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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Korpers ist ein hochst komplexes, regulatorisches
Netzwerk, bestehend aus unterschiedlichen Geweben und Zelltypen, die Uber
Botenstoffe oder Uber direkten Zell-Kontakt miteinander kooperieren. Es hat die
Aufgabe, den Korper vor schadigenden pathogenen Keimen (Bakterien, Viren),
Pilzen, Protozoen und Metazoen zu schitzen. Eine Immunreaktion konnen
auch organische Makromolekule, fremde eukaryontische Zellen oder maligne
korpereigene Zellen auslésen. Das Immunsystem ist in der Lage, solche
Pathogene zu erkennen und setzt zu deren Vernichtung eine spezifische
Reaktionskaskade in Gang.

Das adaptive Immunsystem kann durch zwei Wirkmechanismen charakterisiert
werden, die humorale und die zellvermittelte Reaktion (Abb 1.1). Die B-
Lymphozyten sind durch Synthese und Freisetzung von Antikérpern fir die
humorale Antwort verantwortlich. Die adaptive zellvermittelte Immunantwort
dagegen wird hauptsachlich von den T-Lymphozyten gesteuert und
ubernommen. Die T-Lymphozyten entstehen aus den hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarks. Vorlauferzellen wandern in den Thymus, wo
sie zu Thymozyten heranreifen und sich dann zu verschiedenen T-Zell-
Subpopulationen mit unterschiedlichen Eigenschaften ausdifferenzieren. So
haben die CD4'-T-Helfer-Zellen eine regulatorische Funktion, indem sie z.B.
durch Sezernierung von Botenstoffen (Zytokinen) B-Zellen aktivieren konnen
und auf diese Weise eine spezifische Immunreaktion ausléosen. CD8'-
zytotoxische-T-Zellen erkennen in erster Linie zellulare Antigene z.B. einer
Virus-infizierten Zelle oder von malignen Zellen, mit dem Ziel der spezifischen
Lyse dieser Zellen. CD8"-zytotoxische-T-Zellen besitzen durch die von ihnen

produzierten Zytokine eine Reihe weiterer regulatorischer Eigenschaften. So
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aktivieren sie Uber freigesetzte Zytokine auch Makrophagen und fihren sie zu
den Infektionsherden.

B- und T-Zellen arbeiten im Immunsystem eng zusammen. Nach Aktivierung
der T-Zellen durch deren Kontakt mit dem MHC-Peptid-Komplex auf der
Antigen-prasentierenden Zelle Uber den T-Zell-Rezeptor treten diese in engen
Kontakt mit B-Zellen. Die T-Zellen bilden Zytokine und exprimieren Molekule
(CD40 Ligand) zur Aktivierung der B-Zellen und regen diese zur Reifung zu

Plasmazellen und damit zur Bildung von Antikdrpern an (35).

Immunsystem
Angeboren Erworben

Humorale Zellulare

Abwehr Abwehr
Granulozyten Monozyten B-Lymphozyten T-Lymphozyten
eNeutrophile eDendritische Antikorper eCD4"-T-
eEosinophile Zellen Helferzellen
eBasophile eMakrophagen eCD8"-

zytotoxische
T-Zellen

Abb 1.1: Aufbau des Immunsystems
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1.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DC) sind hochst potente antigenprasentierende Zellen
(APC) mit der Fahigkeit zur Induktion und Aufrechterhaltung einer primaren
Immunantwort (2,9,14). DC entstehen aus Vorlauferzellen des Knochenmarks
und konnen in fast jedem Gewebe gefunden werden, wo sie als sogenannte

unreife DC vorliegen (17).

Abb. 1.2 Dendritische Zellen (Eckhart Kdmpgen, www.uni-wuerzburg.de).

Diese unreifen DC sind durch ihre Fahigkeit, Antigene aufzunehmen und zu
prozessieren, charakterisiert. Durch Interaktion der DC mit Pathogenen,
Zytokinen wie TNF-a, IL-1 oder durch CD40-Ligation verandern sich Phanotyp,
Funktion und Verhalten der DC. Es kommt zur verstarkten Expression
kostimulatorischer Molekule (z.B. CD80, CD86), zur Sekretion von Zytokinen
(z.B. IL-12) und somit zur Ausreifung der DC. Reife DC sind nicht mehr in der
Lage Antigene aufzunehmen, zeichnen sich jedoch durch eine erhdohte T-Zell-
stimulierende Wirkung aus und wandern zu den regionalen Lymphknoten, wo

sie in den T-Zell-Regionen eine primare Immunantwort induzieren (2) .


http://www.uni-wuerzburg.de/

1 EINLEITUNG

1.3 Chronisch lymphatische Leukamie (CLL)

Die CLL ist eine leukamisch verlaufende Sonderform des niedrigmalignen Non-
Hodgkin-Lymphoms, die mit einem Anteil von 30% die haufigste Leukamie der
Erwachsenen darstellt. Sie ist eine Erkrankung des hdheren Lebensalters, die
haufiger Manner als Frauen betrifft.

Die Erkrankung ist durch die unkontrollierte Proliferation und Akkumulation
eines entarteten B-Zell-Klons (eine T-Zell CLL ist mit 3% sehr selten)
charakterisiert. Die malignen Lymphozyten proliferieren langsam und haben
eine verlangerte Lebensdauer.

Initial sind die Patienten meist asymptomatisch. Die ersten Symptome kdnnen
sich in Leistungsminderung, Mudigkeit, Lymphknotenschwellung, Autoimmun-
phanomenen und Infektionen &uRern. Die Verdrangung der normalen
Hamatopoese im Knochenmark fuhrt im Verlauf der Krankheit zu einer
Knochenmarkinsuffizienz mit zunehmender Anamie, Thrombozytopenie und
Neutropenie. Die Diagnose der B-CLL lasst sich aus dem Differentialblutbild

und der Immunphanotypisierung stellen (63).

o0 4

Abb. 1.3: Ausstrich des peripheren Blutes mit der typischen Morphologie der
leukdmischen Tumorzellen bei der CLL. Die am rechten oberen Bildrand markierten
Kerntrimmer werden Gumprecht'sche Kernschatten genannt (P. Mitrou, F. Langer; Atlas der
Knochenmark-Neoplasien)
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Die CLL bleibt groRtenteils unheilbar trotz bedeutender Fortschritte in unserem
Verstandnis der Pathologie und Behandlung der CLL und deren Varianten
(20,46,57,69). Mit neuen Medikamenten wie Purinanaloga (37,38,70) sowie
monoklonalen Antikdrpern Rituximab (23,47,52) und Campath-1H (30,58,61)
konnten eindrucksvolle Ansprechraten bei der Behandlung von Patienten mit
rezidivierenden oder refraktdren indolenten Lymphomen erzielt werden.
Aggressive Behandlungen mit kurativer Absicht wie die Hochdosis-
chemotherapie (22,28,59,72) oder die allogene Stammzelltransplantation
(39,40,48,50) fur selektive Hochrisiko-CLL-Patienten werden zur Zeit in
randomisierten klinischen Studien untersucht. Nach dem Erreichen einer
kompletten klinischen und molekularen Remission treten trotz allem bei den
meisten Patienten Rezidive auf und es bleibt unklar, ob diese Patienten

tatsachlich geheilt werden kénnen.

Es gibt mehrere Aspekte, weswegen die CLL einen attraktiven Kandidaten fur
die Anwendung immuntherapeutischer Behandlungsstrategien darstellt. Die
CLL ist eine Erkrankung mit einem langsamen Tumorwachstum, das die Zeit fur
die Induktion einer Immunantwort gegen die malignen Zellen mittels
Vakzinierung zur Verfugung stellt (20,46,69). Trotz einer Reihe von Defekten
und Alterationen, die in T-Zellen von CLL-Patienten charakterisiert wurden
(41,45,65,75), wurde kurzlich demonstriert, dass autologe zytotoxische und
proliferative T-Zell-Antworten gegen CLL-Zellen in vitro generiert werden
konnen, und dass diese T-Zellen die malignen Zellen lysieren (42,43,49). Laut
diesen Berichten scheint es mdglich zu sein, dass ein potenter Stimulus und
eine  gesteigerte  Antigenprasentation durch professionelle  Antigen-
prasentierende Zellen die beobachteten T-Zell-Alterationen und mogliche
Toleranzmechanismen, die bei CLL-Patienten beschrieben wurden, Uberwinden
konnen. Weiterhin gibt es Berichte, die zeigen, dass es bei der CLL zu einem
immunologisch durch T-Zellen vermittelten Graft-Versus-Leukamie Effekt

kommt, was die Immunogenitat der Erkrankung belegt (40,49,64).
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1.4 Tumorimmunologie

1.4.1 Tumor-escape Mechanismen

Ausgangspunkt der Tumoren ist eine entartete Zelle, die unkontrolliert
proliferiert. Anschlielend konnen weitere Mutationen in den Tochterzellen der
entarteten Zelle entstehen, was als Tumorprogression bezeichnet wird (1).
Durch Mutationen oder Uberexpression von bestimmten Proteinen werden von
den malignen Zellen Peptide aus diesen Antigenen auf den HLA-Molekulen
prasentiert, die von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkannt werden
konnen. Diese CTL fuhren dann durch Freisetzung von Granzym A und B sowie
Perforinen zum apoptotischen Tod der Tumorzellen. Dennoch gelingt es
Tumoren, sich zu vermehren, weil sie verschiedene Mechanismen entwickeln
konnen, um dem Immunsystem zu entgehen. Man spricht von sogenannten
,Jmmunescape“-Mechanismen. Bei manchen Tumorzellen bestehen Defekte in
der Antigenprozessierung, z.B. durch die Blockierung des TAP-Transporters, so
dass die Peptide nicht ins endoplasmatische Retikulum gelangen und somit
auch nicht an die MHC-Molekulle binden kénnen. Bei vielen Tumorzellen sind
die MHC-Molekuile vermindert oder fehlen ganzlich. Zudem sind Tumorzellen
durch die fehlende Expression kostimulatorischer Molekile keine
professionellen APC (4,51). Eine weitere Strategie ist die Einstellung der
Synthese des Tumorantigens oder auch die Produktion immunsuppressiver
Substanzen wie IL-6, IL-10 oder TGF-B (16,19,73,74).
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1.4.2 Tumorantigene

Tumorzellen entstehen zwar aus korpereigenen Zellen, prasentieren aber auf
ihrer Oberflache ,fremde“ Antigene. Diese Tumorantigene koénnen in
verschiedene Klassen eingeteilt werden: tumorspezifische Antigene, gewebs-
spezifische Antigene (Differenzierungsantigene), Antigene embryonalen
Ursprungs (Cancer-testis Antigene), onkovirale Proteine und Uberexprimierte
Antigene (7,8).

Tumorspezifische Antigene enstehen aus Onkogenprodukten oder mutierten
Tumorsuppressor-Genen, wie z.B. ras und p53, durch Mutation entstandene
Antigene oder Immunglobuline maligner B-Zellen (26).

Zu den Antigenen embryonalen Ursprungs gehoren die Produkte der
Genfamilien MAGE, GAGE und BAGE, die mit Ausnahme von Testis und
Plazenta im gesunden Gewebe nicht exprimiert werden (5,6,8).
Gewebsspezifische Antigene existieren unter anderem fur Melanome, wie z.B.
MelanA/MART, gp75 oder Tyrosinase (7,8).

Es gibt Tumoren wie das Zervixkarzinom, die viral induziert sein kdnnen, in
diesem Fall haufig mit einer HPV-Infektion (humanes Papilloma-Virus 16 und
18). In diesen Tumoren werden entsprechende virale Proteine gefunden (26).

In die letzte Kategorie gehdren Proteine, die in manchen Tumoren Uuber-
exprimiert sind wie HER-2/neu oder MUC-1 (12,14,25).

1.4.3 Spezifische Immuntherapie

Bisherige Therapiemallnahmen flr Tumorpatienten, die Uberwiegend aus
Chemotherapie bestehen, sind mit vielen Nebenwirkungen verbunden und
versprechen langfristig keine Heilung, so auch bei der CLL. Ziel der
Immuntherapie ist es, eine tumorspezifische Immunantwort gegen die

entarteten Zellen zu induzieren.
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Die Entwicklung von Protokollen fir die ex vivo Generierung von DC (11, 76)
fuhrte in den letzten Jahren zur Evaluation einer Vielzahl von potentiellen
Vakzinierungsstrategien fur die Behandlung von Krebserkrankungen. Ein weit
verbreiteter Ansatz besteht in der Beladung von DC mit synthetischen aus
sogenannten tumorassoziierten Antigenen (TAA) abgeleiteten Peptiden
(13,15,77). Diese Strategie setzt allerdings die Charakterisierung des
Tumorantigens voraus und ist daruber hinaus durch die Abhangigkeit der
Peptide vom jeweiligen HLA-Haplotyp der Patienten limitiert. Bisher sind nur
wenige Target-Antigene wie Survivin oder MUC-1 in CLL-Zellen charakterisiert
worden (27,66). Zusatzlich wurden sogenannte Gesamttumor-Vakzinierungs-
strategien (,whole tumor strategies”) ohne das Wissen von speziellen
Tumorantigenen entwickelt. Hierbei erfolgt die Antigenbeladung der DC
entweder Uber deren Inkubation mit absterbenden Tumorzellen (,apoptotic
bodies®, nekrotische Zellen), Zelllysaten, Hitzeschockproteinen oder Exosomen
(18,32,68). Alternativ kdnnen rekombinante Viren oder Liposomen benutzt
werden, um TAA in die Prozessierung und Prasentierung der DC zur Induktion

protektiver Anti-Tumor-Immunantwort einzufuhren (10,33,71).

Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass DC, welche mit einer fur ein
bestimmtes TAA kodierenden mRNA oder mit Tumor-RNA transfiziert worden
waren, in der Lage sind, antigenspezifische zytotoxische T-Lymphozyten zu
induzieren (3,29,31,53-55). Daruber hinaus fuhrt eine zusatzliche Induktion von
CD4"-T-Helferzellen gegen HLA-Klasse-ll-restringierte Epitope mdglicherweise
zu einer Verstarkung und Verlangerung der ausgeldsten Immunantwort.
Wahrend Gesamttumor-Vakzinierungsstrategien, die absterbende Tumorzellen
oder Tumorzelllysate einsetzen, durch den Bedarf an grolRen Mengen von
Tumormaterial limitiert sind, steht der Ansatz mit RNA-transfizierten DC auch
fur Patienten mit geringer Tumorlast oder mit minimaler Resterkrankung zur
Verfligung, da vor kurzem gezeigt werden konnte, dass aus wenigen
Tumorzellen gewonnene RNA in vitro amplifiziert und anschlielend ohne

Verlust der biologischen Aktivitat eingesetzt werden kann (3,29).
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll die Effizienz analysiert werden, mit der RNA-
transfizierte DC in vitro Leukamie-spezifische T-Zell-Antworten induzieren.
Zudem soll untersucht werden, ob aus Monozyten stammende DC, transfiziert
mit Gesamttumor-RNA oder PCR-amplifizierter RNA aus CLL-Zellen, in der
Lage sind, potente autologe CD8'- (Abb.1.1) und CD4’-T-Zell-Antworten
hervorzurufen. Anhand von Chrom[*'Cr]-Release-Assays und Proliferations-
assays soll diese CD8- und CD4-gerichtete Immunitat untersucht und

charakterisiert werden.

Tumor » Gesamttumor-RNA

autologe

2

Lyse | ? %
Elektroporation
CD8+ tumor- < DC + Tumor-RNA
spezifische CTL-Induktion
CTL (+PBMNC)

Abb.1.4: Gesamttumor-RNA Konzept.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerat

Bestrahlungsgerat Gammacell 1000

Brutschrank NuAire™ US AutoFlow

Betaplatte liquid scintillation counter 1205

Elektroporationsgerat Easyject Plus™

Durchflusszytometer FACSCalibur

Fotometer RNA/DNA Calculator

Gene Quant™ ||

Gefrierschrank —85°C UF 300

Kihlschrank Kombination 4°C und —20°C

Mikropipetten 10 ul, 20 ul, 200 ul, 1000 wl

Mikroskop Olympus MO21

Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow

10

Hersteller

MDS Nordion, Bucks,
UK

NuAire™ Inc.,Plymouth,
USA

Perkin Elmer Wallac,
Freiburg, Deutschland
Peglab, Erlangen,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Amersham Biosciences
Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Napco, Winchester,

USA

Liebherr, Ochsenhausen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Olympus Optical GmbH,
Hamburg, Deutschland
Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim, Deutschland
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PCR-Gerat Gene Amp PCR System 9600

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Reinluftbank Heraeus Hera Safe HS 18/2

Wasserbad GFL

Zentrifuge Eppendorf 5417 R

Zentrifuge Heraus 1.0 R

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

6-Well-Zellkulturplatte Falcon®
Multiwell™ 353046

24-Well-Zellkulturplatte Cellstar®
96-Well-Zellkulturplatte

(Flach- und Rundboden) Cellstar®
Falcon® Blue Max™, 50 ml Bleu Cups

Falcon® 5 ml Polystyrene Tube

Handschuhe SafeSkin Satin Plus®

Pekin Elmer Life Science,
Wellesley, USA

Integra Bioscience AG, Baar,
Schweiz

Perkin EImer Wallac,
Freiburg, Deutschland
Memmert, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Heraeus, Hanau,
Deutschland

Heraeus, Hanau,

Deutschland

Hersteller

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Kimberly Clark, Roswell, USA

11
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Luma Plate™ -96

Nunc™ Cryo Tube™

Pipetten Serological Pipet 2 ml Falcon
Pipetten Stripette 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Pipettenspitzen blau 1,0 ml und gelb 0,2 ml
TC-Tube Cellstar®, steril, 14 ml,

16,0/100 mm Screw Cap
Zellkulturflaschen Falcon® TissueCulture

Flask 0.2 pl Vented Blue Plug Seal
Cup 70 ml, 275 ml

2.1.3 Reagenzien

2.1.3.1 Antikorper

Produkt Hersteller

Packard Bioscience BV,
Groningen, Niederlande
Nalge Nunc Internat.,
Rochester, USA

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA

Corning GmbH, Kaiserslautern,
Deutschland

Sarstedt AG & Co.,
Nurmbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland
Becton Dickenson, Franklin
Lakes, USA

anti-HLA-Klasse | W6/32 PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,

Interfakultares Institut fur Zellbiologie,

Universitat Tubingen, Deutschland
anti-HLA-Klasse Il TU 39 PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,

Interfakultares Institut fur Zellbiologie,

Universitat Tubingen, Deutschland
Maus-IgG-FITC BD Biosciences, Heidelberg

Deutschland

12
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anti-CD1a-FITC

anti-CD3-FITC

anti-CD4-FITC

anti-CD5-FITC

anti-CD14-FITC

anti-CD19-FITC

anti-CD86-FITC

Maus-1gG-PE

anti-CD3-PE

anti-CD8-PE

anti-CD19-PE

anti-CD56-PE

anti-CD80-PE

anti-CD86-PE

anti-HLA-DR-PE

Dako Diagnostic GmbH, Hamburg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Pharmingen, Hamburg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Pharmingen, Hamburg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland
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2.1.3.2 Chemikalien

Chemikalien und Biochemikalien, die nicht extra aufgefihrt werden, wurden von
den Firmen Merck (Hohenbrunn, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland),

Serva (Heidelberg, Deutschland) und Sigma (St. Louis, USA) bezogen.

Produkt Hersteller

*1Cr-Natrium-chromat Stammlésung Amersham Biosciences

Europe, 370 mBqg/10 mCi Freiburg, Deutschland

DMSO Serva, Heidelberg,
Deutschland

Mercaptoethanol Sigma Chemical Co, St.Louis,
USA

*H-Thymidine Amhersham Life Science,
Buckingham, UK

Triton X-100 Roth

Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau Seromed, Biochrom AG, Berlin,
Deutschland
Trypsin-EDTA 25200 Invitrogen Gibco ™, Karlsruhe,

Deutschland
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2.1.3.3 Kits

Produkt
MACS Anti Fitc Multisort Kit

MACS B-Cell Isolation Kit

MACS CD4+ T cell Isolation Kit

mMessage mMMACHINE T7 Kit

QIAQuick PCR Purifikation Kit

RNeasy™ Maxi Kit

SMART PCR cDNA Synthesis Kit

2.1.3.4 Medien und Zytokine

Produkt

Fetal Bovine Serum 10082

Ficoll: Biocoll Separating Solution

Hersteller

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland
Ambion, Huntingdon,

UK

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden,
Deutschland

BD Biosciences Clontech,

Heidelberg, Deutschland

Hersteller/
Zusammensetzung
Invitrogen Gibco™, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin,

Deutschland
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Medium RP10 erganzt mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS, 2 mM
L-Glutamin, 50 yM 2-Mercapto-
ethanol, Penicillin 100 1U/ml
und Streptomycin 100 mg/ml
Invitrogen Gibco ™, Karlsruhe,

Deutschland

Medium X-Vivo 20 Bio Whittaker, Wakersville,
USA

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered Bio Whittaker Europe, Verviers,

Saline 0,0095 M (PO,) Belgien

Penicillin/Streptomycin 100 ml Invitrogen Gibco ™, Karlsruhe,

Deutschland

Zytokine:  GM-CSF Leukomax Novartis, Basel,

Schweiz

IL-2 R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

IL-4 R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

TNF-a R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland

PMA: phorbol 12-myristate Sigma, Deisenhofen,

13-acetate Deutschland

lonomycin Sigma, Deisenhofen,

Deutschland
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2.1.3.5 Puffer

Produkt Zusammensetzung

DNA-Ladepuffer 5% Glycerin, 166,7 uM EDTA, 0.025%
Bromphenolblau

FACS-Puffer 0,5% BSA
in PBS

MACS-Puffer 0,5% BSA
2mM EDTA in PBS

TAE 40 mM Tris, 13 mM Essigsaure,

1 mM EDTA, pH 8,0

2.1.3.6 Peptide

Peptid Bereitgestellt von:
Abgeleitet von Telomerase: PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,
ILAKFLHWL Interfakultares Institut fur Zellbiologie,
Universitat Tubingen, Deutschland
Abgeleitet von MUC1: PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,
LLLLTVLTV Interfakultares Institut fur Zellbiologie,
Universitat Tubingen, Deutschland
Abgeleitet von Survivin: PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic¢,
ELTLGEFLKL Interfakultares Institut fur Zellbiologie,
Universitat Tubingen, Deutschland
Abgeleitet von Adipophilin PD Dr. rer. nat. Stefan Stevanovic,
ADFP (adipose Interfakultares Institut fur Zellbiologie,
differentiation- Universitat Tubingen, Deutschland

related protein):
SVASTITGV
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2.1.4 Tumorzelllinien

Bei den Experimenten wurde zur Uberpriifung der NK-Zellen-Aktivitat die
Tumorzelllinie K562 (Proerythroblastenleukamie) eingesetzt, die in RP10-
Medium bei 37°C und 5% CO- in feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare kultiviert

wurde.

2.2 Methoden

2.2.1 Bestimmung der Lebendzellzahl

20 pul Zellsuspension wurden mit 20 pl Trypanblau gemischt. Die
Farbstoffmolekile kénnen die intakte Zellmembran nicht durchdringen und
ermoglichen so die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen. Die
ungefarbten Zellen wurden in 16 Quadraten einer Zahlkammer ausgezahlt. Die

Lebendzellzahl/ml ergibt sich wie folgt:
(Gezahlte Zellen in 16 Quadranten) x 10* x 2 Zellen/ml
Der dimensionslose Faktor 2 entspricht der Verdinnung mit Trypanblau. Bei

weiterer Verdiunnung durch Zugabe von Medium muss der entsprechende

Faktor zusatzlich berucksichtigt werden.

2.2.2 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung der Zellen wurde jeweils 1 x 10” Zellen in 1 ml RP10-
Medium unter Zusatz von 10% DMSO in Kryo-Réhrchen Uberfuhrt und bei

- 80°C eingefroren und gelagert.
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Zum Auftauen wurden die Zellen zigig im Wasserbad bei 37°C erwarmt und
anschlieRend mit RP10-Medium gewaschen, um das zytotoxische DMSO zu

entfernen.

2.2.3 RNA-Isolierung und Quantifizierung

Die Isolierung von Tumor-RNA erfolgte unter Einsatz des RNeasy Maxi Kits
entsprechend dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll zur Isolierung von
RNA aus tierischen Zellen (Rneasy Maxi Handbook, Qiagen). Das Prinzip
dieser Methode beruht auf der Bindung von RNA an eine Siliciumdioxid-
Membran (Saulenchromatographie). DNA und andere Zellbestandteile werden
mit mehreren Puffern abgewaschen und die RNA schlieRlich mit Wasser eluiert.
Pro Saule kénnen bis zu 6 mg RNA isoliert werden.

Die Bestimmung der Reinheit der Proben erfolgte durch spektralphotometrische
Messung (RNA/DNA Calculator Gene Quant Il). Die RNA wurde bei - 80 °C
gelagert.

2.2.4 Unspezifische Amplifikation von RNA

Die unspezifische Amplifikation von RNA wurde abgesehen von wenigen
unten ausgefuhrten Modifikationen nach der von Boczkowski beschriebenen
Methode durchgefihrt (29). Fir die First-Strand-cDNA-Synthese und die Long-
Distance-(LD)-PCR wurde der SMART PCR cDNA Synthesis Kit (BD
Biosciences Clontech, Heidelberg) benutzt. Abweichend von dem vom
Hersteller mitgelieferten Protokoll wurde ein den Bakteriophagenpromotor
T7 enthaltendes Oligonukleotid als Template-Switch-Oligo verwendet
(5-CGCGCGCGCTAATACGACTCACTATAGGGG-3).

Pro Reaktionsansatz wurde 1 ug Gesamt-RNA wurde fur die cDNA-Synthese

eingesetzt. Nach Reaktionsende werden die First-Strand-cDNA enthaltenden
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Ansatze durch Zugabe von 90 ul TE Puffer verdinnt und dann in die LD-PCR
zur Amplifikation eingesetzt. Die 100 ul-Reaktionsansatze enthielten 10 pl der
verdunnten First-Strand-cDNA, 20 pmol des mit dem Kit gelieferten
CDS-PCR-Primers sowie 20 pmol selbst entworfenen T7-PCR-Primers
(5- GCGCGCGCTAATACGACTCACTAT-3"). Die LD-PCR wurde ent-
sprechend dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll mit folgendem
Temperaturprofil durchgefuhrt: initiale Denaturierung bei 95°C, 20 Zyklen bei
95°C fur 15 s, 60°C fur 30 s, 68°C fur 7 min, Schlussextension bei 68°C fur 10
min. Das LD-PCR-Produkt wurde anschlieBend mit dem QIAQuick PCR
Purification Kit nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll aufgereinigt.
FUr die nachfolgende in vitro Transkription des LD-PCR-Produktes wurde das
MMESSAGE mMACHINE T7 Kit (Ambion, Huntingdon, UK) verwendet.

2.2.5 Isolierung von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes

Das verwendete Blut stammt von CLL-Patienten der Medizinischen Klinik
Tdbingen. Zur Auftrennung des Blutes wurde eine Dichtegradienten-
Zentrifugation durchgefuhrt. Das eingesetzte Ficoll hat dabei eine groRere
Dichte als mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMNC) und eine
geringere als die von Erythrozyten und Granulozyten. Beim Zentrifugieren bildet
sich auf dem Ficoll eine weiRe Schicht von PBMNC, die leicht abgenommen
werden kann.

Je 12 ml Ficoll wurden in sechs 50 ml-Rohrchen vorgelegt. Das frische Heparin-
Blut wurde zu gleichen Teilen mit PBS verdunnt und dieses Gemisch vorsichtig
dem Ficoll Uberschichtet. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation in der
Zentrifuge Heraeus 1.0 R (Heraeus, Hanau, Deutschland) mit folgenden
Einstellungen: 1900 rpom, RT, 20 min, ohne Bremse. Die sich nun abzeichnende
weille Schicht zwischen Ficoll und Serum beinhaltete die PBMNC und wurde
mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen und in ein frisches 50 ml

Roéhrchen uberfuhrt. Es folgte ein zweimaliges Waschen der PBMNC mit 40 ml
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PBS durch Zentrifugation bei 1400 rom, RT, 5min. Das sich dabei bildende Zell-
Pellet wurde in X-Vivo Medium aufgenommen und die Zellzahl in einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

2.2.6 Ex-vivo Generierung von dendritischen Zellen

Fur die Isolierung von Monozyten wurden je 1 x 10" PBMNC in Sechs-Well-
Zellkulturplatten in einem Volumen von 3 ml X-Vivo Medium ausplattiert. Die
Zellen wurden fur 2 h bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. Dabei
adharieren die Monozyten spezifisch an den Kunststoff der Zellkulturplatten.
AnschlieRend wurden die Platten mehrmals mit PBS gespiilt. Die im Uberstand
befindlichen nicht adharenten Zellen (NAZ) wurden - wie auch die nicht
verwendeten PBMNC - in Kryordhrchen a 1 x 10’/ml RP10-Medium unter
Zugabe von 10% DMSO bei - 80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die
adharenten Monozyten wurden in je 3 ml RP10-Medium pro well kultiviert und
durch Zugabe der Zytokine IL-4 (1000 IU/ml) und GM-CSF (100 ng/ml) an Tag
0, 2, 4 und 6 zu dendritischen Zellen differenziert. Zusatzlich wurden die DC
durch Zugabe von TNF-a (10 ng/ml) an Tag 6 zur Reifung gebracht.

Der Phanotyp der DC wurde nach sieben Tagen durchflusszytometetrisch
analysiert. Anschlieend konnten die ausgereiften DC zur Induktion

zytotoxischer T-Lymphozyten eingesetzt werden.

2.2.7 Induktion von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL)

Durch Transfektion dendritischer Zellen mit Gesamttumor-RNA aus CLL-
Lymphozyten konnen spezifische CTL induziert werden. Dazu werden
transfizierte DC mit autologen PBMNC co-kultiviert. Die DC prozessieren und

prasentieren die MHC-gebundenen Peptide den spezifischen naiven T-Zellen
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uber deren T-Zell-Rezeptor. Es kommt nach Aktivierung der T-Zellen zu deren
klonalen Expansion.

Zur Induktion wurden 5 x 10° transifizierte DC mit 2,5 x 10° autologen PBMNC
pro well inkubiert. Nach sieben Tagen wurden die Zellen mit autologen DC, die
mit CLL-RNA transfiziert waren, restimuliert. An den Tagen 1, 3, 5 wurden den
Kulturen 2 ng/ml IL-2 zugegeben. Nach jeweils sieben Tagen wurden weitere
Restimulationen durchgefuhrt. An Tag 5 nach der letzten Restimulation erfolgte

dann der Einsatz der CTL in einem Chromium[°'Cr]-Release-Assay.

2.2.8 Isolierung von Zellen durch magnetische Zellsortierung

B-Zellen wurden aus den uber Dichtegradienten-Zentrifugation gewonnenen
PBMNC mittels MACS-Technologie (magnetisch assoziierte Zellsortierung)
nach Angaben des Herstellers isoliert.

Das Prinzip der Isolation beruht auf einer Antikorper-Bindung an Oberflachen-
Molekule der zu isolierenden Zellen. Die Antikérper sind an magnetische
Partikel gekoppelt, die dann Uber eine Saule, die sich in einem Magnetfeld
befindet, isoliert werden kénnen. Antikdrper-markierte Zellen verbleiben in der
Saule, wahrend nicht-markierte Zellen durchflieen. Die markierten Zellen
konnen nach Entfernung der Saule aus dem Magnetfeld von der Saule eluiert
werden. Es ist auch mdglich, all diejenigen Zellpopulationen zu markieren, die
man von der zu isolierenden abtrennen mochte, so dass die gewunschten
Zellen im Durchfluss zu finden sind (untouched isolation). Fur die Isolation von
B-Zellen und CD4"-Zellen wurden genau diese Depletionsverfahren verwendet.
Im Falle eines Patienten, der nicht in totaler Remission war und in dessen
Peripherblut unter den B-Zellen sich noch viele maligne CD5'CD19"-Zellen
befanden, wurde eine weitere Auftrennung der nicht malignen B-Zellen nach
dem MACS-Prinzip durchgefiihrt, in dem die CD5'CD19" Zellen Uber eine

positive Isolation von den CD5CD19" getrennt wurden.
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Die Reinheit der Zellpopulationen nach der Isolation wurde durchfluss-
zytometrisch analysiert und betrug ungefahr 95%. Die CLL-Zellen und die nicht
malignen B-Zellen wurden bei - 80°C kryokonserviert und vor ihrem Einsatz im

*1Cr- oder Proliferationsassay in RP10-Medium fiir 24 Stunden inkubiert.

2.2.9 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden spezifische Antikorper, die an Ober-
flachenantigene binden kdonnen, mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt. Die Zell-
suspension wird im Durchlusszytometer durch eine Kapillare gedrtickt, so dass
ein Strom von einzelnen Zellen entsteht. Dieser wird von einem Laserstrahl
erfasst. Durch die Streuung des Lichtes koénnen RUlckschlisse auf die
Granularitat und GroRe gezogen werden. Durch die Anregung des Lasers
werden Fluoreszenzfarbstoffe ermittelt. Somit ist eine Einteilung der Zellen nach
Markierung, GroRe und Granularitat moglich.

Die zu charakterisierenden Zellen wurden in einem 13 ml-Zentrifugenréhrchen
mit FACS-Puffer gewaschen, der Uberstand nach der Zentrifugation verworfen
und die Zellen im Restpuffer resuspendiert. Zur Verhinderung unspezifischer
Bindungen wurden 200 ug Maus-IgG (Becton Dickinson) in einer Konzentration
von 0,2 mg/ml zur Zellsuspension gegeben und fir 15 min bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit FACS-Puffer verdinnt und auf
verschiedene FACS-Réhrchen verteilt. Pro Messung wurden etwa 1-2 x 10°
Zellen benodtigt. Nach Zentrifugation fur 3 min bei 1500 rpm wurde erneut der
Uberstand verworfen und die Zellen durch Vortexen im Restpuffer
resuspendiert. Es wurde jeweils Zweifachfarbung durchgefuhrt, d.h. die Zellen
wurden mit einem PE- und einem FITC-konjugierten Antikorper (jeweils 10 pl)
gegen CD86, CD40 (PharMingen, Hamburg, Deutschland), CD4, CD5, CDS8,
CD14, CD19, CD20, CD54, CD80, HLA-DR (Becton Dickinson), CD83 (Coulter-
Immunotech, Hamburg, Deutschland) oder CD1a (OKT; Ortho Diagnostic

System, Seattle, WA) inkubiert. Die Réhrchen wurden hierzu fur 15 min im
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Dunklen bei Raumtemperatur belassen. Nach einem Waschschritt mit 1 ml
FACS-Puffer pro Roéhrchen wurden die Zellen in 100 uyl FACS-Puffer
resuspendiert und anschlieBend im Durchflusszytometer (FACSCalibur,
Beckton Dickinson) analysiert. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgt mit der

Software CellQuest (Becton Dickinson).

2.2.10 Chromium[®' Cr]-Release-Assay

Der Chromium[°’ Cr]-Release-Assay dient der Uberpriifung der Zytotoxizitéit von
Effektorzellen (CTL). Dabei werden sogenannte Targets (Zielzellen) mit
radioaktivem Chrom[°'Cr] (Na,°'CrO,) inkubiert, das von den Zielzellen
inkorporiert wird. Daraufhin wird das restliche freie Chrom abgewaschen und
die markierten Zielzellen mit den Effektorzellen ko-kultiviert. Werden die Targets
von den CTL erkannt und lysiert, so tritt Chrom[>'Cr] aus. Die Uberstande
werden abgenommen und die darin enthaltene Radioaktivitat gemessen. Die
Tumorzelllinie K562 wurde zum Ausschluss einer NK-Zell-vermittelten Zyto-
toxizitat im Chromium[®' Cr]-Release-Assay eingesetzt. Zellen dieser CML-Linie
exprimieren keine MHC-Klasse-I Molektle und kénnen auf Grund dessen von
NK erkannt und zerstort werden. Werden die als Targets eingesetzten Zellen im
Chromium[°'Cr]-Release-Assay nicht lysiert, so kann davon ausgegangen
werden, dass die Zytotoxizitat in diesem Experiment auf die eingesetzten CTL
zurtckzuflhren ist.

Die eingesetzten Targets wurden am Tag des Tests je nach Assay mit der
entsprechenden RNA elektroporiert oder fur zwei Stunden im Brutschrank mit
dem entsprechenden Peptid in einer Konzentration von 50 ug/ml beladen und
anschlieRend fiir eine Stunde mit radioaktivem Natriumchromat (Na,*'CrO4)
inkubiert. Gleichzeitig wurden alle anderen Zellen, die als Targets dienten auch
mit Chrom[>'Cr] markiert. Das freie Chrom[*>'Cr] wurde abgewaschen und die
Zielzellen in einer Dichte von 1 x 10* Zellen pro well in 100 pl RP10 Medium auf

96-Well-Platten verteilt. Dabei wurde von jeder Zelllinie eine Reihe (entspricht
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12 wells) belegt. In der Zwischenzeit werden die spezifischen CTL mit kaltem
PBS von den Platten geldst, gewaschen und die Zellzahl bestimmt.
Entsprechend der Anzahl an Zielzellen wurden CTL-Verdlinnungsreihen
hergestellt. Diese wurden zu den ersten 6 wells der Target-Zellen in den 96-
well-Platten pipettiert. Jede Verdinnungsreihe begann mit einer Konzentration
von 1,5 x 10° CTL in 100 Ml RP10 Medium und diese wurde dann von well zu
well im Verhaltnis 1:3 mit Medium verdinnt. Daraus resultierte folgendes
Effektor- zu Target-Zellen Verhaltnis (E:T): 30:1 im ersten well, 10:1 im zweiten,
3:1 im dritten, gefolgt von 1:1, 0,3:1, 0,1:1 im vierten bis sechsten well. Zur
Ermittlung der spontanen Chrom[*'Cr]-Freisetzung durch die Targets wurden in
3 wells nur Targets in 100 yl RP10 Medium gegeben.
Zur Ermittlung der maximalen Chrom[51Cr]-Freisetzung wurden 3 wells mit
Targets in je 100 pl 2% Triton X-100, welches die Zellmembranen zerstort,
geflllt. Nach vierstindiger Inkubation der Platten bei 37°C mit 5% CO,, wurden
pro well 50 pl des Uberstands abgenommen und auf Luma Plates™ -96
(Packard Bioscience BV, Groningen, Niederlande) uberfuhrt. Die Messung der
Radioaktivitat erfolgte am folgenden Tag nach vollstandiger Eintrocknung der
Uberstande im Betacounter (1205 Betaplate liquid scintillation counter, Perkin
Elmer Wallac, Freiburg, Deutschland). Die prozentuale spezifische Lyse wurde
nach folgender Formel ermittelt:

100 x (experimentelle Freisetzung — spontane Freisetzung)/(maximale

Freisetzung — spontane Freisetzung)

2.2.10.1 Cold Target Inhibition

Zur Uberprifung der Antigenspezifitdt der Lyse wurden Cold-Target-Inhibition
Chromium[® Cr]-Release-Assays durchgefiihrt. Dabei wurden entsprechende
nicht Chrom[*'Cr]-markierte Zielzellen (Cold Target) im Uberschuss zum Ansatz
mit Chrom[°'Cr]-markierten Zielzellen (Hot Target) gegeben. Da die Cold
Targets in hohem Uberschuss im Ansatz vorhanden waren, wurden praktisch
nur sie von den spezifischen CTL lysiert, d.h. die Hot Targets blieben erhalten

und somit wurde auch kein Chrom[*'Cr] freigesetzt.
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Parallel dazu wurde noch ein Ansatz durchgefuhrt, bei dem die Zellen mit einem
irrelevanten Peptid/RNA beladen wurden (Cold Target) und somit von den
spezifischen CTL nicht erkannt und lysiert wurden. Die eingesetzten
Chrom[*'Cr]-markierten Hot Targets wurden jedoch erkannt und Chrom[*'Cr]

wurde freigesetzt.

2.2.10.2 Antikorper-Blockierung im Chromium[°'Cr]-Release-Assay

Um die HLA-Klasse | Restriktion der spezifischen CTL nachzuweisen, wurden
Ansatze mit blockierenden Antikdrpern durchgefuhrt. Dazu wurden Chrom[51Cr]-
markierte Targets in 1 ml Medium mit einem gegen HLA-Klasse | gerichteten
Antikérper (W6/32) in einer Konzentration von 20 ug/ml inkubiert. Der an das
HLA-Klasse |-Molekil bindende Antikérper verhindert das Erkennen des MHC-
Peptid-Komplexes durch den spezifischen T-Zell-Rezeptor der CTL und
dadurch die Lyse der Targets. Zur Kontrolle wurde parallel ein Ansatz mit Maus-
IgG durchgefihrt. Dieser sollte die Erkennung des MHC-Peptid-Komplexes

durch spezifische CTL nicht blockieren und dadurch eine Lyse zulassen.

2.2.11 Elektroporation von DC

Die Elektroporation ist eine Methode zur Transfektion von Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden DC mit RNA elektroporiert, die wie unter
2.2.3 beschrieben aus malignen CLL-Zellen isoliert wurde. Als Kontrolle wurde
ein EGFP (enhanced green fluorescent protein) in-vitro-Transkript eingesetzt
(zur Verfugung gestellt von Dr. med. Martin R. Muller, Tubingen, Deutschland).
Unreife DC wurden am Tag 6 zweimal mit serumfreiem X-Vivo 20-Medium
gewaschen und in einer Dichte von 2 x 10" DC/ml Medium resuspendiert.
Anschlie®end werden 200 pl der vorbereiteten Zellsuspension in eine 4 mm-
Klvette gegeben und 10 ug der zu transfizierenden CLL-RNA hinzupipettiert.

Fir die unmittelbar danach durchgeflihrte Elektroporation wurde das Gerat
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Easyject Plus unit Elektroporationsgerat (Peglab, Erlangen, Deutschland) mit
der nachfolgend genannten Einstellung verwendet:

Spannung 300 V, Widerstand 1540 Q, Kapazitat 150 yF, Impulszeit 231 ms.
Nach der Elektroporation wurden die DC unverzuglich wieder in RP-10 Medium
transferiert und mit Zugabe von Zytokinen IL-4 (1000 IU/ml), GM-CSF (100
ng/ml) und TNF-a (10 ng/ml) bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

2.2.12 Induktion CLL-spezifischer T-Helferzellen

Die CD4"-T-Zellen wurden mit Hilfe des CD4" T Cell Isolation Kit (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) isoliert. Dendritische Zellen wurden
wie oben beschrieben in vitro generiert und an Tag 6 mit 10 ug CLL-RNA
elektroporiert. Nach der Elektroporation wurden die DC fir 24 Stunden in RP-
10 Medium mit 10 ng/ml TNF-o inkubiert um zu reifen. Fur die T-Helfer-Zell-
Induktion wurden 2,5 x 10° CD4" Lymphozyten mit 5 x 10° autologen DC
(transfiziert mit CLL-RNA) co-kultiviert. An Tag 7 und 14 nach der T-
Zellinduktion erfolgte jeweils eine Restimulation. Dabei wurden 5 x 10° autologe
DC (transfiziert mit CLL-RNA) zu den Kulturen gegeben. Zur
Wachstumsstimulation erfolgte eine Zugabe von 2 ng/ml IL-2 jeden zweiten
Tag. Die Antigenspezifitat der induzierten T-Helferzellen wurde an Tag 20 nach
der T-Zellinduktion (Tag 6 nach der zweiten Restimulation) in einem [°H]-

Thymidin-Proliferationsassay wie unten dargestellt untersucht.
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2.2.13 [*H]-Thymidin-Proliferationsassay

Beim Proliferationsassay wird die klonale Expansion der CD4" Lymphozyten
nach Stimulation verschiedener Effektorzellenellen gemessen. Nach 5 Tagen
wird dem Assay [*H]-Thymidin zugegeben, das in der DNA der proliferierenden
Zellen eingebaut wird. Die Quantifizierung erfolgte nach 16 h im Szintillations-
zahler.

Alle Effektorzellen wurden gewaschen und in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen in 100 pl in X-Vivo-Medium resuspendiert. Bestimmte Effektorzellen, wie
B-Zellen und CLL-Zellen, wurden mit y-Strahlung einer Intensitat von 30 Gy
bestrahlt, um eine weitere Proliferation dieser Zellen zu verhindern. Pro
Effektorzellen wurden je 1 x 10° Zellen in 4 wells einer 96-well-Platte
ausplattiert. Je 2 x 10° der CLL-spezifischen CD4*-T-Zellen wurden in 100 pl X-
Vivo-Medium zu diesen Zellen gegeben. Als Negativkontrolle wurden CD4"-T-
Zellen ohne Effektoren verwendet. Die Blockierung der HLA-Klasse |- und der
HLA-Klasse [I-Molekule wurde durch Inkubation der dendritischen Zellen fir 1 h
bei 37°C vor dem Assay mit den Antikorpern W6/32 (20 ug/ml, anti-HLA-Klasse
[) und Tu39 (20 ug/ml, anti-HLA-Klasse Il) erwirkt. Der Ansatz wurde fir 5 Tage
bei 37°C, 5% CO; inkubiert. AnschlieRend wurde je well Thymidin der Aktivitat
14,8 kBq zugegeben, fur 16 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert und zuletzt durch
ein Zellerntegerat auf ein Filterpapier Uberfihrt und anschliel3end getrocknet.
Danach wurde der Filter mit Szintilationsflissigkeit befeuchtet und

eingeschweildt. Die Strahlung wurde in einem Szintillator quantifiziert.
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3. ERGEBNISSE

3. Ergebnisse

3.1 FACS-Analysen

3.1.1 Phanotyp der ex vivo generierten DC von CLL-Patienten

Der Phanotyp der fur die T-Zell-Induktion verwendeten ex vivo generierten DC
wurde standardmaflig im Durchflusszytometer analysiert. In Abb. 3.1 ist

exemplarisch der Phanotyp der DC des Patienten #1 mit CLL dargestellt.
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Abb. 3.1: Exemplarische FACS-Analyse reifer DC des Patienten #1 mit CLL. Die DC
wurden aus adharenten Monozyten durch Kultivierung in RP-10 Medium mit GM-CSF und IL-4
generiert. Zur Ausreifung wurden diese DC ab Tag 6 zusatzlich fur 24 h mit TNF-a inkubiert. In
der obigen Abbildung wird die FACS-Analyse der reifen DC vom Patient #1 nach 7 Tagen in
Kultur gezeigt.
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Die FACS-Analysen wurden durchgefiuhrt, um verschiedene Zellen, die aus
unterschiedlichen Verfahren aus dem heparinisierten Blut der Patienten mit CLL
isoliert wurden, nach ihrer Grof3e und Granularitat einzuteilen und ihre Reinheit
zu bestimmen. Es wurde meist eine Zweifachfarbung durchgefuhrt, d.h. die
Zellen wurden mit einem PE- und einem FITC-konjugierten Antikorper gegen
CD86, CD40 (PharMingen, Hamburg, Deutschland), CD4, CD5, CD8, CD14,
CD19, CD20, CD54, CD80, HLA-DR (Becton Dickinson), CD83 (Coulter-
Immunotech, Hamburg, Deutschland) oder CD1a (OKT; Ortho Diagnostic
System, Seattle, WA) markiert, je nachdem welche Zellen man analysieren
wollte. Meist hat man mit den DC an Tag 7 nach der Dichtegradienten-
zentrifugation eine FACS-Analyse (Abb.3.1) durchgefuhrt mit folgendem DC-
Panel (Tab.3.1).

Tab 3.1: Zur FACS-Analyse von DC verwendete monoklonale Antikorper

Tube FITC-konjugierte Antikérper PE-konjugierte Antikdrper
1 Maus IgG Maus IgG
2 CD1a CD83
3 CD14 HLA-DR
4 CD19 CD3
5 CD86 CD80

Wie in Abb. 3.1 dargestellt, exprimieren die in vitro generierten DC CD1a (DC-
typische Marker); CD83 (Marker fir reife DC) sowie kostimulatorische Moleklle
CD80 und CD86. Erwartungsgemal® sind DC im Gegensatz zu Monozyten
CD14-negativ.

3.1.2 Reinheit der isolierten B-Zellen

Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurde standardmafig die Reinheit der aus
dem Blut der Patienten isolierten B-Zellen tUberpruft (Abb.3.2). Maligne B-Zellen
unterscheiden sich durch die Expression von CD5 von gesunden Zellen, was

eine Isolierung dieser Zellen mit Hilfe eines CD5-Antikérpers ermdglichte. Dies
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3. ERGEBNISSE

war der Fall, wenn der Patient sich nicht in kompletter Remission befand. In
Abb. 3.2 ist exemplarisch die Reinheit gesunder (CD19*CD5’) und maligner
(CD19°CD5") B-Zellen des Patienten #2 dargestellt. Diese Aufreinigung konnte
mittels MACS®-Technologie durchgefiihrt werden.
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Abb 3.2: Analyse der Reinheit der isolierten B-Zellen des Patienten #2. CD19" B-Zellen
wurden mit Hilfe des B-cell isolation kit isoliert. Die malignen CD5'CD19" wurden nach
Inkubation mit einem FITC-konjugierten CD5-Antikérper von den CD5CD19" B-Zellen mit Hilfe
des AntiFITC Multisort Kit isoliert, nachdem die CD19" Fraktion mit einem FITC-konjugierten
AntiCD5-Antikérper markiert wurde.
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3.2 Induktion CLL-spezifischer CTL mit Hilfe RNA-

transfizierter DC

FUr die in vitro Induktion autologer CTL gegen CLL-Zellen wurden DC von CLL-
Patienten mit aus autologen leukamischen Lymphozyten isolierter RNA
transifiziert und als antigenprasentierende Zellen eingesetzt. Nach einer
Restimulation wurden diese CTL in einem Chromium[’’Cr]-Release-Assay
eingesetzt (siehe Abb. 3.3).

Die CTL lysierten die malignen autologen CLL-Zellen, wahrend die nicht
malignen isolierten autologen B-Lymphozyten nicht erkannt wurden. Die Lyse
der CLL-Zellen konnte mit einem monoklonalen Antikdrper gegen HLA Klasse |
verhindert werden. Damit wird demonstriert, dass die zytolytische Aktivitat der in
vitro induzierten CTL HLA-Klasse I-restringiert ist, und dass die T-Zell-Epitope
auch bei den leukdmischen Zellen im Zusammenhang mit MHC-Klasse I-
Molekulen prasentiert werden. Es erfolgte keine Lyse der K562-Zellen, was
darauf hinweist, dass die induzierte zytolytische Aktivitat nicht NK-Zell-

vermittelt war.
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Abb. 3.3: Induktion autologer CLL-spezifischer CTL-Antworten mit RNA-transfizierten DC.
Unreife, aus PBMNC von zwei Patienten mit CLL (Patient #1 und #2) generierte DC wurden mit
10 png Gesamttumor-RNA elektroporiert, die aus malignen B-Zellen isoliert wurde. Nach
Ausreifung der DC durch Inkubation mit 10 ng/ml TNF-a fiir 24 h wurden diese als APC fir eine
in vitro-Induktion von CTL eingesetzt. Die zytotoxische Aktivitat wurde am Tag 5 nach der
Restimulation mittels eines 1Cr—ReIease—Assays bestimmt. Als Targets wurden autologe
leukdmische Zellen oder nicht-maligne B-Zellen eingesetzt. Die Blockierung der HLA-Klasse |-
Molekule mit dem monoklonalen Antikdrper W6/32 wurde benutzt um die HLA-Klasse I-
Restriktion zu analysieren. K562-Zellen wurden eingesetzt, um eine NK-Zell-vermittelte
Zytotoxizitat auszuschlielen.
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3.3 Exprimierte Antigene in der CLL sind unter den

leukamischen Zellen verteilt

Um festzustellen, ob die Epitope, die von den CTL-Linien des Patienten #1
erkannt werden, auch von malignen Zellen anderer Patienten exprimiert und
prasentiert werden, wurden in einem Chrom[51Cr]-ReIease-Assay autologe DC
als Targets benutzt, die mit Gesamttumor-RNA anderer leukamischer Zellen
mehrerer Patienten transfiziert wurden (siehe Abb. 3.4). Die CTL lysierten
effizient die mit autologer CLL-RNA transfizierten DC. Die CTL waren auch
imstande, autologe DC, die mit Tumor-RNA von drei anderen CLL-Patienten
und einem AML-Patienten transfiziert wurden, zu erkennen, was darauf
hinweist, dass die Spezifitat der mit CLL-RNA generierten CTL gegen
unterschiedliche Antigene gerichtet ist. Die als Negativkontrolle verwendeten
DC, die mit EGFP-RNA transfiziert worden waren, wurden nicht lysiert.

CTL Patient #1

—e—DC+CLL-
28 RNA(Pat#1)

° 70 —m— DC+CLL-

_Iﬁ 60 RNA(Pat#2)

o 50 —a— DC+CLL-

& 40 RNA(Pat#3)

& 30 —%—DC+CLL-

] %8 RNA(Pat#4)

(7]

L 0 —%— DC+AML-
-10 RNA(Pat#5)
20 —o— DC+EGFP-RNA

0,1 1 10 100

E:T

Abb. 3.4: Crossreaktivitat der induzierten leukamischen CTL. Unreife, aus Monozyten
gewonnene DC, generiert aus peripherem Blut von Patient #1, wurden mit 10 ug Gesamttumor-
RNA aus CLL-Zellen elektroporiert. Nach Ausreifung der DC unter Inkubation in 10 ng/ml TNF-a
fir 24 h wurden diese als APC fir eine in vitro-Induktion von CTL eingesetzt. Die zytotoxische
Aktivitat der CTL wurde an Tag 5 nach der letzten Restimulation mittels eines *'Cr-Release-
Assays bestimmt. Als Targets wurden aus Monozyten abstammende DC mit autologer CLL-
RNA, mit RNA von drei anderen CLL-Patienten (Patienten #2 - #4) und mit RNA von einem
AML-Patienten (Patient #5) transfiziert. Elektroporierte DC mit EGFP-RNA, wurden als Kontrolle
eingesetzt.

34



3. ERGEBNISSE

Um die Spezifitdt der in vitro induzierten CTL genauer zu analysieren, wurden
als Targets autologe mit verschiedenen HLA-A2-restringierten Peptiden
beladene DC eingesetzt. Die verwendeten Peptide stammten aus Tumor-
assoziierten Antigenen, die bekanntlich in CLL bzw. in anderen
hamatologischen Malignitaten exprimiert werden. Wie in Abbildung 3.5
dargestellt ist, haben die CTL die Target-Zellen, die mit einem aus dem Protein
Survivin abstammenden Peptid beladen wurden, erkannt, wahrend sie die DC,
die mit anderen Peptiden beladen waren, nicht lysierten. Das weist darauf hin,
dass die gegen Survivin gerichtete Toxizitat zur CTL-Antwort gegen CLL-Zellen

beitragen konnte.
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Abb. 3.5: Spezifitit der induzierten CTL-Antwort mit aus CLL gewonnenen RNA-
transfizierten DC. Die Feinspezifitdt der induzierten CTL mit RNA-transfizierten DC wurde
analysiert, indem autologe DC des Patienten #1 gepulst mit HLA-A2-bindenden Peptiden aus
Adipophilin, Survivin, MUC1 und Telomerase als Targets eingesetzt wurden. Mit EGFP-mRNA
elektroporierte DC fungierten als Negativkontrolle.
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3.4 Induktion CLL-spezifischer T-Zellen mit Hilfe
amplifizierter mMRNA

Eine Limitation der nativen Tumor-Methoden in den Vakzinierungsstudien ist die
Verfugbarkeit der Tumor-Proben, besonders bei Patienten mit geringer
Tumorlast. In letzter Zeit wurde gezeigt, dass dieses Hindernis umgangen
werden kann, indem man amplifizierte mRNA benutzt. Diese Methode wurde
hier eingesetzt, um CLL-spezifische CTL in vitro zu generieren. Aus Monozyten
gereifte DC wurden sowohl mit nativer Tumor-RNA autologer CLL-Zellen als
auch mit amplifizierter mRNA elektroporiert und als APC fur die CTL-Induktion
benutzt.

Wie in Abbildung 3.6 dargestellt ist, sind keine Unterschiede beim Lyse-
verhalten der mit den unterschiedlichen RNA-Proben induzierten CTL zu finden.
Die Spezifitat dieser CTL wurde durch cold target inhibition Gberpruft. Die Lyse
der autologen mit Chrom[°'Cr] beladenen CLL-Zellen (‘hot" targets) konnte
durch die Zugabe von CLL-Zellen (‘cold” targets) blockiert werden, aber nicht
durch die Zugabe von nicht malignen peripheren mononuklearen Zellen
(PBMNC), was die Spezifitat der CTL gegen die CLL-Zellen belegt.

36



3. ERGEBNISSE

Native CLL-RNA

80 —o— B-Zellen

0,
—m— CLL-Zellen

40
20 - —a— CLL-Zellen +
'‘cold' CLL-
Zellen
0 —A— CLL-Zellen +
'cold'

-20 T T T PBMNC
0,1 1 10 100

E:T

% spezifische Lyse

Amplifizierte CLL-RNA

80

60

40

!

% spezifische Lyse

-20 T T T T T TT1TT T T T T T TTTT T T T T 11717
0,1 1 10 100

E:T

Abb. 3.6: CTL Induktion in vitro mit amplifizierter CLL-RNA. Die in vitro-Induktion der CTL
erfolgte mit autologen DC, die mit nativer Gesamttumor-RNA oder amplifizierter CLL-mRNA
isoliert aus autologen CLL-Zellen elektroporiert wurden. Die zytotoxische Aktivitat der CTL
wurde mittels eines Chromium[‘”Cr]—ReIease—Assay bestimmt. Als Targets wurden autologe
leukédmische Zellen oder B-Zellen eingesetzt. Im Cold-Target-Inhibition-Assay wurde die
Spezifitdt der CTL bestimmt. Die Lyse der autologen CLL-Zellen (mit Chrom[51Cr] beladen, "hot”
targets) konnte mit Zugabe von nicht beladenen autologen CLL-Zellen ("cold” targets) geblockt
werden, aber nicht mit Zugabe von nicht malignen autologen PBMNC.
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3.5 Induktion von CD4" T-Lymphozyten mit Hilfe RNA-

transfizierter DC

Als nachstes wurde untersucht, ob durch RNA transfizierte DC in der Lage sind,
CLL-spezifische CD4*-T-Zellen zu induzieren. CD4"T-Lymphozyten wurden
mittels MACS-Technologie (magnetic assiciated cell sorting) isoliert und mit
auologen DC stimuliert, die mit RNA autologer CLL-Zellen transfiziert worden
waren. >H-Thymidin-Proliferationsassays wurden nach zwei Restimulationen
durchgefuhrt und zeigten ein CLL-spezifisches Proliferationsmuster, wie in
Abbildung 3.7 dargestellt ist. Die induzierte CLL-spezifische Proliferation konnte
mit gegen HLA-Klasse Il gerichteten Antikdrpern blockiert werden, aber nicht
mit Antikorpern gegen HLA-Klasse |, was die HLA-Klasse Il-Restriktion der
induzierten T-Zellpopulation belegt.
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Abb. 3.7: Induktion proliferativer T-Helferzell-Antwort mit CLL-RNA-transfizierten DC. Die
Isolation der CD4+ T-Lymphozyten erfolgte iber MACS-Technologie. Fir die anschliefende T-
Helferzellinduktion wurden mit CLL-RNA transfizierte DC mit autologen CD4+ T-Lymphozyten
koinkubiert. Zwei Restimulationen durch mit autologer RNA transfizierte DC wurden an den
Tagen 7 und 14 nach der T-Zellinduktion durchgefiihrt. Die Bestimmung der induzierten
Proliferation erfolgte am Tag 20 nach der Induktion Uber einen *H-Proliferationstest. Autologe
CLL-Zellen, B-Lymphozyten oder mit CLL-RNA elektroporierte DC fungierten in dem Test als
Stimulatoren. Unstimulierte CD4+ T-Zellen und mit mit irrelevanter EGFP-RNA elektroporierten
DC stimulierte CD4+ T-Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Blockierung der HLA-Molekile
wurde durch Inkubation der DC mit den Antikérpern W6/32 (HLA-Klasse I) und Tu39 (HLA-
Klasse Il) fur 1 h vor dem Proliferationsassay bewirkt.
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4. Diskussion

Die heutigen Therapieansatze der CLL, die vor allem auf der Chemotherapie
basieren, verbessern sich zwar laufend, bieten jedoch weiterhin keine
dauerhafte Heilung. Die wichtigsten Probleme der konventionellen
Chemotherapie bei malignen Erkrankungen sind Mangel an Spezifitat der
zytostatischen Substanzen, Auftreten von Resistenzentwicklungen und Verbleib
residueller Tumor-Zellen nach der Primartherapie. Diese konnen in vielen
Fallen ein Rezidiv verursachen. Die selektive Behandlung maligner
Erkrankungen mit weniger generalisierten Nebenwirkungen und Elimination
residueller Tumorzellen sind derzeit ein wichtiges Ziel der Krebsforschung.

Die Immuntherapie hat sich zu einer zusatzlichen Behandlungsmethode
entwickelt, die erfolgreich in der Primar- und Rezidivbehandlung bodsartiger
Tumoren eingesetzt werden koénnte. In der Immuntherapie wird generell
versucht, die korpereigenen Immunreaktionen gegenuber den Krebszellen so
zu beeinflussen, dass der Korper selbst gegen den Tumor vorgehen kann.
Immuntherapeutische Strategien mit Immunmodulatoren (Interferone und
Interleukine), monoklonalen Antikérpern in nativer Form oder nach Konjugation
mit einem Toxin (Immunotoxin), einem Radionuklid (Radioimmunkonjugat) oder
mit einem weiteren Antikoper (bispezifischer Antikorper) stellen hierbei sehr
vielsprechende Optionen dar. Ein Beispiel hierfur ist Herceptin, ein Antikorper
gegen das Tumorantigen Her-2/neu, der bereits erfolgreich in der Therapie des
Mammakarzinoms eingesetzt wird (13, 21, 24, 44, 60, 67).

In dieser Arbeit wurde mit der Generierung spezifischer zytotoxischer T-
Lymphozyten durch dendritsche Zellen ein weiterer Ansatz verfolgt. Der Angriff
gegen den Tumor erfolgt dabei auf zellularer Ebene. Dendritische Zellen
werden als antigenprasentierende Zellen eingesetzt und mit maligner RNA
beladen. Dies fuhrt zur Induktion spezifischer T-Lymphozyten, die maligne

Zellen erkennen und lysieren sollen.
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4.1. Welche Ergebnisse konnte diese Arbeit zur

Verfugung stellen?

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit Tumor-RNA
transfizierte DC in der Lage sind, autologe CLL-spezifische T-Zell-vermittelte
Immunantworten zu induzieren. Aus Monozyten eines CLL-Patienten generierte
DC wurden dabei mit autologer CLL-RNA transfiziert und als APC benutzt, um
zytotoxische und proliferative T-Zell-Antworten zu induzieren.

Die in vitro generierten zytotoxischen T-Zellen zeigten eine Leukamie-
spezifische Lyse von autologen malignen Zellen wahrend die nicht-malignen
autologen B-Lymphozyten und DC nicht erkannt wurden. Die Spezifitat der
beobachteten zytotoxischen Aktivitat konnte in cold target inhibition assays
bestatigt werden. Die Lyse der CLL-Zellen konnte mit einem monoklonalen
Antikorper gegen HLA-Klasse |-Molekule geblockt werden, was darauf hinweist,
dass HLA-Klasse I-restringierte Epitope prasentiert und von autologen CTL
erkannt wurden. Um weiterhin die Durchfihrbarkeit und den mdglichen
Gebrauch der RNA-Transfektion im Einsatz bei minimal-residualen
Erkrankungen zu analysieren, wurde eine Methode etabliert, die isolierte
Tumor-RNA zu amplifizieren (53). In Ubereinstimmung mit vorherigen Studien
(18, 53) wurde gezeigt, dass mit der Benutzung dieses Verfahrens autologe
CLL-spezifische CTL Antworten in vitro generiert werden konnen.

Ein weiterer interessanter und wichtiger Aspekt dieser Arbeit ist die
Beobachtung, dass die Elektroporation der DC mit Gesamttumor-RNA auch
HLA-Klasse Il-vermittelte T-Zellantworten hervorrufen kénnen. Diese
Ergebnisse belegen, dass von Patienten mit CLL funktionell aktive DC und T-
Lymphozyten generiert werden konnen, die in der Lage sind, autologe
leukédmische Zellen zu erkennen, trotz der bisher beschriebenen
immunologischen Alterationen und Defizienzen bei Patienten mit CLL (41, 45,
65, 75). Das deutet darauf hin, dass effiziente Bereitstellung und Prozessierung
der Antigene und deren Prasentation durch professionelle APC die
immunologischen Defekte in der CLL auf der Ebene der Antigenprasentation

und der Effektorfunktionen Uberwinden konnen.
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Interessanterweise, stellte sich im Rahmen weiterer Untersuchungen mit CLL-
Zellen unterschiedlicher Patienten heraus, dass die CTL-Linien, die nach
mehreren Restimulationen mit RNA-transfizierten DC generiert wurden, nicht
nur die autologen CLL-Zellen erkennen konnen, sondern auch maligne
leukdmische Zellen, die von anderen HLA-A2" CLL-Patienten stammen. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass zumindest manche der Antigene, die zu der
beobachteten Lyse gefuhrt haben, auch von diesen Zellen exprimiert wurden
und somit gemeinsame Antigene (,shared antigens®) darstellen.

Daher wurde in folgenden Experimenten die Spezifitat der in vitro induzierten
CTL analysiert mit Hilfe von autologen DC, die mit HLA-A2-bindenden Peptiden
beladen wurden. Die Peptide stammen aus Tumor-assoziierten Antigenen, die
bekanntlich von einer grolen Auswahl von malignen Zellen exprimiert werden.
Uberraschenderweise zeigte sich, dass die polyklonalen CTL-Linien, die mit
Gesamttumor-RNA-transfizierten DC induziert wurden, mit Survivin-Peptid
beladene Zellen erkennen konnten, wahrend die Zellen, die mit Telomerase-
und MUC 1-Peptiden beladen waren, nicht lysiert wurden. Das deutet darauf
hin, dass die gegen Survivin-Peptid gerichtete zytotoxische Aktivitat zu der
beobachteten lytischen Aktivitat der CTL-Linien beigesteuert hat. Es konnte vor
kurzem von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass autologe Survivin-
spezifische CTL, die in der Lage waren, autologe maligne Zellen zu erkennen,
in CLL-Patienten induziert werden kénnen. Das weist darauf hin, dass Survivin
ein interessantes Tumorantigen ist, das fur die Entwicklung immun-
therapeutischer Verfahren in der Behandlung von CLL geeignet sein konnte.
Zusammenfassend erlauben die vorliegenden Daten den Schluss, dass CLL-
spezifische autologe CD8- und CD4-vermittelte T-Zellantworten mit Hilfe von

mit Gesamttumor-RNA transfizierten DC in vitro induziert werden kénnen .
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4.2. Probleme und Grenzen dieser Arbeit

Es muss beachtet werden, dass alle Experimente in vitro durchgefihrt wurden,
so dass sich die Ergebnisse nur begrenzt auf das komplexe Immunsystem
eines Menschen uUbertragen lassen.

Um eine aktive Vakzinierung gegen Tumorzellen spezifisch wirksam zu
machen, ist die Expression Tumor-assoziierter Antigene eine wichtige
Voraussetzung. Im Vergleich zu anderen Neoplasien sind bei der CLL jedoch
nur wenige bekannt. Da in dieser Arbeit keine spezifischen definierten TAA
sondern die gesamte Tumor-RNA fir die Beladung der DC benutzt wurde, ware
es moglich, durch diese Vakzine Immunantworten gegen korpereigene
Antigene zu induzieren, da die verschiedenen Codierungsabschnitte der
malignen RNA zur Zeit nicht bekannt sind, wie auch die Wahrscheinlichkeit,

dass manche davon sich auch auf der gesunden RNA befinden kénnten.

4.3. Vakzinierungsstudien

Es sind schon mehrere vielversprechende Ergebnisse bei Vakzinierungsstudien
beschrieben worden. Eine der ersten Studien wurde 1998 mit 16 Patienten, die
an metastasietem Melanom erkrankt waren, durchgefuhrt. Nestle und
Mitarbeiter setzten damals aus Melanomen abgeleitete HLA-Klasse | bindende
Peptide und Tumorzell-lysate in die Vakzinierung ein. Autologe DC wurden
damit beladen und in die Lymphknoten der Patienten injiziert. Bei 5 von 16
Patienten wurde ein Ansprechen auf die Therapie beobachtet, darunter 2
Komplettremissionen mit Uber 15 Monaten Dauer (56).

In einer weiteren Studie wurden 35 Nierenzellkarzinompatienten mit DC, die mit
Tumorlysat beladen waren, intravends oder intradermal geimpft. 27 Patienten
haben die Studie komplett durchlaufen, davon konnte bei 2 eine Totalremission
erzielt werden, bei einem Patienten eine Teilremission und bei 7 waren stabile

Erkrankungen zu verzeichnen (33).
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4. DISKUSSION

In einer Untersuchung mit Patientinnen, die an Mamma-und Ovarial-Karzinom
in fortgeschrittenem Stadium erkrankt waren, haben Brossart und Mitarbeiter in
vitro generierte autologe DC mit HER-2/neu- oder MUC-1-Peptiden beladen.
Diese fuhrten in vivo zur Induktion Antigen-spezifischer CTL in 5 von 10
Patientinnen. Bei einer Patientin mit metastasiertem Mamma-Karzinom wurde
die Ruckbildung subkutaner Metastasen beobachtet.

Beim Multiplen Myelom oder follikularen B-Zell-Lymphom konnte gezeigt
werden, dass autologe DC, die mit den Idiotypimmunglobulinen der malignen
Zellen beladen wurden, eine Immunantwort induzieren kdnnen, die sich gegen
den Tumor richtet. Bei 4 Patienten mit follikularem B-Zell-Lymphom waren nach
der i.v. Vakzingabe eine Vollremission und eine Teilremission zu verzeichnen.
Bei einem Patienten konnten sogar anschlielend keine molekularbiologischen
Hinweise auf die Erkrankung gefunden werden. Bei einer anderen Studie mit 12
Patienten mit Multiplen Myelom trat bei 2 eine Totalremission auf, die 17 bzw.
30 Monate lang anhielt (34,62).

Bei keiner der Studien wurden schwerwiegende Nebenwirkungen beobachtet,
die zum Therapieabbruch flhrten. Die Nebenwirkungen in den Studien
beschrankten sich auf Temperaturanstieg, Frosteln, Kopfschmerzen, Ubelkeit

und ein lokales Erythem an der Einstichstelle.

4.4. Ausblick

Eine Zunahme der chronisch Ilymphatischen Leukamie ist durch eine
verlangerte Lebenserwartung der Bevolkerung anzunehmen. Die bisherigen
Therapieansatze bieten aber weiterhin keine dauerhafte Heilung. Ziel der Arbeit
war es, mit Hilfe von mit Gesamttumor-RNA transfizierten DC spezifisch
autologe CD8- und CD4-vermittelten T-Zellantworten in vitro zu induzieren. Die
Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten die experimentelle Grundlage zur Entwicklung
neuer Vakzinierungsstrategien in der CLL bilden, die in Zukunft die Basis einer

weit anwendbaren Immuntherapie darstellen konnten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Effizienz RNA-transfizierter DC, in vitro
Leukamie-spezifische autologe T-Zellantworten zu generieren, analysiert und
es konnte gezeigt werden, dass aus Monozyten stammende DC, transfiziert mit
Gesamttumor-RNA oder PCR-amplifizierter RNA aus CLL-Zellen, die
Moglichkeit haben potente autologe zytotoxische wund proliferative T-
Zellantworten hervorzurufen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl
funktionelle DC als auch funktionelle T-Zellen aus dem peripheren Blut der CLL-
Patienten generiert werden konnten. Die DC der CLL-Patienten waren in der
Lage CD8- und CD4-gerichtete Immunantworten zu induzieren. Die induzierten
CTL und T-Helferzellen erkannten autologe unstimulierte CLL-Zellen und DC,
die mit aus autologen malignen Zellen isolierter RNA transfiziert wurden, aber
nicht die autologen nicht-malignen B-Lymphozyten oder mit irrelevanter RNA
transfizierte DC. Dartber hinaus erkannten diese CTL autologe mit RNA aus
verschiedenen CLL-Patienten transfizierte DC, was darauf hindeutet, dass die
zytotoxische Aktivitat gegen bestimmte Antigene gerichtet ist, die in vielen
malignen leukamischen Zellen exprimiert werden. Zusammenfassend konnte
mit den durchgefiihrten Experimenten gezeigt werden, dass mit CLL-RNA
transfizierte DC die bei CLL-Patienten bisher beschriebenen Immundefekte und
Alterationen Uberwaltigen konnen, und dass es eine vielversprechende Option
reprasentiert, CLL-spezifische Immuntherapien zu entwickeln.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im November 2003 im Journal Blood unter
dem Titel ,Induction of chronic lymphocytic leukemia (CLL)-specific CD4- and
CD8-mediated T-cell responses using RNA-transfected dendritic cells®

publiziert.
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