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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aufbau des Immunsystems

Durch komplexe Reaktionen und Interaktionen schitzt das Immunsystem den
Menschen vor Pathogenen wie Mikroorganismen und Viren, aber auch vor der
Entartung korpereigener Zellen. Klassisch erfolgt eine Einteilung (Abb. 1) in die

angeborene, nicht-adaptive Immunitat und die erworbene, adaptive Immunitat.

Angeborene Immunitét Erworbene Immunitét
Granulozyten Makrophagen NK-Zellen T-Lymphozyten B-Lymphzoyten APC
Neutrephile zellular
Eosinephile
Basophile

Komplement humoral Antikorper
Abb. 1: Bestandteile des Immunsystems

Das angeborene Immunsystem beginnt bereits an den aufReren Grenzflachen
des Organismus mit Schutzmechanismen mechanischer Art (Hautbarriere,
Flimmerepithel), chemischer Art (Haut-S&uremantel, Magenséure, Lysozym)
und biologischer Art (Bakterienflora). Im engeren Sinne besteht es aus
zellularen und humoralen Komponenten, erkennt definierte Pathogenmuster
und reagiert bereits beim ersten als auch wiederholtem Antigenkontakt schnell
und stereotyp. Zur zellularen Komponente zahlen neben den Granulozyten und
Makrophagen auch die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen). NK-Zellen kdnnen
einerseits Uber ihren Fc-Rezeptor antikbrpermarkierte Pathogene erkennen
(Antikorpervermittelte Zytotoxizitat), andererseits sind sie in der Lage, MHC-
defiziente, entartete Zellen zu zerstoren.

Das erworbene Immunsystem  besteht aus Lymphozyten  und
antigenprasentierenden Zellen (APC). Es zeichnet sich durch eine hohe



Einleitung

Antigenspezifitdt aus. In Knochenmark und Thymus entsteht eine grof3e Anzahl
von B- bzw. T-Lymphozyten, die jeweils Rezeptoren einer einzigen Spezifitat
tragen. Nach Antigenkontakt durch APC kommt es zur Expansion von
Lymphozytenklonen und zur Ausbildung von Effektorsystemen, die den
betreffenden Erreger vernichten. B-Zellen produzieren I6sliche Antikorper, die
extrazellulare Epitope erkennen. T-Zellen kdnnen verschiedenste Leukozyten
aktivieren oder infizierte Zellen direkt abtéten. Ein Teil der Lymphozyten
differenziert zu Gedachtniszellen. Diese gewahrleisten als sogenanntes
immunologisches Gedachtnis einen verstarkten Schutz vor einer erneuten
Infektion. Die erworbene Immunitat lasst sich also durch folgende vier
Merkmale charakterisieren: Spezifitat, Diversitat, Unterscheidung von "selbst"
und "fremd" und Gedachtnis®.

1.2 T-Lymphozyten

Aus dem Knochenmark eingewanderte h&matopoetische Stammzellen
differenzieren im Thymus zu T-Lymphozyten. Durch somatische Mutation und
Rearrangementprozesse entsteht dort ein immenses Reservoir an T-Zellen mit
jeweils einzigartigem T-Zellrezeptor (TCR), dem spezifischen Funktionsmolekiil
dieser Zellgattung. Durch die negative Selektion werden im Thymus
autoreaktive T-Zellen, welche kdrpereigene Epitope (Autoantigene) erkennen,
in die Apoptose getrieben. Positive Selektion bedeutet dagegen, dass
funktionsfahige T-Zellen, die Autoantigene nur sehr schwach erkennen, am
Leben erhalten werden. Der TCR dient zum Abtasten und Erkennen von MHC-
Peptid-Komplexen. Die Tatsache, dass von T-Zellen nur MHC-gebundene
Peptidantigene erkannt werden, wird als MHC-Restriktion bezeichnet. Anhand
von Oberflachenmerkmalen (CD = Cluster of Differentiation) lassen sich zwei
Hauptpopulationen von T-Zellen unterscheiden?.

1.2.1 Zytotoxische T-Zellen (CTL) und T-Helferzellen (Tw)

Die CD8" CTL oder T-Killerzellen sind fir die zellulare adaptive Immunantwort
verantwortlich. Sie erkennen Peptide intrazellularer Krankheitserreger oder

mutierter Zellproteine, die MHC-Klasse-I-gebunden (MHC-I) prasentiert werden.
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MHC-I Molekile werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert und dienen der
immunologischen Uberwachung intrazellularer Prozesse. Falls die Expression
von MHC Molekulen beispielsweise durch einen Erreger unterdriickt wird, fehlt
deren schitzende Wirkung vor der Aktivitat von NK-Zellen, was zur Zerstérung
der betreffenden Zellen fuhrt.

Die CD4" Ty werden durch den Komplex aus Peptid und MHC-Klasse-II
(MHC-Il) Molekil von APC aktiviert. Zu den APC zdhlen neben den
Dendritischen Zellen (DC) auch Makrophagen und B-Zellen. Diese sind in der
Lage, verschiedenste Antigene aufzunehmen, =zu prozessieren und
MHC-II-gebunden an T-Zellen zu présentieren. Durch das differenzielle Muster
der Zytokinfreisetzung lassen sich Tyl und Tn2 unterscheiden. Tyl setzen
Faktoren wie Interferon-y frei, die Makrophagen stimulieren. Sie aktivieren damit
die zellulare Immunantwort und spielen eine bedeutende Rolle bei der Abwehr
intrazellularer Erreger. Tu2 sezernieren IL4, IL5 und IL10. Sie stimulieren
dadurch B-Zellen und Eosinophile und sind somit fur die Abwehr von
extrazellularen Bakterien und Parasiten sehr bedeutsam. Aufgrund ihrer
Interaktion mit B-Zellen und mit Zellen des angeborenen Immunsystems spielen
die Tu-Zellen eine wichtige Moderatorenrolle bei der Induktion und
Aufrechterhaltung der Immunantwort. Die CD4 bzw. CD8 Molekile sind
wichtige Korezeptoren bei der Interaktion von T-Zellen mit den MHC-II bzw.
MHC-I Molekiilen der APC™.

1.2.2 Effektormechanismen der CTL

Reife, naive T-Lymphozyten verlassen den Thymus und besiedeln
vorzugsweise die sekundaren lymphatischen Gewebe (Lymphknoten, Milz,
schleimhautassoziiertes lymphatisches Gewebe = MALT). Dort kommt es durch
Kontakt mit aktivierten APC zur Antigenerkennung und der klonalen Expansion
aktivierter T-Zellklone. Es folgt die Ausdifferenzierung in Gedéachtnis- und
Effektorzellen. Letztere verlassen den Lymphknoten und werden durch
Chemokine in infiziertes Gewebe gelockt. Im Gegensatz zu den langlebigen
Gedéachtniszellen gehen die Effektorzellen nach Abklingen der Infektion durch

Ausbleiben von Uberlebensfaktoren in die Apoptose.
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CTL zwingen erkrankte oder entartete Zellen durch verschiedene Mechanismen
zur Apoptose. Eine Mdglichkeit, Zielzellen zu zerstoren ist die Freisetzung von
Perforin und Granzymen. Perforin lagert sich in der Membran der infizierten
Zelle zu Poren bildenden Komplexen zusammen, durch welche die Granzyme
in die Zelle eindringen und die Apoptose induzieren. Alternativ kann der Zelltod
auch durch die Freisetzung von Zytokinen wie TNF- (Tumor Nekrose Faktor-
beta) oder Fas-Ligand erfolgen, die an die Todesrezeptoren der &uf3eren
Membran (TNF-Rezeptor, Fas-Rezepor = CD95) binden und eine intrazellulare
Kaspase-Kaskade auslosen. Kaspasen sind Proteasen, die nach ihrer
Aktivierung im Rahmen des natirlichen Zelltodes eine Degradierung von
Zellbestandteilen einleiten. CTL sezernieren aul3erdem Interferon-y (IFN-y).
Dieses stimuliert Makrophagen welche ihrerseits apoptotische Zellen

abraumen?.

1.3 Dendritische Zellen

Abb. 2: Dendritische Zelle

DC bei 3000facher VergrolRerung im Rasterelektronenmikroskop Quelle: J. Exp. Med.© The
Rockefeller University Press’.

Dendritische Zellen werden als die potentesten antigenprasentierenden Zellen
angesehen, mit der Fahigkeit, eine primare Immunantwort zu induzieren und

aufrecht zu erhalten*>.
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Sie stellen Wéchter des Immunsystems dar, die darauf spezialisiert sind, Antigene
in der Peripherie aufzunehmen und zu prozessieren. Aktivierte DC migrieren
daraufhin Gber die Lymphbahn in sekundare lymphatische Gewebe, wo sie die
Antigene, MHC-gebunden, den Lymphozyten préasentieren. In unreifem Zustand
sind periphere DC darauf spezialisiert Antigene aufzunehmen, wahrend die
Voraussetzungen, T-Zellen zu aktivieren, noch schwach ausgepragt sind. Nach
Endozytose von Pathogenen kommt es zur Ausreifung der DC unter Stimulation
von sogenannten PAMPs (pathogen associated molecular patterns, z.B. TLR-
Liganden) und Zytokinen (z.B. TNF-o oder IL-1). Im Laufe dieses Reifungs-
prozesses reduzieren DC die Antigenaufnahme und verbessern z.B. durch
Expression von Korezeptoren (CD80, CD86) und Zytokinen wie IL-12 und IL-6 ihre
Fahigkeit zur T-Zellaktivierung. Eine weitere Aufgabe von DC ist die
Aufrechterhaltung der peripheren Immuntoleranz. Normalerweise werden
autoreaktive T-Zellen bereits im Thymus eliminiert. Manche Selbstantigene treten
jedoch nur in spezialisiertem Gewebe auf. Diese werden von DC ohne
kostimulatorische Signale prasentiert. Dadurch werden autoreaktive T-Zellen in
einen anergen Zustand versetzt’,

Erst die Entwicklung von Protokollen®® zur Gewinnung und ex vivo-Generierung
von DC machte diese Zellen in ausreichender Zahl fur die experimentelle
Erforschung verfiigbar. Auf dieser Basis entwickelte sich in den letzten Jahren
eine Vielzahl DC-basierter Vakzinierungsstrategien zur Behandlung von Tumor-
und Infektionserkrankungen. DC kénnen in vitro aus CD34* Stammzellen’ oder
CD14* Monozyten des peripheren Blutes generiert werden®. Unter Zugabe von
Zytokinen wie GM-CSF und IL4 differenzieren diese Vorlauferzellen zu unreifen
DC. Monozyten werden aus Leukozytenkonzentraten (Buffy Coats), die bei der
Herstellung von Blutkonserven anfallen, durch Plastikadhérenz oder durch
magnetisch-gekoppelte Antikdrper (MACS-Technolgie) isoliert. In vivo kbnnen DC
durch Leukapharese von peripherem Blut gewonnen werden. Nach Injektion von
GM-CSF oder FIt3L wird dabei die Ausbeute der DC deutlich erhht™.

1.3.1 Antigenprozessierung

Der MHC (major histocompatibility complex) ist ein hochpolymorpher Genlokus

auf Chromosom Sechs, der unter anderem fur MHC-I und MHC-II Molekile
5



Einleitung

kodiert. Der Name stammt aus der Transplantationsmedizin, in der MHC
Proteine die Hauptverantwortung fur Gewebeunvertraglichkeiten tragen.
Urspringlich wurden MHC Molekile durch monoklonale Antikorper auf
Leukozyten detektiert, weshalb sie auch HLA (human |eucocyte antigens)
genannt werden®.

MHC-1-Prozessierung

Bakterielle und virale Proteine, aber auch normale Zellproteine und
tumorspezifische Proteine werden im Zytosol zu Peptiden degradiert und
MHC-I-gebunden an der Zelloberflache prasentiert.

Diese zytosolischen Proteine werden mit Ubiquitin markiert und dadurch einem
multikatalytischen Proteasekomplex, dem Proteasom zugefuhrt. Das Proteasom
degradiert Proteine zu Peptiden einer Lange von 7-15 Aminosauren. Diese
Peptide werden durch ATP-abhéngige TAP-Transporter (Transporter
associated with Antigen Processing), die sich in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) befinden, zu den MHC-I Molekilen ins
Lumen des ER transportiert. Dabei bilden TAP1 und TAP2 ein Heterodimer, das
Peptide einer Grol3e von Ublicherweise neun Aminosauren durch die Membran
schleust™. Unter dem Einfluss von Chaperonen (Calnexin, Calretikulin, ERP57)
wird das Peptid in die Bindungsfurche der partiell gefalteten a-Kette des MHC-I
Molekils einfigt. Dadurch wird das Molekil stabilisiert und gelangt schlief3lich
assoziiert an B.-Mikroglobulin (B2M) an die aul3ere Zellmembran. Eine allele
MHC-I Variante ist in der Lage, viele verschiedene Peptide zu binden. Diese
mussen jedoch an definierten Stellen der Peptide chemisch verwandte
Aminosauren mit sogenannten Verankerungsresten aufweisen. Die spezifische
Peptid-MHC Bindung entsteht durch Interaktion definierter Seitenketten der
Aminosduren auf Ankerpositionen und komplementaren Taschen der
Peptidbindungsfurche'?,

MHC-II-Prozessierung

Extrazellulare Krankheitserreger, l0sliche Pathogene und apoptotische Zellen
werden von APC durch Phagozytose, Makropinozytose und Rezeptor-
vermittelte Endozytose in intrazellulére Vesikel (Phagosomen) aufgenommen®.

Diese fusionieren mit Lysosomen zu Phagolysosomen, in denen durch einen
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sauren pH und Proteasen die fremden Proteine zu Peptidfragmenten gespalten
werden. APC exprimieren MHC-1I Molekile, deren peptidbindender Spalt im ER
zunachst durch ein Peptid namens CLIP (Class ll-associated Invariant Chain
Peptide) blockiert wird. Dies verhindert eine Bindung zytosolischer Peptide. Die
geblockten MHC-1I Molekiille werden in exozytotische Vesikel transportiert, die
mit den Phagolysosomen fusionieren. In diesem speziellen Zellkompartiment
MIIC (MHC-class-ll enriched compartment) wird CLIP durch das Protein HLA-
DM entfernt und die fremden Peptidfragmente konnen an das MHC-1I Molekiil
binden. Immundominante Epitope sind diejenigen Bereiche bzw.
Peptidfragmente eines Antigens, die vorzugsweise prasentiert werden.
Peptidbeladene MHC-II Molekile sind stabil und gelangen durch Fusion von
MIIC mit der auReren Zellmembran an die Zelloberflache®®*. Beim MHC-II
Molekdl wird das Peptid im Gegensatz zum MHC-I Peptid nicht an den
Peptidenden verankert. Die Peptidenden kdnnen an beiden Seiten aus der
Peptidbindungsfurche herausragen, es liegt keine strenge Langenbegrenzung
vor. Die Peptide weisen eine Lange von ca. 12-25 Aminosauren auf. Die
Bindung des Peptides erfolgt dabei Uber das Peptidriickgrat und bestimmte
Seitengruppen®?>. Bei DC wurde zuséatzlich ein spezieller Modus der
Antigenprasentierung entdeckt, der als cross-priming bezeichnet wird. Dies
bedeutet, dass DC auch in der Lage sind, extrazellulare Antigene, MHC-I-

gebunden zu prasentieren®>*°.

1.3.2 T-Zellaktivierung

Die Induktion einer T-Zellantwort lasst sich in drei Phasen einteilen:
T-Zellaktivierung durch APC, Proliferation des T-Zellklons und Differenzierung
zu Effektor- bzw. Gedachtniszellen. Die T-Zellaktivierung erfolgt dabei in vier
Schritten: Adhésion, antigenspezifische Aktivierung, Kostimulation und
Zytokinausschuttung.

Im drainierenden Lymphknoten wird tGber Adhasionsmolekiile vom Typ der
Integrine und Immunglobuline (Ig) zunachst eine unspezifische Bindung
zwischen naiven T-Zellen und APC vermittelt. Das Ig CD2 und das Integrin
LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen-1) der T-Zellen binden an ihre
Kontaktmolekile LFA-3 (=CD58) bzw. ICAM-1-3 (Intercellular Adhaesion

7
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Molecule) auf den APC (Abb. 3). Dies ermdglicht dem TCR, der selbst mit
niedriger Affinitdt bindet, den MHC-Peptid-Komplex tber einen ausreichend
langen Zeitraum abzutasten. Erkennt der TCR das Peptid, wird der Zell-
Zellkontakt tber eine erhohte Affinitat von LFA-1 zu den ICAM-Molekilen
verstarkt. Fur die vollstandige Aktivierung der T-Zelle wird neben dem Signal
des TCR jedoch zusétzlich die Bindung kostimulatorischer Molekile bendtigt.
Ein essenzielles kostimulatorisches Signal zur Proliferation und Differenzierung
der T-Zellen entsteht aus der Interaktion von B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86)
Proteinen der APC mit dem CD28-Protein der T-Zellen'.

DC coa+ 1-Zelle

o A — 88

—peptide complex T CcD3
H

CDd40 CD40L
& m E
imulation <
Kost CDan/CcDas CD28
Lﬁ -
2 [CAM-1 LFA-1
napp—— B
Adhasi
sion < LFA-3 CD2
- H
.

h,

Abb. 3: Interaktion von DC und T-Zellen

Neben der Interaktion zwischen dem TCR und dem MHC-Peptid-Komplex spielen auch
Adasions- und Kostimulationsmolekile eine wichtige Rolle bei der T-Zellaktivierung. Quelle:

modifiziert nach Expert Reviews in Molecular Medicine © 1999 Cambridge University Press"’

Weitere Interaktion erfolgt Gber den CD40-Rezeptor der APC bzw. den CD40-
Ligand der T-Zellen. Dieser Mechanismus wirkt jedoch nicht direkt auf die
T-Zelle, sondern verstarkt die antigenpréasentierenden Fahigkeiten der DC Uber
eine vermehrte Expression von B7 Proteinen und Zytokinen (IL-12).
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In aktivierten T-Zellen wird auf3erdem das mit CD28 verwandte Protein CTLA-4
(Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4 =CD152) induziert, welches die
kostimulatorischen B7-Proteine ca. zwanzigmal starker bindet, aber eine
hemmende Wirkung besitzt. Dadurch werden die aktivierten Tochterzellen
weniger empfindlich gegentber der Stimulation durch APC und eine
iiberschieRende Reaktion wird eingedammt’®,

Aktivierte T-Zellen sezernieren einerseits den T-Zellwachstumsfaktor IL-2,
andererseits exprimieren sie verstarkt den IL-2 Rezeptor. Dieser autokrine
Stimulationsmechanismus fuhrt zu Proliferation und Differenzierung der
T-Zellen. Wenn einer T-Zelle ein Antigen ohne kostimulatorische Signale
prasentiert wird, wird sie anerg und kann auch auf spatere Stimulation nicht
mehr reagieren'®. Bei der Frage, wie CD8*-T-Zellen durch infizierte Zellen ohne
Kostimulation aktiviert werden, wird vermutet, dass diese CTL aktivierte CD4"-
T-Zellen fur ihre Aktivierung bendtigen.

Die Signaltransduktion des TCR-Komplexes erfolgt Uber seine konstante
Region, Uber invariable Kofaktoren (CD3, {-Ketten) und Uber die Korezeptoren
CD4 bzw. CD8. Bei der Erkennung eines Antigens fuhrt eine
Zusammenlagerung der Korezeptoren zur Aktivierung der membransténdigen
Tyrosinkinase Lck, die ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs) von CD3 und {-Ketten phosphoryliert. In der Folge kommt es zur
Aktivierung von Kinasen und Mediatorsystemen, die schlief3lich zur Aktivierung
von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (Nuclear Factor kappa-B) oder NFAT

(Nuclear Factor of Activated T-cells) fihren?.

1.4 Tumorimmunologie

1.4.1 Entstehung von Tumoren

Bosartige Tumoren sind in  den Industrienationen nach Herz-
Kreislauferkrankungen die zweith&ufigste Todesursache. Die Risikofaktoren fur
die Entstehung von Tumoren sind vielfaltig. So stellen vor allem karzinogene
Viren, chronisch-entziindliche Prozesse sowie die Exposition gegenuber

ionisierender Strahlung oder chemischer Noxen ein erhéhtes Tumorrisiko dar.
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Tumoren konnen als Erkrankung der DNA angesehen werden, bei der
Regulationsmechanismen des Zellzyklus durch eine verdnderte Genexpression
gestort sind®. Infolge eines gestdrten Gleichgewichts zwischen Zellproliferation
und Apoptose kommt es zu unkontrolliertem Zellwachstum. Im Rahmen der
Tumorprogression entstehen bei Tochterzellen weitere Mutationen, die zur
malignen Transformation fiihren. Darunter versteht man, dass der Tumor
Kennzeichen bosartigen Wachstums wie Gewebeinfiltration und Metastasierung
erwirbt. Wichtige Mechanismen sind dabei die Unabhéangigkeit gegeniber
aulBeren Wachstums- und Differenzierungsstimuli, die Unempfindlichkeit
gegeniiber wachstumshemmenden Signalen, die Uberwindung der Apoptose,
eine gestorte Zellalterung, Immun-escape Phanomene, die Bildung neuer
Blutgefalle (Angiogenese) und schliel3lich das Verlassen des natirlichen
Gewebeverbandes im Rahmen der Infiltration und Metastasierung®?,

Gene, die fur die Entstehung von Tumoren verantwortlich sind, werden zu drei
Gruppen zusammengefasst: Proto-Onkogene, Tumorsuppressorgene und
Stabilitatsgene. Die Genprodukte der ersten beiden Gruppen regulieren
Zellzyklus, Zellwachstum und Differenzierung. Bei mutierten Tumorsuppressor-
genen kommt es zu einem reduzierten oder inaktiven Genprodukt, dessen
hemmende Wirkung entfallt. Hierbei sind jedoch meist in beiden Allelen
inaktivierende Mutationen notwendig. Im Falle der Proto-Onkogene reicht die
aktivierende Mutation eines Allels aus, um die onkogene Aktivitat des
veranderten Genproduktes zu entfalten®®. Die dritte Gruppe der Stabilitatsgene
ist daflr verantwortlich, das Genom durch Reparaturmechanismen vor einer
schadigenden Mutation zu schiitzen?®,

Theoretisch misste jede dramatisch veranderte Genexpression, wie sie im
Laufe der malignen Transformation auftritt, ber die MHC-I Prasentation von
immunologisch unbekannten Peptiden eine zytotoxische Immunreaktion
auslésen, die den Tumor beseitigt. Dennoch gelingt es Tumoren Uber
Immun-escape Mechanismen, sich nicht nur lokal auszubreiten, sondern tber

Blut- und Lymphbahn den gesamten Organismus zu befallen.
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1.4.2 Immun-escape

Bei Tumoren wurde bereits eine Vielzahl an Mechanismen beobachtet der
Erkennung und Vernichtung durch das Immunsystem zu entgehen®. Dies
geschieht u.a. durch Reduktion der MHC-I Molekile an der Zelloberflache.
Tumorzellen sind jedoch bei vollstandigem Fehlen von MHC-I Molekilen dem
Angriff von NK-Zellen ausgesetzt. Ein anderer Mechanismus besteht in der
Storung der Prozessierungsmaschinerie intrazellularer Proteine durch Blockade
des TAP-Transporters®. Des Weiteren kann die Vermehrung der Glykokalix,
eine oberflachliche Schicht aus Kohlenhydratketten, zu Antigenmaskierung
fuhren.

Eine bedeutende Uberlebensstrategie von Tumoren besteht in der Etablierung
eines immunkompromittierenden Mikromillieus. Dies geschieht durch die

Freisetzung immunsuppressiver Substanzen (z.B. IL-10, TGF-p?>?’

) oder durch
Hemmung der T-Zellproliferation mittels Blockade der IL-2 Stimulation®.
Folglich ist es Tumoren mdglich durch eine Vielzahl erworbener Fahigkeiten der
Uberwachung durch das Immunsystems zu entgehen, um sich unkontrolliert im

Organismus auszubreiten.

1.4.3 Tumorantigene

Tumorzellen entstehen aus korpereigenen Zellen, gegen die im Normalfall eine
Selbsttoleranz besteht. Jedoch kann das Immunsystem Tumorzellen aufgrund
der Prasentation von verédnderten oder vermehrten Genprodukten erkennen.
Diese Tumorantigene werden grob eingeteilt in tumorspezifische Antigene
(TSA), die ausschlieBlich auf den entarteten Zellen vorkommen und tumor-
assoziierte Antigene (TAA), die gleichzeitig auch in gesundem Gewebe
exprimiert werden. TAA von gesundem Gewebe I6sen jedoch keine
Immunantwort aus, da sie nicht in ausreichender Menge oder in immun-
privilegierten Bereichen vorkommen. Es wurden finf Kategorien von
Tumorantigenen identifiziert, die invitro eine CTL-Reaktion auslosen
kénnen®=% Cancer Testis (CT) —Antigene, Differenzierungsantigene, tumor-
spezifische Antigene, Uberexprimierte Selbst-Antigene und onkovirale Antigene.
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* CT-Antigene sind Produkte embryonaler Gene, die auf3er in bestimmten
Tumoren nur im Hoden (teilweise auch in Plazenta® und Ovar®)) vorkommen.
Dort lésen sie jedoch mangels MHC-Prasentation keine Immunreaktion aus™:.
Das bekannteste Beispiel fur ein CT-Antigen ist das erste identifizierte TAA,
MAGEL. Dieses Mitglied der Genfamilie MAGE wurde in einer Melanomlinie
nachgewiesen 3%,

» Differenzierungsantigene werden sowohl von Tumoren als auch von deren
Ursprungsgewebe exprimiert. Die meisten dieser gewebsspezifischen Antigene
wurden bei Melanomen beschrieben und sind wie die Tyrosinase® an der
Melaninsynthese beteiligt. Aufer bei Melanomen wurden Antigene dieser
Kategorie auch bei Tumoren epithelialer Herkunft entdeckt. Beispiele hierfur
sind CEA beim Kolon-Karzinom*®” (Ca), Mammaglobin-A beim Mamma-Ca®*
und PSA beim Prostata-Ca®*.

» Tumorspezifische Antigene kdnnen durch Punktmutationen von Onkogenen
und Tumorsuppressor-Genen entstehen. Viele dieser TSA, die hoch
immunogen sind, treten ausschliel3lich in einer Tumorentitat auf. Aus
immuntherapeutischer Sicht ergeben sich hieraus logistische Probleme einer
breiten klinischen Anwendbarkeit. Beispiele mutierter TSA sind B-catenin®® oder
K-RAS*'. Ein weiterer Mechanismus zur Entstehung von TSA ist neben der
Mutation die Translokation und Fusion von Genen. Diese Veradnderungen
wurden vor allem bei Leuk&mien beschrieben, wobei mégliche Epitope im
Fusionsbereich zu finden sind. Ein Beispiel ist das Epitop abl-bcr***3, das dem
bekannten Philadelphia Chromosom entstammit.

« Uberexprimierte Selbst-Antigene treten sowohl in einer Vielzahl histologisch
unterschiedlicher Tumoren auf als auch in gesundem Gewebe. Dort werden sie
allerdings in niedrigerem Ausmal3 exprimiert. Es scheint, dass ein Tumor durch
die Uberexpression dieser Genprodukte eine immunologische Schwelle
Uberschreitet und dadurch dem Immunsystem sichtbar wird. Beispiele
Uiberexprimierter Tumorantigene sind Survivin*, MUC-1* und P53%.

» Auch Viren kdnnen Ursache maligner Tumoren sein. Es wurde gezeigt, dass
virale Proteine dieser virusassoziierten Tumoren eine Immunantwort auslosen

kénnen. Das Epstein-Barr-Virus*’ wird z.B. mit der Entstehung von Naso-
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Pharynx-Ca sowie Burkitt- und Hodgkin-Lymphomen in Verbindung gebracht.
Eine Infektion mit dem humanen Papillomavirus*® (HPV 16 und 18) erhéht das
Risiko eines Zervix-Ca, wahrend HBV und HCV*® mit dem Hepatozellularen-Ca
assoziiert sind.

Die meisten bisher entdeckten tumorspezifischen T-Zellepitope sind MHC-I
assoziierte Peptide. Doch in den letzten Jahren konnten mit Hilfe neuer
immunologischer Methoden viele neue MHC-II assoziierte TAA identifiziert
werden. Diese Peptide kdnnen von Ty erkannt werden, was als Voraussetzung
fur eine starke und anhaltende Immunreaktion gilt.

Die entwickelten Methoden zur Charakterisierung von Tumorantigenen lassen
sich im Wesentlichen in drei Gruppen gliedern: cDNA-Expressionsklonierung,
biochemische Verfahren und "Reverse Immunologie".

Die cDNA-Expressionsklonierung basiert auf der Isolierung von CTL, die
Spezifitat fir einen autologen Tumor aufweisen®. Mittels Transfektanten und
Antigen-Verlustvarianten von Tumorzelllinien erfolgt anschlieRend die
Identifizierung des Antigens. Zur gleichen Gruppe gehért das SEREX-Verfahren
(Serological Analysis of Recombinant cDNA Expression Libraries), das auf der
Erkennung von Tumorantigenen einer cDNA-Bibliothek durch IgG-
Serumantikérper von Tumorpatienten beruht®2

Bei den biochemischen Verfahren steht die S&ureelution MHC-I-gebundener
Peptide von Tumorzellen im Vordergrund. Durch HPLC- (High Performance
Liquid Chromatography) MS- (Massenspektrometrie) Verfahren kénnen isolierte
Peptide durch den Vergleich mit einer Eichpeptidmischung schnell und prazise
analysiert werden. Die Eichpeptide entstammen Epitopvorhersagen potenzieller
MHC-I Liganden®.

Bei der "Reversen Immunologie” findet die Antigenidentifizierung in
umgekehrter Richtung statt. Ausgangspunkt sind dabei nicht CTL oder
Antikorper, die ein TAA erkennen, sondern das Antigen selbst. Interessante
Kandidaten sind bereits bekannte Tumorantigene, die vielleicht zusatzliche T-
Zellepitope fiir andere HLA-Typen bereithalten*".
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1.5 Spezifische Immuntherapie

1.5.1 Onkologische Therapieformen

Die Behandlung von Krebserkrankungen basiert heute auf drei etablierten
Therapieoptionen: Operation, Chemo- und Strahlentherapie. In einem
kontinuierlichen Prozess werden auf internationaler Ebene immer neue
Standards fur die bestmoégliche Behandlungsstrategie von Tumorpatienten
erarbeitet. Die drei groRen Therapieprinzipien stehen dabei - je nach
Tumorentitat und Tumorstadium - miteinander in Konkurrenz oder erganzend
zueinander. Das lokal begrenzte Prostata-Ca (T2,NO,M0) wird zum Beispiel in
kurativer Absicht entweder durch radikale Prostatektomie oder durch
Strahlentherapie behandelt. In fortgeschrittenem Stadium, bei Uberschreiten
der Organgrenzen (T3) oder auftretenden Metastasen (N1,M1), wird jedoch
versucht, die weitere Ausbreitung durch Androgendeprivation (Antiandrogene,
Ostrogene, Orchiektomie, ...) zu reduzieren. Im Falle eines hormonresistenten
Prostata-Ca kann eine palliative Chemotherapie eingeleitet werden®.

Probleme dieser konventionellen Therapieverfahren sind unter anderem
einschneidende Nebenwirkungen und das Wiederaufkeimen verbleibender
Tumorzellen im Rezidiv.

In den letzten Jahren haben Erkenntnisse aus der Grundlagenforschung einen
revolutiondaren Umbruch in der Onkologie herbeigefuhrt. Bei der sogenannten
Molecular Targeted Tumortherapy werden gezielt genetische Aberrationen und
spezifische Merkmale maligner Zellen blockiert. Beispiele neuer Pharmazeutika
sind "small molecules" wie Imatinib bei CML, Antikdrper wie Rituximab bei der
Behandlung von Lymphomen und Hormonblocker wie Tamoxifen bei der
Brustkrebstherapie.

1.5.2 Spezifische Immuntherapie

Vielversprechende Anséatze liefert auch die Spezifische Immuntherapie, bei der
das eigene Immunsystem den Tumor Uberwinden soll. Ziel dieser Strategie ist
die Induktion einer gegen Tumorantigene gerichteten Immunitat. Dabei sollen

T-Lymphozyten den Primartumor und Metastasen infiltrieren, um Tumorzellen
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zu zerstoren. Dieser Vorgang konnte bereits durch Bildgebung sichtbar
gemacht werden®**,

Tumore sind trotz der Expression von Tumorantigenen aufgrund der bereits
beschriebenen Mechanismen (s.1.4.2) meist wenig immunogen. Um die
Immuntoleranz von Tumoren zu durchbrechen, missen Abwehrzellen zunachst
auf die entarteten Zellen aufmerksam gemacht werden. Hierzu werden DC als
professionelle APC eingesetzt. Diese zeichnen sich durch eine starke Potenz
bei der Antigenaufnahme und der Induktion einer primaren Immunantwort aus.
AulRerdem sind DC in der Lage, prozessierte Antigene sowohl MHC-I als auch
MHC-II assoziiert zu prasentieren und dadurch eine CTL- und eine Ty-Antwort
zu generieren™”. Es wurden bereits viele Varianten der Verabreichung von TAA
an DC evaluiert. Ein weitverbreiteter Ansatz, der in vielen Studien bereits zur
Anwendung kam, ist die Beladung von DC mit synthetischen Peptiden®.
Nachteile sind hierbei die Voraussetzung, dass tumorspezifische Epitope
bereits bekannt sein missen und die Abhangigkeit vom HLA-Haplotyp des
Patienten.

Bei sogenannten Gesamttumorvakzinierungsstrategien werden im Gegensatz
dazu apoptotische Tumorzellen®*®, Tumorzelllysate®” oder Hybride aus
Tumorzellen und DC*® eingesetzt. Bei diesen polyvalenten Vakzinen miissen
die TAA nicht bekannt sein. Verschiedene auch MHC-II assoziierte T-
Zellepitope kdénnen prasentiert werden, was einen Schutz vor klonalem Immun-
escape darstellt. Andererseits bedarf es zur Umsetzung dieser Methoden relativ
groRer Mengen an Tumormaterial, welches insbesondere bei Patienten mit
geringer Tumorlast oder minimaler Resterkrankung nicht ausreichend zur
Verfligung steht.

Weitere Moglichkeiten der Applikation polyvalenter Antigene an DC basieren
auf viralen Vektorsystemen® bzw. Elektroporation mit RNA®. Dabei kann
Gesamttumor-RNA oder fur ein TAA kodierende mRNA eingesetzt werden.
Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass minimale RNA-Mengen in vitro
amplifiziert und ohne Verlust der biologischen Aktivitat zur Transfektion

eingesetzt werden kénnen®.
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Autologe, antigenbeladende DC kénnen invitro spezifische T-Effektorzellen
induzieren, die dem Patienten reinfundiert werden. Oder es werden direkt DC
appliziert, um in vivo eine T-Zellantwort zu generieren. Durch zusatzliche Gabe
von Adjuvantien (IL2, GM-CSF) wird versucht die Immunantwort zu verstarken®.
In den letzten Jahren hat sich die Anzahl bekannter MHC-1 und MHC-II
assoziierter T-Zellepitope stetig vermehrt, sodass neue Entwicklungen in der
spezifischen Immuntherapie auf ein patientenindividuelles Tumorvakzin

abzielen, das einen maRgeschneiderten Cocktail bekannter TAA enthalt®®%3,

1.6 Bax Inhibitor-1 als Tumorantigen

Bax Inhibitor-1 (BI-1) steht als Apoptoseregulator im Verdacht, bei der
Onkogenese von Tumoren beteiligt zu sein. Es handelt sich um ein stark
hydrophobes Protein mit einem Molekulargewicht von 26,5 kDa. BI-1 besitzt
sieben membrandurchspannende Doméanen und ist hauptséchlich in den
Membranen des ER lokalisiert®®. Urspriinglich wurde BI-1 in Hodengewebe
nachgewiesen und als "testis enhanced gene transcript” TEGT bezeichnet. Eine
Funktionsanalyse in Hefezellen fihrte zur Entdeckung der hemmenden Wirkung
auf das apoptotische Protein BAX, einem Mitglied der BCL2 Familie und zur
Umbenennung in Bax inhibitor-1%°. BI-1 wurde als hochkonserviertes Protein
beschrieben, das in einer Vielzahl eukaryoter Spezies (Reis, Tomate,
Drosophila, Arabidopsis, Bierhefe) eine zytoprotektive Funktion gegenuber
oxidativem Stress und Hitzeschock ausiibt®. Bl-1 Knock-out-Mause weisen
gegenuber der Wildtyp-Variante eine grolRere Anfélligkeit fur Reperfusions-
schaden und damit verbundenem oxidativem ER-Stress auf’’. Eine
Uberexpression von BI-1 wirkt zytoprotektiv durch eine Reduktion reaktiver
Sauerstoffspezies sowie durch Inhibition von ER-Stress-Proteinen®®. AuRerdem
wird vermutet, dass Bl-1 pH-abhéngig die Ca?*-Konzentration im Lumen des
ER senkt. Dabei erhéht ein saures Milieu die Ca?*-Freisetzung aus dem ER und
fuhrt zu einer vermehrten Bax-Aktivierung. Dies erhoht die Zytochrom C-
Freisetzung aus den Mitochondrien und fuhrt folglich zu gesteigerter
Apoptose®.
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Es wurde bereits mehrfach eine dysregulierte Expression des Bl-1 Proteins in
unterschiedlichen Tumorentitdten nachgewiesen. Grzimil et al fanden eine
Uberexpression von BI-1 in Mamma-, Uterus-, Ovarial-° und Prosta-Ca’.
AulRerdem gelang der Arbeitsgruppe mit dem Einsatz von siRNA und der
resultierenden Expressionsunterdriickung von BI-1 die vermehrte Induktion
spontaner Apoptose in Mamma-'° und Prosta-Ca’* Zelllinien.

In einer anderen Studie wurde bei Astrozytompatienten durch ein serologisches
Screening Antikdrper gegen das Bl-Peptid im Plasma gefunden. Aul3erdem war
BI-1 in allen untersuchten Proben iiberexprimiert’>. Diese Beobachtungen
fiihren zu dem Schluss, dass eine Fehlregulation oder Uberexpression des BI-1
Proteins malR3geblich an der Kanzerogenese von Tumoren beteiligt ist und
machen BI-1 zu einem interessanten Zielantigen fur immuntherapeutische

Verfahren.

1.7 Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war die Identifizierung neuer, immunogener
T-Zellepitope bei der AML. Im Labor von Prof. Stevanovi¢ (Interfakultares
Institut fur Zellbiologie, Universitdt Tubingen) wurden mittels Saureelution,
MHC-I-gebundene  Peptide von AML-Blasten isoliert und durch
massenspektrometrische Verfahren analysiert™®’®. Im Folgenden werden diese
leukdmischen Blasten als AML1 bezeichnet. Von den identifizierten Peptiden
wurde das HLA-A24-bindende Peptid AYVHMVTHF dem Protein Bax Inhibitor-1
(BI-1) zugeordnet. BI-1 wurde aus der Gesamtheit der eluierten Peptide
ausgewahlt, da es auf Grund seiner Rolle als Apoptoseregulator ein
hochinteressantes Tumorantigen darstellt. AnschlieRend wurde dieses Peptid
synthetisiert und zur Induktion von T-Zellen eingesetzt. Die Charakterisierung
des BI-1 Peptids als neues, tumorassoziiertes T-Zellepitop stellt eine
bedeutende vorklinische Voraussetzung fir einen moglichen Einsatz in
Antitumor-Vakzinierungsstrategien dar.

DC wurden als APC eingesetzt, die aus autologen PBMNC spezifische T-Zellen
selektionierten und aktivierten. Dabei wurden folgende drei Varianten der
Antigenapplikation an DC evaluiert:
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* direktes Beladen mit BI-1 Peptid,

* Transfektion mit Gesamt-RNA leukamischer Blasten (AML1),

* Transfektion mit einem in-vitro-Transkript (IVT) des klonierten BI-1 Gens.
Mittels Chrom[>'Cr]-Release-Assays wurde anschlieRend untersucht, ob T-
Zellen induziert werden, die spezifisch den Komplex aus MHC-I Molekul und
Bl-1 Peptid auf Tumorzellen erkennen. Voraussetzung hierfur ist die
Expression, Prozessierung und Prasentation des BI-1 Proteins auf Tumorzellen.
Die endogene Expression von BI-1 wurde durch RT-PCR- und Western Blot

Analysen von Tumorzelllinien und priméren, malignen Zellen, untersucht.
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2 Material und Methoden
2.1 Gerate

Tabelle 1: Gerate

Produkt Hersteller

Bestrahlungsgerat Gammacell 1000 MDS Nordion, Bucks, GB

Betaplatte liquid scintillation counter Perkin EImer Wallac, Freiburg, D
1205

CO2-Inkubator NUAIRE™TM NuAire, Plymouth, USA
Elektroporations-Impulsgenerator Dr. L. Fischer, Heidelberg, D
EPI-2500

Fotometer RNA/DNA Calculator Gene Amersham Biosciences, Freiburg, D
Quant™ 1|

ImmunoSpot® Analyzer Cellular Tech. Ltd., Cleveland, USA
Lichtmikroskop Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena, D

Mikropipetten 10ul, 20ul, 200ul, 1000ul Eppendorf, Hamburg, D

Mini Trans Blot Cell Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen, D
Mini-Protean 3 Electrophoresis System Bio-Rad Lab. GmbH, Minchen, D
Minishaker IKA-Works IKA-Works, Inc., Wilmington, USA
Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow Tecan GmbH, Crailsheim, D

Neubauer Zdhlkammer 0,1 mm Tiefe  Sigma, Deisenhofen, D

PCR-Gerat Gene Amp 9600 Perkin Elmer, Wellesley, USA
Schuttelbank Plymax 1040 Heidolph, Schwabach, D
Sicherheitswerkbank HS 18/2 Heraeus, Hanau, D
Spannungsgerat EPS 601 Amersham Biosciences, Freiburg, D

UV-Reader Biometra Bio Doc Analyze Whatman Biometra, Gottingen, D
Zentrifuge Eppendorf 5417 R Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Kendro, Hanau, D
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2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

1,5 ml ReaktionsgefalRe

14 ml-R6hrchen, PP, steril Cellstar®
24 Well-Zellkulturplatte, Cellstar®
50 mI-Réhrchen, PP, steril, Falcon®

96 Well-Zellkulturplatte, Cellstar®,
U-shape

Autoradiographiefilm, Amersham
Hyperfilm ECL™ (18x24 cm)
Combitips Plus 0,5ml

Einmalpipetten, steril
Elektroporationskivetten, 4 mm

Kryorshrchen NUNC Cryo Tube™,
Vials, 1 ml, 1,8 ml
LumaPlates™ 96, Szintillationsplatte

MultiScreen® HA Filter Plates for
ELISPOT, 96 well

Nitrozellulosemembran
Pipetten, steril, gestopft, Falcon® 2 ml

Pipetten, steril, gestopft. Costar®
5ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml,
Pipettenspitzen, steril, gestopft,
10ul, 20ul, 200pl, 1000ul

Sterilfilter Minisart 0,45 ym
TBE-Fertiggele, Reliant® 4% + EtBr

Whatman-Papier

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
BD Biosciences, Heidelberg, D

Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

GE Healthcare, Freiburg, D

Eppendorf, Hamburg, D
Peglab GmbH, Oldendorf, D
Peglab GmbH, Oldendorf, D

Nalge Nunc Internat., Rochester, USA

Perkin Elmer, Boston, USA

Millipore Corporation, Billerica, USA

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, D
BD Biosciences, Heidelberg, D

Corning GmbH, Kaiserslautern, D

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D

Sartorius, Géttingen, D
Lonza, Rockland, USA

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel, D
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Produkt

Hersteller

X-Ray Cassette

Zellkulturflaschen Falcon®, 75 cm?

Gollwitzer GmbH, Augsburg, D

BD Biosciences, Heidelberg, D

2.3 Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

Produkt

Hersteller

[>*Cr]-Natrium-Chromat

DNA Molecular Weight Marker VIIi
lonomycin

PMA: Phorbol 12-Myristat 13-Azetat
Primer 'random’

Zellkultur:

Fetal Bovine Serum

PBS: Dulbeccos Phosphate Buffered
Saline 0,0095 M (PO4)
Penicillin-Streptomycin 100 ml

RPMI-1640 mit GlutaMAX™-|
+25mM HEPES
Trypanblau

Trypsin-EDTA

DC- und CTL-Protokolle:

Ficoll: Biocoll Separating Solution
GM-CSF, Sargramostim, Leukin®
IL-2

IL-4

X-Vivo 20

GE Healthcare, Freiburg, D
Roche Diagnostics, Mannheim, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

Bio Whittaker Europe, Verviers, B

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Invitrogen Gibco™, Karlsruhe, D

BioChrom AG, Berlin, D

Berlex Biosciences, Seattle, USA
R&D Systems, Wiesbaden, D
R&D Systems, Wiesbaden, D

Bio Whittaker, Wakersville, USA
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Produkt Hersteller
Western Blot:
Amersham ECL Plus™ GE Healthcare, Freiburg, D
Bench Mark™ Prestained Protein Invitrogen, Karlsruhe, D
Ladder

Biotinylated SDS Page Standards Low Bio-Rad Lab. GmbH, Minchen, D
Range

Bovine Serum Albumin (BSA) Roche Diagnostics, Mannheim, D

Slim Fast Schokolade Slim Fast Deutschland GmbH,
Wiesbaden, D

Streptavidin Horseradish-Peroxidase =~ GE Healthcare, Freiburg, D

Conjugate

TWEEN® 20 Merck, Hohenbrunn, D

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, die in dieser Tabelle nicht
explizit erwdhnt sind, wurden von den Firmen Roche (Mannheim D), Roth
(Karlsruhe D), Serva (Heidelberg D), Sigma (St. Louis USA) und Sigma-Albrich
(Deisenhofen D) bezogen.

2.4 Puffer und Medien

Tabelle 4: Puffer und Medien

Puffer Zusammensetzung

DNA-Ladepuffer Glycerin 5%
EDTA 166,7 uM
Bromphenolblau 0,025 %
MACS-Puffer PBS pH 7,2
BSA 0,5%
EDTA 2 mM
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Puffer

Zusammensetzung

Zellkultur:
RP10-Medium

Gefriermedium
ELISPOT:

AEC-Substratlosung

Western Blot:

Ladepuffer 3fach

Lysepuffer RIPA

Sammelgel 6%ig

RPMI-1640+Glutamax-1+25mM HEPES
erganzt mit 10 % hitzeinaktiviertem
FCS, Penicillin 200 U/ml und
Streptomycin 100 pug/mi

RP10-Medium erganzt mit 10 % DMSO

1 Tablette AEC, geléstin 2,5 ml DMF
+ 47,5 ml Acetatpuffer
+ 25 pl H20, (30%ig)

Tris-HCI 180 mM pH 6,8
Glycerin 28 %

SDS 6 %
Bromphenolblau 0,001 %
lgepal CA-630 1%
Na-Desoxycholat 0,5%
SDS 0,1%

EDTA 2 mM

Aprotinin 2 mg/ml

PMSF 1 mM

NazVOs 1 mM

in PBS

1ml -2M Tris pH 6,7
1ml -30 % Acrylamid
3 ml - Aqua bidest.

50 yl -10 % SDS

50 yl -10 % APS

5ul - TEMED
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Puffer

Zusammensetzung

Trenngel 10%ig

5,6 ml - 1M Tris pH 8,8
5ml - 30 % Acrylamid
4,2 ml - Aqua bidest.
150 I - 10 % SDS

100 pl - 10 % APS

10 yl - TEMED

Laufpuffer Glycin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1 %
Transferpuffer Glycin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1 %
Methanol 20 %
TBS 1-fach Tris-HCI 10 mM, pH 8,0
NaCl 140 mM
TBST 0,5 % 1-fach TBS
Tween 0,5 %
TBST 3 % 1-fach TBS
Tween 3 %
2.5 gebrauchsfertige Kits
Tabelle 5: gebrauchsfertige Kits
Produkt Hersteller

Transcriptor First-Strand cDNA
Synthesis Kit
MACS CD19 & CD3 MicroBeads

RNeasy® Mini Kit
BCA Protein Assay Reagent Kit

Vectastain® ABC Kit

Roche Diagnostics, Mannheim, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Qiagen GmbH, Hilden, D
Pierce, Perbio Science, Bonn, D

Vector Laboratories, Burlingame, USA

24



Material und Methoden

2.6 Antikorper

Tabelle 6: Antikorper

Produkt

Hersteller

Anti-human MHC-Klasse-I: W6/32

Anti-human MHC-Klasse-Il; Ti39

ELISPOT:

Anti-human IFN-y mAb 1-D1K
Anti-human IFN-y mAb 7-B6-1-Biotin
Western Blot Erstantikorper:
BI-1, sc-12393, polyclonal, goat
BI-1, sc-52895, monoclonal, mouse
GAPDH monoclonal, mouse
Survivin AF886, rabbit

Western Blot Zweitantikdrper:
anti-goat, IgG-HRP, sc-2020
anti-goat, IgG-HRP, sc-2922
anti-mouse, IgG-HRP, sc-2055

anti-rabbit, IgG-HRP, sc-2054

freundlicherweise zur Verfugung
gestellt von Prof. Dr. rer. nat. Stefan
Stevanovi¢, Interfakultares Institut fur

Zellbiologie, Universitat Tubingen, D

Mabtech, Nacka Strand, S

Mabtech, Nacka Strand, S

Santa Cruz, Heidelberg, D
Santa Cruz, Heidelberg, D
HyTest Ltd. Turka, Fin

R&D Systems, Wiesbaden, D

Santa Cruz, Heidelberg, D
Santa Cruz, Heidelberg, D
Santa Cruz, Heidelberg, D

Santa Cruz, Heidelberg, D
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2.7 Primer, Peptide und in-vitro-Transcripte (IVT)

Tabelle 7: Primer, Peptide und in-vitro-Transcripte

Produkt bereitgestellt von

synthetisches Zielpeptid, HLA-A24-bindend, freundlicherweise zur

abgeleitet von Bax Inhibitor-1 BI-1, bzw. Testis Verfugung gestellt von Prof.

Enhanced Gene Trancript TEGT,; Dr. rer. nat. Stefan

45-53, AYVHMVTHF Stevanovi¢, Interfakultares
synthetisches, Kontrollpeptid, HLA-A24- Institut fir Zellbiologie,
bindend, abgeleitet von PP1G human; Universitat Tubingen, D
113-121, KYPENFFLL

BIl-1 Primer (NM_003217) freundlicherweise zur

5' GTGGCTTCGTCCTTGTTGAT 3 Verfugung gestellt von Dr.
5' GGGTGGAAGGAGAGGAAGTC 3 rer. nat. Frank Griinebach
B2-Mikroglobulin Primer (NM_004048) Medizinische

5 GGGTTTCATCCATCCGACAT 3 Universitatsklinik 11,

5 GATGCTGCTTACATGTCTCGA 3 Tlbingen

BI-1 in-vitro-Transkript

EGFP in-vitro-Transkript

2.8 Tumorzelllinien

Tabelle 8: Tumorzelllinien

Tumorzelllinien im Standard Chrom[>'Cr]-Release-Assay:

Tumorzelllinie Herkunft HLA-Status
HL-60 Akute myeloische Leukamie, FAB M2 Al
NB-4 Akute myeloische Leukamie, FAB M3 All
THP-1 Akute myeloische Leukamie, FAB M5 A2, A24
K-562 Chronisch myeloische Leuk&mie All
A498 Humanes Nierenzellkarzinom A2
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Tumorzelllinie Herkunft HLA-Status
SK-OV 3 Humanes Ovarialkarzinom A3, AG8
SW756 Humanes Cervix Karzinom Al, AG8

zusatzliche Tumorzelllinien fir RT-PCR-Analyse:

Tumorzelllinie Herkunft
Kasumi-1 Akute myeloische Leukamie, FAB M2
SD-1 Akute lymphatische Leukamie
CROFT Humane EBV-immortalisierte B-Zelllinie
MZ1257 Humanes Nierenzellkarzinom
NT-2 Humanes Terato-Karzinom
CAKI-2 Humanes Nierenzellkarzinom
Weri-RB-1 Humanes Retinoblastom
2.9 Zellkultur

2.9.1 Zellkultivierung

Standard Brutschrankbedingungen fiur alle verwendeten Zellarten waren 37 °C
Temperatur, 5% CO,-Sattigung und 100 % Luftfeuchtigkeit. Im Folgenden
werden diese Parameter nicht mehr wiederholt. Tumorzelllinien wurden in
75 cm?Zellkulturflaschen in RP10-Medium kultiviert. Adhérente Zelllinien
wurden bei etwa 80%iger Konfluenz etwa zweimal pro Woche je nach
Wachstumsgeschwindigkeit im Verhaltnis 1:4 bis 1:10 gesplittet. Die Zellen
wurden mit sterilem PBS gewaschen, die Flissigkeit dekantiert und mit 3 ml
Trypsin-EDTA fur 5 min vom Plastikboden geldst. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension in ein 50 ml-Roéhrchen Uberfuhrt und bei Raumtemperatur fir
5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Zellen in RP10-Medium resuspendiert, wovon ein Teil zur Kultivierung wieder

ausplattiert wurde.
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2.9.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe von Trypanblau bestimmt, das die
Zellmembran von intakten Zellen nicht durchdringen kann, weshalb diese
ungefarbt blieben. 10 pyl der Zellsuspension wurden mit 10 pyl Trypanblau
gemischt und auf eine Neubauer-Zaéhlkammer pipettiert. Drei grol3e
Eckquadrate wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt und der Mittelwert
bestimmt. Fur N [Zellzahl /ml] gilt: N =n x 10* x f

n: gezahlte Zellen eines groRen Eckquadrates (aus 16 Kleinquadraten)
10* Neubauerzahl (ausgezahltes Volumen entspricht 1/10* ml)
f: Verdunnungsfaktor (hier 2)

2.9.3 Kryokonservierung von Zellen

Adharente Zelllinien wurden in einer Zellzahl von 5 x 10°, nicht adh&rente
Zelllinien mit 1 x 10° in Kryordhrchen bei -80 °C tiefgefroren. Als Frostschutz
wurde dem Medium 10 % DMSO zugesetzt. Beim Wiederauftauen wurden die

Zellen zugig in 37 °C warmes RP10-Medium uberfihrt und gewaschen.

2.9.4 Isolierung mononukle&rer Zellen

Leukozytenkonzentrate, sogenannte Buffy Coats, stammten von gesunden
Spendern der Blutspendezentrale Tubingen. Mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation wurden aus den Buffy Coats PBMNC (peripheral blood
mononuclear cells) isoliert. Bei diesem Verfahren wird eine Ficoll-Lésung
eingesetzt, deren Dichte zwischen der Dichte von Granulozyten und
Erythrozyten und der Dichte von PBMNC und Thrombozyten liegt. Durch
Zentrifugation bildet sich zwischen der Ficoll- und der Serumschicht ein weil3er
Saum von PBMNC, der hauptsachlich aus Lymphozyten und Monozyten
besteht.

In vier 50 ml-R6hrchen wurden 12 ml Ficoll vorgelegt. Das Blut wurde im
Verhaltnis 1:4 mit PBS verdinnt und der Ficoll-Losung Uberschichtet.
AnschlieBend erfolgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur (RT, 18 min,
1800 rpm, Brems- und Beschleunigungsgradient 3). Die PBMNC Interphase
wurde mit einer sterilen Pasteurpipette abgenommen und in ein frisches
50 ml-Réhrchen uberfuhrt. Die PBMNC wurden zweimal mit 40 ml PBS
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gewaschen und jeweils 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Anschlieend wurden

die Zellen in X-Vivo 20 aufgenommen und in der Neubauerzahlkammer gezahlt.

2.9.5 Exvivo-Generierung dendritischer Zellen

Von den isolierten PBMNC wurden je 1 x 10® in 75 cm?Zellkulturflaschen in
10 ml X-Vivo 20 ausplattiert. Wahrend der zweistindigen Inkubationszeit im
Brutschrank adharierten die Monozyten an den Plastikboden der
Zellkulturflasche. AnschlieBend wurde der Uberstand mit sogenannten nicht
adharenten Zellen (NAZ), der vorwiegend aus B- und T-Lymphozyten bestand,
abgenommen, gezahlt und bei -80°C tiefgefroren. Dann wurden die
Zellkulturflaschen zweimal mit PBS gespult, mit je 10 ml RP10-Medium gefullt
und fir sieben Tagen in den Brutschrank gestellt. Zur Ausdifferenzierung der
Monozyten zu DC wurde an den Tagen 0, 2, 4, 6 jeweils GM-CSF (100 ng/ml)
und IL-4 (20ng/ml) supplementiert. An Tag sieben wurden die unreifen DC
geerntet. Dazu wurde der Uberstand abgenommen, die verbleibenden Zellen
fur 3 min mit PBS-EDTA (7mmol) inkubiert und zweimal mit PBS gespdlt. Die
DC wurden zentrifugiert (RT, 5 min, 1500 rpm) und gezé&hlt und konnten fur

weitere Experimente verwendet werden.

2.10 Transfektion von DC durch Elektroporation

Die Elektroporation ist eine bewéahrte Methode zur Transfektion eukaryoter
Zellen. Dabei wird mittels einer kurzen Rechteckspannung des Impuls-
generators fremde RNA in die Zelle eingebracht, welche dann vom zelleigenen
Translationsapparat abgelesen werden kann®.

Die erforderliche Zellzahl wurde abzentrifugiert, in 200 ul serumfreien X-Vivo 20
Medium aufgenommen und in eine 4 mm Elektroporationskuvette tberfuhrt. Pro
Zelle wurde 2,5 x 10°° Mg RNA verwendet. Das zu pipettierende RNA-Volumen

in pl berechnete sich wie folgt:

V=2,5x 10° [ug / Zelle] x Zellzahl / RNA Konzentration [ug/l]

Die Elektroporation erfolgte bei 360 V Spannung, 10 ms Impulszeit und 1200 pF

Kapazitat. Im Anschluss wurden die Zellen sofort in vorgewarmtes
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RP10-Medium uberfuhrt. Die transfizierten DC wurden sowohl zur Induktion und
Restimulation von CTL als auch als Targets in Standard Chrom[**Cr]-Release-

Assays verwendet.

2.11 Induktion zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL)

2.11.1 Induktion von CTL mittels Peptid

Durch die Beladung von DC mit synthetischen, aus Tumorantigenen
abgeleiteten  Peptiden konnen spezifische CTL induziert werden.
Peptidbeladene DC werden dabei mit autologen PBMNC kokultiviert. Naive, far
dieses Peptid spezifische CTL erkennen das Peptid MHC-vermittelt. Es kommt
zur T-Zell-Aktivierung und zur klonalen Expansion.

Die Induktion erfolgte in 24-Well-Zellkulturplatten in einem Endvolumen von
2 ml RP10-Medium. Pro Versuch wurden 5-8 Wells mit je 5 x 10° DC angesetzt.
Die eingesetzten DC wurden mit BI-1 Peptid (50 pg/ml) in RP10-Medium fur 2 h
bei 37 °C inkubiert und anschlie3end zweimal mit PBS gewaschen. Autologe
PBMNC wurden aufgetaut, gewaschen wund in einer Dichte von
3 x 10° Zellen / Well den DC hinzugegeben. Nach sieben Tagen Inkubation im
Brutschrank folgte die erste Restimulation.

Zur Restimulation wurden autologe PBMNC verwendet. Es wurden 2,5 x 10°
PBMNC /Well aufgetaut, wie beschrieben mit Peptid beladen, und
anschlieBend fur 11,3 min mit 30 Gy bestrahlt. Die induzierten CTL wurden
durch zweimaliges Spilen mit PBS geerntet und davon wurden 5 x 10°
CTL /Well zu den bestrahlten PBMNC hinzupipettiert. An den Tagen 1, 3 und 5
wurde IL2 (2 ug/ml) zugegeben. Nach jeweils 7 Tagen wurde die Restimulation
bis zu maximal dreimal wiederholt. Am Tag 7 nach der letzten Restimulation
wurden die CTL als Effektorzellen bei einem Standard Chrom[*'Cr]-Release-

Assays eingesetzt.

2.11.2 Induktion von CTL mittels RNA

Die Transfektion von DC mit RNA st eine weitere Madoglichkeit,
antigenspezifische CTL zu induzieren. In dieser Arbeit wurde neben
Gesamttumor-RNA von AML Blasten eines Patienten (AML1) auch ein IVT von
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klonierter BI-1 cDNA zur Induktion von CTL eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle
diente ein EGFP IVT.

Bei der Induktion wurden pro Well 5x10° elektroporierte DC mit 3 x 10°
autologen PBMNC (5-8 Wells einer 24-Well-Zellkulturplatte, in 2 ml RP10-
Medium, fur 7 Tage im Brutschrank) kokultiviert. Der Ansatz der Restimulation
enthielt bei sonst gleichem Vorgehen pro Well 5 x 10° induzierte CTL, 5 x 10°
elektroporierte DC und 2,5 x 10° bestrahlte, autologe NAZ (11.3 min, 30 Gy).
Die NAZ wurden hinzugefligt, um ein geeignetes Mikromillieu fir das Wachstum
der CTL zu gewahrleisten. An den Tagen 1, 3 und 5 wurde IL2 (2 pg/ml)
zugegeben. Nach jeweils 7 Tagen wurde die Restimulation bis maximal dreimal
wiederholt. Am Tag 7 nach der letzten Restimulation wurden die CTL als
Effektorzellen bei einem Standard Chrom[*'Cr]-Release-Assay eingesetzt.

2.12 Standard Chrom[>'Cr]-Release-Assay

Diese Methode dient zur Funktionsanalyse der in vitro induzierten CTL.
Unterschiedliche Zielzellen, sogenannte Targets, werden dabei mit
radioaktivem Chrom[>'Cr] markiert und zusammen mit den Effektorzellen (CTL)
inkubiert. Durch die Messung der °'Cr-Freisetzung im Uberstand l4sst sich
sowohl die Zytotoxizitat als auch die Spezifitat der induzierten CTL ermitteln.
Die CML-Linie K-562, welche keine MHC-I Molekiile exprimiert, dient dabei zum
Ausschluss der Zytolyse durch NK-Zellen.

Als Targets dienten Tumorzelllinien, elektroporierte DC und peptidbeladene DC.
Am Tag des Assays erfolgte sowohl die Beladung mit Peptiden (s. 2.11.1) als
auch die Elektroporation mit RNA (s. 2.10). Die Targets wurden eine Stunde
lang bei 37 °C mit 10 pg/ml [>*Cr]-Natrium-Chromat inkubiert. AnschlieRend
wurde Uberschiissiges Chrom[°!Cr] durch einmaliges Waschen mit
RP10-Medium entfernt und die Zielzellen zu 1x10* / Well in 96 Well-
Rundbodenplatten ausgesét. In den Rundbodenplatten waren bereits CTL in
sechs verschiedenen Verdiinnungsstufen vorgelegt (3 x 10°- 1 x 10%. Dies
entspricht Effektor to Target Ratios von 30:1, 3:1, 1:1, 0,3:1, 0,1:1. Die Zellen
wurden in einem Endvolumen von 200 pl flr 4 h im Brutschrank inkubiert. Die

spontane und maximale Chromfreisetzung wurde durch je 3 Wells mit

31



Material und Methoden

unbehandeltem RP10-Medium bzw. 1%igem Triton X-100 Lysepuffer ermittelt.
50 ul Uberstand pro Well wurde abgenommen, auf einer Szintillationsplatte tiber
Nacht getrocknet und mit dem Betaplatte Liquid Scintillation Counter gemessen.
Der Anteil spezifisch lysierter Zielzellen wurde wie folgt ermittelt:

experimentelle Freisetzung — spontane Freisetzung

spezifische Lyse [%] = x 100

maximale Freisetzung  — spontane Freisetzung

2.12.1 Antikdrperblockade der MHC Molekile

Die HLA-Restriktion der induzierten Effektorzellen wurde im Standard
Chrom[*'Cr]-Release-Assay durch den Einsatz des Antikérpers W6/32
nachgewiesen, der gegen MHC-I Molekile gerichtet ist und die Bindung des
TCR verhindert. Zur Kontrolle diente der gegen MHC-II gerichtete Antikorper
TU39. Die Zielzellen wurden mit den Antikérpern W6/32 (10 pg/ml) und Tu39
(10 pg/ml) far 45 min im Brutschrank inkubiert, einmal mit RP10-Medium
gewaschen und wie beschrieben im Standard Chrom[>'Cr]-Release-Assay
eingesetzt.

2.12.2 Cold Target Inhibition

Um die Antigenspezifitat der induzierten CTL zusatzlich zu bestatigen, wurde
das Prinzip der Cold Target Inhibition im Standard Chrom[*'Cr]-Release-Assay
eingesetzt. Bei diesem Ansatz wird den chrommarkierten Zielzellen (Hot Target)
zusatzlich die 20fache Menge von nicht chrombeladenen Zielzellen (Cold
Target) hinzugegeben. Handelt es sich beim Cold Target um DC, die das BI-1
Peptid HLA-A24-gebunden prasentieren, so erkennen die induzierten CTL den
MHC-Peptidkomplex und lysieren die im Uberschuss vorhandenen Cold Target-
Zellen, wahrend die Hot Target-Zellen verschont bleiben. Dabei wird kein
Chrom['Cr] freigesetzt. In der Gegenprobe werden DC als Cold Target-Zellen
mit irrelevantem A24-bindendem Peptid beladen. In diesem Fall wird die
zytotoxische Kapazitat der CTL nicht durch das Cold Target gebunden und das
Hot Target kann lysiert werden. Das dabei freigesetzte Chrom[>*Cr] wird im
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Szintillationszéhler gemessen und die spezifische Lyserate kann berechnet

werden.

2.13 Nachweis von Proteinen im Western Blot

2.13.1 Herstellung von Zelllysaten und Bestimmung der

Proteinkonzentration

Tumorzellen wurden geernetet, mit PBS gewaschen und anschlieBend zu je 10°
in 100 pl RIPA-Lysepuffer lysiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 min wurden
die Lysate fiir 30 min bei 4 °C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde bei -80 °C eingefroren. Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein Aliquot
von 5 ul mit 20 pl RIPA-Puffer verdinnt. Die Messung der Proteinkonzentration
erfolgte mit dem ,BCA Protein Assay Reagent Kit* nach Angaben des
Herstellers fir Microplates im Multi-Detektions-Reader SLT Rainbow.

2.13.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei diesem Verfahren werden Proteine denaturiert und aufgrund ihrer
molekularen Masse aufgetrennt. Anhand von Proteingemischen bekannter
Masse (Marker) kann schlie3lich eine Grofienzuordnung erfolgen. Das
Detergens SDS denaturiert Proteine und fuhrt aufgrund seiner starken
negativen Ladung zu einer Maskierung der Proteineigenladungen. Dadurch
wandern die Proteine im elektrischen Feld annahernd proportional ihrer GroRRe.
Die Matrix des Polyacrylamidgels wirkt dabei als molekularer Sieb.

In dieser Arbeit wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE im Mini-Protean 3
Elektrophorese-System der Firma Bio-Rad verwendet. Durch das
vorgeschaltete Sammelgel (6%ig) wird dabei eine starkere Fokussierung der
Banden im folgenden Trenngel (10%ig) erreicht. Das Gel wird in die
Laufkammer eingespannt und vollstandig mit Laufpuffer tberschichtet. Von den
Tumorzelllysaten wurden bis zu 50 ug Protein geladen. Dazu wurden die
Proben im Verhaltnis 2:1 mit 3fach Ladepuffer gemischt. Dem Ladepuffer wurde
kurz vor Gebrauch 30%ig Dithiotreitol (DTT 1M) zugesetzt. DTT spaltet
Disulfidbricken und zerstort dadurch die Sekund&r- und Tertiarstruktur der
Proteine. Das Zielvolumen der Proteinproben von 30 uyl wurde durch RIPA-
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Puffer komplettiert, fir 5 min bei 100 °C aufgekocht und in die Geltaschen
pipettiert. Zur GroRRenbestimmung wurden 0,5 pl biotinylierter SDS-Page
Standards Low Range Marker 1:10 mit Ladepuffer versetzt, 30 s bei 100 °C
gekocht und sofort in eine Geltasche pipettiert. Auf3erdem wurden 7 pl des
Markers Bench Mark™ Prestained Protein Ladder direkt in eine Geltasche
pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V etwa 1,5 h und wurde kurz, bevor
die Lauffront des Gels das Ende der Gelkammer erreichte, beendet.

2.13.3 Western Blot

Im Western Blot werden die durch die SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dort kbnnen einzelne Proteinbanden
durch Bindung spezifischer Antikdrper in einer gekoppelten Reaktion sichtbar
gemacht werden. Das Gel wurde nach der Elektrophorese zusammen mit einer
Nitrozellulosemembran, zwei Whatman Papieren und zwei Schwammen, nach
Herstellerangaben in die Blotting-Kammer (Mini Trans Blot Cell) eingesetzt und
vollstandig mit Transferpuffer Gberschichtet. Die Nitrozellulosemembran muss
auf Seite der Anode (positive Elektrode) zu liegen kommen, damit die negativ
geladenen Proteine in die richtige Richtung wandern. Der Proteintransfer
erfolgte bei 250 mA, ca. 80 V und 4 °C uber 80 min. Anschliel3end wurde die
Membran sofort in TBS tberfiihrt, um sie vor Austrocknung zu schitzen.

Es erfolgte eine Stunde lang das Blocken, eine Abséattigung der Membran mit
Proteinen, um eine unspezifische Antikérperbindung zu verhindern. Es wurde
versucht, das starke Hintergrundsignal, welches vermutlich durch den
verwendeten BI-1 Goat-Primarantikorper verursacht wurde, zu reduzieren,
indem in unterschiedlichen Versuchsreihen folgende Parameter variiert wurden.
In verschiedenen Ansatzen wurden zum Blocken 4 % (w/w) Slimfast, 4 % (w/w)
Milchpulver und 5% (w/w) BSA als Proteinlésungen eingesetzt. Als Puffer
dienten dabei 25 ml TBS mit 0,5 % bzw. 3 % (v/v) Tween (TBST 0,5 % bzw.
3 %). Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit dem BI-1 Primarantikorper in 2%
Slimfast, 2% Milchpulver bzw. 5% BSA fir 1 h bei Raumtemperatur oder fur
24 h bei 4 °C. Verschiedene Chargen folgender Primarantikbrper der Firma
Santa Cruz (Heidelberg, D) kamen zum Einsatz: Bl-1 (sc-12393, polyclonal,
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goat), BI-1 (sc-52895, monoclonal, mouse). Die Antikorper wurden 1:200 und
1:100 in 15 ml TBST 0,5 % aufgenommen.

Nach der Inkubation mit Primarantikorper wurde die Membran dreimal fir 5 min
mit TBST 0,5% gewaschen. Anschliel3end erfolgte in verschiedenen Versuchen
die Inkubation mit folgenden Sekundéarantikbrpern der Firma Santa Cruz
(Heidelberg, D.): anti-goat IgG-HRP (Horseradish Peroxidase Conjugate,
sc-2020), anti-goat IgG-HRP (sc-2922), anti-rabbit IgG-HRP (sc-2054),
anti-mouse IgG-HRP (sc-2055). Bei den Sekundarantikorpern wurde die
Inkubationszeit variiert von 15 min bis 45 min und die Konzentration in TBST
0,5%, bzw. 3% wurde von 1:2000 bis 1:40000 variiert. Ungebundene
Antikérper wurden durch weitere Waschschritte entfernt. Nun wurde die
Membran fir eine Minute in ECL-Losung (Reagens 1 zu Reagens 2 im
Verhaltnis 1:1) geschwenkt, in Folie eingeschlagen und in eine
Rontgenkassette eingeklebt. In der Dunkelkammer erfolgte die Belichtung eines
Rontgenfilmes, wobei zwischen 1 min und 24 h belichtet wurde. Die mit dem
Sekundarantikdrper gekoppelte Meerrettich-peroxidase oxidiert das in der ECL-
Losung enthaltene Luminol, welches daraufhin Licht emittiert. Dieses Licht
schwarzt den Rontgenfiim an der Stelle der Antikérperbindung. Nach der
Filmentwicklung wurden die Nitrozellulosemembranen bei 4 °C bis zur weiteren
Verwendung aufbewabhrt.

Die Spur mit dem biotinylierten Marker SDS Page Standards Low Range
(Bio-Rad Laboratories GmbH Munchen, D) wurde nach dem Blocken von der
restlichen Nitrozellulosemembran abgetrennt und fir 1 h mit dem Streptavidin-
Meerettichperoxidase-Konjugat (Amersham Biosciences, Freiburg, D) 1:10000
in TBST 0,5% inkubiert. AnschlieBend erfolgten mehrere Waschschritte.
Nachdem der Membranstreifen mit ECL-LOsung benetzt wurde, konnten beide
Teile der Nitrozellulosemembran auf einer Folie wieder aneinander geflgt
werden. Grundlage fur diese Reaktion ist die &uRerst starke Affinitdt von
Streptavidin zu Biotin.

Als Ladekontrolle diente das Protein des sogenannten house-keeping gene
(ubiquitar exprimiertes Kontrollgen) GAPDH mit 36 kD (monoclonal, mouse,

HyTest Ltd. Turka, Fin). Zum Nachweis von Proteinen mit niedrigem
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Molekulargewichtes diente ein Antikdrper gegen Survivin mit 16,5 kD (AF886,
rabbit, R&D Systems, Wiesbaden, D). Die Banden des BI-1 Proteins mit 26 kD
wurden folglich zwischen den Banden von GAPDH (36 kD) und Survivin
(16,5 kD) erwartet.

2.14 Reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR)

2.14.1 RNA-Isolierung und Quantifizierung

Gesamt-RNA von Tumorzellen wurde in einem Saulenchromatographie-
verfahren mit dem RNeasy® Mini Kit nach mitgeliefertem Protokoll fir tierische
Zellen isoliert. Die Konzentration und Reinheit der gewonnen RNA wurde
mittels UV-Spektrophotometrie (Fotometer RNA/DNA Calculator Gene Quant™

II) bestimmt. Anschliel3end wurden die RNA-Proben bei -80 °C eingefroren.

2.14.2 cDNA-Synthese und Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der RT-PCR wird zunachst die vorliegende RNA in copyDNA (cDNA)
umgeschrieben, anschlieBend in einer PCR vervielfaltigt und durch eine
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Durch die PCR ist es moglich, in vitro
DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen, sogenannten
Primern, eingerahmt werden, exponentiell zu vervielfaltigen. Moglich wurde
diese Technik durch die Entdeckung des in hei3en Quellen vorkommenden
Bakteriums Thermophilus aquaticus, dessen DNA-Polymerase selbst bei
Temperaturen von uber 90 °C nicht denaturiert. Ein Amplifikationszyklus
verlauft jeweils in drei Phasen. Im ersten Schritt wird der DNA-Doppelstrang der
Matrize bei tber 90 °C in Einzelstrange zerlegt (Denaturierung). Anschliel3end
folgt bei einer Temperatur von etwa 60 °C die Anlagerung (Annealing) der
Primer an komplementare Abschnitte eines Matrizenstranges. Im dritten Schritt
(Synthese) erfolgt bei ca. 70 °C die Polymerisation der gewiinschten Abschnitte
zum DNA-Doppelstrang.

Die cDNA-Synthese erfolgte nach dem Protokoll von Transcriptor First-Strand
cDNA Synthesis Kit mit Random Primern. Als Negativkontrolle wurde stets ein
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Ansatz ohne Reverse Transkriptase durchgefiihrt. Die gewonnen cDNA wurde
bei -20 °C gelagert.

Bis zu 5 uyg Gesamt-RNA wurden bei der Synthese Reaktion von 20 pyl cDNA
eingesetzt, wovon 1 pl cDNA in einem 50 yl PCR-Ansatz eingesetzt wurden.
Um mogliche Kontaminationen auszuschlie3en wurde als Negativkontrolle ein
Ansatz ohne cDNA gefuhrt. Die PCR erfolgte im Thermocycler Gene Amp PCR
System 9600. Als Kontroll-Gen wurde 32-Mikroglobulin verwendet. Dieses Gen
wird in allen Zellen in ann&hernd gleichem Ausmaf exprimiert und diente als
Kontrolle beziglich Integritat und Effizienz der cDNA Synthese bzw.
Expressions-Ausmali des untersuchten Proteins.

BI-1 Primer: (NM_003217)

5' GTGGCTTCGTCCTTGTTGAT 3'

5' GGGTGGAAGGAGAGGAAGTC 3

B2-Microglubulin Primer: (NM_004048)

5" GGGTTTCATCCATCCGACAT 3

5' GATGCTGCTTACATGTCTCGA 3

Programm des Thermocylers:

Parameter von B,-Microblobulin-PCR bei Abweichung in Klammer.
Anzahl Zyklen: 27 (28)

Pre-Treatment: 5 min bei 94 °C
Denaturierung: 30s(15s) bei94°C
Annealing: 30s bei 60 °C (55 °C)
DNA-Synthese: 30s bei 72 °C
Extensionsschritt: 5 min bei 72 °C

2.14.3 Agarose-Gelelektrophorese

In der Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente entsprechend ihrer
Lange aufgetrennt und sichtbar gemacht. Die Gitterstruktur des Gels wirkt dabei
als molekularer Sieb, der die Wanderung von DNA-Fragmenten im elektrischen
Feld entsprechend ihrer Molekulgrofe bremst. Nach Vervielfaltigung wurden
10 pl des PCR-Produkts durch 4%ige TBE-Fertiggele aufgetrennt. Im Anschluss
an die Elektrophorese wurden die DNA-Banden sichtbar gemacht durch die UV-
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Fluoreszenz von Ethidiumbromid. Dieses Agens, welches bereits im Gel
enthalten war, interkaliert in DNA Molekile. Zur Grof3enzuordnung diente der
DNA Molcular Weight Marker VIII von Roche. Die Elektrophorese erfolgte bei
einer elektrischen Spannung von 90 V. Die Banden wurden mit Hilfe des

Biometra Bio Doc visualisiert und dokumentiert.

2.15 Herstellung des BI-1 in-vitro-Transkripts

Der BI-1 Vektor wurde freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Han-Jung
Chae®® (Burnham Institute for Medical Research La Jolla, California). Das BI-1
IVT wurde freundlicherweise von Dr. rer. nat. Frank Grinebach (Medizinische
Universtitatsklinik I, Tibingen, D) bereitgestellt.

Zunachst wurde das Plasmid durch Restriktionsverdau mit Xhol linearisiert. Zur
in-vitro-Transkription unter der Kontrolle des T7 Promotors wurde der T7
MMESSAGE mMMACHINE® Kit (Ambion, Huntingdon, Grol3britannien)
entsprechend dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die Reinigung des IVT
wurde mit RNeasy®  Mini Anionenaustauschersaulen (Qiagen, Hilden,
Deutschland) entsprechend dem ,RNA cleanup Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt. Menge und Reinheit wurden durch UV-Spektrophotometrie
bestimmt. Grol3e und Integritat wurden routinemafldig durch Formaldehyd-

agarosegelelektrophorese kontrolliert. Aliquots wurden bei -80°C gelagert.

2.16 Interferon-y ELISPOT-Assay
Der IFN-y ELISPOT-Assay (Enzyme-Linked Immunospot Assay) ist eine

hochsensitive Methode zur Quantifizierung der zellularen Immunantwort von T-
Lymphozyten. Nach Stimulation von T-Lymphozyten wird dabei die
Zytokinausschittung auf Einzelzellebene detektiert. In dieser Arbeit wurden
CTL wie bereits beschrieben tber mehrere Wochen induziert, um anschlie3end
die IFN-y Ausschittung nach Stimulation mit peptidbeladenen autologen DC zu
messen. Die Methode beruht auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA mit dem
Unterschied, dass hier die Aktivitat zellularer Bestandteile am Boden der Platten
detektiert wird. Wird von den T-Lymphozyten IFN-y sezerniert, bindet dieses

and die mit Anti-IFN-y beschichtete Nitrozellulosemembran am Boden der
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Platte. Durch einen zweiten biotinylierten Anti-IFN-y Antikdrper kdnnen die
aktivierten T-Zellen als rote Punkte (Spots) sichtbar gemacht werden. Dies
geschieht, indem das Biotin des Zweitantikbrpers an das Avidin des Avidi-
Peroxidase Komplexes bindet. Diese Peroxidase setzt das zugegebene AEC-
Substrat enzymatisch in einen unléslichen roten Farbkomplex um.

Zunéchst wurden 96 Well MultiScreen® HA Filter Plates (Millipore Corporation,
Billerica, USA) tber 24 h mit 100 pyl Anti-human IFN-y Antikorper (10 pg/ml,
mAb 1-D1K, Mabtech, Nacka Strand, S) bei 4 °C gecoatet. AnschlieRend
wurden die Platten viermal mit je 200 yl PBS/Well gewaschen und 1 h bei 37 °C
mit RP10-Medium vorinkubiert. Zur Stimulation wurden tber 40 h 5 x 10* CTL
und 5x10* peptidbeladene DC (Targets) in einem Volumen von 200 pl
RP10-Medium im Brutschrank kokultiviert. Am Tag 4 wurde die Spot-
Entwicklung durchgefuhrt. Zunachst wurden die Platten 6-mal in eine
Waschschissel mit 2 L PBST 0,05% getaucht und ausgeklopft. Danach wurden
die Platten fir 2 h mit 100 pyl des biotinylierten Sekundarantikorpers (Anti-
human IFN-y mAb 7-B6-1-Biotin 2 pg/ml) inkubiert. Nach weiterem
sechsmaligen Waschen erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur die Inkubation mit
dem Avidin-Peroxidase-Komplex (100 pl/well). Die Platten wurden nun 3-mal
mit PBST 0,05 % und 3-mal mit PBS gewaschen. Schliel3lich erfolgte die
Entwicklung durch Zugabe von 100 pl/well der AEC-Substratldsung. Nach 4 min
wurde die Reaktion unter flieRendem Leitungswasser gestoppt. Die Platten
wurden im Dunkeln getrocknet und bis zur Auswertung im ImmunoSpot®

Analyzer bei 4 °C aufbewabhrt.

2.17 Magnetische Zellisolierung von B- und T- Lymphozyten

B- und T-Zellen wurden mit der MACS-Technologie (magnetic associated cell
sorting) mit dem Kit MACS CD19 bzw. CD3 MicroBeads nach Protokoll des
Herstellers isoliert. Diese Methode beruht auf der Antikdrperbindung an
zelltypspezifische Oberflachenmolekile. Die Antikorper sind an magnetische
Partikel gekoppelt, welche die Zielzellen an einer magnetischen Saule
zurliickhalten, wahrend nicht markierte Zellen passieren. Anschlie3end wird die
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Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die isolierten Zielzellen mit MACS-
Puffer eluiert.

Die isolierten T- und B-Zellen wurden in Chrom[>'Cr]-Release-Assays als
Zielzellen eingesetzt um zu Uberprifen, ob autologe Lymphozyten von den

induzierten CTL erkannt und angegriffen werden.
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3 Ergebnisse

3.1 RT-PCR und Western Blot Analyse von Tumorzelllinien

In der RT-PCR wurde nachgewiesen, dass das BI-1 Gen in unterschiedlichen
Neoplasien transkribiert wird (Abb. 4). In allen eingesetzten Tumorzelllinien
wurde das Transkript des BI-1 Gens nachgewiesen. Zum Ausschluss
eventueller Verunreinigungen der Reagenzien wurde als Negativkontrolle je ein
Ansatz ohne cDNA gefihrt. Eine RT-PCR mit Primern fur das Kontroll-Gen 32-
Mikroglobulin wurde hinsichtlich Integritat und Effizient der cDNA Synthese
durchgefihrt (in dieser Abbildung nicht dargestellt). Die Ergebnisse wurden in

wiederholten Experimenten bestétigt.
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Abb. 4: Exemplarische Darstellung einer RT-PCR von Tumorzelllinien

Humane Tumorzelllinien wurden auf das Vorkommen von Bl-1 mRNA untersucht. Als

Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne cDNA gefihrt.

Die Proteinexpression von BI-1 in den eingesetzten Tumorzelllinien wurde im
Western Blot untersucht. Folgende Primarantikbrper kamen dabei zur
Anwendung: BI-1 sc-12393, polyclonal, goat und BI-1 sc-52895, monoclonal,
mouse (Santa Cruz, Heidelberg, D). Die Vorgehensweise wurde im Abschnitt
"Material und Methoden" bereits ausfiihrlich beschrieben. Trotz groler
Anstrengungen ist es nicht gelungen, das BI-1 Protein im Western Blot
nachzuweisen. Im Zeitraum in dem diese Arbeit entstand, standen nur die
beiden beschriebenen BI-1 Primérantikorper zur Verfugung, die vermutlich
ursachlich dafir sind.

Doch die Tatsache, dass die untersuchten Tumorzelllinien BI-1 mRNA
aufweisen und von BI-1-spezifischen CTL erkannt werden, zeigt, dass das BI-1
Protein exprimiert wird. Der Nachweis des erfolgreichen Blotting der
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Proteinlysate auf die Nitrozellulosemembran, erfolgte mit den Kontrollen
GAPDH (36 kD) und Survivin (16,5 kD) (Abb. 5). Zwischen den Banden dieser
beiden Proteine ware das BI-1 Protein (26 kD) zu erwarten gewesen.

©
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S S G —ee e s Survivin 16,5 kD

Abb. 5: Exemplarische Darstellung eines Western Blots von Tumorzelllinien

Die eingesetzten Antikdrper gegen GAPDH und Survivin dienten als Ladekontrollen, zwischen
denen das BI-1 Protein mit einem MG von 26 kD zu erwarten wéare.

3.2 RT-PCR Analyse von Leukdmien aus Patientenproben

Gesamt-RNA leukdmischer Blasten aus Patientenproben wurden in der
RT-PCR auf das Vorkommen von BI-1 mRNA untersucht (Abb. 6). Im
Folgenden wurde DC mit diesen RNA-Proben transfiziert und in Chrom[>'Cr]-
Release-Assays als Zielzellen eingesetzt. Die Blasten der AML1, AML2 und
CML1 waren positiv fur BI-1 mRNA, wahrend bei der AML3 kein BI-1 Transkript

nachgewiesen wurde.

Abb. 6: RT-PCR von Gesamt-RNA leukéamischer Blasten aus Patientenproben

Die Proben wurden auf das Vorkommen von Bl-1 mRNA untersucht. Zur Kontrolle wurde ein
Ansatz ohne cDNA durchgefuihrt sowie eine RT-PCR mit Primern fir B,-Mikroglobulin (3.M).
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3.3 Standard Chrom['Cr]-Release-Assay

3.3.1 Induktion von CTL durch Gesamttumor-RNA

Gesamt-RNA der AML1, von der das neue HLA-A24-bindende BI-1 Peptid
stammt, wurde zur Elektroporation von DC verwendet. Diese DC dienten zur
Induktion von CTL, die anschlieRend in einwdchigem Abstand dreimal
restimuliert wurden. Abb. 7 zeigt einen Chrom[>'Cr]-Release-Assay, bei dem
Tumorzellen als Targets eingesetzt wurden. Die HLA-A24 positiven Blasten von
AML1 und THP-1 wurden lysiert. Die HLA-A24 negative Zelllinie HL60 wurde
nicht lysiert, obwohl auch bei ihr BI-1 mRNA nachgewiesen wurde. Dies ist ein
Indiz fur eine HLA-A24-vermittelte Zytotoxizitat. Die Zelllinie K-562 diente dem
Ausschluss einer NK-Zell-Aktivitat.
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Abb. 7: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion Gesamt-RNA; Tumorzellen

Als Targets dienten Tumorzellen. Die Blasten der HLA-A24" THP-1 und AML1 wurden lysiert,
wahrend die HLA-A24" HL60 und K-562 nicht lysiert wurden. X-Achse: Verhéltnis der Anzahl

von CTL zu Zielzellen (E:T = effector to target ratio), Y-Achse: Spezifische Lyserate in %.

In der Abb. 8 wird die MHC-I-Restriktion der induzierten CTL dargestellt.
Targetzellen waren DC, die mit AML1-Gesamt-RNA transfiziert wurden und
anschlieBend mit Antikbrpern gegen MHC Molekile (Anti-human MHC-I:
W6/32, Anti-human MHC-II: Tia39) inkubiert wurden. Bei Blockade des MHC-I

Molekils konnten die CTL die Zielzellen nicht lysieren, wahrend bei der
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Blockade des MHC-II Molekils eine Lyse erfolgte. Es handelt sich also um eine
MHC-I-restringierte Lyse, bei der ein HLA-A, -B oder -C gebundenes Peptid

erkannt wird.

80
70
60
50
40
30
20
10
0
-10
20 +—————rrm—

0,1 1 10 100
ET

—A— DC+AML1 RNA + ao-MHC |I

% Spezifische Lyse

—/—DC+AML1 RNA + a-MHC |
—— DC+PBMNC RNA

Abb. 8: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion Gesamt-RNA; MHC-Blockade

DC wurden mit AML1-Gesamt-RNA transfiziert und mit Antikérpern inkubiert. Bei Blockade der
MHC-1 Molekile wurden die Targetzellen von den CTL nicht erkannt, wadhrend DC mit
blockierten MHC-II Molekilen lysiert wurden. Zur Kontrolle wurden DC eingesetzt, die mit

Gesamt-RNA von nicht-autologen PBMNC transfiziert wurden.

In  weiteren Chrom[>'Cr]-Release-Assays wurden die induzierten CTL
hinsichtlich ihrer F&higkeit untersucht, DC zu lysieren, die mit kunstlich
hergestelltem BI-1 Peptid beladen, bzw. mit BI-1 IVT transfiziert wurden. Abb. 9
zeigt, dass in beiden Fallen eine T-Zellantwort registriert wurde, wéhrend die
Kontrollen mit irrelevantem Peptid (abgeleitet von PP1G human) bzw.
irrelevantem EGFP IVT (enhanced green fluorescen protein) von den CTL nicht

erkannt wurden.
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Abb. 9: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion Gesamt-RNA; Peptide und IVT

Die mit BI-1 Peptid beladenen bzw. mit BI-1 IVT transfizierten DC wurden lysiert, wahrend ihre
Kontrollen mit irrelevantem Peptid (,irrel. Peptid“, abgeleitet von PP1G human), bzw. EGFP IVT

von den CTL nicht erkannt wurden.

3.3.2 Induktion von CTL durch BI-1 Peptid

In weiteren Experimenten wurde synthetisches BI-1 Peptid verwendet, um in
vitro CTL zu induzieren. Dazu wurden DC von auf3en mit dem BI-1 Peptid
beladen und mit autologen PBMNC kokultiviert. In einwdchigem Abstand wurde
anschlieend die Restimulation dreimal wiederholt. In der folgenden Abb. 10
wird die Fahigkeit der induzierten CTL dargestellt, spezifisch den
BI-1-MHC-Komplex zu erkennen. Nur DC, die als Targets mit Bl-1 Peptid
beladen wurden, konnten von den CTL erkannt und lysiert werden. Zur

Kontrolle dienten wiederum mit irrelevantem Peptid beladene DC.
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Abb. 10: Chrom[>'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 Peptid; Peptide

Mit BI-1 Peptid inkubierte DC wurden lysiert, wahrend DC, die mit irrelevantem Peptid
(abgeleitet von PP1G human) inkubiert wurden, verschont blieben. Die Zelllinie K-562 diente

dem Ausschluss einer NK-Zell-vermittelten Lyse.

Auch die Abb. 11 zeigt einen Chrom[>'Cr]-Release-Assays, bei dem die CTL
durch das BI-1 Peptid induziert wurden. Targets waren aber diesmal
Tumorzellen, in denen Bl-1 mRNA nachgewiesen wurde. Intereressanterweise
wurden nur die HLA-A24 positiven Tumorzellen THP-1 und AML1 von den CTL
lysiert. Auch dieses Ergebnis spricht fir eine spezifische Lyse, die durch den
Komplex von BI-1 Peptid und HLA-A24 Molekuil vermittelt wurde.
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Abb. 11: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 Peptid; Tumorzellen

Lyse der BI-1" und HLA-A24" Tumorzellen THP-1 und AML1. Die BI-1" und HLA-24 Zelllinien
HL60, NB-4, K-562 wurden nicht erkannt.

In den in Abb. 12 dargestellten Experimenten dienten DC als Targetzellen, die
mit Gesamt-RNA leukdmischer Blasten von Patientenproben transfiziert
wurden. Interessanterweise wurden nur diejenigen Targets lysiert, die mit BI-1
enthaltender Gesamt-RNA transfiziert wurden. Die urspinglichen leuk&mischen
Blasten waren also positiv fur Bl-1. Au3erdem wird gezeigt, dass die Gesamt-
RNA gesunder allogener PBMNC und CD34"-Progenitorzellen keine Lyse der

transfizierten DC auslost.
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Abb. 12: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 Peptid; Leukamien

Targets waren DC, die mit Gesamt-RNA leukémischer Blasten von Patientenproben transfiziert
wurden. Bei AML1 und AML2 wurden BI-1 mRNA in der RT-PCR nachgewiesen, wéahrend
dieser Nachweis bei AML3 negativ ausfiel. Zur Kontrolle wurde Gesamt-RNA allogener PBMNC

und CD34"-Progenitorzellen gesunder Spender eingesetzt.

Die Sensitivitdt der CTL-vermittelten Lyse wurde durch eine Titration des BI-1
Peptids untersucht (Abb. 13). Dazu wurde eine sechsstufige Verdinnungsreihe
der Peptide hergestellt, die von 0,5 ng/ml bis zur Standardkonzentration von
50 pg/ml reichte. Als Targets dienten DC, die mit jeweils einer der genannten

Peptidkonzentrationen behandelt wurden. Bereits bei einer Konzentration des

BI-1 Peptids von 50 ng/ml wurden ca. 40% der beladenen DC lysiert.
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Abb. 13: Chrom[>'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 Peptid; Peptidtitration

Das Verhaltnis von Effektor- zu Zielzellen (E:T) lag konstant bei zehn. Die Peptidkonzentration
wurde bis zur Standardkonzentration (50 pg/ml), in Zehnerschritten exponentiell gesteigert:

0,5 ng/ml, 5 ng/ml, 50 ng/ml, 0,5 pg/ml, 5 ug/ml, 50 pug/ml.

3.3.3 Induktion von CTL durch BI-1 IVT

Zusatzlich zur Induktion von CTL mit Gesamt-RNA und dem synthetischen BI-1
Peptid wurde in dieser Arbeit die T-Zellinduktion durch BI-1 mRNA evaluiert.
Verwendet wurde dazu ein in-vitro-Transkript des klonierten BI-1 Gens. Die
Induktion der T-Zellen erfolgte, wie bereits beschrieben, Gber die Transfektion
von DC mit dem BI-1 IVT. Auch bei dieser Form der CTL-Generierung konnte
eine BI-1-spezifische Lyse von DC nachgewiesen werden, die mit kunstlich
hergestelltem BI-1 Peptid beladen bzw. mit BI-1 IVT transfiziert wurden (Abb.
14).
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Abb. 14: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 IVT; Peptide und IVT

Die mit BI-1 Peptid beladenen bzw. mit Bl-1 IVT transfizierten DC wurden lysiert, wéhrend die
Kontrollen mit irrelevantem Peptid (,irrel. Peptid“, abgeleitet von PP1G human) bzw. EGFP von

den CTL nicht erkannt wurden.

Im Chrom[>'Cr]-Release-Assay, der in Abb. 15 dargestellt ist, dienten DC als
Targetzellen, die mit Gesamt-RNA leukamischer Blasten von Patientenproben
transfiziert wurden. Wiederum wurden nur diejenigen Targets lysiert, bei denen
in der Ursprungsleukamie BI-1 mRNA nachgewiesen werden konnte. Dies
spricht auch bei den CTL, die durch das BI-1 IVT induziert wurden, fir eine
spezifische, BI-1 Peptid vermittelte Lyse der Zielzellen. Gesamt-RNA gesunder
CD34"-Progenitorzellen |6ste keine Lyse der transfizierten DC aus. Dieses
Ergebnis zeigt, dass das BI-1 Protein in unterschiedlichen Leuk&mien in
ausreichender Menge vorhanden ist, um in diesem experimentellen 'Setting'

Immunogenitét aufzuweisen.
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Abb. 15: Chrom[>'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 IVT; Leukamien

Targets waren DC, die mit Gesamt-RNA leukémischer Blasten von Patientenproben transfiziert
wurden. Bei AML1, AML2 und CML1 wurden BI-1 mRNA in der RT-PCR nachgewiesen,
wahrend dieser Nachweis bei AML3 negativ ausfiel. Zur Kontrolle diente Gesamt-RNA

allogener gesunder CD34"-Progenitorzellen.

Im Standard Chrom[>'Cr]-Release-Assay von Abb. 16 wurden wiederum
Tumorzellen als Targets eingesetzt. Die HLA-A24 positiven Blasten von AML1
und THP-1 wurden lysiert. Die HLA-A24 negative Zelllinien HL60 und K-562
wurden nicht lysiert, obwohl auch hier BI-1 mRNA nachgewiesen wurde. Durch
MACS-Technologie isolierte, autologe B- und T-Lymphozyten des gesunden

Spenders wurden ebenfalls nicht lysiert.
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Abb. 16: Chrom[>'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 IVT; Tumorzellen

Lyse der HLA-A24", BI-1" Tumorzellen von THP-1 und AML1. Die HLA-A24", BI-1" Zelllinien
HL60 und K-562 wurden nicht lysiert. Autologe B- und T-Lymphozyten wurden nicht lysiert.

Die Zytotoxizitat der induzierten T-Lymphozyten wurde hinsichtlich Spezifitat
und MHC-I-Restriktion in weiterfihrenden Experimenten bestatigt (Abb. 17). Als
Zielzellen dienten die Blasten der AML1, welche in Vorversuchen effizient lysiert
wurden. Bei der MHC-Blockade verhinderte der gegen das MHC-I Molekdil
gerichtete Antikdrper W6/32 die Interaktion mit dem TCR und folglich die Lyse
der Zielzellen. Zur Kontrolle diente der gegen MHC-II gerichtete AntikGrper
TU39. Nur Targets, bei denen das MHC-1 Molekil blockiert war, konnten von

den CTL nicht erkannt werden.
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Abb. 17: Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 IVT; MHC-Blockade

Bei Blockade des MHC-1 Molekiils wurden die Targetzellen von den CTL nicht mehr erkannt,

wahrend DC mit blockiertem MHC-II Molekl lysiert wurden.

3.3.4 Cold Target Inhibition Chrom[>'Cr]-Release Assay

Beim Cold Target Inhibiton Chrom[*'Cr]-Release-Assay wurde dem
chrommarkierten hot target (Blasten AML1 bzw. THP-1) in 20fach héherer
Konzentration ein nicht markiertes cold target (DC+Peptid) hinzugesetzt. Das im
Uberschuss vorliegende cold target, DC+BI-1 Peptid wurde von den CTL lysiert
und verhinderte dadurch die Lyse und eine messbare Chromfreisetzung des hot
targets. Das cold target, DC+irrel. Peptid wurde nicht erkannt, weshalb die CTL

in diesem Fall zur Lyse des hot targets zur Verfiigung standen.
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Abb. 18: Cold Target Inhibiton Chrom[*'Cr]-Release-Assay: Induktion BI-1 IVT

Als chrommarkierte hot targets dienten Blasten der AML1 (oben) und die Tumorzelllinie THP-1
(unten). Die unmarkierten cold targets (DC+Peptid) lagen den hot targets im Uberschuss von
20:1 vor. Das cold target DC+BI-1 Peptid wurde in beiden Fallen effektiv lysiert und verhinderte

dadurch die Lyse des jeweiligen hot targets.

3.4 IFN-y ELISPOT-Assay

Als zusétzliche Methode, um die Antigenspezifitat der induzierten CTL zu
untersuchen, wurde der Interferon-y ELISPOT-Assay eingesetzt. Zur
Stimulation der CTL dienten DC, die mit Peptiden beladen wurden. In der
oberen Reihe wurden die DC mit dem BI-1 Peptid beladen. Zur Kontrolle
wurden die DC der unteren Reihe mit irrelevantem Peptid beladen. Da die
Farbreaktion beim BI-1 Peptid so stark war, dass teilweise keine einzelnen
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Spots mehr differenziert wurden, konnte der Assay nicht quantitativ ausgewertet

werden. Der qualitative Vergleich der Reaktionen ist in Abb. 19 dargestellt.

<- BI-1 Peptid
<- irrel. Peptid

Abb. 19: ELISPOT: Induktion BI-1 IVT; Stimulation durch Peptide

In der oberen Reihe dienten zur Stimulation der CTL, Bl-1-Peptid-beladene DC. Zur Kontrolle

wurden die DC der unteren Reihe mit irrelevantem Peptid (abgeleitet von PP1G human)
beladen.
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4 Diskussion
4.1 Fragestellung

Den etablierten onkologischen Therapieoptionen Operation, Chemo- und
Strahlentherapie haftet trotz aller erzielbarer Erfolge der Makel an, mit sehr
belastenden und einschneidenden Konsequenzen fir den Patienten
einherzugehen. Gleichzeitig ist ein langfristiger Erfolg nicht immer gesichert.
Immuntherapeutische Verfahren liefern hierbei einen vielversprechenden
Ansatz, bei dem das eigene Immunsystem den Tumor tberwinden soll. Bei DC-
basierten Vakzinierungsstrategien werden diese professionellen APC dazu
eingesetzt, immunogene TAA naiven Lymphozyten zu prasentieren. Dadurch
soll eine spezifische, gegen Tumorzellen gerichtete, T-Zellimmunitat induziert
werden. Als zukinftiges Konzept der Spezifischen Immuntherapie wurde bereits
ein patientenindividuelles Tumorvakzin gefordert, das einen
maRgeschneiderten Cocktail bekannter TAA enthalt®*®3. In den letzten Jahren
hat sich die Anzahl beschriebener, tumorspezifischer T-Zellepitope stetig
vermehrt?®. Dennoch bedarf es fiir dieses Vorhaben der Identifizierung weiterer
potenter TAA.

Zielsetzung dieser Arbeit war die Identifizierung neuer, immunogener
T-Zellepitope bei der AML. Dies stellt eine bedeutende vorklinische
Voraussetzung fur einen moglichen Einsatz in Antitumor-
Vakzinierungsstrategien dar. Im Labor von Prof. Stevanovi¢ (Interfakultares
Institut fur Zellbiologie, Universitat Tdbingen) wurden MHC-I-gebundene
Peptide von AML-Blasten eluiert und identifiziert®™®’3, Davon wurde ein Peptid
dem Protein Bax Inhibitor-1 zugeordnet, von dem es Hinweise gibt, als
Apoptoseregulator eine Rolle bei der Onkogenese von Tumoren zu spielen.

Das BI-1 Peptid wurde synthetisiert und zur Stimulation von T-Zellen eingesetzt.

4.2 Vorgehen

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag darin, in vitro zytotoxische T-Lymphozyten
zu generieren, die spezifisch den Komplex aus MHC-I Molekil und BI-1 Peptid
auf der Oberflache von Tumorzellen erkennen und diese zerstoren. Durch

Plastikadhdrenz wurden Monozyten aus Leukozytenkonzentraten gesunder
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Blutspender gewonnen. Aus diesen Monozyten wurden durch Stimulation mit
IL4 und GM-CSF unreife DC generiert. Diese vermittelten in ihrer Funktion als
APC nach Aufnahme des Antigens die Induktion spezifischer T-Zellen aus
PBMNC. Antigene wurden den DC dabei auf drei unterschiedlichen Wegen
verabreicht:

* direktes Beladen mit BI-1 Peptid,

 Transfektion mit Gesamt-RNA der leukamischen Blasten (AML1),

* Transfektion mit einem IVT des klonierten BIl-1 Gens.
Mittels Chrom[>'Cr]-Release-Assays wurde anschlieBend untersucht, ob

T-Zellen induziert wurden, die Bl-1-spezifisch Tumorzellen zerstéren kdnnen.

4.3 Bedeutung der Ergebnisse

Voraussetzung fir die HLA-gebundene Présentation des BI-1 Peptids auf der
Zelloberflache von Tumoren ist die Transkription des BI-1 Gens und die
endogene Prozessierung des BIl-1 Proteins. Durch die RT-PCR konnte im
Rahmen dieser Arbeit BI-1 mRNA sowohl in primaren malignen Zellen aus
Patientenproben als auch in einer Vielzahl solider und hamatologischer
Tumorzelllinien nachgewiesen werden. Der Proteinnachweis von BI-1 im
Western Blot ist dabei in Ermangelung eines funktionsfahigen Antikdrpers nicht
gelungen. Dieser Proteinnachweis wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen
fir verschiedene Tumorentitdten (Mamma-Ca’®, Prostata-Ca’") beschrieben.

In ersten Experimenten wurden unreife DC mit Gesamt-RNA derjenigen
leukamischen Blasten transfiziert (AML1), von deren Oberflaiche das BI-1
Peptid isoliert wurde (Abb. 7-9). Mittels dieser DC wurden T-Zellen induziert. In
Chrom[*'Cr]-Release-Assays konnte gezeigt werden, dass diese T-Zellen, die
HLA-A24", BI-1 exprimierende Tumorzelllinie THP-1 erkennen und angreifen.
AulRerdem zerstorten die induzierten CTL autologe DC, die entweder mit BIl-1
Peptid beladen wurden oder mit AML1-Gesamt-RNA bzw. BI-1 mRNA
transfiziert wurden, wahrend die entsprechenden Kontrollen mit irrelevantem
Peptid bzw. irrelevanter EGFP-RNA verschont blieben. Die MHC-I restringierte
Lyse der CTL konnte durch den Einsatz eines Antikorpers, der gegen das
humane MHC-I Molekdl gerichtet ist, nachgewiesen werden.
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In weiteren Schritten erfolgte die CTL-Generierung durch Beladung autologer
DC mit synthetischem BI-1 Peptid (Abb. 10-13) oder durch Transfektion mit
in vitro transkribierter mRNA des klonierten BI-1 Gens (Abb. 14-17). In
anschlieBenden Chrom[*'Cr]-Release-Assays konnte gezeigt werden, dass
durch beide Methoden eine BI-1-spezifische, MHC-I restringierte CTL-Reaktion
induziert werden kann. Auch diese CTL zerstorten autologe DC, die entweder
mit BI-1 Peptid beladen wurden oder mit AML1-Gesamt-RNA bzw. Bl-1 mRNA
transfiziert wurden. Ferner wurden HLA-A24", Bl-1-exprimierende Tumorzellen
erfolgreich lysiert. Auch hier wurde die MHC-Restriktion utber Antikorper-
blockade nachgewiesen.

In Cold Target Inhibition Chrom[>'Cr]-Release-Assays wurde die Antigen-
spezifitat der induzierten T-Zellen bestétigt (Abb. 18). Die induzierten CTL
reagierten jedoch weder auf gesunde, autologe T- und B- Zellen noch auf DC,
die mit Gesamt-RNA gesunder, nicht-autologer CD34"-Vorlauferzellen
elektroporiert wurden. Weitere Targets waren DC, die mit Gesamt-RNA
verschiedener Leukdmien aus Patientenproben transfiziert wurden. Dabei
wurden nur die AML1 AML2 und CML1, bei denen BI-1 mRNA nachgewiesen
wurde, lysiert, wahrend die AML3 ohne BI-1 Nachweis verschont blieb (Abb.
15).

In einem weiteren Experiment wurde die Peptidkonzentration, bei der DC als
Targetzellen inkubiert wurden, ausgehend von der Standardkonzentration
(50 pg/ml) in Zehnerschritten exponentiell gesenkt (Abb. 13). Dabei verringerte
sich erwartungsgemafld mit sinkender Peptidkonzentration die Lyserate der
Targets. Diese ging jedoch erst ab einer Konzentration von 50 ng/ml deutlich
zurick. Dies spricht fur eine starke Immunogenitat des BI-1 Peptids.

Alle diese Ergebnisse sind Belege fur eine spezifische, MHC-I restringierte
CTL-Reaktion, die gegen das BI-1 Peptid gerichtet ist. Dieser Nachweis ist mit
allen drei verwendeten Methoden zur CTL Induktion gelungen.

Durch eine zusatzliche Methode, dem Interferon-y ELISPOT-Assay, konnte
aulB3erdem die Antigenspezifitat der induzierten CTL qualitativ gezeigt werden.
Als Effektorzellen dienten dabei CTL, die durch BI-1 IVT generiert wurden.

Autologe DC, die mit BI-1 Peptid bzw. mit irrelevantem Peptid beladen wurden,
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stimulierten diese CTL zur Interferonfreisetzung. In beiden Reihen wurden
Spots detektiert, was fur einen unspezifischen, hohen Aktivierungsgrad der CTL
spricht. Beim qualitativen Vergleich der Farbreaktion hebt sich jedoch der mit
Bl-1 Peptid stimulierte Ansatz stark von der Kontrolle ab.

4.4 Probleme und Grenzen der Arbeit

Ein problematischer Aspekt dieser Arbeit ist die Ubertragung der experimentell
gewonnen Daten auf das komplexe System des menschlichen Organismus.
AulRRerdem vernachlassigt das verwendete experimentelle Design die Rolle und
Bedeutung von CD4+ T-Helfer-Zellen bei der Etablierung und Aufrechterhaltung
einer zellularen Immunantwort.

Eine Beschrankung des méglichen Einsatzes in Tumor-Vakzinierungsstrategien
stellt die HLA-A24 Restriktion des untersuchten Bl-1 Peptids dar. Allerdings ist
die Frequenz von HLA-A24 mit 15 % (vgl. A2, 48%; Al, 34%; A3, 26%) in der
kaukasischen Bevolkerung relativ haufig vertreten’. Ein kritischer Aspekt
beziglich der verwendeten Methoden konnte in den eingesetzten Targets
gesehen werden. Als Negativ-Kontrolle standen keine Zelllinien oder priméare
maligne Zellen zur Verfiigung, die HLA-A24 positiv und fir Bl-1 mRNA negativ
waren. Aulerdem stellen die peptidbeladenen bzw. transfizierten DC,

eingesetzt als Targets, eine artifizielles Modell einer Immunreaktion dar.

45 Klinische Studien

Bislang wurden Uber 180 klinische Studien publiziert, bei denen DC-basierte
Antitumor-Vakzinierungen erprobt wurden. Eine aktuelle Liste kann von der
Homepage des Mater Medical Research Institute, Brisbane abgerufen
werden’. Die dabei am haufigsten erforschte Tumorentitét ist das Melanom’®,
gefolgt vom Prostata-Ca’’ und Nierenzell-Ca’®. Die haufigsten
Applikationsformen der DC waren intravends, intradermal und subkutan.
AulRRerdem wurden in manchen Studien DC direkt in Lymphknoten bzw. in
Tumoren injiziert®.

Die bisher gesammelten Erfahrungen zeigen, dass DC unbedenklich, ohne

groRere Nebenwirkungen appliziert werden koénnen. Die beobachteten
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Symptome wie Temperaturanstieg, LymphknotenvergroRerung, Kopf-
schmerzen, Ubelkeit und ein lokales Erythem an der Einstichstelle sind vor
allem als Zeichen der Induktion einer zellularen Immunantwort zu deuten, bzw.
auf das verwendete Adjuvans zuriickzufihren®. Bei Patienten einer
Melanomstudie kam es vereinzelt zum Auftreten von Vitiligo®. In der Mehrzahl
aller Studien wurde eine gegen das Zielantigen gerichtete Immunreaktion
mittels verschiedener Methoden (Tetramer-Farbung, ELISPOT, CTL-Assay, ...),
nachgewiesen. Klinische Auswirkungen wurden bislang jedoch nur in einer
kleinen Zahl der Falle beobachtet. Teilweise konnte dabei eine Korrelation
zwischen klinischer Auswirkung und tumorspezifischer Immunitat nachgewiesen
werden”.

Da die Immuntherapie noch kein Standardverfahren darstellt, wurden
Antitumor-Vakzinierungen bisher nur bei stark vorbehandelten Patienten in
fortgeschrittenem, meist generalisiertem Erkrankungsstadium eingesetzt. Ein
Grund, weshalb dieses Verfahren so haufig beim Melanom und Nierenzell-Ca
erprobt wurde, ist folglich das in fortgeschrittenem Stadium eingeschrankte
Ansprechen dieser Tumoren auf konventionelle onkologische
Therapieverfahren. Dieser Sachverhalt wirkt sich aber auch negativ auf
mogliche  Therapieerfolge von  Antitumor-Vakzinierungen aus. Eine
chemotherapeutische Vorbehandlung schwéacht das Immunsystem und
reduziert somit die Chance auf eine starke, gegen den Tumor gerichtete
Immunitat. Bei groRer Tumorlast bzw. Tumormassen féllt es Lymphozyten
schwer den Tumor zu infiltrieren. AulRerdem fiihrt eine fortgeschrittene
Tumorerkrankung durch Mutationen und Selektionsvorgdnge vermehrt zu
Immun-escape Ph&nomenen.

Ein internationales Gremium, bestehend aus 50 Experten aus Wissenschatft,
Industrie und Behérden, hat in den letzten Jahren ein neues, speziell
zugeschnittenes Studienparadigma fur die Entwicklung von Tumorvakzinen
formuliert®®. Damit soll durch vergleichbare Methoden und Studienstandards bei
gewabhrleisteter Patientensicherheit die Erforschung und Etablierung immun-

therapeutischer Verfahren in der Onkologie vorangetrieben werden.
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4.6 Ausblick

Auf DC basierende, Antitumor-Vakzinierungen zeigten in bisherigen klinischen
Studien viel versprechende Ergebnisse. In einer Vielzahl der Félle wurde eine
Immunitat gegen den Tumor registriert und teilweise klinische Effekte
beobachtet. Bislang wurden jedoch keine ausreichenden klinischen Erfolge
erzielt, um dieses Therapieverfahren zu etablieren. Ein Problem der bisherigen
Studien ist das fortgeschrittene Stadium und die starke medikamentdse
Vorbehandlung des eingeschlossenen Patientenguts. Mdglicherweise zeigt sich
ein groRerer Uberlebensvorteil bei Vakzinierung der Patienten in einem
friheren  Stadium. Hinsichtlich der Frage nach dem optimalen
Vakzinierungsintervall, Dosierungen, Adjuvantien und Applikationswegen
konnte sich bisher kein Protokoll klar durchsetzen. Die Erforschung und
Weiterentwicklung dieser Parameter liefert neben der Identifikation neuer
Zielantigene in den kommenden Jahren Mdglichkeiten zur Steigerung des
Therapieerfolges.

Um eine moglichst breite Immunantwort gegen Tumorzellen zu induzieren
bedarf es neuer tumorassoziierter T-Zellepitope wie dem BI-1 Peptid. In dieser
Arbeit wurden experimentelle Voraussetzungen erbracht fir den Einsatz des
Bl-1 Peptides in Vakzinierungsstudien. Neben der Beladung von DC mit Peptid
wurden auch auf RNA basierende Verfahren als wirksam beschrieben, die
in vitro eine CTL-Immunantwort induzieren.

Zukunftig werden weitere potente Tumorantigene identifiziert, deren
Kombinationen auf die jeweilige Tumorentitat abgestimmt, starke
Immunreaktionen hervorrufen werden. Auf diese Weise kdnnte das Auftreten
von "Resistenzen” durch Immun-escape verhindert werden. Langfristiges Ziel
der Antitumor-Immuntherapie ist, eine nebenwirkungsarme und hochwirksame
Behandlung von Krebspatienten zu etablieren. Moglicherweise wird zukinftig
nach dem Vorbild der anti-infektibsen Impfprophylaxe auch eine anti-tumorale
Vorsorgevakzinierung zum Beispiel bei hereditaren Tumorerkrankungen in

Betracht gezogen werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das neue Bax Inihibitor-1 Peptid hinsichtlich
seiner Fahigkeit untersucht, in vitro eine T-Zellreaktion hervorzurufen. Dies stellt
die experimentelle Voraussetzung fur den spateren Einsatz in Antitumor-
Vakzinierungsstudien dar. Von der Arbeitsgruppe Stevanovi¢ wurden uber 70
MHC-I-gebundene Peptide von leuk&mischen Blasten eines AML-Patienten
isoliert und analysiert. Davon wurde das HLA-A24-bindende BI-1 Peptid
(AYVHMVTHF) ausgewéhlt, da das BI-1 Protein auf Grund seiner Rolle als
Apoptoseregulator ein hochinteressantes Tumorantigen darstellt.

Mit Hilfe von autologen DC wurden invitro Bl-1 spezifische zytotoxische T-
Zellen induziert. Dabei wurden folgende drei Protokolle der Antigenapplikation
evaluiert: DC wurden direkt mit synthetischem BI-1 Peptid beladen, DC wurden
mit Gesamt-RNA von AML-Blasten elektroporiert und DC wurden mit einem in-
vitro-Transkript des klonierten BI-1 Gens elektroporiert. Anschlie3end wurde
mittels Chrom[>'Cr]-Release- und ELISPOT-Assays die Aktivitat und Spezifitat
der induzierten CTL untersucht. AufRerdem wurde mittels RT-PCR und
Western-Blot Analysen die Expression des BI-1 Proteins in verschiedenen
Tumorzelllinien untersucht.

Bei allen drei Varianten der CTL-Induktion konnte eine antigenspezifische, HLA-
restringierte Lyse nachgewiesen werden. Die CTL lysierten zuverlassig
HLA-A24 positive, BI-1 positive Tumorzellen. Die HLA- Restriktion wurde durch
HLA-Antikorper-Blockierung nachgewiesen. Die Antigenspezifitat konnte in Cold
Target Inhibition Assays bestatigt werden. Auch beim Einsatz autologer DC als
Targets, die entweder mit Bl-1 Peptid beladen oder mit BI-1 IVT transfiziert
wurden, erfolgte eine  antigenspezifische, = HLA-restringierte  Lyse.
Erwartungsgemal3 wurden von DC, die mit Gesamt-RNA verschiedener
leukamischer Blasten transfiziert wurden nur diejenigen lysiert, bei denen BI-1
MRNA nachgewiesen werden konnte.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit also gezeigt werden, dass
mit dem neuen BI-1 Peptid eine antigenspezifische, HLA-restringierte T-
Zellreaktion induziert werden kann. Die Charakterisierung des BI-1 Peptids als

tumorassoziiertes T-Zellepitop, das eine starke Immunantwort zytotoxischer T-
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Zellen auszul6sen kann stellt die experimentelle Voraussetzung fur den Einsatz
in  Antitumor-Vakzinierungsstudien dar. Damit wurde die vorklinische
Voraussetzung erbracht fir den Einsatz des BI-1 Peptides in der onkologischen

Immuntherapie.

Die Ergebnisse dieser Dissertation wurden am 05.06.2009 von der
Fachzeitschrift Leukemia unter dem Titel: ,Characterization of BAX Inhibitor-1
as a novel leukemia associated antigen“ zur Publikation angenommen. Es liegt

eine gleichberechtigte Erstautorenschaft mit Dr. S.M. Schmidt vor.
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6 Abklrzungsverzeichnis

MF

AML
APC
APS

bp

CD
cDNA
CEA
CLIP
CML
CTL
CTLA-4
DC
DMSO
DTT
ET
EDTA
ELISPOT
ER
FCS
GM-CSF
HLA
HPLC
HRP
ICAM
IFN-y

Mikrofarad

Akute Myeloische Leukamie

Antigen Presenting Cell
Ammoniumpersulfat

Basenpaare

Cluster of Differentiation
complementary Desoxyribonucleinacid
Carcinoembryonal Antigen

Class ll-associated Invariant Chain Peptide
Chronische Myeloische Leukamie
Cytotoxic T-lymphocyte

Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4
Dendritic Cell

Dimethylsulfoxid

Dithiotreitol

Effector to Target Ratio
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-Linked Immunospot Assay
Endoplasmatisches Retikulum

Fetal Calf Serum

Granulocyte-Makrophage Colony Stimulating Factor

Human Leucocyte Antigen

High Performance Liquid Chromatography
Horseradish Peroxidase Conjugate
Intercellular Adhesion Molecule
Interferon-gamma

Immunglobulin

Interleukin

in-vitro-Transkript

Kilodalton
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LFA-1
mA
MHC
MRNA
NFAT
NF-kB
NK-Zellen
PAGE
PBMNC
PBS
PCR
PMA
PMSF
PSA

rpm

RPMI-1640

RT-PCR
SDS
SEREX
TAA
TAP
TBS
TBST
TCR
TEMED
TGF-B
Th
TNF-a. /-B
TSA

Lymphocyte Function-associated Antigen-1
Milliampere

Major Histocompatibility Complex

Messenger Ribonucleinacid

Nuclear Factor of Activated T-cells

Nuclear Factor kappa-B

Naturliche Killerzellen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Peripheral Blood Mononuclear Cells

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Phorbol 12-Myristat 13-Azetat
Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid
Prostata-spezifisches Antigen

revolutions per minute

Zellkulturmedium, Roswell Park Memorial Institute-1640
Reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction
Sodiumdodecylsulfat

Serological Analysis of Recombinant cDNA Expression Libraries
Tumor-assoziiertes Antigen

Transporter associated with Antigen Processing
Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline + Tween

T-cell Receptor

Tetramethylethylendiamin

Transforming Growth Factor-beta

T-Helferzelle

Tumornekrosefaktor-alpha /-beta
Tumor-spezifisches Antigen

Volt
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