
der unstimulierten T-Zellen Phosphorylierungen. Bei den B7 stimulierten T-Zellen nahm die 
Menge an phosphorylierten Proteinen mit der Stimulationsdauer von 15min zu 60min zu, 
während nach 24 Stunden die Menge wieder abnahm. 288 Proteine konnten detektiert werden, 
wovon bei 40 Proteinen Unterschiede zwischen der T-Zell Stimulation mit B7-1 bzw. B7-2 
zeigten (Tab. 14, Abb. 89). 
Die Identifikation der phosphorylierten Proteine gestaltete sich leider äußerst schwierig. Es 
war aufgrund der geringen Spotgröße nicht möglich, diese Proteinspots zu identifizieren. Da-
her konnten nur 24 eher unauffällige Spots über den Vergleich mit den Proteomanalysen aus 
V.4.1. identifiziert werden (siehe Anhang X. 5). Dabei handelte es sich zumeist um Proteine, 
von denen eine Phosphorylierung in der Literatur bereits beschrieben wurde. Zu diesen zähl-
ten Splicefaktor p32, Stathmin, Initiationsfaktor 5a (eIF5a), das GTP-Bindeprotein ran und 
rho GDI oder von denen eine Funktion im Rahmen von Phosphorylierungen bekannt war, wie 
z.B. Glutathiontransferase Pi (GSTPi). 
 
Tab. 14 Spotdetektion und –identifikation T-Zell Phosphoproteom 

Gesamtspotzahl 288 identifiziert 
Spots identisch bei 

B7-1 und B7-2 Stimulation 248 24 

nur bei B7-1 Stimulation 5 0 
nur bei B7-2 Stimulation 35 0 
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Ein interessanter Bereich der Gele ist zum Vergleich in Abb. 90 dargestellt. In dem mit einem 
Kreis markierten Bereich veränderte sich das Phosphorylierungsmuster der Proteinspots im 
Laufe der Stimulation sehr stark. Die Phosphorylierung des Proteins, das mit dem Pfeil mar-
kiert wurde, verschwand nach 24h Stimulation, obwohl sie sogar in den unstimulierten 
T-Zellen vorhanden war. 
 

 
T-Zellen 

 

 

 
B7-1 Klon 4 

15min 
  

 
B7-2 Klon 3 

15min 

 
B7-1 Klon 4 

60min 
  

 
B7-2 Klon 3 

60min 

 
B7-1 Klon 4 

24h 
  

 
B7-2 Klon 3 

24h 

 
Abb. 90 Detailsansicht der Phosphoproteomanalyse von T-Zellen stimuliert mit B7 transfizierten Tumorzelllinien  

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten Tumorzellen für 15min, 60min und 24h inkubiert. Aus den 
T-Zellpellets wurden Proteine gewonnen, die Phosphoproteine isoliert und mittels 2D-Analyse (pH 3-10, 13% SDS-
PAGE) analysiert. Die Proteingele wurden Silber-gefärbt und eingescannt. Aus allen Gelbildern wurden vergleichbare 
Ausschnitte dargestellt. Ein besonders auffälliger Bereich ist mit einem Kreis gekennzeichnet, ebenso wie ein beson-
ders auffälliger Proteinspot (Pfeil). 
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4.3. Neue Biomarker zur Detektion einer erfolgreichen Immuntherapie  
 

Verschiedene Proteine, die in der Proteom- und Phosphoproteomanalyse identifiziert wurden, 
wurden in RT-PCR (III. 5.4.3) und Western Blot Analysen auf ihre Eignung als Biomarker 
eingehend untersucht. Zur Evaluierung wurden RNA- und Proteinproben von MLTC-
Versuchen mit vorstimulierten HLA-A2+ T-Zellen von gesunden Blutspendern und den B7-
Transfektanden B7-1 Klon 4, B7-2 Klon 3, Wildtyp MZ1257RC und Vektor-
Kontrolltransfektanden eingesetzt. Nach 48 Stunden Inkubation (Schema Abb. 32) wurden die 
Zellpellets gewonnen und analysiert. 
 
4.3.1. Stathmin 
 

Dieses ubiquitär vorkommende, phylogenetisch konservierte Protein kommt im Zytoplasma 
in verschiedenen phosphorylierten und unphosphorylierten Formen vor. Die Expression und 
Phosphorylierung hängt von der Entwicklung der Zelle ab und wird reguliert in Reaktion auf 
extrazelluläre Signale die Proliferation oder Differenzierung der Zelle vermitteln. Stathmin ist 
ein Bestandteil verschiedener second messenger Systeme und die phosphorylierten Formen 
funktionieren als eine Art Relais in der Signaltransduktion und integrieren verschiedene Sig-
nale innerhalb der Zelle (Sobel, 1991; Nagasaka et al., 2002). 
Die Expression von Stathmin in T-Zellen wurde heraufreguliert durch die Stimulation mit B7, 
wie sich in den Proteomanalysen (Anhang X. 4), Western Blot Analysen (Abb. 91) und RT-
PCR Analysen (Abb. 92) zeigen lies. Ebenfalls auffällig war das Auftreten einer phosphory-
lierten Form nach Stimulation mit B7 (Anhang X. 5). 
 
4.3.2. proliferating cellular nuclear antigen (PCNA) 
 

PCNA auch bezeichnet als Cyclin 1 wurde als nukleäres Protein identifiziert, dessen Auftre-
ten mit dem Proliferationsstatus der Zelle korreliert (Bravo, 1986). PCNA ist ein entscheiden-
der Cofaktor der DNA Polymerase delta und spielt eine Rolle in der DNA-Reparatur im 
Komplex mit p300 (Hasan et al., 2001).   
Die Expression von PCNA in T-Zellen wurde stark heraufreguliert durch Stimulierung mit 
B7-1 und B7-2, wie sich in den Proteom- (Anhang X. 4) und Western Blot Analysen zeigte 
(Abb. 91). 
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Abb. 91 Western Blot Anaylsen zur Evaluierung von Proteinspots der T-Zell Proteomanalyse 

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten Tumorzellen für 48h inkubiert. Aus den T-Zellpellets wurden die 
Proteine isoliert und in Western Blot Analysen mit Antikörpern gegen Stathmin, PCNA und ß-Aktin untersucht.  
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4.3.3. Nudix Hydrolase nudt 5 
 
Proteine die eine Nudixmotiv GX(5)EX(7)REUXEEXGU besitzen gehören zu den Nudux-
hydrolasen. Sie katalysieren die Hydrolyse einer Vielfalt von Nucleosid-diphosphat Deriva-
ten. Diese Hydrolase Nudt5 katalysiert die Hydrolyse von ADP-Ribose und ADP-Mannose 
(Yang et al., 2000).  
In den T-Zell Proteomanalysen zeigte sich eine deutliche Herunterregulation der Nudt5 Prote-
inexpression (Anhang X. 4) und ebenfalls eine reduzierte RNA Expression (Abb.92) bei Sti-
mulierung mit B7-1 Klon 4. 
 
4.3.4. Transaldolase 1 
 
Die Transaldolase 1 ist das Schlüsselenzym des Pentose-Phosphat-Weges der die Zelle mit 
Reduktionsäquivalenten versorgt (Banki et al., 1994). Der Defekt dieses Gens führt zu einer 
starken Anhäufung von Pentosen im menschlichen Körper, was zu verschiedenen Krankheits-
bilder wie z.B. der Hepatosplenomegalie und Leberzirrhose führt (Verhoeven et al., 2001). 
In den T-Zell Proteomanalysen zeigte sich eine deutliche Herunterregulation der Transaldola-
se 1 Proteinexpression (Anhang X. 4) und ebenfalls eine reduzierte RNA Expression (Abb.92) 
bei Stimulierung mit B7-1 Klon 4. 
 
4.3.5. Neuropolypeptid h3 – raf Kinase Inhibitor 
 

Ursprünglich als hippocampales cholinerges neurostimulierendes Peptid (HCNP) im Gehirn 
identifiziert, zeigt Neuropolypeptid h3 eine gute Bindung von ATP und Phosphatidylethano-
lamin und funkioniert als Serinproteaseinhibitor (Hori et al., 1994). Neuropolypeptid h3 bin-
det weiter hin an raf und inhibiert dessen Funktion. Erst nach Aktivierung der PKC kann Neu-
ropolypeptid h3 von raf abdissoziieren und die Signalkaskade ablaufen (Banfield et al., 1998;  
Yeung et al., 1999; Corbit et al., 2003). 
Die Expression des Neuropolypeptids h3 war nach Stimulation der T-Zellen mit B7 transfi-
zierten Tumorzellen deutlich reduziert auf Protein- (Anhang  X. 4) und RNA-Ebene (Abb. 
92). Zusätzlich wurde das Neuropolypeptid h3 nach Stimulation mit B7 auch phosphoryliert 
(Anhang X. 5). 
 
4.3.6. PDGF Bindeprotein 
 

Das PDGF Bindeprotein verstärkt den Effekt von PDGFa bei der Stimulation des Zellwachs-
tums und inhibiert den mitogenen Effekt von PDGFb (Fischer und Schubert, 1996). 
In den T-Zell Proteomanalysen war das PDGF Bindeprotein nach Stimulation mit B7 transfi-
zierten Tumorzellen nicht mehr nachweisbar (Anhang X. 4) und in RT-PCR Analysen war die 
RNA Menge in diesen Proben deutlich reduziert (Abb. 92). 
 
4.3.7. Proteinnetzwerke 
 

Durch den Einsatz des neuentwickelten Text mining Programms TopNet des Frauenhofer 
Instituts für Bioinformatik konnten, auf der Basis der Medline Abstracts, Netzwerke von Be-
ziehungen zwischen verschiedenen der identifizierten Proteine hergestellt werden. Das erstell-
te Netzwerk (Abb. 93) zeigt hier Zusammenhänge zwischen den Proteinen Stathmin 
(STMN1), GSTPi (GSTP1), RNA bindende Untereinheit (PARK7), PCNA, SMT3A 
(SMT3H1) und Apolipoprotein A1 (APOA1). Diese Verbindungen wurden hergestellt über 
die Proteine MAPKinasen (MAPK10), TGFß (TGFB1), Prolaktin (PRL), Amyloid beta 
(APP) und Cyclin D1 (CCND1). Direkte Interaktionen zwischen identifizierten Proteinen 
konnten nicht gezeigt werden. 
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Abb. 92 RT-PCR Anaylsen zur Evaluierung von Proteinspots der T-Zell Proteomanalyse 

OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden mit fixierten Tumorzellen für 48h inkubiert. Aus den T-Zellpellets wurde die 
RNA isoliert und in RT-PCR Analysen mit Primern für Stathmin, Nudix Hydrolase, Transaldolase, Neuropolypeptid h3, 
PDGF Bindeprotein und ß-Aktin untersucht.  

 
 

 
 
Abb. 93 Proteinnetzwerk 

Durch das Text mining Programm TopNet konnte auf Basis der Medline Abstracts Zusammenhänge zwischen den  
identifizierten Proteinen der Proteomanalysen in einem Netzwerk zusammengefügt werden. 
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VI. Diskussion 
Die Therapie des metastasierenden Nierenzellkarzinoms führt zur Zeit nur selten zum ge-
wünschten Erfolg. Chemotherapeutika und systemische Immuntherapie zeigen in unter 30% 
der Fälle eine partielle Remission und in weniger als 10% der Erkrankungsfälle eine komplet-
te Remission, so dass die durchschnittliche 5-Jahres Überlebensrate immer noch unter 10% 
liegt (Amato, 2000; Motzer und Russo, 2000; Brinkmann et al., 2002; Daliani et al., 2002; 
Krebs in Deutschland, 2002; Mejean et al., 2003; Zisman et al., 2003).  
Die spezifische zelluläre Immuntherapie, die spezifische Immunantworten der Patienten akti-
vieren und so eine effektive und lang anhaltende Immunität gegen Tumorzellen vermitteln 
kann, versucht hier neue Wege aufzuzeigen (Abken et al., 2002; Kaech et al., 2002; Sullenger 
und Gilboa, 2002). Da vielen Tumorzellen eine Expression von costimulatorischen Molekülen 
wie B7 fehlt, ist die Expression von B7 Molekülen ein möglicher Weg, die Immunogenität 
von Tumorzellen zu erhöhen (Jung et al., 1999). Das Nierenzellkarzinom ist u.a. aufgrund 
einer guten HLA-Oberflächenexpression und Tumorantigenpräsentation (Motzer et al., 1996; 
Motzer und Russo, 2000; Renkvist et al., 2001) ein immunogener Tumor, der ein erstes spezi-
fisches Signal in antigenspezifischen T-Zellen auslösen kann. Somit erscheint die Transfekti-
on von B7-1 bzw. B7-2 in Nierenkarzinomzelllinien zur Costimulation von spezifischen 
T-Zellen und Vermittlung des zweiten aktivierenden Signals ein erfolgversprechender Ansatz 
zur Immuntherapie des metastasierenden Nierenzellkarzinoms. 
 
1. Costimulation über B7/CD28/CTLA-4 
Die beiden B7 Moleküle, B7-1 und B7-2, spielen zusammen mit ihren Rezeptoren CD28 und 
CTLA-4 eine entscheidene Rolle bei der Induktion von T-Zell Immunantworten. In einer Rei-
he von verschiedenen knockout Mäusen zeigte sich, dass die B7 Costimulation wichtig ist für 
die T-Zell Aktivierung, Generierung von IgG1 und IgG2a Antikörpern, Keimzellformierung 
in der Milz, Negativselektion im Thymus und  Entstehung von Autoimmunreaktionen 
(Borriello et al., 1997; Chang et al., 1999; Mandelbrot et al., 2001; Buhlmann et al., 2003). 
Viel diskutiert werden Unterschiede zwischen der Funktion von B7-1 und B7-2. Entdeckt 
wurde B7-2 im Rahmen von Untersuchungen an einer B7-1 knockout Maus, weil trotz des 
Fehlens von B7-1 die Costimulaton über CD28 möglich war (Freeman et al., 1993a; Freeman 
et al., 1993b). Auch bei anderen Untersuchungen zeigten B7-1 und B7-2 gleiche Funktionen 
(Hathcock et al., 1994; Borriello et al., 1997; Santra et al., 2000). Bessere costimulatorische 
Eigenschaften wurden für B7-1 in verschiedenen Tumormodellen beschrieben (Matulonis et 
al., 1996; Fields et al., 1998), während in dieser Arbeit bei vergleichbarer Molekülzahl B7-2 
ein höheres Potential zur T-Zell Aktivierung als B7-1 zeigte (Abb. 43, siehe V1.1.). Da bei 
sehr hoher B7-2 Expression auf der Zelloberfläche die costimulatorischen Eigenschaften aber 
revertieren, scheint die Molekülzahl bzw. die Dichte an B7 Molekülen auf der Zelloberfläche 
von entscheidener Bedeutung zu sein. Auch in den Proteomanalysen dieser Arbeit zeigten 
sich Unterschiede im Proteinexpressionsmuster zwischen B7-1 bzw. B7-2 stimulierten T-
Zellen (V.4.). Diese Differenzen zwischen B7-1 und B7-2 belegen die Notwendigkeit, bei 
einem klinischen Einsatz B7-1 und B7-2 exprimierende zelluläre Vakzine in ihrer Funktion zu 
vergleichen.  
 
2. Optimierung des zellulären B7 Vakzins in vitro 
Parallel zu den Arbeiten zur Umsetzung einer klinische Studie wurden in vitro verschiedene 
Klone der B7-1 bzw. B7-2 transfizierten Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC eingehend auf 
ihr Aktivierungspotential HLA-gematchter und -ungematchter T-Zellen hin untersucht. Die 
Klone unterschieden sich in der Menge ihrer B7-Oberflächenmoleküle (Abb. 27, 28), hatten 
aber nur geringe Unterschiede in ihrer HLA-Oberflächenexpression (Abb. 26). Durch Quanti-
fizierung der B7-Oberflächenmoleküle (Abb. 29, 30) war es möglich, in nachfolgenden 
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MLTC-Versuchen mit T-Zellen die stimulierenden Eigenschaften von B7-1 und B7-2 objek-
tiv zu vergleichen. Die Zelllinien MZ1257RC B7-1 Klon 4 und MZ1257RC B7-2 Klon 3 
exprimierten beide ca. 1,25 Mio. B7-Moleküle auf ihrer Zelloberfläche, während der Klon mit 
der stärksten B7-2 Expression ca. 2,4 Mio. B7 Oberflächenmoleküle besaß. 
 
Die B7 transfizierten Zellen zeigten in MLTC Versuchen mit HLA-A2+ T-Zellen gute stimu-
lierende Eigenschaften. Naive und auch OKT3/IL-2 vorstimulierte T-Zellen wurden aktiviert 
und zeigten eine signifikante Proliferation (Abb. 34-37) und Zytokinsekretion. 
Naive T-Zellen produzierten dabei vor allem IL-2 und IFN� (Abb. 41), während vorstimulier-
te T-Zellen eine starke Sekretion von IFN� und GM-CSF und eine etwas schwächere Sekreti-
on von IL-10 und TNF� zeigten (Abb. 42, 43).  
Mit zunehmender Menge an B7-1 Molekülen auf der Zelloberfläche der Tumorzellen stieg 
auch die Proliferation und Zytokinsekretion der aktivierten T-Zellen. Dies galt auch für die 
Stimulation mit den B7-2 exprimierenden Klonen 1, 2 und 3. Eine Stimulation mit Klon 4, der 
die stärkste B7-2 Oberflächenexpression zeigte, führte jedoch zu einer Verminderung der 
T-Zell Stimulation. Dieser überraschende Befund ist für einen klinischen Einsatz von großem 
Interesse, denn es konnte so erstmals gezeigt werden, dass eine zu starke Stimulation mit B7-
2 zu einer erheblich schlechteren T-Zell Aktivierung führt. 
 
Bei gemeinsamer Darstellung der T-Zell Stimulationen mit B7-1 bzw. B7-2 transfizierten 
allogenen Tumorzellen zeigten die Proliferationsdaten keine Unterschiede zwischen einer 
Stimulation mit B7-1 bzw. B7-2 (Abb. 37).    
Durch Blockade mit HLA- und B7-Antikörpern (Abb. 38, 39) wurde die Proliferation der 
T-Zellen Dosis-abhängig inhibiert. Diese zeigte deutlich die Abhängigkeit der T-Zell Aktivie-
rung von der HLA und B7 Expression. Durch T-Zell Stimulierungen mit Mischungen von B7-
1 Klon 4, B7-2 Klon 3 und Vektorkontrollzellen konnte ebenfalls die Abhängigkeit der T-Zell 
Proliferation von der B7-Expression gezeigt werden (Abb. 40). 
 
Die Betrachtung der Zytokinsekretion zeigte deutliche Unterschiede in den Expressionsmus-
tern zwischen der Costimulation mit B7-1 und B7-2. Während die Sekretion von IFN� und 
GM-CSF bei HLA-A2+ ungematchten T-Zellen unabhängig davon war, ob B7-1 oder B7-2 
transfizierte Tumorzellen zur Stimulation eingesetzt wurden (Abb. 43 links), war die Sekreti-
on von TNF� und IL-10 bei ungematchten T-Zellen und die komplette Zytokinsekretion der 
HLA-gematchten T-Zellen hingegen wesentlich stärker, wenn die T-Zellen mit B7-2 Trans-
fektanden stimuliert wurden (Abb. 43). Besonders auffällig war der große Unterschied in der 
Stimulation zwischen B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3, die eine vergleichbare Menge an B7 
Oberflächenmolekülen exprimierten. Diese Ergebnisse stimmten mit vorhergehenden Unter-
suchungen überein, die B7-1 zwar eine hohe Signifikanz für das Andauern und die Modulati-
on einer Immunantwort bescheinigten, in welchen B7-2 aber das insgesamt höhere Potential 
zur Induktion einer CD8+ T-Zell Antwort besaß (Matulonis et al., 1996; Salomon et al., 2000). 
Dem gegenüber stehen Publikationen die den Hauptunterschied in der Funktion von B7-1 und 
B7-2 in ihrer unterschiedlichen Expression auf den antigenpräsentierenden Zellen sehen 
(Sharpe und Freeman, 2002).  
 
Die Zytokinsekretion stimulierter T-Zellen war wie die Proliferation direkt abhängig von der 
HLA bzw. B7 Expression der Tumorzellen, was sich durch die Inhibition der T-Zell Aktivie-
rung mit HLA und B7 Antikörpern deutlich zeigen lies (Abb. 44). Durch Blockade mit 
CTLA-4 Ig konnten weiterhin die unterschiedlichen Bindeeigenschaften von B7-1 und B7-2 
gezeigt werden. Die Blockade der B7-1 Stimulierung war aufgrund der höheren Affinität für 
CTLA-4 wesentlich effektiver, als die Blockade der B7-2 Stimulierung (Abb. 45). 
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Weiterhin war die Etablierung von zytotoxischen T-Zellen möglich, was zum einen die funk-
tionelle Differenzierung der stimulierten T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen zeigte und zum 
anderen die Eignung des zellulären Vakzins für den klinischen Ansatz unterstrich (Abb. 46). 
 
Die unterschiedlichen Muster in der Zytokinsekretion zwischen T-Zellen, die mit B7-1 bzw. 
B7-2 stimuliert wurden, deuten auf Unterschiede in den costimulatorischen Eigenschaften der 
beiden B7 Moleküle hin. B7-2 bindet schwächer an CD28 als B7-1, trotzdem scheint dies zu 
genügen, um ein vergleichbares CD28 Signal auslösen zu können (Davis et al., 2003). Die 
stärkere Bindung von B7-1 an CD28 ist nicht in der Lage, auch ein stärkeres positives Signal 
zu vermitteln. Diese gleiche Fähigkeit zur Aktivierung der T-Zell Proliferation von B7-1 und 
B7-2 wurde in den vergleichenden Proliferationsanalysen dieser Arbeit deutlich (Abb. 37). 
 
Ein entscheidender Unterschied zwischen B7-1 und B7-2 zeigte sich bei der Zytokinsekretion 
vor allem durch die Bindung an CTLA-4 und dem damit verbundenen negativen Signal. Wäh-
rend jedes einzelne CD28 Molekül in der Lage ist, ein eigenständiges Signal zu vermitteln, 
funktioniert der negativ regulatorische Effekt von CTLA-4 nur bei starker Akkumulation vie-
ler CTLA-4 Moleküle (Lee et al., 1998; Egen und Allison, 2002; Egen et al., 2002; Green-
wald et al., 2002; Schwartz et al., 2002). Eine solche starke Anhäufung von CTLA-4 Molekü-
len im Bereich der immunologischen Synapse kann B7-2 nur in hoher Molekülzahl (B7-2 
Klon 4) vermitteln, während B7-1 durch seine 13fach höhere Affinität für CTLA-4 gegenüber 
B7-2 schon viel früher eine negative Regulation ausübt (Davis et al., 2003). Dieser Effekt 
wird durch eine unterschiedliche Expression der beiden Moleküle auf antigenpräsentierenden 
Zellen noch verstärkt (Sharpe und Freeman, 2002). Auf den proliferativen Effekt der B7-
Costimulation scheint die CTLA-4 Bindung dagegen keinen Einfluss zu haben. 
 
Der unterschiedliche Einfluss von B7-1 und B7-2 auf die Sekretion von IFN� und GM-CSF 
zeigte sich nur bei der Verwendung von HLA-gematchten T-Zellen, da bei einer Stimulation 
ungematchter T-Zellen ein stärkeres erstes Signal über den TZR, den negativ regulatorischen 
Effekt der B7-1 Bindung an CTLA-4 überlagert.   
Dies deutet zum einen auf unterschiedliche Signalwege zur Regulation der IFN�, GM-CSF 
Sekretion gegenüber der TNF�, IL-10 Sekretion hin aber auch auf unterschiedliche Wege die 
vom TZR bzw. CD28 ausgelöst werden (Alegre et al., 2001; Leo und Schraven, 2001). Diese 
Unterschiede könnten z.B. durch die Phosphorylierungen der regulatorischen Moleküle ran, 
rho GDI, Stathmin, Initiationsfaktor 5a, Splicefaktor p32 oder Neuropolypeptid h3, die in den 
Proteomanalysen dieser Arbeit gefunden wurden (Anhang X. 5.), vermittelt werden. 
 
Die T-Zell Stimulierungsversuche zeigten das hohe immunstimulierende Potential der B7 
Transfektanden. Die Zelllinien B7-1 Klon 4 und B7-2 Klon 3 können als effiziente Vakzine 
betrachtet werden, wobei B7-2 Klon 3 das etwas höhere Potential besitzt. Ein Vergleich der 
B7 Oberflächenexpression der Klone mit denen der ursprünglichen, unklonierten Kulturen für 
den klinischen Einsatz (Abb. 37, 38, 48) zeigt, dass die ursprüngliche, unklonierte B7-1 Kul-
tur eine mit B7-1 Klon 4 vergleichbare B7-Expression besitzt. Die B7-Expression der ur-
sprünglichen, unklonierten B7-2 Kultur liegt im Bereich zwischen B7-2 Klon 3 und Klon 4. 
Hier besteht daher das Risiko, dass die B7-2 Oberflächenexpression so hoch sein könnte, das 
dies zu einer reduzierten T-Zell Aktivierung führen kann. Dieser Aspekt ist bei der Bewertung 
der Ergebnisse aus der klinischen Studie in Zukunft zu berücksichtigen.  
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3. Klinische Studie – Einsatz des B7-Vakzins in vivo 
Zur Umsetzung der Vakzinierung mit B7 transfizierten Tumorzellen im Rahmen einer klini-
schen Pilotstudie wurde die etablierte humane Nierenzellkarzinomzelllinie MZ1257RC mit 
der humanen cDNA für B7-1 bzw. B7-2 transfiziert (Jung et al., 1999) und zur Produktion des 
zellulären Vakzins der Fa. Q-One Biotech, Glasgow, Schottland übersandt. Kryokonserven 
der beiden von der Fa. Q-One Biotech nach GLP-Prüfung unter GMP-Richtlinien hergestell-
ten zellulären Vakzine MZ1257RC B7-1 und MZ1257RC B7-2 konnten erfolgreich wieder in 
Kultur genommen werden. Die Zellen zeigten die erwartete gute Expression der HLA und B7 
Oberflächenmoleküle (Abb. 48), der Tumorantigene p53, mdm2 und Her2/neu (Abb. 49) und 
der costimulatorischen Moleküle ICAM-1, LFA-3 und CD40 (Abb. 50). Somit stehen diese 
Zellen für eine klinische Anwendung zur Verfügung.  
 
Für den klinischen Einsatz der beiden Vakzine MZ1257RC B7-1 und B7-2  wurde eine SOP 
für den Ablauf Auftauen – Bestrahlung – Verabreichung etabliert (Anhang X. 3.). In der SOP 
finden nur Geräte, Materialien und Medien Anwendung, die sich schon im klinischen Einsatz 
des Tumorvakzinationszentrums, des Stammzelllabors und der Blutbank der Uniklinik Mainz 
befinden. Somit sind hier keine zusätzlichen Genehmigungen für eine Verwendung unter 
GMP Richtlinien notwendig. 
Für die letale Bestrahlung des zellulären Vakzins innerhalb des Ablaufsprotokolls der SOP 
konnte eine Strahlendosis von 180Gy als optimal ermittelt werden. Dieser Wert deckt sich gut 
mit Literaturangaben, wo Bestrahlungsdosen zwischen 150Gy und 200Gy als effektiv für eine 
Tumorzellinaktivierung berichtet wurden (Galligioni et al., 1996; Simons et al., 1997; Nelson 
et al., 2000). Im Gegensatz dazu müssen Literaturwerte, die zwischen 25Gy und 40Gy liegen 
(Plautz et al., 1999; Seigne et al., 1999; Li et al., 2000; Kusumoto et al., 2001), aufgrund der 
vorliegenden Ergebnisse (Abb. 52, 53), als zu niedrig für den klinischen Einsatz der Nieren-
karzinomzelllinie MZ1257RC betrachtet werden. Da zum Schutz der Patienten keine teilungs-
fähigen Zellen verabreicht werden dürfen (Patientencharta, 1999; Patientenrechte in Deutsch-
land, 2003), liegt die Dosis von 180Gy etwas höher, als die für Laborversuche mit Nierenkar-
zinomzelllinien in der Arbeitsgruppe eingesetzte Dosis von 100Gy ((Abb. 55, 56; Bukur, per-
sönliche Mitteilung). 
 
Nach dem Durchlauf der SOP mit der Bestrahlungsdosis von 180Gy hatten die Zellen ihre 
HLA und B7 Oberflächenexpression (Abb. 51) und immunstimulierenden Eigenschaften nicht 
verloren (Abb. 57). Die SOP ist somit für den klinischen Einsatz geeignet, einem hohen 
Schutz für den Patienten steht eine gute immunstimulierende Wirkung gegenüber. 
 
Der klinische Einsatz von allogenen B7 transfizierten Tumorzellvakzinen ist einer von vielen 
Therapieansätzen im Bereich der Immuntherapie, die klinisch überprüft werden (Pohla et al., 
2000; Schendel et al., 2000).  
Diese Studien stehen in Konkurrenz zu verschiedenen anderen immuntherapeutischen Ansät-
zen, wie dem Einsatz von autologen dendritischen Zellen gepulst mit Tumorzelllysat (Märten 
et al., 2002; Oosterwijk-Wakka et al., 2002; Schuler et al., 2003), autologen Tumorzellen mit 
unspezifischen Adjuvanzien (Galligioni et al., 1996; Plautz et al., 1999; Li et al., 2000; Chang 
et al., 2003; Liang et al., 2003), autologen Tumorzellen transfiziert mit GM-CSF (Simons et 
al., 1997; Seigne et al., 1999; Nelson et al., 2000; Tani et al., 2000; Kusumoto et al., 2001; 
Salgia et al., 2003), Zellfusionen aus Tumorzellen und dendritischen Zellen (Kugler et al., 
2000; Avigan, 2003) und der allogenen Stammzelltransplantation (Childs und Srinivasan, 
2002; Childs, 2002; Drachenberg und Childs, 2003; Hentschke et al., 2003).  
 
In allen diesen Studien werden die Zellen letal bestrahlt oder fixiert, um eine Zellteilung und 
damit die Gefahr von Metastasen zu verhindern. Zur Zeit wird in den USA über den Einsatz 
von unbestrahlten autologen Vakzinen diskutiert, weil man durch eine längere Verweildauer 
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des Vakzins am Ort der Verabreichung eine bessere Immunstimulation erwartet (Blankenstein 
2002, persönliche Mitteilung). Bei einer Abwägung zwischen Nutzen und Risiko soll hier der 
therapeutische Nutzen für Patienten größer sein als das Risiko zusätzlicher Metastasen. Die 
Ergebnisse dieser Ansätze bleiben abzuwarten. 
 
 
4. Autologes B7 Vakzin mit Retroviren 
Der klinische Einsatz von autologen zellulären B7 Vakzinen hat gegenüber allogenen Vakzi-
nen einige Vorteile, die vor allem die optimale Antigenpräsentation betreffen. Autologe Vak-
zine tragen alle Tumorantigene, die auch die Tumorzellen besitzen, und sie können sie über 
alle HLA-Moleküle präsentieren. Außerdem ist bei autologen Vakzinen, die mittels Retrovi-
ren transfiziert werden, die Verwendung von Antibiotikaresistenzen nicht notwendig. 
Allogene Vakzine dagegen sind nur in der Lage Immunreaktionen auslösen, wenn sie die 
gleichen Antigene besitzen wie die Tumorzellen des aktuellen Patienten. Außerdem steht ei-
nem allogenen Vakzin nur die Präsentation über die HLA-A2 bzw. andere gemeinsame HLA 
Moleküle zur Stimulierung antigenspezifischer T-Zellen zur Verfügung.  
Der Vorteil der allogenen Vakzine liegt dagegen in ihrer sofortigen Verfügbarkeit und hohen 
Sicherheit für den Patienten, da es aufgrund der unterschiedlichen HLA-Oberflächenmoleküle 
zu einer schnellen Abstoßungsreaktion kommt. Außerdem besteht hier im Vergleich zum Ein-
satz von Retroviren keinerlei Gefahr einer leukämieähnlichen Erkrankung (Tab. 15, Abb. 58).  
 
Tab. 15 Eigenschaften von autologen und allogenen Vakzinen für Patient MZ2003RC 

Vakzine 
 

autolog MZ2003RC allogen MZ1257RC 

durch Bestrahlung ++ ++ 
Sicherheit 

durch Abstoßung – ++ 

Einsetzbarkeit + 
6 Monate nach OP 

++ 
sofort 

Antigen ++ 
alle Antigene 

+ 
gemeinsame Antigene 

Präsentation ++ 
alle HLA Moleküle 

+ 
nur HLA-A2 Immunstimulation 

Costimulation ++ 
B7-1 oder B7-2 

++ 
B7-1 oder B7-2 

unspezifische Stimulation durch  
Antibiotikaresistenzen – möglich 

Risiko einer Leukämie ähnlichen  
Erkrankung möglich ? – – 

 
Die Etablierung eines B7 retroviralen Transfektionssystems ist neben der Verbesserung der 
Etablierung von Tumorzelllinien aus OP-Material ein entscheidender Punkt für die Herstel-
lung eines autologen Vakzins. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte die humane cDNA von B7-1 bzw. B7-2 in ein retrovirales 
Transfektionssystem mit sehr geringer Immunogenität durch die GR-leader Sequenz 
(Hildinger et al., 1999) und guter Transfektionseffizienz in Nierenkarzinomzellen durch die 
LTR des SFFV (Tab. 7) eingebracht werden. LTR Bereiche des MPSV und MoMuLV eigne-
ten sich nicht zur Transfektion von Nierenkarzinomzelllinien (Abb. 60). 
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Die hergestellten retroviralen Kulturüberstände zeigten eine gute Transfektionseffizienz (Abb. 
61), obwohl hier auf verschiedene Optimierungsmöglichkeiten, wie z.B. Vorcoaten der Kul-
turschalen mit Retroviren (Kühlcke et al., 2002) oder dem Einsatz von Fibronectinfragmenten 
(Trarbach et al., 2000; Zhou et al., 2001; Lamers et al., 2002; Hacein-Bey-Abina et al., 2003), 
verzichtet wurde. Die Nierenkarzinomzelllinien MZ1257RC und MZ2733RC konnten transfi-
ziert und Klone von B7 exprimierenden Zellen etabliert werden, auch ohne die Möglichkeit 
Selektionsdruck ausüben zu können (Tab. 9).    
Allerdings gelang nicht, Zelllinien zu etablieren, die B7-1 und B7-2 gemeinsam auf ihrer 
Zelloberfläche exprimieren. Die Transfektanden zeigten nur eine stabile Expression von B7-1 
(Abb. 61, Tab. 8). Dies lässt sich am besten durch die Verwendung unterschiedlicher IRES-
sites erklären. Während die IRES-site des Encephalomyocarditis Virus in den plasmidbasier-
ten Vektoren sehr gut funktionierte, wurde in den retroviralen Vektoren die IRES-site des NF-
κB repressing factor (NRF) verwendet, die offensichtlich in den vorliegenden Zelllinien nicht 
effektiv funktionierte. 
 
In MLTC Analysen zeigten die retroviralen B7 Transfektanden gute T-Zell stimulatorische 
Eigenschaften. Die T-Zellen wurden sowohl zur Proliferation als auch zur Zytokinsekretion 
angeregt. (Abb. 62), wenn auch die Ergebnisse, die beim Einsatz der B7-Plasmid transfizier-
ten Zellen erreicht wurden, unterschritten wurden. 
Somit steht zur Herstellung eines autologen zellulären B7 Vakzins ein effektives Transfek-
tionssystem für den klinischen Einsatz zur Verfügung. Durch die Verbesserung der Etablie-
rung von Nierenkarzinomzelllinien (Bukur, persönliche Mitteilung) könnte ca. 6 Monate nach 
OP für knapp 50% der Patienten ein autologes Vakzin neben dem vorhanden allogenen Vak-
zin zur Verfügung stehen (Abb. 58). 
 
Im Laufe dieser Arbeit stellten sich einige gravierende Nebenwirkungen bei Patienten ein, die 
eine Gentherapie mit Retroviren in Frankreich erhalten hatten. Beim Einsatz replikationsdefi-
zienter, gering immunogener Vektorsysteme zur Therapie einer Immunschwäche erkrankten 
zwei Kinder nach Transfektion ihrer Knochenmarkstammzellen an Leukämie (Hacein-Bey-
Abina et al., 2003). Dies bestätigte Ergebnisse, die kurz vorher in Mausmodellen gezeigt wur-
den (Li et al., 2002). Daraufhin wurden in Deutschland alle klinischen Studien mit Retroviren 
gestoppt. Die meisten Studien, die Retroviren nicht zur Transfektion von Knochenmark-
stammzellen oder anderen Zellen des Immunsystems einsetzen, konnten nach leichten Modi-
fikationen im klinischen Protokoll fortgesetzt werden (Paul-Ehrlich-Institut und Bundesärzte-
kammer, 2003). 
 
Der SFFV ist in der Lage, Leukämie bei Mäusen und Menschen auszulösen (Chretien et al., 
1994; Muszynski et al., 2000; Afrikanova et al., 2002). Dies wird unter anderem durch die 
Integration des Provirus in den Promotorbereich des Gens für Erythropoetin bzw. des 
Transkriptionsfaktors PU.1 vermittelt. Man muss daher davon ausgehen, dass die LTR des 
SFFV und damit auch die hier vorliegenden Vektorsysteme potentiell in der Lage sind, in 
Knochenmarkstammzellen bzw. den Zellen des Immunsystems Leukämie auszulösen. In wie 
weit dies einen Einfluss auf einen möglichen klinischen Einsatz bei Nierenkarzinomzelllinien 
hat, kann man jetzt noch nicht abschätzen. Es dedarf zunächst einer sorgfältigen Risikoabwä-
gung (Baum et al., 2003). Da es sich hier aber erstens um einen anderen Zelltyp handelt und 
zweitens das zelluläre Vakzin vor seinem klinischen Einsatz sicher inaktiviert wird, sollte hier 
die Bundesärztekammer keinen Grund sehen, einen klinischen Einsatz abzulehnen. 
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5. Verbesserte T-Zell Aktivierung durch ein anti CTLA-4 Ribozym 
Die genetische Modifikation von T-Zellen ist ein wichtiger Ansatz zur Untersuchung der 
normalen T-Zell Funktion und zur Verbesserung der antitumoralen Aktivität (Sadelain et al., 
2003). Es gibt verschiedenste Ansätze, die antitumoralen Eigenschaften von T-Zellen gene-
tisch zu verändern. Dazu zählen zum einen die Verbesserung der Antigenerkennung durch 
Transfektion von rekombinanten T-Zell Rezeptoren gegen z.B. mdm2 (Stanislawski et al., 
2001), G250 (Weijtens et al., 2000), HER2/neu (Haynes et al., 2002) oder chimären Rezepto-
ren mit CD3 und CD28 Signaldomäne (Hombach et al., 2001). 
Zum anderen besteht auch die Möglichkeit, die costimulatorische Stimulierung, z.B. durch 
Inhibition der Expression negativer Rezeptoren wie CTLA-4, PD-1 oder PD-2 oder Blockade 
ihrer Signalwege zu verbessern (van Elsas et al., 2001; Egen und Allison, 2002; Espenschied 
et al., 2003; Hurwitz et al., 2003; Najafian und Khoury, 2003). 
Als Methoden, mit denen man diese Inhibition erreichen kann, stehen z.B. Blockade mit An-
tikörpern oder Inaktivierung der mRNA durch antisense Oligonukleotide (Lin et al., 2000; 
Dreikhausen et al., 2003; Widney et al., 2003), siRNA (McManus et al., 2002; Hill et al., 
2003) oder Ribozyme (Akkina et al., 2003; Li et al., 2003b; Poluri et al., 2003) zur Verfü-
gung. Für den Einsatz bei T-Zellen werden dabei zumeist Systeme bevorzugt, bei denen die 
Expression der inhibitorischen Moleküle stabil erfolgt (Akkina et al., 2003; Li et al., 2003b; 
Poluri et al., 2003). Die direkte Transfektion mit siRNA Molekülen für einen transienten Ein-
satz funktioniert meist nur mit etablierten Zelllinien (McManus et al., 2002; Hill et al., 2003). 
Der Einsatz von Ribozymen gerichtet gegen die HIV-1 mRNA ist bereits in der klinischen 
Anwendung (Wong-Staal et al., 1998a), langfristige Ergebnisse liegen allerdings noch nicht 
vor. Basierend auf einem bekannten funktionellen CTLA-4 Ribozym (Cepero et al., 1998) 
wurde eine Transkriptionskassette für die RNA-Polymerase III (tRNA Valin) mit diesem Ri-
bozym hergestellt. Für einen möglichen klinischen Einsatz konnte dieses DNA-Konstrukt in 
ein vorliegendes retrovirales Expressionssystem (Hildinger et al., 1999) integriert werden 
(Abb. 67). Die direkte Herstellung retroviraler Kulturüberstände analog zur Herstellung der 
B7-Retroviren musste aufgrund der aktuellen Entwicklungen (Baum et al., 2003; Hacein-Bey-
Abina et al., 2003; Paul-Ehrlich-Institut und Bundesärztekammer, 2003) allerdings zurückge-
stellt werden.  
Somit musste die Funktion des CTLA-4 Ribozym Konstruktes in einem eigenen System ge-
testet werden. Durch Klonierung eines Expressionsvektors für humanes CTLA-4 (Abb. 63) 
und anschließende Transfektion gelang die Expression von humanen CTLA-4 in der Zelllinie 
COS7. Typisch für CTLA-4 zeigte sich nur eine geringe Oberflächenexpression (Alegre et al., 
2001; Egen et al., 2002; Schwartz et al., 2002; Davis et al., 2003), während verschiedene 
Zellklone in den intrazellulären FACS Analysen eine sehr gute intrazelluläre CTLA-4 Expres-
sion zeigten (Abb. 64). 
Diese Expression konnte durch die Transfektion mit Plasmiden, die das CTLA-4 Ribozym 
Expressionskonstrukt in verschiedenen Orientierungen trugen (Abb. 65), reduziert werden. 
Dabei spielte die Richtung, in der das Expressionskonstrukt im retroviralen System integriert 
war, keine entscheidende Rolle (Abb. 66).  
Durch keines der beiden Expressionskonstrukte konnte die Oberflächenexpression verhindert 
werden. Dies entspricht den Ergebnissen der ursprünglichen Arbeit (Cepero et al., 1998), und 
ist auch durchaus erwünscht, da die Funktion von CTLA-4 immer noch kontrovers diskutiert 
wird. Immer wieder werden auch positive Eigenschaften von CTLA-4 berichtet (Bai et al., 
2002), die den Blockadeansätzen mit anti CTLA-4 Antikörpern entgegen stehen (van Elsas et 
al., 2001; Egen und Allison, 2002; Egen et al., 2002; Espenschied et al., 2003; Hurwitz et al., 
2003; Najafian und Khoury, 2003). Eine geringe CTLA-4 Expression sollte vor allem bei der 
Initiation der Immunantwort von Vorteil sein. Nur eine starke Expression, wie z.B. nach einer 
T-Zell Aktivierung kann eine stark negative Wirkung ausüben (Alegre et al., 2001; Egen et 
al., 2002; Sharpe und Freeman, 2002).   
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Der Einsatz eines anti CTLA-4 Ribozym Expressionskonstruktes in peripheren T-Zellen und 
dessen Einfluss auf die T-Zell Aktivierung durch B7 transfizierte Tumorzellen kann grundle-
gende Erkenntnisse für das Verständnis der Immunologie und Verbesserung der experimen-
tellen Immuntherapie bringen.   
 

6. Costimulation durch B7 Homologe Moleküle 
Durch die Identifikation verschiedener B7 Homologe wurde das Verständnis der Wechselwir-
kung zwischen antigenpräsentierenden Zellen und T-Zellen ständig verbessert (Yoshinaga et 
al., 1999; Freeman et al., 2000; Ling et al., 2000; Yoshinaga et al., 2000; Chapoval et al., 
2001; Greenwald et al., 2002; Liang und Sha, 2002; Sharpe und Freeman, 2002). 
Ebenso wie B7-1 und B7-2 haben die B7 homologen Moleküle B7-H2 und B7-H3 einen posi-
tiven costimulatorischen Effekt auf T-Zellen (Ling et al., 2000; Wang et al., 2000b; Khayya-
mian et al., 2002; Brown et al., 2003). B7-H1 hingegen vermittelt ein Apoptosesignal über 
den PD-1 Rezeptor auf den T-Zellen (Dong et al., 2002; Mazanet und Hughes, 2002). 
 
Bis jetzt am besten charakterisiert ist B7-H2, der Ligand des induzierbaren Costimulators  
(ICOS). B7-H2 spielt vor allem eine wichtige Rolle bei der B- und CD4+ T-Zell Aktivierung 
durch professionelle antigenpräsentierende Zellen (Hutloff et al., 1999; Yoshinaga et al., 
2000; Greenwald et al., 2002; Liang und Sha, 2002). Eine Funktion in der CD8+ T-Zell Akti-
vierung wurde einmal beobachtet (Wallin et al., 2001). 
Die Untersuchungen der professionellen antigenpräsentierenden Zellen in dieser Arbeit zeig-
ten in allen Proben eine erwartet (Ling et al., 2000) gute RNA-Expression von B7-H2 (Abb. 
68). Bei der Analyse der dendritischen Zellen zeigte sich eine stärkere Expression von B7-H2 
in reifen dendritischen Zellen gegenüber unreifen Zellen. Dies widerspricht bisher publizier-
ten Daten, bei denen in FACS Analysen LPS gereifter dendritischer Zellen keinerlei Oberflä-
chenexpression von B7-H2 nachweisbar war (Wang et al., 2000b).  
Die Western Blot Analyse zeigte sehr deutliche Banden in den Proteinproben der B7-H2 
transfizierten Nierenkarzinomzelllinie MZ1257RC B7-H2, die hier als Positivkontrolle diente 
(Abb. 69). Die B7-H2 Proteinbanden zeigten sich bei der Positivkontrolle ohne Glycosidase F 
Behandlung bei ca. 65kDa und mit Behandlung bei 35kDa. Da dieses Bandenmuster schon 
publiziert wurde (Khayyamian et al., 2002), können auch die schwachen Banden der Protein-
gele der Proben der dendritischen Zellen als spezifisch betrachtet werden. Hier zeigte sich 
analog zu den RNA-Daten eine etwas stärkere B7-H2 Expression der reifen dendritischen 
Zellen. Die untersuchten professionellen antigenpräsentierenden Zellen zeigten auch eine gute 
Expression von B7-H2 in FACS-Analysen (Abb. 70).  
 
Die Analyse verschiedener Nierenkarzinomzelllinien zeigte in allen Proben ebenfalls eine 
RNA-Expression von B7-H2. Die stärke dieser Expression war sehr unterschiedlich zwischen 
den Zelllinien, ebenso wie die  Veränderungen nach IFN� Stimulation (Tab. 10). In Western 
Blot Analysen war kein signifikanter Nachweis von B7-H2 möglich. Auch die FACS Analy-
sen zeigten nur eine sehr schlecht nachweisbare Oberflächenexpression auf verschiedenen 
Nierenkarzinomzelllinien. Im Vergleich zur ebenfalls nur schwach nachweisbaren Oberflä-
chenexpression der EBV Zellen, muss man diese Daten so interpretieren, dass B7-H2 von 
Nierenkarzinomzelllinien exprimiert wird, wenn auch in nur sehr geringer Menge.  
Die Untersuchung der Neuroblastomzelllinien zeigte bei drei der fünf Zelllinien keinerlei 
RNA Expression von B7-H2. Ein ähnlich heterogenes Bild zeigten die RT-PCR Analysen der 
Cervix-, Melanom- und HNSCC-Zelllinien. Wenigen Proben fehlt die Expression der B7-H2 
RNA, bei zwei Zelllinien ist die RNA-Expression erst durch IFN� induzierbar (Tab. 10).  
 
Insgesamt zeigte sich ein sehr heterogenes Expressionsmuster, dass sich nur schlecht interpre-
tieren lässt. Da mehreren Neuroblastomzelllinien aber die B7-H2 Expression komplett fehlt, 
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könnte dies bei diesen Tumoren auf einen neuen tumor escape Mechanismus hindeuten. Auf-
grund der schwachen B7-H2 Oberflächenexpression der meisten Proben, kann diese B7-H2 
Expression aber auch zu gering für eine funktionelle T-Zell Aktivierung sein. 
 
Die Analyse verschiedener Gewebeproben von Nierentumoren, Kopf-Hals-Tumoren und kor-
respondierendem normalem Gewebe zeigte ein Expressionsmuster, das nach den vorangegan-
genen Analysen zu erwarten war (Tab. 11). Alle Tumorproben zeigten eine RNA-Expression 
von B7-H2, dies liegt hier mit Sicherheit auch an verschiedenen tumorinfiltrierenden PBMC. 
Auch die Normalgewebeproben waren zumeist B7-H2 RNA positiv. Dies deckt sich auch mit 
den wenigen bis jetzt publizierten Arbeiten, die B7-H2 RNA in verschiedenen Geweben wie 
Niere, Herz, Leber, Darm, und Thymus nachwiesen (Yoshinaga et al., 2000). 
 
Die Expressionsanalysen zeigten deutlich, dass es zwar in vielen Zelltypen und Zellgeweben 
eine gute RNA-Expression von B7-H2 gibt, die Proteinexpression jedoch meist sehr gering 
ist. Da von B7-H2 eine gute T-Zell costimulatorische Aktivität bekannt war (Yoshinaga et al., 
1999; Yoshinaga et al., 2000; Liu et al., 2001; Wallin et al., 2001; Khayyamian et al., 2002), 
schien es ein sehr vielversprechender Ansatz, B7-H2 in etablierte Nierenkarzinomzelllinien zu 
transfizieren. Daraus entstehende Zellen hätten in MLTC-Versuchen grundlegende Erkennt-
nisse über die B7-H2 ICOS Stimulierung aufdecken und evtl. auch als zelluläres Vakzin die-
nen können. 
Die Klonierung der B7-H2 cDNA erwies sich schwieriger als erwartet, denn es traten relativ 
häufig Abweichungen von den in den Datenbanken abgelegten Sequenzen auf. In dieser Ar-
beit gelang nur die Klonierung und Expression einer B7-H2 Variante mit einem konservativen 
Aminosäureaustausch aus einer etablierten EBV-Zelllinie (Abb. 74). Verschiedene andere 
Varianten konnten partiell sequenziert, aber nicht in Nierenkarzinomzelllinien transfiziert 
werden. Darunter war auch eine Exon 3 Verlustvariante, die des öfteren als Nebenprodukt in 
verschiedenen PCR-Analysen zu beobachten war (Yoshinaga et al., 2000). 
 
Die zur Transfektion eingesetzte B7-H2 Variante kann allerdings als funtionell betrachtet 
werden, da die transfizierten Tumorzelllinien eine signifikante Bindung an ein in dieser Arbeit 
hergestelltes ICOS-Ig Fusionsprotein (Abb. 77) zeigten.  
In den MLTC Versuchen zeigten verschiedene B7-H2 Transfektanden in mehreren Ansätzen 
keinerlei costimulatorische Aktivierung peripherer T-Zellen (Abb. 79). 
Diese Untersuchungen zeigen, dass der Einsatz von B7-H2 transfizierten Nierenkarzinomzell-
linien als zelluläres Vakzin nicht sinnvoll ist. Dies steht im Widerspruch zu Publikationen, bei 
denen durch B7-H2 Costimulation eine Aktivierung von CD8+ T-Zellen möglich war (Wallin 
et al., 2001).  
Vielleicht lässt sich durch die Expression anderer Varianten, wie z.B. der Exon 3 Verlustvari-
ante, noch eine positive T-Zell Costimulation auf Nierenkarzinomzelllinien erreichen. Eben-
falls bieten sich die B7-H2 negativen Neuroblastomzelllinien als Kandidaten für eine B7-H2 
Transfektion und weitere eingehende grundlegende Untersuchungen an. 
 
Bei der Untersuchung der B7-H3 Expression zeigten sich nur wenig signifikante Ergebnisse. 
B7-H3, dem eine positiv regulatorische Rolle bei der T-Zell Aktivierung zugeschrieben wird 
(Chapoval et al., 2001; Dong et al., 2003; Suh et al., 2003; Sun et al., 2003), zeigte eine kon-
stitutive RNA-Expression in den untersuchten Tumorzelllinien (Abb. 83), die durch IFN� 
nicht induzierbar war. Die professionellen antigenpräsentierenden Zellen zeigten nur eine 
geringe Expression bei PBMC und EBV B-Zellen, während Makrophagen und dendritische 
Zellen eine gute Expression der B7-H3 RNA zeigten (Abb. 82).  
Da B7-H3 auch von der Zelllinie MZ1257RC exprimiert wird, sollte die B7-H3 Expression 
die Funktion des zellulären B7-Vakzins in vivo nicht beeinflussen. 
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Einen direkten Einfluss auf die Funktion des Vakzins könnte aber die Expression von B7-H1 
haben. Zunächst wurde noch von einer positiven Rolle von B7-H1 bei der T-Zell Costimulati-
on berichtet (Dong et al., 1999). Damals zeigte sich allerdings auch schon eine starke Expres-
sion von IL-10. Da dessen Funktion eher in der Regulation der Immunantwort liegt, statt in 
deren Aktivierung, war dies schon ein Indiz für negativ regulatorische Eigenschaften, die sich 
in späteren Untersuchungen bestätigten (Freeman et al., 2000; Dong et al., 2002; Greenwald 
et al., 2002; Liang und Sha, 2002; Mazanet und Hughes, 2002; Brown et al., 2003). B7-H1 
vermittelt als Ligand des programmed death receptor PD-1 unter anderem Apoptose und an-
dere negativ regulatorische Eigenschaften. Eine Blockade von B7-H1 verstärkt eine T-Zell 
Aktivierung (Brown et al., 2003), daher muss die B7-H1 Expression von Tumorzellen bei 
einer zellulären Vakzinierung beachtet werden.  
In den RT-PCR RNA-Analysen zeigte sich eine gute B7-H1 Expression auf allen professio-
nellen antigenpräsentierenden Zellen (Abb. 80) und eine durch IFN� induzierbare Expression 
in vielen der Tumorzelllinien, vor allem bei den Nierenkarzinomzelllinien (Abb. 81). Somit 
wird durch IFN� nicht nur die HLA-Expression (Seliger et al., 2000), sondern auch die Ex-
pression des negativen Costimulators B7-H1 verstärkt. Diese Ergebnisse könnten auch eine 
Erklärung für schlechte Ergebnisse bei der unspezifischen Immuntherapie mit IFN� sein 
(Brinkmann et al., 2002). 
 
7. Die optimale Therapie für RC-Patient MZ2003RC 
Welches ist die optimale Therapie bzw. welche Therapiemöglichkeiten stehen für den Nie-
renkarzinompatienten, der im Jahr 2003 in Mainz an einem Nierenzellkarzinom erkrankt zur 
Verfügung (Abb. 94) ?  
Kommt es vor oder nach erfolgreicher operativer Entfernung zu einer Metastasierung, so ist 
eine Chemotherapie wenig sinnvoll, da ihre Ansprechrate unter 10% liegt. Eine unspezifische 
Immuntherapie z.B. mit IL-2 oder IFN� verzeichnet immerhin in einigen Fällen eine teilweise 
und in wenigen Fällen eine komplette Heilung. 
Da es sich beim Nierenkarzinomzellen um einen immunogenen Tumor handelt (Motzer et al., 
1996; Motzer und Russo, 2000; Renkvist et al., 2001), kann man davon ausgehen, dass die 
Tumorzellen eine gute Antigenpräsentation besitzen und antigenspezifische T-Zellen im Kör-
per der Patienten vorhanden sind. Für die spezifische Immuntherapie gibt es verschiedene 
Ansätze, von denen aber meist noch keine aussagekräftigen Ergebnisse aus klinischen Studien 
vorliegen. 
 
Ist das Tumorantigen, welches die Tumorzellen besitzen bzw. präsentieren bekannt, besteht 
die Möglichkeit Peptid-, Protein- oder DNA-Vakzine herzustellen und zu verabreichen 
(Pardoll, 2002). Während Protein-Vakzine gut in der Lage sind, Antikörperantworten auszu-
lösen, ist die Immunogenität gegenüber CD8+ zytotoxischen T-Zellen bei diesen Vakzinen 
nur sehr schwach. Diese Vakzine sind darauf angewiesen, dass sie von dendritischen Zellen 
unspezifisch aufgenommen und präsentiert werden (Parkhurst et al., 1996; Asea et al., 2000; 
Castellino et al., 2000; Slansky et al., 2000; Wang et al., 2000a; Hung et al., 2001; Livingston 
et al., 2001; Parmiani et al., 2002). Da dieser Vorgang in vivo sehr ineffektiv ist, werden 
dendritische Zellen in anderen Studien ex vivo hergestellt und beladen. Dies ist vergleichswei-
se aufwendig, hat aber eine hohes immunogenes Potential (Nestle et al., 1998; Dyall et al., 
2001; Lambert et al., 2001; You et al., 2001). 
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Abb. 94 Therapiemöglichkeiten für Patient MZ2003RC 

 
Ein anderer Weg der Vakzinherstellung ist die ex vivo Beladung von dendritischen Zellen mit 
Tumorzelllysat, Tumor-RNA oder die DC-Tumorzellfusion. Diese Ansätze bieten zwar eine 
tumorspezifische Antigenpräsentation, sind aber in ihrer Durchführung noch problembehaftet. 
Bei einer Beladung mit Zelllysat kann es sehr leicht zu unspezifischen Immunreaktionen 
kommen. Außerdem ist die Beladung meist sehr ineffektiv, ebenso wie die Expression der aus 
Tumoren gewonnenen RNA (Thornburg et al., 2000; Heiser et al., 2001; Heiser et al., 2002; 
Sullenger und Gilboa, 2002). Daten, die aus Kurierversuchen mit DC-Tumorzellfusionen be-
kannt wurden, erschienen zunächst sehr vielversprechend. Da es aber bei der Ermittlung der 
klinischen Situation zu nicht nachvollziehbaren Auswertungen kam, ist der Wert dieser Daten 
allerdings zur Zeit nicht abschätzbar (Gong et al., 1997; Kugler et al., 2000; Avigan, 2003).  
 
Als Alternative zum Einsatz von dendritischen Zellen bietet sich die Vakzinierung mit Tu-
morzellen an. Dabei wurde in den ersten klinischen Einsätzen vor allem der Einsatz von zu-
sätzlichen unspezifischen Adjuvanzien bevorzugt, was nur zu geringen Erfolgen führte 
(Galligioni et al., 1996; Simons et al., 1997; Plautz et al., 1999; Seigne et al., 1999; Li et al., 
2000; Nelson et al., 2000; Tani et al., 2000; Kusumoto et al., 2001; Chang et al., 2003; Liang 
et al., 2003). 
Der Einsatz von costimulatorischen Molekülen (wie z.B. B7) soll die spezifische Immunant-
wort unterstützen. Dies ist deshalb besonders erfolgsversprechend, da den meisten Tumorzel-
len eine Expression von B7 fehlt.  
Nach Genehmigung der klinischen B7-Studie durch die Bundesärztekammer würde dem Pati-
enten MZ2003RC das allogene bestrahlte B7 Vakzin MZ1257RC B7-1 bzw. B7-2 zur Verfü-
gung stehen, einzige Voraussetzung ist dabei, dass der Patient HLA-A2+ ist. Durch dieses 
allogene Vakzin kann eine Immunantwort gegen die Antigene hervorgerufen werden, die zwi-
schen MZ1257RC und MZ2003RC identisch sind und von MZ2003RC über HLA-A2 präsen-
tiert werden. Eine Immunantwort sollte zu einer lang anhaltenden Immunogenität gegen diese 
Antigene führen.  
Direkt nach bzw. noch während der OP werden entnommene Nierenkarzinomzellen bearbeitet 
und der Versuch gestartet, eine Nierenkarzinomzelllinie zu etablieren (Bukur, persönliche 
Mitteilungen). In zur Zeit knapp 50% der Fälle gelingt eine solche Etablierung. Durch an-
schließende Transfektion mit einem B7 Retrovirus würde ein autologes Vakzin MZ2003RC 
B7-1 bzw. B7-2 zur Verfügung stehen. Nach Inaktivierung der Zellen, könnte dem Patienten 
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bei Auftauchen der ersten Metastasen eine erfolgversprechende autologe Vakzinierung ange-
boten werden. Dieses Vakzin hätte neben den costimulatorischen Eigenschaften eine Anti-
genpräsentation, die vollständig mit der der Patiententumorzellen übereinstimmt.  Hier kann 
sich eine lang anhaltende Immunogenität gegen alle vorhandenen Tumorantigene ausbilden 
(Abb. 94). 
Die Fixierung mit Paraformaldehyd hat sich in dieser Arbeit als geeignet erwiesen, um Tu-
morzellen zu inaktivieren, ohne das diese ihre T-Zell stimulierenden Eigenschaften verlieren. 
Somit steht diese Methode für den klinischen Einsatz als Alternative zur radioaktiven  
Bestrahlung zur Verfügung, so wie sie schon in verschiedenen anderen Studien eingesetzt 
wird (Matteucci et al., 2000; Liang et al., 2003). Bei den in vitro Untersuchungen ermöglichte 
die Verwendung dieser Methode auch den Einsatz verschiedener nichtradioaktiver Analysen 
wie MTS-Test oder BrdU ELISA, die mit bestrahlten Tumorzellen nicht möglich gewesen 
wären. Gleiches gilt auch für die RNA- und Proteinanalysen, bei denen eine aussagekräftige 
Untersuchung ohne störende Bestandteile der Tumorzellen nur durch die Fixierung mit Para-
formaldehyd möglich wurde. 
 
Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war es, die verwendeten Methoden so zu etablieren, dass sie 
in einem routinemäßigen Einsatz in Immuntherapieeinheiten zur Bestimmung der T-Zell Ak-
tivierung einfach einsetzbar sind. Hierbei sollte vor allem auf den Einsatz radioaktiver Me-
thoden verzichtet werden. Dieses Ziel konnte in vollem Umfang erreicht werden, da nur für 
den Einsatz der zellulären Vakzine in der klinischen B7-Studie die radioaktive Bestrahlung 
notwendig ist. 
 

8. Identifizierung von Biomarkern Vakzin aktivierter T-Zellen 
Neben der Entwicklung neuer oder verbesserter Therapiekonzepte ist auch das Monitoren des 
Therapierfolgs von entscheidender Bedeutung. Während viele Analysesysteme meist nur in 
der Lage sind, wenige Parameter gleichzeitig zu untersuchen, hat die Proteomanalyse das Po-
tential einen umfassenden Überblick über den Aktivierungsstatus von T-Zellen zu geben 
(Mosca et al., 2003).   
 
In dieser Arbeit wurden die B7 transfizierten Tumorzellen MZ1257RC B7-1 Klon 4 und B7-2 
Klon 3 zusammen mit der Vektorkontrolle und der Wildtyp Zelllinie MZ1257RC zur Stimula-
tion von HLA-A2+ T-Zellen mit anschließender Proteomanalyse der T-Zellen eingesetzt.  
Die funktionelle T-Zell Aktivierung konnte durch die Analyse der Zytokinsekretion gezeigt 
werden. Beide T-Zell Präparationen produzierten IFN�, GM-CSF, TNF� und IL-10 nach Sti-
mulation mit den B7 transfizierten Tumorzellen. Entsprechend der vorhergehenden Untersu-
chungen wurde IFN� und GM-CSF in gleichen Mengen nach Stimulation durch B7-1 bzw. 
B7-2 sekretiert, während B7-2 die Produktion von IL-10 und TNF� stärker stimulierte als B7-
1 (Abb. 84). 
 
In der Proteomanalyse konnten 45 differentiell exprimierte Proteinspots identifiziert werden 
(Abb. 85). Wenige Proteine verschwanden durch eine Stimulation mit B7 oder wurden neu 
induziert, die meisten der auffälligen Proteine waren in ihrer Expression verändert (Abb. 86, 
Anhang X. 4.). 
Zu diesen Proteinen zählen zwei Proteine unbekannter Funktion sowie verschiedene Proteine, 
die an Signalkaskaden beteiligt sind, wie z.B. Stathmin, rho GDI, Neuropolypeptid h3 oder 
Differenzierungsfaktoren wie der Glia Maturationfaktor und die RNA bindende Untereinheit. 
Verschiedene dieser Proteine sind interessante Kandidatenproteine für Biomarker zur Charak-
terisierung einer erfolgreiche Immunantwort. Besonders interessant sind dabei Proteine, die 
durch eine Stimulierung mit B7 stärker exprimiert werden, wie z.B. das nukleäre Zellprolife-
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rationsantigen PCNA, Stathmin, aber auch Proteine, die ihre Größe gravierend verändern, wie 
z.B. das GrpE Homolog 1 (Abb. 86 rechts).  
 
Nach diesen Analysen schloss sich eine weitere Versuchsreihe zu Identifikation phosphory-
lierter Proteine an. Dazu wurden HLA-A2+ T-Zellen für 15min, 60min und 24h mit den B7 
transfizierten Tumorzellen stimuliert. Phosphorylierte Proteine konnten isoliert und aufge-
trennt werden (Abb. 89). Die isolierte Proteinmenge war so gering, dass pro Ansatz nur eine 
Analyse durchgeführt werden konnte. Eine Identifikation auffälliger Proteine war daher nur 
über den Vergleich mit den Proteinen vorangegangen Analysen möglich (Anhang X. 5.). Da-
her konnten einige schwach phosphorylierte Proteine, die Unterschiede in ihrer Expression 
zwischen B7-1 und B7-2 Stimulation zeigten, (Abb. 90) nicht identifiziert werden. Unter den 
identifizierten Spots sind aber interessante Proteine, die zum großen Teil direkt oder indirekt 
an Signalkaskaden in T-Zellen beteiligt sind, wie Stathmin, Splicefaktor p32, ran, rho GDI, 
Initiationsfaktor 5a, Phosphoglycerat Mutase 2, Prefoldin 5 und Neuropolypeptid h3.  
Die Moleküle rho GDI und Neuropolypeptid h3 (raf Kinase Inhibitor) sind direkt in die ras-
vermittelte Signalkaskade involviert, die durch die Bindung des T-Zell Rezeptors an die Tu-
morzelle durch das erste Signal ausgelöst wird (Alegre et al., 2001). Diese Signalkaskade 
führt u.a zur Aktivierung von c-myc, dessen Funktion durch Prefoldin 5 blockiert wird. 
Die Proteine PCNA, RNA bindende Untereinheit, GSTPi, Stathmin, Glia Maturationfaktor, 
ran, Apolipoprotein A1 und SMT3A sind miteinander und mit dem Zellzyklus assoziiert 
(Abb. 93, 95). 

 
 
Abb. 95 Interaktionen zwischen Proteinen involviert in die B7 Costimulation von T-Zellen 
 

Zur weiteren Evaluierung der identifizierten Proteinspots wurden verschiedene Western Blot 
(Abb. 91) und RT-PCR Analysen (Abb. 92) durchgeführt. 
Besonders auffällig zeigte sich dabei Stathmin (Sobel, 1991), das eine wichtige Rolle bei der 
Signaltransduktion verschiedener second messenger Systeme spielt (Nagasaka et al., 2002). 
Die Zellen zeigten eine deutliche Hochregulation der Stathmin Proteinexpression in Proteom- 
und Western Blot Analyse (Abb. 91, Anhang X. 4) und der RNA-Expression in RT-PCR 

RNA bindende Untereinheit

c-myc

rho

ran Androgenrezeptor

Prolactin

GSTPi

Zellzyklus

rho GDI 

Prefoldin 5

MAPK TGFb

Glia

Stathmin

SMT3AApolipoprotein A1

Amyloid ß

PCNA

ras

rafraf Kinase Inhibitor

RNA bindende Untereinheit

c-myc

rho

ran Androgenrezeptor

Prolactin

GSTPi

Zellzyklus

rho GDI 

Prefoldin 5

MAPK TGFb

Glia

Stathmin

SMT3AApolipoprotein A1

Amyloid ß

PCNA

ras

rafraf Kinase Inhibitor



VI. Diskussion  133 

Analysen (Abb. 92) nach T-Zell Stimulation mit B7 exprimierenden Tumorzellen im Ver-
gleich zur Expression in Kontrollansätzen. Weiterhin konnte Stathmin auch in phosphorylier-
ter Form identifiziert werden (Anhang X. 5). Stathmin ist somit geeignet für einen Einsatz als 
Biomarker zur Untersuchung einer erfolgreichen Vakzinierung von antigenspezifischen T-
Zellen durch B7 transfizierte Tumorzellen in vitro und in vivo. 
 
Ein weiteres Protein, dessen Expression durch Stimulation mit B7 hochreguliert wurde ist 
PCNA (Abb. 91, Anhang X.4). Dieses Protein, dessen Expression mit dem Proliferationssta-
tus der Zelle korreliert (Bravo, 1986; Hasan et al., 2001) scheint ebenfalls als Biomarker zur 
Evaluierung einer erfolgreichen Vakzinierung geeignet. 
 
Die beiden Enzyme Nudix Hydrolase nudt5 (Yang et al., 2000) und Transaldolase 1 (Banki et 
al., 1994) zeigten Unterschiede in ihrer Expression zwischen T-Zellen, die mit B7-1 bzw. B7-
2 stimuliert wurden. In den Proteomanalysen (Anhang X.4.) und den RT-PCR RNA-Analysen 
(Abb. 92) zeigte sich eine erhebliche geringere Expression in T-Zellen, die mit B7-1 stimu-
liert wurden. Dadurch sind diese beiden Enzyme als Biomarker zur Identifikation Vakzin ak-
tivierter T-Zellen zwar nur für Ansätze mit B7-2 einsetzbar, aber sie bieten die Möglichkeit, 
die Unterschiede zwischen der Stimulation mit B7-1 bzw. B7-2 weiter zu untersuchen. Viel-
leicht lassen sich so Erkenntnisse gewinnen, die den Unterschied in der Zytokinsekretion zwi-
schen IFN�/GM-CSF und TNF�/IL-10 erklären können. 
 
Die beiden Inhibitoren Neuropolypeptid h3 (Hori et al., 1994) und das PDGF Bindeprotein 
(Fischer und Schubert, 1996) zeigten ihre Eignung als Biomarker durch eine einheitliche He-
runterregulation von Protein- (Anhang X.4.) und RNA-Expression (Abb. 92) nach Stimulati-
on mit B7-1 und B7-2. Während das Neuropolypeptid h3 durch seine Bindung als raf Kinase 
Inhibitor (Banfield et al., 1998; Yeung et al., 1999; Corbit et al., 2003) schon gut charakteri-
siert ist und auch durch seine Phosphorylierung nach B7 Stimulation (Anhang IX.5) seine 
Funktion andeutet, ist das PDGF Bindeprotein bis jetzt noch sehr wenig charakterisiert und ist 
somit für weitergehende Untersuchungen sehr interessant. 
 
Die Erstellung eines Netzwerkes von Proteininteraktionen aufgrund extrahierter Zusammen-
hänge aus Medline abstracts konnten Beziehungen zwischen elf der identifizierten Proteine 
aufzeigen (Abb. 93, 95). Die gefundenen Interaktionen werden über erwartete Elemente wie 
den ras/raf/MAPK Signalweg und den Zellzyklus, aber auch überraschende Elemente wie den 
Androgenrezeptor, Prolactin oder Amyloid ß vermittelt. Vor allem die intensive Analyse der 
unerwarteten Elemente wird bei weiteren Untersuchungen essentielle Aufschlüsse über die B7 
Costimulation von T-Zellen aufdecken.  
 
9. Ausblick 
Die Immuntherapie ist auf einem vielversprechenden Weg, der sein Potential jetzt in klini-
schen Einsätzen zeigen muss.  
Dies gilt auch für die in dieser Arbeit vorgestellte klinische Studie mit B7-transfizierten Tu-
morzellen. Die Laborversuche zeigten gute T-Zell stimulatorische Eigenschaften und somit ist 
diese erste klinische Studie erfolgversprechend. Ob dieser Ansatz bereits für eine deutliche 
Verbesserung der Prognose für Patienten mit metastasierendem Nierenzellkarzinom sorgen 
wird, muss der in vivo Einsatz zeigen. Die in dieser Arbeit entwickelte SOP garantiert jedem 
Patienten ein großes Maß an Sicherheit gegenüber einem guten immunaktivierenden Potenti-
al. 
Sollte die klinischen Ergebnisse nicht mit den in vitro Daten übereinstimmen, hat diese Arbeit 
mehrere Möglichkeiten der Modifikation gezeigt. Sollte es sich herausstellen, dass der Be-
strahlungsablauf zu langwierig ist, kann man die Zellfixierung mit Paraformaldehyd als Al-
ternative einsetzen. Dies würde den Ablauf erheblich beschleunigen und das zelluläre Vakzin 
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könnte komplett am Ort der Verabreichung vorbereitet werden. Das immunogene Potential 
fixierter Zellen für eine effektive T-Zell Aktivierung hat diese Arbeit deutlich gezeigt. 
 
Ist der immunstimulierende Effekt aufgrund zu geringer Antigenpräsentation nicht ausrei-
chend, steht der Einsatz von B7 Retroviren mit autologen Tumorzellen für knapp 50% der 
Patienten zur Verfügung. Da das zelluläre Vakzin vor dem Einsatz sicher inaktiviert wird, ist 
hier das Risiko durch die nicht vermehrungsfähigen Retroviren sehr gering. Dies zeigt die  
Wiederaufnahme mehrerer Studien mit Retroviren, die nicht mit Knochenmarkstammzellen 
arbeiten. 
 
Schwierig umzusetzen, wenn auch ebenfalls sehr vielversprechend, wäre der Einsatz eines 
retroviralen Systems zu Expression eines CTLA-4 Ribozyms. Da hier T-Zellen transfiziert 
werden müssen, die anschließend lebend den Patienten zurück gegeben werden, sind hier 
noch einige Verbesserungen, vor allem im Bereich der Sicherheit beim Einsatz von Retrovi-
ren, abzuwarten. Für einen weiteren in vitro Einsatz im Labor stellen diese Ribozyme aller-
dings ein äußerst interessantes Werkzeug dar. 
 
Die B7 homologen Moleküle spielen mit Sicherheit eine Rolle bei der T-Zell Aktivierung 
durch antigenpräsentierende Zellen. In dieser Arbeit konnte die Expression von B7-H2 in sehr 
vielen Analysen gefunden werden. Da einige Zelllinien keine bzw. eine induzierbare RNA 
Expression zeigten, sind diese Zelllinien sehr interessant für weitergehende grundlegende 
Untersuchungen der B7-H2 Funktion. Auch die verschiedenen B7-H2 Varianten bieten Poten-
tial, noch mehr über die B7-H2 Funktion zu erfahren. Als zelluläres Vakzin scheinen sich B7-
H2 Transfektanden nach den Untersuchungen dieser Arbeit nicht zu eignen. 
Weiterhin sollte man die Expression der B7 homologen Moleküle bei klinischen Vakzinie-
rungen beobachten, da sich z.B. eine starke Expression von B7-H1 negativ auf den Therapie-
erfolg auswirken könnte und durch IFN� induzierbar ist. 
 
Die durch eingehende Untersuchungen des T-Zell Proteoms nach Stimulierung mit B7 trans-
fizierten Tumorzellen identifizierten Proteine müssen weiter intensiv auf ihre Eignung als 
Biomarker untersucht werden. Endpunkt einen solchen Markerdefinition könnte ein Art von 
Markerproteom sein, dass man zum Vergleich mit Proteomen aus dem Serum vakzinierter 
Patienten heranziehen könnte. Darüber wäre eine sichere, frühe Prognose des Therapieerfol-
ges möglich. Dieser Ansatz bedarf allerdings noch einiger Weiterentwicklungen im Bereich 
der Miniaturisierung und Standardisierung solcher Analysen. 
Für das grundlegende Verständnis der T-Zell Costimulation lieferten diese Analysen wertvol-
le Erkenntnisse und sie sollen daher auf T-Zellen ausgeweitet werden, die mit chimären Re-
zeptoren transfiziert wurden. Diese Rezeptoren sind in der Lage, über eine TZR-(CD3ζ-) und 
eine CD28-Signaldomäne beide Signale für eine T-Zell Aktivierung zu vermitteln. Ein Ver-
gleich solcher Proteomanalysen wird Erkenntnisse zur T-Zell Aktivierung liefern. 
 
Die weitere, intensive Analyse der in dieser Arbeit durch Proteomanalyse und Erstellung von 
Proteinnetzwerken identifizierten Proteine wird weitere grundlegende Zusammenhänge für 
das Verständnis der B7 Costimulation von T-Zellen aufzeigen. 
 
Wenn die Ergebnisse auch aus anderen klinischen Studien z.B. mit Peptiden, dendritischen 
Zellen oder auch B-Zellen vorliegen, wird sich zeigen, wohin der Weg der Immuntherapie 
geht. Die theoretischen Ansätze sind sehr vielversprechend, da sie eine gute spezifische Im-
munantwort mit geringen Nebenwirkungen und langanhaltender Immunität erwarten lassen. 
Dass die Immuntherapie die Chemotherapie langfristig auch bei anderen Krebsformen erset-
zen kann, bleibt zu hoffen.  
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VII. Zusammenfassung 
In dieser Arbeit konnte das Potential der T-Zell Aktivierung durch B7-1 bzw. B7-2 exprimie-
rende Nierenkarzinomzellen gezeigt werden. Nach B7 vermittelter Costimulaton beginnen die 
T-Zellen zu proliferieren, produzieren Zytokine und entwickeln zytotoxische Aktivität.  
Parallel dazu wurde zum Einsatz dieser Zellen zur allogenen Vakzinierung von Patienten mit 
metastasierendem Nierenzellkarzinom eine SOP „Bestrahlung und Verabreichung des zellulä-
ren B7-Vakzins“ zum Einsatz in einer klinischen Pilotstudie etabliert. 
 
Eingehende in vitro Untersuchungen mit B7 exprimierenden Zellklonen zeigten, dass die 
T-Zell Aktivierung von der Menge der B7 Oberflächenmoleküle des zellulären Vakzins ab-
hängt. Eine gesteigerte B7-Menge auf der Zelloberfläche führt zu einer gesteigerten T-Zell 
Antwort bis zu einem Optimum von 1,25 Mio B7 Molekülen pro Zelle. Eine Stimulation mit 
2,4 Mio B7-2 Molekülen führt zu einer reduzierten T-Zell Aktivierung. Es wurden auch ver-
schiedene Unterschiede zwischen der Stimulation mit B7-1 bzw. B7-2 und der Stimulierung 
HLA-gematchter bzw. ungematchter T-Zellen gefunden. Während die T-Zell Proliferation in 
allen Ansätzen ähnlich war, war die Sekretion von TNF� und IL-10 immer stärker bei Stimu-
lation mit B7-2 exprimierenden Tumorzellen gegenüber B7-1 exprimierenden Zellen. Dieses 
unterschiedliche Aktivierungsmuster zeigte sich auch bei der IFN� und GM-CSF Sekretion 
HLA gematchter T-Zellen, nicht aber bei ungematchten T-Zellen.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein retrovirales Vektorsystem zur Expression von B7-1 und 
B7-2 etabliert, dass eine schnelle und effiziente Herstellung von autologen B7 Tumor-
vakzinen für zukünftige klinische Studien bietet. Durch eine hohe Transfektionseffizienz 
konnte auf den Einsatz immunogener Selektionsmarker verzichtet werden. Die so hergestell-
ten Vakzine hatten in vitro gute T-Zell stimulierende Eigenschaften, wobei hier die T-Zell 
Aktivierung durch B7-1 Costimulation effizienter funktionierte. 
Durch die Klonierung eines Ribozyms für CTLA-4 konnte ein weiterer Weg für neue Thera-
pieansätze eröffnet werden. Die Funktion des Ribozyms konnte in einem plasmidbasierten 
Systems gezeigt werden und für den klinischen Einsatz stehen retrovirale Expressionssysteme 
für das CTLA-4 Ribozym zur Verfügung. 
 
Die Expression der B7-homologen Moleküle wurde mit dem Schwerpunkt auf B7-H2 unter-
sucht. Der Ligand des induzierbaren Costimulators ICOS ist ungeeignet zum Einsatz als 
zelluläres Vakzin, denn durch eine B7-H2 Überexpression in einer Nierenkarzinomzelllinie 
konnte kein siginifikante T-Zell Aktivierung erreicht werden.  
Der Ligand von PD-1, der negativ regulatorische Costimulator B7-H1, zeigte eine gute RNA 
Expression in allen Nierenkarzinomzelllinien nach Stimulation mit IFN�. Die B7-H1 Expres-
sion muss daher in vitro und in vivo beachtet werden. 
 
Zur Analyse der Proteinexpression von durch B7 Vakzinen aktivierten T-Zellen wurden Pro-
teom- und Phosphoproteomanalysen durchgeführt. Dabei gelang die Identifizierung von 45 
Proteinen, von denen nach weiterer Evaluierung Stathmin, PCNA, Neuropolypeptid h3 und 
das PDGF Bindeprotein ihre Eignung als Marker für eine erfolgreiche Aktivierung antigen-
spezifischer T-Zellen durch zelluläre B7 Vakzine zeigen konnten. 
Durch die Generierung von Proteinnetzwerken konnten elf der identifizierten Proteine in 
funktionellen Zusammenhang gebracht und essentielle Elemente für die B7 Costimulaton von 
T-Zellen aufgezeigt werden. 
 
Die Relevanz der neuen Einblicke in die B7 Costimulation und das Potential der aufgezeigten  
neuen therapeutische Ansätze dieser Arbeit werden sich in Zukunft zeigen. 
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IX. Abkürzungen 
2D zweidimensional 
A Ampere 

ABC Antikörperbindekapazität 
AmpR Ampicillinresistenz 
AMV Aviärer Myoblasto Virus 

AP Adapterprotein 
APZ antigenpräsentierende Zelle 
ATP Adenosintriphosphat 
bp Basenpaare 

BrdU 5-bromo-2´-deoxy-Uridin  
CD cluster of differentiation 

cDNA codierende DNA 
cfu colony forming unit 

CMV Zytomegalievirus 
CoA Coenzym A 

CTLA Antigen zytotoxischer T-Zellen  
CY Indodicarbocyanin 
Da Dalton 
DC dendritische Zellen 

DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DPBS Dulbecco's Phosphat gepufferte Saline 
DTH delayed-type-hypersensitivity 
DTT Dithiothreitol 
EBV Epstein-Barr Virus 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 
eGFP enhanced GFP 

ELISA enzyme linked immunosorbent assay 
ER endoplasmatisches Reticulum 

ERK durch extrazelluläre Signale regulierte Kinasen 

FACS fluorescence activated cell sorter 
Durchflusszytometer 

FCS fötales Kälberserum 
FITC Fluorescein Isothiocyanate 
FSC Vorwärtsstreulicht 
GFP green fluorescent protein 

GM-CSF Granulozyten-Monozyten colony stimulation factor 
GRB growth factor Rezeptor Protein  
GST Glutathion-S-Transferase 
GTP Guanidintriphosphat 
GVT gravt-versus-tumor 
Gy Gray 

HBV Hepatitis-B Virus 
HCV Hepatitis-C Virus 
HIV human immunodeficiency virus 
HLA humanes Leukozytenantigen 

HNSCC head and neck squamous cell cancer 
HPLC high pressure liquid chromatography 
HygR Hygromicinresistenz 
ICAM intrazelluläres Zelladhäsionsmolekül 
ICOS induzierbarer Costimulator 
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Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 

IPTG Isopropyl-ß-D-thiogalacto-pyranosid 
IRES internal ribosome entry side 
JNK c-jun N-terminale Kinasen 
kb Kilobasen 

LDH Lactatdehydrogenase 
LFA Lymphozytenfunktionsantigen 
LPS Lipopolysaccharid 
LTR long terminal repeats 
MCB Masterzellbank 
MFI mittlere Fluoreszenzintensität 

MHC major histocampatibility complex 
MLTC gemischte Lymphozyten-Tumor-Kultur 

MoMuLV moloney murine Leukämievirus 
MPI Max-Planck-Institut 

MPSV myeloproliferativer Sarkomvirus 
MTP Mikrotiterplatte 

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

MZ Mainz 
NEA nicht essentielle Aminosäuren 
NeoR Neomycinresistenz 

NF Nuklearfaktor 
NK natürliche Killerzellen 
OD optische Dichte 
OP Operation 
P/S Penicillin/Streptomycin 

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBMC periphere mononukleäre Blutzellen 
PCR Polymerasekettenreaktion 
PD programmed cell death  

PDGF platelet derived growth factor 
PE Phycoerythrin 
PI Phosphatidylinositol 

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase 
PIP3 Phosphatidylinositol 3-Phosphat 
PKB Proteinkinase B 
PKC Proteinkinase C 
PLC Phospholipase C 

PTEN Phosphatase und Tensin Homolog 
RCC renal cell cancer 
Ribo Ribozym 
RNA Ribonukleinsäure 
RT reverse Transkription 

SCC Seitwärtsstreulicht 

SCID schwere kombinierte  
Immundefizienz 

SDS Natriumdodecylsulfat 

SELDI surface enhanced laser  
desorption and ionization 

SFFV spleen focus forming virus 
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SHP SH2-Domäne beinhaltende Protein-Tyrosin-Phosphatase 
SOP standard operating procedure 
SV40 simian virus 40 
TAP Transporter assoziiert mit Antigenpräsentation  
TGF transforming growth factor 
TM Transmembrandomäne 

TMN tumor metastasis nodes 
TMB Tetramethylbenzidin 
TNF Tumornekrosefaktor 
TZR T-Zell Rezeptor 

U/min Umdrehungen pro Minute 
Ub Ubiquitin 
UV ultraviolett 
V Volt 

VEGF vascular endothelial growth factor 
wt Wildtyp 
Y Tyrosin 

ZAP CD3ζ assoziiertes Protein 
ZTL zytotoxische T-Zelle (T-Lymphozyt) 
Zyt zytoplasmatische Domäne 
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X. Anhang 
1. Klassifikation von Nierentumoren 
1.1. TNM: Klinische Klassifikation 
1.1.1. T-Primärtumor 
TX  Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
T0  kein Anhalt für Primärtumor 
T1  Tumor 7,0cm oder weniger in größter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
T2  Tumor mehr als 7,0cm in größter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere 
T3 Tumor breitet sich in größere Venen aus oder infiltriert direkt Nebenniere oder perirena-

les Gewebe jedoch nicht über die Gerota-Faszie hinaus 
T3a Tumor infiltriert direkt Nebenniere oder perirenales Gewebe jedoch nicht über die 

Gerota-Faszie hinaus 
T3b  Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvenen oder Vena cava (ein-

schließlich Wandbefall) unterhalb des Zwerchfells 
T3c Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Vena cava (einschließlich Wandbefall) 

oberhalb des Zwerchfells 
T4 Tumor infiltriert über die Gerota-Faszie hinaus 
 
1.1.2. N-regionäre Lymphknoten 
NX regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 Metastase in einem regionären Lymphknotenmetastasen 
N2 Metastase mehr als einem regionären Lymphknotenmetastasen 
 
1.1.3. M-Fermmetastasen 
MX Fernmetastasen können nicht beurteilt werden 
M0 keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen 
 
1.2. G: histopathologisches Grading 
GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden 
G0 gut differenziert 
G1 mäßig differenziert 
G3-4 schlecht differenziert / undifferenziert 
 
1.3. Stadiengruppierung 
Stadium I     T1       N0      M0 
Stadium II     T2       N0      M0 
Stadium III    T3       N0      M0 
      T1, T2, T3  N1      M0 
Stadium IV    T4       N0, N1   M0 
      jedes T    N2      M0 
      jedes T    jedes N   M1 
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2. DNA-Sequenzen 
2.1. Genkonstrukt pCMV B7-1 
   1  gacggatcgg gagatctccc gatcccctat ggtcgactct cagtacaatc tgctctgatg ccgcatagtt aagccagtat ctgctccctg cttgtgtgtt   
 101  ggaggtcgct gagtagtgcg cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gcttgaccga caattgcatg aagaatctgc ttagggttag gcgttttgcg   
 201  ctgcttcgcg atgtacgggc cagatatacg cgttgacatt gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata   
 301  tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atggcccgcc tggctgaccg cccaacgacc cccgcccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt   
 401  aacgccaata gggactttcc attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt atcatatgcc aagtacgccc   
 501  cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc gcctggcatt atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca   
 601  tcgctattac catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa   
 701  tgggagtttg ttttggcacc aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg gtaggcgtgt acggtgggag   
 801  gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gcttggtacc   
 901  gagctcggat ccactagtaa cggccgccag tgtgctggaa ttctgcagat catgggccac acacggaggc agggaacatc accatccaag tgtccatacc   
1001  tcaatttctt tcagctcttg gtgctggctg gtctttctca cttctgttca ggtgttatcc acgtgaccaa ggaagtgaaa gaagtagcaa cgctgtcctg   
1101  tggtcacaat gtttctgttg aagagctggc acaaactcgc atctactggc aaaaggagaa gaaaatggtg ctgactatga tgtctgggga catgaatata   
1201  tggcccgagt acaagaaccg gaccatcttt gatatcacta ataacctctc cattgtgatc ctggctctgc gcccatctga cgagggcaca tacgagtgtg   
1301  ttgttctgaa gtatgaaaaa gacgctttca agcgggaaca cctggctgaa gtgacgttat cagtcaaagc tgacttccct acacctagta tatctgactt   
1401  tgaaattcca acttctaata ttagaaggat aatttgctca acctctggag gttttccaga gcctcacctc tcctggttgg aaaatggaga agaattaaat   
1501  gccatcaaca caacagtttc ccaagatcct gaaactgagc tctatgctgt tagcagcaaa ctggatttca atatgacaac caaccacagc ttcatgtgtc   
1601  tcatcaagta tggacattta agagtgaatc agaccttcaa ctggaataca accaagcaag agcattttcc tgataacctg ctcccatcct gggccattac   
1701  cttaatctca gtaaatggaa tttttgtgat atgctgcctg acctactgct ttgccccaag atgcagagag agaaggagga atgagagatt gagaagggaa   
1801  agtgtacgcc ctgtataaca gtgtccgcag aagcaagggg ctgaaaagat ctgaaggtag cctccgtcat ctcttctggg atacatggat cgtggggatc   
1901  atccatcaca ctggcggccg ctcgagcatg catctagagg gccgatccgt aagtgccacc ccaaccaaca aaacaaaaac cccccccccc cccccccccc   
2001  caacgttatt ggccgaagcc gcttggaata aggccggtgt gcgtttgtct atatgttatt tctaccacat caccgtcttt tggtggtgtg agggcccgga   
2101  acctggccct gtcttcttga ctagcattcc taggggtctt tcccctctcg ccaaaggaat gtaaggtctg ttgaatgtcg tgaaggaagc agttcctctg   
2201  gaagcttctt gaagacaagc aacgtctgta gcgacccttt gcaggcagcg gaaatcccca cctggtaaca ggtgcctctg cggccaaaag ccacgtgtat   
2301  aagatacacc tgcaaaggcg gcacaacccc agtgccacgt tgtgagttgg atagttgtgg aaagagtcaa atggctcacc tcaagcgtat tcaacaaggg   
2401  gctgaaggat gcccagaagg tacccccttg tatgggatct gatctggggc ctcggtgcac gtgctctaca cgtgttgagt cgaggttaaa aaacgtctag   
2501  gccccccgaa ccacggggac gtggttttcc tttgaaaacc acgattgtaa gatgggatcg gccattgaac aagatggatt gcacgcaggt tctccggccg   
2601  cttgggtgga gaggctattc ggctatgact gggcacaaca gacaatcggc tgctctgatg ccgccgtgtt ccggctgtca gcgcaggggc gcccggttct   
2701  ttttgtcaag accgacctgt ccggtgccct gaatgaactg caggacgagg cagcgcggct atcgtggctg gccacgacgg gcgttccttg cgcagctgtg   
2801  ctcgacgttg tcactgaagc gggaagggac tggctgctat tgggcgaagt gccggggcag gatctcctgt catctcacct tgctcctgcc gagaaagtat   
2901  ccatcatggc tgatgcaatg cggcggctgc atacgcttga tccggctacc tgcccattcg accaccaagc gaaacatcgc atcgagcgag cacgtactcg   
3001  gatggaagcc ggtcttgtcg atcaggatga tctggacgaa gagcatcagg ggctcgcgcc agccgaactg ttcgccaggc tcaaggcgcg catgcccgac   
3101  ggcgaggatc tcgtcgtgac ccatggcgat gcctgcttgc cgaatatcat ggtggaaaat ggccgctttt ctggattcat cgactgtggc cggctgggtg   
3201  tggcggaccg ctatcaggac atagcgttgg ctacccgtga tattgctgaa gagcttggcg gcgaatgggc tgaccgcttc ctcgtgcttt acggtatcgc   
3301  cgctcccgat tcgcagcgca tcgccttcta tcgccttctt gacgaattgg ccctattcta tagtgtcacc taaatgctag agctcgctga tcagcctcga   
3401  ctgtgccttc tagttgccag ccatctgttg tttgcccctc ccccgtgcct tccttgaccc tggaaggtgc cactcccact gtcctttcct aataaaatga   
3501  ggaaattgca tcgcattgtc tgagtaggtg tcattctatt ctggggggtg gggtggggca ggacagcaag ggggaggatt gggaagacaa tagccattct   
3601  agttgtggtt tgtccaaact catcaatgta tcttatcatg tctgtatacc gtcgacctct agctagagct tggcgtaatc atggtcatag ctgtttcctg   
3701  tgtgaaattg ttatccgctc acaattccac acaacatacg agccggaagc ataaagtgta aagcctgggg tgcctaatga gtgagctaac tcacattaat   
3801  tgcgttgcgc tcactgcccg ctttccagtc gggaaacctg tcgtgccagc tgcattaatg aatcggccaa cgcgcgggga gaggcggttt gcgtattggg   
3901  cgctcttccg cttcctcgct cactgactcg ctgcgctcgg tcgttcggct gcggcgagcg gtatcagctc actcaaaggc ggtaatacgg ttatccacag   
4001  aatcagggga taacgcagga aagaacatgt gagcaaaagg ccagcaaaag gccaggaacc gtaaaaaggc cgcgttgctg gcgtttttcc ataggctccg   
4101  cccccctgac gagcatcaca aaaatcgacg ctcaagtcag aggtggcgaa acccgacagg actataaaga taccaggcgt ttccccctgg aagctccctc   
4201  gtgcgctctc ctgttccgac cctgccgctt accggatacc tgtccgcctt tctcccttcg ggaagcgtgg cgctttctca atgctcacgc tgtaggtatc   
4301  tcagttcggt gtaggtcgtt cgctccaagc tgggctgtgt gcacgaaccc cccgttcagc ccgaccgctg cgccttatcc ggtaactatc gtcttgagtc   
4401  caacccggta agacacgact tatcgccact ggcagcagcc actggtaaca ggattagcag agcgaggtat gtaggcggtg ctacagagtt cttgaagtgg   
4501  tggcctaact acggctacac tagaaggaca gtatttggta tctgcgctct gctgaagcca gttaccttcg gaaaaagagt tggtagctct tgatccggca   
4601  aacaaaccac cgctggtagc ggtggttttt ttgtttgcaa gcagcagatt acgcgcagaa aaaaaggatc tcaagaagat cctttgatct tttctacggg   
4701  gtctgacgct cagtggaacg aaaactcacg ttaagggatt ttggtcatga gattatcaaa aaggatcttc acctagatcc ttttaaatta aaaatgaagt   
4801  tttaaatcaa tctaaagtat atatgagtaa acttggtctg acagttacca atgcttaatc agtgaggcac ctatctcagc gatctgtcta tttcgttcat   
4901  ccatagttgc ctgactcccc gtcgtgtaga taactacgat acgggagggc ttaccatctg gccccagtgc tgcaatgata ccgcgagacc cacgctcacc   
5001  ggctccagat ttatcagcaa taaaccagcc agccggaagg gccgagcgca gaagtggtcc tgcaacttta tccgcctcca tccagtctat taattgttgc   
5101  cgggaagcta gagtaagtag ttcgccagtt aatagtttgc gcaacgttgt tgccattgct acaggcatcg tggtgtcacg ctcgtcgttt ggtatggctt   
5201  cattcagctc cggttcccaa cgatcaaggc gagttacatg atcccccatg ttgtgcaaaa aagcggttag ctccttcggt cctccgatcg ttgtcagaag   
5301  taagttggcc gcagtgttat cactcatggt tatggcagca ctgcataatt ctcttactgt catgccatcc gtaagatgct tttctgtgac tggtgagtac   
5401  tcaaccaagt cattctgaga atagtgtatg cggcgaccga gttgctcttg cccggcgtca atacgggata ataccgcgcc acatagcaga actttaaaag   
5501  tgctcatcat tggaaaacgt tcttcggggc gaaaactctc aaggatctta ccgctgttga gatccagttc gatgtaaccc actcgtgcac ccaactgatc   
5601  ttcagcatct tttactttca ccagcgtttc tgggtgagca aaaacaggaa ggcaaaatgc cgcaaaaaag ggaataaggg cgacacggaa atgttgaata   
5701  ctcatactct tcctttttca atattattga agcatttatc agggttattg tctcatgagc ggatacatat ttgaatgtat ttagaaaaat aaacaaatag   
5801  gggttccgcg cacatttccc cgaaaagtgc cacctgacgt c 
 

 
2.2. Genkonstrukt pCMV B7-2 
   1  gacggatcgg gagatctccc gatcccctat ggtcgactct cagtacaatc tgctctgatg ccgcatagtt aagccagtat ctgctccctg cttgtgtgtt   
 101  ggaggtcgct gagtagtgcg cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gcttgaccga caattgcatg aagaatctgc ttagggttag gcgttttgcg   
 201  ctgcttcgcg atgtacgggc cagatatacg cgttgacatt gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agcccatata   
 301  tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atggcccgcc tggctgaccg cccaacgacc cccgcccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt   
 401  aacgccaata gggactttcc attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactgccca cttggcagta catcaagtgt atcatatgcc aagtacgccc   
 501  cctattgacg tcaatgacgg taaatggccc gcctggcatt atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttggca gtacatctac gtattagtca   
 601  tcgctattac catggtgatg cggttttggc agtacatcaa tgggcgtgga tagcggtttg actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttgacgtcaa   
 701  tgggagtttg ttttggcacc aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccgc cccattgacg caaatgggcg gtaggcgtgt acggtgggag   
 801  gtctatataa gcagagctct ctggctaact agagaaccca ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gcttggtacc   
 901  gagctcggat ccactagtaa cggccgccag tgtgctggaa ttctgcagat ctagatatta ggtcacagca gaagcagcca aaatggatcc ccagtgcact   
1001  atgggactga gtaacattct ctttgtgatg gccttcctgc tctctggtgc tgctcctctg aagattcaag cttatttcaa tgagactgca gacctgccat   
1101  gccaatttgc aaactctcaa aaccaaagcc tgagtgagct agtagtattt tggcaggacc aggaaaactt ggttctgaat gaggtatact taggcaaaga   
1201  gaaatttgac agtgttcatt ccaagtatat gggccgcaca agttttgatt cggacagttg gaccctgaga cttcacaatc ttcagatcaa ggacaagggc   
1301  ttgtatcaat gtatcatcca tcacaaaaag cccacaggaa tgattcgcat ccaccagatg aattctgaac tgtcagtgct tgctaacttc agtcaacctg   
1401  aaatagtacc aatttctaat ataacagaaa atgtgtacat aaatttgacc tgctcatcta tacacggtta cccagaacct aagaagatga gtgttttgct   
1501  aagaaccaag aattcaacta tcgagtatga tggtattatg cagaaatctc aagataatgt cacagaactg tacgacgttt ccatcagctt gtctgtttca   
1601  ttccctgatg ttacgagcaa tatgaccatc ttctgtattc tggaaactga caagacgcgg cttttatctt cacctttctc tatagagctt gaggaccctc   
1701  agcctccccc agaccacatt ccttggatta cagctgtact tccaacagtt attatatgtg tgatggtttt ctgtctaatt ctatggaaat ggaagaagaa   
1801  gaagcggcct cgcaactctt ataaatgtgg aaccaacaca atggagaggg aagagagtga acagaccaag aaaagagaaa aaatccatat acctgaaaga   
1901  tctgatgaag cccagcgtgt ttttaaaagt tcgaagacat cttcatgcga caaaagtgat acatgttttt aattaaagag tagagatcca tcacactggc   
2001  ggccgctcga gcatgcatct agagggccga tccgtaagtg ccaccccaac caacaaaaca aaaacccccc cccccccccc ccccccaacg ttattggccg   
2101  aagccgcttg gaataaggcc ggtgtgcgtt tgtctatatg ttatttctac cacatcaccg tcttttggtg gtgtgagggc ccggaacctg gccctgtctt   
2201  cttgactagc attcctaggg gtctttcccc tctcgccaaa ggaatgtaag gtctgttgaa tgtcgtgaag gaagcagttc ctctggaagc ttcttgaaga   
2301  caagcaacgt ctgtagcgac cctttgcagg cagcggaaat ccccacctgg taacaggtgc ctctgcggcc aaaagccacg tgtataagat acacctgcaa   
2401  aggcggcaca accccagtgc cacgttgtga gttggatagt tgtggaaaga gtcaaatggc tcacctcaag cgtattcaac aaggggctga aggatgccca   
2501  gaaggtaccc ccttgtatgg gatctgatct ggggcctcgg tgcacgtgct ctacacgtgt tgagtcgagg ttaaaaaacg tctaggcccc ccgaaccacg   
2601  gggacgtggt tttcctttga aaaccacgat tgtaagatgg gatcggccat tgaacaagat ggattgcacg caggttctcc ggccgcttgg gtggagaggc   
2701  tattcggcta tgactgggca caacagacaa tcggctgctc tgatgccgcc gtgttccggc tgtcagcgca ggggcgcccg gttctttttg tcaagaccga   
2801  cctgtccggt gccctgaatg aactgcagga cgaggcagcg cggctatcgt ggctggccac gacgggcgtt ccttgcgcag ctgtgctcga cgttgtcact   
2901  gaagcgggaa gggactggct gctattgggc gaagtgccgg ggcaggatct cctgtcatct caccttgctc ctgccgagaa agtatccatc atggctgatg   
3001  caatgcggcg gctgcatacg cttgatccgg ctacctgccc attcgaccac caagcgaaac atcgcatcga gcgagcacgt actcggatgg aagccggtct   
3101  tgtcgatcag gatgatctgg acgaagagca tcaggggctc gcgccagccg aactgttcgc caggctcaag gcgcgcatgc ccgacggcga ggatctcgtc   
3201  gtgacccatg gcgatgcctg cttgccgaat atcatggtgg aaaatggccg cttttctgga ttcatcgact gtggccggct gggtgtggcg gaccgctatc   
3301  aggacatagc gttggctacc cgtgatattg ctgaagagct tggcggcgaa tgggctgacc gcttcctcgt gctttacggt atcgccgctc ccgattcgca   
3401  gcgcatcgcc ttctatcgcc ttcttgacga attggcccta ttctatagtg tcacctaaat gctagagctc gctgatcagc ctcgactgtg ccttctagtt   
3501  gccagccatc tgttgtttgc ccctcccccg tgccttcctt gaccctggaa ggtgccactc ccactgtcct ttcctaataa aatgaggaaa ttgcatcgca   
3601  ttgtctgagt aggtgtcatt ctattctggg gggtggggtg gggcaggaca gcaaggggga ggattgggaa gacaatagcc attctagttg tggtttgtcc   
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3701  aaactcatca atgtatctta tcatgtctgt ataccgtcga cctctagcta gagcttggcg taatcatggt catagctgtt tcctgtgtga aattgttatc   
3801  cgctcacaat tccacacaac atacgagccg gaagcataaa gtgtaaagcc tggggtgcct aatgagtgag ctaactcaca ttaattgcgt tgcgctcact   
3901  gcccgctttc cagtcgggaa acctgtcgtg ccagctgcat taatgaatcg gccaacgcgc ggggagaggc ggtttgcgta ttgggcgctc ttccgcttcc   
4001  tcgctcactg actcgctgcg ctcggtcgtt cggctgcggc gagcggtatc agctcactca aaggcggtaa tacggttatc cacagaatca ggggataacg   
4101  caggaaagaa catgtgagca aaaggccagc aaaaggccag gaaccgtaaa aaggccgcgt tgctggcgtt tttccatagg ctccgccccc ctgacgagca   
4201  tcacaaaaat cgacgctcaa gtcagaggtg gcgaaacccg acaggactat aaagatacca ggcgtttccc cctggaagct ccctcgtgcg ctctcctgtt   
4301  ccgaccctgc cgcttaccgg atacctgtcc gcctttctcc cttcgggaag cgtggcgctt tctcaatgct cacgctgtag gtatctcagt tcggtgtagg   
4401  tcgttcgctc caagctgggc tgtgtgcacg aaccccccgt tcagcccgac cgctgcgcct tatccggtaa ctatcgtctt gagtccaacc cggtaagaca   
4501  cgacttatcg ccactggcag cagccactgg taacaggatt agcagagcga ggtatgtagg cggtgctaca gagttcttga agtggtggcc taactacggc   
4601  tacactagaa ggacagtatt tggtatctgc gctctgctga agccagttac cttcggaaaa agagttggta gctcttgatc cggcaaacaa accaccgctg   
4701  gtagcggtgg tttttttgtt tgcaagcagc agattacgcg cagaaaaaaa ggatctcaag aagatccttt gatcttttct acggggtctg acgctcagtg   
4801  gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt catgagatta tcaaaaagga tcttcaccta gatcctttta aattaaaaat gaagttttaa atcaatctaa   
4901  agtatatatg agtaaacttg gtctgacagt taccaatgct taatcagtga ggcacctatc tcagcgatct gtctatttcg ttcatccata gttgcctgac   
5001  tccccgtcgt gtagataact acgatacggg agggcttacc atctggcccc agtgctgcaa tgataccgcg agacccacgc tcaccggctc cagatttatc   
5101  agcaataaac cagccagccg gaagggccga gcgcagaagt ggtcctgcaa ctttatccgc ctccatccag tctattaatt gttgccggga agctagagta   
5201  agtagttcgc cagttaatag tttgcgcaac gttgttgcca ttgctacagg catcgtggtg tcacgctcgt cgtttggtat ggcttcattc agctccggtt   
5301  cccaacgatc aaggcgagtt acatgatccc ccatgttgtg caaaaaagcg gttagctcct tcggtcctcc gatcgttgtc agaagtaagt tggccgcagt   
5401  gttatcactc atggttatgg cagcactgca taattctctt actgtcatgc catccgtaag atgcttttct gtgactggtg agtactcaac caagtcattc   
5501  tgagaatagt gtatgcggcg accgagttgc tcttgcccgg cgtcaatacg ggataatacc gcgccacata gcagaacttt aaaagtgctc atcattggaa   
5601  aacgttcttc ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgct gttgagatcc agttcgatgt aacccactcg tgcacccaac tgatcttcag catcttttac   
5701  tttcaccagc gtttctgggt gagcaaaaac aggaaggcaa aatgccgcaa aaaagggaat aagggcgaca cggaaatgtt gaatactcat actcttcctt   
5801  tttcaatatt attgaagcat ttatcagggt tattgtctca tgagcggata catatttgaa tgtatttaga aaaataaaca aataggggtt ccgcgcacat   
5901  ttccccgaaa agtgccacct gacgtc 
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3. SOP - Behandlung und Verabreichung des zellulären B7-Vakzins 
Klinikum der Johannes Gutenberg Universität Mainz 

Tumorvakzinationszentrum 
55101 Mainz – Langenbeckstr.1 – Gebäude 302 T 

Vakzinierung von Nierenkarzinompatienten mit gentechnisch veränderten,  
B7-exprimierenden allogenen Tumorzelllinien 

 
SOP - Behandlung und Verabreichung des zellulären B7-Vakzins 

A. Material: 
   Vakzine: 

Hersteller 
Q-One Biotech Ltd, 4 Todd Campus, West of Scotland Science Park, Glasgow, UK 

  

Identität B7-1 Vakzin 
  Produkt Batch 

    No. 1011.01 MCB of 1257 RC B7-1 Batch P6 Cell Line 
    Beschriftung: 
    1257RCB7-1BatchP6 MCB Lot 1011.01 P10 22. November 2000 Vol 1ml, Vial X 
 

    Identität B7-2 Vakzin 
    Produkt Batch 
    No. 1012.02 MCB of 1257 RC p56 Batch P4 Cell Line 
    Beschriftung: 
    1257RCP56BatchP4 MCB Lot 1012.02 P12 28. November 2000 Vol 1ml, Vial X 
 
   Medien und Waschlösung 

   MEM mit Earle´s Salzen  Biochrom AG Kat No F0383 
   DPBS von          BioWhittaker Kat No BE17-512F 

 
   Kunststoffeinmalartikel 
    15ml Röhrchen       Greiner Bio-One No 188271 
    10ml Pipetten        Greiner Bio-One No 607180 
    1000µl ART Tips     Molecular BioProducts No 2279 
 
B. Lagerung 
  Stickstofftank Stammzelllabor III.Med.Klinik, Uniklinik Mainz 
 
C. Ablauf 
1. Bestimmung der erforderlichen Anzahl an vials  

Vom Hersteller Q-One Biotech wurden für das  
B7-1 Vakzin 5 x106 Zellen pro vial und für das  
B7-2 Vakzin  2,5 x106 Zellen pro vial 

  abgefüllt und eingefroren. 
 

  Bei Vakzinierung mit B7-1 werden daher für eine Dosis von 
  2,5 x106 Zellen  ½ vial,  

1 x107 Zellen  2 vials und bei  
2 x107 Zellen  4 vials benötigt. 

 

  Bei Vakzinierung mit B7-2 werden daher für eine Dosis von 
  2,5 x106 Zellen   1 vial,  

1 x107 Zellen  4 vials und bei  
2 x107 Zellen  8 vials benötigt. 
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Klinikum der Johannes Gutenberg Universität Mainz 
Tumorvakzinationszentrum 

55101 Mainz – Langenbeckstr.1 – Gebäude 302 T 
Vakzinierung von Nierenkarzinompatienten mit gentechnisch veränderten,  

B7-exprimierenden allogenen Tumorzelllinien 
2. Auftauen 

- Nummer der Vials notieren und auf dem Patienten-Vakzin-Ablaufprotokoll vermerken 

(Hinweis: die Zellen für mehrere Patienten nicht mischen !) 

- Transport der Vials auf Trockeneis ins TVZ 

- Vials für 1min 50sec in ein 37°C Wasserbad 

- Inhalt der Vials resuspendieren in 9ml MEM (siehe A.) 

- waschen des Vials mit 1ml MEM 

- Zellsuspension zentrifugieren 400g 5min 

- Pellet resuspendieren in 10ml MEM =>200µl für Zellzählung entnehmen 

- 50µl Zellsuspension + 50µl 0.2% Trypanblau 

Zellzählung 1x wiederholen 

- Zellsuspension zentrifugieren 400g 5min 

- Pellet aufnehmen in 10ml MEM  

 

3. Bestrahlung 

-  Zellen zügig dem Transportdienst übergeben  

-  zügiger Transport der Zellen in die Blutbank Konservenausgabe  

-  Bestrahlung 6 x 30 Gy  

-  zügig mit dem Transportdienst zurück ins Labor 

 

4. Verabreichung 
- Zellsuspension zentrifugieren 400g 5min 

- Pellet aufnehmen in 1ml DPBS (siehe A.) 

Wenn der Zeitrahmen von 4 Stunden eingehalten werden konnte,  

dann ist das Vakzin ist nun fertig für die s.c. Injektion. 

Ansonsten wird das Vakzin verworfen. 

 

5. Änderungen 

Sollten sich verschiedene Schritte als problematisch oder in dieser Form unpraktikabel 

erweisen, so kann diese SOP nach ausführlicher Rücksprache mit allen Verantwortlichen 

geändert werden. 

Diese Änderungen müssen genau dokumentiert und leicht nachvollziehbar abgelegt wer-
den. 
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Klinikum der Johannes Gutenberg Universität Mainz 
Tumorvakzinationszentrum 

55101 Mainz – Langenbeckstr.1 – Gebäude 302 T 
Vakzinierung von Nierenkarzinompatienten mit gentechnisch veränderten,  

B7-exprimierenden allogenen Tumorzelllinien 
Ansprechpartner: 
Studienleitung                         Prof. Barbara Seliger   17-6760 
                                Dr. Beck          17-5042 
                                           Pieper 194-268 
 
Studienmanagment                      Fr Meinhardt        17-5160 
                                Fr  El Kholy        17-5160 
Tumorvakzinationszentrum                 Probenannahme      17-5727 
                                Büro             17-5721 
 
Konzeption SOP                       Kai Kronfeld        13-33302 
 
Blutbank Mainz                       OA Frau Dr Kunz Pieper 194-957 
                                Konservenausgabe     17-3221 
  
Apotheke Uniklinik Mainz                 Frau Dr Thiesen      17-5359 
                                Frau Sattler         17-4525 
Biochrom AG Berlin                     Herr Delventhal      030/779906-34 
BioWhittaker Europe                    Frau Sons-Brinkmann 06151/494647 
                                              0171/9768307 
Greiner Bio-One                       Frau Baumstark     07022/948-0 
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Klinikum der Johannes Gutenberg Universität Mainz 
Tumorvakzinationszentrum 

55101 Mainz – Langenbeckstr.1 – Gebäude 302 T 
Vakzinierung von Nierenkarzinompatienten mit gentechnisch veränderten,  

B7-exprimierenden allogenen Tumorzelllinien 
Patienten-Vakzin-Ablaufprotokoll 

Patientendaten                               Datum __________ 
Name___________________________      
Vorname ________________________        Vakzierungszyklus No_________ 
Geb. Datum______________________ 
Straße   _________________________       Zelldosis ___________________ 
Wohnort_________________________ 
 
Identität  des Vakzins 
   1257RC B7-1 Batch P6 MCB                 1257RCP56 Batch P4 MCB 
   Lot 1011.01 P10                         Lot 1012.02 P12 
   22 November 2000                       28 November 2000 
   Vol 1ml                               Vol 1ml 

Vial________________                     Vial________________ 
 

aufgetaut, gewaschen und gezählt   

Zellzahl ___________             Uhrzeit/Unterschrift________________________ 

 

Vakzin dem Transportdienst übergeben  Uhrzeit/Unterschrift________________________ 

 

Vakzin in der Blutbank angenommen    Uhrzeit/Unterschrift________________________ 

 
Vakzin ordnungsgemäß bestrahlt 6x30 Gy: 
 

  ����    ����    ����    ����    ����    ����       Uhrzeit/Unterschrift________________________ 
 

Vakzin dem Transportdienst übergeben  Uhrzeit/Unterschrift________________________ 

 

Vakzin zurück im TVZ             Uhrzeit/Unterschrift________________________ 

 
Zeitrahmen eingehalten ? 

               Ja                          Nein  

                ↓↓↓↓                              ↓↓↓↓ 

Vakzin verabreicht                  Vakzin verworfen 
 
 
Uhrzeit/Unterschrift______________________ Uhrzeit/Unterschrift________________________ 
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4. Liste der identifizierten Proteine der T-Zell Proteomanalyse 
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5. Liste der identifizierten Proteine der T-Zell Phosphoproteomanalyse 
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