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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem dient dem menschlichen Organismus als Schutz vor Infektionen durch
Pathogene wie z. B. Mikroorganismen (Bakterien, Viren, Parasiten). Es hat auRerdem die
Fahigkeit, Tumorzellen zu bekampfen, wenn diese durch Veranderung ihrer genetischen
Eigenschaften ein verandertes Proteom ausbilden, welches von Immunzellen als ,fremd*
erkannt wird. Wahrend die vom Immunsystem detektierten fremden Strukturen Antigene
genannt werden, stellen Autoantigene korpereigene Strukturen dar, die irrtimlicherweise
erkannt werden. Bei den verschiedenen Abwehrreaktionen bedient sich das
Immunsystem angeborener (natlrlicher) und erworbener (adaptiver) Mechanismen
[Parkin & Cohen, 2001].

Die ersten Schutzbarrieren des Immunsystems, die ein Infektionserreger Uberwinden
muss, sind physikalischer und biochemischer Natur. Hierzu zahlen z. B. die Haut,
Schleimhdute und Enzyme. Eine zweite Reihe von Abwehrmechanismen stellt die

nattrliche und die erworbene Immunitat dar.

Die naturliche Immunantwort beinhaltet zunachst zelluldre Komponenten wie Phagozyten
(Makrophagen, dendritische Zellen), natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) und Helferzellen,
die l6sliche Entziindungsmediatoren freisetzen. Weiterhin zahlen das Komplementsystem,
Akute-Phase-Proteine und Zytokine hierzu. Die natirlichen Mechanismen zeichnen sich
durch eine fehlende Spezifitdt aus, da sie sich nicht selektiv gegen bestimmte Antigene
richten, und finden immer in unveranderter Intensitat statt. Das liegt darin begriindet, dass
der natirlichen Immunitat ein so genanntes immunologisches Gedachtnis fehlt [Delves &
Roitt, 2000a; Delves & Roitt, 2000b].

Die erworbene Immunitat hingegen schliet die antigenprasentierenden Zellen (APC,
engl. antigen presenting cell) und bestimmte Lymphozyten mit ein. Diese tragen dazu bei,
dass die =zellularen Komponenten der natlrlichen Immunantwort effektiver zum
Infektionsherd geleitet werden und dieselbe noch verstarken. AuRerdem zeichnen sich
diese Lymphozyten dadurch aus, dass sie ein ,immunologisches Gedachtnis® besitzen.
Bei wiederholter Infektion wird also eine schnellere und verstarkte antigenabhangige
Immunantwort ausgeldst, da die spezifischen Lymphozyten nach vorangegangenem
Antigenkontakt in einer bestimmten Frequenz bereits im Blut vorliegen und eine verstarkte
Proliferation schnell eingeleitet werden kann [Delves & Roitt, 2000a; Delves & Roitt,
2000b].
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Die erworbene oder adaptive Immunantwort setzt sich aus einer humoralen und einer
zelluldren Komponente zusammen. Die humorale Immunantwort richtet sich gegen
extrazelluldare Antigene und wird von den ausdifferenzierten B-Lymphozyten, den so

genannten Plasmazellen, vermittelt, die 16sliche Antikbrpermolekile produzieren.

Die zelluldare Immunantwort wird hauptsachlich von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL,
engl. cytotoxic T-lymphocytes) exekutiert. Diese haben die Fahigkeit, virusinfizierte Zellen
sowie Tumorzellen zu erkennen und zu bekdmpfen. Im Gegensatz zu gesunden Zellen
des gleichen Gewebes besitzen die betroffenen Zellen veranderte Proteinstrukturen, die
nach intrazellularer Prozessierung als Oligopeptide in Assoziation mit humanen
Leukozytenantigen (HLA, engl. human leukocyte antigen)-Molekilen auf der
Zelloberflache der Zielzellen prasentiert werden (siehe Abschnitt 1.1.1) [Rammensee,
1995]. Dadurch werden sie von den T-Zellen als ,fremd® erkannt (Abbildung 1.2). Wenn
die von den T-Zellen erkannten Zielstrukturen (Antigene) bekannte tumorassoziierte
Epitope darstellen, konnen diese flir antigenspezifische Immuntherapien (zum Beispiel

Vakzinierungen) eingesetzt werden [Sbai et al, 2001].

1.1.1 HLA-Molekile, Peptidprozessierung und -prasentation

Die Funktionalitdt der zellularen Immunantwort ist abhangig von membranstandigen
Glykoproteinen auf der Zelloberflache von Zielzellen. Diese sind fur die Prasentation von
Oligopeptiden aus extrazellularen bzw. zytosolischen Proteinen verantwortlich, so dass
die Zielzellen durch T-Lymphozyten erkannt werden kénnen. Diese Glykoproteine werden
von den Genen des Haupt-Histokompatibilititskomplexes (MHC, engl. major
histocompatibility complex) kodiert, der seinen Namen aufgrund seiner Rolle bei der
Gewebevertraglichkeit von Transplantaten erhalten hat [Horton et al, 2004]. Beim
Menschen werden diese Gene als humane Leukozytenantigene (HLA) bezeichnet, welche
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.3) liegen [Klein & Sato, 2000a; Klein &
Sato, 2000b].

Es gibt zwei Arten von klassischen HLA-Molekiilen, die sich aufgrund ihrer Struktur und
Funktion unterscheiden. HLA-Klasse-I-Moleklle werden auf nahezu allen kernhaltigen
Zellen exprimiert, wohingegen HLA-Klasse-lI-Molekule in der Regel nur auf spezialisierten
APCs wie B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen zu finden sind. HLA-
Klasse-I-Moleklle bestehen aus zwei Polypeptidketten, die sich in vier Doméanen
unterteilen. Die 45 kDa a-Kette, die auch als schwere Kette bezeichnet wird, untergliedert
sich in drei extrazelluldare Doménen (a1-3) und umfasst aulerdem noch eine

Transmembranregion und einen kurzen zytoplasmatischen Teil. Die kleinere Kette, das
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auf Chromosom 15 kodierte 12 kDa schwere (2-Mikroglobulin (B.m), stellt die vierte
Domane dar und ist nicht-kovalent mit der a3-Domane der schweren Kette assoziiert. Die
peptidbindende Grube wird aus den a1- und a2-Domanen gebildet [Janeway et al, 1999].
Im Unterschied zu HLA-Klasse-I-Molekilen setzen sich HLA-Klasse-1I-Molekiile aus zwei
nicht kovalent assoziierten schweren Polypeptidketten, a (34 kDa) und B (29 kDa),
zusammen, die beide neben jeweils zwei extrazellularen Domanen (a1 und a2 bzw. 31
und B2) ebenfalls eine Transmembranregion und einen zytoplasmatischen Teil besitzen.
Die peptidbindende Grube wird hier aus zwei Domanen unterschiedlicher Ketten
zusammengesetzt (a1 und (1), die nicht kovalent miteinander verbunden sind, und
unterscheidet sich von der Klasse-I-Grube auferdem dadurch, dass sie an beiden Enden

offen und damit zuganglich fir groRere Peptidfragmente ist [Janeway et al, 1999].

Die schweren Ketten der klassischen HLA-Molekiile (a-Kette bei Klasse-l bzw. a- und B-
Kette bei Klasse-Il) werden beim Menschen von mehreren auf Chromosom 6 liegenden
Gen-Loci kodiert, d. h. sie sind polygen. Im Falle von HLA-Klasse-l sind dies drei Loci
(HLA-A, -B und -C), bei HLA-Klasse-Il sind es sogar fiinf Loci (HLA-DP, -DQ, -DR, -DM
und -DO). Weiterhin liegen von jedem Locus ein vaterlicher und ein mitterlicher Haplotyp

vor (Diploidie).

Eine weitere bemerkenswerte Eigenschaft des kodierenden HLA-Genclusters ist ein
aulRergewohnlich starker Polymorphismus. Es sind mehr als hundert Allele pro HLA-Locus
bekannt. Damit ist dies der am starksten polymorphe menschliche Gencluster, der bisher
identifiziert wurde [Janeway et al, 1999]. Im April 2003 kannte man beispielsweise 294
HLA-A-Allele, 540 HLA-B-Allele und 133 HLA-C-Allele. Im August 2006 waren schon 478
HLA-A-Allele, 805 HLA-B-Allele und 256 HLA-C-Allele identifiziert

[http://www.anthonynolan.com.HIG/, release 2.14.1]. Die Kombination von Diploidie,

Polygenie und Polymorphismus tragt zu einer sehr gro3en genetischen Variation bei, die
das Auffinden von zwei Individuen mit komplett identischem HLA-Profil mitunter sehr
erschwert. Die assoziierte leichte Kette f.m hingegen ist einem solchen Polymorphismus

nicht unterworfen.

Neben den klassischen HLA-Klasse-I-Molekilen HLA-A, -B und -C (Klasse-la) gibt es
noch weitere Gene und Pseudogene, die flir nicht-klassische HLA-Molekiile (Klasse-Ib)
kodieren [O'Callaghan & Bell, 1998; Geraghty, 1993; Geraghty et al, 1992] und nur wenig
polymorph sind. Diese sollen hier nur kurz erwahnt werden. HLA-E an sich ist nicht stabil
auf der Zelloberflache, sondern muss durch Signalpeptide anderer HLA-Molekile
stabilisiert werden [Garcia et al, 2002]. Anders als die klassischen HLA-Molekiile ist HLA-
E hauptsachlich durch Bindung an inhibitorische Rezeptoren auf NK-Zellen an der
Immunantwort beteiligt [Miller et al, 2003]. Weitere nicht-klassische HLA-Molekile sind
HLA-F, -G und -H. HLA-J stellt ein Pseudogen dar. Aulerdem existieren noch die
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stressinduzierten nicht-klassischen HLA-Ib-Molekile MIC-A/MIC-B und ULBP1-4.

Wie bereits erwahnt, wird die langliche peptidbindende Grube durch die jeweiligen N-
terminalen Doméanen der schweren Ketten (a1- und a2-Doméanen der HLA-Klasse-I-
Molektle bzw. die a1- und B1-Doméanen der HLA-Klasse-lI-Molekiile) gebildet. Dabei wird
deren Boden von einer B-Faltblattstruktur ausgebildet, die seitlich von zwei a-helikalen
Bereichen begrenzt wird. Die Peptidbindung erfolgt Uber nicht kovalente
Wechselwirkungen in dem Bereich, in dem sich die verschiedenen HLA-Molekile am
starksten unterscheiden [Hildebrand et al, 2002]. Die peptidbindende Grube eines jeden
HLA-Allels besitzt eine ihm eigene raumliche und sterische Struktur, die nur
Peptidliganden mit gewissen Aminosauren, den so genannten Ankeraminosauren, an den
entsprechenden Positionen zur Bindung zulasst. Die Peptidliganden der HLA-Klasse-I-
Molekiile werden auch mit ihren C- und N-Termini in der geschlossenen Grube gebunden,
was die Liganden auf eine charakteristische Lange von meist neun bis elf Aminosauren
festlegt. Die peptidbindenden Gruben der HLA-Klasse-lI-Molekiile sind hingegen an den
Enden offen. Die C- und N-Termini der Liganden werden daher nicht in der Grube fixiert,
wodurch sich fiir die Bindung dieser variablere Langen von neun bis 25 Aminosauren

ergeben.

Da die peptidbindenden Gruben der einzelnen, polymorphen HLA-Allele jeweils ganz
charakteristische chemische Strukturen haben, missen die verschiedenen Peptide, die an
ein bestimmtes HLA-Molekul binden, dessen rdumlichen Anforderungen entsprechen.
Hieraus ergeben sich strukturelle Gemeinsamkeiten, aus denen so genannte
Peptidmotive abgeleitet werden kdnnen, die die zu erflllenden Eigenschaften der
Peptidliganden beschreiben [Stevanovic & Jung, 1993]. Anhand der spezifischen
Ankeraminosauren konnten bereits Peptidmotive flr viele HLA-Molekile identifiziert

werden.

Aufgrund der Diploidie, des starken Polymorphismus und der kodominanten Expression
der Gene der schweren Ketten besitzen die meisten Menschen bis zu sechs verschiedene
HLA-A-, -B- und -C-Molekile. Damit erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, dass eine auf
Populationsebene betrachtet lberlebenssichernde Immunantwort ausgeldst werden kann,
da ein ausreichender Teil der Bevdlkerung die entsprechenden HLA-Moleklile besitzt, um
Peptide aus einem beliebigen Pathogen prasentieren zu kénnen. Als Konsequenz daraus
beeinflusst das Auftreten bestimmter Infektionserreger lokal die Frequenzen bestimmter
HLA-Allele. So wird HLA-B*5301, welches ein Epitop aus einem Protein der
leberresistenten Form des Malariaerregers Plasmodium falciparum besonders effizient
prasentiert, in 20-40 % der westafrikanischen Population exprimiert, in der kaukasischen

Population hingegen nur in 1 % [Migot-Nabias et al, 2001].
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Aus der unterschiedlichen Herkunft der Peptidantigene ergeben sich auch
unterschiedliche Wege, die zur Prozessierung der Peptide und Beladung der HLA-Klasse-
I- und -Klasse-II-Molekiile mit denselben fihren [Monaco, 1995]. Die Beladung von HLA-
Klasse-| erfolgt mit Peptidliganden, die primar zytosolischen Ursprungs sind und durch
intrazellulare Proteolyse von Proteinen im Proteasomenkomplex entstehen. Im Falle von
gesunden Zellen werden auf diese Weise ,Selbst‘-Peptide prasentiert, die den regularen
zytosolischen Proteinbestand widerspiegeln. Bei krankhaft veranderten Zellen wie z. B.
virusinfizierten Zellen oder Tumorzellen werden auch virus- oder tumorspezifische

Proteinfragmente zur Erkennung durch T-Zellen prasentiert.

Beim intrazellularen Proteinabbau fallt einem im Zytosol und in der Kernmatrix gelegenen
Multienzymkomplex, dem so genannten Proteasom, eine grof3e Bedeutung zu [Stoltze et
al, 1998]. Hier werden zellinterne Proteine in definierte Peptide zerlegt, die dann weiter
prozessiert werden. Wie nachgewiesen werden konnte, wird durch die spezifische
Hemmung des Proteasoms, beispielsweise durch Lactacystin, die HLA-Klasse-I-

vermittelte Antigenprasentation unterbunden [Fenteany et al, 1995].

Das humane Proteasom besteht aus mehreren Untereinheiten, deren Kernstick die
katalytisch aktive Komponente, das so genannte 20S-Proteasom, ist. Dieser Komplex ist
von zylindrischer Struktur und besteht aus vier Ubereinander liegenden Ringen mit je
sieben a-Untereinheiten und sieben B-Untereinheiten [Tanaka et al, 1992]. Von den
insgesamt nur sechs proteolytisch aktiven Untereinheiten befinden sich jeweils drei in
jedem der zwei Ringe im Zentrum des Zylinders [Janeway et al, 1999]. Im
Immunoproteasom, welches durch Interferon (IFN)-y induzierbar ist, werden die
katalytisch aktiven B-Untereinheiten durch die Immunountereinheiten LMP2, LMP7 und
MECL-1 ersetzt [Tanaka & Kasahara, 1998]. PA28, welches einen Aktivator des 20S-
Proteasoms darstellt, kann ebenfalls durch IFN-y induziert werden und verbessert noch
zusatzlich die Antigenprozessierung und -prasentation [Groettrup et al, 1996]. Die
enzymatisch aktiven Einheiten haben unterschiedliche Schnittspezifitaten, die primar nach
hydrophoben und seltener nach sauren Aminosauren spalten. Dadurch werden vorrangig
potentielle HLA-Klasse-I-Liganden produziert, die die entsprechenden Ankeraminosauren
besitzen und C-terminal entweder hydrophobe oder basische Aminosauren tragen, was

die bisher bekannten Peptidmotiv-Anforderungen erflillt.

Die Peptide, die durch proteasomale Spaltung von intrazellularen Proteinen entstehen,
werden ATP-abhangig durch das heterodimere Transportprotein TAP (,fransporter
associated with antigen processing®) in das endoplasmatische Retikulum (ER) beférdert,
wo sie an geeignete HLA-Klasse-I-Molekiile binden. AuRerdem assoziiert im ER auch fom
an die a3-Domane des HLA-Klasse-I-Molekils und bildet damit den trimeren Komplex aus

Peptid, schwerer Kette und B,m aus. Uber den Golgi-Komplex und exozytotische Vesikel
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gelangt dieser Komplex auf dem regularen Exozytoseweg fir Membranproteine an die
Zelloberflache (Abbildung 1.1). Das gebundene Peptid besitzt eine tragende Rolle fur die
Stabilitdt von HLA-Molekllen an der Zelloberflache, denn unbeladene dimere Komplexe
aus schwerer Kette und 3,m zerfallen an der Oberflache. Wahrend das 3.m in diesem Fall

rasch abdissoziiert, wird die schwere Kette wieder internalisiert [Simon et al, 2000].

CcD8+ externes
T-Zelle Protein
<+— Peptidantigene
Endozytose

CcD8 B,m

/ T endoplasmatisches Retikulum

*
p »

‘Lo—o—l- i

&

4

=
|

TAP
-
- —> S22 —
& >

-~
=\ —

internes Proteasom Peptide
Protein Proteasen

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Antigenprozessierung. Wahrend HLA-Klasse-I-Liganden
aus zellinternen Proteinen entstehen, werden HLA-Klasse-lI-Liganden aus endozytierten extrazellularen
Proteinen generiert. HLA-I = HLA-Klasse-I-Molekul; HLA-II = HLA-Klasse-II-Molekdil; B2m = 2-Mikroglobulin;
CD8, CD4 = kostimulatorische Molekile; TAP = ,fransporter associated with antigen processing“.

HLA-Klasse-lI-Molekiile hingegen werden mit aus extrazellularen Proteinen stammenden
Fragmenten beladen, die durch Pinozytose oder Endozytose die endosomalen/
lysosomalen Vesikel erreichen. Die Spaltung der Proteine in Peptide erfolgt hier durch
eine Vielzahl an lysosomalen Proteasen, die durch die Ansauerung der Vesikel aktiviert
werden. Die im ER synthetisierten HLA-Klasse-lI-Molekile werden hier zunachst von der
invarianten Kette (li) gebunden, die die Bindung von intrazellularen Peptiden verhindert
und den Transport der HLA-Klasse-lI-Molekiile Gber den Golgi-Apparat in ein ebenfalls
endosomales Vesikel vermittelt. In diesem angesauerten Kompartiment wird die invariante

Kette durch die aktivierten Proteasen abgespalten. Dadurch wird die Beladung mit
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Peptiden ermdglicht, die durch Vesikelfusion in Kontakt mit den HLA-Klasse-II-Molekillen
kommen. Ahnlich wie bei der Klasse-I-Antigenprozessierung wird dann der trimere
Komplex aus den zwei schweren Ketten und dem Peptid in Vesikeln an die Zelloberflache
gebracht (Abbildung 1.1).

1.1.2 T-zellvermittelte Immunantwort

Die Erkennung der antigenen Strukturen bei der zellularen erworbenen Immunantwort
wird Uber den T-Zellrezeptor (TCR, engl. T-cell receptor)-Komplex vermittelt. Dieser
besteht aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten, die a- und B-Kette genannt werden
[Reiser et al, 2000]. Diese beiden Ketten beinhalten beide eine konstante (Ca und CpB)
und eine variable (Va und V@) Doméne und sind Uber eine Disulfidbricke miteinander
verbunden. Dieses Heterodimer bildet einen Komplex mit den CD3-Polypeptidketten vy, 9,
e und ¢, die den TCR in der Zellmembran verankern (Transmembransegment) und einen
zytoplasmatischen Anteil besitzen [Roitt et al, 1998]. Zusatzlich zum afp-T-Zellrezeptor
gibt es einen TCR mit y- und d-Ketten, der seltener von T-Zellen exprimiert wird [Janeway
et al, 1999].

T-Lymphozyten entwickeln sich wie B-Lymphozyten aus pluripotenten Stammzellen im
Knochenmark. Im Gegensatz zu B-Lymphozyten missen T-Lymphozyten jedoch fir die
Vollendung ihrer Maturation in den Thymus wandern. Hier werden sie gewissen Reifungs-
und Selektionsprozessen unterzogen, die fir die Funktionalitdt der spezifischen
Immunantwort eines Organismus eine bedeutende Rolle spielen [Weninger et al, 2002].
Die so genannte positive Selektion beinhaltet die Selektion von ausschliellich solchen T-
Zellen, die Peptide im Zusammenhang mit kérpereigenen HLA-Molekulen (,Selbst“-HLA)
erkennen. Die negative Selektion hingegen flihrt zur Apoptose, dem induzierten Zelltod,
der T-Zellen, die im Kontext mit ,Selbst“-HLA solche Peptide erkennen, die auch auf
gesunden Korperzellen prasentiert werden (,Selbst‘-Antigene). Aulerdem kdnnen
selbstreaktive T-Zellen in der Peripherie durch Anergie inaktiviert werden [Schwartz,
2003]. Diese Selektionsmechanismen gewahrleisten auch die Inaktivierung solcher T-
Zellen, die lokale, gewebespezifisch exprimierte Antigene erkennen. Autoimmun-
krankheiten, bei denen korpereigene Antigene erkannt und bekampft werden, stellen die

Bedeutung der negativen Selektion besonders heraus.

Bis zur Erkennung ihres zugehdrigen Peptid-HLA-Komplexes zirkulieren die naiven T-
Zellen durch den Korper. Auf ihrer Wanderung passieren sie die lymphatischen Gewebe,
wie beispielsweise die Lymphknoten, wo eine hohe Dichte an antigenprasentierenden

Zellen (z. B. dendritische Zellen, DCs, engl. dendritic cells) vorliegt. Dendritische Zellen
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werden auch professionelle APCs genannt, da sie grol3e Mengen an kostimulatorischen
Molekllen exprimieren, die fur die Stimulation von naiven T-Zellen essentiell sind. Bei
Ligation der Kostimulationsmolekile auf den DCs mit den entsprechenden Rezeptoren
auf den T-Zellen wird ein aktivierendes Signal ausgesendet und die Sekretion von
Zytokinen eingeleitet. Bei der nun folgenden Differenzierung reifen zum einen CD4"
Helfer-T-Zellen (Th, engl. T helper) heran, die eine tragende Rolle bei der Regulation von
spezifischen Immunantworten spielen. Inflammatorische T-Zellen (auch: Th1-Zellen)
aktivieren durch die Produktion von IFN-y Makrophagen, die nun befahigt sind,
intravesikulare Bakterien durch Phagozytose abzutéten. Helfer-T-Zellen (auch: Th2-
Zellen) hingegen produzieren Interleukin-4 (IL-4), welches B-Lymphozyten zur Antikérper-
produktion stimuliert, und sind damit bedeutsam fir die humorale Immunantwort. Zum
anderen reifen CD8" T-Zellen zu zytotoxischen T-Lymphozyten aus, die ihre Zielzellen
entweder durch sezernierte Moleklle wie Perforine und Granzyme oder Uber den
rezeptorvermittelten Fas-Weg (CD95/CD95L) in Apoptose treiben [Delves & Roitt, 2000a;
Delves & Roitt, 2000b].

Wie soeben beschrieben, unterteilen sich T-Zellen in zwei Hauptgruppen von
Effektorzellen, namlich die CD8" (zytotoxischen) und CD4" (Helfer-) T-Lymphozyten. Die
Antigenprasentation findet auf der Zelloberflache der Zielzelle in Verbindung mit HLA-
Klasse-l fiir CD8" beziehungsweise mit HLA-Klasse-II fir CD4" T-Zellen statt.

1.1.2.1 CD8" zytotoxische T-Lymphozyten

CD8" zytotoxische T-Lymphozyten erkennen ihre Antigene in Assoziation mit HLA-Klasse-
I, wobei die Antigene intrazellularer Herkunft sind. Die durch HLA-Klasse-I prasentierten
Proteinfragmente kdénnen ,Selbst“-Antigene sein, die den normalen Proteinbestand einer
gesunden Zelle widerspiegeln, oder virus- oder tumorspezifische Antigene bei infizierten
Zellen. Bei dieser Erkennung spielt neben dem TCR das kostimulatorische Molekul CD8
eine wichtige Rolle, denn es interagiert mit der a3-Domane des HLA-Klasse-I-Molekuls
auf der Zielzelle [Salter et al, 1990] (Abbildung 1.2). Aufgrund der Erkennung intrazellular
entstandener Peptide spielen CD8" T-Zellen bei der Tumoreliminierung eine tragende

Rolle. Auf sie wird daher spater noch eingegangen (siehe Abschnitt 1.2.4).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Antigenerkennung von CD8" T-Lymphozyten iiber HLA-
Klasse-l und CD4" T-Lymphozyten iiber HLA-Klasse-Il. Das kostimulatorische Molekiil der zytotoxischen
T-Zellen CD8 bindet an die a3-Doméane des HLA-Klasse-I-Molekiils, wahrend das kostimulatorische Molekdl
der Helfer-T-Zellen CD4 mit der B2-Domane des HLA-Klasse-lI-Molekils interagiert. Die CD3-Ketten sind
nicht eingezeichnet. HLA-l = HLA-Klasse-I-Molekil; HLA-II = HLA-Klasse-II-Molekiil; Bom = B2-Mikroglobulin;
Ca, CB = konstante Domanen des T-Zellrezeptors; Va, VB = variable Domanen des T-Zellrezeptors; a1, a2,
a3 = Bezeichnung der Domanen von HLA-Klasse-I; a1, a2, 1, 2 = Bezeichnung der Doméanen von HLA-
Klasse-II.

1.1.2.2 CD4" regulatorische T-Lymphozyten

Im Gegensatz zu den CD8-exprimierenden zytotoxischen T-Zellen erkennen die CD4"
Helfer-T-Zellen Peptide, die extrazellularer Herkunft sind, jedoch intrazellular prozessiert
wurden. Diese extrazellularen Peptidantigene stammen oft aus Bakterien oder Parasiten,
die durch Endozytose oder Pinozytose in die Zelle aufgenommen worden sind, und
werden von den Zielzellen Uber HLA-Klasse-II prasentiert und so von den CD4" T-Zellen
erkannt. Neben dem TCR ist auch hier ein kostimulatorisches Molekil beteiligt. CD4
bindet an die p2-Domane von HLA-Klasse-Il auf der Zielzelle [Leahy, 1995] (Abbildung
1.2).

Regulatorische T-Zellen (T regs) machen in gesunden Individuen einen Anteil von 5 bis
10 % von der Gesamtheit der peripheren CD4" T-Zellen aus [Zou, 2006] und lassen sich
in zwei Subgruppen unterteilen, die natirlich auftretenden (klassischen) und die
induzierbaren (adaptiven) regulatorischen T-Zellen. Klassische regulatorische T-Zellen

zeichnen sich durch die hohe konstitutive Expression von CD25 (IL-2-Rezeptor-a-Kette,
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IL-2Ra) aus. Da die hoch regulierte CD25-Expression aber auch ein Kennzeichen fur
aktivierte CD8- und CD4-positive Effektor-T-Zellen ist, bietet sich der Transkriptionsfaktor
FoxP3 (,Forkhead box P3%) als ein verlasslicherer intrazellularer Marker an. Dieser ist fur
die Entwicklung und Funktion von klassischen T regs unerlasslich [Zou, 2006] und findet
sich auRerdem fast ausschlieRflich in der CD25"" Subpopulation der humanen CD4" T-
Zellen. Da CD25 direkt mit dem Interleukin (IL)-2-Signalweg verknUpft ist, Iasst die soeben
erwahnte Tatsache darauf schlieflen, dass IL-2 insbesondere flr regulatorische T-Zellen
eine kritische Rolle spielt. So ist IL-2 in die Aufrechterhaltung der Expression von Genen
involviert, die Zellwachstum und Stoffwechsel regulieren, wie z. B. FoxP3. Damit ist IL-2
fur die Erhaltung der suppressorischen Fahigkeit und peripheren Homeostase von T regs

unerlasslich [Fontenot et al, 2005].

Die natlrlich auftretenden T regs entwickeln sich im Thymus direkt aus den CD4" T-
Zellvorlaufern und exprimieren von Beginn an FoxP3. Die induzierbaren T regs entstehen
unter bestimmten Bedingungen (zum Beispiel suboptimale Antigenstimulation) aus
konventionellen FoxP3-negativen Helfer-T-Zellen [Becker et al, 2006] und kénnen dann in
der Peripherie in FoxP3" natiirliche T regs oder — je nach Zytokinmilieu — in IL-12-
produzierende Th (engl. T helper type) 1-, IL-4-produzierende Th2- und TGF-B-
produzierende Th3- oder die IL-10-produzierenden Tr1-Zellen ausdifferenzieren [Taams
et al, 2006]. Abhangig von Peptidaffinitat, Expressionsniveau und Zytokinprofil kann das
gleiche Peptidantigen damit offenbar sowohl CD4" Helfer-T-Zellen als auch regulatorische
T-Zellen stimulieren. Bei der Regulation der supprimierenden Effekte von T regs spielen

TLRs (,toll-like receptors®) und ihre Liganden eine wichtige Rolle [Wang, 2006].

T regs stellen eine T-Zellpopulation dar, die die Funktion von Immuneffektoren der
natirlichen wie auch der erworbenen Immunitat unterdricken und damit eine
Immunantwort unterbinden kann. Auf diese Weise spielen sie zum einen eine bedeutende
Rolle bei der Aufrechterhaltung von immunologischer Toleranz gegen ,Selbst‘-Antigene
zur Verhinderung von Autoimmunerkrankungen. Zum anderen tragen sie mit dieser
Funktion auch zur Toleranz von bésartig verandertem ,Selbst“-Gewebe bei, was als
Lumorspezifische T-Zellanergie“ bezeichnet wird [Zhou et al, 2006]. Dadurch kdnnen
Immunreaktionen gegen Tumoren beeintrachtigt oder gar unterbunden werden, was zum
~mmune escape“ von Tumoren fihren kann [Becker et al, 2006; Zou, 2006]. So konnte
beim Ovarialkarzinom eine direkte Verbindung zwischen T regs und beeintrachtigter
tumorspezifischer T-Zellimmunitat aufgezeigt werden [Curiel et al, 2004; Woo et al, 2002].
Zusatzlich wurde bei verschiedenen Tumorarten eine erhohte Frequenz an CD4" CD25"
T regs entweder im Tumor selbst oder im peripheren Blut von Tumorpatienten gefunden
[Cesana et al, 2006; Wolf et al, 2003; Liyanage et al, 2002; Woo et al, 2002].

Tumoren haben die Fahigkeit, durch unterschiedliche Mechanismen gezielt die
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Entwicklung von immunsupprimierenden T regs zu induzieren [Zhou et al, 2006]. Hierbei
spielen die Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und TGF- oder
Chemokinen wie CCL22 eine bedeutsame Rolle [Becker et al, 2006; Knutson et al, 2006;
Zou, 2006]. Regulatorische T-Zellen besitzen mindestens zwei Eigenschaften, um die
Uberwachung durch das Immunsystem auBer Kraft zu setzen und damit tumorspezifische
Immunitat zu unterbinden. Einerseits haben sie die Fahigkeit, Immunreaktionen gegen
tumorspezifische Antigene in der Peripherie zu inhibieren, indem ausgeschittete
Suppressor-Zytokine Effektorzellen hemmen. Andererseits kénnen sie tumorinfiltrierende
Effektor-T-Zellen durch zellkontaktinduzierte Prozesse neutralisieren [Knutson et al, 2006;
Zou, 2006]. Die oben erwahnten tumorinduzierten T regs zeigen ahnliche Eigenschaften
wie die klassischen natlrlich auftretenden T regs und nutzen in vitro vermutlich gleiche

supprimierende Mechanismen [Zhou et al, 2006].

Samtliche der beschriebenen Eigenschaften von T regs machen klar, dass diese Zellen
mit ihren vielfaltigen Mechanismen einen interessanten Ansatzpunkt fir die Entwicklung
von Tumor-Immuntherapien darstellen. Als Beispiel fiir einen solchen Ansatz sei an dieser
Stelle eine selektive Depletion oder Inaktivierung dieser Zellen genannt, die mit der
Induktion von funktionellen Effektor-Immunzellen und einer verbesserten tumor-

spezifischen Immunitat einhergehen sollte.

1.1.2.3 Nicht-klassische T-Lymphozyten

Neben den klassischen CD8-positiven T-Lymphozyten, die ihre ,Target“Zellen in
Assoziation mit HLA-Klasse-lI erkennen, existieren auch nicht-klassische T-Zellen, die
Zielzellen dber nicht-HLA-restringierte Erkennungsmechanismen lysieren. Zu diesen
Zellen zahlen die lymphokinaktivierten Killerzellen (LAK, engl. lymphokine-activated Killer
cells), zytokininduzierten Killerzellen (CIK, engl. cytokine-induced killer cells) und NK

(engl. natural killer)-ahnlichen T-Zellen (NK-T-Zellen).

LAK-Zellen setzen sich sowohl aus CD3-negativen NK-Zellen als auch aus CD3-positiven
T-Zellen zusammen und kénnen aus peripheren mononukledren Blutzellen (PBMCs, engl.
peripheral blood mononuclear cells) in Anwesenheit von hohen Dosen IL-2 generiert und
angereichert werden. Sie haben die Eigenschaft, ihre Zielzellen Uber nicht-HLA-
restringierte Mechanismen zu erkennen und zu lysieren und sind damit nicht spezifisch flr
einzelne Tumorentitaten. Sie zeichnen sich demzufolge auch dadurch aus, dass sie —
ahnlich wie NK-Zellen — HLA-negative Zelllinien wie das NK-Zell-, Target‘ K562 und Daudi
erkennen und lysieren konnen, durch eine verstarkte Expression von HLA-Molekiilen auf

der Oberflache der Zielzellen inhibiert und durch eine Blockade der HLA-Molekile mittels
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monoklonalen Antikdrpern aktiviert werden [Falk et al, 2002]. Mit diesen Eigenschaften
unterscheiden sich LAK-Zellen von klassischen T-Zellen, die ihre ,Target“Zellen Uber
eine Interaktion des TCR mit peptidantigentragenden HLA-Molekllen erkennen und
umgekehrt durch eine Blockade dieser Kontaktstelle in ihrer Iytischen Kapazitat gehemmt
werden. Weiterhin unterscheiden sich diese Zellen von NK-Zellen darin, dass die von NK-
Zellen bekannten inhibitorischen Rezeptoren (KIRs, engl. killer inhibitory receptors) auf
LAK-Zellen offenbar nicht exprimiert werden [Falk et al, 2002].

CIK-Zellen stellen eine weitere Population von Immuneffektorzellen dar, die neben dem T-
Zellmarker CD3 den NK-Zellmarker CD56 koexprimieren und eine nicht-HLA-restringierte
Lyse ihrer Zielzellen aufweisen [Linn et al, 2002]. Damit einhergehend haben auch sie —
wie die zuvor beschriebenen LAK-Zellen — die Fahigkeit, HLA-negative ,Targets” wie
K562 zu erkennen und zu lysieren. Sie zeichnen sich weiterhin dadurch aus, dass sie eine
hohere Zytotoxizitdt und eine starkere Proliferation als LAK-Zellen zeigen [Wang et al,
2002; Marten et al, 2001]. Hierflr benétigen sie kein vorangegangenes ,Priming“ durch
wiederholten Antigenkontakt [Verneris et al, 2002]. Mit der Erkennung HLA-positiver
Leukamie-Linien neben HLA-negativen ,Targets” und der Expression des T-Zellmarkers
CD3 liegen klare Unterschiede im Vergleich zu reinen NK-Populationen vor. Offenbar
beinhaltet eine CIK-Zellpopulation sowohl typische T-Zellen (CD3* CD56°) als auch NK-
Zellen (CD3  CD56") und NK-ahnliche T-Zellen (CD3" CD56%) [Linn et al, 2002; Marten et
al, 2001].

Klassische NK-T-Zellen werden charakterisiert durch Expression einer einzelnen
invarianten TCR a-Kette (Va14), Erkennung ihrer Antigene in Verbindung mit dem nicht-
klassischen HLA-Molekil CD1 wund Produktion wvon IL-4 und IFN-y nach
Antigenstimulation. Diese Zellen tragen nur in seltenen Fallen den fur zytotoxische T-
Zellen typischen Marker CD8 [Verneris et al, 2002]. Es handelt sich bei diesem Zelltyp

also eher um CD4-positive Helfer-T-Zellen als um CD8-positive CTLs.

1.2 Krebs und das Immunsystem

1.2.1 Definition von Krebs

Krebszellen zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass sie unkontrolliert
proliferieren. Dieses unkontrollierte Wachstum unterscheidet sie von gesunden Zellen.
Alle Zellen durchlaufen ab ihrer Entstehung bis zu ihrer ersten Teilung den

Zellteilungszyklus (Mitose). Die einzelnen Phasen der Mitose sind bei gesunden Zellen
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durch regulatorische Proteine streng kontrolliert, die entscheiden, ob und wann eine Zelle
in die nachste Zellteilungsphase eintritt. Eine solche Kontrolle fehlt bei Krebszellen,

weshalb diese als entartet bezeichnet werden.

Externe oder interne Einflisse fuhren dazu, dass fortlaufend Mutationen an der DNA
entstehen, die in der Regel durch Reparaturmechanismen der Zelle ausgeglichen werden.
In manchen Fallen bleiben diese Mutationen jedoch unerkannt und werden bei der Mitose
an die Tochterzellen weiter gegeben. Falls eine solche Mutation in der kodierenden DNA
fur eines der zellteilungsregulierenden Proteine auftritt, kann es zu einem fehlerhaften
Ablauf der Mitose kommen, und die Zellteilung wird unkontrolliert vorangetrieben. Das
Protein p53 gehdért zu den am besten untersuchten Proteinen der Klasse der
Tumorsuppressorgene [Kim & Deppert, 2003]. Es reguliert normalerweise die DNA-
Reparaturmechanismen oder leitet den induzierten Zelltod, die Apoptose, ein. Bei etwa
50 % aller Tumoren ist das fur p53 kodierende Gen durch Mutation geschadigt [Lutz &
Nowakowska-Swirta, 2002]. Als weiteres Tumorsuppressorgen ist der VHL (von-Hippel-
Lindau)-Genlocus bekannt. In bis zu 95% der Patienten mit klarzelligem
Nierenzellkarzinom liegt eine Veranderung dieses Genlocus vor, die zur Heraufregulation
von Wachstumsfaktoren fihrt, die mit Angiogenese assoziiert sind, und so zum
Tumorwachstum beitragt [Motzer & Bukowski, 2006]. Onkogene wie zum Beispiel c-myc
[Yamaguchi et al, 2003; Bouchard et al, 1998] hingegen regen den Zellteilungszyklus
direkt an, was im Falle einer Uberexpression ebenfalls das Auftreten von Krebs

begunstigen kann.

1.2.2 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (RCC, engl. renal cell carcinoma) tritt bei 0,005 bis 0,01 % der
Bevolkerung der westlichen Hemisphare auf (5-10 Neuerkrankungen pro Jahr und
100.000 Einwohner) und stellt damit den haufigsten boésartigen Tumor der Niere dar
[Chow et al, 1999]. Behandlungsansatze flir Patienten mit metastasiertem Nierenzell-
karzinom sind hauptsachlich deswegen limitiert, weil diese Tumorerkrankung weitgehend
resistent gegentber konventionellen Verfahren der Radiochemotherapie ist [Motzer et al,
1997]. Die Funfjahresiberlebenswahrscheinlichkeit liegt hierbei unter 5 % [Kath et al,
1999; Motzer et al, 1999]. Die erhohte Inzidenz von Nierenzellkarzinomen unter
immunsuppressiver Therapie nach Nierentransplantationen [Schmidt et al, 1995], das
Auftreten spontaner Tumorremissionen in bis zu 6 % der Erkrankten [Gleave et al, 1998]
und partielle oder vollstandige Tumorremissionen nach Immuntherapien unter Gabe von
IL-2 und IFN-a in 10 bis 25 % der behandelten Patienten [Fisher et al, 2000; Negrier et al,
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1998; Rosenberg et al, 1994] fuhrten zu der Auffassung, dass das Immunsystem bei der
Bekampfung von Nierenzellkarzinomen eine tragende Rolle spielt. Die Wirkungsweise von
IL-2 und IFN-a bei einer solchen zytokinbasierten Immuntherapie ist hierbei nicht
zytostatisch im klassischen Sinne. IL-2 ist ein Wachstumsfaktor fir T-Lymphozyten [Lotze,
1992], wohingegen IFN-a einen anti-proliferativen Effekt besitzt und hauptsachlich zu
einer verstarkten Expression der HLA-Molekile auf den Tumorzellen und damit zu einer

verbesserten Antigenprasentation fihrt [Glaspy, 2002].

Die Feststellung, dass es sich beim Nierenzellkarzinom um einen immunogenen Tumor
handelt, wird auch von einigen experimentellen Beobachtungen gestitzt. Erstens werden
Nierenzellkarzinome haufig von NK- und T-Lymphozyten infiltriert [Schleypen et al, 2003;
Finke et al, 1990; Belldegrun et al, 1988]. Zweitens flhrt die Stimulation von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TILs, engl. tumor-infiltrating Ilymphocytes) mit
autologen Tumorzellen haufig zur Generierung von CD8" T-Zellen, die eine HLA-Klasse-I-
restringierte antitumorale Reaktivitat zeigen [Schendel et al, 1993]. Drittens konnten
mithilfe von aus Patientenblut oder Tumorgewebe expandierten CTLs oder TILs mehrere

Peptidantigene des Nierenzellkarzinoms identifiziert werden (Abschnitt 1.2.4).

Da die Radiochemotherapie beim Nierenzellkarzinom weitgehend wirkungslos ist, missen
neue Therapieansatze entwickelt werden. Angeregt durch den Erfolg der IL-2- und IFN-o-
basierten Immuntherapie wurde jlingst die allogene hamatopoetische Stammzell-
transplantation (allo-HSCT, engl. allogeneic hematopoietic stem cell tfransplantation) oder

auch allogene Zelltherapie als Therapieform etabliert.

1.2.3 Allogene Zelltherapie

Die allogene Blutstammzelltransplantation zielt darauf ab, die autologe Immuntoleranz
gegenuiber der bdsartigen Erkrankung des Patienten zu brechen. Diese Behandlungsform
begriindet sich auf den so genannten Transplantat-gegen-Tumor (GvT, engl. graft-versus-
tumor)-Effekt, der — ahnlich dem Transplantat-gegen-Leukamie (GvL, engl. graft-versus-
leukemia)-Effekt — primar auf der antitumoralen Reaktivitat von transplantierten allogenen
Spender-T-Lymphozyten beruht [Horowitz et al, 1990]. Bei Patienten mit chemorefraktarer
Leukdmie wird die Behandlung durch allogene Blutstammzelltransplantation bereits seit
mehr als 30 Jahren erfolgreich eingesetzt [Weiden et al, 1981] und kann die Leukamie-
Erkrankung ausheilen. Viele Arbeitsgruppen beschaftigen sich bereits damit, diesen
therapeutischen Ansatz auf solide Tumoren zu Ubertragen, wobei der Fokus auf den
immunogenen Tumorentitdten liegt. So wurden nach vorangehender Konditionierung der

Patienten durch eine Chemotherapie von reduzierter Intensitat (Mini-Transplantation)



EINLEITUNG 15

allogene Blutstammzellen und PBMCs eines verwandten oder unverwandten Spenders
mit passendem Gewebetyp (HLA-Typ) transplantiert. Wahrend die erzielten Ergebnisse
beim bdsartigen Melanom enttduschend waren [Childs et al, 2002], wurden bei Patienten
mit metastasiertem Nierenzellkarzinom Remissionsraten von 20 bis 50 % beobachtet
[Bregni et al, 2002; Rini et al, 2002; Childs et al, 2000]. Die Uberwiegende Mehrheit der
behandelten Patienten war hierbei refraktar gegentber vorangegangener Zytokintherapie.
Diese Tatsache flihrte zu der Hypothese, dass die Tumorregressionen durch allogene T-
Lymphozyten vermittelt wurden und nicht durch die im Rahmen der
Transplantationsprozedur erhohten Zytokinspiegel erklart werden konnen. Weitere
klinische und experimentelle Beobachtungen bestatigen diese Hypothese: Der
beschriebene GvT-Effekt trat haufig mit der akuten Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung
(GvHD, engl. graft-versus-host disease) auf. Die GvHD beruht auf einer unselektiven
Generierung eines breiten Spektrums an alloreaktiven T-Zellen der unterschiedlichsten
Spezifitaten und tragt in erheblichem Malle zu einer hohen Morbiditat und Mortalitat bei
transplantierten Nierenzellkarzinom-Patienten bei. Die RCC-Remissionen traten vermehrt
nach GvHD auf, als die medikamentdése Immunsuppression bereits reduziert wurde
[Childs et al, 2000]. Aufierdem wiesen die auf die Therapie ansprechenden RCC-
Patienten einen vollstdndigen Spender-T-Zellchimarismus auf [Childs et al, 2000]. Klinisch
beobachtete Tumorremissionen nach allogener hamatopoetischer Stammzell-
transplantation waren in der Regel verbunden mit einer Vermehrung von IFN-y-
produzierenden CD8-positiven T-Zellen im peripheren Blut der Patienten [Harlin et al,
2004]. Eine weitere Studie beschrieb die Isolierung von CD8" CTL-Klonen aus
Posttransplantations-PBMCs, die Minor-Histokompatibilitdtsantigene (Minor-H-Antigene)
auf RCC-Zellen erkennen [Tykodi et al, 2004]. Nichtsdestotrotz konnten die genauen
Effektormechanismen, die zur TumorabstoBung nach allogener HSCT flihrten, bisher

nicht identifiziert werden.

Optimal ware es, wenn die allogene Zelltherapie beim Nierenzellkarzinom einen
selektiven GvT-Effekt ohne GvHD induzieren wiirde. Dies setzt jedoch voraus, dass die
von T-Lymphozyten erkannten Tumorantigene identifiziert werden. Mithilfe autologer
tumorreaktiver T-Lymphozyten gelang es bisher selten, nierenzellkarzinomspezifische
Zielantigene zu charakterisieren, da in vitro haufig kein stabiles Wachstum der T-Zellen
beobachtet wird. Dies liegt mdglicherweise darin begrindet, dass das T-Zellrepertoire der
Patienten durch immunsupprimierende Mechanismen des Tumors wie Toleranz und
Anergisierung, aber auch durch vorangegangene therapeutische Maflnahmen
kompromittiert ist [Uzzo et al, 1999; Faure et al, 1998; Reichert et al, 1998; Kolenko et al,
1997].
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1.24 Identifizierung und Klassifizierung von Tumorantigenen

beim Nierenzellkarzinom

Es konnten in einzelnen Fallen autologe CD8" T-Lymphozyten aus dem Blut oder dem
Tumorgewebe von Nierenzellkarzinom-Patienten isoliert werden, die die Fahigkeit haben,
autologe Tumorzellen in Assoziation mit HLA-Klasse-I-Molekilen zu erkennen [Schendel
et al, 1997]. Allerdings wurden bisher im Vergleich zum Melanom nur wenige

nierenzellkarzinomspezifische Antigene identifiziert.

Das erstbeschriebene RCC-Antigen wurde mit RAGE bezeichnet und ist ein strukturell
nicht verandertes Tumorantigen, welches flir mindestens zwei Epitope kodiert, die von
autologen CTLs uber HLA-B7 bzw. HLA-B8 erkannt werden [Flad et al, 1998; Gaugler et
al, 1996]. RAGE ist in 2 % der Nierenzellkarzinome und 5 % der Melanome exprimiert
[Gaugler et al, 1996]. Die Retina ist das einzige nicht-maligne Gewebe, welches RAGE-

kodierende Gensequenzen enthalt.

Neben CTLs, die ausschlieRlich mit autologen Tumorzellen reagieren, wurden bei
friheren Untersuchungen auch CTLs isoliert, die zusatzlich HLA-kompatible allogene
Nierenzellkarzinome [Schendel et al, 1993] und gesunde Nierenzellen [Jantzer &
Schendel, 1998; Bernhard et al, 1994] lysieren. Daher wird vermutet, dass
Nierenzellkarzinome auch Differenzierungsantigene exprimieren, die durch autologe T-
Zellen erkannt werden koénnen. Diese Zielstrukturen konnten bisher jedoch nicht

identifiziert werden.

Weitere Peptidantigene wurden beim Nierenzellkarzinom beschrieben, deren
Immunogenitat in einer veranderten Transkription begrundet liegt. Beispiele hierfur sind
RU2 durch ,antisense“-Transkription [Van den Eynde et al, 1999] und Makrophagen-
Kolonie stimulierender Faktor (M-CSF, engl. macrophage-colony stimulating factor) durch

einen alternativen offenen Leserahmen [Probst-Kepper et al, 2001].

Ahnlich wie bei Mamma- und Ovarialkarzinomen wird auch bei Nierenzellkarzinomen das
Onkogen HER-2/neu Uberexprimiert. In HER-2/neu wurden durch ,Reverse Immunologie®-
Verfahren Peptide identifiziert, mit denen aus PBMCs von Patienten und gesunden
Spendern RCC-reaktive CTLs generiert werden kdnnen [Brossart et al, 1998]. Ein HLA-
A*0201-restringiertes T-Zellepitop aus dem in 85 % der Nierenzellkarzinome exprimierten
Antigen G250 wurde ebenfalls Uber ,Reverse Immunologie“ gefunden [Vissers et al,
1999].

Die Epitope, die durch expandierte autologe CTLs oder TlLs definiert wurden, stammen
entweder aus nicht-mutierten Proteinen (z. B. RAGE-1 [Gaugler et al, 1996]) oder aus
punktmutierten (z. B. mutiertes HLA-A2-Molekil [Brandle et al, 1996] oder HSP70-2
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[Gaudin et al, 1999]) oder alternativ prozessierten Genprodukten (z. B. M-CSF [Probst-
Kepper et al, 2001] oder FGF-5 [Hanada et al, 2004]). Die Anwendung von Strategien der
.Reversen Immunologie“ fuhrte zur Vorhersage von HLA-Klasse-I- und -Klasse-II-
bindenden Peptidepitopen aus Proteinen, die haufig in RCC-Tumoren exprimiert werden.
Mehrere vorhergesagte Epitope wurden erfolgreich fir die in vitro Stimulation von RCC-
reaktiven CD4" und CD8" T-Zellen eingesetzt (G250 [Vissers et al, 2002; Vissers et al,
1999], PRAME [Kessler et al, 2001], MAGE-6 [Tatsumi et al, 2003b; Tatsumi et al, 2002],
EphA2 [Tatsumi et al, 2003a])).

1.2.5 Antigenspezifische Immuntherapie

Die Vakzinierung mit Tumorantigenen zielt auf die Induktion einer bestandigen
schitzenden tumorspezifischen T-Zellantwort ab. Es existieren zwei grundlegende
Formen der Vakzinierung [Sinkovics & Horvath, 2000]. Zum einen kann man fir die
Vakzinierung komplette Tumorzellen, Tumorlysate oder Hybridzellen aus Tumorzellen und
dendritischen Zellen einsetzen. Dies hat den Vorteil, dass im Wesentlichen alle relevanten
Tumorantigene enthalten sind. Ebenso ist die vorangehende Identifizierung von
relevanten Tumorantigenen keine Voraussetzung. Auf der anderen Seite ist es auf diese
Weise schwierig, mogliche therapeutische Effekte auf die Generierung von Immunitat
gegen bestimmte Tumorantigene zurlckzuflihren. Dies limitiert die Mdglichkeit, die

Tumorvakzine in ihrer Effektivitat zu optimieren.

Im Gegensatz zur Impfung mit natirlichem Tumormaterial basieren antigenspezifische
Vakzinierungsstrategien auf molekular identifizierten Tumorantigenen in Form von
Peptiden, Proteinen oder in genetischen Vektoren exprimierten Epitopen. Hierbei besteht
die Mdglichkeit, impfstoffinduzierte Immunantworten systematisch zu analysieren und
mithilfe dieser Befunde eine Optimierung der Impfstrategie zu erreichen. Daher ist die

Identifizierung von T-zelldefinierten Tumorantigenen von groRer Bedeutung.

Klinische Phase-I-Studien zur Vakzinierung von Tumorpatienten mit T-Zellepitopen
fuhrten zu keinen ernsthaften Nebenwirkungen bei den geimpften Patienten. Signifikante
Tumorregressionen wurden jedoch nur in einer Minderheit der an den Studien
teilnehmenden Patienten beobachtet. Weiterhin wurde keine Uberzeugende Korrelation
zwischen klinisch fassbaren Tumorrlckbildungen und einer im Blut nachweisbaren

Immunantwort gegen das Vakzineantigen reproduzierbar nachgewiesen.
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1.2.6 Antigenidentifizierung mithilfe von alloreaktiven T-

Lymphozyten

Tumorreaktive T-Zellen, die fur die Identifizierung von Nierenzellkarzinom-Antigenen
bendtigt werden, wurden bisher aus PBMCs oder aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten
von Nierenzellkarzinom-Patienten isoliert [Bernhard et al, 1996; Bernhard et al, 1994;
Schendel et al, 1993]. Verwendet man autologe T-Zellen zur Antigensuche, muss davon
ausgegangen werden, dass die naturliche Vielfalt des T-Zellrepertoires durch den Einfluss
des Tumors limitiert sein kann [Uzzo et al, 1999; Reichert et al, 1998; Kolenko et al,
1997]. Bei der Generierung von tumorreaktiven T-Zellen aus allogenen CD8" T-
Lymphozyten von gesunden Spendern ist prinzipiell eine solche Beeintrachtigung nicht zu
erwarten. Alloreaktive T-Zellen kdnnen auf ihren , Target*“Zellen Allopeptide in Verbindung
mit ,Fremd“-HLA-Komplexen erkennen [Moris et al, 2001; Rotzschke et al, 1991]. Es
existieren auch alloreaktive T-Zellen, die gegen nicht mit Peptidliganden beladene
~Fremd“-HLA-Moleklle reagieren [Smith et al, 1997]. Aufgrund ihres Erkennungsmusters
gegeniber endogenen Allopeptiden kénnen allo-HLA-restringierte T-Zellen in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden [Wang et al, 1998]. So kénnen durch Stimulation
mit tumorassoziierten Peptiden generierte alloreaktive CTLs ein hauptsachlich
tumorspezifisches Reaktionsmuster aufweisen [Dolstra et al, 1999; Sadovnikova et al,
1998]. Alloreaktive T-Lymphozyten sollten demzufolge flir immuntherapeutische
Strategien zur Behandlung von Tumorkrankheiten anwendbar sein [Munz et al, 1999;
Stauss, 1999]. Bei Leukamiepatienten sind alloreaktive T-Zellen wichtige Mediatoren der
.graft-versus-host* (GvH)-Erkrankung und des ,graft-versus-leukemia® (GvL)-Effekts nach
allogener hamatopoetischer Stammzelltransplantation [Nash & Storb, 1996]. Daher spielt
Alloreaktivitat eine bedeutsame Rolle in der Transplantationsmedizin. Minor-
Histokompatibilitatsantigene wurden als Zielstrukturen alloreaktiver T-Zellen bei der
Transplantation von Stammzellen aus einem HLA-identischen Geschwisterspender
identifiziert. Diese Peptidliganden leiten sich aus genetischen Polymorphismen zwischen
Geschwistern ab und werden gewebespezifisch oder auch ubiquitar exprimiert [Goulmy,
1997b].
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das Nierenzellkarzinom (RCC) zeigt eine weitgehende Resistenz gegeniber der
konventionellen Radiochemotherapie. Mit der allogenen Blutstammzelltransplantation
wurde jingst eine Behandlungsform entwickelt, die signifikante Rlckbildungen der
Tumorerkrankung induzieren kann. Wesentliche Werkzeuge dieser Tumorremissionen
sind alloreaktive T-Zellen des Stammzellspenders. In praklinischen Untersuchungen an
autologen Blutlymphozyten von Nierenzellkarzinom-Patienten wurde in einzelnen Fallen
gezeigt, dass CD8-positive tumorreaktive zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) in vitro
generiert, jedoch nur unzureichend expandiert werden kdnnen. Dies liegt vermutlich an
der tumorinduzierten Anergie und peripheren Toleranz antitumoraler Lymphozyten in
Nierenzellkarzinom-Patienten begriindet. Um diesen postulierten immunsuppressiven
Mechanismus zu umgehen, sollten in der vorliegenden Arbeit erstmals Blutlymphozyten
von allogenen HLA-identischen gesunden Geschwisterspendern fur die in vitro-

Generierung und Expansion von tumorreaktiven CTLs verwendet werden.

Grundlage fir die Generierung und Charakterisierung von RCC-reaktiven T-Zellen ist die
Verfugbarkeit von Nierenzellkarzinom-Zelllinien mit Langzeit-Wachstum in vitro. Stabil
wachsende Tumorzelllinien kénnen nur von einer Minderheit der Patienten gewonnen
werden. In der vorliegenden Arbeit sollten Tumorzelllinien aus primarem
Nierenzellkarzinom-Gewebe von Patienten generiert werden, deren Tumoren durch
Nephrektomie entfernt werden mussten. Bei Patienten mit einer in Zellkultur stabil
wachsenden RCC-Zelllinie und mit einem verfigbaren HLA-Klasse-l-identischen
Geschwisterspender sollten in vitro das proliferative und tumorreaktive Potential autologer
und allogener T-Lymphozyten vergleichend Uberprift und analysiert werden. In insgesamt
vier Patienten/Geschwisterspender-Paaren sollten in gemischten Lymphozyten-
Tumorzell-Kulturen (MLTCs, engl. mixed lymphocyte tumor cell culture) Blutlymphozyten
von Patienten und gesunden Geschwisterspendern mit den entsprechenden Tumorzellen
stimuliert und tumorreaktive CTLs expandiert werden. Wenn mdglich, sollten aus den
Massenkulturen tumorreaktive CD8" T-Zellklone generiert und charakterisiert werden.
Diese klonalen T-Zellen sollten auf ihre Reaktivitdt gegen RCC, gesunde Nierenzellen und
hamatopoetische Zielzellen von Patient und Geschwisterspender getestet werden.
Anhand der gewonnenen Ergebnisse sollten Ruckschlisse auf das tumorreaktive

Potential von autologen und allogenen T-Zellen gezogen werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

211 Gerate

Autoklaven KSG Sterilisatoren (Olching)

Automatic Gamma Counter
¥Ccasiumquelle

CO,-Inkubator

Durchflusszytometer

Eismaschine
Feinwaage
Gefrierschrank -80 °C

Kihl- und Gefrierkombinationen
4 °C, -20°C

Laser Scanning Mikroskop
Magnetruhrer mit Heizplatte
Peristaltik-Pumpe (LKB-Pump P-1)
Phasenkontrastmikroskop flir Zellkultur
pH-Meter

Pipettierhilfe

Pipetten
1-10 ul Pipette
Pipetman 2-20ul, 20-200pI, 200-1000pl
Mehrkanalpipetten 5-50ul, 25-200l

Sterile Werkbank

Stickstoff-Kryo-Bank

Systec V-150,
Systec GmbH (Wettenberg)

Cobra, Packard (Dreieich)

Gammacell 2000, Molsgaard Medical
(Ganlose, DK)

Binder (Tuttlingen)
Heraeus (Langenselbold)

EPICS ALTRA™ mit Software EXPO™,
Beckman Coulter (Krefeld)
FACSCanto™ mit Software FACSDiva™,
BD Biosciences (Heidelberg)
FACSCalibur™ mit Software Cell Quest
Pro™, BD Biosciences (Heidelberg)

UBE50/35, Ziegra (Isernhagen)
Precisa, PAG OerlikanAG, (Zurich, CH)

Hera freeze, Heraeus/Kendro
(Langenselbold)

Heraeus/Kendro (Langenselbold)
Liebherr (Ochsenhausen)
Bosch (Stuttgart)

LSM 510UV, Zeiss (Jena)

IKAMAG RET, Janke & Kunkel (Staufen)
Pharmacia (Uppsala, S)

Axiovert 25, Zeiss (Jena)

GC842, Schott (Mainz)

PipetBoy, IBS Integra Biosciences,
VWR (Darmstadt)

Eppendorf (Hamburg)
Gilson (Villiers-le-Bel, F)
Dunn Labortechnik GmbH (Asbach)

Nuaire/Zapf-Instruments (Sarstedt)
Antair BSK, Schrader (Goéttingen)

XLC 1370, MVE Europe (Solingen)
Air liquide Espace 331,
Tec Lab (Kdnigstein)
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Stickstoff-Tank

Vortex
Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifugen

2.1.2 Plastikwaren

Becherglaser, Kunststoff
Einfrierboxen
Einfrier-R6hrchen
Einfrier-Réhrchenstander

Einmalpipetten, steril
1,2,5,10, 25 und 50 ml

Eisbad
FACS-R&hrchen zur Durchflusszytometrie

FACS-Rohrchenstander

Gewebekulturplatten
24-, 48- und 96-Loch-
Gewebekulturplatten

LeucoSep-Réhrchen
50 ml

Mikrotiterplatten

Petrischalen
& 94 mm, 60 mm, 35 mm

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie (Eppis)
500, 1500 und 2000 pl

Spritzen
10, 20 und 50 ml Einmalspritzen

Sterilfilter

Taylor-Wharton XL-180,
Tec Lab (Kdnigstein)

MS2 Minishaker IKA®, IKA (Staufen)
GFL (Burgwedel)

Milli-Q plus, Millipore (Eschborn)
Purelab Classic ELGA, Elga-Berkefeld
GmbH (Celle)

Rotixa/RP, Hettich (Tuttlingen)
Megafuge 1.0R,
Kendro-Heraeus (Langenselbold)

Vitlab (Seeheim-Jugenheim)

Nalge Nunc (Wiesbaden)

Cryotube, 1,8 ml, Nunc (Wiesbaden)
Roth (Karlsruhe)

Greiner (NUrtingen);
Costar, Corning inc. (New York, USA)

Neolab (Heidelberg)

Sarstedt (Nimbrecht);
BD Falcon, BD Biosciences Europe
(Erembodegem, B)

Roth (Karlsruhe)
Greiner (Nurtingen)

Greiner (Nurtingen)

Flach-, Rund- und V-Bodenplatten im 96-
Lochformat, Greiner (NUrtingen)

Greiner (NUrtingen)

Starlab (Ahrensburg);

ART1000, ART20E, ART10reach,

MBP (San Diego, CA, USA);

Biosphere Filter Tips, Sarstedt (NiUmbrecht)

Eppendorf (Hamburg)
Braun (Melsungen)

FP30/0,2 CA-S, FP30/0,45 CA-S, FP30/1,2
CA-S, Schleicher & Schuell (Dassel);
Steritop™, Millipore (Eschborn);
Sartolab™-P20, Sartorius (Géttingen)
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Zellkulturflaschen
25, 80 und 175 cm?Kulturflache

Zellkultur-Roéhrchen
15 ml und 50 ml

Zellkultur-Roéhrchenstander

Zytotox-Rdéhrchen
0,6 mi

21.3 Glaswaren

Duran-Glasflaschen
500, 1000, 2000 und 5000 ml

Zahlkammern

214 Chemikalien

AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol)-Tabletten
Albumin, bovine serum

Bromphenolblau

Concanamycin A (CMA)
N,N-Dimethylformamid

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsaure)
Ethanol

Formaldehyd

Isopropanol
Lymphozyten-Separationsmedium

PBS (phosphate-buffered saline), fllissig
PBS, Instamed-Pulver

PolyFect™ Transfektionsreagenz
Trypanblau

Tween20 (Detergens)
Wasserstoffperoxid 30 %

21.5

AIM-V™ Medium
CSA (Cyclosporin A)

Greiner (Nurtingen)
Greiner-Bio-One (Frickenhausen)

Roth (Karlsruhe)
Greiner-Bio-One (Frickenhausen)

Schott (Mainz)

Fuchs-Rosenthal, Schreck (Hofheim)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Calbiochem, Merck (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Fluka (Deisenhofen)

PAA (Pasching, A)

Gibco BRL (Karlsruhe)
Biochrom KG (Berlin)

Qiagen (Hilden)

Merck (Darmstadt)
Merck-Schuchardt (Hohenbrunn)
Merck (Darmstadt)

Substanzen fiir die Zellkultur

Gibco BRL (Karlsruhe)
Apotheke des Klinikums
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EGF (epidermaler Wachstumsfaktor)
FCS (fotales Kalberserum)
Fluconazol

Geneticin (G418)

Gentamicin

HBSS

Hydrokortison

Hygromycin B

L-Glutamin

Heparin (Liquemin)
Humanalbumin

Insulin

RPMI 1640, flissig
Penicillin/Streptomycin

PHA (Phytohamagglutinin)
Transferrin (human)
Trypsin-EDTA

X-VIVO15 T-Zellkulturmedium

Sigma (Deisenhofen)

PAA (Pasching, A)
Ratiopharm (Ulm)

Gibco BRL (Karlsruhe)
Ratiopharm (UIm)

Gibco BRL (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Roche (Grenzach-Wyhlen)
Octapharm (Langenfeld)
Sigma (Deisenhofen)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Murex Biotech Ltd. (Kent, UK)
Sigma (Deisenhofen)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Biowhittaker (Viersen, B)

HBSS wurde zur Tumoraufarbeitung mit 50 ug/ml Gentamicin und 40 pg/ml Fluconazol
versetzt und wird im Folgenden als HBSS.agav (AB = Antibiotikum — Gentamicin;

AM = Antimykotikum — Fluconazol) bezeichnet.

Humanserum (HS) fur die T-Zellkultur wurde aus dem Blut gesunder Spender durch
Abserung in der Blutbank des Universitatsklinikkums Mainz gewonnen. Das Serum von
zehn bis zwanzig Spendern wurde gemischt und 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert. Die

Lagerung bis zur Verwendung erfolgte bei -80 °C.

2.1.6 Monoklonale Antikorper

2.1.6.1 HLA-allelspezifische monoklonale Antikérper

Um durchflusszytometrische HLA-Quantifizierungen und HLA-Restriktionsuntersuchungen
im °'Cr-Zytotoxizitatstest oder IFN-y-ELISpot-Assay durchzufiihren, wurden in dieser
Arbeit HLA-spezifische monoklonale Antikdrper (mAkK) verwendet. Diese sind murine
Immunglobuline (IgG), die spezifisch bestimmte humane HLA-Molekule erkennen und
binden (Tabelle 2.1).

FUr durchflusszytometrische Anwendungen wurden positiv auf Bindung getestete
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Hybridomuberstédnde verwendet. Fur HLA-Restriktionsuntersuchungen wurden dieselben

Hybridomuberstande aufgereinigt (Konzentration 1-2 mg/ml), dialysiert und aliquotiert. Die

Lagerung bis zur Verwendung erfolgte in PBS bei -20 °C.

Bezeichnung Spezifitat Isotyp Literatur

HB55 HLA-DR IgG2a [Lampson & Levy, 1980]
W6/32 HLA-Klasse-| IgG2a [Parham et al, 1979]
GAP.A3 HLA-A3 IgG2a [Berger et al, 1982]
B1.23.2 HLA-B, HLA-C, HLA-Aw19-Subgr. 1gG2b  [Rebai & Malissen, 1983]
C7709A2 HLA-A24 IgG2a [lkeda et al, 1997]

MA2.1 HLA-A2, HLA-B17 lgG1 [Ways & Parham, 1983]
BB7.2 HLA-A2 lgG1 [Parham & Brodsky, 1981]
BB7.1 HLA-B7 lgG1 [Toubert et al, 1988]

Tabelle 2.1: HLA-spezifische monoklonale Antikorper (mAK). In dieser Tabelle dargestellt sind die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten HLA-spezifischen mAk mit Bezeichnung, Spezifitdt, Isotyp und

Literaturnachweis.

2.1.6.2

Durchflusszytometrie

Antikérper zum Nachweis von Oberflachenantigenen in der

Folgende Antikérper wurden fiir die Durchflusszytometrie verwendet (Tabelle 2.2):

Bezeichnung Konjugation  Spezifitat Hersteller
goat-anti-mouse o,e Ziege-anti-Maus *
Maus 1gG1/IgG1 ole Isotypenkontrolle *
Maus IgG1 [ Isotypenkontrolle *
Maus IgG1 m Isotypenkontrolle *
Maus IgG1 o Isotypenkontrolle +
Maus IgG2a o Isotypenkontrolle +
Ratten IgG2a o Isotypenkontrolle +
CD3/CD4 ole anti CD3 und CD4 *
CD3/CD8 ole anti CD3 und CD8 *
CD3/CD16 ole anti CD3 und CD16 *
CD3/CD56 ole anti CD3 und CD56 *
CD3 0,8 anti CD3 *
CD4 o,e.m anti CD4 *
CD8 o,e.m anti CD8 *
CD16 ° anti CD16 *
CD56 ° anti CD56 *
CD45-RO o anti CD45-RO *
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CD45-RA ° anti CD45-RA *
CD57 o anti CD57 +
EB6 = CD158a ° anti p58.1 und p50.1 *
GL183 = CD158b ° anti p58.2 und p50.2 *
KIRp70 ° anti KIRp70 *
CD94 o anti CD94 *
NKG2D ° anti NKG2D *
CD1.d m anti CD1.d **
CD1.d m anti CD1.d #
CCR7 o anti CCR7 ~
CD25 ° anti CD25 *
CD69 ° anti CD69 L+
CD27 ° anti CD27 *
CD28 ° anti CD28 *
CD62L ° anti CD62L *
HLA-DR ° anti HLA-DR *
CD122 o anti CD122 *
CD161 ° anti CD161 *
TCR af om anti TCRaB-Kette *
TCRyd om anti TCRyd -Kette *
VB2 ° anti TCR-VB32-Familie *
VB12 ° anti TCR-VB12-Familie *
Beta-Mark ole anti TCR-VB-Familien *
CD54 ° anti CD54 +
CD58 o anti CD58 *
CD80 o anti CD80 *
CD86 ° anti CD86 *

Tabelle 2.2: Antikérper zum Nachweis von Oberflichenantigenen. Gezeigt sind die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Antikorper zum Nachweis von Oberflachenantigenen auf Effektorzellen und Tumorzellen.
Konjugationen: o = Fluoreszeinisothiocyanat (FITC); e = Phycoerythrin (PE); m = Phycoerythrin kovalent
gebunden an Cyanin 5.1 (PC5); o = nicht konjugiert. Hersteller: * = Coulter-immunotech (Marseille, F); + = BD
Pharmingen (Heidelberg); # = Cymbus Biotechnology, Chandlers (Ford, UK); ~ = R&D Systems (Wiesbaden);

** = Biozol (Eching).

21.7 Zytokine

Interleukin-2 (IL-2), Proleukin
Interleukin-7 (IL-7)
Interleukin-12 (IL-12)
Interleukin-15 (IL-15)

Chiron Behring GmbH & Co (Marburg)
R&D Systems (Wiesbaden)
R&D Systems (Wiesbaden)
R&D Systems (Wiesbaden)
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21.8 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIP)
Collagenase Typ VIl

DNase Typ IV

Peroxidase

21.9 Kits

Beta Mark Kit

CD4 Multisort Kit, CD25 Positiv-Isolation

CD8 Positiv-Isolation

CD8 T Cell Isolation Kit, CD62L Positiv-
Isolation

Dead Cell Removal Kit

Roche (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Sigma (Deisenhofen)
Qiagen (Hilden)

|O Test® Beta Mark TCR V beta Repertoire
Kit (IM3497)

Beckman Coulter (Marseille, F)

Pre-Separation Filters (130-041-407)

MACS Separation LS Columns (130-042-
401)

CD4 MultiSort Kit, human (130-055-101)

MACS Separation LD Columns (130-042-
901)

CD25 MicroBeads, human (130-090-445)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch-Gladbach)

Pre-Separation Filters (130-041-407)

MACS Separation MS Columns (130-042-
201)

CD8 MicroBeads, human (130-045-201)
Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch-Gladbach)

Pre-Separation Filters (130-041-407)

MACS Separation LS Columns (130-042-
401)

CD8" T Cell Isolation Kit Il (130-091-154)

MACS Separation MS Columns (130-042-
201)

anti-human CD62L-MicroBeads (130-091-
758)

Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch-Gladbach)
Pre-Separation Filters (130-041-407)

MACS Separation MS Columns (130-042-
201)

Dead Cell Removal MicroBeads
20 x Binding Buffer Stock Solution
(130-090-101)
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Miltenyi Biotec GmbH (Bergisch-Gladbach)

intrazellulares FoxP3 Farbekit Fix/Perm-Concentrate (00-5123)
Fix/Perm-Diluent (00-5223)
10 x Permeabilisierungspuffer (00-8333)
NRS (normales Rattenserum) (24-5555)
anti-human FoxP3 (PCH101)
eBioscience, NatuTec (Frankfurt)

Vectastain® Elite Kit Vector Laboratories (Burlingame, USA)
(Reagenzien A und B)

2.1.10 Zellkulturmedien

Fir die Zellkultur wurde RPMI 1640-Medium verwendet. Vor Gebrauch wurden 1 %
Penicillin/Streptomycin und hitzeinaktiviertes FCS zu 10 % (Zellkulturmedium) bzw. zu
20 % (Primarkulturmedium) zugesetzt. RPMI 1640 ohne Penicillin/Streptomycin und
Serum wird im Folgenden RPMI genannt, mit Penicillin/Streptomycin und 10 % Serum

wird es als RPMlyq o, mit 20 % Serum als RPMIyg ¢, bezeichnet.

In Transfektions-ELISpot-Assays (Abschnitt 2.2.2.1.4) wurde RPMI mit 10 % Serum ohne

Zusatz von Antibiotika eingesetzt (RPMl1g ¢ onne AB)-

Fiar die T-Zellkultur wurde AIM-V™ Medium verwendet, welches fir MLTCs mit 5 %
Humanserum und fur CTL-Klone mit 10 % HS erganzt wurde (AIM-V5 o, bzw. AIM-V g ).

Alle Medien wurden bei 4°C gelagert.

Einfriermedium X-VIVO15 bzw. AIM-V
Humanalbumin 8 %
Heparin (Liquemin) 10 IU/mi

Fir die Kryokonservierung wurde kurz vor der Verwendung DMSO zu 10 % frisch

zugesetzt.

21.11 Puffer und Losungen

Acetatpuffer fir ELISpot-Assays H.O 46,9 ml
Essigsaure 0,2 N 4,6 ml
Natriumacetat 0,2 N 11,0 ml

FACS-Puffer PBS 500 ml

0,5 % BSA 250 mg
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MACS-Puffer PBS 500 ml
0,5 % BSA 250 mg
2 mM EDTA

PBS 1x Instamed PBS-Pulver 95,59
H,O ad 10 L

Trypanblau (Stamml&sung) Trypanblau 20g
H.O ad1L

Trypanblau (Gebrauchslosung) Trypanblau Stammlésung 75 ml
150 mM NaCl 25 ml

2112 Zelllinien und Blutlymphozyten

2.1.12.1 Blutlymphozyten von Patienten und Spendern

In dieser Arbeit wurden mononukleare Zellen des peripheren Bluts verwendet, welche von
Patienten (autolog) und deren HLA-identischen Geschwistern (allogen SIB) gewonnen
wurden. Im Modell ELTHEM standen zusatzlich PBMCs von drei nicht verwandten
gematchten Spendern (allogen) zur Verfugung. In einigen Fallen wurden diese PBMCs
aus Routine-Blutspenden der Transfusionszentrale des Universitatsklinikums Mainz
gewonnen. Zunachst wurden aus einer 450 ml Vollblutspende so genannte
Leukozytenfilme oder ,buffy coats” maschinell abgetrennt. Diese enthalten Leukozyten,

aus denen durch Ficoll-Separation die Lymphozyten isoliert werden kénnen.

2.1.12.2 Nierenzellkarzinomlinien ELTHEM-RCC, MZ3114-RCC,
MZ3126-RCC und MZ3603-RCC

Bei diesen Nierenzellkarzinomlinien handelt es sich um in vitro stabil wachsende
Tumorlinien, die aus den Primartumoren der klarzelligen Nierenzellkarzinome der
Patienten ELTHEM, MZ3114, MZ3126 und MZ3603 generiert wurden. Folgende Tabelle

stellt die serologische HLA-Klasse-I-Typisierung der Tumorlinien dar:

RCC-Linie HLA-A HLA-B HLA-Cw
ELTHEM 03, 24 07, 08 07
MzZ3114 02 18, 27 02, 05
MZ3126 02, 11 50, 51 06, 15
MZ3603 26, 32 14, 38 08, 12

Tabelle 2.3: HLA-Klasse-I-Typen der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Nierenzellkarzinomlinien.
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2.1.12.3 EBV-transformierte B-Lymphozyten

Wie in Abschnitt 2.2.1.5 beschrieben, handelt es sich hierbei um stabil in Suspension
wachsende lymphoblastoide B-Zelllinien (LCL, engl. lymphoblastoid cell line), die durch

Epstein-Barr-Virus (EBV) transformiert und immortalisiert wurden [Tatsumi, 1992].

ELTHEM-EBV, MZ3114-EBV und MZ3603-EBV sind die EBV-LCL-Zelllinien, die aus den
Nierenzellkarzinom-Patienten ELTHEM, MZ3114 bzw. MZ3603 gewonnen wurden;
ELTHEM SIB-EBV, MZ3114 SIB-EBV, MZ3603 SIB-EBV sind die EBV-LCLs der jeweils

gematchten Geschwisterspender.

AK-EBV-LCL ist die EBV-LCL des gesunden Spenders AK.

2.1.12.4 Weitere Tumorzelllinien und nicht-maligne Zellen

Alle Zelllinien, die fir Kreuzreaktivitatsstudien verwendet wurden, waren HLA-Klasse-I-
typisiert. Sie entstammten unterschiedlichen Tumorentitaiten mit den folgenden

Abkurzungen:
e RCC (engl. renal cell carcinoma) fur Nierenzellkarzinomlinien;
e COC (engl. colon carcinoma) fur Kolonkarzinomlinien;
e GBC (engl. gallbladder carcinoma) flr Gallenblasenkarzinomlinien;
e PC (engl. pancreatic carcinoma) fir Pankreaskarzinomlinien;
e HCC (engl. hepatocellular carcinoma) flr hepatozellulare Karzinomlinien;
e LC (engl. lung cancer) fir Lungenkarzinomlinien;
e MEL (engl. melanoma) fir Melanomlinien;
e NKC (engl. nonmalignant kidney cells) fur nicht-maligne/normale Nierenzellen;
e AML (engl. acute myeloid leukemia) fir akute myeloische Leukdmiezellen;
e CML (engl. chronic myeloid leukemia) flr chronische myeloische Leukamiezellen.

RCC- & LCL-Linien mit dem Index MZ und einer mit 1 beginnenden Zahl wurden von Prof.
A. Knuth (Universitat Zirich, CH), und dem Ludwig Institut flir Krebsforschung (LICR,
Zirich, CH), zur Verfigung gestellt [Bernhard et al, 1994]. Linien mit dem Index MZ und
einer mit 3 beginnenden Zahl wurden in unserem Labor generiert. Die RCC-Zelllinie
ELTHEM-RCC wurde von Dr. E. Ranieri (Universitat Bari, Italien) bereitgestellt.

HCC und LC wurden von Dr. S. Strand und Dr. S. Horn (Universitat Mainz) zur Verfligung
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gestellt. MEL und PC wurden bereits beschrieben [Wolfel et al, 1993a; Wolfel et al,
1993b].

AML- und CML-Zellen mit einer zweistelligen MZ-Kodierung wurden von Herrn Prof. T.
Wolfel (Universitat Mainz) bereitgestellt. Solche mit einer dreistelligen MZ-Kodierung

wurden von Frau Dipl.-Biol. E. Distler (Universitat Mainz) zur Verfligung gestellt.
Folgende Zelllinien wurden fiir Kreuzreaktivitatsstudien verwendet:

MZ1257-RCC, MZ1257-LCL, MZ1851-RCC, MZ1846-RCC, MZ1879-RCC, MZ1774-RCC,
MZ1940-RCC, MZ1973-RCC, MZ3049-RCC, MZ3212-RCC, MZ3212-LCL, FMKOT-RCC,
Heardt-RCC, LB1047-RCC, MZ5-MEL, MZ7-MEL, MZ9-MEL, SK29-MEL, SK29-EBV,
SK37-MEL, SK64-MEL, SK93-MEL, D05-MEL, D05-EBV, D14-MEL, D14-EBV, D41-MEL,
D41-EBV, Hammes-COC, SK-CO1-COC, HT29-COC, MZ6-LC, MZ16-LC, MZ2-PC, MZ2-
LCL, MZ15-LCL, MZ201-AML, MZ201-LCL, MZ25-CML, MZ51-CML, HepG2-HCC, MZ1-
GBC, MZ1-EBV.

2.1.12.4.1 Cos7-Zellen

Cos7-Zellen fanden in der vorliegenden Arbeit bei der transienten Transfektion mit
Expressionsplasmiden in Transfektions-ELISpot-Assays Verwendung. Sie stammen aus
der Grinen Meerkatze (Ceropithecus aethiops) und sind mit einem deletierten Genom
des SV40-Virus transformierte fibroblastare Nierenzellen. Durch die Transformation
exprimieren sie konstitutiv das grofte T-Antigen dieses Polyomavirus, was die episomale
Replikation von zirkularen Plasmiden, die einen SV40-DNA-Replikationsursprung tragen,

ermoglicht.

2.1.12.4.2 Kb562-Zellen und HLA-Transfektanten

K562 ist eine Zelllinie, die urspriinglich aus einem Patienten mit chronischer myeloischer
Leukdmie stammt [Klein et al, 1976]. Sie zeichnet sich dadurch aus, dass sie keine HLA-
Molekile auf ihrer Zelloberflache exprimiert. Daher findet sie als NK-Zell-,Target

Verwendung [Kaplan & Callewaert, 1978].

Fur die Charakterisierung der ,Mismatch“-Reaktivitat von einer der generierten T-Zelllinien
(Abschnitt 3.2.1.1) wurde eine K562-Transfektante eingesetzt, die stabil mit HLA-A*0301
transfiziert worden war. Diese K562-Transfektante wurde von Herrn Prof. T. Wolfel

(Universitat Mainz) zur Verfiigung gestellt [Britten et al, 2002].
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2113 ELISpot-Experimente

Anti-hIFN-y-Antikérper #1-D1K (Maus-1gG) Mabtech AB (Nacka, S)
Anti-hIFN-y-Antikérper #7-B6-1 (Maus-IgG), biotinyliert Mabtech AB (Nacka, S)
ELISpot-Gerat Axio Imager M. 1 Zeiss (Jena)

Klebefolie zum Ablésen der Nitrozellulosemembran Millipore (Eschborn)

KS ELISpot-Software Version 4.9 Zeiss (Jena)
Multiscreen 96-well Filtration Plate Millipore (Eschborn)

(mit Nitrozellulosemembran)

Automatische Auswertung

Fur die Auswertung der IFN-y-ELISpot-Experimente wurde ein automatisches
Messverfahren (KS ELISpot-System Version 4.9 der Firma Zeiss, Jena) eingesetzt.
Dieses Messverfahren bestand aus einem Auflichtmikroskop mit Motortisch und
Autofokus. Der Motortisch konnte jede einzelne Testeinheit (TE) der ELISpot-Platte
prazise ansteuern. Die vom Mikroskop erfassten Zytokinspots wurden von einer
angeschlossenen Farbkamera aufgenommen und digitalisiert. AnschlieRend konnte das

Ergebnis durch die KS ELISpot-Software ausgewertet werden [Herr et al, 1997].

21.14 Kokultur und intrazellulare Perforin-Farbung
Anti-hPerforin-Antikdrper #0G9 (Maus-lgG2b) Biocarta (Hamburg)
Anti-Maus IgG (Ziege-anti-Maus), Cy3-gekoppelt Dianova (Hamburg)
Hoéchstfarbstoff 33342 Invitrogen (Karlsruhe)
Kammer-Objekttrager (,Chamberslide®) BD Biosciences (Heidelberg)

Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510UV, Zeiss (Jena)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und Primarkultur

Die Kultur eukaryontischer Zellen erfolgte nach Standardmethoden (Lindl, Zell- und
Gewebekultur, 4. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag). Es werden hier nur
Besonderheiten und Abweichungen der Standardprotokolle aufgefuhrt. Alle Zellkulturen
wurden unter sterilen Bedingungen bearbeitet, d. h. an einem sterilen Arbeitsplatz unter
Verwendung steriler Materialien. Samtliche Zelllinien wurden bei 37°C und 5 % CO, in

einer wasserdampfgesattigten Atmosphare kultiviert.

2.2.1.1 Generierung neuer Tumorzelllinien aus Primédrtumoren und

Kultivierung von Tumorzelllinien

Grundvoraussetzung fir die Bearbeitung neuer Modellsysteme sind stabil in Zellkultur
wachsende Nierenzellkarzinom-Zelllinien. Diese wurden aus Primartumoren von
Nierenzellkarzinomen generiert, indem das frisch enthommene Tumorgewebe zunachst
durch wiederholten Mediumwechsel in kaltem HBSS.agau gespllt wurde, bis der
Uberstand klar war. Zusatzlich wurde ein Stiick Gewebe der zugehdrigen nicht-malignen
Niere analog behandelt, um nicht-maligne Nierenzellen zu generieren, die als
Kontrollzellen in Experimenten dienten. Nach den Spuilschritten wurde das Tumor- und
Nieren-Material in jeweils eine Petrischale Uberfihrt und zunachst makroskopisch
beurteilt. Nekrotische Areale, Binde- und Fett-Gewebe wurden entfernt und je nach GroRle
des Tumor- und Nieren-Materials mehrere kleine Stiickchen (ca. 0,5 cm®) in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Das restliche Gewebe wurde mit zwei Skalpellen durch
gegenlaufige Schneidebewegungen so lange zerkleinert, bis es mit einer 25 ml-Pipette
aufgenommen werden konnte. Ein kleiner Teil des zerkleinerten Materials wurde als
unverdauter Ansatz in eine kleine Zellkulturflasche (25cm?) gegeben, wahrend der
restliche Ansatz in ein 50 mI-Réhrchen Uberflhrt und die Petrischale mit etwa der Halfte
eines Enzymgemisches (HBSS.agam supplementiert mit 560 ug/ml Collagenase Typ VI
und 26 pg/ml DNase Typ V) ausgespult und ebenfalls in das Réhrchen gegeben wurde.
Dieser Ansatz wurde bei 38 °C im Wasserbad fur 15 min inkubiert, wobei alle 3 min das
Roéhrchen geschwenkt wurde, um einen nahezu gleichmaRigen Verdau zu gewahrleisten.
Dann wurde das restliche Enzymgemisch hinzu pipettiert, wobei die Gesamtmenge (max.
50 ml) abhéngig von der Menge des Materials war. Nach dem Verdauungsschritt wurde
die Einzelzellsuspension mit den restlichen Stlickchen bei 1000 rpm 3 min zentrifugiert,

der Uberstand gesammelt und das Pellet mit den Stiickchen Uber ein 70 um Zellsieb
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gegeben, um diese herauszufiltern und weitere Zellen aus den Stlickchen zu |8sen. Der
Uberstand wurde in drei weiteren Schritten abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min) und durch
Dekantieren gesammelt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand
verworfen. Die Pellets wurden in PBS zusammengefiihrt und dreimal gewaschen
(Zentrifugation bei 1500 rpm, 5 min, und anschlieRendes Verwerfen des Uberstandes),
bevor die Zellen in Primarkulturmedium (RPMly9,) aufgenommen und gezahlt wurden.
Jeweils 2,5x 10° Zellen wurden in kleine Zellkulturflaschen (25cm?) ausgeséat, die

restlichen Zellen kryokonserviert.

Die neuen Primarkulturzelllinien und alle anderen bereits stabil in Zellkultur und adharent
wachsenden Tumorzelllinien wurden je nach Expansionszustand in liegenden
Zellkulturflaschen unterschiedlicher Grofien (25, 80, 175 cm2) in RPMlyq 9, (Zellkulturlinien)
bzw. in RPMly+ (Primarkulturlinien) kultiviert. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit
wurden sie zwischen zweimal wochentlich und einmal in zwei Monaten subkultiviert. Dazu
wurden die Zellen zum Lésen vom Boden der Zellkulturflasche fir 5 Minuten bei 37 °C mit
Trypsin-EDTA (0,05 %) inkubiert und anschlieRend durch Spulen mit RPMI in Suspension
gebracht. Nach Zentrifugation wurden sie je nach Bedarf mit einer Dichte von ca. 1 x 10*
Zellen/cm? wieder ausgesat oder kryokonserviert. Nach jedem Ablésen der Zellen

(,Passagieren®) wurde die Zellkultur-Passage um eins erhéht.

Stabil in Zellkultur wachsende Primarkulturzelllinien wurden ab Passage 15 bis 20 parallel
zur Kultivierung in Primarkulturmedium auch in Zellkulturmedium kultiviert, um das
Wachstum in 20 % mit dem Wachstum in 10 % FCS zu vergleichen. Das vergleichende
Wachstum in den unterschiedlichen FCS-Konzentrationen wurde einige Wochen
protokolliert und dann, sollten keine gravierenden Unterschiede in den Zellzahlen

aufgetreten sein, komplett auf Zellkulturmedium umgestellt.

2.2.1.2 Isolation von peripheren mononuklearen Blutlymphozyten

Aus peripherem Blut oder ,buffy coats“ wurden die PBMCs mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurden LeucoSep-Rohrchen mit 15 mi
Lymphozyten-Separationsmedium beladen, das Medium unter die Fritte zentrifugiert und
dann bis zu 30 ml Blut auf die Fritte der Rohrchen pipettiert. Nach Zentrifugation bei
1000 x g (15 min bei Raumtemperatur) ohne Bremse befanden sich die Blutlymphozyten
in der Interphase oberhalb des Lymphozyten-Separationsmediums und konnten mit einer
Pipette vorsichtig abgenommen werden. Danach wurden sie zweimal mit RPMI
gewaschen, bevor sie gezahlt und in 20 bis 50 x 10°-Portionen kryokonserviert wurden. Im

Fall einer anschlie®enden Isolation von Lymphozyten-Subpopulationen wurden die Zellen
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direkt mit dem gekuhlten Isolationspuffer (MACS-Puffer) gewaschen.

2.2.1.3 Generierung und Kultur von polyklonalen tumorreaktiven

CD8" T-Lymphozyten

Polyklonale T-Zellkulturen wurden angesetzt, indem entweder PBMCs oder positiv
isolierte CD8" T-Lymphozyten mit letal bestrahlten (100 Gray, Gy) Tumorzellen in
gemischten Lymphozyten-Tumorzell-Kulturen (MLTCs) kokultiviert wurden. Dazu wurden
pro Kultureinheit (KE) einer 24-Loch-Platte 2 x 10° Lymphozyten mit 1 x 10° bestrahlten
Tumorzellen in 2 ml AIM-V5¢, zusammen gegeben. Am dritten Tag nach dieser primaren
Stimulation der T-Zellen wurden jeder KE entweder 250 IU/ml rhiL-2 (MZ3114, MZ3126,
MZ3603) oder 150 IU/ml rhiL-2 und 5 ng/ml rhiL-7 (ELTHEM) zugesetzt. Am siebten Tag
folgte die erste Restimulation und im wdchentlichen Abstand weitere. Fir die
Restimulationen wurden 1 x 10° Lymphozyten erneut mit 1 x 10° bestrahlten Tumorzellen
in 2 ml AIM-V;s ¢, unter direkter Zugabe der jeweiligen Zytokine kokultiviert. Bei Erkennung
von Antigenen auf der Oberfliche der Zielzellen sezernieren CD8* T-Zellen
unterschiedliche Zytokine, die auf der einen Seite die Zielzellen lysieren oder aber T-
Zellen zur Proliferation stimulieren kénnen. Bei sehr gutem Wachstum der Zellen wurden
diese nach wenigen Tagen nach Restimulation gesplittet, wobei sie jeweils von einer auf
zwei KE aufgeteilt wurden und jede KE mit frischem Medium ohne Zytokine aufgeflllt
wurde. Ab Kulturtag 14 bis 21 (ab der 2.-3. Restimulation) wurden die T-Zellen auf ihre
Funktionalitat in IFN-y-ELISpot-Assays und Zytotoxizitatstests (Abschnitte 2.2.2.1 und
2.2.2.2) getestet. Dadurch konnte die Tumorreaktivitdt ermittelt und mdgliche
unspezifische Reaktivititen gegen hamatopoetische Zielzellen des Patienten
ausgeschlossen werden. Mittels Blockade der HLA-Molekiile auf den Zielzellen durch
monoklonale Antikorper konnten die HLA-Restriktionen der MLTCs festgestellt werden.
Diese waren madglicherweise auf mehrere HLA-Allele aufgeteilt, da MLTCs polyklonale

Populationen mit unterschiedlichen T-Zellspezifitaten darstellen.

2.2.1.4 Generierung und Kultur von (mono-) klonalen

tumorreaktiven CD8" T-Lymphozyten

Um klonale T-Lymphozyten-Kulturen mit distinkter Restriktion zu generieren, wurden
Einzelzellsuspensionen von CD8" T-Zellen aus der MLTC durch ein Grenzverdiinnungs-
verfahren (,LD (limiting dilution) cloning” [Schawaller et al, 1980]) so verdinnt, dass sich

theoretisch nur noch 0,3, eine, drei oder zehn Zellen pro KE einer 96 Loch-
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Rundbodenplatte befanden. Diese wurden dann unabhangig voneinander mit bestrahlten
Tumorzellen des jeweiligen Nierenzellkarzinoms restimuliert. AulRerdem wurden den
Kulturen AK-EBV-LCL als ,Feeder‘-Zellen zugesetzt. Bei Erkennung eines Antigens auf
den Tumorzellen und damit einhergehend guter Proliferation wurden die Zellen in die
jeweils nachst groRere KE Uberflhrt (48 Loch, 24 Loch). Nach weiteren wdchentlichen
Restimulationen konnten die klonalen zytotoxischen T-Lymphozyten in 24 Loch-Platten
kultiviert und weiter expandiert werden. Die CTL-Klone wurden wie die MLTCs zu 1 x 10°
ausgesat, jedoch mit 5 x 10* bestrahlten Tumorzellen und 2 x 10° AK-EBV-LCL-Zellen in
2 ml AIM-V4q 9, inklusive 250 IU/ml rhiL-2 pro KE stimuliert. Auch hier erfolgte bei guter

Proliferation die Subkultivierung durch Splitten.

2.2.1.5 Generierung und Kultur von EBV-transformierten

lymphoblastoiden Zelllinien

EBV-transformierte  lymphoblastoide  Zelllinien  [Tatsumi, 1992] dienen als
hamatopoetische Kontroll-Zielzellen (,Target‘-Zellen) bei der funktionellen Testung von
tumorreaktiven CTL-Populationen. Um diese EBV-immortalisierten B-Zelllinien
herzustellen, wurden 1 x 10’ PBMCs in einem 15 ml Zellkultur-Réhrchen mit 500 ul EBV-
Uberstand versetzt und vier bis funf Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 4,5 ml
RPMI mit 20 % FCS und 1 pg/ml Cyclosporin A (CSA) hinzu gegeben, um die Aktivierung
und Proliferation von T-Lymphozyten zu unterbinden. Nach weiteren 20 Stunden
Inkubation wurde das CSA heraus gewaschen, die Zellen wieder in 5 ml RPMIlygo,
aufgenommen und in eine kleine Zellkulturflasche (25 cm?) (berfilhrt. Durch
Mediumzugabe wurden die Zellen auf eine Zelldichte von 4 x 10° Zellen pro Milliliter
eingestellt. Bei weiterhin konstanter Proliferation wurde das Medium von 20 % FCS auf
10 % FCS umgestellt und von da an zweimal wochentlich gezahlt, wenn ihre Dichte etwa

1 x 10° Zellen/ml erreicht hatte.

2.2.1.6 Generierung und Kurzzeitkultur von PHA-aktivierten PBMC-

Blasten

Eine Alternative zu lymphoblastoiden Zelllinien als hamatopoetische Kontrollzellen sind
phytohamagglutininaktivierte PBMC (PHA)-Blasten [Porzsolt & Heimpel, 1984]. PHA
stammt aus der roten Kidneybohne (Phaseolus vulgaris) und ist ein Mitogen, welches
Lymphozyten zum Wachstum stimuliert. PHA-Blasten wurden generiert, indem 2 x 10°
PBMCS mit 250 IU/ml IL-2 und 1 yg/ml PHA in AIM-V5 ., in 24-Loch-Gewebekulturplatten
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stimuliert wurden. Sobald die Blasten eine gute Proliferation zeigten, wurden sie durch
Aufteilen auf die doppelte Anzahl an KE subkultiviert und in der Regel zwischen Tag 8

und Tag 14 in Experimenten verwendet.

2.2.1.7 Generierung und Kultur von tumorinfiltrierenden

Lymphozyten

Tumorinfiltrierende Lymphozyten wurden aus Nierentumorpraparationen generiert, die
direkt nach dem Verdauungsschritt mit Collagenase und DNase in AIM-V1q+, in 24-Loch-
Gewebekulturplatten mit Fluconazol (40 ug/ml), 1000 1U/ml IL-2 und 5 ng/ml IL-7 ausgesat
wurden. Bei Bedarf wurde das Medium gewechselt und auch die Zytokine noch einmal
anteilig hinzu gegeben, die Zellen ausgewaschen und unter anteiliger Zytokinzugabe in
neue Gewebekulturplatten umgesetzt oder aber bei guter Proliferation der Inhalt der KE
auf jeweils die doppelte Anzahl aufgeteilt. Aufgrund der vielen enthaltenen Tumorzellen
mussten die Kulturen des Ofteren umgesetzt werden, um reine Lymphozytenkulturen zu
erhalten. Von diesem Zeitpunkt an wurden die TIL-Kulturen wie MLTCs behandelt und
einmal wdchentlich unter Zytokin- und Stimulatorzell-Zugabe restimuliert (Abschnitt
2.2.1.3).

2.2.1.8 Kryokonservierung von Zellen

Vorerst nicht mehr in Kultur bendtigte oder zu expandierende Zellen wurden fir die
Langzeitaufbewahrung kryokonserviert. Dazu wurden diese gezahlt, abzentrifugiert und in
dem gewunschten Volumen an Kryokonservierungsmedium, das zuvor mit 10 % DMSO
versetzt wurde, aufgenommen. Die Zellen wurden auf die entsprechende Anzahl an
Einfrier-R6hrchen (1 ml Volumen pro Rohrchen) verteilt und diese in Kryokonservierungs-
boxen gestellt, die durch eine Ummantelung aus Isopropanol ein kontrolliertes Abkuhlen
von 1°C pro Minute gewahrleisten. Das Abkihlen erfolgte zunachst in einem -80 °C-
Gefrierschrank, bevor die Rohrchen dann zur Langzeitlagerung in die Stickstoffbank
Uberfuhrt wurden. Die pro Einfrier-Réhrchen einzufrierenden Zellzahlen betrugen in der
Regel fiir T- und Tumor-Zellen zwischen 2 und 5 x 10°, fiir Suspensionszelllinien zwischen

6 und 12 x 10° Zellen pro Milliliter Einfriermedium.
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2.2.1.9 Positive Isolation von CD8" T-Zellen

Fur die positive Isolation von CD8" T-Zellen wurden die PBMCs mit CD8-MicroBeads
(nach Protokoll: CD8-MicroBeads, Miltenyi Biotec) inkubiert. Die MicroBeads bestehen
aus kleinen magnetischen Metallkligelchen, die an murine a-human CD8-Antikérper
gekoppelt sind und somit ausschlieBlich an humane CD8" Lymphozyten binden. Die an
die MicroBeads gebundenen Zellen wurden (ber eine magnetisch geladene
Separationssaule (je nach Zellzahl: MS- oder LS-MACS (,magnetically activated cell
sorting*) Separation Columns, Miltenyi Biotec) gegeben und auf der Saule gehalten. CD8-
negative Zellen wurden nicht an die Saule gebunden und als CD8-Negativfraktion
aufgefangen. Nach Entmagnetisierung der Separationssdule wurden die CD8" T-
Lymphozyten mit einem Stempel von der Saule eluiert und durch mehrmaliges Waschen

weitgehend von ungebundenen MicroBeads getrennt.

2.2.1.10 Isolation von naiven und ,,central memory“ CD8" CD62L" T-
Zellen

Um naive und ,central memory“ CD8" T-Zellen zu isolieren und deren proliferative und
tumorreaktive Kapazitat im Vergleich zu ,effector memory“ CD8" T-Zellen zu Uberprifen,
wurden diese Zellen auf der Basis ihrer CD62L (L-Selektin)-Expression separiert. CD62L
ist ein ,homing receptor®, der von naiven und ,central memory“T-Zellen exprimiert wird
[Weninger et al, 2002]. Zunachst wurden aus PBMCs CD8" T-Zellen isoliert, allerdings
nicht, wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, Uber die positive Selektion,
sondern Uber eine negative Isolationstechnik (nach Protokoll: CD8" T Cell Isolation Kit I,
Miltenyi Biotec). Hierbei wurde ein Gemisch aus biotinkonjugierten monoklonalen
Antikérpern verwendet, welche gegen CD4, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123,
TCR y/6 und CD235a (Glykophorin A) gerichtet waren. Nach Zugabe von Anti-Biotin-
Beads und Depletion der magnetisch markierten nicht-CD8-Zellen (ber LS-Saulen
resultierte eine nicht magnetisch markierte CD8*-Fraktion (Durchlauf) und eine
magnetisch markierte Fraktion, die alle anderen Zellen enthielt (CD4" T-Zellen, y/d T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, dendritische Zellen, Monozyten, Granulozyten und
Erythrozyten). Die CD8"-Fraktion wurde daraufhin mit CD62L-Microbeads (nach Protokoll:
CD62L-MicroBeads, Miltenyi Biotec) inkubiert und Gber MS-Saulen separiert. Dies ergab
eine CD8" CD62L"-Fraktion und eine CD8" CD62L -Fraktion, aus denen jeweils — wie in
Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben — MLTCs angesetzt wurden.
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Spender PBMCs

CD8

Negative Isolation

A 4

CD8" T-Zellen

CD62L
Positive
Isolation
CD8"* CD62L" CD8* CD62L"
naive / ,,central memory* »effector memory*
T-Zellen T-Zellen

Schema 2.1: Isolation von CD8" CD62L* naiven / ,central memory*“ T-Zellen. Naive und ,central
memory*-T-Zellen wurden nach einer vorangehenden Negativ-Isolation von CD8-positiven T-Zellen auf der
Basis ihrer CD62L-Expression positiv isoliert.

2.2.1.11 Depletion von regulatorischen T-Zellen

CD4" CD25" FoxP3" regulatorische T-Zellen (Tregs) konnen einen immun-
supprimierenden Einfluss auf tumorreaktive T-Lymphozyten in Tumorpatienten ausiben
[Wolf et al, 2003; Liyanage et al, 2002; Woo et al, 2002]. Daher sollten regulatorische T-
Zellen aus MLTC-Ansatzen entfernt werden, um dann die Proliferation und Tumor-
reaktivitat vergleichend zu Uberprifen. Zunachst wurde ein Protokoll zur in vitro-Depletion

von T regs etabliert. Dieses ist in Schema 2.2 dargestellt.

Fur die Depletion wurde zunachst eine positive Anreicherung von CD4" T-Zellen Uber
CD4-MicroBeads (nach Protokoll: CD4 MultiSort Kit, Miltenyi Biotec) und mithilfe von LS-
Saulen (Miltenyi Biotec) durchgefuhrt. Die daraus resultierenden positiven und negativen
Fraktionen wurden aufgefangen. Die CD4-positiven T-Zellen wurden mittels des
.Release”-Reagenz von den gebundenen CD4-MicroBeads geldst und die Lése-Reaktion
mit einem Stop-Reagenz beendet. Mit einem zweiten Isolationsschritt sollten CD4" CD25"
T-Zellen positiv isoliert werden. Dazu wurden die CD4-positiven Zellen nun mit CD25-
MicroBeads (nach Protokoll: CD25-MicroBeads, Miltenyi Biotec) inkubiert. Die hieraus

resultierende Positivfraktion enthielt CD4" CD25" doppelt positive T-Zellen und wurde als
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T reg-Fraktion bezeichnet. In der Negativfraktion waren CD4" CD25 T-Zellen enthalten.
Diese wurde als T reg-depletierte Fraktion benannt. Die Negativfraktion des ersten
Isolationsschrittes (CD4-negative T-Zellen) wurde als Masterpopulation verwendet und mit
entweder CD4" CD25" T-Zellen (MLTC-Ansatz mit T regs) versetzt oder aber mit CD4"
CD25 T-Zellen (MLTC-Ansatz ohne T regs). Die folgenden Ansatze wurden gestartet:

e 1,5x 10° CD4-negative Masterpopulation mit 0,5 x 10° CD4* CD25" T reg-Zellen
(MLTC-Ansatz mit T regs);

e 1,5x10° CD4-negative Masterpopulation mit 0,5x 10° CD4" CD25 T-Zellen
(MLTC-Ansatz ohne T regs);

e 2x10° PBMCs (reguldrer MLTC-Ansatz).

Die unterschiedlichen MLTC-Ansatze wurden — wie in Abschnitt 2.2.1.3 beschrieben —

restimuliert und ab Tag 21 auf immunologische Funktionalitat getestet.

Spender PBMCs
CD4
Positive
CD4+ . CD4
Isolation
1 = Masterpopulation

Losen der Beads

CD25
Positive
CD4"' CD25" | . CD4' CD25
solation
Regulatorische T-Zellen T reg-depletierte Fraktion

Schema 2.2: Depletion von CD4" CD25" regulatorischen T-Zellen (T regs). Nach einer positiven
Anreicherung von CD4-positiven T-Zellen wurde diese Fraktion Uber CD25 positiv isoliert. Die aus dem
zweiten Isolationsschritt resultierende CD25-Negativfraktion stellte die T reg-depletierte Fraktion dar.
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2.2.2 Testmethoden fiir die Funktionalitat von T-Zellen

2.2.2.1 Interferon-y-ELISpot-Assay

Der Interferon-y-ELISpot (enzyme-linked immunosorbent spot)-Assay dient dem
Nachweis von IFN-y-sezernierenden T-Zellen auf Einzelzellebene (Abbildung 2.1). Dazu
wird ein monoklonaler Antikérper gegen humanes IFN-y eingesetzt, der mit dem
konstanten Teil seiner schweren Kette an eine Nitrozellulose- oder Nylonmembran
gebunden wird. Mit seinem variablen Bereich bindet er IFN-y, welches T-Lymphozyten
nach Antigenerkennung freisetzen. Um gebundenes Zytokin mit einer Farbreaktion
nachweisen zu koénnen, wird nach Abwaschen der Zellen ein Zweitantikdrper hinzu
gegeben, der ein zum Erstantikérper differierendes IFN-y-Epitop erkennt und an Biotin
gekoppelt ist. Die Farbereaktion wird Uber die subsequente Zugabe von Streptavidin,
Peroxidase und ein Peroxidasesubstrat ausgeldst und kennzeichnet die Orte der

Zytokinfreisetzung auf der Membran (Abbildung 2.2).

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Antigenerkennung. Die CD8" T-Zelle erkennt iiber den T-
Zellrezeptor ihr Antigen auf der Zielzelle und sezerniert verschiedene Zytokine (u. a. IFN-y).
APC = antigenprasentierende Zelle; CD8 = kostimulatorisches Molekil CD8; CTL = CD8-positive T-Zelle;
HLA-I = HLA-Klasse-I-Molekil; IFN-y = Gamma-Interferon; TCR = T-Zellrezeptor.
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Die ELISpot-Platte (96-Loch Mikrotiterplatte mit Boden aus Nitrozellulosemembran) wurde
mit dem anti-IFN-y-Primarantikérper (60 pl/TE, 10 ug/ml in PBS) beschichtet und
entweder am Vorabend des Testtages uber Nacht bei 4 °C oder am Testtag selbst flr
zwei Stunden bei 37 °C, 5 % CO, aufbewahrt. Ungebundener Antikérper wurde durch
dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und freie Bindungsstellen auf der
Nitrozellulosemembran durch serumhaltiges Medium (100 yl/TE) abgesattigt. Bei
Transfektionsexperimenten wurden die Zielzellen nach der Antikorperbeschichtung direkt

in serumhaltigem Medium in die TE gegeben.

Die Zielzellen und Effektorzellen wurden in einem Volumen von 100 yl RPMl4q ¢, in die TE
pipettiert. Dabei wurden die Zielzellen meist mit 5x 10* Zellen/TE eingesetzt. Als
Effektorzellen wurden PBMCs mit 1 x 10° oder mehrfach stimulierte CTLs am vierten oder
finften Tag nach Restimulation mit zwischen 5 x 10°> und 5 x 10* Zellen/TE verwendet.
Der Test wurde nach 20 Stunden Inkubation im Brutschrank entwickelt. Dazu wurden
zunachst die Zellen mit PBS/0,05 % Tween20 von der Membran gewaschen, was
sechsmal wiederholt wurde. Nach diesen Waschschritten wurde der biotinylierte
Sekundarantikdrper mit einem Volumen von 60 pl/TE und einer Konzentration von 2 pg/ml
in PBS/0,5 % BSA in die TE pipettiert und flr zwei Stunden im Brutschrank inkubiert.
Danach wurde wieder sechsmalig mit PBS/0,05 % Tween20 gewaschen, bevor der
Avidin-Peroxidase-Komplex zu 100 yl/TE zugegeben und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert wurde. Der Komplex wurde bereits 30 min zuvor
angesetzt, indem pro ELISpot-Platte 10 ml PBS/0,1 % Tween20 mit einem Tropfen
Reagenz A und einem Tropfen Reagenz B aus dem Vectastain® Elite Kit (Vector
Laboratories) versetzt wurden. Nach diesem Schritt wurde erneut mit PBS/0,05 %
Tween20 gewaschen (dreimalig) und im Anschluss dreimal mit PBS, bevor durch Zugabe
der Substratlésung zu 100 yl/TE das Entwickeln gestartet wurde. Die Substratidsung
bestand aus einer AEC (3-Amino-2-Ethyl-Carbazol)-Tablette, die in 2,5 ml
Dimethylformamid gelést und mit Acetatpuffer auf 50 ml aufgefillt wurde. Um mogliche
Feststoffe zu beseitigen, wurde diese Losung uUber einen 0,45 um-Filter gegeben. Kurz
vor Gebrauch wurde das benétigte Volumen an Substratiésung mit 0,5 pl
Wasserstoffperoxid pro Milliliter AEC versetzt, wobei das Wasserstoffperoxid hier als
Katalysator der Reaktion fungierte. Nach 5 bis 15 min konnte die Reaktion durch Spilen
mit flieRendem Leitungswasser abgestoppt werden. Nach vollstdndiger Trocknung der
Nitrozellulosemembran erfolgte die automatisierte und standardisierte Z&hlung der

entstandenen IFN-y-Spots.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des IFN-y-ELISpot-Assays. APC = antigenprasentierende
Zelle; CTL = CD8" T-Zelle; IFN-y = Gamma-Interferon. 1: Die Nitrozellulosemembran wird mit anti-hIFN-y-
Primarantikérper belegt. 2: Koinkubation von APC und CTL fuihrt bei Antigenerkennung zur IFN-y-Sekretion.
3: Zugabe des biotinylierten Sekundarantikdrpers gegen IFN-y. 4: Anlagerung der Avidin-Peroxidase-
Komplexe an Biotin. 5: Zugabe von AEC flhrt zur Umsetzung des Substrates durch die Peroxidase. 6:
Beispiel einer fehlenden Erkennung. Die T-Zellen sezernieren kein durch die Antikérper nachweisbares IFN-y.
7: Beispiel einer positiven Erkennung. Nach Antigenerkennung sekretieren die CTL IFN-y, welches durch die
Antikorper nachgewiesen werden kann. Jede IFN-y-sezernierende Zelle erzeugt einen IFN-y-Spot.

2.2.2.1.1 ELISpot-Assay zur Frequenzanalyse von T-Zellen

Mit dem IFN-y-ELISpot-Assay war es moglich, einzelne IFN-y-sezernierende T-Zellen
nachzuweisen. Daher wurde nach erfolgreicher Generierung und Expansion von
polyklonalen MLTCs oder monoklonalen CTLs deren Reaktivitit gegen die
Stimulatorzellen getestet, um die Frequenz der T-Zellen zu ermitteln, die auf
Antigenkontakt mit IFN-y-Ausschittung reagieren. In allen Modellsystemen standen
neben den Tumorzelllinien entweder EBV-transformierte B-Zelllinien oder PHA-aktivierte
PBMC-Blasten zur Verfiigung, die als weitere Zelllinie des Patienten in den Test mit
einbezogen werden konnte, um auch nicht-stimulatorzellspezifische Reaktivitaten
nachweisen zu kénnen. Als weitere Zielzelle wurde im Test das NK-Zell-,Target* K562
eingesetzt. Diese Zelllinie tragt keine HLA-Molekile auf ihrer Oberflache und diente daher
dem Ausschluss von nicht-HLA-restringierten Reaktivitaten. In Abbildung 2.3 ist

veranschaulichend ein typisches Ergebnis einer solchen Frequenzanalyse dargestellt.
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Abbildung 2.3: Beispiel eines 20h IFN-y-ELISpot-
1 2 3 4 5 Assays. Frequenzanalyse am Beispiel der
CD62L(high)*-Fraktion im Modellsystem MZ3126 an Tag
\\ 39 der Kultur mit 2x10* T-Zellen/TE. Bestimmung
erfolgte in Doppelwerten (untereinander). 1a: Positiv-
A
)

kontrolle. Reaktivitdt gegen PHA. 1b: Negativkontrolle.
Spontanfreisetzung an IFN-y ohne Zielzellen. 2:
Reaktivitat gegen die Tumorlinie MZ3126-RCC. 3:
Reaktivitdat gegen die NKC. 4: Reaktivitat gegen PHA-
Blasten. 5: Reaktivitdt gegen das NK-Zell-, Target“ K562.

2.2.2.1.2 ELISpot-Assay in Kreuzreaktivitatsstudien

Neben der Frequenzanalyse besteht mit Kreuzreaktivitdtsstudien die Madoglichkeit,
generierte T-Zellkulturen weiter zu charakterisieren. Dabei wurde die Reaktivitat der T-
Zellen gegen ein breites Spektrum anderer Zelllinien getestet. Das Ergebnis erlaubte im

Wesentlichen folgende Riickschlisse:

1. Wurden Zelllinien erkannt, die ein (oder mehrere) gemeinsame(s) HLA-Klasse-I-
Molekul(e) besitzen, so konnte man die HLA-Restriktion der T-Zellkultur einengen

oder sogar auf ein bestimmtes HLA-Molekul festlegen.

2. Wurden Zelllinien erkannt, die zu bestimmten Tumorentitdten oder Gewebetypen

gehdren, so konnte man das Expressionsmuster des Antigens bestimmen.

2.2.2.1.3 ELISpot-Assay zur Bestimmung der HLA-Restriktion mittels
Antikérperblockade (Blockadetest)

Klassische T-Zellen erkennen ihr Antigen nur in Verbindung mit den HLA-Molekulen, Gber
die das Peptid prasentiert wird. Diese HLA-restringierte Reaktivitat kann durch
monoklonale HLA-spezifische Antikorper blockiert werden, die die jeweiligen HLA-
Molekile auf der Oberflache der Zielzellen maskieren, so dass die T-Zelle ihr Antigen

nicht mehr erkennen kann. Das Prinzip ist in Abbildung 2.4 illustriert.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der HLA-Blockade durch HLA-allelspezifische monoklonale
Antikorper. Die Erkennung des Antigens durch die T-Zelle wird durch den Antikérper unterbunden, und die
Zytokinsekretion bleibt aus. APC = antigenprasentierende Zelle; CD8 = kostimulatorisches Molekiil CD8;
CTL = CD8-positive T-Zelle; HLA-I = HLA-Klasse-I-Molekiil; TCR = T-Zellrezeptor.

Der Einsatz unterschiedlicher HLA-allelspezifischer Antikérper in der HLA-Blockade dient
der Ermittlung des HLA-Restriktionselements der getesteten T-Zellen. Nur wenige der
zahlreichen monoklonalen Antikérper (Abschnitt 2.1.6.1) sind flir Blockade-Experimente
geeignet, da sie nicht nur das HLA-Allel bzw. eine HLA-Allelgruppe spezifisch erkennen
mussen, sondern dieses auch so abschirmen mussen, dass die Erkennung des HLA-
Peptid-Komplexes durch die T-Zelle nicht mehr mdglich ist. Folgende HLA-spezifischen

Blockade-Antikdrper wurden verwendet:

o W6/32. Dieser Antikorper erkennt eine raumliche Struktur, die allen HLA-Klasse-I-
Proteinen gemein ist, die mit Bom assoziieren. Darunter zahlen alle klassischen
HLA-Klasse-la-Molekule (HLA-A, -B, -C) und einige der nicht klassischen HLA-
Klasse-Ib-Molekule (HLA-E, -J und vermutlich auch HLA-G und -F). Alle klassisch
HLA-restringierten CD8" T-Zellen sollten durch diesen Antikérper blockiert werden.
Die nicht-klassischen HLA-Klasse-I-Molekule HLA-H und MIC-A werden vermutlich
nicht durch W6/32 gebunden. Die Konzentration von W6/32 im Blockadetest
betrug zwischen 50 und 100 pg/ml.

o B123.2. Dieser Antikdrper erkennt und blockiert ein gemeinsames Epitop aller



MATERIAL UND METHODEN 45

HLA-B- und -Cw-Allele sowie die HLA-Aw19-Subgruppe der HLA-A-Allele. Der
aufgereinigte Antikdrper wurde in Konzentrationen zwischen 50 und 100 pg/ml zur

Blockade eingesetzt.

e GAP-A3. Der Antikoérper erkennt und blockiert allelspezifisch HLA-A3. Die im

Blockadetest verwendete Konzentration betrug 100 ug/ml.

o MA2.1/PA2.1. Diese Antikérper erkennen und blockieren HLA-A2. Beide

Antikoérper wurden in Konzentrationen zwischen 100 und 150 pg/ml verwendet.

e C7709A2. Dieser Antikorper ist gegen HLA-A24 gerichtet und wurde in
Experimenten mit Verdinnungen von murinem Aszites von 1:10 bis 1:70

eingesetzt.

e HB55. Dieser Antikorper erkennt und blockiert spezifisch HLA-DR-Komplexe. Er
wurde als Isotypkontrolle mit einer Konzentration zwischen 50 und 100 yg/ml in

den Tests eingesetzt.

2.2.2.1.4 Transiente Transfektion von Cos7-Zellen

Im ELTHEM-Modell gab es abgesehen von einem HLA-identischen Geschwisterspender
und zwei HLA-identischen Fremdspendern auch einen nicht komplett HLA-identischen
Fremdspender. Dieser wies ein einzelnes suballelisches ,Mismatch” auf, welches sich auf
HLA-A3 befand (HLA*A302 statt HLA*A301). Um die Tumorreaktivitat der MLTC ELTHEM
allogen IV charakterisieren zu kénnen, wurden Plasmide mit den Tumor-HLA-kodierenden
cDNA-Klonen ftransient in Cos7-Zellen ftransfiziert. Mittels des IFN-y-ELISpot-Assays
konnte nachgewiesen werden, ob die Reaktivitdt der MLTC-,Responder“-Lymphozyten
gegen ein tumorspezifisches Antigen oder aber gegen das HLA-A3 Molekul des Tumors

gerichtet war.

Die transiente Transfektion von Cos7-Zellen mit HLA-kodierender cDNA wurde mithilfe
des PolyFect®-Reagenz (Qiagen, Hilden) direkt in den antikdrperbeschichteten ELISpot-
Platten (wie unter Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben) durchgeflihrt. Dazu wurden die
Zielzellen mit 2 x 104TE in 120 Ml RPMlyg o onne as VOrgelegt. Durch das im Medium
vorhandene FCS wurden (gleichzeitig die freien Bindungsstellen auf der
Nitrozellulosemembran blockiert. Das Transfektionsreagenz wurde zusammen mit den
Plasmiden mit der zu transfizierenden HLA-cDNA in 30 yl RPMI in einer Rundboden-

Mikrotiterplatte folgendermalen vorbereitet (pro TE):
e 10 pl RPMI inklusive der jeweiligen HLA-cDNA (100-200 ng)

o 20 pl RPMI inklusive 0,5 bzw. 1,0 ul PolyFect (bei Cos7-Zellen)
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Die zwei Ansatze (HLA-cDNA mit Medium und die PolyFect-Verdinnung) wurden
zusammen pipettiert, gut gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. In
dieser Zeit bildeten sich Komplexe aus so genannten aktivierten Dendrimeren und der
cDNA aus. Das Gesamtvolumen von 30 ul Transfektionslésung wurde zu den 120 pl
Zielzellen gegeben (150 pl pro TE) und noch einmal gut gemischt. Dieser Ansatz wurde
dann flir 24 Stunden inkubiert, damit die entsprechenden Proteine synthetisiert werden
konnten. Am nachsten Tag wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und 100 pl Medium
vorgelegt. Die entsprechenden HLA-restringierten T-Zellen wurden daraufhin in einem
Volumen von 100 ul hinzu gegeben. Der Test wurde nun weitere 20 Stunden inkubiert und
schlie8lich entwickelt. Zum Nachweis der Transfektionseffizienz wurde als Kontrolle eine
bekannte antigenkodierende cDNA transfiziert und ein entsprechender HLA-restringierter
und antigenspezifischer CTL zur Erkennung eingesetzt. Diese Kontrollsysteme wurden

von Herrn Prof. T. Woélfel (Universitat Mainz) zur Verfiigung gestellt.

2.2.2.2 Zytotoxizititstest / radioaktiver °'Cr-Freisetzungstest

Bei Antigenkontakt lysieren zytotoxische T-Zellen ihre Zielzellen mithilfe von
unterschiedlichen Effektormechanismen. Durch den radioaktiven °'Cr-Freisetzungstest
oder Zytotoxizitatstest kdbnnen diese Zell-Zell-Interaktionen nachgewiesen und quantifiziert
werden [Stulting & Berke, 1973]. Dazu wurden die Zielzellen fur 90 Minuten mit 100 pCi
Nay(°'Cr)O, (Amersham Buchler, Braunschweig) im Brutschrank inkubiert. Hierbei
inkorporieren die Zellen das radioaktive Chromsalz und halten es aktiv in der Zelle. Nach
vier Waschschritten mit RPMl4, o, wurden die Zielzellen — je nach Test oder Zielzelle — auf
1000 bis 2000 Zielzellen in 80 pl pro TE eingestellt und dann mit T-Zellen in
verschiedenen Effektor/Zielzell-Verhaltnissen (E/T, engl. effector-to-target) zwischen 1:1
und 90:1 oder 0,7:1 und 60:1 in Testeinheiten einer 96-Loch-Spitzboden-Mikrotiterplatte
eingesetzt. Das Gesamt-Reaktionsvolumen betrug 160 ul. Der Test wurde zwischen vier
und sechs Stunden im Brutschrank inkubiert und durch Zentrifugation der Testplatten
beendet. Pro TE wurden 80 pl des Uberstandes abgenommen und in Zytotox-Réhrchen
Uberfiihrt. Diese konnten dann in einem Gamma-Counter (Pharmacia) auf freigesetztes
Chrom Uberprift werden. Der Uberstand chromierter Zellen, die mit einem maximal
lysierenden Detergens (Tween20 in einer 1 %-igen L6sung) inkubiert wurden, diente als
Positivkontrolle (entspricht der Maximal-Lyse). Um die spontane Chromfreisetzung der
Zielzellen (entspricht der Minimal-Lyse) zu ermitteln, wurden die Zielzellen anstatt mit den
T-Zellen mit PBS inkubiert. Die folgende Formel diente der Berechnung der zytolytischen

Aktivitat der T-Zellen bzw. der spezifischen Lyse eines T-Zellklons:
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experimentelle *'Cr-Freisetzung — spontane *'Cr-Freisetzung
x 100

maximale °'Cr-Freisetzung — spontane *'Cr-Freisetzung

Zytotoxizitatstests wurden am fiinften oder sechsten Tag nach Restimulation der T-Zellen

durchgefiihrt. Alle Testansatze wurden als Doppelwerte pipettiert.

2.2.2.3 Durchflusszytometrie zur phanotypischen
Charakterisierung von T-Lymphozyten und Tumorzellen

anhand von Oberflaichenmarkern

Verschiedene Zellpopulationen kénnen anhand der selektiven Expression bestimmter
Oberflachenmolekiile in FACS (,fluorescence-activated cell sorting“)-Farbungen
charakterisiert werden. Dazu wurden die Zellen durchflusszytometrisch auf Expression
unterschiedlicher CD (,cluster of differentiation”)-Antigene Uberprift. Diese Oberflachen-
strukturen sind in unterschiedlichem Malle und unterschiedlicher Zusammensetzung auf
verschiedenen Zelltypen exprimiert [Hoffman et al, 1980]. In dieser Arbeit wurden sowohl
Lymphozyten als auch Tumorzelllinien durch diese phanotypischen Untersuchungen
naher charakterisiert, indem spezifische monoklonale Antikoérper fir bestimmte
Oberflachenmolekile und HLA-Allele eingesetzt wurden. Diese Maus- oder
Rattenantikorper (IgG) waren gegen die jeweiligen humanen Molekile gerichtet und
waren entweder direkt an einen Fluoreszenzfarbstoff (FITC, PE oder PC5) gekoppelt
(direkte Farbung) oder mussten mit einem farbstoffkonjugierten Sekundarantikorper
(Ziege-anti-Maus oder Ziege-anti-Ratte) nachgewiesen werden (indirekte Farbung). Durch
Verwendung der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe war die Untersuchung von bis
zu drei Oberflachenmolekilen in einem Ansatz gewahrleistet. Im Durchflusszytometer
wurden die Fluoreszenzfarbstoffe durch Laserlicht unterschiedlicher Wellenlange
angeregt und emittierten Licht eines entsprechenden Spektrums, welches detektierbar
war. Positive Zellen konnten so identifiziert und quantitativ ausgezahlt werden.
Ublicherweise wurden 1 x 10 vitale Zellen pro Versuchsansatz im Durchflusszytometer

gemessen.

2.2.2.3.1 Direkte FACS-Farbung von Oberflachenmolekliilen

Die bendtigte Menge der zu untersuchenden Zellen (1x10° bis 2x10° pro
Versuchsansatz) wurde abzentrifugiert, in FACS-Puffer aufgenommen und auf die

entsprechende Anzahl an FACS-Rohrchen verteilt. Nach erneuter Zentrifugation wurden
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die Zellen resuspendiert und flr die direkte Farbung 5-20 ul eines direkt an einen
Fluoreszenzfarbstoff gebundenen Antikdrpers zugegeben und 15 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin gewaschen, um ungebundenen Antikdrper zu
entfernen, und schlie8lich mit 500 pl 1 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS fixiert.

2.2.2.3.2 Indirekte FACS-Farbung von Oberflachenmolekdilen

Fur die indirekte Farbung wurden 50 ul eines unkonjugierten Primarantikérpers (1 bis
100 pg/ml) hinzu gegeben und 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Dieser Antikdrper war im
Regelfall ein monoklonaler Mausantikorper, in seltenen Fallen ein Rattenantikorper, der
gegen das entsprechende humane Molekil gerichtet war. Nach der Inkubation mit dem
Erstantikdrper folgte ein Waschschritt mit FACS-Puffer, und die Zellen wurden dann mit
einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper (Ziege-anti-Maus oder Ziege-anti-Ratte)
gegen gefarbt und wieder 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Auch diese Zellen wurden nach
einem weiteren Waschschritt mit 1 % PFA fixiert und konnten dann innerhalb eines
Zeitraumes von bis zu sieben Tagen nach Fixierung am Durchflusszytometer analysiert

werden.

2.2.2.3.3 Beta-Mark-Farbung zur Charakterisierung der B-Kette des T-

Zellrezeptors von klonalen T-Zellpopulationen

Eine Beta-Mark-Farbung ist eine direkte FACS-Farbung, bei der die direkt an
Fluoreszenzfarbstoffe gebundenen monoklonalen Antikérper spezifisch an Epitope der
unterschiedlichen TCR-V@-Ketten binden. Dabei befanden sich je drei Antikérper in einem
von insgesamt acht Testréhrchen (Rdéhrchen A-H), die entweder FITC oder PE oder beide
Farbstoffe gebunden hatten, d. h. insgesamt konnten 24 Beta-Mark-Ketten durch diese
Methode abgedeckt werden. Die Aufteilung der im Beta-Mark-Kit (Abschnitt 2.1.9)

enthaltenen Antikorper ist in Tabelle 2.4 aufgelistet.

Wie bei einer normalen FACS-Farbung wurden die zu untersuchenden Zellen (2 x 10° pro
Versuchsansatz) abzentrifugiert, einmal in FACS-Puffer gewaschen, dekantiert und mit
dem entsprechenden Antikdrper-Mix versetzt. Es wurden 10 pl an Antikérper-Mix pro
Versuchsansatz verwendet und mit CD8-PC5 kogefarbt, damit die prozentuale Expression
von CD8" T-Zellen mit dem entsprechenden T-Zellrezeptor bestimmt werden konnte.
Diese Farbung wurde im Gegensatz zur normalen direkten Farbung nicht bei 4 °C
durchgefthrt sondern 15 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden auch

hier — wie oben beschrieben — gewaschen und fixiert.
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FITC PE FITC/PE
Réhrchen A VB3 VB5.3 VB7.1
Réhrchen B VB16 VB9 VB17
Réhrchen C VB20 VB18 VB5.1
Réhrchen D VB8 VB13.1 VB13.6
Réhrchen E VB12 VB5.2 VB2
Réhrchen F VB21.3 VB23 VB1
Réhrchen G VB14 VB11 VB22
Réhrchen H VB7.2 VB13.2 VB4

Tabelle 2.4: TCR VB Repertoire Kit. In jedem Antikdrper-Réhrchen waren drei Antikérper gegen
verschiedene B-Ketten des TCR enthalten. Diese waren entweder an FITC, PE oder an FITC und PE
gekoppelt.

Die Uberpriifung der Oberflachenexpression von HLA-Molekilen auf Tumorzellen erfolgte
mit nicht-konjugierten anti-HLA-Antikorpern, die mit fluoreszenzmarkiertem Ziege-anti-
Maus-Antikérper angefarbt wurden. Der Nachweis von kostimulatorischen Molekillen
(CD80, CD86) und Adhasionsmolekilen (CD54, CD58) auf Tumorzellen erfolgte mittels
direkter FACS-Farbung. T-Zellpopulationen wurden mithilfe von direkten FACS-
Farbungen auf quantitative Expression von CD3 (T-zellspezifisches Oberflachenmolekiil),
CD4 und CD8 und auf qualitative Expression des TCR (ap-Ketten bzw. yd-Ketten)
Uberprift. Untersuchungen auf CD45RA, CD45R0O, CD62L und CCRY lieferten Hinweise
auf den Differenzierungszustand der T-Zellen (naive oder differenzierte Gedachtnis-T-
Zellen), und Farbungen auf die Oberflachenmolekile CD16, CD56, CD57, CD28, CD9%4,
CD25, CD69, CD158a und CD158b dienten der Unterscheidung der T-Zellen von NK-
oder NK-T-Zellen.

2.2.2.4 Intrazellulédre Perforin-Farbung

Um intrazellulares Perforin in den Effektorzellen nachweisen zu kénnen, wurde eine
Kokultur von T-Zellen mit ihren Stimulator-RCC-Zellen angelegt. Dazu wurden die
,1arget“-Zellen in ein ,Chamberslide* (Kammer-Objekttrager) ausgesat und lber Nacht
zum Adharieren inkubiert. Die Effektoren wurden am zweiten Tag in unterschiedlichen
E/T-Verhaltnissen (3/1, 5/1, 10/1) zu den ,Target“Zellen in das ,Chamberslide* gegeben
und fur drei Minuten bei 300 rpm zentrifugiert, um das Absinken der Effektoren zu
beschleunigen. Effektoren und , Target™Zellen wurden gemeinsam eine halbe Stunde bei
37 °C koinkubiert, um zu gewahrleisten, dass die Effektoren ihre ,Targets” finden und an

sie binden kdénnen. Dann wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und pro Kammer
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200 ul -20 °C kaltes Methanol:Aceton (v:iv 1:1) zugegeben. Nach 30 Sekunden wurde
vorsichtig das Methanol:Aceton abgenommen und die restliche Flissigkeit abgedampft.
Die Zellen waren hiermit fixiert und konnten nun im nachsten Schritt blockiert werden,
indem 3 % BSA in PBS/0,1 % Tween (,Blockingsolution®) in die Kammern zugegeben,
30 Minuten bei Raumtemperatur auf den Zellen belassen und dann vorsichtig
abgenommen wurde. Der primare Perforin-Antikbrper (200 pg/ml)  wurde in
.Blockingsolution® 1:50 verdinnt und in 100 yl pro Kammer hinzu pipettiert. Nach
Inkubation der Zellen mit dem primaren Antikérper iber eine Stunde bei Raumtemperatur
wurde dreimal mit PBS/0,1 % Tween gewaschen. Die restliche Flussigkeit wurde
abpipettiert und der an einen roten Fluoreszenzfarbstoff (Cy3) gekoppelte sekundare
Antikorper (Ziege-anti-Maus; 1,4 mg/ml) in ,Blockingsolution® 1:200 verdinnt. In den
gleichen Ansatz wurde auch der blaue Kernkontrastierungsfarbstoff (HOochst) in einer
Konzentration von 1 uyg/ml zugegeben und alles zusammen in 100 yl auf die Zellen
gegeben. Nach Inkubation von einer Stunde bei Raumtemperatur wurde wieder dreimal
mit PBS/0,1 % Tween gewaschen und die Zellen in jeweils 300 pl PBS aufgenommen. In
dieser Form waren die ,Chamberslides* zwei Wochen haltbar und konnten mikroskopisch

analysiert werden.

2.2.2.5 Intrazelluldre Farbung des ,,Forkhead Box P3“-Proteins

,Forkhead Box P3“ (FoxP3) gilt als ein spezifischer Marker von CD4" CD25"
regulatorischen T-Zellen. Es ist ein 49-55 kDa grofl’es Protein, welches zur Familie der
.Forkhead/winged helix“-Transkriptionsregulatoren gehort. Fir die intrazellulare Farbung
dieses Proteins mittels eines fluoreszenzmarkierten Antikérpers mussten die Zellen
permeabilisiert werden. Sollten parallel auch Oberflachenmolekile gefarbt werden
(Kofarbung), so wurde zunachst ein normales FACS gefarbt (Abschnitt 2.2.2.3), bevor
dann nach einem Waschschritt in FACS-Puffer die Permeabilisierung mit einer Fixierungs/
Permeabilisierungslosung folgte. Diese wurde eine Stunde bei 4 °C durchgefihrt. Nach
einem Waschschritt in FACS-Puffer und weiteren zwei Waschschritten in einfach
konzentriertem (1 x) Permeabilisierungspuffer wurde ein Blockierungsschritt vollzogen,
um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Dieser erfolgte fir 15 Minuten bei 4 °C in
2 %-igem normalem Rattenserum (NRS) in 1 x Permeabilisierungspuffer. Daraufhin wurde
direkt der FITC-markierte FoxP3-Antikdrper mit 20 ul pro Testansatz hinzu gegeben. Die
Farbung wurde 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und anschliellend durch zwei
Waschschritte in 1 x Permeabilisierungspuffer abgestoppt. Die Ansatze wurden nicht
fixiert, sondern in jeweils 500 yl FACS-Puffer aufgenommen und direkt im Anschluss am

Durchflusszytometer analysiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Etablierung und Charakterisierung von Zelllinien aus

Nierenzellkarzinomen und nicht-malignen Nierenzellen

In Zusammenarbeit mit der Urologischen Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums
Mainz (Frau Dr. Walburgis Brenner; Herr PD Dr. Sebastian Melchior) erhielten wir von
Nierenzellkarzinom-Patienten, die sich einer Tumornephrektomie unterzogen, Gewebe-
material von Tumor und angrenzender nicht-maligner Niere. Insgesamt handelte es sich
hierbei um 65 Patienten, die ihre Einverstandniserklarung zur Teilnahme an dieser von
der Ethikkommission der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz approbierten Studie
gegeben hatten. Primartumorgewebe von 65 Patienten und angrenzendes gesundes
Nierengewebe von 56 Patienten wurde zu Einzelzellsuspensionen prozessiert und in
Primarkulturen angelegt. Bei 18 Nierenzellkarzinomen gelang die Kultivierung von mehr
als 15 Passagen, was allgemein als stabiles in vitro-Wachstum bei Tumorzelllinien
angesehen wird. Damit lag die Erfolgsquote fur die Generierung von RCC-Zelllinien bei
27,7 %. Die zugehorigen nicht-malignen Nierenzellen (NKC, engl. non-malignant kidney
cells) konnten in allen Fallen bis zu einem Maximum von circa sieben Zellkultur-Passagen
expandiert werden. Die RCC-Zelllinien und NKCs wurden umfassend charakterisiert,
indem sie histologisch, zytogenetisch (V. Bayer, Institut fir Humangenetik, Mainz) und
durchflusszytometrisch analysiert sowie HLA-typisiert (Dr. B. Thiele, Institut fir
Immunologie und Genetik, Kaiserslautern) wurden. Das Ergebnis der Charakterisierung
der fur diese Arbeit wichtigsten RCC- und NKC-Zelllinien ist in Tabelle 3.1 dargestellt. Die
darin aufgeflihrten RCC-Zelllinien hatten eine klarzellige Histologie und wiesen
zytogenetisch komplexe chromosomale Aberrationen auf, die typischerweise in dieser
Tumorentitat auftreten, wohingegen die nicht-malignen Nierenzellen den erwarteten
normalen Genotyp zeigten. In der durchflusszytometrischen Analyse fiel auf, dass das
Expressionsniveau von HLA-Klasse-I-Molekilen auf RCCs hoéher war als in den
korrespondierenden NKCs der Patienten. Adhasionsmolekile wurden sowohl von RCCs
als auch von NKCs exprimiert, wobei die Expression von CD58 (LFA-3, ,lymphocyte
function-associated antigen-3“) vergleichbar war. CD54 (ICAM-1, ,intercellular adhesion
molecule-1) hingegen war auf NKCs starker exprimiert als auf RCCs. HLA-Klasse-Il und
die kostimulatorischen Molekile CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) wurden weder auf den

Nierenzellen noch auf den Tumorzellen exprimiert.
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Modell Histologie Zytogenetik HLA-Klasse-l Durchflusszytometrie (MFI)
HLA1 HLAIl CD54 CD58 CD80 CD86
. +7,-13,-15,-17,-22, A*0205/1101
MZ3126 RCC klarzellig +1, +m2.+m3 B*5001/5101 173,6 0 87 45 0 0
NKC normal normal Cw*0602/1502 124,6 0 217,9 25 0 3
RCC Klarzellig O A02000201 e 0 4247 36 1 2
MzZ3114 -18,+20,+m2 B*1801/2702 ' '
NKC normal normal Cw*0202/0501 67 0 533 39 8 9
+der(1)(1;Y)(Ga),*2,44er)@),  pv0301/2402
ELTHEM RCC Klarzellig  +der(3)(p-),+4,+add(6)(q+),+7,+8, B*0702/0801 96 1 18 48 10 7
+der(10)(q-),+12,+16,+21,+m4
NKC normal normal Cw0702/0702 74 0 63 52 2 1

Tabelle 3.1: Charakterisierung der Nierenzellkarzinomlinien und nicht-malignen Nierenzellen der
Patienten MZ3114, MZ3126 und ELTHEM. Dargestellt sind die Ergebnisse der Nierenzellkarzinomlinien und
der zugehdrigen nicht-malignen Nierenzellen aus drei Tumormodellen. Wahrend die RCC-Zelllinien komplexe
zytogenetische Aberrationen aufwiesen, zeigten die korrespondierenden NKCs den erwarteten normalen
Genotyp. MFI = ,mean fluorescence index"“; NKC = nicht-maligne Nierenzellen; RCC = Nierenzellkarzinom-
Tumorzellen.

3.2 Vorstellung der Nierenzellkarzinom-Modelle

Im Folgenden werden die vier Modellsysteme vorgestellt, die in der vorliegenden Arbeit
eingehend charakterisiert wurden. In samtlichen Modellen war ein Geschwisterspender
mit komplett Ubereinstimmendem HLA-Typ vorhanden. In drei von vier Modellen
(MZ3114, MZ3126, MZ3603) wurden die Tumorzelllinien in unserem Labor aus
Primartumoren von Nierenzellkarzinom-Patienten aus der Mainzer Universitatsklinik
generiert. Ebenfalls wurden PBMCs aus dem Blut der jeweiligen Patienten und deren
HLA-identischen Geschwistern isoliert. Das vierte Modell (ELTHEM) wurde an der
Universitat von Bari, Italien, in Kooperation mit Frau Dr. Elena Ranieri (Department of

Nephrology) generiert.

3.2.1 Modell ELTHEM

Im Modell ELTHEM waren neben PBMCs des Patienten auch PBMCs von einem
verwandten und drei nicht verwandten Spendern mit serologisch identischem HLA-Typ
verfugbar. Der Geschwisterspender und zwei der nicht verwandten Spender stammten
ebenfalls aus Italien, wohingegen der dritte unverwandte HLA-identische Spender in der
Mainzer Blutbank gefunden wurde. In der hochauflésenden genomischen HLA-
Typisierung wies ein unverwandter Spender ein suballelisches ,Mismatch* fur HLA-A3 auf
(Patient: A*0301; Spender: A*0302), wahrend die anderen unverwandten Spender auch

im suballelen Bereich mit dem Patienten komplett Gbereinstimmten.
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3.2.1.1 Isolierung von HLA-A*0301-,,Mismatch“-reaktiven MLTC-
,Responder“-Lymphozyten aus einem serologisch HLA-

identischen Fremdspender

Im ELTHEM-Modell wurden aus PBMCs der vier gesunden HLA-identischen Spender
allogene gemischte Lymphozyten-Tumorzell-Kulturen (MLTCs) angesetzt. Wahrend die
MLTC des Fremdspenders BC aufgrund schlechter Proliferation nicht untersucht werden
konnte und die des zweiten Fremdspenders VA HLA-restringierte ,Responder®™
Lymphozyten mit nur schwachem Wachstumsverhalten hervorbrachte, zeigte die MLTC
des dritten Fremdspenders IV eine Uberdurchschnittlich gute Proliferation. Diese Ubertraf
sogar die hervorragende proliferative Kapazitat der allogenen Geschwister-MLTC des
gleichen Modells. Die ,Responder-Lymphozyten der MLTC-IV erkannten im IFN-y-
ELISpot-Assay ELTHEM-RCC-Zellen und wiesen in HLA-Antikérper-Blockade-
Experimenten eine Restriktion Uber HLA-A3 auf. Diese Reaktivitdt war an Tag 27 der
MLTC nachweisbar. Da die genotypische HLA-Typisierung ein ,Mismatch® im
suballelischen Bereich von HLA-A3 (Patient: A*0301; Spender: A*0302) ergab, wurden
weitere Experimente durchgefihrt, die klaren sollten, inwiefern diese MLTC dieses
suballelische ,Mismatch“ erkannte. Ein IFN-y-ELISpot-Assay, in dem eine K562-
Transfektante als Zielzelle eingesetzt wurde, die HLA-A*0301 exprimierte, lieferte einen
ersten Hinweis auf die mogliche ,Mismatch“Reaktivitat der MLTC, da diese Transfektante
deutlich erkannt wurde. Daher wurde ein Transfektions-ELISpot-Assay durchgeflhrt, in
dem Cos7-Zellen transient mit HLA-A*0301 transfiziert und im ELISpot als , Target“Zellen
eingesetzt wurden. Als Kontrollen wurden die jeweiligen Zellen in Testmedium ausgesat,
um eine Hintergrundaktivitat von Effektoren und Zielzellen auszuschlieen. AulRerdem
wurden die T-Zellen gegen nicht transfizierte und gegen ,mock"-, d.h. mit leerem Vektor,
transfizierte Cos7-Zellen eingesetzt, um eine Reaktivitdt gegen die Rezipientenzellen
sowie gegen den Transfektionsvektor nachzuweisen. Als weitere Kontrolle wurden HLA-
Klasse-I-cDNAs aus unterschiedlichen Modellen (HLA-A*0301 aus MZ1257-RCC und
MZ7-MEL; HLA-B7 aus MZ1257-RCC) verwendet, um auch hier eine unspezifische

Reaktivitat detektieren zu konnen.
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Abbildung 3.1: Transfektions-ELISpot-Assay zum Nachweis einer HLA-A*0301-,,Mismatch“-Reaktivitat
von MLTC-,Responder“-Lymphozyten des Fremdspenders IV im Modell ELTHEM-RCC. 1: Reaktivitat
gegen das Transfektions-,Target” Cos7. 2: Reaktivitat gegen ,mock“-transfizierte Cos7-Zellen. 3: Reaktivitat
gegen Cos7 + HLA-A*0301 aus Modell MZ1257-RCC. 4: Reaktivitdt gegen Cos7 + HLA-A*0301 aus Modell
MZ7-MEL. 5: Reaktivitdt gegen Cos7 + HLA-B7 aus Modell MZ1257-RCC. 6a: Negativkontrolle. IFN-y-
Spontanfreisetzung der T-Zellen ohne Zielzellen. 6b: Positivkontrolle. IFN-y-Freisetzung der T-Zellen nach
Stimulation mit PHA. 7: Reaktivitat gegen Tumorzelllinie ELTHEM-RCC. 8: Reaktivitat gegen ELTHEM-LCLs.
9: Reaktivitdt gegen Parentalzelllinie K562. 10: Reaktivitat gegen stabile K562-A*0301 Transfektante. | & II:
Transfektions-ELISpot; I: Effektorzellen eingesetzt gegen oben genannte Zielzellen; Il: Negativkontrolle.
Spontanfreisetzung der Transfektionszielzellen Cos7 an IFN-y ohne Effektoren. lll: ELISpot zum Nachweis
der Reaktivitat, Effektorzellen mit Zielzellen wie oben beschrieben.

Der Transfektions-ELISpot-Assay bestatigte die Vermutung, dass MLTC-IV-,Responder*
Lymphozyten praferentiell gegen das HLA-A*0301-,Mismatch“ gerichtet waren (Abbildung
3.1). Es war keine Reaktivitat gegen nicht transfizierte, ,mock"- und B7-transfizierte Cos7-
Zellen (Abbildung 3.1, 1, 2 und 5) nachweisbar. Die Starke der mit HLA-A*0301 transient
transfizierten Cos7-Zellen detektierten Anti-HLA-A*0301-,Mismatch“-Reaktivitat
(Abbildung 3.1, 3 und 4) war mit der Reaktivitdt gegen die Stimulator-RCC-Zelllinie und
die stabile K562-A*0301-Transfektante vergleichbar (Abbildung 3.1, 7 und 10).

3.2.2 Modell MZ3114

Das Modell MZ3114 wurde mithilfe der in Mainz generierten Tumorzelllinie MZ3114-RCC
aufgebaut. Es standen sowohl PBMCs des Patienten als auch allogene PBMCs eines
Bruders mit identischem HLA-Typ zur Verfugung. Zusatzlich wurden in diesem Modell
tumorinfiltrierende Lymphozyten aus der Einzelzellsuspension des zerkleinerten

Tumormaterials nach dem Verdauungsschritt isoliert.
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3.2.3 Modell MZ3126

Die Tumorzelllinie MZ3126-RCC wurde ebenfalls in Mainz aus Primartumorgewebe
isoliert. Leider verstarb die Patientin MZ3126 sehr rasch nach Operation, so dass in
diesem Modell keine autologen PBMCs zur Verfiigung standen. Die allogenen PBMCs
aus dem Blut der Schwester mit dem gleichen HLA-Typ konnten jedoch den

Funktionalitatsuntersuchungen unterzogen werden. Als autologe ,Responder®

Lymphozyten waren TILs der Patientin MZ3126 verflgbar.

3.2.4 Modell MZ3603

Im Modell MZ3603, welches aus der in Mainz generierten Tumorzelllinie MZ3603-RCC
hervorging, gab es ebenfalls autologe PBMCs sowie HLA-identische Geschwister-
PBMCs, die in vergleichenden Funktionalitidtsexperimenten eingesetzt werden konnten.

Auch hier waren zusatzlich TILs der Patientin MZ3603 verflgbar.

In Tabelle 3.2 sind alle Modelle inklusive der verfiigbaren PBMC-Spender sowie deren

HLA-Typen zusammengefasst.

Modell

HLA-A

HLA-B

HLA-Cw

ELTHEM autolog
ELTHEM SIB
ELTHEM Spender IV
ELTHEM Spender VA

ELTHEM Spender BC

*0301, *2402
*0301, *2402
*0302, *2402
*0301, *2402

*0301, *2402

*0702, *0801
*0702, *0801
*0702, *0801
*0702, *0801

*0702, *0801

*0702, *0702
*0702, *0702
*0702, *0702
*0702, *0702

*0702, *0702

MZ3126 autolog

*0205, *1101

*5001, *5101

*0602, *1502

MZ3126 SIB *0205, *1101 *5001, *5101 *0602, *1502
MZ3114 autolog *0201 *1801, *2702 *0202, *0501
MZ3114 SIB *0201 *1801, *2702 *0202, *0501
MZ3603 autolog 26, 32 14, 38 08, 12
MZ3603 SIB 26, 32 14, 38 08, 12

Tabelle 3.2: HLA-Typen der RCC-Patienten und allogenen PBMC-Spender. Die Tabelle fasst die HLA-
Klasse-I-Typen aller Patienten und aller verfiigbaren verwandten und unverwandten Spender beziglich des
Klasse-I-HLA-Typs zusammen. SIB = Geschwister.
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3.3 Vergleich der RCC-Reaktivitat von autologen und

allogenen T-Zellkulturen

In den vier uns zur Verfligung stehenden Nierenzellkarzinom-Modellen wurden sowohl
autologe (aus den PBMCs des Patienten; bei MZ3126: TILs des Patienten) als auch
allogene (aus den PBMCs von allogenen verwandten oder unverwandten Spendern mit
Ubereinstimmendem  HLA-Klasse-I-Typ) MLTC-Kulturen angesetzt, um nach
wochentlicher Stimulation mit den autologen Tumorzellen die Funktionalitat der

expandierenden Lymphozyten zu Uberprifen und zu vergleichen.

3.3.1 Keine oder nur geringe Tumorreaktivitat in autologen
peripheren Blutlymphozyten und tumorinfiltrierenden

Lymphozyten

In den vier RCC-Patienten bereits existierende Antitumor-Immunitdt wurde analysiert,
indem tumorinfiltrierende Lymphozyten aus drei der vier Modelle (Ausnahme: ELTHEM) in
Kultur genommen wurden. In allen Fallen konnten die TILs gut expandiert werden.
Allerdings zeigten diese in IFN-y-ELISpot-Assays und Zytotoxizitatstests keine relevante
Erkennung der autologen RCC-Zelllinien, mit denen sie stimuliert worden waren.
Aulerdem wurden autologe PBMCs aus dem Blut der RCC-Patienten mit der
entsprechenden Tumorzelllinie stimuliert und in Form von MLTCs kultiviert. Die hieraus
resultierenden autologen MLTC-Effektoren waren CD3* CD8" T-Zellen, die in
Zytotoxizitats- (Abbildung 3.2, B) und IFN-y-ELISpot-Assays (Daten nicht gezeigt) geringe
oder keine Reaktivitat gegen die Stimulator-Tumorzelllinie zeigten. Einzig im ELTHEM-
RCC-Modell zeigte die autologe MLTC signifikante Tumorreaktivitat (Abbildung 3.2, B).
Allerdings schlugen alle Versuche fehl, diese T-Zellkulturen zu klonieren und in vitro zu

expandieren.
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Abbildung 3.2: Starkere Tumorreaktivitit in HLA-identischen Geschwister-PBMCs im Vergleich zu
autologen Patienten-PBMCs. MLTCs wurden aus PBMCs der Patienten ELTHEM, MZ3114 und MZ3603
bzw. aus TILs der Patientin MZ3126 sowie aus PBMCs der HLA-identischen Geschwisterspender angesetzt.
Wochentlich wurden als Stimulatorzellen die korrespondierenden Tumorzellen zugegeben. Gezeigt sind
reprasentative Daten von mehreren Experimenten. A: Hier gezeigt sind die Proliferationskurven aus den
wochentlichen Zellzahlen von autologen Patienten- (¢) und allogenen Geschwister-MLTCs (¢). B: Autologe
und allogene MLTC-Effektoren wurden zwischen Tag 45 und Tag 55 der Kultur parallel auf zytolytische
Aktivitat in Zytotoxizitatstests Uberprift. Die eingesetzten Zielzellen waren die Patienten-Tumorzelllinien (m),
autologe LCL-Zelllinien (MZ3114, ELTHEM, MZ3603) oder PHA-Blasten (MZ3126) als Zielzellen
hamatopoetischer Herkunft (A) und das NK-,Target® K562 (o). E/T = Effektor-zu-,Target“Verhalinis;
Zytolyse = lytische Aktivitat von MLTC-,Responder*-Lymphozyten.
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3.3.2 Isolierung von RCC-reaktiven CD8" CTL-Klonen aus HLA-

identischen Geschwisterspendern

Parallel zu den autologen MLTC-Ansatzen wurden auch die entsprechenden allogenen
MLTCs aus den HLA-identischen Geschwisterspendern kultiviert und auf primare zellulare
Immunantworten gegen den Tumor untersucht. Nach zwei bis drei wodchentlichen
Stimulationen mit den Nierenzellkarzinom-Tumorzellen konnte in neun unabhangigen
Ansatzen eine starke Proliferation der allogenen MLTC-,Responder“Populationen
beobachtet werden. Die Zellen wurden wdchentlich flr die Restimulation gezahlt und mit
den Proliferationsfaktoren der entsprechenden autologen Massenkulturen verglichen. Die
Zellzahlen der allogenen MLTCs lagen in der Regel héher als die der autologen MLTCs
(Abbildung 3.2, A). Die einzige Ausnahme stellte das Modell MZ3603 dar, in welchem die
autologe MLTC einen kleinen Vorteil in der Proliferation gegentiber der allogenen MLTC
zeigte. Eine antigenunspezifische zytokininduzierte Proliferation konnte ausgeschlossen
werden, da die Proliferation der allogenen MLTC-Kulturen von der Stimulation mit
Tumorzellen abhangig war. Die reaktiven Lymphozyten waren ausschlie3lich zytotoxische
CD8" T-Zellen, wohingegen eine Expansion von CD4" T-Zellen oder NK-Zellen nicht
beobachtet wurde. Die allogenen MLTC-Populationen erkannten fast ausnahmslos die
entsprechenden RCC-Zellen in Zytotoxizitatstests (Abbildung 3.2, B). Wieder stellt das
Modell MZ3603 hier eine Ausnahme dar, da die Tumorzellen sowohl von den autologen
MLTC-Kulturen als auch von den allogenen MLTCs nur schwach (<20 %) lysiert wurden.
Im Vergleich zu den autologen MLTC-Populationen lagen die Tumorlysen in der Regel bei
den allogenen MLTCs signifikant hdher. AuRerdem zeigten diese nur geringe oder gar
keine Reaktivitdten gegen B-lymphoblastoide Zelllinien oder PHA-Blasten des jeweiligen
Patienten als hamatopoetische Zielzellen (Abbildung 3.2, B). Auch das NK-Zell-, Target*
K562 wurde nicht erkannt. Signifikante Kreuzreaktivitdt gegen die nicht-malignen
Nierenzellen des Patienten wurde nur im ELTHEM-Modell beobachtet (Daten nicht

gezeigt).

Die MLTC-,Responder-Populationen von drei der vier verschiedenen Geschwister-
spender wurden Uber das Grenzverdinnungsverfahren (,LD cloning®) kloniert, um die
einzelnen in der Massenkultur vorhandenen T-Zellspezifitaten analysieren zu kénnen. Die
MLTC-Populationen im Modell MZ3603 wurden aufgrund der schlechten Tumorreaktivitat
nicht kloniert. Zunachst wurden 5000 KE Uber das Grenzverdiinnungsverfahren ausgesat,
von denen sich mehr als 400 tumorreaktive CD8" CTLs isolieren lieRen. Von diesen
waren 65 CTL-Klone so weit expandierbar, dass sie detailliert charakterisiert werden
konnten. Dies beinhaltete die Analyse der phanotypischen Merkmale in der

Durchflusszytometrie, von MHC-Restriktionselementen durch Antikérper-Blockaden und
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die Uberprifung von maglichen Kreuzreaktivitidten gegen nicht-maligne Nierenzellen und
hamatopoetische Zelllinien des Patienten sowie allogene RCC-Zelllinien und
Tumorzelllinien anderen Ursprungs, die in einem oder mehreren HLA-Allelen mit dem
HLA-Typ des Patienten Ubereinstimmten. Als Tumor-Zielzellen anderen Ursprungs
wurden stabile Zelllinien eingesetzt, die aus Melanomen, Brust-, Kolon-, Lungen-,

Pankreas-, Gallenblasen- und hepatozellularen Karzinomen generiert worden waren.

Der durchflusszytometrische Phanotyp der RCC-reaktiven allogenen Geschwister-CTL-
Klone war CD27°, CD45RO*, CD62L°, CD25" und CD69", was dem Phanotyp von
aktivierten reifen ,effector memory“-T-Zellen entspricht (Tabelle 3.3). Der Grof3teil an CTL-
Klonen erkannte ausschlieBlich die urspriingliche RCC-Zelllinie und reagierte nicht mit
den Patienten-Nierenzellen, hamatopoetischen Zielzellen und anderen Tumorzelllinien
(Abbildung 3.3, reprasentativer Klon D24), was auf tumorassoziierte oder gar
tumorspezifische Antigene als erkannte Peptidstrukturen hinwies. Ein beachtlicher Anteil
an CTL-Klonen erkannte zusatzlich die nicht-malignen Nierenzellen des Patienten
(Abbildung 3.3, reprasentativer Klon G179), der somit offenbar gegen nierenassoziierte
oder nierenspezifische Minor-Histokompatibilitdtsantigene gerichtet war. Nur ein Bruchteil
der CTL-Klone reagierte mit hamatopoetischen Zielzellen aus dem Patienten oder
weiteren  allogenen  Tumorzelllinien. Die  insgesamt  beobachteten = MHC-
Restriktionselemente der CTL-Klone schlossen HLA-A2, -A3, -A11, -A24 und -B7 ein.
Eine Ubersicht Uber alle erhaltenen HLA-restringierten und RCC-reaktiven CTL-Klone
findet sich in Tabelle 3.4.
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MZ3126 ELTHEM

Antigen D24 E111 27B11 41A8

CD8 98 96 94 91

af TCR 94 93 90 90

CD16 0 4 64 23

CD57 2 6 54 73

NKG2D 46 89 61 76

KIR2DL/S2 0 1 2 2

ILT2/LIR-1 6 58 43 88

CD45RA 1 36/ow G4low 29low

CD44 100 92 79 99

CD27 0 0 0 0

CD25 100 63 99 67

CD95 100 n.d. 98 99

Tabelle 3.3: Durchflusszytometrische Analyse von reprasentativen RCC-reaktiven CTL-Klonen aus
Geschwisterspendern. Die gezeigten CTL-Klone wurden aus HLA-identischen Geschwisterspendern der
Patienten MZ3126 (D24, E111) und ELTHEM (27B11, 41A8) isoliert. Gezeigt sind die Prozentsatze der T-
Zellen, die sich mit FITC- oder PE-markierten Antikdrpern anfarben lieRen.
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Abbildung 3.3: HLA-restringierte RCC-reaktive CTL-Klone aus gesunden Geschwisterspendern. Die
reprasentativen CTL-Klone D24 und G179 wurden aus einer allogenen MLTC kloniert, die aus PBMCs des
gesunden Geschwisterspenders und der MZ3126-Tumorzelllinie angesetzt worden war. A: Die Reaktivitat der
CTL-Klone wurde im Zytotoxizitatstest gegen MZ3126-RCC (m), MZ3126-NKC (o), MZ3126-PHA-Blasten (A)
und K562 (o) getestet. E/T = Effektor-zu-,Target”. B: Einfluss von Anti-HLA monoklonalen Antikérpern auf die
Erkennung von MZ3126-RCC im IFN-y-ELISpot-Assay. Der HLA-Klasse-I-Typ von MZ3126-RCC ist A2/11,
B50/51, Cw6. Die CTLs zeigten eine HLA-Restriktion tber HLA-A11. Ein HLA-A11-Antikdrper war nicht
verfugbar. C: Kreuzreaktivitdt gegen verschiedene HLA-A11-positive Zelllinien wurde im IFN-y-ELISpot-Assay

analysiert.
spezifische Lyse =

lytische Aktivitat von klassischen CTL-Klonen.

In A2- oder B/C-Allelen Ubereinstimmende Zelllinien wurden nicht erkannt. MEL = Melanom;
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Geschwister CTL-Klone mit Reaktivitat gegen

Reakt.
ausschl. auto-RCC auto-RCC auto-RCC auto-RCC
auto-RCC auto-NKC auto-LCL/PHA-B allo-RCC | allo-Tumoren
Modell
11 Klone 3 Klone 2 Klone 1 Klon
ELTHEM (11 A24) (2 A24, (2 B7) (1 A3) 0
1A3)
4 Klone 3 Klone 1 Klon
5 Klone
MZ3114 (2A2, (1 B/C, 2 ND) 0 (1A2)
(1A2, 4 ND)
2 ND)
21 Klone 10 Klone 3 Klone 1 Klon
MZ3126 (16 A11, (8 A11, (3A2) (1A11) 0
3A2,2ND) | 1A2 1B/C)

Tabelle 3.4. Zusammenfassung aller HLA-Klasse-l-restringierten CD8" CTL-Klone aus gesunden
Geschwisterspendern in den Nierenzellkarzinom-Modellen ELTHEM, MZ3114 und MZ3126. Aufgefihrt
fir jedes System ist die Anzahl an expandierten und charakterisierten CTL-Klonen, die anhand ihres
Kreuzreaktivitatsmusters und ihrer HLA-Klasse-I-Restriktionselemente  zusammengefasst wurden.
allo = allogen; auto = autologer Patient; LCL =lymphoblastoide Zelllinie; NKC = primare nicht-maligne
Nierenzellen; PHA-B = phytohamagglutininaktivierte PBMC-Blasten; A2 = HLA-A2; A3 = HLA-A3; A11 = HLA-
A11; A24 = HLA-A24; B7 = HLA-B7; B/C = gemeinsames HLA-B/C-Allel; ND = nicht feststellbar.

3.4 Identifizierung von HLA-identischen Geschwister-CTLs
mit nicht-HLA-restringierter RCC-Reaktivitat

Im ELTHEM-Modell zeigten die allogenen Geschwister-MLTC-Populationen eine
aullergewOhnlich hohe antigenabhangige in vitro-Proliferation (Abbildung 3.2). Nach
Klonierung mittels des Grenzverdiinnungsverfahrens in anfangs 2000 KE wurden mehr
als 200 CD8" CTL-Klone erhalten, die viel schneller expandierbar waren als die meisten
HLA-restringierten Geschwister-CTLs. Zwanzig dieser CTL-Klone wurden detailliert
charakterisiert. In Zytotoxizitatstests erkannten diese CTLs die ELTHEM-RCC-Linie und
aullerdem in einem geringeren Malle auch die nicht-malignen Nierenzellen der Patienten
(Abbildung 3.4, reprasentative CTL-Klone 27B11 und 41A8). ELTHEM-LCLs oder LCLs
anderer Individuen wurden nicht erkannt, wie in Kreuzreaktivitatsuntersuchungen gezeigt
werden konnte. Interessanterweise reagierte ein Teil der CTL-Klone auch gegen das NK-

Zell-, Target* K562. Diese NK-artige Reaktivitat war allerdings nicht so stark ausgepragt
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wie die Reaktivitdt gegen die Tumorzelllinie (Abbildung 3.4, CTL 27B11). Andere CTLs
wiesen diese Kreuzerkennung von K562 nicht auf (Abbildung 3.4, CTL 41A8). Zuséatzlich
wurden viele Zielzellen aus unterschiedlichen Tumorentitdten (RCC und Nicht-RCC)
erkannt, von denen einige mit der ELTHEM-RCC-Linie in keinem einzigen HLA-Allel
Ubereinstimmten (Abbildung 3.4, C). Dieses Ergebnis der Kreuzreaktivitat lie auf einen
nicht-HLA-restringierten Erkennungsmechanismus dieser CTLs schliel3en. Dies konnte in
Zytotoxizitatstests durch Blockade-Experimente mit monoklonalen Antikérpern gegen
unterschiedliche Oberflachenmolekiile auf den Zielzellen und den Effektorzellen bestatigt
werden (Abbildung 3.4, B). Hierflr wurden Antikérper gegen HLA-Klasse-l und das nicht-
klassische MHC-Molekil CD1d auf den Zielzellen (Abbildung 3.4, B) und Antikoérper
gegen CD3, CD8, den NK-zellaktivierenden Rezeptor NKG2D und den Fas-Liganden
(CD95L) auf den Effektorzellen (Abbildung 3.5, A) im Testmedium eingesetzt. Die
zytolytische antitumorale Aktivitat der CTLs konnte durch die Zugabe dieser Antikorper
nicht blockiert werden (Abbildung 3.5, A). Der einzige Wirkstoff, der eine Blockade der
Tumorlyse bewirken konnte, war Concanamycin A, welches ein Inhibitor der
vesikelvermittelten Sekretion von zytotoxischen Granulae ist (Abbildung 3.5, A). Dass die
ELTHEM-CTLs tatsachlich groRe Mengen an Perforin produzierten, konnte durch eine
stimulierende Kokultur von RCC-Zellen mit den CTLs und einer anschlieRenden
Anfarbung von intrazelluldarem Perforin durch einen an einen Fluoreszenzfarbstoff

gebundenen monoklonalen Antikdrper nachgewiesen werden (Abbildung 3.5, B).
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Abbildung 3.4: CTLs aus dem HLA-identischen Geschwister des ELTHEM-RCC-Patienten mit nicht-
HLA-restringierter RCC-Reaktivitat. CTL-Klone 27B11 und 41A8 wurden aus einer ELTHEM-Geschwister-
MLTC an Tag 27 bzw. Tag 41 kloniert. Die CTL-vermittelte zytolytische Aktivitdt wurde im Zytotoxizitatstest
Uberprift. A: Als Zielzellen wurden ELTHEM-RCC (m), ELTHEM-NKC (o) und K562 (o) eingesetzt. B: RCC-
Zytotoxizitat war durch monoklonale Antikdrper gegen HLA-Klasse-I-Allele nicht blockierbar. Der HLA-Typ von
ELTHEM-RCC ist HLA-A3/24; -B7/8; -Cw7. C: Zielzellen waren unterschiedliche Zelllinien, von denen einige
in keinem einzigen HLA-Allel mit ELTHEM-RCC {bereinstimmten. Das E/T-Verhaltnis war 60/1.
COC = Kolonkarzinom; PC = Pankreaskarzinom; Zytolyse = lytische Aktivitat von nicht-klassischen CTL-

Klonen.
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Abbildung 3.5: T-zellrezeptorunabhangige RCC-Lyse durch die nicht-HLA-restringierten ELTHEM-
CTLs. Der reprasentative CTL-Klon 27B11 wurde aus der Geschwister-MLTC des Modells ELTHEM isoliert.
A: Die Reaktivitat des CTL 27B11 gegen ELTHEM-RCC wurde bei einem E/T-Verhaltnis von 60/1 im
Zytotoxizitatstest Uberprift. Das Testmedium enthielt Antikérper gegen Oberflachenantigene, die von den
CTL-Effektoren exprimiert werden, oder Concanamycin A (CMA). B: Nach einer 30 Minuten-Inkubation des
ELTHEM-CTL 27B11 mit den ELTHEM-Tumorzellen wurden die Zellkerne mit dem Hdéchst-Farbstoff (blau)
und Perforin mit einem an einen Fluoreszenzfarbstoff (rot) gekoppelten monoklonalen Antikérper
nachgewiesen. I: CTL 27B11; Il: CTL 27B11 attackiert Tumorzelle. Die Bilder wurden mit einem Laser-
Scanning-Mikroskop  aufgenommen. C: CTL-Klon 27B11  wurde durchflusszytometrisch  auf
Oberflachenexpression von CD3, CD16, CD56 und CD57 analysiert. Zytolyse = lytische Aktivitat von nicht-
klassischen CTL-Klonen.
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Fur die weitergehende Charakterisierung dieser CTL-Klone wurden durchfluss-
zytometrische Untersuchungen durchgefiihrt. In Tabelle 3.3 ist das Ergebnis dieser
Untersuchungen dargestellt. Interessanterweise exprimierten diese CTL-Klone aus dem
ELTHEM-Modell zusatzlich zu CD3 wund CD8 auch die NK-zellassoziierten
Oberflachenmolekiile CD16, CD56, CD57 (Abbildung 3.5, C) und CD94"°" (Tabelle 3.3).
Im Vergleich zu HLA-Klasse-I-restringierten CTL-Klonen aus den anderen Modellen

zeigten sie aullerdem eine erhdhte Expression von CCRY7.

Da diese CTL-Klone im IFN-y-ELISpot-Assay kein IFN-y sezernierten, wurde in
Kooperation mit Frau PD Dr. Christine Falk (Institut fir Molekulare Immunologie,
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit — GSF, Miinchen) eine Multiplex-PCR-
Analyse durchgefiihrt, um das Spektrum der produzierten Zytokine zu analysieren. Nach
Stimulation mit RCC-Tumorzellen sezernierten die ELTHEM-CTL-Klone IL-6, IL-8 und
MIP-18, allerdings nicht IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, MCP-1, IFN-
Y, GM-CSF, G-CSF und TNF-a (Tabelle 3.5).

Diese Ergebnisse zeigten, dass einige der aus Geschwister-PBMCs des ELTHEM-RCC-
Patienten isolierten CTL-Klone eine bisher nicht beschriebene Population von nicht-HLA-
restringierten zytotoxischen T-Zellen definieren, die mehrere phanotypische und

funktionelle Ahnlichkeiten zu NK-Zellen aufweisen.

GM- MIP-
L2 L4 L6 I8 IL10 CSF IFNy TNFa 18  IL5  IL13
27C26 allein OOR< OOR< 141 22879 50,74 OOR< 10,66 1239 41849 024 256
27C26 + ELTHEM-RCC OOR< OOR< [HBBBIBN 69471 5891 67 1958 171 66002| 024 306
27C26 + MZ1257-RCC 0,01 OOR< | 26625 28498 5685 3076 17,24 202 39347 023 29
27C26 + K562 OOR< OOR< 5001 1333108" 60,33 007 14,02 15 024 33
27C26 + ELTHEM-LCL auto | OOR< OOR< 104 | 320,84 10444 152 1724 2,98 - 024 487
27B11 allein OOR< OOR< 5318 60535 341,98 316 1863 527 13997 0,24 17
27B11 + ELTHEM-RCC ooR< 001 [MABOINBOS08] 30863 855 14581 582 10453 023 17
27B11 + MZ1257-RCC OOR< OOR< 2399 17836 357,62 20,35 157,94 571 66989 023 239
27B11 + K562 OOR< OOR< 11915 67841 343 67 18274 582 10790 023 2,14
27B11 + ELTHEM-LCL auto | OOR< OOR< 61,71 [71018 143042 49 18172 894 11688 021 322
ELTHEM-RCC allein OOR< OOR< 47821 30106 OOR< 152 OOR< 008 OOR< 0,18 OOR<
MZ1257-RCC allein OOR< OOR< 2479 83455 OOR< 57,12 072 0417 OOR< 02 OOR<
K562 OOR< OOR< 5142 299 OOR< 007 OOR< OOR< 092 018 OOR<
ELTHEMACL auto allin | OOR< OOR< OOR< 929 4632 007 OOR< 202 88385 02 OOR<

Tabelle 3.5: Multiplex-PCR-Analyse des Zytokinspektrums nicht-HLA-restringierter allogener CTLs. Die
nicht-HLA-restringierten Geschwister-CTL-Klone aus dem ELTHEM-RCC-Modell sezernieren IL-6, IL-8 und
MIP-1B nach Stimulation mit ELTHEM-RCC. OOR = ,out of range*.
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3.41 Expression eines singularen T-Zellrezeptors durch die
nicht-HLA-restringierten CTL-Klone

Um den T-Zellrezeptor (TCR, engl. T cell receptor) dieser interessanten CTL-Klone zu
identifizieren, der den Blockade-Experimenten zufolge offensichtlich nicht an der
Erkennung der Zielzellen beteiligt ist, wurden zunadchst so genannte Beta-Mark-
Farbungen durchgefihrt, bei denen die p-Ketten des TCR mit fluorochromgekoppelten
monoklonalen Antikdrpern angefarbt und durchflusszytometrisch analysiert wurden. Aus
diesen Untersuchungen kristallisierte sich zunachst der TCR VB12 als der T-Zellrezeptor
der beiden getesteten CTL-Klone 27B11 und 27C26 heraus. Parallel dazu wurde
ebenfalls in Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. Christine Falk, Miinchen, der TCR der CTL-
Klone 27B11 und 27C26 und noch von zwei weiteren nicht-HLA-restringierten T-
Zellklonen 41A8 und 41C17 genotypisch bestimmt. Diese vier CTLs stammten aus zwei
unabhangigen Klonierungen. Zwei der CTLs lysierten K562, wahrend die beiden anderen
CTLs K562 nicht erkannten (Abbildung 3.4). Auf der Nukleotid-Ebene exprimierten alle
CTL-Klone den identischen TCR, der aus dem Va23 (TRAV21*02)-Gensegment in
Kombination mit TRAJ42*01 und dem V32 (TRBV20*01)-Gensegment in Kombination mit
TRBD1*01 und TRBJ1-5*01 (Abbildung 3.6) besteht. Weiterhin war dieser invariante TCR
mit individuellen N-Regionen innerhalb der CDR3-Region verbunden. Dieses Ergebnis der
genotypischen Untersuchung widersprach dem Ergebnis der durchflusszytometrischen
Farbung der B-Ketten, welches VB12 anstelle VB2 ergab. Vermutlich war jedoch die
genotypische Untersuchung die verlasslichere. Auf der Suche nach dem Fehler wurden
die Beta-Mark-Farbungen auch mit einem neuen Beta-Mark-Kit wiederholt, ergaben aber
immer noch VB12 als B-Kette des T-Zellrezeptors. Allerdings stellte sich im Gesprach mit
dem kommerziellen Hersteller des Beta-Mark-Kits heraus, dass tatsachlich das PE-Signal
zu schwach war, um anstelle eines falschlicherweise positiven Signals im FITC-Kanal
(VB12) das richtig positive Signal im Uberlagerten FITC- und PE-Kanal (VB2) zu zeigen
(siehe Tabelle 2.4).

Zusammenfassend exprimierten diese vier nicht-HLA-restringierten T-Zellklone aus
Geschwister-PBMCs des ELTHEM-Modells, unabhangig von ihrem die HLA-Klasse-I-
negative Zelllinie K562 betreffenden Kreuzreaktivitatsmuster, denselben T-Zellrezeptor,
bestehend aus Va23 und V2.
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Va23
TRAV21*02 IMGT | TRAJ42*01 |
| CDR3 Region | | J Core |
Y L C A A R M N Y G G S Q G N L | F G K G T
TAC CTC TGT GCT  GCC CGC ATG  AAT TAT GGA GGA AGC CAA GGA AAT CTC ATC TTT GGA AAA GGC ACT

TRBV20-01 IMGT | TRBD1-1 | | TRBJ1-5*01 |

| CDRS3 Region | | J Core |

c s A S | P G R Q P Q H F G D G T
TGC AGT GCT  AGT ATC CCA GGC AGG CAG CCC CAG CAT TTT GGT GAT GGG ACT

Abbildung 3.6: Sequenz des T-Zellrezeptors der nicht-HLA-restringierten RCC-reaktiven ELTHEM-CTL-
Klone. Vier Geschwister-CTLs aus dem ELTHEM-RCC-Modell, 27B11, 27C26, 41A8 und 41C17, wurden auf
die Gensequenz ihres T-Zellrezeptors analysiert. Alle vier Klone, die aus zwei unterschiedlichen
Klonierungsexperimenten stammen, zeigen identische TCR Va23- und TCR Vp2-Kettensequenzen, die aus
TRAV21*02 bis AJ42*01 und TRBV20-1 bis BD1-1 bis BJ1-5*01 Rearrangements bestehen. Zusatzliche N-
Region-Nukleotide wurden unterstrichen; CDR3- und VDJ-Regionen wurden als Kastchen dargestellit.

3.5 Tumorreaktive CTLs aus HLA-identischen
Geschwisterspendern entstehen aus CD8" CD62L"

Vorlaufer-T-Zellen

Die Geschwisterspender in unseren Tumormodellen waren gesunde Individuen und
sollten demzufolge noch nie zuvor Kontakt mit Nierenzellkarzinom-Antigenen gehabt
haben. Um zu Uberprifen, ob die RCC-reaktiven Geschwister-CTLs von naiven oder
.memory*“-T-Zellvorlaufern abstammen, wurden ex vivo isolierte CD8" T-Zellen in
Abhangigkeit von ihren CD62L-Expressionen immunmagnetisch aufgetrennt. Nach der
Separation wurde eine nahezu reine CD62L(high)" Population erhalten (Abbildung 3.7),
die CCR7, CD27 und CD28 koexprimierte (Daten nicht gezeigt). Diese Fraktion
beinhaltete dementsprechend CD8" naive und ,central memory“-T-Zellen [Klebanoff et al,
2005]. Die CD62L-depletierte Fraktion enthielt noch wenige CD62L(low)" Zellen und
exprimierte weder CCR7, CD27 noch CD28, was dem Phanotyp von CD8" ,effector
memory*-T-Zellen entspricht. Nach Stimulation beider Subpopulationen mit den
entsprechenden HLA-identischen Tumorzellen in Form von MLTCs wurde eine etwa

doppelt so starke Proliferation in der CD62L(high)*-Population beobachtet verglichen mit
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+

der CD62L (low)*/negativen Population (Daten nicht gezeigt). Zusétzlich wiesen die CD8
CD62L(high)" T-Lymphozyten eine hohere Tumorreaktivitit auf, wie sowohl in
Zytotoxizitatstests als auch in IFN-y-ELISpot-Experimenten nachgewiesen wurde
(Abbildung 3.7). Die CD62L-Expression der MLTC-,Responder‘-Lymphozyten wurde

wahrend der ersten zwei Wochen der Kultur herunter reguliert (Daten nicht gezeigt).

Diese Beobachtungen zeigten, dass sich die RCC-reaktiven CTLs in HLA-identischen
gesunden Geschwisterspendern aus dem CD8" CD62L(high)" Kompartiment entwickeln,

das sowohl naive als auch ,central memory“-T-Lymphozyten beinhaltet.
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Abbildung 3.7: Tumorreaktive Geschwister-CTLs stammen aus dem CD8" CD62L(high)'-Kompartiment
ab. A: Durch Negativ-Isolation angereicherte CD8" T-Zellen aus MZ3126 Geschwister-PBMCs wurden in
einem zweiten Schritt auf CD62L positiv isoliert. Die resultierenden Fraktionen wurden CD62L(high)" bzw.
CD62L(low)*/neg bezeichnet. B: CD62L(high)*- und CD62L(low)*/neg-Fraktionen wurden in allogenen MLTCs
wochentlich mit dem HLA-identischen MZ3126-RCC-Tumorzellen stimuliert und an Tag 40 auf zytolytische
Aktivitatt gegen MZ3126-RCC (m), MZ3126-NKC (o), MZ3126-PHA-Blasten (A) und K562 (o) in
Zytotoxizitatstests Uberprift. C: An Tag 39 wurde die Spezifitat der MLTC-,Responder‘-Lymphozyten im IFN-
y-ELISpot-Assay getestet. Gezeigt sind reprasentative Ergebnisse aus drei unterschiedlichen Experimenten.
Zytolyse = lytische Aktivitdt von MLTC-,Responder*-Lymphozyten.
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3.6 Regulatorische T-Zellen als moéglicher
immunsupprimierender Mechanismus in RCC-

Patienten

Als Erklarung fur die starkere Proliferation und Tumorreaktivitdt der allogenen CTLs aus
HLA-identischen gesunden Geschwisterspendern im Vergleich zu autologen Patienten-
CTLs kommen immunsupprimierende Mechanismen in Frage, die in Nierenzellkarzinom-
Patienten als Folge des Tumorbefalls aktiviert sein kénnten. Daher wurde peripheres Blut
und Tumorgewebe der RCC-Patienten auf die Prasenz von immunsuppressiven CD4"
CD25" FoxP3" regulatorischen T-Zellen (T regs) untersucht und die Ergebnisse mit

peripherem Blut der zugehdrigen Geschwisterspender verglichen.

Um Unterschiede in der Frequenz von CD4" CD25" Tregs im Tumorgewebe und im
peripheren Blut gesunder Individuen und RCC-Patienten festzustellen, wurden PBMCs
von Patienten und Geschwisterspendern sowie TlLs der Patienten (sofern verfligbar)
intrazellular auf FoxP3 gefarbt (Abschnitt 2.2.2.5). FoxP3 ist ein Transkriptionsfaktor und
gehort zu der ,Forkhead-Box“-Proteinfamilie. FoxP3 ist das einzige bisher beschriebene
Molekil, welches als spezifischer Marker fir regulatorische T-Zellen herangezogen
werden kann. Wie bereits erwahnt, waren im ELTHEM-Modell keine TILs und im MZ3126-
Modell keine autologen PBMCs verfiigbar. Samtliche sonst vorhandenen Proben von TlLs
und PBMCs wurden auf die Frequenz von FoxP3" T regs in der Gesamtheit aller CD4"
CD25" T-Zellen untersucht. Im ELTHEM-Modell waren die Tregs in den allogenen
PBMCs (6,8 %) leicht erhdéht gegeniber denen in den autologen PBMCs (6,0 %). Im
Modell MZ3114 war in den TILs der hochste Anteil an T regs vorhanden (8,9 %). Auch
das autologe Blut enthielt noch eine hdohere Frequenz von T regs (7,1 %) verglichen mit
dem allogenen Blut (5,0 %) des gesunden Geschwisterspenders. Kein Unterschied in der
T reg-Frequenz wurde hingegen zwischen autologen TILs (8,7 %) und allogenen
gesunden PBMCs (8,5 %) im Modell MZ3126 beobachtet. Das Modell MZ3603 verhielt
sich ahnlich wie das Modell MZ3114, indem die Frequenz an T regs von den allogenen
PBMCs (8,7 %) uber die autologen PBMCs (9,5 %) zu den TILs hin (11,7 %) zunahm.
Jedoch liegen alle der gemessenen Werte wenigstens annahernd in dem in der Literatur
angegebenen normalen Bereich von 5 bis 10 % Anteil von T regs in der Gesamtheit der
CD4" T-Zellen [Zou, 2008].

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der FoxP3-Farbungen keine konsistent
erhohte Frequenz der T regs im Blut oder Tumorgewebe der Patienten verglichen mit den
gesunden Spendern (Tabelle 3.6). Damit lieferte der bekanntermalien immunsuppressive

Effekt der T regs keine Erklarung fir die verbesserten proliferativen und zytolytischen
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Eigenschaften der allogenen tumorreaktiven CTLs gegentber denen der autologen CTLs.

% FoxP3/ % CD25/ % CD4* | % CD8*/

Modell CD25*CD4* CD4+ PBMC PBMC
ELTHEM | auto-PBMCs 6 28,2 30,1 19,7
allo-PBMCs 6,8 15,1 46,5 23,9
MzZ3114 | TiLs 8,9 7,6 47,3 19,3
auto-PBMCs 7.1 24,8 422 19,3
allo-PBMCs 5 8,4 50 n.t.
MZ3126 | TiLs 8,7 11,7 36,8 45,5
allo-PBMCs 8,5 52,2 52,3 18,5
MZ3603 | TiLs 11,7 3,7 27,8 73,9
auto-PBMCs 9,5 30,3 37 45,6
allo-PBMCs 8,7 17,1 52,6 22,7

Tabelle 3.6: Frequenz der FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen in der Gesamtheit aller CD4"
CD25" T-Zellen im Tumorgewebe und im peripheren Blut von Nierenzellkarzinom-Patienten und
gesunden Spendern. Die zweite Spalte gibt den Anteil der CD25-positiven Zellen in der Gesamtheit der
CD4" T-Zellen, die dritte Spalte den Anteil an CD4-positiven T-Zellen in PBMCs und die vierte Spalte den
Anteil an CD8-positiven T-Zellen in PBMCs wider. auto-PBMCs = Patienten-PBMCs; allo-PBMCs = allogene
PBMCs des gesunden Geschwisterspenders; TILs = tumorinfiltrierende Lymphozyten; n.t. nicht getestet.
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4 DISKUSSION

4.1 Generierung und Charakterisierung von

Nierenzellkarzinom-Zelllinien

Grundlage fur immuntherapeutische Untersuchungen an Nierenzellkarzinomen sind
zunachst konstant in Zellkultur wachsende Nierenzellkarzinom-Zelllinien. Aus den
Primartumoren von ca. 28 % der an der Studie teilnehmenden Patienten konnten
Zelllinien generiert werden, die Uber Zellkultur-Passage 15 hinaus in Langzeit-Zellkultur
expandiert werden konnten. Diese Zelllinien wurden HLA-typisiert und durch histologische
und zytogenetische Methoden charakterisiert, um die maligne Herkunft der Zellen zu
bestatigen. Zytogenetisch wiesen die Tumorzelllinien fir RCC typische Aberrationen auf
[Gunawan et al, 2001].

Im Rahmen der durchflusszytometrischen Charakterisierung der Nierenzellkarzinom-
Zelllinien wurde festgestellt, dass HLA-Klasse-l auf den Tumorzelllinien starker exprimiert
wurde als auf den entsprechenden autologen nicht-malignen Nierenzellen. Tumorzellen
entwickeln bestimmte Mechanismen, um der Immunerkennung des Wirtsorganismus zu
entkommen bzw. um eine Immunantwort zu hemmen (,jmmune escape mechanisms®)
[Kim et al, 2007]. Dazu zahlen beispielsweise die Herunterregulation von HLA-Klasse-I-
[Bubenik, 2004; Bubenik, 2003; Garcia-Lora et al, 2003], von Adhasions- [Wittig et al,
1997; Piali et al, 1995] und Kostimulationsmolekillen [Fujiwara et al, 2004] sowie die
Produktion von inhibierenden Zytokinen [Kirkbride & Blobe, 2003; Beck et al, 2001]. Daher
hatte erwartet werden konnen, dass die HLA-Molekiile auf den Tumorzellen schwacher
exprimiert werden. Zytotoxische CD8" T-Zellen erkennen ihre Zielzellen bekanntermafRen
Uber Peptide, die im Zusammenhang mit HLA-Klasse-l auf der Zelloberflache der
Zielzellen prasentiert werden. Je starker HLA-Klasse-l auf der Zelloberflache exprimiert
wird, desto besser misste diese antigenprasentierende Zelle, in diesem Falle die
Tumorzelle, von den CD8" T-Zellen erkannt werden. Hier muss also ein anderer
Mechanismus vorliegen, der es dem individuellen Tumor ermoglicht hatte, der
Immunutberwachung zu entkommen. Einer dieser Mechanismen kdnnte die schwachere
Expression des Adhasionsmolekils CD54 (ICAM-1) sein, welches der Ligand fir den
panlymphozytaren Marker LFA-1 (CD11a) ist. Adhasionsmolekiile (auch akzessorische
Molekile genannt) tragen zu einer besseren Interaktion von Lymphozyten mit ihren
Zielzellen bei. Die durchflusszytometrischen Analysen der in dieser Arbeit untersuchten
Modelle ergaben tatsachlich ein niedrigeres Expressionsniveau von CD54 bei RCCs im

Vergleich zu NKCs. Dies konnte ein Hinweis auf einen ,immune escape“-Mechanismus
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der Tumorzellen sein [Wittig et al, 1997; Piali et al, 1995]. Im Unterschied zu CD54 wurde
CD58 vergleichbar stark auf malignen und nicht-malignen Nierenzellen exprimiert. Die
Kostimulationsmolekile CD80 und CD86 und HLA-Klasse-Il wurden weder von den
Tumorzellen noch von den entsprechenden nicht-malignen Nierenzellen exprimiert. Um
die Immunogenitat der Tumorzellen zu erhdéhen, kénnte man CD80 und/oder CD86 stabil

transfizieren [Jung et al, 1999].

Ein weiterer mdglicher ,immune escape“-Mechanismus, der in dieser Arbeit Uberprift
wurde, wird durch regulatorische T-Zellen vermittelt, deren Wirkung immun-
supprimierender Art ist. Die Diskussion der gewonnenen T reg-Daten erfolgt in Abschnitt
4.7.

4.2 Die Generierung von RCC-reaktiven CD8" T-Zellen aus

Geschwisterspendern

Nach HLA-Typisierung der Nierenzellkarzinom-Patienten und der zugehorigen
Geschwister wurde in vier (MZ3114, MZ3126, MZ3603 und ELTHEM) von 18 Fallen
(entspricht 22 %) ein komplett Gbereinstimmender HLA-Typ des Patienten mit einem der
typisierten Geschwister gefunden. Im Hinblick auf eine Immuntherapie beim
Nierenzellkarzinom mittels adoptiven T-Zelltransfers ist ein Ubereinstimmender HLA-Typ
unabdingbar, um Alloreaktivitaten der transferierten Spenderzellen gegen mdgliche HLA-
,Mismatches* zu vermeiden. Durch die genetische Ahnlichkeit von verwandten HLA-
identischen Spendern ergeben sich klare Vorteile in der klinischen Anwendung. So wird
beim Transfer von T-Zellen eines verwandten Spenders in weit weniger Fallen das
Auftreten einer Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (GvHD) beobachtet als beim

Transfer von T-Zellen eines unverwandten Spenders [Goulmy, 1997a].

Nicht fraktionierte HLA-identische Geschwister-PBMCs bzw. zusatzlich auch
Fremdspender-PBMCs im ELTHEM-Modell wurden in allogenen MLTCs mit den
entsprechenden RCC-Tumorzellen stimuliert. Interessanterweise waren die expandierten
,Responder“-Lymphozyten allesamt CD8" T-Zellen, wohingegen tumorreaktive CD4" T-
Zellen oder NK-Zellen nicht beobachtet wurden. Dass keine CD4-Antitumor-
Immunantworten generiert werden konnten, mag durch die fehlende Expression von HLA-
Klasse-Il auf den RCC-Zellen unter basalen Bedingungen erklarbar sein (Tabelle 3.1,
Abschnitt 3.1). Obwohl eine Vorbehandlung der RCC-Zellen mit IFN-y HLA-Klasse-ll
induziert [Schendel et al, 2000], konnten keine CD4-mediierten Immunantworten mit IFN-

y-vorbehandelten RCC-Zellen als MLTC-Stimulatorzellen beobachtet werden (Daten nicht
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gezeigt). Wie zuvor beschrieben wurde, konnen tumorreaktive CD4" T-Zellen effizient
expandiert werden, wenn professionelle APCs wie z. B. dendritische Zellen als
Stimulatorzellen verwendet werden, die zuvor mit apoptotischen oder nekrotischen
Tumorpraparationen beladen wurden [Montagna et al, 2004; Kurokawa et al, 2001; Herr
et al, 2000].

Trotz serologischer Ubereinstimmung der HLA-A, -B und -Cw-Allele konnte in der
hochaufldsenden Genotypisierung zwischen dem Nierenzellkarzinom-Patienten ELTHEM
und dem gesunden Fremdspender IV ein ,Mismatch® auf dem HLA-A3-Locus
nachgewiesen werden. Dieses ,Mismatch” fihrte in der T-Zellkultur zu einer dominanten
Reaktivitat, die gegen das vom Tumor disparat exprimierte HLA-A*0301 gerichtet war. Die
reaktiven T-Zellen erkannten in diesem Falle kein tumorassoziiertes Antigen, das Uber
das HLA-A3-Molekll prasentiert wurde, sondern Allopeptide im Kontext mit HLA-A*0301.
In Reaktivitatstests fiel auf, dass autologe ELTHEM-LCL-Zellen starker erkannt wurden
als die zur Stimulation verwendeten ELTHEM-RCC-Zellen. LCL-Zelllinien sind
Abkémmlinge von B-Lymphozyten und weisen eine hohe Expression von HLA-Klasse-I
auf der Zelloberflache auf [Voliz et al, 1989]. Folglich war auch HLA-A3 starker auf den
LCL als auf den RCC exprimiert (Daten nicht gezeigt). Dadurch kann die deutlich starkere

Reaktivitdt gegen die LCL-Zellen erklart werden.

4.3 Autologe und allogene tumorreaktive T-Zellkulturen im

Vergleich

Vor kurzem wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass RCC-reaktive CTL-Klone aus
unverwandten gesunden Spendern isoliert werden koénnen, die fir HLA-Klasse-l
vollstandig identisch mit einer zuvor generierten RCC-Zelllinie waren [Dorrschuck et al,
2004]. Nach erfolgreicher Etablierung von neuen in vitro stabil wachsenden RCC-
Zelllinien in einer reprasentativen Patientenkohorte wurden diese Studien in der
vorliegenden Arbeit auf gesunde Geschwisterspender mit identischem HLA-Typ fir
Klasse-l und Klasse-ll ausgeweitet. AuRerdem wurden autologe Patienten-PBMCs und
TILs in die Analysen miteinbezogen, sofern diese verfigbar waren. Die hierbei erzielten
Ergebnisse liefern klare Hinweise, dass RCC-reaktive CTL-Klone in vitro aus naiven HLA-
identischen Geschwisterspendern generiert werden kénnen. Der direkte Vergleich der aus
allogenen PBMCs angesetzten mit den aus autologen Patienten-PBMCs und TILs
angesetzten T-Zellkulturen zeigte, dass die allogenen Geschwister-PBMCs in drei aus

vier Fallen eine erhdhte und durch CD8-positive T-Zellen vermittelte Tumorreaktivitat
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aufwiesen [Kausche et al, 2006]. In den CD8" T-Lymphozyten der Patienten konnte
demgegeniber keine oder nur schwache Tumorreaktivitdt beobachtet werden. Im
Einklang mit diesen Ergebnissen wurde berichtet, dass autologe tumorreaktive T-Zellen
aus dem peripheren Blut von lediglich einer Minderheit von Tumorpatienten isoliert
werden koénnen. Diese Patienten waren zumeist Melanompatienten mit einem glinstigen
Krankheitsverlauf unter Immuntherapie [Coulie et al, 1999; Herr et al, 1994; Wolfel et al,
1993a].

Die isolierten Geschwister-CTL-Klone erkannten keine bekannten HLA-Klasse-I-
assoziierten RCC-Peptid-Epitope [Hanada et al, 2004; Tatsumi et al, 2003a; Kessler et al,
2001; Probst-Kepper et al, 2001; Gaudin et al, 1999; Vissers et al, 1999; Brossart et al,
1998; Brandle et al, 1996; Gaugler et al, 1996]. Daher war es nicht moglich, das autologe
T-Zellrepertoire auf Anergie oder Deletion von definierten antitumoralen Spezifitaten zu

analysieren.

4.4 Klassische tumorreaktive T-Zellen

Aufgrund der schwachen oder fehlenden Tumorreaktivitat der autologen PBMCs war es in
den drei Modellen ELTHEM-, MZ3114- und MZ3126-RCC nur im allogenen System
maoglich, durch Klonierung die einzelnen in den Kulturen vorhandenen T-Zellspezifitaten
zu analysieren. Mithilfe von Blockade-Experimenten konnten die HLA-Restriktions-
elemente der CTL-Klone bestimmt werden. Anhand des Blockadeverhaltens und des

Kreuzreaktivitditsmusters wurden sechs Gruppen von CTL-Klonen definiert (Tabelle 3.4):
1. AusschlieBliche HLA-Klasse-I-restringierte Reaktivitat gegen autologe RCC-Zellen;

2. HLA-Klasse-I-restringierte Reaktivitat gegen autologe RCC- und autologe NKC-

Zellen;

3. HLA-Klasse-I-restringierte Reaktivitat gegen autologe RCC- und autologe

hamatopoetische Zellen;
4. HLA-Klasse-I-restringierte Reaktivitat gegen autologe und allogene RCC-Zellen;

5. HLA-Klasse-I-restringierte Reaktivitdt gegen autologe RCC-Zellen und allogene

Tumorzellen aus anderen Gewebeentitaten;

6. Nicht-klassische = HLA-unabhangige  Reaktivitdt gegen  unterschiedliche
Tumorentitaten (Abschnitt 4.5).



DISKUSSION 77

Gruppe 1. Der Grofdteil der expandierten und charakterisierten CTL-Klone konnte dieser
Gruppe zugeordnet werden. Die Zielstrukturen, die von diesen CTLs erkannt werden, sind
vermutlich RCC-spezifische Antigene, die individuell auf dem autologen Tumor exprimiert
werden. Solche Antigene haben den Vorteil, dass sie méglicherweise einen GvT-Effekt
mit einhergehender Tumorregression hervorrufen kénnen, der nicht mit dem Auftreten
einer GvHD assoziiert ware [Childs et al, 2000].

Gruppe 2. Die zweitgrofldte Gruppe von CTL-Klonen beinhaltete jene, die sowohl die
autologen Tumor- als auch die autologen nicht-malignen Nierenzellen erkannten. Bei den
hier detektierten Zielstrukturen handelt es sich mutmaflich um Nierendifferenzierungs-
antigene oder nierenassoziierte Minor-Histokompatibilitdtsantigene. Die letztgenannte
Antigengruppe findet ihr Korrelat in einem Polymorphismus zwischen Tumorpatient und
Geschwisterspender. Ein Transfer von CTLs einer solchen Spezifitdt birgt die Gefahr
einer Autoimmunerkrankung, die gegen normales Nierengewebe gerichtet ist. Allerdings
sind klinisch fassbare AbstoRungsreaktionen gegen Nierengewebe in allo-HSCT-Studien
bei Nierenzellkarzinom-Patienten nicht beschrieben worden [Bregni et al, 2002; Rini et al,
2002; Childs et al, 2000].

Gruppe 3. In diese Gruppe wurden solche RCC-reaktiven CTLs eingeteilt, die mit
hamatopoetischen Zellen des RCC-Patienten kreuzreagierten. Der adoptive Transfer
dieser CTLs koénnte ebenfalls einen GvT-Effekt induzieren, beinhaltet jedoch das Risiko
einer GvHD, da die erkannten Zielstrukturen offenbar von unterschiedlichen Gewebetypen
exprimiert werden. Beispiele hierflr sind CTLs, die gegen ubiquitar exprimierte Minor-

Histokompatibilitdtsantigene gerichtet sind [Riddell et al, 2002; Simpson et al, 2001].

Gruppe 4. In diese Gruppe fielen die CTLs, die in den Funktionalitatsstudien sowohl
autologe als auch allogene Nierenzellkarzinom-Zelllinien erkannten. Diese CTLs schienen
Zielstrukturen zu erkennen, die entweder selektiv auf malignen Nierenzellen exprimiert
werden oder aber auf diesen Uberexprimiert vorliegen. Die zugehoérigen Antigene sind
dabei jedoch nicht flr einen einzelnen Tumorpatienten spezifisch. Allogene CTLs, die
diese Antigene erkennen, waren mdglicherweise geeignet, als Spender-Lymphozyten-
Infusionen (DLI, engl. donor lymphocyte infusions) in einer Vielzahl von Patienten einen
Tumorriickgang hervorzurufen, der wahrscheinlich nicht von einem unerwiinschten
GvHD-Effekt begleitet wird.

Gruppe 5. Die CTLs dieser Gruppe erkannten neben dem autologen RCC eine Vielzahl
weiterer allogener Tumoren unterschiedlicher Entitat. Die zugehoérigen Antigene sind
dabei auf unterschiedlichen epithelialen Tumoren vorhanden und nicht auf
Nierenzellkarzinome beschrankt. Ein adoptiver Transfer dieser CTLs, die ein in

unterschiedlichen Tumorentitaten auftretendes Antigen erkennen, kdnnte in Patienten der
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entsprechenden Tumorentitaten selektiv einen GvT-Effekt auslésen. Die Gefahr des
Auftretens einer GvH-Erkrankung ist als gering einzustufen, da diese Antigene nur auf
maligne veranderten Zellen aufzutreten scheinen, nicht jedoch auf gesunden
Nierenzellen. Einschrankend muss jedoch gesagt werden, dass die Expression dieser
Antigene auf epithelialen nicht-malignen Geweben mangels verfligbarer Zelllinien nicht

getestet werden konnte.

4.5 Nicht-klassische tumorreaktive T-Zellen

Im ELTHEM-Modell wurde gezeigt, dass die allogene antitumorale Immunantwort in vitro
von CTLs dominiert werden kann, die ihre Zielzellen Uber nicht-HLA-restringierte und
TCR-unabhéngige Mechanismen erkennen. Ahnliche CTLs wurden auch aus
Nierenzellkarzinom-Patienten isoliert [Lionello et al, 2007]. Die in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen allogenen CTLs lysierten in Zytotoxizitatstests Zelllinien aus
verschiedenen epithelialen Tumorentitaten, jedoch nicht die zugehérigen LCL-Zelllinien.
Sie erkannten zum Teil auch das HLA-negative NK-Zell-,Target” K562 und exprimierten
die NK-zellassoziierten Marker CD16, CD56, CD57 und CD94"" in Verbindung mit CD3.
Diese CTLs waren mit monoklonalen Antikérpern gegen HLA-Klasse-I- und -lI-Molekiile
sowie gegen CD3 und CD8 nicht in ihrer Funktionalitat blockierbar, was auf eine TCR-
unabhangige Erkennung ihrer Zielzellen schlieRen lasst. Auch blockierende Antikorper
gegen das nicht-klassische HLA-Molekiil CD1d, gegen den NK-aktivierenden Rezeptor
NKG2D und gegen den Fas-Liganden flihrten nicht zu einer Inhibierung der Reaktivitat.
Es konnte jedoch eine Blockade mit Concanamycin A erreicht und somit ein
perforinmediierter Lysemechanismus nachgewiesen werden [Kataoka et al, 1996]. Da in
IFN-y-ELISpot-Experimenten keine Sekretion von IFN-y beobachtet werden konnte,
wurde eine Multiplex-PCR-Analyse auf das freigesetzte Zytokinspektrum dieser Zellen
durchgefihrt. Das Ergebnis zeigte, dass diese CTLs nach Stimulation mit Tumorzellen IL-
6, IL-8 und MIP-1[3 produzierten.

Unwahrscheinlich war es, dass es sich bei den nicht-klassischen Effektorzellen dieser
Gruppe um NK-Zellen handelte, da diese weder CD3 exprimieren noch HLA-Klasse-I-
positive Zielzellen lysieren. Vielmehr stellen HLA-Molekile auf den Zielzellen die
Liganden fiur inhibierende Rezeptoren (KIRs) auf den NK-Zellen dar [Ugolini & Vivier,
2000; Maenaka et al, 1999]. Neben klassischen T-Zellen und NK-Zellen existieren jedoch
einige Mischpopulationen, deren Ubergénge bisher nicht klar definiert sind: Erstens LAK-

Zellen, zweitens CIK-Zellen und drittens klassische NK-T-Zellen.
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1. LAK-Zellen stellen durch hohe Zytokinkonzentrationen induzierte Misch-
populationen aus NK- und nicht-HLA-restringierten T-Zellen dar, die die Fahigkeit haben,
eine Vielfalt von Tumorzellen und HLA-Klasse-I-negativen Zellen zu lysieren [Falk et al,
2002]. Durch eine verstarkte Expression von HLA-Molekllen auf den , Target‘-Zellen, z. B.
durch Zugabe von IFN-y, wird die Reaktivitat der LAK-Zellen gehemmt. Die im ELTHEM-
Modell isolierten nicht-klassischen T-Zellen sind sicherlich keine LAK-Zellen, da die IFN-y-
Vorbehandlung der Zielzellen nicht zu einer relevanten Blockade der Reaktivitat fuhrte
und im Umkehrschluss bei Blockade der HLA-Molekile durch monoklonale Antikérper

kein Anstieg der lytischen Aktivitat beobachtet werden konnte.

2. CIK-Zellen kénnen aus T-Zellen generiert werden, indem PBMCs in vitro mit
hohen Zytokinkonzentrationen antigenunabhangig stimuliert werden. Sie werden dadurch
charakterisiert, dass ihre Reaktivitdt durch monoklonale Antikérper gegen HLA-Klasse-I,
HLA-Klasse-Il, CD3, CD4 und CD8 — ahnlich wie bei den hier beschriebenen T-Zellen —
nicht beeinflusst wird [Verneris et al, 2002]. CIK-Zellen wachsen in zytokinhaltigem
Medium auch ohne die Zugabe von Stimulatorzellen, was einen klaren Unterscheid zu

den in dieser Arbeit isolierten Zellen darstellt, die antigenabhangiges Wachstum zeigten.

3. Klassische NK-T-Zellen exprimieren eine einzelne invariante TCR a-Kette (Va14),
erkennen ihre Antigene Uber das nicht-klassische HLA-Molekil CD1, produzieren nach
Antigenstimulation IL-4 und IFN-y und sind nur in seltenen Fallen CD8-positiv [Verneris et
al, 2002]. Die allogenen ELTHEM-CTLs waren hingegen samtlich CD8", exprimierten den
unikalen TCR Va23 VB2, konnten Uber monoklonale Antikdrper gegen CD1d nicht in ihrer
Reaktivitat blockiert werden und produzierten weder IL-4 noch IFN-y. Es handelt sich bei
den hier beschriebenen T-Zellen also auch nicht um klassische NK-T-Zellen. Vielmehr ist
davon auszugehen, dass eine neue Art von nicht-klassischen tumorreaktiven CTLs isoliert
wurde. Weiterfilhrende Arbeiten sind notwendig, um die Spezifitdt und die potentielle

klinische Anwendbarkeit dieser Kategorie von tumorreaktiven Effektorzellen aufzuklaren.

4.6 Allogene Stammzelltransplantation, GvT und GvHD

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass allogene Geschwister-PBMCs wegen ihrer starkeren
antitumoralen Reaktivitat im Vergleich zu autologen PBMCs sehr gutes Ausgangsmaterial
fur die in vitro-Generierung von tumorreaktiven CTLs darstellen. Allerdings kdnnte die
Wirksamkeit von allogenen tumorreaktiven CTLs in vivo durch das immunsuppressive
Milieu eingeschrankt sein, das in Tumorpatienten vorhanden ist [Zou, 2006]. Klinische

Studien an Patienten mit metastasietem Melanom haben gezeigt, dass eine
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vorbereitende lymphozytendepletierende Chemotherapie die antitumorale Wirksamkeit
von adoptiv transferierten autologen TILs verstarkt [Dudley et a/, 2005]. Dabei entfaltet die
Chemotherapie ihre Wirkung mdglicherweise durch die in situ-Depletion von
regulatorischen T-Zellen und schafft damit die Mdglichkeit der Besiedelung der
lymphoiden Kompartimente sowie des Tumorgewebes mit tumorreaktiven T-Zellen in

Folge eines zytokinmediierten homeostatischen Mechanismus.

Auch wenn die Kombination aus chemotherapeutischer Konditionierung und autologer
TIL-Infusion die Rate von klinischen Melanom-Remissionen erhéht hat, resultierte sie
ebenfalls in einer erhdhten Inzidenz von Vitiigo und Uveitis in Folge von
Autoimmunreaktionen gegen Melanozyten [Dudley et al, 2005]. Diese Beobachtung
unterstreichnt den starken Zusammenhang, der zwischen den immunologischen
Mechanismen von Tumorregression und Autoimmunreaktionen gegen normales Gewebe
besteht. Eine Ubertragung dieser Erkenntnis auf RCC-Patienten wiirde bedeuten, dass
eine adoptive T-Zelltherapie Autoimmunreaktionen gegen gesundes Nierengewebe
auslosen konnte. Allerdings wurde bei RCC-Patienten, die in friheren zytokin- oder
zellbasierten Immuntherapien Tumorremissionen entwickelten, kein signifikanter Anstieg
der Inzidenz einer autoimmunen Nephritis beobachtet [Rosenberg et al, 1989].
Interessanterweise zeigte ein betrachtlicher Anteil der in unserer Studie isolierten RCC-
reaktiven Geschwister-CTL-Klone eine Kreuzreaktivitdt mit nicht-malignen Nierenzellen
des Patienten. Mdglicherweise stellen die Antigene, die sowohl von den normalen als
auch von den malignen Nierenzellen exprimiert werden, nicht alterierte Nieren-
differenzierungsantigene dar. Alternativ kdnnten diese Antigene auch polymorph zwischen
Spender und Tumorpatient sein. Die letztere Antigen-Kategorie wirde Minor-
Histokompatibilitatsantigene einschlieRen, die starke Transplantat-gegen-Wirt- und
Transplantat-gegen-Leukamie-Reaktionen in Leukdmie-Patienten ausldsen kénnen [Nash
& Storb, 1996]. Der adoptive Transfer von Geschwister-CTLs, die nierenexprimierte
Antigene erkennen, beinhaltet das Risiko, die Immuntoleranz gegenliber gesundem
Nierengewebe zu brechen. Da — wie oben erwadhnt — bei der Niere in friheren
Transplantationsstudien [Bregni et al, 2002; Rini et al, 2002; Childs et al, 2000] keine
vermehrt nachweisbaren klinischen Symptome einer immunmediierten Schadigung
auftraten, bleibt die in vivo-Relevanz von nierengewebsreaktiven CTLs schwer

abschatzbar.

Eine weitere mogliche Komplikation bei der in vivo-Applikation von CTLs, die aus
Geschwisterspendern generiert wurden, ist die GvHD, die durch kontaminierende
alloreaktive T-Zellen vermittelt wird. Da RCC-Patienten, die nach allogener
Transplantation eine GvHD entwickelten, eine hdhere Rate von Tumorremissionen

zeigten [Childs et al, 2000], scheint die Induktion von Alloreaktivitat in vivo tolerierbar,
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wenn nicht sogar erstrebenswert zu sein. Allerdings traten in einzelnen Tumorpatienten,
die eine allogene Transplantation [Childs et al, 2000] oder Spender-Lymphozyten-
Infusionen [Porter et al, 1999] erhielten, schwere und refraktdre Formen der GvHD auf,
die zu signifikanter Morbiditdt und Mortalitdt fuhrten. Eine ausreichende Kklinische
Wirksamkeit in Verbindung mit moderater oder fehlender GvHD kdnnte mdglicherweise
durch den Transfer von kurzzeitkultivierten oligoklonalen Spender-T-Zelllinien erreicht
werden. Jedenfalls wurde Uber eine solchermalien gunstige Nutzen/Risiko-Relation in
klinischen Studien zum adoptiven Transfer von virusreaktiven Spender-T-Zellen bei
Zytomegalie- und Epstein-Barr-Virusinfektionen nach allogener HSCT berichtet [Einsele et
al, 2002; Rooney et al, 1998]. Eine wiederholte in vitro-Stimulation mit RCC-Zellen hatte
den Vorteil, dass tumorreaktive T-Zellvorlaufer expandiert werden kénnen, die nur in
geringer Frequenz in naiven PBMCs vorkommen. Die verbleibenden alloreaktiven T-
Zellen koénnten in vitro durch eine immunmagnetische Depletionsstrategie entfernt
werden, dessen Angriffspunkt das aktivierungsinduzierte T-Zellantigen CD137 ist [Wehler
et al, 2006]. Im Falle einer schweren autoimmunen Nierenkrankheit nach Geschwister-
CTL-Transfer konnten primare Patienten-Nierenzellen als allogene antigenprasentierende
Zellen wahrend des Depletionsschrittes integriert werden. Wie in der vorliegenden Arbeit
gezeigt, konnen diese nicht-malignen Nierenzellen ohne groRen Aufwand und sehr
zuverlassig aus benachbartem normalem Nierengewebe von Tumor-Nephrektomie-

Praparaten isoliert und durch Kurzzeit-Zellkultur expandiert werden.

Die PBMCs von Geschwisterspendern enthielten aul3erdem CTL-Vorldufer, die keine
Kreuzreaktivitdt mit nicht-malignen Nierenzellen aufwiesen (Tabelle 3.4). Die Natur der
von diesen CTLs erkannten Antigene dirfte von grofitem Interesse sein, denn sie kdnnten
mdgliche Zielstrukturen von RCC-Remissionen sein, die in Abwesenheit von GvHD
beobachtet wurden (Childs et al, 2000]. Fur den Fall, dass diese Antigene nicht in
normalem Gewebe exprimiert werden, waren sie ideale Kandidaten-Antigene fur Tumor-

Immuntherapien.

4.7 T regs als immunsupprimierende Zellen in RCC-

Patienten

Die beeindruckend effiziente Generierung und Expansion RCC-reaktiver CD8" T-Zellen
aus gesunden Geschwisterspendern konnte dadurch erklart werden, dass in allogenen
gesunden Spendern die immunsupprimierenden Mechanismen fehlen, die die Funktion

von tumorreaktiven Immunzellen in Krebspatienten behindern. Beeintrachtigte
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antitumorale Immunantworten in Tumorpatienten wurden im Hinblick auf antigen-
prasentierende Zellen [Yang & Carbone, 2004], Effektor-T-Zellen [Biswas et al, 2006] und
regulatorische T-Zellen (T regs) [Zou, 2006] beschrieben. Neuere Untersuchungen haben
sich auf CD4" CD25" FoxP3" regulatorische T-Zellen konzentriert, die die Fahigkeit
haben, die Funktionalitat von tumorreaktiven T-Zellen in vielen humanen Tumorentitaten
zu unterdricken [Dannull et al, 2005; Curiel et al, 2004; Wang et al, 2004; Woo et al,
2002]. Es wurde auRerdem bereits beschrieben, dass T regs im peripheren Blut von
Nierenzellkarzinom-Patienten in einer erhdhten Frequenz vorliegen [Griffiths et al, 2007].
Aus diesen Griinden wurde in der vorliegenden Arbeit in autologen PBMCs und TIL-
Praparationen der RCC-Patienten der Anteil an CD4" CD25" FoxP3" T reg-Zellen
bestimmt. Diese Ergebnisse wurden mit denen von PBMCs aus HLA-identischen
gesunden Geschwisterspendern verglichen. Der Anteil an T reg-Zellen reichte von 5,0 bis
11,7 % der gesamten CD4-positiven T-Zellen, was nahezu im in der Literatur
beschriebenen Normbereich von 5 bis 10 % liegt [Zou, 2006], und zeigte keinen
konsistenten und statistisch relevanten Anstieg in den peripheren Blutzellen der Patienten
im Vergleich zu den gesunden Spendern (Tabelle 3.6). Auch in den TILs lagen keine
relevant erhdhten T reg-Frequenzen vor. Insgesamt geben die vergleichenden Daten zur
Frequenz von regulatorischen T-Zellen in autologem und allogenem peripheren Blut und
tumorinfiltrierenden Lymphozyten also keinen Hinweis auf einen T reg-vermittelten
immunsupprimierenden Mechanismus in Nierenzellkarzinom-Patienten. Da es sich um ein
sehr kleines Untersuchungskollektiv handelt, sollte dieses Ergebnis in weiteren

Geschwisterspender/RCC-Modellen Gberprift werden.

4.8 Ursprung der tumorreaktiven CTLs aus CD8" CD62L"

Vorlaufer-T-Zellen

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen in vitro-Studien zeigen, dass tumorreaktive
CTLs in gesunden HLA-identischen Geschwisterspendern aus der CD8" CD62L*
Subpopulation abstammen, die naive Vorlaufer- und ,central memory“-T-Lymphozyten
enthalt. CD62L und CCR7 sind an der Migration von T-Zellen zu den sekundaren
Lymphorganen (,homing“) beteiligt [Weninger et al, 2002]. Beide Molekule werden auf
reifen CD8" ,central memory“-T-Zellen herunter reguliert. Aufgrund ihrer erhohten
proliferativen und migratorischen Fahigkeiten scheinen CD8" CD62L" CCR7" naive und
,central memory“-T-Zellen eine Uberlegene Antitumor-Immunitat im Vergleich zu CD8"

CD62L" CCRTY" ,effector memory“-T-Zellen zu vermitteln, was auch in adoptiven Transfer-
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Studien in Maus-Modellen gezeigt werden konnte [Gattinoni et al, 2005]. Die
wahrscheinlichste Erklarung fiir unsere in vitro-Befunde ist, dass CD62L(high)" naive
CD8" T-Zellen von professionellen APCs aktiviert wurden, die zuvor Tumorzellmaterial
aufgenommen und in den HLA-Klasse-I-Weg prozessiert haben (,cross presentation®). Es
ist allerdings nicht auszuschlie®en, dass die RCC-reaktiven CTLs sich auch aus
CD62L(low)" CD8" ,central memory“-T-Zellen entwickelt haben, die Antigene erkennen,
die ahnlich oder identisch mit denen sind, die vom Nierenzellkarzinom prasentiert werden
[Moudgil & Sercarz, 1994].

4.9 Ausblick

Die hier beschriebenen Daten unterstitzen die in vitro-Generierung von tumorreaktiven
CD8" CTLs aus HLA-identischen Geschwisterspender-PBMCs. Mit dieser Vorgehens-
weise konnte ein breites Spektrum an Effektorzellen mit unterschiedlichen Kreuz-
reaktivitdten isoliert und expandiert werden. Der Hauptanteil der CTLs erkannte
ausschlie8lich die Stimulator-Tumorzelllinie, was fur die Erkennung von spezifischen
Tumorantigenen spricht. Diese Zielstrukturen sind im Hinblick auf eine mdgliche
Immuntherapie durch Vakzination oder adoptiven Zelltransfer flir Patienten mit
Nierenzellkarzinom sicherlich die interessantesten Epitope. Ein Teil der CTLs erkannte
neben der autologen Tumorzelllinie auch die autologen nicht-malignen Nierenzellen,
wobei es sich vermutlich um nierenassoziierte oder Minor-Histokompatibilitatsantigene
handelt. Weitere CTLs erkannten Antigene, die in verschiedenen Nierenzellkarzinomen
exprimiert werden. AuRBerdem wurden CTLs mit einem Erkennungsmuster isoliert,
welches sowohl Nierenzellkarzinome als auch andere solide Tumore beinhaltet. Eine
andere Gruppe von CTLs erkannte Antigene, die sowohl auf RCC als auch auf
hamatopoetischen Zellen auftreten. Neben klassischen CD3" CD8" CTLs mit
unterschiedlichen HLA-Restriktionselementen (HLA-A2, -A3, -A11, -A24, -B7) wurden
aullerdem nicht-HLA-restringierte T-Zellen mit dem unikalen T-Zellrezeptor Va23 V(2
isoliert, die ein breites Spektrum an Tumorzellen und HLA-negativen Zelllinien lysierten.
Da Geschwisterspender offenbar eine interindividuell unterschiedliche Fahigkeit
aufweisen, bestimmte antitumorale Effektor-Zelltypen zu generieren, sollten die autologen
Tumorzellen des Patienten als Stimulatorzellen in in vitro-Protokolle implementiert
werden. Eine solche Strategie garantiert, dass das volle Spektrum potentiell relevanter
Antigene und immunstimulatorischer Zielstrukturen fur die Ausbildung der Immunantwort

genutzt wird [Lennerz et al, 2005].

Eine Herausforderung wird zuklnftig darin bestehen, in vitro-Methoden zu entwickeln, die
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eine noch effektivere Expansion von Nierenzellkarzinomlinien ermdéglichen, da diese
Tumorlinien eine Voraussetzung fir die in vitro-Expansion tumorreaktiver T-Zellen sind.
Alternativ kénnten auch RCC-Einzelzellsuspensionen oder professionelle antigen-
prasentierende Zellen, die zuvor mit apoptotischen oder nekrotischen Tumorzell-
Praparationen beladen wurden, als Stimulatorzellen eingesetzt werden. Letztlich bietet
sich der adoptive Transfer von tumorreaktiven CTLs aus Geschwisterspendern alleine
oder in Kombination mit der allogenen hamatopoetischen Stammzelltransplantation in
RCC-Patienten an. Solche translationalen Studien kdnnten die Frage beantworten, ob
eine allogene Zelltherapie auf der Basis der individuell aus Spender/Patienten-Paaren
gewonnenen Lymphozyten- und Tumorzell-Proben durchfihrbar ist und ob damit eine

signifikante GvT-Reaktion jenseits der schweren GvHD erreicht werden kann.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden Blutlymphozyten, die aus allogenen, serologisch HLA
(humanes Leukozytenantigen)-identischen gesunden Geschwisterspendern von Nieren-
zellkarzinom (RCC, engl. renal cell carcinoma)-Patienten isoliert wurden, auf ihre
antitumorale Reaktivitat in vitro untersucht. Dazu war die vorangehende Generierung von
stabil in vitro wachsenden Tumorzelllinien der Patienten zwingende Voraussetzung.
Insgesamt wurden aus primarem Tumorgewebe von 65 Nierenzellkarzinom-Patienten
Tumorzellen isoliert und daraus Zellkulturen angelegt. In 28 % der Falle gelang es, eine
konstant in Zellkultur wachsende Tumorzelllinie zu etablieren. Daneben wurden aus 56
Tumorpatienten auch die aus dem angrenzenden Nierengewebe gewonnenen nicht-
malignen Nierenzellen Gber wenige Zellkultur-Passagen expandiert. In vier Patienten mit
stabil in vitro wachsender Tumorzelllinie war ein allogener HLA-identischer Geschwister-
spender verfligbar. In diesen Modellsystemen wurden in gemischten Lymphozyten-
Tumorzell-Kulturen (MLTCs, engl. mixed Iymphocyte tumor cell cultures) die
Blutlymphozyten der Patienten und der gesunden Geschwisterspender mit der jeweiligen
Nierenzellkarzinom-Zelllinie  stimuliert und tumorreaktive CD8" zytotoxische T-
Lymphozyten (CTLs, engl. cytotoxic T-lymphocytes) generiert. Wenn moéglich wurden aus
den so gewonnenen ,Responder“-Massenkulturen CD8" T-Zellklone isoliert und
hinsichtlich ihrer Funktionalitit in IFN-y-ELISpot-Assays und *'Chrom-Zytotoxizitatstests
untersucht. Durch Blockade der HLA-Molekile mit monoklonalen Antikérpern wurden die
HLA-Restriktionselemente sowie weitere an der Erkennung beteiligte Oberflachen-
molekile analysiert. Kreuzreaktivitatsuntersuchungen mit einem breiten Zielzell-,Panel*
gaben Aufschluss Uber die Reaktivitat der CTLs gegen RCC, nicht-maligne Nierenzellen,
hamatopoetische Zielzellen von Patient und Geschwisterspender und weitere

Tumorzelllinien aus Nierenzellkarzinomen und anderen Tumorentitaten.

Interessanterweise zeigten die Geschwister-MLTC-,Responder‘-Lymphozyten im
Vergleich zu den autologen MLTC-,Responder‘-Lymphozyten eine starkere Proliferation
und Zytotoxizitdt nach Stimulation mit Tumorzellen. Die allogenen tumorreaktiven
,Responder“Lymphozyten entstammten der CD8" CD62L (high)" Subpopulation, die naive
Vorlaufer- und ,central memory“-T-Zellen enthalt. Im Gegensatz zu autologen MLTC-
Lymphozyten und tumorinfiltrierenden Lymphozyten konnte aus nahezu allen allogenen
MLTCs mithilfe des Grenzverdinnungsverfahrens ein breites Spektrum an tumorreaktiven
CTL-Klonen expandiert werden. Diese lysierten entweder ausschlielllich die autologe
RCC-Zelllinie oder kreuzreagierten mit autologen nicht-malignen Nierenzellen. Eine
Minderheit der CTL-Klone erkannte auflerdem hamatopoetische Zellen des Patienten

oder allogene Tumorzellen. Als HLA-Restriktionselemente der allogenen tumorreaktiven
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CD8" CTL-Klone wurden HLA-A2, -A3, -A11, -A24 und -B7 identifiziert. Weiterhin wurden
in einem Modellsystem bisher unbekannte, stark proliferierende CD3* CD16" CD57" CTL-

Klone mit nicht-HLA-restringierter Tumorreaktivitat isoliert.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit erstmals, dass allogene Blutlymphozyten von HLA-
identischen gesunden Geschwistern eine Vielfalt von tumorreaktiven CD8" CTL-Klonen
enthalten. Im direkten Vergleich mit autologen Blutlymphozyten der betroffenen Patienten
besitzen allogene Blutlymphozyten der Geschwister eine starkere proliferative und
zytotoxische Tumorreaktivitdt. Die Ergebnisse dieser Arbeit ermutigen weitere
Bemuhungen, tumorreaktive T-Zellen aus dem Blut von HLA-identischen gesunden
Geschwisterspendern in vitro zu generieren. Solche T-Zellen waren in zweierlei Hinsicht
von Interesse: Zum einen ermdglichen sie die Identifizierung der Zielantigene, die von T-
Zellen aus gesunden Individuen auf Tumoren erkannt werden und als Zielstrukturen von
antigenspezifischen Immuntherapien (z. B. Vakzination) dienen kénnten. Zum anderen
konnten diese T-Zellen méglicherweise flr eine adoptive Immuntherapie der betroffenen

Tumorpatienten verwendet werden.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

% Prozent

AB Antibiotikum (Gentamicin)

AEC 3-Amino-2-Ethyl-Carbazol

AK Antikorper

AM Antimykotikum (Fluconazol)

AML akute myeloische Leukamie

APC antigenprasentierende Zelle (engl. antigen presenting cell)
ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)

Bom B2-Mikroglobulin

CCL ~Cchemokine (C-C motif) ligand*

CD wcluster of differentiation”

CIK zytokininduzierte Killerzelle (engl. cytokine-induced killer cell)
CML chronische myeloische Leukamie

COC Kolonkarzinom (engl. colon carcinoma)

CO, Kohlenstoffdioxid

Cr Chrom

CSA Cyclosporin A

CTL zytotoxische T-Lymphozyten (engl. cytotoxic T lymphocyte)
C-Terminus Carboxy-Terminus

DC Dendritische Zelle (engl. dendritic cell)

DLI Spender-Lymphozyten-Infusion (engl. donor lymphocyte infusion)
DMSO Dimethylsulfoxid

EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISpot-Assay ~enzyme-linked immunosorbent spot-assay*

ER endoplasmatisches Retikulum

E/T Effektor-zu-Zielzellen-Verhaltnis (engl. effector-to-target ratio)
FACS ~fluorescence-activated cell sorting*

FCS fotales Kalberserum (engl. fetal calf serum)

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FoxP3 ~Forkhead box protein 3*

g Gramm

g Erdbeschleunigung (bei Zentrifugationen)
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GvH
GvHD
GvL
GvT

kDa
KIR

LAK
LC

LCL
LFA

MCi

i
um

MACS
mAK
MEL
MFI
MHC
MIC
min

ml
MLTC

NKC
NK-T-Zelle
NK-Zelle

Transplantat-gegen-Wirt (engl. graft-versus-host)
Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (engl. graft-versus-host disease)
Transplantat-gegen-Leukamie (engl. graft-versus-leukemia)
Transplantat-gegen-Tumor (engl. graft-versus-tumor)

Gray

Stunde

»~Hanks” Balanced Salt Solution“
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure

humanes Leukozytenantigen

Humanserum

Humanserumalbumin

sintercellular adhesion molecule”

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kultureinheit

Kilo-Dalton

.Killer inhibitory receptor*

Liter

lymphokinaktivierte Killerzellen (engl. lymphokine-activated killer cells)
Lungenkarzinom (engl. lung carcinoma)

lymphoblastoide Zelllinie (engl. lymphoblastoid cell line)

.lymphocyte function-associated antigen*

mikro (10

p-Curie

Mikroliter

Mikrometer

milli (107%)

.magnetically activated cell sorting*

monoklonaler Antikdrper

Melanom (engl. melanoma)

~mean fluorescence index"

Haupt-Histokompatibilitditskomplex (engl. major histocompatibility complex)
~major histocompatibility complex class | chain-related”

Minute

Milliliter

Gemischte Lymphozyten-Tumorzell-Kultur (engl. mixed lymphocyte tumor
cell culture)

Gesunde Nierenzellen (engl. non-malignant kidney cell)

NK-ahnliche T-Zelle (engl. NK-like T cell)

Naturliche Killer-Zelle (engl. natural killer cell)
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NRS normales Rattenserum

N-Terminus Amino-Terminus

PBMC mononukleare Zellen des peripheren Bluts (engl. peripheral blood
mononuclear cells)

PBS Phosphat gepufferte Saline (engl. phosphate buffered saline)

PC Pankreaskarzinom (engl. pancreatic carcinoma)

PC5 (PE-Cy5)
PE

pH
PHA
RCC
rhiL
rem
RPMI
Std.
TAP
TCR
TE
TGF
Th

T regs
ULBP

Phycoerythrin kovalent gebunden an Cyanin 5.1
Phycoerythrin

potentia hydrogenii

Phytohamagglutinin

Nierenzellkarzinom (engl. renal cell carcinoma)
rekombinantes humanes Interleukin (engl. recombinant human interleukin)
Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)
~Roswell Park Memorial Institute”

Stunde

.fransporter associated with antigen processing*
T-Zellrezeptor (engl. T cell receptor)

Testeinheit

Tumor-Wachstumsfaktor (engl. tumor growth factor)
Helfer-T-Zellen (engl. T helper cells)

regulatorische T-Zellen

,UL-16 binding protein*
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