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Einleitung

1 Einleitung

Sowohl in tierexperimentellen Studien, als auch im Rahmen Kklinischetie8 konnte
nachgewiesen werden, dass solide Tumore durch den Transfer tumordpeziFiZellen aus
Tumorvakzin drainierenden Lymphknoten (TVDLK) erfolgreich behandelt werden kénnen.
Chang et al. konnten bereits 1993 die spezifische Lyse von humanen Nieremkartmd
Melanomzellen durch autologe Zellen aus TVDLK beobachten (Chang et al. 19@®)er
klinischen Studie zeigte sich nach dem Transfer tumorspezifiseAetldn, welche mit IE2
stimuliert und zusatzlich mit ar€D3 aktiviert wurden, eine komplette Regression
fortgeschrittener Nierenzellkarzinome in zwei von zwo6lf behandelatierRen. Bei weiteren
zwei Patienten kam es nach der Therapie zu einer partiellen fiegression (Chang et al.
1997). Lange wurde angenommen, dass direkte, zellabhdngige Zytotoxizitat den
Hauptmechanismus -Zellvermittelter Tumorregression darstellt (Kagi et al. 1996). Zur
zytotoxischen Elimination ist die direkte Interaktion zwischen TDg&elle und Tumorzelle
von entscheidender Bedeutung. Dabei bindet die*dBBelle mit inrem FZellrezeptor an
Antigenpeptide, welche von MHGNMNIlolekulen der Tumorzelle prasentiert werden. Nach
Bindung an die MHC -Molekiile verfiigen die CD8 T-Zellen iiber verschiedene
Mechanismen, mit welchen sie Tumorzellen attackieren kdnnen. Siensptaformierte
Vesikel aus dem Zytosol frei, in welchen Perforin und GranzBngespeichert sind und
konnen dadurch direkt in der Zielzelle den programmierten Zelltod, Apoptodezieren
(Kagi et al. 1994a; Kagi et al. 1994b). Perforin, das antigenabhangig voh ilign
freigesetzt wird, fuhrt zur Bildung von Poren in der Zielzellmembran¢tdwvelche u.a.
GranzymeB in die Zelle sowie in den Nukleus gelangt (Kagi et al. 1994a; Kaaji €994b;
Lowin et al. 1994). GranzymB induziert Apoptose in der Zielzelle (Lowin et al. 1994;
Shresta et al. 1999; Mullbacher et al. 1999). Es wird durch Prote9ngesielockt, wodurch T
Zellen vor Selbstdestruktion geschutzt werden (Sun et al. 1996; Bitd1€98). Granzyme

B vermag sowohl kaspaseunabhangig (Sarin et al. 1997; Sarin et al. 1998; Téioahas
2000) als auch uber mitochondriale Signalkaskaden Apoptose zu induzieren (ABab), (
et al. 1996; Masztalerz et al. 2003; Quan et al. 1996; Medema et al. T&frian et al.
1997; Andrade et al. 1998).
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[crmames]
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Abb. 1:  Transmembranes Vordringen von
GrandzymeB in das Zytosol mittels
Perforin

Im Rahmen der Apoptoseinduktion werden in der Zelle DNAsen aktiviettheien den
Zellkern eindringen und dort die DNA fragmentieren. Die Zelle Zéddlschlie3end in viele
kleine zellmembranumhdllte Teile (apoptotic bodies). Obwohl einige $tuaigen konnten,
dass Zellen Granzyrrig direkt binden und internalisieren kénnen, ist Perforin unabdingbar
fur die Aufnahme von Granzyri® in das Zytosol sowie fir die weitere Translokation in den
Zellkern (Froelich et al. 1996; Pinkoski et al. 2000).

T-Zellen sezernieren auch proinflammatorische Zytokine wie-yFMelchem bei der
Tumorregression eine Bedeutung beigemessen wird (Hu et al. 1998; Wirakr2€01).
Zudem exprimieren -Eellen tumorspezifisch Liganden der TNHamilie wie FasL, L7aq,
LT-B, TRAIL, LIGHT und TNFa, welche in einer Vielzahl von Tumorzelllinien Apoptose
induzieren konnen. Die Mitglieder der ThRGuperfamilie und ihre Rezeptoren sind in Abb. 2
aufgefuhrt. Mit Ausnahme vohT-a zéhlen diese zu den TyfpMembranproteinen, welche
Homologien zu TNFa im extrazellularen @erminalen Bereich aufweisemNF-a und LT-

a sind als Trimer biologisch aktiv (Eck and Sprang 1989; Jones et al. 19fsida et al.

1995). Die apoptoseinduzierenden Liganden binden an spezifischen Rezeptorennagiche
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Einleitung

Aktivierung durch Kopplung an intrazellulare ,Death Domains® Uber eine nachgkete
Kaspasekaskade Apoptose in der Zielzelle induzieren (Strasser et al. 2000).

Mit Hilfe von Genknockout (k/0) Mausen konnte gezeigt werden, dassllvermittelte
Tumorregression weder von FasL noch von Perforin abhangen. FasL und Perfongigidoha
Zytotoxizitat galten bislang als HauBffektormechanismen CD8 MHC Klasse |

restringierter TZellen (Kagi et al. 1996; Kagi et al. 1994a; Kagi et al. 1994b).

CD30-L
TNF-a
CD40-L LT TWEAK
CD154 LIGHT TRANCE
LTa,B, TNF-a gp34 LT-a
LIGHT LT-a TRAIL CcD70
FasL GITRL
g TRAIL TRAIL * TRAIL *
ér
DcR1 H L
i TRAIL-R3 U
TRID
CD40 ' LT ox40  CD27
5 INE-RI . . . . B -
DR3
LT-BR HVEM
CD30 TNF-RI TRAMP DR5 DeR2 aTAR C'TR
Fas  Apo-3 TRAILRI 1Al Ry TR2
Apo-1 | ARD TRICK Il RANK
DR4
Apo-2
TRAIL-RI
Abb. 2: Rezeptoren fur Liganden/Zytokine der FTR&milie
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Bei der TNFrezeptorvermittelten Apoptoseinduktion spielen drei funktionelle Molekul

gruppen eine entscheidende Rolle (Abb. 3):

l. Die TNFRezeptoren (TNIR I/ 1l, Fas, DR4/5, LIB-R),

. die Kaspasen, welche sowohl Initiatoren als auch Exekutoren der Apopingg.a.
Kaspase 9/8/7/6/3),

Il. die Apoptoseinhibitionsproteine (IAPS)

_ CTL -

FasL
Fas (CD95)
TNF-R1 (CD120a) '

(YL 3

/“ Mito
> —>
® @ —

K 8

v

( Aktivierung weiterer Kaspase)
v

( DNAse] Apoptose) «———————

Abb. 3: Apoptosepathways und deren Inhibition

Der Hauptweg der Apoptoseinduktion verlauft Gber die Aktivierung desdbsaciated death
domain adaptor protein“ (FADD) mit anschliel3ender Aktivierung der Kaspdashkenazi
and Dixit 1998; Strasser et al. 2000), welche direkt und indirekt Kagpaswie weitere
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Kaspasen aktiviert, welche die Endstrecke der Apoptosekaskade bildero @dud. 1998;
Bodmer et al. 2000; Kischkel et al. 2000; Kuang et al. 2000; Sprick et al. 2000).

Die Gegenspieler dieser Enzyme sind Proteine, welche die ZelidewoiZelltod bewahren.
Diese sind vor allem in embryonalem Gewebe sowie in Tumorzelléimaen und werden
Inhibitors of Apoptosis (IAPs) genannt. Die IARoteinfamilie ist charakterisiert durch eine
Doméne mit ca. 70 Aminosauren, die als “baculoviral IAP repeaR)BEezeichnet werden
(Deveraux and Reed 1999; Miller 1999). Bislang konnten sechs IAP verwadteeamenm
Menschen identifiziert werden: NAIP,-IAP I/HIAP-2, c¢IAP I1I/HIAP-1, XIAP/hILP,
Survivin und Bruce. Durch Uberexpression von XIARAP® |, c-IAP 1, NIAP und Survivin
kann eine Apoptoseinduktion verhindert werden. Survivin wird stark in humane m&laen

und in embryonalem, nicht jedoch im normal differenzierten Gewebe erpri(Ambrosini

et al. 1997). XIAP, dAP I, c-IAP Il und Survivin hemmen Kaspase 3, 7 und 9 (Tamm et al.
1998; Deveraux and Reed 1999; Deveraux et al. 1998; Roy et al. 1997). In humanen
Melanomen wurde kirzlich MLAP nachgewiesen, welches durch Chemotherapeutika und
Aktivierung von ,Death Rezeptoren® induziert wird und als direkter Inhibittar
Kaspasekaskade fungiert (Vucic et al. 2000).

Neben direkten apoptoseinduzierenden Mechanismen spielen moglicherweibe auc
Makrophagen eine Rolle bei derzZEllvermittelten Tumorregression. Bei vielen Tumoren ist

in vivo eine Infiltration von Makrophagen zu beobachten (Allen and Hogg 1985; Horny and
Horst 1987; Horny and Horst 1986; Brocker et al. 1987; Evans 1972). Fidlerkenhaten

eine wachstumshemmende Wirkung adoptiv transferiarteritro aktivierter Makrophagen

auf Tumormetastasen nachweisen (Fidler 1974). In Analogie zul®yppolarisierten
Lymphozyten konnten Tyf und Typ2 polarisierte Makrophagen (M1/M2) identifiziert
werden, welche sich durch die Expression ihrer Rezeptoren, Efektdtionen und
Chemokin/Zytokin-Expressionsmuster voneinander unterscheiden. Im Gegensatz zu spontan
tumorinfiltrierenden M2 Makrophagen, welche-10 und den IE1 Rezeptorantagonist (L

1lra) exprimieren und mit Tumorprogression Kkorrelieren, wurden M1 Makrophagen
identifiziert, welche sowohl direkt durch Sekretion zytotoxischer Molekiiee NO (Nitric
Oxide), Sauerstoffradikale (ROI, reactive oxygen intermediates) ukddalrals auch indirekt
durch Sekretion der CXChemokine IPLO und Mig das Tumorwachstum hemmen kénnen
(Mantovani et al. 2002). Die Chemokine-1B und Mig sind spezifisch chemotaktisch fur
Typ-1 polarisierte Lymphozyten und wirken zudem antiangiogenetisch (Mantovahi et a
2002). Diese Beobachtungen legen nahe, dass adoptiv transferiggtie tumorspezifisch
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eine entzundliche Immunantwort induzieren und regulieren, welche dietgdzeNrutierung
von Makrophagen zu den Metastasen bewirkt sowie die spezifische Altigidieser Zellen
vermittelt. Eine solche integrierende Funktion kdnnte durch Chemokine \etratrden,
welche im Gegensatz zu Zytokinen sowohl chemotaktisch als auch immatoeigoh auf
Leukozyten wirken. Chemokine sind kleine Polypej8ignatMolekile (814 kDa), welche
durch spezifische Interaktion mit -Broteirgekoppelten Rezeptoren ihre biologische
Aktivitdt ausiben. Sie kdnnen von einer Vielzahl von Zellen des Immunsystemie u.a.
von Tumoren spezifisch gebildet und sezerniert werden (Vicari and Caux RROghy
2001; Balkwill 2003). Sie werden in Abhangigkeit der Position und Anzahl ihrer
konservierten fierminalen Cystein Aminosauren in CXC, &€X CC und C Chemokine

unterteilt. Interessanterweise werden die-Cliemokine MIP1la (macrophage inflammatory

proteinla), MIP-13 (macrophage inflammatory protelfs)), MCP-1 (macrophage
chemotactic proteid) und RANTES (regulated upon activation, normalbgell expressed
and secreted) sowie die CXC Chemokinel(P (interferon inducible protein 10), KC
(Keratinozyten Chemokin) und Mig (monokine induced by interfgdomit einer Typl
Immunantwort korreliert (Gerber et al. 1997; D'Ambrosio et al. 199Bys$a et al. 1997;
Zingoni et al. 1998; Bonecchi et al. 1998; Wood et al. 1997; Hardy et al. 2001)r keutde
konnten zeigen, dass diese Chemokine die Differenzierung \@elldn in Richtung eines
Typ-1 Phéanotyps beeinflussen und die Expression und Sekretion veh Zytokinen (IFN

y) induzieren (Luther and Cyster 2001). Die gewonnenen Erkenntnisse tUberrkisden
der Zytokine und Chemokine sind wichtig bei der immuntherapeutischen Behandlung
bosartiger Erkrankungen.

Einer der Pioniere auf dem Gebiet der Immuntherapie von Tumoren mde &es 19.
Jahrhunderts der amerikanische Chirurg Willam B. Coley (1835). Seine
Untersuchungen gaben erste Hinweise auf die Bedeutung des Immunsystemer bei
Tumorregression. Er infizierte Tumorpatienten mit lebenden Krankheigg¥n unter der
Vorstellung, dass die hervorgerufene unspezifische Immunantwort auch neop&agellen
eliminieren konnte. Mit diesem Verfahren, so wird berichtet, konnteyGotege komplette
Remissionen herbeifihré@oley N. 1976).

Ein Jahrhundert nach Coleys Versuchen gelang es Rosenberg -@ellernTaus Mausen zu
gewinnen, die sich in unmittelbarer Nahe zum Tumor aufhielten. EreroliTumor
infiltrierende KillerT-Zellen (TIL) aus Metastasen. Diese Zellen der spezifischen
Immunantwort zeigten nach Expansion mit Interlee&imm Gegensatz zu unexpandierten

TIL eine Expression der Zytokine TN und LT-a. Expandierte TIL waren im Tiermodell
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erfolgreich bei der Vermittlung von Tumorregression (Rosenberg et al. Bps&ss et al.
1987).

Yoshizawa et al. zeigten, dassZ€&llen aus TVDLK eine hohe tumorlytische Aktivitst
vitro nach Coinkubation mit dem als Vakzin verwendeten Tumor entwickelfell&n aus
TVDLK, welche in Abwesenheit des Tumors mit aBD3 stimuliert wurden, wiesen ebenso
eine Spezifitat fur das verwendete Tumorvakzin auf und waren in dge ibavivo
Tumorregression herbeizufiihren (Yoshizawa et al. 1991).

Ein entscheidender Durchbruch bei der Behandlung menschlicher Melanomeigelaige
2002 Dudley et al. (Dudley et al. 2002). Sie entnahmen TIL und expandierten daaus
gewonnenen -Kellen in vitro. AnschlieBend wurden die tumorreaktivenZdllen in
Patienten infundiert, welche zuvor eine fageloablative chemotherapeutische
Konditionierung erhielten. Durch dieses Vorgehen in Verbindung mit einer Hoshdosi
Therapie mit 1-:2 konnte eine persistierende Repopulation von funktionell aktivéell€n
gegen das Melanozytendifferenzierw#ggigen MART-1 in den Patienten erreicht werden.
Diese Zellen proliferiertenin vivo und migrierten in die Tumorregionen. Mit dieser
Behandlung konnte eine Tumorregression in Patienten mit fortgeschritteatastasierten
Melanomen nachgewiesen werden. Die genauen Mechanismen, welche nach rauicloge

Zelltransfer zur Tumorregression fuihren, sind aber bis heute ungeklart.

In Tierexperimenten konnte bereits gezeigt werden, dass Effekdelldn aus Wildtyp (wt)

aber auch aus Perforin kneokt (k/0) (PKO), FastMutanten ¢ld), IFN-y k/o (GKO) und
PKO/GKO Doppelk/o (PIGXMausen Tiere mit systemischem Tumor heilen kdnnen. Deshalb
muss angenommen werden, dass weitere Faktoren, als die der direktenabytangigen
Apoptoseinduktion existieren, welche zuz&llvermittelten Tumorregression fuhren (Winter
et al. 1999; Winter et al. 2001; Poehlein et al. 2003).

Die Klarung dieser Mechanismen hat entscheidende Bedeutung bei deckiitmgineuer
effektiver tumorimmunologischer Behandlungskonzepte.

Um diese Mechanismen genauer untersuchen zu kdnnen, zogen wir ein geagmgtes
Melanommodell heran, welches erstmals von Arca et al. etabliede (Arca et al. 1996).
Dabei werden zur Gewinnung tumorspezifischeZellen Mause subkutan mit syngenen,
GM-CSFtransduzierten Melanomzellen (D5G6) beimpft. Acht Tage spater wetde T
Zellen aus den Tumorvakzin drainierende Lymphknoten (TVDLK) geerntet. Nach

Stimulation mit antiCD3 und Expansion mit H2 sind diese tumorspezifischen Effektor T
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Zellen (Tg) in der Lage Mause mit etablierten pulmonalen Melanommetastasdmeilen
(Abb. 4).

Vakzinierung mit D5G6 (s.c.)

Etablierung pulmonaler D5 Metastasen (i.v{)
Nach 8 Tagen:

Ernte der TVDLK
(zur T-Zell Gewinnung)

I_> Nach 3 Tagen: I
transferieren der T-Zellen (i.v)

2 Tage anti-CD3-

Aktivierung
NG %g ;E A
3 Tage IL-2-
Stimulation

Regression
pulmonaler Metastasen

Abb. 4: Adoptiver FZelltransfer

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es anhand des Melanommodells BiBBIz6i
untersuchen, ob eine direkte Interaktion demit den Tumorzellen nétig ist, um eine
Tumorregression zu erreichen oder ob durch transferie®n€ Stimulation weiterer
(Immun) Zellenin vivo erfolgt, welche dann in der Lage sind Metastasen erfolgreich zu

eliminieren.

Im Speziellen soll gepruft werden, ob
l. die Liganden der TNfFamilie FasL, LTa und TNFa in D5 Apoptose induzieren.
Il. tumorspezifische Zellen tumorspezifisch Chemokine sezernieren, welche

chemotaktisch auf Makrophagen wirken (Abb. 5).
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tumorspezifische
Tumorzelle Chemokine?

Abb. 5: Modell der zur Tumorregression fiihrenden Interaktion
zwischen D3 umorzelle, E und Makrophagen.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Tumorzelllinien

D5 ist ein schwach immunogener Subklon der Tumorzelllinie BL6BL6, einesaspiarginer
C57BL/6J (wt) Maus entstandenen Melanoms (Hu et al. 1998). D5G6 Bukkion von D5,
welcher stabil mit einem murinen retroviralen @M~MFG-Vektor transduziert wurde. 10
D5G6 Zellen sezernieren ca. 200 ng/ml @8F in 24 Stunden (Dr. M. Arca Univ. of
Michigan, Ann Arbor, MI), (Arca et al. 1996; Winter et al. 2001). MGZ20 ist ein gering
immunogenes methylcholanthremuziertes Sarkom, welches in einer C57BL/6 Maus
generiert wurde (Prof. B. Fox, Earle A. Chiles Research InstRaeland, OR), (Winter et
al. 1999). Die von uns verwendeten Zelllinien waren frei von Mycoplasmeninwhsstitut

fur Chirurgische Forschung (Prof. Enders, LMU Minchen) mittelsPRR nachgewiesen

wurde.

2.1.2 Zellkulturbedingungen

Um eine sterile Zellkultur unter gleichbleibenden Bedingungen betreibkénnen, standen

folgende Geréate, Materialien und Losungen (Tabeli&h Aur Verfigung:

Tabelle 1: Gerate

Geréateart: Herkunft/Firma: Bemerkung/ Einstellung:
Brutschrank US-AUTO-Flow", NuAir, Phymouth, 37 °C/ 5% CQ, mit
Minnesota, USA internem Wasserbad *
Arbeitsbank Gelaire’,BSB 6A, Flow Laboratories
GmbH, Meckenheim
Mikroskop IDO 3, Zeiss
Zentrifuge Rotixa/ PR, Hettich, Tuttlingen 1200 U/min (350 x, funf

Minuten lang)

Tischzentrifuge Zentrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg 10 000 U/min
(=10 000 xg)

Vortexgerat Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz

Pipettierhilfe EasypatEppendorf

Handpipetten 10ul, | Eppendorf
100u! und 1000ul

Waagen, geeicht | Balance FX40, A&D Elekronic, Frankfurf
am Main und PL 1200, Mettler, Giessen

* internes Wasserbad: gefilllt mit Aqua dest. (Fresenius, Bad HombodySigmacleah
(water bath treatment, Sigma, Steinheim)
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Tabelle 2: Zellkulturmaterialien

Materialart:

Herkunft

50ml Zentrifugiergefalle

Blue Max™

, Falcon, BD, Heidelberg

15ml Zentrifugiergefalde

TPP, Trasadingen, Schweiz

sterile Pipettenspitzen (5ml, 10ml, 25ml)

Costal’, Corning, NY, USA

sterile Pipettenspitzen (10ul, 100ul, 1000

IRainin, Leiden, Niederlande

Kulturflaschen

Nunclon™ Surface, Nunc™, Wiesbaden

Gewebekulturplatten (624, 96-Well)

Nunclon™ Surface, Nunc™, Wiesbaden

Cryovials

Simport, Quebec, CA

Rundbodenréhrchen fur FAG&halyse

Frankreich

Becton Dickinson Labware, Meylan Cedex,

Zellscraper

TPP, Trasadingen, Schweiz

Tabelle 3: Medien, Puffer, Losungen

Medien/Puffer/
LOsungen

Zusammensetzung/ Bezeichnung

Herkunft

Nahrmedium (CM)
der Tumorzelllinien

RPMI 1640 :
+ 0,1 mM nichtessentielle
Aminosauren

Bio Whittaker, Verviers, Belgier
Bio Whittaker

+ 1 mM Pyruvat, Bio Whittaker

+ 2 mM L-Glutamin, Bio Whittaker

+50 pg/ml Gentamicin Bio Whittaker

+50 uM 2 Mercaptoethanol Sigma

(2-MEOH)

+10% FCS Gibco, NY, United States
Trypsin Bio Whittaker
HBSS Bio Whittaker

Phosphate Buffered
Saline

137 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
8,1 mM NaHPQ,, 1,5 mM

Merck, Darmstadt

(PBS) KH,PQ, in Aqua. Dest. (pH 7,3)

DMSO Dimethy}Sulfoxid Sigma

BindungsPuffer BD PharMingen, Heidelberg
FACS-Puffer 0.2% Na\3, Sigma

1% FCS in PBS

Paraformaldehyd Sigma

Saponin Merck

RNAsefreies, Sigma

destilliertes Wasser

Die Tumorzellen wurden viermal pro Woche trypsiniert, um die adhar&edéan abzuldsen.

Um eine mdgliche Zellschadigung zu vermeiden, wurde nach finfminttiger Inkubmaii

Trypsin die proteolytische Aktivitat mittels Nahrmedium (CM, sidrabelle 3) geblockt.
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Nach einmaligem Waschen in HBSS wurden die Zellen finf Minuten (350) x
abzentrifugiert und in 150ml Kulturflaschen kultiviert (vier Passagen pro Woche).

Zur Kryokonservierung von Tumorzellen wurden 5 % Z6llen nach maximal zwei Passagen
in FCS mit 10% DMSO resuspendiert, steril in 1,2ml Cryovials pgrettind in flissigem
Stickstoff gelagert. Alle drei Wochen wurden von diesem Stock frisebaig passagierte
Zellen in Kultur genommen. Dies garantierte fur die Experimente ggiehmalige Zell
qualitat. Die Apoptoseversuchen wurden inV2éll Gewebekulturplatten durchgefihrt. Pro
Well wurden jeweils 1 x 10Zellen (bzw. 2 x 10Zellen unter Zugabe von CHX) in einem
Gesamtvolumen von 400ul CM/Well inkubiert. Fur die Messungen der Expressidragpn
TNF-Rezeptoren, MH&Molekilen, der Apoptoseinhibitionsproteine sowie des mRNA
Gehaltes der DZellen wurden die Zellen in-@/ell Gewebekulturplatten mit 1 x 10

Zellen/Well in einem Volumen von 1ml/Well inkubiert.

2.1.3 Substanzen zur Zellinkubation

Tabelle 4:
Substanz : |Anmerkung: |Herkunft:
TNF-a B.Fox, Earle A. Chiles Research Institute, Portland,
(Asher et al. 1987)
FasAb Klon: Jo2 BD PharMingen, Heidelberg
Protein G rekombinant, |Calbiochem, Schwalbach
aus E.coli
LT-a Hergestellt durch Transfektion ( siehe 2.1.4)
IFN-y murines IFNy | PeproTecfi, London, England
CHX Sigma, Steinheim
Anti-CD 3 Dr. Bluestone (Univ. of Chicago, Chicago, IL)
(145 —2C11)
IL-2 rekombinant | Chiron Corporation (Dr. S. Wilson, Emeryville, CA)

2.1.4 Herstellung von LT-a

LT-a wurde durch Transfektion von humanen embryonalen Nierenzellen der Linie 2B3 (HE
293, DSMZ GmbH, Braunschweig) mit kd-inserthaltigen Plasmiden (Dr. HoMging Hu,
Earle A. Chiles Research Institute, Portland, OR) hergeste#itLID-a-Inserts wurden mit
.Flag Tag“ nach PCRAmplifikation in pRK-Plasmide (Expressionsplasmid) kloniert. HEK
293 Zellen wurden gemal der DSNEMpfehlung in 90% Dulbecco’'s MEM (Gibco) mit
10% FCS bei 37°C/5% COkultiviert. Fur die Transfektion wurden die Zellen in
Zellkulturschalen (g 10 cm, Nunc™) in 8ml MEM kultiviert bis etwa 60% Gehalen
bodens mit Zellen bedeckt war. Anschlieend wurden 800ul Pldsatecdimphosphat
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prazipitatidsung zum Medium titriert und die Zellen bei 3% ,0Gdkubiert (Chen and
Okayama 1987). Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit PBS gewaschen, irfCBl mi
resuspendiert und fur weitere 24 Stunden bei 5% i@Kubiert. Der Zelluberstand wurde
geerntet und mittels ELISA (QuantikifieR & D Systems, Wiesbaddwordenstadt) eine LT

a Konzentration von 50 ng/ml bestimmt. Aliquots desd-haltigen Uberstandes wurden bei
-80°C eingefroren und fur Apoptoseversuche verwendet. Um eine geeignete LT
o-Negativkontrolle zu erhalten wurden im gleichen Verfahren HEK 293 mniéne
entsprechenden korrespondierenden pRirvektor (Clontech, Palo Alto, USA) zum
verwendeten Expressionsplasmid transfiziert. Im Uberstand der mmit Kiantrollvektor
transfizierten Zellen fand sich kein kd. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden
HEK 293 in einem Parallelansatz mit einem EG¥porterplasmid (Enhanced Green
Fluorescent Protein, Living Colors™, Clontech) transfiziert. Im Fluemeamikroskop
konnte das angeregte, grin leuchtende Protein (Exzitation 488nm/Emission 507gam) in

60% der Zellen nachgewiesen werden (siehe Foto 1 und 2).

Foto 1 Foto 2

EGFRtransfizierte HEK 293 EGFRtransfizierte HEK 293
Zellen in der durchlicht Zellen in der fluoreszenz

D
D

mikroskopischen Fotographi mikroskopischen Fotographi
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2.1.5 Gewinnung tumorspezifischer Effektor T-Zellen aus TVDLK

Weibliche acht bis zwdlf Wochen alte Mause wurden von Jackson Labo(BtrHarbor,
ME) bezogen und in spezieller pathogenfreier Umgebung nach den Richtlinidlatiesal
Research Council (USA) von 1996 gehaltebG6 Zellen wurden trypsiniert, gewaschen und
mit 2 x 10 Zellen/ml in HBSS resuspendiert. AnschlieRend wurden 1°xZ#&len s.c. pro
Flanke einer wt Maus injiziert. Acht Tage nach der Vakzinierung wumie TVDLK
entnommen, die Lymphozyten geerntet und 2 x° 1Bellen/ml in 24Well
Gewebekulturplatten in CM resuspendiert. Danach wurden die ZellenTagei mit anti
CD3 (50ul einer 1: 40 Verdunnung des 44511 Aszites) polyklonal aktiviert. Anschlie3end
wurden die Zellen in HBSS gewaschen und fiir drei Tage in CM (153 Xel@n/ml) mit rh
IL-2 (60 IU/ml) in 6Well Platten stimuliert. Die aktivierten tumorspezifische@ddllen (Tg)
wurden anschlieRend gewaschen und in CM mit H2 60 1U/ml) resuspendiert. Um die
tumorspezifische Sekretion von Zytokinen und Chemokinen awsi Destimmen, wurden 4
x 1 Te/ Well in einer 24well Gewebekulturplatte verteilt und in Medium mit rh-2L(60
IU/ml) ohne (Negativkontrolle) und mit an@iD3 (Positivkontrolle) inkubiert. Zusatzlich
wurden FZellen mit D5 (2 x 10 Zellen) oder MCA310 (geeigneter syngener Kontrolltumor)
stimuliert (Winter et al. 1999). Nach sechs Stunden wurde aus den sulbkéa FZellen
die mRNA isoliert, um die Chemokinexpression mittels-lRIR zu bestimmen. Die
Uberstande von -Eellen, welche 24 Stunden stimuliert wurden, wurden zum Nachweis des

Chemokingehaltes verwendet (Abb. 6).

Vakzinierung mit D5G6

Nach 8 Tagen 2 Tage antCD3- 3 Tage IL:2-
Ernten der TVDLK Aktivierung Stimulation

6 bzw. 24 Stunden/” i, mit mit mit
Inkubation der TE @dium D5 MCA - 31 anti-C%

Messung der Chemokinexpression mittelsiRIR bzw. ELISA

Abb. 6: Gewinnung voitg
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2.2 Durchflusszytometrie

2.2.1 Grundzuge des Messverfahrens

Die Apoptoserate, die Expression der FREzeptoren, die Fasxpression, die Expression
der Apoptoseinhibitionsproteine sowie die Expression von M#lekilen wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die Messung wurde an einem FAT&etton Dickinson
GmbH, Heidelberg) mit dazu passender Software (CELLQuest™, Bectokingon)
durchgefuhrt. Die Abklirzung FACS steht fur ,fluorescent activated setter”. Um
Messungen durchfiihren zu kdnnen, missen Einzelzellsuspensionen mit einer latinrentr
von ca. 0,5 bis 20 x 1DZellen/ml bereitet werden. Die Zellen der Suspension werden in eine
Messkapillare gepumpt, auf die ein Laserstrahl gerichtet ist (15#88nmArgon-lonen
Laser). Hinter der Kapillare befinden sich Fotometerzellen, veettie Fluoreszenzintensitat
(= Lichtintensitat bei unterschiedlichen Wellenlangen) und die Stteudtensitat (= Licht
intensitat bei definiertem Ablenkungsgrad) messen. Jede Ablenkung des Feraeeen
Laserstrahls wird registriert und als ein ,Ereignis” gezahitadst der Laser eine Zelle im
Analysepunkt, so werden charakteristische Streuumgd Fluoreszenzeffekte ausgelost und
von den Fotozellen als Analogpuls in Volt erfasst. Ein Anddagjtal-Wandler konvertiert
diesen Puls in ein digitales Signal. Bei einer maximalen Impulshohd®@4 Volt stehen
1024 verschiedene Intensitatsstufen zur Verfigung. Wird ein Ereignis msiitmbeer
Voltzahlt registriert, wird diesem eine entsprechendende Intemsg@brdnet und kann somit
graphisch (Anzahl der Ereignisse mit entsprechenden Intensitaten) dargestiibh w

In Abb. 7 ig in einer Kurzubersicht dargestellt, wie im FAG®rat aus einem Ereignis vier
Parameter (Forwar8catter= FSC, SideScatter= SSC, Fluoreszenz4 FL-1, Fluoreszenz 2

= FL-2 ) gemessen werden kénnen.

Gangigerweise wird die Lichtstreuung im Vorwartsstreulicht veh00 (FSC) gemessen,
welches eine Aussage Uber die Zellgrof3enrelation gibt. Das Segwéulicht von 90° (SSC)
liefert Informationen Uber die Zellstruktur (Zellmembran, Zellkggnanularitéat). Durch die
Verwendung von FSC/SSC ist es mdglich, eine gewlnschte Zellpopulationnén ei
Suspension zu definieren und mit Hilfe der Gatestellung abzugrenzen (dargestellt in Dot
blot A Abb. 8: Punktewolke innerhalb des Ringes). Diese Population kann afiecklie
mittels FL-1 und-2 gezielt ausgewertet werden. -ELbezeichnet in der hier vorliegenden
Untersuchung die registrierte Lichtemission des FITC (Fluoredsethiocyanat). Dieser
Farbstoff sendet nach Aktivierung durch den Laser eine stark grine Ermzesus. Die
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Maximale Emission (Peak Emission) wird bei 520nm detektiert. Im2-KRlanal wird
hingegen die rote lasaktivierte Lichtemisson von PE (Phycoerythrin) und PI
(Propidiumiodid) aufgenommen, die eine Peak Emission bei 575nm bzw. bei 620nm besitzen.

FL-1 -Detektor
Messung der

Abflu Griinfuoreszen

R S—

Dichromatischer Spiegel
.

FL-2 -Detektor
Messung der
Rotfuoreszenz

Argon-Laser

Side-Scatter (SSC)-Detektor
Messung der Zellgranularitat

Tragerflussigkeit =

Forward-Scatter (FSC)-Detektor
Messung der ZellgroRe

Probe ——

Abb. 7: Prinzip der Untersuchung mittels FAB8alyse
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Da das FACS nicht zwischen Zellen, Zelltrimmern und Verunreinigungemscimééden
kann, mussen Uber die Einstellung der Empfindlichkeit elektronisch ungev@ijteale
herausgefiltert werden. Mit der Einstellung der Detektoren optim@rt die elektronische
Verstarkung eines Signals. FSC/SSC werden meist linear, Fluozeszd&ingegen meist
logarithmisch Uber vier Dekaden verstarkt, da diese einen breiteniclBeren
Intensitatsabstufungen beanspruchen. Wenn zwei verschiedene Fluoreszennfasiver
Messung erfasst werden sollen, erfordert dies die Einstellung depdfsation, da sich die
Emissionen Uberlappen konnen (spectral overlap). Dabei werden ungewollesEamaen in
der Reichweite der Wellenlange der anderen zu messenden Fluoresheziert und somit
die Mdglichkeit minimiert, dass sie von einem falschen Kanal erfasst werden.

Eine Messung bestand in unserem Fall aus 10.000 Ereignissen bei eisgeddbsvindigkeit
von ca. 500 Ereignissen pro Sekunde. FSC{S8@ Zweifarbenmessungen wurden in einem
,Dot blot* (siehe Dot blot A und B, Abb. 8) dargestellt. Dabei erhgdies Ereignis je nach
GroRRe bzw. Intensitat einen Punkt in einem Diagramm, dessen Achsentgereeéhenden
Parametern zugeordnet werden. Bei der Messung nur einer FluoreszdinzAbbildung in
einem Histogramm géangig. Hierbei werden die Intensitaten gegen dikltgazBreignisse
aufgetragen (Histogramm, Abb. 8).

Dot blot A Dot blot B Histogramm

1
1

10F
10F
1328

108
108

Events

PE (rot)

10!
10!

(]
o 1wt 10f 1o0F 1o
FL-1 oder FL-2

107
107

FSC (ZellgroRRe) FITC (grun)

Abb. 8: Darstellungsformen von FSC/SSC (Dot blot A), Zweifarbenmessun
(Dot blot B) und Einfarbenmessung (Histogramm)
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2.2.2 Nachweis von Apoptose

Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden die Tumorzellen mit AnAé@&hTC und
Propidiumiodid (PI, PharMingen) gefarbt.

In der frihen Apoptosephase einer Zelle werden die negativ geladenen Plpidpholi
(Phosphatidylserine, PS), die normalerweise an der Innenseite dime@dbran zu finden
sind, an die Aul3enseite transloziert und sind somit fur Anfarbungen zugargliogxinV

ist ein 36 KD grof3es, phospholipidbindendes Protein, welches eine hohe Affmitas
besitzt (Raynal and Pollard 1994; Andree et al. 1990). Es kann mit FIR@ gt und
mittels FACSAnalyse (FL1) nachgewiesen werden, was wiederum den jeweiligen
Apoptosegrad einer Zelle/Zellpopulation bestimmen lasst (Vermabk #995; Martin et al.
1995; Koopman et al. 1994; Homburg et al. 1995). Um auch die Spatphase des Zelltode
erfassen zu kdénnen, kann eine Gegenfarbung mit Propidiumjodid (P1) durchgefidehwe
Funf bis zwolf Stunden nach Apoptoseeinleitung verliert die Zellmemhbranntegritat und
wird durchlassig fur PI. Dieses reichert sich in der Zelle an und kann{ithKdnal detektiert
werden. AnnexirV-FITC/PI-Farbungen wurde folgendermal3en durchgefuhrt:

Die mit den unterschiedlichen Substanzen/Substanzkombinationen (siehde Tédbel
inkubierten Zellen wurden aus den-@%&Ill Gewebekulturplatten geerntet, in 4ml 4°C
gekithltem HBSS resuspendiert und in 5ml Rundbodenréhrchen berfiihrt (ca. £,5re 10
Rohrchen). Die Zellen wurden anschlieBend zweimal mit HBSS gewascite in 100ul
BindungsPuffer resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 5ul AnnexHTE
(PharMingen) und 10ul PI (50 pg/ml in PBS) pipettiert. Nach 15 minUbiderbation mit
AnnexinV-FITC/PI wurden die Zellen nach Zugabe von 400ul BindifPjger per FACS
analysiert.

Die prozentuale Auswertung der Apoptoserate im FACS wurde folgendermalie
durchgefuhrt: Die grobe FAGEinstellungen (Empfindlichkeit, Detektoren, Kompensation)
wurde vor den Messungen anhand ungefarbter und gefarbter Zellen festgetegtldvh
Apoptoseansatz (Zellen, welche mit Zytokinen inkubiert wurden) wurde eintrédlansatz
(Zellen, welche ohne Zytokine inkubiert wurden) parallel kultiviert und geere Im Dot
blot wurde die Punktewolke der Kontrollansatze mit Hilfe der Detektan den linken
unteren Quadranten (LL, erste iBgkade der yund xAchse) feinjustiert und die Messung
gestartet. Da die Zellen, welche sich im LL befinden, weder AnAéx#iTC noch Pl positiv
sind, wurden sie als ,lebend“ definiert und als Prozentsatz dem@asagnisse angegeben
(Dot blot C, Abb. 9). Bei gleicher Einstellung wurden anschlieBend dienZateoben (Dot
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blot D, Abb. 9). Die Subtraktion des Prozentsatzes der lebenden Zelter fArobe vom
Prozentsatz der lebenden Zellen im Kontrollansatz gab die Apoptoserate wieder.
Wurden Proben mit IFNund/oder Cycloheximid (CHX) inkubiert, so erfolgte die

Behandlung der Kontrollen parallel in gleicher Weise<{ttTKontrollansatze, siehe 2.1.4).

Beispiel
= Dot blot C: Kontrollansatz z Dot blot D: Apoptoseansatz
UL UR UL _ | UR
4o 4o
= =
D D
g g2
= ol g
S £
~ ~
z| o 7|
LL LR LL
=]
10 iTig 1 1
FL-1 (grin, Annexin VFITC positiv) FL-1 (grin, Annexin VFITC positiv)
> >
Quad Ereignisse %Ga Quad Ereignisse %Gat
1 UL 42 0.42 1 UL 129 1.29
2 UR 41 0.41 2 UR 5195 51.95
3LL 9753 97.53 3LL 2849 28.49
4 LR 164 1.64 M 18.27

Y

97,5%- 28,5% = 69 % Apoptoserate

Abb. 9: Darstellung der Berechnung der Apoptoseraten nach durchfluss
zytometrischer Untersuchung von KontrgDot blot C) und
Apoptoseansatz (Dot blot D) nach Farbung der Zellen mit
AnnexinV-FITC und PI.
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2.2.3 Statistische Auswertung der Apoptoseversuche

Jede Messung wurde mindestens dreimal unter gleichen Bedingungen wied@rdolt.
Ermittlung des Signifikanzniveaus der prozentualen Ergebnisse erfolgtiitmealverteilung
mit Hilfe des ,Student pairedtest “ (siehe 3.4). Als signifikant wurde ein Wert von p < 0,05

erachtet.

2.2.4 Detektion von Strukturen der Zelloberflache

Der Nachweis von TNIRezeptoren, Fas und MHK2olekilen auf der Zelloberflache von D5
wurde mit Fluorochrom (FITC/PE) konjugierten Antikorpern mittels FAGlyse
durchgefuhrt. Je mehr konjugierte Antikérper auf einer Zelle binden, desto isbdex von
ihren Fluorochromen ausgehende und zu messende Intensitat (Abb. 10).

Aus Grinden der Stabilitat und Signalverstarkung wurden zur Bestimmungxplessgion

der TNFRezeptoren | und Il zwei Antikbrper eingesetzt (Abb.10). Ein unkonjugierter
Antikorper (erster Antikorper), welcher gegen den TIRéEzeptor gerichtet ist, wurde von
einem polyklonalen PEonjugierten AK (zweiter AK) detektiert, dessen Intensitat wienher
flowzytometrisch bestimmt wurde. Da an jedem ersten AK mehrersite AK binden,

kommt es zur Verstarkung des Signals.

<« PE- bzw. FITC-

. ; PE- bzw. FITC-
Konjugation

Konjugation

spezifischer/

Antikorper
1. Antikorper

el

Zelloberflache Zelloberflache

Abb. 10: Darstellung der Farbung von Zellen mittels konjugiertem (links) und
unkonjugiertem Antikdrper (1.AK) nach Binden mehrerer konjugierte
AK (2.Ak, rechts).

-
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Tabelle 5:

Antikdrper: Klon: Konjugation:
( *Immunogenitat: C57BL/6)

Anti-IgG Isotypkontrolle (19Ga)* G 155178 PE
Anti-1gG Isotypkontrolle (19Ga)* G 155178 FITC
Anti-MHC | (K?)* AF 6-88.5 PE
Anti-MHC | (D°)* KH 95 PE
Anti-MHC 1l (I-A°)* AF 6-120.1 FITC
Anti-Fas* Kay-10 PE
Anti-TNF-R | (= 1.AK)* (Hamster) 55R-286 unkonj.
Anti-TNF-R Il (= 1.AK)* (Hamster) TR 7532 unkon;.
Anti-Armenian HamsteAk / G 70204, G9490.5 PE
Anti-Syrian Hamster 1gG (= 2.AK) (Cocktail)

Alle in Tabelle 5 gelisteten AK wurden von der Firma PharMingen (Heidelberg) bezogen.

Die Anfarbung der zu untersuchenden Zelloberflachenstrukturen mittels kotgughd
wurde wie im Folgenden beschrieben vorgenommen:

Die Zellen wurden trypsiniert, 1 x i@ellen in Rundbodenréhrchen uberfiihrt und zweimal
mit FACS-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1pg des jewetigekt
konjugiertem bzw. ersten Antikérper (TN I, 1) 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Danach
wurden durch Waschen mit FAEG&uffer nicht gebundene Antikérper aus der Suspension
entfernt. Bei der Bestimmung der TNRE Expression wurde die Zellsuspension mit dem
zweiten AK 30 Minuten inkubiert und gewaschen. AbschlieRend wurden die Zalldi¥o-
igem Paraformaldehyd fixiert und innerhalb von zwolf Stunden mittels F&@$/siert. Zur
Kontrolle der unspezifischen Bindungen und Autofluoreszenz wurde eine pasgéhide |
Isotypkontrolle durchgefiihrt. Das Intensitdtsmaximum dieser Kontrolle wiardie erste
log-Dekade justiert und diese Einstellungen fur die nachfolgenden Proben belsssein
positives Ereignis galt jedes Intensitatssignal, welches héhedialsFluoreszenz der
Isotypkontrolle/Vergleichsprobe lag. Die Auswertung erfolgt mittels Jayemode®, d.h. die
Fluoreszenz der Proben wurde mit der Fluoreszenz der Isotypkontrofi¢bsprobe in
Events; Abb. 11) dbdrlagene
Vergleichbarkeit mehrergProben durch Uberlagerung ihrer Messkurven ist hiermit ebenso

einem Histogramm (Intensitat vs. Ereignisse,

maglich.
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P Kurve der Isotypkontroll

128

Uberlagerte Kurve der
4| zu messenden Probe

Evrents

o 10t 10?107 1o0¢
FI-1 oder FL-2

Abb. 11: Darstellung der Auswertung im ,,Overdmode*

2.2.5 Detektion intrazelluldrer Apoptoseinhibitionsproteine

Da Apoptoseinhibitionsproteine -(&P I, c-IAP Il, Survivin) sich intrazellular befinden,
kénnen sie nicht ohne weiteres von passenden Antikorpern detektiert werdemdisg), die
Zellmembran ,aufzuweichen®, um die AK in die Zelle einschleusen zu kdnnen. Hiarfdew
dem FACSPuffer das Detergenz Saponin (0,1%) zugesetzt.

Die Farbung von Apoptoseinhibitionsproteinen erfolgte analog der Farbung der TNF
Rezeptoren (2.2.4). Es wurden dazu spezifische Antikorper der Firma Sama(San
Francisco, USA) verwendet, welche in Tabelle 6 und 7 aufgelistet sind.

Tabelle 6:

Antikorper: Entstanden in : Konjugation:
(*Immunogenitat: C57BL/6)

Anti-c-1AP I* (1.AK) Rabbit unkonjug.
Anti-c-1AP II* (1.AK) Rabbit unkonjug.
Anti-RabbitlgG (2.AK) Goat FITC
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Tabelle 7:

Antikorper: Entstanden in : Konjugation:
(*Immunogenitat: C57BL/6)

Anti-Survivin *(1.AK) Goat unkonjug.
Anti-GoatlgG (2.AK) Rabbit FITC

2.3 mRNA-Nachweis mittels RFPCR

2.3.1 Grundlagen des Messverfahrens

Um den Grad der Genexpression innerhalb der Zellen nachweisen zu kénnen,dieurde
Methode der Polymerase Kettenreaktion (PCR) herangezogen. Dazu wérddiche
Gentranskripte (MRNA, messenger ribonucleic acid) in konzentriedien aus den Zellen
gewonnen und mit Hilfe des Enzyms der retroviralen Reversen TranskriptaRT-PCR) in
komplementare Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben (Seite 24)r Idackuf
folgenden PCR wird die cDNA mittels Tdplymerase, welche temperaturstabil und BNA
abhangig arbeitet, amplifiziert. Die Spezifitat wird durch die galang (Hybridisierung)
zweier ausgesuchter Star@ligonukleotide (Forward und Reversérimer) an die
denaturierten komplementaren cDMArange erzielt. Der hintereinandergeschaltete zyklische
Ablauf von cDNADenaturierung (Temperaturerhbhurg Trennung der Doppelstringe),
Hybridisierung der Primer und Synthese der komplementéren-Bébienzen ergibt eine

exponentielle Zunahme von DNBtrangen definierter Lange (Seite 24).
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cDNA Synthese
Hybridisierung_samtlicheZell-mRNA (unterschiedlicher Sequenzen) mit
Oligo(15)dT-Primers und Reverser Transkriptase

RNA (mit Poly-A-Schwanz): (57) e AAAA -/[-AAAA (37)

Anlagerung des . .
Oligo-dT-Primers (59 AAAA -/[-AAAA (3°)

l TTTT-I-TTTT (5)

Herstellung eines RNA

DNA-Hybrids mit Reverser (57) AAAA -/[-AAAA (37)
Transkriptase (RT): TTTT-/-TTTT (5)

Hybrid: mMRNA- mit i ¢ ‘
komplementarem (c)DNA (5 AAAA -/[-AAAA (37)
strang: 3 TTTT-I-TTTT (5)

——» (durch Erhitzen wird das Hybrid getrennt)

PolymeraseKettenreaktion:
Amplifikation des cDNA Stranges mittels spezifischePCR-Primer und Taq-Polymerase

synthetisierte cDNA

4

Spez. Primer |

(foreward) *

jsierter DNA-Doppelstrang

Trennung des Doppelstranges durch Erhitzen aufX95 °

]

exponentielle Zunahme der PCR-Produkte ab dem Bugyk

Synthese der komplementaren DNA-Strange ( forwarelersg

|

Spez Primer

(foreward) Spez Primer

(reversg

sythetisierte DNA-Doppelstrange

Herstellung gleich langeDNA- Stréange ab dem 2.Zykl

Seite 24



Material und Methoden

Uber eine Gelelektrophorese kénnen diese spezifischenPr@Rikte aufgetrennt werden.
Da sie identische Langen und Ladungen besitzen, haben sie gleiche Laafeffensund
lagern sich daher zu einer Bande zusammen. Mit Hilfe von Ethidiumbrearnaidhes in die
DNA interkaliert, kbnnen die Banden Utvansluminiert sichtbargemacht werden.

2.3.2 mRNA —Gewinnung und Aufbereitung

Nach Abnahme des Mediumuberstandes wurden di¢ gimulierten Zellen mittels Lysis
Puffer lysiert und mit einem Zellscraper aus daNéll Schale geerntet. Um die mRNA zu
entspiralisieren enthielt der LysiBuffer 1% MeOH. Die mRNAExtraktion erfolgte gemaf
den Angaben des RNe&silini-Kits (Qiagen, Hilden). Die extrahierte mRN#&onzentration
jeder Probe wurde spektrophotometrisch bestimmt (RNA/DNA Calcuaéore Quant pro,
Biochrom, Cambridge, England). Die Arbeit mit mMRNA/cDNA erfolgte grundsatzliclicesuf

2.3.3 cDNA- Synthese

Fur die cDNASynthese wurden 2pug RNA in 15,7ul RNAsefreiem, destilliertem Wasse
aufgenommen, zur Denaturierung erhitzt und sofort auf Eis gekuhlt. Zumegrkier 15,7 pl
MRNA-Suspension sowie aller weiteren cDNA/RGBhritte auf definierte Warmestufen
wurde der Mastercycler Gradient der Firma Eppendorf (Hamburg) weetie Zur

denaturierten mRN#/Suspension kamen folgende Substanzen (Tabelle 8) hinzu:

Tabelle 8:

Substanzen: Volumen (Menge) Herkunft:

Primer p(dT)s 1ul (1,5uM) Roche

5x RT Mul Puffer 6ul Life Technologe,
Paisley, Schottland

dNTP’s 1,5ul* Roche

Prime RNAse Inhibitor 0,8ul (32V) Eppendorf

MMLV -RTase (MoloneyMausLeukamie |2ul (400U) Life Technologies

Virus Reverse Transcriptase)

RNAsefreies dest.Wasser 3ul Sigma

Gesamtvolumen: 14 3ul

cDNA-Ansatz 30 ul

* dNTP:( Dinukleotide) bestehend aus 0,6 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP

Die cDNA-Synthese wurde 60 Minuten lang bei 37°C durchgefihrt, anschliel3end erfolgte

eine zehnmindtige Hitzeinaktivierung bei 95°C (Assmann et al. 2001).
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2.3.4 PCR-Bedingungen

Ein 3ul Aliquot aus dem 30ul cDNAnsatz wurde mittels RPCR amplifiziert. Zum

cDNA-Aliquot kamen die Substanzen hinzu, welche in Tabelle 9 aufgelistet sind:

Tabelle 9

Substanzen: Volumen(Menge) Herkunft:

10 x Puffer*(200mM TrisHCI, 15mM |5 pl Roche,

MgCl,, 500 mM KCl,ph 8,3 Mannheim
dNTP’s 1pl (10pM) siehe Tabelle 8
spezifischer Primer, forward 1ul (20uM) siehe Tabelle 11
spezifischer Primer, reverse 1pl (20puMm) siehe Tabelle 11
RNAsefreies dest.Wasser 38,8ul. Sigma
TagPolymerase 0,2ul (1U) Roche
Gesamtvolumen: 50yl

Zur Amplifizierung wurde das in Tabelle 10 aufgefiihrte Protokoll benutzt:

Tabelle 10:

Schritt Zweck: Zeit: Temperatur:
1 Denaturierung, ein Zyklus 60 Sekunden 95°C

2 * Denaturierung 30 Sekunden 95°C

3 * PrimerHybridisierung 30 Sekunden 60°C

4 * Polymerisation (Synthese) 45 Sekunden 72°C

5 Polymerisation, ein Zyklus 7 Minuten 72°C

6 Lagerung 4°C

*Schritte 2 bis 4 wiederholten sich je nach spezifischem Primer (20 bis 30 Zyklen)

2.3.5 Gelelektrophorese der PCRProdukte

10pl des PCHProduktes wurden mit 2l der 6 x Loading Dye Solution (Fermentas, St Leon
Rot) versetzt. Anschliessend wurden die PRI8dukte Uber ein 1,29¢es Agarosegel
(peqGold Universal Agarose, peglab, Erlangen) in der mit 1 x-Pafer (Eppendorf)
geflllten Perfect Blue™ Gelkammer (peglab) elektrophoretisch nach AnlegarSgannung
von 90 V fur 45 Minuten (Power Easy ™ Novex, San Diego, Kalifornien, USA) diaak
aufgetrennt. Um die GroRRe der P&RRodukte bestimmen zu kbénnen, lief bei jedem Gelansatz
ein sog. Standard (Gene Rulefermentas) unter gleichen Bedingungen mit. Dieser trennt
sich im Gel in elf definierte Banden in einer Grol3e zwischen 80 und B&8dnpaaren auf.
Dem Gel wurde 5ul Ethidiumbromid (Sigma) zugesetzt, um die-P@ukte UVtbelichtet
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sichtbar werden zu lassen. Nach dieser Zeit wurde das Gel vonFeitodamera (MH,

Land Camera, Polaroid, Offenbach) Gber einemTansluminator abgelichtet.

2.3.6 Primersequenzen

Die Sequenzen der spezifischen PRMner (siehe Tabelle 11) wurden zum einen aus
Veroffentlichungen, zum anderen aus der Gendatenbank des European Bioinformatic
Institute (http://srs.ebi.ac.uk), welche die jeweilige komplette WwRbequenze ausfindig

machte, entnommen. Die komplette Sequenz wurde in einen Primergedesaidihitehead

Institute Center for

Genome Research (http://wgemome.wi.mit.edu/cgbin/primer/

primer3) Ubertragen, um dort sowohl den Forwaals auch den Rever&rimer generieren

zu lassen. Alle verwendeten Primer funktionieren optimal bei eingelsn Temperatur

gradienten Uberpruften Hybridisierungstemperatur von 60°C.

Tabelle 11:
MRNA-Ziel |Primersequenz:* Zyklen: | Herkunft:
des Primers:
MIP-1a F: ATG AAG GTC TCC ACCACTGCCCTTG |25 B.Fox
R: GGC ATT CAG TCC AGG TCA GTG AT
MIP-13 F: GTT CTC AGC ACC AAT GGG CTC TGA 25 B.Fox
R: CTC TCC TGA AGT GGC TCC TCC TG
KC F: CGG AAT TCG CCACCAGCC GCC TG 25 (Yoshidome
R: CGT CTAGAC TTT CTC CGT TACTTG G et al. 1999)
IP-10 F: CCTATCCTG CCC ACG TGT TG 25 (Neumann ef
R: CGC ACC TCC ACATAG CTT ACA al. 1998)
RANTES F: CAT CCT CAC TGC AGC CGC CC 25 (Neumann ef
R: CCA AGC TGG GTA GGA CTA GAG al. 1998)
Mig F: ATG AAG TCCGCTGTTCTTTTCC 25 (Neumann ef
R: TTATGT AGT CTT CCT TGA ACG AC al. 1998)
MCP-1 F: CTC ACCTGC TGC TAC TCATTC 25 (Neumann ef
R: GCT TGA GGT GGT TGT GGA AAA al. 1999)
TNF-a F: GTT CTATGG CCC AGACCCTCACA 25 (Reiner et al
R: TAC CAG GGT TTG AGC TCA GC 1994)
c-1AP | F: ATT TGT GAG AAG AGC GAG CC 30 Www
R: ATG CAG AGA TCC TGG CAA GT
c-1AP Il F: CGC TCA CAC GAA GAT CTG AA 30 Www
R: CAG GTG GTC ATC AGC AAG AA
Survivin F: AAC CCG ATA GAG GAG CAT AG 30 WWW
R: CAT GTC ACT CAG GTC CAA GT
GP-100 F: AAATGC CAA CCACAGAGGTC 25 WWW
R: CAAGCATTATGG TGT CGG TG
HPRT F: GTT GGA TAC AGG CCAGACTTTGTT G |20 (Reiner et al
R: GAG GGT AGG CTG GCC TAT AGG CT 1994)

*F = Forward = sense =5 R = Reverse = antisense = 3 —Primersequenz
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Die in Tabelle 11 aufgelisteten Primer wurden von der Firma MmtalMartinsried)

synthetisiert.

2.3.7 Kontrollen

2.3.7.1 _HousekeepinegGen”

Die zur Aufrechterhaltung der basalen Funktion von Zellen benétigten Gemenvenm
Allgemeinen mit etwa gleichbleibender Geschwindigkeit transkridiéeise Gene werden als
Housekeepingsen bezeichnet. Deren Transkripte sind immer in den Zellen vorhanden. Mit
einem Primer fur ein solches HousekeepB®n kann die komplette Probenaufbereitung auf
Fehlerfreiheit kontrolliert werden. Als Housekeepi@gn wurde bei jeder cDNRrobe die
HypoxanthinGuaninPhosphoribosylransferase (HPRT) nachgewiesen. Das H&RN

kodiert fur ein Enzym zur Wiederverwertung von Purin bei der Nukleinsduresynthese.

2.3.7.2 PCRKontrolle

Um auszuschlieBen, dass bei der PCR keine unspezifische Amplifikcii@h Verun
reinigung stattfand, lief als Negativkontrolle eine Probe bei sonst leTtmBCR
Bedingungen, aber ohne cDNAugabe, parallel mit. Das Gesamtvolumen wurde dabei mit
RNAsefreiem Wasser korrigiert. Es durfte spater in der Eldielphorese dieser Probe keine
Bande sichtbar werden.

Zur Uberprufung der Gangigkeit der spezifischen Primer und derB@iRigungen wurde
zum Ausschluss falsehegativer Ergebnisse eine Positivkontrolle verwendet. Dazu eignete
sich die synthetisierte cDNA von Makrophagen der Linie J 774DSMZ), welche vier
Stunden mit IFNy (20 ng/ml) und LPS (10 pg/ml) stimuliert wurden.

2.4 ELISA

2.4.1 Prinzip der Messmethode

Der Nachweis von Proteinen in einer Suspension kann mit Hilfe eiBesymelinked
immunosorbent assay” (ELISA) erfolgen. Dabei binden die nachzuweisend&xnBran
spezifische Antikorper (Captu#K), die zuvor am Boden einer 9&ell Platte fixiert
wurden. Ein zweiter AK (DetecticAK) detektiert die vom CapturAK gebundenen
Proteine. Dieser DetectiofK ist an Biotin gekoppelt, woran sich Streptavidin anlagert. Das
Streptavidin  wiederum ist mit Meerrettidteroxidase (Horseradigberoxidase, HRP)
konjugiert. HRP ist in der Lage, das Substrat Tetramethylbenzidineviegenheit von D,
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umzusetzen, was eine Farbreaktion zur Folge hat (Abb. 12). Je mehr nachzuweisente Prot
in der Ausgangssuspension sind, desto intensiver féallt die FarbreaktioDiausitensitat

kann photometrisch anhand einer Standardverdiinnungsreihe quantifiziert werden.

Biotin-
konjugierter
Detection
Antikorper

Substrat Farb
(TMP)  reaktior

Protein

Capture
Antikorper

Abb. 12: Prinzip der Messung mittels ELISA

2.4.2 Gewinnung der Proben/ Proteine (KC, MCR1 und RANTES)

Um Tumorzelliberstande fur den Proteinnachweis zu gewinnen, wurden-Well 6
Gewebekulturplatten tber definierte Zeitraume hinwegZBlien mit IFNy (20 ng/ml) und
TNF-o (350 U/ml) inkubiert. Als Negativkontrolle (Background) wurde der Uberstand
unstimulierter Zellen verwendet. Die Lagerung der Proben erfolgte-B6FC. Uberstande

der Tz wurden wie unter 2.1.5 beschrieben generiert.
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2.4.3 Antikorper, Reagenzien und Bedingungen

Zur Bestimmung der K&Sekretion von D&ellen wurden 98Nell Gewebekulturplatten mit
monoklonalem antMausKC-CaptureAntikdrper (R&D) in einer Konzentration von 1ul/mi
in PBS (100ul/Well) Gber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert (PtiegdaDas weitere

Vorgehen erfolgte gemal dem von R&D vorgeschlagenen Protokoll (Tabelle 12):

Tabelle 12:

Schritt: Substanz/Losung: Herkunft: Bemerkung

1. Precoating S.0

2. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400ul, 3mal

3. Blocken 2% BSA in PBS Gibco/ Merck | 300ul,1h

4. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400ul, 3mal

5. Probenzugabe | Tumorzelliberstand (+Standard{fR&D) 100ul, 2h

6. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400ul, 3mal

7. Detection biotinylierter antiKC Ak 100ng/| PharMingen |100ul, 2h
Ak-Zugabe ml inPBS mit 2% BSA Gibco/ Merck

8. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400ul, 3mal

9. Working Dilution | StreptavidinRHRP in PharMingen [100ul, 20 min lang
Zugabe 1% BSA in PBS

10.SubstraZugabe | TMB-SubstratSet PharMingen [100ul, 30 min

(H20, +Tetramethylbenzidin)

11.Stoplésung 1 M H,SO, Merck 50ul
Zugabe

12.Messen Geratschaft: s.u.

Zum Nachweis von MCR und RANTES, wurde ein artlausMCP-1-CaptureAK
(PharMingen) bzw. ein anMausRANTESCaptureAK (PharMingen) in 0,2M
Sodiumphosphatlésung verwendet. Als Deteki#dh wurde ein biotinylierter antMaus
MCP-1-AK (PharMingen) bzw. antMausRANTES-AK (PharMingen) eingesetzt, der direkt
HRP-konjugiert ist. Das Ubrige Procedere entsprach dem Protokoll, welchesbhaile 12
dargestellt ist.

Ausgewertet wurde mit dem ELISReader “v max kinetic microplate reader” (Molekular
Devices Cooperation , Menlo Park, USA) anhand der Software SOFfrexMacintosh.
Die Messung erfolgte bei 450nm. Die gemessenen RANK&&entrationen (n = 4) wurden

wie in 2.2.3 dargestellt statistisch ausgewertet.
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2.5 ChemotaxisAssay

Die Wirkung chemotaktischer Substanzen auf ihre Zielzellen (hi&rdgaagen) wurde mit
Hilfe eines Chemotaxif\ssays untersucht. Dazu wurde ein System aus zwei Kammern,
welche durch eine permeable Membran voneinander getrennt sind, verwellolet 3A Auf

der einen Seite der Membran wurden stimulierteTDBorzellen (Chemotaxinseite), auf der
anderen Seite Makrophagen kultiviert. Wenn-Tmorzellen Substanzen bilden, welche
chemotaktisch auf Makrophagen wirken, werden die Makrophagen aktiv durch die

Membranporen zur Gegenseite migrieren.

7 Makrophagen

Membran (5 um)

<+—— Chemotaxinseite
(mit D5 Tumorzellen)

Abb. 13: Schematische Darstellung des chemotaktischen Assays

Zur Durchfihrung wurden 2Well (Transwel) Platten mit passenden Spiporelnserts
(Costar® Corning Corporation, Cambridge, MA) verwendet. In das unterewieden 2 x
10° D5-Tumorzellen pipettiert. Nach drei Stunden wurden die nicht adharentiem deirch
Waschen mit PBS entfernt. Die Zellen wurden in einem Gesamtvoluore 750l mit oder
ohne Zytokine (Tabelle 4) Giber Nacht inkubiert (37°C, 5%)CO

AnschlieBend wurden 3,5 x ABlakrophagen der Zelllinie DJ 2pm in 250p! Medium auf die
Membran gegeben und fir vier Stunden (37°C, 5%;)Cidkubiert. Die Zellen der
Chemotaxinseite wurden mit Trypsin abgeldst, gewaschen und mit einenopimagen
spezifischen Antikorper (Ra&nt-Mouse CD11b, Klon:M1/70, REonjugiert, PharMingen)
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gefarbt. Die Anzahl migrierter Makrophagen durch die permeable Memimande
anschliessend durchflusszytometrisch bestimmt und die Ergebnisse ®i2.3 dargestellt
statistisch ausgewertet. Ein Schema der Inkubation voZdllen und die dazugehdrigen

Kontrollansatze sind in Tabelle 13 dargestellt.

Tabelle 13:
Medium | D5 (2 x 10° Zellen) | IFN-y (20 ng/ml) | TNF-o (350 U/ml)
+ + +
+ + +
Kontrollen:

+
+ +
+ +
+ +
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Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Expression der TNFERezeptoren I, || und Fas (Apo 95)

Die Expression der TNRezeptoren | und Il sowie von Fas wurde anhand

durchflusszytometrischer Untersuchungen mittels spezifischer AK bestimmt.

]
A 01 A
— —~ —
- 4
5 =
b b
(]| =
. i ol

ot 1 r 1@ 1o 1t 100 10t oI 1o
TNF-RI TNF-RII FAS

Abb. 14: Expression der TNRezeptoren I, Il und Fas unstimulierter-D6mor-
zellen; Die Fluoreszenzintensitat der unspezifischerBikdungen
(IgG-Isotypkontrolle) ist als graue, die spezifische-BiKidungen als
rote Kurve dargestellt.

TNF-R | wird von D5 exprimiert. Im Gegensatz dazu findet sich keine Esjoreson TNF
R 1l und Fas auf D5 (Abb. 14).

Da Zheng et al. zeigen konnten, dass -\FAir vermehrten Expression von Fas auf
verschiedenen Tumorzelllinien fuhrt (Zheng et al. 2002), untersuchten viixgression von

Fas sowie von TNFRezeptor | und Il nach Zkindiger Inkubation mit IFY (20 ng/ml).
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Abb. 15: Expression der TNIRezeptoren I, Il und Fas auf Bumorzellen nach
Stimulation mit IFNy (20 ng/ml); Die Fluoreszenzintensitat der
unspezifischen AKBindungen (IgGIsotypkontrolle) ist als graue, die
spezifische AKBindungen als rote Kurve dargestellt.

125

Evwvents

]
gt 1ot 10t 1eF 1o+
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Abb. 16: FasExpression auf DHumorzellen nach Stimulation mit TNd
(350 U/ml); Die Fluoreszenzintensitat der unspezifischerBAdunger
(IgG-Isotypkontrolle) ist als graue, die spezifische-BiKidungen als
rote Kurve dargestellt.

Durch Inkubation der Zelle mit IFy (20 ng/ml) und TNFx (350 U/ml) wird die Expression
von Fas induziert. IFN (20 ng/ml) induziert jedoch nicht die Expression des ‘RN (Abb.

15 und 16).
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3.2 MHC -Expression

Mogliche tumorassozierte bzw. tumorspezifische Antigene (Ag) werdeviHC |- und I
Molekile gebunden und auf der Zelloberflache exprimiert, wo sie mit figobEn F
Zellrezeptoren interagieren konnen. MH®blekile werden von allen kernhaltigen Korper

und von einigen Tumorzellen exprimiert, wohingegen MHCMdlekile nur von
Makrophagen, Dendritischen undZllen exprimiert werden. MHGMolekule prasentieren
Antigene aus dem Zellinneren, im Gegensatz dazu prasentieren M&ekule Antigene,
welche von phagozytosefahigen Zellen aufgenommen wurden. Die Expression von MHC |

(D"/K®) und MHC Il (AbP) von D5Tumorzellen wurde durchflusszytometrisch vor und

nach 24stundiger Inkubation mit IF} (20 ng/ml) untersucht.

3.2.1 MHC | -Expression

125
125

Events
Events

100 107 102 10% 104 100 101 102 10% 104
D" KP

Abb. 17: MHC I-Expression unstimulierter Bbumorzellen; Die Fluoreszenz
intensitat der unspezifischen ABindungen (IgGlsotypkontrolle) ist
als graue, die spezifische ABindungen als griine pund rote (K)
Kurve dargestellt.
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1258
12

Events
Events

100 107 10¢ 10° 104 ov 107" 10% 10¢ 104
D N

Abb. 18: MHC I-Expression auf DHumorzellen nach Stimulation mit IFi
(20 ng/ml); Die Fluoreszenzintensitat der unspezifischerBitiKlungen
(lgG-Isotypkontrolle) ist als graue, die spezifische-Bikdungen als
griine (D) und rote (K) Kurve dargestellt.

3.2.2 MHC Il -Expression

8
125

Events
Events

100 101 102 103 104 100 101 102 10% 104
A IARP

Abb. 19: MHC lI-Expression unstimulierter (linkes Histogramm) und mit-N
(20 ng/ml) stimulierter (rechtes Histogramm)-D&morzellen; Die
Fluoreszenzintensitat der unspezifischen-Bikdungen (IgG
Isotypkontrolle) ist als graue, die spezifische-BKdungen als griine
(IAbP) Kurve dargestellt.
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Sowohl MHC | (/D" als auch MHC Il (IAB) sind auf unstimulierten DSumorzellen
nicht nachweisbar. Nach &tiindiger IFNy Stimulation (20 ng/ml) kommt es zur Expression
von MHC I, jedoch nicht von MHC IMolekulen (Abb. 17, 18 und 19).

3.3 Zytokininduzierte Apoptose

Da D5 nach Inkubation mit IRy und TNFa Fas sowie TNFR | exprimiert, untersuchten
wir, obin vitro durch den spezifisch aktivierenden Ak FasAb (Jo2) bzw. durch die Liganden

LT-a und TNFa Apoptose in D5 induziert werden kann

3.3.1 Experimentelle Ermittlung geeigneter Inkubationsbedingungen

3.3.1.1 TNF-a
Um zu prifen, ob TN Apoptose in D5Tumorzellen induziert, wurden die Tumorzellen fur

12 Stunden (Abb. 20) und 24 Stunden (Abb. 21) mit -BNiR steigender Konzentration von
0 bis 2500 U/ml sowie mit und ohne Cycloheximid, einem Proteinsynthesebldakeis (
lationshemmer), inkubiert. Die Apoptose wurde durch Anfarbung der ZelleArmaxinV-

FITC und PI durchflusszytometrisch bestimmit.

Bl oo
&‘ mit CHX
100 +
80 -
S
£
c
o 60
o
N
Q
< 40 -
=
>
20
0
TNF-a (U/ml): ohne ohne 156 156 312 312 625 625 1250 1250 2500 2500
CHX (10 pg/ml) : - + - + - + - + - + - +

Abb. 20: Einfluss von TNFa (0-2500 U/ml) auf die Apoptoseraten von D5 nach

12 Stunden Inkubation mit und ohne Koinkubation mit CHX (10 pg/m
n=>2:

)
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- ohne CHX
Q mit CHX
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Abb. 21: Einfluss von TNFa (0-2500 U/ml) auf die Apoptoseraten von D5 nach
24 Stunden Inkubation mit und ohne Koinkubation mit CHX (10 pg/m
n=2,

).

Weder nach 12noch nach 24tindigennkubation mit TNFa (0-2500 U/ml) kommt es zur
Apoptoseinduktion. Nach 1&undiger TNFa-Inkubation mit CHX (10 pg/ml) findet sich ein
leichter Anstieg der Apoptoserate in D5 gegenuber der Kontrolle. Naesti@diger
Inkubation mit TNFa und CHX ist eine dosisabhangige Steigerung der Apoptoserate in D5
von 12% auf 67% (bei 312 U/ml) zu beobachten. Eine weitere Steigerung deo TN
Konzentration fihrt zu keiner Zunahme der Apoptoserate.

3.3.1.2 LT-a
Auch LT-a wurde auf seine apoptoseinduzierende Wirkung hin Gberpruft. Dabei wurden die

D5-Tumorzellen fur 24 Stunden mit kd in steigender Konzentration (0O bis 10 ng/ml) mit

und ohne CHX (10 pg/ml) inkubiert (Abb. 22). Die Anfarbung der Zellen zuriBesing
der Apoptose erfolgte durchflusszytometrisch mittels Ann&&iRITC und PiFarbung.
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: \ N\

Abb. 22: Einfluss von LFa (0-10 ng/ml) auf die Apoptoseraten von D5 nach 24
Stunden Inkubation mit und ohne Koinkubation mit CHX (10 pg/ml).

n=2

Nach 24 Stunden Inkubation von D5 mit 4l (O bis 10ng/ml) kommt es zu keiner
Apoptoseinduktion. Eine Koinkubation mit CHX bewirkt eine dosisabhangige Steigdeung
Apoptoserate von 12% auf 34%, wobei die hochsten Apoptoseraten mit 5 ng/ml bayiml 0

LT-a erzielt werden.

3.3.2 Festlegung der Zytokindosen und Inkubationszeitraume

Durch die Vorversuche wurde die Do8Mrkbeziehung von TNfe und LT-a ermittelt.
Hierbei fand sich die maximale apoptoseinduzierende Wirkung furd b 312 U/ml und

fur LT-a ab 5 ng/ml in Verbindung mit CHX (10 pg/ml). Die Inkubationsdauer wurde
entsprechend der Ergebnisse, welche in Abb. 21 und 22 dargestellt sind, auéin@dnS
festgelegt.
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3.3.3 IEN-y/CHX Kontrollgruppen

IFN-y kannin Abhangigkeit des Tumormodells direkt zytotoxisch wirken. Um zu prufen, ob
IFN-y in D5 Apoptose induziert, wurden die Tumorzellen mit ##20 ng/ml) in An bzw.
Abwesenheit von CHX (10 pg/ml) inkubiert.

100
L T
-
80 - :
S :
= 3 :
- 60 A : :
Q
) R o QKRR
™ :
[}
s 407 3 .
= .
20 -
07 IFN-y (20 ng/ml) : - + - +
CHX (10 pg/ml) : - - + +
Abb. 23: Einfluss von IFNy (20 ng/ml) und CHX (10 pg/ml) auf die
Apoptoseinduktion in D5 nach 24 Stunden Inkubation. n = 3;

IFN-y (20 ng/ml) alleine oder in Kombination mit CHX (10 pg/ml) fiihrt zunkeiApoptose
induktion in D5Tumorzellen (Abb. 23).

3.4 Messung der Apoptose nach Inkubation von FasAb, LT, TNF-q,

IEN -y, CHX und deren Kombinationen

Da in Vorversuchen durch Inkubation der -D8morzellen mit TNFa und LT-a eine
deutliche Apoptoseinduktion nur in Verbindung mit CHX erreicht werden konnte, wAtbFa

auch bei zuséatzlicher Inkubation mit CHX nicht apoptotisch wirksam watlten wir
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untersuchen, ob mdglicherweise durch Kombination von zwei bzw. drei LiganddiNBer
Familie (FasAb, LTa und TNFa) Apoptose induziert werden kann.

Bekannt ist, dass der (p93.T/TNF-Rezeptotiber andere Signalkaskaden Apoptose einleitet
als Fas. Bei gleichzeitiger Aktivierung beider Rezeptorarten kannsceszu einem
synergistischen apoptoseinduzierenden Effekt kommen (Wong et al. 1996). Bei der
Durchfiihrung der Versuche wurden Tumorzellen mit und ohneylBblwie CHX inkubiert

und mit unterschiedlichen Kombinationen von Zytokinen (FasAlLTINF-a) stimuliert.

Die Apoptose wurde mittels Doppelfarbung mit AnneX#FITC und Pl
durchflusszytometrisch bestimmt. In den Abb. 24 und 25 sind die Ergebnisse gmaphis
dargestellt. Zwischen den mit (*) verbundenen S&ulen besteht ein sigtefikdnterschied

im Sinne von p < 0,05 (siehe 2.2.3).

3.4.1 Apoptoseraten der einzelnen Zytokine

| -
- N
N\
— “@§§§@_ :

Abb. 24: Apoptoseraten nach 24 Stunden Inkubation vorATDBorzellen mit de
Zytokinen FasAb (10 pg/ml), L& (5 ng/ml) und TNFa (350 U/ ml)
sowie nach Koinkubation mit und ohne 20 ng/ml) und CHX
(20 pg/ml). n = 3;
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Durch Prainkubation von D5 mit IFM (20 ng/ml) kommt es zu einer signifikanten
Steigerung der Apoptoserate nach Inkubation miolLduf 15%. Koinkubation der Zellen mit
CHX (10 pg/ml) sensibilisiert die Tumorzellen fur zytokininduzierte Apoptose.

LT-a fuhrt zu einer Steigerung der Apoptoserate auf 20% bei gleichzelinyezsenheit von
CHX. TNFa steigert die Apoptoserate nach Prainkubation mit CHX auf 40%-yI2Q
ng/ml) bewirkt keinen additiven Effekt auf die Apoptoseinduktion bei gleitiyeei
Inkubation mit Zytokinen (FasAb, L-& oderTNF-a) und CHX.

3.4.2 Apoptoseraten der Zytokine in Kombination

50 - +6|‘_S:I'-a +aTSNF—a + 'I:NF-a : #L'[g_a
.l
: 60 e _ﬁ
%40— %% a
N\
0
v 2ong/mh: — +—+@§§§—:E—“;—— + - +

Abb. 25: Apoptoseraten nach 24 Stunden Inkubation vofirD&orzellen mit den
Zytokinkombinationen aus FasAb (10 pg/ml),-bT5 ng/ml) und
TNF-a (350 U/ ml), sowie nach Koinkubation mit und ohne 4¥N
(20 ng/ml) und CHX (10 pg/ml). n = 3;
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Eine signifikante Zunahme der Apoptoserate gegeniber der Inkubation mit den
Einzelsubstanzen (L-@: 1% bzw. TNFa: 3%) wird durch die Kombination der Zytokine
LT-a und TNFa (16%) beobachtet. Zusatzliche Inkubation mit FasAb fuhrt zu keiner
signifikanten Wirkungssteigerung. Eine weitere Steigerung der Apoptosesatgnnach
Inkubation mit CHX beobachtet. IFiNhat keinen Einfluss auf die Apoptoseinduktion. Die
Inkubation mit einer Kombination aus drei Zytokinen (FasAb +oLF TNFa) und CHX

fuhrt zu keiner weiteren Steigerung der Apoptoserate im VergleiderzZellen, welche mit

zwei Zytokinen (TNFa + FasAb bzw. LTa) und CHX inkubiert werden (Abb. 25).

3.5 Nachweis intrazellularer Apoptoseinhibitionsproteine

Wie unter 3.1 gezeigt, exprimieren Dbimorzellen die Rezeptoren fir FasL,-oTund TNF

a. Durch Inkubation mit FasAb, L& oder TNFa kommt es zu keiner signifikanten
Induktion der Apoptose in D5. Nach Stimulation von D5 mit #Nwas zu einer
Aufregulation von Fas bei vorhandenen FRH fiihrt, konnten wir eine geringe Steigerung
der Apoptoserate von 1% auf 12% nach Inkubation m#aL€rzielen. Eine Inkubation der
Tumorzellen mit FasAb und TN& fuhrte zu keiner Apoptoseinduktion. Da CHX die Zellen
gegenuber Lo und TNFa sensibilisiert, deutet dies auf die Anwesenheit apoptose
inhibierender Faktoren in D5 hin, welche durch CHX blockiert werden kdnnen.\iacic
Grossman et akonnten in Melanomzellen die Expression der Apoptoseinhibitionsproteinen
ML-IAP und Survivin nachweisen (Vucic et al. 2002; Vucic et al. 2000; Gros&hal.
1999).

Mittels RT-PCR (Abb. 26) und FAG8nalyse (Abb. 2729) wurde durch Farbung mit
spezifischen Antikdrpern in D5 die Expression der apoptoseinhibitoriscrerferatAP 1, I

und Survivin untersucht.
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3.5.1 mRNA Nachweis

Expression von clAP [, clAP Il und Survivin in D5

HPRT 352 bp
c-IAP | 330 bp
c-IAP Il 285 bp
Survivin 252 bp

L | o |30 | 35 35 | 350 | 35 | 35

S | o

c | S —

Q2| E U/ ml TNFa stimuliert

= %)

= e

5 S 2 Stunden 12 Stunden

(O] Lo

Z | 0

Abb. 26: mRNA-Expression von-¢AP I, Il und Survivin in D5Tumorzellen
mittels RTFPCRNachweis nach zwei und zwélf Stunden Inkubation mit
TNF-a (0; 3,5; 35; 350 U/ml); Als Housekeeph@en wurde die HPRT
Expression herangezogen.

C-IAP I, c-IAP 1l und Survivin werden in D5 exprimiert. Nach Stimulation von D5 mit JdNF
kommt es zu einer Aufregulation vonl&P | und Survivin. elAP Il scheint konstitutiv

exprimiert zu werden (Abb. 26).
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3.5.2 Proteinnachweis

3.5.2.1 c-lIAP I-Expression

& %
£ TNF-a 4 <4— ™NFa
b 2
=1 Fx]
= . . = e
1g° 10! 102 103 10+ 10 10! 10t 104
clAP | clAP |

Abb. 27: c-IAP I-Expression von unstimulierten (schwarze Kurve}Z&llen, nach
Stimulation mit TN (350 U/ml, griine Kurve) und nach Stimulation
mit TNFa bei gleichzeitiger CHXnkubation (10 pg/ml, blaue Kurve).

3.5.2.2 c-IAP lI-Expression

&5 3

£ £

o o

=1 44— TNFa 1

—_ e a

0 100 1ot 10 Iof oo 10t 10° 10¢
CIAP I CIAP |

Abb. 28: c-IAP II-Expression von unstimulierten (schwarze Kurve)Z2ilen,
nach Stimulation mit TN# (350 U/ml, griine Kurve) und nach
Stimulation mit TN bei gleichzeitiger CHXnkubation
(10 pg/ml, blaue Kurve).
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3.5.2.3 SurvivinrExpression

b 0
1 ™ TNF-a + CHX
3] <4— TNFa LE <4—{ TNFa
(o} bl . + [}
w1t w10t 0 1w w* 1f 10
Survivin Survivin

Abb. 29: SurvivinExpression von unstimulierten (schwarze Kurve}Z2ilen,
nach Stimulation mit TNfet (350 U/ml, griine Kurve) und nach
Stimulation mit TNFa bei gleichzeitiger CHXnkubation
(10 pg/ml, blaue Kurve).

c-IAP I, c-IAP II und Survivin werden konstitutiv in D5 exprimiert. Nach sestimdiger
TNF-a-Inkubation kommt es zur vermehrtedAP |-Expression. Die Expression voAAP
[l und Survivin bleiben hingegen nach TMNFnkubation unbeeinflusst. Durch Inkubation
mit CHX und TNFa kommt es zu einer verminderten Expression AR 1l und Survivin,

wohingegen die-tAP I-Expression unverandert bleibt (Abb.-29).

3.6 Untersuchung der Chemokinexpression von dund D5

Da durch Inkubation der BDbumorzellen mit IFNy, FasAb, LTa und TNFa nur geringe
Apoptoseraten erzielt werden kénnen, und die Anwesenheit von apoptoseinhibitorische
Proteinen in D5 nachgewiesen werden konnte, wollten wir untersuchen, ob iondigr
liegenden Mausmodell (Abb. 4) andere Mechanismen als die der direlzellaBhéangigen
Zytotoxizitat Einfluss auf die Tumorregression nehmen konnen.

Sonouchi et al. wiesen 1994 die mRMApression von Makrophagen/Monozyten
Lockstoffen (Chemokinen) in murinen Nierenkarzinomzellen nach (Sonouchi £9%).
Um zu prufen, ob nach adoptivem Transfer tumorspezifischéellén Faktoren freigesetzt
werden, welche chemotaktisch auf phagozytosefahige Immunzellen wirkersughten wir
die Expression von Chemokinen sowohl ig @ls auch in D5'umorzellen mittels ELISA
und RT-PCR.
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3.6.1 Chemokinexpression in E

3.6.1.1 Nachweis der tumorspezifischen Reaktion ven T

Um zu prifen, ob die Tumorvakzinierung mit D5G6 zur Induktion tumorspezifisther
Zellen fuhrt, wurden diese auf ihre tumorspezifische Expression vonolKNhittels RF
PCR, Abb. 30) und IFN (mittels ELISA, Abb. 31) hin untersucht. Dieser Messung
unterzogen wir g in Reinkultur und E, welche entweder zusammen mit D5, mit MGR0
(einem syngenen Tumor) oder mit aBD3 inkubiert wurden. AMCD3 ist komplementar
zum Antigen CD3, einer -Eellrezeptorassoziierten Polypeptidkette, welche eine zentrale
Rolle bei der Signaltransduktion spielt. Die Bindung von-@mB an CD3 bewirkt eine

maximale FZellstimulation.

HPRT 352 bp
TNF-a 364 bp

Positivkontrolle
FZellen

Negativkontrolle

FZellen +D5 inkubiert
T-Zellen +MCA-310 inkubiert
T-Zellen ,anti ®-3stimuliert

Abb. 30: Untersuchung der mRN£&xpression von TNf& mittels RFPCR in e
nach Koinkubation mit Dsund MCA-310-Tumorzellen sowie nach ant
CD3 Stimulation; Der Inkubationszeitraum betrug sechs Stunden. Als
Housekeepingsen wurde die HPRExpression herangezogen.
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4000 -
3000 -
2000 -
£ 1
g &: m:: :
1000 - SR
0 - _ II:!'I: !I:I
- anti-CD3 D5 MCA-310
Abb. 31: Messung der IFN Konzentration mittels ELISA im Uberstand von
T-Zellen aus TVDLK sowie nach ar@iD3 Stimulation und
Koinkubation mit D5 und MCA310. Der Inkubationszeitraum betrug
24 Stunden. n = 2;

Nach Koinkubation von Fellen mit D5 wurde eine im Vergleich zu den Kontrollen

(Medium und Kontrolltumor MCA310) ausgepragte TNé~mRNA- und IFNy-Expression

gemessen.
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3.6.1.2 mRNA-Expression von Chemokinen

Die ChemokirmRNA von Tg wurden sowohl ohne als auch nach Stimulation mit@bpt3

gemessen.

HPRT

KC

MCP-1

IP-10

RANTES

Mig

352 bp

252 bp

319 bp

431 bp

321 bp

381 bp

Positivkontrolle

Negativkontrolle

Tg, ant-CD3

stimulier

Abb. 32: Untersuchung der mRN&Xxpression der Chemokin KC, MER IP-10,
RANTES und Mig mittels RIPCR in T und nach Stimulation mit anti
CDg3; Der Inkubationszeitraum betrug sechs Stunden. Als House
keepingGen wurde die HPREXxpression herangezogen.

MRNA von KC, MCR1, IP-10, Mig wird weder von unstimuliertéefe noch nach amCD3
Stimulation exprimiert. RANTES ist auf mRNBbene mit und ohne ar@iD3 Stimulation

nachweisbar (Abb. 32).
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HPRT 352 bp
MIP-1a 276 bp
MIP-13 258 bp

3

£ + D5 inkubier

Negativkontrollt

T + MCA-310 inkubier

Abb. 33: Untersuchung der mRNA&xpression von MIFLa und MIP-13 mittels
RT-PCR in T, nach sechs Stunden Stimulation mit DBd MCA-310
Tumorzellen sowie anttD3; Als Housekeepinr@Gen wurde die HPRT
Expression herangezogen.

Te exprimieren kein MIPLa und nur geringe Mengen MHEB. Nach Stimulation von g mit
D5 sowie mit antCD3, jedoch nicht nach Stimulation mit dem syngenen Kontrolltumor
MCA-310, kommt es zur Expression von MIR- und zur Steigerung der Expression von

MIP-13-mRNA (Abb. 33).
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3.6.1.3 Chemokinnachweis

3.6.1.3.1 KC und MCP1

Nachdem wir zeigen konnten, dass durch die Inkubation gdentlD5 KC- und MCR1-
MRNA nicht exprimiert wird, bestimmten wir zur Kontrolle dieser Ergebnisse édalGan
KC und MCR1 im Uberstand vong

2500 A

2000

KC MCP-1

1500 -

pg/ml

1000 -

500 -

0 I t— |
- anti-CD3 D5 - anti-CD3 D5

Abb. 34: Messung der KC und MGP Konzentration im Uberstand vor ittels
ELISA sowie nach amCD3 Stimulation und Koinkubation mit D5. Def
Inkubationszeitraum betrug 24 Stunden. n = 2;

Im Uberstand von g befinden sich nur geringe Konzentrationen von KC und MGP und
14 pg/ml). Nach Stimulation dezTnit anttCD3 (3 und 12 pg/ml) und D5 (65 und 29 pg/ml)
kommt es nur zu einer geringen Steigerung der Konzentration dieser Chemokine (Abb. 34).
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3.6.1.3.2 RANTES
Da eine Expression von RANTES i Tittels PCR nachgewiesen wurde (Abb. 32), wollten

wir eine mdogliche tumorspezifische Sekretion untersuchen. Dazu wurdeRANEES
Konzentrationen im Uberstand nach Inkubation demi antitCD3, D5 und MCA310
(Uber 24 Stunden) mittels ELISA gemessen (Abb. 35).

1000 - —‘7

800

600

pg/mi

400 ~

200 5

- anti-CD3 D5 MCA-310

Abb. 35: Messung der RANTES Konzentration im Uberstand vemittels
ELISA, sowie nach amMCD3 Stimulation und Koinkubation mit D5 und
MCA310. Der Inkubationszeitraum betrug 24 Stunden. n = 4;

RANTES wird von E (D5-) tumorspezifisch sezerniert, da nach Koinkubation mit D5, nicht

aber mit MCA310, eine signifikante Zunahme von RANTES im Uberstand nachweisbar ist.
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3.6.2 Chemokinexpression in D5

3.6.2.1 mRNA-Nachweis

HPRT . - 352 by
KC 252 by
MCP-1 319 by
IP-10 431 by
RANTES 321 by
Mig 381 by

% =| ©f[20] 10| 2 20 | 10 2 | 350 | 35 35| 350 | 35| 3,5

s | 8|3

c I= =

= g) 5 ng/ml  IFNvy stimuliert U/ml TNF-a stimuliert

£ 2|8

z
2 Stunden 12 Stunden 2 Stunden 12 Stunden

Abb. 36: Untersuchung der mRNE&xpression der Chemokine KC, MaR
IP-10, RANTES und Mig in D5Tumorzellen mittels RIPCR mit und
ohne IFNy (2, 10, 20 ng/ml) und TN& (3.5, 35, 350 U/ml)
Stimulation; Die Inkubationszeitrdume betrugen zwei und zwolf
Stunden.

Die Chemokine KC, MCH, IP-10, RANTES und Mig kdnnen in unstimulierten 428llen
nicht nachgewiesen werden. Nach zwdlfstiindiger Inkubation mitylE20 ng/ml) kommt es
zur Expression der mRNA von MEE RANTES und Mig. TNFx stimuliert dosisabhangig
(3.5, 35, 350 U/ml) die mRNAXxpression von KC, MCR, IP-10 und RANTES in D5 (Abb.
36).
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S - —————
MIP-1a 276 bp
MIP-1B 258 bp
ERE
=] = >
g = E 2h 12h 2h 12h
T |2 |8
G < S 20 ng/ml 350 U /ml
(@)]
& 9 IFN-y TNF-a
stimuliert stimuliert

Abb. 37: Untersuchung der mRN&xpression der Chemokine Ml und
MIP-1B in D5 Tumorzellen mittels RIPCR sowie in D&ellen nach
IFN-y (20 ng/ml) und TNFa (350 U/ml) Stimulation;
Die Inkubationszeitraume betrugen zwei und zwo6lf Stunden. Als
Housekeepir@en wurde die HPRExpression herangezogen.

In D5 findet sich keine Expression der mRNA von M und MIR1f3. Auch nach zwei
und zwdlfstindiger Stimulation der Tumorzellen mit HYN20 ng/ml) und TNFx (350

U/ml) kommt es zu keiner Expression dieser Chemokine (Abb. 37).
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3.6.2.2 Proteinnachweis

Um zu prufen, ob KC und MGR von D5 sezerniert werden, wurden diese Chemokine im
Zelliberstand von D5 nach 2fundiger Inkubation mit IFN (20 ng/ml) und TNFa (350

U/ml) untersucht.

2500
2000
KC MCP-1
1500 -
£
~~
(@]
o
1000 -
500 -+
0
IFN-y TNF-a IFN-y TNF-a
20 ng/ml 350 U/ml 20 ng/ml 350 U/ml

Abb. 38: Messung der KC und MGP Konzentration mittels ELISA im Uber
stand von D5Tumorzellen sowie in D elliberstanden nach
IFN-y (20 ng/ml) und TI¥-a (350 U/ml) Inkubation;
Der Inkubationszeitraum betrug 24 Stunden. n = 2;

KC und MCR1 werden im Uberstand von unstimulierten-Pé&len sowie nach 24tiindiger

IFN-y-Stimulation (20 ng/ml) in nur geringer (16 und 20 pg/ml bzw. 11 und 49 pg/ml)

Konzentration sezerniert. Nach Inkubation mit FdE350 U/ml, 24 Stunden) kommt es zu
einem deutlichen Anstieg der Sekretion von KC (962 pg/ml) undCEL58 pg/ml) (Abb.

38).
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3.6.3 Chemokin -mRNA-) Expression in D5 nach Interaktion mit Te

Desweiteren untersuchten wir, ob D5 die Chemokine, KECP-1-, IP-10- und MiggmRNA
nicht nur nach Stimulation mit IR und TNFa (3.6.2.1), sondern auch nach Interaktion mit
Te exprimieren. Dazu wurden BBumorzellen gemeinsam mitgTkoinkubiert und die
ChemokinmRNA mittels RFPCR bestimmt. Die Anwesenheit von D8RNA Uberpriften

wir anhand des gp100 mRNMachweises, einem fir Melanom spezifischen Antigen.

HPRT 352 bp
gpl100 258 bp
KC 252 bp
MCP-1 319 bp
IP-10 431 bp
Mig 381 bp

Positivkontroll
Negativkontrolle

D5 nach E Stimulatior

Abb. 39: Untersuchung der mRN&xpression der Chemokine KC, MR IP-10
und Mig in D5Tumorzellen mittels RIPCR nach sechsstundiger
Inkubation mit E; Als D5 spezifischer mRNANachweis wurde die
Expression des Antigens gp 100, als Housekee@iag die
HPRT-Expression herangezogen.

KC-, MCP-1-, IP-10- und MigmRNA werden, wie zuvor nachgewiesen (3.6.1.2), nicht von
Te synthetisiert. Somit ist die nachgewiesene Chempi®NA-Expression den DZellen
zuzuordnen (Abb. 39). Da BZellen unstimuliert diese Chemokine nicht bilden (Abb. 36), ist
anzunehmen, dassgTdie Expression von KC MCP-1-, IP-10- und MigmRNA in D5

induzieren.
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3.7 Nachweis der Chemotaxis

Zum Nachweis der chemotaktischen Wirkung von Substanzen, welche von stimulierten D5
Tumorzellen sezerniert werden, wurde ein chemotaktischer Assay durchgefuhriwDateei

die Anzahl von murinen Makrophagen der Linie DJ 2pm durchflusszytometrisch bestimmit,
welche aktiv durch eine permeable Membran (Porengrosse 5 um) in Richtung der séimulier

D5-Tumorzellen migrieren.

D5/ IFN-y

D5/ TNFa

T T T T T

0 200 400 600 800 1000
Anzahl migrierter Makrophagen

Abb. 40: ChemotaktischeAssay; graphische Darstellung der Anzahl migrierter
Makrophagen in Richtung Mediumkontrolle, IFN20 ng/ml), TNFa
(350 U/ml), D5 und IFNy- sowie TNFa-stimulierter D5Tumorzellen.
n=16:

Es kommt zu einer signifikanten Steigerung der Anzahl migrierter dfidiagen in Richtung
unstimulierter D5Tumorzellen (Durchschnitt: 243) verglichen mit den Kontrollansatzen, in

welchen auf der Chemotaxinseite reines Medium oder Medium miyIE20 ng/ml) bzw.

TNF-a (350 U/ml) inkubiert wurde (Durchschnitt: 106 bzw. 84).
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Eine signifikante Zunahme der Chemotaxis findet sich gegeniber den Kors#tdtan
(Medium, IFNy, TNFa und D5) in Richtung IFN~ (20 ng/ml) und TNFa- (350 U/ml)
stimulierter D5Tumorzellen (Durchschnitt: 537 und 782).

Nach Stimulation von D5 mit TNE (350 U/ml) kommt es zu einer signifikanten Steigerung
der Anzahl migrierter Makrophagen im Vergleich zu H80 ng/ml) stimulierten DZellen
(Abb. 40).
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4 Diskussion

Winter et al. konnten kirzlich zeigen, dassalus D5G6 drainierenden Lymphknoten von
Perforin, IFN-y-knock-out sowie aus Fasiutanten Mausen therapeutisch wirksam sind
(Winter et al. 1999; Winter et al. 2001). Wir wollten deshalb die Bedeutder
apoptoseinduzierenden Liganden FasL,-d.Tund TNFa bei der Tzellvermittelten
Tumorregression von murinen B\Belanommetastasen untersuchen.

TNF-a wird eine Vielzahl immunregulatorischer, proinflammatorischer und patho
physiologischer Wirkungen zugeschrieben. TéRwvird von Lymphozyten, Makrophagen
und Monozyten sezerniert (Mannel et al. 1980; Higuchi et al. 1990). Je nach Aktivgraohgs
der Zelle und Zellart besitzt TNé& ein variables Wirkspektrum (Grell et al. 1998; Beutler
and Cerami 1988; Beutler and Cerami 1989). In Entziindungsreaktionen st €Fstarker
Aktivator neutrophiler GranulozytenZwei verschiedene TNRezeptoren, TNHR | und
TNF-R Il wurden identifiziert, welche sowohl TNér als auch LTa binden (Loetscher et al.
1990; Schall et al. 1990b; Himmler et al. 1990; Heller et al. 1990; Nogthaf. 1990;
Goodwin et al. 1991). L-bi entfaltet &hnliche Wirkung an den TNRezeptoren wie TN{&.

Es wurden aber unterschiedliche quantitative und qualitative Wirkungen htiicsicder
Apoptoseinduktion beschrieben (Porter 1990).

Die Mehrzahl der TNFx-Antworten werden tber TNR | vermittelt, da I6slicheINF-a bei
37°C eine 2ach hohere Affinitat zu TNHR | als zu TNFR 1l aufweist (Grell et al. 1998).
Wahrend der TNR | durch I6sliches und membranstandigéd—-a aktiviert werden kann,
wird der TNFR 1l vor allem durch membrangebundene TiN§anden aktiviert (Grell et al.
1995). Fur die TNFRezeptoren | und Il konnten intrazellular mehrere nachgeschaltete
Signalwege nachgewiesen werden, welche die vielen unterschiedlicham@én von TNF

a und LT-a erklaren. FasL, welcher als membranstandiges Trimer von zytotoxisoite
Tul-Zellen exprimiert wird, bindet an einen proapoptotischenRe&eptor (Wallach et al.
1999). Nach Stimulation von TNR | und Fas wird Kaspase 8 (Muzio et al. 1996; Boldin et
al. 1996) uber Adapterproteine wie TRADD (TiR-Il-associated death domain (Hsu et al.
1995)) und FADD (Fasssociated death domain (Hsu et al. 1996; Chinnaiyan et al. 1995))
aktiviert, was eine zur Apoptose fuhrende Kaspasekaskade in Gangfaspase 8 hat somit
sowohl eine Initiatorfunktion bei TNR I- wie auch bei Fagermittelter Apoptose. In einer

Vielzahl von Tumorzelllinien wird durch TNE Apoptose induziert (Sugarman et al. 1985).

Seite 59



Diskussion

Um zu prifen, ob die apoptoseinduzierenden Liganden bei deellvermittelten
Tumorregression eine Bedeutung haben, untersuchten wir zunachst die Expressioi~

a und FasL auf & Wir fanden, dass gl'diese untersuchten Liganden exprimieren (Daten
nicht gezeigt).Anschlieend wurde die Expression der entsprechenden Rezeptoren auf D5
untersucht. Hierbei konnten wir zeigen, dass RF auf D5 exprimiert wird. Da IFN
tumorspezifisch von g aus D5G6 drainierenden Lymphknoten sezerniert wird (Abb. 31),
untersuchten wir die Wirkung von IFiauf D5Tumorzellen. Die Stimulation mit IR\
fuhrte zu keiner Induktion der TNR I-Expression. Die Expression von Fas wird jedoch
durch IFNy Inkubation induziert. Ahnliche Beobachtungen wurden von Zheng et al. gemacht.
Sie fanden ebenfalls eine IFNabhéangige Regulation von Fas in vier verschiedenen
Tumorzelllinien (Zheng et al. 2002).

Die Inkubation von D5 mit FasAb, TNé oder LT-a induzierte in D5 keine Apoptose. Auch
nach Prainkubation der Tumorzellen mit HyNwelches, wie in Abb. 15 gezeigt, die Fas
Expression induziert, konnte FasAb keine Apoptose in D5 induziereru Edhrt nach
Prainkubation mit IFNy zu einer signifikanten Apoptoseinduktion.

Wong et al. beschrieben einen synergistischen Effekt durch gleichzakigeerung der
Rezeptoren fur TNH&/LT-a und FasL (Wong et al. 1996). Auch Yang et al. zeigten eine
synergistische Wirkung der beiden TIRezeptoren | und Il bei der Induktion von Apoptose

in naiven FZellen aus dem Riuckenmark (Yang et al. 2001). In den von uns verwendeten D5
Zellen konnten wir nach Inkubation der Zytokinkombinationen aus-&@NET-a und FasL
ebenfalls einen synergistischen Effekt feststellen, wenngleich aigkkébation der Zytokine

(in Anwesenheit von IFN) in D5 nur zu einer geringen Steigerung der Apoptoserate auf
25% fihrt.

Einige Liganden der TNHFamilie werden in I6slicher Form sezerniert. Die Bioaktivitét
l6slichen Form ist im Vergleich zu der membranstandigen Form stmkindert. Eine
mogliche Erklarung hierfir ist eine geringere Vernetzung der apoptoseireahdea
Rezeptoren. Um die Vernetzung der {Rezeptoren zu induzieren, wurde bei den Versuchen
mit l6slichen FasAbs zusatzlich Protein G eingesetzt. Da jedadh die Verwendung von
Protein G keine deutliche Steigerung der Apoptoseraten induziert, mimstétrliche
Versuche mit membranstandigen apoptoseinduzierenden Liganden durchgefuhrt werden.
Desweitern exprimierenglfauch LF( (Winter H. et al. 2000). Es besteht die Moglichkeit,
dass dieses Zytokin im Zusammenspiel mit den von uns untersuchten Zytokiresner

starkeren, synergistischen apoptoseinduzierenden Wirkung fuihrt,-Baib&r einen eigenen
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Rezeptor mit nachfolgend unabhangiger (eigenstandiger) Signalkaskade velégtalls
werden die TRAIERezeptoren DR4/5 von D5 exprimiert. Augt Von PKG und GKG
Mausen konnte TRAIL (tumemecrosisfactorrelated apoptosisxducing ligand) identifiziert
werden, nicht jedoch auf Wiz (Hu et al., personal communication). Dies impliziert eine
redundante Regulation innerhalb der proapoptotischen Substanzen: word Eeigt deren
komplexes Zusammenwirken.

Nach Aktivierung von TNFR | kommt es oftmals nicht zur Apoptoseinduktion, obwohl
dieser Rezeptor Uber TRADD/FADD den Ablauf der proapoptotischen Kelsgsede
stimulieren kann. Dies ist dadurch erklarbar, dass durch-d'Ndmultan die Induktion
zytoprotektiver Proteine angeregt werden kann. So wird fur einige TunlioreaellTNFa
erst dann toxisch, nachdem die Inhibierung der Proteinsynthese stattgefunden hast €&hX i
Proteinsyntheseblocker, welcher die Translation hemmt. Durch Inkubatiodetlen mit
CHX konnte eine signifikante Steigerungen der Apoptoseraten in D5 nach lwkulbaiti
TNF-a und LT-a induziert werden (Abb. 24).

In vielen Zelllinien kann nur in Anwesenheit von CHX durch Inkubation mit Tredeptor
Liganden Apoptose induziert werden (Nio et al. 1990; Fang et al. 2001). Diesuka mit
der Existenz artapoptotischer Faktoren erklart werden, welche durch CHX inhibiert werde
Zu den apoptoseinhibitorischen Proteinen gehéren MaSgaeroxidDismutase (Wong and
Goeddel 1988; Wong et al. 1989), Plasminegé&tivator-Inhibitor-Type-2 (Pytel et al. 1990;
Kumar and Baglioni 1991), Hitzesche&kotein 27 (hsp27) (Mehlen et al. 1995; Mehlen et
al. 1996), A20 (Dixit et al. 1990; Opipari, Jr. et al. 1992; Song et al. 1998&)JR (I-
FLICE/FLAME-1/Clarp) (Irmler et al. 1997; Srinivasula et al. 1997; Inohara e197;
Kreuz et al. 2001), cellular inhibitor of apoptosis proteiaR | (Chu et al. 1997; Roy et al.
1997), elAP Il (Roy et al. 1997), Survivin (Adida et al. 1998) und der TREzeptor
assoziierte Faktor 1 (TRAF 1) und TRAF 2 (Wang et al. 1998; Schwehakr1999). Einige
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass metabolische Inhibitoren wie CHX otileorAgcin D
die Bildung des apoptoseinhibitorischen Proteins cFLIP hemmen (Gaffdh 1998; Kreuz
et al. 2001; Leverkus et al. 2000; Wajant et al. 2000). Die Zunahme derruythkiierten
Apoptoserate nach Koinkubation mit CHX Ilasst vermuten, dassTubiorzellen
Apoptoseinhibitoren exprimieren, welche die proapoptotische Signalkaskade tdockied
diese verstarkt nach Aktivierung proapoptotischer Rezeptieemovosynthetisiert werden.
Verschiedene Apoptoseinhibitionsproteine konnten in einer Reihe von Tumorzellen
nachgewiesen werden. Dazu zéhlen NAIRAR I/HIAP-2, ¢lAP II/HIAP-1, XIAP/hILP
und Survivin (Deveraux and Reed 1999). Die Prote#h®Rc1 und Il kénnen durch TRAF1
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und TRAF2 in den TNIR | Komplex transloziert werden und hemmen die Aktivierung von
Kaspase 8 (Wang et al. 1998). Die apbptotische Wirkungsweisen dedAd® I/c-1AP
II/TRAF1L/TRAF2 -Komplexes wurden von Wang et al. untersucht (Wang et al. 1998). Sie
fanden, dass die Koexpression aller vier Proteine essentiell ist, p&fdefiziente
Fibroblasten vor TNf-induzierter Apoptose zu schitzen. Das apoptoseinhibitorische
Protein Survivin wird in vielen embryonalen und malignen Zellarten, nicht #&be
physiologisch differenzierten adulten Zellen exprimiert. Survivin wurde h auc
Melanomzelllinien und Navi, nicht jedoch in Melanozyten regularer Hauk®ezi
nachgewiesen. Grossmann et al. konnten nach der Transfektion von Santhganse
Strukturen in Melanomzellen eine erhdhte Apoptoserate feststellen undiggten daher,
dass Survivin bei der Entstehung und Progression von Melanomen eine entschRmlnde
spielt (Grossman et al. 1999). Wie in Abb.-2% gezeigt, exprimieren DZellen die
Apoptoseinhibitoren 4¢AP |, c-IAP 1l und Survivin, was sowohl mittels RFCR, als auch
durchflusszytometrisch mittels spezifischer AK nachgewiesen weddente. XIAP wird in
D5 nicht exprimiert(Hu et al., personal communication}AP |, c-IAP Il und Survivin
schitzen Zellen sowohl vor TN~ als auch vor Faskermittelter Apoptose (Deveraux and
Reed 1999). Deveraux und Roy et al. machen dafur die hemmende Wirkung dredeirnA
proteolytischen Processing von Haspase 3, 7 und 9 sowie die blockierenden
Eigenschaften auf unprozessierte Kaspase 9 verantwortlich (Deveralixl897; Deveraux
et al. 1998; Roy et al. 1997). Interessant erscheint in diesem Zusanmgehbarage, ob
sich die Tumorzellen auf einen Zytokinangriff mit einer vermehrten d&sgion von
Apoptoseinhibitoren schitzen. Unseren Beobachtungen nach wird die Expression dee Prote
c-lIAP Il sowie Survivin in D5 durch TNHei-Inkubation nicht stimuliert (Abb. 28 und 29).
Durch TNFa wird die clAP I-Expression gesteigert (Abb. 27). Dies ist mdglicherweise als
EscapeMechanismus zu verstehen, mit dem die Tumorzelle einemd MRgriff entgeht.
Die RT-PCR Ergebnisse (Abb. 26), aus denen eine héhere basale 1BRNMéssion von €
IAP Il und Survivin im Gegensatz zdl&P | zu erkennen ist, legen die Vermutung nahe, dass
C-IAP II und Survivin in D5 konstitutiv exprimiert werden, so dass es umtéF-a-
Stimulation zu keiner weiterer Expressionserh6hung kommt.
Im Gegensatz dazu berichten Messmer et al., dass in humanen Marinuakaellen (MCF
7) nach 24stindiger TNFa-Inkubation Apoptose induziert werden kann. Diese Zellen
wiesen interessanterweise nach TéHkubation eine erniedrigte-I&P | und clAP II-
Proteinkonzentration auf (Messmer et al. 2001). Micheau et al. zeagtererschiedenen
Zelllinien die intrazellulare Konzentrationsminderung des ApoptoseinhsbidiP durch
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CHX, wodurch Fastresistente Zellinien nach CHERehandlung Fasisensitiv wurden
(Micheau et al. 2001).
Unsere Untersuchungen zeigen, dass CHX nach-dNkkubation zur Verringerung der
Survivin- und ¢lAP II-Proteinkonzentration in D5 fuhrt, nicht aber zur Minderung voAR
I. Da D5Zellen durch CHXInkubation TNFa- und LT-a-sensibel werden, ist zu vermuten,
dass die CHXnduzierte Survivia und clAP II-Konzentrationsminderung der Grund fur die
Sensibilitatszunahme sein konnte.
Kirzlich wurde ein weiterer Apoptoseinhibitor, MAP, in Melanomzellen identifiziert
(Vucic et al. 2000). Nicht auszuschliel3en ist, dass noch weitere Apiopibgeren in D5
Melanomzellen exprimiert werden.
Da Effektor FZellen tumorspezifisch IFN sezernieren, vermuteten wir, dass {{\in
entscheidender Faktor fur dieZEllvermittelte Tumorregression ist. IRNkann direkt das
Tumorwachstum hemmen (Hung et al. 1998; Fallarino and Gajewski 1999) isolvekt
Neutrophile Granulozyten und Makrophagen aktivieren. Dartiber hinaus induzieytdfeN
Antigenverarbeitung und Antigenprasentation sowie die Expression von MA@ IMHC
[I-Molekilen bei Tumorzellen und antigenprasentierenden Zellen (Bohm et al. B&&an
et al. 1997; Krasagakis et al. 1995). Winter et al. konnten zeigen, dassadagtivem
Transfer tumorspezifischer-Zellen Makrophagen in die Region der etablierten pulmonalen
Metastasen wandern (Winter et al. 200jese Beobachtung deckt sich mit der anderer
Arbeitsgruppen, die im Bereich von Tumoren oft eine grol3e Anzahl Mgmphozyten und
Makrophagen finden (Allen and Hogg 1985; Hakansson et al. 1997). Dies fihrte zur
Annahme, dass die -Zellvermittelte Tumorregression mdoglicherweise indirekt durch
aktivierte Makrophagen vermittelt wird, welche durch di&Zéllen angelockt werden. Die
Rekrutierung von Leukozyten in Bereiche entziindeten oder maligne entaréstebes wird
durch Chemokine vermittelt.
Um zu priufen, ob tumorspezifischeZEllen die Sekretion von Chemokinen induzieren,
untersuchten wir die Freisetzung der inflammatorischen I@pdmokine MIP1a, MIP-1j,
KC, MCP-1, IP-10, RANTES und Mig aus gfund D5Tumorzellen. MIP1la, MIP-1p und
RANTES haben eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten/Makrophagen, basophile
Granulozyten, dendritische Zellen, natirliche Killerzellen und adellen (Tl > Ty2)
(Janeway Ch. et al. 1999). Die tumorspezifische mHAression von MIPLa und MIR-13
konnten wir in E nachweisen (Abb. 33). Daruber hinaus konnten wir mittels ELISA zeigen,
dass RANTES tumorspezifisch vor $ezerniert wird (Abb. 35). Wir fanden keine mRNA
Expression der Chemokine KC, M@RIP-10 und Mig in E.

Seite 63



Diskussion

MIP-13 und RANTES wirken stark chemotaktisch aufLymphozyten. MIP1B wirkt
chemotaktisch auf aktivierte CDA'-Zellen, RANTES auf ruhende und auch auf aktivierte
CD4" und CD8 T-Zellen. Desweiteren wirkt RANTES chemotaktisch auf MemdrgZellen
(Schall et al. 1990a; Taub et al. 1993). Mulé et al. transfizidartewitro eine murine
Fibrosarkomzelllinie mit RANTES, welche anschlieRend ausgepragtathktisch auf CD8
tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) wirkten. Versuchstiere, weldfie transfizierten
Tumorzellen injiziert bekamen, entwickelten eine protektive Immuiiité et al. 1996).
Nach Gabe von Antikérper gegen CDBZellen kam es zum Auswachsen des Tumors. Eine
maogliche Erklarung hierfir ist, dass die Entwicklung tumorspezifiscleandfy-Zellen durch
RANTES induziert wird. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Mulé . etaradlen
Azenshtein et al. Hinweise darauf, dass RANTES die Progression aamidkarzinomen
induziert (Azenshtein et al. 2002). Ein weiterer Hinweis fur dideB#ung von Chemokinen
bei der Kontrolle des Tumorwachstums brachte die Arbeit von Yang &iealwiesen an
murinen Leberkarzinomzellen, welche durch Transfektion -0&tP exprimierten, eine
signifikante  Inhibition des  Tumorwachstums gegeniiber nicht transfizierten
Leberkarzinomzellern vivo nach (Yang et al. 2002). Ein direkter Einfluss von RANTES,
MIP-1a und MIR1R auf das Tumorwachstum von D5 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht.
Nachdem wir zeigen konnten, dasstlimorspezifisch die Chemokine M und MIR1[3
exprimieren sowie RANTES sezernieren, wollten wir prifen, obTDéorzellen ebenfalls
Chemokine exprimieren. Sonouchi et al. konnten nachweisen, dass Tumore Chemokine
exprimieren.Nach Stimulation von murinen Nierenzellkarzinomzellen (RENCA) IF-y,
IFN-a und/oder Il-:2 fanden sie eine signifikante Steigerung der mREkression von KC,
MCP-1 und IR10 (Sonouchi et al. 1994). Zhang et al. wiesen nach, dassIM@Peiner
frihen Infiltration von Makrophagen in Tumorgewebe fuhrt und dies negativ mit der
Tumorgrosse korreliert (Zhang et al. 1997).
Aufgrund der mRNAMuster, welche anhand stimulierteg ind D5Tumorzellen gewonnen
wurden, vermuteten wir, dass die Chemokine KC, MCRP-10 und Mig von der Db
Tumorzelle, nicht jedoch von denZellen exprimiert werden (Abb. 32, 36 und 39). Um dies
zu Uberprifen  untersuchten wir unstimulierte -Dbnorzellen auf deren
Chemokinexpression. Hierbei fand sich keine Expression der Chemokinr&ayiAIP-1[3,
KC, MCP-1, IP-10, RANTES und Mig. Wir postulierten deshalb, dass diéellen eine
Chemokinexpression in Bbumorzellen induzieren. Dag tumorspezifisch die Typ |
Zytokine IFNy und TNFa exprimieren (Abb. 30 und 31), untersuchten wir, ob durch
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Inkubation der D5Tumorzellen mit diesen Zytokinen die Expression von Chemokinen
induziert werden kann. Die Expression von -KMCP-1-, IP-10- und RANTESmMRNA
wurde durch Inkubation mit TNBE dosisabhéngig stimuliert. IFiinduzierte die Expression
von Mig, MCR1 und RANTES. MIPla und MIR13 konnten in D5 weder durch TNG,
noch durch IFNy induziert werden. Deutlich erhéhte K@nd MCR1-Konzentrationen
wurden mittels ELISA im Uberstand von B@imorzellen nach TN{& Stimulation
nachgewiesen. Denkbar ist, dass andere, von uns nicht untersuchte Zytokipe T(lall
etc.), die Expression von MHRx und MIR-1f3 in D5 induzieren kénnen.
Um zu uberprifen, ob die von Tumorzellen sezernierten Chemokine chemotadiitc
Makrophagen wirken, fihrten win vitro einen chemotaktischen Assay durch. Im Vergleich
zur Mediumkontrolle fand sich eine gesteigerte Migration von MakrophagenchtuRg
unstimulierter D5Tumorzellen, was ein Hinweis darauf ist, dass D5 Chemokine sazernie
Nach Stimulation von Ddumorzellen mit IFNy und TNFa fand sich eine weitere
Steigerung der Chemotaxis von Makrophagen. Dies unterstitzt die Vermutundjedesa
stimulierten D5Tumorzellen gebildeten Substanzen chemotaktisch auf Makrophagen wirken.
Die Bedeutung der einzelnen Chemokine bei der Kontrolle des Tumorwachstindhs
kontrovers diskutiert. Das GChemokin MCP1 wurde erstmals aus Uberstanden von
Gliomzellen (Yoshimura et al. 1989) isolietth vivo und in vitro liel3 sich MCP1 in
Glioblastomen und Astrozytomen (Desbaillets et al. 1994) sowie irgmesli Melanomen
(Graves et al. 1992) und Ovarialkarzinomen (Negus et al. 1995; Negus &99)
nachweisen. Neumarkt et al. konnten im Tierversuch zeigen, dass murine
Mammakarzinomzellen hoherer Malignitat groéRere Mengen an-M@R Karzinomzellen
niedrigerer Malignitéat produzieren. MEP induziert die migratorische Aktivitat der
Tumorzellen (Neumark et al. 1999Peng et al. wiesen nach, dass das Sarkom MCA 205
MCP-1 sezerniert. Wurde MCP in vivo neutralisiert, fand sich eine deutlich gesteigerte
therapeutische Wirkung dergsTgegen etablierte Lungenmetastasen. Daraus schlossen die
Autoren, dass MCR die Bildung tumorreaktiver-Eellen hemmt (Peng et al. 1997). Ferrero
et al. fanden, dass frisch explantierte humane Nierenzellkarzinem2dCR1 sezernieren
(Ferrero et al. 1998). TIL, welche aus dem Tumorgewebe isoliert wuedgrimierten
spezifische MCHFL Rezeptoren. In Chemotaxfssays beobachteten sie eine gesteigerte
Migration der TIL durch Zugabe von MGCE welche durch neutralisierende Antikorper
gegen die Chemokine jeweils blockiert werden konnte. AuRRerdem beschrieb@inei
Aufregulation der al-IntegrinrDoméne auf den explantierten TIL durch Stimulation von
MCP-1. Integrine gehdren zu den Zalthasionsmolekilen und spielen eine wichtige Rolle
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bei der Infiltration von TIL in Karzinome (Melani et al. 1995). Zuéke scheint MCPL

auch die Aktivitat und Wirkung von Makrophagen zu beeinflussen. So konnten Zachariae et
al. zeigen, dass MCP die oxidative Freisetzung vesikularer Enzyme aus aktivierten
Makrophagen fordert und somit zytostatisch auf Tumorzellen wirkt (Zaehat al. 1990).

Im Tiermodell wirkt MCR1 synergistisch mit Lipopolysaccharid (LPS) und induziert die
antitumorale Zytotoxizitat in Makrophagen. Diese Erkenntnis liefertaterduchungen an
murinen Kolonkarzinomzellen (CZ6 Zellen). CT26 Zellen, die mit dem MGCR-Gen
transfiziert wurden, konnten von Makrophagen viel wirkungsvoller lysiert weedemicht
transfizierte Zellen (Huang et al. 1994).

Auch die Bedeutung der Chemokine1P und Mig wird fir die Kontrolle von Tumoren und

die Regulation der antitumoralen Immunitat kontrovers diskutiert. Arendieed. zeigten,
dass IP10 und Mig das Tumorwachstum in einem S@RAusmodell hemmen. Sie
postulieren, dass dies mdglicherweise durch einenaagibgenetischen Effekt dieser
Chemokine hervorgerufen wird. Interessanterweise konnte kein direktekt Efon
Chemokinen auf das  Tumorzellwachstum von  A549  Zellen (humane
Lungenkarzinomzelllinie) und auf die Infiltrationsrate von Leukozyten iblietde Tumore

von SCIDMausen nachgewiesen werden (Arenberg et al. 2001). Tannenbaum et al. schreiben
IP-10 und Mig eine wichtige Rolle bei der -lI2 abhangigen Regression des murinen
Nierenadenokarzinoms RENCA zu. AK gegenl® und Mig hemmten die durch 12
induzierbare Tumorregression im Mausmodell. Dieser Effekt korelienit einem
dramatischen Ruckgang derZEll-Infiltration im Tumorgewebe. Daraus zogen sie den
Schluss, dass die 112 abhéngige Tumorregression durchl@Pund Mig vermittelt wird
(Tannenbaum et al. 1998).

Die Bedeutung des Chemokins KC (Keratinozyten Chemokin = Growth Regulated Onrcogene
alpha = Grealpha (Loukinova et al. 2000)) bei defz€&llvermitteltenTumorregression ist
ebenfalls unklar. Viele Arbeitsgruppen berichten von einem aktivierendemotdidischen
Effekt auf neutrophile Granulozyten (Frevert et al. 1995; Bozic e195), auch wenin

vitro bislang die chemotaktische Wirkung auf PMN (kernpolymorphe Neutrophile
Granulozyten) nicht nachzuweisen war (Bozic et al. 1995). Haghnegahdazezyen, dass

KC mdglicherweise ein autokriner Wachstumsfaktor fir Melanomzdtgiiaghnegahdar et

al. 2000). Zudem konnten Loukinova et al. nachweisen, dass Zellen einer murinen
Plattenepithelkarzinomzelllinie, welche den fir CXC Chemokine, wig, kassenden
Rezeptor CXCR2 nicht exprimieren, ein schwécheres Wachstum aufweisen (Loukinola et a
2000).
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Im Gegensatz dazu gibt es Hinweise darauf, dass KC das kajh#ahelzellwachstum

hemmt, was die tumorinduzierte Gefassneubildung blockieren kénnte (Cao et al. 1995).

Trotz des Wissens um die komplexen Wirkungsweisen von immunkompetenten stellie
von Zytokinen und Chemokinen ist es noch ein weiter Weg, die Immuntherapie vamehum
zu einer Standardtherapie zu etablieren. In Kklinischen Studien konnteretbis njit
immunologischen Behandlungsmethoden Teilerfolge in der Therapie bosartiger
Erkrankungen verbucht werden.

Wie eingangs bereits erwahnt, gelang Dudley et al. im Jahre 2002 ethestnder Schritt
bei der Immuntherapie menschlicher Melanome. Sie gewannen aus tulbnerefiden
Lymphozyten (TIL) FZellen und expandierten diesevitro, bevor sie die tumorreaktiven T
Zellen wieder autolog in Patienten transferierten. Vor dem Transiede eine non
myeloablative chemotherapeutische Konditionierung durchgefiihrt, was in Korohimaiti
einer Hochdosis 2 Therapie zu einer persistierenden Repopulation fiihren konnte. Somit
wurden funktionell aktive Zellen gegen das MelanozytendifferenzieruAgsigen MART-

1 in Patienten etabliert, welchi@ vivo stark proliferierten und in die Tumorregionen
migrierten. In zwei von 13 Féllen konnte dadurch eine komplette Tumorriegresseicht
werden. Einige Studien wiesen nach, dass transferieziellén, welche eine hohe Aktivitat
gegen den Tumor besitzen, im unvorbehandelten Organismus keine Persistgmm ze
(Rosenberg et al. 1994; Yee et al. 2000; Dudley et al. 2001). Warum die Lympgtmrepl
nach noamyeloablativer Konditionierung effektiv in der Tumorbehandlung mit aktivieften
Zellen sein kann, konnte an der Eliminierung regulatorisch wirkender Imittemiegen.
Diese Eliminierung fihrt mdglicherweise zur Zerstérung der auf Hom$edieruhenden-T
Zellregulation, was die sehr hohe Anzahl an nachgewiesenehTcDdlen einige Tage nach
T-Zelltransfer erklaren wirde.

Chang et al. berichteten kurzlich von Erfolgen bei der Therapie von fdntgésoen
humanen Nierenzellkarzinomen in einer PhiasBtudie (Chang et al. 2003). Dabei wurden
34 Patienten mit Calmet®uérin Bacillus versetzten Tumorzellen vakziniert. Anschliel3end
wurden aus den Lymphknoten der Vakzinierungsregion dfellEn geerntet und mit anti
CD3 stimuliert sowie mit 1L2 expandiert. Nach intravendser autologer Applikation der
vorwiegend CD8T-Zellen sprach die Therapie bei vier Patienten voll und bei fiinfritatie
partiell an. Interessanterweise reagierteBellen von NorRespondern in Anwesenheit von
autologen Tumorzellen mit einer verstarkten Freisetzung varOlimmunologische Typ-2

Antwort). Hingegen zeigten-Zellen aus Patienten, welche von der Behandlung profitierten,
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nach Stimulation mit den Tumorzellen eine immunologische Typ 1-¢)NAntwort und nur

eine geringe IE10 Expression. Moglicherweise wird dadurch eine Interaktion zwischen
immunkompetenten Zellen ermoéglicht, welche essentiell bei dezellfermittelten
Tumorregression ist. Welche Rolle weitere Immunzellen, insbesodaeMakrophagen, bei

den beobachteten Tumorregressionen in den Untersuchungen sowohl von Chang als auch von
Dudley et al. spielen und welche immunologischen Mechanismen letztefidlidan Erfolg

der jeweiligen Therapie ausschlaggebend sind, wurde in diesen Studien nicht untersucht.
Einen Hinweis auf die Bedeutung der Makrophagenaktivitat bei der Tumasegrdanden
kurzlich Feinmesser et.al. (Feinmesser et al. 2003). Sie konnteneitMultikin-Therapie
Erfolge bei der Therapie von Kopiéind Halstumoren erzielen. Dabei wurde eine Zytdkin
Chemokinmischung aus {1a, IL-13 , IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, GM-CSF, GCSF,
INF-a, TNFa, LT-a und MIR1la peritumoral injiziert. Zusatzliche intravendse
Cyclophosphamidgabe wurde verwendet, um die Aktivitat der Suppi€sdelien zu
mindern. Die orale Verabreichung von Indomethacin wurde zur Senkung der
Prostaglandinausschittung benutzt, die eine von Makrophagen induzierte Immunsuppresion
bewirken kann. Nach dieser Behandlung zeigte sich eine partielle bzw. ettmmpl
Tumorregression bei jeweils zwei von zwolf Patienten. WeitereerSuthungen gaben
Hinweise darauf, dass dafir nicht nur eine ungewohnlich hohe Anzahl an radtivie
zytotoxischen TZellen und Naturlichen Killerzellen verantwortlich zu sein scheiahdern
auch die histologisch nachgewiesene Infiltration von aktivierten peritlemonaehrkernigen
Makrophagen in den Tumor eine Rolle spielen kdnnte.

Wie aus den o.g. Ausfuhrungen hervorgeht, beeinfluss&ivo eine Vielzahl von Faktoren
das Wachstum des Tumors. In unsédrewitro Untersuchungen erhielten wir Einblicke in das
komplexe Wechselspiel zwischen tumorspezifischeZellen, Makrophagen und dem
murinen Melanom D5. Bislang wurde angenommen, dass tumorspezifiscakei direkt
zytotoxisch auf den Tumor einwirken. Wir konnten hier erstmals zeigen,Tdasen und
Tumorzellen Chemokine sezernieren, welche moglicherweise Makrophageeraiktund so

eine Rolle bei der -Eellvermittelten Tumorregression spielen. Ob die von uns untersuchten
Chemokine tatsachlich im murinen Melanommodell B1681%in vivo exprimiert werden

und die ihnen zugeschriebenen Wirkungen (Makrophagen/Mone@ytemotaxis, Anti
angiogenese etc.) entfalten, ist noch unklar. Um die Funktion der ChemoKeeug auf die
Tumorregression nach adoptivemZeélltransfer genauer charakterisieren zu kénnen, sind
weitere Untersuchungen z.B. mittels neutralisierender AK innerliadis digrationsAssays

oder mittels GetCip-Verfahren notig.
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Diskussion

Diese Arbeit liefert einen Beitrag zur Klarung und zum VerstandeisMechanismen -T
zellvermittelter Tumorregression. Ein Verstandnis, welches endsite sein wird, um

zukUnftig neue, effektive Behandlungsstrategien gegen solide Tumore entwickeln zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Durch den Transfer tumorspezifischeiZ&llen kbnnen solide Tumore nicht nur in Tieren,
sondern auch im Menschen erfolgreich behandelt werden. Dudley et al. konnten kirtlich na
dem autologen Transfer stimulierter tumorinfiltrierender Lymphozytdn) (hach vorheriger
norrmyeloablativer Konditionierung in zwei von zwolf Patienten mit Melanoreére
Tumorregression erreichen (Dudley et al. 2002). Anliche Erfolge konnten Chahdpei der
Behandlung von fortgeschrittenen Nierenkarzinomzellen erzielen (Charlg 2208). Sie
vakzinierten Patienten mit Calmef®érin Bacillus versetzten Tumorzellen und ernteten
anschlieBend die -Zellen aus den angrenzenden Lymphknoten der Vakzinierungsregion.
Nach autologem Transfer der vorwiegend CDBZellen, welche in vitro mit arCD3
stimuliert wurden, sprach die Therapie bei neun von 34 Patienten an.

Die Mechanismen der-Zellvermittelten Tumorregression sind aber bis heute noch unklar.
Gegenstand dieser Arbeit war es daher Faktoren zu untersuchen, giakeholle bei der
Regression von D#Melanomlungenmetastasen durch den adoptiven Transfel/CDg T-
Zellen aus Tumorvakzin drainierenden Lymphknoten (TVDLN) nach Vakzinieruig mi
D5G6 (einem GMCSF transduzieren DSubklon) spielen. Hierzu wurden EXllenin vitro

mit Zytokinen, welche von Effektor-Zellen (Tg) produziert werden, stimuliert. Wir konnten
zeigen, dass DBumorzellen die als proapoptotisch geltenden RezeptorerR Nsowie Fas
nach IFNy-Stimulation exprimieren. Die Inkubation mit den Liganden dieser Rezeptore
TNF-a, LT-a und FasAb bewirkt keine Apoptoseinduktion. Gleichzeitige Inkubation dieser
Liganden fuhrt nur zu einer Apoptoserate von 25% in D5. Mdgliche Grinde déverla
Apoptoseresistenz von D5 konnten die intrazellularen Apoptoseinhibitionsprotéfel, c-

IAP 1l und Survivin sein, welche wir in D5 nachweisen konnten.

Da nach adoptivem Transfer tumorspezifischeg M™akrophagen die pulmonalen
Tumormetastasen infiltrieren, untersuchten wir, ob Ghemokine exprimieren. Unsere
Untersuchungen ergaben, dasg die Chemokine MIPLa, MIP-13 und RANTES
tumorspezifisch exprimieren. Nach Stimulation vonTbnorzellen mit den Zytokinen TNF

a und IFNy, welche von E tumorspezifisch exprimiert werden, wird die ChemekiRNA

von KC, MCR1, IP-10 und Mig in D5 exprimiert. Auch die Koinkubation von D5 mig T
induziert die Expression der mRNA von KC, MAQPIP-10 und Mig. Deutlich erhohte KC

und MCR1 Proteinkonzentrationen wurden im Uberstand vonTDBorzellen mittels
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Zusammenfassung

ELISA nach TNFa Stimulation gegentber unstimulierten und Hgstimulierten D5Zellen
festgestellt.

Um zu prifen, ob die von D5 gebildeten Substanzen auch tatsachlich chermiotakiis
Makrophagen wirken, fihrten wir einen chemotaktischen Assay durch. Wir koreitgm z
dass es zu einer signifikanten Steigerung der Anzahl migrierter Makrophagehtumig D5
Tumorzellen nach deren Stimulation mit HyNund TNFa kommt. Da wir in E die
Expression von TNH&-mRNA und die Sekretion von IFM tumorspezifisch nachweisen
konnten, besteht Grund zur Annahme, dass in vivanTder Lage sind Tumorzellen zur
Chemokinbildung anzuregen, was zu einer Invasion von Makrophagen in die Tumorregionen
fuhrt. Dass Makrophagen moglicherweise eine entscheidende Rolle Bairderregression
spielen, deckt sich auch mit der Beobachtung von Feinmesser et. ahewsit einer
peritumordsen Injektion von Multikinen (ZytokiChemokinmischung) Kopf und
Halstumore behandelten (Feinmesser et al. 2003). Nach dieser Thesgpee sich in den
Tumorregionen der erfolgreich behandelten Patienten im Gegensatz #Relpondern eine

hohe Anzahl migrierter und aktivierter Makrophagen.

Wir fanden mit den Ergebnissen unserer Studie erstmals Hinweisef,ddass im murinen
Melanommodell B16BL@5 nicht ausschliel3lich die direkteZEllabhangige Zytotoxizitat
zur Tumorregression fuhrt, sondern dabei weitere Zellarten wie Malgepidonozyten
involviert sind, welche mittels tumorspezifischer Chemokine rekrutiert werden.

Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag zur Erforschung derchidaismen T
zellvermittelter Tumorregression. Die Kenntnisse dieser Mecmamshaben entscheidende

Bedeutung bei der Entwicklung neuer, effektiver Behandlungskonzepte gegen solide Tumore.
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Abkulrzungsverzeichnis

6 Abkulrzungsverzeichnis

Ab: Antibody

Ag: Antigen

AK: Antikorper

BIR: baculoviral IAP repeat

bp: Basenpaare

BSA: bovines Serumalbumin

CD: Cluster of Differentiation

cDNA: Complementary DNA

CHX: Cycloheximid

c-IAP: Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein

CM: Komplettmedium

CTL: zytotoxische TZelle

D5: Subklon der Tumorzelllinie B16BL6 (Melanom),
entstanden in einer C57BL/6J (wt) Maus

D5G6: GM-CSF sezernierender Subklon von D5

DMSO: DimethytSulfoxid

DNA: Desoxyribonucleinséure

DNAse: Desoxyribonuklease

DR: Death Receptor

DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein

ELISA: Enzymelinked Immunosorbent Assay

FACS: Fluorescent Activated Cell Sorter

FADD: Fasassociated Death Domain

FasAb: FasAntibody

FasL: Fad.igand

FCS: fetales Kéalberserum

FITC: Fluorescein Isothiocyanat

FSC: ForwareScatter

GKO: IFN-y knockout
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GM-CSF: GranulgMonozytenkoloniestimulierender Faktor

HEK: humane embryonale Nierenzellen

HPRT: HypoxanthirGuanirPhosphoribosylransferase

HRP: HorseradisPeroxidase

Hsp: HitzeschockProtein

IAP: Inhibitor of Apoptosis Protein

IFN: Interferon

Ig: Immunglobulin

IL: Interleukin

IP: Interferon Inducible Protein

k/o: knockout

KC: Keratinozyten Chemokin

LIGHT: Homologous to Lymphotoxins, Inducible Expression, Binds to HVEM, a Receptor
on Tlymphocytes

LPS: Lipopolysaccharid

LT: Lymphotoxin

LT-B-R: LymphotoxinbetaRezeptor

MCA: methylcholanthreanduzierter Tumor

MCP: Macrophage Chemotactic Protein

MHC: Major Histocompatibility Complex

Mig: Monokine Induced by Interferon

MIP: Macrophage Inflammatory Protein

MRNA: MessengeRibonucleinséaure

NO: Nitric Oxide

PBS: Phosphate Buffered Saline

PCR: Polymerase Kettenreaktion

PE: Phycoerythrin

Pl: Popidiumiodid

PIG: Perforin/Interferoty doppeiknock-out

PKO: Perforin knoctout

RANTES: Regulated upon Activation, Normallycell Expressed and Secreted

RNA: Ribonukleinsaure

ROI: Reactive Oxygen Intermediates

RT-PCR: Reverse Transkriptase — Polymerase Kettenreaktion
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SSC: SideScatter

Taq: Thermus Aquaticus

Te: Effektor T-Zellen

TIL: tumorinfiltrierende Lymphozyten

TNF-R: TumornekrosefaktelRezeptor

TNF: Tumornekrosefaktor

TRADD: TNF-RI-associated Death Domain Protein
TRAF: TNFReceptor Associated Factor

TRAIL: Tumor-NecrosisFactorRelated Apoptosignducing Ligand
TVDLK: Tumorvakzin drainierende Lymphknoten
U/min: Umdrehungen pro Minute

wt: Wild-typ
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