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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Tumorimmunologie untersucht Interaktionen zwischen Lymphozyten und Tumor-
zellen. Von groler Bedeutung sind dabei Beobachtungen, die zeigen, dass das
Immunsystem von Tumorpatienten humorale und zellulare Immunantworten gegen
tumorassoziierte Antigene (TAA) entwickelt, die auf der Zelloberflache von Krebs-
zellen prasentiert werden (Boon et al., 1996; Rosenberg, 1997; Old et al., 1998). Eine
effiziente zellulare Immunantwort ist von der Proliferationsfahigkeit und Aktivierbarkeit
zytotoxischer Effektorzellen abhangig, die ihrerseits auch eine Schlusselrolle bei der
Eliminierung von Tumorzellen besitzen.

1.1 Die zellulare Immunantwort

Eine =zellulare Immunantwort wird durch Zytokine eingeleitet, die von Helfer-
CD4"-T-Zellen sezerniert werden. Beispielsweise induziert Interferon (IFN)-y die
zytotoxische Aktivitat von Naturlichen Killer (NK)-Zellen und aktiviert Makrophagen,
wahrend der T-Zellwachstumsfaktor Interleukin (IL)-2 die Proliferation von NK-Zellen
und CD8"-T-Zellen induziert. Gleichzeitig wird durch IFN-y die Translation und Ober-
flachenprasentation von Genprodukten des Haupthistokompatibilitatskomplexes (engl.
,major histocompatibility complex®, MHC) induziert. Dieser Genlokus liegt beim Men-
schen auf Chromosom 6p21.3 und kodiert fur die ,human leucocyte antigens® die
HLA-Molekule. Alle kernhaltigen Korperzellen exprimieren diese hochpolymorphen
Glykoproteine als heterotrimere HLA Klasse |-Komplexe, die aus der 44 kD schweren
a-Kette, der nicht-kovalent gebundenen, invarianten, 12 kD leichten Kette 2-Mikroglo-
bulin und einem Peptid bestehen (Bjorkman et al., 1987). Im Gegensatz zu den
schweren HLA Klasse I-Ketten ist B>-Mikroglobulin auf Chromosom 15q21-22 lokali-
siert. In den Taschen der Peptid-Bindungsgrube, die von der a1- und a2-Domane der
schweren Kette gebildet wird, wird ein 8-12 Aminosauren langes Peptid, ein proteo-
lytisches Spaltprodukt eines degradierten endogenen Proteins, an sog. Ankerpositio-
nen (bevorzugt an die Aminosaurereste P2 und P8/P9) gebunden (Abbildung 1.1,
Garrett et al., 1989; Rotzschke et al., 1990; Falk et al., 1991; Rammensee et al.,
1993). Dabei kann das Peptid dem ursprunglichen gesunden ,Selbst® oder einem
erworbenen ,Fremd® mit z. B. einem tumordsen, viralen oder mikrobiellen Ursprung
entstammen. Die a3-Domane der schweren o-Kette besitzt hoch konservierte
Bindungsstellen fur B2-Mikroglobulin und den CD8-Korezeptor (Hutchinson, 2003).
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o2 -Dom dne

Abbildung 1.1: Die HLA Klasse I-Peptidbindungsgrube (Jardetzky et al., 1996).

1.11 Regulation zytotoxischer Effektorzellen

NK-Zellen und T-Zellen exprimieren auf ihrer Zelloberflache mindestens drei gemein-
same transmembrane Rezeptorfamilien, die mit HLA Klasse I-Molekilen interagieren:
(i) die HLA Klasse I-Allel-spezifischen ,killer cell immunoglobulin-like receptor® (KIR)
und (ii) die killer lectin-like receptors® (KLR). Diese KLR sind heterodimere Rezep-
toren, bestehend aus dem transmembranen CD94-Molekll und einem assoziierten
Molekul aus der NKG2-Familie (Phillips et al., 1996). Sie vermitteln entweder
inhibierende (NKG2A und -E) oder aktivierende Eigenschaften (NKG2C; Houchins et
al., 1997; Biassoni et al., 2003). (iii) DarUber hinaus exprimieren NK- und T-Zellen
noch den ,lg-like transcript® (ILT)-2-Rezeptor, der mit einem Spektrum von
HLA Klasse la- und Ib-Molekilen interagiert und inhibierend wirkt (Dietrich et al.,
2001; Lopez-Botet et al., 2004). Bindet ein inhibierender Rezeptor seinen Liganden,
wird die zellular-vermittelte Zytotoxizitat der aktivierten Effektorzelle verringert. In
Tabelle 1.1 sind inhibierend wirkende Rezeptoren und ihre Spezifitat zusammen-
gefasst.
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Tabelle 1.1:  HLA-bindende Rezeptoren mit inhibierenden Eigenschaften

KIR Expression HLA-Ligand |Bindestelle |Referenz
KIR2DL1/p58.1/ | NK-Zellen, einige T- | Cw2, -4, al1a2-Region | Colonna und Samaridis, 1995;
CD158a Zell-Populationen -5, -6 Wagtmann et al., 1995
KIR2DL3/p58.2/ | NK-Zellen, einige T- | Cw1, -3, al1a2-Region | Colonna und Samaridis, 1995;
CD158b Zell-Populationen -7, -8 Wagtmann et al., 1995
KIR2DL4/p49/ | NK-Zellen G Cantoni et al., 1998; Ponte et
CD158d al., 1999; Rajagopalan et al.,
2000

KIR3DL1/p70/ | NK-Zellen, einige T- |Bw4-Allele | a1a2-Region | Colonna und Samaridis, 1995;
CD158e Zell-Populationen D’Andrea et al., 1995;
Wagtmann et al., 1995;

KIR3DL2/p140/ | NK-Zellen, einige T- | A*0301, Colonna und Samaridis, 1995;
CD158k Zell-Populationen A*1101 Wagtmann et al., 1995; Pende
et al., 1996

ILT2/LIR1/ Populationen von NK- | A, B, C, a3-Doméane | Colonna et al., 1997,

CD85j und T-Zellen, G EF Wagtmann et al., 1995;
Monozyten, B-Zellen, Navarro et al., 1999; Gonen-
dendritische Zellen Gross et al., 2003; Shiroishi et

al., 2003

ILT4/LIR2/ Monozyten, B-Zellen |A, B, C, a3-Doméane | Colonna et al., 1998; Shiroishi

CD85d dendritische Zellen, G, E,F et al., 2003
NK-Zellen

CD94/NKG2A | NK-Zellen, CD8" T- G E al1a2-Region | Houchins et al., 1991; Braud et
Zellen al., 1998; Navarro et al., 1999

Die inhibierenden KIR CD158a, -b und -e erkennen peptidspezifisch HLA-B- und HLA-
C-Molekule, wobei die C-terminalen Aminosaurereste P7 und P8 von in der Peptidbin-
dungsgrube prasentierten Peptiden detektiert werden (Abbildung 1.2 A; Malnati et al.,
1995; Rajagopalan und Long, 1997; Fan et al., 1999; Boyington und Sun, 2002),
wahrend andere inhibierende KIR eine Region in der a1-Doméane von HLA-Klasse I-
Molekulen binden (Lopez-Botet et al., 2004).

Die CD8'-T-Zellen unterscheiden sich wesentlich von NK-Zellen. Sie exprimieren
zusatzlich den antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor (TZR), der mit trimeren HLA-
Klasse I/Peptid-Komplexen interagiert und das erste Signal zu ihrer Aktivierung ver-
mittelt (Abbildung 1.2 B). Der T-Zell-Rezeptor erkennt die Aminosaurereste P4-P6 von
Peptiden, die in der HLA-Peptidbindungsgrube zwischen den Ankerpositionen P2 und
P8/P9 orientiert sind (Garcia et al., 1996). Erst nach Beendigung des TZR-Arrange-
ments wird in Gedéchtnis-CD8"-T-Zellen die Regulation von KIR induziert (Vely et al.,
2001; Jabri et al., 2002).
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(A) Frontalsicht Seitenansicht Aufsicht

(B)

Abbildung 1.2: Vergleich der Interaktionen von KIR/HLA- und TZR/HLA-Komplex. Frontalansicht,
Seitenansicht und Aufsicht auf einen (A) KIRDL2/HLA-Cw3/GAV-Komplex und (B) B7 TZR/HLA-
A2/TAX-Komplex. Die HLA Klasse I-Molekiile aus schwerer Kette (rot), .-Mikroglobulin (hellgriin) und
Peptid (hellgriin) werden in (A) durch KIR2DL2 (blau) und in (B) durch B7 TZR (blau und grin)
gebunden. Die Aufsicht (B) zeigt die von den a1a2-HLA-Domanen gebildete Peptidbindungsgrube und
die Va- (blau) und V- (griin) Doméanen des TZR (nach Boyington und Sun, 2002).

Tumorspezifische bzw. tumorassoziierte antigene Peptide werden T-Zellen auf zwei
verschiedenen Wegen prasentiert: (i) auf direktem Wege Uber HLA Klasse I-Molekiile
(Lehner und Cresswell, 1996; Rock, 1999), die auf der Zelloberflache von Tumorzellen
exprimiert werden und (ii) indirekt durch sog. ,,Crosspriming“ Uber die HLA Klasse I- und
HLA Klasse II-Molekile von professionellen antigenprasentierenden Zellen (APZ), wie
z. B. dendritischen Zellen (DZ; Blankenstein und Schuler, 2002; Zinkernagel, 2002).
Diese DZ exprimieren wahrend der Interaktion mit T-Zellen weitere kostimulierende
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Molekule, wie z. B. CD80/B7-1 und CD86/B7-2, die die Reifung (,priming“) antigenspe-
zifischer CD8'-T-Zellen zu Effektor-T-Zellen unterstiitzen (Lenschow et al., 1996;
Greenfield et al., 1998). Im Verlauf einer primaren Immunantwort werden antigenspezifi-
sche Gedachtnis-CD8"-T-Zellen durch konsekutive Interaktionen mit CD4*-T-Zellen und
wiederholtem Antigenkontakt generiert (Tanchot und Rocha, 2003). Die Ausreifung von
antigenspezifischen CD8"-T-Zellen mit hochaffinen TZR erfordert eine Abfolge festge-
legter Umlagerungen von verschiedenen TZR-Gensatzen. Durch konsekutive Neu-
arrangements und Rekombinationen werden die Gensegmente der verschiedenen
TZR-Gensatze miteinander verknlpft, sodass ein hochaffiner antigenspezifischer TZR,
dessen variable Va- und VB-Domanen die Antigenspezifitdt der T-Zelle definieren,
gebildet wird (Krangel, 2003).

1.1.2 Signalkaskade der T-Zellaktivierung

Nach Vernetzung des antigenspezifischen TZR und seines CD8-Korezeptors mit dem
HLA-Klasse |/Peptid-Komplex einer APZ transduziert die TZR-assoziierte {-Kette Sig-
nale durch die Zellmembran auf die Signalkaskade zur T-Zellaktivierung (Weiss et al.,
1994). Bei diesem ersten Signal wird die TZR-assoziierte zytoplasmatische Protein-
Tyrosin-Kinase p56'* aktiviert, die als Initiatormolekiil des kaskadenartigen Signal-
transduktionsweges die antigenspezifische Stimulation von T-Zellen ausldst. Sie phos-
phoryliert zytoplasmatische Tyrosinreste, die in sog. zytoplasmatischen ,immuno-
receptor tyrosine-based activation motif‘-(ITAM)-Regionen des CD3-Molekils und der
(-Kette vorhanden sind. Eine weitere CD3-assoziierte Tyrosinkinase ist p59"". die
eine p56'* vergleichbare Funktion besitzt. Sowohl p59"" als auch p56'* mussen aktiv
sein, damit es zu einer fortschreitenden Phosphorylierung nachfolgender Tyrosinkina-
sen kommt.

Nachdem die Tyrosinkinase ZAP70 (70 kD-zeta-assoziiertes Protein) die phosphory-
lierte ITAM-Region der -Kette gebunden hat, wird sie von p56'® phosphoryliert. Da-
durch erhalt ZAP70 ihrerseits eine Kinaseaktivitat und phosphoryliert Tyrosinreste der
Adaptermolekule Vav, SLP76 und ,linker for activation in T cells” (LAT). LAT ist ein
Zellmembran-assoziiertes Protein, das aktivierte TZR mit weiteren Adaptermolektlen
u.a. PLCy1, Ras und GRB2 komplexiert. Das nun entstehende Signal fuhrt zur
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, wie z. B. ELK-1, Jun, ATF-2 und NF-AT,
die Zellzyklus abhangige Prozesse aktivieren (van Leeuwen und Samelson, 1999).
Parallel hierzu erfolgt durch weitere T-ZelllAPZ-Interaktionen, wie z. B. CD54, CD58,
CD2, CD28, CD154, die Induktion eines kostimulierenden zweiten Signals, das das
vom TZR vermittelte erste Signal modulieren kann (Van Seventer et al., 1990; Van
Seventer et al.,, 1992; Wingren et al., 1995; Lamphear et al., 1998; Ni et al., 2001;
Chirathaworn et al., 2002; Kohlmeier et al., 2003).
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Im Verlauf der effizienten Antigenstimulation kommt es zu einer nachweisbaren Pola-
risierung (,Capping“-Struktur) in T-Zellen und zur Ausbildung einer sog. T-Zell-APZ-
Synapse (Monks et al., 1998; Grakoui et al., 1999; Davis, 2002; Lee et al., 2002; van
der Merwe, 2002), in die Effektormolekule (Perforine, Granulosine) der T-Zellen sezer-
niert werden.

1.1.3 Kostimulation von T-Zellen

Die optimale T-Zell-Aktivierung basiert nach der Zwei-Signal-Hypothese von Bretscher
und Cohn (Lafferty et al.,, 1983) auf der hochaffinen Bindung eines TZR an seinen
spezifischen HLA Klasse I/Peptid-Komplex (Signal 1) und einem antigenunabhangi-
gen kostimulierenden Signal (Signal 2), das das urspringliche Signal modulieren
kann. Den Prototyp des kostimulierenden Signaltransduktionsweges bildet das Rezep-
tor-Liganden-Paar CD28 und CD80. Der auf der Zelloberflache einer APZ exprimierte
Ligand CD80 wird vom CD28-Rezeptor der T-Zelle gebunden (Lenschow et al., 1996).
Die Uber CD28 vermittelte Kostimulation nimmt einen direkten Einfluss auf die Physio-
logie der T-Zelle und verstarkt die bestehende vom TZR initiierte Aktivierung und die
darauffolgende T-Zell-Antwort u. a. durch Induktion der IL-2-Synthese (Abbildung 1.3;
Alegre et al., 2001).

A TZR cD2s

Ca* FERK JNK P38
Flux NExB

Proliferation

Abbildung 1.3: Signaltransduktionsweg in aktivierten T-Zellen. Signaltransduktionswege der TZR-
und der kostimulierenden CD28-Signalkaskade (modifiziert nach Alegre et al., 2001).

Ohne ein vorausgehendes TZR-Signal besitzt die von CD80/B7-1 mediierte Kosti-
mulation jedoch keine physiologische Bedeutung. Inzwischen wurden weitere Rezep-
tor-Liganden-Paare der CD28-Familie charakterisiert, die einen stimulierenden oder
inhibierenden Einfluss auf die TZR-Signalkaskade ausuben (Tabelle 1.2).
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Tabelle 1.2: Kostimulatoren von T-Zellen

Rezeptor Ligand physiologische Aktivitat
CD28 CD80, CD86 Aktivierung

CD152 (CTLA-4) | CD80, CD86 Inhibition

ICOS B7h/B7h2/LICOS | Aktivierung

PD-1 B7H1/PD-L1 Inhibition

Vier verschiedene aktivierende und inhibierende Kostimulationswege, die an Interaktionen von T-Zellen
mit APZ beteiligt sind, wurden bisher charakterisiert (Chambers et al., 2001).

Da angenommen wird, dass die meisten Tumorzellen keine kostimulatorischen Mole-
kile exprimieren und darUber hinaus nur eine verringerte HLA Klasse I-Antigenpra-
sentation auf ihrer Zelloberflache besitzen, wird moglicherweise eine unvollstandige
Aktivierung der T-Zellen induziert, die in einem Zustand der Anergie endet (Khong und
Restifo, 2002).

1.1.4 Aberrante Effektorfunktionen in Lymphozyten von Tumorpatienten

Aus humanen Tumoren werden immer wieder Tumor infiltrierende Lymphozyten (TIL)
isoliert, deren proliferative und zytotoxische Antworten beeintrachtigt sind (Miescher
et al., 1998). Es werden Defekte in der TZR-Signaltransduktionskaskade und in der
Stimulus-abhangigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nukledrer Faktor-kB
(NF-kB) von TIL und peripheren Blutlymphozyten (PBL) beobachtet. Dabei werden mit
der Progression und fortschreitenden Metastasierung eines Tumors auch periphere T-
Zellen immer starker in ihren Funktionen beeintrachtigt. Dies bedeutet, dass ein fort-
schreitender Krankheitsverlauf zu einer generellen Immunsuppression fuhren kann,
die nicht mehr spezifisch fur einzelne Organe ist (Pawelec et al., 1997). Eine solche
systemische Immunsuppression wird haufig in Patienten mit Leukamien, Neurobla-
stomen und metastasierenden Nierenzellkarzinomen beobachtet (Elliott et al., 1990;
Massaia et al., 1994; Renner et al., 1996; Morford et al., 1997; Bukowski, et al., 1998;
Buggins et al., 1998).

Wie schon zuvor in experimentellen Mausmodellen nachgewiesen (Loeffler et al.,
1992), werden auch in TIL bzw. tumorassoziierten Lymphozyten (TAL) von Patienten
mit Melanomen, Kopf-Hals-, Kolon-, Nieren-, Prostata-, Ovarial- und Zervixkarzinomen
verringerte oder fehlende Proteinexpressionen der TZR-(-Kette und der Signaltrans-
duktionsmolekiile p56'* und p59™" beobachtet (Finke et al., 1993; Nakagomi et al.,
1993; Zea et al., 1995; Kono et al., 1996; Lai et al., 1996; Rabinowich et al., 1996;
Healy et al., 1998; Reichert et al., 1998). Dabei wurde bei Patienten mit metastasie-
rendem Melanom gezeigt, dass eine verringerte Expression der (-Kette und der Sig-
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naltransduktionsmolekiile p56'* und ZAP70 auf ein kleines Spektrum von defizienten
CD3*-T-Zellen beschrankt ist, das definierte TZR-VB-Ketten-Familien exprimiert
(Maccalli et al., 1999).

In TIL von Nierenzellkarzinom (NZK)-Patienten werden weitere Veranderungen, die
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB betreffen, beobachtet (Li et al., 1994;
Uzzo et al., 1999). Hierbei kommt es nach einer Aktivierung von T-Zellen zu einer
fehlerhaften oder fehlenden Anreicherung des transaktivierenden Komplexes aus
RelA/NF-kB (p50) im Zellkern und damit zu einer verringerten Effektorfunktion in
T-Zellen, da dieser Transkriptionsfaktor-Komplex die Expression von Genen kontrol-
liert, die flr Zytokine, Zytokinrezeptoren und andere Moleklle der T-Zell-Aktivierung
von Bedeutung ist (May und Gosh, 1998). Diese Dysfunktionen werden durch sezer-
nierte, immunsupprimierend wirkende Faktoren, die aus Kulturiberstanden von histo-
pathologisch verschiedenen Tumorzellen isoliert wurden, vermittelt. Diese Faktoren
inhibieren die Proliferation und Zytotoxizitat von TIL und initiieren dartber hinaus die
Apoptose in aktivierten T-Zellen (O’Mahoney et al., 1993; Uzzo et al., 1999).

1.2 HLA Klasse I-Préasentation von prozessierten Antigenen

Die Prasentation von Peptiden in HLA Klasse |/Peptid-Komplexen auf der APZ-Zell-
oberflache setzt eine simultane Expression von Genprodukten des endogenen
Protein-Prozessierungsapparates, bestehend aus dem Proteasomenaktivator PA28,
dem multikatalytischen Proteasomenkomplex und dem heterodimeren ,transporter
associated with antigen processing“ TAP1/TAP2-Peptidtransporter, der prozessierte
Peptide unter ATP-Hydrolyse aus dem Zytosol in das Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) pumpt, voraus (Neefijes et al., 1993; Shepherd et al., 1993;
Androlewicz und Cresswell, 1994; Androlewicz et al., 1994; Groettrup et al., 1996).
Wie in Abbildung 1.4 dargestellt, werden polyubiquitinierte Proteine von einem multi-
katalytischen 26S-Proteasomenkomplex mit Uberwiegend chymotryptischen Eigen-
schaften zu Peptiden degradiert (Eleuteri et al., 1997; Sparato et al., 1998; Kloetzel
und Ossendorp, 2004). Der heterodimere TAP1/TAP2-Peptidtransporter besitzt eine
selektive Substratspezifitat fur prozessierte Peptide mit einer Lange von 8-12
Aminosauren und einem hydrophoben oder basischen C-terminalen Ende und stimmt
darin mit der Peptid-Bindungsaffinitat der HLA Klasse |-Molekile Gberein (Momburg et
al., 1994; Schumacher et al., 1994; Neefjes et al., 1995; van Endert et al., 1994). Die
konstitutiv im ER exprimierten Chaperone, Tapasin, Calnexin, Calretikulin und ERp57
sind an der Stabilisierung und der Peptidbeladung von leeren HLA-Molekullen im ER-
Lumen beteiligt (Sadavisan et al.,, 1996; Koopmann et al., 1997; Hughes und
Cresswell, 1998; Momburg und Tan, 2002). Peptidbeladene HLA Klasse I-Molekule
werden aus dem ER Uber den Trans-Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert.
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Abbildung 1.4: Prozessierung und Prasentation von HLA Klasse I-bindenden Peptiden. Schema-
tische Darstellung der Antigenprozessierung und -prasentation von endogenen Proteinen (modifiziert
nach Yewdell et al., 2003).

Die Zelloberflachenexpression von HLA Klasse |-Molekulen ist direkt von der Prasenz
endogen prozessierter Peptide abhangig und wird durch die Bindungsaffinitat eines
Peptids zu einer Peptidbindungsgrube stabilisiert (Yewdell et al., 1999). Die Allel-
spezifischen HLA Klasse I-Molekule prasentieren individuelle Peptidvolumen. Durch
die Bindung eines antigenspezifischen TZR an einen HLA Klasse |/Peptid-Komplex
(Ligand) kommt es zu einer T-Zellaktivierung, die von der Aminosauresequenz des
prasentierten Peptids abhangig ist (Kageyama et al., 1995). Da hochaffine Peptide
HLA Klasse I/Peptid-Komplexe Uber ein langeres Zeitintervall auf der Zelloberflache
der APZ stabilisieren, hat die Affinitat eines Peptids zu seinem HLA Klasse |-Molekul
einen indirekten Einfluss auf die antigenspezifische T-Zell-vermittelte Immunantwort
(Singal et al., 1996; Yewdell et al., 1999). Daruber hinaus wird die T-Zellantwort von
der Peptidkonzentration bzw. von der Epitopdichte der HLA Klasse |/Peptid-Komplexe
determiniert. Dadurch bestimmt das prasentierte Peptidvolumen indirekt die Spezifitat
von kompletten CD8*-T-Zellpopulationen (Doherty et al., 1998). Bereits minimale
Epitopdichten von nur 1-5 HLA Klasse |/Peptid-Komplexen genugen, um eine antigen-
spezifische Proliferation und Zytokinsezernierung von T-Zellen zu induzieren bzw.
eine zytotoxische Effektorfunktion von T-Zellen auszulosen (Harding und Unanue,
1990; Demotz et al., 1990; Sykulev et al., 1996).
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1.3 Immunevasionsmechansimen von Tumoren

Die verschiedenen Tumorevasionsmechanismen beeinflussen die Interaktionsphase
von T-Zellen und/oder NK-Zellen mit Tumorzellen und verhindern dadurch (i) eine Rei-
fung von neuen tumorspezifischen zytotoxischen Effektor-T-Zellen, (ii) eine Aktivie-
rung und Proliferation von NK-Zellen und/oder Effektor-Gedachtnis T-Zellen, und (iii)
inhibieren Effektorfunktionen von aktivierten NK-Zellen und/oder antigenspezifischen
aktivierten T-Zellen (Kiessling et al., 1999; Radoja und Frey, 2000; Khong und Restifo,
2002; Dunn et al., 2002, Chouaib et al., 2002). Aullerdem werden Veranderungen bei
Tumorzellen beobachtet, die die lymphozytaren Effektormolekile, die eine Apoptose-
induktion in Tumorzellen einleiten, inhibieren oder antagonisieren.

Generell werden sowohl extrazellulare als auch intrazellulare Mechanismen beob-
achtet, die Tumore nutzen, um der Kontrolle des Immunsystems zu entkommen. Da-
bei differenziert man (i) Tumorzellen, die diffusible Faktoren in das umgebende Milieu
sezernieren, die mit den T-Zellen interagieren kdnnen, bevor diese den Tumor er-
reichen, z. B. 16sliche HLA Klasse |/Peptid-Komplexe, l6sliches MIC, I6sliches CD54,
IL-10, TGF-B, Ganglioside (Saito et al., 1991; Sakakibara et al., 1991; Hoon et al.,
1993; Zavazava et al., 1996; Angevin et al., 1997; Wojtowicz-Praga, 1997; Maccalli et
al., 1999; Groh et al., 2002), von (ii) Tumorzellen, die auf ihrer Zelloberflache Ligan-
den und Rezeptoren exprimieren, die antigenspezifische, aktivierte T-Zellen und akti-
vierte NK-Zellen nach Zell-Zell-Kontakt in ihrer Effektorleistung inhibieren und/oder sie
in die Apoptose treiben, z. B. FasL, HLA-E, -G, B7-H1 (Hahne et al., 1996; Braud et
al., 1999; Borrego et al., 1998; Restifo et al., 2000; Dong et al., 2002). Alle Strategien
desensibilisieren T-Zellen, indem sie die Schlusselstellen der Signaltransduktions-
wege bzw. Aktivierungskaskaden beeinflussen (Tabelle 1.3).

Parallel hierzu verfligen Tumorzellen Uber Evasionsmechanismen, die sie indirekt vor
den Effektormolekulen schitzen: Zu diesen zahlen (i) eine fehlende bzw. verminderte
Expression von klassischen HLA Klasse I-Molekilen (Ferrone und Marincola, 1995;
Garrido et al., 1997; Khong und Restifo, 2002), (ii) eine defiziente HLA Klasse I-Anti-
genprozessierung (Restifo et al., 1993; Cromme et al., 1994; Seliger et al., 2000;
Khongund Restifo, 2002; Ruiz-Cabello et al., 2002), (iii) eine verminderte HLA Klasse |
Expression durch Verlust der IFNy-Induktion der TAP1Expression (Abril et al., 1996;
Dovhey et al., 2000), (iv) eine konstitutive bzw. zytokinabhangige, induzierte Expres-
sion von nicht-klassischen HLA-E- und -G-Molekilen (Paul et al., 1998; Real et al.,
1999; Moreau, 1999), (iv) eine fehlende Kostimulation von Effektorzellen, z. B. durch
Adhasions- und kostimulierende Molekule (Becker et al., 1993; Maccalli et al., 1999;
Khong und Restifo, 2002), siehe Tabelle 1.3.
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Tabelle 1.3:

modulierendes Signal

Extrinsische Immunevasionsmechanismen von Tumoren

modulierter Aktivierungsmechanismus in
Effektorzellen

geringe / fehlende HLA Klasse |-Expression,
geringe Antigenprasentation /
geringe Peptidaffinitat / Antigenverlust

HLA-E, HLA-G

Verringerung der TAP-Funktion durch Muta-
tion oder onkogene Transformation, dadurch
Verringerung der Antigenprasentation

Verlust der B,-Mikroglobulinexpression und
assoziierter Verlust der HLA Klasse I-
Expression

[6sliche klassische und nicht-klassische
HLA Klasse |-Molekiile

|6sliches MIC

Verlust / Verminderung von
membranstandigen kostimulierenden
Signalen z. B. CD54, CD80

I8sliches CD54
TGF-B (transformierender
Wachstumsfaktor 3)

Interleukin-10

induziert die Suppression von HLA Klasse I-
Molekilen und Antigenprozessierungskom-
ponenten von APZ

sezernierte Ganglioside

membranstandige Expression von B7-H1
membranstandige Expression des Fas-

Liganden (FasL) / sezernierter FasL

Verlust des IFN-y-Signaltransduktionsweges

Verringerung der TZR-vermittelten Aktivierung
(1.Signal)

Inhibition der Effektorfunktion von NK-Zellen
Verringerung der TZR-vermittelten Aktivierung
(1.Signal)

Verlust der TZR-vermittelten Aktivierung (1.Signal)

CD8-vermittelte Apoptose-Induktion in T-Zellen

Verlust der Kostimulation / Induktion von Apoptose

Verminderung der kostimulatorischen T-Zell-
Aktivierung (2.Signal), Verlust einer NK-Zell-
vermittelten Zytotoxizitat

Kompetition des kostimulierenden membranstandigen
Signals

Inhibition der NF-kB-vermittelten Signaltransduktion in
T-Zellen / Wachstumsarrest

Verringerung der TZR-vermittelten Aktivierung
(1.Signal); Blockade der durch das Zytokin IL-12
vermittelten Th1-Induktion

Inhibition der NF-kB-vermittelten Signaltransduktion

durch den Todesrezeptor PD-1-vermittelte Apoptose-
induktion in antigenspezifischen T-Zellen

durch den Fas-Rezeptor vermittelte Induktion der
Apoptose in aktivierten T-Zellen

keine Th1-vermittelte Induktion der HLA Klasse |-
Antigenprasentation

Dariiber hinaus existieren weitere Tumorevasionsmechanismen, die die Wirkkaska-
den sezernierter Effektormolekule antagonisieren. Die folgende Tabelle 1.4 fasst die
verschiedenen intrinsischen Evasionsmechanismen von Tumoren zusammen.
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Tabelle 1.4:  Intrinsische Immunevasionsmechanismen von Tumoren
blockierendes Signal blockiertes Effektormolekiil
extrazellularer Decoy receptor 3 (DcR3) Inhibition des Idslichen Fas-Liganden

fehlender Mannose 6-Phosphat / ,insulin-like- | keine Rezeptor-vermittelte Granzym B-Aufnahme
growth factor I1“-Rezeptor

zytoplasmatischer Serinprotease-Inhibitor Inhibition von Granzym B

P19 / Serpin

zytoplasmatisches FLICE-Inhibitor-Protein Blockade der Caspase 8-vermittelten Apoptose-
(cFLIP) Initiation

zytoplasmatische Indolamin-2,3-Dioxygenase | Tryptophanentzug / Wachstumsarrest von
Lymphozyten in der G1-Phase des Zellzyklus

CD55 (,decay-accelerating factor”, DAF) Blockade der C3- und C5-Konvertase der
Komplementkaskade

CD59 (,competitor of the membrane attack Blockade der Polymerisierung des
complex of complement”, MAC) Komplementfaktors C9

Zu den intrinsischen Evasionsmechanismen zahlen der |6sliche ,Decoy receptor 3“-
(DcR3), der von aktivierten T-Zellen sezernierte 16sliche Fas-Liganden bindet und ihre
Wirkung blockiert (Ashkenazi et al., 2002), der Verlust des Mannose 6-Phosphat-
»insulin-like-growth factor II“-Rezeptors und die dadurch fehlende Rezeptor-vermittelte
Endozytose von Granzym B (Motyka et al., 2000), die zytoplasmatische Expression
des Proteinaseinhibitors 9 (PI9 / Serpin; Medema et al., 2001), die Tumorzellen vor
einer Granzym B-initiierten Apoptose schutzt (Bird et al., 1998), die zytoplasmatische
Expression des FLICE Inhibitorproteins (cFLIP), die die Caspase 8-Spaltung blockiert
(Irmler et al., 1997; Medema et al., 1999), und schlie3lich fuhrt die zytoplasmatische
Expression von Indoleamin-2,3-Dioxygenase in Tumorzellen zu einem lokalen Trypto-
phanentzug aus dem Serum und damit zu einer Proliferationsinhibition von TIL (Munn
et al., 1999; Uyttenhove et al., 2003). Aulderdem wurde auf Tumorzellen die Expres-
sion der Molekule CD55 und CD59 nachgewiesen, die eine durch das Komplement-
system ausgelOste Zytolyse antagonisieren, indem sie die C3- und C5-Konvertasen
bzw. die C9-Polymerisierung des Membranangriffskomplexes inaktivieren (Fishelson
et al., 2003).

14 Das Nierenzellkarzinom

Etwa 3 % aller malignen Neubildungen entfallen auf die Niere und Nierenkarzinome
sind fur 3 % aller Krebstodesfalle verantwortlich. Die Zahl der jahrlichen Neuerkran-
kungen an Nierenkrebs in Deutschland wird fur Frauen auf etwa 5.700, fur Manner auf
etwa 8.300 geschatzt. Davon entfallen ungefahr 10 % auf die epidemiologisch zur
Harnblase zahlenden Urothelkarzinome des Nierenbeckens und des Harnleiters. Das
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durchschnittliche Erkrankungsalter liegt fir Manner bei 63, das flr Frauen bei Uber 67
Jahren. Nierenkarzinome treten sporadisch vor allem bei Erwachsenen auf und wer-
den zu 75 bis 85 % als sog. klarzellige Nierenzellkarzinome (Hypernephrome) klassifi-
ziert. Nephroblastome (Wilmstumore), Sarkome oder Lymphome der Niere sind im
Erwachsenenalter selten. Bei nur etwa 4 % aller diagnostizierten Nierenzellkarzinome
werden genetisch erbliche Pradispositionen beschrieben (Krebs in Deutschland,
2004). Etwa 5 % aller Nierenzellkarzinome entstehen multifokal, jedoch treten bei nur
1 % aller Patienten bilaterale Nierenzellkarzinome auf (Motzer et al., 1996). Das
Risiko an einem Nierenzellkarzinom zu erkranken, ist bei Ubergewichtigen Personen,
bei Personen mit erhdhtem Blutdruck (Mellemgaard et al., 1995; Wolk et al., 1996),
bei Exposition mit Mineraldlgrundsubstanzen, Schwermetallen (Cadmium) und Asbest
erhoht (Mandel et al., 1995). Auch Raucher besitzen ein doppelt so hohes Risiko, an
einem Nierenzellkarzinom zu erkranken (McLaughlin et al., 1994; Yu et al., 1986).

Durch molekularbiologische Untersuchungen werden immer wieder Genregionen
identifiziert, die mit einer Progression der Tumorerkrankung assoziiert sind. Vor allem
sog. Tumorsuppressorgene, wie z.B. VHL-, RASSF1A-Gen (Morrissey et al., 2001),
PTEN (Brenner et al., 2002), das tuberése Sklerosis (TSC)-Gen (Sampson et al.,
1995; Bjornsson et al., 1996) und Onkogene, wie z. B. MET (Linehan et al., 2003),
scheinen mit der Nierenkarzinogenese und Progression assoziiert zu sein. Viele
Nierenzellkarzinome kdénnen aufgrund histopathologischer Befundung funf verschie-
denen Subtypen zugeordnet werden (Thoenes et al., 1986; van den Berg, 1995).
Diese werden in klarzellige, chromophile/papillare, chromophobe Nierenzellkarzinome
und Onkozytome sowie Karzinome des Sammelrohrs (Ductus Bellini-Typ) differen-
ziert. Der haufigste und aggressivste Subtyp aller spontan auftretenden Nierentumore
ist mit 75 bis 85 % das klarzellige Nierenzellkarzinom (Motzer et al., 1996). Es ist zyto-
genetisch vorwiegend durch den Verlust der Heterozygotie (engl. ,loss of hetero-
cygocity“, LOH) des Chromosoms 3p charakterisiert, eine Region, die neben dem gut
charakterisierten von Hippel Lindau (VHL)-Tumorsuppressorgen (3p25) auch die
Tumorsuppressor-Kandidatengene FHIT (3p14.2) und RASSF1A (3p21.3) tragt (van
den Berg und Buys, 1997; Martinez et al., 2000). In 97 % aller klarzelligen Nieren-
zellkarzinome wird ein VHL-Allel-Verlust beobachtet. Dartiber hinaus tragt das in den
Tumorzellen verbliebene VHL-Allel in etwa 50 % der Tumorlasionen somatische Muta-
tionen und ist zusatzlich in bis zu 20 % aller Erkrankungen durch Hypermethylierun-
gen inaktiviert (Gnarra et al., 1994; Foster et al., 1994; Herman et al., 1994). Die be-
obachteten Alterationen des VHL-Gens sind haufig mit soliden und invasiv wachsen-
den Tumoren und einer Metastasenbildung assoziiert, die in einem Zeitraum von 5 bis
10 Jahren nach radikaler Nephrektomie auftreten kann (Brauch et al., 2000).
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Der zweithaufigste Subtyp (10 bis 15 %) ist das chromophile/papillare Nierenzellkarzi-
nom. Zytogenetisch werden sowohl Amplifikationen der Chromosomen 7, 12, 16, 17
und 20 als auch ein Verlust von Chromosom Y sowie die Translokation t(X;1)
(p11;921) beobachtet, die mit der Progression dieses Nierenzellkarzinom-Subtyps in
Verbindung gebracht werden (van den Berg et al., 1993). Etwa 5 % aller Nierenzell-
karzinome entfallen auf den chromophoben Subtyp. Bisher wurden zytogenetische Al-
terationen in den Chromosomen 2, 6, 9, 13 und 21 beobachtet, jedoch keine Krank-
heits-assoziierte Genregion durch molekulargenetische Untersuchungen identifiziert.
Die benignen Onkozytome der Niere sind selten und nicht mit Metastasenbildung
assoziiert (Morra, 1993). Noch seltener mit einer Frequenz von kleiner 1 % werden
aggressive Sammelrohrkarzinome diagnostiziert (Kennedy et al., 1990). Wie die spon-
tanen Nierenzellkarzinome werden auch die vererblichen Formen des Nierenzellkarzi-
noms den o. g. vier verschiedenen Subtypen zugeordnet.

Alle Nierentumore werden pathophysiologisch nach dem ,TNM-System“ der ,Union
Internationale contre le Cancer“-(UICC) bezlglich ihrer Ausbreitung (Staging) und
ihrem Grad der Entdifferenzierung (Grading) eingeteilt (siehe Anhang |, Guinan et al.,
1997; Wittekind, Meyer und Bootz, 2002).

Nierenzellkarzinom (NZK)-Patienten mit unbehandeltem metastasierendem Nieren-
zellkarzinom haben eine mittlere Uberlebensrate von 12 Monaten und eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von weniger als 10 % (Atzpodien et al., 2004). Aufgrund der relativ
geringen Sensitivitat des Nierenzellkarzinoms gegenuber Chemo-, Strahlen- und Hor-
monbehandlung werden bei diesen Therapieansatzen unzufriedenstellende Behand-
lungsergebnisse beobachtet (Motzer et al., 2000). In den letzten Jahren gewinnt die
Entwicklung von Immuntherapien zunehmend an Bedeutung. Eine Verbesserung des
Therapieerfolges wurde durch den Einsatz der Zytokine IL-2, IFN-a-2a oder ihrer
Kombination erzielt (Rosenberg et al., 1987; Atzpodien et al., 1990; Jayson et al.,
1998). Inzwischen werden Kombinationstherapien bestehend aus Zytokinen und
Chemotherapeutika eingesetzt, um NZK-Patienten zu behandeln (Sternberg, 2003).
Hierbei zeigt sich, dass eine Kombinationstherapie bestehend aus subkutaner Gabe
von Interferon-a-2a/IL-2 und intravendser Gabe von Fluorouracil, sowie eine orale
Applikation von 13-cis-Retinsdure zu einer verbesserten Uberlebensrate fiihrt
(Atzpodien et al., 2004). Trotzdem ist der Therapieerfolg nicht zufriedenstellend,
sodass neue Vakzinierungsstategien entwickelt werden, die gentechnisch modifizierte
Tumorzellen, mit tumorassoziierten Antigenen beladene DZ oder antigenspezifische
monoklonale Antikdrper, wie z. B. G250, verwenden (Nestlé et al., 1998, Rosenberg et
al., 1998; Bleumer, 2004).
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Ein weiterer neuer Therapieansatz wendet die allogene Stammzelltransplantation
nach nonmyeloablativer Chemotherapie an. Jedoch wurden in hochselektionierten
Patientenkollektiven mit metastasiertem Nierenzellkarzinom bei etwa einem Dirittel
aller bisher behandelten Patienten nur partielle Tumorremission bei einer Lethalitats-
rate von bis zu 50 % beobachtet (Harlin et al., 2004; Ueno et al., 2003). Die bei der
Behandlung auftretenden Komplikationen sind akute bzw. chronische Graft-versus-
Host-Reaktionen bei gleichzeitiger Progression des Tumors (Hori et al., 2004). Da die
mittlere Uberlebenszeit fiir NZK-Patienten abhangig von dem Metastasierungsgrad ist
und etwa zwei bis funf Jahre betragt, konnen die derzeitigen Ergebnisse noch keinen
Aufschluss Uber die Nachhaltigkeit der Stammzelltransplantation liefern. Aufgrund der
hohen Morbiditdt und Mortalitat sollte dieser Therapieansatz jedoch nicht bei alteren
Patienten angewandt werden (Heinzer et al., 2004).

1.4.1 Nierenzellkarzinom (NZK)-assoziierte Antigene

Durch die Etablierung von permanenten in vitro kultivierten Tumorzelllinien und die
T-Zellklonierungstechnik wurden HLA-restringierte, tumorspezifische ZTL-Linien und
ZTL-Klone aus TIL und PBL generiert. Die Voraussetzung fur die erfolgreiche Isolie-
rung und Charakterisierung des ersten ZTL-definierten Melanom-assoziierten Anti-
gens MAGE-1 (van der Bruggen et al., 1991; Traversi et al., 1992) war die Entwick-
lung der cDNS-Expressionsklonierung (Aruffo und Seed, 1987). Seither wurde eine
Vielzahl von tumorassoziierten Antigenen (TAA) mittels dieser Methode isoliert
(Gaugler et al., 1996; Brandle et al., 1996; |Ikeda et al., 1997; van den Eynde et al.,
1999; Gaudin et al., 1999; Ronsin et al., 1999; Vissers et al., 1999; Morel et al., 2000;
Probst-Kepper et al., 2001).

In Anlehnung an die Klassifizierung der verschiedenen ZTL-definierten Antigene, die
bereits fur das Melanom charakterisiert wurden, werden auch ZTL-definierte TAA
beim Nierenzellkarzinom systematisch erfasst (Tabelle 1.5; van der Bruggen et al.
2002).

Die bisher isolierten ZTL-definierten TAA werden aufgrund ihrer Expression vier ver-
schiedenen Gruppen zugeordnet. Dabei werden ,individuelle (Gruppe 1) von ,ubiqui-
taren“ Antigenen (Gruppen 2-4) differenziert. Die Gruppe der ubiquitdren Antigene
wird in tumorspezifische Antigene (Gruppe 2), Differenzierungsantigene (Gruppe 3)
und Uberexprimierte Antigene (Gruppe 4) gegliedert.

HLA Klasse I-restringierte, individuelle Antigene (Gruppe 1) entstehen durch Punkt-
mutationen in ubiquitar exprimierten Genen. Davon betroffen ist das offene Leseraster
eines Gens in einem Tumor eines oder weniger Tumorpatienten. Diese TAA werden in
einer Anzahl von Tumoren verschiedenster histopathologischer Urspriinge, wie z. B.
Melanom, Blasenkarzinom, chronisch myeloische Leukamie, Hals- und Kopftumoren
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und Nierenzellkarzinom, nachgewiesen (Tabelle 1.5; van der Bruggen et al., 2002).
Zwei individuelle Nierenzellkarzinom-assoziierte Antigene der Gruppe 1 sind HLA-A2*
und hsp70-2, in denen sich durch Aminosaurenaustausch neue antigene Determinan-
ten bildeten, die von ZTL erkannt wurden (Brandle et al., 1996, Gaudin et al., 1999).
Im Gegensatz dazu werden die ubiquitaren Tumorantigene von vielen histopatho-
logisch verschiedenen Tumoren exprimiert. (i) Gruppe 2 umfasst HLA Klasse I-restrin-
gierte ,Cancer/Testis“-Antigene, die in histopathologisch verschiedenen humanen
Tumorentitaten und mit Ausnahme der Plazenta und Spermatozyten/Spermatogonien
des Hodens nicht in Normalgeweben synthetisiert werden. (ii) Gruppe 3 beschreibt
alle HLA Klasse I-restringierten Differenzierungsantigene, die sowohl von Tumoren als
auch von den korrespondierenden gesunden Normalgeweben exprimiert werden.
Beispielsweise wird das TAA Tyrosinase in Melanozyten und im Melanom exprimiert
(Wolfel et al., 1994). (iii) In Gruppe 4 sind HLA Klasse |-restringierte organubergrei-
fend transkribierte Antigene vertreten. Sie werden in vielen gesunden Geweben kon-
stitutiv exprimiert und in verschiedenen Tumorentitaten Uberexprimiert, z. B. die
Onkogene Her-2/neu, mdm2 und ras.

Als erstes ZTL-definiertes Nierenkarzinom-assoziiertes Antigen wurde ,Renal
Antigen-1“ (RAGE-1) mittels eines HLA-B7-restringierten CD3*/CD8" ZTL-Klons, der
aus PBL eines Patienten mit metastasierendem Nierenzellkarzinom isoliert wurde,
charakterisiert (Brouwenstijn et al., 1996; Gaugler et al., 1996). Das Gen kodiert ein
40 Aminosauren langes Protein mit unbekannter Funktion (Gaugler et al., 1996). Die
Transkription von RAGE-1 wurde in der Retina, weiteren Nierenzellkarzinomen und
davon abgeleiteten Zelllinien, jedoch nicht in normalen Nierengeweben nachgewiesen
(Neumann et al, 1998).

Durch die Transfektion von kostimulierenden B7-Molekullen in NZK-Zellen wurde das
TAA RUZ2AS identifiziert, das von einem offenen Leseraster eines ,antisense®-
Stranges eines ,housekeeping“-Gens kodiert wird (van den Eynde et al., 1999). Des
Weiteren wurden TAA isoliert, die durch alternative Translationsstartpunkte der Gene
iCE und M-CSF entstehen und im Nierenzellkarzinom, gesunden Nierenepithel und
der Leber Uberexprimiert werden (Ronsin et al., 1999; Probst-Kepper et al., 2001).
Dartber hinaus wurden durch die ,reverse Immunologie“ p53- und mdmz2-peptid-
spezifische T-Zellen charakterisiert, die NZK-Zelllinien lysieren (Tabelle 1.5; Heit,
Theobald und Seliger, unveroffentlicht).
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Tabelle 1.5:  TAA des Nierenzellkarzinoms (van der Bruggen et al., 2002)

Gruppe 1 Gruppe 4
HLA-A*0201-R170l, RAGE-1, G250, iCE, M-CSF,
HSP70-2M RU2AS,

HER-2/neu, p53*, mdm2*

*Heit et al., unveroffentlicht.

Auller diesen TAA wurden beim Nierenzellkarzinom RNS-Transkripte der ZTL-defi-
nierten Melanom-assoziierten ,Cancer/Testis“-Antigene gp75, gp100, MAGE-2,
PRAME, das Sarkom-assoziierte Antigen sowie Her-2/neu nachgewiesen (Brossart et
al., 1998; Neumann et al., 1998). Dartuber hinaus wurde das Antikérper-definierte
Epitop G250 charakterisiert, das auf der Zelloberflache von bis zu 85 % aller Nieren-
tumore detektiert werden kann (Oosterwijk, 1989; Vissers et al., 1999; Seliger et al.,
2003).

Zur serologischen Identifizierung von TAA werden zwei verschiedene Verfahren
angewandt: (i) die cDNS-rekombinante Expressionsklonierung (SEREX) und (ii) das
PROTEOMEX-Verfahren. Im Gegensatz zum Expressionsklonierungsverfahren ver-
wendet PROTEOMEX Lysate von Tumoren und korrespondierenden gesunden Ge-
weben. Bei beiden werden Seren von gesunden Spendern bzw. von Karzinompatien-
ten eingesetzt, um tumorspezifische antigene Determinanten zu identifizieren. Hier-
durch wurden bereits eine Vielzahl neuer Zielstrukturen fir Therapieansatze charak-
terisiert (TUreci et al., 1997; Kellner et al., 2002).

Einen vollig anderen Therapieansatz unter Anwendung neuer Erkenntnisse bzgl. TAA
scheint das Basenanalogon 5-Aza-2’-Deoxycytidin zu bieten. Eine Behandlung von
NZK-Zelllinien mit dem Basenanalogon fuhrte zu einer Induktion der Transkription und
Proteinexpression von ,Cancer/Testis“-Antigenen und RAGE-1 in NZK-Zelllinien,
wobei einige NZK-Zelllinien dadurch sensitiv fur antigenspezifische ZTL wurden (Coral
et al., 2002).

1.4.2 Immunogenitat des Nierenzellkarzinoms

Das Nierenzellkarzinom stellt eine Tumorentitat dar, die von einer relativ hohen Fre-
quenz an spontanen Remissionen charakterisiert ist (Oliver et al., 1989; Belldegrun et
al., 1988). Obwohl in vitro zytotoxische T-Zellen (ZTL) generiert werden kénnen, die
autologe humane Tumorzellen erkennen und lysieren, werden nur in einer kleinen
Zahl von NZK-Patienten tumorspezifische ZTL nachgewiesen (Caignard et al., 1996;
Banat et al., 2001).
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Haufig ist das Nierenzellkarzinom von einer grolien Anzahl mononuklearer Zellen, ein-
schliel3lich T-Zellen, infiltriert (Finke et al., 1990; Morita et al., 1992; Whiteside et al.,
1994). Jedoch sind die Eigenschaften dieser TIL so stark beeintrachtigt, dass sowohl
ihre Proliferation als auch ihre Zytotoxizitat inhibiert ist (Alexander et al., 1993).
Daruber hinaus wird auch eine Einleitung der Apoptose in in vitro aktivierten T-Zellen
(,activation induced cell death®, AICD) beobachtet (O’Mahoney et al., 1993; Uzzo et
al., 1999). Infolgedessen bleibt die Induktion einer zellularen, inflammatorischen Th1-
Immunantwort in der Tumorfront aus (Miescher et al., 1988a; Alexander et al., 1993;
Wang et al., 1995). Trotzdem werden in TIL von Nierenzellkarzinomen eine grof’e An-
zahl von aktivierten CD3"-T-Zellen beobachtet, die selektiv durch immunsupprimieren-
de Zytokine, die von NZK-Zellen ins umgebende Milieu sezerniert werden, gehemmt
werden (Angevin et al., 1997).

Parallel dazu werden in vergleichenden immunhistochemischen und molekularbiologi-
schen Untersuchungen von Nierenzellkarzinomen sowohl inter- als auch intratumorale
Expressionsveranderungen von Komponenten des Antigenprozessierungs- und -pra-
sentationsweges beschrieben. Davon betroffen sind die Untereinheiten des TAP-
Peptidtransporters, die Proteasomenuntereinheiten LMP2, LMP7, MECL 1, die Cha-
perone Tapasin und Calretikulin und schliel3lich die Zelloberflachenexpression von
HLA Klasse I-Molekulen (Seliger et al., 1996a; Seliger et al., 1996b; Seliger et al.,
2000; Atkins et al. 2004). AulRerdem wurde auch eine Proteinexpression von nicht-
klassischen HLA-G-Molekulen fur das Nierenzellkarzinom in situ beschrieben (Ibrahim
et al., 2001).

1.4.3 Expression von nicht klassischen HLA Klasse Ib-Molekilen

Wie die klassischen HLA Klasse la-Molekule (HLA-A, -B, -C), werden auch die nicht-
klassischen HLA Klasse Ib-Moleklle HLA-E und HLA-G, jedoch nicht HLA-F, in einem
TAP-abhangigen Schritt mit Peptiden beladen und auf der Zelloberflache exprimiert
(Lee et al., 1995; Lee et al., 1998; Lee et al., 2003; Seliger et al., 2003). Analog zu
den HLA Klasse la-Molekilen stellen auch die HLA Klasse Ib-Molekile Liganden flr
ILT-, KIR- und KLR-Rezeptoren dar, die von NK-Zellen und T-Zellen exprimiert wer-
den und deren zytotoxische Aktivitat inhibieren (Moretta et al., 1997; Pende et al.,
1997; Adrian-Cabestre et al., 1999; Gati et al., 2001).

HLA-G-Molekule haben einige Gemeinsamkeiten mit den klassischen HLA Klasse la-
Molekulen. Ihre Gene besitzen eine Exon-Intron-Struktur, sie assoziieren mit Bo-Mikro-
globulin, besitzen konservierte Bindestellen fur den CD8-Korezeptor in der a3-Doma-
ne der schweren Kette und prasentieren ein restringiertes Repertoire an nonameren
Peptiden (O’Callaghan und Bellm, 1998; Carosella et al., 2000). Jedoch besitzt HLA-G
auch spezifische Eigenschaften, (i) eine verkurzte zytoplasmatische Domane, die kei-
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ne potentiellen Endozytosesignale tragt (Park et al., 2001), (ii) einen geringeren Poly-
morphismus als die klassischen HLA Klasse la-Gene (Bainbridge et al., 2001) und (iii)
eine Transkription von bis zu sieben verschiedenen alternativen Spleil3varianten, die
fur Proteinisoformen kodieren (Abbildung 1.5; modifiziert nach Paul et al., 2000a). Bis-
lang wird angenommen, dass vier membranstandige Isoformen HLA-G1, -G2, -G3,
-G4 auf der Zelloberflache prasentiert und drei soluble Isoformen HLA-GS5, -G6, -G7
sezerniert werden (Abbildung 1.5; modifiziert nach Paul et al., 2000a). Die in Abbil-
dung 1.5 fehlende Isoform HLA-G7 entspricht derjenigen von HLA-G3, ist jedoch um
zwei C-terminale Aminosauren verlangert (Paul et al., 2000a). HLA-G-Transkripte und
-Molekile wurden zuerst in Zytotrophoblasten der Plazenta und in verschiedenen Ge-
weben, u. a. in primaren Thymusepithelzellen, nachgewiesen (Ishitani et al., 1992;
McMaster et al., 1995; Amiot, 1998; Mallet et al., 1999), wobei die Transkription durch
IFN-y, IL-10, Glucokortikoide und durch Hitzeschock induziert werden kann (Ibrahim et
al., 2000; Lefebvre et al., 2001; Urosevic et al., 2001; Moreau et al., 2001). Aufgrund
der HLA-G-Expression in Zytotrophoblasten der Plazenta wurde eine modulierende
Funktion auf die Zell-vermittelte Immunantwort postuliert (Le Bouteiller, 2000). NK-
Zellen und T-Zellen exprimieren Rezeptoren, die membranstandiges HLA-G1 binden
und inhibierende Funktionen vermitteln (Munz et al., 1997; Rajagopalan et al., 2000;
Shiroishi et al., 2003). Im Gegensatz dazu interagiert die sezernierte Isoform HLA-G5
mit CD8-Korezeptoren und 16st, wie sezernierte klassische HLA Klasse la-Molekdle,
eine Apoptose in aktivierten CD8*-T-Zellen und NK-Zellen aus (Fournel et al., 2000a;
Marchal-Bras-Goncalves et al., 2001; Contini et al., 2003).

Es wurden bis zu sieben alternativ gesplei3te HLA-G-Transkripte in Tumorzellinien
verschiedener Entitaten, wie z. B. Melanom, Glioblastom, Leukamien, Brust- und
Lungenkrebs, beschrieben (Amiot et al., 1996; Paul et al., 1999; Real et al., 1999a;
Urosevi¢ et al., 2001; Wiendl et al., 2002; Lefebvre et al., 2002), wobei die Frequenz
der HLA-G-Transkription und eine Proteinexpression kontrovers diskutiert wird
(Polakova et al., 2000). Die Proteinexpression von HLA-G in situ wurde im Melanom,
in B- und T-Lymphomen, im Nierenzellkarzinom und im Glioblastom nachgewiesen
(Amiot et al., 1998; Paul et al., 1998; Paul et al., 1999; Ibrahim et al., 2001; Urosevi¢
et al.,, 2002; Wiendl et al., 2002). Funktionell kann die Oberflachenexpression von
HLA-G1-Molekulen auf Melanom- und Glioblastomzelllinien zu einer Desensibilisie-
rung von ZTL und NK-Zellen fuhren (Le Gal et al., 1999; Riteau, et al., 1999; Wiend| et
al., 2002).

Als Ursache fiir eine HLA-G-Transkription in HLA-G* Zelllinien werden Veranderungen
von epigenetischen Methylierungsmustern, von CpG-Inseln in der Promotorregion,
angenommen. Diese epigenetische Expressionskontrolle ist in Tumorzellen verloren-

25



1. Einleitung

gegangen und ihr Verlust scheint fur die HLA-G-Transkription ursachlich zu sein
(Moreau et al., 2003; Rouas-Freiss et al., 2003). Ob die auf Tumorzellen vorkommen-
de HLA-G-Proteinexpression ihre Immunevasion in vivo begunstigt, oder eine irrele-
vante Begleiterscheinung ist, bleibt noch zu klaren (Frumento et al., 2000; Wagner et

al., 2000; Davies et al., 2001).
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Abbildung 1.5: Differentiell gespleil3te HLA-G-Isoformen (nach Paul et al., 2000). Von HLA-G
werden durch alternatives Spleilen der Exons zwei, drei und sechs verschiedene Transkripte erzeugt,

die zur Bildung verschiedener HLA-G-Isoformen fiihren.
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Zur effizienten Therapie von NZK-Patienten ist die Entwicklung von hochwirksamen
Vakzinen notwendig. Hierfir missen viele Eigenschaften der untersuchten Tumore
ebenso wie verschiedene Hindernisse bei der Entwicklung von Tumorvakzinen be-
ricksichtigt werden (Pardoll, 2002). Aus TIL von NZK bzw. aus PBL von NZK-Patien-
ten werden in vitro reaktive T-Zellen isoliert, die Effektorfunktionen gegen autologe
NZK-Zelllinien entwickeln, nachdem sie TAA im Komplex mit HLA Klasse I-Molektilen
spezifisch erkannt haben (van der Bruggen, 2002). Ebenso werden durch die
Verwendung von Patientenseren und die darin enthaltenen Antikérper TAA des NZK
detektiert, die Zielstrukturen fir kinftige Vakzinierungen bieten (Tureci et al., 1997;
Kellner et al., 2002). Eine Anzahl von ZTL-definierten Peptidantigenen des Melanoms
wird bereits in klinischen Studien als Vakzin eingesetzt (Nestle et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit soll ein TAA des NZK identifiziert und charakterisiert wer-
den. Hierzu wird aus nephrektomierten Nieren von NZK-Patienten Biopsiematerial ent-
nommen, das fur molekularbiologische Untersuchungen und fir die Etablierung von
in vitro Primarkulturen aus Nierenepithel und Tumor verwendet wird. Ziel ist es, auto-
loge NZK-Systeme bestehend aus permanent wachsenden NZK-Zelllinien und kor-
respondierenden Nierenzelllinien zu etablieren. Die Zelllinien werden auf die Expres-
sion von immunmodulatorischen Zelloberflachenantigenen untersucht, um einen tu-
morspezifischen Immunphanotyp zu charakterisieren. Hierbei steht die Untersuchung
von HLA Klasse I-Molekilen im Vordergrund, da sie essentiell fir die Induktion einer
spezifischen T-Zellantwort sind. Von besonderem Interesse ist dabei die Charakteri-
sierung des nicht-klassischen HLA-G-Allels in NZK-Zelllinien und in Biopsiematerial
von NZK-Patienten. Dabei wird die Transkription, die Molekulexpression und ein Zu-
sammenhang von HLA-G und Malignitat beim NZK untersucht. Parallel dazu wird die
biogene Wirkung der HLA-G-Molekulexpression auf verschiedene Effektorpopulatio-
nen der zellular-vermittelten Immunantwort charakterisiert. Ebenso werden im NZK-
System MZ2733RC TIL in vitro propagiert oder nach in vitro Sensibilisierungen von
peripheren autologen T-Zellen aus proliferierenden ,,Responder*-Kulturen zytotoxische
CD3'/CD8"-T-Zelllinien generiert. Diese T-Zellen werden auf inre Effektoreigenschaf-
ten, wie z. B. Zytotoxizitdt und Zytokinsezernierung, sowie ihre HLA-Restriktion cha-
rakterisiert. Im Vergleich dazu wird in dem bereits etablierten NZK-System MZ1257RC
untersucht werden, ob mittels einer CD80/B7-1 Modifikation von NZK-Zellen eine In-
duktion von autologen zytotoxischen T-Zellen mdglich ist. In diesem NZK-System ist
bereits ein HLA-A2 restringierter, zytotoxischer T-Zellklon charakterisiert worden,
dessen Peptidspezifitat im Rahmen einer bestehenden Kooperation durch das cDNS-
Expressionsklonierungsverfahren mit einer dafir herzustellenden cDNS-Expressions-
bibliothek aufgeklart werden soll.
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3.1 Material

311 Gerate
Absaugpumpe
Autoklav
Bakterienschuttler

Bakteriensterilbank
Bestrahlungsanlage
Biopsieaufbereiter

B-, y-Counter
CO,-Begasungsschranke
Durchflusszytometer
Einfrierboxen
Elektroporationsgerat

Entwicklermaschine
Gefrierschrank (-80°C)
Gelapparaturen, horizontal
Glasschalen aus Pyritt
Hybridisierungsofen
Klhlwasserbad
Luminometer
Mikroskop

MTP Plattenreader
PAGE-Gelapparaturen
PCR-Gerate

Pipetten

Rotoren
Sofortbildkamerasystem
Spannungsgerate
Spektralphotometer
Sterilbanke
Sterilschrank
Stickstofftank
Tank-Blot-Apparatur
Thermomixer
Trockenschrank
Ultrazentrifuge

UV-Leuchtschirm

Vakuumzentrifuge
Waagen

Wasserdeionisierungsanlage

Zellseparationsapparatur

KNF Neuberger (Freiburg)

Technorama Deutschland (Fernwald)

SM 25DIGI mit Aufsatz TH25, Edmund Buhler (Bo-
delshausen)

Twin 30, Gelaire Flow Laboratories (Sarstedt)

IBL 437C, Isotypendiagnostik CIS GmbH (Dreieich)
Medimachine, DAKO (Hamburg)

Top Count, Tri Carb 1600 TR, Packard (Dreieich)
Heraeus BS060EK/CO,, Kendro (Hanau)

Epics XL-MCL, Beckman Coulter (Krefeld)

Cryo Freezing Container, Nalgene (Hereford, UK)
Elektroporations-Impulsgenerator, Fa. Dr. L. Fischer
(Heidelberg)

RG I, Fuji X-Ray Film Processor, Fuji (Dusseldorf)
Heraeus Herafreeze, Kendro (Hanau)

Horizon 11.14 und 58, Invitrogen (Karlsruhe)
Newell (Muhltal)

OV10, Biometra (Goéttingen)

F10, Julabo (Seelbach)

LB 9501, Berthold (Bad Wildbach):

Wilovert S, H. Hund GmbH (Wetzlar)

MRXII, Dynex (Denkendorf)

Minigel-Twin, Biometra (Gottingen)

Trioblock, Biometra (Goéttingen)

Eppendorf (Hamburg)

SW40, VTI65.2, Beckman (Minchen)

Polaroid MP4 Land Camera, Polaroid (Offenbach)
Power Supply ST504, Invitrogen (Karlsruhe)
Uvicon 930, Kontron Instruments (Neufarn)
Nuaire, Zapf (Sarstedt)

Heraeus T6080, Kendro (Hanau)

tec-lab (Kénigstein)

Trans Blot Cell, Bio Rad (Minchen)

Thermomixer 5436, Eppendorf (Hamburg)
Heraeus UT6420, Kendro (Hanau)

Centrikon T-1065, Kontron Instruments (Neufarn)
L7-65, Beckman (Minchen)

UV Kontaktlampe Chroma 41, 254 nm, Vetter GmbH
(Wiesloch)

Keutz Laborgerate (Reiskirchen)

analytic, BP 310S, Sartorius (Einbeck)

Milli Q Plus Ultra Pure Water System, Millipore (Esch-
born)

Minimacs, Miltenyi (Gladbach)
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Zentrifugen Heraeus Omnifuge 2.0RS, Megafuge 3.0R, Biofuge
15, Suprafuge 22, Kendro (Hanau)

3.1.2 Datenverarbeitungsprogramme

Acrobat Reader 5.0 Adobe Systems Inc. (UnterschleiRheim)

Adobe Photoshop Version 5.0.2 Adobe Systems Inc. (Unterschleil3heim)

Align plus, Version 4.0 Scientific & Education Software (Durham, USA)
Clone manager, Version 5.2 Scientific & Education Software (Durham, USA)

Enhance, Version 3.1
Microsoft Excel 2000

Microsoft Power Point 2000

Microsoft Word 2000

Primer designer, Version 4.1

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Einmalsterilfilter
Einmalpipetten 23 cm

Glaspasteurpipetten 23 cm

Kryogefalle

Laborfilm
LeucoSeprohrchen
Festphasenscintillator
Filme

Magnetische Partikel
Magnetseparator
Maxisorb-Multititerplatten
Nylonmembranen
Nylonsiebe (100 pM)
Nitrozellulose

Parafilm

Pipettenspitzen
Polaroidfilme

Reaktionsgefalle
Ultrazentrifugenrohrchen
Whatman-Papier
Zellkulturgefalie

314 Chemikalien
Acrylamid
Adenosintriphosphat
AG 501-X8(D)

Agar

Agarose (Ultra Pure™)
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Aprotinin
Bacto-Trypton
Bacto-Yeast-Extract
Biotin-14-dCTP

Scientific & Education Software (Durham, USA)
Microsoft Corporation, USA
Microsoft Corporation, USA
Microsoft Corporation, USA
Scientific & Education Software (Durham, USA)

0,22 ym, Millipore GmbH (Eschborn)

Greiner (Frickenhausen)

Brand (Wertheim/Main)

Nunc (Wiesbaden)

Braun (Melsungen)

Greiner (Frickenhausen)

Lumaplate, Packard (Dreieich)

Kodak Scientific Imaging Film X-OMAT AR
Kodak (Fernwald)

Deutsche Dynal GmbH (Hamburg)

Deutsche Dynal GmbH (Hamburg)

Nunc (Wiesbaden)

Hybond N oder N+ Amersham (Braunschweig)
Nylonmesh, Becton Dickinson (Wiesbaden)
Schleicher & Schull (Dassel)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg), Greiner (Frickenhausen)
Polaroid Typ 667, Format 8,6 x 10,8 cm, Pola-
roid (Offenbach)

Eppendorf (Hamburg)

Polyallomer Réhrchen, Beckman (Munchen):
Schleicher & Schill (Dassel)

Greiner (Frickenhausen), Nunc (Wiesbaden)

Amresco (Solon, Ohio, USA)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Biorad (Mlnchen)

Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Difco (Augsburg)

Difco (Augsburg)

Invitrogen (Karlsruhe)
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Bisacrylamid
Blocking Reagent
BCIP
Bromphenolblau
BSA Fraktion V
n-Butanol
Casiumchlorid
CDP-Star™
D-Glucose
Dimethylsulfoxid
Dithiothreitol
dNTP’s

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat
Ficoll Typ 400
Formaldehyd 37%
G418 Sulfat (Neomycin)
Glutaraldehyd

Glycerin, wasserfrei
Glycin

Guanidin Isothiocyanat
HCI (Salzsaure)
HEPES

Hygromycin

Interleukin (IL)-2

IL-7

IL-12

IFN-y

Isopropanol
Isopropyl-R-D-thiogalacto-
pyranosid (IPTG)
Jodacetamid
Kaliumacetat
Kaliumhexacyanoferrat
Kaliumhexacyanoferrit
Kaliumhydrogencarbonat
Kaseinhydrolysat
Leupeptin
Lipofectamin™
LMP-Agarose
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol
Milli-Q-Wasser

MOPS

Natriumacetat

Amresco (Solon, Ohio, USA)
Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim)

AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roche (Mannheim)

Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Desoxyribonukleosidtriphosphatgemisch,
Perkin EImer (Weiterstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
PAA Laboratories (Coelbe)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
AppliChem (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Proleukin®, Chiron (Mlinchen)
Strathmann (Hannover)
Strathmann (Hannover)
Imukin®, Boehringer Ingelheim (Ingelheim)
Merck KGaA (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Millipore GmbH (Eschborn)
AppliChem (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
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Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

NBT

Nonident P-40

Pepstatin
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Phenylmethansulfonsaurefluorid
Phosphorsaure

PMSF

Pyronin G

RNase Inhibitor
Streptavidin-AP
Tetramethylethylendiamin
Tetramethylbenzidine
Tris/Acetat

Tris/HCI

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsininhibitor

Tween-20

X-Gal

Xylencyanol

3.1.5 Radiochemikalien
SDi-Natrium-Chromsulfat

3.1.6
X-Vivo15
RPMI 1640

DMEM (high glucose)

Hank’s gepufferte Salzlésung
Trypsin-EDTA

Fotales Kalberserum/Humanserum
Insulin/Transferrin/Selenit
L-Glutamin

Natriumpyruvat

Nicht-essentielle Aminosauren
Penicillin/Streptomycin

Fungizone

31.7 Komplettsysteme
Biotin-Labeling-Kit
R-Galaktosidase Staining Kit
ECL Detection Reagents
Galacto Light™
MRNA-Isolation Kit

Opt EIA ELISA Sets

Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Serva Feinbiochemica GmbH (Heidelberg)
Biosource (Solingen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Sigma-Aldrich (Deisenhofen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

New England Nuclear, (Bad Homburg)

Medien, Losungen und Puffer fiir die Zellkultur

Bio Whittaker (Apen)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
Amersham Pharmacia (Freiburg)
Serva (Heidelberg)

Amersham Pharmacia (Freiburg)
Pharmingen (Wiesbaden)
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PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)
Plasmid-Isolierungs-Kits Qiagen (Hilden)

Protein Assay ESL Roche Diagnostis (Mannheim)
Qia Quick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)
RNS-Isolierungs-Kit Qiagen (Hilden)
Sequenzierungs-Kit Amersham Pharmacia (Freiburg)
Taq DNS Polymerase PCR Kit Roche Diagnostis (Mannheim)
Titan™ One Tube RT-PCR System Roche Diagnostis (Mannheim)
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen (Karlsruhe)
Zellseparationssysteme Myltenyi (Monchengladbach)

3.1.8 Enzyme

AMV reverse Transkriptase Amersham Phamacia (Freiburg)
CIP, alkalische Phosphatase Roche Diagnostics (Mannheim)
Collagenase Typ IV (Zellkultur) Invitrogen (Karlsruhe)

DNase | (amplification grade) Invitrogen (Karlsruhe)

DNase | (Zellkultur) Roche Diagnostics (Mannheim)
Klenow Enzym Roche Diagnostics (Mannheim)
Proteinase K Roche Diagnostics (Mannheim)
Restriktionsendonukleasen Roche Diagnostics (Mannheim)
RNase A Roche Diagnostics (Mannheim)
RNase H Roche Diagnostics (Mannheim)
RNase T Roche Diagnostics (Mannheim)
Superscript™ Invitrogen (Karlsruhe)
Streptavidin-

Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics (Mannheim)
T4 DNS Ligase Amersham Pharmacia (Freiburg)
Taqg-DNS-Polymerase Roche Diagnostics (Mannheim)
Terminale Desoxynukleotidyl-

transferase Invitrogen (Karlsruhe)

3.1.9 Langen- und Molekulargewichtsstandards

3.1.9.1 Langenstandards

100 Basenpaar-Leiter Invitrogen (Karlsruhe)

500 Basenpaar-Leiter NEB (Frankfurt/Main)

,RNS-Ladder” (Invitrogen, Karlsruhe)

A-Phagen-DNS x BstEll-Leiter Acl857Sam7, Roche Diagnostics (Mannheim)

3.1.9.2 Molekulargewichtsstandard
RPN 800 (Protein-Leiter) Amersham Pharmacia (Freiburg)
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3.1.10  Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Softwareprogramms ,Primer
designer* abgeleitet und von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Die
Sequenzen sind in der 5’-3’-Orientierung angegeben.

Tabelle 3.1:  HLA-G spezifische Oligonukleotide

Name Sequenzen Tm [°C] Nachweis

G.257 5’-ggaagaggagacacggaaca-3’ 61 Exon 2
G.292* 5°-ggtctgcaggttcattctgtc-3° 59,5 Exon 2
Intron 2* 5"-gttactcagtggcctcgcete-3° 61 Intron 2
G.526* 5’-ccaatgtggctgaacaaagg-3° 57 Exon 3
Intron 3* 5’-gaccaacaccagaatatcgc-3° 57 Intron 3
G.647* 5’-ccaccaccctgtctttgact-3° 57 Exon 4
Intron 4* 5°-gaggcatcatgtctgttagg-3° 57 Intron 4
G.927* 5"-atcatgggtatcgttgctgg-3° 57 Exon 5
Intron 5* 5’-atgagtgtggatggtgcttc-3° 57 Intron 5
G.1225 5’-tgagacagagacggagacat-3° 61 3-UTR

* Oligonukleotide wurden mit 14-Biotin-dCTP am 3’-Ende markiert und als Hybridisierungssonden fiir
Southern-Blot-Analysen eingesetzt.
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Tabelle 3.2: T-Zell-Rezeptor-Familien spezifische Oligonukleotide

TZR-Familie

5’-3’-Sequenz

VB1
VB2
VB3
VB4
VB5
V6
VR7
V38
V39
VB10
V311
V312
VB13
V314
VB15
V316
VB17
V318
V319
V320
V321
VB22
VB23
V324
Sonde
CB

5’-ccgcacaacagttccctgacttge-3°

5°-ggccacatacgagcaaggcgtcga-3°

5’-cgcttctcceggattetggagtee-3°
5’-ttcccatcagccgceccaaacctaa-3°
5’-agctctgagctgaatgtgaacgee-3°
5’-tctcaggtgtgatccaaattcggg-3°

5’-cctgaatgccccaacagctcetcte-3°
5’-ccatgatgcggggactggagttge-3°

5°-ttccectggagcttggtgactctge-3°

5’-ccacggagtcaggggacacagcac-3°

5°-tgccaggccctcacatacctctca-3°
5’-tgtcaccagactgggaaccaccac-3°
5’-cactgcggtgtacccaggatatga-3°
5°-gggctcggcttaaggcagacctac-3°
5’-caggcacaggctaaattctccctg-3°
5°-gcctgcagaactggaggattctgg-3°
5’-tcctctcactgtgacatcggcecca-3°

5’-ctgctgaatttcccaaagagggcec-3°
5’-tctcaatgccccaagaacgcaccce-3°
5°-tgccccagaatctctcagectcca-3°

5’-tccaacctgcaaggcttgacgact-3°

5’-aagtgatcttgcgcetgtgtcceca-3°

5’-gcagggtccaggtcaggaccccca-3°

5’-cccagtttggaaagccagtgaccc-3°
5’-cacagcgacctcgggtggg-3°
5’-cgggctgctecttgaggggetgeg-3°

Die Oligonuktleotide zur Detektion von Transkripten der TZR-VB-Familien entstammen den Arbeiten
von Pannetier und Koautoren (1995) sowie Genevee und Koautoren (1992) und wurden vom Institut f.
Med. Mikrobiologie, Johannes Gutenberg-Universitat, Mainz zur Verfugung gestellt.

Tabelle 3.3:  Sonstige Oligonukleotide

Name Sequenzen Tm [°C] Nachweis

E.312 5°-tgcgcggctactacaatcag-3° 55 HLA-E

E.1052 5’-tgtcgctccactcagcectte-3° 55 HLA-E
B-Aktin 5 5°-gaagcatttgcggtggacgat-3° 58 B-Aktin
B-Aktin-3” 5’-tcctgtggccatccacgaaact-3° 58 B-Aktin
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3.1.11 In Vitro Zellkulturen
Tabelle 3.4:  Eukaryotische Zelllinien
Bezeichnung Ursprung Quelle
MZ1257RC Nierenzellkarzinom
MZ1774RC Nierenzellkarzinom
MZ1790RC Nierenzellkarzinom
MZ1795RC Nierenzellkarzinom
MZ1846RC Nierenzellkarzinom Uniklinik Mainz
MZ1851RC Nierenzellkarzinom
MZ1851LN Nierenzellkarzinom
MZ1879RC Nierenzellkarzinom
MZ1940RC Nierenzellkarzinom
MZ1973 10-4RC | Nierenzellkarzinom
LE89.15RC Nierenzellkarzinom Brouwenstijn, et al., 1996
JEG3 Chorionkarzinom Gobin et al., 2002
AB EBV-B-LCL Wolfel et al., 1994
NA8 Melanom Wolfel et al., 1994
Mel624 Melanom S. F. (Buffalo, USA)
Skmel29 Melanom S. F. (Buffalo, USA)
HT3 Zervixkarzinom
Me180 Zervixkarzinom
SW480 Lungenkarzinom American Type Culture Collection (Manassas, USA)
Colo206F Kolonkarzinom
CX1 Kolonkarzinom
818.4 Pankreaskarzinom
Pankreas 1 Pankreaskarzinom Uniklinik Mainz
293 humane embryonale Graham et al., 1977
Nierenzellen
COS7 Nierenzellen der gru- Gluzman, 1981

nen Meerkatze

Der tyrosinasespezifische T-Zellklon wurde etabliert von Woélfel et al., 1994.

Tabelle 3.5: Bakterienstamme

Stamm

Genotyp Quelle

Escherichia coli
DH5a

Epicurian coli
XL2-Blue

F', I', hsdR17(rk’, mk+), deoR, endA1, supE44, thi-1,
recA1, gyrA96, D(argF-lacZYA)169, F80d(lacZAM15)

recA1 end1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac[F’
proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet') Amy Cam']

Hanahan, 1983

Bullock et al., 1987
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3.1.12 Humane Biopsien

Tabelle 3.6: Pathologisch typisierte Nierenzellkarzinome

Nummer NZK-Subtypen | TNM-Klassifikation | Grading
2708 klarzellig pT2, Nx, Mx G2
2714 chromophil pT3b, NO, M1 G2
2716 klarzellig pT1, Nx, Mx G2
2728 klarzellig pT3b, NO, MO G3
2748 klarzellig pT3b, NO, MO G2
2749 keine Angabe pT1, NO G2
2794 klarzellig pT3a, N2, M1 G2-3
2796 klarzellig pT1, NO, MO G2
2797 klarzellig pT2, NO, MO G2-3
2798 klarzellig pT1, NO, MO G3
2803 klarzellig pT1, NO, MO G1
2804 klarzellig pT3b, NO, MO G3
2808 chromophob pT1 G2-3
2810 chromophob pT2, N1, MO G3
2817 klarzellig pT3b, NO, MO G4
2821 klarzellig pT1, NO, MO G2-3
2825 klarzellig pT1, NO, MO G2
2829 klarzellig pT3a, NO, MO G2
2832 klarzellig pT3a, NO, M1 G3
2839 klarzellig pT3b, NO, MO G3
2856 klarzellig pT1, NO G2
2857 klarzellig pT3a, NO G2-3
2859 klarzellig pT2, NO G3
2874 klarzellig pT1 G2
2876 klarzellig pT1, Nx, Mx G1
2877 klarzellig pT3a, Nx, Mx G2
2878 klarzellig pT1, Nx, Mx G3
2879 klarzellig pT1, NO G2
2889 klarzellig pT3b, Nx, Mx G3
2892 klarzellig pT3b, Nx, Mx G2

Die Gewebeproben von Nierenzellkarzinomen und korrespondierenden gesunden Nierengewebe wur-

den von der Urologischen Klinik der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz zur Verfigung gestellt.
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3.1.13  Antikorper

3.1.13.1 Antikorper fir durchflusszytometrische Analysen

Tabelle 3.7: Isotypspezifische Kontrollantikorper

Bezeichnung Verwendung Quelle
IgG1 FITC
lgG2a FITC Isotypspezifische Beckman Coulter
lgG1 PE Kontrollantikbrper (Krefeld)
IlgG2a PE

Tabelle 3.8: Antikoérper zur Charakterisierung von Inmunphéanotypen

Spezifitat

Verwendung

Quelle

CD3 FITC/PE
CD4 FITC/PE
CD8 PE
CD40 PE
CD45R0 FITC
CD45RA PE
CD54 FITC
CD56 PE
CD58 FITC
CD80 FITC
CD86 PE
CD95 FITC
TZR a/p
TZR /5

TZR-(-Kette

Detektion
spezifischer
Lymphozytenantigene

HLA-ABC FITC

MEM-G/9 FITC

Detektion
von HLA-Molekiilen

Beckman Coulter
(Krefeld)

Exbio (Prag, Tschechien)
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Tabelle 3.9: T-Zell-Rezeptor-VB-Familien spezifische Antikdrper

Spezifitat Bezeichnung Hersteller
VB1 F/P BL37 2
VB2 F/P MPB2D5

VB3 F LE-89

VB5.1 F/P Immu157
VB5.2 P 36213
VB5.3 P 3D11
VB7 F/P 20E
VB8 F/P 56C5.2

VB9 P FIN9
VB11 P C21
VB12F VER.32 1 Becfr;;?e%")“'ter

VB13.1P Immuo222
VB13.6 F Ju74 3
VB14 F CAS113
VB16 F TAMAYA1 2
VB17 FIP E17 5F3
V318 P BA626
VB20 F ELL14
VB21.3F 1G125
VB22 F/P Immuno546
VB23 P AF23

F: Fluorescein-Isothiocyanat, P: Phycoerythrin.
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3.1.13.2 Antikorper fur proteinchemische Nachweisverfahren

Tabelle 3.10: Antikorper fiir Immunhistochemie, Immunprazipitation und Western Blot

Bezeichnung

Verwendung

Quelle

HC-A2
HC 10
TAP1 (148.3)
LMP7
MEM-G/1
MEM-G/9
Pab101

R-Aktin

Immunprazipitation
Immunhistochemie
Immunhistochemie

Immunhistochemie

Western Blot, Im-
muprazipitation

Western Blot

Western Blot

S. F. (Buffalo, USA)

Momburg et al., 1994

Affinity (Mamhead, Grol3britannien)

Exbio (Prag, Tschechien)

Pharmingen (Wiesbaden)

Abcam (Cambridge, GB)

Tabelle 3.11: Antikorper fiir zellbiologische Blockadeexperimente

Antikorper Spezifitat Quelle
w6/32 pan HLA Klasse | Barnstable et al., 1978
mA2 .1 HLA-AD America(rllvI ';)rl];;es SC;usltuLlJ'es f\))ollection
B1.23.2 HLA-Bw, -Cw Drouet et al., 1995
1gG1 Isotypkontolle
IgG2a Isotypkontolle
CD158a CD158a Beckman Coulter (Krefeld)
CD158b CD158b
NKG2A NKG2A
OKT3 CD3 Janssen-Cilag (Neuss)

Tabelle 3.12: Sekundarantikorper

Antikorper

Verwendung

Hersteller

Ziege anti-Maus
(IgG + IgM)-FITC

Kaninchen-anti-Maus IgG-
AP

Durchflusszytometrie

Western Blot

Beckman Coulter (Krefeld)

DAKO (Hamburg)

AP: alkalische Phosphatase; FITC: Fluorescein isothiocyanat.
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3.1.14

Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 3.13: Zusammensetzung der zelltypspezifischen Kulturmedien*

Medium und Medium-

Nieren-

TIL/NK-

- NZK-Zellen T-Zellen Hersteller
zusatze zellen Zellen
X-Vivo15 - - - 93,6 % | Bio Whittaker (Apen)
RPMI 1640 87,6 % - 86,6 % - Invitrogen (Karlsruhe)
DMEM (high glucose) - 74,6 — 84,6 % - - Invitrogen (Karlsruhe)
Fotales Kélberserum 10 % 10 - 20% 10 % - Invitrogen (Karlsruhe)
Blutbank der Johan-
Humanes Serum - - - 5% nes Gutenberg-
Universitat (Mainz)
Insulin/ Transferrin/ o o :
Selenit' - 1% 1% - Invitrogen (Karlsruhe)
L-Glutamin? 1% 1% 1% - Invitrogen (Karlsruhe)
Natriumpyruvat3 - 1% - - Invitrogen (Karlsruhe)
NlAchF—ess__entlelle - 1% - - Invitrogen (Karlsruhe)
minosauren
Penicillin/Streptomycin5 1% 1% 1% 1% Invitrogen (Karlsruhe)
Fungizone6 0,4 % 0,4 % 0,4 % 0,4 % | Invitrogen (Karlsruhe)

*Angegeben sind die prozentualen Anteile am Endvolumen.
"Insulin/Transferrin/Selenit (100 fach konzentriert)

%L-Glutamin (200 mM)

*Natriumpyruvat (100 mM)

*Nicht-essentielle Aminos&uren (100 fach konzentriert)

*Penicillin/Streptomycin (10.000 1U/mI/10.000 ug/ml)

®Fungizone (250 pg/ml)
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3.1.15  Bakterienkulturmedien
Den Kulturmedien wurden die Selektionsantibiotika Ampicillin und Kanamycin in End-
konzentrationen von 100 ug/ml bzw. 40 ug/ml zugesetzt.

LB-Medium, pH 7,5 10 g Bacto Trypton
5 g Hefeextract
5 g NaCl
ad 1 | Millipore H,O

YT**-Medium, pH 7,5 8 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-Yeast Extract
5 g NaCl
ad 1 | Millipore H,O, autoklavieren,
10 ml 2 M MgSOq4
10 ml 1 M KCI

NZY+ Broth 10 g Kaseinhydrolysat
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad 1 | Millipore H,O, autoklavieren
125 mM MgCl;
125 mM MgSOQOq4
20 mM D-Glucose

Terrific Broth (TB)-Medium TB-Lésung 1, pH 7,5
12 g Bacto-Trypton
24 g Hefeextract
4 ml Glyzerin
ad 900 ml Millipore H,0, autoklavieren
100 ml TB-L6sung 2

TB-Ldsung 2
170 mM KH,PO4
720 mM KoHPO4, autoklavieren

Nahrboden 11 LB-Medium
15 g Agar, autoklavieren

3.1.16  Allgemeine Puffer und Lésungen

50 x Denhardt-L6sung 1 % BSA
1 % Ficoll
1 % Polyvinylpyrollidon

10 x MOPS-Puffer, pH 7,0 200 mM 3-[N-Morpholin]-propansulfonsaure-N’-
[2-ethansulfonsaure]
50 mM Natrium-Acetat
10 mM EDTA

20 x SSC,pH 7,5 3 M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat
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50 x TAE-Puffer, pH 9,5 2 M Tris
1 M Eisessig
50 mM EDTA

TE-Puffer 10 mM Tris/HCL (pH 8,0)
1 mM Natrium-EDTA

RNase 2000 100 mg RNase A
1 x10° RNase T1
ad 49 ml 10 mM Tris/CI (pH 7,5) mit 15 mM NaCl
15 min kochen

3.1.17  Losungen fir die Bakterientransformation

TFB | 30 mM Kaliumacetat
100 mM RbClI
10 mM CaCl,
15 % Glyzerin

TFB Il 10 mM Na-MOPS (pH 7,0)
50 mM MnCl;
75 mM CaCl,
100 mM RbCI
15 % Glyzerin

SOC-Medium 2 % Bacto-Trypton
0,5 % Bacto-Yeast Extract
10 mM NaCl
2,5 mM KCI, autoklavieren
10 mM MgCl,
10 mM MgSOQOq4
20 mM D-Glucose

3.1.18  Puffer und Losungen fiir zellbiologische Experimente

MTT-Lésungspuffer 60 ml 30 %ige SDS-Losung
30 ml DMF [N,N-Dimethylformamid]

Den pH-Wert mit einer 2,5 %igen Essigsaure (80 % Essigsaure und 20 % 1 N HCL)
auf einen Wert von pH 4,7 einstellen.

Fixierungslosung PBS-Puffer
2 % Formaldehyd
0,2 % Glutaraldehyd

Farbeldsung PBS-Puffer
4 mM Kaliumhexacyanoferrit
4 mM Kaliumhexacyanoferrat
2 mM Magnesiumchlorid
1 % X-gal (20 mg/ml in N-N-Dimethylformamid)
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3.1.19  Puffer fur die Plasmidaufreinigung

Puffer P1

Puffer P2

Puffer P3

Puffer QBT

Puffer QC

Puffer QF

3.1.20 Losungen und Puffer fur

GITC-Losung

Casiumchlorid-Losung

Hochsalzpuffer

Niedrigsalzpuffer

50 mM Tris/HCI, pH 8
10 mM NaEDTA
100 pg/ml RNase A

0,2 M NaOH
1% SDS

3 M Kaliumacetat, pH 5,5

750 mM NaCl
50 mM MOPS, pH 7
15 % Ethanol
0,15 % Triton X-100

1 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7
15 % Ethanol

1,25 M NaCl
50 mM Tris-HCI, pH 8,5
15 % Ethanol

RNS-Isolierungen

4 MGITC
25 mM Natriumcitrat, pH 7,0
115 mM B-Mercaptoethanol

5,7 M Casiumchlorid
25 mM Natriumacetat, pH 5,0

TE-Pupper, pH 7,4
0,5 M NaCl

TE-Pupper, pH 7,4
0,1 M NaCl

3.1.21 Puffer fliir DNS-Anwendungen

CIP-Erganzungspuffer

10 x Ligationspuffer

10 x CIP-Puffer
1 mM ZnCl;
10 mM Spermidin

300 mM Tris/HCI, pH 7,7
100 mM MgCl,

100 mM DTT

10 mM Spermidin/HCI

4 mM ATP
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6 x DNS-Beladungspuffer

10 ml TAE-Puffer, pH 7,5
80 ml Glycerin (87%)

0,2 g Bromphenolblau
0,2 g Xylen Cyanol

3.1.22  Puffer fur gelelektrophoretische Anwendungen

TAE-Puffer

PAGE-Elektrophoresepuffer

40 mM Tris (pH 9,5)
20 mM Eisessig
1 mM Na-EDTA

25 mM Tris/HCI (pH 8,3)
250 mM Glycin
0,1 % SDS

3.1.23  Puffer und Lésungen fiir Southern Blots

Prahybridisierungslosung

Hybridisierungslosung

SB-Blockierungspuffer

Detektionspuffer

SB-Waschpuffer

Reaktionspuffer

3xSSC

0,1 % SDS

10 x Denhardts-L6sung

250 pg/ml denaturierte Herings-DNS

Prahybridisierungslésung
5 ng/ml biotinylierte DNS-Sonde

0,1 M Maleinsaure, pH 7,5
0,15 M NaCl
1 % Blockierungsreagenz (Roche)

10 ml Blockierungspuffer mit
1 ul Streptavidin-AP-Konjugat

0,1 M Maleinsaure, pH 7,5
0,15 M NaCl
0,3 % Tween 20

0,1 M Tris-HCI, pH 9,5
0,1 M NaCl

3.1.24 Losungen und Puffer fur proteinchemische Verfahren

Proteasen-Inhibitor-Puffer

PBS-Puffer, pH 7,5

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/ml Sojabohneninhibitor
50 pg/ml PMSF

370 pg/ml Jodacetamid

17 pug/ml Pepstatin

9,5 yg/ml Leupeptin
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2 x SDS-Puffer

WB-Transferpuffer

Ponceau-S-Losung

TBS-T

TBS-AP

IP-Lyse-Puffer

,»Coating-Buffer”
ELISA-Puffer 1

ELISA-Puffer 2

ELISA-Substratlosung

ELISA-Stopplosung

1 g Saccharose

4 ml 25 %iges SDS

1,2 ml 1 M Tris/HCI, pH 6,8
4,8 ml Aqua bidest.

1 Kriimel Pyronin G

25 mM Tris/HCI, pH 8,3
192 mM Glycin

20 % Volumenanteile Ethanol abs.

3 % Trichloressigsaure
0,2 % Ponceau-S

50 mM Tris/HCI, pH 7,5
145 mM NacCl
0,2 % Tween 20

100 mM Tris/HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
23 mM MgCl,

50 mM Tris/HCI, pH 7,5
5 mM MgCl;

2 mM PMSF

1% TX114

0,1 M Natriumcarbonat, pH 9

PBS, pH 7,0
0,05 % Tween 20

PBS, pH 7,0
10 % FKS

Tetramethylbenzidine (TMB)
Hydrogen Peroxid

2 N H2SO4
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3.1.25 Plasmide

beta-Gal Hindlll

Hhol
.EcoRV
:EcoRl
= BamHI
. * ¥bal
pBlueskript SK+  MCS [ ot

Bstxl

puC18

‘Scal

Abb 3.2: Plasmide pBlueskript und pUC18 zur Klonierung von DNS-Fragmenten in Bakterien.
Die beiden prokaryotischen ,high copy“ Plasmide wurden aufgrund der von ihnen kodierten lacZ’-
Untereinheit der 3-Galactosidase und der damit verbundenen Mdglichkeit der Blau/Weil3-Selektion
eingesetzt. AmpR = Ampizillin-Resistenzgen, f1(+)ori bzw. colE1 ori = Replikationsursprung,
lacZ’ = Leseraster der funktionellen Z-Untereinheit der 3-Galactosidase, die durch a-Komplementa-
tion die Funktion der bakteriellen defizitaren (lacZAM15)-p-Galactosidase wieder herstellt.

Xhol
Motl | * Hindlll

pGL3Enhancer

AmpR

‘BamHI

Abb. 3.3: Das Plasmid pGL3Enhancer (Promega, Heidelberg).
Es enthalt das Renilla Luciferase-Gen (Luc), das als Reportergen in die Plasmide p2, p81, p85 inse-
riert wurde. enh = enhancer

46



3. Material und Methoden
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Abb 3.4: Die cDNS-Expressionsplasmide p2, p81, p85.

Die eukaryotischen cDNS-Expressionsplasmide p2, p81, p85 wurden zur Verfiigung gestellt. Das pa-
rentale Plasmid p2 wurde um die Sequenzabschnitte SV40 ori (p81) und SV40 ori und einer ,inter-
vening sequence“, IVS (p85) verandert. Als IVS diente das erste Intron des HLA-A2-Gens.
CMV = Promotor des Zytomegalievirus, SV40 ori = Replikationsursprung des Simian Virus (SV)40.
MCS = ,multiple cloning site“, p(A) = Polyadenylierungssignal.

Bglll

Sspl Nrul

HLA-G1

pCMV-Ires-HLA-G1

Abb 3.5: Die cDNS-Expressionsplasmide pCMV Ires Neo und pCMV-Ires-HLA-G1.

Die aus den NZK-Zellen MZ2733RC isolierte HLA-G1-cDNS wurde in das Expressionsplasmid
pCMV Ires Neo inseriert. Das entstandene Plasmid pCMV-Ires-HLA-G1 kodiert fiir die bicistroni-
sche mRNS aus HLA-G1-lres-neoR und wurde ftransient in die autologen Nierenzellen
MZ2733NNSV transfiziert. Ires = ,internal ribosome entry site*; BGH p(A) = Polyadenylierungs-
signal des bovinen Wachstumshormongens, MCS = ,multiple cloning site, neoR = Neomycinre-
sistenzgen.
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3.2. Methoden

3.21 Kultivieren von Bakterien
Die Kultivierung von Bakterien erfolgte (i) zur Herstellung kompetenter Bakterien oder
(i) zur Amplifikation rekombinanter Plasmid-DNS.

3.2.1.1 Herstellen von kompetenten Bakterien

Mit der Methode nach Hanahan (1983) wurden mit dem Bakterienstamm E. coli DH5a
gute Transformationsfrequenzen von 2-3 x 108 cfu (engl. ,colony forming units“) pro
ug Plasmid-DNS erzielt. Hierzu wurden 2 ml YT -Medium mit einer einzigen Bak-
terienkolonie angeimpft und Uber Nacht in einen Inkubator bei 37°C und unter Rota-
tion mit 225 UpM inkubiert.

Aus dieser Bakterienkultur wurden 50 pl entnommen, in 5 ml auf 37°C vorgewarmtes
YT"*-Medium (berfiihrt und fiir weitere 3,5 Stunden bei 37°C mit 230 UpM inkubiert.
Die logarithmisch proliferierende Bakterienkultur wurde danach in 100 ml auf 37°C
vorgewarmtes YT '-Medium resuspendiert und bis zu einer optischen Dichte bei
600 nm (ODsggo) von 0,45 bis 0,55 inkubiert. Diese Kultur wurde zu zweimal 50 ml por-
tioniert, auf Eis abgekuhlt und durch Zentrifugation (8 min, 2.500 g, 4°C) sedimentiert.
Die Bakterien wurden in 10 ml eiskaltem sterilen TFB | resuspendiert, fur 10 min auf
Eis gekuhlt, erneut sedimentiert, in je 2 ml eiskaltem sterilen TFB || aufgenommen und
zu 100 - 200 pl in vorgekuhlten 1,5 ml-Reaktionsgefallen in einem Ethanol/Trocken-
eisbad eingefroren. Danach wurden die kompetenten Bakterien bei -80°C gelagert.
Am darauffolgenden Tag wurde die Transformationsfrequenz mit 10 ng eines aufge-
reinigten Plasmids pUC18 ermittelt.

3.21.2 Transformieren von kompetenten Bakterien

Die Transformation, die Einfihrung von DNS in eine Bakterienzelle wurde modifiziert
nach Hanahan (1983) durchgefuhrt. Die kompetenten Bakterien (3.2.1.1) wurden auf
Eis aufgetaut. 100 pl der kompetenten Bakterien wurden mit 5 pl eines Ligationsan-
satzes fremder DNS oder mit mindestens 10 ng eines Plasmids 30 min lang auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 sec, 42°C) wurde der Ansatz wiederum flr
2 min auf Eis gekuhlt. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz mit 900 pl
SOC-Medium (37°C) gemischt und 45 - 60 min lang bei 37°C im Schuttelinkubator bei
230 Upm inkubiert. Danach wurden die Bakterien durch Zentrifugation (20 sec,
10.000 g) sedimentiert, in 100 yl SOC-Medium resuspendiert, anschlieRend auf einem
Nahrboden mit dem plasmidspezifischen Resistenzantibiotikum ausgestrichen und fur
12 bis 16 Stunden in einen Inkubator bei 37°C gestellt.
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3.21.3 Selektion und Amplifikation rekombinanter Bakterien

Von den Nahrbdéden wurden einzelne Bakterienkolonien in Vorkulturen mit 3 bis 5 ml
LB-Medium und dem spezifischen Resistenzantibiotikum (3.1.13) Gberimpft und 12 bis
16 Stunden bei 37°C im Schuttelinkubator mit 225 UpM kultiviert. Anschliel3end wurde
eine Plasmidisolierung (3.2.1.4) und eine anschliefiende Restriktionsfragmentanalyse
(3.2.5.5.1) durchgefuhrt. Aus Bakterienkulturen, die das gewilnschte rekombinante
Plasmid produzierten, wurden 50 yl enthommen und zur Herstellung groRerer Plas-
midmengen in 50 ml-LB- oder 50 mI-TB-Medium Uberimpft und fir weitere 12 bis 16
Stunden im Schuttelinkubator kultiviert.

3.21.4 Mini-Plasmid-DNS-Isolation ,,Schnelle Lyse*

Aus 1,5 ml einer Bakterienkultur wurden die Plasmide durch alkalische Lyse nach
Seed und Koautoren (1983) isoliert. Durch Zentrifugation (20 sec, 10.000 g) wurden
die Bakterien sedimentiert und in 200 pl Lésung | resuspendiert. Anschlielend wurden
die Bakterien durch Zugabe von 400 pl Lésung Il und sofortiges Invertieren lysiert.
Nach Zugabe von 300 pl Lésung Il wurde der pH-Wert des Ansatzes neutralisiert.
Durch eine Zentrifugation (5 min, 15.000 g) wurden bakterielle genomische DNS und
Proteine als unldsliches weiRes Prazipitat sedimentiert. Die im Uberstand (900 pl) ge-
|6ste Plasmid-DNS wurde abgenommen und durch Zugabe von 600 ul Isopropanol
p. A. und eine nachfolgende Zentrifugation (5 min, 15.000 g) bei Raumtemperatur
gefallt und sedimentiert. Die DNS wurde mit 500 pl 70 %igem Ethanol (-20°C) ge-
waschen, bei 65°C getrocknet, in 100 ul TE-Puffer (pH 8,0) unter stetigem Schutteln
(2 min, 65°C) gel6st und danach auf Eis gekuhlt und sofort fur eine Restriktions-
fragmentanalyse (3.2.5.5.1) verwendet oder bei -20°C verwahrt.

Lésung 1 (10 mM EDTA, pH 8)
Lésung 2 (0,2 M NaOH 1% SDS)
Lésung 3 (2,5 M Kaliumacetat, 2,5 M Essigsaure, pH 4,7)

3.2.1.5 Praparative Isolierung von Plasmid-DNS

Praparative Plasmidisolationen mit einem héheren Reinheitsgrad wurden aus 50 ml-
Bakterienkulturen mittels Midi Plasmid-DNA Isolation Kit (Qiagen, Hilden) gemaR Pro-
tokoll des Herstellers durchgefuhrt. Hierzu wurden die Bakterien durch die sukzessive
Zugabe von 5 ml Puffer P1 und 10 ml P2 mittels alkalischer Lyse aufgeschlossen. Der
pH-Wert des Puffergemisches wurde durch Zugabe von 10 ml Puffer P3 neutralisiert.
Wahrend einer 15-minutigen Inkubation auf Eis wurde die bakterielle RNS durch die in
P1 enthaltene RNaseA degradiert. Durch einen Zentrifugationsschritt (15 min,
15.000 g, 4°C) wurde die im Uberstand geldste Plasmid-DNS von bakteriellen Pro-
teinen und genomischer DNS abgetrennt. Die Plasmid-DNS wurde Gber eine mit 10 ml
QBT-aquilibrierte Anionenaustauschersaule aufgereinigt. Dabei band die Plasmid-
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DNS unter niedrigen Salzkonzentrationen an die Saule. Nach Waschen mit 30 ml
Puffer QC wurde die DNS unter hohen Salzkonzentrationen mit 5 ml Puffer QF von
der Saule eluiert. Aus dem Eluat wurde die DNS durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol
p. A. gefallt und in einer anschliefenden Zentrifugation (20 min, 15.000 g, 4°C)
sedimentiert, bevor sie mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in
200 ul TE-Puffer pH 8,0 bei 37°C geldst wurde.

3.2.1.6 Lagerung von Bakterien

Zur Langzeitverwahrung von Wildtyp-Bakterien bzw. von rekombinanten Bakterien
wurde eine 1: 1-Verdlinnung von Bakterienkulturen und sterilem wasserfreien Gly-
cerin hergestellt und bei -80°C eingefroren.

3.2.2 Isolieren und Kultivieren von epithelialen Zellen
3.2.2.1 Isolieren und Kultivieren von Lymphozyten

3.2.2.1.1 Kultivieren von TIL

Kleine Biopsien eines Tumors oder die zuvor ficollierte, enzymatisch aufgeschlossene
Zellsuspension einer Biopsie wurden in X-Vivo 15 in 24-Loch-Platten ausgesat. Nach
drei Tagen wurde zu den TIL ein Interleukin-,Cocktail* bestehend aus IL-7 (10 ng/ml)
und IL-2 (100 IU/ml) zur Wachstumsstimulation zugegeben (Sica et al., 1993). Prolife-
rierende Lymphozytenkulturen wurden alle drei Tage 1 : 3 auf neue Kulturgefalde auf-
geteilt. Nach etwa 21 Tagen wurden expandierte Lymphozytenkulturen in der Durch-
flusszytometrie (3.2.4.4) auf Oberflachenantigene untersucht, in Zytotoxizitatsver-
suchen (3.2.4.1) verwendet oder fur spatere Anwendung kryopraserviert (3.2.2.6).

3.2.2.1.2 Isolieren von PBL

Peripheres Blut von Spendern oder von Tumorpatienten wurde aus Blutkonserven
oder 10 ml-Heparin-Monovetten aufgearbeitet. Aus dem Blut wurden PBL Uber einen
Ficollgradienten mittels Zentrifugation (25 min, 400 g) von Granulozyten und Erythro-
zyten abgetrennt. Die in der Interphase angereicherten Lymphozyten wurden geerntet,
mehrmals mit PBS/EDTA-Puffer gewaschen, gezahlt und sofort verwendet oder zu
Portionen von 1-3 x 107 Zellen kryopraserviert (3.2.2.6).

3.2.2.1.3 In Vitro Sensibilisieren von PBL

Frisch ficollierte oder kryopraservierte und aufgetaute PBL wurden in T-Zellmedium
gewaschen und zur in vitro Sensibilisierung verwendet (modifiziert nach Hérin et al.,
1987). Hierzu wurden autologe Tumorzellen (5 x 10* bis 1 x10 ° Zellen/ml), die zuvor
48 Stunden lang mit IFN-y (300 IU/ml) behandelt und mit 100 Grey bestrahlt worden
waren, in T-Zellmedium aufgenommen und zu einem Milliliter je Loch einer 24-Loch-
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Platte verteilt. Danach wurde jede Kultur durch Zugabe von 1 x 10° bis 1,5 x 10°
PBL/ml komplettiert und fir 72 Stunden in den CO,-Inkubator eingestellt. Alle Kulturen
wurden mit IL-2 (50-500 IU/ml) stimuliert und fur vier weitere Tage inkubiert. Dieses
wochentliche Stimulationsverfahren wurde zweimal wiederholt. Danach wurden aus
proliferierenden ,Responder-Kulturen durch ein Klonierungsverfahren (engl. ,limiting
dilution assay“, LDA) T-Zellen isoliert.

3.2.2.1.4 Klonieren von T-Zellen

Die T-Zellen aus ,Responder“-Kulturen wurden in Verdlinnungen von 0,3-; 1-; 3- und
10- Zellen je Loch in 96-Loch-Rundboden-Mikrotiterplatten in T-Zellmedium zusam-
men mit 50-500 IU/ml IL-2, 5 x 10° bestrahlten (100 Gy) IFN-y behandelten Tumor-
zellen und 1x 10° bestrahlten (100 Gy) allogenen EBV immortalisierten lympho-
blastoiden B-Zellen oder 1 x 10° bestrahlten (40 Gy) allogenen PBL von fiinf verschie-
denen gesunden Spendern inkubiert (Hérin et al., 1987; van Elsas et al., 1995). Nach
dreimaliger wochentlicher Stimulation wurden die proliferierenden Kulturen in Lécher
von 24-Loch-Schalen transferiert und durch wéchentliche Restimulation mit 5 x 10*
bestrahlten (100 Gy) IFN-y behandelten Tumorzellen, 6 x 10° bestrahlten (100 Gy)
EBV immortalisierten lymphoblastoiden B-Zellen oder 2 x 10° bestrahlten (40 Gy)
allogenen PBL in Gegenwart von 250 - 500 1U/ml IL-2 expandiert.

3.2.2.2 Entnehmen von Biopsien aus nephrektomierten Nieren

Von den nephrektomierten Nieren wurde die Bindegewebshaut entfernt. Mit einem
Skalpell wurde ein dorsoventraler Schnitt durch Niere und Tumor gefuhrt und die bei-
den Nierenhalften aufgeklappt. Mit einem Skalpell wurden aus der Tumorfront und aus
dem entfernt dazu gelegenen Nierengewebe einige Kubikzentimeter grolle Gewebe-
stiicke herausprapariert. Die Gewebestlcke wurden fur spatere Anwendungen sofort
in Zellkulturmedium oder in flissigem auf -80°C vorgekuhlten Isopenten Uberfuhrt und
anschlie3end in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.2.2.3 Etablieren von primaren und permanenten in vitro Zellkulturen

Nach Entnahme wurden die Nierengewebestiicke sowie die Tumormasse mit einem
Skalpell in etwa 1 mm® groRRe Stiicke zerkleinert und in serumfreiem Zellkulturmedium
(RPMI 1640), das mit einem Enzymmix bestehend aus Collagenase Typ IV (50 U/ml)
und DNase | (5 ug/ml) komplettiert war, aufgenommen und fir 12 bis 16 Stunden bei
Raumtemperatur auf einem Hamaroller inkubiert. Nach dem Auswaschen der Enzyme
wurden durch ein Nylonsieb mit 100 um Porenweite Zellklumpen von der Zellsuspen-
sion abgetrennt. Aus der Zellsuspension wurden lebende Zellen Uber einen Ficoll-
gradienten durch Zentrifugation (25 min bei 800 g) als Interphase abgetrennt, in kom-
pletten Zellkulturmedium (3.1.12) resuspendiert und wahlweise in 3 cm-Schalen oder
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T75-Zellkulturflaschen ausgesat. Nach drei Tagen erfolgte mittels Durchlichtmikros-
kopie eine erste Kontrolle auf Adhasion der isolierten Zellen und ein erster Medium-
wechsel. Primarkulturen von Nierenepithelzellen wurden nach Bildung konfluenter
Zellmonolayer kryopraserviert (3.2.2.6). Die Primarkulturen von Nierentumoren wur-
den fur mehr als 20 Passagen in vitro kultiviert, bevor sie als permanente NZK-Zell-
linien bezeichnet wurden.

3.2.2.4 Passagieren von Zelllinien

Die Kultivierung von adharent wachsenden Zelllinien, wie z. B. die NZK-Zelllinien, und
von Suspensionszelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen oder -schalen mit verschieden
groRen Bodenflachen (25 cm?, 75 cm? und 175 cm?) in begasten Inkubatoren mit 5%
CO, gesattigter Atmosphare bei 37°C. Bildeten die adharent wachsenden Zelllinien
einen nahezu konfluenten Zellmonolayer bzw. erreichten die Suspensionszelllinien
eine Zelldichte von > 1x10° Zellen/ml, wurden sie passagiert. Hierzu wurden die adha-
renten Tumorzelllinien mit 10 ml PBS gespult und durch eine Inkubation mit 2 ml -
4 ml Trypsin/EDTA-L6sung von den Flaschenbdden geldst, in frischem Zellkulturme-
dium resuspendiert und abzentrifugiert (5 min, 400 g). Die sedimentierten Zellen wur-
den in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und auf neue Zellkulturflaschen ver-
teilt. Bei Suspensionszellkulturen entfiel sowohl der Waschschritt als auch die
Trypsin/EDTA-Inkubation. Die Zelllinien wurden je nach Wachstumsgeschwindigkeit
passagiert, wobei von einzelnen Zelllinien unterschiedlich hohe Verdinnungen von
1 x 10° bzw. 2 x 10° Zellen/ml der Parentalkulturen ausgesat wurden.

3.2.2.5 Klonieren von Zellen

Etablierte Zelllinien wurden zunachst als ,Batchkulturen® gezogen. Durch die Verwen-
dung von ,Klonierungsringen® (Sigma, Deisenhofen) wurden zunachst Sublinien und
durch Einzelzellklonierungsansatze (3.2.2.1.4) wurden Zellklone erhalten. Genetisch
modifizierte Zellen wurden in einem Selektionsmedium zu Zellklonen expandiert.

3.2.2.6 Kryopraservieren von Zellen

Zur Langzeitlagerung wurden Zellen in Einfriermedium, bestehend aus 90 % FKS und
10 % DMSO resuspendiert, in 1 ml-Ampullen abgefullt, mit einer Kihlgeschwindigkeit
von -1°C pro Minute auf -80°C in mit Isopropanol gefullten, speziellen Kryogefalien
eingefroren und am darauffolgenden Tag zur Langzeitverwahrung in die Gasphase
eines Stickstofftanks Uberfuhrt (modifiziert, nach Hérin et al., 1987). Aufzutauende,
kryokonservierte Zellen wurden dem Stickstofftank entnommen, in einem Wasserbad
bei 37°C erwarmt und dreimal in 10 ml Zellkulturmedium gewaschen, bevor sie in
verschieden grofen Kulturgefalen und in notwendiger Zelldichte ausgesat wurden.
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Als Faustformel galt, dass ca. 2 x 10° Suspensionszellen bzw. 1 x 10° adhérente
Zellen je Milliliter Zellkulturmedium in neue ZellkulturgefalRe Uberflhrt wurden.

3.2.2.7 Zahlen von Zellen

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen in frischem Medium aufgenommen.
Davon wurden 100 pl Volumen mit dem gleichen Volumen 0,4 %iger Trypanblau-
Ldsung verdinnt. In einer Neubauer-Zahlkammer wurden die Zellen innerhalb der
Flache von vier Eckquadraten, einem Aquivalentvolumen von je 1 mm?®, ausgezahit
und ihr Mittelwert n bestimmt. Daraus berechnet sich die Zellzahl je Milliliter einer
Zellsuspension wie folgt: Zellzahl/ml = n x 10.000 x Verdlinnungsfaktor.

3.2.2.8 IFN-y-Behandlung kultivierter Zellen

In Vitro Zellkulturen wurden flr 24 bis 48 Stunden mit 300 IU/ml rekombinantem
humanen IFN-y inkubiert, bevor sie experimentellen Versuchsansatzen zugefihrt
wurden.

3.2.2.9 Separieren vitaler Zellen

Tote Zellen wurden aus Zellkulturen mittels eines Ficollgradienten abgetrennt. Die in
der Interphase angereicherten vitalen Zellen wurden isoliert, zweimal in Kulturmedium
gewaschen und danach und in neue Kulturgefalle ausgesat.

3.2.2.10 Bestrahlen von Zellen

Neben Tumorzellen, die als stimulierende APZ zu in vitro Sensibilisierungen von auto-
logen oder allogenen PBL bzw. aufgereinigten CD8" T-Lymphozyten dienten, wurden
auch ,Feeder“-Zellen, EBV-LCL lymphoblastoide Zellen und PBL gesunder Spender,
die bei der Klonierung von T-Zelllinien eingesetzt wurden, den y-Strahlen einer
Casium-Strahlenquelle ausgesetzt. Durch eine Strahlendosis von 100 Grey wurde die
Proliferation von Tumorzellen und EBV-LCL lymphoblastoiden Zellen und durch 40 Gy
wurde die der allogenen PBL inhibiert.

3.2.3 Heterologer Gentransfer in eukaryotische Zellen

3.2.3.1 Transfektion

In sog. ,Shuttle-Plasmide” integrierte cDNS von eukaryotischen Genen wurde in
Saugetierzellen transferiert. Hierzu wurden unterschiedliche Transfektionsmethoden
eingesetzt, um eine transiente oder eine stabile transkriptionelle Aktivitat des einge-
fuhrten Gens zu erreichen. Das Transgen wurde Uber das Transkript, sein Transla-
tionsprodukt oder Uber dessen enzymatische Aktivitat nachgewiesen.
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3.2.3.1.1 Lipofektion

Die Transfektion wurde mit aufgereinigter Plasmid-DNS und Lipofektamin™ nach
Angaben des Herstellers in Zellkulturschalen durchgefihrt.

Die Transfektionsldsung wurde aus gleichen Volumina einer 3 %igen Lipofektamin™-
Lésung und einer 1 %igen Plasmid-DNS-Lésung hergestellt. Beide Losungen wurden
miteinander gemischt und zur Bildung von DNS/Lipidkomplexen 30 min lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die zu transfizierenden Zellen mit serumfreiem
Medium gespult waren, wurden sie mit der Transfektionslésung und danach mit dem
dreifachen Volumen des serumfreien Mediums Uberschichtet und zwischen 4 und 20
Stunden bei 37°C inkubiert. In Tabelle 3.14 sind die Volumen/Mengenverhaltnisse der
einzelnen Komponenten von transienten Transfektionsansatzen zusammengestellt.
Danach wurde die Transfektionsldsung gegen serumhaltiges Medium ausgetauscht
und die Zellen fur weitere 24 — 48 Stunden im CO-Inkubator kultiviert.

Zur transienten Transfektion wurde ein cDNS rekombinantes Plasmid zusammen mit
dem Reportergen-Plasmid pSV-beta-Galaktosidase in einem Gewichtsverhaltnis von
10 : 1 kotransfiziert. Nach einer Inkubationsdauer von 24 - 48 Stunden wurde die
Transfektionseffizienz Gber die Enzymaktivitat der p-Galaktosidase durch ein farbge-
bendes Substrat ermittelt. Zur Ermittlung der Transkriptionsaktivitat der verschiedenen
cDNS-Expressionsplasmide wurden das Reportergen Luciferase verwendet.

Tabelle 3.14: TransfektionsmaRstédbe transienter Transfektionen

Multititerplatte Zelllinie Zellzahl/ | Lipofektamin™ | Plasmid-DNS [ng]
Loch [mi]
96-Loch COS 7, HEK 293 | 10.000 1-1,5 150 ng — 200 ng
24-Loch COS 7, HEK 293 | 20.000 1-2 200 ng — 500 ng
6-Loch COS 7, HEK 293 | 100.000 2-3 500 ng — 2 ug

Die Zelllinien COS 7, HEK 293 und MZ2733NNSV wurden zur transienten Transfektion in 96-, 24- und
6-Loch-Multititerschalen ausgesat und mit Lipofektamin/Plasmid-DNS-Gemischen inkubiert.

Die stabile Transfektion von Plasmid-DNS wurde mittels Lipofektion oder Elektropora-
tion (3.2.3.1.2) durchgefuhrt. Hierfur wurden linearisierte, rekombinante ,Shuttle“-
IRES-Plasmide, sog. ,bicistronische® Expressionsplasmide auf Basis des Plasmids
pCMYV Ires Neo (3.1.14.8) verwendet, die die Expression der gewunschten cDNS an
die Expression eines Selektionsmarkers in Form einer bicistronischen mRNS kuppeln.
Die Transkription der mRNS wurde von einem CMV-Promotor kontrolliert, der in den
transfizierten Zellen eine konstitutive Expression induzierte. 24 bzw. 48 Stunden nach
der Transfektion wurde die Selektion mit dem Antibiotikum begonnen, dessen Resis-
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tenzgen vom Expressionsplasmid codiert wurde. Um den Selektionsdruck aufrechtzu-
erhalten wurde das Selektionsmedium alle 3 bis 4 Tage erneuert. Innerhalb von
10 bis 14 Tagen wurden nicht transfizierte Zellen durch die Wirkung des Selektions-
antibiotikums abgetoétet. Gleichzeitig bildeten die stabil transfizierten Zellen konfluente
Zellmonolayer, die auf die genomische Integration und Proteinexpression des Ziel-
gens analysiert wurden. Aus den genetisch modifizierten Zellen wurden permanent
wachsende Zelllinien etabliert.

In Abhangigkeit von der jeweiligen Zelllinie wurden zur Selektion von transfizierten
Zellen die folgenden Antibiotika in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt:
Hygromycin (0,25 mg/ml bis 0,6 mg/ml) und Neomycin (0,3 mg/ml-0,5 mg/ml).

3.2.3.1.2 Elektroporation

Die Elektroporation ist eine physikalische Methode, um Plasmid-DNS in Zellen zu
transferieren. Im Gegensatz zu chemischen Methoden wie der Calcium-Phosphat-
Prazipitation-, Lipofektion oder DEAE-Dextran-Transfektion, die zur Endozytose-ver-
mittelten Aufnahme der DNS fuhren, werden in der Zellmembran durch ein kurzzeitig
angelegtes elektrisches Feld Poren geschaffen, durch die die DNS infolge des elek-
trischen Feldes gerichtet in die Zelle gelangt (Shigekawa et al., 1988). Alle Elektro-
porationen von eukaryotischen Zellen wurden mit einem Rechteckpulser (Dr. Fischer,
Heidelberg) durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 x 10° Zellen in 0,5 ml PBS aufgenommen
und in eine Elektroporationskivette (0,4 cm Elektrodenabstand) Uberfihrt. Nach Zu-
gabe von 10 ug des linearisierten Plasmids erfolgte der 2 msec dauernde elektrische
Spannungspuls mit 450 V bei 1200 pF. Der elektrische Spannungspuls wurde so ge-
wahlt, dass 30 bis 50 % der Zellen irreversibel geschadigt wurden. Dabei galt als
Faustregel, dass sich mit der prozentualen Zunahme der geschadigten Zellen auch
der prozentuale Anteil an transfizierten, lebensfahigen Zellen erhéht. Danach wurden
die Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen und auf 9 cm-Kulturschalen verteilt.

3.2.3.2 Transduktion von eukaryotischen Zellen

3.2.3.2.1 Infektion mit einem modifizierten Vaccinia Virus Ankara

Zur Uberpriifung des funktionellen HLA Klasse | Antigen-Prozessierungs-/Prasenta-
tionsweges wurden Zelllinien mit dem ZTL-definierten Tyrosinase-Antigen, das als
Surrogatmarker fur die T-Zell-vermittelte Immunreaktion verwendet wurde, infiziert
(Drexler et al., 1999). Die cDNS der humanen Tyrosinase wurde per Infektion mit
einem rekombinanten modifizierten Vaccinia Virus Ankara (rMVA) in die Zielzellen
eingeschleust. Hierzu wurden 1 x10° Zellen mit 10 U/Zelle MVA tyr infiziert. Drei Stun-
den nach Infektion wurden die Zellen fiir eine Stunde radioaktiv mit 100 uC °'Di-
Natrium-Chromat markiert und zunachst in vitro kultiviert, bis sie 10 Stunden nach
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Infektionsbeginn mit HLA-A2-restringierten tyrosinasespezifischen ZTL in einem
Zytotoxizitatsversuch (3.2.4.1) kokultiviert wurden.

3.2.3.2.2 Infektion von B-Zellen mit dem Epstein Barr Virus

Hierzu wurden PBL von gesunden Spendern oder von Tumorpatienten aufgereinigt
und mit dem Zellkulturiberstand der Marmoset-Zelllinie B95-8 inkubiert (modifiziert,
nach Neitzel, 1986). Dieser Zellkulturiberstand enthalt virulentes EBV-Virus, das ge-
zielt B-Zellen infiziert. Infolge der Infektion kommt es zur extrachromosomalen Per-
sistenz des EBV-Genoms in den B-Zellen. Die vom EBV-Genom translatierten Gen-
produkte immortalisieren die infizierten B-Zellen. Fur jede Immortalisierung wurden
1 x 107 PBL in 2 ml virushaltigen Zellkulturiiberstand resuspendiert und in Gegenwart
von 2,5 ug/ml Cyclosporin A flr 24 Stunden in einen Inkubator mit 5 % CO, gesattigter
Atmosphare und 37°C eingestellt. Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation
(5 min, 400 g) sedimentiert und in 10 ml kompletten RPMI1640/20 % FKS resuspen-
diert, auf 5 Locher einer 24-Loch-Platte verteilt und unter Zellkulturbedingungen gezo-
gen, bis sich kleine Zellaggregate formiert hatten. Diese wurden miteinander vereinigt
und in einer ,Batch“-Kultur fortgeflihrt, die je nach Bedarf expandiert wurde. Die
EBV B-LCL Zellen wurden als ,Feeder“-Zellen in der T-Zellkultur eingesetzt. Gut
proliferierende EBV B-LCL lymphoblastoide Zelllinie wurden als ,Feeder®-Zelllinien T-
Zellklonierungen verwendet.

3.24 Zellulare Nachweismethoden

3.241 Zytotoxizitatsversuche

Auf Effektorzell spezifische Erkennung zu untersuchende Zielzellen wurden mit
100 uCi radioaktivem °'Di-Natrium-Chromat fiir 60 Minuten bei 37°C und 5% CO, in-
kubiert (Brouwenstijn et al., 1998). Nicht aufgenommene Radioaktivitat wurde mit Zell-
kulturmedium durch dreimaliges Waschen mit serumfreiem Zellkulturmedium entfernt.
Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 1 x 10* Zellen/ml in T-Zellmedium ver-
dinnt und davon wurden 100 pl auf 96-Loch Rundboden-Mikrotiterplatten verteilt.
Anschlie®end wurden die T-Zellen in Verhatnissen von 30:1,10:1,3:1und1:1zu
den Zielzellen in 100 yl Volumen pipettiert. Jede Messung wurde als Zweifachansatz
durchgefuhrt. Nach einer 4- bis 6-stlindigen Inkubation unter Zellkulturbedingungen
wurde die freigesetzte Radioaktivitat in 50 pl Volumen des zellfreien Uberstandes auf
die Festphasen-Szintillationsplatten Lumaplate™ transferiert, getrocknet und in einem
Zahlgerat (,R-Counter®) gemessen. Die Werte flr die maximale Lyse wurden durch
eine Behandlung mit einer 2 %igen Triton-X-100-L6sung erzielt. Die spezifische Lyse
der verwendeten Effektoren wurde aus den Mittelwerten ihrer spezifisch freigesetzten
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Aktivitat . X", der spontan freigesetzten Aktivitat ,S* und der maximal freigesetzten
Aktivitat ,M" berechnet und die prozentuale Freisetzung wie folgt kalkuliert:

[(X-S) / (M-S)] x 100 = Prozent spezifische Lyse

3.2.4.2 Blockierungsversuche

Die Blockierungsversuche sind eine Variante der Zytotoxizitatsversuche, jedoch wur-
den T-Zell- und NK-Zell-vermittelte Effektorleistungen durch die Verwendung von
HLA Klasse | spezifischen mAk blockiert. Hierzu wurden 1 x 10° radioaktiv markierte
Zielzellen mit 2 yg/ml bis 5 pg/ml mAk markiert (30 min, 4°C), bevor sie mit den
Effektoren inkubiert wurden.

3.24.3 TNF-Bioassay und MTT-Zytotoxizitatsversuch

Zur Quantifizierung von TNF-a, und TNF-B wurde die zytotoxische Wirkung dieser
Zytokine auf die TNF-sensitiven, permanent wachsenden murinen Fibrosarkom-Zellen
WEHI-164 (Espevik und Nissen-Meyer, 1986) mit dem Tetrazoliumsalz MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-Bromid untersucht (Mosman, 1983).
Das Verfahren basiert auf der Reduktion des I6slichen, gelben Tetrazoliumsalzes zu
einem blau-violetten unldslichen Formazankristall vermittelt durch die Pyrimidin-
nukleotid-Kofaktoren NADH und NADPH von metabolisierenden Zellen (Berridge und
Tan, 1993).

WEHI-164-Zellen wurden in Kulturmedium RPMI1640/5 % FKS, 10 mM HEPES,
L-Arginin (116 mg/l), L-Asparagin (36 mg/l) und L-Glutamin (216 mg/ml) gezogen. Alle
Zellen wurden in 9 cm-Schalen bei 37°C in 6 % CO, mit einer Zelldichte bis maximal
100.000 Zellen/ml kultiviert und vor Versuchsbeginn in einem Versuchsmedium resus-
pendiert, das 2 pg/ml Actinomycin D und 40 mM LiCl enthielt. Zur Bestimmung des
TNF-Gehalts in Kokulturen von COS 7-cDNS-Transfektanden und ZTL wurden 50 pl
des zellfreien Uberstands in 96-Loch-Mikrotiterschalen vorgelegt. Zu jedem Uberstand
wurden 30.000 WEHI-Zellen in 50 pl Versuchsmedium hinzugegeben. Danach wurde
20 bis 24 Stunden unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Anschliefiend wurden 50 pl
eines PBS-Puffers, der 2,5 mg/ml MTT enthalt, hinzupipettiert und fir weitere 2 - 4
Stunden bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit bildeten sich blaue Formazankri-
stalle. Die Menge des gebildeten Formazans war proportional zur Menge der vitalen
Zellen und wurde durch die Zugabe von 100 uyl MTT-Losungspuffer (3.1.14.2)
innerhalb von 24 Stunden bei 37°C wieder aufgeldst, um die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 570 nm gegen einen Referenzwellenlange von 670 nm zu bestim-
men. Die halbmaximale Lethaldosis (LD 50) fur TNF-sensitive WEHI-164-Zellen ent-
sprach einer Menge von ungefahr 1 bis 5 pg TNF-p/ml.
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3.24.4 Durchflusszytometrische Analyse zellularer Epitope

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Analyse und Darstellung von extra-
bzw. intrazellularen Epitopen mittels fluoreszenzmarkierter spezifischer Antikorper.
Die Photonenemission eines Fluoreszenzfarbstoffes wird durch einen Argon-lonen-
Laser angeregt und die Streuung des Laserlichts in Strahlrichtung (engl. ,forward
scatter, FSC) und quer zur Strahlrichtung (engl. ,sidescatter‘, SSC) gemessen. Dabei
ist das Vorwartsstreulicht ein Mal} fur die GrofRe, das Seitwartsstreulicht fur die Granu-
lierung der Zelle. Die Fluoreszenzemission wird durch Lichtfilter und Spiegel getrennt
und von verschiedenen Detektoren registriert. Die beobachtete spezifische Fluores-
zenzemission ist ein Mal fur die Expressionsstarke des detektierten Zielantigens. Sie
wird in Relation zur unspezifischen Bindung eines Isotypantikérpers gesetzt und
logarythmisch gegen die Zellzahl aufgetragen. Mittels Durchflusszytomtrie wurde die
Expression von membranstandigen und intrazellularen Proteinen durch direkte oder
indirekte Immunfluoreszenzmarkierung nach Seliger und Koautoren (1997) dargestellt.

3.2.4.4.1 Indirekter Immunfluoreszenznachweis

Fir eine durchflusszytometrische Analyse wurden 2,5 x 10° Zellen in 1 ml Zytome-
triepuffer (PBS-Puffer/10 % FKS) aufgenommen und zentrifugiert (5 min, 400 g, 4°C).
Der Uberstand wurde dekantiert, und in den Ruicklauf wurden, je nach zu unter-
suchender Determinante, zwischen 5 ul und 150 ul der unkonjugierten Primarantikor-
perldsung bzw. 5 ul einer unkonjugierten isotypspezifischen Kontrollantikbrperlésung
hinzugegeben und zur Epitopdetektion fir 30 min auf Eis inkubiert. Nicht gebundene
Antikérper wurden mit 1 ml Zytometriepuffer ausgewaschen. Anschlieend wurden die
Zellen mit 3 yl des fluoreszenzmarkierten FITC-konjugierten spezifischen Zweitanti-
korpers flr 30 min bei 2°C bis 8°C im Dunkeln inkubiert. Nicht gebundene Antikorper
wurden mit 1 ml Zytometriepuffer ausgewaschen, die Zellen wurden in 750 ul Zyto-
metriepuffer aufgenommen und in der Durchflusszytometrie analysiert.

3.2.4.4.2 Direkter Inmunfluoreszenznachweis

Fir eine Vielzahl von antigenen Determinanten existieren qualitativ hochwertige mAKk,
die bereits mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Hierbei werden mAKk, die
mit unterschiedlichen Fluorochromen konjugiert sind, in sog. Mehrfach-Farbmessun-
gen eingesetzt. Somit entfallt der Einsatz eines fluoreszenzmarkierten Sekundar-
antikorpers.

3.2.4.5 In Situ Nachweis von B-Galactosidase

Die B-Galaktosidasefarbung wurde nach Angaben des Herstellers 48 Stunden nach
der Transfektion von Zellen mit dem Reporterplasmid pSV-p3-Galaktosidase durchge-
fuhrt. Das Zellkulturmedium wurde abgenommen, und die Zellen wurden mit PBS ge-
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spult. Danach wurden die Zellen mit Fixierungslésung Uberschichtet und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die fixierten
Zellen mit der Farbeldsung Uberschichtet. Nach 20-stindigen Inkubation unter Zell-
kulturbedingungen wurden blau gefarbte Zellen im Durchlichtmikroskop beobachtet,
siehe Abbildung 3.1. Die Transfektionseffizienz wurde in 5- 10 Gesichtsfeldern wie
folgt ermittelt:

(Anzahl der gefarbten Zellen : Anzahl aller Zellen) x 100 = % Transfektionseffizienz.
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Abbildung 3.6: Reprasentativer B-Galactosidase-Nachweis in transient transformierten Zellen.
1x10* COS 7-Zellen wurden in jedes Loch der 96-Loch-Multitierplatte ausgesat, mit unterschiedlichen
Mengen des Reporterplasmids pSV-B-Galactosidase (100 ng bis 300 ng) und mit Lipofektamin (0,5 pl
bis 3,0 ul) fir 4 Stunden transient transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurde die transiente
Proteinexpression der 3-Galactosidase in situ mit dem Farbstoff X-Gal nachgewiesen.
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3.25 Standardmethoden zur Nukleinsaurepréaparation

3.2.5.1 Isolieren von genomischer DNS

1 x 107 Zellen wurden nach Zugabe von 3 ml DNS-Lysepuffer und von 30 pl Protein-
ase K-Lésung (20 mg/ml) Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Ansatz wurde mit 6 ml
puffergesattigtem Phenol (pH 8,0; 50°C) 15 min lang extrahiert. Die wassrige Phase
wurde durch Zentrifugation (15 min, 2500 g) abgetrennt und 3 Stunden lang bei 37°C
mit 30 pl RNase 2000 inkubiert. Die DNS wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert und
aus der wassrigen Phase durch Zugabe von 1/10 Vol. 3 M Na-Acetat (pH 5,3) und
2 Vol. Ethanol p. A. (-20°C) prazipitiert und in 500 pl TE-Puffer (pH 8,0) Gber Nacht bei
Raumtemperatur geldst und bei 4°C verwahrt.

3.2.5.2 Isolieren von RNS

Die Isolierung von kleinen RNS-Mengen aus tiefgefrorenem menschlichen Gewebe-
biopsien erfolgte je nach Ausgangsmenge des Gewebes mit dem QIAGEN RNeasy
total RNA Kit (Qiagen, Hilden) oder mit dem QIAGEN Total RNA Midi-Kit (Qiagen,
Hilden) nach Angaben des Herstellers.

Die Isolierung von grolen RNS-Mengen erfolgte Uber einen CsCl-Gradienten
(Chirgwin et al.,, 1979). Adharente Zellen aus drei Kulturflaschen mit einer Boden-
flache von 180 cm? wurden mit eiskaltem PBS gespiilt und nacheinander in 6 ml
GITC-Lésung aufgeschlossen. Mit dieser GITC-Lésung wurden 4 ml CsCl-Lésung
eines zuvor beschickten Zentrifugenrohrchens (Beckmann, 14 x 89 mm) Uberschichtet
und in einer Ultrazentrifuge 18 h lang mit bei 32.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Wah-
rend der Dichtegradientenzentrifugation wurde die RNS sedimentiert, die hochmoleku-
lare DNS sowie die niedermolekulare RNS (5 sRNS und tRNS) verblieben in Losung
und wurden entfernt. Die sedimentierte RNS wurde getrocknet, in 200 ul Aqua bidest.
geldst und nach Zugabe von 40 ul Natrium-Acetat (pH 5,2) und 880 ul Ethanol p.A.
(-20°C) 30 min lang bei -80°C gefallt und durch eine Zentrifugation (30 min, 15.000 g,
4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Sediment mit 500 pl
80 % igen Ethanol (-20°C) gespult. Nach einer erneuten Zentrifugation (10 min,
15.000 g, 4°C) wurde der Uberstand quantitativ entfernt, die RNS an der Luft
getrocknet und in 100 yl Aqua bidest. auf Eis geldst. Nach der spektrophotometri-
schen Konzentrationsbestimmung wurde ein Volumenaquivalent der RNS-Lésung in
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (3.2.5.4), bevor es dokumentiert
wurde. Die verbliebene RNS wurde bei -80°C fur spatere Anwendungen verwahrt.

3.25.3 Gelelektrophoretisches Auftrennen von Nukleinsauren
In Gegenwart eines Molekulargewichtsstandards wurden Nukleinsaure-Fragmente wie
z. B. DNS-Restriktionsfragmente von Hydrolyseansatzen (3.2.5.5.1), Scherungsfrag-
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mente hochmolekularer DNS oder RNS-Molekule in horizontalen 0,5 % - 2 %igen
Agarosegelen aufgetrennt (verandert nach Sambrook et al., 1989). Als Puffersystem
wurde 1 x TAE verwendet. Zur Darstellung der Nukleinsauren enthielten die Agarose-
gele Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,4 pg/ml. Die Agarosegele wur-
den mit einem Gemisch aus (9 - 15 yl) der Nukleinsaurelésungen und 1 - 1,5 yl eines
Beladungspuffers beschickt. Durch Anlegen einer Spannung von 5V je Zentimeter
Elektrodenabstand wurden die Nukleinsaurenfragmente ihrer Ladung/Molekulgrofie
entsprechend aufgetrennt. Die GroRenbestimmung erfolgte durch einen gleichzeitig
aufgetrennten Langenstandard. Mittels UV-lllumination wurden die Ethidiumbromid-
gefarbten Nukleinsauren sichtbar gemacht und mit einer Sofortbildkamera doku-
mentiert.

Far die analytische Auftrennung von RNS-Molekulen wurden horizontale 1% ige GTG-
Agarosegele (6,5 % Formaldehyd) mit 1 x MOPS-Puffer als Laufpuffer verwendet
(modifiziert, nach Lehrach et al., 1977). Vor der Elektrophorese wurde zu der RNS
1/10 Volumen Ethidiumbromid (5 mg/ml) und das dreifache Volumen ,RNS Loading-
Buffer” gegeben. RNS-Sekundarstrukturen wurden durch Erhitzen (5 min, 72°C) und
sofortiges Inkubieren auf Eis aufgeldst. Der Ansatz wurde danach mit 1/10 Volumen
RNS-"Bluemarker” versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Langenstandard fur die
RNS wurde ein "RNS-Ladder” (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

3.2.5.4 Enzymatische Hydrolyse und Modifikation von DNS

3.2.5.4.1 Restriktionsfragmentanalyse

Restriktionsendonukleasen wurden aus verschiedenen Bakterienstdmmen isoliert. Sie
erkennen und spalten spezifisch unterschiedliche, meist in sich tandemrepetitive DNS-
Sequenzen. Bei diesem Hydrolysevorgang entstehen in 5’- oder 3’-Orientierung Uber-
hangende (,sticky ends®) oder glatte Enden (,blunt ends”).

Fir Restriktionsfragmentanalysen wurden 200 - 500 ng rekombinante oder nichtre-
kombinante Plasmid-DNS in 10 yl Volumen eines Spaltungsansatzes mit dem Enzym
spezifischen Reaktionspuffer und 1 U bis 3 U eines Enzyms flir 90 min bis 150 min bei
37°C hydrolysiert. Der komplette Hydrolyseansatz wurde nach Zusatz eines von 2,5 pl
eines 5fach konzentrierten DNS-Auftragspuffers in einem TAE-Ethidiumbromid-Agaro-
segel aufgetrennt und durch UV-lllumination die Ethidiumbromidfluoreszenz mittels
Sofortbildkamera dokumentiert. Durch die Gegenwart eines parallel aufgetrennten
Langenstandards wurden die GroRen der erhaltenen DNS-Fragmente abgeschatzt.
Fir jedes untersuchte rekombinante Plasmid ergab sich ein charakteristisches Frag-
mentmuster, das Informationen Uber Schnittstelllen und die Orientierung des Integra-
tes in der Plasmidsequenz lieferte.
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In ,praparativen Ansatzen“ wurde 1 -2 pg eines Plasmids oder eines DNS-Restrik-
tionsfragments mit 3 U - 10 U einer Restriktionsendonuklease inkubiert. Nach einer
20-stindigen Hydrolyse wurden die Spaltungsprodukte gelelektrophoretisch aufge-
trennt (3.2.5.4), das gewilnschte DNS-Fragment wurde aus dem Gel isoliert
(3.2.5.6.2).

3.2.5.4.2 Modifikation von 5’- und 3’-iiberhangenden DNS-Enden

DNS-Fragmente wurden in Plasmide inseriert. Hierzu wurden sowohl die DNS-
Fragmente als auch Plasmide mit den gleichen Restriktionsenzymen vorbehandelt.
War dies nicht méglich, wurden die Enden der DNS-Fragmente und der linearisierten
Plasmide durch Behandlung mit dem Klenow-Enzym geglattet.

Das Klenow-Enzym ist eine modifizierte DNS-Polymerase | aus E. coli und besitzt
neben der 5’-3’-DNS-Polymerase- eine 3’-5’-Exonukleaseaktivitat. Mit Hilfe dieses En-
zyms wurden 5-Uberhdnge von DNS-Fragmenten oder Plasmiden zu glatten Enden
aufgefiillt oder 3'-Uberhénge entfernt, um eine Ligation von Plasmidvektor und Inte-
grat zu ermoglichen. Die Nachbehandlung von DNS-Spaltprodukten mit dem Klenow-
Enzym erfolgte direkt im Anschluss an eine Hydrolyse mit dem entsprechenden
Restriktionsenzym. Fur eine Auffillreaktion wurden zu einem 10 ul-Hydrolyseansatz
0,2 yl 50 mM DTT, 0,25 pl dNTP und 0,5 U Klenow-Enzym hinzupipettiert und 15 min
bei Raumtemperatur und 20 min bei 37°C inkubiert. Zur Glattung 3’-Uberhangender
Enden wurde die Reaktion ohne dNTP durchgefuhrt. Durch anschlieRendes Erhitzen
auf 70°C far 10 min in Gegenwart von 0,3 ul 0,5 M Na-EDTA (pH 8,0) wurde die
Reaktion beendet und danach das Reaktionsprodukt durch eine Phenol/Chloroform-
Extraktion (3.2.5.5.1) aufgereinigt.

3.2.5.4.3 Dephosphorylieren von 5’-DNS-Enden

Die nur geringe Ligationseffizienz von Plasmid und Integrat insbesondere bei Liga-
tionen mit glatten Enden oder mit komplementaren Schnittstellen am 5’- und 3’-Ende
lasst sich dadurch steigern, dass die reagierenden 5-DNS-Enden des linearisierten
Plasmids dephosphoryliert werden. Dadurch wird die monomolekulare, energetisch
begunstigte Selbstligation des Plasmids unterdrickt, und es kommt zur bevorzugten
Verknupfung von Plasmid und Integrat. Die als Dephosphorylierung bezeichnete
Reaktion wurde mittels alkalischer Phosphatase (“calf intestinal alkaline phosphatase”,
CIP) durchgefuhrt. Auch die Dephosphorylierung des Plasmids erfolgte direkt nach
der DNS-Hydrolyse durch die Restriktionsenzyme. Hierzu wurden 1,3 ul CIP-Ergan-
zungs-Puffer und 1,0 ul CIP (1 U/pl) mit 10 pl eines Hydrolyseansatzes gemischt und
fur weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde erneut 1 pl CIP zugegeben und
fur weitere 30 min inkubiert. Nach Zugabe von 0,3 yl EDTA (0,5 M, pH 8,0) wurde die
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Dephosphorylierung durch eine 10-minltige Inkubation bei 65°C beendet und das
Reaktionsprodukt durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion (3.2.5.5.1) aufgereinigt.

3.2.5.4.4 Ligation von DNS-Fragmenten

Bei dem als Ligation bezeichneten Verfahren wurde linearisierte Plasmid-DNS mit
einem beliebigen DNS-Fragment kovalent verknupft. Voraussetzung dafur war, dass
beide Fragmente kompatible, glatte oder kohasive, Enden aufwiesen. Die kovalente
Verknupfung der beiden Fragmente erfolgte durch das Enzym T4-DNS-Ligase. Fur die
Reaktion wurde ein Uberschuss an Integrat-Enden zu Plasmid-Enden im Verhaltnis
von etwa 3,5:1 fur kohasive Enden bzw. 10: 1 flr glatte Enden hergestellt. Die
Konzentrationen der Ligationspartner wurden durch Auftrennen eines Aliquots im
TAE-Agarosegel im Vergleich zu einem aufgereinigten 600 Bp langen doppel-
strangigen DNS-Fragment (25 ng/ul) abgeschatzt. Es wurden etwa 25 ng Plasmid-
DNS mit der erforderlichen Integrat-DNS-Konzentration in einem Volumen von 10 pl
inkubiert. Die Ligation erfolgte durch 1 U T4-DNS-Ligase Uber Nacht im Kihlwasser-
bad bei Temperaturen von 14°C bzw. 16°C.

3.2.5.5 Aufreinigen von DNS
Nach enzymatischer Behandlung wurden die Nukleinsauren entweder durch eine
Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlieRende Fallungsreaktion (3.2.5.7) oder
durch eine gelelektrophoretische Auftrennung (3.2.5.4) und nachfolgende Isolierung
aus dem Agarosegel aufgereinigt.

3.2.5.5.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Aufgrund des unterschiedlichen Lésungsverhalten von DNS und Proteinen wurden
Proteine aus wassrigen DNS-Losungen durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion von
der DNS abgetrennt (verandert nach Silhavy et al., 1984). Hierzu wurde das Reak-
tionsvolumen mit TE-Puffer (10 mM, pH 8,0) auf 100 ul aufgefullt. Nach Zugabe des
gleichen Volumens einer Phenol/ Chloroform-Ldésung (1 : 1, pH 7,5) wurde der Ansatz
1 min lang auf einem Vortexer gemischt. Durch eine Zentrifugation (5 min, 15.000 g)
wurden die wassrige und die organische Phasen voneinander getrennt. Der wassrige
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR (berfiihrt. Durch eine zweimalige
Extraktion mit 100 pl einer Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung (24 : 1) wurden Phenol-
reste entfernt, und danach wurde die DNS aus der wassrigen Losung prazipitiert
(3.2.5.7).

3.2.5.5.2 Isolieren von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen

Ein DNS-Fragment wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung in einem TAE-
Agarosegel mit einem sauberen Skalpell unter UV-Licht Wellenlange (254 nm) ausge-
schnitten. Die Elution der DNS aus dem Agarosegel wurde nach Protokoll des
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»,QIAquick Agarose Gel Extraction-Kit“ der Firma Qiagen durchgefuhrt. Die Gelmatrix
wurde durch eine Natriumiodat/Natriumchlorat-Loésung innerhalb von 7 - 10 min bei
50°C aufgeldst. Unter hohen Salzkonzentrationen band die DNS an die Silicamatrix
vorgefertigter Zentrifugationssaulen. Nach zweimaligem Waschen mit einer alkoholi-
schen Ldsung und Entgasen des Alkohols wurde die DNS unter niedrigen Salzkon-
zentrationen mit Aqua bidest. oder einem Tris-Puffer (10 mM, pH 8,0) von der Silica-
matrix eluiert. Ein Volumenanteil (1 pl) des Eluates wurde erneut mittels Agarosegel-
elektrophorese aufgetrennt, mit einem bildgebenden Verfahren dokumentiert und die
Konzentration im Volumenanteil abgeschatzt.

3.2.5.6 Fallen von Nukleinsauren

Aus einer wassrigen Phase wurde DNS nach Zugabe von LPA (20 ug/ml; Strauss und
Varshavsky, 1984), 1/9 Volumenanteil 5 M NaCl-Losung und dem zweifachen Volu-
men an Ethanol abs. bei -80°C fir 20 min prazipitiert (Wallace et al., 1987). Durch
eine nachfolgende Zentrifugation (20 min, 15.000 g, 4°C) wurde die DNS sedimentiert.
Aus dem DNS-Sediment wurde durch zweimaliges Waschen mit 500 pl 70 %igem
Ethanol Uberschussiges Fallungssalz entfernt. Danach wurde die DNS an der Luft
getrocknet und danach in Aqua bidest. oder TE-Puffer (10 mM Tris-EDTA, pH 8,0)
gelost.

Die RNS wurde aus der wassrigen Phase nach Zugabe von 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und dem zweifachen Volumen Ethanol abs. gefallt, mit
80 %igem Ethanol gewaschen, vakuumgetrocknet und in 100 pl Aqua bidest. geldst
bzw. im gefallten Zustand bei —80°C gelagert.

3.25.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration verschiedener Nukleinsaurelésungen wurde durch photometrische
Dichtemessung bestimmt. Hierzu wurden 4ul von RNS-Lésungen bzw. 5ul von DNS-
Lésungen in 1 ml TE-Puffer verdinnt und die Extinktion bei 260 nm und 280 nm
gemessen. Aus der Absorption bei 260 nm wurde die Konzentration berechnet. Der
Quotient aus Azso/Azs0 gibt den Reinheitsgrad der Nukleinsauren an.

Berechnungsformel: Azso X V x OD = pg/ml Nukleinsaure

Azso = Absorption bei 260 nm, V = Verdlinnungsfaktor, OD = optische Dichte
1 OD entspricht 20 ug/ml Oligonukleotide, 40 ug/ml einzelstrangige DNS/RNS oder
50 ug/ml doppelstrangige DNS/RNS.
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3.2.6 Nachweis von spezifischen Nukleinsdauresequenzen

3.2.6.1 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die ,polymerase chain reaction“ (PCR) ist ein Verfahren zur selektiven Amplifikation
von definierten Nukleinsauresequenzabschnitten mit einer Lange zwischen 0,1 und
40 kB aus einem Gemisch von Nukleinsauremolekilen (Saiki et al., 1988). Das Ver-
fahren wurde verwendet, um aus aufgereinigter DNS, genomischer DNS von Zellex-
trakten und aus cDNS (3.2.6.2) spezifische Sequenzabschnitte gezielt zu amplifizieren
oder um die genomische Integration eines rekombinanten Plasmids in transfizierten
Zellen nach heterologem Gentransfer (3.2.3) nachzuweisen. Die PCR-Reaktionen
wurden in 50 pl-Ansatzen durchgefuhrt. Die Ansatze enthielten 100 ng DNS, 100 ng
cDNS oder die genomische DNS von 2 x 10* Zellen.

Jeder Ansatz enthielt neben der DNS-Matrize 40 mM KCI, 10 mM Tris/HCI (pH 8,3),
1,5 - 2,5 mM MgCl,, jeweils 1 uM der beiden Oligonukleotide, jeweils 250 uM der vier
dNTPs und 1U Tag-DNS-Polymerase. Die Amplifikation erfolgte nach einer initialen 5-
minutigen Denaturierung bei 95°C durch 20 - 35 Amplifikationszyklen bestehend aus
DNS-Denaturierung (95°C, 1 min), ,Primer-Annaeling® (55°C - 65°C, 1 min) und
Elongation (72°C, 1 min/kB). Nach dem zehnten Amplifikationszyklus wurde jeder
Elongationsschritt um ein Inkrement von 5 sec verlangert. Durch eine finale Inkubation
fur 10 min bei 72°C wurde jede Amplifikation beendet. Dieses Standardprogramm
wurde den jeweiligen Oligonukleotiden und DNS-Matrizen entsprechend angepasst.

Zum Nachweis der Integration eines Plasmids wurden 5 x 10° bis 2 x 10* Zellen in 20
Ml Aqua bidest. verwendet. Nach dem initialen 5-mindtigen DNS-Denaturierungsschritt
bei 95°C wurde der Ansatz auf 55°C abgekunhlt, um einen 1-stlindigen Proteaseverdau
durch Zugabe von 5 pl Proteinase K (0,2 mg/ml) auszufihren, der durch einen zweiten
Denaturierungsschritt (10 min, 95°C) beendet wurde, bevor die Amplifikation durch
Zugabe von 25 ul 2-fachkonzentriertem PCR-Mix mit Taq-DNS-Polymerase und Oligo-
nukleotiden fortgesetzt. Alle Amplifikationsreaktionen wurden mit Paraffindl Uber-
schichtet und in Trioblock (Biometra) ausgeflhrt.

3.2.6.2 Reverse Transkription und PCR

Nach der sequenzspezifischen reversen Transkription der mRNS in cDNS schliel3t
sich unmittelbar eine PCR-Amplifikation der cDNS an. Beide Reaktionen wurden in
einem Reaktionsgefal nach den Angaben des Herstellers als ,Titan™ One Tube RT-
PCR-Reaktionen® (Titan-Kit, Roche Biochemicals, Mannheim) durchgefuhrt. Fur jede
Reaktion wurden 100 ng DNS-freie Gesamt-RNS in Gegenwart von sequenzspezifi-
schen Oligonukleotiden mittels AMV-Reverser-Transkriptase in cDNS umgeschrieben
(30 min, 50°C), die anschlieBend mittels PCR amplifiziert wurde. Hierzu diente ein
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Enzymmix aus Tag- und Pwo-DNS-Polymerase. Nach einem initialen 10-minttigen
Denaturierungsschritt bei 95°C folgten 20 - 35 Amplifikationszyklen, deren Anzahl in
Abhangigkeit des Vorkommens der nachzuweisenden mRNS-Transkripte bzw. ihrer
cDNS-Kopien variierte. Jede Amplifikation wurde durch eine finale 10-minltige Inku-
bation bei 72°C beendet.

3.2.6.3 Analyse von TZR-Transkripten

Das Repertoire verschiedener TZR-Transkripte kann Uber den CDR3-Fragmentlan-
genpolymorphismus analysiert werden. Die Analysen wurden von Frau Dr. Hohn
(Institut f. Medizinische Mikrobiologie, Johannes Gutenberg-Universitat Mainz) durch-
gefuhrt.

50 ng cDNS wurden in 20 yl PCR-Reaktionen mit individuellen Oligonukleotiden fur
die 29 verschiedenen TZR Va-Ketten und fir die 24 verschiedenen TZR VB-Ketten
nach Genevee und Koautoren (1992) bzw. nach Puisieux und Koautoren (1994) am-
plifiziert. Jeweils 2 ul einer Reaktion der nicht markierten 29 Va-Ketten- und 24 Vj3-
Ketten-Amplikons wurden fur weitere 3-6 Zyklen in einer sog. ,run-off’-Reaktion mit
dem fluoreszenzmarkierten TZR Ca-spezifischen Oligonukleotid (5’-atacacatcagaatcc-
ttactttg-3’) bzw. dem fluoreszenzmarkierten TZR CB-spezifischen Oligonukleotid (5’-gt-
gcacctccttcccattcace-3’) in 10 uyl-Reaktionsvolumen mit 0,2 mM Desoxynukleotiden,
1,5 mM MgCl,, und 0,5 Units Tag-Polymerase inkubiert. Fluoreszierende Amplikons
wurden mittels einer DNS-Fragmentanalyse mit einem ,310 ABI Sequenzer® und der
notwendigen ,Genescan“ Software untersucht. Die TZR-Va/pB-Ketten wurden dabei als
einzelne Gipfel in Histogrammen abgebildet und reprasentieren entweder monoklo-
nale TZR-Transkripte oder oligoklonale TZR-Transkripte mit verschiedenen Sequen-
zen und einer identischen TZR CDR3-Lange. Jeder Gipfel entspricht einer Gauss-
Verteilung einer TZR Va/B-Familie und reprasentiert die Basenpaarfolge, der TZR-
Transkripte. Die Flache unter dem Gipfel entspricht der Frequenz mit der eine be-
stimmte CDR3-Lange in einer individuellen TZR-Va/B-Familie vorkommt. Oligoklonale
Transkripte liegen vor, wenn mehrere Gipfel in einer CDR3-Langenanalyse auftreten.
TZR werden als monoklonal bezeichnet, wenn nach der Klonierung des PCR-
Produktes nur eine TZR-Sequenz isoliert wird (Hohn et al., 2002).

3.2.6.4 Sequenzierung von DNS

Die hergestellten rekombinanten Plasmide wurden nach Restriktionsfragmentanalyse
zur Uberprifung der Sequenzidentitat der klonierten Integrate sequenziert. Zur Se-
quenzierung wurde die von Lee und Koautoren (1992) modifizierte DNS-Sequenzie-
rung des von Sanger und Koautoren (1977) beschriebenen Kettenabbruchverfahrens
angewendet. Hierbei wird einzelstrangige DNS in einer PCR-Reaktion ausgehend von
einem spezifischen ,Primer® durch eine Mischung von Desoxy- und unterschiedlich
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fluoreszierenden Didesoxynukleotiden komplementiert. Der statistische Einbau der
modifizierten Didesoxynukleotide fuhrt zu vorzeitigen Kettenabbrichen, die je nach
dem zum Abbruch fuhrenden Nukleotid unterschiedlich fluoreszieren. Die Sequen-
zierung wurde mit dem ,PRISM Ready Reaction Dye Deoxy Terminator Cycle Se-
quencing Kit“ nach Angaben des Herstellers (Applied Biosystems, Weiterstadt) in ei-
ner linearen PCR-Reaktion mit 24 Zyklen (95°C 15 sec, 55°C 15 sec, 72°C 4 min)
durchgefuhrt. Der Sequenzieransatz wurde danach gefallt, in geringerem Volumen
geldst und auf automatischen 373A- bzw. 377-Sequenziergeraten (Applied Biosys-
tems, Weiterstadt) aufgetrennt und detektiert.

3.2.6.5 Bestimmen des HLA-Phanotyps von Zelllinien

Die Bestimmung des HLA-Phanotyps der etablierten NZK-Zelllinien wurde freund-
licherweise von E. Hilmes (Johannes Gutenberg-Universitat, Blutbank, Mainz) unter
Verwendung des ,Dynal SSP Primersystems* (Dynal, Hamburg) durchgefthrt.

3.2.6.6 Hybridisierungsverfahren

Zur Detektion eines spezifischen Sequenzabschnittes eines Nukleinsaurefragmentes
werden die in einem Agarosegel groRenfraktionierten Nukleinsauren auf einer Trager-
matrix (Filter) immobilisiert und mit einer markierten sequenzidentischen Sonde
inkubiert.

3.2.6.6.1 Transfer von DNS aus Gelen auf Membranen

Die groRenfraktionierten DNS-Moleklle wurden nach der von Southern (1975) be-
schriebenen jedoch modifizierten ,Sandwich“ Blot Methode (Sambrook et al., 1989)
auf eine Nylonmembranen transferiert. Als Transferpuffer wurde ein Denaturierungs-
puffer (0,5 M NaOH mit 1,5 M NaCl) verwendet. Der Transfer der DNS auf die Nylon-
membran erfolgte innerhalb von 12 — 16 Stunden. Die DNS-Auftragsstellen wurden
markiert, die Membran wurde in 2 x SSC gewaschen, auf Whatman-Papier getrocknet
und durch eine 5-minudtige UV-Licht-Exposition (,UV-Crosslinking“) einer Sterilbank
fixiert.

3.2.6.6.2 Transfer von RNS aus Gelen auf Membranen

Gelelektrophoretisch aufgetrennte RNS-Molekile wurden in Agarosegelen 3 x 5 min in
DEPC-H,0 gewaschen, um das Formaldehyd aus dem Gel zu entfernen. Der Transfer
der RNS auf Hybond-N*-Filter (Amersham, Braunschweig) erfolgte fir 1 Stunde mit
2 x SSC als Transferpuffer unter Vakuum in einer Vacugene XL-Kammer (Pharmacia).
Der erhaltene ,Northern Blot“ wurde flr 5 min einer UV-Lichtquelle exponiert (3.2.6.5).
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3.2.6.6.3 Markieren einer sequenzspezifischen Sonde

Zur Detektion von Nukleinsauresequenzen wurden 20 Bp lange Oligonukleotids ver-
wendet, die durch eine rekombinante Telomerase am 3’-Ende nach Angaben des Her-
stellers mit 14-Biotin-dCTP in einem 20 ul-Reaktionsansatz flr 15 min bei Raumtem-
peratur markiert wurden (verandert nach Schmitz et al., 1991). Die Markierungsreak-
tion wurde durch Zugabe einer Stopplésung (200 pl 0,2 M EDTA pH 8,0, 10 % Glyko-
gen) abgebrochen. Nach Zugabe von 2,5 pyl 4 M LiCl und 75 ul Ethanol abs. (-20°C)
wurde die DNS prazipitiert (30 min, —80°C) und durch Zentrifugation (20 min,
15.000 g, 4°C) sedimentiert. Nach Waschen mit eiskaltem 70% igen Ethanol wurde
die DNS durch Zentrifugation (5 min, 15.000 g, 4°C) sedimentiert, danach getrocknet
und in 10 pl Aqua dest. gelost.

SB-Markierungsreaktion:

4 ul Reaktionspuffer (5 fach konzentiret)
4 ul 25 mM CoCl;

1 ul 330 ng/ul Oligonukleotid

1yl 1 mM 14-dCTP-Biotin

1 ul Terminale Transferase (50 Units)

7 pl H20

3.2.6.6.4 Hybridisieren von Southern Blots mit nicht-radioaktiven Sonden

Der Nylonfilter wurde nach Sambrook und Koautoren (1989) in einem gro3enange-
passten Hybridisierungsrohrchen mit 10 ml Prahybridisierungslosung unter standiger
Rotation in einem Hybridisierungsofen (2 Stunden, 55°C) inkubiert. Dadurch wurden
unspezifische Bindungsstellen auf dem Nylonfilter fur die cDNS-Sonden blockiert.
Danach wurde die Prahybridisierungslosung erneuert und mit 50 ng einer 14-dCTP-
Biotin endmarkierten sequenzspezifischen DNS-Sonde versehen. Die Inkubation des
Nylonfilters wurde Uber Nacht fortgesetzt. Durch mehrere Waschvorgange, jeweils
zweimal fur 15 min mit 2 x SSC bei Raumtemperatur, 2 x SSC bei 55°C, 1 x SSC bei
55°C und 1 x SSC bei Raumtemperatur wurde die unspezifisch gebundene DNS-
Sonde vom Nylonfilter entfernt., bevor die sequenzspezifische Detektion erfolgte.

Der Southern Blot wurde fur 1 min in Waschpuffer aquilibriert, danach 30 min lang in
SB-Blockierungspuffer getrankt und in 10 ml Detektionspuffer (SB-Blockierungspuffer
mit einer 1:10.000 Verdunnung des Streptavidin-AP-Konjugats) fur weitere 30 min
inkubiert. Nach zweifachem Spulen in Waschpuffer wurde der Filter in Reaktionspuffer
aquilibriert und mit der Substratlosung (Reaktionspuffer mit 0,25 mM CDP-Star Sub-
strat, pH 9,5) benetzt. Nach 3-minutiger Inkubation wurde die Substratldsung entfernt,
der Nylonfilter kurz angetrocknet, in einen Gefrierbeutel eingeschweil3t und einem
Film (X-Omat, Kodak) exponiert.
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3.2.7 Herstellen von cDNS-Expressionsbibliotheken

3.2.7.1 Isolieren von poly (A)'-RNS durch Affinititschromatografie

Poly (A)*-RNS wurde aus Gesamt-RNS von 6 x 10" NZK-Zellen iiber eine oligo(dT)-
Zellulosechromatographie nach Angaben des Herstellers (MRNA Purification Kit,
Amersham Pharmacia, Freiburg) isoliert. Hierzu wurden 1 x 10" Zellen in 0,4 ml
Extraktionspuffer lysiert und mit 0,8 ml Elutionspuffer vermischt und durch eine
Zentrifugation (1 min, 15.000 g) wurden Zelltrimmer sedimentiert. Danach wurde 1 ml
des Uberstands zur aquilibrierten Oligo(dT)-Zellulose pipettiert und 3 min lang durch
Invertieren vermischt. Wahrend dieser Inkubation band die poly (A)*-RNS an die
Oligo(dT)-Zellulose. Durch kurzes Zentrifugieren (10 sec, 15.000 g) wurde die Oligo-
(dT)-Zellulose sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellulose wurde fiinf-
mal mit 1 ml Hochsalzpuffer und und zweimal mit 1 ml Niedrigsalzpuffer gewaschen,
bevor sie in 0,3 ml Niedrigsalzpuffer resuspendiert und auf Mikrozentrifugations-
saulchen pipettiert wurde. Durch kurzes Zentrifugieren mit (20 sec, 15.000 g) wurde
der Niedrigsalzpuffer entfernt. Danach wurde die Oligo(dT)-Zellulose dreimal mit
0,5 ml Niedrigsalzpuffer gewaschen, bevor die mRNS mit 0,4 ml Elutionspuffer von
der Saule gewaschen wurde. Alle mRNS-Eluate wurden miteinander vereinigt und
durch Zugabe von 1/10 Volumen 2,5 M Kalium-Acetat (pH 5,0) und 1/40 Volumen
Glycogen (5 - 10 mg/ml in DEPC-Wasser) sowie dem zweifachen Volumen Ethanol
abs. bei —20°C Uber Nacht prazipitiert. Anderntags wurde die mRNS durch Zentrifuga-
tion (20 min, 15.000 g, 4°C) sedimentiert, zweimal mit 80 %igem Ethanol gewaschen
und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die mRNS wurde in 17,5 pl geldst, davon
wurden 2,5 ul fir eine Konzentrationsbestimmung verwendet und die restlichen 15 pl
wurden fur die cDNS-Synthese verwahrt.

3.2.7.2 cDNS-Synthese

Die cDNS wurde nach einer veranderten Methode von Gubler und Hofmann (1983)
prapariert. 5 yg mMRNS wurden in einem 1,5 ml-Reaktionsgefald 5 min lang auf 72°C
erhitzt und sofort auf Eis abgekuhlt. Das Volumen wurde auf 67 uyl mit RNase-freiem
Wasser aufgeflllt. Zu dieser Losung wurden sukzessiv 20 yl Erststrang-Synthese-
Puffer (0,25 M Tris/HCI, pH 8,8, 0,25 M KCI, 30 mM MgCl,), 2 ul RNase-Inhibitor
(72 Units), 1 ul 1 M DTT, 1 pl Not I-Primer-Adaptor (2 ug) und 2 ul von jedem Desoxy-
ribonukleosid-Triphosphat (25 mM) sowie 1 pl Superscript’™ Reverse Transkriptase
(200 Units/ul) hinzu pipettiert. Nach 1-stindiger Inkubation bei 42°C wurde die Reak-
tion durch 10-minttiges Erhitzen auf 72°C beendet. Der Reaktionsansatz wurde auf
Eis abgeklhlt und um 320 pyl RNase-freies Wasser erganzt. Danach wurden 80 pl
Zweitstrangpuffer (0,1 M Tris/HCI pH 7,5), 25 mM MgCl,, 0,5 M KCI, 0,25 mg/ml BSA,
50 mM DTT), 25 Units DNS-Polymerase | und 4 Units RNase H hinzu pipettiert, zu-

69



3. Material und Methoden

nachst fur 1 Stunde bei 15°C und dann fir eine weitere bei 22°C inkubiert. Danach
wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 yl 0.5 M EDTA (pH 8,0) abgebrochen und
der Reaktionsansatz zweimal mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamyl-
alkohol (25: 24 : 1) sowie einmal mit dem gleichen Volumen Chloroform extrahiert.
Um die cDNS zu fallen, wurde die wassrige Phase mit 50 pl 5 M NaCl vermischt, be-
vor lineares Polyacrylamid in einer Endkonzentration von 20 ug/ml und das zweifache
Volumen Ethanol p.A. (-20°C) hinzugegeben wurde. Anschlielend wurde die cDNS
30 min lang bei -80°C inkubiert. Durch eine Zentrifugation (5 min, 15.000 g, 4°C) wur-
de die cDNS sedimentiert, danach zweimal mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen,
in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 30 ul Tris/HCI (pH 7,5) geldst.

3.2.7.3 Ligieren von Adaptoren

Die Ligation von 1 pg/ml Bst XI Adaptoren und 5 uyg cDNS erfolgte nach Wu und
Koautoren (1987) bei 15°C Uber Nacht in 300 pl Ligasepuffer bestehend aus 6 mM
Tris/HCI (pH 7,5), 6 mM MgCl,, 5 mM NaCl, 0,35 mg/ml BSA, 7 mM 2-Mercapto-
ethanol, 0,1 mM ATP, 2 mM DTT, 1 mM Spermidine durch 400 Units T4-DNS-Ligase.
Danach wurde die cDNS mit 300 pyl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25 : 24 : 1)
extrahiert und die wassrige Phase mit dem zweifachen Volumen Ethanols abs. gefallt,
in 100 pl TE (pH 8,0) geldst und auf 5 ml eines 5 - 20 %igen Kalium-Acetat-Gradien-
ten mit 1 ug/ml Ethidiumbromid geschichtet.

3.2.7.4 Fraktionieren von cDNS durch Dichtegradientenzentrifugation

Der Kaliumacetatgradient wurde mittels 5 %iger und 20 %iger Kaliumacetatlésung und
einem Gradientenmischer in Ultrazentrifugenréhrchen geformt (Aruffo und Seed,
1987). cDNS oder Plasmide wurden auf den Gradienten geschichtet, mittels Ultrazen-
trifugation (3 Stunden, 50.000 UpM, 4°C) ihrer Fragmentlange entsprechend aufge-
trennt und danach von Hand fraktioniert. Hierzu wurde eine Butterfly-Injektionsnadel
kurz Uber dem Konus des Zentrifugenréhrchens eingefuhrt und das gesamte Volumen
des Gradienten in Fraktionen zu etwa 300 pl portioniert. Nach Zugabe von linearem
Polyacrylamid in einer Endkonzentration von 20 ug/ml und 800 ul Ethanol abs. wurde
die cDNS in den einzelnen Fraktionen bei -80°C gefallt und durch Zentrifugation
(30 min, 15.000 g, 4°C) sedimentiert. Die Sedimente wurden jeweils zweimal mit
70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 15 yl TE resuspendiert. 2 yl jeder
Fraktion wurde in einem 1 %igen TAE-Agarosegel aufgetrennt. Es wurden nur
Fraktionen miteinander vereinigt, die cDNS-Molekule groRer als 800 Bp enthielten.

3.2.7.5 Aktivieren und Aufreinigen des cDNS-Expressionsplasmids
Von dem cDNS-Expressionsplasmid wurden 2 ug mit den Restriktionsendonukleasen
BstXl (100 Units) und Notl (100 Units) in 100 pl Restriktionspuffer Gber Nacht hydroly-
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siert. Der Spaltungsansatz wurde Uber einen 5 - 20 %igen Kalium-Acetat-Gradienten,
wie flr die cDNS beschrieben, fraktioniert. Die Plasmid enthaltenden Fraktionen wur-
den vereinigt. Die Plasmid-DNS wurde wie die cDNS aufgereinigt und in TE-Puffer
(pH 7.5) gelodst.

3.2.7.6 Titrieren der Ligationseffizienz

In einer Serie von Testligationen wurde das Bst XI/Notl vorbehandelte cDNS-Expres-
sionsplasmid gegen cDNS titriert und ligiert. Dabei wurde immer die Halfte eines
Ligationsansatzes (10 pl) in chemisch kompetente E.coli DH5a transformiert. Tags-
darauf wurde die Anzahl der unabhangigen Klone jedes Ligationsansatzes bestimmt
und miteinander verglichen.

3.2.7.7 Amplifizieren der cDNS-Expressionsbibliothek

Die durch die Titrationsreihen der Testligationen und anschliefienden Transforma-
tionen ermittelten cDNS-Plasmid-Mengenverhaltnisse wurden verwendet, um hdher
kompetente Bakterien des Epicurian coli XL2-Blue-Stammes nach Standardprotokoll
fur Ligationsansatze zu transformieren. Mehrere Transformationsansatze wurden mit-
einander vereinigt, bevor 10 pl dieser Bakteriensuspension auf vorbereiteten Selek-
tions-Agarplatten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurden. Entsprach
die Anzahl der unabhangigen Klone der berechneten Abschatzung wurde das gesam-
te Transformationsvolumen so verdinnt, dass in jeder von 480 5 ml-Fllssigkulturen
250 unabhangige Klone uber Nacht bei 37°C unter standiger Rotation mit 230 rpm
heranwuchsen.

3.2.7.8 Konservieren und Isolieren von Expressionsplasmiden

Am darauffolgenden Tag wurde von jeder Bakterienkultur eine Glycerinkonserve
hergestellt und bei -80°C verwahrt, bevor die Plasmidpraparationen im 96er-Format
nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) durchgefuhrt wurden. In einem mehr-
schrittigen Prozess wurden hierzu zunachst die Bakterien lysiert. Die dabei isolierten
Nukleinsauren banden an eine Silica-Membran. Durch die Verwendung verschiedener
Puffer wurde sowohl genomische DNS als auch bakterielle RNS von der Plasmid-DNS
geschieden. Die Plasmid-DNS wurde prazipitiert und in TE (pH 8,0) eluiert. Die her-
gestellte cDNS-Expressionsbibliothek umfasste 120.000 unabhangige Bakterienklone.
Die Plasmide von jeweils 12.000 Bakterienkulturen wurden zu Parentalgruppen
zusammengefasst.
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3.2.8 Proteinchemische Nachweisverfahren

3.2.8.1 Herstellen von Proteinextrakten aus Zellen

Etwa 2 - 3 x 10° adhérente Zellen wurden zur Praparation von Proteinen eingesetzt.
Die adharenten Zellen wurden dreimal mit kaltem PBS gewaschen, danach mit 1 mi
PBS-Proteasen-Inhibitormix benetzt, mit einem ,Rubber-Policeman® von der Zellkul-
turschale geldst und durch Zentrifugation (2 min, 15.000 g, 4°C) sedimentiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Sediment in 200 ul 1 x SDS-Puffer lysiert und
denaturiert (5 min, 95°C). Anschliel3end wurden die Proteine bei -20°C gelagert.

3.2.8.2 Chloroform/Methanolfallung

Zur spektrophotometrischen Proteinbestimmung wurde das Licht absorbierende SDS
aus den Proteinextrakten durch eine Chloroform/Methanolfallung entfernt. Hierzu wur-
den 5 pl der SDS-Protein-Lésung in 95 uyl Aqua bidest. verdinnt. Nacheinander wur-
den 100 pl Chloroform, 400 yl Methanol und 300 ul Aqua bidest. addiert und grindlich
gemischt. Nach Zentrifugation (5 min, 15.000 g) des Fallungsansatzes bildete sich
eine zweiphasige Losung, in dessen Interphase die Proteine prazipitierten. Die obere
Phase wurde durch 300 pyl Methanol ersetzt und der Extrakt wurde erneut gemischt.
Nach Zentrifugation (10 min, 15.000 g) bildete sich ein Sediment, das in 10 yl NaOH
(0,1 N) geldst und zur Proteinbestimmung verwendet bzw. bei -20°C verwahrt wurde.

3.2.8.3 Bestimmen der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde nach den Angabem des Her-
stellers mit dem Bio-Rad-Assay nach Bradford (1976) durchgefihrt. Das Bradford-
Reagenz bildet mit Proteinen einen Farbkomplex, dessen Intensitat der Proteinkon-
zentration proportional ist.

2 ul des aufgereinigten Proteins wurden in 800 pl Aqua bidest. gelést und mit 200 pl
filtriertem Bradford-Reagenz fur 10 bis 30 min inkubiert. Parallel dazu wurde eine
Eichkurve mit 2 pg bis 14 ug bovinem Serumalbumin (BSA) erstellt. Die Extinktion des
Farbkomplexes wurde bei einer Wellenlange von 595 nm gegen einen Leerwert aus
800 yl Aqua bidest. mit 200 pyl Bradford gemessen und die Konzentration unter
Berucksichtigung der Verdunnung mit Hilfe einer Eichgeraden bestimmt.

3.2.8.4 Diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde nach Sambrook und Koautoren
(1987) durchgefuhrt, um amphotere Proteine ihrer GréRe entsprechend aufzutrennen.
Wassrige Acrylamidlésungen diskontinuierlicher pH-Werte bildeten zusammen mit
dem bifunktionellen Vernetzungsreagenz Bisacrylamid, dem Katalysator TEMED und
dem Radikalstarter Ammoniumpersulfat (APS) polymerisierte, chemisch inerte Gele
fur gelelektrophoretische Trennungen von Proteinen. Es wurden Gele der Grolde
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10 x 10 cm (Biometra, Gottingen) aus 10 %igen Trenngelen und 5 %igen Sammel-
gelen verwendet, siehe Tabelle (3.15).

Tabelle 3.15: Zusammensetzung der verwendeten Standardgele

10 %iges Trenngel 10% |5 %iges Sammelgel 5%
40% Acrylamid 1,5 ml | 40% Acrylamid 0,25 ml
2% Bisacrylamid 0,8 ml | 2% Bisacrylamid 0,13
1,88 M Tris/HCI, pH 8,8 | 1,2 ml | 0,625 M Tris/HCI, pH 6,8 | 0,4 ml
0,5% SDS 1,2ml |0,5% SDS 0,4 mi
Temed 5l Temed 2 ul
10% APS 30yl | 10% APS 10
Aqua bidest. 1,3 ml | Aqua bidest 0,82 ml

Das anionische Detergens SDS bindet in konstanten molaren Verhaltnissen an Pro-
teine. Die starke negative Ladung der SDS-Molekille Uberdeckt die Eigenladung der
Proteine, sodass deren elektrophoretische Trennung im elektrischen Feld des PAGE-
Elektrophoresepuffers nur von der MolekulgréRe abhangt. Jeweils 20 ug Protein eines
Proteinextraktes bzw. des eingefarbten Molekulargewichtsstandards (MGS) wurden in
15 ul mit 2 x SDS-Puffer denaturiert (5 min, 95°C) und in die Auftragsstellen der
Polyacrylamidgele pipettiert. Die Auftrennung erfolgte mit einer Stromstarke von
10 mA je Gel im Sammelgel und 20 mA im Trenngel. Dabei wurden die Proteine im
Sammelgel in einer scharfen Proteinfront, der Kohlrauschbande, konzentriert und
nach Ubertritt in das Trenngel ihrer GréRe entsprechend aufgetrennt.

3.2.8.5 Transfer von Proteinen auf Membranen

Der Transfer der Proteine aus einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemem-
bran wurde modifiziert nach Burnette (1981) und Uber Nacht in einer vertikalen , Tank-
Blot“-Kammer mittels des sog. ,Nassblottingverfahrens® mit einer Stromstarke von
100 mA bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Anschlielend wurde der hergestellte
~Western Blot“ fir 2 min in einer der Ponceau-S-Lésung geschwenkt, um den erfolg-
ten Proteintransfer zu Uberprufen. Der Western Blot wurde durch TBS-T wieder ent-
farbt, bevor er zur Immundetektion verwendet wurde.

3.2.8.6 Herstellen eines ,,iImmuno Blots*

Der spezifische Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proteine erfolgte nach dem
Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran durch eine Immundetektion
mittels epitopspezifischer Antikorper.

Zuerst wurden freie hydrophobe Bindungsstellen auf der Membran mit der Blockie-
rungslosung (TBS-T mit 2 % Trockenmilch und 10 % hitzeinaktiviertes Pferdeserum,
Sigma) innerhalb von 2 Stunden maskiert. Danach wurde der Western Blot dreimal mit
TBS-T fur jeweils 5 min gewaschen und mit einem epitopspezifischen Primaranti-
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korper in TBS-T Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Der Uberschus-
sige Primarantikorper wurde durch dreimaliges Waschen mit TBS-T entfernt. Die De-
tektion des Primarantikorpers erfolgte in TBS-T bei Raumtemperatur innerhalb von
einer Stunde durch einen Zweitantikérper, der gegen murine IgG-Antikoérper gerichtet
und mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Der Zweitantikdrper wurde 1 : 2500 in
TBS-T verdiinnt. Uberschiissiger Zweitantikérper wurde durch dreimaliges Waschen
mit TBS-T entfernt, bevor der spezifische Epitopnachweis durch ein fargebendes Sub-
strat erfolgte. Hierzu wurden 200 yl NBT/BCIP-Substratiésung zu 10 ml TBS-AP-
Ldsung pipettiert und auf die Nitrozellulosemembran gegeben und 5 min bis 20 min
unter Lichtabschluss inkubiert. Durch Spulen mit Aqua bidest. wurde die Reaktion ge-
stoppt. Der Immuno Blot wurde zwischen zwei Whatman-Papieren getrocknet und un-
ter Lichtabschluss aufbewahrt. Eine weitere Mdglichkeit zum Nachweis einer spezi-
fischen Detektion bietet die Konjugation des Zweitantikérpers an das Enzym Meer-
rettich-Peroxidase. Im Anschluss an die Inku-bation mit dem Zweitantikbrper wurde
der Immuno Blot in einer Entwicklungslésung, die ein lumineszierendes Substrat
enthalt, inkubiert (ECL-System, Amersham Pharmacia). Der Immuno Blot wurde
anschlie3end einem Rontgenfilm (X-Omat, Kodak) exponiert und danach entwickelt.

3.2.8.7 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation ist ein sehr empfindliches Verfahren zur Identifikation von
Proteinen. Es nutzt die hohe Affinitat eines monoklonalen IgG-Antikdrpers fur seine
spezifische Determinante. 1 x 10° immunomagnetische Partikel, die mit einem gegen
murines IgG gerichteten Ziegeantikorper konjugiert sind, wurden zusammen mit 10 ug
eines antigenpezifischen murinen IgG-Detektionsantikorpers tber Nacht bei 4°C inku-
biert. Uberschiissiger Detektionsantikdrper wurde durch mehrere Waschschritte mit
PBS entfernt und die Partikel wurden in 1 ml PBS resuspendiert.

5 x 10° Zellen von humanen Zelllinien wurden in 1 ml Lyse-Puffer 30 min lang bei 4°C
aufgeschlossen. Die Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (10 min, 10.000 g,
4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Die
im Uberstand solubilisierten Bestandteile wurden 5 min lang bei 37°C inkubiert. W&h-
renddessen bildeten sich Membranmizellen in der wassrigen Losung aus, die durch
eine Zentrifugation (10 min, 300 g) in zwei Phasen getrennt wurden. Die obere
wassrige Phase wurde verworfen und die Detergentien-Phase, die die Zellmembran-
fraktion enthielt, wurde mit PBS auf 1 ml Volumen aufgefillt. Um spezifische Epitope
in diesem Zelllysat oder in 6 ml des Zellkulturiberstands zu immunprazipitieren, wur-
den 250 ul der antigenspezifischen Partikel zugegeben und Uber Nacht bei 4°C inku-
biert. Nach funf Waschschritten in PBS mit 0,05 % Tween 20 wurden die Partikel in
Gegenwart von 20 yl PBS mit 150 mM B-Mercaptoethanol und 1 % SDS 5 min lang
erhitzt. Die eluierten Antigene wurden danach Uber eine reduzierende PAGE aufge-
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trennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Auf dem Western Blot wurden die
immunprazipitierten Proteine durch einen weiteren murinen mAk detektiert, der spezi-
fisch fur ein alternatives, lineares Epitop war. Die spezifische Detektion wurde mit ei-
nem sekundaren, gegen murine IgG gerichteten mAk nachgewiesen, der mit alkali-
scher Phosphatase konjugiert war.

3.2.8.8 ,enzyme-linked immunosorbent assay“, ELISA

Mittels des ,enzyme-linked immunosorbent assays” (ELISA) wurden humane Zytokine
in Uberstéanden aus Kokulturen von T-Zellen und APZ nachgewiesen. Nach Angaben
des Herstellers wurde die ,capture“-Antikdrperlosung 1 : 250 in ,Coating-Buffer ver-
dinnt und 100 ul auf die Lécher einr 96-Flachboden-Mikrotiterplatte (Maxisorp, Nunc)
verteilt. Die Mikrotiterplatten wurden mit Parafilm verschlossen und in einer feuchten
Kammer Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Tagsdarauf wurden die Mikrotiterplatten in ei-
nem Waschvorgang dreimal mit ELISA-Puffer 1 gespult und Flussigkeitsrickstande
auf Filterpapier ausgeklopft. Danach wurden die Locher mit je 300 pyl ELISA-Puffer 2
fur eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, um unspezifische Antikérperbindungen
zu minimieren. Nach einem weiteren Waschvorgang wurden die Verdunnungsreihe
des Zytokinstandards sowie die Verdinnungen der zu untersuchenden Zellkulturiber-
stande in Tripelansatzen zu 100 pl auf die Mikrotiterplatte pipettiert, mit Parafilm ver-
schlossen und flr weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
erneuten Waschvorgang wurden 100 ul des entsprechenden biotinylierten ,Detection®-
Antikorpers (1:250 in ELISA-Puffer 2 verdlinnt) auf die Lécher der Mikrotiterplatte
verteilt und flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren
Waschvorgang wurden 100 pl einer 1:250 Verdinnung eines Avidin-Meerrettich-
Peroxidase-Konjugats auf die Locher der Mikrotiterplatte verteilt, das innerhalb von
30 min spezifisch an den Detektionsantikérper band. Nach einem abschlieRenden
Waschvorgang wurden 100 ul der ELISA-Substratidsung hinzu pipettiert und die Mi-
krotiterplatte fir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur entwickelt. Infolge der En-
zymreaktion kam es zu einem Farbumschlag entsprechend der Urspringlich vorhan-
denen Menge des untersuchten Zytokins. Durch Zugabe von 50 ul ELISA-Stopplo-
sung wurde die Enzymreaktion in jedem Loch beendet. Mittels eines ,ELISA-Readers®
wurde die Hintergrundabsorption bei einer Wellenlange von 570 nm von der spezifi-
schen Absorption bei einer Wellenlange von 450 nm subtrahiert. Unter Verwendung
des mitgefuhrten Standards wurde durch die spezifische Absorption die Konzentration
des untersuchten Zytokins berechnet. Die Standardreihe wurde aus einer Zyto-
kinstammldsung durch serielle Verdinnungen zu Konzentrationen von 1000 pg/ml,
500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml und 15,6 pg/ml in T-Zellme-
dium hergestellt.
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3.29 Rechnergestiitztes Klonieren und Auswerten von DNS-Sequenzen

Alle verwendeten Originalsequenzen wurden von der Genbank des NCBI Uber das
Internet heruntergeladen und auf Institutsrechnern unter Verwendung der Software
der Fa ,Scientific and Education bearbeitet. Mit dieser Software wurden Primerse-
quenzen ermittelt und ,in silico“-Klonierungen und Sequenzvergleiche durchgefuhrt.
Homologievergleiche von Nukleotidsequenzen mit Datenbanken wurden mit dem
Programm ,BLASTN” (Altschul et al., 1990) durchgeflhrt. Es ermdglichte das Ver-
gleichen einer Nukleotidsequenz mit Nukleotidsequenzen der Datenbank ,GenBank®.
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4.1 Identifizierung von tumorassoziierten Antigenen

Eine Voraussetzung fur die Entwicklung von modernen peptidbasierenden Immun-
therapien ist die ldentifizierung von tumorassoziierten Antigenen. Die Grundlage fur
die Fortschritte bei der Identifizierung von Antigenen stellen Tumorzelllinien dar, die
als APZ in in vitro Sensibilisierungsexperimenten zur Generierung von autologen
tumorreaktiven T-Zellen eingesetzt werden. Da Tumorzellen an sich nur eingeschrankt
immunogen sind, werden sie mit kostimulierenden Molekulen transfiziert. Durch die
Koinkubation von CD80/B7-1 modifizierten Tumorzellen mit T-Zellen (engl. ,mixed
lymphocyte tumor culture®, MLTC) werden in vitro proliferierende ,Responder®-T-Zell-
kulturen induziert. Aus diesen werden durch aufwendige Klonierungsverfahren anti-
genspezifische T-Zelllinien bzw. T-Zellklone mit zytotoxischen Effektoreigenschaften
generiert, die die autologen Tumorzellen in einer HLA Klasse I|-restringierten, peptid-
spezifischen Reaktion eliminieren. Die von den ZTL erkannten Peptidantigene werden
mit dem cDNS-Expressionsklonierungsverfahren charakterisiert.

4.1.1 Generierung zytotoxischer T-Zellen mittels CD80-Kostimulation

Zur Generierung von autologen tumorreaktiven T-Zellen wurde die CD80/B7-1 modi-
fizierte NZK-Zelllinie B7-1" MZ1257RC (Jung et al., 1999) verwendet. Die autologen
T-Zellen wurden mit bestrahlten und mit IFN-y vorbehandelten Tumorzellen in vitro
sensibilisiert (3.2.2.1.3). Nach drei Stimulationszyklen wurden drei proliferierende
Responderkulturen zur weiteren Charakterisierung von Effektoreigenschaften ausge-
wahlt (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Proliferation in vitro sensibilisierter ,Responder”-T-Zellen. In Gegenwart von auto-
logen bestrahlten PBL wurden aufgereinigte 3 x 10° CD3'/CD8"-T-Zellen dreimal mit den modifizierten
NZK-Zellen B7-1" MZ1257RC in Anwesenheit von IL-2 (250 IU/ml), wie in (3.2.2.1.3) beschrieben,
stimuliert und ihre Zellzahl an Tag 21 ermittelt (3.2.2.7).
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Wie in Abbildung 4.1 dargestellt, wurden nach der dritten Restimulation an Tag 21 aus
drei proliferierenden ,Responder“-Kulturen 1, 2 und 3 T-Zellen flr einen Zytotoxizi-
tatsversuch (3.2.4.1) entnommen. Da neben einer von T-Zellen vermittelten HLA-re-
stringierten auch eine von NK-Zellen vermittelte unspezifische Effektoreigenschaft
nach der in vitro Sensibilisierung in Gegenwart von IL-2 induziert wird, wurden ver-
schiedene Zelllinien als "target" eingesetzt, um eine unspezifische von einer tumor-
spezifischen Reaktion zu unterscheiden. Die NK-sensitive, Erythroleukamie-Zelllinie
K562 wurde als Kontrolle fiir die unspezifische, die modifizierten B7-1" MZ1257RC-
Zellen als Kontrolle fur die tumorspezifische Reaktion verwendet. Es zeigte sich, dass
die ,Responder“-Kulturen unterschiedliche Reaktivitaten gegeniber den einzelnen
Zelllinien entwickelten (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: IVSB-Kulturen lysieren K562-Zellen und B7-1" MZ1257RC-Zellen. Radioaktiv mit
*"Chrom markierte Erythroleukamie-Zellen K562 (weile Balken) und Tumorzellen B7-1" MZ1257RC-
Zellen (schwarze Balken) wurden, wie in (3.2.4.1) beschrieben, mit Lymphozyten der Responder-Kultu-
ren 1, 2 und 3 in einem "Effektor" zu "Target"- (E : T)-Verhaltnis von 30 : 1 flr 4 Stunden koinkubiert.
Danach wurde in 50 pl des zellfreien Uberstandes enthaltene Radioaktivitat mit einem Szintillations-
messgerat ermittelt.

Die gegeniiber den B7-1" MZ1257RC-Zellen ermittelten Lyseraten der drei Respon-
derkulturen sind insgesamt hdher als die gegenuber den Erythroleukamie-Zellen K562
(Abbildung 4.2). Bis auf die Responderkultur 2, hier wurde eine geringe unspezifische
Reaktivitat in Hohe von 7 % gegenlber K562-Zellen gemessen, vermittelten die
Responderkulturen eine spezifische Lyse von B7-1" MZ1257RC-Zellen in Héhe von
16 bis 21 %. Die T-Zellen der Responderkultur 2 wurden fur eine T-Zellklonierungs-
analyse (engl. ,limiting dilution analysis“, LDA) verwendet. Zur Klonierung wurden die
T-Zellen in Verdunnungen von 1, 3 und 10 Zellen in 96-Loch-Mikrotiterplatten aus-
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gesat und in Gegenwart von EBV-immortalisierten lymphoblastoiden B-Zellen (EBV-B-
LCL) als ,Feeder-Zellen®, die von Herrn Prof. T. Wolfel (lll. Medizinische Klinik) zur
Verfligung gestellt wurden, inkubiert (3.2.2.1.4). In wdchentlichen Abstanden wurde
eine Stimulation der T-Zellen mit B7-1" MZ1257RC-Zellen und 250 IU/ml IL-2 durch-
gefuhrt.

4.1.2 Charakterisierung von autologen T-Zelllinien

Nach einer 4-wdchigen Stimulationsdauer wurden 96 proliferierende T-Zelllinien aus
verschiedenen Klonierungsansatzen isoliert. Davon entfielen (i) 60 auf den Ansatz mit
10-Zellen/Loch, (ii) 34 auf den Ansatz mit 3-Zellen/Loch und (iii) 12 auf den Ansatz mit
1-Zelle/Loch. Alle T-Zelllinien wurden auf zwei neue Kulturschalen aufgeteilt. Je ein
»oplit* wurde zur weiteren Expansion restimuliert, der andere in einem 4-stindigen
Zytotoxizitdtsversuch auf die Reaktivitdt gegenliber autologen B7-1" MZ1257RC-
Zellen untersucht. In den nachfolgenden Tabellenubersichten (Tabelle 3.1 A und B)
sind die prozentualen spezifischen Lyseraten der T-Zelllinien aufgefuhrt, die nach der
Klonierung eine Lyse von grofRer oder gleich 40 % erreichten. Alle anderen T-Zelllinien
wurden mit "X" markiert und verworfen. Da die Anzahl der eingesetzten T-Zellen auf-
grund der noch zu geringen Zellzahl nicht ermittelt wurde, sind die erhaltenen Lysera-
ten nur ungefahre Trendwerte, die dazu dienten, T-Zelllinien mit zytotoxischen Effek-
toreigenschaften zu selektionieren.
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Tabelle 4.1: Zytotoxizitat der autologen T-Zelllinien

A) 10-Zellen/Loch-Verdliinnung

1 2 3 4 5 6 7 8 91 101 1M1 12
A
B 91 66| 62| 61 54| 41 49| 60 X| 43
C 60( 59 X[ 58 51 51 57 57 X X
D 55| 58 X| 50 X| 40| 46 X X
E 53 X| 50 48 X X| 49| 51 X X
F X X X X X X X X X X
G X X X X X X X X[ 41 X
H

B) 1- bzw. 3-Zellen/Loch-Verdiinnung

1 2 3 4 5 6 7 8 9] 10 11 12
A
B X| 51 X X| 50 X Xl 41 53 X 1
C 53| 47
D)
E X| 44| 48] 40 X X| 46 X X X 3
F 46 X| 43 X X X| 46 X X X
G 44 X X X
H

Die proliferierenden T-Zellen wurden mit 1 x 10® mit *’Chrom-markierten Tumorzellen in einem 4-stiindi-
gen Zytotoxizitatsversuch koinkubiert. Die in 50 pl des zellfreien Uberstandes enthaltene Radioaktivitat
wurde im Szintillationsmessgerat (B-Counter) ermittelt und in Prozent spezifischer Lyse angegeben.
Dargestellt ist die Lyse von B7-1" MZ1257RC-Zellen durch autologe T-Zelllinien der Verdinnung (A)
10-Zellen/Loch und (B) 1- und 3-Zellen/Loch. Dabei sind die Lyseraten der Verdinnungen 1-Zelle/Loch
in den Reihen B und C und 3-Zellen/Loch in den Reihen E bis G angegeben. Die Namensgebung der
T-Zelllinien erfolgte entsprechend ihrer Anordnung.

In den beiden Tabellen 4.1 A und B sind die Lyseraten der propagierten T-Zelllinien
gegeniiber B7-1" MZ1257RC-Zellen, die zwischen 91 % (10B2) und 40 % (10D7) vari-
ierte, zusammengestellt. Insgesamt wurden unterschiedlich viele zytotoxische T-Zell-
linien in den einzelnen Verdiunnungsansatzen erhalten: 21/60 im 10-Zellen/Loch-
Ansatz (Tabelle 3.1A), 8/360 im 3-Zellen/Loch-Ansatz und 6/360 im 1-Zelle/Loch-
Ansatz (Tabelle 3.1B). Alle T-Zelllinien wurden flr vier weitere Restimulationsrunden
expandiert. Danach vermittelten noch elf T-Zelllinien eine Lyse von Wildtyp-(Wt)-
MZ1257RC- und den B7-1" MZ1257RC-Zellen.
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Abbildung 4.3: T-Zelllinien lysieren B7-1" MZ1257RC- und B7-1"MZ1257RC-Zellen. Spezifische
prozentuale Lyse der B7-1° MZ1257RC-Zellen (weiRRe Balken) und B7-1 MZ1257RC-Zellen (schwarze
Balken) durch 11 autologe T-Zelllinien bei ,Effektor* zu ,Target‘Verhaltnissen von 30:1 in einem
4-stiindigen Zytotoxizitatsversuch (3.2.4.1).

Die Abbildung 4.3 fasst die zytotoxischen Effektoreigenschaften von 11 T-Zelllinien
zusammen, die aus der gleichen Klonierungsanalyse stammen: (i) 1-Zelle/Loch-Ver-
dunnung 1B2, 1B6, 1C3, (ii) 3-Zellen/Loch-Verdunnung 3E4, (iii) 10-Zellen/Loch-Ver-
dinnung 10B2, 10B3, 10B5, 10B7, 10C2, 10C3, 10G5. Die T-Zelllinien der
10-Zellen/Loch-Verdinnung vermittelten eine durchschnittliche Lyserate von 28 % ge-
geniiber B7-1" MZ1257RC-Zellen bzw. von 23 % gegenlber B7-1~ MZ1257RC-Zellen.
Die T-Zelllinie 3E4 vermittelte nahezu identische Lyseraten von 22 bzw. 21 % gegen-
uber beiden Tumorzelllinien. Im Gegensatz dazu wurden die hochsten mittleren
Effektorleistungen fur die drei T-Zelllinien 1B2, 1B6, 1C3 beobachtet. Sie lag fur
B7-1" MZ1257RC-Zellen bei 33 % und fiir B7-1~ MZ1257RC-Zellen bei 29 %. Dariiber
hinaus vermittelten die beiden T-Zelllinien 1B6 und 1C3 die hochste Lyse gegenuber
B7-1" MZ1257RC-Zellen mit Werten zwischen 35 und 39 % bzw. gegeniber den pa-
rentalen B7-1" MZ1257RC-Zellen in Hohe von 31 bzw. 29 %.

Die meisten antigenspezifischen T-Zelllinien sezernieren Zytokine als Antwort auf ei-
nen Antigenkontakt in den Zellkulturuberstand. Diese Zytokine werden durch das sen-
sitive Immundetektionsverfahren ELISA nachgewiesen. Es wurden die zytotoxischen
T-Zelllinien 1B2, 1B6, 1C3, 10B2, 10B5 und 10C5 in einem ,Effektor” zu ,Target“-Ver-
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haltnis von 1 : 1 mit bestrahlten Tumorzellen fur 24 Stunden unter Kulturbedingungen
koinkubiert und die freigesetzte Menge von TNF-a, IFN-y und IL-4 in pg/ml nachge-
wiesen (3.2.8.8).

Tabelle 4.2: Antigenspezifische Zytokinfreisetzung der T-Zelllinien

Zytokine [pg/ml]
T-Zelllinie IFN-y [pg/ml] TNF-a [pg/ml] IL-4 [pg/ml]

1B2 3389 0 7

1B6 3794 16 49
1C3 3332 0 22
10B2 3696 7 737
10B5 0 0 13
10C5 3328 0 16

Fir sechs verschiedene T-Zelllinien wurde 24 Stunden nach Antigenstimulation die Menge von den in
die Kultur sezernierten Zytokinen TNF-a, IFN-y und IL-4 mittels ELISA (3.2.8.8) bestimmt. Die
erhaltenen Werte sind in [pg/ml] angegeben.

Wie in Tabelle 4.2 aufgefuhrt, sezernieren die T-Zelllinien nach Inkubation mit
B7-1" MZ1257RC-Zellen differentielle Zytokinmuster mit groRen Mengen von IFN-y
und geringen Mengen von TNF-a und IL-4. Im Einzelnen wurden von allen T-Zelllinien
geringe Mengen IL-4, zwischen 7 pg/ml und 747 pg/ml, und mit Ausnahme von 10B5
von allen mehr als 3300 pg/ml IFN-y innerhalb von 24 Stunden nach Antigenkontakt
sezerniert. Zudem wurden im zellfreien Uberstand der beiden T-Zelllinien 1B6 und
10B2 geringe Mengen des proinflammatorischen Zytokins TNF-a in Hohe von
16 pg/ml bzw. 7 pg/ml nachgewiesen.

Vier T-Zelllinien 3E4, 10B3, 10B5 und 10B7 wurden auf die Expression der typischen
T-Zelloberflachenantigene CD3 und CD8 mittels Durchflusszytometrie untersucht
(Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Etablierte T-Zelllinien exprimieren CD3- und CD8-Antigene. Vier reprasentative
Histogramme von Zweifachdetektionen der T-Zelloberflachenantigene CD3 und CD8 auf den T-Zellli-
nien 3E4, 10B3, 10B5 und 10B7. Jeweils 2,5 x 10° T-Zellen wurden mit mAk spezifisch fir CD3 und
CD8, die mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluoresceinisothiocyanat (FITC) bzw. Phycoerythrin (PE)
konjugiert waren, inkubiert. In durchflusszytometrischen Messungen wurde der prozentuale Anteil von
CD3'/CD8"-T-Zellen ermittelt. Auf der x-Achse sind die logarithmischen Messwerte der CD3- und auf
der y-Achse die der CD8-Antikdrper-Detektion aufgetragen, wobei die zweifach angefarbten T-Zellen im
Quadranten rechts oben dargestellt sind.

Wie in Abbildung 4.4 gezeigt, war die Frequenz von CD3*/CD8"*-T-Zellen bei allen T-
Zelllinien groler als 88 %. Im Einzelnen jedoch variiert ihr prozentualer Anteil an der
jeweiligen Gesamtpopulation. So enthalten die T-Zelllinien 3E4 93,5 %, 10B3 96,7 %,
10B5 99,3 % und 10B7 88,7 % CD3*/CD8"-T-Zellen.
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41.3 Konstruktion der cDNS-Expressionsbibliothek MZ1851RC

Es wurde eine cDNS-Expressionsbibliothek aus der NZK-Zelllinie MZ1851RC herge-
stellt, die aus einer Anzahl von 500 Plasmid-Filialgruppen mit jeweils 200 verschiede-
nen cDNS-rekombinanten Expressionsplasmiden besteht. Jede Plasmid-Filialgruppe
wurde zusammen mit einem Expressionsplasmid, das flir das HLA-A2 Restriktions-
element eines NZK-spezifischen ZTL kodiert, in SV40 immortalisierte COS7 Zellen
transient kotransfiziert, um die Expression der antigenkodierenden cDNS durch die
Zytokinfreisetzung des NZK-spezifischen ZTL nachzuweisen.

4.1.3.1 Wahl des cDNS-Expressionsplasmids

Die Ausgangsbasis fur die cDNS-Expressionsklonierung bildeten drei verschiedene
Expressionsplasmide, die zur Verfugung gestellt wurden (3.1.17, Abb. 3.4). Diese
Plasmide unterscheiden sich durch verschiedene regulatorisch wirksame DNS-
Abschnitte, den Replikationsursprung aus dem DNS-Affenvirus Simian Virus (SV) 40
und einer nicht-kodierenden Intronsequenz aus dem humanen HLA-A*0201-Allel.

Um die Expressionsleistung der zur Verfugung gestellten Plasmide zu evaluieren,
wurde das fur die Luciferase kodierende Reportergen aus dem Plasmid
pGL3-Enhancer (3.1.17, Abb.3.3) isoliert und in das Expressionsplasmid p85 ligiert.
AnschlieRend wurde aus diesem Plasmid p85/Luc das Luciferase-Gen als 1699 Bp
grolles DNS-Fragment herausgespalten und gerichtet in die Expressionsplasmide p2
und p81 ligiert, sodass es in gleicher Orientierung und Entfernung zum jeweiligen
CMV-Promotor positioniert war. Die Expressionsplasmide p2/Luc, p81/Luc, p85/luc
wurden zusammen mit pSV-beta-Gal in Kotransfektionsexperimenten eingesetzt
(siehe Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Fiir Reportergenanalysen verwendete Expressionsplasmide Ubersicht Uber die
Expressionsplasmide (a) p2/Luc, (b) p81/Luc und (c) p85/Luc, die fir das Renilla-Luciferase-Gen ko-
dieren und zusammen mit dem Expressionsplasmid (d) pSV-beta-Gal, das als interne Transfektions-
kontrolle fungierte, kotransfiziert wurden.

Es ist zu sehen, dass die Luciferase-kodierenden Plasmide p2/Luc, p81/Luc und
p85/Luc sich nur minimal voneinander unterscheiden (Abbildung 4.5). Das urspring-
liche Plasmidrickgrat enthalt das Plasmid p2/Luc (a). Das Plasmid p81/Luc (b) unter-
scheidet sich von p2/Luc durch die Insertion des Replikationsursprungs des
Simian Virus 40 (SV 40 ori), der dem Polyadenylierungssignal p(A) unmittelbar nach-
geschaltet ist. Das Plasmid p85/Luc ist eine Weiterentwicklung des Plasmids p81/Luc
und enthalt ein Intron (engl. ,intervening sequence", IVS) unmittelbar vor der Poly-
adenylierungsstelle. Jedes dieser Expressionsplasmide wurde zusammen mit dem
Expressionsplasmid pSV-beta-Galaktosidase, das flir das Reportergen B-Galakto-
sidase kodiert, transient in COS7 Zellen kotransfiziert. 48 Stunden nach Transfektion
wurde mittels der in den Zellextrakten enthaltenen p-Galaktosidase-Aktivitat die durch
die Luciferaseaktivitat bei Umsatz des Substrates Lumilite™ erzeugte Biolumineszenz
als relative Lumineszenzintensitat berechnet. Die transiente Transfektion von 1 ug des
ursprunglichen Expressionsplasmids p2/Luc diente als Referenzwert (100 %) fir alle
weiteren Transfektionen (Abbildung 4.6).

85



4. Ergebnisse

400 -

350 A

300 A

250 -

200 -

150 A

100 -

50

rel. durchschnittliche Biolumineszenz [%]

0

p2/Luc p81/Luc p85/Luc
O1ug 100 239.5 343.5
H2ug 3.2 97.6 326.3
M 3ug 1.3 18.9 126.2

Transfektionen

Abbildung 4.6: Luciferase-Aktivitat in p2/Luc, p81/Luc und p85/Luc-Transfektanden. Dargestellt
ist die durch die Luciferaseaktivitdt bei Substratumsatz erzeugte Biolumineszenz. Die Luciferase ko-
dierenden Expressionsplasmide p2/Luc, p81/Luc und p85/Luc wurden mit pSV-beta-Gal in einem
Mischungsverhaltnis von 9 : 1 in Mengen zu 1 pg, 2 yg und 3 pg in COS 7 Zellen kotransfiziert. Nach
48 Stunden wurde die Luciferase-Aktivitat in den Zellextrakten der transient transfizierten COS 7 Zellen
mittels Biolumineszenz ermittelt. Der Transfektionsansatz Ansatz 1 ug von Expressionsplasmid p2/Luc
wurde als Referenzwert verwendet.

Wie in Abbildung 4.6 dargestellt, wurde die Luciferase-Aktivitat durch die bei Umsatz
des Lumilite-Substrates emittierte Biolumineszenz nachgewiesen. Im Einzelnen zeigte
sich, dass die Luciferase-Aktivitat (i) von der Menge des transfizierten Expres-
sionsplasmids und (ii) von den regulatorisch wirksamen Elementen der Plasmide ab-
hangig war. Fur alle Aktivitatsbestimmungen diente der 1 ug-Transfektionsansatz von
p2/Luc als Referenzwert. Bei der transienten Transfektion von 1 ug Plasmid wurde die
maximale Luciferaseaktivitat flr jedes Plasmid beobachtet. Fir die Plasmide p81/Luc
und p85/Luc wurden Werte von 240 % bzw. 343 % ermittelt. Nach transienter
Transfektion grélerer Plasmidmengen von 2 ug bzw. 3 ug nahm der Substratumsatz
wieder ab. Fur das Referenzplasmid p2/Luc fiel der Substratumsatz auf 3,2 % (2 pg)
bzw. auf 1,3 % (3 pug) der beobachteten Referenzaktivitat ab. Auch fur die Plasmide
p81/Luc und p85/luc wurde eine Verringerung der Luciferaseaktivitat beobachtet.
Dabei fiel die Luciferaseaktivitat fur das Plasmid p81/Luc auf 97,6 % (2 pg) bzw. auf
18,9 % (3 ug) und fir das Plasmid p85/luc auf 326,3 % (2 pg) bzw. auf 126,2 % (3 pg)
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der Referenzaktivitat ab. Damit wurde fur das Plasmid p85/Luc neben der besten
Expressionsleistung in COS 7 Zellen auch die beste Dosisvertraglichkeit beobachtet.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das Plasmid p85 fur die Herstellung von cDNS-
Expressionsbibliotheken zur Identifizierung von exprimierten TAA ausgewahlt.

4.1.3.1.1 Insertion eines ,,Stufferfragmentes

Zur besseren Aufreinigung des zu praparierenden Expressionsplasmids p85 wurde flr
das sich anschlieRende cDNS-Ligationsverfahren ein 600 Bp langes ,Stuffer-
fragment” in die Restriktionsschnittstellen BstXl und Notl des Polylinkers inseriert, die
zugleich die Schlussel-Restriktionsenzyme flur die gerichtete Klonierung der cDNS-
Fragmente waren. Dieses neue Plasmid p100 wurde fir die cDNS-Insertion aktiviert,
nachdem durch die Restriktionsenonukleasen BstXl und Notl das ,Stufferfragment”
herausgespalten wurde (Abbildung 4.7).

Bl

Sspl

Mrul b Sspl. Mrul

Puul Pl

AmpR

BamHI .BstXl

: EcoRV
Xbal

p100
Stuffer

Vs

“Notl

plA) ¥bal

SV40 on

Abbildung 4.7: Die cDNS-Expressionsplasmide p85 und p100. Dargestellt sind die beiden Ex-
pressionsplasmide p85 und p100, die zur Herstellung von cDNS-Expressionsbibliotheken verwendet
wurden. Das durch die Restriktionsendonkuleasen BstXl und Notl gespaltene Plasmid wurde durch
eine Kalium-Acetat-Dichtegradienten-Zentrifugation (3.2.7.5) von unvollstandig gespaltenen Plasmid-
sequenzen, die im Agarosegel als groRere Fragmente optisch zu unterscheiden waren, abgetrennt.

4.1.3.1.2 Plasmidaufreinigung uber den Kalium-Acetat-Dichtegradienten

Durch dieses Verfahren wurde die beste Aufreinigung des verdauten Plasmids bzw.
des herausgespaltenen ,Stufferfragments erzielt und die geringste Anzahl von
Plasmidreligaten beobachtet. Durch die Verwendung des kontinuierlichen Kalium-
Acetat-Dichtegradienten (5 - 20 %) wurde die Plasmid-DNS nach der Ultrazentrifuga-
tion aus Fraktionen zu 300 pl, wie in (3.2.7.4) beschrieben, prazipitiert (Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.8: Uber Kalium-Acetat-Dichtegradienten aufgereinigtes Expressionsplasmid. Ein
1 %iges Agarosegel mit dem die Praparation und Aufreinigung des Expressionsplasmis p100 dokumen-
tiert wurde. Das Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen BstXl und Notl verdaut. Es ist zu sehen,
dass nach der anschlielenden Aufreinigung Uber den Kalium-Acetat-Dichtegradienten eine Abtrennung
des aktiviereten Expressionsplasmids von unvollstandig verdautem Plasmid bzw. herausgespaltenem
Stufferfragment ermdglichte.

Wie in Abbildung 4.8 gezeigt, wurde eine Abtrennung des linearisierten Plasmids und
des ,Stufferfragments® vom aktivierten Expressionsplasmid durch Fraktionierung eines
kontinuierlichen Kalium-Acetat-Dichtegradienten erzielt. Zur Abschatzung der aufge-
reinigten Plasmidmenge wurde eine Verdunnungsreihe von 50 ng bis 10 ng des
gleichen Plasmids, diesmal jedoch unvollstandig mit den Restriktionsenzymen BstXI
und Notl gespalten und nicht aufgereinigt, erstellt.

4.1.3.2 Synthese und Fraktionierung von cDNS

Mit aufgereinigter poly(A)" mRNS (3.2.7.1) wurde nach einem von Gubler und
Hofmann (1983) entwickelten Verfahren die cDNS hergestellt (3.2.7.2). In einem
Reaktionsansatz wurden 5 uyg mRNS durch die AMV Reverse Transkriptase mittels
eines Oligo(dT)-,Primer-adaptors® in cDNS umgeschrieben. Etwa 2 ug der hergestell-
ten cDNS wurden auf einen kontinuierlichen Kalium-Acetat-Dichtegradienten ge-
schichtet und ihrem Molekulargewicht entsprechend durch Ultrazentrifugation im
Gradienten aufgetrennt (3.2.7.4). Anschliel3end wurden 300 pl gro3e Fraktionen des
Gradienten aufgefangen und die darin enthaltene cDNS durch eine Fallungsreaktion
prazipitiert (3.2.5.6). Jeweils ein Viertel des cDNS-Gehaltes der Fraktionen 7-11
wurde gelelektrophoretisch charakterisiert (Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.9: Darstellung der cDNS-Fraktionen nach Ka-Acetat-Gradienten. Ein Viertel (7,5 pl)
des Volumens der Fraktionen 7 bis 11 des kontinuierlichen die cDNS enthaltenden Kalium-Acetat-
Dichtegradienten wurden auf einem 1 %igen EtBr-Agarosegel in Gegenwart eines ABstEIl Markers
(500 ng) und eines 100 Bp Markers (1 ug) gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.2.5.3). Im zeitlichen Ab-
stand von 45 min wurde das Gel zweimal fotografiert. In den Spuren 3 und 4 ist die gréRenfraktionierte
cDNS zu erkennen.

Wie in Abbildung 4.9 dargestellt, enthielten die im Gradienten aufsteigenden Fraktio-
nen immer kleinere cDNS-Molekile. Die Fraktionen 7 und 8 enthielten cDNS-Frag-
mente mit einer im Agarosegel sichtbaren Lange von etwa 300 Bp bis 1,5 kB. Fur die
Herstellung der cDNS-Expressionsbibliothek wurden die nicht dargestellten Fraktionen
1 bis 6 vereinigt, um cDNS-Molekile, die kleiner als 300 Bp waren, zu diskriminieren.
Anschlielend wurde die cDNS-Konzentration in einem Tupfeltest abgeschatzt.
Insgesamt wurden von der NZK-Zelllinie MZ1851RC zwei groRRenfraktionierte cDNS-
Praparationen hergestellt. Davon wurden jeweils 10 ng in PCR-Amplifikationen
eingesetzt, um Transkriptionsprodukte von (i) Haushaltsgenen, wie z. B. B-Aktin, und
(i) TAA, wie z. B. RAGE1, zu detektieren. Parallel dazu wurde das TAA Tyrosinase,
dessen Transkriptionsprodukt nicht in der mRNS von MZ1851RC detektiert wurde, als
Negativkontrolle mitgefuhrt (Abbildung 4.10; Neumann et al., 1998).
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Abbildung 4.10: Nachweis von TAA in zwei cDNS-Praparaten von MZ1851RC. Gelelektrophore-
tische Auftrennung von Amplikons in einem 1%igen Agarosegel, die mit genspezifischen Primern fur 3-
Aktin, RAGE1 und Tyrosinase hergestellt wurden (3.2.6.1).

Wie in Abbildung 4.10 zu sehen ist, wurden in den beiden hergestellten cDNS-
Praparaten der NZK-Zelllinie MZ1851RC Matrizen von B-Aktin (Spuren 5 und 6) und
RAGE1 (Spuren 9 und 10), jedoch nicht von Tyrosinase (Spuren 13 und 14), durch
PCR-Amplifikation nachgewiesen. Damit wurden frihere molekularbiologische Unter-
suchungen hinsichtlich der Expression der beiden verschiedenen TAA bestatigt
(Neumann et al., 1998). Die Prasenz des TAA RAGE1 wurde als Qualitatsmerkmal
angesehen, um eine cDNS-Expressionsbibliothek herzustellen, die cDNS-Molekule
potentieller TAA enthalt.

41.3.3 Klonierung von cDNS-Fragmenten in das Expressionsplasmid

FUr jede cDNS wurde ein optimales Mischungsverhaltnis mit dem Expressions-
plasmid in Transformationsexperimenten mit kompetenten E. coli DH5a ermittelt. Die
Ligationsansatze lieferten jeweils 15.000 unabhangige Bakterienkolonien pro 20 ng
eingesetztes Expressionsplasmid. Durch mehrere Ligations- und Transformationsan-
satze wurden 100.000 unabhangige Bakterienklone hergestellt, die zu 500 Plasmid-
Filialgruppen von jeweils 200 unabhangigen Bakterienklonen je 3 ml Flussigkultur
portioniert wurden. Von einem Ausstrich einer 1 : 100 Verdunnung eines Transforma-
tionsansatzes wurden aus 50 Bakterienkolonien Plasmidpraparationen durchgefuhrt,
um die Rekombinationsfrequenz fur die in das Expressionsplasmid integrierte cDNS
abzuschatzen (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: cDNS-Rekombinationsfrequenz in der Expressionsbibliothek MZ1851RC. Gel-
elektrophoretische Auftrennung von hydrolysierten cDNS-rekombinanten Expressionplasmiden nach
Mini-Plasmid-Praparationen von 50 unabhangigen DHS5a-Kulturen einer 1:100 Verdlinnung eines
Transformationsansatzes. 2 ul jeder Plasmidlésung wurden in einem 10 pl DNS-Spaltungsansatz fir
2,5 Stunden mit den Restriktionsenzymen BamHI| und Xbal bei 37°C inkubiert und in den Spuren a-y
auf zwei 1 %igen TAE-EtBr-Agarosegelen fur 40 min mit 5 V/cm aufgetrennt. Parallel dazu wurden der
Lambda-BstEll- (Spur A) und ein 100 Bp- (Spur p) Ladngenstandard aufgetrennt.

Wie in Abbildung 4.11 dargestellt, enthielten von 50 Plasmidpraparationen (i) zwei
(16 p und 49 x) kein Integrat und (ii) acht Religate von Plasmid und ,Stufferfragment®
z.B. A1, K11, Q17. Deshalb wurde angenommen, dass etwa 40 der 50 Plasmide
(80 %) rekombinant fur cDNS-Fragmente bzw. etwa 80.000 cDNS-rekombinante
Plasmide in der cDNS-Expressionsbibliothek vorhanden sind. Bei der derzeitigen Ab-
schatzung, dass etwa 25.000 verschiedene Gene im Genom des Menschen aktiv
transkribiert werden, wurde eine dreifache Redundanz fur die cDNS-Expressionsbib-
liothek MZ1851RC kalkuliert. 480 Plasmid-Filialgruppen wurden zu 10 Ubergeordneten
Plasmid-Parentalgruppen mit jeweils etwa 7680 cDNS-rekombinanten Expressions-
plasmiden fur weitere analytische Verfahren vereinigt. Die Fragmentlangen der cDNS-
Integrate wurden durch PCR-Techniken mittels genspezifischer Oligonukleotide
abgeschatzt.

4.1.3.4 Abschatzen der Fragmentlangen von cDNS-Integraten

Fur dieses Verfahren wurden zwei kodierende Sequenzen gewahlt, die konstitutiv von
eukaryotischen Zellen exprimiert werden. Hierbei handelt es sich um die transkribier-
ten Gene fur Dynein und B-Aktin. Zum Nachweis von cDNS-Sequenzen beider Gene
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wurde jeweils ein sequenzspezifisches Oligonukleotidpaar in PCR-Reaktionen ver-
wendet, das selektiv die 5’-orientierten bzw. die 3’-orientierten Sequenzabschnitte der
offenen Leseraster detektiert. Die entstandenen Amplifikate wurde mittels Gelelektro-
phorese grolienfraktioniert und dargestellt, siehe Abbildung 4.12.

A
< 5’-Amplifikate
500 Bp P> von Dynein

B
500 Bp > < 5’-Amplifikate

von B-Aktin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

/ — —— __
1 kB-Langen- /

standard Plasmid-Parentalgruppen 1-9

Negativkontrolle

LE 89.15EBV (100 pg)

Abbildung 4.12: Dynein- und B-Aktin-Amplikons in den cDNS-Plasmid-Parentalgruppen. Gel-
elektrophoretische Auftrennung von jeweils 10 ul der PCR-Ansatze zur Detektion von Dynein- und (-
Aktin-Sequenzen in der cDNS-Expressionsbibliothek MZ1851RC in einem 1 % TAE-EtBr-Agarosegel.
100 pg cDNS der B-Zelllinie LE89.15EBV bzw. 500 ng Plasmid-DNS jeder Plasmid-Parentalgruppe
wurden fur die PCR-Amplifikationen eingesetzt. Als Negativkontrolle fungierte zweifach destilliertes
Wasser.

In Abbildung 4.12 ist zu erkennen, dass 5-Amplifikate der Dynein-Sequenz mit der zu
erwartenden FragmentgroRe von 560 Bp nicht in der als Kontrolle mitgefuhrten
Gesamt-cDNS der Zelllinie LE89.15 EBV-B-LCL (100 pg), jedoch in den vier verschie-
denen Plasmid-Parentalgruppen 1, 2, 7 und 8 detektiert wurden. Daruber hinaus wur-
de in Gruppe 6 ein groleres Amplifikat nachgewiesen, dessen Sequenz jedoch nicht
naher untersucht wurde. Parallel dazu wurde in 8 von 9 Plasmid-Parentalgruppen
5’-Amplifikate der B-Aktin-Sequenz nachgewiesen. Nachdem ein Langenpolymorphis-
mus der klonierten cDNS-Sequenzen von maximal etwa 8 kB (5’-Amplikon Dynein) bis
3 kB (5-Amplikon B-Aktin) beobachtet wurde, wurde die Prasenz der RAGE1-
Sequenz in den Ubergeordneten Plasmid-Parentalgruppen untersucht. Hierzu wurden
100 ng Plasmid-DNS als Matrize in RAGE1-spezifischen PCR-Reaktionen verwendet
(Abbildung 4.13).
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Abbildung 4.13: RAGE1-Detektion in Plasmid-Parentalgruppen der cDNS-Bibliothek MZ1851RC.
Gelelektrophoretische Auftrennung in einem 1 %igen Agarosegel von Amplikons, die mit RAGE1-
spezifischen Primern in zehn verschiedenen cDNS-Plasmid-Parentalgruppen der cDNS-Expressions-
bibliothek MZ1851RC vervielfaltigt wurden.

Wie Abbildung 4.13 zeigt, wurden in den Plasmid-Parentalgruppen Nr. 3, 8, 9, 10
Amplikons unterschiedlicher Fragmentlange hergestellt, jedoch enthielten nur die
Plasmid-Parentalgruppen Nr. 3 und 9 ein Produkt mit der rechnerisch zu erwartenden
Fragmentlange von 300 Bp. Aufgrund des Nachweises der RAGE1-kodierenden
cDNS in der cDNS-Expressionsbibliothek MZ1851RC wurde die Expressionsklonie-
rung zur Identifikation eines NZK-spezifischen TAA mit einem HLA-A2-restringierten
ZTL begonnen.

4.1.4 cDNS-Expressionsklonierung

Hierzu wurde etwa 150 ng Plasmid-DNS von 480 verschiedenen Plasmid-Filialgrup-
pen zusammen mit 100 ng eines HLA-A2-rekombinanten Plasmids vermischt und
mittels Transfektionreagens in COS 7 Zellen kotransfiziert (3.2.3.1.1). Bislang wurden
drei unabhangige Kotransfektionen vorgenommen. 48 Stunden nach Transfektionsbe-
ginn wurden zu den transfizierten COS 7 Zellen NZK-spezifische, HLA-A2-restringierte
ZTL hinzugegeben, die die NZK-Zelllinien MZ1257RC und MZ1851RC lysieren und
nach Antigenkontakt TNF-a sezernieren. Nach 20-stundiger Inkubation wurde aus den
Transfektionsansatzen jeweils 50 ul des zellfreien Uberstandes entnommen und der
Gehalt von TNF-a in einem ,TNF-Bioassay“ mittels TNF-sensitiven WEHI-164-Zellen
nachgewiesen, die innerhalb von 20 Stunden in Apoptose gingen (3.2.4.3). Durch das
farbgebende Stoffwechselsubstrat MTT wurden apoptotische Kulturen ausgelesen
und die entsprechenden rekombinanten Plasmid-Filialgruppen wurden erneut tran-
sient in COS 7 Zellen transfiziert. Bisher wurde keine Plasmid-Filalgruppe identifiziert,
die die cDNS fur das ZTL-definierte TAA enthalt.
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4.2 Etablierung von Nierenzellkarzinom (NZK)-Systemen

Eine zellbiologische Charakterisierung von Tumoren und die Isolierung und Generie-
rung von ZTL wird erst durch die Etablierung von permanenten Tumorzelllinien mog-
lich. Eine permanente autologe Tumorzelllinie ist ein wichtiges zellbiologisches in vitro
Modellsystem, das Uber charakteristische Tumoreigenschaften, u. a. tumorassoziierte
antigene Peptide, die im Komplex mit HLA Klasse I-Molekulen auf der Zelloberflache
prasentiert werden, verfugt. Zur umfassenden Definition eines Tumormodells ist es
essentiell, eine permanente Zelllinie aus dem gesunden autologen Gewebe zu etablie-
ren, um die Tumorspezifitat der generierten T-Zellen abzusichern. Erst durch die ver-
gleichende Charakterisierung von normalen und Tumorzellen kénnen Unterschiede
einen Einblick in die Komplexitat der Tumorentartung bieten.

Fir die Etablierung von in vitro NZK-Systemen wurde nach Nephrektomie aus der
abgegrenzten Tumorfront von Nierenzellkarzinomen und aus dem gesunden Nieren-
epithel Biopsiematerial entnommen (3.2.2.2). Aus den Tumorlasionen wurden Tumor-
zellen und TIL isoliert und in vitro expandiert (3.2.2.1.1 und 3.2.2.3), wahrend aus den
Biopsien des gesunden Nierenepithels zunachst Primarkulturen angelegt wurden. Die
isolierten NZK-Zellen- und Nierenzellen wuchsen adharent und bildeten konfluente
Zellmonolayer. Die Primarkulturen der Nierenzellen wurden flr spatere Anwendungen
kryokonserviert. Hingegen wurden die NZK-Zellen zur Etablierung von permanenten
NZK-Zelllinien als Dauerkulturen gehalten. Bisher wurden 15 permanente NZK-Zell-
linien nach einer eigens daflr entwickelten Anleitung (engl. ,standard operating proce-
dure, SOP) etabliert, ihr HLA-Phanotyp und ihre Zelloberflachenexpression von
immunologisch relevanten Molekilen charakterisiert. Die folgende Tabelle 4.3 gibt
einen Uberblick Uber die etablierten NZK-Zelllinien.
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Tabelle 4.3: Etablierte NZK-Systeme

Tumorzelllinie HLA-Phanotyp Nierenzelllinie
Mz2733RC A1, -2, B7, -49, Cw4, -w7 MZ2733NN
MZz2789RC A11, -26, B18, 38, Cw7, -12 MZ2789NN
MZ2858RC A2, -11, B7, -15, Cw3, -w7 MZ2858NN
MZ2861RC A3, -29, B7, -44, Cw7, -16 MZ2861NN
MZ2862RC A2, -26, B38, -56, Cw1, -12 MZ2862NN
MZ2865RC A2, B8, -44, Cw5, -w7 MZ2865NN
Mz2872RC A1, B8, Cw7 MZ2872NN
Mz2875RC A3, B7, -51, Cw7, -14 MZ2875NN
Mz2877RC A1, -3, B8, -38, Cw7, -12 MZ2877NN
MZ2885RC A3, B7, Cw7 MZ2885NN
MZ2901RC A2, -26, B55, -56, Cw1, -w3 MZ2902NN
MZ2902RC A1, -2, B8, -55, Cw3, -w7 MZ2902NN
MZ2904RC | A-2,-11, B35, -40, Cw3, -w7 MZ2904NN
MZ2905RC A3, B7,-18, Cw7, -12 MZ2905NN
MZ2907RC A3, -29, B7, -44, Cw7, -16 MZ2907NN

Die etablierten NZK-Systeme bestehen aus permanenten NZK-Zelllinien und Kurzzeitkulturen von
Nierenzellen. Die NZK-Zelllinien wurden fur zellbiologische/immunologische Anwendungen HLA-
phanotypisiert.

Alle proliferierenden NZK-Zelllinien wurden auf die Zelloberflachenexpression von
Molekulen, die an Interaktionen von T-Zellen mit APZ beteiligt sind, untersucht. Dabei
wurde mittels Durchflusszytometrie (3.2.4.4) eine differentielle konstitutive Protein-
expression von HLA Klasse |-, CD54/ICAM-1- und CD58/LFA-3-Molektlen beobach-
tet. Reprasentative Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 4.14 dargestelit.
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Abbildung 4.14: Heterogene Zelloberflichenexpression von NZK-Zellen. Jeweils 2 x 10° Zellen

von 14 etablierten NZK-Zelllinien wurden mit mAk spezifisch fur HLA Klasse I- (rot) , CD54- (grun),
CD58- (orange) Molekiile und einem unspezifischen Isotypkontroll-Antikdrper inkubiert und durchfluss-

zytometrisch analysiert. Entlang der x-Achse ist die mittlere logarithmische Fluoreszenzintensitat und
entlang der y-Achse die Anzahl der fluoreszierenden Zellen wiedergegeben.
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Wie in Abbildung 4.14 gezeigt, wurden die einzelnen NZK-Zelllinien durchflusszyto-
metrisch analysiert, wobei vergleichend die unspezifische Detektion (Isotypkontrolle,
blau), der spezifischen Detektion von CD54- (grin), CD58- (orange) und der
HLA Klasse I-Molekule (rot) gegenubergestellt wurde. Es wurde ein individuelles
Expressionsmuster fur jede Zelllinie und eine groRe Variabilitat in der Expression der
untersuchten Epitope beobachtet. Auf allen NZK-Zelllinien mit Ausnahme von
MZz2872RC und MZ2931RC wurde die groflte Proteinexpression fur HLA Klasse |-
Molekule, gefolgt von CD54 und CD58, beobachtet. Flr das Epitop CD54 wurde die
groldte Variabilitat der Expression in den Zelllinien beobachtet, die von hohen Ex-
pressionsraten, z. B. MZ2733RC, zu niedrigen Expressionsraten, z. B. MZ2907RC,
reicht. DarUber hinaus wurde auch fur das Epitop CD58 eine Variabilitat mit sehr ge-
ringen Expressionsraten in den Zelllinien MZ2872RC, MZ2904RC und MZ2907RC
beobachtet.

Aufgrund dieser durchflusszytometrischen Analysen wurde die NZK-Zelllinie mit der
hochsten HLA Klasse |- sowie CD54- und CD58-Expression, MZ2733RC, fur die
Generierung autologer, tumorspezifischer T-Zellen verwendet.

4.3 Das NZK-System MZ2733RC

Die NZK-Zelllinie MZ2733RC wurde aus einer Biopsie des primaren Nierentumors
eines 38-jahrigen, mannlichen NZK-Patienten, kaukasischen Phanotyps etabliert und
in vitro expandiert. Der Primartumor wurde von der Pathologie als klarzelliges Nieren-
zellkarzinom mit dem ,Staging® pT3b, pNx, pMx und dem Differerenzierungsgrad G3
klassifiziert (Wittekind et al., 2002).

Verschiedene in vitro angelegte Zellkulturen des Tumors MZ2733 wuchsen zu kon-
fluenten Zellmonolayern heran. Diese Kulturen wurden in Passage 5 zu einer ,Bulk®-
Kultur vereinigt, die fortan als NZK-Zelllinie MZ2733RC bezeichnet und als Dauer-
kultur Uber einen Zeitraum von mehr als zwei Jahren kontinuierlich in vitro gezogen
wurde.

Zu einer zytogenetischen Chromosomenanalyse wurden Metaphasenpraparate von
Tumorzellen aus Passage 7, 12 Wochen nach der Tumoraufarbeitung, hergestellt. Die
Auszahlung der Chromosomen der Tumorzellen ergab, dass der natlrlich vor-
kommende diploide Chromosomensatz von 46 Chromosomen bei weitem deutlich
Uberschritten wurde. Es wurden 56 bis 74 Chromosomen gezahit. Die folgende Abbil-
dung 4.15 zeigt die Chromosomenauszahlung eines reprasentativen Metaphasen-
praparates.
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Abbildung 4.15: Chromosomen eines Metaphasenpraparates der NZK-Zelllinie MZ2733RC. Ein
reprasentatives Metaphasenpraparat aus Passage 7 der NZK-Zelllinie MZ2733RC wurde analysiert und
die Chromosomen entsprechend ihrer Haufigkeit angeordnet.

In Abbildung 4.15 ist zu sehen, dass es in den Tumorzellen zu Amplifikationen und
Deletionen einzelner Chromosomen kommt. Im Einzelnen wurden Trisomien bis
Pentamerien der Chromosomen 1, 2, 3, 6, 7, 10, 13, 15, 16, 17, 19, 20, 22 und des X-
Chromosoms beobachtet. Aulerdem wurden weder das Chromosom 18 noch das Y-
Chromosom nachgewiesen. Insgesamt wurden 3 Chromosome, die unter M aufge-
fuhrt sind, nicht zugeordnet. Der typische Verlust des Y-Chromosoms wiederum be-
statigte die pathologische Befundung des Tumors als klarzelliges NZK.

4.3.1 In Situ und in vitro Nachweis von MHC-Komponenten

Eine Charakterisierung von einzelnen Komponenten des HLA Klasse |-Prozessie-
rungs- und -Prasentationsweges wurde immunhistochemisch auf Schnittpraparaten
des Tumors und des Nierenepithels im NZK-System MZ2733RC durchgefihrt. Im Ein-
zelnen wurde die Expression von HLA Klasse |-Molekulen, der TAP1-Untereinheit des
heterodimeren Peptidtransporters und die IFN-y-induzierbare Proteasomenunterein-
heit LMP7 mit spezifischen mAk immunhistochemisch nachgewiesen, siehe Abbil-
dung 4.16.
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Abbildung 4.16: Inmunhistochemischer in situ Nachweis von APM-Komponenten. Schnittprapa-
rate von Nierengewebe und korrespondierenden Tumorlasionen wurden zunachst mit monoklonalen
Antikorpern, spezifisch fir die schwere Kette von HLA Klasse |-Molekilen (HC10), fur TAP1 (148.3)
und fir LMP7 (Affinity, Mamhead, GB) detektiert und danach mit sekundaren AP-konjugierten anti-
murinen mAk dargestellt (Atkins et al., 2004).

Der Vergleich der Schnittpraparate des gesunden Nierenepithels und des Tumors in
Abbildung 4.16 zeigt ein geordnetes, strukturiertes Nierenepithel, das von einem Ge-
faRgeflecht durchzogen und das deutlich von der struktur- und gefalllosen, massigen
Erscheinung des Tumors abzugrenzen ist. Aullerdem ist zu sehen, dass die
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HLA Klasse I-Moleklle, die TAP1-Untereinheit des heterodimeren Peptidtransporters
und die Proteasomenuntereinheit LMP7 in situ im Nierenepithel insbesondere von Zel-
len, die an der Gefallorganisation beteiligt sind und von allen Tumorzellen exprimiert
werden. Im Einzelnen ist zu erkennen, dass HLA Klasse |-Molekile auf Tumor- und
Nierenzellen in gleicher Intensitat detektiert werden. Der intrazellulare Nachweis von
TAP1 zeigt, dass es zu einer charakteristischen Anfarbung des endoplasmatischen
Retikulums kommt, das als Kranzstruktur den blau eingefarbten Zellkern umgibt. Hier-
bei weisen sowohl die Nierenepithel- als auch die Tumorzellen das gleiche Farbungs-
muster mit vergleichbarer Intensitat auf. Ahnliches ergibt sich fiir den Nachweis von
LMP7. Im Zytoplasma von Nierenepithel- und Tumorzellen kann LMP7 deutlich nach-
gewiesen werden, dabei scheint die Proteinexpressionsrate von LMP7 in den Tumor-
zellen, dokumentiert durch eine intensivere spezifische Anfarbung, héher zu sein.
Durch diese Ergebnisse wurde gezeigt, dass in diesem Nierenzellkarzinom keine De-
fizienzen von wesentlichen Komponenten des Antigenprasentations- und —prozes-
sierungsweges vorliegen. Diese immunhistochemischen Ergebnisse wurden durch
durchflusszytometrische Analysen der Immun-Phanotypen der in vitro etablierten Zell-
linien im NZK-System MZ2733RC erganzt.

Die Expression von HLA Klasse I-Molekllen und von kostimulierenden Zelloberfla-
chenantigenen wurde auf der NZK-Zelllinie MZ2733RC, einer mit dem SV40 T-Anti-
gen transduzierten NZK-Sublinie MZ2733RCSV und einer autologen SV40 T-Antigen
transduzierten Nierenzelllinie MZ2733NNSV mittels Durchflusszytometrie charakteri-
siert. Hierzu wurden die Epitope auf unbehandelten oder auf mit IFN-y vorbehandelten
Zellen (3.2.2.8) mit spezifischen, Fluoreszenz markierten Antikorpern detektiert und
reprasentativ einander gegenubergestellt (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: IFNy-Induktion von Zelloberflachenantigenen in Zelllinien des NZK-Systems
MZ2733. Reprasentative Epitopdetektion von Zelloberflachenantigenen auf den Zelllinien
MZ2733NNSV, MZ2733RC und MZ2733RCSV. Die Zellen wurden invitro ohne oder mit IFN-y
(300 IU/ml, 48 Stunden) kultiviert, bevor 2 - 5 x 10° Zellen mit dem Isotyp-Kontrollantikrper (blau) oder
spezifischen mAKk fir HLA Klasse I-Molekiile (rot), fir CD54 (griin), CD58 (orange) und CD95 (hellblau)
inkubiert wurden. Die mittels Durchflusszytometrie gemessenen Werte, aufgefiihrt in der rechten
Spalte, geben die mittlere logarithmische Fluoreszenzintensitat (MFI) wieder.

101



4. Ergebnisse

Wie in der Abbildung 4.17 dargestellt, kommt es infolge der IFN-y-Behandlung
bezogen auf den Isotyp-Kontrollantikdrper zu einer Induktion der Expression der beob-
achteten Epitope. Im Einzelnen ist zu sehen, dass durch IFN-y die Expression von
CD54- und HLA Klasse I-Molekilen in allen Zelllinien stark induziert wird. Die Induk-
tion fur CD54 betragt 75 % in den Nierenzellen MZ2733NNSV, 80 % in den NZK-
Zellen MZ2733RC und 63 % in den SV40-transduzierten MZ2733RCSV-Zellen. Fir
HLA Klasse I-Molekule betragt die Induktion 57 % in den Nierenzellen, 38 % in den
NZK-Zellen und 22 % in den MZ2733RCSV-Zellen.

Die NZK-Zelllinie MZ2733RC und die davon abgeleiteten mit dem T-Antigen
immortalisierten Zellen MZ2733RCSV besitzen gegentber den immortalisierten auto-
logen Nierenzellen eine etwa 116 % bzw. 200 % hdohere konstitutive und eine um
89 % bzw. 133 % hohere IFN-y induzierte HLA Klasse I-Molekulexpression. Aul3er-
dem ist die CD54-Expression in beiden NZK-Zelllinien um etwa 50 % bzw. 75 % hdher
als in den Nierenzellen.

Im Gegensatz dazu exprimieren beide NZK-Zelllinien etwa 50 % weniger Fas-
Rezeptoren auf der Zelloberlache als die Nierenzellen MZ2733NNSV. Auch die CD58-
Expression ist in der NZK-Zelllinie MZ2733RC geringer als in den Nierenzellen
MZ2733NNSV. Die urspringlichen MZ2733RC-Zellen wurden aufgrund der hohen
HLA Klasse |- und der CD54-Expression zur in vitro Sensibilisierung von autologen
peripheren T-Zellen, die aus dem Blut des Patienten isoliert wurden, verwendet.

4.3.2 Immortalisierung von Zelllinien mit dem SV 40 T-Antigen

Fir aufwendigere zellulare Untersuchungen im NZK-System MZ2733RC wurden
Langzeitkulturen der Nierenzellen MZ2733NN durch Immortalisierung mit dem grof3en
T-Antigen von SV40 etabliert. Die Immortalisierungen der Zelllinien wurden im Labor
von Herrn Prof. Dr. Blankenstein (MDC, Berlin) durchgeflihrt. Die transduzierten
Zellen wurden nach negativer Virustitertestung zur Verfigung gestellt. Zur stabilen
Translation des gro3en T-Antigens wurden die Zellen unter Selektionsdruck mit dem
Antibiotikum Hygromycin (0,6 mg/ml) expandiert und fur vergleichende Analysen
verwendet. Ebenfalls immortalisierte autologe Tumorzellen dienten als Kontrollzelllinie
fur die Immortalisierung mit dem grof3en T-Antigen, siehe Abbildung 4.18.
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Abb 4.18: Nachweis des T-Antigens in den transduzierten Zelllinien. 20 pg Protein aus dem
Zelllysat jeder Zelllinie wurden nach gelelektrophoretischer GréoRenfraktionierung im PAA-Gel auf eine
Nylonmembran transferiert. Der Western Blot wurde mit dem SV40-T-Antigen-spezifischen mAk
Pab101 (Pharmingen) und dem [3-Aktin-spezifischen mAk (Abcam) inkubiert. Der Nachweis der spezi-
fischen Detektion erfolgte durch einen Kaninchen-anti-Maus-IgG gerichteten Sekundarantikorper, an
den Meerrettichperoxidase gekuppelt war (DAKO, Hamburg; 3.1.12.2, Tab. 3.12).

Wie in Abbildung 4.18 dargestellt, wurde das 95 kD grof3e T-Antigen mit dem spezifi-
schen mAk Pab101 (Pharmingen, Wiesbaden) auf dem Western Blot in den Zelllysa-
ten der transduzierten Zelllinien MZ2733NNSV und MZ2733RCSV, jedoch nicht in der
ursprunglichen NZK-Zelllinie MZ2733RC nachgewiesen. Der gleichzeitige Nachweis
von B-Aktin diente als Beladungskontrolle.

4.3.3 Generierung von autologen T-Zelllinien im NZK-System MZ2733RC

Aus Heparinblut des NZK-Patienten MZ2733, das intraoperativ im August 1998 bzw.
postoperativ an verschiedenen nachfolgenden Zeitpunkten erhalten wurde (Tabel-
le 4.4), wurden PBL isoliert (3.2.2.1). Die Uber Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
isolierten Lymphozyten wurden mittels Dreifarbanalysen in der Durchflusszytometrie
auf das Vorhandensein verschiedener Zelloberflachenantigene charakterisiert. Die
folgende Tabelle 4.4 gibt die prozentualen Zellzahlen der einzelnen Lymphozyten-
populationen im peripheren Blut des Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend
des Krankheitsverlaufs wieder.
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Tabelle 4.4: Longitudinaluntersuchungen von PBL des NZK-Patienten MZ2733RC

T-Zell-Oberflachenmolekile | August98* | Mai 99** | Juni 99*** | August 00
CD3/CD4 56 50 50 45
CD3/CD8 28 26 33 22

CD8/CD56 0 3 0
CD16 1 0 0
CD56 0 5 24

TZR o/B 85 76 84 67
TZR y/d 8 10 8 0

*Zeitpunkt der OP; ** Diagnose von Fernmetastasen; *** Zeitpunkt der IFN-a-Therapie

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Nephrektomie wurde die Verteilung charakteristischer lympho-
zytarer Zelloberflachenantigene in der Population peripherer Blutlymphozyten des NZK-Patienten
MZ2733RC ermittelt.

Die in der Tabelle aufgefiihrte Verteilung der Lymphozytenpopulationen zeigt zum
einen, dass es im Zeitraum von bis zu zwei Jahren nach Nephrektomie zu einer
prozentualen Veranderung der Zusammensetzung der PBL kam. Im Einzelnen wurde
eine Verringerung der CD3"/CD4"-T-Zellen von 56 % im August 1998 auf 45 % im
August 2000 beobachtet wurde. Parallel dazu verringerte sich auch der prozentuale
Anteil der CD3"/CD8"-T-Zellen von 28 % im August 1998 auf 22 % im August 2000.
Auferdem wurden im Juni 1999 und im August 2000 keine CD3/CD16"-NK-Zellen im
peripheren Blut nachgewiesen. Im Gegensatz dazu stieg die Frequenz der CD56"-
Lymphozyten, die zum Zeitpunkt der Nephrektomie nicht nachweisbar waren, auf
einen Wert von 24 % an der Gesamtpopulation der Lymphozyten im August 2000. Die
prozentuale Verteilung der TZRa/B-T-Zellen entspricht Uber den beobachteten
Zeitraum der Summe der CD3'/CD4"- und CD3*/CD8*-T-Zellen. Dariiber hinaus
wurden im peripheren Blut des Patienten MZ2733 auch TZRy/d (8 % - 10 %) von
August 1998 bis Mai 1999, aber nicht mehr im August 2000 detektiert.

Insgesamt kam es im Beobachtungszeitraum zu einer prozentualen Abnahme der
Gesamtzahl an T-Zellen und zu einem prozentualen Zugewinn von NK-Zellen, wobei
der Verlust von T-Zellen in etwa dem Zugewinn von NK-Zellen entspricht.

4.3.3.1 Isolation und Expansion von TIL

Ein in der Literatur beschriebenes Stimulationsverfahren zur Expansion von TIL wurde
adaptiert (Sica et al.,, 1993). In den invitro gezogenen primaren Tumorkulturen
wurden vitale Lymphozyten mit einer Zytokinkombination von 100 IU IL-2/ml und
10 ng IL-7/ml zur Proliferation angeregt. Dabei wurde im NZK-System MZ2907RC
beobachtet, dass der von den Tumorzellen gebildete konfluente Zellmonolayer in
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Gegenwart der proliferierenden TIL verschwand. An Tag 14 wurden nur noch wenige
adharente NZK-Zellen beobachtet. Stellvertretend fur alle primaren in vitro Kulturen
sind die Primarkulturen von Tumorlasion und Nierenepithel des NZK-Systems
MZ2907RC in Abbildung 4.19 dargestellt.

(A) Tumor/TIL-Kultur an Tag 14
.Hli“ N '.f‘:.'_“-\l T .. : : e

Abbildung 4.19: In Vitro Kulturen von Tumor- und Nierenzellen im NZK-System MZ2907RC.
Reprasentative Darstellung der primaren Tumor/TIL- und Nierenzellkulturen. (A) Eine Einzelzellkultur
der Tumorlasion MZ2907RC mit einer massiven Expansion von TIL an Tag 14 nach Stimulationsbeginn
mit IL-2/IL-7. (B) Autologe Primarkultur des Nierenepithels MZ2907NN, die wie die Tumorkultur
stimuliert wurde.

Wie in der reprasentativen Abbildung 4.19A zu sehen ist, wurde nur in Tumor/TIL-
Kulturen, jedoch nicht in der Nierenepithelkultur eine Proliferation der Lymphozyten
durch Zugabe der Zytokine erzielt. Nach 21 Tagen wurde die Expression von T-Zell-
oberflachenantigenen in den expandierten TIL mittels Durchflusszytometrie unter-
sucht.

4.3.3.2 Charakterisierung der TIL im NZK-System MZ2733RC

Nach durchflusszytometrischen Analysen wurde die Expression charakteristischer
T-Zelloberflachenantigene von in vitro expandierten TIL und autologen peripheren
Blutlymphozyten (PBL) des NZK-Patienten MZ2733RC gegenubergestellt, siehe
Tabelle 4.5.
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Tabelle 4.5: Frequenz von T-Zelloberflaichenantigenen in PBL und TIL MZ2733

Markermolekiile TIL [%] PBL [%]
CD3 91 85
CD4 58 56
CD8 35 29
CD56 10 9
CD45RA 2 59
CD45R0 97 41
CD95 97 10
TCRa/B 93 81
TCRC 5 14

Intraoperativ abgenommene PBL und in vitro expandierte TIL wurden, wie in (3.2.4.4) beschrieben, mit
spezifischen mAk fir verschiedene charakteristische T-Zelloberflichenantigene inkubiert und in der
Durchflusszytometrie analysiert. Angegeben ist die prozentuale Verteilung der T-Zelloberflachen-
antigene.

Es zeigte sich, dass sich TIL und PBL in der Frequenz verschiedener T-Zellober-
flachenantigene und dadurch in ihren Lymphozytenpopulationen voneinander unter-
scheiden, siehe Tabelle 4.5. Die in vitro expandierten TIL trugen vor allem die T-Zell-
oberflachenantigene CD3 (91 %), CD4 (58 %) und CD8 (35 %). Aulderdem exprimier-
ten 97 % aller CD3" TIL das Gedachtnis-T-Zellantigen CD45R0 bzw. das Aktivie-
rungsantigen CD95. SchlieRlich wurde auf 93 % aller TIL ein TCRa/B-Komplex nach-
gewiesen. In der Population der PBL wurden die T-Zelloberflachenantigene mit ahn-
licher prozentualer Haufigkeit wie in den TIL beobachtet: CD3 (85 %), CD4 (56 %),
CD8 (29 %) und CD56 (9 %). Im Gegensatz dazu wurden deutliche Unterschiede in
der Expression von CD45RA- und CD45R0-Molekilen beobachtet. Das CD45RA-
Molekul ist ein charakteristisches Molekul fur naive T-Zellen und wird von etwa 2 %
aller TIL jedoch von 59 % aller peripheren T-Zellen exprimiert. Im Gegensatz dazu
wird das Gedachtnis-T-Zellantigen CD45R0 auf 41 % aller peripheren T-Zellen, aber
auf 97 % aller TIL nachgewiesen. Analog dazu wurde auf 97 % aller TIL und nur auf
10 % aller peripheren T-Zellen die Expression des CD95/Fas-Rezeptors, ein
Aktivierungsantigen sensibilisierter T-Zellen, nachgewiesen.

Eine weitere Moglichkeit, den Aktivierungsstatus von T-Zellen zu charakterisieren, be-
steht in der intrazellularen Darstellung der an der TZR-Signalkaskade beteiligten TZR-
(-Kette. In den Uberwiegend naiven peripheren T-Zellen ist die Expression der TZR-
(-Kette mit einer MFI von 14 hoher als in den aktivierten TIL (MFI von 5). Insgesamt
unterscheiden sich PBL bzw. TIL in der Expression der beobachteten Aktivierungs-
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antigene. Da 97 % der in vitro expandierten TIL aktiviert waren, wurden zytotoxische
Effektorfunktionen gegeniber der autologen Tumorzelllinie MZ2733RC und gegen die
NK-sensitiven K562-Zellen untersucht, siehe Abbildung 4.20.
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Abbildung 4.20: Expandierte TIL2733 besitzen keine Effektoreigenschaften In Blockierungsver-
suchen wurden radioaktiv mit >'Chrom-markierte Tumorzellen ohne oder mit den mAk w6/32 und mA2.1
inkubiert und anschliefsend mit TIL in ,Effektor : Target‘-Verhaltnissen von 30 : 1 inkubiert.

Wie in Abbildung 4.20 dargestellt, besitzen die expandierten TIL2733 keine Effektor-
eigenschaften gegenuber der autologen NZK-Zelllinie MZ2733RC. Es kann auch
keine Aussage bezuglich ihrer HLA-Restriktion gemacht werden, die mit den mAk
w6/32 und mA2.1 in Blockierungsexperimenten untersucht wurde. Ebenso wurde
keine unspezifische, NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat gegentber der NK-sensitiven
Zelllinie K562 beobachtet. Alternativ zu den TIL wurden auch autologe periphere
Blutlymphozyten mit Tumorzellen in sog. ,mixed lymphocyte tumour culture“ (MLTC)
in vitro sensibilisiert.

4.3.3.3 Charakterisierung in vitro sensibilisierter T-Zelllinien

Aufgereinigte PBL wurden mit Zellen der etablierten autologen Tumorzelllinie
MZ2733RC in wochentlichen Intervallen in vitro sensibilisiert (3.2.2.1.3). Nach drei
Stimulationszyklen in Gegenwart von IL-2 wurden CD3*/CD8"-T-Zellen durch eine
Antikdrper-Selektionstechnik (CD8*-T-cell Isolation Kit, Miltenyi, Mdnchengladbach)
angereichert, zur Klonierung in Verdinnungsreihen (engl. ,limiting dilution assay*,
LDA) ausgesat und in Gegenwart der ,Feeder-Zelllinie 48221/1998, eine allogene
EBV-immortalisierte lymphoblastoide B-Zelllinie, wochentlich mit bestrahlten autolo-
gen Tumorzellen restimuliert. Nach drei Stimulationsintervallen wurden vier proliferie-
rende T-Zelllinien XIEG, XIIIF8, XIVEI und XVD6 selektiert.

107



4. Ergebnisse

Die Charakterisierung der T-Zelllinien hinsichtlich spezifischer Zelloberflachenantigene
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dabei wurden verschiedene T-Zellpopulationen
mit antigenspezifischen monklonalen Antikérpern in den untersuchten T-Zelllinien
nachgewiesen und ihre Frequenz den peripheren T-Zellen und den TIL gegen-
Ubergestellt (Tabelle 4.6).

Tabelle 4.6: Frequenz von Zelloberflichenantigenen in einzelnen T-Zellpopulationen

T-Zelllinien
Zelloberflachenantigen PBL TIL XIE6 XIIF8 XIVE1 XVD6

CD3 85 83 99 99 99 99
CD4 56 58 26 0 95 99
CD8 29 35 74 99 5
CD56 9 10 99 99 99

CD45RA 59 2 10 0 0

CD45R0 41 97 90 98 99 99
CD95 10 97 99 99 99 99

TZRa/B 85 93 99 99 99 99
TZR( 14 5 1 7 8 9

Mittels Durchflusszytometrie wurde die Frequenz von verschiedenen Zelloberflachenantigenen in PBL,
TIL und den T-Zelllinien XIE6, XIIIF8, XIVEI und XVD6 bestimmt. Die TZR-{-Kette wurde intrazellular
detektiert.

Wie in Tabelle 4.6 zusammengestellt, enthalten die in vitro expandierten T-Zelllinien
zu 99% CD3*-T-Zellen, von denen alle den TZRa/B exprimieren. Im Gegensatz dazu
ist die Frequenz von CD3"-T-Zellen in PBL (85 %) und TIL (83 %) deutlich geringer. In
den klonierten T-Zelllinien XVD6 und XIIIF8 wurden ausschlieRlich die TZR-assozi-
ierten Korezeptoren CD4 bzw. CD8 detektiert. Im Gegensatz dazu wurden in den
T-Zelllinien XIE6 und XIVE1 gemischte T-Zellpopulationen aus CD3*/CD4*- und
CD3*/CD8"-T-Zellen nachgewiesen. Die T-Zelllinien XIE6, XIIIF8 und XIVE1, jedoch
nicht die CD3*/CD4"-T-Zelllinie XVD6, exprimieren das Zelloberflachenantigen CD56,
das nur auf 10 % der PBL und auf 10 % der TIL detektiert wird. Uberraschenderweise
exprimiert die T-Zelllinie XIE6 das Antigen CD45RA, das charakteristisch fur naive T-
Zellen ist, mit einer Frequenz von 10 % bei einer gleichzeitigen Frequenz von 90 % fur
das T-Zellantigen CD45R0, das charakteristisch fur Gedachtnis-T-Zellen ist. AulRer-
dem wurde der CD95/Fas-Rezeptor von allen T-Zelllinien mit einer Frequenz von
99 % exprimiert.

Daruber hinaus exprimieren von allen untersuchten Lymphozytenpopulationen die
PBL mit einer MFI von etwa 14 die grof3ten Mengen der TZR-(-Kette. Im Vergleich
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dazu haben die TIL und die peripheren T-Zelllinien eine geringere Expression mit
einer MFI von 7 - 9. Interessanterweise hat die T-Zelllinie XIEG die geringste TZR-(-
Ketten-Expression mit einer MFI von etwa 1.

4.3.3.4 Effektoreigenschaften der verschiedenen T-Zelllinien

Der beobachtete Aktivierungsstatus der generierten T-Zelllinien wurde durch eine
sukzessive Analyse der Effektoreigenschaften naher untersucht. Zunachst wurden die
zytotoxischen Effektoreigenschaften in Zytotoxizitatsversuchen mit autologen Tumor-
zellen MZ2733RC ermittelt (3.2.4.1). Da keine Reaktivitat der T-Zelllinien XIlIF8, XIVEI
und XVD6 in 4- bis 6-stiindigen Zytotoxizitatsversuchen nachgewiesen wurde, wurde
die Versuchsdauer auf 24 Stunden erhdht.
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Abbildung 4.21: Zytotoxizitat der T-Zellinien XIIIF8, XIVElI und XVD6. Mit *'Chrom-markierte
Tumorzellen (weille Balken) und die NK-sensitive Eythroleukamiezelllinie K562 (schwarze Balken)
wurden, wie in (3.2.4.1) beschrieben, mit einem 30-fachen Uberschuss von T-Zellen der T-Zelllinien
XIIF8, XIVEI und XVD6 fiir 24 Stunden inkubiert.

Far die T-Zelllinien wurden im Einzelnen folgende Lyseraten fur Tumorzellen bzw.
K562 Zellen ermittelt: (i) XIll F8 25 % bzw. 5 %, (ii) XIV El 42 % bzw. 14 % und (iii)
XV D6 39 % bzw. 18 %, siehe Abbildung 4.21. Da wahrend der Versuchsdauer alle T-
Zelllinien die NK-sensitiven K562-Zellen lysierten, wurde von einer naheren Cha-
rakterisierung der HLA-Restriktion dieser T-Zelllinien abgesehen.

Im Gegensatz zu diesen drei T-Zelllinien wurde eine zytotoxische, HLA-restringierte
Effektoreigenschaft der T-Zelllinie XIE6 in 4-stundigen Blockierungsversuchen mit
HLA-spezifischen mAk beobachtet, die nicht gegen K562-Zellen gerichtet ist, siehe
Abbildung 4.22.
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Abbildung 4.22: T-Zelllinie XIE6 ist HLA Klasse I, aber nicht HLA-A2 restringiert. Zusammen-
fassung verschiedener Blockierungsversuche mit dem HLA Klasse I-spezifischen mAk w6/32 und dem
HLA-A2-spezifischen mAk mA2.1. Sowohl nicht markierte als auch mit den mAk w6/32 bzw. mA2.1
markierte Tumorzellen wurden zusammen mit den Effektoren XIE6 in ,Effektor : Target*-Verhaltnissen
von 30:1 (weilRe Balken) und 10:1 (schwarze Balken) zu Zytotoxizitatsversuchen inkubiert. Als
unspezifische Kontrolle wurden K562-Zellen, die keine HLA Klasse | Allele auf ihrer Zelloberflache
exprimieren, mitgefihrt.

Wie in Abbildung 4.22 dargestellt, lysierte die T-Zelllinie XIE6 die autologen NZK-
Zellen MZ2733RC bei einem ,Effektor : Target“-Verhaltnis von 30 : 1 zu 14 %. Durch
eine Vorinkubation der Tumorzellen mit dem HLA Klasse I-spezifischen mAk w6/32
(30 min, 2 pg/ml) wurde diese Lyserate auf 2 % gesenkt. Im Gegensatz dazu zeigte
die Vorinkubation der Tumorzellen mit dem HLA-A2-spezifischen mAk mA2.1 (30 min,
2 yg/ml) keinerlei Effekt auf die von den T-Zellen vermittelte Lyse. Die als Kontrolle
mitgefuhrten HLA Klasse |-negativen K562-Zellen wurden nicht lysiert. In weiteren
Zytotoxizitdtsversuchen wurden aufgereinigte CD3*/CD8"-T-Zellen aus der T-Zelllinie
XIE6 verwendet.

Zunachst wurde die Spezifitdt der CD3*/CD8"-T-Zellen gegeniiber allen verfligbaren
Zelllinien des NZK-Systems MZ2733RC untersucht: (i) autologe Nierenzellen
MZ2733NN und (ii) die immortalisierte Nierenzelllinie MZ2733NNSV, (iii) die
ursprungliche Tumorzelllinie MZ2733RC und (iv) die davon abgeleitete immortalisierte
NZK-Zelllinie MZ2733RCSV, siehe Abbildung 4.23.
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Abbildung 4.23: T-Zelllinie XIE6 ist tumorspezifisch. 1 x 10% radioaktiv markierte Zellen von
MZ2733RC, MZ2733NN, MZ2733RCSV und MT2733NNSV wurden zu CD3*/CD8"-T-Zellen gegeben
und fir 4 Stunden inkubiert. Die dargestellten spezifischen Lysen entsprechen der freigesetzten
Radioaktivitat, die fir die ,Effektor : Target® - Verhaltnisse von 30:1 (weiBe Balken) bzw. 10:1
(schwarze Balken) ermittelt wurden.

Bei den in Abbildung 4.23 dargestellten ,Effektor : Target“-Verhaltnissen von 30 : 1
bzw. von 10 : 1 werden weder die autologen Wildtyp Nierenzellen MZ2733NN noch
die mit dem T-Antigen transduzierten Nierenzellen MZ2733NNSV von den T-Zellen
lysiert. Im Gegensatz dazu werden die in vitro kultivierten NZK-Zellen MZ2733RC und
MZ2733RCSV-Zellen bei ,Effektor : Target‘-Verhaltnissen von 30 : 1 bzw. von 10 : 1
mit 21 % bis 25 % bzw. 12 % bis 15 % lysiert.

Um die HLA-Restriktion und die Verbreitung des von der T-Zelllinie XIE6 erkannten
Epitops zu untersuchen, wurden allogene NZK-Zelllinien (Tabelle 4.7) und Tumor-
zelllinien anderer Atiologien (Tabelle 4.8) in Zytotoxizitatsversuchen als Zielzellen
verwendet. Sie wurden so ausgewahlt, dass sie mehrere oder nur einzelne Uberein-
stimmungen zu HLA-Allelen der NZK-Zelllinie MZ2733RC aufwiesen.
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Tabelle 4.7: HLA-Phéanotypen von allogenen NZK-Zelllinien

Zelllinie Atiologie HLA-Phanotyp
MZ2733NN Nierenepithel A1, -2, B7, -49, Cw4, -7
MZ2786NN Nierenepithel A1, -A2, B41, -49, Cw4, -7

MZ2733RC Nierenzellkarzinom A1, -2, B7, -49, Cw4, -7
MZ1846RC Nierenzellkarzinom | A2, -11, B7, -15, Cw7, -10
MZ1851RC Nierenzellkarzinom A1, -2, B7, -44, Cw7
MZ1879RC Nierenzellkarzinom A1, -2, B8, -18, Cw7
MZ1940RC Nierenzellkarzinom A1, -23, B37, -50, Cw6

MZ1973 10-4RC | Nierenzellkarzinom A1, B8, Cw7, -17

LE89.15RC Nierenzellkarzinom A1, B37, Cw6

Charakterisierung der HLA-Restriktion der T-Zelllinie XIE6 durch die Verwendung von allogenen NZK-
Zelllinien mit individuellen HLA Klasse I-Phanotypen.

Zunachst wurden zur Verfugung stehende verschiedene NZK-Zelllinien aus Mainz und
aus Leiden (Niederlande) sowie Tumorzelllinien folgender Atiologien Kolon, Lunge,
Melanom, Pankreas, Zervix verwendet, um die Verbreitung des von der T-Zelllinie
XIE6 erkannten Peptids nachzuweisen, siehe Tabelle 4.8.

Tabelle 4.8: HLA-Phinotypen von Tumorzelllinien anderer Atiologie

Zelllinie Atiologie HLA-Phanotyp
HT3 Zervixkarzinom A1, -3, B27,-52, Cw2, -12
Me180 Zervixkarzinom A1, -32, B8, -44, Cwb, -w7
Mel624 Melanom A2, -3, B7, -14, Cw7, -w8
SW480 Lungenkarzinom A2, -24, B7, -15, Cw7
Colo206F Kolonkarzinom A1, -2, B7, -8, Cw7
CX1 Kolonkarzinom A1, -24, B35, -44, Cw4
Pankreas 1 Pankreaskarzinom A1, -11, B8, -35, Cw4, -7
818.4 Pankreaskarzinom | A2, -11, B40, -44, Cw5, -10

Aufgelistet sind allogene Tumorzelllinien verschiedener Atiologien, die in Zytotoxizitatsversuchen
verwendet wurden, um eine spezifische Erkennung durch die T-Zelllinie XIE6 zu ermitteln.

Die in Tabelle 4.8 aufgelisteten Tumorzelllinien wurden in Zytotoxizitatsversuchen auf
eine spezifische Erkennung durch die T-Zelllinie XIE6 charakterisiert. Mit Ausnahme
der Zervixkarzinomzelllinie HT3 wurden die Tumorzelllinien in Tabelle 4.8 nicht von
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den T-Zellen lysiert. Die folgende Abbildung 4.24 zeigt die beobachtete spezifische
Zytotoxizitat der T-Zelllinie XIE6 gegen die verschiedenen Tumorzellen.
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Abbildung 4.24: T-Zelllinie XIE6 lysiert allogene Tumorzelllinien. Jeweils 5 x 10° Zellen von zwei
primaren Nierenepithelkulturen, sieben verschiedenen NZK-Zelllinien und einer Zervixkarzinomzelllinie
mit differierenden HLA-Phanotypen wurden mit radioaktivem *'Chrom markiert (3.2.4.1). Jeweils 1 x 10°
Tumorzellen wurden mit CD3"/CD8"-T-Zellen XIE6 in ,Effektor : Target“-Verhéltnissen von 30 : 1
(weille Balken) bzw. 10 : 1 (schwarze Balken) fir 4 bis 6 Stunden inkubiert. Anschlielend wurde die
freigesetzte Radioaktivitat ermittelt (3.2.4.1).

In Abbildung 4.24 sind verschiedene Zytotoxizitatsversuche der T-Zelllinie XIEG
zusammengefasst. Wie zu sehen, wurden bevorzugt NZK-Zelllinien in Zytotoxizitats-
versuchen lysiert. Hierbei zeigte sich, dass in allen Ansatzen die Lyseraten der
Tumorzellen mit der Anzahl der eingesetzten T-Zellen titriert wurde. Im Einzelnen
wurden die HLA-A1-Allel exprimierenden (HLA-A1") NZzZK-Zelllinien MZ1879RC,
MZ1940RC, LE89.15RC und die HLA-A11" NZK-Zelllinie MZ1846RC sowie die auto-
loge NZK-Zelllinie MZ2733RC spezifisch mit Lyseraten zwischen 22 % und 35 %.
lysiert. Im Gegensatz dazu wurden die beiden HLA-A1" NZK-Zelllinien MZ1851RC
und MZ1973-10-4RC mit einer Lyse von 8 % und 4 % schlecht oder gar nicht lysiert.
Ebenso wurden zur Kontrolle mitgefiinrte HLA-A1" primare Nierenzellen, die auto-
logen MZ2733NN- sowie die allogene MZ2786NN-Zellen, nicht lysiert. Die einzige
Tumorzelllinie nierenfremder Atiologie, die mit einer 29 %igen Lyserate genauso gut
wie die autologe NZK-Zelllinie MZ2733RC erkannt wurde, ist die HLA-A1" Zervix-
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karzinomzelllinie HT3. Da die allogene NZK-Zelllinie MZ1940RC stets besser als die
autologe Tumorzelllinie MZ2733RC erkannt wurde, wurde sie in weiteren Zytotoxizi-
tatsversuchen als Positivkontrolle mitgefthrt.

4.3.3.5 HLA-Restriktion der T-Zelllinie XIE6

In Blockierungsexperimenten mit HLA-Allel spezifischen monoklonalen Antikorpern
(mAk) wurde die allogene NZK-Zelllinie MZ1940RC verwendet, die stets besser als
die autologe NZK-Zelllinie MZ2733RC erkannt wurde. Radioaktiv markierte Tumor-
zellen wurden mit verschiedenen mAKk inkubiert, die alle HLA Klasse |-Moleklle (mAk
w6/32) bzw. spezifisch HLA-A1-Molekule (mAk LGIII-147.4.1) oder lokusspezifisch
HLA-B- und -C-Molekile (mAk B1.23.2) erkennen, bevor sie mit einem
Effektor : Target -Verhaltnis von 30 : 1 mit der T-Zelllinie XIE6 koinkubiert wurden,
siehe Abbildung 4.25.
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Abbildung 4.25: Blockierungsversuche mit HLA-A1 und HLA-B, -C spezifischen mAk. 5 x 10 mit
IFN-y behandelte MZ1940RC-Zellen wurden radioaktiv mit *'Chrom markiert und mit verschiedenen
HLA-Allel spezifischen mAk inkubiert, bevor sie mit der T-Zelllinie XIE6 koinkubiert wurden. Die
Durchfiihrung der Zytotoxizitatsversuche erfolgte wie in (3.2.4.1) beschrieben.

Wie in Abbildung 4.25 zu sehen, wurde die von der T-Zelllinie XIE6 vermittelte Lyse
von MZ1940RC-Zellen nach Vorinkubation der Tumorzellen mit dem HLA Klasse I-
spezifischen mAk w6/32 deutlich von 28 % auf 8 % reduziert. Im Vergleich dazu
hatten die Vorinkubationen mit HLA-A1- und HLA-B, -C-spezifischen mAk keinen
Einfluss auf die urspringliche Erkennung. Die fur diese Ansatze ermittelte Lyse blieb
mit Werten von 27 % bis 32 % unverandert und entsprach der beobachteten
Kontrollreaktivitat.
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4.3.3.6 T-Zelllinie XIE6 sezerniert Zytokine nach Antigenstimulation
Zytotoxische CD3'/CD8'-T-Zellen werden in zwei verschiedene Klassen von
Effektorzellen, sog. Tc1- bzw. Tc2-Zellen gegliedert. Tc1-phanotypische T-Zellen sind
potente Effektorzellen, die proinflammatorische Zytokine, wie z. B. TNF-a und IFN-y
nach Antigenstimulation sezernieren. Im Vergleich dazu besitzen Tc2-phanotypische
T-Zellen eine verminderte zytotoxische Effektorfunktion und sezernieren anti-
inflammatorische Zytokine, wie z. B. IL-10.

Das Zytokinprofil fir die T-Zelllinie XIE6 wurde nach der spezifischen Antigen-
stimulation mit autologen NZK-Zellen MZ2733RC untersucht. Hierfur wurden T-Zellen
mit bestrahlten Tumorzellen 36 Stunden lang koinkubiert und die in den Uberstand
abgegebenen Zytokine mittels ELISA (3.2.8.8) nachgewiesen. Es wurden Zytokin-
profile fur TNF-a, IFN-y, GM-CSF nach IL-2- (500 IU/ml) und IL-2/IL-12-Stimulation
(500 IU/ml und 5 ng/ml), siehe Abbildung 4.26, bzw. von IL-10 nach IL-2/IL-12-
Stimulation untersucht, siehe Abbildung 4.27.
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Abbildung 4.26: Zytokinprofil der T-Zelllinie XIE6. 1 x 10" T-Zellen wurden im ,Effektor : Target” -
Verhéltnis von 1: 1 36 Stunden lang mit Tumorzellen inkubiert. Im zellfreien Uberstand wurde TNF-a
(weille Balken) IFN-y (graue Balken) und GM-CSF (schwarze Balken) mittels ELISA (3.2.8..8)
nachgewiesen.

115



4. Ergebnisse

Wie in Abbildung 4.26 dargestellt, besallen die mit IL-2 kultivierten T-Zellen (Ansatz
XIE6-IL-2) vor Beginn der Antigenstimulation mit autologen NZK-Zellen MZ2733RC
keine Eigenproduktion von TNF-a, IFN-y und GM-CSF. Im Gegensatz dazu produ-
zierten die einmalig mit IL-2/IL-12 vorstimulierten T-Zellen (Ansatz XIE6-IL-2/IL-12)
bereits 170 pg/ml TNF-a, 48 pg/ml IFN-y, jedoch kein GM-CSF. Nach 36-stundiger
Koinkubation mit NZK-Zellen MZ2733RC wurden im Uberstand der IL-2 stimulierten T-
Zellen 38 pg/ml TNF-a und 1075 pg/ml GM-CSF, jedoch kein IFN-y nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu produzierten die mit IL-2/IL-12 vorstimulierten T-Zellen wahrend der
Antigenstimulation 289 pg/ml TNF-a, 265 pg/ml IFN-y und 6838 pg/ml GM-CSF.
Parallel dazu wurden im Uberstand der NZK-Zellen MZ2733RC 83 pg/ml TNF-q,
68 pg/ml IFN-y und 283 pg/ml GM-CSF nachgewiesen. Nur nach Stimulation mit dem
proinflammatorischen Zytokin IL-12 wurde die Sezernierung von TNF-a und IFN-y in
den T-Zelllinie XIE6 beobachtet. Um den vermuteten Tc2-Phanotyp der T-Zelllinie
XIE6 zu verifizieren, wurde die Sezernierung von IL-10 untersucht, siehe Abbil-
dung 4.27.

Mz2733RC | O

MZ2733NNSV | 0

XIE6-IL-2/I1L-12 | 375
XIEB-IL-2/IL-12 + MZ2733NNSV - | 721
XIEB-IL-2/IL-12 + MZ2733RC - | 1130
0 2(I)0 4CI)0 6CI)0 8(I)0 1 OIOO 1 2I00

[pg/ml]

Abbildung 4.27: IL-10-Produktion der T-Zelllinie XIE6. 1 x 10* T-Zellen wurden mit Tumorzellen im
,Effektor : Target -Verhaltnis von 1 : 1 36 Stunden lang inkubiert. Im zellfreien Uberstand wurde 1L-10
mittels ELISA (3.2.8.8) nachgewiesen.

Wie in Abbildung 4.27 zu sehen ist, sezernierten die mit IL-2/IL-12 kultivierten T-Zellen
XIEG6 bereits zu Versuchsbeginn 375 pg/ml IL-10. Nach der 36-stindigen Koinkubation
mit autologen immortalisierten Nierenzellen MZ2733NNSV und mit autologen NZK-
Zellen MZ2733RC wurde eine Induktion der IL-10-Produktion auf 721 pg/ml bzw.
1130 pg/ml beobachtet.
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4.3.3.7 Analyse des CD3-TZR-Langenpolymorphismus

Da jede T-Zelle nur einen spezifischen TZR, der aus einer Va- und einer VB-Kette
gebildet wird, auf ihrer Zelloberflache exprimiert, kdnnen verschiedene Populationen
von T-Zellen innerhalb einer T-Zelllinie aufgrund der Variabilitat ihrer TZR voneinander
unterschieden werden.

In TZR-Analysen von PBL2733, TIL2733 und den verschiedenen T-Zelllinien wurde
das Repertoire von prominent exprimierten TZR-Familien untersucht (3.2.6.3).
Aufgrund der regelmalig zu beobachteten Variabilitat in den Transkriptlangen der
CD3-TZR-Ketten wurden die verschiedenen Va-Ketten und VB-Ketten zu sog.
TZR Va-Ketten- bzw. TZR VB-Ketten-Familien in Tabelle 4.9 zusammengefasst.

Tabelle 4.9: TZR Va- und V@-Ketten-Familien in autologen TIL

PBL CD4" TIL CD8" TIL

Va |24 5,6, 8,12, 22, 23, 25 1,6,8,9, 17, 20, 22,
25, 26, 28, 29, 30

VB 5,6,7,10,12,19 5,6, 12,13, 17, 22

TIL wurden durch ein Separationsverfahren mit spezifischen mAk in Populationen von CD3*/CD4"- und
CD3*/CD8"-T-Zellen aufgetrennt. Aus 1x10° Zellen wurde die RNA isoliert, revers transkribiert und zur
Bestimmung des Va-Ketten und VB-Ketten TZR-Langenpolymorphismus, wie in (3.2.6.3) beschrieben,
verwendet.

Die Tabelle 4.9 gibt alle variablen TZR-Va- und -VB-Ketten wieder, die in den in vitro
expandierten und nach CD3'/CD4"- und CD3'/CD8"- getrennten T-Zellen der TIL
nachgewiesen wurden. Hierbei wurden in der Population der CD3*/CD8"-T-Zellen
deutlich mehr verschiedene variable Va-Ketten nachgewiesen als in der Population
der CD3"/CD4"-T-Zellen. AnschlieBend wurden die Ergebnisse dieser molekularen
Charakterisierung mit einer durchflusszytometrischen Charakterisierung der
CD3*/CD8" TIL verglichen.

Das Vorhandensein prominenter Transkripte von variablen TZR-Ketten ist nicht not-
wendigerweise mit der Bildung eines funktionellen, auf der Zelloberflache exprimierten
TZR verknUpft. Durch spezifische mAk wurde die Zelloberflachenexpression der
variablen TZR-VB-Ketten-Familien in CD3"/CD8"-T-Zellen nachgewiesen (Abbildung
4.28).
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Abbildung 4.28: Frequenz der exprimierten TZR-VR-Ketten der CD3"/CD8"-T-Zellen in TIL2733.
5x 10° CD3'/CD8" T-Zellen wurden aufgereinigt und mit mAk spezifisch fiir verschiedene TZR-VR-
Ketten- Familien inkubiert und durchflusszytometrisch vermessen.

In den invitro expandierten TIL des Patienten MZ2733 wurden verschiedene
TZR-VB-Ketten-Familien nachgewiesen, die mit unterschiedlicher Frequenz exprimiert
wurden, siehe Abbildung 4.28. Mit 54 %igem Anteil wird die TZR-VB-Ketten-Familie
VB2 am haufigsten exprimiert, gefolgt von VB13.1 mit 15 %, VB12 mit 8 %, VB13.6 mit
6 % und VB14 mit 5 %. Im Gegensatz dazu wurde in den PBL des Tumorpatienten nur
die prominente TZR-Va-Ketten-Familie Va24 und keine prominente VB-Ketten-Familie
detektiert. Ein Vergleich der Analyse des CD3-Rezeptor-Langenpolymorphismus mit
der durchflusszytometrischen Charakterisierung zeigte zudem, dass nur einige der
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molekularbiologisch nachgewiesenen Transkripte auch als Bestandteil funktioneller
CD3-TZR-Komplexe vorkommen. Zudem wurden die TZR-Analysen auf die autologen
T-Zelllinien ausgeweitet, siehe Tabelle 4.10.

Tabelle 4.10: Variable TZR-Familien der in vitro generierten T-Zellinien

T-Zelllinien
XIEG XIIF8 XIVE1 XVD6
Va | 2,7,19, 22 7 3,15 4
VB 1,13 6,9 9,17, 22 9,17

Die T-Zelllinien XIE6, XIII F8, XIV El, XV D6 exprimieren verschiedene TZR-Va- und Vp-Ketten-
Familien. Aus 1 x 10® Zellen wurde RNA isoliert, revers transkribiert und zur Bestimmung des Va-Ketten
und VB-Ketten TZR-Langenpolymorphismus mit spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert.

Die T-Zelllinien XIEG6, XIlIF8, XVD6 exprimieren die Transkripte von je zwei verschie-
denen und die T-Zelllinie XIVE1 von mindestens drei verschiedenen TZR-V[(3-Ketten-
Familien. Gleichzeitig ergab die Va-Ketten-Analyse, dass bis zu vier verschiedene
TZR-Va-Ketten-Familien in XIE6 (Vo2, Va7, Va19, Va22) und zwei verschiedene
TZR-Va-Ketten-Familien in XIVE1 (Va3, Va15) gleichzeitig transkribiert werden. In der
parallel dazu analysierten cDNS aus PBL wurden keine dominant transkribierten V(-
Ketten detektiert. Ein Vergleich der Variabilitat von Va- und VB-Ketten ergab, dass die
VB-Kette 9 (VB9) und die VB-Kette 17 (VB17) in drei bzw. zwei T-Zelllinien detektiert
wurden. Im Gegensatz dazu variierten die Va-Ketten starker und wurden jeweils nur
einmal in den verschiedenen T-Zelllinien nachgewiesen. Mittels spezifischer mAk
wurde die Zelloberflachenexpression der verschiedenen TZR-Familien Gberpruft.

4.3.3.8 Charakterisierung der TZR-VB-Ketten-Familien der T-Zelllinie XIE6
Mittels Durchflusszytometrie wurden die variablen TZR-VB-Ketten-Familien in der
T-Zelllinie XIE6 detektiert. Zum Zeitpunkt der Analyse enthielt sie 7 % CD3"/CD4"-
T-Zellen und 93 % CD3'/CD8*-T-Zellen. Nach Trennung der CD3'/CD4'- und
CD3"/CD8"-T-Zellen durch CD8"-spezifischne mAk (3.1.7) wurden die T-Zellen mit
verschiedenen mAKk, die spezifisch fur die variablen TZR-VB-Ketten V23, VB1 und
VB21.3 sowie fur VB13.1, VB8 und VB13.6 sind, inkubiert. Die anschlielende
durchflusszytometrische Analyse zeigte, dass sich die T-Zelllinie XIE6 aus zwei T-
Zellpopulationen mit zwei verschiedenen TZR-VB-Ketten-Familien zusammensetzt,
siehe Abbildung 4.29.
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Abbildung 4.29 Charakterisierung der T-Zellpopulationen von XIE6. Jeweils 2,5 x 10° CD3*/CD4"-
bzw. CD3'/CD8"-T-Zellen wurden mit VB1-, VB21.3-, VB23- bzw. mit VB8-, VB13.1- und VB13.6-
spezifischen mAk inkubiert und anschliefend durchflusszytometrisch analysiert.

Die dargestellten Histogramme in Abbildung 4.29 zeigen die Zusammensetzung der
T-Zelllinie XIE6. Von den CD3'/CD4'-T-Zellen wird die variable TZR-VB-Ketten-
Familie VB1 und von den CD3*/CD8"-T-Zellen die variable TZR-VB-Ketten-Familie
VB13.6 auf der Zelloberflache exprimiert.

Die aus den CD3*/CD8"*/VB13.6"-T-Zellen isolierte TZR-Sequenz (sel1518) wurde mit
Sequenzen, die in der Genbank (NCBI des NIH, USA) abgelegt sind, verglichen, siehe
Abbildung 4.30.

3el1518 e B L R e
AF387743 1 gotgtgbggocttbtototoctgtyyygoagytccagbgaatyoctyytytcactcagaccccaaaattocgoatocctyaagatagyyacagagoatyacact
4¥124792 1 gotgtgbggocttttococtoctgtgggoagytccagbgaatyoctyytytcactcagaccccaaaattocgoatocctyaagataggacagagoatyacact
AF3A5523 1 gtgtatgotggtgtcactcagaccccaaaattoccgoatocctgaaqatyygacayagoatgacactgoagtgbqoccagyatatyasacca-————=======
AT430659 1 gotgtgtgoccttttototoctgtgggoagytccagtgaatyoctyytytcactcagaccccaaaattccgoatocctyaagataggacaqaqoatyacaat
sellils R e e L L L L L taactacatgtactgytatogacaagaccocagygratyygyctyaagctgatttattattcagttygtyoctygtate
AF387743 101 goagtgtgococaggatatyaaccataactacatgtactygytatogacaagacccayyocatyygyctyaagetgatitattattoagttygtyotygtate
AT124792 101 gragtgtgcocaggatatgaaccataactacatgtactggtatcyacaagacccagycatyyygciyaagcyatttattattcagtigytyctgytace
LF395525 90 —— taactacatgtactggtatogacaagaccocagyoatyyggctyaagoctyatttattattcagtiggtyotygytace
LJA30689 101 gragtygtaccocaggatttgaaccataactacatytactyytatcyacaagacccagycatyyyyctyaaycoyatttattattcaytbygtyctyytace
sellsls 77 actgataaaggagaagtocogaatyyctacaacgtotocagatcaaccacaayyatttocogotoayyc tyyayttyyc tyctocotocCcayacato by
4F387743 201 actgacaaaggadaafdtococgaatyyctacaacytctccagatcaaccacayayyatttccogotcagyc tyyayttgyctyctococtoccagacatcty
4¥124792 201 actgataaaggagaagtoccocgaatggoctacaacgtctccagatcaaccacayayyatttocogotocagyc tygagttgyctyctococtoccagacato by
AF395523 166 actgacaaaggagaagtococgaatggctacaacygtoctccagatcaaccacayayyatttccogotocagyc tygagttgyctyctococtoccagacato by
47430689 201 actgataaaggagaagtoccocgaatggoctacaacgtoctoccagatcaaccacayaqyatttocogotocagyctgyagttgyctyctococtoccagacatoty
sellils 177 tgtacttctgtgccagcagt-—--—- taccagggtgggata-actya-—-agot-—---- LLcttbgyacaagycaccagactoacagttgtagagygacct
AF387743 301l tgtacttctgtgocagoagt--—-—— Jaagcggyygggagy-toaya-—-tacycay-—--tattttyycocagycaccoyyctyacaytyooogagyacct
AT124792 301l tgtacttctgtgocagoogyt-—-——— ctacaggy-ggagta-totyococagoa- ————— L--tLbggtgatgyyactogactotocatocotagaygacct
ALF395523 ZBE Cgtactictgtgccagcagtacaaatacagyyyyccgtcacacaya---tacycay-—-tatttbyycocagycaccoyyctgacaytgacccaggacct
LJA30659 301 tgtacttctgtgccagoacc—---—- tocccggtococata-ggtac---agatgocgoagtatLiogycccagyoaccocgyctgacagtgotocgaggacct
sellsls 262 gaacaaggtygttocccaccocyagytoyctytytttgagccatcafaagcagayatoctoccacacccaaas

4F387743 389 gaasaacgtygttocccaccogagytoyctytgitigagccatoadaayoagayatotoccacaccc-———

4¥124792 386 gaacaaggtgttcccacccgaggtocgotgbgttigagocatcagaayocagayatctoccacacco-———

AF395523 360 gaaaaacgbgbboooa-——————————————— ==

47430689 392 gaacaaggtgttcccacccgaggtogotgtgtttgagocatcagaagoagayatctoccacacco-—-—

Abbildung 4.30: Sequenzhomologie des VB13.6"-TZR-XIE6 zu TZR-VB13.6-Sequenzen. Die aus
der T-Zelllinie XIEG isolierte TZR-Sequenz der CD3"/CD8" T-Zellen besitzt groe Sequenzhomologien
(blau) zu TZR-VB13.6-Sequenzen AF387743, AY124792, AF395523 und AJ430689, die in der
Genbank (NCBI des NIH, USA) publiziert wurden.
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Der Abbildung 4.30 ist zu entnehmen, dass die TZR-Sequenz der aus der T-Zell-
linie XIE6 isolierten CD3*/CD8*/VB13.6"-T-Zellen groRe Ahnlichkeit zu den in der
Genbank (NCBI, NIH, USA) publizieten TZR-VB13.6-Sequenzen AF387743,
AY 124792, AF395523 und AJ430689 besitzt.

Auf einen 197 Bp langen homologen 5’-Sequenzabschnittt folgt ein hochpolymorpher
Sequenzabschnitt, der flr die hypervariable Region der VB313.6-Ketten kodiert und in
allen dargestellten Sequenzen verschieden ist. Ab dem Nukleotid 255 ist die TZR-
Sequenz sel1518 wieder homolog zu den bereits besprochenen TZR-VB13.6
Sequenzen.

4.4 Nachweis des nicht klassischen HLA-G-Antigens im NZK

Aufgrund der Beobachtung von eingeschrankten zytotoxischen Effektorleistungen in
NK- und T-Zellen der in vitro expandierten TIL2733, in in vitro sensibilisierten T-Zellen
aus autologen PBL2733 und der Schwierigkeiten, zytotoxische autologe CD3*/CD8"-
T-Zelllinien zu generieren, wurde die Expression und funktionelle Bedeutung des
nicht-klassischen HLA-G-Antigens im NZK untersucht. Dabei wurde zunachst in
DNasel-behandelter Gesamt-RNS und in Proteinpraparationen von etablierten NZK-
Zelllinien und NZK-Biopsiematerial von Tumorpatienten HLA-G nachgewiesen.

4.4.1 Analyse der Expression von HLA-G in NZK-Zelllinien

Fir diese Untersuchung wurden zunachst die NZK-Zelllinien LE89.15RC und
MZ2733RC verwendet, die von einem autologen zytotoxischen CD3*/CD8"-T-Zell-
Klon (Brouwenstijn et al., 1996) bzw. von der autologen CD3*/CD8*-T-Zelllinie XIE6
lysiert wurden. Zudem wurde die korrespondierende Nierenzelllinie MZ2733NNSV mit-
gefuhrt. Als Positivkontrolle fur die HLA-G-Analyse wurde die Chorionkarzinomzelllinie
JEG3 verwendet, in der die HLA-G Proteinexpression erstmals nachgewiesen wurde
(Ishitani et al., 1994). Der Nachweis der HLA-G-Transkription erfolgte mittels RT-PCR
unter Verwendung von 100 ng Gesamt-RNS und der pan-HLA-G-spezifischen Oligo-
nukleotide G.257 bzw G.1225 (Real et al., 1999), die sequenzspezifisch zu DNS-
Abschnitten in Exon 2 bzw. in der 3’-nichttranslatierten Region des HLA-G-Gens sind.
Parallel dazu wurde eine RT-PCR-Analyse auf B-Aktin-Transkripte durchgeflhrt, um
eine semiquantitative Abschatzung zu formulieren, siehe Abbildung 4.31.
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Abbildung 4.31: Detektion von verschiedenen HLA-G spezifischen Transkripten. Eine reprasen-
tative RT-PCR-Analyse von HLA-G-Transkripten in der HLA-G" Chorionkarzinomzelllinie JEG3, der
NKZ-Zelllinien LE89.15RC, MZ2733RC und der korrespondierenden Nierenzelllinie MZ2733NNSV. Es
wurden 100 ng von DNase I-vorbehandelter Gesamt-RNS zur Analyse der HLA-G- und [-Aktin-
Transkription eingesetzt (3.2.6.2). (A) Ein 1%iges TAE-Agarosegel grofenfraktionierter HLA-G-Ampli-
kons, die in Gegenwart eines 100 Bp-Langenstandards aufgetrennt wurden. Die Amplikons entspre-
chen HLA-G1,-G5 (1kB), -G2 und -G4 (750 Bp), -G3 (430 Bp). (B) Ein 1%iges TAE-Agarosegel
korrespondierender 3-Aktin-Amplikons (330 Bp).

Die in Abbildung 4.31 A dargestellte Analyse zeigt, dass nach reverser Transkription
und anschlieliender PCR in allen Zelllinien differentiell gespleiltte HLA-G-Transkripte
mit einer Groélke von etwa 1 kB, 750 Bp sowie 430 Bp amplifiziert wurden. Diese
HLA-G-Isoformen wurden flr das Melanom beschrieben (Real et al., 1999). Zudem
wurden weitere Amplifikate in der RNS der Chorionkarzinomzelllinie JEG3 und den
beiden NZK-Zelllinien LE89.15RC und MZ2733RC detektiert, die eine GrofRe von 900
Bp sowie 650 Bp besitzen und noch nicht charakterisiert wurden. Obwohl gleiche
Mengen von Gesamt-RNS eingesetzt wurden, wurden in den RT-PCR-Ansatzen der
Chorionkarzinomzelllinie JEG3 und den beiden NZK-Zelllinien LE89.15RC und
MZ2733RC mehr Amplifikate hergestellt als im Ansatz der Nierenzelllinie
MZ2733NNSV. Im Gegensatz zur differentiellen Amplifikation von HLA-G-Transkripten
wurde eine homogene reverse Transkription und Amplifikation von B-Aktin-RNS in
allen vier Zelllinien beobachtet, siehe Abbildung 4.31 B.

4.4.2 Erweiterte HLA-G-Transkriptionsanalyse

Auf der Basis der HLA-G-Transkription in ausgewahlten NZK-Zelllinien wurde die
HLA-G-Analyse auf eine Serie von NZK-Zelllinien und auf NZK-Biopsiematerial eines
grolReren Patientenkollektivs ausgedehnt. Zunachst wurde die HLA-G-Transkription
mit den pan-HLA-G-spezifischen Oligonukleotiden G.257 und G.1225 in dem NZK-
System MZ2877RC durchgeflihrt. In diesem System ist es moglich, auf Biopsiema-
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terial von Nierenepithel und Tumor sowie auf eine etablierte permanente NZK-Zelllinie
zuruckzugreifen, siehe Abbildung 4.32.

<4—HLA-G1,-G5
<4—HLA-G2, -G4

<4—HLA-G3

<4—[3-Aktin

Langen- Negativ- MZ2733RC  Biopsie Biopsie MZ2877RC
standard kontrolle MZ2877NN MZ2877TU

Abbildung 4.32: HLA-G-Transkripte in Tumorzelllinie und Biopsiematerial. Eine reprasentative RT-
PCR-Analyse von HLA-G-Transkripten im NZK-System MZ2877RC. Von der HLA-G" NZK-Zelllinie
Mz2733RC (Positivkontrolle) und von Biopsiematerial und Zelllinie des NZK-Patienten MZ2877RC
wurden 100 ng von DNase |-behandelter Gesamt-RNS zur Analyse der HLA-G- und B-Aktin-Transkrip-
tion eingesetzt (3.2.6.2). (A) Ein 1%iges TAE-Agarosegel grofenfraktionierter HLA-G-Amplikons, die in
Gegenwart eines 100 Bp-Langenstandards aufgetrennt wurden. Die Amplikons HLA-G1, -G5 (~1 Kb),
HLA-G2, -G4 (750 Bp) und HLA-G3 (430 Bp) sind sichtbar. (B) Ein 1%iges TAE-Agarosegel Kkor-
respondierender B-Aktin Amplikons mit einer Grof3e von 330 Bp.

Wie Abbildung 4.32 A zeigt, wurden HLA-G-Amplikons sowohl in der RNS von
MZ2733RC als auch in den RNS-Praparationen des NZK-Systems MZ2877RC ampli-
fiziert, jedoch unterscheiden sich die Mengen der hergestellten RT-PCR-Produkte.
Nur marginale Mengen der HLA-G1/-G5 Amplikons wurden in der Nierenepithelbiop-
sie MZ2877NN erhalten. Eine Induktion dieser beiden Transkripte wurde in der NZK-
Biopsie MZ2877RC und in der NZK-Zelllinie MZ2877RC beobachtet. Darlber hinaus
wurde auch die HLA-G2/-G4-Transkripte in der NZK-Zelllinie MZ2877RC nachgewie-
sen. Wie erwartet, wurden gleichgrof3e Mengen von B-Aktin-Amplikons beobachtet.

Aufgrund der differentiellen HLA-G-Transkription in den NZK-Systemen MZ2733RC
und MZ2877RC wurde die HLA-G-mRNS-Expression in NZK-Zelllinien und Biopsien
untersucht. Als Positivkontrolle diente die HLA-G™ NZK-Zelllinie MZ2733RC. Die Ana-
lyse erfolgte wiederum als RT-PCR unter Verwendung von pan-HLA-G-sequenzspe-
zifischen Oligonukleotiden G.257 und G.1225. Um die Sequenzspezifitat zu bestati-
gen, wurden die Amplifikate nach gelelektrophoretischer GroRenfraktionierung auf
eine Nylonmembran transferiert und anschlieRend mit der Exon 5-sequenzspezifi-
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schen Sonde G.927 (Real et al., 1999) hybridisiert. Analog dazu erfolgte der Nachweis
von [-Aktin, siehe Abbildung 4.33.
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Abbildung 4.33: Detektion von HLA-G-Transkripten in NZK-Zelllinien. Southern Blot Detektions-
verfahren von HLA-G- und B-Aktin-Transkripten in 19 verschiedenen NZK-Zelllinien. In jeweils 100 ng
DNasel-behandelte Gesamt-RNS wurden HLA-G- und B-Aktin-Transkripte in cDNS umgeschrieben und
amplifiziert. AnschlieRend wurden die Amplikons auf einem 1 %igen Agarosegel groRenfraktioniert,
bevor sie auf eine Nylonmembran transferiert und mit der HLA-G-spezifischen Sonde G.927 hybridisiert
wurden.

Wie in Abbildung 4.33 dargestellt, wurde in 10 von 19 untersuchten NZK-Zelllinien ein
heterogenes HLA-G-Transkritptionsmuster nachgewiesen, wobei verschiedene
HLA-G-Isoformen in den Zelllinien detektiert wurden. In den Zelllinien MZ1851RC,
MZ2733RC, MZ2862RC-T2.1, MZ2877RC wurden die grof3ten Mengen differentiell
gespleildter HLA-G1/-G5-, -G2/-G4- und -G3-Transkripte detektiert, wahrend in den
Zelllinien MZ1795RC, MZ1851LN und MZ2861RC geringere Transkriptmengen von
HLA-G1-/G5 bzw. —-G2/-G4 und/oder -G3 nachgewiesen wurden. Im Gegensatz dazu
wurde in den Zelllinien MZ1774RC, MZ1846RC, MZ1879RC nur marginale Mengen
von HLA-G1-/-G5- bzw. -G3-Transkripten detektiert. Um eine eventuelle Assoziation
von HLA-G und klassischen HLA Klasse I-Allelen aufzuzeigen, wurde der
HLA Klasse I-Phanotyp der NZK-Zelllinien bestimmt und der HLA-G-Expression
gegenubergestellt, siehe Tabelle 4.11.
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Tabelle 4.11: HLA-G-Transkriptionsmuster in NZK-Zelllinien

Nr. Zelllinie HLA- Klasse | Phanotyp HLA-G-Transkripte
1 MZ1257RC A2, A3, B4, B44, Cw5, Cw7 -
2 MZ1774RC A11, A30, B13, B18, Cw5,Cw6 +
3 MZ1790RC A25, B18, B44, Cw4, Cw12 -
4 MZ1795RC A3, A29, B7, Cw7 ++
5 MZ1846RC A2, A11, B7,B15, Cw7, Cw10 +
6 MZ1851RC A1, A2, B7, B44, Cw7 +++
7 MZ1851LN A1, A2, B7, B44, Cw7 ++
8 MZ1879RC A1, A2, B8, B18, Cw7 +
9 MZ1940RC A1, A23, B37, B5, Cw6 -
10 Mz1973RC A1, A2, B8, B40, Cw7, Cw10 -
11 Mz2733RC A1, A2, B7, B49, Cw4, Cw7 +++
12 MZ2858RC A2, A11, B7, B15, Cw3, Cw7 -
13 MZ2861RC A3, A29, B7, B44, Cw7, Cw16 ++
14 MZ2862RCT2.1 A2, A26, B38, B56, Cw1, Cw12 +++
15 MZ2865RCT3 A2, B8, B44, Cw5, Cw7 -
16 MZ2877RC A1, A3, B8, B38, Cw7, Cw12 +++
17 MZ2885RC A3, B7, Cw7 -
18 MZ2902RC A1, A2, B8, B55, Cw3, Cw7 +/-
19 MZ2905RC A3, B7, B18, Cw7, Cw12 -

In der Tabelle sind von 19 analysierten NZK-Zelllinien die HLA Klasse I-Phanotypen und die Detektion
von HLA-G-Transkripten gegentiibergestellt.

Wie erwartet, besitzen die verschiedenen NZK-Zelllinien unterschiedliche
HLA Klasse IPhanotypen, wobei die NZK-Zelllinien mit der starksten HLA-G-
Transkription HLA-A1- und/oder -A2-Allele exprimieren. Eine weitergehende Korrela-
tion lasst sich nicht beobachten.
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Die verschiedenen HLA-G-SpleiRvarianten der einzelnen NZK-Zelllinien wurden mit
sequenzspezifischen Hybridisierungssonden flr die einzelnen Exons und Introns
bestimmt, siehe (Tabelle 4.12).

Tabelle 4.12: HLA-G-spezifische Hybridisierungssonden

Hybridisierungssonde Nachweis
GR Exon 2
12 Intron 2
G.526 Exon 3
13 Intron 3
G.647 Exon 4
14 Intron 4
G.927 Exon 5
15 Intron 5

Im Einzelnen wurden die Sonden GR (Exon 2), Intron 2, G.526 (Exon 3), Intron 3,
G.647 (Exon 4), Intron 4, G.927 (Exon 5) und Intron 5 verwendet (3.1.10). Die Ergeb-
nisse der Analyse der verschiedenen Spleil3varianten des HLA-G-Allels in den NZK-
Zelllinien ist in Tabelle 4.13 zusammengefal’t.

Tabelle 4.13: Differentielle HLA-G SpleiBvarianten in NZK-Zelllinien

Nr. Zelllinie HLA-G1| HLA-G2 | HLA-G3 | HLA-G4 | HLA-G5 | HLA-G6 | HLA-G7
1 MZ1774RC +/- - +/- - - - -
2 MZ1795RC + +/- +/- - - - .
3 MZ1846RC +/- - - - - - -
4 MZ1851RC +++ +++ +++ - +++ + ++
5 MZ1851LN +/- ++ + - - + _
6 MZ1879RC +/- - - - - - +
7 MZ2733RC +++ +++ +++ - +++ + ++
8 MZ2861RC ++ + +/- - + - -
9 | MZ2862RCT2.1 +++ +++ ++ - +++ ++ +/-
10 MZ2877RC +++ +++ + - +4++ ++ +/-
11 MZ2902RC +/- - - - - - -

Verteilung der verschiedenen HLA-G-SpleiRvarianten in den HLA-G" NZK-Zelllinien. Mit Exon- und
Intron-spezifischen Hybridisierungssonden wurden verschiedene SpleilRvarianten identifiziert und
gemaly ihrer Amplifikationseffizienz charakterisiert als ,-" nicht nachweisbar; ,+/-” marginal, ,+*
nachweisbar, ,++“ gut nachweisbar, ,+++“ sehr gut nachweisbar.
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Wie in Tabelle 4.13 gezeigt, wurde in allen NZK-Zelllinien das HLA-G1-Transkript in
unterschiedlichen Mengen und das HLA-G4-Transkript gar nicht nachgewiesen. In
den NZK-Zelllinien MZ1851RC, MZ2733RC, MZ2862RC und MZ2877RC wurden mit
Ausnahme von HLA-G4 sogar alle HLA-G-Transkripte nachgewiesen. Interessanter-
weise exprimiert die Lymphknotenmetastasen-Zelllinie MZ1851LN im Vergleich zur
NZK-Zelllinie des Primartumors MZ1851RC ein verandertes HLA-G-Transkriptions-
muster, wobei alle detektierten HLA-G-Transkripte schwacher exprimiert werden und
das HLA-G7-Transkript nicht nachweisbar ist.

Es stellte sich die Frage, ob die in vitro Ergebnisse auch in situ in Biopsiematerial von
Nierenzellkarzinomen beobachtet werden. Aus diesem Grunde wurde RNS aus 30
Nieren- und autologen NZK-Biopsien zur HLA-G-Analyse verwendet, siehe Abbil-
dung 4.34.
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Abbildung 4.34: HLA-G-Detektion in Biopsiematerial von 30 NZK-Patienten. Jeweils 100 ng
DNasel-behandelte Gesamt-RNS von 30 autologen Biopsieparchen von Nierenepithel (NN) und Tumor-
front (TU) von NZK-Patienten wurden zur HLA-G-spezifischen reversen Transkription und Amplifikation
mit den Oligonukleotiden G.257 und G.1225 eingesetzt und 1/5 Volumen jedes Reaktionsansatzes wur-
de gelelektrophoretisch grofenfraktioniert und auf Nylonmembran transferiert (3.2.6.6.1). Die Southern
Blots wurden mit der Exon 5-spezifischen Sonde G.927 hybridisiert und durch ein Chemolumineszenz-
verfahren (3.2.6.6.4) dargestellt.

Wie in Abbildung 4.34 zu sehen, wurden in Biopsieparchen von 30 NZK-Patienten
HLA-G-Amplifikate in 24 Tumor- und in 4 Nierenbiopsien nachgewiesen, wobei ver-
schiedene HLA-G-Amplifikate in unterschiedlicher Intensitat beobachtet wurden. Im
Detail wurden in allen HLA-G" Biopsien HLA-G1/G5-Transkripte nachgewiesen, wobei
die Nachweisintensitdt schematisch von ,marginal® bis ,sehr gut nachweisbar® auf
eine 1 bis 15 minutige Film-Expositionszeit bezogen wurde. Zum Beispiel waren die
Hybridisierungssignale fur die HLA-G1/-G5 Amplifikate in den Nierenbiopsien der
Tumorpatienten 17, 20, 22, 24 von marginaler Intensitat. Im Gegensatz dazu waren
diese Amplifikate in den Tumorbiopsien der Patienten 3, 8, 15, 18, 19 sehr gut
nachweisbar.

Um die charakteristischen HLA-G-SpleiRvarianten der HLA-G* Nierentumore zu ana-
lysieren, wurden die mit den pan-HLA-G-spezifischen Oligonukleotiden G.257 und
G.1225 hergestellten Amplifikate auf Nylonmembranen transferiert und mit den Exon-
und Intron-spezifischen Sonden (Tabelle 4.12) hybridisiert. Die folgende Tabelle 4.14
fasst die Ergebnisse fur die HLA-G™ NZK-Biopsien zusammen.
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Tabelle 4.14: Detektion von HLA-G-Transkripten in HLA-G* NZK-Biopsien

Nr. HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-G6
1 ++ +/- ++ +/- + +
2 +++ + + +/- +++ +++
3 ++ +/- +/- +/- + +
4 +++ +/- + +/- ++ ++
5 +++ + ++ +/- ++ ++
6 +++ ++ +++ +/- ++ ++
7 +++ + + +/- ++ ++
8 ++ +/- + +/- + +
9 +++ +/- + +/- + +
10 +++ - + +/- ++ +
11 +++ ++ ++ +/- + +
12 + - - - + -
13 +++ ++ ++ +/- ++ ++
14 ++ - ++ - +/- -
15 ++ - ++ - +/- -
16 ++ ++ +++ +/- + +
17 +++ ++ +++ +/- +/- +
18 + - - - - -
19 ++ + ++ - ++ ++
20 ++ + ++ - + +
21 + - + - + +
22 + +/- + - - -
23 ++ - ++ +/- +/- ++
24 + + ++ - - -
b3 24 17 22 15 21 18

Die in den 24 verschiedenen HLA-G" NZK-Biopsien nachgewiesenen HLA-G-Transkripte wurden mit
verschiedenen Exon- und Intron-spezifischen Hybridisierungssonden nach Transfer auf Nylonmembran
detektiert. Hierbei wurden differentielle HLA-G-SpleiRmuster beobachtet, die sich in Zusammensetzung
und Intensitat der Detektion unterschieden: ,-" nicht nachweisbar, ,+/-" marginal, ,+“ nachweisbar, ,++*
gut nachweisbar, ,+++“ sehr gut nachweisbar.

GemaR Tabelle 4.14 wurden in den HLA-G* NZK-Biopsien 6 verschiedene SpleiR3-
varianten von HLA-G nachgewiesen, wahrend die HLA-G7-spezifische Isoform nicht
detektiert wurde. Insgesamt wurden in den verschiedenen Tumorbiopsien mit hoher
Frequenz die Transkripte von HLA-G1 (100 %), HLA-G3 (91 %) und HLA-G5 (88 %)
detektiert. Seltener wurden die Transkripte HLA-G2 (71 %), HLA-G4 (63 %) und HLA-
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G6 (75 %) nachgewiesen. Im Gegensatz zu den NZK-Zelllinien wurde das HLA-G4-
Transkript in 63% aller NZK-Biopsien nachgewiesen.

4.4.3 Analyse der HLA-G-Translation in NZK-Zelllinien

Um die Ergebnisse der Transkriptionsanalysen mit einer mdglichen HLA-G-Transla-
tion zu korrelieren, wurde die HLA-G-Proteinexpression mittels Immunprazipitation in
HLA-G" und HLA-G  NZK-Zelllinien untersucht. Dabei wurden die HLA-G" NZK-Zell-
linien MZ1851RC (Seliger et al., 1997), LE89.15RC (Brouwenstijn et al., 1996),
MZ2733RC und die autologe HLA-G Nierenzelllinie MZ2733NNSV der Chorionkarzi-
nomzelllinie JEG3, gegenubergestellt.

mAk MEM-G/9

66 KD —p
IgG
schwere Kette

45 kD ——
39kD —> . <+— HLA-G1
R
s .
31TkD ——>| il :
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MZ1851RC

LE89.15RC

MZ2733RC
MZ2733NNSV r

Abbildung 4.35: Detektion des HLA-G1-Molekiils in Immunprazipitaten von NKZ-Zelllinien.
Western Blot von Immunprazipitaten mit dem HLA-G1-spezifischen mAk MEM-G/9 in TX114 Lysaten
von 5x10° Zellen von HLA-G' NZK-Zelllinien MZ1851RC, LE89.15RC und MZ2733RC sowie der
Nierenzelllinie MZ2733NNSV. Die Chorionkarzinomzelllinie JEG3 diente als Positivkontrolle. Die Detek-
tion von HLA-G1 auf dem Western Blot erfolgte mit dem mAk MEM-G/1. MGS: Molekulargewichts-
standard.

Der zur Detektion verwendete mit Meerrettichperoxidase konjugierte anti-Maus 1gG
Sekundarantikorper, erkennt die schweren Ketten der zur spezifischen Immunprazipi-
tation und anschliefenden Detektion eingesetzten HLA-G-spezifischen mAk. HLA-G1-
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spezifische Signale mit einer Grof3e von 39 kD wurden mit dem mAk MEM-G/1 in den
Lysaten der HLA-G* JEG3-, LE89.15RC- und MZ2733RC-Zellen detektiert. Im Gegen-
satz dazu wurde in den Immunprazipitaten der HLA-G* NZK-Zelllinie MZ1851RC und
der HLA-G" Nierenzelllinie MZ2733NNSV kein HLA-G1-Protein nachgewiesen.

Ob die verschiedenen detektierten SpleiRvarianten in den HLA-G* NZK-Zelllinie zur
Expression alternativer Translationsprodukte fuhren, wurde in Immunpraziptationen
mit dem mAk HC-A2, der eine antigene Determinante der a1-Domane der schweren
Kette des HLA-A1-Molekils bindet und kreuzreaktiv flr die schwere Kette des nicht-
klassischen HLA-G-Moleklls ist (Sernee, et al., 1998), nachgewiesen.
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Abbildung 4.36: Nachweis von B,-Mikroglobulin-freien HLA-G-Molekiilen in NZK-Zelllinien.
Western Blot von Immunprazipitaten des mAk HC-A2 in TX114 Lysaten der Chorionkarzinomzelllinie
JEG3, der NZK-Zelllinien LE89.15RC, MZ2733RC und der Nierenzelllinie MZ2733NNSV. Die Immun-
prazipitate, ein Molekulargewichtsstandard (MGS) und ein Totallysat von JEG3-Zellen wurden in einem
10% igen PAA-Gel gréRRenfraktioniert und auf eine PVDF-Membran transferiert (3.2.8.5). Mit dem HLA-
G-spezifischen mAk MEM-G/1 wurden die HLA-G-Isoformen HLA-G1 und die nicht naher spezifizier-
baren Molekile HLA-G, und HLA-G, detektiert.

Wie in Abbildung 4.36 dargestellt, detektierte der Sekundarantikdrper die schweren
Ketten des zur Immunprazipitation verwendeten mAb HC-A2 und des HLA-G-spezifi-
schen mAk MEM-G/1. Aufgrund der unterschiedlichen Molekulargewichte sind die
HLA-G-spezifischen Signale deutlich von der Hintergrundreaktion abzugrenzen. Ein
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Zelllysat von JEG3 Zellen wurde mitgefuhrt, um nicht immunprazipitierte HLA-G1-
Molekiile darzustellen. Aus TX114 Lysaten der HLA-G' Tumorzelllinien JEGS,
LE89.15RC und MZ2733RC wurden HLA-G-Proteine mit Molekulargewichten von
39 kD (HLA-G1), 35 kD (HLA-Gyx) und 31 kD (HLA-G,) detektiert. Es wurden keine
HLA-G-Proteine in der Nierenzelllinie MZ2733NNSV nachgewiesen.

444 HLA-G" NZK-Zelllinien sezernieren soluble HLA-G5-Molekiile

Aus friheren Untersuchungen war bereits bekannt gewesen, dass die Chorion-
karzinomzelllinie JEG3 die drei I6slichen HLA-G-Isoformen HLA-G-5, -6, -7 ins Zell-
kulturmedium sezerniert (Fuijii et al., 1994; Paul et al., 2000). Auf Basis der bisherigen
Ergebnisse wurde mittels Immunprazipitation (3.2.8.7) untersucht, ob auch in den
Zellkulturiiberstanden der HLA-G* NZK-Zelllinien I6sliche HLA-G-Molekiile nachzu-
weisen sind, siehe Abbildung 4.37.
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Abbildung 4.37: Nachweis von HLA-G5-Molekiilen im Uberstand von HLA-G" NZK-Zelllinien.
Western Blot von Immunprazipitaten des HLA-G-spezifischen mAk MEM-G/9 aus 6 ml Zellkulturiber-
stand konfluent bewachsener Zellkulturschalen von HLA-G* Tumorzelllinien JEG3, LE89.15RC und
Mz2733RC, der Nierenzelllinie MZ2733NNSV und der HLA-G" NZK-Zelllinie MZ2789RC. Die Immun-
prazipitate wurden zusammen mit einem Molekulargewichtsstandard (MGS) mittels PAGE grélenfrak-
tioniert und auf eine PVDF-Membran transferiert. Auf dem Western Blot wurden die HLA-G5 Molekile
mit dem HLA-G-spezifischen mAk MEM-G/1 detektiert.
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Wie Abbildung 4.37 zeigt, wurden mit dem mAk MEM-G/9 sezernierte HLA-G5-Mole-
kille mit einem ungefahren Molekulargewicht von 35 kD aus dem Uberstand von kon-
fluenten Kulturen der HLA-G™ JEG3-, LE89.15RC- und MZ2733RC-Zellen jedoch nicht
aus Uberstanden der HLA-G NZK-Zelllinie MZ2789RC und der Nierenzelllinie
MZ2733NNSV immunprazipitiert.

4.4.5 HLA-G* NZK-Zelllinien prasentieren HLA-G1-Antigene

Nach dem Nachweis von verschiedenen HLA-G-Genprodukten in den untersuchten
HLA-G* NZK-Zelllinien LE89.15RC und MZ2733RC wurde eine Lokalisation von
HLA-G1-Molekulen auf der Zelloberflache mittels des mAk MEM-G/9 (Fournel et al.,
2000) untersucht. Dabei interessierte besonders die Frage der Induzierbarkeit der
HLA-G1-Prasentation nach 48-stiindiger Behandlung der Zellen mit dem Zytokin
IFN-y, siehe Abbildung 4.38. Die Untersuchung folgte dem Verfahren, das zur Unter-
suchung der klassischen HLA Klasse |-Prasentation in NZK-Zelllinien beschrieben
wurde (Seliger et al., 1997).
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Abbildung 4.38: Konstitutive und IFN-y-induzierte HLA-G1-Prasentation. Reprasentative durch-
flusszytometrische Analysen der HLA-G1 Zelloberflachenlokalisation von unbehandelten oder fur 48
Stunden mit IFN-y vorbehandelten JEG3-, LE89.15-, MZ2733RC- und MZ2733NNSV-Zellen. Jeweils
2 x 10° wurden mit dem HLA-G-spezifischen mAK MEM-G/9 bzw. einem murinen Isotypkontroll-Anti-
koérper inkubiert. Die Detektion von HLA-G1 wurde mit einem gegen murines IgG gerichteten Sekundar-
antikdrper, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC konjugiert war, nachgewiesen. Weilde Gipfel: IgG-un-
spezifische Detektion, schwarze Gipfel HLA-G-spezifische Detektion. Die Werte auf der x-Achse sind
ein Mal} fur die gemessene logarithmische Fluoreszenzintensitat, die Werte auf der y-Achse geben die
Zellzahl wieder.

Wie Abbildung 4.38 zeigt, wurden auf der Zelloberflache von JEG3-, LE89.15RC- und
MZz2733RC-Zellen, jedoch nicht auf MZ2733NNSV-Zellen HLA-G1-Molekile mit dem
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mAk MEM-G/9 detektiert. Auf MZ2733RC-Zellen wurde eine mit JEG3-Zellen ver-
gleichbare konstitutive HLA-G1-Prasentation beobachtet. Durch die 48-stindige Inku-
bation mit IFN-y wurde die HLA-G1-Prasentation auf JEG3-, LE89.15RC- und
MZz2733RC-Zellen, jedoch nicht auf MZ2733NNSV-Zellen induziert.

44.6 Inhibition von Effektorzellen durch HLA-G* MZ2733RC-Zellen

In friheren Experimenten wurde gezeigt, dass eine HLA-G1-Prasentation zu einer
Inhibition von peptidspezifischen zytotoxischen T-Zellen flhrt (Le Gal et al., 1999).
Analog hierzu wurde die physiologische Relevanz der HLA-G1-Prasentation im NZK-
System MZ2733RC in Zytotoxizitatsexperimenten untersucht. Hierfur wurde in Paral-
lelansatzen die Sensitivitdt von HLA-G° MZ2733NNSV- und HLA-G' MZ2733RC-
Zellen gegenuber verschiedenen zellularen Effektorpopulationen wie NK-Zellen,
Lymphokin-aktivierte Killer (LAK)-Zellen und ZTL charakterisiert.

4.4.6.1 Verringerte ZTL-vermittelte Zytotoxizitat

Da sowohl die HLA-G" MZ2733RC- als auch HLA-G MZ2733NNSV-Zellen HLA-A2-
Molekule auf ihrer Zelloberflache exprimieren, wurde zur Evaluation einer antigenspe-
zifischen, ZTL-vermittelten, zellularen Immunantwort das Tyrosinaseantigen als Surro-
gatmarker verwendet. Hierzu wurden die jeweiligen Zellen mit einem rekombinanten
modifizierten Vaccinia Virus Ankara (rMVV), das die cDNS des humanen Tyrosinase-
gens tragt (rMVA-tyr), infiziert. Als Positivkontrolle wurden Tyrosinase exprimierende
HLA-A2" NA8-Melanomzellen, sowie als Negativkontrolle die allogenen HLA-A2
MZ2789NNSV-Zellen mitgefuhrt. Die jeweiligen Zellen wurden unbehandelt oder mit
dem rekombinanten Virus infiziert und in Zytotoxizitatsversuchen eingesetzt. Als Effek-
toren wurden tyrosinasespezifische, HLA-A2 restringierte zytotoxische T-Zellen ver-
wendet (Wolfel et al., 1994).
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Abbildung 4.39: Spezifische Lyse von Tyrosinase exprimierenden Zelllinien. Radioaktiv mit
*"Chrom markierte Tyrosinase exprimierende HLA-A2" NA8-Melanomzellen, rMVA-tyr infizierte HLA-A2"
MZ2789NNSV-Zellen und MVA-tyr infizierte bzw. virusfreie HLA-A2" MZ2733NNSV- und HLA-A2"
MZ2733RC-Zellen wurden 4 Stunden lang mit tyrosinasespezifischen, zytotoxischen T-Zellen inkubiert.
Die in den Uberstand freigesetzte Radioaktivitat wurde ermittelt (3.2.4.1).

Die tyrosinasespezifischen zytotoxischen T-Zellen lysierten die HLA-A2" NA8-Zellen
zu 46 + 10 %, die rMVA-tyr infizierten HLA-A2" MZ2733NNSV-Zellen zu 24 + 5 % und
HLA-A2" MZ2733RC-Zellen zu 5+ 7 %. Im Gegensatz dazu wurden die allogenen,
rMVA-tyr infizierten HLA-A2" MZ2789NNSV-Zellen zu 4 £ 0 % und die nicht-infizierten
HLA-A2" MZ2733NNSV-Zellen und HLA-A2" MZ2733RC-Zellen nicht lysiert. Damit fiel
die Lyse der MVA-tyr infizierten HLA-A2", HLA-G* NZK-Zellen MZ2733RC im Ver-
gleich zur Lyse der autologen rMVA-tyr infizierten HLA-A2", HLA-G" MZ2733NNSV-
Zellen deutlich geringer aus.

4.4.6.2 Inhibition der LAK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat

Um die Sensitivitat der HLA-G™ MZ2733RC- und der HLA-G" MZ2733NNSV-Zellen ge-
genuber in vitro LAK-Zellen zu untersuchen, wurden in vitro IL-2-aktivierte LAK-Zellen
von zehn verschiedenen, gesunden HLA-A1"- und HLA-A2-identischen Spendern
generiert. Die in vitro generierten LAK-Zellen zahlen zu den potentesten Effektorzellen
und sind in der Lage, nicht-professionelle APZ trotz einer Zelloberflachenexpression
von HLA Klasse I-Molekulen unspezifisch zu lysieren. Die HLA Klasse |-defizienten
K562-Zellen und die HLA-G* JEG3-Zellen wurden als Negativ- bzw. Positivkontrolle in
Zytotoxizitatsversuchen mitgeflihrt, siehe Abbildung 4.40.
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Abbildung 4.40: Verringerte LAK-Zell-Sensitivitit von HLA-G" Zelllinien. Nach radioaktiver Mar-
kierung wurden K562-, MZ2733NNSV-, JEG3- und MZ2733RC-Zellen mit LAK-Zellen von zehn ver-
schiedenen HLA-A1"/-A2" Spendern in einem das ,Effektor : Target“-Verhaltnis von 30 : 1 in Zytotoxizi-
tatsversuchen, wie in M&M beschrieben, inkubiert. Dargestellt ist die tiber die freigesetzte Radioaktivitat
berechnete spezifische Lyse.

Die in Abbildung 4.40 zusammengefassten Beobachtungen zur LAK-Zell-Sensitivitat
der untersuchten Zelllinien waren sehr unterschiedlich. Die in vitro mit IL-2 aktivierten
LAK-Zellen von zehn verschiedenen, gesunden, HLA-A1 und -A2 identischen Spen-
dern lysierten sehr effizient sowohl die LAK-Zell-sensitiven, HLA™ K562-Zellen
(46 £ 8 %) als auch die HLA-G", HLA Klasse I" MZ2733NNSV-Zellen (47 £ 8 %). Im
Gegensatz dazu wurden die HLA-G' JEG3- und die HLA-G* MZ2733RC-Zellen
schlechter von den LAK-Zellen lysiert, wobei die Lyse signifikant (p<0,005) reduziert
war und sich im Mittel auf 14 + 6 % fur die JEG3- und auf 2 + 2 % fur die MZ2733RC-
Zellen belief. Um die Effizienz der LAK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat mit primaren NK-
Zellen zu vergleichen, wurden LAK- und NK-Zellen von zwei gesunden Spendern auf-
gereinigt.

4.4.6.3 Verringerte NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat

In Zytotoxizitatsversuchen wurde sowohl die LAK-Zell-Sensitivitat als auch die NK-
Zell-Sensitivitat von HLA Klasse |I" K562-, HLA-G", HLA Klasse I" MZ2733NN- und
HLA-G* MZ2733RC-Zellen untersucht und miteinander verglichen. Dafiir wurden von
zwei gesunden Spendern NK-Zellen aus PBL durch Negativselektion mittels mAKk, die
mit Magnetpartikeln konjugiert waren, nach Angaben des Herstellers (Myltenyi,
Monchengladbach) aufgereinigt, Gber Nacht in Gegenwart von 500 [U/ml IL-2 kultiviert
und vor Beginn der Zytotoxizitatsversuche mittels Durchflusszytometrie auf die NK-
und T-Zelloberflachenantigene CD56 und CD3 untersucht, siehe Abbildung 4.41.

138



4. Ergebnisse

CD56

NK1453

4

NK1485

i
. ...":'?i'
.

.
1
C

-
P TTE w a

e SRS A b

>

CD3

Abbildung 4.41: Aufgereinigte NK-Zellen von zwei gesunden Spendern. Aus je 6 x10” PBL von
zwei gesunden Spendern Donor 1453/2001 und Donor 1485/2001 wurden NK-Zellen durch Negativ-
selektion nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt (Myltenyi, Monchengladbach). 1 x 10° Zellen
wurden mit mAk spezifisch fir die NK- und T-Zell-Antigene CD3 und CD56, die mit den Fluoreszenz-
farbstoffen FITC und PE angefarbt waren, inkubiert (3.2.4.4.2). Auf der x-Achse wurde die CD3-
Detektion und auf der y-Achse die CD56-Detektion dargestellt. Aufgereinigte NK-Zellen waren CD3"
und CD56" und wurden im linken oberen Sektor dargestellt.

Die in Abbildung 4.41 dargestellten Histogramme dokumentieren die durch die Nega-
tivselektion aufgereinigten CD37/CD56" NK-Zellen. lhre Reinheit betrug mehr als
95 %. Die aufgereinigten NK-Zellen wurden in vitro in Gegenwart von 500 IU/ml IL-2
inkubiert und anderntags in Zytotoxizitatsversuchen eingesetzt, siehe Abbildung 4.42.
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Abbildung 4.42: Vergleich von NK-Zell- und LAK-Zell-vermittelter Lyse. Dargestellt ist die Lyse von
K562- (weilRe Balken), MZ2733NNSV- (gestrichelte Balken) und MZ2733RC-Zellen (schwarze Balken)
durch die LAK-Zellen LAK1453 und LAK1485 in ,Effektor : Target“-Verhaltnissen von 30 : 1 bzw. durch
die NK-Zellen NK1453 und NK1485 in ,Effektor : Target“-Verhaltnis von 10 : 1. Die Generierung der
verschiedenen Effektorzellen und die Durchfiihrung der Zytotoxizitatsversuche erfolgte wie in (3.2.4.1)
beschrieben.

Obwohl aufgereinigte NK-Zellen in einem geringeren ,Effektor : Target“-Verhéaltnis von
10:1 eingesetzt wurden, lysierten diese Zellen effizienter als die in einem
.Effektor : Target“-Verhaltnis von 30 : 1 eingesetzten in vitro aktivierten LAK-Zellen.
Die NK-Zellen beider Spender lysierten die K562- und die MZ2733NN-Zellen in einer
Grolienordnung von 41 % bis 51 %, wéhrend die Lyse der Tumorzellen mit 18 % bis
36 % deutlich verringert war.

Die Lyse aller drei Zelllinien durch die LAK-Zellen beider Spender fiel insgesamt
geringer aus. Wahrend die Lyse der K562-Zellen Werte von 39 bzw. 40 % erreichten,
betrug sie fur die Nierenzellen 27 % (LAK1453) bzw. 20 % (LAK1485). Im Gegensatz
dazu war die Effektorleistung der LAK-Zellen gegen die HLA-G* MZ2733RC-Zellen
nochmals deutlich reduziert, wobei die Lyse zwischen 8 % (LAK1453) und 5%
(LAK1485) lag.
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4.4.6.4 Rekonstitution der LAK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat

Signalpeptide von klassischen und nicht-klassischen HLA Klasse I-Molekulen stabili-
sieren die Zelloberflachenexpression von HLA-E-Molekilen. Diese werden ihrerseits
und unabhangig von den ebenfalls auf der Zelloberflache exprimierten HLA-G1-Mole-
kilen durch den heterodimeren KIR CD94/NKG2A gebunden und fiihren zu einer Inhi-
bition der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat. Aufgrund einer noch nicht auf translatio-
naler Ebene nachweisbaren HLA-E-Expression musste ausgeschlossen werden, dass
es sich bei den bisherigen Beobachtungen um eine Uberlagerung von inhibitorischen
Effekten von exprimierten HLA-G1- und HLA-E-Molekilen handelte. In Blockierungs-
versuchen mit fir NK-Zell-Rezeptoren und nicht-klassischen HLA-G1-Molekiilen spe-
zifischen mAk wurde deren Einfluss auf die spezifische Lyse von HLA-G™ MZ2733RC-
Zellen untersucht. Zur Blockade von HLA-G1 wurde der HLA-G1-spezifische mAk
MEM-G/9 und zur Blockade von CD94/NKG2A wurde der mAk Z199 verwendet, der
gegen eine antigene Determinante von NKG2A gerichtet ist, jedoch keine Inhibition
der Effektoreigenschaften von NK-Zellen vermittelt, siehe Abbildung 4.43.

MZ2733RC 10
5
MZ2733RC 12
+ Isotypkontrolle 5
MZ2733RC 8
+ anti-NKG2A 5
MZ2733RC 6
+ anti-HLA-G1 1
0

% spezifische Lyse

10 20

Abbildung 4.43: Von HLA-G1- und NKG2A- unabhangige LAK-Zell-vermittelte Zytotoxizitéat.
Dargestellt sind die Ergebnisse von initialen Blockierungsversuchen mit dem NKG2A blockierenden
mAk Z199 und dem HLA-G1 spezifischen mAk MEM-G/9. Die NZK-Zellen MZ2733RC wurden entwe-
der unbehandelt, mit 2 pg/ml mAk MEM-G/9 oder mit 2 pg/ml einer murinen Isotypkontrolle fir 30 min
vorinkubiert. Alternativ dazu wurden die LAK-Zellen unbehandelt oder mit 2 ug/ml mAk Z199 oder
einem Isotypkontroll-Antikdrper fir 30 min vorinkubiert. Die Zytotoxizitatsversuche wurden mit
.Effektor : Target“-Verhaltnissen von 30 : 1, wie in (3.2.4.2) beschrieben, durchgefihrt.
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Der Abbildung 4.43 ist zu entnehmen, dass die Blockierungsversuche von hetero-
dimeren KIR CD94/NKG2A der LAK-Zellen mit dem mAk 2199 und der HLA-G1-Mole-
kille mit dem mAk MEM-G/9 zu keiner Induktion der LAK-Sensitivitat der HLA-G* NZK-
Zellen MZ2733RC flhrte.

Um herauszufinden, ob die LAK- und NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat gegentber den
HLA-G" NZK-Zellen MZ2733RC induziert werden kann, wurden Blockierungsversuche
mit dem HLA Klasse I-spezifischen mAk w6/32 durchgefihrt. Im Einzelnen wurden
LAK-Zellen von drei verschiedenen allogenen Spendern generiert, die mit HLA-G
MZ2733NNSV- und HLA-G* MZ2733RC-Zellen, die ohne oder mit blockierenden Kon-
zentrationen des HLA-Klasse | bindenden mAk w6/32 markiert worden waren, in Zyto-
toxizitatsversuchen koinkubiert. Als Kontrolle wurden aufgereinigte NK-Zellen zweier
Spender mitgefuhrt, um eine Antikérper-abhangige Zelllyse von Nierenzellen zu doku-
mentieren.
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Abbildung 4.44: Rekonstitution der LAK-Zell-vermittelten Lyse von HLA-G" MZ2733RC-Zellen.
Dargestellt sind Blockierungsexperimente mit dem HLA Klasse | spezifischen mAk w6/32. (A) und (C)
MZ2733NNSV-Zellen und (B) MZ2733RC-Zellen wurden radioaktiv markiert und anschlieend mit
sattigenden Konzentrationen (20 pg/ml) des mAk w6/32 inkubiert, bevor sie (A) und (B) mit LAK-Zellen
dreier Spender (LAK1453, LAK1485 und LAK1488) in einem ,Effektor : Target“-Verhaltnis von 30: 1
oder mit (C) NK-Zellen zweier Spender (NK1263 und NK1277) in einem ,Effektor : Target‘-Verhéltnis
von 20 : 1 fir 4 Stunden inkubiert wurden.
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In Abbildung 4.44 A ist zu sehen, dass die LAK-Zellen der drei verschiedenen Spen-
der die immortalisierten Nierenzellen MZ2733NNSV mit Werten zwischen 28 % und
39 % lysierten. Nach Blockade der HLA Klasse I-Molekile durch den mAK w6/32 ver-
ringerte sich die Lyse auf Werte zwischen 23 % und 31 %.

Parallel dazu wurden, wie in Abbildung 4.44 B dargestellt, HLA Klasse I-Molekile von
HLA-G* MZ2733RC-Zellen mit mAk w6/32 blockiert. Die nicht-markierten Tumorzellen
wurden schlechter lysiert als die in Abbildung 4.44 A aufgefuhrten, nicht-markierten
Nierenzellen MZ2733NNSV. Die Lyse lag dabei zwischen 13 % und 16 %. Sobald die
HLA Klasse I-Molekiile auf der Zelloberflache der Tumorzellen durch den mAk w6/32
blockiert waren, wurde bei den drei verwendeten LAK-Kulturen eine Induktion der
LAK-Zell-vermittelten Lyse mit einem Anstieg auf Werte zwischen 33 % und 53 %
beobachtet. Dadurch wurden die Tumorzellen besser lysiert als die immortalisierten
nicht-markierten Nierenzellen, siehe Abbildung 4.44 A.

In parallel durchgefuhrten Kontrollversuchen mit aufgereinigten NK-Zellen (Abbildung
4.44 C) wurde eine durch den mAk w6/32 bedingte, Anitkdrper-abhangige Lyse der
Nierenzellen untersucht. Diese sollte nachweisen, dass (i) der mAk w6/32 an die
Zielzellen band, und (ii) in den verwendeten LAK-Kulturen 1453, 1485 und 1488 keine
dominante NK-Aktivitdt vorhanden war. Die allogenen NK-Zellen lysierten bei einem
.Effektor : Target*-Verhéltnis von 20 :1 die unbehandelten Nierenzellen mit einem
Wert von 51 % deutlich besser als die in Abbildung 4.44 A dargestellten LAK-Zellen
(28 % bis 39 %). Durch die Inkubation der Nierenzellen MZ2733NNSV mit mAk w6/32
wurde eine Induktion und damit eine Antikdrper-abhangige Lyse beobachtet, die auf
Werte zwischen 57 % (1277) und 68 % (1263) anstieg.
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51 Immortale NZK-Zelllinien — In Vitro-Modelle fiur NZK-L&sionen ?
Normale, humane epitheliale Zellen besitzen eine finite Lebensspanne, die nach etwa
60 Zellteilungen in einem Stadium der Seneszenz endet, in der sie ihre Teilungsfahig-
keit verlieren (MacDonald, 1990; Hayflick, 1965; Vojta et al., 1995; Smith et al., 1996;
Counter, 1996). Dabei wird ihre Teilungsfahigkeit von der Anzahl der moglichen DNA-
Replikationszyklen kontrolliert, die ihrerseits durch die Lange der chromosomalen
Telomere vorgegeben ist. Bei jedem Replikationszyklus werden die Telomere ver-
kirzt. Im Gegensatz zu den normalen Zellen haufen sich in Tumorzellen verschiedene
Mutationen und neoplastische Veranderungen an, die dafur verantwortlich gemacht
werden, dass Tumorzellen das Stadium der Seneszenz umgehen und dadurch in vitro
permanente Tumorzelllinien etabliert werden konnen. Es wird angenommen, dass
nahezu alle Tumorzellen eine unkontrollierte Teilungsfahigkeit erlangen und immortal
werden (Stamps et al., 1992; Newbold et al., 1982, 1983 und 1985; Rhyu, 1995;
Namba et al., 1996; Weinberg, 1998). Diese Beobachtungen fuhrten zu der formalen
Definition von immortalisierten Zelllinien, die die Fahigkeit zur unbegrenzten Pro-
liferation besitzen (Stewart und Weinberg, 2002; Hahn und Weinberg, 2003; Hahn,
2003).

Die Etablierung von in vitro permanent wachsenden Tumorzelllinien ist zeitaufwendig
und besitzt eine relativ geringe Erfolgsquote, die von der Tumorentitdt abhangig ist.
Am leichtesten lassen sich permanente Tumorzelllinien aus Melanomen, mit einer
Erfolgsrate von etwa 50 %, gefolgt von Metastasen (20 - 50 %) und primaren soliden
Tumoren, wie z. B. dem NZK (10 - 25 %) generieren (Moor et al., 1997; Wilson et al.,
1997).

Die Inhibition von Tumorsuppressor-Genen und ihrer Genprodukte, zu denen u. a.
p53, Retinoblastom (Rb) und VHL zahlen, ermoglicht zunachst eine Evasion vor der
Zellzykluskontrolle (Hanahan und Weinberg, 2000). Im NZK ist der Verlust oder die
Inaktivierung des VHL-Gens in mehr als 80 % aller Tumoren beobachtet worden
(Gallou et al., 1999). Somit kann angenommen werden, dass die Inaktivierung dieser
Tumorsuppressor-Aktivitaten ein initiales Ereignis fur die Immortalisierung von NZK-
Zellen darstellt. Trotz dieser Veranderungen bestehen nach wie vor grol3e Schwierig-
keiten, Tumorzelllinien aus primaren Tumoren zu etablieren. Dies fiihrte zu Uberle-
gungen, dass moglicherweise nicht alle Tumorzellen invivo immortalisiert sind
(O’Hare, 1991; Stamps et al., 1992).

Auf diese Beobachtungen konnen auch die Schwierigkeiten zurtuckzufuhren sein, die
mit der Etablierung der NZK-Zelllinien zu uberwinden waren. Bei der Erarbeitung
eines standardisierten Protokolls zur Etablierung von NZK-Zelllinien (engl. ,standard
operating procedure, SOP) wurden verschiedene Praparationstechniken, einzelne
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operative Schritte und die verwendeten Materialien variiert. Im Gegensatz zu friheren
Protokollen wurde insbesondere auf die Qualitat und die sofortige Praparation des zur
Verfligung stehenden Biopsiematerials geachtet. Bei der Erarbeitung der SOP wurde
beobachtet, dass (i) nur vitales, gut durchblutetes Biopsiematerial des Tumors, (ii)
eine ausreichende Biopsiemenge zur Verflgung stehen und (iii) innerhalb von 24
Stunden nach Nephrektomie eine Primarkultur in vitro angelegt sein muss, um eine
permanente NZK-Zelllinie zu etablieren. Dies stellt eine Beschleunigung eines friher
beschriebenen Verfahrens von Angevin und Koautoren (1997) dar. Die besten Erfolge
wurden durch die Verknlpfung der manuellen Schnittpraparation mit einer sich an-
schliellenden enzymatischen Dissoziation erreicht. Dabei konnte auf das Enzym
Hyaluronidase V, das von verschiedenen Gruppen verwendet wird, ganzlich verzichtet
werden (Belldegrun et al., 1988; Schendel et al., 1993). Stattdessen war die Reinheit
der Kollagenase und der DNasel fur die Praparation entscheidend.

Das manuelle Verfahren war einer maschinellen Aufbereitung des Biopsiematerials,
(Medimachine, Dako, Hamburg) die von anderen Arbeitsgruppen favorisiert wird, aber
zu einer Verringerung des vitalen Materials und zu einem schnellen Adharenzverlust
der in vitro kultivierten Tumorzellen fuhrt, deutlich Gberlegen.

Die hergestellten Primarkulturen der Tumoren waren nahezu frei von ,Fibroblasten®.
Auftretende Kontaminationen wurden durch Subklonierungen von Tumorzellen besei-
tigt (Lindl, 2003). Dies war zwar aufwendiger, aber erfolgreicher als die Verwendung
des Zellkulturzusatzes von D-Valin, das selektiv die Proliferation von Fibroblasten inhi-
biert (Gilbert und Migeon, 1975). Parallel zu Primarkulturen des Tumors wurden auch
Primarkulturen aus Biopsiematerial des tumorentfernten Nierengewebes angelegt. Da-
bei zeigte sich, dass mehr Primarkulturen aus Nierenepithel (> 90 %) als aus Nieren-
tumor (70 %) zu konfluenten Zellmonolayern heranwuchsen. Dies stimmt mit Beob-
achtungen anderer Arbeitsgruppen Uberein, die berichtet haben, dass es viel schwieri-
ger ist, Tumorzellen als epitheliale Zellen des gesunden Gewebes in vitro zu kultivie-
ren (O’Hare, 1991).

Mit dem entwickelten SOP-Protokoll wurden 15 verschiedene NZK-Zelllinien aus 50 %
aller Tumorbiopsien etabliert, die mehr als 20 Passagenzyklen bzw. mindestens ein
halbes Jahr kontinuierlich in vitro wuchsen, ohne ihr Proliferationsvermégen zu verlie-
ren. Diese Erfolgsquote Ubersteigt die anderer Berichte, wonach etwa 10 % der ange-
legten Primarkulturen von Tumoren zu permanenten Zelllinien heranwachsen (Moor et
al., 1997; Wilson et al., 1997).

5.2 Immortalisiert das SV40-T-Antigen Nierenzelllinien?
Im Gegensatz zu den Tumorzellen kdnnen epitheliale humane Zellen nur Uber einen
begrenzten Zeitraum in vitro kultiviert werden. Sie verlieren nach und nach ihre Fahig-
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keit zu replizieren und treten in eine Seneszenz-Phase ein, in deren Verlauf sich ihre
Morphologie verandert und ihre Fahigkeit zur Adharenz verloren geht. Deshalb wur-
den gesunde Nierenzellen als Kurzzeitkulturen fir ein bis zwei Passagen gehalten,
kryokonserviert und/oder immortalisiert.

Ein Schwerpunkt in der Etablierung gewebsspezifischer, permanenter Zelllinien ist die
gezielte Immortalisierung durch verschiedene Verfahren, wie z. B. die Behandlung mit
kanzerogenen Chemikalien, die Transduktion von Zellen mit immortalisierenden DNS-
Viren, z. B. Eppstein-Barr-Virus (EBV), Papillom-Viren, und dem Affenvirus SV40,
oder der Gentransfer von Onkogenen, wie z. B. myc und ras. Aulderdem werden auch
Zellfusionen von B-Zellen mit Myelomzellen durchgefihrt, um immortale Antikérper-
produzierende Hybridom-Zelllinien zu generieren (Katakura et al., 1998).

Die Immortalisierung mit dem grof3en T-Antigen von SV40 ist eine erfolgreiche und
weit verbreitete Methode zur Etablierung permanenter Zelllinien (Manfredi und Prives,
1994; Bryan und Reddel, 1994). Da verschiedene humane Tumorzellen, darunter
auch NZK-Zellen nach Immortalisierung mit dem gro3en T-Antigen von SV40 keine
Veranderungen in der Expression epithelialer Antigene zeigten (Pantel et al., 1995),
wurden die Nierenepithelzellen MZ2733NN mit dem T-Antigen von SV40 transduziert.
Die resultierenden Nierenzellen MZ2733NNSV wurden nicht immortalisiert, besalien
jedoch durch die Expression des T-Antigens ein beschleunigtes Wachstum tber einen
Zeitraum von etwa 25 Passagen, bis sie eine Krise erreichten und ihr Wachstum
vorubergehend einstellten. Dies genlgte, um grof3e Zellzahlen fur zellbiologische An-
wendungen zu zuchten. Die Beobachtungen zum Proliferationsverhalten der Nieren-
zellen MZ2733NNSV stimmen mit dem Zwei-Phasen-Modell der Seneszenz und
Immortalisierung SV40-transduzierter humaner Fibroblasten Uberein (Wright et al.,
1989; Shay et al.,, 1991; Wright und Shay, 1992). Hierbei kommt es als Folge der
Transduktion mit dem grof3en T-Antigen zu einer initial verlangerten Lebensdauer von
epithelialen Zellen. Jedoch verlieren die Zellen ihre Proliferationsfahigkeit und errei-
chen eine als ,Krise“, oder von Seneszenz gepragte erste Mortalitatsphase (M1), in
der Zellteilung und Zelltod ausbalanciert erscheinen (Bryan and Reddel, 1994). Mit
dem grolRen T-Antigen transduzierte Zellen, die diese Phase Uberleben, proliferieren
fur weitere 20-30 Zellteilungen und erreichen eine zweite ,Krise“ oder Mortalitatsphase
(M2), und nur wenige Zellen (<1 x 107), die diese Phase durchschreiten, bilden per-
manente Zelllinien (Wright et al., 1989; Shay et al., 1989; Wright und Shay, 1992). Je-
doch wird von einigen Autoren angezweifelt, dass die Transduktion des SV40-T-Anti-
gens per se eine Immortalisierung von epithelialen Zellen initiiert (Neufeld et al.,
1987).

Das grol3e T-Antigen des SV40-Virus ist ein nuklear lokalisiertes Phosphoprotein. Das
708 Aminosauren lange Molekul besitzt einige funktionelle Domanen, die verschiede-
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ne biochemische Funktionen ausflhren, vor allem aber transformierende Eigenschaf-
ten vermitteln: (i) Die aminoterminale, transformierende Domane As 1-82 bindet das
Protein p300, die DNA-Polymerase-a und das Hitzeschockprotein p73. (ii) Die Retino-
blastom-bindende Region As 101-118 bindet das Retinoblastomprotein (RB/p16) und
das Protein p107, (iii) ein nukleares Lokalisationssignal As 126-132, (iv) die p53-
Bindungsdomanen As 351-450 und 533-626 (Shay et al.,, 1991; Conzen und Cole,
1995).

In der ersten Phase M1 ist die Bindung des grofen T-Antigens an die Tumorsuppres-
sorproteine p53 und RB/p16 fur die Proliferation verantwortlich (Shay et al., 1991;
Shay, 1995; Bond et al., 1994; Gao et al., 1996). Des Weiteren wird angenommen,
dass die zweite Phase der Immortalisierung ein weiteres unabhangiges Signal erfor-
dert (Shay et al., 1995). Moglicherweise ist die Beobachtung der Telomeraseaktivitat
wahrend dieses Zeitraums der entscheidende Schritt zur Immortalisierung einer
Zelllinie (Kim et al., 1994; Rhyu 1995; Noble et al., 1996). Es wurde beschrieben, dass
in 85 % bis 90 % aller in vitro etablierten permanenten Zelllinien eine Induktion der
Telomeraseaktivitat beobachtet wurde (Shay und Bacchetti, 1997). Somit kann ange-
nommen werden, dass die beobachtete Seneszenz von T-Antigen-transduzierten
Nierenzellen MZ2733NNSV mit der Verkirzung der Telomere in Zusammenhang steht
(Holt et al., 1996; Bodnar et al., 1996).

Eine Telomeraseaktivitat konnte demnach den Vorgang der Telomerverkirzung stop-
pen oder sogar umkehren (Bodnar et al., 1998). Eine konstitutive Expression eines
transfizierten Telomerasegens genugt jedoch nicht, um Zellen zu immortalisieren, ob-
wohl die Telomere fur eine Immortalisierung notwendig sind (Bryan et al., 1995;
Holliday et al., 1996). Nach Weinberg und Koautoren (1999) mussen mindestens zwei
synergistisch wirkende Ereignisse eintreten, (i) eine onkogene Veranderung oder eine
Inhibition eines konstitutiv exprimierten Tumorsuppressorgens und (ii) eine permanen-
te Aktivierung der Telomerase, um eine Immortalisierung von epithelialen Zellen aus-
zulésen. Somit sollte eine zusatzliche EinflUhrung der cDNS des Telomerasegens in
die mit dem groRen T-Antigen transduzierten Nierenzellen MZ2733NNSV zu einer
endgultigen Immortalisierung und einer permanenten Nierenzelllinie fuhren. Nach
Vandewalle und Koautoren (1999) muss jedoch damit gerechnet werden, dass die mit
dem T-Antigen transduzierten epithelialen Zellen zur Dedifferenzierung neigen und
gewebsspezifische Funktionen nach vielen Passagen verlieren kénnen.

5.3 Besitzen NZK-Zelllinien defizitdre Immunphanotypen?

Die etablierten NZK-Zelllinien wurden auf die Expression verschiedener Zellober-
flachenmolekule mittels Durchflusszytometrie untersucht. Hierbei waren vor allem
Molekule von Interesse, die an Interaktionen von T-Zellen und antigenprasentierenden
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Zellen involviert und fir die Bildung einer T-Zell-Synapse notwendig sind (Monks et
al., 1998; Grakoui et al., 1999). Im Einzelnen wurde die Zelloberflachenexpression von
(i) HLA Klasse I-Molekilen, (ii) intercellular adhesion molecule“1 und 3 (ICAM-1/
CD54 und ICAM-3/CD50), (iii) Lymphozyten Funktions-assoziiertem Antigen Typ 3
(LEA3/CD58) und von (iv) CD28-Liganden CD80/B7-1, CD86/B7-2 und CD152/
CTLA-4 untersucht. Im Gegensatz zur konstitutiven aber differentiellen Expression
von HLA Klasse |-, CD54- und CD58-Molekllen wurde keine konstitutive Expression
der Moleklle CD50, CD80, CD86 und CD152 nachgewiesen.

Die beobachtete differentielle Expression von HLA Klasse |I-Molekulen in den unter-
suchten NZK-Zelllinien variierte von einer hohen (MZ2733RC) bis hin zu einer margi-
nalen Expression (MZ2907RC) und bestatigte frihere durchflusszytometrische Unter-
suchungen zu einer verringerten konstitutiven HLA Klasse |-Expression von NZK-Zell-
linien (Seliger et al., 1996a; Seliger et al., 2003a).

Da die HLA Klasse I-Molekulexpression eine funktionierende Antigenprozessierung
und einen intakten Peptidtransport zur Voraussetzung hat, kann ihre Verringerung
Hinweise auf Fehlregulationen und Defizienzen geben (Seliger et al., 1996a; 1996b;
2000; Garcia-Lora et al, 2003a). Gleichzeitig konnte sie ein Abbild der HLA Klasse I-
Expression des urspriunglichen Tumors sein und damit auf einen moglichen Immun-
evasionsmechanismus in situ hinweisen (Garcia-Lora et al., 2001; Ruiz-Cabello et al.,
2002). Die beobachtete Varianz von HLA Klasse I-Epitopmengen auf den NZK-Zell-
linien findet ihre Entsprechung in einer Vielzahl von immunhistochemischen Unter-
suchungen, die an Schnittpraparaten verschiedener Tumoren mit monoklonalen Anti-
korpern, die allelspezifische HLA Klasse I-Molekile detektieren, gemacht wurden
(Ferrone und Marincola, 1995; Seliger et al., 2003b; Garcia-Lora et al., 2003a; Atkins
et al.,, 2004). Dabei wurde gezeigt, dass insitu in 25 % bis 75 % von primaren
Tumoren, die unterschiedlichsten Histologien entstammen, Anomalien in der
HLA Klasse I-Zelloberflachenexpression existieren. Hierbei ist die Expression der
HLA Klasse I-Molektlle im Vergleich zu den korrespondierenden Normalgeweben in
39 % bis 88 % deutlich verringert oder defizitar (Garrido et al., 1997; Garrido und
Algarra, 2001). Aufgrund seiner Studien hat Garrido (1997) eine Klassifikation von vier
verschiedenen HLA Klasse |-Phanotypen von Tumoren vorgeschlagen. Tumore mit
einem Phanotyp | besitzen einen kompletten Verlust von HLA Klasse |-Molekilen auf
der Zelloberflache. Dies kann auf die Selektion von Tumorzellen zurickzufiuhren sein,
die (i) infolge einer Mutation eine defekte B,-Mikroglobulin-Synthese (D’Urso et al.,
1991; Bicknell et al., 1996; Benitez, 1998; Khong et al., 2004), (ii) strukturelle Defekte
des TAP1/TAP2-Peptidtransporters (Cromme et al., 1994; Kaklamanis et al., 1994;
Ritz et al., 2001) oder (iii) Defizienzen von Tapasin besitzen (Momburg und Tan,
2002). Bei Tumoren des Phanotyps Il werden Verluste des HLA-Haplotyps
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nachgewiesen (Boon et al., 1994; Browning et al., 1993; Torres et al., 1996). Als
Ursache werden chromosomale Aberrationen vermutet. Im Gegensatz dazu zeigen
Tumore des Phanotyps Ill einen Expressionsverlust eines einzigen HLA Klasse I-
Lokus. In verschiedenen Tumoren wurden Verluste von HLA-A-Allelen (3 - 19 %) und
HLA-B-Allelen (5 - 19 %) beobachtet. Dabei scheint der zugrunde liegende Mechanis-
mus transkriptionellen Ursprungs zu sein, da in einigen Tumoren entweder Promotor-
sequenzen oder Transkriptmengen einiger HLA Klasse |-Allele im Vergleich zum kor-
respondierenden Normalgewebe verandert sind. So ist beispielsweise in Melanom-
zelllinien selektiv die Expression von HLA-B-Allelen vermindert. Sie korreliert invers
mit einer erhdhten Transkriptionsrate des Onkogens c-myc, wobei die myc-Expression
Uber einen bisher noch nicht definierten Mechanismus zu einer Verringerung bzw. zu
einem Verlust der HLA-B-Expression fuhrt (Versteeg et al., 1989; Peltenburg et al.
1994). Im Gegensatz dazu zeigen die Tumore des Phanotyps IV eine selektiv vermin-
derte Expression verschiedener HLA Klasse I-Allele, die moglicherweise auf Punktmu-
tationen oder partielle Deletionen von HLA Klasse |-Genen zurlickgehen (Browning et
al., 1993), oder durch somatische Rekombinationen oder Chromosomenbriche ent-
stehen kdnnen (Browning et al., 1996). Dieser HLA-Haplotyp-Verlust assoziiert mit
einem Verlust der Heterozygotie (engl. ,loss of heterozygosity“, LOH) von Chromosom
6p21 ist ein weit verbreiteter Mechanismus, der in vielen epithelialen Tumoren
(Feenstra et al., 2000; Koopman et al., 2000; Maleno et al., 2002), jedoch nur selten
im NZK auftritt (Maleno et al., 2004). Bisher wurde eine Serie von NZK-Lasionen
untersucht und nur im primaren NZK MZ2733RC wurde ein LOH-Verlust auf
Chromosom 6q beobachtet (Maleno et al., 2004). Ob sich dieser auch in der
etablierten NZK-Zelllinie MZ2733RC wiederfindet, und ob die anderen NZK-Zelllinien
LOH-Verluste besitzen, wird zu untersuchen sein.

Des Weiteren werden Tumore charakterisiert, die komplexe HLA Klasse |-Phanotypen
besitzen, und nicht durch die o. g. Kategorien beschrieben werden kdnnen. So wurden
z. B. allelische HLA Klasse |-Veranderungen in zwei verschiedenen Metastasen eines
Melanompatienten isoliert, die in einem zeitlichen Abstand von funf Jahren diagnosti-
ziert wurden. Zudem wurde beobachtet, dass tumorspezifische ZTL des Patienten den
Primartumor, jedoch nicht die von der spateren Metastase abgeleitete Zelllinie zerstor-
ten (Lehmann et al., 1995). Diese Veranderungen der HLA Klasse I-Expression in der
Chronologie des Krankheitsverlaufs lassen die Vermutung zu, dass es in vivo zu einer
fortdauernden Immunselektion von Tumorzellen kommt, die fir die besprochenen
Phanotypen verantwortlich ist (Algarra et al., 2004). Unterstitzt wird diese Beobach-
tung durch Untersuchungen von Primartumoren und Lymphknotenmetastasen von
Zervix-Karzinompatientinnen. Hier wurde eine verringerte HLA Klasse |-Molekulex-
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pression in Lymphknotenmetastasen, jedoch nicht in den Primartumoren beobachtet
(Cromme et al., 1995). Die Starke der HLA Klasse I-Expression kann die Prasentation
und somit die Immunogenitat von ZTL-Epitopen und die Modulation von NK-Zell-Ant-
worten beeinflussen (Levitsky et al., 1996; Ugolini und Vivier, 2001).

In diesen Zusammenhang muss auch die differentielle Zelloberflachenexpression von
HLA Klasse I-Molekulen der etablierten NZK-Zelllinien gesehen werden. Dabei kdnnte
die beobachtete HLA Klasse I-Molekulexpression Hinweise auf die Immunogenitat
bzw. die Immunevasionsmechanismen des urspringlichen Tumors zum Zeitpunkt der
Nephrektomie geben. Es darf jedoch nicht aul3er Acht gelassen werden, dass durch
die in vitro Kultur méglicherweise Selektionsvarianten gezogen werden, die in vivo nur
eine Nebenrolle spielen. Dass in vivo Selektionsvarianten von Tumoren mit verander-
ten Antigenprozessierungs- und -prasentationseigenschaften entstehen, wurde in
Tiermodellen der Maus beobachtet (Algarra et al., 2004). Hierbei entwickelte ein pri-
marer MHC Klasse I-negativer Tumorklon unterschiedliche Immunphanotypen in Ab-
hangigkeit von der Immunkompetenz des Wirtstieres, wobei diese Immunphanotypen
durch T-Zell-vermittelte Mechanismen selektioniert bzw. induziert wurden (Garrido et
al., 1986; Algarra et al., 1991; Garcia-Lora et al., 2001; Algarra et al., 2004).

Nach einer dogmatischen Lehrmeinung sollen Tumorzellen, die keine HLA Klasse |-
Molekule auf ihrer Zelloberflache exprimieren, automatisch zu Zielzellen einer NK-Zell-
vermittelten Zytotoxizitat werden (Pende et al., 1998; Lanier et al., 2001). In den
letzten Jahren bildeten sich jedoch Zweifel an dieser Aussage, nicht zuletzt deshalb,
weil Uberraschenderweise Tumorzelllinien beschrieben wurden, die trotz HLA-Defizit
nicht von NK-Zellen lysiert werden (Garcia-Lora et al., 2003; Gati et al., 2004).

Die Suszeptibilitat einiger Tumorzellen gegenlber einer T- bzw. NK-Zell-vermittelten
Zytotoxizitat scheint von HLA Klasse I-Molekllen und akzessorischen, auf der Zell-
oberflache exprimierten Molekullen, wie z. B. CD54 und CD58, abhangig zu sein.
Daruber hinaus wird ein Zusammenspiel von verschiedenen aktivierenden und inhi-
bierenden ,killer immunoglobuline-like“-Rezeptoren angenommen, die sowohl von NK-
Zellen als auch von aktivierten zytotoxischen T-Zellen exprimiert werden (Dunn et al.,
2002). Zusatzlich sind in die Regulation die MHC-Klasse I-verwandten ULBP- und
MIC-Proteine involviert, die spezifisch von CD94/NKG2D-Rezeptoren erkannt werden.
Letztere fordern eine zytotoxische Aktivierung oder wirken kostimulatorisch (Bauer et
al., 1999; Ugolini und Vivier, 2001; Seliger et al., 2003a; Lopez-Botet et al., 2004).

Auf der Basis dieser Ergebnisse muss daher angenommen werden, dass im Verlauf
einer progressiven Tumorerkrankung ein standiger Immunselektionsdruck herrscht,
der nicht nur zu einem Verlust von HLA-Allelen, sondern auch zu einem Verlust oder
zu einer Verminderung der Zelloberflachenexpression von kostimulierenden Rezep-
toren bzw. von Liganden von aktivierenden ,killer immunoglobuline-like“-Rezeptoren
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und akzessorischen Molekulen auf Tumorzellen und damit zu einer fortschreitenden
Beeintrachtigung der zellular-vermittelten zytotoxischen Tumorreaktivitat von Immun-
zellen fuhrt (Dunn et al., 2002; Khong und Restifo, 2002; Pende et al., 2002).

Die differentielle CD54-Epitopdetektion, die mittels Durchflusszytometrie auf den ver-
schiedenen NZK-Zelllinien nachgewiesen wurde, gibt mdglicherweise einen Hinweis
auf eine in vivo stattgefundene Immunselektion, die auch bei Lasionen von Melanom-
patienten beobachtet wurde. Diese ist in die Suppression von zytotoxischen TIL invol-
viert. So wurden fur Kolon-, Magenkarzinome und fur Melanome Expressionsverluste
von membranstandigem CD54 beschrieben (Wimmenauer et al., 1997; Anichini et al.,
1990). Uberdies besitzt CD54 in Gegenwart einer HLA Klasse |-Expression eine
kostimulierende Funktion in der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat (Chong et al., 1994).
Soluble CD54-Molekdle, die in erhdhter Konzentration in Seren von Magenkarzinom-
und Melanompatienten beobachtet wurden, inhibieren eine NK-Zell-vermittelte Lyse
von K562-Zellen (Kaihara et al., 1998; Vigano et al., 2001).

Aulerdem wurde gezeigt, dass eine Blockade von CD54-Molekilen durch monoklo-
nale Antikdrper die NK-Zell-vermittelte Lyse von HLA Klasse |-negativen K562-Zellen
inhibiert (Papa et al., 1994).

Wie die differentielle Zelloberflachenexpression von HLA Klasse |- und CD54-Moleku-
len kann auch die differentielle CD58-Epitopdetektion in den etablierten NZK-Zelllinien
einem ahnlichen Immunselektionsdruck unterliegen. Im Gegensatz zu CD54 besitzt
CD58 eine kostimulierende Funktion in der Zytokinsezernierung und in der Vermittlung
von zytotoxischen Effektoreigenschaften von T-Zellen (van de Wiel-van Kamenade et
al.,, 1992; de Waal Malefyt et al.,, 1993; Le Guiner et al., 1998). So korrelierte
beispielsweise bei Zytomegalievirus-infizierten Zellen die NK-Zell-vermittelte Lyse
nicht mit der Virus-induzierten Verringerung der HLA Klasse I-Expression, sondern mit
der Virus-induzierten CD58/LFA-3-Zelloberflachenexpression (Fletcher et al., 1998).

5.4 Tumorprogression in Gegenwart von aktivierten Lymphozyten

NZK sind generell von Lymphozyten infiltriert, wobei diese Infiltrate nachweislich Tell
einer tumorspezifischen Immunantwort des Patienten darstellen (Gaudin et al., 1995;
Mitropoulos et al., 1994). In Infiltraten werden T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen,
Neutrophile, Eosinophile und manchmal B-Zellen nachgewiesen (Kiessling et al.,
1999). Dabei scheint vor allem der Grad der Lymphozyteninfiltration und die Aktivie-
rung der Lymphozyten fur den Krankheitsverlauf entscheidend zu sein (Dunn et al.,
2002). In statistischen Untersuchungen an Tumorpatienten mit verschiedenen Karzi-
nomen wurde herausgefunden, dass mit der Zunahme und Intensitat dieser Lympho-
zyteninfiltration die Lebenserwartung der Patienten signifikant ansteigt (Dunn et al.,
2002).
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In TIL von NZK werden aulRer tumorreaktiven CD3*/CD4*- und CD3"/CD8"-T-Zellen
(Belldegrun et al., 1988; Thiounn et al., 1994) auch NK-Zellen beobachtet, die eine
zytotoxische Aktivitat gegen NZK-Zellen entwickeln (Robertson und Ritz, 1990). Dies
lasst darauf schliel3en, dass eine Anhaufung von NK- und T-Zellen in einem Tumor
und ihre in vitro beobachtete Reaktivitat gegentber frisch isolierten Tumorzellen oder
permanenten Tumorzelllinien koinzident mit einer gleichzeitigen unspezifischen bzw.
Antigen-spezifischen Erkennung ist (Schendel et al., 1993; Finke et al., 1994;
Brouwenstijn et al., 1996; Caignard et al., 1996; Whiteside, 1999). Die einzelnen
Mechanismen des in vivo stattfindenden T-Zell-vermittelten , Tumorkillings® sind noch
nicht genau charakterisiert. Jedoch sezernieren tumorreaktive T-Zellen verschiedene
Zytokine, die (i) zytolytische oder zytostatische Wirkungen auf Tumorzellen austben,
wie z. B. TNF-a, oder (ii) Makrophagen und NK-Zellen aktivieren, wie z. B. GM-CSF
und IFN-y. AulRerdem bewirken die sezernierten Zytokine IL-12 und IFN-y eine
Veranderung der Vaskularisierung des Tumors und besitzen einen indirekten Einfluss
auf die Ausbreitung von malignen Zellen, indem sie die gefal3bildende Wirkung des
vaskularen endothelialen Wachtumsfaktors (engl. ,vascular endothelial growth factor®,
VEGF) antagonisieren (Voest et al., 1995; Radoja und Frey, 2000).

Uberraschenderweise wurde in Mausmodellen und spater bei Prostatakarzinom-
patienten gezeigt, dass tumorreaktive T-Zellen existieren, die Teil einer Th2/Tc2-Ant-
wort sind und IL-4, jedoch kein IFN-y sezernieren. Somit ist IFN-y nicht immer eine
Voraussetzung fur eine antitumorale Immunantwort (Dobrzanski et al., 2000 und
2004), hat aber eine entscheidende Bedeutung bei der Bildung einer tumorspe-
zifischen T-Zell-vermittelten Th1-Gedachtnisantwort (Nishimura et al., 1999; Seo et
al.,, 2002; Blankenstein et al.,, 2003) und bietet in Tiermodellen der Maus im
Gegensatz zu einer Tc2-Antwort einen effizienten Schutz vor einer Tumorprogression
(Kemp und Ronchese, 2001).

Aullerdem wurde in Tumorpatienten die Existenz von zirkulierenden tumorreaktiven
IgG-Antikdrpern nachgewiesen (Kotera et al., 1994; Stockert et al., 1998), die mdg-
licherweise auf eine vom Komplementsystem vermittelte Zytolyse von Tumorzellen
hinweist.

5.5 Tumor-induzierte anergische TIL2733 und anergetisierte PBL

Obwohl Tumore immunogene Antigene exprimieren, die eine Immunantwort induzie-
ren, wird meistens eine Progression der Tumorerkrankung beobachtet (Kiessling et
al., 1999). Dabei ist bei Tumorpatienten mit weit fortgeschrittenen Erkrankungsstadien
eine systemische Immunsuppression mittels eines ,DTH-Tests“ (engl. ,delayed type
hypersensitivity®), einer T-Zell-vermittelten Th1-Gedachtnisantwort gegenuber Peptid-
antigenen nachweisbar (Kiessling et al., 1999; Reuben und Hersh, 1984). Diese wird
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jedoch nicht wahrend eines frihen Tumorstadiums beobachtet. Moglicherweise
existiert zu diesem Zeitpunkt nur eine lokale Inhibition der tumorspezifischen Immun-
antwort (Sogn et al., 1998; Finke et al., 1999). Immunhistochemische Analysen von
in situ Schnittpraparaten von Tumorlasionen und durchflusszytometrische Charakteri-
sierungen von frisch isolierten TIL zeigten, dass gleichzeitig Gedachtnis-T-Zellen und
Effektor-T-Zellen vorkommen; so wurden z. B. die T-Zell-Oberflachenantigene CD44,
CD45RA, CD45R0 und CD62 sowie CD28, CD69, FasL und HLA-DR detektiert
(Alexander et al., 1993; Luscher et al., 1994; Van den Hove et al., 1997; Angevin et
al., 1997; Lopez et al., 1998). Allerdings lassen die verschiedenen Isoformen von
CD45 keine eindeutige Differenzierung von naiven und Gedachtnis-T-Zellen zu, da
CD3*/CD8"*-T-Zellen, die spezifisch fir das Melanom-assoziierte Tumorantigen
Melan A oder spezifisch fur EBV-Virus-Peptide sind, phanotypisch CD45R0 oder
CD45RA exprimieren und in vitro die Isoformen gegeneinander austauschen kénnen
(Rothstein et al., 1991; Hargreaves et al., 1997; Callan et al., 1998; Tan et al., 1999;
Dunbar et al., 2000). Um in Zukunft den Aktivierungsgrad von T-Zellen zu analysieren,
sollte die Kombination der Zelloberflachenantigene ,chemokine-receptor 7 (CCR7)
und der CD45-Isoformen verwendet werden, da nur naive T-Zellen CCR7 exprimieren
(Sallusto et al., 1999).

In TIL werden sehr frihe Aktivierungsmolekile, wie z. B. CD69, und spate, wie z. B.
CD25/IL-2-Rezeptor-a-Kette, CD28, CD71, CD122/IL-2-Rezeptor-p-Kette, FasL und
HLA-DR, nachgewiesen, wobei der letztgenannte am haufigsten und starksten expri-
miert wird (Radoja und Frey, 2000). Im Gegensatz dazu werden die IL-2-Rezeptor-
ketten marginal oder gar nicht exprimiert. Dies stimmt mit Beobachtungen uberein,
dass TIL auch nach einer in vitro stattgefundenen Aktivierung keine oder nur margi-
nale IL-2-Mengen sezernieren, die unterhalb der sezernierten IL-2-Menge von in vitro
aktivierten autologen PBL liegt (Alexander et al., 1993; Nakagomi et al., 1995; Wang
et al.,, 1995; Coventry et al., 1996; Rabinowich et al., 1996; Van den Hove et al.,
1997). Da IL-2 die Expression des eigenen Rezeptors induziert, bedeutet dies
gleichzeitig, dass die Expression des IL-2-Rezeptors bzw. die geringen IL-2-Mengen
Hinweise flr eine nicht vollstandige Aktivierung oder eine vom Tumor induzierte,
verminderte Aktivierung sind (Radoja und Frey, 2000). Diese Defizienzen sind mit
einer verringerten Proliferationsinduktion und Effektorfunktion assoziiert und stimmen
mit Beobachtungen flr TIL aus NZK Uberein (Alexander et al., 1993; Finke et al.,
1993; Kudoh et al., 1994; Tartour et al., 1995; Kolenko et al., 1997; Reichert et al.,
1998). TIL mit einer verminderten Proliferationsfahigkeit und einer verringerten oder
fehlenden zytotoxischen Effektorleistung werden deshalb als ,anergisch® bezeichnet
(Whiteside et al., 1999). Anergische in vitro kultivierte TIL von Melanom-, NZK-Patien-
ten und Zervixkarzinompatientinnen besitzen nach einer unspezifischen TZR-Stimula-
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tion eine verringerte Produktion der Zytokine IFN-y und IL-2, die Uberdies mit einer
verringerten Expression der TZR-(-Kette und einer schlechten Prognose fur den
Krankheitsverlauf korreliert ist (Zea et al., 1995; Kono et al., 1996).

Die aus dem primaren NZK MZ2733RC isolierten TIL2733 wurden in vitro mit den
Zytokinen IL-2 und IL-7 stimuliert, um eine verstarkte Proliferation und eine Th1-Induk-
tion von zytotoxischen NK- und LAK-Zellen zu erzielen (Ditonno et al., 1992; Sica et
al., 1993). Die zytotoxischen Effektorfunktionen von Lymphokin-aktivierten, propagier-
ten NK-Zellen werden von exklusiven NK-Zell-Rezeptoren, wie z. B. NKp36, NKp40
und IL-2 induzierten NKp44, vermittelt und geben Auskunft Gber die NK-Zell-Aktivitat
(Schleypen et al., 2003; Gati et al., 2004). Gleichzeitig wirkt IL-7 anti-apoptotisch und
dadurch einem durch Aktivierung induzierten Zelltod von T-Zellen entgegen (Tsuda et
al., 2000; Sade und Sarin, 2003). Die in vitro propagierten TIL2733 enthielten nach
der dreiwdchigen Expansionsdauer neben CD3'/CD4*-, CD3*/CD8"-T-Zellen auch
NK-Zellen. Die T-Zellen exprimierten den TZRa/f und die Oberflachenantigene
CD45R0 und CD95. Aulerdem wurde durch einen Vergleich mit autologen PBL eine
verringerte Expression der TZR-(-Kette in aktivierten TIL nachgewiesen. Die TIL2733
wurden zur Bestimmung ihrer zellular-vermittelten Zytotoxizitdt zusammen mit der
HLA Klasse I-negativen, NK-Zell-sensitiven Erythroleukamie-Zelllinie K562 oder der
autologen NZK-Zelllinie MZ2733RC inkubiert. Jedoch wurde weder eine NK-Zell-ver-
mittelte Zytotoxizitat gegenuber K562-Zellen, noch eine T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat
gegenuber den autologen NZK-Zellen MZ2733RC beobachtet. Somit férderte der ver-
wendete Zytokincocktail aus IL-2/IL-7 die Proliferation von TIL, induzierte jedoch keine
zellular-vermittelte zytotoxische Immunantwort. Diese Beobachtung steht im Wider-
spruch zu friheren Beobachtungen (Sica et al., 1993) und kdnnte einen Hinweis auf
den vom NZK MZ2733RC verwendeten Immunevasionsmechanismus liefern.

Eine bessere Induktion von zytotoxischen T-Zellen in TIL von NZK soll mit einem Zyto-
kincocktail eines PHA-Uberstandes gelingen. Jedoch wurden in einer diesbeziiglichen
Studie NZK-Patienten mit einer IL-2-Therapie behandelt, in deren Verlauf bei einigen
Patienten partielle Remissionen vorhandener Metastasen beobachtet wurden
(Brouwenstijn et al., 1996). Schliel3lich wurden aus den TIL dieser ,Responder®-
Patienten tumorspezifische, zytotoxische T-Zellen isoliert. Im Gegensatz dazu war der
NZK-Patient MZ2733RC zuvor nicht therapiert worden.

In  durchflusszytometrischen Untersuchungen von PBL des NZK-Patienten
MZ2733RC, die zum Zeitpunkt der Nephrektomie und konsekutiv danach durchgeflihrt
wurden, wurden Auffalligkeiten in der Population der CD3/CD16"-NK-Zellen beobach-
tet. Zum Zeitpunkt der Nephrektomie wurden keine CD37/CD16"-NK-Zellen im peri-
pheren Blut detektiert. Interessanterweise jedoch repopulierten diese NK-Zellen nach
Resektion des primaren NZK MZ2733RC im August 1998 wieder das periphere Blut
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des Patienten und wurden im Mai 1999, unmittelbar nach Indikation von Fernmeta-
stasen in der Lunge und der Leber des Patienten, nachgewiesen. Mit der Progression
der Metastasen verschwanden diese NK-Zellen sukzessive wieder aus der Zirkulation
und wurden im August 2000, zwei Jahre nach Nephrektomie, nicht mehr detektiert. Da
nach Entfernung des Primartumors der Tumor-induzierte Effekt so stark reduziert wur-
de, dass wieder NK-Zellen im peripheren Blut detektiert wurden, deuten diese Beob-
achtungen auf einen Tumorevasionsmechanismus hin, der bereits zum Zeitpunkt der
Nieren-OP systemisch wirkte und maoglicherweise zur Depletion von NK-Zellen in der
Peripherie fuhrte.

Interessanterweise wurden von anderen Arbeitsgruppen nur Defizienzen in der
TZR-(-Ketten-, der NK-Rezeptor--Ketten-Expression, in der NF-kB-Signalkaskade
und nach antigenspezifischer Stimulation eine veranderte mRNS-Transkription von
Zytokinen bzw. deren verringerte Produktion beschrieben. Dabei wurde insbesondere
eine verringerte |IFN-y-Produktion von invitro stimulierten PBL bei Patienten mit
Blasen-, Nierenzell- und Kolorektalkarzinomen nachgewiesen (Kadish et al., 1981;
Elsasser-Beile et al., 1992, 1993a, 1993b, 2000; Kono et al., 1996; Matsuda et al.,
1995). Jedoch wurden bisher keine Auswirkungen von Tumor induzierten Evasions-
mechanismen auf die Population von peripheren CD3/CD16"-NK-Zellen in vivo
charakterisiert.

Ein mdglicher Erklarungsversuch ergibt sich vielleicht aus Beobachtungen, die zeigen,
dass es in vitro nach einer gezielten Aktivierung von Makrophagen und den dadurch
induzierten oxidativen Stress, zu einer Apoptose in CD3/CD56" NK-Zellen kommt, die
durch Histamin antagonisierbar ist (Hansson et al., 1996 und 1998; Hellstrand et al.,
1998). So ist nicht auszuschlie®en, dass aktivierte infiltrierende und zirkulierende
Monozyten/ Makrophagen durch die Freisetzung von Wasserstoffperoxid zu einem
transienten Verlust der CD3/CD16"-NK-Zellen in der Zirkulation des NZK-Patienten
MZ2733RC beitrugen. Ebenso wird auch durch den oxidativen Stress eine
Verringerung der C-Kette in T- und NK-Zellen induziert, die die zellular-vermittelten
zytotoxischen Effektorfunktionen inhibiert (Kono et al., 1996).

Die beobachtete kontinuierliche Reduktion der CD3*/CD4*-T-Zell-Frequenz im peri-
pheren Blut des NZK-Patienten MZ2733RC, die von August 1998 bis August 2000
beobachtet wurde, kann moglicherweise auch auf eine Aktivierung von zirkulierenden
Monozyten/Makrophagen zurtckzufihren sein (Kiessling et al.,, 1999). Da die
CD3*/CD4*-T-Zellen fir die Generierung von zytotoxischen CD3*/CD8*-T-Zellen
essentiell sind, muss angenommen werden, dass durch ihren fortschreitenden Verlust
immer weniger Effektor-CD3*/CD8-T-Zellen generiert wurden und dadurch bedingt
eine weitere Tumorprogression stattfand. Ob die NZK-Zelllinie MZ2733RC in der Lage
ist, Monozyten/Makrophagen zu aktivieren und eine Freisetzung von Wasserstoff-
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peroxid zu induzieren, die Effektorfunktionen von NK-Zellen und T-Zellen inhibieren,
mussen zukunftige in vitro Experimente zeigen.

5.6 Spezifitat der T-Zelllinie XIE6

Friher beschriebene Th1-spezifische CD3*/CD8*-ZTL-Linien vermitteltn in vitro
Effektorfunktionen gegen NZK-Zellen (Finke et al, 1990; Belldegrun et al., 1988;
Thiounn et al., 1994) und sind meist spezifisch fur ein HLA-Allel (Koo et al., 1991;
Schendel et al., 1993; Finke et al., 1994; Bernhard et al., 1994; Brouwenstijn et al.,
1996). In einem beschriebenen NZK-System wurden mehrere ZTL-Linien mit ver-
schiedenen HLA Klasse I-Restriktionen charakterisiert, die die autologe NZK-Zelllinie
lysierten. Dies gibt moglicherweise einen Hinweis darauf, dass NZK zugleich mehrere
immunogene ZTL-definierte TAA exprimieren (Brouwenstijn et al., 1998; Neumann et
al., 1998). Uberdies wurden mit einigen aus TIL generierten CD3"/CD8"-ZTL-Linien
TAA charakterisiert, die als individuelle oder ubiquitare TAA Kklassifiziert wurden
(Gaugler et al., 1996; Ronsin et al., 1999; Gaudin et al., 1999; Probst-Kepper et al.,
2001; van der Bruggen, 2002). Erst in einem einzigen Fall gelang die Charakteri-
sierung eines NZK-spezifischen TAA mit einem aus PBL generierten ZTL-Klon
(Brandle et al., 1996). Analog zu TIL2733 besallen diese autologen TIL eine ver-
ringerte Expression der TZR-(-Kette und entwickelten keine Zytotoxizitat gegen die
autologe NZK-Zelllinie. Jedoch wurden verschiedene zytotoxische CD3*/CD8" T-Zell-
klone aus PBL generiert, die spezifisch fur das gleiche antigene Peptid waren
(Brandle et al., 1996).

Aufgrund der Beobachtungen, dass Tumor-induzierte T-Zelldefizienzen in frihen
Tumorstadien auf den Tumor begrenzt sind, defiziente T-Zellen der Zirkulation durch
IL-2-Stimulation in vitro ihre urspringliche Reaktivitat wieder erlangen und aus PBL
tumorreaktive T-Zellklone generiert werden kénnen (Kiessling et al., 1999; Lai et al.,
1996; Matsuda et al., 1995; Brandle et al., 1996; Mulder et al., 1997), wurden autologe
PBL des NZK-Patienten MZ2733RC zur invitro Sensibilisierung verwendet. Die
Grundlage flr die Isolierung von autologen tumorspezifischen T-Zellen bildete dabei
die etablierte NZK-Zelllinie MZ2733RC, die als ,Antigentrager® zur Stimulation von
peripheren T-Zellen verwendet wurde (Brouwenstijn et al., 1996; Hérin et al., 1997).
Dabei wurden erst in Gegenwart unphysiologisch grof3er IL-2-Mengen (500 1U/ml)
.Responder‘-Kulturen erhalten, aus denen mittels Klonierungsanalyse (,limiting
dilution analysis®, LDA) T-Zelllinien mit EBV-immortalisierten lymphoblastoiden B-Zell-
linien (EBV-B-LCL) als ,Feeder-Zellen propagiert wurden (van Elsas et al., 1996;
Brouwenstijn et al.,, 1996; Hérin et al., 1997). Es wurden vier stabile T-Zelllinien
etabliert. Davon entwickelten die T-Zelllinien XIIIF8, XIVEI und XVD6 Effektoreigen-
schaften gegen die autologe Tumorzelllinie MZ2733RC, die in 20-stindigen Zytotoxi-
zitatsversuchen zu einer Tumorzelllyse in Hohe von 25 % bis 42 % fuhrten. Es ist
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nicht auszuschlieen, dass die langsame Reaktionskinetik moglicherweise einer Fas-
FasL-Interaktion folgte, da der CD95/Fas-Rezeptor auf der Zelloberflache von
MZ2733RC-Zellen detektiert wurde.

Im Gegensatz dazu wurde die lytische Aktivitat und die HLA Klasse I-Restriktion der
T-Zelllinie XIE6 in herkdmmlichen vier- bis sechsstlindigen Zytotoxizitatsversuchen
und davon abgeleiteten Blockadeexperimenten ermittelt. Die beobachtete Effektor-
funktion wurde durch Depletion der CD3*/CD4"-T-Zellen induziert. Im Gegensatz zu
frher charakterisierten NZK-spezifischen ZTL (Bernhard et al., 1994) wurde keine
Autoreaktivitat der T-Zelllinie XIE6 gegenuber Kurzzeitkulturen der autologen Nieren-
zellen oder davon abgeleiteten mit dem SV40-T-Antigen transduzierten Nierenzellen
MZ2733NNSV beobachtet. Die Ermittlung der HLA-Allel-Spezifitat der T-Zelllinie XIE6
erfolgte mit (i) monoklonalen Antikdrpern, die verschiedene HLA-Allele detektieren,
und (ii) allogenen NZK-Zelllinien bzw. Tumorzelllinien verschiedener histopatholo-
gischer Urspringe, die individuelle HLA-Haplotypen exprimieren (Schendel et al.,
1993; Brouwenstijn et al., 1996). Die Beurteilung dieser Versuche war jedoch nicht
zufriedenstellend, da eine HLA-A1-Restriktion vermutet, aber eine HLA-Bw4-Restrik-
tion nicht restlos ausgeschlossen werden kann. Diese Schwierigkeiten entstanden
letztlich aufgrund der begrenzten VerflUgbarkeit von blockierenden HLA Klasse I-
spezifischen mAKk. Bisher sind keine HLA-A1-blockierenden mAk bekannt, mit denen
eine HLA-A1-restringierte T-Zell-vermittelte Lyse gezielt inhibiert werden kann. Die
HLA-Allel-Spezifitat wiederum ist notwendig, um ein von der T-Zelllinie XIE6 erkanntes
Peptidantigen als ZTL-definiertes TAA des NZK zu identifizieren. AuRerdem sind auch
ausreichende Mengen eines von der T-Zelle nach Antigenkontakt sezernierten
Zytokins notwendig, um durch das Verfahren der cDNS-Expressionsklonierung, das
von der T-Zelllinie XIE6 erkannte TAA zu charakterisieren.

Von den im NZK-System MZ2733RC generierten T-Zelllinien wurden durch eingehen-
de molekularbiologische und durchflusszytometrische Analysen die Expression von
TZR-VB-Ketten-Familien charakterisiert. Dabei zeigte sich zunachst, dass in den
TIL2733 mehrere prominente Transkripte von TZR-VB-Ketten-Familien synthetisiert
werden. Mittels Durchflusszytometire wurde eine T-Zellpopulation beobachtet, die die
TZR-VB2-Ketten-Familie exprimiert und 50 % aller Lymphozyten stellt. Ob die Proli-
feration dieser Population durch das Stimulationsverfahren in vitro selektiv induziert
wurde, konnte nicht geklart werden. Im Gegensatz zu den TIL2733 wurde in den
etablierten T-Zelllinien die Expression von zwei bis drei verschiedenen Transkripten
von TZR-VB-Ketten-Familien detekiert und dadurch nachgewiesen, dass die generier-
ten T-Zelllinien polyklonal sind. Bei der Analyse der T-Zelllinie XIE6 wurden die Tran-
skripte der TZR-VB1-Ketten-Familie auf CD3*/CD4"-T-Zellen und der TZR-VB13.6-
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Ketten-Familie auf CD3*/CD8"-T-Zellen nachgewiesen. Die isolierte TZR-Sequenz der
CD3*/CD8*-T-Zellen hat groRe Identitdt zu TZR-VB13.6-Ketten-Familien anderer
CD3*/CD8*-T-Zellen, die u. a. aus TIL von Melanompatienten isoliert wurden und in
der NCBI-Genbank des NIH der USA veroéffentlicht wurden.

5.7 T-Zelllinie XIE6 - anergische Tcl- oder Tc2-Zellen ?

Die nach Antigenkontakt von der T-Zelllinie XIE6 freigesetzten Zytokine wurden mit-
tels ELISA untersucht. Dabei wurden von den Th1-Zytokinen TNF-a und IFN-y mar-
ginale Mengen nachgewiesen. Dies wurde aufgrund der unphysiologisch grof3en IL-2-
Mengen (500 IU/ml), die zur T-Zell-Sensibilisierung / —Generierung notwendig war,
erwartet. Indirekt wurde dadurch vielleicht eine bereits vorhandene, verminderte
IL-2-Sensitivitat der autologen PBL beobachtet, die mit einer veranderten Expression
des IL-2-Rezeptors in Verbindung gebracht werden kann und maglicherweise durch
den Tumor induziert wurde (Alexander et al., 1993). Jedoch wurden von den
CD3*/CD8"*-T-Zellen nach Antigenkontakt groBere Mengen des Zytokins GM-CSF
sezerniert, das zur Identifikation von TAA in cDNS-Expressionsklonierungsverfahren
eingesetzt werden kann, wie es bei der Charakterisierung des Melanom-spezifischen
Antigens TRP-2 erfolgte (Wang et al., 1996). Somit kann vielleicht auch im NZK-
System MZ2733RC mit der Identifizierung des ZTL-definierten TAA, das von der
T-Zelllinie XIE6 erkannt wird, begonnen werden.

Die weitergehenden Untersuchungen zur Sezernierung von Zytokinen zeigten, dass
die T-Zelllinie XIE6 nach Antigenkontakt das Zytokin IL-10 sezerniert und in Verbin-
dung mit der beobachteten IL-2-Insensitivitat und der geringen zytotoxischen Effektor-
eigenschaft eher anergetisierten Tc2-Zellen als Tc1-Zellen zugeordnet werden kann.
Die Tc2-Zellen zeichnen sich in erster Linie durch die Sezernierung von IL-4 aus (Li et
al.,, 1997; Sato et al., 2000; Seo et al., 2002), das nicht von der T-Zelllinie XIE6
produziert wurde. In einer friheren Publikation wurde berichtet, dass in IL-2 kultivier-
ten TIL eine Induktion der zytotoxischen Effektorfunktion durch einen Zytokincocktail
aus IL-2 und IL-12 induziert wurde (Steger et al., 1997). Zur Uberpriifung dieser Beob-
achtung wurde die T-Zelllinie XIE6 ebenfalls mit diesem Zytokincocktail stimuliert.
Jedoch wurde die zytotoxische Effektorfunktion nicht induziert. Dafur wurde eine
marginale transiente Induktion der IFN-y- und TNF-a-Sezernierung nach erneutem
Antigenkontakt nachgewiesen. Analog zu den beschriebenen Beobachtungen verloren
die mit IL-2/IL-12 behandelten T-Zellen nach einer erneuten Restimulation mit
autologen Tumorzellen in Gegenwart von IL-2/IL-12 ihre Proliferationsfahigkeit (Steger
et al., 1997).
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In einzelnen Berichten wurden CD3*/CD4*-Th2-Zellen beschrieben, die nach unspezi-
fischer Stimulation mit Lektinen sowohl IL-4 als auch IFN-y sezernierten, wobei beide
Zytokine die Differenzierung von CD3*/CD8"-T-Zellen in Tc1- oder Tc2-Zellen indu-
zieren konnen (Erard et al., 1993; Croft et al.,, 1994; Sad et al., 1995a). Nach ihrer
Differenzierung sezernieren zytotoxische T-Zellen ein definiertes Zytokinmuster vom
Tc1- oder vom Tc2-Phanotyp, das wiederum durch die Wirkung von exogenen Zyto-
kinen beeinflusst werden kann. So wird durch die Wirkung des Zytokins IL-12 eine
transiente IFN-y-Synthese und -Sezernierung in humanen CD3*/CD4"-T-Zell-Klonen
vom Th2-Typ hervorgerufen (Manetti et al., 1993; Yssel et al., 1994; Mocci et al.,
1995). Anderen Berichten zufolge sollen Th2/Tc2-Zellen jedoch insensitiv gegenuber
einer IL-12-Stimulation werden, da sie nur eine marginale Expression der f2-Unter-
einheit des IL-12-Rezeptors besitzen (Szabo et al., 1995; Szabo et al., 1997). Vice
versa induziert IL-4 in differenzierten zytotoxischen Tc1-Zellen eine transiente IL-4-
Produktion, eine verringerte IL-2-Synthese, reduziert die Proliferationsfahigkeit und
vermindert die zytotoxischen Effektorfunktionen (Sad et al., 1995b; Sad et al., 1997).

5.8 Soluble HLA Klasse I-Molekile — ein Immunevasionsmechanismus

Der Verlust bzw. die Verringerung der zytotoxischen Effektorfunktionen von TIL2733
und von der T-Zelllinie XIE6, die bei beiden beobachtete gegenuber den autologen
PBL verringerte TZR-(-Ketten-Expression und die Schwierigkeiten mittels IL-2-Stimu-
lation zytotoxische T-Zellen aus autologen PBL zu generieren, sind mdglicherweise
auf Defizienzen in der Signalkaskade der Effektorzellen zurlckzufuhren (Morford et
al., 1999). Der beobachtete Verlust von NK-Zellen in der Zirkulation zeigt moglicher-
weise einen weiteren vom Tumor induzierten Evasionsmechanismus auf, der gezielt
NK-Zellen eliminiert.

Die vom Tumor MZ2733RC vermittelten Evasionsmechanismen mussen so effizient
sein, dass sie den Tumorzellen eine im Vergleich zu den SV40-T-Antigen transduzier-
ten autologen Nierenzellen um 50 % hdhere HLA Klasse I-Epitopdichte erlauben.
Scheinbar unterliegen die Tumorzellen keinem nennenswerten Immunselektionsdruck,
der nach der Charakterisierung der Immunphanotypen der etablierten NZK-Zelllinien
und in situ bei anderen Tumorentitaten durch die Verringerung von kostimulierenden
CD54-, CD58- und HLA Klasse |I-Moleklilen angenommen wurde (Kaklamanis und
Hill, 1992; Melero et al., 1997; Hicklin et al., 1999; Khong und Restifo, 2002). Im
Gegensatz zu einer verringerten Zelloberflachenexpression von HLA Klasse |-Moleku-
len, die oft als ursachlich fur eine ineffiziente T-Zellaktivierung angesehen wird, kann
auch eine Freisetzung von solublen HLA Klasse |-Molekllen von der Zelloberflache
der Tumorzellen fur defiziente Effektoreigenschaften und eine Apoptoseinitiation in
aktivierten T- und NK-Zellen verantwortlich sein (Zavazava et al., 1996; Maccalli et al.,
1999; Spaggiari et al., 2002). Dabei werden in Seren von erkrankten Patienten hdhere
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Spiegel von solublen HLA Klasse I-Molekilen als in gesunden Spendern beobachtet
(Puppo et al., 1995; Zavazava, 1998). Bei Melanompatienten wurde gezeigt, dass De-
fizienzen in der Signalkaskade der TZR-Aktivierung, insbesondere von Tyrosinkinase
p56'“ und ZAP 70 durch soluble, von der Zelloberflaiche der Tumorzellen freigesetzte
HLA Klasse I-Molekule induziert wurden. Durch Depletion der solublen HLA Klasse I-
Molekule wurden die Funktionen der Tyrosinkinasen rekonstituiert. DarUber hinaus
wurde die ebenfalls in diesen TIL beobachtete, reduzierte TZR-(-Ketten-Expression
durch eine Surrogatstimulation mit spezifischen mAk fur TZR-VB-Ketten und flr den
kostimulierenden CD28-Rezeptor rekonstituiert (Maccali et al., 1999). Im Gegensatz
zur LFA-1/CD54- soll die CD28/CD80-Kostimulation die Sensititvitat von T-Zellen far
ternare HLA Klasse I/Peptidkomplexe erhdhen und eine starkere TZR-Aktivierung
induzieren, gleichzeitig anti-apoptotisch einem durch Aktivierung induzierten Zelltod
entgegen wirken (Noel et al., 1996; Kirchhoff et al., 2000).

Tatsachlich wurden mit dem mAk MEM-G/9 im Uberstand der NZK-Zelllinie
Mz2733RC soluble nicht-klassische HLA-G1/G5-Molekile immunprazipitiert. Diese
Molekuile induzieren wie die klassischen HLA Klasse |-Molekile nach Interaktion mit
dem CD8-Rezeptor (i) eine Apoptose in CD3*/CD8-T-Zellen und NK-Zellen und (ii)
eine IFN-y-Produktion in NK-Zellen und CD3*/CD8-T-Zellen (Rajagopalan et al., 2001;
Contini et al., 2003; Spiaggiari et al., 2003) und (iii) inhibieren die zytotoxische NK-
und T-Zellaktivitat durch Vernetzung des CD8-Korezeptors (Contini et al., 2003). Die
gleichzeitige Expression von inhibierenden HLA Klasse I-spezifischen KIR CD158 und
CD94/NKG2 inhibieren die Apoptoseinduktion und die IFN-y-Produktion (Spiaggiari et
al., 2003). Daruber hinaus inhibieren sie die Zytotoxizitadt von NK- und T-Zellen. Ihre
Blockade jedoch rekonstituiert die IFN-y-Freisetzung von NK-Zellen und T-Zellen
(Guerra et al., 2002; Spiaggiari et al., 2003), fuhrt zu einer selektiven Vernetzung von
solublen HLA Klasse I-Molekulen mit aktivierenden KIR, induziert die Effektoreigen-
schaften und die Expression des ldslichen Fas-Liganden. In den aktivierten Effektor-
zellen wird nach der CD95/Fas-FasL-Interaktionen eine Apoptose eingeleitet
(Spaggiari et al., 2002; Gati et al., 2003). Somit wirken die inhibierenden KIR CD158
nicht nur deaktivierend, sondern auch anti-apoptotisch und sichern das Uberleben von
aktivierten Effektorzellen, indem sie das TZR-Signal und damit einen durch Aktivie-
rung induzierten Zelltod inhibieren (Spaggiari et al., 2002; Gati et al., 2003). Analoge
Beobachtungen wurden auch fiir zytotoxische CD3*/CD8"-T-Zellen beschrieben, die
aus TIL von NZK generiert wurden. Es wurde u. a. gezeigt, dass (i) die zytotoxischen
Eigenschaften und die Zytokinproduktion von CD3/CD8%-T-Zellen durch
HLA Klasse I-spezifische inhibierende KIR CD158 supprimiert werden (Phillips et al.,
1995; D’Andrea et al., 1996; Ikeda et al., 1997), (ii) inhibierende KIR CD158 die TZR-
induzierte Phosphorylierung der ZAP-70 Tyrosinkinase reduzieren und dadurch die
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Phosphorylierung von LAT und die nachgeschaltete Signalkaskade inhibieren (Guerra
et al., 2002). Dadurch wird auch die Expression des TZR und der assoziierten -Kette
fehlreguliert (Dumont et al., 2002). Diese Beobachtungen liefern mdglicherweise eine
Erklarung flir den Verlust der NK-Zell- und T-Zell-vermittelten Zytotoxizitat der
proliferierenden TIL2733 und der T-Zelllinie XIE6.

5.9 Zytokine - Mediatoren der Immunevasion von MzZ2733RC ?

Eine Vielzahl von weiteren Immunevasionsmechanismen wurde charakterisiert, die fur
defiziente Immunantworten verantwortlich sein kdnnen. Hierbei kdnnten Phanomene,
wie z. B. ein Verlust der Antigenexpression des Tumors (Maeurer et al., 1996), eine
immunologische Ignoranz (Ochsenbein et al., 1999), die Induktion von regulatorischen
T-Zellen mit einem supprimierenden Phanotyp (North et al., 1990) und die Reduktion
des Repertoires von hochaffinen T-Zell-Klonen, die modifizierte Selbstepitope erken-
nen und wahrend der T-Zellreifung im Thymus eliminiert werden (Targoni et al., 1998),
durchaus dazu beitragen haben, dass der Tumor MZ2733RC der Immunantwort ent-
kommt.

Viel haufiger jedoch werden Immunevasionsmechanismen beschrieben, die durch
Zytokine oder immunmodulatorisch wirksame Molekule induziert werden. Davon sind
z. B. IL-10 (Matsuda et al., 1994) und TGFB-1 (Inge et al., 1992; Ruffini et al., 1993)
mit dem NZK assoziiert. Ebenso werden hohe IL-10-Mengen im Serum von Tumor-
patienten mit fortgeschrittenem Krankheitsbild nachgewiesen.

Das Zytokin hat vielfaltige regulatorische Eigenschaften: (i) Es unterdrickt die DZ-
Differenzierung aus Stammzell-Vorlauferzellen und deren Ausreifung, (ii) inhibiert die
Antigenprasentation, indem es die Transkription von HLA Klasse |-, HLA Klasse II-
Molekulen und des TAP-Peptidtransporter vermindert, (iii) verringert die Expression
des akzessorischen Molekills CD54 (Yue et al., 1997), (iv) antagonisiert die IL-12-
Produktion und (v) supprimiert die Induktion der Th1-Antwort in vivo (De Smet et al.,
1997; Sharma et al., 1999), indem es die Aktivierung, Proliferation und Aktivitat von
Th1-Lymphozyten inhibiert (Fontana et al., 1989).

Die Tumorzelllinie MZ2733RC sezerniert kein IL-10. Jedoch wird IL-10 nach erfolgtem
Antigenkontakt von der T-Zelllinie XIE6 sezerniert. Da alle Effektorzellen vom
Th1/Tc1- und Th2/Tc2-Phanotyp nach spezifischem Antigenkontakt IL-10 produzieren,
um sich vor einem durch Aktivierung induzierten Zelltod zu schitzen, ist es schwierig,
die induzierte IL-10-Produktion als einen Tumor-induzierten Immunevasionsmechanis-
mus anzusprechen. Klarheit kdnnen moglicherweise die immunhistochemischen
Untersuchungen von in situ Schnittpraparaten des Tumors MZ2733RC bringen. Hier
wurden keine Expressionsunterschiede fur IL-10-sensitive Komponenten der Antigen-
Prozessierung/Prasentation zwischen Tumor und autologem gesunden Nierenepithel
nachgewiesen. Vielmehr wurde hier ebenso wie bei den in vitro kultivierten Zelllinien
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eine verstarkte Expression von Komponenten der Antigen-Prozessierung/Prasentation
im NZK im Vergleich zum Nierenepithel beobachtet.

5.10 Immunevasion vor einer nattrlichen und spezifischen Immunitat

Der Untersuchung der Transkription und Translation von nicht-klassischen HLA-G-
und HLA-E-Genen in Biopsiematerial von NZK, dem korrespondierenden gesunden
Nierenepithel sowie von etablierten NZK-Zelllinien waren Schwierigkeiten bei in vitro
Sensibilisierungen von zytotoxischen T-Zellen aus autologen PBL im etablierten NZK-
Zellsystem MZ2733RC vorausgegangen. Die Tumorzelllinie MZ2733RC wurde auf-
grund ihrer hohen HLA Klasse I-Zelloberflachenexpression und der Expression der
kostimulierenden Molekule CD54/ICAM-1 und CD58/LFA-3, die in durchflusszyto-
metrischen Analysen zum Immunphanotyp nachgewiesen wurden, ausgewahlt. Hier-
bei zeigte sich, dass auf der Zelloberflache der Tumorzellen MZ2733RC mehr
HLA Klasse I-Molekule detektiert werden als auf der Zelloberflache von autologen, mit
dem SV40-T-Antigen transduzierten Nierenzellen MZ2733NNSV. Da eine intakte
HLA Klasse I-Prasentation auf der Zelloberflache nur peptidabhangig erfolgt (Yewdell
et al., 1999) und damit eine Antigenprozessierung und einen anschlieRenden Antigen-
transport zur Voraussetzung hat (Neefjes et al., 2002), sollte es in diesem NZK-
System mdglich sein, eine T-Zell-Antwort in vitro zu induzieren. Die Beobachtungen
zur HLA Klasse |-Prasentation auf der Zelloberflache im NZK-System MZ2733RC
unterscheiden sich von anderen NZK-Zelllinien, fur die verminderte HLA Klasse I-
Expressionen beschrieben wurden (Seliger et al., 1996a). Interessanterweise wurden
dort Defizienzen in der Expression des TAP1/TAP2-Peptidtransporters und/oder
dessen posttranskriptionelle Fehlregulationen fir die Verminderung der HLA Klasse I-
Prasentation angenommen, die dann zu einem Immunevasionsmechanismus der
Tumoren gefuhrt hatten. Diese Beobachtung kénnte auch fur die etablierten NZK-
Zelllinien MZ2872RC und MZ2907RC zutreffen, die zudem eine geringere CD54- und
CD58-Molekulexpression besitzen. Da aus friheren Untersuchungen von Seliger und
Koautoren (1996a) eine hohe HLA Klasse I|-Epitopdichte als notwendig fur die effizien-
te Induktion einer T-Zellantwort angenommen wurde, wurde bei der Auswahl der NZK-
Zelllinie MZ2733RC maglicherweise die Uberlegung libergangen, dass die etablierten
Tumorzellen Uber einen effizienten Immunevasionsmechanismus verfugen, der die
HLA Klasse I-abhangige Mehr-Prasentation von Antigen negieren kann, wie dies flr
ein in vitro Modell des Melanoms von Riteau und Koautoren (2001) beschrieben wur-
de. Bringt man dies in Zusammenhang mit der Beobachtung, dass in den konsekutiv
durchgefuhrten durchflusszytometrischen Analysen von autologen peripheren Lym-
phozyten zum Zeitpunkt der Nephrektomie keine CD3/CD16" NK-Zellen nachgewie-
sen wurden, kann ein mdglicher Evasionsmechanismus des metastasierenden NZK
MZ2733RC existieren, der trotz intakter Antigenprasentation zu einer Reduktion der
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Effektorzellen der zellularen Immunantwort fuhrt. Diese Beobachtungen wurden mit
einem in vitro Modellsystem des Melanoms in Verbindung gebracht. Hierbei wurde
gezeigt, dass die Expression von nicht-klassischen HLA-G1-Molekulen auf der Zell-
oberflache von Melanomzellen zu einer (i) von der Peptidkonzentration abhangigen
Inhibition von virusspezifischen zytotoxischen T-Zellen (Riteau et al., 1999) bzw. zu
einer Inhibition von NK-Zellen flhrt (Paul et al., 1998; Le Gal et al., 1999). Diese
Berichte bildeten die Basis der HLA-G-Untersuchungen im NZK. In den etablierten
NZK-Zelllinien wurde eine Transkription des HLA-G-Gens nachgewiesen, wenn
gleichzeitig eine hdéhere HLA Klasse I-Epitopdichte beobachtet wurde. Ob der Nach-
weis verschiedener HLA-G-Transkripte schon ein Anzeichen fir eine transkriptionelle
Fehlregulation des HLA-Lokus ist, muss noch naher untersucht werden. Sicher hin-
gegen scheint, dass ein verandertes Methylierungsmuster im HLA-G-Promotor eine
HLA-G-Transkription induziert (Moreau et al., 2003).

Der Einfluss der Zelloberflachenexpression von HLA-G1 auf eine zellular-vermittelte
Immunantwort wurde im NZK-System MZ2733RC mittels verschiedener zytotoxischer
Effektorpopulationen untersucht. Obwohl MZ2733RC-Zellen eine im Vergleich zu den
Nierenzellen MZ2733NNSV groRere HLA Klasse I-Epitopdichte auf ihrer Zelloberfla-
che aufweisen, inhibieren sie die zytotoxischen Effektorleistungen von allogenen
tyrosinasespezifischen ZTL, NK-Zellen und LAK-Zellen. Dieses Phanomen kann
moglicherweise auf der Expression von HLA-G-Proteinisoformen in den
HLA-G* MZ2733RC-Zellen beruhen, da dies das einzige bisher untersuchte nicht-
klassische HLA-Molekil ist, durch das sich die autologen Nierenzellen MZ2733NNSV
und NZK-Zellen MZ2733RC in ihrer Proteinexpression unterscheiden. Dass die
inhibierende Funktion von einem HLA Klasse I-Molekll ausgelbt wurde, bestatigten
Blockierungsversuche mit dem pan-HLA Klasse I-spezifischen mAk w6/32. Hierbei
wurde die LAK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat rekonstituiert und die Tumorzellen genau-
so effizient wie die Nierenzellen MZ2733NNSV lysiert. Daher wird angenommen, dass
membranstandige HLA-G1- und I6sliche HLA-G5-Molekule den beobachteten inhibie-
renden Effekt vermitteln. Eine eindeutige Klarung kdénnte durch die stabile Transfek-
tion der HLA-G1/G5-cDNS-Fragmente in die zu immortalisierenden Nierenzellen
MZ2733NNSYV erzielt werden.

5.11 HLA-G - ein TAA des Nierenzellkarzinoms

Da in den NZK-Systemen MZ2733RC und MZ2877RC ein differentielles HLA-G-
Transkriptionsmuster mit den sequenzspezifischen pan-HLA-G-Oligonukleotiden
G.257 und G.1225 (Kirszenbaum et al., 1994) sowohl fir die NZK-Zelllinien als auch
fur die entsprechenden NZK-Biopsien MZ2733RC und MZ2877RC nachgewiesen
wurde, wurden die biochemischen und die funktionellen Eigenschaften einer HLA-G-
Transkription fur 19 verschiedene NZK-Zelllinien und 30 verschiedene Tumorbiopsien
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und korrespondierendes Nierenepithel analysiert. Die Untersuchung war analog zu
HLA-G-Transkriptionsstudien, die zuvor fir das Melanom und andere Tumorentitaten
durchgefuhrt worden waren (Real et al., 1999a; Real et al., 1999b).

In der RNS von 11 etablierten NZK-Zelllinien wurden heterogene HLA-G-Spleilimuster
anhand von GroRenunterschieden der synthetisierten RT-PCR-Amplifikate nachge-
wiesen. Dabei variierten die HLA-G-Isoformen und ihre semiquantitativ nachgewiese-
ne Transkriptmenge. Der eigentliche Spezifitatsnachweis fur die HLA-G-Amplikate er-
folgte mit sequenzspezifischen Hybridisierungssonden. In den Tumorzelllinien wurden
mit Ausnahme von HLA-G4 alle bisher beschriebenen HLA-G-Transkripte identifiziert,
wobei jede NZK-Zelllinie ein individuelles alternatives Spleilmuster herstellt.

Aufgrund von unterschiedlichen Transriptmengen wurde das Detektionsverfahren zum
HLA-G-Nachweis mit einer Zeitkinetik gefuihrt. In NZK-Zelllinien und Tumorbiopsien,
die HLA-G stark transkribieren, wurden fast alle HLA-G-Transkripte innerhalb von 5-10
Sekunden mit einem nicht-radioaktiven Verfahren dargestellt. Wurde eine geringere
HLA-G-Transkription beobachtet, so wurde die Inkubationsdauer des Darstellungs-
verfahrens verlangert. Waren innerhalb von 15 min Expositionszeit keine Hybridi-
sierungssignale zu beobachten, wurden Zelllinien und Biopsiematerial als HLA-G-
negativ klassifiziert. Insgesamt wurden in den NZK-Biopsien alle bisher beschriebenen
HLA-G-Transkripte detektiert. Das HLA-G1-Transkript wurde in allen HLA-G* NZK-
Zelllinien und HLA-G™ Biopsien nachgewiesen. Dadurch wurden Ergebnisse anderer
Studien, die im Melanom und im Glioblastom durchgeflhrt wurden, erganzt (Paul et
al., 1999; Real et al, 1999b; Wiendl et al., 2002).

Erstmals wurde das HLA-G7-Transkript mit einer Intron-2-spezifischen Sonde in funf
von 11 NZK-Zelllinien und vier von 24 NZK-Biopsien detektiert. HLA-G7 wurde bisher
nur in primaren Melanomen, Hautmetastasen und Lymphknotenmetastasen von Mela-
nompatienten nachgewiesen und kodiert flr ein HLA-G-Molekll, das der a1-Domane
des HLA-G1-Moleklils gleicht (Paul et al., 2000a). Die physiologische Bedeutung die-
ses Moleklls ist wie die der anderen HLA-G-Isoformen mit Ausnahme der solublen
und membranstandigen HLA-G1/G5-Molekule noch nicht aufgeklart (Bainbridge et al.,
2000). Es wird aber mit einer Inhibition der zytotoxischen Effektorfunktion von T-Zellen
in Verbindung gebracht (Paul et al., 2000a).

In 3 von 30 Nierenbiopsien und in der Nierenzelllinie MZ2733NNSV wurde eine margi-
nale HLA-G1-Transkription nachgewiesen. Dies bestatigt wiederum frihere Untersu-
chungen, die zeigten, dass eine rudimentare HLA-G1-Transkription in verschiedenen
epithelialen Geweben nachweisbar ist (Onno et al.,, 1994). Ob mit dieser HLA-G1-
Transkription auch eine physiologische Funktion assoziiert ist, wurde jedoch nicht
beschrieben.
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Mittels der Chorionkarzinomzelllinie JEG3 wurden vergleichende durchflusszytometri-
sche Analysen zur Zelloberflachenexpression in den HLA-G™ NZK-Zelllinien gefiihrt.
Hierbei wurde mit dem mAk MEM-G/9 (Fournel et al., 2000) die konstitutive und die
durch IFN-y-induzierbare HLA-G1-Zelloberflachenexpression in den NZK-Zelllinien
LE89.15RC und MZ2733RC nachgewiesen. Dies widerspricht einigen Beobachtun-
gen, die eine IFN-y-Regulation von HLA-G1 in Frage stellen (Gobin et al., 2002).
Zunachst schien die Translation im NZK-System MZ2733RC von der Menge der kon-
stitutiven HLA-G1-Transkription abhangig zu sein, da die in den Nierenzellen
MZ2733NNSV beobachtete marginale HLA-G1-Transkription koinzident mit einer feh-
lenden Molekulexpression auf der Zelloberflache war. Erst durch die HLA-G1-spezifi-
schen Immunprazipitationsversuche wurde gezeigt, dass in der NZK-Zelllinie
MZ1851RC, die eine starke HLA-G1-Transkription besitzt, keine Assoziation zwischen
Transkriptmenge und Molekllexpression besteht. Vermutlich existiert ein post-
transkriptioneller Mechanismus, der die Molekllexpression regulieren kann.

Im Gegensatz dazu wurde flir die Induktion der HLA-G-Transkription in Tumorzellen
epithelialen Ursprungs eine epigenetische Hypomethylierung von sog. CpG-Inseln
innerhalb des HLA-G-Promotors verantwortlich gemacht (Moreau et al., 2003). Veran-
derungen im Methylierungsmuster werden immer wieder in Tumoren beobachtet und
scheinen mit der Tumorentstehung und -Progression assoziiert zu sein (Hanahan und
Weinberg, 2000). Durch veranderte Methylierungsmuster in der DNS von Tumorzellen
kommt es mdglicherweise zu fehlgeleiteten epigenetischen Kontroll- und Differen-
zierungsmechanismen (Rouas-Freiss et al., 2003).

Dass HLA-G1/Peptidkomplexe auf der Zelloberflache von Tumorzellen exprimiert
werden, sollte in Analogie zur Expression von klassischen HLA Klasse I-Molekilen
eher einen stimulierenden Effekt auf Lymphozyten ausuben. Beispielhaft wurde ge-
zeigt, dass die Interaktion von CD8-Rezeptoren auf der Zelloberflache von NK- und
T-Zellen zu einer Stimulation der IFN-y-Produktion und damit zu einer Induktion einer
Th1-Antwort fuhrt (Spiaggiari et al., 2003). Im Verlauf einer zellular-vermittelten
Immunreaktion wirde dann ein Immunselektionsdruck auf die Tumorzellen ausgetbt,
der zu einem in vivo beobachteten Verlust von HLA Klasse I-Molekulen, und auch von
HLA-G1-Molekulen fuhrt. Dass dies nicht so ist, zeigen Expressionsanalysen zu
HLA-G1 im NZK. Werden die Frequenzen einer HLA-G1-Transkription und -Molekuil-
expression zugrunde gelegt, so kdnnen diese einen Aufschluss darlber geben, dass
eine in vivo voranschreitende Immunselektion moglicherweise zu einem Erwerb der
HLA-G1-Transkription und -Translation fuhrt. Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
in 80 % aller untersuchten NZK-Biopsien eine HLA-G1-Trankription in unterschied-
lichem Umfang existiert, die deutlich die Frequenz von 10 %, die im Nierenepithel
beobachtet wird, Uberschreitet. Im Gegensatz dazu wird eine HLA-G1-Molekulex-
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pression in situ an Schnittpraparaten von NZK mit einer Frequenz von 20 %, jedoch
nicht im gesunden Nierenepithel, nachgewiesen (lbrahim et al., 2001). Es kann daher
angenommen werden, dass es zu einem Erwerb der HLA-G-Traskription im NZK und
nicht zu einem selektiven Verlust im gesunden Nierenepithel kommt. Die Diskrepanz
zwischen HLA-G-Transkription und -Translation in NZK-Biopsien konnte wiederum auf
eine posttranskriptionelle Regulation der HLA-G-Proteinbiosynthese hindeuten (Real
et al., 1999).

SchlieRlich wurde gezeigt, dass in vitro in 11 etablierten permanenten NZK-Zelllinien
die Frequenzen der HLA-G1-Transkription und der HLA-G1-Molekulexpression auf
58 % bzw. 12 % zuriuckgehen. Die in vitro beobachtete Reduktion der HLA-G1-Fre-
quenz kann vielleicht dadurch erklart werden, dass in vitro keine Immunselektion
existiert, und somit die Notwendigkeit flir eine HLA-G1/-G5-Expression nicht mehr
vorhanden ist. Mdglicherweise kommt es aufgrund der hohen genetischen Instabilitat
von NZK-Zelllinien in vitro zu einer Reduktion bzw. zu einem Verlust der HLA-G1-
Expression oder zu einer Anreicherung von Tumorzellen, die kein HLA-G1
exprimieren.

Anhand der HLA-G-transkribierenden NZK-Zelllinien MZ1851RC, LE89.15RC,
Mz2733RC, der Nierenzelllinie MZ2733NNSV und der fiur eine HLA-G-Transkription
negativen NZK-Zelllinie MZ2789RC wurde gezeigt, dass die Expression von HLA-G-
Genprodukten vergleichbar ist mit derjenigen der Chorionkarzinomzelllinie JEG3, aus
der erstmals HLA-G1-Molekulle charakterisiert wurden. Darlber hinaus wurden in
Immunprazipitaten von TX114-Lysaten HLA-G1/Peptidkomplexe mit dem mAk MEM-
G/9 in den NZK-Zelllinien LE89.15RC und MZ2733RC, jedoch nicht in der HLA-G
transkribierenden NZK-Zelllinie MZ1851RC und in den Nierenzellen MZ2733NNSV
nachgewiesen und damit einerseits vorherige durchflusszytometrische Untersu-
chungen bestatigt. Aulerdem wurden mit dem fur die a1-Domane des HLA-A- und
HLA-G-Allels kreuzspezifischen mAk HC-A2 weitere aberrante HLA-G-Isoformen
immunprazipitiert, die mdglicherweise alternative HLA-G-Proteinisoformen darstellen,
deren biologische Funktion in weiteren Experimenten aufgeklart werden sollte.
Aufgrund der prominenten HLA-G-Expression, die im NZK beobachtet wurde, kann
HLA-G als TAA des NZK bezeichnet werden.
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Nach Stimulation von autologen PBL mit CD80/B7-1 modifizierten MZ1257RC-Zellen
wurde eine Vielzahl von zytotoxischen CD3*/CD8-T-Zelllinien generiert, die IFN-y
sezernieren und neben den CD80/B7-1 modifizierten auch die parentalen MZ1257RC-
Zellen lysieren. Diese T-Zelllinien sollen naher charakterisiert und wie der fruher
etablierte zytotoxische, HLA-A2 restringierte T-Zellklon (Bernhard et al., 1994) zur
Identifizierung von TAA verwendet werden. Unterdessen wird die begonnene |dentifi-
zierung des ZTL-definierten TAA des HLA-A2 restringierten T-Zellklons, der neben
den autologen MZ1257RC-Zellen, die autologen Nierenepithelzellen und die allo-
genen MZ1851RC-Zellen lysiert, mittels der hergestellten cDNS-Expressionsbibliothek
fortgesetzt werden.

Analog dazu soll die genetische CD80/B7-1-Modifikation von HLA-G* MZ2733RC-
Zellen durchgefuhrt werden. In in vitro Sensibilisierungsexperimenten soll ihr Einfluss
auf die Proliferation von allogenen und autologen T-Zellen untersucht werden.
Maoglicherweise induziert diese Modifikation trotz der konstititiven und immun-
supprimierend wirkenden Expression von HLA-G-Molekilen auch die Generierung
von peripheren autologen Th1-typischen, zytotoxischen CD3*/CD8"-T-Zelllinien. Von
besonderem Interesse waren die molekularen Vorgange, die nach Stimulation mit den
CD80/B7-1 modifizierten oder den parentalen MZ2733RC-Zellen in der T-Zell-Signal-
transduktionskaskade der stimulierten T-Zellen stattfinden.

Des Weiteren sollte uberpruft werden, ob ein Zusammenhang zwischen der verringer-
ten Expression der TZR-(-Kette und solublen HLA Klasse I-Molekulen insbesondere
HLA-G-Molekilen besteht. Uberdies sollte in Blockierungsexperimenten mit HLA-G1
spezifischen monoklonalen AntikGrpern gezeigt werden, dass es nach Blockade von
HLA-G1 zu einer Rekonstitution der Sensitivitait der HLA-G™ MZ2733RC-Zellen
kommt, wie sie in Blockierungsexperimenten mit w6/32 beobachtet wurde. Alternativ
dazu konnte die inhibierende Funktion einzelner HLA-G-Proteinisoformen dadurch
charakterisiert werden, dass sie stabil in den inzwischen immortalisierten autologen
Nierenzellen MZ2733NNSV exprimiert werden. Hierzu musste ihre Proteinexpression
nachgewiesen und ihr Einfluss auf eine zellular-vermittelte Immunantwort untersucht
werden. Von besonderem Interesse ist dabei die HLA-G7-Isoform, die eine aberrante
Form der a1-Doméane des HLA-G1-Molekuls darstellt und von mehreren NZK-
Zelllinien kostitutiv exprimiert wird.
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Die Etablierung von NZK-Systemen bietet neue Ansatzpunkte zur Aufklarung der
Pathophysiologie von Nierenzellkarzinomen und ermaoglicht die Charakterisierung von
tumorspezifischen Indikatoren, insbesondere von tumorassoziierten Antigenen. Dabei
konnen die 15 etablierten NZK-Zelllinien als reprasentative in vitro Modelle fur die
in vivo entstandenen Primartumoren angesehen werden.

Mit den zur Verfugung stehenden analytischen Methoden wurden zunachst individuell
verschiedene Immunphanotypen der etablierten NZK-Zelllinien aufgrund der Prasen-
tation von HLA Klasse I/Peptidkomplexen und Adhasionsmolekilen charakterisiert.
Die beobachtete Verringerung oder der Verlust der untersuchten Antigene kann dabei
Hinweise fur eine in vivo stattgefundene Immunselektion geben. Des Weiteren wurde
beispielhaft im NZK-System MZ2733RC gezeigt, dass NZK-Zelllinien auch dann
eingeschrankt immunogen sind, wenn sie eine hohe Epitopdichte von HLA Klasse I/
Peptid-Komplexen und kostimulierenden Adhasionsmolekulen auf ihrer Zelloberflache
prasentieren. Interessanterweise ist dies vergleichbar mit dem NZK-System
MZ1257RC. Eine verringerte Antigenprasentation der NZK-Zelllinie MZ1257RC wurde
erst durch die genetische Modifikation mit dem kostimulierenden Molekul CD80/B7-1
kompensiert und fuhrte zu einer Induktion zytotoxischer, IFN-y produzierender auto-
loger T-Zelllinien. Die in diesem NZK-System durchgefuhrte cDNS-Expressionsklonie-
rung zur ldentifikation des TAA eines HLA-AZ2 restringierten zytotoxischen T-Zellklons
erbrachte bislang kein eindeutiges Ergebnis, obwohl in der hergestellten cDNS-
Expressionsbibliothek u. a. die RAGE1-cDNS enthalten ist.

Die im NZK-System MZ2733RC generierte zytotoxische T-Zelllinie XIEG lysiert die
autologe NZK-Zelllinie MZ2733RC, allogene NZK-Zellen und eine Zervixkarzinom-
zelllinie, jedoch nicht autologe Nierenzellen im Kontext einer HLA-A1/Bw4-Restriktion.
Als Antwort auf eine Antigenstimulation sezernieren die T-Zellen die Th2-typischen
Zytokine GM-CSF und IL-10 und exprimieren die TZR-V[3-Ketten-Familie 13.6, deren
Sequenz charakterisiert wurde. Eine Untersuchung mit allogenen LAK-, NK-, und zyto-
toxischen tyrosinasespezifischen T-Zellen ergab, dass die NZK-Zelllinie MZ2733RC
weniger sensitiv gegenuber Effektorzellen ist, als die autologe Nierenzelllinie
MzZ2733NN. Jedoch fuhrte die Blockade der prasentierten HLA Klasse I-Molekule
durch den mAk w6/32 zu einer Rekonstitution der LAK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat.
In Verbindung mit einer fehlenden NK-Zellaktivitat in TIL2733 wurde ein Immuneva-
sionsmechanismus vermutet, der nicht-klassischen HLA Klasse Ib-Molekulen, insbe-
sondere HLA-G1/G5 zugeschrieben wird, und deren Transkripte mittels RT-PCR im
NZK-System MZ2733RC nachgewiesen wurden.

In der anschlieBenden Studie wurden HLA-G-Spleilvarianten in 11 von 19 NZK-Zell-
linien, in 24 von 30 NZK-Biopsien jedoch nur in 3 von 30 autologen Nierenepithelien
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nachgewiesen. Die sensible Detektion durch RT-PCR wurde durch nachfolgendes
Southern Blotting und durch sequenzspezifische Hybridisierungssonden verifiziert.
Demzufolge ist eine Assoziation von Malignitat und HLA-G-Transkription zu beobach-
ten. In den HLA-G" Nierenzellkarzinomen wurden neben prominenten HLA-G1/G5-
Transkripten erstmals HLA-G7-Transkripte und keine HLA-G4-Transkripte nachge-
wiesen. Schlie3lich wurde eine HLA-G1-Proteinexpression in NZK-Biopsien und NZK-
Zelllinien nach Immunprazipitation detektiert. Dartber hinaus korreliert die konstitutive
HLA-G1-Proteinexpression mit derjenigen von HLA Klasse I-Molekllen. Eine Behand-
lung von HLA-G1" NZK-Zelllinien mit IFN-y fiihrt zu einer Erhéhung der Proteinex-
pression, die konsistent mit der Erhéhung der HLA Klasse |-Prasentation ist. Aufgrund
der Korrelation der HLA-G-Expression mit der Malignitat der NZK-Karzinome kann
HLA-G als tumorassoziiertes Antigen bezeichnet werden.
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ampR
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APM
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Aqua bidest.
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dCTP
dGTP
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E. coli
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Gy
HLA
HPV
HSP
ICAM
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IFN
IgG

Acetat

Ampicillin

Ampicillinresistenz

Aviares Myoblasto Virus

Alkalische Phosphatase
Antigenprozessierungsmaschinerie
Ammoniumpersulfat
antigenprasentierende Zelle
redestilliertes Wasser
Aminosaure(n)
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat
Basenpaar(e

bovines Serumalbumin/Rinderserumalbumin
,cluster of differentiation®

kopierte (copy) DNS

,colony forming units®
Cytomegalievirus

Impulse pro Minute

,cytotoxic T-lymphocyte antigen-4*
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

,delayed type hypersensitivity*
Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP
Dithiothreitol
Desoxythymidintriphosphat
dendritische Zelle

Epstein Barr-Virus

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
.enzyme linked immunosorbent assay”
endoplasmatisches Retikulum
Ethidiumbromid

Ethanol

fotales Kalberserum

Fluorescein Isothiocyanat

,forward scatter” Vorwartsstreulicht
Granulozyten-Monzyten ,colony stimulation factor”
Glykoprotein

.graft versus host disease“

Gray

,-human leucocyte antigen®

Humanes Papillom-Virus
Hitzeschockprotein

.intercellular adhesion molecule®
.inducible costimulator®

Interferon

Immunglobulin G
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Ires
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kB
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LMP2, -7
mA

mmol
MOPS
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MTS
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NEA
neoR
ng
NIH
NK-Zelle
nm
NP 40
oD
P(A)-
PAA
PAGE
PBL
PBS-Puffer
PCR
PD-1
PE

Pl
PI3K
PIP3
PKC

Immunglobulin M

Interleukin

Isopropylthiogalaktosid

.internal ribosome entry site*

Internationale Einheit der Enzymaktivitat
Kilobasenpaare

Kilodalton

Luria Bertani-Medium

Leiden, Niederlande
Leukozytenfunktionsantigen

,low molecular weight proteins®-2, -7
Milliampere

Mikrofarad

monoklonaler Antikorper

mittlere logarithmische Fluoreszenzintensitat
Minute

»-major histocompatibility complex“, Haupthistokompatibilitats-
komplex

Mikroliter

mikromolar

Mikromol

Milliliter

millimolar

Millimol
3-[N-Morpholin]-propansulfonsaure-N"-[2-ethansulfonsaure]
Boten-Ribonukleinsaure
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-methoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

Mainz

4-Nitro Blau-Tetrazoliumchlorid
nicht-essentielle Aminosauren
Neomycinresistenz

Nanogramm

National Institute of Health, USA

Naturliche Killer-Zelle

Nanometer

Nonidet P40

Optische Dichte

Polyadenylierungssequenz

Polyacrylamid
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

periphere Blutlymphozyten
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung
.polymerase chain reaction“/Polymerase-Ketten-Reaktion
.receptor for programmed cell death 1”
Phycoerythrin

Phosphatidylinositol
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol 3-Phosphat
Proteinkinase C
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9. Abkilirzungen

PLC
pmol
PMSF
Oligonukleotid
P/S
PTEN
RC
RNase
RNS
RT
SCC
sec
SDS
SOP
SV40
TAE-
TAP
Taq
TB-Medium
TBST
TEMED
TGF
TNF
Tris
TZR
u/N

Ub
Unit
UpM
uv

Vv
VEGF
Wit
X-gal
Y

ZAP
ZTL

Phospholipase C
picomol
Phenylmethylsulfonylfluorid

Startermolekul der DNS-Synthese/Hybridisierungssonde

Penizillin/Streptomyzin

.,phosphatase and tensin homologue*

,renal cell carcinoma®“

Ribonuklease

Ribonukleinsaure

reverse Transkription

seitwarts Streulicht

Sekunde

,sodium dodecyl sulfate“/Natriumdodecylsulfat
,Standard operating procedure®

Simian Virus 40

Tris-Acetat-EDTA-

Transporter assoziiert mit Antigenprozessierung
Thermophilus aquaticus

Sterrific broth“-Medium

Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit 0,1% Tween 20
N, N, N, N'-Tetramethylethylendiamin
,ransforming growth factor*
Tumornekrosefaktor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
T-Zell-Rezeptor

uber Nacht

Ubiquitin

spezifische Einheit der Enzymaktivitat
Umdrehungen pro Minute

ultraviolettes Licht

Volt

,vascular endothelial growth factor”

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktopyranoside
Tyrosin

CD3-C-assoziiertes Protein

zytotoxische T-Zelle
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10. Anhang

10. Anhang

10.1

TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms

GroRRe des Primartumors

T Primartumor

TX Primartumor kann nicht bestimmt werden

TO Kein Hinweis auf einen Primartumor

Tla  Tumor auf die Niere begrenzt und kleiner als 4 cm

Tlb  Tumor auf die Niere begrenzt, groRer als 4 cm und kleiner als 7 cm
T2 Tumor auf die Niere begrenzt und groR3er als 7 cm

T3a  Tumorinfiltration in die Nebenniere und/oder das perirenale Fettgewebe
T3b Tumorinfiltration in die Vena cava oder eine Hilusvene unterhalb des Zwerchfells
T3c Tumor infiltriert in die Vena cava bis oberhalb des Zwerchfells

T4 Tumor infiltriert durch die Gerota-Faszie

Lymphknotenbefall

N Regionéare Lymphknoten

NXx Lymphknotenstatus unbekannt

NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in mehr als einem regionaren Lymphknoten
Fernmetastasen

M Fernmetastase

Mx unbekannter Status von mdglichen Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen zum Zeitpunkt der OP

M1 Fernmetastasen vorhanden

Grading

GX Differenzierungsgrad unbekannt

GO Nierenadenom

G1 gut differenziertes Nierenzellkarzinom

G2 mafRig differenziertes Nierenzellkarzinom

G3 schlecht differenziertes Nierenzellkarzinom

G4 undifferenziertes/anaplastisches Nierenzellkarzinom
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ABSTRACT

The nonclassical HLA-G molecule exhibits a limited tissue distribution
and exerts multiple immune regulatory functions. Recent studies indicate
that HLA-G expression plays a key role in the induction of immune
tolerance and may represent a novel immune escape mechanism of tumor
cells. Despite a high frequency of tumor-infiltrating T lymphocytes in
renal cell carcinoma (RCC) lesions, outgrowth of tumor cells occurs that
might be attributable to abrogation-efficient antitumor responses. To
delineate the potential role of HLA-G in RCC immunology, the HLA-G
expression pattern and its functional consequences on immune responses
were analyzed in cell lines and lesions derived from primary RCC lesions.
A heterogeneous constitutive and IFN-y-inducible HLA-G mRNA and
protein expression was found in 12.5% of RCC cell lines but not in
autologous normal kidney cells. Western blot analysis of 37 primary RCC
lesions revealed HLA-G protein expression in 27% of RCC lesions. Func-
tional studies performed with alloreactive natural and lymphokine-acti-
vated Killer cells as well as antigen-specific CD8" T-cell populations
demonstrated that HLA-G expression inhibits lysis of RCC cells by these
different immune effector cells, whereas HLA-G™ normal kidney cells were
recognized. Furthermore, the HLA-G-mediated counteraction of immune
response could be restored by antibody blocking experiments. Thus,
aberrant HLA-G expression is found at a relatively high frequency in
RCC and might participate in evasion of these tumor cells from immu-
nosurveillance.

INTRODUCTION

HLA class I abnormalities, which are often attributable to defects in
the MHC class I antigen processing pathway, have a decisive influ-
ence on the metastatic capacity of tumors and the host immunosur-
veillance, thereby resulting in resistance of tumor cells to CTL-
mediated lysis and susceptibility to NK> cell-mediated killing (1).
Up-regulation of the nonclassical HLA class I molecule HLA-G can
also modulate immune responses by protecting HLA class I-deficient
targets from NK cell-mediated lysis. In contrast to the classical HLA
class I antigens, HLA-G is characterized by a limited polymorphism
and a tissue-restricted, selective expression, mainly at the materno-
fetal interface and the thymus. A major feature of HLA-G is the
alternative splicing of its primary transcript creating at least seven
different isoforms, four membrane-bound (HLA-G1 to HLA-G4),
and three soluble proteins (SHLA-G: HLA-GS5, HLA-6, and HLA-7;
Refs. 2, 3).

Data regarding HLA-G expression in tumors are highly conflicting.
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Although an up-regulation of HLA-G expression has been reported in
different solid tumors, controversial information exists about its clin-
ical and functional relevance (4—-6). The frequency of HLA-G ex-
pression significantly varied between the different tumor types ana-
lyzed but also between the same tumor entity depending on the study
(4-9). HLA-G mRNA and/or protein expression was demonstrated in
T- and B-cell lymphomas, in lung carcinoma, sarcoma, bladder can-
cer, glioblastoma, breast carcinoma, colorectal cancer, melanoma, as
well as RCC (4, 10-13), but the number of tumors analyzed is still
limited.

Experimental evidence of HLA-G-mediated suppression of T-cell
and NK cell responses was obtained from in vitro studies (4, 14).
HLA-G expression on tumor cells in association with their ability to
interact with the immunoglobulin-like KIRs of NK and T cells suggest
that HLA-G molecules protect tumor cells from its host immune
attack. To additionally evaluate the frequency and biological rele-
vance of HLA-G expression in tumors, both the constitutive and/or
IFN-vy-regulated expression was monitored in cell lines and tissue
samples derived from RCC lesions and autologous normal kidney
epithelium. In addition, the role of HLA-G expression in the control
of immune responses directed against RCC was investigated. Our data
propose that HLA-G expression in RCC cells negatively interferes
with the host immune response by inhibiting CTL and LAK and NK
cell function.

MATERIALS AND METHODS

Cell Lines and IFN-y Treatment. The cell line MZ2733RC and the
autologous normal kidney cell line MZ2733NN were recently established from
a patient with metastatic RCC (J. B. and B. S., personal communication). The
other RCC cell lines used in this study have been described elsewhere and were
kindly provided by Peter I. Schrier (University of Leiden, Leiden, the Neth-
erlands) and Alexander Knuth (Nordwest Krankenhaus, Frankfurt, Germany;
Ref. 15). The HLA-G™ human choriocarcinoma cell line JEG3, the HLA-A2 ",
HLA-G™ normal kidney cell line MZ2789NN (J. B. and B. S., personal com-
munication), and the HLA class I", LAK cell-sensitive erythroleukemic cell
line K562, served as controls in functional assays. The HLA-A2-restricted
tyr-specific CTL and the HLA-A2™", tyr-expressing NA8 melanoma cells have
been described elsewhere (16). All cell lines were maintained in RPMI 1640
supplemented with 10% FCS and 2 mMm glutamine, penicillin, and streptomy-
cin. IFN-vy treatment was performed for 48 h using 20 ng/ml recombinant
human IFN-vy (Thomae, Biberach, Germany) as described recently (15).

Tumor Specimen and Patients’ Characteristics. Tissue specimens from
tumor and autologous adjacent normal kidney tissue were obtained from 37
patients who had undergone radical nephrectomy. All tumor specimens were
classified as clear cell adenocarcinoma. Stage of disease, tumor invasion, and
lymph node involvement according to the tumor-node-metastasis classification
system, as well as patients’ age and sex are summarized in Table 1.

mAbs and Flow Cytometry. The following mAbs were used: the mAb
w6/32 recognizing a monomorphic epitope of HLA class I in association with
B,-microglobulin (17); the anti-HLA-A2 mAbs mA2.1 and BB7.2 (16); the
anti-HLA-G-specific mAbs MEM-G/9 (IgGl) and MEM-G/1 (IgGl) both
purchased from Exbio (Prag, Czech Republic; Refs. 18, 19); and the isotypic
murine control antibodies IgG1, IgG2a, and the FITC-conjugated goat-anti-
mouse immunoglobulin as secondary antibody, all purchased from Beckman
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Table 1 Characteristics of patients and RCC lesions

Tumor staging HLA-G expression

ID no. Age (yr) Sex T N M Grading Normal Tumor
1 70 M 2 0 0 1 - -
2 62 M 2 0 0 1 - +
3 51 M 1 0 0 n.a. n.a. =
4 44 M 2 0 0 )i n.a. -
5 71 M 2 0 0 1 - -
6 59 F 3 0 0 11 - -
7 43 F 2 0 0 )i - -
8 66 F 3 0 1 1T - -
9 40 M 3 0 X 11 n.a +

10 73 F 2 0 0 1 - +
11 71 M 3 0 0 I-1I - -
12 58 M 4 2 X 11 n.a —
13 58 M 4 2 X il - +
14 40 M 3 0 0 I-1I - +
15 59 M 2 0 0 11 - -
16 74 M 3b 0 0 )i n.a -
17 54 M 2 0 0 il n.a -
18 71 F 1 0 0 11 n.a —
19 73 M 2 0 0 il n.a +
20 64 F 2 0 0 il n.a +
21 40 M 2 0 0I n.a. n.a -
22 77 F 3 0 0 il - -
23 62 F 1 0 0 n.a. - -
24 67 F 3a 0 0 11 n.a. +
25 67 M 2 0 0 n.a. n.a -
26 73 M 2 0 0 il - -
27 72 F 2 0 0 11 - +
28 64 M 2 0 0 )i - -
29 68 M 1 0 0 1 - -
30 46 F 1 0 0 1 - -
31 49 M 2 0 0 n.a. n.a +
32 56 F 3 0 0 il - -
33 55 M 2 0 0 11 - -
34 56 M 2 0 0 1 - -
35 53 M 2 0 0 1 - -
36 69 M 2 0 0 11 - -
37 52 M 2 X 0 1 - -

“ Thirty-seven randomly selected lesions of RCC patients were analyzed for HLA-G
protein expression by immunoprecipitation, SDS-PAGE, and Western blotting using the
HLA-G-specific mAbs MEM/G9 and MEM/G1 as immunoprecipitation or MEM/G1 as
detection antibodies after Western blotting. n.a., not available; —, no HLA-G expression
detectable; +, HLA-G expression detectable.

Coulter (Krefeld, Germany). The alkaline phosphatase-labeled goat antimouse
IgG antibody was obtained from Dianova (Hamburg, Germany).

For flow cytometry, cells were incubated with the respective primary mAbs
or isotype-matched control antibody for 30 min on ice followed by an addi-
tional 30-min incubation with the secondary antibody. After washing in
PBS/1% heat-inactivated FCS, cells were analyzed on a flow cytometer
(Coulter Epics XL MCL; Beckman Coulter).

Reverse Transcriptase-PCR Analysis and Southern Blotting. HLA-G-
specific amplifications were performed as described by Real et al. (6) with
minor modifications using the HLA-G-specific primer pairs that coamplify the
HLA-G isoforms HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3, HLA-G4, HLA-GS, and HLA-
G6: G.257 (sense: 5'-GGAAGAGGAGACACGGAACA-3') and G.1225 (an-
tisense: 5'-TGAGACAGAGACGGAGACAT-3’) and the p-actin-specific
primers (sense: 5'-GAAGCATTTGCGGTGGACGAT-3'; antisense: 5'-TC-
CTGTGGCATCCACGAAACT-3"). Amplification products were size frac-
tionated on 1% ethidium bromide containing agarose gels. Gels were blotted
onto nitrocellulose membranes (Roche Diagnostics), which were hybridized
with a biotin-labeled exon 5-specific HLA-G oligonucleotide and additionally
processed as described recently (6).

Immunoprecipitation, SDS-PAGE, and Western Blotting. Ten ug of
mAb MEM-G/9 were conjugated to a 1-ml suspension of 1 X 10® immuno-
magnetic beads (Dynabeads M280; Dynal, Hamburg, Germany) by an over-
night incubation at 4°C. After intensive washings, the MEM-G/9-precoated
immunobeads were filled up to 1 ml and stored until usage. SDS-PAGE and
Western blotting were performed as described previously (20). The precipita-
tion of HLA-G and sHLA-G molecules was performed either with 1-ml cell
lysate of 5 X 10° cells or 1-ml cell lysate obtained from 60-ug tissue sample
(21) or 6 ml of spent medium from the respective cell lines incubated overnight
with 250 ul of immunomagnetic beads precoated with the mAb MEM-G/9.

Upon elution, antigens were subjected to SDS-PAGE and subsequently ana-
lyzed by Western blotting using mAb MEM-G/1 for the detection of HLA-G
and sHLA-G molecules, which were visualized by a chemiluminescent detec-
tion kit (Perbio Science, Bonn, Germany).

Generation of LAK Cells and NK Cells. LAK cells were generated from
freshly isolated or thawed PBMCs obtained from buffy coats of HLA-A1- and
HLA-A2-matched healthy donors. PBMCs were separated by Ficoll gradient
(Pharmacia, Uppsala, Sweden), washed, resuspended in complete RPMI sup-
plemented with 10% human AB serum, and 2 ml (1 X 10° cells/ml) were
plated into 24-well tissue plates in presence of 6000 units/ml recombinant
human interleukin-2 (Proleukin; Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) and
incubated for 3 days at 37°C, 5% CO,.

NK cells were isolated from 3 X 107 PBMCs resuspended in 240 ul of PBS
supplemented with 0.5% BSA and 2 mm EDTA by negative selection with
hapten-conjugated antibodies directed against CD3, CD14, CD19, CD36, and
anti-IgE using an antihapten antibody coupled to microbeads as a secondary
antibody according to the manufacturers protocol (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). NK cells were cultured overnight in RPMI 1640 sup-
plemented with 15% FCS, 2 mM glutamine, | mM sodium-pyruvate, and 1X
nonessential amino acids (Invitrogen, Krefeld, Germany) in the presence of
500 units/ml recombinant human interleukin-2 before NK cells were used for
cytotoxicity experiments. The purity of isolated subpopulations used in the
experiments was >90% as determined by flow cytometry.

Cytotoxicity Assays. Cytotoxicity assays were performed using 5 X 10°—
1 X 10° target cells labeled with 50—100 wCi >'sodium chromat for 1 h at
37°C, 5% CO,. For blocking experiments, RCC and normal kidney epithelium
cells were preincubated with the anti-HLA class I-specific mAb w6/32 or the
corresponding anti-immunoglobulin isotype control. A total of 1 X 10* of
3!Cr-labeled cells was incubated with the respective effectors at different E:T
ratios for 4—6 h at 37°C. Specific lysis was calculated as [cpm (effector
cells) — cpm  (spontaneous)/cpm  (Triton  X-100) — cpm  (spontane-
ous)] X 100%. The cytolytic activity of HLA-A2-restricted tyr-specific T cells
was assessed on MVA-tyr-infected targets using the standard chromium re-
lease assay as described recently (22).

Statistics. All data are representative experiments performed at least twice.
Differences between two groups were analyzed for significance by Wilcoxon’s
test for paired samples (P < 0.05).

RESULTS

Expression of Multiple HLA-G mRNA Transcripts in RCC Cell
Lines. To address the biological significance of HLA-G expression in
human RCC, HLA-G expression was studied in 24 RCC cell lines and
8 autologous normal kidney cells by reverse transcriptase-PCR anal-
ysis using pan-HLA-G-specific primers (6). The HLA-G™ choriocar-
cinoma cell line JEG3 served as control. In total, 12.5% of RCC cell
lines demonstrated HLA-G-specific transcripts, whereas normal kid-
ney cells lack HLA-G expression. As representatively shown in Fig.
1A, alternative splicing patterns of HLA-G were detected in the RCC
cell lines MZ2733RC and LE89.15RC and JEG3 control cells but not
in autologous kidney cells. However, the transcription level of the
different HLA-G isoforms varied between the HLA-G* RCC cell
lines. The constitutive HLA-G transcription was additionally con-
firmed by Southern blot analysis using an exon 5-specific probe
(Fig. 1B).

Constitutive and IFN-vy-inducible HLA-G Expression in RCC
Cell Lines but not in Normal Kidney Cells. To verify the transla-
tion of HLA-G transcripts into HLA-G protein, flow cytometric
analyses were performed using the HLA-G-specific mAb MEM-G/9,
as well as the anti-HLA class I mAb w6/32. All HLA-G mRNA-
expressing RCC cell lines demonstrated a significant HLA-G surface
expression. As representatively shown for the RCC cell lines
LES89.15RC and MZ2733RC, the constitutive HLA-G surface expres-
sion was at least comparable with that of HLA-G™ JEG3 control cells,
whereas the corresponding normal kidney cells MZ2733NN failed to
express HLA-G protein (Fig. 1D). IFN-vy treatment caused on up-
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Fig. 1. Detection of HLA-G-specific mRNA
isoforms and proteins in different RCC cell lines.
A-C, 100 ng of DNase I-digested total cellular
RNA from different RCC cell lines and corre-
sponding normal kidney cells were used for anal-
ysis of HLA-G and B-actin expression. HLA-G
transcripts were detected in the positive control
JEG3 as well as the RCC cell lines LE89.15RC and
MZ2733RC but not detected in the normal kidney

cells MZ2733NN. A, one percent TAE-agarose
gels of size-separated HLA-G amplicons detecting
HLA-GI (980 bp), HLA-G2, HLA-G4 (750 bp),
and HLA-G3 (430 bp) and B-actin amplicons. B,
Southern blot confirming the specificity of HLA-G
amplicons. C, detection of HLA-G1 molecules in
RCC cell lines using the mAb MEM-G/9. A HLA-
Gl-specific protein pattern with a typical molecu-
lar size of M, 39,000 was obtained from TX114
detergent lysate of the HLA-G-positive cell line
JEG3 and RCC cell line LE89.15RC and

JEG3 ‘

LEss. 15kc |
MEZT3I3RC
MZ2733NN

100bp ladder

negative control

JEG3

D

Cc

HLA-G1, -G5 (~1kb)
uLa-c2, -G4 (750bp)
dia-63 (230bp)

o p-actin
a1 (~1kb)

dma-c2,-64 (750bp)
< ma-63 (430bp)

IgG
heavy
chains

MZ1851RC
MZ2733RC
MZ2733NN

LE89. 15RC

LE89.15RCC MZ2733RCC MZ2733NN

MZ2733RC, but not by the autologous kidney cells
MZ2733NN and the RCC cell line MZ1851RC. D,
constitutive and IFN-y-mediated HLA-G1 expres-
sion in RCC cell lines. The untreated and IFN-y-
treated RCC cell lines LE89.15RC and
MZ2733RC, the normal kidney cell line

w/o IFNg

4

w/o IFNg

w/o IFNg w/o IFNg

Igc,rﬁ‘
/

A

MZ2733NN as well as the choriocarcinoma cell
line JEG3 were subjected to flow cytometry as

described in “Materials and Methods” using the
anti-HLA-G1-specific mAb MEM-G/9 and the
murine isotypic control antibody. Constitutive and
IFN-vy-mediated HLA-G expression was detected
in the cell lines JEG3, LES89.15RC, and
MZ2733RC, but not in the normal kidney cells
MZ2733NN.

cell number

log fluorescence

regulation of HLA-G surface expression in HLA-G ™ cell lines but not
in HLA-G™ normal kidney cells. It is noteworthy that all RCC cell
lines and normal kidney cells expressed high levels of the classical
HLA class I antigens, which were additionally enhanced by IFN-vy
stimulation (data not shown).

Detection of Membrane-anchored and Soluble HLA-G Mole-
cules in RCC. To confirm the flow cytometric data, membrane-
bound and soluble HLA-Gs were immunoprecipitated from cell lysate
or culture supernatant of HLA-G™ RCC and HLA-G ™~ normal kidney
cells using the mAb MEM-G/9 as capture and mAb MEM-G/1 as
detection reagent. HLA-G™ JEG3 and HLA-G~ MZI851RC cells
served as positive and negative controls, respectively. Using the mAb
MEM-G/9, HLA-G1 molecules with a molecular size of M, 39,000
were immunoprecipitated from the HLA-G™" JEG3, MZ2733RC, and
LE89.15RC cell lines, but not from MZI1851RC and the normal
kidney cell line MZ2733NN (Fig. 1D). In addition, sHLA-G1 mole-
cules with the typical molecular weight of M, 35,000 were detected in
the supernatants of the RCC cell lines MZ2733RC and LE8§9.15RC
(data not shown).

HLA-G Protein Expression in RCC Lesions in Vivo. Western
blot analysis was performed to determine HLA-G protein expression
in a series of primary RCC lesions and autologous normal kidney
tissues. Ten of 37 RCC samples expressed high levels of HLA-G
protein, suggesting that HLA-G expression frequently occurs in RCC,
whereas normal kidney cells lack HLA-G expression (Fig. 2). No
correlation was found between HLA-G expression and clinical pa-
rameters such as tumor staging, grading, and age of the patients.

Effect of HLA-G Expression on Immune Response. To elucidate
the functional relevance of constitutive HLA-G expression in RCC
cells, different immune effector cells were used for cytotoxicity as-
says. For the determination of the CTL-mediated cytotoxicity, unin-

intensity

fected and MVA-tyr-infected HLA-A2", HLA-G* RCC cell line
MZ2733RC and its autologous HLA-G™ normal kidney counterpart
MZ2733NN were used as targets for HLA-A2-restricted, tyr-specific
CTL. The HLA-A2", HLA-G™ melanoma cell line NA8 and the
HLA-A2", HLA-G™ normal kidney cell line MZ2789NN served as
controls. NA8 and HLA-A2", MVA-tyr-infected MZ2733NN cells
were efficiently recognized by the HLA-A2-restricted tyr-specific
CTL, whereas all tyr~ cell lines as well as the HLA-A2~, MVA-tyr"
normal kidney cells MZ2789NN were not recognized. The relevance
of constitutive HLA-G molecules for protection of RCC from CTL-
specific lysis was demonstrated because the CTL-mediated lysis of
MVA-tyr* HLA-G™ MZ2733RC cells was significantly down-regu-
lated when compared with the MVA-tyr-infected autologous
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Fig. 2. Analysis of HLA-GI protein expression in RCC lesions. Proteins from RCC
lesions and corresponding normal kidney tissues were assessed by Western blot analysis
as described in “Materials and Methods.” The cell line JEG3 served as positive control.
T and N indicate tumor lesion and autologous normal kidney specimen, respectively.
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Fig. 3. Impaired CTL- and LAK-mediated cytotoxicity of HLA-G-expressing tumor
cells. A, tyr-directed lysis of different cell lines after infection with recombinant modified
MVA-tyr. Uninfected and MVA-tyr-infected cells were incubated with HLA-A2-
restricted tyr-specific CTL at different E:T ratios (30:1, 10:1, 3:1, and 1:1). Three
independent experiments were performed and the results are expressed as percentage of
specific lysis = SD. Representative data using an E:T ratio of 30:1 are shown. The
HLA-A2", tyr* NAS8 melanoma cells served as positive, the MV A-tyr-infected HLA-
A27 MZ2789NN cells as negative control, respectively. Both NAS cells (46 = SD10%)
and the HLA-A2" tyr" MZ2733NN (24 = SD5%) but not the uninfected MZ2733NN
(0%) and MZ2733RC (0%) cells were recognized by the HLA-A2-restricted, tyr-specific
CTL. CTL-mediated lysis of HLA-A2™", tyr™ MZ2733RC (5 = SD7%) cells was strongly
down-regulated. B, differential LAK cell-mediated recognition of normal kidney cells and
RCC cells. The generation of LAK cells and the cytotoxicity assays were performed as
described in “Materials and Methods.” LAK cells from 10 HLA-A1, HLA-A2-matched
healthy donors recognized the target cells at the indicated E:T ratio (30:1) in a chromium
release assay. The K562 and MZ2733NN were LAK cell-sensitive, whereas the lysis of
JEG3 as well as MZ2733RC cells was significantly reduced (Wilcoxon’s test was
performed: P < 0.001). The results are expressed as mean percentage lysis using 10
independent LAK cell populations. C, restoration of cytotoxicity by antibody blockade.
Targets cells were preincubated with saturating amounts of w6/32 ([J) or isotope control
antibodies () for 30 min before LAK cells were added as effectors at an E:T ratio of 35:1,
and the results are expressed as percentages of specific lysis = SD obtained in 6-h >'Cr
release assays. Three independent experiments were performed, and the lysis of HLA-G™
MZ2733NN normal kidney cells (35 = SD6%) was reduced in presence of w6/32
(28 = SD4%), whereas the lysis of HLA-G™ MZ2733RC tumor cells (15 *= SD2%) was
3-fold enhanced (45 *= SD11%).

%

HLA-G™ kidney cells (Fig. 3A). The impaired susceptibility of MVA-
tyr™ MZ2733RC cells was not attributable to reduced HLA-A2 sur-
face antigen expression because both MZ2733NN and MZ2733RC
cells expressed similar HLA-A2 surface levels (data not shown). In
this context, it is noteworthy that all RCC cells and normal kidney
cells express the same levels of HLA-E (data not shown). Thus,
HLA-G expression appears to participate in the functional inhibitory
effect on CTL-mediated lysis of the HLA-G" RCC cell lines.

To investigate whether the HLA-G expression on RCC also affects
LAK cell function, LAK cells generated from PBMCs of 10 healthy
donors were used as effectors in cytotoxicity assays. JEG3 and K562
cells served as controls, respectively. All LAK cells efficiently rec-
ognize the HLA-G™ normal kidney cells MZ2733NN and K562 cells
with lysis rates ranging between 40 and 55%. In contrast, the lysis of
HLA-G™ JEG3 and MZ2733RC cells was significantly reduced
(P < 0.001) with values ranging between 12 and 2%, respectively
(Fig. 3B). Blocking experiments with the pan anti-HLA class I mAb
w6/32, which reacts with HLA-G and the negative immune regulatory

molecule HLA-E, were performed to restore LAK activity. As shown
in Fig. 3C, saturating amounts of mAb w6/32 enhanced LAK-specific
killing of HLA-G™ RCC cells, but had no effect on the autologous
kidney cells.

To additionally elucidate the effector populations inhibited by
HLA-G expression of RCC cells, LAK and NK cells generated from
the same healthy volunteers were used for cytotoxicity assays. As
expected, HLA-G* MZ2733RC cells were resistant to both LAK and
NK cell-mediated lysis, whereas the HLA-G™ MZ2733NN and K562
control cells were not protected from lysis (data not shown). However,
there exist quantitative differences between the level of protection
using LAK and NK cells.

DISCUSSION

The aim of our study was to elucidate the biochemical and func-
tional properties of HLA-G expression on RCC cells and its role as an
immune escape mechanism of this tumor entity. Using reverse tran-
scriptase-PCR analysis, the alternative splicing variants of HLA-G
were detected in 12.5% of RCC cell lines analyzed but not in normal
kidney cells. The corresponding membrane-bound HLA-G1 isoform
could also be detected at the protein level (Figs. 1C and 2). The
correlation between alternative transcript levels and protein expres-
sion in RCC cell lines argues against a posttranscriptional control of
HLA-G expression in RCC, which has been demonstrated in other
tumor lesions. In addition, HLA-G protein expression was detected in
27% of RCC lesions. Although the literature about HLA-G expression
on tumors is conflicting (4), our data confirm and extend a previous
report that provided the first evidence of HLA-G expression in RCC
(10). However, the frequency of HLA-G expression between RCC
cell lines and tumor lesions differed. The incidence of HLA-G ex-
pression is probably higher in vivo than in in vitro RCC cell cultures
as it has been previously reported also for melanoma (8).

The hypothesis of HLA-G expression as a possible tumor immune
escape mechanism was strengthened by recent data demonstrating that
HLA-G surface expression in melanoma and glioblastoma cells exerts
significant immune inhibitory function on different immune effector
cells (4, 13, 23). Our data suggest for the first time that HLA-G-
expressing RCC cell lines were less sensitive to CTL, LAK, and NK
cell-mediated cytotoxicity than HLA-G™ normal kidney cells. How-
ever, evidence linking inhibition of cytotoxicity with HLA-G expres-
sion is still correlative. It can be speculated that the inhibition of LAK
activity might result from interactions between HLA-G and the KIRs
present on activated effector cells. These results are in line with
experiments of Stanley et al. (24), demonstrating resistance of RCC to
NK cell lysis via the CD94 receptor. It is generally accepted that the
level of HLA class I surface antigens on tumors is inversely associated
with their resistance to NK and/or LAK cell-mediated lysis. However,
the differential recognition of the MZ2733 system by allogeneic,
innate effector cells appears to be independent of the HLA class I
expression level because both MZ2733RC and MZ2733NN cells
express same amounts of HLA class I surface molecules, suggesting
an immunoregulatory role of HLA-G coexpressed in presence of HLA
class I antigens. An indirect up-regulation of other inhibitory mole-
cules such as HLA-E can be excluded. This is based on the fact that
HLA-E expression was found on RCC and normal kidney cells (data
not shown). If HLA-E negatively interferes with the immune response
an inhibitory effect would have been noticed in HLA-G™ cells (2, 4).

Because KIRs are also present on T lymphocytes, HLA-G mole-
cules may also affect T-cell function, thereby enlarging their capacity
to block both NK and T-cell responses (14). Indeed, a decreased
CTL-mediated recognition of HLA-G™ MZ2733RC cells in compar-
ison to its autologous HLA-G™ normal kidney cells was observed
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using tyr as a surrogate antigen. Thus far, limited information exists
about the role of sHLA-G in immune response, sHLA-G has recently
been demonstrated to prevent T-cell- and NK cell-mediated cytolysis
(25). However, one might speculate that the CTL and NK cell-based
immune responses might be additionally impaired by sHLA-G re-
leased from RCC cells. In vivo HLA-G1 protein expression was
demonstrated in ~27% of RCC specimens, which additionally cor-
roborate the functional data obtained in vitro in RCC cell lines.
HLA-G expression has been demonstrated in tumors of distinctive
histology, but its overall relevance as an alternative principle of
immune escape is still controversially discussed (4). This is further
complicated by the limited availability of HLA-G-specific mAb,
which could be routinely used for immunohistochemical staining of
paraffin-embedded tissue sections (18, 19). In this context, it is
noteworthy that the commercially available antibody BFLI lack
HLA-G-specific reactivity as demonstrated by the HLA-G workshop
in 2000 (19).

Thus, HLA-G expression on RCC cells in vitro and in vivo can lead
to impaired immune recognition by CTL, NK, and LAK cells and
therefore might play a role in their escape from immunosurveillance.
Future experiments aim to break the HLA-G-dependent tolerance of
HLA-G" RCC. This, together with the understanding of the under-
lying molecular mechanism of up-regulated HLA-G expression, may
open new possibilities for the treatment of patients with RCC and
have to be considered in the design of new innovative RCC-specific
immunotherapies.
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