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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Entstehung lymphohamatopoetischer Neoplasien
am Beispiel der akuten myeloischen Leukamie

Transformierte Zellen, die unkontrolliertes Wachstum zeigen und im Kérper metastasie-
ren kdnnen, fihren zu Tumoren.

Verschiedene Agentien sind in der Lage, zellulare Transformation auf DNS-Level zu
induzieren und werden daher kanzerogene Substanzen genannt (wie z. B. ultraviolettes
Licht, freie Radikale, verschiedene organische und anorganische Chemikalien und eine
Vielzahl von Viren [1]). Wachstum und Ausbreitung von Tumoren ist durch die prolifera-
tive Kapazitat der Zellen, sowie ihrer Fahigkeit in Wirtsgewebe einzudringen und mit
Nahrstoffen versorgt zu werden, verbunden. Obwohl das Immunsystem in der Lage ist,
gegen eine Vielzahl von Tumoren zu reagieren, gelingt es Tumorzellen h&aufig durch
Modulation der eigenen Zelloberflache den Mechanismen zu entkommen bzw. diese zu
verhindern (,Immunescape”) [2].

Tumorerkrankungen sind eines der grof3ten Gesundheitsprobleme weltweit und ein
Hauptgrund fir hohe Sterblichkeitszahlen bei Erwachsenen und Kindern. Neben Tu-
morerkrankungen spielen auch hamatologische Erkrankungen, wie die chronische mye-
loische und die akute myeloische Leukamie eine Rolle.

Die akute myeloische Leukédmie (AML) ist charakterisiert durch eine Entartung von Vor-
lauferzellen des myeloischen Systems. Durch genetische Verdnderungen verlieren die
Zellen die Fahigkeit zur Reifung und unterliegen damit keinen internen Kontrollmecha-
nismen wie Zellwachstum und Differenzierung mehr [3].

Innerhalb des Knochenmarks kommt es durch die abnorme Vermehrung der Leukamie-
Zellen (AML-Blasten) zu Veréanderungen und Verdrangung der normalen Hamatopoese.
Die jahrliche Inzidenz der AML kann nur vermutet werden, da einheitliche Register feh-
len. Es wird angenommen, dass die AML ca. 80 % aller akuten Leuk&mien ausmacht
(Kompetenznetz ,Akute und chronische Leukamien®). Verlasslichere Zahlen gibt es in
den USA, wo die Inzidenz 2,4 pro 100 000 Einwohner betrégt und ab einem Alter von
Uber 65 Jahren auf 12,6 pro 100 000 Einwohner steigt. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei unter 15 % fiir >65 jahrige und die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten
unter 65 Jahren liegt bei gerade einmal 40 %. Mit steigendem Alter, zum Zeitpunkt der
Diagnose, sinkt damit die Uberlebenswahrscheinlichkeit rapide ab [4].

Verschiedene Risikofaktoren, wie ionisierende Strahlung und verschiedene Chemika-
lien, kdnnen zur Entstehung einer AML fuihren. Uber den Zusammenhang zwischen erb-
lichen Faktoren und der Entstehung der AML wird diskutiert.
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Die Diagnose einer AML basiert auf zytomorphologischen (Blut- und Knochenmarkaus-
striche) und zytochemischen (z. B. Myeloperoxidase-Reaktion) Beurteilungen.

Die meist genutzte Methode zur Klassifizierung der AML ist die French-American-British
(FAB) Gruppierung [5, 6]. Hierbei werden Subtypen (MO, M3v, M4eo bis M7) hinsichtlich
ihrer leukamischen Zelldifferenzierung unterschieden.

So ist zum Beispiel das Stadium der FAB-Klassifizierung MO durch Blasten mit einer
minimalen myeloischen Differenzierung gekennzeichnet und tritt in einer Haufigkeit von
2 bis 3 % auf. AML mit einer Einstufung in eine M1-Klassifizierung sind durch wenige
ausdifferenzierte Blasten gekennzeichnet und treten mit einer Haufigkeit zwischen 15
bis 20 % auf. Mit steigender FAB-Gruppe steigen Differenzierungsgrad und Anzahl der
Blasten. AML der Gruppen M2 und M4 sind mit bis zu 30 % am héaufigsten vertreten [3].
Auch immunologische Techniken werden zur Unterscheidung der FAB-Klassen durch-
gefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene chromosomale Veranderungen
sowie die Abstammungslinie der AML-Blasten mit einem spezifischen FAB-Typ assozi-
iert sind [7]. Die Transformation der Blasten geschieht aufgrund genetischer Verande-
rungen in hdmatopoetischen Progenitorzellen. Wie alle malignen Erkrankungen sind
akute Leukamien das Ergebnis mehrstufiger Prozesse, bei denen durch somatische
Mutationen in den Progenitorzellen zellulare Regulationsmechanismen ausgeschaltet
werden, die normalerweise die Zahl und den Differenzierungsgrad der Zellen regulieren.
Chromosomale Aberrationen und Translokationen spielen hierbei eine grof3e Rolle. Mu-
tationen in Genen, die vor allem an der Proliferation, der Differenzierung und am pro-
grammierten Zelltod (Apoptose) beteiligt sind, sind in der Pathogenese von Leukamien
identifiziert worden. Chromosomenanomalien finden sich in 70 % der Leukdmien, hier
insbesondere Translokationen, Inversionen, Insertionen und Deletionen [3].

Die Therapie einer AML setzt sich zusammen aus einer Chemotherapie und einer damit
assoziierten Behandlung von opportunistischen Infektionen. Erstere bewirkt die myelo-
ablative Beseitigung sowohl der leukamischen Blasten als auch der normalen Hamato-
poese aus dem Knochenmark, die im Folgenden durch eine Transplantation ersetzt
werden muss. Ein erheblicher Teil der Patienten mit neu diagnostizierter AML ist jedoch
altersbedingt oder aufgrund von Begleiterkrankungen fur eine derartige, mit signifikanter
Toxizitat verbundene Therapie nicht geeignet. In dieser zunehmend wachsenden Grup-
pe sind nur eingeschréankte Therapiemadglichkeiten vorhanden.

Viele Krebserkrankungen und fast alle hamatologischen Erkrankungen sind mit dem
heutigen Stand der Forschung und Behandlungsmethoden nicht dauerhaft heilbar. So-
mit stellt die Theorie der adaptiven Immuntherapie, welche gezielt gegen Leukamie-
bzw. Tumor-assoziierte Antigene gerichtet ist, ein hoffnungsvolles Ziel der heutigen
Forschung dar.
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1.2. Die Immuntherapie zur Behandlung von
hamatologischen Erkrankungen

Der Einsatz von T-Lymphozyten als immuntherapeutisches Mittel bei malignen Erkran-
kungen ist experimentell und klinisch belegt und am besten im Bereich der allogenen
hamatopoetischen Stammzell-Transplantation (HSZT) untersucht worden.

Die HSZT stellt heue eine effektive und Erfolg versprechende Therapie fur Patienten mit
hamatologischen Erkrankungen, wie zum Beispiel der akuten myeloischen Leukamie
(AML), der chronischen myeloiden Leukdmie (CML) und den multiplen Myelomen dar.
Die potenziell kurative Wirkung einer HSZT beruht bei hdmatologischen Erkrankungen
sowie einigen soliden Tumorerkrankungen [8, 9] auf einem immunologischen Effekt, der
1979 erstmals von "Weiden und Mitarbeitern” beschrieben wurde.

Nach erfolgreicher Hochdosis-Therapie oder Bestrahlungstherapie mit Ablation der
Empfanger-Hamatopoese wird durch fremde (allogene) Stammzellen (CD34%) eine
neue Hamatopoese initiiert. Dieser, so genannte Transplantat-gegen-Tumor- bzw.
Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (graft-versus-tumor/leukemia, GVT/GVL), beruht
auf der Erkennung maligner Zellen durch die vom Spender ubertragenen T-
Lymphozyten bzw. natlrliche Killerzellen (NK-Zellen) innerhalb des Transplantats.
Essenziell fur die GVT/L-Reaktion ist die Erkennung von Tumor- bzw. Leukamie-
assoziierten Antigenen (TAA/LAA) oder Minor-Histokompatibilitdts Antigenen (mHA)
durch zytotoxische T-Zellen (ZTL). Dabei erkennen und zerstéren Spender-T-
Lymphozyten [10, 11] normale und maligne hamatopoetische Zellen des Rezipienten
[12].

Nach heutigem Forschungsstand gibt es zwei mdgliche Antigengruppen fur GVT- und
GVL-Effekte: polymorphe mHA- oder Tumor- bzw. Leukd&mie-assoziierte Antigene
(TAA/LAA). In die letztere Gruppe fallen LAA’s, wie zum Beispiel das Protein BCR-ABL
und nicht mutierte, aber auf malignen Zellen exprimierte Proteine, wie Proteinkinase 3
[13, 14].

Derzeitige Studien konnten demonstrieren, dass z. B. T-Lymphozyten genetisch so ver-
andert werden konnen, dass TAA erkannt werden und es so zu einer Regression der
Krankheit kommt. Dies gilt fir den humanen, wie fir den murinen Bereich [15].

Neben der GVL-Reaktivitdt vermitteln Spender T-Lymphozyten die am haufigsten mit
der HSZT assoziierte Komplikation die Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (graft-
versus-host disease, GVHD). Die GVHD wird durch die Interaktion zwischen antigen-
prasentierenden Zellen des Empfangers und T-Zellen des Spenders induziert, welche z.
B. mHA des Empfangers erkennen.
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Die NK-Zell-Selbstreaktivitat reduziert das Risiko einer GVHD, da die NK-Zellen spezi-
fisch nur empfangereigene antigenprasentierende Zellen (APZ) lysieren und so die Pra-
sentation von Selbstantigenen fur Spender T-Zellen verhindern [16].

Methoden zur ex vivo T-Zell Depletion (TZD), d. h. zur Reduzierung bzw. Eliminierung
der T-Lymphozyten aus dem Transplantat, als auch eine pharmakologische in vivo TZD
werden angewandt, um die Risiken einer GVHD zu vermindern. Diese Verfahren redu-
zieren das Risiko der GVHD Entstehung, aber erhéhen auch die Risiken einer Infektion
und/oder der Entstehung eines Rezidivs.

Verschiedene Gruppen versuchen das Auftreten der GVHD durch adoptiven Transfer
von T-Zellen mit definierten Spezifitdten zu umgehen und gleichzeitig den GVT/L-Effekt
zu erhohen.

Mit dem Begriff des adoptiven T-Zelltransfers bzw. der adoptiven Immuntherapie be-
zeichnet man die Gabe von allogenen (fremden) oder autologen (eigenen) T-
Lymphozyten nach erfolgreicher praoperativer Lymphodepletion des Empfangers. Um
ihre Effektivitat, d. h. die GVL-Reaktivitat zu erhéhen, konnen diese Spender T-Zellen in
vitro durch wiederholte Restimulation mit Tumor- oder Leukdmie-Praparaten expandiert
und dabei die Frequenz leukdmie-/tumorreaktiver T-Zellen gesteigert werden. Die Ap-
plikation einer Immuntherapie mit allogenen T-Lymphozyten soll im bestmdglichen Fall
in einer klonalen, d. h. vollstandigen Repopulation des Patienten mit den adoptiv trans-
ferierten T-Zellen resultieren.

Der Gedanke der Immuntherapie wurde bestérkt, als gezeigt werden konnte, dass Pati-
enten T-Zellen mit Spezifitdten gegen ihre malignen Erkrankungen besitzen, diese je-
doch in zu geringer Frequenz und mit zu geringer Affinitat vorhanden sind, als dass die
bendtigte Starke der Immunantwort eintreten kdnnte.

Die Prasenz potenzieller Tumor-bzw. Leukdmie-reaktiver T-Zellen im T-Zellrepertoir
eines gesunden Spenders ermdglicht die Behandlung maligner Tumore bzw. Leuka-
mien mit eben diesen ex vivo verbesserten T-Zellen.

Die Anwendung von allogenen T-Zellen bietet Mdglichkeiten, die Immuntherapie fir
weitere Erkrankungen einzusetzen [17, 18].

Die Identifizierung von geeigneten Antigenen zur Optimierung der T-Zell-Spezifitat, ist
dabei eine der Grundlagen fur einen klinischen Einsatz der adoptiven Immuntherapie
[19].
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1.3. Tumor-/Leukdamie-assoziierte Antigene (TAA)

Friheste Studien zeigten, dass T-Zellen, welche aus Tumoren von Patienten isoliert
(tumorinfiltrierende T-Lymphozyten, TIL), ex vivo expandiert und dann reinjiziert wur-
den, in der Lage waren, die Tumorlast erfolgreich zu reduzieren [20, 21]. Auf diesen
Beobachtungen beruht die Theorie, dass Tumore Zielstrukturen auf ihrer Oberflache
exprimieren, die von T-Zellen erkannt werden kénnen.

Nachfolgend wurden und werden bis heute Antigen-Zielstrukturen fir die T-Zell-
Erkennung von Tumoren/Leukamien, z. B. durch die von Boon und Mitarbeitern entwi-
ckelte Strategie zur Untersuchung von cDNS Banken mit ZTL, erfasst.

Die T-Zellen wurden fir diese Untersuchungen aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten
gewonnen. So wurde es maoglich, verschiedene ZTL-Epitope von bis dato unbekannten
Tumor-assoziierten Proteinen zu identifizieren, welche im Kontext von HLA Klasse I-
und/oder HLA Klasse IlI-Molekilen préasentiert werden [22, 23]. Die Melanozyten Diffe-
renzierungsantigene wie Tyrosinase, Melan-A/MART-1, welche in Tumoren tUberexpri-
miert werden, konnten beispielsweise auf diese Art identifiziert werden, ebenso wie die
MAGE, BAGE und GAGE Gruppen der Tumor-assoziierten , Testis"-spezifischen Anti-
gene [24, 25].

Mogliche Tumor- bzw. Leukamie-Antigene bestehen aus kurzen Peptidsequenzen, die
nach proteosomaler Degradation mittels des Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC)
Klasse I-Molekils an die Zelloberflache von antigenprasentierenden Zellen (APZ) ge-
bracht und somit zur Erkennung durch den T-Zell Rezeptor (TZR) freigegeben werden.

Man unterscheidet die Tumor-assoziierten Antigene anhand ihrer Expressionsmuster
und ihrer Ahnlichkeit zu Selbstproteinen in folgende Unterklassen:

1.) Die tumorspezifischen Antigene zu denen haufig mutierte Gene wie p53, oder
durch Viren, wie HPV-16 und EBV, transformierte Gene zahlen.

2.) Die gewebsspezifischen Antigene werden unterteilt in die ,cancer-testis* Gene,
zu denen MAGE, BAGE, GAGE und NY-ESO1 gehdren, und in die Differenzie-
rungsantigene, zu denen Tyrosinase, gp100, Melan-A/MART-1 und CEA gezahlt
werden.

3.) Die Gruppe der Leukadmie oder Tumor Uberexprimierten Antigene beinhaltet Pro-
teine wie PRAME, MDM2, HER2/neu und p53.

Als ideale Antigene werden Kandidaten bezeichnet, die ausschliel3lich auf den Tumor-
zellen exprimiert werden und auf gesunden Geweben nicht vorkommen.
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1.3.1PRAME

Das preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) Protein ist fur eine T-Zell
basierte Immuntherapie eine sehr attraktive Zielstruktur.

Attraktiv aus dem Grund, da PRAME-Expression nicht nur in verschiedensten soliden
Tumoren, inklusive Melanomen (95 % der Patienten), Lungenkrebs (50 % der Patien-
ten) und Brustkrebs (27 % der Patienten) zu finden ist, sondern auch in hamatologi-
schen Erkrankungen, wie der akuten myeloischen Leukamie (30 % der Patienten) und
dem Multiplen Myelom (52 % der Patienten) [26-28]. Gesundes Gewebe hingegen
exprimiert kein PRAME, mit Ausnahme von Hodengewebe und mit schwachem Expres-
sions-Level Endometrium, Ovarium und Nebennieren.

PRAME wurde 1997 von lkeda und Mitarbeitern entdeckt. Durch einen autologen Tu-
mor-spezifischen ZTL Klon der Melanom Zelllinie LB-33.MEL wurde es HLA-A24
restringiert erkannt [29].

Es besteht aus 509 Aminoséuren und Teilsequenzen finden sich ebenfalls in der cDNS
von K562-Zellen, HL-60-Zellen und Hodengewebe.

Morphologische Veranderungen einer PRAME-Uberexpression mit Verlust von Filopo-
den, der Vermehrung von Vakuolen im Zytoplasma und der Bildung von apoptotischen
Kdrpern innerhalb der Zelle wurden beschrieben [30].

Intrazellulare Effekte sind die Induktion eines Caspase-unabhangigen Zelltods und da-
mit verbunden eine geringe Proliferationsrate. Diese Veranderung auf3ert sich in Zellli-
nien mit einer PRAME-Expression, verglichen der von Leukd&miepatienten, in einer
signifikant schwacheren Transkription von S100A4, Hsp27 und p21 [30].

Hingegen ist die Funktion des PRAME-Proteins noch nicht vollig geklart. Bekannt ist,
dass es sich bei PRAME um einen dominanten Hemmer der Retinolsaure-Rezeptor-
(RAR)-Signalkaskade handelt [31]. Retinole haben Tumor-suppressive Eigenschaften,
folglich werden Defekte im RAR-Signalweg mit Malignitat assoziiert [32, 33].

Fur die Hypothese spricht, dass das PRAME-Protein sieben moégliche Kernrezeptor-
(NR) Boxen enthélt, welche die typische LXXLL Sequenz aufweisen. PRAME kann so-
mit als Modulator fiir Kernrezeptor Signalwege agieren. Die Signale von RAR und die
Aktivierung der RAR-Zielgene induzieren Proliferationsstillstand, Differenzierung und
Apoptose. PRAME kann anstelle von Retinolsdure (RA) an RAR binden und verhindert
Liganden-induzierte Rezeptor-Aktivierung und Zielgen-Transkription.
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Zusammenfassend stellt PRAME ein geeignetes Zielantigen fur die Immuntherapie dar.
Die von Kessler und Mitarbeitern 2001 beschriebenen vier ZTL-Epitope wurden von uns
in dieser Arbeit weiterverwendet.

10
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1.3.2. MPP11

Das M-Phase-Phosphoprotein 11 (MPP11), welches auf der kritischen Regionen- 7 q22
bis 7931 des Chromosoms 7- codiert ist, ist das humane Ortholog zu dem aus Saccha-
romyces cerevisiae bekannten Gen ZUO1 und dem murinen Homolog MIDA1, und wird
in den meisten Geweben exprimiert.

Die verschiedenen Bindungs- und Interaktionsmotive mit anderen Proteinen sind zwi-
schen den 3 Proteinen extrem hoch. So konnten z. B. Ubereinstimmungen bei DNS J-,
Id-1 Interaktionsseiten und Histon H1- ahnlichen Motiven gezeigt werden. Zwischen
dem murinen MIDA1 und dem humanen MPP11 besteht noch eine zuséatzliche Motiv-
Ubereinstimmung in dem myb DNS Bindungs-Motiv.

Die genaue Funktion von MPP11 konnte noch nicht bestatigt werden. Durch die Kon-
servierung des Genes innerhalb der Evolution kbnnen aber Rickschlisse auf die ver-
meintlichen Funktionen von MPP11 gezogen werden. MIDAL ist zum Beispiel am
zellularen Differenzierungsprozess beteiligt [38], ZUO1 codiert wahrscheinlich fir Ribo-
somen-assoziierte Chaperone [39].

Fur die Auswahl von MPP11 als Tumor/Leukdmie-Antigen sprach, dass in humanen
Tumoren mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit genetische Veranderungen auf dem Chro-
mosom 7 vorkommen, was der Lokalisierung von MPP11 entspricht. Zum Beispiel ist
der Verlust der Heterogenitat. bzw. das allel-spezifische Ungleichgewicht dieser Region
in verschiedenen Tumorentitaten (Brust-, Prostata-, Pankreas-, Gebarmutterhalskrebs
u.v.m.) beschrieben [34-37].

Zusammenfassend scheint MPP11 eine regulatorische Rolle in der mitotischen Phase
des Zellzyklus einzunehmen, besonders innerhalb der Regulation der Kinetochor-
Funktion. Chromosomen-Abtrennung, Differenzierung und Zellinvasion sind Prozesse,
welche mit der Genese und Progression von Tumoren verbunden sind [40]. Analysen
der MPP11 Expression in primaren Tumoren bestéatigten eine starke Expression und
daher ist MPP11 ein interessanter Kandidat fir weitere Untersuchungen in dieser Arbeit
[41].

Durch m-RNS Expressions-Profile konnte MPP11 auch als LAA (Leukamie-assoziiertes
Antigen) identifiziert werden [41]. In diesen zeigten 86 % der untersuchten Patienten-
proben eine signifikante Uberexpression von MPP11, jedoch wurde keine Expression in
gesunden Patientenproben detektiert.

Untersucht man Normal-Gewebe, so kann eine starke MPP11-Expression nur in Ho-
dengeweben detektiert werden. Eine Expression in Lunge und Leber ist nur nach vielen
PCR Zyklen zu erkennen [42], was fur die extrem schwache Expression von MPP11 in
allen weiteren Geweben spricht.
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Zu Beginn unserer Untersuchungen waren noch keine ZTL-Epitope von MPP11 als
maogliche Kandidaten fur eine adaptive Immuntherapie beschrieben.
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1.4. Phanotypische und funktionelle Merkmale von
T-Lymphozyten

Wahrend der Entwicklung von Zellen ist die Differenzierung einer pluripotenten Stamm-
zelle in eine lymphatische Vorlauferzelle oder eine myeloische Vorlauferzelle der erste
Schritt zwischen der Unterscheidung vom spateren adaptiven Immunsystem zum ange-
borenen Immunsystem. Anhand der Oberflachenmolekile, wie z. B. Cluster of differenti-
ation (CD) Strukturen, lassen sich T-Zellen unterscheiden und ihrem Differenzierungsstand
zuordnen.

Die lymphatische Vorlauferzelle wandert vom Knochenmark zum Thymus, dem Ort der
Differenzierung.

Die Interaktion der lymphatischen Vorlauferzelle mit dem thymischen Gewebe bewirkt
eine Initialisierungsphase, welche die ersten Oberflachenmarker zur Folge hat (CD2
und CD25) und auch eine Phase starker und unkontrollierter Proliferation. Da diese T-
Zellen noch keine der Ublichen CD Marker maturer T-Zellen tragen, wie CD3 (Im-
munglobulin-ahnliche Oberflachenstruktur, die eng mit dem TZR verknupft ist), CD4 (T-
Zell Korezeptor) oder CD8 (T-Zell Korezeptor), werden sie auch als doppelt-negative
(DN) Thymozyten (CD3'CD4 CD8’) bezeichnet. Die DN-Thymozyten treten innerhalb
des Cortex in engen Kontakt mit Epithelzellen, welche MHC Klasse | und 1l Molekule auf
ihrer Oberflache tragen. Durch die Vielzahl von Epithelzellen und ihrer Form ist gewahr-
leistet, dass alle DN-Thymozyten in Kontakt mit ihnen treten kdnnen. Dieser erste Kon-
takt durch den entstehenden TZR und das MHC-Molekul stellt die primére Selektion fir
T-Zellen dar. Diese sogenannte positive Selektion stellt sicher, dass die auf der T-Zelle
befindlichen TZR-Molekule in der Lage sind, alle im Korper vorkommenden Peptid:MHC
Molekul-Varianten zu erkennen. Zum Zeitpunkt der positiven Selektion handelt es sich
bei dem Thymozyten um groRe, doppelt-positive (DP) CD3*CD4'CD8" T-Zellen. Etwa
95 % der Thymozyten Uberleben die positive Selektion nicht und werden apoptotisch.
Die nachfolgende negative Selektion eliminiert T-Zellen, die mit einer zu hohen Affinitat
an Selbst-Peptid:Selbst-MHC Molekiil binden und somit potenziell autoreaktiv sind. Die
Unterteilung in CD4- oder CD8-T-Zellen findet in diesem Stadium statt. Was genau eine
Zelle veranlasst, nur CD4 oder nur CD8 zu exprimieren, ist immer noch Teil der For-
schung und wird stark diskutiert. Vor und wahrend der Selektion durchlaufen die Ketten
des TZR mehrere festgelegte Umordnungen, die somatische Rekombination.

Eine naive T-Zelle mit einem Korezeptor, entweder CD4 oder CD8 und einem intakten
TZR mit einer definierten Spezifitat verlasst den Thymus und wandert in die Peripherie
aus. Die Aktivierung des TZR resultiert in T-Zell-Proliferation und Differenzierung und
bestimmt somit die Immunantwort.

CD4" T-Zellen sind in der Lage, sich entweder zu T-Helfer 1 (Ty1), oder zu Ty2-Zellen
zu entwickeln, welche unterschiedliche Gruppen von Zytokinen produzieren (z. B.: Inter-
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feron-y (IFNy), Interleukin-4 (IL-4), IL-5 usw.), wodurch Schutzmechanismen gegen in-
trazellulare oder extrazellulare Pathogene vermittelt werden [43, 44]. T-Helfer-Zellen
konnen des Weiteren in regulatorische Zellen weiterentwickelt werden. Diese wandern
zurick in die B-Zell-Zonen des Thymus, wo sie eine T-Zell-vermittelte Antikérper Im-
munantwort auslésen konnen. Eine weitere Entwicklung dieser Gruppe von T-
Lymphozyten liegt darin, sich zu Suppressor T-Zellen zu differenzieren, die durch Sek-
retion von inhibitorischen Zytokinen eine zu starke und so potenziell schadliche Immun-
antwort steuern kbnnen [45].

Der Differenzierungsschritt fir CD8" T-Zellen ist die Entwicklung zu zytotoxischen T-
Zellen, welche ihre Zielzellen durch Granzym B und Perforin innerhalb weniger Minuten
vernichten kénnen (z. B.: virusinfizierte Zellen) [46]. Eine weitere lytische Aktivitat inner-
halb der CD8" T-Zellen geht von der Interaktion von Fas mit seinem Liganden (Fas-L)
sowie vom TNF Rezeptor und seinem Liganden aus. Diese lytische Aktivitat der zytoto-
xischen T-Zellen benétigt einen Zeitrahmen von bis zu 24 Stunden, ist aber genauso
effektiv und spezifisch wie die Perforin bzw. Granzyme B vermittelte Lyse. Einige der
wahrend der ersten Immunantwort gebildeten T-Zellen kdnnen tber Jahre im Korper
zirkulieren. Diese Zellen nennt man Gedachtnis-Zellen. Eine erneute Aktivierung fuhrt
durch diese Zellen zu einer schnelleren und effektiveren Immunantwort gegen die Anti-
gene, da es sich um bereits bekannte Antigene handelt [47-49]. Die Fahigkeit, in Abwe-
senheit von Antigenstimulationen zu Uberleben ist ein essenzieller Part der T-Zell-
Differenzierung [50]. Wéahrend naive T-Zellen einen standigen, aber gering affinen Kon-
takt mit Selbst-MHC Molekilen bendtigen [51, 52], werden Antigen-stimulierte T- Zellen,
welche nach der ersten Immunantwort als Gedachtnis-Zellen tberleben zu einem MHC
unabh&ngigen Lebenszyklus geleitet.

Die Polarisierung der zytotoxischen T-Zelle wahrend der spezifischen Antigenerken-
nung durch die Interaktion des TZR mit dem Peptid:MHC Komplex auf der Zielzelle er-
maoglicht eine Reorganisation innerhalb des kortikalen Aktin Zytoskeletons an der
Kontaktstelle mit der Zielzelle. Mit Hilfe von Mikrotubuli (MTOC) werden die spezialisier-
ten Lysosomen (lytische Granula) und auch der Golgi-Apparat in Richtung der Zielzelle
ausgerichtet. Die aus dem Golgi stammenden lytischen Granula werden dann am Ort
des Zellkontakts freigesetzt und lysieren die Zielzelle.

Generell haben Effektor T-Zellen, also naive T-Zellen, welche bereits in den lymphati-
schen Geweben aktiviert und differenziert worden sind, einen geringeren Schwellenreiz,
der zur Aktivierung der Zellen fuhrt [53-58]. Eine kurze Stimulationsdauer von ca. 30
min. reicht zur Produktion von IFN-y durch Ty-Zellen aus, wahrend zytotoxische T-
Zellen eine wesentlich kirzere Zeit der Stimulation bendtigen [59, 60].
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1.5. Fragestellung

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Experimente hatten folgende spezifische
Ziele:

Neben der Bestimmung der zu untersuchenden Kandidaten-Antigene PRAME und
MPP11 sollten zunachst HLA-A'0201 (HLA-A2.1)-bindende und endogen prozessierte
Peptide aus dem MPP11-Protein identifiziert werden. Weiterhin gehérte die Verifizie-
rung der Bindung bereits beschriebener Peptide des bekannten Tumorantigens PRAME
an HLA-A2.1 zu diesem Aufgabenbereich. Parallel zu diesen Arbeiten sollten Expressi-
onsanalysen der ausgewdahlten Proteine ihre Verwendbarkeit fir die Immuntherapie
unterstreichen.

Die identifizierten Peptide sollten im Folgenden hinsichtlich ihrer Immunogenitat in HLA-
A2-transgenen Mausen untersucht werden. Die daraus resultierende Generierung von
HLA-A2.1-restringierten und MPP11-, bzw. PRAME-peptidspezifischen Tumor- und
Leuk&mie-reaktiven zytotoxischen T-Zellen (ZTL) mit hoher T-Zell-Rezeptor-Affinitat
stellte die Hauptaufgabe innerhalb der vorliegenden Arbeit dar.

DarlUber hinaus sollte im zweiten Teil des Projektes die zytolytische Reaktivitat dieser
ZTL gegenuber PRAME-exprimierenden Zelllinien, Transfektanten und humanen Tu-
mor-Zelllinien zunachst eingehend in vitro untersucht werden.

Auf der Basis der aus diesen Arbeiten gewonnenen Ergebnisse sollte abschlie3end die
Fahigkeit der ZTL in vivo in murinen Tumor- und Leukamie-Modellen evaluiert werden.
Dazu wurde ein spezifisches Tumor-Modell unter Verwendung von PRAME-
exprimierenden EL-4 Tumorzelltransfektanten entwickelt sowie die Rekonstitution mit
akuten myeloischen Leukamiezellen (AML) in immundefizienten Mausen etabliert. Mit
Hilfe von adoptiven Transferexperimenten wurde anschlielend die Tumor- bzw. Leu-
kamiereaktivitat der generierten T-Zellen in beiden in vivo Modellen fir die verwendeten
Antigene verifiziert und spezifiziert.

Alle Untersuchungen wurden im Vergleich zu den bereits beschriebenen und charakte-

risierten p53264-272 ZTL vorgenommen [61].
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Agarose

Aqua dest.

Bovines Serumalbumin (BSA)
B-Mercaptoethanol

B2 Mikroglobulin

CFSE

51Chrom ( Na(51Cr)Oa)
Destilliertes Wasser
Dimethylsulfoxid DMSO
Dextransulfat

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
Ethylendiamintetraacetate (EDTA)
Ethanol (min. 99 %)

Ethanol vergallt (96 %)
Ethidiumbromid

EZMix" Hefeextrakt

Fotales Kalberserum (fetal calf serum, FCS)
Gentamycin

Geneticin (G418)

Glycerin, 99 %

Humanes AB-Serum

Hu & mu Interferon y

Mu rekombinantes Interleukin 2(IL-2)
Hu Interleukin 7 (IL-7)-Fc

Hygromycin

L-Glutamin

Lipopolysaccharid (LPS, S. thyphosa)
Magnesiumchlorid

Natriumchlorid

para-Formaldehyd (PFA)

Axon, Kaiserslautern
Braun, Melsungen

Sigma Chemie, Steinheim
Sigma Chemie, Steinheim
Sigma Chemie, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Perkin Elmer, Boston, USA
Millipore, Schwalbach
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Lonza, Verviers, Belgien
Sigma, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Mundo OHG, Mainz
Sigma (Fluka), Steinheim
Sigma, Steinheim

PAA, Paschin, Osterreich
Lonza, Verviers, Belgien
Gibco, Eggensheim
Sigma, Steinheim
Blutspendezentrale Universitatskli-
nik der Johannes Gutenberg-
Universitat Mainz

Sigma, Saint Louis, USA
Sigma, Saint Louis, USA
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Carlsbad, USA
Lonza, Verviers, Belgien
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma Chemie, Deisenhofen
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PBS (Phosphat gepufferte Saline)

RPMI 1640
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-Base)
Trypanblau

Trypsin-EDTA

Tryptophan

Gibco, Paisley, UK
Lonza, Verviers, Belgien
Sigma, Steinheim
Sigma, Deisenhofen
Lonza, Verviers, Belgien
Roth, Karlsruhe
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2.1.2. Medien und Puffer

2.1.2.1. Maedien fur die Zellkultur

Alle in der Zellkultur verwendeten Medien und Lésungen wurden vor Gebrauch Uber
einem 0,22um Filter auf gereinigt und unter aseptischen Bedingungen gehalten.

Medium fur Zelllinien und
murine TZL (RPMI)

500 ml RPMI 1640
56 ml hitzeinaktiviertes FCS (10 %)
56 ml 0,2M L-Glutamin
560 pl Gentamycin (final 50 pg/ml)
28 ul B-Mercaptoethanol (5x10°M)
Medium fur humane
Leukamiezellen
500 ml RPMI 1640
56 ml hitzeinaktiviertes FCS (10 %)
56 ml 0,2M L-Glutamin
3 ml humanes Albumin (final 0,5 %)
560 pl Gentamycin (50ug/ml)
28 ul B-Mercaptoethanol (5x10°M)
Selektionsmedium
fur Zelllinien (RPMI+G418)
500 ml RPMI 1640
56 ml hitzeinaktiviertes FCS (10 %)
56 ml 0,2M L-Glutamin
1,7 mi G418
(effektive Konzentration 0,28ug/ml)
560 pl Gentamycin (50ug/ml)
28 ul B-Mercaptoethanol (5x10°M)
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Selektionsmedium
fur Transfektanten (RPMI+ Hygromycin)

500 ml RPMI 1640

56 ml hitzeinaktiviertes FCS (10 %)
11,2 ml Hygromycin (1mg/ml)

56 ml 0,2M L-Glutamin

1,7 mi G418

(effektive Konzentration 0,28ug/ml)

560 ul Gentamycin (50ug/ml)

28 ul B-Mercaptoethanol (5x10°M)

MACS Puffer
PBS EDTA pH7.5
0,5 % BSA

2.1.2.2. Medium zur Kryokonservierung

Das Medium besteht fir alle Arten von Zellen und Zelllinien aus FCS supplementiert mit
10 % (v/v) DMSO.

2.1.2.3. Puffer fur die Gelelektrophorese

5x TBE Puffer

549 (89mM) Tris-Base
20ml (2mM) 0,5M EDTA,pH 8,0
27,59 (89mM) Borsaure

Werden in 1l Milli Q Wasser gel6st.
2%iges Agarose Gel

54g Agarose (2 %w/v) werden in 200ml einfach (1x) TBE Puffer gegeben und erhitzt,
bis die Agarose vollstandig gelost ist.
Fur jeden weiteren Gebrauch wird die Losung erneut erhitzt.
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2.1.2.4. Puffer fir FACS-Analysen

FACS Puffer
PBS mit 0,1 % FCS

FACS-Fixierungspuffer (PFA)

2g Paraformaldehyd (1 % w/v) werden in 200ml PBS bei 60<C fur 3-4 h gel6st. Die wei-
tere Lagerung erfolgt bei 4.

2.1.3. Losung fur die Kultivierung von Bakterien

10g NacCl
10g Trypton
59 EZMix

Werden in 1l doppelt destilliertem (ddW) Wasser geldst und durch Zugabe von NaOH
auf pH 7 eingestellt. AnschlieRend wird das LB-Medium autoklaviert.

2.1.4. Kommerzielle Kits

RNS Isolation aus AML Patientenmaterial:

PAXgene Blood RNA System PreAnalytiX, Qiagen & BD, Hilden
RNS Isolation:

RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden

DNS Isolation aus Blut und Geweben:

DNeasy® Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden
Plasmidextraktion:

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

cDNS Synthese:

SuperScript™ Il System for RT-PCR Invitrogen, Carlsbad, USA
DNS-Marker zur Gelelektrophorese:

1 kb & 100 bp DNS-Marker New England Biolabs, Frankfurt
PCR Kit:

Taq DNA Polymerase, dNTPack Roche Diagnostics, Mannheim
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Zellseparation mit magnetischen ,beads*:
MACS Beads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
MACS LS Colums Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.1.5. Enzyme

Alle verwendeten Enzyme und dazugehdrigen Puffer stammten von New England Bio-
labs, Frankfurt.

BamHI, BsrG1, Pvul, Xhol

2.1.6. Primer und Vektoren

Spezifitat Firma Sequenz (5°-3))

Human MWG AATTTCAGCTGACTAAACA

Chromosom 17 TTTAGTTAGGTGCAGTTAT

Human MWG GCAGAATGTCGTGATGAGAG

MPP11 GCTAACCGAGCAGCTTCTA

Human MWG CAACCTCAGGCGGCTCATAG

p53 wt TGCACCAGCAGCTCCTACAC

Human MWG GTTGCTCAGGCACGTGAT

PRAME GAGCCTGGCATGCAGATA

Human MWG AGGAACAGCACAGGCCTTAGTG

TNF AAGACCCCTCCCAGATAGATGG

Beta Actin Sigma CGTTGCTATCCAGGCTGTGCTATC
GCACTGTGTTGGCGTACAGGTCTT

TATA box dankend erhalten von Dr. T. Bopp
binding Protein | (Institut fur Immunologie, Universitat Mainz)

dankend erhalten von Dr. M. Koslowski

EF1 alpha
P (Ill. Med. Klinik, Hamatologie & Onkologie, Universitat Mainz)

dankend erhalten von Dr. M. Koslowski

18s
(1. Med. Klinik, Hamatologie & Onkologie, Universitat Mainz)

21



Material

pcDNA3-PRAME Dr. J. Kessler
pDR2-PRAME Dr. J. Kessler
pCEP4-p53wt Dr. S. Stein

2.1.7. Peptide

In dieser Arbeit verwendete Peptide wurden von der Firma Biosyntan synthetisiert.
Die Reinheit der Peptide betrug stets 95 %.
Die Aminosaure-Sequenzen waren wie folgt:

Peptid Aminosauresequenz
MPP 51 QELEDKKEL
MPP 68 LQLEEFPML
MPP 335 ALLAKKEKDI
MPP 336 LLAKKEKDI
MPP 405 DLQLLIKAV
MPP 406 LQLLIKAVNL
MPP 407 QLLIKAVNL
MPP 430 YMNIHSSSGV
MPP 507 KLLEQALKT

PRAME 100 VLDGLDVLL
PRAME 142 SLYSFPEPEA
PRAME 300 ALYVDSLFFL
PRAME 425 SLLQHLIGL
Flu M1 58 GILGFVFTL
VSV-N 52 RGYVYQGL
p53 264 LLGRNSFEV
HBV Core 128 TPPAYRPPNAPIL
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2.1.8. Zelllinien und Transfektanten

In den folgenden Untersuchungen eingesetzte Zelllinien und Transfektanten wurden
bereits ausfuhrlich beschrieben.

1.) HLA-A2 positive Zellen:
a. Die TAP defiziente Zelllinie T2.
b. Die konstitutiv A2- positive und p53- defekte Osteosarkom Zelllinie Saos-
2, sowie die mit dem humanen p53-Gen transfizierte und eine Mutation an
Stelle 143 (V— A) tragende Saos2/143 Zelllinie [63] wurden zur Erken-
nung von p53 verwendet.
c. MZ1851 und MZ1257, beides Nierenzellkarzinom Zelllinien, und MCF 7,
eine Brustkrebs Zelllinie, wurden zur Erkennung von PRAME verwendet.
2.) Humane Leukamie Zelllinien:
a. Jurkat Zellen, eine T-Zell Leukdmie Zelllinie und deren mit HLA-AZ2 transfi-
zierte Variante (JA2) [62].
b. Die humane chronisch myeloische Leukadmie Zelllinie (K562) [64] und ihre
A2- positive Transfektante (K562-A2).
c. Die Zelllinien HL-60 und KG-1, welche von der DSMZ (Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen) erworben wurden.
3.) Mauszelllinien:
a. Die aus C57BL/6 Maus stammende Thymoma Zelllinie EL4 und die dar-
aus resultierende mit HLA-A2.1/K® transfizierte EA2K® Linie [62].

Wahrend dieser Arbeit entstanden EA2K® Transfektanten mit p53 bzw. PRAME durch
Elektroporation der EA2K® Zellen mit entweder p53 Wildtyp Protein, oder dem PRAME
Protein (siehe Abschnitt 2.2.1.10.).

Alle hier aufgefuhrten Zelllinien wurden im Standardmedium (RPMI 1640 in Gegenwart
von 10 % hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (FCS), 1 % 0,2M L-Glutamin und
50ug/ml Gentamycin und 5x10° B-Mercaptoethanol) kultiviert. Zur Kultivierung Neomy-
cin-, oder Hygromycin-resistenter Zellen wurde dem Medium Geniticin (G418) in einer
Konzentration von 0,4-1mg/ml oder Hygromycin in einer Konzentration von 0,75-
1,5mg/ml zugegeben. Alle Zellen wurden bei 37C und 5 % CO, in Wasserdampf-
gesattigter Atmosphére kultiviert.
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2.1.9.

Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden transgene (tg) Mause verwendet, die das humane MHC Klasse
I- Transgen HLA-A2.1 (A2) exprimieren, nachfolgend wurden sie auf den genetischen
Hintergrund von C57BL/6- Mausen eingekreuzt [62, 65]. Folgende Stamme wurden
verwendet:

1)

2)

3)

4)

5)

C57BL/6-Méuse besitzen den H-2>-Phanotyp und exprimieren die MHC Klasse |
Molekule H-2K, D, L sowie die MHC Klasse Il Molekule I-A und I-E.

[huCD8a/Bx A2.1/K"[r1 (CD8 x A2K®)- transgene Mause exprimieren heterozygot
chimares A2K® und zusatzlich die a- und B-Kette des humanen CD8 Molekils.
AulRerdem sind sie homozygot fur das H-2*-Gen.

CyA2/K® (CyA2KP)- transgene Mause sind homozygot sowohl fiir das chimare
MHC Klasse I-Transgen, welches sich aus den beiden humanen ai;- und o,—
Domaénen von A2 und der murinen az—Doméane von H-2K" (MHC Klasse I- Mole-
kil der Maus) zusammensetzt, als auch fir das H-2°-Gen.

B6x A2-tg Mause ((JA2xC57BL/6] x C57BL/6)r1-Tg) sind homozygot fiir das H-2"-
Gen und exprimieren heterozygot a;-, a,- und az-Domanen des humanen HLA-
A2 (Schwere und leichte 32 Mikroglobulin) Kette.

NOD/SCID/IL2yc™" Mause (NOD/LtSz-scid IL2rg™) sind nicht nur homozygot fiir
die NOD und scid Mutationen, sondern auch fur entweder die Abwesenheit der
IL2 Rezeptor y Kette oder das Fehlen ihrer intrazytoplasmatischen Doméne [66,
67].

Alle Versuchstiere wurden in der zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) der Johan-
nes Gutenberg-Universitdt Mainz geztchtet und unter hohen Hygienestandard- (speci-
fic-pathogen-free (SPF) —like) Konditionen gehalten.

Alle in diesen Untersuchungen durchgefuhrten Tierexperimente entsprechen genehmig-
ten Tierversuchsantrdgen des Landes Rheinland-Pfalz.
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2.1.10. Gerate

Brutschréanke (Inkubatoren)
Durchflusszytometer, Calibur
Elektroporations Gerat
y-Strahlungsmessgerat

(Top Count™ Microplate Scintillation)
Gelelektrophorese Kammern
iICycler

Inkubationsschttler

MACS Separations Einheit
Mikroskop

Netzgerate

PCR Gerate

pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe ,Pipetboy*
Photometer

Schittler KS 250

Stickstoff Tank

Sterilbank

Thermomixer
Tischzentrifuge

Vortexer REAX

Waagen

Wasserbad

Zentrifuge Omnifuge

2.1.11. Verbrauchsmaterialien

Heraeus, Hanau

BD, Heidelberg

BioRad, Miinchen

Packard Instrument Company,
Meriden, USA

BioRad, Miunchen

BioRad, Miunchen

INFORS AG, Bottmingen, Schweiz
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Zeiss, Oberkochen

Amersham Pharmacia Biotech, Wien
Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

Gilson, Limburg-Offheim
Hirschmann, Eberstadt
Amersham Pharmacia Biotech, Wien
IKA Labortechnik, Staufen

tec lab, Konigstein/Ts.

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach

Satorius AG, Gottingen

GFL, Burgwedel

Heraeus, Hanau

Jegliche Glaswaren wurden vor Gebrauch 20 min bei 121<C autoklaviert. Alle anderen
Verbrauchsgegenstande, wie z. B. Zellkultur-Platten, Pipetten etc. wurden sterilisiert

eingekauft.

Cellstar PP- Rohrchen 50 ml, 15 ml
Cell strainer 40 um Nylon
Kryoréhrchen

Greiner, Frickenhausen
BD Falcon, Bedford, MA
Nunc, Wiesbaden
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FACS Ro6hrchen

Kanulen, versch. GroRen
MACS MS Separation columns
Magnetstdbchen

Mikrokuvette

Mikroskop- Deckglaschen
LUMA Platten

Parafilm

Pinzette

Pipettenspitzen Standard tips
Reaktionsgefalde

Skalpelle, aseptic
Sterilisationsfilter 22 ym

Syringe, Injekta F 1, 10, 20 ml
Zellkultur Flaschen (T25, T75)
Zellkultur Platte, Cellstar 24 Loch
Zellkultur Platte, Cellstar 96 Loch

Becton Dickinson Franklin Lakes,
NJ

Braun, Melsungen

Miltenyi, Bergisch Gladbach

Roth, Karlsruhe

BioRad, Minchen

Menzel Glaser, Braunschweig
Perkin Elmer, Boston, USA
American National Can, Chicago,
IL

FST, Heidelberg

Starlab, Ahrensburg

Eppendorf, Hamburg

Feather Safety Razor Co, Kdln
Millipore, Bedford, USA

Braun, Melsungen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden
Nunc,Wiesbaden
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekulargenetische Methoden

2.2.1.1. DNS- und RNS-Isolation aus humanem & tieri schem
Blut, Geweben, Bakterien oder Zellen

Je nach Art des Ausgangsmaterials (Blut oder Zelllinien) und des gewiinschten Endpro-
duktes (DNS oder RNS) werden die Proben mit kommerziellen Kits der Firma Qiagen in
mehreren Waschschritten nach Herstellerprotokoll Gber eine Saule aufgereinigt und in
eluierter Form bei -20C gelagert.

Bei der Isolation von RNS aus menschlichem Blut wurde die laut Hersteller angegebe-
nen Lagerungszeiten bei 4C und RT strikt eingehalt en.

2.2.1.2. Fotometrische Bestimmung des DNS- oder RNS -
Gehalts

Die DNS oder RNS wurde mit Tris-HCL (pH 7,8) mit einem Verhéltnis von 1:50 und ei-
nem Endvolumen von 100ul verdinnt und der Gehalt, der zu bestimmenden Nuklein-
saure, fotometrisch bei einer optischen Dichte (OD) von 260nm in einer Quarzkuvette
gemessen.

2.2.1.3. Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Fur die selektive Amplifikation von Nukleinsaureabschnitten wurde die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) angewandt. Die PCR wurde 1983 entwickelt und ist seit dem eine
Standardmethode geworden, die es erlaubt, kleinste Mengen DNS spezifisch zu ampli-
fizieren und zu detektieren.

Fur die Detektion der gewiinschten Sequenz werden spezifische vorwarts- (forward, for)
und rickwarts- (reverse, rev) Primer gewahlt, wobei sich die Bezeichnung nach der Ori-
entierung im Vergleich zur 5’-3’ (for)-Leserichtung des Nukleinsdure-Stranges bezieht.
Diese Primer dienen der Tag-Polymerase, gewonnen aus dem Bakterium Thermophilus
aguaticus, als Ausgangspunkt zur Synthese eines zur DNS-Matrize (Template) kom-
plementaren DNS-Stranges. Da doppelstrdngige DNS nicht abgelesen werden kann,
muss diese in der Reaktion zunachst durch Erhitzen getrennt, denaturiert, werden. Die
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hier verwendete ,Hotstart” Tag-Polymerase benottigt eine Start-Temperatur von 95T fir
5 min. um aktiviert zu werden. Danach folgen erneut 95<C, die Denaturierungsphase,
die lediglich 60sec. dauert. Die schnelle Abkihlung auf Temperaturen zwischen 50-
65T verhindert die Ruckbildung der Doppelstrédnge. Die Primer kdnnen sich bei einer
fur sie optimalen Temperatur (Annealing-Temperatur) an die einzelstrangige DNS anla-
gern, sofern die Template DNS fast vollig mit ihrer Sequenz tbereinstimmt. Die Annea-
ling Temperatur befindet sich meistens zwischen 50-65C, abhangig von dem GC-
Gehalt der Primer.

Im nachsten Schritt verlangert die Polymerase den komplementaren Strang bis zum
Sequenzende (Extension). Die Temperatur der Extensionsphase variiert je nach DNS
Polymerase, ist aber meistens bei 72C anzusiedeln. Die Lange dieser Phase ist ab-
hangig von der verwendeten Polymerase sowie der FragmentgroRe des zu amplifizie-
renden DNS-Stuckes.

Die folgende Verlangerungsphase (Elongation) ist abhangig von der DNS Gréf3e des
Templates. In dieser Phase wird sichergestellt, dass alle DNS-Einzelstréange vollstandig
verlangert worden ist.

So ergibt sich ein PCR-typischer Grundablauf:

Schritt 1: Denaturierung (95<C)

Schritt 2: Anlagerung der Oligonukleotide (Annealing) (50-65C)
Schritt 3: DNS-Synthese (Extension) (70-72C)

Schritt 4: Kontrolle (Elongation)

Diese Schritte wurden meist Giber 30-35 Zyklen wiederholt.

Das PCR Protokoll fur p53, hu TNF und hu Chrl7 wurde in zwei Abschnitte unterteilt
um eine noch spezifischere Amplifikation des Produktes zu ermdéglichen und ist wie
folgt:

94<C 5 min.
50C 1 min.
5 Zyklen { 72T 1 min.
94<C 1 min.
54C 1 min.
30 Zyklen 72T 1 min.
94<C 1 min.
72T 5 min.
4C 0
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Das Protokoll fir PRAME:

95C 15 min.
94<C 20 sek.
40 Zyklen 57C 45 sek.
72T 1 min.
72T 10 min.
4C o0

Nach der PCR werden die Proben auf ein Agarose Gel aufgetragen und ausgewertet.
Ein typischer Pipettieransatz fiir eine PCR Reaktion sah folgendermal3en aus:

2-6pl Template

1l for Primer

1l rev Primer

5ul Puffer+ MgCl,

1ul DNTP-Mix (dATP, dTTP, dGTP,
dCTP)

0,5ul Tag-DNA Polymerase

Xul H,O

50ul finales Volumen

Bei den Primerpaaren p53, Chromosom17 und TNF wurde zusatzlich 1ul DMSO (einer
5 % DMSO LoOsung) je Ansatz pipettiert. Das DMSO als Additiv erhdhte die Menge des
Endproduktes, die Spezifitdt [68, 69] und die Deutlichkeit der Banden in der abschlie-
Renden Gelelektrophorese.

2.2.1.4. Reverse Transkription

Mit Hilfe eines Enzyms, der reversen Transkriptase, wird von einer m-RNS (siehe Ab-
schnitt 2.2.1.1.) eine DNS Matrize hergestellt. Der komplementdare DNS Strang, die
cDNS, enthalt keine Introns und ist somit kleiner als das das eigentliche Gen.

Die in diesen Untersuchungen durchgeflhrten reversen Transkriptionen wurden aus-
schlie3lich nach Anleitung des verwendeten Kits, SuperScript™ Il First-Strand Synthe-
sis System for RT-PCR der Firma Invitrogen, durchgefihrt.
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2.2.1.5. Real Time- PCR (RT PCR)

Die Methode der RT-PCR ermdéglicht es Daten innerhalb einer PCR zu sammeln. Dies
verbindet die Amplifikation und die Detektion des Endproduktes innerhalb nur einer Un-
tersuchung [70]. Dies wird durch verschiedenste fluoreszierende Chemikalien innerhalb
der RT-PCR ermdglicht, welche eine Korrelation zwischen PCR-Produkt-Konzentration
und Fluoreszenzintensitat erméglichen [71]. Der in diesen Experimenten eingesetzte
Farbstoff, SYBR® Green I, kann an die neue doppelstrangige DNS in einem Probenan-
satz binden. Durch diese Bindung andert der Farbstoff seine Konformation so dass Flu-
oreszenz freigesetzt wird. Die Fluoreszenz Intensitat ist proportional zu der Menge des
spezifischen PCR Produktes.

Die RT-PCR ermdglicht die Sammlung quantitativer Daten tber z. B. Genexpressionen
verschiedener Gewebe mit einem dynamischen Bereich von 7 bis 8 Log- Stufen und
kann ebenso eine einzelne Kopie eines spezifischen Transkripts detektieren [72, 73].
Alle in dieser Arbeit durchgefuihrten cDNS Synthesen sind in einer Zwei-Stufen-RT-PCR
durchgefuihrt worden. Das bedeutet, dass die Transkription von mRNS in cDNS in ei-
nem separatem Experiment durchgefuhrt worden ist. Dies ermdglichte, mehrere unter-
schiedliche RT-PCR Experimente durchzufuhren, welche alle mit einer Verdinnung aus
einem cDNS Stock pipettiert worden sind. Dies ermdglichte eine hohe Reproduzierbar-
keit der Experimente [74].

¢
T @

Denaturierung

¢ ¢

‘_ ‘ LLLLROR gttt LLLLIONELLL Annea“ng

BUNIC SHNIARC JNNMEY TORRSE, JNRRRRC SO SOPORR Extension

Abb.1: Schematische Darstellung einer RT-PCR mit dem SYBR Green | Farbstoff. Der SYBR

Green (schwarze Rauten) wird fluoreszierend (griine Rauten), wenn er an doppelstrangige

DNS bindet. [www.invitrogen.com|]
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Das Protokoll fir einen RT-PCR Ansatz sah wie folgt aus:

15ul Mischung aus DNTPs, SYBRGreen und Puffer
5ul cDNS (1:10 verdunnt)
3ul for Primer (Stockldsung mit 3uM)
3ul rev Primer (Stocklésung mit 3uM)
4l H.O
30ul Endvolumen

Die Untersuchungen der PRAME-Expression in verschiedenen Geweben und AML-
Proben wurden in Zusammenarbeit mit Dr. T. Bopp, Institut fir Immunologie der Johan-
nes Gutenberg-Universitat Mainz, vorgenommen. Dr. M. Koslowski (lll. Med. Klinik, Ab-
teilung H&amatologie/Onkologie) stellte die RNS-Proben diverser Gewebe zur
Verfligung. Als interne Referenz wurden in jedem Versuchsansatz 18sRNS oder TATA-
box binding Protein (TBP), ein RNS Polymerase Il Transkriptionsfaktor, mitgefiihrt. Die
Ergebnisse aus diesen Untersuchungen sind auf den Wert von PBMZ normalisiert wor-
den.

2.2.1.6. Gel-Elektrophorese

Die Auftrennung verschiedener DNS-Fragmente im Agarosegel erfolgt nach ihrer Gro-
3e. In pH neutraler L6sung ist die 5’ Phosphatgruppe einer Nukleinsauren ionisiert und
kann bei angelegter Spannung gemald ihrer Gréf3e unterschiedlich schnell im elektri-
schen Feld wandern. Die Geldichte (0,7 % bis 3 %) wurde in Abhangigkeit von der zu
erwartenden FragmentgroéRe gewahlt.

Zur Bestimmung der Fragmentgr63en von DNS-Proben und PCR-Proben wurden diese
mit 1/5 (v/v) Blaumarker versetzt und auf ein 2 % Agarosegel in 1x TBE-Puffer aufge-
tragen und bei 100 V fir 1h aufgetrennt. Das Gel wurde mit Ethidiumbromid versetzt,
welches der spateren fotografischen Auswertung auf dem UV-Transluminator dient.

Die zu erwartenden Fragmentgrél3en waren wie folgt:

PCR:
Humanes p53 400 bp
Humanes TNF 471 bp
Humanes Chromosom 17 850 bp
Humanes PRAME 457 bp
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Linearisierung:

pCEP4wthup53 3 kb
pcDNA3-PRAME 3 kb
pDR2-PRAME 3 kb

2.2.1.7. Glycerol-Stocks

Zur Lagerung aufgereinigter Vektoren, werden so genannte Glycerol Stocks angelegt.
1ml einer Bakterien-Uber-Nachtkultur (siehe 2.2.1.8.) wird mit 1ml 80% Glycerol in ein
2ml Reaktionsgefald gegeben und bei -80CT eingefrore n und gelagert.

2.2.1.8. Transformation und Plasmid-Préparation

Als Transformation bezeichnet man die Ubertragung von Erbinformationen mit Hilfe iso-
lierter DNS in das Genom von Bakterien. Daflr wurden kompetente Bakterien-Zellen
(XL-1 blue; Stratagene) mit 1ul DNS (aus einem Glycerol-Stock) fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Danach folgt eine 45 Sekunden Inkubation in einem 42C-Wasserbad und
wiederum eine Lagerung fir 2 Minuten auf Eis. 450 pl vorgewarmtes LB-Medium wird
zu dem Ansatz hinzupipettiert und 50 Minuten bei 240 Upm und 37< im Schittelinku-
bator geschittelt um den Bakterien optimale Wachstumsbedingungen zu gewéhrleisten.
100 ul des Ansatzes werden auf Agar-Platten ausgestrichen und Uber Nacht im 37<C-
Brutschrank inkubiert. Die auf den Platten entstandenen Klone wurden einzeln gepickt
und in einer Plasmidpraparationen eingesetzt.

Zur Préaparation der in die Bakterien eingebrachten DNS wurden Qiagen Endofree
Plasmid Maxi Kits laut Vorschrift verwendet.

2.2.1.9. Linearisierung

Die fur die Elektroporation verwendeten Vektoren werden zuvor enzymatisch lineari-
siert. Dazu wird entweder das Enzym Pvu | oder BsrG1 verwendet, welches in der Am-
picilin-Resistenz-Kassette des Vektors schneidet und so die zirkulare Form auftrennt.
Es hat sich in mehreren Versuchen gezeigt, dass linearisierte Plasmide besser von Zel-
len aufgenommen werden kénnen.
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Das Reaktionsgemisch 2 ul Enzym
x Wl Plasmid (ca. 10uQ)
6 ul Enzym- Puffer
6 ul BSA
X 1l HO

25ul Mix
wurde fur 90min. bei 37T inkubiert und dann auf ei n Agarosegel aufgetragen.

Die zu erwarteten Grol3en der linearisierten Plasmide liegen bei 3kb (siehe Abschnitt
2.1.6.).

2.2.1.10. Elektroporation

Die Elektroporation ist eine bestimmte Form der Transfektion. Die Zielzellen (Empfan-
gerzellen) werden einem stark elektrischen Stromimpuls ausgesetzt, der flr einen kur-
zen Augenblick die Integritat der Zellmembranen andert. In dieser Zeit konnen Plasmide
oder RNS in die Zelle diffundieren und werden in das Genom integriert. Fir die Elektro-
poration der hier verwendeten Empfangerzellen (Transfektanten) wird die Ausgangszell-
linie EA2K® verwendet. Durch die Behandlung werden die Zellen stark erhitzt um daher
Schadigungen der Zellen zu vermeiden, missen alle Materialien gut gekihlt sein und
die Vorgange sollten auf Eis stattfinden.

5x10° Zellen wurden in RPMI Medium (ohne Additive) gewaschen, in 200pl resuspen-
diert und in eine Elektroporationskivette gegeben. Es wurden je Ansatz 10ug des ge-
wulnschten, linearisierten Plasmids in die Klvette pipettiert. Als Negativkontrolle diente
ein elektroporierter Ansatz ohne Plasmid. Die Anséatze wurden bei einer Rechteckspan-
nung, 300uF und 300V 2 Strompulsen ausgesetzt und danach sofort wieder auf Eis ge-
lagert. Die Suspension wurde aus den Kivetten entfernt und in einem Endvolumen von
2ml in einer 24 Lochplatte fir 48 h in RPMI Medium inkubiert.

Nach der ersten Inkubation wurden die Zellen in RPMI+G418 Medium aufgenommen
um die Expression von HLA-A2 der parentalen Zellen nicht zu mindern. Nach weiteren
24h wurde dem Zellkulturmedium 500ug Hygromycin zugesetzt, da die eingebrachten
Plasmide eine Hygromycin Resistenzkassette trugen, d.h. dass nur Zellen heranwach-
sen konnten, die G418 und Hygromycin resistent waren. Die Zugabe von Hygromycin
startete bei 0,5mg/ml, da es sich um ein starkes und hoch toxisches Antibiotikum han-
delt. Der Elektroporationsansatz ohne Plasmid sollte die erste Hygromycin Gabe nicht
Uberleben, da er keine Resistenz gegen dieses Antibiotikum trug. Die anderen Anséatze
wurden nach 1 Woche in T25 Flaschen Uberfuhrt und mit 2mg/ml Hygromycin weiter
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behandelt. Zeigten die Kulturen weiteres Zellwachstum wurden sie in einer RT-PCR auf
das Vorhandensein des eingebrachten Proteins hin untersucht.

2.2.2. Durchflul3zytometrie (FACS)

FACS steht fur “Fluorescence Activated Cell Sorting” und ist eine sehr haufig verwende-
te Methode. Die FACS Analyse ermoglicht nicht nur das maschinelle Z&ahlen von Zellen,
sondern auch die Analyse der phénotypischen Eigenschaften.
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Abb.2: Linke Seite: Ansicht von Mausblut mit humanen Lymphozyten. Rechte Seite: Humane PBMZ.
Beides durchflulRzytometrisch nach GroRe und Granularitat der Zellen aufgetrennt.

Die FACS Analyse ist zur Quantifizierung von Zelloberflachen Molekilen und intrazellu-
laren Proteinen in einer Einzelzellsuspension einsetzbar. Diese Technik basiert auf der
Antigen-Antikérper Reaktion, wobei die hier zu detektierenden Antigene durch fluor-
chrom-markierte Antikdrper gebunden werden. Das DurchfluBzytometer ist in der Lage
Einzelzellen aus einer Zellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung aufzu-
nehmen und an einem Laserstrahl vorbeizuflhren. Dieser trifft auf die Elektronen der
Fluorchrome, welche dadurch aktiviert und in einen héheren Energiezustand transferiert
werden. Wenn die Elektronen in ihren Ausgangslevel zurtickkehren geben sie detek-
tierbare Energie ab, welche proportional zur Menge des Antikorpers auf der Zelle ist.
Durch diese Technik ist es moglich mehrere Molekile gleichzeitig auf der Oberflache
einer Zelle, mit Hilfe von verschiedenen Fluorchromen, messen zu kdnnen. Verschie-
dene Antikdrper auf der Zelle werden durch verschiedene Wellenlangen und ihre typi-
schen Emissions-Spektren gemessen. ZellgroRe und Granularitat der Zelle werden
durch Lichtbrechung und ,scattering®, welche durch die Zelle innerhalb des Laserstrahls
hervorgerufen wird, gemessen [75].

Fur die Oberflachen-Féarbung von isolierten Zellen, Blutproben oder Subpopulationen
wurden die Zellen mit bis zu 3 verschiedenen Farbstoffen gleichzeitig gefarbt. Stan-
dardmaflig wurden die Zellen in FACS Puffer gewaschen und nach Zentrifugation in
200ul FACS Puffer resuspendiert. Der Zugabe von 1,5ul des jeweiligen Antikdrpers und
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kurzes Vortexen folgte eine Inkubation von 30-45min. bei 4C. Die Inkubation richtete
sich nach der Art des verwendeten Antikorpers und konnte bei besonderen Antikdrpern
auf 15-20 min. bei RT reduziert werden. Nach der Inkubation wurden die Zellen gewa-
schen und in 200ul 1% iger PFA L6sung aufgenommen und im FACS gemessen.

Die Messungen wurden zeitnah an einem FACS Calibur Gerat durchgefuhrt und umge-
hend mit der Cell Quest Pro Software analysiert um die prozentualen Anteile verschie-
dener Oberflachenmolekiile, z. B. CD45, CD33, ermitteln zu kénnen.

Antigen Reaktivitat | Fluoreszenzmarkierung | Firma

CD3 Human FITC, PE Beckman Coulter
CD19 Human FITC,PE BD

CD33 Human FITC,PE BD

CD34 Human PE BD

CD45 Human APC BD

CD56 Human APC BD

CD96 Human PE Santa Cruz
HLA-ABC Human FITC BD

HLA-A2 Human FITC BD

V beta 3 p53 TZR PE BD

CD8 Murin FITC BD Pharmingen
CD90.2 Murin PE BD Pharmingen
p53 Human FITC BD Pharmingen
7-AAD FITC BD Pharmingen
CFSE FITC Invitrogen
2.2.3. Gewinnung von murinen Blutproben

Fur die Gewinnung kleinerer Mengen peripherer mononuklearer Zellen (PBMZ) aus
Versuchstieren, wahrend laufender in vivo Experimente, wurde Blut durch Punktion ei-
ner Schwanzvene gewonnen. Bei Beendigung des Experiments wurden die Tiere mit
einer intraperitonealen Gabe Ketanest/Rompun narkotisiert und Blut durch Herzpunkti-
on gewonnen.

35



Methoden

2.2.4. Zellkulturtechnische Methoden

Alle zellkulturtechnischen Methoden wurden unter Sterilbanken durchgefiihrt, so dass
eine Keimfreiheit aller Zellkultur-Materialien gewahrleistet werden konnte.

2.2.4.1. Chirurgische Entnahme von Organen

In Abhéangigkeit von der Art des Experiments wurden die Tiere entweder durch zervikale
Dislokation, oder durch intraperitoneale Gabe von 200ul Ketanest/Rompun getétet.
Durch die Verwendung von 70 %-igem und 90 %-igem Ethanol ist eine sterile Entnah-
me der verschiedenen Organe gewahrleistet worden. Die Entnahme erfolgte mit desin-
fiziertem, chirurgischem Besteck und wurde unter der Sterilbank durchgefihrt. Durch
einen Schnitt in die rechte Flanke des Tieres wurde die Milz entnommen, wohin gegen
die Gewinnung von Knochenmark durch Ausspulen von Tibia und Femur der beiden
hinteren Extremitaten vollzogen wurde.

Nach Entnahme der Organe wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt.

Die Milz wurde nach der Entfernung tber ein steriles Stahlnetz und durch einen sterilen
Nylon-Filter 40um filtriert. Nach Aufnahme in RPMI Medium und einem Zentrifugati-
onsschritt (1500 UPM, 21<C, 5min.) erfolgt die Resu spendierung im adaquaten Medi-
um.

2.2.4.2. Kryokonservierung von Zellen

Zum Konservieren von humanen und murinen Zellen wurden diese in flissigem Stick-
stoff gelagert. Hierzu wurden die Zellen gezéahlt und in Portionen von 1 bis 50 Mio. Zel-
len in 1 bis 2ml Kryomedium aufgenommen, in Kryobehaltnisse aliquotiert und fur
mindestens 48h bei —80C gelagert. Daraufhin wurden die Zellen in den Stickstofftank (-
181<C) uberfuhrt und konnten, vorzugsweise in der fllssigkeitsnahen Gasphase, ad
libitum gelagert werden.

Zum Auftauen wurden die KryogefalRe fur ca. 1min. im 37C Wasserbad vollstandig
aufgetaut und danach die Zellensuspension mittels steriler Kunststoffpipetten tropfen-
weise in mindestens 15ml PBS bei RT Uberfuhrt. Daraufhin erfolgte ein Zentrifugati-
onsschritt (1500 UPM, RT, fur 5min.), wonach die Zellen zur weiteren Kultivierung in
einer adaquaten Menge des entsprechenden Kulturmediums aufgenommen worden
sind.
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2.2.4.3. Passagieren von Zelllinien

Alle Zellen, die in diesen Untersuchungen verwendet worden sind, wurden zweimal wo-
chentlich neu ausgesat. Hierbei wurden je nach Verdinnungsverhéaltnis und Endvolu-
men zwischen 0,5 bis 50ml Zellen aus der bestehenden Kultur entnommen und mit
neuem Medium in eine Kulturflasche gegeben. Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte
bei 37C und 5 % Co ; stets unter sterilen Bedingungen.

2.2.4.4. Kultivierung von murinen, peptidspezifischen T-Zell en

Peptidspezifische ZTL fiir PRAMEig.10s (PRA100) (CD8xCyA2K® Mause), FluM1
(CD8xCyA2K"Mause), p53264.272 (A2 Mause) und Allo A2 (huCD8 Mause) [86] wurden
durch wochentliche Restimulation der Effektorzellen mit entsprechenden Peptid-
beladenen Stimulatorzellen etabliert und in Kultur gehalten [76].

Als Stimulatorzellen dienten JA2-Zellen, welche mit 20000 cGy bestrahlt, anschlie3end
in unsupplementiertem RPMI Medium mit 5pg/ml des jeweiligen Peptids und 10ug/ml
B2-Mikroglobulin fir 35 bis 40min beladen und schlief3lich zweimal gewaschen wurden.
Die ZTL wurden mit 0,5x10° JA2-Zellen und 6x10° bestrahlten (3000 rad) BL6/J-
Milzzellen in einem Endvolumen von 2ml/Loch einer 24 Loch-Platte ausgesat. Den An-
satzen wurde 2 % (v/v) Uberstand aus dem Kulturmedium Con A-aktivierter Milzzellen
von Lewis- Ratten als Zytokin zugegeben (TCGF) [77].

Bei spateren Restimulationen der ZTL-Populationen wurde anstelle des TCGF IL-2 (100
U/ml) und IL7-Fc (5ng/ml) als Zytokin-Cocktail dazu gegeben.

2.2.4.5. CD56 Depletion mittels direkter MACS-Separation

Die Technik der MACS Separation erméglicht die Aufreinigung von heterogenen Zell-
populationen. Dabei werden mit magnetischen Partikeln (Beads) konjugierte Antikérper
an Oberflachenstrukturen, wie z.B. CD Marker, von Zellen gebunden. Die Zellen durch-
laufen ein magnetisches Feld, in dem die Zellen mit den magnetischen Partikeln ange-
reichert werden. Zellen ohne Beads passieren das Magnetfeld.

Zur Depletion von NK Zellen (CD56") innerhalb der AML Probe wurde die Zellsuspensi-
on gewaschen, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 80ul per 10° Zellen
MACS Puffer resuspendiert. Fiir 10” Zellen wurden 20pl CD56 Beads dazugegeben und
fur 15min. bei 4C°inkubiert. Danach wurden die Zellen mit MACS Puffer gewaschen
und in 500ul Puffer aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde in Separationssaulen

Uberfiihrt, welche in einem starken Magnetfeld montiert worden waren. Das Magnetfeld
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hinderte die durch Beads markierten CD56" Zellen am Durchlauf durch die Saulen. Die
CD56° Fraktion konnte ungehindert aufgefangen werden. Die Saulen wurden dreimal
mit 3ml Puffer gespdult.

Um die CD56" Fraktion zu erhalten, wurden die Saulen aus dem Magnetfeld entfernt
und die Zellen mit Elutionspuffer ausgespult. Zur Bestimmung der Reinheit der positiven
oder negativen Fraktion wurde jeweils eine Probe der Zellsuspensionen im FACS auf
die Expression von CD56 hin untersucht.

6
O

Incubation Separation Eluation
Abb.3: Schematische Darstellung einer MACS® Separation [78].

2.2.4.6. Gewinnung CD34 * Zellen mittels
direkter MACS Separation

Die Gewinnung CD34" Zellen wurde mit Hilfe des ,direct CD34 progenitor Cell Isolation
Kit* (Miltenyi) durchgefiihrt. In diesem Fall wurden zuerst 100ul FcR Blockierungs-
Reagenz (per 10°® totaler Zellzahl) in die Zellsuspension gegeben. Dieser Schritt verhin-
derte die spatere unspezifische oder Fc Rezeptor vermittelte Bindung der CD34 Beads
an nicht CD34" Zellen. Es folgte die Zugabe von 100ul CD34 Beads (per 10° totaler
Zellzahl) und die Inkubation fir 30min. bei 6212 , danach die Uberfiihrung der Zellen
auf MACS-Saulen. Es folgten verschieden Waschschritte der Separationssaulen (ver-
gleiche Abschnitt 2.2.4.5.) und die letztendliche Gewinnung der CD34" Zellen durch die
Entnahme der S&ulen aus dem magnetischen Feld und der Elution der Zellen. Die
Reinheit der Zellpopulationen wurde mittels FACS-Analyse bestimmt.
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2.2.5. Chrom-Freisetzungstest

Bei der Verwendung des **Chrom-Freisetzungstests werden die lytischen Eigenschaf-
ten von zytotoxischen T-Zellen, welche durch Perforin und Granzym B vermittelt wer-
den, zur Detektion der Lyse von Zielzellen genutzt [79, 80]. Gemessen wird die
Strahlung, des bei der Lyse freigesetzten Chroms aus dem Uberstand. Als Zielzellen
wurden sowohl T2-Zellen verwendet, welche mit relevantem oder irrelevantem Peptid
beladen werden kénnen, als auch Tumorzelllinien, die fur die Erkennung der endoge-
nen prozessierten spezifischen Antigene genutzt werden kénnen.

Je 5x10° Zielzellen wurden fiir 90 min. mit 150uCi Na(**Cr)O4 (ImCi/ml) markiert.
Gleichzeitig mit dieser Inkubation wurden bei Peptidkonzentrationstests jeweils 2l Pep-
tid verschiedener Peptidkonzentrationen in 10ul FCS zu den verwendeten T2 Zellen
pipettiert. Die so markierten Zellen werden dreimal bei 1500Upm fur 5 min. gewaschen
und dann in 10ml RPMI Medium aufgenommen, was zu einer Endkonzentration von
0,5x10° Zellen/ml fiihrt.

Die Effektorzellen, deren Zellzahl sich nachdem Effektor- zu Target- Zell Verhéltnis
(E/T) berechnet, wurden in RPMI Medium aufgenommen, 0,1ml in eine 96 Loch-Platte
Uberfihrt und dann im Verhéltnis 1/3 verdinnt. Dieser Verdinnungsschritt wird wieder
in das nachste Loch uberfuhrt und 1/3 verdinnt. Nach 5 Wiederholungen entspricht dies
einer Titration von 5 E/T Verhaltnissen.

0,1ml der markierten Zielzellen wurden zu den Effektorzellen pipettiert und fur 4-6 Stun-
den bei 37C und 5 % CO ; inkubiert.

Die Zellen wurden mit Ausnahme der Maximal- Proben, beinhalten nur markierte Zellen,
abzentrifugiert (1300 Upm, 9 min, 4%C), 80ul des Ub erstandes auf Luma Platten (ber-
fuhrt und Gber Nacht getrocknet.

Die prozentuale spezifische Lyse ergibt sich aus folgender Gleichung, welche durch die
Top Count Software ermittelt wird.

(exp. >*Cr-Freisetzung — spo. >*Cr-Freisetzung)

x 100= % spezifische Lyse
(max. >'Cr-Freisetzung — spo. *!Cr-Freisetzung)

Die maximale *'Cr-Freisetzung entspricht Ansétzen nur von markierten Zielzellen. Die

spontane *'Cr-Freisetzung entspricht dem Uberstand von Zielzellen ohne Effektorzel-
len.
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2.2.5.1. CESE-Test

Der CFSE Test nutzt die gleichen Eigenschaften von zytolytischen T-Zellen wie der
Chrom- Freisetzungstest. Hierbei wird jedoch kein radioaktives Isotop zur Markierung
der Zielzellen verwendet, sondern ein aus Carboxyflourescein Diazetat Succinimedyl
Esther (CFSE) bestehender Farbstoff. Der CFSE-Farbstoff kann spontan in Zellen dif-
fundieren und bindet dort Gber eine Estherverbindung irreversibel an intrazellulare Pro-
teine. Bei der Zellteilung wird CFSE an die Tochterzelle abgegeben, welche dann die
Halfte der Fluoreszenz der parentalen Zelle erhalt [81, 82].

Der Vorteil gegenuiber dem herkémmlichen Chromfreisetzungstest besteht darin, dass
dieser in vitro Test Uber mehrere Stunden, bis hin zu Tagen inkubieren kann. Das hat
zur Folge, dass nicht nur die Lyse tber Perforin/Granzym gemessen werden kann, son-
dern auch die langsamere Induktion der Apoptose durch Interaktion des Fas Liganden
(FasL) mit dem Fas Rezeptor oder dem Tumor-Nekrose Faktor a (TNF-a) in die zytoly-
tische Reaktivitat der T-Zellen mit eingerechnet werden kann. Die Induktion von Apop-
tose durch FasL oder TNF-a tritt erst nach 12-24h ein [83, 84]. Ein weiterer Vorteil
dieser Untersuchung ist heterogene Zielzell Populationen (z. B. AML-Material) problem-
los markieren zu kénnen. Zu Grunde liegend dafir ist die passive Diffusion des CFSE-
Farbstoffs in alle Zelltypen. Somit konnen auch Zelltypen untersucht werden, welche in
einem Chrom- Freisetzungstest das Problem einer verschieden starken Chromierung
aufweisen. Dies lasst Ruckschlisse auf eine mdgliche Austilgung von malignen
Stammzellen zu [85].

Die Zielzellen wurden mit PBS gewaschen und auf eine Konzentration von maximal
2x107 Zellen/ml eingestellt. 10uM CFSE wurde zu den Zellen gegeben und im abge-
dunkelten Wasserbad bei 37C fiur 10min. inkubiert. Nach der Inkubation mit dem
CFSE-Farbstoff folgte ein sofortiges Abstoppen der Reaktion durch Zugabe desselben
Volumens FCS und einer 2min. Inkubation bei Raumtemperatur. Die mit CFSE markier-
ten Zellen (CFSE-Zellen) wurden zweimal gewaschen und bei 1500 UPM, 5 min. ab-
zentrifugiert.

Falls die CFSE-Zellen mit Peptid beladen werden sollten folgte die Peptidbeladung (5ul
Peptid der geforderter Endkonzentration) fir 30min. bei 37C und 5 % CO »,. Es folgten
erneut zwei Waschschritte.

Die Zellen wurden in RPMI Medium in einer Endkonzentration von 5x10° Zellen/ml auf-
genommen und 100ul dieser Zellsuspension in eine 96 Loch-Platte Uberfuhrt. Die Effek-
torzellen wurden in verschiedenen E/T Verhaltnissen mit je 100ul direkt auf die
Zielzellen pipettiert. Die Kulturplatten wurden 6 oder 24 Stunden bei 37C und 5 % CO ,
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in FACS-R6hrchen tberfihrt und mit
FACS-Puffer gewaschen. Der relevante Antikdrper (CD45) wurde in die Suspension
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gegeben und einer Inkubation von 30 bis 45min. bei 4T folgten zwei weitere Wasch-
schritte mit FACS-Puffer und die Aufnahme in 1 % PFA-LOsung.

Das Ergebnis wurde mittels FACS-Analyse bearbeitet, wobei immer 2,5x10° Zellen
durch das Gerét gezahlt wurden.

Die Auswertung wurde in % CFSE-Zellen angegeben, kann aber durch folgende Formel
auch als % uberlebende Zellen angegeben werden.

(absolute Anzahl lebender CFSE" Zellen)

x 100= % Uberlebende Zellen
(absolute Anzahl lebender CFSE" Zellen bei t=0)

2.2.5.2. Konkurrenz-Test zur Bestimmung der Peptidb  indungs-
Affinitat synthetischer Peptide an HLA-A2.1

Ein Konkurrenztest wurde angewandt, um die Bindung der PRAME- und MPP11- Pepti-
de an A2.1 zu testen. T2-Zellen wurden mit 0,01ug des A2.1-bindenden Peptids p53264-
272 [86] beladen und nachfolgend 3ug oder 10ug des zu testenden Peptids zur Kompeti-
tion hinzugegeben. Das FluM1-Peptid diente als Positivkontrolle, wahrend das VSV-N-
Peptid als Negativkontrolle fungierte, da VSV-N ein H-2K® bindendes Peptid ist [87].

Die A2.1-restringierte und p53264-272 Spezifische ZTL-Population wurde in verschiedenen
E/T Verhaltnissen auf ihre lytische Aktivitat gegentber Peptid-beladenen und unbelade-
nen T2-Zellen in einem Standard-Chromfreisetzungs-Test (siehe 2.2.6.) untersucht. Die
spezifische Lyse im Test zeigte die Fahigkeit der synthetischen Peptide das p53264-272
Peptid zu verdrangen. Das Ergebnisse dieser Experimente wurde umgerechnet in %
Inhibition [76]. Die prozentuale Inhibition der durch p53-ZTL vermittelten spezifischen
Lyse (SL) von p53.64-272-beladenen T2-Zellen und die der Testpeptide wurde bei einem
E/T Verhaltnis von 3:1 nach folgender Formel berechnet:

(% SL T2+p53+Testpeptid)- % SL T2 ohne Peptid
% Inhibition=100- x 100
(% SL T2+ p53)- % SL T2 ohne Peptid
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2.2.6. Peptid-Immunisierung bei Mausen zur Generierung pep -
tidspezifischer ZTL

Zur Generierung HLA-A2 restringierter, peptidspezifischer, zytotoxischer T-Zellen (ZTL)
wurden 100pg des Peptides (z. B. PRAME100.10s) und 120pug HBV Coreiss 140 (€in I-AP-
bindendes synthetisches T-Helfer Peptid) [79] in 150ul inkomplettem Freudschem Adju-
vants (IFA) emulgiert und 8 Wochen alten, naiven CD8xCyA2K® Mausen subkutan an
die Schwanzwurzel appliziert [86].

Nach 10 Tagen wurden die immunisierten Mause getotet und die Milzen unter asepti-
schen Bedingungen entnommen. Diese wurden Uber ein Hitze-sterilisiertes Eisennetz
gerieben und durch ein 40um Sieb passiert um eine Milzzellsuspension zu erhalten.
Nach zweimaligem Waschen (5 min., 1500 Upm, RT) der Zellsuspension wurden die
Zellen in einer Konzentration von 7x10° Zellen/ml aufgenommen. Je 1 ml wurde in ein
Loch einer 24 Loch- Platte zur Kultur gegeben.

Als Stimulatorzellen wurden Lipopolysaccharid stimulierte B-Zell-Blasten (LPS-Blasten)
verwendet. Die LPS-Blasten wurden durch dreitagige Stimulation von Milzzellen (1x10°
Zellen/ml) naiver Mause desselben Stammes gewonnen. Die Kultivierung erfolgte in
einem speziellen RPMI-Medium, welches 1 % LPS (Salmonella thyposa) und 1 %
Dextransulfat enthielt.

Die LPS Blasten wurden mit 3000 cGy (***Césium) bestrahlt, zweimal gewaschen, und
in 1ml RPMI resuspendiert. Mit 5ug/ml des relevanten Peptides und 10ug/ml Bo-
Mikroglobulin wurden sie fur 30-45 min. im Wasserbad bei 37C und 5 % CO ; inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen wurde eine Endkonzentration von 3x10° Zellen/ml einge-
stellt und mit je 1 ml (v/v) zu den Milzzellen der immunisierten Mause gegeben.

Die Ansatze wurden fir 6 Tage inkubiert und anschlieend einem Chrom-
Freisetzungstest unterzogen.

2.2.7. Induktion verschiedener, spezifischer, muriner
Tumore in NOD/SCID yc™" Mausen

Die Transfektanten EA2K®, EA2K"p53, EA2K°PRAME sowie die Zelllinien K562, K562-
A2, Sao0s2/143, KG-1 und HL-60 wurden auf ihre Fahigkeit untersucht in
NOD/SCIDyc™" Mausen solide Tumore zu entwickeln. Dazu wurden die Tumorzellen in
verschiedenen Zellkonzentrationen subkutan (s.c.) am Schwanzansatz in die Méause
inokuliert. Das Tumorwachstum wurde Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen be-
obachtet.
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2.2.7.1. Applikation p53- und PRA100-spezifischer ZTL
als protektiver Ansatz der Tumorbekampfung

Die in 2.2.1.7. erlauterten Tumor-Transfektanten wurden in diesen Experimenten mit
den jeweiligen spezifischen ZTL (p53-, PRA100-, Allo A2-T-Zellen) in einer 96 Loch-
Platte kokultiviert und nach 24 Stunden i.v. in NOD/SCIDyc™" Mause injiziert um ihre
GVL-Aktivitat in einem ersten in vivo Ansatz testen zu kénnen. Im Detail wurden die
Tumor-Transfektanten zweimal gewaschen (1500Upm, 5min., RT) und in 1x10° Zel-
len/100ul in Medium aufgenommen.

Die murinen ZTL wurden ebenfalls gewaschen und in RPMI Medium mit einer Endkon-
zentration, die einem E/T Verhéltnis zu den Tumorzellen von 5/1 entsprach, aufgenom-
men.

100ul der Tumor-Zellsuspension sowie der ZTL-Suspension wurde in ein Loch einer 96
Loch-Platte pipettiert und fur 24 Stunden bei 37C und 5% CO, inkubiert.

Die Zellsuspensionen wurden abgenommen, gewaschen und in 200ul PBS resuspen-
diert. Die Applikation der Zellen in die Mause erfolgte s.c. am Schwanzansatz, welcher
zuvor mit Ethanol desinfiziert wurde. Zeitlicher Endpunkt der Experimente war Tag 23,
an dem die Tumorgrél3e mittels einer Schieblehre ermittelt wurde.

Kokultur > Analyse
E/}: 5/1 T
t-1 t0 t23

Abb.4: Detailabbildung der Kokultur-Tumor-Experiment Variante 1

Nach der T6tung der Tiere wurden Blut, Milz und der Tumor entnommen. Teile des Tu-
mors wurden flr spatere histologische Untersuchungen in 4% Formalin eingebettet und
bei 4C gelagert. Es folgten FACS-Analysen aus Blut und Teilen der Milz auf murines
CD3 (muCD3), muCD8, HLA-A2 und im Falle eines Experimentes mit p53 ZTL auf vbe-
ta3.

In einem weiteren Teilexperiment dieser Untersuchungsreihen wurden die Tumorzellen
und ZTL beide an Tag 0 appliziert. Die Tumorzellen wurden s.c. an den Schwanzansatz
der NOD/SCIDyc™" appliziert, wohingegen die ZTL in einem E/T Verhaltnis von 12:1
gegeniber den Tumorzellen i.v. in die Schwanzvenen injiziert worden sind.
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Tumorzellen T-Zell Applikation

E/T: 12/1 —> Analyse

T

t23

Abb.5: Detailabbildung der Standard-Tumor- Experiment Variante 2
An Tag 23 wurde die Tumorgrof3e gemessen und wie in Variante 1 wurden FACS-

Analysen der Milz durchgefuhrt und Teile der Tumore flr histologische Untersuchungen
in Formalin gebettet.

2.2.7.2. Exvivo Expansion Tumor-spezifischer T-Zellen

Bei den Untersuchungen in 2.2.7.1. wurden Teile der Milzzellsuspension in eine 24
Loch-Platte Gberfuhrt und in einem Endvolumen von 2mli/Loch fur 6 Tage bei 37<C und
5 % CO, inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die Expansion der in der Zellsuspension
enthaltenen spezifischen T-Zellen. Hierzu wurden wodchentliche Restimulationen der
Zellen durchgefuhrt. FUr die primaren und sekundaren Restimulationen wurden JA2-
Zellen mit 20000 cGy bestrahlt und mit 5pug/ml des jeweiligen Peptids und 10pug/ml B,-
Mikroglobulin in unsupplementiertem RPMI Medium fir 30 bis 45min bei 37<C beladen.
Bei Versuchen mit Allo-A2 ZTL wurden die JA2-Zellen keiner Peptidinkubation unterzo-
gen, sondern gleich nach der Bestrahlung weiter verwendet. Nach zwei Waschschritten
wurden 0,5x10° JA2-Zellen in ein Loch einer 24 Loch-Platte gegeben. Die Milzzellen
wurden gewaschen und in 1ml RPMI Medium resuspendiert und zu den peptidbelade-
nen JA2 Zellen gegeben, dazu kamen noch 0,5ml RPMI Medium mit IL-2 und IL-7Fc.
Die Zytokin-Endkonzentrationen betrugen 100U/ml IL-2 und 5ng/ml IL-7Fc. Nach weite-
ren 7 Tagen erfolgte die tertiare Restimulation. Ab diesem Zeitpunkt wurden die ex vivo
Milzzellen wie murine ZTL restimuliert (siehe Abschnitt 2.2.4.4.).

Die Zellzahl der ex vivo T-Zellen wurde kontrolliert und ab entsprechenden Zelldichten
(min. 2x10° Zellen) wurde ein Chromfreisetzungs-Test zur Bestimmung der Spezifitat
der expandierten T-Zellen durchgefihrt.
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2.2.8.  Etablierung einer AML in NOD/SCID yc™' Mausen

Um eine AML in NOD/SCIDyc™" Mausen etablieren zu kénnen, wurde Leukapherese
Material, oder peripheres Blut von AML-Patienten aus der Il Med. Klinik der Johannes
Gutenberg Universitat verwand. Die Patienten-Materialien (AML-Proben) wurden ficolli-
siert danach mindestens zweimal mit PBS gewaschen und dann entweder eingefroren
oder sofort fur die weitere Verarbeitung benutzt.

Die AML-Proben wurden zur Weiterverarbeitung mittels MACS Separation (siehe
2.2.5.5. und 2.2.5.5.1.) genutzt. Die so erhaltene CD56-depletierte (CD56°) Fraktion,
sowie die CD34-angereicherte (CD34") Fraktion wurden wiederum gewaschen und in
einer Endkonzentration von 5x10° Zellen/200p! in PBS aufgenommen. Das Design fiir
ein Standard-Etablierungs-Experiment sah folgendermal3en aus:

| t1 10 w46  wo-12 |

Abb.6: Design eines Standardexperiments zur Etablierung einer humanen AML in NOD/SCIDyc
sen

null MAu-

Die in den hier dargestellten Untersuchungen verwendeten Mause waren zwischen 9-
13 Wochen alt.

Die Mause wurden am Tag -1 mit 200cGy bestrahlt und an Tag 0 mit 200ul der AML-
Proben intravends in die Schwanzvene behandelt. Hierbei ergaben sich stets 3 Grup-
pen von Tieren:

Zum einen die Gruppe, welche die CD56-depletierte Zellen appliziert bekam zum ande-
ren die Gruppe, die CD34- angereicherte Zellen bekam und schliel3lich die Gruppe un-
behandelter AML-Zellen.

In Woche 4-6 nach Applikation wurden den Versuchstieren Blutproben aus der
Schwanzvene entnommen, welche mittels genomischer PCR auf das Vorhandensein
von humanem Chromosom 17 analysiert wurden. Die daraus resultierenden Ergebnisse
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lieRen Ruckschliisse auf das Vorhandensein einer humanen AML in den Tieren zu. Erst
ab Woche 9 konnten mit FACS-Analysen Gewebe, wie Milz, Knochenmark sowie Blut
untersucht werden. Hier war die Detektion des allgemeinen Leukozyten-Markers CD45
eines der wichtigsten Indizien fur die Etablierung einer humanen AML. Nur Tiere, die
positive Ergebnisse in PCR und FACS brachten, wurden fur weitere Untersuchungen
verwand. Insbesondere wurden FACS-Analysen fur die humanen Marker CD45, CD3,
CD96, CD33, CD34 und CD19 zu Beginn und im weiteren Verlauf des Experimentes
getatigt.

2.2.8.1. ZTL als Mittel der Immuntherapie bei einer AML

Wurde, wie in Abschnitt 2.2.8. beschrieben, ein Anwachsen von humanen Zellen in den
Versuchstieren mittels PCR detektiert, so wurden diese Tiere zu weiteren Untersuchun-
gen der GVL-Aktivitat spezifischer ZTL-Populationen, insbesondere der p53- und
PRAME100-spezifischen ZTL, mit einer wochentlichen Gabe von 1x10° T-Zellen (i.v.)
weiter behandelt. Zusatzlich zu der woéchentlichen Applikation der T-Zellen wurde IL-2
verabreicht (200U/Maus). Nach mindestens drei bis vier T-Zell-Gaben wurden die Mau-
se getotet und Milzzellen, Knochenmarkzellen und peripheres Blut auf das Vorhanden-
sein humaner Zellen untersucht. Zu einer abschlielBenden Analyse wurden FACS-
Ergebnisse der AML-Probe vor der Transplantation (pra TX), bei Detektion humaner
Zellen (post Tx) und nach Gabe der T-Zellen mit einander verglichen.
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3. Ergebnisse

3.1. Untersuchungen zur PRAME-Expression in AML
Proben und Geweben

Die Expression der in dieser Arbeit verwendeten, potenziellen Antigene wurde in ersten
Untersuchungen verifiziert.

Die PRAME-Expression in verschiedenen hamatologischen Erkrankungen wurde von
mehreren Arbeitsgruppen bereits in der Literatur beschrieben [26, 31, 88].

Zunachst wurden neben Literaturrecherchen zeitgleich Computerrecherchen in der
EST-Datenbank (,Expressed Sequence Tags®, beinhaltet cDNS Informationen zahlrei-
cher Gene und Organismen) durchgefthrt, um die Expression von PRAME (NM006115)
und MPP11 (X98260) in verschiedenen Geweben und h&dmatologischen Erkrankungen
zu bestimmen.

Die Ergebnisse der Recherchen ermdglichten uns, einen primaren Uberblick tber die
Nutzlichkeit dieser Proteine zu erlangen, hinsichtlich mdglicher Epitope zur T-
Zellgenerierung.

Die Untersuchungen machten deutlich, dass sowohl PRAME als auch MPP11 als Ziel-
antigene fur eine adaptive Immuntherapie in Frage kommen. Dies konnte vor allem an
den Expressionsdaten festgemacht werden.

Die Expression von PRAME in hamatologischen Erkrankungen wird auf 64 %, die von
MPP11 auf 86 % beziffert. Die Expression der beiden Antigene konnte in PBMZ gesun-
der Spender nicht detektiert werden.

Auf Grund der unterschiedlichen PRAME-Expressionsprofile von Geweben innerhalb
der Literatur, wurde nach Ermittlung der theoretischen Daten ausschliel3lich das
PRAME-Antigen von uns auf seine Expression untersucht. Literaturergebnisse fur eine
MPP11-Expression in hdmatologischen Erkrankungen zeigten bereits das MPP11 in z.
B. 86% der AML-Patienten Uberexprimiert wird, nicht aber bei gesunden Individuen.
Daher wurden MPP11 Untersuchungen lediglich auf ein Minimum beschrankt, da ein-
deutige erste Untersuchungen unsererseits mit den bekannten Literaturergebnissen
kongruent waren.

Fur die Expressions-Untersuchungen wurden quantitative RT-PCR Tests durchgefuhrt.
Hierfur wurde frisches peripheres Blut von AML-Patienten in R6éhrchen des Paxgene
Kits direkt abgenommen und gemanR Vorschrift iber mehrere Stunden bei RT und dann
bei 4C gelagert. Die in den Paxgene Roéhrchen befin dliche Stabilisationsfllissigkeit ist
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in der Lage, die m-RNS vor dem Abbau durch Endonukleasen zu bewahren und liefert
somit einen genauen Blick auf die Proteinsynthese in den einzelnen Proben.

Nach der vorschriftsmaRigen Lagerung der Proben erfolgte die Isolation der RNS aus
Patientenproben. In einem Zwischenschritt vor der reversen Transkription, der Um-
schreibung der RNS in cDNS, wurde die Integritat der isolierten Nukleinsaure unter-
sucht. Die Stabilitat der RNS kann durch Gelelektrophorese ermittelt werden. Hierbei ist
das Verhaltnis zwischen der 28S ribosomalen und der 18S RNS von entscheidender
Bedeutung. Die Bande der 28S RNS hat eine starkere Intensitat verglichen mit der 18S
RNS Bande. Betragt das Verhaltnis 2:1 (28S:18S) kann eine gute Qualitat der zu ver-
wendeten RNS angenommen werden. Wie in Abb.7 zu erkennen, zeigten alle exempla-
risch dargestellten AML- und Zelllinien-RNS-Gele deutliche Banden fur die 28S
ribosomale- und die 18S RNS, die auch dem 2:1 Verhaltnis entsprachen.

Der cDNS Gehalt der Proben wurde danach fotometrisch bestimmt (Abschnitt 2.2.1.2.).

I 28S RNS

= --- <«—— 18SRNS

Abb.7: Beispiele fur die Reinheit der RNS von AML-Proben (linke Seite) und Zelllinien (rechte Seite).Die
Banden zeigen die 28S ribosomale RNS und die 18S RNS.

Die PRAME-Expression wurde anhand von RT-PCR Experimenten an 17 Geweben, 9
Zelllinien und 35 frischen bzw. kryokonservierten AML-Patientenmaterialien in verschie-
denen Ansatzen analysiert um die Nitzlichkeit des PRAME-Antigens aus den Literatur-
recherchen zu bestatigen.

Die Abb.8 bis 11 zeigen die Ergebnisse unserer Untersuchungen und die daraus resul-
tierenden quantitativen Auswertungen.

Eine erhbhte PRAME-Detektion war in mehreren Untersuchungen in gesunden Gewe-
ben von Plazenta sowie Milz und Ovar festzustellen. Eine intermediéare Expression wur-
de in der Lunge, der Niere, dem Thymus, dem Duodenum und dem Endometrium
detektiert. Geringe PRAME-Expressionen konnten in allen anderen Organen gesunder
Spender gezeigt werden. Auch war festzustellen, dass humane CD34" Stammzellen
sowie periphere mononukleére Zellen (PBMZ) in keiner unserer Untersuchungen eine
PRAME-Expression zeigten (siehe Abb.8). In leukdmischen Zelllinien, wie K562 und
KG-1, konnte durch quantitative RT-PCR Untersuchungen eine deutliche Uberexpressi-
on von PRAME bestétigt werden. Eine starke Uberexpression von PRAME war in knapp
30 % der getesteten AML-Patientenproben zu detektieren. Eine intermediéare Expressi-
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on wurde in 25 % und eine geringe bis gar keine Expression in 30 bis 35 % der Proben

festgestellt.

Resultierend daraus ergab sich, dass in 20 bis 30 % der von uns getesteten AML-
Proben eine PRAME-Uberexpression festzustellen war. Dabei war festzustellen, dass
Proben des Paxgene-Kits reproduzierbarere Ergebnisse erzeilten, als kryokonserviertes

Material.
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Abb.8: Quantitative RT-PCR Ergebnisse fir PRAME-Expressionen von Zelllinien, Geweben und AML-

Proben. Ergebnisse normalisiert zu Osophagus Probe. Interne Referenz Kontrolle war 18s RNS.
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Abb.9: m-RNS Expressionsprofil von PRAME normalisiert zu PBMZ gesunder Spender. Internes Kon-
trollgen war EF1-a

Die durch die quantitative Bestimmung der RNS-Expression von PRAME in verschiede-
nen Zelllinien, Geweben und AML-Proben erhaltenen Ergebnisse entsprachen denen in
der Literatur beschriebenen Daten [41].
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Abb.10: Quantitative Daten des m-RNS Expressionsprofils von PRAME normalisiert zu PBMZ gesunder

Spender. Internes Kontroll-Gen war 18sRNS
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Die Literaturdaten zeigten fur die Expression von MPP11 Ubereinstimmend, dass dieses
Protein in allen Geweben vorhanden ist, nur aber in soliden Tumoren sowie hamatolo-
gischen Erkrankungen tiberexprimiert wird. Es konnte in Ubereinstimmung mit den bis-
her bekannten Daten festgestellt werden, dass sich MPP11 in gesunden Geweben nur
nach PCR-Untersuchungen mit mehr als 40 Zyklen detektieren lasst, was Ruckschlisse
auf eine sehr schwache Expression vermuten lasst. In AML-Proben konnte eine Ex-
pression in allen untersuchten Ansatzen festgestellt werden, was die Nitzlichkeit von
MPP11 als potenzielles Antigen bestatigte.
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Abb.11: Quantitative PCR Daten zur MPP11-Expression in Geweben und AML-Proben. Normalisiert zu
PBMZ, internes Referenzgen war EF1-a.

Die Uberexpression von PRAME in verschiedenen AML-Proben sowie die schwachere
bis zum Teil fehlende Expression in Normalgeweben macht PRAME zu einem mogli-
chen Zielantigen in der adaptiven Immuntherapie hamatologischer Erkrankungen.
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3.2. Theoretische Selektion potenziell HLA-A2.1-
bindender PRAME- und MPP11-Peptide

Nach den Untersuchungen zur Expression von MPP11 und PRAME und der erfolgrei-
chen Detektion der Proteine mittels RT-PCR Analysen (siehe Abschnitt 3.1.) in AML-
Proben und der daraus resultierenden Nutzlichkeit der Antigenkandidaten, wurden die
Peptidsequenzen von PRAME und MPP11 hinsichtlich geeigneter Epitope zur ZTL-
Erkennung untersucht.

Dabei war zu beachten, dass im Kontext von MHC-Klasse I-Molekiilen préasentierte
Peptide zwischen 8-10 Aminoséauren lang sein sollten. Die Aminosauren an bestimmten
Positionen, so genannte Ankerpositionen, sind von grof3er Bedeutung fur die Bindung
des Peptids an das MHC-Molekdl [89-91].

Neben der potenziellen Bindungsaffinitat der Peptide wurde hinsichtlich der Immunoge-
nitat der aus MPP11 und PRAME abgeleiteten Epitope, ihre Homologie zu den entspre-
chenden Proteinsequenzen in der Maus als weiteres Auswahlkriterium verwendet.
Homologie unter zwei Peptiden beschreibt die Ahnlichkeit der Aminosauresequenz der
beiden Peptide. Es wurde davon ausgegangen, dass nicht-homologe Peptide immuno-
gener sind, da hier keine potenzielle Selbsttoleranz des T-Zellrepertoirs gegen die Anti-
gene vorliegen kann.

Diese Daten-Zusammenstellung und die Ergebnisse verschiedener Vorhersage-
Programme, wie SYFPEITHI, bimas, RANKPEP oder PAProc [91-93] mit ihren Bin-
dungs-Vorhersage-Algorithmen, bildeten die theoretische Grundlage der Auswahl ge-
eigneter Epitope.

J.H. Kessler war bereits 2001 in der Lage vier verschiedene PRAME Epitope zu charak-
terisieren, welche mdgliche Zielstrukturen fur die Erkennung durch ZTL darstellen [94].
Da es aber hinsichtlich der in vivo Generierung dieser PRAME-Epitope keinerlei Daten
gab, wurden diese bereits bekannten Epitope in dieser Arbeit aufgegriffen und erneut
getestet.

Im Weiteren werden ausschlief3lich die bereits von Kessler publizierten PRAME-Epitope
verwendet. Im Detail waren es folgende Epitope:

PRAME 100.108 (PRA100), PRAME 142.144 (PRA142), PRAME300.300 (PRA300), PRAME 425.
452 (PRAA425).

Fur die Generierung potenzieller MPP11-ZTL-Epitope gab es noch keine Literaturdaten,
so dass diese ausschliel3lich mittels Vorhersage-Programmen erstellt wurden.
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Aus Uber 20 mdglichen Peptide-Sequenzen wurden anhand der Ergebnisse der Vorher-
sage Programme insgesamt 14 Peptide -inklusive der 4 bereits beschriebenen PRAME-
Peptide- ausgewahlt.

Die in Tab.1 aufgefuhrten Peptidepitope zeigten die theoretisch besten Ergebnisse in
Kombination aller Vorhersagen (bimas, SYFPEITHI, Homologie zwischen Maus und
Mensch), der ausgewahlten PRAME- und MPP11-Peptide, untereinander.

Protein Position  L&nge Sequenz bimas SYFPEITHI AS-Unterdtiede Maus/Mensch
PRAME 100 9mer VLDGLDVLL 14.526 26 2
PRAME 142 10mer SLYSFPEPEA  15.898 20 3
PRAME 300 10mer ALYVDSLFEL 0%5.550 27 5
PRAME 425 9mer SLLQHLIGL 81794 29 4
MPP11 51 9mer QELEDKKEL  6.301 15 0
MPP11 68 9mer LQLEEFPML 106.128 17 0
MPP11 335 10mer ALLAKKEKDI  38.601 21 0
MPP11 336 9mer LLAKKEKDI 17.736 22 0
MPP11 405 9mer DLQLLIKAV 11.998 24 0
MPP11 406 10mer LQLLIKAVNL  13.624 16 0
MPP11 407 9mer QLLIKAVNL 79.041 25 0
MPP11 483 10mer YMNIHSSSGV 231.067 22 1
MPP11 560 9mer KLLEQALKT 395.664 22 0
MPP11 560 10mer KLLEQALKTY  9.100 20 0

MPP11 (Q99543); PRAME (NM006115)
Max. bimas Score fiir MPP11: 395.664 (9mer) und Z87q10mer); PRAME: 446.474 (9mer) und 5015.536n@Q
Max. SYFPEITHI Score MPP11 & PRAME: 36

Tab.1: Selektierte PRAME- und MPP11-Peptide nach ersten theoretischen Vorhersagen.

3.2.1. Bindung selektierter synthetischer PRAME- un d
MPP11-Peptide an HLA-A2.1

Die theoretische Bindungsstarke der selektierten Peptide wurde auf ihre tatséchliche
Affinitat fur HLA-A2.1 getestet. Dabei wurde in einem kompetitiven Bindungstest die
Fahigkeit der Peptide untersucht, die HLA-A2.1-Bindung des konkurrierenden syntheti-
schen Peptides-p53264-272 —zU inhibieren [86].

Als interne Kontrollen wurden mit FluM1- und VSV-N- sowie nur mit p53-Peptid belade-
ne Zellen verwendet. Letztere dienten als Positiv-Kontrolle. Die T2-Zellen wurden mit
p53 und dem konkurrierenden Peptid koinkubiert und einem Chromfreisetzungs-Test
unterzogen.

Die Inhibition entsprach der Abnahme der Lyse von p53 beladenen T2-Zellen durch
P53264-272-Spezifische ZTL.

Generell konnten die Peptide nach ihrer Bindungsaffinitat in 4 Gruppen unterteilt wer-

den. Von den 14 selektierten Peptiden zeigten 2 keine Bindung (< 10 % Inhibition bei
10ug Testpeptid) an HLA-A2.1, 7 eine mittlere Bindungsstarke, aber immer noch unter-
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halb der FluM1 Kontrolle (10 bis 48 % Inhibition) und 3 Peptide zeigten eine Bindung
mit hoher Affinitat, die Uber der internen Kontrolle (FluM1) lag (49 bis 80 % Inhibition).
Die hochste Bindungsaffinitat wurde durch MPP68 sowie drei PRAME-Peptide (100,
142, 425) erreicht (Abb.12). Die beobachtete Inhibition war dosisabhéangig, da fur alle
HLA-A2.1-bindenen Peptide die Inhibitionswerte bei 10ug des eingesetzten p53 Test-
peptids deutlich Gber den 3ug Werten lagen und somit eine deutliche Titration festzu-
stellen war.

Diese Ergebnisse stellten die Grundlage fir die weiteren Untersuchungen dar, insbe-
sondere fur die folgenden Immunisierungsexperimente.
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Abb.12: Untersuchung der HLA-A2.1 Bindungsaffinitat ausgewéahlter PRAME- und MPP11-Peptide durch
Kompetition im Chromfreisetzungs-Test. Im oberen Teil ist die Inhibition bei 10ug Peptid gezeigt, im unte-
ren Teil bei 3ug Peptid. Beide Tabellen stellen ein E/T Verhéaltnis von 3:1 dar.
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3.3. Generierung von PRAME- und MPP11-spezifischen
CD8" T-Zellen in transgenen Mausen

Die mittels Konkurrenzuntersuchungen identifizierten HLA-A2-restringierten Peptide von
MPP11 und PRAME wurden fur die Generierung PRAME- bzw. MPP11-Peptid-reaktiver
ZTL in transgenen Mausen verwendet.

Hierfir wurden A2xB6, CyA2K® oder CD8xCyA2K’-transgene Mause mit allen vier
PRAME- und allen MPP11 Peptidepitopen immunisiert (Tab.1, 2).

Fir die Immunisierungen wurde das jeweilige synthetische Peptid zusatzlich mit HBV co.
re-Peptid und inkomplettem Freudschem Adjuvants vermischt und subkutan an den
Schwanzansatz der Mause injiziert.

Um eine hdhere Affinitat des T-Zellrezeptors (TZR) zu erreichen, wurden vorzugsweise
CD8xCyA2K"-, oder A2xB6-transgenen Tiere genutzt. In diesen Tieren kann der murine
Korezeptor nicht mit der humanen az —Domane des HLA-A2.1 interagieren. Die ZTL aus
A2xB6 Tieren sind bei der Erkennung HLA-A2.1-exprimierender Zielzellen unabhangig
vom muCD8 [62] und somit optimale Kandidaten fur einen CD8 unabhé&ngigen T-
Zellklon.

Die in CD8xCyA2K"-transgenen Mausen generierten T-Zellpopulationen wiederum un-
terscheiden sich beziiglich ihrer TZR-Affinitat nicht gegentiber T-Zellen aus A2K® Tie-
ren, verfiigen allerdings lber eine erhdhte huCD8 Korezeptor vermittelte Aviditat in der
Interaktion mit HLA-A2.1-exprimierenden Zielzellen [77]. Die in diesen Tieren generier-
ten T-Zellen sind somit optimiert fir die Erkennung von humanen Zellen, Tumoren und
Leuk&mien und wurden daher vorzugsweise verwendet.

Die Ergebnisse und Anzahl der Immunisierungen sind in der folgenden Tabelle (Tab.2)
zusammengefasst.
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Verwendete transgene Mausstédmme und Anzahl del
Immunisierungen
A2xB6 CyA2K b CD8xCyA2K b

PRA10C 3
PRA14Z 3 2
PRA30C 3 3 8
PRA425 5 3
MPP51 2
MPP6¢€ 2
MPP33t 5
MPP33¢

MPP40t 2
MPP40¢

MPP407 2
MPP43(

MPP507 2

Tab.2: Zusammenfassung der verschiedenen Peptid-Immunisierungen hinsichtlich des gewahlten synthe-
tischen Peptides und des Mausstammes. Bei allen Ansatzen wurden FluM1-Immunisierungen mitgefihrt,
diese fungierten als Positiv-Kontrolle.

Nachdem Milzzellen der immunisierten Mause entnommen und mit Peptid-beladenen
LPS-Blasten zu einer primaren Kultur (1°Kultur) zu sammengesetzt wurden, konnte die
spezifische zytolytische Aktivitat dieser ZTL 6 Tage spater in einem Standard-
Chromfreisetzungstest gegen Peptid-beladene T2-Zielzellen getestet werden (Abb.13).
Fur die Positivkontrolle FluM1 ist bereits eine Induktion HLA-A2.1 restringierter ZTL be-
schrieben [95].

Weiter verdeutlicht Abb.1 3, dass ZTL mit der erwlnschten Spezifitdt eine Peptid-
bedingte Titration in den verschiedenen Effektor-zu-Zielzell (E/T) Verhaltnissen zeigten.
Lag die spezifische Lyse deutlich Uber der als Negativkontrolle verwendeten EL4-
Zellen, wurden diese T-Zellen fir weitere Untersuchungen in Kultur genommen und wo-
chentlich restimuliert (Abschnitt 2.2.4.4.). Wie in Abb. 13 zu sehen, zeigte die Immuni-
sierung mit FluM1-R2 sowie die Immunisierung mit PRA100-R3 in den CD8xCyA2k®
Mausen eine deutliche Lyse, was fiir die erfolgreiche Generierung von CD8" zytolyti-
schen T-Zellen mit der gewlnschten Spezifitéat spricht.
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Abb.13: Beispiele fir eine Immunisierung mit 2 verschiedenen PRAME-Peptiden PRA100 und PRA300.
Gezeigt sind die Ergebnisse eines Chrom- Freisetzungstest nach der ersten Restimulation und FluM1

Kontrolle.

Weitere I° Kultur-Ergebnisse konnten nur mit MPP335, MPP405 und PRA300 erzielt
werden. Es entstanden jedoch innerhalb dieser Untersuchung Kreuzerkennungen zwi-
schen MPP335- und MPP405-Peptid. Dennoch wurden die ZTL nach sekundarer
Restimulation (119 in vitro in einem erneuten Chro m-Test untersucht. Allerdings war es
bei beiden MPP11-Peptiden nicht moglich in diesem Test die spezifische Lyse zu
verbessern. Beide ZTL-Populationen sanken in ihrer Iytischen Effektivitdt um mindes-
tens 40 bis 50 % (Abb.14, 15). In erneuten Immunisierungs-Versuchen konnten keine
neuen ZTL gegen MPP335 bzw. MPP405, oder jegliche andere MPP11-Epitope gene-
riert werden. Der Versuch der Generierung von MPP11-ZTL war nicht erfolgreich und
wurde beendet.
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Abb.14: Primarer Chromfreisetzungs-Test nach Immunisierung von CD8nyA2Kb Mausen mit MPP405.
Gezeigt ist Responder 1.
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Abb.15: Untersuchung der spezifischen Lyse von MPP405 und MPP335 ZTL nach der II°Restimulation.

Im Fall von PRA300 wurde die mitgefuhrte Negativkontrolle (EL4) mit ca. 10 % hoherer
Lyse erkannt, als die mit relevantem Peptid beladenen T2-Zellen. Auch in diesem Fall
wurde eine lI°in vitro Restimulation, zur Proliferation der spezifischen Zellen, durchge-
fuhrt (Daten nicht gezeigt). Wiederum konnten die Zielzellen im Chromfreisetzungs-Test
keine besseren Ergebnisse erbringen und wurden daher verworfen.

Eine HLA-A2.1 restringierte und spezifische zytotoxische Lyse konnte ausschliel3lich bei
PRAME00-108 innerhalb der I°und 1I° Restimulation festgestell t werden. Jede weitere
Immunisierung mit PRAME erbrachte keine CD8 positiven Zellen mit der gewlinschten
Peptiderkennung.

Alle weiteren Untersuchungen wurden daher nachfolgend mit der PRAME;j00-108
(PRA100) T-Zell-Population durchgefihrt.

Es konnten somit nach einmaliger Immunisierung von CD8xCyA2k® Mausen und einma-
liger in vitro Stimulation mit PRAME100 Peptid hoch avide ZTL generiert werden.
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3.3.1. PRAME 100.108 Spezifische CD8 ™ T-Zellen:
HLA-A2 Restriktion, Peptidspezifitat

Die generierten ZTL wurden einmal wochentlich mit Peptid-beladenen Stimulatorzellen
restimuliert. Auf diese Weise wurde eine stabile ZTL-Linie etabliert, die in den nachfol-
genden Untersuchungen auf Spezifitdt (Abb.16), HLA-A2 Restriktion (Abb.18) und Effi-
zienz der Peptiderkennung (Abb.17) im Chromfreisetzungs-Test untersucht wurde.

Wie in Abb.16 gezeigt, wurden T2-Zellen, die mit relevantem PRAME100-Peptid bela-
den wurden, durch die PRA100-spezifischen T-Zellen erkannt. Bei Peptid-Beladungen
von 1000nM bis 10nM konnte eine Lyse von 90 % erreicht werden. Im Gegensatz dazu
wurde die Negativ-Kontrolle, T2-Zellen mit irrelevantem FluM1-Peptid, nicht erkannt und
lysiert. Die fehlende Erkennung der FluM1-Zielzellen war ein Indiz fur die Spezifitat der
untersuchten T-Zellen [95].

Uber die Zeit der Kultivierung und wochentliche Restimulation der PRA100-ZTL konnte
die Effektivitat der Peptid-Erkennung der ZTL-Linie nicht weiter gesteigert werden.

Die halomaximale Lyse, EC5y Wert, der PRA100 T-Zellen lag bei etwa 0,1nM und war
somit in seiner zytolytischen Aktivitat mit dem bereits etablierten und gut charakterisier-
ten p53264-272 ZTL (ECso: <0,1nM) vergleichbar [61].

Neben der Spezifitat zeigte die T-Zell-Population auch in ersten Versuchen eine 30 %
Lyse von Zelllinien, welche PRAME endogen prozessieren und kurzzeitig auf ihrer O-
berflache tber MHC Klasse I-Molekiile préasentieren. Dies ist in Abb.17 illustriert. Die
hier verwendete HLA-A2.1-positive Zelllinie MZ1257 ist bereits als PRAME positive
Krebszelllinie bekannt [94]. Die Erkennung von endogen prozessiertem PRAME wurde
in weiteren Untersuchungen noch vertieft (Abschnitt 3.3.1.2.).
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Abb.16: Test zur Effektivitdit der PRAME-Peptide Erkennung der PRA100-ZTL im Chromfreisetzungs-
Test. T2-Zellen mit unterschiedlicher Peptid-Beladung.
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Abb.17: Chromfreisetzungs-Test der PRA100 ZTL mit relevantem und irrelevantem Peptid. Zusétzliche
Erkennung einer PRAME positiven und HLA-A2-positiven Zelllinie (MZ1257).

Weiterhin wurde die Restriktion von PRAME Uber HLA-A2 untersucht, was in Abb.18
gezeigt ist. Hierfur wurde die leukamische Zelllinie K562 und die HLA-A2.1 transfizierte
Variante K562-A2 verwendet. Ergebnisse aus RT-PCR-Untersuchungen (Abschnitt 3.1.)
bestétigten, dass K562 sowie K562-A2 PRAME positive Zelllinien sind.

Die Restriktion Giber HLA-A2 konnte eindeutig Giber die hohere Lyse der K562-A2-Zellen
(50 % Lyse) im Vergleich zu den HLA-A2-negativen K562-Zellen (25 % Lyse) gezeigt
werden.
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Die Erkennung weiterer Zelllinien bestatigte nicht nur die in Abb. 18 gezeigte Restriktion
der T-Zellen, sondern auch die Erkennung verschiedener weiterer Zelllinien (Abschnitt
3.3.1.2)).

PRA100
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--m- K562-A2
—0— K562
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/
/
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Abb.18: Chromfreisetzungs-Test zur HLA-Restriktion der PRA100-spezifischen T-Zellpopulation

3.3.2. Erkennung von Zelllinien mit endogen
prozessiertem PRAME

In Abschnitt 3.3.1. wurden die PRA100 T-Zellen hinsichtlich ihrer Erkennung des rele-
vanten Peptides und der HLA-Restriktion bereits untersucht. Auch erste Ergebnisse zu
der Erkennung und Lyse von Zelllinien, die PRAME endogen prozessieren, konnten
bereits gezeigt werden. Um diese Ergebnisse noch weiter zu vertiefen und eine mégli-
che Erkennung von verschiedenen primaren Tumoren und hamatologischen Erkran-
kungen abschatzen zu koénnen, wurden die PRA100 T-Zellen gegen Zelllinien im
Chromfreisetzungs-Test eingesetzt. Die Experimente sollten die lytische Kapazitat der
PRA100-ZTL gegenuber endogen prozessiertem PRAME Antigen auf Zellen veran-
schaulichen.

Zur Testung wurden die PRA100 T-Zellen im Vergleich mit HLA-A2 spezifischen T-
Zellen eingesetzt um die alleinige zytolytische Aktivitat der HLA-A2-T-Zellen im Kontrast
zu der Erkennung durch die Kombination HLA-A2 plus PRAME-Spezifitdt (PRA100 T-
Zellen) unterscheiden zu kénnen.

Beiden ZTL Populationen wurden in gezeigtem Chromfreisetzungs-Test vier verschie-
den Zelllinien angeboten, welche alle HLA-A2 positiv waren, sich aber in ihrer PRAME-
Expression unterschieden haben [94].
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Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigten, dass PRA100-spezifische T-Zellen alle
PRAME"-Zelllinien erkannten und lysierten. Die PRAME -Zelllinie MZ1851 erzielte eine
maximale Lyse von 25 % bei einer E/T von 30/1. Diese Lyse ist auf die Erkennung von
HLA-A2 durch die PRA100 T-Zellen zurtickzufihren und entspricht den Ergebnissen,
die bei der Untersuchung der PRAME-ZTL mit K562- und K562-A2-Zellen gemacht
werden konnte (Abb. 18 & 19). Der Vergleich von HLA-A2-ZTL mit PRA100-ZTL zeigte
eine reduzierte, spezifische Lyse der PRA100-ZTL bei allen getesteten Zelllinien. Dies
kann auf die verminderte Expression des Antigens im Vergleich zum HLA-Molekul zu-
ruckgefuhrt werden. Die Differenz in der Erkennung betrug maximal 50 % bei einer E/T
von 30/1 (MZ1257). Hingegen wurden MCF7-Zellen von PRA100-ZTL um nur 15 %
schwécher erkannt als von HLA-A2-Kontroll-ZTL.

Diese Resultate bestatigten zum einen die spezifische Erkennung durch PRA100-ZTL,
zeigten aber auch, dass die Expression des PRAME Antigens auf der Oberflache ver-
schiedener Tumorzelllinien stark variiert.
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Abb.19: Chromfreisetzungs-Untersuchungen zur Erkennung von endogen prozessiertem PRAME auf

verschiedenen Zelllinien. Im Vergleich auf der linken Seite PRA100-spezifische T-Zellen; rechte Seite
HLA-A2-spezifische T-Zellen.

Um die MHC-Expression, und damit die Aktivierung, der Zellen zu erhéhen, wurden die
Zielzellen Gber Nacht mit Interferon (IFN)-y und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) a behan-
delt. Dies verstarkt die Expression von MHC-Peptid-Komplex und Adhasionsmolekilen
auf der Zelloberflache [96, 97]. Dennoch konnten die spezifischen Lysen der PRA100-
T-Zellen nicht erh6ht werden (Daten nicht gezeigt).

Daraus kann abgeleitet werden, dass die Prasentation des PRAME-Antigens auf der
Zelloberflache durch eine Zytokininkubation der Zellen nicht gesteigert werden kann.
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Alle Beobachtungen zusammengefasst bestétigten, dass hoch avide HLA-A2.1 restrin-
gierte ZTL mit Spezifitat fir PRAME100.108 (PRA100) generiert werden konnten, welche

endogen prozessiertes Antigen auf der Oberflache von Tumorzelllinien zu erkennen in
der Lage waren.
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3.4. Zytolytische Aktivitat PRAME 100-108-, P53 264-272- und
HLA-A2 T-Zellen gegen AML-Material

Da PRAME bei malignen hamatologischen Erkrankungen, wie der AML, Gberexprimiert
wird (Abschnitt 3.1.), wurden Patientenproben hinsichtlich ihnrer PRAME-Expression un-
tersucht. Denn eine potenzielle, PRA100-spezifische ZTL-vermittelte Immuntherapie
beruht darauf, dass gesundes Gewebe und andere nicht krankhaft veranderte Zellen
von den verwendeten T-Zellen nicht lysiert werden.

Um die zytolytische Aktivitat der in dieser Arbeit verwendeten T-Zell Populationen in
vitro zu testen, wurden CFSE-Untersuchungen durchgefihrt.

Der CFSE-Test wurde dem Chromfreisetzungstest vorgezogen, da sich die Beladung
von AML Zellen, einer in sich &uRerst heterogenen Zellsuspension, mit **Chrom als
schwierig erwies. Die Kennzeichnung von AML-Zellen mit CFSE war sehr homogen und
zeigte eine hohe Reproduzierbarkeit.

In ersten Untersuchungen wurde die HLA-Spezifitdt (Daten nicht gezeigt) des CFSE-
Tests sowie die optimale Inkubationszeit der T-Zellen mit den Zielzellen untersucht.
CFSE Untersuchungen ermdglichten vergleichbare Ergebnisse zu den zuvor durchge-
fuhrten Chromfreisetzungs-Tests hinsichtlich Spezifitat, Lyseaktivitdt und Restriktion
[85].

In der nachsten Untersuchung wurde die lytische Effektivitat von HLA-A2-, p53- und
PRA100-T-Zellen gegen AML-Material im CFSE-Test untersucht.

Die in Abb. 20 dargestellten FACS-Bilder zeigen exemplarische Teilergebnisse einer
Standarduntersuchung. Je eine CD45/CFSE Probe wurde fir jede Zielzell-Population
mitgefuhrt, um die zu untersuchende Population bestimmen zu kénnen. In Abb.20 ist
auf der rechten Seite eine Standard T- Zell Kultur im FACS zu sehen, welche CD45 ne-
gativ ist, da es sich um Zellen murinen Ursprungs handelt. Die zweite, CD45 positive,
Population beinhaltet JA2-Zellen, die fur die Restimulierung der Maus-T-Zellen bendtigt
wurden. Im Vergleich zu den in Abb.21 gezeigten Grafiken ist diese Population klar und
eindeutig von der AML-Population (R4) zu unterscheiden.
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Abb.20: FACS-Bilder eines CFSE-Tests. Die Abbildung auf der linken Seite zeigt eine mit CFSE gefarbte
AML-Probe, auf der rechten Seite ist eine T-Zell Kultur zu sehen; die im rechten Teil zu erkennende
CD45 positive Fraktion resultierte aus der Stimulation mit JA2-Zellen (vergleiche Abschnitte 2.1.8. und
2.2.4.4)

Die in Abb. 21 als R4 gekennzeichnete Population stellt die zu untersuchenden AML-
Zielzellen dar. Die AML-Blasten Population wurde mit steigendem E/T Verhaltnis durch
ZTL vermittelte Lyse geringer. In Abb. 21 ist eine solche Abnahme der Zielzell-
Population gezeigt. Von links nach rechts sinkt das E/T-Verhéltnis. Bei einem Verhéltnis
von 30/1 ist eine schwache AML-Population zu erkennen, wohingegen bei einem Ver-
haltnis von 1/1 diese Population deutlich vergro3ert bleibt.

Um eine vergleichbare Aussage uber die T-Zellerkennung innerhalb aller durchgefthr-
ten CFSE-Untersuchungen zu ermdéglichen, wurde stets eine definierte Zellzahl und
Zellpopulation, welche aus der CFSE- und CD45-negativen T-Zellpopulation bestand,
eingesetzt und quantitativ bestimmt. Durch die Feststellung der Zellzahlen konnten im
Anschluss an die FACS-Untersuchungen die Ergebnisse mathematisch und grafisch
aufgearbeitet werden.
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Abb.21: FACS-Bilder eines Standard CFSE-Tests mit HLA-A2-T-Zellen als Effektoren und AML-Zellen als

Zielzellen. Gezeigt werden 3 verschiedene E/T Verhdltnisse (von links nach recht; 30/1; 10/1; 1/1). Die
Markierung (R4) definierte die AML-Zellen.
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Die so ermittelten Ergebnisse wurden im Gegensatz zum Chromfreisetzungs-Test nicht
in % spezifischer Lyse angegeben, sondern in % Uberlebender Zielzellen angegeben.
Der prozentuale Anteil der Gberlebenden Zellen ist antiproportional zur spezifischen Ly-
se durch eingesetzte ZTL. In ersten Untersuchungen zur Etablierung der Experimente,
sowie zur Bestimmung der gunstigsten E/T Verhaltnisse wurden HLA-A2 spezifische
CDS8 Zellen gegen AML-Zellen von verschiedenen Patientenproben eingesetzt. HLA-A2-
spezifische T-Zellen aus dem Grund, da das HLA-Molekul auf allen Proben stets in ho-
her Zahl exprimiert wird und daher als Etablierungsmodell besonders geeignet ist.
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AML G.C. pr
AML W.J. pr

—e— Mischung aller
Zielzellen ohne T-Zellen
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Abb.22: CFSE-Untersuchung zur Erkennung von verschiedenen HLA-A2 positiven AML-Proben durch
HLA-A2-T-Zellen. AML-Zellen ohne Vorstimulation und mit Vorstimulation (pr) durch Interferon-y und
TNF-a

Die grafische Aufarbeitung der FACS-Daten zeigte, dass verschiedene AML-
Patientenproben von HLA-A2-spezifischen T-Zellen erkannt und lysiert wurden (Abb.
22). Die Vorstimulation der AML-Zellen mit Interferon-y und TNF-a erbrachte keine stei-
genden Lysen durch die eingesetzten ZTL. Des Weiteren zeigten die Versuche, dass
E/T Verhaltnisse von 30/1 gute Resultate erzielten.

Es folgten Untersuchungen zur Inkubationszeit des CFSE-Tests.

HLA-A2-, p53- und PRA100-spezifische T-Zellen wurden in drei verschiedenen Inkuba-
tionszeiten gegen entsprechende Zellen bzw. Transfektanten (JA2, EA2K"p53,
EA2K°PRAME) eingesetzt. Mit diesen Untersuchungen wurde die optimale Inkubations-
zeit fur die weiteren Untersuchungen bestimmt. Die generierten Transfektanten wurden
Zelllinien vorgezogen, da diese die Antigene (PRAME oder p53) stabiler und in héherer
Anzahl auf ihrer Oberflache exprimierten (Abb. 30 & Abschnitt 3.3.).

Als Zeitpunkte wurden 4 Stunden, gemald einem gewohnlichen Peptid Chromfreiset-
zungs-Test, 6 Stunden, entsprechend einer Chrom-Inkubation bei endogener Prozess-
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sierung und 24 Stunden Inkubation, um die maximale Zeit dieses Test ermitteln zu kon-
nen, gewahlt.

Die in Abbildung 23 gezeigten FACS-Bilder zeigen die jeweiligen prozentualen Zellzah-
len der nach Beendigung der Untersuchung verbliebenen CFSE-positiven Zielzellpopu-
lation. Da es sich bei JA2-Zellen (Zielzellen der HLA-A2-ZTL) um humane Zellen
handelt, sind diese, im Gegensatz zu den anderen beiden Zielzell-Populationen
(EA2K"p53, EA2K°PRAME), CD45" (oberste Bildreihe Abb.23). Durch die T-Zell-Kultur,
mit ihrer humanen und murinen Zusammensetzung, ergab sich die teilweise Detektion
von humanen CD45-positiven Zellen.CD45 positiv waren des Weiteren die Zielzellen
der HLA-A2-T-Zellen. Bei allen anderen Zielzelllinien innerhalb dieser Untersuchungen
handelte es sich um Zelllinien murinen Ursprungs, welche mit dem anti-human CD45
Antikorper nicht detektierbar sind.

Die in den FACS-Untersuchungen gewonnenen Daten wurden ausgewertet und in gra-
fischer Form aufgearbeitet (Abb. 24). HLA-A2-spezifische T-Zellen lysieren JA2-Zellen
nach 4- bis 6-stindiger Inkubationszeit mit maximal 20 bis 60 %. Auch die Erkennung
der p53- und PRAME-Transfektanten durch ihre jeweiligen T-Zellen war nach dieser
Inkubationszeit in der CFSE-Untersuchung optimal und zeigte bei beiden Ansétzen eine
Lyse von 70 %. Hierbei war festzustellen, dass es bei der Erkennung von p53- bzw.
PRAME-Transfektanten, durch spezifische ZTL, keine Unterschiede beziiglich Lyse bei
Inkubationen von 4 oder 6 Stunden gab. Bei HLA-A2-T-Zellen wurde die Lyse hingegen
nach 6h etwa verdreifacht.

Die jeweils mitgeflihrte parentale Zelllinie EL4 diente als interne Kontrolle und wurde in
allen durchgefuhrten Tests schlechter erkannt, als die zu untersuchenden Transfektan-
ten.

Neben den Ergebnissen der Optimierung der Inkubationszeiten, zeigten diese Versu-

che, dass die generierte p53- bzw. PRAME-Transfektante von den ZTL spezifisch er-
kannt wurde.
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Abb.23: CFSE-Tests zum Vergleich verschiedener Inkubationszeiten. Von oben nach unten A: HLA-A2-,
B: p53-, C: PRA100-T-Zellen. Jeweils gegen 2 Targets (JA2, EL4, EAZKbp53, EL4, EA2K°PRAME, EL4);

E/T betrug 3/1.
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Abb.24: Grafische und mathematische Auswertung der CFSE-FACS-Daten (siehe Abb. 23) Gezeigt sind

3 unterschiedliche Zeitpunkte. Es wurde ein E/T Verhaltnis von 3/1 verwendet.
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Im nachsten Schritt wurde die Erkennung von AML-Material durch HLA-A2-, p53- und
PRA100-spezifische T-Zellen untersucht.

Die Expression von Epitopen fur die Erkennung durch PRA100- und HLA-A2-ZTL, war
in den verwendeten AML-Proben bekannt. Die Expression von p53 in der getesteten
AML-Proben konnte bereits gezeigt (Abb. 30) werden und durch diese Experimente
auch funktionell bestatigt werden.

Die Erkennung von AML-Patientenproben durch p53-spezifische T-Zellen war mit der
durch HLA-A2 spezifische T-Zellen vergleichbar (Abb. 22 und 25). Die Reduktion der
CFSE-positiven Zellen von 80 % auf ca. 10 % spricht fur eine signifikante Erkennung
und Lyse der Zielzellen durch p53-spezifische T-Zellen.
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Abb.25: CFSE Test zur Erkennung von AML Proben durch p5364.072 T-Zellen.

Um die Erkennung von endogen prozessiertem PRAME durch PRA100 spezifische T-
Zellen mit der Erkennung von PRAME-Peptid durch diese T-Zellen vergleichen zu kén-
nen, wurden neben einer AML-Probe in diesem CFSE-Test auch T2-Zellen mit unter-
schiedlichen PRA100-Peptidkonzentrationen mitgefiihrt. Durch diesen Versuchsansatz
sollte es moglich sein, die Sensivitdt des CFSE-Tests ndher zu bestimmen und die en-
dogene Erkennung durch ZTL einem ECsop-Wert zu ordnen zu kénnen.

Es war dabei festzustellen, dass AML-Proben in gleicher Weise erkannt wurden, wie mit
dem relevanten Peptid beladene Zellen (Abb. 26A). Es wurde weiterhin deutlich, dass
der CFSE-Test eine sensitivere Technik als der Chromfreisetzungs-Test darstellt, da
auch T2-Zellen mit 0,01uM PRAME-Peptid noch in hinreichender Anzahl von den T-
Zellen erkannt wurden. In Chrom-Untersuchungen konnten PRAME-spezifische ZTL
eine ausreichende spezifische Lyse nur bis 0,1uM zeigen (Abschnitt 3.3.1. und Abb.
16).

AML-Proben, derselben Herkunft, wurden durch PRA100 T-Zellen bei einer E/T von
30/1 um den Faktor 10 besser erkannt als durch HLA-A2-, oder p53-T-Zellen, passend
zu den bereits in Abschnitt 3.1 gezeigten quantitativen PCR Daten, in denen eine Uber-

expression von PRAME in Leukamiematerialien gezeigt wurde.
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Abb.26: A: CFSE Test zur Untersuchung der PRAME-Erkennung bei leukédmischem Patientenmaterial. B:
Zusammenfassung der Erkennung von AML-Proben durch HLA-A2-, p53- und PRA100-spezifische ZTL.

Abschliel3end kann festgehalten werden, dass Antigen-spezifische, im Speziellen die
von uns generierten PRA100- sowie p53-spezifischen, murinen T-Zellen mit einer Spe-

zifitat gegen humane Antigene in der Lage sind, Leukamiezellen effektiv zu erkennen
und zu lysieren (Abb. 26B).
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3.5. Generierung von p53- und PRAME-Transfektanten

Um nach Austestung der TZL in vitro entsprechende in vivo Experimente mit den gene-
rierten PRA100-spezifischen ZTL sowie p53- und HLA-A2-spezifischen T-Zellen durch-
fuhren zu konnen, wurden zunachst mehrere humane Zelllinien-Kandidaten auf ihr
Wachstum in NOD/SCID/IL2yc™" M&usen hin untersucht.

Die getesteten Kandidaten sind in ihrem Wachstum in vivo in Tab.3 aufgelistet.

Zelllinie \Wachstum
K562 INein

|K562-A2 Ja > 6 Wochen
Sao0s2 |Nein
Saos2/143  |Nein

|HL-60 Ja > 8 Wochen
|KG-1 INein

|MCF7 INein

|EA2Kb Ja < 3 Wochen
|EA2Kb p53  |Ja <3 Wochen
|EA2Kb PRAME pa < 3 Wochen

Tab.3: Zusammenstellung der getesteten Zelllinien fur in vivo Untersuchungen der generierten ZTL in
NOD/SCID\(CnuII Méausen. Als positives Anwachsen wurden palpatorische Tumore mit einem Durchmesser
von min. 1cm betrachtet.

Humane Leukamiezelllinien, wie z. B. Saos2, K562, HL-60 oder KG-1 wurden als mdg-
liche Zielstrukturen fir in vivo Tumorversuche getestet, da diese Zellen im Chromfrei-
setzungstest sehr gute Lysen zeigten und optimale Zielzellen fur die zu testenden ZTL
darstellten.

Alle Zellen wurden in einer einmaligen Gabe subkutan (s.c.) am Schwanzansatz in
NOD/SCID/IL2yc™" Mause appliziert und das Anwachsen der Tumore durch Palpation
im Verlauf des Versuchs beobachtet. War innerhalb von 10 Wochen kein Wachstum zu
detektieren, wurde der Versuch beendet. Alle Zellen wurden mindestens zweimal in vivo
mit jeweils unterschiedlichen Chargen von Zellen getestet. Dies stellte sicher, dass kei-
ne Verunreinigungen in der Kultur, suboptimale Kulturbedingungen oder andere aul3ere
Faktoren fur die Ergebnisse verantwortlich waren.

74



Ergebnisse

Alle humanen Zellen zeigten ein deutlich schwacheres und nicht stabiles Tumorwachs-
tum. Auch bendtigten diese Zellen einen langeren Zeitraum, um auf messbare Tumor-
gréf3en anzuwachsen.

Im Gegensatz dazu konnte ein stabiles und rasches Wachstum der murinen Zelllinie
EA2K® in NOD/SCID/IL2yc™" Mausen innerhalb einer dreiwdchigen Inkubation de-
monstriert werden (Abb. 27). Die Maus-Thymom-Zelllinie EA2K®, die von der parentalen
EL4-Zelllinie abstammt, war bereits mit HLA-A2K" transfiziert und exprimiert das Mole-
kil unter standiger Geniticin-Gabe stabil an der Oberflache, was ein Vorteil darstellte,
da die zu testenden ZTL ihre Antigene nur im Kontext von HLA-A2 erkennen.

Im Detail waren innerhalb von 10 Tagen, ohne weitere Applikation, ein deutliches Tu-
morwachstum zu beobachten. Im Verlauf von 21 Tagen wuchsen die applizierten Tu-
morzelllinien zu Tumoren bis zu einer GréRRe von 500mm? heran. Ab einer GroRRe von
etwa 300mm? wurde ein Einwachsen des Tumors in die Bauchhthle beobachtet (Daten
nicht gezeigt).

Tumorwachstum

175
150 ~
125 ~

100 - —&— 5 Mio Zellen
75 - —m— 3 Mio Zellen

50 -
25 ~

TumorgréRe (mm 2)

Abb.27: Tumorwachstum der EA2K® in NOD/SCIDyc™" Méausen. Die Tumorzellen wurden s.c. am
Schwanzansatz injiziert.

Um die EA2K"-Zelllinie mit den spezifischen Antigenen (PRAME, p53) zu versehen,
wurden die Zellen mittels Elektroporation mit Plasmiden, die diese Antigene codieren,
transfiziert (Abschnitt 2.2.1.10). Es folgte die Selektion der Zellen in antibiotikahaltigem
Medium. Nach zwei maligem Passagieren wurden die neugenerierten Transfektanten
phanotypisch charakterisiert.

Zu weiteren Testungen der Effektivitat der Elektroporation wurden die Zellen zuerst auf
PRAME- bzw. p53-DNS Level getestet. Bei der p53-Untersuchung diente Wasser als
interne Leerkontrolle, sowie die parental Zelllinie EL4 als Kontrolle. Die in den Untersu-
chungen verwendeten Primer erkennen sowohl das murine, als auch das humane p53,
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was auf eine hohe Homologie der beiden Proteine zurtickzufihren ist. Allerdings war es
maoglich diese, durch die GroRe des amplifizierten PCR-Produktes, zu unterscheiden.
Das humane Produkt hat eine Gro3e von etwa 400bp gegentber dem murinen Produkt
mit etwa 290bp. Somit konnte eine kurz nach der Elektroporation eingefrorene
EA2KPp53-Transfektante als Doppel-Positiv Kontrolle genutzt werden, da dort die Ban-
de fur das murine, wie das humane p53 Protein zu detektieren sein misste (Abb. 28).

Als Positivkontrolle fir die PRAME-PCR diente die humane Leukamiezelllinie K562-A2;
diese Zelllinie zeigte bereits in RT-PCR Ergebnissen (Abschnitt 3.1.) eine hohe
PRAME-Expression.

Des Weiteren sollten RT-PCR Untersuchungen (Abb. 29) die Bildung von p53- bzw.
PRAME-Protein in den Zellen mittels m-RNS zeigen.

Wie in Abb. 28 & 29 dargestellt, erschien bei beiden Transfektanten eine deutliche Ban-
de bei der zu erwarteten Fragmentgro3e, die mit den Kontrollbanden der mitgefuhrten
Zelllinien Ubereinstimmte.

400bp
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o »

eqd oMev3
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Abb.28: PCR-Untersuchungen zur Expression von PRAME bzw. p53 in EA2K" Zellen. Ein 2%-
Ethidiumbromid-Gel wurde mit den PCR-Produkten beladen und fiir 1h bei 100V gefahren.
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Abb.29: RT-PCR Untersuchung zur Expression des PRAME- (A) bzw. p53-Plasmids (B) in den elektropo-
rierten Zelllinien. Als Kontrolle wurden humane, sowie eine murine Zelllinie mit untersucht.

Untersuchungen der mit p53 elektroporierten Zellen zeigten im FACS eine deutliche
p53-Expression auf der Zelloberflache im Gegensatz zu der parentalen Maus Zelllinie
EL4. Wie in Abb. 30 zu erkennen ist, lag die Expression des p53-Proteins auf der Ober-
flache der transfizierten Zellen Giber dem Niveau von p53-positiven Zelllinien sowie einer
mitgefuhrten humanen AML-Patientenprobe.
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Abb.30: FACS-Analyse von Zelllinien, AML-Material und der p53-Transfektante auf p53-Oberflachen-

Expression (BD Pharmingen p53 antibody reagent set)

Die Erkennung der Transfektanten (EA2K"p53 bzw. EA2K°PRAME) wurde funktionell
durch CFSE-Untersuchungen bestatigt. Daftr wurden die Transfektanten und die Aus-
gangszelllinie EL4 in einem CFSE-Test hinsichtlich ihrer Erkennung durch PRAME-
bzw. p53-T-Zellen untersucht. Die Ergebnisse dieser Tests bestétigten eine deutliche
Erkennung der beiden Transfektanten durch die jeweiligen spezifischen T-Zellen. Bei
einer E/T von 1/1 und einer Inkubationszeit von 6 Stunden tberlebten nur etwa 5 % der
eingesetzten EA2K"p53-Zellen. Bei der EA2K’"PRAME-Zelllinie waren nur noch 6,7 %
der eingesetzten Population detektierbar.
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Die Erkennung der PRAME-Zellen durch PRA100-spezifische T-Zellen zeigte bei einer
Inkubation von 4 Stunden eine Rest-Zielzell-Population von 50%. Diese konnte durch
die Erh6hung der E/T auf 3/1 bis auf 30 % gesenkt werden (Abb. 32). Versuche zur E/T-
abhangigen-Lyse der Zielzellen bestatigten sich auch in den weiteren Inkubationszeiten
und konnte durch den Vergleich verschiedener E/T Verhéaltnisse bekraftigt werden.

Die Lysen der EA2K"p53-Zellen durch die p53-spezifischen T-Zellen verhielten sich an-
nahernd ahnlich, wie die der EA2K’PRAME-Zellen. Es fand eine maximale Erkennung
der EL4-Zellen von 20 % statt. Die ZTL-vermittelte Lyse konnte nach 24 Stunden
nochmals gesenkt werden, was fur die hohe Affinitdt und Spezifitat der ZTL spricht.

Im Gegensatz dazu blieb die Lyse der PRAME-Transfektanten wahrend aller Inkubati-
onszeiten stets stabil. Auch konnte bei der Kombination von langeren Inkubationszeiten
(min. 24h) und erhéhten E/T Verhéltnissen eine unspezifische Lyse festgestellt werden.
Im Vergleich zwischen den p53-Experimente und den PRAME-Experimenten wurden
die EL4-Zellen durch die PRAME-spezifischen ZTL in einem hdheren Mal3e erkannt.

Zusammenfassend konnten die p53- sowie die PRAME-Transfektanten durch p53- bzw.
PRAME-spezifische T-Zellen erkannt und lysiert werden.

Somit konnten Tumor-Zelllinien fir die Untersuchung der GVT-Reaktivitat in vivo gene-
riert werden.
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Abb.31: CFSE-Untersuchung zur Erkennung der p53- (links oben) und PRAME- (links unten) Transfek-
tanten durch die jeweiligen spezifischen ZTL Populationen. Gezeigt ist ein CFSE Test nach 6 Stunden
Inkubation mit einer E/T von 10/1.
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Abb.32: Grafische Aufarbeitung des CFSE-Tests zur Erkennung der EA2Kbp53 und EA2K°PRAME Zellen
durch PRAME- oder p53-spezifische T-Zellen. Gezeigt werden 3 verschiedene Inkubationszeiten und 2
verschiedene E/T Einstellungen (dunklen Balken E/T Verhdltnis von 1/1, hellere E/T Verhéltnis von 3/1).
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3.6. Etablierung eines Tumor-Maus-Modells

Nach der erfolgreichen Generierung humaner PRAME- bzw. p53-spezifischer, muriner
Tumorzelllinien, wurden diese fur ein in vivo Modell in NOD/SCID/ILZVC”“” Mausen ver-
wendet, um das GVT Potenzial der p53- bzw. PRAME-spezifischen T-Zellen charakteri-
sieren zu konnen.

Die Tiere wurden in zwei verschiedenen Versuchsansatzen mit Tumorzellen und/oder
T-Zellen inokuliert. Der protektive Ansatz des Tumor-Modells beinhaltete in den ersten
Untersuchungen die vorherige Kokultur der Tumorzellen mit den spezifischen T-Zellen.
Zur Etablierung dieses Ansatzes dienten EA2K"-Zellen und HLA-A2-spezifische T-
Zellen.

Die Zellen wurden vor Applikation 24h in einem Verhaltnis (E/T) von 5/1 in vitro kokulti-
viert. Nach der Inkubationszeit erfolgte die Applikation der Suspension s.c. an den
Schwanzansatz von NOD/SCIDyc™" Mausen. Die Beendigung und somit Auswertung
der Tumor-in-vivo-Versuche erfolgte an Tag 23, an welchem die Tumorgro3e mittels
einer Schiebleere gemessen wurde. Milz, Blut und Tumor der Versuchstiere wurden
entnommen und zu Zellsuspensionen verarbeitet, oder fir immunhistologische Untersu-
chungen in Formalin gebettet und bei 4T gelagert.

In Abb. 33 sind die Etablierungsversuche dieses Modells mit HLA-A2-spezifischen T-
Zellen und EA2K"-Zellen als Zielzellen gezeigt.

Das Tumorwachstum kann durch die einmalige Gabe einer Suspension aus T-Zellen
und Tumorzellen um etwa 90% reduziert werden, im direkten Vergleich zur Applikation
von reinen Tumorzellen.
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Abb.33: Tumorwachstum in NOD/SCID\(CnuII Méausen. Tumorzellen und T-Zellen wurden vor der Applikati-
on 24 Stunden in vitro kokultiviert.
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Um die Fragestellung der Vitalitat der Tumorzellen nach Kokultur zu untersuchen, wur-
den die Zellen mit dem Farbstoff 7-AAD geféarbt und durchfluRzytometrisch auf ihre Vita-
litat analysiert.

Der Anteil an vitalen Zellen nahm um etwa 50 % ab (Reduktion von 44 % auf 10 bis 20
%) im Vergleich zwischen einer zum Zeitpunkt Oh, d.h. zu Beginn der T-Zell/Tumor-Zell-
Kultur (Oh) gemessenen Probe und nach 24h kokultivierter Zellsuspension (Abb.34). Die
hochste Abnahme der Vitalitat der Tumorzellen konnte bei EA2K"- und EA2K’PRAME-
Zellen detektiert werden. Hier Uberlebten nach 24h Kokultur etwa 12 % bis 13 % der
Tumorzellen. Die Vitalitit der EA2K"p53-Zellen mit tiber 20 % vitaler Zellen, nach 24h
Kokultur, war um 50 % gegentiiber den EA2K® und EA2K°PRAME erhéht.

Es konnte somit gezeigt werden, dass trotz der in vitro Kokultivierung noch Tumorzellen
Uberlebten, welche in der Lage waren, in vivo ein Tumorwachstum zu induzieren.

Auf der Basis der Vitalitatsuntersuchungen konnte die effektive Zellzahl an vitalen Zel-
len, die in die Mause appliziert worden war, wie folgt berechnet werden (Tab.4).
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Abb.34: FACS-Analysen zeigten den prozentualen Anteil der Uberlebenden Tumorzellen nach 24 Stun-
den Kokultivierung mit T-Zellen. Als Kontrolle wurde eine reprasentative Tumor-Zell/T-Zell Kultur zum
Zeitpunkt Oh mitgefuhrt. Hierbei handelte es sich um eine Kombination aller sechs Zellfraktionen.
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Tumor-Zell Absolute applizierte
Transfektante Zellzahl
EA2K® 6x10"
EA2K"p53 1,05x10°
EA2K°PRAME ox10*

Tab.4: Neuberechnung der applizierten vitalen Tumorzellen fir in-vivo-Untersuchungen. Zu Grunde ge-
legt wurden 1x10° eingesetzte Zellen und Vitalitatsuntersuchungen (Abb. 34).

In nachfolgenden Untersuchungen sollte die GVT-Reaktivitat der PRAME- bzw. p53-
spezifischen T-Zellen mit ihren entsprechenden Transfektanten weiteruntersucht wer-
den. Um dabei sowohl die Reduktion der Tumorzellen durch Kokultivierung mit ZTL zu
verhindern als auch die zytolytische Affinitdt der ZTL in einer reinen in-vivo-Situation zu
untersuchen, wurden Tumorzellen und T-Zellen zum gleichen Zeitpunkt (t0) Gber ver-
schiedene Applikationsrouten in die Mause injiziert. Dieses Modell sollte veranschauli-
chen, inwiefern PRAME- und p53-T-Zellen in der Lage sind in einem in vivo Modell
einen GVT-Effekt zu erzielen.

Der Transfer der Zellen erfolgte fir Tumorzellen subkutan und fur T-Zellen intravends in
PBS mit 0,1 % FCS und einer E/T von 10/1. Da das Uberleben der T-Zellen in den
NOD/SCIDyc™" Tieren wegen dem ineffizienten endogenen Zytokinspiegel verkiirzt ist,
wurde eine Erh6hung der E/T gegentber Kokultur-Untersuchungen gewéhlt. Nach einer
23-tagigen Inkubation wurde das Experiment beendet und das Tumorwachstum ge-
messen.

Wie in Abb. 35 zu sehen ist, waren sowohl die PRAME T-Zellen als auch die p53 T-
Zellen in der Lage, das Tumorwachstum zu reduzieren bzw. zeitlich zu verzégern.

p53 T-Zellen reduzierten dabei das Wachstum um den Faktor 1,75, was einer Redukti-
on der TumorgréRe um 100mm? entsprach.

Bei Untersuchungen mit EA2K’PRAME-Zellen und PRAME-spezifischen T-Zellen konn-
te eine fast vollstdandige Abnahme der Tumorgrol3e an Tag 23 festgestellt werden. Al-
lerdings konnten im Rahmen dieser Arbeit bisher nur erste Ergebnisse in Vorversuchen
mit wenigen Tieren durchgefihrt werden.

Zusammenfassend zeigen diese ersten Ergebnisse jedoch, dass die Induktion einer

GVT-Reaktivitat in vivo durch p53- und PRAME-spezifische T-Zellen mdglich ist (Abb.
35).
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Abb.35: Ergebnisse des Tumorwachstums an Tag 23 nach einmaliger Applikation von 1x10° Tumorzellen
(s.c.) bzw. 1x10° Tumorzellen und 12x10° T-Zellen (s.c. & i.v.). Auf der linken Seite sind p53 T-Zellen und
EAZKbp53 Tumore dargestellt (n=5), auf der rechten Seite PRAME T-Zellen gegen EA2K°PRAME Tumo-
re (n=2).

Es folgten weitere Experimente zur Induktion einer GVT-Reaktivitat durch spezifische T-
Zellen.

In verschiedenen Ansatzen wurden hierfir EA2K®-Zellen in vivo untersucht. Die alleini-
ge Injektion von EA2KP-Zellen als Positivkontrolle wurde sowohl mit der Gabe von 24h
in Kokultur mit HLA-A2 ZTL befindlichen EA2K®-Zellen verglichen als auch mit der Ko-
kultivierung von EA2KP-Zellen mit irrelevanten T-Zellen (PRA100) und der gleichzeitigen
Applikation von T-Zellen und Tumorzellen.

Wie in der Abb. 36 dargestellt, konnte dabei die Spezifitdt der Induktion der GVT-
Reaktivitat durch diese Experimente gezeigt werden.

Wahrend die Tumorgréf3e des Versuchsansatzes mit den unspezifischen T-Zellen nur
marginal reduziert war, im Vergleich zu reiner Tumorzellapplikation, zeigte der Ansatz
mit den spezifischen T-Zellen keinerlei messbares Tumorwachstum nach Kokultur. Eine
Reduktion der Tumorlast um den Faktor 12,5 (entsprach ca. 70 % weniger Tumormas-
se) konnte bei der Applikation der T-Zellen gleichzeitig mit der Inokulation der Tumor-
zellen detektiert werden.
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Abb.36: Vergleich der zwei verschiedenen in vivo Ansatze. Gezeigt HLA-A2 spezifische T-Zellen (Allo)
gegen EA2K"-Zellen, sowie EA2K’PRAME-Zellen bei gleichzeitiger Applikation (gleichzeitig) in
NOD/SCIDyc™" Mause und nach 24h Kokultur (kokultur).

Zur Bestatigung der GVT-Reaktivitdt wurden nach Beendigung des Experimentes Milz,
Blut und Tumormaterial aus den Versuchstieren gewonnen und reanalysiert.

Zum ersten zeigten exemplarische FACS-Untersuchungen des Blutes der p53-
Experiemnte, dass bis zum Tag 5 des Versuchs die T-Zellen detektiert werden konnten.
Hierfir wurde eine FACS-Farbung mit einem V-beta-3-Antikoérper, welcher spezifisch
den p53-TZR erkennt, und einem CD8 Antikérper angesetzt, welcher ausschlief3lich das
murine CD8 Molekl erkennt. In Abb. 37 im oberen Teil ist die Farbung der p53 in vitro
T-Zell Population (positiv Kontrolle) und die Isotyp Farbung (negativ Kontrolle) gezeigt.
Nach Applikation in NOD/SCIDyc™" Mause konnten bereits an Tag 2 nur 17 % p53-
spezifische, CD8 positive Zellen detektiert werden. An Tag 5 nahm der Prozentsatz der
doppelt-positiven Zellen (CD8"/vBeta3") auf 4,8 % doppelt positiver Zellen ab.

Nach Tag 5 konnten keine CD8 positiven Zellen im Blut der NOD/SCIDyc™" Ver-
suchstiere mehr gefunden werden. Sowohl aus den Blutanalysen, als auch aus den A-
nalysen der Tumoren der Tiere konnten keine weiteren Erkenntnisse Uber das GVT-
Potential der Tumor-spezifischen T-Zellen gewonnen werden.

Zweitens wurden isolierte Milzzellen ex vivo passagiert. Aus diesen Zellen, der in den
Experimenten verwendeten NOD/SCIDyc™" Mause, konnten nach drei bis vier Restimu-
lationen mit Feederzellen (Milzzellen aus B6/J) sowie mit Peptid-beladenen JA2-Zellen
nach Zugabe von IL-2 und IL-7Fc, eine ausreichende Menge T-Zellen expandiert (Abb.
38) werden, um diese in einem Chromfreisetzungs-Test auf ihre Spezifitat hin einzuset-
zen.
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Die T-Zellen wurden jeweils gegen die Parentalzellen (EL4) als Negativkontrolle und die
Zelllinie Saos2/143 getestet. Diese wurde auf Grund ihrer PRAME- und p53-Expression
ausgewahlt (Abschnitt 3.5.; Abb. 30) um die endogene Prozesssierung der Antigene zu
untersuchen. In den Chromfreisetzungsuntersuchungen von p53 und HLA-A2 wurden
zusatzlich noch die spezifischen Transfektanten (EA2K® bzw. EA2K"p53) eingesetzt.

Die Ergebnisse der Spezifitats-Untersuchungen der ex vivo expandierten T-Zellen zeig-
ten, dass es sich bei den aus der Milzzellsuspension expandierten T-Zellpopulationen
um p53-, PRA100-, bzw. HLA-A2-spezifische T-Zellen handelte. Die parental Zelllinie
EL4 wurde von keiner der eingesetzten ex vivo expandierten T-Zellen erkannt, jedoch
wurde die Tumorzelllinie Saos2/143 sowohl von PRAME-, als auch p53-spezifischen T-
Zellen mit Lysen zwischen 80 bis 100 % erkannt. Somit konnten die in vitro Untersu-
chungen bestatigt werden. Die Erkennung der EA2K"p53-Transfektante durch p53-ZTL
lag bei Lysen um 40 % und entsprach omit vorhergegangenen Ergebnissen der in vitro
Kulturen (Daten nicht gezeigt).

Es konnte bestatigt werden, dass die Verzégerung des Tumorwachstums in dem in vivo
Tumor Modell auf die zytolytische Aktivitdt der applizierten Antigen spezifischen T-
Zellen zurickzufuhren ist. Die GVT Reaktivitat der ZTL lie3 sich damit in einem in vivo
System demonstrieren.
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Abb.37: Untersuchung des peripheren Bluts von NOD/SCIDycnuII Mausen nach T-Zell Applikation p53-
spezifischer T-Zellen gegen EAZKbp53 Tumorzellen.
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Abb.38: Beispiel einer Proliferationskurve der ex vivo expandierten Milzzellen aus dem Tumor in vivo
Modell.
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Abb.39: Ex vivo Expandierte T- Zellen aus Kokultur Experimenten. Eingesetzt waren p53-, PRA100- und
HLA-A2 T-Zellen gegen Sao0s2/143 und EL4-Zellen, oder EA2K" bzw. EAZKbp53. Oben links sind
PRA100-spezifische T-Zellen dargestellt, oben rechts p53-spezifischen T-Zellen und unten rechts HLA-
A2-spezifische T-Zellen. Die Analyse der T-Zellen erfolgte 3 Wochen nach Isolation und Restimulation
der Zellen in einem Chromfreisetzungs-Test.
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3.7. Etablierung eines AML-Modells in
NOD/SCIDyc™"—Mausen

Um in Mausen eine humane AML anwachsen zu lassen, wurde folgendes Protokoll e-
tabliert (Abb. 40):

Die Tiere wurden am Tag -1 mit 200 cGy bestrahlt. 1x10°- 5x10° AML-Zellen wurden
am Tag O i.v. in die Schwanzvene der Tiere inokuliert. Die hierzu verwendeten huma-
nen Leuké&miezellen wurden zuvor tber MACS Separation in drei verschiedene Zellpo-
pulationen aufgeteilt, welche jeweils separat in die Mause transferiert wurden. Dies
sollte erméglichen, das Wachstumspotenzial der einzelnen Populationen innerhalb der
leukamischen Proben in vivo zu untersuchen.

Die verwendeten Proben waren zum einen reine CD34" Zellen der AML-Proben
(CD34"), oder AML-Proben, die mittels Depletion frei von NK-Zellen waren (CD56), so-
wie Zellen von unbehandelten AML-Proben. Nach einer Inkubationszeit von funf bis
sieben Wochen wurde den Versuchstieren Blut entnommen und mittels PCR auf huma-
ne Marker untersucht. Dabei wurde exemplarisch humane Chromosom 17_1 Minisatelit-
ten DNS mit speziellen Primern detektiert [98, 99]. Nach einer weiteren Inkubationszeit
von 3 bis 6 Wochen wurde den Tieren Blut, Milz und Knochenmark entnommen und
durchflul3zytometrisch der Gehalt an humanen Zellen bestimmt.

Tag -1 ' Bestrahlung (200 cGy)

Tag 0 Intravendse Applikation
der AML Proben

Blutentnahme und PCR fiir humanes
Woche 5-7 Chromosom 17 und z.T. humanes TNF

Woche 10-13 FACS Analyse verschiedener Organe
(z.B. Milz, Knochenmark)

v

Abb.40: Schematische Darstellung des Etablierungsmodells einer AML in NOD/SCID\(CnuII Mausen
Die PCR ermdglichte die Detektion einer kleinen Anzahl humaner Zellen (im Bereich

von 1x10° zu 10° Zellen) in rekonstituierten NOD/SCIDyc™" Mausen. Die Detektion hu-
maner Zellen im Blut der Versuchstiere ist in Abb. 41 dargestellt. Als Positivkontrolle
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dienten DNS-Proben aus leukamischem Material, die schon in Abschnitt 3.1. zur quanti-
tativen RT-PCR verwendet worden sind.

Die detektierten Banden der PCR stimmten mit denen der Positiv-Kontrolle Gberein und
zeigten somit eine positive Rekonstitution von humanem AML-Material in
NOD/SCIDyc™" Mausen (Abb. 41).

Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass selektierte AML-Proben, insbesondere
CD34 positive- (CD34") und CD56 negative- (CD56) Zellproben, besser in
NOD/SCIDyc™" Mausen anwachsen kénnen als unselektierte Zellen nach therapeuti-
scher Leukapherese von AML-Patienten.

Diese Resultate konnten in 12 von 15 Experimenten bestatigt werden. Fir die Untersu-
chungen wurden 2 unterschiedliche AML-Patientenproben verwendet, die jeweils in 3
Untergruppen separiert worden sind.
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Abb.41: Detektion von humanen Zellen im Blut von NOD/SCIDyc"“” Méausen. Gezeigt werden PCR Ban-
den in einem Ethidiumbromid-Gel von 4 verschiedenen Tieren.

Die Rekonstitution der Versuchstiere wurde weitere zwei Wochen spéater durch FACS-
Analysen wiederum untersucht und durchflulzytometrisch bestétigt. Verschiedene CD-
Marker wurden verwendet, um unterschiedliche Zellpopulationen und somit den Grad
der Rekonstitution zu detektieren. Besonders wichtig war in diesem Zusammenhang der
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Marker CD45 der, als Pan-Leukozyten-Marker, auf allen humanen Zellen lymphatischen
Ursprungs exprimiert wird. Des Weiteren wurden die Stammzellmarker CD33 und CD34
verwendet. Fur die Analyse der T-Zellpopulationen, B-Zellen und leukdmischen Stamm-
zellen folgten Untersuchungen tGber CD3, CD19 und CD96 [100]. Ausgangsmaterialien
fur diese Untersuchungen waren Milz, Knochenmark und peripheres Blut der AML-
positiven NOD/SCIDyc™" Mause.

Die FACS-Ergebnisse (Abb. 42) zeigten in Gber 90 % CD45 positive Zellen im Kno-
chenmark der Tiere, darunter war mit 25 % CDA45 positiven Zellen der Anteil humaner
Zellen in der Milz nicht ganz so hoch wie im Knochenmark. Diese Ergebnisse liel3en
den Schluss zu, dass ein erfolgreiches Anwachsen humaner, hamatopoetischer Leu-
kamiezellen stattgefunden hatte. Auch typische Stammzell-Marker wie CD33 oder
CD34 waren in Praparationen aus Milz und Knochenmark zu erkennen. Der prozentuale
Anteil der CD45-, CD33-, CD34- und CD96-Zellen lag im Knochenmark im Allgemeinen
hoher, als in allen anderen untersuchten Geweben.
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Abb.42: FACS-Daten des AML-Etablierungsmodells (CD34") am Tag 70 des Versuchs. Verwendet wurde
eine AML mit einer FAB MO/M1 Klassifizierung.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ein Unterschied zwischen der Applikation
von selektierten CD34" Zellen, oder Giber CD56° Zellen bestand.

In beiden Untersuchungsgruppen konnten positive Rekonstitutions-Resultate bei der
Etablierung der AML in Mausen beobachtet werden (Abb.42, 43). Nach Applikation von
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CD56° AML-Zellen zeigten Versuchstiere allerdings eine schnellere und starkere Re-
konstitution mit humanen Zellen, was fur ein besseres Anwachsen dieser Testgruppe im
Vergleich zu der Applikation von selektierten CD34"-Zellen spricht (Abb.42, 43).

Die in Abb.43 dargestellten FACS-Analysen verdeutlichten eine erfolgreiche Rekonstitu-
tion einer CD56™ AML in NOD/SCIDyc™" Mausen. Zu erkennen ist ein sehr groRer Anteil
CD45 positiver Zellen in allen Geweben, insbesondere auch im peripheren Blut, was
vergleichend in den mit CD34" rekonstituierten Tieren nicht mit diesem Prozentsatz ge-
zeigt werden konnte (Abb. 42 & 43).

Die Applikation unselektierter AML-Zellen erbrachte keine Ergebnisse. Es konnte keine
Rekonstitution in diesen Versuchsansatzen gezeigt werden.

Schlussendlich demonstrierten diese Ergebnisse, dass es prinzipiell moglich ist, eine

akute myeloische Leukamie humanen Ursprungs durch unser Etablierungs-Protokoll in
NOD/SCIDyc™" Empfangertieren zu generieren.

Isotyp Milz Blut Knochenmark

L L T R T C T R T
! i !

L LT R T R T T
/ i !

108 10l 02 0F e
5 i J

CD45

L . ;
o ! 102 UER T

HLA-ABC

1wl ! owE o gt
; i i

=
=

CD34

Sk ;
! e e wd

CD33

Abb.43: FACS-Analysen vom Tag 63 einer CD56 depletierten (CD56) AML in NOD/SCIDVC"“”. Zu sehen
sind drei verschieden Gewebe der Maus sowie der dazugehdrige Isotyp.
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3.7.1. Zvytolytische in vivo Aktivitat von p53-
und PRAME-T-Zellen im AML-Modell

Die in dieser Arbeit generierten und bereits in vitro und in einem GVT-Modell getesteten
PRAME-spezifischen T-Zellen wurden in einem weiteren in vivo Modell eingesetzt, um
ihr GVL-Potenzial untersuchen zu kénnen.

Hierbei wurden nach erfolgreicher Rekonstitution der NOD/SCIDyc™" Mause mit huma-
ner AML, bestatigt durch PCR auf humanes Chromosom 17, peptidspezifische PRAME-
oder p53-T-Zellen adoptiv transferiert. In einem repetitiven Versuchsprotokoll wurden
wochentlich 1x10° T-Zellen intravends in mit AML rekonstituierte Mause appliziert. Die-
se Applikation der T-Zellen wurde dreimal wiederholt. Endpunkt der Untersuchungen
war Tag 28 nach erster T-Zellgabe.

Die Analyse von Blut-, Knochenmark- und Milz-Zellen zeigte eine Reduktion der leuka-
mischen Last in allen drei Geweben im Vergleich zu Kontrollmausen, die rekonstituiert
waren aber keine T-Zellen erhalten hatten. Insbesondere im Blut und in der Milz war es
durch die adoptive Gabe der spezifischen T-Zellen moglich, den Anteil humaner Zellen
auf unter 1 % herabzusetzen (Tab.5, 6).

Die Entwicklung eines lymphatischen Systems konnte an Hand der gestiegenen CD3
und CD19 Expression in den rekonstituierten Tieren festgestellt werden. Der Anteil an
humanen CD33" & CD34" Stammzellen konnte reduziert werden. Allerdings waren in
den Zellen des Knochenmarks der Tiere noch erhdhte Anteile an humanen Zellen im
Vergleich zu Milz und Blut zu finden. Dies deutete darauf hin, dass die Erkennung und
Lyse von AML-Zielzellen in Milz und Blut effektiver ablauft als im Knochenmark der re-
konstituierten Tiere.

null

Im Detail wurden in vergleichenden FACS-Analysen 9 % weniger CD45" Zellen nach
erfolgreichem Transfer von T-Zellen gefunden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
CD96, als leukamischer Stammzellmarker, in den rekonstituierten Tieren deutlich erhdht
exprimiert war im Vergleich zu dem Expressionslevel der AML-Zellen in vitro. Diese Er-
héhung von CD96 kénnte als Zeichen der Aktivierung und Proliferation leukamischer
Stammzellen gewertet werden [100].

FACS-Untersuchungen des peripheren Blutes vor und nach adoptivem Transfer der T-
Zellen zeigten eine deutliche Reduktion aller untersuchten humanen CD-Markern, ins-
besondere CD96, in den Tieren. Insgesamt konnten alle humanen Zellen auf ein Detek-
tionslevel von unter 1 % reduziert werden. Insbesondere die Reduktion von 9 % CD45"
Zellen auf <0,1 % als auch die Abnahme von 40 % CD96-Zellen vor Applikation auf
<0,1 % war auf den adoptiven Transfer von PRA100-spezifischen T-Zellen zuriickzufuh-
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ren. Die Erkennung und Lyse von CD96 sprach fur eine spezifische, Iytische Aktivitat
gegenuber leukdmischen Stammzellen.

p53-spezifische T-Zellen zeigten im Vergleich zu PRAME-spezifischen T-Zellen in die-
sem in vivo Modell eine leicht schwéchere zytolytische Aktivitat gegenuber AML-
Blasten, entsprechend den Ergebnissen der in vitro Untersuchungen (Abschnitt 3.4.).
Dies kann darauf zurlckgefuhrt werden, dass p53 nur in akuten myeloischen Leuka-
mien mit einem aberranten Karyotyp stark Uberexprimiert wird, so dass keine ausrei-
chende Expression fur eine in vivo Erkennung vorlag [101-104].

Somit konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass die generierten T-Zellen auch in

vivo in einem therapeutischen Ansatz in der Lage sind, AML-Blasten zu erkennen und
zu lysieren.
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pra TX post Tx post T-Zell Applikation

in vitro | Milz Knochenmark Blut Milz |[Knochenmark | Blut
CD45 70% 40% 11,75% 9% ]0,6% 8,5% <0,1%
CD33 27% || 2,96% 5,7% 6% ]0,5% 6,8% 0,1%
CD34 21% | 1,75% 0,59% 2% ]0,2% <0,5% <0,1%
CD96 14% [ 5-10% 4-25% 40% J0,6% 7,4% <0,1%
CD19 0,3% | <0,5% <0,5% 0,4% 0,1% <0,1%
CD3 <0,1% | <0,5% <0,5% 4% |0,7% 0,8% 0,7%

Tab.5: FACS-Analysen an Hand von Oberflachenfarbungen nach Rekonstitution von NOD/SCID\/CnUII mit
CD34" AML-Blasten und dreimaligem adoptivem Transfer von PRAME-spezifischen T- Zellen. Post TX

Werte sind aus 4 verschiedenen Versuchen gemittelt.

pra TX post TX post T-Zell Applikation

in vitro Milz II(nochenmark Blut | Milz Knochenmark Blut
CD45 70% 40% 11,75% 9% 2,2% 12,7% n.t.
CD33 27% 2,96% 5,7% 6% 1% 11,6% n.t.
CD34 21% 1,75% 0,59% 2% 0,9% 0,4% n.t.
CD96 14% 5-10% 4-25% 40% | 0,2% 4,4% n.t.
CD19 0,3% <0,5% <0,5% 0,7% <0,1% n.t.
CD3 <0,1% |<0,5% <0,5% 4% 1% 0,4% n.t.

Tab.6: FACS-Analysen nach Rekonstitution von NOD/SCID\/CnUII mit CD56° AML-Blasten und dreimaligem
adoptivem Transfer von p53-spezifischen T- Zellen. (N.t. = nicht getestet.). Werte wurden aus 3 verschie-
denen Versuchstieren gemittelt.
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4. Diskussion

4.1. Generierung und funktionelle Analysen
ausgewahlter PRAME- und MPP11-Peptide

Die Mdglichkeit PRAME und/oder MPP11 als Antigene fur eine T-Zell-vermittelte Im-
muntherapie zu verwenden, wurde bereits durch frihere Arbeiten belegt [26-29, 34-37,
40-41, 94].

Innerhalb dieser Arbeit wurden weiterfihrende Untersuchungen zur quantitativen Be-
stimmung der Expression von PRAME und MPP11 auf verschiedenen Geweben unter-
nommen. Hierbei wurde das Augenmerk auf die Expression von PRAME gelegt.

Quantitative Expressionsanalysen in Geweben, Zelllinien und leukdmischen Materialien
bestatigten die Eignung von PRAME als Antigen flr eine ZTL-vermittelte Immunthera-
pie.

In eigenen exemplarischen Untersuchungen zur Expression von MPP11 in Geweben
und leuk&mischen Proben konnten, die bereits in der Literatur beschriebenen, Ergeb-
nisse bestatigt werden [40, 41].

Sowohl die Uberexpression von PRAME- mit 30 %- als auch von MPP11- mit 60 %-
konnten durch quantitative RT-PCR Analysen in frisch isoliertem AML-Material bestatigt
werden. Die Expression in Normalgeweben war bei beiden Antigenen reduziert, oder
nicht vorhanden.

PRAME- und MPP11-Proteine stellen daher aufgrund ihrer quantitativen Assoziation mit
verschiedenen hamatologischen Erkrankungen sowie verschiedenen soliden Tumoren
und der Tatsache, dass ihre Expression bei gesunden Patienten relativ niedrig ist, att-
raktive Zielstrukturen fur eine ZTL-vermittelte Immuntherapie dar.

Nach der Charakterisierung der Expressionen, folgten Untersuchungen zur genaueren
Identifizierung von tumor- und leukamieassoziierten Peptidantigenen aus dem PRAME-
und MPP11-Protein. Es wurden nur solche Peptide selektiert, die Gber HLA-A2 prasen-
tiert werden. Die Bindung der Peptide an HLA-A2, ihre Immunogenitat und ihre Schnitt-
stellen innerhalb des proteosomalen Verdau, was letztendlich die Lange des Peptides
bestimmt, wurden mit theoretischen Vorhersage-Programmen berechnet. Hierbei war
zu beachten, dass innerhalb des MHC-Molekils befindliche Ankerpositionen von ent-
scheidender Bedeutung flr die Bindung von Peptiden in der MHC-Bindungstasche [89,
90] sind. Fur HLA-A2.1-prasentierte Peptide befinden sich die primaren Ankerpositionen
an Position 2 und am C-Terminus des Epitops [90, 91]. Am C-Terminus gelten V, L und
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| als klassische Ankeraminosauren. Aul3erdem konnen auch die restlichen Aminosauren
an den ubrigen Positionen Auswirkungen auf die Gesamtbindungsstarke des Peptides
haben [89].

Die Ankeraminosauren, welche ein bestimmtes MHC-Molekll binden, mussen nicht i-
dentisch sein, aber stets verwandt. So stellen zum Beispiel Phenylalanin (F) und Tyro-
sin (Y), aromatische Aminoséuren dar, wahrend Valin (V), Leucin (L) und Isoleucin (1)
als grol3e hydrophobe Aminosauren, eine weitere Gruppe darstellen. Des Weiteren bin-
den Peptide mittels ihrer Amino- und Carboxyl-Termini an das MHC-Klasse | Molekiil.

Insgesamt konnten 20 mogliche ZTL-Epitope innerhalb des PRAME- und des MPP11-
Peptides anhand dieser Vorhersagen identifiziert werden.

Unter Berucksichtigung aller Faktoren und der Vorhersage-Programme bimas und
SYFPEITHI wurden 13 Peptide ausgewahlt, synthetisiert und auf ihre funktionelle Bin-
dung an HLA-A2 in einem Konkurrenz-Test getestet.

Die Bindungsaffinitdt der getesteten Peptide war umso grol3er, je grof3er die Verdran-
gung des konkurrierenden p53264-272 Peptides, und somit die Inhibition der p53-
spezifischen Lyse war.

Durch die Bindungsstudien war es madglich die Zahl der Peptide auf 4 zu reduzieren.
Diese Peptide (MPPgg.76, PRAME100-108, 142-151, 425-433) Zeigten in den Bindungsstudien
die grol3te HLA-A2-Affinitat.

Trotz der Auswahl der HLA-A2-Affinitat wurden alle 13 theoretisch berechneten Peptide
nachfolgend auf ihre Immunogenitat und Induktion peptidspezifischer ZTL in transgenen
M&ausen untersucht. Trotz der theoretischen und funktionellen Voruntersuchungen konn-
ten nur 3 primare ZTL-Kulturen etabliert werden, wobei die Generierung der peptidspe-
zifischen ZTL nur bei einem Peptid (PRA100) mit den theoretischen und funktionellen
Ergebnissen korrelierte.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der subkutanen Immunisierung mit Peptid-
Antigenen |6st in der Regel eine starke T-Zell-vermittelte Immunitat in den transgenen
Mausen aus und ermdglicht dadurch eine hohe Anzahl Antigen-spezifischer T-Zellen.
Nachteil der Methode ist, dass reaktive ZTL nach subkutaner Immunisierung mit einer
Peptid-Dosis von 10ug Peptid/Maus auch in der Peripherie deletiert werden kénnen,
was zu einem Verlust spezifischer ZTL innerhalb des T-Zellrepertoires fuhrt. Alternativ
kann die systemische Verteilung des applizierten Peptides auch zu einer massiven Ak-
tivierung und der resultierenden ,Erschépfung” der ZTL fahren [105].

Weitere Generierungen von PRAME- oder MPP11-ZTL blieben in der vorgestellten Ar-
beit aus. Dabei ist zu vermuten, dass die zur Maus-Sequenz homologen Peptide in der
Maus negativ selektioniert wurden, um die Bildung potenziell autoreaktiver T-Zellen zu

verhindern. Hinweise fur eine entsprechende Toleranz auf der Ebene hoch-avider ZTL
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existieren fur homologe Peptide aus dem p53-Protein in HLA-A2-transgenen Mausen
[114]. Dort konnte bewiesen werden, dass die Abwesenheit hoch-avider ZTL auf die
negative Selektion zurtckzufiihren ist. Zudem zeigten die Beobachtungen, dass niedrig-
avide ZTL der intrathymischen Toleranzinduktion entkommen kdnnen.

Nach mehrmaligem Passagieren der ZTL-Kulturen und Peptid-Titrationsexperimenten
im Chromfreisetzungs-Test konnten hoch-avide PRAME;ipo-10s-ZTL (PRA100) in
CD8xCyA2K" Mausen generiert werden.

Der EC5o Wert der PRA100-spezifischen T-Zellen lag mit 0,1nM in etwa in der Grél3en-
ordnung der als Vergleich herangezogenen p53264-272 T-Zellen.

Die p53-spezifischen T-Zellen sind bereits gut charakterisiert und dienten in allen weite-
ren Untersuchungen als Vergleich.

Die T-Zellen erkannten selektiv diverse Tumor-Zelllinien, die PRAME bzw. p53 Ube-
rexprimieren. Die lytische Reaktivitdt der ZTL war in allen Fallen HLA-A2-restringiert.
Untersuchungen zur Erkennung von natirlich prozessiertem PRAME-Peptid auf leuka-
mischen Zelllinien und/oder primarem leukdmischem Patienten-Material (akute myeloi-
sche Leukamie-Blasten, AML-Blasten) wurden durch CFSE-Untersuchungen verifiziert.
Die spezifische Erkennung von PRAME auf leukdmischem Zell-Material lieferte erste
funktionelle Ergebnisse.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass PRAME auf AML-Blasten exprimiert wird
und somit die Erkennung durch ZTL ermdglicht werden kann. Weiterhin sind die gene-
rierten PRA100 T-Zellen in der Lage AML-Blasten zu erkennen und zu lysieren. Im Ver-
gleich zwischen PRA100- und p53-spezifischen ZTL zeigten die PRA100-ZTL eine um
den Faktor 10 erhohte Iytische Reaktivitat gegeniber primarem Leukdmie-Material und
dariiber hinaus um den Faktor 40 bessere Erkennung von AML-Blasten als HLA-A2-
spezifische T-Zellen.

Somit konnten die in der Literatur beschrieben Daten der Erkennung von verschiedenen
Tumor-Zelllinien und der Erkennung von chronischem myeloiden Leuka&mie-Material
nicht nur bestatigt, sondern um die Erkennung primaren akuten myeloischen Leukamie-
Materials erweitert werden [94, 106].

Diese Ergebnisse demonstrieren auch, dass HLA-A2-transgene Mause sich als nutzli-
ches Tool zur Generierung spezifischer ZTL gegen Tumorantigene eignen, da sie fur
nicht-homologe humane Peptide eine Quelle hoch-affiner HLA-A2-restringierter TZR
darstellen [85].
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4.2. In vivo Modelle zur Charakterisierung der
GVT/GVL-Reaktivitat von PRAME- und p53-ZTL

Nach erfolgreichen in vitro Untersuchungen zur Expression und Erkennung von PRAME
in malignen Erkrankungen sollten die Transplantat-gegen-Tumor (GVT) bzw. Transplan-
tat-gegen-Leukéamie (GVL) Effekte in in vivo Modellen im Detail untersucht werden.

Der Gebrauch von in vivo Maus-Modellen kann als praklinische "Bricke" zwischen
grundlegenden in vitro Untersuchungen und der klinischen Nutzbarkeit der zu testenden
Substanzen oder Zell-Typen angesehen werden.

Um erfolgreich, unter anderem immuntherapeutische Strategien in vivo untersuchen zu
kdnnen, wurden in den letzen Jahren Anstrengungen unternommen, immundefiziente-
transgene Mause zu entwickeln, die in der Lage sind humane Zellen zu akzeptieren und
die Entwicklung hdmatopoetischer Linien zu unterstutzen.

Diese Ziuchtungen werden humanisierte Mause genannt.

Die in dieser Arbeit fur die in vivo Studien verwendeten NOD/SCID/IL2yc™" Mause
zeichnen sich durch die fehlende Expression der Inerleukin-2 (IL-2) Rezeptor y Kette
(IL-2R y-Kette) aus. Die IL-2R y-Kette ist eine wichtige Komponente von vielen anderen
hoch-affinen Rezeptoren, wie z. B. fur IL-4, IL-7, IL-15 und IL-21, und spielt eine ent-
scheidende Rolle in der Signallibertragung dieser Rezeptoren [107]. Die Abwesenheit
dieser gemeinsamen y-Kette fuhrt neben Beeintrachtigungen in T-Zell- und B-Zell-
Entwicklung und Funktion, zu einer vollstdndigen Verhinderung der NK-Zell-Entwicklung
[108, 109]. Durch den NOD/SCID Hintergrund kommen Defekte innerhalb des angebo-
renen Immunsystems, wie eine verminderte Makrophagen-Funktionalitdt und die Abwe-
senheit von hamatolytischem Komplement hinzu.

Voraussetzung fur die Anwendung einer tumorspezifischen Immuntherapie ist neben
der Expression des jeweiligen Antigens auch eine funktionierende Antigenprozessie-
rung- und -prasentation durch die vermeintlichen Ziel-Zellen. Die Fahigkeit von Tumo-
ren der Immunantwort zu entgehen, kann unter anderem durch eine verminderte MHC-
Klasse I-Expression verursacht sein. Als ein weiterer Schutzmechanismus der Tumor-
zellen, ist die Expression funktioneller Fas-Liganden auf ihrer Zelloberflache beschrie-
ben, um der Apoptose durch die Fas-vermittelten Erkennung zu entgehen. Die Folge ist
die Apoptose der aktivierten und potenziellen tumorreaktiven ZTL.

Um diesen Problemen innerhalb der Tumor-in-vivo-Versuche zu entgehen, wurden sta-
bil transfizierte proteinspezifische Zelllinien (EA2K°p53 und EA2K’PRAME) generiert.
Alle antigenspezifischen Zellen zeigten Gber mehrere Monate eine stabile Expression
sowohl des Antigens als auch des HLA-A2 Molekdls an ihrer Oberflache.
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Die Inokulation der NOD/SCID/IL2yc™" Mause mit Tumorzellen und gleichzeitiger Gabe
von tumorspezifischen T-Zellen konnten das Anwachsen des Tumors in den Ver-
suchstieren verlangsamen. Rulckschlisse auf die Expression der Antigene auf dem
Tumor bzw. die Affinitat der T-Zellen gegeniber ihrem Antigen konnten durch die unter-
schiedliche Verlangsamung des Tumor-Wachstums gemacht werden. HLA-A2-
spezifische T-Zellen und ihre spezifische Tumor-Variante (EA2KP) zeigten in Etablie-
rungsversuchen eine Reduktion des Tumorwachstums an Tag 23 um eine Log-Stufe.
Versuche mit PRAME-spezifischen T-Zellen und Tumorzellen konnte das Tumorwachs-
tum soweit verlangsamen, dass die Tumore mit einem Durchmesser von 1mm? gerade
noch messbar waren.

p53-Versuche hingegen zeigten eine deutlich schwachere Reduktion der Tumorlast am
Ende des Experimentes.

Um die Ergebnisse eindeutig der GVT-Reaktivitat der eingesetzten T-Zellen zu ordnen
zu koénnen, wurden nach Beendigung des Experimentes Milzzellen ex vivo restimuliert
und expandiert. In folgenden Chromfreisetzungs-Untersuchungen konnten die zuvor in
die Mause transferierten T-Zellen zweifelsfrei wieder identifiziert werden.

Die in den in vivo Untersuchungen erzielten Daten bestatigten, die bereits in in vitro Un-
tersuchungen beschriebene, Tumor-Spezifitat von p53- und PRAME-spezifischen ZTL.
Trotz fehlender IL-2 Zytokin-Zufuhr, welche fur T-Zellen essentiell ist, konnten T-Zellen
aus den Milzen der Versuchstiere isoliert werden. Dies spricht fur die Affinitat der ZTL
gegentber ihrem Antigen und einer parakrinen IL-2 Produktion, da in den
NOD/SCID/IL2yc™" kein endogenes IL-2 zur Verfiigung steht. Es ist daher wahrschein-
lich, dass in diesem Fall die Aktivierung der T-Zellen durch die Erkennung des spezifi-
schen Antigens mittels Peptid:MHC-Komplex auf den Tumoren zur Aktivierung und
somit zur autokrinen Produktion von IL-2 gefiihrt hat.

Neben Untersuchungen zur GVT-Reaktivitat der ZTL wurden auch GVL-Experimente
durchgefiihrt. Die Reaktivitat der T-Zellen gegeniiber Leukamiezellen wurde bereits in in
vitro Experimenten gezeigt, und sollte in in vivo Untersuchungen bestatigt werden. Um
diese in einem geeigneten in vivo Modell untersuchen zu kdnnen, musste ein Protokoll
entwickelt werden, welches das reproduzierbare Anwachsen einer AML im Maus-
System ermdglicht. Bis zum heutigen Stand der Forschung gelang es verschiedenen
Gruppen, eine Leukamie in Mausen zu etablieren. Allerdings bestehen kontroverse Da-
ten in den Eigenschaften der zu verwendeten Leukamien hinsichtlich FAB-
Klassifikation, zu applizierende Zellzahl oder Subpopulation (z. B. CD34" Zellen) [110,
111].
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Als weitere Hypothese, die das Wachstum der humanen Leukamiezellen innerhalb des
Maus-Modells naher beschreiben sollen, sind die als SL-IC (SCID leukemia-initiating
cell) bezeichneten Zellen zu nennen. Hierbei wird von der Meinung ausgegangen, dass
innerhalb einer Leuk&dmie Stammzellen existieren, die ahnlich den Stammzellen eines
jeden Menschen, fur die Progression der Krankheit durch multiple Vermehrungen der
Zellen verantwortlich sind. Gestitzt wird diese Theorie durch die Rezidiv-Quote der
Leuké&mien. Denn trotz erfolgreicher Bestrahlungs- und Chemotherapie treten nach Jah-
ren oft Rezidive auf. Theoretisch kdnnte also eine Gberlebende leukamische Stammzel-
le zum erneuten Auftreten der Krankheit fihren. Den Beweis fur die Existenz der
leukamischen Zellen konnte in Mausmodellen erbracht werden. Dort wurde eine Zellpo-
pulation identifiziert, welche neben einer Vielzahl weiterer CD-Marker, die typische Ex-
pression von CD34" und CD38" auf der Oberflache tragt und die Rekonstitution der AML
in M&usen ermaoglicht [110, 112].

Die Theorie der SL-IC wurde auch in den Etablierungen in dieser Arbeit vertreten. Da-
her wurden zur Generierung humaner AML in NOD/SCID/lI2yc™ Mausen drei unter-
schiedliche Ausgangs-Zellpopulationen verwendet.

Da SL-IC eine sehr kleine Population innerhalb der CD34"/CD38  hamatopoetischen
Zellen (HSZ) ist, wurden den Mausen aufgereinigte CD34" Zellen transferiert. Dies er-
maoglicht eine komplette Applikation nicht nur von HSZ-Zellen, sondern auch der darin
enthaltenen SL-IC-Population. Als Vergleich dazu wurden unseparierte AML-Zellen und
CD56-depletierte Zellen inokuliert. Die Population der CD56-depletierten Zellen wurde
verwendet, da die Hypothese nach Untersuchungen in NOD/SCID Mausen aufgestellt

null

wurde, dass Wachstumsfaktoren, die durch das murine Knochenmark produziert wer-
den, Einfluss auf die inhibierende Liganden Expression der transplantierten AML-
Blasten haben [113]. Somit kann es zu einer allogenen Erkennung der AML-Zellen
durch eigene NK-Zellen kommen und die Rekonstitution der AML kann inhibiert werden.
Als weiterer SL-IC Oberflachenmarker wird CD96 gehandelt. In Transferstudien zeigten
Zellen mit einer phanotypischen Unterteilung in CD347/CD38/CD96" und CD34°/CD38"
/ICD96’, dass nur erstere Population in der Lage ist eine Rekonstitution in humanisierten
Mausen zu generieren [100]. Somit ist zu vermuten, dass die CD96"-Population die
Stammzellen beinhaltet. Die Separation der CD96-Zellen zur Applikation in
NOD/SCID/ILZVC””” Mause gelang in dieser Arbeit nicht, da die Quantitat der erhaltenen
Zellen fur die Transfer-Experimente nicht ausreichte.

NOD/SCID/IL2yc™" Mausen wurden vor Transfer der AML-Zellen mit einer subletalen
Strahlendosis behandelt. Durch diese Methode sollte die Hamatopoese der Tiere nicht
zerstort, sondern nur kurzzeitig verlangsamt werden, um den applizierten Zellen ein
problemloseres Anwachsen zu ermoglichen.

99



Diskussion

Um das Anwachsen der Zellen untereinander vergleichen zu kénnen, wurden diese Un-
tersuchungen einheitlich mit einer AML-Probe durchgefiihrt. Die verwendete AML war
FAB MO Klassifiziert und besitzt eine schlechte Prognose, was im Allgemeinen als posi-
tive Eigenschaften fur die Rekonstitution in Mausen bezeichnet wird. In 95 % der Expe-
rimente konnte ein Anwachsen der humanen Zellen im murinen System detektiert
werden, allerdings nur bei Applikationen mit CD34"-Zellen oder CD56°-Zellen. Rekonsti-
tutions-Experimente mit unseparierten AML-Zellen zeigten keinerlei Wachstum in den
Versuchstieren.

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass der Transfer von CD34"-Zellen oder
CD56-depletierten Zellen leukdmischen Ursprungs ein deutlich gestiegenes Potenzial
zur Rekonstitution von NOD/SCID/IL2yc™" Mausen zeigt.

Nach erfolgreicher Etablierung humaner AML in NOD/SCID/IL2yc™" Mausen wurden
p53- oder PRAME-spezifischen T-Zellen intravends wiederholt in die Tiere transferiert.
Nach dreimaliger Gabe, von ZTL, wurden die Tiere hinsichtlich der Prdsenz von huma-
nen Zellen im Blut, Knochenmark und Milz untersucht. Die Ergebnisse wurden mit Ana-
lysen der in vitro AML-Kultur verglichen, sowie mit Untersuchungen ohne T-Zell-Gabe.
Dabei konnte festgestellt werden, dass die wiederholte Gabe von T-Zellen in leukamie-
tragende Mause zu einer Reduktion der Leukamielast in allen untersuchten Geweben
gefuhrt hat.

Die GVL-Reaktivitat der T-Zellen konnte dadurch in einem in vivo Test bestatigt werden.
Diese Experimente lieferten daher erste Ergebnisse fir die therapeutische Applikation
von leukdmiereaktiven ZTL.
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4.3. Klinische Relevanz

Die Entwicklung von immuntherapeutischen Strategien zur Behandlung maligner Tu-
morerkrankungen oder Leukamien macht sich die Kenntnis immunogener Tumor- bzw.
Leuké&mie-assoziierter Peptidantigene zu nutzen. Diese sollten unter optimalen Voraus-
setzungen nur in den Tumoren oder den Leuk&amie-Blasten exprimiert werden. Im Be-
reich der Tumorantigene konnten bereits zahlreiche Kandidaten benannt und
charakterisiert werden. Einige der TAA wurden bereits in klinischen Studien erfolgreich
eingesetzt.

Eine effektive T-Zell Immunantwort zu generieren mag bei Fremdantigenen erfolgreich
sein, bei der Nutzung von Selbst-Proteinen als Antigen sowie der Anwendung in im-
mundefizienten Patienten, konnten stets nur suboptimale Ergebnisse erzielt werden.
Studien mit p53-defizienten gegentber Wildtyp Mausen konnten Nachteile in der T-Zell
vermittelten Antwort zeigen, die in der Selbst-Toleranz begrindet liegt [114]. Analog ist
im Menschen der Antitumor-Effekt der allogenen Stammzelltransplantation (Allo-SZT)
zu nennen, der einen kurativen Ansatz fur viele verschiedene hamatologische Malignita-
ten, wie die chronisch myeloische Leukamie (CML) und akute myeloische Leukamie
(AML) darstellt. Dieser Effekt wird durch die im Transplantat verbliebenen T-
Lymphozyten vermittelt, welche Antigene auf der Zelloberflache der Spender-Zellen
erkennen und lysieren kénnen.

Neben diesem Transplantat-gegen-Leukdmie Effekt (GVL) konnte auch die alleinige
Gabe von Spender T-Lymphozyten (Donor lymphocyte infusion, DLI) eindrucksvolle
Ergebnisse bei der Therapie hdmatologischer Erkrankungen erzielen. Hierbei spielen
mHA Antigene die entscheidende Rolle. Sie werden von den Spender-Zellen als fremd
erkannt und attackiert. Die Erfahrung, dass ein nicht toleriertes T-Zell-Transplantat zur
erfolgreichen GVL-Reaktivitat fuhren kann, lieferte die Grundlage fur die Therapie ha-
matologischer Erkrankungen durch adoptiven T-Zell Transfer.

Nachteile bzw. Schwierigkeiten des adoptiven Transfers von T-Zellen liegen zum einen
in der logistischen Planung der Therapie. Hierbei muss eine sehr grof3e Anzahl T-Zellen
ex vivo kultiviert und stimuliert werden, bevor die Reinjektion in den Patienten erfolgt.
Zum anderen handelt es sich bei Antigenen wie PRAME um Selbst-Proteine, deren Er-
kennung im Organismus zur Anergie und klonalen Deletion fihren kann. Resultat ist
eine sehr kleine Anzahl von nieder-affinen, zirkulierenden T-Zellen, welche fur die Ex-
pansion genutzt werden kénnten [115].

Letztendlich hat die intensive Therapie vieler hamatologisch erkrankter Patienten eine
Verringerung oder abnorme Antigen-Prasentierung zur Folge, welche eine verringerte
Prasentation des Therapie-gerichteten Antigens bedingt. Daraus folgt eine unzurei-
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chende Prasentation von Antigenen, insbesondere solcher Antigene mit ohnehin niedri-
ger Expression.

Bei hamatologischen Erkrankungen ist die Anzahl der méglichen ZTL-Epitope stark
vermindert. Bereits identifizierte und zum Teil klinisch eingesetzte Antigene sind Epitope
von Proteinase 3 (Pr3), Minor-Histokompatibilitats Antigene (mHA) sowie dem Wilms
Transkriptionsfaktor 1 (WT1) [116].

In dieser Arbeit wurden zwei weitere mdgliche Kandidaten fir die immunologische The-
rapie untersucht. PRAME als auch MPP11 konnten in einer Vielzahl von soliden Tumo-
ren und hamatologischen Erkrankungen anhand ihrer Uberexpression detektiert
werden. Beide Proteine kénnten somit ein universelles Antigen fur die Immuntherapie
darstellen.

Die Generierung PRAME- und MPP11-spezifischer ZTL in transgenen Mausen ermdg-
lichte die Etablierung einer PRAMEqo.108-Spezifische ZTL-Population, die in allen in
vitro Untersuchungen ihren potenziell therapeutischen Nutzen unter Beweis stellen
konnte. In daraus resultierenden in vivo Experimenten konnten PRAME als auch p53 T-
Zellen in Tumor-Experimenten die Tumorlast nach einmaliger Applikation der Zellen
reduzieren. Dies fuhrte zu einem verlangsamten Wachstum des Tumors.

Weiter konnten p53 und mit gréRerem Erfolg auch PRAME T-Zellen zeigen, dass der
wiederholte Transfer von ZTL in leukamietragende NOD/SCID/IL2yc™" Mause zu einer
Reduktion der leukamischen Last in Knochenmark, Milz und Blut fuhrte.

Die Expression des in Transfer-Studien beschriebenen humanen, leukamischen
Stammzell-Markers CD96 [100] konnte mittels des Einsatzes der T-Zellen um den Fak-
tor 30 gesenkt werden. Dies spricht fur die spezifische Erkennung von AML-Blasten
durch p53- bzw. PRAME-spezifische T-Zellen in vivo.

Durch die Immunisierung von transgenen Mausen konnten keine ZTL mit einer Spezifi-
tat gegen die theoretisch berechneten MPP11-ZTL-Epitope generiert werden. MPP11
schien durch die Expressions-Analysen und die Berechnung zahlreicher theoretischer
ZTL-Epitope das geeignetere Ziel-Antigen flr eine adoptive Immuntherapie bei hAmato-
logischen Erkrankungen zu sein. Periphere Deletion oder die Produktion anergischer T-
Zellen, innerhalb der Generierung der ZTL, konnten die Ursachen fur die fehlende T-
Zell-Antwort innerhalb der transgenen Mause sein.

Vor- und Nachteile der Entwicklung neuer Strategien zur effektiven Steigerung der GVL-
Effekte fokussierten vor allem Antigene, welche die potenziell hochsten Therapieaus-
sichten haben, wie zum Beispiel die Vakzinierung mit leukéamiespezifischen Peptiden
(WT1, BCR-ABL). Dies ist eine logistisch anwendbare Methode, die aber ihre Limitatio-
nen in der HLA-Restriktion der einzelnen Peptide hat. Aber auch diverse Applikations-

methoden und in vitro Behandlungen werden weiter optimiert. Die Entwicklung und
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Testung verschiedenster Therapiestrategien ist allerdings meistens mit einem enorm
hohen wirtschaftlichen und personellen Aufwand verbunden und wird daher selten zu
einer Behandlungspflicht. Eine weitere Strategie ist die Zellvakzinierung, zum Beispiel
mit leukamischen-DZ oder Hitze Schock Proteinen, die als Quelle der malignen Antige-
ne in vivo dienen sollen. Eine alternative Strategie zur Steigerung des GVL-Effekts in
Leuké&mie-Patienten ist der adoptive Transfer von leukamiereaktiven T-Zellen. Die unter
diesem Punkt zusammengefassten Methoden umfassen zum einen die in vitro Selekti-
on und Expansion von reaktiven T-Zellen und zum anderen den retroviralen Gentrans-
fer von leukamiespezifischen T-Zell-Rezeptoren (TZR) in das T-Zellrepertoir des
Patienten. Trotz der vermeintlichen ,Einfachheit” der Methoden weisen auch diese Limi-
tierungen auf. So ist die selektive in vitro Expansion reaktiver T-Zellen nicht in jedem
Spender-Empfanger-Paar erfolgreich. Der retrovirale Transfer von Genen wird zwar in
praklinischen Studien bereits eingesetzt, aber die Diskussionen um die Gefahrlichkeit
der viralen Komponenten in diesem System, und die damit verbundene maogliche Bil-
dung zum Beispiel neuer TZR-Paare mit unbekannter Spezifitat, aber auch die latente
Viruslast, der der Patient vermutlich ausgesetzt ist, reil3en nicht ab.

Um eine optimale Immuntherapie gewahrleisten zu kénnen, sollte auch die Progression,
die genaue Klassifizierung und die Phase der Krankheit genau beobachtet werden. So
konnten zum Beispiel Untersuchungen Uber die Expression verschiedenster Antigene
einer CML innerhalb der verschiedenen Progressionsstufen Ergebnisse Uber die Vertei-
lung der verschiedenen Antigene in definierten Phasen der Krankheit erbringen und
somit zeigen, dass die Therapie mit antigenspezifischen ZTL nur in einem engen Zeit-
fenster sinnvoll eingesetzt werden kann [117]. Dieses Problem zeigt deutlich die Limita-
tion einer adaptiven Immuntherapie mit antigenspezifischen T-Zellen, sowie anderer
maoglicher Strategien. Ein weiterer Kritikpunkt des adaptiven Transfers von spezifischen
T-Zellen ist, dass die T-Zellen vor Transfer in den Patienten ausreichend differenzierte
Effektor-Funktionen haben missen, diese Zellen aber in vivo nur wenige Tage Uberle-
ben kénnen [118]. Die stetige Stimulation der eingebrachten, reaktiven T-Zellen soll
durch in der Entwicklung befindliche bispezifische ZTL gel6st werden. Hierbei werden
T-Zellen nicht nur mit dem leukdmiereaktiven TZR ausgestattet, sondern auch mit ei-
nem viralen TZR, wie zum Beispiel CMV oder EBV. Durch die persistierende virale In-
fektion werden die T-Zellen stets aktiviert und zur Proliferation angeregt, was ein
Langzeit-Uberleben sowie eine Langzeit-GVL-Reaktivitat der ZTL zur Folge hat.

Parallel dazu werden universelle Antigene gesucht, welche in einer Krankheit, wie CML,
ALL, oder AML, Leukamie-spezifisch exprimiert werden. Dies im Zusammenspiel mit
weiteren eingehenden Untersuchungen zur Charakterisierung der leukamischen
Stammzellen und in vivo Untersuchungen in humanisierten Mausen kénnte langfristig
zu einer Bandbreite an mdglichen Kandidaten fir die Immuntherapie von hamatologi-

schen Erkrankungen fuhren.
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In dieser Arbeit konnten sowohl zwei Kandidaten fir eine adaptive Immuntherapie mit
zytotoxischen T-Zellen beschrieben, als auch ihre Nutzbarkeit in in vivo Modellen zur
Tumorreduktion bzw. Leukdmiebekampfung gezeigt werden.
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5. Zusammenfassung

Der Transplantat-gegen-Leuk&mie (GVL) Effekt als immuntherapeutisches Mittel bei der
allogenen hamatopoetischen Stammzell Transplantation (HSZT) ist hauptsachlich durch
Spender Lymphozyten vermittelt, welche hamatopoetische Minor-Histokompatibilitats
Antigene bzw. Leukamie-assoziierte Antigene (z. B.: PRAME, p53) erkennen. Der adop-
tive Transfer von Leukamie-spezifischen T-Zellen kann den GVL-Effekt, ohne ein Auf-
treten einer Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung (GVHD), steigern.

Unter Verwendung von HLA-A2 und human CD8 transgenen Mausen (CD8yCyA2K")
konnten in dieser Arbeit PRAME spezifische CD8" zytotoxischen T-Zellen generiert
werden. Diese zytotoxischen CD8" T-Zellen zeigten in Chromfreisetzungsuntersuchun-
gen lytische Aktivitat gegen eine Vielzahl von Zelllinien, die PRAME endogen prozessie-
ren sowie gegen das spezifische PRAME-Peptid. Des Weiteren wurden die hier
generierten T-Zellen auf ihre zytotoxische Aktivitdt gegen akute myeloische Leukamie
Blasten hin untersucht, und diese Untersuchungen zeigten AML-Reaktivitat der
PRAME-spezifischen sowie der als Vergleich genutzten p53- und HLA-A2-spezifischen
T-Zellen.

Das Potenzial der PRAME-spezifischen ZTL die GVL-Immunitat in vivo zu erhéhen oh-
ne das Vorkommen einer GVHD wurde in einem Tumor-Protektions-Model unter der
Nutzung von NOD/SCIDyc™" Mausen untersucht. Die PRA100- bzw. p53-ZTL wurden
adoptiv in NOD/SCIDyc™" Rezipienten transferiert und gleichzeitig wurden die Tiere mit
PRAME-, oder p53-exprimierende Tumorzelllinien inokuliert.

Die Reduktion des Tumorwachstums bestatigte die Spezifitdt der T-Zellen auch in vivo.
In weiteren in vivo Experimenten wurden NOD/SCIDyc™" Mause mit AML-Blasten re-
konstituiert. Durch die Applikation von nur CD34 positiven Zellen aus einer AML-Probe,
oder einer CD56 depletierten Probe, konnten Rekonstitutionen in 95 % aller Versuche
erfolgreich beendet werden. Wurde eine Rekonstitution mittels PCR- und FACS-
Analysen diagnostiziert, so folgten mehrere Applikationen der PRAME- oder p53-
spezifischen ZTL.

In diesen Untersuchungen konnten wir in einem therapeutischen AML-in vivo-Modell
zeigen, dass die in diesen Untersuchungen generierten/verwandten ZTL in der Lage
sind AML-Blasten in vivo zu bekdmpfen und so die leukédmische Last der Tiere im Blut
sowie in der Milz auf unter 1 % zu regulieren. Der prozentuale Anteil humaner AML Zel-
len im Knochenmark konnte deutlich gesenkt werden (< 10 %).

Zusammenfassend sind die von uns generierten PRAME-spezifischen T-Zellen in der
Lage, in vitro und auch in vivo, endogen prozessiertes Protein auf Zelllinien und AML-
Blasten zu erkennen und zu lysieren. Auch die p53-ZTL, welche als eine weitere Anti-
gen-spezifische ZTL-Population in vivo getestet wurden, zeigten GVL-Effekte.
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Die Kenntnis von Tumor- bzw. Leukdmie assoziierten Antigenen und die daraus er-
wachsene Mdglichkeit der Generierung krankheitsspezifischer ZTL bietet die Grundlage
fur eine spezifische Immuntherapie maligner Erkrankungen.
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Abklrzungen

7. Abkirzungen
Abkirzungen
7-AAD 7-Aminoactinomycin D

A2.1

A2K"A2.1/K"

Abb.
AML
APC
APZ
ATP
Bp
BSA
T
C-terminal
CD
CD8
CDR
CFSE
Ci

51Cr
DMSO
DNTP
DNS
DSMZ
Dz
E/T
EDTA
FACS
FCS
FITC
Flu M1

G-418
HLA
HS

hu

HLA-A2.1
MHC Klasse I-Molekll aus ai- und a2-Doméne von HLA-A2
und as-Doméne von K®

Abbildung

akute myeloische Leukéamie

Allophycocyanin

antigenprasentierende Zelle
Adenosin-5’-triphosphat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

Carboxyl-terminal

Differenzierungscluster

humaner CD8a/B-Korezeptor
komplementaritatsbestimmende Region
Carboxyflourescein Diazetat Succinimedyl Esther
Curie

radioaktives Chrom-Isotop

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleosidtriphosphate
Desoxyribonukleinsaure

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
dendritische Zellen

Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis
Ethylendiamintetraacetat

Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sortierer

fotales Kalberserum

Fluoreszein-Isothiocyanat

A/PR/8/34 Influenza Virus-Matrixprotein M1
Gramm

Geneticin (Neomycin-Antibiotikum)

humanes Leukozyten-Antigen

humanes Serum

human
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Abklrzungen

IFA
IFN

g

IL

kb

Kb
kDa

I

LB
LPS
m

M

M
MHC
min
Mio.
mu
NaOH
n
NK-Zelle
N-terminal
PBMZ
PBS
pH

TAA
Tab.
TBE
TE
TIL
TNF
Tris
TZR

Upm
VSV-N
viv

wi/v
ZTL

inkomplettes Freund sches Adjuvans
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kilobasenpaare

H-2K®

kilo Dalton

Liter

Luria-Bertani

Lipopolysaccharid

milli (10%)

molar

mikro (10°)
Haupthistokompatibilitatskomplex
Minute(n)

Million

murin

Natronlauge

nano (10°)

naturliche Killerzelle

Amino-terminal

mononukleére Zellen des peripheren Bluts
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
negativer dekadischer Logarithmus
der Protonenkonzentration
tumorassoziierte(s) Antigen(e)
Tabelle

Tris-Borséaure-EDTA

Tris-EDTA

Tumorinfiltrierende Lymphozyten
Tumor Nekrose Faktor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
T-Zellrezeptor

internationale Einheiten (units)
Umdrehungen pro Minute
Vesikulares Stomatitis-Virus-Nukleoprotein
Volumen pro Volumen

Wildtyp

Masse pro Volumen

zytotoxische T-Lymphozyten
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Abklrzungen

Abkurzungen fir Aminosauren:

<s<4duvwxO0TVZZIX~-"IGOGmTMmMmOoOO>P

Alanin
Cystein
Aspartat
Glutamat

Phenylalanin

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin
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