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Verzeichnis der Abklrzungen

Q Ohm

ADCC antibody-dependent-cell-mediated cytotoxicity
(Antikdrper-abhangige zellvermitelte Zytotoxizitat)

AG Antigen

AK Antikbrper

ALL Akute lymphatische Leukamie

AML Akute myeloische Lukamie

APC Antigen presenting cell (Antigen prasentierende Zelle)
AR aktivierender Rezeptor

BCR B-cell receptor

CD Cluster of Differentiation

CLL Chronisch myeloische Leukamie

CTL Cytotoxic T Lymphocyte (Zytotoxischer T-Lymphozyt)
CTLA Cytotoxic T Lymphocyte Antigen (zytotoxisches

T-Lymphozyten Antigen)

DC Dendritic Cell (dendritische Zelle)

EGFP enhanced green fluorescent protein ( verstarkt griin
fluoreszierendes Protein)

ER Endoplasmatisches Retikulum




FAS Fibroblast-associated antigen (Fibroblasten
-assoziiertes Antigen)

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor
(Granulozyten-Makrophagen koloniestimulierender
Faktor)

HLA Human Leukocyte Antigen (humanes Leukozyten
Antigen)

HPV Humanes Papilloma Virus

ICAM Intercellular Adhesion Molecules (interzellulares

Adhasionsmolekil)

IL Interleukin

Ig Immunglobulin

IVT In-vitro-TransKript

kD kilodalton

KIR Killer cell immunoglobulin-like receptor

(Killerzell-inhibierende Rezeptoren)

MHC Major Histocompability Complex
(Haupthistokompatibilitdtskomplex)

NK Natirliche Killerzelle

PBMNC peripheral blood mononuclear cell (mononukleare Zelle
des peripheren Blutes)

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)




PMA phorbol 12-myristate 13-acetate
RCC renal cell carcinoma (Nierenzell-Karzinom)

RGS1 regulator of G-protein-signalling (Regulatorprotein 1 der
GTPase Signaltransduktion)

RGS1-IVT RGS1 In-vitro-Transkript (s.0.)
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT-PCR reverse transcription-polymerase chain reaction

(Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion)

TAA Tumor-assoziiertes Antigen

TAP transporter associated with antigen processing
(Antigenpeptid Transorter)

TCR T-cell receptor (T-Zell-Rezeptor)

TGF transforming growth factor (transformierender
Wachstumsfaktor)

TNF tumor necrosis factor (Tumornekrosefaktor)

TRP Tyrosin-related Peptid (Tyrosin-assoziiertes Peptid)

TSA Tumor spezifisches Antigen

Vi



Verzeichnis der Abbildungen

Abb. 1:

Abb. 2:

Abb. 3:

Abb. 4:

Abb. 5:

Abb.6

Abb. 7:

Abb.8

Abb.9:

Abb.10

Dendritische Zelle aus Monozyt des Menschen

RT-PCR humaner Tumorzellinien

Chrom-[>1Cr] —Release-Assay zur Analyse der lytischen
CTL-Aktivitat (HLA-A2-positiver Targetzellen)

Bestéatigung der Antigenspezifitat mittels Antikdrperblockie-
rung (HLA-A2-restrinigiert)

Chrom-[°'Cr] —Release-Assay zur Analyse der lytischen
CTL-Aktivitat (HLA-A3-positiver Targetzellen)

Bestatigung der Antigenspezifitat mittels Cold Target Inhibi-
tion (HLA-AS3-restringiert)

Chrom-[°'Cr] —Release-Assay zur Analyse der lytischen
CTL-Aktivitat (HLA-A2/-A3-positiver Targetzellen)

Bestatigung der Antigenspezifitat mittels Cold Target Inhibi-
tion (HLA-A2 und HLA-AS3 restringiert)

Lyse autologer RGS1-positiver CLL Blasten und T-Zellen
im Chrom-[>Cr] — Release-Assay (Patient 1). Bestétigung
der HLA-Restriktivitat mittels Antikdrperblockierung.

Lyse autolger CLL-Blasten (Patient 1, Patient 2), Nega-
tivkontrolle mit autologen, RGS1-negativer AML-Blasten
(Patient 3).

Vil



Tabellenverzeichnis

- O 00 N o 0o A W N =

—
—

Gerdteund Hersteller . . . . . ... ... .. oL 16
Geréte und Hersteller (Fortsetzung) . . . . .. ... ... ... .. 17
Verbrauchsmaterialien . . . . . .. ... ... ... L. 17
Reagenzien . . . . . . . . . ... 18
Reagenzien (Fortsetzung) . . . . . . . . . . . ... . ... ... 19
Kitsund Primer . . . . . . . . . . . . 20
Medienund Puffer . . . . ... .. .. ... ... 21
RNA . 22
AntikOrper . . . . . . 22
Tumorzelllinien . . . . . . . ... 23
Tumorzelllinien (Fortsetzung) . . . . . . .. ... ... ... .... 24

VI



1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem (immunis aus dem lateinischen = frei, verschont, unberihrt)
des Menschen ist ein aus Zellen, Molekllen und Organen bestehendes, mul-
tifunktionales Netzwerk. Es hat zum Ziel, den Kdrper vor externen (toxischen,
mechanischen, infektibsen) Stérfaktoren sowie internen Fehlsteuerungsprozes-
sen zu schitzen, welche die Integritat des Organismus gefahrden kénnten. Der
Kdrper befindet sich in standiger Auseinandersetzung mit unzahligen Mikroorga-
nismen, die es abzuwehren gilt. AuBerdem kontrolliert das Immunsystem eigene
Zellregulationsmechanismen, d.h., es eliminiert Zellen, die in irgend einer Form
fehlgeleitet, beziehungsweise von ihrem determinierten Differenzierungspfad ab-
gekommen sind. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen der unspezifischen,
angeborenen und der spezifischen, adaptiven Immunitat. Beide Systeme sind je-
doch funktionell eng miteinander verknUpft .

1.1.1 Die unspezifische (angeborene) Inmunitat

Die unspezifische Immunitat ist ein phylogenetisch sehr alter Teil des Immunsy-
stems und weist groBe Ahnlichkeit zu anderen Spezies auf. Sie ist von Geburt
an funktionstlichtig, kann - im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem - kein
immunologisches Gedéachtnis entwickeln, sprich - sie kann nicht “hinzulernen”.
Sie kann jedoch durch Interaktion mit dem spezifischen Immunsystem in ihrer
Wirksamkeit enorm verstarkt werden. Bestandteile des unspezifischen Immunsy-
stems sind beispielsweise

» der physiologische Saureschutzmantel der Haut

+ die Schleimhaute, welche sowohl mechanische als auch immunologische
Schutzfunktionen besitzen (aktive, gerichtete Resorptions- und Sekretions-
vorgange sowie die Sezernierung von Immunglobulinen, allen voran IgA)

» Speichel und TranenflUssigkeit, die mithilfe von Muraminidasen (Lysozym)
die Zellwand von Bakterien andauen

« das Flimmerepithel der Bronchialschleimhaut, welches aktiv, durch gerich-
teten Kinozilienschlag, Schmutzpartikel oralwérts transportiert

1
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* der saure pH-Wert im Magen,

« die physiologische Bakterienflora des gesamten Gastrointestinal- und Uro-
genitaltraktes, die mikrobiellen Eindringlingen das Uberleben erheblich er-
schwert [45, S.38-45][52, 75]

Die zellularen Vertreter der angeborenen Immunitat sind Phagozyten (allen voran
neutrophile Granulozyten und Makrophagen, aber auch eosinophile Granulozy-
ten und dendritische Zellen). Schafft es ein mikrobieller Eindringling nun doch, die
Oberflachenepithelien des Kérpers zu tberwinden, wird er sofort von Phagozy-
ten und Molekulen attackiert. Nach Erkennung des Pathogens anhand allgemein
vorkommender Oberflachenstrukturen phagozytieren Makrophagen den Erreger
und induzieren die Sekretion von biologisch aktiven Molekdilen. (Zytokine, welche
das Verhalten anderer Zellen beeinflussen und Chemokine, welche andere Ef-
fektorzellen - unter anderem neutrophile Granulozyten aus dem Blut - anlocken).
Diese biogenen Molekdle initiieren einen Entziindungsprozess [55, 85].

Auch Uber eine Aktivierung des alternativen Wegs des Komplementsystems kann
eine Entziindungsreaktion beziehungsweise Phagozytose mikrobieller Pathoge-
ne generiert werden. Das Komplementsystem ist ein System von Plasmaprotei-
nen, dessen Hauptaufgaben unter anderem in der Opsonierung von Pathogenen,
in der Chemotaxis weiterer Effektorzellen, in der Initiierung einer Entziindung, so-
wie in der direkten Lyse der Zielzelle bestehen [99].

Auch die etwa 30 Proteine der Akuten Phase, die bei Gewebsschadigung me-
diatorvermittelt in der Leber synthetisiert werden, sind wichtiger Bestandteil des
unspezifischen Immunsystems. Sie tragen dazu bei, einer Ausbreitung der Ent-
zUndung entgegen zu wirken, beziehungsweise den Entziindungsherd zu sanie-
ren.

Eine weitere Wirkung der Zytokine ist die Aktivierung von NatUrlichen Killerzellen
(NK-Zellen). Sie entwickeln sich im Knochenmark aus der gemeinsamen lympha-
tischen Vorlauferzelle und patroullieren im peripheren Blut. Sie kénnen entartete
oder virusinfizierte Zellen erkennen und abtéten, missen folgerichtig auch in der
Lage sein, zwischen infizierten und nicht-infizierten beziehungweise kbrpereige-
nen und korperfremden Zellen zu differenzieren. Dies gelingt ihnen durch ver-
schiedene Regulationsmechanismen wie z.B. die Expression von zwei verschie-
denen Oberflachenrezeptortypen (hemmend: KIR, bzw. aktivierend: AR) sowie
die Expression von MHC-Klasse-1-Molekilen. Dariberhinaus besitzen sie nied-
rig affine Fcy-Rezeptoren (klassifiziert als CD16 Oberflachenantigene), welche
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aggregiertes IlgG erkennen und binden. Dieser Mechanismus verleiht den NK Zel-
len neben ihrer natirlichen Zytotoxozitat die Fahigkeit zur Antikbrper-abhéngigen
Zytotoxizitat (ADCC=antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)[76]. Somit
kénnen unspezifisch Zellen erkannt bzw. lysiert werden, welche mit humoralen
Antikdrpern markiert sind. NK Zellen kénnen jedoch auch ohne Antikdrperver-
mittlung agieren: Eine verminderte bzw. fehlende Expression von MHC-Klasse-
I-Molekilen (wie z.B auf Tumor- bzw. Virusinfizierten Zellen) flihrt zur sofortigen
Elimination [54, 30].

1.1.2 Das spezifische (adaptive) Inmunsystem

Phylogenetisch entwickelt sich bei Menschen und Wirbeltieren die adaptive (spe-
zifische/erworbene) Immunitat aus dem unspezifischen Immunsystem und muf3
postnatal erst erlernt werden. Sie ist charakterisisiert durch héchste Pathogen-
spezifitdt, Diversitat, die Fahigkeit zur Konservierung der erlernten Fahigkeiten
(immunologisches Gedachtnis) sowie die Mdglichkeit zur Sekundarantwort. Die
spezifische Immunabwehr ist stets antikérpervermittelt. Hauptakteure sind Anti-
genprasentierende Zellen (APCs), die sich aus der myeloiden Vorlauferzelle ab-
leiten, sowie B-und T-Lymphozyten, die aus der lymphatischen Vorlauferzelle her-
vorgehen.

Der humorale Teil des spezifischen Immunsystems wird von den B-Lymphozyten
getragen, welche im Knochenmark entstehen. Durch klonale Selektion wird hier-
bei héchste Pathogenspezifitat erreicht. Nach Bindung des passenden Antigens
an die N-terminale Region des B-Zell-Rezeptors (BCR = gebundene Form des
von der B-Zelle synthetisierten Antikdrpers) auf der Oberflache der B-Zellen wer-
den diese aktiviert und differenzieren meist zu Immunglobulin-produzierenden Ef-
fektorzellen, den Plasmazellen, oder einige wenige zu sogenannten Gedachtnis-
zellen (durch welche das Immunsysthem im Falle eines Zweitkontaktes mit dem
Pathogen schneller in der Lage ist, zu reagieren) [106]. Immunglobuline (Igs) ent-
falten ihre Wirkung durch Neutralisation von Antigenen, Opsonierung, Aktivie-
rung des Komplementsystems, ADCC via NK-Zellen sowie durch Agglutination.
Das Antikdrperreportoire des Menschen umfasst ca. 10!! verschiedene Molekiile.
Diese enorme Diversitat wird durch Mechanismen wie z.B. somatische Rekombi-
nation, variable Kombinationsmaéglichkeiten der schweren und leichten Kette im
vollstédndigen Ig-Molekil sowie durch verschiedene Mutationsprozesse erreicht
[103, 43, 100, 11, 26, 105]. Im Gegensatz zu T-Lymphozyten sind B-Lymphozyten
in der Lage, natives Antigen zu erkennen - auch ohne die Hilfe von APCs [113].
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T-Zellen entstehen - ebenso wie B-Zellen - im Knochenmark, wandern jedoch
schon frih als naive T-Zellen zur vollstandigen Ausdifferenzierung in den Thymus
aus. Dort angekommen, missen sie sich positiven Selektionsmechanismen (Pri-
fung der Existenz autologer MHC-Molekile) und negativen Selektionmechanis-
men (Elimination autoreaktiver T-Zellen) unterziehen. Der T-Zell Rezeptor erkennt
Antigen nur in Assoziation mit Selbst-MHC-Molekilen (Major-Histocompability
Complex), wobei Antigen auf APCs gebunden prasentiert wird. [5, 66, 89] Zur
Erkennung werden jedoch auch Ko-Rezeptoren benétigt: CD4 interagiert hierbei
nur mit MHC-Klasse-II-Molekilen, CD8 nur mit MHC-Klasse-I-Molekllen. Nach
Aktivierung erfolgt die Differenzierung in folgende Effektorzellen:

 Zytotoxische T-Lymphozyten (im folgenden als CTL bezeichnet): Sie sind
CD8* Effektorzellen, welche fertige Zytotoxine in Form von lytischen
Granzym-/Perforin geflllten Granula bereithalten. lhre Aufgabe ist die ziel-
genaue Elimination von zytosolischen Krankheitserregen (meist Viren) und
von Tumorzellen. Darlber hinaus synthetisieren sie IFN~ (hemmt die Virus-
replikation, reguliert die Expression von MHC-Klasse-1-Molekdilen, aktiviert
Makrophagen)

 T-Helferzellen: Sie tragen CD4 Molekiile auf ihrer Oberflache und aktivieren
T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen

* Inflammatorische T-Zellen: sie tragen ebenfalls CD4 Molekile auf ihrer
Oberflache

1.2 Zellen des Immunsystems
1.2.1 Effektorzellen

B- und T-Lymphozyten, welche bisher noch keinen Antigenkontakt hatten, sind
sogenannte naive, also ungepragte Lymphozyten. Kommen sie jedoch - bei-
spielsweise im Rahmen einer Infektion - mit Pathogenen in BerlGhrung, prolife-
rieren sie und differenzieren zu Effektorzellen.

Bei den T-Effektorzellen gibt es drei funktionelle Gruppen, wobei sich die CD4+ T-
Helferzellen in Ty 1 und Ty2-Zellen unterteilen. Die T4 1 -Zellsynthese wird ange-
regt durch vesikulares Pathogen in Makrophagen und dendritsche Zellen (DCs).
Sie richten sich somit vor allem gegen intrazellulare Erreger. Sie stimulieren Gber
GM-CSF und TNF« die “Tétungsmechanismen” der Makrophagen und CTLs und
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sind somit wesentlicher Bestandteil der zellvermittelten Immunitat. An der hu-
moralen Immunitat beteiligen sie sich, in dem sie B-Zellen zur Ak-Synthese (vor
allem 1gG) anregen. Ty2 Zellen stimulieren hingegen Uber Interleukine (z.B IL 4,
IL5,IL10) die humorale Immunitat.

Die dritte Gruppe sind die CD8" CTLs - auch T-Killerzellen genannt. Sie erkennen
Antigen, das ihnen Uber MHC-Klasse-I-Komplexe von allen kernhaltigen Zellen
dargeboten wird, d.h., sie sind spezialisiert auf die Erkennung endogen syntheti-
sierter Peptide - somit unterscheiden sie zwischen “eigen und fremd”. Ihre Aufga-
be besteht in der Eliminierung virusinfizierter oder maligne entarteter Zellen durch
Induktion von Apoptose. Dies bewaltigen CTLs vor allem Gber kalziumabhangige
Freisetzung spezieller, intrazellular praformierter, lytischer Granula wie Granzym
B [60] (gehdrt zur Familie der Serinproteasen) und Perforinen (zu den Proteasen
gehdOrend) [104]. Letztere induzieren die Apoptose indirekt Gber Aktivierung von
Enzymkaskaden, die letztendlich zum Abbau der DNA fihren. Ein weiterer T6-
tungsmechanismus der CTL ist die rezeptorvermittelte Aktivierung von Caspasen
(Bindung des Fas-Liganden an den Fas Rezeptor auf der Zielzelle). Darlber hin-
aus stehen ihr zur Wirtsverteidigung zytokinvermittelte Verteidigungstrategien zur
Verfiigung, zum Beispiel die Sekretion von IFN-v,TNF-a und TNF-3. Bewaffnete
zytotoxische CD8+ Effektorzellen schranken so auf vielfaltige Weise die Verbrei-
tung zytosolischer Krankheitserreger bzw. maligne entarteter Zellen ein.

1.2.2 Dendritische Zellen

Abbildung 1: DC aus Monozyten des Menschen, www.immuntherapie.org
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Zu den sogenannten “professionellen” antigenprasentierenden Zellen gehéren
dendritische Zellen, B-Lymphozyten und Makrophagen, wobei erstere hierbei in
sehr “altruistischer” Weise agieren: lhre wohl einzige Aufgabe besteht darin, T-
Zellen Antigen zu préasentieren. Dendritische Zellen (im folgenden als DCs be-
zeichnet) gelten als potenteste, hdchstspezialisierte APCs und spielen daher
eine Schllsselrolle in der zellvermittelten Immunabwehr und prasentieren so-
wohl MHC-Klasse-I- als auch MHC-Klasse-II-Molekule auf ihrer Oberflache [47].
DCs existieren funtionell und phanotypisch in zwei unterschiedlichen Reifestadi-
en. Unreife DCs (Prototyp sind die Langerhanszellen der Epidermis) sind dar-
auf spezialisiert, Pathogen zu lokalisieren und gegebenfalls zu phagozytieren,
sind jedoch nicht zur hochpotenten T-Zell-Stimulation fahig. Sie exprimieren re-
lativ geringe MHC-Molekilkonzentrationen an ihrer Oberflache und besitzen kei-
ne ko-stimulatorischen Fahigkeiten (z.B. CD86, B7). Nach Pathogenaufnahme
kommt es zur Hochregulation dieser Ko-Stimulatoren, zur Zytokinsekretion so-
wie zu einer gesteigerten Empfindlichkeit gegentiber verschiedenen Chemoki-
nen (MIP-353, 6Ckine) [84, 92] wodurch die DCs Uber afferente Lymphbahnen zu
den regionaren Lymphknoten und in die Milz gelangen. Nun haben die DCs ein
(Reife-)Stadium erreicht, in dem sie eine primare Immunantwort initileren kén-
nen. In dem sie naiven Lymphozyten AG prasentieren und ihre Entwicklung in
definierte Effektorzellsubpopulationen dirigieren (z.B. in Ty 1- Lymphozyten, T2
-Lymphozyten oder regulatorische T-Lymphozyten (T,.,)), regulieren und kontrol-
lieren sie die Art der Immunantwort [13, 29].

Eine nicht unbedeutende Rolle spielen DCs auch in der Induktion der Immun-
toleranz [8], welche als selektive Immuntoleranz des adaptiven Immunsystems
zu verstehen ist. Immuntoleranz gegenlber “Selbst-Epitopen” verhindert Auto-
aggression - ist jedoch von der medikamentds induzierten Immunsuppression
abzugrenzen.

1.2.3 “Cross-presentation” - eine weitere Besonderheit dendritischer Zel-
len

Generell existieren zwei verschiedene Mechanismen, mit denen APCs in der
Lage sind Antigen - je nach dessen Herkunft - zu prozessieren um es danach zu
prasentieren.
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MHC-Klasse-I-Molekdile:

Alle Proteine, zytosolische Proteine und solche intrazellularer Erreger, werden
vom Proteasom fragmentiert, anschlieBend via TAP (transporter associated
with antigen processing) ins Lumen des rauen endoplasmatischen Retikulums
(rER) befdérdert, um sich dort in die Antigenbindungstasche der MHC-Klasse-
I-Moleklle einzulagern, mit denen sie dann an die Zelloberflache gelangen.
Sobald zellfremdes Peptid Gber MHC-Klasse-I-Molekile prasentiert [91] und von
CD8*T-Lymphozyten erkannt wird, ist die Vernichtung dieser Zelle nur noch eine
Frage der Zeit.

MHC-Klasse-II-Molekdle:

Diese Molekiile haben die Aufgabe, extrazellulares AG zu prasentieren, das
nach Aufnahme in den Lysosomen prozessiert wurde. Hierbei werden die
entstehenden Peptidfragmente nicht ins rER transportiert, sondern die MHC-
Klasse-1I-Molekile werden zu den Lysosomen gebracht. Damit letztere nicht
schon im rER beladen werden, besitzen sie eine sogenannte MHC-Il-assoziierte
invariante Kette, welche die Peptidbindungstasche verdeckt. Erst im sauren
Milieu der Lysosomen wird diese durch Proteasen abgespalten und so die
Bindungstasche freigegen. Dann wandert der Komplex auf die Zelloberflache
[27, 56, 20, 97].

Dendritische Zellen haben nun die F&higkeit, extrazellulares Antigen Uber
MHC-Klasse-I-Moleklle zu prasentieren. Ebenso kdnnen sie virusinfizierte
oder maligne entartete Zellen aufnehmen, um deren Antigen CD8" CTLs zu
prasentieren. Diesen Prozess bezeichnet man als “cross-presentation” [96].
Weitere wichtige Mechanismen wie z.B. nicht ausreichendes “cross-dressing”
[23] kénnten eine Erklarung fir insuffiziente T-Zell-Immunantworten sein.

1.2.4 T-Zell-Aktivierung

Die T-Zell-Aktivierung findet in den sekundar-lymphatischen Organen statt und
besteht aus vier Teilschritten: Adhasion, Ko-Stimulation, Aktivierung und Zyto-
kinausschittung. Zunéachst interagieren T-Lymphozyt und Zielzelle via unspe-
zifischer Adhéasionsmolekile (LAF-1 und CD2 auf der T-Zelle und ICAM’s und
LFA-3 auf der APC). Dies erlaubt der T-Zelle, die Zielzelloberflache nach spezifi-
schem (MHC-Komplex) Peptid abzusuchen. Registriert sie ein spezifisches AG,
erhoht sich die interzellulare Aviditat - der Zell-Zell-Kontakt prolongiert. Weitere
ko-stimulatorische Signale wie die Interaktion zwischen dem CD80 und CD86 Re-
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zeptor der APC und dem CD28 Rezeptor der T-Zelle [18] fihren zu ihrer Aktivie-
rung . Es erfolgt die Rezeptorstimulation, Synthese und Sekretion von Interleukin-
2 (IL-2) [84], was die T-Zelle autokrin zur Proliferation sowie zur weiteren Dif-
ferenzierung in eine Effektorzelle stimuliert. Ein den Vorgang limitierendes ko-
stimulatorisches Protein ist CTLA-4 (CD152), welches an den B7-Rezeptor von
APCs bindet. CTLA-4 sendet naiven T-Zellen inhibitorische Signale, vermindert
die IL-2 Synthese und vermindert die Expansion aktivierter T-Zellen. Klinisch ver-
sucht man sich dies bereits zur Reduktion der bei Knochenmarkstransplantatio-
nen vorkommenden Graft-versus-Host-Reaktionen (GvHD) zu Nutze zu machen
[35]. Fehlen ko-stimulatorische Faktoren, flhrt dies zur Anergie [112].

1.3 Tumorimmunologie

Die Tumorimmunologie ist ein Teilgebiet der Immunologie und beschéftigt sich
mit den immunologischen Vorgédngen, die an der Atiologie, Progression und Be-
kampfung von Tumoren beteiligt sind. Historische Wurzeln findet sie in den von
Ehrlich bzw. spéater Burnett postulierten Theorien der Immuniberwachung (“im-
mune surveillance”) [25, 17].

Die Entstehungsmechanismen von Tumoren kénnen vielfaltiger Natur sein. Be-
glnstigende Faktoren sind steigendes Lebensalter, ionisierende Strahlung, karzi-
nogene Substanzen bzw. Chemikalien und Viren. Meist kann man eine einzelne,
kausale Determinante fur die Entstehung eines Tumors nicht ausfindig machen
sondern es missen mehrere Umstande zusammentreffen, damit ein Tumor ent-
steht. Ausgangspunkt der Tumorentstehung bildet eine einzelne Zelle, die irgend-
wann von ihrem fir sie vorgesehenen “Differenzierungspfad” abgekommen ist
(Differenzierungsblock auf einer bestimmten Entwicklungsstufe), sich nicht mehr
differenziert, sondern schnell proliferiert. Der Tumor wachst, wobei die DNA ein-
zelner Tochterzellen mutiert (Tumorprogression) [3]. Wenn es trotz Prasentation
uber MHC-Molekile einzelnen Tumorzellen gelingt, sich von ihrem Primarius zu
|6sen, so kdnnen sich diese via Blut oder Lymphstrom im ganzen Korper verteilen
und Tochtergeschwulste (Metastasen/Filiae) bilden.

Demzufolge hatte dann die Genese selbst Bezug zum Immunsystem und die
Immundberwachung hatte aus irgend einem Grund versagt. Folgende Kriterien
mussten fir eine gute Immuniberwachung gegeben sein: Die Tumorzelle miBte
fir das Immunsystem gut von nicht transformierten Zellen differenzierbar sein,
der Unterschied misste von den potentiellen Effektorzellen erkannt werden und
die Effektorzelle musste darlber hinaus aktiviert und stimuliert werden, woraufhin
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sie eigentlich in der Lage sein musste, eine initiale Immunantwort zu generieren.
Kurz gesagt missten maligne entartete Zellen ausreichend immunogen sein um
Uber Effektorzellen ihre eigene Apoptose induzieren zu kénnen. In der Tat wer-
den bei Tumorpatienten spezifisch gegen autologe Tumorzellen gerichtete CD8*
Effektorzellen detektiert, welche in-vitro Tumorzellen lysieren kénnen. In-vivo ver-
mogen sie dies nur unzureichend [31]. Im Rahmen der Tumorimmunologie wird
nun versucht, das Immunsystem, respektive CTLs in-vitro dahingehend zu stimu-
lieren, dass sie Tumorzellen erkennen und diese dann in-vivo eliminieren.

1.3.1 Tumor-escape-Mechanismen

In-vitro lassen sich also selbst bei Tumorpatienten spezifische, gegen autologe
Tumorzellen gerichtete CD8" Effektorzellen detektieren. Diese sind jedoch nicht
im Stande, in-vivo den Tumor in ausreichendem Maf3e zu attackieren - geschwei-
ge denn zu eliminieren [31]. Tumoren miBen also Mechanismen entwickelt ha-
ben, mit denen sie dem Immunsystem entgehen. Dabei kommen verschiedene
Strategien zum Einsatz:

* Eine verminderte Konzentration von MHC-Klasse-I-Molekllen auf der Zel-
loberflache fihrt zu einer schlechteren Erkennung durch CTLs [93].

» Tumorzellen verfligen auf ihrer Oberflache Gber keine ko-stimulatorischen
Elemente, welche flr eine effektive T-Zell-Antwort jedoch unabdingbar sind
[2, 7, 88].

» Tumorzellen sind im Stande, T-Zell-inhibitorisch wirksame Zytokine (wie z.B.
IL-10, TGF-$3) zu sezernieren, T-Zellen also funktionell zu inaktivieren bzw.
bei ihnen Apoptose zu induzieren [22].

+ Die Inhibition der IL-2 assoziierten Tyrosinkinase JAKS3 wirkt antiproliferativ
[78, 50].

+ Viele Tumoren sind in der Lage, “ihre” Tumorantigene z.B. Uber eine ver-
starkte Expression von Glykokalixmolekilen zu verdecken (Antigenmaskie-
rung).

» Tumorzellen proliferieren sehr stark, der natirliche Zellteilungszyklus ist ge-
stért, hinzu kommt ein verminderter Apotoseindex.

« Das Tumormikromileu zeigt eine verminderte Ausschittung proinflammato-
rischer Mediatoren.
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All diese Strategien der Tumorzelle fihrt dazu, dass das Immunsytem den Tumor
erst erkennt, wenn er unter Umsténden schon weit fortgeschritten ist [77].

1.3.2 Tumorantigene

Obwohl Tumoren aus kérpereigenen Zellen hervorgehen, ist es gelungen, mor-
phologische Unterschiede zwischen malignen und gesunden Zellen zu identifizie-
ren. Maligne Zellen exprimieren an der Oberflache andere Proteine bzw. andere
Proteinkonzentrationen, welche potentiell immunogen sind.

Tumorspezifische Antigene (TSAs) werden ausschlief3lich auf Tumorzellen ex-
primiert, tumorassoziierte Antigene (TAAs) kdnnen auch auf nicht transformier-
ten Zellen exprimiert werden. Sowohl TSAs als auch TAAs kdénnen humorale
und/oder zellulare Immunantworten bei Tumorpatienten initiieren.

Nach dem Ursprung unterteilt man die Tumorantigene fir die Anwendung in der
Immuntherapie in folgende Gruppen [71].

Tumorspezifische Antigene
» Antigene embryonalen Ursprungs (Cancer-testis antigen)

» gewebespezifische Antigene (Differenzierungsantigene)

onkovirale Proteine und

* in Tumoren Uberexprimierte Antigene.

TSAs entstehen durch Punktmutationen oder Genumlagerungsprozesse, die
haufig Teil der Onkogenese sind. Beispiele hierfir sind das Tumorsuppressor-
protein p53, das als Transkriptionsfaktor nach DNA-Schadigung die Expression
von Zellzykluskontroll-, DNA-Reparatur- oder Apoptoseinduktionsgenen kontrol-
liert oder das Protoonkogen Ras, welches als zentrales Glied verschiedener Si-
gnaltransduktionswege Wachstums- und Differenzierungsprozesse kontrolliert.

Antigene embryonalen Ursprungs werden von Tumorzellen, nicht aber - abgese-
hen von Plazenta und Testis- von normalen Zellen exprimiert. Zahlreiche Epitope
aus der MAGE-, BAGE-, GAGE-, LAGE- und NY-ESO-1-Familie wurden identifi-
ziert [28]. Da die Trophoblasten in Plazenta und die Keimbahnzellen im Testis-
gewebe keine MHC-Klasse-I-Molekile exprimieren, werden die Antigene auch
nicht auf der Zelloberflache préasentiert und somit von den CD8+ Effektorzellen
nicht erkannt. Deshalb sind die Antigene embryonalen Ursprungs relativ tumor-
spezifisch. Gefunden werden diese Antigene z.B. auf Melanomen, Brust- oder

10
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Pankreastumoren.

Gewebespezifische Antigene leiten sich von Proteinen ab, welche dem Diffe-
renzierungsgrad und dem Zelltyp entsprechen, von dem sie exprimiert werden.
Sie werden also von Genen codiert, die nur in bestimmten Gewebetypen expri-
miert werden. Beispiele sind gewebespezifische Antigene, die von Melanozy-
ten und Melanomzellen exprimiert werden (Melanom-assoziierte Antigene wie
MART-1/Melan A). Andere Beispiele sind Tyrosinase und Tyrosin-related Protein
(TRP) [90, 101, 48].

Einige Viren haben onkogene Potenz. Onkovirale Proteine sind somit Proteine,
die von Viren synthetisiert werden und zur malignen Entartung von Zellen flh-
ren. Aufgrund ihrer Eigenschaft als Alloproteine sind sie potentiell dazu in der
Lage, eine T-Zell-Reaktion hervorzurufen. Ein sehr prominentes Beispiel ist die
Infektion mit dem Humanen Papillomavirus 16 beim Zervixkarzinom, bei der eine
CTL-Antwort generiert werden kann [72]. Klinische Anwendung findet dies be-
reits in Impfungen gegen die Hochrisikotypen der HP-Viren [59], die mittlerweile
sogar teilweise schon von den gesetzlichen Krankenkassen Ubernommen wer-
den. Ein weiteres Beispiel ist das Epstein-Barr-Virus, welches mit der Entstehung
des Burkitt-Lymphoms, von Non-Hodgkin-Lymphomen sowie mit dem Nasopha-
rynxkarzinom in Zusammenhang gebracht wird.

In Tumoren Uberexprimierte Antigene sind Antigene, die im Vergleich zu normalen
Zellen auf Tumorzellen stark Gberexprimiert werden. Beispiele hierfiir sind das Tu-
morantigen HER-2/neu (c-Erb-2), welches eine fur den Rezeptor des epiderma-
len Wachstumsfaktors homologe Rezeptortyrosinkinase ist und unter anderem
auf Brust- und Ovarialtumoren exprimiert wird oder MUC-1, ein unterglykosylier-
tes Mucin, das beispielsweise auf Brust- und Pankreastumoren gefunden wird.
Diese Tumorantigene kommen jedoch auch auf normalen, nicht transformierten
Zellen vor, wenn auch in wesentlich geringeren Konzentrationen [14, 12].

1.4 Immuntherapie im Rahmen der Behandlung maligner Er-
krankungen

Die drei Sdulen in der Therapie maligner Erkrankungen sind grundséatzlich - so-
weit mdglich - die Operation, die Chemotherapie sowie die Strahlentherapie, ge-
gebenfalls auch in Kombination. Diese Therapieformen sind jedoch oft sehr ne-
benwirkungsreich und belastend fir den Patienten, zudem ist der langfristige Er-
folg nicht immer befriedigend. Als Beispiel seien hier die Chemotherapeutika ge-
nannt. Dieses sind potentielle Zelltoxine, deren nahezu einzige “Tumorselektivitat”

11
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darin besteht, Zellen zu téten, die sich gerade in einer bestimmten Teilungsphase
des Zellzyklus befinden. Beispielsweise wirken Antimetaboliten auf die S-Phase,
Spindelgifte auf die M-Phase, alkylierende Substanzen auf alle vier Phasen des
Zellzyklus. Daneben gibt es auch véllig phasenunspezifische Substanzen wie
z.B. Daunorubicin. Da Tumorzellen hochproliferativ sind, sind diese initial davon
betroffen. Jedoch bleiben auch die Wechselgewebe des Kérpers, d.h. Gewebe,
das permanentem Zellersatz unterliegt wie z.B. Schleimh&ute des Gastrointesti-
naltraktes, Zellen des Knochenmarks, der Spermiogenese, des lypmphatischen
Gewebes etc. von den Chemotherapeutika nicht verschont - es kommt zu oft
schwerwiegenden Nebenwirkungen.

Die Immuntherapie versucht nun, die Therapie spezifischer zu gestalten, indem
sie die Immunogenitat des Tumors erhéht bzw. seine Toleranz gegentber dem
Immunsystem herabsetzt, um eine anhaltende Immunantwort zu induzieren, z.B.
Uber die ex-vivo Aktivierung CD8" Effektorzellen via DCs.

Eine Ursache, warum der Tumor trotz Tumorantigenprasentation nicht im-
munogen genug ist, um eine Immunantwort zu initiieren, sind fehlende ko-
stimulatorische Elemente auf der Oberflache der Tumorzelle. Die Immunthe-
rapie lost dieses Problem, indem sie die Hilfe von APCs, allen voran von
DCs in Anspruch nimmt. Diese sind absolute Spezialisten auf ihrem Gebiet,
sie besitzen héchste Potenz zur Antigenprasentation, zur Ko-Stimulation sowie
zur Induktion hochpotenter, primarer Immunantworten auch gegen Tumorzellen
[6, 4, 15, 16, 82, 107]. Darliberhinaus unterstiizten DCs die Immunantwort, indem
sie T, 2—Helferzellen aktivieren und zur Antigenprasentation iber MHC-Klasse-I1-
Molekile anregen [58].

Es gibt verschiedene Methoden, DCs zum Zwecke der Vakzinierung dazu zu brin-
gen, Tumorantigen zu prasentieren.

Eine Mdglichkeit besteht in der Beladung der MHC-Molekule von auBBen mit tu-
morspezifischen Peptiden [46, 98, 86]. Hierzu ist es nétig, das tumorassoziierte,
besser noch das tumorspezifische Epitop sowie den MHC-Haplotypen des Pati-
enten zu kennen.

Weitere Mdglichkeiten sind die Verwendung von Tumorzelllysaten [110], rekom-
binanten Proteinen oder rekombinanten Vektorsystemen [111, 108] oder durch
Fusion aus Tumorzellen und DCs [74].

In diesem Ansatz wurden autologe DCs ex-vivo generiert und mit Tumor-mRNA
mittels Elektroporation transfiziert. Diese Methode hat den Vorteil, hochpotenten-
te antigen- und tumorspezifische T-Zell Immunantworten gegen multiple Epito-
pe induzieren zu kénnen, wobei jedoch die exakte Definition des TAAs oder der
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Haplotyp des Patienten nicht benétigt wird. Somit bietet dieses Verfahren das Po-
tential zur breiten klinischen Anwendung [34, 9, 69, 31].

Ziel ist es spezifische, CD8" Effektorzellen zu generieren, welche dem Patien-
ten - dann als aktivierte, hochspezifische CTLs - verabreicht werden kénnen
[15, 74, 24, 81, 44, 94, 109]. Es besteht auch die Mdéglichkeit, dem Patienten
die mit dem Tumorantigen versehenen DCs zu verabreichen. Dann kommt es in-
vivo zur Aktivierung und Proliferation spezifischer CTLs [67, 57].

Durch Zugabe von Zytokinen (beispielsweise IL-2, IL-12, GM-CSF, FIt3-L bzw Ad-
juvanzien wie Anti-CTLA-4) wird versucht, die Immunantwort weiter zu verstéarken
[107, 19, 21, 80]. In neueren Ansatzen versucht man dies zu optimieren, indem
man die Zytokine den Ansatzen nicht blof3 zusetzt, sondern DCs mittels adenovi-
raler Transduktionsmethoden mit IL-12-Genen und/ oder GM-CSF-Genen trans-
fiziert, was insgesamt einen positiven Effekt aufweisen soll [73] .

1.4.1 Das Tumorantigen RGS1

RGS1 (regulator of G protein signalling-1 bzw. G-Protein-Regulator-1) ist ein
sich auf der zytosolischen Seite der Plasmamembran befindlicher Regulator des
G-Protein Signaltransduktionsweges. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gehdren
zur Superfamilie der heptahelikalen Transmembranproteine (7-TM-Rezeptoren)
und werden auf den Zelloberflachen aller eukaryotischen Zellen gefunden. Sie
bestehen aus sieben transmembranen Helixstrukturen, die durch drei intrazellu-
lare und drei extrazelluldre Schleifen miteinander verbunden sind. Sie besitzen
sowohl eine intrazellulare als auch eine transmembrane Lingandenbindungsstel-
le. Beinahe alle G-Potein-gekoppelten Rezeptoren sind zur Aktivierung eines he-
terotrimeren G-Proteins (mit je einer a—,3—,v— Untereinheit) befahigt, welches
sich an der zytoplasmatischen Seite der Plasmamembran befindet, wo es als Re-
gulatormolekil fungiert. G-Proteine sind also funktionelles Bindeglied zwischen
Rezeptor und Enzymen oder lonenkanalen in der Membran [36, 40].

Die Funktion der G-Protein-Regulatoren (RGS) ist die Inhibition der biologischen
Aktivitdt von G-Proteinen. Durch die Bindung an die a—Untereinheit des G-
Proteins wird dessen intrinsische GTPase-Aktivitat stimuliert. Hieraus folgt die
beschleunigte Hydroslye von GTP zu GDP, woraufhin der inaktive, heterotrimere
Ausgangszustand schneller wieder hergestellt werden kann und somit die Signal-
schleife terminiert [41, 83].

RGS1 wurde urspriinglich als B-Zell- aktivierender Faktor kloniert (BL34). Er wird
rasch nach in-vitro B-Zell Aktivierung induziert, besonders ausgepragt im Keim-
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zentrum lymphatischen Gewebes. Er kann jedoch nicht in priméren T-Zellen de-
tektiert werden [42]. Studien an M&usen konnten zeigen, dass Uberexprimiertes
RGS1 in aktivierten B-Zellen die Chemotaxis in Richtung einiger Chemokine (wie
zum Beispiel stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) oder platelet-activating fac-
tor (PAF) und B lymphocyte chemoattractant (BLC)) beeintrachtigt [79]. Infolge-
dessen weisen RGS1~/~Mause Zellen auf, welche auf Chemokine abweichend
reagieren. Eine Immunisierung dieser Mause fihrt zu einer exzessiven Keim-
zentrumsformation, zu partieller Zersprengung der physiologischen Milzstruktur
und der Peyer'schen-Plaques sowie zu einer aberranten Funktion immunglobulin-
produzierender Zellen [65]. Darlber hinaus konnten Han et al. zeigen, dass
bei solchen Mausen Zellen besser an den endothelialen Venolen innerhalb der
Lymphknoten haften, ein besseres “homing” aufweisen und sich auch innerhalb
des Lymphfollikels schneller bewegen als entsprechende Zellen in Wildtypmau-
sen [37]. In Anlehnung an diese Beobachtungen schlugen Agenes et. al vor, dass
eine Uberexpression von RGS1 in regulatorischen T-Zellen eine Hyposensitivitat
gegenlber den Chemokinen CCL19 und CCL 21 bedingen kdnnte [1].

1.4.2 Zielsetzung

Um selektiv in Tumorzellen exprimierte oder Uberexprimierte Gene zu identifizie-
ren, wurden vergleichende Expressionsprofile von Tumorgewebe und normalem
Gewebe mittels Microarray Technologien durchgefihrt [51, 53, 86, 87, 102] Mit
diesem Vorgehen wurde eine Uberexpression von RGS1 in Nierenzellkarzino-
men (RCC) in 9 von 11 getesteten Tumoren detektiert. RGS1 war hierbei mehr
als achtzehnfach tberexprimiert. Dartberhinaus konnten Koga et al. eine RGS1-
mRNA Uberexpression in 4 von 6 adulten T-Zell-Leukadmien (ATL) nachweisen,
verglichen mit PHA Blasten von gesunden Kontrollprobanden. All diese Erkennt-
nisse machen dieses Tumorantigen zu einem interessanten Kandidaten immun-
therapeutischer Forschungsansatze [49].

In dieser Arbeit wurde ein RNA-basiertes Vorgehen gewahlt, um die mdgliche
Funktion dieses Molekdls als neues TAA zu untersuchen. Kirzlich konnte gezeigt
werden, dass DCs, welche mit fir ein TAA kodierender RNA oder mit Gesamt-
Tumor-mRNA transfiziert wurden, die Potenz zur Induktion antigen- und tumor-
spezifischer T-Zell- Antworten gegen multiple Epitope besitzen [34, 63, 64, 69].
Hierzu wurde die RGS1 cDNA in einen Transkriptionsvektor kloniert. In einem
zweiten Schritt wurde die gesamte RGS1-mRNA (“full-length RGS1-mRNA”, das
ist die Sequenz, die das vollstandige Gen umfasst und somit flir das ganze RGS1
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Protein kodiert) in-vitro transkribiert, um damit DCs, die aus Monozyten des pe-
ripheren Blutes hergestellt wurden, zu transfizieren. Die so behandelten Zellen
wurden als APCs zur in-vitro Induktion antigenspezifischer CTLs verwendet.

In dieser Arbeit sollte nun untersucht werden, ob RGS1 spezifische CTLs meh-
rerer gesunder Spender primar maligne Zellen in antigenspezifischer und HLA-
restringierter Weise erkennen kdnnen. An Hand von Chrom-[>'!Cr] —Release-
Assays wurde die lytische Aktivitdt der CTLs gegen Tumorzelllinien Uberpruft,
welche endogen RGS1 exprimieren - wie z.B. Nierenzellkarzinome (RCCs), Me-
lanome und Ovarialkarzinome. Zusatzlich wurde Uberprift, ob dieser Ansatz auch
auf ein autologes, initial patholgisch verandertes System Ubertragbar ist: Hierzu
wurden DCs aus dem peripheren Blut eines sich in Remission befindenden CLL
Patienten generiert und mit Gesamt-RGS1-mRNA transfiziert. AnschlieBend wur-
den auch die so generierten CTLs in einem Chrom-[>'Cr| —Release-Assay Uber-
pruft.

RGS1 ist an vielen intrazellularen Regulationsprozessen, an diversen Signal-
transduktionswegen und an der Regulation verschiedenster Migrationsprozesse
beteiligt. Hinzu kommt die Tatsache, dass RGS1 auf vielen menschlichen Tumo-
ren stark Uberexprimiert wird. Dies alles macht es, im Kontext der Tumor Vakzi-
nierung, zu einem interessanten neuen TAA. Somit kann es als Zielscheibe fir
Tumorzellen verwendet werden, welche dieses Protein exprimieren, und bietet
vielversprechende Ansatzpunkte fir den Einsatz im Rahmen immuntherapeuti-
scher Behandlungsmethoden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

Hersteller

Affymetrix Genechip Scanner
3000

Agilent 2100 Bioanalyzer

Bestrahlungsgerat Gammacell
1000

Betaplatte liquid squintillation
counter 1205

Elektroporationsgerat Easyjet
Plus™

Fotometer RNA/DNA Calculator
Gene Quant T™™]|

Mini-Protean3
Electrophoresis-System

Multi-Detektions-Reader-SLT
Rainbow

PCR-Gerat Gene Amp PCR
System 9600

RNeasy®Mini
Anionenaustauscher-spin-
Séaulen

Scanner Agilent 2500A
GeneArray Scanner

Affymetrix, Buckinghamshire, UK

Agilent, Waldbronn, Deutschland

MDS Nordion, Bucks, UK

Percin Elmar, Freiburg,
Deutschland

EquiBio/Peqglab,Erlangen,
Deutschland

Amersham Biosciences Europe
Bmbh, Freiburg, Deutschland

BioRad Laboratories GmbH
Minchen, Erlangen

Tecan Deutschland Gmbh,
Crailsheim, Deutschland

Pekin Elmer Life
Science,Wellesley, USA

Qiagen, GmbH, Hilden,
Deutschland

Agilent, Waldbronn, Deutschland

Tabelle 1: Geréte und Hersteller
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Gerat

Hersteller

UV-Reader Biometra Bio Doc
Analyze

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

Whatman Biometra GmbH,
Wellesley, USA

Eppendorf Hamburg
Deutschland, Wellesley, USA

Kendro Hanau Deutschland

Tabelle 2: Gerate und Hersteller (Fortsetzung)

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

6-Well Zellkulturplatte FALCON®
Multiwell TM

24-well Zellkulturplatte Falcon®

96-Well Zellkulturplatte U-Shape
Cellstar®, with lid, TC-Platte

Falcon® Blue Max™ 50ml Blue
cups

Falcon®Blue Max™ 10 ml Blue
cups

Luma Plate™ -96

Zellkulturflaschen Falcon®
Tissue Culture Flask 0,2 ul
Vented Blue Plug Seal Cup 70
ml, 275 ml

Becton Dickenson, Franklin
Lakes, USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Becton Dickenson, Franklin
Lakes, USA

Becton Dickenson, Franklin
Lakes, USA

Packard Bioscience BV,
Groningen, Niederlande

BD-Falcon, Heidelberg,
Deutschland

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Reagenzien

Einige Chemikalien und Biochemikalien, welche hier nicht explizit erwahnt
sind, wurden von folgenden Firmen bezogen: Merck Eurolab (Darmstadt,
Deutschland), Carl Roth & Co. (Karlsruhe, Deutschland), Serva (Heidelberg,
Deutschland) und Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Deutschland).

Produkt

Hersteller

Bio Separating Solution
Bovine Serum Albumin (BSA)
Biotinylated SDS Page
Standards Low Range

[>1Cr]- Natrium-Chromat

DMSO

ECTLplus detection refent

Fetal Bovine Serume 10082

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

GM-CSF

IL-2

BioChromAG, Berlin, Deutschland

Diagnostics Gmbh, Mannheim,
Deuschland

Bio Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deuschland

Amersham Biosciences Europe,
Freiburg, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Amersham Biosciences Europe,
Freiburg, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

MBI Fermantas, St. Leon Rot,
Deutschland

Leukine Liquid Sargramostim, Bayer
HealthCare Pharmaceuticals, USA

R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

Tabelle 4: Reagenzien
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Produkt Hersteller

lonomycin Sigma,Deisenhofen,
Deutschland

L4 R&D Systems, Wiesbaden,

Penicillin Streptomycin 100ml
Streptavavadin horseradish
peroxidase conjugate

TLR3-Ligand (Poly I:C)

TLR7/8-Ligand (R848)

TNF-«

TRIlzol

Trypanblau

Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Amersham Life Science,
Freiburg, Deutschland

Sigma, Deisenhofen,
Deutschland

InvivoGen, San Diego, USA

R&D Systems Wiesbaden,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

R&D Systems Wiesbaden,
Deutschland

Tabelle 5: Reagenzien (Fortsetzung)
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2.1.4 Kits und Primer

Produkt

Hersteller

BioArray High Yield Gene Chip
IVT Labeling kit

cDNA-Set: First-Strand
Synthesis Systems for RT-PCR

Gene Chip IVT Labeling kit

HG-U133 Plus 2.0
oligonucleotide microarray

Human Genom U133A
oligonucleotide microarray

Oligo-dT-Primer

PCR-Set: Amplitaq
RNeasy® Mini kits

RNA 6000 Pico LabChip kit

SP6/T7 m MESSAGE
mMACHINE® kit

Enzo Diagnsotics, Inc.,Framingdale,
USA

Roche, Mannheim, Deutschland

Affymetrix, Buckinghamshire, UK

Affymetrix, Buckinghamshire, UK

Affymetrix, Buckinghamshire, UK

MWG Biotech, Ebersberg, Germany
Perkin Elmer, Boston, USA

Ambion, Huntingdon, UK

Agilent, Waldbronn, Deutschland

Ambion, Huntingdon, UK

Tabelle 6: Kits und Primer
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2.1.5 Medien und Puffer

Produkt Hersteller
DNA-Ladepuffer 5 % Glycerin
166,7uMEDTA

FACS-Puffer

Einfriermedium

RP10

RPMI 1640 mit Glutamax

MACS-Puffer

PBS: Dulbeccos Phosphate
Buffered Saline 0,0095 M (PO4)

TAE

X-VIVO

X-Vivo 20

0,025 % Bromphenolblau
PBS+BSAO0,5 %

RP 10 unter Zusatz von 10 %
DMSO

RPMI unter Zusatz von Glutamax
plus 10 % hitzeinaktiviertem
FCS, Penicillin 100 1U/ml,
auBBerdem Streptomycin

100 mg/ml, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

DPBS
5 % BSA
2 mM EDTA

Bio Whitaker Europe, Verviers,
Belgien

40 nM Tris
13 mM Essigséaure
1 mM EDTA pH 8.0

Lonza Verviers, Verviers, Belgien

Bio Whittaker, Whakersville, USA

Tabelle 7: Medien und Puffer
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2.1.6 RNA

Produkt Hersteller

RGS1-RNA PD Dr. rer. nat. Frank Griinebach,
Medizinische Universitatsklinik I,
Otfried-Mdiller-StraBe 10, 72076
TlObingen, Deutschland
(Forschungsschwerpunkt: Molekulare
und funktionelle Untersuchungen zur
Differenzierung und Funktion
humaner dendritischer Zellen)

EGFP-RNA (enhanced green PD Dr. rer. nat. Frank Griinebach,

fluorescent protein) Medizinische Universitatsklinik I,

Otfried-Mdaller-StraBe 10, 72076
Tldbingen, Deutschland
(Forschungsschwerpunkt: Molekulare
und funktionelle Untersuchungen zur
Differenzierung und Funktion
humaner dendritischer Zellen)

Tabelle 8: RNA

2.1.7 Antikorper

Produkt Hersteller

Biotin-Antistreptavidin Antikdrper Molecular Probes, Invitrogen

Streptavidin-Phycoerythrin Molecular Probes, Invitrogen
Monoklonaler Antikérper W6/32 Feundlicherweiser zur Verfligung
gegen HLA-Klasse-I Molekile gestellt von PD DR. rer. nat. Stefan

Stevanovi¢ des interfakultaren
Intstitutes fir Zellbiologie der
Universitat Tubingen, Deutschland

Tabelle 9: Antikorper
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2.1.8 Tumorzelllinien

Tumorzelllinien Herkunft HLA-A endogene Bezogen von
und Status RGS1
Wachstums- Expres-
verhalten sion

A498 Humanes HLA-A2 RGS1- Prof A. Knuth
Nierenzell- pos. Frank-
karzinom, furt,Deutschland
adharent

Caki-1 Humanes RGS1- ATCC
klarzelliges pos.
Nierenzell-
karzinom

CROFT Humane HLA-A2 RGS1- O. J. Finn
EBV immor- poSs. Pittsburgh, USA
talisierte
B-Zell-Linie,
Zellsuspen-
sion

HL-60 Humane HLA-DR RGS1- DSMZ,
AML,Zell- neg. pos. Braunschweig,
suspension Deutschland

K562 CML, Zell- HLA-A2 RGS1- ATCC
suspension neg.

KASUMI-1 Humane HLA-DR RGS1- DSMZ,
AML, Zell- pos. pos. Braunschweig,
suspension Deutschland

MCF-7 Humanes HLA-A2 RGS1- ATCC
Mamma- neg.
karzinom,
adharent

Mel 1479 Humanes HLA-AS RGS1- Prof. G.
malignes pos. Pawelec
Melanom, Tdbingen
adhérent

Tabelle 10: Tumorzelllinien
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Tumorzelllinien Herkunft HLA-A endogene Bezogen von
und Status RGS1
Wachstums- Expres-
verhalten sion

MZ1774 Humanes HLA-A2 RGS1- Prof. A. Knuth,
Nierenzell- pos. Frankfurt,
karzinom, Deutschland
adhérent

NT-2 (NTERA-2) Pluripotente RGS1- DSMZ,
embryonale pOS. Braunschweig,
Karzinom- Deutschland
zellen,
adarent

SD-1 Humane lym- HLA-DR RGS1- DSMZ,
phoblastoide pos. poS. Braunschweig,
B-Zell- Deutschland
Blasten,Zell-
suspension

THP-1 Humane HLA-DR RGSH1 DSMZ,
Akute pOS. neg. Braunschweig,
monozytoide Deutschland
Lauk&mie-
zellen,
Zellsuspen-
sion

U 266 Humanes HLA-A2 RGS1- ATCC
multiples poS.
Myelom,
Zellsuspen-
sion

Skov-3 Humanes HLA-A3 RGS1- O. J. Finn
Ovarial- poS. Pittsburgh, USA
karzinom,
adharent

WERI-RB-1 Humanes RGS1- DSMZ,
Retino- neg. Braunschweig,
blastom Deutschland

Tabelle 11: Tumorzelllinien (Fortsetzung)
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2.2 Methoden
2.2.1 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung der Tumorzelllinien erfolgte in RP10-Medium in 75cm? Kultur-
flaschen. In den Inkubatoren herrschte eine Temperatur von 37°C, 5% CO,
bei feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare. PH-Wert-Anderungen des Mediums, be-
dingt durch Nahrstoffverwertungen, fihrten zu einem Farbumschlag des Indi-
kators. Adharent wachsende Tumorzelllinien wurden etwa beim Erreichen einer
Konfluenz von 75% mit PBS gewaschen, die FlUssigkeit dekantiert und die Zellen
mit Trypsin/EDTA von den Wéanden der Kulturflasche abgeldst. Diese Zellen wur-
den nun, analog den nicht adharent wachsenden Tumorzelllinien, in je ein 50ml
Falcontube Uberfiihrt und bei 1800 rpm, 5 min Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Waschzyklus wurde zwei mal wiederholt. Ein Teil der Zellen wurden verworfen,
die restlichen Zellen resuspendiert und in Zellkulturflaschen in RP10 Medium an-
gesetzt.

2.2.2 Kryokonservierung von Zellen

Ca. 1 — 2x107 Zellen wurden in 1,8 ml nunc tubes in 1ml RP10 unter Zusatz
von 10% DMSO aufgenommen und sofort bei -80 °C eingefroren. Beim Auftauen
wurde das Pellet in 37°C RP10 resuspendiert, mit sterilem PBS gewaschen, um
zlgig das zytotoxische DMSO zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen in
Medium kultiviert.

2.2.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden Neubauer-Zahlkammern verwen-
det. Als Farbstoff wurde Trypanblau verwendet, flr den vitale Zellmembranen
nicht permeabel sind. Dadurch kdnnen vitale Zellen leicht von avitalen visuell
differenziert werden. 20 ul Zellsuspension wurden mit 20 ul Farbstoff gemischt.
In den sechzehn Quadranten der der Zahlkammer wurden alle farblosen Zellen
ausgezahlt. Die Zellzahl ergab sich wie folgt:

(Zellzahl aus 16 Quadranten) x 10* x 2 Zellen / ml

Anm: Faktor 2 ist dimensionslos und entspricht der Verdinnung.
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2.3 Molekularbiologische Methoden, Voarbeiten

2.3.1 Gen-Expressionsanalyse mit Hilfe von High-density Oligonucleotid
Microarray (Arbeitsgruppe S.Stevanovic¢, Abteilung Immunologie, In-
stitut flr Zellbiologie, Universitat Tuibingen, Auf der Morgenstelle 15,
72076 Tubingen, Deutschland)

Microarrays dienen der molekularbiologischen Analyse des Transkriptoms einer
Zelle. Mit ihrer Hilfe kann man die Expression mehrerer hunderttausend Gene
analysieren. Hersteller wie Affymetrix stellen Genchips fir verschiedene Orga-
nismen her. Durch das Prinzip der komplementaren Basenpaarung werden die
in der Zelle transkribierten Gene detektiert und mittels Fluoreszenzmarkierung
visualisiert.

Gefrorene Tumorfragmente RCC0044, RCC0068, RCC0070, RCC0073,
RCCO0075, RCC0098 und RCC0103 wurden unter flissigem Stickstoff gemér-
sert. Aus diesen Proben wurde die Gesamt-RNA mittels TRIzol (Invitrogen)
entsprechend des Herstellerprotokolls vorbereitet. Danach folgte eine Reinigung
mit RNeasy (Quiagen, Hilden, Germany). Die Qualitdt und Quantitadt wurden
mittels Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Waldbronn, Germany) unter Benutzung
des RNA 6000 Pico LabChip kit (Agilent) ermittelt. Die Genexpressionsana-
lyse der RNA-Proben RCC0044, RCC0068, RCC0070, RCC0073, RCC0075,
RCC0098, RCC0103 wurden mit dem Human Genom U133A oligonucleotide
Microarray von Affymetrix durchgefihrt (Affymetrix, Buckinghamshire, UK). Far
alle anderen Proben wurde HG-U133 Plus 2.0 verwendet. Um Vergleichbarkeit
zu erzielen, wurde auf beide Array-Typen die gleiche normale Nierenprobe
hybridisiert. Alle Schritte wurden entsprechend des Affymetrix Handbuches 3
durchgefihrt.

Kurz zusammengefasst wurden 5-8 g Gesamt-RNA zur Synthese doppelstrangi-
ger cDNA verwendet (Superscript RTII, Invitrogen und Oligo-dT-T7 primer MWG
Biotech). Die in-vitro Transkription fir die Arrays U133A wurde mit BioArray High
Yield RNA Transcript Labeling kit (ENZO Diagnostics), die fur die Arrays U133
Plus 2.0 mit Gene Chip IVT Labeling kit (Affymetrix) durchgefthrt. Anschlie3end
erfolgte die cRNA-Fragmentierung, Hybridisierung, und die Markierung mit
Streptavidin-Phycoerythrin und mit Biotin-Antistreptavidin Antikérpern (Molecular
Probes, Invitrogen). Zum Scannen wurden die beiden Scanner Agilent 2500A
GeneArray Scanner (U133A) oder der Affymetrix Genechip Scanner 3000 (U133
Plus 2.0) verwendet. Die Analyse der Daten erfolgte mit MAS5.0 (U133A) oder
GCOS (U133 Plus 2.0), beides Software von Affymetrix. Hierbei wurden far alle
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Variablen die “default” Einstellung verwendet. Es wurden paarweise Vergleiche
berechnet, wobei die jeweiligen normalen Nieren-Arrays als Basis herangezogen
wurden. Fir die Normalisierung wurden 100 von Affymetrix bereitgestellte
housekeeping-Gene verwendet. Die relativen Expressionswerte wurden aus
den von der Software gelieferten Signal-log-ratios errechnet und die normale
Nierenprobe wurde als Referenz auf 1 gesetzt.

2.4 Molekularbiologische Methoden dieser Arbeit
2.4.1 RNA-Isolation fur Reverse Transkriptase-PCR

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe der RNeasy Mini Anionenaustauscher-spin-
Saule (Qiagen) aus Tumorzelllysaten tierischer Zellen nach mitgeliefertem
Protokoll isoliert. Quantitdt und Reinheit der RNA wurde mit Hilfe von UV-
Spektrophotometrie bestimmt. Die RNA Proben wurden auf ihre Integritat hin
routinemafig mittels Formaldehyd/Agarosegel-Elektrophorese getestet und bei
-80°C konserviert.

2.4.2 Reverse Transkriptase-(RT)-PCR

Die cDNA Synthese erfolgte nach dem Protokoll von Superscript’ ®First-Strand
Synthesis Systems for RT-PCR (Roche). Die cDNA Synthese erfolgte mit Hilfe
eines sogenannten Oligo-d(T)-Primers. Dieser besteht aus mehreren Thymin-
Basen, welche komplementar zum Poly-(A)-Schwanz am 3’-Ende der mRNA
sind, da auch die reverse Transkriptase ein kurzes Stick DNA zur Initiierung der
DNA Synthese bendtigt. Das Ergebnis ist cDNA einer Lange von 1-2 kb.

Die PCR ist eine molekularbiologische Methode, mit deren Hilfe sich gezielt klein-
ste DNA Mengen exponentiell amplifizieren und sequenzieren lassen. Im er-
sten Schritt erfolgt durch Temperaturerhéhung auf 94°C die Denaturierung der
Doppelstrang-DNA in Einzelstrang-DNA. In einem 2. Schritt (Annealing) erfolgt
durch AbkUhlung auf ca. 50°C die Bindung der aus ca. 20 Basen bestehenden
Oligonukleotide komplementar am 5’Ende der beiden Einzelstrdénge (sogenann-
te Forward- und Reverse Primer). Die Synthese erfolgt schlieB3lich durch Zugabe
der DNA-Polymerase (meist thermostabile Tag-Polymerase). Durch erneutes Er-
hitzen auf Uber 90°C zerlegt sich die DNA wieder in Einzelstrdnge, der Zyklus
beginnt von vorne. So kénnen spezifische Genabschnitte beliebig oft amplifiziert
werden.

Der Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) liegt dasselbe Prinzip zugrunde, nur
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ist das Ziel der Nachweis einer bestimmten RNA-Sequenz. Hierflr muf3 zunachst
die gesamte RNA einer Zelle mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in
DNA umgeschrieben werden. Als Primer flr die Umschreibung dienen Oligo-dT-
Nukleotide, die sich an den Poly-A-Schwanz der RNA anlagern kénnen. Der ge-
suchte Abschnitt kann dann im Anschluf3 von der cDNA (copyDNA) mit der PCR
amplifiziert werden.

PCR-Ansatz:

1 ul cDNA wurde zu einer 50 pl PCR Amplifizierungsreaktion verwendet. Um
die Qualitdt der RNA und die Effizienz der cDNA Synthese zu kontrolllie-
ren, wurden 1,0 ul cDNA mittels eines Intron-Ubergreifenden Primerpaars fir
(Bo—Mikroglobulin Gene amplifiziert.

Fir die RGS1 und die 5,—Mikroglobulin cDNA wurden folgende PCR Temperatu-
ren verwendet:

 Vorbehandlung: 5 min 94°C, 32 oder 25 Zyklen bzw. 30 s
* Annealing: 30 s bei 72°C
* DNA Synthese: 60 s bei 72°C

» Extensionsschritt: 7 min 72°C

(Die Annealing Temperatur far G,—Mikroglobulin betrug 55°C, die fur RGS1
60°C.) Primerfrequenzen:

* [»-Mikroglobulin (Zugangsnummer NM_004048),
5 -GGGTTTCATCCATCCGACAT- 3’ und
5 -GATGCTGCTTACATGTCTCGA- 3

* RGS1 (Zugangsnummer NM_002922),
5" -TCCCAGGTTCCTCAAATCAG- 3’ und
5 -TCTGCGCCTGGATAACTTTC- 3’

Um die PCR-Podukte zu analysieren, wurde eine Agarose-Gel-Elektrophorese
(Agarosegel 3.0%) durchgefiihrt. Die Agarosegele enthalten Ethidiumbromid,
welches mit doppelstrangiger DNA interkaliert. Durch die Bestrahlung mit UV-
Licht unter dem Transilluminator wird das Ethidiumbromid zur Fluoreszenz ange-
regt, die verschiedenen DNA-Banden werden sichtbar und kénnen dokumentiert
werden. Fir die Analyse und Dokumantation der DNA-Banden wurde das Biome-
tra Bio Doc Analyze Gerét verwendet.
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2.4.3 Generierung des RGS1- und des EGFP-In-vitro-Transkriptes

Flr die Herstellung des RGS1-IVT wurde ein synthetischer Poly-(A)so-Schwanz
mit samt einer neuen Ndel Restrikitionsstelle an die Notl Stelle von pRc/CMV-
RGS1-poly(A)30 eingefligt. Dies ergab das Konstrukt pRc/CMV-RGS1-poly(A)30.
Vor der in-vitro Transkription wurde das Plasmid hinter dem Poly-A-Schwanz
durch Verdau mit Ndel Restriktionsenzyme linearisiert. Zur in-vitro Transkription
unter der Kontrolle des T7 Promotors wurde das T7 mMMESSAGE mMACHINE kit
gemarn des Herstellerprotokolls genutzt.

Das EGFP-IVT wurde mit Hilfe des SP6 mMACHINE kit (Ambion, Huntingdon,
UK) hergehstellt [34].

Die Reinigung der IVTs wurde mittels RNeasy Mini anion-exchange spin co-
lums (Qiagen) gemaB des RNA Reinigungsprotokolls des Herstellers durch-
gefiihrt. Quantitat und Reinheitsgrad wurden mit Hilfe von UV-Spektrometrie
ermittelt. RoutinemaBig wurden die IVTs auf GrdéBe und Integritdt mittels
Formaldehyd/Agarose-Gel-Elektrophorese getesetet und in kleinen Aliquots ge-
lagert [31].

2.5 Generierung dendritischer Zellen aus adharenten Mono-
zyten des peripheren Blutes (PBMNC’s)

Verwendet wurden Buffycoats der Blutspendezentrale der Universitat Tabingen.
Die Monozyten des peripheren Blutes (PBMNC’s) der freiwilligen gesunden
Spender wurden mit Hilfe von Dichtegradientenzentrifugation (Ficoll/Biochrom)
isoliert. Dieses Verfahren basiert darauf, dass das Ficoll eine héhere Dichte be-
sitzt als die PBMNC’s, jedoch eine geringere als andere zellulare Blutbestandteile
(Granulozyten, Thrombozyten, Erythrozyten). Dadurch werden beim Zentrifugie-
ren die zellularen Bestandteile voneinander getrennt — es entsteht eine weil3e
Schicht (PBMNCs) zwischen Ficoll und Serum, welche sich gut abnehmen Iasst.
50 ml Blut wurden auf vier Falcontubes verteilt (bei 100 ml auf 6 Falcontubes), mit
PBS verdinnt und bis maximal 35 ml aufgefullt. (Das Verdiinnungsverhaltnis soll-
te mindestens bei 1:1 liegen, angestrebt wurde jedoch ein gréBerer Anteil an PBS
von etwa 1:5). 12 ml Ficoll (Dichte 1,007 g/lI) wurden vorsichtig und ganz lang-
sam untergeschichtet. Es folgte eine zwanzigminltige Zentifugation bei 2000 rpm
ohne Bremse. Ein Teil des Uberstandes wurde verworfen, die weiBBe Zellschicht
(hauptsachlich Lymphozyten und Monozyten) vorsichtig mit Hilfe einer Pasteurpi-
pette abgenommen und auf 4 bis 6 Falcontubes verteilt, mit PBS aufgefillt (ca. 40
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ml), zentrifugiert (entspricht Waschvorgang, Zyklus wurde 2 mal wiederholt) und
in X-Vivo Medium aufgenommen. Nun wurde die Lebendzellzahl bestimmt und es
folgte eine Separierung der PBMNCs in ,DCs in spe“ (ca 8x10%Zellen, welche in
8 Anzuchtflaschen angesetzt wurden) und in Zellen, die kryokonserviert werden
muBten (der Rest), da sie erst zu einem spateren Zeitpunkt Verwendung fanden.

2.5.1 In-Vitro Generierung Dendritischer Zellen

Die so isolierten PBMNCs wurden nun in 75 cm? Anzuchtflaschen bei einer Dich-
te von 1x10%/Flasche 1,5 h in X-Vivo Medium inkubiert (37°C, 5% CO,, feuch-
tigkeitsgesattigt). Da CD14" Monozyten die Fahigkeit besitzen, unter gegebenen
Bedingungen am Boden der Zellkulturflaschen in Adharenz zu gehen, verblieben
diese beim Spilen mit PBS am Boden der Flasche. Alle nicht-adharenten Zellen -
inklusive der spater noch fir die Restimulation benétigten PBMNCs - wurden aus
den Uberstanden abgenommen, in Nunc-tubes tiberfiihrt (1x107/ml Medium) und
unter Zugabe von 10% DMSO bei -80°C eingefroren. Zur Generierung unreifer
DCs wurde an Tag 0, 2, 4 und 6 GM-CSF (100ng/ml) und Interleukin-4 (20 ng/ml)
zugegeben. Zur Induktion reifer DCs wurde den Zellen flir 24h zusatzlicht Poly
I:C (TLR3-Ligand, 5 ng/ml) und R848 (TLR7-Ligand, 2 1.g/ml) beigefugt.

2.5.2 Ernten reifer Dendritischer Zellen

An Tag 7 konnten die nun reifen DCs mittels zweimaligen Waschens mit PBS und
EDTA 5% aus den Kulturflaschen geerntet werden. Durch das EDTA lésten sich
die adharenten DCs vom Boden der Kulturflasche. Die Uberstiande wurden abge-
nommen und in Zentrifugenréhrchen Gberfihrt. Nun wurden in jede Flache 10 ml
der PBS/EDTA Lésung gegeben. Nach ca. 10 min Einwirkzeit wurde mehrmals
mit PBS gepdilt, die Suspension auf mehrere Falcontubes verteilt und zentrifugiert
(1500 U/min, t = 5 min). Die Uberstdnde wurden abgesaugt, die Pellets in RP10
resuspendiert, gepoolt und die Zellzahl ermittelt.

2.5.3 Dendritische Zellen am Scheideweg

Hier trennt sich der bisher gemeinsame Weg der DCs:

Ein Teil der DCs wurde sofort mit RGS1-RNA transfiziert. Dies geschieht mit-
tels Elektroporation (s.u.). Zur CTL Induktion wurden standardmassig 2x10 DCs
elektroporiert, um spater 4 wells a 5x10°DCs (auf 24-well-Platten) ansetzen zu
kénnen.
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Ein kleiner Teil der DCs wurde abgenommen, um zu Uberprtfen, ob die Zellen
durch das zugegebene Poly 1:C/R848 wie gewlinschte maturiert wurden. Dies
wurde mittels durchfluBzytometrischer Verfahren (FACS = fluorescene activated
cell sorting, zum Prinzip s.u.) getestet.

Der Rest der DCs wurde kryokonserviert, um fiir spatere Restimulationsverfahren
bzw. fir den Chrom-|Cr°'|-Release-Assay zur Verfligung zu stehen.

2.6 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Dieses Prinzip beruht auf der Streuung optischer Signale seitens der Zelle, wenn
diese einen Laserstrahl passiert. Das Mal3 fir die Beugung bzw. Brechung des
Lichts bildet das Vorwarts- (FSC = Forward-Scatter, Funktion: ungeféhre Zell-
gréB3e) bzw. das Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards-Scatter, Funktion: Zellgra-
nularitat und Zellkomplexitat). Die Zellen streuen einen Teil des Lichts, welches
miteltels Fotomultiplier nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten Lichts kor-
reliert mit ihrer GréBe und ihrer Oberflachenkomplexitat. Da sich reife DCs von
unreifen durch ihre Rezeptorexpression unterscheiden, Iasst sich ihre Maturitat
Uber Markierung mit verschiedenen fluoreszierenden Antikbrpern emitteln.
Fluoreszenzmessung: Bei der direkten Markierung verwendet man spezifische,
gegen Antigene der Zelloberflache gerichtete Antikérper, an die ein Farbstoff
gekoppelt ist. Die indirekte Markierung erfolgt mit fluoreszenzmarkierten Anti-
Immunglobulinen. Die Zellen werden durch eine Kapillare gepresst und von ei-
nem Laserstrahl erfasst. Fotomultiplier (Fotodetektoren) messen die Lichtstreu-
ung (Maf fir Granularitat der Zelle und die Emission der verschiedenen Fluo-
reszenzfarbstoffe, s.o0.). Ein Computer analysiert die Informationen. Werden viele
Zellen auf diese Weise untersucht, lasst sich sowohl die Anzahl der Zellen mit
bestimmten Eigenschaften, als auch die Expressionsrate der Molekllexpressi-
onsprofile der Zelloberflache analysieren.

2.6.1 FACS-Farbung (DC-Panel)

Die zur FACS Farbung bestimmten DCs (in einer Konzentration von ca. 1x106)
wurden zentrifugiert (1500rpm, t=5 min), der Uberstand abgekippt und in dem
zurlcklaufenden Medium unter Zugabe von 20 nl Mouse IgG resuspendiert und
5-10 min inkubiert. Es erfolgen 4 verschiedene AK-Markierungen, die in vier tubes
vorgelegt werden.

1. 6 ul Anti-Mouse IgG FITC/ 6 ul Anti-Mouse IgG PE
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2. 6 ul CD1a FITC /12 ul CD 83 PE
3. 6 ul CD14 FITC /6 1l HLA DR PE
4. 6 ul CD 86 FITC /6 ul CD 80 PE

(Der erste AK wird auf den Boden des Zentrifugenréhrchens pipettiert, der zweite
an die Wand des tubes).

Nach der Inkubation wurden 2 ml FACS Puffer zugegeben, zentrifugiert (1500
rpm, t=5 min), und in 450 ul FACS Puffer aufgenommen. In jedes der 4 vorgeleg-
ten tubes wurden 100 pl pipettiert und 15 min im Dunkeln inkubiert. AnschlielBend
wurde je 1 ml FACS Puffer zugegeben, zentrifugiert und in je 200 ul FACS Puffer
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Proben analysiert.

2.7 RNA Elektroporation Dendritischer Zellen
2.7.1 Prinzip

Es gibt verschiedene Verfahren, DCs in-vitro dazu zu verhelfen, Tumorantigen
zu prasentieren. Eine Moglichkeit hierflr bietet die Elektroporation mit RNA -
ein Verfahren, mit dem man eine transiente Permaeabilitat der Zellmembran her-
stellt. Durch kurzzeitige Pulse eines sich entladenden Kondensators entsteht ein
elektrisches Feld, welches eine Poreninduktion mit konsekutivem Verlust der Se-
mipermeabilitdt der Zellmembran zur Folge hat. Mit diesem Verfahren kénnen
sehr hohe Transformationsraten erreicht werden. Griinebach et al. [34, 33] analy-
sierten die Effektivitat verschiedener Strategien. Es konnte gezeigt werden, dass
DCs, welche mit fir Tumorantigen kodierender RNA oder Gesamt-Tumor-mRNA
transfiziert wurden, in der Lage sind, sehr potente antigen- und tumor-spezifische
T-Zell-Immunantworten gegen multiple Epitope zu generieren. Diese Technik ver-
langt dabei weder die Kenntnis der Haplotypen der Patienten, noch benétigt man
die Definition des Tumorantigens. Somit bietet diese Technik enormes Potential
zur breiten klinischen Anwendung.

In dieser Arbeit wurde fir die Elektroporation RGS1-IVT mRNA verwendet, wel-
che gentechnisch hergestellt wurde. Als Kontoll-RNA wurde EGFP (enhanced
green fluorescent protein)-IVT eingesetzt.

2.7.2 Vorgehen

Reife DCs wurden an Tag 7 zweimal mit X-Vivo Medium gewaschen und in einer
Konzentration von 2x10” DCs/ml Medium aufgenommen. 200 p! der Zellsuspen-
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sion wurden mit 10 g RNA in einer 4 mm Kivette elektroporiert (Easyject Plus
Runit, EquiBio/Peglab, Erlangen, Germany; Einstellungen: Spannung: 300V, Ka-
pazitat: 150 pF, Widerstand 1540 2). Direkt im Anschlu3 wurden die Zellen in 1
ml RP10 Uberflhrt und in den Inkubator gestellt.

2.8 Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten (CTLs) und Resti-
mulation

Die mit RNA-IVT elektroporierten DCs wurden mit autologen PBMNCs ko-
kultiviert. Hierbei préasentierten die DCs den naiven T-Lymphozyten MHC-I-
gebunden das aus dem “gewinschten” Tumorantigen abgeleitete Peptid an ihrer
Oberflache Uber deren T-Zell Rezeptor. Nach Aktivierung entstand ein spezifisch
gegen dieses AG gerichteter T-Zell-Klon, welcher expandierte- es wurde eine pri-
mare Immunantwort initiiert (CTL-Induktion).

Nach 7 Tagen erfolgte eine Restimulation, die bis zu 3 mal wiederholt wurde. Das
Vorgehen ist analog, wobei hier zusatzlich autologe, bestrahlte PBMNCs (stan-
dardmassig 2,5x106/well) sowie IL-2 (2 ng/ml an Tag 1,3 und 5) zur Wachstums-
stimulation der heranreifenden CTLs zugegeben wurden. Die bestrahlten PBM-
NCs haben nur “Fullfunktion”.

2.8.1 Vorgehen

CTL-Induktion: Es wurden standardméssig 5x10° elektroporierte DCs mit 3,0x10°
PBMNCs pro well angesetzt. Hierzu wurden autologe PBMNCs aufgetaut, gewa-
schen und zu den RNA-transfizierten DCs in eine 24-well-Platte gegeben (End-
volumen: 2ml RP10). Es erfogte eine siebentagige Kultivierung im Brutschrank
(ohne Wachstumsstimulation).

Restimulation: Da die DCs nach einiger Zeit absterben, missen die CTL nach
7 Tagen restimuliert werden, indem man sie mit frisch transfizierten, autolo-
gen DCs sowie mit bestrahlten autologen PBMNCs ko-kultiviert (routinemaBig
2,5x105/well). Hierzu wurden die DCs am Vortag der Restimulation aufgetaut, ge-
waschen, in einer 6-well-Platte kultiviert (3ml RP/well) und mit 100ng/ml GMCSF
sowie 10ng/ml TNF-a versetzt. 24 Stunden spater erfolgte dann die Elektropora-
tion. Die stimulierten Zellen wurden durch mehrmaliges Spilen mit PBS aus der
24-well-Platte entfernt, es wurde die Zellzahl ermittelt. Standardmassig wurden
5x10°CTL in 1 ml RP10 pro well in eine 24-well-Platte pipettiert, dann die elektro-
porierten DCs hinzugegeben (5x10°> DC/well). Die PBMNCs wurden aufgetaut,
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gewaschen und mit 30 Gy bestrahlt. Wie oben beschrieben wurde ab nun zur
Wachstumsstimulation der CTLs IL-2 beigegeben. Dieses Verfahren wird nach
7, eventuell auch noch einmal nach 14 Tagen wiederholt. Letztendlich wurde die
zytolytische Aktivitat 5-7 Tage im Anschluss an die letzte Restimulation in einem
Chrom-[°'Cr]-Release-Assay getestet.

2.9 Standard Chrom-[’'Cr]|Release-Assay

Zur Uberpriifung der lytischen Potenz der Effektorzellen (CTLs) wurden Chrom-
[*1Cr]-Release-Assays durchgefiihrt. Hierbei inkubiert man Targets (Zielzellen)
mit radioaktivem Chrom [*'Cr, Natrium — Chromat], so dass sie es inkorporie-
ren. Das Uberschissige freie Chrom wurde abgewaschen. Nun konnten die rei-
fen, stimulierten CTLs hinzugegeben werden. Erkennen die Effektorzellen ih-
re Targets, lysieren sie diese. Die dadurch freigesetzte Radioaktivitat konnte in
den Uberstanden gemessen werden. Die Tumorzelllinie K562 (Zellen einer CML-
Linie), welche keine MHC-Klasse-I-Molekiile exprimiert, wurde zum Ausschluf3
einer NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat in jedem Chrom-[>'Cr]-Release-Assay als
Kontrolle verwendet. Durch das Fehlen der MHC-Klasse-I-Molekile kénnen die-
se Zellen von NK-Zellen erkannt und lysiert werden.

Die DCs wurden, wie oben beschrieben, mit RNA-IVT elektroporiert (RGS1-RNA
oder irrelevante RNA wie EGFP, die als Negativ-Kontrolle dient) und danach mit
den anderen Targetzellen (Tumorzelllinien) 1 h bei 37°C mit Chrom-[3'Cr] inku-
biert. Im AnschluB wurde das Uberschiissige Chrom [*'Cr] abgewaschen und
die Targets in einer Konzentration von 1x10* pro well in 100 x/ RP 10 Medi-
um in eine 96-well-Platte (U-Form/Round-Bottomed) pipettiert. Die CTLs wur-
den mit PBS aus der 24-well-Platte geerntet, gewaschen und die Zellzahl er-
mittelt. Entsprechend der Konzentration der Targets wurden verschiedene CTL-
Konzentrationen zu einem Gesamtvolumen von 200 ul/well zugegeben. Stan-
dardmaBig wurden folgende CTL-Verdinnungsreihen hergestellt: Ausgangspunkt
bildete ein Effektor-zu-Target-Zellen Verhaltnis von 30:1 im ersten well bei einer
Zellzahl von 3x10° CTL. Davon ausgehend wurde in 5 Schritten jeweils gedrittelt
(10:1 im zweiten, 3:1 im dritten, 1:1 , 0,3:1, 0,1:1 im jeweils vierten und flnften
und sechsten well). Die spontane Chrom [*'C'r|-Freisetzung der Targets wurde in
3 wells ermittelt, welche ausschlieBlich Targets, jedoch keine Effektorzellen ent-
halten. Die maximale Chrom[>'C'r|-Freisetzung wurde in den letzten 3 wells ermit-
telt. Darin wurden die Targets mit je 100 ul 2% Triton X-100 versetzt, welches die
Zellmembran zerstért. Nach vierstindiger Inkubation bei 37 °C wurden pro well 50
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ul des Uberstandes auf Luma Plates™ (Packard Bioscience BV) pipettiert um
diese Uber Nacht trocknen zu lassen. Am nachsten Tag wurde die Radioaktivi-
tat in einem Betacounter gemessen (Betaplatte liquid scintillation counter, Perkin
Elmar Wallac). Die Lyserate in Prozent errechnete sich nach folgender Formel:

Experimentelle Freisetzung — spontane Freisetzung

-100 = L
maximale Freisetzung — spontane Freisetzung Jospez. Lyse
Die spontane Chrom-Freisetzung der DCs als Zielzellen betrug in allen Experi-
menten 15-20%.

2.10 Antikorperblockierung im Chrom[*!Cr]-Release-Assay

Um die HLA-Restriktion der CTLs nachzuweisen, wurde ein Ansatz mit aus-
gewahlten Chrom [*'Cr]-markierten Targetzelllinien (z.B. RGS1 exprimierende
Tumorzelllinie A498) mit spezifisch gegen HLA-Klasse-I-Molekile gerichteten,
monoklonalen Antikdrpern blockiert (W6/32, 20 ng/ml). Nach einstiindiger In-
kubation bei 37°C in 1 ml RP10 Medium bindet der Antikérper spezifisch an
das HLA-Klasse-I-Molekil und verhinderte dadurch das Erkennen des MHC-
Rezeptorkomplexes durch den spezifischen T-Zell-Rezeptor der Effektorzellen.
Die Targetzelle “blieb unerkannt” - sie wurde nicht lysiert.

Parallel hierzu wurde ein Kontrollansatz mit einem Antikérper mitgefihrt, der spe-
zifisch an HLA-Klasse-lI-Moleklle bindet. Dieser blockiert die Erkennung des
MHC-I-Rezeptormolekllkomplexes nicht. Somit kann die Targetzelle von den
spezifischen CTLs erkannt werden.

2.11 Cold Target Inhibition

Die antigenspezifische Lyse der Effektorzelle wurde belegt, indem die Kapazitat
unmarkierter, RGS1-IVT transfizierterer PBMNCs analysiert wurde, Tumorzellly-
se zu blockieren. Mit dieser Methode konnte belegt werden, dass die induzierten
CTLs in HLA-restringierter und antigenspezfischerweise Tumorantigen erkennen
und konsekutiv eliminieren.

PBMNCs wurden mit RGS1-IVT transfiziert, jedoch nicht mit Chrom [*'Cr] be-
laden (Cold Targets). Diese wurden dann zu Chrom [°*Cr| markierten RGS1-
positiven Tumorzellen (Hot Targets, z.B. Skov) in je 50 x/ Medium in einem Ver-
hatinis von 20:1 gegeben. Da die Cold Targets im Uberschuss vorhanden sind,
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werden fast nur diese von den spezifischen Effektorzellen lysiert - es wird kein
Chrom freigesetzt. Die Hot Targets bleiben von den CTLs unangetastet .

Parallel dazu wurde ein Ansatz mitgefihrt, in dem PBMNCs mit irrelevanter
EGFP-RNA transfiziert wurden. Diese wurden von den RGS1-spezifischen CTLs
nicht erkannt - die mit Chrom [*!Cr| markierten Hot Targets wurden lysiert und
Chrom[*'Cr] in das umgebende Medium abgegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorarbeiten durch die AG Stevanovi¢
3.1.1 Genexpressionsanalysen in Nierenzellkarzinomen (RCC)

Mittels Microarraytechnologien wurde das Ausmaf der RGS1-mRNA Expression
in humanen Nierenzellkarzinomen (RCCs) im Vergleich zu dessen Expression in
normalen Nierengeweben analysiert. Hier wurde durchweg eine Uberexpression
von RGS1 detektiert (in 9 von 11 getesteten Tumoren, RGS1 war hier achtzehn-
fach Uberexprimiert; hier nicht gezeigt).

(Ergebnisse freundlicherweise zur Verflgung gestellt von PD DR. rer. nat. Stefan
Stevanovi¢ des interfakultaren Intstitutes fir Zellbiologie der Universitat Ttbingen,
Institut fr Zellbiologie, Auf der Morgenstelle 15, 72076 Tilbingen, Deutschland)

3.2 Ergebnisse dieser Arbeit
3.2.1 Expressionsanalyse von RGS1 mittels RT-PCR

Um die mdgliche Anwendbarkeit von RGS1 als breit einsetzbares Zielantigen in
der Entwicklung von Vakzinierungstherapien zu untersuchen, wurden RT-PCRs
mit primar leuk&mischen Zellen und etablierten Tumorzelllinien durchgefihrt . Wie
in Abbildung 2A zu sehen, konnte eine RGS1 Expression in den Tumorzelllinien
SD-1, CCRF7, SKOV-3, U266, Caki-1, KASUMI-1, NT-2, A498, HL-60, MZ1774,
Mel1479 und CROFT detektiert werden (Abbildung 2A). Ebenso konnte RGS1
in drei primaren lymphatischen Leukamien (CLL), in drei von finf akuten mye-
loischen Leuk@&mien (AML), in einer von fanf chronisch myeloischen Leuk&mien
(CML) sowie in zwei von flnf akuten lymphatischen Leukédmien (ALL) nachgewie-
sen werden (Abbildung 2B).
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Abbildung 2: Expressionsanalyse von RGS1: Die RT-PCR mit RGS1-spezifischen
Primern analysiert die RGS1 Expression sowohl in humanen Tumorzelllinien
(A), als auch in primar normalen und Tumorzellen (B). Kontroll RT-PCR mit
(32—Mikroglobulin (52m)-spezifischen Primern (M: Roche Molecular Weight Mar-
ker VIII)

3.2.2 RGS1-spezifische CTLs lysieren Tumorzellen sowohl epithelialen,
als auch hamatologischen Ursprungs

In der ersten Serie der Experimente wurden DCs von gesunden, HLA-A2
positiven Spendern generiert.

Diverse Tumorzelllinien und RGS1-IVT transfizierte DCs wurden als Zielzellen
eingesetzt. Wie die Ergebnisse des Chrom-[>'Cr|-Release-Assay zeigen, lysier-
ten die CTLs die mit full-length-RGS1-IVT elektroporierten Zellen (Abbildung
3) sowie die RGS1*/HLA-A2* Tumorzelllinien MZ1774 und A498 (Abbildung
3 und 4). Im Gegensatz dazu wurden die als Negativkontrollen eingesetzten
RGS1*/HLA-A3" Tumorzelllinien SKOV-3, sowie die mit irrelevanter EGFP-IVT
elektroporierten DCs nicht erkannt und blieben somit von der Lyse verschont (Ab-
bildung 3). Hier zeigt sich, dass die RGS1-spezifischen CTLs HLA-restringiert
lysieren. Zum Ausschluf3 einer NK-Zell-vermittelten Zytotoxizitat wurde die
Kontroll-Zelllinie K562 eingesetzt.
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Abbildung 3: Induktion RGS-1-spezifischer CTLs mittels RGS1-IVT elektroporier-
ter DCs. Unreife DCs von gesunden, HLA-A2% Spendern wurden mit RGS1-IVT
transfiziert und als APCs zur Induktion antigenspezifischer CTLs verwendet. Die
zytolytische Potenz der CTLs wurde nach wiederholten, wéchentlichen Restimu-
lationen in einem Chrom-[>'Cr]-Release-Assay ermittelt. Sowohl mit RGS1-IVT
transfizierte DCs, als auch die Tumorzellinien MZ1774 (HLA-H2") und SKOV-3
(HLA-A3") wurden als Targets eingesetzt. Die mit irrelevanter EGFP-IVT trans-
fizierten DCs und K562 fungierten als Negativkontrollen. K562 diente zum Aus-
schluf3 einer NK-Zell vermittelten Zytotoxizitat.

Die HLA-Spezifitdt der induzierten CTLs wurde darlberhinaus mittels HLA-
Molekiil-spezifischer monoklonaler Antikbrper bestatigt. Wie in Abbildung 4 zu
sehen, kdnnen die CTLs ihre Targets (A498 + anti-class-I) nicht erkennen wenn
ein anti-HLA-I-Antikérper zugegeben wird. Der spezifisch an das HLA-Klasse-
I-Molekil bindende Antikérper verhindert das Erkennen des MHC-Komplexes
durch den T-Zell-Rezeptor der CTL und dadurch die Lyse der Targetzellen. Dies
zeigt, dass die induzierte T-Zell Antwort in HLA-restringierter Weise ablauft.

Zur Kontrolle wurde parallel dazu ein Ansatz mit einem AK gegen das

HLA-Klasse-II-Molekul durchgefiihrt, welcher die Erkennung des MHC-Peptid-
Komplexes durch spezifische CTLs nicht blockiert und dadurch ein Lyse zuldsst.
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Abbildung 4: A498 wurde als Target eingesetzt. Zur HLA-Klasse-I- oder -Klasse-
Il Inhibition erfolgte vor dem Assay eine Inkubation der Targetzellen mit einem
HLA-Klasse-I- oder -Klasse-II-Antikorper.

Diese Daten demonstrieren, dass DCs, die mit einem Uberschuss an full-
length-RGS1-IVT transfiziert wurden, Klasse-I-restringierte CTLs induzieren
kénnen, welche in-vitro Tumorzellen, die endogen RGS1 exprimieren, in antigen-
spezifischer und HLA-restringierter Weise erkennen.

In der nachsten Serie an Experimenten wurden DCs aus PBMNCs gesun-
der, HLA-A3-positiver Spender generiert, welche mit einem Uberschu3 von
full-length-RGS1-IVT transfiziert wurden. Wie die Ergebnisse des Chrom-
[>1Cr]-Release-Assay zeigen, lysierten die induzierten CTLs die mit RGS1-IVT
elektroporierten Zellen sowie die RGS1t/HLA-A3*Tumorzelllinien SKOV-3
und Mel 1479 (Abbildung 5). Im Gegensatz dazu erkannten sie weder die
RGS1*/HLA-A2*Tumorzelllinie A498 noch die mit irrrelevanter EGFP-IVT elek-
troporierten Zellen. Somit blieben diese von der Lyse verschont (Negativkontrolle,
Abbildung 5). Zum Ausschluss einer NK-Zell vermittelten Zytotoxizitat wurde die
Kontroll-Zelllinie K562 eingesetzt (Abbildung 5)
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Abbildung 5: Induktion RGS1-spezifischer CTLs mittels RGS1-IVT elektroporier-
ter DCs. Unreife, von Monozyten generierte DCs wurden von gesunden HLA-A3*
Spendern mit RGS1-IVT elektroporiert, um als APCs antigenspezifische CTLs
zu induzieren. Die zytolytische Aktivitat der generierten CTLs wurde nach mehr-
maliger, wochentlicher Restimulation im Chrom- [*'Cr]-Release-Assay bestimmt.
Sowohl mit RGS1-IVT transfizierte DCs, als auch SKOV-3 (HLA-3") und A498
(HLA-A27") wurden als Targets eingesetzt. Mit irrelevanter EGFP-IVT transfizierte
DCs dienten als Kontrolle. Zum Ausschluf3 einer NK-Zell vermittelten Zytotoxizitat
wurde K562 eingesetzt.

Die antigen-spezifische Zelllyse wurde hier nun mittels Cold Target Inhibition As-
say bestimmt (Abbildung 6). Hierbei wird die Fahigkeit beziehungsweise Kapazi-
tat unmarkierter, autologer, mit RGS1-IVT transfizierter PBMNCs bestimmt, Tu-
morzelllyse zu blockieren. Hier hemmen die in zwanzigfach héherer Konzentra-
tion vorliegenden Cold Targets (nicht Chrom markiert) die Lyse der Hot Targets
(Chrom markiert). In diesem Ansatz wurde die RGS1-exprimierende Tumorzell-
linie SKOV-3 eingesetzt, die in vorangegangenen Versuchsreihen sehr effizient
lysiert wurde (Abblidung 5/6). Wie in Abbildung 6 dargestellt, inhibieren die RGS1
transfizierten PBMNCs (Cold Target) die Lyse der RGS1+/HLA-A3+*SKOV-3 (Hot
Target) Zellen hichst effektiv (Verhéltnis Cold Target : Hot Target = 20 : 1). Im
Gegensatz dazu konnten PBMNCs, welche mit irrelevanter EGFP-IVT elektropo-
riert wurden, die Erkennung der aus Tumorantigen abgeleiteten RGS1 Epitope
nicht verhindern.
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Abbildung 6: Cold Target Inhibition. Unmarkierte, mit RGS1-IVT transfizierte PB-
MNCs bzw. mit irrelevanter EGFP-IVT tranfiszierte PBMNCs als Kontrollen wur-
den zu Chrom [**Cr] —markierten SKOV-3 Zellen im Verhaltnis Cold Target : Hot
Target = 20:1 gegeben.

Zusammengefasst bestatigen die Ergebnisse dieser Experimente, dass die in-
vitro induzierten CTLs spezifisch sind fir RGS1 abgeleitete Epitope und Ziel-
zellen und in antigenspezifischer- und HLA-restringierter Weise “inre” Zielzellen
erkennen und konsekutiv eliminieren.

Im nachsten Schritt unserer Experimentreihe wiederholten wir obigen Ansatz
mit dem Unterschied, dass wir PBMNCs eines gesunden, HLA-A2/-A3" Spen-
ders fir die Generierung der von Monozyten abstammenden DCs verwendeten.
Diese Zellen wurden, analog zum obigen Vorgehen, mit einem Uberschuss an
full-length-RGS1-IVT transfiziert und als APCs zur Induktion RGS1-spezifischer
CTLs verwendet. Wie die Ergebnisse des Chrom-[>'C'r]-Release-Assay zeigen,
lysieren diese CTLs die mit RGS-IVT elektroporierten Zellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Induktion RGS1-spezifischer CTLs mittels RGS1-IVT elektropo-
rierter DCs. Unreife, von Monozyten abgeleitete DCs von gesunden HLA-A2*t/-
A3" Spendern wurden mit RGS1-IVT elektroporiert und als APCs zur Indukiti-
on antigen-spezifischer CTLs verwendet. Die zytolytische Aktivitat der generier-
ten CTLs wurde nach mehrmaligen, wdchentlichen Restimulationen im Chrom-
[>1Cr]-Release-Assay bestimmt. RGS1-IVT transfizierte DCs wurden als Targets
eingesetzt. Mit irrelevanter EGFP-IVT transfizierte DCs dienten als Kontrolle. Zum
Ausschluss einer NK-Zell vermittelten Zytotoxizitat wurde die Kontroll-Zelllinie
K562 eingesetzt.

Zur Uberpriifung der Antigenspezifitat erganzten wir den Assay mit einem Cold
Target Inhibition Assay. Abbildung 8 veranschaulicht, dass PBMNCs, die mit
RGS1-IVT transfiziert wurden, sowohl die Lyse von RGS1*/HLA-A2" A498 Zel-
len, als auch die Lyse von RGS1*/HLA-A3" SKOV-3 Zellen wirkungsvoll inhibie-
ren. Im Gegensatz dazu vermdgen die mit irrelevanter EGFP-IVT elektroporierten
PBMNCs es nicht, die Erkennung der RGS1*/HLA-A2*oder -HLA-A3* Tumorzel-
len zu verhindern.
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Abbildung 8: Cold Target Inhibition. Unmarkierte, mit RGS1-IVT transfizierte PB-
MNCs oder mit irrelevanter EGFP-IVT transfiszierte PBMNCs als Kontrollen wur-
den zu Chrom [*!Cr] —markierten SKOV-3 (HLA-A3") oder A498 (HLA-A2") im
Verhaltnis Cold Target : Hot Target = 20:1 gegeben.

Diese Experimente demonstrieren, dass die Transfektion mit RGS1-IVT zur Préa-
sentation von RGS1 abgeleiteten Epitopen - sowohl auf HLA-A2" als auch auf
HLA-A 3* -Molekdlen fihrt und zur Induktion von RGS1-spezifischen, HLA-A2*
oder -A3"-restringierten CTLs flhrt.

3.2.3 RGS1-spezifische CTLs kénnen autologe CLL-Blasten lysieren

Die RT-PCR-Analysen zeigten, dass alle CLL Blutproben RGS1 exprimieren
(Abbildung 2B). In einer letzten Versuchsreihe sollte daher festgestellt werden,
ob die bisherigen Ergebnisse auf CLL-Blasten anwendbar sind und sich somit
im autologen System verifizieren lassen. Hierzu wurden aus Monozyten eines
CLL Patienten DCs generiert (Pat.1), welcher sich nach einer Chemotherapie mit
Fludarabin in kompletter Remission befand. Diese DCs wurden mit RGS1-IVT
transfiziert und als APCs zur Induktion antigenspezifischer CTLs verwendet.

Wie Abbildung 9 veranschaulicht, wurden die CLL Blasten hdochst effizient
durch die RGS1-spezifischen CTLs erkannt und lysiert. Zusatzlich setzten wir
in diesem Assay autologe T-Zellen als Targets ein. Diese Zellen blieben jedoch
verschont (Abbildung 9). Die Spezifitdt sowie die HLA-Klasse-I-Restritivitat der
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induzierten T-Zellen wurde darlber hinaus durch Zugabe eines spezifisch gegen
HLA-Klasse-I-Molekule gerichteten monoklonalen Antikdrpers bestatigt, welcher
die spezifische Lyse der Zielzellen blockieren konnte (Abbildung 9).

—O- CLL blasts (Pat. 1)

—— CLL blasts + anti class Il

% Specific lysis

——T cells (Pat.1)

—- CLL blasts + anti class |

100

E:T

Abbildung 9: Induktion RGS1-spezifischer CTLs mittels RGS1-IVT elektroporier-
ter DCs. Unreife, aus Monozyten abgeleitete DCs eines Patienten, der an CLL
leidet und sich in kompletter Remission nach Chemotherapie befindet (Pat.1). Die
RGS1-spezifischen CTLs wurden als Effektorzellen gegen autologe, maligne CLL
Blasten eingesetzt, welche zum Zeitpunkt der Diagnose kryokonserviert worden
waren. Normale T-Zellen wurden zusétzlich als Targets im Chrom-[>'Cr|-Release-
Assay eingesetzt.

Um die RGS1-Spezifitat weiter zu verifizieren, wurden DCs als Targetzellen im
Chrom-[Cr°!]- Release-Assay eingesetzt, die mit Gesamt-RNA aus den CLL-
Blasten von Patient 1 (Abbildung 10, Pat.1) und aus den Blasten eines zweiten
RGS1-positiven Patienten (Abbildung 10, Pat.2) transfiziert wurden. Als Kontrolle
dienten DCs, die mit der Gesamt-RNA aus den Blasten eines RGS1-negativen
AML-Patienten (Abbildung 10, Pat. 3) transfiziert wurden. Die so behandelten
Zellen wurden dann als Targets im Chrom-[°*Cr|-Release-Assay eingesetzt. In
diesem Experiment wurden ausschlieBlich DCs durch die CTLs lysiert, welche
zuvor mit RGS11TRNA transfiziert wurden. Alle Zellen, die mit RGS1~-AML RNA
transfiziert wurden, blieben unangetastet. Als weitere Kontrolle wurden DCs mit
RGS1-IVT transfisziert, welche effizient lysiert wurden. Im Gegensatz dazu blie-
ben die mit irrelevanter EGFP-IVT transfizierten DCs unangetastet.
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|+ RGS1-IVT
——DC + Pat. 2-RNA
—+—DC + Pat. 1-RNA

% Specific lysis

—& FEGFP-IVT
—*-DC + Pat. 3-RNA

0,1 1 10 100
E:T

Abbildung 10: Mit RNA eines zweiten RGS1* CLL Patienten (Pat.2) oder mit RNA
von RGS1~ AML Blasten (Pat.3) transfizierte DCs wurden als Targets zugege-
ben. Die mit RGS1-IVT oder mit irrelevanter EGFP-IVT transfizierten DCs dienten

als Kontrollen.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente auf anschauliche Art und Weise
die Realisierbarkeit der Induktion von RGS1-spezifischen CTLs aus CLL Patien-
ten in kompletter Remission nach Chemotherapie, welche dazu in der Lage sind,
hochst effizient autologe Blasten in antigenspezifischer- und HLA-restringierter

Weise zu lysieren.
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4 Diskussion

Durch die sich konsequent verbessernden radio-/chemotherapeutischen Behand-
lungsmethoden sowie innovativen Operationstechniken und nicht zuletzt durch
die verbesserten Primarprophylaxemdglichkeiten haben maligne Erkrankungen
heut zu Tage zunehmend bessere Heilungschancen. Dennoch bieten die bis-
lang etablierten Therapien keine befriedigenden Langzeitheilungen. Der Bedarf
an weiteren Therapieoptionen - neben Operation, Radio- und Chemotherapie -
ist also gegeben.

Die Tumorimmuntherapie hat sich klinisch in den letzten beiden Jahrzehnten zu-
nehmend zu einer Behandlungsalternative entwickelt, die zur Primé&r- und Rezi-
divtherapie maligner Erkrankungen eingesetzt werden kann. Dieser Therapieform
liegt die Idee zugrunde, durch Aktivierung des Immunsystems die Sensibilitat des
Organismus gegenlber Tumorzellen zu erhéhen - mit dem Ziel, diese autark und
spezifisch eliminieren zu kénnen.

Es bestehen unterschiedliche Moglichkeiten, das Immunsystem im Kampf gegen
den Krebs zu unterstitzen. Eine Moglichkeit besteht in der Gabe von monoklo-
nalen Antikdrpern, wie beispielsweise der gegen B-Lymphozyten gerichtete, chi-
mare Anti-CD20 Antikérper Rituximab, welcher in der Therapie der Non-Hodgkin-
Lymphome eingesetzt wird. Weitere Therapieformen sind die Gabe von Immun-
modulatoren, wie z.B. Interleukine oder Interferone, welche das Immunsystem
beeinflussen.

In dieser Arbeit wurden DCs mit gentechnisch hergestellter full-length-RGS1-
MRNA transfiziert und als APCs verwendet. Die DCs prasentierten das Tumo-
rantigen RGS1 MHC-gebunden an der Zelloberflache. Mit ihrer Hilfe gelang die
ex-vivo Generierung CD8* Effektorzellen, welche in der Lage sind, hochspezi-
fisch Tumorzellen zu eliminieren.

Eine der Herausforderungen in der Entwicklung immuntherapeutischer Verfah-
ren ist die Identifizierung relevanter TAAs mit der Fahigkeit, tumorspezifische T-
Zellantworten zu induzieren. Hinzu kommt, dass diese immunogenen Struktu-
ren des Tumors “lebenswichtige” Schllsselstrukturen in Bezug auf Entwicklung,
Wachstum sowie dessen Fahigkeit zur hamatogenen Ausbreitung darstellen soll-
ten.

Genexpressionsprofile, die mittels Microarray-Technologien erstellt wurden, zeig-
ten eine starke RGS1 Uberexpression in Nierenzellkarzinomen verglichen mit
Proben aus normalem Nierengewebe. Darliber hinaus konnte mittels RT-PCR
Analysen RGS1 in etlichen etablierten menschlichen Tumorzelllinien sowie ein-
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zelnen Proben von Patienten, die unter akuter und chronischer Leukamie litten
detektiert werden. Dies impliziert, dass dieses Gen in einer umfassenden Aus-
wahl menschlicher maligner Tumoren exprimiert wird.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren gehdren zu einer groBen Familie von Prote-
inen, deren Funktion darin besteht, extrazellulare Stimuli nach intrazellular zu
ubermitteln. Dazu gehdren die durch Licht aktivierbaren Rezeptoren im Auge
(Rhodopsin), die olfaktorischen Rezeptoren in der Nase von Saugern, oder di-
verse Hormon- sowie Neurotransmitterrezeptoren. Die Bindung eines Liganden
an den Rezeptor fihrt zum Austausch von GDP zu GTP am zytosolisch ge-
bundenen G-Protein. Dieser Austausch flhrt zur Dissoziation der a—von der (-
Untereinheit, welche beide als second-messenger fungieren. RGS1 steigert die
GTP-ase Aktiviat der a—Untereinheit und flhrt so zu einer Wiederherstellung des
inaktiven heterotrimeren Molekils. Kurz gesagt: RGS1 ist ein funktionell negati-
ver Feedback-Regulator in diesen Signalschleifen.

Die Tatsache, dass G-Proteine und RGS1 Bestandteil vieler zellularer Signal-
kaskaden sind, filhrt zu der Annahme, dass eine Uberexpression von RGS1 in
maligne transformierten Geweben, wie sie in dieser Arbeit festgestellt worden ist,
in kausalem Zusammenhang mit dem Phanotyp maligner Tumoren steht.

Die Induktion antigenspezifischer Immunreaktionen ist stark abhangig von der Art
und Weise, in der eine APC dazu gebracht wird, Antigen zu prasentieren bzw. wie
es prozessiert wird. Kirzlich wurde nachgewiesen, dass DCs, welche mit RNA
transfiziert wurden, die fir ein TAA oder Gesamt-RNA kodiert, potente, antigen-
und tumor-spezifische T-Zell-Antworten gegen multiple Epitope induzieren kén-
nen. Die Realisierbarkeit und Effektivitdt dieses Ansatzes wurde in verschiede-
nen Studien getestet und analysiert, in dem man die mit RNA transfizierten DCs
Tumorpatienten verabreichte [39, 68, 70, 92, 95]. In dieser Arbeit wurde ein RNA-
basierter Ansatz gewahlt, um die Induktion RGS1 spezifischer CTLs sowie deren
lytische Aktivitat in-vitro zu testen. Dazu wurden die Monozyten zur Herstellung
von DCs HLA-A2", -A3" oder -A2"/-A3* positiver Spender herangezogen, und
sechs Tage unter Zugabe von GM-CSF und IL-4 kultiviert. Zur Ausreifung der
DCs wurden in dieser Arbeit neue Erkenntnisse von Boullart et. al. genutzt, wo-
bei die Reifung mit TLR3- (Poly I:C) und TLR7-Ligand (R848) durchgefiihrt wur-
de (In-vitro Immunisierungsprotokoll) [10]. Zur CTL-Induktion wurden diese DCs
mit in-vitro transkribierter RGS1-RNA (RGS1-IVT) transfiziert. Die so behandel-
ten Zellen wurden als APCs verwendet. Die auf diese Weise in-vitro induzierten,
RGS1-spezifischen CTLs konnten Tumorzellen, welche das RGS1 Protein endo-
gen exprimieren, in antigenspezifischer und HLA-restringierter Weise erkennen
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und lysieren, darunter Nierenzellkarzinome, Melanome, Ovarialkarzinome, sowie
Tumoren hamatologischen Ursprungs. Die Spezifitat der Lyse wurde mittels mo-
noklonaler, HLA-Molekule-blockierender Antikdrper oder mittels Cold Target Inhi-
bition Assay bestatigt.

Um weiterhin die Spezifitdt der induzierten CTLs zu analysieren, wurden DCs,
welche zuvor ebenfalls mit einem Uberschuss an RGS1-IVT transfiziert wurden,
als Targetzellen im Chrom-[*'Cr] —Release-Assay eingesetzt. Hier konnte ge-
zeigt werden, dass die in-vitro generierten CTLs effizient diese Targetzellen lysie-
ren, was bedeutet, dass durch Transfektion mit RGS1-IVT von RGS1 abgeleitete
Peptide prozessiert und an der Zelloberflache prasentiert werden.

Diese Ergebnisse waren sowohl fiir HLA-A2*+, -A3" oder auch fir -A2*/-A3"
Spender reproduzierbar. Dies bestatigte vorausgegangene Studien, in denen an-
schaulich demonstriert werden konnte, dass die DC-Transfektion mit spezifischer
oder Gesamt-RNA zur Induktion polyklonaler T-Zell Antworten fuhrt, wobei Epi-
tope erkannt werden, obwohl sie Uber verschiedene HLA-MolekUlle prasentiert
werden. Darum besitzt diese Methode das Potential zur breiten klinischen An-
wendung [32, 34, 38, 61, 62, 63, 64], da man jedem Patienten der an einem
(in diesem Fall) RGS1* Tumor erkrankt ist, diese Therapie zukommen lassen
kénnte, ohne dessen HLA-Typ zu kennen. Dies ware nicht der Fall, hatte man
ein Peptid-basiertes Vorgehen gewahlt - hierflr ist die genaue Kenntnis des HLA-
Typs des Patienten Voraussetzung - die klinische Einsetzbarkeit somit also einge-
schrankt. Da RGS1 ein noch sehr neues, unerforschtes, wenn auch vielverspre-
chendes TumorabstoBungsantigen ist, war es zum Zeitpunkt der Experimente nur
in Form von RNA, nicht aber als Peptid verfigbar. Somit ist es leider momentan
nicht méglich, Vergleichbarkeit im Hinblick auf lytische Aktivitat der CTLs bzw.
letztendlich auf Wirksamkeit/Nebenwirkungen herzustellen. Vom wissenschatftli-
chen Standpunkt aus gilt es nun Epitope zu suchen, Peptide herzustellen, um
ein tieferes Verstandins fir die molekularen Ablaufe zu bekommen, und in letzter
Konsequenz zu analysieren, ob - und wenn ja, welches Verfahren zu wahlen wa-
re.

Zum Abschluf3 der Untersuchungen wurde die Anwendbarkeit des RNA-basierten
Ansatzes im autologen, pathologisch veranderten System getestet. Es wurde die
Maoglichkeit analysiert, mittels aquivalentem Vorgehen eine CTL-Antwort bei Tu-
morpatienten zu induzieren. Dazu wurden CTL-Linien aus PBMNCs eines CLL-
Patienten, der sich nach Behandlung mit Fludarabin in kompletter Remission be-
fand, durch in-vitro Immunisierung mit RGS1-IVT transfizierten, autologen DCs,
induziert. Diese autologen CTLs wurden als CD8* Effektorzellen gegen autolo-
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ge, maligne Zellen eingesetzt, welche zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit-
tels Kryokonservierung eingefroren wurden. Die in-vitro generierten CTLs waren
in der Lage, die leukamischen Zellen in effizienter, HLA-restringierter und anti-
genspezifischer Weise zu lysieren, wobei nicht-transformierte Zellen bzw. DCs
verschont blieben, die mit irrelevanter, Gesamt-RNA aus RGS1-negativen AML-
Blasten elektroporiert wurden [31]. Diese Ergebnisse zeigen, dass in-vitro indu-
zierte, RGS1-spezifische CTLs aus Patienten mit malignen Erkrankungen dazu
fahig sind, primar autologe Tumorzellen in antigenspezifischer Weise zu erken-
nen und zu eliminieren.

Somit I&sst sich abschlieBend schlussfolgern, dass RGS1 ein TumorabstoBungs-
antigen ist, welches in vielen soliden und hamatopoetischen malignen Tumoren
exprimiert wird, die Potenz zur Induktion einer T-Zell-Immunantwort besitzt und
somit als Tumor-Vakzine zur Anwendung kommen kann. Dies kann entweder
durch Transfusion ex-vivo generierter und mit Tumor-mRNA elektroporierter DCs
erfolgen [58, 67], wobei es hierbei dann in-vivo zur Aktivierung und Proliferation
spezifischer CTLs kommt. Eine andere Mdglichkeit bietet die direkte Verabrei-
chung aktivierter, hochspezifischer CD8" Effektorzellen, welche dann direkt Tu-
morzellen attackieren [15, 74, 24, 81, 44, 94, 109].

4.1 Grenzen der Arbeit

Interessant ware es herauszufinden, an welcher Position im RGS1-Protein die
spezifischen Epitope flir HLA-A2 und -A3 lokalisiert sind, welche von der CTL
erkannt werden. Darlber hinaus kénnte gezeigt werden, dass autologe DCs, die
zuvor mit aus RGS1 abgeleitetem Peptid beladen wurden, in der Lage sind, hoch-
potente, antigenspezifische T-Zellantworten zu induzieren - wie es auch in unse-
rem RNA-basierten Vorgehen der Fall war. Da RGS1 noch ein sehr “neues” TAA
ist, war zum Zeitpunkt der Experimente RGS1 nur als RNA, nicht aber als Peptid
verflgbar. Ein soches Vorgehen wirde eine Vergleichbarkeit der Methoden her-
stellen, d.h. man kdnnte analysieren ob, und wenn ja warum die eine bzw. die
andere Methode eine bessere, eine effektivere Immunantwort induzieren wirde.
Kurz gesagt: es wirde das molekulare Basiswissen, das Verstandnis auf zellula-
rer Ebene verbessern.

In dieser Arbeit wurden alle Experimente in-vitro durchgefihrt, so dass sich die
Ergebnisse nur begrenzt auf das komplexe System des menschlichen Immunsy-
stems Ubertragen lassen. Zur Induktion der DC-Reifung wurden z.B. definierte
Zytokinkonzentrationen verwendet, welche nur schwer im menschlichen Organis-
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mus, in dem ein sich stéandig &ndernder Cocktail an biogenen Molekillkonzentra-

tionen herrscht, reproduzierbar sind.
Zusatzlich ignoriert dieser Ansatz die Bedeutung von CD4* T-Helfer-Zellen bei

Induktion und Erhaltung der T-Zell-vermittelten Immunantwort.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Auf der Suche nach neuen Tumorantigenen identifizierte die Arbeitsgrup-
pe von PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovi¢ des interfakultaren Instituts fir
Zellbiologie der Universitat Tubingen, Deutschland, mittels vergleichender Ex-
pressionsprofile (Microarraytechnologien), das Tumorantigen RGS1 (regulator of
G-Protein-signalling). RGS1 ist an vielen intrazelluldren Regulationsprozessen,
Signaltransduktionswegen sowie an der Regulation verschiedener Migrations-
prozesse beteiligt. Dies, sowie die Tatsache, dass RGS1 auf vielen menschlichen
soliden und hamatologischen Tumoren stark Gberexprimiert wird und die Potenz
zur Induktion antigen- und tumorspezifischer T-Zellantworten besitzt, macht es
zu einem interessanten neuen TAA. Somit kann es als Zielscheibe fir maligne
Tumoren verwendet werden, welche dieses Protein exprimieren, und bietet
vielversprechende Ansatzpunkte fur die Etablierung einer breit anwendbaren
Tumorvakzinierung.

In dieser Arbeit wurde ein RNA-basierter Ansatz gewahlt, um die Funktion
von RGS1 als neues Tumorantigen ndher zu analysieren. Hierzu wurden RGS1-
spezifische CTLs induziert, die dann unter Zugabe von Zytokinen, mit RGS1-IVT
transfizierten, autologen DCs mehrfach stimuliert wurden. Diese CTLs lysierten
effektiv alle im Chrom-[>'Cr|-Release-Assay eingesetzten RGS1-positiven
Zielzellen in HLA-restringierter und tumorantigen-spezifischer Weise, was mittels
Blockade der HLA-I- und HLA-II-Molekile sowie mittels Cold Target Inhibition
bestatigt werden konnte. DarUber hinaus waren die CTLs auch zur Lyse von
Leukamieblasten fahig, wobei in allen Ansatzen RGS1-negative Zellen verschont
blieben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass ein RNA-basiertes Vor-
gehen im Rahmen der Tumorimmuntherapie das Spektrum der klinischen
Anwendbarkeit erheblich erweitert. Weiterhin zeigte sich RGS1 als hochinteres-
santes, neues Tumorantigen, welches die Kriterien zur Anwendung im Rahmen
der klinisch-onkologischen Immuntherapie erfullt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Februar 2008 im Journal Cancer

Immunology Immuntherapy mit dem Titel “Generation of antigen-specific CTL
responses using RGS1 mRNA transfected dendritic cells” publiziert.
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SS2003: 1. Fachsemester Humanmedizin an der
Martin-Luther-Uni in Halle a.d.S.

WS03/04:2.-4. Fachsemester Humanmedizin an der
Universitat Heidelberg

SS05 bis jetzt (SS08, 6.klinisches Semester) Human-
medizin an der Universitat Tuibingen

Staatsexamen in Tlbingen am 27.11.2009
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