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Abstract:

CD4+ T cells play important roles in antitumor responses through several
different mechanisms. Ultimately, they provide crucial help in the induction
and maintenance of CTL responses. Experiments in animal models have
demonstrated the importance of antigen-specific CD4+ T cells in the
elimination of tumors. Peptide vaccination to elicit antitumor immunity
remains an attractive way to treat cancer patients. Because the main effort has
been to induce CTL responses, a logical way to enhance the potency of these
tumor vaccines is to include CD4+ T cell epitopes for the same tumor antigen.

The central goal of the work was to identify MHC class II peptide epitopes in
such proteins, which exhibit a tumor-associated expression and which were
already well-known target antigens of cytotoxic T-cell reactions. In this work,
proteinase 3 (PR3) and survivin (SVN) were selected as candidate antigens
associated with leukemia and lymphoma. MHC class II candidate epitopes
from these proteins were computer-assisted predicted and used as synthetic
peptides for in vitro stimulation by human CD4+ T-cells. Peptide specific CD4+
T-cells were examined regarding their immune reactivity with the
corresponding tumor protein. Several class-II epitope candidates in SVN and
PR3 were identified by examining human T-cell responses to synthetic
peptides. Then, epitope candidates were characterized by establishing and
analyzing peptide-specific T-cell clones. It was demonstrated that CD4+ T cells
specific for the SVN10 epitope respond to naturally processed SVN proteins.
This epitope was presented by several HLA-DR alleles, including DR3, DR4,
DR7, and DRI11. Furthermore, the SVN10-specific T cells recognized SVN
antigen from various tumor cell lines. Moreover, the T-cell clones were
examined for MHC restriction patterns, immunophenotypes and epitope-
MHC avidity. It was further found that SVN10 was promiscuous and capable
of inducing CD4+ T cell responses in cancer patients. Thus, the identification
of the naturally processed SVN epitope, together with the previous finding of

class I-restricted SVN epitopes, provide a basis for the combined application of



class I- and Il-restricted SVN epitopes to induce potent, long-term CD4+ and
CD8+ T-cell responses against various tumors.

Lately, CD4+ T-regulatory (Treg) cells were recognized and became
increasingly important in antitumor immunity. Increased proportions of CD4+
CD25+ Treg cells have been observed in patients with different types of
cancers. Additional analyses of the T cell clones with Treg specific markers
revealed that our CD4+ clones mainly represented regulatory T cells.

In summary, new strategies that simultaneously stimulate CD4+ effector
T cells while inhibiting or depleting CD4+ Treg cells are, therefore, needed to
shift the dynamic equilibrium toward effector T cells in the treatment of cancer
patients. The opposite approach, favouring expansion of the CD4+ Treg

population, might improve the treatment of autoimmune diseases.



Kurzreferat:

CD4+ T-Zellen spielen durch verschiedene Mechanismen eine wichtige Rolle
bei der Tumorbekdmpfung. Vor allem helfen sie bei der Induktion und
Aufrechterhaltung von CTL-Antworten. Tierexperimente haben gezeigt, dass
Antigen-spezifische CD4+ T-Zellen wichtig fiir die Eliminierung von Tumoren
sind. Ein interessanter Weg zur Bekampfung von Tumoren bei Patienten liegt
in der Peptid-Vakzinierung. Bisherige Anstrengungen zielten auf die
Induktion von CTL-Antworten ab; um eine Verbesserung der Tumor-
Vakzinierung zu erzielen, sollten CD4+ T-Zellepitope aus demselben
Tumorantigen miteinbezogen werden.

Das Hauptziel dieser Arbeit war es, MHC Klasse-II Peptidepitope in den
Proteinen zu identifizieren, welche eine tumor-assoziierte Expression
aufweisen und die bereits bekannte Zielantigene von zytotoxischen
T-Zellreaktionen sind. In dieser Arbeit wurden die Proteine Proteinase 3 (PR3)
und Survivin (SVN) - beide Proteine werden mit Leukdmien und Lymphomen
in Verbindung gebracht - ausgewdhlt. MHC Klasse-II Kandidatenepitope
dieser Proteine wurden Computer-basierend vorhergesagt und als
synthetische Peptide fiir in vitro Stimulationen mit humanen CD4+ T-Zellen
eingesetzt. Peptid-spezifische CD4+ T-Zellen wurden hinsichtlich ihrer
Immunreaktivitdt gegen das korrespondierende Tumorprotein untersucht.
Mehrere Klasse-II Epitopkandidaten konnten durch Bestimmung der
humanen T-Zellantwort gegen die synthetischen Peptide in SVN und PR3
identifiziert werden. Die Epitopkandidaten wurden anschliefend durch die
Etablierung und darauffolgende Analyse von peptid-spezifischen
T-Zellklonen charakterisiert. CD4+ T-Zellen, die spezifisch fiir das SVN10-
Epitop waren, zeigten eine proliferative Antwort gegen nattirlich prozessiertes
SVN-Protein. Dabei wird das SVN10-Epitop von verschiedenen HLA-DR
Allelen (DR3, DR4, DR7 und DR11) présentiert. Weiterhin konnte eine



proliferative Antwort von SVN10-spezifischen T-Zellen gegen das SVN
Antigen von verschiedenen Tumorzelllinien nachgewiesen werden. Die
T-Zellklone wurden zudem auf ihr MHC-Restriktionsmuster, ihrem Immun-
Phénotyp und ihrer Epitop-MHC-Affinitdt hin untersucht. SchlieSlich konnte
auch eine CD4+ T-Zellantwort gegen SVNI10 bei verschiedenen
Tumorpatienten induziert werden. Somit bilden die Identifikation des
natiirlich prozessierten SVN-Epitops zusammen mit den bereits identifizierten
Klasse-I-restringierten SVN-Epitopen die Basis fiir eine kombinierte Therapie,
um eine wirksame und langanhaltende CD4+ und CD8+ T-Zellantwort gegen
Klasse-I und -IlI-restringierte SVN-Epitope zu induzieren.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass CD4+ regulatorische T-Zellen (Treg) eine
bedeutende Rolle in der Anti-Tumor-Immunitét spielen. Eine erhhte Anzahl
von CD4+ CD25+ Treg-Zellen wurde im Tumorgewebe bei Patienten mit
verschiedenen Arten von Tumoren nachgewiesen. Die Untersuchungen der in
dieser Arbeit generierten T-Zellklone auf spezifische T-regulatorische Marker
zeigten, dass samtliche T-Zellklone CD4+ Treg Zellen darstellen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass neue Strategien, die einerseits
CD4+ Effektor T-Zellen stimulieren, andererseits CD4+ Treg-Zellen inhibieren
oder depletieren, erarbeitet werden miissen um das dynamische
Gleichgewicht zugunsten der Effektor- T-Zellen bei der Bekdampfung von
Tumoren zu verschieben. Auf der anderen Seite kann die Expansion von Treg-

Zellen die Bekampfung von Autoimmunkrankheiten verbessern.
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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Tumorerkrankungen stellen nach den Herz-Kreislaufkrankheiten die
zweithdufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen dar. Obwohl
die Standardbehandlungsverfahren, bestehend aus chirurgischen und
zytostatischen Therapien sowie Bestrahlungsbehandlungen, innerhalb der
letzten Jahrzehnte deutlich verbessert werden konnten, lassen sich viele
Tumorarten bis heute vielfach nicht dauerhaft heilen. Die Weiterentwicklung
neuer Modalitdten zur kurativen Behandlung von Tumoren ist demzufolge
eine Herausforderung an die moderne medizinische Forschung. In diesem
Zusammenhang ist die zellulire Tumorimmuntherapie ein viel
versprechender Ansatz. Diese Strategie beinhaltet die spezifische Aktivierung
des zelluldaren Immunsystems mit dem Ziel der Erkennung und Elimination

von Tumorzellen durch verschiedene Immuneffektorzellen.

1.1. Identifikation von Tumorantigenen

Eine wesentliche Grundlage fiir die Konzeption von spezifischen
Tumorimmuntherapien ist die Kapazitit des menschlichen Immunsystems,
zwischen ,,Selbst” und ,, anomalem Selbst” zu unterscheiden. Mutationen in
Tumorsuppressor-Genen, Proto-Oncogenen, Transkriptionsregulatoren und
dhnlichen Genen fiithren zur Dysregulation der Zellproliferation und zur
verdnderten Expression zahlreicher =zelluldrer Proteine (Fearson and

Vogelstein, 1990). Das Proteom einer Tumorzelle unterscheidet sich demnach
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von dem seiner nicht-neoplastischen Vorlduferzelle. Prinzipiell kann man
zwischen tumorspezifischen und tumorassoziierten Proteinen unterscheiden.
Tumorspezifische Proteine werden infolge Mutationen und/oder
pathophysiologischer Prozesse nur von Tumorzellen exprimiert, nicht jedoch
in normalen Zellen. Im Gegensatz hierzu kénnen tumorassoziierte Proteine
auch von nicht-transformierten Zellen auf niedrigem Niveau exprimiert
werden. Tumorspezifische bzw. tumorassoziierte Proteine, welche
immunogene Determinanten umfassen, die vom Immunsystem erkannt

werden konnen, bezeichnet man als Tumorantigene (TA).

Fortschritte auf dem Gebiet der Immunologie, Molekulargenetik und -biologie
haben in den vergangenen 20 Jahren die Identifikation einer stetig
zunehmenden Zahl dieser TA ermoglicht. Fiinf verschiedene Gruppen von TA
kann man abhidngig von ihrer Expressionsspezifitit, Funktion und
molekularen Entstehung unterscheiden:

- Zur ersten Klasse gehoren Differenzierungsantigene, die nur in
Tumorzellen sowie entsprechendem Normalgewebe exprimiert werden
(Tyrosinase, Melan A).

- Die zweite Kategorie entspricht Proteinen, die in Tumoren tiberexprimiert
vorliegen, gleichzeitig jedoch auch in gesunden Geweben zu finden sind (p53,
Her-2/neu, PSMA, hTERT, Survivin, Proteinase 3).

- Antigene, die in gesunden Geweben mit Ausnahme der Hoden und der
Placenta nicht vorkommen, aber in vielen Tumoren reaktiviert werden, bilden
als dritte Gruppe die sogenannten ,cancer-testis-Antigene”. Beispiele hierfiir
sind Proteine der MAGE-, GAGE- oder BAGE-Familie und NY-ESO-1.

- Die vierte Klasse besteht aus Antigenen, die auf spezifische
Punktmutationen in normalen Genen basieren; gegen das mutierte
Genprodukt konnen potentiell spezifische T-Zellreaktionen ausgeldst werden

(Caspase-8, Cyklin-abhingige Kinase 4).
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- Zur letzten Kategorie werden verschiedene virale Proteine (z.B. E7/HPV)
gezdhlt, fir die ein Zusammenhang zwischen Virusinfektionen und

Tumorentstehung belegt ist (Wolfel and Huber, 2001; Rosenberg, 1999).

1.2 Immuntherapie von Tumoren mit zytotoxischen

T-Lymphozyten

Zahlreiche der heute charakterisierten TA sind Zielantigene zelluldrer
Immunreaktionen, die von antigenspezifischen T-Lymphozyten vermittelt
werden (Renkvist et al., 2001; Livingston et al., 1979; Rouse et al., 1972;
Zinkernagel and Doherty, 1979; Davis et al., 2003). In diesem Zusammenhang
stellen CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) wesentliche Effektorzellen
dar (Knuth et al., 1989; Knuth et al., 1984; Mukheriji et al., 1983; Brunner et al.,
1980). Nach Erkennung wund Aktivierung polarisieren sich CD8+
T-Lymphozyten durch Umstrukturierung des Zytoskeletts, schiitten
nachfolgend zytotoxische Granula, die Perforin und Granzyme enthalten, aus
und induzieren so die Apoptose der Zielzellen. Die spezifische Erkennung von
TA durch T-Zellrezeptoren (TCR) auf CTLs erfolgt, wenn das Antigen in Form
eines Peptidepitops gebunden an ein MHC-Klasse-I-Molekiil auf der
Tumorzelloberflache présentiert wird. Voraussetzung ist die Prozessierung
von intrazelluldren Proteinantigenen in Peptidepitope, die eine optimale
Linge von 9 bis 10 Aminosduren aufweisen und bei Vorliegen bestimmter
Aminosdurekonstellationen mit hoher Affinitdit an MHC-Klasse-I-Molekiile
binden (Bjorkman et al., 1987; Goldberg and Rock, 1992; Monaco, 1992; Falk et
al., 1991 ; Seliger et al., 2000). In den vergangenen Jahren hat man von vielen

TA ein oder mehrere Peptidepitope identifiziert, die von verschiedenen MHC-
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Klasse-I-Allelen prasentiert und vom TCR zytotoxischer CD8+ T-Zellen
erkannt werden (Renkvist et al., 2001; Davis et al., 2003; Novellino et al., 2005).

Die Identifikation des ersten tumorpezifischen T-Zellepitops aus dem ,,cancer-
testis“-Tumorantigen MAGE Anfang der 90iger Jahre (van der Bruggen et al.,
1991) machte den Weg frei fiir die Entwicklung von Krebsvakzinen. Seither
sind MHC-Klasse-I-abhdngige Peptidepitope in einer Vielzahl von klinischen
Studien bei unterschiedlichen Tumorentitdten untersucht worden (Celis et al.,
1995; Jaeger et al., 1996; Nestle et al., 1998; Jager et al., 2000; Rosenberg, 2001).
Waren in vielen dieser Studien die anfianglichen Ergebnisse auch
vielversprechend — CD8+ zelluldre Immunreaktionen und Tumorregressionen
traten bei einem Teil der geimpften Patienten auf (Nestle et al., 1998; Melief et
al., 1996; Rosenberg et al., 1998; Marchand et al., 1999; Mackensen et al., 2000),
so fiithrten sie in aller Regel jedoch nicht zur vollstindigen und permanenten
Elimination des Tumors (Lee et al., 1999b; Panelli et al., 2000a; Panelli et al.,
2000 b).

1.3 ,tumor escape” Mechanismen

Bis heute gelingt es nicht, klinisch wirksame T-Zellantworten durch alternative
Impfstrategien und Vakzinierung mit neu identifizierten TA und MHC-
Klasse-I-Peptidepitopen zu stimulieren (Rosenberg et al., 2004; Blattmann and
Greenberg, 2004). Eine Erkldrung hierfiir sind die tiber einen Selektionsdruck
geforderten ,escape” Mechanismen von Tumorzellen, die ihrer Erkennung
und Vernichtung durch das Immunsystem entgegenwirken (Anichini et al.,
1999; Costello et al., 1999; Espinoza-Delgado, 2002; Gouttefangeas and

Rammensee, 2000).
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Beispielsweise konnen Tumorzellen fiir das Immunsystem quasi unsichtbar
bleiben, indem sie MHC-Klasse-I-Molekiile herunterregulieren oder in TAP-
und proteasomdefizienten Mutanten die Prédsentation der TA verhindern
(Costello et al., 1999; Gilboa, 2001; Ferrone and Marincola, 1995; Seliger et al.,
1997). Weiterhin konnen Tumorzellen durch Koexpression
T-zellinhibitorischer Molekiile (z.B. CTLA-4) oder durch fehlende
Koexpression von kostimulatorischen Molekiilen (CD28, CD40, oder B7),
woraufhin das entscheidende zweite Signal zur Aktivierung der T-Zelle fehlt,
eine effiziente antitumorale Immunantwort verhindern oder sogar eine
Immuntoleranz induzieren (Alexandroff et al. 2000, Chambers et al., 2001;
Fenton and Longo, 1997). Im Rahmen von Immunantworten gegen
korpereigene Zellen kommt es nicht zu inflammatorischen Reaktionen, die bei
bakteriellen oder viralen Entziindungsreaktionen gesehen werden (Gilboa
2001). Es fehlt die Bildung proinflammatorischer Zytokine und Chemokine,
die die Expression von Adhédsionsmolekiilen anregen bzw. professionell
antigen-prasentierende Zellen anlocken und zur Reifung bringen. Naive
T-Zellen konnen so letztlich nicht einwandern und aktiviert werden (Fenton
and Longo, 1997; Piali et al., 1995). Manche Tumoren kénnen die Produktion
des T-Zell-Wachstumsfaktors IL-2 blockieren und die Signaltransduktion von
[I-2-Rezeptoren auf den T-Zellen verhindern (Rayman et al.,, 2000).
Tumorzellen bilden auch immunsuppressive Faktoren wie VEGF, TGE-f,
Prostaglandine oder IL-10. Antigenprasentierende Zellen und T-Zellen werden
so in ihrer Reifung, Proliferation und Funktion gehemmt und das gesamte
Immunsystem des Tumorpatienten supprimiert (Fenton and Longo, 1997;
Gabrilovich et al., 1996; Gilboa, 2001, Kim et al., 1995; Radoja and Frey, 2000,
Restifo. 2000).

Schliefslich konnte auch eine Beteiligung regulatorischer T-Zellen an der
Induktion der Toleranz gegen Tumore gezeigt werden (Sutmuller et al., 2001;

van Elsas et al., 2001).
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1.4 Einbeziehung von CD4+ T-Lymphozyten in die

zellulare Immuntherapie von Tumoren

Aufgrund der Vielzahl immunsuppressiver Strategien der Tumoren ist die
Entwicklung von immuntherapeutischen Strategien wiinschenswert, die trotz
dieser Mechanismen eine effiziente, dauerhafte Immunantwort gegen
Tumoren induzieren konnen. Eine mogliche Verbesserung antitumoraler
Immuntherapien kann sich aus der Einbeziehung tumorspezifischer CD4+
T-Helferlymphozyten in antitumorale CD8+ T-Zellreaktionen ergeben
(Knutson et al., 2001; Wang, 2001; Schuler-Thurner, 2002; Yu and Restifo,
2002). Bisher sind tumorspezifische CD4+ T-Zellepitope erst in sehr wenigen
klinischen Vakzinierungsversuchen eingesetzt worden (Slingluff et al., 2001;
Brossart et al., 2000) und es sind nur wenige tumorspezifische MHC-Klasse-II-
Peptide bekannt. Die zentrale Bedeutung von CD4+ T-Zellen bei der Induktion
und Aufrechterhaltung von humoralen und zelluldaren Immunreaktionen bei
Infektions- und Autoimmunerkrankungen ist unbestritten (Ahlers et al., 2001;
Charlton and Lafferty, 1995; Kalams and Walker, 1998; O'Garra et al.,1997;
Zajac et al.1998). Umso erstaunlicher ist es, dass CD4+ T-Helferzellen im
Bereich der Tumorvakzinierung bisher wenig Aufmerksamkeit geschenkt
wurde. Ein Grund dafiir ist, dass Tumorzellen im allgemeinen MHC-Klasse-I
Molekiile exprimieren, nicht aber MHC-Klasse-II Molekiile (Altomonte et al.,
2003).
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Abb. 1: CD4+ T-Zellen als Regulatoren der Anti-Tumor-Immunitit. CD4+ T-Zellen sind an
der Auslésung und Regulation zahlreicher Effektorwege beteiligt, die eine Anti-Tumor-
Aktivitat entfalten konnen. Sie helfen beim Priming und der Proliferation von CD8+ T-Zellen,
inhibieren das Tumorwachstum tiber direkte und indirekte Mechanismen und aktivieren
B-Zellen. Die konzertierte Aktion dieser Effektoren fiihrt dann zur Elimination des Tumors

(modifiziert aus Wang, 2001).

Die essentielle Bedeutung von CD4+ T-Zellen fiir die Eliminierung auch von
MHC-Klasse-II-negativen Tumoren konnte in den letzten Jahren durch
verschiedene Studien gezeigt werden (Greenberg, 1991; Ossendorp et al., 1998;
Hung et al., 1998; Toes et al., 1999; Mumberg et al., 1999). Sie sind an der

Regulation vielfdltiger Effektorwege beteiligt, die allesamt in der Beseitigung
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des Tumors resultieren konnen (siehe Abb. 1). So fiihren CD4+ T-Zellen vom
Typ 1 (Tul) zu einer Proliferations- und Funktionsaktivierung von
tumorreaktiven CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten. Dies geschieht durch
sezerniertes Interleukin-2 und kostimulatorische Molekiile auf Tyl-Zellen,
sowie indirekt tiber die CD40-vermittelte Interaktion mit dendritischen Zellen
(DC) (Lode et al., 2000; Giuntoli et al., 2002; Greenberg, 1991; Bennett et al.,
1998; Schoenberger et al., 1998). Durch die Sezernierung von Interfon-y (IFN-y)
hemmen CD4+ T-Helferzellen die Tumorzellproliferation und die
tumorvermittelte Angiogenese (Mumberg et al., 1999; Qin and Blankenstein,
2000). Weiterhin  verstirken = T-Helferlymphozyten die T-zelluldre
Tumorabwehr durch das angeborene Immunsystem. Dies wird durch eine
Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen, eosinophilen Granulozyten
und NK-Zellen vermittelt (Hung et al., 1998; Greenberg, 1991; Tsung et al.,
2002). Die Rolle von Tu2-Zellen in der Anti-Tumor-Immunitdt liegt im
wesentlichen in der Aktivierung von  B-Lymphozyten, welche
tumorspezifische Antikorper produzieren kénnen, die den Tumor direkt oder

indirekt schadigen (Old et al., 1996; Glennie and Johnson, 2000).

1.5 Peptidbeladung von MHC-II-Molekiilen in Antigen-

prisentierenden Zellen

Die Erkennung von Antigenen durch CD4+ T-Lymphozyten erfolgt in Form
von Peptidepitopen, die auf MHC-Molekiilen der Klasse II prasentiert werden.
DC, B-Lymphozyten und Makrophagen nehmen extrazellulire Antigene
mittels Endozytose auf und spalten diese durch Proteasen in Peptide. Die
nachfolgende Beladung von MHC-Klasse-II Molekiilen mit antigenen

Peptiden in einer variablen Ldnge von 12 bis 28 Aminosduren findet in
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speziellen Zellkompartimenten, den MHC-II-Kompartimenten, statt (Pieters,
1997; Germain, 1994; Watts, 2004; Wang et al., 1999). Diese stellen lysosomen-
verwandte Organellen (LRO: lysosomal-related organell) dar, die zusitzlich
tiber die notwendige Ausriistung an HLA-DM-Molekiilen verfiigen. HLA-
DM-Molekiile helfen bei der Beladung von Peptid auf die Bindungsfurche der
MHC-II Molekiile. Fiir den Weitertransport von Peptid:MHC-II-Komplexen an
die Zelloberfliche und die effektive Prasentation der MHC-II-Epitope an
CD4+ T-Lymphozyten ist eine stabile - hochaffine — Bindung der
Peptidfragmente mit geeigneten Aminosdurekonstellationen an MHC-II-

Molekiile eine wichtige Voraussetzung.

1.6 Die Bedeutung der Prdsentation von MHC-II-
Selbstpeptiden auf DCs fiir die periphere Toleranz und
die Regulation der T-Zell-Aktivitit

Neben exogenen Fremdproteinen nehmen DC auch exogene Selbstproteine auf
und présentieren diese nach Prozessierung auf ihren MHC-II-Molekiilen — die
wichtigste Quelle potentieller Autoimmunreaktionen. T-Zellen, die auf solche
Selbstpeptide antworten, miissen im Thymus eliminiert werden. Die zentrale
Toleranzinduktion ist aber unvollstindig. Einige T-Lymphozyten mit
niedriger Affinitédt fiir Selbstantigene sind in der Lage der negativen Selektion
im Thymus zu entgehen (Bouneaud et al., 2000). Zudem gibt es Selbstproteine,
die erst in spdteren Phasen des Lebens auftreten, wenn das Lymphozyten-
Repertoire bereits gebildet ist (Matzinger, 1994). Alternativ handelt es sich um
Selbstproteine, die nur in spezialisierten Geweben (z.B. Hoden) exprimiert
werden, nicht jedoch im Thymus prasentiert werden (Lo et al., 1989; Anderson

et al., 2002). Periphere Toleranzmechanismen ergdnzen offensichtlich die
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thymusabhingige Toleranz, wobei verschiedene Mechanismen diskutiert
werden (Rocha and von Boehmer, 1991; Jones et al., 1990; Powrie and Maloy,

2003).

Eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz wird
den DC zugeschrieben (Steinman, 2003; Steinman and Nussenzweig, 2002).
Unreifen DC fehlen kostimulatorische Molekiile. Die Prasentation von
Selbstpeptiden-MHC-Komplexen ohne die kostimulatorischen Molekiile fiihrt
zur Anergie der erkennenden T-Zellen (Greenfield et al., 1998). Weiterhin gibt
es Hinweise darauf, dass selbstreaktive T-Lymphozyten in der Peripherie
auch deletiert werden konnen (Hawiger et al., 2001). Ein anderer Mechanismus
konnte die indirekte Tolerisierung selbstreaktiver T-Zellen iiber regulatorische
T-Zellen (Trg) sein. Treg-Zellen sind eine Untergruppe der CD4+
T-Lymphozyten, die die IL-2R-a-Kette (CD25) und den Transkriptionsfaktor
FOXP3 (,forkhead-winged helix Transcription factor 3“) exprimieren
(Schubert et al., 2001; Khattri et al., 2003). Die Suppression selbstreaktiver
T-Zellen erfolgt entweder direkt iiber Zell-Zellkontakt oder indirekt iiber die
Sezernierung von anti-inflammatorischer Mediatoren wie IL-10 und TGF-8
(Roncarolo et al., 2001; Shevach et al., 2002). Neben nattirlich auftretenden Treg-
Zellen konnen Treg-Lymphozyten auch durch unreife DC induziert werden
(Jonuleit et al., 2001; Menges et al., 2002). Interessanterweise liefSen sich ebenso
regulatorische CD4+CD25+ T-Zellen durch reife DC stimulieren (Yamazaki et
al., 2003). Zudem =zeigten reife DC effizientere protektive Effekte bei
Autoimmunreaktionen als unreife DC (Lenschow et al., 1996; Feili-Hariri et al.,

1999; Salomon et al., 2000).

Selbstpeptid-MHC-II-Komplexe haben also sowohl eine Funktion als Liganden
fiir die positive und negative Selektion von Thymozyten als auch fiir die

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz. Auch fiir das Uberleben naiver
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T-Lymphozyten scheinen Selbstpeptid-MHC-II-Komplexe essentiell zu sein
(Brocker, 1997; Viret et al., 1999). Neueste Studien zeigen zudem eine
bedeutende Rolle von Selbstpeptiden fiir die Antigenerkennung und
Regulation der T-Zellaktivitit gegeniiber Fremdantigenen: Zum einen kénnen
sie als ,akzessorische Liganden” die Bildung der immunologischen Synapse
unterstiitzen und zur T-Zell-Signaltransduktion beitragen (Wiilfing et al.,
2002), zum anderen konnten Selbstpeptide dem TCR das Auffinden seines
passenden MHC-Peptid-Liganden erleichtern, indem sie schwache
Wechselwirkungen mit dem TCR eingehen und ihn so zum Fremdpeptid-
MHC-II-Komplex leiten (Wu et al., 2002). Der genaue Einfluss der MHC-II-
Selbstpeptid-Komplexe auf die T-Zellaktivierung ist zur Zeit allerdings noch
umstritten. Bandhoola et al. (2002) zeigten in einer Studie, dass Selbstpeptide
die T-Zellreaktion gegeniiber Fremdpeptiden ddmpfen, indem sie zum einen
die Aktivierbarkeitsschwelle anheben und zum anderen regulatorische
T-Zellen aktivieren. Im selben Jahr zeigten dagegen Stefanova et al. (2002), dass
die Gegenwart, von Selbstpeptiden die Sensitivitit des T-Zell-Rezeptors

gegeniiber Fremdpeptiden sogar steigert.

1.7 Identifikation von MHC-Klasse-II-Peptidepitopen

Bisher sind kaum tumorspezifische MHC-II-Peptidepitope bekannt. Ein Grund
daftir liegt in methodisch-technischen Herausforderungen bei ihrer
Identifikation. Zahlreiche Versuche sind in jlingster Zeit unternommen
worden, um tumorassoziierte MHC-II-Epitope zu identifizieren. Ausgehend
von cDNA-Bibliotheken aus Tumorzellen wund tumorspezifischen
T-Lymphozyten konnen zelluldre Tumorantigene mittels

Expressionsklonierung  identifiziert =~ werden. Hierbei miissen die
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zellbiologischen Abldufe bei der MHC-II-abhdngigen Antigenprozessierung

und —présentation beriicksichtigt werden.

Eine relativ erfolgreiche und systematische Strategie bestand in einem 1999
von Wang vorgestellten genetischen Verfahren. Hierbei wurden aus
Tumorzellen generierte cDNAs an die invariante MHC-II-Kette-Gen (i)
tusioniert (Wang et al., 1999a; Wang et al., 1999b). Die sekretorischen als auch
die zytoplasmatischen Proteine werden so in den exogenen Pfad der
Antigenprozessierung geleitet und potenziell zu MHC-II-restringierten
Helferepitopen verarbeitet. Der Ii-TA-Fusionsvektor wird anschliefend in
antigenprasentierende  HEK293IMDR-Zellen, die zusdtzlich wichtige
Komponenten des MHC-II-Pfades (HLA-DM, -DRa, DRb) iiberexprimieren,
transfiziert. Die Detektion antigenspezifischer Immunreaktionen erfolgt
schliefllich durch Kokultivierung dieser Zellen mit patienteneigenen,

tumorspezifischen CD4+ T-Zellen (Wang et al., 1999b).

Eine biochemische Strategie zur Auffindung von T-Helferzellantigenen basiert
auf der Peptidelution von MHC-II-positiven Tumorzellen (Li et al., 1998b).
Auch Proteinfraktionierungen aus Tumorzelllysaten mit anschlieflender
Proteinidentifikation mittels Massenspektrometrie fiihrte zur Identifikation
neuer Tumorantigene (Pieper et al, 1999). Die immunologische
Antigendetektion erfolgt bei diesen Strategien {iiber tumorspezifische CD4+
T-Zellen. Patienteneigene CD4+ T-Lymphozyten mit ausreichender
Tumorspezifitit sind allerdings nur bei wenigen Tumorentitdten — z.B. bei
MHC-II-exprimierenden Melanomen aus tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL) — kultivierbar. So konnen fiir die Identifikation von tumorassoziierten
Helferzellantigenen sowohl das genetische als auch das biochemische

Verfahren bei der Mehrzahl der Tumorarten a priori nicht genutzt werden.
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Die Identifikation mittels ,reverser Immunologie” oder ,Epitopdeduktion”
(Schultze and Vonderheide, 2001) erfolgt hingegen zuerst ohne Einsatz von
patienteneigenen tumorspezifischen T-Zellen. Proteine, die in Tumorzellen im
Vergleich zu entsprechenden Normalzellen iiberexprimiert vorliegen, werden
tiber genomweite Expressionsanalysen und ihrer moglichen funktionellen
Bedeutung in der Kanzerogenese identifiziert. Anschlieffend werden mit Hilfe
von inzwischen sehr zuverldssigen computergestiitzten Epitop-Algorithmen
die T-Zell-Epitope vorhergesagt, die eine potentiell hohe Bindungsaffinitit
zwischen allelen MHC-Molekiilen und Peptidsequenzen in der
Aminosduresequenz des Kandidatenantigens besitzen. Diese
Kandidatenepitope finden als synthetische Peptide Anwendung bei der in
vitro-Stimulation von spezifischen T-Zellen und werden hinsichtlich ihrer
Antigenitdit und immunologischen Eigenschaften untersucht. Bei Vorliegen
eines ,genuinen” T-Zellantigens werden die entsprechenden Peptidepitope fiir
immunologische Untersuchungen aus dem Blut von Tumorpatienten und
schliefSlich fiir klinische Vakzinierungen genutzt. In der hier vorgestellten
Arbeit wurden die tumorassoziierten Proteine Survivin und Proteinase 3

untersucht.

1.8 Das tumorassoziierte Protein Proteinase 3

Proteinase 3 (PR3), auch als Myeloblastin bekannt, gehort zur Gruppe der
neutralen Serinproteasen und kommt in der azurophilen Granula von
neutrophilen Granulozyten und in der Granula von Monozyten vor
(Campanelli et al, 1990; Borregaard and Cowland, 1997). Unter
physiologischen Bedingungen ldsst sich das PR3-Protein nur in Zellen der
Myelopoese nachweisen. PR3 besitzt eine mikrobizide Wirkung gegen

Bakterien sowie Pilze, die unabhingig von der enzymatischen Aktivitit durch
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eine Hemmung der Synthese von Makromolekiilen sowie Inhibition des
Sauerstoffmetabolismus und energieabhidngigen Membrantransports erklart
wird (Janoff, 1985). Uber einen enzymatischen Abbau verschiedener
Strukturproteine, wie Elastin, Fibronektin, Proteoglykanen und Typ IV
Kollagen, bahnt PR3 die Migration von neutrophilen Granulozyten durch die
extrazelluldre Matrix und durch Basalmembranen (Owen and Campell, 1999;
Borregaard and Cowland, 1997; Rao et al., 1996). Uberdies ist eine
physiologische Rolle von PR3 im Rahmen der myeloischen Differenzierung
hamatopoetischer Stammzellen experimentell belegt. So konnte unter anderem
gezeigt werden, dass eine konstitutive Uberexpression von PR3 in CD34+
hamatopoetischen Stammzellen einen unabhédngigen Proliferationsstimulus
darstellt (Lutz et al., 2000). Im Stadium der Promyelozyten reguliert PR3 die
Differenzierung durch eine enzymatische Spaltung von NF-kB (Franzoso et al.,
1994), Hsp28 (Spector et al., 1995) und Sp1 (Rao et al., 1998).

Pathologisch ist PR3 in eine Vielzahl von Krankheiten involviert. So spielt es
eine Rolle bei der zystischen Fibrose (Just et al., 1999), der Vaskulitis und
rheumatoiden Arthritis (Witko-Sarsat et al., 1999) und der cANCA-positiven
Wegener Granulomatose (Hagen et al., 1993). Dariiber hinaus ist PR3 in den
malignen Zellen von akuten und chronischen myeloischen Leukdmien
tiberexprimiert und spielt bei der Erhaltung der Lebensfdhigkeit maligner
Zellen eine wichtige Rolle (Bories et al., 1989; Lutz et al., 2001).

Mitte der 90iger Jahre konnten PR3-spezifische CTL aus dem Blut von
Tumorpatienten isoliert werden (Molldrem et al., 1996). Myeloische Zellen mit
einer physiologischen PR3-Expression werden von diesen reaktiven CTL nicht
lysiert oder in ihrer Proliferation und Differenzierung beeintrachtigt
(Molldrem et al., 2000).

Als wichtigster Beleg fiir eine T-Helferzellantwort gegen PR3 ist das
Phianomen des Immunglobulin-Klassen-Switch mit den vorherrschenden IgG-

Subklassen IgG: und IgGs bei der Wegenerschen Erkrankung zu werten
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(Brouewer et al, 1991). MHC-Klasse-II-Epitope als Ziele einer CD4+
T-Helferreaktion gegen PR3 waren zu Beginn der hier vorgestellten Arbeiten

nicht beschrieben.

1.9 Das tumorassoziierte Protein Survivin

Survivin (SVN) gehort zur Familie der ,Inhibitor of apoptosis protein” (IAP),
die an der Regulation der Zellteilung und der Suppression der Apoptose
beteiligt sind. SVN wird Zellzyklus-abhdngig gebildet und bindet wahrend
der Mitose die Pro-Caspase-9, wodurch es die Aktivierung der Caspase durch
Apafls/cytochrome c¢ verhindert. Desweiteren ist SVN mit der MTOC
(,microtubule organization center”) wahrend der Interphase, und an der
mitotischen Spindel und den Zentrosomen wahrend der Metaphase assoziiert
(Giodini et al., 2002). Eine dominant-negativ mutierte Form von SVN fiihrt zu
einem Zellteilungsdefekt, dessen Auswirkung sich in der Zentrosomen-
Deregulation, einer multipolaren, mitotischen Spindel und von multi-
nucleated, polyploiden Zellen widerspiegelt.

Mit Ausnahme von Thymozyten (Ambrosini et al., 1997), Placenta, CD34+
Stammzellen (Carter et al., 2001; Fukuda and Pelus, 2002a) und Basalzellen des
Kolonepithels (Gianani et al., 2001; Zhang et al., 2001) wird SVN normalerweise
nur in embryonalem und fotalem Gewebe exprimiert (Adida et al., 1998;
Kobayashi et al., 2002). In vielen Tumoren liegt SVN dagegen {iiberexprimiert
vor (Altieri, 2003); die tumorale SVN-Uberexpression ist mit einer erhthten
Tumorrezidivquote (Swana et al., 1999), einer hoheren Therapieresistenz
(Ikeguchi and Kaibara, 2001; Tran et al., 2002) sowie einer kiirzeren
Uberlebenszeit der betroffenen Patienten assoziiert (Adida et al., 2000a). Dies
wurde neben Neuroblastomen (Islam et al., 2000), Harnblasen-Karzinomen

(Swana et al., 1999) und Melanomen (Lee et al., 1998) auch fiir Leukdmien
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(Adida et al., 2000b) und Lymphome (Ambrosini et al., 1997; Adida et al.,
2000a) gezeigt. Die Transkription des SVN-Gens in Tumorzellen ist global
dereguliert; so wurde eine Zellzyklus-unabhidngige Expression nachgewiesen
(Grossmann et al., 1999b). Bei der Erhaltung der Lebensfdhigkeit entarteter
Zellen spielt der SVN-Pathway der Apoptose-Regulation eine wichtige Rolle
(Ambrosini et al., 1998; Chen et al., 2000; Grossmann et al., 1999a; Li et al., 1998a;
Olie et al., 2000). Die Uberexpression von SVN in Tumorzellen fithrte zu der
Annahme, dass es sich moglicherweise um ein tumorassoziiertes Antigen
handelte (Andersen et al., 2002). Kiirzlich konnten aus dem peripheren Blut
von Patienten mit malignem Melanom und chronischer lymphatischer
Leukdmie (CLL) reaktive CTL isoliert werden, die allogene, HLA-identische
Tumorzellen lysierten (Altieri, 2001; Andersen et al., 2001; Mahotka et al., 1999;
Schmitz et al., 2000; Tamm et al., 1998). Zudem konnten Antikorper gegen SVN
bei verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden (Chang et al., 2004;
Rohayem et al., 2000), was auf die Existenz von T-Helferzellantworten gegen
SVN hinweist. Damit ist eine der Voraussetzungen fiir den Einsatz dieses

Proteins in der spezifischen Immuntherapie von Tumoren gegeben.
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Zielsetzung der Arbeit

Das Kernziel der Arbeit bestand in der Identifikation von MHC-II-
restringierten Peptidepitopen in solchen Proteinen, die ein tumorassoziiertes
Expressionsverhalten aufwiesen und die bereits bekannte Zielantigene
zytotoxischer T-Zellreaktionen waren. Als entsprechende Kandidatenantigene
wurden Proteinase 3 und Survivin ausgewdhlt. Ein erster Arbeitsschritt
bestand in der computergestiitzten Vorhersage von potentiellen MHC-II-
Peptidepitopen innerhalb der Aminosduresequenzen von PR3 und SVN.
Epitopkandidaten konnen mit Hilfe von datenbankgestiitzten Algorithmen,
die Bindungs-Avidititen zwischen beliebigen Peptiden und bestimmten
MHC-Allelen der Klassen I und II vorhersagen, identifiziert werden. Im
vorliegenden Fall wurde mit Hilfe des Computerprogramms TEPITOPE"
sowie der von H. G. Rammensee iiber das Internet verfiigbaren
Pradiktionssoftware in der Primédrstruktur von PR3 und SVN nach
Aminosduresequenzen, die mit hoher Wahrscheinlichkeit an die wichtigsten
allelen MHC-II-Molekiile binden, gesucht. Die Epitope wurden in Form von
synthetischen Peptiden zur in vitro-Stimulation von humanen CD4+
T-Lymphozyten eingesetzt. In diesem Zusammenhang waren die
Kulturbedingungen fiir CD4+ TA-spezifische T-Helferzelllinien und -klone zu
etablieren. Peptidspezifische CD4+ T-Zellen wurden hinsichtlich ihrer MHC-
Restriktion, ihrem Phéanotyp und ihrer Epitop-MHC-Affinitdt untersucht. Mit
ihrer Immunreaktivitit gegen korrespondierendes Tumorprotein bzw.
Tumorzelllysate, die das entsprechende Antigen exprimieren, sollte der

Nachweis erbracht werden, dass die entsprechenden Peptidsequenzen im
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endozytotischen Pfad der Antigenprozessierung zu MHC-II-gebundenen
Peptidepitopen fiir eine Prdsentation an CD4+ Helferzellen verarbeitet
wurden. Bei Vorliegen eines ,,genuinen” Peptidepitops sollte die Frage geklart
werden, ob sich Peptid-spezifische CD4+ T-Lymphozyten aus dem Blut von
Krebspatienten stimulieren lassen - eine wichtige Voraussetzung fiir eine
adoptive T-Zelltherapie bzw. fiir nachfolgende Analysen hinsichtlich einer

moglicherweise induzierten T-Zellanergie.
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2. Material

2.1 Gerate

AKTApurifier
Analysenwaage H54AR
Blotkammer Mini-Trans Blot
Cell Harverster IH-110-96
COz-Inkubator HeraCell
Epifluoreszenzmikroskop IX 70
FACScan

Feinwaage
Geldokumentationsapparatur
Gelkammer Modell AE-6450
Gelkammer fiir Agarosegele
Heizblock Techne Dry-block DB2A
IKA KS 260 Schiittler
ImmunoSpot Analyzer LLC
Megafuge 2.0R

Microbeta Triflux 1450
Microplate Reader 680
Mini-Trans Blot Kammer
Multifuge 3 L-R

pH-Meter PHM 82

Power Supply Consort E734

AmershamPharmacia, UK
Mettler, Giefsen

Biorad, Miinchen

Inotech, Schweiz
Heraeus, Hamburg
Olympus

Becton Dickinson, Heidelberg
Sartorius, Gottingen
INTAS, Gottingen

Atto, Japan

Renner, Dannstadt
Thermo-Dux, Wertheim
IKA, Staufen
CTL-Europe, Reutlingen
Heraeus, Hamburg
Wallac, PerkinElmer
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen
Heraeaus, Hamburg
Radiometer, Danemark

Schiitt Labortechnik, Gottingen
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Power-Supply EPS 500/400 Pharmacia Fine Chemicals
Protec Optimax X-Ray Film Processor Maco, Heidelberg
PTC 100 DNA Biozyme, Hessisch Oldendorf
Reax2 Rotorschiittler Heidolph, Schwabach
Schweifser Cordless tube topper Beckmann Coulter
Spektralphotometer Eppendorf, Hamburg
Sterilwerkbank MicroFlow Astec, UK

Televal 31 Inverses Durchlichtmikroskop Zeiss, Jena

Thermocycler 60 Biomed, Theres, Deutschland
Thermocycler Trio Biometra, Gottingen
Trockenschrank Heraeaus, Hamburg
Ultraschallbad Sononrex RK 31 Rottberg, Gottingen
Ultrazentrifuge L-70 Beckmann Coulter. Krefeld
Vortex Genie 2 Schiitt Labortechnik, Gottingen
Wasserbad Kottermann
Zentrifuge Sorvall Evolution RC Kendro Laboratory,
Langenselbold

2.2 Chemikalien, Biochemikalien und

Radiochemikalien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden

Analysequalitdt von den angegebenen Firmen bezogen.

[*H]-methyl-Thymidin Amersham, UK
AIM-V Gibco-Invitrogen, Karlsruhe
Agarose Sigma-Aldrich, Miinchen

in
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Bom, human
B-Mercaptoethanol
Ampicillin

Bacto Trypton
Bacto Yeast-Extract
BSA

Coomassie Brillant Blue R-250
DAPI

DC Medium
Dimethylsulfoxid
DNA-Marker

DTT

DMEM

ECL
Ethidiumbromid
EtOH

FBS

Geniticin (G418)

Grofsenstandards
DNA-Marker 50-1000 Bp
1 kB Ladder DN A-Marker

Proteinmarker Nu PAGE MES
Proteinmarker
Page Ruler™, "prestained"
H>O;
Harnstoff
HEPES

Sigma-Aldrich, Miinchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Difco Laboratories, USA
Difco Laboratories, USA
New England Biolabs, USA
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Cell Genix Freiburg

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg
Gibco-Invitrogen, Eggenstein
Amersham Bioscience

Roche, Mannheim

JT Baker

Fluka (Sigma)

Gibco BRL Life Technologies,

Karlsruhe

Biozym, Hessisch Oldendorf:
Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe

Invitrogen

Fermentas

Fluka, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
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HeringSperm DNA Roche, Mannheim, Deutschland
IPTG Biomol, Hamburg
Isopropanol Fluka, Neu-Ulm
Kanamycin Amersham, UK

L-Glutamin

Leupeptin

Lymphoprep /Ficoll
Magermilchpulver
Nonidet P40

dNTP-Mix

PBS-Tabletten
Penicillin/Streptomycin
Pepstatin A

PHA-P

PPO

Protein A-Sepharose
Protogel (30% Acrylamid/
0,8%Bisacrylamid)
RNasin®

RPMI 1640 (1x) mit L-Glutamin
steriles Wasser fiir Injektionszwecke
Sucrose

TEMED

Trasylol (Aprotinin)
Tris-HC1

Triton X-100
Trypsin-EDTA-Losung

Tween-20

Gibco Technologies, Eggenstein
Boehringer, Mannheim

Gibco Technologies, Eggenstein
Neuform, Herrenberg

Fluka, Neu-Ulm

Invitrogen

Gibco Technologies, Eggenstein
Gibco Technologies, Eggenstein
Biomol, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Fluka, Neu-Ulm

Pharmacia, Freiburg

National Diagnostics, England
Promega, Madison, USA
Gibco-Invitrogen, Eggenstein
Baxter, Belgien

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Bayer, Leverkusen

Serva, Heidelberg

Fluka, Neu-Ulm

Invitrogen

Fluka, Neu-Ulm
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2.3 Verbrauchsmaterialien

Cryorchrchen 2,0 ml
Dialyseschlduche Visking 8/32
FACS-Rohrchen

Filtermatten fiir MicroBeta
Filterpapier Whatman 3MM
Gewebekulturschalen

Hybond-C Super

(Nitrozellulose) Membran
hIFN-y ELISA-KIT

hIL-2 ELISA-KIT

hIL-4 ELISA-KIT

hIL-10 ELISA-KIT

hTGF-B1 ELISA-Kit
Mini-Q-Anionenaustauschersaule
Pipetten (5, 10, 25 ml)
Prefusorspritzen 50 ml

Protein Assay-Kit (Bradford)
QIAfilter Plasmid Maxi Kit
QIAshredder

RNeasy Mini Kit

Rontgenfilm Kodak X-OMAT AR
Rontgenfilm Kodak X-OMAT BMR
Sample Bags fiir MicroBeta
Superfect Reagent
TC-96-Loch-Rundbodenplatten
TC-Flaschen (T-25, T-75,T-175)
TC-Kulturschalen (15 cm)

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sarstedt, Niirnbrecht
Amersham

Schleicher und Schiill, Dassel

Nunc, Roskilde, Danemark

Amersham, UK
Mabtech, Hamburg
Mabtech, Hamburg
Mabtech, Hamburg
Mabtech, Hamburg
Diaclone

Biorad, Miinchen
Sarstedt

Braun

Biorad, Miinchen
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Kodak, USA

Kodak, USA

Perkin Elmer
Qiagen, Hilden
Sarstedt, Niirnbrecht
Sarstedt, Nuirnbrecht

Greiner
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Titan One Tube RT-PCR System Roche Diagnostics, Mannheim
Zellsiebe 70 pm Falcon
Zentrifugenrohrchen (15 bzw. 30 ml) Sarstedt, Niirnbrecht
2.4 Antikorper
a-hCD3-PE R&D
a-hCD4-FITC R&D
a-hCD8-PE R&D
a-hCD25-FITC R&D
o-hCTLA-4 BD Bioscience
a-hGITR-PE R&D
a-hIgG-FITC R&D
a-hlgG-PE R&D

a-Kaninchen-IgG-HRP
a-Maus-IgG-HRP
a-hPR3

a-hSurvin

2.5 Enzyme

Endonukleasen

Reverse Transkriptase
RNaseA
T4-DNA-Ligase

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Neo Markers B

Santa Cruz Biotechnology

EcoRl, HindIlll, I-Ceul, Kpnl, Mlul, Nhel Pacl,
PI-Scel: New England Biolabs, Frankfurt
Invitrogen

Sigma, Deisenhofen

Invitrogen
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Tag-Polymerase Invitrogen

Die Reaktionsansidtze der jeweiligen Enzyme wurden nach Angaben des

Herstellers eingesetzt.

2.6 Zytokine

hIL-1b Biosource
rhil.-2 Roche
hIL-4 Roche
hIL-6 Roche
hGM-CSF Biosource
PGg2 Biosource
hTNF-a Biosource
2.7 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotide wurden von der Fa. IBA, Gottingen, bezogen.

Fiir Klonierungen:

Proteinase 3

F: 5'-ATTAAGCTTGCTAGCCGCCACCATGGCTCACCGGCCCCCCAGCCCT-&
R: 5-TATAACGCGTGGGGCGGCCCTTGGCCTCCACAC-3’



2. Material 26

LAMP-1
F: 5-TATAACGCGTGGTAACAACATGCTGATCC-3’
R: 5-TATAGAATTCGGTACCTCAGATGGTCTGATAGCCCGCGT-3’

Fiir RT-PCR:

B-Actin

F: 5-GGGTCAGAAGGATTCCTATG-3’

R: 5-GGTCTCAAACATGATCTGGG-3’
FoxP3

F: 5-TTCTGTCAGTCCACTTCACCAAGC-3’
R: 5-GTTGAGAGCTGGTGCATGAAATGTGG-3
Proteinase 3

F: 5--ACAACTACGACGCGGAGAAC-3’

R: 5- GTGACCACGGTGACATTGAG-3’
Survivin

F: 5-CTCAAGGACCACCGCATCTC-3

R: 5-AGCGCAACCGGACGAATGCT-3’

2.8 Peptide

Peptide mit einer Linge zwischen 15 und 25 AS (AS-Sequenzen der
einzelnen Peptide siehe Tab. 4.3, S. 68) wurden in der “Peptide Synthesis
Core Facility” des MD Anderson Cancer Center (Houston, Texas) von Dr. M.

Campbell synthetisiert und mittels HPLC aufgereinigt (>95%).
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2.9 Plasmide
pAd5/F35 Clontech
pcDNA3.1(+) ZEO Invitrogen, Karlsruhe
pLAMP1 freundlicherweise von G. Wulf, Uniklinik Gottingen
pPRTN3 h freundlicherweise von U. Specks, Mayo Klinik,

Rochester, USA

pShuttle Clontech

2.10 Losungen und Puffer

Die Losungen und

Puffer wurden mit 4x demineralisiertem Wasser

angesetzt. Losungen, die in der Zellkultur eingesetzt worden sind, wurden

mit sterilem Wasser fiir Injektionszwecke angesetzt.

Agarose-Gele

Agarplatten

Wirkstoff Aprotinin
(Trasylol 1000x)
Blockpuffer
Coomassie-Entfarber
Coomassie-

Farbelosung 1,5 g

0,8-1,5% Agarose in TAE-Puffer, 1 ug/ml Ethidium-
bromid
1,5%  Bacto-Agar in LB-Medium, 50 pg/ml

Ampicillin, Platten steril giefien (ca. 5 mm dick)

5 mg/ml in PBS
5% Milchpulver in Waschpuffer
10% Isopropanol; 10% Essigsdure in H.O

Coomassie Brilliant Blue R-250 in 1 1 Methanol/H,0/
Eisessig (5:5:1)
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DNA-Probenpuffer

dNTP-Mix (50x)

ECL-Losung 1

ECL-Losung 2

Elutionspuffer
Ethidiumbromid-
16sung
FACS-Puffer
HEBS
Ligasepuffer (10x)

Mounting-Medium

PCR-Puffer (10x)

100 mM EDTA pH 8,0; 50% Glycerin; 1% SDS; 0,25%
BPB; 0,25% Xylencyanol

10 mM dATP; 10 mM dCTP; 10 mM dGTP; 10 mM
dTTP

2,5 mM Luminol; 400 uM p-Coumarinsdure;

100 mM Tris-HCl pH 8,5

13 mM H20O; 100 mM Tris-HCl pH 8,5

50 mM Tris-HCl pH 7,5; 10 % Glycerol; 5 mM

reduziertes Glutathion

100 mg/ml Aqua bidest.; lichtgeschiitzt lagern
1xPBS, 0,5 % BSA

20 mM HEPES, 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,75 mM
Na2HPO4, 7,6 mM Glukose, pH=7,05

660 mM Tris-HCl pH 7,6; 50 mM MgCl; 50 mM DTT;
10 mM ATP

5% Polyvinylalkohol 25/140 (Merck); 10% Glycerin in
PBS

100 mM Tris-HCI pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCly;
0,1% Gelatine

PBS 140 mM NaCl; 3 mM KCL; 8 mM Na:HPOy; 1,5 mM
KH2PO4

Plasmidisolierung

S1 RNase A (100 pg/ml); 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA

S2 0,2 M NaOH; 1% SDS

S3 2,55 M KAcpH 4,8

SDS-PAGE-Laufpuffer 250 mM Tris-HCI; 1,9 M Glycin; 1% SDS
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6x SDS-Probenpuffer

SDS-Sammelgelpuffer

SDS-Trenngelpuffer
TAE

TBE-Puffer

TBS

TE-Puffer

TfB1

TfB2

Transferpuffer (WB)

Trypsin
Waschpuffer

2.11 Medien

DMEM

Einfriermedium

130 mM Tris-HC1 pH 6,8; 10% B-Mercapto-Ethanol
(frisch 20% 4,6% SDS;
0,2% Bromphenolblau

0,1 % SDS; 4 % Acrylamid; 130 mM Tris-HCl (pH 6,8);

zusetzen); Glycerin;

erst unmittelbar vor dem GiefSen der Gele zugeben:
0,09 % APS und 0,3 % TEMED

0,1 % SDS; 10-15 % Acrylamid; 130 mM Tris-HCl (pH
8,8); erst unmittelbar vor dem Gieflen der Gele
zugeben: 0,05 % APS und 0,12 % TEMED

40 mM Tris-Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA

90 mM Tris-HCL;
(pPH 8,0)

10 mM Tris-HCl pH 8,0; 150 mM NaCl

10 mM Tris-HCl pH 7,5; 1 mM EDTA

100 mM RbCl, 50 mM MnCl;, 10 mM CaCl,, 30 mM
KAc, 15% Glycerin, pH 5,8 mit 0,2 M Essigsdure

10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl> 15%
Glycerin, pH 7,0 mit NaOH

192 mM Glycin; 50 mM Tris-HC1 pH 8,3

2% Trypsin; 1x PBS; 0,5 mM EDTA pH 8,0

0,05% Tween-20 in TBS

90 mM Borsdure; 2mM EDTA

DMEM + 10 % FCS; 20 mM L-Glutamin, 100 mM
HEPES; 100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin,
Antimykotikum

50 % FCS; 3,7 g/L NaHCO3; 12 % DMSO in RPMI
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LB-Medium

RPMI 1640

10 g Bacto-Trypton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; mit
H>O auf 1 L auffiillen; pH 7,4

RPMI + 10 % FCS; 20 mM L-Glutamin, 100 mM
HEPES; 100 U/ml Penicillin; 100 png/ml Streptomycin

2.12 Eukaryontische Zelllinien

697
Granta-519
HEK 293a

HL-60
Jurkat
Jeko-1
K-562
Karpas-422
Mino
OCI
PM-1
Ramos
SP53
THP-1

humane B-Zellvorldufer Leukdmie
humane MCL

humane embryonale Nierenzelllinie
epithelialen Ursprungs, welche die adenovirale
E1-Region des Ad5 stabil exprimieren
humane AML

humane T-Zell-Leukdmie-Linie
humane MCL

humane Erythroleukdmie

humanes B-Zelllymphom

humane MCL

humane AML

humane T-NHL

humane non-Hodgkin B-Zelllinie
humane MCL

humane AML
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2.13 Bakterienstamm

E.coli DH5a F-; endAl, hsdR17(rk~, mk*); supE44; thi-1; A~ recAl;
gyrA96;, relAl; AlargF-lacZYAJU169; [®80dlacZM15]
(Hanahan, 1983)

2.14 Blutproben

Nach Zustimmung der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultét
(Universitdt Gottingen) wurden mononukledre periphere Blutzellen aus
,buffy coats” gesunder Blutspender (Transfusionsmedizin Universitats-
klinikum Gottingen) und aus iiberschiissigem Blutmaterial aus  der
Routinediagnostik von Tumorpatienten (Abteilung Héamatologie und
Onkologie) isoliert. Die HLA-Typisierungen erfolgten in der Abteilung

Transfusionsmedizin, Universitdt Gottingen.

2.15 Computerprogramme

Text und Abbildungen: Microsoft Office 2000

Bildverarbeitung: Photoshop 5.0
Bilddokumetation: DM-RA: Spot
IX-70: Tillvision
ELISA: Microplate Manager 5.2, Biorad, Miinchen

ELISPOT: Immunspot Software 1.7e, CTL-Europe, Reutlingen
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FACS-Analyse:

Internet Recherche:

Literaturverwaltung;:

Peptidanalyse:

CELLquest® Software, Beckton Dickinson,
Heidelberg

FlowJo, Treestar, USA

Internet Explorer

EndNote 3

TEPITOPE, Jiirgen Hammer, Duke University, NC
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3. Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Allgemeine zellbiologische Methoden
3.1.1.1 Bestimmung der Zellzahl

Zur Ermittlung der Zellzahl und Uberpriifung der Vitalitat der Zellen wurden
diese mit Trypanblau (nur tote Zellen nehmen den Farbstoff auf) 1:10
verdiinnt und in einer Neubauer-Zdhlkammer aufgetragen. Durch ein
Invertmikroskop wurden die ungefirbten Zellen in den vier Feldern der
Kammer gezdhlt und der Durchschnittswert ermittelt. Dieser Wert,
multipliziert mit dem Verdiinnungs- und Kammerfaktor, ergab wiederum die

Zellkonzentration pro ml.

3.1.1.2. Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung aller Zelllinien erfolgte in beschichteten Falcon®-
Zellkulturflaschen (75 cm? oder 150 cm? in einem Brutschrank bei 37°C unter
COz-Atmosphédre (5 % v/v). Das Splitten der in Suspensionskultur
wachsenden Zellen erfolgte bei einer Dichte von ca. 1-2 *10¢ Zellen/ml in
einem Verhiltnis von 1:2 bis 1:10 durch Austauschen des entsprechenden
Volumens an Zellsuspension gegen frisches Medium. Adhérente Zellen
wurden bis zu einer Konfluenz von 80-100 % vermehrt und dann in einem

Verhiltnis von 1:2 bis 1:10 gesplittet. Dazu wurden die adhédrenten Zellen
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zundchst in der Zellkulturflasche mit PBS gewaschen und anschlieffend mit
Trypsin/0,5 mM EDTA bedeckt. Der Abloseprozess konnte mikroskopisch
verfolgt werden. Die abgelosten Zellen wurden in Komplettmedium (zur
Inaktivierung des Trypsins) aufgenommen und entsprechend verdiinnt

wieder ausgesédt werden.

3.1.1.3 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zentrifugiert (380 g, 5 min) und
anschlieSend in eiskaltem, sterilfiltriertem Einfriermedium (50 % FCS, 40 %
RPMI-1640, 10 % DMSO) so resuspendiert, dass eine Zelldichte von 4*10¢ bis
1*¥107 Zellen/ml resultierte. Die Zellen wurden in Kryorohrchen tiberfiihrt und
in einer Einfrierbox bei —70°C eingefroren. Nach einem Tag wurden die
Rohrchen in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

Die Rekultivierung der Zellen erfolgte durch rasches Auftauen in einem 37°C-
Wasserbad. Die aufgetaute Zellsuspension wurde sodann in ein 15 ml Falcon-
Rohrchen mit PBS tiberfiihrt, die Zellen zentrifugiert und der DMSO-haltige
Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden anschlieBend in vorgewédrmten

Komplettmedium aufgenommen und in einen Zellinkubator tiberfiihrt.

3.1.2 Isolierung und Kultivierung humaner Blutzellpopulationen

3.1.2.1 Isolierung mononukleirer  Blutzellen @ (PBMC)  mittels

Dichtegradientenzentrifugation

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes konnen aufgrund ihrer Dichte von
den anderen Bestandteilen des Blutes getrennt werden. Heparinisiertes Blut
wurde 1:1 mit PBS verdiinnt und tiber Ficoll-Hypaque in Zentrifugenréhrchen

geschichtet. Nach Zentrifugation (bei 450 x g fiir 35 Minuten ohne Bremse)
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wurden die mononukledren Zellen aus der Interphase zwischen dem Ficoll
und dem Plasma mit einer Pasteurpipette abgezogen. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS, bei 380 x g fiir jeweils 5 Minuten, wurden die Zellen
anschliefend in komplettem AIM-V-Medium aufgenommen und ausgezahlt

(siehe 3.1.1.1).

3.1.2.2 Isolierung von Monozyten und Differenzierung zu dendritischen

Zellen

Dendritische Zellen (DC) wurden aus der monozytiren Blutzellfraktion
generiert. PBMC wurden wie unter 3.1.2.1 beschrieben iiber einen Ficoll-
Dichtegradienten isoliert und 5 x 107 Zellen in 75 cm? Zellkulturflaschen mit
10 ml DC-Medium fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit adhérierten
die Monozyten an die Plastikoberfliche der Zellkulturflasche. Die nicht-
adhdrenten Zellen (NAC) wurden entfernt und die verbleibende Zellfraktion
in DC-Medium, welches rhGM-CSF (1000 U/ml) und IL-4 (1000 U/ml)
enthielt, fiir sechs Tage kultiviert. An den Tagen drei und fiinf wurden die
entsprechenden Zytokine erneut hinzugefiigt. Nach sechs Tagen in Kultur
wurden die noch unreifen DC geerntet, gezidhlt und 2x10¢ Zellen in 1 ml DC-
Medium in eine 24-Lochplatte {iberfiihrt. Fiir die Reifung der DC wurde ein
zweiter Zytokincocktail, bestehend aus TNFa (10 ng/ml), IL-1B (10 ng/ml),
IL-6 (10 ng/ml) und PGg2 (1 pg/ml), zugefiigt. Nach 24 Stunden wurden die

reifen DC (mDC) geerntet und in anschliefenden Experimenten verwendet.
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3.1.3 Generierung von Peptid-spezifischen CD4+-T-Zellklonen

3.1.3.1 Stimulation von CD4+ T-Zellen

PBMC (3x105 Zellen /Loch) wurden in einer 96-Lochplatte ausplattiert. Zur
T-Zellstimulation wurden 50 pl Peptid (Konzentration 20 ng/pl) zu den PBMC
pipettiert. Pro Peptid wurden 48 Locher prapariert. Um eine Stimulation durch
im fetalen Kédlberserum enthaltene Fremdantigene zu vermeiden, wurden die
PBMC in serumfreiem AIM-V-Medium kultiviert. Nach sieben Tagen wurde
das Medium gegen frisches AIM-V-Medium ausgetauscht. In einem
Proliferationstest (3.1.3.2) wurden die Zellen mit dem entsprechenden Peptid
und bestrahlten (30 Gy), autologen PBMC (1x10° Zellen/Loch) auf ihre

spezifische Proliferationsantwort getestet.

3.1.3.2 T-Zellproliferationstest

In T-Zellproliferationstests wurden die Zellen an Tag 3 nach Peptidstimulation
mit 1 pCi [3H]-Thymidin pro Loch inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von
16 Stunden bei 37°C und 5% CO: erfolgte der Einbau des [3H]-Thymidins in
die T-Lymphozyten-DNA. Dieser Vorgang wurde durch Ernten der
Mikrotiterplatte beendet. Die Zellansitze wurden mit einem Zellernter
(IH-110-96, Inotech) auf Glasfaserfilter iibertragen. Nach dem Trocknen der
Filter wurden sie in Szintillationsfliissigkeit tiberfiihrt. Die Proliferation der
T-Zellen wurde anhand der Radioaktivitdt auf den Glasfaserfiltern mit einem
Beta-Counter (1450 MicroBeta liquid scintillation counter, Wallac) als ,counts
per minute (cpm)” quantifiziert. Die Ergebnisse wurden als Stimulationsindex
(SI) ausgedriickt, (cpm der Zellen gepulst mit Peptid/cpm der Zellen ohne
Peptid). Bei einem SI > 3 und einem Absolutwert von cpm > 1000 wurde das

Ergebnis als positive T-Zell-Proliferation gewertet.
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3.1.3.3 Einzelzellklonierung

Peptidspezifische T-Zelllinien wurden durch limitierende Verdiinnung (je
nach Wachstumsverhalten der T-Linien 0,3-3 Zellen/Loch) in Anwesenheit
von 1x105 radioaktiv bestrahlten (90 Gy), allogenen PBMC als
Stimulatorzellen, 5 pg/ml Phytohdmaglutinin (PHA) und 10 IU/ml rhIL-2
kloniert. Alle 3-4 Tage wurde das Medium gegen frisches, 10 IU/ml rhIL-2
enthaltendes, RPMI 1640 ausgetauscht. Nach durchschnittlich 12-14 Tagen
wurden die proliferativen Zellen sichtbar und erneut in Proliferationstests auf

ihre Peptid-Spezifitdt hin getestet.

3.1.3.4 Expansion und Analyse der T-Zellklone

Die peptid-spezifischen T-Zellklone wurden wochentlich mit autologen,
radioaktiv-bestrahlten (30 Gy) PBMC in Anwesenheit des spezifischen Peptids
(20 mg/ml) in 10 IU/ml rhIL-2 enthaltendes, RPMI 1640 restimuliert. Alle 3-4
Tage wurde frisches RPMI 1640 mit 10 IU/ml rhIL-2 zugefiigt.

Zur Analyse wurden die T-Zellklone (3x104 Zellen/Loch) in eine 96-Lochplatte
tiberfithrt. Die T-Zellen wurden in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen des Antigens (Peptid, rekombinantes Protein bzw.
Tumorzelllysate) mit radioaktiv-bestrahlten (30 Gy), autologen dendritischen
Zellen (DC) in RPMI 1640-Medium kokultiviert. In einigen Féllen wurden
zusétzlich verschiedene Antikorper gegen die MHC I- bzw. MHC-II-Molekiile
(20 pg/ml) hinzugegeben. Antigen-spezifische T-Zellantworten wurden

wiederum in Proliferationstests gemessen.
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3.1.4 Durchflufizytometrie (FACS)

Vor der durchflufizytometrischen Farbung wurden die Zellen zunichst in
FACS-Puffer (2 % FCS + 0,02 % NaNs in PBS) gewaschen und anschliefsend bei
4° C fiir 30 min mit 5 pg/ml des jeweiligen direkt markierten Antikorpers in
FACS-Puffer inkubiert. Nach zwei finalen Waschschritten wurden die Zellen
auf einem FACSCalibur® Durchflufizytometer unter Verwendung der
CELLquest® Software (Beckton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Die
Kalibrierung des Gerdtes erfolgte {iber eine nichtgefiarbte Probe
(Autofluoreszenz), die Bestimmung der unspezifischen Farbung der Zellen
tiber einen irrelevanten Antikorper gleichen Isotyps (Isotyp-Kontrolle). Um
den Anteil an toten Zellen in den Proben zu bestimmen, wurden die Ansitze
mit 1 pl Propidiumiodid (0,2 %) versetzt. Die Proben wurden direkt im

Anschluss an die Firbung gemessen.

3.1.5 Bestimmung der Zytokinproduktion mittels ELISA

Die Bestimmung der Zytokine in den Zellkulturiiberstinden von peptid-
stimulierten CD4+ T-Zellklonen erfolgte mittels ELISA (,enzyme linked
immunosorbent assay”). Hierzu wurde einer 96-Loch-Maxisorpplatte 100 ul
Primédrantikorper pro Vertiefung (2 mg/ml in Natriumphosphatpuffer, pH 9)
zugegeben und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nédchsten Tag wurde die
Platte zweimal mit PBS gewaschen und anschlieffend 100 pl PBS 1% BSA in
jede Vertiefung fiir zwei Stunden bei 37°C gegeben. Daraufhin wurde zweimal
mit PBS gewaschen, und dann die Kulturiiberstinde und die, in einer 1:2
Verdiinnung titrierten Standards und reines Medium als Leerwert auf die
Platte gegeben (100 pl / Vertiefung). Es folgte eine Inkubation von zwei
Stunden bei Raumtemperatur und danach vier Waschschritte. Daraufhin
wurden 100 pl des biotinylierten Sekundarantikorpers (1 pg/ml in PBS 0.1%
BSA) zugegeben und die Platte fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Nach sechs
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Waschschritten und der Zugabe von 100 ul Peroxidase-gekoppeltem
Streptavidin (0.5 mg/ml) folgte eine 30 min Inkubation und sechs
Waschschritte. Anschliefend wurden 100 ul der Substratlosung (BCIP-NBT)
pro Vertiefung zugegeben. Nach 3 bis 10 Minuten wurde die Farbreaktion
durch Zugabe von 100 pl Stopplosung (TMB) gestoppt und die Extinktion bei
450 nm gemessen, wobei die maximale Extinktion den Wert von 2.6 nicht
tiberschreiten durfte. Von den gemessenen Werten wurde die Extinktion des
Leerwertes abgezogen. Mit Hilfe der ,Microplate Manager” Software wurde
eine Fichgerade erstellt und die Konzentration der Kulturiiberstinde

bestimmt. Das Detektionslimit lag je nach Zytokin bei 0,5 -7 pg/ml.

3.1.6 IFN-y-ELISPOT-Assay

Eine Nitrocellulose-Platte mit 96 Vertiefungen wurde unter sterilen
Bedingungen fiir einige Minuten mit 100 pl PBS/Vertiefung benetzt.
Anschlieflfend wurden 100 pl des Maus-anti-human- IFN-y-Antikorpers pro
Vertiefung in einer Konzentration von 5 ng/ml dazugegeben und die Platte
tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach Dekantieren des Antikorpers von der Platte wurde den Vertiefungen je
100 ul PBS + 0.05 % Tween20 + 0.1 % BSA zugegeben und fiir eine Stunde bei
37°C und 5 % COz inkubiert. Die aus Heparin-Vollblut isolierten und {iber
Nacht im Brutschrank inkubierten PBMC wurden nun bei einer Konzentration
von 2x10°/ml mit je 50 ul Zelllosung pro Vertiefung auf die ELISPOT-Platte
pipettiert. Dies entspricht 1x10° Zellen pro Vertiefung. Anschlieffend wurden
die Peptide (P2, P11, P12b wund P13) hinzugegeben. Bei einer
Peptidkonzentration von 10 ng/pl wurden 50 pl in jede Vertiefung pipettiert.
Desweiteren wurde als Negativkontrolle in je sechs Vertiefungen kein Antigen
hinzugefiigt. Die Platte wurde dann 24 — 48 h bei 37°C, unter geséttigter
Luftfeuchtigkeit und 5 % COz im Brutschrank inkubiert. Die Platte wurde
anschlieffend sechsmal mit 200 pl/Vertiefung PBS + 0,05 % Tween-20



3. Methoden

40

gewaschen. Danach erfolgte eine 2-stiindige Inkubation bei 37°C mit
100 pl/Vertiefung eines biotinylierten Maus-anti-human-IFN-y-Antikorpers in
einer Konzentration von 0,5 pg/ml in PBS + 0.5% BSA.

Nach viermaligem Waschen der Platte mit 200 pul PBS/Vertiefung wurden
100 pl/Vertiefung Streptavidin-Alkaline-Phosphatase (1:1000 in PBS verdiinnt)
hinzugegeben und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
viermaligem Waschen der Platte mit PBS wurden ihr 100 ul/Vertiefung des
farblosen =~ BCIP/NBT-Substrats  (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/
nitroblue-tetrazolium) hinzugefiigt. Die eintretende Farbreaktion wurde nach
ca. sieben Minuten durch waschen mit Leitungswasser gestoppt.

Nach Trocknung der Platte iiber Nacht bei Raumtemperatur und unter
Lichtabschluffs wurde die Anzahl der farbigen Spots mithilfe des
automatisierten, computergesteuerten Lesegerdts "ELISPOT-Reader" (AID)
gezdhlt. Die Summe der ermittelten Anzahl von Spots (ein Peptid) spiegelt den
Anteil an reaktiven IFN-y-produzierenden CD4+ Tu-Zellen bezogen auf 2x10°
eingesetzte PBMC wider. Die gemessene spontane IFN-y-Freisetzung
(Negativkontrollen) wird als Hintergrund von der Gesamtzahl an Spots
abgezogen.

Eine T-Zell-Antwort wurde dann als positiv betrachtet, wenn nach Subtraktion
der Negativkontrolle mindestens 5 T-Zellen pro 2x10° PBMC (entsprechend 2
Plattenvertiefungen) als Reaktion auf den Antigenkontakt IFN-y sezernierten.
Auflerdem musste dieser Wert im Vergleich zur Negativkontrolle im
einseitigen ,student’s t-Test” signifikant erhoht sein. Bei einem Testergebnis
von p < 0.05 wurde dies als positive T-Zell-Antwort gegen das entsprechende
Epitop gewertet. Aufgrund der wiederholten Testungen sind diese Ergebnisse

als deskriptiv zu betrachten.
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3.1.7 Herstellung von Zelllysaten fiir die Beladung von DC

Von verschiedenen Zelllinien wurden 5x10¢ Zellen geerntet und in 2ml RPMI
1640 in ein 1,5ml Eppendorf-Reagiergefafs iiberfiihrt. Die Zellsuspension
wurde fiinfmal in fliissigem Stickstoff schockgefroren und im 37°C warmen
Wasserbad wieder aufgetaut. Anschlieffend wurde die Zellsuspension 10 sec
im Ultraschallbad behandelt. Vor der weiteren Verwendung der Zelllysate

wurden diese bei - 80°C gelagert.

3.1.8 Vermehrung und Aufreinigung rekombinanter Adenoviren

Das Adeno-X™ System wurde von der Fa. Clontech (Heidelberg,
Deutschland) bezogen. Dieses System besteht aus einem ,shuttle” Plasmid
(pShuttle, siehe Anhang) und einem adenoviralen ,backbone” Plasmid
(pAdeno-x, siehe Anhang). Das Plasmid pShuttle enthélt eine MCS zwischen
einem humanen CMV Promotor und dem BGH-Polyadenylierungssignal.
Zudem enthdlt es eine Kanamycin-Resistenz zur Selektion transformierter
E. coli. 5" des Promotors befinden sich eine I-Ceul Schnittstelle, 3° des BGH-
polyA befindet sich eine PIScel Schnittstelle. Diese beiden Schnittstellen dienen
der Einklonierung der Transgenkassette in die entsprechende Stelle des
adenoviralen Genoms.

Das Plasmid pAdeno-X besitzt zwischen den beiden Schnittstellen I-Ceul und
PI-Scel eine Swal Schnittstelle. Zudem enthilt es eine Ampicillin-Resistenz zur
Selektion transformierter E. coli. Im Anschluss an die Ligation von pAdeno-X
und Transgen-Kassette wurden die Ligationsansitze mit Swal geschnitten. Das
fertige Konstrukt wurde mit Pacl geschnitten und in HEK293a Zellen

transfiziert (=Virusvorkultur).
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3.1.8.1 Vermehrung rekombinanter Adenoviren

Fur die Transfektion wurden HEK 293a-Zellen in 20 x 6 cm Schalen (5 ml
DMEM /Schale, ungefdahr 60 % Konfluenz) ausgelegt. Anschlieffend wurden
pro Schale 500 pl HEBS und 5 pl HeringSperm-DNA-Losung (0,2% (w/v)
HeringSperm DNA, 15 mM NaCl, 1,5 mM Na-Citrat, pH=7,0, als Trager-DNA)
in ein 15 ml Rohrchen gegeben und dieses mittels eines Vortexers fiir 1 min
griindlich gemischt. Anschlieffend wurde dem Gemisch die zu transfizierende
Virusvorkultur, die das Gen fiir PR3/LAMP-1 bzw. GFP enthilt, (5 pg) und
tropfenweise 25l 2,5 M Kalziumchlorid-Losung zugegeben. Nach 30 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Transfektionsansatze auf je eine 6
cm Schale getropft und diese 8-16 h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss
an die Inkubation wurde das Medium abgesaugt und frisches Kulturmedium
zugegeben. Nach Eintreten des zytopathischen Effektes (3-4 Tage) runden und
16sen sich die Zellen ab. Die abgelosten Zellen und der Uberstand wurden in
ein 15 ml Reaktionsgefafd tiberfithrt und zentrifugiert (5 min, 1500 g,
Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 500 pl
PBS aufgenommen. Anschliefend wurden die Zellen durch dreimaliges
einfrieren (mit Trockeneis) und wiederauftauen (37° C Wasserbad) lysiert,
damit die Viruspartikel freigesetzt werden. Nun wurden in zehn 15cm
Kulturschalen HEK293a-Zellen ausgesit und bis zur Konfluenz im
Brutschrank inkubiert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 2 ml
des vorher gewonnenen Uberstandes, der Viruspartikel enthilt, tranzduziert.
Die Schalen wurden 30 min im Brutschrank inkubiert, wobei die Schalen nach
15 min geschwenkt wurden, um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden.
Anschlieffend wurden die Schalen mit frischem Medium aufgefiillt. Nach
Eintreten des zytopathischen Effektes wurde das Medium und die Zellen in
ein 15 ml Reaktionsgefdfs tiberfithrt und der Virus wie oben beschrieben

isoliert. Bis zur Aufreinigung wurde die Viruslosung bei -80° C eingefroren.
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3.1.8.2 Aufreinigung von Adenoviren

Ein Ultraschallzentrifugenrohrchen wurde mit 3 ml ,schwerer” CsCl-Losung
(d = 1,34 g/ml) befiillt und mit 3 ml ,leichter” CsCl-Losung (d = 1,32 g/ml)
tiberschichtet. Der CsCl-Gradient wurde mit 5 ml Virusiiberstand
tiberschichtet und tiber Nacht bei 16°C und 40000 rpm (ohne Bremse) in der
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das aufgereinigte Virus erscheint als hellgrau-
blaue Bande im CsCl-Gradienten. Das Zentrifugenrohrchen wurde in ein
Laborstativ gespannt, mit einer 2 ml Spritze mit Kaniile unterhalb der
Virusbande angestochen und die Virusbande in die Spritze gesaugt. Das Virus
wurde nun in einen Dialyseschlauch, der vorher fiir 15 min. in 1 mM EDTA,
2% Natriumcarbonat gekocht wurde und daraufhin in Wasser mit 5 mM
EDTA gewaschen wurde, tiberfiithrt. Nach verschlieflen des Dialyseschlauchs
wurde dieser zweimal in 5 1 Succroselosung (H2O:Succrose = 1:10) bei 4° C
dialysiert (1. Dialyseschritt 5 h, 2. Dialyseschritt 12 h). Das Virus wurde
anschliefend in ein 1,5 ml Rohrchen tberfithrt und photometrisch

quantifiziert (siehe 3.1.8.3).

3.1.8.3 Photometrische Quantifizierung einer Adenovirus-Priparation

2 pl der Virusprdparation wurden mit Aqua dest. zu einem Volumen von
100 pl (1:50) in einer Kiivette verdiinnt. Am Photometer wurde nun der
Nullwert mit Aqua dest. bei 260 nm eingestellt, daraufhin die Probe gemessen
und nach folgender Formel die pfu (plaque forming unit) berechnet: OD 260 x
Verdiinnungsfaktor x 1.1 x 102 = pfu/ml. Die Reinheit wurde durch das

Verhiltnis OD260:OD2so bestimmt. Sie sollte zwischen 1,2 und 1,3 liegen.
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3.1.8.4 Adenovirus Titration (Plaque-Test)

Die Titration der Adenovektoren wurde nach Hitt et al. (1995) durchgefiihrt.
Am Vortag der Titration wurden pro Titration 12-16 Schalen HEK293a Zellen
zugegeben. Fiir die Erstellung einer Verdiinnungsreihe wurde fiir den ersten
Verdiinnungsschritt 90 ul PBS mit 10 pl des zu titrierenden Ad5/F35 gemischt.
Die nachfolgenden Verdiinnungsschritte erfolgten mit je 540 pl PBS und 60 ul
Ad5/F35-Losung der vorangegangenen Verdiinnung. Es wurden stets zwei
unabhédngige Verdiinnungsreihen erstellt und die Transduktionen jeder
Verdiinnungsreihe erfolgten in Doppelansédtzen. Die Transduktionen wurden
mit je 200 pl der entsprechenden Verdiinnung (in der Regel 10 - 10-10 pfu)
30 min im Brutschrank durchgefiihrt Nach der Transduktion wurde den
Zellen frisches DMEM plus aufgekochter und 30 min bei 42°C abgekiihlter 1%
(w/v) Zellkultur-Agarose (Verhiltnis 1:1; 10 ml/ Schale) zugegeben. Diese
wurden bei Raumtemperatur inkubiert bis das Gemisch erstarrt war.
Anschlieflfend wurden die Zellen im Brutschrank inkubiert und die Plaques
(durch Zelllyse entstandene Locher im Zellrasen) nach sieben bis zehn Tagen
ausgezdhlt und der Titer berechnet (Bestimmung des biologischen Titers: Titer
[pfu/ml] = Mittelwert der Plaques pro Schale/ [Verdiinnungsfaktor x

Volumen des zugefiigten verdiinnten Virus zu den Zellen]).

3.1.8.5 Transduktion von Zielzellen

Zielzellen (DC oder 293a) wurden mit unterschiedlicher MOI transduziert.
Hierfiir wurden die Zellen in einer 24-Loch-Platte ausgesat (1x10¢ Zellen/Loch
in DMEM) und 24 Stunden inkubiert (37°C, 5 % CO>). Nach Dekantieren des
Uberstandes wurden die Zellen mit unterschiedlicher MOI in einem Volumen
von 300 ul transduziert. Nach zwei Stunden Inkubation wurde den Zellen
700 pl frisches Medium hinzugegeben. 24 bzw. 48 Stunden spéater konnten die

transduzierten Zellen fiir weitere Versuche verwendet werden.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Arbeiten mit Bakterien

3.2.1.1 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien nach der Mehrionen-

Technik

100 ml LB-Medium mit 10 mM MgClx und 10 mM MgSOs wurden mit 0,5 ml
einer Bakterienkultur angeimpft und bei 37 °C unter schiitteln inkubiert, bis
eine optische Dichte von etwa 0,5 bei 595 nm Wellenldnge erreicht war. Die
Bakterien wurden dann in 50 ml Falcon-Rohrchen tiberfithrt und auf Eis
2 Minuten abgekiihlt. Nach dem Zentrifugieren (5000 x g, 10 Minuten, 4 °C)
wurde das Bakteriensediment in 30 ml eiskaltem TfB1 resuspendiert, 30-
60 Minuten auf Eis inkubiert, wieder abzentrifugiert, in 5ml TfB2
aufgenommen und weitere 15 Minuten auf Eis belassen. Die kompetenten
Bakterien wurden anschlieffend portionsweise in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.2.1.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und jeweils 50 pul mit 100-
500 ng Plasmid-DNA fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte eine
Inkubation bei 37 °C fiir 5 Minuten und auf Eis fiir weitere 2 Minuten. Nach
Zugabe von 0,5 ml LB-Medium mit 10 mM MgCl> und 10 mM MgSOs wurde
die Bakteriensuspension fiir 1 Stunde bei 37 °C geschiittelt und anschlieflend
auf Agarplatten mit dem entsprechenden fiir die Selektion verwendeten

Antibiotikum (Ampicillin, Kanamycin) ausplattiert.
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3.2.1.3 Praparation von Plasmid-DNA in kleinem Mafistab (Mini-Prap)

3 ml LB-Medium mit Kanamycin oder Ampicillin wurden mit jeweils einer
Bakterienkolonie von der Agarplatte angeimpft und tiber Nacht bei 37 °C
unter schiitteln inkubiert. 2 ml der Bakterienkulturen wurden zentrifugiert
(14.000 x g, 2 Minuten, RT), das Sediment in 200 pl S1 resuspendiert und nach
Zugabe von 200 ul S2 fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. Anschlieffend wurden
200 pnl S3 zugegeben und weitere 5-10 Minuten auf Eis inkubiert. Unlosliche
Bakterienbestandteile wurden nach der Zentrifugation (14.000 x g, 10 Minuten,
4°C) verworfen. Der Uberstand wurde mit 600 pl Isopropanol gemischt. Nach
dem Zentrifugieren (14.000 x g, 10 Minuten, RT) der Plasmid-DNA wurde
diese mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 ul H.O aufgenommen.
Zur Stammkulturhaltung wurden die Bakteriensuspensionen mit 25 % (v/v)

Glyzerin versetzt und bei -80 °C eingefroren.

3.2.1.4 Praparation von Plasmid-DNA in quantitativem MafSstab

Fiir die Aufreinigung von Plasmid-DNA wurde der ,QIAfilter Plasmid Maxi”-
Kit der Firma Qiagen verwendet. Um Plasmid-DNA in grofleren Mengen zu
gewinnen, wurden 500 ml LB-Medium mit Kanamycin oder Ampicillin mit
der entsprechenden Bakterienkultur angeimpft und bei 37 °C unter schiitteln
inkubiert. Die Bakterien wurden zentrifugiert (5000 x g, 10 Minuten, 4 °C), und
in 10 ml P1 Puffer resuspendiert. Durch Zugabe von 10 ml Puffer P2 und
Inkubation fiir 5 min wurden die Zellen lysiert. Die alkalische Losung wurde
durch Zugabe von 10 ml Puffer P3 neutralisiert und auf eine Filterkartusche
tiberfiithrt. Nach 10 min Inkubation wurde das Lysat filtriert und mit 2,5 ml
ER-Puffer vermischt. Nach 30 min Inkubation wurde das Filtrat iiber eine
QBT-Puffer &quilibierte Qiagen-tip 500 Sdule gegeben und die Saule

anschlieffend 3x mit 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die an die Sdule gebundene
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Plasmid-DNA wurde dann mit 20 ml Puffer QN eluiert und durch eine
Fallung mit Isopropanol gewonnen. Die prazipitierte DNA wurde in

endotoxin-freiem Wasser aufgenommen und die Konzentration bestimmt.

3.2.2 DNA-analytische Methoden

3.2.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ermoglichte die in vitro Amplifikation definierter DNA-Fragmente
und wurde in dieser Arbeit zur Einfithrung von Schnittstellen in DNA-
Fragmente und zur Vervielfiltigung von zu klonierenden DNA-Fragmenten
eingesetzt. Die eingefiihrten Schnittstellen erlaubten nach einer Restriktion die
gerichtete Klonierung der PCR-Produkte in ein Plasmid. Um eine spezifische
Sequenz fiir einen weiteren Klonierungsschritt mit bestimmten
Restriktionsschnittstellen zu amplifizieren, wurde ein Standard PCR-Protokoll
durchgefiihrt In Abhéngigkeit von den verwendeten Primern variierte die
Annealingtemperatur zwischen 52 °C und maximal 60 °C.

Die Kettenreaktion ldsst sich in drei Schritte unterteilen: Im ersten Schritt wird
die zu amplifizierende dsDNA thermisch (94 bis 100 °C) denaturiert, so dass
zwei Einzelstrange vorliegen. Im néchsten Schritt erfolgt bei einer geringeren
Temperatur (45 bis 72 °C) die Hybridisierung (,,annealing”) der Primer an die
ssDNA. Die Primer werden im dritten Schritt, der bei einer Temperatur von
72 °C ablduft, durch eine thermostabile DNA-Polymerase (Tag-Polymerase)
verldangert. Diese drei Schritte werden zyklisch wiederholt, und durch eine 25-
bis 35-fache Wiederholung dieses Zyklus ldsst sich eine Amplifikation der
DNA um den Faktor 10° erreichen.

PCR-Reaktionen wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt. Die
Ausgangsmenge an Template-DNA betrug 500 ng. Ein PCR-Ansatz enthielt

neben der zu amplifizierenden DNA:
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5 pl PCR-Puffer (10x)
250 uM jedes dANTP
5 pmol jedes Primers
2,5 mM MgCl

1 U Tag-Polymerase
ad 50 pul H>O

Fiir ein bis zu 1500 bp langes DNA-Fragment fand die Amplifikation in einem
DNA-Thermo-Cycler nach folgendem Programm statt (x: je nach Primer

zwischen 52 und 60 °C):

1. 5 Minuten 94 °C (einmalige Denaturierung)
2. 1 Minute 94 °C
1Minute  x°C 35 Zyklen
1,5 Minuten 72 °C
3. 10 Minuten 72 °C (abschlieflende Polymerisationsreaktion)

Im Anschluss an die PCR wurden die amplifizierten Produkte im Agarosegel

analysiert.

3.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Plasmide und DNA-Fragmente wurden auf 0,8-1,2 % Agarose-Gelen (0,1
mg/ml Ethidiumbromid) der Abmessung 80x90x7 mm bei 100 V aufgetrennt.
Als Elektrophoresepuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Vor dem Auftrag der
DNA-Proben auf das Gel wurden die Proben mit DNA-Probenpuffer versetzt.
Parallel zu den Proben wurde ein DNA-Grofienstandard aufgetrennt. Die

Detektion der DNA erfolgte unter UV-Licht (254 nm).
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3.2.2.3 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennten DNA-Fragmente wurden
unter UV-Licht aus dem Agarosegel als kleiner Block ausgeschnitten; ein
Arbeitsschritt, der sehr rasch erfolgen musste, um Strangbriiche und
Mutationen der DNA durch das UV-Licht zu verhindern. Die in der wafirigen
Phase des Gels enthaltene DNA wurde durch Zentrifugation {iiber ein
Glaswolle-Filter fiir 5 Minuten bei 14000 x g von der festen Agarosematrix
getrennt. Zu dem Durchfluss wurde das 2,5-fache Volumen EtOH und !/10
Volumen KAc gegeben. Die DNA wurde fiir 1 Stunde auf Trockeneis oder bei
-20 °C tiber Nacht gefdllt und dann fiir 1/2> Stunde bei 14000 x g (4° C)
pelletiert. Abschlieflend wurde die DNA mit 70 % EtOH gewaschen und nach
dem Trocknen in 50 ul ddH-O resuspendiert.

3.2.2.4 Spaltung von Plasmid-DNA durch Restriktions-Endonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, doppelstrangige DNA an fiir sie
spezifische, meist palindrome Erkennungssequenzen zu schneiden. Fiir eine
vollstandige Restriktion benotigen die Restriktionsenzyme spezielle Puffer, die
optimale Ionenstirke und den addquaten pH-Wert liefern. Die fiir eine
Restriktion benotigte Menge Enzym richtet sich nach der zu schneidenden
DNA-Menge. Zur groben Abschitzung kann man davon ausgehen, dass 1 U
Restriktionsenzym ausreicht, um 1 pg DNA in einem 50 pl Ansatz innerhalb
einer Stunde zu schneiden.

Sequenzielle Doppelrestriktionen wurden in zwei Schritten durchgefiihrt,
jeder in Bezug auf die jeweilige Restriktionsendonuklease optimiert. Nach der
ersten Restriktion wurde der Ansatz in einem Agarosegel aufgetrennt, die

entsprechende DNA-Bande aus dem Gel eluiert und aufgereinigt.
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Anschlieffend wurde die DNA mit der zweiten Restriktionsendonuklease
geschnitten.

Die Restriktionen wurden fiir 2 bis 4 Stunden bei der fiir das
Restriktionsenzym optimalen Reaktionstemperatur (meist 37 °C) inkubiert.
Daraufhin erfolgte eine Uberpriifung der Restriktion im Agarosegel und eine
anschlieffende Reinigung der geschnittenen DNA vor der weiteren

Verwendung.

3.2.2.5 Dephosphorylierung der Plasmide vor einer Ligation

Um bei der Ligation die Wahrscheinlichkeit einer Religation der Plasmide zu
verringern, wurden die Plasmide nach der Restriktion dephosphoryliert. Dazu
wurden die Restriktionsansidtze 30 Minuten bei 37°C mit alkalischer Shrimp-
Phosphatase (SAP) inkubiert. Dabei wurden fiir 5'-iberhdngende Enden 0,1
Unit bei 1 pmol Termini benoétigt. Dies entspricht ca. 2,5 pg eines 3 kb grofien
Plasmids. Um SAP zu inaktivieren, wurde der Ansatz fiir 15 Minuten bei 65 °C

inkubiert.

3.2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Ziel der Ligation ist es, glatte oder tiberhdngende Enden von DNA-
Fragmenten mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent tiber die endstiandige 5°-
Phosphatgruppe mit der freien 3-OH Gruppe zu verkniipfen.

Vektoren und zu inserierende DNA-Fragmente wurden im molaren Verhiltnis
von 1:3 mit einer Gesamtmenge an DNA von maximal 200 ng eingesetzt. Die
DNA wurde in 17 pl ddH2O aufgenommen und mit 2l 10x T4-DNA-
Ligationspuffer versetzt. Der Reaktionsansatz wurde vermischt und nach

Zugabe von 1 pl T4-DNA-Ligase 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Die ligierte DNA wurde ohne weitere Aufarbeitung in den Transformationen

verwendet.
3.2.2.7 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA-Losungen wurde spektralphotometrisch bei 260
nm bestimmt (1 OD2g = 50 png DNA/ml). Der Quotient OD2s0/ODxso diente
dabei als Mafs fiir die Reinheit der DNA und betrug im Idealfall 1,8.

3.2.2.8 Abschitzung von DNA-Mengen im Agarosegel

DNA-Mengen wurden im Agarosegel {iiber einen Vergleich der
Fluoreszenzintensitit der zu wuntersuchenden DNA-Bande mit der
Fluoreszenzintensitit von DNA-Banden eines quantifizierten DNA-
Grofienstandards abgeschitzt. Mit Hilfe eines solchen DNA-Standards

konnten DNA-Mengen bis zu 15 ng im Agarosegel quantifiziert werden.

3.2.3 RNA-analytische Methoden

3.2.3.1 Isolierung von mRNA und Quantifizierung

Die mRNA wurde aus Tumorzelllinien mit Hilfe des RNeasy Mini Kits nach
mitgeliefertem Protokoll fiir tierische Zellen isoliert. Prinzip dieser Methode ist
die Bindung von mRNA einer Grofie von 200 Nukleotiden und mehr an eine
Siliciumdioxid-Membran (Sdulenchromatographie). Die DNA wird durch
DNasel degradiert und mit den anderen Zellbestandteilen abgewaschen; die
RNA schlieslich mit Wasser eluiert. Pro Sdule kénnen bis zu 100 pg RNA

isoliert werden.
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Die  Bestimmung der Reinheit der Proben erfolgte durch

spektrophotometrische Messung und Bildung des OD__/OD,__ _Verhéltnisses
260 280

(Ziel: zwischen 1,8 und 2,0). Zur Bestimmung der Konzentration wurde die

OD, gemessen. Die RNA wurde bei —80 °C gelagert.
260

3.2.3.2 RT-PCR

Die RT-PCR (Reverse Transkription/PCR) ermoglicht es, den kodierenden
Bereich eines Gens ausgehend von der dazugehorigen mRNA in cDNA zu
tibersetzen und zu amplifizieren. Hierzu isoliert man zuerst die mRNA aus
Zellen und tibersetzt anschliefSend die Poly(A)-mRNA mit Hilfe der Reversen-
Transkription in einzelstrangige DNA (ssDNA). Im zweiten Schritt wird diese
mit Hilfe zweier spezifischer Primer amplifiziert. Bei der Reversen-
Transkription wurden eingesetzt:

1-2 pg Gesamt-RNA

2,5 uM Oligo dT16 (16-mer bestehend aus Thymidin)

1 mM dNTPs

1U RNase-Inhibitor

5 mM MgCI2

2 ul 10fach PCR-Puffer

add 20 pl dH20
Der Ansatz wurde fiir 5 min auf 65°C erhitzt, um vorhandene
Sekundarstrukturen der RNA zu zerstoren. Zum Ansatz wurden 1,5 ul (1U)
MuLV-Reverse = Transkriptase = (Muriner = Leukemia  Virus-Reverse
Transkriptase) hinzugegeben, fiir 45 min bei 42°C inkubiert und anschlieflend
fiir 5 min auf 90°C erhitzt, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren. Der
so erhaltene Ansatz konnte zur Amplifikation der ssDNA direkt in einer PCR

verwendet werden.
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3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Quantifizierung von Proteinmengen nach Bradford

Zur Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976; Spector, 1978) wurde
der "Bio-Rad Protein Assay"-Kit verwendet. 10 ul des zu analysierenden
Zellextraktes wurden in 800 ul H2O aufgenommen und mit 200 pl Bradford-
Reagenz versetzt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur im
Dunkeln wurde die optische Dichte der Proteinlosung bei 595 nm im
Spektralphotometer bestimmt. Zur Quantifizierung der Proteinmenge wurde

bei jeder Messung eine BSA-Eichreihe erstellt.

3.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in
einer diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach der Methode von Laemmli
(Laemmli, 1970). Es wurden Gele der Abmessung 90x80x1 mm und eine
Elektrophorese-apparatur der Firma Atto verwendet. Als erstes wurde das
Trenngel gegossen und vorsichtig mit HxO iiberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels (ca. 20 Minuten) wurde das Wasser entfernt, das
Sammelgel gegossen und ein Kamm fiir die Probentaschen eingesetzt. Die
Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt, vor dem Auftragen auf das
Gel 5Minuten bei 95 °C denaturiert und auf Eis abgekiihlt. Die Proteine
wurden im Sammelgel bei einer Spannung von 80 V konzentriert und im

Trenngel bei 180 V getrennt.
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3.3.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine fiir 2 Stunden bei 60 V oder
fir 1 Stunde bei 100 V in einer Nafiblotapparatur aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wurden drei Lagen Whatman-
Papier in Tris-Glycin Puffer getrankt und das Gel vorsichtig daraufgelegt. Die
angefeuchtete Nitrozellulosemembran wurde blasenfrei auf das Gel gelegt,
darauf kamen wiederum drei Lagen Whatman-Papier. Die Proteine wurden in

Richtung Anode auf die Nitrozellulosemembran transferiert.

3.3.3 Firbung von Proteinen in Nitrozellulosemembranen mit Ponceau-Rot

Zur Priifung der Proteinbeladung und der Kontrolle des Western Blots wurde
eine Proteinfarbung auf der Nitrozellulose-Membran mittels Ponceau-Rot
durchgefiihrt. Hierzu wurde die Membran fiir 2-3 min in Ponceau-Losung (2%
(w/v) Ponceau S, 3% (v/v) Essigsdure) gelegt und danach die
Hintergrundfarbung durch ddH2O entfernt. Eine vollstindige Entfirbung
erfolgte durch Inkubation mit TBS-T.

3.3.5 Immundetektion (Western Blot Analyse)

Durch Immundetektion wurden Proteine auf der Nitrozellulosemembran mit
spezifischen Antikdrpern sichtbar gemacht. Nach dem Transfer der Proteine
auf die Membran wurden zundchst unspezifische Bindungsstellen der
Antikorper auf der Membran mit Blockpuffer 1 Stunde bei RT oder tiber Nacht

bei 4 °C abgesittigt. Die anschlieffenden Inkubationen der Membran mit
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Antikorpern sowie alle Waschschritte wurden in Blockpuffer durchgefiihrt.
Die Inkubation mit dem jeweiligen primdren Antikorper erfolgte fiir 45
Minuten bei RT. Nach 2maligem Waschen fiir 10 Minuten in Blockpuffer
wurde die Membran mit dem Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppelten,
Spezies-spezifischen sekunddren Antikorper fiir 30 Minuten bei RT inkubiert.
Abschlieflend wurde die Membran dreimal fiir je 10 Minuten in Waschpuffer
gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ECL-Chemilumineszenzsystem, bei dem
Luminol durch Wasserstoffperoxid oxidiert wird. Durch die Anregung des
Luminolmolekiils wird Licht der Wellenlinge A = 428 nm emittiert. Die
Reaktion wird durch die Antikorper-gebundene Peroxidase HRP in alkalischer
Losung katalysiert. Je 10 ml der ECL-Lésungen 1 und 2 wurden gemischt und
die Membran fiir 1 bis 2 Minuten darin inkubiert. Im Dunkeln wurden dann
Rontgenfilme in verschiedenen Zeitintervallen belichtet und anschlieffend

entwickelt.
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4. Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Expression von Survivin und

Proteinase 3 in verschiedenen Tumorzelllinien

4.1.1 Nachweis der Expression auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR

In der Literatur ist fiir eine Vielzahl von humanen Neoplasien eine Expression
von SVN beschrieben worden. Beispiele hierfiir sind das maligne Melanom, das
Harnblasenkarzinom, das Mammakarzinom und orale Neoplasien (Lee et al.,
1998; Swana et al., 1999; Tanaka et al., 2000; Tanaka et al., 2003). Die Expression
von PR3 wurde in verschiedenen myeloischen Leukdmien wie AML und CML
nachgewiesen (Dengler et al., 1995). Zur Uberpriifung der Expression in den hier
verwendeten Tumorzelllinien wurde zunéchst das Vorkommen von SVN-mRNA
(Abb. 4.1) bzw. PR3-mRNA (Abb. 4.2) mittels RT-PCR analysiert (Ergebnis aller
untersuchter Zelllinien siehe Tab. 4.1). Zusatzlich wurde eine RT-PCR von SVN-
bzw. PR3-mRNA in PBMC und DC durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden in

wiederholten Experimenten bestétigt.

A:
Jurkat Mino 697 Jeko SP53 HEK293a PBMC
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300bp - - SVN

100bp - = P-Act

Abb. 4.1: Nachweis von SVN-mRNA mittels RT-PCR. A: Nachweis in verschiedenen
Tumorzelllinien, B: in PBMC und DC. Als Kontrolle wurde eine RT-PCR unter Verwendung von
B-Actin-Primern (B-Act) durchgefiihrt (Ergebnis aller getesteten Zelllinien ist in Tabelle 4.1
dargestellt) (M: Marker, 1: PBMC, 2: iDC, 3: mDC, bp: Basenpaare, SVN: Survivin).

A:
Granta Karpas Jurkat Balm-3 HL-60 K562 OCI PM-1
B:
1 2 3
: - B-Act
100bp -~ : ;

Abb. 4.2: Nachweis von PR3-mRNA mittels RT-PCR. A: Nachweis in verschiedenen
Tumorzelllinien. B: in PBMC und DC. Als Kontrolle wurde eine RT-PCR unter Verwendung von

B-Actin-Primern (B-Act) durchgefiihrt (Ergebnis aller getesteten Zelllinien ist in Tabelle 4.1
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dargestellt) (M: Marker, 1: PBMC, 2: iDC (unreife DC), 3: mDC (reife DC), bp: Basenpaare, PR3:

Proteinase 3).

SVN-mRNA konnte abgesehen von PM-1 in allen untersuchten Tumorzelllinien
detektiert werden. In PBMC, iDC und mDC war ebenfalls SVN-mRNA
nachweisbar, wobei fiir iDC ein stdrkeres Signal sichtbar war als fiir PBMC und
mDC.

PR3-mRNA konnte abgesehen von HEK293a und PM-1 in allen Zelllinien
nachgewiesen werden. In PBMC war keine PR3-mRNA detektierbar. In iDC und
mDC konnte dagegen gezeigt werden, dass sie PR3-mRNA exprimieren, wobei
mDC ein starkeres Signal aufwiesen als iDC. Als Kontrolle wurde jeweils eine RT-

PCR mit $3-Actin spezifischen Primern durchgefiihrt.

4.1.2 Nachweis der Proteinexpression mittels Western Blot
Der Nachweis einer Proteinexpression von SVN bzw. PR3 erfolgte im Western
Blot fiir alle eingesetzten Zelllinien. In Abbildung 4.3 und 4.4 ist die Expression

von SVN bzw. PR3 in den eingesetzten Tumorzelllinien sowie PBMC und DC

dargestellt. Die Ergebnisse wurden in wiederholten Experimenten bestatigt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

- B-Act

A:
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B: I I 1 1
mDC iDC mDC iDC

Abb. 4.3: Exemplarische Darstellung eines Western Blot durchgefiihrt mit einem monoklonalen
SVN-Antikorper. A: Nachweis von SVN in verschiedenen Zelllinien. B: Nachweis von SVN in
mDC und iDC. Als Kontrolle wurde ein Western Blot unter Verwendung von einem
monoklonalen B-Actin-Antikorper (B-Act) durchgefiihrt. 1: Granta-519, 2: HL-60, 3: K562, 4: Jurkat,
5: Mino, 6: 697, 7: Jeko-1, 8: SP53, 9: HEK293a, 10: PBMC, SVN: Survivin, B-Act: B-Actin (Ergebnis

aller getesteten Zelllinien ist in Tabelle 4.1 dargestellt).

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
(SR p——— - PR3
eSS

B: |

I I II II
mDC iDC mDC iDC

- PR3

- B-Act

Abb. 4.4: Exemplarische Darstellung eines Western Blot durchgefiihrt mit einem monoklonalen

PR3-Antikorper. A: Nachweis von PR3 in verschiedenen Zelllinien. B: Nachweis von PR3 in mDC
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und iDC, dargestellt fiir zwei verschiedene gesunde Spender. Als Kontrolle wurde ein Western
Blot unter Verwendung von einem monoklonalen B-Actin-Antikérper (B-Act) durchgefiihrt.
1: Granta-519, 2: Karpas-422, 3: HL-60, 4: K562, 5: Jurkat, 6: Mino, 7: 697, 8: Jeko-1, 9: SP53,
10: HEK293a, 11: PBMC, PR3: Proteinase 3, B-Act: B-Actin (Ergebnis aller getesteten Zelllinien ist
in Tabelle 4.1 dargestellt).

Im Western Blot konnten die Ergebnisse der RT-PCR bestitigt werden. Die
Resultate zur SVN- bzw. PR3-Transkription und -Expression sind in Tabelle 4.1

zusammengefasst.
Tumorzelllinien  Ursprung PR3 SVN
RT-PCR/WB RT-PCR/WB
697 humane B-Zell-
Vorldufer Leukdmie
Granta-519 humane MCL
HEK293a humane embryonale
Nierenzelllinie
HL-60 humane AML
Jurkat humane T-ALL
Jeko-1 humane MCL
K-562 humane Erythroleukdmie
Karpas-422 humanes B-Zelllymphom
Mino humane MCL
OCI humane AML

PM-1

humane T-NHL
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Ramos humane non-Hodgkin

B-Zelllinie + + + +
SP-53 humane MCL + + + +
THP-1 humane AML + + + +

Tabelle 4.1a: Expression von SVN bzw. PR3 in Tumorzelllinien (AML: Akute myeloische
Leukdmie; ALL: Akute lymphatische Leukdmie; MCL: Mantelzell-Lymphom; T-NHL: T-Non

Hodgkin Lymphom).

Zelltyp PR3 SVN
RT-PCR/WB RT-PCR/WB

PBMC - - + +

iDC + + + +

mDC + + + +

Tabelle 4.1b: Expression von SVN bzw. PR3 in PBMC und DC (PBMC: mononukledre Zellen des

peripheren Blutes, iDC: unreife Dendritische Zellen, mDC: reife Dendritische Zellen).

4.2 Konstruktion des adenoviralen Vektors

Der adenovirale Vektor, der fiir eine Analyse PR3-peptidspezifischer-T-Zellklone
auf nattirliches Antigen eingesetzt wurde, enthielt die kodierende Sequenz fiir ein
chiméres Protein. Dieses setzt sich aus dem PR3-Gen und einem verkiirzten
LAMP-1-Gen zusammen. LAMP-1 als lysosomales Membranprotein wird durch
sogenannte Sortierungssignale im cytoplasmatischen Anteil iiber das endosomale

System zu den Lysosomen transportiert. Das MHC-II-Kompartiment ist ein
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lysosomal-verwandtes Organell (LRO), welches ebenfalls hohe Mengen an
LAMP-1 enthdlt. Da dort die Antigenbeladung der MHC-Klasse-II-Molekiile
stattfindet, sollte das Fusionsprotein iiber die zytoplasmatischen
Sortierungssignale vermehrt auch in die MHC-II-Kompartimente entlang der
biosynthetischen Route transportiert werden (Ruff et al., 1997). Die Transduktion
des Virus in DC und die anschlieflende Expression des chimédren Proteins diente
als alternative Stimulationsmoglichkeit neben der Beladung der MHC-II-

Kompartimente {iber exogene Zufuhr und anschlieflender Endozytose.

Die Details der Klonierung sind unter Material und Methoden ausfiihrlich

dargelegt und die Plasmidkarten sind im Anhang zusammengestellt. Die

wesentlichen Klonierungsschritte waren:

1) Ligation und Klonierung des PR3- und LAMP-1-Gens in das Plasmid
pcDNA3.1

2) Ligation und Klonierung des PR3-LAMP-1-Konstrukts, bzw. fiir die Kontrolle
das GFP-Gen, in das Plasmid pShuttle. Dieses Plasmid enthélt den humanen
CMV-Promoter und einen SV40 polyA.

3) Herstellung der adenoviralen Plasmide: Die Gene wurden aus pShuttle
herausgeschnitten und in das Plasmid pAd5/F35 hineinkloniert.

4) Transfektion der adenoviralen Plasmide in HEK293a-Zellen: pAd5/F35-
PR3/LAMP-1 bzw. —GFP wurden nach Linearisierung in HEK293a-Zellen

transfiziert, einzelne Virus-Plaques wurden isoliert und weiter analysiert.

Abb. 4.5 zeigt die entscheidenden Schritte: (a) Kontrolle der Klonierung des
chimdren Gens (PR3-LAMP-1) in pcDNA3.1, (b) Kontrolle der Klonierung des
chimédren Gens in pShuttle und (c) die Restriktionsanalyse der Vektor-DNA -
beispielhaft fiir Ad5/F35-PR3/LAMP-1. Die Analysen zeigen die in HEK293a-

Zellen transfizierte virale DNA.
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Abb. 4.5 Wesentliche Schritte fiir die Herstellung eines Adenovirus (Ad5/F35).

1 2 3 45 6 7M

- PR3-LAMP-1
- 500 bp

Abb. 4.5A: Nachweis der Ligation und Klonierung des chimidren Gens in pcDNA3.1: Nach der
Klonierung wurden die Plasmidprdparationen analysiert. Die Restriktion erfolgte mit den
Enzymen Nhel und Kpnl. Spalten 1 bis 4 zeigen mogliche erfolgreiche Klonierungen. Die Spalten 5

bis 7 zeigen erfolglose Klonierungen (M: Marker, bp: Basenpaare).

- 948bp

Abb. 4.5B: Nachweis der Ligation und Klonierung des chimiren Gens in pShuttle: Nach der
Klonierung wurden die Plasmidpraparationen analysiert. Bei erfolgreichen Konstrukten sollte
nach Restriktion mit I-Ceul und PI-Scel ein Fragment von 948 bp erkennbar sein. Spalte 2 zeigt eine
mogliche erfolgreiche Klonierung. Die Spalten 1 und 3 zeigen erfolglose Klonierungen

(bp:-Basenpaare).

- virales Konstrukt

Abb. 4.5C: Restriktionsanalyse der viralen Vektor-DNA (Ad5/F35): Die Vektor-DNA wurde mit

Pacl geschnitten. In allen drei Spuren kann das gewtiinschte Fragment detektiert werden.
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Die Titration bzw. Konzentrationsbestimmung der infektiosen Viruspartikel
erfolgte mit Hilfe eines Plaque-Tests und mittels optischer Dichte (OD). Tabelle
4.2 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse.

Biologischer
Titer aus OD Titer [x1010
Bezeichnung OD26o OD2so ODzso/ODzso [XlOlO pfu/ml] pfu/ml]
PR3/LAMP-1 0,267 0,217 1,23 26,7 19,1
GFP 0,119 0,094 1,27 11,9 154

Tabelle 4.2: Titer der Viruspriparation

Die Titrationsbestimmung mit der OD erschien zuverldssiger, weil beim
Zeitpunkt der Auszdhlung der Locher im Zellrasen der HEK293a-Zellen, diese
schon eine betrédchtliche Grofie aufwiesen - dies erschwerte die Auswertung.

Ad5/F35-GFP ist der Kontrollvektor in den in vitro Studien. Er ist abgesehen vom
Transgen mit dem anderen Konstrukt identisch. GFP steht fiir das ,Green

Fluorescent Protein".

Der Nachweis der Expression von PR3-Lamp-1 in den entsprechenden Zielzellen
erfolgte 24 h bzw. 48 h nach Transduktion mittels Western Blot. Abb. 4.6 zeigt die
erfolgreiche Transduktion und anschlieflende Expression von PR3-LAMP-1 in
den Zielzellen HEK 293a und DC von verschiedenen Spendern; Abb. 4.7 die
Expression von GFP in DC mittels Fluoreszenzmikroskopie und

Durchflusszytometrie.
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I I II II
mDC iDC mDC iDC

RS R

PR3-LAMP-1

B-Act

MOI MOI  MOI MOI  MOI MOI
1x102  1x108 1x10¢ 1x102  1x103 1x104

bl T T Ot

PR3-LAMP-1

Abb. 4.6: Nachweis der PR3-LAMP-1-Expression nach Transduktion des Virus in verschiedene
Zielzellen mittels Western Blot. Die Detektion erfolgte 48h nach Transduktion mit einem
monoklonalen PR3-Antikérper. A: in mDC und iDC mit einer MOI von 100 (dargestellt sind
jeweils zwei verschiedene gesunde Spender), B: in HEK293a-Zellen mit verschiedener MOI. Als

Kontrolle diente der Nachweis von -Actin (MOI: multiplicities of infection).
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Abb 4.7 Adenovirale
Transduktion von
humanen DC mit Ad5/F35
GFP. Chimire Ad5/F35
GFP Adenovektoren
wurden in verschiedenen
Konzentrationen (bzw.
MOQ], ,multiplicity of
infections”, entsprechend
Adenovirionen pro
Zielzelle) zur Transduktion
von humanen DC aus
peripherem Blut eingesetzt.
24-48 Stunden nach der
Vektorexposition ~wurden
die Transduktionsraten
durch  Detektion  GFP-
positiver DC mittels
Durchflufizytometrie
ermittelt.

4.3 Identifikation und Charakterisierung von tumor-

spezifischen HLA-II-Peptidepitopen

4.3.1 Analyse von Epitopkandidaten mittels TEPITOPE

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MHC-II-

bzw. HLA-II-restringierte

Kandidatenepitope in Survivin (SVN) und in der Proteinase-3 (PR3) unter

Anwendung des Computerprogramms TEPITOPE (Bian and Hammer, 2004)

ermittelt. TEPITOPE erlaubte die Vorhersage von Peptidepitopen, die potenziell
an Allele des wichtigsten HLA-Isotyps HLA-DR banden. Die TEPITOPE-Analyse

ergab fiir SVN 6 Kandidatenepitope und fiir PR3 11 Kandidatenepitope mit
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hoher Bindungswahrscheinlichkeit fiir unterschiedliche HLA-DR-Allele. Diese

insgesamt 17 Peptide wurden nach Synthese und chromatographischer

Aufreinigung in T-zellimmunologischen Versuchen eingesetzt. Die variable

Linge der Peptide resultierte aus iiberlappenden Epitopen, die gemeinsam in

einem Peptid berticksichtigt wurden (Tab. 4.3).

Peptid Position Aminosduresequenz T-Zellfrequenz
SVN

S1o 10-24 WQPFLKDHRISTFKIN 8,64*107
S» 22-36 FKNWPFLEGAAATPE 7,2¥107
Sao 40-54 EAGFIHAPTENEPDL 8,64*107
Sss 58-72 FFCFKELEGWEPDDD 4,32*¥107
Sgs 88-103 LGEFLKLDRERAKNKI 1,73*10%
S110 110-124 KNKIAKETNNKKKEF 8,64*107
PR3

Pu 41-58 YMASLOMRGNPGSHFCGG 5,76*107
Pss 58-76 GTLIHPSFVLTAAHCLRDI 7,2*107
Pe7 67-84 PQRLVNVVLGAHNVRTQE 1*10-6
Pg7 87-101 AHNVRTQEPTQQHFS 4,32*107
Py 117-133 NDVLLIQLSSPANLSAS 8,64*107
Piec* 166-180 PAQVLQELNVTVVTF -
Pies 166-188 PAQVLQELNVTVVTFFCRPHNIC 7,2¥107
Pigy 187-201 ICTFVPRRKAGICFG 7,2*107
Paie 216-233 IDSFVIWGCATRLFPDFF 4,32*10¢
Pass 235-262 RVALYVDWIRSTLRRDWIRSTLRRVEAK 5,76*107
Pasg 239-256 YVDWIRSTLRRVEAKGRP 1,58%10%

Tabelle 4.3: Bezeichnungen, AS-Positionen und AS-Sequenzen der synthetischen SVN- bzw.

PR3-Peptide. Die Abschitzung der Frequenzen peptidspezifischer T-Lymphozyten in peripherem

Blut von gesunden Kontrollprobanden erfolgte nach einwochiger in vitro-Kultivierung von

T-Zellen und nachfolgender Restimulation mit synthetischen Peptiden in 48 separaten
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Mikrokulturen (jeweils 2 x 10> Zellen). Mikrokulturen mit Peptid, die im Vergleich zu Kulturen
ohne Peptid grofler als dreifache Proliferationsraten aufwiesen, wurden als peptidspezifisch
gewertet. Die Abschédtzung peptidspezifischer T-Zellfrequenzen (f) erfolgte gemédfs folgender
Formel: f = ([Anzahl peptidspezifischer Mikrokulturen]) / (48 x 2 x 105).

4.3.2 Generierung von peptid-spezifischen CD4+ T-Lypmphozyten

Humane T-Lymphozyten aus PBMC von gesunden Kontrollprobanden wurden in
vitro . mit den  synthetischen Peptiden  stimuliert. Als antigen-
/peptidprasentierende Zellen fungierten zum einen Monozyten und
B-Lymphozyten, die in der PBMC-Fraktion enthalten sind, und zum anderen reife
dendritische Zellen (mDC). Eine vorherige Selektion von CD3+ T-bzw. CD4+
T-Lymphozyten wurde nicht durchgefiihrt. Nach einwochiger Kultur wurden die
Zellen  hinsichtlich ihrer peptidspezifischen  Proliferation  mittels

[*H]-Thymidineinbau analysiert (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Exemplarische Darstellung der proliferativen T-Zellantwort auf verschiedene Peptide.
PBMC (2x10°/Loch) von gesunden Kontrollprobanden verschiedenen HLA-DR-Typs wurden mit
verschiedenen synthetischen Peptiden in 48 separaten Mikrokulturen (jeweils 2 x 105 Zellen) eine
Woche kultiviert. Der proliferative Nachweis mittels [3H]-Thymidin-Einbau erfolgte 72 h nach
Restimulation mit den entsprechenden Peptiden. Mikrokulturen mit Peptid, die im Vergleich zu
Kulturen ohne Peptid grofier als dreifache Proliferationsraten aufwiesen, wurden als

peptidspezifisch gewertet.

Fiir alle Peptide mit Ausnahme des Peptids Piee+ wurden peptidspezifische
proliferierende Mikrokulturen nachgewiesen. Hieraus lielen sich die
T-Zellfrequenzen der peptidspezifischen T-Lymphozyten unter Berticksichtigung
der eingesetzten Zellzahlen und der Anzahl der proliferierenden Mikrokulturen
ermitteln (Tab. 4.3). Diese waren vergleichbar mit publizierten T-Zellfrequenzen
gegen korpereigene Antigene (Ford and Burger, 1983). Das Peptid Pies» war unter
allen getesteten nicht-toxischen Bedingungen unloslich und konnte daher nicht

fiir eine in vitro-T-Zellstimulation verwendet werden.

Die Selektion peptidspezifischer T-Zellen erfolgte mittels ,limiting dilution”. Dies

ermoglichte eine Expansion peptid-spezifischer T-Zellklone, die nachfolgend
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hinsichtlich ihrer Peptidspezifitit, MHC-Restriktion und Proteinerkennung
detailliert analysiert werden konnten. Spezifische T-Zellklone konnten fiir
folgende Peptidepitope kultiviert werden: Pss, P216, P235, P239, S10, Sso und Sgs. Trotz
wiederholter Experimente mit PBMC von diversen, HLA-verschiedenen
Blutspendern gelang es nicht, spezifische T-Zellklone gegen die Peptide Pai1, Ps7,

Ps7, P117, P166, P1s7, S22, Sssund S110 zu generieren.

4.3.3 Analyse peptidspezifischer CD4+ T-Lymphozyten

Die Antigenspezifitit der T-Zellklone wurde durch Kokultivierung mit
korrespondierenden Peptiden und unspezifischen Kontrollpeptiden belegt. Mit
blockierenden Antikorpern gegen humanes HLA-A, B, C, -DR und -DQ wurde
das HLA-Restriktionsmuster der Antigenprasentation analysiert. Es konnte fiir
alle peptidspezifischen T-Zellklone eine HLA-DR-abhdngige Prasentation
nachgewiesen werden (Abb. 4.9, exemplarisch: Klon G611-3/4-S103; Erklarung
der Klonnamen: G611: Spender 11; 3/4: HLA-DR-Typ; Si03: Peptid).
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Abb. 4.9: Spezifitit und MHC-Restriktionsmuster der T-Zellantworten gegen die Peptide Si,
Sao, Sss, Pss, Pais, Pazs und Pasg. Einzelne T-Zellklone wurden aus peptidspezifischen T-Zellinien
mittels »limiting dilution« kultiviert. Exemplarisch ist die proliferative Antwort von Sio-peptid-
spezifischen T-Zellklon gegeniiber korrespondierendem Peptid (Sig) sowie unspezifischen
Kontrollpeptiden gezeigt (Sss, P216). Durch Koinkubation der T-Zellklone mit autologen DC, dem
spezifischen Peptid und funktionell blockierenden Antikérpern gegen humanes HLA-ABC, -DR
und -DQ wurde das HLA-Restriktionsmuster der Peptidepitope untersucht. Der Nachweis einer
Proliferation erfolgte mittels [*’H]-Thymidin-Einbau 72 h nach Stimulation mit den entsprechenden

Peptiden und/oder Antikérpern (cpm: counts per minute).

Durchflusszytometrische Analysen mit fluoreszenzmarkierten spezifischen
Antikorpern zeigten eine fiir CD4+ T-Lymphozyten typische Koexpression von

CD3 und CD4 (Abb. 4.10) bei allen peptidspezifischen T-Zellklonen.
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Abb. 4.10: FACS Analysen der peptidspezifischen T-Zellklone. Exemplarisch sind zwei Klone
dargestellt (A: G611-3/4-5103, B: G614-11/13-P2392). Die Detektion erfolgte durch Doppelfarbung
mit a—humanen CD3-FITC- und CD4-PE-gekoppelten Antikérpern sowie mit a—humanen CD4-
FITC- und CD8-PE-gekoppelten Antikorpern. Als Isotypkontrolle diente ein a-maus IgG-FITC-
gekoppelter Antikorper.

Titrationsversuche mit den entsprechenden Peptiden erfolgten zur Abschitzung
der  Peptid-HLA-Affinitit bzw. der Peptid-HLA/TCR-Aviditat. Als
semiquantitatives Maf3 diente hierbei die Peptidkonzentration, bei der die
Proliferationsaktivitdt halbmaximal war. Je niedriger die Peptidkonzentration

war, desto hochaffiner war die Bindung der Peptidepitope an die MHC-Molekiile,
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eine wichtige Voraussetzung fiir die natiirliche Prdsentation von ,genuinen”
T-Zellepitopen aus einem intrazellulir prozessierten Proteinantigen. In
Abbildung 4.11 ist exemplarisch die Titrationskurve fiir die Peptide Si1o und Sss
dargestellt. Tabelle 4.4 zeigt die ermittelte halbmaximale Proliferationsaktivitat

aller peptidspezifischen T-Zellklone.
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Abb. 4.11: Peptid:MHC/TCR-Aviditit verschiedener T-Zellklone. Die Aviditit des
Peptid:MHC/TCR-Komplexes wurde semiquantitativ durch Kokultivierungen des T-Zellklons
mit antigenprédsentierenden Zellen und verschiedenen Konzentrationen des entsprechenden
Peptids ermittelt. Als Vergleichsmafi zu anderen T-Zellklonen diente die Konzentration, die zur
halbmaximalen Proliferationsaktivitit der T-Zellen fiihrte (hier: A: < 10 nM; B: ~ 3000 nM) (cpm:
counts per minute, nM: Nanomolar). Der Proliferationsnachweis auf die unterschiedlichen

Peptidkonzentrationen erfolgte mittels [*H]-Thymidin-Einbau 72 h nach Stimulation

Peptid maxi/
S10 <50 nM
Sa0 400 - 700 nM
Sss 2000 - 3000 nM

Psg 100 - 300 nM
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P21 400 — 2000 nM
Pass 1000 - 2000 nM
P23 1000 — 3000 nM

Tabelle 4.4: Halbmaximale Proliferationsaktivitit der peptidspezifischen T-Zellklone.

Fiir eine Immuntherapie von Tumoren mit spezifischen T-Helferzellen ist es
unerldsslich, dass die peptidspezifischen T-Zellklone das Epitop aus natiirlich
prozessiertem Proteinantigen erkennen. Die Prozessierung und Prasentation der
SVN-Peptidepitope aus natiirlichem Antigen wurde durch Kokultivierung
peptidspezifischer T-Zellklone mit SVN-Protein-gepulsten DC untersucht. Eine
Analyse von PR3-peptidspezifischen-T-Zellklonen auf natiirliches Antigen
erfolgte durch Kokultivierung von peptidspezifischen T-Zellklonen mit Ad5/F35-
Virus transduzierten DC. Wie in 4.2 beschrieben, enthilt der Virus die kodierende
Sequenz fiir PR3-LAMP-1, welches nach Transduktion in DC exprimiert wird.
Lediglich fiir das SVN-Peptid Sio zeigte sich eine spezifische T-Zellproliferation
bei Exposition mit rekombinanten SVN-Protein (Abb. 4.12). Dies wurde an drei
Si0-spezifischen T-Zellklonen von unterschiedlichen Spendern gezeigt. Fiir die
PR3-spezifischen T-Zellklone konnte keine spezifische Proliferation auf das

natiirliche Antigen nachgewiesen werden.
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Abb. 4.12: Erkennung von rekombinantem Protein durch Sio-spezifische T-Zellklone
(exemplarisch Klon G611-3/4-S104). Fiir die restlichen peptid-spezifischen T-Zellklone konnte
keine Proteinerkennung nachgewiesen werden. Die SVN-peptid-spezifischen Klone wurden mit
Protein-gepulsten (SVN oder einem irrelevanten Immunglobulin ,HOPC*) und Peptid-gepulsten
autologen DC kokultiviert; die PR3-peptid-spezifischen Klone mit transduzierten DC ( Ad5/F35-
PR3-LAMP oder AD5/F35-GFP) und Peptid-gepulsten autologen DC (nicht gezeigt).
Entsprechend der bekannten HLA-Restriktion des Sio-Epitops (Abb. 4.9) konnten die
proliferativen T-Zellreaktionen auf das hSVN-Protein durch einen humanen HLA-DR-Antikorper
inhibiert werden. Der Proliferationsnachweis erfolgte mittels [*H]-Thymidin-Einbau 72 h nach

Stimulation (cpm: counts per minute).

Tumorantigene von apoptotischen oder nekrotischen Tumorzellen werden in vivo
von APC internalisiert, MHC-II-abhédngig prozessiert und an CD4+ T-Zellen
préasentiert. Zur T-Zellerkennung des genuinen Sio-Epitops wurden demzufolge
DC mit Tumorzelllysaten von verschiedenen SVN-positiven Tumorzelllinien
gepulst. Fiir das Sio-Epitop liefs sich von den Tumorzelllinien Karpas-422, Jurkat

und HL-60 eine direkte in vitro-Erkennung von Lysat-gepulsten DC nachweisen
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(Abb. 4.13). Dies konnte an mindestens drei Sio-spezifischen T-Zellklonen von

unterschiedlichen Spendern gezeigt werden.
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Abb. 4.13: Erkennung von tumorzelllysat-gepulsten DC von verschiedenen SVN-positiven
Tumorzelllinien durch Sy-spezifische T-Zellklone, exemplarisch dargestellt fiir den Klon G611-
3/4-S14. Gezeigt sind lediglich die Tumorzellen, die eine proliferative Antwort aufwiesen. Der
Nachweis einer Zellproliferation erfolgte mittels [*H]-Thymidin-Einbau 72 h nach Stimulation mit
autologen DC und entsprechenden Tumorzelllysaten (Sio: spezifisches Peptid; Siio: unspezifisches
Peptid; Karpas-422, HL-60, Jurkat: verwendete Tumorzelllysate; SVN: rekombinantes Protein;

HOPC: unspezifisches Protein; cpm: counts per minute).

Voraussetzung fiir eine Immuntherapie mit dem identifizierten genuinen
Peptidepitop Sio ist das Vorhandensein der korrespondierenden CD4+

T-Lymphozyten im Blut von Tumorpatienten. Hierzu wurden PBMC von
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verschiedenen Patienten zum Teil vor Therapie, zum anderen erst nach Beginn
einer zytostatischen Therapie, isoliert und mit dem Sio-Peptid stimuliert. Als
antigen-/peptidprédsentierende Zellen fungierten Monozyten und B-Zellen, die in
der PBMC-Fraktion enthalten sind. Nach einwochiger Kultur wurden die Zellen
hinsichtlich ihrer peptidspezifischen Proliferation mittels [*H]-Thymidineinbau
analysiert (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Proliferative T-Zellantwort verschiedener Tumorpatienten auf das Sio-Peptid. Die
PBMC wurden mit dem Sjo-Peptid in 48 separaten Mikrokulturen (jeweils 2 x 10> Zellen) eine
Woche kultiviert. Der proliferative Nachweis mittels [*H]-Thymidin-Einbau erfolgte 72 h nach
Restimulation mit den entsprechenden Peptiden. Mikrokulturen mit Peptid, die im Vergleich zu
Kulturen ohne Peptid grofier als dreifache Proliferationsraten aufwiesen, wurden als
peptidspezifisch gewertet (Pat.1: Alter 63 Jahre, Erkrankung: MCL (Mantelzelllymphom); Pat. 2:
57 Jahre, c-ALL (akute lymphatische Leukdmie); Pat. 3: 82 Jahre, NSCLC (“non small cell lung

cancer”)).

Von 13 getesteten Patienten konnten bei drei Patienten eine proliferative Antwort

detektiert werden.
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Die identifizierten Epitope von PR3 wurden zur Untersuchung auf
peptidspezifische IFN-y sezernierende CD4+ T-Lymphozyten in Morbus Wegener
Patienten eingesetzt. Hierfiir wurden PBMC mit dem entsprechenden PR3-Peptid
in einer mit IFN-y-markierten ELISPOT-Platte inkubiert. 24 h bzw. 48 h nach
Inkubation wurden die Platten auf IFN-y-Spots mittels ELISPOT analysiert. Die
Auswertung ergab keinen Unterschied von Spots zwischen den Kontrollen und
den peptid-stimulierten PBMC. Auch die Anderung verschiedener Parameter
konnte keinen Unterschied zwischen Kontrollen und peptid-stimulierten PBMC

aufzeigen.

Neuere Erkenntnisse tiber die Rolle regulatorischer CD4+ T-Lymphozyten bei der
Inhibition antitumoraler Immunreaktionen (Wang et al., 2004; Voo et al., 2005 ;
Wang et al., 2005 ; Bluestone and Abbas, 2003; Sakaguchi, 2003; Sutmuller et al.,
2001; Liyanage et al., 2002) erforderten die Untersuchung der generierten CD4+
T-Zellklone auf T-regulatorische Marker.
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Abb. 4.15: FACS-Analysen der Oberflichenmarker CD25 und GITR. Die Detektion erfolgte mit
o-humanen CD25-FITC- und GITR-PE-gekoppelten Antikorpern. Als Isotypkontrolle diente ein
o-muriner IgG2a-PE-gekoppelter Antikorper. Exemplarisch sind die Ergebnisse fiir zwei Klone

dargestellt A: Klon G611-3/4-5S104, B: Klon G614-11/13-Pa239..

Fiir samtliche Klone lieffen sich CD25, GITR (Abb. 4.15) und foxp3 (Abb. 4.16)
nachweisen. Wiahrend die Expression von CD25 und GITR wunspezifische
Merkmale von Treg-Zellen darstellen, ist der Nachweis des Transkriptionsfaktors

foxp3 ein relativ spezifisches Merkmal fiir Treg-Lymphozyten (Sakaguchi, 2003).

Abb. 4.16: RT-PCR des Transkriptionsfaktors foxp3, exemplarisch fiir drei Klone gezeigt. Als

Kontrolle wurde eine RT-PCR unter Verwendung von [-Actin-Primern (B-Act) durchgefiihrt
(M: Marker, 1: Klon G614-11/13-P2391, 2: Klon G614-11/13- P23g2, 3: Klon G611-3/4- Si9.4).
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Ein weiteres Charakteristikum von T-regulatorischen Zellen ist die von Tu-Zellen
differente Zytokinsekretion. Im Rahmen der vorgestellten Arbeit wurden die
T-zelluldre Freisetzung von IL-2, IL-10, TGF-31 und IFN-y 48 h nach Stimulierung
mit entsprechenden Peptiden untersucht (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: ELISA Zytokinprofil Treg-Zellen. Die Zytokine IL-2, IL-10 und IEN-y konnten nach
spezifischer Peptid-Stimulation der T-Zellklone mittels ELISA nicht detektiert werden (nicht
gezeigt). Dargestellt ist die TGF-B1-Ausschiittung peptidspezifischer T-Zellklone (in pg/ml). Der

Nachweis erfolgte 48 h nach Stimulation mit den entsprechenden Peptiden.

Mittels ELISA konnte eine Sekretion von TGF-B1 nachgewiesen werden. IL-2,
[1-10 und IEN-y konnten dagegen nicht detektiert werden. Es handelte sich somit

bei samtlichen T-Zellklonen um T-regulatorische Zellen.
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5. Diskussion

Die Therapie von Tumoren basiert seit Jahrzehnten auf den drei Sdulen
Operation, Bestrahlung und Chemotherapie. Die Heilungschancen bei
Tumorerkrankungen nehmen zwar durch die immer besser werdenden
operationstechnischen, radiotherapeutischen und chemotherapeutischen
Verfahren und Therapiestrategien sowie Mafsnahmen zur Fritherkennung zu,
dennoch ist eine gezielte und sichere Vernichtung aller Krebszellen in einem
Patienten mit diesen konventionellen Behandlungen oft nicht moglich.
Alternative Therapieoptionen, zu denen immuntherapeutische Ansétze
zdhlen, sind notwendig und zunehmend vielversprechend auf dem Weg zu
hoheren Heilungsraten bei malignen Erkrankungen. Eine immun-
therapeutische Strategie beruht auf dem Einsatz monoklonaler Antikorper, die
gegen Tumorantigene gerichtet sind. Eine andere Moglichkeit liegt in der
Verabreichung sogenannter Immunmodulatoren wie Interferonen und
Interleukinen, die die Immunantwort beeinflussen konnen. Der Ansatz einer
zelluldren Immuntherapie durch antigenspezifische T-Lymphozyten kann
ebenfalls zur Zerstorung der Tumorzellen fiihren. In diesem Zusammenhang
konnen antigenspezifische T-Zellen durch Vakzinierung mit ganzen
Tumorzellen, ausgewédhlten Tumorproteinen, nackter Antigen-DNA oder mit
DC, die durch virale oder nicht-virale Vektoren mit Tumorantigenen
transduziert worden sind, aktiviert werden (Berzofsky et al., 2004). Besonders
attraktiv fiir klinische Anwendungen sind Impfungen mit tumorassoziierten
Peptidepitopen, da Peptide in aller Regel einfach synthetisierbar, chemisch
stabil und frei von mikrobiellen Pathogenen sowie ohne inhdrent onkogenes

Potential sind (Celis et al.,1995).
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In den vergangenen Jahren erfolgte in einer Vielzahl von klinischen Studien
die Peptidvakzinierung mit MHC-Klasse-I-abhidngigen Epitopen (Jager et al.,
2000; Melief et al, 1996). Bisher konnten jedoch trotz vielfdltiger
Optimierungsstrategien keine befriedigenden tumorspezifischen CD8+
T-Zellantworten in Patienten mit malignen Erkrankungen beobachtet werden
(Rosenberg, 2004). Aufgrund der bisher sehr limitierten Erfolge von CD8 bzw.
MHC-I-orientierten Peptidvakzinen in der Tumorimmuntherapie und der
Erkenntnis, dass CD4+ T-Zellen eine fundamentale Bedeutung in der
Antitumor-Immunantwort  haben, wurden die Bemiihungen zur
Identifizierung neuer MHC-Klasse-II-restringierter Tumorantigene (TA)
erheblich verstarkt (Toes et al., 1999; Zeng, 2001). Die Aktivitit der CD4+
T-Zellen wirkt sich dabei durch die Hilfe fiir CD8+ T-Zellen (Toes et al., 1999;
Zeng, 2001), Induktion der IFN-y-abhidngigen Monozyten-/Makrophagen-
vermittelten Zytotoxizitat (Egeter et al., 2000; Greenberg, 1991; Mumberg et al.,
1999) oder durch Aktivierung der B-Zellen zur Antikdrperproduktion (Hung
et al, 1998) aus. Eine wichtige Voraussetzung fiir diese potentielle
Verbesserung antitumoraler Immuntherapien ist die Kenntnis von MHC-
Klasse-II-bindenden Peptidepitopen, die eine Aktivierung tumorspezifischer
CD4+ T-Helferlymphozyten bewirken. In vitro dienen die Helferzellepitope
der Analyse von T-Helferzellantworten, die aus aktiven Immunisierungen mit
verschiedenen Antigenformen resultieren. Zudem bietet die Kenntnis von
Helferzellepitopen aus TA die Moglichkeit, diese in Form von synthetischen
Peptiden direkt oder beladen auf antigenpradsentierende DC als Vakzine zu
applizieren. Durch eine parallele Impfung von MHC-I- und MHC-II-
restringierten Peptidepitopen aus demselben TA einer Tumorentitit sollen die
Voraussetzungen fiir eine optimale Vernetzung von CD8+ CTL- und CD4+
T-Helferaktivierung tiber DC, die am Ort des Tumors parallel CTL- und
Tu-Epitope prasentieren, geschaffen werden (Schuler-Thurner et al., 2000;
Bennett. et al., 1998; Ridge et al., 1998). Nach wie vor ist aber die Zahl der zur
Verfligung stehenden tumorspezifischen T-Helferepitope sehr begrenzt. Diese

Arbeit fokussierte sich dementsprechend auf die Identifikation von
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T-Helferzellepitopen in solchen TA, die bereits bekannte Zielantigene von

CD8+ CTL-Reaktionen waren.

Ein Verfahren zur Aufdeckung von MHC-II-abhidngigen Peptidepitopen in
definierten Proteinantigenen basiert auf iiberlappenden synthetischen
Peptiden, die die gesamte Primédrsequenz des Antigens abdecken (Tsukui et al.,
1998). Die in vitro Stimulation von T-Zellen mit diesen Peptiden ist wegen der
Grofle der ausgewdhlten Proteine aber nicht praktikabel. Fiir das kleinere
Survivin (SVN) hitten 32 iiberlappende Peptide (15mere; Peptidabstand 4 AS)
in die Induktion von T-Zellreaktionen eingesetzt werden miissen, fiir die
Proteinase 3 (PR3) sogar 60 tiiberlappende Peptide. Von einer priméren

Stimulation von Tu-Zellen mit dieser Strategie wurde daher abgesehen.

Ein alternatives Verfahren basiert auf bioinformatischen Computerprogram-
men. Die Vollendung des humanen Genomprojektes und die Verfiigbarkeit
von Algorithmen zur Vorhersage des HLA-Bindungsverhaltens von beliebigen
Peptiden erlauben die Identifizierung von neuen T-Zellepitopkandidaten.
Proteinantigene konnen somit auf potentielle MHC-I- und MHC-II-abhédngige
Kandidatenepitope untersucht werden (Rammensee et al., 1995; Rammensee et
al., 1999; Lu and Celis, 2000; Bian et al., 2003). Mit dem Computerprogramm
TEPITOPE wurde 1999 die Moglichkeit geschaffen, Peptidliganden fiir
verschiedene HLA-Allele der Klasse II vorherzusagen (Sturnioli et al., 1999).
Dieses Programm beruht auf virtuellen Matrizen und berticksichtigt den
hohen Polymorphiegrad des HLA-Klasse-II-Systems. Hierdurch koénnen
Kandidatenepitope pradiziert werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit an
mehrere HLA-DR-Allele binden (Bian and Hammer, 2004). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die tumorassoziierten Antigene (TAA) SVN und PR3, von
denen MHC-Klasse-I-Epitope bekannt sind, untersucht. Die Pradiktions-
bedingungen wurden so gewdhlt, dass die vorhergesagten Peptidepitope mit
hoher Wahrscheinlichkeit an mindestens zwei HLA-DR-Allele banden. Die
Epitopdeduktion ergab fiir SVN 6 und fiir PR3 11 Kandidatenepitope.
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Bei Beginn des dargelegten Projekts waren erst wenige MHC-II-abhingige
Peptidepitope in der Literatur beschrieben (Knutson et al., 2001; Wang, 2001;
Schuler-Thurner, 2002; Yu and Restifo, 2002) und in  klinischen
Vakzinierungsversuchen eingesetzt worden (Slingluff et al., 2001; Brossart et
al., 2000). Fiir die Identifizierung von TA-spezifischen T-Lymphozyten musste
daher eine Methode etabliert werden, die mittels Peptiden eine zuverldssige in
vitro-Stimulation und immunologische Charakterisierung von TA-spezifischen
CD4+ T-Lymphozyten erlaubte. Trotz vielfacher Austestung der
Zusammensetzung des Zellkulturmediums (Peptidkonzentration, Serum,
Zytokine), der Zellaufbereitung (unselektierte PBMC versus CD4+
T-Lymphozyten), der initialen Stimulationsdauer, des Zellkulturformates
(,bulk”- versus ,split well”-Kulturen), sowie der optimalen antigen-
prasentierenden Zellen (Monozyten/Makrophagen/B-Lymphozyten aus
PBMC oder DC; Peptid gepulst oder direkt der Kokultur zugesetzt) gestaltete
sich die Generierung von peptidspezifischen CD4+ T-Zelllinien ausgesprochen
schwierig, da diese durch ein Uberwachsen der Kulturen mit unspezifischen
T-Zellen ihre Antigenspezifitit rasch verloren. Erst die Klonierung der
T-Zellen mittels ,limiting dilution” unmittelbar nach der initialen Stimulation
unter serum- und zytokinfreien Bedingungen ermoglichte die Expansion von
peptidspezifischen CD4+ T-Zellen, die anschliefsend in Folgeversuchen niher

charakterisiert wurden.

Ein potentieller Einsatz von Peptidepitopen in der Immuntherapie hangt
entscheidend davon ab, dass die peptidspezifischen CD4+ T-Lymphozyten auf
das entsprechende Antigen reagieren. Die Erkennung des natiirlich
prozessierten Proteinantigens in Form von ,genuinen” oder , echten” Epitopen
wird prinzipiell von diversen Faktoren beeinflusst. — Die intrazelluldre
Antigenverarbeitung in MHC-II-bindende Peptidepitope spielt eine wichtige
Rolle. APC nehmen TA {ber Endo-, Phago- oder Pinozytose aus

abgestorbenen Tumorzellen in intrazelluldre Vesikel (Endosomen) auf (Pieters,
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1997). Diese Endosomen enthalten Proteasen, die bei niedrigem pH-Wert aktiv
sind und mit der Zeit die aufgenommenen Proteine in zahlreiche
Peptidfragmente spalten. Im MHC-II-Kompartiment, einem lysosomal-
verwandten Organell (LRO: lysosomal-related organell), werden die Peptide
anschlieffend mit Hilfe von HLA-DM f{iber bestimmte Verankerungsreste an
MHC-II-Molekiile gebunden und an die Zelloberfliche transportiert. Die
Gruppe von Verankerungsresten, welche die Bindung an ein bestimmtes
MHC-Klasse-II-Molekiil erlauben, nennt man Sequenzmotiv. In der
vorliegenden Arbeit konnte lediglich fiir das SVN-Epitop Sio eine
Proteinerkennung nachgewiesen werden. Bei den anderen identifizierten
Peptiden (SVIN: Sso, Sss; PR3: Pss, P21s, P2ss und P239) handelt es sich um
.kryptische” Epitope, da bei diesen keine Proteinerkennung detektierbar war.
Wihrend der endosomalen Proteolyse ist es wichtig, dass die vorhandenen
Sequenzmotive nicht - wie im Falle von , kryptischen” Epitopen - abgebaut
werden. Im Gegensatz zu MHC-I-restringierten Epitopen kénnen MHC-II-
Molekiile unterschiedlich lange (12-28) Peptide aufnehmen (Rammensee, 1995;
Rudensky et al., 1991), eine proteolytische Spaltung der Peptidepitope in
definierter Lange ist daher nicht erforderlich. Auch sind die exakte
Zusammensetzung und die spezifischen Funktionen der an der endosomalen
Proteolyse beteiligten Endo- und Exopeptidasen erst ansatzweise verstanden
(Pieters, 1997, Watts, 2004). Daraus ergibt sich, dass fiir MHC-Klasse-II-
abhédngige Epitope zur Zeit keine verldsslichen Vorhersagen beziiglich der
endosomalen Abspaltungsmuster von Peptidfragmenten — und somit keine
Vorhersagen von potentiellen Tu-Zellepitopen — aus einzelnen Proteinen
moglich sind.

Eine andere Erkldrung fiir das Phanomen ,kryptischer” Epitope ergibt sich
aus der niedrigen Aviditdat der TCR von CD4+ T-Zellen. Die Aviditdt zwischen
Epitop und MHC-Molekiill wird durch die Bindungsstirke zwischen
Peptidepitop, MHC-Molekiil und T-Zellrezeptor (TCR) bestimmt. Der
Weitertransport und damit die Dichte entsprechender MHC-Peptid-Komplexe

auf der Zelloberflache beeinflusst zusammen mit zelluldren
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Adhésionsmolekiilen die Gesamtbindungsstarke zwischen Tu-Zelle und APC.
TA-spezifische T-Zellen konnten dann aufgrund einer geringen Aviditdt zwar
auf extern applizierte synthetische Peptide reagieren, aber nicht auf die
nattirlich prozessierten auf den APC bzw. Tumorzellen (Dutoit et al., 2001). In
Vereinbarung mit der nachgewiesenen Proteinerkennung ergab sich in
Peptidtitrationsversuchen eine deutlich hohere Aviditit fiir das Peptid Sio im
Gegensatz zu den niedrigen Aviditdten fiir die kryptogenen Peptide Sao, Sss,

Pss, P216, P23s und P23o.

In Hinblick auf mogliche zukiinftige Bestrebungen PR3 oder SVN als Antigen
fiir die Induktion einer therapeutischen Immunreaktion gegen Tumoren zu
nutzen, musste gekldrt werden, ob sich von dem identifizierten Sio-Epitope
auch CD4+ T-Lymphozyten aus dem Blut von Tumorpatienten stimulieren
lieflen. Von einigen der getesteten Patienten lief sich eine spezifische Antwort
gegen das Sio-Peptid nachweisen. Das unterschiedliche Ansprechen auf die
Stimulierung konnte mit dem HLA-Typ der Spender zusammenhéngen, da
die meisten der identifizierten T-Zellepitope sich auf eine limitierte Anzahl
von HLA-Molekiilen beschranken (Gilboa, 1999). So sollte das durch
TEPITOPE ermittelte Peptid Sio vornehmlich an HLA-DR 3, 11 und 15 binden.
Eine erfolgreiche Vakzinierung mit tumorassoziierten Peptiden wird demnach
eine individuell auf den HLA-Typ der Tumorpatienten zugeschnittene

Peptidauswahl erfordern.

Besondere Aufmerksamkeit muss darauf gelegt werden, dass auch eine
Immunantwort gegen gesundes menschliches Gewebe moglich sein kann. Dies
liegt in der Tatsache begriindet, dass bei der Immuntherapie das
Immunsystem direkt aktiviert wird und die induzierte Immunantwort gegen
Antigene gerichtet ist, die auch auf gesunden menschlichen Zellen prasentiert
werden. Der Nachweis von SVN in Thymusgewebe (Kobayashi et al., 2002)
und eine durch Zytokine vermehrte Expression in CD34+ hdmatopoetischen

Zellen sowie in Endothelzellen wahrend der Angiogenese (Fukuda and Pelus,
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2002b) zeigt, dass es sich bei SVN nicht um ein tumorspezifisches Antigen
handelt. Der Einsatz von SVN in der Vakzinierungstherapie darf deshalb nur
mit Vorsicht angegangen werden. Durch die Uberexpression von SVN in
Tumoren bleibt aber zu hoffen, dass die aktivierten T-Lymphozyten vor allem
die Tumorzellen lysieren werden und es nach einer Vakzinierung zu keinen
therapielimitierenden Nebenwirkungen an gesunden Organen kommen muss.
Die nachgewiesene Expression von SVN in PBMC, iDC (unreife DC) sowie
mDC (reife DC) bzw. PR3 in iDC und mDC und das Fehlen einer Antwort bei
Stimulation mit SVN- bzw. PR3-spezischen T-Zellklonen weisen daraufhin,
dass die Expression dieser TAA in gesunden Zellen nicht fiir eine Aktivierung
ausreicht. Der Grund fiir die ausbleibende Antwort ist bisher nicht geklart.
Moglicherweise wird eine ausreichende Aviditdt der induzierten T-Zellen erst
durch eine quantitativ hohere Expression von Peptiden auf Tumorzellen
erreicht, da nach Peptidbeladung der APC eine spezifische T-Zell-Proliferation
nachgewiesen werden konnte. Auch ein Unterschied im Repertoire von T-Zell-
Epitopen bei nicht-malignen Zellen und Tumorzellen konnte eine Rolle

spielen.

Besondere Vorsicht ist bei einem moglichen Einsatz von PR3 in der
Tumorvakzinierung geboten, da PR3 nicht nur das Zielantigen
leukdmiespezifischer CD8+ T-Zellen sondern auch das Zielantigen der
humoralen  Immunitit bei der cANCA-positiven Wegenerschen
Granulomatose ist (Goldschmeding et al., 1989; Niles et al., 1989). Der Morbus
Wegener stellt eine systemische Vaskulitis dar, die sich bevorzugt am oberen
und unteren Respirationstrakt in Form von Rhinitiden, Sinusitiden und
pulmonaler Infiltration sowie an den Nieren als Glomerulonephritiden mit
progredienter Niereninsuffizienz manifestiert (Wiik, 2000). Bei der Mehrzahl
der Patienten mit einer Wegener-Granulomatose lassen sich Antineutrophile-
Antikorper (cCANCA) gegen die Proteinase 3 nachweisen (Wiik, 2000). Die
epitopen Bindungsstrukturen fiir einige der aus Patientenserum isolierten

cANCA im PR3-Protein sind bekannt (zur Ubersicht: Wiik, 2000). Uberdies
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konnte anhand von genetischen Analysen der TCR bei Wegener-Patienten
gezeigt werden, dass das normale T-Zellrepertoire in Abhédngigkeit von der
Erkrankung beeintrachtigt ist (Giscombe et al., 1995). In einer Arbeit konnte
mittels TCR-Genanalysen eine klonale Expansion von CD4+ T-Zellen bei
Patienten mit dem HLA-DRB1*0401-Allel in Assoziation zum Erkrankungs-
geschehen nachgewiesen werden (Grunewald et al., 1998). Die bis heute
publizierten T-zellimmunologischen Untersuchungen sind allesamt mit dem
Gesamtprotein PR3 als Antigen durchgefiihrt worden und erlaubten keine
abschlieffenden Aussagen beziiglich der Art - CTL versus Helfer-T-Zellen -
und pathophysiologischen Relevanz der T-zelluliren Komponente bei
Wegenerschen Granulomatosen (Brouwer et al., 1994; Ballieux et al., 1995;
Griffith et al, 1996). MHC-Klasse-1I-Epitope als Ziele einer CD4+
T-Helferreaktion gegen PR3 sind fiir diese Autoimmunerkrankungen bisher
nicht beschrieben. Ein in vitro-Nachweis von IFN-y-produzierenden CD4+
T-Zellen aus PBMC von Morbus Wegener Patienten nach Stimulation mit den
identifizierten PR3-Peptiden konnte mit Hilfe des ELISPOTS in dieser Arbeit
nicht gezeigt werden. Ein Grund dafiir konnte sein, dass eingefrorene PBMC
fiir die Stimulation genutzt wurden. Weiterhin ist es auch moglich, dass
aktivierte T-Lymphozyten in den PBMC von Morbus Wegener schon
vorhanden sind und somit kein Unterschied zwischen den Kontrollen und den
peptid-stimulierten CD4+ T-Zellen detektierbar war. - Fiir einen
erfolgversprechenden Einsatz von PR3 in der Tumorimmuntherapie ist die
Identifikation genuiner MHC-Klasse-II-Epitope notwendig - im Rahmen der
vorgestellten Arbeiten konnten bisher lediglich kryptische MHC-Klasse-II-

Epitope in PR3 identifiziert werden.

Bei der Entwicklung von klinisch wirksamen Immuntherapien miissen
weiterhin vielfdltige Tumorresistenz- sowie immunologische Mechanismen,
die Immunreaktionen gegen Tumorzellen supprimieren und zu
Immuntoleranz fithren, bedacht werden (Berzofsky et al., 2004; Mapara and

Sykes, 2004). Neuere Erkenntnisse iiber die Rolle von regulatorischen CD4+
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T-Zellen (Trg) in der Bekdmpfung von Tumoren erfordern hierbei eine
besondere Berticksichtigung in der Entwicklung von immuntherapeutischen
Konzepten (Wang et al., 2004; Wang et al., 2005; Voo et al., 2005). Als
,regulatorisch” wirkend werden meist Zellen beschrieben, die verschiedene
aktivierende Vorgange des Immunsystems unterdriicken. Sie werden deshalb
auch oftmals als Suppressor-Zellen bezeichnet und nehmen offenbar eine
Schliisselposition in der peripheren Toleranz gegeniiber korpereigenen Zellen
ein. So wurde berichtet, dass die Zahl der Treg-Zellen im peripheren Blut und
Tumorgewebe verschiedener Patienten erhoht ist (Wolf et al., 2003; Liyanage et
al., 2002; Woo et al., 2001; Woo et al., 2002). Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass die Depletion von CD4+CD25+ Zellen die Antwort des
Immunsystems gegen den Tumor verbessert (North and Awwad, 1990;
Shimizu et al., 1999; Onizuka et al., 1999; Sutmuller et al., 2001; Steitz et al.,
2001). In den letzten Jahren sind eine Reihe regulatorischer T-Lymphozyten
beschrieben worden. Die Entwicklung dieser Treg-Zellen ist bis heute noch
nicht vollstandig gekldart. Zum Teil konnen Treg-Lymphozyten im Thymus
entstehen. Es wird vermutet, dass diese autoreaktiven T-Zellen der negativen
Selektion durch eine schwache Aviditdt zum autoantigenen Peptid entgehen
(Lee et al., 1999a). Mit einer sogenannten infektiosen Toleranz werden Treg-
Zellen beschrieben, die bestimmte regulatorische Eigenschaften besitzen bzw.
die Toleranz gegeniiber korpereigenen Antigenen auf andere T-Zellen
tibertragen konnen (Waldmann and Cobbold, 1998; Jonuleit et al., 2002;
Dieckmann et al., 2002). Eine weitere Gruppe von Treg-Zellen kann durch
inaddquate Antigendarbietung oder unter suboptimalen Kostimulations- und
Zytokinbedingungen aufierhalb des Thymus entstehen (Bluestone and Abbas,
2003).

Treg-Lymphozyten sezernieren vermehrt IL-10 und TGF-P, sowie allenfalls
wenig II-2, II-4 und IFN-y. Phdnotypisch zeichnen sie sich durch die
Expression von CD25, GITR und CTLA4 aus. Wiahrend diese Marker

unspezifisch sind, stellt die Expression des Transkriptionsfaktors FOXP3 ein
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spezifisches Merkmal von Treg-Lymphozyten dar (Sakaguchi, 2003). Sowohl
CD4+ Tu-Lymphozyten als auch CD4+ Treg-Lymphozyten erkennen MHC-
Klasse-II-restringierte Peptidepitope (Sakaguchi et al., 2003; Shevach, 2002).
Nach Aktivierung der Treg-Zellen konnen diese, im Gegensatz zu den
Tu-Zellen, antigen-unspezifisch und nicht-MHC-II-restringiert ihre hemmende
Wirkung auf Zielzellen austiiben (Jonuleit et al., 2001; Dieckmann et al., 2001;
Thornton and Shevach, 2000). Zudem wurde beschrieben, dass die Stimulation
von humanen T-Lymphozyten mit bestimmten MHC-II-abhdngigen
Peptidepitopen aus den TA LAGE1, EBNA1 und ARTC1 zur bevorzugten
Induktion von Trg-Lymphozyten, und nicht von Tu-Lymphozyten, fiihrt
(Wang et al., 2004; Wang et al., 2005; Voo et al., 2005). In vitro konnte gezeigt
werden, dass diese TA-spezifischen CD4+ T-Lymphozyten eine hemmende
Wirkung auf stimulierte T-Lymphozyten besitzen (Wang et al., 2004, Wang et
al., 2005; Voo et al., 2005). Jonuleit und Mitarbeiter haben berichtet, dass durch
die wiederholte Stimulation mit allogenen unreifen DC eine Population
regulatorischer CD4+ T-Zellen entsteht, die sich durch die Produktion von
IL-10 auszeichnet (Jonuleit et al., 2000). Fiir die Expansion von Treg-Zellen ist in
vivo TGF-B1 ein wichtiger Faktor (Peng et al., 2004; Huber et al., 2004). Er dient
als Kofaktor fiir die Expression von FOXP3 (Cobbold et al., 2004); dies fiihrt
zur Differenzierung von CD4+CD25+ Treg-Zellen aus peripheren CD4+CD25-
T-Zellen (Chen et al., 2003; Fantini et al., 2004). In naiven T-Lymphozyten
inhibiert = TGF-B die Expression von T-bet, einem  wichtigen
Transkriptionsfaktor fiir die Differenzierung zu Tul-Zellen (Gorelik et al,,
2002; Chen et al.,, 2003). Weiterhin kann TGF-3 die IFN-y Sekretion von
Tul-Effektorzellen inhibieren (Ludviksson et al., 2000; Kitani et al., 2000). In
CD8+ CTLs inhibiert TGF-B die Transkription der Schliisselgene fiir das

zytotoxische Programm (Trapani, 2005; Khazaie and von Boehmer, 2006).

Die in dieser Arbeit identifizierten und charakterisierten CD4+
T-Lymphozyten zeichneten sich alle durch das Vorhandensein der typischen

phénotypischen Merkmale von Treg-Zellen, sowie der TGF-B-Sekretion, aus.
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Auch eine Stimulation mit reifen DC (mDC) brachte Treg-Zellen hervor. In der
Literatur wird haufig tiber die Notwendigkeit eines sogenannten ,danger”
Signals diskutiert, das zur Aktivierung des Immunsystems fiihrt (Fuchs and
Matzinger, 1996). Vakzinationen, die mit Peptiden, ohne Zugabe von
Adjuvantien oder mit wenig stimulierenden Adjuvantien durchgefiihrt
wurden, konnen T-Zellen nicht effektiv aktivieren und somit Anergie
erzeugen (Staveley-O’ Carroll et al., 1998; Grohmann et al.,, 1998). Die
zusédtzliche Einbeziehung von Adjuvantien bei der Stimulation mit Peptiden
konnte somit zu einer praferentiellen Aktivierung von T-Helferzellen fiihren.
In zukiinftigen Experimenten ist eine mogliche Verschiebung der
beschriebenen T-Zellantworten gegen das identifizierte SVN-Epitope S10 von

Treg- zugunsten von Tu-Lymphozyten zu untersuchen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Zelluldare Immuntherapien stellen basierend auf gut charakterisierten,
tumorspezifischen Antigenen ein vielversprechendes Konzept in der
Behandlung maligner Erkrankungen dar. Wahrend fiir viele Tumorantigene
bereits MHC-Klasse-I-Epitope bekannt sind, sind erst wenige Epitope aus
MHC-Klasse-II-abhdngigen Tumorantigenen beschrieben. Die spezifische
Antigenerkennung durch CD4+ T-Lymphozyten erfolgt iiber ein Peptidepitop,
das gebunden an ein MHC-Molekiil der Klasse II auf der Oberfliche von
spezialisierten antigenprdsentierenden Zellen oder - seltener — auf der
Tumorzelloberfldche vorliegt. Im Rahmen der vorgestellten Arbeit wurde ein
immunologisches Verfahren etabliert, das eine Identifikation von MHC-
Klasse-II-assoziierten Peptidepitopen in den tumorassoziierten Antigenen
Survivin (SVN) und Proteinase 3 (PR3) ermoglichte. In beiden Tumorproteinen
konnten durch computergestiitzte Vorhersagen zahlreiche Peptidsequenzen
mit potentieller Bindung an MHC-II-Molekiile identifiziert werden. In Form
von synthetischen Peptiden wurden diejenigen Epitope zur in wvitro-
Stimulation von T-Lymphozyten aus peripherem Blut eingesetzt, die mit
hoher Bindungswahrscheinlichkeit an mehrere Allele des wichtigsten Isotyps
(HLA-DR) banden. Gegen alle (16slichen) untersuchten Peptide wurden in der
initialen T-Zellstimulation spezifische Proliferationsreaktionen nachgewiesen.
Von den analysierten Peptiden konnten letztendlich 3 von 6 SVN- sowie 4 von
10 PR3-Peptiden T-Zellklone kultiviert werden. Mit Hilfe dieser Klone liefen
sich die Bindungsavidititen zwischen MHC-Molekiil, Peptidepitop und
T-Zellrezeptor semiquantitativ in Peptidtitrationsversuchen abschétzen.
Zudem zeigten alle Tu-Peptidepitope eine HLA-DR-abhdngige Prasentation.
In Kokultivierungsversuchen mit rekombinantem Proteinen sowie Lysaten

von SVN bzw. PR3-exprimierenden Tumorzellen wurde fiir das Peptid Sio eine



5. Diskussion

94

Epitoperkennung in Prozessierung aus dem natiirlichen Proteinantigen
nachgewiesen. Spezifische T-Zellantworten gegen dieses genuine T-Zellepitop
aus dem Blut von Tumorpatienten konnten ebenso detektiert werden.

In dieser Arbeit wurden alle Experimente in vitro durchgefiihrt, so dass sich
die Ergebnisse nur begrenzt auf das komplexe System des menschlichen
Immunsystems iibertragen lassen. Weitere Versuche miissen unternommen
werden, um die Art der Treg-Zellen — natiirlich auftretende Treg- versus
induzierte Treg-Zellen — zu identifizieren. Fiir die Anwendung in der
Tumorimmuntherapie ist eine Verschiebung des Gleichgewichtes von Treg-
zugunsten von Tu-Zellen anzustreben. Hierbei gilt es in zukiinftigen Arbeiten
herauszufinden, inwieweit sich durch Optimierung des Vakzinierungs-
intervalls, der wirkungsvollsten Adjuvantien, Dosierungen und Applikationen
Tu-Zellen induzieren lassen, die potentiell auch fiir klinische Anwendungen in

aktiven Immunisierungskonzepten gegen Tumoren in Betracht kommen.
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Abb. 7.1: Plasmidkarte und MCS (,multiple cloning dte*) von pcDNA3.1.
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