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FRAGESTELLUNG

1 Fragestellung

In den westlichen Industrielindern steht das kolorektale Karzinom in Bezug auf
Mortalitidt und Inzidenz an dritter Stelle innerhalb der malignen Erkrankungen. Trotz
Fortschritten in den Therapiemdglichkeiten macht die geringe Uberlebensrate vor allem
in metastasierten Stadien deutlich, dass nach neuen Therapieansidtzen gesucht werden

muss.

Fortschritte in der Tumorimmunologie und Molekularbiologie haben in den letzten
Jahren ein besseres Verstdndnis fiir die komplexe Interaktion zwischen Immunsystem
und Tumorzelle ermdglicht. Auch wenn so eine wissenschaftliche Basis fiir die
Durchfiihrung  immuntherapeutischer ~ Studien geschaffen wurde, steht die
immuntherapeutische Behandlung von Tumoren dennoch an ihren Anfédngen. Das Ziel,
das alle Therapieansidtze gemeinsam verfolgen, ist die Aktivierung des Immunsystems,

um gezielt maligne Zellen zu zerstoren.

Effektoren der gegen den Tumor gerichteten Immunantwort sind vor allem die
T-Lymphozyten, die iliber ihren T-Zell-Rezeptor spezifisch Antigene erkennen und
durch verschiedene Mechanismen zu einer Zerstorung der Tumorzelle fiihren konnen.
Neben der Prisentation der Tumorantigene iiber MHC-Molekiile — in der Regel durch
professionelle Antigen-prasentierende Zellen — ist auch die Vermittlung eines
kostimulatorischen — Signals essenziell fiir eine effiziente Aktivierung der
T-Lymphozyten. Die B7-Familie mit dem derzeit am Besten charakterisierten Mitglied
B7-1 und auch die Liganden der Tumor-Nekrose-Faktor-Familie mit 4-1BB-Ligand als
Vertreter sind in der Lage als kostimulatorische Oberfldchenmolekiile ein starkes Signal
fiir die T-Zell-Aktivierung zu vermitteln. Physiologisch werden sie hauptséchlich von

Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert.

In verschiedenen Tumormodellen konnte ein Gentransfer dieser kostimulatorischen
Molekiile in Tumorzellen eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort auslosen. Es
gibt Hinweise darauf, dass die kostimulatorischen Molekiile ihre Wirkung gegenseitig
potenzieren bzw. verstirken konnen, so dass durch Ko-Expression mehrerer
kostimulatorischer Molekiile auf den Tumorzellen - speziell von B7-1 und
4-1BB-Ligand - gegebenenfalls eine effizientere Induktion einer spezifischen T-Zell-

Antwort erreicht werden kann.
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Zytokine, die entweder von den Tumorzellen selbst oder von den sie umgebenden
Zellen ausgeschiittet werden, bestimmen wesentlich die Art und Weise, in der das
Immunsystem reagiert. Fiir Interleukin-12 und Interleukin-18 alleine und in
Kombination sind Antitumor-Effekte beschrieben worden. Auch die Kombination von
Zytokinen mit kostimulatorischen Molekiilen fiihrte in murinen Tumormodellen zu

einer effizienten Immunantwort.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss einer Kombination von Interleukin-12 mit
Interleukin-18 auf die T-Zell-Aktivierung durch zundchst B7-1-transfizierte, humane,
kolorektale Karzinomzellen untersucht werden. Im zweiten Teil sollte ein
Expressionsvektor fiir 4-1BB-Ligand und neue Expressionsvektoren fiir B7-1 und B7-2
konstruiert werden, um Kolonkarzinomzellen mit mehreren kostimulatorischen
Oberflaichenmolekiilen gleichzeitig transfizieren zu kdnnen. Damit soll ein Beitrag zur
Optimierung von allogenen Tumorvakzinen in der Therapie des kolorektalen Karzinoms

geleistet werden.
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2 Hintergrund

2.1 Kolorektale Karzinome

Sowohl bei den Krebsneuerkrankungen als auch bei den Krebssterbefillen stehen
kolorektale Karzinome bei Frauen und Minnern in Deutschland an zweiter Stelle. Fiir
das Jahr 2000 wird die Zahl der Neuerkrankungen bei Ménnern auf 32.602, bei Frauen
auf 34.175, die Zahl der Todesfille auf insgesamt 28.987 geschitzt. Das entspricht einer
Inzidenz von 81,3 bei Mannern und 81,2 bei Frauen bzw. einer Mortalitdt von 34,0
bei Miénnern und 36,4 bei Frauen je 100.000 Einwohner, angegeben in
altersstandardisierten Werten. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt fiir Minner
inzwischen bei 52 % wund fir Frauen bei 55 % [Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland. Saarbriicken, 2004]. Bei
fortgeschrittenem Tumorstadium sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf bis zu 7%
[ Tumorzentrum-Miinchen 1998]. Vergleichbare Zahlen kommen aus den USA, wo bei
den fiir das Jahr 2005 geschitzten 1.372.910 malignen Neuerkrankungen kolorektale
Karzinome bei Ménnern und Frauen an dritter Stelle stehen und dartiber hinaus sowohl
fiir Ménner und als auch fiir Frauen die dritthdufigste Krebstodesursache sind (Jemal A
et al. 2005; Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) program of the
National Cancer Institute (NCI)).

Die geschitzten Erkrankungsraten von Ménnern und Frauen zeigen in Deutschland nach
dem zunehmenden Trend der letzten Jahrzehnte eine relative Stabilisierung auf hohem
Niveau. Im Vergleich mit den Erkrankungsraten anderer EU-Lénder steht die Inzidenz
in Deutschland jedoch sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen an erster Stelle in
Europa [Arbeitsgemeinschaft Bevdlkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland.

Saarbriicken, 2004].

Als Risikofaktoren gelten neben genetischen Verdnderungen und familidren
Erkrankungen wie z.B. die autosomal-dominant vererbte, familidire adenomatdse
Polyposis (FAP) oder das Lynch-Syndrom (hereditary non-polyposis colorectal cancer,
HNPCC) auch bestimmte Vorerkrankungen wie die Colitis ulcerosa. Zu den
beeinflussbaren Risikofaktoren gehoren der Konsum von Alkohol und Tabak

(Giovannucci und Martinez 1996, Giovannucci et al. 1995) sowie der Genuss von
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Lebensmitteln mit einem hohen Gehalt an chemischen Karzinogenen (Radikalbildnern).
Umstritten ist die Bedeutung des Anteils von Fleisch und Fett sowie von Faserstoffen

und Folsdure in der Nahrung.

Zu den klassischen stadienabhidngigen Behandlungsansidtzen gehort die operative
Therapie, unterstiitzt durch neoadjuvante Therapien in Form von préoperativer
Kurzzeitbestrahlung oder Radiochemotherapie sowie adjuvante Chemo- und
Radiochemotherapie. Zur Palliativbehandlung stehen chirurgische, endoskopische,
strahlentherapeutische, chemotherapeutische, medikamentose und interventionelle
radiologische MaBnahmen zur Verfiigung. Der Einsatz erfolgt individuell abhdngig von
der vorliegenden Situation (Interdisziplindre S3-Leitlinie, Deutsche Krebsgesellschaft

e.V., Junginger und Lorenz 2004).

2.2 Immunologische Effektormechanismen gegen Tumoren

Die zur Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms angefiihrten Zahlen unterstreichen,
dass zu den klassischen Therapieoptionen, Resektion, Radiatio und Chemo- bzw.
Radiochemotherapie, nach weiteren Therapieansdtzen gesucht werden muss. Bereits vor
100 Jahren wurde der Gedanke einer gezielten Aktivierung des Immunsystems zur
effektiven Bekdmpfung maligner Erkrankungen von Coley geduflert und in ersten
Versuchen bei Patienten bestitigt (Coley 1909). Ausgehend von diesen ersten
wissenschaftlich-theoretischen Ansédtzen zur Tumorimmunologie hat eine intensive
Forschung in den letzten Jahrzehnten dazu beigetragen, immunologische
Zusammenhdnge aufzukldaren. Neue Erkenntnisse in der Tumorbiologie und die
Entwicklung von Methoden, mit denen Tumorzellen und Komponenten des
Immunsystems  modifiziert ~werden konnen, haben das Interesse an

immuntherapeutischen Ansétzen verstérkt.

Bei der Erkennung und Abtétung von Tumorzellen spielt die adaptive bzw. spezifische
Immunantwort eine wichtige Rolle. Tumorzellen exprimieren zelleigene Proteine, die
auch tumorassoziierte Antigene, TumorabstofSungsantigene oder Tumorantigene (TAA)
genannt werden und tiber die sie eine Aktivierung des Immunsystems auslosen konnen

(Boon und Old 1997, Boon et al. 1994). Der Begriff der ,Immuniiberwachung*
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maligner Tumoren durch das Immunsystem wurde bereits 1970 geprdgt. Schon damals
wurde spekuliert, dass diese ,,Jmmuniiberwachung® die Funktion von Lymphozyten ist
(Burnet 1970). Im Gewebe unterschiedlicher Tumorentititen konnten nach
histologischer ~ Aufbereitung Lymphozyten nachgewiesen werden, die als
Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) bezeichnet wurden (Kawakami et al. 2000,
Itho et al. 1988, Belldegrun et al. 1988). Inzwischen konnten bei unterschiedlichen
Tumoren auch im peripheren Blut zirkulierende TAA-spezifische T-Zellen

nachgewiesen werden (Karanikas et al. 2001, Letsch et al. 2000, Lee et al. 1999).

APC T-Zelle

ICAM-1 0000000— LFA-1
Adhiision
LFA-3 e " D2

co=—ap@®— CD4/CDS8

MHC I/ %%I TZR Antigen-Erkennung

MHC 11
Antigen

O} >+ CD28
B7-1/B7-2 B7-Familie
—0a

»—> - CTLA-4
+ + Kostimulation
CD27-L O) > + CD27
CD40 u} » + CD40-L TNF-Familie
4-1BB-L »> »+ 4-1BB

Abbildung 2.1 Fiir die T-Zell-Aktivierung notwendige Interaktionen zwischen Antigen-
prasentierender Zelle (APC) und T-Zelle. [ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; LFA-1,
LFA-3, lymphocyte function-associated antigen-1 bzw. -3; CD, cluster of differentiation; MHC,
major histocompatibility complex; TZR, T-Zell-Rezeptor, CTLA-4, cytotoxic T lymphocyte
antigen-4; CD27-L, Ligand von CD27; CD40-L, Ligand von CD40; 4-1BB-L, Ligand von
4-1BB; TNF, Tumor-Nekrose-Faktor.]
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Bei der Entstehung tumorspezifischer Immunreaktionen haben vor allem
T-Lymphozyten (T-Zellen) eine zentrale Bedeutung (Fuji et al. 1996). Das Erkennen
von antigenen Strukturen durch die T-Zellen beruht auf direktem Kontakt zwischen
T-Zelle und Antigen-priasentierender Zelle (APC), der iiber T-Zell-Rezeptor, MHC-
Molekiil und Peptid-Antigen vermittelt wird.

Zur Erkennung fremder Antigene besitzen T-Zellen einen T-Zell-Rezeptor (TZR) auf
ihrer Zelloberfldche. Die T-Zell-Rezeptoren jeder T-Zelle unterscheiden sich, da durch
genetische Rekombination verschiedener Elemente auf DNA-Ebene eine Vielfalt von
ca. 10" verschiedenen Molekiilen gebildet werden kann. MHC steht fir major
histocompatibility complex und bezeichnet eigentlich einen Genlokus auf dem kurzen
Arm von Chromosom 6, der urspriinglich im Zusammenhang mit Transplantations-
abstofungen entdeckt wurde. In diesem Genlokus werden zwei Oberflichenmolekiile
kodiert, MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-1I-Molekiile, deren Hauptaufgabe die
Antigen-Prisentation, d.h. das Vorzeigen von Antigenen in Form von Peptiden auf der
Zelloberfliche ist. MHC-Klasse-I-Molekiile werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert und binden im klassischen Modell der Antigen-Pridsentation bevorzugt
Peptide endogener Proteine (Pamer und Cresswell 1998). Die MHC-Klasse-11-Molekiile
sind lediglich auf APCs, aktivierten T-Zellen und Epithelzellen des Thymus zu finden,
konnen aber auch bei einigen anderen Zellen durch Interferon-y (IFN-y) induziert
werden (Klein and Sato 2000). Im klassischen Modell der Antigen-Préasentation binden
sie vor allem Peptide exogener Proteine (Watts 1997). T-Zellen erkennen kdrpereigene
MHC-Molekiile iiber ihren TZR, sind aber tolerant gegeniiber auf MHC-Molekiilen
prasentierten  Selbstpeptiden (Selbsttoleranz). Anhand der CD (cluster of
differentiation)-Oberflichenmolekiile werden T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen

unterschieden.

Die T-Helferzellen werden durch das Oberflichenmolekiil CD4 charakterisiert. Binden
CD4"-T-Zellen mit ihren Rezeptoren an fremde bzw. antigene Peptide, die {iber MHC-
Molekiile der Klasse II priasentiert werden, regen sie dadurch B-Zellen zu stirkerer
Teilung, Differenzierung und Antikorperproduktion und Makrophagen zu gesteigerter
Aktivitdt an. T-Helferzellen selbst reagieren auf den Kontakt mit fremdem Antigen mit

starker Zellteilung und Produktion von Zytokinen.
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Die zytotoxischen T-Zellen, charakterisiert durch das Oberflichenmolekiil CD8, binden
an Komplexe aus fremden Peptiden und MHC-Molekiilen der Klasse I und reagieren

ebenfalls mit starker Teilung und der Produktion von Zytokinen.

Naive Th-Zelle ThP — (L2

kurzfristige Stimulation @
IFN-Gamma
IL-2
1L-5
1L-10
langerfristige Stimulation IL-12 J xj IL-4
Th1-Zelle Thi :9 Th2 Th2-Zelle
1) Q IL-10 IL-2
[FN-Gamma — IL-4
IL-5
zelluldre Immunitat humorale Immunitat
T-Zellen B-Zellen
Makrophagen Mastzellen

Abbildung 2.2 Differenzierung der CD4'-T-Helferzellen in Thl- und Th2-Zellen.
[Th, T-Helferzelle; IL, Interleukin; IFN, Interferon]
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Bei Makrophagen und dendritischen Zellen kann es auch zu einer Présentation
aufgenommener Proteine oder Peptide tiber MHC-Klasse-I-Molekiile kommen. Die
Aktivierung von T-Zellen iiber diesen Weg bezeichnet man als cross-priming. Zu den
CD4'-T-Zellen gehoren sowohl Thl- als auch Th2-Zellen, die sich in ihrem
Zytokinprofil unterscheiden. Th1-Zellen produzieren vor allem IFN-y und induzieren
bevorzugt zelluldre Immunitit. Sie aktivieren vor allem Makrophagen, die Antigene auf
den MHC-Klasse-II-Molekiilen prasentieren. Th2-Zellen dagegen zeichnen sich
hauptsédchlich durch Produktion von Interleukin-4 (IL-4) und IL-5 aus und bevorzugen

die Aktivierung der humoralen Immunitét.

Bei der Aktivierung von T-Zellen (Abbildung 2.1) wird zundchst {ber
Adhidsionsmolekiile und deren Rezeptoren ein erster Kontakt zwischen APC und
T-Zelle hergestellt. Diese Zell-zu-Zell-Interaktion wird vor allem iiber Integrine
gesteuert, den intercellular adhesion molecules (ICAM) und den lymphocyte function-
associated antigens (LFA). Auf Seite der APCs gehoren dazu die Adhdsionsmolekiile
LFA-3 und ICAM-1 und auf Seiten der T-Zellen CD2 und LFA-1 (Creusot et al. 2002,
Davis 2002, Dustin und Colman 2002, Faroudi et al. 2002, Lee et al. 2002).

Durch die anschliefende Bindung eines MHC-Molekiils mit einem fremden Peptid wird
iiber den T-Zell-Rezeptor zwar ein erstes Signal in einer ruhenden, naiven T-Zelle
ausgeldst. Dieses Signal reicht zu einer funktionellen Aktivierung der T-Zelle jedoch
nicht aus. Bereits 1970 formulierten Bretscher und Cohn die Hypothese, dass zwei
synergistische Signale zur Aktivierung von T-Zellen erforderlich seien. Signal ,,Eins*
stellt die spezifische Antigenerkennung iiber den T-Zell-Rezeptor dar, Signal ,,Zwei*
beinhaltet  eine  unspezifische,  zusdtzliche  Aktivierung durch  weitere

Oberflachenmolekiile.

Inzwischen sind verschiedene kostimulatorische Oberflichenmolekiile identifiziert
worden, darunter vor allem die Molekiile der B7-Familie und Liganden der Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor Familie, die alle mit den entsprechenden Rezeptoren
auf den T-Zellen kostimulatorische Signale vermitteln kénnen (Carreno und Collins

2002, Alegre et al. 2001, Watts und DeBenedette 1999, Bluestone 1995).
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Abbildung 2.3 Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen (CTL). Aufnahme, Prozessierung und
Prisentation von Antigenen durch professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APC) sowie
Kostimulation durch verschiedene Oberflachenmolekiile (hier Interaktion von B7-1 bzw. B7-2
mit CD28 dargestellt) aktiviert Th1-Zellen und induziert Sekretion der Zytokine Interleukin-2
(IL-2) und Interferon-y (IFN-Gamma). Reifung der CTL durch Antigenerkennung und
Zytokineinfluss fiihrt letztendlich zur Abwehrreaktion gegeniiber den Tumorzellen, die durch
Lyse und Induktion von Apoptose eliminiert werden konnen. Fehlt die Expression von
kostimulatorischen Oberflichenmolekiilen kann es zur Anergie bzw. spezifischen Toleranz
gegeniiber dem Antigen kommen.

Aktivierte T-Zellen beginnen mit einer starken Sekretion verschiedener Zytokine wie
z.B. Interferon-y, das die Antigenprésentation der APC erhohen kann, und Interleukin-2,
das eine zusitzliche T-Zell-Aktivierung und T-Zell-Proliferation vermitteln kann. Durch
diese Proliferation entstehen unter anderem viele lytisch aktive T-Zellen, die Tumor-

oder virusinfizierte Zellen auch ohne Kostimulation abtoten konnen, da fiir diese

9
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Abtotung eine Bindung iiber den T-Zellrezeptor ausreicht (Seki et al. 2002, Krammer
2000). Sie eliminieren als fremd erkannte Zellen durch osmotische Lyse mittels
Perforine, die Locher in der Zellmembran hervorrufen, durch Granozyme, die als
Proteasen intrazelluldr agieren und Apoptose bewirken, und durch Fas-Ligand
(CD95L), der an den Fas-Rezeptor (CD95) der Zielzelle bindet und ebenfalls zur
Apoptose fiihrt (Seki et al. 2002, Krammer 2000).

Binden ruhende, naive T-Zellen iiber ithren TZR an APCs, die keine kostimulatorischen
Molekiile exprimieren, so werden diese T-Zellen nicht aktiviert, d.h. eine Antigen
gerichtete Abwehrreaktion bleibt durch Induktion von Anergie (Gimmi et al. 1993;
Schwartz 1992) oder spezifischer Toleranz (Chamberlain et al. 1996, Boussiotis et al.
1994) aus.

2.3 Kostimulation der T-Zell-Aktivierung

2.3.1 Das kostimulatorische Molekiil B7-1

Das erste Oberflichenmolekiil, das als Rezeptor fiir kostimulatorische Signale auf den
T-Zellen beschrieben wurde, war CD28 (June et al. 1990). Es kann durch eine
Interaktion mit Molekiilen der B7-Familie nach heutigem Wissensstand das stérkste
kostimulatorische Signal vermitteln. Von der inzwischen gewachsenen Zahl der
Liganden des CD28-Rezeptors (Carreno und Collins 2002, Coyle und Gutierrez-Ramos
2001) sind die kostimulatorischen Proteine B7-1 und B7-2 die bis jetzt am Besten
untersuchten (Lenschow et al. 1996, Bluestone 1995, Robey und Allison 1995, Allison
1994).

Die T-Zell-Kostimulation durch die Molekiile der B7-Proteinfamilie beinhaltet positiv
stimulatorische Eigenschaften, die liber eine Bindung eines B7-Molekiils (z.B. B7-1
oder B7-2) an den CD28-Rezeptor vermittelt werden, sowie negativ regulatorische
Eigenschaften, die durch die Bindung der beiden B7-Molekiile an den CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte antigen-4)-Rezeptor vermittelt werden (Davis et al. 2003, Egen
und Allison 2002, Egen et al. 2002, Greenwald et al. 2002, Howard et al. 1991). B7-1

und B7-2 besitzen zwei extrazellulire Immunglobulindoménen (Ig-Doménen), einen
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Transmembranbereich und eine kurze zytoplasmatische Domédne (Azuma et al. 1993,
Freeman et al. 1993b, Freeman et al. 1989). Ein Vergleich der Aminoséduresequenzen

der beiden ergibt eine Ubereinstimmung von 25 %.

Das Molekulargewicht von B7-1 wird mit 55 kDa und das von B7-2 mit 70 kDa
(Freeman et al. 1993a) angegeben. Der Genlokus von B7-1 und B7-2 erstreckt sich von
3q13.3 bis 3921 (Selvakumar et al. 1992). Beide werden vor allem von den
professionellen APCs, zu denen Dendritische Zellen, Langerhanszellen, Makrophagen
und aktivierte Monozyten gehoren, exprimiert (Inaba et al.1994, Razi-Wolf et al. 1992,
Freeman et al. 1989). Eine funktionelle Expression auf aktivierten T-Zellen konnte

ebenfalls nachgewiesen werden (Prabhu Das et al. 1995, Azuma et al. 1993b).

CD28 und CTLA-4 sind charakterisiert durch eine extrazelluldre Ig-Doméne, einen
Transmembranbereich und zytoplasmatische Domédnen mit verschiedenen Motiven,
iiber die Signale vermittelt werden konnen (Schwartz et al. 2002). Die beiden B7-
Molekiile haben trotz gleicher Bindestelle fiir CD28 und CTLA-4 unterschiedliche
Eigenschaften. B7-2 ist auf professionellen Antigen-prisentierenden Zellen in geringen
Mengen konstitutiv exprimiert und wird nach T-Zell-Bindung hochreguliert, wéhrend
B7-1, dass eine hohere Affinitdt fiir CD28 und CTLA-4 besitzt, erst spiter auf der
Zelloberfliche exprimiert wird (Sharpe und Freeman 2002).

B7-1 und B7-2 sind gleich effektiv bei der Induktion einer T-Zell-Aktivierung
(Rudy et al. 1997), aber sie aktivieren unterschiedliche Subpopulationen von T-Zellen
(Freeman et al. 1995). Die Aktivierung von CD28 16st eine Kaskade von Reaktionen aus.
B7-1 und B7-2 stimulieren gleichermallen die Produktion von IL-2 and IFN-y wie auch
die Expression des IL-2-Rezeptors. Es kommt zu einer vermehrten Synthese von Tumor-
Nekrose-Faktor-o (TNF-a) und granulocyte macrophage-colony stimulating factor
(GM-CSF) (Thompson et al. 1989), CD40-Ligand und CTLA-4 mRNA werden
aufreguliert (Lindsten et al. 1993). Die Produktion von IL-4 wird durch B7-2 stérker
angeregt (Freeman et al. 1995). CD28 wird konstitutiv auf 95 % der CD4 - und auf 50 %
der CD8"-T-Zellen exprimiert. Auch Natiirliche Killerzellen (NK) exprimieren CD28 und
lassen sich durch B7-1 zur Proliferation und Synthese von Zytokinen stimulieren

(Schlienger et al. 1998).
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Auf naiven T-Zellen wird CD28 konstitutiv stark exprimiert, wihrend die konstitutive
CTLA-4-Oberflachenexpression bei naiven T-Zellen nur sehr gering ist und durch eine
T-Zell-Aktivierung hochreguliert wird. CTLA-4 hat eine hohere Affinitét fiir die beiden
B7-Molekiile als CD28 und sorgt so nach einer Stimulierung und Aktivierung durch
einen negativen feedback Mechanismus dafiir, dass die T-Zellaktivierung wieder
reduziert wird (Gribben et al. 1995, Tivol et al. 1995, Waterhouse et al. 1995, Walunas
et al. 1994).

2.3.2  Das kostimulatorische Molekiil 4-1BB-Ligand

Bestimmte Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) - Liganden Familie, zu der
TNF-a, Lymphotoxin-a, Lymphotoxin-B, CD27-Ligand, CD30-Ligand, CD40-Ligand
und der FAS-Ligand z&hlen (Bazzoni und Beutler 1996), konnen eine kostimulatorische
Wirkung bei der T-Zell-Aktivierung vermitteln (Hintzen et al. 1995). Das Protein
4-1BB (CDI137) ist ein induzierbares T-Zell-Antigen und ein Mitglied der
TNF-Rezeptor-Familie. Zundchst wurde murines 4-1BB kloniert (Kwon et al. 1994)
und der zugehorige Ligand charakterisiert (Goodwin et al. 1993). Homologe Proteine
konnten auch im humanen System identifiziert werden (Zhou et al. 1995, Alderson et al.

1994).

Das humane CD137, ein Typ-I Transmembranprotein, besteht aus 255 Aminosduren,
wobei die Aminosduresequenz zu 60 % identisch ist mit dem homologen, murinen
Protein (Vinay und Kwon 1998). Das Molekulargewicht betrédgt fiir das humane Protein
35 kDa. Das Gen fiir CD137 befindet sich auf Chromosom 1p36 in der Nachbarschaft
mehrerer Gene, die flir andere Mitglieder der TNF-Rezeptorfamilie kodieren.
Mutationen in diesem Bereich stehen in Zusammenhang mit mehreren malignen
Erkrankungen (Schwarz et al. 1997). Humanes CD137 wird aktivierungsabhéngig von
verschiedenen Zellen des Immunsystems exprimiert, vor allem aber auf aktivierten

CD4"- und CD8"-T-Zellen (Vinay und Kwon 1998).

Bei dem Liganden fiir das humane CDI137 handelt es sich um ein Typ-II
Transmembranprotein, welches Homologien zu Mitgliedern der TNF-Familie aufweist.

Das Gen fiir den humanen Liganden liegt auf Chromosom 19p3.3 (Alderson et al. 1994,
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Goodwin et al. 1993). Die Expression von humanem CDI37-Ligand konnte in
aktivierten T-Zellen, in der monozytiren Zellinie THP-1 und in der Zellinie MO-7E
sowie in der EBV-transformierten B-Zellinie MP-1 gezeigt werden (Alderson et al.
1994). Vor allem ist 4-1BB-L-Expression auf aktivierten APCs, darunter auch IFN-y-
aktivierte Makrophagen, aktivierte B-Zellen und Dendritische Zellen, zu finden
(DeBenedette et al. 1997, Pollok et al. 1994, Goodwin et al. 1993). Auch konnte die
mRNA fiir den Liganden in ruhenden, primidren B-Zellen detektiert werden (Pauly
2000). Salih et al. (2000) schlieBlich konnten konstitutive Expression des CD137-
Liganden sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene in verschiedenen

Karzinomzellinien und in primaren Tumorzellen zeigen.

Funktionelle Untersuchungen ergaben, dass iiber eine Interaktion von 4-1BB-Ligand
und 4-1BB ein starkes Signal fiir die T-Zell-Proliferation vermittelt wird. So kann durch
Vernetzung von CDI137 iiber monoklonale Antikorper die anti-CD3-induzierte
Proliferation von T-Zellen gesteigert werden (Vinay und Kwon 1998, Schwarz et al.
1996, Alderson et al. 1994, Pollok et al. 1993). In dhnlicher Weise wird durch 4-1BB-
Ligand die Proliferation von T-Lymphozyten, welche mit einer suboptimalen
Konzentration an Phytohdmagglutinin (PHA) aktiviert wurden, verstirkt (Vinay und

Kwon 1998, Alderson et al. 1994, Goodwin et al. 1993).
Einige Experimente deuten darauf hin, dass die Induktion der T-Zell-Aktivierung dabei
unabhingig von der Interaktion zwischen B7-1 und CD28 ist (DeBenedette et al. 1997),

wihrend andere Arbeiten postulieren, dass sowohl ein kostimulatorisches Signal durch

CD28 als auch durch CD137 notwendig ist (Guinn et al. 1999, Melero et al. 1998a).

24 Einfluss von Zytokinen

2.4.1 Interleukin-12

Interleukin-12 (IL-12) wurde urspriinglich als Produkt von B-Zellinien, die mit dem

Epstein-Barr Virus infiziert waren, identifiziert. Aufgrund seiner Eigenschaft,

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) zu aktivieren, wurde es zunéchst als natural killer

13



HINTERGRUND

cell stimulatory factor (NKSF) (Kobayashi et al. 1989) bzw. als Aktivator von
zytotoxischen T-Lymphozyten als cytotoxic lymphocyte maturation factor (CLMF)
(Gately et al. 1986) benannt. Das Zytokin, das spéter in IL-12 unbenannt wurde, besteht
aus zwei glykolisierten Untereinheiten, die entsprechend ihres Molekulargewichtes als
p40 (Molekulargewicht 40 kDa) und p35 (Molekulargewicht 35 kDa) bezeichnet
werden (Podlaski et al. 1992, Gubler et al. 1991, Stern et al. 1990). Die beiden
Untereinheiten werden im endoplasmatischen Retikulum der Zelle {iiber eine

Disulfidbriicke kovalent verbunden (Murphy et al. 2000).
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Abbildung 2.4 Aktivierung (Doppelpfeil) von Antigen-prasentierenden und phagozytierenden
Zellen fiihrt zur Produktion von Interleukin-12 (IL-12), das als pleiotropes Zytokin Effekte auf
eine Vielzahl von verschiedenen Zellen ausiibt. [DC, Dendritische Zelle; MNC, Mononukleére
Zellen; CTL, Cytotoxischer T-Lymphozyt, NK Zellen, Natiirliche Killerzellen; NKT Zellen,
Natiirliche Killer T Zellen, ThO-Zelle, undifferenzierte T-Helferzelle; Th1-Zelle, T-Helferzelle
Typl, IFN-Gamma, Interferon-Gamma].
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IL-12 stellt ein bedeutendes Zytokin in der zelluliren Immunitidt dar (Gately et al.
1998). Es wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten (Germann
und Rude 1995), Dendritischen Zellen und Mastzellen (Ma et al. 1997) freigesetzt.
IL-12 bindet vor allem auf NK-Zellen und T-Lymphozyten an den IL-12-Rezeptor
(Chizzonte et al. 1992) und induziert bei beiden Zelltypen die Produktion von IFN-y
(Tripp et al. 1993, Chan et al. 1991). Auch bei APCs, von denen es produziert wird,
fithrt IL-12 zur Induktion der IFN-y-Synthese (Frucht et al. 2001).

IL-12 steigert die zytotoxische Aktivitdit von NK-Zellen (Trinchieri und Gerosa 1996)
und unterstiitzt die Differenzierung von CD4'-T-Lymphozyten in Thl-Zellen
(Trinchieri 1994, Hisieh et al. 1993). Weiterhin zeigt IL-12 direkt stimulierende und
indirekt hemmende Effekte auf hamatopoetische Vorlduferzellen (Jacobsen 1995,
Bellone und Trinchieri 1994). Neben der IFN-y-Synthese kann es aber auch in geringem
Ausmal} die Synthese von GM-CSF und IL-10 in Thl-Lymphozyten und NK-Zellen
induzieren (Gerosa et al. 1996, Wysocka et al. 1995). Zusammengefasst ist IL-12 ein

wichtiger Faktor der Immunantwort vom Typ Thl.

IL-12 spielt auch bei der Tumorabwehr eine wichtige Rolle. In murinen Tumormodellen
fiihrt die systemische Gabe von IL-12 zu einem T-Zell-vermittelten Antitumor-Effekt
mit einer Reduktion der Tumormasse und zur Ausbildung eines immunologischen
Gedichtnisses gegeniiber den Tumorzellen (Hunter et al. 1997, Mu et al. 1995, Zou et
al. 1995, Nastala et al. 1994).

Auch der gentherapeutische Einsatz von IL-12 zeigt in murinen Tumormodellen
therapeutisches Potential (Chen et al. 1997, Tahara et al. 1995). Bei der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) ist IL-12 alleine oder in Kombination mit IL-2 in der
Lage in vitro eine Lyse der AML-Blasten herbeizufiihren (Stine et al 1998, Vitale et al
1998). Im murinen AML-Tumormodell hat die IL-12-Transfektion der AML-Zellen
einen deutlichen therapeutischen Effekt und fiihrt zu einer langfristigen Immunitat. Bei
murinen Kolonkarzinommodellen konnte ebenfalls ein Antitumor-Effekt fiir IL-12
nachgewiesen werden (Tamura et al. 2001, Mendiratta et al. 2000, Mendiratta. et al.

1999).
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Aufgrund der ermutigenden Ergebnisse von in vitro Experimenten und in vivo
Versuchen in murinen Tumormodellen (Lucas und Heller 2003, Shi et al. 2002) sind
inzwischen vor allem beim Malignen Melanom und beim Nierenzellkarzinom auch
Ergebnisse von klinischen Studien (Heinzerling et al. 2005, Alatrash et al. 2004, Motzer
et al. 2001, Motzer et al. 1998) veroffentlicht worden. Eine Einschrankung erfahrt die
potentielle therapeutische Anwendung von IL-12 durch die Toxizitét, die vor allem bei

systemischer Applikation limitierend ist (Coughlin et al. 1997, Car et al. 1995).

Es gibt wohl entsprechend der biologischen Aktivitit von IL-12 zwei Arten der
Immunantwort, die durch IL-12 vermittelt werden konnen. Bei der ersten stehen NK-
Zellen bzw. NKT-Zellen im Vordergrund. Diese Immunantwort spielt vor allem bei
nicht-soliden Tumormodellen eine Rolle und ist unabhingig von konventionellen
T-Zellen (Shin et al. 2001, Cui et al. 1997, Takeda et al. 1996). Die zweite
Immunantwort wird hingegen vor allem durch antigenspezifische T-Zellen vermittelt
und steht bei soliden Tumormodellen im Vordergrund (Le et al. 2001). Fiir den
Antitumor-Effekt von IL-12 ist die Induktion der INF-y-Synthese zwar notwendig
(Yu et al. 1996, Brunda et al. 1995, Nastala et al. 1994), aber IFN-y alleine ist nicht
ausreichend, um den Effekt von IL-12 zu erkldren. Vielmehr spielt die durch IL-12
ausgeloste Thl-Antwort iiber eine IFN-y-vermittelte Aktivierung von korpereigenen
Abwehrzellen eine zentrale Rolle bei der AbstoBung von Tumoren (Segal et al. 2002,

Tsung et al. 1997).

2.4.2 Interleukin-18

Neben Interleukin-12 ist mittlerweile ein weiteres Zytokin bekannt geworden, das
wesentlichen Einfluss auf die Induktion der Interferon-y-Synthese hat. Es wurde
erstmalig 1989 als interferon gamma inducing factor (IGIF) beschrieben (Nakamura et
al. 1989) und 1995 das Gen von Okamura et al. kloniert. Im Verlauf wurde es in
Interleukin-18 (IL-18) umbenannt. Aufgrund der primdren und dreidimensionalen
Struktur, des entsprechenden Rezeptors, der Signaltransduktion und der biologischen
Effekte wird IL-18 zu der IL-1-Familie gerechnet, wobei besondere Ahnlichkeiten mit
dem Zytokin IL-1pB bestehen. Wie IL-1p wird auch IL-18 als inaktive Vorstufe
synthetisiert und durch IL-1f converting enzyme (ICE), auch Caspase-1 genannt, zum
aktiven 18 kDa schweren IL-18 umgesetzt (Dinarello 1999).
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Das humane Gen fiir IL-18 liegt auf Chromosom 11g22 und kodiert fiir die Proform des
Proteins, die aus 193 Aminosduren besteht und ein Molekulargewicht von 24 kDa hat
(Nolan et al. 1998, Ushio et al. 1996). Der Rezeptor fiir IL-18 besteht aus einem
heterodimerischen Komplex mit einer Bindungskette (IL18Ra) (Torigoe et al. 1997,
Parnet et al. 1996) und einer Signalkette (IL18RP) (Born et al. 1998, Greenfelder et al.
1995), die beide aus der IL-1-Rezeptor-Familie stammen. Bei der Signaltransduktion
spielt die Aktivierung der IL-I receptor activating kinase (IRAK) und des nuclear
factor kB (NFkB) eine wichtige Rolle, die eine Kaskade von Reaktionen auslésen

(Robinson et al. 1997).

Die Produktion von IL-18 erfolgt vor allem aus dendritischen Zellen (Stoll et al. 1998),
aktivierten Makrophagen (Okamura et al. 1995) und Kupffer-Zellen (Matsui et al.
1997). Zwischen IL-18 und IL-12 bestehen funktionelle Ahnlichkeiten hinsichtlich der
Differenzierung von naiven Th-Zellen zu Thl-Zellen und der Induktion der IFN-y-
Synthese, fiir die ein synergistischer Effekt von IL-18 und IL-12 beschrieben wird
(Okamura et al. 1995). Neben Th1-Zellen (Micallef et al. 1996) konnte auch aus CD8"-
T-Zellen (Tomura et al. 1998a), NK-Zellen (Tomura et al. 1998b), B-Zellen (Y oshimoto
et al. 1997) und Makrophagen (Munder et al. 1998) IFN-y-Sekretion nachgewiesen

werden, nachdem sie mit IL-12 und IL-18 stimuliert wurden.

Weiterhin ist IL-18 ein wichtiger Kofaktor bei der Verstirkung von Zytotoxizitdt und
Proliferation von natiirlichen Killerzellen. Sowohl die Perforin- als auch die Fas-
vermittelte Zytotoxizitit der NK-Zellen wird durch IL-18 gesteigert (Hyodo et al. 1999,
Takeda et al. 1998, Tsutsui et al. 1996). IL-18 erhoht die Zytotoxizitdt von
CDS8'-T-Zellen (Okamoto et al. 1999). Hierbei fillt auf, dass CD8'-T-Zellen nach
gleichzeitiger Stimulation des T-Zell-Rezeptors und des kostimulatorisch wirkenden
Rezeptors CD28 mit entsprechenden Antikorpern und anschlieBender IL-12 Zugabe
eine starke Expressionserhohung des IL-18-Rezeptors zeigten (Tomura et al. 1998a).
Diese Befunde legen eine Beteiligung von Interleukin-18 an der Aktivierung von

CDS8"-T-Zellen nahe.

Als proinflammatorisches Zytokin fiihrt IL-18 zur Freisetzung von Prostaglandinen,
proinflammatorischen Zytokinen, Stickstoffmonoxid und Chemokinen (Puren et al.

1998a, Puren et al. 1998b). IL-18 trdgt zur Immunabwehr von Infektionen mit
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verschiedenen Pathogenen bei (Fujioka et al. 1999, Bohn et al. 1998, Kawakami et al.
1997). Fiir eine Reihe von Autoimmunerkrankungen und chronisch entziindlichen
Erkrankungen wie insulinabhéngiger Diabetes mellitus, rheumatoide Arthritis und
Morbus Crohn wird mittlerweile ein Einfluss von IL-18 diskutiert (Monteleone et al.

1999, Olee et al. 1999, Rothe et al. 1997).

Welche Rolle spielt IL-18 in der Tumorimmunologie? Zum einen gibt es Hinweise fiir
eine endogene IL-18-Produktion durch Tumorzellen, wie das bereits fiir humane
Prostatakarzinomzellen (Lebel-Binay et al. 2003), murine Melanomzellen (Cho et al
2000) und Plattenepithelkarzinomzellen (Martone et al. 2004) gezeigt werden konnte.
Bei den Prostatakarzinomzellen wird die IL-18-Expression als prognostisch giinstiger
Faktor bewertet, wohingegen bei den murinen Melanomzellen ein Fas-Ligand-

vermitteltes Unterlaufen der Immunantwort diskutiert wird.

Zum anderen konnte in verschiedenen murinen Tumormodellen aufgezeigt werden, dass
IL-18 {iber mehrere Mechanismen zur Tumorabwehr beitrdgt. Zu diesen gehoren die
Induktion einer Th1-Antwort mit Sekretion von Interferon-y (Heuer et al. 1999) sowie
die Aktivierung von NK-Zellen und zytotoxischen T-Zellen (Micallef et al. 1997). Ein
von IL-12 und IFN-y unabhingiger Antitumor-Effekt von IL-18 bei murinen
Melanomzellen (Osaki et al. 1998) zeigt, dass auch die Induktion der Fas-Ligand-
Expression von NK- und T-Zellen (Dao et al. 1997) und die Perforin-vermittelte
Zytotoxizitit von NK-Zellen (Dao et al. 1998) dhnlich wie bei IL-12 eine wesentliche
Rolle bei der Tumorabwehr durch IL-18 spielen (Hashimoto et al. 1999).

Synergistische Effekte von IL-12 und IL-18 im Bezug auf die IFN-y-Synthese werden
zum einen iiber die unterschiedlichen Signaltransduktionswege erklart. Wahrend 1L-18
den IFN-y-Promotor direkt iiber das activating protein I (AP-1) aktivieren kann,
benotigt IL-12 sowohl AP-I- als auch signal transducer and activator of transcription 4
(STAT4)-Aktivierung. Zum anderen fiihrt IL-12 zu einer Hochregulation der
Expression des IL-18-Rezeptors auf B-, T- und NK-Zellen (Kunikata 1998).
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Abbildung 2.5 Aktivierung (Doppelpfeil) von Antigen-prasentierenden Zellen fiihrt zur
Produktion von Interleukin-18 (IL-18). Zunichst wird die Proform (Pro-IL-18) synthetisiert, aus
der IL-1B converting enzyme (ICE), auch Caspase-1 genannt, durch Spaltung das eigentliche
IL-18 freisetzt. Als pleiotropes Zytokin iibt IL-18 Effekte auf eine Vielzahl von verschiedenen
Zellen aus. [DC, Dendritische Zelle; CTL, Cytotoxischer T-Lymphozyt, NK Zellen, Natiirliche
Killerzellen; NKT Zellen, Natiirliche Killer T Zellen, ThO-Zelle, undifferenzierte T-Helferzelle;
Th1-Zelle, T-Helferzelle Typl, IFN-Gamma, Interferon-Gamma; TNF-alpha, Tumor-Nekrose-
Faktor-a; NO, Stickstoffmonoxid; PG, Prostaglandine; IL-8, Interleukin-8].

Im Hinblick auf synergistische Effekte von IL-12 und IL-18 bei der Tumorabwehr spielt
neben der Induktion von IFN-y (Tamura et al. 2003) auch die Hochregulation von
Adhisionsmolekiilen wie [ICAM-1 auf Tumorzellen und die Erhdhung der Zytotoxizitét
von NK-Zellen (Liebau et al. 2002) eine Rolle. Im Bezug auf die Inhibition einer
Tumorangiogenese konnte im murinen Tumormodell ebenfalls ein synergistischer

Effekt von IL-12 und IL-18 nachgewiesen werden (Coughlin et al. 1998).
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2.5 Mechanismen, mit denen Tumoren die Immunantwort unterlaufen

Das Immunsystem iibernimmt in einem komplexen und differenzierten Zusammenspiel
all seiner Komponenten eine Schutzfunktion fiir den Organismus. Darunter fillt auch
die Abwehr von korpereigenen, entarteten Zellen durch frithe, nicht-adaptive
Abwehrreaktionen und durch die hier beschriebenen und bei Tumoren im Vordergrund
stehenden Effektormechanismen des adaptiven Immunsystems. Als ,.fremd* kdnnen
Tumorzellen dadurch erkannt werden, dass sie zelleigene Proteine, so genannte
tumorassoziierte Antigene bzw. Tumorantigene, exprimieren. Diese werden durch den
MHC-Klasse-I-Komplex préasentiert und von T-Zellen erkannt, d.h. in diesem Fall sind
die Tumorzellen immunogen. Prinzipiell konnte so eine effektive Immunantwort
induziert werden. Jedoch konnen maligne Zellen verschiedene Mechanismen zur
Toleranzinduktion entwickeln und sind somit in der Lage, eine Immunantwort zu

umgehen.

Toleranz ist ein Immunstatus, bei dem die Effektorzellen des Immunsystems nicht
gegen fremde Antigene oder entartete Zellen des Organismus agieren bzw. aktiviert
werden. Anergie, Dysfunktion von T-Lymphozyten, immunsuppressive Zytokine, und
Immundeviation stellen verschiedene Wege zur Toleranzinduktion durch Tumorzellen
dar. Die so genannten Tumorescapemechanismen, die hdufig Molekiile auf Tumoren
betreffen, die an der Antigenerkennung oder Aktivierung von T-Zellen beteiligt sind,

fihren indirekt ebenfalls zur Immuntoleranz.

Wie in Abschnitt 2.2 erldutert, induziert eine Aktivierung von T-Lymphozyten ohne die
Anwesenheit von kostimulierenden Molekiilen Anergie, d.h. die Immunzellen existieren
und sind auch spezifisch fiir ein Antigen, jedoch fiihren diese Zellen keine Funktion aus.
Bei einigen kolorektalen Karzinomen konnte gezeigt werden, dass APCs in der
Umgebung der Tumoren den T-Lymphozyten Tumorantigene présentieren, jedoch nur
ungeniigend kostimulierende Molekiile exprimieren und so zu Anergie von CD4'- und
CD8"-T-Lymphozyten fithren (Chaux et al. 1996). Dariiber hinaus fiihrt eine
unzureichende Kostimulation von T-Zellen zur Apoptose dieser immunkompetenten
Lymphozyten, indem nicht geniigend anti-apoptotische Molekiile heraufreguliert

werden.
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T-Zellen von Tieren sowie Patienten mit malignen Erkrankungen reagieren schlechter
auf Stimulation als T-Zellen von gesunden Kontrollgruppen. Dies betrifft sowohl
tumorinfiltrierende T-Lymphozyten wie auch T-Zellen im Blut. Es wird vermutet, dass
Tumoren "Milieufaktoren" produzieren, die lokal und auch in der Umgebung die
Struktur von Oberflachenproteinen und damit die Funktion von T-Zellen modulieren.
Diese Dysfunktion von T-Lymphozyten betrifft sowohl den T-Zell-Rezeptor als auch
intrazelluldre Signaltransduktionsmolekiile. Die Ursache solcher Dysfunktion von
Immunzellen ist nicht eindeutig geklért, jedoch deuten einige Daten darauf hin, dass der
Tumor Faktoren sezerniert oder Rezeptoren exprimiert, die bestimmte Molekiile auf
T-Zellen herunter regulieren (Fink et al. 1999). Auch fiir kolorektale Karzinome
konnten immunsuppressive Effekte aufgezeigt werden (Luo et al. 2000). Dysfunktion

ist mit Funktionsverlust von T-Zellen und somit mit Toleranz verbunden.

Der Mechanismus der Apoptose bei T-Lymphozyten wird primér durch die Interaktion
von CD95 (Fas) und CD95-Ligand (Fas-Ligand) gesteuert. Die permanente Aktivierung
von T-Zellen durch ein Antigen fiihrt zur Heraufregulation von CD95 und CD95L,
wodurch die Zellen in die Apoptose getrieben werden. Dieser Mechanismus wird als
aktivierungsinduzierter Zelltod (activation-induced cell death, AICD) bezeichnet.
Urspriinglich sollten durch diesen Mechanismus autoreaktive Immunzellen eliminiert
werden, jedoch scheint durch diesen Pathomechanismus auch der Tumor
tumorspezifische T-Zellen auszuschalten. Zudem ist fiir kolorektale Karzinome eine
Induktion der Fas-Ligand-Expression, die mit dem Auftreten von Metastasen korreliert,
beschrieben worden (Nozoe et al. 2003). Auch bei HT-29 Tumorzellen ist die
Expression von Fas-Ligand bekannt (Eberl et al. 2000).

Uber immunsuppressive Zytokine wird das Immunsystem moduliert, so dass im lokalen
Milieu eine Toleranz gegeniiber dem Tumor entsteht, der dadurch einen
Proliferationsvorteil erzielt. Interleukin-10 und transforming growth factor-f (TGF-B)
gehoren zu dieser Gruppe von Zytokinen (Chouaib et al. 1997). Durch das Zytokin
Interleukin-10 wird eine proinflammatorische Immunantwort vom Thl-Typ, die eine
TumorabstoBung induziert, unterdriickt. Des Weiteren verhindert IL-10 die Aktivierung
von Makrophagen und die Expression von kostimulierenden Molekiilen auf APCs. Die
immunsuppressive Wirkung von TGF- ist viel weitreichender als die Wirkung von

IL-10. Dieses Zytokin blockiert die Proliferation von T-Lymphozyten durch die
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Unterdriickung der Synthese von IL-2. Dariiber hinaus wird die Synthese von IL-3,
GM-CSF und von macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) gehemmt und
dadurch das Wachstum von himatopoetischen Vorlduferzellen unterdriickt. Diese
immunsuppressiven Zytokine werden auch von kolorektalen Karzinomen sezerniert, um
einer Immunantwort zu entgehen (Somasundaram et al. 2002, Kucharzik et al. 1997).
Die Induktion einer Thl oder Th2 Antwort beeinflusst die spezifische antitumorale
Immunantwort entscheidend mit. Ghosh et al. vermutete, dass eine Th2 Immunantwort
die Tumorprogression begiinstigt (Gosh et al. 1995). In einem Tumormodell der Maus
konnte gezeigt werden, dass die Induktion einer Th2 Immunantwort durch den Tumor

eine erfolgreiche TumorabstoBBung verhinderte.

Einige Mechanismen, durch die sich der Tumor einer erfolgreichen Immuniiberwachung
entzieht, basieren auf der Modulation der Expression von Molekiilen, die direkt die
Interaktion mit Immunzellen betreffen bzw. deren Aktivierung beeinflussen (Restifio et
al. 1993). Fiir verschiedene Tumorentititen, darunter auch fiir kolorektale Karzinome,
ist die Herunterregulation von MHC-Klasse-I-Molekiilen und eine herabregulierte
Expression der Transportproteine TAP-1 und TAP-2 (fransporter associated with
antigen presentation), die fiir den Transport von Peptiden in das endoplasmatische
Retikulum - einem zentralen Schritt in der Antigenpréisentation - verantwortlich sind,
beschrieben (Kaklamanis et al. 1994). Obwohl bei kolorektalen Karzinomen eine Reihe
von Tumorantigenen charakterisiert wurden (Mulder et al. 1995, Yoshida et al. 1995,
Kotera et al. 1994), konnen diese bei fehlendem MHC-I-Komplex nicht funktionell
wirksam auf der Tumorzelloberfliche prisentiert werden. Daraus resultiert eine

reduzierte Immunogenitét der Tumorzelle.

Fiir eine erfolgreiche Immuntherapie miissen die Mechanismen der Toleranzinduktion

durch den Tumor zunichst verstanden und dann Uiberwunden werden.
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2.6 Die Tumorzelle als Antigen-prisentierende Zelle

2.6.1 Tumorassoziierte Antigene beim kolorektalen Karzinom

Da T-Zellen eine zentrale Rolle bei der immunologischen Kontrolle von Tumoren
spielen, stellte vor iiber zehn Jahren die Entdeckung des ersten humanen
tumorassoziierten Antigens (TAA), dem so genannten MAGE-1, einen Durchbruch in
der Tumorimmunologie dar (van der Bruggen et al. 1991). TAAs werden {iber MHC-
Molekiile priasentiert und kénnen so vom Immunsystem erkannt werden. Wéhrend
zunédchst nur die Charakterisierung von TAAs moglich war, gegen die bereits CTLs
etabliert worden waren (Wolfel et al. 1993, van den Eynde et al. 1989), konnten in den
letzten Jahren effizientere Strategien entwickelt werden. Zu diesen gehort auch die
SEREX-Methode, bei der TAAs iiber serologische Methoden identifiziert werden
konnen (Sahin et al. 1997). Bei den TAAs konnen fiinf verschiedene Gruppen
unterschieden werden, die Differenzierungsantigene, iiberexprimierte Antigene, so
genannte cancer-testis-Antigene, mutierte Antigene und virale Antigene (Renkvist et al.

2001, Coulie et al. 1999, Boon und Old 1997).

Auch bei kolorektalen Karzinomen wurden tumorassoziierte Antigene gefunden
(Mulder et al. 1995, Yoshida et al. 1995, Kotera et al. 1994). Zu diesen zdhlen unter
anderen das Carcinoembrionale Antigen (CEA), die Tumorsuppressorgene ras und p53,
Erythrozyten Polyagglutinations-Antigene T, Tn und Tk sowie die Glycoproteine Tag-
72 und Ep-CAM (epithelial cell adhesion molecule). Peptidfragmente von CEA kdnnen
HLA-restringiert eine zytotoxische T-Zell-Antwort bedingen (Tsang et al. 1995).

Mehrere klinische Studien der Phase I wurden bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
inzwischen unter Einsatz von TAA durchgefiihrt (Mosolits et al. 2004, Ullenhag et al.
2004, Sato et al. 2004). Die bisherigen Ergebnisse der antigenspezifischen
Peptidvakzinationen sind zwar im Rahmen der jeweiligen Studie durchaus als positiv zu
beurteilen, erfahren aber eine Relativierung im Hinblick auf das Ziel, eine wirksame,
allgemein anwendbare Therapiestrategie zu etablieren, die letztendlich zu einer Heilung

des Tumorleidens fithren soll.
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2.6.2 Gentransfer von kostimulatorischen Molekiilen

Wegen der zahlreichen unterschiedlichen Mechanismen, die von malignen Zellen
benutzt werden, um der Bekdmpfung durch das Immunsystem zu entgehen, werden
auch verschiedene Wege fiir eine erfolgreiche Immuntherapie verfolgt. Uber die
Entwicklung von so genannten Tumorvakzinen, die die Immuntoleranz des
Abwehrsystems durchbrechen sollen, wird versucht eine effiziente, dauerhafte
Immunantwort gegen den Tumor zu induzieren. Da bei der Tumorabwehr die zelluldre
adaptive Immunantwort im Vordergrund steht, sollte bei Tumorvakzinationen die
Physiologie der T-Zell-Aktivierung beriicksichtigt werden. Wie bereits in Abschnitt 2.2
beschrieben, sind die Interaktionen zwischen den Tumorzellen und dem Immunsystem
sehr komplex. Tumorantigene konnen als extrazelluldr aufgenommene Proteine von
professionellen Antigen-prasentierenden Zellen prozessiert und iiber MHC-Klasse-1I-
Molekiile den T-Zellen priasentiert werden. Die Kostimulation spielt dabei eine
wesentliche Rolle fiir eine effiziente Aktivierung der T-Zellen. Viele Tumorzellen
prasentieren aber auch auf ihrer eigenen Zelloberfliche endogene Tumorantigene iiber

den MHC-I-Komplex.

Die Transfektion von kostimulatorischen Oberflichenmolekiilen auf Tumorzellen
scheint dabei ein viel versprechender Ansatz in der Behandlung von malignen Tumoren
zu sein. In zahlreichen Grundlagenarbeiten wurde gezeigt, dass durch die Transfektion
des kostimulierenden Membranproteins B7-1 in Zellen verschiedener Tumorentitéten,
die nativ kein B7-1 exprimierten, eine erfolgreiche TumorabstoBung induziert werden
konnte (Baskar 1996, Chamberlain et al. 1996, Fujii et al. 1996, Gajewski 1996). Die
Transfektion des kostimulatorischen Membranproteins B7-1 fiihrte somit zur Auslésung
einer T-Zell-vermittelten Immunantwort (Chen et al. 1992, Townsend et al. 1994), d.h.

die Tumorzellen selbst kdnnen die Rolle von "professionellen" APCs libernehmen.

Ahnliche  Ergebnisse erbrachte die  Transfektion des kostimulatorischen
Oberflaichenmolekiils 4-1BB-Ligand. /n vitro induzierten 4-1BB-Ligand-transfizierte
Tumorzellen die Aktivierung von T-Zellen und peripheren mononukledren Zellen
(Yoshida et al. 2003) und fiihrten in vivo im murinen Tumormodell zu einer deutlich

verstirkten Immunantwort gegen die Tumorzellen (Guinn et al. 2001).
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Die primdre Immunogenitét der verwendeten Tumorzelllinien ist fiir diesen Ansatz von
erheblicher Bedeutung (Chen et al. 1994) und limitiert die Anwendbarkeit fiir schwach
immunogene Tumoren. So konnte gezeigt werden, dass eine Transfektion mit B7-1
alleine in manchen Tumormodellen nicht ausreichend fiir die Induktion einer wirksamen
T-Zell-vermittelten Immunantwort war (Baskar et al. 1995). Auch die Transfektion von
4-1BB-Ligand fiihrte bei schwach immunogenen Tumoren nicht zu einer effizienten
Immunantwort (Xiang 1999). Bei einigen murinen Tumormodellen konnte die
Kombination von B7-Molekiilen mit 4-1BB-Ligand eine effektivere Immunantwort
induzieren als beide kostimulatorischen Molekiile alleine (Guinn et al. 1999, Melero et

al. 1998).

Zytokine, die entweder von den Tumorzellen selbst oder von den sie umgebenden
Zellen ausgeschiittet werden, bestimmen wesentlich die Art und Weise, in der das
Immunsystem reagiert. Fiir IL-12 und IL-18 alleine (Heuer et al. 1999, Chen et al.
1997) und in Kombination (Hikosaka et al. 2004, Liebau et al. 2002, Coughlin et al.
1998) sind Antitumor-Effekte beschrieben worden. Auch die Kombination von
Zytokinen mit kostimulatorischen Molekiilen fiihrte zu einer effizienten Immunantwort.
Das konnte vor allem in murinen Tumormodellen fiir die Kombinationen B7-1 und
IL-12 (Hull et al. 2000, Zitvogel et al. 1996), 4-1BB-Ligand und IL-12 (Martinet et al.
2002, Martinet et al. 2000, Chen et al. 2000) sowie B7-1 und IL-18 (Cho et al. 2000)
gezeigt werden. Arbeiten, in denen der Effekt von IL-12 und IL-18 in Kombination mit
B7-1- und / oder 4-1BB-Ligand-Transfektion beschrieben wird, sind in der Literatur

nicht zu finden.

Die Tumorzelllinie HT-29 erscheint zur Untersuchung der immunmodulatorischen
Wirkung von IL-12 und IL-18 in Kombination mit der Transfektion der
kostimulatorischen Molekiile B7-1 und / oder 4-1BB-Ligand bei kolorektalen
Karzinomen besonders geeignet. HT-29 gehort zu den experimentell am héiufigsten
eingesetzten kolorektalen Tumorzelllinien, ist bereits sehr gut charakterisiert und die
Ergebnisse zahlreich verdffentlicht worden. Relevante immunologische Eigenschaften
wie die Expression von MHC-Molekiilen (Donnet-Hughes et al. 1995),
Adhésionsmolekiilen (Kelly et al. 1992) und Tumorantigen (Guadagni et al. 1990) sind

bereits beschrieben und lassen sich durch IFN-y regulieren.
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3 Methoden
3.1 Kultur der Tumorzellen
3.1.1 Kulturmedium

Fir die Zubereitung des Kulturmediums wurde RPMI-1640 mit 10 %
hitzeinaktiviertem, fotalen Kilberserum (FKS) (beides Biochrom, Berlin), 2 mM
L-Glutamin (GibcoBRL, Paisley, USA), 100 pg/ml Penicillin und 100 mg/ml
Streptomycin (Sigma, St. Louis, USA) versetzt. Das beschriebene, supplementire
Kulturmedium wurde fiir die Kultivierung der Zellen und die Verdiinnung der einzelnen

Substanzen eingesetzt.

3.1.2 Zellinien

Die humane, kolorektale Tumorzellinie HT-29 (ATCC HTB-38) wurde von der
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) erworben und bereits im
Vorfeld in der Abteilung fiir Klinische Pharmakologie, Medizinische Klinik Innenstadt,
Universitidt Miinchen, unter Prof. Dr. med. S. Endres erfolgreich mit Plasmid-DNA, die
fiir B7-1 kodiert und ein Neomycinresistenzgen enthélt, transfiziert. Das Plasmid (ein
Adeno-assoziiertes Virus (AAV)-Plasmid) wurde freundlicherweise von Dr. med.
U. Hacker und Dr. med. T. Rohnisch (Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. M. Hallek,

Genzentrum der Universitdt Miinchen) zur Verfligung gestellt.

Die B7-1 cDNA wird durch einen CMV-Promotor, die Neomycinkasette durch einen
SV40-Promotor gesteuert. Das Plasmid enthédlt zwei inverted terminal repeats (ITR)
und eine fiir die Ampicillinresistenz kodierende Sequenz (Wendtner et al. 1997). In den
Versuchen wurde mit Wildtyp, B7-1- und Neomycin-Transfektanten der HT-29
Tumorzellen gearbeitet. Die Tumorzellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.
Nach Trypsinierung und Mediumwechsel wurden jeden 2. bis 3. Tag ca. 10 % der

Tumorzellen umgesetzt.
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3.2 Isolierung von T-Lymphozyten

3.2.1 Priparation von mononukleéiren Zellen

Zur Préaparation der Zellen modifiziert nach Boyum (1968) wurden freiwilligen
Probanden durch Punktion einer Armvene Blut entnommen. Diese waren nach eigenen
Angaben niichtern, gesund und hatten in den letzten 14 Tagen keine Medikamente

eingenommen.

Das Blut wurde unter sterilen Bedingungen in 50 ml Perfusorspritzen (Braun,
Melsungen), die 50 I.LE. Na-Heparin pro ml Blut enthielten, abgenommen. Pro 15 ml
heparinisiertes Blut wurde ein Trennrohrchen (LeukoSep, Greiner, Frickenhausen) mit
15 ml Ficoll-Hypaque-Losung (Spezifische Dichte 1,077 g/ml, Biochrom, Berlin)
beschichtet und zentrifugiert. Dadurch gelangte die Ficoll-Losung durch die

Filterscheibe in den unteren Teil des Rohrchens.

Es wurde nun 15 ml heparinisiertes Blut und 15 ml sterile NaCl-Losung (0,9 %)
zugegeben. Die durch die anschlieBende Zentrifugation bei 1000 g und Raumtemperatur
(RT) an der Grenzschicht entstandenen Zellringe wurden abpipettiert und mit NaCl
(0,9 %) auf 50 ml aufgefiillt. Es erfolgten 3 Waschschritte durch Zentrifugation und
Resuspension in NaCl (0,9 %).

Um die fiir den T-Zell-Proliferationsassay bendtigten, hochaufgereinigten T-Zellen aus
den vorliegenden mononukleédren Zellen zu isolieren, wurden diese als Vorbereitung fiir
den néichsten Schritt (siehe 3.2.2) nach dem dritten Waschgang in PBS Dulbecco’s
(Gibco) (mit 0,5 % FKS und 2 mM EDTA, steril filtriert, 4 °C) aufgenommen. Die
Zellviabilitdt und Zellzahl wurde nach Trypanblau-Farbung durch Zellzdhlung in einer

Neubauer-Zahlkammer lichtmikroskopisch bestimmt.
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3.2.2 Immunomagnetische T-Zell Isolation mittels magnetic-activated cell

sorting (MACS)

Das magnetic-activated cell sorting ermdoglicht eine Selektion von Zellen mit
definierten Oberflichenmolekiilen. Bei positiver Selektion werden die erwiinschten
Zellen, bei negativer Selektion, der so genannten Depletion, die nicht erwiinschten

Zellen markiert und angereichert.

Dabei konnen Zellen direkt in einem Schritt mit spezifischen, gegen diese definierten
Oberflaichenmolekiile gerichteten und gleichzeitig metallisch konjugierten Antikdrpern
oder indirekt {iber einen zweiten Schritt, bei dem der metallisch konjugierte Antikdrper
gegen den ersten spezifischen Antikdrpern gerichteten ist, markiert werden. Die so
markierten Zellen durchlaufen eine Séule, deren Magnetismus gezielt ein- und

ausgeschaltet werden kann.

Bei positiver Selektion bleiben nur die anzureichernden Zellen in der Sdule und kénnen
nach Abschalten des Magnetismus aus der Sdule eluiert werden. Bei der Depletion
durchlaufen die erwiinschten Zellen unmarkiert die Sdule und werden im Durchlauf

(flow-through) aufgefangen.

Fiir die Selektion von T-Zellen wurde ein VarioMACS Gerit mit Depletionssdulen vom
Typ BS fiir bis zu 10* markierte Zellen verwendet. Der Pan T Cell Isolation Kit (alles
von Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) filihrte durch eine Depletion aller
Nicht-T-Zellen aus einer peripheral blood mononuclear cells (PBMC)-Suspension

mittels indirekter Markierung zur Isolation von hochaufgereinigten CD3"-T-Zellen.

Dabei wurden alle Nicht-T-Zellen (v.a. B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, Dendritische
Zellen, Thrombozyten) zunichst mit einem Hapten-konjugierten CDI11b-, CD16-,
CD19-, CD36- und CD56-Antikorper-Cocktail inkubiert. Durch die anschlieBende
Inkubation mit monoklonalen Anti-Hapten-Antikoérpern, die mit MACS MicroBeads
metallisch konjugiert sind, wurden die oben genannten Zellen magnetisch markiert und

depletierten im Magnetfeld der MACS-Séule.
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Die Reinheit der so erhaltenen T-Zellen konnte unter Einsatz der Durchflusszytometrie
bestimmt werden. Mit dieser Methodik wurden erfolgreich T-Zellen von verschiedenen

Spendern isoliert und ohne Verzdgerung in den Proliferationsassays eingesetzt.

33 Durchflusszytometrie

3.3.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie (fluorescent-activated cell sorting, FACS) stellt ein optisches
Melsystem fiir einzelne in einem Fliissigkeitsstrom fokussierte Partikel dar. Gemessen
werden dabei optische Signale unterschiedlicher Qualitdt, Fluoreszenz und
Streulichtemission, die beim Kontakt eines Partikels mit einem Lichtstrahl entstehen.
Das Messprinzip beruht auf der Methode der ,,hydrodynamischen Fokussierung®, bei
der mittels zweier Fliissigkeitsstrome, Hiill- und Probenstrom, die Zellen kontinuierlich
hintereinander aufgereiht und mit hoher Geschwindigkeit auf die MeBstelle zugefiihrt
und im rechten Winkel von der Lichtquelle, einem LASER (light amplification by

stimulated emission of radiation), bestrahlt werden.

Bei der hier angewandten Methode der Immunofluoreszenz liegen die Farbstoffe, die
Fluorochrome, an monoklonale Antikdrper konjugiert vor, mit denen die Zellen
markiert werden. Vom Messpunkt aus wird das Streulicht des einfallenden Lichts im
engen Winkel (0-10°) (Vorwaértsstreulicht, forward angle light scatter, FSC) und im
rechten Winkel (Seitwartsstreulicht, side scatter, SSC) gemessen. FSC liefert
Informationen tiber die Zellgrofle, SSC iiber Granularitit, Membranfaltung und &uf3ere

Form der Zelle.

Die optischen Signale werden liber Photodetektoren in elektrische Signale umgewandelt
und logarithmisch iiber einen Bereich von 4 Dekaden verstérkt. Die in Volt registrierte
Signalintensitit wird iiber einen Analog-/Digitalwandler in eine Klassenzahl konvertiert
und vom angeschlossenen Computer als Listendatei gespeichert. Um die
Datenauswertung auf die Zellpopulation einzugrenzen, die von Interesse ist, wird die
weitere Analyse nur in einem bestimmten Bereich der Parameter durchgefiihrt. Dieses
Auswertungsfenster wird auch gate oder bitmap, der Vorgang des Eingrenzens auch

gating genannt.
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Die Einparameterdarstellung der Messergebnisse beschreibt als Histogramm die
Verteilung eines Parameters (Zelleigenschaft) innerhalb einer Population
(Zellpopulation). Die korrelierte Zweiparameterdarstellung zeigt die Relationen zwei
verschiedener Parameter eines Partikels an (z.B. Korrelation von FCS mit SSC einer
Zelle), graphisch als Zweiparameter-Punktehistogramm (dot plot) dargestellt. Die
Punktdichte steht dabei fiir die Haufigkeitsverteilung einer Eigenschaft.

3.3.2 Methodik

In dieser Arbeit wurde ein Durchflusszytometer mit luftgekiihltem Argonionen-Laser
mit einer 488-nm-Emissionslinie und 15 mW Leistung eingesetzt (Coulter Epics XL-
MCL, Hialeah, Florida, USA). Die Markierung der Zellen erfolgte nach einem
standardisierten Protokoll. Pro Messung wurden dafiir 10° Zellen in 50 pl FACS-Puffer
(PBS mit 4 % FKS) aufgenommen und nach Zentrifugation (400 g, 4 °C, 5 Minuten)
5 upl Antikorper zugegeben. Es wurden Antikorper verwendet, die mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) oder R-Phycoerythrin (PE)
konjugiert waren. Die Inkubation mit dem Antikdrper erfolgte fiir 20 bis 30 Minuten bei

4 °C. Uberschiissige Antikdrper wurden vor Messung mit FACS-Puffer ausgewaschen.

Die Einstellungen des Durchflusszytometers wurden vor jeder Messung mit Partikeln
von definierter GroBe und Fluoreszenzintensitit geeicht (Kalibrierung der
Lasereinstellung, Immuno Check, Coulter, Hialeah, USA) und wihrend der Messungen
beibehalten. Als BezugsgroBe fiir jede Messung wurden Zellen mit einem definiert
nicht-spezifisch bindenden Antikérper des gleichen Isotyps und der gleichen

Farbstoffkonjugation inkubiert und gemessen (Isotypkontrolle).

Die Signalverstirkung fiir FSC, SSC und Fluoreszenzen wurde so gewdhlt, dass
aufgrund der unterschiedlichen morphologischen Eigenschaften der Zellen im
Punktehistogramm ein Zielbereich fiir die als positiv zu bewertenden Zellen eingegrenzt
werden konnte. Durch eine Féirbung mit Propidiumiodid (PI) konnten avitale Zellen

ausgeschlossen werden.
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FITC-konjugierte

monoklonale Maus Antikorper (FITC-AK) IgG1, 1gG2a
Isotypkontrolle

PE-konjugierte
monoklonale Maus Antikdrper (PE-AK) IgG1, 1gG2a

FITC CD3, CD4, CD8, CD14, CD20
T-Zell-FACS
PE CD20

FITC B7-1, MHC-I (HLA-A, B, C),
Tumorzellen-FACS MHC-II (HLA-DR, DP, DQ)
PE MHC-IT (HLA-DR, DP, DQ)

Tabelle 3.1 Antikorper, die in der Durchflusszytometrie eingesetzt wurden

(alle Antikorper von Pharmingen, San Diego, USA).

34 T-Zell-Proliferationsassay

34.1 Prinzip

Binden in vivo MHC-Antigen-Komplexe auf der Oberfliche von APCs an den TZR,
kommt es zur Aktivierung und Proliferation von T-Zellen. Diesem Ansatz folgend
wurde im vorliegenden Proliferationsassay eine allogene, polyklonale Population aus
T-Zellen gesunder Blutspender (sieche 3.2) mit Tumorzellen als APCs konfrontiert.
Neben der Antigenprdsentation wurde auch der Einfluss von Zytokinen, die eine
wesentliche Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen spielen, untersucht. Die
Quantifizierung der T-Zell-Proliferation erfolgte iiber die Messung eingebauter,

radioaktiv markierter Nukleotide.

34.2 Inaktivierung von Tumorzellen

Als Inaktivierungsverfahren wurde die Bestrahlung mit UV-B Licht (302 nm, LKB
2011 Macrovue Transilluminator, Bromma, Schweden) gewéhlt. Um eine geeignete

Bestrahlungsdauer festzulegen, wurde eine Testreihe durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
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dass bei einer Bestrahlungsdauer von 60 Sekunden die Eigenproliferation der
Tumorzellen unterbunden wurde, ohne die Expression der Oberflichenmolekiile
(MHC-I, MHC-II und B7-1) zu verandern. Je 5 x 10’ Tumorzellen wurden entsprechend
dem jeweiligen Pipettierschema in 100 pl Kulturmedium in eine unbeschichtete
96-Loch (well) Rundbodenplatte (Falcon, Becton Dickinson, NJ, USA) gegeben und im
Brutschrank bei 37 °C und 5 prozentiger CO, Atmosphire fiir 3 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde die 96-well Platte fiir 60 Sekunden einem homogenen

UV Bestrahlungsfeld ausgesetzt.

3.4.3 Stimulation und Inkubation der T-Zellen

Das optimale Verhiltnis Tumorzelle (Target) zu T-Zelle (Effektor) wurde in einem
gesonderten Titrationsversuch bestétigt und betrug 1:10. T-Zellen wurden, wie in
Abschnitt 3.2 beschrieben, isoliert und in Kulturmedium aufgenommen. Pro well

wurden zu den Tumorzellen je 5 x 10* T-Zellen pipettiert.

Zur Antigen-abhingigen Proliferation der T-Zellen durch Antigen-prisentierende
Tumorzellen muss ein weiterer Kostimulus, z.B. in Form von Lectinen, eingesetzt
werden. Zur submitogenen Stimulation der T-Zellen diente das Lectin Concanavalin A
(ConA, Sigma, MO, USA) in einer Konzentration von 0,5 pg/ml. Zu einer maximalen
Stimulation der T-Zellen flihrte die Zugabe des Lectins Phytohdmagglutinin (PHA,
Boehringer Mannheim) in einer Konzentration von 5 pg/ml. Die reine PHA-Stimulation

der T-Zellen war als Kontrolle ein Bestandteil aller Assays.

Humanes Interleukin-12 (IL-12, R&D Systems, Wiesbaden) und humanes
Interleukin-18 (IL-18, R&D Systems, Wiesbaden; Chemicon, Temecula, CA) wurden
entsprechend dem Herstellerprotokoll in Losung gebracht und je nach Versuchsaufbau
bzw. Pipettierschema in Konzentrationen von 0 bis 100 ng/ml pro well eingesetzt: Kein
Interleukin, nur IL-12, nur IL-18 oder IL-12 und IL-18 in Kombination. Die 96-well

Platten wurden fiir 3 Tage im Brutschrank inkubiert.
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Allgemeiner Versuchsansatz: Duplikate mit 200 pul Endvolumen

T-Zellen Tumorzellen ConA (0,5 pg/ml) | Interleukine
ia/ nein ia/ nein
Versuchsansatz
T-Zellen HT29/B7-1 ja ja
Kontrollen
T-Zellen HT29/B7-1 ja nein
T-Zellen HT29/B7-1 nein ja/ nein
T-Zellen HT29/neo ja/ nein ja/ nein
T-Zellen HT29/Wildtyp ja/ nein ja/ nein
HT29/B7-1 ja/ nein ja/ nein
HT29/neo ja/ nein ja/ nein
HT29/Wildtyp ja/ nein ja/ nein
T-Zellen ja/ nein ja/ nein
T-Zellen PHA (5 pg/ml) ja/ nein
Tabelle 3.2 Ubersicht iiber die Versuchsansitze im T-Zell-Proliferationsassay
3.4.4 Messung der Proliferation

Nach 3 Tagen wurden 0,5 pCi/well radioaktiv markiertes [methyl-3H]-Thymidin

(Amersham, Buckinghamshire, UK) zugegeben. Zur Auswertung wurden die Zellen

24 Stunden spater mittels eines MicroCell Harvesters (Skatron, Transby, Ddnemark) auf

Filtermatten gefillt und getrocknet. Nach Zugabe der Szintillationsfliissigkeit wurde die

in den Zellen inkorporierte Radioaktivitdt in einem 1205 Betaplate Liquid Scintillation

Beta Counter (Wallac Oy, Turku, Finnland) gemessen.
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3.5 Stimulation mononukleérer Zellen

PBMC wurden fiir die Stimulation mit Interleukinen und anschlieBende Messung der
Interferon-y-Konzentration im ELISA und fiir die Prdparation von cDNA nach
Stimulation mit granulocyte macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) und
Lipopolysaccharid (LPS) eingesetzt. Die Isolation der PBMC erfolgte entsprechend
Abschnitt 3.2.1. Nach dem letzten Waschritt der Isolation wurden die PBMC in
Kulturmedium aufgenommen und in einer Zelldichte von 10° PBMC/ ml in 24-well
Platten (Falcon, Becton, Dickinson, UK) ausgesét. Je nach Versuchsautbau wurde das
Kulturmedium mit IL-12 und IL-18 in Konzentrationen von 0 ng/ ml bis 100 ng/ ml
supplementiert. Als Kostimulus wurde ConA in submitogener Konzentration von
0,5 pg/ml eingesetzt. Die Stimulation mit PHA (5 pg/ml) diente als Kontrolle. Die
Inkubationsdauer im Brutschrank betrug 3 Tage. Fiir die cDNA-Gewinnung wurden
PBMC fiir 20 Stunden mit 1000 U/ml rhGM-CSF (Bachem, Heidelberg bzw. Novartis,
Basel, Schweiz) und 10 ng/ml LPS (Escherichia coli 055:B5; Sigma, Miinchen)

inkubiert.

3.6 Zytokinnachweis (Interferon-y-ELISA)

Zur Bestimmung der Interferon-y (IFN-y)-Konzentration in den zellfreien Uberstinden
der T-Zell-Proliferationsassays und der PBMC-Stimulation wurde ein kommerzieller
enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA) entsprechend dem Protokoll des

Herstellers (human IFN-y, Quantikine™, R&D Systems, MN, USA) durchgefiihrt.

Die IFN-y Standards und Proben wurden in eine mit einem spezifischen anti-IFN-y-
Antikorper vorbeschichtete 96-well Polystyren-Platte pipettiert, um vorhandenes IFN-y
zu binden. Nach Inkubation und mehreren Waschritten wurde ein spezifischer,
polyklonaler und mit einem Enzym gekoppelter anti-IFN-y-Antikorper zugegeben und
der nicht gebundene Uberschuss wieder abgewaschen. Durch dieses Enzym wurde mit
nichsten Schritt die hinzupipettierte Substratlosung in einen Farbstoff umgesetzt,
dessen Intensitdt proportional zur initial gebundenen IFN-y-Menge und {iber die

Messung der Optischen Dichte zu quantifizieren war.
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3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
3.71 Materialien
Reaktionsgefifle Eppendorf,
0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml safe lock
»Eppendorf-Tube* Hamburg
RNAse freies HO | Aqua dest. mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat
(DEPC-H,0) (DEPC) autoklaviert
Mineral6l autoklaviert Sigma, Miinchen
‘ ™ Bio Rad,
Gelkammer Wide Mini Sub ™ Cell
Miinchen
Agarose Sigma, Miinchen
Elektrophoresepuffer
TBE-Puffer = Tris-Borat-EDTA-Puffer
. . . Paesel+Lorei &
Tris (Tris-hydroxy-Aminomethan) (0,1 M)
Co, Frankfurt
Borséure (0,1M) Sigma, Miinchen
o ‘ Titriplex II1,
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
Merck,
(2mM)
Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma, Miinchen

Blaupuffer, 10x

Glycerol in Aqua bidest. , Bromphenolblau

Sigma, Miinchen

Tabelle 3.3

Materialien fiir PCR

Weitere Gerite, Laborchemikalien und Enzyme sind im Text vermerkt.
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3.7.2 Gewinnung der cDNA

RNA-Priparation

Die Isolation der RNA wurde modifiziert nach Chomczynski und Sacci (1987) mit
Trizol Reagent (Ein-Phasen-Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat, Total
RNA Isolation Reagent, GibcoBRL, Karlsruhe) entsprechend dem Herstellerprotokoll
durchgefiihrt.

Der Uberstand von stimulierten MNC wurde abgenommen und 10 Minuten bei 2000 g
und 4 °C zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden die adhdrenten Zellen in der
Kulturflasche mit Trizol Reagent (1 ml pro 5-10 x 10° Zellen) lysiert und dieses Lysat
auf das Zellpellet in den vorher dekantierten Eppendorf-Tubes gegeben. Nach leichtem
Vortexen und Inkubation bei RT fiir 5 Minuten wurde pro ml Trizol Reagent je 0,2 ml
Chloroform hinzugefiigt, die Tubes verschlossen und nach ca. 15 Sekunden langem,

vorsichtigem Mischen fiir weitere 3 Minuten bei RT inkubiert.

Zur Phasenauftrennung erfolgte eine Zentrifugation bei maximal 12000 g, 15 Minuten
bei 4 °C, nach der sich oben eine wissrige Phase mit der RNA, eine Interphase und am
Boden eine organische Phase mit den Membrantriimmern und Proteinen bildete. Die
wassrige Phase wurde in ein neues Tube Uberfithrt und auf Eis gestellt. Die RNA-
Prézipitation erfolgte durch Zugabe von 0,5 ml Isopropylalkohol (Isopropanol) und
Zentrifugation bei 12000 g, 15 Minuten bei 4 °C nach Inkubation fiir 10 Minuten.

Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und zum weiteren Reinigen der als
gelartiges Pellet vorliegenden RNA je 1 ml Ethanol (75 %) pro ml Trizol Reagent
zugeben. Nach kurzem Vortexen wurde durch Zentrifugation (7500 g, 4°C, 5 Minuten)
die RNA erneut pelletiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet bei offenem Deckel
an der Luft getrocknet. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Pellets nicht zu
trocken wurden, da sie ansonsten nur schwer wieder geldst werden konnten. Im
ndchsten Schritt wurde das RNA-Pellet in 50 ul DEPC-H,0O aufgenommen und durch
Inkubation bei 55-60 °C fiir 10 Minuten gel0st.
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Anschliefend wurde die Konzentration mittels eines Photometers bestimmt. Von den
Proben wurden zunichst 1:100 Verdiinnungen, falls diese keine Ergebnisse erbrachten
1:10 Verdiinnungen, mit Aqua dest. hergestellt und die optische Dichte (O.D.) bei
260 nm und 280 nm gemessen. Die Konzentration, angegeben in pg/ml, ldsst sich aus
dem Produkt der O.D. bei 260 nm, dem Verdinnungsfaktor und dem Faktor 40
errechnen. Das O.D. Verhéltnis 260 nm/280 nm gibt Auskunft iiber den Reinheitsgrad
der RNA. Bei reiner RNA sollte die Ratio > 1,8 betragen. Nach Konzentrations-
bestimmung wurden die Proben mit 2 pul RNAse Inhibitor (RNasin, Behringer

Mannheim) versehen und bei -20 °C aufbewahrt.

cDNA-Synthese

Um aus der vorliegenden RNA die fiir die PCR erforderliche cDNA zu gewinnen,
wurde ein Reverse-Transkriptase-Assay durchgefiihrt. Daflir wurde in einem 0,5 ml
Eppendorf-Tube 1 pg der RNA sowie 1ul Oligo-dT Primer (25 pmol/ul) (Boehringer
Mannheim) mit Aqua bidest. auf 7 pl aufgefiillt, mit Mineralol beschichtet und
10 Minuten bei 68°C inkubiert und anschliefend sofort auf Eis gestellt. Mit dem
»Mastermix* wurde das Eppendorf-Tube auf ein Volumen von 20 pl aufgefiillt und

75 Minuten bei 45 °C inkubiert. Von dieser cDNA wurden 5 pl in der folgenden PCR

eingesetzt.
5 x Superscript-Plus-Puffer GibcoBRL, Berlin 4 ul
Superscript-plus MoMuLV-Reverse _

GibcoBRL, Berlin 0,5 ul
Transcriptase
RNasin® Ribonuclease-Inhibitor (40 U/pl) Promega, WI, USA 0,5 ul

dNTP-Mix (je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) | Boehringer Mannheim | 4 pl

BSA (Bovine serum albumin) (1 pg/ul) Boehringer Mannheim | 2 pl
DTT (Dithiothreitol) (100 mM) Boehringer Mannheim | 2 ul
Tabelle 3.4 ,Mastermix‘ fiir die cDNA-Synthese.
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3.7.3 Amplifikationsschritt

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist eine
Vervielfiltigung von gezielten DNA-Abschnitten, die von zwei bekannten DNA-
Sequenzen flankiert werden, moglich (Kaminski et al. 1993, Saiki et al. 1988). Dabei
laufen mehrere Zyklen von Aufschmelzen (Denaturierung) des DNA-Doppelstrangs,
Anlagerung (Annealing) sequenzspezifischer Oligonukleotide mit einem freien 3'-OH-
Ende (Primer) an die Ausgangs-DNA (Template, Matrix) und Synthese des
komplementdren Strangs (Elongation) nacheinander ab, was durch Einsatz einer
hitzestabilen Polymerase moglicht wird. Das Ausgangsprodukt wird so theoretisch
exponentiell vervielféltigt, d.h. geringe DNA-Mengen konnen verstirkt (amplifiziert)
und z.B. durch Agarosegel-Elektrophorese nachgewiesen oder zur weiteren

Verwendung wie Klonierung eingesetzt werden.

Primer

Anhand publizierter Sequenzen fiir 4-1BB-Ligand, B7-1 und B7-2 wurden geeignete

Primerpaare ausgewihlt und von der Firma Gibco Life Technologies (Karlsruhe) nach

dem Phosphoramidit-Verfahren synthetisiert und entsalzt.

DNA Primer Sequenz (5’ zu 3°) [°C]
4-1BB-Ligand h-4-1BBL-1/16 ATGGAATACGCCTCTG |48
Alderson MR et al. (1994) | h-4-1BBL-765/751 | TTATTCCGACCTCGG 46
B7-1 h-B7-1-1/15 ATGGGCCACACACGG 50
Freeman GJ ef al. (1989) | h-B7-1-867/851 TTATACAGGGCGTACAC | 50
B7-2 h-B7-2-1/15 ATGGGACTGAGTAAC 44
Azuma M et al. (1993) h-B7-2-972/956 TTAAAAACATGTATCAC | 42

Tabelle 3.5 Primersequenzen. Links sind die Referenzen fiir die Nukleotidsequenzen

angegeben, rechts die Annealingtemperatur der Primer in °C.
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Weitere sechs Primer wurden durch eine 12 bp-Sequenz [TATAGCGGCCGC], die eine
Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym NOT-1 [GC/GGCCGC] enthielt und an das
5’-Ende der in Tabelle 3.5 dargestellten Nukleotidsequenz angehingt wurde,
konstruiert. Als Kontrollprimer dienten Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
(GAPDH) Primer ([GAPDH]-Forward und Reverse Primermix R&D Systems,

Wiesbaden) mit folgenden Sequenzen:

GAPDH Forward Primer 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3'
GAPDH Reverse Primer 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'

Die Gibco-Primer wurden in Aqua bidest. gelost und die theoretisch berechnete
Konzentration iiber eine Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift. Dazu wurden fiir ein
2,5 % Agarosegel 3 g Agarose und 120 ml TBE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben
erhitzt. Vor dem Giellen des Gels wurde 6 ul Ethidiumbromid hinzugefiigt. Als Marker
diente die 100 bp DNA Ladder (GibcoBRL, Paisley, GB) und eine definierte Menge des
GAPDH-Primermix.

Von 1:10, 1:20 und 1:100 Verdiinnungen der Primer wurden je 10 pl mit 1 pl
Blaupuffer in die Geltaschen eingefiillt, die Elektrophorese zunichst bei 50 V gestartet,
bis die Proben ins Gel eingelaufen waren, und dann bei 100 V bis zum Ende
weitergefiihrt. Das Gel wurde unter UV-Licht (LKB 2011 Macrovue Transilluminator,
Bromma, Schweden) mit einem Polaroid-Negativfilm (Polaroid Type 665
Positive/Negative Black & White Instant Pack Film, Sigma, Miinchen) mit Blende 4,5
und je nach Signalstirke 30 — 60 s Belichtungszeit fotografiert (Polaroid MP4 Land
Camera Polaroid, Cambridge, USA). Das Negativ wurde in einer 18 prozentigen
Natriumsulfitlosung (Sigma, Miinchen) entwickelt. Die Konzentration der Primer
konnte im Vergleich zum Kontrollprimer und anhand der 100 bp DNA Ladder

abgeschétzt werden.
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PCR-Reaktion

Das PCR-Reaktionsvolumen betrug 25 pl. Von jedem Primer wurden pro Reaktion 3
pmol, d.h. von einem Primerpaar insgesamt 6 pmol in 5 ul sowie 15 pl ,,Mastermix* in
das Reaktionsgefdll pipettiert und nach kurzem Mischen mit 50 pl Mineraldl
beschichtet. Die ¢cDNA (5ul) wurde, erst kurz bevor die Eppendorf-Tubes in den

Thermocycler (Thermocycler 100, Biomed, Theres) gegeben wurden, hinzugefiigt.

dATP, dCTP, dGTP, dTTP | PCR Nucleotide Mix,
dNTP _ _ ' 1,0 ul
je 10 mM Boehringer Mannheim

160 mM (NH4)2S04,
10x NH4 Buffer 670 mM Tris-Cl, pH 8.8, Pan Biotech, Aidenbach 2,5 ul
25°C, 0.1 % Tween -20)

Bovine Serum Albumin

BSA Boehringer Mannheim 1 pl
(50 pg/ul)
MgCl, (50 mM) Pan Biotech, Aidenbach 1,0 ul
PanScript DNA ) )
(5 U/ul) Pan Biotech, Aidenbach 0,3 ul
Polymerase
Aqua bidest 9,25 ul
Tabelle 3.6 “Mastermix” fiir PanScript DNA Polymerase (Pan Biotech, Aidenbach)

Die PCR wurde iiberwiegend mit der PanScript DNA Polymerase und dem folgenden

Programm durchgefiihrt:

Initialer Denaturierungsschritt 95°C 60 s

Weitere Denaturierungsschritte 95°C 60 s
Primédrannealingschritt 48°C/ 53°C/ 58°C 30s 35 Zyklen
Syntheseschritt 72°C 30s

Finaler Syntheseschritt 72°C 300 s

41



METHODEN

Annealing-Temperatur und MgCl, Konzentration (1,5 mM; 2,0 mM; 2,5 mM)

variierten bei einigen Versuchen abhidngig von den eingesetzten Primern.

Gelelektrophorese

PCR-Produkte konnen durch Agarosegel-Elektrophorese nachgewiesen werden. Durch
Anlegen eines elektrischen Feldes werden DNA-Fragmente durch die Maschenstruktur
des Agarosegels nach ihrer GroBe und Form aufgetrennt und konnen durch
Ethidiumbromid, welches in den Doppelstrang interkaliert, unter UV-Licht sichtbar

gemacht werden.

Ein 1,5 % Agarosegel wurde mit 20 ul PCR-Produkt und 2 pl Blaupuffer pro Spur
beladen. Als Marker dienten DNA Molecular Weight Marker III (0,12 — 21,2 kbp,
Konzentration 0,25 pg/ul, Boehringer Mannheim) sowie die 1 kb DNA Ladder
(0,5 — 12 kbp, Konzentration 1,0 pg/ul) und die 100 bp DNA Ladder (beide GibcoBRL
Paisley, GB). Die Elektrophorese wurde bei 120 V durchgefiihrt und das Gel im
Anschluss fotografiert.

3.74 Sequenzierung der PCR-Produkte

Unter ultraviolettem Licht wurden die Banden mit dem Skalpell herausgeschnitten,
gewogen und in ein 2,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Mit dem Gel Extraktions-Kit Jet
Quick Spin Column Technique (Genomed GmbH, Bad Oeynhausen, D) wurde die DNA
entsprechend dem Protokoll des Herstellers aus der Agarose isoliert. Die
Konzentrationsabschitzung des PCR-Produkts erfolgte nach demselben Prinzip wie in

Abschnitt 3.7.4 (Primer) iiber eine 1,5 % Agarosegel-Elektrophorese.

Die Sequenzierung wurde durch die MediGenomix GmbH (Planegg/Martinsried) mit
den bei der PCR eingesetzten Primern durchgefiihrt. Das Sequenzierungsergebnis
wurde mit dem Software-Programm DNAsis (Version 6,0; Pharmacia, Uppsala,

Schweden) mit den publizierten Sequenzen verglichen.
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3.8 Konstruktion von Expressionsvektoren

3.8.1 Materialien

LB - Medium (pro Liter)

Bacto Trypton (BD Difco, NJ, USA) 10g
Bacto Hefeextrakt (BD Difco, NJ, USA) S5¢g
NaCl S5g
NaOH (5M) 0,2 ml

In 1000 ml Aqua bidest., pH 7,0. Mindestens 25 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

LB - Agar Platten (pro Liter)

Bacto Trypton (BD Difco, NJ, USA) 10g
Bacto Hefeextrakt (BD Difco, NJ, USA) 5¢
Bacto Agar (BD Difco, NJ, USA) I5¢g
NaCl S5g
NaOH (5M) 0,2 ml

In 1000 ml Aqua bidest., pH 7,0. Mindestens 25 Minuten bei 121 °C autoklaviert.
Auf 55 °C abkiihlen, Antibiotikum hinzufiigen und Platten gief3en.

Antibiotika

Ampicillin (Sigma, Miinchen)

Kanamycin (Invitrogen, Groningen, NL)

TE Puffer (pro Liter)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris, 1M, pHS8,0) 10 ml (10 mM)
Ethylendinitrilotetraessigsdure (EDTA, Titriplex III, pH 8,0) 2 ml (1mM)
Aqua bidest. Add1L

TAE - Puffer (pro Liter)

Tris 40 mM
Natriumacetat 40 mM
EDTA (pH 8,5) 1 mM
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3.8.2 Transformation von kompetenten Zellen

Kompetente Zellen (DH5-alpha Competent Cells, Clontech, CA, USA) wurden nach
einer modifizierten Variante des Hanahan-Protokolls (Maniatis et al. 1989, Hanahan
1983) mit Plasmid-DNA transformiert und positive Klone auf Antibiotika-haltigen LB-
Agar Platten selektiert.

Genomische Antibiotika
Plasmid Erhalten von

Sequenz Resistenz | Selektion

pSUB/Cep4-B7-1 | B7-1 Sequenz in

Ampicillin | 50 pg/ml
(AAV Vektor) pSUB/Cep4 Genzentrum

pSUB/Cep4-B7-2 | B7-2 Sequenz in Universitit o
(AAV Vektor) pSUB/Cepd Miinchen Ampicillin | 50 pg/ml

(Arbeitsgruppe
4-1BBL Sequenz in | prof. Dr. med.
pCR-Topo-Blunt I | M. Halleck) Kanamycin | 50 pg/ml

(Invitrogen, NL)

pCR-BluntlI-
Topo-4-1BBL

pTracer CMV2 Invitrogen, NL | Ampicillin | 50 pg/ml

Tabelle 3.7 Plasmide, die in E.coli DH5aF’ amplifiziert wurden.

3.8.3 Plasmid-DNA-Priiparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurden in Abhéngigkeit von der weiteren Verwendung

verschiedene Methoden verwendet:

Isolation von Plasmid-DNA nach der Minipriaparationsmethode

Die Minipréparation der positiven Klone erfolgte nach dem modifizierten Protokoll von

Birnboim et al. (1979) und Ish-Horowicz et al. (1981). Dabei wurde die Plasmid-DNA

aus E. coli durch alkalische Lyse isoliert. Je 2 ml Ubernachtkultur wurden pelletiert und

in 100 pl Lysepuffer (50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM Na2EDTA,
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pH 8,0; 100 pg/l RNAse) resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wurden 200 ul alkalische
SDS-Lésung (200 mM NaOH; 1 % (w/v) SDS) zugesetzt. Die Proteine und
Zellbruchstiicke wurden durch Zugabe von 150 pl 3 M Kaliumacetatlosung (pH 5,5)
ausgefillt. Der Uberstand wurde mit 400 ul Phenol:Chloroform (1:1) gereinigt und
anschlieend abzentrifugiert (5 min, 12000 g, 4 °C). Die DNA wurde durch Zugabe von
2 Vol. Ethanol (100 %) gefillt und durch erneute Zentrifugation (5 min, 12000 g, 4 °C)
pelletiert. Im letzten Schritt wurde die DNA mit 70 prozentigem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 50 pl TE-Puffer (pH 8,0) geldst.

Isolation hochreiner Plasmid-DNA fiir die Sequenzierung und Ligation

In Abhéngigkeit von der bendtigten Menge an Plasmid-DNA wurden der QIAGEN-tip
500 Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden) und der Wizard® Plus Midiprep und
Maxiprep DNA Purification System-Kit mit Vac-Man™ Laboratory Vacuum Manifold
(Promega, Mannheim) entsprechend dem Herstellerprotokoll fiir die Isolation

verwendet.

3.84 Herstellung der DNA-Fragmente

Restriktionsverdau

Die Spaltung der DNA mit den Restriktionsendonukleasen Nru I, Not I, Xba I und
Asp 718I (alle Boehringer Mannheim) wurde entsprechend den Angaben des Herstellers
in den jeweiligen Inkubationspuffern durchgefiihrt. Dazu wurden die Ansétze mit
TE-Puffer auf ein Reaktionsvolumen von 20 pl aufgefiillt und bei 37 °C fiir 30 Minuten
inkubiert. Aus den Plasmiden pSUB/Cep4-B7-1, pSUB/Cep4-B7-2 und
pCR-Bluntll-Topo-4-1BBL wurde ein Insert, das die jeweilige genomische
DNA-Sequenz enthielt, herausgeschnitten. Der Vektor pTracer CMV2 wurde fiir die

Ligation linearisiert.
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Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden in 0,8 - 1,5 prozentigen Agarosegelen mit 1 x TAE als
Gelpuffer und 0,5 pg/ml Ethidiumbromid im Gel bei 150 V und 0,15 A aufgetrennt. Als
Marker dienten der DNA Molecular Weight Marker III (Boehringer Mannheim) und
1 Kb DNA Ladder (GibcoBRL).

DNA-Gelextraktion

Spezifische DNA-Fragmente wurden unter UV-Licht mit dem Skalpell ausgeschnitten
und mit dem Gelextraktions-Kit Jet Quick Spin Column Technique (Genomed GmbH,
Bad Oeynhausen) isoliert. Die Konzentration wurde photometrisch iiber die Messung

der optischen Dichte bestimmt.

3.85 Ligation, Transformation und Selektion rekombinanter Klone

Bei der Klonierung von genomischen DNA-Fragmenten wurden 50 ng linearisierte
Vektor-DNA pTracer CMV2 (Invitrogen) in einem Volumen von 20 pl mit der 5- bis
10-fach molaren Menge des isolierten DNA-Fragmentes in 2 ul 10 x Ligationspuffer
und 0,5 pul T4-DNA Ligase (5 Units/ul, Fermentas) gemischt und mindestens 1 Stunde
bei 22 °C inkubiert. Um die Reaktion zu beenden, wurde die T4 DNA Ligase durch
Erhitzen auf 65 °C fiir 10 Minuten inaktiviert. Die Transformation in den
Bakterienstamm DH5-alpha wurde nach dem Hanahan-Protokoll durchgefiihrt
(Maniatis et al. 1989). Positive Klone wurden durch DNA-Miniprdparationen und
anschlieBende Restriktionsanalysen identifiziert und fiir eine Retransformation
eingesetzt. Die dabei selektierten positiven Klone wurden iiber eine Midipriparation

aufgereinigt.
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3.8.6 Sequenzierung der neuen Expressionsvektoren

Die Sequenzierung wurde durch die MediGenomix GmbH (Planegg/Martinsried) mit
den fiir die genomische DNA-Sequenz spezifischen Primern (siehe Abschnitt 3.7.3) und
Standard-Primern durchgefiihrt. Das Sequenzierungsergebnis wurde mit dem Software-
Programm DNAsis (Version 6,0; Pharmacia, Uppsala, Schweden) analysiert und
anhand des Programms BLAST (Basic local alignment search tool, Altschul et al.1997)

mit den publizierten Sequenzen verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.9 Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel angegeben. Die Streuung wird als

Standardfehler des Mittels (standard error of mean, S.E.M.) dargestellt. Der zweiseitige

Student t-Test fiir verbundene Stichproben wurde zum Vergleich der Mittelwerte

durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde fiir p < 0,05 angenommen.
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4 Ergebnisse
Erster Teil
4.1 T-Zellaktivierung durch B7-1-transfizierte HT-29 Kolonkarzinomzellen

4.1.1 Expression immunologisch relevanter Oberflichenmolekiile auf

transfizierten HT-29 Zellen

Vor Einsatz der transfizierten HT-29 Zellen im T-Zell-Proliferationsassay wurde
durchflusszytometrisch die Expression von Oberflichenmarkern, die zur Induktion einer
T-Zell-Aktivierung beitragen, untersucht. Sowohl die HT-29/neo Zellen, die mit einem
nur fiir die Antibiotikaresistenz kodierenden Kontrollvektor transfiziert worden waren,
als auch die B7-1-Transfektanten zeigten dabei eine hohe Expression von MHC-
Klasse-I-Molekiilen und eine erwartungsgemil3 fehlende Expression von MHC-

Klasse-II-Molekiilen.

B7-1

OHT29/neo

MHCT |

MHC 11

0 20 40 60 80 100

Positive Zellen in %

Abbildung 4.1 Expression von MHC I, MHC II und B7-1 auf transfizierten HT-29
Kolonkarzinomzellen. Das kostimulatorische Molekiil B7-1 wird von 88 % der HT-29/B7-1
Zellpopulation exprimiert. Fehlende B7-1-Expression bei den mit einem Neomycinresistenz-
Gen transfizierten HT-29 Zellen.
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4.1.2 Inaktivierung der HT-29 Zellen fiir den Einsatz im T-Zell-

Proliferationsassay

Im T-Zell-Proliferationsassay dienen die Tumorzellen als ,,Target” fiir die T-Zellen, die
wiederum als , Effektor® durch die Konfrontation mit den Tumorzellen aktiviert werden.
Als MaB fiir diese Aktivierung wird die Proliferationsrate der T-Zellen liber Einbau und
Messung von radiaktiv markiertem [3H]-Thymidin quantifiziert. Dabei ist eine
Eigenproliferation der Tumorzellen unerwiinscht. Als Inaktivierungsmethoden finden
unter anderem die Fixierung in 1 % Paraformaldehyd und die radioaktive Bestrahlung

Verwendung.

Als Alternative zu den oben genannten Inaktivierungsmethoden wurde zusétzlich die
Bestrahlung der Tumorzellen mit einer ultravioletten (UV) Lichtquelle untersucht. Die
Zellen wurden dabei einer homogenen Bestrahlung mit einer Wellenldnge von 302 nm

ausgesetzt.

cpm 40000 -
35000 -
30000 -
25000 A
20000 A
15000 -

10000 A

5000
HT-29/B7-1

0 -

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Bestrahlungsdauer in sec.

Abbildung 4.2 Proliferation der transfizierten Tumorzellen HT29/B7-1 und HT-29/neo in
Abhingigkeit von der Bestrahlungsdauer mit einer UV-B Lichtquelle (302 nm). Im Anschluss
an die Bestrahlung wurden die Zellen zunichst 48 h und nach Zugabe von [’H]-Thymidin
(0,5 pCi/well) weitere 24 h bei 37°C inkubiert. Die in den Zellen inkorporierte Radioaktivitét
wurde als counts per minute (cpm) gemessen. Darstellung der Mittelwerte von Triplikaten eines
reprasentativen Versuchs + S.E.M.
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Von einer ausreichenden Hemmung der Tumorzellproliferation war in diesem
Versuchsaufbau ab einer UV-B-Bestrahlungsdauer von 40 Sekunden auszugehen. In
weiteren Versuchen erwies sich durchschnittlich eine Bestrahlung von 60 Sekunden fiir

die Inaktivierung von Tumorzellen als geeignet.

Im néchsten Schritt wurden die HT-29/B7-1 Zellen im Hinblick auf die Expression von
MHC Klasse I- und II- Molekiilen und des kostimulatorischen Molekiils B7-1 vor und
nach Bestrahlung untersucht. Die Tumorzellen wurden in 3 Fraktionen geteilt, die erste
Fraktion wurde keiner Bestrahlung ausgesetzt. Die zweite Fraktion wurde in einer
Casiumquelle 150 Minuten bei 100 rad/min bestrahlt, so dass die Strahlendosis
insgesamt 15.000 rad betrug. Die dritte Fraktion wurde fiir 60 Sekunden mit einer UV-B
Lichtquelle bestrahlt. Das Ergebnis der anschlieBenden, durchflusszytometrischen

Untersuchung ist in Abbildung 4.3 dargestellt.

O ohne Bestrahlung
O radioaktiv bestrahlt (15000 rad)
B UV-B bestrahlt (60 sec)

B7.1

MHC 1

MHC II

0 20 40 60 80 100

Positive Zellen in %

Abbildung 4.3 Expression von B7-1, MHC I und MHC 1II auf HT-29/B7-1 Zellen:
vor (ohne Bestrahlung) und nach Bestrahlung a) mit einer Césiumquelle, Strahlendosis
15.000 rad b) mit einer UV-B Lichtquelle (302 nm) fiir 60 Sekunden. Die Expression der
Oberflachenmolekiile blieb in beiden Fillen nach Bestrahlung unverindert.

Bei der Fixierung der Tumorzellen in 1% Paraformaldehyd fiel die T-Zell-Proliferation

geringer aus als bei einer Inaktivierung durch radioaktive oder ultraviolette Bestrahlung.

50



ERGEBNISSE

Die UV-Bestrahlung wiederum bot gegeniiber der radiaktiven Bestrahlung den Vorteil
der kiirzeren Bestrahlungsdauer und der leichteren Umsetzung, so dass im weiteren

Verlauf die Tumorzellen hauptsédchlich durch UV-B-Bestrahlung inaktiviert wurden.

4.1.3 Isolation von T-Zellen fiir den Einsatz im T-Zell-Proliferationsassay

Fiir den Proliferationsassay war die Isolation hochaufgereinigter T-Zellen erforderlich.
Bei der dafiir gewéhlten Methode wurden im ersten Schritt periphere mononukleédre
Zellen (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) aus 100 ml Vollblut humaner,
gesunder Blutspender iiber eine Ficoll-Dichte-Zentrifugation pripariert. Uber das
magnetic-activated cell sorting (MACS) wurden mittels Antikdrpermarkierung CD3-
positive Zellen (T-Zellen) aus den PBMC isoliert. Der Erfolg der Zellsortierung wurde

mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfasst.
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Abbildung 4.4 Oberflichenmarkerexpression der mittels MACS isolierten Zellpopulation.
96 % der Zellen waren positiv fiir CD3, 66 % waren positiv fiir CD4, 23 % waren positiv fiir
CDS. Damit lag eine hochreine T-Zellpopulation vor. CD14- und CD20-positive Zellen konnten
nicht nachgewiesen werden, wodurch Verunreinigungen durch B-Zellen ausgeschlossen werden
konnten. Die Expression von MHC 1II auf 4 % der Zellen weist auf eine geringe Verunreinigung
durch Monozyten hin.
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4.1.4 T-Zellaktivierung durch HT-29/B7-1 Zellen im T-Zell-Proliferationsassay

Das Potential der B7-1-Transfektanten, eine T-Zellaktivierung auszulosen, wurde
zunidchst unter dem Gesichtspunkt des Effektor/Target-Verhiltnisses untersucht. Eine
konstante Anzahl an T-Zellen desselben Spenders wurde dafiir mit einer
unterschiedlichen Anzahl an inaktivierten Tumorzellen konfrontiert. Bei einem
Verhéltnis 10:1 von T-Zellen zu HT-29/B7-1 Zellen war die T-Zellaktivierung
signifikant hoher (p < 0,05) als bei einem Verhiltnis von 5:1, 20:1 und 40:1.

B HT29/B7-1 + ConA
OHT29/B7-1

PHA

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
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Abbildung 4.5 T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von B7-1-transfizierten HT-29 Zellen.
Je 50 x 10° T-Zellen von einem Spender wurden im Verhéltnis 5:1, 10:1, 20:1 und 40:1 mit
inaktivierten HT-29/B7-1 Zellen konfrontiert und nach Zugabe von [*H]-Thymidin
(0,5 pCi/well) an Tag 3 weitere 24 Stunden inkubiert. Angegeben sind die counts per minute
(cpm) an Tag 4 als MaB fiir die in den Zellen inkorporierte Radioaktivitit. Fiir jeden Ansatz sind
zweil Balken dargestellt, oben Tumorzellen und T-Zellen in Anwesenheit von Concanavalin A
(ConA) in suboptimaler Konzentration (0,5 pg/ml), unten Tumorzellen und T-Zellen ohne
ConA. Weiterhin sind als Kontrollen die T-Zell-Proliferation ohne Anwesenheit von
Tumorzellen unter Zugabe von Phytohdmagglutinin (PHA) in mitogener Konzentration
(5 pg/ml) zur maximalen Stimulation der T-Zellen und in Anwesenheit von ConA in
suboptimaler Konzentration (0,5 pg/ml) aufgezeigt. Darstellung der Mittelwerte von Duplikaten
eines reprasentativen Versuchs = S.E.M.

Wie aus Abbildung 4.5 hervorgeht, war zur B7-1-abhingigen Proliferation der T-Zellen

ein weiterer Kostimulus, hier in Form des Lectins Concanavalin A (ConA), notwendig.
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Dabei wurde ConA in einer submitogenen Konzentration von 0,5 ug/ml eingesetzt und
fithrte als alleiniger Stimulus nicht zu einer gesteigerten Proliferation der T-Zellen. Im
Gegensatz dazu wurde die primir CD2-vermittelte maximale Stimulation der T-Zellen
durch das Lectin Phytohdmagglutinin (PHA) in einer Konzentration von 5 pg/ml als

Kontrolle in allen T-Zell-Proliferationsassays eingesetzt.

Als Kontrolle zu den B7-1-Transfektanten der HT-29 Zellen dienten mit einem nur fiir
die Neomycinresistenz kodierenden Kontrollvektor transfizierte Zellen (HT-29/neo) und
untransfizierte HT-29 Zellen (Wildtyp) gleichermallen. Weder die Stimulation mit
HT-29/neo noch mit Wildtyp-Zellen fiihrte zu einer T-Zell-Proliferation, wie aus
Abbildung 4.6 ersichtlich wird (p = 0,036).

HT-29/neo0 + ConA

HT-29 WT +ConA ]‘

HT-29/B7-1 + ConA

PHA

0 10000 20000 30000 40000 50000
cpm

Abbildung 4.6 T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von B7-1-Transfektanten und
Neomycinresistenzgen-Transfektanten (HT-29/neo) sowie Wildtyp Zellen der HT-29 Zellinie
(HT-29 WT) in zwei unabhéngigen Proliferationsassays. Fiir jeden Ansatz sind zwei Balken
dargestellt, oben Assay Nr.1 mit HT-29/neo Zellen als Kontrolle, unten Assay Nr. 2 mit HT-29
Wildtyp Zellen als Kontrolle. ConA wurde in allen T-Zell-/Tumorzell-Ansédtzen in
submitogener Konzentration (0,5 pg/ml) zugegeben. Die PHA (5 pg/ml)-Stimulation der
T-Zellen ohne Anwesenheit von Tumorzellen diente als Kontrolle der maximal mdglichen
T-Zell-Stimulation. Darstellung der Mittelwerte von Duplikaten = S.E.M.
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Abbildung 4.7 zeigt die Reproduzierbarkeit dieses Ergebnis fiir fiinf weitere,
voneinander unabhédngige Versuche. Fiir einen Versuchsansatz kamen jeweils nur
T-Zellen von einem Spender zum Einsatz. Der Vergleich von B7-1-positiven und B7-1-
negativen HT-29 Zellen zeigte, dass das transfizierte kostimulatorische Molekiil
funktionell aktiv war. Weiter war zu sehen, dass die T-Zell-Proliferation mit derselben

Tumorzellinie bei T-Zellen von verschiedenen Spendern unterschiedlich stark ausfiel.

OHT-29/Kontrolle
B HT-29/B7-1

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000
cpm

Abbildung 4.7 T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von HT-29/B7-1 Zellen in fiinf
voneinander unabhéngigen Versuchen. Es wurden HT-29/neo Zellen und HT-29 Wildtyp Zellen
als Kontrolle eingesetzt. Die T-Zellen stammten fiir jeden Versuchsansatz von verschiedenen
Spendern. Darstellung der Mittelwerte von Duplikaten + S.E.M.

Innerhalb eines T-Zell-Proliferationsassays wurden mehrere Kontrollen eingesetzt, um
sicherzustellen, dass die gemessenen counts pro Minute nur auf die Proliferation der
T-Zellen in Anwesenheit von B7-1 exprimierenden Tumorzellen zuriickzufiihren waren.
Nur Versuche, bei denen in den Kontrollansidtzen bis auf den Ansatz mit PHA-
Stimulation keine Proliferation zu verzeichnen war, wurden weiter ausgewertet.

Abbildung 4.8 zeigt beispielhaft einen kompletten Versuchsansatz mit allen Kontrollen.
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T-Zellen + HT-29/B7-1 + ConA
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Abbildung 4.8 Kompletter Versuchsansatz eines T-Zell-Proliferationsassays mit HT-29/B7-1
Zellen. Voraussetzung fiir eine Proliferation waren die Konfrontation der T-Zellen mit B7-1-
exprimierenden HT29-Zellen und die gleichzeitige Anwesenheit von Concanavalin A in
submitogener Konzentration (0,5 pg/ml). In allen Negativ-Kontrollen fehlte eine Proliferation,
wihrend die Proliferation der Positiv-Kontrolle mit PHA (5 pg/ml)-Stimulation der T-Zellen
aufzeigte, dass die T-Zellen grundsétzlich aktivierbar waren. Darstellung der Mittelwerte der
Duplikate eines repréasentativen T-Zell-Proliferationsassays = S.E.M.

Zusammenfassend ldsst sich zu den Versuchen mit HT-29 Zellen sagen, dass Zellen, die
mit dem kostimulatorischen Molekiil B7-1 transfiziert worden waren, im Gegensatz zu
untransfizierten oder mit einem Kontrollvektor transfizierten Zellen in der Lage waren
eine T-Zell-Proliferation auszulosen. Voraussetzung dafiir war aber die gleichzeitige
Anwesenheit des Lectins Concanavalin A in submitogener Konzentration (0,5 pg/ml).
In dieser Konzentration fiihrte Concanavalin A weder alleine noch in Anwesenheit von
Tumorzellen, die kein B7-1 exprimierten, zu einer messbaren T-Zell-Aktivierung. Die
Tumorzellen konnten nach Inaktivierung durch UV-B Bestrahlung im Assay eingesetzt
werden. Dabei lag das optimale Effektor/Target Verhdltnis bei 10:1. Die T-Zell-
Proliferation bei Konfrontation mit derselben Tumorzellinie fiel bei T-Zellen von

verschiedenen Spendern unterschiedlich stark aus.
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4.2 Einfluss von Interleukin-18 und Interleukin-12

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Steigerung der Immunogenitit von B7-1-
transfizierten Kolonkarzinomzellen im Hinblick auf eine T-Zell-Aktivierung. Unter
diesem Gesichtspunkt wurde im Weiteren der Einfluss der Zytokine Interleukin
(Interleukin)-18 und Interleukin-12 untersucht. Wie bereits in der Einleitung ausgefiihrt
wurde, wird in der Literatur die Induktion der Interferon-(IFN)-y Synthese als Wirkung
fiir beide Zytokine beschrieben. Ebenfalls aus der Literatur bekannt ist, dass beide
Zytokine in Kombination einen synergistischen Effekt in Bezug auf die Induktion der

Interferon-y-Synthese aufweisen kénnen.

Der Einfluss von Interleukin-18 und Interleukin-12 wurde in zwei unterschiedlichen
Ansdtzen untersucht. Im ersten Ansatz wurden mononukledre Zellen (PBMC) mit
Interleukin-18 und Interleukin-12 stimuliert und anschlieBend im Uberstand die
Interferon-y-Konzentration mittels eines humanen Interferon-y-ELISA bestimmt. So

konnte die biologische Aktivitdt der Zytokine {iberpriift werden.

Im zweiten Ansatz wurde der Effekt von Interleukin-18 und Interleukin-12 auf
T-Zellen, die zuvor aus PBMC aufgereinigt wurden, untersucht. Dabei wurde
unterschieden zwischen dem Effekt auf die Induktion der Interferon-y-Synthese und
dem Effekt auf die T-Zell-Proliferation. Entsprechend wurde wie bei den PBMC die
Interferon-y-Konzentration im Uberstand von stimulierten T-Zellen mittels ELISA
bestimmt. Um die relative DNA-Syntheserate und damit die Zellteilungsaktivitit
quantitativ erfassen zu kénnen, wurde zudem die relative [’H]-Thymidin-Einbaurate als

»~epm*, d.h. counts per minute, ermittelt.

Bei der Stimulation von T-Zellen mit Interleukin-12 und Interleukin-18 wurde weiterhin
unterschieden zwischen T-Zellen, die ohne die Anwesenheit von Tumorzellen durch ein
Mitogen (Concanavalin A in submitogener Konzentration und Phytohdmagglutinin in
mitogener Konzentration) aktiviert wurden, und T-Zellen, die durch Kostimulation mit

B7-1-transfizierten HT-29 Tumorzellen aktiviert wurden.
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4.2.1 Stimulation von mononukleéiren Zellen

Periphere mononukledre Zellen (PBMC) aus 100 ml Vollblut humaner, gesunder
Blutspender wurden {iiber eine Ficoll-Dichte-Zentrifugation prépariert und mit
Interleukin-18 und Interleukin-12 stimuliert. Nach 72 Stunden wurde die Interferon-y-
Konzentration im Uberstand mittels ELISA gemessen.

4.2.1.1 Induktion der Interferon-y Synthese durch mononukleire Zellen
Induktion der Interferon-y-Synthese durch Interleukin-18

Die PBMC wurden mit Interleukin-18 in einer Konzentrationsreihe von 0 ng/ml bis

100 ng/ml stimuliert. Als Kostimulus wurde Concanavalin A in submitogener

Konzentration (0,5 pg/ml) zugegeben.
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Abbildung 4.9 Interferon-y-Konzentration im Uberstand von humanen PBMC nach
Stimulation mit rekombinantem Interleukin-18. 10° PBMC wurden mit ConA (0,5 pg/ml) und
den angegebenen Interleukin-18-Konzentrationen fiir 72 Stunden inkubiert. Eine signifikante
Induktion der Interferon-y-Synthese war erst bei einer IL-18-Konzentration von 100 ng/ml zu
beobachten (p = 0,04). Darstellung der Mittelwerte aus 3 unabhingigen Versuchen = S.E.M.
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Versuche mit rekombinantem Interleukin-18 eines anderen Herstellers lieferten
vergleichbare Ergebnisse, so dass die fehlende Induktion der Interferon-y-Synthese bei
niedrigen Interleukin-18-Konzentrationen eher auf die unausreichende Kostimulation
durch Concanavalin A in submitogener Konzentration zuriickzufiihren war. Insgesamt
waren Interleukin-18-Konzentrationen > 10 ng/ml erforderlich, um eine Steigerung der

Interferon-y-Synthese zu bewirken.

Induktion der Interferon-y-Synthese durch Interleukin-12

Parallel zu der Stimulation mit Interleukin-18 wurden humane PBMC mit Interleukin-
12-Konzentrationen bis zu 100 ng/ml fir 72 stimuliert und die Interferon-y-

Konzentration im Uberstand bestimmt.
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Abbildung 4.10 Interferon-y-Konzentration im Uberstand von humanen PBMC nach
Stimulation mit rekombinantem Interleukin-12. 10° PBMC wurden mit ConA (0,5 pg/ml) und
den angegebenen Interleukin-12-Konzentrationen fiir 72 Stunden inkubiert. Es war eine 1L-12-
konzentrations-abhéngige Induktion der Interferon-y-Synthese zu beobachten. Darstellung der
Mittelwerte aus 3 unabhingigen Versuchen + S.E.M.

Im Gegensatz zu Interleukin-18 zeigte Interleukin-12 auch bei niedrigen
Konzentrationen einen deutlichen Effekt auf die Interferon-y-Synthese der PBMC. Die

Interferon-y-Synthese konnte Interleukin-12-konzentrationsabhingig gesteigert werden.
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Auch ohne den Zusatz von Concanavalin A in submitogener Konzentration konnte die
Interferon-y-Synthese durch Interleukin-12 induziert werden. Die dabei gemessenen
Interferon-y-Konzentrationen im Uberstand der PBMC fielen aber deutlich geringer aus

als mit Concanavalin A.

4.2.1.2 Synergistischer Effekt von Interleukin-18 und Interleukin-12

Im néchsten Ansatz wurden humane PBMC fiir 72 Stunden mit einer Kombination von
Interleukin-18 und Interleukin-12 stimuliert. Beide Interleukine wurden dabei in den

Konzentrationen 0 ng/ml, 0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml eingesetzt.
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Abbildung 4.11 Interferon-y-Konzentration im Uberstand von humanen PBMC nach
Stimulation mit rekombinantem IL-18 und IL-12. 10° PBMC wurden mit ConA (0,5 pg/ml) und
IL-18 sowie IL-12 in Kombination fiir 72 Stunden inkubiert. Fiir jede Konzentrationseinheit
sind 3 Balken dargestellt, IL-18 alleine (links), IL-12 alleine (Mitte) und die Kombination von
IL-12 in zunehmenden Konzentrationen in Kombination mit IL-18 (100 ng/ml) (rechts). Der
Zusatz von IL-18 (100 ng/ml) fiihrte ab einer IL-12-Konzentration von 1 ng/ml zu einem
Anstieg der Interferon-y-Konzentration im Vergleich zu alleiniger Stimulation mit IL-12 und
alleiniger maximaler Stimulation mit IL-18 (100 ng/ml). Darstellung der Mittelwerte aus 3
unabhingigen Versuchen = S.E.M.
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Der oben beschriebene Anstieg der Interferon-y-Konzentration mit zunehmenden
Interleukin-12-Konzentrationen konnte ab einer Interleukin-12-Konzentration von
1 ng/ml durch den Zusatz von Interleukin-18 (100 ng/ml) gesteigert werden. Dieser
Anstieg ging, wie in Abbildung 4.12 dargestellt wird, iiber einen rein additiven Effekt

hinaus.
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Abbildung 4.12 Teilergebnis aus Abbildung 4.11. Interferon-y-Konzentration im Uberstand von
humanen PBMC nach Stimulation mit rekombinantem IL-18 (100 ng/ml) und IL-12 in
zunechmenden Konzentration unter Zusatz von ConA in submitogener Konzentration
(0,5 pg/ml), dargestellt durch die Gesamthohe der Balken. Der untere graue Abschnitt der
Balken steht fiir die reine IL-12 Stimulation der PBMC ohne IL-18. Die Hohe des mittleren
schraffierten Abschnitts gibt die Interferon-y-Konzentration bei alleiniger Stimulation mit IL.-18
(100 ng/ml) wieder. Der dunkle obere Abschnitt gibt die Zunahme der Interferon-y-
Konzentration bei Kombination von IL-12 und IL-18, die iiber einen reinen additiven Effekt
hinausgeht, wieder. Darstellung der Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Versuchen + S.E.M.

4.2.2 Stimulation von T-Zellen

4.2.2.1 Einfluss auf die T-Zell-Proliferation in Anwesenheit mitogener

Substanzen

Es wurde der Frage nachgegangen, in welchem Mal} die Zytokine Interleukin-12 und
Interleukin-18 die Proliferation der T-Zellen beeinflussen konnen, zundchst anhand von
T-Zellen, die zusédtzlich zu den Interleukinen mit einem Mitogen stimuliert wurden, d.h.

ohne die Anwesenheit von Tumorzellen.
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Einfluss von Interleukin-12 und Interleukin-18
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Abbildung 4.13 T-Zell-Proliferation ohne den Zusatz von Concanavalin A (oberes Bild) und mit
Zusatz von Concanavalin A in submitogener Konzentration (unteres Bild) in Abhéngigkeit von
IL-12 und IL-18 Stimulation — in Kombination der beiden Interleukine und fiir jedes Interleukin
alleine. 5 x 10* humane T-Zellen eines Spenders wurden 72 Stunden mit IL-12 und IL-18 in den
entsprechenden Konzentrationen und Kombinationen stimuliert und die Proliferationsrate {iber
die relative [*’H]-Thymidin-Einbaurate als ,,.cpm*, d.h. counts per minute, ermittelt. Darstellung
der Mittelwerte aus 3 unabhingigen Versuchen = S.E.M.

Weder fiir Interleukin-12 noch fiir Interleukin-18 konnte eine Zunahme der T-Zell-
Proliferation durch entsprechende Stimulation der T-Zellen verzeichnet werden. Die
Zugabe des Lectins Concanavalin A in submitogener Konzentration (0,5 pg/ml) fiihrte
in allen Ansdtzen zu einem leichten Proliferationsanstieg (durchschnittlich um Faktor 2)

unabhingig von den jeweiligen Interleukin-12- und Interleukin-18-Konzentrationen.
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T-Zellen + PHA
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Abbildung 4.14 T-Zell-Proliferation unter Zusatz von Phytohdmagglutinin (PHA) in mitogener
Konzentration (5 pg/ml) in Abhingigkeit von der Stimulation mit IL-12 und IL-18. 5 x 10*
humane T-Zellen eines Spenders wurden 72 Stunden mit IL-12 und IL-18 in den
entsprechenden Konzentrationen und Kombinationen stimuliert und die Proliferationsrate {iber
die relative [*H]-Thymidin-Einbaurate als counts per minute (cpm) ermittelt. Darstellung der
Mittelwerte der Duplikate eines reprisentativen T-Zell-Proliferationsassays = S.E.M.

Wie Abbildung 4.14 zeigt, filhrte PHA (5 pg/ml) alleine bereits zu einer hohen
Proliferationsrate (oberster Balken). Diese Proliferation konnte durch den alleinigen
Zusatz von Interleukin-18 nicht gesteigert werden (obere Balkengruppe). Hingegen
fiihrte der alleinige Zusatz von Interleukin-12 mit zunehmenden Interleukin-12-
Konzentrationen zu einer gesteigerten T-Zell-Proliferation (weile Balken). Ab einer
Interleukin-12-Konzentration von 10 ng/ml konnte diese Proliferation durch den Zusatz
von Interleukin-18 weiter gesteigert werden (untere zwei Balkengruppen). Dabei
fiihrten zunehmende Interleukin-18-Konzentrationen auch zu einer Zunahme der
Proliferation, so dass die hochste Proliferationsrate bei Kombination der hochsten
Interleukin-18- und Interleukin-12-Konzentrationen zu verzeichnen war (unterster
Balken). Von einem synergistischen Effekt auf die T-Zell-Proliferation war dabei aber

nicht auszugehen.
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4.2.2.2 Einfluss auf die T-Zell-Proliferation im T-Zell-Proliferationsassay

Der Fragestellung, ob durch humanes, rekombinantes Interleukin-18 und/ oder
Interleukin-12 die T-Zell-Aktivierung unter dem Einfluss des kostimulatorischen
Molekiils B7-1, verstirkt werden kann, wurde in einer Serie von T-Zell-
Proliferationsassays nachgegangen. Wie bereits in Abschnitt 4.1.4 erldutert, wurden
UV-inaktivierte HT-29/B7-1 Zellen im Verhéltnis 1:10 mit aufgereinigten T-Zellen
eines Spenders und unter Zusatz von Concanavalin A in submitogener Konzentration
(0,5 pg/ml) und den Interleukinen Interleukin-12 und Interleukin-18 fiir 72 Stunden
inkubiert und die Proliferationsrate der T-Zellen iiber Einbau und Messung von

radiaktiv markiertem [*H]-Thymidin quantifiziert.

Einfluss von Interleukin-18

Die alleinige Zugabe von Interleukin-18 zum Versuchsansatz flihrte zu keiner

Steigerung der T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von HT-29/B7-1 Tumorzellen, wie

aus Abbildung 4.15 zu ersehen ist.
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Abbildung 4.15 T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von HT-29/B7-1 Zellen und ConA in
submitogener Konzentration in Abhéngigkeit von IL-18 Stimulation. Angegeben ist die
Proliferationsrate als counts per minute (cpm). Darstellung der Mittelwerte + S.E.M fiir
vier unabhingige Versuche.
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Einfluss von Interleukin-12

Im Gegensatz zu Interleukin-18 war Interleukin-12 in der Lage, die T-Zell-Proliferation
in Anwesenheit von B7-1-transfizierten Tumorzellen konzentrationsabhingig zu
steigern. Bei einer Interleukin-12-Konzentration von 10 ng/ml war die T-Zell-
Proliferation durchschnittlich um 50 %, bei einer Konzentration von 100 ng/ml
durchschnittlich um 100 % erhoht. Die Proliferationswerte unter Interleukin-12
Stimulation schwankten zwischen verschiedenen Spendern. Ohne Concanavalin A in
submitogener Konzentration war die alleinige Zugabe von Interleukin-12 nicht
ausreichend, um eine T-Zell-Aktivierung in Anwesenheit von HT-29/B7-1 Zellen

auszulosen.
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Abbildung 4.16 T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von HT-29/B7-1 Zellen und ConA in
submitogener Konzentration in Abhédngigkeit von IL-12 Stimulation. Angegeben ist die
Proliferationsrate als counts per minute (cpm). Darstellung der Mittelwerte £ S.E.M fiir
drei unabhingige Versuche.
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Einfluss der Kombination von Interleukin-12 und Interleukin-18

Interleukin-12 alleine konnte zwar mit zunehmender Konzentration einen
stimulierenden Effekt auf die Proliferation der T-Zellen in Anwesenheit von
HT-29/B7-1 Zellen ausiiben. Dieser Effekt wurde aber durch die zusatzliche Gabe von
Interleukin-18 im Gegensatz zu den Versuchen mit PHA-stimulierten T-Zellen nicht
verstirkt. Die durch HT-29/B7-1 Zellen ausgeloste Aktivierung der T-Zellen war
hingegen bereits bei niedrigen Interleukin-12-Konzentrationen und in Anwesenheit von

ConA in submitogener Konzentration signifikant erhoht (p < 0,0003).
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Abbildung 4.17 T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von HT-29/B7-1 Zellen und ConA in
Abhingigkeit von der Stimulation mit IL-12 und IL-18. Humane T-Zellen eines Spenders
wurden 72 Stunden mit IL-12 und IL-18 in den entsprechenden Konzentrationen und
Kombinationen stimuliert. Angegeben ist die relative Proliferationsrate als counts per minute.
Die Sterne [*] kennzeichnen statistisch signifikante Unterschiede fiir den Vergleich der
T-Zell-Proliferationsraten mit [IL-12 = 0 ng/ml] und [IL-12 = 1 ng/ml] (p = 0,003) bzw.
[IL-12 = 10 ng/ml und 100 ng/ml] (p < 0,003). Darstellung der Mittelwerte fiir drei
unabhingige Versuche £ S.E.M.
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4.2.2.3 Induktion der Interferon-y-Synthese durch T-Zellen

Parallel zu den oben dargestellten Versuchen mit PBMC wurde im Uberstand von
T-Zellen, die mit den Zytokinen Interleukin-18 und Interleukin-12 stimuliert wurden,
die Interferon-y-Konzentration mittels ELISA bestimmt. T-Zellen wurden zusitzlich zu
den Zytokinen entweder mit dem Lectin Phytohdmagglutinin (PHA) in mitogener
Konzentration (5 pg/ml) oder mit HT-29/B7-1 Tumorzellen in Anwesenheit des Lectins
Concanavalin A in submitogener Konzentration (0,5 pg/ml) stimuliert. Zundchst wurde
der Einfluss der Stimulation mit nur einem Interleukin und im néichsten Schritt mit

Interleukin-18 und Interleukin-12 in Kombination untersucht.

Einfluss von Interleukin-18

pg/ml PHA
2000

1500 -
1000 -

500 ~

IFN-Gamma Konzentration

0 1 10 50
IL-18 Konzentration in ng/ml

pg/ml

2000 - HT-29/B7-1

1500 -

1000 -

500 -

0 - i = —

0 1 10 50
IL-18 Konzentration in ng/ml

IFN-Gamma Konzentration

Abbildung 4.18 Interferon-y-Konzentration im Uberstand von IL-18-stimulierten T-Zellen in
Anwesenheit von PHA (5 pg/ml) (oben) und HT-29/B7-1 Tumorzellen mit
ConA (0,5 pg/ml) (unten). In beiden Ansétzen fiihrte die zusitzliche Stimulation mit [L-18 zu
keinem signifikanten Anstieg der Interferon-y-Konzentration im Uberstand. Es sind die
Mittelwerte = S.E.M aus drei unabhingigen Versuchen dargestellt.

66



ERGEBNISSE

Vergleichbar mit den Ergebnissen zur T-Zell-Proliferation nach Stimulation mit
Interleukin-18 zeigte sich keine verstirkte Induktion der Interferon-y-Synthese durch
den Zusatz von Interleukin-18 zu T-Zellen, weder in Anwesenheit von PHA (S5pg/ml)

noch von HT-29/B7-1 Zellen (Abbildung 4.18).

Einfluss von Interleukin-12

Mit zunehmenden Konzentrationen fiihrte dagegen die Stimulation mit Interleukin-12
zu einem Anstieg der Interferon-y-Konzentration sowohl bei T-Zellen in Anwesenheit
von PHA (5pg/ml) als auch von HT-29/B7-1 Zellen. Dieser Effekt zeigte eine
Signifikanz ab einer Interleukin-12-Konzentration von 10 ng/ml verglichen mit der

Interferon-y-Synthese ohne Stimulation mit Interleukin-12 (p = 0,03) (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19 Interferon-y-Konzentration im Uberstand von IL-12-stimulierten T-Zellen in
Anwesenheit von PHA (5 pg/ml) (oben) und HT-29/B7-1 Tumorzellen mit ConA
(0,5 ug/ml) (unten). Die zusitzliche Stimulation mit IL-12 fiihrt bei einer Konzentration von
10 ng/ml zu einem signifikanten Anstieg der Interferon-y-Konzentration (p = 0,03) Es sind die
Mittelwerte + S.E.M aus drei unabhéngigen Versuchen dargestellt.
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Einfluss von Interleukin-18 und Interleukin-12 in Kombination

Die Zugabe von Interleukin-12 zum Versuchsansatz filihrte bereits in niedriger
Konzentration zu einer Erh6hung der Interferon-y-Konzentration durchschnittlich um
den Faktor 3 bei PHA-Stimulation (p = 0,0001) bzw. Faktor 6 in Anwesenheit von
HT-29/B7-1 Zellen (p = 0,001). Mit zunehmenden Interleukin-12-Konzentrationen kam
es zu einer Suppression der Interferon-y-Synthese. Bei einer Interleukin-12-
Konzentration von 100 ng/ml war die Interferon-y-Konzentration um durchschnittlich
37 % niedriger bei PHA-Stimulation (p = 0,018) bzw. um 30 % in Anwesenheit von
HT-29/B7-1 Zellen (p = 0,008) als die jeweils maximal gemessene Interferon-y-
Konzentration. Dieser Effekt wurde unabhédngig von der Interleukin-18-Konzentration
beobachtet, d.h. durch die zusétzliche Stimulation mit Interleukin-18 (1 ng/ml, 10 ng/ml,

50 ng/ml) konnte kein weiterer Effekt auf die Interferon-y-Synthese verzeichnet werden.
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Abbildung 4.20 Interferon-y-Konzentration im Uberstand von IL-12- und IL-18-stimulierten
T-Zellen in Anwesenheit von PHA (5 pg/ml) (oben) und HT-29/B7-1 Tumorzellen mit ConA
(0,5 pg/ml) (unten). Es sind die Mittelwerte =+ S.E.M aus drei unabhingigen Versuchen
dargestellt.
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Zusammenfassend ldsst sich zu der Wirkung von Interleukin-18 und Interleukin-12
sagen, dass flir Interleukin-12 ein Effekt auf die Aktivierung von PBMC und T-Zellen
gezeigt werden konnte. In Form von erhdhter Induktion der Interferon-y-Synthese war
dieser Effekt bei PBMC und T-Zellen zu verzeichnen. Bei T-Zellen fiihrte
Interleukin-12 in Anwesenheit eines weiteren Stimulus in Form eines Mitogens (PHA)
oder B7-1-vermittelter Kostimulation zu gesteigerter T-Zell-Proliferation. Fiir
Interleukin-18 konnte keine erhdhte Induktion der Interferon-y-Synthese bei PBMC und

T-Zellen und keine gesteigerte T-Zell-Proliferation nachgewiesen werden.

Die Kombination von Interleukin-12 und Interleukin-18 fiihrte bei PBMC zu einem
synergistischen Effekt auf die Induktion der Interferon-y-Synthese. Bei PHA-
stimulierten - nicht aber bei B7-1-stimulierten — T-Zellen konnte eine durch
Interleukin-12 gesteigerte T-Zell-Proliferation durch Interleukin-18 noch weiter
gesteigert werden, ohne dass dabei ein synergistischer Effekt festgestellt werden konnte.
Im Hinblick auf die Induktion der Interferon-y-Synthese konnte weder bei PHA-
Stimulation noch bei B7-1-vermittelter Kostimulation von T-Zellen ein zusitzlicher

Effekt durch die Kombination von IL-12 mit IL-18 festgestellt werden.
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Zweiter Teil

4.3 Herstellung der Expressionsvektoren pTracer (4-1BB-L), pTracer (B7-1)
und pTracer (B7-2)

Neben den kostimulatorischen Oberflichenproteinen B7-1 und B7-2, die iber die
Interaktion mit dem Rezeptor CD28 auf T-Zellen nach heutigem Wissensstand die
starksten kostimulatorischen Signale vermitteln (Bluestone 1995, Robey und Allison
1995, Allison 1994) sind weitere Oberflichenmolekiile identifiziert worden, die eine
kostimulatorische Wirkung auf die T-Zell-Aktivierung ausiiben kénnen (Mueller 2000,
Whitmire und Ahmed 2000, Watts und DeBenedette 1999). Zu diesen zihlt auch der
Ligand von 4-1BB, einem Protein, das als induzierbares T-Zell-Antigen und Mitglied
der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor-Familie (Vinay und Kwon 1998) iiber eine
Interaktion mit 4-1BB-Ligand ein starkes Signal fiir die T-Zell-Aktivierung liefern kann
(Cannons et al. 2001, DeBenedette et al. 1997). Wie B7-1 und B7-2 wird auch 4-1BB-
Ligand auf aktivierten Antigen-prisentierenden Zellen, darunter Makrophagen,
Dendritische Zellen und aktivierte B-Zellen, exprimiert (DeBenedette et al. 1997,
Alderson et al. 1994, Goodwin et al. 1993).

Durch die Transfektion der kolorektalen Karzinomzellen HT-29 mit 4-1BB-Ligand
alleine und in Kombination mit den B7-Molekiilen sollte das Ziel, die Immunogenitit
der HT-29 Tumorzellen zu steigern, weiterverfolgt werden. Zunichst wurde der Frage,
inwieweit durch Stimulation von PBMC die Expression dieser kostimulatorischen
Oberflachemolekiile induziert werden kann, unter Einsatz der Polymerase-
Kettenreaktion nachgegangen. Im néchsten Schritt wurden die fiir eine stabile
Transfektion der Tumorzellen mit B7-1, B7-2 und 4-1BB-Ligand erforderlichen

Expressionsvektoren kloniert.
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4.3.1 Expression von kostimulatorischen  Oberflichenmolekiilen auf

stimulierten mononukleiren Zellen

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde unter Einsatz der in Abschnitt 3.7.2
beschriebenen ¢cDNA aus stimulierten PBMC und mit den in Abschnitt 3.7.3

angegebenen Primern die Expression der kostimulatorischen Oberflichenmolekiile

B7-1, B7-2 und 4-1BB-Ligand untersucht.

Laufrichtung

41BB-L  25mMMgCl, |
41BB-L  2.0mMMgCl, |

B7-2 2,5mM MgCl, |

B7-2 2,0 mM MgCl,
oy
B7-1 2,5 mM MgCl,
L
B7-1 2,0 mM MgCl,

DNA Molecular Weight Marker 11

<
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Abbildung 4.21 Expression von kostimulatorischen Oberflichenmolekiilen auf PBMC. Fiir die
PCR diente cDNA von PBMC, die fiir 20 Stunden mit 1000 U/ml granulocyte macrophage-
colony stimulating factor (GM-CSF) und 10 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert wurden,
als Template. Die PCR wurde mit zwei unterschiedlichen Magnesiumchlorid (MgCl,)-
Konzentrationen (2,0 mM und 2,5 mM) durchgefiihrt. Kontrollen bestanden in PCR-Ansétzen
ohne cDNA und PCR mit GAPDH-Primern (Kontrollen nicht dargestellt). Dargestellt sind
positive Banden fiir B7-1 und B7-2 (schwarze Pfeile) und fehlende Banden fiir 4-1BB-Ligand
(weile Pfeile). Exemplarische Darstellung eines PCR-Ergebnisses.
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Abbildung 4.21 zeigt stellvertretend fiir eine Reihe von Polymerase-Kettenreaktionen,
dass durch Stimulation von PBMC eine Expression der kostimulatorischen Molekiile
B7-1 und B7-2 nachzuweisen war. Die Banden fiir B7-1 und B7-2 entsprechen in ihrer
GroBe den kodierenden DNA-Sequenzen (CDS) fiir B7-1 und B7-2 in der Literatur
(Tabelle 4.1). Trotz Variation von Stimulations- und PCR-Bedingungen war hingegen
eine eindeutige Amplifikation des 4-1BB-Ligand-Gens nicht mdglich (leere Bande in
Abbildung 4.21).

Kostimulatorisches

Linge der CDS in Basenpaaren (bp) | Referenz
Oberflachenmolekiil
B7-1 867 Freeman et al. 1989
B7-2 972 Azuma et al. 1993
4-1BB-Ligand 765 Alderson et al. 1994

Tabelle 4.1 Lange der kodierenden DNA-Sequenz (CDS) von B7-1, B7-2 und 4-1BB-Ligand.

Als Kontrolle fiir die Funktionalitit der Primer dienten Polymerase-Kettenreaktionen
mit Plasmid-DNA, die die entsprechenden Gene fiir B7-1, B7-2 und 4-1BB-Ligand
enthielt. Beispielhaft ist in Abbildung 4.22 das Ergebnis einer PCR mit Primern fiir
4-1BB-Ligand  dargestellt. Als DNA wurde der Sequenzierungsvektor
pCR-Bluntll-Topo (Invitrogen), der die genomische Sequenz fiir 4-1BB-Ligand enthielt
und freundlicherweise von Dr. med. U. Hacker aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. med. M. Hallek, Genzentrum der Universitit Miinchen, zur Verfligung gestellt
wurde, eingesetzt. Die positiven Bande unterhalb der 831 bp-Marke des ,,Molecular
Weight Marker I decken sich mit der in der Literatur fiir die 4-1BB-Ligand-Sequenz
angegebenen Grofle von 765 bp.

Fiir B7-1 und B7-2 erbrachte die PCR mit Plasmid-DNA vergleichbare Ergebnisse. Die
aus den Gelen aufgereinigten PCR-Produkte wurden durch die Firma MediGenomix
(Planegg/ Martinsried) sequenziert und die Sequenzierungsergebnisse mit Hilfe des
Software-Programms DNAsis (Version 6,0; Pharmacia, Uppsala, Schweden) analysiert
und anhand des Programms BLAST (Basic local alignment search tool, Altschul et al.

1997) mit den publizierten Sequenzen verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Laufrichtung
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Abbildung 4.22 PCR mit 4-1BB-Ligand-Primerpaar und Plasmid-DNA (Sequenzierungsvektor
pCR-Bluntll-Topo [Invitrogen] mit der genomischen Sequenz fiir 4-1BB-Ligand). Die PCR
wurde mit zwei unterschiedlichen Magnesiumchlorid (MgCl,)-Konzentrationen (2,0 mM und
2,5 mM) und einer Kontrolle durch PCR-Ansatz ohne DNA (nicht dargestellt) durchgefiihrt.
Dargestellt sind positive Bande fiir 4-1BB-Ligand (wei3er Pfeil).

Die Sequenzierung mit spezifischen Primern (Abschnitt 3.7.3) ergab durchschnittliche
Nukleotidsequenzen von 650 bp. Der Vergleich dieser PCR-Produkt-Sequenzen anhand
des BLAST-Programms lieferte 98 % bis 100 % Ubereinstimmung mit den publizierten

Sequenzen fiir alle drei der untersuchten, kostimulatorischen Molekiile.

4.3.2 Konstruktion von pTracer (4-1BB-L), pTracer (B7-1) und pTracer (B7-2)

Fiir eine Transfektion der Tumorzellen mit 4-1BB-Ligand bzw. eine Kotransfektion mit
4-1BB-Ligand und den B7-Molekiillen war die Konstruktion von geeigneten
Expressionsvektoren erforderlich. Es wurde die Klonierung von einheitlichen
Expressionsvektoren fiir 4-1BB-Ligand, B7-1 und B7-2 angestrebt. Von den zwei
Alternativen — Klonierung der PCR-Produkte oder Klonierung von DNA-Fragmenten

aus einem Ausgangsvektor — wurde die letztgenannte favorisiert.
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pTracer (4-1BB-L)

Als  Ausgangsvektor fiir 4-1BB-Ligand diente der Sequenzierungsvektor
pCR-Blunt II-TOPO (Invitrogen), der die genomische Sequenz fiir 4-1BB-Ligand
enthielt (aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. M. Hallek, Genzentrum der
Universitdt Miinchen). Nach Transformation von kompetenten Zellen wurden
ausreichende Mengen des Plasmids iiber die Maxipréiparationsmethode isoliert und mit
den Restriktionsenzymen Asp 718 I und Xba I verdaut. Die DNA-Fragmente wurden
iiber Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert (Abschnitt 3.8).

Insert mit 4-1BB-L-Sequenz

4-1BB - Ligand

+Asp 7181 Xba l+

M13 Reverse priming site SP6 promoter/priming site |

201

Nsil - Hind Aslp 718 1 Sac| Bankl  Spol
TEETACEGAG CTCGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGTGT

RACCATEGCTC GAGCCTAGGT GATCATTGCC GGCGGTCACA

Ecol.-'- i Ecolr- I Psltl
GCTGGAATTC GCCCTT R AAGGGCGAATTCT GCAGATA
CGACCTTAAG CGGGAA 4-1BB - Ligand TTCCCGCTTAAGA CGTCTAT

Ml:.rl XPrIcl Xba 1 D!?" Aolal T7 promoter/priming site
TCCATCACAC TGGCGGCCGC TCGAGCATGC ATCTAG@G

AGGTAGTGTG ACCGCCGGCG AGCTCGTACG TAGATCTCCC

4
M13 Forward (-20) priming site h

N\ /

476

pCR “-Blunt II-

TOPO ™
3519 bp

U fmreuei

Abbildung 4.23 Ausgangsvektor fiir 4-1BB-Ligand. Das PCR-Produkt fiir 4-1BB-Ligand war
im Vorfeld in den Sequenzierungsvektor pCR-Blunt II- TOPO (Invitrogen) kloniert worden.
Durch die Restriktionsenzyme Asp 718 I und Xba I konnte die genomische Sequenz fiir 4-1BB-
Ligand aus dem Sequenzierungsvektor geschnitten werden (Insert). [pUC Vektor (multi copy
plasmid) mit origin of replication (pUC,) und mit lac-regulatorischer Region (Promotor Py,
Operator) und lacZ-Gen (lacZa) als Marker; ccdB, control of cell death-Gen]
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Parallel wurde auch der Zielvektor pTracer-CMV2 (Invitrogen) amplifiziert und mit
denselben Restriktionsenzymen linearisiert (Abbildung 4.24) und aufgereinigt. In einer
Ligasereaktion wurde das Insert mit der 4-1BB-Ligand-Sequenz in den Zielvektor
kloniert (Abschnitt 3.8.5) und kompetente Zellen mit dem neuen Expressionsvektor
transformiert. Nach Selektion der positiven Klone auf antibiotikahaltigen Agarplatten,
konnten diese durch DNA-Minipréparationen und anschlieBende Restriktionsanalysen
identifiziert (Abbildung 4.25) und fiir eine Retransformation eingesetzt werden. Die
weitere Amplifizierung und Aufreinigung der positiven Klone erfolgte iiber

Midipraparationen.

4-1BB-Ligand

\ Asp718 1 Xbal "

Abbildung 4.24 Zielvektor pTracer-CMV2 [Invitrogen] mit multiple cloning site. Uber die
Restriktionsenzyme Asp 728 I und Xba I konnte das Insert aus dem Ausgangsvektor einkloniert
werden. Bei dem pTracer-CMV2 handelt es sich um einen pUC Vektor (multi copy plasmid) mit
origin of replication (pUC) und CMV-Promotor (Pcmv) [bovine growth hormone
polyadenylation signal (BGH pA); human EF-lo promoter (Pggi); EM-7 promoter (Ppm-7);
SV40 polyadenylation signal (SV40 pA), Ampicillinresistenzgen (Ampicillin) und Fusion des
Zeocinresistenzgens mit dem Gen fiir Griin fluoreszierendes Protein (GFP-Zeocin)].

Eine Besonderheit des Expressionsvektors pTracer-CMV2 lag in der konstitutiven
Expression einer optimierten Form des Griin fluoreszierendes Proteins (GFP), einem

kleinen, sehr stabilen Protein, das aus der Qualle Aequoria victoria isoliert worden ist.
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Durch Fusion mit dem Zeocinresistenzgen (GFP-Zeocin, Abbildung 4.24) ermdoglicht
dieser Lumineszenzfarbstoff die schnelle Selektion von erfolgreich transfizierten Zellen.
Diese konnen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie identifiziert werden und durch

fluorescence-activated cell sorting (FACS) separiert werden.

MWM I
pTracer-CMV2(Asp 718 I/ Xba I) vor Ligation

4-1BB-L-Insert vor Ligation

pTracer(4-1BB-L) nach Ligation und Restriktionsverdau mit Asp 718 1/ Xba I

A

!l" ____ ﬂ“- [ “ﬁ pTracer-CMV2(Asp 718 I/ Xba I [6,15 kb]

~

X

ot *h“ “‘ﬂ'- 4-1BB-L-Insert [0,9 kb]

Abbildung 4.25 Restriktionsanalyse nach Selektion der positiven Klone des neuen
Expressionsvektors pTracer (4-1BB-L) auf antibiotikahaltigen Agarplatten und anschlieBender
DNA-Miniprdparationen. Im Gel aufgetragen sind von links nach rechts Molecular weight
marker III, mit Asp 718 I/ Xba 1 linearisierter Zielvektor pTracer-CMV2, aus dem
Ausgangsvektor pCR-Blunt II- TOPO(4-1BB-L) ausgeschnittenes Insert mit 4-1BB-Ligand-
Sequenz, 9 Klone des neuen Expressionsvektors pTracer (4-1BB-L) nach Restriktionsverdau
mit Asp 718 I/ Xba I. Bei allen 9 Klonen war die Klonierung erfolgreich.

pTracer (B7-1) und pTracer (B7-2)

Das Vorgehen bei B7-1 und B7-2 war identisch. Als Ausgangsvektor dienten die
Plasmide pSUB/Cep4-B7-1 und pSUB/Cep4-B7-2 (Abbildung 4.26), die im Vorfeld
freundlicherweise von Dr. med. U. Hacker und Dr. med. T. Rohnisch (Arbeitsgruppe
Prof. Dr. med. M. Hallek, Genzentrum der Universitdt Miinchen) zur Verfligung gestellt
worden waren. Bei den Plasmiden (Adeno-assoziiertes Virus (AAV) -Plasmid) wird die
cDNA fiir B7-1 und B7-2 durch einen CMV-Promotor, die Neomycinkasette durch
einen SV40-Promotor gesteuert. Das Plasmid enthielt zwei inverted terminal repeats

(ITR) und eine fiir die Ampicillinresistenz kodierende Sequenz (Wendtner et al. 1997)
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Abbildung 4.26 Das  Plasmid
pSUB/Cep4-B7-1 bzw. -B7-2,
ein fiir B7-1 bzw. B7-2
kodierendes AAV-Plasmid mit
CMV-Promotor (CMV, Pcuy)
und Neomycinresistenzgen
(Neo) mit SV40-Promotor. Die
beiden Plasmide dienten als
Ausgangsvektor, aus denen
iiber die Restriktionsenzyme
Nru I und Not I die cDNA fiir
B7-1 bzw. B7-2 und der CMV-
Promotor, der urspriinglich aus
dem Vektor pCMV-pTracer
[Invitrogen] stammte, aus-
geschnitten wurden.

(Amp, Ampicillinresistenzgen;
ITR, inverted terminal repeat).

B7-1/ B7-2

z-Lg L8

Nach Restriktionsverdau des Ausgangsvektors pSUB/Cep4-B7-1 bzw. —B7-2 und des
Zielvektors pTracer-CMV2 mit den Restriktionsenzymen Nru I und Not I wurden die
DNA-Fragmente iiber Gelelektrophorese aufgetrennt und aus dem Gel extrahiert (vgl.
Abschnitt 3.8). In einer Ligasereaktion wurde das jeweilige Insert in den Zielvektor
kloniert (Abbildung 4.27). Es folgten wie fiir 4-1BB-Ligand beschrieben die Schritte
Transformation,  Selektion der  positiven  Klone, = DNA-Minipriparation,
Restriktionsanalyse, Retransformation und weitere Aufreinigung der positiven Klone

iiber Plasmid-Midipraparation (vgl. Abschnitt 3.8.5).

In Abbildung 4.28 ist schematisch der Aufbau der neu klonierten Expressionsvektoren
pTracer(4-1BB-Ligand), pTracer(B7-1) und pTracer(B7-2) dargestellt. Nach
Identifikation der positiven Klone mittels Restriktionsanalyse wurden diese durch die
Firma MediGenomix (Planegg/ Martinsried) sequenziert und die Ergebnisse mit Hilfe
des Software-Programms DNAsis (Version 6,0; Pharmacia, Uppsala, Schweden) und
anhand des Programms BLAST (basic local alignment search tool, Altschul et al.1997)
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov] analysiert. Es sollte dabei sichergestellt werden, dass die
einklonierte cDNA sich in der richtigen Orientierung fiir eine Expression befand und ein

Start (ATG)- und Stopp (TAG)-Codon vorhanden waren.
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L7
[Paw] [B71] |
209 980

Abbildung 4.27 Zielvektor pTracer-CMV2
[Invitrogen] mit multiple cloning site. Uber
die Restriktionsenzyme Nru I und Not I
wurde das Insert mit dem ,,neuen” CMV-
Promotor und der cDNA fiir B7-1 bzw.
B7-2 aus dem Ausgangsvektor
pSUB/Cep4-B7-1 bzw. -B7-2 einkloniert

pTracer (4-1BB-L)
pTracer (B7-1)
pTracer (B7-2)

Abbildung 4.28 Schematische Darstellung
der drei neuen Expressionsvektoren fiir
4-1BB-Ligand, B7-1 und B7-2.(origin of
replication (pUC); CMV-Promotor (Pcymy);
bovine growth hormone polyadenylation
signal (BGH pA); human EF-1o promoter
(Per1); EM-7 promoter (Pepm-7); SV40
polyadenylation  signal (SV40  pA),
Ampicillinresistenzgen (Ampicillin),
Fusion des Zeocinresistenzgens mit dem
Gen fiir Griin fluoreszierendes Protein
(GFP-Zeocin).

Die Sequenzierungsergebnisse zeigten, dass das jeweilige Insert insgesamt in 2 Klone

von pTracer(4-1BB-L), 4 Klone von pTracer(B7-1) und 1 Klon von pTracer(B7-2) in

der richtigen Orientierung und mit einer 99 % bis 100 % Ubereinstimmung des

Sequenzergebnisses mit den publizierten Sequenzen fiir 4-1BB-Ligand, B7-1 und B7-2

einkloniert worden war.
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5 Diskussion

5.1 B7-1-transfizierte HT-29 Kolonkarzinomzellen

Eine Aktivierung von T-Zellen durch HT-29 Kolonkarzinomzellen im T-Zell-
Proliferationsassay war an zwei Bedingungen gebunden: an die Transfektion mit dem
kostimulatorischen Oberflichenmolekiil B7-1 und an die Anwesenheit eines Lektins.
Nicht modifizierte (Wildtyp) und Kontrollvektor-transfizierte HT-29 Zellen 16sten keine
Proliferation ruhender T-Zellen aus. Da es sich um einen allogenen Ansatz handelt, d.h.
Tumorzellen und T-Zellen mit unterschiedlichem HLA-Hintergrund in einer mixed
lymphocyte-tumor-cell culture (MLTC) zusammengebracht werden, wire auch fiir
Tumorzellen, die kein B7-1 exprimieren, eine ausreichende Antigenprasenz theoretisch
denkbar gewesen. Dass dem nicht so ist, ldsst sich mit einer primir geringen

Immunogenitdt von HT-29 Kolonkarzinomzellen vereinbaren.

Von den drei Signalen, die zur Induktion einer effektiven T-Zell-Aktivierung
mindestens erforderlich sind, Adhésion, Antigenerkennung und Kostimulation (Schultze
et al. 1996), konnen HT-29 Zellen zumindest zwei liefern. Die HT-29 Zellen, die in den
Versuchen eingesetzt wurden — mit und ohne Transfektion von B7-1 — exprimierten
MHC-Klasse-I-Molekiile in einem hohem Mal} (> 90 %), wihrend, wie in der Literatur
fiir HT-29 bereits beschrieben (Liu et al. 1997), keine Expression von MHC-Klasse-I1-
Molekiile zu verzeichnen war. Ein reprisentatives Ergebnis, verglichen mit der
durchflusszytometrischen Untersuchung an 70 kolorektalen Zelllinien, die zeigte, dass
alle Zelllinien MHC-Klasse-I exprimierten (bei 60 der 70 waren sogar mehr als 99 %
der Zellen positiv fiir MHC-Klasse-I) (Diederichsen et al. 1998).

Fiir kolorektale Karzinome sind eine Reihe von tumorassoziierten Antigenen (TAA)
beschrieben (Mulder et al. 1995, Yoshida et al. 1995, Kotera et al. 1994). Auch bei
HT-29 Zellen wurden TAA, zu denen CEA, colon antigen 3, myc, myb, ras, fos, sis,
pS53 und CAI19-9 zdhlen (Han und Nair 1995), gefunden. Beziiglich des
Antigenspektrums reprisentiert diese Zelllinie den Prototyp einer kolorektalen
Tumorzelle. Somit sind theoretisch die Voraussetzungen flir eine MHC-I restringierte

Antigenprésentation erfiillt.
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Im Vergleich zu den kolorektalen Karzinomzellen exprimieren normale Epithelzellen des
Kolons MHC-Klasse-I-Molekiile und LFA-3 (CD58) auf der Zelloberfliche, jedoch nicht
MHC-Klasse-1I-Molekiile, B7-1 oder ICAM-1 (CD54) (Bloom et al. 1995, Moller et al.
1991).

HT-29 Zellen exprimieren des Weiteren konstitutiv ICAM-1 (CD 54) und LFA-3
(CD58) (Liu et al. 1997), zwei Adhésionsmolekiile, denen auch ein kostimulatorisches
Potential zugeschrieben wird. Zwar wurde die Rolle, die die Adhédsionsmolekiile bei der
T-Zell-Aktivierung spielen sollen, in der Literatur zum Teil kontrovers diskutiert. So
kommen einzelne Verdffentlichungen zu dem Schluss, dass ICAM-1 nicht suffizient
stimulieren wiirde (Hagerty 1996). In anderen Arbeiten wird ausgesagt, dass ICAM-1
zwar kostimulatorisch wirkt, jedoch keine IL-2-Produktion hervorruft (Boussiotis et al.
1993). Auch fiir LFA-3 wird ein proliferativer Effekt, jedoch ohne ein priming von

T-Zellen induzieren zu konnen, beschrieben (Kufer und Zettl et al. 2001).

Andere Veroffentlichungen zeigen fiir [ICAM-I und LFA-3 eindeutig kostimulatorische
Effekte (Gaglia et al. 2000, Kim et al. 1999, Damle et al. 1992). Diese konnen sowohl
unabhingig von einer B7-1/CD28 Kostimulation wirksam sein (Gaglia et al. 2000, Kim
et al 1999) als auch mit B7-1 additive bzw. synergistische Effekte aufweisen
(Hargreaves et al. 1995, Umlauf et al. 1995, Gerli et al. 1993, Damle et al. 1992). Hodge
et al. (1999) verglichen die kostimulatorische Potenz von ICAM-I, LFA-3 und B7-1,
indem sie die murine Adenokarzinomzellinie MC38 sowohl mit je einem Molekiil, als
auch mit den mdglichen Kombinationen aus je zwei Molekiilen und letztlich mit allen
drei Molekiilen (TRICOM-Vektor) transfizierten. Dabei zeigte sich, dass eine
Transfektion mit dem TRICOM-Vektor allen anderen Alternativen iiberlegen war.
In vitro fiihrten TRICOM-transfizierte Tumorzellen zu einer stirkeren T-Zell-
Aktivierung, gemessen an der hoheren T-Zell-Proliferation und Zytokinproduktion
(IL-2 und IFN-y). In vivo brachte das Beimpfen mit TRICOM-transfizierten
Tumorzellen signifikant lingere Uberlebenszeiten fiir die Versuchstiere. Somit kénnen
fiir Adhdsionsmolekiile und B7-1 additive Effekte angenommen werden. Interessant ist
dabei, dass in den in vitro Versuchen eine zusitzliche Stimulation der T-Zellen durch
ConA oder Anti-CD3-Antikdrpern notwendig war, wéihrend die in vivo Effekte ohne

zusitzliche Stimulanzien moglich waren.
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Ganz unabhédngig davon, ob nun ICAM-1 (CD 54) oder LFA-3 (CD58) eine rein
adhisive Wirkung oder durchaus kostimulatorisches Potenzial haben, sie spielen auf
jeden Fall bei der T-Zell-Aktivierung eine wesentliche Rolle. Thre Expression auf
HT-29 Tumorzellen alleine reichte aber alleine nicht aus, um eine T-Zell-Proliferation —

auch nicht in Anwesenheit von Lektinen — zu induzieren.

Neben Adhésionsmolekiilen und MHC-Klasse-I restringierter Présentation von
Tumorantigenen tragen B7-1-transfizierte HT-29 Zellen auch ein kostimulatorisches
Oberflaichenmolekiil, dessen funktionelle Wirksamkeit experimentell nachgewiesen
werden konnte. In den in vitro Versuchen konnte eine T-Zell-Proliferation nur durch die
Expression von B7-1 auf HT 29 Zellen induziert werden. Voraussetzung fiir diese
Induktion war aber die Anwesenheit von ConA. Ohne submitogene Konzentrationen
dieses Lektins waren B7-1-transfizierte HT-29 Tumorzellen alleine nicht ausreichend
immunogen. Diese Beobachtung deckt sich mit Angaben fiir B7-1-transfizierte

kolorektale Tumorzellen in der Literatur (Lindauer et al. 1998, Habicht et al. 1995).

Lektine sind Proteine (Concanavalin A) oder Glycoproteine (Phytohdmagglutinin), die
iiber mindestens zwei Zuckerbindungsstellen verfligen und ein Agglutinations-bzw.
Prizipitationsvermogen besitzen (Min et al. 1992). Im Bezug auf die Aktivierung von
Lymphozyten scheinen Lektine am T-Zell-Rezeptor mit den assoziierten Molekiilen
anzusetzen (Chilson und Kelly-Chilson 1989). Im Gegensatz zu einer Antigen-
vermittelten Aktivierung handelt es sich nicht um eine spezifische Bindung, sondern um
eine polyklonale Aktivierung. Da der T-Zell-Rezeptor auf der Zelloberfliche mit
glykosylierten Molekiilen, insbesondere CD3, aber auch mit CD2, CD4, CD5 und CDS8
in Verbindung steht, muss von einer unspezifischen Aktivierung durch Bindung an die
vorhandenen Saccharid-Strukturen ausgegangen werden. Als Folge der Aktivierung
kommt es zur IL-2 Synthese der Lymphozyten, jedoch nur in Anwesenheit von
kostimulatorischen Molekiilen (Umetsu et al.1987), d.h. Lektinen wird eher eine
verstirkende als eine initiierende Potenz im Rahmen der T-Zell-Aktivierung
zugesprochen. Das zeigt sich auch in der geringeren Aktivierbarkeit von aufgereinigten
T-Zellen im Unterschied zu PBLs durch Lektine (Schmidtke und Hatfield 1976). Davon
abweichend fiihrt Phytohdmagglutinin auch ohne zusitzliche kostimulatorische Signale

zur T-Zell-Proliferation (Kilpatrick 1988).
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Wenn also die T-Zell-Aktivierung durch B7-1-transfizierte HT-29 Tumorzellen
letztendlich von der Zugabe des Lektins ConA in submitogener Konzentration abhingt,
scheint es sich bei der fehlenden T-Zell-Aktivierung durch B7-1-exprimierende
Tumorzellen ohne Lektine unter anderem auch um eine mangelnde T-Zell-Rezeptor-

Stimulation zu handeln.

Fiir zwei andere kolorektale Zellinien wurde jedoch in der Literatur eine T-Zell-
Aktivierung ohne zusitzliche Stimulanzien im Sinne von Lektinen bzw. Mitogenen in
Anwesenheit von B7-1-exprimierenden Karzinomzellen beschrieben (Miyazono et al.
1999, Lindauer et al. 1998). Die verwendeten Karzinomzellen zeigten dabei ein
unterschiedliches Expressionsprofil, waren wohl aber in der Lage, eine ausreichende

T-Zell-Rezeptor-Stimulation auszuldsen.

Als weiterer Erklarungsversuch kommt eine mdégliche immunsuppressive Wirkung der
kolorektalen Karzinomzellen in Betracht. Durch verschiedene Mechanismen sind
Tumorzellen in der Lage, Immuntoleranz zu induzieren (Ahmad et al. 2004). Auch fiir
kolorektale Karzinome konnten immunsuppressive Effekte mit Dysfunktion von T-Zellen
verbunden mit Funktionsverlust aufgezeigt werden (Luo et al. 2000). Des Weiteren
werden IL-10 und transforming growth factor-beta (TGF-B) als immunsuppressive
Zytokine auch von kolorektalen Karzinomen sezerniert, um einer Immunantwort zu
entgehen (Somasundaram et al. 2002, Kucharzik et al. 1997). Da es sich bei den HT-29
Zellen im T-Zell-Proliferationsassay um bestrahlte, also avitale und mehrmals gereinigte
Tumorzellsuspensionen handelt, sind diese immunsuppressiven Effekte eher

unwahrscheinlich.

Der Mechanismus der Apoptose bei T-Lymphozyten iiber die Interaktion von CD95
(Fas) und CD95-Ligand (Fas-Ligand) kann durch permanente Aktivierung von T-Zellen
ausgelost werden. Dieser Mechanismus, auch als aktivierungsinduzierter Zelltod
(activation-induced cell death, AICD) bezeichnet, soll eigentlich dazu dienen,
autoreaktive Immunzellen zu eliminieren. Diesen Mechanismus scheinen auch
Tumorzellen zu nutzen, um tumorspezifische T-Zellen auszuschalten. Durch
Herabregulation von CD95 schiitzen Tumorzellen sich selbst und durch die Expression
von CD95L kénnen sie Lymphozyten in die Apoptose treiben, so dass eine T-Zell-

Proliferation verhindert wird (Strand et al. 1996). Fiir kolorektale Karzinome ist eine
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Induktion der Fas-Ligand-Expression, die klinisch mit dem Auftreten von Metastasen
korreliert, beschrieben worden (Nozoe et al. 2003). Auch bei HT-29 Tumorzellen ist die
Expression von Fas-Ligand bekannt (Eberl et al. 2000). Das Verhéltnis zwischen
Tumorzellen und T-Zellen scheint letztendlich dariiber zu entscheiden, ob Tumorzell-
induzierte Apoptose der T-Zellen oder T-Zell-Proliferation unter kostimulatorischen
Einfliissen tiberwiegt (Lang et al. 2000). CD28/B7-1-vermittelten Signalen scheint auch
hier eine wichtige Rolle zuzukommen (Boise et al. 1995), indem sie T-Zellen vor dem
AICD wihrend der Aktivierungsphase (Noel et al. 1996), als auch in der zytolytischen
Phase schiitzen (Daniel et al. 1997).

Zu bedenken ist auch eine Signaltransduktion iiber den CTLA 4-Rezeptor, fiir den eine
vielfach hohere Affinitét fiir B7-Molekiile beschrieben ist. Auf naiven T-Zellen wird
CTLA-4 nur sehr gering exprimiert und erst durch eine T-Zell-Aktivierung
hochreguliert. Die positiven kostimulatorischen Signale, die durch die Bindung von
B7-1 an CD28 hervorgerufen werden, kann CTLA-4 sowohl durch die hohere Affinitét
zu B7-1 (Carreno et al. 2000) als auch durch eigene, inhibierende Signaltransduktion
(Lee et al. 1998) verhindern. Inzwischen sind neue Mitglieder der B7-Familie
beschrieben worden (Coyle und Gutierrez-Ramos 2001). Zu diesen gehort auch PD-1,
ein weiterer inhibierende Rezeptor mit Expression auf aktivierten B- und
T-Lymphozyten, der ebenfalls iiber einen negativen feedback Mechanismus dafiir sorgt,
dass die T-Zellaktivierung wieder reduziert wird (Freeman et al. 2000, Agata et al.

1996).

In einem theoretischen Stufenmodell fiir die Aktivierung von T-Zellen findet bei
niedrigem kostimulatorischem Signal - aber suffizienter TZR-Aktivierung - eine
schnelle CTLA-4-Expression statt, um den Vorgang friihzeitig zu limitieren (Chambers
et al. 2001). Durch Blockade von CTLA-4 wurde fiir einige Tumorzellinien eine
Abstoung nach Transplantation beschrieben (Shrikant et al. 1999, Sotomayor et al.
1999). Die zusitzliche B7-1-Transfektion zur CTLA-4-Blockade fiihrte in anderen
Arbeiten zu einer Steigerung der T-Zell-Antwort (Van Ginderachter et al. 2000).

Eine Proliferation von Tumorzellen ist weder im T-Zell-Proliferationsassay noch bei
einem FEinsatz von modifizierten Tumorzellen als Vakzine erwlinscht. Als

Inaktivierungsmethode wurde fiir diese Arbeit die Bestrahlung mit UV-B Licht gewahlt.
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In den meisten publizierten Arbeiten hingegen wird die radioaktive Bestrahlung mit
Gamma-Strahlen analog zur Radiatio bei klinischen Tumoren verwendet. Zur UV-B
Bestrahlung von Tumorzellen, die T-Zellen als Target dienen sollen, gibt es nur sehr
wenige Angaben in der Literatur. Umezu et al. (1993) untersuchten den Effekt von UV-B
Bestrahlung auf Melanom- und Nierenkarzinomzellen im Hinblick auf die Expression
von Oberflichenmolekiilen und der Fahigkeit, zytotoxische T-Zellen (CTL) zu aktivieren.
Bestrahlte Tumorzellen induzierten CTL-Aktivitdt, die auch gegen unbestrahlte
Tumorzellen gerichtete war. Bereits in einer fritheren Arbeit von Gorelik et al. (1991)
fithrte UV-C Bestrahlung bei einem nicht-immunogenem Fibrosarkom zur Steigerung der
Immunogenitdt der Tumorzellen und zur TumorabstoBung in Mausen. In beiden Arbeiten

war dieser Effekt unabhéngig von dem Expressionsmuster der Tumorzellen.

In einer neueren Verdffentlichung (Ishii et al. 2003) wurden kolorektale Tumorzellen
(darunter auch HT-29 Zellen) nach Gamma-Bestrahlung oder UV-B Bestrahlung mit
Dendritischen Zellen (DC) ko-kultiviert und phénotypische sowie funktionelle
Veranderungen der DCs untersucht. Dabei fiihrte die Ko-Kultur mit UV-B bestrahlten
Tumorzellen zu einer stiarkeren Hochregulation von kostimulatorischen Molekiilen auf
den DCs, die wiederum eine effizientere Stimulation von allogenen T-Lymphozyten
bewirkten. Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung vor und nach UV-B
Bestrahlung der HT-29 Zellen konnte keine Verdnderung der Oberflichenexpression von
MHC-Molekiilen und B7-1 festgestellt werden. Hinsichtlich der T-Zell-Proliferation
konnte kein Unterschied zwischen radioaktiv bestrahlten und UV-B bestrahlten
Tumorzellen verzeichnet werden. Inwieweit je nach Bestrahlungsart ein Unterschied in
der Immunogenitit der Tumorzellen vorliegt, kann nur durch in vivo Versuche geklart

werden.

Auch wenn in vielen Fillen MHC-Molekiile, Adhédsionsmolekiile und kostimulatorische
Molekiile der B7-Familie ausreichend sein kdnnen, ist sicher davon auszugehen, dass es
zusétzliche Faktoren gibt, die fiir die Initiierung und Amplifikation einer T-Zell-Antwort
alleine oder im Zusammenwirken mit den bisher beschriebenen Faktoren wichtige

Funktion innehaben.
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5.2 Einfluss der Zytokine Interleukin-12 und Interleukin-18

Ein ,drittes Signal“ kann durch proinflammatorische Zytokine vermittelt werden
(Curtsinger et al. 2003). Zwei Vertreter dieser Zytokin-Gruppe, IL-12 und IL-18,
aktivieren vor allem die zelluldire Immunitidt, unter anderem indem sie eine
Thl-Differenzierung der T-Helferzellen induzieren (Okamura et al. 1995, Trinchieri
1994). Im Bezug auf die Induktion der IFN-y-Synthese ist ein synergistischer Effekt fiir
IL-12 und IL-18 beschrieben (Micallef et al. 1996). IFN-y hingegen hat sich in
vielfacher Hinsicht als potenter Immunmodulator erwiesen. Auch fiir die
Immunogenitit von HT-29 Tumorzellen wurde ein positiver Effekt von IFN-y

beschrieben (Han und Nair et al. 1995).

Um zu tiberpriifen, welchen Einfluss IL-12 und IL-18 auf die T-Zell-Aktivierung durch
HT-29  Kolonkarzinomzellen  haben  konnen, wurde eine Reihe von
Stimulationsversuchen durchgefiihrt, in denen die Zytokine alleine und in Kombination
eingesetzt wurden (Ubersicht Abbildung 5.1). Parallel zu den Versuchen mit T-Zellen
wurde auch der Effekt beider Zytokine auf PBMCs untersucht, um so Daten zur
biologischen Aktivitit der Zytokine zu erhalten.

Dabei zeigte sich, dass IL-18 alleine nur bei PBMCs zu einer signifikanten Induktion
der IFN-y-Synthese fiihrte - allerdings erst in sehr hohen Konzentrationen und nur in
Anwesenheit von ConA in submitogener Konzentration. Ganz im Gegensatz dazu zeigte
IL-12 bei PBMCs bereits in niedrigen Konzentrationen eine konzentrationsabhédngige
Induktion der IFN-y-Synthese. Bei T-Zellen konnte IL-18 weder die IFN-y-Synthese
noch eine (verstirkte) T-Zell-Proliferation induzieren, unabhéngig davon ob T-Zellen in
Anwesenheit von HT-29 Tumorzellen oder Mitogenen stimuliert wurden. IL-12
hingegen hatte bei T-Zellen, die mit PHA oder [HT-29/B7-1 Zellen und ConA]
stimuliert wurden, einen steigernden Effekt sowohl auf T-Zell-Proliferation als auch auf
IFN-y-Synthese. Bei naiven T-Zellen oder in Anwesenheit von ConA in submitogener

Konzentration fiihrte auch IL-12 nicht zu einer T-Zell-Aktivierung.
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Die Kombination von IL-12 und IL-18 fiihrte bei PBMCs zu einem synergistischen
Effekt auf die IFN-y-Induktion, wihrend bei PHA-stimulierten T-Zellen zwar kein
synergistischer jedoch ein steigernder Effekt auf die T-Zell-Proliferation zu verzeichnen
war. In allen anderen Ansdtzen mit T-Zellen hingegen brachte die Kombination der
beiden Zytokine keinen zusitzlichen Effekt verglichen mit den Ergebnissen, die durch

IL-12 alleine erreicht werden konnten.

! in Anwesenheit von ConA
(submitogene Konzentration)
A *

IFN-Gamma-Synthese

72 h
-~Stimulation —
von
@7~1~transﬁziert ohne ConA
Y mit ConA
HT-29 submitogen
T-Zellen —+—>»
Tumorzeller
mit ConA
l submitogen
+ @icht B7-1-transfiziert ohne ConA

| . .
Lektine l

ohne Lektine

IFN-Gamma-Synthese
in Anwesenheit von ConA

(submitogene Konzentration) ">

T-Zell-Proliferation
Stimulation durch PHA

(mitogene Konzentration)

Abbildung 5.1 Schematische Ubersicht der Versuche, die zur Untersuchung der Effekte von
IL-12 und IL-18 durchgefiihrt wurden. Weitere Ausfiithrungen im Text.
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Festzuhalten ist, dass die Anwesenheit von Concanavalin A und von B7-1 weiterhin
eine Bedingung fiir die T-Zell-Aktivierung in Anwesenheit von HT-29 Tumorzellen
darstellte. Weder IL-18 noch IL-12 noch die Kombination von beiden konnte — auch
nicht in hohen Konzentrationen - ohne ConA und ohne die Expression von B7-1 zu
einer T-Zell-Aktivierung in Anwesenheit von HT-29 Tumorzellen fiihren. IL-12 konnte
diese T-Zell-Aktivierung verstirken, d.h. sowohl die Proliferationsrate der T-Zellen als
auch die gemessene IFN-y-Konzentration im Uberstand konnten durch exogenes,
rekombinantes IL-12 ca. um den Faktor zwei erhoht werden. Aus den vorliegenden
Daten ldsst sich folgern, dass bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen
1) Stimulation mit IL-12 einen zusétzlichen Stimulus bendtigte, um einen Effekt auf
T-Zellen auszuiiben, ii) IL-18 nur in Kombination mit IL-12 messbare Effekte zeigte
und iii) B7-1-vermittelte T-Zell-Aktivierung durch IL-12, aber nicht durch IL-18

verstarkt werden konnte.

Auch in anderen Arbeitsgruppen wurde die IL-12-abhédngige, synergistische IFN-y-
Produktion von PBMCs durch IL-18-Stimulation beschrieben. So kamen Kawashima
und Miossec (2003) - in einem anderen Zusammenhang - zu vergleichbaren
Ergebnissen im Hinblick auf die Stimulation von PBMC mit IL-12 und IL-18. Mit
einem anti-IL18-Rezeptor Antikorper konnte Kunikata et al. (1998) sowohl eine
Bindung von IL-18 an den Rezeptor verhindern, als auch die Expression des IL-18-
Rezeptors auf den Zellen bestimmen. Dabei zeigte sich, dass humane PBMC ohne
Vorstimulation nur eine sehr schwache Expression des IL-18-Rezeptors aufwiesen.
Diese konnte erst durch Stimulation mit IL-12 oder mit einem Mitogen (PHA oder
ConA; beide wurden in zwei- bis fiinffach hoheren Konzentrationen als in dieser Arbeit
eingesetzt) erhoht werden, wobei die Kombination von beiden zu einer weiteren
Erhohung der IL-18-Rezeptor Expression fiihrte. Bei einer genaueren Untersuchung der
verschiedenen Zelltypen, zeigte sich, dass IL-12- und Mitogen-Stimulation vor allem
die Expression des IL-18-Rezeptors auf NK-Zellen hochregulierten, wihrend die

Expression auf CD8"-T-Zellen nicht in dem MaBe beeinflusst wurde.

Der Effekt von IL-12 und IL-18 auf T-Zellen im Hinblick auf eine IFN-y-Produktion
wurde unter anderem auch in der Arbeit von Tominaga et al. (2000) untersucht.
Vergleichbar mit den vorliegenden Ergebnissen flihrte 1L-12 oder IL-18 alleine zu

keiner Aktivierung von T-Zellen, wihrend beide Zytokine in sehr hohen Konzentration
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(100 ng/ml) kombiniert einen synergistischen Effekt auf die IFN-y-Synthese auch bei
T-Zellen zeigten. Allerdings wurden die T-Zellen — verglichen mit der vorliegenden

Arbeit - liber einen doppelt so langen Zeitraum stimuliert.

Tomura et al. (1998) konnten aufzeigen, dass die Kombination von IL-12 und IL-18 bei
CD8'-T-Zellen die IFN-y-Synthese stirker induziert als bei CD4 -T-Zellen, verbunden
mit einer hdheren Expression des IL-18-Rezeptors auf CD8'-T-Zellen. Interessant ist
weiterhin, dass der IL-12-Rezeptor erst nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors und
Vermittlung eines kostimulatorischen Signals tliber CD28 auf den T-Zellen
hochreguliert wurde, so dass IL-12 auch nur auf dementsprechend aktivierten T-Zellen
eine Wirkung zeigen konnte. TZR- und CD28- vermittelte Aktivierung zusammen mit
rekombinantem IL-12 fiihrten zu einer Hochregulation des IL-18-Rezeptors vor allem
auf CD8'-T-Zellen. Diese Bedingungen waren eigentlich auch in dem Ansatz mit
HT-29/B7-1-Zellen gegeben, dennoch fiihrte IL-18 zu keiner Verstirkung der T-Zell-
Aktivierung in Anwesenheit von HT-29/B7-1-Zellen, IL-12 und ConA.

Bereits 1994 beschrieb Kubin et al. in einem in vifro Modell einen synergistischen
Effekt von IL-12 und B7-1-vermittelter Kostimulation auf die IFN-y-Produktion von
T-Zellen. Sowohl durch ein CTLA-4-Immunglobulin, das B7-1-vermittelte Signale
blockierte, als auch durch IL-10, einem ,,Gegenspieler* von IL-12, konnte dieser Effekt

inhibiert werden.

Die fehlenden Effekte von IL-18 auf PBMC und T-Zellen konnen mehrere Griinde
haben. Denkbar wire, dass a) es sich bei dem eingesetzten IL-18 um ein nicht (mehr)
biologisch aktives Protein handelte, b) die Zellen keinen Rezeptor fiir IL-18
exprimierten oder c) die Wirkung von IL-18 durch andere Faktoren blockiert wurde.
Zum einen wurden IL-18-Produkte von verschiedenen Herstellern eingesetzt, die alle
vergleichbare Ergebnisse lieferten. Zum anderen deutete eine Untersuchung von
mehreren, rekombinanten IL-18 Préparationen, darunter auch kommerziell erhéltliches
IL-18, darauf hin, dass zwei Formen des rekombinanten IL-18 vorliegen miissen, die
sich in ihrer biologischen Aktivitit grundsitzlich unterscheiden (Kikkawa et al. 2000).
Durch zwei verschiedene Antikdrper konnten die beiden IL-18-Formen diskriminiert
werden, wobei die inaktive Form zu keiner Steigerung der IL-12-vermittelten IFN-y-

Synthese fiihrte. Inwieweit eine derartige Uberlegung fiir die in der vorliegenden Arbeit
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eingesetzten IL-18-Pridparate in Frage kommt, lieBe sich nur durch entsprechende
durchflusszytometrische Untersuchungen beantworten, die im Rahmen dieser Arbeit

nicht durchgefiihrt wurden.

In der Arbeit von Tomura et al. (1998) wurde unter anderem auch die simultane mit der
sequenziellen Stimulation verglichen. Dabei zeigte sich, dass die IFN-y-
Konzentrationen bei gleichzeitiger Stimulation tiber TZR, CD28 und IL-12 mit IL-18
viel geringer ausfielen als bei Vorstimulation mit TZR, CD28 und IL-12 und erst
anschlieBender IL-18-Zugabe. Durch die zeitlich verschobene Hochregulation der
IL-18-Rezeptor Expression konnte IL-18 bei dementsprechend voraktivierten T-Zellen
seine Wirkung besser entfalten. Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um eine
simultane Stimulation handelt, konnte das ein Erklarungsversuch fiir die fehlenden

Effekte durch IL-18 sein.

Seit kurzem ist neben IL-18 auch ein 16sliches Protein bekannt, dass durch Bindung an
IL-18 dessen Wirkungen autheben bzw. verhindern kann (Aizawa et al. 1999, Novick et
al. 1999). Von diesem so genannten /L-18 binding protein (IL-18BP) liegen mehrere
Isoformen vor, die eine unterschiedlich starke inhibitorische Potenz aufweisen (Kim et
al. 2000). Wahrend IL-18 von normalen Kolonepithelien sezerniert wird und in
Kolonkarzinomzellen die Sekretion von IL-18 gestdrt oder nicht mehr vorhanden ist
(Pages et al. 1999), scheinen Kolonkarzinomzellen in der Lage zu sein, IL-18BP nach
Stimulation mit IFN-y zu produzieren (Paulukat et al. 2001, Muhl et al. 2000). Auch bei
PBMC konnte nach Stimulation mit Th1-Zytokinen - vor allem mit IL-12 und IFN-y,
aber auch mit IL-18 - eine Erhohung der Expression von IL-18BP festgestellt werden,
wobei der Effekt von IL-12 wohl tiber IFN-y vermittelt wurde (Veenstra et al. 2002).
Unter den PBMCs wurde IL-18BP hauptséchlich von Monozyten produziert, T-Zellen
zeigten keine Expression von IL-18BP-mRNA.

Bei PBMCs scheint es sich um einen negativen feedback Mechanismus zu handeln, um
iiber die IFN-y/ IL-18BP-Achse eine liberschieBende, proinflammatorische Reaktion zu
verhindern. Fiir Tumorzellen hingegen konnte die Induktion der IL-18BP-Expression
eine weitere Moglichkeit darstellen, einer Immunantwort zu entgehen. Da es sich aber
bei dem vorliegenden Ansatz um ein Zusammentreffen von avitalen Tumorzellen und

T-Zellen handelt, ist es eher unwahrscheinlich, dass ein solcher Mechanismus fiir die
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fehlenden Effekte von IL-18 verantwortlich sein kodnnte. Interessant ist aber, dass bei
Patienten mit Nierenzellkarzinom oder Melanom in fortgeschrittenen Stadien, denen
rekombinantes IL-12 intravends verabreicht wurde, eine signifikante Erhohung des

IL-18BP-Plasmaspiegels festzustellen war (Veenstra et al. 2002).

Es gibt mittlerweile eine Vielzahl von Arbeiten, die in murinen Tumormodellen den
Antitumor-Effekt von B7-1-transfizierten Tumorzellen untersucht haben (Baskar 1996,
Chamberlain et al. 1996, Fujii et al. 1996). Shawler et al. (2002) konnten in in vitro
Versuchen fiir verschiedene, humane, kolorektale Tumorzellinien, die B7-1-transfiziert
wurden, ein Potential als allogene Tumorzellvakzine demonstrieren. Auch fiir IL-12-
Transfektion wird in zahlreichen in vivo Arbeiten mit Miusen ein therapeutisches
Potenzial beschrieben (Tamura et al. 2001, Chen et al. 1997, Tahara et al. 1995). Die
IL-18-Transfektion von Tumorzellen wurde bisher ebenfalls untersucht, jedoch ist die
Zahl der Veroffentlichungen verglichen mit IL-12 noch sehr gering (Yoshimura et al.
2001, Tasaki et al.2000, Heuer et al 1999, Osaki et al. 1999). In einigen Arbeiten konnte
die in vivo IL-18-Expression bei tumortragenden Mausen durchaus zur TumorabstoBung
und zur Generierung einer Immunitit gegeniiber den Tumorzellen fithren, wéhrend in
anderen Arbeiten IL-18-transfizierte Tumorzellen keinen Effekt (Yoshida et al.1998)

zeigten.

Die Kombination von Zytokinen und/ oder kostimulatorischen Molekiilen war ein
logischer nichster Schritt auf der Suche nach neuen Ansdtzen in der Tumortherapie.
Eine murine Adenokarzinomzell-Vakzine, die mit B7-1, ICAM-1 und LFA-3
transfiziert wurde (TRICOM-Vektor), zeigte eine stirkere immunogene Wirkung und
signifikant lingere Uberlebenszeiten als Vakzinen, die mit B7-1, ICAM-1 und LFA-3
alleine oder mit Zweier-Kombinationen transfiziert waren (Hodge et al. 1999). In einer
Weiterentwicklung des TRICOM-Vektors wurde dieser mit dem tumorassoziierten
Antigen CEA und GMCSF kombiniert, wodurch eine noch effektivere
Vakzinierungsstrategie zur Verfligung stand (Grosenbach et al. 2001).

Die Kombination von IL-12 und IL-18 in murinen Tumormodellen zeigte in einigen
Arbeiten eine synergistische Verstirkung der Immunantwort gegeniiber verschiedenen
Tumoren (Tatsumi et al. 2003, Coughlin et al. 1998). Einige Verdffentlichungen
berichten iiber synergistische Effekte fiir die Kombination von IL-12- und B7-1-
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Expression der murinen Tumorzellen bzw. zeigen auf, dass Kostimulation eine wichtige
Voraussetzung fiir die IL-12-Wirkung darstellt (Guckel et al. 1999, Zitvogel et al.
1996). In verschiedenen murinen Tumormodellen (Melanom, Prostatakarzinom,
Mamma- und Kolonkarzinom) wurde ein in vivo Vergleich von IL-12-transfizierten
versus IL-12- und B7-1-transfizierten Tumorzellen durchgefiihrt (Li et al. 2003, Putzer
et al. 2002, Hull et al. 2000, Chong et al. 1998, Putzer et al. 1997). Dabei war die
Doppeltransfektion in verschiedener Hinsicht der alleinigen Transfektion von IL-12
iberlegen. Sie zeichnete sich vor allem durch effektivere Tumorregression und lédnger

andauernde Immunitdt gegeniiber dem Tumor aus.

Zu der in vivo Kombination von IL-18 mit B7-1 hingegen liegen vergleichsweise
wenige Daten vor. In einer Arbeit von Cho et al. (2000) wird fiir murine, B7-1-
transfizierte Melanomzellen zusammen mit systemisch appliziertem IL-18 ein
synergistischer Effekt im Sinne einer TumorabstoBung und lingerer Uberlebenszeiten
der Tiere beschrieben. In einer erst kiirzlich verdffentlichten Arbeit (Chung et al. 2004)
filhrten murine Fibroblasten - mit B7-1 und IL-18 transfiziert und einem Ovalbumin
(OVA)-Epitop als Modell-Antigen beladen - zur Induktion von spezifischen CTLs
gegen OV A-exprimierende Tumorzellen. Immunisierung mit Fibroblasten, die jeweils
nur B7-1 oder IL-18 exprimierten, fithrte nicht zur Induktion einer zytotoxischen

Immunantwort in den M&usen.

Das Zusammenspiel von IL-12, IL-18 und CD28-vermittelter Kostimulation wurde
bisher nur in vitro zum Beispiel anhand der Stimulation von T-Zellen (Tomura et al.
1998) oder murinen NK-Zellen mit exogenen Zytokinen und einem anti-CD28-
Antikorper untersucht (Walker et al. 1999). Dabei zeigte sich, dass IL-12-vermittelte
NK-Zell-Aktivierung und folglich die IFN-y-Synthese der NK-Zellen durch IL-18 und
durch anti-CD28 verstirkt werden konnte. Wihrend IL-18 vor allem die
Transkriptionsrate des IFN-y-Gens erhohte, fiihrte CD28-Kostimulation zu einer
Stabilisierung der IFN-y-mRNA Expression innerhalb der NK-Zellen. Vergleichbare
Ergebnisse bzw. Veroffentlichungen fiir in vivo Ansétze, die IL-12, IL-18 und
kostimulatorische Molekiile im Hinblick auf eine Antitumor-Immunantwort

kombinieren, sind bis dato nicht bekannt.
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5.3 4-1BB-Ligand als kostimulatorisches Molekiil

Neben der B7-1 Familie wurden inzwischen mehrere Mitglieder der Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF)-Familie identifiziert, die ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung von kostimulatorischen Signalen spielen (Hintzen et al. 1995). Zu diesen
gehort auch CDI137 (4-1BB), ein Typ-I Transmembranprotein, das aktivierungs-
abhingig von verschiedenen Zellen des Immunsystems exprimiert wird, vor allem aber

auf aktivierten CD4'- und CD8"-T-Zellen (Vinay und Kwon 1998) zu finden ist.

Bei dem Liganden fiir CDI37 (4-1BB-L) handelt es sich um ein Typ-II
Transmembranprotein (Goodwin et al. 1993). 4-1BB-Ligand wird auf aktivierten APCs,
darunter auch IFN-y-aktivierte Makrophagen, aktivierte B-Zellen und Dendritische
Zellen — exprimiert (DeBenedette et al. 1997, Pollok et al. 1994). Zu bemerken ist, dass
Salih et al. (2000) konstitutive Expression des 4-1BB-Liganden sowohl auf RNA- als
auch auf Proteinebene in verschiedenen Karzinomzellinien und in priméiren
Tumorzellen zeigen konnten. Funktionelle Untersuchungen ergaben, dass liber eine
Interaktion von 4-1BB-Ligand und 4-1BB ein starkes Signal fiir die T-Zell-Proliferation
vermittelt wird (Vinay und Kwon 1998, Schwarz et al. 1996, Alderson et al. 1994,
Pollok et al. 1993).

Mehrere Untersuchungen beschreiben, dass CD8"-T-Zellen durch CD137 ein stirkeres
kostimulatorisches Signal erfahren als CD4'-T-Zellen. So proliferieren gereinigte
CD8"-T-Zellen aus der Maus auf ein kostimulatorisches Signal durch CD137 stirker als
CD4"-T-Zellen (Tan et al. 2000a, Shuford et al. 1997). In anderen Experimenten
hingegen spielt die Interaktion von 4-1BB und 4-1BB-Ligand gleicherma3en bei der
Stimulierung von CD8'- und CD4'-T-Zellen eine Rolle. Aus vergleichenden
Untersuchungen von Cannons et al. (2001) geht hervor, dass ein kostimulatorisches
Signal durch 4-1BB-Ligand sowohl eine Steigerung der Proliferation und Verstirkung
der Effektorfunktion von CD8"-T-Zellen als auch eine Erhdhung der Zytokinproduktion
von CD4"-T-Zell bewirkt.

92



DISKUSSION

Einige Experimente deuten darauf hin, dass die Induktion der T-Zell-Aktivierung dabei
unabhingig von der Interaktion zwischen B7-1 und CD28 ist (DeBenedette et al. 1997).
Bei einem starken Signal durch den T-Zellrezeptor ist CD137 im Hinblick auf die
Kostimulation ruhender T-Lymphozyten dhnlich potent wie CD28. Ist der Stimulus
durch den T-Zell-Rezeptor hingegen schwach, so liefert CD28 ein potenteres Signal an
die ruhenden T-Zellen (Saoulli et al. 1998). Es gibt auch verschiedene Hinweise darauf,
dass fiir eine optimale T-Zellantwort sowohl ein kostimulatorisches Signal durch CD28
als auch durch CD137 notwendig ist (Guinn et al. 1999, Melero et al. 1998a, Hurtado et
al. 1995).

Anhand von murinen Tumormodellen konnte gezeigt werden, dass etablierte, schwach
immunogene Tumoren (ein Sarkom und ein Mastozytom) in einem Mausmodell unter
der Verabreichung von stimulierenden Antikorpern gegen 4-1BB zur Riickbildung
gebracht werden konnten (Melero et al. 1997). Murine, dendritische Zellen (DC), die
mit adenoviralen Vektoren fiir 4-1BB-Ligand und einem tumorassoziierten Antigen
transfiziert wurden, waren in der Lage spezifische CTLs zu generieren (Wiethe et al.
2003). Durch die Expression von 4-1BB-Ligand wurde die Expression von B7-1 und
B7-2 auf den dendritischen Zellen hochreguliert sowie die unspezifische Aktivierung
von T-Zellen — eine bei Immunisierung mit adenoviralen Vektoren héufig auftretende
»Nebenwirkung® — reduziert. Weiter war es mit einem adenoviralen Vektor, der die
cDNA fiir humanes 4-1BB-Ligand enthielt, moglich, mehrere Adenokarzinomzellinien
erfolgreich zu transfizieren und die in vitro Immunantwort von T-Zellen und PBMCs zu
untersuchen. Dabei zeigte sich, dass die Ko-Kultur von transfizierten Tumorzellen mit
PBMCs zu einem signifikanten Anstieg der Synthese von IFN-y, IL-2 und GM-CSF
fiihrte (Yoshida et al. 2003).

In einem murinen Lymphommodell konnte der kostimulatorische Einfluss von 4-1BB-
Ligand mit dem von B7-2 verglichen werden. Diese trotz konstitutiver Expression von
B7-2 sehr aggressiven B-Zell-Lymphomzellen zeigen rasches Tumorwachstum in
syngenen Méusen. Nach Immunisierung mit Tumorzellen, die durch Transfektion
entweder B7-2 auf hoherem Niveau oder 4-1BB-Ligand exprimierten, konnten die
Tumoren abgestoflen und ein immunologisches Gedichtnis aufgebaut werden. Auch in
CD28-defizienten Maéusen konnten 4-1BB-Ligand-transfizierte Tumorzellen im

Gegensatz zu B7-2-Transfektanten abgestoBen werden, jedoch fiel die Immunantwort
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bei erneutem Kontakt mit Tumorzellen schwiécher aus. Die CTL-Aktivitdt und die
Produktion von IFN-y und IL-2 war bei Splenozyten, die CD28-defizienten Méusen
entnommen wurden, in vitro stark vermindert. Daraus wurde abgeleitet, dass
unabhingig von CD28-vermittelter Kostimulation zwar die 4-1BB-Ligand-vermittelte
Antitumor-Antwort induziert, nicht aber eine langfristige, protektive Immunitét
gewdhrleistet werden kann (Guinn et al 2001). In einer anderen Arbeit konnte durch
Transfektion von B7-1 konstitutiv exprimierenden Tumorzellen mit 4-1BB-Ligand in
den Miusen, die mit den modifizierten Tumorzellen immunisiert wurden, sowohl eine
TumorabstoBung als auch eine Immunitit gegeniiber Wildtyp-Tumorzellen beobachtet

werden (Mogi et al. 2000).

Die Gentherapie mit IL-12 konnte bei einem murinen, orthotopischen Kolonkarzinom
zwar eine gewisse Immunantwort induzieren, jedoch nur in einem geringen Umfang.
Die Kombination mit systemischer Applikation eines agonistischen anti-4-1BB-
Antikorpers hingegen fiihrte zu einer effektiveren Antitumor-Antwort, vermittelt vor
allem durch CD8'-T-Zellen und NK-Zellen (Chen et al 2000). Ahnliche Ergebnisse
brachten Immunisierungsversuche bei Maiusen mit kolorektalem Karzinom durch
Injektion eines adenoviralen Vektors, der fiir [L-12 und 4-1BB-Ligand kodiert. Der
Vorteil der Kombination von IL-12 und 4-1BB-Ligand zeigte sich durch lidngere
Uberlebenszeiten der Tiere und einer Immunitit gegeniiber dem Wildtyp-Tumor
(Martinet et al. 2000). Vermittelt wurden die antitumoralen Effekte vor allem durch
CDS8"-T-Zellen. Wie aus Depletionsstudien in vivo hervorgeht, sind auch NK1.1-Zellen
an diesem Prozess beteiligt, vermutlich jedoch nicht als Effektoren der zytotoxischen

Antwort (Chen et al. 2000, Martinet et al. 2000, Melero et al. 1998Db).

Vor diesem Hintergrund kann 4-1BB-Ligand bei der Aktivierung einer T-Zell-
vermittelten Immunreaktion gerade bei fiir zum Teil schwach immunogene
Kolonkarzinome von Bedeutung sein, vor allem auch in Kombination mit B7-1 bzw.

mit Zytokinen.
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5.4 Klinische Studien

Von den in dieser Arbeit beschriebenen Zytokinen IL-12 und IL-18 sowie den
kostimulatorischen Molekiilen B7-1 und 4-1BB-Ligand sind IL-12 und B7-1 sowohl
in vitro als auch im murinen Tumormodell bereits sehr gut untersucht bzw.
charakterisiert worden. Inzwischen konnten aus den gewonnenen Daten erfolgreich
Ansitze fiir klinische Studien im Rahmen der Tumortherapie entwickelt werden, die vor
allem mit IL-12 und in vergleichsweise geringerem Umfang mit B7-1 durchgefiihrt
wurden bzw. werden. Fiir das kolorektale Karzinom wurden bisher Vakzinen sowohl

mit B7-1 als auch mit IL-12 eingesetzt.

Dabei handelt es sich aber bei den Ansidtzen mit B7-1 nicht um Tumorzellvakzinen,
sondern um die direkte Applikation von verschiedenen, viralen Vektoren. Neben
Adenoviren und Adeno-assoziierten Viren wurden in einigen Studien auch Pockenviren
eingesetzt, zu denen unter anderem Vaccinia (Pockenvakzine) und Fowlpox
(Vogelpockenvakzine) gehoren. Bei einem zweistufigen ,,prime / boost“-Regime wird
zuerst eine definierte Menge genetisches Material in einem viralen Vektorimpfstoff
verabreicht, um das Immunsystem zu aktivieren (prime). Danach wird ein zweiter

viraler Vektorimpfstoff zur Auffrischung (boost) verabreicht.

Erst kiirzlich wurden die Daten einer Phase-I-Studie, bei der die viralen Vaccinia- und
Fowlpox-Vektoren zusammen mit der TRICOM-Vakzine (B7-1, ICAM-1 und LFA-3)
im Rahmen der Behandlung von CEA-exprimierenden Karzinomen eingesetzt wurden,
verdffentlicht (Marshall et al. 2005). 58 Probanden - davon 34 Patienten mit
kolorektalem Karzinom mit Fermetastasen — wurden in drei Studienarme aufgeteilt.
Eine Gruppe wurde einmal mit dem verdnderten Vaccinia-Virus-Impfstoff immunisiert,
gefolgt von drei Impfungen mit der Vogelpocken-Vakzine im Abstand von jeweils vier
Wochen (VFFF). Bei der zweiten Gruppe wurde zu diesem Immunisierungsschema
noch das Zytokin GM-CSF hinzugefiigt, das die Immunantwort weiter verstirken sollte.
Die dritte Probandengruppe bekam ausschlieBlich die Vogelpocken-Vakzine vier Mal
im Abstand von je einem Monat (FFFF). Es konnte eine CEA-spezifische,
hauptsédchlich zellulire Immunantwort bei den Geimpften nachgewiesen werden, am
starksten in der VFFF-Gruppe, die zusitzlich GM-CSF erhalten hatte. Vor allem CEA-

spezifische, zytotoxische T-Zellen vermehrten sich unter dem Einfluss der Vakzine, die
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CEA-Antigen-Konzentrationen im Blut nahmen ab. Bei einem Patienten konnte eine
komplette Remission beobachtet werden. Bei 23 weiteren Patienten stabilisierte sich die
Krankheit fiir im Mittel acht Monate. Eine Phase-II-Studie mit demselben Regime
wurde mittlerweile ebenfalls abgeschlossen, die Daten jedoch noch nicht publiziert. Ein
weiterer Studienansatz, der in einem Canarypox-Vektor die Gene fiir B7-1 und CEA
(ALVAC-CEA/B7-1-Vektor) kombinierte, wurde in den USA und Kanada erprobt (Von
Mehren et al. 2000, Horig et al.2000). Auch hier sind mittlerweile Phase-II-Studien

abgeschlossen.

Autologe, B7-1-transfizierte Tumorzellen wurden zusammen mit systemischer
IL-2-Applikation beim metastasierenden Nierenzellkarzinom in einer Phase-I-Studie
erprobt (Antonia et al. 2002) und nun in einer Studie der zweiten Phase weitergefiihrt.
Klinische Studien mit B7-1-transfizierten, allogenen Tumorzellen sind bisher vor allem
beim Mammakarzinom durchgefiihrt worden (Guckel et al. 2005, Dols et al 2003,
Schoof et al. 1998). Aber auch beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom (NSCLC)
liegen mittlerweile erste Ergebnisse aus Phase-I-Studien mit B7-1-transfizierten,

allogenen Tumorzellen vor (Raez et al. 2004, Raez et al. 2003).

Bei einem Grofiteil der klinischen Studien mit IL-12 wurde das rekombinante Zytokin
intravends (Wadler et al. 2004), subkutan (Alatrash et al. 2004, Motzer et al. 2001) oder
direkt in den Tumor (Van Herpen et al. 2003) appliziert. Limitierend fiir die
systemische Applikation von IL-12 ist neben der Zytotoxizitdt vor allem auch, dass bei
wiederholter Applikation die Wirkung stark abnehmen kann (Portielje et al. 2003,
Rakhit et al. 1999). Einige Studien untersuchten den gentherapeutischen Effekt von
IL-12. So wurden IL-12-transfizierte, autologe Fibroblasten in einer Phase-I-Studie
peritumoral injiziert (Kang et al. 2001) oder virale Vektoren mit dem IL-12-Gen wurden
direkt in den Tumor — auch beim kolorektalen Karzinom (Sangro et al. 2004) —
appliziert (Ren et al. 2003). Der Einsatz von autologen, IL-12-transfizierten
Tumorzellen im Rahmen von klinischen Studien wurde vor allem fiir das Melanom

beschrieben (Moller et al. 2000, Sun et al. 1998).

Die klinischen Erfolge beschrianken sich zurzeit auf eine mehr oder weniger ausgeprégte

Verlingerung der mittleren  Uberlebenszeiten. Von den unterschiedlichen
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Vakzinationsstrategien sind bis dato eigentlich nur deren klinische Sicherheit fiir den

Patienten und ihre Praktikabilitit belegt.

Phase | Behandlung Tumor Stand | Referenz
B7-1 Gen-modifizierte, autologe Antonia

1 Tumorzellvakzine und Nierenkarzinom A 2002
systemische IL-2-Applikation B
B7-1 Gen-modifizierte, autologe

I Tumorzellvakzine und Nierenkarzinom R
subkutane IL-2-Applikation
CD80-modifizierte, allogene
Mammakarzinomzellinie; . Schoo

I mit und ohne GM-CSF; el 2o A etal. {998
mit und ohne BCG
Sequentielle Vakzinierung mit
rk-Fowlpox-CEA(6D)- TRICOM-Vektor CEA-

I (B7.1/ICAM-1/LFA-3) exprimierende A Marshall
alleine und sequentiell mit Karzinome et al. 2005
rk-Vaccinia-CEA(6D)-TRICOM-Vektor;
mit und ohne GM-CSF
Sequentielle Vakzinierung mit
rk-Vaccinia-CEA(6D)-TRICOM und
rk-Fowlpox-CEA(6D)-TRICOM . noch nicht

1 (B7.1/ICAM-1/LFA-3)-Vektor AEEL e al it N
mit GM-CSF, in Verbindung
mit adjuvanter Chemotherapie

Von Mehren

I ALVAC-CEA/B7-1-Vektor Adenokarzinom A et al: 2000

Horig
etal 2000

I ALVAC-CEA/B7-1-Vektor; Adenokarzinom A Von Mehren
mit und ohne GM-CSF etal 2001
ALVAC-CEA/B7-1-Vektor Kolorektales .

X .. . . Karzinom,; noch nicht

II in Kombination mit Chemotherapie; . A ..
mit oder ohne Tetanus Toxoid Metastas1§rend publiziert

oder Stadium III
ALVAC-CEA/BT-1-Vektor Kolorektales noch nicht
I in Kombination mit Chemotherapie Karzinom, £ publiziert
Stadium 11
VI Fluorouracil und IL-12-geprimte Egﬁgﬁ;i?om’ R
T-Zellen mit GM-CSF und IFN-0-2b .
Karzinom
I IL-12 und IL-2 Solide Tumoren R
I L-12 Abdominale N
Tumoren

Tabelle 5.1 FEinige klinische Studien mit IL-12 und B7-1 in den USA. Angaben zu aktuellen
Studien stammen vom National institutes of health (clinical trials). Die Anzahl der Studien mit
IL-12 ist sehr groB, so dass nur exemplarisch drei Studien dargestellt wurden.
[A, abgeschlossen; N, nicht abgeschlossen; R, Rekrutierung von Patienten; GM-CSF,
granulocyte macrophage colony-stimulating factor; BCG, Bacillus-Calmette-Guérin-Impfstoff;
Fowlpox, Vaccinia und Canarypox (ALVAC) aus der Gruppe der Pockenviren; CEA,
carcinoembryonales Antigen]
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5.5 Ausblick

Im Rahmen von multimodalen Therapiekonzepten wird versucht, die Immuntherapie als
adjuvante Therapie auch fiir das kolorektale Karzinom zu etablieren. Berichte {iber die
erfolgreiche  Aktivierung  unspezifischer  Immunmechanismen  (unspezifische
Immuntherapien) beim kolorektalen Karzinom betreffen vor allem die Deaktivierung
immunsupprimierender Eigenschaften des Tumors oder der konventionellen
Tumortherapien (Kelly et al. 1999, Isenberg et al.1995). Solche antisuppressiven
Interventionen richten sich gegen Mechanismen, die die spezifische Immunaktivitit
hemmen und sind in dieser Hinsicht beim kolorektalen Karzinom letztlich als Support

fiir spezifische Immuntherapien zu verstehen.

Ein Beispiel fiir ein nicht antisuppressives, sondern aktiv unspezifisch wirkendes Agens
stellt Levamisol dar, das bereits seit ldngerem beim kolorektalen Karzinom in der
Kombination mit 5-Fluorouracil zusammen zum Standard gehort. Die genauere Analyse
des aktivierenden Mechanismus deutet allerdings auch hier darauf hin, dass vor allem
die spezifische Immunantwort iiber eine Induktion von IL-18 im Vordergrund steht

(Czeto et al. 2000).

Adoptive Immuntherapie, bei der das Immunsystem durch Verabreichung von in vitro
aktivierten Lymphozyten aktiviert werden soll, spielt beim kolorektalen Karzinom eine
untergeordnete Rolle. Die weitaus groffte Anzahl Erfolg versprechender
Immuntherapie-Ansitze flir das kolorektale Karzinom betreffen die spezifischen
Immuntherapien. Neuere Ansdtze sind auf dem Gebiet der passiven, spezifischen
Immuntherapie entwickelt, in klinischen Studien eingesetzt und zum Teil bereits zur
Therapie zugelassen worden. Durch die randomisierte Studie von Riethmiiller und
Mitarbeitern (Riethmiiller et al. 1996, Riethmiiller et al. 1994) konnte erstmals
nachgewiesen werden, dass eine Immuntherapie mit einem monoklonalen Antikdrper
gegen das 17-1A Antigen (Panorex) in der Lage war, die Prognose beim Lymphknoten-
positiven Kolonkarzinom zu verbessern, was zu einer Zulassung des Antikorpers fiihrte.
Neuere klinische Studien ergaben jedoch, dass die zwischenzeitlich weiterentwickelte
und verbesserte Chemotherapie einen groferen Behandlungserfolg bietet als der

monoklonale Antikdrper, so dass die Zulassung im Jahr 2000 zuriickgenommen wurde.

98



DISKUSSION

Aktuelle Antikorper-Therapiestrategien beim metastasierten kolorektalen Karzinom
beinhalten unter anderem die Hemmung wachstumsfaktorvermittelter, zelluldrer
Proliferations- und Differenzierungsprozesse und Konzepte zur Angiogenese-Inhibition.
Dazu gehort auch der gegen den epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor gerichtete
chimire Antikorper Cetuximab (Cunningham et al. 2004, Saltz et al. 2004), der seit
2004 in Kombination mit Irinotecan zur Behandlung von EGFR-positiven,
metastasierten kolorektalen Karzinomen eingesetzt werden kann, wenn eine Irinotecan-
haltige Chemotherapie zuvor versagt hat. Mittlerweile laufen auch klinische Studien mit
den Antikorpern Bevacizumab gegen den vascular endothelial growth factor (VEGF)-
Rezeptor (Emmanouilides et al. 2004, Price 2004) und dem vollstindig humanen

Antikorper Panitumumab gegen den (EGF)-Rezeptor.

Ein generelles Problem der Antikorpertherapie solider Tumoren liegt in der
unzureichenden Zuginglichkeit des Zielantigens. So konnte anhand von
Biodistributionsstudien bei Patienten mit kolorektalem Karzinom nach intravendser
Applikation des A33-Antikorpers zwar eine spezifische Anreicherung im Tumorareal
bzw. im Bereich von Metastasen gezeigt werden (Welt et al. 1990). Wurde der Tumor
aber biopsiert bzw. reseziert, so fiel eine inhomogene Antikorperverteilung mit
vornehmlicher Anreicherung im Randbereich auf. Zentral gelegene Tumoranteile
werden folglich aufgrund von Tumornekrosen, inhomogener Antigenverteilung sowie
einem erhohten interstitiellen Gewebedruck mit herkdémmlichen Antikorperkonstrukten

nicht erreicht.

Die aktiv spezifische Immunisierung mit modifizierten Tumorzellen hat den Vorteil,
dass Zellen als ganzes alle relevanten Tumorproteine und -peptide beinhalten sollten
(Offringa et al. 2000). Autologe Vakzinierung bietet durch Verwendung von
patienteneigenem Tumormaterial einen optimalen Match von Tumorvakzine zu den zu
behandelnden metastatischen Tumorzellen. Da jeder Tumor mehrere Antigene tragt,
wird es durch Verwendung der autologen Antigencocktails schwer, Immunescape-
Varianten zu bilden, die gleichzeitig alle im Impfstoff vorhandenen Antigene verloren
haben. Jedoch hat dieses Verfahren auch einige Nachteile: i) die aufwendige,
individualisierte Herstellung, ii) die begrenzte Materialmenge, die in der Regel nur im

Rahmen von operativen FEingriffen gewonnen werden kann, ii1) der geringere
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Reinheitsgrad der Tumorantigene, die von den normalen, nicht entarteten Zellanteilen

des Tumorgewebes nicht vollstindig getrennt werden konnen.

Aus diesen Nachteilen konnen im Umkehrschluss die Vorteile einer allogenen Vakzine
abgeleitet werden, die grundsitzlich in groBen Mengen herstellbar ist und sogar auf dem
iiblichen Pharmavertriebsweg zum Einsatz gebracht werden konnte. Problematisch sind
allogene Vakzinen im Hinblick auf das Antigenspektrum und das potentielle Risiko

einer Ubertragung von Viren (zum Beispiel Retroviren).

Auch wenn die klinische Datenlage bei kontrollierten Studien eher fiir den Einsatz
autologer Vakzinen beim kolorektalen Karzinom zu sprechen scheint (Harris et al.
2000, Schirrmacher et al. 1999, Vermorken et al. 1999), bieten allogene Ansitze
zumindest fiir die experimentelle Entwicklung neuer Immunstrategien, neuer
Moglichkeiten zur Modifikation der Genexpression und des Gentransfers sowie fiir die
Untersuchung verschiedener immunmodulatorischer Mechanismen sicher Vorteile. Da
die T-Zell-Antwort eine kritische GroBe flir die Autoimmunitdt gegen Tumoren ist,
muss die notwendige weitere Entwicklung von Vakzinen, die nicht patienteneigenes
Antigenmaterial verwenden, darauf abzielen, eine moglichst breite Palette von Signalen,

die zur T-Zell-Aktivierung beitragen, abzudecken.
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6 Zusammenfassung

Das derzeitige Konzept zur Herstellung von Tumorzellvakzinen geht davon aus, dass
die T-Zell-Antwort eine kritische GréBe fiir die Autoimmunitit gegen Tumoren ist. Die
Herstellung von Vakzinen muss also darauf abzielen, die T-Zell-Antwort zu steigern.
Dazu bieten sich drei Verfahren an: i) die Verstdrkung der Prisentation von Antigenen
gegeniiber T-Zellen, ii) die Verstirkung der Kostimulation von T-Zellen als
Voraussetzung fiir eine optimale T-Zell-Aktivierung und iii) die lokale Freisetzung von

Zytokinen.

Im Rahmen der aktiv-spezifischen Immunisierung werden genmodifizierte Tumorzellen
als zelluldre Impfstoffe eingesetzt, um eine korpereigene Immunantwort zu erzeugen.
Durch Gentransfer kostimulatorischer Molekiile kdnnen Tumorzellen dabei Antigen-
prasentierende Eigenschaften verliehen werden. Eine wichtige Rolle bei der gegen die
Tumorzellen gerichteten Immunantwort spielen unter anderem durch die Induktion
einer Thl-Immunantwort auch proinflammatorische Zytokine. Vor diesem Hintergrund
scheint es sinnvoll, verschiedene Ansitze zu kombinieren: die Immunstimulation mit
Zytokinen und die Aktivierung der Immunzellen iiber kostimulierende Molekiile wie

B7-1, B7-2 und 4-1BB-Ligand.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der Effekt der proinflammatorischen Zytokine IL-12
und IL-18 auf die in vitro T-Zell-Aktivierung durch B7-1-transfizierte, humane,
kolorektale HT-29 Tumorzellen untersucht. Die HT-29 Zellen zeichneten sich durch
hohe Expression der MHC-Klasse-I-Molekiile sowie der Adhédsionsmolekiile [CAM-1
und LFA-3 aus. In der mixed lymphocyte-tumor-cell culture (MLTC) wurden dafiir
durch UV-Bestrahlung inaktivierte und genetisch modifizierte Tumorzellen mit
hochaufgereinigten, humanen T-Zellen unter Zusatz verschiedener Konzentrationen von
rekombinantem IL-12 und IL-18 inkubiert. Als Parameter fiir die T-Zell-Aktivierung
dienten sowohl T-Zell-Proliferation als auch IFN-y-Synthese.

Es konnte gezeigt werden, dass die B7-1-vermittelte T-Zell-Proliferation durch IL-12
und nicht durch IL-18 gesteigert werden konnte. Dabei war die T-Zell-Aktivierung
abhidngig von der Anwesenheit eines zusitzlichen Stimulans in submitogenen

Konzentrationen. Im Gegensatz zu dem synergistischen Effekt in Bezug auf die IFN-y-
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Synthese bei peripheren mononukledren Zellen, konnte die Kombination von IL-12 und
IL-18 bei T-Zellen in Anwesenheit von B7-1-transfizierten Tumorzellen keinen

zusitzlichen, steigernden Effekt auf die Proliferation oder die IFN-y-Synthese ausiiben.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden ein Expressionsvektor fiir 4-1BB-Ligand, einem
weiteren kostimulatorischen Molekiil aus der TNF-Liganden-Familie, und neue
Expressionsvektoren fiir B7-1 und B7-2 konstruiert, um eine zukiinftige Untersuchung
der Kombination von mehreren kostimulatorischen Molekiilen mit den Zytokinen zu
ermdglichen. Dies scheint ein sinnvoller Ansatz zu sein, da aus den Ergebnissen zu
schlieBen ist, dass die Expression von MHC-Molekiilen, Adhdsionsmolekiilen und dem
kostimulatorischen Molekiil B7-1 auf den HT-29 Tumorzellen — auch bei Anwesenheit
von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-12 und IL-18 — nicht ausreicht, um eine

T-Zell-Aktivierung in vitro ohne zusitzliche Stimulanzien zu induzieren.

Mehrgleisige Ansdtze, die neben neuen Tumorantigenen auch verschiedene
kostimulatorische Molekiile mit Zytokinen kombinieren, konnen dazu beitragen, trotz
der Komplexitit des immunologischen Netzwerks Tumorvakzinen mit therapeutischem

Potential zu entwickeln.
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ABKURZUNGEN

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

AAV Adeno-assoziiertes Virus

AICD activation-induced cell death

AML Akute myeloische Leukidmie

AP-1 activating protein-1

APC Antigen-prasentierende Zelle

bp Basenpaare

CD cluster of differentiation

cDNA Komplementire Desoxyribonukleinsdure
CDS Kodierende DNA-Sequenz

CEA Carcinoembryonales Antigen

CLMF cytotoxic lymphocyte maturation factor, Interleukin-12
CMV Zytomegalie-Virus

CO, Kohlendioxid

ConA Concanavalin A

cpm counts per minute

CTL Zytotoxische T-Lymphozyten

CTLA-4 cytotoxic T lymphocyte antigen-4

dATP Desoxy-Adenosin-Tri-Phosphat

DC Dendritische Zelle

dCTP Desoxy-Cytosin-Tri-Phosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxy-Guanosin-Tri-Phosphat

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxy-Nukleosid-Tri-Phosphat

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxy-Thionosin-Tri-Phosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

EGF epidermal growth factor

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay
Ep-CAM epithelial cell adhesion molecule

FACS fluorescent-activated cell sorting

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FKS Fotales Kédlberserum

FSC forward scatter

g Zentripedalbeschleunigung der Erde
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
GM-CSF granulocyte macrophage-colony stimulating factor
h Stunde/Stunden

HLA human leukocyte antigen, humanes Leukozyten-Antigen
LE. Internationale Einheiten

ICAM-1 intercellular adhesion molecule-1

ICE IL-1p converting enzyme, Caspase-1

IFN-y Interferon-y, Interferon-gamma

Ig Immunglobulin

IGIF interferon gamma inducing factor, Interleukin-18
IL Interleukin

IRAK IL-1 receptor activating kinase
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ABKURZUNGEN

ITR inverted terminal repeat

kb Kilobasen

kDa Kilodalton (Molekulargewicht)

LFA-1/-3 lymphocyte function-associated antigen-1/-3
LPS Lipopolysaccharid

MACS magnetic-activated cell sorting

M-CSF macrophage-colony stimulating factor
MHC major histocompatibility complex

MLTC mixed lymphocyte-tumor-cell culture

MNC Mononukleédre Zellen

mRNA messenger Ribonukleinsdure

MWM III molecular weight marker 111

neo Neomycin-Resistenzgen

NF«B nuclear factor kB

NK Nattirliche Killerzellen

NKSF natural killer cell stimulatory factor, Interleukin-12
NK-T Nattirliche Killer-T-Zellen

NO Stickstoffmonoxid

0.D. Optische Dichte

p Statistische Wahrscheinlichkeitskonstante
PBMC peripheral blood mononuclear cells

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenraktion
PE Phycoerythrin

PG Prostaglandine

PHA Phytohdmagglutinin

PI Propidiumiodid

rh Rekombinant

RNA Ribonukleinsédure

RT Raumtemperatur

S.E.M. standard error of mean

SDS sodium dodecyl sulfate

sec. Sekunden

SSC side scatter

STAT4 signal transducer and activator of transcription 4
TAA Tumorantigene, tumorassoziierte Antigene
TAE Tris-Azetat/EDTA-Elektrophorese-Puffer
TAP-1/2 transporter associated with antigen presentation 1/2
TBE Tris-Borat-EDTA

TE Puffer aus Tris und EDTA

TGF-p transforming growth factor-f§

ThO undifferenzierte T-Helfer-Lymphozyten
Th1/2 T-Helfer-Lymphozyten Typ 1/2

TIL Tumorinfiltrierende Lymphozyten

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRIS Tris-Hydroxy-Aminomethan

TZR T-Zell-Rezeptor

Uuv Ultraviolett

VEGF vascular endothelial growth factor

w/v weight/volume, Verhiltnis Masse/Volumen
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