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1. Einleitung 1

1. Einleitung

11 Tumor und Immunsystem

1.1.1 Definition des Begriffs ,,Tumor*

Im allgemeinen Sprachgebrauch stellt der Begriff ,Tumor® einen Sammelbegriff dar,
welcher eine Vielzahl von Krankheiten beschreibt, bei denen Korperzellen unkontrolliert
proliferieren und gesundes Gewebe verdrangen oder zerstoren konnen. Bei
Tumorerkrankungen kommt es demnach zu einer Storung des genetisch regulierten
Gleichgewichts zwischen Zellwachstum und dem programmierten Zelltod, welcher als
Apoptose bezeichnet wird. Verschiedene externe und interne Ursachen fuhren dabei zu
einem veranderten Zellteilungszyklus (Mitose), bei dem regulierende Signale der Mitose
entweder nicht erkannt oder nicht ausgeflihrt werden, da der hierfur bendtigte
genetische Code defekt ist.

Das p53-Protein stellt eines der am besten charakterisierten Proteine aus der Klasse
der Tumorsuppressorgene dar' und reprasentiert einen SchlUsselregulator innerhalb der
zelluldren Wachstumskontrolle.? Die Funktion des Proteins besteht darin, nach DNA-
Schadigungen Transkriptionsfaktoren zu aktivieren, welche entweder DNA-Reparatur-
mechanismen auslosen oder aber die Apoptose einleiten konnen. Defekte innerhalb
dieses Kernenzyms konnen diese Funktion verhindern und eine Tumorbildung fordern.
In der Tat konnte bei ca. 50% aller humanen Tumore eine Mutation innerhalb des fur
p53 kodierenden Gens nachgewiesen werden.®

Das VHL-Gen (von-Hippel-Lindau Syndrom) stellt ein weiteres Tumorsuppressorgen
dar, welches bei bis zu 90% der Patienten mit einem Nierenzellkarzinom verandert
vorliegt.* Durch Inaktivierung dieses Genlocus kommt es zu einer Steigerung der
Expressionsrate verschiedener Transkriptionsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial
growth factor) oder PDGF (platelet derived growth factor), die das Tumorwachstum
beschleunigen.

Der Zellteilungszyklus kann auch durch die Uberexpression bestimmter Proteine direkt
angeregt werden. So werden nicht-mutierte Gensequenzen, sogenannte Proto-

onkogene, infolge von DNA-Schaden zu Onkogenen umgewandelt, welche bei der
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malignen Transformation von Zellen unmittelbar beteiligt sind.

1.1.2 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom (NZK) wird auch als Adenokarzinom der Niere bezeichnet.
Nierenzellkarzinome machen etwa 2-3% aller bosartigen Tumore des
Erwachsenenalters aus.’® Das klarzellige NZK stellt mit 70-80% die groRte Gruppe
unter den malignen Nierentumoren dar. In den letzten Jahren wurde ein Ansteigen der
Inzidenzrate des NZK beobachtet7, welches auch durch eine verbesserte Diagnostik mit
bildgebenen Verfahren erklart werden kann. Das Risiko an einem NZK zu erkranken, ist
bei Mannern etwa doppelt so hoch wie bei Frauen und nimmt altersbedingt (50-70
Jahre) zu.

Im frihen Stadium der Erkrankung haben Patienten mit NZK eine gute Prognose, da sie
in der Regel kurativ operiert werden koénnen. Jedoch liegt die Funfjahres-
(iberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten im metastasiertem Stadium unter 5%°.
Aufgrund der hohen Resistenz des Nierenzellkarzinoms gegenuber konventionellen
Radiochemotherapien® ist die Entwicklung neuer und effektiverer Therapiestrategien von
grolRer Bedeutung. Dabei sind auch immunologische Therapieansatze denkbar, da
verschiedene klinische Untersuchungen die Vermutung unterstitzen, dald das
Immunsystem zur Bekampfung des Nierenzellkarzinoms beitragen kann. So wurden
spontane Remissionen in bis zu 6% der Erkrankten'®, die Infiltration von Tumorgewebe
durch Lymphozyten und dendritischen Zellen (DZ’s)'" als auch erhdhte Inzidenzraten
des Nierenzellkarzinoms unter immunsuppressiver Behandlung nach Nieren-
transplantationen beschrieben.'? Desweiteren wurden zum Teil langanhaltende Tumor-
ruckbildungen unter Interleukin-2 (IL-2) und Interferon (IFN)-a-basierten Immuntherapien
in 10-25% der behandelten Patienten'® beobachtet. Eine dauerhafte Riickbildung der

t." Desweiteren konnten

Tumore wurde nur bei einer kleinen Patientengruppe berichte
Metaanalysen keinen sicheren positiven Effekt von IL-2 fiir das Uberleben der Patienten
aufzeigen.'®"” Patienten mit einem klarzelligen NZK zeigen basierend auf eine IL-2-
Therapie eine bessere Prognose.18 Interleukin-2 fungiert dabei als ein Stimulator fur das

Zellwachstum von immunologischen Effektorlymphozyten, wie z.B. T-Zellen und NK-
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Zellen.” Die Wirkungsweise von IFN-a stellt eine Kombination aus zellvermittelter
Zytotoxizitat infolge einer gesteigerten Antigenprasentation der Tumorzellen, einer
direkten antiproliferativen Aktivitdt und einem antiangiogenetischen Effekt dar. Beim
NZK konnten infolge einer IFN-a-Behandlung Remissionsraten zwischen 10 und 20%'°
mit einer Verbesserung der Einjahrestberlebensrate um 44% gezeigt werden, so daf}
eine Verlangerung der medianen Uberlebenszeit der Patienten um etwa vier Monate
erreicht werden konnte.” Dabei war die Therapie nach Entfernung des Primartumors
besonders wirksam. %%

Neben dem Einsatz von Zytokinen wie IL-2 oder IFN-a wurden weitere immunologisch
wirksame Therapien zur Bekampfung von Nierenzellkarzinomen entwickelt. Diese
beinhalten zum einen die therapeutische Vakzinierung durch dendritische Zellen, um
eine spezifische Aktivierung des Immunsystems zu induzieren?!, oder die sogenannte
JLargeted therapy“, bei der zur Behandlung Substanzen eingesetzt werden, welche fir
die Tumorproliferation wichtige Wachstumssignale inhibieren. Hierzu zahlen Antikorper
und Inhibitoren, die beispielsweise gegen EGF (epidermal growth factor) oder VEGF
(vascular endothelial growth factor) gerichtet sind und mit deren Hilfe die rezidivfreie
Uberlebenszeit der Patienten gesteigert werden kann.?*?®* Auch die allogene Blut-
stammzelltransplantation stellt eine vielversprechende Strategie zur Behandlung von
Patienten mit einem NZK dar. Mit Hilfe dieser Therapie konnten bei ca. 50% der
Patienten, welche sich nach vorheriger Zytokinbehandlung (IL-2 und IFN-a) refraktar
zeigten, partielle oder komplette Tumorremissionen erzielt werden.?* Dabei werden die
Patienten zunachst durch eine Chemotherapie mit reduzierter Intensitat konditioniert,
bevor sie mit allogenen Blutstammzellen eines verwandten oder unverwandten
Fremdspenders, dessen Gewebetyp (HLA(human leukocyte antigen)-Typ) mit dem des
Patienten kompatibel ist (HLA-Match), transplantiert werden. Diese Transplantations-
therapie beruht auf einen durch T-Lymphozyten ausgel6sten ,graft-versus-tumor(GvT)-
Effekt, ahnlich dem ,graft-versus-leukemia“(GvL)-Effekt, wie er nach Transplantation von
Leukamiepatienten beobachtet wird. Allerdings kann es nach allogener Blutstamm-
zelltransplantation zur sogenannten ,graft-versus-host disease‘(GvHD) kommen, die
wiederum mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat vergesellschaftet ist. Verursacht wird
die GvHD durch immunkompetente Lymphozyten des Spenders, welche die Zell-

oberflachenmoleklile des Empfangers als fremd erkennen. Die Frequenz solcher
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alloreaktiver zytotoxischer T-Lymphozyten im Blut dieses Patienten scheint mit dem
Schweregrad der GvHD zu korrelieren.”® Um eine Steigerung des GvT-Effektes bei
gleichzeitiger Reduktion der GvH-Erkrankungen zu erzielen, ware es wunschenswert,
aullchlieBlich T-Lymphozyten mit der gewlnschten Spezifitdit gegen Tumorzellen zu
generieren. Dies setzt jedoch die Kenntnis von spezifischen Tumorantigenen voraus,
welche von den T-Lymphozyten erkannt werden konnen.

Die ldentifizierung der Zielantigene autologer tumorreaktiver T-Lymphozyten beim
Nierenzellkarzinom erwies sich bislang als schwierig, da sich aus dem Blut von
Nierenzellkarzinompatienten in vitro nur selten stabil wachsende T-Zelllinien generieren
lieRen.?® Ein eingeschranktes T-Zellrepertoire des Patienten infolge von Mechanismen
der Toleranz, Anergisierung oder auch durch zuvor durchgefuhrte therapeutische
MaRnahmen kénnte hierfiir verantwortlich sein.?’ Um dennoch von T-Lymphozyten
erkannte Tumorantigene identifizieren zu kdénnen, kdnnte auch die Generierung von T-
Zellpopulationen aus dem Blut von allogenen HLA-kompatiblen gesunden Spendern in

Betracht gezogen werden.

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem stellt eine Organisation von Zellen und Molekilen zur Abwehr von
Pathogenen wie Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten dar. Um Infektionen durch
Mikroorganismen wirkungsvoll bekédmpfen zu kdnnen, stehen dem Immunsystem zwei
fundamentale und miteinander kooperierende Komponenten zur Verfigung, das
angeborene und das adaptive Immunsystem.?®? Das angeborene Immunsystem dient
der ersten Abwehr gegen mikrobielle Erreger und setzt sich aus anatomischen Anteilen
(physikalisch-chemische Barriere von Haut und Schleimhauten), physiologischen
Anteilen (Korpertemperatur, Lysozym, Akutphasen-Proteine, Komplementsystem),
phagozytierenden Zellen (Granulozyten, Makrophagen), natlrlichen Killerzellen (NK-
Zellen) und zahlreichen Zytokinen zusammen. Dieser erste Abwehrmechanismus wirkt
mit Ausnahme von Rezeptoren gegen konservierte mikrobielle Strukturen unspezifisch
und ist nicht in der Lage, einen gezielten Schutz gegenuber einer erneuten Infektion zu

bieten. Die Effektoren der angeborenen Immunabwehr wie Makrophagen und
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dendritische Zellen zeichnen sich aufgrund ihrer Fahigkeit zur professionellen
Antigenprasentation und Sekretion von Botenstoffen (Zytokine, Chemokine) zudem als
zelluldre Schliisselkomponenten bei der Bekampfung von Pathogenen aus.*® Nach
Erkennung von pathogenassoziierten Moleklilen auf der Zelloberflache von
Mikroorganismen mit Hilfe ihrer Rezeptoren kénnen diese Zellen extrazellulare Antigene
durch Endozytose aufnehmen und somit als Vermittler zwischen der angeborenen und
adaptiven Immunantwort fungieren.31 Die adaptive Komponente des Immunsystems
basiert hingegen auf der klonalen Selektion von Lymphozyten, bei der durch
unterschiedliche Kombination von Gensegmenten eine groRe Vielfalt an
hochspezialisierten Rezeptoren entsteht. Diese Diversitat erlaubt es den Lymphozyten,
praktisch jedes korperfremde Antigen zu erkennen und neben der Verstarkung der
angeborenen Immunantwort ein immunologisches Gedachtnis zu vermitteln, so dal} bei
einer erneuten Infektion eine schnellere und effizientere Immunantwort ausgeldst
werden kann. Bei der adaptiven Immunantwort lassen sich zudem eine humorale und
eine zellulare Komponente unterscheiden. Die humorale Reaktion richtet sich gegen
extrazellulare Antigene und Toxine und wird durch von B-Lymphozyten sezernierte
Antikérper und die Komplementkomponenten (Plasmaproteine) vermittelt. Wichtige
Effektorzellen der zellularen Reaktion des adaptiven Immunsystems stellen zytotoxische
T-Lymphozyten (CTL, cytotoxic T-lymphocytes) dar. Sie verfugen Uber die Fahigkeit,
Zellen nach viraler oder maligner Transformation spezifisch zu erkennen und zu
zerstoren. Die Erkennung maligner Zellen durch CTL beruht auf einer unterschiedlichen
Proteinausstattung der betroffenen Zellen im Vergleich zu normalen Zellen des gleichen
Gewebetyps. Dabei fungieren Oligopeptide als Zielstrukturen fur die T-Lymphozyten,
welche nach intrazellularer Prozessierung von Proteinen auf der Oberflache der
Zielzellen in Assoziation mit Molekulen der humanen Leukozyten-Antigene (HLA, human

leukocyte antigen) prasentiert werden.*?
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1.3 HLA-Molekule

Far die Funktionalitdt sowohl von humoralen als auch zellularen Immunantworten sind
membranstandige, heterodimere Glykoproteine, die strukturell zur Superfamilie der
Immunglobuline gehodren, verantwortlich. Endogen synthetisierte Peptide aus
extrazelluldren und zytosolischen Proteinen koénnen von diesen Glykoproteinen
gebunden werden und vermitteln so die Interaktion zwischen Zellen, die an der
Regulation von Immunantworten beteiligt sind. Diese beim Menschen als HLA
bezeichneten Zelloberflachenmolekile sind ein aus korpereigenen Antigenen
aufgebautes, komplexes System.*> Sie werden von Genen des Haupthisto-
kompatibilitatskomplexes (MHC, major histocompatibility complex) kodiert, der auf dem
Chromosom 6 (6p21.3) lokalisiert ist.>**° Der Begriff MHC fiir diese Genabschnitte
resultiert daraus, dald ihre prominentesten Proteinbiosyntheseprodukte, die MHC-
Molekule, die Hauptverantwortlichen fur die Histokompatibilitat, d.h. fur die
Vertraglichkeit von Gewebe- und Organtransplantaten sind.*®* MHC-Molekiile lassen sich
aufgrund der Herkunft der prasentierten Peptide, der mit ihnen interagierenden T-Zell-
populationen und ihrem Expressionsmuster in zwei unterschiedliche Klassen unterteilen.
MHC-Klasse-II-Molekule findet man auf immunregulatorischen Zellen wie Makrophagen,
dendritische Zellen, B-Lymphozyten und aktivierten T-Lymphozyten, wahrend MHC-
Klasse-I-Molekule auf nahezu allen kernhaltigen, somatischen Zellen konstitutiv
exprimiert werden. Dabei spiegeln die unterschiedlichen Expressionsmuster von MHC-
Antigenen der Klassen | und Il auch ihre verschiedenen Funktionen wider.

MHC-Klasse-lI-Molekllle  prasentieren  durch  Phagozytose und Endozytose
aufgenommene extrazellulare Antigene. Diese werden in Endosomen abgebaut und auf
MHC-Klasse-lI-Molekiile geladen. CD4" T-Helferzellen werden von diesen HLA-Klasse-
[I-Antigenen stimuliert und aktiviert und werden zur Zytokinsekretion angeregt. Dies fuhrt
zu einer Interaktion mit B-Zellen und anderen Effektorzellen des Immunsystems. MHC-
Klasse-I-Molekule hingegen prasentieren Peptide, die aus intrazellularen Proteinen
stammen. Werden ,Selbst-Peptide prasentiert, fihrt dies normalerweise zu keiner
Aktivierung von CD8" T-Zellen, da autoreaktive T-Lymphozyten im Thymus deletiert
werden. Die Erkennung von Fremdpeptiden, tumorspezifische Antigene oder Peptide

aus intrazellularen Pathogenen wie Viren, die auf der Zelloberflache exprimiert werden,
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fuhrt zur Apoptose oder Lyse der erkannten Zellen.

MHC-Klasse-I-Molekule bestehen aus einer in der Membran verankerten a-Kette
(schwere Kette) mit einem Molekulargewicht von 45kD sowie einer nichtkovalent
assoziierten B-Kette, deren monomorphes Gen (B»-Mikroglobulin-Gen) auf dem
Chromosom 15 (15921) lokalisiert ist. Die a-Kette lalt sich in funf unterschiedliche

Domanen unterteilen. Sie besteht aus zwei peptidbindenden Domanen (a4, ay), einer

immunglobulinahnlichen Domane (a3), die die Bindungsstelle fur den CD8-Korezeptor
t37

enthalt und mit dem B,-Mikroglobulin assoziiert ist™, einer Transmembranregion und

einem zytoplasmatischen Schwanz.

a-Kette

Abbildung 1.1: Kristallstruktur des HLA-A2-Molekuls im Komplex mit einem Peptidliganden, Darstellung
als Ribbon-Diagramm, das gebundene Peptid ist zur besseren Unterscheidung in der Backbone-
Darstellung abgebildet (Quelle:*)

Die Struktur der MHC-Klasse-II-Molekile setzt sich aus zwei schweren Ketten, einer a-
Kette (34kD) und einer B-Kette (29kD), zusammen. Die schweren Ketten besitzen
jeweils eine Transmembranregion, eine kurze zytosolische Domane und zwei
extrazelluldare Immunglobulindomanen (a2 bzw. B4.2), Uber die beide Ketten

nichtkovalent miteinander assoziiert sind.
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a-Kette

Abbildung 1.2: Kristallstruktur des HLA-DR1-Molekils im Komplex mit einem Peptidliganden aus dem
Influenza A Virus Hamagglutinin, Darstellung wie in Abb. 1.1 (Quelle:*®)

Aufgrund des Polymorphismus, d.h. der Tatsache, da® mehrere MHC-Klasse-I und -II-
Molekule vorhanden sind, wird die Grundlage fur die grof3e Variabilitdt und damit auch
die Peptidprasentationsvielfalt der MHC-Moleklle geschaffen. So sind auf dem
menschlichen Chromosom 6 drei klassische MHC-Klasse-I- (HLA-A, HLA-B und HLA-C)
und funf MHC-Klasse-II-Genloci (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM und HLA-DO)
lokalisiert. Neben den klassischen HLA-Klasse-la-Molekilen HLA-A, -B und -C
existieren weitere Gene und Pseudogene, die fur nicht-klassische HLA-Klasse-Ib-
Molekiile kodieren®¥*® und als HLA-E, -F, -G und -H bezeichnet werden. Der MHC-
Gencluster des Menschen zeichnet sich durch einen aullergewdhnlich starken
Polymorphismus aus*', der den Haplotyp des Menschen bestimmt und zudem
kodominant exprimiert wird, so da® die meisten Individuen heterozygot sind und sechs
MHC-Klasse-I-Molekule besitzen. Bislang konnten 478 HLA-A-, 805 HLA-B- und 256
HLA-C-Allele identifiziert werden (http://www.anthonynolan.com.HIG/, August 2006,

release 2.14.1).
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Die Peptidbindungstasche der MHC-Moleklle entscheidet liber deren Fahigkeit, Peptide
an der Zelloberflache zu prasentieren, und ist bei den beiden MHC-Klassen
unterschiedlich aufgebaut. Bei MHC-Klasse-I-Molekilen erfolgt die Bindung eines
Peptids Uber die zwei N-terminalen Domanen der schweren Ketten. Dabei bilden die a-
und ax-Domanen eine langliche Peptidbindungsgrube, die seitlich von zwei parallelen
a-Helices begrenzt wird, wahrend sich der Boden der Grube durch eine
B-Faltblattstruktur aus acht Strangen zusammensetzt. Dadurch entsteht eine an den
Seiten abgeschlossene Struktur, die eine Bindung von Peptiden mit der
charakteristischen Lange von 8-10 Aminosauren erlaubt, wobei die C- und N-Termini
des Peptidliganden an den a-Helices der Grubenenden fixiert werden und damit zur
Stabilitat des MHC-Peptid-Komplexes b(—:ﬂitragen.42 In ahnlicher Weise wird die
Peptidbindung bei MHC-Klasse-II-Molekulen durch die as- und B1-Domane ermaglicht.
Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekullen entsteht allerdings eine an den Enden offene
Peptidbindungstasche, so dal} Peptidliganden mit variabler Lange (9-25 Aminosauren)
aufgenommen werden konnen.

Verantwortlich daflir, dald nur spezifische Peptide an ein bestimmtes MHC-Allel binden
koénnen, sind die hochpolymorphen Bereiche innerhalb der Bindungsfurche der MHC-
Molekule, welche vorzugsweise von bestimmten Aminosauren des Bindungspartners
besetzt werden und damit eine selektive Peptidbindung begiinstigen.*® Dabei weisen
Peptidliganden, die an eine spezifische Allelvariante binden, identische oder ahnliche
Reste auf. Da die Sequenz des Peptids an anderen Positionen fur die Bindung nicht von
entscheidender Bedeutung ist, kann ein breites Spektrum verschiedener Peptide mit
passender Lange anbinden. Die an die raumliche Struktur jeder spezifischen MHC-
Allelvariante angepaldten Aminosauren werden als sogenannte Ankeraminosauren
bezeichnet. Durch die begrenzte Auswahl mdglicher Peptide, die zur Bindung und
Stabilisierung eines bestimmten MHC-Allels befahigt sind und der strukturellen
Gemeinsamkeiten solcher Peptidliganden, ergibt sich fur jedes Allel ein Peptidmotiv, das
den Anforderungen hinsichtlich Lange und Besetzung der bindungsentscheidenden
Positionen eines idealen Liganden entspricht.** Anhand bestimmter Ankeraminosauren
konnten bislang Peptidmotive fiur eine Vielzahl von MHC-Molekllen charakterisiert

werden. In Tabelle 1.1 ist beispielhaft das Peptidmotiv fur das HLA-B*07 dargestellt:
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Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ankeraminosauren P L
Hilfsanker
Bevorzugte AS AV R E Y F

R K

T-Zellepitope (Bsp.)
MAGE-A1294-302 F
CEA 598-606 I
HSV-2 UL49 49-57 R

T TUVTO
mI XD
<-dm

S L A
Q Q Q
R G R

nm< >
rrrr

Tabelle 1.1: Gezeigt ist das Peptidmotiv fir HLA-B*07. Die Ankeraminosduren sind graphisch
hervorgehoben. Die Daten wurden von http://syfpeithi.de Ubernommen. Beispiele fir HLA-B*07-
restringierte T-Zellepitope finden sich unter:*>*’

1.4 Prozessierung und Prasentation von Peptidantigenen

Die Herkunft der von den MHC-Molekullen der Klassen | und Il auf der Zelloberflache
prasentierten Peptidliganden stammt aus verschiedenen exogenen und endogenen
Proteinquellen, so dal} ihre Prozessierung und Beladung ebenfalls tUber unterschiedliche

Mechanismen erfolgt.*®

Bei den zytosolischen Proteinen, deren Peptide von Klasse-I-
MHC-Molekulen prasentiert werden, handelt es sich haufig um ,Selbst“-Peptide, die den
regularen zytosolischen Proteinbestand widerspiegeln. Aber auch virale oder
tumorassoziierte Proteine kdnnen von MHC-Klasse-I-Molekllen an der Zelloberflache
prasentiert und uber diesen Weg dem Immunsystem zuganglich gemacht werden. Die
Prozessierung der MHC-Klasse-I-Peptide beginnt im Zytosol, in dem kontinuierlich
Proteine abgebaut werden. Dabei ist an dem zytosolischen Proteinabbau ein
multikatalytischer Proteasekomplex, das Proteasom, beteiligt.49 Neben alten,
ausgedienten oder schadlichen Proteinen werden auch neusynthetisierte, mi3gefaltete
Proteine aufgrund von Fehlern in der Translation oder bei der posttranslationalen
Modifikation in kurzer Zeit wieder abgebaut.’®®' Solche kurzlebigen Proteine, auch als
DriPs (defective ribosomal products) bezeichnet, stellen eine Quelle fir antigene

Peptide dar, die das Immunsystem uber den Zustand einer Zelle informieren.
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Die katalytisch aktive Komponente dieses Proteasekomplexes stellt das 20S-Proteasom
dar. Es setzt sich aus 28 Untereinheiten zusammen, welche sich in a- und B-Typen52
unterscheiden lassen. Diese Untereinheiten sind in vier heptameren Ringen
Ubereinander angeordnet und so miteinander verbunden, dal} eine zentrale Kammer
resultiert, in welcher der Proteinabbau stattfindet. Die beiden inneren Ringe bestehen
aus Untereinheiten vom B-Typ. Drei dieser B-Untereinheiten besitzen katalytisch aktive
Zentren, an denen die Spaltung der Peptidbindungen erfolgt. Die aulderen Ringe setzen
sich aus je sieben a-Untereinheiten zusammen und sind an der Steuerung der
Proteolyse beteiligt. In hdheren Eukaryonten mit einem adaptiven Immunsystem kénnen
nach Induktion durch Interferon-y drei zusatzliche p-Untereinheiten, die
Immunountereinheiten LMP2, LMP7 und MECL-1 exprimiert werden.”® Diese ersetzen
die konstitutiv  katalytischen  Untereinheiten und bilden das sogenannte
Immunoproteasom.>® Eine weitere Komponente des Proteasomkomplexes ist der
ebenfalls durch Interferon-y induzierbare Proteasom-Regulator PA-28.°° Durch den
Austausch der katalytisch aktiven Untereinheiten des Immunoproteasoms und die
Bildung des PA-28-Aktivators kommt es zu einer markanten Veranderung der
Proteasom-Aktivitat. Diese fuhrt zu einer Verbesserung der quantitativen und
qualitativen Fahigkeit des Proteasoms zur Peptidgenerierung®, da aufgrund einer
veranderten Schnittpraferenz bevorzugt Peptide mit 8-11 Aminosaureresten und zudem
C-Termini mit hydrophoben oder basischen Resten entstehen, welche mit den
Bindungsmotiven von MHC-Klasse-I-Molekiilen (ibereinstimmen.®’

Die im Proteasom synthetisierten Peptide gelangen im nachsten Schritt der
Antigenprozessierung in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums (ER).
Verantwortlich fir die Translokation der Peptide ist das heterodimere Transportprotein
TAP (transporter associated with antigen processing), bestehend aus den
Untereinheiten TAP1 und TAP2. Untersuchungen deuten darauf hin, da® auch das
Transportprotein an der Auswahl geeigneter Peptide mit entsprechender Lange und
Ankeraminosauren an dem Carboxyl-Terminus beteiligt ist.3%°®

Zur vollstandigen Prozessierung von MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen wirken im
endoplasmatischen Retikulum verschiedene Faktoren zusammen. Zunachst halt
Calnexin, ein Protein mit chaperonartiger Funktion, das partiell gefaltete MHC-Klasse-I-

Molekul im ER fest. Nach Assoziation des B2-Mikroglobulins an die a-Kette des MHC-
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Molekuls dissoziiert das Heterodimer vom Calnexin ab und bindet an einen weiteren
Proteinkomplex, bestehend aus Calreticulin, Tapasin und Erp57.°° Das Calreticulin
erfullt als Chaperonmolekll ahnliche Funktionen wie Calnexin. Tapasin bildet eine
Briicke zwischen dem unvollstandigen MHC-Klasse-I-Molekil und dem Transportprotein
TAP, wahrend es sich bei Erp57 um eine Disulfidisomerase handelt, welche vermutlich
beim Losen und Wiederherstellen der Disulfidbindungen in der a,-Domane des MHC-
Molekuls bei der Peptidbeladung von Bedeutung ist. Nach Bindung des Peptids wird der
trimere Komplex aus Peptid, schwerer Kette und B.-Mikroglobulin von dem
Chaperonkomplex freigegeben und Uber den regularen Exozytoseweg fur
Membranproteine Uber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert (siehe
Abbildung 1.3). Dieser trimere Komplex bzw. die Bindung des Peptids ist aulerdem fur
die Stabilitat des MHC-Klasse-I-Molekuls auf der Zelloberflache verantwortlich. Sollte im
Zuge des Prozessierungsweges der dimere Komplex aus schwerer Kette und -
Mikroglobulin an die Oberflache transportiert werden, erfolgt eine rasche Abdissoziation
des B.m und schlieRlich die Reinternalisierung der schweren Kette.®

Die extrazellularen Proteine, die in Form von Peptiden auf den MHC-Klasse-II-
Molekulen gefunden werden, stammen ebenfalls aus korpereigenen Proteinen oder von
Pathogenen wie Bakterien und Parasiten, die sich in intrazellularen Vesikeln vermehren.
Solche Proteine konnen entweder unspezifisch durch Pinozytose und Phagozytose oder
spezifisch durch rezeptorvermittelte Endozytose ins endosomale bzw. lysosomale
Kompartiment gelangen.®’ In den Endosomen erfolgt die Spaltung der Proteine mit Hilfe
von sauren Proteasen wie Cathepsin B, D, S und L.%? Um unspezifische Bindungen neu
synthetisierter MHC-Klasse-lI-Moleklle mit Polypeptidketten zu vermeiden, bilden die
a- und B-Ketten im endoplasmatischen Retikulum zunachst mit einer invarianten Kette
(i) ein Trimer, aus dem letztlich ein Nonamer (a/p-li)s-Komplex entsteht.®

Anschlieend gelangen diese Nonamere gezielt zu spezialisierten Kompartimenten des
endozytotischen Abbauweges, den MHC class Il compartments (MIIC). In diesem
lysosomalen Kompartiment kommt es zu einem selektiven proteolytischen Abbau der
li-Kette mit Ausnahme eines als CLIP (class-ll-associated invariant-chain peptide)
bezeichneten Fragments, das die Bindungsfurche des MHC-Klasse-lI-Dimers besetzt.
Ein weiteres Molekul, das HLA-DM, katalysiert den Austausch der CLIP-Fragmente

gegen hochaffine Peptide exogenen Ursprungs.®* Analog zur Klasse-|-Prozessierung
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wird der trimere Komplex, bestehend aus den schweren Ketten und dem Peptid, zur
Zelloberflache transportiert (Abbildung 1.3).

CD8* CD4+ externes
Protein
T-Zelle T-Zelle
>
he |

sz 4—| PEPTIDE |~ weem
Endozytose

| 0 2N

LI R e '

TAPWK
P X Proteasen

Peptide

internes  Proteasom
Qrotein /

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Antigenprozessierung. Wahrend HLA-Klasse-I-Liganden
aus zellinternen Proteinen entstehen, werden HLA-Klasse-lI-Liganden aus endozytierten extrazellularen
Proteinen generiert.

Bom

( f endoplasmatisches Retikulum

1.5 T-Zell-vermittelte Immunantwort

Die Generierung einer effektiven Immunantwort setzt die Aktivierung und schnelle
Expansion von antigenspezifischen T-Zellen voraus. Dabei werden unterschiedliche
Effektorzellen, CD8" und CD4" T-Lymphozyten, unterschieden. Beide Zelltypen
verfugen Uber einen T-Zellrezeptorkomplex, der sie zur Erkennung der antigenen
Strukturen auf den MHC-Molekilen der Zielzellen befahigt. Dieser Komplex setzt sich
aus einem Heterodimer mit je einer hochvariablen a- und B-Kette zusammen®, welcher
uber eine in die Zellmembran eingelagerte CD3-Kette assoziiert vorliegt. Die a- und -

Ketten bestehen jeweils aus einer konstanten (C, und Cg) und einer variablen Doméane



1. Einleitung 14

(Va und Vp). In selteneren Fallen ist der T-Zellrezeptor (TCR, T-cell receptor) aus y- und
o-Ketten aufgebaut. Die Antigenerkennung uber MHC-Klasse-I-Molekule erfolgt Uber
T-Lymphozyten, welche mit einem CD8-Korezeptormolekll assoziiert sind. Dieses
Oberflachenmolekil interagiert mit der az-Domane des MHC-Klasse-I-Molekils der
Zielzelle und ist entscheidend an der Erkennung der Antigenstruktur beteiligt.37 Die
schematische Darstellung der Interaktion von CD8" T-Lymphozyten mit MHC-Klasse-I-
tragenden Zielzellen ist in Abbildung 1.4 dargestellt. Die Erkennung von antigenen
Peptiden, welche Uber MHC-Klasse-lI-Molekile prasentiert werden, erfolgt hingegen

Uber CD4" T-Lymphozyten.

T-Zellrezeptor (TCR)

CD8
HLA-Klasse- |

QO o

Antigenprasentierende Zelle
APC

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Antigenerkennung von CD8" T-Lymphozyten iiber MHC-
Klasse-l. Das kostimulatorische Molekil CD8 bindet an die as-Domane des MHC-I-Molekiils. Die CD3-
Ketten sind nicht eingezeichnet.
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Im Thymus durchlaufen alle T-Lymphozyten wahrend ihrer Reifungsphase zwei
Selektionsschritte, die fur die Funktionalitat der spezifischen Immunantwort eines
Individuums entscheidend sind.®® Bei der positiven Selektion wird den unreifen
T-Lymphozyten, deren T-Zellrezeptor ein korpereigenes MHC-Molekull erkennen kann,
ein positives Uberlebenssignal vermittelt. Die negative Selektion hingegen fihrt zur
Apoptose solcher T-Zellen, welche korpereigene, MHC-assoziierte Peptide erkennen,
wie sie auch auf gesunden Korperzellen prasentiert werden. Erganzend konnen durch
periphere Mechanismen autoreaktive T-Zellen inaktiviert werden®’, so daR im Idealfall
alle prasentierten ,Selbst“-Peptide vom Immunsystem toleriert werden.

Die Aktivierung der T-Lymphozyten findet in den sekundar-lymphatischen Organen nach
Erkennung eines Fremdantigens statt, indem sie ein Signal Uber den antigen-
spezifischen T-Zellrezeptor erhalten. Zur vollstandigen Aktivierung sind jedoch
zusatzliche, kostimulatorische Signale notwendig, die durch Interaktionen mit Molekilen
von antigenprasentierenden Zellen vermittelt werden.®®®® Der Kontakt des auf T-Zellen
exprimierten Oberflachenmolekils CD28 mit Molekulen der B7-Familie (CD80 und
CD86) auf antigenprasentierenden Zellen, liefert ein solches kostimulatorisches Signal,
welches zur T-Zellaktivierung fiihrt.”© CD8" T-Zellen des MHC-Klasse-I-Erkennungs-
weges differenzieren zu zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) und lysieren die erkannte
Zielzelle durch die Freisetzung von Zytotoxinen wie Perforin und Granzymen oder uber
den Fas-Liganden. Perforin fuhrt hierbei durch Polymerisation zu einer erhohten
Durchlassigkeit der Membran der Zielzelle, wahrend Granzyme (Serinproteasen) eine
Apoptose-auslosende Signalkaskade im Zytosol der Zielzelle initiieren.”" Durch die
Bindung des Fas-Liganden an den Fas-Rezeptor der Zielzelle kann ebenfalls die
Apoptose induziert werden.”?

Die CD4" T-Zellen differenzieren nach ihrer Aktivierung durch MHC-Klasse-II-Antigene
in CD4" T-Helferzellen (Th) und kdnnen aufgrund ihrer Zytokinproduktion in Ths- und
Thy-Zellen unterteilt werden. In welche dieser Effektorvarianten sich eine naive
T-Helferzelle entwickelt, hangt hauptsachlich von dem sie umgebenen Zytokinmilieu
zum Zeitpunkt der Antigenerkennung ab. Als Hauptinitiatoren fur eine Thi-Antwort gelten
IFN-y und IL-12, wahrend IL-4 die Differenzierung von Thy-Zellen bestimmt. Dabei
werden die Th-Zellen durch die Sekretion von IFN-y und TNF-3 charakterisiert und sind

durch die Aktivierung von Makrophagen und der Induktion von spezifischen CTL an der
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Auslésung zelluldrer Immunantworten beteiligt.”® Th,-Zellen beeinflussen den Isotyp-
Wechsel und die Antikorpersekretion von B-Zellen durch die Ausschuttung der Zytokine

IL4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 und l6sen somit eine humorale Immunantwort aus.

1.6  Antigenspezifische Inmuntherapie

Obwohl viele Tumore immunogen sind und auch von antigenspezifischen T-Zellen

infiltriert werden,”+"°

ist haufig ein Fortschreiten der Tumorerkrankung zu beobachten.
Deshalb besteht das Ziel einer spezifischen Immuntherapie darin, diese schwachen
anti-Tumor-Immunantworten zu verstarken bzw. eine dauerhafte protektive T-Zellantwort
gegen MHC-Klasse-I- und -ll-restringierte Tumorantigene zu induzieren.”®’” Da sich
Tumorzellen in der Proteinausstattung von gesunden Zellen desselben Gewebes
unterscheiden, eignen sich solche Proteine oder Peptide als Tumorantigene fur die
Immuntherapie. Dabei sollten die tumorspezifischen Antigene Uber eine hohe Immuno-
genitat verfiigen, um eine starke in vivo T-Zellantwort hervorrufen zu kénnen.”®

Zur Erreichung dieses Ziels werden unterschiedliche Strategien zellularer Immun-
therapien vorgeschlagen.”® Hierzu zahlt die Vakzinierung unter Verwendung von
Tumorzellen, Tumorlysaten oder Hybridzellen aus Tumorzellen und dendritischen
Zellen, sowie Peptidantigene oder DNA-Sequenzen, die fur Tumorantigene kodieren.
Vakzinierungsstrategien, welche auf komplette Tumorzellen beruhen, setzen keine
vorherige ldentifizierung von relevanten Tumorantigenen voraus und bieten den Vorteil,
dald prinzipiell alle tumorassoziierten Antigene vorhanden sind. Der Nachteil besteht
allerdings darin, dal} daraus resultierende therapeutische Effekte nicht auf definierte
immunologische Mechanismen zurlckzufihren sind. Eine antigenspezifische
Vakzinierung lalt hingegen eine systematische Analyse der Vakzine-induzierten
Immunitat zu und kann aufgrund von empirischen Befunden zu einer verbesserten
Impfstrategie fuhren. Aus diesem Grund wird der Identifizierung von tumorassoziierten

T-Zellepitopen eine wichtige Rolle beigemessen.
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1.7  Methoden der Antigenidentifizierung

1.7.1 Extraktion und Identifizierung nattirlicher HLA-Liganden

Ein biochemisches Verfahren zur Identifizierung von MHC-Klasse-I-gebundenen
Tumorantigenen beruht auf der Saureeluation von HLA-Liganden aus immun-
chromatographisch aufgereinigten HLA-Molekiilen.’® Bei der Praparation werden
zunachst grolRe Mengen von Tumorzellen durch ein Detergens lysiert und die HLA-
Molekule mit den entsprechend assoziierten Peptiden durch Verwendung von
spezifischen HLA-Antikbrpern an eine Immunchromatographiesaule gebunden. Durch
eine anschlieBende Saureeluation werden die Peptidliganden von den schweren Ketten
der HLA-Peptid-Komplexe getrennt und durch Filtration von hohermolekularen
Antikorpern und HLA-Molekulen isoliert. Nach Fraktionierung der Peptidantigene mittels
HPLC (high performance liquid chromatography) kdnnen die einzelnen Peptidfraktionen
nach Beladung auf HLA-idente antigenprasentierende Zellen hinsichtlich der Erkennung
durch tumorreaktive, zytotoxische T-Zellklone getestet werden. Positiv auf lytische
Aktivitat  getestete  Peptidfraktionen werden anschlieBend durch Tandem-
Massenspektrometrie untersucht und die Aminosauresequenz des Peptidliganden

t.%' Die Ermittlung des fiir das Peptidantigen kodierenden Gens erfolgt {iber die

bestimm
Suche in Gen- und Proteindatenbanken.®?

Die sogenannte Mimotop-Methode, welche auf der Testung synthetischer Peptid-
bibliotheken mit tumorspezifischen T-Zellklonen beruht®® wird ebenfalls zur
Antigenidentifizierung verwendet. Nach Synthese kombinatorischer Peptidbibliotheken
werden diese auf antigenprasentierende Zellen geladen und mit tumorspezifischen
T-Zellklonen getestet. Fur die Suche nach einem CTL-erkannten Mimotop aus neun
Aminosauren werden 171 (9x19, alle proteinogenen Aminosauren mit Ausnahme von
Cystein) kombinatorische Peptidbibliotheken synthetisiert und getestet. Dabei steht in
jeder Bibliothek eine Aminosaure an einer Position fest, wahrend alle anderen
Positionen frei kombiniert werden. Anhand der erkannten Bibliotheken findet man fir
jede Position im Nonamer eine oder mehrere Kandidatenaminosauren. Durch Daten-
bankvergleiche kann das Antigen, aus dem madgliche Peptide stammen koénnten,

identifiziert werden.
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1.7.2 cDNA-Expressionsklonierung

Die Methode der cDNA-Expressionsklonierung fuhrte zur Identifikation zahlreicher
T-zellerkannter Tumorantigene.?*®°> Dabei werden aus Tumorzellen cDNA-Bibliotheken
in einem eukaryotischen Expressionsvektor konstruiert und zusammen mit HLA-
kodierender cDNA kotransfiziert. Die Transfektanten werden anschlieRend mit den
tumorreaktiven T-Zellklonen auf Erkennung getestet. Ein positiv getesteter cDNA-Pool
wird dabei sukzessiv verkleinert, erneut transfiziert und mit den entsprechenden
tumorreaktiven T-Zellklonen auf Erkennung Uberprift, bis einzelne cDNA-Klone
identifiziert sind. Durch Transfektion subklonierter Fragmente der entsprechenden cDNA
kann schliellich die peptidkodierende Region eingegrenzt und ermittelt werden. Von
einem erkannten cDNA-Fragment kodierte Peptide werden unter Anwendung der HLA-
Peptid-Bindungsregeln (siehe Kapitel 1.3) vorhergesagt, anschlieBend synthetisch

hergestellt und auf Erkennung durch den T-Zellklon getestet.®®

1.7.3 SEREX (serological analysis of recombinant cDNA-expression libraries)

Basierend auf der Hypothese, dal3 das Immunsystem von Tumorpatienten Antikorper
gegen den eigenen Tumor generieren kann, wurden mit der SEREX-Methodik®” eine
Reihe von potentiellen Tumorantigenen entdeckt.®®*®° Die Methode beruht darauf,
autologe Immunglobulin G (IgG)-Antikérper aus dem Serum von Patienten gegen
tumorassoziierte Strukturen zu identifizieren. Dabei wird eine aus der mRNA des
Tumors in A-Phagen angelegte cDNA-Expressionsbibliothek mit diesem Serum
gescreent. Antigene, welche eine Antikorperantwort auslosen, konnen auch von
T-Zellen erkannt werden, wie z.B. das SEREX identifizierte Antigen NY-ESO-1.%° Dies
fuhrte zu der Vermutung, dall humorale und zellulare Tumorantworten bezuglich der
Erkennung bestimmter Antigene Uberlappen und durch SEREX definierte Antigene auch

zur Stimulation von zytotoxischen T-Zellen genutzt werden kénnten.
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1.7.4 Theoretische Vorhersage von HLA-Liganden

Seit der Identifizierung und sukzessiven Optimierung von Peptidmotiven, welche
entweder durch Aminosauresequenzen naturlicher HLA-Liganden abgeleitet oder auf
Bindungsstudien von synthetischen Peptiden bzw. Peptidbibliotheken basieren, kdnnen
theoretische Vorhersagen von HLA-Liganden aus Proteinsequenzen getroffen werden.®’
Mit entsprechenden Suchalgorithmen, wie beispielsweise die Internet-Datenbank

SYFPEITHI (www.syfpeithi.de), konnen aus Proteinsequenzen und den bereits

bekannten Peptidmotiven putative HLA-Liganden ermittelt werden.*®®? Diese, als
,Reverse Immunologie“ bezeichnete Methodik basiert auf den Antigenen selbst als
Ausgangspunkt und setzt die Verfugbarkeit von tumorreaktiven T-Zellen nicht voraus.
Dabei kann es sich um bereits bekannte T-zellerkannte Tumorantigene handeln, fur die
weitere immunogene Peptide, die Uber dasselbe oder andere HLA-Proteine prasentiert
werden, ermittelt werden sollen.”® Andere Techniken wie z.B. RDA (representational
difference analysis), DNA-Micro-Array oder Proteomanalysen konnen zu weiteren
Kandidatenantigenen filhren.** Solche potentiellen Antigene, welche mit Programmen
zur Epitopvorhersage komplettiert werden, eignen sich sowohl fir die T-Zell-Stimulation
von Tumorpatienten, als auch von gesunden Spendern, weil sie eine hohe Affinitat fir
ein betrachtetes HLA-Molekul aufweisen. Die generierten CTL werden anschlie3end auf
ihre lytische Aktivitdt gegenlber den Tumorzellen, die das putative Antigen und das
prasentierende HLA-Allel tragen, Uberprift, um zu zeigen, dal® die zur Stimulation

eingesetzten Peptide von natirlich prozessierten Tumorantigenen stammen.*?

1.8 Klassifizierung von Tumorantigenen

Nach ersten Untersuchungen in murinen Tumormodellen®® konnten auch
tumorassoziierte Antigene im humanen System nachgewiesen werden.®® Aufgrund ihrer
Entstehung und unterschiedlichen Expressionsmuster lassen sich die bereits bekannten
und von T-Zellen erkannten Tumorantigene in verschiedene Klassen einteilen.®’
Therapeutisch interessante Antigene, welche sich fur Vakzinierungen eignen, resultieren

aus Proteinen, die tumorspezifisch exprimiert und nicht von Genen in gesunden
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Geweben kodiert werden. Von Cancer-Testis-Antigenen spricht man, wenn solche
Proteine in Tumoren unterschiedlicher Histologie, aber nicht in normalen Geweben mit
Ausnahme von immunprivilegierten Zellen der Keimbahn (z.B. Spermatogonien)
exprimiert werden, die Uber keine MHC-Klasse-I- und -lI-Molekile verfigen und somit
einer T-zellvermittelten Immunantwort entgehen kénnen. ® Dazu zahlen beispielsweise
Proteine der MAGE-Genfamilie®®, NY-ESO-1, welches in verschiedenen humanen
Tumoren exprimiert wird, oder RAGE-1"% beim Nierenzellkarzinom.

Gewebsspezifische Differenzierungsantigene werden von normalen Zellen und
Tumorzellen exprimiert, die von diesem Gewebe abstammen. Die meisten
Differenzierungsantigene wurden beim Melanom gefunden. Wichtige Vertreter dieser
Gruppe sind Tyrosinase ', Melan-A/MART-1'%2 und Glykoprotein 100 (gp100)."%

Eine weitere Klasse von Tumorantigenen stellen strukturalterierte Antigene dar, die
durch Genmutationen oder -fusionen entstanden sind. In manchen Fallen fuhren
mutationsbedingte Aminosauresubstitutionen oder Translokationen zu neuen tumor-
spezifischen MHC-Liganden, die allerdings haufig nur im autologen Tumor auftreten. Die
resultierende Alteration des Proteins kann aber auch mit der Tumorentstehung oder der
Tumorprogression korreliert sein. Beispiele fur Antigene dieser Gruppe ist die mutierte
Cyclin-abhangige Kinase 4 (CDK4)®® oder das mutierte CASP-8."%

Bei (iberexprimierten Antigenen kann eine genetische Modifikation zur Uberexpression
von Proteinen im Tumorgewebe fuhren, wahrend das Genprodukt in normalen Geweben
gering exprimiert wird und somit fir eine tumorspezifische Immunantwort relevant
werden. Ein interessanter Vertreter dieser Kategorie ist das Tumorsuppressorgen p53,
das in mehr als 50% der Tumore mutiert vorliegt.>'% Weitere Beispiele fir
(iberexprimierte Antigene sind PRAME®®, das HER2/neu-Onkogen'® oder hTERT.""’
Auch onkovirale Proteine stellen potentielle Tumorantigene dar. Dazu zahlt das
Onkoprotein E7 des Human Papilloma Virus 16.'° Ebenso ist fiir das Epstein-Barr-Virus
(EBV) bekannt, daR es B-Zellen immortalisiert.’®

Daneben konnen antigene Targetstrukturen infolge posttranslationaler Modifizierungen

eine Erkennung von Tumorzellen erméglichen’®, wie dies beispielsweise fiir

phosphorylierte oder glykosylierte HLA-Klasse-I-Liganden gezeigt wurde.""
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1.9 Identifizierung von Nierenzellkarzinom-Antigenen mit Hilfe

alloreaktiver T-Zellen

Bei der Generierung von tumorreaktiven T-Lymphozyten aus autologen mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) eines
Nierenzellkarzinompatienten®® muR mit einer Einschrankung der natirlichen Vielfalt des
immunologischen Repertoires in Folge von Toleranz-Mechanismen solcher T-Zellen
gerechnet werden."'? Um solche Limitationen zu umgehen, ist es méglich, tumorreaktive
T-Zellen aus allogenen CD8" Lymphozyten eines gesunden Spenders zu generieren,
die auf ihren Zielzellen MHC-Komplexe in Verbindung mit Allopeptiden erkennen.'™
Daneben existieren jedoch auch alloreaktive T-Zellen, die gegen unbeladene MHC-
Molekiile gerichtet sind."™ Da solche T-Zellen nach Stimulation mit tumorassoziierten

° sollten diese auch

116 In

Peptiden ein tumorspezifisches Reaktionsmuster zeigen kénnen
fur immuntherapeutische Behandlungen von Tumorerkrankungen geeignet sein.
der Transplantationsmedizin konnten bei Leukamiepatienten nach allogener Stammzell-
transplantation alloreaktive T-Zellen als wesentliche Effektoren bei der ,graft-versus-
host“-Erkrankung und der ,graft-versus-leukemia“-Reaktion identifiziert werden.""” Bei
Stammzelltransplantationen mit einem HLA-identen Geschwisterspender waren Minor-
Histokompatibilitdts-Antigene (MH-Antigene), die einem genetischen Polymorphismus
entstammen und ubiquitar oder gewebespezifisch exprimiert werden, fur alloreaktive
Tumorantworten verantwortlich.'® Aus diesem Grunde versucht man die antitumorale
Potenz solcher alloreaktiver T-Zellen auch bei therapierefraktaren, soliden Tumore, wie

dem Nierenzellkarzinom zu nutzen.
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1.10 Zielsetzung der Arbeit

Die hohe Resistenz von Nierenzellkarzinomen (NZK) gegenuber Radiochemotherapien
und die geringe Uberlebenswahrscheinlichkeit der betroffenen Patienten zeigt die
Notwendigkeit zur Entwicklung alternativer Therapiekonzepte auf. Immuntherapeutische
Verfahren unter Verwendung von tumorreaktiven T-Zellen und die ldentifizierung der
von ihnen erkannten Oberflachenepitope gewinnen flir die Behandlung von Tumoren an
Bedeutung. Allerdings konnten in der Vergangenheit nur in seltenen Fallen die
Zielantigene von autologen tumorreaktiven T-Lymphozyten beim NZK identifiziert
werden. Dies liegt vornehmlich daran, da® aus dem Blut von NZK-Patienten infolge der
tumorinduzierten immunologischen Anergie und Toleranz nur sehr selten tumorreaktive
T-Zellen in vitro generiert und expandiert werden koénnen. Daher sollten in der
vorliegenden Arbeit alternativ tumorreaktive T-Zellpopulationen aus Blutlymphozyten
eines HLA (human leukocyte antigen)-identen, gesunden Spenders verwendet werden.

Am Modell des humanen Nierenzellkarzinoms MZ1851-RCC (RCC, renal cell
carcinoma) und peripheren Blutlymphozyten des gesunden, serologisch MHC (major
histocompatibility complex)-Klasse-l-passenden Spenders 1009798 (siehe Abbildung
1.5) wurden aus zuvor angelegten allogenen gemischten Lymphozyten-Tumorzell-
Kulturen (MLTCs, mixed lymphocyte tumor cell cultures) klonale CD8" zytotoxische
T-Lymphozyten (CTL, cytotoxic T-lymphocyte) generiert. Nach Expansion sollten mit
Hilfe von Zytokin-ELISPOT-Assays und °'Chrom-Zytotoxizitatstests die MHC-Restriktion
und Kreuzreaktivitat dieser T-Zellpopulationen charakterisiert werden. Anschliel3end
sollten die natlrlich prozessierten CTL-definierten Antigene des Nierenzellkarzinoms
chromatographisch aufgereinigt und durch eine HPLC (high performance liquid
chromatography) in Fraktionen aufgetrennt werden. In den durch T-Zellen erkannten
Fraktionen sollten die HLA-assoziierten Peptidantigene mit Hilfe der Tandem-

Massenspektrometrie sequenziert werden.



1. Einleitung 23

MZ1851-RCC

HLA-A01 HLA-A02 HLA-BO7 HLA-B44 HLA-CwO07

HLA-A01 HLA-A02 HLA-BO7 HLA-B44 HLA-Cw05 HLA-CwO07

Spender 1009798

Abbildung 1.5: HLA-Klasse-I-Molekiile der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC und den
Blutlymphozyten des gesunden Spenders ,,1009798*.
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2. Material und Methoden

Material und Methoden
1 Material
1.1 Gerite
Autoklaven

Automatic Gamma Counter
¥’Casiumquelle

COo-Inkubator

DurchfluRzytometer

Eismaschine
Feinwaage

Heizblock

HPLC-Gerat

HPLC-Trennsaulen

Kihl- und Gefrierschranke
+4°C, -20°C, -80°C

Magnetruhrer mit Heizplatte

Massenspektrometer

KSG Sterilisatoren (Olching)
1470 Wizard Pharmacia (Freiburg)
OV-5, Biometra (Goéttingen)

Binder (Tuttlingen)
Heraeus (Langenselbold)

EPICS ALTRA™ mit Software EXPO™,
Beckman Coulter (Krefeld)

Canto™, BD Biosciences (Heidelberg)
Aria™ BD Biosciences (Heidelberg)

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

Thermomixer Comfort, Eppendorf
(Hamburg)

EttanLC, Amersham Biosciences
(Freiburg)

MRPC C2/C18 SC2.1/10
(3um Partikel, 300 A Porenweite)
Amersham Biosciences (Freiburg)

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

IKAMAG RET, Janke & Kunkel (Staufen)

Voyager DE-Pro, PerSeptive Biosystems

(Foster, CA, USA)
ABI-4700 Proteomics Analyzer, Applied
Biosystems (Darmstadt)
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Phasenkontrastmikroskop fur Zellkultur
pH-Meter

Pipettierhilfe

Pipetten

Spektralphotometer

sterile Werkbank

Stickstoff-Kryobank

Trockenschrank

Vakuumzentrifuge mit Kuhlfalle und
Vakuumpumpe (Speed-Vac)

Vortexer
Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage

Zentrifugen

4800 MALDI TOF/TOF™ Applied
Biosystems (Darmstadt)

Axiovert 25, Zeiss (Jena)
GC842, Schott (Mainz)

Pipetus akku, IBS Integra Biosciences
(Chur, CH)

1-10ul Pipette, 1-10ul Mehrkanalpipette
Eppendorf (Hamburg)

Pipetman 2-20ul, 20-200ul, 200-1000pl
Gilson (Villiers-le-Bel, F)
Mehrkanalpipetten 5-50pl, 25-200ul,
Dunn Labortechnik GmbH (Asbach)

Ultrospec 3000, Pharmacia (Freiburg)

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

XLC 1370, MVE Europe (Solingen)
Espace 331, Air Liquide
(Marne la Valleé, F)

UT 6420, Heraeus (Hanau)

Christ-RVC-2-18, Christ (Osterode)

VWR International (Darmstadt)
WB20, Medingen (Dresden)

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

Ultrazentrifuge Optima™ XL-100K,
Beckman Coulter (Krefeld)

Rotixa/RP, Hettich (Tuttlingen)
Centrifuge 5417, Eppendorf (Hamburg)
Megafuge 1.0R, Kendro-Heraeus
(Langenselbold)
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2.1.2 Plastikwaren

Becherglaser, Kunststoff
Einfrierboxen
Einfrierrohrchen

Einmalpipetten (steril)
FACS-Rohrchen zur DurchfluRzytometrie

Gewebekulturplatten

LEUCO-SEP-Rohrchen
Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (Eppis)

Spritzen

Sterilfilter

Mikrotiterplatten

Ultrazentrifugenréhrchen

Vitlab (Seeheim-Jugenheim)
Nalge, Nunc (Wiesbaden)
Cryotube, 1,8ml, Nunc (Wiesbaden)

1,2, 5,10, 25 und 50ml, Greiner
(NUrtingen)

Sarstedt (NUmbrecht)

24, 48 und 96-Loch-Gewebekulturplatten,
Greiner (Nurtingen) oder Costar Corning
GmbH (Wiesbaden)

50ml, Greiner (Nurtingen)
@ 5, 9 und 13cm, Greiner (Nurtingen)

ART1000, ART20E, ART10reach, MBP
(San Diego, CA, USA)

Biosphere Filter Tips, Sarstedt
(NUmbrecht)

200, 500, 1500, 1800 und 2000pl
Eppendorf (Hamburg)

10, 20, und 50ml Einmalspritzen, Braun
(Melsungen)

FP30/0,2 CA-S, FP30/0,45 CA-S,
FP30/1,2 CA-S, Schleicher & Schuell
(Dassel;
Steritop™, Millipore (Eschborn)
Sartolab™-P20, Sartorius (Gbttingen)
Acrodisk 25mm PF 0,8/0,2 Supor
Membrane, Pall Corporation

(Ann Arbor, MI, USA)

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

36ml, BD (Heidelberg)
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Wannestapel-Kultursystem (Cell-Factory) 10 Kulturebenen, > 6300cm? Kulturflache,

Zellkulturflaschen

Zellkultur-Tubes

10kD Cellulose-Filtriereinheit

(Cut-Off-Filter)

2.1.3 Glaswaren

Becherglaser

Duran-Glasflaschen

Duran-Glasflasche mit Olive auf
Bodenniveau und zugehdrigem
Schlauchmaterial
Econo-column Saule zur
Immunchromatographie

Erlenmeyerkolben

Glaszentrifugenrohrchen
Quarz-Kuvetten

Zahlkammern

Nunc (Wiesbaden)

30, 80 und 175cm? Kulturflache, Greiner
(NUrtingen) oder Nunc (Wiesbaden)

15 und 50ml, Greiner-Bio-One
(Frickenhausen)

Centricon YM-10, bis 2ml, Millipore
(Bedford, USA)

500, 1000 und 2000ml, Jenaer Glas,
Schott (Mainz)

500, 1000, 2000 und 5000ml, Schott
(Mainz)

2000ml, Schott (Mainz)

@ 1 und 1,5cm mit passende Flow-
Adaptoren und Schlauchmaterial,
BioRad (Minchen)

500, 1000 und 2000ml, Jenaer Glas,
Schott (Mainz)

Corex 30ml, Schott (Mainz)
Pharmacia (Freiburg)

Fuchs-Rosenthal, Schreck (Hofheim)
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2.1.4 Chemikalien

ACN (Acetonitril)

AEC (3-Amino-9Ethyl-Carbazol)-
Tabletten

Albumin, bovine
Ammoniumacetat
Aprotinin
Bromphenolblau

CHAPS (Detergens)
N.N-Dimethylformamid
DMSO (Dimethylsulfoxid)
Essigsaure

EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsaure)
Ethanol

Ficoll 400

Formaldehyd

Formamid

Glycerol

Glycin

lodacetamid

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Leupeptin

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
Boehringer (Mannheim)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma (Deisenhofen)
Riedel-de Haen (Seelze)
Biochrom KG (Berlin)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Fluka (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Roche Diagnostics (Mannheim)
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Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

SDS (Natrium-Dodecylsulfat)
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Ovalbumin (Albumin, chicken egg)
PBS (phosphat-buffered saline), fliissig
PBS, Instamed-Pulver

Pepstatin

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Salzsaure

Sepharose Pulver:
Protein A Sepharose CL-4B Pulver

TFA (Trifluoressigsaure)

Tris base
(Tris (-hydroxymethyl)-aminomethan)

Tris-HCL

Trypanblau

Tween20 (Detergens)
Wasser (HPLC grade)

Wasserstoffperoxid 30%

Merck (Darmstadt)

Sigma (Deisenhofen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Steinheim)

Biochrom KG (Berlin)

Biochrom KG (Berlin)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Merck (Darmstadt)

Pharmacia Biotech (Uppsala, S)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)

Merck (Darmstadt)
Merck-Schuchardt (Hohenbrunn)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
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2.1.5 Substanzen fiir die Zellkultur

AIM-V™ Medium

FCS (fotales Kalberserum)
Geneticin (G418)
Hygromycin B

L-Glutamin

Heparin (Liquimin)
HEPES-Puffer
Humanalbumin
Pulvermedium RPMI 1640
RPMI 1640, flissig
Penicillin-Streptomycin
Trypsin-EDTA

Versen (1% EDTA)
Accutase Il

X-VIVO15 T-Zell-Kulturmedium

Gibco BRL (Karlsruhe)
Biochrom KG (Berlin)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Roche (Grenzach-Wyhlen)
Sigma (Deisenhofen)
Octapharm (Langenfeld)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Biochrom KG (Berlin)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Gibco BRL (Karlsruhe)
Biochrom KG (Berlin)
PAA (Colbe)

Biowhittaker (Viersen, B)

Humanserum (HS) wurde aus Blut gesunder Spender durch Abserung in der lokalen

Blutbank gewonnen. Serumspenden von je zehn bis zwanzig Spendern wurden

vermischt und bei 56°C fur 30min hitzeinaktiviert. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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2.1.6 Zytokine

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

Interleukin-15 (IL-15)

2.1.7 Molekulargewichtsmarker

Cytochrom Western Control

21.8 Kits

CD8" Lymphozyten, Positivisolation

Vectastain® Elite Kit
(Reagenzien A und B)

2.1.9 Zellkulturmedien

Chiron Behring GmbH & Co (Marburg)
R&D Systems (Minneapolis, USA)
R&D Systems (Minneapolis, USA)

R&D Systems (Minneapolis, USA)

Sigma (Roédermark)

MACS Separation columns
(130-042-201)

MACS CD8-MicroBeads (452-01)
Miltenyi Biotec GmbH
(Bergisch-Gladbach)

Vector Laboratories (Burlingame, USA)

RPMI 1640 RPMI Pulvermedium 104,39
NaHCO; 22,09
HEPES 23,89
Natriumpyruvat 100ml
Nicht-essentielle Aminosaure 100ml
Penicillin-Streptomycin 100ml
Wasser (H20) 101

mit 1N HCL auf pH 7,2 eingestellt
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Vor Gebrauch wurden 1% L-Glutamin und 10% FCS (hitzeinaktiviert) erganzt. RPMI
1640 ohne Glutamin und Serum wird im folgenden als RPMI, mit Glutamin und Serum
wird es als RPMlxomplett bezeichnet.

FUr Transfektions-ELISPOT-Assays (siehe Kapitel 2.2.6.2) wurde RPMI ohne Zusatz

von Antibiotika verwendet und mit oder ohne Zusatz von 10% FCS eingesetzt.

Zur T-Zellkultur wurden AIM-V™ Medium (bzw. X-VIVO15™) verwendet und mit 5 oder
10% Humanserum (HS) erganzt (X-VIVO15 bzw. AIM-Viomplett)-
Alle Medien wurden bei 4°C gelagert.

Einfriermedium X-VIVO15 bzw. AIM-V
Humanalbumin 8%
Heparin 101U/ml

Zur Kryokonservierung wurden 10% DMSO zugesetzt.

2.1.10 Puffer fir biochemische Praparationen

Die pH-Einstellung der einzelnen Puffer erfolgte mit 1N HCI oder NaOH.

Puffer | 50mM Tris-HCI pH 8,0
150mM NacCl
in H,O (HPLC grade)
Buffered Detergent 20mM Tris-HCI pH 8,0
Solution (BDS) 150mM NacCl
1% CHAPS
in H,O (HPLC grade)
BDS + Proteaseinhibitoren 100uM lodazetamid pH 8,0
(BDSp)) 5ug/ml Aprotinin

10pg/ml Leupeptin
10pg/ml Pepstatin A
2mM EDTA

0,04% Natriumazid
1mM PMSF

in BDS
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Spulpuffer 1

Spulpuffer 2

Spulpuffer 3

saurer Elutionspuffer

HPLC-L6sung A

HPLC-Lésung B

20mM Tris
150mM NacCl
in H,O (HPLC grade)

20mM Tris
1M NaCl
in H,O (HPLC grade)

20mM Tris
in H,O (HPLC grade)

0,2N Essigsaure
in H,O (HPLC grade)

H,O (HPLC grade)
+0,1% TFA

60% ACN
+0,085% TFA
in H,O (HPLC grade)

2.1.11 Allgemeine Puffer und Losungen

Acetatpuffer fur
ELISPOT-Assays

SDS 30%
PBS 1x
Trypanblau

(Stammldsung)

Trypanblau
(Gebrauchslésung)

H.O
0,2N Essigsaure
0,2N Natriumacetat

SDS
H>O

Istamed PBS-Pulver
H,O

Trypanblau
H.O

Trypanblau (Stammlésung)

150mM NacCl

pH 8,0

pH 8,0

pH 8,0

pH 2,7

46,9ml
4 6ml
11,0ml

150g
ad 500ml

95,5¢
ad 10l

2,0g
ad 1l

75ml
25ml
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2.1.12 Monoklonale Antikorper

21.12.1 Antikdorper zum Nachweis von Oberflachenantigenen in der DurchfluB-

zytometrie

In der vorliegenden Arbeit wurden HLA-spezifische monoklonale Antikdrper (mAK) zur
HLA-Farbung in der DurchfluBzytometrie und fur HLA-Restriktionsuntersuchungen im
IFN-y-ELISPOT-Assay oder *'Cr-Zytotoxizititstest verwendet. Es handelt sich dabei um
murine Immunglobuline (IgG), die spezifisch an bestimmte humane HLA-Molekile
binden (siehe Tabelle 2.1).

Bezeichnung Spezifitat Isotyp Literatur
MA2.1 HLA-A2, HLA-B17 lgG1 9
BB7.2 HLA-A2 1gG1 120
GAP-A3 HLA-A3 IgG2a 121
BB7.1 HLA-B7 IgG1 122
B123.2 HLA-B, HLA-C, lgG2b 123
HLA-Aw19-Subgr.
W6/32 HLA-Klasse-l lgG2a 124
HB55 HLA-DR lgG2a 125

Tabelle 2.1: Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten HLA-spezifischen mAK mit Bezeichnung,
Spezifitat, Isotyp und Literaturnachweis.
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21.12.2 Antikorper zum Nachweis von Oberflachenantigenen in der DurchfluB-

zytometrie

Fir die Durchfludizytometrie wurden folgende Antikdrper verwendet (Tabelle 2.2):

Bezeichnung Konjugation Spezifitat Hersteller
Maus 1gG1/1gG1 ole Isotypenkontrolle *
Maus 1gG1 ° Isotypenkontrolle *
Maus IgG1 ° Isotypenkontrolle *
Maus 1gG1 n Isotypenkontrolle *
Maus IgG1 O Isotypenkontrolle +
Maus IgG2a O Isotypenkontrolle +
CD3 o anti CD3 *
CD3 ° anti CD3 *
CD3 [ anti CD3 *
CD4 ° anti CD4 *
CD8 o anti CD8 *
CD8 ° anti CD8 *
CD8 [ anti CD8 *
CD16 o anti CD16 *
CD27 ° anti CD27 *
CD28 o anti CD28 *
CD44 o anti CD44 *
CD45 RA ° anti CD45RA *
CD45 RO o anti CD45R0O *
CD56 ° anti CD56 *
CD57 o anti CD57 *
CD62L ° anti CD62L *
CD69 ° anti CD69 +
CD85j ° anti CD85j *
CD9%4 o anti CD94 *
CD158a ° anti CD158a *
CD158b o anti CD158b +
KIRp70 ° anti KIRp70 *
NKG2A ° anti NKG2A *
NKG2D ° anti NKG2D *
CCR7 o anti CCR7 ~
TCRaf u anti TCRap-Kette *
TCRyd ] anti TCRys-Kette *
gam ° goat anti mouse +

Tabelle 2.2: Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikbrper zum Nachweis von
Zelloberflachenantigenen. Konjugation: o= Floresceinisothiocyanat (FITC), e= Phycoerythrin (PE), m=
Phycoerythrin kovalent gebunden an Cyanin 5.1 (PC5), o= unkonjugiert. Hersteller: *= Beckman Coulter
Immunotech (Marseille, F), += BD Pharmingen (San Diego, CA, USA), ~= R&D Systems (Minneapolis,
USA).
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2.1.13 Blutlymphozyten und Zelllinien

Blutlymphozyten des Spenders 1009798

Die in dieser Arbeit verwendeten mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC)

wurden anonymisiert aus Blutspenden des Spenders 1009798 der Blutbank des
Universitatsklinikums Mainz gewonnen. Fur die Isolation der PBMC wurden nach
routinemaliger Abtrennung der toten Blutkorperchen anfallende ,Leukozytenfilme®
(Buffy Coat) aus einer 450ml Vollblutspende verwendet. Der Spender hatte den
serologisch erfassten HLA-Klasse-la-Typ -A1, -A2, -B7, -B44, -Cw5 und -Cw7.

EBV-transformierte B-Lymphozyten

Bei diesen Suspensionszelllinien handelt es sich um stabil wachsende Epstein-Barr-
Virus (EBV)-transformierte lymphoblastoide B-Zelllinien (LCL = lymphoblastoid cell
line)'?®. AK-EBV-LCL ist die EBV-LCL des gesunden Spenders AK.

Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC

Bei der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC handelt es sich um eine in vitro stabil

wachsende Tumorlinie, die aus dem Primartumor des klarzelligen Nierenzellkarzinoms
des Patienten MZ1851 generiert wurde %°. Die Zelllinie tragt serologisch die HLA-Klasse-
la-Molekile -A1, -A2, -B7, -B44 und -Cw7. Sie wachst adherent in Zellkulturflaschen mit

einem Amplifikationsfaktor von drei pro Woche.

Weitere Tumorzelllinien und nichtmaligne Zellen

FUr samtliche Zelllinien, die zu Kreuzreaktivitatsstudien herangezogen wurden, war der
HLA-Klasse-I-Typ bekannt.

Die verwendeten Tumorzelllinien stammen aus verschiedenen Tumorentitaten mit den
Abkurzungen RCC (renal cell carcinoma) fur Nierenzellkarzinomlinien, CO (colon
cancer) fur Kolonkarzinomlinien, PC (pancreatic carcinoma) fur Pankreas-
karzinomlinien, MEL (melanoma) fur Melanomlinien und LCL fir EBV-transformierte
lymphoblastoide B-Zelllinien. Nichtmaligne Nierenzellen (nonmalignant kidney cells)
wurden mit NKC abgekurzt.

Samtliche RCC und NKC, sowie LCL mit dem Index MZ wurden von Prof. A. Knuth,
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Universitat Zirich (CH), und dem Ludwig Institut flur Krebsforschung (LICR), Zirich (CH)
zur Verfigung gestellt.26 RCC mit dem Index PB wurden von Prof. Storkus, Universitat
Pittsburgh (PA, USA) zur Verfugung gestellt. RCC mit dem Index BA wurden von Dr. E.
Ranieri, Universitat Bari, Italien; zur Verfligung gestellt. CO, HCC und LC wurden von
Dr. S. Strand und Dr. S. Horn, Universitat Mainz, zur Verfigung gestellt. Mel und PC

wurden bereits beschrieben. 228

COS-7-Zellen

COS-7-Zellen sind fibroblastare Nierenzellen der Grinen Meerkatze (Ceropithecus

aethiops). Sie sind mit einem deletiertem Genom des SV40-Virus transformiert und
exprimieren konstitutiv das grofe T-Antigen dieses Polyomavirus. Dadurch wird die
episomale Replikation von zirkularen Plasmiden, die einen SV40-DNA-Replikations-
ursprung tragen, erméglicht.'® COS-7-Zellen sind in dieser Arbeit zur transienten

Transfektion mit Expressionsplasmiden eingesetzt worden.

293T-Zellen

Die 293T-Zelllinie ist eine stabil wachsende Zelllinie aus humanen embryonalen
Nierenzellen, die durch das transformierende Gen des Adenovirus-Typ5 immortalisiert
wurde.”™® Sie exprimiert zusatzlich das groRe T-Antigen des SV40-Virus. Die 293T-
Zellen wurden freundlicherweise von N. Shastri, University of California (Berkeley, USA),

zur Verfugung gestellt.

T2-Zellen und HLA-Transfektanten

Die humane lymphoide Zelllinie T2 kann aufgrund eines genetischen Defektes keine
1

endogenen Peptide Uber HLA-Klasse-l-Molekiile prasentieren.’ Sie besitzt zwar
eigene HLA-Klasse-I-Moleklile, diese sind aber an der Zelloberflache nicht stabil, da es
nicht zur Ausbildung des trimeren Komplexes aus HLA-Molekul, B2-Mikroglobulin und
Peptid kommt."? T2-Zellen exprimieren rudimentar HLA-A2 und -B5 3. HLA-A2 1aRt
sich durch Zugabe von entsprechenden Peptidliganden ins Kulturmedium auf T2-Zellen
stabilisieren.?

Zum Testen der naturlichen Peptidliganden aus den HPLC-Fraktionen standen uns

HLA-Transfektanten von T2 zur Verfugung (T2-A3, T2-B7, T2-B44, T2-Cw7). Auch
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diese HLA-Molekule lassen sich durch externe Zugabe entsprechender Peptidliganden

auf T2-Zellen stabilisieren.

K562-Zellen und HLA-Transfektanten

Die Zelllinie K562 wurde ursprunglich aus einem Patienten mit chronischer myeloischer

Leukamie isoliert.”** Sie tragt keine HLA-Klasse-I-Molekiile an ihrer Zelloberfliche und
fungiert daher als NK-Zielzelle.”® Ahnlich den T2-Zellen kénnen HLA-Klasse-I-
transfizierte K562-Zellen zum Testen naturlicher Peptidliganden aus den HPLC-

Fraktionen herangezogen werden.

PHA-Blasten
FUr Reaktivitatsstudien der generierten T-Zellpopulationen vom Spender 1009798
gegen autologe Zellen, wurden aus PBMC des Patienten MZ1851 PHA-Blasten

generiert."®

2.1.14 Synthetische Peptide

Die in dieser Arbeit verwendeten Peptide wurden von Dr. J. W. Drijfhout (Universitat
Leiden, Niederlande) mit einem ,Syro Peptide Synthesizer” (Multisyntech, Witten) per
Fmoc-Technik synthetisiert’>”. Die lyophilisierten Peptide hatten eine Reinheit von
>90%. Sie wurden in PBS/10% DMSO geldst und auf eine Konzentration von 2mg/ml
eingestellt, aliquotiert und bei —20°C aufbewahrt. Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick tber
die Aminosauresequenzen der verwendeten Peptide, den Namen des Ursprungs-
proteins und die Angabe des prasentierenden HLA-Moleklils.

Alle Peptidsequenzen sind von N- nach C-terminal angegeben. Die Aminosauren

werden mit dem Ein-Buchstaben-Code abgekurzt.
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Sequenz Protein prasentierendes
HLA-Molekl

APGPPGRSML RAVER 1 [Homo sapiens] HLA-B*0702

APRVPVQAL Serologically defined breast cancer HLA-B*0702
antigen NY-BR-16 [Homo sapiens]

LPHAPGVQM Histone deacetylase 2 variant HLA-B*0702
[Homo sapiens]

FPAGPPSHSL Hypothetical protein [Homo sapiens] HLA-B*0702

LPRGSIPRSL Minichromosome maintenance HLA-B*0702
Protein 6 [Homo sapiens]

RPAQPPRLL C10rf85 protein [Homo sapiens] HLA-B*0702

APSPRPLSL C190rf28 protein [Homo sapiens] HLA-B*0702

VPRSASVLL unnamed protein product HLA-B*0702

Tabelle 2.3: Samtliche fiir die vorliegende Arbeit synthetisierten Peptide mit Angabe des Ursprungs-
proteins und des prasentierenden HLA-Klasse-I-Molekiils.

2.1.15 ELISPOT-Experimente

Multiscreen 96-well Filtration Plate Millipore (Eschborn)
(mit Nitrozellulosemembran)

Anti-hIFN-y-Antikdrper #1-D1K (Maus-IgG) Mabtech AB (Nacka, S)

Anti-hIFN-y-Antikdrper #7-B6-1 (Maus-lgG) Mabtech AB (Nacka, S)
biotiniliert

Automatische Auswertung

Die Auswertung der IFN-y ELISPOT-Experimente erfolgte automatisch mit dem KS
ELISPOT-System Version 4.2.0 der Firma Zeiss (Jena). Das System besteht aus einem
Auflichtmikroskop mit Motortisch und Autofokus. Jede einzelne Testeinheit (TE) der

Elispotplatte kann vom Motortisch prazise angesteuert werden. Eine angeschlossene
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Farbkamera nimmt die Zytokinspots auf, die digitalisiert und anschlie3end durch die KS

ELISPOT-Software ausgewertet werden. %%

2.2 Methoden
2.21 Zellkultur

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

Suspensionszellkulturen wurden in Zellkulturflaschen in einer Zelldichte von 2-4x10°/m
RPMlkompiett Kultiviert, im Abstand von 3-4 Tagen gezahlt und subkultiviert, wenn ihre
Dichte etwa 1x10° Zellen/ml erreicht hatte. Dabei wurden sie wieder auf 2-4x10°
Zellen/ml Medium eingestellt.

Adherent wachsende Zellkulturen wurden in liegenden Kulturflaschen verschiedener
Grofie in RPMlompiett Kultiviert und je nach Wachstumsgeschwindigkeit jeden dritten bis
vierten Tag subkultiviert. Dazu wurden die Zellen fur 5 Minuten in 0,05% Trypsin-EDTA
inkubiert und anschlieffend durch Spulen mit RPMI in Suspension gebracht. Nach
Zentrifugation wurden sie mit einer Dichte von 1x10* Zellen/cm? ausgesit.

Die Expansion der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC fur biochemische
Praparationsmethoden wurde in Wannestapel-Kultursystem (Nalge-Nunc) durchgefihrt.
Auf 10 Ebenen kénnen die Zellen auf >6300cm? kultiviert werden. Ein Wannestapel-
Kultursystem wurde mit 80-90x10° Zellen in 1000ml RPMlyompiett beimpft und nach 7-10
Tagen Inkubation (37°C, 5% CO.) ,geerntet’. Dazu wurden die Zellen mit 500ml 0,01%
Trypsin-EDTA oder Accutase Il (1:5 mit PBS vorverdinnt) fir 30min bei 37°C inkubiert,
um die Zellen abzul6sen. Von den geernteten Zellen wurde das Kultursystem erneut mit
80-90x10° Zellen beimpft. Ein Kultursystem konnte mehrmals verwendet werden. Der

Hauptteil der expandierten Zellen wurde, nach Schockgefrieren mit flissigem Stickstoff
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(-196°C), bei -80°C kryokonserviert. Pro Kulturzyklus konnten ca. 3x10® Zellen pro

Wannestapel gewonnen werden.

2.2.2 Isolation CD8" T-Lymphozyten aus Buffy Coats

Zunachst wurden aus den Buffy Coats samtliche peripheren mononuklearen
Blutlymphozyten (PBMC) mittels Dichtegradientenzentrifugation durch Ficoll in 50ml
LEUCO-SEP-RoOhrchen (Greiner) isoliert. Dazu wurde der Inhalt eines Buffy Coats
vorsichtig in die Rohrchen pipettiert, die zuvor mit 15ml Ficoll beschichtet worden waren.
Nach Zentrifugation bei 1000xg (20 Minuten bei Raumtemperatur) waren die
Lymphozyten als trube Interphase oberhalb der Ficollschicht erkennbar und konnten mit
einer Pipette abgenommen werden. Sie wurden mindestens viermal mit RPMI
gewaschen und dann entweder in Portionen von 20 bis 50x10° Zellen kryokonserviert,
oder einer positiven CD8" T-Lymphozyten-Selektion unterzogen. Dazu wurden die
PBMC mit MACS-CD8-MicroBeads (Miltenyi Biotec) inkubiert. Die Beads bestehen aus
magnetischen Klgelchen, die an murine anti-humane-CD8-Antikérper konjugiert sind
und binden daher auchlieRlich an CD8" T-Lymphozyten. Nun wurden die PBMC (iber
eine magnetisierte Trennsaule (MACS Separation Column, Miltenyi Biotec) gegeben.
Durch die magnetischen Beads werden die CD8" Zellen auf der Saule gehalten. CD8"
Zellen (CD8-Negativfraktion) passieren die Saule und werden separat aufgenommen.
Nach Entmagnetisierung der Trennsaule kann man die CD8" T-Lymphozyten eluieren

und durch mehrmaliges Waschen weitgehend von ungebundenen MicroBeads trennen.

2.2.3 Generierung tumorreaktiver CD8" T-Lymphozyten durch allogene MLTC

Aus den frisch isolierten CD8" Zellen des Spenders und, mit 100 Gray (Gy) letal
bestrahlten, Tumorzellen der Linie MZ1851-RCC bzw. 35 Gray (Gy) bestrahlten CD8-
Zellen als ,Feeder“-Zellen wurden gemischte Lymphozyten-Tumorzell-Kulturen (MLTC,
mixed lymphocyte tumor cell cultures) angesetzt. Die Tumorzellen wurden drei Tage

zuvor mit 1001U/ml IFN-y vorbehandelt. Pro Kultureinheit einer 24-Loch-Platte wurden
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1x10° CD8" Zellen des Spenders, 1x10° Tumorzellen und 5x10° CD8-Zellen in 2ml
AIM-Viomplett KOKultiviert. Am dritten Tag wurden jeder Kultureinheit (KE) 2501U/ml rhiL-2
und 5ng/ml rhiL-7 zugegeben. Sieben Tage nach der ersten Stimulation wurden die
Lymphozyten restimuliert. Dazu wurden je 1x10° Lymphozyten erneut mit 1x10°
bestrahlten Tumorzellen und 5x10° CD8™-Zellen in 2ml AIM-Viompiett inklusive rhiL-2 und
rhiL-7 stimuliert. Jene CD8" Zellen, die ein Antigen auf den Zielzellen erkennen,
sezernieren verschiedene Zytokine, die einerseits die Zielzelle lysieren und andererseits
die sezernierende T-Zelle selbst zur Proliferation stimulieren. Von nun an wurden die
Zellen wochentlich auf die gleiche Weise restimuliert. Bei starker Proliferation wurden
die Zellen bereits nach vier Tagen subkultiviert, wobei der Inhalt jeder KE auf zwei KE
aufgeteilt wurde. Dabei wurden alle KE mit frischem Medium ohne Zytokinzugabe auf

2ml aufgefullt.

2.2.4 Klonierung von tumorreaktiven CD8" T-Lymphozyten

Um klonale tumorreaktive T-Zellen zu erhalten, wurden die MLTC 1851-5-Responder-
lymphozyten mit dem Grenzverdiinnungsverfahren kloniert."*® Dabei wurden am Tag 28
der Kultivierung Einzelzellsuspensionen von T-Lymphozyten aus der MLTC hergestellt
und unabhangig voneinander in jeweils funf 96-Loch-Flachbodenplatten mit einer Zelle
bzw. 0,3 Zellen pro well restimuliert. Die Restimulation der Responderlymphozyten
erfolgte wochentlich mit 3x10® zuvor mit 100Gy (Gray) letal bestrahlten und IFN-y-
vorbehandelten (1001U/ml) Zellen der Tumorlinie MZ1851-RCC sowie mit 4x10* AK-
EBV-LCL-,Feeder‘-Zellen pro well und wurden in jeweils 200ul AIM-Viompiett inklusive der
Zytokine rhiL-2 (250IU/ml) und rhIL-7 (5ng/ml) pro Kultureinheit (KE) kultiviert. Die
Lymphozyten, die ein Antigen auf der Tumorlinie erkennen, wurden so zur Proliferation
angeregt und konnten durch mehrmalige Restimulation beachtlich expandiert werden.

Abhangig von den jeweiligen proliferativen Eigenschaften der so erhaltenen klonalen
CTL wurden diese in 24-Loch-Platten transferiert und wochentlich restimuliert. Dazu
wurden 1x10% CTL mit 5x10* Tumorzellen und 2x10° AK-EBV-LCL in 2ml AIM-Viompiett
inklusive 250IU/ml rhIL-2 und 5ng/ml rhiL-7 pro KE ausgesat. Die drei Tage vor
Stimulation mit 1001U/ml IFN-y vorbehandelten Tumorzellen und die AK-EBV-LCL-
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.Feeder‘-Zellen waren mit 100Gy letal bestrahlt worden. Schnell wachsende CTL
wurden nach drei bis vier Tagen subkultiviert, indem der Inhalt jeder KE auf zwei
aufgeteilt wurde. Erneut wurden alle KE mit frischem Medium ohne Zytokinzugabe auf

2ml aufgefulit.

2.2.5 Zytotoxizitatstest
2251 Zytotoxizitatstest zum Nachweis von Tumorreaktivitat

Zytotoxische T-Zellen (CTL) Ilysieren bei Antigenkontakt die Zielzelle durch
verschiedene Effektormechanismen. Diese CTL-mediierte Zytotoxizitat kann durch den
*1Cr-Freisetzungstest gemessen werden.'"" Die Zielzellen wurden fiir 90 Minuten mit
100uCi Nay(°'Cr)O4 (Amersham Buchler, Braunschweig) im Brutschrank inkubiert. Dabei
nehmen die Zellen das radioaktive Chromsalz auf und halten es aktiv in der Zelle. Nach
viermaligem Waschen mit RPMI wurden je nach Test 1000-1500 Zellen/Testeinheit mit
T-Zellen in verschiedenen Effektor/Zielzell-Verhaltnissen (E:T, effector:target) zwischen
1:1 und 90:1 in Testeinheiten einer 96-Loch-V-Mikrotiterplatte gegeben. Das
Inkubationsvolumen lag bei 160ul. Der Test wurde fur vier bis sechs Stunden im
Brutschrank inkubiert und durch Zentrifugation der Platten beendet. Pro Testeinheit
wurden 80 pl des Uberstandes entnommen und in einem Gamma-Counter (Pharmacia)
auf freigesetztes Chrom Uberpriift. Als Positivkontrolle diente der Uberstand chromierter
Zellen, die durch zugegebenes Detergens (Tween20 in einer 1%-igen Losung) lysiert
wurden. Die spontane Chromfreisetzung der Tumorzellen wurde durch Zugabe von
Medium ohne CTL ermittelt. Die spezifische Lyse eines T-Zellklons wurde nach

folgender Formel bestimmt:

experimentelle 51Cr-Freisetzung — spontane 51Cr-Freisetzung
x100

maximale °'Cr-Freisetzung — spontane °'Cr-Freisetzung
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Klonale CTL wurden am vierten oder finften Tag nach einer Restimulation im

Zytotoxizitatstest untersucht. Alle Testansatze wurden in Doppelwerten durchgefuhrt.

2.25.2 Zytotoxizitatstest zum Screenen der HPLC-Fraktionen

Da die gewonnenen HPLC-Fraktionen mittels Zytotoxizitatstest auf Bioaktivitat
untersucht wurden, wird der methodische Ablauf des Testes hier erklart. Der fur
Bioassays aufbewahrte Teil einer jeden Fraktion (70upl) wurde zunachst in der
Vakuumzentrifuge auf 1ul eingeengt und mit 100ul PBS verdinnt. Als Zielzellen flr den
Chromtest wurden T2-Zellen bzw. verschiedene HLA-Transfektanten von T2-, K562-
oder C1R-Zellen verwendet. Diese wurden mit den HPLC-Fraktionen beladen und dann
mit den entsprechenden klonalen CTL bei einem bestimmten Effektor/Zielzell-Verhaltnis
(zwischen 20:1 und 40:1) inkubiert. Um die externe Peptidbeladung der HLA-Moleklile
zu optimieren, wurde B2-Mikroglobulin (82m) mit einer Endkonzentration von 5-10ug/ml
mit in den Versuchsansatz gegeben. Um den verbliebenen Saureanteil in den HPLC-
Fraktionen zu puffern, wurde HEPES-Puffer mit 25-50mM Endkonzentration erganzt.

Es wurde bereits gezeigt, dald die Vorbehandlung von HLA-Klasse-I-positiven Zellen mit
monoklonalen anti-HLA-Klasse-I-Anitikdrpern zu einer Verstarkung der Peptid-
prasentation fiihrt'*2. Dieser Effekt wurde genutzt, um die Préasentation der natiirlichen
Peptidliganden aus den HLA-Klasse-I-HPLC-Fraktionen auf die verwendeten Zielzellen
zu steigern. Die HPLC-Fraktionen wurden von der flnften bis zur 70. Minute (siehe
Kapitel 2.2.8.2) mit den jeweiligen T-Zellen auf Bioaktivitat untersucht. Das
Standardprotokoll fur den Zytotoxizitatstest wurde dazu wie folgt verandert:

1000 chromierte Zielzellen wurden in 70ul Medium (inklusive Bom und HEPES) in einer
96-Loch-V-Mikrotiterplatte vorgelegt. Dazu wurden 10ul der jeweiligen HPLC-Fraktion
pipettiert. Zur Peptidbeladung wurde nun der Test vor der T-Zell-Zugabe 90 Minuten bei
37°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe der T-Zellen in 80ul Medium. Der Test
wurde fur 6 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
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2.2.6 Gamma-Interferon-ELISPOT-Assay

Gamma-Interferon (IFN-y) ist eines der Zytokine, die von T-Lymphozyten nach
Antigenkontakt sezerniert werden (siehe Abblidung 2.1). Das Prinzip des ELISPOT-
Assays (enzyme linked immunosorbent spot assay) besteht darin, daf® ein monoklonaler
Antikorper gegen ein Zytokinepitop mit dem konstanten Teil seiner schweren Kette an
eine Nitrozellulose- oder Nylonmembran gebunden wird. Daraufhin werden
Lymphozyten, die bei Antigenkontakt das Zytokin sezernieren koénnen, mit ihren
Zielzellen auf der Membran koinkubiert und die dabei freigesetzten Zytokine durch den
variablen Abschnitt des Antikorpers gebunden. Nach Abwaschen der Zellen wird ein
Detektionsantikorper, der ein zweites Epitop des Zytokins erkennt, dazugegeben. Der
Zweitantikorper ist an Biotin gekoppelt, das wiederum durch Avidin nachgewiesen
werden kann. Ein an Avidin gebundenes Enzym (Peroxidase oder Alkalische
Phosphatase) setzt im nachfolgenden Schritt sein Substrat um und kennzeichnet
dadurch die Orte der Zytokinfreisetzung auf der Membran (siehe Abbildung 2.2).

Die Elispotplatte (96-Loch-Mikrotiterplatte mit einem Boden aus Nitrozellulose) wurde
am Vorabend des Testtages mit dem anti-IFN-y-Primarantikorper beschichtet und uber
Nacht bei 4°C aufbewahrt oder direkt am Testtag fur zwei Stunden bei 37°C, 5% CO;
inkubiert. Der Antikdrper wurde mit 10ug/ml und 60pl/Testeinheit in PBS eingesetzt. Vor
der Zellbelegung wurde nichtgebundener Antikorper durch dreimaliges Waschen mit
PBS entfernt und freie Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran durch
serumhaltiges Medium blockiert. Bei Transfektionsexperimenten wurden die Zielzellen
nach der Antikérperbeschichtung direkt in serumhaltigem Medium in die Testeinheiten
(TE) gegeben. Anschliefiend wurden die Lymphozyten in AIM-V (oder RPMIkiomplett) ZU
den Zielzellen gegeben. Mononukleare Zellen des peripheren Bluts (PBMC) wurden mit
100.000 Zellen eingesetzt. Mehrfach restimulierte T-Lymphozyten wurden mit 5000-
30.000 Zellen pro TE eingesetzt. Der Test wurde fir 20 Stunden im Brutschrank
inkubiert und danach entwickelt. Dazu wurden die Platten mit PBS/0,05% Tween20
gewaschen. Danach wurden 60pl/TE des biotinylierten Zweitantikbrpers in einer
Konzentration von 2ug/ml PBS/0,5% BSA in die TE pipettiert und diese fur zwei Stunden
bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden 100ul des Avidin-

Peroxidase-Komplexes zugegeben und die Elispotplatte fir eine Stunde bei RT
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inkubiert. Der Komplex wurde bereits 30 Minuten vorher vorbereitet, indem zu je 10ml
PBS/0,1% Tween20 je ein Tropfen Reagenz A und Reagenz B aus dem Vectastain®
Elite Kit gegeben wurden.

AnschlieBend wurde die Platte mit PBS/Tween20 und mit PBS gewaschen. Durch
Zugabe von 100ul/TE AEC-Substratibsung wurde der Test entwickelt. Die
Substratlosung bestand aus einer in 2,5ml Dimethylformamid gelosten AEC-Tablette,
aufgefullt ad 50ml mit Acetatpuffer und Zugabe von 25ul Wasserstoffperoxid. In der
Regel war die Farbung nach drei bis funf Minuten so intensiv, dal} die Reaktion durch
Spulen mit H,O gestoppt werden konnte. Die automatisierte und standardisierte Zahlung

der IFN-y-Spots erfolgte erst nach vollstandiger Abtrocknung der Nitrozellulose. %13

IFN-y
© OOOO 0 0 o°
o O O 5 0
o 0~ 0
@)
T-Zellrezeptor (TCR)
HLA-Klasse-l
CDs8

O B,m

Antigenprasentierende Zelle
APC

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Antigenerkennung. Die CD8" T-Zelle erkennt ihr Antigen
auf der Zielzelle und sezerniert verschiedene Zytokine (u. a. IFN-y). TCR = T-Zellrezeptor, CD8" = CD8
positive T-Zelle, APC = Antigenprasentierende Zelle (z. B. MZ1851-RCC), HLA-I = HLA-Klasse I-Molekil,
Bom = Bo-Mikroglobulin, CD8 = kostimulatorisches Molekul CDS8.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des IFN-y-ELISPOT-Assays. A: Avidin, APC: Antigen-
préasentierende Zelle. P: Peroxidase. 1: Die Nitrozellulosemembran wird mit anti-hIFN-y-Antikérper
beschichtet. 2: Koinkubation von APC und CD8" T-Zellen fiihrt bei Antigenerkennung zur Sekretion von
IFN-y. 3: Zugabe des biotinilierten Zweitantikdrpers gegen humanes IFN-y. 4: Anlagerung der Avidin-
Peroxidase-Komplexe an das Biotin. 5: Zugabe von AEC (Amino-Ethyl-Carbazol) flhrt zur Umsetzung des
Substrates durch die Peroxidase. 6: Beispiel einer Negativkontrolle. Die T-Zellen sezernieren kein IFN-y,
das durch die Antikdrper nachgewiesen werden kann. 7: Beispiel einer positiven Reaktion. Nach
Antigenerkennung sezernieren die T-Zellen IFN-y, welches durch die Antikbrper nachgewiesen werden
kann. Jeder IFN-y—Spot wird durch eine IFN-y-sezernierende Zelle gebildet.

2.2.6.1 ELISPOT-Assay zur Bestimmung der HLA-Restriktion mittels Anti-
korperblockade (Blockadetest)

Die HLA-restringierte Reaktivitat von T-Zellen gegen das Antigen auf ihrer Zielzelle kann
durch bestimmte HLA-reaktive monoklonale Antikorper verhindert werden. Dabei
werden die jeweiligen HLA-Moleklle auf der Oberflache der Zielzellen sterisch derart

blockiert, dal® die T-Zelle ihr Antigen nicht mehr erkennt.
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der HLA-Blockade durch HLA-allelspezifische Antikdrper. Die
Erkennung des Antigens durch die T-Zelle ist durch den Antikérper unterbunden und die Zytokinsekretion
bleibt aus (Abkiirzungen wie bei Abbildung 2.1).

Mittels HLA-Blockade durch verschiedene HLA-allelspezifische Antikorper kann die
HLA-Restriktion der T-Zellen ermittelt werden. Unter den inzwischen zahlreichen HLA-
spezifischen monoklonalen Antikérpern (siehe 2.1.12) sind allerdings nur sehr wenige
fur Blockadeexperimente geeignet, da sie nicht nur das HLA-Allell, bzw. eine HLA-
Allelgruppe, spezifisch erkennen mussen, sondern dieses auch so blockieren sollen,
dald der T-Zelle die Erkennung des HLA-Peptid-Komplexes verwahrt ist.

Die verwendeten HLA-spezifischen Blockadeantikorper waren:

e W6/32: Dieser mAK erkennt eine raumliche Struktur aller HLA-Klasse-I-
Proteine, die mit Bom assoziieren. Dadurch werden alle HLA-Klasse-I-
restringierte CD8"-T-Zellen blockiert.

o B123.2: Der mAK erkennt und blockiert ein gemeinsames Epitop aller HLA-
B- und HLA-Cw-Allele, sowie der Mitglieder der HLA-Aw19-Subgruppe der
HLA-A-Allele, die in unserem Modell nicht auftreten.
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e GAP-A3: Der mAK erkennt und blockiert allelspezifisch HLA-A3.

o MA2.1: Der mAK erkennt und blockiert allelspezifisch HLA-A2.
Somit lagen im System MZ1851 allelspezifische Blockadeantikorper fur HLA-A2 und
HLA-A3 vor. Zur Blockade der Allele HLA-B7, -B44 und -Cw7 lag nur der Antikdrper
B123.2 vor, der an alle diese HLA-Moleklle bindet. Alle Antikdrper wurden in

Konzentrationen zwischen 50 und 100ug/ml zur Blockade verwendet.

2.2.6.2 Transiente Transfektion von COS-7-Zellen und 293T-Zellen im ELISPOT-
Assay

Um ausschlielen zu konnen, dall HLA-restringierte CTL des Spenders 1009798 statt
eines Peptidliganden das epitopprasentierende HLA-Molekul auf der allogenen
Tumorlinie MZ1851-RCC erkennen, wurden die Plasmide mit den Tumor-HLA-
kodierenden cDNA-Klonen in COS-7- oder 293T-Zellen transient transfiziert. Im IFN-y-
ELISPOT-Assay konnte dann untersucht werden, ob das HLA-Molekul des Tumors
bereits ohne tumorspezifisches Antigen zu einer T-Zellantwort fihrt.

Zur transienten Transfektion von COS-7- und 293T-Zellen mit HLA-kodierender cDNA
stand die Methode mit Hilfe des PolyFect®-Reagenz (Qiagen, Hilden) zur Verfiigung. Die
transiente Transfektion mit PolyFect® konnte direkt in antikdrperbeschichteten
Elispotplatten durchgefiihrt werden. Dazu wurden die Zielzellen mit 2x10%/TE in 120ul
RPMlkomplett, ohne Antibiotika VOrgelegt, wodurch zeitgleich die freien Bindungsstellen auf der
Nitrozellulosemembran blockiert wurden. Die Plasmide mit der zu transfizierenden HLA-
cDNA wurden mit dem Transfektionsreagenz in 30ul RPMlghne antibiotika j€ TE auf einer
Rundboden-Mikrotiterplatte folgendermalden vorbereitet:

e 10pl RPMI inklusive der jeweilige HLA-cDNA (100-200ng)
e 20ul RPMI inklusive 0,5ul bzw. 1,0ul PolyFect (293T- bzw. COS-7-Zellen)

Die Ansatze wurden fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich Komplexe
aus sogenannten aktivierten Dendrimeren und der cDNA ausbilden konnten. Danach
wurden pro TE 30ul Transfektionslosung zu den 120ul Zielzellen gegeben. Dieser
Transfektionsansatz wurde fir 24 Stunden inkubiert, um die entsprechenden Proteine

synthetisieren zu konnen. Nach Abpipettieren des Mediums und Zugabe
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entsprechender HLA-restringierter T-Zellen wurde der Test fur weitere 20 Stunden
inkubiert und anschlief3end entwickelt.

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden Kontrollen durchgefihrt, bei denen
zusatzlich zur HLA-cDNA auch eine bekannte antigenkodierende cDNA transfiziert
wurde. Dies konnte dann mit entsprechenden HLA-restringierten und antigen-
spezifischen CTL nachgewiesen werden. Diese Kontrollzellen wurden von Prof. T.
Wolfel, Universitat Mainz, zur Verfugung gestellt.

2.2.6.3 Peptiderkennung im ELISPOT-Assay

Anhnlich dem Zytotoxizitatstest mit natirlichen Peptidliganden aus HPLC-Fraktionen
(siehe Kapitel 2.2.5.2) laf3t sich auch mittels des IFN-y-ELISPOT-Assays die Erkennung
extern zugegebener Peptidliganden (naturlich oder synthetisch) mit entsprechenden
CTL testen. Dieser Test wurde in den Fallen herangezogen, die zur Ermittlung von
theoretisch mdglichen Peptidantigenen fuhrten, die synthetisch hergestellt wurden. Pro
Testeinheit wurden dazu 75.000 T2- oder 100.000 K562-Zellen, bzw. die jeweils
relevanten T2/K562-HLA-Transfektanten, unter Anwesenheit von om (5ug/ml) mit dem
jeweiligen Peptid (10ug/ml) vorinkubiert und anschlieBend fur 20 Stunden mit 10.000
Zellen pro Testeinheit mit dem jeweiligen CTL inkubiert. Wurde eines der synthetisierten

Peptide erkannt war somit das Antigen des betreffenden CTL gefunden.

2.2.7 DurchfluBzytometrie zur phanotypischen Charakterisierung von zellularen

Oberflachenmarkern

Die phanotypischen Untersuchungen wurden zur Charakterisierung von Lymphozyten
und Tumorzelllinien mit spezifischen monoklonalen Antikdrpern fir bestimmte
Oberflachenmolekile durchgefihrt. Es handelte sich um Maus- oder Rattenantikdrper
(IgG), die gegen die jeweiligen humanen Molekule gerichtet waren. Diese Antikorper
waren entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC, PE oder PC5) konjugiert,

oder sie mufdten durch einen farbstoffkonjugierten Sekundarantikérper (Ziege-anti-Maus
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oder Ziege-anti-Ratte) = nachgewiesen  werden. Durch  Kombination  der
Fluoreszenzfarbstoffe konnten bis zu drei Oberflachenmolekule parallel untersucht
werden. Diese Fluoreszenzfarbstoffe werden im DurchfluRzytometer durch Laserlicht
verschiedener Wellenlange angeregt und emittieren dabei ein positives Signal.
Signalgebende Zellen kdnnen identifiziert und quantitativ ausgezahlt werden.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit RPMI gewaschen, gezahlt und pro
Versuchsansatz zu 50.000-100.000 Zellen in FACS-Rohrchen gegeben. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Zellpellet resuspendiert und 50ul des jeweiligen Antikorpers
(1 bis 10ug/ml) zugegeben und 30min bei 4°C inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde mit einem fluoreszenzmarkierten Ziege-anti-Maus-Antikorper
gegengefarbt und erneut 30min bei 4°C inkubiert. Bereits fluoreszenzmarkierte
Antikorper wurden direkt mit dem resuspendierten Zellpellet Uber 20min bei RT
inkubiert.

Zur Quantifizierung der Oberflachenexpression von HLA-Molekilen wurden die in
Tabelle 2.1 beschriebenen anti-HLA-Antikorper verwendet. Diese sind unkonjugiert und
wurden mit einem floureszenzmarkierten Ziege-anti-Maus-Antikorper gefarbt. T-Zell-
populationen wurden auf Expression von CD8 untersucht. Weitere Untersuchungsziele
waren die quantitative Expression von CD3 und die qualitative Expression des TCR (af3-
Ketten bzw. yd-Ketten). Mit Untersuchungen auf die Strukturen CD45RA, CD45RO,
CD62L und CCRY7 sollte geklart werden, ob es sich um naive- oder differenzierte
Memory-T-Zellen handelt. Weiterhin wurden zur Unterscheidung der T-Zellen von NK-
oder NK-T-Zellen auch die CD-Molekile CD16, CD56, CD57, CD28, CD94, CD25,
CD69, sowie CD158a und CD158b untersucht.

2.2.8 Biochemische Aufreinigung und Auftrennung natirlich prozessierter

Tumorantigene

Die biochemische Aufreinigung der naturlich prozessierten Tumorantigene wurde nach
der Methode von Prof. F. Hunt, University of Virginia, durchgefiihrt.** Dabei werden aus
einem  Detergens-Lysat einzelne  HLA-Peptid-Komplexe  mittels  Affinitats-

chromatographie isoliert. Die Affinitatssaulen werden zuvor durch Kopplung mit HLA-
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spezifischen monoklonalen Antikérpern an eine Protein-A-Sepharose-Matrix konstruiert.
Nach Aufreinigung der jeweiligen HLA-Klasse-lI-Komplexe auf den verschiedenen
Saulen werden sie bei pH 2,7 aufgebrochen und eluiert. Das Eluat wird durch eine
10kD-Membran filtriert, die nur von den HLA-Peptidliganden passiert werden kann.
Nach anschlieliender Konzentration in einer Vakuumzentrifuge wird das Peptidgemisch
mittels RP-HPLC in einem ansteigenden Acetonitrilgradienten separiert und in
Fraktionen getrennt gesammelt.

2.2.8.1 Affinitatschromatographie der HLA-Komplexe und Aufreinigung der
natiirlichen HLA-Liganden

Aus insgesamt etwa 1,2x10'® expandierten und kryokonservierten Tumorzellen der
Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC wurde ein Detergens-Lysat hergestellt. Alle
folgenden Schritte bis zum Einengen der Eluate in der Vakuumzentrifuge fanden in
einem Kuhlraum bei 4°C statt. Die Tumorzellen wurden in einem 500ml Becherglas mit
Buffered Detergent Solution inklusive Proteaseinhibitoren (BDSp) zu einem
Gesamtvolumen von 300ml aufgefullt und 60 Minuten auf einem Magnetrihrer geruhrt.
Durch das Detergens wurden die Zellen aufgebrochen und samtliche Proteine
freigesetzt. Fur die weitere Praparation war es wichtig, dal® der HLA-Peptid-Komplex
aus HLA-Kette, Bm und den Peptidliganden erhalten blieb. Das Lysat wurde
anschliellend durch Ultrazentrifugation (60min, 100.000xg) vom Zelldebris getrennt.
Dabei sammelten sich Zellfragmente im Pellet und Lipide an der Oberflache. Der klare
Uberstand, der samtlichen Proteine enthielt, wurde gesammelt und durch einen 0,45um
SpritzenaufsatZfilter filtriert.

Parallel wurden die Immunchromatographiesaulen hergestellt. Dazu wurden vier Econo-
Saulen (J 1,5cm, BioRad) mit ca. 2ml gequollenem Sepharose-CL-4B Gel vorbereitet
und ohne Lufteinschlisse mit einem Flow-Adapter verschlossen. Die Saulen wurden mit
Puffer | auf pH 8,0 eingestellt. Danach wurden jeweils 15mg der Antikorper in 15ml
Puffer | aufgenommen und mittels einer Peristaltik-Pumpe an die jeweilige Saule
gebunden. Mit der ,Bradford“-Methode zur photometrischen Proteinbestimmung (595nm

Wellenlange) konnte die Bindungseffizienz gemessen werden. Es wurden Saulen mit



2. Material und Methoden 53

den Antikdrpern a-A24 und B123.2 vorbereitet. Aul’erdem wurde eine Econo-Saulen
(@ 1,0cm) mit 1ml CNBr-aktiviertem Sepharose-4B-Gel, deren aktivierte Gruppen mit
Glyzin blockiert waren, vorbereitet. Sie diente in der anschlieRenden Chromatographie
als Vorfilter. Samtliche unspezifisch an Sepharose bindenden Proteine sollten somit aus
dem Lysat gefiltert werden.

Durch Schlauchverbindungen wurden nun die Vorsaule, a-A24-Saule und die B123.2-
Saule ohne Lufteinschlisse hintereinander angeschlossen. AnschlieRend wurde das
ganze System mit Puffer | und BDSp, auf pH 8,0 eingestellt. Das Lysat wurde nun bei
einer FluBRrate von 1ml/min zweimal Uber das Saulensystem gepumpt. Dabei banden die
HLA-Peptid-Komplexe spezifisch an die jeweiligen Antikdrper auf den jeweiligen Saulen.
Nun wurden die Saulen voneinander getrennt und gespult. Dazu wurde jede Saule mit
den verschiedenen Tris- und NaCl-enthaltenden Puffern (Spulpuffer 1, 2 und 3; pH 8,0)
mehrmals gewaschen. AnschlieRend wurden sie am unteren Ende verschlossen und
der Flow-Adapter entfernt.

Von jeder Saule wurde ein 50ul-Aliquot entnommen, um per SDS-PAGE zu unter-
suchen, welche Menge an HLA-Moleklilen aus dem Lysat an die Antikorpersaule
gebunden hatte. Bei einem Saulenvolumen von 2ml entsprach dies 1/40 des Volumens
und somit der eingesetzten Zellaquivalente.

Nun wurden die Saulen eluiert. Dazu wurden die Gel-Beads in der Saule mit 2ml 0,2N
Essigsaure (pH 2,7) resuspendiert und 10 Minuten auf einem Rolltisch geschwenkt. Im
sauren Milieu brach die Bindung der HLA-Komplexe an die Antikorper auf. Die HLA-
Komplexe zerfielen in das 3.m, die schwere Kette und die prozessierten Peptidliganden.
Die Saulen lieen wir in 2ml Eppendorf-Cups, in denen sich 165ul Essigsaure (99,9%)
befand, austropfen. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt, so dal’ von jeder Saule ca.
7-8 gefillte Eppendorf-Cups resultierten, die bei —80°C gelagert wurden.

Die Eluate der einzelnen Saulen wurden nun bei 3500xg und 4°C uber eine 10kD-
Membran filtriert (YM-10™). HLA-Ketten, Bom und Antikdrperfragmente konnten die
Membran nicht passieren. Nur die Peptidliganden passierten durch die Membran ins
Filtrat, welches in 2ml Eppendorf-Cups gesammelt und eingefroren wurde. In
gefrorenem Zustand wurde es in einer Vakuumzentrifuge auf 100ul pro Eppendorf-Cup
konzentriert. Alle Filtrate von einer Antikdrpersaule wurden nun in ein Gefaly zusammen-

gefuhrt, auf 250ul eingeengt und bis zur HPLC-Auftrennung bei -80°C gelagert.
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2.2.8.2 Auftrennung der HLA-Liganden mittels RP-HPLC

Die HPLC ist eine leistungsstarke chromatographische Technik zur Auftrennung von
niedermolekularen Peptiden.™® Die Auftrennung aufgereinigter HLA-Liganden erfolgte
mittels ,reverse phase high perfomance liquid chromatography* (RP-HPLC) auf einer
C2/C18-Saule mit 2,'mm Innendurchmesser. Die Probe, die samtliche naturlichen HLA-
Liganden der jeweiligen Immunchromatographiesaule enthielt, wurde auf die HPLC-
Saule geladen und dann mit Acetonitril/H,O/TFA als mobiler Phase separiert. Um die
Peptide aufgrund ihrer unterschiedlichen Affinitat zur stationaren Phase von der Saule
zu eluieren, wurde der Acetonitrilanteil sukzessive erhéht (Gradientensystem). Die
FluBRgeschwindigkeit betrug 173pl/min bei einem Systeminnendruck von 335bar. Die
beiden HPLC-L6ésungen A (H,O + TFA 0,1%) und B (H,O + ACN 60% + TFA 0,085%)
wurden so zu einem Elutionsmedium kombiniert, dal® der ACN-Anteil der mobilen Phase
von der funften bis zur 70. Minute von 6% auf 45% anstieg. Dies entsprach einem
Anstieg von Losung B von 10% auf 75%, also von 1% Losung B pro Minute. Das Eluat
wurde von der funften bis zur 70. Minute minutenweise in 1,8ml-Eppendorf-Cups
fraktioniert. Gleichzeitig wurde von jedem HPLC-Lauf ein UV-Absorbtionsverlauf bei
214nm Wellenlange aufgenommen, der anzeigte, zu welchem Zeitpunkt Material von
der Saule eluiert wurde. Nach jedem HPLC-Lauf wurde die C2/C18-Saule mit reiner
Ldsung B gespult um moglicherweise verbliebenes Material von der Saule zu waschen.
Entsprechend der biochemisch aufgereinigten HLA-Liganden von der einzelnen
Antikoérpersaule (B123.2) wurde somit ein HPLC-Lauf durchgefliihrt. Von diesem HPLC-
Laufe lagen 66 Fraktionen (funfte bis 70. Minute) von jeweils 173pl Volumen vor. Jede
Fraktion wurde fur spatere MS-Untersuchungen und Biotests auf Antigenerkennung
(*'Cr-Zytotoxizitatstest) zu 100 bzw. 70ul zweigeteilt und bei -80°C aufbewahrt. Der
Zytotoxizitatstest zum Screenen der HPLC-Fraktionen auf Bioaktivitat ist in Kapitel
2.2.5.2 beschrieben.
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2.2.9 Sequenzierung von Kandidaten-Epitopen in der Massenspektrometrie

Alle massenspektrometrischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Prof. M. Karas (Universitat Frankfurt/Main) und der Firma Applied
Biosystems (Darmstadt) durchgeflhrt. HPLC-Fraktionen, die im Zytotoxizitatstest mit
tumorreaktiven Responderlymphozyten =zu signifikanter Lyse fuhrten, enthielten
vermutlich das natdrlich prozessierte HLA-Klasse-l-assoziierte Peptidantigen der
jeweiligen T-Zellen. Sie enthielten aber ebenfalls noch eine Vielzahl weiterer
Peptidliganden, die aufgrund ihres Losungsverhaltens in die gleiche HPLC-Fraktion
eluiert wurden. In den letzten Jahren ist die Massenspektrometrie zu einer wichtigen
Methode bei der Identifizierung und Sequenzierung einzelner Peptide aus komplexen
Gemischen geworden.144 Ein MALDI-Massenspektrum einer bioaktiven HPLC-Fraktion
enthalt viele verschiedene Masse-Peaks. Die grole Menge an verschiedenen Massen
macht es sehr schwierig einzelne Massenpeaks gezielt anzusteuern, um sie zur
Sequenzierung fragmentieren zu kdnnen.

Dieses Problem wurde in zwei Schritten geldst. Zuerst verschaffte man sich per MALDI-
MS einen Uberblick Uber die Massen der positiven und der jeweils benachbarten
negativen, also nicht bioaktiven, Fraktionen. Nun suchte man gezielt nach
Massenpeaks, die zwar in der bioaktiven HPLC-Fraktion auftraten, nicht aber in einer
der benachbarten negativen Fraktionen. Die so ermittelten Massenpeaks stellten die
interessantesten Kandidaten eines Peptidantigens dar.

AnschlieRend wurde die bioaktive HPLC-Fraktion mittels Kapillar-HPLC (Cap-LC) Uber
einem weiteren Acetonitrilgradienten feiner aufgetrennt. Die erhaltenen Unterfraktionen
waren weit weniger komplex als die Ausgangsfraktion. Die Anzahl an Massenpeaks war
reduziert, weil sich samtliche Peptidspezies Uber mehrere Unterfraktionen verteilten.
Aus diesen Unterfraktionen war es nun leichter mdglich, einzelne Massenpeaks zu
fragmentieren und anhand der Bruchsticksmassen die Aminosauresequenz zu

errechnen.
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2.2.10SDS-PAGE zur Bestimmung der durch Immunchromatographie aufge-

reinigten Mengen an HLA-Klasse-I-Molekulen

Zur Quantifizierung der bei der Immunchromatographie angereinigten HLA-Molekule
wurde von den einzelnen Antikorpersaulen vor Eluation ein 50ul-Aliquot enthommen
(siehe Kapitel 2.2.8.1) und per SDS-PAGE in einem 4-20%igen SDS-Gel nach
Standardverfahren aufgetrennt (SDS-PAGE = sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
gel electrophoresis).'*146

Die erwarteten Proteinbanden lagen fir die schwere Kette des HLA-I-Moleklls, bzw. fur
B2m bei ca. 44 bzw. 12kD. Die verwendeten Chromatographie-Antikdrper waren bei der
sauren Eluation teilweise in ihre schweren und leichten Ketten zerfallen und erzeugten
Banden bei ca. 50 und 25kD. Zur Bestimmung der MolekullgroRen wurde jeweils ein
Proteinmarker als GroRenmarker mitgefihrt. Aus der Dichte der Proteinbanden wurde
durch Vergleich mit mitgefuhrten Antikérperbanden die ungefahre Menge an

aufgereinigten HLA-Molekullen bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 MHC-Klasse-la-Genotypisierung von Effektor- und Stimulator-

zellen der allogenen MLTC

Beim Vorliegen nicht-identer HLA-Klasse-la-Allele zwischen den Effektor- und
Stimulatorzellen einer allogenen gemischten Lymphozyten-Tumorzell-Kultur (MLTC)
konnen T-zelluldare Immunantworten gegen ein HLA-,Mismatch®-Allel in vitro induziert
werden. Um die Generierung gewinschter antitumoraler Immunantworten mit selbst-
HLA-restringierter Reaktivitdt zu fordern, sollte zur Anlegung der allogenen MLTC,
bestehend aus Stimulatorzellen der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC und CD8"
T-Lymphozyten des Spenders 1009798, eine vollstandige Ubereinstimmung in den
HLA-Klasse-la-Loci  vorliegen. Dazu wurden zunachst genotypische HLA-
Untersuchungen mit niedrigem Auflosungsvermogen durchgefuhrt, die einen
Unterschied innerhalb der HLA-C-Allele der verwendeten Zelllinien aufzeigten. Bei den
Effektorzellen lag mit HLA-Cw5 und HLA-Cw?7 eine Heterozygotie vor. HLA-Cw5 konnte
zu keiner ,Mismatch“-Reaktivitat fihren, da dieses Allel von den Stimulatorzellen nicht
exprimiert wurde. Um ein ,Mismatch® innerhalb der HLA-Cw7-Suballele auszuschliel3en,
wurde zudem eine hochauflésende HLA-Genotypisierung durchgefuhrt. Neben der
genotypischen Ubereinstimmung der Allele HLA-A1, -A2, -B7 und -B44 wurde ein
Suballel-,Mismatch“ zwischen HLA-Cw*0704 seitens der Nierenzellkarzinomlinie
MZ1851-RCC und HLA-Cw*0702 seitens der Effektorzellen gefunden. Das Ergebnis der

HLA-Genotypisierung ist der Tabelle 3.1 zu entnehmen:

MZ1851-RCC Spender 1009798
HLA-A*0101 HLA-A*0101
HLA-A*0201 HLA-A*0201
HLA-B*0702 HLA-B*0702
HLA-B*4402 HLA-B*4402

HLA-Cw*0702 HLA-Cw*0501

HLA-Cw*0704 HLA-Cw*0702

Tabelle 3.1 : HLA-Genotypisierung der MHC-Klasse-la-Loci -A, -B und -C der Tumorlinie MZ1851-RCC
und T-Lymphozyten des Spenders 1009798. Neben einer Ubereinstimmung der HLA-Suballele HLA-A1, -
A2, -B7 und -B44 wurde ein ,Mismatch® fur HLA-Cw?7 (Fettdruck) identifiziert.
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Die Oberflachenexpression der HLA-Klasse-I-Moleklle von MZ1851-RCC wurde mit
Hilfe der DurchfluBzytometrie unter Verwendung der HLA-allelreaktiven Antikorper
MA2.1 fur HLA-A2, BB7.1 fir HLA-B7, B123.2 fur HLA-B/C, W6/32 fir Gesamt-HLA-
Klasse-l und HB55 fir HLA-DR (HLA-Klasse-Il) nachgewiesen (siehe Abbildung 3.1).
Eine Vorbehandlung der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC mit IFN-y bewirkte keine
signifikante Steigerung in der Expression der HLA-Molekule. Die verwendeten
Antikdrper konnen neben der phanotypischen Charakterisierung von Oberflachen-
molekulen auch zur biochemischen Aufreinigung der HLA-Klasse-I-Komplexe eingesetzt

werden.
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Abbildung 3.1: Phanotypische Charakterisierung der HLA-Expression der Nierenzellkarzinomlinie
MZ1851-RCC. A: HLA-Expression ohne Vorbehandlung mit IFN-y. B: HLA-Expression nach Vorinkubation
mit 1001U/ml IFN-y.

3.2 Generierung von tumorreaktiven CD8" T-Zellpopulationen durch
allogene MLTC

Aus dem Buffy Coat des gesunden Spenders 1009798 konnten 6,6x10° periphere
mononukleare Zellen (PBMC) durch Ficolldichtezentrifugation isoliert werden. Eine
immunmagnetische Selektion von CD8" T-Zellen ergab insgesamt 119x10° CD8*
T-Zellen, was einer prozentualen Ausbeute von ca. 18% der eingesetzten PBMC
entspricht. Mit den isolierten CD8" Zellen wurden verschiedene MLTCs gestartet. Die in

dieser Arbeit verwendeten und im Folgenden beschriebenen T-Lymphozyten wurden
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aus der MLTC 1851-5 generiert.

3.2.1 Charakterisierung der MLTC 1851-5

Mit der Ausgangszellzahl von 23x10° CD8" T-Zellen des Spenders 1009798 wurden
nach wochentlicher Stimulation an den Tagen 0, 7 und 14 bis zum Tag 21 insgesamt
59x10° Responderlymphozyten in vitro expandiert (Abbildung 3.2).

An Tag 21 wurde die Langzeitkultur in nur wenigen Kultureinheiten weitergefthrt und
der Uberwiegende Anteil der Responderlymphozyten kryokonserviert. Desweiteren
wurden phanotypische Untersuchungen hinsichtlich der Oberfachenmarker CD8, CD3
und CD4 durchgefiihrt. Dabei zeigten die Zellen der MLTC 1851-5 einen CD3*-Anteil
von 95,6% und exprimierten somit den T-Zellrezeptorkomplex. Weiterhin waren sie zu
99,3% fur CD8 und 11,3% fur CD4 positiv (Daten nicht gezeigt).

x10°8 Zellen
14,3
Tag 14 Tag 21
Expansionsfaktor: 0,2 2,4 4,1

Abbildung 3.2: Wachstumsverlauf der MLTC 1851-5 mit den wochentlichen Expansionsfaktoren
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3.2.2 Charakterisierung der aus MLTC 1851-5 generierten klonalen CTL

Zur Generierung von klonalen zytotoxischen T-Zellen aus der MLTC 1851-5 wurde am
Kulturtag 28 eine Klonierung mit Hilfe des Grenzverdlinnungsverfahrens angesetzt. Bei
dem Klonierungsansatz wurden je 480 wells mit einer statistischen Verteilung von einer
bzw. 0,3 Zellen pro well ausgesat. Aus diesen Einzelkulturen wurden insgesamt 110
wachsende zytotoxische T-Zellklone isoliert, von denen zwolf auf groflere Zellzahlen
expandiert und charakterisiert werden konnten. Die Bezeichnung der aus dieser
Klonierung hervorgegangenen CTL-Klone erfolgte aus einer Kombination von einem
GroRRbuchstaben und einer individuellen Nummer (z.B. CTL-Klon A4). Im IFN-y-
ELISPOT-Assay zeigten alle expandierten CTL-Klone Reaktivitdt gegen die
Tumorzelllinie MZ1851-RCC. Dagegen konnte eine Reaktivitat gegen die als ,Feeder*-
Zellen eingesetzte Zelllinie AK-EBV-LCL nicht nachgewiesen werden, so daf} die von
den CTL-Klonen erkannten Antigene von der Tumorlinie MZ1851-RCC exprimiert
werden muldten. Weitere Reaktivitatsuntersuchungen gegen PHA-Blasten des Patienten
MZ1851, welche zu einem friuheren Zeitpunkt kryokonserviert und fur die
Untersuchungen erneut in Kultur genommen wurden, waren ebenfalls negativ, so dal}
zunachst eine tumorspezifische Reaktivitat angenommen wurde (siehe Tabelle 3.3).
Von den zwdlf expandierbaren CTL-Klonen konnte lediglich bei dem CTL B98 das HLA-
A2-Molekll als Restriktionselement durch Blockadeexperimente mit einem spezifischen,
gegen HLA-A2-gerichteten Antikérper (MA2.1) und nachfolgenden Kreuzreaktivitats-
untersuchungen identifiziert werden. Aufgrund der geringen lytischen Reaktivitat und
geringen IFN-y-Freisetzung des CTL B98 gegenuber der Tumorlinie MZ1851-RCC war
dieser CTL-Klon allerdings fur die Antigenidentifizierung mittels biochemischer
Aufreinigungsverfahren ungeeignet (Daten nicht gezeigt). Die IFN-y-Spotproduktion der
restlichen CTL-Klone, welche in ausreichender Zellzahl expandiert werden konnten, war
in Blockadeexperimenten ausschlieBlich mit dem Gesamt-HLA-Klasse-I-Antikdrper
W6/32 und dem HLA-B/C-Antikorper B123.2 deutlich reduzierbar, so dald diese CTL
uber HLA-B- und -C-Allele restringiert waren (siehe Tabelle 3.2).
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CTL

A3 A4 C15 C18 D23 D25 E30 E32 G38 l44a E77 B98

anti-HLA-Klasse-l 100 100 100 100 80 100 100 100 75 100 90 100
anti-HLA-A2 o 0 o0 ©0 O0 O 10 20 0 20 10 100
anti-HLA-B/C 70 100 100 65 50 95 100 70 25 100 45 0
anti-HLA-Klasse-lI 10 10 10 10 ©0 ©0 10 25 15 20 15 30
HLA-Restriktion B/IC BIC BIC BIC BIC BIC BIC BIC BIC BIC BIC A2

Tabelle 3.2: Analyse der HLA-Restriktion aus der MLTC 1851-5 generierten und expandierbaren CTL-
Klone im HLA-Antikérper-Blockade-ELISPOT. Gezeigt wird die prozentuale Blockadewirkung
verschiedener, gegen spezifische HLA-Molekiile gerichtete, Antikorper.

Mit Hilfe von Kreuzreaktivitdtsuntersuchungen konnte bei diesen getesteten CTL, mit
Ausnahme des CTL-Klons A4, das HLA-Cw7 als Restriktionselement identifiziert
werden, so dall eine ,Mismatch“-Reaktivitat gegen das HLA-Cw*0704 angenommen
wurde (siehe Tabelle 3.3). Die Kreuzreaktivitatsexperimente mit dem CTL A4 erbrachten
hingegen keine weiteren Hinweise, welches HLA-B- oder HLA-C-Molekul durch den CTL
als Restriktionselement genutzt wurde (siehe Kapitel 3.2.3).

Durch phanotypische Untersuchungen wurde der Nachweis erbracht, dal} alle aus der
MLTC 1851-5 generierten klonalen CTL positiv fur die Oberflachenmarker CD3 und CD8
waren, sowie einen af-T-Zellrezeptor exprimierten (siehe Tabelle 3.4). Bei diesen CTL-
Klonen handelte es sich zudem um Effektor- bzw. Effektor-Memory-Zellen, da die
T-Zellen eine hohe CD45RO- und CD44-Oberflachenexpression zeigten, wahrend
CD45RA, CD28, CD62L und CCRY nur schwach und der Marker CD27 unterschiedlich
stark auf der Zelloberflache exprimiert wurde. Weitere phanotypische Analysen zeigten,
dall die CTL-Klone fur die NK-Zellmarker CD16 und CD57 negativ waren. Mit
Ausnahme einer geringen Expression von CD85j wurden inhibitorische Rezeptoren
(KIR, killer inhibitory receptor) wie KIRp70, CD158a und CD158b nicht exprimiert. Als
Raritat identifizierten wir CTL-Klon D25, der sowohl mit anti-CD8- als auch mit anti-CD4-

Antikorpern anfarbbar war.
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Zelllinie HLA-Typ CTL

A B C A3 A4 C15 C18 D23 D25 E30 E32 G38 l44a E77 B98
MZ1851-RCC 1,2 7,44 7D |4+ A+ HEE AR R +++ + +H+
MZ1851-PHA-B 1,2 7,44 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ1257-RCC 2 7,44 7 -- -- -- -- -- -- -- +- -- -- -- ++
MZ1257-EBV- 2 7,44 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
LCL
MZ5-RCC 1 7 7 -- -- -- -- -- -- -- + -- -- -- --
MZ1846-RCC 2 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- +
MZ1879-RCC 1,2 7 -- -- -- -- + -- -- -- + -- ++ +
MZ2175-RCC 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ1795-RCC 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ1973-RCC 1,2 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- ++ --
MZ1940-RCC 1 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ1774-RCC -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- +
Heardt-RCC 1,2 44 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- +++
FMKOT-RCC 2 7 +++ - = = + +++ ++ +++ ++ +++ +
Shoemaker- 1 7,44 7 +++ - +++ +++ +++ + +++ + +++ +++ +++ -
RCC
BA85-RCC 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ-2-Mel 1 44 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ-2-EBV-LCL 1 44 -- - +- -- -- +- -- + -- - - -
MZ-3-Mel 7 -- -- -- -- ++ -- -- -- ++ -- + --
MZ-3-EBV-LCL 7 n.t n.t - n.t + - n.t. - +++ n.t ++ n.t
MZ-5-Mel 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- + -- --
MZ-7-Mel 7 7 -- -- -- -- -- -- -- + -- -- -- --
MZ-7-EBV-LCL 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
MZ-9-Mel 2 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- ++
MZ-13-Mel 2 -- -- -- -- + -- -- -- ++ -- +- ++
DO05-Mel 2 44 n.t n.t n.t n.t n.t. n.t n.t n.t n.t n.t n.t ++
DO05-EBV-LCL 2 44 nt. n.t n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. +/-
D14-Mel-SRJ 7 7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- n.t.
D14-EBV-LCL 7 7 -- -- -- -- -- +- -- -- -- -- -- n.t.
SK-29-Mel 2 44 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- ++
SK-29-EBV-LCL 2 44 -- -- +- -- -- -- -- -- -- -- -- --
SK-CO-1 1,2 44 7 -- -- -- -- +- -- -- -- + -- + +
SK-CO-2 1,2 44 7 -- -- -- -- -- +- -- -- -- -- -- +
MZ-PC-1 2 nt. n.t n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. +
MZ-PC-1-EBV- 2 nt. n.t n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. -
LCL
MZ-PC-2 1,2 7 -- -- -- -- -- +- -- -- -- -- + ++
MZ-1-GB 7 -- -- -- -- -- +- -- +- + -- + n.t.
29-HT 1 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
1034-LS 2 7 -- -- -- -- -- +- -- -- + -- + +++
480-SW 2 7 7 + - ++ +/- + + + - + + ++ +
Hep | 2 44 nt. nt nt n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. +/-
MCF-7 2 44 nt. n.t n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. n.t. +/-
Hammes-Ca 2 n.t n.t n.t n.t n.t n.t. n.t n.t n.t n.t n.t +
Leukdamie-55 -- -- -- -- -- -- n.t. -- -- -- -- --
Leuk@dmie-268 -- -- +- -- -- -- n.t. + -- -- -- --
HLA-Restriktion B/IC B/IC BIC BI/IC BIC BIC BIC BIC BIC BIC BIC A2

Tabelle 3.3: Kreuzreaktivitatsuntersuchungen der aus der MLTC 1851-5 generierten und expandierbaren
CTL-Klone im IFN-y-ELISPOT-Assay pro 5.000 getesteter T-Zellen und 20.000 ,Target‘-Zellen. ,--“ < 10
IFN-y-Spots; ,+/-“ 10-30 IFN-y-Spots; ,+“ 30-200 IFN-y-Spots; ,++“ 200-500 IFN-y-Spots; ,+++“ = 500 IFN-
y-Spots; n.t. nicht getestet. (" Mit Ausnahme der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC wurden nur
Ubereinstimmende HLA-Klasse-I-Allele angegeben. ® Es handelte sich hierbei um das HLA-Cw*0702-
und das HLA-Cw*0704-Allel.
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CTL

A4 E77 D23 D25
CD3 100 100 100 100
CD4 0 3 0 100
CD8 100 100 100 100
TCRap 100 100 100 100
TCRys 0 0 0 0
CD16 0 0 0 0
CD56 42 59 23 36
CD57 1 0 6
CD27 61 34
CD28 2 2 1
CD44 100 100 100 100
CD45RA 11 4 9 5
CD45RO 93 76 93 83
CD62L 1 0 7 1
CCR7 1 1 1
KIRp70 0 0 1 0
CD85j 6 1 24 44
CD158a 0 0 0
CD158b 0 0
NKG2A 1 0 0
NKG2D 100 97 82 85

63

Tabelle 3.4: Ergebnisse der phanotypischen Untersuchungen fiir die CTL-Klone A4, E77, D23 und D25
als Reprasentanten der aus der MLTC 1851-5 generierten klonalen CTL. Gezeigt ist der prozentuale
Anteil der Zellen, die in der Durchfluizytometrie mit entsprechenden Antikérpern gegen die aufgeflhrten

Oberflachenmolekile anfarbbar waren.
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3.2.3 Detaillierte Untersuchungen zur Spezifitat des HLA-B/C-restringierten CTL-
Klons A4

Der aus der MLTC 1851-5 klonierte CTL A4 erkannte sowohl im 4h-Zytotoxizitatstest als
auch im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay die zur Stimulation der Lymphozyten eingesetzte
Tumorlinie MZ1851-RCC (siehe Abbildungen 3.3 und 3.4). Die als ,Feeder-Zellen
verwendeten AK-EBV-LCL-Zellen induzierten hingegen keine IFN-y-Freisetzung in CTL-
A4. Das NK-Zell-,Target* K562 wurde ebenfalls nicht lysiert, wodurch eine NK-
Reaktivitat des CTL-A4 ausgeschlossen wurde. Um eine tumorspezifische Reaktivitat
festzustellen, wurden sowohl kryokonservierte, als auch neu generierte PHA-Blasten
des Patienten MZ1851 als Zielzellen eingesetzt. Dabei wurde im °'Cr-Freisetzungstest
und im IFN-y-ELISPOT-Assay keine Reaktivitat nachgewiesen, so dal der CTL-Klon A4
zweifelsfrei ein tumorassoziiertes Antigen erkennt.

Antikorper-Blockadeexperimente zeigten, dal® die Erkennung der Tumorlinie MZ1851-
RCC durch den HLA-B/C-spezifischen Antikdrper B123.2 im gleichen Male inhibiert
wurde, wie durch den anti-HLA-Klasse-I-Antikbrper W6/32 (siehe Abbildung 3.5). Damit
mufdte CTL-A4 Uber eines der HLA-B- oder -C-Allele restringiert sein. Zur genaueren
Identifizierung des Restriktionselementes wurden nachfolgend Kreuzreaktivitats-
untersuchungen mit unterschiedlichen allogenen Zielzelllinien durchgefiihrt. Insgesamt
wurden 44 verschiedene Zielzelllinien, darunter Nierenzellkarzinome, Melanome,
Pankreaskarzinome, Kolonkarzinome und Leukamien, getestet, die mit MZ1851-RCC in
mindestens einem HLA-B/C-Allel Ubereinstimmten. Es konnte keine Kreuzreaktivitat mit
einer dieser getesteten Zielzellen nachgewiesen werden, so dal} es sich bei dem von
CTL-A4 erkannten Peptidantigen moglicherweise um ein fur die Tumorlinie MZ1851-
RCC spezifisches Antigen handelte (siehe Abbildung 3.6).

Um zu Uberprifen, ob CTL-Klon A4 nicht gegen eine strukturelle Determinante eines der
moglichen HLA-B/C-Molekile, sondern gegen ein distinktes Peptidantigen gerichtet ist,
wurde ein Transfektionsexperiment auf Erkennung der verschiedenen HLA-Molekule mit
293T- und COS-7-Zellen durchgefuhrt (siehe Abbildung 3.7). Dabei wurden die
transfizierten cDNAs der HLA-Moleklle nicht von CTL-A4 als Zielstruktur erkannt.
Einschrankend ist jedoch zu erwahnen, dal fur diesen Test HLA-Cw*0704 cDNA nicht
zur Verfigung stand. Dennoch erscheint HLA-Cw*0704 als Zielstruktur von CTL-Klon
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A4 unwahrscheinlich, da dieser nicht mit HLA-Cw*0704-exprimierenden RCC-Zellen
FMKOT-RCC und Shoemaker-RCC reagierte (siehe Tabelle 3.3 und Kapitel 3.2.4). Als
Positivkontrolle im Transfektionstest wurden HLA-B7-restringierte T-Zellen, welche ein
bekanntes, cDNA-kodiertes Melanomantigen nach Kotransfektion mit HLA-B7 erkennen,
mitgeflihrt. Dadurch wurde nachgewiesen, dal die Transfektion der 293T- und COS-7-
Zielzellen mit HLA-cDNA erfolgreich war und daraus ein funktionales HLA-Molekul
resultierte (siehe Abbildung 3.7). Die fur die Kontrolle verwendeten T-Zellen und das
cDNA-kodierte Melanomantigen wurden von Dr. V. Lennerz und Prof. Dr. T. Wolfel

(Universitatsklinikum Mainz) zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 3.3: °'Cr-Freisetzungstest mit CTL-Klon A4

A: Spezifische Lyse (%) im 4h-Zytotoxizitatstest gegen die Zielzellen MZ1851-RCC @ IFN-y (m), MZ1851-
RCC mit IFN-y (o) und das NK-,Target K562 (A) bei verschiedenen Effektor/Target-Verhaltnissen. B:
Spezifische Lyse (%) im 4h-Zytotoxizitatstest gegen die Zielzellen MZ1851-RCC, PHA-Blasten aus dem
Patienten MZ1851 und K562 bei einem Effektor/Target-Verhalnis von 30:1.
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Abbildung 3.4: Reaktivitatsanalyse von CTL-Klon A4 im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay gegen MZ1851-
RCC, PHA-Blasten aus dem Patienten MZ1851, AK-EBV-LCL und NK-,Target K562. Gezeigt werden
IFN-y-Spots pro 5.000 T-Zellen und 20.000 ,Target‘-Zellen.
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Abbildung 3.5: Analyse der HLA-Restriktion des CTL-Klons A4 im HLA-Antikérper-Blockade-ELISPOT-
Assay auf MZ1851-RCC. Die IFN-y-Sekretion lie} sich nahezu vollstdndig mit dem Gesamt-HLA-Klasse-I-
Antikérper W6/32 sowie dem HLA-B/C-spezifischen Antikdrper B123.2 blockieren. Gezeigt werden IFN-y-
Spots pro 10.000 T-Zellen und 25.000 , Target“-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay.
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Abbildung 3.6: Kreuzreaktivitatsuntersuchungen mit CTL-Klon A4 gegen HLA-B7-, B44- und Cw7-
positive Zielzellen. Mit Ausnahme der zur Stimulation der Responderlymphozyten eingesetzten Tumorlinie
MZ1851-RCC wurden keine weiteren Zielzellen erkannt. Gezeigt werden IFN-y-Spots pro 5.000 T-Zellen
und 20.000 ,Target“-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay.
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Abbildung 3.7: Analyse der Reaktivitdt des CTL-Klons A4 gegen HLA-B/C-Molekile im Transfektions-
Assay. A: Transfektion von cDNA verschiedener HLA-B/C-Molekile aus MZ1851-RCC in 293T-Zellen. Die
transfizierten HLA-Molekille wurden von dem CTL-Klon A4 nicht als Zielstruktur erkannt. Eine cDNA von
HLA-Cw*0704 stand fir die Untersuchung nicht zur Verfiigung.

Als Positivkontrolle wurden bekannte HLA-B7-restringierte T-Zellen, welche ein aus der cDNA von gp100-
kodiertes Melanomantigen nach Kotransfektion mit HLA-B7-cDNA erkennen, verwendet.

B: Transfektion von cDNA verschiedener HLA-B/C-Molekile aus MZ1851-RCC in COS-7-Zellen. Die
transfizierten HLA-Molekile wurden von dem CTL-Klon A4 nicht als Zielstruktur erkannt. Eine cDNA von
HLA-Cw*0704 stand fir die Untersuchung nicht zur Verfligung.

Die Positivkontrolle entspricht der Kontrolle in Abbildung 3.7 A. Gezeigt werden IFN-y-Spots pro 10.000
T-Zellen und 20.000 ,Target‘-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay.

3.2.4 Detaillierte Untersuchungen zur Spezifitat des HLA-B/C- restringierten CTL-
Klons E77

Der CTL-Klon E77 erkannte die zur Stimulation eingesetzte Nierenzellkarzinomlinie
MZ1851-RCC sowohl im *'Cr-Zytotoxizitatstest als auch im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay
(siehe Abbildung 3.8 und 3.9). Mittels IFN-y-Vorbehandlung der Tumorzellen wurde
keine Steigerung der zytolytischen Aktivitat beobachtet. Da die ebenfalls zur Stimulation
der Responderlymphozyten verwendete EBV-transformierte B-Zelllinie AK-EBV-LCL
keine IFN-y-Freisetzung induzierte, gingen wir davon aus, dal3 die von CTL-E77
erkannte Zielstruktur selektiv auf der Tumorlinie exprimiert wird. Eine NK-Reaktivitat
konnte ebenfalls ausgeschlossen werden, da keine zytotoxische Erkennung oder IFN-y-

Freisetzung in Gegenwart des NK-,Targets“ K562 beobachtet wurde. Im 20h-IFN-y-
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ELISPOT-Assay mit zuvor kryokonservierten PHA-Blasten aus dem Patienten MZ1851
zeigte lediglich eine schwache Reaktivitat (siehe Abbildung 3.8), so dal® zunachst eine
tumorspezifische Reaktivitdt angenommen wurde. Zytotoxizitdtsuntersuchungen mit neu
generierten PHA-Blasten zeigten im Vergleich zur IFN-y-ELISPOT-Analyse allerdings
eine unerwartet hohe lytische Aktivitdt des CTL-Klons E77 gegen die neu generierten
PHA-Blasten, welche sogar die Erkennung der Tumorlinie MZ1851-RCC ubertraf (siehe
Abbildung 3.9 B). Aufgrund dieser Untersuchungsergebnisse war eine Alloreaktivitat des
CTL-Klons E77 anzunehmen. Dabei wurde eine T-Zellantwort ausgeldst, die vermutlich
durch ein Peptidantigen hervorgerufen wurde, welches sowohl von dem Tumorgewebe
als auch von gesunden Zellen des Patienten MZ1851 exprimiert wurde und es sich
somit nicht um ein tumorassoziiertes Peptidantigen handelte. Blockadeexperimente mit
spezifischen, gegen verschiedene HLA-Molekile gerichtete, Antikdrpern zeigten eine
deutliche Reduktion der IFN-y-Freisetzung unter Verwendung des Anti-HLA-Klasse-I-
Antikorpers W6/32. Die Erkennung des CTL-Kons E77 gegen die Tumorlinie MZ1851-
RCC nach Vorinkubation mit dem HLA-B/C-spezifischen Antikorper B123.2 war
signifikant herabgesetzt und lieferte somit Hinweise auf eine HLA-B/C-Restriktion des
CTL-E77 (siehe Abbildung 3.10).

Dieses Untersuchungsergebnis konnte durch nachfolgende Kreuzreaktivitats-
experimente bestatigt werden. In Abbildung 3.11 ist die Testung von CTL-Klon E77
gegen eine Auswahl verschiedener HLA-B/C-tragender allogener Zielzelllinien
dargestellt. Dabei konnte eine Erkennung weiterer Nierenzellkarzinome,
Kolonkarzinome und eines Melanoms durch den CTL-Klon E77 gezeigt werden. Auffallig
war, dal} alle erkannten allogenen Zielzelllinien ausschlieBlich HLA-Cw7 gemeinsam
exprimierten, wahrend HLA-B7 und HLA-B44 nicht auf allen ,positiv getesteten
Zielzellen vorhanden war. Dieses Ergebnis korrelierte zudem mit dem Resultat des
Antikorper-Blockadeexperiments, so dal® eine HLA-Cw7-Restriktion des CTL E77
identifiziert wurde. Eine ,Mismatch“-Reaktivitait gegen HLA-Cw*0704 aufgrund der
unterschiedlichen HLA-Suballele im HLA-Cw7-Locus zwischen dem Patienten und dem
allogenen Fremdspender war im Hinblick darauf, dal} ein Grofdteil der aus der MLTC
1851-5 generierten CTL-Klone ebenfalls HLA-Cw7 restringiert waren, wahrscheinlich.
Als nachster Schritt wurden Transfektionsexperimente auf die Erkennung der von
MZ1851-RCC exprimierten HLA-B*0702, HLA-B*4402 und HLA-Cw*0702 mit 293T- und
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COS-7-Zellen durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in der Abbildung
3.12 graphisch dargestellt. Dabei wurden die transfizierten cDNA-kodierten HLA-
Molekule nicht von CTL-E77 erkannt. Eine Positivkontrolle mit bekannten HLA-B7-
restringierten T-Zellen, welche ein aus der cDNA von gp100-kodiertes Melanomantigen
nach Kotransfektion mit der HLA-B7-cDNA erkennen, zeigte, dal} die fur die
Untersuchung verwendeten 293T- und COS-7-Zielzellen mit der cDNA verschiedener
HLA-Molekule transfizierbar waren und daraus funktionale HLA-Moleklle auf der
Zelloberflache exprimiert wurden. Die fur die Positivkontrolle eingesetzten T-Zellen,
sowie die erforderlichen cDNA-Molekulle, wurden von Dr. V. Lennerz und Prof. Dr.

T. Wolfel zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 3.8: Reaktivitdtsanalyse des CTL-Klons E77 im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay gegen MZ1851-
RCC, PHA-Blasten des Patienten MZ1851, AK-EBV-LCL und dem NK-,Target K562. Gezeigt werden
IFN-y-Spots pro 5.000 T-Zellen und 20.000 Zielzellen.
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Abbildung 3.9: 51Cr-Freisetzungstest mit CTL-KLon E77

A: Spezifische Lyse (%) im 4h-Zytotoxizitatstest gegen die Zielzellen MZ1851-RCC @ IFN-y (m), MZ1851-
RCC mit 100IU/ml IFN-y (o) und das NK-,Target‘ K562 (A) bei verschiedenen Effektor/Target-
Verhaltnissen. B: Spezifische Lyse (%) im 4h-Zytotoxizitatstest gegen die Zielzellen MZ1851-RCC, PHA-
Blasten aus dem Patienten MZ1851 und NK-Zellen K562 bei einem Effektor/Target-Verhalnis von 30:1.
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Abbildung 3.10: Ermittlung der HLA-Restriktion des CTL-Klons E77 durch Antikérper-Blockade-ELISPOT
auf MZ1851-RCC. Die IFN-y-Sekretion liel3 sich mit dem Gesamt-HLA-Klasse-I-Antikdrper W6/32 sowie
dem HLA-B/C-spezifischen Antikorper B123.2 blockieren. Gezeigt werden IFN-y-Spots pro 10.000 T-
Zellen und 25.000 ,Target‘-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay.
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Abbildung 3.11: Kreuzreaktivitatsuntersuchungen mit CTL-Klon E77 gegen HLA-Cw7-positive Zielzellen.
Neben der zur Stimulation der Responderlymphozyten eingesetzten Tumorlinie MZ1851-RCC wurden
weitere HLA-Cw7-tragende Zielzellen erkannt. Gezeigt werden IFN-y-Spots pro 5.000 T-Zellen und
20.000 ,Target“-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay. Von HLA-Cw7-negativen Zielzelllinien, auf denen
die von Spender und Nierzellkarzinompatient gemeinsam exprimierten HLA-B-Allele B*0702 und B*4402
vorhanden waren, wurde keine Zelllinie erkannt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.12: Analyse der Reaktivitat des CTL-Klons E77 gegen HLA-B/-C-Molekile im Transfektions-
Assay. A: Transfektion von cDNA verschiedener HLA-B/C-Molekile aus MZ1851-RCC in 293T-Zellen. Die
transfizierten HLA-Molekule wurden von dem CTL-Klon E77 nicht als Zielstruktur erkannt. Eine cDNA von
HLA-Cw*0704 stand fir die Untersuchung nicht zur Verfiigung.

Als Positivkontrolle wurden bekannte HLA-B7-restringierte T-Zellen, welche ein aus der cDNA von gp100-
kodiertes Melanomantigen nach Kotransfektion mit HLA-B7-cDNA erkennen, verwendet.

B: Transfektion von cDNA verschiedener HLA-B/C-Molekille aus MZ1851-RCC in COS-7-Zellen. Die
transfizierten HLA-Molekile wurden von dem CTL-Klon E77 nicht als Zielstruktur erkannt. Eine cDNA von
HLA-Cw*0704 stand fir die Untersuchung nicht zur Verfligung.

Die Positivkontrolle entspricht der Kontrolle in Abbildung 3.12 A. Gezeigt werden IFN-y-Spots pro 10.000
T-Zellen und 20.000 , Target“-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay.

3.3 Biochemische Aufreinigung der von den CTL-Klonen erkannten

Peptidantigene

3.3.1 Immunchromatographie

Im Folgenden sollten exemplarisch die von dem HLA-B*0702-restringierten CTL-Klon
A4 und dem gegen das HLA-Cw*0704 gerichteten ,Mismatch® CTL-Klon E77 erkannten,
naturlich prozessierten Peptidantigene biochemisch aufgereinigt und massen-
spektrometrisch sequenziert werden. Zur immunchromatographischen Aufreinigung von
HLA-Peptid-Komplexen war es zunachst notwendig, die Nierenzellkarzinomzelllinie
MZ1851-RCC auf hohe Zellzahlen zu expandieren. Aus diesem Grund wurden die

Tumorzellen in sogenannten Zellkultur-Wannestapel kultiviert. Nachdem eine Zellzahl
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von etwa 1,2x1010 Zellen erreicht worden war, wurde ein Detergenslysat der Zellen
hergestellt, in dem zur Vermeidung von Proteinaseaktivitat entsprechende Inhibitoren
enthalten waren. Durch eine Ultrazentrifugation war es moglich, die im Detergenslysat
enthaltenen HLA-Peptid-Komplexe von weiteren Zellbestandteilen wie beispielsweise
Membranresten oder Lipiden zu trennen. Die immunchromatographische Praparation
der Komplexe erfolgte anschlieBend Uber Protein-A-Sepharose-Saulen, welche zur
Vorbereitung mit gegen spezifische HLA-Molekile gerichtete Antikorper beladen
wurden. Dazu wurde das Lysat Uber insgesamt drei hintereinandergeschaltete Protein-
A-Sepharose-Saulen zirkuliert (siehe Abbildung 3.13). Die erste Saule fungierte als
Vorsaule zur Aufreinigung residueller Zellbestandteile, wahrend die zweite Saule mit
einem irrelevanten anti-HLA-A24-Antikorper (a-HLA-A24) beladen war. Die dritte
Protein-A-Sepharose-Saule enthielt zur Praparation der gesuchten HLA-B/C-Peptid-
Komplexe den anti-HLA-B/C-Antikorper B123.2.

A

VS q'624 B123.2
NOU s

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung des experimentellen Versuchsaufbaus bei der Immun-
chromatographie. VS = Vorsaule, a-A24 = irrelevanter anti-HLA-A24-Antikérper und B123.2 = relevanter
anti-HLA-B/C-Antikérper.
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3.3.2 Nachweis aufgereinigter HLA-Molekile mittels SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese

Um wahrend der Immunchromatographie aufgereinigte  HLA-B/C-Molekile
nachzuweisen, wurde eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
durchgefuhrt. Dazu wurde ein Aliquot aus der HLA-B/C-Chromatographiesaule vor der
Saureeluation (Sepharose-beads) enthommen und gelelektrophoretisch aufgetrennt.
Durch Absenkung des pH-Wertes auf 2,0 mittels Essigsaure wahrend der Saureeluation
konnen die HLA-assoziierten Peptide aus dem aus den a-Ketten und B,-Mikroglobulin
bestehenden HLA-Komplex dissoziiert werden. Mittels einer 10kD-Ultrazentrifugation
erfolgte anschliefend eine Abtrennung der Peptide (Filtrat) von den a-Ketten und dem
B2-Mikroglobulin (Retentat). Ein Aliquot des Retentats nach der Ultrazentrifugation
wurde ebenfalls gelelektrophoretisch aufgetrennt. Desweiteren wurde zur Kontrolle
reiner B123.2-Antikdrper mitgefuhrt. Im SDS-Gel waren die einzelnen dissoziierten
Doméanen des Antikorpers, bestehend aus der IgG schweren Kette mit einem
Molekulargewicht von ca. 50kD und der IgG leichten Kette mit einem Molekulargewicht
von etwa 22kD deutlich erkennbar. Diese Proteinbanden konnten erwartungsgemaf}
sowohl in der aus der B123.2-Chromatographiesaule stammenden Probe, als auch in
der Retentatprobe nach der Ultrazentrifugation nachgewiesen werden. Zusatzlich zu
den dissoziierten Antikdrper-Domanen war im Retentat eine weitere schwache
Proteinbande mit einem Molekulargewicht von etwa 44kD erkennbar, bei der es sich um
die HLA-a-Kette handelte, so da® wahrend der Immunchromatographie HLA-B/C-
Molekule aufgereinigt werden konnten.
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Abbildung 3.14: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Praparationen aus der Immunchromato-
graphie. M = Molekulargewichtsmarker Cytochrom Western Control, 1 = reiner B123.2-Antikérper (5ug),
2 = reiner B123.2-Antikorper (10ug), 3 = B123.2-Antikdrper 1:1 mit Essigséure versetzt (5ug), 4 = freie
Gelspur, 5 = Sepharose-beads aus B123.2 Chromatographiesaule (10ul), 6 = freie Gelspur, 7 = Retentat
aus Centricon-Ultrazentrifugation (5ul) und 8 = Retentat aus Centricon-Ultrazentrifugation (10pl).

3.3.3 Auftrennung der natiirlichen Peptidliganden mittels ,,reverse phase“ HPLC

Nach der immunchromatographischen Saulenaufreinigung der HLA-B/C-Molekile und
der Sauredissoziation der HLA-Peptid-Komplexe folgte die Fraktionierung der durch
Ultrazentrifugation filtrierten naturlichen HLA-Peptidliganden mittels einer ,reverse
phase“-HPLC. Das Prinzip der HPLC-Fraktionierung beruht auf der reversiblen Bindung
der naturlichen Peptidliganden an eine yRPC-C2/C18-HPLC-Saule und anschliellender
Dissoziation dieser in Abhangigkeit ihrer chemischen Eigenschaften mittels eines
ansteigenden Acetonitrilgradienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Um den
Eluationszeitpunkt von der HPLC-Saule des unterschiedlichen Peptidmaterials

dokumentieren zu kénnen, wurde ein UV-Absorptionsverlauf bei einer Wellenlange von



3. Ergebnisse 77

214nm aufgenommen (siehe Abbildung 3.15). Das UV-Spektrum zeigte an, bei welcher
Acetonitrilkonzentration Peptide von der HPLC-Saule abdissoziierten. Insbesondere im
Bereich zwischen der 20. und der 60. Minute traten zahlreiche Absorptionsmaxima auf.
Die einzelnen HPLC-Peptidfraktionen wurden anschlieend fur die weiteren auf

Antigenerkennung geplanten Biotests sowie massenspektrometrische Untersuchungen

zweigeteilt.
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Abbildung 3.15: Separation der HLA-B/C-assoziierten natirlichen Peptidliganden aus MZ1851-RCC
durch ,reverse phase“HPLC (UV-Spektrum bei 214nm Wellenlange, Einheit AU = Absorbing Unit).
Zusatzlich ist die prozentuale Acetonitril-Konzentration (ACN) im zeitlichen Verlauf eingetragen.
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3.3.4 Zytotoxizitatstest mit den HPLC-Fraktionen

Die Peptidliganden der einzelnen HPLC-Fraktionen aus HLA-B/C-Molekulen von
MZ1851-RCC wurden mit verschiedenen T2-Zellen inkubiert, die mit HLA-B*0702, HLA-
B*4402 oder HLA-Cw*0702 stabil transfiziert waren. Die so beladenen T2-HLA-
Transfektanten wurden mit den entsprechend HLA-restringierten CTL-Klonen auf
Lyseinduktion uberpruft. Um die in niedriger Konzentration vorliegenden HLA-
assoziierten Peptidliganden der HPLC-Fraktionen auf den T2-HLA-,Target‘-Zellen
effektiv prasentieren zu kénnen, war es notwedig, die bereits mit den HLA-Komplexen
assoziierten Autopeptidliganden der T2-Transfektanten zu verdrangen. Mittels einer
Vorinkubation eines anti-HLA-spezifischen Antikorpers kann die Prasentation solcher
exogenen Peptidliganden optimiert werden. Dieses Prinzip wurde bereits anhand des
anti-HLA-A2-Antikdrpers MA2.1 beschrieben.'® Ein solcher Effekt konnte unter
Verwendung des anti-HLA-Klasse-I-Antikbrpers W6/32 auch fir HLA-B-Molekile
bestatigt werden. Dazu wurden mit W6/32 vorbehandelte sowie unbehandelte Zellen der
T2-HLA-B*0702-Transfektante mit einem HLA-B7-Peptidantigen vorinkubiert und
anschliel’end durch einen CTL-Klon, welcher dieses Peptid in Assoziation mit dem HLA-
B7-Molekul erkennt, auf zytotoxische Aktivitat hin Uberprift (siehe Abbildung 3.16).
Aufgrund der verbesserten CTL-Erkennung von mit W6/32 vorbehandelten Zielzellen
wurden fur die folgenden Zytotoxizitatstests regelmafig mit W6/32 vorbehandelte T2-

HLA-Transfektanten verwendet.
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Abbildung 3.16: Die Vorinkubation einer T2-B*0702-Transfektante mit dem Gesamt-HLA-Klasse-I-
Antikérper W6/32 fihrte zur Steigerung der Erkennung des HLA-B7-bindenden gp100-Peptidantigens
durch den HLA-B*0702-restringierten CTL-12/45. ,0" Vorbehandlung der T2-B*0702-Transfektante ohne
Antikorper. ,m“ Vorbehandlung der T2-B*0702-Transfektante mit dem Gesamt-HLA-Klasse-I-Antikdrper
W6/32. Der Antikorper wurde in einer Konzentration von 100ug/ml eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde
die Melanomzellinie MZ-7-Mel mitgefuhrt. Gezeigt werden IFN-y-Spots pro 10.000 T-Zellen und 50.000
.rarget‘-Zellen im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay. Das Peptid und der CTL-Klon 12/45 wurden von Dr. V.
Lennerz und Prof. Dr. T. Wolfel zur Verfligung gestellt.

3.3.41 Screening der HLA-B/C-assoziierten natiirlichen RCC-Peptide mit dem
CTL-Klon A4

Unser erstes Ziel war es, das natlrlich prozessierte Peptidantigen des HLA-B/C-
restringierten CTL-Klons A4 zu identifizieren. Da das exakte Restriktionselement dieses
CTL-Klons in vorangegangenen Experimenten nicht eindeutig identifiziert werden
konnte, wahlten wir als antigenprasentierende Zellen zunachst T2-HLA-Cw*0702- und
T2-HLA-B*0702-Zellen. Die T2-,Target‘-Zellen wurden mit etwa 2,5x108 Zell-
aquivalenten der HPLC-Peptidfraktionen beladen. Als Kontrollen wurde sowohl die
Tumorlinie MZ1851-RCC, welche bei einem E:T-Verhaltnis von 30:1 zu ca. 89% lysiert
wurde (Daten nicht gezeigt), als auch unbeladene T2-Transfektanten, welche von dem
CTL-Klon A4 nicht lysiert wurden, mitgefihrt. Das Testergebnis mit T2-HLA-Cw7-

transfizierten Zellen zeigte keine eindeutig bioaktive HPLC-Fraktion (siehe Abbildung
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3.17), so dall das HLA-Cw7 als mdgliches Restriktionselement ausgeschlossen wurde.
In dem Testansatz, in dem T2-HLA-B*0702-transfizierte Zellen eingesetzt wurden,
konnte hingegen eine signifikante Bioaktivitat der HPLC-Fraktion C10 nachgewiesen
werden, welche eine lytische Aktivitdt von 54% induzierte (siehe Abbildung 3.18). Die
benachbarte HPLC-Fraktion C9 zeigte zudem eine sehr geringe Bioaktivitat von ca. 4%
Lyse und lie3 vermuten, dald geringe Mengen des antigenen Peptids in diese HPLC-
Fraktion eluiert worden waren. Auffallig war, dal® in beiden Versuchsansatzen Lysen im
Bereich der HPLC-Fraktionen zwischen der 80. und 88. Minute auftraten, was auf eine

unspezifische lytische Aktivitat bei hohen Acetonitril-Konzentrationen hinwies.
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Abbildung 3.17: Screening der ,reverse phase“-HPLC-fraktionierten HLA-B/C-assoziierten natlrlichen
MZ1851-RCC-Peptide mit dem CTL-Klon A4. Zur Peptidprasentation wurden T2-HLA-Cw*0702-
transfizierte Zellen nach Vorinkubation mit dem anti-HLA-Klasse-I-Antikdrper W6/32 eingesetzt.
Anschliel3end erfolgte die Zugabe der natirlichen RCC-Peptide und Testung mittels CTL-Klon A4 im 6h-
Zytotoxizitatstest. Das Effektor/Target-Verhaltnis lag bei 30:1.
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Abbildung 3.18: Screening der ,reverse phase“-HPLC-fraktionierten HLA-B/C-assoziierten natlrlichen
MZ1851-RCC-Peptide mit dem CTL-Klon A4. Zur Peptidprasentation wurden T2-HLA-B*0702-transfizierte
Zellen nach Vorinkubation mit dem anti-HLA-Klasse-I-Antikdrper W6/32 eingesetzt. Anschlielend erfolgte
die Zugabe der naturlichen RCC-Peptide und Testung mittels CTL-Klon A4 im 6h-Zytotoxizitatstest. Das
Effektor/Target-Verhaltnis lag bei 30:1.

3.3.4.2 Screening der HLA-B/C-assoziierten natlirlichen RCC-Peptide mit dem
CTL-Klon E77

Die einzelnen HPLC-Fraktionen der HLA-B/C-bindenden Peptidliganden aus dem
Nierenzellkarzinom MZ1851-RCC wurden mit HLA-Cw*0702-transfizierten T2-Zellen
inkubiert und anschlieRend mit dem CTL-Klon E77 auf Bioaktivitat getestet. Dabei wurde
aus vorangegangenen Untersuchungen vermutet (siehe Abbildung 3.11), da® CTL-E77
das zwischen Spender und MZ1851-RCC disparate HLA-Cw*0704 als ,Mismatch®-
Antigen erkennt. Die mit W6/32-vorbehandelten T2-Zellen wurden mit tumoreluierten
Peptiden aus etwa 2,5x10° Zellaquivalenten beladen. Die Tumorlinie MZ1851-RCC als
Kontrolle zeigte bei einem E:T-Verhaltnis von 30:1 eine Zytolyse von ca. 33%, wahrend
die unbeladenen HLA-Cw7-transfizierten T2-Zellen zu etwa 3% lysiert wurden (Daten
nicht gezeigt). Das Ergebnis des Zytotoxizitatstest ist in der Abbildung 3.19 dargestellt

und zeigte keine signifikant hohe lytische Aktivitat in einer der untersuchten HPLC-
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Fraktionen, welche somit flir massenspekirometrische Untersuchungen zur

Identifizierung des Alloantigens ungeeignet waren.
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Abbildung 3.19: Screening der ,reverse phase“-HPLC-fraktionierten HLA-B/C-assoziierten naturlichen
MZ1851-RCC-Peptide mit dem CTL-Klon E77. Zur Peptidprasentation wurden T2-HLA-Cw*0702-
transfizierte Zellen nach Vorinkubation mit dem anti-HLA-Klasse-I-Antikorper W6/32 eingesetzt.
Anschliefdend erfolgte die Zugabe der natiirlichen RCC-Peptide und Testung mittels CTL-Klon E77 im 6h-
Zytotoxizitatstest. Das Effektor/Target-Verhaltnis lag bei 30:1.

3.4 Massenspektrometrische Bestimmung der natiurlichen HLA-B7-

assoziierten Peptidliganden

Die mit Hilfe der Immunchromatographie aufgereinigten und durch eine anschliel3ende
HPLC-Untersuchung fraktionierten naturlichen HLA-B*0702-assoziierten MZ1851-RCC-
Peptide sollten massenspektrometrisch charakterisiert werden. In der HPLC-Fraktion
C10 war das naturlich prozessierte HLA-Klasse-l-assoziierte Peptidantigen fur den CTL-
Klon A4 enthalten, da durch Zytotoxizitatsuntersuchungen eine signifikante Bioaktivitat
in dieser HPLC-Fraktion nachweisbar war (siehe Abbildung 3.18). Die jeweils

benachbarten Peptidfraktionen zeigten hingegen keine oder im Falle der HPLC-Fraktion
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C9 nur eine geringe (ca. 4% Lyse) Bioaktivitat. Aus diesem Grunde sollten mit der
MALDI-MS (matrix assisted laser disorption/ionisation mass spectrometry)-Technik
Massenspektren von den bioaktiven HPLC-Fraktionen und den benachbarten, nicht
bioaktiven, Peptidfraktionen (Fraktionen C8-C11) erstellt werden, um das HLA-B7-
assoziierte Peptidantigen fur den CTL-Klon A4 zu identifizieren. Die folgenden
Untersuchungen zur Sequenzierung der Peptidliganden erfolgten in Kooperation mit
Frau Dr. S. Hack aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Karas (Institut fir Pharma-
zeutische Chemie der Universitat Frankfurt am Main). Zur Minderung der Komplexitat
innerhalb  der einzelnen HPLC-Fraktionen wurde zunachst eine Kapillar-
Flissigkeitschromatographie (Cap-LC) der einzelnen HPLC-Fraktionen durchgeflhrt,
indem der Konzentrationsanstieg fur Losung B von 1% pro Minute auf 0,5% pro Minute
und das Zeitintervall fur die Fraktionierung von 60 auf 20 Sekunden reduziert wurde.
Nachdem die so erhaltenen Subfraktionen auf einen Edelstahlprobeteller aufgebracht
und eingetrocknet wurden, konnten diese der massenspektrometrischen Analyse im
MALDI-TOF/TOF-Gerat zugeflihrt werden.

Das Prinzip des MALDI-Verfahrens beruht darauf, dal3 die zu untersuchende Probe
zunachst mit einer Matrix kleiner, UV-absorbierender Molekule kristallisiert und mit
Laserenergie durch ein Proton (H") ionisiert wird. Die dadurch entstandenen und in die
Gasphase Uuberfuhrten lonen werden anschlieend Uber ein elektrisches Feld
beschleunigt und im Hochvakuum zum Fliegen angeregt.'*”"*® Durch Bestimmung der
Flugzeit mit Hilfe eines Flugzeitmassenanalysators (TOF, time of flight) wird die Masse
der lonen bestimmt.”®'° Dabei erhdlt man direkt die Masse der in der Probe
enthaltenen Peptide, da beim lonisierungsschritt nur einfach positiv geladene lonen
auftreten. Aufgrund der Haufigkeit, mit der einzelne Massen auftreten, sind aul3erdem
Ruckschlisse moglich, wie haufig eine bestimmte Masse und damit ein bestimmtes

Peptid in der Fraktion enthalten ist.
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Bei der MALDI-Analyse der einzelnen durch die Cap-LC aufgereinigten Subfraktionen
erhielten wir zunachst eine Kandidatenliste der einzelnen Massen, von denen jede
detektierte Masse ein potentielles Peptid darstellte. Einzelne Massenpeaks mit hoher
Intensitat wurden anschlieRend selektioniert und fragmentiert. Nach Fragmentation
konnte die Aminosauresequenz anhand der Massen der entstandenen Bruchstucke
durch computergestutzte Datenbanken ermittelt werden. Dieses Verfahren ist
exemplarisch anhand des Massenpeaks 982,566 aus der HLA-B/C-HPLC-Fraktion C10

in den Abbildungen 3.20 und 3.21 dargestellt :
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Abbildung 3.20: MALDI-MS-Spektrum der HLA-B/C-Peptidliganden von MZ1851-RCC in der HPLC-
Fraktion C10 (Massen von 836 bis 1542 Dalton). Aufgetragen sind die Massen der einzelnen Peptide
gegen ihre relative Haufigkeit in der Probe zum Zeitpunkt der Messung. Der Massenpeak 982,566 ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet.



3. Ergebnisse 85

% Intensitét 3.3E+4
100 i
90
80
70
60
50
40
30 |
20 | L

10 1, Sr1)P3H)RS(+) - 18
o | GP(+1),GPP(+1),PPG(+1)
9.0 214.8 420.6 626.4 832.2 1038.0

Masse (m/z)

APGPPGRSML

G(+1),GP(+1)
.$794

Abbildung 3.21: MALDI-TOF/TOF-Fragmentmuster des Massenpeaks 982,566 aus der HPLC-Fraktion
C10 der HLA-B/C-assoziierten Peptidliganden der Tumorlinie MZ1851-RCC. Eine Ermittlung der
Aminosauresequenz APGPPGRSML war anhand der einzelnen Massen der Peptidbruchstliicke moglich.

Mit Hilfe der MALDI-TOF/TOF-Analyse der HPLC-Fraktionen C8-C11 konnten zahl-
reiche natlrliche HLA-B/C-assoziierte Peptidliganden aus der Nierenzellkarzinomlinie
MZ1851-RCC identifiziert werden (siehe Tabelle 3.5-3.8). Dabei stellten die Peptide aus
der HPLC-Fraktion C10 potentielle Epitope fur den CTL-Klon A4 dar.
Homologievergleiche dieser experimentell ermittelten Peptide mit im Internet
zuganglichen Datenbanken zeigten, dal® diese Peptide aus Proteinen, welche im

humanen Genom kodiert sind, prozessiert werden.
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Masse | Peptidsequenz Proteinname Position Protein-

(D) bezeichnung |
Collagen alpha-1(VI) chain precursor

1082,6 | APSQGRPGLSL 778-778 gi|13878903
PREDICTED: hypothetical protein XP_949381

966,6 LARAPVRAL [Homo sapiens] 51-59 gi|88947034
utrophin (homologous to dystrophin)

1075,6 | RPYSQVNVL [Homo sapiens] 165-173 gi|55859633
WIZ protein [Homo sapiens]

994,6 VPRPPQTSL 80-88 gi|38197259
HBxAg transactivated protein 2 (XTP2)

1009,6 | VPPPPHRPL [Homo sapiens] 711-719 gi|56202483
unnamed protein product

946,5 QPRPPPAAL [Homo sapiens] 81-89 gi|16551493
unnamed protein product

990,6 PARPPSPRL [Homo sapiens] 16-24 gi|21754880
KIAA0693 protein

968,5 LPAPPTQNM [Homo sapiens] 83-91 gi|3327200
Chain A, Annexin A2

1291,7 | QELQEINRVY 138-147 gi|56966699
2'3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase

1220,7 | LPRGSRAHITL [Homo sapiens] 303-313 gi[38570091
PERV-A receptor 1

921,6 APTPARPVL [Homo sapiens] 3-11 gi|27447045
Mam1

943,5 SPRPGGPYL [Homo sapiens] 351-359 gi|6979930
KIAA1151 protein

1001,5 IPRGPYAEV [Homo sapiens] 67-75 gi|71891749
FLJO00353 protein

972,5 IPRGPASQF [Homo sapiens] 438-446 gi|21748558
lysyl hydroxylase

928,5 APRKGWTL 691-698 gi|190074
KIAA0892 protein

1028,5 | SPRLFSNHA [Homo sapiens] 378-386 gi|4240273
FZD2 protein

1065,7 RPRSALPRL [Homo sapiens] 78-86 gi|30353964
OTTHUMP00000028666

1112,6 | SPGPQRSLSAL [Homo sapiens] 41-51 gi|57208136
ZFP36L2 protein

1139,7 | FPREPRPKL [Homo sapiens] 246-254 gi[13477111
suppressor of cytokine signaling 7

976,6 PKALPPGLAL [Homo sapiens] 37-46 gi|53831997
putative protein product of Nbla03646

1301,8 | AEIRIIPAKKY [Homo sapiens] 138-148 gi|76879704
hypothetical protein

1017,5 | APSFRAGAQL [Homo sapiens] 1945-1954 | i|4688898
PREDICTED: hypothetical protein XP_948938

1025,6 | PARAAPRLCA [Homo sapiens] 33-42 gi|89025891
potassium voltage-gated channel, subfamily H,

988,6 PVRRGHVAP member 6 isoform 1 [Homo sapiens] 2-10 gi|13540549
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

970,6 | PRRGPPPPP [Homo sapiens] 261-269 gi|55958547
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3

914,5 SPRKGWAL precursor [Homo sapiens] 702-709 gi|4505891
neuronal PAS domain protein 1

992,6 VRPWGLAPP [Homo sapiens] 508-516 gi|22027482
potassium voltage-gated channel, subfamily H,

988,6 PVRRGHVAP member 6 isoform 1 [Homo sapiens] 2-10 gi|13540549
SH3 and multiple ankyrin repeat domains 1

937,5 | APRPSSLPI [Homo sapiens] 2014-2022 | gi|11968152

Tabelle 3.5: Liste der sequenzierten HLA-B/C-Peptidliganden von der Tumorlinie MZ1851-RCC aus der
HPLC-Fraktion C8.
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Masse | Peptidsequenz Proteinname Position Protein-

(D) bezeichnung |
FLJO0175 protein

1113,5 | GPNQWRDQL [Homo sapiens] 1194-1202 | gi|18676556
Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor)

968,6 RPASPSLQL subunit 13 like [Homo sapiens] 277-285 gi|40674483
HBxAg transactivated protein 2 (XTP2)

1009,6 | VPPPPHRPL [Homo sapiens] 711-719 gi|56202483
FBRL_HUMAN; 34 KD NUCLEOLAR

1140,6 | QPDQTRIVAL SCLERODERMA ANTIGEN [Homo sapiens] 236-245 gi|3399667
RAVER1

982,5 APGPPGRSML [Homo sapiens] 298-307 gi|22766819
fer-1 like protein 3

964,6 VPQGIRPVV [Homo sapiens] 1280-1288 | gi|10834587
minichromosome maintenance protein 6

1095,7 | LPRGSIPRSL [Homo sapiens] 215-224 gi|7427519
serologically defined breast cancer antigen

950,6 APRVPVQAL NY-BR-16 [Homo sapiens] 744-752 gi|12060822
hypothetical protein

1306,8 | APRPDRLVNRL [Homo sapiens] 120-130 gi|5817108
homeodomain protein IRXB1; irx3; irx-1

818,5 APAPPPVAV [Homo sapiens] 311-319 gi|33356603
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3

914,5 SPRKGWAL precursor [Homo sapiens] 702-709 gi|4505891
heterogeneous nuclear

970,6 PRRGPPPPP ribonucleoprotein K [Homo sapiens] 261-269 gi|55958547
low density lipoprotein receptor-related protein 11

891,5 RPAPPAAVL [Homo sapiens] 150-158 gi|55663483
truncated  mercaptopyruvate  sulfurtransferase

1050,6 | APRAGQPLQL variant [Homo sapiens] 22-31 gi|77997608
hypothetical protein LOC55172

1037,6 | VPRIQPQSL [Homo sapiens] 31-39 gi|8922519
filamin 1 (actin-binding protein-280)

1076,7 | KPGAPLRPKL [Homo sapiens] 270-279 gi|4503745
hyperpolarization activated cyclic nucleotide-gated

935,6 LPAPPARTL potassium channel 3 [Homo sapiens] 671-679 gi|38327037
Protocadherin gamma subfamily C, 3, isoform 1

1126,7 | APSGTRVVQVL precursor [Homo sapiens] 257-267 gi|20072790
hypothetical protein LOC54919

1093,7 RPRDALPRL [Homo sapiens] 109-117 gi|31377744
PREDICTED: similar to Rap guanine nucleotide

966,6 LNLAPVARL exchange factor 2 802-810 gi|88981151
KIAA0467 protein

1172,6 FPRSPGQPSSL [Homo sapiens] 749-759 gi|71999153
fibrillin 3

934,5 PLGPARLNP [Homo sapiens] 374-382 gi|46559348

Tabelle 3.6: Liste der sequenzierten HLA-B/C-Peptidliganden von der Tumorlinie MZ1851-RCC aus der
HPLC-Fraktion C9.
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Masse | Peptidsequenz Proteinname Position | Protein- lon-
(D) bezeichnung (Mascot-)

score
RAVER1
982,5 | APGPPGRSML * | [Homo sapiens] 298-307 | gi|22766819 65,41
* serologically defined breast cancer .
950,6 APRVPVQAL antigen NY-BR-16 [Homo sapiens] 744-752 | gi|12060822 63,99
. histone deacetylase 2 variant .
949,5 LPHAPGVQM [Homo sapiens] 124-132 | gi|62087960 53,62
KIAA0584 protein
921,6 PAAPRSPLL [Homo sapiens] 77-85 gi|3043692 51,32
. hypothetical protein .
1009,5 | FPAGPPSHSL [Homo sapiens] 28-37 gi|31873404 48,12
« minichromosome maintenance .
1095,7 | LPRGSIPRSL protein 6 [Homo sapiens] 215-224 | qi|7427519 43,52
1047,6 | RPAQPPRLL* | fiomo sapiens i
, [Homo sapiens] 211-219 | gi|15079485 37,24
« C190rf28 protein ]
937,5 APSPRPLSL [Homo sapiens] 11-19 gi|46249748 37,22
* unnamed protein product .
941,6 VPRSASVLL [Homo sapiens] 5-13 gi|22761732 35,35
Mitochondrial ribosomal protein L32
1011,5 | GPALAVQGPAM | [Homo sapiens] 44-54 gi|15341921 43,76
TAF5 RNA polymerase I, TATA box .
1062,5 | SEDGTVRLW binding protein [Homo sapiens] 562-570 | gi|55961125 41,37
unnamed protein product
1097,6 | APRKPDWDL [Homo sapiens] 108-116 | gi|21756313 35,65
NG22 protein isoform 2
1050,7 | LLRLVAGPLV [Homo sapiens] 249-258 | gi|14249468 32,66
unnamed protein product
1003,5 | SPMITSPGTL [Homo sapiens] 469-478 | gi|14042857 24,01

Tabelle 3.7: Liste der sequenzierten HLA-B/C-Peptidliganden von der Tumorlinie MZ1851-RCC aus der
HPLC-Fraktion C10. Mit *-markierte Peptidliganden wurden synthetisch hergestellt. Zusatzlich wurde der
aus Datenbank-Analysen ermittelte lon-(Mascot-)score angegeben.

Masse | Peptidsequenz Proteinname Position Protein-

(D) bezeichnung
hypothetical protein

1365,7 | DEIERKFDKW [Homo sapiens] 322-331 gi[4914604
5-methyltetrahydrofolate-homocysteine

1181,6 | RPDYRNITF methyltransferase [Homo sapiens] 161-169 gi|55664707
unnamed protein product

849,6 KPKPLPGL [Homo sapiens] 126-133 gi|34528139
Sec23 (S. cerevisiae) homolog B

1143,6 IPQGGRGAIQF [Homo sapiens] 473-483 gi|13477149
periaxin isoform 2

1003,6 | VPKVPDVHL [Homo sapiens] 760-768 gi|32490589
chloride channel 6 isoform CIC-6b

1151,7 | NGVKVPGIVRL [Homo sapiens] 167-177 gi|12025668
immunoglobulin variable region VH mu domain

1116,6 | NNLRVDDTAV [Homo sapiens] 84-93 gi|51103451
alpha 1 type IV collagen preproprotein

919,6 LVGIPGPPGI [Homo sapiens] 1388-1397 | gi|7656985

Tabelle 3.8: Liste der sequenzierten HLA-B/C-Peptidliganden von der Tumorlinie MZ1851-RCC aus der
HPLC-Fraktion C11.
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Einige Peptide aus HPLC-Fraktion C10, die Bioaktivitdt in CTL-Klon A4 vermittelte,
wurden peptidchemisch synthetisiert. Da es sich bei diesen Peptiden um HLA-B/C-
assoziierte Liganden handelte, aber lediglich HLA-B7-Peptidantigene als Epitop fur den
CTL-Klon A4 in Frage kamen (siehe Abbildung 3.18), wurden fur die Synthese
Kandidatenepitope ausgewahlt, welche Uber HLA-B7-spezifische Ankeraminosauren
verfugten und deren Aminosauresequenzen sicher durch die massenspektrometrische
Untersuchung bestimmt werden konnten. Als Referenz hierfir dienten
Wahrscheinlichkeitsberechnungen, welche mit Hilfe von Datenbankanalysen
durchgefuhrt wurden (lon- (Mascot-) score = 35). Die synthetisch hergestellten
Kandidatenepitope wurden nach Beladung auf T2-B*0702 bzw. HLA-B*0702-
transfizierte K562-Zellen in Anwesenheit von B2-Mikroglobulin zur Stabilisierung der
HLA-Peptid-Komplexe im 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay auf Erkennung durch den CTL-
Klon A4 getestet. Als Positivkontrolle wurde die Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC
mitgefuhrt, welche eine deutliche IFN-y-Freisetzung durch den CTL-Klon A4 induzierte
(Daten nicht gezeigt). Der Peptiderkennungstest zeigte jedoch, dal} es sich bei keinem
der synthetisierten Peptide um das durch den CTL-Klon A4 erkannte, tumorassoziierte
Peptidantigen handelte, da keinerlei peptidinduzierte T-Zellreaktivitdt nachgewiesen
werden konnte. Um zu zeigen, dal} eine Beladung der fur den Test eingesetzten T2-
bzw. K562-Transfektanten mit synthetisch hergestelltem HLA-B*0702-bindendem Peptid
moglich war und diese Peptidbeladung prinzipiell eine IFN-y-Freisetzung in T-Zellen
induziert, wurden CTL mitgefuhrt, welche ein HLA-B7-restringiertes gp100-
Melanomantigen erkennen (siehe Abbildung 3.22). Diese T-Zellen und das durch sie
erkannte synthetische Peptid wurden von Dr. V. Lennerz und Prof. Dr. T. Wélfel zur

Verfugung gestellt.
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Abbildung 3.22: IFN-y-ELISPOT-Assay der synthetisch hergestellten Peptide nach Beladung auf T2-
bzw. K562-HLA-B7-Transfektanten auf Erkennung durch den CTL-Klon A4. Als Kontrolle wurden HLA-B7-
restringierte T-Zellen mitgefuhrt, welche ein gp100-Melanomantigen erkennen.
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4 Diskussion

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit bestand in der Generierung und Charakterisierung
von allogenen tumorreaktiven CD8"  zytotoxischen T-Zellen in  einem
Nierenzellkarzinommodell mit anschlieBender Identifizierung der tumorassoziierten
Peptidepitope durch Tandem-Massenspektrometrie. Als Voraussetzung hierzu waren
die Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC, welche aufgrund ihrer Wachstums-
eigenschaften fur eine langfristige in vitro-Kultivierung geeignet war sowie periphere
Blutlympozyten (PBMC) eines gesunden, HLA-Klasse-lI-kompatiblen Fremdspenders

vorhanden.

41 HLA-Klasse-lI-Ubereinstimmung zwischen gesundem Spender

und Nierenzellkarzinompatient

Die serologische HLA-Klasse-I-Typisierung der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC
und der Responderlymphozyten des allogenen gesunden Fremdspenders 1009798
zeigte neben einer Ubereinstimmung in den HLA-A- und -B-Allelen eine Heterozygotie in
den HLA-C-Allelen des Spenders (HLA-Cw*05 und -Cw*07), wahrend beim Patienten
das HLA-Cw*07 homozygot vorlag. Da eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion in diesem
Modell nur in Spender-versus-Nierenzellkarzinom-Richtung denkbar war, stellte das
vom Spender exprimierte HLA-Cw5 kein immunologisch relevantes ,Mismatch“-Allel dar.
Zur exakteren Charakterisierung der HLA-Klasse-I-Moleklle des Spenders und des
Patienten wurde zusatzlich eine hochauflésende HLA-Genotypisierung durchgeftihrt, bei
der die Ubereinstimmung in den HLA-A- und -B-Allelen (HLA-A*0101, HLA-A*0201,
HLA-B*0702 und HLA-B*4402) bestatigt wurde. Die genotypische Bestimmung der HLA-
C-Suballele zeigte im Vergleich zur Serologie jedoch, dal} das HLA-Cw*07 des
Nierenzellkarzinompatienten ebenfalls heterozygot vorlag (HLA-Cw*0702, HLA-
Cw*0704). Da der Spender lediglich HLA-Cw*0702 exprimierte, war das HLA-Cw*0704
des Nierenzellkarzinoms als immunogene Zielstruktur von alloreaktiven T-Zellen des

Spenders anzusehen.'®"1%2
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Durch Homologievergleiche auf DNA-Ebene wurden im codogenen Strang (1101 Basen
von HLA-Cw*0702 und HLA-Cw*0704) insgesamt neun unterschiedliche Basen an den
Positionen 213, 355, 368, 419, 538-540, 601 und 618 identifiziert (siehe Abbildung 4.1).
Diese flhren im translatierten Protein zu Unterschieden innerhalb der Aminosaure-
sequenz an den Positionen 119, 123, 140, 180 und 201 zwischen dem HLA-Cw*0702
und dem HLA-Cw*0704 (siehe Abbildung 4.2). Das prozessierte HLA-Cw*07-Molekul
setzt sich nach Abspaltung der Signalsequenz (Aminosauren 1-24) aus 343
Aminosauren zusammen und besteht aus insgesamt sieben Exons, wobei die Exons 1-5
fur die Domanen a4, a0z, a3, die Transmembrandomane und die zytoplasmatische
Doméne kodieren.’™ Verantwortlich fir die Bindung von Peptidliganden an ein HLA-
Molekul sind vornehmlich die as- und a,-Domanen, welche bei der Ausbildung der
Peptidbindungsfurche involviert sind und in deren Bereich auch T-Zellrezeptoren
anbinden. Aufgrund von stark polymorphen, hochvariablen Regionen innerhalb dieser
a- und azx-Domanen resultieren die wesentlichen Unterschiede innerhalb der
verschiedenen HLA-Allele. Der Homologievergleich zwischen dem HLA-Cw*0702 und
dem HLA-Cw*0704 zeigte, dall die Unterschiede innerhalb der Aminosauresequenzen
ausschlieRBlich im Bereich der a,-Domane auftraten und somit zur Bindung

unterschiedlicher HLA-Cw*07-assoziierten Peptidliganden flihren konnten.
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Abbildung 4.1: Homologievergleich von HLA-Cw*0702 und HLA-Cw*0704 auf DNA-Ebene (nach
IMGT/HLA-Database http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/). Die Unterschiedene in der Basensequenz sind
hervorgehoben.



http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/

4. Diskussion 94

Cw*0702 1 MRVMVAPRALL LLLSGGLALT ETWACSHSMR YFDTAVSRPG RGEPRFI SVG YVDDTQFVRF DSDAASPRGE 70
Cw*0704 1 MRVVMAPRALL LLLSGGLALT ETWACSHSMR YFDTAVSRPG RGEPRFI SVG YVDDTQFVRF DSDAASPRGE 70

Cw*0702 71 PRAPWEQEG PEYWDRETCQK YKRQAQADRV SLRNLRGYYN QSEDGSHTLQ RMSGCDLGPD CRLLRGYDQS 140
Cw*0704 71 PRAPWEQEG PEYWDRETQK YKRQAQADRV SLRNLRGYYN QSEDGSHTFQ RMYGCDLGPD GRLLRGYDQE 140

Cw*0702 141 AYDGKDYI AL NEDLRSWIAA DTAAQ TQRK LEAARAAEQL RAYLEGTCVE W.RRYLENGK ETLQRAEPPK 210
Cw*0704 141 AYDGKDYI AL NEDLRSWIAA DTAAQ TQRK LEAARAAEQD RAYLEGTCVE W.RRYLENGK KTLQRAEPPK 210

Cw*0702 211 THVTHHPLSD HEATLROWAL GFYPAE! TLT WORDGEDQTQ DTELVETRPA GDGTFQKWAA VWWVPSGQEQR 280
Cw*0704 211 THVTHHPLSD HEATLRCWAL GFYPAEI TLT WORDGEDQTQ DTELVETRPA GDGTFQKWAA VWVPSGQEQR 280

Cw*0702 281 YTCHMQHEGL QEPLTLSWEP SSQPTI PI MG | VAGLAVLW LAVLGAVWTA MMCRRKSSGG KGGSCSQAAC 350
Cw*0704 281 YTCHMQHEGL QEPLTLSWEP SSQPTI Pl MG | VAGLAVLW LAVLGAVWTA MVCRRKSSGG KGGSCSQAAC 350

Cw*0702 351 SNSAQGSDES LI TCKA 366
Cw*0704 351 SNSAQGSDES LI TCKA 366

Abbildung 4.2: Homologievergleich von HLA-Cw*0702 und HLA-Cw*0704 auf Proteinebene (nach
IMGT/HLA-Database http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/). Die Unterschiedene in der Aminosauresequenz sind
hervorgehoben.

Bei der Generierung klonaler T-Zellen mit Hilfe des Grenzverdinnungsverfahrens aus
PBMC-isolierten CD8" Responderlymphozyten des Spenders 1009798 konnte somit
eine ,Mismatch“-Reaktivitat gegen das durch MZ1851-RCC exprimierte HLA-Cw*0704
nicht ausgeschlossen werden. Blockadeexperimente und Kreuzreaktivitatstests zeigten,
dall zehn von insgesamt zwolf expandierbaren T-Zellklonen Gber das HLA-Cw*07-Allel
restringiert waren und somit vermutlich das HLA-Cw*0704-,Mismatch“ erkannten.
Beispielhaft ist in dieser Arbeit der CTL-Klon E77 beschrieben. Transfektions-
experimente, bei denen 293T- und COS-7-Zellen mit HLA-Cw*0702-cDNA transfiziert
wurden, zeigten keine Erkennung der Transfektanten durch die HLA-Cw*07-
restringierten CTL-Klone des Spenders 1009798. Leider gelang es uns nicht, das HLA-
Cw*0704-Allel in einen cDNA-Expressionsvektor zu klonieren. Dies liegt moglicherweise
an dem um eine log-Stufe niedrigeren Expressionsniveau von HLA-C- gegenuber HLA-
A/B-Allelen.®’ Wire die Klonierung von HLA-Cw*0704 gelungen, héatte die Erkennung
von HLA-Cw*0704-,Mismatch“-Antigen nach Transfektion in antigennegative
Rezipientenzellen direkt nachgewiesen werden konnen.

Neben dem HLA-Cw*07-,Mismatch® waren der Spender 1009798 und die
Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC identisch fur samtliche HLA-A/B-Molekile. Am
Beispiel des HLA-B*0702-restringierten CTL-Klons A4 konnten wir zeigen, das in
solchen allogenen MLTCs auch CTL heranwachsen, die Tumorzellen, hier das
Nierenzellkarzinom MZ1851-RCC, uber ,Selbst“-HLA-Klasse-I-Allele erkennen.


http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/

4. Diskussion 95

4.2 Kultivierung tumorreaktiver T-Zellpopulationen mit Interleukin-2

und Interleukin-7

Das Zytokin Interleukin-2 (IL-2) gilt als Wachstumsfaktor fur T-Lymphozyten und NK-
Zellen, welche wichtige Effektorzellen bei der Tumorbekampfung darstellen.”* Es spielt
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von NK-Zellen, der Induktion von LAK-Zellen
(Lymphokin aktivierte Killerzellen) sowie bei der Unterstitzung der antigenabhangigen
Aktivierung und Expansion von CD8" T-Zellen. Zur Unterstiitzung autokrin-gesteuerter
klonaler Expansion produzieren CD8" T-Zellen IL-2 nach Interaktion mit einem Antigen
und kostimulatorischen Liganden. Das Zytokin stellt dabei aber mehr als nur einen
Wachstumsfaktor dar, sondern wird ebenfalls fur die T-Zellentwicklung und flr die
Regulation von AICD (activation induced cell death) bei T-Lymphozyten in vivo
bendtigt.”*® Interleukin-2 kann aber auch insbesondere bei mehrfach stimulierten
zytotoxischen T-Zellen die antigenabhangige Apoptose direkt verstarken.'®

Fir die in vitro Kultivierung CD8" T-Zellpopulationen wird exogen zugegebenes
Interleukin-2 (rhIL-2) fir die T-Zellproliferation benétigt’™” und verstarkt zudem die
Generierung zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL). Es wurden CD8" T-Zellen
beschrieben, welche die Fahigkeit zur endogenen IL-2-Produktion verloren hatten
(AINR, activation induced nonresponsiveness) und nach exogener IL-2-Zugabe
Proliferation zeigten, wobei die T-Zellrezeptor-vermittelte zytolytische Funktion sowie die

Fahigkeit zur IFN-y-Sekretion erhalten blieb.'®

Durch exogene Zugabe von
unphysiologisch hohen IL-2-Konzentrationen besteht die Gefahr, dal} eine antigen-
unabhangige Stimulation der T-Zellen induziert wird. So konnte anhand von Virus-
spezifischen CTL gezeigt werden, dal® die CTL zwar zur Proliferation angeregt wurden,
aber ihre antigenspezifische Reaktivitat verloren hatten, wobei dieser Effekt schon bei
wesentlich geringeren IL-2-Dosen als den in dieser Arbeit eingesetzten 250IU/ml
beobachtet wurde. Zum Nachweis der antigenabhangigen Proliferation der CTL wurde
in der vorliegenden Arbeit das Wachstum der CTL in Anwesenheit oder Abwesenheit
der zur Stimulation verwendeten Tumorzelllinie MZ1851-RCC bestimmt. Dabei zeigte
sich eine starkere Proliferation in Gegenwart der Tumorzelllinie und damit ein

synergistischer Effekt von IL-2 und antigenexprimierender Stimulatorzelllinie.
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Das Zytokin Interleukin-7 (IL-7) begunstigt als Wachstumsfaktor die Vitalitdt und
Proliferation von T-Zellen,™® erfiillt anti-apoptotische Funktionen bei unreifen T-Zellen,
ist bei Thymozyten in den frihen Phasen der T-Zellentwicklung involviert und kann in
Kombination mit IL-2 die Proliferation von ,Memory“-T-Zellen fordern.'®® Desweiteren
kann es als Stimulus fur T-Zellen fungieren und antigenspezifische T-Zellantworten in
vitro verstarken.'®’

Samtliche der in der vorliegenden Arbeit generierten zytotoxischen T-Zellen zeigten bei
den verwendeten Kulturbedingungen (wdchentliche Stimulation und Zugabe von IL-2
und IL-7) eine antigenabhangige Proliferation, wobei die antitumorale Reaktivitat der
CTL gegen die Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC auch Uber langere Kultur-

zeitrdume erhalten blieb.

4.3 Generierung tumorreaktiver CD8" T-Zellen aus PBMC des

gesunden Spenders

Die Moglichkeit aus PBMC eines gesunden, HLA-Klasse-l-identen Fremdspenders
tumorreaktive CD8" T-Zellen zu generieren, welche eine spezifische und (ber distinkte
~Selbst‘-HLA restringierte Reaktivitdt gegen Nierenzellkarzinomzellen entwickeln, wurde
bereits beschrieben.’® Auch in der vorliegenden Arbeit konnten mit Hilfe dieser
Methodik signifikante, durch T-Zellen hervorgerufene antitumorale Reaktivitdten nach
nur wenigen Stimulationen mit Tumorzellen in 20h-IFN-y-Freisetzungstests beobachtet
werden. Dabei war besonders beeindruckend, wie effizient sich die tumorreaktiven
T-Zellen des gesunden Spenders in vitro expandieren lieBen. Ahnlich hohe Effizienzen
konnten bei der Verwendung von autologen PBMC in der MLTC weder bei den
Patienten MZ1257 oder MZ1851%%'%® noch bei anderen Nierenzellkarzinompatienten

164,165

beobachtet werden. Diese Ergebnisse liegen mdglicherweise in der

tumorinduzierten Anergie oder Toleranz autologer T-Zellen begrindet, wie sie fur das

Nierenzellkarzinom und auch anderen Tumorentitaten bereits beschrieben wurden.'%1%”

Verschiedene aktive und passive Mechanismen konnten eine solche T-Zelltoleranz
gegenuber Tumorzellen bewirken. So fuhren beispielsweise aktive Mechanismen zur

Expression von pro-apoptotischen Molekiilen (z.B. FasLigand) auf der Tumorzelle'®®



4. Diskussion 97

oder zur Freisetzung von immunsuppressiven Substanzen'®

, ZU denen Zytokine und
Prostaglandine zahlen, welche die T-Zellaktivitat negativ beeintrachtigen. Die
Herunterregulation oder der Verlust von HLA-Allelen'®, die fehlende Expression
kostimulatorischer Molekille wie CD80/CD86'"" oder Defekte innerhalb der
Antigenprozessierung und Peptidprasentation von Tumorzellen'’? werden hingegen als
passive Mechanismen zusammengefalt. Daneben konnte eine geringe Affinitat des
T-Zellrezeptors fur die tumorassoziierten Peptide, eine defiziente IL-2-Produktion der
T-Zellen oder die Expression von antagonistischen Peptiden auf Seite der Tumorzellen

zur T-Zelltoleranz bzw. tumorinduzierten Anergie beitragen.’”

4.4 Charakterisierung MZ1851-RCC-reaktiver CD8'-T-Zellklone des

gesunden Spenders

Die mit Hilfe des ,Limiting-Dilution“-Verfahrens aus der MLTC 1851-5 hervor-
gegangenen T-Zellklone wurden phanotypisch auf die Expression von Differenzierungs-
und Aktivierungsmarker untersucht (siehe Tabelle 3.4). Dabei zeigten alle gegen die
Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC alloreaktiven und Uber HLA-Klasse-I-restringierten
CTL-Klone einen CD3*- und CD8'-Phanotyp und exprimierten zudem einen aof-
T-Zellrezeptor. Der fir NK-Zellen typische Oberflachenmarker CD56 wurde von
einzelnen CTL-Klonen mit unterschiedlicher Intensitat exprimiert. Es ist bekannt, daf}
bestimmte T-Zellpopulationen abhangig von ihrem jeweiligen Differenzierungsgrad den
CD56-Marker als ein Aktivierungsantigen mit assoziierter zytotoxischen Funktion tragen
konnen.' Fir CD57 waren die generierten zytotoxischen T-Zellen negativ, so daR es
sich nicht um enddifferenzierte Effektorzellen handelte, wie sie bei CDS57-positiven
virusspezifischen T-Zellen beschrieben wurden.'”

Das Rezeptormolekul CD28, welches mit den kostimulatorischen Molekulen CD80 und
CD86 interagiert, induziert die Aktivierung von naiven und ruhenden ,Memory“-T-
Zellen."® Phanotypische Untersuchungen der tumorreaktiven CTL-Klone hinsichtlich der
CD28-Expression blieben negativ und zeigten somit einen CD8*/CD28" T-Zellphanotyp,

wie er beispielsweise in ex vivo Analysen von Transplantations-patienten, Patienten mit
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HIV-Infektionen oder bei Melanompatienten als dominierende T-Zellpopulation im
peripheren Blut beschrieben wurde."”” Um den Differenzierungs-grad der generierten
tumorreaktiven T-Zellklone zu charakterisieren, wurden die CTL auf Expression
verschiedener Oberflachenmolekule wie CD27, CD44, die Isoformen CD45RA bzw.
CD45R0O, CD62L und CCR7 untersucht, um eine Unterscheidung zwischen naiven T-
Zellen, Effektor-,Memory“-T-Zellen (Tgm) und ,Central-Memory“-T-Zellen (Tcm) zu
ermoglichen. Ausgehend von naiven T-Zellen findet nach deren Konditionierung mit
tumorspezifischen Antigenen in Anwesenheit kostimulatorischer Molekile eine
Differenzierung zu Tem- und Tcom-Zellen statt. Dabei migrieren Effektor-,Memory“-T-
Zellen in inflammatorische, periphere Gewebe und Uben dort Effektorfunktionen aus,
wahrend ,Central-Memory“-T-Zellen in sekundar lymphatischen Organen verbleiben und
uber keine bzw. lediglich geringe Effektorfunktionen verfugen. Humane T¢y-Zellen sind
CD45R0O*-,Memory“-Zellen, welche konstitutiv CCR7 und CD62L exprimieren. Bei dem
CD45-Molekul handelt es sich um eine von Leukozyten exprimierte und an deren
Aktivierung beteiligte Phosphatase, wobei CD45RO-exprimierende T-Zellen leichter
aktiviert werden kénnen als T-Zellen, welche das CD45RA-Isoform tragen.'® Die
Rezeptoren CCR7 und CD62L sind fur naive T-Zellen charakteristisch und ermdéglichen
die Migration in periphere Lymphknoten.'”®'® Humane Tgu-Zellen sind ,Memory“-
Zellen, welche durch den Verlust der konstitutiven CCR7-Expression charakterisiert sind
und Uber eine heterogene CD62L-Expression verfugen. Sie tragen Chemokin-
Rezeptoren und Adhasionsmolekile, die flr das Verbleiben in inflammatorischen
Geweben verantwortlich sind. CD8" Tgw-Zellen synthetisieren gro3e Mengen an Perforin
und produzieren innerhalb weniger Stunden nach Antigenstimulation neben IFN-y auch
die Zytokine IL-4 und IL-5. Bei zusatzlicher Expression des CD45RA-Moleklils (Tevra)
ist zudem eine Steigerung der ohnehin starken Perforin-Synthese mdglich. Die
Oberflachenmolekile CD27 und CD28 werden von naiven T-Zellen exprimiert, fehlen

' Das

aber bei CD8" ,Memory“T-Zellen mit starken Effektor-Eigenschaften.'
Adhasionsmolekll CD44 hingegen wird von naiven T-Zellen kaum exprimiert, erscheint
nach Antigenkontakt aber auf der Oberfliche der ,Memory“T-Zellen."®* Die
phanotypische Untersuchung zeigte bei allen der in der vorliegenden Arbeit generierten
allogenen T-Zellklone eine hohe CD44- und CD45R0O-Expression, wahrend die Marker

CD28, CD62L und CCR7 negativ waren. Desweiteren exprimierten die CTL-Klone das
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CD27-Molekul unterschiedlich stark und das CD45RA-Isoform lediglich in schwacher
Intensitat. Anhand dieser Ergebnisse konnten die aus der MLTC1851-5
hervorgegangenen CTL-Klone als Effektor- bzw. Effektor-,Memory“-T-Zellen
charakterisiert werden.

Inhibitorische, von nattrlichen Killerzellen exprimierte, Rezeptoren (KIR, killer inhibitory
receptor) wie CD158a, CD158b, KIRp70, CD85j, NKG2A oder NKG2D konnen auch auf
der Oberfliche von antigenspezifischen CD8* T-Zellen nachgewiesen werden."®® Dabei
werden fur diese Rezeptoren unterschiedliche Funktionen postuliert. So vermutet man
beispielsweise eine Beteiligung an der negativen Selektion autoreaktiver T-Zellen im
Thymus, um eine Autoimmunitat durch CTL, welche gegen ,Selbst“-Antigene reagieren,
abzuwehren.'®® Da inhibitorische KIR an HLA-Klasse-I-Molekiile binden und dariiber
negativ reguliert werden, kann Uber diese KIR eine CTL-vermittelte HLA-Klasse-I-
restringierte Immunantwort gegen normale Zellen verhindert werden, wahrend
Tumorzellen aufgrund des Verlustes von HLA-Klasse-I-Allelen durch KIR-tragende CTL
lysiert werden konnen.'® Andererseits ware auch ein Mechanismus denkbar, der die
Deletion von selbstreaktiven CTL unterbindet, um eine Immunantwort gegen
Tumorzellen auszuldsen, welche im erhdhten MaRe ,Selbst‘-Antigene exprimieren.'®
Desweiteren konnten die inhibitorischen Funktionen der Rezeptoren nach Interaktion mit
ihren Liganden eine ,Uber“-Stimulation antigenspezifischer CTL und der damit
verbundenen Apoptose verhindern, indem die durch den T-Zellrezeptor vermittelte
Stimulation umgangen bzw. unterbunden wird."® Die durch phanotypische
Untersuchungen charakterisierten und in dieser Arbeit vorgestellten CTL-Klone zeigten
keine bzw. nur eine geringe Oberflachenexpression der KIR CD158a, CD158b, KIRp70,
CD85j und NKG2A. Lediglich der NKG2D-Rezeptor wurde von den allogenen CTL-
Klonen im hohen Male exprimiert. Bei NKG2D handelt es sich um ein
kostimulatorisches Molekdl, das zu einer Steigerung der Effektorfunktionen von T-Zellen
wie der Zytotoxizitat oder der Zytokinfreisetzung beitragen kann'® und méglicherweise
regulatorisch and der IL-2-Produktion zytotoxischer T-Zellen beteiligt ist."®’

Als Prototyp einer alloreaktiven CD8" T-Zelle wurde CTL-Klon E77 charakterisiert, der
Tumorzellen mit hoher Wahrscheinlichkeit Uber ein HLA-Cw*07-,Mismatch® lysiert,
welches zwischen dem Nierenzellkarzinom MZ1851-RCC und dem gesunden

Fremdspender 1009798 nachweisbar war. CTL-E77 zeigte eine Reaktivitat nicht nur
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gegen MZ1851-RCC, sondern ebenso gegen aus PBMC generierte PHA-Blasten des
Patienten MZ1851. CTL-vermittelte Erkennung war im °'Cr-Freisetzungstest deutlich
starker ausgepragt, als im IFN-y-ELISPOT-Assay. Dieses Ergebnis konnte dadurch
erklart werden, dal® fir den 20h-IFN-y-ELISPOT-Assay kryokonservierte PHA-Blasten
eingesetzt wurden, welche nach dem Auftauen eine vergleichsweise geringe Vitalitat
zeigten und dadurch mdglicherweise eine entsprechend geringe IFN-y-Sekretion durch
den CTL-Klon E77 induzieren konnten. Im Gegensatz dazu wurden fiir den *'Cr-
Freisetzungstest frisch generierte PHA-Blasten verwendet. Naturlich konnte das
Testergebnis auch auf eine hohere Sensitivitat des Zytotoxizitatstests gegenlber dem
IFN-y-ELISPOT-Assay hinweisen. Die Erkennung der PHA-Blasten durch den CTL-Klon
E77 deutete darauf hin, da® das gegenstandliche T-Zellepitop nicht aus einem Protein
prozessiert wird, welches infolge der malignen Transformation des Nierengewebes
synthetisiert wird. Stattdessen koénnte es sich bei dem Peptidantigen um ein Epitop
handeln, dal} auch von gesunden Zellen des Patienten prasentiert wird. Die Ergebnisse
von Kreuzreaktivitatsuntersuchungen, bei denen weitere Zielzellen von CTL-Klon E77
erkannt wurden, lassen vermuten, dal® es sich bei der erkannten Zielstruktur um ein
ubiquitar exprimiertes Antigen handelt, welches mit HLA-Cw*0704 assoziiert. CTL-
Klone, die Antigene mit einer ubiquitdren Gewebeexpression ahnlich dem CTL-E77
erkennen, kdnnen im Rahmen der allogenen Blutstammzelltransplantation neben dem
gewunschten GvT-Effekt auch die unerwunschte schwere GvHD-Reaktion gegen
gesundes Kdrpergewebe auslésen (siehe Abbildung 4.3).

Im Gegensatz zu den alloreaktiven CTL-Klonen handelte es sich bei CTL-Klon A4 um
eine zytotoxische T-Zelle, deren Peptidantigen auf MZ1851-RCC-Zellen Uber das HLA-
B*0702 prasentiert wird. Eine HLA-Klasse-I-,Mismatch“-Reaktivitat war ausgeschlossen,
da eine genotypische Ubereinstimmung des HLA-Restriktionselements zwischen der
Nierenzellkarzinomlinie MZ1851 und dem allogenen Spender 1009798 vorlag. Die PHA-
Blasten des Patienten MZ1851 wurden weder im °'Cr-Zytotoxizitatstest noch im IFN-y-
ELISPOT-Assay erkannt. Zudem waren Kreuzreaktivitatstests gegen weitere Nieren-
zellkarzinome oder gegen gesunde und maligne Zellen anderer Gewebetypen negativ.
Diese Testergebnisse deuteten darauf hin, dall es sich bei dem von CTL-Klon A4
erkannten Epitop um ein tumorassoziiertes Peptidantigen handelt, welches nicht

ubiquitar exprimiert wird. Zytotoxische T-Zellen wie CTL-Klon A4, die ausschliel3lich
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maligne Zellen, nicht aber gesunde Zellen desgleichen oder eines anderen
Gewebetypes erkennen, konnten Tumorregressionen ohne nachweisbare GvHD nach
allogener Stammzelltransplantation induzieren und sind deshalb von besonderem

Interesse fur die Entwicklung von neuen immunologischen Therapieansatzen (siehe
Abbildung 4.3).

A (z.B. CTL-Klon A4) Graft-versus-

Tumor
(GvT)

-
~
080 Host Disease

S (GVHD)

gesunder Spender NZK-Patient
(1009798) (MZ1851-RCC)

% Graft-versus-

B (z.B. CTL-Klon E77)

Abbildung 4.3: Potentielle Effektoren von GvT (A) und GvHD (B) im Modell des Fremdspenders 1009798
und des Nierenzellkarzinompatienten MZ1851-RCC.
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4.5 Biochemisch-massenspektrometrische Identifizierung der

Nierenzellkarzinomantigene

4.5.1 Immunchromatographie

Ein Ziel der Arbeit bestand in der biochemisch-massenspektrometrischen
Charakterisierung der von dem HLA-B*0702-restringierten CTL-Klon A4 und dem HLA-
Cw*0704-reaktiven CTL-Klon E77 erkannten Peptidantigene. Die hierfur notwendige
Aufreinigung der naturlich prozessierten HLA-B/C-Peptid-Komplexe der Nierenzell-
karzinomlinie MZ1851-RCC erfolgte mittels einer Affinitdtschromatographie unter
Verwendung des HLA-B/C-spezifischen Antikrpers B123.2. Idealerweise sollten fir die
biochemische Aufreinigung der Peptidliganden etwa 2x10" Tumorzellen eingesetzt
werden, um ausreichend Probenmaterial fur die nachfolgende massenspektrometrische
|dentifizierung zur Verfiigung zu haben.'®® Die Expansion der Tumorzelllinie MZ1851-
RCC auf entsprechende Zellzahlen erwies sich jedoch abhangig von der
Kultivierungsdauer in Wannenstapel als zunehmend schwierig, so dal} lediglich 1,2x10"°
Tumorzellen fur die Immunchromatographie verwendet werden konnten. Dadurch wurde
die Identifizierung der HLA-B/C-assoziierten Peptidliganden mittels
Massenspektrometrie erschwert. Eine nach der biochemischen Aufreingung
durchgefuhrte SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zeigte, dal® HLA-B/C-Molekile
immunchromatographisch isoliert werden konnten, da im Vergleich zu den mitgeflhrten
Kontrollen in der Retentatprobe eine zusatzliche Proteinbande auftrat, dessen
Molekulargewicht von etwa 44kD gut zu dem bekannten Molekulargewicht der HLA-a-
Kette (44kD) korrespondierte. Neben den HLA-B- sollten auch die HLA-C-Molekile
mittels Immunchromatographie isoliert und die Peptidliganden massenspektrometrisch
identifiziert werden. Dabei konnte sich insbesondere die Identifizierung der HLA-C-
assoziierten Peptidliganden als problematisch erweisen, da die Expressionsdichte von
HLA-C-Molekulen auf der Zelloberflache stark reduziert ist. So werden diese in der
Regel nur mit einer 10%-igen Intensitat im Vergleich zu HLA-A- oder -B-Molekulen auf
der Zelloberflache exprimiert.®'"'® Zusatzlich konnten unterschiedliche methodische
Probleme wahrend der Immunchromatographie zu einem Verlust an aufgereinigten

HLA-Molekulen mit den assoziierten Peptidliganden fuhren. So muldte damit gerechnet
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werden, dal® Probenmaterial von der Herstellung des Tumorlysats bis hin zur Eluation
der Affinitatssaulen infolge nicht vollstandig inhibierter Proteaseaktivitat verloren geht.
Weitere Probenverluste wahrend der Zentrifugation und Filtration waren ebenfalls
denkbar.

4.5.2 HPLC und Massenspektrometrie

Nach der immunchromatographischen Aufreinigung wurden die HLA-B/C-assoziierten
Peptidliganden mittels einer ,reverse phase“-HPLC fraktioniert und anschlielRend
wurden die einzelnen HPLC-Fraktionen in °'Cr-Zytotoxizitatstest auf Bioaktivitat
uberpruft. Dabei wurden natirliche Peptidmengen von 2,5x10® MZ1851-RCC-
Zellaquivalenten pro Testeinheit eingesetzt, sofern man praparative und methodische
Materialverluste unberticksichtigt lalt. Auffallig war, dall positiv getestete HPLC-
Fraktionen im Vergleich zu den mitgefuhrten Tumorkontrollen eine geringere lytische
Aktivitat durch den jeweiligen CTL Klon aufwiesen. Dies liegt darin begrindet, daf in
den einzelnen HPLC-Fraktionen zahlreiche verschiedene Peptidepitope enthalten sein
konnen, welche zufallig ahnliche, biochemische Eigenschaften aufweisen und
dementsprechend zur gleichen Zeit von der HPLC-Saule eluiert wurden. Aufgrund der
dadurch resultierenden Kompetition konkurrieren die unterschiedlichen Peptidliganden
innerhalb einer HPLC-Fraktion um die Bindung an das relevante HLA-Klasse-I-Molekll,
wodurch die reduzierte lytische Aktivitat erklart werden kann.

Interessanterweise wurden neben der singularen bioaktiven HPLC-Fraktion (C10) auch
die zwischen der 80. und 88. Minute entnommenen HPLC-Fraktionen in den
Zytotoxizitatstests mit dem CTL-Klon A4 positiv getestet. Diese Erkennung konnte
darauf zurickzuflhren sein, dal} das fur die Bioaktivitat verantwortliche Peptidepitop
nicht vollstandig entsprechend seiner chemischen Eigenschaften eluiert wurde.
Moglicherweise erfolgte die Abdissoziation des an die Saule gebundenen restlichen
Peptids erst bei einer hoheren Acetonitrilkonzentration (60%), wodurch das positive
Testergebnis der spaten Fraktionen resultierte. Eine weitere Erklarung ware, dal} in den
positiv getesteten HPLC-Fraktionen Peptide enthalten waren, deren chemische

Eigenschaften dem des eigentlichen Peptidantigens &hnelten und somit zu einer
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Erkennung durch den CTL-Klon A4 fihrten. Da jedoch die HPLC-Fraktionen 80-88 auch
von CTL-Klon E77 mit der verwendeten HLA-Cw*07-Transfektante erkannt wurden,
gehen wir von einer ,unspezifischen Erkennnung“ dieser HPLC-Fraktionen aus.

Anhand der Zytotoxizitatstests mit dem CTL-Klon E77 konnte keine eindeutig bioaktive
HPLC-Fraktion identifiziert werden. Moglicherweise steht dieses Ergebnis damit im
Zusammenhang, dal} aufgrund der ohnehin geringen Expression von HLA-C-Molekulen
auch nur unzureichende Mengen HLA-C-assoziierter Peptidliganden aufgereinigt
werden konnten, um eine eindeutige Erkennung von Peptiden einer distinkten HPLC-
Fraktion durch den CTL-Klon E77 zu ermdglichen. Ein weiterer Grund fur die
ausbleibende dominante Reaktivitat konnte naturlich das Fehlen einer antigennegativen
T2-HLA-Cw*0704-Transfektante in den Testungen sein.

Zur Identifizierung von MHC-Klasse-l-assoziierten Peptidantigenen mittels massen-
spektrometrischer Verfahrenstechniken wurden in der Vergangenheit haufig Strategien
angewendet, bei denen eine Mikro-Kapillar-FlUussigkeitschromatographie mit einer nano-
ESI-MS/MS (nano-electrospray ionization tandem mass spectroscopy) gekoppelt
wurden.?%™*  Alternativ verspricht die Verwendung des MALDI MS/MS-Verfahrens
(matrix assisted laser desorption/ionization tandem mass spectroscopy) verschiedene
Vorteile bei der Identifizierung natirlich prozessierter Peptidliganden. So wurde gezeigt,
dald mit Hilfe einews MALDI-TOF/TOF-Verfahrens im Vergleich zu fraheren MALDI-
Analysetechniken eine erhohte Sensitivitat bzw. Effektivitat bei der Identifizierung von
MHC-Klasse-l-assoziierten Peptidepitopen erzielt werden konnte.®' Ein weiterer Vorteil
besteht darin, dall das Verfahren eine Analyse mit geringerem Probenverbrauch
ermoglicht, so dal® ein Groldteil des Probenmaterials fur funktionelle Untersuchungen
zur Verfugung steht. Weiterhin werden die Melzeiten aufgrund der in der Matrix
eingetrockneten Probe verlangert und der Probenteller kann zusatzlich fir
Wiederholungsmessungen aufbewahrt werden. Sollte nach der HPLC-Fraktionierung die
Komplexitat der Peptidliganden in der auf Bioaktivitat getesteten HPLC-Fraktion zu hoch
sein, besteht die Moglichkeit einen zweiten Chromatographieschritt (second dimension)
durchzufuhren. Dazu wird das Probenmaterial durch eine Nano-Kapillar-
Flissigkeitschromatographie (nano-LC) in verschiedene Subfraktionen unterteilt, um die
Peptidkomplexitat zu verringern', bevor die eigentliche massenspektrometrische

Analyse erfolgt. Dadurch kénnen stérende Signale wahrend der Messung verhindert und
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die ,precursor‘-Massen genauer bestimmt werden.

Zur |dentifizierung der HLA-B/C-assoziierten Peptidantigene der Nierenzellkarzinomlinie
MZ1851-RCC wurde das nanoLC-MALDI-TOF/TOF MS/MS-Verfahren verwendet.?" Mit
Hilfe dieser Analysemethode gelang es, aus insgesamt vier unterschiedlichen HPLC-
Fraktionen zahlreiche verschiedene Peptidepitope 2zu charakterisieren, deren
Ankeraminosauren den HLA-B/C-Allelen zugeordnet werden konnten. Dieses Ergebnis
spiegelt die hohe Sensitivitat und Effektivitat dieses Verfahrens wider. Dennoch gelang
es bisher nicht, das fir den CTL-Klon A4 tumorspezifische Peptidantigen zu
identifizieren. Als Grund hierfir kénnten verschiedene Faktoren angeflihrt werden. Zum
einen war moglicherweise die Zellzahl von 1,2x10"° Tumorzellen fiir die Aufreinigung
der HLA-assoziierten Peptidliganden nicht ausreichend, so dal3 die aufgereingte molare
Menge des durch den CTL-Klon A4 erkannten Peptidantigens zu gering war, um in der
Massenspektrometrie sequenziert zu werden, obwohl dieses Verfahren eine
Identifizierung von Peptiden im femtomolaren Bereich erm('jglicht.190 Zum anderen
konnte die Kompetition des gesuchten T-Zellepitops mit hochabundant exprimierten
HLA-B*0702-Peptidliganden, z.B. aus Uberexprimierten Zellproteinen von MZ1851-RCC,
fur den fehlenden Erfolg der Analytik ausschlaggebend gewesen sein. Es bleibt
abzuwarten, ob durch Verwendung einer hoheren Ausgangszellzahl von MZ1851-RCC-
Zellen vor Beginn der Immunchromatographie oder durch Einsatz sensitiverer LC-
MS/MS-Methoden in Zukunft die ldentifizierung der Peptidantigene der aus einem

gesunden Spender generierten RCC-reaktiven CTL-Klone gelingt.
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5. Zusammenfassung

Eine Voraussetzung fur die Entwicklung neuer immunmodulatorischer Therapie-
verfahren ist die Kenntnis immunogener Tumorantigene, die von tumorreaktiven
T-Zellen erkannt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden tumorreaktive CD8*
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL, cytotoxic T-lymphocytes) aus dem Blut eines HLA
(human leukocyte antigen)-kompatiblen Fremdspenders generiert. Methodisch wurden
hierzu CD8-selektionierte periphere Blutlymphozyten repetitiv mit der klarzelligen
Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC (RCC, renal cell carcinoma) in einer allogenen
gemischten Lymphozyten-Tumorzell Kultur (MLTC, mixed lymphocyte tumor cell culture)
stimuliert. Aus den Responderlymphozyten wurden mit Hilfe des Grenz-
verdunnungsverfahrens klonale zytotoxische T-Zellen generiert und expandiert. Die
CTL-Klone wurden anschlieBend phanotypisch mittels DurchfluRzytometrie sowie
funktionell mittels HLA-Antikorper-Blockadeexperimenten und Kreuzreaktivitatstests
detailliert charakterisiert. Dabei konnte gezeigt werden, da® aus dem Blut eines
allogenen gesunden Spenders CD8" T-Zellen isoliert werden kénnen, welche Reaktivitat
gegen Nierenzellkarzinome (NZK) aufweisen und uber verschiedene HLA-Klasse-I-
Allele restringiert sind. Die von den einzelnen CTL-Klonen erkannten Zielstrukturen
zeigten entweder ubiquitare (z.B. HLA-Cw*0704-reaktiver CTL-Klon E77) oder eine
tumorspezifische (z.B. HLA-B*0702-restringierter CTL-Klon A4) Gewebeexpression.

Zur ldentifizierung der naturlich prozessierten Peptidliganden wurden die HLA-B/C-Allele
unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers B123.2 aus einem zuvor hergestellten
Detergenslysat der Nierenzellkarzinomlinie MZ1851-RCC immunchromatographisch
aufgereinigt. Aus den so isolierten HLA-Peptid-Komplexen wurden die tumorassoziierten
Peptidliganden nach Saureeluation und Filtration abgespalten und Uber eine ,reverse
phase‘-HPLC (high performance liquid chromatography) fraktioniert. Die Uberpriifung
der einzelnen HPLC-Fraktionen auf Bioaktivitat erfolgte mit den korrespondierenden
CTL-Klonen in *'Cr-Zytotoxizititstests. Dabei wurde eine HPLC-Fraktion identifiziert, die
die lytische Funktion des HLA-B*0702-restringierten CTL-Klons A4 auslésen konnte.

Die bioaktive HPLC-Fraktion wurde dazu durch eine zweite (second dimension) Kapillar-
Flussigkeitschromatographie (Cap-LC, capillar liquid chromatography) in Subfraktionen

geringerer Komplexitat aufgetrennt und die darin enthaltenen Peptidepitope durch das
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MALDI-TOF/TOF (matrix assisted laser desorption/ionization- time of flight/time of flight)-
Analyseverfahren sequenziert. Innerhalb dieser HPLC-Fraktion wurden eine Vielzahl
von HLA-B/C-assoziierten Peptidliganden erfolgreich sequenziert, was die Effektivitat
dieser Verfahrenstechnik zur Identifizierung naturlich prozessierter HLA-Klasse-I-
bindender Peptide unter Beweis stellt. Leider war es mit dieser Methode bisher nicht
maoglich, das von CTL-Klon A4 detektierte Peptidepitop zu sequenzieren. Dies liegt
moglicherweise in der unzureichenden Konzentration des Peptidepitops in der
bioaktiven HPLC-Fraktion begrindet. In Folgearbeiten soll nun mit erhohter
Probenmenge beziehungsweise verbesserter Analytik der erneute Versuch
unternommen werden, das Zielantigen des CTL-Klons A4 zu identifizieren. Die Kenntnis
von Antigenen, die tumorspezifisch exprimiert und von CD8" CTL aus gesunden
Spendern erkannt werden, erdffnet neue therapeutische Moglichkeiten, das spezifische
Immunsystem des Stammzellspenders nach allogener Blutstammzelltransplantation
gezielt zur Steigerung von TumorabstoRungsreaktionen (z.B. durch Vakzinierung oder

adoptivem T-Zelltransfer) zu nutzen.
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APC
AS

AU

Bom
Cap-LC
CD
cDNA
pCi
CTL

D (kD)
DNA
EBV
ELISPOT-Assay
ER

ESI
FCS
Fmoc
GvH
GvL
GvT

Gy
HLA
RP-HPLC
IFN

g

IL

KE

M

v
m

antigenprasentierende Zelle
Aminosaure

,absorbing units’

B2-Mikroglobulin

,capillar liquid chromatography’
,Cluster of differentiation’
komplementare DNA

p-Curie

zytotoxische T-Lymphozyten
Dalton (Kilodalton)
Desoxyribonukleinsaure
Epstein-Barr-Virus

,enzyme linked immunosorbent spot assay’
Endoplasmatisches Retikulum
Elektrosprayionisation

fotales Kalberserum
9-Fluorenylmethyloxycarbonyl
Graft (Spender) versus Host (Wirt)
Graft (Spender) versus Leukamie
Graft (Spender) versus Tumor
Gray

Humanes Leukozytenantigen
,reverse phase high performance liquid chromatography’
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Kultureinheit

Molaritat

mikro (10°®)

milli (107%)
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MALDI

g

g
MIC

MHC

I

MLTC
mMRNA
MS
MS/MS
m/z

n
NK-Zellen
NZK
PAGE
PBMC
PCR
pH
PHA-Blasten
RCC
RNA
RT
SDS
TAP
TCR
TE

Th
TOF

,matrix assisted laser desorption/ionization’

Gramm (mg, Hg, ng, pg)

Erdbeschleunigung (bei Zentrifugationen)

,major histocompatibility complex class | chain-related’
Haupthistokompatibilitatskomplex

Liter (ml, yl, nl)

,mixed lymphocyte/tumor cell culture’

,messenger’ RNA

Massenspektrometrie

Tandemmassenspektrometrie

Masse / Ladung

nano (10°)

Naturliche Killer-Zellen
Nierenzellkarzinom
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Jperipheral blood mononuclear cells’
,polymerase chain reaction’

potentia hydrogenii
Phytohaemagglutinin-stimulierte Blasten
,renal cell carcinoma’

Ribonukleinsaure

reverse transcriptase’

,sodium dodecyl sulfate’

,transporter associated with antigen processing

T-cell receptor
Testeinheit
T-Helferzellen
,time of flight’
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7.1 Der Einbuchstabencode der Aminosauren

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin

Isoleucin

I o m m oo »

Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin

Tryptophan

< s<H4wxImPOP Tz X

Tyrosin
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