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Einleitung

A Einleitung

1 Tumorentstehung

Zellproliferation und Apoptose werden iiber verschiedene Mechanismen in der Zelle
sehr genau reguliert. Wenn in einem Gewebe die Neubildung und Apoptose der Zellen aus
dem Gleichgewicht gerit, indem es z.B. zu einer verstarkten, nicht regulierten Proliferation
von Zellen kommt, entstehen Tumore. Weltweit ist Krebs die Ursache fiir 12% aller
Todesfille. In den Industrieldndern ist Krebs mit 25% die zweithdufigste Todesursache
nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen mit steigender Inzidenz [rezensiert aus dem
Informationsmaterial der Deutschen Krebshilfe und der WHO].

Die Entstehung von Krebs ist ein &uBlerst komplexer, mehrstufiger, noch nicht
vollstindig verstandener Prozess [1]. Er ist gekennzeichnet durch eine sequenzielle
Akkumulation verschiedener, genetischer Alterationen. FEine einzelne genetische
Verianderung ist dabei flir die progressive Transformation normaler Zellen in maligne
Tumorzellen nicht ausreichend [4]. Allerdings verschaffen die Verdnderungen der Zelle
Wachstumsvorteile und enden letztendlich in der Transformation einer normalen Zelle in
eine maligne Zelle [5;6]. Genmutationen sind an der Entstehung von Krebs beteiligt u.a.
lassen sich NIH3T3-Zellen mit DNA aus menschlichen Tumoren transformieren, so dass
ein ,,maligner Phénotyp mit unkontrolliertem, substratunabhingigem Wachstum und
Verlust der Zell-Zell-Kontakte hervorgerufen wird. Weitere Hinweise liefern der Einfluss
von endogenen Faktoren, wie die genetische Disposition, das Alter, das Geschlecht sowie
der Einfluss von exogenen Faktoren, wie chemische, physikalische und infektidse (virale)
Noxen, fiir die Krebsentstehung. Dabei sind fiir die Karzinogenese Mutationen in drei
Gruppen von Genen entscheidend, ndmlich Proto-Onkogene, Tumorsuppressorgene und an
der DNA-Reparatur beteiligte Gene [7].

Proto-Onkogene sind Gene, deren Genprodukte aufgrund von erhdhter Expression zu
abnormer Zellexpansion fithren. Dabei wird die Funktion dieser Gene durch ,.gain of
function‘-Mutationen verstarkt. Beispiele fiir Proto-Onkogene sind Transkriptionsfaktoren
(z.B. c-Myc), Wachstumsfaktoren bzw. deren Rezeptoren (z.B. EGFP-R), intrazelluldre
Signaliibertrdger (z.B. Ras oder STAT-3), Zellzykluskontrollproteine (z.B. Cyclin D1) und
Proteine, die in der Apoptose involviert sind, wie bcl-2 [7].

Tumorsuppressorgene sind Gene, die die Tumorigenitét unterdriicken, indem sie z.B.

die Proliferation negativ beeinflussen. Als Beispiele dienen p53, das eine wichtige
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Funktion im Fortschreiten des Zellzyklus, der zelluldren Differenzierung, der DNA-
Reparatur und der Apoptose hat, und pl16, dessen Funktionsverlust zu unkontrollierter
Zellproliferation fithren kann [7-9]. Mutationen der Tumorsuppressorgene und der DNA-
Reparaturgene flihren zu einem Funktionsverlust und werden daher als ,,/oss of function*-
Mutationen bezeichnet [1]. Funktionsverluste der DNA-Reparaturgene fiihren dabei zu
einer Akkumulation von Mutationen und verstirken dadurch den Prozess der
Karzinogenese.

Die klassischen Behandlungsmethoden fiir Krebs sind Chemotherapie, Bestrahlung
und chirurgische Entfernung des Tumors. Die teilweise extremen Nebenwirkungen und der
in vielen Fillen nur méBige Behandlungserfolg sind groe Nachteile dieser
Behandlungsmethoden. Fiir die Therapie der Tumore werden aufgrund dieser Nachteile
neue Strategien gesucht. Dabei ruhen grofe Hoffnungen auf der Tumorimmunologie.
Durch die Erforschung der Immunreaktionen werden immunthera-peutische Ansitze fiir
die Bekdmpfung von Tumoren erhofft. Allerdings stellt nahezu jede Tumorerkrankung
durch die genetische Heterogenitit der Tumore ein individuelles Problem dar. Die
Bekdmpfung einer Tumorerkrankung erfordert somit eine differenzierte, individuelle und

gezielte Therapie.

2 Immunogenitat von Tumoren

Die Tumorimmunologie befasst sich mit der Erforschung der Immunreaktionen
gegen Malignome. Die Urspriinge dieses Forschungszweiges reichen bis ans Ende des 19.
Jahrhunderts. 1863 gelang es Robert Virchow, Leukozyteninfiltrate im Tumorgewebe
nachzuweisen, und 1893 stellte der Chirurg Wilhelm Coley fest, dass die Stimulation des
Immunsystems mit pyogenen Bakterien zu einer Regression von Tumoren flihren kann
[10]. Aber erst Paul Ehrlich stellte 1909 anhand von Beobachtungen bei Tierversuchen die
Hypothese einer korpereigenen Tumorbekdmpfung auf. Mehr als fiinfzig Jahre spéter
wurde diese Theorie von Macfarlane Burnet zur .,/mmunosurveillance-Theorie
ausformuliert. Diese besagt, dass Krebszellen mit einer &hnlichen Haufigkeit wie
Infektionen mit pathogenen Erregern auftreten und ebenso wie diese Infektionen der
Uberwachung des Immunsystems unterliegen, weshalb sie meistens eliminiert werden,
bevor sie klinisch sichtbar werden [11]. Dieser Theorie wurde lange Zeit mit gewisser
Skepsis begegnet und die vorherrschenden Dogmata in den siebziger Jahren des letzten
Jahrhunderts waren zum einen, dass spontan entstandene Tumore im Gegensatz zu

chemisch/physikalisch oder viral induzierten Tumoren nicht immunogen sind, und zum
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anderen, dass die Immunantwort gegeniiber immunogenen Tumoren durch die humorale
Antwort in Form von Antikorpern dominiert wird. Die Tumorresistenz von thymuslosen
Nacktméusen, die nur eine rudimentire, adaptive Immunitét besitzen, sprach fiir diese
Theorien [12]. Mittlerweile wurde diese Tatsache durch die Existenz von Natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) in diesen Maiusen, die gegen Tumore vorgehen und IFN-y
produzieren konnen, widerlegt [13;14]. In den neunziger Jahren erlebte die
wImmunosurveillance*~Theorie von Burnet durch einige Publikationen eine Renaissance
und Ergebnisse neuerer Studien unterstiitzen mehr und mehr die Ansicht von Burnet, dass
das Immunsystem eine wichtige Rolle bei malignen Erkrankungen spielt [15;16]. Die
Blockade von IFN-y, einem Effektorzytokin der zytotoxischen T-Zelle, durch Antikdrper
bewirkte bei Méusen z.B. ein schnelleres Wachstum transplantierter Fibrosarkome [17].
Der Knockout einer Untereinheit des IFN-y-Rezeptors bei Mdusen fiihrte zu einer zehn bis
20mal hoheren chemischen Induzierbarkeit von Tumoren [18;19]. Der genetische Ausfall
eines weiteren Effektormolekiils, des Perforins, veranlasste bei Miusen ein hdufigeres
Entstehen von Lymphomen und Bronchialkarzinomen [20], ebenso konnte an RAG2- und
STATI1-defizienten Maédusen eine erhohte Inzidenz von spontanen und chemisch
induzierten Tumoren gezeigt werden. Dabei wurde beobachtet, dass Tumore aus
immundefizienten oder —kompromittierten Méausen wesentlich immunogener waren als
Tumore aus immunkompetenten Madusen, die sich in Anwesenheit eines intakten
Immunsystems entwickelt hatten [15]. Anhand dieser Beobachtung wurde angenommen,
dass das Immunsystem am Anfang der Erkrankung eine protektive Rolle hat, aber mit
Fortschreiten der Erkrankung zu einer Selektion besonders maligner Klone fiihrt, die sich
der Kontrolle durch das Immunsystem entziechen konnen (,,/mmune escape’) [14].
Aufgrund der komplexen Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem des Wirtes wurde
vorgeschlagen, den Begriff ,,/mmunosurveillance* durch ,Immunoediting” zu ersetzen
[14;21].

Zahlreiche Studien widerlegten die Annahme, dass die Immunantwort gegen Tumore
von der humoralen Antwort bestimmt wird. Hinweise fiir die Art der Immunantwort gegen
Tumore ergaben sich aus dem Vorkommen zytotoxischer T-Zell-Infiltrate im
Tumorgewebe und damit einhergehender Regression [22;23] sowie dem Nachweis
spontaner, tumorspezifischer, humoraler und zelluldrer Immunantworten im peripheren
Blut von Patienten [24]. Zudem wurde ein erhohtes Vorkommen von Tumoren bei
Patienten mit Immundefizienz-Syndromen beobachtet [25]. Die Arbeiten von Thierry

Boon und seinen Kollegen zeigten, dass Karzinogen-induzierte Tumore in der Maus durch
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T-Zellen, welche tumorspezifische Antigene erkannten, abgestolen wurden [26]. Spontan
auftretende CDS8'-T-Zellen konnten bei malignen Melanomen, Leukimien und
Karzinomen gefunden werden [27]. Diese Ergebnisse machten die Bedeutung der
zytotoxischen T-Zellen fiir die TumorabstoBung klar. Es folgte der Versuch der
Charakterisierung tumorspezifischer Antigene in spontan entstehenden, humanen
Tumoren. 1991 wurde das erste Epitop, welches durch T-Zellen erkannt wurde,
identifiziert. Es handelte sich dabei um MAGE-1 beim malignen Melanom [28]. Die
Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort resultiert dabei aus einem komplexen
Zusammenspiel der antigenprasentierenden Zellen (APCs), zytotoxischen T-Zellen
(CTLs), T-Helferzellen, antikérperproduzierenden B-Zellen und Effektorzellen des

angeborenen Immunsystems wie NK-Zellen.

2.1 Mechanismen der immunologischen Tumorabwehr

An den Interaktionen des Immunsystems mit malignen Erkrankungen sind
Mechanismen sowohl der angeborenen als auch der adaptiven/erworbenen Immunitit
beteiligt [29]. Die Komponenten der angeborenen Immunitit reagieren schnell und
unspezifisch auf Krankheitserreger. Sie setzen sich zusammen aus physikalisch-
chemischen Barrieren, dem Komplementsystem und zelluliren Komponenten. Als
Effektorzellen der angeborenen Immunitét bei der immunologischen Tumorabwehr kdnnen
folgende Zelltypen beteiligt sein:

e Natirliche Killer-(NK-)Zellen: Die NK-Zellen binden iiber immunglobulin-
dhnliche KIR-Rezeptoren (,killer inhibitory receptors) an MHC-Klasse I-
Molekiile und werden durch diese Bindung in ihren Effektorfunktionen inhibiert
[30]. Sie spielen eine wichtige Rolle in der Immunabwehr von Tumoren, indem sie
MHC-Klasse I-negative Zellen spontan lysieren. Dieses Phanomen wird ,,Missing
Self beschrieben [31;32]. Die Bindung der NK-Zellen ist dabei spezifisch, d.h.
bestimmte KIR-Rezeptoren binden an bestimmte HLA-Klasse I-Molekiile [33-35].
Beim Konzept der NK-Alloreaktivitit gelangen Spender-NK-Zellen in die HLA-
differente Umgebung des Empfingers und durch ein KIR-Ligand-Mismatch
werden die NK-Zellen in ihrer Reaktivitdt nicht mehr gehemmt. Dieses Konzept
erlaubt es, eine NK-Zell-Alloreaktivitdt allein auf Grundlage der HLA-B- und
HLA-C-Allel-Konstellation von Spender und Empfénger vorherzusagen. Effekte
der NK-Zell-Alloreaktivitit wurden bereits bei der haploidentischen

Stammzelltherapie (SZT) bei akuter myeloischer Leukdmie (AML) und akuter

4
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lymphatischer Leukdmie (ALL) beobachtet [36-38]. Zusétzlich konnen NK-Zellen
auch MHC-Klasse I-positive Zellen lysieren, falls diese die MHC-Klasse I-
dhnlichen Molekiile (z.B. MICA und MICB) exprimieren. Diese Molekiile werden
stressinduziert gebildet und durch den NKG2D-Rezeptor auf NK-Zellen erkannt.
Diese Erkennung fiihrt trotz Bindung des KIR-Rezeptors an MHC-Klasse I-
Molekiile zu einer Aktivierung der Effektorfunktionen der NK-Zelle [39]. Generell
aktiviert werden NK-Zellen durch IFN-a und IFN-8 sowie IL-12 [40].

Makrophagen: Tumor-assoziierte Makrophagen spielen bei der Tumorentstehung
eine duale Rolle. Einerseits produzieren sie Faktoren, die die Etablierung von
Tumoren fordern. Andererseits konnen sie iber vielfdltige Mechanismen
dahingehend aktiviert werden, dass sie das Tumorwachstum inhibieren und maligne

Zellen zerstoren [41-44].

Die Komponenten der adaptiven Immunitét bestehen aus den B- und T-Lymphozyten

[45]. Sie reagieren spezifisch auf Fremdmolekiile bzw. auf verdnderte Korperzellen. Zwar

reagiert die erworbene Immunitit mit einer Verzogerung von ein paar Tagen oder Wochen

im Vergleich zu der angeborenen Immunitét, kann aber ein immunologisches Gedéchtnis

ausbilden, so dass sie bei einem wiederholten Antigenkontakt schneller und effizienter

reagiert. Die Lymphozyten entwickeln sich, wie alle anderen Zellen des Immunsytems, aus

den hdmatopoetischen Stammzellen. Dabei stammen sowohl B- als auch T-Lymphozyten

von einer gemeinsamen lymphatischen Vorlduferzelle ab.

B-Lymphozyten: Die Ausreifung der B-Lymphozyten vollzieht sich im
Knochenmark. Sie sezernieren Antikorper gegen mikrobielle und virale Antigene
oder gegen Tumorantigene und markieren so Mikroorganismen oder erkrankte
Korperzellen flir Phagozyten.

T-Lymphozyten: Die Ausreifung der T-Lymphozyten vollzieht sich im Thymus.
Sie stellen fiir das Immunsystem die einzige Moglichkeit dar, in eine Zelle ,,hinein
zu schauen. Die Antigenerkennung erfolgt iiber den T-Zell-Rezeptor (TCR) auf
der Oberfliache der T-Lymphozyten. Die von ihnen erkannten Antigene werden als
prozessierte Peptide exogener oder endogener Proteine {iber spezielle,
membranstindige Glykoproteine prisentiert. Diese Glykoproteine werden beim
Menschen als ,,human leukocyte antigen* (HLA) bezeichnet und von den Genen
des auf dem Chromosom 6 lokalisierten Haupthistokompatibilitidtskomplexes

(MHC) kodiert. Man unterscheidet zwei Typen von T-Lymphozyten:
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1. Zytotoxische T-Zellen, die durch das Oberflichenmolekiil CDS8 (,,cluster of
differentiation 8°) charakterisiert sind, und die Antigene liber MHC-Klasse I-
Molekiile erkennen [46] sowie

2. T-Helferzellen, die durch das Oberflichenmolekiil CD4 charakterisiert sind, und
die Antigene iiber MHC-Klasse II-Molekiile erkennen. Die T-Helferzellen
lassen sich ihrerseits in Tyl- und Ty2-Zellen einteilen [47].

e NKT-Zellen: Sie sind CD4" T-Zellen, die den NK1.1 Marker exprimieren, der
normalerweise mit NK-Zellen assoziiert ist. Diese Zellen besitzen immer denselben
ap-TCR. Zudem sind sie nicht durch MHC-Klasse II-Molekiile restringiert und
erkennen Lipide iiber MHC IB-Molekiile, die nicht vom MHC kodiert werden.
NKT-Zellen beeinflussen das Gleichgewicht zwischen Ty1- und Ty2-Zellen mittels
Sekretion von IL-4 und IFN-y [48;49]

2.2 Antigenprozessierung und -prasentation

Die MHC-Molekiile sind hochpolymorph. Es werden MHC-Klasse I- und
MHC-Klasse II-Molekiile unterschieden. Fiir MHC-Klasse [-Molekiile existieren sechs
verschie-dene Genregionen: HLA-A, -B und —C. Die meisten Individuen sind fiir diese drei
Genregionen heterozygot, so dass sie aufgrund der Kodominanz der Allele bis zu sechs
verschiedene MHC-Klasse I-Molekiile exprimieren. Die Genregionen fiir die Allele der
MHC-Klasse II-Molekiile sind HLA-DP, -DQ und —-DR. Die Heterozygotie und
Kodominanz bei diesen Allelen fiihrt bei Individuen zur Expression von bis zu acht
verschiedenen MHC-Klasse II-Molekiilen. Aufgrund der hohen Varianz der Allele sind
bisher 2215 HLA-Allele der MHC-Klasse I-Molekiile und 1012 HLA-Allele der
MHC-Klasse II-Molekiile identifiziert worden (IMGT/HLA Sequence Database
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html). Die polymorphen Unterschiede der MHC-
Molekiile finden sich haufig im Bereich der Peptidbindungsstelle. Aminosdurepositionen
der gebundenen Peptide, die engen Kontakt zu der Peptidbindungsregion haben, werden
als Ankerpositionen bezeichnet. Sie bestimmen, welche MHC-Klasse I-Molekiile
bevorzugte Bindungspartner sind.

T-Zell-erkannte Antigene werden als Komplexe von Peptiden mit MHC-Klasse I-
oder MHC-Klasse II-Molekiilen an der Zelloberfliche prasentiert. MHC-Klasse I-
Molekiile prisentieren Peptide aus Proteinen jeglicher subzellulirer Lokalisation. Im
Zytosol werden die Proteine durch die Proteasomen [50;51] und durch den TPP-II-
Komplex [52] unter ATP-Verbrauch zu Peptiden fragmentiert, die von Aminopeptidasen

6
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weiter abgebaut werden. Das Proteasom ist ein im Zytoplasma lokalisierter,
multikatalytischer Enzymkomplex, der zum nicht-lysosomalen System gehort und ATP-
abhingig die Degradation falsch gefalteter oder nicht mehr von der Zelle bendétigter
Proteine katalysiert [50]. Das 26S-Proteasom ist aufgebaut aus der zentralen
20S-Untereinheit und zwei weiteren, regulatorischen, peripheren 19S-Komplexen. Es ist
das Schliisselenzym des Ubiquitin/ATP-abhéngigen, kontrollierten Abbaus von allen
kurzlebigen und vielen langlebigen Proteinen [53;54]. Ubiquitinierung ist dabei eine
reversible, posttranslationale Modifikation. Das aus 76 Aminosduren bestehende
Polypeptid Ubiquitin wird isopeptidisch an einen Lysinrest mit dem Zielprotein verkniipft.
Eine Poly-Ubiquitinkette, die aus mindestens drei verkniipften Ubiquitineinheiten besteht,
bewirkt eine Erkennung des Proteins durch das Proteasom und eine anschlieBende
Proteolyse [55;56]. Vom Proteasom abgebaute Proteine gehdren u.a. zu den Zellzyklus-
Regulatoren, wie Cycline und cyclin-abhéngige Kinase-Inhibitoren, Transkriptions-
faktoren, Tumorsuppressorproteine, wie p53, und antiapoptotische Proteine, wie Bcl-2
[57]. Die entfalteten Proteine werden beim Durchtritt durch das katalytische Zentrum zu
Peptiden mit einer Lange von drei bis 25 Aminosduren gespalten [58;59]. Das Proteasom
besitzt dabei als wichtigste, katalytische Aktivititen eine chymotrypsin-dhnliche, trypsin-
dhnliche und peptidyl-glutamyl-dhnliche (caspase-dhnliche) Aktivitdt, die sich jeweils in
der Spaltung nach bestimmten Aminosdureresten unterscheiden [60]. Die chymotrypsin-
dhnliche Aktivitét spaltet dabei das Protein nach hydrophoben Aminosdureresten und hat
eine starke Préferenz fiir Leucin, gefolgt von Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan. Die
trypsin-dhnliche Aktivitit spaltet nach basischen Aminosdureresten mit einer bevorzugten
Priferenz fiir Arginin, gefolgt von Lysin. Die caspase-dhnliche Aktivitit hingegen spaltet
nach sauren Aminosduren und hat dabei eine Priferenz flir Asparaginsdure vor
Glutaminséure [61]. Nach der Degradation der Proteine durch das Proteasom sind ungefahr
60% der Peptide zu klein fiir die Bindung an MHC-Klasse [-Molekiile, ungefdahr 15%
besitzen die korrekte Lange und die weiteren 25% sind zu lang fiir eine Bindung an MHC-
Klasse I-Molekiile [62]. Fiir eine Bindung der lingeren Peptide miissten diese im Zytosol
oder endoplasmatischen Retikulum (ER) verkiirzt werden. Es wird angenommen, dass nur
N-terminal verldngerte Peptide durch Aminopeptidasen zu MHC-Klasse I-Liganden
verkiirzt werden konnen, da bisher keine zytosolische oder ER-residente
Carboxypeptidase-Aktivitdt nachgewiesen werden konnte. Es wurden bereits mehrere
Peptidasen beschrieben, die Peptide N-terminal verkiirzen [52;63;64]. Im ER konnen

aufgrund von N-terminaler Extension fiir die Bindung an MHC-Klasse I-Molekiilen zu
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lange Peptide durch Aminopeptidasen verkiirzt werden. Eine dafiir hauptsidchlich als
verantwortlich identifizierte Protease ist ERAP1 (ER Aminopeptidase 1) /| ERAAP (ER
Aminopeptidase Associated with Antigen Processing) [65;66]. Die Peptidfragmente werden
durch den TAP-Transporter (,transporter associated with antigen processing), einem
ABC-Transporter, der als Heterodimer aus TAP1 und TAP2 besteht, in das ER
transportiert [67]. Im ER werden die MHC-Klasse I-Molekiile mit diesen Peptiden beladen
und zur Zelloberflache transportiert.

Die MHC-Klasse I-Molekiile bestehen aus zwei Untereinheiten, einer a-Kette mit 45
kDa und einer B-Kette, dem f2-Mikroglobulin (f2m), mit 12 kDa. Die neusynthetisierte o-
Kette wird im ER durch Bindung mit dem membrangebundenen Chaperon-Protein
Calnexin partiell gefaltet und zuriickgehalten. Bei Anlagerung des B,-Mikroglobulins an
die a-Kette dissoziiert das a:p,-Mikroglobulin-Heterodimer vom Calnexin und lagert sich
an einen anderen Komplex aus Proteinen an. Dieser Komplex besteht u.a. aus Calreticulin,
das die Funktion des Calnexins iibernimmt, und aus Tapasin, einem mit TAP-assoziierten
Protein. Die Bindung eines mit TAP assoziierten Peptides an das MHC-Klasse [-Molekiil
bewirkt die Loslosung des Peptides von TAP, die vollstindige Faltung des MHC-Klasse I-
Molekiils, die Dissoziation des MHC-Klasse I-Molekiils von Calreticulin und schlieB3lich
den Transport des Peptid-MHC-Klasse I-Komplexes durch den Golgi-Apparat an die
Zelloberfliche. An der Zelloberfliche wird der Komplex aus Peptid und MHC-Klasse I-
Molekiil von T-Lymphozyten durch den T-Zell-Rezeptor der CD8'-T-Zellen erkannt [68-
70].

Die Peptide, die aus dem vesikuldren System stammen und iiber MHC-Klasse II-
Molekiile prasentiert werden, sind in der Regel durch Endozytose von der Zelle
aufgenommen worden. Phagozytose und Makropinozytose ermoglichen so die
Priasentierung von  Mikroorganismen sowie apoptotischen oder nekrotischen
Zellfragmenten [71]. Die Endosomen werden auf dem Weg zum Zellinneren zunehmend
saurer und verschmelzen schlieBlich mit Lysosomen zu sogenannten Phagolysosomen. Die
Phagolysosomen enthalten Proteasen, die bei niedrigem pH-Wert aktiviert werden und die
aufgenommenen Proteine zu Peptiden spalten. Bei entsprechender Linge und Sequenz
binden die Peptide an MHC-Klasse II-Molekiile und werden als MHC-Klasse II-Peptid-
Komplex zur Zelloberfliche transportiert. MHC-Klasse II-Molekiile sind heterodimere
Glykoproteine, die ebenfalls aus zwei Untereinheiten bestehen, der 34 kDa groflen a-Kette
und der 24 kDa groBlen B-Kette [72]. Nach Translokation der neu synthetisierten
MHC-Klasse II-Molekiile ins ER, wird durch die sogenannte invariante Kette (Ii) die
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Beladung der Peptidbindungsgrube verhindert. Zusétzlich steuert die invariante Kette den
Transport der MHC-Klasse 1I-Molekiile vom ER zum Phagolysosom. Dort wird Ii durch
Proteasen wie dem Cathepsin S in mehreren Schritten abgespalten und nach Dissoziation
des sogenannten ,,class II-associated invariant chain peptide* (CLIP) werden MHC-Klasse
II-Molekiile mit Peptiden aus den Endosomen beladen und zur Zelloberflache transportiert.

Dort werden die Peptide CD4" T-Zellen prisentiert.

2.3 Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen

Die Ausreifung von T-Zellen findet im Thymus statt. Dabei werden die Gene des
TCR rearrangiert, so dass jede T-Zelle anschlieBend einen individuellen Rezeptor besitzt.
Der TCR besteht aus a- und B-Ketten oder aus y- und 3-Ketten (y3-T-Zellen). Die Ketten
sind iiber Disulfidbriicken verbundene Glykoproteine mit Immunglobulinstruktur. Der
variable N-terminale Bereich des TCR ist fiir die Antigenerkennung zustdndig und setzt
sich aus bis zu drei verschiedenen Gensegmenten zusammen. Die variable Doméne der j3-
Kette des TCR wird rearrangiert aus der V(Variability)-, der D(Diversity)- und der
J(Joining)-Region. Die a-Kette besteht nur aus der V- und J-Region. Jede dieser Regionen
wird durch mehrere Exons kodiert, von denen jeweils eines beim Rearrangement der Gene
fiir den TCR zufillig rekombiniert wird. Durch das Rearrangement entsteht eine Diversitét
von ungefihr 10" potentiellen TCR-Varianten [73]. Die of-Ketten sind auf der
Zelloberfliche nicht-kovalent an CD3-Molekiile gebunden. Die zytoplasmatischen
Bereiche des CD3-Molekiils enthalten ITAM (,,immune receptor tyrosine-based activation
motiv‘)-Bereiche, die nach der Antigenerkennung mit Tyrosinkinasen in Wechselwirkung
treten und liber Phosphorylierung die Signaltransduktion propagieren [74].

Neben dem Rearrangement der Gene des TCR durchliuft jede T-Zelle im Thymus
mehrere Differenzierungsstufen positiver und negativer Selektion. Die positive Selektion
iiberpriift, ob der TCR zu MHC-Komplexen passt, d.h. ob eine Selbst-MHC-Restriktion,
eine Erkennung von MHC-Molekiil und Peptid durch die T-Zelle potentiell moglich ist.
Durch die Selbst-MHC-Restriktion erhilt die T-Zelle ein Uberlebenssignal und geht nicht
in Apoptose (non-selection; death by neglect). Allerdings fiihrt eine sehr starke Bindung
von TCR an MHC-Komplexe zu einem qualitativ anderen Signal. Solche T-Zellen
unterliegen dann der Apoptose, da sie als autoreaktive T-Zellen negativ selektioniert
werden [75]. Tumorassoziierte Antigene sind zum Teil korpereigene Antigene, werden

aber von T-Zellen erkannt. Damit zeigt sich, dass autoreaktive T-Zellen potentiell der
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negativen Selektion entkommen konnen, aber auch, dass fiir eine erfolgreiche
TumorabstoBung eine autoreaktive Immunantwort unter Umstdnden von Vorteil ist.

Es konnen vier Gruppen von Effektor-T-Zellen unterschieden werden:

e Naive T-Zellen expandieren nach Antigenkontakt mit APCs erst nach stunden- bis
tagelanger Aktivierungsphase.

e Terminal differenzierte, zytotoxische T-Zellen wirken direkt bei Antigenkontakt
zytolytisch und unterliegen dem AICD (,,activation-induced-cell-death*).

e Zentrale T-Memory-Zellen exprimieren den Homing-Rezeptor CCR7, wandern in
periphere Lymphknoten und generieren die sekunddre Immunantwort.

o Effektor-T-Memory-Zellen sind CCR7-negativ und in der Lage, in Gewebe
einzuwandern [76;77].

Die Eftektivitit einer Immunantwort gegen Antigene ist dabei von mehreren
Faktoren abhdngig, die in ihrer Summe entscheiden, ob es zu einer produktiven
T-Zellantwort oder zu Tumortoleranz bzw. Anergie kommt [78;79], wobei Mechanismen
einer antigen-spezifischen Toleranzinduktion gegen korpereigene Strukturen wesentlich
fiir die Priaventation einer Autoimmunreaktion und fiir die Immunhomdoostase sind. Es gibt
zunehmend Hinweise, dass aktive, supprimierende Mechanismen autoaggressive
Immunreaktionen auch gegen den Tumor hemmen [80;81].

Generelle Faktoren fiir eine erfolgreiche T-Zellaktivierung sind die
Antigenprésentation, die Antigenkonzentration, die Kreuzprisentation durch antigenpra-
sentierende Zellen (APCs) und der Reifungsgrad der APCs [82]. Bei der Kreuzprisentation
(,,cross piming*) werden Proteine apoptotischer Zellen von APCs {iiber Endozytose
aufgenommen und in den Weg der Antigenprisentierung tiber MHC-Klasse I- und
MHC-Klasse II-Molekiile eingeschleust. Die Aktivierung und Differenzierung der
T-Zellen durch die Antigenprisentierung findet hierbei iiberwiegend in lymphatischen
Organen statt [83] und beginnt mit der Bindung von TCR an den MHC-Peptidkomplex
[84]. Dieses erste Signal ist allerdings nicht ausreichend fiir die funktionelle Aktivierung
einer ruhenden, naiven T-Zelle. Die Aktivierung der T-Zelle bendtigt ein zweites,
kostimulatorisches Signal, das z.B. iiber die Bindung eines B7-Molekiils der APCs (CD80
oder 86) an den CD28-Rezeptor der T-Zelle erfolgen kann [85]. Eine Rolle spielt die
Dauer der Interaktion zwischen T-Zellen und APC [78], die abhéngig von der Affinitét des
jeweiligen Peptids zum MHC-Allel und der Affinitdt des TCR zum Epitop ist. Die
Interaktion des TCR mit dem MHC-Peptidkomplex auf den APCs und gleichzeitiger

Kostimulation fiihrt zu einer addquaten Stimulation, bei der es zu einer massiven
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Phosphorylierung intrazellularer Tyrosinreste in der T-Zelle kommt. Aus dieser
Phosphorylierung resultiert eine Aktivierung multipler Signalkaskaden, die einhergeht mit
einer verstirkten Expression akzessorischer Molekiile auf der T-Zelloberfldche, der
Sekretion von Zytokinen wie IFN-y, welches die Antigenprasentierung der APCs erhoht,
und IL-2, das eine zusétzliche T-Zellaktivierung bewirkt. Die Aktivierung fiihrt
letztendlich zu einer starken, klonalen Expansion. Durch diese Proliferation entstehen viele
lytisch aktive T-Zellen, die keine Kostimulation mehr benétigen [78]. Fehlt dagegen die
Kostimulation bei naiven T-Zellen, binden diese zwar an die Liganden, jedoch bilden sie
kein IL-2 und proliferieren nicht. Sie werden anergisch [76;78]. Dieser Mechanismus ist
fiir einige Selbstantigene beschrieben worden. Zudem scheint fiir die Toleranzinduktion
durch Tumorzellen das Fehlen bestimmter Molekiile, sogenannter ,,Gefahrensignale®, die
von normalen Zellen nicht produziert werden, wie z.B. IFN-y, TNF, CD40L und IL-1p,
wichtig zu sein [86;87]. Einige der aktivierten T-Zellen differenzieren zu T-Memory-
Zellen mit einer hohen Lebensdauer, lytisch aktive T-Zellen dagegen unterliegen ohne
weitere Aktivierung durch Fremdantigene dem AICD (,.activation-induced-cell-death®)
[88].

Die Lyse durch aktivierte, zytotoxische T-Zellen erfolgt mittels Effektormolekiilen,
wie Perforin und Granzyme B, oder durch die Fas-Liganden vermittelte Apoptose. Die
Sekretion von Perforin oder Granzyme B erfolgt iiber Exozytose. Perforin polymerisiert in
der Zellmembran der Zielzelle zu Poren und bewirkt eine osmotische Lyse durch
unkontrolliertes Eindringen von Wasser in die Zellen. Granzyme B gelangt durch
Perforinporen oder durch Endozytose in die Zielzellen und 16st dort durch Aktivierung von
Caspasen und Proteasen eine Apoptose aus. Die iiber Fas-Liganden vermittelte Apoptose
erfolgt tiber Bindung des Fas-Liganden (CD95L) der T-Zelle mit dem Fas-Rezeptor
(CD95) der Zielzelle und fiihrt zur Aktivierung von Caspasen und zur Apoptose [89].
Zusétzlich sezernieren zytotoxische T-Zellen Zytokine, wie TNF-o oder IFN-y. TNF-a
wirkt direkt toxisch auf die Zielzellen [86], wihrend IFN-y ein wichtiges Effektormolekiil
bei der immunologischen Abwehr von Tumorzellen und der Ausbildung des
immunologischen Gedichtnisses ist. Es aktiviert NK-Zellen und fordert die
Antigenprozessierung, die Expression von MHC-Molekiilen und von Kostimulatoren auf
den APCs. Die Eliminierung der Tumorzellen kann zusitzlich durch IFN-y induzierte,
direkte und indirekte, nicht-immunologische Mechanismen erfolgen, wie z.B. der
Hemmung der Angiogenese iiber IFN-y induzierte Angiogenese-Inhibitons-Faktoren wie

IP-10 (,,/FN-y-inducible protein 10°) und Mig (,,monokine induced by IFN-gamma‘) [88].
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AuBlerdem ist ein iiber [FN-y vermittelter Wachstumsstopp in der G;-Phase des Zellzyklus
beschrieben [90].

2.4 Tumorantigene

Tumorzellen exprimieren ein Spektrum an mehr oder weniger spezifischen Proteinen,
die intrazelluldr prozessiert und als acht bis 15 Aminosduren lange Peptide auf MHC-
Molekiilen an der Zelloberfldche priasentiert werden. Diese Peptide konnen grundsétzlich
von CD8" T-Zellen erkannt werden, wenn sie an individuelle MHC-Klasse I-Molekiile
binden und von ihnen prisentiert werden. CD4" T-Zellen erkennen Peptide aus elf bis 15
Aminoséuren, die iiber MHC-Klasse I1-Molekiile prasentiert werden. Die von Tumorzellen
exprimierten Antigene unterliegen wie bei allen korpereigenen Zellen den zentralen und
peripheren Toleranzmechanismen. Deshalb wird ein Grofteil der prozessierten Proteine
vom T-Zellsystem als eigen identifiziert und toleriert. Genetische und epigenetische
Verdnderungen in Tumorzellen konnen dagegen zur Generierung von unbekannten
immunogenen Peptiden fiihren, wenn die prozessierten Peptide strukturell verdndert sind,
eine ektopische Lokalisation aufweisen oder aberrant exprimiert werden [91;92]. Ein Teil
dieser Peptide entspricht Neoantigenen bzw. im strengen Sinne tumorspezifischen oder
individualspezifischen Antigenen. Diese immunogenen Peptide stellen eine Basis fiir viele
immuntherapeutische Ansitze dar, die als Ziele die Potenzierung einer natiirlich
vorkommenden Immunantwort oder die Induktion einer neuen Antwort verfolgen. Fiir alle
Antigene gilt jedoch, dass die vorbestehende Toleranz oder die durch das Tumorgewebe
induzierte Toleranz {iberwunden und eine Art von Autoimmunreaktion initiiert werden
muss. Die Eigenschaften eines idealen tumorassoziierten Antigens (TAA) als Targetziel-
struktur fiir die onkologische Immuntherapie wiren dabei (www.cancerimmunity.org) [3]:

e spezifische Expression in Tumorzellen und —gewebe,

e hiufige Expression bei bekannten Tumorarten oder gar bei verschiedenen
Tumorarten

e stabile Expression auch in Metastasen, bei Entdifferenzierung und {iber alle
Zellzyklusphasen hinweg (auch in sogenannten Tumor-initiierenden Zellen)

e Prozessierung von Peptiden, die tiber hdufige HLA-Allele priasentiert werden

e Immunogenitit in einem hohen Anteil von Patienten

Die ersten TAAs wurden beim malignen Melanom identifiziert [28]. Mittlerweile
sind zahlreiche TAAs auch fiir andere Tumorentititen bekannt. Aufgrund der genetischen
Instabilitdt maligner Zellen kann zudem mit einer groBen Heterogenitdt von noch zu
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identifizierenden TAAs gerechnet werden [93]. Die Analyse des antitumoralen

T-Zellrepertoires einzelner Patienten zeigte, dass diese Immunreaktionen gegen viele

Antigene unterschiedlicher Kategorien entwickeln und die Immunantwort durch die

Antigenitét des individuellen Tumors, den individuellen HLA-Typ sowie die Kapazitét des

individuellen T-Zellrepertoires bestimmt wird [94-96]. Die bereits bekannten TAAs

werden in erster Linie nach ihrem Expressionsprofil unterteilt (www.cancerimmunity.org)

[97].

Die erste Gruppe stellen die individuellen TAAs dar. Diese Antigene werden
selektiv in Tumorzellen, aber nicht in somatischen Zellen exprimiert, da sie sich von
mutierten Genen herleiten. Sie sind streng tumorspezifisch und werden daher auch ,,fumor-
specific unique antigens* genannt [98]. Die Genmutationen entstehen aufgrund von
Punktmutationen, die zu einem Aminosdurcaustausch oder zu einer Leseraster-
verschiebung fithren konnen [95;99], von Peptiden aus kryptischen Translationsprodukten
[100], von eingefiigten Intron-kodierenden Sequenzen [101;102] oder durch
Translokationen [103]. Mutationen konnen die Proteinaktivitit beeinflussen und zur
onkogenen Transformation bzw. zur Aufrechterhaltung des malignen Phinotyps beitragen.
Weil diese Antigene im strengen Sinn tumorspezifisch sind, mit hoher Wahrscheinlichkeit
homogen und stabil exprimiert werden und nicht einer zentralen Toleranzinduktion
unterliegen, sind sie vielversprechende Targetstrukturen fiir die Immuntherapie [104]. Die
hohe Heterogenitit der individuellen Tumorantigene begrenzt allerdings die Nutzung als
universelle Antigene fiir die Immuntherapie von Malignomen.

Die zweite Gruppe der TAAs stellen die sogenannten ,.shared tumor antigens*
(STA) dar. Diese sind nicht im strengen Sinne tumorspezifisch. Sie werden nach ihrem
Expressionsprofil in folgende Gruppen eingeteilt:

1. Cancer/Testis-Antigene (CTA) werden auBler in Tumorzellen nur in Plazenta, Testis
und in Zellen der Embryogenese exprimiert. In somatischen Zellen sind die
Promotorbereiche fiir diese Gene methyliert, so dass die Expression stark reprimiert
ist. In malignen Zellen liegen hdufig Demethylierungen der Promotorbereiche vor,
wodurch es zu einer Expression ruhender Gene kommt, die darauthin immunogen
wirken konnen [105;106]. Die immunprivilegierten Zellen der Keimzellbahn
exprimieren keine bzw. wenig MHC-Molekiile und ein direkter Kontakt von
Immunzellen und Zellen der Keimbahn findet nicht statt. Diese Griinde werden als
Ursache angenommen, dass diese Gene in Keimzellen nicht immunogen wirken

[107;108]. Fiir einige der CTAs wurde allerdings nachgewiesen, dass sie zumindest
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teilweise im Thymus exprimiert werden, woraus eine zentrale Toleranz resultiert
[109;110]. Beispiele fiir CTAs sind die Gene der MAGE-Familie, BAGE und
NY-ESO-1[111;112].

2. Differenzierungsantigene sind fiir das Gewebe, aus dem sich die Malignome
entwickeln, typisch bzw. spezifisch. Beispiele fiir Differenzierungsantigene sind
Melan-A, Tyrosinase, gp100 und PSA [94;113].

3. Uberexprimierte Antigene sind Proteine, die in normalem Gewebe gering exprimiert
werden, aber in Tumoren deutlich iiberexprimiert sind. Durch geringer exprimierte
Antigenmengen konnen normale Zellen der Zytolyse durch niedrig affine, auto-
reaktive T-Zellen entgehen. Die Uberexpression der Proteine dagegen fiihrt zu einer
deutlich erhohten Présentationsdichte von immunogenen Peptiden auf der Tumorzelle
und zu einer verstarkten Kreuzprasentation durch APCs. Beispiele fiir iberexprimierte
Antigene sind Her2/neu, PRAME, WT1 und Survivin [114-116].

4. Virale Antigene sind Proteine, die von onkogenen Viren stammen und eine maligne
Transformation verursachen koénnen. Beispiele hierfiir sind die Proteine E6 und E7 des
humanen Papillomvirus 16 (HPV16) [117]. Solche Antigene unterliegen ebenfalls
nicht der Selbsttoleranz und sind in der Lage, T-Zellantworten zu induzieren. Da
gegen sie keine Toleranzinduktion stattgefunden hat, bilden sie eine sehr immunogene
Gruppe von Tumorantigenen [118].

Differenzierungsantigene und  Uberexpressionsantigene  sind  strukturell ~ intakte

Autoantigene, weshalb gegen sie gerichtete Immunantworten der Kontrolle durch

vorbestehende zentrale und periphere Toleranzmechanismen unterliegen. Bei Brechung

dieser Toleranz sind Autoimmunreaktionen nicht auszuschlieBen. Neben den genannten

TAA-Kategorien wurde {iber Antigene berichtet, die durch tumorspezifisches Spleiflen der

pra-mRNAs [119], tumorspezifische post-translationale Modifikationen [120;121] oder

post-translationales Proteinspleilen [122] entstehen. Ein Beispiel fiir ein fehlerhaft
glykosyliertes Protein stellt das Protein MUC-1 dar, welches in zahlreichen Tumoren
vorkommt [123]. FEinige der tumorassoziierten Antigene werden ebenfalls iiber

MHC-Klasse II-Epitope von CD4" T-Helferzellen erkannt [98;124;125] und verursachen

neben der zelluldren Immunantwort auch eine humorale Antwort. Zusitzlich spielen einige

der tumorassoziierten Antigene eine wichtige Rolle als Biomarker in der serologischen

Diagnostik. PSA ist z.B. ein TAA, das sezerniert wird und als 16slicher, zirkulierender

Biomarker fiir die Diagnostik des Prostatakarzinoms dient.
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2.5 Methoden zur Identifizierung von Tumorantigenen

Die Identifizierung von TAAs als diagnostische, prognostische und therapeutische
Marker ist ein Gegenstand heutiger, onkologisch-immunologischer Forschung. Fiir die
Identifizierung der TAAs bzw. T-Zell-Epitope stehen mehrere Strategien zur Verfiigung,
wobei als Quelle fiir die Identifizierung von TAAs DNA, RNA und Proteine aus
Tumorzelllinien oder Biopsien dienen konnen. Tabelle A-1 gibt einen Uberblick iiber die

verschiedenen Strategien und das dafiir bendtigte Quellmaterial [2;3].

Identifizierung tUber | Methoden und Techniken
Sequenzierungen (Mutationen, Polymorphismen)
Genomische DNA o )
Hybridisierungstechniken
c¢DNA-Subtraktion
mRNA
) Differential Display
(Transkriptomanalyse)
DNA-Microarray, SAGE, EST-Datenbanken
Protein Expressionsprofilvergleiche (2D-PAGE, Protein-Chips)
(Proteomanalyse) Identifizierung durch HLA-gebundene Peptide (HPLC, MS)
cDNA-Expressionsklonierung mit tumorreaktiven T-Zellen
) cDNA-Expressionsklonierung mit Patienten-Serum (SEREX)
Immunogenitit o ) .
Phagen-Peptid-Bibliotheken mit Patienten-Serum
2D-Page zusammen mit Patienten-Serum (SERPA,SPEAR)

Tab. A-1: Strategien zur ldentifizierung von tumorassoziierten Antigenen (modifiziert nach Carter, P.,
Endocr. Relat Cancer, 2004 und Kawakami, Y., Cancer Sci., 2004 [2;3]).

SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), EST (Expressed Sequence Tag), HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), SEREX (serological analysis of autologous tumor antigens by recombinant cDNA expression
cloning), SERPA (serological proteome analysis), SPEAR (serological and proteomic evaluation of antibody
response).

Die Identifizierung der TAAs erfolgt entweder mit genetischen oder mit biochemischen
Methoden. Strategien, bei denen primér keine immunologischen Effektoren eingesetzt
werden, haben den Nachteil, dass die tatsdchliche Immunogenitdt der damit gefundenen
Kandidatenantigene anschlieBend noch zu demonstrieren ist. Auflerdem lassen sich bei
diesen Methoden héufig nur Proteine identifizieren, die hoch exprimiert werden, wihrend
bspw. durch T-Zellen auch Proteine seltener Transkripte gefunden werden konnen [126].
Nachfolgend sind einige der Strategien der Identifizierung tumorassoziierter Antigene mit

einer kurzen Erldauterung vorgestellt.
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2.5.1 T-zellbasierte cDNA-Expressionsklonierung

Diese Methode basiert auf der Isolierung tumorspezifischer, zytotoxischer T-Zell-
Klone und fiihrte zur Entdeckung des ersten menschlichen Tumorantigens, MAGE-1 in
Assoziation mit HLA-A*0101 [28]. Fir die Identifizierung von MAGE-1 wurde
genomische DNA in Cosmide eingebracht und stabil in antigen-negative Empfangerzellen
transfiziert. Im Fall von MAGE-1 waren die Empféngerzellen Antigenverlustvarianten der
Tumorzelllinie, die zuvor durch T-Zell-Klone identifiziert wurden, weil sie von einem
bestimmten T-Zell-Klon nicht erkannt wurden. Fiir die stabile Transfektion von Cosmid-
Banken war es ferner nétig, die Transfektanten aufwendig und langwierig in
antibiotikahaltigem Medium zu selektionieren. Zudem wurde das gesamte Genom durch
die Cosmid-Banken durchsucht, das iiberwiegend aus nicht exprimierten Sequenzen
besteht. Eine verbesserte Methodik bestand in der transienten Transfektion von COS-7-
Zellen mit cDNA-Bibliotheken aus Tumorzelllinien [127], wie sie heutzutage auch
angewendet wird. Der Einsatz von cDNA-Bibliotheken in eukaryontischen
Expressionsvektoren hat zum einen den Vorteil der Nutzung des Transkriptoms, zum
anderen des Wegfalls der zeitaufwédndigen Selektion von stabilen Transfektanten. Aus
Gesamt-mRNA, revers transkribierte cDNA wird in eukaryontische Expressionsvektoren
kloniert, die mit einem SV40-Replikationsursprung ausgestattet sind. Bei Transfektion der
rekombinanten Plasmide in Zellen, die das ,,Large T“-Onkogen von SV40 tragen, wie z.B.
COS-7- oder 293T-Zellen, 16st der SV40-Replikationsursprung eine hohe, extrachromo-
somale Replikation der transfizierten Plasmide aus [128]. Verstérkt durch die Expressions-
Promotoren kommt es zu einer noch grofleren gebildeten Menge an Protein und somit an
Antigen. Die Detektion von antigenkodierender cDNA erfolgt tiber transiente Kotrans-
fektion von COS-7- oder 293T-Zellen mit HLA-cDNA und Tumor-cDNA. Diese
Transfektanten werden dann mit T-Zell-Klonen, die durch das kotransfizierte HLA-Allel
restringiert sind, auf Erkennung durch den Nachweis der Freisetzung von Lymphokinen
getestet.

Um einerseits bereits identifizierte Antigene zu beriicksichtigen und zugleich bislang
unbekannte Peptide und Antigene zu entdecken, die vom antitumoralen T-Zellrepertoire
individueller Patienten erkannt werden kénnen, wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
T.Wolfel (Johannes-Gutenberg-Universitdit Mainz) ein komplexes Verfahren des
T-Zellexpressionsscreenings entwickelt [96;129]. Abbildung A-1 fasst dies schematisch
zusammen. Zuerst erfolgt die Uberpriifung der Erkennung von bekannten,

tumorassoziierten Antigenen durch tumorreaktive Lymphozyten-Tumorzell-Kulturen
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(MLTC, ,mixed lymphocyte/tumor cell cultures*) oder durch T-Zell-Klone in einem
Paneltest. Hierbei wird die Plasmid-DNA bekannter Antigene zusammen mit der Plasmid-
DNA von allen HLA-Klasse I-Allelen des individuellen Patienten transfiziert. Die
Transfektanten werden dann auf Erkennung durch die T-Zellen im IFN-y-ELISPOT-Assay
getestet. Von den durch die T-Zellen erkannten tumorassoziierten Antigenen wird die

peptidkodierende Region durch Genfrag-mentierung und Datenbankabgleich bestimmt.

Abb. A-1: Schematische Darstellung des T-zellbasierten Expressions-Screenings. Zuerst erfolgt die
Uberpriifung bekannter, tumorassoziierter Antigene im Paneltest mit tumorreaktiven T-Zellen.
Anschliefend werden cDNA-Pools von 100x cDNA-Pools einer in einen eukaryontischen Expressions-
vektor konstruierten cDNA-Bank des Tumors zusammen mit HLA-cDNA-Plasmiden in COS-7- oder
293T-Zellen transfiziert. Diese werden in einem Lymphokinassay mit T-Zellen beziiglich der
Antigenprésentierung verifiziert. Von den T-Zellen erkannte Pools werden selektioniert, subkloniert
und schlieBlich erneut transfiziert. Durch wiederholte Subklonierung und Transfektion wird die
antigenkodierende cDNA isoliert, kloniert und auf die peptid-kodierende Region iiberpriift.

Desweiteren erfolgt die Identifizierung unbekannter, tumorassoziierter Antigene durch ein
cDNA-Bankscreening. Dazu werden cDNA-Pools aus 100 Bakterienkolonien zusammen
mit potentiell restringierenden HLA-cDNA-Plasmiden transfiziert. Die Transfektanten
werden ebenfalls auf Erkennung durch T-Zell-Klone oder durch MLTCs getestet. Von
einem T-Zell-Klon oder einer MLTC erkannte cDNA-Pools werden schrittweise kloniert.
Die peptid-kodierende Genregion eines identifizierten cDNA-Klons wird anschlieend
durch Genfragmentierung in weiteren Schritten eingegrenzt. Aus der eingegrenzten
Proteinsequenz werden Peptide vorhergesagt, synthetisiert und auf Erkennung durch den

T-Zell-Klon / MLTC getestet.
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2.5.2 SEREX (serological analysis of recombinant expression libraries)

Bei der SEREX-Methode [130] werden cDNA-Expressionsbanken aus Tumorgewebe
mit Patientenseren gescreent. Dazu werden die cDNA-Banken in einen A-Phagen-Vektor
kloniert. AnschlieBend werden sie in Escherichia coli durch Infektion mit dem Phagen A
zur Expression gebracht. Die Lysate der transfizierten E.coli und somit die rekombinanten
Proteine werden auf Nitrozellulosemembranen gebunden und mit Patientenseren inkubiert.
Die Reaktionen der autologen IgG-Antikorper mit den rekombinanten Proteinen kdnnen
durch die Inkubation mit einem sekundéren, anti-humanen-IgG-Antikérper nachgewiesen
werden. Die durch die Patientenseren entdeckten, rekombinanten Proteine werden durch
Sequenzierung der cDNA-Fragmente identifiziert. Diese Methode fiihrte bei verschiedenen
Tumorentititen zur  Identifikation einer grolen  Anzahl neuer Antigene
(www2.licr.org/CancerlmmunomeDB/). Primdr fiihrt SEREX zur Identifizierung von
humoralen Immunantworten. Da aber fiir die Entstehung der humoralen Immunantwort
auch die Hilfe von T-Zellen nétig ist, wird davon ausgegangen, dass SEREX-Antigene
grundsétzlich auch von T-Zellen erkannt werden, zumal manche der durch SEREX
entdeckten Antigene zuerst mit Hilfe von T-Zell-Klonen identifiziert wurden [131]. Ein
weiterer Hinweis ist, dass z.B. fiir das durch SEREX identifizierte Antigen NY-ESO-1 in
einigen Patienten gleich starke T- und B-Zellantworten vorliegen [132;133].

Die Verwendung von Zufalls-Peptid-Bibliotheken in einem Phage-Display-System
zur Analyse des AntikOrperrepertoire bei Tumorpatienten stellt dabei eine Variante der
SEREX-Methode dar [134]. Dariiber hinaus etablierten sich auch Proteom-basierte
Techniken (SERPA, SPEAR), die auf der Kombination zweidimensionaler
Gelelektrophorese und nachfolgender Western-Blot-Analyse basieren [135]. Mit diesen
Methoden gelang es auch Antigene zu detektieren, die aufgrund von posttranslationalen

Modifikationen immunogen waren [136].
2.5.3 HLA-Ligandensequenzierung und ,,reverse Immunologie*

Die Identifikation von tumorassoziierten Antigenen mit biochemischen Verfahren
beruht auf der direkten Isolierung und Sequenzierung von MHC-gebundenen Peptiden
[137;138]. Als Quelle dienen hierbei Tumorzelllinien oder Tumorgewebe. Die
Identifizierung von MHC-Klasse I-gebundenen Tumorantigenen erfolgt durch
Sdureeluation von HLA-Liganden aus immunchromatographisch aufgereinigten HLA-

Molekiilen. Die membran-gebundenen Proteine des Tumors werden durch Detergenzien
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zuerst solubilisiert und anschlieBend affinititschromatographisch iiber Sdulen isoliert
sowie extrahiert. Spater werden die eluierten Peptide mittels HPLC (,,high performance
liquid chromatography*) fraktioniert [139;140]. Die einzelnen Peptidfraktionen konnen
nach Beladung auf HLA-identische antigenpridsentierende Zellen hinsichtlich der
Erkennung durch tumorreaktive, zytotoxische T-Zellklone getestet werden. Die
Identifizierung immunologisch interessanter Peptide kann durch Erkennung mittels
etablierter T-Zellklone oder frisch isolierter TILs bzw. PBLs des Patienten erfolgen [137].
Die Aminosduresequenz von positiven Peptidfraktionen wird anschlieend durch Tandem-
Massenspektrometrie bestimmt [141].

Durch die Identifizierung und Optimierung von Peptidmotiven aufgrund von
Aminoséduresequenzen natiirlicher HLA-Liganden oder von Peptidbindungsstudien kénnen
Vorhersagen iiber HLA-Liganden aus Proteinsequenzen getroffen werden [142].
Suchalgorithmen wie die im Internet frei zugingliche Datenbank SYFPEITHI
(www.syfpeithi.de) konnen dabei aus Proteinsequenzen mogliche HLA-Liganden
vorhersagen [143;144]. Diese Methodik zdhlt zu den Methoden der ,Reversen
Immunologie“. Unter diesem Begriff werden Verfahren zusammengefasst, die Proteine auf
der Basis ihres Expressionsmusters und ihrer Funktionalitdt als Kandidatenantigene fiir die
Immuntherapie benennen. Kandidaten-Antigene ergeben sich z.B. aus Genomanalysen wie
Sequenzierungen oder Hybridisierungstechniken und aus Hochdurchsatzverfahren wie z.B.
RDA (,representational difference analysis®), ,in silico cloning”, DNA-Microarray—
Techniken und Proteomanalysen [145]. Die Methode setzt dabei die Verfiigbarkeit von
tumorreaktiven T-Zellen nicht voraus. Es kann sich auch um bereits bekannte TAA
handeln, fiir die weitere immunogene Peptide, die iiber dasselbe oder andere HLA-Proteine
prasentiert werden, identifiziert werden sollen [146]. Erst in einem zweiten Schritt wird
untersucht, ob diese Antigene tatsdchlich immunogen sind. T-Zellen von Tumorpatienten
oder gesunden Spendern werden mit den potentiellen Antigenen stimuliert. Dies kann
bspw. durch Antigen-beladene oder viral transduzierte antigen-prdsentierende Zellen
erfolgen. Nach erfolgter Stimulation muss das potentielle Antigen noch beziiglich der in
vivo-Prozessierung in und -Prdsentation durch Tumorzellen validiert werden [146]. Eine
Limitierung der ,,reversen Immunologie* ist, dass Antigene, die auf individuelle genetische
Alterationen zuriickzufiihren sind, mit dieser Methodik nicht erfasst werden konnen.
Dagegen ist der Vorteil der T-zellbasierten Methoden, neben der hohen Sensitiviidt [126],
die Erfassung gerade solcher Antigene. Unabhéngig von der Methode der Identifizierung

tumorassoziierter Antigene sind vor einer moglichen Anwendung in der Immuntherapie

19



Einleitung

zahlreiche Validierungsschritte notwendig. Dazu gehdren Untersuchungen zur Verteilung

und Stérke der Expression, zur funktionellen Bedeutung und zur Immunogenitét in vivo.

3 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom macht in Mitteleuropa mit einer H&ufigkeit von 10-12
Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner im Jahr ca. 2% der Krebserkrankungen aus. Die
Inzidenz ist zudem weltweit steigend [rezensiert aus dem Informationsmaterial der
Deutschen Krebshilfe, WHO].

Das maligne Melanom ist ein von den Melanozyten ausgehender Tumor der Haut,
seltener der Schleimhaut, der Aderhaut und der Hirnhdute. Die Zellen sind
neuroektodermalen Ursprungs mit frither lymphogener und nachfolgend hdmatogener
Metastasierung. 90% der Primédrtumore manifestieren sich in der Basalzellschicht der Haut.
Die Entstehung des malignen Melanoms wird begiinstigt durch helle Haut, iibermiBige
Sonnenlichtexposition, hdufige und schwere Sonnenbrinde, genetische Disposition und
Immunschwiche. Fiir den Patienten prognostisch wichtig sind die oberflachliche
Ulzeration die vertikale Tumordicke (nach BRESLOW), die Invasion in die
unterschiedlichen Hautschichten (nach CLARK), die Lokalisation, die Tumorhistologie,
das Geschlecht und das Alter des Patienten sowie der Metastasierungsgrad [147]. Die hohe
Letalitdt ist mit der haufig frithen Metastasierung des Primirtumors begriindet [147;148].
Das metastasierte Melanom gilt als unheilbar und die mittlere Uberlebenszeit von
Patienten mit Metastasen innerer Organe liegt unter einem Jahr. Die Behandlung von
Patienten mit metastasiertem malignem Melanom ist daher in der Regel palliativ. Die
kurative Behandlung ist limitiert auf die Operation des Primértumors im Friihstadium.
Diese Sachlage macht deutlich, dass neue Therapiemoglichkeiten fiir bessere
Heilungschancen und eine héhere Uberlebenszeit der Patienten entwickelt werden miissen.

Bei Studien wiesen einige Tumorentititen eine deutlich hhere Immunogenitéit auf
als andere [27]. Als hoch immunogen wurde dabei auch das maligne Melanom eingestuft.
So entwickeln 75% der Patienten CD8" T-Zellen gegen Melan-A mit einer Frequenz von
2% im peripheren Blut und sogar 3,5% in tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) [149].
Zudem werden beim malignen Melanom verglichen mit anderen Tumorentititen relativ
hiufig spontane Remissionen des Primértumors mit simultan auftretenden Infiltraten aus
T-Zellen, NK-Zellen und Makrophagen beschrieben [150]. Es wurde eine Korrelation

zwischen der Tumorregression und dem Auftreten von TILs beobachtet [151].
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6 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von Antigenen
im Melanommodell D41, die von autologen, tumorreaktiven T-Zellen erkannt werden. Die
Melanomzelllinie D41-MEL stammte von einem mannlichen Patienten, der innerhalb einer
Impfstudie am Queensland Institute of Medical Research in Brisbane, Australien, unter
Vakzinierung eines Gemisches aus eigenen Tumorzellen und dendritischen Zellen eine
dauerhafte, komplette Remission erreichte [152].

Die Untersuchung der individuellen Antigenitat des Melanommodells D41 sollte die
Basis fir eine Korrelation zwischen der Vakzinierung und tumorspezifischen
Immunantworten schaffen. Fir die ldentifizierung der Antigene wurde die T-zellbasierte
cDNA-Expressionsklonierung als Methode gewéhlt. VVoraussetzungen hierfiir waren:

e kryokonservierte, periphere Blutlymphozyten des Patienten und

o die stabil etablierte Melanomzelllinie D41-MEL des Patienten.

Folgende Arbeitsschritte waren geplant:

e Charakterisierung der Melanomzelllinie in Bezug auf die Expression von HLA-
Molekiilen und kostimulatorischen Molekilen,

e Kilonierung aller HLA-KIlasse I-Allele des Patienten,

e Konstruktion einer cDNA-Bank von D41-MEL in einen Expressionsvektor,

e Generierung und Charakterisierung autologer MLTCs,

e Untersuchung, ob in autologen MLTCs Immunantworten gegen bereits bekannte
tumorassoziierte Antigene vorlagen,

e Identifizierung und Charakterisierung neuer Tumorantigene durch cDNA-
Bankscreening.

Die Ergebnisse sollten zum besseren Verstandnis der Interaktion zwischen Immunsystem

und Tumor im individuellen Patienten beitragen und die Basis fir eine kunftige

individualisierte Immuntherapie verbessern helfen.
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B Material und Methoden

1 Material

1.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

1.1.1 Laborgerite

Geriit Hersteller
Autoklaven KSG Sterilisatoren / Olching
Systec / Wettenberg
Bakterienbrutschrank Heraeus / Hanau
Brucheis-Automat Ziegra / Isernhagen
BT Cisiumquelle Gammacell 2000, Molsgaarg Med. / Denmark
Chemikalienwaage Sartorius / Gottingen
CO,-Inkubator Heraeus / Hanau
Durchflusszytometer FACS Canto, Becton Dickinson / Heidelberg

Elektroporationsgerit

Gene Pulser®V, Bio-Rad GmbH / Miinchen

ELISPOT-Analyse-System

Karl Zeiss / Jena

Feinwaage

Precisia, PAG Oerlikan AG / Ziirich

Geldokumentationsanlage

BioDocAnalyze, Biometra / Gottingen

Gelelektrophoresekammern

PEQLAB / Erlangen

Heizblock Thermomixer 5436, Eppendorf / Hamburg
Hybridompumpe Econopump, Bio-Rad GmbH / Miinchen
Immunfluoreszenzmikroskop LeicaDMR + | Leica / Solms

Kamera LeicaDFC340 FX

Kolbenhubpipetten Gilson / Middleton (USA); Eppendorf / Hamburg
Kiihl- und Gefrierschrinke Sikafrost, Liebherr/

LightCycler LightCycler2.0, Roche / Mannheim

Magnetriihrer mit Heizplatte

IKAMAG RET, Janke & Kunkel / Staufen

Magnetstdnder / Magnet (Zellseperation)

OctoMacs, Miltenyi Biotec / Bergisch Gladbach

Mikrowelle

MWS 2819, Bauknecht / Neunkirchen

Multikanalpipetten

Dunn, Labortechnik / Asbach

Nunc-Immunowasher™Washer

Nunc / Wiesbaden

PCR-Cycler Thermocycler T3 Labotec / Remseck
Phasenkontrastmikroskop Nikon

pH-Meter CG 837, Schott / Mainz
Pipettierhilfen Brand / Wertheim

Schiittelinkubator Certomat, Sartorius / Gottingen
Spektralphotometer Ultrospec 3000, Pharmacia / Freiburg
sterile Werkbank Heraeus / Hanau

Stickstoffbank MVE

Stickstoffvorratstank Taylor-Wharton

Trockenschrank UT 6420, Heracus / Hanau

Vortexer Janke & Kunkel

Wasserbad, beheizbar GFL / GroB3burgwedel
Wasserdeionisierungsanlage Elga Labwater / Celle
Wasserstrahlpumpe Brand / Wertheim

Zentrifugen 5415D, Eppendorf / Hamburg, Hettich

22




Material und Methoden

Geriit Hersteller
Zytozentrifuge Shandon / Pittsburgh

1.1.2 Plastik- und Glaswaren / Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsquelle
Bechergliser, Glas 500 ml, 1000 ml, 2000 ml, Jenaer Glas bzw. Schott / Mainz
Bechergliser, Kunststoff Vitlab / Seeheim-Jugenheim
Cytoclip Shandon / Pittsburgh
Cytotrager Shandon / Pittsburgh
Duran-Glasflaschen 0,51,11,21und 51, Schott / Mainz
Einfrierboxen Nalge Nunc / Wiesbaden
Einfrierréhrchen 2 ml Cryotube PP, Greiner / Niitringen
Einmalpipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml und 50 ml, Greiner / Niitringen
Einmalspritzen 10 ml, 20 ml und 50 ml, Braun / Melsungen
Elektroporationskiivetten 0,1 cm /0,4 cm, Bio-Rad GmbH / Miinchen
Elispotplatten Multiscreenyrs-HP- bzw. Multiscreenyrs-IP-Filterplatten,
Millipore / Eschborn
Eppendorf-Cups 0,5 ml, 1,5 ml und 2 ml, Eppendorf/ Wesseling
Erlenmeyerkolben 500 ml, 1000 ml und 2000 ml Jenaer Glas bzw. Schott / Mainz
Falcon-Rdhrchen, PP 15 ml und 50 ml, Greiner / Niitringen
FACS-Rohrchen 5 ml, Greiner / Niitringen
Gewebekulturflaschen 25 cm’, 75 cm” und 175 cm’, Greiner / Niitringen
Gewebekulturplatten 24- Loch-, 48-Loch- und 96-Loch-Gewebekulturplatten,
Greiner / Niitringen;
6-Loch-Gewebekulturplatten, Costar / USA
Impfosen Nunc / Roskilde, Denmark
Hybridomséaulen Affinititssdulen HiTrap, 1 ml Amersham
Bioscience / Buckinghamshire, UK
PCR-Reaktionsgefilie Greiner / Niitringen
Petrischalen (35mm, 60mm und 100mm, Greiner / Niitringen
Pipettenspitzen Starlab
Quartzkiivetten Pharmacia / Freiburg
MS-Saulen (Zellseperation) Miltenyi Biotec / Bergisch Gladbach
Skalpelle fiir Gelextraktion Prizisa, Dahlhausen / KéIn
Sterilfilter (0,22 um /0,45 um) | Steritop™, Millipore / Eschborn
Zahlkammern Fuchs-Rosenthal, Schrenk / Hofheim

1.1.3 Chemikalien, Substanzen, Zusiitze und Reagenzien

Chemikalie / Zusitze / Reagenzien Bezugsquelle
2'-Aza-5"-deoxycytidin Sigma / Deisenhofen
AEC-(3-Amino-9-Ethyl-Carbazol)-Tabletten Sigma / Deisenhofen
Agarose Serva Electrophoresis
AIMV" Medium Gibco BRL / Karlsruhe
Albumine, bovine Sigma / Deisenhofen
Ammoniumacetat Merck / Darmstadt
Bacto Agar Difco / Stuttgart

Bacto Tryptone Difco / Stuttgart
Bromphenolblau Merck / Darmstadt
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Chemikalie / Zusitze / Reagenzien

Bezugsquelle

Chloroform Riedel-de Haen / Selze
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) Sigma / Deisenhofen
Dimethylformamid (DMF) Merck / Darmstadt
Dimethyl-Desoxysulfat (DMSO) Merck / Darmstadt
DNA-Molekulargewichtsmarker Roche / , peQlab /
Essigséure Carl Roth AG / Karlsruhe
Ethylendiamin-Tetraessigsdure (EDTA) Merck / Darmstadt
Ethanol Applichem / Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma / Deisenhofen
FCS (fotales Kélberserum) PAA

Ficoll 400 PAA

Formaldehyd 37% Merck / Darmstadt
Formamid Merck / Darmstadt
Glycerol Sigma / Deisenhofen

Hefe-Extract

Difco / Stuttgart

Human Albumin Kalbi 20%

Octapharm / Langenfeld

Interferon-gamma (IFNy)

R & D Systems / Minneapolis, USA

Isopropanol Fisher-Scientific / Schwerte
Lipofectamine LF2000, Invitrogen / Karlsruhe
Magnesiumchlorid Merck / Darmstadt

Methanol J. T. Baker, Deventer / Niederlande
3-Mercaptoethanol Sigma / Deisenhofen
Natriumacetat Merck / Darmstadt
Natriumchlorid Carl Roth AG / Karlsruhe
Natriumhydrogencarbonat Merck / Darmstadt
Natriumhydrogenphosphat Merck / Darmstadt
Natriumhydroxid-Pléttchen Merck / Darmstadt
Natrium-Dodecylsulfat (SDS) Merck / Darmstadt
(N-Morpholino-)-Propansulfonséure Carl Roth AG / Karlsruhe

PBS (phosphate-buffered saline) Gibco BRL / Karlsruhe

Pellet Paint"Ko-Prizipitant

Novagen, Bad Soden

RNA-Molekulargewichtmarker

0,5-10 kb Ladder, Invitrogen / Karlsruhe

RPMI

Gibco BRL / Karlsruhe

Salzsdure 98%

Merck / Darmstadt

TBE-Puffer (10x)

Serva Electrophoresis GmbH / Heidelberg

Transmessenger-Reagenz

Qiagen / Hilden

Tris (-hydroxymethyl)-aminoethan

Sigma / Deisenhofen

Tris-HCl

Sigma / Deisenhofen

Trypanblau Merck / Darmstadt
Trypsin-EDTA Gibco BRL / Karlsruhe
Tween 20% Sigma / Deisenhofen
Versen (1% EDTA) Biochrom KG / Berlin
Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth AG / Karlsruhe
Xylencyanol Merck / Darmstadt
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1.2 Losungen und Puffer
Losung / Puffer Stoff / Substanz Menge in ml
Acetatpuffer fiir ELISPOT- Assays Essigsdure 0,2 N 4,6 ml
Natriumacetat 0,2 N 11,0 ml
H,0O 46,9 ml
Ammoniumacetat 10M / 7,5M Ammoniumacetat 770,0g/5775 g
H,0 ad 1,01
Ampicillin (50 mg /ml) Ampicillin 50,0 g
H,0 ad 1,01
DEPC-H,0 DEPC 2,0 ml
H,0 ad 2,01
20 min rithren, nach 24h autoklavieren und
dunkel lagern
Elispotpuffer NaHCO; 29¢g
Na,CO; 1,6 g
Na-Azid 0,2% (w/v)
H,O ad 1,01
Essigsédure 0,2 N Essigsdure 96% 113¢g
H,O ad 1,01
FACS-Puffer pH7 BSA 1% 50g
EDTA (0,5M) 0,345 ¢
PBS ad 500,0 ml
SDS 30% (w/v) SDS 150,0 g
H,O ad 500,0 ml
Ladungspuffer fiir Agarosegele Bromphenoblau 25,0 mg
(Bromphenolblau 6x) Xylencyanol 25,0 mg
Glycerol 3,0 ml
H,O ad 10,0 ml
MOPS-Puffer (10x) (N-Morpholino)-Propansulfonsdure 41,86 g
Natriumacetat pH7 (3 M) 16,7 ml
EDTA, ph8 (0,5M) 10,0 ml
H,0 ad 1,01
Natriumacetat 0,2 N Natriumacetat 164 g
H,0 ad 1,0 1
PBS (1x) Instamed PBS-Pulver 955¢g
H,O ad 10,0 1
Puffer zur FACS-Fixierung Formaldehyd 37% 1,35 ml
PBS ad 50,00 ml
RNA-Ladepuffer Formamid (deionisiert) 100,0 ul
Formaldehyd (37%) 70,0 pul
MOPS (10x) 50,0 pl
Bromphenolblau (6x) 20,0 pl
Ethidiumbromid (4pg/ml) 1,0 ul
H,0 DEPC ad 500,0 pl
TBE-Puffer (0,5x) TBE-Puffer (10x) 50,0 ml
H,0 ad 1,0 1
Trypanblau (Stammldsung) Trypanblau 20 g
H,0 ad 1,0 1
Trypanblau (Gebrauchslosung) Trypanblau (Stammldsung) 37,5 ml
H,O ad 12,5 ml
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1.3 Antibiotika

Antibiotika Bezugsquelle Endkonzentration
Ampicillin Sigma / Deisenhofen 100 pg/ ml
Geneticin Gibco BRL / Karlsruhe | 1 mg/ml
Penicillin-Streptomycin | Gibco BRL / Karlsruhe | 50 pg / ml
Kanamycin Sigma / Deisenhofen 50 pg/ml

1.4 Enzyme
Enzym Bezugsquelle Konzentration
Easy-A-Polymerase Stratagene / Amsterdam | 5 U/ pl
Restriktionsendonukleasen | Biolabs / Ipswitch 8-20U / ul

Promega / Mannheim

Tag-Polymerase peQlab / Erlangen 5U/ul
DNAse | Qiagen, Hilden 30/l

1.5 Molekulargewichtsmarker

Als GroBenstandards in DNA- und RNA-Gelen wurden in dieser Arbeit folgende

Marker verwendet.

Bezeichnung

Bezugsquelle

Verwendung

DNA-Marker 111

Roche

Agarosegele fiir DNA

RNA Ladder

invitrogen

Formaldehydgele fiir RNA

1.6 Zytokine

1.6.1 Fiir die Stimulation von PBL bzw. kryokonservierter, melanomreaktiver

sind folgende Zytokine dem Medium zugesetzt worden:

T-Zellen

Zytokin

Bezugsquelle

Endkonzentration

Interleukin-2 (IL-2)

R & D Systems / Minneapolis, USA

250 U/ ml
25U/ ml

Interleukin-7 (IL-7)

R & D Systems / Minneapolis, USA

S5ng/ml

Interleukin-15 (IL-15)

R & D Systems / Minneapolis, USA

Sng/ml

1.6.2 Um humane, dendritische Zellen aus adhirenten Monocyten zu generieren, sind

folgende Zytokine dem Medium zugesetzt worden:

Zytokin Bezugsquelle Endkonzentration
Interleukin-18 (IL-18) Pharmingen / San Diego | 10 ng / ml
Interleukin-4 (IL-4) PBH / Hannover 500 U/ ml
Interleukin-6 (IL-6) Strathman / Hannover 1000 U / ml

Zytokin Bezugsquelle Endkonzentration
Granulocyte-Monocyte-Colony-Stimulating-Factor | Sandoz / Ismaning 800 U/ ml

(GM-CSF)

Tumornekrosefactor-o (TNF-a) Sigma / Deisenhofen 10 ng / ml
Prostaglandin E, (PGE2) Sigma / Deisenhofen 1 pg/ml
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1.6.3 Fiir eine verstdrkte Expression von HLA-Molekiilen auf Melanomzellen, sind diese

Zellen mit 100 U/ml Interferon-gamma (IFNy, 500 I.LE./ml) von R&D (Minneapolis, USA)

kokultiviert worden.

1.7 Antikorper

Die im nachfolgenden aufgefiihrten Antikorper sind in der Durchflusszytometrie zur

Markierung von Oberflichenmolekiilen bzw. intrazelluliren Molekiilen und fiir T-

Zellblockadeexperimente in dieser Arbeit eingesetzt worden. Der Nachweis der

gebundenen Antikorper erfolgte entweder durch eine Kopplung der Antikorper mit einem

Fluoreszenzfarbstoff oder mit einem an einen Fluoreszenzfarbstoff gebundenen

Sekundérantikdrper.

Fluoreszenzfarbstoff

Nachweis von

Fluoresceinthiocyanat
(-FITC)

CD3, CD4, CD8, CD16, CD54, CD16, CD80, 1gG1, TSPY, Anti-HLA-A02,
Antikdrper gegen VB-Ketten, W6/32, HBSS5, B1.23.2, SFR8.B6, PA2.1, MA2.1

Phycoerythrin CD8, CD56, CD133,
(-PE)
Alexa“fluor488 TSPY

1.7.1 Antikorper

fiir durchflusszytometrische Analysen und T-

Zellblockadeexperimente

Bezeichnung Bezugsquelle Verwendung
IgG1 Immunotech / Marseille Isotyp-Kontrolle
CDg0 Immunotech / Marseille Analyse von Oberflaichenmolekiilen
bei Melanomzellen
CD3/CD8/CD4/ Beckham Coulter Analyse der T-Zellverteilung in MLTC
CD56/CD16
CD54 Immunotech / Marseille Analyse von Oberfldchenmolekiilen

bei Melanomzellen

Anti-HLA-A02

One Lambda / CA, USA Nachweis von HLA-A02

CD 133 Miltenyi / Bergisch Gladbach | Nachweis von Oberflichenmolekiil
CD133 bei Melanomzellen

TSPY (1) Intrazelluldrer Nachweis von TSPY

Anti-V 22, -VB14, -VB35.2 | Immunotech / Marseille Nachweis der VB-Ketten auf

CD8" T-Zellen

(1) freundlich von Dr. Y.-F. Lau (Departement of Medicine VA Medical Center, University of California,
San Francisco) zur Verfligung gestellt

Bezeichnung | Spezifitiit Isotyp | ATCC* | Literatur
W6/32 HLA-Klasse [ IgG2a (1) [153;154]
HB55 HLA-DR IgG2a [155;156]
B1.23.2 HLA-B, HLA-C, HLA-Aw-Subgruppe | 1gG2b | (2) [157;158]
SFR8.B6 HLA-Bw6, einige HLA-C-Allele 1gG2b** | HB-122 [159;160]
PA2.1 HLA-A2 IgGl1 [161;162]
MA2.1 HLA-A2 IgGl [161;162]

* American Type Tissue and Cell Cultures
** der SFR8-B6-Antikorper stammt aus der Ratte
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(1) freundlich von Dr. P. Parham (Departments of Structural Biology and Microbiology and
Immunology, Standford University, Standford, USA) zur Verfiigung gestellt

(2) freundlich von Dr. F. A. Lemmoniére (Centre d'Immunologie INSERM-CNRS de Marseille-Luminy,
Frankreich) zur Verfiigung gestellt

1.7.2 Antikorper fiir IFNy-ELISPOT-Assay

Antikorper Bezugsquelle Verwendung

MAB-TEk 1-DK-1 | Hoélzel Diagnostika / Kdln Primérantikdrper zur Beschichtung der

(Maus-IgG1) (Hersteller Mabtech AB / Nacka, | Nitrocellulosemembran der ELISPOT-Platte
Schweden)

Biotin7B6-1
IgGl)

(Maus-
(Hersteller

Holzel Diagnostika / Kdln

Schweden)

Detektionsantikorper fiir den Nachweis von

Mabtech AB / Nacka, | an den Primédrantikorper gebundenem IFN-y

1.7.3 Micro Beads

Die verwendeten CD8'-Micro Beads wurden von der Firma Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach) bezogen und fiir die magnetische Separation von CD8"-Zellen aus

ficollisierten bzw. kryokonservierten PBMC oder aus MLTCs eingesetzt

1.8 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG in Ebersberg bezogen und

fiir die Amplifikation definierter DNA-Bereiche verwendet. Die in lyophilisierter Form

vorliegenden Oligonukleotide wurden in H,Ogqest auf eine Stockkonzentration von

100

pmol/ul geldst und fiir den Einsatz in eine PCR-Reaktion nochmals um das 20fache

verdiinnt (5 pmol). Sofern nicht anders angegeben wurden pro PCR-Reaktion 5-10 pmol

(1-2 pl) Primer eingesetzt.

1.8.1 Fiir HLA-Sequenzen

Bezeichnung | Orientierung Sequenz (5> 3°)

HLA-5p2 sense GGGCGAATTCGGACTCAGAATCTCCCCAGACGCCGAG
HLA-3pA antisense CCGCGTCGACTTGGGGAGGGAGCACAGGTCAGCGTGGGAAG
HLA-3pB antisense GGGCGTCGACTGGGGAGGAAACACAGGTCAGCATGGGAAC
HLA-3pC antisense GGGCGTCGACCTGCATCTCAGTCCCACACAGGC

HLA-4N antisense GCCAGGTCAGTGTGATCTCCGC

HLA-2S sense AGGGGCCGGAGTATTGGGAC

1.8.2 Primer zur Feststellung der Orientierung von Inserts, kloniert in pcDNA3.1V5-

His-TOPO / Sequenzierungsprimer

Bezeichnung | Orientierung | Sequenz (5> 3")
T7 sense TAATACGACTCACTATAGGG
BGHrev antisense TAGAAGGCACAGTCGAGG
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1.8.3 Primer fiir den spezifischen Nachweis von B-Aktin in PCR-Reaktionen

Bezeichnung | Orientierung | Sequenz (5> 3°)
actb-852 s sense TCCTGTGGCATCCACGAAACT
actb-1166_as antisense GAAGCATTTGCGGTGGACGAT

1.8.4 Primer fiir den Nachweis von T-Zell-Rezeptor VB-Familien

Bezeichnung | Orientierung | Sequenz (5°->3°)

V-1 sense CCGCACAACAGTTCCCTGACTTGC
VB-2 sense GGCCACATACGAGCAAGGCGTCGA
V-3 sense ACAGTGTCTCTAGAGAGAAG

VB-4 sense TTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAA
VB-5.1 sense AGTGAGACACAGAGAAACAA
Vp-5.4-8 sense AGCTCTGAGCTGAATGTGAACGCC
VB-6 sense TCAGGTGTGATCCAATTTC

VB-7 sense CCTGAATGCCCCAACAGCTCTC
VB-8.1-2 sense TGTCACCAGACTGGGAACCACCAC
VB-8.3 sense TCTGGTACAGACAGACCATGAT
VB-9 sense TTCCCTGGAGCTTGGTGACTCTGC
VB-10.1 sense GCTCCAAAAACTCATCCTGTAC
VB-11 sense TGCCAGGCCCTCACATACCTCTCA
VB-12.2 sense CCAAGACACAAGGTCACAGAGACA
VB-13 sense GTGTCACTCAGACCCCAAAATTCC
VB-14 sense TCTCTCGAAAAGAGAAGAGGAA
VB-15 sense CAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTG
VB-16 sense GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG
VB-17 sense TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA
Vp-18 sense CTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC
VB-19 sense TCTCAATGCCCCAAGAACGCACCC
VB-20.1 sense CCTCCAGCTGCTCTTCTACTC

VB-21 sense GATTCACAGTTGCCTAAGGA

VB-22 sense AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA
Vp-23 sense GCAGGGTCCAGGTCAGGACCCCCA
VB-24 sense CCCAGTTTGGAAAGCCAGTGACCC
VB-25 sense GACAGAAAGCAAAATTATATTGTGCC
CB-as antisense CGGGCTGCTCCTTGAGGGGCTGCG

1.8.5 Primer zur Eingrenzung der peptidkodierenden Region auf der TSPY-cDNA
und zur Klonierung des kompletten TSPY 1-ORFs aus D41-MEL

Bezeichnung | Orientierung | Sequenz (5°-> 3")

TSPY-69 for sense GCCTTCAGGATGGAGGCTGTA
TSPY-PPE-rev antisense TCATTCAGGTGGCTTCATCCTCTTGT
TSPY-RKA rev | antisense TCAGGCCTTCCTGGCTTGGGCATT
TSPY-SAL rev | antisense TCACAGTGCAGACTCTGGGGTCAT
TSPY-SSL rev antisense TCAAAGGCTGCTGTTGTGTCT
TSPY-YRA rev | antisense TCAAGCCCTGTATTCTGTGATGTTCAC
TSPY-ANH rev | antisense TCAGTGGTTTGCAATAACATTGGCCC
TSPY-EVE rev | antisense TCATTCCACCTCCAGGCTGACCA
TSPY-LLLD rev | antisense TCAATCCAACAGCAGCACCGCCT
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Bezeichnung

Orientierung

Sequenz (5> 3")

TSPY-MAE rev

antisense

TCACTCCGCCATTATGTCATCCAA

TSPY-AEV rev

antisense

TCACACCTCCGCCATTATGTCATC

CCATCATATTCAACTCAACAACTGGGA
GAAGCCCGGCGCATGCGCCCT

TSPY-stop rev antisense

TSPY-full for

S€nse

1.8.6 Primer zum spezifischen Nachweis von TSPY in LightCycler® Analysen

Bezeichnung | Orientierung | Sequenz (5> 3°)
TSPY-F s sense TTCTTTCGGAGTAACCCCTACT
TSPY-A as antisense GGTCCTTACATAGGATCTCAGCAA

1.8.7 Sonden fiir LightCycler® Analysen
Die Sonden wurden bei der Firma TIB MOLBIOL (Berlin) in Auftrag gegeben und
dienten in LightCycler® Analysen dem spezifischen und quantitativen Nachweis von

TSPY.

Bezeichnung | Sequenz (5°-> 3") Tm
TSPY LC LC640-GACCACAACTTCGCAGGATCTAACAAG--PH | 64,3°C
TSPY FL CAGCAGCCTTAACTTCTTCAACTGGTTCTC--FL 65,4°C

1.9 Synthetische Peptide
Die in der Arbeit verwendeten Peptide wurden bei Dr. Jan-Wouter Drijthout vom

Medizinischen  Center der  Universitdit Leiden/Niederlande, der  Abteilung

Immunohdmatologie und Bluttransfusion in Auftrag gegeben und synthetisiert. Die
lyophilisierten Peptide wurden in PBS/5% DMSO geldst und auf eine Konzentration von 2
mg/ml eingestellt. Aliquotiert wurden sie bei -20°C gelagert.

Bezeichnung | Sequenz Protein Aminosiurenposition im Protein
EAA EAAGIGILTV Melan-A Melan-Ag_3s
AAG AAGIGILTV Melan-A Melan-Aj7.35
EVD EVDGIGHLY MAGE-A3 | MAGE-A3 .17
LLL LLLDDIMAEV | TSPY 1 TSPY 1¢s.13

LLD LLDDIMAEV TSPY 1 TSPY 1¢6.73
GVY GVYDGREHTV | MAGE-A4 | MAGE-A4530.239
GLY GLYDGMEHL | MAGE-A10 | MAGE-A10;546,
SLL SLLMWITQC NY-ESO-1 NY-ESO-157.165
QLS QLSLLMWIT NY-ESO-1 | NY-ESO-155.163
NLV NLVPMVATV | pp65 PP65.495.503

1.10 Plasmide und Vektoren

Plasmidkonstrukte dieser Arbeit
D41cDNA-Klon 218.138.69/pcDNA3.1/RFA/Dest. #6
D41-MEL TSPY full length #24/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-LLLD#6/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-SAL#4/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-PPE#1/pcDNA3.1/V5-His Topo
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Plasmidkonstrukte dieser Arbeit
TSPY-YRA#1/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-STOP#2/pcDNA3.1/V5-His Topo

TSPY-SSL#3/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-EVD#2/pcDNA3.1/V5-His Topo

TSPY-ANH1#1/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-RKA#6/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-MAE#1/pcDNA3.1/V5-His Topo
TSPY-AEV#2/pcDNA3.1/V5-His Topo

Der Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen, Leek, Niederlande) wurde fiir die
Expression heterologer DNA in eukaryontischen Zellen entwickelt. Eine
Weiterentwicklung dieses Vektors ist der pcDNA3.1/V5-His TOPO, der zusammen mit
dem pcDNA3.1/V5-His TOPO TA Cloning Kit ® verwendet wird. Die wichtigsten
Eigenschaften fiir die prokaryontische Amplifikation sind:

e Durch die Expression des PB-Lactamasegens eine Selektion von rekombinanten
Bakterien durch Ampicillin moglich
e Eine hohe Kopienzahl in Bakterien durch die ColE1 Replikationsinitiationssequenz

aus dem pUC19 Plasmid

Die wichtigsten Eigenschaften fiir die eukaryontische Expression sind:

e Promotor / Enhancer des humanen Cytomegalievirus kontrolliert die Expression
des nachgeschaltetenGens, wobei das erste ATG der Insertsequenz als
Translationsstart dient

e Der ,Polylinker* enthdlt Erkennungssequenzen fiir 11  verschiedene
Restriktionsendonukleasen, die eine Klonierung von c¢DNA in gewiinschter
Orientierung erlauben

e Die Polyadenylierungssequenz aus dem bovinen Wachstumshormon (BGH)
gewdhrleistet die Polyadenylierung des Transkripts

e Der SV40 Replikationsursprung ermdglicht die episomale Replikation des Plasmids
in Zellen, die das groBBe T-Antigen des Virus stabil exprimieren. Daraus resultiert
eine massive Expression des transfizierten Gens, die nach 72 Stunden zum
Absterben der transfizierten Zellen fiihrt.

e Das Neomycingen, welches unter der Kontrolle des SV40 Promotors steht, erlaubt

eine Selektion stabiler Transfektanten mit G418

Die Klonierung von HLA-Allelen und kiirzeren Fragmenten antigenkodierender

cDNA erfolgten in den Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO aus dem pcDNA3.1/V5-His®
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TOPO® TA Expression Kit (s. Punkt 15). Fiir die Amplifikation wurde die Easy-A-
Polymerase verwendet, die an PCR-Produkte flankierende 3°A-Nukleotide generiert, was
eine direkte Klonierung in den Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO mit flankierenden

T-Nukleotiden ermdglicht. Die cDNA-Klone wurden anschlieBend sequenziert.

Der pDONR "222-Vektor diente als Ubergangsvektor bei der Herstellung einer
cDNA-Bank und wurde zusammen mit dem CloneMiner cDNA Library Construction Kit
(Invitrogen, Leek, Niederlande) verwendet. Die wichigsten Eigenschaften sind:

e Das Kanamycinresistenzgen, welches eine andere Selektion ermdglicht als der
Endvektor

e Fine Rekombinationskassette, die die flankierenden Rekombinationsstellen attP1
und attP2 enthilt, fiir die Klonierung durch eine Rekombinase

e Das ccdB- und Chloramphenicolresistenzgen, welches eine negative Selektion

ermoglicht

Der pcDNA3.1/RfA/Dest.-Vektor ist eine modifizierte Form des pcDNA3.1-Vektors
und wurde als Endvektor bei der Herstellung einer cDNA-Bank verwendet. Zusétzliche
wichtige Eigenschaften neben denen bei pcDNA3.1 genannten:

e Enthdlt die Rekombinationskassette =~ RfA  mit den  flankierenden
Rekombinationsstellen attR1 und attR2
e Das ccdB- und Chloramphenicolresistenzgen, welches eine negative Selektion

ermoglicht

1.11 Bakterien
Escherichia coli

In dieser Arbeit wurde fiir Standard-Transformationen rekombinanter Plasmid-DNA
Escherichia coli TOP10 (Invitrogen, Leek, Niederlande) bis auf unten aufgefiihrte
Ausnahme verwendet. Mit einer Transformationseffizienz von 1 x 10° cfu/ug
»supercoiled® DNA sind diese Bakterien geeignet fiir Klonierungen und

Plasmidamplifikationen in hoher Kopienzahl und besitzen folgenden Genotyp:

Stamm Genotyp, relevante Eigenschaften

Top 10 F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80dlacZAM15 lacX74
deoR recAl araD139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str")
endAl nupG
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e hsdR - fiir eine effiziente Transformation nichtmethylierter DNA aus PCR-
Amplifikationen

e mCrA - fiir eine effiziente Transformation nichtmethylierter DNA aus genomischen
Priparationen

o ZAMIS - fiir eine Blau/Weiss-Selektion von Rekombinanten

e end Al — fir reine DNA-Priparationen und bessere Resultate in folgenden
Anwendungen aufgrund der Eliminierung eines unspezifischen Verdaus durch
Endonuklease-I

e recAl - fiir eine Reduktion unspezifischer Rekombinationen in klonierter DNA

Fiir die Transformation des konstruierten pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektors wurde der
chemokompetente Escherichia coli Stamm One Shot® ccdB Survival™-T1R von
Invitrogen verwendet. Dieser Stamm eignet sich fiir die Vermehrung von Plasmiden, die
das ccdB-Gen enthalten und besitzt eine Transformationseffizienz von >5

x 10® Transformanden/pg DNA. Der Stamm weist folgenden Genotyp auf:

Stamm Genotyp, relevante Eigenschaften

One Shot® ccdB | F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74 recAl
Survival™-TIR |araA139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR ) endA1 nupG
tonA::Ptrc —ccdA

Fiir die Transformation der D41-MEL cDNA-Bibliothek (D41-MEL c¢cDNA Bank
LRIV von BP assay II in pcDNA3.1/RFA/DEST.#6) wurden -elektrokompetente
Escherichia coli ElektroMAX DHI10B von Invitrogen verwendet. Der Stamm weif3t

folgenden Genotyp auf:
Stamm Genotyp, relevante Eigenschaften
ElektroMAX F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recAl
DH10B endA1l araD139 A(ara, leu)7697 galU galK IL~ rpsL nupG
1.12 Zelllinie

Melanomzelllinie D41-MEL

Die Melanomzelllinie stammte von einem minnlichen Patienten mit kompletter
Remission nach Vakzinierung mit dendritischen Zellen und Tumorzellen [152]. Die
Zelllinie, sowie die Blutlymphozyten wurden vom Queensland Institute of Medical

Research, Brisbane / Australien zur Verfiigung gestellt.

Die ebenfalls in der Arbeit verwendeten Zelllinien COS-7 und 293T dienten

ausschlieflich  der  transienten  Expression von  Genen. Melanom- und
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Nierenzellkarzinomzelllinien, die hier nicht im FEinzelnen aufgelistet wurden, sind

Bestandteil von Expressionsanalysen, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden.

COS-7-Zellen

COS-7 (CV-1 origin SV40)-7 ist eine adhidrente, in einem Monolayer wachsende
Zelllinie mit fibroblastdrer Morphologie, die aus gesunden Nierenzellen eines adulten
Mainnchens der Meerkatzenart Cercopithecus aethiops (Griine Meerkatze) generiert wurde.
Die Zellen wurden mit dem defekten Genom des SV40-Virus transformiert, in dem der
DNA-Replikationsursprung deletiert war. COS-7 Zellen exprimieren konstitutiv das grof3e
T-Antigen dieses Polyomavirus und ermoglichen dadurch die episomale Replikation von
zirkuldren Plasmiden, die einen SV40-DNA-Replikationsursprung tragen [128]. Die
Expressionsplasmide pcDNA3.1 und pcDNA3.1 V5-His TOPO tragen den SV40-DNA-

Replikationsursprung.

293 T-Zellen

Die 293-Zelllinie ist eine semi-adhdrente permanente Zelllinie aus humanen
embryonalen Nierenzellen, die durch das transformierte Gen des Adenovirus-Typ5
immortalisiert wurden [163]. Die 293-Zelllinie wurde zusétzlich mit dem groB3en T-
Antigen des SV40-Virus stabil transfiziert. Die so erzeugte 293T-Zelllinie wurde
freundlicherweise von N. Shastri (The University of California, Berkeley, USA) zur
Verfligung gestellt und eignet sich alternativ zur COS-7-Zelllinie fiir die transiente

Transfektion mit Plasmiden, die den SV40 Replikationsursprung tragen.

K562

K562 ist eine etablierte Suspensionszelllinie, die urspriinglich aus einem Patienten
mit Chronischer Myeloischer Leukdmie (CML) isoliert wurde. Diese Zelllinie exprimiert
weder HLA-Klasse-I- noch HLA-Klasse-II-Molekiile und wird somit von CDS§'-
Lymphozyten nicht erkannt. Als NK-Zielzelle dienen K562 in vorliegender Arbeit der
Abgrenzung einer unspezifischen Erkennung durch Lymphozyten [164].
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1.13 Bakteriennihrmedien
Zur Kultivierung und Kryokonservierung von Escherichia coli, wurden Medien

folgender Zusammensetzung verwendet.

Medium Zusitze Mengenangaben
LB-Medium (Luria- | Trypton 10,0 g
Bertani) Hefeextrakt 50¢g
NaCl 10,0 g
H,0 ad 1,0 1
LB-Agar LB-Medium 1,0 1
Bacto-Agar 150¢g
Einfriermedium Glycerol (60%) 30,0 ml
H,O ad 50,0 ml

Sowohl LB-Medien als auch LB-Agar wurden in 1 |1 Duranglasflaschen angesetzt und fiir
30 min bei 121 °C autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca. 50 °C wurde den Medien
Antibiotika (sieche Punkt 1.3) entsprechender Konzentration zugesetzt. Fiir die Herstellung
von LB-Agarplatten wurde das mit Antibiotikum versetzte LB-Agar Medium in
Petrischalen (& 100 mm) gegossen und unter der Sterilbank bei gedffnetem Deckel sich

verfestigen (ca. 30 min).

1.14 Zellkulturmedien

Die hier aufgefiihrten Medien wurden fiir die (Re)-Kultivierung bzw.
Kryokonservierung von T-Zellen, Melanomzellen und anderen Zelllinien, sowie fiir die
Generierung von Fast-DCs aus plastikadhidrenten Monozyten verwendet. Medien, die fiir
Transfektionsexperimente bendtigt wurden, sind ebenfalls hier aufgefiihrt. Die Lagerung

der Medien erfolgte bei 4°C.

Medium zur Kultivierung von COS-7-, 293T-, K562-, Melanom- und EBV-B-Zelllinien

RPMI 1640 + Glutamin | 10% Fotales Kélberserum (FCS)
(Gibco, Karlsruhe) (hitzeinaktiviert , 1h / 56°C)

( RPMIyomplett ) 50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin (PenStrep)

Medium zur Kultivierung von T-Zellen

AIM-V + L-Glutamin 10% Humanserums
(Gibco, Karlsruhe) 50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin (PenStrep)

* Das Humanserum stammte aus freiwilliger Blutspende. Die Aufarbeitung des Serums, sowie der Auftrag
fiir die jeweilige Infektionsserologie des Blutes / Serums erfolgte in der bzw. durch die Transfusionszentrale /
Uniklinik Mainz. AnschlieBend erfolgte die Labor-interne Hitzeinaktivierung (1h/56°C) und Aliquotierung
des Serums zu 50 ml Portionen in 50 ml Falcon-Réhrchen unter sterilen Bedingungen. Das humane Serum

wurde bei -80°C gelagert.
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Medium zur Generierung von Fast-DCs aus plastik-adhidrenten Monozyten

RPMI 1640 + Glutamin | 2% Humanserum (hitzeinaktiviert , 1h / 56°C)
(Gibco, Karlsruhe) 50 U/ml Penecillin
50 pg/ml Streptomycin (PenStrep)

Medien fiir Transfektionsexperimente

(Gibco, Karlsruhe)

RPMI 1640 + | I) 10% FCS, @ PenStrep (Zellen)
Glutamin IT) ohne Zusitze (cDNA, Lipofectamine 2000)

Medium zum Einfrieren eukaryotischer Zellen

Einfriermedium

Fotales Kélberserum (FCS)
5% DMSO

1.15 Molekular- und Immunbiologische Kits

Soweit nicht anders angeben wurde bei der Verwendung der ,Kits* nach den

Angaben des Herstellers verfahren.

Kit Hersteller
CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit Invitrogen
BD Cytofix / Cytoperm Permeabilization and Fixation Kit BD
Gateway® Vector Conversion System Invitrogen
High Pure® PCR Product Purification Kit Roche
HiSpeed” Plasmid Maxi Kit QIAgen
10Test"BetaMark Kit Beckman Coulter
Light Cycler” Fast Start Kit Roche
pcDNA3.1/V5-His® TOPO® TA Expression Kit Invitrogen
QIAprep” Spin Miniprep Kit QIAgen
QIAprep” 96 Turbo Miniprep Kit QIAgen
RiboMAX Large Scale RNA Production System T7 Promega
RNeasy Mini Kit QIAgen
Olidotex"mRNA Mini Kit QIAgen
RNase-Free DNase Set QIAgen
SMART cDNA Synthesis Kit Clontech
SuperScript™III Reverse Transcriptase Invitrogen
Taq PCR Core Kit QIAgen
Kit Hersteller
Tag-DNA-Polymerase Kit Peqlab
Vectastain” Elite Kit Vektor Laboratories
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2 Methoden

2.1 Immun- und zellbiologische Methoden
2.1.1 Zellkultur, Bestimmung der Zellzahl und Viabilitit

Die Kultur eukaryontischer Zellen erfolgte nach Standardmethoden (Lindl, Zell- und
Gewebekultur, 4. Auflage, Spektrum Akademischer Verlag). Alle Zell-Kulturen wurden
unter sterilen Bedingungen bearbeitet und in einer wassergesittigten Atmosphére bei 37°C
und 5% CO; Gehalt kultiviert. Adhéirente Zelllinien wurden einmal wochentlich, COS-7-
Zellen und 293T-Zellen zweimal wochentlich in Zellkulturflaschen in RPMliomplett
subkultiviert. Die Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin-EDTA in Suspension gebracht und
anschlieBend abzentrifugiert. Ein Teil der Zellen wurde mit frischem Zellkulturmedium in
neue Zellkulturflaschen iiberfithrt. Die Subkultivierung von Suspensionszellkulturen
erfolgte zweimal pro Woche durch Zugabe von frischem RPMlyompier. Dabei wurden sie
mit einer Zelldichte von 2 x 10> Zellen / ml eingestellt. Fiir die Bestimmung der Zellzahl
wurde 50 pl einer Zellsuspension im Verhéltnis 1:2 mit der Trypanblau-Gebrauchsldsung
versetzt und die Zellzahl in einer Fuchs-Rosenthal Zé&hlkammer unter dem
Phasenkontrastmikroskop gezéhlt. Tote oder geschéddigte Zellen konnten durch die
Aufnahme des Farbstoffes (blau) von intakten Zellen unterschieden werden. Die
Bestimmung der Zellzahl / ml erfolgte nach folgender Formel:

Anzahl der Zellen

x 10* = Zellen /ml
Fliche 16 mm? x Tiefe 0,2 mm? x Verdiinnung

2.1.2 Behandlung von Zellen mit Wirkstoffen

Je nach Behandlungsdauer der Zellen mit den verschiedenen Wirkstoffen wurden die
Zellen mit einer Dichte zwischen 1,1 x 10* und 2,8 x 10" pro cm® und Suspensionszellen
mit einer Dichte von 0,2 x 10° Zellen/ml einen Tag vor Behandlung kultiviert. Bei der
IFN-y-Vorbehandlung wurde zu den Zellen IFN-y in einer Konzentration von 100 U/ml
gegeben und die Zellen vier Tage lang bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die DAC-
Behandlung erfolgte iiber neun Tage. An Tag eins, drei, fiinf und sieben nach Kultivierung
wurde DAC in einer Konzentration von 2 ng/ml zu den Zellen gegeben. An Tag zwei, vier
und sechs fand ein Mediumwechsel sowohl der behandelten als auch der unbehandelten
Zellen statt. An Tag acht wurden die Zellen abgeldst und fiir weitere Experimente

verwendet.
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2.1.3 Isolierung peripherer Blutlymphozyten aus Vollblut

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation
durch Ficoll in 50 ml Falcon-Réhrchen. Das Blut wurde zuerst 1:2 mit PBS verdiinnt und
dann vorsichtig in 50 ml Falcon-Réhrchen mit 15 ml Ficoll pipettiert. Die Lymphozyten
setzten sich nach Zentrifugation bei 1000 x g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und
ohne Bremse als triibe Interphase oberhalb der Ficollschicht ab und wurden dann mit einer
Pipette abgenommen. AnschlieBend wurden sie zweimal mit PBS gewaschen und entweder

kryokonserviert oder zur Isolierung von CD8" T-Zellen eingesetzt.

2.1.4 Generierung tumorspezifischer T-Lymphozyten

Kryokonservierte PBL des Patienten D41 wurden in einem 37°C-Wasserbad
aufgetaut, 1:10 in RPMI verdiinnt, zweimal mit RPMI gewaschen und abzentrifugiert. Die
Generierung von D41-MLTCs erfolgte durch Stimulation mit D41-Melanomzellen wie bei
Lennerz et al. 2005 [96] angegeben. Bezeichnet wurden die D41-MLTCs mit dx+y, wobei

x den Tag der letzten Stimulation und y den Tag nach der letzten Stimulation bezeichnet.

2.1.5 Anreicherung von CDS8'-Lymphozyten aus PBMC durch  magnetische
Zellseparation

Fiir die Anreicherung von CD8"-Lymphozyten aus PBMC oder MLTCs wurden die
magnetischen CD8-MicroBeads von Miltenyi verwendet. Die Positivselektion von CDS'-
Zellen erfolgte iiber MS-Siulen (Miltenyi), die jeweils mit maximal 1 x 10’ gelabelten
Zellen oder 5 x 10" PBLs beladen wurden. Die Verwendung der Micro Beads erfolgte

anschlieBend nach den Angaben des Herstellers.

2.1.6 Klonierung von Zellen nach dem Grenzverdiinnungsverfahren
Die Klonierung der D41-MLTCs und der D41-Melanomzellen erfolgte nach dem

Llimited dilution“-Verfahren wie bei Wolfel et al. 1993 [165] beschrieben. Als ,,feeder*-
Zellen wurden bei den D41-Melanomzellen mit 100 Gy bestrahlte NIH 3T3-Zellen und bei
den D41-MLTCs bestrahlte allogene EBV-B-Zellen eingesetzt.

Die Wahrscheinlichkeit, dass die proliferierten Kolonien jeweils einem Klon
entsprechen, ergibt sich aus der Poisson-Verteilung und ldsst sich nach folgender Formel
ausrechnen:

(uxe™)
p(m) = T—¢"

p(m) = Wahrscheinlichkeit fiir Monoklonalitit
u = Frequenz ausgesiter Zellen
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Diese Rechnung setzt voraus, dass tatsdchlich jede Zelle einen Klon ergibt. In der Realitit
ist das allerdings haufig nicht der Fall. Die Effizienz der Klonierung, d.h. der Prozentsatz

an kultivierten Zellen, die tatsdchlich Klone ergeben, errechnet sich aus:

Nxione
Klonierungseftizienz (%) = Naussaat X 100

Nkione = Zahl gewachsener Klone
Naussaa—= Zahl ausgesiter Zellen

2.1.7 Generierung von Fast-DCs aus plastik-adhirenten Monozyten

Aus PBMCs isolierte CD8-Zellen wurden zu 10-15 x 10° Zellen/Loch einer 6-
Lochboden-Platte in je 3 ml Fast-DC-Komplettmedium ausgesidt. Nach 90 - 120 min
Inkubation wurden die nicht-adhdrenten Zellen mit 37°C warmen PBS abgespiilt und
eingefroren. Zu den adhirenten Monozyten wurde wieder 3 ml Fast-DC-Komplett-
medium/Loch gegeben. Die Generierung der Fast-DCs erfolgte wie bei Dauer et al. 2003
beschrieben [166].

2.1.8 Transfektion von Zellen

In dieser Arbeit wurden 293T, COS-7 und FastDCs fiir eine transiente Expression
von Genen transfiziert. Fiir 293T und COS-7 Zellen war es wichtig, dass die Zellen sich im
Wachstum befanden, um gute Transfektionseffizienzen zu erreichen. Daher wurden die
Zellen 3-4 Tage vor der Transfektion subkultiviert. Eingesetzt wurden die Zellen, wenn sie
zu 60-80% konfluent waren.

Die Lipofektion diente als Standard-Methode fiir die transiente Transfektion von
COS-7- und 293T-Zellen. In einer 96-Loch-Rundbodenplatte wurde der Transfektions-
ansatz (12 pl pro 1 x 96-Loch) mit cDNA (300 ng in RPMI-1640) vorgelegt und bei IFNy-
ELISPOT-Assays auch HLA-cDNA (100 ng in RPMI-1640) dazugemischt. Die Menge des
verwendeten Lipofektamins war chargenabhingig und wurde zuvor austitriert. Das
Lipofektamin (LF2000) wurde vor Gebrauch gut gemischt und nach Einstellen der
Konzentration (pro Ansatz: 0,2 - 0,5 ul LF2000 ad 21 pul RPMI-1640) 5 min
vorinkubiert, ansonsten wurde nach Herstellerangaben verfahren. Die Transfektion
erfolgte durch das Mischen des Transfektionsansatz/Lipofektamin-Gemisches (30 pl/Loch)
mit den zu transfizierenden Zellen. Die Zellen wurden anschlieBend bei 37 °C fiir 24 h
inkubiert.

Die Transfektion mit dem TransMessenger-Reagenz nach der Methode von Qiagen
(Hilden) erfolgte fiir die Transfektion von RNA in FastDCs und 293T-Zellen. Die Menge

der verwendeten PolyA’-RNA und das RNA-Transmessenger-Verhiltnis war
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chargenabhiingig und wurde fiir jede neue Charge mit eGFP-PolyA’-RNA ausgetestet. Das
Ansetzten des Transfektionsgemisches erfolgte nach Hersteller-angaben. Vor Zugabe zu
den Zellen wurden die Ansétze mit FastDC-Komplettmedium auf 200 pl aufgefiillt und pro
Ansatz 0,2 x 10° Fast-DCs transfiziert. Nach einer Inkubation von 3 Stunden bei 37°C im
Brutschrank wurden die Zellen abzentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die
transfizierten Fast-DCs wurden anschlieBend im IFN-y-ELISPOT-Assay oder fiir

Stimulationen von CD8" T-Zellen verwendet.

2.1.9 Interferon-gamma-“ELISPOT-Assay*

Interferon-gamma (IFN-y) ist ein Zytokin, welches von T-Lymphozyten nach
Antigenkontakt freigesetzt wird. Das Prinzip des ELISPOT-Assays (Enzyme-linked
Immunosorbent Spot-Assay [167;168] besteht darin, dass ein monoklonaler Antikdrper
gegen ein Zytokinepitop mit dem konstanten Teil seiner schweren Kette an eine
Nitrozellulose- oder Nylonmembran gebunden wird. Das bei Antigenkontakt von
Lymphozyten freigesetzte Zytokin wird durch den variablen Abschnitt des Antikorpers
gebunden und mit einem Detektionsantikorper, der ein zweites Epitop des Zytokins
erkennt, nachgewiesen. Die Methode erfolgte wie bei Britten C. et al. 2002 beschrieben
[169]. Vor der Primérantikorperbeschichtung mussten die Elispotplatten allerdings mit
35% Ethanol vorbehandelt werden. Dazu wurde auf die Platte 15 pl 35%igen Ethanols pro
Testeinheit (TE einer Elispotplatte) gegeben, so dass die Membran benetzt wurde.
AnschlieBend wurde 3-mal mit PBS (150 ul/TE) gewaschen. Die Beschichtung der
Elispotplatten mit dem Primérantikorper erfolgte am Vorabend des Testtages und die
Inkubation {iber Nacht bei 4°C.

Zielzellen waren transient transfizierte COS-7-, 293T- (20.000 Zellen/TE), K562-
Zellen (75.000 Zellen/TE), mit RNA transfizierte Fast-DCs (20.000 Zellen/TE), Melanom-
, Pankreaskarzinom-, Kolonkarzinom-, Leberzellkarzinom-, Nierenzell-karzinom- oder
Leukdmie-Zellen (50.000 Zellen/TE) oder mit synthetischen Peptiden beladene bzw.
unbeladene EBV-B-Zellen (75.000 Zellen/TE). Wiahrend die Belegung mit Lymphozyten
bei transfizierten Zielzellen erst 20 Stunden nach der Transfektion erfolgte, wurden die
Lymphozyten auf Melanom- bzw. mit synthetischen Peptiden beladene EBV-B-Zellen
nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten gegeben. Periphere Blutlymphozyten (PBL)
wurden mit 500.000 Zellen, mehrfach stimulierte, nicht-klonale T-Zellen mit 10.000 und
CTL-Klone mit 5.000 — 10.000 Zellen pro TE eingesetzt. Die automatische Auswertung
geschah durch das KS ELISPOT-System Version 4.9 der Firma Zeiss (Jena).
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2.1.10 Antikorperblockaden der T-Zellen

Die Reaktivitit von T-Zellpopulationen gegen ihre Zielzellen wurde durch
monoklonale Antikorper gegen einzelne HLA-Molekiile oder Gruppen von HLA-
Molekiilen im IFN-y-ELISPOT-Assay (2.1.9) blockiert. Dadurch wurde die HLA-
Restriktion der T-Zellen ermittelt werden. Die Antikorper wurden aus Hybridomiiberstand
mittels Hybridompumpe iiber eine Affinitdtssdule (HiTrap, 1ml) aufgereinigt, aliquotiert
und bis zur Verwendung kryokonserviert. Die aufgereinigten AntikOrper hatten eine
Konzentration zwischen 1 und 2 mg/ml. In der vorliegenden Arbeit wurden folgende
Antikorper fiir die Blockade verwendet.

e Der Antikorper W6/32 erkennt ein gemeinsames Epitop aller MHC-Klasse I-
Molekiile und blockiert dadurch alle MHC-Klasse-I-restringierten T-Zellen. Der
aufgereinigte Antikorper wurde in Konzentrationen zwischen 50 und 100 pg/ml zur
Blockade verwendet.

e Der B1.23.2-Antikorper erkennt ein gemeinsames Epitop aller HLA-B- und HLA-
Cw-Allele sowie Mitglieder der HLA-Aw19-Subgruppe der HLA-A-Allele. Der
Antikorper wurde in Konzentrationen zwischen 50 und 100 pg/ml verwendet.

e Der monoklonale Antikdrper SFR8-B6 erkennt ein gemeinsames Epitop (Bwo6-
Epitop) einer Subgruppe von HLA-B-Proteinen. Die fiir eine Blockade geeignete
Konzentration lag bei tiber 300 pg/ml.

e Der HLA-A2-spezifische Antikdrper PA2.1 wurde in Konzentrationen von 250
ug/ml eingesetzt.

e Der Antikorper HB55 erkennt ein gemeinsames Epitop aller MHC Klasse II-
Proteine und blockiert dadurch alle Klasse Il-restringierten T-Zellen. Der
aufgereinigte Antikorper wurde in Konzentrationen zwischen 50 und 100 pg/ml zur

Blockade verwendet.

2.1.11 Zytotoxizititstest

Zytotoxische T-Zellen (CTL) lysieren die Zielzelle durch verschiedene
Effektormechanismen. Diese Zell-Zellinteraktion kann durch den °'Cr-Freisetzungstest
gemessen werden [170]. Die Durchfiihrung erfolgte wie bei Britten, C. et al. 2002
beschrieben [169]. Die T-Zellen wurden in Effektorzell- zu Targetzell-Verhidltnissen von
0,2:1 bis 60:1 zu den Zielzellen gegeben.

80 ul der Uberstinde wurden im Gamma-Counter auf freigesetztes Chrom iiberpriift.

Als Positivkontrolle diente der Uberstand chromierter Zellen, die durch Zugabe von H,O +
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1% Tween (80 ul/Ansatz) vollstindig lysiert wurden. Die spezifische Lyse

monospezifischer T-Zell-Populationen wurde nach folgender Formel bestimmt.

experimentelle °'Cr-Freisetzung - spontane °'Cr-Freisetzung

x 100
maximale *'Cr-Freisetzung - spontane *'Cr-Freisetzung

2.1.12 Peptiderkennungstest im IFN-y-ELISPOT- und Zytotoxizititsassay

Durch Peptiderkennungstests sollte die genaue Spezifitit der T-Zellen ermittelt
werden. Die lyophilisierten Peptide wurden auf eine Konzentration von 2 mg/ml in
PBS/5% DMSO eingestellt, aliquotiert und bis zum Einsatz bei -20°C eingefroren.
Peptiderkennungstests wurden entweder im Lysetest oder im IFN-y-ELISPOT-Assay
durchgefiihrt. In beiden Féllen dienten D41-EBV-B-Zellen als antigenprisentierende
Zellen. Im IFN-y-ELISPOT-Assay konnten auch mit HLA-Allelen des Patienten
transfizierte COS-7- oder 293T-Zellen als APCs eingesetzt werden. Peptiderken-nungstests
im IFN-y-ELISPOT-Assay wurden direkt in der Elispotplatte durchgefiihrt. Fiir den IFN-y-
ELISPOT-Assay wurde wie unter Punkt 2.1.9 beschrieben vorgegangen.

Die Uberpriifung der Peptiderkennung im °'Cr-Freisetzungtest wurde mit autolo-gen
EBV-B-Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit 100 uCi Na(’'Cr)Oy, 100 pl FCS
und 100 pl W6/32 fiir 90 min bei 37°C inkubiert. Die chromierten Zellen wurden viermal
mit RPMIompiet gewaschen, auf 2.000 Zellen/80 pl RPMIyompier: €ingestellt und in einer 96-
Loch-Spitzbodenplatte mit 80 pl/TE vorgelegt. Der Test erfolgte mit Bestimmung von
Duplikaten. Peptide wurden seriell verdiinnt und in je 40 pl RPMlompie/ TE zu den
chromierten EBV-B-Zellen dazugegeben. Die Inkubationszeit bei 37°C betrug
anschlieBend 30 min. Die T-Zellen wurden mit einem Effektorzell- zu Targetzell-
Verhiltnis von 10:1 eingestellt und mit 40 pl/TE auf die Zielzellen gegeben. Es wurde wie

unter Punkt 2.1.11 angegeben weiter verfahren.

2.1.13 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie diente in dieser Arbeit der Analyse immunphénotypischer
Oberflachenmolekiile von Zellen und der intrazelluldren Expression von Zellproteinen mit

Hilfe monoklonaler Antikorper.

2.1.13.1 Fiarbung von Oberflichenmolekiilen
Die Zellen wurden einmal mit FACS-Puffer gewaschen, gezdhlt und fiir jeden zu
testenden Antikérper zwischen 0,1 und 0,2 x 10° Zellen pro FACS-Réhrchen eingestellt.

Nach Zentrifugation von 5 min bei 1500 rpm, dekantieren des Uberstandes und
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Resuspension des Zellpellets wurde der Antikorper (als unverdiinnter Hybridomiiberstand
oder 1:100 bis 1:1000 in FACS-Puffer verdiinnter, aufgereinigter bzw. kommerziell
erhiltlicher Antikorper) direkt zu den Zellen gegeben und fiir 20 min bei 4°C inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen mit unkonjugiertem
Antikorper durch Inkubation mit einem FITC-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Fab-Fragment
(siehe Punkt 1.7) fiir 15 min bei 4°C inkubiert. Dieser Zweit-antikdrper wurde 1:100 mit
PBS/1%BSA verdiinnt und 50 pl pro Ansatz auf die resus-pendierten Zellen gegeben. Die
Analyse erfolgte nach zweimaligem Waschen der Zellen mit FACS-Puffer und
anschlieBender Fixierung mit 0,5 ml FACS-Fixierungs-Puffer im Durchflusszytometer
(Punkt 1.1.1). Die Auswertung erfolgte unter Verwen-dung der Software Expo'“32
(Beckman Coulter, Krefeld) und BD FACS DIVA (BD Biosciences, Heidelberg).

2.1.13.2 Intrazellulire Firbung mit dem Cytofix / Cytoperm Permeabilization and
Fixation® Kit

Um Proteine in der Zelle nachzuweisen, die nicht von der Zelle an die Oberflache
transportiert werden, muss die Zellmembran permeabilisiert und fixiert werden. Die Zellen
wurden zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und dann auf 0,2 x 10°Zellen pro Antikérper
im FACS-Réhrchen eingestellt. Dem 1x BD Perm/Wash buffer wurde dem 1% BSA
zugesetzt. Bei der Durchfiihrung wurde bis auf folgende Anderungen nach den
Herstellerangaben. Der aus der Maus stammende, monoklonale TSPY-Antikorper wurde in
einer Konzentration von 1:2000 direkt auf das resuspendierte Zellpellet gegeben. Es folgte
ein Inkubationsschritt fiir 30 min bei Raumtemperatur. Der Sekundérantikorper, ein FITC-
gekoppeltes Ziege-anti-Maus Fab-Fragment, wurde 1:100 in dem Waschpuffer/1% BSA
verdiinnt und mit 50 pl auf das resuspendierte Zellpellet gegeben. Die Zellen wurden
anschlieBend 20 min bei 4°C inkubiert. Zwischen den Inkubationsschritten wurden die
vom hersteller empfohlenen Waschschritte durchgefiihrt. Die Analyse und Auswertung
erfolgte unter Verwendung eines Durchflusszytometers (Punkt 1.1.1), der Software

Expo 32 (Beckman Coulter, Krefeld) und BD FACS DIVA (BD Biosciences, Heidelberg).

2.1.13.3 Intrazellulire Firbung mit Zytospin

Die Zellen wurden zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und auf 2 x 10° Zellen pro
ml FACS-Puffer eingestellt. Auf Cytotridger wurde ein Papierfilter aufgebracht und beides
in einen Cytoclip gespannt. 250 pl pro Cytotrdger wurden in den Trichter gefiillt und mit
700 rpm 5 min in der Shandon-Zytozentrifuge zentrifugiert. Der Papierfilter wurde
abgenommen und die Cytotréger iiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Die Farbung

erfolgte in einer feuchten Kammer. Auf die Zellen wurden 100 pl
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Fixation/Permeabilization  Solution aus dem BD Cytofix/Cytoperm Permebilization and
Fixation® Kit getropft und fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden einmal mit 1x
BD Perm/Wash' buffer/1% BSA gewaschen, indem 200 pl des Waschpuffers auf die
Zellen getropft wurden und nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur der
Waschpuffer abtropfte. AnschlieBend folgte ein Inkubationsschritt von 30 min bei
Raumtemperatur mit 200 pl des Waschpuffers/1% BSA auf den Zellen. Nach Abtropfen
des 1x BD Perm/Wash' buffer wurde 100 pl des Erstantikorpers in einer Konzentration
von 1:2000 vorverdiinnt in 1x BD Perm/Wash' buffer/1% BSA auf die Zellen getropft. Die
Inkubation der Zellen mit dem Antikorper fand fiir 30 min bei Raumtemperatur statt.
AnschlieBend wurde nach der Inkubation dreimal mit 200 wpul 1x BD
Perm/Wash " buffer/1% BSA gewaschen. Der Sekundirantikorper wurde 1:200 in 1x BD
Perm/Wash " buffer/1% BSA vorverdiinnt und 100 pl auf die Zellen getropft. Danach
inkubierten die Zellen bei 4°C fiir 20 min und wurden wie nach dem Erstanti-korper
dreimal mit 1x BD Perm/Wash' buffer gewaschen. Die Objekttiger wurden mit Mounting
Medium + DAPI von Vectashield” eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mittels des DMR-

Immunfluoreszenzmikroskopes von Leica und der Software Ima500.

2.2 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologische Methoden wurden entsprechend den zitierten Protokollen
durchgefiihrt. Lediglich Abweichungen von den Protokollen und Anpassungen werden

detailliert beschrieben.

2.2.1 Arbeiten mit Bakterien
2.2.1.1 Kultivierung und Konservierung von Bakterienstimmen

Die Anzucht von Bakterienkulturen erfolgte mit LB-Medium oder LB-Agarplatten
und dem zugesetzten Antibiotikum bei einer Temperatur von 37 °C {iber Nacht (ii/N). Zur
dauerhaften Konservierung %3 Volumen (Vol.) Bakteriensuspension mit '/3 Vol. 60%

Glycerol versetzt. Die Lagerung erfolgte bei einer Temperatur von —80 °C.

2.2.1.2 Titerbestimmung

Das Wachstum von Bakterien in einer Fliissigkultur kann durch die Messung der
optischen Dichte (0.D.) bei einer Wellenldnge von A= 580 nm iiberpriift werden. Als
Referenz dient das jeweilige sterile Néhrmedium bzw. der entsprechende
Resuspensionspuffer. Bei E.coli entspricht eine 0.D. von 0,1 einem Lebendtiter von ca.

2%10’ Zellen/ml.
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2.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus rekombinanten Bakterien
Fiir eine Plasmidisolierung aus Bakterien wurden standardgemdf3 die ,,Kits*“ der
Firma QIAgen verwendet. Dazu wurde nach den vom Hersteller angegebenen Protokollen

verfahren.

2.2.3 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiduren

Eine Methode der Auftrennung und Charakterisierung von Nukleinsduren) ist die
Agarose-Gelelektrophorese. Die Agarosekonzentration (0,7 - 2 %) war abhéngig von dem
DNA-Molekulargewichtsbereich, in dem die effektive Auftrennung der Fragmente
erfolgen sollte, und die angelegte Spannung sowie Stromstirke von der Grofle des Gels
(ca. 5-10 V/cm). Die groBenfraktionierte DNA wurde durch den interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (10 pg/ml Agarosegel) sichtbar gemacht und das
Ergebnis der Elektrophorese mit dem BioDocAnalyze-System von Biometra (Gottingen)
dokumentiert.

RNA-Molekiile wurden mit Hilfe von denaturierenden Agarosegelen analysiert. Das
Agarosegel wurde dafiir nicht mit TBE-Puffer angesetzt, sondern mit MOPS-Puffer unter
Zugabe von Formaldehyd. Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS-Puffer bei 5-10 V/cm
(Sambrook and Russell, 3rd Edition, CSHL Press, Cold Spring Harbor, New York, USA,
2001).

2.2.4 Photometrische Bestimmung von Nukleinsiurekonzentrationen
Zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinséuren in wéssrigen Losungen wurde
die Extinktion an einem Spektralphotometer gemessen. Das Photometer wurde dabei mit
dem Puffer, in dem die DNA oder RNA aufgenommen worden war, abgeglichen. Die
Extinktion wurde bei Wellenldngen von 260 nm und 280 nm gemessen. Durch folgende
Formel wurde die Nukleinsdurekonzentration bestimmt:
Ez60nm X 50 x Verdiinnung = pg/ml dsDNA
Ez60nm X 40 x Verdiinnung = pg/ml ssDNA oder RNA
Der Quotient zwischen den Extinktionen bei 260 und 280 nm (OD260/0D280) diente
der Qualitdtskontrolle der Nukleinsiurelosung und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

Dadurch konnten Proteinkontaminationen weitgehend ausgeschlossen werden.

2.2.5 Hydrolyse von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsanalyse fiihrt zu einer Charakterisierung und Identifizierung
doppelstringiger DNA. Die Restriktion von doppelstringiger DNA wird auch zur
Klonierung eingesetzt, wobei auf die Restriktion eine Ligation folgt. DNA-Hydrolysen mit
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Restriktionsendonukleasen wurden nach den Vorschriften der Enzymhersteller

durchgefiihrt.

2.2.6 Isolierung von Restriktionsfragmenten aus Agarosegelen
Fiir eine Isolierung von DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurde standardgeméal das
QIAquick Gel Extraction Kit der Firma QIAgen verwendet. Dazu wurde nach dem vom

Hersteller angegebenen Protokollen verfahren.

2.2.7 5’-Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase

Zu 50 pl hydrolysierter Plasmid-DNA (Restriktionsansatz) wurde 1 pl alkalische
Phosphatase hinzugefiigt und gemischt. Der Ansatz wurde 90 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend wurde die Phosphatase bei 70°C fiir 10min hitzeinaktiviert. Es folgte eine
Phenolextraktion und eine Ethanolfillung. Die DNA wurde wieder in H,O bidest.

aufgenommen.

2.2.8 Aufreinigung und —Konzentrierung von Nukleinsiuren
2.2.8.1 Aufreinigung mit High Pure®PCR Product Purification Kit
Das Kit stammt von der Firma Roche und wurde zur Aufreinigung nach Restriktion

und PCR verwendet. Es wurde nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll verfahren.

2.2.8.2 Phenolisierung

Eine Phenolextraktion fithrt zu einer Reinigung der Nukleinsdurelosung von
Proteinen. Zu 1 Vol. der Nukleinsdurelosung wurde 1 Vol. Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1) mit pH 4,5 hinzugefligt und 1 min gevortext. Die Probe
wurde anschlieend 5 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Zu der abgenommenen, oberen
wassrigen Phase wurde 1 Vol. eines Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (24:1)
gegeben. Die Probe wurde wieder 1 min gevortext und bei 13000 rpm 5 min
abzentrifugiert. Die wissrige Oberphase wurde wieder abgenommen und es schloss sich

eine Aufkonzentration mittels Alkoholfdllung an.

2.2.8.3 Alkoholfillung

Die Fillung mit Alkohol fiihrt zu einer Konzentrierung und Reinigung von
Nukleinsduren. Zu 1 Vol. Nukleinsdureldsung wurde /19 Vol. 3 M Na-Acetat (pH 7,5) und
2,5 Vol. Ethanol oder 1 Vol. 2-Propanol hinzugefiigt und kurz invertiert. Die Probe wurde
5 min auf Eis inkubiert und anschlieend fiir 60 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Pellet mit 700 pl 70% Ethanol gewaschen und
15 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Eventuelle Reste des Ethanols wurden vorsichtig
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abpipettiert. AnschlieBend wurde das Pellet 15 min bei Raumtemperatur getrocknet und in

nuklease-freiem H,O resuspendiert.

2.2.8.4 Ammoniumazetat-Prizipitation nach Glycogen-Extraktion

Die Aufkonzentrierung von DNA-Reaktionen bei der Konstruktion der cDNA-Bank
erfolgte durch Zugabe von 1 pl Glycogen (20 mg/ml), 0,3 M Ammoniumacetat (7,5M) und
2 x Vol. kaltem 100% Ethanol. Nach Inkubation von 2h bei -20°C wurden die Proben 30
min bei 13000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet 2x mit
75%igem Ethanol gewaschen. Die Proben wurden 10 min bei Raumtemperatur getrocknet

und anschlieend in TE-Puffer resuspendiert.

2.2.9 DNA-Ligation
2.2.9.1 Ligation von DNA-Restriktionsfragmenten

Die Ligation von mit Restrikionsendonukleasen gespaltener DNA wird durch die T4-
DNA-Ligase katalysiert. Dabei konnen ,.sticky ends* mit kompatiblen Uberhéingen oder
,»blunt ends* ligiert werden. Die Ligation erfolgt nach vorheriger Restriktion des Vektors
und der Insert-DNA, sowie der Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen. Die DNA
wird in dem mitgelieferten Ligationspuffer aufgenommen, wobei die Insert-DNA in einer
groBeren Menge dazu gegeben wird als die Vektor-DNA  Die Inkubation des
Reaktionsansatzes erfolgt entweder /N bei 4 °C oder bei 16 °C fiir 2-3 h. Nach

Inaktivierung der Ligase bei 65 °C kann der Reaktionsansatz weiter verwendet werden.

2.2.9.2 Ligation von DNA-Amplifikaten

Die Ligation von HLA-cDNA und kiirzeren Fragmenten antigenkodierender cDNA
erfolgte standardgemiB in den pcDNA™3.1/V5-His Vektor mittels des pcDNA™3.1/V5-
His TOPO ® TA Expression Kits der Firma Invitrogen. Abweichend zum Protokoll des
Herstellers enthielt ein Ligationsansatz 2 ul des aufgereinigten PCR-Produktes, 0,5 ul
Vektor und 0,5 pl Salzlésung (200 mM NaCl, 10 mM MgCl,) und wurde 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Transformation in E. coli TOP10.

2.2.10 Transformation von Bakterien

50 ul kompetente Top10 Bakterien der Firma invitrogen wurden auf Eis aufgetaut.
Zu den Bakterien wurden dann 10 pl eines Ligationsansatzes mit der T4-Ligase bzw. 2 ul
des Ligationsansatzes, synthetisiert mit pcDNA™3.1/V/5-His TOPO ® TA Expression Kit,

gegeben und gemischt. Anschlieend wurde nach Herstellerangaben verfahren.
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2.2.11 Isolierung von RNA

Fir RNA-Isolierungen wurde standardgemiB das RNeasy Mini® Kit der Firma
QIAgen verwendet und nach den Angaben des Herstellers verfahren. Die Isolierung der
RNA erfolgte aus 5 - 10 x 10° Zellen. Die Isolierung von PolyA"™-RNA erfolgte aus 5 pg
Total-RNA mit Oligotex®mRNA Mini Kit ebenfalls der Firma QIAgen. Die Qualitdt der
RNA wurde auf einem analytischen, 1 prozentigen Agarosegel iiberpriift und die
Konzentration mit Hilfe eines Spektralphotometers bestimmt. Die RNA wurde

grundsitzlich bei -80°C gelagert.

2.2.12 Reverse Transkription (RT-PCR)

Fir die Synthese von komplementdarer DNA (complementary DNA, cDNA) durch
reverse Transkription (RT) wurde standardgemaBl der Superscript™IIl Reverse
Transcriptase”™ Kit von Invitrogen verwendet und nach Angaben des Herstellers verfahren.
Ein Ansatz enthielt dabei 5 pg Total-RNA und fiir Standard-RT-Reaktionen wurden Oligo-
dT Primer eingesetzt. Fiir sich anschlieBende PCR-Amplifikationen mittels genspezifischer
Primer wurde die cDNA 1:5 mit H,O verdiinnt. Die Lagerung von cDNA erfolgte bei -
20°C.

2.2.13 In Vitro -Transkription (IVT)

Fiir die In Vitro-Transkription wurde das RiboMAX TM Large Scale RNA Production
System- T7" Kit von Promega verwendet. Dieses ermdglicht die Synthese klonaler RNA
aus rekombinaten DNA Templates, deren Plasmid iiber einen T7-Promotor verfiigt. Nach
einer DNA-Hydrolyse (Punkt 2.2.5) mittels einem hinter dem Stop-Codon der
Insertsequenz schneidenden Restriktionsenzyms wurde die Reaktion mit dem High
Pure®PCR Product Purification Kit (Punkt 2.2.8.1) aufgereinigt. Die IVT-Reaktion wurde
nach Herstellerangaben mit einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefiihrt. Die
Entfernung des DNA-Templates erfolgte durch Zugabe von DNase (1 U/ug DNA) und
Inkubation bei 37°C fiir 15 min. Nach Aufreinigung der IVT-Reaktion durch
Phenolextraktion (Punkt 2.2.8.2) und Aufkonzentrierung durch Alkoholféillung (Punkt
2.2.8.3) wurden die Proben in 50 pl Nuklease-freiem H,0 resuspendiert und 3 ul auf einem
Formaldehyd-Gel aufgetragen. Fiir die weitere Polyadenylierungsreaktion wurde eine
photometrische Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt und '/; des gemessenen Wertes
als Grundlage fiir die Berechung von rATP- und PolyA-Polymerase-Mengen verwendet.

Ein 60 ul Reaktionsansatz enthielt 25 pl IVT-RNA, 1x PolyA-Polymerase Puffer
(5%), x4 ul rATP (10mM), x6 pl Poly-A-Polymerase (Stocklosung 600 U/ul) und wurde mit
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Nuklease freiem H,0 auf das Endvolumen aufgefiillt. Die Berechung der rATP- und

PolyA-Polymerase-Mengen erfolgte nach folgender Formel:

x; pg IVT-RNA

= x, pmol

330 (Molekulargewicht einer Base in g/mol) * Anzahl der Basen des Templates

rATP (10mM) - Bedarf
x, pmol * 300 (Linge der Poly-A-Basen) * 2 (Uberschuss) = x3 nmol
rATP (10 mM) = 10 nmol/ul — x3 nmol = x4 ul

PolyA-Polymerase -Bedarf
x; pmol * 300 (PolyA-Lénge)

= X5U =X6M1
15 - 90 min

Polyadenylierungsreaktionen wurden 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Aufreinigung und
Aufkonzentrierung des Polyadenylierungsproduktes erfolgte wie fiir das IVT-Produkt
beschrieben. 3 pl des Polyadenylierungsprodukt wurden auf einem Formaldehyd-Gel mit
dem 3 pl des IVT-Produktes verglichen. Die photometrisch bestimmte RNA-Konzentration
der IVT-PolyA"-Reaktion diente als Grundlage fiir weitere Berechnungen. Die Lagerung
von (PolyA")-RNA erfolgte bei -80°C.

2.2.14 Polymerase-Kettenreaktion (,,Polymerase-Chain-Reaction®, PCR)
2.2.14.1 Nicht-quantitative PCR
Die Amplifikation von z.B. HLA-cDNA oder Tumor-cDNA durch PCR erfolgte nach
Standardverfahren. Ein PCR-Ansatz zur Amplifikation definierter DNA-Bereiche enthielt in
einem Gesamtansatz von 50 pl standardgemal:
1x PCR-Pufter (10x)
2 mM dNTP-Mix (100mM)
5-10 pmol 5°-Primer
5-10 pmol 3" -Primer
1,5 U Tag-Polymerase (5U/ul) (aus Thermus aquaticus)
oder 2,5 U Easy-A-Polymerase (5 U/pl)
5-50 ng cDNA (in Tris-HCI, pHS8)
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Fiir die PCR-Reaktionen wurde der Tag-DNA-Polymerase Kit von peqlab nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die Amplifikation definierter DNA-Bereiche, die im Anschluss unter
Verwendung des pcDNA3.1/V5-His© TOPO® TA Expression Kit kloniert wurden, erfolgte
mittels Easy-A-Polymerase. Zur Kontrolle der PCR wurde jeweils eine Wasserkontrolle
mitgefiihrt, in die anstatt der zu amplifizierenden DNA Wasser eingesetzt wurde, und eine
Positivkontrolle, in die Primer fiir hochexprimierte Sequenzen wie z.B. fiir Aktin eingesetzt
wurde. Fiir die Amplifikation im Thermocycler wurden Standardprogramme verwendet. Die
»Annealing“-Temperatur der Primer richtete sich nach den Schmelzpunkten, welche entweder
nach dem G-C-Gehalt der Nukleinsduresequenz oder mit Primer Designer fiir Windows von
Sci-Ed  (Scientific & Educational Software, Durham) kalkuliert oder in einem
programmierbaren Temperaturgradienten ausgetestet wurden. Das folgende Beispiel zeigt ein

typisches, programmierbares Protokoll zur Durchfiihrung einer PCR.

I.  Denaturierung Initial 4 min 94°C
II. Denaturierung 45 sec 94°C
III. Annealing 45 sec 60°C
IV. Extension 1 min 30 sec 72°C
V. Extension 10 min 72°C

Der Amplifikationszyklus II. — IV. wurde 25 - 35fach wiederholt. Die PCR-Produkte wurden
in 1 bis 1,5 %-igen Agarosegelen aufgetrennt, unter UV-Licht analysiert und dokumentiert.

Die Lagerung von PCR-Produkten erfolgte bei -20°C.

2.2.14.2 Light Cycler Analysen
1) Grundlagen der Real-Time-PCR im Lightcycler

Die Real-Time-PCR, beruhend auf dem Prinzip einer klassischen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), bietet den Vorteil der ,Echtzeit“-Analyse wihrend des
Reaktionslaufes. Der spezifische Nachweis von Genen erfolgte mittels den unter Punkt
1.8.6 und 1.8.7 angegebenen Primern und Hybridisierungssonden von Tib Molbiol
(Berlin). Dabei ist an Hybridisierungssonde 1 am 3’-Ende das Fluorescein und an
Hybridisierungssonde 2 am 5’-Ende der Farbstoff LightCycler®Red640 gekoppelt. Wenn
die Sonden mit der Ziel-DNA hybridisieren, was nur in der Annealing-Phase geschieht,
wird zum Messzeitpunkt am Ende dieser Phase das Fluoreszein durch blaues Licht der
Wellenldnge 470 nm der LED des LightCycler Gerétes angeregt. Durch das abgestrahlte,
griine Licht des Fluoreszein mit der Wellenldnge 530 nm wird der Farbstoff LC Red 640
angeregt. Das emittierte Licht dieses Farbstoffes wird dann in Kanal F2 der Lightcycler-
Optik detektiert. Die Fluoreszenz wird iiber das Verhiltnis des Messkanals F2 (dessen

Signal mit steigendem Produkt ansteigt) zum Kanal F1 (dessen Signal mit steigendem
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Produkt fillt) dargestellt. Die Energie-Ubertragung ist nur wirksam bei moglichst
geringem Abstand der beiden Hybridisierungssonden zueinander, weshalb der Abstand der
Sonden auf der Ziel-DNA nicht 1-5 Nukleotide tiberschreiten darf. Der Vorgang der
Energietibertragung wird als FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer) bezeichnet.

1) LightCycler Instrument

Als Gerdt wurde das LightCycler 1.5 Instrument von Roche verwendet. Die Analyse

der Daten erfolgt mit der LightCycler” Software 3.5.

111) Prinzip der quantitative PCR

Die Fluoreszenz und die ansteigende Menge an PCR-Produkt stehen in Relation
zueinander. Dabei stellt die Software die gemessene Fluoreszenz gegen die Zyklenzahl dar.
Die PCR lisst sich in drei Phasen unterteilen: die background oder frithe Phase, die Log-
oder exponentielle Wachstumsphase und die Plateau-Phase. Die friihe Phase ist dadurch
gekennzeichnet, dass die Hintergrundsignale hoher sind als die Fluoreszenzsignale des
PCR-Produktes. Die Plateau-Phase ist gekennzeichnet durch ein Abfallen der
Reaktionseffizienz. Die Log-Phase dagegen beginnt, wenn sich die Fluoreszenzsignale des
PCR-Produktes statistisch signifikant von den Hintergrundsignalen abheben. Dieser
Zeitpunkt wird von der Software als sogenannter ,,Crossing Point* (CP) determiniert. Der
CP ist definiert als die Zyklenzahl, bei der das Fluoreszenzsignal die Schwelle des
Hintergrundsignales signifikant {iberschreitet. Uber die CPs lassen sich quantitative
Aussagen iiber die Ausgangsmenge an Ziel-DNA machen. Eine absolute Quantifizierung
ist durch Bestimmung der CPs nach folgenden Uberlegungen méglich. In der Log-Phase
wird die Reaktion mathematisch definiert {iber die Formel:

N =N x (Econst)"

N = Zahl amplifizierter Molekiile

No= initial eingesetzte Molekiile

n = Zyklenzahl

E = Amplifikationseffizienz
Nach dieser Formel verhalten sich die CPs umgekehrt proportional zum Logarithmus der
initial eingesetzten Kopienzahlen. Wird ein externer Standard mit bekannten
Ausgangskonzentrationen in der PCR eingesetzt, bestimmt die Software die CPs der
einzelnen Verdiinnungsstufen. Uber die Darstellung der Crossing Points gegen die initial
eingesetzten Molekiile der Verdiinnungen erhélt man eine Standardkurve mit der folgenden

Gleichung:
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CP =-(1/1ogE) * Log Ny + (logN/logE)

e Nist in diesem Fall die Kopienzahl am Crossing Point, die fiir alle Verdiinnungen
an diesem Punkt gleich ist.

e E als Amplifikationseffizienz kann Werte > 1 und < 2 annehmen. Ein Wert von 2
wiére die theoretisch beste Effizienz, da er einer Verdoppelung pro Zyklus
entspricht. Ein Wert von 1 wiirde hingegen keiner Amplifikation entsprechen. Die
Effizienz ist dabei unter anderem abhidngig von der Sequenz der zu
amplifizierenden DNA. Da diese aber in allen Verdiinnungsstufen gleich ist, ist die
Effizienz innerhalb der Verdiinnungsreihe ebenfalls gleich.

e N ist die Ausgangskonzentration an Molekiilen.

Die Quantifizierung unbekannter Proben wird {iber das Messen der CPs ermoglicht. Diese
werden von der Software iber die Gleichung der Standardkurve in
Ausgangskonzentrationen  umgerechnet.  Dabei  ist  entscheidend, dass die
Amplifikationseffizienz der Standards und der Proben mdglichst gleich sind, weil die
Standardabweichung umso hdéher ist, je hoher die Differenz zwischen den Effizienzen und
je hoher die Zyklenzahl. Aus diesem Grund ist es ebenfalls wichtig die Proben so zu

verdiinnen, dass die CPs nicht stark voneinander abweichen.

[V) externer Standard
Als externer Standard wurde das Plasmid TSPY full length #24 aus D41-MEL
kloniert in pcDNA3.1, nachfolgend als D41-TSPYfull bezeichnet, eingesetzt. Dieses

wurde mit Xbal linearisiert und mit dem High Pure® PCR Purification Kit aufgereinigt.
Nach photometrischer Konzentrationsbestimmung war die Konzentration mit 123 pg/ml
vorgegeben. Eine Verdiinnungsreihe mit 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000 und 1:100.000
wurde hergestellt und als Standard in den LightCycler-Experimenten eingesetzt. Die
entsprechende Kopienzahl wurde nach folgender Formel berechnet:
1000 bp ds DNA = 9,1 * 10" Kopien/pg
Der Standard hat eine Linge von 6375 bp und entspricht somit einer Kopienzahl von 5,8 x
10'? Kopien/pg. Die Kopienzahl (N) pro ml berechnet nach folgender Formel:
N = C (nug/ml) x Kopien/pg
C = Konzentration (123 pg/ml)
N = 123 pg/ml x 5,8 x 10'? Kopien/pg
=713,4 x 10> Kopien/ml
= 7,134 x 10" Kopien/ml
= 7,134 x 10''Kopien/ul
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Die Verdiinnungsreihe umfasste die Kopienzahl von 7,134 * 10° — 10°/ul. Eingesetzt
wurde der Standard mit 2 pl pro PCR-Ansatz.

V) Probenmaterial

Als Probenmaterial diente cDNA von Zelllinien. Diese wurde wie unter Punkt 2.2.12
beschrieben synthetisiert. AnschlieBend wurde photometrisch die DNA-Konzentration
bestimmt und die cDNA 1:5 verdiinnt. In einem PCR-Ansatz wurde 2 ul der Probe
eingesetzt. Da absolute Werte sowohl fiir cDNA als auch fiir RNA bestimmt wurden,
wurde die Normalisierung absoluter Werte auf ein Housekeeping-Gen umgegangen. In
diesem Fall wurde allerdings davon ausgegangen, dass 5 pg Total-RNA von der
Transkriptase komplett in cDNA umgeschrieben werden. Die endgiiltige absolute Angabe
erfolgt in Kopien/Zelle, da die RNA aus einer gegebenen Anzahl von Zellen isoliert wurde,

unter der Vorraussetzung, dass kein Verlust an RNA bei der Isolierung aufgetreten ist.

V1) LightCycler PCR

Die Primer sind an Exongrenzen lokalisiert, um eine Amplifikation genomischer
DNA zu vermeiden. Die Linge des Amplikon von TSPY betrdgt 205 bp und entspricht
damit der von Roche angegebenen idealen Lénge (<700 bp). Da nach Anlagerung der
Primer sofort die DNA-Neusynthese beginnt und so die Zielsequenz der Sonden auf der
DNA maskiert wire, liegen die Schmelzpunkte um 9 °C hoéher als die der Primer. Fiir die
PCR wurde das LightCycler®Fast StartDNA Master”"*Hybridization Probes Kit von
Roche verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Dabei wurden die
Primer mit 0,5 pl einer 20 pmol-Stammldsung und die Sonden mit 0,25 pl einer 8§ pmol-
Stammlosung eingesetzt. Eine Negativkontrolle wurde stets mitgefiihrt. Die Lagerung
eines einmal angesetzten 5x Mix war bei 4°C fiir einen Monat moglich. Die
Reaktionsansédtze wurden grundsitzlich auf Eis pipettiert und die Reagenzien nach dem
vollstindigen Auftauen fiir die Dauer ihrer Verwendung auf Eis gelagert. Die Sonden
wurden nur im Dunkeln bei 4°C gelagert. Vor der ersten Anwendung wurden grundsétzlich

alle Komponenten aliquotiert, um Kontaminationen zu vermeiden.
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LightCycler Protokoll:
Target | Incubation Temp. Secondary | Step Step | Acquisition
Temp. time Transition Target Size | Delay
°C Rate Temp. (cycles)
°C/sec
Pre- Initial- 95° 10 min 20° 0 0,0 0 none
inc. denaturierung
Ampli. | Denaturierung | 95° 10 sec 20° 0 0,0 0 none
Annealing 62° 7 sec 20° 0 0,0 0 single
Extension 72° 16 sec 20° 0 0,0 0 none
melt 95° 0 sec 20° 0 0,0 0 none
48° 30 sec 20° 0 0,0 0 none
72° 0 sec 0,1° 0 0,0 0 cont.
cool 40° 30 sec 20° 0 0,0 0 none

Bei einer Zahl von 50 Zyklen betrug die Dauer der kompletten PCR ca. 1 h.

2.2.15 Klonierung von HLA-Allelen
Die Genotypisierung der HLA-A-, HLA-B-, und HLA-Cw-Allele des Patienten
erfolgte durch Sequenzanalysen des aus Melanom cDNA amplifizierten HLA-PCR-

Produktes und am Institut fiir Inmunologie und Genetik in Kaiserlautern im Labor von Dr.

Thiele.

2.2.16 Generierung von Fragmenten antigenkodierender cDNA

Zur Eingrenzung der peptidkodierenden Region eines identifizierten cDNA-Klons
wurden mittels PCR in 3" 5’-Richtung verkiirzte und mit Stopcodons versehene
Fragmente amplifiziert. Die mit Hilfe der Easy-A-Polymerase amplifizierten Fragmente
wurden unter Verwendung des pcDNA3.1/V5-His® TOPO® TA Expression Kits in den
Vektor pcDNA3.1/V5-His TOPO kloniert (Punkt 2.2.9.2). Durch PCR oder
Sequenzierungsanalysen (Punkt 2.2.17) der Klone wurde die Orientierung der Inserts in
dem bi-direktionalen Vektor tiberpriift. Korrekt orientierte und sequenzierte Fragmente
wurden anschlieBend in COS-7- oder 293T-Zellen transfiziert und die Erkennung durch die
T-Zellpopulation im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Gegebenfalls erfolgte eine weitere
Fragmentierung erkannter cDNA-Klone. War eine Eingrenzung der peptidkodierenden
Region auf der antigenkodierenden cDNA gelungen, wurden aus einer erkannten Region,
die noch fiir 40-60 Aminosduren kodierte, synthetische Peptide bestellt. Zuvor wurden

mittels einer im Internet frei verfiigbaren Datenbank (http://www.syfpeithi.de/)

Vorhersageanalysen fiir mogliche nona- und dekamere Peptidkandidaten fiir ein
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betrachtetes HLA-Allel durchgefiihrt. Die synthetisch hergestellten Peptide wurden im
IFN-y-ELISPOT-Assay (Punkt 2.1.12) getestet.

2.2.17 Sequenzanalysen

Samtliche Sequenzierungsreaktionen wurden im Labor als ,,cycle sequencing” mittels
des Thermo Sequenase™ Cy5™ Dye Terminator Sequencing Kits von Amersham nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die weitere Analyse der Proben, die elektrophoretischen
Auftrennung auf einem Polyacrylamidgel und die Sequenzanalyse mittels des Kapillar-
Sequenziergeriates ABI Prism 3730 wurde bei der Firma GENterprise (Mainz) in Auftrag
gegeben. Die Auswertung der erhaltenen Sequenz-Dateien erfolgte unter Verwendung der

Software von DNA-Star (GATC-Biotech, Konstanz) und chromas (Technelysium)

2.2.18 Herstellung einer cDNA-Bank von D41-MEL

Zur Herstellung einer cDNA-Bank von D41-MEL wurde die Gateway”™ Technologie
aus dem CloneMiner™ cDNA Library Construction Kit (Invitrogen) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Fiir die Expression der cDNA-Bibliothek wurde der pcDNA3.1-
Vektor gewihlt, der durch die Integration der Rekombinationskassette RfA mittels
Gateway® Vector Conversion Systems von Dr. C. Wolfel zu einem Gateway-Zielvektor
adaptiert wurde.

Fir die Herstellung einer ¢cDNA-Bank von D41-MEL wurde aus 200 x 10°
Melanomzellen Total-RNA (Punkt 2.2.11) prépariert. AnschlieBend folgte die Um-
schreibung des ,,First strand“ mittels RT-PCR aus 5 pg Total-RNA durch Zugabe des im
Kit vorhandenen Biotin-attB2-Oligo(dT) Primers. Die Synthese des ,,Second strand*
erfolgte wie im Kit beschrieben mit anschlieBender Aufreinigung iiber Phenolfillung
(Punkt 2.2.8.2). Nach der wie im Kit beschriebenen Ligation der attB1-Adapter erfolgte
eine GroBen-Fraktionierung der cDNA mittels Sephadex-Sdulen (CHROMA Spin-400) aus
dem SMART® cDNA Synthesis Kit (Clontech). Die GroBen-Fraktionierung der cDNA
(D41-MEL) erfolgte in 15 Fraktionen (#1-15). Die cDNA-Fraktionen wurden mittels 0,3
M Ammoniumacetat-Prazipitation (Stock 7,5 M; Punkt 2.2.8.4) aufkonzentriert und im
Anschluss wurde die DNA-Konzentration mittels eines Vergleiches einer 1:10 und einer
1:20 Verdiinnung zu einem Vektor bekannter Konzentration auf einem 1%-igen
Agarosegel bestimmt.

Als néchster Schritt erfolgte mit den Fraktionen die BP-Rekombination, wie vom
Hersteller angegeben. Fiir BP-Rekombination assay I wurde die Fraktion 4 (100ng)
verwendet, fiir BP-Rekombination assay II wurden die Fraktionen 4 (80ng) und 5 (20ng)
verwendet. In der BP-Rekombinationsreaktion erfolgte die Herstellung der D41-MEL
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LEntry library* in pDONR™222 (attLl-attL2). Die D41-MEL ,.Entry library in
pDONR™222 BPassay I bzw. Il wurde in Electromax DH10B Bakterien elektroporiert mit
folgenden Elektroporationsbedingungen:

2,0kV

200 Q

25 uF
Nach Zugabe von 250 ul SOC-Medium wurden die Bakterien 1 h bei 37°C inkubiert und
anschlieBend iiber Nacht auf Eis gestellt. Die Bakterien wurden am nidchsten Tag in
Kanamycinhaltigem LB-Medium fiir 6 h bei 37°C amplifiziert. Die DNA wurde dann mit
Hilfe des HighSpeed® Maxi Prep Kit von Qiagen isoliert und mittels 0,3 M
Ammoniumacetat-Prézipitation aufkonzentriert. Nach der Konzentrationsbestimmung
wurde die nach Herstellerangaben angewandte LR-Rekombinationsreaktion eingesetzt,
welche die D41-MEL ,,Expression library* in pcDNA3.1/RfA/DEST generierte. Der
pcDNA3.1/RfA/DEST-Vektor wurde linearisiert (BbvCI-Restriktionshydrolyse, 1h30,
80°C) eingesetzt. Die D41-MEL ,,Expression library* in pcDNA3.1/RfA/DEST LRI, LRII
und LRIII sind von BPassay I hergestellt, die D41-MEL ,,Expression library* in
pcDNA3.1/RfA/DEST LRIV ist von BPassay II hergestellt.

Bestimmung der Transformandenzahl

Jeweils ein Aliquot (0,2 ml) des gepoolten BP- bzw. LR-Transformationsansatzes
wurde auf Kanamycinhaltigen (BP) bzw. Ampicillinhaltigen (LR) LB-Agarplatten titriert.

Fiir die Berechnung der Transformandenzahl wurde folgende Formel verwendet.

Transformations-
# Anzahl Kolonien x 10° pg X volumen gegamt x 10 = #
Transformanden
10 pg ug # ul ausplattiert ug Plasmid-DNA
transformierte
DNA

Analyse der Rekombinationsfrequenz

Von jeweils 24 Klonen der BP- und LR-Rekombinationsreaktion wurde nach DNA-
Préaparation (siche Punkt 2.2.2) eine BsrGI-Restriktionshydrolyse durchgefiihrt, um den
Erfolg der Rekombinationsreaktionen anhand der Anzahl inserierter cDNA-Klone zu

iiberpriifen.

Kryokonservierung des D41-MEL Expression library in pcDNA3.1/RfA/DEST

Nach Berechnung der Transformandenzahl wurde die nicht-amplifizierte D41-MEL
cDNA-Bibliothek (,,Expression library” in pcDNA3.1/RfA/DEST) in Aliquots a 10.000
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cDNA-Klone in S.0.C.-Medium + 15% Glycerol kryokonserviert und bei -80°C
aufbewahrt.

DNA-Praparation von 100 x cDNA-Pools aus der D41-MEL ,.,Expression library* in
pcDNA3.1/RfA/DEST

Die DNA-Priparation der D41-MEL ,,Expression library* in pcDNA3.1/RfA/DEST
erfolgte in 100 x cDNA-Pools im 96-Lochboden-Format. Ein Aliquot bestehend aus
10.000 cDNA-Klonen wurde aufgetaut, in 5 ml LB-Medium + Amp100 {iberfiihrt und auf

einer 25 x 25 cm groBen LB-Agarplatte + Amp100 gleichmaBig ausgestrichen und tiber
Nacht bei 37°C kultiviert. Am néchsten Tag wurden mit Hilfe einer Impfose 96 x 100
cDNA-Pools in jeweils 5 ml LB-Amp-Flissigmedium in 50 ml Falcon-R6hrchen
gesammelt und auf einem Schiittelinkubator angezogen (ii/N bei 37°C). Die DNA-
Préparationen erfolgten im 96-Loch-Format mittels des QIAprep® 96 Turbo Miniprep Kits
von Qiagen, nachdem zuvor von jedem cDNA-Pool ein Glycerolstock angelegt wurde. Die
DNA wurde in jeweils 200 ul EB-Puffer eluiert. Die photometrische Bestimmung der
DNA-Konzentration von 8 aus 96 priparierten 100x cDNA-Pools diente als Grundlage fiir
die Berechnung der Vorverdiinnungen. Diese wurden auf eine Konzentration von 300
ng/5ul eingestellt und waren somit direkt fiir eine cDNA-Expressionsklonierung (Punkt
2.2.19) einsatzbereit. Die Lagerung der préparierten cDNA-Bibliothek D41-MEL
.Expression library* in pcDNA3.1/RfA/DEST LRIV von BPassayll sowie deren

Vorverdiinnungen erfolgten bei -20°C.

2.2.19 Klonierung antigenkodierender cDNA durch cDNA-Expressionsklonierung
Aus der cDNA-Bank der Melanomzelllinie D41-MEL sollten Klone isoliert werden,
die fiir T-Zellerkannte Antigene kodieren. Dazu wurden die cDNA-Pools (Punkt 2.2.18) in
COS-7- bzw. 293T-Zellen zusammen mit dem HLA-Allel kotransfiziert, fiir das die T-
Zellpopulation, mit der nach dem Antigen gesucht werden sollte, restringiert war. Die
Transfektion wurde mit Lipofektamin 2000 (Punkt 2.1.8) durchgefiihrt. Nach 24 Stunden
wurden die T-Zellen zu den Transfektanten gegeben. Die Reaktion der T-Zellen wurde
durch den IFN-y-ELISPOT-Assay gemessen (Punkt 2.1.9). Positiv getestete cDNA-Pools
wurden zunichst in Pools zu je 10 Klonen subkloniert und durch erneute Transfektion auf
die Erkennung durch die T-Zellen tiberpriift. Nach erneuter Subklonierung positiver 10er-
Pools in einzelne Kolonien und der Transfektion der daraus isolierten Plasmide wurden

Klone identifiziert, sequenziert und niher charakterisiert.
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2.2.20 Computer-gestiitzte Datenbanksuchen

Fiir Homologievergleiche von eigenen mit verdffentlichten Sequenzen wurden im
Internet zugingliche Datenbanken verwendet. Von den spezialisierten Datenbanken fiir
MHC-Klasse-I-Sequenzen wurden die Datenbank des International Immunogenetics

Projects (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/) und die KABAT-Datenbank, die mit dem

BLAST-Programm des NCBI (National Center for Biotechnology Information) genutzt
werden konnte (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), verwendet. Fiir sonstige Sequenzen

wurden die  Datenbanken  GenBank und  SwissProt iUber das NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), sowie EMBL des European Bioinformatics Institute

(http://www.ebi.ac.uk/embl/) herangezogen. Weitere niitzliche Datenbanken, insbesondere

mit Informationen iiber Tumorantigene von menschlichen Tumoren und Gene im
Allgemeinen, sind iiber Internetseiten des Ludwig-Instituts fiir Krebsforschung:

http://www-ludwig.unil.ch/SEREX/ und das Weizmann Institute of Science in Israel:

http://www.genecards.org/background.shtml zu erreichen. Fir Vorhersagen von
Peptidkandidaten wurde die Datenbank fiir MHC-Liganden und Peptid-Motive des BMI
Heidelberg (http://www.syfpeithi.de/) verwendet. Die Analyse von T-Zell-Rezeptor

erfolgte mit der Datenbank des International ImMunoGeneTics Information Systems:

http://imgt.cines.fi/IMGT _vquest/share/textes/index.html.
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C Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von
tumorassoziierten Antigenen im Melanommodell D41, die von autologen T-Zellen erkannt
wurden. Die Melanomzelllinie D41-MEL war am ,,Queensland Institute of Medical
Research® in Brisbane etabliert worden. Sie stammte von einem méannlichen Patienten, der
innerhalb einer Impfstudie unter Vakzinierung eines Gemisches aus eigenen Tumorzellen

und dendritischen Zellen eine komplette Remission entwickelte [152].

1 Charakterisierung der Melanomzelllinie D41-MEL

Peptide von z. B. tumorassoziierten Antigenen (TAA) werden zytotoxischen T-Zellen
auf MHC-Klasse I-Molekiilen présentiert, weshalb die Identifizierung der restringierenden
HLA-Klasse [-Molekiile einen ersten Schritt zur Identifizierung dieser Antigene mit Hilfe
der cDNA-Expressionsklonierung darstellt. Bei Tumoren wurden eine reduzierte
Oberfliachenexpression von MHC-Klasse I-Molekiilen, HLA-Allel- und Haplotypverluste
beschrieben [165;166]. Eine IFN-y-Vorbehandlung der Tumorzelllinie kann Hinweise
darauf geben, ob es sich um eine verminderte Expression der HLA-Molekiile oder einen
echten Allel- bzw. Haplotypverlust handelt [167], da die Expression verschiedener HLA-
Molekiile durch eine IFN-y-Vorbehandlung verstirkt wird [168;169].

Die Melanomzelllinie D41-MEL wurde charakterisiert beziiglich der Expression von
MHC-Klasse I-Molekiilen, von MHC-Klasse II-Molekiilen sowie der kostimula-torischen
Molekiile CD54 und CDS80 [85;170;171]. Serologisch wurden bei der Melanomzelllinie
D41-MEL die Expression der HLA-Molekiile HLA-A1, HLA-A2, HLA-B8 und
HLA-Cw7 verifiziert. Fiir die durchflusszytometrische Analyse wurden D41-Melanom-
zellen vier Tage mit IFN-y vorbehandelt, wobei IFN-y in einer Konzentration von
100 U/ml an Tag 1 (d1) hinzugefiigt wurde. Als Kontrolle wurden unbehandelte D41-
Melanomzellen mitgefiihrt. Die durchflusszytometrische Analyse der Melanomzelllinie
D41-MEL mit und ohne IFN-y-Vorbehandlung, wie in Abb. C-1 dargestellt, zeigte keine
verdanderte Expression der mit dem Antikorper W6/32 markierten MHC-Klasse I-Molekiile
des Melanoms. Die Anfirbung der Melanomzellen mit den Antikdrpern B1.23.2 und
SFR8-B6 zeigte eine oberhalb der durchflusszytometrischen Nachweisgrenze erkennbare
Expression der HLA-B- und HLA-C-Molekiile nur unter IFN-y-Vorbehandlung (zur
Spezifitdt der Antikorper sieche Material und Methoden Punkt 1.7.1). Die Expression von
HLA-A02, nachgewiesen mittels eines gegen HLA-A2 gerichteten, kommerziell
erhéltlichen Antikorpers, erhohte sich gering unter IFN-y-Vorbehandlung. Die MHC-
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Klasse II-Molekiile, nachgewiesen mit dem Antikdrper HBS55, waren vor IFN-y-
Behandlung nur sehr gering exprimiert. Die Expression erhohte sich sehr stark unter IFN-y.
Die per se hohe Expression von CD54 war durch IFN-y nicht beeinflussbar. Die
Expression von CD80 auf der Oberfliche der Melanomzellen war unterhalb der

durchflusszytometrischen Nachweisgrenze und wurde durch IFN-y nicht verstarkt.

Abb. C-1: Durchflusszytometrische Analyse der Expression verschiedener Oberflichenmolekiile bei D41-MEL ohne
und mit IFN-y-Vorbehandlung. Die IFN-y-Vorbehandlung und die Férbung der Oberflichenmolekiile wurde
durchgefiihrt wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.3 und 2.1.14.1 beschrieben.

Die RT-PCR mit Primern fiir die HLA-A-, HLA-B-, HLA-C-Loci an der
Melanomzelllinie D41-MEL ergab die in Tab. C-1 aufgelisteten HLA-Allele. Die HLA-
Klasse I-Genotypisierung der Melanom- und der EBV-B-Zelllinie durch das Labor von Dr.
Thiele am Institut fiir Immunologie und Genetik in Kaiserslautern zeigte, dass sowohl die
D41-EBV-B-Zelllinie als auch die D41-Melanomzelllinie homozygot fiir das HLA-B- und
das HLA-C-Allel sind. Die beiden HLA-A-Allele bestitigten sich durch das Labor
ebenfalls. Somit lag bei der Melanomzelllinie D41-MEL kein Haplotypverlust eines HLA-
Allels vor. Die in D41-Zellen nachweisbaren HLA-Allele waren bereits im Rahmen
anderer Projekte in den Vektor pcDNA3.1 kloniert worden.

Lokus | HLA-A HLA-B HLA-C
A*0201

Allel B*0801 Cw*0701

A*0101
Tab. C-1: Auflistung der HLA-Klasse-I-Allele des Patienten D41
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Schlussfolgerung

Die D41-Melanomzelllinie und die D41-EBV-B-Zelllinie sind heterozygot fiir das HLA-
A-Allel und homozygot fir das HLA-B- sowie das HLA-C-Allel. Die Expression der
HLA-Klasse I- und der HLA-Klasse II-Allele waren bei D41-Melanomzellen zum Teil

durch IFN-y beeinflussbar. Es zeigte sich nur unter IFN-y-Vorbehandlung eine oberhalb

der durchflusszytometrischen Nachweisgrenze erkennbare Expression der HLA-B- und

HLA-C-Molekiile.

2 Konstruktion und Uberpriifung einer cDNA-Bank aus D41-
MEL-Zellen

Bei der T-zellvermittelten cDNA-Expressionsklonierung werden tumorassoziierte
Antigene identifiziert, die auf Tumorzellen von T-Zellen erkannt werden. Als Quelle fiir
die cDNA-Expressionsklonierung dient das Transkriptom aus Tumorzellen. Die mRNA
wird dazu iber reverse Transkription in cDNA umgeschriecben und in einen

Expressionsvektor kloniert.

2.1 Konstruktion der cDNA-Bank im Expressionsvektor pcDNA3.1

Die Konstruktion der cDNA-Bank von D41-MEL zur Klonierung tumorassoziierter
Antigene erfolgte in einer modifizierten Variante des Expressionsvektors pcDNA3.1.
Dieser erlaubt eine hohe, transiente Expression in COS-7- oder 293T-Zellen, da er mit
dem SV40-Replikationsursprung ausgestattet ist. In Vorarbeiten durch Dr. C. Wolfel war
der pcDNA3.1-Vektor durch die Integration der Rekombinationskassette RfA mittels des
Gateway” Vector Conversion Systems zu einem Gateway"-Zielvektor adaptiert worden.
Dieser diente dann als Expressionsvektor fiir die cDNA-Bank aus D41-MEL, nachfolgend
als D41-cDNA-Bank bezeichnet. In Abb. A und B im Anhang sind die Konstruktion der
D41-cDNA-Bank und die Adaptierung des pcDNA3.1-Vektors schematisch dargestellt.
Dabei wurde die aus 5,6 pg Poly-A"-RNA iiber reverse Transkription hergestellte und
durch spezielle Primer mit att-Rekombinationsschnittstellen versehene, komplementire
DNA (cDNA, complementary DNA) in einen ersten Donorvektor mit Hilfe von homologer
Rekombination kloniert. Dieser Donorvektor war der , Eintrittsvektor fiir die cDNA-
Bank. Die Uberpriifung der Plasmid-DNA von 24 willkiirlich ausgew#hlten Einzelkolonien
(Daten nicht gezeigt) durch Restriktionshydrolyse zeigte ein vorhandenes cDNA-Insert bei
21 Einzelkolonien. Die Rekombinationseffizienz lag somit bei 87 %. Die cDNA-Inserts
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wurden anschlieend ebenfalls durch homologe Rekombination in den Expressionsvektor
pcDNA3.1/RfA/DEST.#6 umkloniert. Der Vorteil dieser Methode liegt in der hohen
Effizienz einer ,site-specific® Rekombination, wodurch zufillige Ligationsvorgidnge
ausgeschaltet werden. Dieses flihrt zu einer Klonierung der cDNA-Inserts in der
gewiinschten Orientierung und zudem ldsst sich nahezu jeder Expressionsvektor fiir diese
Methode kompatibel machen. Nach Umklonierung der cDNA-Inserts in den
Expressionsvektor pcDNA3.1/RfA/DEST.#6, der Transformation in Bakterien und der
Selektion auf den Vektor mit Insert zeigt Abb. C-2 eine gelelektrophoretische Auftrennung
der mit dem Enzym BsrGI gespaltenen Plasmid-cDNA von 24 Einzelkolonien.

Abb. C-2: Restriktionshydrolyse der Plasmid-cDNA von willkiirlich ausgewahlten 24 Einzelkolonien (2-19 und
21-26) der D41-cDNA-Bank in pcDNA3.1/RfA/DEST.#6. Die Durchfithrung der Restriktionshydrolyse erfolgte
wie in Material und Methoden unter Punkt 2.2.5 beschrieben. Als Standard wurde der DNA Molecular Weight
Marker III der Firma Roche eingesetzt (1 und 20).

In Abb. C-2 reprisentiert die etwa bei 5,4 kb liegende Bande den Vektor
pcDNA3.1/RfA/DEST.#6, wihrend die darunter liegenden Banden verschieden lange
Inserts préasentieren. Bei 24 von 24 Einzelkolonien befand sich im Vektor mindestens ein

cDNA-Insert. Die Rekombinationseffizienz lag somit bei 100%. Nach Titration der

Bakterien auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten ergab sich eine endgiiltige Ausbeute von
550.000 cDNA-Klonen, die in 20% Glycerol bei -80°C eingefroren wurden.

Schlussfolgerung:

Die D41-cDNA-Bank wurde mittels zweier Rekombinationsschritte in eine modifizienfe
Variante des Expressionsvektor pcDNA3.1 kloniert. Die Klonierungseffizienz der D4(]-
MEL-cDNA lag bei 87%.

2.2 Uberpriifung der D41-cDNA-Bank

Die Funktionalitit der D41-cDNA-Bank wurde tiber die Detektion von
HLA-A*0201-cDNA in der ¢cDNA-Bank verifiziert. Dazu wurden 100x Pools der
D41-cDNA-Bank mit einem fiir das mutierte Antigen CDK4™' kodierenden

Expressionsplasmid in COS-7-Zellen kotransfiziert. Die Transfektanten wurden im IFN-y-
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ELISPOT-Assay auf Erkennung durch den CTL-Klon SK29-CTL14/35 getestet. Dieser
erkennt CDK4™"' in Assoziation mit HLA-A*0201. Eine Erkennung der COS-7-
Transfektanten durch SK29-CTL14/35 war dann gegeben, wenn sich im transfizierten
100x Pool die cDNA fiir HLA-A*0201 befand. Wie in Abb. C-3 zu sehen ist, enthiclten
zwei von insgesamt 96 100x Pools mit SK29-CTL14/35 HLA-A*0201-kodierende

Plasmide.

Abb. C-3: Funktionsanalyse der D41-cDNA-Bank. CDK4™" wurde kotransfiziert mit 96 100x Pools der D41-
cDNA-Bank (LRIV von BPassay II; siche Punkt 2.2.18 bei Material und Methoden) in COS-7-Zellen (20.000
Zellen/TE). Als Effektorzelle wurde der durch HLA-A*0201 restringierte CTL-Klon SK29-CTL14/35 (10.000
Lymphozyten/TE) eingesetzt. Die eingerahmten TE kennzeichnen die von dem CTL erkannten und mutmaBlich
HLA-A*0201 enthaltenden 100x Pools. Die Durchfiihrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte wie bei
Material und Methoden unter Punkt 2.1.9 und 2.1.10 angegeben.

Schlussfolgerung:

Die Funktionalitdt der D41-cDNA-Bank konnte mittels des Nachweises exprimierter HLA-
A*0201-cDNA aus der cDNA-Bank in Assoziation mit CDK4™" durch SK29-CTL14/35

gezeigt werden.

3 Generierung und Charakterisierung von MLTCs im
Melanommodell D41

Die Identifizierung von tumorassoziierten Antigenen (TAA) durch cDNA-
Expressionsklonierung erfolgt mit Hilfe von CD8" zytotoxischen T-Zellen. Diese T-
Zellen erkennen Proteinfragmente aus acht bis 15 Aminosduren, die durch

Proteinprozessierung von Proteinen jeglicher subzelluldrer Kompartimente generiert und
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tiber MHC-Molekiile von der Tumorzelle prasentiert werden. Fiir die Identifizierung ist es
notig, T-Lymphozyten zu generieren, die die Tumorzellen mit hoher Spezifitit erkennen,
lysieren und sich auf moglichst hohe Zellzahlen in ,,in vitro“-Langzeitkultur expandieren
lassen [91].

Fiir die Generierung von tumorreaktiven CD8"-T-Zellen in Form von gemischten
Lymphozyten-Tumorzellkulturen (MLTCs, ,mixed lymphocyte tumor cell culture®)
wurden in dieser Arbeit periphere Blutlymphozyten (PBMC) dreier Blutproben verwendet,
die dem Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten der Vakzinierungsstudie entnommen
wurden. Die Lymphozyten wurden mit autologen Melanomzellen stimuliert. Nach drei
Tagen wurde der Kultur IL-2 in einer Endkonzentration von 250 U/ml als Wachstums-
faktor hinzugefiigt. Eine Restimulation mit bestrahlten, autologen Melanomzellen wurde
wochentlich durchgefiihrt. Drei verschiedene MLTCs wurden so im Modell D41 generiert.
D41-MLTC 1 wurde mit PBMCs vor der ersten Vakzinierung, D41-MLTC 2 mit PBMCs
vor Vakzinierung acht und D41-MLTC 3 mit PBMCs vor Vakzinierung 15 angesetzt. Bei
dem Patienten trat zum Zeitpunkt der Vakzinierung acht im Oktober 2002 eine komplette
Remission auf, die nach mittlerweile sechs Jahren erfreulicherweise immer noch anhélt.

Tab. C-2 ist eine Ubersicht der generierten T-Zellresponderpopulationen.

Datum der | Impfstatus | CD8"-Isolierung | T-Zellklonierung
Bezeichnung PBMC- bei PBMC- (Tag nach Erst- (Tag nach
Entnahme Entnahme stimulation) Erststimulation)
D41-MLTC 1 15.01.2002 vor Impfung d20 -
D41-MLTC 2 11.10.2002 vor 8. Impfung d20 d27
D41-MLTC 3 04.04.2004 vor 15. Impfung - d37

Tab. C-2: Tabellarische Ubersicht der generierten D41-MLTCs. Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die
Bezeichnungen der MLTCs und das Datum, an dem die Lymphozyten, aus denen die MLTCs generiert wurden, dem
Patienten entnommen worden waren. Desweiteren sind angegeben der Impfstatus bei PBMC-Entnahme und der Tag nach
Erststimulation der PBMCs, an dem eine CD8"-Isolation bzw. eine T-Zellklonierung durchgefiihrt wurden.

3.1 Generierung und Expansion der MLTCs

Fiir jede MLTC wurden die PBMCs aufgetaut, gewaschen und in Kultur genommen.
Die Ausbeuten an lebenden Zellen waren unterschiedlich, so dass die MLTCs mit
verschiedenen PBMC-Ausgangszellzahlen gestartet wurden. Bei D41-MLTC 1 und 2
wurden jeweils insgesamt 4 x 10° PBMCs eingesetzt, bei D41-MLTC 3 2,5 x 10° PBMCs.
Die MLTCs wurden wochentlich mit autologen, letal bestrahlten Tumorzellen stimuliert.
D41-MLTC 1 und 2 wurden iiber einen Zeitraum von 24 Tagen, D41-MLTC 3 {iber 43
Tage expandiert. Abbildung C-4 gibt die Expansion der drei MLTCs wieder. In der ersten

64



Ergebnisse

Woche nach Stimulation kam es zu einer Abnahme der Zellzahl bei allen drei MLTCs.
D41-MLTC 2 wies die hochste Expansionsrate auf (bis zu 25-facher Vermehrung
gegeniiber der Ausgangszellzahl). Unmittelbar vor der dritten Restimulation mit autologen
Tumorzellen wurden aus den Responderlymphozyten D41-MLTC 1 und D41-MLTC 2 die
CD8"-T-Zellen isoliert. Die Bestimmung des Anteils CD8"-T-Zellen in den MLTCs
erfolgte mittels Durchflusszytometrie vor der CD8-Isolierung mit Micro Beads und lag
bei den drei D41-MLTCs zwischen 80,2 und 92,8%. Die isolierten CD8"-T-Zellen wurden
erneut mit autologen Melanomzellen restimuliert. 2 x 10° bestrahlte Zellen der autologen
CD8-Fraktion pro Kultureinheit wurden nach der Isolierung als sogenannte ,,feeder-
Zellen hinzugegeben. An Tag 4 nach Restimulation der CD8" T-Zellen wurden beide
MLTCs im IFN-y-ELISPOT-Assay néher charakterisiert und kryokonserviert.

Abb. C-4: Generierung von MLTCs im Modell D41. Gezeigt ist die Expansion der MLTCs, die aus
kryokonservierten Blutlymphozyten von drei verschiedenen Zeitpunkten angesetzt wurden. Als
Stimulatorzellen wurden mit 100 Gy bestrahlte autologe Melanomzellen eingesetzt. Die Viabilitdt der Zellen
wurde einmal wochentlich vor der Stimulation bestimmt, wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.2
angegeben.

Alle weiteren Experimente wurden mit dieser kryokonservierten CDS8'-Population
durchgefiihrt. Fiir D41-MLTC 3 wurde aufgrund der geringen Expansion keine CDS§'-
Isolierung durchgefiihrt.

Schlussfolgerung:

Nach Stimulation von PBMCs dreier verschiedener Blutentnahmen mit letal bestrahlten,

autologen Melanomzellen proliferierten die Lymphozyten bis zu 25fach gegeniiber der

Ausgangszellzahl. Tumorreaktive CD8'-T-Zellen in Form von drei voneinander

unabhingigen gemischten Lymphozyten-Tumorzellkulturen (MLTCs) konnten so generiert

werden.
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3.2 Charakterisierung der MLTCs

Die MLTC-Responderlymphozyten wurden im IFN-y-ELISPOT-Assay auf
Reaktivitdt gegen die autologen Melanomzellen, die autologe EBV-B-Zelllinie sowie
293T- und COS-7-Zellen getestet. Letztere kamen als Empfingerzellen fiir das cDNA-
Bank-Screening in Betracht. Zusdtzlich wurden die D41-MLTCs in einem Paneltest

darauthin untersucht, ob sie bekannte Melanom-assoziierte Antigene erkennen.

3.2.1 Erkennung von D41-MEL

Nach Antigenkontakt konnen CDS8' zytotoxische T-Zellen zwei Arten von
Effektormolekiilen freisetzen. Zum einen Zytotoxine und zum anderen Zytokine. Die
Zytotoxine, wie z.B. Perforin oder Granzyme B, sind zytotoxische Effektorproteine, die bei
der Targetzelle eine Apoptose ausldsen konnen. Die Zytokine verdndern die Eigenschaften
der Zielzelle oder anderer Zellen in der ndheren Umgebung, ohne direkt toxisch zu wirken.
CD8"-T-Zellen reagieren auf Antigenkontakt z.B. mit IFN-y-Freisetzung, welche im
[FN-y-ELISPOT-Assay nachgewiesen werden kann [172].

Im IFN-y-ELISPOT-Assay wurde iiberpriift, ob in den verschiedenen D41-MLTCs
T-Zellen angereichert waren, die die autologe Tumorlinie D41-MEL erkannten. Wie aus
Abb. C-5 hervorgeht, erkannten D41-MLTCs die D41-Melanomzellen, jedoch nur
schwach autologe EBV-B-Zellen und nicht K562-Zellen. Die Erkennung der autologen
Melanomzellen wurde bei allen drei MLTCs durch Zugabe des Antikorpers W6/32 (gegen
HLA-Klasse I) vollstindig und durch Zugabe des Antikorpers PA2.1 (gegen HLA-A2)
teilweise blockiert. Die Zugabe der Antikorper B1.23.2 (gegen HLA-B/-C) und SFR8-B6
(gegen HLA-Bw6) blockierte die Erkennung autologer Melanomzellen nicht. Dieses
Blockademuster legte nahe, dass alle drei D41-MLTCs durch HLA-A*0101 und HLA-
A*0201 restringiert waren. Ein weiterer IFN-y-ELISPOT-Assay zeigte keine Reaktivitit
der D41-MLTCs gegeniiber COS-7- und 293T-Zellen transfiziert mit den HLA-Allelen des
Patienten (Daten nicht gezeigt).
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Abb. C-5: Reaktivitit und HLA-Blockade der D41-MLTC 1 (d20 + 4), D41-MLTC 2 (d20 +4) und D41-MLTC
3 (d30 + 4) im 24h-IFN-y-ELISPOT-Assay gegen das autologe Melanom. 10.000 T-Zellen pro Ansatz wurden
mit 50.000 Melanomzellen mit und ohne Antikérper bzw. 75.000 autologen EBV-B-Zellen oder 75.000 K562-
Zellen fiir 20 Stunden koinkubiert. Die Durchfiihrung erfolgte, wie unter Punkt 2.1.10 und 2.1.11 in Material und
Methoden angegeben.

Schlussfolgerung:

Durch die Stimulation von PBMCs des Patienten mit bestrahlten autologen Melanomzellen

konnten melanomreaktive T-Zellen angereichert werden. Die Blockade der

Melanomerkennung durch die T-Zellen mit Hilfe von Antikérpern legte eine Restriktion

der D41-MLTCs durch HLA-A*0101 und HLA-A*0201 nahe.

3.2.2 Paneltestung mit bekannten, Melanom-assoziierten Antigenen

Um zu ermitteln, inwiefern sich die T-Zellantworten der D41-MLTCs gegen die
Melanomzelllinie D41-MEL aus Immunantworten gegen bereits bekannte Antigene
zusammensetzten, wurde die IFN-y-Freisetzung der D41-MLTCs gegeniiber COS-7-
Transfektanten getestet, die mit Plasmiden, die fiir Panelantigene und HLA-Klasse I-Allele
des Patienten kodierten, kotransfiziert waren. Durch die Transfektion mit cDNA voller
Liange und die Beriicksichtigung aller individuellen HLA-Klasse I-Allele konnte die
Beschrinkung auf einzelne bekannte Peptide umgangen und die Gesamtheit der

Reaktionen gegen bereits bekannte TAAs in den D41-MLTCs ermittelt werden. Tabelle
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C-3 zeigt den schematischen Aufbau des IFN-y-ELISPOT-Assays und die im Panel

enthaltenen Antigene.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | MAGE- MAGE- | MAGE- | MAGE- | MAGE- MAGE- MAGE- | MAGE- MAGE- MAGE- | MAGE- | MAGE-
Al A2 A3 A4 A6 A8 A9 Al0 All Al2 Bl Cl
B| MAGE- MAGE- | MAGE- | MAGE- | MAGE- MAGE- MAGE- | MAGE- MAGE- MAGE- | MAGE- | MAGE-
Al A2 A3 A4 A6 A8 A9 Al0 All Al2 Bl Cl
C MAGE- GAGE- GAGE- GAGE- GAGE- GAGE GAGE- GAGE- GAGE- RAGE-1 RAGE-2 RAGE-3
Cc2 1 2 3 4 -5 6 7b 8
D| MAGE- GAGE- GAGE- GAGE- GAGE- GAGE GAGE- GAGE- GAGE- RAGE-1 | RAGE-2 | RAGE-3
Cc2 1 2 3 4 -5 6 7b 8
RAGE-4 BAGE PRAME WT1 gpl100 Melan-A Tyros. TRP-2 NY-ESO-1 Surv.1? | Surv..2’? RAB38
F | RAGE-4 BAGE PRAME WT1 gpl100 Melan-A Tyros. TRP-2 NY-ESO-1 Surv.1 Surv..2 RAB38
HER- mock HLA ohne D41-
2/neu Target- MEL
zellen
H| HER- mock HLA ohne DA41-
2/neu Target- MEL
zellen

Tab. C-3: Schematischer Versuchsaufbau des Antigenpaneltests der Abb.C-6 bis 8. Aufbau des IFN-y-ELISPOT-Assays
mit der Kotransfektion von ein bis zwei HLA-Molekiilen und verschiedenen, bekannten, tumorassoziierten Antigenen in
COS-7-Zellen. Den Abbildungen C-6 bis C-8 liegt dieser Versuchsaufbau zugrunde.
1= Tyrosinase 2= Survivin 1 3= Survivin 2

Responderlymphozyten der D41-MLTC 2 wurden auf Erkennung von COS-7-
Transfektanten iiberpriift, welche mit Panelantigenen sowie je zwei HLA-Allelen, HLA-
A*0101 und HLA-B*0801 in Abb. C-6, HLA-A*0201 und HLA-Cw*0701 in Abb. C-7,
kotransfiziert waren. Die IFN-y-Freisetzung der D41-MLTC 2 gegeniiber COS-7-Zellen
kotransfiziert mit HLA-A*0101/HLA-B*0801 und den Antigenen MAGE-A3 bzw.
MAGE-AG6 (Abb. C-6) war hoher als im Vergleich zu COS-7-Zellen transfiziert mit HLA-
A*0101/HLA-B*0801-Plasmid-DNA alleine. Bei der Kotransfektion von HLA-
A*0201/HLA-Cw*0701 und den Panelantigenen in COS-7-Zellen war die IFN-y-
Freisetzung gegeniiber den mit MAGE-A10, Melan-A und ~ NY-ESO-1 kotransfizierten
COS-7-Zellen hoher im Vergleich zu den mit den HLA-Molekiilen alleine transfizierten
COS-7-Zellen (Abb. C-7).
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Abb. C-6: Reaktivitit der D41-MLTC 2 gegen bekannte Panelantigene kotransfiziert mit HLA-A*0101 und
HLA-B*0801 in COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE). Die an d20+4 kryokonservierte MLTC wurde zwei Tage
vor dem Test aufgetaut, in Medium mit IL-2 inkubiert und schlielich in einer Konzentration von 10.000
Lymphozyten /TE eingesetzt. Die Durchfithrung erfolgte, wie unter Punkt 2.1.9 und 2.1.10 bei Material und
Methoden beschrieben.

A: IFN-y-ELISPOT-Assay B: Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays mittels ,,computer associated video
image analysis (Auswahl,Mittelwerte von Doppelbestimmungen)

Abb. C-7: Reaktivitit der D41-MLTC 2 gegen bekannte Panelantigene kotransfiziert mit HLA-A*0201 und
HLA-Cw*0701 in COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE). Die an d20+4 kryokonservierte MLTC wurde zwei Tage
vor dem Test aufgetaut, in Medium mit IL-2 inkubiert und schlieSlich in einer Konzentration von 10.000
Lymphozyten /TE eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte, wie unter Punkt 2.1.9 und 2.1.10 bei Material und
Methoden beschrieben.

A: IFN-y-ELISPOT-Assay B: Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays mittels ,,computer associated video
image analysis (Auswahl,Mittelwerte von Doppelbestimmungen)
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In einem zweiten Schritt wurden die potentiell positiven Panelantigene mit den einzelnen
HLA-Molekiilen in COS-7-Zellen kotransfiziert (Daten nicht gezeigt). Dabei zeigte
D41-MLTC 2 eine gering erhohte IFN-y-Freisetzung gegeniiber COS-7-Zellen transfiziert
mit MAGE-A3 bzw. MAGE-AG6 in Assoziation mit HLA-A*0101 im Vergleich zu COS-7-
Zellen transfiziert mit dem HLA-Molekiil alleine. Die IFN-y-Freisetzung gegeniiber
COS-7-Zellen kotransfiziert mit HLA-A*0201 und Melan-A bzw. NY-ESO-1 war stark
erhoht im Vergleich zu COS-7-Zellen transfiziert mit dem HLA-Molekiil alleine. Eine
erhohte IFN-y-Freisetzung konnte ebenfalls gegeniiber COS-7-Zellen kotransfiziert mit
HLA-A*0201 und MAGE-A10 nachgewiesen werden. Eine Reaktivitit der D41-MLTC 2
gegeniiber Panelantigenen in Assoziation mit HLA-B*0801 bzw. HLA-Cw*0701 konnte
nicht festgestellt werden.

Abbildung C-8 gibt die Paneltestung der D41-MLTC 1 wieder. Im ersten Schritt
wurden COS-7-Zellen mit den Panelantigenen und den beiden HLA-Allelen HLA-A*0101
und HLA-A*0201 (Abb. C-8) bzw. HLA-B*0801 und HLA-Cw0701 (Daten nicht gezeigt)
kotransfiziert und auf Erkennung durch die D41-MLTC 1-Responderlymphozyten getestet.

Abb. C-8: Reaktivitit der D41-MLTC 1 gegen bekannte Panelantigene kotransfiziert mit HLA-A*0101 und
HLA-A*0201 in COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE). Die an d20+4 kryokonservierte MLTC wurde zwei Tage vor
dem Test aufgetaut, in Medium mit IL-2 inkubiert und schlieflich in einer Konzentration von 10.000
Lymphozyten /TE eingesetzt.Die Durchfithrung erfolgte, wie unter Punkt 2.1.9 und 2.1.10 bei Material und
Methoden beschrieben.

A: IFN-y-ELISPOT-Assay B: Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays mittels ,,computer associated video
image analysis (Auswahl,Mittelwerte von Doppelbestimmungen)
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Eine Erkennung der Panelantigene in Assoziation mit HLA-B*0801 und HLA-Cw*0701
durch D41-MLTC 1 konnte nicht nachgewiesen werden. Eine erhohte Reaktivitdt der
D41-MLTC 1 gegeniiber den Panelantigenen MAGE-A3, MAGE-A6, MAGE-AIO,
Melan-A und NY-ESO-1 kotransfiziert mit den HLA-Molekiilen in COS-7-Zellen war in
Form einer erhohten IFN-y-Freisetzung im Vergleich zu COS-7-Zellen transfiziert mit den
HLA-Allelen alleine festzustellen (Abb. C-8). Eine Kotrans-fektion dieser Panelantigene
mit HLA-A*0101 oder HLA-A*0201 in COS-7-Zellen in einem zweiten Schritt (Daten
nichtgezeigt) zeigte eine hohe IFN-y-Freisetzung der Responderlymphozyten gegeniiber
Melan-A und NY-ESO-1 in Assoziation mit HLA-A*0201. D41-MLTC 1 erkannte
ebenfalls MAGE-A10 in Assoziation mit HLA-A*0201 sowie MAGE-A3 und MAGE-A6
jeweils in Assoziation mit HLA-A*0101.

Die Paneltestung der D41-MLTC 3 (Daten nicht gezeigt) zeigte eine Erkennung der
Panelantigene  MAGE-A3 und MAGE-A6 sowie Tyrosinase in Assoziation mit
HLA-A*0101 oder HLA-B*0801. Ebenfalls konnte eine Erkennung der Panelantigene
Melan-A, MAGE-A10 und NY-ESO-1 in Assoziation mit HLA-A*0201 oder
HLA-Cw*0701 nachgewiesen werden. Eine Aufschliisselung der Erkennung dieser Panel-
antigene in Assoziation mit den einzelnen HLA-Allelen konnte aufgrund der schlechten
Expansion der D41-MLTC 3 und einer auftretenden Reaktivitdt gegen COS-7- und 293T-
Zellen nicht durchgefiihrt werden.

Schlussfolgerung:

Die Kotransfektion von COS-7-Zellen mit Plasmiden, die fiir Panelantigene und HLA-

Klasse I-Allele des Patienten kodierten, und einer anschliefenden Inkubation dieser
Transfektanten mit D41-MLTC-Responderlymphozyten im IFN-y-ELISPOT-Assay zeigte
Reaktivititen der MLTCs gegen MAGE-A3 und MAGE-A6 in Assoziation mit HLA-
A*0101 und MAGE-A10, Melan-A und NY-ESO-1 in Assoziation mit HLA-A*0201.

4 Generierung und Charakterisierung tumorreaktiver T-Zell-
Klone aus MLTC-Responderpopulationen

4.1 Generierung tumorreaktiver T-Zell-Klone

Die D41-MLTCs waren aufgrund der starken Reaktivitit gegen Melan-A und
NY-ESO-1 fiir ein Screening der D41-cDNA-Bank ungeeignet, da davon auszugehen war,
dass Melan-A und NY-ESO-1 in der Bank {iberwiegend durch die MLTCs identifiziert

werden wiirden. Aus diesem Grund wurde versucht, verschiedene T-Zell-Klone mittels
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Grenzverdiinnungsverfahren zu etablieren. Dazu wurde D41-MLTC 2, welche von allen
drei MLTCs die hochste Proliferation aufwies, an Tag 27 nach Erststimulation kloniert. Es
wurde dabei so vorgegangen, wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.7 beschrieben.
Aus D41-MLTC 2 wurden 165 T-Zell-Klone isoliert, von denen 21 T-Zell-Klone fiir
weiterfilhrende Untersuchungen etabliert werden konnten. Die T-Zell-Klone wurden vier
Tage nach der letzten Stimulation kryokonserviert und fiir alle weiteren Testungen zwei
Tage nach Auftauen und Kultivierung in IL-2-haltigem Medium eingesetzt. Aus
D41-MLTC 3 wurden 98 T-Zell-Klone isoliert, von denen 20 T-Zell-Klone fiir weiter-

fiihrende Analysen etabliert werden konnten.

Schlussfolgerung:
Von D41-MLTC 2 und von D41-MLTC 3 konnten insgesamt 41 T-Zell-Klone isoliert

werden.

4.2 Charakterisierung tumorreaktiver T-Zell-Klone

Die Reaktivitit der T-Zell-Klone gegen die autologe Melanomzelllinie und die
autologe EBV-B-Zelllinie wurde in IFN-y-ELISPOT-Assays analysiert (Daten nicht
gezeigt). Vierzig der 41 etablierten T-Zell-Klone reagierten im IFN-y-ELISPOT-Assay
gegen die D41-Melanomzellen mit hoher IFN-y-Freisetzung, ohne spontan IFN-y
freizusetzen. Fiinf von insgesamt 41 T-Zell-Klonen erkannten, wenngleich schwicher,
auch die autologe EBV-B-Zelllinie, wobei die IFN-y-Sekretion gegeniiber der EBV-B-
Zelllinie geringer war als gegeniiber der autologen Melanomzelllinie. Bei 37 von 41
T-Zell-Klonen wurde die Erkennung autologer Melanomzellen durch den Antikdrper
PA2.1 blockiert. Bei den restlichen vier T-Zell-Klonen wurde die Erkennung der autologen
Melanomzellen nur durch den Antikérper W6/32 blockiert. Somit waren alle stabil
etablierten T-Zell-Klone durch HLA-A*0201 oder HLA-A*0101 restringiert.

Die Antigenspezifitit der T-Zell-Klone sollte zuerst anhand des durch D41-MLTC 2
bekannten Antigenspektrums untersucht werden. Im IFN-y-ELISPOT-Assay (Daten nicht
gezeigt) wurden dazu COS-7-Zellen mit der Plasmid-cDNA der im Modell D41 bekannten
Antigene und der Plasmid-cDNA des jeweiligen HLA-Molekiils (s. Kapitel 3.2.2)
kotransfiziert. Die Antigenspezifitit der einzelnen T-Zell-Klone wurde durch die
Erkennung der COS-7-Transfektanten bestimmt. Abbildung C-9 zeigt die Verteilung der
Antigenspezifitit bei den getesteten T-Zell-Klonen von D41-MLTC 2 und D41-MLTC 3.
Dabei wurden folgende Antigenspezifititen bei den T-Zell-Klonen identifiziert, die bereits

in der D41-MLTC 2 nachgewiesen wurden:
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e MAGE-A3 in Assoziation mit HLA-A*0101
e MAGE-AG6 in Assoziation mit HLA-A*0101
e MAGE-A10 in Assoziation mit HLA-A*0201
e Melan-A in Assoziation mit HLA-A*0201

e NY-ESO-1 in Assoziation mit HLA-A*0201

Abb. C-9: Grafik liber die Verteilung der Antigenspezifitit bei den T-Zellklonen aus D41-MLTC 2 (A) und aus
D41-MLTC 3 (B).

T-Zell-Klone, die reaktiv gegen MAGE-A10 in Assoziation mit HLA-A*0201 waren,
zeigten ebenfalls Reaktivitit gegen MAGE-A4 in Assoziation mit HLA-A*0201. Dreizehn
CTL-Klone erkannten kein von D41-MLTC 2 bekanntes, tumorassoziiertes Antigen. Fiir
die Antigene MAGE-A4, MAGE-A10, Melan-A und NY-ESO-1 in Assoziation mit
HLA-A*0201 und MAGE-A3 in Assoziation mit HLA-A*0101 sind in der Literatur
Peptide beschrieben, die in Verbindung mit diesen HLA-Allelen von CD8'-T-Zellen
erkannt werden [173-176]. Diese Peptide wurden synthetisiert und im IFN-y-ELISPOT-
Assay auf Erkennung durch die aus D41-MLTC 2 isolierten CTL-Klone oder durch die
MLTC {iberpriift (siche Anhang C, D und E). Mittels Sequenzanalysen und Durchfluss-
zytometrie wurden die TCR-VB-Ketten der aus D41-MLTC 2 stabil etablierten T-Zell-
Klone identifiziert. Da die aus D41-MLTC 3 isolierten T-Zell-Klone nur schwach
proliferierten, konnten die von ihnen erkannten Peptide und die VB-Ketten des TCRs nicht
analysiert werden. Tabelle C-4 fasst die Peptidspezifitit der CTL-Klone aus D41-MLTC 2

zusammen.
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Antigen Peptid Restriktion Reaktivitit Erkennung In Erkennung
nachweisbar | durch klonale involvierte
in D41- T-Zellen aus VpB-Ketten
D41-MLTC 2
Melan-A (E)AAGIGILTV | HLA-A*0201 MLTC 1, 12 52,14,4,7,
MLTC 2 21, unbekannt
NY-ESO-1 SLLMWITQA | HLA-A*0201 MLTC 1, 2 22, unbekannt
MLTC 2
MAGE-A4 | GVYDGREHTV | HLA-A*0201 MLTC 2 - unbekannt
MAGE- GLYDGMEHL | HLA-A*0201 MLTC 1, - unbekannt
A10 MLTC 2
MAGE-A3 EVDPIGHLY | HLA-A*0101 MLTC 1, 1 unbekannt
MLTC 2
MAGE-A6 unbekannt HLA-A*0101 MLTC 1, - unbekannt
MLTC 2
unbekannt unbekannt HLA-A*0201 6 22,6,
unbekannt

Tab. C-4: Zusammenfassung der Antigenspezifitit der etablierten T-Zell-Klone aus der Klonierung von D41-
MLTC 2.

Die Vp-Ketten 5.2, 14, 22 und 21 konnten auch durch durchflusszytometrische
Analysen in D41-MLTC 2 nachgewiesen werden. Die VB 4- und Vf 7-Ketten waren in
D41-MLTC 2 durch Durchflusszytometrie nicht nachweisbar. Die VB-Kette 6 konnte in
D41-MLTC 2 nicht durchflusszytometrisch detektiert werden, da fiir diese Vp-Kette kein
Antikorper vorhanden war.

Bei den sechs CTL-Klonen, die kein von D41-MLTC 2 bekanntes tumor-assoziiertes
Antigen erkannten, zeigten in der Sequenzanalyse vier CTL-Klone jeweils zwei identische
Sequenzen fiir die variable D-Region der Vp-Kette des TCRs. Die D-Region des TCRs der
Klone D41-CTL2/62 und 2/152 mit der VB-Kette 22 und die D-Region des TCRs der
Klone D41-CTL2/121 und 2/155 mit der VB-Kette 6 waren identisch. Damit waren jeweils
zwei dieser CTL-Klone identische Klone (Daten siche Anhang F und G). Bei den zwei
tibrigen CTL-Klonen, D41-CTL2/66 und 2/141, konnten die Vp-Ketten des TCRs mittels
Durchflusszytometrie und Sequenzanalyse nicht bestimmt werden. Abbildungen F und G
im Anhang zeigen den Vergleich der in der variablen D-Region befindlichen Sequenzen
von D41-CTL2/62 und D41-CTL2/152 (Anhang F) sowie von D41-CTL 2/121 mit
D41-CTL2/155 (Anhang G).

Um auszuschlieBen, dass die T-Zell-Klone spezifisch fiir ein bekanntes tumor-

assoziiertes Antigen waren, welches im MLTC-Paneltest nicht nachgewiesen werden
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konnte, wurde die Reaktivitit der T-Zell-Klone D41-CTL2/62 mit der VpB-Kette 22 und
CTL2/155 mit der VB-Kette 6 im IFN-y-ELISPOT-Assay gegen COS-7-Transfektanten
getestet, die mit Plasmid-cDNA von Panelantigenen und HLA-A*0201-cDNA
kotransfiziert waren. Die Darstellung des Versuchsaufbaus mit den transfizierten
Antigenen gibt Tab. C-3 (S.86) wieder. Beide CTL-Klone erkannten keine der im Panel
vorhandenen Antigene (Daten nicht gezeigt). Beide T-Zell-Klone wurden daher fiir ein
Screening der D41-cDNA-Bank ausgewdhlt. Die Klone D41-CTL2/66 und 2/141 hingegen
konnten nur gegen bereits aus dem Modell D41 bekannte Antigene getestet werden, da

diese T-Zell-Klone sich nicht auf hohere Zellzahlen expandieren lieen.

Schlussfolgerung:
Die Mehrzahl der T-Zell-Klone erkannte Antigene des durch den D41-MLTC 2-Paneltest

bekannten Antigenspektrums. Die identifizierten Antigenspezifititen der T-Zell-Klone
waren MAGE-A3, MAGE-A6 in Assoziation mit HLA-A*0101 sowie MAGE-A10,
Melan-A, NY-ESO-1 in Assoziation mit HLA-A*0201. Dreizehn T-Zell-Klone erkannten
keines der von D41-MLTC 2 bekannten Antigene. Sechs dieser dreizehn T-Zell-Klone

erkannten ebenfalls kein Antigen des Antigenpaneltests. Zwei T-Zell-Klone wurden fiir ein

Screening der D41-cDNA-Bank ausgewéhlt.

4.3 Kreuzlyse allogener, partiell HLA-iibereinstimmender Tumor-
zelllinien durch D41-CTL-Klone mit unbekannter Antigenspezifitit

Die Kreuzreaktivitit der Klone D41-CTL2/62 und 2/155 gegen verschiedene
HLA-A*0201-positive Tumorzelllinien, EBV-B-Zelllinien und Leuk&dmien wurde im IFN-
v-ELISPOT-Assay getestet. Insgesamt 22 Melanom-, vier Kolonkarzinom- und zwei
Pankreaskarzinomzelllinien, zehn Leukdmien (sechs AMLs, drei CMLs und eine CLL),
sieben Nierenzellkarzinom-, eine Leberzellkarzinom- und zwei EBV-B-Zelllinien wurden
auf Erkennung durch die beiden CTL-Klone iiberpriift. D41-CTL2/62 erkannte neben der
autologen Melanomzelllinie, die autologe EBV-B-Zelllinie und die allogene Melanom-
zelllinie MZ9-MEL. Abbildung C-9 zeigt die Ergebnisse mit D41-CTL2/62 an einem Teil

der getesteten Zelllinien.
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Abb. C-9: Reaktivitdt von D41-CTL2/62 gegen HLA-A*0201-positive Zelllinien. Der an d4 nach letzter
Stimulation kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2 bei
37°C inkubiert (10.000 Lymphozyten/TE). Die Tumorzelllinien wurden eine Woche vor Test aufgetaut,
kultiviert und mit 50.000 Zellen/TE eingesetzt. Die Leukdmien wurden einen Tag vor dem Test aufgetaut und
ebenfalls mit 50.000 Zellen/TE eingesetzt. Die EBV-B-Zelllinien wurden mit 75.000 Zellen/TE eingesetzt. Die
Durchfiihrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte, wie bei Material und Methoden unter Punkt 2.1.10
angegeben.

Abb. C-10: Reaktivitit von D41-CTL2/155 gegen HLA-A*0201-positive Zelllinien. Der an d4 nach letzter
Stimulation kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2
inkubiert (eingesetzt mit 10.000 Lymphozyten/TE). Die Tumorzelllinien wurden eine Woche vor Test aufgetaut,
kultiviert und mit 50.000 Zellen/TE eingesetzt. Die Leukdmien wurden einen Tag vor dem Test aufgetaut und
ebenfalls mit 50.000 Zellen/TE eingesetzt. Die EBV-B-Zelllinien wurden mit 75.000 Zellen/TE eingesetzt. Die
Durchfithrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte, wie bei Material und Methoden unter Punkt 2.1.10
angegeben.

D41-CTL2/155 erkannte neben der autologen Melanomzelllinie, sehr stark die
Melanomzelllinie SK-MEL-63 und die Leukdmie MZ72-CML, jedoch nicht autologe
EBV-transformierte B-Zellen. Abbildung C-10 zeigt die Ergebnisse mit D41-CTL2/155

an einem Teil der getesteten Zelllinien.
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Schlussfolgerung:

Die fiir das Screening der D41-cDNA-Bank ausgewihlten CTL-Klone D41-CTL2/152 und

2/155 erkennen neben der autologen Melanomzelllinie, noch andere allogene

HLA-A*0201-positive Zelllinien.

5 cDNA-Expressionsklonierung mit klonalen T-Zellen

Die CTL-Klone D41-CTL2/62 und D41-CTL2/155, welche bislang unbekannte
Antigene in Assoziation mit HLA-A*0201 erkannten, wurden auf hohe Zellzahlen
expandiert und fiir ein Screening der aus D41-Melanomzellen konstruierten cDNA-Bank

eingesetzt.

5.1 D41-cDNA-Bank-Screening mit D41-CTL-Klonen

Um die Zielstrukturen der genetisch identischen T-Zell-Klone D41-CTL2/62 und
CTL2/152 bzw. der genetisch identischen T-Zell-Klone D41-CTL2/155 und CTL2/121 zu
identifizieren, wurde die D41-cDNA-Bank (Ansatz LRIV von BPassayll, siche Material
und Methoden Punkt 2.2.18 und 2.2.19) in cDNA-Pools zu 100 Klonen je Testeinheit einer
Mikrotiterplatte aufgeteilt. Insgesamt wurden auf diese Weise 14 Platten fiir das cDNA-
Bank-Screening hergestellt (entsprechen 1,4 x 10° cDNA-Klonen). Die cDNA in diesen
Platten und HLA-A*0201-Plasmid-cDNA wurden mit Hilfe von Lipofectamine 2000™ in
COS-7-Zellen kotransfiziert. 20.000 COS-7-Zellen pro Testeinheit wurden mit 100 ng
HLA-Plasmid-cDNA und ungefdhr 300 ng Plasmid-cDNA der 100er Pools, d.h. pro
cDNA-Klon ungefdhr 3 ng Plasmid-cDNA, kotransfiziert. Nach 20 Stunden wurden die
COS-7-Transfektanten im IFN-y-ELISPOT-Assay auf Erkennung durch die T-Zell-Klone
D41-CTL2/152 und CTL2/155 iberpriift. Dazu wurden die T-Zell-Klone gepoolt, pro
T-Zell-Klon und Testeinheit 10.000 Zellen eingesetzt und fiir weitere 20 Stunden mit den
COS-7-Transfektanten koinkubiert. In einem zweiten Schritt wurden die potentiell
positiven cDNA-Pools, bei denen die IFN-y-Freisetzung der CTL-Klone um das zweifache
hoher war als gegeniiber den nur mit HLA-Plasmid-DNA transfizierten COS-7-Zellen,
separat auf Erkennung durch die beiden CTL-Klone im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet.
Dabei zeigte sich, dass das Screening mit D41-CTL2/155 nicht zur Identifizierung eines
antigenkodierenden cDNA-Klons fiihrte. Die Antigenspezifitdt von D41-CTL2/155 konnte

somit nicht ermittelt werden.
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Hingegen war das Screening mit D41-CTL2/152 erfolgreich. Im Screening und auch
in der Bestdtigung des Screening (Daten nicht gezeigt), bei dem D41-CTL2/152 auf die
COS-7-Transfektanten mit den im Screening positiven 100er Pools reagierte, wurde der
100er Pool #218 (Abb. C-11 A) mit knapper Spotzahl liber Hintergrund durch das
,computer associated video image analysis“-Verfahren (CVIA) als positiv identifiziert.
Die Bakterien dieses als Glycerolstock eingefrorenen 100er Pools wurden neu

ausgestrichen und die Kolonien zu Pools mit jeweils zehn Kolonien zusammengefasst.

Abb. C-11: Identifizierung des von D41-CTL2/152 erkannten cDNA-Klons aus der D41-cDNA-Bank. Als
APCs wurden COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE) kotranfiziert mit den cDNA-Pools und HLA-A*0201.

A Ausschnitt aus der ELISPOT-Platte mit den getesteten 100er-Pools #201-296. Ergebnis des Pools #218 im
Vergleich zu den Kontrollen

B: Ausschnitt aus der ELISPOT-Platte mit den getesteten 10er-Pools, die aus Pool #218 hergestellt wurden.
Ergebnis des Pools #218.138 im Vergleich zu den Kontrollen

C: Ausschnitt aus der ELISPOT-Platte mit den getesteten Klonen, die aus dem 10er-Pool # 218.138 hergestellt
wurden. Ergebnis des cDNA Klons 218.138.69 im Vergleich zu den Kontrollen.

Die Durchfiihrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte, wie bei Material und Methoden unter Punkt 2.1.9 und
2.1.10 angegeben.

Die Plasmide der 10er Pools wurden wieder mit HLA-A*0201-cDNA in COS-7-Zellen
kotransfiziert und mit D41-CTL2/152 im IFN-y-ELISPOT-Assay auf Erkennung {iberpriift.
Sieben von den insgesamt 192 aus dem 100er Pool #218 generierten und getesteten 10er
Pools induzierten T-Zellerkennung. Von dem 10er Pool #218.138 (Abb. C-11 B) wurden
96 Einzelkolonien separiert und die Plasmid-cDNA dieser Einzelkolonien nach
Transfektion auf Erkennung durch D41-CTL2/152 iiberpriift. Insgesamt neun Einzel-

kolonien induzierten Erkennung in Assoziation mit HLA-*0201. Eine Uberpriifung der
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Plasmid-DNA dieser Einzelkolonien mittels Restriktions-hydrolyse (Anhang H) zeigte,
dass die neun Plasmide cDNA-Inserts derselben Basenldnge integriert hatten. Der cDNA-
Klon #218.138.69 wurde fiir weitere Analysen verwendet (Abb. C-11 C).

Schlussfolgerung:

Das Screening der D41-cDNA-Bank mit D41-CTL2/155 fiihrte nicht zu der Identifizierung
eines antigenkodierenden cDNA-Klons. Die Antigenspezifitit von D41-CTL2/155 konnte
nicht ermittelt werden. Das Screening der D41-cDNA-Bank mit D41-CTL2/152 fiihrte

dagegen zu der Identifizierung des antigenkodierenden cDNA-Klons #218.138.69.

5.2 Sequenzidentifizierung eines antigenkodierenden cDNA-Klons

Die Sequenzierung der Plasmid-cDNA des cDNA-Klons #218.138.69 sowie ein
anschlieBender Datenbank-Vergleich ergab, dass das cDNA-Insert fiir das Protein TSPY 1
kodierte (NCBI-Datenbankeintrage: XM 001126486, NM_ 003308 und NM _22573). Bei
Vergleich mit den Datenbankeintrdgen enthielt der cDNA-Klon #218.138.69 einen am
5’-Ende um 55 Nukleotiden verkiirzten ,,open reading frame* (ORF) und eine von den
Datenbanksequenzen an wenigen Positionen abweichende untranslatierte 3'-Region. Der
cDNA-Klon #218.138.69 kodierte fiir 267 Aminosduren des TSPY 1-Proteins, das in
vollstdndiger Liange 308 Aminosduren umfasst [177;178]. Die Sequenz des ORFs vom
cDNA-Klon #218.138.69 (Anhang I) war bis auf einen Basenaustausch an Position 948 (G
= A) und der Deletion am 5’-Ende identisch zu der bei NCBI veroffentlichten Sequenz
(XM _001126486). Der Basenaustausch fithrt zu einer stillen Mutation und trotz der
Deletion war in der Sequenz des cDNA-Klons ein Startcodon vorhanden, das zumindest
theoretisch zu einer ,,in frame“-Transkription fithren konnte. In dem nicht translatierten
3’-Bereich unterschied sich die Sequenz des cDNA-Klons zu der verdffentlichten Sequenz
XM 001126486 in folgenden Punkten:

e an Basenposition 1065 befand sich eine Insertion von Thymidin,
e an Basenposition 1109 eine Deletion von Adenin.

Das Gen TSPY 1 liegt auf dem Y-Chromosom und gehort zu einer heterogenen
Genfamilie. Mehrere Genkopien von TSPY 1 sind auf sechs Orten des Y-Chromosoms
lokalisiert. Die meisten Genkopien befinden sich dabei in der kritischen Region des
Gonadoblastoma-Locus des Y-Chromosoms, welcher fiir die Entstehung des

Gonadoblastoms verantwortlich gemacht wird [177-180].
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Schlussfolgerung:
Der durch D41-CTL2/152 identifizierte antigenkodierende cDNA-Klon #218.138.69

kodiert fiir 267 Aminosduren des TSPY 1-Proteins, das in vollstindiger Linge 308

Aminosiuren umfasst.

5.3 Peptididentifizierung

Um die peptidkodierende Genregion von TSPY 1 zu identifizieren, wurden
unterschiedlich lange TSPY 1-cDNA-Fragmente durch PCR amplifiziert und in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1/V5-His-TOPO kloniert. Der sense-Primer
fiir die PCR-Amplifikation enthielt dabei das ATG-Translationsstartcodon, das im cDNA-
Klon #218.138.69 durch Sequenzanalyse mit Datenbankabgleich identifiziert worden war.
Dieser mit TSPY-69_sense bezeichnete Primer wurde in verschiedenen PCR-Reaktionen
mit unterschiedlichen Antisense-Primern kombiniert, die in 3" 5’-Richtung eingeriickt
und mit Stopcodons ,,in frame*“ am Ende versehen waren. Als ,,template“ fiir die PCR-
Reaktionen wurde der cDNA-Klon #218.138.69 in pcDNA3.1I/DEST.#6 verwendet.

Abbildung C-12 zeigt das Schema der angewandten Fragmentierungsstrategie.

Abb. C-12: Schema der Fragmentierungsstrategie zur Eingrenzung der peptidkodierenden Region von
#218.138.69 (TSPY 1). Die Durchfithrung der Genfragmentierung erfolgte, wie bei Material und Methoden unter
Punkt 2.2.16 angegeben. Die Primerbezeichnungen und —sequenzen sind in Material und Methoden unter Punkt
1.8.5 zu finden.

Die Fragmentklone wurden genauso wie die Antisense-Primer nach den letzten drei
C-terminalen Aminosduren bezeichnet. Insgesamt wurde der cDNA-Klon #218.138.69 mit
einer Basenldnge von 1101 bp in neun Fragmente von unterschiedlicher Linge unterteilt.

Die klonierten Plasmide wurden sequenziert, um PCR-Artefakte auszu-schlieBen und die
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Orientierung der Inserts zu iiberpriifen. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA zusammen
mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen transfiziert. Die Transfektanten wurden auf Erkennung
der TSPY 1-Fragmente durch D41-CTL2/62 {iberpriift. Abbildung C-13 zeigt die Testung
der Fragmente auf Erkennung durch D41-CTL2/62. Nur das kiirzeste Fragment wurde
nicht von D41-CTL2/62 erkannt. Die peptidkodierende Region bzw. deren 3 '-Ende befand
sich zwischen Nukleotidposition 164 und 287 des ORF des cDNA-Klons #218.138.69.

Abb. C-13: Identifizierung der peptidkodierenden Region von TSPY 1. Die Plasmid-cDNA der klonierten
Fragmente wurde mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen (20.000 Zellen/TE) kotransfiziert. Als Effektorzellen
wurden 10.000 Zellen von D41-CTL2/62 pro TE eingesetzt. Die Balkengrafik stellt die unterschiedlichen
Fragmentldngen dar. Die Durchfiihrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte, wie bei Material und Methoden
unter Punkt 2.1.9 und 2.1.10 angegeben.

Fiir die Vorhersage von HLA-A*0201-bindenden Peptiden wurde ein im Internet frei

verfiigbarer Algorithmus (www.syfpethi.de) verwendet. Die genetisch kodierte Amino-

sduresequenz der eingegrenzten Region wurde nach Bindungsmotiven fiir HLA-A*0201
in neun oder zehn Aminosduren langen Peptiden untersucht. Als wahrscheinlichste
HLA-A*0201-bindende Peptide in dieser Region wurden LLLDDIMAEV (10mer,
Aminosédureposition 65-73 des vollstdndigen ORF von TSPY 1) und LLDDIMAEV (9mer,
Aminosdureposition 66-73 des vollstindigen ORF von TSPY 1) vorhergesagt.

In einem nichsten Schritt wurden ausgehend von dem Fragment SAL zwei weitere
Fragmente hergestellt, die mit der Aminosdure Valin (V, kodiert von Codon 32 des ORF
von #218.138.69) bzw. Glutaminsdure (E, kodiert von Codon 31 des ORF von
#218.138.69) vor einem Stopkodon endeten. Diese beiden Subfragmente wurden nach
Verifizierung der Sequenz ebenfalls im IFN-y-ELISPOT-Assay auf Erkennung durch den
T-Zell-Klon D41-CTL2/62 getestet (Abb. C-13 unten). Daraus ergab sich, dass Valin (V)
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an Position 73 des kompletten ORF von TSPY 1 fiir die T-Zellerkennung unverzichtbar

war und somit wahrscheinlich den C-Terminus des gesuchten Peptids darstellte.

Schlussfolgerung:

Das 3’-Ende der peptidkodierenden Region von TSPY 1 konnte durch Genfragmentierung
auf die Region zwischen Nukleotidposition 164 und 287 des ORF des cDNA-Klons
#218.138.69 eingegrenzt werden. Durch einem im Internet frei verfligbaren Algorithmus
wurden als wahrscheinlichste HLA-A*0201-bindende Peptide in dieser Region das 10mer-
Peptid LLLDDIMAEYV und das 9mer-Peptid LLDDIMAEV vorhergesagt. Eine weitere

Eingrenzung mit Fragmenten, die auf die letzte bzw. vorletzte Aminosédure dieser Peptide

endeten, ergab, dass Valin (V) an Position 73 des kompletten ORF von TSPY 1 fiir die T-

Zellerkennung unverzichtbar war und somit wahrscheinlich den C-Terminus des gesuchten

Peptids darstellte.

5.4 Peptidtestung

Das 9mer-Peptid von TSPY 1 mit der Sequenz LLDDIMAEV (TSPY 1¢6.73) und
das 10mer-Peptid LLLDDIMAEV (TSPY 1¢s.73) wurden synthetisiert und im IFN-y-
ELISPOT-Assay auf Erkennung durch D41-CTL2/62 getestet (Daten nicht gezeigt).

Abb. C-14: Titration der TSPY 1-Peptide im IFN-y-ELISPOT-Assay mit D41-CTL2/62. Der an d4 nach letzter
Stimulation kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2 bei
37°C inkubiert (10.000 Lymphozyten/TE). Autologe, peptidbeladene EBV-B-Zellen wurden mit 75.000 Zellen pro
Testeinheit als APCs eingesetzt. Die Durchfiihrung des IFN-y-ELISPOTassays erfolgte, wie bei Material und
Methoden unter Punkt 2.1.13 angegeben.

Abb. C-14 zeigt, dass beide Peptide etwa gleich gut erkannt werden. Die halbmaximale

Erkennung des CTL-Klons wurde fiir beide Peptide bei Konzentrationen zwischen 1 und
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0,1 ng/ml erreicht. In nachfolgenden Experimenten wurde iiberwiegend das Nonamer
(LLD) eingesetzt.

Die Erkennung des Peptids LLDDIMAEV durch D41-CTL2/62 wurde auch im
Zytotoxizititstest iiberpriift (Abb. C-15). Die halbmaximale Lyse lag nahe bei einer
Peptidkonzentration von 1 pM. Autologe, mit dem an HLA-A*0201 bindenden CMV-
Peptid NLVPMVATYV beladene und auch unbeladene EBV-B-Zellen wurden nicht lysiert
(Daten nicht gezeigt).

Abb. C-15: Lyse autologer, peptidbeladener EBV-B-Zellen durch D41-CTL2/62. EBV-B-Zellen (2000/TE) wurden
nach Vorinkubation mit W6/32 chromiert und mit dem TSPY 1-LLD-Peptid in den angegebenen Konzentrationen
beladen. Effektorzell- zu Targetzell-Verhdltnis war 10:1. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte von
Doppelbestimmungen. Die Durchfithrung des Zytotoxizitétstestes erfolgte, wie bei Material und Methoden unter
Punkt 2.1.12 und 2.1.13 angegeben.

Die Reaktivitdt der D41-MLTC 1 und 2 gegen TSPY 1 und beide TSPY 1-Peptide
wurde ebenfalls tiberpriift. Dazu wurden 293T-Zellen transfiziert mit der Plasmid-DNA fiir
HLA-A*0201 und mit den Peptiden beladen oder mit Plasmid-DNA vom cDNA-Klon
#218.138.69 kotransfiziert. AnschlieBend wurden die Transfektanten auf Erkennung durch
D41-MLTC 1 und 2 im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet. Die Reaktivitdt gegen die TSPY
1-Peptide war bei beiden D41-MLTCs vorhanden. Die Erkennung der mit den TSPY 1-
Peptiden beladenen 293T-Zellen war bei D41-MLTC 2 stirker als bei D41-MLTC 1. Eine
Reaktivitit gegeniiber den mit TSPY 1-Plasmid-DNA transfizierten 293T-Zellen war

allerdings nur schwach in D41-MLTC 2 vorhanden (Anhang E).
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Schlussfolgerung:
Der CTL-Klon D41-CTL2/62 zeigte starke Reaktivitit gegen die TSPY 1-Peptide
LLLDDIMAEV und LLDDIMAEV. Im IFN-y-ELISPOT-Assay lag dabei die

halbmaximale Erkennung des CTL-Klons fiir beide Peptide bei Konzentrationen zwischen

1 und 0,1 ng/ml. Die halbmaximale Lyse durch den CTL-Klon im Zytotoxizititstest wurde

bei einer Peptidkonzentration von 1 pM. erreicht. Eine Reaktivitdt der D41-MLTCs 1 und
2 gegen die TSPY 1-Peptide konnte im IFN-y-ELISPOT-Assay ebenfalls nachgewiesen

werden.

6 Expression des Antigens TSPY 1

TSPY 1, das ,testis specific protein Y-encoded“, wird in f6talem und adulten
Hodengewebe exprimiert, vor allem in Spermatogonien, Spermatozyten und der Basal
lamina der Samenkanilchen [178;181;182]. In malignem Gewebe wurde es ebenfalls in
Gonadoblastomen, testikuldren Karzinomen wie z.B. Seminomen, in Prostatakarzinomen,
Leberzellkarzinomen und Melanomen nachgewiesen [177;182-185]. TSPY 1 ist im

Zytoplasma lokalisiert [181;184].

6.1 Expression von TSPY 1 in der Melanomzelllinie D41-MEL

Der T-Zell-Klon D41-CTL2/62 wies eine hohe Affinitit zu dem HLA-A*0201-
prasentierten Peptid von TSPY 1 auf und erkannte Zellen, die mit TSPY 1-cDNA
transfiziert waren. Es wurde iiberpriift, ob die autologen Melanomzellen ebenfalls von dem
T-Zell-Klon D41CTL2/62 erkannt wurden. Als Kontrolle wurden autologe EBV-B-Zellen
eingesetzt. Wie aus Abb. C-18 hervorgeht, wurden weder die Melanom- noch die EBV-B-
Zellen auch bei hohem Effektoriiberschuss kaum lysiert. Dies stand im Widerspruch zu der
hohen Lyse von peptidbeladener, autologer EBV-B-Zellen (durchgefiihrter Test, s. Abb.
C-15). Die Ursache fiir diese Diskrepanz wurde im Folgenden analysiert.
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Abb. C-18: Erkennung von autologen Melanomzelllen und EBV-B-Zellen durch D41-CTL2/62 im °'Cr-
Freisetzungstest. Targetzellen waren die autologe Melanomzelllinie D41-MEL und die autologe EBV-B-Zelllinie
(2000 Zellen/TE). D41-CTL2/62-Lymphozyten wurden in den angegebenen Verhdltnissen eingesetzt. Die Werte
sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen. Die Durchfiihrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt
2.1.12 beschrieben.
Zunichst wurde die Expression von TSPY 1 in der Zelllinie D41-MEL verifiziert.
Mit Hilfe eines aus der Maus stammenden, gegen TSPY 1-gerichteten, monoklonalen IgG-
Antikorpers (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Lau, Department of
Medicine, VA Medical Center, University of California in San Francisco) wurden die D41-
MEL-Zellen indirekt angefdarbt. Abbildung C-19 ist eine grafische Darstellung der
durchflusszytometrischen Analyse. Die Analyse zeigte, dass der Anteil TSPY 1-
exprimierender Zellen in der Melanomzelllinie D41-MEL bei 27,24% lag. Die
Negativkontrolle mit IgG1 lag bei 0,19%. Eine unspezifische, intrazellulire Bindung der
IgG-Antikorper in D41-MEL konnte somit ausgeschlossen werden. Zwar korrelierte das
Ergebnis mit der geringen Lyse von D41-MEL durch D41-CTL2/62, aber die Lyse der

Melanomzelllinie war geringer als es der Anteil TSPY 1-exprimierender Zellen in der

Zelllinie vermuten lieB3.
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Abb. C-19: Durchflusszytometrische Analyse der TSPY 1-Expression in D41 Melanomzellen. Indirekte,
intrazelluldre Férbung der Melanomzellen (A) mit Mouse-anti-IgG1- + Goat-anti-mouse-FITC-Antikorper (B)

und mit Mouse-anti-TSPY 1- (1:2000) + Goat-anti-mouse-FITC-Antikdrper (C) Die Durchfithrung der
Durchflusszytometrie erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.14 angegeben.

Abb. C-20: Cytospinfarbung von D41-MEL-Zellen. D41-MEL wurde indirekt, intrazelluldr gefdrbt mit Mouse-
anti-TSPY 1- (1:2000) + Goat-anti-mouse-Alexa®fluor488-Antikorper (1:200). Die Zellen wurden mit
Vectashield®Mounting Medium + DAPI eingedeckt. Die Durchfithrung erfolgte, wie in Material und Methoden
unter Punkt 2.1.14 angegeben
Um einzelne TSPY 1-exprimierende Tumorzellen darzustellen, wurden die D41-
Melanomzellen fiir immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen auf Objekttrigern
angefdrbt. Die immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme ist in Abb. C-20 dargestellt.
Diese zeigt, dass TSPY 1 in einer Subpopulation der D41-Melanomzellen stark exprimiert

wurde, wiahrend in anderen D41-Melanomzellen TSPY 1 nicht exprimiert wurde. Die
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Nuklei der Zellen waren durch DAPI blau gefarbt und dadurch eindeutig vom Zytoplasma
abzugrenzen. TSPY 1, durch Goat-anti-mouse-Alexa”fluor488-Antikorper griin gefirbt,
war hauptsdchlich im kernnahen Zytoplasma lokalisiert. Eine Lokalisation von TSPY in
den Nuklei der Zellen war nicht sichtbar. Bei einer Uberpriifung der TSPY 1-Expression in
der Melanomzelllinie D41-MEL iiber den Zeitraum von acht Wochen blieb der Anteil
TSPY 1-exprimierender Zellen konstant (Daten siche Anhang J). Um herauszufinden, ob
einzelne Zellen TSPY 1 stabil exprimierten bzw. ob die Expression von TSPY 1 in
einzelnen Zellen bspw. abhingig von der Zellzyklusphase schwankte, wurde die

Melanomzelllinie D41-MEL in einem Grenzverdiinnungsverfahren kloniert.

Schlussfolgerung:

Die Lyse der autologen Melanomzellen durch D41-CTL2/62 ist stark vermindert. Ein

moglicher Grund konntre sein, dass nur 27% der Zellen in der Melanomzelllinie TSPY 1

exprimieren. Die Cytospinfarbung zeigte einen Anteil an Zellen in der Melanomzelllinie,

der TSPY 1 sehr stark exprimiert, wihrend andere Zellen TSPY 1 gar nicht exprimierten.
In der Zelle war TSPY 1 hauptsdchlich im kernnahen Zytoplasma lokalisiert.

6.2 Klonierung der Melanomzelllinie D41-MEL

Die Zelllinie D41-MEL wurde in einem Grenzverdiinnungsverfahren kloniert. Diese
Klone sollten dann auf Erkennung durch den TSPY I-spezifischen Klon D41-CTL2/62
und auf die TSPY 1-Expression getestet werden. Fiir die Klonierung wurde die Zellzahl so
verdiinnt, dass in sechs 96-Loch-Flachbodenplatten statistisch eine Zelle pro Loch und in
sechs weiteren 96-Loch-Flachbodenplatten statistisch 0,3 Zelle pro Loch kultiviert wurde.
Bei einer Klonierungseffizienz von 100% sollte jede Zelle einen Klon ergeben, wobei dann
mit einer Ausbeute pro Platte von 96 Klonen bei einer Zelle pro Loch und 29 Klonen bei
0,3 Zelle pro Loch zu rechnen wére. Allerdings ist eine Klonierungseffizienz von 100% in
der Realitdt hiaufig nicht der Fall. Die Wahrscheinlichkeit, dass die proliferierten Klone
jeweils monoklonal sind, ergibt sich aus der Poisson-Verteilung (siche Material und
Methoden 2.1.6). Die Anzahl der Klone mit einer Zelle pro Loch lag zwischen 21 und 39
Klonen pro Platte. Die Klonierungseffizienz betrug 28% bei einer Zelle pro Loch und die
Klonalitdtswahrscheinlichkeit lag bei 58%. Aufgrund der geringen Klonalitéts-
wahrscheinlichkeit bei einer Zelle pro Loch wurden die Klone ausgewihlt, die auf den
Platten mit 0,3 Zelle pro Loch gewachsen waren. Hierbei betrigt die Klonalitits-
wahrscheinlichkeit 86%. Bei den sechs Flachbodenplatten mit statistischen 0,3 Zelle pro

Loch waren innerhalb von vier Wochen 27, 22, 17, 16 bzw. zwdlf Klone pro Platte
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gewachsen. Von den insgesamt 94 gewachsenen Klonen wiren statistisch 81 Klone klonal
und die restlichen 13 Klone bi- oder oligoklonal. Die Klonierungseffizienz lag mit 54%
doppelt so hoch wie bei den Platten mit einer Zelle pro Loch. Somit sind von den 94
gewachsenen Klonen wahrscheinlich 26 Klone bi- oder oligoklonal. Insgesamt wurden 29
Klone expandiert und kryokonserviert, von denen statistisch acht Klone bi- oder

oligoklonal gewesen sein konnten.

Schlussfolgerung:

Es konnten 29 Klone von der Melanomzelllinie D41-MEL isoliert, expandiert und

kryokonserviert werden, von denen statistisch acht Klone bi- oder oligoklonal gewesen

sein konnten.

6.3 Expression von TSPY 1 in D41-MEL-Klonen

Sechs Wochen nach Ansetzen der Klonierung und zweifacher Passagierung wurden
29 Klone von D41-MEL im IFN-y-ELISPOT-Assay auf Erkennung durch D41-CTL2/62
und die Expression von TSPY 1 in den Zellen bei ausgewdhlten D41-MEL-Klonen
durch indirekte, intrazelluldre Farbung iiberpriift. Alle Melanomzellklone wurden im IFN-
v-ELISPOT-Assay erkannt, zum Teil allerdings sehr schwach. Eine Spontanfreisetzung
durch die Melanomzellklone im IFN-y-ELISPOT-Assay erfolgte nicht. 34% der Klone
(zehn von 29) wurden stérker erkannt als die Melanomzelllinie D41-MEL. Abbildung C-
21 zeigt die Erkennung ausgewdhlter Melanomzellklone im IFN-y-ELISPOT-Assay und
deren TSPY 1-Expression in der Durchflusszytometrie. Die TSPY 1-Expression der
Melanomzellklone variierte sehr stark und korrelierte eindeutig mit ihrer Erkennung durch
den CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay. Die Melanomzellklone unterschieden sich
untereinander und im Vergleich zu D41-MEL nicht hinsichtlich der HLA-A*0201-
Expression (durchflusszytometische Daten nicht gezeigt). Sie lag bei den Klonen und der

autologen Melanomzelllinie zwischen 70 — 95%.
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Abb. C-21: Erkennung ausgewdhlter D41-Melanomzellklone im IFN-y-ELISPOT-Assay und der TSPY 1-
Expression in der Durchflusszytometrie. (A) Prozent an TSPY 1-positiven Zellen der D41-MEL-Klone in der

durchflusszytometrischen Analyse. (B) Im IFN-y-ELISPOT-Assay wurden die D41-MEL Klone auf Erkennung
durch D41-CTL2/62 getestet. Der an d4 kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und
in Medium mit IL-2 inkubiert (10.000 Lymphozyten / TE). Die Melanomzellen wurden mit 50.000 Zellen pro TE

eingesetzt. Deren spontane Spotproduktion betrug maximal 10 Spots. (C) Auswertung des IFN-y-ELISPOT-
Assays. Die Durchfiihrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.10 und 2.1.14 angegeben.

Fiir weitere Experimente wurden drei représentative D41-MEL-Klone ausgewihlt,
D41-MEL#5 als Beispiel fiir einen Klon mit hohem Anteil TSPY 1-exprimierender Zellen
(87,13%), D41-MEL#2 als Beispiel fiir einen Klon mit geringem Anteil TSPY 1-
exprimierender Zellen (0,54%) und D41-MEL#1 mit einem Anteil von 5% TSPY 1-
exprimierender Zellen. Uber einen Zeitraum von acht Wochen wurde die Expression von
TSPY 1 in diesen Melanomzellklonen in ein- bis zweiwdchigen Abstinden longitudinal
tiberpriift. Die Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse der TSPY 1-Expression
fiir D41-MEL#5 und #2 ist in Abb. C-22 gezeigt. Der Anteil TSPY 1-exprimierender
Zellen lag bei D41-MEL#5 wihrend der acht Wochen dauernden Messung immer iiber
60%. Auch bei D41-MEL#2-Zellen war der Anteil TSPY 1-positiver Zellen iiber den
Messzeitraum konstant. Er lag zwischen 0 und 1%. Analog hierzu zeigte die longitudinale
Untersuchung von D41-MEL#1 ebenfalls keine deutlichen Unterschiede innerhalb des
Messzeitraumes (Daten siche Anhang K). Der Anteil TSPY 1-exprimierender Zellen lag
zwischen 2 und 7%. Die Verifizierung der TSPY 1-Expression iiber den Zeitraum von acht
Wochen zeigte keine eindeutigen Verdnderungen in den Zelllinien der D41-MEL-Klone.
Die untersuchten Klone wiesen einen stabilen TSPY 1-Phénotyp auf. Ein Zytotoxizitétstest
zeigte zudem, dass eine Korrelation zwischen der TSPY 1-Expression und der Lyse durch
D41-CTL2/152 bestand (s. Abb. C-24 und C-26). D41-MEL#5 mit hoher TSPY 1-
Expression wurde selbst bei niedrigen Effektor-zu-Targetverhéltnissen lysiert. D41-

MEL#2 mit geringer TSPY 1-Expression wurde durch den CTL-Klon nicht lysiert.
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Abb. C-22: Durchflusszytometrische Analyse der TSPY 1-exprimierenden Zellen in D41-MEL#5 und #2 iiber
einen Zeitraum von 56 Tagen. Die Melanomzellen wurden an den Tagen der FACS-Analyse ebenfalls mit 5 x
10 Zellen pro cm? passagiert.

Anteil TSPY 1-exprimierender Zellen (Prozent)

Schlussfolgerung:

Die TSPY 1-Expression der Melanomzellklone variierte sehr stark und korrelierte

eindeutig mit ihrer Erkennung durch den CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay, wobei alle

Klone wenn auch zum Teil nur sehr schwach durch den CTL-Klon erkannt wurden.
Desweiteren zeigte die Verifizierung der TSPY 1-Expression mittels Durchflusszytometrie
tiber den Zeitraum von acht Wochen keine eindeutigen Verdnderungen in den Zelllinien

der D41-MEL-Klone. Die untersuchten Klone wiesen einen stabilen TSPY 1-Phéinotyp auf.

6.4 Steigerung der TSPY 1-Expression in D41-Melanomzellen

Die Prozessierung von Proteinen fiihrt zu Peptidfragmenten, die auf MHC-Klasse I-
Molekiilen den T-Zellen prisentiert werden. Der Abbau der Proteine erfolgt durch
Proteasomen, deren Expression sich durch IFN-y erhohen ldsst. Uber eine IFN-y-

Vorbehandlung ldsst sich ebenfalls die Zusammensetzung der aus mehreren Untereinheiten
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bestehenden Proteasomen in Richtung sogenannter Inmunproteasomen induzieren, woraus
moglicherweise eine verbesserte T-Zellerkennung resultiert [186].

Fir die TSPY 1-Genexpression ist eine Downregulation in spédten Stadien von
Melanomen beschrieben, welche sich auf die Hypermethylierung von CpG-Inseln im
Promotorbereich zurlickfiihren und durch eine 5-Aza-2’-deoxycytidine (DAC)-
Vorbehandlung autheben ldsst [183]. Die Auswirkungen einer IFN-y- und einer DAC-
Behandlung von D41-MEL und D41-MEL-Klonen sollten deshalb in Bezug auf die
Expression von TSPY 1, auf die spezifische Lyse durch den D41-CTL-Klon und auf die
Erkennung im IFN-y-ELISPOT-Assay untersucht werden.

6.4.1 IFN-y-Vorbehandlung

D41-CTL2/62 reagierte im IFN-y-ELISPOT-Assay stirker gegen Transfektanten
kotransfiziert mit HLA-A*0201-Plasmid-DNA und der Plasmid-cDNA des Fragment-
klones #218.138.69/AEV#2 (AEV#2), dessen Sequenz mit dem Codon fiir den
C-Terminus des Peptides endet (s. Kapitel 5.3), als gegen Transfektanten, die mit dem
cDNA-Bank-Klon #218.138.69 (#69), dessen Sequenz iiber das Stopcodon von TSPY 1
hinaus kodiert, kotransfiziert wurden (Daten nicht gezeigt). 293T-Zellen wurden dann iiber
drei Tage mit 100 U/ml IFN-y vorbehandelt und anschlieend transfiziert. Die Zellen
wurden kotransfiziert mit HLA-A*0201-Plasmid-DNA und Plasmid-DNA von AEV#2,
#69 und des TSPY 1-ORF mit voller Léange (D41-TSPYfull length#24 in pcDNA3.1). Im
[FN-y-ELISPOT-Assay wurden die mit [FN-y-behandelten und transfizierten 293T-Zellen
im Vergleich zu den unbehandelten, transfizierten 293T-Zellen durch D41-CTL-2/62
besser erkannt. Eine Reaktivitit des CTL-Klons gegen untransfizierte, behandelte und
unbehandelte 293T-Zellen war nicht vorhanden (Daten siche Anhang L).

D41-MEL und die Klone D41-MEL#5, #2 und #1 wurden nach einer viertigigen
Vorbehandlung mit 100 U/ml IFN-y ebenfalls auf die Erkennung durch D41-CTL2/152 im
IFN-y-ELISPOT-Assay, sowie im Zytotoxizitétstest und auf die Expression von TSPY 1
durch eine intrazelluldre, indirekte Féarbung {iberpriift. Abbildung C-23 zeigt die
Ergebnisse des IFN-y-ELISPOT-Assays mit IFN-y-behandelten und unbehandelten
D41-MEL-Klonen und der Melanomzelllinie D41-MEL. Durch IFN-y-Vorbehandlung
wurde die Erkennung aller Melanomzellklone und der parentalen Melanomlinie durch
CTL2/152 im IFN-y-ELISPOT-Assay gesteigert. Aber auch nach IFN-y-Vorbehandlung
blieb die aufgrund der durchflusszytometrisch ermittelten TSPY 1-Expression (s. Abb. C-

21) zu erwartende Erkennungsrelation erhalten.
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Abb. C-23: Einfluss von IFN-y auf die Erkennung von D41-MEL, D41-MEL#1, D41-MEL#2 und D41- MEL#5
durch D41-CTL2/152 im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der an d4 kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor
dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2 inkubiert (10.000 Lymphozyten/TE). Die Melanomzellen wurden
mit 50.000 Zellen, 25.000 Zellen und 12.500 Zellen/TE eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte, wie unter Punkt
2.1.10 bei Material und Methoden beschrieben. Die Spontanfreisetzung des CTL-Klons betrug 19 IFN-y-Spots.
Die Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte mittels CVIA (Mittelwerte aus Doppelbestimmungen).

Abbildung C-24 zeigt die Ergebnisse des 4h-"'Cr-Freisetzungstest, der mit IFN-y-
behandelten und unbehandelten Zellen der D41-MEL-Klone und der Melanomzelllinie
D41-MEL wie im IFN-y-ELISPOT-Assay (Abb. C-23) durchgefiihrt wurde. Nach
Vorbehandlung mit IFN-y wurde die parentale Linie D41-MEL, wenn auch eher bei hohen
Effektor-zu-Target-Verhiltnissen, im 4h-"'Cr-Freisetzungstest lysiert. Unbehandelte D41-
MEL-Zellen wurden nur sehr schwach lysiert. Der laut Durchflusszytometrie hoch TSPY
l-exprimierende Klon D41-MEL#5 wurde auch ohne IFN-y-Vorbehandlung selbst bei
niedrigen E:T-Verhéltnissen lysiert. Seine Lyse konnte durch IFN-y gesteigert werden.
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Abb. C-24: Spezifische Lyse der mit IFN-y-vorbehandelten und nicht vorbehandelten Melanomzellen von
D41-MEL sowie der Klone D41-MEL#5 und #2 durch D41-CTL2/152 bei den angegebenen Effektorzell- zu
Targetzell-Verhiltnissen (E:T-Verhiltnisse) in einem 4h->'Cr-Freisetzungstest. Als Targetzellen wurden 1.000

chromierte Melanomzellen je Testeinheit eingesetzt. Die Werte sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen. Die
Durchfiihrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.12 angegeben.

Der Klon D41-MEL#2 wurde im 4h-"'Cr-Freisetzungstest auch nach IFN-y-
Vorbehandlung durch D41-CTL2/152 nicht lysiert. Die Expression von TSPY 1 bei diesem
Klon war in der Durchflusszytometrie nicht messbar. Tabelle C-5 zeigt die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Analyse an D41-MEL und den ausgewihlten D41-MEL-Klonen
zur TSPY 1-Expression unter dem Einfluss von IFN-y. Obwohl die Erkennung der D41-
Melanomzellen und teilweise die Lyse durch TSPY 1-spezifische T-Zellen nach IFN-y-
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Vorbehandlung steigerbar war, lie sich durchflusszytometrisch keine damit korrelierende

TSPY 1-Expressionssteigerung verifizieren.

Melanomzellen | ohne IFN-y | mit IFN-y
D41-MEL#5 86,85 % 60,63 %

D41-MEL#2 0,22 % 2,86 %
D41-MEL#1 6,86 % 5,99 %
D41-MEL 19,33 % 22,10 %

Tab. C-5: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der TSPY 1-Expression in D41-MEL-Klonen und
D41-MEL unter dem Einfluss von IFN-y. Die Melanomzellen wurden dazu vier Tage mit IFN-y (100U/ml)
vorbehandelt. Der Mouse-anti-TSPY 1-Antikdrper wurde in einer Verdiinnung von 1:2000, der Goat-anti-mouse-
FITC-Antikorper in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt. Als Negativkontrolle diente eine intrazelluldre, indirekte
Anfirbung mit einem Mouse-anti-IgG;-Antikorper (Daten nicht gezeigt). Die Durchfithrung erfolgte, wie in Material
und Methoden unter Punkt 2.1.14 angegeben.

Eine IFN-y-Vorbehandlung der allogenen, HLA-A*0201-positiven Melanomzelllinie
SK-MEL-29#1, die im Kreuzreaktivititstest (unter Punkt 4.3.2) von D41-CTL2/62 nicht
erkannt worden ist, fithrte nicht zu einer Erkennung durch den CTL-Klon im IFN-y-
ELISPOT-Assay (Anhang M). Ebenfalls konnte keine Expression von TSPY
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Eine TSPY 1-Expression wurde bei dieser

Melanomzelllinie nicht induziert.

Schlussfolgerung:

Die Erkennung der D41-Melanomzellen und teilweise die Lyse durch TSPY 1-spezifische

T-Zellen liel sich durch eine IFN-y-Vorbehandlung steigern. Eine Korrelation dieser

Steigerung zur TSPY 1-Expression ist durchflusszytometrisch nicht zu messen.

6.4.2 5-Aza-2"-deoxycytidine (DAC)- Behandlung

D41-MEL und die Klone D41-MEL#5, D41-MEL#2 und D41-MEL#1 an dO in
einer Dichte von 1-2 x 10* Zellen pro cm’ kultiviert. Nach einer achttigigen
Vorbehandlung, bei der an jedem zweiten Tag 5-Aza-2’-deoxycytidine (DAC) in einer
Konzentration von 2 pg/ml dazugegeben und an den iibrigen Tagen das Medium durch
frisches Medium ohne DAC gewechselt wurde, wurde die Erkennung der Zellen durch
D41-CTL2/152 im IFN-y-ELISPOT-Assay bzw. im Zytotoxizititstest und die Expression
von TSPY 1 durch eine intrazelluldre, indirekte Farbung liberpriift. Abbildung C-25 zeigt
die Ergebnisse des [FN-y-ELISPOT-Assays mit DAC-behandelten und mit unbehandelten
Melanomzellen. Durch die DAC-Behandlung wurde die Erkennung aller Melanom-
zellklone und der parentalen Melanomlinie durch CTL2/152 im IFN-y-ELISPOT-Assay
gesteigert. Aber auch nach DAC-Vorbehandlung blieb die aufgrund der durchfluss-
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zytometrisch ermittelten TSPY 1-Expression (s. Abb. C-21) zu erwartende Erkennungs-

relation erhalten.

Abb. C-25: Einfluss von DAC auf die Erkennung von D41-MEL#5, #2, #1 und D41-MEL durch D41-CTL2/152
im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der an d4 kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und
in Medium mit IL-2 inkubiert (10.000 Lymphozyten/TE). Die Melanomzellen wurden mit 50.000 Zellen, 25.000
Zellen und 12.500 Zellen/TE eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt
2.1.10 angegeben. Die Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte mittels CVIA (Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen).

Abbildung C-26 zeigt die Ergebnisse des 4h-’'Cr-Freisetzungstest, der mit
denselben DAC-behandelten und unbehandelten Zellen von D41-MEL und der Klone D41-
MEL#5 und #2 wie im IFN-y-ELISPOT-Assay (Abb. C-25) durchgefiihrt wurde. Nach
Vorbehandlung mit DAC wurden D41-MEL-Zellen durch D41-CTL2/152 lysiert. Die Lyse
erfolgte bei hohen Effektor-zu-Targetzellverhiltnissen. Die unbehandelten Zellen wurden
nur sehr schwach lysiert. Die Lyse des hoch TSPY 1-exprimierenden D41-MEL-Klon#5
durch D41-CTL2/152 war durch eine DAC-Behandlung nicht steigerbar und blieb im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen des Klons unverdndert. Der Klon D41-MEL#2,
dessen TSPY 1-Expression mittels der Durchflusszytometrie nicht messbar ist, wurde nicht

lysiert und die Lyse wurde durch die DAC-Behandlung nicht beeinflusst.
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Abb. C-26: Spezifische Lyse der mit DAC-vorbehandelten und unbehandelten Zellen von D41-MEL, D41-
MEL#5 und D41-MEL#2 durch D41-CTL2/152 bei den angegebenen Effektorzell-zu-Targetzell-Verhéltnissen
in einem 4h-"'Cr-Freisetzungstest. Als Targetzellen wurden 1.000 chromierte Melanomzellen je Testeinheit
eingesetzt. Die Werte sind Mittelwerte von Doppelbestimmungen. Die Durchfiihrung erfolgte, wie in Material
und Methoden unter Punkt 2.1.12 beschrieben.

Tabelle C-6 zeigt die Resultate der durchflusszytometrischen Analyse an D41-MEL
und den ausgewdhlten Klonen zur TSPY 1-Expression unter dem Einfluss von DAC.
Obwohl sich die Erkennung der D41-Melanomzellen durch TSPY 1-spezifische T-Zellen
nach DAC-Behandlung steigern lie, wurde die Lyse durch diese T-Zellen nur bei der
parentalen Linie D41-MEL gesteigert wihrend die Lyse der beiden Klone D41-MEL#5
und #2 unbeeinflusst blieb. Eine Expressionssteigerung von TSPY 1 war durch

durchflusszytometrische Analysen fiir D41-MEL und D41-MEL#1 nachweisbar.
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Melanomzellen | ohne DAC | mit DAC
D41-MEL#5 93,07 % 80,75 %
D41-MEL#2 0,69 % 2,36 %
D41-MEL#1 7,14 % 16,95 %

D41-MEL 22,03% 26,66%

Tab. C-6: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der TSPY 1-Expression in D41-MEL Klonen und
D41-MEL unter dem Einfluss von DAC. Den Melanomzellen wurde iiber acht Tage lang jeden zweiten Tag
DAC in das Medium gegeben. An den iibrigen Tagen wurde das DAC-Medium durch frisches Medium ohne
DAC ersetzt. Der Mouse-anti-TSPY-Antikdrper wurde in einer Verdiinnung von 1:2000, der Goat-anti-mouse-
FITC-Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt. Als Negativkontrolle diente eine intrazelluldre,
indirekte Anfdrbung mit einem Mouse-anti-IgG,-Antikdrper (Daten nicht gezeigt).Die Durchfithrung erfolgte,
wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.14 angegeben.

Schlussfolgerung:

Die Erkennung der D41-Melanomzellen lie sich durch eine DAC-Vorbehandlung
steigern. Nur die Lyse der parentalen Linie D41-MEL durch TSPY 1-spezifische T-Zellen
lieB sich ebenfalls durch eine DAC-Vorbehandlung steigern. Eine Steigerung der TSPY 1-

Expression war durchflusszytometrisch nachweisbar.

6.5 Expression von TSPY 1 in allogenen, HLA-A*0201-positiven
Zelllinien

Im Kreuzreaktivititstest (Punkt 4.3) zeigte sich neben der Erkennung der autologen
Melanomzelllinie, die Erkennung der autologen EBV-B-Zellinie und der allogenen
Melanomzelllinie MZ9-MEL durch D41-CTL2/62. Zudem ist in der Literatur die
Expression von TSPY 1 fiir Gonadoblastomen, testikuldren Karzinomen, wie z.B.
Seminomen und Carcinoma in situ, Prostatakarzinomen, Leberzellkarzinomen und
Melanomen beschrieben [177;182-185]. Fiir Melanome ist eine Induzierung der
Expression von Cancer/Testis-Antigenen durch DAC-Behandlung [187;188] sowie die
Herunterregulierung bzw. der Verlust von TSPY 1 aufgrund von Hypermethylierung des
TSPY 1-Promotors in spiten Stadien bzw. Metastasen des Melanoms beschrieben [183].
Durch eine DAC-Behandlung wurde bei allogenen, HLA-A*0201-positiven Tumor- und
EBV-B-Zelllinien von ménnlichen Personen versucht, TSPY 1-Expression zu induzieren.
Dazu wurden die Zelllinien mit DAC vorbehandelt und an Tag acht auf Erkennung durch
D41-CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay getestet, sowie Total-RNA aus mit DAC-
behandelten und unbehandelten Zellen isoliert. Getestet wurden neben der autologen
Melanom- und EBV-B-Zelllinie, neun Melanomzelllinien, eine Leberzellkarzinomzelllinie,
zwel Pankreaskarzinomzelllinien, drei Kolonkarzinomzelllinien und vier weitere EBV-B-

Zelllinien. Als Kontrollen dienten die HLA-A*0201-positive Melanomzelllinie einer Frau
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(SK-MEL-63) und die HLA-A*0201-positive Kolonkarzinomzelllinie SW480 mit dem
Haplotypverlust des Y-Chromosoms [189].

6.5.1 Wirkung einer 5-Aza-2"-deoxycytidine(DAC)-Behandlung

Die DAC-Behandlung bewirkte bei allen getesteten Zelllinien eine Verlangsamung
des Wachstums (Daten nicht gezeigt). Abbildung C-25 zeigt die Ergebnisse des IFN-y-
ELISPOT-Assays mit DAC-behandelten und mit unbehandelten Zelllinien.

Abb. C-26: Einfluss von DAC auf die Erkennung von HLA-A*0201-positiven, allogenen Zelllinien durch D41-
CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der an d4 kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test
aufgetaut und in Medium mit IL-2 inkubiert (10.000 Lymphozyten/TE). Die DAC-Behandlung der Zelllinien
erfolgte wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.2 angegeben. Die Zellen wurden eingesetzt mit 50.000
Tumorzellen und 75.000 EBV-B-Zellen. Die Durchfithrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte, wie in
Material und Methoden unter Punkt 2.1.10 angegeben. Die Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte
mittels CVIA (Mittelwerte aus Doppelbestimmungen). Die spontane IFN-y-Freisetzung der Targetzellen betrug
zwischen 2 und 30 Spots und war geringer oder gleich der Spotzahl von Target ohne DAC + Lymphozyten.

Die Erkennung durch D41-CTL2/62 war bei einer Reihe von Zelllinien durch die DAC-
Behandlung steigerbar. Es konnten drei Erkennungsmuster unterschieden werden. Die
Erkennung der Zelllinien, die bereits ohne DAC-Behandlung durch den CTL-Klon erkannt
wurden, war durch die DAC-Behandlung steigerbar (D41-MEL, MZOMEL, MZ12-MEL).
Bei weiteren Zelllinien kam es nach der DAC-Behandlung zu einer Erkennung durch den

CTL-Klon (MZ13-MEL, SK-MEL-29, SK-MEL-44, MZ-CO.HA, alle EBV-B-Zelllinien).
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Allerdings war bei MZ13-MEL die Erkennung der Zellen ohne DAC-Behandlung nicht
eindeutig negativ. Bei allen iibrigen Zelllinien war eine Erkennung durch den CTL-Klon
auch nach der DAC-Behandlung nicht vorhanden. Zu diesen Zellinien gehdrten auch die
Negativkontrollen SK-MEL-63 und SW480.

Eine Amplifikation von TSPY 1 aus cDNA dieser Zelllinien sollte die Expression
von TSPY 1 in den Zellen zeigen. Fiir die Amplifikation von TSPY 1 aus mit DAC-
behandelten und unbehandelten Zellen wurde aus 5 Millionen Zellen Total-RNA isoliert
und 5 pg dieser Total-RNA in cDNA umgeschrieben. Abbildung C-27 zeigt ein
einprozentiges Agarosegel mit den aufgetragenen PCR-Produkten der TSPY 1-
Amplifikation von den Zelllinien, die im IFN-y-ELISPOTassay getestet wurden. Die
Qualitit der cDNA wurde, um eine Degradierung auszuschlieen, mit einer Amplifikation
von Aktin iberpriift (Daten siche Anhang N). Das Ergebnis korrelierte bis auf wenige
Ausnahmen mit dem Ergebnis des IFN-y-ELISPOT-Assays (Abb. C-26).

Abb. C-27: Nachweis von TSPY 1 bei DAC-behandelten und unbehandelten Zellen.mittels PCR. Amplifiziert
wurde TSPY 1 mit den Primern TSPY-F und TSPY-A wie sie auch in den Lightcycler-Experimenten (Punkt 7.4.2)
eingesetzt wurden. Als Langenstandard wurde der Marker III der Firma Roche (Lane 3, 12 und 36), iibrige Banden
(siche Tabelle). Die erwartete AmplikongréBe betrug 205 bp. Als Qualitdtskontrolle der cDNA diente die
Amplifikation von Aktin (Anhang N). Die Durchfiihrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt
2.2.14 angegeben.

Bei den im IFN-y-ELISPOT-Assay ohne DAC- und mit DAC-Behandlung eindeutig
negativen Zelllinien war TSPY 1 mittels PCR ebenfalls nicht nachzuweisen (SK-MEL-19,
SK-MEL-63, SW480). Bei den Zelllinien, die ohne DAC-Behandlung erkannt wurden und
deren Erkennung durch DAC gesteigert wurde, war TSPY 1 durch RT-PCR sowohl in den
mit DAC behandelten als auch den unbehandelten Zellen nachweisbar (D41-MEL, MZ9-
MEL, MZ12-MEL). In den meisten Zelllinien deren Erkennung im IFN-y-ELISPOT-Assay
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durch DAC induziert wurde, konnte TSPY 1 mittels PCR nur in den mit DAC behandelten
Zellen nachgewiesen werden (SK-MEL-29, MZ-CO.HA, alle EBV-B-Zelllinien). Bei den
unbehandelten Zellen der Melanomzelllinie MZ13-MEL konnte eine TSPY 1-Expression
mittels RT-PCR nur in den DAC-behandelten Zellen nachgewiesen.Bei dieser Zelllinie
war die Erkennung der unbehandelten Zellen nicht eindeutig negativ. Bei der Zelllinie SK-
MEL-44 konnte TSPY 1 mit RT-PCR sowohl in den mit DAC behandelten als auch in den
unbehandelten Zellen nachgewiesen werden, obwohl die Erkennung der unbehandelten
Zellen durch D41-CTL2/62 negativ war. Bei den Zelllinien DO5-EBV-B und D0O8-EBV-B
war die RT-PCR fiir TSPY 1 sowohl bei den mit DAC behandelten Zellen als auch bei den
unbehandelten Zellen negativ, obwohl die mit DAC behandelten Zellen durch den CTL-

Klon eindeutig erkannt wurden.

Schlussfolgerung:

Durch die DAC-Behandlung konnte die Erkennung und TSPY 1-Expression bei einer
Reihe von Zelllinien verstirkt bzw. induziert werden. Dabei konnte mittels PCR bei den in

der Erkennung eindeutig positiven Zelllinien TSPY 1-Expression nachgewiesen werden.

Die in der Erkennung eindeutig negativen Zelllinien waren auch negativ beim Nachweis

von TSPY 1 mittels PCR.

6.6 Quantifizierung der TSPY 1-mRNA-Expression und Ermittlung des
Schwellenwertes fiir die T-Zellerkennung im IFN-y-ELISPOT-Assay

Bei einer Reihe von Zelllinien, die mit DAC behandelt wurden, konnte die
T-Zellerkennung durch D41-CTL2/62 verstirkt oder induziert werden (s.Kapitel 6.5.1). In
Korrelation stand bei den meisten dieser Zelllinien dazu der Nachweis der TSPY 1-
Expression mittels PCR (D41-MEL, MZ9-MEL, MZ12-MEL, MZ-CO-HA, D41-EBV-B,
SK-EBV-29-B, AK-EBV-B). Bei anderen Zelllinien war keine direkte Korrelation
zwischen der TSPY 1-Expression und der T-Zellerkennung bei den mit DAC behandelten
oder unbehandelten Zellen vorhanden (MZ13-MEL, SK-MEL-29, SK-MEL-44,
DO05-EBV-B, DOS-EBV-B). Die Expression von TSPY 1 sollte anhand der Anzahl der
mRNA-Molekiilen in Korrelation zu der IFN-y-Spotzahl gesetzt werden, um einen
Schwellenwert fiir die Erkennung von TSPY I1-exprimierenden Zellen durch TSPY 1-
spezifische CTL-Klone im IFN-y-ELISPOT-Assay zu ermitteln. In einer quantitativen
PCR wurde TSPY 1 von der unter Punkt 7.4.2 verwendeten cDNA amplifiziert. Die
Durchfiihrung ist in Material und Methoden unter Punkt 2.2.14.2 beschrieben. Als externer

Standard fiir eine absolute Quantifizierung und zur Berechnung der einzelnen TSPY 1-
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Kopien in der Zelle wurde das Plasmid D41-TSPYfull, welches als Insert den
vollstindigen ORF des TSPY 1-Gens enthélt, linearisiert und in der quantitativen PCR
verwendet. Von dem externen Standard wurde anhand der ,,Crossing Points* (CP) eine
Standardkurve hergestellt (Daten nicht gezeigt), aufgrund derer die Anzahl der TSPY 1-
mRNA-Kopien pro Zelle bestimmt werden konnte. Abbildung C-28 zeigt die Anzahl der
TSPY 1-mRNA-Kopien pro Zelle der im IFN-y-ELISPOT-Assay durch D41-CTL2/62
erkannten Zelllinien. Das Ergebnis der quantitativen PCR stand in Korrelation zu dem
Ergebnis des IFN-y-ELISPOT-Assays. Eine Zunahme der TSPY 1-Kopienzahl unter DAC-

Behandlung konnte bei allen in Abb. C-28 gezeigten Zelllinien nachgewiesen werden.
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Abb. C-28: Resultat der quantitativen PCR mit cDNA von DAC-behadelten Zelllinien. TSPY 1 wurde aus der cDNA
von mit DAC-behandelten und unbehandelten Zelllinien amplifiziert (Kapitel 7.4.2). Die Anzahl der =~ TSPY 1-
Kopien wurde auf die Gesamtzahl der Zellen umgerechnet. Dargestellt ist das Ergebnis fiir die durch D41-CTL-2/62
im IFN-y-ELISPOT-Assay erkannten Zelllinien. Die Durchfithrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter
Punkt 2.2.14.1 angegeben.

Die Zunahme stand dabei in Korrelation zu der Zunahme der IFN-y-Freisetzung durch
D41-CTL2/62 nach DAC-Behandlung. Bei den Zelllinien, die auch ohne DAC-
Behandlung durch D41-CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay erkannt wurden, konnte die
Expression von TSPY 1, gemessen als die Anzahl der mRNA-Kopien, nachgewiesen
werden und war unter DAC-Behandlung steigerbar. Bei den Zelllinien, deren Erkennung
durch eine DAC-Behandlung induziert wurde, lag die Anzahl der TSPY 1-mRNA-Kopien
mit Ausnahme von SK-MEL-44 unter zehn und war durch DAC steigerbar. Bei den in der
Erkennung durch den CTL-Klon negativen Zelllinien war die Anzahl der TSPY 1-mRNA-
Kopien null sowohl mit DAC-Behandlung als auch ohne. Tabelle C-7 zeigt den Vergleich
zwischen der IFN-y-Spotzahl, der Anzahl der mRNA-Kopien und dem Nachweis von
TSPY 1 mittels PCR.
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Erkennung im IFN- Anzahl RT-PCR
v-ELISPOT-Assay TSPY 1-mRNA-
Kopien/Zelle

Ohne DAC | Mit DAC | Ohne DAC | Mit DAC | Ohne DAC | Mit DAC
D41-MEL ++ +++ 1667 3876 ++ ++
MZ9-MEL ++ +++ 1026 3167 ++ ++
MZ12-MEL ) ++ 10 711 + +
MZ13-MEL ) + 5 831 - +
SK-MEL-29 - ++ 12 1028 - +
SK-MEL-44 - ++ 37 140 + ++
MZ-CO-HA - ++ 9 956 - +
D41-EBV-B - ++ 0 14 - +
D05-EBV-B [E) + 0 8 - -
D08-EBV-B - + 0 1 - -
SK-EBV-29-B - + 0 13 - +
AK-EBV-B - ++ 2 174 - +

Tab. C-7: Ergebnis des IFN-y-ELISPOT-Assay, der quantitativen PCR und einer RT-PCR fiir den Nachweis von
TSPY 1 im Vergleich. Die Zelllinien wurden achttigig mit DAC behandelt (wie in Material und Methoden unter
Punkt 2.1.2 beschrieben). Die Ergebnisse des IFN-y-ELISPOT-Assays und der RT-PCR sind aus Kapitel 6.5
entnommen. Die spontane IFN-y-Freisetzung der Targetzellen lag zwischen 2 und 19 Spots und war geringer oder
gleich der Spotzahl von Targetzellen ohne DAC + Lymphozyten Die Bestimmung der Anzahl der TSPY 1-mRNA-
Kopien erfolgte durch quantitative PCR mit einem externen Standard wie in Material und Methoden beschrieben.

Der Schwellenwert fiir die Erkennung der unbehandelten Zellen im IFN-y-ELISPOT-
Assay durch D41-CTL2/62 lag bei 10 TSPY 1-mRNA-Kopie (MZ12-MEL). Allerdings
wurden die Zellen von MZ13-MEL und SK-MEL-44 mit iiber 10 mRNA-Kopien nicht
erkannt. Die Nachweisgrenze fiir unbehandelte Zellen lag somit zwischen zehn und 37
mRNA-Kopien pro Zelle, sowohl fiir die Erkennung durch D41-CTL2/62 als auch fiir die
Detektion mittels PCR. Fiir die mit DAC behandelten Zellen lag der Schwellenwert fiir die
Erkennung der Zellen durch den CTL-Klon im IFN-y-ELISPOT-Assay bei einer TSPY 1-
mRNA-Kopie pro Zelle (D08-EBV-B). Wihrend die Expression von TSPY 1 in der PCR
erst ab einer mRNA-Kopienzahl von dreizehn nachgewiesen werden konnte. Der
Schwellenwert fiir die Erkennung der Zellen im IFN-y-ELISPOT-Assay ist unter DAC-
Behandlung niedriger.

Schlussfolgerung:
Die Anzahl der TSPY 1-mRNA-Kopien wurde unter DAC-Behandlung gesteigert und
stand in Relation zu der Erkennung der Zellen im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der Schwellen-

wert fiir die Erkennung der unbehandelten Zellen durch D41-CTL2/62 im IFN-y-
ELISPOT-Assay lag zwischen zehn und 37 TSPY 1-mRNA-Kopien pro Zelle. Nach DAC-

Behandlung war der Schwellenwert fiir die Erkennung niedriger und lag bei einer mRNA-

Kopie pro Zelle.
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6.7 Koexpression von TSPY 1 mit CD133

In der Literatur hypothetische ,,Cancer initiating cells* (CIC) beschrieben. Es wird
davon ausgegangen, dass nicht alle Zellen des Tumors beliebig proliferieren konnen,
sondern dass sich der Tumor aus einer begrenzten Anzahl von Zellen, den sogenannten
CICs, erneuert. CICs verfligen iiber bestimmte Eigenschaften in der Proliferation und der
Differenzierung. Die restlichen Zellen der Tumormasse verlieren mit steigender
Generationszahl die Eigenschaften der CICs, differenzieren und kénnen schlielich sogar
apoptotisch werden [190].

Das Oberflaichenmolekiill CD133 wird auf der Zelloberfliche von Stammzellen
neuroepithelialen Ursprungs, die fahig sind, ,,in vitro in neuronale Zellen und in vivo in
Endothelien und Astrozyten auszudifferenzieren, exprimiert [191;192]. Im normalen
Gewebe ist CD133 zudem auf der Oberfliche von hidmatopoetischen Stammzellen,
endothelialen Vorlduferzellen und Zellen des fotalen Gehirns exprimiert, wihrend fiir
maligne Erkrankungen die Expression von CD133 fiir akute und chronisch myeloide
Leukdmie sowie lymphatische Leukdmie beschrieben ist [193]. In einer Studie an
Glioblastomen konnte gezeigt werden, dass CD133-positive Zellen in der Lage waren, eine
Tumorinitiation bei Méausen zu bewirken [194]. Die Koexpression von CD133 und
ABCBS, ein neuer Stofftransporter und eine vermutete Ursache fiir Chemotherapie-
Resistenz bei Melanomen [195], sowie ABCG2 [196] ist von Bedeutung, da beide in
Zusammenhang mit Zellen gebracht werden, die iiber Stammzelleigenschaften bzw. bei
malignen Zellen liber eine hohere Tumorigenitit verfiigen [195;196].

Eine Koexpression von TSPY 1 mit CD133 sollte zeigen, ob es sich bei TSPY 1
ebenfalls um einen potentiellen Marker fiir Zellen mit erhéhter Tumorigenitit oder
Stammzelleigenschaften im Zusammenhang mit CICs handeln konnte. Dies wurde fiir die
Zellen der Melanomzelllinie D41-MEL und der D41-MEL-Klone #5 und #2 durch-
flusszytometrische iiberpriift. In Abb. C-29 ist das Ergebnis fiir die Melanomzelllinie D41-
MEL, den D41-MEL#5 und den D41-MEL#2 dargestellt. Der Anteil an CD133-
exprimierenden Zellen war am hdchsten in Zellpopulation von D41-MEL#2. Der Anteil
dieser Zellen bei D41-MEL und D41-MEL#5 war gleich hoch. Der Anteil der sowohl fiir
CDI133 als auch fiir TSPY 1 positiven Zellen war bei D41-MEL#5 am hochsten. Eine
direkte Korrelation zwischen der CD133-Expression und der TSPY 1-Expression bestand

allerdings bei keiner der Zellpopulationen.
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Abb. C-29: Durchflusszytometrische Analyse der TSPY 1- und CD133-Expression in D41-MEL, D41-MEL#5 und
D41-MEL#2. Féarbung der Melanomzellen (A) mit Mouse-anti-IgG1-Antikérper + Goat-anti-mouse-FITC- bzw.
Goat-anti-mouse-PE-Antikorper (1:200) (B), mit Mouse-anti-CD133-PE-Antikérper (C), mit Mouse-anti-TSPY 1-
Antikorper (1:2000) + Goat-anti-mouse-FITC-Antikorper (D) und mit Mouse-anti-CD133-PE-/ Mouse-anti-TSPY 1-
+ Goat-anti-mouse-FITC-Antikorper (E) Die Durchfithrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt

104



Ergebnisse

Schlussfolgerung:

Der Anteil an CDI133-exprimierenden Zellen war am hdchsten in Zellpopulation von

D41-MEL#2. Eine direkte Korrelation zwischen der CD133-Expression und der TSPY 1-

Expression bestand bei keiner der Zellpopulationen.

7 Reaktivititit gegen TSPY 1 bei Patienten mit testikuliren
Tumoren

TSPY 1 ist ein Gen des Y-Chromosoms, das Gonadoblastomen sehr stark exprimiert
wird und mit ihrer Entstehung in Zusammenhang gebracht wird [180;197]. In
physiologischem Gewebe wird TSPY 1 in den Spermatozyten und Spermatogonien sowie
in der Basallamina der Samenkandlchen exprimiert [181]. In weiteren Keimzelltumoren,
neben dem Gonadoblastom, ist TSPY 1 in Vorstufen fiir Keimzelltumoren und in
Seminomen hochexprimiert. Dagegen ist TSPY 1 nur sehr gering oder nicht exprimiert in
nicht-seminomatdsen Keimzelltumoren, einschlieBlich Teratokarzinom, Chorionkarzinom
und embryonalem Karzinom [197;198]. Die Expression von TSPY 1 wurde auch in
anderen Tumorentititen detektiert, wie z.B. in Prostatakarzinomen, Leberzellkarzinomen
und Melanomen [180;183;185].

Im Melanommodell D41 ist TSPY 1 immunogen. Um zu klédren, inwiefern TSPY 1
bei Patienten mit Hodentumoren unterschiedlicher Epidemiologie immunogen ist, wurden
reife dendritische Zellen (DC) ausgewahlter Patienten mit ,,in vitro“-transkribierter mRNA
(IVT-RNA) fiir TSPY 1 transfiziert und fiir die Stimulation von autologen CD8" T-Zellen
eingesetzt. An Tag 0 und Tag 7 wurden CD8" T-Zellen (1 x 10° Zellen) mit mRNA-
transfizierten DCs (0,1 x 10° Zellen) und bestrahlten CD8 Lymphozyten stimuliert. An Tag
12 wurde im IFN-y-ELISPOT-Assay die Reaktivitit der CDS8" T-Zellen gegen die
transfizierten DCs bzw. 293T-Transfektanten iberpriift. Fiir die Herstellung TSPY 1-
kodierender mRNA wurde der gesamte ORF von TSPY 1 aus D41-MEL mittels RT-PCR
amplifiziert und in pcDNA3.1 kloniert. AnschlieBend wurde nach Sequenziiberpriifung das
linearisierte Plasmid als ,template fiir die Synthese der IVT- RNA verwendet. Die
Uberpriifung der mRNA-Qualitit erfolgte durch die Erkennung von mit TSPY 1-IVT-RNA
transfizierten, HLA-A*0201 positiven DCs durch D41-CTL2/62 (Daten nicht gezeigt). Bei
fiinf Patienten wurde versucht, eine Reaktivitit gegen TSPY 1 zu stimulieren. Tabelle C-8

gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Patienten.
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Bezeichnung | Typ des testikuliiren Karzinoms | HLA-A*02 positiv | Testung auf CMV-Reaktivitit
HT-BT-1 Seminom + +

HT-CK-1 Seminom - n.t.

HT-FE-1 Teratokarzinom - n.t.

HT-IH-1 Teratokarzinom + -

HT-SN-1 Seminom + n.t.

Tab. C-8: Auflistung der auf Reaktivitit gegen TSPY 1 getesteten Patientenproben. Angegeben ist die
Probenbezeichnung, der histologisch bestimmte Typ des Karzinoms, ob der Patient positiv fiir das HLA-
A*0201-Allel ist und das Ergebnis einer ,,ex vivo“-Testung auf pp65-Reaktivitat (CMV).

Abb. C-30: Versuch der Stimulation TSPY 1-reaktiver CD8" T-Zellen aus dem Blut des Patienten HT-BT-1.
CDS8" T-Zellen aus dem Blut des Patienten HT-BT-1 (s. Tab. C-8) wurden mit autologen FAST-DCs (s. Material
und Methoden Punkt 2.1.7 und 2.1.8). Parallel wurden Stimulationen gegen FAST-DCs, FAST-DCs transfiziert
mit pp65-IVT-RNA und FAST-DCs transfiziert mit TSPY 1-IVT-RNA durchgefiihrt. Responderlymphozyten
(20.000 Zellen/TE) der drei Stimulationsansétze wurden in einem 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay getestet auf die
Erkennung von 293T-Zellen, die mit HLA-A*0201-Plasmid-DANN transfiziert sowie entweder mit den
angegebenen Peptiden beladen bzw. mit den angegebenen antigen-kodierenden Plasmiden kotransfiziert waren.
Die Durchfilhrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.9
angegeben.
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Abbildung C-30 zeigt beispielhaft die Ergebnisse mit Blutlymphozyten des
Patienten HT-BT-1. Als Stimulationskontrolle wurde pp65-PolyA’-RNA mitgefiihrt, da
vorab bei HT-BT-1 eine ,,ex vivo“-CMV-Reaktivitit nachgewiesen worden war (Daten
nicht gezeigt). Der IFN-y-ELISPOT-Assay zeigte eine erhohte Reaktivitit gegen pp65-
Peptid und die Plasmid-DNA von pp65 bei den CD8" T-Zellen von HT-BT-1, die mit
pp65-IVT-RNA transfizierten DCs stimuliert worden waren. Eine erhohte Reaktivitdt bei
den CD8" T-Zellen, die mit TSPY 1-IVT-RNA transfizierten DCs stimuliert worden
waren, war nicht nachzuweisen. Auch ,,ex vivo*“ war eine Reaktivitit gegen TSPY 1 nicht
nachweisbar gewesen (Daten nicht gezeigt). Bei den Blutlymphozyten der anderen
Patienten konnten ebenfalls keine gegen TSPY 1- oder pp65-reaktiven CD8" T-Zellen

stimuliert werden.

Schlussfolgerung:

Reife dendritische Zellen (DC) von fiinf Patienten wurden mit ,,in vitro“-transkribierter

mRNA (IVT-RNA) fiir TSPY 1 transfiziert und fiir die Stimulation von autologen CD8" T-

Zellen eingesetzt. Bei den Blutlymphozyten der Patienten konnten keine gegen TSPY 1-

reaktiven CD8" T-Zellen stimuliert werden.
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D Diskussion

Das Ziel der hier vorgestellten Arbeit bestand in der Identifizierung und
Charakterisierung von tumorassoziierten, durch T-Zellen erkannten Antigenen im
Melanommodell D41. Die Melanomzelllinie D41-MEL wurde vom Queensland Institute of
Medical Research in Brisbane genauso wie die autologen, kryokonservierten PBLs
freundlicherweise zur Verfligung gestellt [152]. Von den kryokonservierten PBLs des
Patienten wurden in dieser Arbeit drei verschiedene, tumorreaktive MLTCs durch
Stimulation mit der autologen Melanomzelllinie D41-MEL generiert. Zusétzlich wurde aus
D41-MEL-Zellen eine  Tumor-cDNA-Bank konstruiert. Dadurch waren die
Voraussetzungen flir die Identifizierung von tumorassoziierten Antigenen mittels
T-zellvermittelter cDNA-Expressionsklonierung gegeben. Fiir den Nachweis von
tumorreaktiven T-Zellen in den MLTCs wurde als Detektionsverfahren der IFN-y-
ELISPOT-Assay gewédhlt [172;199]. Mittels des IFN-y-ELISPOT-Assays wurde die
Anreicherung tumorspezifischer T-Zellen in allen D41-MLTCs nachgewiesen. Mittels des
Antigenpaneltests und des cDNA-Bank-Expressionsscreenings wurden die Zielantigene

dieser T-Zellen identifiziert.

1 Antitumorale T-Zellantworten im Melanommodell D41

Bisherige Vakzinierungsstudien erfiillten nicht die in sie gesetzten Erwartungen [200-
203;203]. Dabei korrelierten die Induktion vakzine-reaktiver T-Zellantworten nicht oder
nur selten mit den klinischen Antworten [204]. Im Melanommodell D41 entwickelte der
Patient unter Vakzinierung mit einem Gemisch aus autologen Tumorzellen und DCs eine
komplette Remission [152]. Durch die Analyse der individuellen, antitumoralen
Immunantwort des Patienten zu bestimmten Zeitpunkten der Vakzinierungsstudie bot sich
die Chance, die Korrelation zwischen Vakzinierung und klinischem Erfolg zu untersuchen.

Zur Verbesserung der aktiven, antigenspezifischen Immuntherapie stellt die
Identifizierung von Zielstrukturen der T-Zellen neben der generellen Erforschung der
Mechanismen der Tumorabwehr eine Grundvoraussetzung dar. Die zellulire Immun-
antwort, vermittelt durch CD8" zytotoxischen T-Zellen, ist dabei ausschlaggebend fiir eine
effektive Abwehrreaktion gegeniiber Tumorzellen. Zahlreiche Untersuchungen belegten,
dass tumorspezifische T-Zellen bei vielen malignen Erkrankungen spontan entstanden
[205-208]. Mehrere Faktoren entscheiden in ihrer Summe tber die Effektivitit einer
Immunantwort gegen Antigene, und ob es zu einer produktiven T-Zellantwort oder zu
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Tumortoleranz bzw. Anergie kommt [81-83]. Dabei zu nennen wéren u.a. die Qualitét der
Antigenprésentation, welche die HLA-Expression und die Antigenprozessierung der Zelle
einschlieBt, die Kostimulation durch antigenprédsentierende Zellen und die Affinitdt der
T-Zellen zum Peptid-HLA-Komplex. In dieser Arbeit zeigte sich, ebenso wie bereits im
Rahmen der Analyse anderer Patienten [94-96], dass die individuelle antitumorale T-
Zellantwort des Patienten D41 bestimmt wurde durch:

1. den individuellen HLA-Phéanotyp,

2. das individuelle T-Zellrepertoire und

3. die Antigenexpression bzw. -priasentation des Tumors.

Ein wichtiges Indiz fiir eine erfolgreiche Immunisierung ist dabei eine massive
Proliferation von T-Zellen [209]. Powell und Rosenberg berichteten von einer Frequenz
gp100-epitopspezifischer T-Zellen im peripheren Blut von Melanompatienten von
durchschnittlich 4,8%, die nach der Immunisierung auf durchschnittlich 38,1% anstiegen
[210]. In anderen Fillen werden Frequenzen von tumorspezifischen T-Zellen im Blut von
Patienten zwischen 0,03% und 3% berichtet [211;212]. Fiir die Generierung von
tumorreaktiven CD8'-T-Zellen in Form von MLTCs wurden in dieser Arbeit PBMCs
dreier Blutproben verwendet, die dem Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten der
Vakzinierungsstudie entnommen wurden. Die Lymphozyten wurden wdchentlich mit
bestrahlten, autologen Melanomzellen stimuliert. Drei verschiedene MLTCs wurden so im
Modell D41 generiert. D41-MLTC 1 und 2 wurden iiber einen Zeitraum von 24 Tagen,
D41-MLTC 3 tiber 43 Tage expandiert (s. Kapitel C-3.1). Mit Daten der Stimulation
antiviraler T-Zellen, wie sie in der Literatur angegeben werden [213;214], war die
Expansion der MLTCs nicht zu vergleichen. D41-MLTC 1, angesetzt mit PBMCs vor
Impfung des Patienten, expandierte um das Sechsfache. D41-MLTC 2 war aus PBMCs
angesetzt worden, die direkt vor der 8. Impfung zum Zeitpunkt der kompletten Remission
dem Patienten entnommen worden waren. Diese MLTC proliferierte um das 25-fache. Die
beobachteten Proliferationseigenschaften konnten ein Indiz fiir die erfolgreiche
Immunisierung des Patienten gegeniiber seiner Tumorerkrankung sein. D41-MLTC 3
zeigte nur eine sehr geringe Proliferation. Die Zellzahl nahm nach dreiwdchiger
Stimulation um das dreifache und nach fiinfwdchiger Stimulation um das flinffache bei
dieser MLTC zu (Abb. C-4). D41-MLTC 3 wurde angesetzt mit PBMCs vor der 15.
Impfung und zwei Jahre nach Auftreten der kompletten Remission. Experimente in
Maiusen zeigten, dass die Expansion und Aktivierung antitumoraler CTLs durch DCs
transient waren und diese sich nach wiederholten Immunisierungen verringerten [215]. In

Menschen, mit einigen seltenen Ausnahmen [216;217], fiihrte die wiederholte
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Vakzinierung mit DCs zu einer transienten Immunantwort mit einem Riickgang der
melanomreaktiven, peptidspezifischen T-Zellen [218-222]. Die geringe Proliferation der
D41-MLTC 3 konnte mit dieser Beobachtung korrelieren. Zum Zeitpunkt der PBL-
Entnahme, mit denen die D41-MLTC 3 angesetzt worden war, war der Patient bereits zwei
Jahre krankheitsfrei, wurde aber weiterhin geimpft. Das Verschwinden tumorspezifischer
T-Zellen aus dem peripheren Blut des Patienten konnte durch die Migration der T-Zellen
in das Tumorgewebe oder in andere Gewebe wie z.B. Lymphknoten begriindet sein
[223;224]. Andererseits konnte die Stimulation von lytisch aktiven T-Zellen am
Hohepunkt ihrer Expansion bzw. Aktivierung mit ungeniigendem, weiteren Kontakt zu
Fremdantigenen den AICD ausgeldst haben [225;225]. Einige der aktivierten T-Zellen
dagegen konnten zu T-Memory-Zellen mit einer hohen Lebensdauer differenziert sein
[88], was ebenfalls eine noch messbare Tumorreaktivitit in D41-MLTC 3 erkldren wiirde,
zumal ein ,,in vitro“-Priming der T-Zellen in der Kultur nicht anzunehmen ist. Dafiir
spricht, dass die in den unterschiedlichen D41-MLTCs gefundenen Reaktivititen gegen
dieselben Antigene gerichtet waren. Desweiteren zeigten andere Arbeiten, dass durch
kurzfristige ,,in vitro“-Stimulationen von PBMCs keine Generierung tumorspezifischer
T-Zellen aus dem Pool der naiven T-Zellen stattfindet und dass die detektierten,
tumorspezifischen T-Zellen aus dem Pool der Memory-T-Zellen der Patienten stammen
[226]. Allerdings hédngen ,,in vitro“-Proliferationseigenschaften von vielen exogenen
Faktoren ab. Aufschlussreicher wiéren ,,ex vivo“-Frequenzmessungen antigenspezifischer
T-Zellen. Diese Analyse konnte aufgrund von fehlendem PBMC-Material nicht
durchgefiihrt werden.

In allen drei MLTCs konnten durch die Stimulation mit den autologen
Melanomzellen tumorreaktive T-Zellen angereichert werden (Abb. C-5). Die
Anreicherung tumorreaktiver T-Zellen in D41-MLTC 1 durch kurzzeitige Stimulation mit
autologen Melanomzellen zeigte dabei eine bereits vorhandene Immunantwort des
Patienten gegeniiber dem autologen Tumor vor Beginn der Vakzinierungsstudie. Diese
Beobachtung korrelierte mit Untersuchungen, die belegen, dass tumorspezifische T-Zellen
bei malignen Melanomen spontan entstehen [206].

Die generelle Restriktion der Reaktivititen aller drei D41-MLTCs iiber MHC-Klasse-
I-Molekiile konnte in Antikdrperblockadeexperimenten nachgewiesen werden. Eine voll-
standige Blockade durch den monoklonalen Antikérper W6/32 und eine fast vollstindige
Blockade der Reaktivitit durch einen Anti-HLA-A*02-Antikérper (Abb. C-5) lieB
erwarten, dass die erkannten, tumorassoziierten Antigene hauptséchlich tiber HLA-A*0201

restringiert waren. Eine Restriktion der D41-MLTCs iiber das HLA-B- oder HLA-Cw-
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Allel des Patienten war dagegen nicht vorhanden. Die Resultate der durchflusszyto-
metrischen Analyse der Melanomzelllinie D41-MEL zeigten keine messbare Expression
der HLA-B*0801- und HLA-Cw*0701-Molekiile. Die HLA-Klasse [-Genotypisierung der
Melanomzelllinie zeigte im Vergleich zu der autologen EBV-B-Zellinie, dass sowohl die
D41-EBV-B-Zelllinie als auch die D41-Melanomzelllinie homozygot fiir das HLA-B- und
das HLA-C-Allel sind. Somit lag bei der Melanomzelllinie D41-MEL kein Haplotyp- oder
Allelverlust vor. Unter IFN-y-Behandlung stieg die Expression dieser HLA-Molekiile an
(Abb.C-1). Dieses Ergebnis konnte als Erklarung fiir eine nicht nachweisbare Restriktion
der D41-MLTCs (Abb. C-5) iiber HLA-B*0801 und HLA-Cw*0701 dienen. Eine
Erklarung wére, dass durch die fehlende Expression eine Stimulation der iiber
HLA-B*0801 und HLA-Cw*0701 restringierten T-Zellen unterbleibt und es sich hierbei
um einen ,tumor escape“-Mechanismus handelt. Die verringerte Expression oder der
Verlust von HLA-Molekiilen wurde bereits in der Literatur als ,,immune escape®-
Mechanismus von Tumoren beschrieben [165;166;227]. Eine nicht messbare Expression
von HLA-Molekiilen in der durchflusszytometrischen Analyse muss allerdings nicht
zwangsldufig eine fehlende Stimulation von zytotoxischen T-Zellen erkldren, da hoch
affine T-Zellen sehr sensitiv sein konnen. In der Literatur wurde zudem beschrieben, dass
bei manchen hoch affinen T-Zellen statistisch ein Peptid-HLA-Komplex pro Zelle zur
Erkennung und somit vermutlich zur Stimulation ausreichend ist [228]. Die HLA-
Expression des HLA-B- und HLA-Cw-Alles kann, wie auch die Resultate gezeigt haben
(Abb. C-1), durch IFN-y hochreguliert werden [169;229;230]. IFN-y ist ein
Effektormolekiil von CD8" zytotoxischen T-Zellen. Eine weitere Moglichkeit wire ein
vollstindiges Fehlen HLA-B*0801 oder HLA-Cw*0701 restringierter, tumorreaktiver T-
Zellen im T-Zellrepertoire des Patienten aufgrund von zentralen oder peripheren
Toleranzmechanismen [231-233]. Zur Klarung dieser Frage konnte die Stimulation von
PBMCs mit IFN-y-vorbehandelten D41-Melanomzellen beitragen, da die Expression von
HLA-B- und HLA-Cw-Allelen durch IFN-y und somit auch die Antigenprésentation iiber
diese HLA-Molekiile gesteigert wurde. Diese Stimulation konnte allerdings aufgrund von
fehlendem PBMC-Material nicht durchgefiihrt werden.

Um zu ermitteln, inwiefern sich die T-Zellantworten der D41-MLTCs gegen die
Melanomzelllinie D41-MEL aus Immunantworten gegen bereits bekannte Antigene
zusammensetzten, wurde mit den D41-MLTCs ein Antigenpaneltest durchgefiihrt (s.
Kapitel C-3.2.2). Dabei zeigte sich eine starke Repridsentation von HLA-A*0201-
restringierten T-Zellen gegen Melan-A und NY-ESO-1 in den unabhéngigen D41-MLTCs.
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Dies bestitigte die Erwartungen, dass die tumorassoziierten Antigene im Modell D41
hauptsédchlich iiber HLA-A*0201 restringiert waren. Eine schwache Reaktivitit der
MLTCs konnte gegeniiber MAGE-A10 in Assoziation mit HLA-A*0201 und gegeniiber
MAGE-A3 bzw. MAGE-A6 nachgewiesen werden (Abb. C-6, C-7, C-8). Zudem zeigte
sich, dass D41-MLTC 1 gegeniiber Melan-A stérker reagierte als gegeniiber NY-ESO-1,
wihrend D41-MLTC 2 stérker reaktiv gegeniiber NY-ESO-1 als gegeniiber Melan-A war.
Die starke Reaktivitidt gegen Melan-A, restringiert iiber HLA-A*0201, war nicht weiter
iberraschend, zumal in der Literatur Melan-A als stark représentiertes Antigen in HLA-
A*0201-positiven Melanompatienten beschrieben ist. So ist Melan-A/MART-1 generell
hiufig exprimiert in Melanomen [175;234;234] und 90% der isolierten TILs von HLA-
A*0201-positiven Melanompatienten erkennen Melan-A [175].

Die D41-MLTCs waren aufgrund der starken Reaktivitit gegen Melan-A und
NY-ESO-1 fiir ein Screening der D41-cDNA-Bank und somit die Identifizierung
unbekannter TAA ungeeignet, da davon auszugehen war, dass Melan-A und NY-ESO-1 in
der Bank {iiberwiegend durch die MLTCs identifiziert werden wiirden. Mittels des
Grenzverdiinnungsverfahrens wurden deshalb T-Zell-Klone etabliert. Die Etablierung von
T-Zell-Klonen und die T-Zell-Klonspezifititen spiegeln allerdings nicht die ,,in vivo*-
Situation wieder. Bei der Generierung von MLTCs konkurrieren ,,in vitro“ hoch avide mit
niedrig aviden T-Zellen u.a. um das Zytokinmilieu, die APCs und um die MHC-Peptid-
Komplexe auf der Zelle. Im Gegensatz zur viral-induzierten Immunitit, die sich hiufig aus
hoch aviden T-Zellen zusammensetzt [235;236], sind die Immunantworten gegeniiber
Tumoren hdufig schwach und begriindet durch niedrig avide CTLs, besonders dann, wenn
das Spektrum der Tumorantigene aus Autoantigenen besteht [237;238]. Die Aviditdt von
T-Zellen kann definiert werden durch die Antigenkonzentration, die eine T-Zellantwort
gegen mit dem Antigen beladene Targetzellen ausldst. Aviditit beschreibt dabei die Stirke
der Interaktion zwischen T-Zellen und den Targetantigenen und korreliert mit der Effizienz
der Tumorerkennung durch T-Zellen. Dies wurde bereits fiir andere Antigene demonstriert
[239;240]. Fiir die Tumorabstoung ist die Stirke der Aviditit ein Hauptfaktor [241;242].
Sie setzt sich zusammen aus der Summe mehrerer Faktoren, wie dem Expressionslevel des
TCR, der TCR/Peptid/MHC-Bindungsaftinitit, Expression kostimulatorischer Molekiile
und dem Mikromilieu. Hoch avide T-Zellen benétigen weniger Antigen (mit < 1 nM
Peptid beladene APCs) als moderat avide (mit 1-100 nM Peptid beladene APCs) oder
niedrig avide (mit >100 nM Peptid beladene APCs) [242]. Hoch avide T-Zellen
dominieren niedrig avide. Allerdings kann es spéter zu einem Verlust der hoch aviden T-

Zellen durch den AICD kommen, der bei lytisch aktiven T-Zellen auf dem Hohepunkt der
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Aktivierung mit ungeniigendem Kontakt zum Fremdantigen ausgelost wird [225]. Hoch
avide T-Zellen konnen niedrig avide T-Zellen dominieren, indem sie die APCs schneller
lysieren und es bei limitierter Anzahl von APCs nicht zu einer Aktivierung subdominanter
T-Zellen kommt [243] oder indem sie schneller proliferieren bzw. Vorteile bei
Effektorfunktionen haben [244;245]. Bei einer T-Zellklonierung kommt es nicht zu einer
Konkurrenz von T-Zellen, so dass auch niedrig avide T-Zellen bei einer Klonierung stabil
etabliert werden konnen. MLTCs geben dabei wahrscheinlich ein zutreffenderes Bild der
»IN Vvivo“-Situation wieder als stabil etablierte T-Zell-Klone, weil sie nur kurzzeitig
stimuliert waren und gegeniiber einzelner CTL-Klone in weit geringerem Maf3e durch die
Kulturbedingungen selektioniert wurden.

Aus D41-MLTC 1 und 2 konnten insgesamt 41 T-Zell-Klone etabliert werden. Die
einzelnen  T-Zell-Klone wiesen die Antigenspezifititen Melan-A, NY-ESO-1 und
MAGE-A10 in Assoziation mit HLA-A*0201 sowie MAGE-A3 und MAGE-A6 in
Assoziation mit HLA-A*0101 auf. Die Melan-A-reaktiven T-Zell-Klone waren die am
starksten reprasentierte Gruppe bei den aus D41-MLTC 2 isolierten Klonen (Abb. C-9).
Bei den aus D41-MLTC 3 isolierten T-Zell-Klonen konnte dagegen kein Melan-A-
reaktiver Klon nachgewiesen werden. Die bei diesen Klonen am stérksten vertretene
Gruppe war neben den HLA-A*0201-restringierten T-Zellen, bei denen die
Antigenspezifitit unbekannt war, die gegen MAGE-A4/MAGE-A10-reaktiven T-Zellen.
T-Zell-Klone, die MAGE-A4/MAGE-A10 in Assoziation mit HLA-A*0201 erkannten,
konnten aus D41-MLTC 2 nicht isoliert werden. T-Zell-Klone, die NY-ESO-1 in
Assoziation mit HLA-A*0201 erkannten und jene, die HLA-A*0101 restringiert waren,
waren sowohl bei den aus D41-MLTC 2 als auch bei den aus D41-MLTC 3 isolierten
Klonen nur gering représentiert. Stark reprédsentiert bei den aus D41-MLTC 2 isolierten
T-Zell-Klonen war ebenfalls die Gruppe der HLA-A*0201-restringierten T-Zell-Klone,
deren Antigenspezifitit unbekannt war. Aufgrund der geringen Proliferation der aus
D41-MLTC 3 isolierten T-Zell-Klone konnten die Antigenspezifititen der Klone nicht
vollstindig aufgekldrt werden. Die geringe Proliferation der T-Zell-Klone stand dabei in
Korrelation zu der geringen Proliferation der D41-MLTC 3. Dies und die unterschiedliche
Verteilung der T-Zell-Klonspezifititen zwischen den T-Zell-Klonen beider MLTCs konnte
ein Indiz fir die Konkurrenz von hoch aviden und niedrig aviden T-Zellen und
anschlieBendem AICD der hoch aviden T-Zellen sein, aber auch ein Indiz fiir das
Verschwinden tumorspezifischer T-Zellen aus dem peripheren Blut des Patienten durch
Migration. Im Falle einer Konkurrenz von hoch aviden und niedrig aviden T-Zellen

miissten die aus D41-MLTC 3 isolierten T-Zell-Klone niedrig avide. Aufgrund der
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geringen Proliferation der Klone konnte die Affinitdt, die neben der Proliferation ein Indiz
fiir die Aviditdt von T-Zellen ist, allerdings nicht iiberpriift werden. Unabhingig davon
konnte die Etablierung dieser T-Zell-Klone auch in Zusammenhang mit den
Kulturbedingungen stehen.

Die Melan-A-reaktiven T-Zell-Klone aus D41-MLTC 2 proliferierten zum Teil sehr
stark, waren allerdings, wie die Peptidtitration im IFN-y-ELISPOT-Assay zeigte, niedrig
affin (Anhang C). 13 CTL-Klone mit einer Diversitét von fiinf TCR-VB-Ketten erkannten
das Peptid EAAGIGILTV von Melan-A und waren mit halbmaximaler Erkennung bei
einer Peptidkonzentration zwischen 1 und 0,1 pM Peptid niedrig affin. In der Literatur
wurde bereits bei anderen Studien eine hohe Diversitit des Melan-A-reaktiven
T-Zellrepertoires beschrieben [246;247]. Die geringe Affinitdit Melan-A-spezifischer
T-Zellen war zu erwarten, da es sich bei Melan-A um ein Differenzierungsantigen und
somit um ein Autoantigen handelt. Melan-A wird ebenfalls in Melanozyten exprimiert,
wodurch es als Kandidatenantigen fiir die Vitiligo betrachtet wird [248]. T-Zellen, die
gegen Autoantigene reagieren, unterliegen den zentralen und peripheren
Toleranzmechanismen [231-233]. Diesen konnen sie nur bei entsprechend geringer
Affinitit entkommen [249]. Am Beispiel von Melan—A ist dieser Umstand in der Literatur
gezeigt worden [250].

Die HLA-A*0201-restringierten CTL-Klone, deren Antigenspezifitit unbekannt war,
wiesen eine Diversitdt von mindestens drei TCR-VB-Ketten. Bei zwei von den sechs CTL-
Klonen handelte es sich um identische Klone mit der VB-Kette 6 (D41-CTL2/121 und
D41-CTL2/155), bei zwei weiteren Klonen um identische Klone mit der Vp-Kette 22
(D41-CTL2/62 und D41-CTL2/152). Bei den restlichen beiden CTL-Klonen konnte die
VB-Kette nicht bestimmt werden. Als restringierendes HLA-Allel wurde in einem
Antikorperblockadeexperiment fiir alle vier CTL-Klone HLA-A*0201 bestimmt. Diese
vier verschiedenen CTL-Klone wiesen auch nach Paneltestung keine bekannte
Antigenspezifitit auf. Fiir ein Screening mussten die CTL-Klone auf moglichst hohe
Zellzahlen expandiert werden. Dies gelang fiir D41-CTL2/152 und D41-CTL2/155. Beide
CTL-Klone wurden in einem Screening der D41-cDNA-Bank eingesetzt. Desweiteren
zeigte sich, dass beide CTL-Klone neben der autologen Melanomzelllinie auch allogene
Tumorzelllinien erkannten. D41-CTL2/155 erkannte neben D41-MEL auch eine allogene
Melanomzelllinie und Zellen einer chronisch myeloische Leukdmie. D41-CTL2/152
dagegen erkannte neben der autologen Melanomzelllinie eine weitere Melanomzelllinie
und schwach die autologe EBV-B-Zelllinie. Die Erkennung der allogenen Zelllinien liel3

annehmen, dass die von den CTL-Klonen erkannten Antigene nicht mutiert waren. Obwohl
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hdufig auch mutierte Antigene in Tumormodellen vorhanden sind [95;96;251;252],
konnten im Modell D41 keine mutierten, tumorassoziierten Antigene identifiziert werden.
Es ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass die etablierten T-Zell-Klone, die nicht zu hohen
Zellzahlen expandiert werden konnten und somit fiir ein cDNA-Expressionscreening nicht
in Frage kamen, mutierte Antigene erkennen. Hierbei zeigte sich ein Nachteil des T-
zellvermittelten cDNA-Expressionsscreenings, da dieses bei ungeniigender Expansion der

T-Zellen nicht durchzufiihren ist.

2 Identifizierung tumorassoziierter Antigene durch T-zellver-
mitteltes cDNA-Expressionsscreening

Die T-zellbasierten Techniken zur Identifizierung von tumorassoziierten oder
tumorspezifischen Antigenen basieren auf der Verfiigbarkeit von tumorreaktiven T-Zellen
[96;253]. Durch die Generierung von tumorspezifischen T-Zellen im Modell D41 war die
erste Voraussetzung fiir die Identifizierung von Tumorantigenen gegeben. Die beiden
CTL-Klone D41-CTL2/152 und D41-CTL2/155 konnten auf ausreichend hohe Zellzahlen
expandiert werden und wurden beide fiir die Identifizierung von neuen TAAs eingesetzt.
Durch T-Zellen erkannte Tumorantigene konnen durch eine Reithe von
molekularbiologischen und immunologischen Methoden identifiziert werden (siehe
Kapitel A-2.4). In dieser Arbeit wurde fiir die Identifizierung neuer, tumorassoziierter
Antigene das T-zellvermittelte cDNA-Expressionsscreening gewahlt [2]. Mittels dieser
Methode wurden bereits zahlreiche T-zellerkannte, tumorassoziierte Antigene identifiziert
[28;95;96;113;254;255]. Durch das T-zellbasierte cDNA-Expressionsscreening ist die
Entdeckung auch schwach exprimierter, strukturell normaler und mutierter,
posttranslational modifizierter und unmodifizierter Antigene moglich. Somit ist diese
Methode vergleichsweise wenig eingeschriankt. Dabei werden Transfektanten, die mit einer
cDNA-Bank transfiziert sind, auf Erkennung durch tumorspezifische T-Zellen {iberpriift.
Die hohe Sensitivitdt der T-Zellen erlaubt auch die Identifizierung von Proteinen seltener
Transkripte. In dieser Arbeit wurden die xenogenen COS-7-Zellen, sowie die humanen
293T-Zellen, die die HLA-Allele HLA-A02, -B08 und —Cw07 exprimieren, als cDNA-
Rezipienten verwendet. Diese Methode setzt allerdings voraus, dass das transfizierte,
genetische Material in den Transfektanten exprimiert und prozessiert sowie zusammen mit
HLA-Molekiilen auf deren Oberfldche gelangt. Das genetische Material war dabei zuvor in

Expressionsvektoren kloniert worden, welche in den mit dem SV-40 ,Large T* Antigen
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transfizierten COS-7- oder 293T-Zellen episomal amplifiziert und exprimiert werden
konnen [127;128;163].

Als Quelle fiir das Screening nach tumorassoziierten Antigenen diente von der
Melanomzelllinie D41-MEL isolierte Poly-A"-RNA, welche das Transkriptom und somit
das gesamte Proteinspektrum der Zelle reprisentiert. Die Poly-A"-RNA der D41-
Melanomzellen wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels der Gateway™-Methode in den
Expressionsvektor pcDNA3.1/RfA/Dest.#6 kloniert (s. Kapitel C-2). Die Klonierungs-
effizienz fiir die cDNA lag bei 87,5%. In der Restriktionsanalyse der Plasmid-cDNA
konnten nur Fragmente mit einer Lange von 4 kb detektiert werden (Abb. C-2). Eine
Limitierung der Lange der cDNA-Inserts war hierbei durch die Effizienz der PCR
gegeben. Die Ausbeute der cDNA-Bank lag bei 550000 Klonen, von denen jede cDNA des
Transkriptoms nach der Poisson-Verteilung mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% bei
einer maximalen Grofe von 4 kb der klonierten cDNA zumindest einmal vorkommen
sollte.

Der Erfolg des cDNA-Expressionsscreenings ist u.a. abhéngig von der Qualitit der
cDNA-Bank. Diese kann durch 5’-Deletionen oder Frameshifts in der antigenkodierenden
cDNA beeintrichtigt sein. Eine 5’-Deletion sollte allerdings aufgrund der Klonierung nach
der Gateway” -Methode minimiert sein, da der ,,First strand* der cDNA mittels spezieller
Primer fiir das 5'-Ende und das 3'-Ende synthetisiert wird. Der 5’-Primer bindet an das
Startcodon ATG und den 5'-Cap, wihrend der 3’-Primer an den Poly-A-Schwanz der
Poly-A"-RNA bindet. Allerdings kénnte es aufgrund der Transkription und Translation der
cDNA durch ein zweites Startcodon innerhalb der kodierenden Sequenz zu einem
Frameshift oder einer 5'-Deletion und dadurch zu einem Fehlen des von T-Zellen
erkannten Epitops kommen. Die Qualititskontrolle der D41-cDNA-Bank erfolgte durch
ein Screening von 100er cDNA-Pools auf funktionell intakte HLA-A*0201-cDNA. Die
Identifizierung von HLA-A*0201 erfolgte durch die Erkennung von COS-7-
Transfektanten kotransfiziert mit fiir CDK4™" kodierender Plasmid-DNA und den 100er
Pools, durch SK29-CTL14/35 (Abb. C-3). Die Erkennung von zwei 100er cDNA-Pools
durch den CTL-Klon zeigte, dass durch ein Screening transkribierte und translatierte
cDNA aus der D41-cDNA-Bank durch CTL-Klone identifiziert werden konnte. Eine
Bestitigung der Qualitdtskontrolle war die Identifizierung von Melan-A und NY-ESO-1
durch die D41-MLTC 2 in der cDNA-Bank (Daten nicht gezeigt).

Eine Identifizierung unbekannter Antigene erfolgte mittels des cDNA-
Expressionsscreenings durch die T-Zell-Klone D41-CTL2/152 und D41-CTL2/152. Die

Antigenspezifitit des CTL-Klons D41-CTL2/155 konnte trotz eines cDNA-Screening mit
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1,4 x 10° ¢cDNA-Klonen nicht geklirt werden. Mdglicherweise konnte es aufgrund der
Transkription und Translation der fiir das von D41-CTL2/155 erkannte Antigen kodierende
cDNA durch ein zweites Startcodon in der Poly-A"-RNA-Sequenz zu einem Frameshift
oder einer 5’-Deletion und dadurch zu einem Fehlen des vom CTL-Klon erkannten Epitops
kommen. Diese Mdglichkeit wiirde allerdings einschlieBen, das es sich bei dem von D41-
CTL2/155 erkannten Antigen um ein sehr seltenes Transkript handelt, dass im
Transkriptom nicht haufig vertreten ist und somit auch nicht effizient in cDNA
umgeschrieben wurde. Eine weitere Moglichkeit wire, dass die antigen-kodierende cDNA
grofler als 4 kb ist, da die Lange der cDNAs durch die Effizienz der PCR begrenzt ist.
Somit sind in der D41-cDNA-Bank c¢DNAs mit einer Lénge groBer als 4 kb
unterreprasentiert und schwerer zu identifizieren. Es konnte ebenfalls sein, dass aufgrund
einer posttranslationalen Modifikation, die COS-7-Zellen nicht moglich wére, das Antigen
vom CTL-Klon nicht erkannt wurde.

Das Screening mit D41-CTL2/152 war hingegen erfolgreich. D41-CTL2/152
erkannte den cDNA-Klon #218.138.69 (Abb. C-11). Dieser kodierte fiir das TSPY 1-
Protein. Bei Vergleich mit den Datenbankeintrigen enthielt der cDNA-Klon #218.138.69
einen am 5'-Ende um 55 Nukleotiden verkiirzten ,,0pen reading frame* (ORF). Aufgrund
eines in der Sequenz zweiten, vorhandenden ATGs konnte es zu einer ,,in frame*-

Transkription mit einem prozessiertem Epitop in den Transfektanten kommen.

3 TSPY 1 als T-Zell-erkanntes Antigen

TSPY 1 wurde als eines der ersten transkribierten Gene auf dem menschlichen
Y-Chromosom mit einer strikten Expression in den Hodengeweben identifiziert. Es ist
beim Menschen als tandemartig repetitive Genfamilie mit einer Varianz von 30 bis 60
Kopien zwischen einzelnen Individuen organisiert [256;257]. Diese heterogene Genfamilie
mit einer Varianz von 1% in der 5’-flankierenden und der kodierenden Genregion ist in
sechs Clustern auf dem Y-Chromosom lokalisiert [179], wobei sich die meisten Genkopien
in der kritischen Region des Gonadoblastoma-Locus des Y-Chromosoms (GBY') befinden
[179;258]. Der GBY wird fiir die Entstehung des Gonadoblastoms verantwortlich gemacht.

Jede Genkopie von TSPY besteht aus etwa 2,8 kb und umfasst sechs Exons und fiinf
Introns [182]. Da die meisten funktionellen Genkopien des TSPY 1 im GBY lokalisiert
sind und Expressionsanalysen eine hohe Expression von TSPY 1 in Gonadoblastomen
demonstrierten, wird TSPY 1 als potentielles Onkogen beim Menschen angesehen [180].

TSPY 1 wird in fotalem und adultem Hodengewebe exprimiert, vor allem in
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Spermatogonien, Spermatozyten und der Basallamina der Samenkanélchen [178;181]. Eine
hohe Expression wurde in den Spermatogonien und eine geringere in den priméren
Spermatozyten nachgewiesen. Eine Funktion des TSPY-Proteins bei der Differenzierung in
der frithen Spermatogenese wird deshalb diskutiert [181;182]. In malignem Gewebe wurde
TSPY 1 neben Gonadoblastomen ebenfalls in Hodentumoren, in Prostatakarzinomen,
Leberzellkarzinomen und Melanomen nachgewiesen [177;183-185]. Bei Patienten mit
Leberzellkarzinomen wurde zudem eine humorale Immunantwort gegen TSPY 1 detektiert
[185]. Dies und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass TSPY 1 ,,in vivo*
immunogen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde TSPY 1 als neues, tumorassoziiertes Antigen
identifiziert, das zumindest vom melanomreaktiven T-Zellen in Assoziation mit
HLA-A*0201 erkannt wird (Abb. C-11). Der vom D41-CTL2/152 erkannte D41-cDNA-
Bank-Klon #218.138.69 kodierte fiir 267 Aminosduren des TSPY 1-Proteins, das mit
vollstdndiger Lange 308 Aminosduren umfasst [178;259]. Dabei enthielt der cDNA-Klon
#218.138.69 den OREF fiir das Gen mit einer Deletion von 55 Nukleotidbasen am 5’-Ende
und mit einem am 3’-Ende nicht translatierten Bereich. Die Sequenz des ORFs war bis auf
einen stillen Basenaustausch identisch zu der bei NCBI veroffentlichten Sequenz. In dem
nicht translatierten 3’-Bereich waren gegeniiber der publizierten Sequenz Varianzen
vorhanden, die zu einer Insertion von Thymidin und einer Deletion von Adenin fiihrten.

Trotz der 5’-Deletion konnte der cDNA-Klon in einem Screening der cDNA-Bank
als antigenkodierend identifiziert werden, da ein alternatives Startcodon eine ,,in frame*-
Transkription ermdglichte. Aus dem durch den angenommenen ORF kodierten Protein
wurden mit Hilfe der 6ffentlichen Datenbank SYFPEITHI sechs nonamere HLA-A*0201-
bindende Peptide mit einem Score von 16 bis 23 und zwei decamere Peptide mit einem
Score von 17 und 20 vorhergesagt. Generell ist fiir HLA-A*0201-bindende Peptide dabei
ein maximaler Score von 36 bei der Vorhersage moglich [144;260]. Die Datenbank
beinhaltet eine Kollektion von MHC-I- und MHC-II-Epitopen von Menschen und anderen
Spezies. Die motivbasierte Vorhersage ergibt sich dabei aus einer Liste von Peptiden,
welche eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir die Prisentation durch ein vorgegebenes MHC-
Molekiil haben. Den Aminosduren in den Peptiden wurden dabei Werte zugeordnet, die
sich aus den Vorteilen und Nachteilen der Position im Peptid ergeben. Diese Werte werden
zu einem Gesamtscore des vorhergesagten Peptides zusammengefasst. Das optimale,
Peptid wird dabei tiblicherweise unter den Peptiden mit den zehn hdchsten Scores erwartet
[144]. Dies bedeutet allerdings nicht, dass die Peptide durch die Zelle auch prozessiert und

préasentiert werden. Selbst bei Beschrinkung auf die hochsten Scores wurden mit Hilfe der
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Datenbank fiir das gesamte TSPY 1-Protein 30 nonamere Peptide und 34 decamere Peptide
vorhergesagt. Eine Synthese und Uberpriifung aller vorhergesagten Peptide war aufgrund
des Kosten- und Zeitaufwandes der Synthese nicht sinnvoll. Deshalb wurde, um die
Anzahl der Peptidkandidaten zu begrenzen, eine 3’-Fragmentierung des cDNA-Klons
durchgefiihrt. Dabei wurde das exakte C-terminale Ende des HLA-bindenden Peptides
bestimmt (Abb. C-13). Der C-Terminus des vom CTL-Klon erkannten Peptides endete auf
die Aminosdure Valin. Eine weitere Peptidvorhersage ergab als wahrscheinliches,
HLA-A*0201-bindendes Peptid in dieser Region das decamere Peptid LLLDDIMAEV
(TSPY 1¢s5.73) und das nonamere Peptid LLDDIMAEV (TSPY 1¢6.73). Beide Peptide
wurden synthetisiert und im IFN-y-ELISPOT-Assay durch den CTL-Klon D41-CTL 2/152
erkannt. Die TSPY 1-reaktiven CTL waren hoch avide T-Zellen, da sie die Peptide noch in
einer Konzentration von 0,01 nM erkannten (Abb. C-14). Hoch avide T-Zellen benétigen
weniger Antigen (mit < 1 nM Peptid beladene APCs) als moderat avide (mit 1-100 nM
Peptid beladene APCs) oder niedrig avide (mit >100 nM Peptid beladene APCs) [242].
Aviditdt beschreibt dabei die Stirke der Interaktion zwischen T-Zellen und den
Targetantigenen und korreliert mit der Effizienz der Tumorerkennung durch T-Zellen. Dies
wurde bereits fiir andere Antigene demonstriert [239;240]. In der Literatur ist beschrieben,
dass die Aviditit gegen Neoepitope von mutierten Antigenen die Stirke der Aviditit von
T-Zellen gegen virale Antigene erreicht [96]. Mutierte Antigene sind von besonderem
Interesse in der Immuntherapie von Tumoren. Es handelt sich bei ihnen um
tumorspezifische Neoepitope, die zumindest nicht den zentralen Toleranzmechanismen
unterliegen sollten [261]. Zudem ist die Expression dieser Antigene hdufig wihrend der
Progression der Krankheit stabil, da diese Gene oft an der onkogenen Transformation
beteiligt sind. Ein Nachteil der mutierten Neoepitope ist allerdings, dass sie nicht nur
tumorspezifisch, sondern auch patientenspezifisch sind. Bei TSPY 1 handelt es sich nicht
um ein mutiertes Neoepitop, sondern um ein Antigen, das aufgrund seines
Expressionsprofils in die Gruppe der Cancer/Testis-Antigene (CTA) kategorisiert werden
kann. Trotzdem erreicht die Affinitét der TSPY-spezifischen T-Zellen im Modell D41 die
Starke der Affinitdt von T-Zellen, welche gegen mutierte oder virale Antigene gerichtet
sind. Kriterien fiir die Einordnung eines Gens in die Familie der CTA sind neben der
Immunogenitit [262;263]:
(a) die predominante Expression des Gens in Hodengewebe und keine Expression in
anderen somatischen Geweben, auller der gelegentlichen Expression in den
weiblichen Fortpflanzungsorganen

(b) Expression in einem Anteil von malignen Tumoren verschiedener Histologie
119



Diskussion

(©) Expression in bdsartigen, schlecht differenzierter Tumoren
(d) gonosomale Lokalisation des Gens
(e) hiufige Zugehdrigkeit zur Multigenfamilie

CTAs sind attraktive Targets fiir die Immuntherapie, da sie zwar haufig
tumorspezifisch, aber im Gegensatz zu mutierten Antigenen nicht patientenspezifisch sind
und in zahlreichen Tumorentititen vorkommen. Dabei variiert die Expression von CTAs
zwischen den  Tumorentititen stark. Gemidl RT-PCR-Analyse exprimieren
Blasenkarzinome, Lungenkarzinome, Ovarialkarzinome, Hepatozellularkarzinome und
Melanome sehr hdufig und hoch CTAs [112]. Normalerweise ist die Expression in
normalem Geweben beschriankt auf die Zellen der Keimbahn, wie Plazenta, Eierstocke
oder Hoden. Auch die Expression von TSPY 1 ist ausschlieBlich beschrinkt auf das
Hodengewebe [178;181;182]. In diesem Zusammenhang wird fiir TSPY 1 eine mdgliche
Funktion in der Proliferation und/oder Differenzierung von Keimzellen vermutet
[181;182]. Zusitzlich wurde die TSPY 1-Expression fiir einige Tumorentitdten beschrieben
(s. oben). Das Gen ist zudem gonosomal lokalisiert und kann damit in die Familie der non-
X-CTA eingeordnet werden [264].

CTA wurden beziiglich ihrer Rolle in der Onkogenese untersucht. Obwohl das
Wissen iiber die Funktion von CTA sowohl in normalem als auch malignem Gewebe noch
rudimentdr ist, ist aufgrund zahlreicher Untersuchungen klar, dass Proteine dieser Gene
eine Vielzahl zelluldrer Prozesse beeinflussen, wie Signalwege innerhalb der Zelle,
Transkription, Translation und chromosomale Rekombination. Das diesbeziiglich am
besten untersuchte CTA ist MAGE-A1. Der Transkriptionsfaktor SKI interacting protein
(SKIP) wurde in Yeast-two-hybrid-Assays als Bindungspartner fiir MAGE-Al
identifiziert. MAGE-A1 kann dadurch als Faktor fiir die Unterdriickung von Transkription
agieren [265]. Die vollstindige Funktion von MAGE-AT1 in Keimzellen ist allerdings noch
nicht aufgekldart. Es wird nur vermutet, dass der SKIP-Pathway involviert ist.
Wahrscheinlich unterdriickt MAGE-A1 die Expression von Genen fiir die Differenzierung,
zumal es in Spermatogonien, aber nicht in spdteren Entwicklungsstadien der
Spermatogenese exprimiert ist. Die Funktion der Inhibition der Gene fiir die zelluldre
Differenzierung in Tumorzellen konnte einen wichtigen Beitrag bei der Tumorgenese
leisten. Die Entdeckung der aberranten Expression von Genen der Keimbahn in Tumoren
fiihrte zu dem Ergebnis, dass das Konzept der genetischen Alteration von Tumorzellen in
eine Reaktivierung der normalerweise stillen Expressionsprogramme von Keimzellen

miinden kann. Diese Expression verleiht den Tumorzellen einige der zentralen
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Eigenschaften der Malignitit, wie Immortalitit, Invasivitit, Hypomethylierung und
Metastasierungspotential [263;266].

TSPY 1 ist aufgrund der SET/NAP-homologen Doméne des Proteins ein Mitglied der
TSPY/TSPY-like/SET/NAP(TTSN)-Protein-Superfamilie.  Einige  Mitglieder  dieser
Proteinfamilie sind durch den Besitz einer Cyclin B-bindenden und/oder Histon-bindenden
SET/NAP-Doméne gekennzeichnet und an der Regulation des Zellzyklus beteiligt. Die
Regulation des Zellzyklus erfolgt an Kontrollpunkten zwischen den vier Phasen M, Gy, S
und G, durch Protein-Kinase-Komplexe, die aus der aktivierenden Untereinheit Zyklin und
der katalytischen Untereinheit CDK (zyklinabhéngige Kinase) bestehen. Sowohl die
Zykline als auch die CDK’s unterliegen der Kontrolle durch aktivierende und hemmende
Proteine [267]. ,,In vitro* konnte nachgewiesen werden, dass das Protein SET an den
Zellzyklusinhibitor p21“! und Cyclin B binden kann [268-270]. Diese Ergebnisse zeigen
einen moglichen Einfluss des SET-Proteins in der Regulation des Ubergangs von der G-
Phase zur M-Phase. Auch fiir TSPY 1 wird eine Rolle in der Regulation des Zellzyklus
und/oder DNA-Replikation aufgrund der SET/NAP-homologen Doméne des Proteins
diskutiert [258].

Die zentrale Frage fiir die Rolle der CTA ist allerdings, ob ihre Expression relevant
fiir die Tumorgenese ist oder lediglich ein Nebenprodukt der genetischen Alteration [263].
Obwohl diese Frage noch nicht geklart ist, erfiillen CTAs einige der Eigenschaften eines
idealen tumorassoziierten Antigens fiir die Immuntherapie [271]. Thre Expression ist im
Vergleich zu somatischem Gewebe nahezu spezifisch fiir das Malignom und in einem
substantiellen Anteil von Tumoren exprimiert. Von einer Vielzahl von CTA sind
immunogene Peptide bekannt. Immunhistochemische Analysen zeigten allerdings, dass
CTA selten homogen innerhalb eines Tumors exprimiert werden [272]. Héufig war die
Expression nur in einem relativ geringen Anteil der Tumorzellen zu finden. Diese Varianz
in der Expression kann allerdings auch ein Argument gegen eine Verwendung von CTA in
der Immuntherapie sein. In einigen Studien wurden CTA fiir die peptid-basierte
Immuntherapie eingesetzt und trotz Heterogenitdt Tumorregression beobachtet [273-275].

In MLTC aus zwei unabhéngigen Blutproben des Patienten D41 wurden TSPY 1-
reaktive T-Zellen angereichert. Beide Responderlymphozyten erkannten dabei sowohl das
oben erwihnte Nonamer als auch das Dekamer in Assoziation mit HLA-A*0201. Die
Reaktivitit der D41-MLTC 1, die mit PBL vor Vakzinierung angesetzt wurde, bewies,
dass bereits vor Vakzinierung mit autologen Tumorzellen eine Immunantwort gegen
TSPY 1 vorhanden war. HLA-AOQ2 ist mit nahezu 50% ein verbreitetes HLA-Allel in der

kaukasischen Bevdlkerung (www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/mutation.htm),
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[276;277]. Dabei ist HLA-A*0201 mit einem Anteil von 98% unter den HLA-A02-Allelen
vertreten. Aufgrund der Existenz eines HLA-A*0201-gebundenen Peptides und der
Expression in verschiedenen Tumorentititen ist TSPY 1 ein attraktives Target flir die
Immuntherapie.

Aufgrund der hohen Expression des TSPY 1-Proteins in Seminomen bzw. dessen
Vorstufen wurde die Immunogenitét von TSPY 1 bei drei Patienten mit Seminom und zwei
Patienten mit Teratokarzinom untersucht. Dazu wurden reife DCs der Patienten ,,in vitro“-
transkribierter mRNA (IVT-RNA) fiir TSPY 1 transfiziert und fiir die Stimulation von
autologen CD8" T-Zellen eingesetzt (s. Kapitel C-8). Die Uberpriifung der mRNA-
Qualitdt durch die Erkennung von mit TSPY 1-IVT-RNA transfizierten, HLA-A*0201
positiven DCs durch D41-CTL2/62 zeigte, dass DCs in der Lage sind, TSPY 1 zu
prozessieren und das HLA-A*0201-gebundene Peptid zu prisentieren. Trotz der
prinzipiellen Mdglichkeit, RNA-transfizierte DCs an Stelle von Tumorzellen fiir die
Stimulation von CD8" T-Zellen zu nutzen, war es nicht moglich, in dieser Arbeit TSPY 1-
reaktive CD8" T-Zellen der vier Patienten zu stimulieren. Die Anfirbung von
Gewebeproben der Tumore dieser Patienten ergab, dass die Tumore der drei Patienten mit
Seminom zumindestens teilweise positiv fiir TSPY 1 waren (Anhang O). Bei den
Patienten mit Teratokarzinom zeigten die Teratokarzinom-Anteile des Tumors keine
Expression von TSPY 1. Bei einem dieser Patienten zeigte der Gewebeanteil mit Vorstufen
des Teratokarzinoms TSPY 1-Expression. Eine Reaktivitit gegen TSPY 1 wére somit bei
den Seminom-Patienten und einem Patient mit Teratokarzinom zu erwarten gewesen.

Der Hoden des Menschen ist neben dem Auge und dem ZNS eines der wenigen,
immunprivilegierten Organe [278;279]. Als Mechanismen zur Aufrechterhaltung des
immunprivilegierten Status spielen neben mechanischen Barrieren wie der Blut-Hoden-
Schranke [280], die funktionelle Inaktivierung einwandernder Lymphozyten durch
periphere Toleranzmechanismen [278], Apoptose von T-Lymphozyten durch das
FAS/FAS-L-System [281], Suppression von T-Zellantworten durch lokale Mediatoren wie
z.B. Zytokinen [282] auch eine verminderte Antigenprésentation durch eine eingeschrinkte
Expression von MHC-Molekiilen [283], eine Rolle. Eine fehlende Aktivierung MAGE-A1
und MAGE-A3 reaktiver T-Zellen in der Population der TILs von Seminom- und
Nonseminompatienten wurde bereits beschrieben [284;285]. Als Griinde fiir eine fehlende
Aktivierung der T-Zellen konnten bei den Patienten niedrige Frequenzen der HLA-
Molekiile in der Tumorzellpopulation, der Verlust von HLA-Klasse-I-Allelen sowie die
trotz hoher Expression geringe Prasentation von MAGE-A1 und MAGE-A3 prozessierten

Peptiden angegeben werden [285]. Die Expression der HLA-Molekiile war zwar in den in
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dieser Arbeit untersuchten Proben nicht bestimmt worden, konnte aber mdglicherweise
einen limitierenden Faktor darstellen, zumal diese hédufig bei Seminomen negativ ist
[108;286]. Eine Kreuzprisentation durch DCs ist nicht auszuschlieBen. Zumal es zu einer
generellen Einschrankung immunologischer Abwehrreaktionen im Hoden nicht kommt
[287]. Ferner wurden in Seminomen DCs und tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL)
nachgewiesen [284;288;289]. Um zu sehen, ob und in welchem Prozentsatz an Patienten
TSPY 1-reaktive T-Zellen nachgewiesen werden konnten, miissten mehr Proben untersucht

werden.

4 Heterogenitit der TSPY 1-Expression

Um die Effektor-Funktion des TSPY 1-reaktiven D41-T-Zell-Klons zu testen, wurde
in einem Chrom-Release-Assay dessen Fahigkeit untersucht, die mit dem nonameren
Peptid von TSPY 1 beladenen, autologen EBV-B-Zellen zu lysieren. Dabei zeigte die
halbmaximale Lyse, wie schon die halbmaximale Reaktivitit beim IFN-y-ELISPOT-
Assay, eine hohe Aviditit des CTL-Klons zum Peptid. Die Lyse der autologen
Melanomzellen durch den CTL-Klon war iiberraschenderweise mit unter 10% sehr gering
(Abb. C-18). Die durchflusszytometrische Analyse der HLA-A*0201-Expression in der
Melanomzelllinie lag bei etwa 90% HLA-A*0201-exprimierender Zellen (Daten nicht
gezeigt). Eine fehlende Expression von HLA-A*0201 konnte als Ursache fiir die geringe
Lyse ausgeschlossen werden. Diese konnte bspw. durch eine unzureichende Prozessierung
und somit auch unzureichende Présentation des Peptides bedingt sein. Dariiber hinaus war
es denkbar, dass nicht alle D41-Melanomzellen TSPY 1 exprimierten. Die Anférbung der
D41-Melanomzellen mit einem Anti-TSPY 1-Antikorper zeigte, dass nur 27% der Zellen
in der Population TSPY 1 exprimierten. Weitere Farbungen zeigten, dass der Anteil der
TSPY 1-exprimierenden Population in der Zelllinie D41-MEL mehrere Kultivierungen
lang konstant blieb.

Aufgrund der heterogenen Expression von TSPY 1 in der D41-Melanomzelllinie und
der sich aus der Literatur ergebenden Daten lieBen sich zwei Hypothesen annehmen. Eine
Hypothese fiir die heterogene Expression von TSPY 1 in D41-MEL wire ein
Zusammenhang zwischen der Expression des TSPY 1-Proteins und einer moglichen Rolle
in der Zellzyklusregulation. Eine weitere ware, dass aufgrund von Tumorgenese und —
progression das Expressionsprofil von TSPY 1 in D41-MEL heterogen ist und lediglich

einzelne Zellklone TSPY 1 exprimieren. TSPY 1 konnte dadurch eventuell in
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Zusammenhang mit sogenannten ,,cancer initiating cells* (CIC oder ,, cancer stem cells*
(CSC) stehen [290].

Bisher wurde die Expression von TSPY 1 im Zytoplasma der Spermatogonien
nachgewiesen, wobei Spermatogonien-Paare mit gleichwertiger TSPY 1-Konzentration
auftraten. Dieses paarweise Auftreten konnte moglicherweise eine Beteiligung von
TSPY 1 in der spermatogonialen Proliferation anzeigen. In einer geringen Anzahl von
Spermatozyten konnte ebenfalls eine schwache Expression von TSPY 1 detektiert werden.
Falls die geringe Konzentration von TSPY 1 in den Spermatozyten den spermatogonialen
Ursprung dieser Spermatozyten anzeigen wiirde, konnte die Expression des TSPY 1-
Proteins den Knotenpunkt zwischen mitotischer Proliferation und meiotischer
Differenzierung darstellen [181]. Die Bindung der TSPY 1-Expression an die mitotische
Teilung der friihen Keimzellen wird ebenfalls durch die vorhandene Expression in Cancer
in Situ(CIS)-Zellen des Hodens und in Seminomzellen demonstriert. Es wird
angenommen, dass der Ursprung der CIS-Zellen von noch im Hoden vorhandenen,
embryonischen Keimzellen ausgeht. Diese Annahme wird unterstiitzt durch die Prdsenz
von mit spezifischen Antikdrpern anférbbaren, embryonalen Antigenen [291;292]. Die
Expression von TSPY 1 in diesen Tumoren ist als homogen beschrieben worden [198].
Auch die Expression von TSPY 1 in den Tumorproben der Seminompatienten in dieser
Arbeit war homogen (Anhang O). Bei Gonadoblastomen ist TSPY 1 vorzugsweise in den
proliferierenden Keimzellen innerhalb des Tumors exprimiert [184]. Desweiteren wurde
fiir eine Melanomzelllinie und zwei weitere, von ihr abgeleitete Zelllinien eine heterogene
Expression von TSPY 1 beschrieben. Die Parentalzelllinie exprimierte dabei TSPY 1,
wihrend die abgeleiteten Zelllinien aufgrund einer Hypermethylierung des Promotors
TSPY 1 nicht exprimierten [183]. Wie bereits in Kapitel 3 diskutiert, wird zudem die
Funktion von TSPY 1 aufgrund der Zugehorigkeit zur ,,TTSN*“-Familie in Zusammenhang
mit der Zellzyklus-Regulation und/oder DNA-Replikation gebracht [258]. Ob und in
welcher Weise TSPY 1 dabei in den Zellzyklus eingreift, ist nicht bekannt. Einige
Experimente zeigten, dass die TSPY 1-Expression die Zellproliferation ,,in vitro® und die
Tumorgenese ,,in vivo“ steigert. Eine ektopische Expression in HeLa-Zellen resultierte in
einem geringeren Anteil von Zellen, die sich in der Go/M-Phase des Zellzyklus befanden.
Zellsynchronisationstechniken zeigten dabei, dass die Expression von TSPY 1 zu einer
schnelleren Passage der Zellen durch die Gy/M-Phase fiihrte. Desweiteren zeigten
Microarray-Analysen, dass zahlreiche Gene, die in den Zellzyklus und der Apoptose
involviert sind, unter ektopischer TSPY 1-Expression in HeLa-Zellen hochreguliert waren

[293]. Diese gesteigerte Expression betraf vor allem Gene, die sich auf dem Chromosom
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12p13 befinden, und ebenfalls in Tumorproben von CIS/ITGCNU und TGCT
hochreguliert waren [294;295]. Die heterogene TSPY 1-Expression in der D41-
Melanomzelllinie konnte im Zusammenhang mit der Zellzyklusregulation stehen. Dies
wiirde bedeuten, dass zwar alle Zellen der Population TSPY 1 exprimieren konnten, aber
dass das Protein nur in bestimmten Phasen des Zellzyklus, eventuell beim Ubergang Go/M,
exprimiert wird.

Falls lediglich einzelne Zellklone TSPY 1 exprimierten, wire eine mdgliche
Erklirung der Zusammenhang zwischen heterogener TSPY I1-Expression und
Tumorgenese bzw. —progression. Tumorgenese und —progression beim Melanom werden
als Prozess der Dedifferenzierung von transformierten, ausgereiften Melanozyten
beschrieben, wobei es zu einer schrittweisen Metamorphose vom Nivus {iber ,,Radial
Growth Phase“(RGP)- zum ,,Vertical Growth Phase*“(VGP)-Melanom und schlieBlich zur
metastasierten Erkrankung kommt [296-298]. Dieser Prozess ist gekennzeichnet durch eine
Akkumulation von genetischen Alterationen, wobei Mutationen in Proto-Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen zu Selektionsvorteilen der Zelle fithren. Diese Selektionsvorteile
erlauben der Zelle eine ungehinderte Proliferation infolge von Wachstumsvorteilen und der
Unterbindung der Zellregulation [299], was letztendlich in die Konversion einer normalen
Zelle in eine maligne Tumorzelle endet [5;6]. Im Verlauf der Progression des Melanoms
kommt es zu weiteren Akkumulationen von Mutationen, so dass das Expressionsprofil
einzelner Zellklone heterogen sein kann [300].

Die Klonierung der Melanomzelllinie D41-MEL sollte zeigen, ob TSPY 1 in
einzelnen Klonen oder in den Zellen der gesamten Population exprimiert wurde. Dazu
wurde D41-MEL nach dem Grenzverdiinnungsverfahren kloniert. Es konnten 29 Klone aus
der Melanomzelllinie D41-MEL isoliert, expandiert und kryokonserviert werden. Nach den
Gesetzen der Poisson-Verteilung lag die Wahrscheinlichkeit, dass die aus der Klonierung
hervorgegangenen D41-MEL-, Klone* tatsdchlich monoklonal waren, bei 86%. Die mittels
Durchflusszytometrie gemessene TSPY 1-Expression der Melanomzellklone variierte sehr
stark und korrelierte eindeutig mit ihrer Erkennung durch den D41-CTL2/62 im IFN-y-
ELISPOT-Assay. Anhand der Erkennung lieBen sich die D41-MEL-,Klone* in drei
Kategorien einteilen. 34% der ,,Klone* wurden durch den TSPY 1-spezifischen CTL-Klon
sehr stark erkannt (stirker als die Parentalzelllinie). 27% der D41-MEL-Klone wurden
mittelstark erkannt. Die Erkennung lag im Bereich der Erkennung der Parentalzelllinie
durch den CTL-Klon. 34% der D41-MEL-Klone wurden nur sehr schwach durch den
TSPY 1-spezifischen CTL-Klon erkannt. Fiir weitere Experimente wurden drei

reprasentative D41-MEL-, Klone* ausgewéhlt, D41-MEL#5 als Beispiel fiir einen ,,Klon*
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mit hohem Anteil TSPY 1-exprimierender Zellen (87,13%) und starker Erkennung durch
den TSPY I-spezifischen CTL-Klon, D41-MEL#2 als Beispiel fiir einen ,,Klon* mit
geringem Anteil TSPY 1-exprimierender Zellen (0,54%) und sehr schwacher Erkennung
durch den CTL-Klon und D41-MEL#1 mit einem Anteil von 5% TSPY 1-exprimierender
Zellen und mittelstarker Erkennung (Abb. C-21). Ein Zytotoxizititstest zeigte zudem, dass
eine Korrelation zwischen der TSPY 1-Expression und der Lyse durch den TSPY 1-
spezifischen CTL-Klon bestand. Zudem wiesen die untersuchten ,,Klone* einen stabilen
TSPY 1-Phénotyp auf (Abb. C-22). Damit zeigte sich, dass die TSPY 1-Expression eine
klonale Eigenschaft innerhalb der D41-Melanomzelllinie war und nicht im Zusammenhang
mit der Zellzyklusregulation stand.

Kiirzlich wurde nachgewiesen, dass einige CTAs, wie NY-ESO-1, MAGE-A1 und
SSX, in den mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks exprimiert werden. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass CTAs nicht nur in die Gametogenese, sondern auch in
die Differenzierung von Stammzellen involviert sind [112;301]. Da CTAs normalerweise
nicht oder nur in einem sehr geringen Ausmal in normalem, ausdifferenziertem Gewebe
exprimiert werden, wird vermutet, dass CTAs eventuell auch nur in den Zellen des Tumors
exprimiert werden, die undifferenziert sind und Stammzelleigenschaften aufweisen.
Physiologische Stammzellen sind typischerweise undifferenziert, teilen sich selten und
verbleiben normalerweise ruhend, bis eine Geweberegeneration notig ist [299]. Sie
besitzen zwei charakteristische Eigenschaften:

e bei jeder Teilung entsteht auch eine neue Stammzelle und
e die Tochterzelle kann in verschiedene Zelltypen ausdifferenzieren [302].

Mehrere Hinweise deuten darauf hin, dass bei einer malignen Erkrankung die
Bestiandigkeit des Tumors lediglich auf einer kleinen Population von Zellen beruht, den
sogenannten ,,cancer initiating cells* (CIC) oder ,,cancer stem cells* (CSC) [290;303-305].
Dieses Konzept basiert darauf, dass die Mehrheit der Tumorzellen nur ein limitiertes
Proliferationpotential besitzt (Abb. D-1). Eine kleine Zellpopulation (CIC) innerhalb des
Tumors dagegen besitzt die Fidhigkeit zur Selbsterneuerung und zur unbegrenzten
Proliferation. Dadurch konnen die CICs die Tumorzellmasse aufrechterhalten [305]. Nach
diesem Modell wiren Tumore eine Erkrankung deregulierter Selbsterneuerung von
Stammzellen [306-309] und das Auftreten von Rezidiven und Metastasen eine Folge auf
iibriggebliebene, moglicherweise chemotherapie-resistente Stammzellen zuriickzufiihren
[310]. Interessanterweise werden CTAs haufig nur in einer Subpopulation der Tumorzellen
exprimiert, was ebenfalls ein Hinweis auf die Expression in CICs sein konnte.

Moglicherweise sind CTAs Merkmale von CICs und wiirden damit ausgezeichnete Ziele in
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der Immuntherapie darstellen, um Rezidive und Metastasierungen zu verhindern bzw. zu
behandeln [305]. Die Expression von CTAs in Stammzellen wére dabei abhidngig von
einem undifferenzierten Phénotyp und mdglicherweise haben Tumorzellen, in welchen

CTAs exprimiert werden, die Fahigkeit zur Differenzierung verloren [305].

Abb. D-1: Stammzell-Modell des Melanoms nach Zabierowski and Herlyn (2008). Die Heterogenitit
des Melanoms wird durch ,,cancer initiating cells* hervorgerufen. Diese setzen die Zellpopulation der
Stammzellen innerhalb des Melanoms fort und fithren zu Vorlduferzellen, welche eventuell ebenfalls
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen. Aus den Vorlduferzellen und trans-amplifizierenden Zellen

entstehen ausdifferenzierte Zellklone mit unterschiedlicher Dominanz in der Tumorpopulation. Aus:
[199]

CICs wurden bereits sowohl durch bekannte und neue Stammzellmarker als auch
durch verschiedene Assays in zahlreichen Tumorentititen identifiziert [303;304;311-316].
Die Isolation von Zellen mit Stammzelleigenschaften wurde kiirzlich auch fiir Melanome
beschrieben [290;317;318]. Mehrere Ergebnisse unterstiitzen dabei die Annahme, dass
CICs fiir die Tumorgenese und —progression sowie die Chemotherapieresistenz und die
therapeutischen Fehlschldgen bei der Behandlung des malignen Melanoms verantwortlich
sein konnten [290;319-321]. Die genaue biologische und molekulare Charakterisierung
von CICs fiir das Melanom steht allerdings noch aus. Trotz der zahlreichen Hinweise auf
eine Subpopulation von Zellen mit Stammzelleigenschaften in Melanomen fehlen
molekulare Marker, die diese Population ndher eingrenzen konnten [322]. Ebenfalls ist
nicht gekért, welche Zellen den Ursprung der CICs fiir das Melanom darstellen konnten.

Obwohl das CIC-Modell die im Moment vorherrschende Hypothese bildet, zeigen
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verschiedene Ergebnisse, dass auch andere Ereignisse die Pridsenz einer kleinen
Zellpopulation mit Stammzelleigenschaften innerhalb der Tumorzellen erkldren konnten.
So wurde gezeigt, dass nicht notwendigerweise Stammzellen den Ursprung von CICs
bilden miissen. Auch weiter ausdifferenzierte Zellen konnen durch onkogene
Transformation [323;324] oder durch Fusion mit normalen Stammzellen [325;326]
Stammzelleigenschaften erwerben.

Das Modell der CICs setzt zudem voraus, dass im Tumor eine Hierarchie aus
Stammezellen, teils determinierten sowie proliferierenden Zellen und ausdifferenzierten
somatischen Zellen besteht (Abb. D-1) [299;327;328]. Die vergleichsweise kleine
Subpopulation der CICs ist dabei vollstindig fiir die Tumorigenitdt verantwortlich.
Ahnlich den physiologischen Geweben bestehen Melanome dabei aus phinotypisch
heterogenen Zellpopulationen [290;329]. Hoch aggressive Zellpopulationen von
Melanomen sind hdufig mit molekularen Markern assoziiert, die denen von pluripotenten
Stammzellen dhneln [329;330]. Zusitzlich wurden in Melanomen mit Stammzellen oder
teildeterminierten Zellen assoziierte Proteine nachgewiesen, wie CTAs [112], BMP [331],
Notch-Rezeptoren [332], Wnt-Proteine [333] oder ABCBS, CD133, CD166, CD34, Nestin
und c-kit-Stammzellantigene [318;329;334]. Ausserdem sind einige der fiir die
Homdostase der Stammzellen wichtigen Stoffwechselwege bei manchen Tumorentititen
dereguliert [306;335-337].

In Geweben und Zelllinien des malignen Melanoms wurden kiirzlich Zellen mit
exprimierten Stammzellmarkern und/oder Stammzelleigenschaften identifiziert. Diese
Zellen besallen einige Eigenschaften von CICs wie die Moglichkeit zur Selbsterneuerung
und zur Differenzierung in verschiedene, mesenchymale Zelllinien sowie erhohte
Tumorigenitit. Dabei wurden vier Subpopulationen von Zellen unterschieden: CD20",
CD133", , label-retaining” Zellen und Zellen, die mittels ,,flow cytometry-based side
population* (SP) Technik [338] isoliert wurden [290;318;319;339]. Ob es sich dabei um
klar abgrenzbare oder um iiberlappende Zellpopulationen handelte, konnte noch nicht
definitiv geklért werden.

CD133 ist ein Transmembran-Glykoprotein, bekannt als Prominin-1. Es wird auf der
Zelloberflache von Stammzellen neuroepithelialen Ursprungs, die fahig sind, ,,in vitro® in
neuronale Zellen und in vivo in Endothelien und Astrozyten auszudifferenzieren,
exprimiert [191;192]. Der Nachweis von Tumorstammzellen erfolgte bei Hirn-, Prostata-
und Bauchspeicheldriisentumoren mittels CD133. Ebenfalls wurde die Expression von
CD133 in Melanomen und primiren Melanozyten nachgewiesen [318;340]. Klein et al.

[318] beobachtete eine signifikant erhéhte Expression von CD133, CD166 und Nestin in
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primdren und metastasierenden Melanomen im Vergleich zu Névi. Eine hohe Expression
dieser Marker korrelierte dabei hédufig mit einer hoheren Malignitit des Melanoms.
Monzani et al. [196] stellte fest, dass weniger als 1% der Zellen in einem metastasierenden
Melanom CD133 exprimieren. Zudem induzierte nur die CD133" Zellpopulation in
NOD/SCID Méusen einen Tumor, wiahrend die CD133" Population nur zu einem sehr
geringen Prozentsatz tumorauslésend war. CD133 ist koexprimiert mit ABCBS, ein dem
ABCBI idhnlichen ATP-abhingigen Stofftransporter, auf Vorlduferzellen der epidermalen
Melanozyten und in einer Melanomzelllinie [195]. Bei den ABC-Transportern handelt es
sich um eine Proteinfamilie mit mehr als 30 Mitgliedern, welche hydophile und
hydrophobe Molekiile durch die Zellmembran transportieren und so die Zelle vor
exogenen Schadstoffen schiitzen konnen [341]. Die ABC-Transporter werden dabei in
Zusammenhang mit einer erhdhten Chemotherapieresistenz von Tumorzellen gebracht
[340], welche eine vermutete Eigenschaft von CICs darstellt [310]. Durch die hohe
Expression von CD133 auf ABCBS" Zellen, kénnte eventuell eine Identifizierung von
Melanomstammzellen ermdglichen werden [340]. Eine Koexpression von CD133 mit dem
Transporter ABCG2 wurde ebenfalls nachgewiesen [196;342]. Aufgrund des
Zusammenhangs von CD133 mit der Expression von Stofftransportern und Stammzellen
sollte eine durchflusszytometrische Analyse die Koexpression von CD133 und TSPY 1 in
D41-Melanomzellen und den Zusammenhang zwischen der TSPY I1-Expression und
potentiellen Stammzelleigenschaften ndher charakterisieren. Dazu wurden die Zellen von
D41-MEL#5, #2 und #1 sowie der parentalen Linie D41-MEL mit Antikorpern gegen
CD133 und TSPY 1 auf Koexpression untersucht. Der Anteil an CD133-exprimierenden
Zellen war am hochsten in der Zellpopulation von D41-MEL#2. Eine direkte Korrelation
zwischen der CD133-Expression und der TSPY 1-Expression bestand bei keiner der
Zellpopulationen. Stammzelleigenschaften in Zusammenhang mit der TSPY 1-Expression
konnen allerdings durch dieses Ergebnis nicht ausgeschlossen werden. Zumal die genaue
biologische und molekulare Charakterisierung von CICs fiir das Melanom noch aussteht.
Uber dies hinaus konnte eine Korrelation mit den Markern CD20, CD166 und Nestin
gesucht werden, da diese ebenfalls vermutete Stammzellmarker sind [290;318]. Eine
durchflusszytometrische Ko-Fiarbung mit Antikdrpern gegen den Proliferationsmarker Ki-
67 und gegen Cyclin B sowie gegen Melan-A und gp-100 konnten die
Proliferationseigenschaften und den Differenzierungsgrad der TSPY I-exprimierenden
Zellpopulation aufzeigen. Eine Analyse der Tumorigenitdt der TSPY 1 exprimierenden, im
Vergleich mit den TSPY I-negativen bzw. niedrig exprimierenden D41-MEL-Klonen nach

Xenotransplantation, wére ebenfalls eine Mdglichkeit, die Stammzelleigenschaften in
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Korrelation mit der TSPY 1-Expression zu erfassen. Allerdings ist zu bedenken, dass
moglicherweise die limitierte Kapazitit des Tumorwachstuns nach Xenotransplantation
weniger ein Beweis flir die Existenz von CICs als eher ein Ausdruck der Anpassung in

einem fremden Milieu ist [302].

5 Einfluss von IFN-y und DAC auf die Expression und T-
Zellerkennung von TSPY 1

5.1 Einfluss von IFN-y

IFN-y ist ein von aktivierten T-Zellen und NK-Zellen sezerniertes, pleiotropes
Zytokin mit einem regulierenden Effekt fiir eine Vielfalt von Immunzellen [343]. Durch
IFN-y kénnen mehrere Komponenten der MHC-Klasse I-Antigenprozessierung beeinflusst
werden. Neben der Expression von MHC-Klasse [-Molekiilen [168;169] zdhlen hierzu
ebenfalls die beiden Untereinheiten des TAP-Transporters [344], der Proteasom-Regulator
PA28 [345], die IFN-y induzierbaren [-Untereinheiten der 20S-Untereinheit des
Proteasoms [346-349], die Leucin-Aminopeptidase [350;351] und die Zink-
Metalloproteinase ERAP1 [65;66]. IFN-y fiihrt bei der Neusynthese des Proteasoms in der
Zelle zu einem Austausch der drei proteolytisch aktiven B-Untereinheiten mit den
induzierbaren Untereinheiten LMP-2, MECL-1 und LMP-7. Der Einbau dieser
Untereinheiten fiihrt zu der Bildung des Immunoproteasoms und zu einer Anderung der
proteolytischen Spezifitit [346-349;352]. Dadurch verdndert sich die Zusammensetzung
der auf der Zelloberfliche présentierten Peptide [353;354]. Der Einbau der LMP-2-
Untereinheit zeigt eine Reduzierung der caspase-dhnlichen Aktivitit und eine Steigerung
der chymotrypsin-dhnlichen Aktivitiat. Fiir die Generierung einiger Epitope kann die
Expression der Untereinheiten LMP-2 und LMP-7 ausschlaggebend sein. Fiir virale
Epitope wurde berichtet, dass die C-Termini dieser Epitope bevorzugt durch das
Immunoproteasom gebildet werden und dass sogar die Prisentation einiger Epitope
vollstindig vom Immunoproteasom abhingig ist [355-357]. Auch fiir einige andere
Epitope wurde eine ineffiziente oder nicht vorhandene Generierung in Abwesenheit von
LMP-2 [358;359] oder LMP-7 [355-357;360-362] beschrieben. Fiir einige Epitope von
Tumorantigenen dagegen wurde berichtet, dass diese bei einer hohen Expression von
LMP-2 und LMP-7 abgebaut wurden [363]. Andere Epitope wiederum erfahren keine
Unterschiede in der Priasentationseffizenz [364].

Der Proteasomregulator PA28 ist ebenfalls [FN-y induzierbar [345]. PA28 kann die

Prisentation einiger viraler Epitope verstirken [354;364;365], wobei diese Beeinflussung
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unabhingig von der Expression des Immunoproteasoms ist [366]. Studien zeigten
allerdings auch, dass PA28 die Affinitit des Proteasoms zu manchen Substraten verstérkt.
Allerdings wurde die maximale Geschwindigkeit der Reaktion nicht veréndert, so dass
dieser Effekt eventuell auf einer Verstarkung der Aufnahme der Substratmolekiile oder der
Abgabe der Produkte beruht [367].

Eine Vorbehandlung von D41-MEL, D41-MEL#5, D41-MEL#2 und D41-MEL#1
mit IFN-y sollte zeigen, ob die Prasentation des HLA-A*0201 bindenden TSPY 1-Peptides
bzw. ob die Expression von TSPY 1 durch IFN-y beeinflusst wird. Die D41-MEL-, Klone*
wurden wie bereits weiter vorne erwédhnt aufgrund ihrer unterschiedlichen TSPY 1-
Expression und der unterschiedlichen Erkennung durch den TSPY I-spezifischen CTL-
Klon ausgesucht. Durchflusszytometrische Voruntersuchungen lieen keine relevante
Steigerung der HLA-A*0201-Expression unter IFN-y bei den Melanomzellen erkennen
(Daten nicht gezeigt und Abb. C-1). Durch IFN-y-Vorbehandlung wurde die Erkennung
aller Melanomzellklone und der parentalen Melanomzelllinie durch den TSPY 1-
spezifischen CTL-Klon im IFN-y-ELISPOT-Assay gesteigert, wobei die durch die
TSPY 1-Expression zu erwartende Erkennungsrelation erhalten blieb (Abb. C-23). Die
Lyse der parentalen Melanomzelllinie und des ,,Klons* D41-MEL#5 durch den CTL-Klon
wurde durch die IFN-y-Vorbehandlung ebenfalls gesteigert. Der ,,Klon* D41-MEL#2
dagegen wurde auch nach IFN-y-Vorbehandlung nicht lysiert (Abb. C-24). Der
Unterschied in der Auswirkung auf die IFN-y-Freisetzung und die spezifische Lyse konnte
durch die unterschiedlichen Testbedingungen erklédrt werden. Im IFN-y-ELISPOT-Assay
werden je Testeinheit 50.000 Targetzellen eingesetzt, wihrend beim Zytotoxizitdtstest je
Testeinheit nur 1.000 Targetzellen eingesetzt werden. Geringfiigige Unterschiede sind
deshalb im IFN-y-ELISPOT-Assay aufgrund der hoheren Zellzahl besser zu detektieren als
im Zytotoxizititstest, da bei einer Gesamtzahl von 2% TSPY 1-exprimierenden Zellen im
Zytotoxizititstest 20 Zellen nicht zu detektieren sind. Eine mit der gesteigerten Erkennung
im IFN-y-ELISPOT-Assay und der gesteigerten Lyse korrelierende TSPY 1-
Expressionssteigerung war bei den Melanomzellen durchflusszytometrisch nicht messbar
(Tab. C-5). Dieses Ergebnis wies auf eine Beteiligung der IFN-y induzierbaren Kompo-
nenten der MHC-Klasse-I-Antigenprozessierung an der Prozessierung und somit
Priasentation des HLA-A*0201-bindenden TSPY 1-Peptids hin. Die Erkennung der
unbehandelten Melanomzellen zeigte allerdings auch eine nicht vollstdndig durch IFN-y
induzierbare Antigenprésentation wie fiir einige Epitope, bei einer vom Immunproteasom
abhéngigen Antigenprédsentation beschrieben [356;359;362]. Sowohl die erhoéhte IFN-y-

Freisetzung im IFN-y-ELISPOT-Assay als auch die erhohte Lyse konnten aber ein Indiz
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fiir eine effizientere Antigenprisentation infolge einer verstirkten Antigenprozessierung
sein.

Der IFN-y induzierbare Proteasomregulator PA28 kann die Présentation einiger
viraler Epitope verstirken [354;364;365], wobei diese Beeinflussung unabhingig von der
Expression des Immunoproteasoms ist [366]. Die verringerte TSPY 1-Proteinmenge nach
IFN-y-Behandlung in den Zellen von D41-MEL#5 (Tab. C-5) konnte ein Hinweis fiir den
Abbau des Proteins infolge einer verstirkten Antigenprozessierung sein. Studien zeigten
bereits, dass aufgrund der Induzierbarkeit von PA28 durch IFN-y die Affinitit des
Proteasoms zu manchen Substraten verstirkt wird. Angenommen wird dabei, dass der
Effekt eventuell auf einer Verstirkung der Aufnahme der Substratmolekiile oder der
Abgabe der Produkte beruht [367].

Die chymotrypsin-dhnliche Aktivitit des Proteasoms hydrolysiert Proteine bevorzugt
an hydrophoben Aminoséuren. Sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Ende des
TSPY 1-Epitops endet auf hydrophobe Aminosiduren. Am N-terminalen Ende befindet sich
die Aminosédure Leucin, die eine Priferenz der chymotrypsin-dhnlichen Aktivitit darstellt
[60;61]. Am C-terminalen Ende des Epitops befindet sich die hydrophobe Aminosdure
Valin. Frei im Internet verfligbare  Algorithmen  (www.paproc.de und
www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/) fiir die bevorzugten Schnittstellen des Proteasoms
sagten voraus, dass das TSPY 1-Epitop durch das konstitutive Proteasom prozessiert wird.
Eine signifikante Schnittstelle wurde dabei fiir die Position 74 Valin des Proteins
angegeben, die sich tatsdchlich als das C-terminale Ende des HLA-A*0201-bindenden
TSPY 1-Peptids herausstellte. Bei den Positionen 64, 65 und 66 des Proteins befanden sich
laut Vorhersage ebenfalls Schnittstellen des Proteasoms. Die Position 65 bildet mit der
Aminosdure Leucin das N-terminale Ende des decameren, T-zellerkannten Peptids von
TSPY 1. Die Position 66 ist dagegen ebenfalls mit der Aminosdure Leucin das N-terminale
Ende des nonamneren Epitops von TSPY 1. Damit kénnten durch das Proteasom
theoretisch drei unterschiedlich lange Peptide mit neun, zehn und elf Aminosduren gebildet
werden, von denen sowohl das nonamere als auch das decamere Peptid von T-Zellen
erkannt wurde. Eine stirkere Proteolyse durch das Proteasom aufgrund einer verstirkten
Aufnahme des Peptidvorldaufers und eine effizientere Hydrolyse durch die verstdrkte
chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt wiirden zu einer gesteigerten Bildung des nonameren und
decameren Peptids von TSPY 1 fiihren.

Nach der Degradation der Proteine durch das Proteasom sind allerdings ungeféhr
60% der Peptide zu klein fiir die Bindung an MHC-Klasse [-Molekiile, ungefdahr 15%

besitzen die korrekte Lange und die weiteren 25% sind zu lang fiir eine Bindung an MHC-
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Klasse I-Molekiile [62]. Fiir eine Bindung der ldngeren Peptide miissten diese im Zytosol
oder endoplasmatischen Retikulum (ER) verkiirzt werden. Es wird angenommen, dass nur
N-terminal verldngerte Peptide durch Aminopeptidasen zu MHC-Klasse I-Liganden
verkiirzt werden konnen, da bisher keine zytosolische oder ER-residente
Carboxypeptidase-Aktivitit nachgewiesen werden konnte. Es wurden bereits mehrere
Peptidasen beschrieben, die Peptide N-terminal verkiirzen [52;63;64]. IFN-y-induzierbare
Aminopeptidasen sind die Leucin-Aminopeptidase [350;351], welche bevorzugt die
hydrophoben Aminosduren hydrolysiert, und die im ER lokalisierte Aminopeptidase
ERAPI1 [65;66].

Zusitzlich konnte die verstarkte Antigenprozessierung von TSPY 1 auch durch das
Immunoproteasom beeinflusst sein, zumal das Immunoproteasom eine verstirkte
chymotrypsin-dhnliche Aktivitdit im Vergleich zum konstitutiven Proteasom hat
[346;348;352]. Laut Vorhersage proteasomaler Schnittstellen werden die nonameren und
decameren TSPY 1-Peptide vom konstitutiven Proteasom gebildet und sind somit keine
Peptide, deren Bildung vollstindig vom Immunoproteasom abhéngig ist. Trotzdem ist die
Effizienz der Prozessierung von TSPY 1 durch IFN-y beeinflussbar, was durch eine
erhohte Aufnahme des Proteins durch das Proteasom sowie eine effizientere Proteolyse

durch das Immunoproteasom und durch Aminopeptidasen erklart werden kann.

5.2 Einfluss von DAC

Die Steigerung und Induktion der Expression von CTAs ist fiir die Behandlung mit
der Promotor demethylierenden Substanz 5-Aza-2’-deoxycytidin (DAC) beschrieben
worden [106;187;188;368;369]. DAC ist ein Analogon zu der Nukleotidbase Cytosin und
wird an deren Stelle bei der Replikation in die DNA eingebaut. Durch eine fehlende OH-
Gruppe am 5. Kohlenstoffatom kann DAC nicht methyliert werden. Die Methylierung ist
dabei ein biochemischer Prozess, bei dem durch die DNA-Methylase eine Methylgruppe
an das 5. Kohlenstoffatom der Base Cytosin angelagert und 5-Methylcytosin gebildet wird.
Es wird zwischen der postreplikativen Methylierung von hemi-methylierter DNA und der
,,de novo“-Methylierung von nicht-methylierter DNA unterschieden [370;371]. Die DNA-
Methylierung ist ein ubiquitdrer Prozess im menschlichen Genom und spielt eine Rolle bei
der X-chromosomalen Inaktivierung, der genomischen Pragung (Imprinting), der
genetischen Inaktivierung von repetitiven Elementen und der gewebespezifischen
Regulation der Genexpression [372-374]. Methylierung ist dabei verantwortlich fiir Gen-

Silencing aufgrund des Effektes auf die Chromatinstruktur und die Bindung von
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Transkriptionsfaktoren [375]. Zusitzlich inhibiert DAC die DNA-Methylase durch
Komplexbildung, was eine genomweite Demethylierung und eine Losung eventueller
Transkriptionsblockaden zur Folge haben kann [376-378]. Es gibt zahlreiche Hinweise
darauf, dal} eine Verdnderung des Methylierungsstatus mit einer Transformation der Zelle
einhergeht. Da Hypomethylierung mit Genaktivierung, Hypermethylierung jedoch mit
Geninaktivierung assoziiert ist, untersuchte man diese Phinomene an Onkogenen bzw.
Tumor-Suppressor-Genen, deren Aktivierung bzw. Inaktivierung mafigeblich an der
Tumorigenese beteiligt ist [379;380].

Veranderungen im DNA-Methylierungsstatus zdhlen, neben der Alkylierung von
Histonen, zu den hédufigsten in der Karzinogenese involvierten, epigenetischen
Modifikationen [381;382]. Dabei kann sowohl die globale Verminderung der DNA-
Methylierung (Hypomethylierung) als auch eine meist auf die Promotorregionen bezogene
Erhohung der Methylierung (Hypermethylierung) nachgewiesen werden. Haufig sind in
Tumoren von einer Hypermethylierung Gene der DNA-Reparatur, der Detoxifizierung, der
Zellzyklusregulation und der Apoptose betroffen [379;383;384]. Ein direkter
Zusammenhang wurde dabei zwischen der verminderten Expression von
Tumorsuppressorgenen durch Hypermethylierung und der Entstehung maligner Tumore
beschrieben [385]. Weniger erforscht ist das Phdnomen der Hypomethylierung, welche
sowohl in alternden Zellen als auch in malignen Tumoren auftritt [380;386]. Der genaue
Mechanismus ist dabei nicht bekannt. Allerdings werden als Auswirkungen fiir die
Tumorentstehung die Aktivierung der Transkription von Onkogenen, der Verlust des
genomischen Imprintings und die genomische Instabilitdt, welche durch den Verlust von
Methylierungen innerhalb repetitiver Sequenzen entsteht, diskutiert [387-389].

Die epigenetische Reprogrammierung besteht sowohl aus einer Verdnderung der
DNA-Methylierung als auch aus der Chromatin-Restrukturierung. Sie tritt in zwei Phasen
des menschlichen Lebenszyklus auf: zum einen in der Gametogenese und zum anderen in
der frithen Embryogenese [390]. Ein Schliisselelement fiir die Expression der CTAs
wihrend der Spermatogenese scheint die Demethylierung der jeweiligen Promotoren zu
sein [391-393]. In normalen, somatischen Geweben sind die meisten CTAs aufgrund von
methylierten CpG-Inseln in der Promotorregion inaktiviert (Gen-Silencing). Eine
induzierte oder verstirkte Expression nach DAC-Behandlung wurde bereits fiir einige
Mitglieder der MAGE-Familie [391;392;394;395], fiir LAGE-1 [391;396], fiir SSX-2
[369;397], fir NY-ESO-1 und fiir GAGE [369] beschrieben. Fir MAGE-A1 wurde
gezeigt, dass der Expressionslevel mit dem Methylierungsstatus des Promotors

zusammenhangt [398;399]. Trotzdem kann Hypomethylierung nicht als der einzige Faktor
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fiir die Genregulation bei CTAs gesehen werden, da trotz globaler Hypomethylierung der
DNA in Kolonkarzinomen die Expression von CTAs in diesem Tumortyp selten ist [400].

Kennzeichnende Merkmale der Gametogenese, wie die Expression von CTAs,
globale Hypomethylierung, zelluldre Immortalitdt und Migration, lassen eine starke
Parallelitit zwischen Tumorgenese und Gametogenese vermuten [263]. Eine Studie
demonstrierte, dass in Tumoren globale, genomische Hypomethylierung, die
Hypomethylierung repetitiver DNA-Sequenzen und die Hypomethylierung von
Promotoren der MAGE-Gene zusammenhidngen. Allerdings sind diese Vorginge
unabhéngig von der Hypermethylierung von Tumorsuppressorgenen [401].

Aufgrund der Lokalisation der meisten funktionellen Genkopien des TSPY 1 im
GBY und der hohen Expression von TSPY 1 in Gonadoblastomen, wird ein
Zusammenhang zwischen der Enstehung des Gonadoblastoms und TSPY 1 angenommen
und TSPY 1 als potentielles Onkogen beim Menschen angesehen [180]. Fiir TSPY 1 wird
eine putative Funktion in der Spermatogenese beschrieben [258]. Die Klonierung der
parentalen Melanomzelllinie D41-MEL und die Charakterisierung der TSPY 1-Expression
der Melanomzellen zeigten, dass die D41-MEL-,,Klone* einen stabilen TSPY 1-Phénotyp
aufwiesen. Die TSPY 1-Expression der Melanomzellklone variierte sehr stark und
korrelierte mit ihrer Erkennung durch den TSPY 1-reaktiven T-Zell-Klon im IFN-y-
ELISPOT-Assay, wobei alle Klone wenn auch zum Teil nur sehr schwach durch den CTL-
Klon erkannt wurden.

Mit einer DAC-Behandlung sollte untersucht werden, ob sich die TSPY 1-Expression
in den Zelllinien D41-MEL, D41-MEL#5, D41-MEL#2 und D41-MEL#1 induzieren bzw.
verstirken liess. Gerade fiir CTAs mit spezifischer Expression in méinnlichen Keimzellen,
wie MAGE-Al, wurde ein hoher Level von Promotormethylierung in normalem
somatischem Gewebe gezeigt wurde [391]. Da auch TSPY 1 spezifisch in Spermatogonien
und Spermatozyten exprimiert wird, kann angenommen werden, dass der grundlegende
Kontrollmechanismus der Transkription ebenfalls die Promotorregulierung durch
Methylierung ist. TSPY 1 gehort zu einer heterogenen Genfamilie mit 35 bis 60
vorhandenen Genkopien auf dem Y-Chromosom [179;256;257]. Es ist nachgewiesen, dass
viele dieser Gene eigene Promotoren haben [178;179], so dass jeder einzelne Promotor fiir
eine Inaktivierung methyliert sein konnte. Die Inaktivierung eines Promotors ist dabei
abhingig von der Stirke des Promotors, bedingt durch regulatorische Sequenzen und
Bindungsstellen fiir Enhancer sowie dem Methylierungsgrad der Promotorregion und der
Gensequenz  [402-405]. Starke Promotoren bendtigen dabei einen hoheren

Methylierungsgrad als schwache Promotoren fiir eine Inaktivierung der Transkription
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[404]. Fiir MAGE-A3 wurde berichtet, dass die klonale Heterogenitit der Expression mit
dem Methylierungsstatus von spezifischen CpG-Nukleotiden innerhalb der Promotorregion
korrelierte. In dieser Studie wurde gezeigt, dass MAGE-A3 in 5 von 14 Klonen einer
Melanomzelllinie nicht exprimiert wurde und dass in den anderen 9 Klonen die Expression
von MAGE-A3 sehr heterogen war [368]. Auch fiir andere CTAs wurde eine heterogene
Verteilung in unterschiedlichen Tumorentititen beschrieben [272;406;407].

Die Erkennung der D41-Melanomzellen lieB sich durch eine DAC-Vorbehandlung
steigern. Wéhren die Lyse von D41-MEL#5 und D41-MEL#2 unveridndert blieb, lieB sich
die Lyse der parentalen Linie D41-MEL durch TSPY 1-spezifische T-Zellen steigern. Eine
Steigerung der TSPY I1-Expression war durchflusszytometrisch fiir die parentale Linie
D41-MEL und fiir D41-MEL#1 nachweisbar. Die im Gegensatz zur Erkennung nicht
steigerbare Lyse der ,Klone“ D41-MEL#5 und D41-MEL#2 kann durch die
unterschiedlichen Testbedingungen erkldrt werden. Geringfiigige Unterschiede sind im
IFN-y-ELISPOT-Assay aufgrund der hoheren Zellzahl besser zu detektieren als im
Zytotoxizititstest. Eine gesteigerte TSPY 1-Expression dieser beiden ,,Klone* durch die
DAC-Behandlung war durchflusszytometrisch nicht messbar. Eine mdgliche Erkldrung
wire, dass die Regulation der TSPY 1-Expression durch Promotormethylierung in D41-
MEL#5 fast vollstindig aufgehoben ist, so dass eine weitere Demethylierung keine
Auswirkungen auf die TSPY 1-Expression hitte. Bei D41-MEL#2 lidge dementsprechend
eine starke Methylierung der Promotoren vor und die Expression von TSPY 1 wire durch
DAC am geringsten zu verstirken. Es konnten zusitzlich noch andere Mechanismen an der
TSPY 1-Genregulation beteiligt, die nicht durch DAC zu beeinflussen sind. Bei D41-MEL
und D41-MEL#1 zeigten sich nach DAC-Behandlung eine gesteigerte TSPY 1-Expression
und eine gesteigerte Erkennung durch TSPY 1-reaktive T-Zellen. Aufgrund der Ergebnisse
der DAC-Behandlung kann angenommen werden, dass es sich bei den D41-MEL-Klonen
auch epigenetisch um verschiedene Phénotypen handelt. Der Methylierungsstatus der
Melanomzelllinie D41-MEL und der abgeleiteteten Klone wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht, konnte aber weitere Hinweise auf die Abhéngigkeit der TSPY 1-Expression
von der Methylierung der Genregion und auf den epigenetischen Phinotyp der ,,Klone*
geben.

Eine DAC-Behandlung der Melanomzelllinie D41-MEL im Vergleich mit allogenen
Zelllinien, auch einer Kolonkarzinomzelllinie, sollte weitere Hinweise geben, inwiefern
sich die Expression von TSPY 1 durch Demethylierung mit DAC beeinflussen lisst. Im
Kreuzreaktivitétstest zeigte sich neben der Erkennung der autologen Melanomzelllinie, die

Erkennung der autologen EBV-B-Zellinie und der allogenen Melanomzelllinie MZ9-MEL
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durch den TSPY I-reaktiven T-Zell-Klon. Durch eine DAC-Behandlung wurde bei
weiteren, u.a. im Kreuzreaktivititstest negativen, allogenen, HLA-A*0201-positiven
Tumor- und EBV-B-Zelllinien von ménnlichen Personen versucht, TSPY 1-Expression zu
induzieren. Getestet wurden neben der autologen Melanom- und EBV-B-Zelllinie, neun
Melanomzelllinien, eine Leberzellkarzinomzelllinie, zwei Pankreaskarzinomzelllinien, drei
Kolonkarzinom-zelllinien und vier weitere EBV-B-Zelllinien. Als Kontrollen dienten die
HLA-A*0201-positive Melanomzelllinie einer Frau (SK-MEL-63) und die HLA-A*0201-
positive Kolonkarzinomzelllinie SW480 mit dem Haplotypverlust des Y-Chromosoms
[189]. Durch die DAC-Behandlung konnte die Erkennung und TSPY 1-Expression bei
einer Reihe von Zelllinien verstarkt bzw. induziert werden. Die allogene Melanomzelllinie
SK-MEL-63 und die Kolonkarzinomzelllinie wurden nicht erkannt. Mittels PCR konnte
bei den in der Erkennung eindeutig positiven Zelllinien TSPY 1-Expression nachgewiesen
werden. Die in der Erkennung eindeutig negativen Zelllinien waren auch negativ beim
Nachweis von TSPY 1 mittels PCR. Bei einer Reihe von Zelllinien, die nach DAC-
Behandlung von dem CTL-Klon erkannt wurden, konnte TSPY 1 mittels PCR erst nach
der DAC-Behandlung nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass sich die TSPY 1-
Expression in sechs von neun mit DAC-behandelten Melanomzelllinien, in einer von drei
Kolonkarzinomzelllinien und in fiinf von fiinf EBV-B-Zelllinien induzieren bzw.
hochregulieren lieB3.

Die Expression von TSPY 1 sollte anhand der Anzahl der mRNA-Molekiilen in
Korrelation zu der IFN-y-Spotzahl gesetzt werden, um einen Schwellenwert fiir die
Erkennung von TSPY 1-exprimierenden Zellen durch TSPY 1-spezifische CTL-Klone im
IFN-y-ELISPOT-Assay zu ermitteln. Dazu wurde in dieser Arbeit eine PCR zur
quantitativen Messung der TSPY 1-mRNA-Kopien entwickelt. Die Durchfiihrung ist in
Material und Methoden unter Punkt 2.2.14.2 beschrieben. Die Anzahl der TSPY 1-mRNA-
Kopien wurde unter DAC-Behandlung gesteigert und stand in Relation zu der Erkennung
der Zellen im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der Schwellenwert fiir die Erkennung der
unbehandelten Zellen durch den TSPY 1-reaktiven T-Zell-Klon im IFN-y-ELISPOT-Assay
lag zwischen zehn und 37 TSPY 1-mRNA-Kopien pro Zelle. Nach DAC-Behandlung war
der Schwellenwert fiir die Erkennung niedriger und liegt bei einer mRNA-Kopie pro Zelle.
Es ist bekannt, dass demethylierende Reagenzien die Expression von MHC-Klasse-I-
Molekiilen und kostimulatorischen Molekiilen des Immunsystems hochregulieren kénnen
[369]. Desweiteren wurde gezeigt, dass DAC die Expression von Proteasen ebenfalls
hochregulieren kann [408]. Dies wiirde die Absenkung des Schwellenwertes nach DAC-

Behandlung erkldren. In der Literatur ist ein Schwellenwert fiir die T-Zellerkennung von
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MAGE-A1 bei unbehandelten Zellen von 10 mRNA-Kopien pro Zelle berichtet worden
[409]. In dieser Arbeit konnte nur ein ungefdhrer Schwellenwert festgelegt werden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit kdnnen nur teilweise mit den Ergebnissen der Literatur verglichen
werden. Griinde hierfiir sind die verschiedenen Antigene, die unterschiedlichen Zelllinien
und die T-Zell-Klone mit unterschiedlicher Aviditit. Die Spannweite des Schwellenwertes

zwischen zehn und 37 mRNA-Kopien konnte ebenfalls an Messungenauigkeiten liegen.

IFN-y-Freisetzung | TSPY 1-mRNA-Kopien

+++ > 3000
++ 14 -2000
+ 1-850

Tab. D-1: Schema zur Korrelation zwischen IFN-y-Freisetzung durch den TSPY 1-reaktiven CTL-Klon
im [FN-y-ELISPOT-Assay und der Anzahl der TSPY 1-mRNA-Kopien in den Zellen.

Es bestand kein linearer Zusammmenhang zwischen der Zunahme an mRNA-Kopien
von TSPY 1 in den behandelten und der Ausgangsmenge der mRNA-Kopien in den
unbehandelten Zellen. Ebenfalls konnte kein direkter Zusammenhang zwischen der Hohe
der IFN-y-Freisetzung und der Anzahl der mRNA-Kopien erkannt werden (Tab. D-1).
Lediglich hohe Mengen an mRNA-Kopien fiithrten auch zu einer deutlich hohen IFN-y-
Freisetzung. Bei geringen und mittleren Mengen an mRNA bestand keine lineare
Korrelation zu der IFN-y-Freisetzung. Dieses Ergebnis genauso wie die Absenkung des
Schwellenwertes der T-Zellerkennung nach DAC-Behandlung ldsst annehmen, dass die
Anzahl der mRNA-Kopien ein wichtiger Faktor bei der T-Zellerkennung ist aber nicht der
einzige.

Die Moglichkeit mit einer DAC-Behandlung die Expression von TSPY 1 in
Zelllinien und auch Klonen zu induzieren, ldsst die Annahme zu, dass vor allem
epigenetische Verdnderungen zu der Heterogenitét in der TSPY 1-Expression fithren und
dass es sich bei den D41-MEL-Klonen auch epigenetisch um verschiedene Phanotypen
handelt. Bisher wurde immer angenommen, dass der Prozess der Tumorgenese beim
Melanom ein Prozess der Dedifferenzierung von transformierten, ausgereiften
Melanozyten ist, wobei es zu einer schrittweisen Metamorphose vom Navus iiber ,,Radial
Growth Phase*“(RGP)- zum ,,Vertical Growth Phase*“(VGP)-Melanom und schlieBlich zur
metastasierten Erkrankung kommt [296-298]. Im Verlauf der Progression des Melanoms
kommt es zu weiteren Akkumulationen von Mutationen, so dass das Expressionsprofil
einzelner Zellklone heterogen sein kann [300]. Auch Verdnderungen der Epigenetik der
Zellen wéren Mutationen. Die Heterogenitit der TSPY 1-Expression in D41-MEL konnte
ein Hinweis fiir dieses Modell sein. Ebenso widerlegt die TSPY 1-Expression in D41-MEL
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und den ,,Klonen* D41-MEL#1, #2 und #5 nicht das Modell der CICs. Dieses Modell geht
davon aus, dass eine kleine Zellpopulation mit Stammzelleigenschaften (CIC) innerhalb
des Tumors die Fihigkeit zur Selbsterneuerung und zur unbegrenzten Proliferation.
Dadurch konnen die CICs die Tumorzellmasse aufrechterhalten [305]. Beide Modelle
nehmen an, dass die metastasierende Ausbreitung eines Tumors ein spétes Ereignis in der
Tumorerkrankung sei. Die Moglichkeit der Tumorzellen vom Primértumor zu migrieren
und in anderer Umgebung zu iiberleben, wurde als ein letzter, selektiver Schritt in der
Tumorprogression beschrieben. Dabei wurde bisher vermutet, dass die metastasierenden
Zellen aus einer Subpopulation des Primédrtumors hervorgehen. Neuere Ergebnisse zeigten
jedoch, dass phinotypisch normale, epitheliale Mausbrustzellen nach Injektion in einen
Rezipienten an ektopischer Stellen wie der Lunge iiberleben konnen und nach Aktivierung
von Onkogenen an dieser Stelle proliferieren und kolonialisieren [410]. Hiisemann et al.
[411] demonstrierte, dass die Aktivierung von Onkogenen in Mausbrustzellen ein
genetisches Programm, moglicherweise geregelt durch den Transkriptionsfaktor Twist,
ausloste. Dieses Programm ermdglicht die Ausbreitung von premalignen Mausbrustzellen
zu anderen Geweben wie der Lunge und des Knochenmarks vor dem Auftreten eines
Brusttumors. Diese Ergebnisse zeigen, dass moglicherweise Eigenschaften, welche in
normalen Zellen vorkommen, ausreichend fiir den Ablauf eines erheblichen Teils der
metastasenbildenden Cascade sind. Die frilhe Metastasierung konnte ebenfalls eine
Erklarung fiir das Phdnomen des ,,cancer of unknown primary*“ (CPU) geben, welche eine
der zehn hiufigsten Krebsdiagnosen ist [412]. Diese Berichte unterstiitzen die Hypothese,
dass die Metastasierung ein sehr frithes Ereignis in der Tumorentwicklung sein und noch
vor dem Auftreten eines Primértumors erfolgen kann. Abb. D-2 zeigt ein Schema des
Modells der spaten Metastasierung im Vergleich zu dem Modell der friihen Metastasierung
nach Klein (2008) [413]. Der zentrale Aspekt bei dem Vergleich beider Modelle ist dabei
nicht ,.frilhe versus spite® Metastasierung, sondern der Ort der Selektion der Klone.
Riickschliisse und Hypothesen, welche auf dem Modell der spdten Metastasierung
basieren, miissen mit Vorsicht betrachtet werden, insbesondere dann, wenn siec auf
Untersuchungen mit Zelllinien von fortgeschrittenen Tumoren basieren. Bei einer frithen
Metastasierung akkumulieren die Metastasen genetische Alterationen an einer vom
Primértumor entfernten Stelle mit moglicherweise unterschiedlichen
Selektionsbedingungen. Dies wiirde zu einer genetischen Divergenz zwischen Metastase
und Primértumor fithren und konnte nicht-relevante Mechanismen fiir die Metastasierung

und Malignitit offenbaren.
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Abb. D-2: Das Modell der spédten Metastasierung (oben) und der frithen Metastasierung im Vergleich
nach Klein (2008) [413]. Bei der spiten Metastasierung finden die genetischen und epigenetischen
Verdnderungen hauptséchlich im Primértumor statt, bevor es zur Metastasenbildung kommt. Die
Metastase ist dabei genetisch vergleichbar mit dem Priméartumor. Bei der friihen Metastasierung (unten)
entwickeln Primartumor und Metastase voneinander unabhéngig genetische Verdnderungen und
unterliegen anderen selektiven Bedingungen. Dadurch kommt es zu einer genetischen Divergenz von
Primédrtumor und Metastase.

Unter dem Aspekt der frilhen Metastasierung ist die Theorie der CICs ebenfalls mit
Vorsicht zu betrachten, da erstens auch diese Theorie davon ausgeht, dass eine
Metastasierung durch migrierende Tumorstammzellen spédt in der Tumorprogression
stattfindet und zweitens die Ergebnisse auf Untersuchungen mit Metastasen beruhen. Sollte
sich das Modell der frithen Metastasierung bestétigen, miissten bei Untersuchungen auf fiir
die Malignitit und CIC-relevante, genetische Alterationen mit Metastasen auch die
Selektionsbedingungen des Milieus miteinbezogen werden. Gerade von epigenetischen
Alterationen ist bekannt, dass sie milieuabhédngig sein konnen [414]. Zudem miisste jede
Metastase als unabhédngiger Tumor betrachtet werden. Auch die Melanomzelllinie
D41-MEL wurde von einer Metastase und nicht vom Primértumor isoliert. Unter dem
Aspekt dieses Modells wire nicht zu kldren, ob die TSPY 1-Expression Hinweis auf den
Ablauf eines ,,Keimzellprogrammes® in D41-MEL und mitverantwortlich fiir die
Tumorgenese und -progression wire. Oder, ob die TSPY 1-Expression eher ein Ausdruck
von epigenetischen Alterationen aufgrund des Milieus der Metastase wére.

Fiir zukiinftige Vakzinierungen wére zu beachten, dass das Antigenexpressionsprofil
zwischen ,,Primirtumor und ,,Metastasen* abweichen konnte. Die Immunantworten gegen
den Tumor entwickeln sich spontan und werden nicht durch die Vakzinierung generiert,
allenfalls gesteigert. Die Vakzinierungen miissten demnach auf ein Panel an Antigenen
erweitert werden, statt gegen einzelne Antigene zu vakzinieren, da die hohe Individualitét
nicht nur durch den individuellen HLA-Phénotyp entstehten wiirde, sondern auch durch die

unterschiedlich exprimierten Antigene zwischen ,,Primirtumor® und ,,Metastasen.
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E Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Zielstrukturen autologer, tumorreaktiver CD8"
T-Zellen im Modell des Melanompatienten D41 charakterisiert, der im metastasierten Stadium
nach Vakzinierung mit autologen dendritischen Zellen und bestrahlten Tumorzellen eine
dauerhafte komplette Remission erreichte (O"Rourke et al., Melanoma Res. 17:316, 2007). Aus
kryokonservierten Blutlymphozyten verschiedener Zeitpunkte wurden durch Stimulation mit
autologen Tumorzellen (D41-MEL) in unabh&ngigen gemischten Lymphozyten-/Tumorzell-
Kulturen (MLTCs) tumorreaktive CD8" T-Zellen angereichert. Als Erstes wurde Uberprift, ob sie
gegen bekannte Melanomantigene in Assoziation mit den HLA-Klasse I-Allelen des Patienten
gerichtet waren. Dabei zeigten sich  Reaktivitditen gegen das melanosomale
Differenzierungsantigen Melan-A mit HLA-A*0201 und dartber hinaus gegen die Cancer/Testis-
Antigene (CTA) MAGE-A3 und MAGE-A6 mit HLA-A*0101, sowie NY-ESO-1, MAGE-A4
und MAGE-A10 mit HLA-A*0201. In einem zweiten Schritt wurde mit T-Zell-Klonen aus
D41-MLTC 2, die keines dieser Antigene erkannten, eine cDNA-Expressionsbank von D41-MEL
gescreent. Dies fuhrte zur Klonierung einer fur TSPY 1 (testis-specific protein Y-encoded 1)
kodierenden cDNA mit einem der T-Zell-Klone. Er erkannte mit hoher Affinitat die synthetischen
TSPY 1-Peptide LLDDIMAEV (Aminoséurepositionen 66-73) und LLLDDIMAEV
(Aminosaurepositionen 65-73) in Assoziation mit HLA-A*0201. Serologische Immunantworten
gegen das als CTA einzustufende TSPY 1 sind bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde
erstmals eine T-Zell-Antwort gegen TSPY 1 nachgewiesen. TSPY 1 trdgt mutmaRlich zu
Entstehung des Gonadoblastoms bei, seine Expression wurde jedoch z.B. auch in Seminomen,
Leberzellkarzinomen und Melanomen nachgewiesen. Die Expression von TSPY 1 in der Zelllinie
D41-MEL-Zellen war sehr heterogen. Einzelne Klone der Linie exprimierten TSPY 1 auf stabil
hohem, andere Klone auf ebenso stabil intermedidrem bzw. nicht detektierbarem Niveau. Die
Expression und die Erkennung durch TSPY 1-reaktive T-Zell-Klone wurde durch die
demethylierende Substanz 5-Aza-2"-deoxycytidine gesteigert. Dies spricht fir eine Promotor-
Hypermethylierung als Ursache fehlender bzw. niedriger Expression, wie dies fir verschiedene
CTA zutrifft. Die im Blut des Patienten D41 detektierbare antitumorale T-Zell-Reaktivitat war
bereits vor der Vakzinierung mit Tumorzellen nachweisbar und hatte sich somit spontan
entwickelt. lhre Individualitdit war vorgegeben durch das Antigenexpressionsmuster der
D41-Tumorzellen, sowie durch den HLA-Ph&notyp und mutmallich auch das T-Zellrepertoire des
Patienten. Die detaillierte Analyse komplexer antitumoraler T-Zellantworten legt den Grundstein
fur eine Immuntherapie, die sich auf das tatséchliche Potential des individuellen T-Zellsystems

stitzen kann.
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Anhang

G Anhang

Anhang A

Schema fiir die Konstruktion der D41- cDNA-Bank LRIV von BP assayll. Die zuerst in ¢cDNA
umgeschriebene Poly-A+-RNA wird iiber homologe Rekombination in einen Ubergangsvektor kloniert.
Nach Selektion in Bakterien werden die Inserts ebenfalls iiber homologe Rekombination in den Endvektor
kloniert.

Anhang B

Darstellung des Expressionsvektors fiir die cDNA-Bank. Dieser ist in Vorarbeiten von Dr. C.Wolfel konstruiert
worden, indem eine Rekombinationskassette (A) in den pcDNA3.1 Vektor (B) kloniert wurde. Die Funktionalitét
des Endvektors ist im IFN-y-ELISPOT-Assay iiberpriift worden (C). Dazu wurde das Gen fir CDK4mut in den
Expressionsvektor kloniert. Dieses Konstrukt ist mit HLA-A*0201 in COS-7-Zellen ( 20.000 Zellen/TE )
kotransfiziert worden. Als Effektorzelle diente der CTL-Klon SK29-CTL14 /35 (10.000 Lymphozyten/TE)
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Anhang

Anhang C

Ergebnis der Peptidtitration EAAGIGILTV (10mer) mit verschiedenen aus D41-MLTC 2 klonierten D41-CTL-
Klonen im IFN-y-ELISPOT-Assay. Die an d4 eingefrorenen CTL-Klone wurden zwei Tage vor dem Test
aufgetaut und in Medium mit IL-2 bei 37°C inkubiert (10.000 Lymphozyten / TE). Autologe peptidbeladene
EBV-B-Zellen wurden mit 75.000 Zellen pro Testeinheit als APCs eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte wie in
Material und Methoden unter Punkt 2.1.12 beschrieben. Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays mittels
~-computer associated video image analysis (,Mittelwerte von Doppelbestimmungen)

Anhang D
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Ergebnis der Peptidtitration von SLLMWITQC ( 9mer) mit D41-CTL2/46 im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der an d4
eingefrorenen CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2 bei 37°C inkubiert
(10.000 Lymphozyten / TE). Autologe peptidbeladene EBV-B-Zellen wurden mit 75.000 Zellen pro Testeinheit
als APCs eingesetzt. Die Durchfithrung erfolgte wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.12 beschrieben.
Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays mittels ,,computer associated video image analysis (,Mittelwerte von
Doppelbestimmungen)

172



Anhang

Anhang E

Reaktivitdt der D41-MLTC 1 und 2 gegen im Modell D41 bekannte Tumorantigene und Peptide. Die an
d20+4 kryokonservierten MLTCs wurden zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2
inkubiert (eingesetzt mit 10.000 Lymphozyten/TE). Als APCs wurden 293T-Zellen (20.000 Zellen/TE),
kotranfiziert mit den Tumorantigenen und HLA-A*0201, bzw. 293T-Zellen, die mit den HLA-A*0201
transfiziert und den Peptiden (10 uM) beladen wurden, eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte, wie in
Material und Methoden unter Punkt 2.1.9, 2.1.10 und 2.1.13 beschrieben Auswertung des [FN-y-ELISPOT-
Assays mittels ,,computer associated video image analysis (,Mittelwerte von Doppelbestimmungen)

Anhang F

Sequenzierung der VB3-Kette der T-Zell-Klone D41-CTL2/62 und 2/152. Sequenziert wurde ein PCR-Produkt,
welches aus der cDNA der CTL-Klone mit Primern fiir VB22-Primer und dem CB_as-Primer amplifiziert
wurde. Die V3-Kette ist V3 22. A: D41-CTL2/62 B: D41-CTL2/152
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Anhang

Anhang G

Sequenzierung der VB-Kette der T-Zell-Klone D41-CTL2/121und 2/155. Sequenziert wurde ein PCR-Produkt,
welches aus der cDNA der CTL-Klone mit Primern fiir V624-Primer und dem CB_as-Primer amplifiziert
wurde. Die VB-Kette ist VB6 A: D41-CTL2/121 B: D41-CTL2/155

Anhang H

Restriktionshydrolyse von den Plasmiden der im IFNy-ELISPOTassay erkannten 8 cDNA-Bank Klone (1-8) und 8
nicht erkannter cDNA-Bank-Klone (9-16) mit Xbal und HindIIl. Eingesetzt wurden ungeféhr 2 pg Plasmid-DNA.
Als Standard wurde der DNA Molecular Weight Marker III der Firma Roche eingesetzt (17)
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Anhang

Anhang [ Sequenz von D41-cDNA-Klon #218.138.69

TGTACAAAAAAGTTGGCTGTGGCGTGGGTCGGGCAGCACAGGCCTTGGTGTGTGCGAGTGCCA
AGGAGGGCACCGCCTTCAGGATGGAGGCTGTACAGGAGGGGGCGGCCGGGGTGGAGAGTGAG
CAGGCGGCTTTGGGGGAGGAGGCGGTGCTGCTGTTGGATGACATAATGGCGGAGGTGGAGGTG
GTGGCGGAGGAGGAGGGCCTCGTGGAGCGGCGGGAGGAGGCCCAGCGGGCACAGCAGGCTGT
GCCTGGCCCTGGGCCCATGACCCCAGAGTCTGCACTGGAGGAGCTGCTGGCCGTTCAGGTGGAG
CTGGAGCCGGTTAATGCCCAAGCCAGGAAGGCCTTTTCTCGGCAGCGGGAAAAGATGGAGCGG
AGGCGCAAGCCCCACCTAGACCGCAGAGGCGCCGTCATCCAGAGCGTCCCTGGCTTCTGGGCC
AATGTTATTGCAAACCACCCCCAGATGTCAGCCCTGATCACTGACGAAGATGAAGACATGCTGA
GCTACATGGTCAGCCTGGAGGTGGAAGAAGAGAAGCATCCTGTTCATCTCTGCAAGATCATGTT
GTTCTTTCGGAGTAACCCCTACTTCCAGAATAAAGTGATTACCAAGGAATATCTGGTGAACATC
ACAGAATACAGGGCTTCTCATTCCACTCCAATTGAGTGGTATCCGGATTATGAAGTGGAGGCCT
ATCGCCGCAGACACCACAACAGCAGCCTTAACTTCTTCAACTGGTTCTCTGACCACAACTTCgCA
GGATCTAACAAGATTGCTGAGATCCTATGTAAGGACCTGTGGCGCAaTCCCcTGCAaTACTACAA
GAGGATGAAGCCACCTGAAgAGGgAAcAGAgACATCAGGGGACTCCCAGTTGTtGAgtTgAATATG
ATGgAgCATCAgATTTtACCTAATACAGCAGAACTCcTAAAAAGTtaCAGCCaTaTGCAGgACGGCAg
TACTCAgCATGGTCTTTaTGCaCAGgAACTAAAGGAAAAAgAgATCGagTCCAAAAATTCAGEAAGA
GGGGGTAAATGTGGATTGTATGGAATGAAAAATAAACATTCTCAAGGAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAA

Anhang J

Durchflusszytometrische Analyse der TSPY 1 exprimierenden Zellen in D41-MEL {iber einen Zeitraum von 53 Tagen.
Es wurden pro Ansatz 2 x 10° Zellen eingesetzt. Die Melanomzellen wurden an den Tagen der FACS-Analyse ebenfalls
mit 3 x 10° Zellen /cm? passagiert.

Anhang K

Durchflusszytometrische Analyse der TSPY 1-exprimierenden Zellen in D41-MEL#1 iiber einen Zeitraum von 56

Tagen. Es wurden pro Ansatz 2 x 10° Zellen eingesetzt. Die Melanomzellen wurden an den Tagen der FACS-Analyse
ebenfalls mit 5 x 10° Zellen pro cm? passagiert.
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Anhang

Anhang L

Reaktivitdt von D41-CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay gegen transfizierte, unbehandelte als auch mit IFN-y-
vorbehandelte 293T Zellen. Es wurden vier Tage vor dem Test kultivierte und drei Tage mit 100 U/ml IFN-y-
vorbehandelte 293T-Zellen (20.000/TE) mit HLA-A*0201 und D41-TSPYfull sowie dem cDNA-Bank-Klon
#218.138.69 und dem Fragment AEV#2, kloniert von #218.138.69 in pcDNA3.1, transfiziert. Der an d4
kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2 inkubiert (10.000
Lymphozyten/TE). Die Durchfiihrung des IFN-y-ELISPOT-Assays erfolgte, wie in Material und Methdoen
unter Punkt 2.1.9 und 2.1.10 beschrieben.

Anhang M

Einfluss von IFN-y auf die Erkennung von SK-MEL-29#1 durch D41-CTL2/62 im IFN-y-ELISPOT-Assay. Der
an d4 kryokonservierte CTL-Klon wurde zwei Tage vor dem Test aufgetaut und in Medium mit IL-2 inkubert
(eingesetzt mit 10.000 Lymphozyten/TE). Die Melanomzellen wurden in mit 50.000, 25.000 und 12.500
Zellen/TE eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte, wie in Material und Methoden unter Punkt 2.1.10 angegeben.
Die Spontanfreisetzung des CTL-Klons betrug 19 IFN-y-Spots. Die Auswertung des IFN-y-ELISPOT-Assays
erfolgte mittels CVIA (Mittelwerte aus Doppelbestimmungen).
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Anhang

Anhang N

Amplifikation von Aktin Als Qualitdtskontrolle der cDNA bei DAC-behandelten Zelllinien. Amplifiziert wurde Aktin
mit den Primern actb-852_s und actb-1166_as. Marker III der Firma Roche, Proben 1- 42. Amplikongrofe: 205 bp

Anhang O

Immunhistochemische Farbung eines Tumorschnittes von Seminom-Patient HT-BT-1 mit einem
monoklonalen Maus-anti-TSPY-Antikorper (1:2000). Die intratubuldren Keimzellneoplasie-Anteile
sind positiv fiir TSPY 1 und in rot-braun dargestellt.
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Anhang

Immunhistochemische Féarbung eines Tumorschnittes von Seminom-Patient HT-BT-1 mit
einem monoklonalen Maus-anti-TSPY-Antikorper (1:2000). Die Seminom-Anteile sind
negativ fiir TSPY 1.

Immunhistochemische Féarbung eines Tumorschnittes von Teratokarzinom-Patient HT-IH-1 mit
einem monoklonalen Maus-anti-TSPY-Antikorper (1:2000). Der Teratokarzinomanteil ist
negativ fiir TSPY 1.
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Anhang

Immunhistochemische Farbung eines Tumorschnittes von Teratokarzinom-Patient HT-IH-1
mit einem monoklonalen Maus-anti-TSPY-Antikorper (1:2000). Die intratubuliren
Keimzellneoplasie-Anteile sind positiv fiir TSPY 1 und in rot-braun dargestellt.

Immunhistochemische Farbung eines Tumorschnittes von Seminom-Patient HT-CK-1 mit einem
monoklonalen Maus-anti-TSPY-Antikorper (1:2000). Die Seminom-Anteile sind positiv fiir TSPY
1 und in rot-braun dargestellt.
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Anhang

Immunhistochemische Férbung eines Tumorschnittes von HT-IH-1 mit einem monoklonalen
Maus-anti-TSPY-Antikdrper (1:2000). Der Teratokarzinomanteil ist negativ fir TSPY 1. Der
Pfeil zeigt auf die verhornende Plattenepithelschicht.
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Abkiirzungsverzeichnis

H Abkurzungsverzeichnis

°C
(m)Ak
51 C r
Abb.
Ag
AICD
Ak
ALL
AML
APC
AS
ATCC

bspw
CD
cDNA
CIC
CIS
CLIP
CML
CP
CSC
CTA
CTL
CVIA
D (kDa)
DC
DNA
dNTP
DMSO
EBV
EDTA

Grad Celsius

(monoklonaler) Antikdrper
radioaktives Isotop 51 des Elements Chrom
Abbildung

Antigen
activation-induced-cell-death
Antikorper

akute lymphatische Leukidmie
akute myeloische Leukdmie
antigen-presenting cell
Aminoséure

American Type Culture Collection
Basenpaare

beispielsweise

cluster of differentiation
komplementire DNA

cancer initiating cells

Cancer in situ

class ll-associated invariant chain peptide
chronisch myeloische Leukdmie
Crossing Point

cancer stem cells
Cancer/Testis-Antigene

cytotoxic T-Lymphocyte

computer associatede video image analysis
Dalton (kilodalton)

dendritic cell
Desoxyribonukleinsdure

2’ -Desoxynukleosid-5"-triphosphat
Dimethylsulfoxid
Epstein-Barr-Virus
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Abkiirzungsverzeichnis

ELISPOT-Assay
ER

FA

FACS

FCS

FITC

HLA

HPLC

IFN

Ii

IL
ITAM
kb
KIR

mg
MHC
ml
MLTC
mRNA
NK
ORF
PBMC
PCR
RNA
STA
SV 40
SZT
TAA
TAP
TE
TCR

enzyme-linked immunosorbent spot assay
Endoplasmatisches Retikulum
funktionelle Aviditat

fluorescence activated cell sort

fetal calf serum
Fluorescein-Isothiocyanat

human leukocyte antigen

high performance liquid chromatography
Interferon

Immunglobulin

invariante Kette

Interleukin

immune receptor tyrosine-based activation motiv
Kilobasen

killer inhibitory receptor

Molaritit

mikro (10°)

milli (107)

Milligram

major histocompatibility complex
Milliliter

mixed lymphocyte/tumor cell cultures
messenger RNA

natiirliche Killerzelle

open reading frame

peripheral blood mononuclear cells
polymerase chain reaction
Ribonukleinsadure

shared tumor antigens

simian virus 40

Stammzelltherapie

tumorassoziiertes Antigen

transporter associated with antigen presentation
Testeinheit

T-Zell-Rezeptor
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Abkiirzungsverzeichnis

TIL tumor-infiltrierenden Lymphozyten
TNF Tumornekrosefaktor
TTSN TSPY/TSPY-like/SET/NAP

183



Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstdndig und nur mit Hilfe der
angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe.

Sandra Kuhs



Lebenslauf

Lebenslauf

Berufliche Tatigkeiten

04 / 2004 — 04 / 2009

Studium

Dissertation als wissenschaftliche Mitarbeiterin
an der Universitat Mainz

Universitatsklinik, III.Med. Klinik

Héamatologie / Onkologie AG W¢élfel, SFB 432

Thema: Identifizierung und Charakterisierung von
tumorassoziierten, durch T-Zellen erkannten
Antigenen im Melanommodell D41

10 / 1997 — 03 / 2004

Berufsausbildung

Studium der Biologie an der Universitat Bielefeld
Schwerpunkte:

Genetik, Zell- und Entwicklungsbiologie,
Mikrobiologie, Chemie

Diplomarbeit am Lehrstuhl fir Gentechnologie
und Mikrobiologie

Thema: Charakterisierung der welkeinduzierenden
Eigenschaften von pCM1 aus Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis

Abschluss: Diplom-Biologin

10 / 1994 — 09 / 1997

Schulausbildung

Ausbildung zur Kinderkrankenschwester
Stadt. Kliniken Barmen, Wuppertal

10 / 1985 - 07 / 1994

Gymnasium Vohwinkel in Wuppertal
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Note: 2,6

Nebentatigkeiten

1990, 1992 Betreuerin bei der Stadtranderholung durch
Caritas e.V., Wuppertal

1991 - 1993 Jugendbetreuerin bei der ev. Kirchengemeinde



Lebenslauf

Sonnborn in Wuppertal
1993 - 1997 Kindergottesdiensthelferin bei ev.
Kirchengemeinde Sonnborn, Wuppertal

1997 - 2003 Teilzeitkraft als examinierte Pflegekraft bei
Sozialstation Hauspflegeverein e.V., Bielefeld
2003 - 2004 Anstellung als studentische Hilfskraft im Rahmen

der Diplomarbeit





