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ABKURZUNGEN

ABKURZUNGEN

Ag Antigen

Ak Antikorper

APZ Antigen-prasentierende Zelle

AS Aminosaure

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

BZR B-Zell-Rezeptor

CD Differenzierungscluster (cluster of differentiation)

cDNS komplementare DNS

CDR3 Komplementaritats-bestimmende Region 3 (complementarity
determining region 3)

CFSE Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester

CLL chronisch lymphatische Leukamie

CP Kreuzungspunkt (crossing point)

CpG nichtmethylierte DNS-Motive bakterieller DNS (Cytosin-phospho-
Guanin)

d Tag

DC dendritische Zelle

DNS Desoxyribonukleinsgure (DNA)

DEPC Diethylpyrocarbonat

DGGE denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP Desoxynukleotid-5-Triphosphat

dsDNS Doppelstrang-DNS (double strand DNA)

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP weiterentwickeltes, fluoreszierendes Quallenprotein (enhanced green
fluorescent protein)

ELISA enzymgekoppelter Immunadsporptionsassay

FACS fluoreszenzaktivierter Zell-Sortierer (fluorescence activated cell sorting)

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FKS fotales Kalberserum (FCS)

FSC Vorwartsstreuung (forward scatter)

FL Fluoreszenz
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g Erdbeschleunigung (gravity)

GM-CSF  Granulozyten/Makrophagen-koloniestimulierender Faktor
gp70 Glykoprotein-70

Gy Gray

h Stunde

hu human

Id Idiotyp

IFN-y Interferon-gamma

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

i.p. intraperitoneal

V. intravends

kb Kilobasen

KO Kulturiiberstand

LK Lymphknoten

LMP Proteasom-Untereinheit (low molecular mass polypeptide)
MACS magnetischer Zellsortierer (magnetic activated cell sorting)
MEM modifiziertes Eagle-Medium

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex)
Min. Minute

MSCV murines Stammzell-Virus

MuLV murines Leukamie-Virus

mRNS Boten-RNS (messenger RNA)

mu murin

Neg. Negativkontrolle

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

NK-Zelle natirliche Killerzelle

oD optische Dichte

OVA Ovalbumin

PBL periphere Blutlymphozyten

PBS phosphatgepufferte Kochsalzldsung (phosphate buffered saline)
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PE Phycoerythrin

Pen Penicillin

PFA Paraformaldehyd
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PI

POX
PPR

rad
Rest.
RNAse
RNS
rpm
RPMI 1640
RT-PCR
s.C.
SCID

SSC
ssDNS
Sek.
Std.
Strep
TAE
Taq
TAP
TE

Th

TIL
TNF-a
Tris
tRNS
TZR

uv

VEGF

Vol.
ZTL

Propidiumjodid

Peroxidase

Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors)
Einheit fir Energiedosis (radiation-absorbed dose)
Restimulation

Ribonuklease

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
Rosewell Park Memorial Institute Medium 1640
reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
subkutan

schwerer kombinierter Immundefekt (severe combined immune
deficiency)

Seitwartsstreuung (side scatter)

Einzelstrang-DNS (single strand DNA)

Sekunde

Stunde

Streptomycin

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

thermus aquaticus (Bakterium)

Transporterprotein (transporter associated with antigen processing)
Tris-EDTA-Puffer

T-Helfer-Zelle

Tumor-infiltrierende T-Lymphozyten
Tumornekrosefaktor-alpha
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Transfer-RNS

T-Zell-Rezeptor

Einheit (Unit)

Ultraviolett

Volt

Wachstumsfaktor (vascular endothelian growth factor)
Volumen

zytotoxische T-Zelle
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ZUSAMMENFASSUNG

Die Triomzell-Vakzinierung ist ein neuer, Uberaus potenter Ansatz in der
Immuntherapie maligner Lymphome. Aus A20-Lymphomzellen der Maus wurde
durch Fusion mit der Ratten-Hybridomzelllinie 2.4G2 die Triomzelllinie BiV
hergestellt. Die entstandenen Triomzellen enthalten potenziell alle Antigene der
parentalen Lymphomzellen und zusatzlich die anti-Fcy-Rezeptor-Spezifitat des
Hybridoms. Die Prasentation der Tumorantigene wird somit durch Redirektion gegen
internalisierende Rezeptoren auf Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) ermdoglicht.
Durch Triom-Immunisierung konnte nicht nur ein Langzeit-Tumorschutz in Mausen
vermittelt werden, sondern es wurden sogar etablierte Tumoren abgesto3en. Der
Tumorschutz wird dabei tGber CD4" und CD8" T-Zellen vermittelt, die humorale
Immunantwort spielt nur eine untergeordnete Rolle.

Mehrfach in vitro restimulierte und adoptiv transferierte T-Zellen aus immunisierten
Mausen waren im Gegensatz zu identisch behandelten T-Zellen aus naiven Mausen
tumorprotektiv. Das war insofern erstaunlich, als beide T-Zellpopulationen in vitro
den gleichen A20-spezifischen Aktivierungszustand zeigten. Ein eingeschranktes
T-Zell-Rezeptor-(TZR-) Repertoire von in vitro restimulierten T-Zellen aus
immunisierten Mausen korrelierte mit dem Tumorschutz. Restimulierte T-Zellen aus
naiven Mausen zeigten hingegen keine Einschrankung im TZR-Repertoire.

Durch die Immunisierung der Mause erfolgt offensichtlich eine In-vivo-Aktivierung,

die sich durch In-vitro-Stimulationen nicht nachstellen lasst.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die spezifischen T-Zellen, die durch Triom-
Immunisierung gewonnen wurden, naher untersucht werden. Dazu wurden zuerst
tumorspezifische, IFN-y produzierende T-Zellen naher charakterisiert. Die Frequenz
dieser Zellen in immunisierten Mausen war im Vergleich zu naiven Mausen kaum
erhoht. Durch In-vitro-Restimulation lie sich diese Zellpopulation, wenn sie aus
immunisierten Mausen kam, jedoch schneller expandieren. Die Expansion betraf
dabei hauptséachlich die IFN-y"CD4" T-Zellen. Nach adoptivem Transfer zweimal
restimulierter, IFN-y-angereicherter Zellen aus der Immunmaus zeigte sich, dass
diese Zellen tumorprotektiv waren. IFN-y" Zellen aus Naivmausen waren nicht
protektiv. Erstaunlicherweise war das TZR-Repertoire der protektiven T-Zellen zu
diesem Zeitpunkt schon stark eingeschrankt. Ohne IFN-y-Anreicherung konnte diese

Beobachtung in friiheren Versuchen erst am Ende der 9. Restimulation bei T-Zellen
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aus immunisierten Mausen gemacht werden. Die Einschrankung im Repertoire |asst
darauf schlie®en, dass fur die TumorabstoRung wahrscheinlich nur wenige Antigene
entscheidend sind. Allerdings missen die T-Zellen in vivo schon mit diesen in
Kontakt gekommen sein. Die In-vitro-Bedingungen kénnen das offensichtlich nicht
nachahmen. Dass nicht ein einzelnes AbstoRungsantigen flir die TumorabstoRung
verantwortlich ist, zeigten die adoptiven Transferversuche von T-Zellen mit
spezifischem TZR bzw. von T-Zell-Klonen. Das Repertoire der transferierten T-Zellen
musste mindestens oligoklonal sein, damit es zu einem Tumorschutz kam. Die Rolle
des Immunglobulin-Idiotyps (lg-Id) als eines potenziellen Abstollungsantigens sollte
hierbei noch naher untersucht werden. Zwar war bekannt, dass der Ig-Id ein
schwaches Tumorantigen ist und nur eine geringe Rolle flir das Erlangen von
Tumorimmunitat spielt, aber die Induktion von ld-spezifischen T-Zellen durch Triom-
Immunisierung war nicht auszuschliefen und sollte quantifiziert werden. Die
untergeordnete Rolle wurde durch die Ergebnisse untermauert, denn auch nach
mehreren In-vitro-Restimulationen lag die Frequenz der Id-spezifischen T-Zellen
unter der Nachweisgrenze des Testsystems. Bei der weiteren Suche nach
Uberexprimierten Antigenen auf A20-Zellen sind bisher TERT und Bax identifiziert
worden, aber ihr Potenzial zur Generierung tumorspezifischer T-Zellen muss noch
Uberprift werden.

Um die Unterschiede der T-Zellen von naiven und immunisierten Mausen nach
Immunisierung und wahrend In-vitro-Restimulation ndher zu untersuchen, wurde das
Zytokinexpressionsmuster im Kulturiberstand verglichen. Dabei zeigte sich, dass es
unter In-vitro-Bedingungen bei T-Zellen aus immunisierten Mausen im Gegensatz zu
denen aus naiven Mausen sehr schnell zu einer gemischten Th-Antwort kam.
Analysen des Serums sollten die Immunantwort nach Vakzinierung verdeutlichen.
Auch hier konnte eine gemischte Th-Antwort beobachtet werden. Aullerdem deuten
hohe IL-10- und IL-12-Konzentrationen im Serum auf mature und aktivierte
dendritische Zellen (DC) hin, die ihrerseits Antigene prasentieren und zytotoxische
T-Zellen (ZTL) aktivieren konnen. Im Serum von naiven Mausen waren keine der
untersuchten Zytokine zu detektieren.

Uber die Charakterisierung der durch Triom-Immunisierung erzeugten spezifischen
T-Zellen hinausgehend wurde die Kompartimentierung von Vakzine- und
Tumorzellen untersucht. Die unterschiedliche Lokalisierung beider Zelllinien kann
eine magliche Erklarung fur Erfolg bzw. Misserfolg in der Therapiesituation sein. Die

Befunde deuten darauf hin, dass die Triomzellen sehr schnell in Lymphknoten in der
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Nahe der Applikationsstelle und in die Milz wandern. Dort Uberleben sie einige Zeit
trotz ihres xenogenen Anteils und dienen als Antigenquelle. Die A20-Zellen hingegen
sind nur kurzzeitig nach Applikation in wenigen Lymphknoten und der Milz zu
beobachten. Bei i.v.-Gabe der Tumorzellen wird ein Teil von ihnen durch einen
bisher unbekannten Mechanismus mdglicherweise zerstért und ausgeschieden.
Durch die so gesunkene Tumorlast ergibt sich eine mégliche Erklarung fir die
erfolgreiche Therapie nach i.v.-Gabe der A20-Zellen. Um diese Hypothese zu

beweisen, sind aber noch weitere Untersuchungen nétig.

In dieser Arbeit wurde das erste Mal gezeigt, dass durch Triom-Immunisierung
tumorspezifische und -protektive IFN-y* T-Zellen entstehen, die durch In-vitro-
Restimulation expandiert werden kénnen. Da sie im Gegensatz zu IFN-y* T-Zellen
aus Naivmausen am Ende der 2. Restimulation ein eingeschranktes TZR-Repertoire
zeigen, mussen sie in vivo schon mit bestimmten Tumorantigenen in Kontakt
gekommen sein. Die ldentifizierung dieser Antigene steht noch aus. Der Idiotyp,
obwohl er ein absolut Tumor-spezifisches Antigen ist, zahlt nicht zu den

entscheidenden Abstoliungsantigenen.

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



1. EINLEITUNG 13

1. EINLEITUNG

Das Immunsystem

Das Immunsystem hat die Aufgabe, Pathogene aufzuspuren und zu beseitigen. Fir
die Entwicklung unseres hoch differenzieten und anpassungsfahigen
Immunsystems, wie es sich in der heutigen Form darstellt, hat die Evolution Gber
400 Millionen Jahre bendtigt (Burmester und Pezzutto, 1998).

1.1. Die angeborene und adaptive Imnmunantwort

Entwicklungsgeschichtlich altere AbwehrmalRnahmen werden als angeborene oder
unspezifische Immunantwort bezeichnet, da sie zunachst unabhangig vom
jeweiligen Erreger aktiv werden. Die angeborene Immunitat wird durch Komplement,
Granulozyten, Makrophagen und Natirliche Killer-(NK-) Zellen vermittelt (s. Abb.
1.1.-1). Die meisten Zellen des angeborenen Immunsystems exprimieren
Mustererkennungsrezeptoren (PRR), die z.B. Lipopolysaccharide (Endotoxine) oder
andere bakterielle Strukturen erkennen. Die angeborene Immunitat ermoéglicht also
einen unspezifischen, ersten Schutz gegen Mikroorganismen und andere
Eindringlinge. Aber sie spielt auch eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von
nachfolgenden, spezifischen Antworten des adaptiven Immunsystems.

Die Antigenerkennung durch die unspezifischen Abwehrzellen schafft ein
Zytokinmilieu, das die weitere Immunreaktion entscheidend beeinflusst. Fur die
Einleitung einer spezifischen Antwort bedarf es der Prasentation von Antigenen
durch professionelle Antigen-prasentierende Zellen (APZ, z.B. Makrophagen,
Monozyten, dendritische Zellen, B-Zellen). Das Auswandern der APZ in die
sekundaren lymphatischen Gewebe (Milz, Lymphknoten, darmassoziierte
lymphatische Gewebe) ruft eine systemische Immunantwort und spatere
Gedachtnisreaktion hervor: Daran sind hauptsachlich T- und B-Lymphozyten
beteiligt. Diese Zellen gehdéren zum so genannten spezifischen oder adaptiven
Immunsystem. Nur T- und B-Zellen generieren wahrend ihrer Ausdifferenzierung
hochspezifische Antigenrezeptoren (BZR, TZR), die durch ein zufalliges
Genrearrangement aus einer grofden Auswahl von Keimbahn-Gensegmenten eine

individuelle Struktur besitzen und somit eine Feinstruktur (Epitop) auf einem Antigen
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erkennen kénnen. Antigene kénnen spezifische Lymphozytenklone, die sich jeweils
durch eine spezifische Genumlagerung auszeichnen, aktivieren und bestimmte
Zellleistungen induzieren (s. Abb. 1.1.-1). Zunachst werden die T-Zellen zur Teilung
(klonale Proliferation) angeregt. Dadurch vergrof3ert sich die Zahl der Zellen mit
eben dieser Spezifitdt. Erst danach kénnen diese T-Zellen in nennenswertem
Umfang biologische Effekte induzieren. Die Expansion eines Klons dauert mehrere
Tage. Das Resultat einer aktiven Immunisierung z.B. ist eine solche erworbene
Immunitat, die dann effektiv gegen einen Erreger schitzt. Durch die B- und T-Zellen
besitzt das adaptive gegenlber dem angeborenen Immunsystem einen grofien
Vorteil: Wahrend der erfolgreichen Abwehr eines Eindringlings oder Entfernung
eines Antigens werden Antigen-spezifische Gedachtniszellen gebildet, die Uber
lange Zeitraume im Korper des Individuums verbleiben. Treffen sie erneut auf
spezifische antigene Strukturen, konnen sie eine schnellere und effektivere

Immunantwort als beim erstmaligen Kontakt mit dem Antigen einleiten.

Abbildung 1.1-1: Zellen
des angeborenen und
Makpophage -+ Phagozytose adaptiven Immunsystems
Nt C©3 erer und ihre Aufgaben
e et T Schiit, 2004) faus
Wﬁvﬁ;maum : ., p . — chutt, )
£ L " Motekcie B: B-Zelle
= Rj Baso: Basophiler Granulozyt
et i = T DC: Dendritische Zelle
Zyloloxizitat =— e o toxische Eo: Eosinophiler Granulozyt
- Moty Mast: Mastzelle
AntikOrpar + B8 Neutro: .l.\leutrophiler Granulozyt
Adaptive Immunitit —» Phagozytose NK: Naturliche Killerzelle
Monozylly —s Zylokine T: T-Zelle
* andena ...
Zytotoxizital « NK
Angeborene Immunitdt

Im Gegensatz zur B-Zelle ist die T-Zelle nur in der Lage, Antigene zu erkennen,
wenn ihr diese Antigene in Form prozessierter Peptide durch Antigen-prasentierende
Zellen (APZ) prasentiert werden. Damit die T-Zelle dabei nicht anergisiert, sondern
aktiviert wird, bedarf es eines zusatzlichen kostimulatorischen Signals von der APZ
z.B. Uber die B7.1/7.2- (CD80-/CD86-) Molekile, die mit dem CD28-Molekul der
T-Zelle in Kontakt treten. Die von der APZ gebildeten Antigen-Peptide werden der
T-Zelle im Zusammenhang mit MHC-Molekulen prasentiert. Diese werden von

Genen des Haupthistokompatibilitatskomplexes kodiert und in zwei Klassen, MHC-I

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



1. EINLEITUNG 15

und MHC-II, eingeteilt. Wahrend MHC-I-Molekiile im Allgemeinen Peptide von
intrazellularen Antigenen prasentieren, werden Antigene, deren Peptide von MHC-II-
Molekllen prasentiert werden, vorher von APZ aus dem Extrazellularraum durch
Endo- oder Phagozytose aufgenommen.

Die Interaktion der T-Zelle mit dem MHC-Peptid-Komplex auf der APZ wird durch
Korezeptoren stabilisiert. Dabei gibt es fur die Molekile jeder MHC-Klasse eine
eigene Korezeptorklasse: Der CD8-Rezeptor bindet an MHC-I, der CD4-Rezeptor an
MHC-II. Die CD4- und CD8-Molekile werden auf funktionell unterschiedlichen T-
Zell-Subpopulationen exprimiert, die dementsprechend als CD4- bzw. CD8-T-Zellen
bezeichnet werden (s. Abb. 1.1.-2). Den CD8-T-Zellen kommt bei der Immunantwort
hauptsachlich eine zytotoxische Rolle zu. Deswegen werden sie auch als
zytotoxische T-Zellen (ZTL) bezeichnet. Die CD4-T-Zellen Gbernehmen groltenteils

regulatorische Funktionen und werden auch als T-Helferzellen (Th) bezeichnet.

I r

- Proteasom

Abbildung 1.1.-2: Antigenprasentation (verandert nach Schitt, 2004)

Phagozytose ist die Grundvoraussetzung fiir die Antigenprasentation. Die Antigene werden im
Endosom prozessiert, durch MHC-Klasse-lI-Molekiile prasentiert und dann den T-Helferzellen
prasentiert.

Zytotoxische T-Zellen hingegen kénnen Antigene aus dem Zytoplasma (z.B. virale Peptide) nur auf
MHC-Klasse-I-Molekiilen und nach Prozessierung durch das Proteasom erkennen.

Dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen sind Antigen-prasentierende Zellen (APZ).

ER: Endoplasmatisches Retikulum
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Aktivierte CD4" T-Zellen kénnen aufgrund der Sekretion unterschiedlicher Zytokine
in Th1- oder Th2-Zellen unterteilt werden. Die beiden Untergruppen der CD4" T-
Zellen erfullen unterschiedliche Aufgaben. Th2-Zellen aktivieren speziell bei
Primarantworten hochst effektiv B-Zellen, Th1-Zellen sind dagegen entscheidend fir
die Makrophagen- und ZTL-Aktivierung. Darlber hinaus beeinflussen sich beide
Gruppen gegenseitig, indem die Zytokine des einen Typs die Aktivierung des
anderen unterdriicken. Durch IL-12 und IFN-y aktivierte Th1-Zellen produzieren IL-2,
IFN-y und LT (Lymphotoxin, TNF-B). Dabei kann das freigesetzte IFN-y die
Proliferation von Th2-Zellen verhindern. IL-4 hingegen kann die naiven CD4"
Lymphozyten zu einer Differenzierung zu Th2-Zellen aktivieren. Diese produzieren
dann IL-4, IL-5, IL-10 und TGF-B, wobei die beiden zuletzt Genannten das
Wachstum und die Aktivierung von Th1-Zellen direkt und indirekt verhindern kénnen.
Weitere Zytokine wie IL-3, TNF-a und GM-CSF kdnnen von beiden Typen gebildet
werden (Janeway und Travers, 1997).

Th1-Zellen fuhren zu einer zelluldren Immunantwort. Durch die [L-2-Sekretion
aktivieren sie CD8" Zellen (ZTL). Th2-Zellen hingegen stimulieren B-Zellen und

haben somit einen Einfluss auf die humorale Immunantwort.

1.1.1. T-Zellen

Die Vorlauferzellen der T-Zellen, die Pra-Lymphozyten reifen im Knochenmark sowie
in der fetalen Leber heran und wandern in den Thymus. Dort bildet sich der T-Zell-
Rezeptor (TZR) aus und es findet eine Selektion der T-Zellen statt: Nur T-Zellen, die
das passende MHC-Molekil in einer mittelstarken Bindung erkennen und nicht
gegen Autoantigene gerichtet sind, kbénnen ausreifen und gelangen als
funktionsfahige T-Zellen in die Zirkulation. Hier verbleiben die naiven T-Zellen bis zu
einem eventuellen Antigenkontakt zunachst aullerhalb der lymphatischen Organe.
Nach Kontakt mit einem Antigen vermitteln T-Zellen eine zellulare Immunantwort, da
ihr Antigen-Rezeptor, der T-Zell-Rezeptor (TZR), als membrangebundenes Molekdl
exprimiert wird. Er besteht aus zwei Glykoproteinketten, a und B oder y und 9, die
jeweils miteinander Uber eine Disulfidbriicke verbunden sind und jeweils eine
variable (V), eine konstante (C), eine Gelenk- (H) und eine Transmembranregion

besitzen, an die sich ein zytoplasmatischer Schwanz anschlief3t (Abb. 1.1.-3).
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Abbildung 1.1.-3: Struktur eines af-T-Zell-Rezeptors

Der Rezeptor ist ein membrangebundenes Heterodimer aus a- und (B-Kette, die (ber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (nach Janeway und Travers, 1997).

Die a- und die B-Kette sind die am haufigsten exprimierten Gene des TZR (zu ca.
95%). Auf unreifen T-Zellen und auf einer Minderheit von T-Zellen im peripheren Blut
findet man den y/6-TZR (ca. 5%) (Burmester und Pezzutto, 1998).

Die TZR-Kette der Maus wird aus Anteilen der V- (variable), D- (diversity), J- (joining)
und C- (constant) Gensegmente gebildet, die alle raumlich getrennt auf Chromosom
14 liegen. Der B-Ketten-Locus umfasst 700-800kb und enthalt im V-Bereich 20-30
Gensegmente. An diesen schlielen sich in 3°-Richtung tandemartig zwei D-J-C-
Gruppen an, von denen jede aus einem D-, sechs J- und einem C-Segment besteht.
Bei der somatischen Rekombination wird zuerst ein D- mit einem J-Segment zu einer
D-J-Gruppe verknipft, die dann mit einem V-Segment zu einer V-D-J-Gruppe
verbunden wird. Wahrend dieses Umlagerungsprozesses werden an den
Verknupfungsstellen durch die terminale Desoxynukleotidyltransferase sogenannte
N-Nukleotide  zufallig eingefugt. Durch diese Vorgange besitzen die
Verknupfungsstellen eine sehr hohe Variabilitat.

Die variablen (V-) Teile des TZR werden auf Transkriptebene durch Spleilen mit
den konstanten (C-) Regionen der Rezeptoren gekoppelt. Die V-Region des

Rezeptors wird von den V-, D- und J-Gensegmenten kodiert, die C-Region mit dem
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Gelenk und den Transmembran- und zytoplasmatischen Bereichen von den C-
Gensegmenten (s. Abb. 1.1.-4).

Germline
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Abbildung 1.1.-4: Rekombination, Transkription und Synthese der p-Kette eines
TZR in der Maus (aus Abbas et al., 1997)

Der B-Ketten-Locus, der 700-800kb umfasst, enthalt im V-Bereich 20-30 Gensegmente, abhangig
vom Mausstamm. An diesen schlief3en sich in 3"-Richtung tandemartig zwei D-J-C-Gruppen an:
Jede besteht aus einem D-, sechs J- und einem C-Segment.

Nach der Umlagerung der D-J- und V-D-J-Gensegmente, bei denen nicht bendtigte Segmente
deletiert werden, wird das C-Gensegment und die Leader-Peptid-Sequenz durch Spleiten auf
RNS-Ebene mit der V-D-J-Gruppe verknipft.

enh: Enhancer

L: Leader-Peptid
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Die sehr groRe Variabilitdt der Rezeptoren entsteht durch eine unterschiedliche
Auswahl der J-Elemente (a- und B-Kette), die zusatzlich noch durch D-Segmente (3-

Kette) verstarkt wird.

Auf Proteinebene entspricht der Bereich mit der héchsten Variabilitdt der CDR3
(complementarity determining region 3). Diese erstreckt sich Uber die
Verknupfungsbereiche der V-, D- und J-Gensegmente und kodiert fir die
Antigenbindungsstelle (s. Abb. 1.1.-5).

w— CDR3Region o

5. [oT] soc acc|AGT ATT TCT GGG GGG %

V-Region D -Region

Abbildung 1.1.-5: Die Lage der CDR3-Region innerhalb der umgelagerten VB-Kette
eines TZR. (aus K. Kronenberger, 2002)

Die CDR3-Region erstreckt sich Gber die V-D-J-Verkniipfungsstellen der 3-Kette. Per definitionem
beginnt sie an der dritten Aminosaure nach dem konservierten Cys im V-Gensegment (eingerahmt)
und endet eine Aminosdure vor dem konservierten Phe-Gly-X-Gly-Motiv im J-Gensegment (erste
Aminosaure eingerahmt). Sie umfasst finf bis zwolf Aminosauren in Abhangigkeit von der Anzahl
der bei den Umlagerungsprozessen eingefiigten N-Nukleotide und deletierten Basen. Die
groRgedruckten Basen gehoéren zu der CDR3-Region. Die eingefligten N-Nukleotide sind schwarz
gekennzeichnet. Die Dreiergruppen der Basen entsprechen dem Leseraster. Hier handelt es sich um
die VB6- und JB2.3-Gensegmente.

Cys: Cystein; Gly: Glycin; Phe: Phenylalanin

Ein weiterer Mechanismus, der fur die TZR-Diversitat eine bedeutende Rolle spielt,
beruht auf den unterschiedlichen Paarungsmdglichkeiten zwischen den a- und -
Ketten des TZR. Durch das Zusammenwirken aller Komponenten kommt es zu
einem TZR-Repertoire von 10" unterschiedlichen Spezifitaten (Davis und Bjorkman,
1988).

Da auf einer T-Zelle immer nur ein TZR-Typ exprimiert wird, kann Uber das
Repertoire der Rezeptoren auf die Klonalitat der Zellpopulation geschlossen werden.
Das TZR-Repertoire wird mittels RT-PCR und Sequenzierung naher bestimmt. In
BALB/c-Mausen gibt es 18 funktionelle VB-Genfamilien, von denen 3 noch in

Unterfamilien geteilt werden. Diese VB-Ketten werden auflerdem noch mit
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verschiedenen JB-Segmenten gepaart, so dass erst auf Sequenzniveau die

Klonalitat einer T-Zell-Population bewiesen werden kann.

1.1.2. B-Zellen

B-Lymphozyten differenzieren im Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen als
Reaktion auf Signale von Stromazellen (I6sliche Zytokine, Zell-Zell-Kontakt). Nach
verschiedenen Differenzierungsstufen exprimieren sie Immunglobulin-(Ig-) Molekiile
als B-Zell-Rezeptoren (BZR) auf ihrer Zelloberflache und wandern standig zwischen
Knochenmark und sekundaren lymphatischen Organen, bis sie auf ein passendes
Antigen treffen. Nach Antigenkontakt differenzieren die B-Zellen zu Antikorper-
produzierenden Plasmazellen. Die Antikdper sind in extrazellularen Flussigkeiten
und dem Blutplasma zu finden, weswegen diese Art der Immunantwort auch
-humorale Antwort® genannt wird. Neben der Fahigkeit zur Immunglobulinproduktion
kénnen B-Zellen aber auch als APZ fungieren, den T-Zellen somit antigene Peptide
prasentieren und diese dadurch aktivieren.

Die BZR oder Immunglobulin-Molekule werden von reifen B-Zellen auf ihren
Zelloberflachen exprimiert sowie von terminal differenzierten B-Zellen (Plasmazellen)
als Antikorper ins Blut abgegeben. Die Immunglobuline oder Antikbper sind aus
jeweils zwei schweren und zwei leichten Polypeptidketten aufgebaut, die durch
Disulfidgruppen miteinander verbunden sind. Jede Kette besteht aus einem
variablen (V) und einem konstanten (C) Bereich. In den V-Bereichen liegen die
Antigenbindungsstellen. Die C-Bereiche sind fir Effektorfunktionen (z.B.
Komplementbindung, Interaktion mit spezifischen Rezeptoren) zustandig. In
Abhangigkeit vom benutzten C-Region-Gensegment unterteilt man die
Immunglobuline in flnf Klassen: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM.

In der variablen Domane der schweren und der leichten Kette gibt es Bereiche, die
eine extreme Variabilitat der Aminosaure-(AS-) Sequenz aufweisen (hypervariable
Region). Sie bestimmen die Spezifitdt der Antigenbindung und werden
Komplementaritats-determinierende Region (CDR) genannt. Die somatische
Hypermutation in Kombination mit der somatischen Rekombination ermdglichen
einem Individuum die Bildung von 10" verschiedenen BZR bzw. Antikérpern (Davis
und Bjorkmann, 1988).
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1.2. Tumorimmunologische Grundlagen

Die ersten wissenschaftlich-theoretischen Ansatze zur Tumorimmunologie wurden
Anfang des 20. Jahrhunderts entwickelt. Schon damals nahm Paul Ehrlich an, dass
es — ahnlich wie bei Infektionskrankheiten — méglich sei, eine Schutzimpfung gegen
die Entstehung von Geschwiilsten zu entwickeln. Der Gedanke, dass Tumorzellen
durch das Immunsystem erkannt und bekampft werden, ist seit Jahrzehnten

Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen.

1.2.1. Tumorantigene

Bereits 1943 zeigte Gross, dass die intradermale Immunisierung von Mausen gegen
chemisch — mit Methylcholanthren — induzierte Sarkome die Tiere vor einem
erneuten Anwachsen der Tumoren schitzte. Man ging von einer spezifischen
Immunantwort, die gegen Neoantigene auf den Tumoren gerichtet war, aus (Gross,
1943; Prehn et al., 1957; Klein et al., 1960). In einem Experiment von Basombrio,
1970, konnte nachgewiesen werden, dass die Antigene von Tumorzellen eines
durch Kanzerogene induzierten Tumors einzigartig sind. Eine tumorinduzierte
Immunitat schitzte die Versuchstiere immer nur vor dem Wachstum der zur
Immunisierung eingesetzten Tumorzelle, eine immunologische Kreuzreaktivitat
zwischen unterschiedlichen durch Kanzerogene induzierten Tumoren bestand dort
nicht.

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass syngen transplantierte
Tumorzellen in Empfangertieren, die zuvor mit bestrahlten Tumorzellen des gleichen
Typs immunisiert worden waren, nicht zu einem Tumor anwuchsen (Boon et al.,
1992). Man nahm auch hier an, dass die verwendeten Tumorzellen spezifische
Antigene auf ihrer Zelloberflache tragen. Das Immunsystem erkannte diese als

fremd und eliminierte sie.

Zahlreiche Tumorantigene, die von T-Zellen erkannt werden, sind identifiziert worden
(Boon und van der Bruggen, 1996; van den Eynde und van der Bruggen, 1997;
Houghton et al., 2001; Rosenberg, 2001). Einige dieser Antigene werden
ausschlieRlich von Tumoren exprimiert und werden daher Tumor-spezifische

Antigene genannt. Diese Antigene entstehen durch Mutation oder Translokation von
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zelluldaren Genen (z.B. B-Catenin, Cdk4, Ras). Diese Mutationen kénnen direkt an
der Kanzerogenese beteiligt sein. Eine weitere Gruppe von Antigenen sind die
Tumor-assoziierten Antigene, die nicht nur von Tumorzellen, sondern auch von
anderen Zellen im Korper exprimiert werden. Krebs/Testis-Antigene (z.B. MAGE,
BAGE, GAGE) werden von einer Reihe epithelialer Tumoren, aber auch im Hoden
und der Plazenta, immunologisch besonders privilegierten Geweben, exprimiert.
Uberexprimierte nicht-mutierte Proteine (z.B. p53, Her2/neu) kdnnen ebenso als
Tumorantigene flr T-Zellen dienen. Zudem werden Antigene von onkogenen Viren
auf Tumorzellen prasentiert. Die Expression von Tumorantigenen kann innerhalb
eines Tumors heterogen sein, und ein einzelner Patient kann Immunreaktionen

gegen viele Antigene entwickeln (Lee et al., 1999; Wortzel et al., 1983).

1.2.2. Anti-Tumor-Antworten

Zwei verschiedene Modelle fir die Immunantwort gegen Tumoren wurden
aufgestellt: das Konzept der ,Immuniberwachung® (immunosurveillance) und das
,Gefahr-Modell“ (danger model).

Burnet stellte in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts die
~-Jmmuniberwachungs-Hypothese* auf, die besagt, dass es die Aufgabe von im
Organismus zirkulierenden T-Lymphozyten sei, neoplastische Zellen zu erkennen
und abzutdten (Burnet, 1970, a und b). Er implizierte damit das Vorhandensein von
tumorspezifischen Antigenen auf der Oberflache von ,spontan® entarteten Zellen.
Nach dem ,Gefahr-Modell“ setzt das Immunsystem professionelle APZ als
Uberwacher fir Gewebeschéden ein. Beim Auftreten von Gefahrsignalen stimulieren
die APZ eine T-Zell-Antwort.

Tumoren haben haufig eine heterogene MHC-Klasse-I-Expression. Deletionen,
Umordnungen von MHC-Genen, Punktmutationen und Defekte auf transkriptioneller
Ebene flihren zu selektivem Verlust eines MHC-Haplotyps, -Locus oder -Allels.
Natirliche Killerzellen des angeborenen Immunsystems spielen hier eine wichtige
Rolle in der Immuniberwachung von Tumoren (Smyth et al., 2001), denn sie téten
MHC-Klasse-I-defiziente Zellen, ein Phdnomen, das zur Hypothese des ,Fehlenden
Selbst* gehort (Pardoll, 2001). Die NK-Zell-Aktivitat wird durch ein Gleichgewicht von

aktivierenden und inhibierenden Signalen kontrolliert. Weitere Zellen der
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angeborenen Immunitat, die an der Immunreaktion gegen Tumoren beteiligt sind,
sind Makrophagen und Neutrophile (Bonnotte et al., 2001; Di Carlo et al., 2001,
Lollini und Forni, 1999). Sie kdnnen Tumoren durch direktes Téten, durch Zerstérung
der Blutgefale und der Matrix des Tumors und durch Inhibition der Angiogenese
abstoRen. Aulerdem prasentieren sie Tumorantigene und kénnen andere
Immunzellen, wie ZTL, NK-Zellen oder APZ stimulieren. Andererseits konnen
inflammatorische Zellen durch Produktion von Tumorwachstumsfaktoren und durch
Stimulation der Angiogenese jedoch auch zur Tumorprogression beitragen.
Makrophagen und  Neutrophile werden durch die Expression von
Adhasionsmolekuilen auf Endothelzellen und durch chemotaktische Faktoren zum

Tumor gelockt.

Die zentrale Bedeutung der T-Lymphozyten bei der Bekampfung neoplastischer
Zellen konnte in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts in In-vitro-Experimenten
bestatigt werden (Hewitt et al., 1976; Kedar et al., 1977). T-Zellen gehdren zur
adaptiven Immunitat und sind die wichtigsten Immunzellen zur Uberwachung von
transformierten Zellen (Smyth et al., 2001; Sogn, 1998).

Die Erkennung und anschlieBende Zerstérung von Tumorzellen durch das
Immunsystem ist ein komplexer Vorgang. Dabei sind sowohl Th-Zellen als auch ZTL
beteiligt. Nur die Aktivierung und das Wechselspiel zwischen beiden Zelltypen

gewahren eine optimale Immunabwehr.

Tumorzellen prasentieren auf ihrer Oberflache Fragmente zytosolischer Proteine.
Diese Fragmente sind assoziiert mit einem Komplex aus transmembranen
Proteinkomponenten des MHC-Klasse-l. Wird von einer Tumorzelle ein Fragment
prasentiert, das sich von den normalen Komponenten der Zelle unterscheidet und
somit antigene Eigenschaften besitzt, kénnen fir das prasentierte Antigen
spezifische ZTL diese Zellen erkennen und vernichten. Die Erkennung erfolgt tber
den TZR-Komplex auf der Oberflache des Lymphozyten (Zinkernagel et al., 1975). In
den nachsten Schritten kommt es durch die Bindung zwischen der APZ und dem
ZTL auf dessen Oberflache zur Expression von IL-2-Rezeptoren. Die Internalisierung
von rezeptorgebundenem IL-2 16st die Proliferation der ZTL und die Differenzierung
zu Effektorzellen aus. Es kommt 2zu einer massiven Vermehrung von
tumorspezifischen ZTL, die in der Lage sind, die Tumorzellen gezielt zu eliminieren
(s. Abb. 1.2.-1).
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Abbildung 1.2.-1: Schematische Darstellung der Vorgange, die zur Generierung
einer T-Zell-vermittelten Anti-Tumor-Antwort fiihren (verandert nach Benjamini und
Leskowitz, 1991)

Das IL-2 wird von Th1-Zellen freigesetzt, die durch Erkennung von Fremdantigen auf
der APZ aktiviert wurden. Die Prasentation dieser Fremdantigene findet durch APZ
statt, die darauf spezialisiert sind, anderen Zellen des Immunsystems
Fremdantigene zu prasentieren. So nehmen sie auch Proteine von Tumorzellen auf,
prozessieren sie und exponieren Fragmente dieser Tumorantigene in Verbindung
mit MHC-Klasse-lI-Molekilen auf ihrer Zelloberflache. Das so prasentierte Tumor-
spezifische Peptid wird von den entsprechenden Th1-Zellen Uber deren TZR-
Komplex erkannt. Die APZ sezernieren dabei das zweite, neben der
Antigenerkennung wichtige Aktivierungssignal fur die Th1-Zellen, das Interleukin-1
(Cohen et al., 1987). Diese Aktivierung flhrt zu einer kurzzeitigen Sekretion von IL-2
durch die Th1-Zelle.

1.2.3. Evasionsmechanismen

Trotz der Antigenprasentation von malignen Zellen und der Gegenwart von
Immunzellen, die gegen diese Zellen reagieren kénnten, wird das Immunsystem in
vielen Fallen nicht aktiviert, sondern es ,ignoriert* den Tumor (Chen, 1998; Sogn,

1998). Faktoren, die diese immunologische Toleranz bedingen, sind z.B.:
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1. Ignoranz

= Fehlen von Gefahrensignalen (Fuchs und Matzinger, 1996)

= Fehlen von Tumorantigenen in lymphoiden Organen (Ochsenbein et
al., 1999 und 2001)

=  Wachstum in immunprivilegierten Regionen (Rocha et al., 1998)

= Fehlen von Adhasionsmolekilen (Ishido et al., 2000; Onrust et al.,
1996; Piali et al., 1995)

= physische Barriere durch Stroma (Ochsenbein et al., 2001; Singh et
al., 1992)

2. Defekte Antigenprozessierung und -prasentation

= Defekte in der Antigenprozessierung, z. B. TAP-, LMP-Defizienz
(Cromme et al.,, 1994; Garrido et al.,, 1997, Hicklin et al., 1999;
Johnsen et al., 1999; Restifo et al., 1993, Rotem-Yehudar et al., 1996;
Seliger et al., 1997)

»= Mutation oder Herunterregulation von Tumorantigenen (Kim et al.,
1975; Maeurer et al., 1996; Vasmel et al., 1989)

= Mutation oder Herunterregulation von MHC-Genen (Blanchet et al.,
1992; Bosshart und Jarrett, 1998; Garrido et al., 1997; Hicklin et al.,
1999; Ishido et al., 2000; Natali et al., 1989, Seung et al., 1993)

=  Verlust von MHC-I (Bicknell et al., 1994)

3. Expression von immunsuppressiven Molekilen
= Zytokine, wie IL-10 (Groux et al., 1998; Matsuda et al., 1994) und
TGF-B (Gorelik und Flavell, 2001)

4. Induktion von Toleranz
» Fehlen kostimulatorischer Molekiile (Baskar er al., 1996; Chen et al.,
1993; Ishido et al., 2000; Schwartz, 1990)
» Erzeugung regulatorischer T-Zellen (Matsui et al., 1999; Sakaguchi,
2000; Takahashi et al., 1988)
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5. Apoptose-Resistenz
= Expression anti-apoptotischer Molekiile
» Herunterregulation/Mutation pro-apoptotischer Molekile (Igney und
Krammer, 2002)

1.3. B-Zell-Lymphome

Der Begriff ,maligne Lymphome® umfasst Morbus Hodgkin sowie die Gruppe der
sogenannten Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). Maligne Non-Hodgkin-Lymphome
gehen von pathologisch veranderten B- und T-Zellen aus und kdnnen im Gegensatz
zu Morbus Hodgkin leukdmisch verlaufen. Sie stellen eine heterogene
Krankheitsgruppe dar, zu der sowohl Lymphome mit niedrigem Malignitatsgrad (wie
chronisch-lymphatische Leukéamie, Haarzell-Leukamie, Immunozytom, Plasmozytom,
Mantelzelllymphom) als auch mit einem hohen Malignitatsgrad (z.B.

immunoblastisches, zentroblastisches und lymphoblastisches Lymphom) gehéren.

Diese Erkrankungen wurden bis vor einigen Jahren nur mit Strahlentherapie und
Zytostatika behandelt, wobei die Lymphome nicht zufrieden stellend auf diese Art
von Therapie ansprachen. Immunologische Verfahren zur Krebsbekampfung
gewinnen immer mehr an Bedeutung. Voraussetzung jeder Immuntherapie oder
Prophylaxe gegen Krebs ist das Vorhandensein von Tumorantigenen auf der
Oberflache entarteter Zellen sowie die Fahigkeit des Organismus, gegen diese

Antigene immunologisch reagieren zu kdnnen.

Ein absolut Tumor-spezifisches Zielantigen von malignen B-Zellen ist der auf der
Zelloberflache exprimierte Immunglobulin-ldiotyp (lg-Id) (Stevenson et al., 1990). Er
entsteht durch das Rearrangement der Gensegmente der variablen Regionen von
schweren und leichten Ketten. In der Literatur wird dem Ig-Id fur Immuntherapien ein
hoher Stellenwert beigemessen (Bogen et al., 2000; Hawkins et al., 1994; Pardoll,
1993; Wen et al.,, 2001). Allerdings hat sich der Ig-ld als ein schwaches

Tumorantigen erwiesen.
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1.3.1. Passive Immuntherapien

Ein wesentlicher therapeutischer Fortschritt des vergangenen Jahrzehnts war neben
der Etablierung der Hochdosistherapie mit autologer Stammzelltransplantation die
Immuntherapie mit dem unkonjugierten gegen CD20 gerichteten monoklonalen
Antikorper Rituximab. Erstmals seit Ende der 70er Jahre konnte eine Verbesserung
des Gesamtuberlebens bei Patienten mit niedrig malignem Lymphom erzielt werden.
Eine noch héhere Ansprechrate konnte mit Yttrium-90-markiertem Ibritumomab-
Tiuxetan (Y-90-IT) bei CD20-positivem follikularem Non-Hodgkin-Lymphom erreicht
werden. Dabei ist der rekombinante monoklonale Antikérper mit einer radioaktiven
Substanz, einem B-Strahler, verbunden, der gezielt die B-Zellen bestrahlt (Witzig et
al., 2002, a und b). Neuere Studienergebnisse mit Tositumomab-'2'l zeigen, dass es
bei vorher unbehandelten Patienten mit fortgeschrittenem follikularem Lymphom zu
verlangerten klinischen und auf molekularer Ebene messbaren Remissionen kommt
(Kaminski et al., 2005). Trotz des Einsatzes von modifizierten Antikbrpern in der
Therapie sind maligne Lymphome ebenso wie andere Krebsarten immer noch nicht

heilbar.

1.3.2. Aktive Immuntherapien

In der aktiven Immuntherapie wird versucht, Tumoren durch Gentherapie und durch
tumorspezifische Aktivierung des Immunsystems zu bekadmpfen. Dabei ist die
Induktion einer systemischen Immunantwort gegen spezifische Tumorantigene, wie
z.B. gegen den Immunglobulin-ldiotyp der B-Zell-Lymphome (Miller et al., 1982), ein
grolies Ziel der Tumorimmuntherapie. Auch bei anderen Tumorarten wird versucht,
durch Vakzinierung mit genetisch veranderten Krebszellen, die Zytokine oder
kostimulatorische Molekiile exprimieren, oder durch den Transfer von Tumor-

spezifischen T-Zellen, eine systemische Antwort zu generieren:

= Adoptiver Transfer von tumorspezifischen T-Zellen (Egeter et al., 2000;

Rosenberg et al., 1986; Rosenberg et al., 1988; Rosenberg et al., 1994)

= Vakzinierung mit genetisch modifizierten, zytokinsezernierenden Tumorzellen
(Dranoff et al., 1993; Levitsky et al., 1996; Tepper und Mule, 1994)
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= Vakzinierung mit gentechnisch modifizierten Tumorzellen, die
kostimulatorische oder allogene MHC-Molekiile exprimieren (Chen et al., 1992;
Plautz et al., 1993)

» Vakzinierung mit Tumor-DNS oder Tumor-Peptiden (Campbell et al., 1990;
Irvine et al., 1996; Syrengelas und Levy, 1999)

» Vakzinierung mit DNS-/RNS-transfizierten oder peptidbeladenen DC (Ashley et
al., 1997; Heiser et al., 2001, a und b; Ribas et al., 1999)

Viele dieser Anséatze stimulieren aber keine effiziente Immunantwort.

Ein Erfolg versprechender Ansatz ist die Vakzinierung mit Triomzellen, durch die
eine Redirektion von Tumorantigenen gegen APZ und damit eine Induktion

tumorspezifischer T-Zellen herbeigefuhrt wird.

1.4. Der Triomzell-Ansatz

Der Triomzell-Ansatz ist im A20-Lymphommodell der Maus in der Arbeitsgruppe
Mocikat entwickelt worden. Ziel ist die verstarkte Prasentation Tumor-abgeleiteter
Antigene durch professionelle APZ. Dies geschieht durch gezielte Redirektion der
Antigene gegen internalisierende Rezeptoren auf APZ.

Zur Generierung der Triomzellen wird eine Lymphom-Zelle, hier das murine A20-B-
Zell-Lymphom, mit einer xenogenen Hybridomzelle, dem 2.4G2-Rattenhybridom,
fusioniert. Dieses produziert einen IgG2b-Ak mit Spezifitat gegen internalisierende
Fc-Rezeptoren (FcR), die auf APZ exprimiert werden. Als Fusionsprodukt entsteht
die BiV-Triomzelle mit den Eigenschaften der parentalen Zellen: Sie enthalt
potenziell alle Antigene der Tumorzelle einschliel3lich des Ig-1d (Isotyp Maus-IgG2a)
und exprimiert den anti-FcR-Antikdrper sowohl in Idslicher als auch
membrangebundener Form.

Urspringlich sollte in diesem Ansatz der |Idiotyp des Lymphoms als

tumorspezifisches Antigen gegen APZ redirigiert werden. Die Triomzelle bildet
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namlich einen bispezifischen Antikdrper, der aus IgG2a und I1gG2b besteht. Wegen
der praferenziellen Paarung der IgG2b-Ketten der Ratte mit den IgG2a-Ketten der
Maus (Lindhofer et al., 1995) bilden die Triom-Zellen tatsachlich den bispezifischen
Antikérper, der aus Kulturiiberstand gereinigt werden kann.

Wie In-vivo-Mausversuche zeigten, erlangen syngene Mause nach einer
Vakzinierung mit BiV-Zellen einen Langzeit-Tumorschutz (Mocikat et al., 1997) und
kénnen sogar etablierte Tumoren abstof3en (Strehl et al., 1999). Allerdings ist dieser
Schutz in vivo nicht nur vom Idiotyp, sondern vor allem von anderen, noch
unbekannten Tumor-Antigenen abhangig (Kronenberger et al., 2002; Mocikat, pers.
Mitteilung).

In weiteren Experimenten wurde die Bedeutung des Idiotyps fiir die Induktion der
Tumorimmunitat geklart. Es zeigte sich, dass auch eine Triommutante, die den
Idiotyp nicht mehr besitzt, aber den APZ-Bindungsarm exprimiert, Tumorschutz zu
erzeugen vermag. Da andererseits Triomzellen, die den APZ-Bindungsarm verloren
haben, keine effiziente Immunitat induzieren, wird angenommen, dass - neben der
Polyvalenz der Immunisierung sowie der verstarkten Kreuzprasentation von
Tumorantigenen auf Grund der Xenogenitat der Triomzellen - eine Redirektion der
gesamten Triomzelle gegen die APZ ein entscheidender Mechanismus der
Tumorprotektion ist. Auf diese Weise kommt eine Antwort gegen beliebige, auch
unbekannte Tumor-assoziierte Antigene zustande; der Tumor-Ildiotyp dirfte nur eine
untergeordnete Rolle spielen (Kronenberger et al., 2002).

Um den Mechanismus der Tumorprotektion aufzuklaren, wurden die Titer der durch
Triomvakzinierung induzierten anti-A20-Antikdrper gemessen. Die humorale Antwort
gegen den A20-ldiotyp wie auch gegen nicht spezifizierte A20-Antigene war sehr
gering bzw. in einigen Mausen nicht detektierbar (Mocikat et al., 1997). Hingegen
zeigten Depletionsexperimente, dass die Tumorprotektion sowohl von CD4" als auch
CD8" T-Zellen abhangig ist (Mocikat et al., 1997). Durch In-vitro-Stimulation von
Milzzellen aus immunisierten Tieren konnten sogar T-Zellen generiert werden, durch
die der Tumorschutz adoptiv Ubertragen werden konnte (Egeter et al., 2000). Die
protektiven T-Zellen zeigten eine Einschrankung in ihrem TZR-Repertoire
(Kronenberger, pers. Mitteilung), was auf eine Antigen-getriebene Selektion der TZR
im Verlauf der Immunantwort hindeutet.

Vakzinierung mit Triomzellen erzeugt also eine zellulare Immunitat; der humoralen

Antwort kommt wahrscheinlich nur untergeordnete Bedeutung zu.
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Folgender Mechanismus liegt also der Triom-Immunisierung bzw. der Therapie
etablierter A20-Lymphome zugrunde: Die Antikérper der Triom-Zellen werden an
APZ redirigiert. Nach Bindung an FcyR auf der APZ-Oberflache werden die Antigene
Uber adsorptive Endozytose von der APZ aufgenommen. Die aufgenommenen
MHC-Molekule dem

einem

Tumor-Antigene werden prozessiert und Peptide Uber
Immunsystem prasentiert. T-Zellen werden aktiviert und sind bei

Zusammentreffen mit Tumorzellen in der Lage, diese zu zerstoren (s. Abb. 1.4.-1).

Abbildung 1.4.-1: Der
Triomzell-Ansatz
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1.5. Aufgabenstellung

Wie im vorherigen Kapitel angesprochen, ist die Vakzinierung mit Triomzellen ein
Uberaus potenter Ansatz, um eine Immunantwort gegen maligne B-Zell-Lymphome
zu induzieren. Es hatte sich gezeigt, dass der Tumorschutz weniger Uber den
humoralen Arm der Immunabwehr als tber den zellularen Arm vermittelt wird. Einige
Aspekte dieser zellularen Immunantwort wurden im A20-Modell der Maus bereits
untersucht.

Nach Triom-Immunisierung konnten in den Milzen der Mause keine A20-
spezifischen, tumorprotektiven T-Zellen gefunden werden (Mocikat, personliche
Mitteilung). Wenn die Milzzellen jedoch in vitro mit A20-Zellen restimuliert wurden,
zeigten sich T-Lymphozyten mit spezifischer Reaktivitdt gegen das A20-Lymphom.
Dies wurde auch dann beobachtet, wenn die Splenozyten aus naiven Tieren
gewonnen wurden und in vitro mit A20 restimuliert wurden. Allerdings bedurfte es in
diesem Fall einer grélReren Zahl von Stimulationsrunden. Weiterhin erwiesen sich
trotz identischer In-vitro-Reaktivitat und -Spezifitat im adoptiven Transferexperiment
nur diejenigen T-Lymphozyten als tumorprotektiv, welche aus immunisierten Mausen
stammten. In ihrem TZR-Repertoire zeigten tumorprotektive T-Zellen nach neun
Restimulationen eine Einschrankung auf drei Banden. Auch diese Einschrankung
wurde nicht beobachtet, wenn T-Zellen aus naiven Mausen restimuliert wurden.
Offensichtlich lauft also bei der In-vivo-Immunisierung ein Aktivierungsschritt ab, der
in vitro nicht simuliert werden kann. Ziel dieser Arbeit ist es, Hinweise auf die
Mechanismen zu erhalten, die dem differenziellen Verhalten der tumorreaktiven
T-Zellen aus Immun- bzw. Naivmausen zugrunde liegen kdnnten. Hierzu sollten

folgende Fragen beantwortet werden:

= |n welcher Frequenz liegen tumorspezifische T-Zellen nach Isolierung aus
der Maus sowie nach In-vitro-Restimulation vor? Wie verlauft die Kinetik der
Entwicklung tumorspezifischer T-Zellen wahrend der Restimulationen?
Hierzu musste die IFN-y-Einfang-Methode etabliert werden, mit deren Hilfe

spezifische T-Zellen markiert, aber auch angereichert werden kénnen.

= Sollte die mangelnde Tumorprotektivitdt unstimulierter T-Zellen auf deren
geringer Frequenz beruhen, sollte man sie mittels IFN-y-Einfang anreichern

kénnen. Die Frage lautete, ob man auf diese Weise auch ohne oder mit
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weniger Restimulationsrunden T-Lymphozyten gewinnen kann, welche im

adoptiven Transferexperiment tumorprotektiv sind.

= Entwickeln sich tumorspezifische T-Zellen nach In-vivo-Vakzinierung
und/oder In-vitro-Stimulation zu einem CD4- oder CD8-Phanotyp? Gibt es
hinsichtlich des Phanotyps einen Unterschied zwischen immunisierten und

naiven Tieren?

= Welche Rolle spielt die Einschrankung des TZR-Repertoires fir die
Tumorprotektivitat der T-Lymphozyten? Hierzu sollten T-Lymphozyten mit
eingeschranktem TZR-Repertoire angereichert und adoptiv transferiert

werden.

=  Obwohl eine Idiotyp-spezifische Antwort bei der TumorabstoRung keine Rolle
spielte, konnte die Existenz Idiotyp-spezifischer T-Zellen in immunisierten
Tieren bislang nicht ausgeschlossen werden. Daher wurde die Frage gestellt,
ob nach Vakzinierung T-Zellen beobachtet werden, die mit spezifischen

Peptiden des A20-Idiotyps reagieren.

= Gibt es auBer dem Immunglobulin-ldiotyp weitere Kandidaten-Antigene auf

A20, welche fur die TumorabstoRung wichtig sein kdnnten?

= In welche Kompartimente wandern A20-Lymphomzellen sowie die

Vakzinezellen nach der Injektion in die Maus?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Mause

Alle Mausversuche wurden im Tierstall des Hamatologikums durchgefiihrt und waren

von der Regierung Oberbayern genehmigt worden.

2.1.1.1. BALB/c-Mause

Es wurde mit einem Inzuchtstamm gearbeitet; alle zu einem Stamm gehdrigen

Mé&use besitzen denselben Genotyp, sie sind syngen.

Stamm: BALB/c

MHC-I/ll-Haplotyp: H-2%/1-A°

Theta-Allotyp: Thy-1.2

Bezug: Bombholtgaard, Ry (Danemark)

2.1.1.2. SCID-Méause

Die SCID-Mause wurden im Tierstall des Hamatologikums unter SPF-Bedingungen

gezlichtet.

2.1.2. Zellen

2.1.2.1. Murine Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Literatur

A20 B-Zell-Lymphom; Ak-Isotyp: Kim et al., 1979 (ATCC TIB-208)
lgG2a

MPC11 B-Zell-Lymphom; Ak-Isotyp: Laskov und Scharf, 1970 (ATCC
lgG2b CCL-167)

CT26 Coloncarcinom Rice et al., 2002

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking




2. MATERIAL UND METHODEN

34

GFP-transduzierte A20-Zellen:

A20-Zellen wurden mit einem MSCV (murines Stammzell-Virus) abgeleiteten

retroviralen Vektor transduziert, der von C. Miething, I1I. Med. Klinik, TU Minchen,

zur Verfigung gestellt wurde.

2.1.2.2. Hybridome und Triome

Zelllinie Beschreibung Literatur

2.4G2 Hybridom mit Spezifitat gegen Unkeless, 1979 (ATCC HB-197)
Maus FcyRII, Isotyp: Ratte-
IgG2b

BiV Triom aus Rattenhybridom Mocikat et al., 1997

2.4G2 und A20-Lymphom

2.1.3. Zellkulturmedien

Einfriermedium:

Basismedium:

T-Zell-Medium:

10% DMSO

90% FKS, inaktiviert

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

5% FKS inakt.100 U/ml Pen/Strep
5ml L-Glutamin (200mM)
5ml Natriumpyruvat (100mM)

5ml nichtessentielle Aminosauren (100x)
500ul 2-Merkaptoethanol (50mM)

2.1.4. PCR-Primer

Basismedium, jedoch mit 10% FKS, inaktiviert

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Oligonukleotide von Herrn Linzner,

GSF-Institut flr Pathologie, mit einer ABI-Synthesemaschine hergestellt.

Samtliche Primersequenzen sind in 5’—»3’-Richtung angegeben.
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Primer fiir die RNS-Umschreibung:
Oligo-dT(15) Mailhammer, GSF

Primerauswahl fir die TZR-PCR:

5’-Primer:

BV1, BV2, BV3.1, BV4, BVS5.1, BVS5.2, BV6, BV7, BV8.1, BV8.2, BV8.3, BV9,
BV10, BV11, BV12, BV13, BV14, BV15, BV16, BV18, BV20

Pannetier, 1993

3’-GC Primer:
CGCCCGCCGCGLCrearareeaTeeeaeeaeeeeeaeeaa-
CTTGGGTGGAGTCACATTTCTC Labor Mocikat

Am 5-Ende des 3’-Primers befindet sich eine 40bp lange GC-Klammer, durch die
ein Einsatz der PCR-Produkte in der DGGE (denaturierende Gradienten-
Gelelektrophorese) ermoglicht wird.

Die Produktlangen liegen zwischen 188 und 265bp.

Primerauswahl fir die quantitative RT-PCR:

Antigen | Primer | Sequenz Produktlange
Atm 5 CAGGTATTGGACCTGTTGAA | 496bp
Pro- 3 ACCCGTAGGCTTTGGTATAG
apoptotische | Bax 5 CCTTTTTGCTACAGGGTTTC 503bp
Gene 3 CATCTTCTTCCAGATGGTGA
p53 5 CAAGAAGTCACAGCACATGA | 590bp
3 CAGACTCCTCTGTAGCATGG
Liking
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Antigen | Primer | Sequenz Produktlange
Bel-X, |57 CCACCACAACTCTCTCTTCA 504bp
3 TGTCTCATTTATCCCAAGCAG
Anti- Mdm2 |57 CAGACGATAAGGGGAAAGAT | 500bp
apoptotische 3 TTGTGAGCAGGTCAGCTAGT
Gene Survivin | 5° AGGAGCATAGAAAGCACTCC | 498bp
3 TCACAATCAGAACCAAGACC
TERT 5 CCAGAGTGTCTTCAAAGCTG | 500bp
3 TTGTCTGAAAGTCTGTGCTT
Luking
Antigen | Primer | Sequenz Produktléange
Kontrollgen | B-Actin | 5 CCTAAGGCCAACCGTGAAAAG | 645bp
3 TCTTCATGGTGCTAGGAGCCA
Li etal., 1993
2.1.5. Peptide

Auler dem Influenza- und dem OVA-TCF1-Peptid wurden die Peptide von Herrn

Arnold, Genzentrum der LMU Minchen, synthetisiert:

Peptidname Peptidsequenz Quelle

MO1 DYWGQGTEL-COOH Armstrong et al., 2002
MO2 WTFGGGTKL-COOH Liking

MO3 DFTLEISRV-COOH Armstrong et al., 2002
AH1 SPSYVYHQF-COCOH Rice et al., 2002
Influenza-Peptid TYQRTRALV-COOH Stevanovié, UKT
TCF1 LDSPSTAGLKDARSPSPA-COOH | Kremmer, GSF
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2.1.6. Antikorper

Die folgenden Antikérper wurden fur diese Arbeit verwendet:

Antigen Klon Spezies Isotyp Markierung | Bezugsquelle

CD3 17A2 Ratte IgG2b FITC Kremmer, GSF

CD4.2 L3T4 Ratte IgG2b FITC Kremmer, GSF

CD8 Ly-2 Ratte IgG2b FITC Kremmer, GSF

CD28 37.51 syrischer IgG2, A | unmarkiert, | Pharmingen

Hamster gereinigt

CD49a DX5 Ratte IgM PE Pharmingen

GM-CSF | MP1-22E9 Ratte IgG2a unmarkiert | Pharmingen

GM-CSF | MP1-22E9 Ratte IgG2a biot. Pharmingen

TCR-B H57-597 armenischer | 1IgG2, A | unmarkiert, | Pharmingen

Hamster gereinigt

TCR VB4 | KT Ratte IgG2b, k | PE Pharmingen

TCR VB4 | KT Ratte IgG2b, k | FITC Pharmingen

TCR VB6 | RR4-7 Ratte IgG2b, A | FITC Pharmingen
A95-1 Ratte IgG2b, k | FITC Pharmingen
A95-1 Ratte IgG2b, k | PE Pharmingen

2.1.7. Puffer und Losungen

2,5%iges Agarose-Gel,

fur TZR-Analyse Agarose, Ultra Pure 3,09

TAE, 1x 120ml
Ethidiumbromid 11,0ul

DNS-Auftragspuffer, 2x

0,05% Xylencyanol
0,05% Bromphenolblau
70% Glycerin

nach Biorad, Minchen
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ELISA-Ak-Puffer

ELISA-Carbonatpuffer pH 9,5

ELISA-Substratpuffer pH 5,0

ELISA-Waschpuffer

FACS-Puffer

H.0-DEPC
Lysepuffer, 10x pH 7,4
TAE, 50x pH 8,5

10% FKS in PBS

0,2M Natriumcarbonat

0,1M Tris-Citrat

0,5°,., Tween in PBS

2% FKS

1% Natriumazid

3mM Na-EDTA

in PBS

DEPC 150pl

H,Odest. ad 100ml
nach Mulhardt, 1999

Ammoniumchlorid 8,25¢g

Kaliumhydrogencarbonat 1,009
Na-EDTA 37mg
H,Odest. ad 100ml

nach Becton Dickinson, Heidelberg

Tris Base 242,29
Eisessig 57,1ml
Na-EDTA 18,619
H.0-DEPC ad 1000ml

nach Miulhardt, 1999
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Waschlésung fur Dynal®-Kits

Waschpuffer fir MACS-Kits

Zellfixierldsung

2.1.8. Enzyme und Chemikalien

Agarose, Ultra Pure
Ammoniumchlorid

Avidin-Pox
1,2-Benzoldiamindihydrochlorid
Bromphenolblau, 2%ig
1-Brom-3-Chlor-Propan

CFSE

DEPC

DMSO

1kb-plus DNS-Leiter

dNTPs

Dynabeads® M-450 Sheep anti-Rat IgG
Ethanol, absolut
Ethidiumbromid, 10mg/ml

FKS

Glycerin, 87%ig

Hefe-tRNS

IL-2, human

Isopropanol

0,1% FKS in PBS

nach Dynal, Hamburg

10% FKS
2mM Na-EDTA
in PBS
nach Miltenyi, Bergisch Gladbach

1% PFA in PBS

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Molecular Probes C-1157
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Amersham-Pharmacia, Freiburg
Dynal Biotech GmbH, Hamburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche, Penzberg
Amersham-Pharmacia, Freiburg
und ICN, Eschwege

Sigma, Deisenhofen

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



2. MATERIAL UND METHODEN

40

Kaliumhydrogencarbonat
L-Glutamin
Magnesiumchlorid
2-Merkaptoethanol
Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid, 1M
Natriumpyruvat
Nichtessentielle Aminosduren
PBS

10x-Puffer B fir die PCR
Penicillin/Streptomycin

PFA

Propidiumjodid
Ribonukleaseinhibitor RNasin
RNase-OFF™

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

Salzsaure, 1M

Streptavidin-PE
Taqg-Polymerase
Titriplex® Ill, Na-EDTA

TRI-Reagent™

Tris  Merck, Darmstadt
Tris-HCI

Trypanblau

Tween 20

H20,, 30%ig
Xylencyanol, 2%ig

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Qiagen, Hilden
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
ICN, Eschwege
Promega, Mannheim
AppliChem GmbH, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Dianova, Hamburg

Promega, Mannheim

Merck, Darmstadt

Molecular Research Center Cincinatti
(USA)

10mM, pH 8,5
Sigma, Deisenhofen
ICN, Eschwege
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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2.1.9. Kits

BD SMART™ ,PCR cDNA Synthesis Kit”

Bio-Plex™ ,Mouse Cytokine 18-Plex Panel”

BD Bioscience, Heidelberg

Bio-Plex™ ,Mouse Cytokine Th1/Th2 Assay”

Bio-Plex™  Mouse Serum Diluent Kit”

Bio-Plex™  Cytokine Reagent Kit”

Bio-Rad, Miinchen

»First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)”
,LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green I”

Roche Diagnostics, Mannheim

,Mouse IFN-y Secretion Assay, Cell Enrichment and Detection Kit”

,Dynabeads® Mouse pan T (Thy1.2)”

2.1.10. Gerate und sonstige Materialien

Bestrahlungsanlage *'Cs,

HWM-D-2000
Brutschrank, CO,-Auto-Zero
Einmalpipetten, 5/10/25ml
Eismaschine AF 100AS
ELISA-Lesegerat,

Easy Reader SFplus
ELISA-Platten, Maxi-Sorp
Falcon-Réhrchen
Fluoreszenzzytometer, FACS-Calibur

CellQuest, FACS-Software
Gefriertruhe/-schrank
Gelapparatur DNA Sub Cell
Gelapparatur Geltray

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Dynal Biotech GmbH, Hamburg

Gammacell, Ottawa (Kanada)
Heraeus, Minchen
Greiner, Frickenhausen

Scotsman, Mailand, (Italien)

SLT, Altdorf (Osterreich)
Nunc, Wiesbaden
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Liebherr, Ochsenhausen
Bio-Rad, Miinchen

Renner, Dannstadt
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Geldokumentationssysteme:
Gelprint 2000i
InGenius System IG-E
Heizblock, DB-2A
IKA®-Schittler MTS4
Kihlzentrifuge 2K15
Kulturplatten, 6-/24-/96-Loch
Laborwaagen B6, P 120, PC 440
Lichtmikroskop, Auflicht
Lichtmikroskop, Durchlicht
LightCycler® 2.0
Luminex Bio-Plex™ System
MACS Zelltrennsystem
MACSmix
Magnet MPC®-1/MPC®-L
Magnetruhrer IKA RCT
Magnetschiene
Mehrkanalpipette, Transferpette
Mehrkanalpipette, Multistepper
Mikrowellengerat FM 3510
Milli-Q®, Reinstwasserherstellungssystem
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler T-Gradient
Petrischalen
pH-Meter pH391
Pipetten Eppendorf/Gilson
Pipettenspitzen Gilson/Greiner
Pipettierhilfe, Pipetus akku
Plattenzentrifuge Labofuge 6000
Reaktionsgefale
Schittler TR 125
Schuttler Vortex Genie 2
Spektralphotometer Ultrospec® 1100
Sterilbank
Tischzentrifuge Hettich Mikroliter

Biophotonics, Ann Arbor (USA)
Synoptics, Cambridge (UK)
Techne, Cambridge (UK)
Frobel Laborgerate

Sigma, Osterode am Harz
Greiner, Frickenhausen

Mettler, Giessen

Leica, Wetzlar

Zeiss, Gottingen

Roche Diagnostics, Mannheim
Bio-Rad, Minchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Dynal Biotech GmbH, Hamburg
Bachofer, Reutlingen

Dynal Biotech GmbH, Hamburg
Brand, Wertheim

Labsystems, Helsinki (Finnland)
Moulinex, Frankreich

Millipore

neolLab, Mlnchen

Biometra®

Greiner, Frickenhausen

WTW, Weilheim
GSF-Zentrallager, Neuherberg
GSF-Zentrallager, Neuherberg
Hirschmann, Eberstadt
Heraeus, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Infors, Bottmingen (Schweiz)
Bachofer, Reutlingen
Amersham Bioscience, Freiburg
BDK, Sonnenbihl-Genkingen

Bachofer, Reutlingen
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Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus, Miunchen
UV-Transilluminator, 366nm Bachofer, Reutlingen
UV-Transilluminator, 302nm/365nm Synoptics, Cambridge (UK)
Wasserbad Memmert, Schwabbach
Wasserbad Julabo U3 Bachofer, Reutlingen
Zentrifuge IEC 6000B IEC, Bedfordshire (UK)
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Minchen

2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.1. Kultivierung eukaryotischer Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung der Zellen erforderten sterile Bedingungen, um
Kontaminationen mit Bakterien, Hefen und anderen Pilzen zu vermeiden und wurden
daher in einem Zellkulturlabor an speziellen Sterilarbeitsplatzen und in
entsprechender Schutzkleidung durchgefihrt. Dartiber hinaus wurden ausschliellich
gammabestrahlte Zellkulturmaterialien wie Kulturschalen, Kulturflaschen, Pipetten
und Zentrifugenréhrchen der Firmen Renner, Falcon (Becton Dickinson), Greiner
und Nunc verwendet.

Die Zelllinien wurden in den in Kapitel 2.1.3. beschrieben Medien kultiviert und alle 2
bis 3 Tage mit frischem Medium im Verhaltnis 1:6 bis 1:10 versehen, so dass sich
die Zelldichte im Bereich zwischen 10°/ml bis 10%/ml bewegte.

Bei adharent wachsenden Zellen wurde alle 2 Tage das Medium abgenommen und
die Zellen einmal mit PBS gewaschen. In 75cm®Flaschen wurden 2ml Trypsin-
EDTA-Lésung zugegeben, kurz geschwenkt, der Uberstand abgesaugt und die
Flasche 2 Min. im Brutschrank inkubiert. Sobald sich die Zellen abgeldst hatten,
wurde ein Teil der Zellsuspension in eine neue, bereits mit Medium beflillte Flasche
transferiert.

Eine Zellcharge wurden maximal 8 Wochen in Kultur gehalten. Dadurch sollte die
Anreicherung von Mutanten mdglichst verhindert werden.

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit

gehalten.
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2.2.2. Bestimmung der Zellzahl

Fur die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde einer frisch suspendierten Kultur ein
Aliquot entnommen und im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblauldsung gemischt. Der
Farbstoff Trypanblau dringt nur in tote, nicht aber in lebendige Zellen ein, wodurch
diese voneinander unterschieden werden konnen. Ein Teil der Farbstoff-Zell-
Mischung wurde in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die Anzahl der
ungefarbten Zellen in mindestens 32 Kleinquadraten, entsprechend 2
Groliquadraten, wurde bestimmt. Unter Bertcksichtigung der Trypanblauverdiinnung

und dem Kammerfaktor 10* wurde die Lebendzellzahl folgendermaRen ermittelt:

Gezahlte Zellzahl pro GroRquadrat x 10* x 2 (Verdiinnungsfaktor)

2.2.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden 3-5 x 10° Zellen, die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden, zligig in 1ml Einfriermedium (4°C) aufgenommen und in
ein gekiihltes Kryo-Réhrchen Uberfiihrt. Die Zellen wurden danach in Styroporkasten
bei -80°C langsam tiefgefroren und nach 24 Std. in fliissigen Stickstoff Gberfihrt.

Die so eingefrorenen Zellen wurden bei Bedarf zligig bei 37°C aufgetaut, vorsichtig
mit 10ml RPMI 1640 ohne L-Glutamin gemischt und 5 Min. bei 250g zentrifugiert.
Das Sediment wurde anschlieBend in 5ml Basismedium (s. Kap. 2.1.3.)
resuspendiert und in einer kleinen Kulturflasche 5-6 Std. im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert und mit weiteren 5ml

frischem Medium versorgt.

2.2.4. Gewinnung von Milz- und Lymphknotenzellen

Milz und Lymphknoten wurden wie in Kap. 2.5.1. beschrieben aus den Mausen
entnommen und in verschiedene Petrischalen mit 4°C kaltem MEM-Medium
Uberfiihrt. Dort wurden die Organe mit dem Stempel steriler 10mI-Spritzen durch
Zellsiebe  gedrickt (40um  Maschendichte, Falcon). Die Milz- und

Lymphknotenzellsuspensionen wurden mit Hilfe der Spritzen in ein Falcon-Réhrchen
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Uberfiihrt und getrennt aufgearbeitet. Zuerst wurden groRe Gewebestlicke durch
natlrliche Sedimentation aus der Suspension entfernt. Danach wurden die
Milzzellen getrennt von den Lymphknotenzellen weiterverarbeitet, da aus der
Milzzellsuspension zuerst die Erythrozyten entfernt werden mussten. Dazu wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und nach Zentrifugation (250g, 5 Min., 4°C) vorsichtig
in 2,5ml 1x Lysepuffer resuspendiert. Nach 1 Min. wurden weitere 7,5ml PBS
zugegeben und zentrifugiert. Es folgte ein Waschschritt mit PBS, der auch bei der
Lymphknotenzellsuspension durchgefiihrt wurde. Danach wurden die Zellen in PBS
resuspendiert, zusammengefihrt und gezahlt. Sowohl die Zellen als auch alle
Reagenzien wurden bis zur Inkubation im Brutschrank bzw. bis zur

Weiterverarbeitung bei 4°C gehalten.

2.2.5. T-Zell-Stimulationen
2.2.5.1. Langzeitstimulation

Fiir die Stimulationen wurden jeweils 4 x 10° zu stimulierende Zellen in einem Loch
einer 24-Loch-Platte zusammen mit dem Stimulator (5 x 10° A20-Zellen, bestrahlt mit
100 Gy) in 2ml T-Zell-Medium inkubiert.

Nach 6 Tagen wurde eine weitere Stimulation durchgefuhrt: Die stimulierten Zellen
wurden vereinigt, gezahlt und in einer Dichte von 3-4 x 10° Zellen pro Loch wieder
ausplattiert. Dazu kamen die Stimulatoren und 1 x 10° Milzzellen (APZ; bestrahlt mit
30 Gy). Nach 48 Std. wurde IL-2 als Wachstumsfaktor zugegeben (30 U/ml).

Jede weitere Restimulation wurde 7-10 Tage nach der vorangegangenen nach dem
oben beschriebenen Schema durchgefiihrt, wobei ab der 3. Restimulationsrunde
1-2 x 10° T-Zellen pro Loch ausplattiert wurden.

Vor bestimmten Restimulationsrunden und am Ende der Langzeitrestimulation
wurden je nach Zellzahl 2 x 10° bis 1 x 10° T-Zellen fiir die TZR-Repertoire-Analysen
abgenommen und in einem Falcon-Réhrchen bei —80°C eingefroren.

Fir die Zytokinmessungen wurde am Ende bestimmter Stimulationsrunden
Kulturiiberstand abgenommen, die Zellzahl/ml bestimmt und bis zur Messung bei
—20°C eingefroren (s. Kap. 2.4.3.). Fir die Bestimmung ldiotyp-spezifischer T-Zellen
wurde die jeweils erforderliche Zellmenge nach der 6. oder 7. Restimulation

abgezweigt und im Testsystem eingesetzt (s. Kap. 2.2.8.).
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Die fur FACS-Untersuchungen bendtigten T-Zellen wurden vor der
Weiterverarbeitung in FACS-Puffer aufgenommen (s. Kap. 2.4.2.).

Far In-vivo-Mausversuche wurden die bendtigten T-Zellen einmal in PBS gewaschen
und danach in dem fir die entsprechende Endkonzentration notwendigen Volumen

PBS aufgenommen (s. Kap. 2.5.3.).

2.2.5.2. Kurzzeitstimulation

Fir die Kurzzeitstimulation wurden jeweils 4 x 10° Milz- und Lymphknotenzellen in
einem Loch einer 24-Loch-Platte zusammen mit 5 x 10° A20-Zellen, bestrahlt mit
100 Gy, in 2ml T-Zell-Medium vereinigt. Diese Mischung wurde entweder 3 Std. oder
12 Std. im Brutschrank inkubiert und die stimulierten Zellen danach der IFN-y-

Anreicherung zugeflhrt (s. Kap. 2.2.6.2.).

2.2.6. Magnetisches Sortieren von T-Zellen

T-Zellen oder Subpopulationen von T-Zellen wurden mit Hilfe magnetischer
Klgelchen separiert. Das Prinzip beruht auf der Inkubation der Zellsuspension mit
Antikérpern, welche an super-paramagnetische Partikel gekoppelt sind, und
anschlielende Trennung der gebundenen von nicht gebundenen Zellen am
Magneten. Dazu wurde das MACS-System von Miltenyi bzw. das ,Dynabeads*-

System von Dynal jeweils nach Angaben der Hersteller verwendet.

2.2.6.1. Isolierung von T-Zellen aus Milzen und Lymphknoten

Die Anreicherung von T-Zellen erfolgte immer direkt nach Gewinnung von Milz- und
Lymphknotenzellen (s. Kap. 2.2.4.) aus naiven oder vakzinierten Mausen (s. Kap.
2.5.2.1.) und wurde mit einem Kit von Dynal durchgefuhrt.

Fir die Klonierungen wurde der ,Dynabeads® Mouse pan T (Thy 1.2) Kit"
verwendet, bei dem die Partikel Gber einen Antikérper direkt an die T-Zellen binden.
Gemal Herstellerprotokoll wurden die an Mikrospharen gekoppelten T-Zellen Gber

Nacht in T-Zell-Medium aufgenommen und in den Brutschrank gestellt. Am
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folgenden Tag konnte man die Zellen durch heftiges Auf- und Abpipettieren von den

Partikeln trennen und fur weitere Versuche verwenden.

2.2.6.2. Anreicherung und Expansion von IFN-y-positiven T-Zellen

Die Anreicherung erfolgte direkt nach Gewinnung von Milz- und Lymphknotenzellen
(s. Kap. 2.2.4.) oder im Anschluss an eine bestimmte Restimulationsrunde, meistens
die 2. oder 3. (s. Kap. 2.2.5.) und wurde nach Herstellerprotokoll durchgeflihrt.
Hierbei wurden die zu untersuchenden Zellen mit einem bispezifischen IFN-y-
Fanger-Ak inkubiert, der Spezifitdt einerseits gegen IgG2b, das auf der
Zelloberflache aller Leukozyten zu finden ist, andererseits gegen freigesetztes IFN-y
hat. Danach wurde ein PE-markierter Detektions-Ak zugegeben, der an das
gebundene IFN-y koppelt. Die Zellen konnten so markiert anschlieRend mit dem
Durchflusszytometer vermessen werden. Im Anschluss an die Inkubation mit dem
Detektions-Ak erfolgte noch ein Inkubationsschritt mit einem anti-PE-MicroBead,
einem Antikorper, der gegen PE gerichtet ist und aullerdem einen super-
paramagnetischen Partikel gebunden hat. Die IFN-y-produzierenden Zellen
brauchen nach diesem Inkubationsschritt nur noch an einem Magneten von den
restlichen Zellen getrennt zu werden. Die so erhaltenen IFN-y-positiven Zellen
wurden abweichend vom Protokoll nochmals Uber eine Saule gegeben, um den
Anteil der unspezifisch gebundenen toten Zellen zu minimieren. Ein kleiner Teil der
angereicherten Zellen wurde fir TZR-Analysen in TRI-Reagent™ (s. Kap. 2.3.1. und
2.3.4.1.) bei -80°C eingefroren und ein weiterer kleiner Teil im Durchflusszytometer
(s. Kap. 2.4.2.) naher auf andere Oberflachenmarker untersucht.

Der Rest der Zellen wurde in 24-Loch-Platten in T-Zell-Medium weiter stimuliert.
Dabei handelte es sich um eine unspezifische T-Zell-Expansion, bei der 1 x 10°
IFN-y-positive T-Zellen mit 1 x 10° Milzzellen (APZ; bestrahlt mit 30 Gy) in 2ml T-
Zell-Medium mit jeweils 1ug anti-CD28- und anti-a/B-TZR-Antikorper in  Kultur
gebracht wurden. Am 3. Tag wurde die Zellzahl auf 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und
5 U IL-2/ml dazugegeben (Becker, 2001, Hagani, 1999 und Harada, 1996). Die so

expandierten Zellen wurden fur In-vivo-Versuche (s. Kap. 2.5.3.) verwendet.
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2.2.6.3. Anreicherung von Vg4- und V6-positiven T-Zellen

Auch diese Subpopulationen von T-Zellen wurden im Anschluss an eine bestimmte
Restimulationsrunde, meistens die 2. oder 3. (s. Kap. 2.2.5.1.) angereichert. Fir die
Sortierung wurden VB4- und VB6-Primarantikbérper mit Isotyp Ratte-lgG2b
eingesetzt. Die Zellen wurden mit diesen beiden Antikérpern fir 30 Min. bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Danach wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll gereinigte
Dynabeads® M-450 (Schaf anti-Ratte-IgG) in einer Konzentration von 4 Partikeln pro
Zielzelle zugegeben. Diese Mischung wurde 20 Min. bei 4°C inkubiert und dabei
vorsichtig gerollt. Die an Partikel und Antikdrper gekoppelten Zellen wurden mittels
eines Magneten von den restlichen Zellen getrennt. Ein kleiner Teil der
angereicherten VB4- und VB6-positiven Zellen wurde tber Nacht in T-Zell-Medium
aufgenommen und am nachsten Tag von den an sie gekoppelten Mikrospharen
durch heftiges Auf- und Abpipettieren getrennt. Die so gewonnenen angereicherten
Zellen wurden fur TZR-Analysen in TRI-Reagent™ (s. Kap. 2.3.1. und 2.3.4.1.) bei
—80°C eingefroren und im Durchflusszytometer (s. Kap. 2.4.2.) auf Reinheit
untersucht. Der Rest der Zellen wurde auch in T-Zell-Medium in einer Konzentration
von 1 x 10° Zellen pro 1,5ml aufgenommen, zusétzlich wurde 1ug anti-CD28-
Antikérper zugegeben. Nach einer Woche in Kultur wurden diese Zellen in In-vivo-

Versuchen (s. Kap. 2.5.3.) eingesetzt.

2.2.7. Klonierungen

Es gab verschiedene Ansatze, T-Zellen aus vakzinierten BALB/c-Mausen (s. Kap.
2.5.2.1.) zu klonieren (s. Abb. 2.2.-1 und Tab. 2.2.-1).

Die Zellen wurden alle 3 Wochen mit bestrahlten A20-Zellen (100 Gy) und Milzzellen
(30 Gy) restimuliert (s. Tab. 2.2.-1).

Bei jeder Restimulation wurde aus den Léchern jeweils 100ul verbrauchtes Medium
abgenommen und durch frisches T-Zell-Medium ersetzt. Ebenso wurden am Tag 2
nach der Restimulation 3 U IL-2 pro Loch zugegeben.

In einigen Ansatzen begannen T-Zellen zu proliferieren. Diese wurden, wenn sie
dicht genug gewachsen waren, weiter expandiert, indem die Zellen in Lécher einer

24-Loch-Platte Uberflhrt und dort in 2ml T-Zell-Medium aufgenommen wurden. Die
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Stimulator-

und APZ ebenso wie die

Gesamtvolumen hochgerechnet.

Die erhaltenen Klone wurden in In-vivo-Versuchen (s. Kap.

IL-2-Menge wurden auf das neue

ebenso wurde das TZR-Repertoire untersucht (s. Kap. 2.3.4.1.).

Tabelle 2.2.-1: Klonierungsansitze

2.5.3.) eingesetzt,

Ausgangszahl der
eingesetzten Zellen

1. Restimulation
nach 3 Wochen

2. Restimulation
nach weiteren 3

... bis zur 9.
Restimulation

Wochen
4.000 Milz- und LK- + 1.000 bestr. A20- + 1.000 bestr. A20- + 1.000 bestr. A20-
Zellen Zellen Zellen Zellen
bzw. + 500 bestr. Milz- + 5.000 bestr. Milz- + 5.000 bestr. Milz-
2.000 T-Zellen Zellen Zellen Zellen
40.000 Milz- und LK- | + 10.000 bestr. A20- + 10.000 bestr. A20- | + 10.000 bestr.
Zellen Zellen Zellen A20-Zellen
bzw. + 5.000 bestr. Milz- + 5.000 bestr. Milz- + 5.000 bestr. Milz-

20.000 T-Zellen

Zellen

Zellen

Zellen

400.000 Milz- und
LK-Zellen

bzw.

200.000 T-Zellen

+ 100.000 bestr. A20-
Zellen

+ 50.000 bestr. Milz-
Zellen

+ 100.000 bestr.
A20-Zellen

+ 50.000 bestr. Milz-
Zellen

+ 100.000 bestr.
A20-Zellen

+ 50.000 bestr.
Milz-Zellen

2.2.8. Peptidstimulationen zum Nachweis Idiotyp-spezifischer T-Zellen

Fir den Nachweis Idiotyp-spezifischer T-Zellen wurden restimulierte T-Zellen
(s. Kap. 2.2.5.1.) eingesetzt, die sechs- bis sieben Mal restimuliert wurden.

Zuerst wurden Milzzellen (mit 30 Gy bestrahlt) aus BALB/c-Mausen mit bestimmten
Peptiden (s. Kap. 2.1.5.) in U-96-Loch-Platten 2 Stunden im Brutschrank inkubiert.
Danach wurden die o.a. T-Zellen dazugegeben und die Platten in den Brutschrank
gestellt (s. Tab. 2.2.-2). Nach 24 und 48 Std. wurde der Kulturiiberstand
abgenommen und mittels eines ELISA die GM-CSF-Produktion der einzelnen

Ansatze Uberpriift (s. Kap. 2.4.1.).
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Zellen
aus vakzinierter
Maus
| |
1. 2. 3.
Milz- und LK-Zellen, 1x spezifisch T-Zell-
unbehandelt restimuliert* Anreicherung**
| | |
| | | | | | | | |
4.000 Milz- und 40.000 Milz- und |{400.000 Milz- und 2.000 T-Zellen 20.000 T-Zellen 200.000 T-Zellen 2.000 T-Zellen 20.000 T-Zellen 200.000 T-Zellen
LK- LK- LK- 500 bestr. Milz- 5.000 bestr. Milz- 50.000 bestr. 500 bestr. Milz- 5.000 bestr. Milz- 50.000 bestr.
Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Milz-Zellen Zellen Zellen Milz-Zellen
SR SR SR SR SR SR SR SR SR
5UIL-2 5UIL-2 5UIL-2 5U IL-2 5UIL-2 5UIL-2 5UIL-2 5UIL-2 5UIL-2
[l nach 3h [l nach 3h N nach 3h [l nach 3h [l nach 3h [l nach 3h N nach 3h [l nach 3h [l nach 3h
- J - J - J - J - J - J - J - - J
SR SR SR SR SR SR SR SR SR
5UIL-2 5UIL-2 5UIL-2 5U IL-2 5U IL-2 5UIL-2 5UIL-2 5U IL-2 5UIL-2
1 nach 48h 1 nach 48h 1 nach 48h 1 nach 48h " nach 48h " nach 48h 1 nach 48h 1 nach 48h " nach 48h
- - - - - - J - - -

Abbildung 2.2.-1: Ubersicht {iber die verschiedenen Klonierungsansitze
Die Zellzahlen beziehen sich auf jeweils ein Loch einer U-96-Loch-Platte und 200ul T-Zell-Medium.

* Diese Zellen wurden einmal, wie in Kap. 2.2.5.1. beschrieben, stimuliert, bevor sie fiir die Klonierung eingesetzt wurden.
** Fir diesen Klonierungsansatz wurden T-Zellen eingesetzt, die durch Positivanreicherung gewonnen wurden (s. Kap. 2.2.6.1.).
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Als Kontrollsystem wurden Milzzellen aus OVA-TCF1-immunisierten Mausen (s.
Kap. 2.5.2.2.) gewahlt. TCF1 ist ein Peptid, das an OVA gekoppelt wurde (s. Kap.
2.1.5.). Diese Zellen wurden in einer Konzentration von 2 x 10° pro Milliliter mit 10ug
TCF1-Peptid eine Woche lang stimuliert (24-Loch-Platten, 2ml pro Loch). Den so
gewonnenen ,T-Zellen® wurde das TCF1-Peptid mit Hilfe bestrahlter Milzzellen
erneut prasentiert, so dass die T-Zellen GM-CSF produzierten und als
Positivkontrolle fiir die Peptidprasentation und -erkennung verwendet werden

konnten.

Tabelle 2.2.-2 : Ansatze fir den Nachweis ldiotyp-spezifischer T-Zellen in U-96-
Lochplatten

Test der spezifischen Kontrollsystem fiir
T-Zellen Peptidprasentation und —
erkennung

Menge der Peptid- 25x10° 25x10°

prasentierenden Milzzellen

Konzentration der einzelnen

Peptide (MO1, MO2, MO3, 10ug/ml -

AH1, Influenza-Peptid)

TCF1-Peptid - 10ug/ml

Menge der T-Zellen 2,5x10° 2,5x10°

Das Gesamtvolumen pro Loch betrug 200ul. Es wurde T-Zell-Medium verwendet.

Als weitere Kontrollen wurden nicht beladene Milzzellen gegen T-Zellen, Peptid-
beladene Milzzellen ohne T-Zellen und T-Zell-Medium allein auf GM-CSF-Produktion
getestet. Als Negativkontrolle fir die Peptiderkennung wurden die spezifischen
T-Zellen gegen ein Nucleoprotein des Influenza-A-Virus, Stamm Puerto Rico 8/34,

welches H2-K%-restringiert ist, getestet.

2.3. Molekularbiologische Methoden

Proben und Lésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, bei -20°C
aufbewahrt.

Pipettierschritte wurden, wenn nicht anders beschrieben, auf Eis durchgefiihrt.
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2.3.1. RNS-Extraktion

Die RNS-Extraktion erfolgte aus 2 x 10° bis 5 x 10° Zellen, je nach zur Verfiigung
stehender Zellzahl.

Als Isolierungsreagenz wurde TRI-Reagent™ verwendet, in dem Phenol und
Guanidin-Iso-Thiocyanat enthalten sind (bis zu 10° Zellen in 200pl). Damit ist eine
Trennung der Zellbestandteile in RNS, DNS und Proteine mdglich. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde jedoch nur die RNS isoliert. Zur verbesserten Sedimentation der
RNS wahrend der Extraktion wurden nach Zugabe des TRI-Reagent™ 3ul Hefe-
tRNS (entsprechend 12ug) zugesetzt.

Die Extraktion wurde nach folgendem Schema durchgefiihrt: Die Zellen wurden

abzentrifugiert, in TRI-Reagent™

aufgenommen und lysiert. Nach Extraktion mittels
Brom-Chlor-Propan (Chloroformersatz) wurde die RNS mit Isopropanol gefallt, mit
Ethanol gewaschen und schlie3lich in H;O-DEPC aufgenommen. Zur vollstandigen
Lésung der RNS wurde sie 15 Min. bei 56°C in einem Heizblock inkubiert. Gelagert

wurde die RNS bei —80°C.

2.3.2. Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Das Absorptionsspektrum von doppel- und einzelstrangigen Nukleinsduren hat sein
Maximum bei einer Wellenlange von 260nm. Zur Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsduren wurde deshalb mittels eines Spektralphotometers deren Extinktion

(optische Dichte, OD) bei 260nm in Quarzkuvetten bestimmt und wie folgt errechnet:

OD2g (dSDNS) x 50 x Verdlnnung = C(dsDNS) [|Jg/|J|]
ODg60 (ssDNS) x 33 x Verdunnung = Cspns) [M9/ul]
ODg2s0 (RNS) x 40 x Verdlinnung = Cgns) [Mg/M]

Verunreinigungen in Nukleinsdurepraparationen stellen neben den Fallungs-
reagenzien vornehmlich zelluldre Proteine dar. Da das Absorptionsmaximum von
Proteinen bei einer Wellenldange von 280nm liegt, ergibt sich aus dem Quotienten
der Extinktionen bei A = 260nm und A = 280nm ein Parameter fur die Reinheit der
Nukleinsaureldsung; Ublicherweise liegt der ODgg/ODogo-Quotient fir DNS-

Paparationen bei 1,8 und flir RNS-Praparationen bei 1,6.
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2.3.3. Reverse Transkription der RNS in cDNS

Die Umschreibung der RNS in cDNS erfolgte mit dem ,First Strand cDNA Synthesis
Kit for RT-PCR (AMV)“ der Firma Roche. Fur die reverse Transkription wurde eine
Mischung hergestellt, die pro Ansatz (20ul) folgende Reagenzienmengen enthielt
(Tab. 2.3.-1):

Tabelle 2.3.-1: Zusammensetzung der Reagenzien fiir die reverse Transkription

Volumen Endkonzentration
10x PCR-Puffer (100mM Tris, 500mM KCl) 2,0ul 1x
25mM MgCl, 4,0l 5mM
Desoxyribonukleotid-Mix (jeweils 10mM) 2,0ul 1mM
Oligo dT 2,0l 1,6ug
RNase Inhibitor 1,0pl 50U
AMV Reverse Transkriptase 0,8ul 220U
RNS-Probe 3,0ug
Wasser (RNase-frei) ad 20yl

Der Ansatz wurde 10 Min. bei 25°C gehalten, danach 60 Min. bei 42°C inkubiert und
zum Schlufy fir 5 Min. auf 99°C erhitzt, bevor der Ansatz auf Eis gestellt oder bei

—20°C eingefroren wurde.

Des Weiteren wurde fur die Umschreibung von RNS in cDNS der ,BD SMART™
PCR cDNA Synthesis Kit* der Firma BD Bioscience eingesetzt, wenn die Gesamt-
RNS-Menge so gering (unter 3ug) war, dass die oben beschriebene reverse
Transkription nicht erfolgversprechend gewesen ware. Die Durchfihrung erfolgte

gemal Herstellerprotokoll.
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2.3.4. RT-PCR

2.3.4.1. Qualitative RT-PCR

Fur samtliche Amplifikationen im 20ul-Ansatz wurden verwendet: 10x Puffer, dNTPs
(10mM), Tag-Polymerase (5 U/ul), PCR-H,O, MgCl, (25mM) und entsprechende
5’-/3’-Primer und cDNS. Die eingesetzen Mengen ergeben sich jeweils aus Tabelle
2.3.-2 und die PCR-Bedingungen aus Tabelle 2.3.-3.

Der 10x Puffer beinhaltet: 500mM KCI, 100mM TrisHCI (pH 9.0), 15mM MgCl, und
1% Triton X-100.

Tabelle 2.3.-2: PCR-Komponenten

10x- Taq- 5- 3’- PCR-
CDNS | pisfer | ANTPs Pol. MICl | primer | Primer H,0

TZR- 1,0pl 2,0pl 0,4yl 0,2yl 0,2yl 1,24l 1,4p 6,4yl
Expr.

N:Q-' - 2,0ul 0,4ul 0,2ul 0,2ul 1,2ul 1,4ul 7,4ul
0.

TZR-Expr.: PCR mit cDNS aus T-Zell-Stimulationen
Neg.-Ko.: PCR ohne cDNS als Negativ-Kontrolle fiir die PCR-Komponenten

Tabelle 2.3.-3: PCR-Bedingungen

Anfangsdenaturierung 2 Min. 94°C
Amplifikation:

Denaturierung 30 Sek. 94°C

Primeranlagerung 45 Sek. 60°C

Elongation 60 Sek. 72°C — 40 Zyklen
Termination 10 Min. 72°C

2.3.4.2. Quantitative RT-PCR

Die quantitative ,real-time-PCR* mit Hilfe des LightCycler™ -Systems ist eine hoch
sensitive Methode, um die Ausgangsmenge an DNS einer Probe quantitativ zu
bestimmen.

Das Prinzip der Methode basiert darauf, dass die Zyklenzahl, nach der die PCR-
Reaktion in den linear-logarithmischen Bereich eintritt (d.h. naherungsweise

Verdopplung der Amplifikatmenge nach jedem Zyklus), abhangig ist von der
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eingesetzten DNS-Ausgangsmenge. Je grofRer die Ausgangsmenge, desto friiher
geht die PCR-Reaktion in den logarithmisch-linearen Bereich ber.

Die Detektion von Signalen (PCR-Produktmenge) basiert auf Messung der
Fluoreszenz des in dsDNS eingebauten Farbstoffes SYBR-Green am Ende der
Elongationsphase (siehe Abb. 2.3.-1).

SYBR-Green bindet nur an dsDNS-Molekiile und zeigt nur dann eine starke
Fluoreszenzintensitat (Faktor 100 im Vergleich zu ungebundenem SYBR-Green).

Die Menge an eingebautem SYBR-Green ist proportional zur Amplifikatmenge.

L R
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TR e - . .
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Abbildung 2.3.-1: Messung der PCR-Produktmenge liber die Fluoreszenzintensitat
von SYBR-Green im LightCycler (Abb. modifiziert aus Anleitung des Herstellers)

Die cDNS wird denaturiert (A) und der Farbstoff SYBR-Green wahrend der DNS-Synthese in den
Doppelstrang eingebaut, wodurch er nach Anregung mit blauem Licht fluoresziert (B, C). Die
Fluoreszenz der Probe wird am Ende der Elongationsphase gemessen. Sie ist proportional zur PCR-
Produktmenge (D).

Tabelle 2.3.-4: Komponenten der quantitativen RT-PCR, 20ul-Ansatz

cDNS Gri:r??nM MgCl, | 5-Primer | 3'-Primer | PCR-H,0
Antigen- 2,0ul 2,0ul 3,2ul 1,54l 1,54l 9,84l
expression
Neg.-Ko. - 2,04l 3,2ul 1,5ul 1,5l 11,8yl

cDNS: aus Milzzellen, BiV-Zellen, 2.4G2-Zellen oder A20-Zellen

MM: Mastermix (enthalt: DNS SYBR-Green 10x konz., FastStart Taq, Puffer, ANTP, SYBR-Green I
Fluoreszenzfarbstoff, 10mM MgCly)

Neg.-Ko.: PCR ohne cDNS als Negativ-Kontrolle fiir die PCR-Komponenten

Endkonzentration MgClz: 5mM

Endkonzentration 5°- bzw. 3"-Primer: 15pmol
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Tabelle 2.3.-5: Bedingungen fiir die quantitative RT-PCR

Anfangsdenaturierung 10 Min. 95°C
Amplifikation:
Denaturierung 95°C
Primeranlagerung 10 Sek. 58°C
Elongation 25 Sek. 72°C — 35 Zyklen
Termination 30 Sek. 40°C

Um die Ausgangsmengen an DNS in den verschiedenen Proben relativ zueinander
zu vergleichen, wird ein bestimmter Fluoreszenzwert festgelegt (mit Hilfe der so
genannten Kreuzungslinie, s. Abb. 2.3.-2). Die Kreuzungslinie sollte bei allen
Experimenten auf der gleichen Hoéhe liegen, um die Reproduzierbarkeit der
Experimente zu gewahrleisten. Sie wurde bei allen Versuchen auf den
Fluoreszenzwert 1,000 gelegt. Die Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenz der
Amplifikate diesen Wert erreicht, entspricht dem Kreuzungspunkt (CP). Je héher die
Zyklenzahl, desto niedriger die Menge an Ausgangs-DNS.

Phasen der PCR-Reakion

Fluoreszere

Frihe Phase

0 5 10 14 20
£ahl der Aviden

Abbildung 2.3.-2 : Die drei Phasen der PCR-Reaktion (halblogarithmische Darstellung)

1. Friihe Phase:

Das Hintergrundsignal (unspezifische Fluoreszenz) Ubersteigt das spezifische Signal der PCR-
Produkte.

2. Exponentielle Verdopplungsphase:

Amplifikatmenge zum Zeitpunkt t: N = Ng x E"

(No: Anfangsmenge; E: Effizienz; n: Anzahl der Zyklen)

Die Effizienz sollte im Idealfall E=2 betragen

(= Verdopplung der Amplifikatmenge nach jedem Zyklus)

3. Plateauphase:

Die Amplifikatmenge bleibt konstant, da nun ein Uberschuss an Amplifikaten vorliegt und
Oligonukleotide sowie Tag-Polymerase nahezu verbraucht sind.
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Die Auswertung der Antigen-Expressionsanalysen erfolgte durch relative
Quantifizierung. Die Expression der AbstoRungsantigene wurde auf Normalgewebe
(Milz) und auf die Expression eines Haushaltsgens (B-Actin) in der jeweiligen

Zelllinie normiert:

Berechnungsformel: 2(CP(1)-CPE3)}-(CP(2)-CP(4))

CP(1), erhalten mit 3-Actin und cDNS der jeweiligen Zelllinie (A20, BiV, 2.4G2)

CP(2), erhalten mit -Actin und cDNS der Milzzellen

CP(3), erhalten mit untersuchtem Abstof3ungsantigen und cDNS der jeweiligen Zelllinie
CP(4), erhalten mit untersuchtem Abstof3ungsantigen und cDNS der Milzzellen

2.3.5. Gelelektrophorese

Um die PCR-Produkte zu analysieren, wurden jeweils 10ul eines PCR-Ansatzes
zusammen mit 2ul DNS-Auftragspuffer in die Tasche eines 2,5%igen Agarose-Gels
(120ml 1x TAE, 3g Agarose, 10pl Ethidiumbromid) geflllt. Als Grélenmarker wurde
eine 1kb-plus Leiter verwendet, von der 1,0ul pro Geltasche zugegeben wurden
zusammen mit 10yl PCR-H,O und 2ul Auftragspuffer. Nach einer Laufzeit von 35-40
Min. in einer Horizontalgelapparatur in 1x TAE bei einer Spannung von 130V wurden
die Produktbanden auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemacht und

dokumentiert.

2.3.6. DNS-Extraktion aus Agarosegelen

Fir die Isolierung der DNS-Fragmente aus dem Gel zwecks Sequenzierung wurde
der ,QlAquick® Gel Extraction Kit* der Firma Qiagen entsprechend den
Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde die Bande aus dem Gel ausgeschnitten,
gewogen und mit 3 Volumenteilen des Puffers QG 10 Min. bei 50°C inkubiert, bis die
Agarose vollstandig geldst war. AnschlieBend wurde 1 Volumenteil Isopropanol
zugegeben, gemischt und die Probe auf eine QIAquick-Saule gegeben. Danach
wurde 1 Min. bei 13000rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule
mit 750ul Puffer PE gewaschen (1 Min., 13000rpm). Der Durchfluss wurde erneut
verworfen und die Saule durch einminltiges Zentrifugieren bei 13000rpm getrocknet.

Das DNS-Fragment wurde mit 30ul DNase-freiem Wasser eluiert, indem die Saule
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1 Min. mit dem Wasser inkubiert und anschlieffend 1 Min. bei 13000rpm zentrifugiert

wurde.

2.3.7. Analyse des TZR-Vf3-Repertoires

Das TZR-VB-Repertoire wurde mittels RT-PCR und Sequenzierung untersucht. Die
5’-Primer reprasentieren die 18 Familien der variablen (V-) Region der TZR-B-Kette
der BALB/c-Maus. Die Familien VB3, VB5 und V8 sind in Unterfamilien aufgeteilt.
Es gibt folgende VB-Familien:

VB- 1 2 3.1 4 5.1 5.2 6 7 8.1 8.2 | 83

Familien | o | 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 18 | 20 | -

Die 21 5-Primer fir die PCR wurden in der Primerauswahl (s. Kap. 2.1.4.) so
ausgewahlt, dass sie jeweils nur in einer der 21 VB-Familien/Unterfamilien spezifisch
binden. Der spezifische Primer erhielt dabei den gleichen Namen wie die Familie.
Weiterhin wurde ein 3’-Primer ausgewahlt, der im 5’-Bereich der konstanten Region
der B-Kette (C-Region) bindet. In jeder PCR gab es 22 Parallelansatze; in jedem
wurde ein anderer 5-Primer mit dem 3’-Primer eingesetzt. Die so erhaltenen
Amplifikate haben eine Lange von 188 bis 265bp. Ein Parallelansatz diente als
Negativkontrolle und enthielt keine cDNS.

Durch die Primerwahl wurde erreicht, dass in der PCR DNS-Fragmente der
rearrangierten VB-Ketten amplifiziert wurden, innerhalb derer sich ein Teil der V-, die
sich daran anschlieRenden D- und J-Regionen sowie der 5-Bereich der C-Region
befanden (Abb. 2.3.-3).

5 V-Region [D-Reg. | J-Region | C-Region -3’

Abbildung 2.3.-3: Primerbindungsstellen innerhalb der rearrangierten VB-Kette des
TZR

Fir die RT-PCR der TZR-Repertoires wurden 21 5’-Primer und ein 3’-Primer ausgesucht. Die 5'-
Primer sind jeweils zu einem bestimmten Bereich der V-Region komplementar, der 3’-Primer bindet
im 5’-Bereich der C-Region. Der dazwischenliegende DNS-Bereich enthalt neben der D- auch die J-
Region (aus K. Kronenberger, 2002).
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Fir die J-Region kodieren 12 Gensegmente in zwei Clustern:

JB-Familien | 1.1 1.2 1.3 14 1.5 1.6 21 2.2 23 24 2.5 2.7

Die Nomenklatur wurde fir JB1 aus Gascoigne et al., 1984 und fur JB2 aus Malissen et al., 1984
entnommen.

Durch Sequenzierung der gewonnenen Amplifikate kann auch die Basenabfolge der
beteiligten D- und J-Regionen ermittelt werden, die beide ebenfalls entscheidend zur
Variabilitdt des TZR beitragen. Mischsequenzen innerhalb einer Subgruppe treten

haufig auf und kédnnen durch Sequenzierung sichtbar gemacht werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Sequenzierungen wurden aufer Haus

an einem ABI-Sequenziergerat der Firma Sequiserve, Vaterstetten, durchgefihrt.

2.4. Immunbiologische Methoden

Die Versuche wurden alle unsteril durchgefihrt.

2.4.1. ELISA zur Bestimmung der GM-CSF-Produktion

Im ELISA wird ein bestimmtes Epitop auf einem Antigen (Ag) von einem
spezifischen Antikdrper (Ak) erkannt. Im ,Sandwich“-ELISA wird eine Mikrotiterplatte
mit dem Ak beschichtet. Sind Ag im Untersuchungsmaterial (hier Kulturiiberstand)
vorhanden, binden sie an den Ak. Die Menge des gebundenen Ag aus der Probe
wird durch die Zugabe eines markierten Zweitantikdrpers, der ebenfalls an das Ag
bindet, ermittelt. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Ansatze bei
Raumtemperatur durchgefihrt.

Eine ELISA-Platte wurde mit dem entsprechenden unmarkierten Fanger-Ak in einer
Konzentration von 5ug/ml in 50ul Carbonat-Puffer beschichtet und entweder Uber
Nacht bei 4°C oder 2h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde mit Waschpuffer
zweimal gewaschen, daraufhin wurden alle Lécher mit je 400ul einer Ak-Puffer-

Lésung abgedeckt und 2 Std. geschuttelt. Nach einem Waschschritt mit Waschpuffer
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wurden 50ul Kulturiiberstand (KU) zugegeben und 30 Min. geschiittelt. Nach
viermaligem Waschen mit Waschpuffer wurde der POX-markierte Detektions-Ak in
einer 1:1000-Verdinnung in 50l Ak-Puffer zugegeben und 30 Min. geschlittelt.
Wenn der Detektions-Ak biotinyliert war, musste zusatzlich 30 Min. mit Avidin-Pox
1:1000 inkubiert werden.

Wahrenddessen wurde 1 Tablette 1,2-Benzoldiamindihydrochlorid (10mg) in 15ml
Substratpuffer im Dunkeln geldst, nach Auflédsen der Tablette wurde 7ul 30%ige
H,0O,-Losung zugegeben. Von dieser so genannten Substratldsung wurden nach
mindestens siebenmaligem Waschen der Platten und anschlieRendem
Trockenklatschen 100ul pro Loch eingesetzt. Die Platten wurden 10 bis 20 Min.
geschuttelt, bis eine konstante Farbentwicklung zu erkennen war. Danach wurde die
Extinktion im ELISA-Lesegerat bei 405nm gemessen.

In der Negativkontrolle wurde die Hintergrundextinktion bestimmt, indem Medium
bzw. FKS/PBS anstatt des KU verwendet wurde. Als Positivkontrolle wurde der KU

von der GM-CSF-sezernierenden Zelllinie 1F5 eingesetzt.

2.4.2. Durchflusszytometrie (FACS)

Im FACS kann man Zellen auf unterschiedliche intra- und extrazellular vorhandene
Strukturen fluoreszenzdurchflusszytometrisch untersuchen. Dabei werden die zu
untersuchenden Molekilstrukturen von Antikérpern, an die verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, gebunden. Aufgrund der unterschiedlichen
Emissionsspektren koéonnen diese verschiedenen Farbstoffe spater im FACS
voneinander getrennt werden.

Die markierten Zellen werden durch eine Kapillare in das Durchflusszytometer
(FACScan, Becton Dickinson) eingesogen und dort von einem Argonlaser mit der
Anregungswellenlange von A = 488nm bestrahlt. Die Wellenlange des von den
angeregten Elektronen emittierten Lichts ist dann jeweils von dem verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff abhangig. Das Licht wird von Sammellinsen eingefangen und
iber verschiedene Spiegel und Filter an die Detektoren weitergeleitet. Uber die
Software CellQuest werden diese Informationen sichtbar und auswertbar gemacht.
So kénnen Aussagen Uber die GrolRe (Vorwartsstreuung, FSC), die Granulation

(Seitwartsstreuung, SSC) und die Fluoreszenz (FL) der Zellen getroffen werden.
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In dieser Arbeit wurde ausschliel3lich die Expression von Zelloberflachenproteinen
bestimmt. Dazu wurden 2-5 x 10° Zellen durch fiinfminiitige Zentrifugation bei
1200rpm sedimentiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 50ul FACS-Puffer
resuspendiert. Zu dieser Zellsuspension wurden die fluoreszenzmarkierten
monoklonalen Antikdrper gegeben, deren optimale Konzentration in Vorversuchen
ermittelt wurde. Die Inkubationzeit lag, abhangig von der Fluoreszenzmarkierung,
zwischen 20 und 30 Min. und wurde bei 4°C im Dunkeln durchgefihrt. Nicht-
gebundene Antikérper wurden durch einmalige Zugabe von 1ml FACS-Puffer,
anschlieBendem Zentrifugieren bei 1600rpm und Dekantieren des Uberstandes
entfernt. Falls der Detektionsantikorper Biotin-markiert war, musste ein weiterer
Inkubationsschritt mit Streptavidin-PE 1:1000 eingefligt werden.

Wenn die Zellen direkt vermessen werden sollten, wurde nach dem Waschen das
Zellsediment in 250ul FACS-Puffer resuspendiert und Propidiumjodid (PIl; 100ug/ml)
im Verhaltnis 1:100 zugegeben, um die toten von den lebenden Zellen bei der
FACS-Messung abgrenzen zu kénnen.

Das Propidium-Kation ist nicht in der Lage, die intakte Plasmamembran von
lebenden Zellen zu Uberwinden und reichert sich daher nur in Zellen an, welche die
Integritdt der Plasmamembran bereits verloren haben. Das Propidium-Kation
interkaliert in der DNS und ist Uber sein spezifisches Emissionsspektrum
detektierbar.

Die Negativkontrollen bestanden bei direkt markierten Antikérpern aus einem
Antikdrper mit gleichem Isotyp, jedoch irrelevanter Spezifitdt. Bei biotinylierten
Antikdrpern wurde die Negativkontrolle nur mit Streptavidin-PE inkubiert.

Alternativ wurden die Zellen mit 1%iger PFA-LOsung fixiert und dunkel bei 4°C
gelagert. Damit war es mdglich, die Proben auch noch nach mehreren Tagen zu

messen.

2.4.3. Luminex-System zur Bestimmung von Zytokinen

Das Luminex-System ermdglicht eine simultane Messung (Multiplex-Messung)
mehrerer Zytokine im Serum oder Uberstand einer Zellsuspension. Das System
benutzt Polystyren-Kugelchen.

Die Kugelchen koénnen in verschiedenen Verhaltnissen mit zwei Fluorophoren

beladen werden. Es stehen jeweils 10 Farbabstufungen pro Fluorophor zur
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Verfigung, so dass es 10? mdgliche Farbkodierungen fiir die Kiigelchen gibt,
theoretisch also 100 verschiedene Zytokine gleichzeitig in dem Kulturiiberstand oder
Serum gemessen werden kdnnen.

Im ersten Schritt der Reaktion bindet ein monoklonaler Antikérper, der an ein 5,5um
grolles Kiigelchen mit bestimmter Eigenfluoreszenz kovalent gebunden ist, an ein
bestimmtes Zytokin. In einem weiteren Schritt bindet ein Biotin-markierter Antikérper
an ein anderes Epitop des Zytokins. Diese Bindung wird wiederum Uber
Phycoerythrin-(PE)-gekoppeltes Streptavidin quantifiziert. Somit kann die Photozelle
im Gerat Uber die erste Fluoreszenz des Klgelchens die Art des Zytokins (Qualitat),
und Uber die Intensitat der zweiten Fluoreszenz (PE) die Menge (Quantitat) des
vorhandenen Zytokins ermitteln.

Im Reagenziensatz enthaltene Standardkonzentrationen der Zytokine ermdglichen

eine Quantifizierung jedes Analyten Uber seine Standardkurve.

In dieser Arbeit wurden Kulturiberstdnde aus verschiedenen Restimulationen
(s. Kap. 2.2.5.1.) und Seren von vakzinierten Mausen (s. Kap. 2.5.2.1.) und
unbehandelten BALB/c-Mausen untersucht. Fir die Serumgewinnung wurde
Herzblut aus Tieren enthommen und anschlielend zentrifugiert. Das Serum wurde
abgenommen und wie die Kulturiberstdnde bei —20°C bis zur Zytokinanalyse
aufbewahrt.

Es wurden zwei verschiedene Kits der Firma Bio-Rad benutzt, mit denen
unterschiedliche Zytokine detektiert und quantifiziert werden konnten (Tab. 2.4.-1).
Die Vorbereitung und Messung der Tests folgte dem Herstellerprotokoll.

Als Negativkontrolle wurden T-Zell-Medium und die Probenverdiinnungslésung
(“Sample Diluent” der Fa. Bio-Rad) verwendet. Bei Vermessung der Mausseren
wurden diese noch 1:1 bzw. 1:3 mit Serumverdinnungslésung (“Serum Diluent” der
Fa. Bio-Rad) versetzt. Als Negativkontrolle diente hier die Serum-
verdinnungslosung. Die Proben wurden zusammen mit den Standards und der
entsprechenden Verdinnungsreihe auf derselben 96-Loch-Analysenplatte der Fa.
Bio-Rad vermessen. Der Kalibrierungsbereich fir alle Zytokine lag zwischen 32.000
und 1,95pg/ml. Die Konzentrationen der Analyten wurden automatisch von der Bio-

Plex-Software berechnet.
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Tabelle 2.4.-1: Verwendete Kits und gemessene Zytokine

Kits Gemessene Zytokine

Bio-Plex™ Mouse Cytokine 18- | IL-1q, IL-13, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12(p40),

Plex Panel IL-12(p70), IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, KC, MIP-1a,
RANTES, TNF-a

Bio-Plex™ Mouse Cytokine IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12(p70), GM-CSF, IFN-y, TNF-a

Th1/Th2 Assay

2.5. Tierexperimentelle Methoden

2.5.1. Praparation von Milz und Lymphknoten

Die Tétung der Mause erfolgte durch Asphyxie in CO,-Atmosphare. Anschlieflend
wurden die Mause in 80%igen Ethanol getaucht und in einer Sterilbank auf einem
Korkblock fixiert. Die Milz und die inguinalen, axillidren und mesenterialen
Lymphknoten wurden mit sterilem Praparierbesteck entnommen. Die weitere

Verarbeitung der Milzen und Lymphknoten ist in Kapitel 2.2.4. beschrieben.

2.5.2. Immunisierung von BALB/c-Mausen

2.5.2.1. Vakzinierung mit BiV-Zellen

Die Zellen wurden vor Applikation einmal mit PBS gewaschen. Fir die
Triomzellvakzinierung einer Maus wurden jeweils 10° BiV-Zellen i.p. gespritzt und

zwar 28 und 7 Tage vor der Organentnahme (s. Abb. 2.5.-1).

Tag -28 -7 0

1. Immunisierung 2. Immunisierung Organentnahme

Abbildung 2.5.-1: Applikationsschema bei der Praiimmunisierung

Einer zweifachen Immunisierung am Tag -28 bzw. -7 folgte am Tag 0 die Entnahme von Milz und
Lymphknoten.
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2.5.2.2. Immunisierung mit OVA-TCF1

Fir die Immunisierung mit OVA-TCF1-Peptid wurden flr jeden Versuch 3 Mause 14
Tage vor Untersuchung der A20-restimulierten T-Zellen auf Idiotyp-spezifische
T-Zellen mit 50yl OVA-TCF1-Peptid (2ug/ml) und 10ul CpG in PBS i.p. und s.c. im
Verhaltnis 1:1 gespritzt (s. Abb. 2.5.-2).

Nach 7 Tagen wurden die Milzen der 3 Mause entnommen und, wie in Kap. 2.2.4.
beschrieben, aufgearbeitet. Dabei wurden die Milzzellen der 3 Mause nicht vereinigt,
sondern getrennt behandelt. Die Milzzellen wurden anschlieRend 7 Tage mit TCF1-

Peptid in vitro restimuliert (s. Kap. 2.2.8.).

Tag -14 -7 0
l l l -
| ] I "
Immunisierung Organentnahme, Einsatz der T-Zellen
Stimulierung der Zellen fur Peptidabfrage

mit TCF1-Peptid
Abbildung 2.5.-2: Applikationsschema bei der Immunisierung mit OVA-TCF1-Peptid

Nach Immunisierung am Tag -14 erfolgt die Milzentnahme am Tag -7. Diese Milzzellen werden eine
Woche mit TCF1-Peptid in vitro stimuliert, bevor sie als Positivkontrolle bei der Idiotyp-spezifischen
Peptidabfrage von A20-restimulierten T-Zellen eingesetzt werden.

2.5.3. Therapieversuche

In den Therapieansatzen wurden unbehandelten, naiven BALB/c-Mausen 8 x 10°
A20-Tumorzellen (Letaldosis) zusammen mit 5 x 10° in vitro restimulierten T-Zellen
verabreicht. Die A20-restimulierten T-Zellen wurden bei einigen Versuchen vor
Applikation wie in Kap. 2.2.6.2. oder 2.2.6.3. angereichert. Die Zellmischungen

wurden hauptsachlich i.p., teilweise aber auch i.v., gespritzt.
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2.5.4. Morphologische Untersuchungen

Um zu klaren, wohin die Vakzinezellen und die Tumorzellen nach Gabe in die Maus
wandern, wurden beide Zelllinien so bearbeitet, dass sie in einem

Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden konnten.

2.5.4.1. CFSE-markierte BiV-Zellen

Um die BiV-Zellen im Mikroskop von den anderen Lymphknoten- und Milzzellen der
BALB/c-Mause zu unterscheiden, wurden sie vor der Injektion in Mause mit dem
nicht-toxischen Fluorochrom CFSE markiert, welches nach Eindringen in die Zelle
durch nicht-spezifische Esterasen gespalten wird und danach im Zytoplasma der
Zellen fur einige Tage verbleibt. Proliferiert die Zelle, so wird die Menge an CFSE bei
jeder Teilung auf die Tochterzellen verteilt. Dieser Verlust an Fluoreszenzintensitat
kann im FACS detektiert, ebenso unter einem Fluoreszenzmikroskop beobachtet

werden.

Zur Markierung wurden 1 x 10° BiV-Zellen mit 6,25mM CFSE in einem Milliliter
1%igem FKS-RPMI-Medium bei 37°C 10 Min. inkubiert. Die Farbereaktion wurde
durch Zugabe von 200ul FKS gestoppt und die Zellen anschliefend mindestens 2x
mit je 20ml Medium gewaschen (1700rpm, 5 Min.). Um die CFSE-markierten BiV-
Zellen in die Maus zu spritzen, wurde die pro Maus gewlinschte Zellzahl in 300l
PBS aufgenommen und durch ein Zellsieb (40um Maschendichte, Falcon) gegeben,
um Zellklumpen aufzuldsen.

Die CFSE-markierten BiV-Zellen wurden in verschiedenen Mengen und
Applikationsrouten (i.p. und s.c.) verabreicht. Danach wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten (Tabelle 2.5.-1) aus diesen Mausen verschiedene Lymphknoten (LK)
entnommen (s. Kap. 2.5.1.). Bei s.c.-Gabe der CFSE-markierten BiV-Zellen wurden
nur die axillaren und inguinalen Lymphknoten auf der ipsilateralen Seite flr die

weiteren Versuche verwendet.
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Tabelle 2.5.-1: Applikationsrouten, Zellzahlen, Entnahmezeitpunkte und untersuchte
Organe bei Mausversuchen mit CFSE-markierten BiV-Zellen

Applikationsroute i.p. s.C.
applizierte Zellzahl 4 x 10° Zellen 2 x 10° Zellen
Zeitpunkt der Entnahme

1,5h + +

5h + +

24h + +

48h + -

entnommene Organe

axillare LK - +

inguinale LK - +

mesenteriale LK + -

Nach dem Waschen der Zellen wurden diese in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen pro Loch in einer Flachboden-96-Loch-Platte ausgesat. Nachdem die Zellen
sich abgesetzt hatten, wurden sie unter dem Fluoreszenzmikroskop (eGFP-Filter)
ausgewertet, indem die fluoreszierenden Zellen gezahlt wurden. Anschlieend
kamen die Platten flr 14 Tage in den Brutschrank. Wahrend dieser Zeit wurden die
Platten unter dem Fluoreszenzmikroskop alle 2-3 Tage kontrolliert und die

fluoreszierenden Zellhaufchen quantifiziert.

2.5.4.2. GFP-transduzierte A20-Zellen

Die A20-Zellen konnten zwar mit CFSE markiert werden, allerdings verminderte sich
die Fluoreszenzintensitat der einzelnen Zellen aufgrund der schnellen Teilungsrate
der Tumorzellen rapide, so dass ein anderes System flr die Quantifizierung der A20-
Zellen in Milz und Lymphknoten gefunden werden musste.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden die A20-Zellen stabil mit einem eGFP-
Vektor transfiziert (s. Kap. 2.1.2.1.). Um eine méglichst reine GFP-A20-Population zu
bekommen, wurden die Zellen nach der Transfektion mit einem Zellsortiergerat
(MoFlo) steril sortiert (Ellwart, GSF).

Da GFP ein starkes Immunogen ist, werden die GFP-transduzierten A20-Zellen in
BALB/c-Mausen schnell eliminiert, so dass bei den weiteren Mausversuchen auf

SCID-Mause zurtickgegriffen wurde.
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Auch die GFP-transduzierten A20-Zellen wurden in verschiedenen Mengen und
Applikationsrouten verabreicht. Auch hier wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
(s. Tab. 2.5.-2) verschiedene Lymphknoten (LK) und die Milz aus den Mausen

entnommen (s. Kap. 2.5.1.) und entsprechend Kapitel 2.2.4. aufgearbeitet.

Tabelle 2.5.-2: Applikationsrouten, Zellzahlen, Enthahmezeitpunkte und untersuchte
Organe bei Mausversuchen mit GFP-transduzierten A20-Zellen

Applikationsroute i.p. i.v.
applizierte Zellzahl 2 x 10° Zellen 2 x 10° Zellen
Mausstamm SCID
Zeitpunkt der Entnahme
1,5h + +
5h + +
24h + +
entnommene Organe
axillare LK + +
inguinale LK + +
mesenteriale LK + +
Milz + +
Auswertung limitierende Verdiinnung

Die erhaltenen Zellen wurden, wie bei den markierten BiV-Zellen in Kapitel 2.5.4.1.
beschrieben, in Flachboden-96-Loch-Platten ausgesat. Allerdings wurde bei den pro
Loch eingebrachten Zellen Rucksicht auf die geringeren Zellzahlen in Lymphknoten
und Milzen bei SCID-M&usen genommen und nur eine Konzentration von 1 x 10*
Zellen ausplattiert. Die Platten wurden ebenfalls direkt nach dem Ausplattieren und
nach wenigen Tagen unter dem Fluoreszenzmikroskop (eGFP-Filter) quantitativ

ausgewertet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Bestimmung der Frequenz spezifischer T-Zellen

Wie schon zuvor in unserem Labor gezeigt werden konnte, vermitteln T-Zellen aus
Triom-immunisierten Mausen, die mehrmals mit A20-Zellen restimuliert wurden,
nach adoptivem Transfer einen Langzeittumorschutz in der Maus. In gleicher Weise
restimulierte T-Zellen aus der Naivmaus hingegen konnten in vivo keine
Tumorprotektivitat vermitteln, obwohl sie in vitro den gleichen Aktivierungszustand
sowie Tumorspezifitat zeigten (Kronenberger et al., 2002). Diese Befunde deuteten
darauf hin, dass in vivo durch die Immunisierung mit Triomzellen ein

Aktivierungsprozess stattfinden muss, der in vitro nicht nachstellbar ist.

IFN-y ist ein essenziell wichtiges Zytokin bei der Tumorabstof3ung (Barth et al., 1991;
Becker et al., 2001; Qin et al., 2000). Es wird von ZTL und Th1-Zellen gebildet und

ist das wichtigste makrophagenaktivierende Zytokin (Janeway und Travers, 1997).

Ein Ziel dieser Arbeit war die Aufklarung der Voraussetzungen, die die
tumorprotektiven Eigenschaften der IFN-y-produzierenden T-Zellen im Triom-Ansatz

ausmachen.

3.1.1. Markierung IFN-y-produzierender Zellen

Zunachst sollte untersucht werden, ob der bei adoptivem Transfer beobachtete
differenzielle Effekt der T-Zellen auf eine unterschiedliche Frequenz der
tumorspezifischen T-Zellen zurlckzufihren ist. Um die Frequenz der
tumorspezifischen T-Zellen ohne und nach Stimulation zu bestimmen, wurden die
jeweiligen Zellen mittels der IFN-y-Einfang-Methode von Miltenyi (s. Kap. 2.2.6.2.)
markiert und im Durchflusszytometer quantifiziert.

Wie aus Tabelle 3.1.-1 zu entnehmen ist, war es durch In-vitro-Stimulation madglich,
die Frequenz der IFN-y-produzierenden T-Zellen bei naiven und immunisierten

Mausen zu erhohen.
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Tabelle 3.1.-1: Frequenz IFN-y-positiver T-Zellen aus Naiv- und Inmunméausen ohne
und nach In-vitro-Stimulation

naive Mause immunisierte Mause
ohne Stimulation 2,25% 2,80%
am Ende der 1. Rest. 2,60% 3,70%

Rest.: Restimulation

Wie man diesem Versuch noch entnehmen kann, war die Frequenz
tumorspezifischer, IFN-y-produzierender T-Zellen aus immunisierten Mausen ohne
Stimulation um 25% hdéher als die aus naiven Mausen, nach Restimulation sogar um
40%.

Abweichend von der etablierten Langzeitrestimulation wurde eine neue Methode
gesucht, die tumorspezifischen T-Zellen in kirzerer Zeit als bisher zu generieren.

Dazu wurden 3- und 12-Stunden-Kurzzeitstimulationen getestet (s. Abb. 3.1.-1).

Die Ausgangsfrequenz der IFN-y-produzierenden T-Zellen aus immunisierten
Mausen war in diesem Versuch gegenlber der Frequenz aus naiven BALB/c-
Mausen um 14% erhoht.

Als  weitere = Beobachtung konnte festgehalten werden, dass die
Kurzzeitstimulationen nicht den erhofften Effekt zeigten: Die Frequenz der IFN-y-
produzierenden T-Zellen nahm nach 3- bzw. 12-Stunden-Stimulation nicht zu, es war
sogar eine deutliche Abnahme der Frequenz um bis zu 30% im Vergleich mit nicht
stimulierten Zellen zu sehen. Dabei machte es keinen Unterschied, woher die

ursprunglichen Zellen (Naivmaus vs. Immunmaus) stammten (s. Abb. 3.1.-1).
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Abbildung 3.1.-1: Frequenz der IFN-y-positiven T-Zellen aus Naiv- und
Immunmausen ohne In-vitro-Stimulation sowie nach 3- und 12-Stunden-
Kurzzeitstimulation gegen bestrahlte A20-Zellen

Die Zellen wurden direkt nach Entnahme aus den Mausen und zu den entsprechenden Zeitpunkten
der Kurzzeitstimulationen mit dem bispezifischen Fanger-Ak der Fa. Miltenyi inkubiert. Nach Ende
der 45-minltigen Inkubationszeit im Brutschrank wurde der PE-markierte Detektions-Ak
dazugegeben. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 Min. auf Eis wurden die Zellen
gewaschen und im Durchflusszytometer vermessen. Als Negativkontrolle wurden jeweils Zellen vor
der Inkubation mit dem Fanger-Ak abgenommen und nur mit dem Detektions-Ak inkubiert und diese
Einstellungen am Durchflusszytometer fiir die eigentliche Messung der Zellen Gbernommen. Tote
Zellen wurden durch Pl-Markierung ausgegrenzt.

3.1.2. Anreicherung IFN-y-positiver T-Zellen

Anschlielend wurden Anreicherungen IFN-y-produzierender Zellen nach 3- und 12-
Stunden-Kurzzeitstimulation, sowie nach Langzeitstimulation durchgefiihrt. Die
Zellen wurden vor und nach Anreicherung der IFN-y-produzierenden Zellen gezahilt,
dabei wurden tote Zellen durch Markierung mit Trypanblau ausgegrenzt (s. Tab.
3.1.-2). Damit konnte die Frequenz der in vitro angereicherten IFN-y-positiven Zellen

im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Zellen ermittelt werden.

Es zeigte sich ein deutlicher Frequenzunterschied von angereicherten [FN-y-

produzierenden Zellen nach einer Langzeitstimulation zwischen naiven und
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immunisierten Mausen: Dieser Unterschied belief sich auf das 5-fache zugunsten
der Ursprungszellen aus immunisierten Mausen (1,25% vs. 0,25%; s. Tab. 3.1.-2).

Bei den Kurzzeitstimulationsversuchen zeigte sich, dass auch hier die Frequenz
nicht nur nach der Markierung, sondern auch nach Anreicherung sehr niedrig war.
Von weiteren Kurzzeitstimulationsversuchen wurde daraufhin Abstand genommen
und bei den folgenden Versuchen wieder auf die etablierte Langzeitstimulation

zurtickgegriffen.

Tabelle 3.1.-2: Frequenz der IFN-y-positiven T-Zellen nach 3- und 12-Stunden-
Kurzzeitstimulation im Vergleich zu der Frequenz nach Langzeitstimulation (7d)

3h-Stimulation 12h-Stimulation 7d-Stimulation

NM M NM M NM M

Frequenz-
ermittlung 0,85% 0,81% 0,86% 0,81% n.d.” n.d.*
durch FACS-
Analyse

Frequenz-
ermittlung
durch 0,25% 0,20% n.d.* n.d.* 0,25%] 11,25%)
Auszéahlen der
Zellen nach
magnetischer
Trennung

Fir die Frequenzermittlung durch FACS-Analyse wurden die restimulierten Zellen mit IFN-y-Fanger-
und -Detektions-Ak (PE) nach Anweisung im Miltenyi-Protokoll behandelt und dann 2,5 x 10° Zellen
vermessen. Die restlichen Zellen wurden mit anti-PE-MicroBeads versetzt und dann mit Hilfe des
MACS-Magneten die positiven von den negativen Zellen getrennt. Der Trennungsschritt Gber die
Saule wurde mit der ersten positiven Fraktion wiederholt, um eine hohe Reinheit zu erlangen, da
auch viele tote Zellen unspezifisch an der Saule gebunden werden. Die Zellzahl wurde dann mit Hilfe
einer Zahlkammer ermittelt.

IM: mit BiV-Zellen immunisierte Maus

NM: BALB/c-Maus

* n.d.: die Frequenzermittlung wurde fiir die jeweilige Stimulation nicht durchgefiihrt

Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass die Frequenz IFN-y-produzierender Zellen aus
Immunmausen vor Stimulation leicht erhoht ist und nach 7-Tage-Stimulation gegen
A20-Zellen deutlicher ansteigt als bei Naivmausen. Nach Anreicherung der IFN-y-
positiven Zellen ist das Ergebnis sogar noch starker zugunsten der Zellen aus

immunisierten Mausen verschoben.
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3.1.3. In-vitro-Charakterisierung der T-Zellen

3.1.3.1. FACS-Analyse zur Aufklarung des Phanotyps IFN-y-produzierender
T-Zellen

Um diese IFN-y-produzierenden T-Zellen hinsichtlich ihres Phanotyps zu
charakterisieren, wurden weitere Analysen mit dem Durchflusszytometer
durchgefihrt.

Es hatte sich in vorhergegangenen Versuchen in unserem Labor herausgestellt,
dass bei dem Langzeitstimulationsansatz hauptséachlich CD3'CD4" T-Zellen
entstehen (Kronenberger, pers. Mitteilung) und dass in dem A20-B-Zell-Tumormodell
CD3'CD4" T-Zellen einen vollkommenen Langzeittumorschutz vermitteln konnen
(Egeter et al., 2000). Somit wurde vermutet, dass insbesondere die |FN-y-
produzierenden, tumorspezifischen T-Zellen einen CD4" Phanotyp aufweisen

wirden.

Die Zellen wurden mit IFN-y-Fanger- und PE-Detektions-Ak behandelt. Anschlieliend
wurde mit anti-CD4-FITC- bzw. anti-CD8-FITC-Ak gegengefarbt. Die
entsprechenden Isotypkontrollen wurden zur Geréteeinstellung verwendet. Es
wurden T-Zellen aus naiven Mausen und immunisierten Mausen ohne In-vitro-
Stimulation und nach einer A20-Restimulation hinsichtlich ihrer CD4-, CD8- und

IFN-y-Expression miteinander verglichen.

Die FACS-Daten (Abb. 3.1.-2 und Tab. 3.1.-3) zeigen folgende Ergebnisse:

1. Die CD4" Population wuchs in beiden Ansatzen nach einer Restimulation
stark an. Es zeigte sich, dass bei dem Ansatz mit Zellen aus Immunmausen
die CD4" Population um 68% anstieg, im Gegensatz dazu bei Naivmausen
nur um 39%. In ahnlicher Weise wuchs bei Naivmausen auch die CD8"
Fraktion um 37%. In der CD8" Population der Zellen aus Immunmausen
konnten man aber Uberraschenderweise eine Zunahme um 220% von 10%
auf 32% erkennen. Die gefundenen Prozentzahlen kdnnen mit Hilfe eines

Quotienten am besten miteinander verglichen werden:
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Tabelle 3.1.-3: Verhiltnis der CD8'/CD4®" Gesamtzellen vor und nach

Stimulation
CD8"/CD4" naive Maus immunisierte Maus
ohne Stimulation 0,295 0,395
am Ende der 1. Rest. 0,290 0,755

Es sind keine groRen Veranderungen im CD8/CD4" Verhiltnis bei Zellen aus naiven Mausen
wahrend einer Restimulation zu beobachten. Im Vergleich dazu sieht man bei Zellen aus
Immunmausen schon ohne Stimulation eine Verschiebung zu CD8" Zellen, die nach einer
Restimulation noch deutlicher sichtbar wird.

Rest.: Restimulation

2. In den IFN-y" Populationen konnte man in beiden Mausanséatzen nach
Restimulation eine Zunahme beobachten, bei Zellen aus Naivmausen um

18%, bei Immunmausen um 38%.

3. In beiden Ansatzen war dieser Anstieg der IFN-y-produzierenden T-Zellen
hauptsachlich in der CD4" Population zu sehen. Es war eine Steigerung nach
einer Restimulation in der CD4'IFN-y* Population bei T-Zellen aus

Naivmausen auf 163% und bei Immunmaéausen auf 280% zu beobachten.

Als Ergebnis lasst sich bei der Phanotypisierung der T-Zellen ohne und nach einer
In-vitro-Stimulation aus Immunmausen festhalten, dass sich die T-Zellen entgegen
frherer Beobachtungen und im Gegensatz zu T-Zellen aus Naivmausen starker in
Richtung von CD8" Zellen entwickelt haben, aber die IFN-y-produzierenden T-Zellen

trotzdem, wie bereits vermutet, in der CD4" Fraktion gewachsen sind.
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Abbildung 3.1.-2: Phanotypisierung der T-Zellen ohne und nach einer Restimulation (7d)
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Es wurden die IFN-y-produzierenden Zellen (PE) von Naiv- bzw. Immunmausen ohne und nach einer In-vitro-Stimulation mit anti-CD4- und anti-CD8-Ak (FITC)
gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
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3.1.3.2. TZR-Analyse angereicherter IFN-y-produzierender T-Zellen

Bisher hatten sich Einschrdnkungen im TZR-Repertoire von T-Zellen aus
Immunmausen nur nach mindestens funf In-vitro-Restimulationen gegen A20-Zellen
gezeigt. Starke Einschrankungen auf zwei bis drei TZR-Banden waren sogar erst
nach neun Restimulationen zu erreichen, diese T-Zellen erwiesen sich in adoptiven
Transfers in naive BALB/c-Mause zu 100% als tumorprotektiv. Es wurde vermutet,
dass diese tumorprotektiven T-Zellen mit eingeschranktem TZR-Repertoire in
geringer Frequenz auch in jenen Zellpopulationen vorkommen, welche ohne In-vitro-
Restimulationen aus immunisierten Mausen gewonnen werden. Um dies zu
Uberprifen, wurde das TZR-Repertoire von T-Zellen untersucht, die aus
Immunmausen isoliert wurden, danach nur zweimal mit A20-Zellen restimuliert und

schliel3lich mittels IFN-y-Einfang angereichert wurden.

Wie sich herausstellte, gab es eine starke Einschrankung im Repertoire auf V31,
VB4 und VB13, wenn die Zellen aus immunisierten Mausen kamen (Abb. 3.1.-3). Die
restimulierten und angereicherten IFN-y* T-Zellen aus Naivmausen wiesen kein

eingeschranktes TZR auf (Daten nicht gezeigt).

300bp

=
-
—

100bp

VBl Vp3A WB5.2 VD6 Vpsa  V[S.3 M VA0 VE12 W14 YRS V1S Heg.
M vp2 VB4 M VE7T  Wps.2 M vEg VB vpi3 M VE1E VB2 M

Abbildung 3.1.-3: TZR-Analyse der restimulierten und angereicherten T-Zellen

Die IFN-y-angereicherten T-Zellen kamen aus immunisierten Mausen und waren vor Anreicherung
zweimal gegen A20-Zellen restimuliert worden.

Eine stérkere Bande ist bei V34 zu erkennen, schwachere bei VB1 und VB13. Die Bande bei V314
ist unspezifisch, da sie zu hoch liegt.

M: Marker, 1kb plus

Neg.: Negativkontrolle

bp: Basenpaare

Als Ergebnis lasst sich hier festhalten, dass es gelungen ist, ein stark
eingeschranktes TZR-Repertoire schon nach 2 In-vitro-Restimulationen und IFN-y-

Anreicherung zu bekommen. Dieses Repertoire ahnelt sehr dem Repertoire,
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welches auch nach neun In-vitro-Restimulationen erhalten wurde. Dort waren V[(34-
und VB6-Banden im Gel deutlich zu sehen, etwas schwacher war V1 vertreten.
Diese hinsichtlich ihres TZR-Repertoires untersuchten IFN-y-angereicherten T-Zellen
wurden zusatzlich noch auf ihre In-vivo-Protektivitat Gberprift (s. Kap. 3.1.4., Abb.
3.1.4.).

3.1.4. In-vivo-Versuche mit IFN-y-angereicherten T-Zellen

Um zu Uberprifen, ob die IFN-y-positiven T-Zellen aus den In-vitro-Restimula-
tionsansatzen in vivo tumorprotektiv sind, wurden adoptive Transferversuche
(s. Kap. 2.5.3.)) mit diesen angereicherten, IFN-y-produzierenden T-Zellen
durchgefiihrt. Die T-Zellen wurden praventiv, zusammen mit einer letalen Dosis
Tumorzellen verabreicht (Abb. 3.1.-4). Alle Mause aus den A20-Kontrollgruppen
zeigten nach 40-60 Tagen klinische Auffalligkeiten und mussten eingeschlafert

werden.

Wie in Abbildung 3.1.-4 zu erkennen ist, flhrten die IFN-y-angereicherten T-Zellen
zu einem teilweisen Tumorschutz. Allerdings mussten die urspringlichen T-Zellen
aus Triom-immunisierten Mausen stammen und mehr als einmal mit A20-Zellen
restimuliert werden. Unstimulierte IFN-y-positive T-Zellen aus zuvor immunisierten
Mausen zeigten keine Tumorabstofiung in vivo. Bei nur einmaliger Restimulation in
vitro kam es bei 17% der Mause zu einem verlangerten Uberleben, wahrend es bei
zweimaliger Restimulation bei 20% der M3use zu einem verlangerten Uberleben und
bei weiteren 20% zur dauerhaften Heilung kam. Dies war nicht mdglich, wenn die
T-Zellen aus naiven Mausen stammten.

Es ist zu beachten, dass der Uberlebensvorteil zustande kam, obwohl weniger

T-Zellen transferiert wurden als im Ublichen Protokoll (2,5 x 10° gegeniiber 5 x 10°).

Das benutzte TZR-Repertoire der tumorprotektiven, IFN-y-produzierenden T-Zellen

nach der 2. Restimulation ist in Abbildung 3.1.-3 zu sehen.

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



3. ERGEBNISSE

77

ohne Restimulation

100
g0
=11
40
20

»

% Uberlebende

100
g0
kO
40
20

100
80
B0
40
20

* -

T ™ T T

20 40 B8O B8O 100 120

nach 1. Restimulation

o 20 40 BO 80 100 120

nach 2. Restimulation

a 20 40 B8O 80 100 120

Tage nach adoptivem T-Zell- Transfer

—— |F-gamma4ositise T-Zellen aus
M unm aus

—a— 2204 ontrolle

—&— IF M-gamma4ositise T-Zellen aus
Maiwnaus

Abbildung 3.1.-4: Adoptive Trans-
ferversuche  von IFN-y-ange-
reicherten T-Zellen als Tumor-
pravention

In verschiedenen adoptiven
Transferversuchen  wurden  BALB/c-
Mausen IFN-y-angereicherte T-Zellen
gespritzt.

Obere Abbildung: aus Triom-

immunisierten Mausen wurden Milz- und
Lymphknotenzellen gewonnen und IFN-
y-produzierende Zellen ohne Stimulation
direkt angereichert und zusammen mit
A20-Zellen i.p. gespritzt. (5 x 10° IFN-y-
produzierende Zellen + 8 x 10° A20-
Zellen pro Maus)

Mittlere Abbildung: aus Triom-
immunisierten Mausen wurden Milz- und
Lymphknotenzellen gewonnen und IFN-
v-produzierende Zellen nach einer
Restimulation (7d) angereichert. Diese
Zellen wurden unspezifisch 7 Tage
expandiert (s. Kap. 2.2.6.2.) und dann
zusammen mit A20-Zellen i.p. gespritzt.
(2,5 x 10° IFN-y-produzierende Zellen +
8 x 10° A20-Zellen pro Maus)

Untere Abbildung: aus Triom-
immunisierten Mausen wurden Milz- und
Lymphknotenzellen gewonnen und IFN-
y-produzierende Zellen nach 2
Restimulationen angereichert und
zusammen mit A20-Zellen i.p. gespritzt.
(3 x 10° IFN-y-produzierende Zellen + 8 x
10° A20-Zellen pro Maus)

Es wurde in diesem Kapitel gezeigt, dass die Frequenz der tumorspezifischen,

IFN-y-produzierenden T-Zellen in immunisierten M&usen hoher ist als in naiven

Mausen.

Diese T-Zellpopulation lasst

sich durch

In-vitro-Langzeitstimulation

expandieren. Die Charakterisierung der Zellpopulationen hat aufgezeigt, dass die in

vitro expandierten IFN-y" T-Zellen einen CD4-Phanotyp besitzen, unabhangig von

der Herkunft der Zellen (Naiv- oder Immunmaus). Nach 2 Restimulationen und

Anreicherung der IFN-y-produzierenden Zellen aus Immunmausen zeigte sich ein

eingeschranktes TZR-Repertoire und zusatzlich teilweise Tumorprotektivitat.
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3.2. Zytokin-Expressionsprofil der T-Zellen

Als Erklarung fir das differenzielle Verhalten von tumorspezifischen T-Zellen aus
Immun- bzw. Naivmausen wurde in Betracht gezogen, dass unterschiedliche
Zytokine exprimiert werden. Die Messung der Zytokinproduktion bietet eine gute
Méglichkeit, die spezifische Aktivierung der T-Zellen und immunologische Prozesse

in der Maus in vivo zu verfolgen.

Zur Bestimmung verschiedener Zytokine und deren Konzentration im Mausserum
und in In-vitro-Restimulationsansatzen zu verschiedenen Zeitpunkten wurde das
Luminex-System der Fa. Bio-Rad ausgewahlt (s. Kap. 2.4.3.), da es gegenuber
einem klassischen ELISA den Vorteil hat, dass man in nur 50ul Probenvolumen
theoretisch bis zu 100 verschiedene Analyten sowohl qualitativ als auch quantitativ
bestimmen kann. Interessant fur diese Arbeit waren Zytokine, die eine Zuordnung zu
einer Th1- oder Th2-Antwort ermdglichen. Deswegen wurden im Folgenden
hauptsachlich IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12(p70), IFN-y, GM-CSF und TNF-a
untersucht.

Das Serum wurde 7 Tage nach der zweiten Vakzinierung mit Triom-Zellen
gewonnen. Als Vergleich dazu wurde auch Serum von naiven BALB/c-Mausen
untersucht.

Fur die Analyse der T-Zellen in Kultur wurde zu verschiedenen Zeitpunkten einer
Restimulation ein Teil des Kulturiberstands abgenommen und bis zur Analyse bei
-20°C eingefroren. Die Zellzahl pro Milliliter wurde bestimmt, um spater die
Ergebnisse aus unterschiedlichen Kulturiberstdnden quantitativ miteinander

vergleichen zu kdnnen.

3.2.1. Untersuchungen zum Aktivierungszustand und der Zytokinproduktion

spezifischer T-Zellen wahrend mehrerer Restimulationen

Die Restimulation der T-Zellen aus immunisierten und naiven Mausen lief jeweils
parallel, die Zellen wurden alle zur gleichen Zeit mit denselben bestrahlten A20-
Zellen und APZ (bestrahlte Milzzellen) sowie IL-2 versorgt. Auch die

Kulturiberstande wurden parallel gewonnen.

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



3. ERGEBNISSE 79

Unabhangig davon, ob die Zellen aus naiven oder immunisierten Mausen stammten,
wurden vorrangig GM-CSF und IFN-y produziert.

Dabei war zu sehen, dass die Zellen aus immunisierten Mausen wahrend der ersten
Restimulationen mehr GM-CSF produzierten als T-Zellen aus naiven Mausen, was
sich mit den Daten aus Kronenberger et al.,, 2002, deckte. Weiterhin zeigte sich,
dass sich Zellen aus immunisierten Mausen in vitro schneller stimulieren lie3en.
Auch die IFN-y-Produktion liel3 sich bei T-Zellen aus immunisierten Mausen
schneller durch In-vitro-Restimulation induzieren als bei T-Zellen aus naiven Mausen
(s. Abb. 3.2.-1 A und B).

Zu den verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Restimulationen bestand der
quantitativ auffalligste Unterschied in der Zytokinproduktion zwischen T-Zellen aus
immunisierten und naiven Mausen in der IL-5-Produktion. Nach direkter Entnahme
der Milz und Lymphknoten zeigten weder die T-Zellen aus naiven noch aus
immunisierten Mausen Produktion von IL-5. T-Zellen, die aus immunisierten Mausen
stammten, produzierten dann aber schon wahrend der ersten Restimulation dieses
Th2-Zytokin. Am Ende der 1. Restimulation lag die Konzentration bei 1570pg/ml und
damit fast 40 Mal hoher als bei restimulierten T-Zellen aus Naivmausen. Wahrend
der 2. Restimulation war die Konzentration mit 530pg/ml noch 30 Mal héher und am
Ende der 2. Restimulation mit 1070pg/ml immerhin noch mehr als 11 Mal so hoch.
Am Ende der 4. Restimulation produzierten dann auch die T-Zellen aus naiven
BALB/c-Mausen IL-5, allerdings war die Konzentration mit 3500pg/ml nur halb so
hoch wie im Kulturliberstand Uber T-Zellen aus immunisierten Mausen. Dort lag der
Wert bei 7450pg/ml (s. Abb. 3.2.-1 C).

Die Konzentration der Ubrigen Zytokine ist in Abbildung 3.2.-2 gezeigt. Bis auf IL-10
bewegten sich die Konzentrationen in einem vernachldssigbaren Bereich. Die
Konzentration dieses Th2-Zytokins lag in den Kulturiberstdnden des
Immunmausansatzes am Ende der 1., 2. und 4. Restimulation mehr als doppelt so
hoch wie bei der Kontrollgruppe. Trotzdem bewegten sich die gemessenen

Konzentrationen mit weniger als 150pg/ml in einem sehr niedrigen Bereich.

Der gezeigte Versuch ist exemplarisch flr drei unabhangig voneinander

durchgefuhrte Versuche mit identischem Ergebnis.
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Abbildung 3.2.-1:

A: GM-CSF-Produktion

B: IFN-y-Produktion

C: IL-5-Produktion

von T-Zellen unterschied-
licher Herkunft

Wahrend die Produktion von GM-CSF und IFN-y von
T-Zellen aus immunisierten und naiven Mausen zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten ahnlich ist, zeigt sich ein
deutlicher Unterschied hinsichtlich der IL-5-Produktion.
Dieses Zytokin wird bis zum Ende der 2. Restimulation nur
von T-Zellen aus immunisierten Mausen in gréReren
Mengen gebildet.
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Abbildung 3.2.-2: Vergleich zwischen
A: naiven Mausen und

B: immunisierten Mausen hinsichtlich der Produktion verschiedener
Zytokine wahrend mehrerer Restimulationen

Die Kulturiberstande fur die Zytokinmessungen wurden wahrend der Restimulationen zu den in der
Abbildung genannten Zeitpunkten gewonnen. Dabei wurden die Uberstéande aus allen Léchern der
24-Loch-Platten gemischt und daraus ein Aliquot fiir die Luminex-Analyse abgenommen.

Die Konzentrationen gleicher Entnahmezeitpunkte konnen miteinander verglichen werden, da die
Zellzahlen/ml in beiden Ansatzen identisch waren.

3.2.2. Zytokinprofile in Mausseren

Es wurden Mausseren von naiven und Triom-immunisierten Mausen hinsichtlich
ihrer Zytokinprofile untersucht. Die Mausseren wurden aus Herzblut von Mausen

gewonnen, deren Milz- und Lymphknotenzellen aulerdem fur Restimulationen
eingesetzt wurden.
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Bei der Auswertung der Daten stellte sich ein sehr eindeutiges Bild dar. In Seren von
naiven Mausen fanden sich keine der untersuchten Zytokine in nennenswerter
Konzentration, wahrend in Seren von immunisierten Mausen eine so hohe
Konzentration von IL-12(p70) zu finden war, dass sogar bei einer 1:3-Verdiinnung
die Werte von einigen Mausseren aul3erhalb des Kalibrierungsbereiches lagen. Die
durchschnittliche Konzentration von IL-12(p70) der drei ausgewerteten Mausseren
betrug 25,6ng/ml. Aufier diesem Zytokin war auch die Konzentration von IL-10,
einem von Th2-Zellen produzierten Zytokin, mit 12ng/ml sehr hoch (s. Abb. 3.2.-3).
Die anderen Zytokine waren in wesentlich geringeren Konzentrationen zu finden. Die
Konzentration von einem weiteren Th2-Zytokin, IL-4, betrug 390pg/ml. Das Zytokin
IFN-y lag in einer Konzentration von 210pg/ml im Serum immunisierter Mause vor,
GM-CSF lag bei 160pg/ml.

Zytokinkonzentrationen im Serum von immunisierten Mausen
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Abbildung 3.2.-3: Zytokinkonzentrationen im Mausserum von immunisierten Mausen

Mittelwerte und Standardabweiungen wurden jeweils aus Seren von funf immunisierten Mausen
berechnet.

* Mittelwert und Standardabweichung wurden nur aus Seren von drei immunisierten Mausen
gebildet, da die Werte von zwei Mausen auRerhalb des Kalibrierungsbereiches lagen.

Im Serum von Naivmausen waren keine Zytokine zu detektieren. Nur zwei der funf untersuchten
Mause produzierten etwas IL-5 (unter 5pg/ml) und TNF-a (unter 20pg/ml).

Die Ergebnisse aus Kapitel 3.2. lassen sich dahingehend deuten, dass durch die
Immunisierung eine starke Immunantwort in den Mausen hervorgerufen wird. Es
handelt sich dabei um eine gemischte Th-Antwort, die sich wahrend der In-vitro-
Restimulation in der Produktion von Th1-Zytokinen wie IFN-y, aber auch von Th2-

Zytokinen wie IL-5, widerspiegelt.
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3.3. Anreicherung von T-Zellen mit spezifischem TZR

In friiheren Arbeiten in unserem Labor wurde gezeigt, dass durch Immunisierung der
Mause und mehrere In-vitro-Restimulationen der T-Zellen eine Einschrankung des
TZR-Repertoires auf bestimmte VB-Ketten zu erreichen war. Diese Einschrankung
konnte mit Zellen aus naiven Mausen nie beobachtet werden. T-Zellen aus
immunisierten Mausen wiesen nach neun Restimulationen eine Einschrankung auf
VB4- und VB6-Ketten auf und waren in vivo zu 100% tumorprotektiv (Kronenberger,
pers. Mitteilung), wahrend T-Zellen nur mit VB2-Kette nicht protektiv waren
(Dieckmann, pers. Mitteilung). Bei Versuchen mit IFN-y-angereicherten Zellen aus
Immunmausen nach zwei Restimulationen (s. Kap. 3.1.3.) hatte ich ebenfalls eine
starke Einschrankung des TZR-Repertoires auf die VB4-, VB1- und VB13-Kette
sehen kbénnen (s. Kap. 3.1.3.2.), wobei sich diese Zellen als teilweise tumorprotektiv

erwiesen (s. Kap. 3.1.4.).

Im nachsten Schritt sollte versucht werden, T-Zellen mit spezifischem TZR
anzureichern und hinsichtlich ihrer Tumorprotektivitat zu testen, um die Frage zu
beantworten, ob die In-vivo-Protektion durch einzelne TZR oder durch ein breiteres
Spektrum vermittelt wird. Dabei habe ich mich auf T-Zellen mit VB4- und VB6-Kette
konzentriert.

In ersten Versuchen wurden die T-Zellen mit anti-VB4- und anti-VB6-Antikorpern
markiert und mit einem Zellsortiergerat (MoFlo) vom Rest der Zellen getrennt.
Allerdings stellte sich dabei heraus, dass die Vitalitat der T-Zellen nach dieser
Sortierung beeintrachtigt war, so dass im Folgenden die Zellen durch
immunmagnetische Separation gewonnen wurden. Hierzu wurde das System der
Fa. Dynal verwendet, bei dem die T-Zellen mit anti-Vp4- und anti-V6-Antikérpern
vorinkubiert wurden und in einem weiteren Schritt an einen Sekundarantikdrper, der
Spezifitdt gegen Ratte-IgG besall und aulerdem an einen magnetischen Partikel
gekoppelt war, gebunden wurden. Die positiven Zellen konnten so durch einen

Magneten vom Rest der Zellen isoliert werden.
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3.3.1. In-vitro-Charakterisierung VB4- und VpB6-positiver T-Zellen aus

vakzinierten und naiven BALB/c-Mausen

Zuerst wurde die Frequenz der VB4- und VB6-positiven T-Zellen in naiven und
immunisierten Mausen ohne und am Ende der 2. Restimulation bestimmt. Dazu
wurden die Zellen mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert und anschliel3end

im Durchflusszytometer analysiert.

Dabei konnte man beobachten, dass die Frequenz sowohl der VB4- als auch der
VB6-positiven T-Zellen nach der zweiten Restimulation schon Uber 30%
zugenommen hatte (s. Abb. 3.3.-1), unabhangig von ihrer Herkunft aus naiven oder
immunisierten Mausen. Die Bedingungen der In-vitro-Restimulation ermdglichten

also in beiden Fallen die Expansion dieser T-Zellen mit bestimmten VB-Ketten.
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Abbildung 3.3.-1: Frequenzermittlung VB4- und VB6-positiver T-Zellen aus naiven
und immunisierten Mausen ohne und am Ende der 2. Restimulation

Sowohl der VB4- als auch der VB6-TZR wurde mit einem FITC-markierten Antikdrper angefarbt
(s. Kap. 2.1.6.).

Am Ende der 2. Restimulation mit A20-Zellen war die Frequenz der T-Zellen mit spezifischem TZR
um uber 30% gegenuber unstimulierten T-Zellen gestiegen. Dabei war es unerheblich, ob die Zellen
urspriinglich aus naiven oder immunisierten Mausen stammten.
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3.3.2. Anreicherung dieser T-Zellen

Wie oben beschrieben, wurden die T-Zellen mit spezifischem TZR durch
immunmagnetische Separation angereichert (s. auch Kap. 2.2.6.3.). Dabei wurden
T-Zellen mit VB4- und VB6-Kette zusammen in einem Ansatz angereichert. Um zu
Uberprifen, ob die Anreicherung erfolgreich war und keine anderen T-Zellen in der
isolierten Fraktion vorhanden waren, wurde mittels PCR das TZR-Repertoire

bestimmt.

Abbildung 3.3.-2 zeigt das TZR-Repertoire der angereicherten Zellen. Man kann
erkennen, dass diese Methode der Anreicherung funktioniert hat, denn es sind
jeweils nur die VB4- und VB6-TZR Banden und keine weiteren spezifischen Banden
zu erkennen. Die VB4-Bande bei angereicherten Zellen aus Immunmausen ist nicht
sehr ausgepragt, was daran liegen kann, dass die Frequenz dieser T-Zellen
eventuell in diesem Versuch nicht hoch genug war. Da diese Bande bei Zellen aus
naiven Mausen deutlich zu erkennen ist, liegt das Problem nicht an der

Anreicherungsmethode.

A VEEA  Ups2  UEE VEEA  UpEI M VEI0  WR12  WRld WEE  WEE  Heg
M ez Vi ™ vpT e M i VB wpa3 " VG uB20 M

Y YA upse W vpEA  YpEs M VPO W2 WEid WS WEdE Heg.
Rt

] vp2 WEd M VBT L1 M VB3 VB3 M Vp1E VEzOo M

Abbildung 3.3.-2: TZR-Repertoire von angereicherten V4- und VB6-T-Zellen aus
naiven (A) und immunisierten (B) Mausen am Ende der 2. Restimulation

A: Die VB4- und VB6-Banden sind auf der Hohe von ca. 200bp zu erkennen. Bei darunter liegenden
Banden handelt es sich um Primerdimere, dariber liegende Banden sind unspezifisch.

B: Besonders deutlich ist die VB6-Bande zu erkennen, wahrend die Bande von VB4 sehr schwach
ausgepragt ist.

M: Marker, 1kb plus

Neg.: Negativkontrolle

bp: Basenpaare
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3.3.3. In-vivo-Versuche mit TZR-angereicherten T-Zellen

Da bekannt war, dass T-Zellen aus immunisierten Mausen nach mehreren In-vitro-
Restimulationen mit A20-Zellen Einschrankungen im TZR-Repertoire zeigten und
diese spezifischen T-Zellen tumorprotektiv waren, wurde in dieser Arbeit versucht,
A20-spezifische T-Zellen mit VB4- und VB6-Kette schneller zu generieren und die so
gewonnen Zellen hinsichtlich ihrer Tumorprotektivitat zu testen.

Da die Frequenzen der A20-spezifischen T-Zellen am Ende der 2. Restimulation um
Uber 30% hoéher waren als in unstimuliertem Zustand (s. GM-CSF-Produktion Kap.
3.2.) und zusatzlich aus friiheren Versuchen bekannt war, dass auch zu diesem
Restimulationszeitpunkt die T-Zellen aus immunisierten Mausen teilweise
tumorprotektiv waren (Mocikat, pers. Mitteilung), wurden die T-Zellen fiir die In-vivo-
Versuche nach dem Ende der 2. Restimulation angereichert.

Um die in vitro restimulierten und angereicherten T-Zellen in vivo zu untersuchen,
wurden die VB4- und VB6-positiven T-Zellen adoptiv mit einer letalen Dosis A20-
Zellen transferiert (s. Abb. 3.3.-3).

Adoptiver Transfervers uch mit V4 - und Yp6- an- und ahgereicherten
T-Zellen nach 2 R estimulationen

100 % —a—angersicherte T-Zellen aus
@ a0 - immuniziet er Mauz
'g —s—agnigereicherte T-Zellen aus naiver
@ | s Maus
B B —i— AZ0H ot rol e
& i
:g 40 —s—ahgereicherte T-Zellen aus
immunizieter M aus
= 20 & —s—ahgereicherte T-Zellen aus naiver
Maus
a T T
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Tage nach adoptivemT -Zell-Transfer

Abbildung 3.3.-3: Adoptiver Transferversuch mit VB4- und VB6- an- und
abgereicherten T-Zellen aus immunisierten und naiven Mausen nach
2 Restimulationen

Nach der Anreicherung wurden die VB4- und VB6-positiven T-Zellen noch eine Woche in Kultur
gehalten: Der Kultur wurde anti-CD28-Ak zugesetzt, um den an die anti-VB4- und anti-Vp6-
Antikérper gebundenen T-Zellen ein kostimulatorisches Signal fir die klonale Expansion zu geben.
Nach 1-2 Tagen in Kultur I6sten sich auch die magnetischen Partikel von den Zellen. Pro Maus
wurden 5 x 10° T-Zellen mit jeweils 8 x 10° A20-Zellen i.v. gespritzt.

Die abgereicherten T-Zellen wurden analog behandelt.
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Wie Abbildung 3.3.-3 zeigt, konnte keine Tumorprotektivitdt der restimulierten
T-Zellen mit VB4- und VB36-Kette beobachtet werden.

Allerdings wurden im gleichen Versuch auch die VB4- und VB6-abgereicherten
T-Zellen, die als negative Fraktion bei der magnetischen Separation anfielen, adoptiv
mit einer letalen Dosis A20-Zellen transferiert. Bei diesem Versuch stellte sich
heraus, dass 25% der Mause Uberlebten, die restimulierte T-Zellen ohne VB4- und

VB6-Kette aus immunisierten Mausen bekamen.

Da man nicht vorhersagen kann, wie vital die positiv angereicherten Zellen nach der
Behandlung mit den Antikdrpern sind, und ob sie nicht z.B. durch Uberstimulation in
Apoptose Ubergehen oder anders in ihrer Funktion beeintrachtigt werden, wurde
eine andere Mdglichkeit gesucht, diese spezifischen T-Zellen zu generieren. Dies

geschah durch Klonierungsversuche.

3.4. Kilonierungen von T-Zellen aus vakzinierten Mausen

Da die Zellzahlen der VVB4- und VB6-positiven T-Zellen nach Anreicherung nicht sehr
hoch lagen und die Zellen sich auch bei anschlieRender klonaler Expansion durch
anti-CD28-Antikorper nicht im erhofften Mall vermehren lieRen, wurde durch
Klonierung von Zellen aus Triom-immunisierten Mausen versucht, A20-spezifische

T-Zellen mit bestimmtem TZR-Repertoire zu generieren.

3.4.1. Herstellung von T-Zell-Klonen

Wie in Kapitel 2.2.7. beschrieben, wurden Milz- und Lymphknotenzellen aus
immunisierten Mausen zur Klonierung verwendet. Da bisher die Klonierung von
murinen T-Zellen in unserem Labor noch nicht etabliert war, mussten verschiedene
Methoden getestet werden. Es gab drei unterschiedliche Ansatze, die alle jeweils
3 Wochen mit A20-Zellen und APZ (bestrahlten Milzzellen) restimuliert wurden. Im
ersten Ansatz wurden die Milz- und Lymphknotenzellen in limitierender Verdlinnung
in U96-Loch-Platten ausgesat. FUr den zweiten Ansatz wurden die Zellen zuerst wie

bei einer normalen Langzeitstimulation in 24-Loch-Platten 7 Tage mit A20-Zellen
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restimuliert, bevor auch diese Zellen in U96-Loch-Platten kloniert wurden. Im letzten
Ansatz wurden direkt aus Milz- und Lymphknoten immunmagnetisch angereicherte
T-Zellen (s. Kap. 2.2.6.1.) in U96-Loch-Platten eingesetzt. Diese drei Ansatze
wurden jeweils nochmal unterteilt in eine Gruppe, die IL-2 nach 48 Stunden bekam,
so wie es bei der Langzeitstimulation bei uns im Labor etabliert war, und eine zweite
Gruppe, der IL-2 nach 3 Stunden zugegeben wurde, wie es bei Klonierungen von
humanen T-Zellen beschrieben ist (No6Rner, pers. Mitteilung; Ubersicht Uber
Klonierungsansatze s. Abb. 2.2.-1). Durch die Zugabe von IL-2 nach 3 Stunden
sollte sich laut Mitteilung die T-Zell-Population wahrend der Klonierung
hauptséachlich zu CD4" T-Zellen entwickeln. Von CD4" T-Zellen war schon bekannt,
dass sie auch etablierte Tumoren nach adoptivem Transfer (Therapie) abstoRen
konnen (Egeter et al., 2000).

Die ersten wachsenden Klone zeigten sich nach der 3. Restimulation im Ansatz mit
angereicherten T-Zellen. Ebenso sah man proliferierende Zellen im Ansatz, in dem
die Zellen vor Klonierung restimuliert wurden. Die wachsenden Zellen wurden ab
einer bestimmten Zelldichte in Lécher von 24-Loch-Platten Uberfihrt und weiter mit
A20-Zellen restimuliert, bis gentgend Zellen fir adoptive Mausversuche und TZR-
Repertoire-Analysen vorhanden waren. Nach der 5. Restimulation konnten erste
Mausversuche mit T-Zellen angesetzt werden. Bis zum Ende der 8. Restimulation
konnten sieben ,Klone* gewonnen werden, die hinsichtlich ihrer Tumorprotektivitat
und ihres TZR-Repertoires untersucht wurden.

Andere  ,Klone*  stagnierten im  Wachstum ab  einer bestimmten
Restimulierungsrunde und wurden nur hinsichtlich ihres TZR-Repertoires analysiert.
Fast alle T-Zell-,Klone®, die in Mausversuchen eingesetzt werden konnten, wurden
im Klonierungsansatz mit angereicherten T-Zellen generiert, allein aus diesem
Ansatz konnten sechs der sieben adoptiven Transferversuche angesetzt werden.
Vier dieser ,Klone* wuchsen aus urspringlich 20.000 ausgesaten T-Zellen, nur zwei
aus ursprunglich 200.000 T-Zellen. Dabei war es unerheblich, wann die Zellen das
IL-2 bekamen. Nur ein ,Klon“ entstand aus dem Ansatz, bei dem vor der Klonierung
die Milz- und Lymphknotenzellen restimuliert wurden. Direkt in U96-Loch-Platten
eingebrachte Milz- und Lymphknotenzellen starben schon vor der 6. Restimulation,

ohne zu proliferieren.
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3.4.2. In-vitro-Charakterisierung der ,,Klone"

Fir die In-vitro-Charakterisierung wurden mindestens 100.000 T-Zellen in TRI-
Reagent™ aufgenommen und anschlieBend die RNS isoliert. Es wurden TZR-
Analysen und teilweise Sequenzierungen der erhaltenen TZR-Banden durchgefiihrt

und die erhaltenen Zellen so auf ihre Klonalitat hin untersucht.

Bei einem Teil der Klonierungen wurden In-vivo- und In-vitro-Versuche durchgefihrt
(s. Tab. 3.4.-1), bei einem anderen Teil wurde nur das TZR-Repertoire bestimmt
(s. Tab. 3.4.-2 und -3), weil sich die Zellen durch weitere Stimulationen nicht mehr
expandieren lieBen. Zum Zeitpunkt der adoptiven Transferversuche mit klonierten

T-Zellen wurde auch das TZR-Repertoire bestimmt.

Bei der Betrachtung des TZR-Repertoires zeigte sich bei den entstandenen ,Klonen*
ein sehr unterschiedliches Bild. Bei der Klonierung von angereicherten T-Zellen sieht
das Gesamtbild des TZR-Repertoires (s. Tab. 3.4.-3) der analysierten ,Klone*
eingeschrankter aus als bei Klonierung nach einer Restimulation (s. Tab. 3.4.-2).
Insgesamt sind auch mehr ,Klone* aus angereicherten T-Zellen so weit gewachsen,
dass adoptive Transferversuche durchgefiuhrt werden konnten (s. Tab. 3.4.-1). Nur
einer dieser erhaltenen ,Klone* war monoklonal (s. Abb. 3.4.-1). Wie erwartet, trat
bei den meisten ,Klonen* eine starke Einschrankung im TZR-Repertoire friher auf
als bei der etablierten Langzeitstimulation ohne Klonierung. Dort war eine
Einschrankung auf nur zwei bis drei Vp-Ketten erst am Ende der 9. Restimulation
aufgetreten (Kronenberger, pers. Mitteilung). Jetzt zeigte sich allerdings eine solche
Einschrankung schon am Ende der 5. Restimulation.

Eine einzelne VB4-Bande wurde bei einem ,Klon“ detektiert (Abb. 3.4.-1 und Tab.
3.4.-1). In einem friheren Versuch konnte durch mehrere Restimulationen von
T-Zellen aus immunisierten Mausen ebenfalls eine T-Zell-Population generiert
werden, die aulder VB4-JB1.3 noch VB6-JB2.3 exprimierte und in Mausen zu 100%
protektiv war (s. auch Kap. 3.3.). Es wurde diskutiert, dass die Protektivitat

zumindest teilweise von dieser VB4-Kette vermittelt wirde.
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Tabelle 3.4.-1: In-vitro-Charakterisierung adoptiv transferierter ,,Klone” und In-vivo-Tumorprotektivitat

Bezeichnung Art der urspriingliche | Zugabezeitpunkt | Zeitpunkt des | benutze(r) TZR JB-Sequenz Uberleben in %
des ,,Klons* Klonierung Zellzahl von IL-2 adoptiven
Transfers
E4-1 nach T-Zell- 20.000 nach 48h Ende 5. Rest. VB4 Jp1.3 0%
Anreicherung
A7 nach T-Zell- 20.000 nach 3h Ende 5. Rest. V8.2, JB2.6%, 17%
Anreicherung V(8.3 Jp2.6*
H11 nach T-Zell- 20.000 nach 3h Ende 5. Rest. polyklonal n.d. 25%
Anreicherung
E4-2 nach T-Zell- 200.000 nach 48h Ende 6. Rest. polyklonal n.d. 25%
Anreicherung
C2 nach T-Zell- 20.000 nach 3h Ende 6. Rest. polyklonal n.d. 25%
Anreicherung
B4 nach T-Zell- 200.000 nach 3h Ende 7. Rest. V1, JB2.1, 25%
Anreicherung VB4 JB1.6,
VB18** n.d.
G9 nach vorheriger 200.000 nach 48h Ende 8. Rest. polyklonal n.d. 0%
Restimulation

Wie man erkennen kann, ist nur ein wirklicher Klon entstanden (E4-1). Allerdings konnten diese T-Zellen keine Tumorprotektivitat vermitteln.
Eine Sequenzierung der PCR-Produkte wurde bei einem polyklonalen Repertoire fiir nicht sinnvoll erachtet, da in T-Zellen mit kaum eingeschranktem Repertoire die V- mit
vielen JB-Gensegmenten rearrangieren und dies zu nicht auswertbaren Mischsequenzen fihrt (K. Kronenberger, 2002).

Rest.: Restimulation

n.d.: Bande wurde nicht sequenziert
JB2.6*: Mischsequenz bis Position 7
VB18**: schwach ausgepragte Bande, keine Sequenzierung mdglich
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Tabelle 3.4.-2: Klonierung nach Restimulation (7d): TZR-VB-Repertoires von T-Zellen aus Triom-immunisierten Mdusen
,Klon« | Ausgangs- | TZR- 1 2 31| 4 |51 6 | 7 |81 |82|83| 9 |10 |1 |12 |13 |14 |15 | 16 | 18 | 20
zellzahl Analyse
A11 200.000 Elggztgl +++ - - +++ - ++ - +++  ++ + + - - ++  +++ + ++ - -
H8 200.000 Ende 9. +++ - - + - ++ - +++  +H+ - - - - +++  +++ - - - -
Rest.
H3 200.000 Elggztgl +++ - - - - +++ + ++  +++ +++ + - +++ - +++  +++ - - - -
F7 200.000 E;(:;tg' ++ ++ - + - ++ ++ ++ - + + - ++  +++ + - + +
G7 200.000 E;(:;tg' +++  ++ - - - - - ++ o+ - + +++ - - - -
H10 2.000 E;(:;tg' ++ ++ - ++ - + + +++  +++ - +++ - - - +++  +++ - - - +
E12 2.000 Ende 9. +++ + - - - +++ - +++ + - - - +++  +++ - - - -
Rest.
Tabelle 3.4.-3: Klonierung nach T-Zell-Anreicherung: TZR-VB-Repertoires von T-Zellen aus Triom-immunisierten Mausen
,Klon« | Ausgangs- | TZR- 1| 2 |31 4 |54 6 | 7 |81 |82|83| 9 |10 |11 |12 |13 |14 | 15| 16 | 18 | 20
zellzahl Analyse
E12 20.000 Elggzt& + +++ - - - - +++  ++ - + - - + +++  +++ -+ + -
B9 20.000 Ende8. | .., . . . - - . . . . . - . - -+ - . + +
Rest.
D2 2.000 Ende8. | v 4 - - - - - - - + - - - - - - - - - -
Rest.
A4 2.000 Ende 8. + - - - - +++ + +++  ++ - - - - - - - - - - -
Rest.
C12 2.000 Ende 8. - - - - - - - ++ - - - - - - - + - - - -
Rest.
-: Keine Bande zu detektieren : Schwache Bande ++: Mittelstarke Bande +++: Sehr starke Bande Rest.: Restimulation
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Um zu Uberprifen, ob bei dem gefundenen Klon ein bestimmtes J-Segment an V34
umgelagert worden war oder ob sich noch Mischsequenzen im J-Segment finden

lieken, wurde die Bande aus dem Gel ausgeschnitten und sequenziert.

M vp2 vpd vps.2 Ve vBeA  VpS3 M VE10  Wp12  Wp14 VP15 VP1E  Heg.
] VB34 Vp5A M VBT Vps2 M i) V11 Vp13 M VP16 VB20 M

Abbildung 3.4.-1: TZR-Repertoire des T-Zell-Klons E4-1

Als einzige Bande ist VB34 zu erkennen. Diese wurde aus dem Gel ausgeschnitten und sequenziert,
um den TZR auch hinsichtlich seines JB-Segmentes zu definieren.

M: Marker, 1kb plus

Neg.: Negativkontrolle

bp: Basenpaare

Nach Sequenzierung zeigte sich, dass es sich um einen wirklichen Klon (E4-1,
Abb. 3.4.-1 und Tab. 3.4.-1) handelte, bei dem das VB4-Gen an JB1.3 umgelagert
war (Abb. 3.4.-2).

Klonierung nach T-Zell-Anreicherung, Klon E4 -1

VE4-JB1.3:

V-Segment: S-AGTTCAAAGARAAACCATTTAGACCTTCAGATCACAGCTCTARA
GCCTGATGACTCGGOCACATACTTCTGTGCOAG CA GLCA-

NDN-J-Segment: AGATEGGEGACAAAMATACGCTCTATTTT GGAGAA GGALAGCCGE
CTCATTGTTGTAG-

C-Segment: AGGATCTGAGAAATGT GACTCCACCCAAG-GC-Klammer- 3

Abbildung 3.4.-2: Basenabfolge der sequenzierten V4-Bande des T-Zell-Klons E4-1

Die CDR3-Region ist unterstrichen: Sie erstreckt sich Uber die V-D-J-Verknipfungsstellen der
B-Kette und kodiert fir die Antigenbindungstelle.

Auch die anderen Sequenzierungen zeigten, dass meist nur ein J-Segment an ein

V-Segment rearrangiert war, und es kaum Mischsequenzen gab.
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3.4.3. In-vivo-Versuche mit klonierten T-Zellen

Die anhand ihres TZR-Repertoires naher charakterisierten T-Zellen aus den
Klonierungsversuchen wurden auch auf ihre tumorprotektive Wirkung hin untersucht.
Dazu wurden in adoptiven Transfers Naivméause mit jeweils 5 x 10° klonierten Zellen
behandelt. Diese T-Zellen wurden praventiv zusammen mit einer letalen Dosis A20-
Zellen i.p. verabreicht.

Tabelle 3.4.-1 zeigt die Uberleber in %, die nach 150 Tagen noch keinen Tumor
entwickelt hatten. Wenn alle Mausversuche mit klonierten T-Zellen
zusammengefasst werden, betragt die Quote der Langzeitiberleber 17%.

Der VB4-T-Zell-Klon (s. Kap. 3.4.2.) war nicht tumorprotektiv. Damit war bewiesen,

dass die VB4-Kette fiir den Tumorschutz allein nicht ausreicht.

Um zu Uberprifen, ob die T-Zellen der Uberlebenden Mause die A20-Zellen bei
erneutem Kontakt erkennen konnen und eventuell ein eingeschranktes TZR-
Repertoire aufweisen, wurde den Mausen erneut eine letale Dosis A20-Zellen i.p.
gespritzt und nach vier Tagen Milz und Lymphknoten entnommen. Es konnte aber
keine erhohte IFN-y-Produktion dieser T-Zellen im Vergleich zu Naivmausen im
Durchflusszytometer und auch kein eingeschranktes TZR-Repertoire dieser IFN-y"
Zellen festgestellt werden (s. Abb. 3.4.-3).

— E =
: —— ———— - i ; -
L L - HEENEE T e, = =
s p
M vp2 VB4 VES.2 1 VpEA VpE.2 ] W0 Wpz WE4 Vp1s VRS Wi
R LU iR | V51 K T VER2 M vpa Y W13 M Vs VEH M

Abbildung 3.4.-3: TZR-Repertoire von IFN-y-angereicherten  Milz- und
Lymphknotenzellen einer Uberlebermaus, die Zellen des A7-Klons bekommen hatte,
und der nach 150d erneut eine letale Dosis A20-Zellen i.p. gespritzt wurde

Exemplarisch wurde nur das TZR-Repertoire einer Uberlebermaus gezeigt. Bei den anderen
Mausen ergab sich ein identisches Bild. Es ist das volle Repertoire der VB-Ketten vorhanden.

M: Marker, 1kb plus

Neg.: Negativkontrolle

bp: Basenpaare

Zusammenfassend flr das Kapitel 3.4. kann festgehalten werden, dass tatsachlich

ein T-Zell-Klon generiert werden konnte, der eine der friiher beobachteten Vp-Ketten
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exprimierte und zusatzlich noch eine Umlagerung an das entsprechende Jf3-
Segment aufwies. Allerdings zeigte sich, dass dieser Klon keine In-vivo-Protektion
vermitteln konnte.

Die VB6-Kette konnte nicht weiter untersucht werden, da sich bei den Klonierungen
keine entsprechende Population bildete.

Es konnten aber mehrere T-Zellpopulationen mit sehr eingeschranktem TZR-
Repertoire, die durch Klonierung entstanden waren, weiter hinsichtlich ihrer
Tumorprotektivitat untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass diese
Zellpopulationen teilweise in vivo vor einem Tumorwachstum schitzen konnten,
allerdings war dazu anscheinend eine Poly- oder wenigstens Oligoklonalitat der
T-Zellen wichtig. Damit ist gezeigt, dass die AbstolRung der A20-Zellen nicht von
T-Zellen gegen ein spezifisches Abstollungsantigen abhangig ist, sondern von

verschiedenen T-Zellen mit Spezifitaten gegen verschiedene Tumorantigene.
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3.5. Nachweis Idiotyp-spezifischer T-Zellen nach Restimulationen

Wie in der Einleitung erwahnt, spielt der Idiotyp (Id) in vivo als AbstoRungsantigen
eine untergeordnete Rolle. Trotzdem besteht die Moglichkeit, dass Id-spezifische
T-Zellen durch Immunisierung in geringer Frequenz entstehen und diese durch In-

vitro-Restimulation expandiert werden konnen.

Fur den Nachweis Id-spezifischer Zellen mussten Peptide gefunden werden, die vom
Id abgeleitet sind. Zwei potenziell H-2K°-bindende Peptide wurden aus einer
Veroffentlichung (Armstrong et al., 2002) entnommen, deren Autoren diese Peptide
mit einem von Parker et al., 1994, entwickelten Computerprogramm gefunden
hatten. Eines der zwei Peptide aus der Veroffentlichung, hier MO1 genannt, wurde
von in vitro stimulierten zytotoxischen T-Zellen aus BALB/c-Mausen erkannt, die
nach Immunisierung mit einem rekombinanten Adenovirus, das fur den AZ20-
Lymphom-Id kodiert, gewonnen wurden. Das zweite Peptid aus dieser
Veroéffentlichung, MO3 benannt, wurde nicht erkannt. Zusatzlich zu den Peptiden aus
der Literatur wurde mittels Vorhersageprogrammen (Parker und SYFPEITHI zur
Vorhersage der MHC-Bindung, PAProC zur Vorhersage der Proteasomen-
Schnittstellen) eine weitere Sequenz aus dem Id-Protein ausgesucht (MO2). Die drei

vom |d abgeleiteten Peptide sind jeweils neun AS lang.

3.5.1. Peptid-Abfrage-System

Zusatzlich zu den oben genannten Peptiden wurde als Negativkontrolle das Peptid
TYQRTRALYV, das aus dem Influenza-A-Virus stammt und als H-2Kd-restringiertes
T-Zell-Epitop bekannt ist, genutzt. Als Uberpriifung auf Kreuzprasentation von
Antigenen wurde das AH1-Peptid, ein H-2L%restringiertes T-Zell-Epitop, das vom
MuLV-gp70-Hullprotein stammt und von CT26-Tumorzellen exprimiert wird (Casares
et al., 2001; Rice et al., 2002), getestet.

Die Prasentation der Peptide erfolgte durch bestrahlte Milzzellen, die 2 Stunden mit
den entsprechenden Peptiden im Brutschrank inkubiert wurden. Danach wurden die
in vitro sechs bis sieben Mal restimulierten T-Zellen aus immunisierten Mausen
zugegeben. Im Vergleich dazu wurden ebenso restimulierte T-Zellen aus naiven

BALB/c-Mausen getestet.
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Fur die Positivkontrolle der Peptidprasentation wurden BALB/c-Mause mit dem stark
immunogenen TCF1-Peptid, das zusatzlich noch an OVA gekoppelt war (TCF1-
OVA; von E. Kremmer, GSF) immunisiert. Nach einer Woche wurden Milzzellen
gewonnen und einmal in vitro mit TCF1 restimuliert. Bestrahlte Milzzellen, Uber die
die Prasentation stattfinden sollte, wurden mit TCF1-Peptid 2 Stunden inkubiert und
dann die zuvor beschriebenen TCF1-spezifischen T-Zellen dazugegeben (s. Abb.
3.5.-1 Aund B).

Der Kulturlberstand aus diesen Ansatzen wurde im Hinblick auf GM-CSF-

Produktion untersucht.

3.5.2. Qualitativer und semi-quantitativer In-vitro-Nachweis Idiotyp-spezi-

fischer T-Zellen

Die Kulturiberstande aus den oben beschriebenen Ansatzen wurden zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten, nach 24 und 72 Stunden, entnommen.
Als Positivkontrolle fir den ELISA wurde Kulturiiberstand des 1F5-Klons, eine

GM-CSF-produzierende Zelle, eingesetzt.

Wie man aus Abbildung 3.5.-1 A und B erkennen kann, funktioniert die Prasentation
der Peptide durch bestahlte Milzzellen sehr gut (Maus 1-3 + TCF1). Der Hintergrund
der Kontrollen in Abbildung 3.5.-1 A (in vitro restimulierte T-Zellen aus immunisierten
Mé&usen) liegt sehr niedrig bei 0,12 OD, allerdings bewegt sich auch die GM-CSF-
Produktion der T-Zellen, die die Peptide prasentiert bekamen, nicht Uber diesen
Hintergrund hinaus. In Abbildung 3.5.-1 B (in vitro restimulierte T-Zellen aus naiven
Mausen) kann man einen erhéhten Hintergrund des Kontrollgemisches aus
bestrahlten Milzzellen und T-Zellen erkennen, der sich bei 0,34 bewegt. Auch hier
kommt die GM-CSF-Konzentration in den Peptidansatzen MO1, MO2 und MO3 nicht
Uber diesen Wert hinaus. Der gezeigte Versuch ist exemplarisch fir zwei

unabhangig voneinander durchgefiihrte Versuche mit identischem Ergebnis.

Es kann also festgehalten werden, dass keines der drei hier getesteten vom Id-
abgeleiteten Peptide die A20-spezifischen T-Zellen zur GM-CSF-Produktion anregt,
obwohl zumindest fur MO1 in der Literatur Idiotyp-spezifische T-Zellen beschrieben

sind, die dieses Peptid erkennen (Armstrong et al., 2002).
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Abbildung 3.5.-1 A und B: Nachweis
Id-spezifischer T-Zellen am Ende der
6. Restimulation aus

A: Triom-immunisierten Mausen

B: naiven Mausen

Die Prasentation der Peptide durch
bestrahlte Milzzellen funktioniert gut, wie
man an der GM-CSF-Produktion der T-Zellen
aus  OVA-TCF1-immunisierten Mausen
erkennen kann (A und B: Maus 1-3 + TCF1).
A: Der Hintergrund (bestrahlte Milzzellen und
T-Zellen als Gemisch bzw. jeweils einzeln
sowie  Peptid-prasentierende  Milzzellen
allein) liegt sehr niedrig. Die GM-CSF-
Produktion von restimulierten T-Zellen, die
Id-Peptide prasentiert bekommen, liegt in
diesem Hintergrund.

B: Auch hier ist die Produktion von GM-CSF
von Milz- und T-Zellen per se sehr gering,
allerdings wird bei der Mischung dieser
beiden Zellsorten sehr viel GM-CSF
ausgeschittet. Die relativ hohen GM-CSF-
Werte, die bei den Gemischen von T-Zellen
mit  Id-Peptid-prasentierenden  Milzzellen
auftreten, liegen im Hintergrund, sind also
nicht auf Peptiderkennung zurlickzufihren.

MO1: T-Zellen + MO1-prasentierende,
bestrahlte Milzzellen
MO2: T-Zellen + MO2-prasentierende,
bestrahlte Milzzellen
MO3: T-Zellen + MOS3-prasentierende,

bestrahlte Milzzellen
AH1:  T-Zellen +
bestrahlte Milzzellen
Influenza: T-Zellen + Influenza-Peptid-
prasentierende, bestrahlte Milzzellen

ohne T-Zellen: das entsprechende Peptid
prasentierende Milzzellen ohne T-Zellen

AH1-prasentierende,
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3.6. Suche nach weiteren AbstoBungsantigenen im A20-B-Zell-
Lymphom

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass der Ig-ld des A20-Lymphoms kein potentes
Abstoflungsantigen ist, wurde damit begonnen, nach anderen in A20-Zellen
Uberexprimierten Antigenen zu suchen. Daher wurde in Datenbanken nach
Aquivalenten bekannter menschlicher AbstoBungsantigene gesucht und diese
Kandidatengene mittels quantitativer RT-PCR (Lightcycler-SYBR® Green I, s. Kap.

2.3.4.2.) auf ihre Expression hin untersucht.

Zuerst wurden Primer fir die AbstoRungsantigene unter Zuhilfenahme von
Computerprogrammen ausgewahlt und anschlieBend auf ihre Einsetzbarkeit im
Lightcycler ausgetestet. Die Ergebnisse wurden auf die Expression des

Haushaltsgens B-Actin und die Expression in Milzzellen normiert (s. Kap. 2.3.4.2.).

Kandidaten-Antigene sind jene Proteine, die sowohl in A20-Zellen als auch BiV-
Triomzellen Uberexprimiert werden. Dies wurde insbesondere bei TERT und Bax
beobachtet (s. Abb. 3.6.-1).

Expression bestimmter AbstoBungsantigene
$ 1000
(o]
=
(]
=
¢ 100 -
E O A20-Zellen
° m BiV-Zellen
-]
o 101 02.4G2-Zellen
£
1]
5
N (= ||
% Atm Bax p53 Bcl-XL Mdm2 Survivin  TERT
©
% 01

Antigene

Abbildung 3.6.-1: Expression bestimmter AbstoBungsantigene in A20-Zellen, dem
Fusionspartner 2.4G2 und den aus der Fusion entstandenen BiV-Zellen

Die Werte sind auf die Expression des Haushaltsgens B-Actin normiert. Die Expression der
jeweiligen Antigene in Milzzellen wurde auf 1 gesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte aus drei
Versuchen.
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Wenn weitere Antigenkandidaten durch die quantitative RT-PCR ausgemacht
wurden, kann dazu Ubergegangen werden, Einzelspezies-RNS dieser Antigene in
APZ zu transfizieren (z.B. mittels Lipofektion oder Elektroporation). Die Reaktivitat
von in vitro restimulierten T-Zellen aus immunisierten Mausen kann dann gegen die
transfizierten APZ Uberprift werden. Als Ablesesystem dieser Reaktivitat wirde die

IFN-y-Produktion, quantifiziert durch ELISA oder Elispot, herangezogen werden.

3.7. Morphologische Untersuchungen zur Kompartimentierung von
Triom- und A20-Zellen

Es wurden bei verschiedenen Immunisierungs- und Therapieschemata
unterschiedliche Effekte beobachtet. In der Praventionssituation kénnen A20-Zellen
s.c. oder i.p. gegeben werden, um anschlielRend erfolgreich abgesto3en zu werden.
Da in der Therapiesituation die Triom-Zellen aber nur nach i.v.- und nicht nach i.p.-
Gabe der A20-Zellen zur Abstollung filhren, scheint die Kompartimentierung der
Triom- und A20-Zellen eine wichtige Rolle zu spielen.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei i.p.-Gabe die Tumorzellen fir das
Immunsystem zu spat sichtbar werden, und das Tumorwachstum dann schon zu
weit fortgeschritten ist, um von immunkompetenten Zellen unterbunden zu werden.
Die A20-Zellen missten also zu einem friheren Zeitpunkt in den Lymphknoten

erscheinen, um noch erfolgreich vom Immunsystem bekampft werden zu kénnen.

Um die Wanderung der Triom- und A20-Zellen nach unterschiedlicher Applikation in
vivo verfolgen zu kénnen, mussten beide Zelllinien so markiert werden, dass sie
nach einigen Stunden bzw. Tagen in den verschiedenen Kompartimenten der Maus
wiederzufinden waren.

Die BiV-Triomzellen waren sehr einfach mit dem nicht-toxischen Fluorochrom CFSE
markierbar und fluoreszierten auch noch nach einigen Tagen, wahrend deren sie in
Kultur  gehalten wurden. Trotz der durch Zellteilung abnehmenden
Fluoreszenzintensitdt der einzelnen Triomzellen waren alle Zellen im

Fluoreszenzmikroskop gut sichtbar (s. Abb. 3.7.-1 A und B).
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Abbildung 3.7.-1: BiV-Triomzellen nach CFSE-Markierung im Durchlichtmikroskop
(A) und mit zugeschaltetem eGFP-Filter (B) in 50-facher VergroBRerung

Alle BiV-Zellen sind nach Markierung mit CFSE im Fluoreszenzmikroskop gut zu sehen. Die
Fluoreszenzintensitat der einzelnen Zellen Idsst nach einigen Zellteilungen durch Verteilung des
CFSE auf die Tochterzellen nach, aber die Zellen sind dann immer noch gut zu detektieren.

Bei den Versuchen, A20-Zellen mit CFSE anzufarben, stellte sich jedoch heraus,
dass diese Zellen durch die kurze Generationszeit der Lymphom-Zellen schnell an
Fluoreszenzintensitat verloren und nach 1-2 Tagen viele Zellen nicht mehr im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar waren. Daraufhin wurde ein eGFP-Vektor in die A20-
Zellen transduziert. Nach einigen Tagen in Kultur wurden diese Zellen mit einem
Zellsortierer anhand ihrer GFP-Produktion getrennt (s. Abb. 3.7.-2).
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Abbildung 3.7.-2: Sortierung auf GFP-produzierende A20-Zellen nach Transduktion
mit einem eGFP-Vektor; Quantifizierung der positiven Zellen durch
Durchflusszytometrie

Zuerst wurde nur auf GFP-positive Zellen sortiert. Dabei fiel auf, dass es zwei Populationen gab, die
unterschiedlich stark GFP produzierten. Da die starker produzierende Fraktion im
Fluoreszenzmikroskop wesentlich besser ausgemacht werden konnte, wurde in einer zweiten
Sortierung diese Population angereichert.

Die mit dem Vektor transduzierten A20-Zellen wurden i.p. und i.v. in BALB/c-Mause
gespritzt. Dabei stellte sich jedoch heraus, dass die A20-Zellen nicht mehr in den
M&usen anwuchsen. Auch bei wesentlich hoherer Dosierung der A20-Zellen
entwickelten sich keine Tumoren. Da GFP als starkes Immunogen bekannt ist,
konnte in diesem Fall davon ausgegangen werden, dass die AbstoRBung der A20-
Zellen Uber dieses Protein stattfand. Auflerdem waren die Mause, die die GFP-
transduzierten A20-Zellen bekommen hatten, nicht gegen den Wildtyp der A20-
Zellen immun.

Aufgrund dieser Tatsachen wurden weitere Versuche mit den transduzierten A20-
Zellen in SCID-Mausen durchgefliihrt, da in diesen Mausen keine Uber das GFP
vermittelte T-Zell-AbstoBung der A20-Zellen stattfinden konnte. Diese Mause
entwickelten erwartungsgemaR nach Gabe von 1 x 10° GFP-transduzierten A20-

Zellen Lymphome.

Um die Migration der Zellen zu verfolgen, wurden In-vivo-Versuche durchgefihrt.
Dabei wurden BALB/c-Mé&usen 2 x 10° bzw. 4 x 10° CFSE-markierte BiV-Zellen s.c.
bzw. i.p. gespritzt. SCID-Mause bekamen 2 x 10° GFP-transduzierte A20-Zellen i.p.
bzw. i.v. gespritzt. Axillare, inguinale und mesenteriale Lymphknoten wie auch die
Milz wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (1,5, 5 und 24 Std., z.T. 48 Std.) aus den

M&ausen entnommen und getrennt weiter behandelt. Die Quantifizierung der BiV-
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bzw. A20-Zellen erfolgte Uber limitierende Verdinnung (Tab. 3.7.-1). Bei Versuchen
mit SCID-Mausen wurde berlcksichtigt, dass diese Mause keine T- und B-Zellen
haben. Deswegen wurden nur 1 x 10* Zellen pro Loch eingesetzt, bei den Versuchen

mit BALB/c-Mausen waren es 1 x 10° Zellen.

3.7.1. Wanderung CFSE-markierter BiV-Zellen in BALB/c-Mausen

Dass Triom-Zellen trotz ihres xenogenen Anteils in der Milz von BALB/c-Mausen
noch 79 Tage nach i.p.-Injektion eindeutig nachzuweisen waren, wurde schon von
Graf et al., 2003, beschrieben. Dort wurde auch festgestellt, dass die in Mausen

Uberlebenden Vakzinezellen in vitro nur noch geringe Proliferation zeigten.

Es wurden 2 x 10° CFSE-markierte BiV-Zellen s.c. bzw. 4 x 10° i.p. gespritzt. Zu den
oben genannten Zeitpunkten wurden die axillaren und inguinalen Lymphknoten bei
s.c. gespritzten Mausen ipsilateral entnommen und getrennt weiter bearbeitet. Bei

i.p. behandelten Mausen wurde die mesenterialen Lymphknoten untersucht.

Auch hier konnte wie bei Graf et al., 2003, eine nur noch geringe Proliferation der
BiV-Zellen, nachdem sie aus den Mausen isoliert wurden, in Kultur gesehen werden.
Tabelle 3.7.-1 zeigt die Wiederfindungsrate der Vakzinezellen in den verschiedenen

Kompartimenten nach s.c.- oder i.p.-Gabe.

Tabelle 3.7.-1: Quantifizierung CFSE-markierter BiV-Zellen nach limitierender
Verdiinnung (1 x 10° Zellen pro Loch)

s.c.-Gabe axillare LK inguinale LK i.p.-Gabe mesenteriale LK
1,5h 19,8% 31,2% 1,5h 52,6%
5h 17,2% 35,3% 5h 95,3%*
24h 21,1% 59,5% 24h -
48h n.d. n.d. 48h -

Die Prozentwerte beziehen sich jeweils auf die Anzahl der Lécher, in denen CFSE-markierte BiV-
Zellen zu finden waren, im Verhaltnis zu der Gesamtzahl der Lécher, die ausplattiert wurden.

Fir die s.c.-Versuche wurden die Zellen aus jeweils fiinf Mausen gemischt.

Bei i.p.-Versuchen waren es zu jedem Zeitpunkt nur die mesenterialen Lymphknotenzellen aus einer
Maus.

* : Es waren jeweils 3-5 CFSE-markierte BiV-Zellen pro Loch zu finden.

LK: Lymphknoten

n.d.: Versuch nicht durchgefiihrt
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Wenn man die Daten der s.c.-applizierten BiV-Zellen betrachtet, kann man
erkennen, dass sich die Vakzinezellen innerhalb der ersten Stunden nach
Applikation sehr schnell in den Lymphknoten wiederfinden lassen.

Nach i.p.-Gabe der BiV-Zellen reichern sich diese innerhalb der ersten 5 Stunden in
den mesenterialen Lymphknoten sehr stark an, aber nach 24 Stunden sind dort

keine BiV-Zellen mehr zu detektieren.

3.7.2. Wanderung GFP-transduzierter A20-Zellen in SCID-Mausen

Die Platten wurden direkt nach dem Ausplattieren im Mikroskop angesehen und die
fluoreszierenden Zellen gezahlt (s. Tab. 3.7.-2). Danach wurden die Platten in den
Brutschrank gestellt und nach einigen Tagen wieder angesehen. Die anfangs
gezahlten, fluoreszierenden Zellen hatten sich geteilt und jede einzelne einen

fluoreszierenden Zellhaufen gebildet (s. Abb. 3.7.-3).

Tabelle 3.7.-2: Quantifizierung GFP-transduzierter A20-Zellen nach limitierender
Verdiinnung (1 x 10* Zellen pro Loch)

i.p.-Gabe Milz axillare LK inguinale LK mesenteriale LK
1,5h 100%* - 96,9%* 6,25%
5h 100%* - - 3,3%
24h 35,4% - - -
i.v.-Gabe Milz axilldre LK inguinale LK mesenteriale LK
1,5h 12,5% - - 2,1%
5h 3,1% - - -
24h - - - -

Die Prozentwerte beziehen sich jeweils auf die Anzahl der Locher, in denen GFP-transduzierte A20-
Zellen zu finden waren, im Verhaltnis zu der Gesamtzahl der Lécher, die ausplattiert wurden.

Die Zellen der einzelnen Organe wurden jeweils aus vier Mausen gemischt.

* . Es waren unmittelbar nach dem Ausplattieren jeweils 3-5 GFP-transduzierte A20-Zellen pro Loch
zu finden (s. Abb. 3.7.-3).

LK: Lymphknoten

Wie man aus der Tabelle 3.7.-2 enthnehmen kann, fanden sich die meisten GFP-
transduzierten A20-Zellen nach i.p.-Gabe schon sehr friih in der Milz, aber auch in
den inguinalen und in wesentlich geringerer Frequenz in den mesenterialen
Lymphknoten wieder. Nach 5 Stunden waren in der Milz immer noch A20-Zellen zu
finden, allerdings waren sie in den inguinalen Lymphknoten nicht mehr

nachzuweisen und nur noch in geringer Frequenz in den mesenterialen
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Lymphknoten zu finden. Nach 24 Stunden wurde dann auch die Wiederfindungsrate
in der Milz geringer. Bei i.v.-Applikation der GFP-transduzierten A20-Zellen konnte
man nur zu den 1,5- und 5-Stunden-Zeitpunkten in geringer Frequenz in der Milz
A20-Zellen sehen, nach 24 Stunden war auch dort nichts mehr zu finden. In den
untersuchten Lymphknoten waren die A20-Zellen nur ganz frih in ganz geringer

Prozentzahl zu detektieren.

Abbildung 3.7.-3: GFP-transduzierte A20-Zellen, die 7d nach limitierender
Verdiinnung in einem Loch einer Flachboden-96-Loch-Platte gewachsen waren und
im Durchlichtmikroskop (A) und mit zugeschaltetem eGFP-Filter (B) in 50-facher
VergroRerung angesehen wurden

Milzzellen einer SCID-Maus, die 1,5h nach i.p.-Gabe der GFP-transduzierten A20-Zellen mit einer
Zellzahl von 1 x 10* Zellen pro Loch ausplattiert wurden.
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Die Hypothese, dass i.p. verabreichte Tumorzellen dem Immunsystem zu spat
prasentiert und nicht mehr erfolgreich abgestolen werden, wird durch die oben
gezeigten Daten nicht unterstiitzt. Deswegen wurden weitere In-vivo- und In-vitro-
Versuche durchgefiihrt, die es ermoglichen sollten, die Wanderung und

Kompartimentierung der Tumorzellen in der Maus zu verfolgen.

3.7.3. Wanderung ®**Cu-markierter A20-Zellen in BALB/c-Miusen

Diese Versuche wurden in Kooperation mit der Universitat Tibingen, Labor fir

Praklinische Bildgebung und Bildgebungstechnologie, durchgefihrt.

Die mit ®*Cu inkubierten A20-Zellen wurden i.v. appliziert. 7 Stunden nach Gabe der

Zellen wurde die Maus narkotisiert, die Aktivitat mittels Positronen-Emissions-

Tomographie (PET) aufgenommen und Schichtaufnahmen aus diesen Daten erstellt
(s. Abb. 3.7.-4).

Abbildung 3.7.-4: Verteilung von ®*Cu-markierten A20-Zellen in einer BALB/c-Maus
7 Stunden nach i.v.-Gabe

Die Zahlen entsprechen den Schichtnummern. Die einzelnen Schichten sind 0,6mm dick.
Die Bilder zeigen in Aufsicht die auf dem Bauch liegende Maus, der Kopf liegt oben. Der rote Punkt
links unten an den Aufnahmen dient zur Positionsbestimmung der Maus.
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Die Schichtaufnahmen zeigen, dass sich die A20-Zellen nach 7 Stunden
hauptsachlich in den Lungen aufhalten. Der dunkle Schatten auf dem linken
Lungenfligel stellt das Herz dar, in dem sich keine markierten A20-Zellen befinden.
Ab Schichtnummer 73 wird rechts unten die Aktivitat in der Leber sichtbar, die sich in

den nachfolgenden Schichten Uber die rechte untere Bildseite ausbreitet.

Um zu uUberprifen, wie die Verteilung der Tumorzellen in der Maus zu einem
spateren Zeitpunkt nach i.v.- bzw. i.p.-Gabe ®*Cu-markierter A20-Zellen aussieht,
wurden 24 Stunden nach Applikation Organe aus den Mausen entnommen und die
darin enthaltene Aktivitat quantifiziert (s. Abb. 3.7.-5).

Biodistribution von A20-Zellen in BALB/c-Mausen
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Abbildung 3.7.-5: Biodistribution von A20-Zellen in BALB/c-Mdusen 24 Stunden
nach i.p.- oder i.v.-Gabe

Bei den hier verwendeten A20-Zellen handelt es sich um eine MHC-I-niedrig-Variante.

Die in Abbildung 3.7.-5 dargestellte Biodistribution der A20-Zellen zeigt, dass bei i.v.-
Gabe der A20-Zellen nach 24 Stunden viel Aktivitat in den Ausscheidungsorganen
der Maus wiederfindet, weniger in der Lunge, wie es nach 7 Stunden (s. Abb. 3.7.-4)
der Fall war. Bei der Vergleichsgruppe, der die ®*Cu-markierten A20-Zellen i.p.
verabreicht wurden, ist in den untersuchten Organen nur sehr wenig Aktivitat

messbar. Weitere Versuche mit i.v. applizierten A20-Zellen, bei denen 24 Stunden
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nach Gabe der Zellen noch weitere Organe auf Aktivitat Gberprift wurden, zeigten

auch in anderen Ausscheidungsorganen eine hohe Akivitat (s. Abb. 3.7.-6).

Biodistribution von A20-Zellen nach i.v.-Gabe
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Abbildung 3.7.-6: Biodistribution von ®**Cu-markierten A20-Zellen 24 Stunden nach
i.v.-Applikation

Zur Vergleichbarkeit mit Abbildung 3.7.-5 wurden in diesem Experiment ebenfalls die Ergebnisse der
A20-MHC-I-niedrig-Variante gezeigt. Die parallel zu diesem Versuch generierten Daten fir A20-
Zellen zeigten gleiche Ergebnisse.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine neue Hypothese bezuglich der
unterschiedlichen Effekte nach iv.- bzw. ip.-Gabe von A20-Zellen in der
Therapiesituation aufgestellt: Die A20-Zellen werden nach i.v.-Gabe in gro3erem
Umfang relativ schnell nach Applikation zerstort, die Folge der A20-Lyse ware eine
geringere Tumorlast in den Tieren. Damit ist ein Therapieerfolg im Gegensatz zu i.p.

verabreichten Tumorzellen mdglich.

Es kann aber ohne weitere Biodistributionsversuche einschlieBlich Mikro-
autoradiographie keine abschlieRende Beurteilung Uber die beiden Hypothesen
abgegeben werden. Die In-vivo-Verfolgung der A20-Zellen Uber einen Zeitraum von
24 Stunden koénnte eventuell Aufschlisse Uber den Zeitpunkt und den Ort der

Tumorzelllyse liefern.

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



4. DISKUSSION 108

4. DISKUSSION

Die stetig wachsenden Erkenntnisse Uber Antigenprasentation, T-Zell-Aktivierung
und die ldentifikation von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA), die spezifisch von
Lymphozyten erkannt werden (Boon et al., 1997), haben zu neuen Immuntherapien
gegen Krebs geflhrt. Trotz der Expression einer Vielzahl von TAA (Coulie, 1997,
Boon und van der Bruggen, 1996) kdonnen maligne Zellen der Immuniberwachung
durch verschiedene Mechanismen entkommen, z.B. durch ineffektive Prasentation
der TAA (Tsioulias et al., 1993) oder durch fehlende kostimulatorische Signale fur
die T-Zell-Aktivierung (Chen et al., 1992; Schwartz, 1990). Es wurden bisher viele
Ansatze zur Verbesserung der Prasentation von Tumor-abgeleiteten Peptiden durch
APZ entwickelt. Ebenso wurde versucht, die Tumor-spezifischen T-Zellen direkt
durch Zytokine zu aktivieren (Borden und Sondel, 1990; Schiller et al., 1993).

Der Immunglobulin-ldiotyp (Ig-ld), ein absolut spezifisches Zielantigen von B-Zell-
Lymphomen, hat sich als attraktives Ziel aktiver Immuntherapie herausgestellt.
Allerdings ist der Ig-Id ein schwaches Tumor-Antigen, so dass fir eine erfolgreiche
Immunisierung in Mausmodellen (Campbell et al., 1988; Campbell et al., 1990;
George et al., 1988; Kaminski et al., 1987) als auch in Patienten (Hsu et al., 1993;
Kwak et al., 1992; Nelson et al., 1996) eine Kopplung an Tragerproteine oder die
Zugabe von Adjuvantien notwendig war. Alternativ konnte die anti-ld-Antwort auch
durch Vakzinierung mit GM-CSF-transduzierten Tumorzellen (Levitsky et al., 1996)
und durch ein von einer genetisch modifizierten Tumorzelle produziertes
Fusionsprotein aus dem Id und GM-CSF (Selmayr et al.,, 1999) erhoht und
Tumorprotektivitat erreicht werden. Studien mit monoklonalen Antikdrpern gegen
Determinanten des Idiotyps zeigten zwar Wirksamkeit (Miller et al., 1982; Maloney
et al.,, 1992), aber durch somatische Mutationen im Bereich der variablen Gen-
segmente des Ig kam es zu vielen Rickfallen.

Die geringe Anzahl von bekannten AbstoRungsantigenen, somatische Mutationen im
Bereich der variablen Anteile des Ig und Antigenverlust, durch den es zu ,Escape®-
Varianten der Tumorzellen kommt, die nicht mehr vom Immunsystem erkannt
werden kénnen, limitieren die Therapiemoglichkeiten gegen einzelne
Abstoflungsantigene. Diese Einschrankungen konnten aber durch die Induktion
einer polyklonalen Antwort gegen eine Vielzahl von Antigenen umgangen werden.
Der Triomzell-Ansatz greift diesen Gedanken auf und Uberwindet die ineffiziente

Antigen-Prasentation von malignen B-Zellen durch Redirektion der Lymphomzellen
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an APZ (Mocikat et al., 1997). Diese induzieren durch die Prasentation einer Vielzahl
von Tumorantigenen eine polyklonale anti-Tumor-Antwort (Kronenberger et al.,
2002). Im murinen A20-Lymphom-Modell haben sich die Triomzellen in vivo als
praventiv und therapeutisch wirksam herausgestellt (Mocikat et al., 1997; Strehl et
al., 1999).

Der Tumorschutz wird weniger Uber die humorale Immunabwehr als vielmehr Gber
die zellulare Abwehr vermittelt. Die Aspekte dieser zellularen Immunantwort wurden
schon naher untersucht. Man hatte festgestellt, dass mehrfach in vitro mit A20-Zellen
restimulierte T-Zellen einen CD4" Phanotyp besaflen. T-Zellen aus Triom-
immunisierten Mausen zeigten nach zwei Restimulationen mit A20-Zellen Spezifitat
gegen diese Lymphomzellen und nach weiteren drei Restimulationen waren die
T-Zellen tumorprotektiv. Das T-Zell-Rezeptor-Repertoire (TZR-Repertoire) dieser
mehrfach restimulierten Zellen wurde ebenfalls spezifiziert und zeigte nach neun
Restimulationen eine Einschrankung auf drei TZR-Banden.

Interessant ist nun, wie die Immunantwort, die die Triomzellen in vivo induzieren,
genau aussieht, und worin sich die T-Zellen aus immunisierten Mausen von denen

aus naiven Mausen unterscheiden.

4.1. Untersuchung markierter und angereicherter tumorspezifischer
T-Zellen

Nach Markierung von IFN-y-produzierenden Zellen aus naiven und immunisierten
Mausen zeigte sich, dass die Frequenz tumorspezifischer T-Zellen aus
Immunmausen héher war als aus Naivmausen. Dieses Ergebnis spiegelte sich auch
nach Langzeitstimulation und Anreicherung der IFN-y* Zellen wider. Durch

Kurzzeitstimulation lieRen sich die IFN-y* T-Zellen nicht expandieren.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass durch die Immunisierung von BALB/c-
Mausen in vivo eine Aktivierung von T-Zellen stattfindet, die daraufhin IFN-y
produzieren. Es kann sich dabei um CD8" oder CD4" T-Zellen handeln. Um n&her zu
untersuchen, welche Art der Immunantwort durch die Immunisierung mit Triom-
zellen bevorzugt wird, wurden die IFN-y* Zellen weiter auf ihren Phanotyp hin

untersucht.
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4.1.1 In-vitro-Charakterisierung der tumorspezifischen T-Zellen

Die FACS-Analysen zeigten, dass wahrend einer 7d-Restimulation bei Zellen aus
immunisierten Mausen eine starke Entwicklung von CD8" und CD4" T-Zellen
stattfand. Die IFN-y* Zellen expandierten aber ausschlieBlich in der CD4" Fraktion.
Bei Zellen aus naiven Mausen expandierten hauptsachlich die CD4" T-Zellen, eine

Zunahme von IFN-y" Zellen war auch hier nur in der CD4" Fraktion zu beobachten.

CD4" Zellen spielen eine entscheidende Rolle in der anti-Tumor-Immunantwort
durch ihre In-vivo-Aktivitat gegen MHC-II-positive und MHC-II-negative Tumoren.
Diese Aktivitat wird vermittelt durch CD40-CD40L-Interaktionen (Noelle et al., 1992;
Grewal et al., 1998) und wirkt sich durch die Hilfe fir CD8" T-Zellen (Toes et al.,
1999), Induktion der IFN-y-abhangigen Monozyten/Makrophagen-vermittelten
Zytotoxizitat (Egeter et al.,, 2000; Greenberg, 1991; Mumberg et al., 1999) oder
durch Aktivierung der B-Zellen zur Antikorperproduktion (Hung et al., 1998) aus. Der
therapeutische Effekt der A20-reaktiven Th1-Zellen konnte durch Zugabe eines anti-

IFN-y-Antikdrpers komplett unterbunden werden (Egeter et al., 2000).

Des Weiteren kann man den FACS-Daten entnehmen, dass es IFN-y" Zellen gibt,
die weder einen CD4" noch einen CD8" Phéanotyp besitzen. Bei Immunmausen ist
die Frequenz dieser Zellen doppelt so hoch (2,0%) wie bei Zellen aus Naivmausen
(1,0%), durch Immunisierung findet in vivo anscheinend eine Aktivierung dieser
Zellen statt. Nach einer Restimulation nahm die Frequenz dieser Zellen wieder ab.

Es konnte sich bei diesen CD37IFN-y* T-Zellen um NK-Zellen handeln, die bei
adoptivem Transfer eine gewisse Rolle in der Tumorbekdmpfung spielen kdnnten.
Aus friheren Langzeitstimulationen und FACS-Analysen der Zellen ist schon
bekannt, dass eine geringe Prozentzahl an NK-Zellen auch noch nach Ende der
9. In-vitro-Restimulation zu finden ist (K. Kronenberger, 2002). Allerdings wurde
dabei noch nicht untersucht, ob diese NK-Zellen IFN-y produzieren und welchen
Anteil diese Zellen dann bei einem adoptiven Transfer haben. NK-Zell-Depletions-
experimente hatten gezeigt, dass NK-Zellen fir die direkte AbstoRung von
Tumorzellen wichtig sein kdnnen (Adam et al., 2005; Mocikat et al., 2003). NK-Zellen
sind aulRerdem fur eine erfolgreiche Triom-Immunisierung wichtig. Unter NK-Zell-
Depletion in der Praventionssituation funktionierte die Immunisierung nicht mehr

(Mocikat, pers. Mitteilung).
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Eine weitere Charakterisierung der IFN-y-produzierenden Zellen fand auf
molekularer Ebene statt. Das TZR-Repertoire am Ende der 2. Restimulation und
nach Anreicherung der IFN-y" T-Zellen aus naiven M&usen wurde Uberprift und
zeigte keine Einschrankung. Das TZR-Repertoire aus Immunmausen dagegen
zeigte eine starke Einschrankung. Dies war sehr bemerkenswert, denn bisher hatte
sich ein ahnliches Repertoire tumorprotektiver T-Zellen erst am Ende der 9.
Restimulation gezeigt (K. Kronenberger, 2002). Anscheinend werden durch Triom-
Immunisierung die IFN-y-produzierenden T-Zellen nur von einigen wenigen
Antigenen stimuliert, die auch schon in frlheren Experimenten tumorprotektive

T-Zellen erzeugt hatten.

4.1.2. Die tumorspezifischen Zellen im adoptiven Transfer

Wie schon aus vorhergegangenen Versuchen bekannt, konnte nach nur zweimaliger
Restimulation von T-Zellen aus immunisierten Mausen eine tumorprotektive Wirkung
erzielt werden (Mocikat, pers. Mitteilung). Im Unterschied zu den friiheren Versuchen
wurden in dieser Arbeit nach zweimaliger Restimulation erst die IFN-y-
produzierenden T-Zellen angereichert und diese spezifischen T-Zellen in geringer
Konzentration (3 x 10° anstatt 5 x 10° Zellen) adoptiv mit einer letalen Dosis
Tumorzellen transferiert. Obwohl die T-Zell-Konzentration bei gleichbleibender
Tumordosis erniedrigt wurde, konnte auch hier eine tumorprotektive Wirkung erzielt
werden, da es sich um spezifisch A20-erkennende T-Zellen handelte. Diese
tumorprotektive Wirkung wurde allerdings auch hier wie in frGheren Versuchen nur
erzielt, wenn die urspringlichen T-Zellen aus Triom-immunisierten Mausen

stammten.

Es konnte also gezeigt werden, dass die TumorabstoRung wenigstens zum Teil
durch IFN-y" T-Zellen vermittelt wird, die zuvor in vivo mit den Tumorantigenen in
Kontakt getreten sein und aufgrund ihrer geringen Frequenz in vivo zusatzlich
mehrfach in vitro mit den Tumorzellen restimuliert werden missen.

Allerdings ist die Rolle der NK-Zellen noch naher zu untersuchen, denn wie diese
und frihere Versuche gezeigt hatten, kdnnte ein Teil der TumorabstoRung auch auf

aktivierte, IFN-y-sezernierende NK-Zellen zuriickzuflhren sein.
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4.2. Untersuchungen zum Zytokin-Expressionsprofil

Eine mégliche Erklarung fir das differenzielle In-vivo-Verhalten von T-Zellen aus
naiven und immunisierten Mausen mit identischer Tumorspezifitat ware die
unterschiedliche Expression bestimmter Zytokine. Als interessant wurden hierbei
Zytokine angesehen, die eine Zuordnung zu Th1- oder Th2-Zellen zulief’en und
damit einen Rickschluss auf die Immunantwort. Es wurden Kulturiiberstande von
T-Zellen vor, wahrend und nach mehreren Restimulationen untersucht, um die
Kinetik der Immunantwort zu ermitteln. Ebenso wurden die Zytokinkonzentrationen
im Serum von naiven und immunisierten Mausen miteinander verglichen, um die

Immunantwort nach Triom-Immunisierung naher zu charakterisieren.

4.2.1. In vitro restimulierte T-Zellen

Zur Unterscheidung der Th-Antworten wurden IL-2, -4, -5, -10, -12, IFN-y, GM-CSF
und TNF-a gemessen. Vor In-vitro-Stimulierung zeigten die T-Zellen keine messbare
Zytokinsekretion. Das ist insofern Uberraschend, als zumindest die T-Zellen der
immunisierten Maus schon mit Tumorantigenen in Kontakt gekommen waren.
Méglicherweise ist die Frequenz tumorspezifischer T-Zellen zu gering, um hier einen
Effekt zu sehen. Allerdings lieRen sich die T-Zellen aus Triom-immunisierten Mausen
in vitro schneller aktivieren als T-Zellen aus naiven Mausen. So war am 2. Tag der
In-vitro-Restimulation eine deutliche Aktivierung der T-Zellen aus Immunmausen,
aber nicht der T-Zellen aus Naivmausen, sichtbar. Erst am Ende der
1. Restimulation zeigte sich ein annahernd gleiches Expressionsmuster.
Hauptsachlich wurden zu diesem Zeitpunkt GM-CSF und IFN-y sezerniert. Die sich
kaum unterscheidende IFN-y-Produktion restimulierter T-Zellen aus naiven und
immunisierten Mausen legt den Schluss nahe, dass diese tumorspezifischen Th1-
Zellen/ZTL fur die Tumorprotektivitat nicht allein verantwortlich sind (s. a. Kap.
4.1.2.). Ein entscheidender Unterschied war aber in der IL-5-Sekretion zu erkennen.
Bis zum Ende der 4. Restimulation produzierten nur T-Zellen, die urspriinglich aus
immunisierten Mausen kamen, dieses Th2-Zytokin in erheblicher Menge. Auch ein
weiteres Th2-Zytokin, IL-10, wird hauptsachlich von T-Zellen, die in vivo in Kontakt

mit den Tumorantigenen getreten sind, sezerniert.
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Durch vorangegangene Immunisierung mit Triomzellen scheinen in vivo Th2-Zellen
entstanden zu sein, die unter den In-vitro-Bedingungen expandieren kénnen. Die
Th2-Zellen kénnten durch die Induktion einer Th1-Antwort einen grof3en Einfluss auf
die Tumorprotektivitdt haben (Schiler et al., 1999) und somit den entscheidenden
Unterschied im Vergleich zu restimulierten T-Zellen aus naiven Mausen ausmachen,
die nicht tumorprotektiv waren. Die entscheidende Rolle der Th2-Antwort wurde
durch IL-4"-M&use untermauert, die nach Triom-Immunisierung nicht gegen A20-

Zellen geschiutzt waren (Mocikat, pers. Mitteilung).

4.2.2. Mausseren

Auch die Untersuchung des Serums von immunisierten Mausen lasst darauf
schlieRen, dass Th2-Zellen durch die Immunantwort auf Triomzellen entstehen. Die
beobachtete IL-4-Sekretion, wenn auch in geringer Konzentration, konnte fur die
Induktion einer Th1-Antwort wichtig sein, durch die es im Weiteren durch die IFN-y-
und IL-2-Sekretion zu einer Aktivierung von ZTL und damit zur Aufrechterhaltung
einer Immunantwort kommt (Schiler et al., 1999). Es konnten IFN-y und geringe
Mengen von IL-2 im Serum detektiert werden.

Des Weiteren wurden im Serum immunisierter Mause sehr hohe IL-10- und IL-12-
Konzentrationen gefunden. IL-10 wird au3er von Th2-Zellen auch von maturen DC
gebildet. Diese sind fiir die erfolgreiche Triom-Immunisierung sehr wichtig (s. Kap.
1.4.). IL-12 wird u.a. von aktivierten endogenen DC produziert, die ihrerseits durch
IFN-y aus aktivierten NK-Zellen stimuliert werden (Adam et al., 2005; Ferlazzo et al.,
2002; Gerosa et al., 2002; Glas et al., 2000; Kelly et al., 2002, a und b; Piccioli et al.,
2002). Die Existenz IFN-y-produzierender NK-Zellen, die durch Triom-Immunisierung
oder aktivierte DC induziert werden, wurde schon in Kap. 4.1.1. und 4.1.2. naher
diskutiert. Die aktivierten endogenen DC kénnten auch auf eine CD4-T-Zell-
unabhangige Weise zytotoxische T-Zellen induzieren (Adam et al., 2005). Dagegen
spricht jedoch der Befund, dass nach CD4-T-Zell-Depletion die Triom-Immunisierung

keine Tumorprotektion mehr vermittelt (Mocikat et al., 1997).

Insgesamt scheint auf die Immunisierung mit Triomzellen in den Mausen eine

gemischte Th-Antwort zu erfolgen.

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



4. DISKUSSION 114

4.3. Angereicherte T-Zellen mit spezifischem TZR im adoptiven
Transfer

Eine Einschrankung im TZR-Repertoire kann auf eine klonale Antigen-spezifische
T-Zell-Aktivierung zurtickgeflihrt werden.

Ergebnisse in Mausmodellen zeigten Kriterien auf, die entscheidend fiir die Antigen-
getriebene Selektion von TZR im Verlauf einer spezifischen, zellvermittelten
Immunantwort sind: Limitierter Gebrauch der V- und J-Gensegmente beider TZR-
Ketten, Einschrankung der CDR3-Schleifenldange und Konservierung bestimmter
Aminosauren in der CDR3-Region (McHeyzer-Williams und Davis, 1995; Maryanski
et al., 1996). Andererseits zeigte eine Vielzahl von Studien, dass ein TZR-
Repertoire, das eine Antigen-spezifische Immunantwort vermittelt, von stark
eingeschrankt bis hin zu aulerordentlich divers variieren kann (Casanova und
Maryanski, 1993; Moss et al., 1995; Pantaleo et al., 1994; Steinle et al., 1995). Das
Bild einer Antigen-getriebenen, monoklonalen T-Zell-Expansion in vivo steht in
deutlichem Widerspruch zu den Studien von Maryanski et al.,, 1996, die auf
Sequenzniveau belegen, dass mehrere TZR-B-Ketten zum Repertoire einer Antigen-
spezifisch aktivierten T-Zell-Population in vivo beitragen. Zudem kann die
biologische Signifikanz selbst von monoklonalen T-Zell-Expansionen ohne
begleitende funktionelle Analysen nicht evaluiert werden. Bislang wurden
molekularbiologische und funktionelle Untersuchungen aber erst in wenigen Studien
kombiniert (Caignard et al., 1996; Sensi et al.,, 1993). Sensi et al. fanden bei der
Untersuchung von mehreren HLA-A2" Melanomen durch Isolierung von ZTL-Klonen
bestimmte Uberexprimierte TZR-B-Sequenzen in den TIL, aber nicht in den PBL der

Tumorpatienten.

Anhand der Analyse des TZR wurde schon in friheren Versuchen in unserem Labor
die molekulare Natur der T-Zell-vermittelten Immunantwort gegen A20-Tumorzellen
untersucht. Zur besseren Charakterisierung dieser Immunantwort wurden In-vivo-
Experimente mit den auf molekularer Ebene analysierten T-Zellen durchgefthrt. Es
fand sich eine starke Einschrankung im VB-TZR-Repertoire von mehrmals
restimulierten T-Zellen aus Triom-immunisierten Mausen. Tumorprotektive T-Zellen
zeigten eine Restriktion auf VB34 und VB6. AuRerdem war eine schwache V31-Bande

zu sehen. Es sollte nun untersucht werden, in welcher Frequenz diese spezifischen
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T-Zellen in der immunisierten Maus vorkommen, und ob sie auch nach wenigen

Restimulationsrunden protektiv sind.

Fiur die Frequenzermittiung wurden Milz- und Lymphknotenzellen aus naiven und
immunisierten Mausen untersucht. Im Vergleich der Frequenzen stellte sich heraus,
dass durch die Immunisierung keine Expansion dieser spezifischen T-Zellen in vivo
in der Maus stattfand. Die Frequenzen der VB4- sowie der VB6-T-Zellen lief3en sich
durch die In-vitro-Bedingungen der Restimulation (z.B. IL-2-Gabe nach 48 Stunden)
bei Zellen aus naiven und immunisierten Mausen gleichermallen erhéhen.

Im adoptiven Transferversuch zweimal restimulierter und immunmagnetisch
angereicherter T-Zellen zeigte sich, dass ein auf diese Weise hergestelltes Gemisch
aus VB4- und VB6-T-Zellen nicht protektiv war.

Die mangelnde Tumorprotektivitat dieser Zellen kénnte darauf zurlickzuflihren sein,
dass die Zellen nach der immunmagnetischen Separation eventuell in ihrer Funktion
durch Uberstimulation durch gebundene VB4- und VB6-Ak und die ebenfalls noch
anhaftenden magnetischen Partikel beeintrachtigt waren. Durch die Zugabe von anti-
CD28-Ak als kostimulatorisches Signal fur die T-Zellen sollte die Moglichkeit
ausgeschlossen werden, dass die T-Zellen anergisch werden (Harding et al., 1992).
Ebenso sollte das Uberleben der angereicherten T-Zellen durch Zugabe von anti-
CD28-Ak gesteigert werden (Noel et al., 1996).

Die nach Anreicherung der VB4- und VB6-positiven T-Zellen verbliebenen Zellen
wurden ebenfalls eine Woche mit anti-CD28-Ak in Kultur gehalten und dann in
Mause gespritzt. Bei diesem Versuch kam zu einer Uberlebensrate von 25% der
Mause, wenn die Ursprungszellen aus immunisierten Mausen stammten. Da sich in
diesem Gemisch von Zellen wahrscheinlich auch NK-Zellen befunden haben, konnte
das Nichtanwachsen des Tumors teilweise auf die Anwesenheit von NK-Zellen
zurtckzufihren sein (s. auch Kap. 4.1.2.).

Um auszuschlieen, dass die immunmagnetische Anreicherung und die
Kostimulation mit anti-CD28-Ak die T-Zellen in ihrer Funktion verandert oder
beeintrachtigt, wurde im nachsten Schritt versucht, T-Zellen mit spezifischem TZR
durch Klonierung zu generieren und diese Klone im adoptiven Transfer auf ihre

Tumorprotektivitat zu testen.
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4.4. Klonierte T-Zellen aus immunisierten Mausen im adoptiven
Transfer

Da in unserem Labor bislang noch keine Maus-T-Zellen kloniert wurden, musste
zuerst ein System etabliert werden. Als effektivste Klonierungsstrategie erwies sich
die immunmagnetische Anreicherung von T-Zellen direkt nach Entnahme der Milz-
und Lymphknoten aus der Maus. 20.000 bis 200.000 T-Zellen wurden pro Loch in
96-Loch-Platten ausplattiert und alle drei Wochen mit 20.000 bis 200.000 A20-Zellen
und 5.000 bis 50.000 APZ restimuliert. AuRerdem wurden die Zellen mit 5 U IL-2 pro
Loch versorgt.

Am Ende der 5., 6. und 7. Restimulation waren einige ,Klone* so weit expandiert
worden, dass sie in adoptiven Transferversuchen eingesetzt und zusatzlich noch auf
molekularer Ebene hinsichtlich ihres benutzten TZR-Repertoires untersucht werden
konnten. Es zeigte sich ein sehr unterschiedliches Bild in der Einschrankung im
TZR-Repertoire der entstandenen ,Klone“. Es reichte von mono- bis polyklonal. Bei
mono- oder oligoklonalen Zellen wurden die einzelnen TZR-Banden noch auf ihre
JB-Sequenz untersucht. Bei der Sequenzierung fiel auf, dass Mischsequenzen
selten auftraten. Bei der etablierten Langzeitstimulation von T-Zellen aus
immunisierten Mausen gab es nach flinf In-vitro-Restimulationen bisher immer JB-
Mischsequenzen (K. Kronenberger, 2002).

Nach der Sequenzierung wurde deutlich, dass es gelungen war, einen echten Klon
zu generieren. Die Zellen dieses Klons benutzen nur den VB4-TZR, wobei die
Sequenz von JB1.3 daran umgelagert war. Allerdings zeigte der Klon in vivo keine
protektive Wirkung gegen gleichzeitig verabreichte A20-Zellen. Bei den adoptiv
transferierten oligo- und polyklonalen Zellpopulationen hingegen konnte

Tumorprotektion beobachtet werden.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Oligo- oder Polyklonalitat der T-Zellen
und damit eine Antwort gegen verschiedene Antigene sehr wichtig ist. Das wurde die
Grundlage des Triomzell-Ansatzes unterstitzen, bei dem viele Tumorantigene
effektiv Uber APZ prasentiert werden und damit eine oligo- oder polyklonale
Immunantwort hervorgerufen wird. VB4-JB1.3-positive Zellen allein vermittelten
keinen Tumorschutz, auch wenn es sich bei diesem Klon um schon in friheren
Versuchen aufgetretene T-Zellen mit einem bestimmten TZR handelte, die damals in
Kombination mit VB6-JB2.3 und VB1 T-Zellen zu 100% tumorprotektiv waren
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(K. Kronenberger, 2002). Dieses Ergebnis ist ein entscheidender Hinweis darauf,
dass die TumorabstoRung nicht auf ein einzelnes Antigen wie z. B. den Id
zurtckzufiihren ist, sondern dass die T-Zell-Antwort gegen mehrere Antigene

gerichtet sein muss, um eine Abstol3ung von Tumorzellen zu ermdglichen.

4.5. Idiotyp-spezifische T-Zellen nach Restimulation

Fir Immuntherapien wurde dem Ig-Id als tumorspezifischem Antigen in malignen
B-Zellen in der Literatur schon immer ein hoher Stellenwert beigemessen (Bogen
et al., 2000; Pardoll, 1993; Stevenson et al., 1990; Wen et al., 2001). Was jedoch die
Art der induzierten anti-ld-Antwort betrifft, gibt es unterschiedliche Ergebnisse: Zum
Beispiel konnten Syrengelas und Levy (1999) im 38C13-B-Zell-Lymphom zeigen,
dass durch eine DNS-Vakzinierung nur eine humorale tumorprotektive
Immunantwort induziert werden konnte, jedoch keine ZTL-Antwort. In anderen
Studien konnten auch zelluldare Immunantworten nachgewiesen werden (Bogen et
al., 1995; Chakrabarti und Ghosh, 1992).

Der Id des A20-B-Zell-Lymphoms ist bekannt. Die tumorspezifische Aktivitat von in
vitro mit Id-Protein stimulierten T-Zellen aus immunisierten Mausen wurde getestet
und nach adoptivem Transfer zeigte sich, dass diese T-Zellen nicht tumorprotektiv
waren. Eine humorale anti-ld-Antwort nach Id-spezifischer Immunisierung war zwar
detektierbar, diese spiegelte sich aber nicht im Grad der In-vivo-Protektivitat wider
(Kronenberger et al., 2002; Mocikat et al., 1997). Auch Armstrong erhielt im A20-
Mausmodell nach Id-spezifischer Immunisierung humorale und zellulare Antworten,
aber die Immunisierung von Mausen mit einem rekombinanten Adenovirus, das fir
den A20-1d kodiert, war nur z.T. erfolgreich (Armstrong et al., 2002).

In dieser Arbeit sollte das Ausmaly der durch Triom-Immunisierung induzierten Id-

spezifischen T-Zellen ermittelt werden.

Fur die Quantifizierung Id-spezifischer T-Zellen musste zuerst ein Nachweissystem
entwickelt und etabliert werden. Drei potenziell immunogene Peptidbruchstliicke des
Ig-ld wurden aus der Literatur (Armstrong et al., 2002) bzw. mit Hilfe von

Datenbanken und Vorhersageprogrammen ausgesucht. Fur die Aufnahme und
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Prasentation dieser Peptide erwiesen sich bestrahlte Milzzellen als geeignet.
Uberprift wurde die Funktionalitdt dieses Systems durch T-Zellen, die aus OVA-
TCF1-immunisierten Mausen stammten und mit TCF1-Peptid restimuliert wurden.
Bei Zugabe der TCF1-prasentierenden Milzzellen produzierten diese GM-CSF-.

Nachdem die Peptidprasentation der bestrahlten Milzzellen durch das Testsystem
nachgewiesen werden konnte, wurden T-Zellen aus naiven und immunisierten
Mausen am Ende der 6. bzw. 7. Restimulation auf Id-spezifische T-Zellen getestet.
Als Ergebnis liel3 sich festhalten, dass durch die Immunisierung wenig ld-spezifische
T-Zellen entstehen und diese sich auch durch mehrere In-vitro-Restimulationen
anscheinend kaum expandieren lassen. Die Anzahl der Id-spezifischen T-Zellen lag

unterhalb der Nachweisgrenze des Testsystems.

Dem Ig-Id als spezifisches Antigen fir das A20-B-Zell-Lymphom kann bei der
TumorabstolBung im Triom-Modell also nur eine sehr untergeordnete Rolle
zukommen, da sehr wenig Id-spezifische T-Zellen durch die Immunisierung
entstehen. Hauptsachlich werden die Tumorzellen wohl durch andere

AbstolRungsantigene auf ihrer Zelloberflache erkannt.

4.6 Weitere AbstoBungsantigene auf A20-Tumorzellen

Bei der Suche nach weiteren AbstoRungsantigenen auf A20-Tumorzellen wurde in
Datenbanken nach Aquivalenten bekannter menschlicher AbstoRungsantigene
gesucht. Mittels RT-PCR wurde die Expression dieser Antigene auf A20-Zellen
quantitativ ermittelt.

Es konnte eine Uberexpression von Bax und TERT festgestellt werden. Bei den
Versuchen stellte sind aulRerdem heraus, dass diese Antigene auch auf Triomzellen
Uberexprimiert sind. Die erfolgreiche AbstoRung von A20-Zellen nach Triom-
Immunisierung konnte also auf T-Zellen zurlckzufuhren sein, die diese Antigene
erkennen. Um die Hypothese zu beweisen, missen allerdings noch weiterfihrende
Experimente durchgefiihrt werden. Eine Moglichkeit zur Uberprifung wére, die
Einzelspezies-RNS in APZ zu transferieren und die Reaktivitat restimulierter T-Zellen

aus immunisierten Mausen dagegen zu testen.
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4.7. Kompartimentierung von Triom- und A20-Zellen

Die Kompartimentierung der Vakzine- und Tumorzellen scheint eine wichtige Rolle
bei der TumorabstoRung zu spielen. Von den Triomzellen ist bekannt, dass sie trotz
ihres xenogenen Anteils noch lange nach i.p.-Vakzinierung in der Milz nachweisbar
sind (Graf et al., 2003) und somit als Antigenquelle zur Verfiigung stehen. In der
Therapiesituation hatte sich gezeigt, dass A20-Zellen nur nach i.v.-Gabe abgestoen
werden kénnen. Es wurde vermutet, dass die A20-Zellen nach i.p.-Gabe dem

Immunsystem zu spat prasentiert werden, um noch erfolgreich bekampft zu werden.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde die Wanderung der beiden Zelllinien in
Mausen verfolgt. Dazu wurden die Triomzellen mit CFSE markiert und die A20-
Zellen stabil mit einem eGFP-Vektor transduziert. Diese Zellen wurden den Mausen
gespritzt und zu verschiedenen Zeitpunkten Milzen und Lymphknoten enthommen.
Mittels limitierender Verdunnung wurde die Frequenz der Triom- und A20-Zellen in
den Organen bestimmt.

Die Versuche zeigten, dass sich die Triomzellen innerhalb der ersten 24 Stunden in
den axillaren, inguinalen und mesenterialen Lymphknoten stark anreichern. Dort
kédnnen sie mit den DC und diese mit den T-Zellen in Kontakt treten, um eine
Immunantwort zu induzieren.

Da sich 24 Stunden nach i.v.-Gabe der A20-Zellen in den Milzen und auch in den
Lymphknoten der Mause sehr wenig A20-Zellen wiederfinden lielken, wurden weitere
In-vivo- und In-vitro-Versuche mit ®*Cu-markierten A20-Zellen angeschlossen, um zu
klaren, wo sich die restlichen A20-Zellen befinden. Es zeigte sich, dass sich i.v.
gespritzte A20-Zellen in den ersten Stunden hauptsachlich in den Lungen
anreichern. Nach 24 Stunden dagegen ist viel °‘Cu-Aktivitdt in der Leber,

Gallenblase und den Nieren der Tiere zu finden.

Die beobachteten Ergebnisse unterstlitzen die oben aufgestellte Hypothese nicht.
Dass in der Therapiesituation nur bei i.v.-Gabe der A20-Zellen diese erfolgreich
abgestofRen werden, kdnnte also daran liegen, dass eine schnellere Lyse der i.v.-
verabreichten A20-Zellen in vivo stattfindet. Hinweis daflr ist die hohe Aktivitat in
den Ausscheidungsorganen. So verringert sich die Tumorlast in diesen Mausen. Bei
i.p.-Gabe werden die A20-Zellen zwar dem Immunsystem prasentiert, aber die

Tumorlast ist zu grof3 fir das Immunsystem.

Analyse spezifischer T-Zellen in einem murinen Tumor-Immunisierungsmodell
Carolin Liking



4. DISKUSSION 120

4.8.

Ausblick

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse werfen einige weiterfliihrende Fragen auf:

Welche Rolle spielen die aktivierten NK-Zellen bei der

a) TumorabstoRung?

Dazu konnte man die NK-Zellen durch positive Selektion aus den
restimulierten Zellen heraussortieren und danach die IFN-y" T-Zellen
anreichern und adoptiv transferieren.

b) Immunisierung?

Der Effekt der NK-Zellen kénnte durch In-vivo-NK-Zell-Depletion vor Gabe
der Triomzellen getestet werden. Anderungen im Zytokinexpressionsmuster
im Serum dieser Tiere konnten RickschlUsse auf die Rolle der NK-Zellen auf

die Immunantwort zulassen.

Welche Antigene sind fur die Abstol3ung der A20-Zellen zustandig?

Dazu miusste noch die Expression weiterer AbstoRungsantigene auf A20-
Zellen getestet werden. Die Einzelspezies-RNS dieser AbstoRungsantigene
kénnte in DC transfiziert und die Reaktivitat restimulierter T-Zellen aus

immunisierten Mausen gegen diese Antigene getestet werden.

Welchen Einfluss hat die Kompartimentierung von restimulierten T-Zellen aus
naiven und immunisierten Mausen auf die Tumorprotektivitat?

Mittels der an der Universitdt Tibingen etablierten Methode der ®‘Cu-
Markierung und Visualisierung durch PET kdnnten restimulierte T-Zellen aus
naiven und immunisierten Mausen in vivo verfolgt und eventuelle
Unterschiede in der Wanderung/Kompartimentierung der Zellen sichtbar

gemacht werden.

Welchen Einfluss hat die Umgebung der Einspritzstelle auf die T-, Vakzine-
und Tumorzellen?

Durch immunhistologische Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
den Vakzinezellen und den sie umgebenden Gewebestrukturen kénnte das
Geschehen um die Einspritzstelle durch konfokale Mikroskopie sichtbar

gemacht werden.
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