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°C Grad Celsius

% (V/v) Volumenprozent
% (W/v) Gewichtsprozent
uCi Mikrocurie

uF Mikrofarad

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

um Mikrometer

uM Mikromolar

bp Basenpaar

cm Zentimeter

cpm Counts per minute
g Erdbeschleunigung; Gramm
Gy Gray

h Stunde

HU Himagglutinierende Einheit
kb Kilobasenpaar
kDa Kilodalton

kg Kilogramm

1 Liter

M Molar

mA Milliampere

mg Milligramm
min. Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

ms Millisekunde

N Normal

ng Nanogramm

nm Nanometer
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nM Nanomolar

pg Pikogramm

pH Potentia hydrogenii

rpm Revolution per minute

sec. Sekunde

U Unit

\Y Volt

Abkulrzungen

A

A Adenin

Abb. Abbildung

ADCC Antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitat
AICD Activation-induced cell death

Ala Alanin

Amp® Ampizillin-Resistenz

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

APZ Antigen-priasentierende Zelle

Arg Arginin

ASI Aktiv-spezifische Immuntherapie
ATCC American Type Culture Collection
ATP Adenosintriphosphat

ATV Autologe Tumorvakzine
ATV-NDV NDV-modifzierte, autologe Tumorvakzine
B

BCG Bacille Calmette-Guérin

bs
BSA

Bispezifisch

Bovines Serumalbumin

X
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bsAk Bispezifischer Antikorper

bzw. Beziehungsweise

C

C Cytosin

ca. Zirka

cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat

CCD Charge-coupled device

CD Cluster of differentiation

CD28RC CD28 responsive complex

CD28RE CD28 responsive element

cDNS Komplementidre DNS

CDP Dinatrium-2-chloro-5-(4-methoxyspiro{ 1,2-dioxetan-
3,2’-(5-chloro)tricyclo-[3.3.1.1>"]decan} -4-yl)-1-phenylphosphat

CDR Complementarity-determining region

CEA Karzino-embryonales Antigen

CFSE Carboxyfluoreszin-Diacetat-Succimidyl-Ester

Cu Konstanter Bereich der schweren Kette

CHO Chinese hamster ovary

C. Konstanter Bereich der leichten Kette

CLS Capillary leak syndrome

CMV Cytomegalovirus

CO, Kohlendioxid

Csk C-terminale Src-Kinase

CTL Zytotoxische T-Zelle

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocytes associated protein-4

CXC Chemokin mit CXC-Motif (C: Cystein; X: beliebige Aminoséure)

CXCR CXC-Chemokin-Rezeptor

D

DAG 1,2-Diacylglycerol
DAPI 4,6-Diamidino-2-phenylindol
dCHO Dihydrofolatreduktase-defiziente Chinese Hamster Ovary-Zellen
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ddH,O
dFCS
d.h.
dhfr
DKFZ
DL
DMEM
DMSO
DNS
dNTP
dsRNS
DTT
DZ

ECBM
ECGS
ECL

E. coli
EDTA
EGF
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Abstract

The presented thesis deals with the production and functional analysis of new IL-2 or GM-
CSF containing bi- and trispecific single-chain antibodies (immunocytokines) for the
improvement of antitumoral immune responses in cancer patients.

Thematically, this work is involved in a project concerning the development of an active-
specific immunotherapy (ASI) against tumors. As part of this therapy, inactivated, autologous
tumor cells (deriving from the surgically resected patient’s primary tumor) are infected with
the Newcastle Disease Virus (NDV, strain Ulster), before the autologous tumor vaccine cells
(ATV-NDV) are transferred back into the patient following a specific protocol.

The two bispecific constructs bs HN-CD3 and bs HN-CD28, produced by recombinant
technology, have already been described and are made in such a way that they bind with one
arm to the viral antigen hemagglutinin-neuraminidase (HN) on the surface of the vaccine
cells. The second arm, however, is directed either against the CD3 molecule, which is
associated with the T-cell receptor, or against the costimulatory CD28 receptor. Both signals
recruit and activate T-cells at the vaccination site.

The bi- and trispecific antibodies presented in this work additionally contain the cytokines IL-
2 and/or GM-CSF and therefore, by introducing supplementary immunomodulating signals,
they should improve the efficacy of the vaccine.

At first, it was demonstrated that the stable production of the new antibodies in CHO cells
was possible. The purified antibodies, which can be directed against both HN and the viral
fusion protein (Fy), showed all binding characteristics as well as biological activities to ensure
their stimulation capacities.

In the presence of a suboptimal dose of the CD3 signal, antibodies with an IL-2 cytokine
portion in addition to the CD28 signal induced a stronger and more prolonged activation of T-
cells, which were isolated from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of healthy
donors, than the CD28 signal or IL-2 alone. This improved antitumoral effect was
demonstrated using the newly established in vitro tumor neutralisation assay (TNA).
Especially naive T-cells, which in contrast to memory T-cells have not yet met their cognate
antigen, were strongly stimulated by these new antibodies and were cytotoxic. In this context,
a new aspect was the finding that IL-2 had a similar impact on naive T-cell costimulation as
the CD28 signal.

Furthermore, it was shown that CD14" monocytes could be activated by GM-CSF containing
fusion proteins and that they contributed to the antitumor effect in the TNA.

In conclusion, the data presented in this thesis suggests that the clinical application of a
combined therapy — as an extension of the basic vaccine ATV-NDV by attachment of CD3
and CD28 signals together with IL-2 and GM-CSF containing immunocytokines — is
promising.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Herstellung und funktionellen Analyse
neuartiger, IL-2- bzw. GM-CSF-enthaltender bi- und trispezifischer single-chain Antikorper
(Immunzytokine) zur Verbesserung der antitumoralen Immunantworten bei Krebspatienten.

Die Arbeit ist thematisch in ein Projekt zur Entwicklung einer aktiv-spezifischen
Immuntherapie (ASI) von Tumoren eingebunden. Bei dieser Therapie werden inaktivierte,
autologe Tumorzellen (aus dem chirurgisch entfernten Primédrtumor des Patienten) mit dem
Newcastle Disease Virus (NDV, Stamm Ulster) infiziert und die so hergestellten autologen
Tumorvakzinezellen (ATV-NDV) dem Patienten nach einem bestimmten Schema geimpft.
Die beiden schon beschriebenen bispezifischen, rekombinant hergestellten Konstrukte bs HN-
CD3 und bs HN-CD28 sind so beschaffen, dass sie mit einem Arm an das virale Antigen
Hémagglutinin-Neuraminidase (HN) auf der Oberfliche der Vakzinezellen binden. Der
zweite Arm hingegen ist entweder gegen das T-Zell-Rezeptor-assoziierte CD3-Molekiil oder
gegen den kostimulatorisch wirkenden CD28-Rezeptor gerichtet. Diese zwei Signale
rekrutieren und aktivieren T-Zellen am Ort der applizierten Vakzine.

Die in dieser Arbeit vorgestellten bi- und trispezifischen Antikdrper enthalten dariiber hinaus
die Zytokine IL-2 und/oder GM-CSF und sollen durch das Einbringen zusétzlicher immun-
stimulierender Signale die Wirkung der Vakzine verbessern.

Zunichst konnte demonstriert werden, dass es moglich war, die neuen Antikorper stabil in
CHO Zellen zu produzieren. Die aufgereinigten Antikdrper, die nicht nur gegen HN, sondern
auch gegen das virale Fusionsprotein (Fy) gerichtet sein konnen, wiesen alle Bindungs-
eigenschaften und biologischen Aktivitdten auf, um stimulierend wirken zu kénnen.

In Gegenwart eines suboptimalen CD3-Signals induzierten Antikorper, die zusétzlich zum
CD28-Signal einen IL-2-Zytokinanteil aufwiesen, eine stirkere und ldnger anhaltende Akti-
vierung von T-Zellen, welche aus mononukledren Zellen des peripheren Bluts (PBMZ)
gesunder Spender isoliert wurden, als die Verwendung von CD28-Signal oder IL-2 alleine.
Diese verstirkte antitumorale Wirkung konnte in dem neu etablierten in vitro Tumor-
Neutralisations-Assay (TNA) nachgewiesen werden. V.a. naive T-Zellen, die im Gegensatz
zu Gedichtnis-T-Zellen noch keinen antigenspezifischen Kontakt durchlaufen haben, lieen
sich durch diese neuartigen Antikorper stark stimulieren und besallen zytotoxische Aktivitit.
Neu in diesem Zusammenhang war, dass IL-2 eine vergleichbare kostimulatorische Wirkung
auf die Aktivierung naiver T-Zellen ausiibte wie das CD28-Signal.

Zudem wurde nachgewiesen, dass CD14" Monozyten durch GM-CSF-enthaltende Fusions-
proteine aktiviert werden konnten und im TNA zum Antitumor-Effekt beitrugen.

Die Ergebnisse dieser Dissertation lassen insgesamt darauf schlieBen, dass die klinische
Anwendung einer Kombinationstherapie — als eine Erweiterung der Grundvakzine ATV-NDV
durch Anbindung von CD3- und CD28-Signalen zusammen mit IL-2- und GM-CSF-
enthaltenden Immunzytokinen — vielversprechend ist.
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1 Einleitung

1.1 Allgemeine Einfuhrung

Mit jéhrlich mehr als 11 Millionen Erkrankungen stellt Krebs eine der meistverbreiteten
Erkrankungen v.a. in den Industrienationen dar. Jedes Jahr sterben weltweit 7 Millionen
Menschen, was 12,5% aller Todesfdlle ausmacht (WHO, 2005). Hauptursachen sind neben
genetischen Faktoren u.a. das Rauchen, falsche Erndhrungsweisen, iiberméBiger Alkohol-
konsum, Schadstoffbelastungen und Infektionen.

In Deutschland ist Krebs nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste
Todesursache. Knapp 400.000 Neuerkrankungen werden hier jahrlich diagnostiziert. Méanner
erkranken hierbei v.a. an Prostata-, Darm- und Lungenkrebs, wihrend die haufigsten

Tumorarten bei der Frau Brust- und Darmkrebs sind (Robert Koch Institut, 2004).

1.1.1  Tumorentstehung und Metastasierung

Krebs ist eine Erkrankung, die durch genetische Verdanderungen korpereigener Zellen
entsteht. Hierbei kommt es durch verschiedenste Faktoren (z.B. mutagene Substanzen aus der
Umwelt, ionisierende Strahlung, Infektionserkrankungen oder spontane Fehler wihrend der
Replikation) zu Mutationen im Erbgut. Akkumulieren solche Schéden v.a. in Protoonkogenen
oder Tumorsuppressorgenen, welche das Wachstum, die Differenzierung oder den
programmierten Zelltod (Apoptose) regulieren, so entstehen Zellen mit unbegrenztem
Proliferationspotenzial, die rasch einen Mikrotumor bilden (Weinberg, 1996). Durch
Rekrutierung von Blutgefdflen (Angiogenese) gewinnt dieser an GroBle. Es kann zwischen
gutartigen (benignen) und bosartigen (malignen) Tumoren unterschieden werden. Wéhrend
benigne Tumore Zellverbdnde darstellen, die ihre natiirlichen Gewebsgrenzen einhalten und
umliegendes Gewebe nicht zerstoren, besitzen maligne Tumore die Féahigkeit, invasiv in das
benachbarte Gewebe einzuwachsen. Griinde hierfiir sind die Uberwindung der Kontakt-
inhibition und eine verbesserte Migrationsfdhigkeit der Tumorzellen (z.B. durch
proteolytischen Abbau der extrazelluldren Matrix). Zudem konnen einige Zellen in das Blut-
oder Lymphsystem gelangen und somit sdmtliche Korperregionen erreichen, wo sie

Tochtergeschwiire (Metastasen) bilden.
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1.1.2  Traditionelle Tumor-Therapieformen

Als Standardtherapien werden operative Methoden sowie die Chemo- und die
Strahlentherapie eingesetzt.

Bei lokalisierten Tumoren wird generell ein chirurgischer Eingriff bevorzugt, insofern der
Tumor gut erreichbar ist. Ist dies nicht der Fall (z.B. bei Hirntumoren oder nicht-lokalisierten
Tumoren wie Leukdmien) kann die systemisch wirkende Chemotherapie einen Ausweg
darstellen. Die heutzutage in der Klinik eingesetzten Chemotherapeutika sind duBerst
zahlreich, zielen jedoch alle darauf ab, das Wachstum (schnell) teilender Zellen zu
unterbinden (Zytostatika). Zu ihnen zdhlen Vertreter der Antimetabolite, welche mit der
Nukleotidbiosynthese oder der Replikation interferieren (z.B. 5-Fluorouracil oder
Methotrexat), der Alkylanzien (diese binden kovalent an die DNS, z.B. Cyclophosphamid
oder Cisplatin), der Mitosehemmstoffe, der DNS-Interkalatoren oder der Hormone bzw.
Antihormone. Limitierungen findet diese Methode bei langsam wachsenden Tumoren. Des
Weiteren sind manche Tumorzellen per se resistent gegen bestimmte Zytostatika oder
entwickeln sekundédre Resistenzen wihrend der Chemotherapie. Da die Zytostatika nicht
zwischen Tumorzellen und normalen Korperzellen unterscheiden kdnnen, werden neben den
schnell proliferierenden Tumorzellen auch die normalen Wechselgewebe des Organismus
angegriffen, wie Knochenmark, Magen-Darm-Epithel und Haarfollikel. Ein abgeschwichtes
Immunsystem, Ubelkeit und Haarausfall kdnnen die Folge sein. Dariiber hinaus kann der
Tumor auch bestrahlt werden, wobei die hochenergetischen y-Quanten die DNS der
Tumorzellen irreversibel schidigen und so die Reproduktion der Zellen verhindern. In den
letzten Jahren wurden enorme Fortschritte in dieser Technologie gemacht, sodass es heute
moglich ist, den Tumor auf den Millimeter genau zu fokussieren, um somit das umliegende
Gewebe nicht zu beschddigen. Statt y-Strahlen kann der Tumor auch durch Laserstrahlen
behandelt werden, wobei der Tumor durch Uberhitzung abgetdtet wird (Thermotherapie)
(Muacevic et al., 2001). Natiirlich werden diese Methoden nicht separat, sondern meist in
Kombination angewandt. So kann z.B. der Primédrtumor operativ entfernt und die restlichen
Tumorzellen (z.B. Mikrometastasen) durch eine adjuvante Chemotherapie zerstort werden.
Um die Therapiemoglichkeiten zu verbessern, wird nach weiteren Methoden gesucht, die eine
moglichst hohe Selektivitdt gegeniiber den Tumorzellen aufweisen und eine starke Wirksam-
keit direkt am Tumor entfalten, um die gesunden Kdorperzellen zu verschonen. Seit Beginn der
achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts treten deswegen gen- und immuntherapeutische
Ansitze immer mehr in den Vordergrund und entwickeln sich zunehmend zu einem vierten

Standbein der Krebstherapie. Bevor diese ausfiihrlicher dargestellt werden, ist es — auch im

2
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Hinblick auf das Verstindnis dieser Arbeit — notwendig, einige Tatsachen iiber die zelluldre
Immunantwort zum einen und iiber das Newcastle Disease Virus (NDV) zum anderen

zusammenzufassen.

1.2 Aktivierungsmechanismen von T-Zellen

1.2.1  Entwicklung von T-Lymphozyten im Thymus

T-Lymphozyten entwickeln sich aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle im Knochenmark, der
sog. hidmatopoietischen Stammzelle. Die T-Zell-Vorldufer verlassen das Knochenmark und
wandern in den Kortex des Thymus ein, wo sie eine Phase der Differenzierung und
anschlieBender Proliferation durchlaufen. Diese Phasen sind durch schrittweise
Verdnderungen des Zustands der T-Zell-Rezeptor- (TCR-) Gene und der Expression diverser
Oberflachenmarker definiert (Shortman & Wu, 1996; Petrie et al., 1990).

Die frilheste in den Thymus einwandernde Zellpopulation — die doppelt-negativen
Thymozyten — exprimiert keines der drei flir reife T-Zellen charakteristischen Ober-
flichenmolekiile (CD3:TCR-Komplex und Korezeptoren CD4 und CDS). Aus ihnen
entwickeln sich zwei Arten von T-Zellen: die y:0 T-Zellen, die den heterodimeren y:5 TCR
tragen und 5% der T-Zellen ausmachen, sowie die a.:3 T-Zellen, denen die restlichen 95% der
peripheren T-Zellen angehoren. Im Folgenden soll nur noch von zuletzt genanntem T-Zelltyp
die Rede sein (s. 1.2.2).

Nach erfolgreichen Genumlagerungen der Loci der 3- und anschlieBend der a-Kette des TCR,
welche ganz analog zu den Umlagerungsereignissen bei der Synthese der fiir Antikorper
kodierenden Gene verlaufen, exprimieren die Zellen nun — neben dem CD3:TCR-Komplex —
sowohl CD4 als auch CD8 (doppelt-positive Thymozyten).

AnschlieBend durchlaufen die Zellen sowohl eine positive als auch eine negative Selektion.
Nach der positiven Selektion im kortikalen Bereich des Thymus reifen nur diejenigen Zellen
weiter heran, deren TCR Selbst-MHC-Molekiile erkennen konnen, wéhrend die iibrigen
Zellen durch Apoptose eliminiert werden. In diesem Stadium exprimieren die Thymozyten
nur noch eines der beiden Korezeptoren, wobei CD4 an Selbst-MHC-Klasse-11-Molekiile und
CDS8 an Selbst-MHC-Klasse-I-Molekiile bindet (von Boehmer, 1994) (s. 1.2.2).
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Des Weiteren erfahren die Thymozyten in der Medulla eine negative Selektion, wobei die
Zellen, die auf Autoantigene reagieren, durch Apoptose absterben. Bindet ein TCR (samt
Korezeptor) einen MHC:Peptid-Komplex, welcher von Dendritischen Zellen, Makrophagen
oder medulldren Epithelzellen prasentiert wird, mit zu hoher Affinitét, wird die entsprechende
Zelle eliminiert (Pircher et al., 1989; Kappler et al., 1987). Dieser Prozess wird — zusammen
mit der Produktion von regulatorischen T-Zellen — als zentrale (im Gegensatz zur peripheren)
Toleranz bezeichnet. Nur weniger als 1% der Thymozyten verlassen den Thymus

schlussendlich als naive CD3"/CD4 " Helfer- bzw. CD3"/CD8" zytotoxische T-Zellen.

1.2.2  Der T-Zell-Rezeptor (TCR)

Periphere T-Zellen exprimieren einen T-Zell-Rezeptor einer definierten Spezifitit und das
CD3-Molekiil. Wie zuvor angedeutet, besteht der TCR aus zwei verschiedenen
Polypeptidketten (a:3 oder y:8), welche iiber eine Disulfidbriicke miteinander verkniipft sind.
Der TCR erkennt prozessierte Peptide, die ihm von MHC-Molekiillen auf Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ; z.B. Dendritische Zellen oder Makrophagen) dargeboten
werden. Diese Erkennung wird durch den Korezeptor unterstiitzt, wobei CD4 auf den Helfer-
T-Zellen die B,-Doméne des MHC-Klasse-1I-Molekiils und CDS8 auf den zytotoxischen T-
Zellen die az-Domiéne des MHC-Klasse-I-Molekiils erkennt.

CD3 ist nicht-kovalent mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert und besteht aus je einer y- und o-
sowie zwei e-Ketten (Wegener et al., 1992). Hinzu kommt noch ein {--Homo- oder ein {-n-
Heterodimer (Frank et al., 1990). Nach Erkennung des MHC:Peptid-Komplexes durch den
TCR ist der CD3-Komplex mittels seiner phosphorylierbaren ITAM-Regionen (ITAM:
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) fiir die Signaltransduktion ins Zellinnere
und somit flir die T-Zell-Aktivierung verantwortlich.

Die Aktivierung des TCR/CD3-Komplexes durch MHC-restringierte Peptide kann durch
immobilisierten monoklonalen anti-CD3 Antikorper, wie z.B. OKT3 (Muronomab), imitiert
werden (Rothman et al., 1991; Schwab et al., 1985; Van Wauwe et al., 1980). Auch der in
dieser Arbeit verwendete single-chain (scFv) gegen CD3 (TR66) ist dazu in der Lage.



EINLEITUNG

1.2.3 Kostimulation

Fiir die vollstindige T-Zell-Aktivierung reicht die Erkennung des MHC:Peptid-Komplexes
durch den TCR nicht aus. In diesem Fall wird die T-Zelle — wenn {iberhaupt — nur sehr
schwach aktiviert und wird anerg gegeniiber dem Antigen, d.h. die T-Zelle ist selbst bei
Restimulation nicht mehr in der Lage, das fiir sie ndtige Wachstumshormon IL-2 zu
synthetisieren (Schwartz, 1990) (Abb. 1-1 B). Fiir die Proliferation und Effektorfunktionen
der T-Zelle sind deswegen zusétzliche, sog. kostimulatorische Signale nétig, die ebenfalls von
der Antigen-prasentierenden Zelle zur Verfiigung gestellt werden miissen. In dieser Hinsicht
stellen die B7-Molekiile (B7-1: CD80; B7-2: CD86), welche beide mit dem CD28-Molekiil
auf der T-Zelle interagieren konnen, die wichtigsten und am besten charakterisierten Vertreter
dar (Chen et al., 1993; June et al., 1990) (Abb. 1-1 A). Die Bedeutung von CD28 kann
dadurch belegt werden, dass eine Hemmung der CD28:B7-Interaktion durch einen
monoklonalen Antikorper die T-Zell-bedingte Xenotransplantat-AbstoBung im murinen
System verhindern kann (Yu et al., 2000; Lenschow et al., 1992). Eine CD28-Ligation ohne
kognitive Interaktion (bei Fehlen des Peptids) hat keinen Einfluss auf T-Zellen (Abb. 1-1 C).
Neben CD28 kann auch das CD28-homologe Molekiil CTLA-4 mit 20-fach hoherer Affinitét

A

T-Zell-Aktivierung Anergie kein Effekt

Abb. 1-1  Die Aktivierung von T-Zellen erfordert zwei Signale.

(A) Erkennt eine T-Zelle (hier eine CD4" Helfer-T-Zelle) iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR, blau) und dem
Korezeptor (hier CD4, orange) ein MHC-gebundenes Peptid (hier MHC-Klasse-1I, gelb) auf einer Antigen-
préasentierenden Zelle (APZ), so wird sie nur vollstindig aktiviert, wenn ein Kostimulus (z.B. B7, hellgriin)
vorhanden ist, welches von derselben APZ ausgehen muss und von CD28 (dunkelgriin) auf der T-Zelle erkannt
wird. Fehlt jedoch das kostimulatorische Signal (B) oder handelt es sich nicht um eine kognitive Interaktion (C),
so fiihrt das entweder zur Anergie der T-Zelle oder hat gar keinen sichtbaren Effekt.
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an B7 binden. Dieses wird aber erst zeitlich verzogert nach der T-Zell-Aktivierung exprimiert
und trégt, da es inhibitorische Signale vermittelt, dazu bei, die Aktivierung der T-Zellen zu
limitieren oder gar zu terminieren (Chambers & Allison, 1997).

Nach der Aktivierung tritt die T-Zelle aus der Go- in die G;-Phase des Zellzyklus. Gleichzeitig
oder sukzessive werden etliche Oberflichenmolekiile hochreguliert, die entweder die
Aktivierung verstirken oder die Effektorfunktionen unterstiitzen. So iiberexprimieren
aktivierte T-Zellen u.a. LFA-1, ein Heterodimer aus den beiden Integrinen oy und B, (dem
Bindungspartner von ICAM-1 und ICAM-2), CD2 (der Ligand fiir LFA-3) oder VLA-4 (ein
o.4:B1-Integrin-Heterodimer, welches an VCAM-1 bindet), um entweder die T-Zell:APZ-
Interaktion zu verstirken oder die Migration und Extravasation der T-Zellen in
inflammatorisches Gewebe hinein zu verbessern (Tibaldi et al., 2002; Yusuf-Makagiansar et
al., 2002). Des Weiteren wird die Produktion von diversen Zytokinen erhoht. Als ein Beispiel
sei die Induktion von Interleukin-2 (IL-2) und die a-Kette des IL-2-Rezeptors (IL-2R)
erwihnt. Letzterer besteht aus drei Ketten: IL-2Ra (CD25), IL-2Rf (CD122) und IL-2Ry,
(CD132). Ruhende Zellen besitzen eine Form des IL-2-Rezeptors, die nur aus der - und der
v-Kette besteht und eine mittlere Affinitdt fiir [L-2 besitzt; erst durch die Verbindung zum
Trimer weist der Rezeptor maximale Affinitdt fiir seinen Liganden IL-2 auf (Gaffen, 2001;
Maes & Vanrenterghem, 1999). IL-2 beeinflusst in einer auto- und parakrinen Weise die
klonale Expansion der T-Zelle (Demaison et al., 1996).

Wihrend sich CDS8" T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) entwickeln, konnen CD4" T-
Zellen zu zwei verschieden polarisierten Subtypen von Helfer-T-Zellen (Ty) differenzieren.
Die Polarisierung wird von sezernierten Zytokinen, der Art der kostimulatorischen Signale
sowie dem MHC:Peptid-Liganden beeinflusst, die ihrerseits alle von der Art der Infektion
abhiangen. Tyl-Zellen werden bei intrazelluldren Parasiten (z.B. Viren) unter dem Einfluss
von IL-12, das von Makrophagen und NK-Zellen ausgeschiittet wird, gebildet. Sie verstirken
die durch CTL vermittelte zelluldre Immunitdt. Ty2-Zellen entstehen bei extrazelluldren
Infektionen in Anwesenheit von IL-4 und fithren zur humoralen Immunitit (Aktivierung von
B-Zellen und Antikorperproduktion).

Nach der Eliminierung des Pathogens sterben die meisten Zellen des T-Zell-Klons ab
(Russell, 1995; Green & Scott, 1994). Einige Zellen liberleben als Gedéchtnis-T-Zellen und
konnen bei erneutem Kontakt mit demselben Pathogen eine schnellere und effizientere
Immunantwort generieren (Zinkernagel et al., 1996). Zu diesem Zweck besitzen sie die durch
alternatives Spleiflen des RNS-Transkripts generierte CD45RO-Isoform des CD45-Molekiils.
CD45RO kann eine T-Zell-Aktivierung schon bei wesentlich schwicheren TCR/CD3-

6



EINLEITUNG

Signalen und/oder bei geringeren Mengen an kostimulatorischen Signalen unterstiitzen, als
das fiir CD45RA" naive T-Zellen der Fall ist.

Analog zum CD3-Signal (s. 1.2.2) kann ein immobilisierter monoklonaler anti-CD28 Antikor-
per die Aggregation und somit die Aktivierung von CD28 durch B7 imitieren. Fiir den in die-

ser Arbeit verwendeten scFv gegen CD28 (9.3) ist dies beschrieben (Haas et al., 2005).

1.3 Newcastle Disease Virus (NDV)

Das Newcastle Disease Virus (NDV), dessen Aufbau schematisch in Abb. 1-2 dargestellt ist,
gehort zur Familie der Paramyxoviridae und ist der Erreger der atypischen Gefliigelpest, die
eine Vielzahl von Vogelarten befallen kann. Fiir den Menschen jedoch stellt das Virus keine
Gefahr dar (Waterson et al., 1967). Es verursacht nach direktem Kontakt hochstens eine
Konjunktivitis oder Laryngitis.

NDV ist von einer Lipiddoppelschicht umgeben und besitzt einen Durchmesser von 150 — 300
nm. Sein Genom besteht aus einem 15 kb langen, nicht-segmentierten RNS-Molekiil
negativer Polaritét, das fiir folgende sechs Gene kodiert (Reihenfolge vom 3’- zum 5°-Ende):
Nukleo(kapsid)protein (NP, 55 kDa), Phosphoprotein (P, 53 kDa), Matrixprotein (M, 40
kDa), Fusionsprotein (F, 67 kDa), Himagglutinin-Neuraminidase (HN, 74 kDa) und Large
Protein (L, 200 kDa) (Nagai et al., 1989). Die Oberflichenproteine HN und F sind glyko-
sylierte Transmembranproteine und ragen als sog. Spikes nach auBlen. Das Matrixprotein, das
die Innenseite der Lipidmembran auskleidet, dient der Verankerung des Genoms samt der mit
ihm assoziierten Proteine NP, P und L, welche zusammen das Nukleokapsid bilden.

Als obligater Endoparasit kann die virale Replikation nur durch Infektion einer Wirtszelle
erfolgen. Hierfiir bindet das Virus zunéchst mittels des HN-Proteins an sialinsdurehaltige
Oberflachenrezeptoren (Ganglioside) der Wirtszelle (Adsorption durch die Hdmagglutinin-
Aktivitdt des HN-Proteins). Darauf folgt eine Fusion der Virus- mit der Zellmembran, die
durch das F-Protein vermittelt wird (Morrison, 2003), wodurch das virale Nukleokapsid in das
Zytoplasma gelangt. Dort wird das Negativstrang-RNS-Genom in ein Positivstrang-RNS-
Molekiil umgeschrieben (Transkription), das als Matrize sowohl fiir die Synthese viraler
Proteine als auch fiir die Replikation des Genoms dient. Die fiir diese Vorgéinge notwendige
RNS-abhingige RNS-Polymerase wird von den Proteinen NP, P und L gebildet. Die

Translation der viralen Proteine erfolgt entweder an freien Ribosomen (NP, P, M, L) oder am
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rauen endoplasmatischen Retikulum (HN und F); im Golgi-Apparat werden HN und F
glykosyliert und gelangen iiber Vesikel zur Plasmamembran, wo der Zusammenbau mit den
Kapsidproteinen und dem RNS-Genom erfolgt. Die so entstandenen Nukleokapside schniiren
sich abschliefend von der Plasmamembran ab (Neuraminidase-Aktivitit des HN-Proteins)

(Schirrmacher et al., 1999).

Hille

T —HN Hamagglutinin-Neuraminidase
F Fusionsprotein

— M Matrixprotein

Lipiddoppelschicht

Nukleokapsid
NP  Nukleoprotein

P Phosphoprotein
L Large Protein
RNS (negativer Einzelstrang)

Abb. 1-2  Schematische Darstellung des Aufbaus des Newcastle Disease Virus (NDV).

Das F-Glykoprotein wird zunédchst als inaktives Vorldufermolekiil synthetisiert (Fo, 67 kDa),
das proteolytisch gespalten werden muss, um ein biologisch aktives Protein zu ergeben,
bestehend aus den beiden iiber eine Disulfidbriicke miteinander verbundenen Ketten F; (55
kDa) und F, (12,5 kDa) (Phillips et al., 1998). Zusammen mit der Lidnge des HN-Proteins
stellt die Spaltsequenz des F-Proteins einen wichtigen Parameter dar, der festlegt, ob ein
NDV-Stamm virulent (velogen und mesogen) oder avirulent (lentogen) ist (Romer-Oberdorfer
etal., 2003).

Virulente Staimme, wie z.B. Italien, MTH-68 oder 73-T, besitzen eine aktive Kombination
beider Parameter, weswegen neu entstandene Viruspartikel weitere Wirtszellen infizieren
konnen (multizyklische Replikation). Da dies oft zur Lyse der gesamten Zellpopulation fiihrt,
werden diese Viren auch als lytisch bezeichnet.

Im Gegensatz dazu besitzen avirulente, nicht-lytische NDV-Stimme (z.B. Ulster oder LaSota)
aufgrund der fehlenden Spaltung des Fo-Proteins diese Féhigkeit nicht (monozyklische
Replikation). Einzig in Gefliigelzellen (z.B. Hiihnerembryozellen) koénnen diese Viren
infektiose Partikel bilden, da im urspriinglichen Wirtsorganismus die hierfiir nétigen
Proteasen aktiv sind.

Eine Vorstellung der immunmodulatorischen Eigenschaften von NDV soll unter 1.5 erfolgen.
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1.4 Immuntherapieformen von Krebs

Anders als korperfremde Krankheitserreger wie Bakterien oder Viren leiten sich Tumorzellen
von korpereigenen Zellen ab. Das fiihrt dazu, dass die meisten Tumorarten nur sehr schwach
immunogen, d.h. fiir das Immunsystem nur schwer als fremd zu erkennen sind. Zudem
konnen Tumorzellen Evasionsstrategien entwickeln, um sich der Immuniiberwachung aktiv
zu entziehen. Zu ihnen zdhlen z.B. eine reduzierte Peptidprozessierung und -prédsentation
durch MHC-Klasse-I-Molekiile (Miyagi et al., 2003; Hicklin et al., 1999; Johnsen et al.,
1999; Kageshita et al., 1999; Rees & Mian, 1999). Andere Mechanismen sind eine
Uberexpression von Fas-Ligand (FasL), was den Zelltod von Fas-positiven T-Zellen
induzieren kann (Lee & Ferguson, 2003), oder von anti-apoptotischen Proteinen (z.B. Bcl-2)
(Coultas & Strasser, 2003). Eine iiberméBige Expression von Enzymen (z.B. Kathepsin B)
oder von Serpinen konnen die Tumorzellen vor einer durch Granzyme und Perforin vermit-
telten Lyse durch T-Zellen schiitzen (Bieche et al., 2003; Balaji et al., 2002). Auch die Sezer-
nierung von immunsuppressiven Zytokinen wie TGF- (Gorelik et al., 2002; Fontana et al.,
1989) und IL-10 (Urosevic et al., 2001) inhibieren die Aktivierung von zytotoxischen T-
Zellen. Hinzu kommt, dass viele Tumore die fiir die Stimulation naiver T-Zellen notwendigen
kostimulatorischen Signale (z.B. B7-Molekiile) herunterregulieren oder erst gar nicht besitzen
(Pardoll, 2001; Stopeck et al., 2000). Genau an diesem Ausgangspunkt setzen nun sdmtliche
Immuntherapien an, deren Ziel es generell ist, die Immunogenitit der Tumorzellen zu erh6hen

und/oder die Immunzellen des Korpers in erhohte Alarmbereitschaft zu versetzen.

Immuntherapien von Tumoren kdnnen grundsétzlich in passive und aktive Formen unterteilt
werden (Tab. 1-1). Wiahrend bei passiven Immuntherapieverfahren dem Korper Hilfe von
auflen — etwa in Form von Antikdrpern (humoral) oder in Form von ex vivo aktivierten
Immunzellen (zelluldr) — zugefiihrt wird, werden bei der aktiven Immuntherapie dem Orga-
nismus solche Substanzen oder Zellen verabreicht, die das Immunsystem in vivo zur
Produktion von Ioslichen Faktoren (z.B. Zytokine) oder aber Effektorzellen anregen. Die
aktive Form der Immuntherapie ldsst sich weiter in spezifische und unspezifische Verfahren
untergliedern. Bei der unspezifischen Variante wird eine generelle Aktivierung des
Immunsystems durch Gabe von immunstimulatorischen Substanzen (z.B. Bacille Calmette-
Guérin (BCG), Zytokine oder Interferone) angestrebt. Auf der anderen Seite bewirken
spezifische Verfahren eine gezielte, oft lokale Aktivierung des Immunsystems. Zu ihnen

zdhlen u.a. auch die in dieser Arbeit verwendete Form der aktiv-spezifischen Immuntherapie
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Aktive Immuntherapie Spezifisch:
Unspezifisch:

Passive Immuntherapie Humoral:
Zellular:

(i) Injektion bestrahlter Tumorzellen oder Tumor-
assoziierter Antigene

(ii) Gentherapie: Immunisierung mit genetisch ver-
dnderten Tumorzellen, z.B. durch Infektion mit
rekombinanten, fiir Zytokine kodierenden Viren

(i) Injektion von immunstimulierenden Substanzen,
z.B. BCG, Levamisol, Iscador

(i) Applikation von Zytokinen oder Wachstums-
faktoren, z.B. Interferone, IL-2, TNF-o,, GM-CSF

(i) Monoklonale Antikérper (mAKk)

(i) Immunkonjugate
mAk-gekoppelte Radioisotope
mAk-gekoppelte Zytostatika
mAk-gekoppelte Toxine

(iii) Rekombinante Antikérper
Bispezifische Antikdrper (bsAk)
single-chain (scFv-) Antikorper

(i) Adoptive Immuntherapie mit zytotoxischen
Effektorzellen, z.B. LAK, TIL

(ii)) Gentherapie: Transfer von genetisch verdnderten
Effektorzellen

(iii) Kombinationen: Effektorzellen plus mAk oder plus
bsAk

Tab.1-1  Ubersicht der diversen Immuntherapieformen.
(modifiziert nach V. Schirrmacher; aus Onkologie, 1995)

(ASI), bei der korpereigene, bestrahlte und mit NDV modifizierte Tumorzellen appliziert

werden.

Der folgende Abschnitt soll nun einige der zahlreichen therapeutischen Ansitze ndher

erldutern, die fiir das Verstdndnis der Arbeit notwendig sind.

1.4.1  Adoptive Immuntherapie

Unter adoptiver Immuntherapie versteht man den Transfer von spezifischen autologen

Effektorzellen in einen Tumorpatienten, nachdem diese zuvor ex Vivo stimuliert und

expandiert wurden. Gerade wenn das Mikromilieu am Tumor besonders suppressiv ist und

eine weitere Aktivierung bzw. Maturation von potenziellen Effektorzellen unterdriickt wird,
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kann diese Methode Erfolg versprechend sein, da die zu differenzierenden Zellen den
negativen Einfliissen des Tumors quasi entzogen werden (Cerundolo et al., 2004).

Rosenberg et al. (1993, 1992) aktivierten in vitro autologe Lymphozyten mit hohen Dosen IL-
2 und applizierten die so erhaltenen LAK-Zellen (Lymphokin-aktivierte Killer-Zellen) den
Patienten, was in einigen klinischen Studien zu positiven Effekten bei der Behandlung von
Nierenkrebs und Melanom fiihrte. LAK-Zellen leiteten sich dabei primir von CD56" NK-
Zellen ab (Sabzevari et al., 1994).

Eine andere Moglichkeit besteht in der Expansion von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(TIL), welche zuvor aus dem Patienten isoliert und in Kultur gebracht wurden. Im Gegensatz
zu den LAK-Zellen besitzen TIL hauptsichlich einen CD3"/CD8 -Phinotyp, sind also
zytotoxische T-Zellen (Ridolfi et al., 1998). Nach radikaler Metastasektomie konnten Fabbri
et al. (2000) bei 39 Patienten (Melanom, Kolorektal- und Nierenkarzinom), welche mit TIL
und einer kontinuierlichen Infusion von IL-2 in einer adjuvanten Form behandelt worden
waren, ein rezidivfreies Uberleben von 20 Patienten nach 21 — 37 Monaten erreichen.

Auch die Applikation von tumorreaktiven Geddchtnis-T-Zellen, welche bei Pankreas-
karzinom-Patienten (Schmitz-Winnenthal et al., 2005) oder Brustkrebs-Patientinnen
(Schirrmacher et al., 2003; Feuerer et al., 2001a, 2001b) im Knochenmark detektierbar sind,

konnte sich zu einer potenziellen adoptiven Immuntherapie entwickeln.

1.4.2  Monoklonale und bispezifische Antikdrper

Seit ihrer Entwicklung durch Koéhler und Milstein (1975) waren monoklonale Antikorper
(mAk; Abb. 1-3 A) die Hoffnungstrager der Tumortherapie (oder auch anderer Krankheiten).
Monoklonale Antikdrper konnen an Tumor-assoziierte Antigene (TAA) auf der Oberfliche
von Krebszellen binden und diese somit markieren. Dieses kann — {iber die Fc-Portionen der
mAk — zum einen zur Tumorzelllyse durch das Komplementsystem fiihren, zum anderen zur
Rekrutierung und Aktivierung von Fcy-Rezeptor-positiven Immunzellen; insbesondere
FcyRIII- (CD16-) positive NK-Zellen scheinen fiir die Antitumor-Aktivitdt durch Antikorper-
abhingige zelluldre Zytotoxizitit (ADCC) eine Schliisselrolle zu spiclen (Bacuerle et al.,
2003). Auf dieser Basis konnen mAk gegen CD20 beim B-Zell-Lymphom (Rituximab)
(Grillo-Lopez et al., 2002) oder gegen HER-2/neu beim Mammakarzinom (Trastuzumab)
(Leyland-Jones, 2002) erfolgreich in der Klinik eingesetzt werden.

Ein Problem beim Einsatz monoklonaler Antikdrper, welche prinzipiell in murinen
Hybridomzellen generiert werden, ist jedoch deren rasche Eliminierung durch den Patienten

11
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aufgrund der Bildung von humanen anti-Maus Antikorpern (HAMA) (Schnell et al., 2002;
Courtenay-Luck et al., 1986). Einen Ausweg stellen die durch rekombinante Molekular-
biotechnologie hergestellten humanisierten Antikdrper dar, bei denen nur noch die variablen
Regionen (Chimirantikdrper; Abb. 1-3 B) oder im Extremfall nur noch die drei das Antigen
erkennenden CDR-Regionen murinen Ursprungs sind, wéahrend die restlichen Sequenzen aus
einem humanen IgG-Antikorper stammen (Abb. 1-3 C). Dennoch bleibt das Problem, dass
mAk mit 150 kDa recht groe Molekiile sind, was ihnen den Zugang zum Inneren eines
soliden Tumors erschwert.

Eine Moglichkeit, die Wirksamkeit von Antikorpern zu erhohen, ergibt sich durch den Einsatz
bispezifischer Antikorper (bsAk; Abb. 1-3 D). Diese binden mit einem Arm an ein TAA
(Spezifitdt 1), mit dem anderen rekrutieren und aktivieren sie Effektorzellen (Spezifitét 2); in
den meisten Féllen wird hierfiir anti-CD3 gewihlt, welches (zytotoxische) T-Zellen stimuliert.
Bispezifische Antikorper werden entweder iliber chemische Konjugation beider parentaler
Antikorper oder Antikorperfragmente (Cross-Linking) (Fanger et al., 1989), tiber die Hybrid-
Hybridom- (Quadrom-) Technologie (Milstein & Cuello, 1983) oder mithilfe rekombinanter
Methoden (Kostelny et al., 1992) gewonnen. Bei den ersten beiden Methoden entstehen neben
dem gewiinschten bsAk allerdings zahlreiche unerwiinschte Nebenprodukte, die oft nur sehr
schwer und iiber komplexe Separationsmethoden (meist HPLC) entfernt werden konnen
(Kufer et al.,, 2004). Eine Studic mit einem bsAk, welcher gegen das epitheliale
Zelladhédsionsmolekiill EpCAM und gegen CD3 gerichtet ist (bsAb HEA125xOKT3), konnte
dessen Wirksamkeit bei der lokalen Behandlung maligner Asziten von Ovarialkarzinom-

Patientinnen belegen (Marme et al., 2002).

1.4.3  Single-chain (scFv-) Antikdrper

Einen reellen Fortschritt stellen die single-chain (scFv-) Antikorper dar (Abb. 1-3 E). Wichtig
fiir die Antigenbindung sind die variablen Bereiche der leichten und schweren Kette (Vi und
Vy). Mithilfe molekularbiologischer Methoden koénnen Gene verschiedener variabler
Antikorperdoménen aus Hybridomzellen isoliert (Larrick et al., 1989; Orlandi et al., 1989),
kloniert und in Bakterien exprimiert werden (Better et al., 1988; Skerra & Pluckthun, 1988).
Uber eine Linkerregion konnen die Gene der beiden variablen Regionen in einem
Expressionsvektor iiber ein offenes Leseraster zu einem scFv-Antikorper miteinander
verbunden werden (Huston et al., 1988). Des Weiteren konnen {iber eine zusitzliche Linker-

region zwei scFv-Antikorper mit unterschiedlichen Spezifititen verbunden und als
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* COOH
Al
NH;

Abb. 1-3  Uberblick iiber diverse Formen von Antikdrpern und Antikorperfragmenten.

(A) Monoklonale Antikorper, welche nur eine Bindespezifitit besitzen, bestehen aus je zwei leichten (L) und
schweren (H) Ketten. Die variablen Regionen (Vi und Vy) bilden zusammen mit den konstanten Regionen Cp
und Cyl das Fab-Fragment, wiahrend Cy2 und Cy3 (welche identisch mit Cy1 sind) den Fe-Teil ausmachen. (B)
Bei chiméren Antikorpern sind nur noch die variablen Regionen Vi und Vy murinen Ursprungs. Die restlichen
Bestandteile stammen aus einem humanen IgG-Antikérper. (C) Bei humanisierten Antikérpern sind die murinen
Sequenzen nur noch auf die drei Antigen-bindenden CDR-Bereiche (rote Balken) reduziert. (D) Bispezifische
Antikorper sind aus je einer leichten und schweren Kette zweier verschiedener parentaler Antikdrper aufgebaut.
Dabher besitzen sie eine duale Bindungsspezifitit. Single-chain (scFv-) Antikorper leiten sich von der kovalenten
Verkniipfung der variablen Regionen Vi und Vy ab. Somit sind sie monovalent (E). Zwei scFv-Antikorper
konnen iiber einen Linker zu einem divalenten Molekiil verkniipft werden (F). Dieses kann dann — dhnlich zu
bispezifischen Antikdrpern — zwei unterschiedliche Spezifitidten aufweisen. (G) zeigt eine Variante von (F), bei
der zwischen die beiden Antigen-bindenden Fragmente ein Zytokin kloniert wurde (Immunzytokin).

bispezifischer scFv-Antikdrper produziert werden (Abb. 1-3 F). Als ein Beispiel fiir ein
derartiges Konstrukt sei das CD19xCD3 erwéhnt, welches im Rahmen einer préiklinischen
Studie eine starke T-Zell-vermittelte Zytotoxizitit gegen humanes B-Zell-Lymphom
induzieren konnte (Loffler et al., 2000). Bispezifische scFv-Antikorper besitzen zahlreiche
Vorteile: als Monomere sind sie leichter und in groBen Mengen in Sdugerzellen produzierbar.

Sie sind zudem mit weniger Nebenprodukten kontaminiert als die zuvor erwihnten
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klassischen bispezifischen Antikorper (Kufer et al., 1997; Mack et al., 1997, 1995). AuBler-
dem sind sie mit nur 60 kDa relativ klein, weswegen sie das Innere eines soliden Tumors eher
erreichen konnen als vollstindige Antikorper. Da sie nur aus den fiir die Antigenerkennung
wichtigen variablen Regionen bestehen, sind sie kaum immunogen und kdénnen — da sie keine
Fc-Regionen besitzen — auch nicht unspezifisch an Fc-Rezeptor-positive Zellen binden.

Auch die in dieser Arbeit verwendeten bi- oder gar trispezifischen Antikorper, welche single-
chain Fragmente gegen humanes CD3 und CD28 besitzen (s. 1.2.2 und 1.2.3), basieren auf
diesem Grundprinzip. Sie werden aus transfizierten CHO Zellen gewonnen, welche in hoher

Zelldichte kultiviert werden und die gewiinschten Proteine in den Uberstand sezernieren.

1.4.4  Applikation von immunstimulierenden Zytokinen

Eine weitere Moglickeit, das Immunsystem im Kampf gegen den Tumor zu unterstiitzen,
besteht in der adjuvanten Gabe von immunmodulatorischen Zytokinen, wie z.B. IL-2, IL-12,
GM-CSF und TNF-a. Da IL-2 und GM-CSF die fiir die vorliegende Arbeit relevanten

Zytokine sind, soll auf sie im Folgenden néher eingegangen werden.

IL-2 ist ein 15 — 20 kDa Glykoprotein mit pleiotropen Funktionen, das v.a. von aktivierten
Helfer-T-Zellen sezerniert wird (Sule et al., 2001; Arai et al., 1990). Es fordert die T-Zell-
Proliferation und aktiviert sowohl T-Zellen wie auch NK-Zellen zu zytotoxischen
Effektorzellen. Auf die Verwendung von IL-2 zur Generierung von LAK-Zellen aus
Lymphozyten des peripheren Bluts oder zur Expansion von TIL wurde schon eingegangen (s.
1.4.1). Bei klinischer Anwendung zeigte sich nach intravendser Behandlung von Melanom-
und Nierenkarzinom-Patienten mit hohen Dosen IL-2 bei 8% der Patienten eine komplette
und bei 9% eine partielle Regression des Tumors (Rosenberg et al., 1998). Solche
Behandlungen sind allerdings mit einer hohen systemischen Toxizitdt verbunden. Zu den
Nebenwirkungen zdhlen das ,,Capillary Leak Syndrome* CLS (Yang et al., 2003; Lotze et al.,
1986), Bluthochdruck, Gewichtszunahme, Ateminsuffizienz und Neurotoxizitit (Bruton &
Koeller, 1994). Um diese unerwiinschten Nebeneffekte zu umgehen, miisste die IL-2-Dosis
um 90% reduziert werden, jedoch sind hohe Dosen IL-2 fiir eine maximale therapeutische
Wirksamkeit absolut notwendig (Yang et al., 2003).

GM-CSF ist ein 20 — 25 kDa Glykoprotein, das von T-Zellen, Makrophagen, Fibroblasten und
IL-1-stimulierten Endothelzellen produziert wird (Arai et al., 1990). GM-CSF fordert die

Rekrutierung und Differenzierung von Granulozyten, Makrophagen und eosinophilen
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Vorlauferzellen (Ruef & Coleman, 1990). Des Weiteren hat GM-CSF einen positiven Einfluss
auf Dendritische Zellen, denn es verbessert deren Phagozytose-Aktivitit (Pulendran et al.,
1997; Shen et al., 1997) und erhoht auBerdem die Expressionsrate sowohl von Antigen-
prasentierenden Molekiilen wie MHC (Klasse I und II) (Zou & Tam, 2002) als auch von
kostimulatorischen Molekiillen (Murtaza et al., 1999). Diese Effekte bewirken eine
Verbesserung der T-Zell-Stimulation. Allerdings ist auch beschrieben, dass hohe Dosen an
systemisch wirkendem GM-CSF zu Leukozytose (Erhdhung der Leukozyten im Blut), zu
Schwellungen der Leber oder der Milz und zu Lungenhdmorrhagien fithren konnen (Dranoff

etal., 1993).

Um die Nebenwirkungen ohne Minderung der antitumoralen Wirksamkeit zu reduzieren, ist
man in den letzten Jahren dazu iibergegangen, die Zytokine IL-2 und GM-CSF gezielt lokal
am Tumor zu applizieren, ohne dabei den iibrigen Organismus zu belasten. Hierfiir gibt es
prinzipiell zwei Moglichkeiten. Ein Ansatz besteht darin, Tumorzellen ex vivo mit
rekombinanten, zytokinproduziernden Viren (z.B. replikationsdefiziente Retroviren oder
Adenoviren) zu infizieren, um sie dann dem Patienten als Vakzine zu reinfundieren, wo sie
das gewiinschte Zytokin in situ sezernieren. Die andere Methode setzt auf den Einsatz von
sog. Immunzytokinen. Dabei wird das Zytokin mittels rekombinanter Technologie kovalent
mit einem Antikorper oder mit einem Antikorperfragment fusioniert, der (das) an ein Tumor-
Target bindet (s. 1.4.2 und 1.4.3).

Auch die in dieser Arbeit vorgestellten Fusionsproteine sind vom Typ der Immunzytokine
(Abb. 1-3 G). Je nach Spezifitit binden sie mit einem scFv-Arm eines der beiden viralen
Antigene (HN oder Fj) auf der Oberfliche der Tumorvakzine (vorgestellt in 1.4.5), mit der

Folge, dass die Vakzinezellen mit einer Zytokinschicht iiberzogen werden.

1.45 NDV und seine Anwendung in der aktiv-spezifischen

Immuntherapie

Die Feststellung, dass NDV in der Lage ist, sich um ein Vielfaches besser (bis zu 10.000 Mal
mehr) in humanen neoplastischen Zellen zu replizieren als in den meisten normalen humanen
Zellen (Pecora et al., 2002; Schirrmacher et al., 1999; Reichard et al., 1992), macht dieses
Virus zu einem interessanten Kandidaten fiir die Entwicklung von antitumoralen Therapien.
Diese selektive Replikation ist zudem unabhingig von der Zellproliferation (Schirrmacher et
al., 1998), weshalb auch langsam wachsende Tumore infiziert werden konnen. Neben guten
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Zellbindungseigenschaften ist weiterhin von Vorteil, dass NDV fiir den Menschen nicht
toxisch ist. Adaptationsmechanismen von NDV an das Immunsystem des Menschen sind bis-
her noch nicht beschrieben worden (Schirrmacher, 2005). Somit bestehen kaum Bedenken,
NDV fiir therapeutische Zwecke zu verwenden. In der Tat wird NDV schon seit mehr als 40
Jahren ohne Komplikationen in der Klinik eingesetzt (Nelson, 1999; Cassel & Garrett, 1965).

NDV Ulster, ein avirulenter und nicht-lytischer Stamm (s. 1.3), wird seit mehr als zehn Jahren
von Prof. Dr. V. Schirrmacher und Dr. T. Ahlert in klinischen Studien als Agens fiir eine
aktiv-spezifische Immuntherapie (ASI) erprobt. Dabei werden Tumore von Patienten, welche
operativ entfernt wurden, mechanisch und enzymatisch dissoziiert und die Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TIL) mithilfe magnetischer Partikel depletiert. Zur Herstellung
der autologen Tumorvakzine (ATV) werden die verbleibenden Tumorzellen zunéchst mit 200
Gy y-bestrahlt, um deren weitere Zellteilung zu verhindern (Liebrich et al., 1991), und
anschlieBend mit einer niedrigen Dosis NDV Ulster (optimal: 32 HU/10’ Tumorzellen) fiir
eine Stunde bei 37°C modifiziert (ATV-NDV). Die Patienten werden anschlieBend mit den so
gewonnenen Vakzinezellen intradermal (i.d.) nach einem speziellen Protokoll immunisiert
(Schirrmacher, 2005; Ockert et al., 1996). Klinische Phase II-Studien zur Wirksamkeit der
Vakzine im Anschluss an eine Operation wurden u.a. bei Patienten mit Brust- und
Dickdarmkrebs sowie mit Melanom oder Glioblastom durchgefiihrt. Die post-operative
Behandlung weist eine 20 bis 36%-ige Steigerung der Uberlebensrate nach zwei bzw. fiinf

Jahren im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (zusammengefasst in: Schirrmacher, 2005).

1.5 Wirkmechanismen der Tumorvakzine ATV-NDV auf

zellularer Ebene

Da fiir die eben beschriebene Therapieform die Tumorvakzine ATV-NDV die Grundlage
bildet, auf die auch die vorliegende Arbeit aufgebaut ist, sollen im Folgenden die immun-
stimulatorischen Eigenschaften von NDV-infizierten Tumorzellen erldutert werden. Durch die
Verbindung sédmtlicher TAA eines Tumors mit Gefahrensignalen, die durch die
Virusinfektion induziert werden (dsRNS, HN, IFN-a) werden viele verschiedene Subtypen
von Immunzellen aktiviert. Abb. 1-4 zeigt, dass es sich hierbei sowohl um angeborene (Abb.

1-4 A-C) als auch um adaptive Immunantworten (Abb. 1-4 D-F) handelt.
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@ HN
QF

bestrahlte
Tumorzelle

HN- dsRNS Monozyten- T-Zell (Ko-) Dz- Produktion von
Expression Aktivierung Stimulation Aktivierung Chemokinen
IFN-a AN TLR-3 D TRAIL A MHC A Aufnahme IP-10 A
TRAIL N IFN-a A NO A Adhéasionp apoptotischer RANTES A
HSP A TNF-a A Korperchen A Chemotaxis g

Abb. 1-4  Uberblick iiber die Wirkmechanismen der Tumorvakzine ATV-NDV.
(A-C) Wirkungen auf die angeborene Immunitét. (D-F) Wirkungen auf die adaptive Immunitét.
(modifiziert nach V. Schirrmacher; aus Cancer Immunol Immunother, 2005)

1.5.1  Angeborene Immunitat

Die Verteidigung des Korpers gegen fremde (von Pathogenen abgeleitete) Antigene wird in
erster Linie durch Zellen und l6sliche Faktoren der angeborenen Immunitit aufgebaut. Sie
bildet auch die Grundlage fiir eine anschlieBend erfolgende Immunantwort durch spezifisch
wirkende Zellen der adaptiven Immunitdt. Letztere fithrt schlussendlich zur Etablierung eines
langanhaltenden immunologischen Gedichtnisses, das bei erneutem Kontakt mit demselben
Pathogen unmittelbar reaktiviert werden kann.

Die NDV-infizierte Tumorvakzine ist durch die Initiierung von Gefahrensignalen in der Lage,
molekulare Effektormechanismen in Gang zu setzten. So fiihrt die Expression von HN-
Molekiilen auf der Oberfldche der Vakzinezellen zur Ausschiittung von IFN-a durch humane
mononukledre Zellen des peripheren Bluts (Abb. 1-4 A) (Zeng et al., 2002). Doppelstriangige
RNS (dsRNS), ein Zwischenprodukt der viralen Replikation in den Vakzinezellen, wird durch
den Toll-like Rezeptor-3 (TLR-3) auf bestimmten PBMZ erkannt und aktiviert NF-xB
(Alexopoulou et al., 2001). Dies fiihrt ebenfalls — unabhéngig zum oben erwéhnten HN-
Mechanismus — zu einer gesteigerten IFN-a-Produktion (Abb. 1-4 B) (Fournier et al., 2003;
Braganca & Civas, 1998). Eine nur ca. 0,1% grof3e Subpopulation humaner PBMZ, die beim
Kontakt mit virusinfizierten Zellen groBe Mengen IFN-a und IFN- (Typ-I-Interferone)
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produzieren, sind die natiirlichen Interferon-produzierenden Zellen (NIPC) (Kadowaki et al.,
2000; Siegal et al., 1999). Dariiber hinaus kann in NDV-infizierten Vakzinezellen
exprimiertes RIG-1 (eine zytoplasmatische Helikase, welche dsRNS erkennt und bindet)
sowohl IRF-3 (interferon regulatory factor-3) als auch NF-kB aktivieren, was ebenso die
Produktion von Typ-I-Interferonen induziert (Kato et al., 2005; Yoneyama et al., 2005, 2004).
IFN-o spielt eine wesentliche adjuvante Rolle in der Immunantwort, indem es eine
Schnittstelle zwischen der angeborenen und der adaptiven Immunitét darstellt: es aktiviert u.a.
Dendritische Zellen (Le Bon et al., 2001), induziert TRAIL auf NK-Zellen (Sato et al., 2001)
und die B-Kette des IL-12-Rezeptors auf T-Zellen (Rogge et al., 1997). Zusammen mit 1L-12
polarisiert [IFN-a die T-Zellen zu einer antitumoralen Ty1-Antwort, welche durch eine CTL-
Aktivitat charakterisiert ist.

AuBerdem fiihrt die HN-Expression zur TRAIL-Induktion auf Monozyten (Zeng et al., 2002).
Aber auch die neu freigesetzten Viren sind in der Lage, TRAIL auf Monozyten zu induzieren,
die dann eine erhohte lytische Aktivitdit gegen TRAIL-Rezeptor-positive Tumorzellen
aufweisen (Washburn et al., 2003). Stickstoffmonoxid (NO) und TNF-a, weitere Molekiile
mit antitumoraler Wirkung, werden ebenfalls von Monozyten nach Kontakt mit NDV-

Viruspartikeln ausgeschiittet (Abb. 1-4 C) (Schirrmacher et al., 2000).

152  T-Zell-basierte adaptive Immunitat

Um Effektorfunktionen ausiiben zu kdnnen, benodtigen naive T-Zellen zwei Signale: einen
TAA-beladenen MHC-Komplex fiir die kognitive Antigenerkennung iiber den TCR und
zusitzlich ein kostimulatorisches Signal, z.B. in Form von B-7-Molekiilen (s. 1.2).

NDV-Infektion fiihrt zu einer Hochregulation von HLA-ABC- (MHC-Klasse-I-) und in
manchen Fillen auch von HLA-DR- (MHC-Klasse-II-) Molekiilen auf Tumorzellen. Des
Weiteren werden auch Zelladhdsionsmolekiile wie ICAM-1 (CD54) und LFA-3 (CD58)
hochreguliert (Abb. 1-4 D) (Washburn & Schirrmacher, 2002). Somit konnen NDV-infizierte
Vakzinezellen wesentlich effizienter MHC-gebundene Tumor-assoziierte Peptide prasentieren
und T-Zellen stimulieren als nicht-infizierte Zellen. ICAM-1 und LFA-3, welche mit LFA-1
bzw. CD2 auf der T-Zelle interagieren, sind fiir die Interaktion von Antigen-prasentierenden
Zellen mit T-Zellen essentiell (Hicklin et al., 1999; Schlom & Hodge, 1999). Sie verstirken
den Vakzine:T-Zell-Kontakt. Auch die Tatsache, dass die Neuraminidase-Aktivitdt (NA) des
HN-Molekiils zu einer Reduktion der negativen Ladungen und damit der AbstoBBungskréfte
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auf der Zelloberfliche fiihrt, bewirkt eine Stabilisierung der eben beschriebenen Zell-
interaktion (Schirrmacher et al., 1997). Zudem kann das HN-Protein auf der Oberfldche von
Vakzinezellen als ein B-7.1/B-7.2-unabhdngiges kostimulatorisches Signal fungieren
(Termeer et al., 2000; Ertel et al., 1993). Da kostimulatorische Signale von Tumorzellen in
der Regel nicht bereit gestellt werden, ist dies ein zentraler Aspekt in der Wirkungsweise der
Vakzine ATV-NDV.

Sowohl die y-Bestrahlung als auch die NDV-Infektion fiihren zur Apoptose der Vakzinezellen
(Washburn & Schirrmacher, 2002). Apoptotische Korperchen, die grole Mengen dsRNS und
durch die NDV-Infektion induzierte Hitzeschock-Proteine (HSP; s. Abb. 1-4 B) enthalten,
werden von Dendritischen Zellen (DZ) phagozytiert und die TAA den naiven T-Zellen kreuz-
prasentiert. Dabei flihren die in den apoptotischen Korperchen enthaltenen Gefahrensignale zu
einer verstirkten DZ-Maturation (Abb. 1-4 E). Somit kénnen tumorreaktive naive T-Zellen
effektiver durch DZ stimuliert werden.

Anders als naive T-Zellen besitzen Gedéchtnis-T-Zellen weniger strikte Anforderungen an
ihren Aktivierungsmechanismus. Sie konnen — ohne die Hilfe professioneller APZ — direkt
durch den TAA:MHC-Komplex auf den Vakzinezellen bei nur schwachen kostimulatorischen
Signalen aktiviert werden. lhre Immunantworten sind daher schneller und auch stéirker
(Veiga-Fernandes et al., 2000).

Schlussendlich produzieren NDV-infizierte Vakzinezellen Chemokine wie IP-10 und
RANTES (Abb. 1-4 F). Beide haben chemotaktische Effekte auf Monozyten und aktivierte T-
Zellen (Farber, 1997; Schall et al., 1990), sodass diese Zelltypen zum Ort der Vakzine
rekrutiert werden.

1.5.3  Verbesserung der Vakzine durch Fusionsproteine

Um die positiven, pleiotropen Effekte der eben beschriebenen autologen Tumorvakzine noch
weiter steigern zu konnen, wird dem System eine weitere, dritte Komponente in Form der
bispezifischen scFv-Fusionsproteine zugefiigt (s. 1.4.3). Diese Komponente bindet mit einem
Arm an eines der beiden viralen Oberfldchenproteine (HN oder Fy) und damit selektiv an die
Vakzine ATV-NDV. Der zweite Arm ist entweder gegen das T-Zell-Rezeptor-assoziierte
CD3-Molekiil oder gegen das kostimulatorisch wirkende CD28-Molekiil gerichtet. Durch
solche Molekiile sollte eine starke Aktivierung insbesondere der naiven T-Zellen am Ort der
Vakzine erfolgen. Dariiber hinaus enthalten bestimmte Fusionsproteine eine weitere Spezifitit

in Form von IL-2 oder GM-CSF. Dass diese Zytokine einen starken FEinfluss auf die
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Aktivierung von T-Zellen bzw. NK-Zellen einerseits und von Antigen-prisentierenden Zellen
andererseits besitzen, wurde schon erwéhnt (s. 1.4.4). Eine detaillierte Beschreibung der
Produktion und Charakterisierung der in dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine erfolgt

im Ergebnisteil (s. 4.1).

1.6 Der Tumor-Neutralisations-Assay (TNA): ein in vitro
Modellsystem zum  Test der Wirksamkeit der

Tumorvakzine

Um die Wirksamkeit der neuen Vakzinierungsstrategie testen zu konnen, bedient sich diese
Arbeit eines in vitro Modellsystems.

Es wird als Tumor-Neutralisations-Assay (TNA) bezeichnet und besteht aus einem
adhirenten Tumorzell-Monolayer (MCF-7, eine Mammakarzinom-Zelllinie) in einer Zellkul-
turplatte, der mit y-bestrahlten und NDV-modifizierten Vakzinezellen, Fusionsproteinen

sowie Effektorzellen (PBMZ oder Subpopulationen eines gesunden Spenders) in Kontakt

@ Monolayer aus lebenden Tumorzellen (MCF7)
- y-bestrahlte, NDV-infizierte Tumorzelle (MCF-7): Vakzine
@ Abgestorbene Vakzinezelle
é Abgetdtete Tumorzelle
o Exprimiertes virales Antigen (HN- oder F-Protein)
o Durch Infektion induzierte Zytokine
<> Fusionsprotein

@  Effektorzelle (aus Gesamt-PBMZ)
Abb. 1-5  Schematische Darstellung des Tumor-Neutralisation-Assays (TNA).
Links dargestellt ist die anfingliche Zusammensetzung mit Tumorzell-Monolayer, y-bestrahlten, NDV-

infizierten Vakzinezellen, Fusionsproteinen und Effektorzellen. Nach fiinf bis sieben Tagen kommt es zur
Zerstorung des Monolayers durch die aktivierten Effektorzellen (rechts).

20



EINLEITUNG

gebracht wird. Es handelt sich dabei also um eine MLTC (mixed lymphocyte tumor cell
culture), die auf einem Tumorzell-Monolayer als ,,Bystander-Target* durchgefiihrt wird.

Wihrend der Inkubationszeit von fiinf bis sieben Tagen konnen die Vakzinezellen (im
Zusammenspiel mit den Fusionsproteinen) die Effektorzellen nach den zuvor beschriebenen
Mechanismen aktivieren, wodurch deren zytotoxisches Potenzial erhoht wird. Wéhrend der
Effektorphase werden dann die ,,Bystander“-Tumorzellen lysiert oder im Wachstum
gehemmt, was in einer Abnahme der Zahl der lebenden Tumorzellen im Monolayer (im
Vergleich zu den Kontrollen) resultiert. Die Zahl {iberlebender Tumorzellen kann — nach
Entfernung der restlichen Zellen — mit einem Lebendfarbstoff quantifiziert werden. Eine
genaue Beschreibung des Versuchaufbaus findet sich unter 3.5.3 wieder. Abb. 1-5 zeigt eine

schematische Darstellung des TNA-Systems.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

In der voliegenden Arbeit sollte getestet werden, ob IL-2- und GM-CSF-enthaltende bi- bzw.
trispezifische Fusionsproteine (Immunzytokine) in vitro die Wirksamkeit der Vakzine ATV-

NDYV verbessern konnen.
Dabei waren folgende Fragestellungen relevant:

1) Konnen IL-2- und GM-CSF-enthaltende Fusionsproteine in ausreichender Menge
produziert werden? Weisen sie zudem alle nétigen Bindungscharakteristika und
funktionelle Aktivititen auf?

2) Kann eine Verbesserung der Tumorvakzine erzielt werden, wenn die Signale in den
Fusionsproteinen an dasselbe oder an verschiedene virale Oberflichenantigene gekop-
pelt werden? Welcher Ansatz ist zu bevorzugen?

3)  Welchen Einfluss hat das eingebrachte IL-2 der Fusionsproteine auf die Stirke und die
Dauer der Effektorphase aktivierter PBMZ oder T-Zellen im TNA?

4)  Wie wirkt sich zusitzlich eingebrachtes IL-2 der Fusionsproteine auf die Aktivierbarkeit
naiver T-Zellen aus? Analyse der Oberflichenmarker CD25, CD45RO und CD107a

sowie des lytischen Potenzials im TNA.
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5) Kann die Stimulation naiver T-Zellen verbessert werden, wenn die CD28- und IL-2-
Signale auf zwei verschiedene Fusionsproteine verteilt werden anstatt sie in einem
Konstrukt zu vereinigen?

6) Kann IL-2 dhnlich wie CD28 als kostimulatorisches Signal fiir die Aktivierung naiver T-
Zellen angesehen werden?

7)  Hat das zusitzlich eingebrachte GM-CSF eine positive Wirkung auf die Aktivierbarkeit
von PBMZ und insbesondere von CD14" Monozyten im TNA-System?

Nach Bearbeitung der Fragestellungen dieses Doktorarbeitsthemas konnten sich bei positivem
Ausgang der Experimente noch Fragestellungen anschlieBen, die die Rolle der Vakzine ATV-
NDV zusammen mit Fusionsproteinen in in vivo Systemen oder klinischen Studien

beleuchtet.
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2 Material

2.1 Gerate

Begasungsbrutschrank

Binokulares Mikroskop

Blotapparatur fiir Westernblotting

CellCelector™

Durchflusszytometer: FACSCalibur
FACScan

Elektrophoreseapparatur fiir SDS-PAGE

ELISA-Messgerit, Victor

Entwicklermaschine

Fluoreszenzmikroskop

Fliissig-Szintillationszéhler

Gammacell 1000 *’Casium-Quelle

Gefrierschrank -20°C

Gefrierschrank -80°C

Geltrockner

GeneAmp” 5700 Sequence Detection System
GenePulser™

Glasgerite

Glaspipetten 5 ml, 10 ml, 20 ml

GroBzentrifuge (mit Einsétzen JLA-10.500 und

JA-25.50)
Hybridisierungsofen (Hybrigene)
Hybridisierungszylinder
Kippschiittler
Kiihlschrank
Laborzentrifuge
Ladegerit fiir Batterien und Akkus

Lumi-Imager F1™

Labotec, Gottingen

Zeiss, Jena

Biorad, Miinchen

Aviso GmbH, Greiz-Gommla
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Biorad, Miinchen
PerkinElmer Wallac, Freiburg
Agfa, Kbln

Zeiss, Jena

PerkinElmer Wallac, Freiburg
Gammamaster, Ede (Holland)
Liebherr, Biberach an der Riss
ThermoForma, Dreieich
Hoefer Scientific Instruments, San
Francisco (USA)

PerkinElmer Wallac, Freiburg
Biorad, Miinchen

Schott, Mainz

Hirschmann, Eberstadt

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Techne® Inc., Burlington (USA)
Appligene, Heidelberg

Heidolph; Fa. Migge, Heidelberg
Liebherr, Biberach an der Riss
Heraeus, Hanau

Philips GmbH, Hamburg

Roche, Mannheim
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MACS-Separator (mit Magnet)

Magnetheizriihrer

Magnetriihrstibe

Mikrowelle

Mikro Zell-Harvester (Tomtec)

Milli-Q-Wasserreinigungssystem

MPC (fiir 1,5 bzw. 2,0 ml Eppendorf und
15 ml Zentrifugenréhrchen)

Multikanalpipette (bis 200 ul)

Multipette

Neubauer Zahlkammer

Peristaltische Pumpe

pH-Messgerit

Pinzetten

Pipetboy acu

Pipetten (2,0 — 1000 pul)

QIAvac 24 Vakuumpumpe

Quarzkiivette

Rollschiittler

Spannungsgerit fiir Elektrophorese

SpeedVac

Sterile Werkbank

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Heidolph; Fa. Migge, Heidelberg
Neolab, Heidelberg

Bosch, Heidelberg

PerkinElmer Wallac, Freiburg
Millipore, Eschborn

Dynal, Hamburg

Rainin; Mettler Toledo, Gieflen
Eppendorf, Hamburg

B. Braun, Melsungen

Pharmacia, Freiburg

Wiss. Techn. Werkstitten, Weilheim
Neolab, Heidelberg

Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Gilson; Fa. Migge, Heidelberg
Qiagen, Hilden

Hellma; Fa. Migge, Heidelberg
Ingenieurbiiro CAT, Staufen
Pharmacia, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Baker, Sanford (USA)

Tischzentrifuge (fiir Eppendorf-Reaktionsgefilie) Eppendorf, Hamburg

Uberkopfschiittler
UV-Licht Transilluminator
UV/VIS-Spektrophotometer
Vortex Genie 2™
Waagen: fein (bis 0,0001 g)

grob (bis 0,01 g)
Wasserbad
Wasserstrahlpumpe
Zellhomogenisator, Ultra-TURRAX"
Zellsorter: FACSDiVa

FACSVantage SE

24

Heidolph; Fa. Migge, Heidelberg
Konrad Benda, Wiesloch
Amersham Biosciences, Freiburg
Bender & Hobein, Ziirich (Schweiz)
Mettler Toledo, Giellen

Mettler Toledo, Giellen

Neolab, Heidelberg

Neolab, Heidelberg

IKA-Werke GmbH, Staufen
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg



MATERIAL

ZytoSpin 2

2.2 Software

analySIS 5.0 (CellCelector™ Software)
AxioVision

CellQuest 3.3

CellQuest Pro 4.0.2

Chromas 1.45

FACSDiVa Software

FlowCytomixPro 1.0

FlowJo 4.6.2

GEArray Expression Analysis Suite 1.1
GeneAmp” 5700 SDS 1.3

GraphPad Prism 3.03

LumiAnalyst 3.1.0

SigmaPlot 9.0

VisiCapture 1.1
Wallac 1420 Workstation 1.00.6

2.3 Verbrauchsmaterialien

96-V-Thin-Wall-MT-Platten, farblos
Alufolie

Anit-E-Tag-Sdulenmatrix
Deckgldser: 15 x 15 mm
Dialyse-Schliuche, Spectra/Por”™
Einmalhandschuhe: Latex, puderfrei

Einmalpipetten: 5 ml, 10 ml, 20 ml

Shandon Inc., Pittsburgh (USA)

Aviso GmbH, Greiz-Gommla

Carl Zeiss Vision, Gottingen

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
McCarthy C., Queensland (Australien)
Becton Dickinson, Heidelberg

Bender MedSystems, Wien (Osterreich)
Tree Star Inc., Ashland (USA)
SuperArray, Frederick (USA)
PerkinElmer Wallac, Freiburg
GraphPad Software Inc., San Diego (USA)
Roche, Mannheim

Systat Software Inc., Point Richmond
(USA)

Scion, Frederick (USA)

PerkinElmer Wallac, Freiburg

Biozym, Hessisch-Oldendorf

Lindner, Gersthofen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
R. Langenbrinck, Teningen

Serva, Heidelberg

Kimberly-Clark, Zaventem (Belgien)
Costar, Cambridge (USA)
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Einmalspritzen: 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Einmalspritzen SoftJect: 1ml
Einmalsterilfilter: 0,22 pm Porengrof3e
Einwegkaniilen: 0,3 x 13 mm (30G '2”’)
Einweg-Pasteurpipetten: 3 ml; einzeln, steril
Einwegskalpelle, steril
Elektroporationskiivetten
ELISA 96-Loch Flachbodenplatten, MaxiSorp
Eppendorf-Reaktionsgefiale: 0,5 ml, 1,5 ml,
2,0ml
FACS-Ro6hrchen

Flachbodenplatten: 6-Loch, 12-Loch, 24-Loch,

48-Loch, 96-Loch
Frischhaltefolie
Glasfasermatten
Integra Kulturflasche
Kombitips: 0,5 — 50 ml
Kryoréhrchen
LeucoSep-Zentrifugenréhrchen
MACS-Sdulen: GroBe LS'/VS”
Nickel-NTA-Sepharose-Sdulenmatrix
Nitrozellulose-Membran
Objekttrager: 76 x 26 mm
Optical 8-Cap Strip, farblos
Parafilm
Petrischalen: @ 9.4 cm
Petrischalen, zellkulturbehandelt: @ 6 cm,
010 cm
Pipettenspitzen: 20 — 1000 ul
Pipettenspitzen mit Filtereinsatz, steril:
2—-1000 pl
Polypropylen-Gefi3e mit Druckdeckel: 4 ml
Rontgenfilm
Rundbodenplatten: 96-Loch
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Terumo, Leuven (Belgien)

Henke Sass Wolf GmbH, Tuttlingen
Millipore, Eschborn

Becton Dickinson, Heidelberg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PfM AG, Koln

Biorad, Miinchen

Nunc, Wiesbaden

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Frickenhausen

Renner, Dannstadt

Igefa, Dahlewitz

PerkinElmer Wallac, Freiburg
Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Costar, Cambridge (USA)

Greiner, Frickenhausen

Miltenyi, Bergisch Gladbach

Qiagen, Hilden

Schleicher & Schiill, Dassel

R. Langenbrinck, Teningen

Biozym, Hessisch-Oldendorf
American National Can, Greenwich (USA)

Greiner, Frickenhausen

Renner, Dannstadt

Starlab GmbH, Ahrensburg

Biozym, Hessisch-Oldendorf
Greiner, Frickenhausen
Amersham Biosciences, Freiburg

Renner, Dannstadt
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Silikon-Gummischeiben: @ 15 mm

Tuten fur Filtermatten

Transwell-Membran, steril: 3,0 um Porengrdf3e

UHU® Hartkunststoff Reparaturkleber
UHU" Sekundenkleber
Untersuchungshandschuhe

Whatman 3MM Papier

Zellkulturflaschen: 25 cmz, 75 cmz, 150 cm?
Zellschaber

Zellsieb: 40 um Porengrofle

Zentrifugenrdhrchen: 15 ml, 50 ml

2.4 Chemikalien

Aceton

Acrylamid (37,5%) / Bisacrylamid (1%)
Agarose-Pulver

e-Aminocapronsiure
Ammoniumchlorid

APS

Bakto-Agar, Pulver

Bromphenolblau

BSA

DAPI (Hoechst 33342)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat
DMSO

ECL

EDTA

Eisessig

Essigsdure

Wheaton, Millville (USA)
PerkinElmer Wallac, Freiburg
Costar, Cambridge (USA)
UHU GmbH, Biihl

UHU GmbH, Biihl

Ansell, Staffordshire (England)
Schleicher & Schiill, Dassel
Renner, Dannstadt

Renner, Dannstadt

Becton Dickinson, Heidelberg

Renner, Dannstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
GibcoBRL, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

GibcoBRL, Eggenstein

Serva, Heidelberg

Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Amersham Biosciences, Freiburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

27



MATERIAL

Ethanol, p.a. Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid-Losung: 1% (w/v) Merck, Darmstadt
Ficoll Paque Plus Pharmacia, Freiburg
GelCode® Blue Stain Reagent Pierce, Bonn
Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Hefeextrakt Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg
Heparin-Natrium B. Braun Melsungen AG, Melsungen
HEPES Merck, Darmstadt
*H-Thymidin Amersham Biosciences, Freiburg
Imidazol Merck, Darmstadt
Isopropanol, p.a. Merck, Darmstadt
Kaisergelatine Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Ketanest® S: 25 mg/ml Pfizer, Karlsruhe
Magermilchpulver Carl Roth GmbH, Karlsruhe
[-Mercaptoethanol GibcoBRL, Eggenstein
Methanol, p.a. Merck, Darmstadt
Molekulargewichtsstandard:
fiir Protein: High-Range Rainbow ™™ Amersham Biosciences, Freiburg
fiir DNS: 100 bp DNA Ladder New England Biolabs, Frankfurt a. M.
A-DNA/HindIII Fermentas, St. Leon-Rot

GeneRuler'™ 1 kb DNA Ladder Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas, St. Leon-Rot

MTS Cell Titer 96 AQueous Promega, Mannheim
Natriumazid Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat-Dihydrat Fluka, Neu-Ulm
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat AppliChem, Darmstadt
Natriumhydroxid-Plitzchen Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Natronlauge, 2 M Mallinckrodt Baker, Griesheim
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt

PBS-Pulver Biochrom, Berlin
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PHA

Propidiumiodid

Rompun®, 2%

Salzsdure, | M

Salzsdure, rauchend

SEB

SDS, 10%

Szintillationsfliissigkeit

TEMED

TMB-MicroLoch Peroxidase Substrat-System

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Bayer, Leverkusen
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Merck, Darmstadt
PerkinElmer Wallac, Freiburg
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
KPL, Gaithersburg (USA)

Tris-Base Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Tris-HCl Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Trypanblau Serva, Heidelberg
Trypsin/EDTA-Losung (5 g/1; 2 g/l), steril Life Technologies, Karlsruhe
Trypton AppliChem, Darmstadt
Tween-20 Sigma-Aldrich, Schnelldorf
2.5 Antikorper
2.5.1  Erstantikérper (monoklonal)
Bezeichnung Markierung Spezies Isotyp Klon od. Bezugsquelle
Hybridom
. Ioro (USA),
anti-HN (NDV) --- Maus IgG2a HN.B cigene Produktion
. . Ioro (USA),
anti-Fo (NDV) - Maus IgGl Icii eigene Produktion
anti-human CD3 - Maus IgG2a OKT3 .Knapp (USA)’
eigene Produktion
anti-human CD28 - Maus IgG2a 9.3 H ansen (USA.)’
eigene Produktion
. Gerd Moldenhauer,
anti-human EpCAM - Maus IgG1 HEA-125 DKFZ, Heidelberg
anti-E-Tag -—- Maus IgG1 unbekannt Amersham .Biosciences,
Freiburg
. Sigma-Aldrich,
anti-Flag-Tag --- Maus 1gG2b M1 Schnelldorf

Fortsetzung néchste Seite
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. . . Klon od.
Bezeichnung Markierung Spezies Isotyp Hybridom Bezugsquelle
anti-His-Tag --- Maus IgGl1 13/45/31/2 Dianova, Hamburg
— Sigma-Aldrich
anti-His-Tag - Maus IgG2a HIS-1 Schnelldorf
anti-human CD14 - Maus IgG2a MSE2 BD Pharmmgen,
Heidelberg
anti-human CD45RO - Maus IgG2a UCHL1 BD Pharmmgen,
Heidelberg
anti-human CD158b Maus IsG1 GLigy | !mmunotech, Marscille
(Frankreich)
anti-human CD116 |  Biotin Maus IgM M5D12 BD Pharmingen,
Heidelberg
. BD Pharmingen,
anti-human CD3 PE Maus IgGl SK7 Heidelberg
anti-human CD4 FITC Maus IgG1 RPA-T4 BD Pharmingen,
Heidelberg
anti-human CDS8 APC Maus 1gG2a 3B5 Caltag Laboratories,
Hamburg
anti-human CD14 FITC Maus IgG2a M5E2 BD Pharmingen,
Heidelberg
. FITC, BD Pharmingen,
anti-human CD25 APC Maus IgGl1 M-A251 Heidelberg
anti-human CD45RA | FITC Maus 1gG2b HI100 BD Pharmingen,
Heidelberg
anti-human CD45RO PE Maus leG2a UCHLI BD Pharmingen,
Heidelberg
anti-human CD107a PE Maus IgGl H4A3 BD Pharmmgen,
Heidelberg
2.5.2  Zweit- und Drittantikérper
Bezeichnung Markierung Spezifitat Bezugsquelle
. , . . Maus IgG1 Southern Biotech, Birmingham
Ziege F(ab’), Anti-Maus Biotin (nur H,,) (USA)
. . Maus IgG Jackson ImmunoResearch,
Ziege-anti-Maus HRP (H+L) Cambridgeshire (England)
. , . Maus IgM, IgG, Southern Biotech, Birmingham
Ziege F(ab’), Anti-Maus PE TgA (H 4 L) (USA)
. . Maus IgG2a Southern Biotech, Birmingham
Ziege-anti-Maus FITC (nur H.o,) (USA)

2.5.3

Zusatzliche Reagenzien

Endobulin (humanes, intaktes IgG)

Streptavidin-PE
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2.5.4  Single-chain (scFv-) Antikérper und Fusionsproteine
Antigen Hybridom Bezugsquelle
HN HN.B Toro (USA)
Fo aﬁgiﬁiﬁ;ﬁuzﬁrgn eigene Produktion
CD3 TR66 Lanzavecchia (Schweiz)
CD28 9.3 eigene Produktion

Die in den Fusionsproteinen enthaltenen Zytokine IL-2 und GM-CSF stammten aus
Plasmiden, welche die jeweiligen cDNS-Sequenzen kloniert enthielten:

Referenz: Prof. Dr. M. Zoller, DKFZ, Heidelberg
ATCC, Rockville (USA)

Humanes IL-2:

Humanes GM-CSF:

2.6 Enzyme

Folgende Restriktionsenyzme wurden verwendet :

Apal New England Biolabs, Frankfurt a. M.
BamHI New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Bglll New England Biolabs, Frankfurt a. M.
BspEI New England Biolabs, Frankfurt a. M.
BsrGI New England Biolabs, Frankfurt a. M.
BssHII New England Biolabs, Frankfurt a. M.
HindIII New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Notl New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Sall New England Biolabs, Frankfurt a. M.
Xhol New England Biolabs, Frankfurt a. M.

Des Weiteren kamen zum FEinsatz:

Alkalische Phosphatase
T4 DNS-Ligase

SuperScript' ™ II Reverse Transkriptase

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
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Hot GoldStar DNS-Polymerase Eurogentec, Seraing (Belgien)

2.7 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fiir Klonierungen bzw. Sequenzierungen wurden in der Abteilung fiir
Oligonukleotidsynthese / DNS-Sequenzierung am DKFZ von Wolfgang Weinig hergestellt.
Die tlibrigen wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) bezogen.

Oligonukleotid bzw.

Oligonukleotidpaar Sequenz Verwendungszweck
MALI1 (forward) 5’-GATCCATCGATAGAGGTCCTG-3’ Klonierung
MA2 (reverse) 5’-CGCGCAGGACCTCTATCGATG-3’ (s.4.2.1)

MAS (forward) 5’-CCGCGGCCGCAGAAAGCTTG-3’ Klonierung
MAG (reverse) 5’-GATCCAAGCTTTCTGCGGCCGCGGGGCC-3’ (s.4.2.1)

Sequenzierung des N-
Terminus von HN (s. 4.2.1)

Sequenzierung des C-
Terminus von HN (s. 4.2.1)

Sequenzierung des N-

MA9-HN(C)-105 5’-TCACTACTGTTAAGAGTAAGATTGCA-3’

MA10-HN(C)-1618 | 5’-CCTATTGTCTCAGCATTGCTGAAATAT-3’

MA7-F0-101 5’-GCCATCAAGGGAGCTTGTCGGAC-3’ -
Terminus von F (s. 4.2.1)
MA7-F0-1550 5’-TAGCCTGGTTCTAGCATGCTACC-3’ Sequenzierung des C-
Terminus von Fy (s. 4.2.1)
GAPDH_1 (forward) |5’-GGTATCGTGGAAGGACTCATGAC-3’ quantitative RT-PCR von
GAPDH_I(reverse) |5-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3’ GAPDH (s. 7.2.2)
M posneg 1 (forward) | 5’-GGAAGGGGAAGAAAGTGACA-3’ quantitative RT-PCR vom
M posneg 2 (reverse) | 5’-TTGTATTTGGCAAGGGTGTG-3’ Matrixprotein (s. 7.2.2)
OASI1 1 (forward) 5’-AGGTGGTAAAGGGTGGCTCC-3’ quantitative RT-PCR von
OASI1 2 (reverse) 5’-ACAACCAGGTCAGCGTCAGAT-3’ OASI1 (5. 7.2.2)
PRKR 1 (forward) 5’-CCGCAGCCAAATTAGCTGTT-3’ quantitative RT-PCR von
PRKR 2 (reverse) | 5’-CCCCGATGCACACTGTTCATA-3’ PKR (s. 7.2.2)

2.8 Kommerzielle Kits

2.8.1  DNS/RNS-Aufreinigung und Transfektion

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden
Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
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jetPEI™ Polyplus Transfection, Illkirch (Frankreich)

2.8.2  Proteinbestimmung

Um den Gesamt-Proteingehalt der aufgereinigten Fusionsproteine zu messen, wurde der auf
der Bradford-Bestimmung basierende CB-Protein Assay' ™ (Calbiochem, Schwalbach)
durchgefiihrt.

2.8.3  Zytokinbestimmung

Fiir die Quantifizierung einzelner Zytokine kamen folgende ELISA-Kits zum Einsatz:

Zytokin Kit-Bezeichnung Bezugsquelle
Bender MedSystems,
humanes IL-2 Human IL-2 Module Set Wien (Osterreich)
humanes IFN-y Human IFN-y Module Set Bender MedSystems,

Wien (Osterreich)

humanes IP-10 Human IP-10 CytoSets™ Biosource, Camarillo (USA)

Der humane Th1/Th2 10plex Kit (Bender MedSystems, Wien, Osterreich) wurde verwendet,
um die zehn humanen Zytokine IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a und

TNF-p gleichzeitig in einem Zellkulturiiberstand am FACS zu vermessen.

2.8.4  Magnetische Partikel (Beads) und Kits zur Zellisolierung

Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expander Dynal, Hamburg
Dynabeads”® Pan Mouse IgG Dynal, Hamburg
Goat Anti-Mouse IgG MicroBeads Miltenyi, Bergisch Gladbach
T Cell Negative Isolation Kit Dynal, Hamburg
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2.8.5  Komponenten des Genchip-Experiments

Bezeichnung

Verwendungszweck Bezugsquelle

Custom Oligo Array 300 S SuperArray, Frederick
Series COH-0005 Nylon-Membran zur Hybridisierung (USA)
ArrayGrade™ Total RNA . SuperArray, Frederick
Isolation Kit (GA-013) Isolierung von Gesamt-RNS (USA)
TrueLabeling-AMP™ Linear | cDNS-Synthese aus Gesamt-RNS; cRNS-Synthese, | SuperArray, Frederick
Amplification Kit (GA-010) -Markierung und -Amplifikation aus cDNS (USA)
Biotin-16-uridin-5’- Markierung der cRNS mit Biotin Roche, Mannheim
triphosphat
ArrayGrade cRNA Cleanup Aufreinigung der cRNS nach Amplifikation und | SuperArray, Frederick
Kit (GA-012) Markierung (USA)
GEAhyb Hybridization SuperArray, Frederick

Prahybridisierung und Hybridisierung

Solution (H-01) (USA)
Chemoluminescent Detection . N T SuperArray, Frederick
Kit (D-01) Detektion der hybridisierten, biotinylierten cRNS (USA)

2.8.6  Quantitative RT-PCR

Zur Bestimmung der relativen Genexpression mittels quantitativer RT-PCR wurde das qPCR

Core Kit for SYBR® Green I (Eurogentec, Seraing, Belgien) verwendet.

2.9 Medien und Medienzusatze

Medien
oaMEM
DMEM
ECBM
ISCOVES
RPMI 1640
X-VIVO 20

Medienzusétze

Ampizillin
Choleratoxin

EGF
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Cambrex, Verviers (Belgien)
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
PromoCell, Heidelberg

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Gibco Invitrogen, Karlsruhe

Cambrex, Verviers (Belgien)

Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
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Endothelial cell growth supplements (ECGS)
FCS

FCS, dialysiert

Genetizin 418 (G418)

HEPES

Humanserum (AB-Serum)
Hydrocortison

Hygromyzin B

Insulin

L-Glutamin

[B-Mercaptoethanol

Methotrexat
Penezillin/Streptomyzin
Pferdeserum

Rekombinantes humanes GM-CSF
Rekombinantes humanes IL-2

Rekombinantes humanes 1L-4

210 Zellen

Bakterien

PromoCell, Heidelberg
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe

Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Calbiochem, Schwalbach
Gibco Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelldorf

Sandoz, Ismaning

Chiron Therapeutic, Emeryville (USA)

PromoCell, Heidelberg

Fiir die Transfektion und Amplifikation von Plasmiden in Prokaryoten wurden TOP-10

Bakterien verwendet. Sie hatten folgenden Genotyp:

F'mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-

leu)7697 galU galK rspL endA1l

Humane Primarzellen

Mononukleére Zellen aus

Isolierung aus dem Blut gesunder Spender: Frischblut oder

peripherem Blut (PBMZ): Leukozytenkonzentrat (buffy coat) aus der Blutbank Heidel-
berg bzw. Mannheim

Monozyten: Isolierung aus PBMZ

T-Zellen: Isolierung aus PBMZ
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Naive T-Zellen:
Endothelzellen:

Etablierte Zelllinien

CHO/dhFr Zellen:

CTLL:

Eb 288 Zellen:

Jurkat (CD3/CD28) Zellen:

Ltk Wt Zellen:

Ltk HN.A2 Zellen:

Ltk F.B9 Zellen:

Ltk (HN+F).AS5 Zellen:

MCF-7 Zellen:

MCF-10A Zellen:

TF-1 Zellen:

U937 Zellen:
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Isolierung aus PBMZ
Isolierung aus Pankreas- und Lungenkarzinom bzw. aus

gesunder Haut

Dihydrofolatreduktase-defiziente Eierstockzellen vom chine-
sischen Hamster; ATCC, Rockville (USA) [# CRL-9096]
Zytotoxischer T-Zell-Klon aus C57BL/6 Maéusen; ATCC,
Rockville (USA) [# TIB-214]

Muriner, nicht-metastasierender T-Zell-Lymphom (Schirrma-
cher et al., 1979); Eb.E3 Zellen stellen einen durch Subklonie-
rung generierten Klon dar.

Humane lymphoblastoide T-Zellline; ATCC, Rockville (USA)
[# TIBB-152]

Murine Wildtyp-Fibroblasten (aus dem subkutanen Binde-
gewebe); ATCC, Rockville (USA) [# CCL-1.3]

Mit HN (NDV) stabil transfizierte Ltk Wt Zellen; Ertel C.,
1992

Mit Fy (NDV) stabil transfizierte Ltk Wt Zellen; eigene Pro-
duktion

Mit HN (NDV) und Fy (NDV) stabil transfizierte Ltk Wt
Zellen; eigene Produktion

Humanes Mammakarzinom epithelialen Ursprungs (aus einer
weiblichen Brust); ATCC, Rockville (USA) [# HTB-22]
Humane, nicht-tumorigene epitheliale Zelllinie der weiblichen
Brust (Mastopathie-Zelllinie); ATCC, Rockville (USA) [#
CRL-10317]

Humane Erythroleukemie-Zelllinie aus dem Knochenmark;
ATCC, Rockville (USA) [# CRL-2003]

Humane promonozytische = Lymphom-Zelllinie; ATCC,
Rockville (USA) [# CRL-1593.2]



MATERIAL

2.11  Newcastle Disease Virus (NDV)

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Virenstimme des zur Familie der Paramyxoviridae
zahlenden Newcastle Disease Virus (NDV) verwendet.

Zum einen handelte es sich um den nicht-lytischen, avirulenten Stamm Ulster, der von Dr. P.
Russel (London) zur Verfiigung gestellt wurde. Die verwendete Viruspriaparation wurde 1992
in der Abteilung von Prof. Dr. Schirrmacher von Herrn Griesbach und Frau Dr. Haas
hergestellt, und vom Veterindr des DKFZ sowie von einer externen Firma auf virale oder
bakterielle Verunreinigungen getestet. Das Ergebnis war negativ, sodass das Virus zur
Anwendung am Menschen zugelassen werden konnte.

Zum anderen wurde der ebenfalls nicht-lytische, avirulente Stamm LaSota verwendet (Dr.
Peeters, Institute for animal science and health, ID Lelystad, Niederlande).

Folgende Varianten kamen zum Einsatz:

NDV Ulster: Wildtyp des Stammes Ulster

NDFL-EGFP: Rekombinanter LaSota Virus (Gen fiir EGFP am 3’-Ende des
viralen Genoms, vor dem NP-Gen)

NDFL-Tag-EGFP: Mutante von NDFL-EGFP (Punktmutation liegt in der proteo-
lytischen Schnittstelle des Fo-Proteins)

2.12  Versuchstiere

NOD/SCID-Miuse, 6 — 8 Wochen alt Fa. Charles River, Sulzfeld
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1  Puffer und Lésungen

50X TAE-Puffer: 242,0 g Tris-Base
146 g EDTA
57,1 ml Eisessig
ad 1 Liter ddH,O; pH 8,0; Lagerung bei Raumtemperatur

20X SSC: 175,3 g NaCl
88,2 g Natriumcitrat-Dihydrat
ad 1 Liter ddH,O; pH 7,0; Lagerung bei Raumtemperatur

Waschlosung 1 (fiir 10 ml 20X SSC
Genchip-Experiment): 10 ml 10% SDS
ad 100 ml ddH,0O; Lagerung bei Raumtemperatur

Waschlosung 2 (fiir 0,5 ml 20X SSC
Genchip-Experiment): 5,0 ml 10% SDS
ad 100 ml ddH,0; Lagerung bei Raumtemperatur

3.1.2  Herstellen von Agarosegelen

1 g Agarose wurde in 100 ml 1X TAE-Puffer gelost und in der Mikrowelle zum Kochen
gebracht (1% (w/v) Agarosegel). Nach Abkiihlen auf Handwirme wurde 1 pl Ethidium-

bromid zugefiigt und das Gel gegossen, bevor es bei Raumtemperatur aushérten konnte.
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3.1.3  Isolierung von Nukleinsduren

3.1.3.1 Isolierung plasmidarer DNS aus Bakterien

Um Plasmid-DNS im ng/ul-Bereich aus TOP-10 Bakterien zu isolieren, wurde der QIAprep

Spin Miniprep Kit von Qiagen verwendet. Es wurde nach folgendem Protokoll verfahren:

http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/PlasmidDNAPurification/PLS QP_Miniprep/1030984 HB
QIAprepMiniprep_062005.pdf
(S. 24 — 26, Stand: 06/2005; Benutzung einer QIAvac 24 Vakuumpumpe)

Zur Isolierung von Plasmid-DNS in groBBen Mengen (pg/pl-Bereich) kam der Plasmid Maxi

Kit von Qiagen zum Einsatz. Auch hier wurde exakt nach Herstellerangaben verfahren:

http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/PlasmidDNAPurification/PLS Plasmid/1030979 HB PLS
062005.pdf
(S. 19 — 23, Stand: 06/2005)

3.1.3.2 Isolierung von DNS aus Agarosegelen

Zu Klonierungszwecken musste u.U. mit Restriktionsenzymen verdaute DNS aus Agarose-
gelen isoliert werden. Hierflir wurden die interessanten Banden unter UV-Licht mithilfe eines
Skalpells in einem moglichst kleinen Gelvolumen ausgeschnitten. Zur Extraktion der DNS
wurde das Gel bei 50°C solubilisiert und die DNS an eine Affinitatssédule gebunden, bevor sie
nach mehreren Waschschritten wieder eluiert wurde. Das exakte Protokoll lag dem

verwendeten QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) bei:

http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/DNA CleanupAndConcentration/QQ_Spin/1021422 HBQQ
Spin_072002WW .pdf
(S. 23 — 24, Stand: 07/2002; Benutzung einer Tischzentrifuge)

3.1.3.3  Isolierung gesamter RNS aus Saugerzellen
Fiir die quantitative RT-PCR musste die Gesamt-RNS aus humanen Endothelzellen isoliert

werden. Zum diesem Zweck wurde der RNeasy Mini Kit von Qiagen benutzt:

http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/RNAStabilizationAndPurification/FromAnimal AndPlantTiss
uesBacteriaYeastAndFungi/RNY_ Mini/1016272HBRNY 062001 WW.pdf
(S. 31 - 35; Stand: 06/2001; Homogenisierung der Proben mithilfe eines Zellhomogenisators)
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http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/DNACleanupAndConcentration/QQ_Spin/1021422_HBQQSpin_072002WW.pdf
http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/RNAStabilizationAndPurification/FromAnimalAndPlantTissuesBacteriaYeastAndFungi/RNY_Mini/1016272HBRNY_062001WW.pdf
http://www1.qiagen.com/literature/handbooks/PDF/RNAStabilizationAndPurification/FromAnimalAndPlantTissuesBacteriaYeastAndFungi/RNY_Mini/1016272HBRNY_062001WW.pdf
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3.14 Vermessen von Nukleinsauren

DNS- oder RNS-Proben sowie Oligonukleotide wurden 1:10 bis 1:200 in destilliertem Wasser
verdiinnt und die OD,s9p am UV/VIS-Spektrophotometer gemessen. Dabei wurden fiir eine
OD»¢ von 1,000 die Konzentrationen von 50 pg/ml fiir doppelstrangige DNS, von 33 pg/ml
fiir einzelstrangige DNS und von 40 pg/ml fiir RNS angenommen. Die Proben wurden als
rein (d.h. frei von kontaminierenden Proteinen) angesehen, wenn der ODj0/OD;so-Wert

groBer oder gleich 1,800 war.

3.1.5 Genchip-Analyse

Fiir die differentielle Transkriptom-Analyse aktivierter naiver T-Zellen wurden alle ndtigen
Komponenten von SuperArray bezogen. Im Folgenden sollen nur die groben Arbeitsschritte
inkl. Referenzen genannt werden. Die Vorgehensweise war in jedem Fall strikt nach

Herstellerangaben.

a) Isolierung gesamter RNS aus den aktivierten naiven T-Zellen (GA-013):

http://www.biomol.de/dateien/ArrayGradeTotal biomol.pdf
(S. 8 —11; Stand: 03.04.2005)

b) Umschreiben der RNS in ¢cDNS sowie deren Transkription in cRNS (inkl. Amplifikation

und Markierung mit Biotin) (GA-010):

http://www.biomol.de/dateien/TrueLabel AMP_biomol.pdf
(S. 7-8; Stand 03.04.2005; 1,5 — 2,0 pg RNS wurden zum Umschreiben verwendet)

¢) Aufreinigung der amplifizierten und biotinylierten cRNS (GA-012):

http://www.biomol.de/dateien/TrueLabel AMP_biomol.pdf
(S. 9 —10; Stand: 03.04.2005)

d) Hybridisierung der cRNS an den Oligonukleotid-Genchip, Chemolumineszenz-Detektion

und Signalmessung mit einer CCD-Kamera (H-01, D-01):

http://www.biomol.de/dateien/Oligo_Array Manual biomol.pdf
(S. 9 —13; Stand: 03.04.2005; zur Hybridisierung wurden 10 pg cRNS verwendet)
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e) Datenanalyse (GEArray Expression Analysis Suite 1.1); Zugang erhiltlich unter:

http://geasuite.superarray.com/

3.1.6  Quantitative RT-PCR

Um die relative Expressionsrate mittels quantitativer RT-PCR bestimmen zu kdnnen, musste
die isolierte RNS (s. 3.1.3.3) zunichst mithilfe der SuperScript™ II Reverse Transkriptase
(Invitrogen) in cDNS umgeschrieben werden. Hierfiir wurden 500 ng Gesamt-RNS mit 1 pl
Oligo(dT)i2.1s (500 pg/ml) und 1 pl ANTP-Mix (jedes ANTP 10 mM) in einem Gesamt-
volumen von 12 pl fiir 5 min. bei 65°C erhitzt, um die Sekundirstrukturen innerhalb der
RNS-Molekiile aufzulosen, und anschlieBend sofort auf Eis gekiihlt. Das Reaktionsvolumen
wurde auf Eis mit 4 pl 5X First-Strand Buffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pul RNaseOUT™ (40
U/ul) auf 19 pl aufgefiillt und der Mix fiir 2 min. bei 42°C inkubiert. Das Umschreiben
erfolgte durch Zugabe von 1 pl SuperScript™ II Reverse Transkriptase (200 U) und einer
Inkubation von 50 min. bei 42°C. Schlussendlich wurde die Reaktion fiir 15 min. bei 70°C
inaktiviert. Die cDNS wurde mit 80 ul destilliertem Wasser 1:5 auf 100 ul verdiinnt und bis
zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Diese umgeschriebene RNS konnte nun direkt (ohne vorheriges Aufreinigen) fiir die
quantitative PCR unter Verwendung des gPCR Core Kit for SYBR® Green I (Eurogentec)
eingesetzt werden. In einem Gesamtvolumen von 25 pl wurden 1X Reaktionspuffer (2,50 pl),
3,5 mM MgCl, (1,75 ul), 0,2 mM dNTP-Mix (1,00 ul), je 0,3 uM Forward- und Reverse-
Primer des zu untersuchenden Gens (je 1,50 pl), 0,025 U/ul Hot GoldStar DNS-Polymerase
(0,13 pl), SYBR® Green (0,75 pl), ddH,0 (12,87 ul) und 1:100 verdiinnte ¢cDNS-Losung
(3,00 ul) vereinigt (alle Konzentrationen sind final). Die PCR-Reaktion erfolgte zunéchst bei
95°C fiir 10 min. (Denaturierung der cDNS und Aktivierung des Enzyms), ein Schritt, an dem
sich 43 Zyklen zu je 95°C (15 sec.) und 60°C (1 min.) anschlossen. Jede Probe wurde als
Triplikat angesetzt. Zur Normalisierung diente GAPDH.

Zur Auswertung wurde fiir jede Probe diejenige Zyklenzahl bestimmt, bei der die
Fluoreszenzintensitidt den willkiirlichen Wert von 1,0 erreichte (Cr-Wert). Der Mittelwert
(MW(Cr,Gen)) und die Standardabweichung (SA(Cr,gen)) der Proben wurden nach folgenden

Formeln berechnet:
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Die probeninterne Normalisierung mittels GAPDH (ACrgen) sowie die dazugehorige

Standardabweichung (SA(ACr Gen)) wurden wie folgt ermittelt:

AC; G, = MW (CT,Gen ) -MW (CT,GAPDH ) und

SA(8C,00) = [A(Cona ] T (o]

Anschlieend wurden die ACt-Werte auf eine interne Referenz (0-Wert, unstimulierte Zellen)

standardisiert. Die Werte wurden nach folgender Formel berechnet:

AACT,Gen = ACT,Gf:n - AC

T,Referenz

Die Standardabweichung wurde von oben tibernommen, d.h. SA(AACrt Gen) = SA(ACT Gen).

Abschlieend konnte die relative Expressionsrate (REge, im Bezug zur Referenz, welche den
Wert 1,0 besall) mit oberer und unterer Grenze angegeben werden:

RE. = ZAACT,Gen + ZAACT,Gen _ 2[AACT‘Gcn +SA(AACr ey )}

Gen

3.1.7  Sequenzierungen

Plasmidsequenzierungen wurden von der Fa. GATC (Konstanz) durchgefiihrt und die
Rohsequenzen online freigegeben. Diese mussten anschlieBend mithilfe der jeweiligen

Chromatogramme manuell nachkorrigiert und validiert werden.

3.1.8 HLA-Typisierungen

Zur Haplotyp-Bestimmung wurden 1x10 zweimal in PBS gewaschene Zellen in das HLA-
Labor des Insituts fiir Immunologie am Universitdtsklinikum Heidelberg gebracht. Dieses
fiihrte die Typisierung (HLA-AB und HLA-Cw) nach DNS-Extraktion mittels PCR-SSP
durch.
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3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1  Puffer und LAsungen

Aufreinigung von scFv-Fusionsproteinen iiber Ni-NTA-Séulen
Bindepuffer: 50mM NaH,PO4*H,O

300 mM NacCl

pH 8,0; Lagerung bei 4°C

Waschpuffer: 50mM NaH,PO4*H,0
300 mM NacCl
20 mM  Imidazol
pH 8,0; Lagerung bei 4°C

Elutionspufter: 50 mM  NaH,PO+*H,O
300 mM NacCl
40, 50, 200 oder 500 mM Imidazol
pH 8,0; Lagerung bei 4°C

Aufreinigung von scFv-Fusionsproteinen iiber anti-E-Tag-Saulen
Bindepuffer: 1,38 g NaH,PO4*H,0

1,78 g Na,HPO4*2H,0

ad 1 Liter ddH,O; pH 7,0; Lagerung bei 4°C

Elutionspuffer: 7,51 g Glycin
ad 1 Liter ddH,O; pH 3,0; Lagerung bei 4°C

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Acrylamid-Losung: 37,5% Acrylamid
1%  Bisacrylamid
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Trenngel (12,5%); 4 Gele: 18,1 ml ddH,O
16,6 ml Acrylamid/Bisacrylamid
5,3ml 3 M Tris-HCI (pH 8,8)
0,4ml 10% SDS
0,16 ml APS
0,02 ml TEMED

Sammelgel; 4 Gele: 12ml ddH,O
2,7ml Acrylamid/Bisacrylamid
5,0ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
0,2ml 10% SDS
0,2ml APS
0,02 ml TEMED

Laufpufter: 25 mM Tris-HCI (pH 8,3)
0,19M Glycin
0,1% (w/v) SDS

Lagerung bei Raumtemperatur

2X SDS-Probenpuffer: 0,5M Tris-HCI (pH 6,8)
10% (v/v) Glycerin
2% (w/v) SDS
5% (v/v)  PB-Mercaptoethanol
0,1% (v/v) Bromphenolblau

Lagerung bei 4°C
Western Blot
Puffer 1: 0,04 M e-Aminocapronsiure

0,025 M Tris-HCl

pH 9.,4; Lagerung bei Raumtemperatur
Puffer 2: 0,3 M Tris-HCI

pH 10,4; Lagerung bei Raumtemperatur
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Puffer 3: 0,025 M Tris-HC1
pH 10.,4; Lagerung bei Raumtemperatur

TBS-Losung: 10mM  Tris-HCI
150 mM NaCl
pH 8,0; Lagerung bei Raumtemperatur

T-TBS-Losung (0,1%): TBS
0,1% (v/v) Tween-20

T-TBS-Losung (0,05%): TBS
0,05% (v/v) Tween-20

Blockpuffer (5%): T-TBS (0,05%)
5% (w/v) Magermilchpulver

Blockpuffer (2,5%): T-TBS (0,05%)
2,5% (w/v) Magermilchpulver

3.2.2  Dialysemembranen und Dialyse

Zur Dialyse von Proteinlosungen wurden Dialyseschldauche mit einer Porengréfe (cut off) von
12 — 14 kDa eingesetzt. Die trockenen Dialyseschliuche wurden fiir zwei Stunden in
destilliertem Wasser eingeweicht und anschlieBend in destilliertem Wasser mit 0,1% (w/v)
Natriumazid bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die Proteinlosung wurde in einen Schlauch eingefiillt, der dann beidseitig mit
Plastikklammern verschlossen wurde. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Schlauch nicht
austrocknete. Der befiillte Schlauch wurde in einem grof8en Volumen (drei bis fiinf Liter) des
entsprechenden Dialysepuffers (Bindepuffer fiir Ni-NTA- oder anti-E-Tag-Séulen bzw. PBS)
fiir 48 Stunden bei 4°C unter stindigem Riihren dialysiert. Wéahrend dieses Vorgangs wurde

der Dialysepuffer dreimal erneuert.
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3.2.3  Aufreinigung von scFv-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung der Fusionsproteine (mit Ausnahme von 290 (bs HN-CD28) und 337 (bs
Fo-CD28)) aus Integra-Uberstinden erfolgte mittels Nickelchelat-Affinititschromatographie.
Dabei wurden zwei Ernten vereinigt und gegen den entsprechenden Bindepuffer dialysiert,
mit 20 mM Imidazol supplementiert (dies verhinderte unspezifische Bindungen von Proteinen
an die Nickel-Beads) und mit 1 g Nickel-Beads, welche zuvor zweimal in Waschpuffer
gewaschen worden waren, unter Rotation fiir zwei Stunden bei 4°C inkubiert. Dabei banden
die His-Tag-enthaltenden Konstrukte an die S&ulenmatrix. AnschlieBend wurde die
Suspension auf eine Sdule gegeben (der Durchlauf wurde aufgehoben) und mit 20 — 50 ml
Waschpuffer gewaschen. Die Elution der Fusionsproteine erfolgte durch sukzessive Erh6hung
der Imidazol-Konzentration im Waschpuffer auf 40, 50, 200 und 500 mM; die Flussrate war
tropfenweise. Dabei wurden Fraktionen a 2 ml gesammelt. Schlussendlich wurden die Nickel-
Beads mit je einem Siulenvolumen (15 ml) destilliertem Wasser, 0,2 M Essigsédure, 30% (v/v)
Glycerin, erneut destilliertem Wasser und 20% (v/v) Ethanol regeneriert.

Die Purifikation der Proteine 290 und 337 erfolgte durch eine anti-E-Tag-Affinitits-
chromatographie. Hierfiir wurde der pH-Wert des Integra-Uberstandes zuniichst auf 7,0
eingestellt, bevor die Probe mithilfe einer Pumpe fiir zwei Stunden iiber die Séule zyklisiert
wurde (Flussrate: 5 ml/min.). Die Probe wurde auf Eis gehalten. Dabei banden die E-Tag-
enthaltenden Fusionsproteine an einen spezifischen monoklonalen Antikorper, welcher
seinerseits an durch N-Hydroxysuccinimid aktivierte Sepharose gekoppelt worden war.
Danach wurde die Sdule mit 25 ml Bindepuffer gewaschen, um ungebundene Proteine zu
entfernen. Die Elution erfolgte durch Beschickung der Sdule mit Elutionspuffer, wobei die
ersten 4,5 ml noch kein Fusionsprotein enthielten (Vorlauf). Die weitere Elution erfolgte in
Fraktionen zu je 2 ml. Die Sdulenmatrix wurde mit 25 ml Bindepuffer regeneriert.

Die einzelnen Fraktionen wurden nun mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (s. 3.2.5)
und anschlieBendem Western Blot (s. 3.2.8) sowie durch FACS-Analysen (s. 3.4.2.1.) auf
Menge und Reinheit des gewiinschten Proteins iiberpriift. Die Fraktionen mit der grofen
Proteinmenge und -reinheit wurden zusammengefasst, gegen PBS dialysiert, sterilfiltriert,

aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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3.2.4  Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der CB-Protein Assay'™ (Calbiochem)
verwendet, welcher auf der Bradford-Methode basiert (Bradford, 1976). Zu 100 pl BSA-
Standard (25,0 bis 2,4 pg/ml) oder Probe, die in eine 96-Loch Flachbodenplatte als Duplikate
vorgelegt worden waren, wurden 100 pl Coomassie Brillant Blue pipettiert. Bei Bindung des
Farbstoffes an aromatische Aminosduren der Proteine verfarbte sich dieser sofort von braun
nach blau. Die Intensitéit der Blaufarbung konnte im ELISA-Messgerit bei 595 nm gemessen
werden. Anhand des Standards konnte den unbekannten Proteinproben ein Konzentrations-

wert zugeordnet werden.

3.25  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mit der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es moglich, das relative
Molekulargewicht und den Reinheitsgrad von Proteinen zu bestimmen. Ein Gel besteht aus
einem oberen Sammel- und einem unteren Trenngel. Im Sammelgel werden die denaturierten
Proteine bei niedriger Acrylamidkonzentration und pH 6.8 zu einer schmalen Bande
konzentriert, um dann im Trenngel bei pH 8.8 und hdherer Acrylamidkonzentration nach
threm relativen Molekulargewicht aufgetrennt zu werden.

Die Gele wurden wie unter 3.2.1 beschrieben hergestellt und zwischen zwei saubere, durch
diinne Abstandshalter voneinander separierte Glasplatten gegossen. Das ausgehirtete Gel
wurde in eine Elektrophoresekammer eingespannt, die mit Laufpuffer befiillt wurde, bis die
Gele vollstindig bedeckt waren. 25 ul der zu untersuchenden Proben wurden 1:2 in 2X SDS-
Probenpuffer verdiinnt, fiir 5 min. bei 95°C aufgekocht und auf Eis abgekiihlt. Davon wurden
20 pl auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard diente der High-Range
Rainbow “-Marker. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Stromstirke von 75 mA
pro Gel, bis das Bromphenolblau des Probenpuffers aus dem Gel gewandert war. Schlielich
wurde die Apparatur auseinandergebaut und das Sammelgel vom Trenngel abgeschnitten. Nur

das Trenngel (mit den aufgetrennten Proteinen) wurde weiterverwendet.
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3.2.6  Farben von Polyacrylamidgelen mit Coomassie

Das Gel wurde dreimal fiir 20 min. in destilliertem Wasser auf einem Schiittler (50 rpm)
gewaschen, bevor es fiir weitere 45 min. in 20 ml GelCode®-Firbeldsung (Pierce) inkubiert
wurde. Die Entfarbung erfolgte iiber drei weitere Waschschritte zu je 30 min. in destilliertem

Wasser.

3.2.7  Trocknen von Polyacrylamidgelen

Das mit Coomassie gefarbte Gel wurde auf ein Stiick Whatman-Papier entsprechender Grof3e
gelegt und mit Frischhaltefolie abgedeckt. AnschlieBend kam es fiir 30 min. bei 80°C in einen
Geltrockner mit Vakuumanschluss. Nach dem Trockenvorgang war dem Gel die Feuchtigkeit

entzogen und lag in Form eines folieniiberzogenen Abdrucks auf Whatman-Papier vor.

3.2.8  Western Blot

3.2.8.1  Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

Nach elektrophoretischer Auftrennung eines Proteingemisches in einem Polyacrylamidgel
wurden die Proteine in einem Elektro-Trockenblot-Verfahren auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Hierzu wurden sechs Lagen Whatman-Filterpapier in Puffer 2 und drei
Lagen in Puffer 3 getrinkt, und anschlieBend luftblasenfrei auf die untere, anodische
Graphitplatte der Blot-Apparatur gelegt. Darauf folgten die mit Methanol befeuchtete und in
Puffer 3 gewaschene Nitrozellulose-Membran sowie das ebenfalls in Puffer 3 equilibrierte
Gel. Den Abschluss bildeten neun Lagen in Puffer 1 getranktes Filterpapier. Anschlieend
wurde die Kathoden-Platte aufgesetzt, mit 2 kg beschwert und die Proteine fiir 90 min. mit 50
mA/Gel auf die Membran transferiert. Nach dem Blotten wurden die Banden der

Markerproteine mit Kugelschreiber auf der Membran markiert.

3.2.8.2 Immunfarbung von Nitrozellulose-Membranen

Nach dem Transfer der Proteinbanden auf die Nitrozellulose-Membran wurde diese in einer
Plastikschale fiir eine Stunde auf einem Schiittler bei 50 rpm in 5%-igen Blockpuffer gelegt,

um die freien Bindestellen abzusittigen. AnschlieBend wurde die Membran mit 10 ml anti-
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Flag Erstantikorper-Losung (10 pg/ml, verdiinnt in 5%-igem Blockpuffer) eingeschweif3t und
fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur (oder iiber Nacht bei 4°C) auf einem Uberkopfschiittler
inkubiert. Danach wurde die Membran einmal fiir 15 min. mit 0,1%-igem T-TBS und
zweimal fiir 5 min. mit 0,05%-igem T-TBS gewaschen, bevor sie mit 10 ml Peroxidase-
konjugierter Zweitantikorper-Losung (0,08 pg/ml, verdiinnt in 2,5%-igem Blockpuffer) fiir
eine weitere Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Membran wurde erneut einmal
fiir 15 min. mit 0,1%-igem T-TBS und viermal fiir 5 min. mit 0,05%-igem T-TBS gewaschen.
Die Detektion erfolgte mithilfe des ECL-Systems. Die Detektionsldsungen wurden in einem
Verhiltnis von 1:1 gemischt und die Membran darin fiir 1 min. belassen. Uberschiissiges
Reagenz wurde mit einem Filtertuch entfernt und die Membran in eine Klarsichtfolie gelegt.
Die Proteinbanden wurden durch die Chemolumineszenz der Substratreaktion unter
Verwendung von belichtungssensitivem Rontgenfilmen sichtbar gemacht. Die Intensitét der

Chemolumineszenz bestimmte die Dauer der Exposition (zwischen 30 sec. und 30 min.)

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1  Puffer und Ldsungen

10X PBS: 80,0 g NaCl
20g KCI
2,0g KH,PO4
28,5 g Na,HPO4*12H,0
ad 1 Liter ddH,O; pH 7,2; Lagerung bei 4°C

1X Trypsin/EDTA: 100 ml Trypsin/EDTA-L&sung (5 g/1; 2 g/l)
ad 1 Liter steriles PBS; Lagerung bei 4°C

MACS-Puffer: 1X PBS (steril)

2mM  EDTA
0,5% (w/v) BSA
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Trypanblau-Ldsung: 0,16% (w/v) Trypanblau
0,9% (w/v) NaCl
ad 500 ml ddH,O, filtrieren (0,45 pm) und mit 0,1% (W/v)

NaNj; versetzen; Lagerung bei 4°C

3.3.2 Herstellen der Medien

3.3.2.1  Medien fUr prokaryotische Zellen

Die Kultivierung von TOP-10 Bakterien in Suspension erfolgte in 1X LB-Medium, welches

wie folgt hergestellt wurde:

10X LB-Medium: 200 g Trypton
100 g Hefeextrakt
200 g NaCl
ad 2 Liter ddH,O; pH 7,0; Autoklavieren und Lagerung bei
4°C

Das LB-Medium wurde mit ddH,O auf 1X verdiinnt und 100 pg/ml Ampizillin zugesetzt.

Sollten Bakterienkolonien auf festem Agar angeziichtet werden, so wurde dieser folgender-

malfien zubereitet:

1X LB-Agar: 25 g Bakto-Agar
ad 1 Liter 1X LB-Medium; Autoklavieren

Nach dem Autoklavieren wurde der Agar auf 50°C abgekiihlt, das Ampizillin (100 pg/ml)
zugegeben und der noch fliissige Agar steril auf Petrischalen verteilt (ca. 25 ml pro Schale).

Nach Aushirtung des Agars wurden die Petrischalen bei 4°C gelagert.

3.3.2.2  Medien fur Saugerzellen

Die verwendeten Medien wurden in Pulverform bezogen und nach Herstellerangaben in Milli-

Q-Wasser gelost. AnschlieBend wurde der jeweiligen Losung die angegebene Menge
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Natriumbicarbonat zugesetzt. Nach dem Begasen mit CO, wurde das Medium sterilfiltriert
und bis zum Gebrauch bei 4°C gelagert.

Das FCS wurde vor der Zugabe flir 45 min. bei 56°C im Wasserbad unter mehrmaligem
Schiitteln hitzeinaktiviert und in der angegebenen prozentualen Konzentration zugesetzt.

Zur Kultivierung der Zellen wurden folgende Zusétze steril zugegeben:

Zusatz RPMI 1640 DMEM Dmggﬂlfgr oaMEM
L-Glutamin 2 mM 2 mM 2 mM 2 mM
HEPES 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Penizillin 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml 100 U/ml
Streptomyzin 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
FCS 5%, 10% (v/v) 5%, 10% (v/v)
dialysiertes FCS - - - 5%, 15% (v/v)
Pferdeserum --- --- 5% ---
Methotrexat --- - - 10 nM
Choleratoxin - - 100 ng/ml -
EGF --- - 20 ng/ml -
Hydrocortison --- --- 500 ng/ml ---
Insulin - --- 10 pg/ml ---

Fiir die Kultivierung von CTLL und TF-1 Zellen sowie von humanen T-Zellen, Dendritischen
Zellen und Endothelzellen wurden spezielle Medien verwendet, die sich wie folgt

zusammensetzten:

CTLL Medium: ISCOVES Medium, supplementiert mit 10% (v/v) FCS, 2 mM
L-Glutamin, Penizillin/Streptomyzin (100 U/ml; 100 pg/ml),
10 mM HEPES, 0,05 mM B-Mercaptoethanol und 25 U/ml

humanem IL-2 (rekombinant).
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TF-1 Medium: RPMI 1640 Medium, supplementiert mit 10% (v/v) FCS, 2
mM L-Glutamin, Penizillin/Streptomyzin (100 U/ml; 100
pg/ml), 10 mM HEPES und 2,5 ng/ml humanem GM-CSF (re-

kombinant).
Medium fiir humane T- RPMI 1640 Medium, supplementiert mit 8% (v/v) humanem
Zellen: AB-Serum, Penizillin/Streptomyzin (100 U/ml; 100 pg/ml), 10

mM HEPES, 100 U/ml humanem IL-2 (rekombinant) und 625

pg/ml humanem IL-4 (rekombinant).

Medium fiir die Generie- X-VIVO 20 Medium, supplementiert mit 10 ng/ml humanem
rung humaner Dendritischer 1L-4 (rekombinant) und 50 ng/ml humanem GM-CSF

Zellen: (rekombinant).
Medium fiir humane ECBM, supplementiert mit 5% (v/v) FCS, 0,4% (v/v) ECGS,
Endothelzellen: 10 ng/ml EGF und 1 pg/ml Hydrocortison. ECGS ist ein steril-

filtrierter, wéssriger Extrakt aus Rinder-Hypothalami.

Der Zusatz der Zytokine erfolgte frisch bei jeder Kultivierung von Zellen.

3.3.3  Kultivierung von Zellen

Sofern es im Text nicht ausdriicklich erwéhnt ist, beziechen sich alle Angaben nur auf

eukaryotische Zellen.

3.3.3.1  Einfrieren und Auftauen von Zellen

Bakterien

Zum Einfrieren wurde 1 ml Bakteriensuspension (in LB-Medium) mit 1 ml 87%-iger
Glycerinlosung versetzt, kréftig gevortext und sofort bei -80°C eingefroren.

Um Bakterien aufzutauen, wurde bei offener Flamme eine kleine Menge eingefrorener
Bakterien mit einem autoklavierten Zahnstocher abgekratzt und in fliissiges LB-Medium

gegeben.
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Saugerzellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen auf eine Konzentration von 2x10° bis 1x10” Zellen/ml
eingestellt. 500 pl dieser Zellsuspension wurden mit 500 pul 20% DMSO in FCS gemischt
(Endkonzentration: 10% DMSO) und direkt bei -80°C eingefroren. Nach mindestens einer
Woche wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt und dort bei -196°C gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen dem Stickstofftank entnommen und mdéglichst schnell mit
einer Pasteurpipette in 37°C warmem Medium aufgetaut. Anschliefend erfolgte eine
Zentrifugation (250 g, 5 min.), um das fiir die Zellen toxische DMSO zu entfernen. Das
Zellsediment wurde in frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche

uberfiihrt.

3.3.3.2  Zellzahlung mit Trypanblau

Zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen in Suspension wurden diese mit
Trypanblau angefarbt. Die Zellen wurden in den Verhéltnissen von 1:2 bis 1:100 mit
Trypanblau gemischt und in einem Hidmazytometer (Neubauer Zidhlkammer mit 0,1 pl
Volumen) unter dem Lichtmikroskop ausgezdhlt. Tote Zellen nahmen das Trypanblau auf und
erschienen blau gefarbt, wohingegen lebende Zellen ungefirbt blieben. Es wurden bis zu vier
GroB3quadrate mit je 50 — 150 Zellen ausgezdhlt. Der Zelltiter errechnete sich nach folgender
Formel:

Gesamtzellzahl

Zellzahl x ml" = x Verdiinnungsfaktor x 10* x ml

Zahl der ausgezdhlten Grof3quadrate

3.3.3.3  Methoden der Zellkultivierung

3.3.3.3.1 Kultivierung prokaryotischer Zellen

Angeimpfte Suspensionskulturen (4 ml fiir Minipreps; 400 ml fiir Maxipreps) wurden fiir 12 —
16 Stunden bei 37°C unter stindigem Schiitteln (200 rpm) bis zu einer hohen Zelldichte
inkubiert und die Zellen entweder sofort weiterverarbeitet oder eingefroren. Auf Agarplatten
ausgesite Bakterien wurden ebenfalls fiir 12 — 16 Stunden bei 37°C inkubiert, bis einzelne

Kolonien sichtbar wurden.
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3.3.3.3.2 Kultivierung von Saugerzellen

Im Allgemeinen wurden alle Zellen bei 37°C in einem Begasungsschrank bei einem

Luft/CO,-Gemisch (95% / 5%) und bei gesittigter Luftfeuchtigkeit kultiviert.

Ltk Wt, L.tk HN.A2, Ltk F.B9 und Ltk (HN+F).AS Zellen

Die adhdrenten Ltk Mausfibroblasten wurden in RPMI 1640 mit 10% FCS kultiviert. Ltk Wt,
Ltk HN.A2 und Ltk F.B9 wachsen in Spindelform, Ltk (HN+F).A5 pflastersteinartig zu
einem Monolayer aus. Wéhrend Ltk Wt und Ltk HN.A2 Zellen gleich schnell proliferieren, ist

das Wachstum der Ltk F.B9 und Ltk (HN+F).AS5 Zellen etwas retardiert. Zur Passagierung
wurde das verbrauchte Medium verworfen, die Zellen einmal mit sterilem PBS gewaschen
und danach fiir 5 min. mit Trypsin/EDTA bis zu deren Ablosung vom Boden der
Zellkulturflasche im Brutschrank inkubiert. Die Zellen wurden dann mit Medium abgespiilt,
zentrifugiert (250 g, 5 min.) und mit einer Verdiinnung von 1:10 (Ltk Wt, Ltk HN.A2), 1:8
(Ltk F.B9) bzw. 1:5 (Ltk (HN+F).A5) in eine neue Kulturflasche umgesetzt.

Jurkat CD3. Jurkat CD28. U937 und Eb.E3 Zellen

Die humane T-Zell-Lymphomlinie Jurkat (CD3 und CD28), die humane promonozytische
Lymphomlinie U937 sowie die murine T-Zell-Lymphomlinie Eb wachsen in Suspension. Die
Kultur der Jurkat und Eb Zellen erfolgte in RPMI 1640 unter Zusatz von 5% FCS, die der
U937 Zellen in RPMI 1640 unter Zusatz von 10% FCS. Beim Umsetzen wurden 90% der
Zellsuspension verworfen und das fehlende Volumen mit frischem Medium wieder aufgefiillt

(Umsetzungsverhiltnis 1:10).

MCF-7 und MCF-10A Zellen
Die humane Mammakarzinomlinie MCF-7 wurde in DMEM mit 10% FCS kultiviert, die

humane Mastopathie-Zelllinie MCF-10A im zuvor erwdhnten DMEM-Spezialmedium (s.
3.3.2.2). Beide Zellen wachsen adhérent. Die Passagierung erfolgte wie bei den Ltk Zellen

zuvor beschrieben. Das Umsetzungsverhiltnis lag bei 1:4.

CHO (dhFr") Zellen

Die chinesische Hamsterzelllinie aus dem Eierstock wichst adhdrent und wurde zur
Produktion von Fusionsproteinen eingesetzt. Kultiviert wurden die transfizierten Zellen in
oMEM (mit 10 nM Methotrexat und 5% dialysiertem FCS). Das Umsetzen erfolgte wie bei
den Ltk Zellen bereits beschrieben.
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TF-1 und CTLL Zellen

Die humane Knochemark-Erythroleukemie-Zelllinie TF-1 und der murine zytotoxische T-
Zell-Klon CTLL wachsen in Suspension und sind Zytokin-Wachstumsfaktor-abhingig.
Deswegen wurden dem Medium der TF-1 Zellen 2,5 ng/ml humanes GM-CSF und dem
Medium der CTLL Zellen 25 U/ml humanes IL-2 zugesetzt. Wiahrend TF-1 Zellen problemlos
wuchsen, musste die Kultivierung der CTLL Zellen in 6-Loch Platten mit titrierten Zellzahlen
erfolgen und die Zelldichte téglich kontrolliert werden. Vor den jeweiligen Experimenten
wurden die Zellen tliber Nacht zytokinfrei in frisches Medium gesetzt. Ansonsten erfolgte die

Passagierung wie zuvor fiir Suspensionszellen beschrieben.

Humane Endothelzellen

Adhérente humane Endothelzellen aus Pankreas- und Lungenkarzinom sowie der gesunden
Haut wurden in ECBM mit 5% FCS (und den anderen Wachstumsfaktoren; s. 3.3.2.2) bis zur
Konfluenz kultiviert und dann im Verhiltnis 1:4 umgesetzt (s. Ltk Zellen).

Primére Zellen aus dem peripheren Blut

Aufgereinigte T-Zellen, naive T-Zellen sowie Monozyten (zur Generierung Dendritischer
Zellen) wurden in den entsprechenden Medien (s. 3.3.2.2) kultiviert. Alle drei Tage wurde das
Medium samt der sich im Uberstand befindlichen Zellen abgenommen und zentrifugiert (400
g, 8 min.). Nach vorsichtiger Dekantierung des Mediums wurde das Zellsediment in frischem

Medium resuspendiert und die Zellen wieder in das urspriingliche Kulturgefal3 gegeben.

3.3.4  Produktion rekombinanter Fusionsproteine in Integraflaschen

Integraflaschen sind zweikammerige Kulturflaschen zur dauerhaften Produktion von
rekombinanten Proteinen aus transfizierten Sdugerzellen. Beide Kammern sind durch eine
semipermeable Membran (cut off bei 10 kDa) voneinander getrennt. Die in dieser Arbeit
verwendeten Integraflaschen hatten ein Produktionsvolumen von 15 — 25 ml und ein Versor-
gungsvolumen von 1 Liter Medium.

Die transfizierten CHO Zellen wurden in drei bis vier 150 cm® Zellkulturflaschen bis zur
Konfluenz herangeziichtet. Das Beladen der Integraflaschen erfolgte mit einem Inokulum von
2,5x10" Zellen (in 15 ml aMEM/MTX, 15% dialysiertes FCS). Die Versorgungskammer
wurde mit 1 Liter ctMEM/MTX ohne dFCS befiillt. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank

bei 37°C. Einmal wochentlich wurden Zellen und Medium der Produktionskammer
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entnommen und fiir 5 min. bei 250 g abzentrifugiert. Der so gewonnene Uberstand wurde
erneut zentrifugiert (2.600 g, 15 min.), bevor er in ein frisches Zentrifugenréhrchen {iberfiihrt
und bis zur Aufreinigung bei -20°C gelagert wurde. Etwa ein Viertel bis ein Drittel der Zellen
wurden in frischem Medium (aMEM/MTX, 15% dFCS) aufgenommen und in die Integra-
flasche zuriickgegeben. Das Medium der Versorgungskammer wurde ebenfalls vollstindig

durch frisches Medium ersetzt.

3.3.5 Inaktivierung von Tumorzellen durch y-Bestrahlung

Zur Herstellung einer Tumorvakzine mussten Tumorzellen mit y-Strahlen behandelt werden.
Dies fithrte zum Verlust der Teilungsfahigkeit, wobei die Zellen vital blieben und noch
mindestens fiir weitere drei Tage kultiviert werden konnten, ohne abzusterben. Die benétigte
Menge Zellen wurde in Suspension (in 15 oder 50 ml Zentrifugenr6hrchen) mit einer
Céasium-Quelle bestrahlt. Fiir humane Zellen wurde eine Strahlendosis von 200 Gy, fiir

Mauszellen eine von 100 Gy angesetzt.

3.3.6 Modifikation von Tumorzellen mit Newcastle Disease Virus

Tumorzellen wurden mit serumfreiem Medium gewaschen (250 g, 5 min.), resuspendiert und
gezihlt. 1x107 Zellen/ml wurden dann in serumfreiem Medium mit 100 HU NDV modifiziert.
Die Inkubation der Tumorzell-Virussuspension erfolgte fiir eine Stunde bei 37°C im
Brutschrank, wobei das sich bildende Sediment alle 15 min. aufgeschiittelt wurde.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit Medium gewaschen (250 g, 5 min.) und
entweder auf die fiir das jeweilige Experiment erforderliche Zellzahl mit FCS-haltigem
Medium eingestellt oder wieder in Kulturflaschen ausgesit, um nach 24 Stunden eine durch
die Replikation von NDV bedingte hohere Dichte der viralen Oberfldchenproteine auf den

Tumorzellen zu erreichen (NDV-Infektion).
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3.3.7 Transfektion von Zellen

3.3.7.1  Transfektion prokaryotischer Zellen

TOP-10 Bakterien wurden bei 4°C auf Eis aufgetaut und das Sediment durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren resuspendiert. 20 pl Bakteriensuspension wurden mit 1 — 4 pnl
Plasmid-DNS gemischt und fiir 30 min. auf Eis belassen. Die Transformation erfolgte durch
einen Temperaturschock (42°C, 45 sec.). Nach einer zweiminiitigen Inkubation auf Eis

wurden die Bakterien in 200 pul LB-Medium verdiinnt und auf Agar-Medium ausplattiert.

3.3.7.2  Transfektion von Saugerzellen

3.3.7.2.1 Transfektion durch Elektroporation

Frische, subkonfluent gewachsene Zellen wurden abgelost, zweimal in PBS gewaschen und
auf 5x10° Zellen/ml eingestellt. In ein Eppendorf-ReaktionsgefiB wurden 50 — 100 pg
Plasmid-DNS aus einer Maxiprep vorgelegt und mit 2,5x10° Zellen (in 500 pl) iiberschichtet.
Nach vorsichtigem Schiitteln wurde diese Mischung fiir 10 min. bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor sie in eine Elektroporationskiivette transferiert wurde. Die Elektroporation
erfolgte bei 0,2 V und 960 pF, wobei die Zeitkonstante zwischen 20,0 und 25,0 ms lag.

Zuletzt wurden die Zellen in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt.

3.3.7.2.2 Transfektion durch Polyethylenimin (jetPEI™-Methode)

Frische, subkonfluent gewachsene Zellen wurden abgeldst und mit FCS-haltigem Medium auf
2x10° Zellen/ml eingestellt. 2 ml (4x10° Zellen) wurden in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen
vorgelegt. Parallel dazu wurden 6 pl jetPEI™-Lésung in insgesamt 100 pl sterilem 150 mM
NaCl verdiinnt. Diese Losung wurde zu 3 pg Plasmid-DNS (verdiinnt in insgesamt 100 pl
ddH,0) gegeben und gemischt. Dabei wurde die DNS durch das lineare, kationische
Polyethylenimin komplexiert und somit ihre Diffusionskapazitit durch biologische
Membranen hindurch stark erhéht. Die Mischung wurde fiir 30 min. bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor sie langsam und tropfenweise zu den Zellen gegeben wurde. Die Zellen
wurden sofort danach in einer 6-Loch Platte ausgesit und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

AbschlieSend wurde jedes Loch mit 2 ml frischem Medium aufgefiillt.
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Nach der Transfektion wurden die Zellen in Selektionsmedium kultiviert, d.h. Medium,
welches (je nach Zelltyp und transfizierten Plasmiden) mit 10 nM Methotrexat (MTX) oder
400 pg/ml Genetizin (G418) bzw. Hygromyzin B supplementiert wurde.

3.3.8  Subklonierungsstrategien

3.3.8.1  Subklonierung durch limiting dilution

Um stabil transfizierte CHO Einzelklone zu etablieren, wurden CHO Zellen mit c MEM/MTX
(+ 10% dFCS) auf 2x10° Zellen/ml eingestellt. In eine 96-Loch Flachbodenplatte wurden 100
ul Medium vorgelegt. In die erste Reihe (Locher Al bis Al2) wurden je 100 pl
Zellsuspension gegeben (also 200 Zellen/Loch) und mit einer Multikanalpipette gemischt. 100
ul aus jedem Loch wurden in die Locher der zweiten Reihe transferiert und dort mit dem
vorgelegten Medium 1:2 verdiinnt. Dieser Verdiinnungsschritt wurde sukzessive bis zur
letzten Reihe wiederholt. Am Ende wurden alle Locher mit 100 pl Medium auf 200 pl
Endvolumen aufgefiillt. Die Platte wurde in Frischhaltefolie eingewickelt, um iiberméBiges
Verdunsten von Medium zu verhindern, fiir zwei bis vier Wochen bei 37°C inkubiert und die
Locher, die nach visueller Kontrolle nur einen einzigen Zellklon aufwiesen, markiert. Diese
Klone wurden anschlieBend expandiert und auf ihre Produktivitit hin getestet. In einigen
Fiéllen wurden aus bis zu acht Einzelklonen bestehende Mischklone expandiert und einer

zweiten Subklonierungsrunde unterzogen.

3.3.8.2  Subklonierung durch FACS-Sortierung

Einzelklon-Transfektanden, die ein Oberflichenantigen stabil exprimieren sollten, konnten
durch FACS-Sortierung gewonnen werden (Ltk F.B9 und Ltk (HN+F).A5). Hierfiir wurden
die Zellen wie spéter unter 3.4.2.1 beschrieben mit den entsprechenden Antikorpern steril
gefarbt und am Zellsorter separiert. Dabei waren nur die stark positiven Zellen von Interesse.
Nur je eine Zelle/Loch wurde in eine 96-Loch Flachbodenplatte, in welche zuvor 100 pl
Medium/Loch vorgelegt worden waren, gesortet. Nach der Zellsortierung wurden die Locher
mit 100 pl Medium auf 200 ul Endvolumen aufgefiillt, die Platte in Frischhaltefolie einge-
wickelt und fiir zwei bis vier Wochen bei 37°C inkubiert. Nach visueller Kontrolle wurden

die Klone expandiert und auf ihre Expressionsstirke der Oberflachenantigene hin analysiert.
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3.3.9 Isolierung priméarer humaner Immunzellen

Die Isolierung erfolgte entweder direkt aus heparinisiertem Spenderblut oder aus
Leukozytenkonzentraten (buffy coat), welche von den Blutbanken aus Heidelberg und

Mannheim bezogen wurden.

3.3.9.1  Isolierung humaner mononuklearer Zellen aus dem peripheren Blut (PBMZ)

PBMZ wurden durch Zentrifugation in einem Ficoll-Dichtegradienten gewonnen. In
LeucoSep-Rohrchen wurden je 15 ml Ficoll-Losung vorgelegt und kurz zentrifugiert (250 g, 1
min.), sodass die Ficoll-Losung in den Bereich unter dem Separationsfilter einwandern
konnte. Das heparinisierte Blut oder Leukozytenkonzentrat wurde 1:2 bzw. 1:4 in RPMI 1640
(ohne FCS) verdiinnt und je 35 ml davon in ein LeucoSep-Rohrchen gegossen, welches
anschliefend zentrifugiert wurde (800 g, 20 min., 14°C, ohne Bremse). Dadurch bildete sich
eine Interphase zwischen Ficoll-Losung und Plasma, in der sich die PBMZ (T-Zellen, B-
Zellen, NK-Zellen, Monozyten, Granulozyten) und Thrombozyten anreicherten. Erythrozyten
und einige Subpopulationen der Granulozyten wanderten aufgrund ihrer héheren spezifischen
Dichte auf den Boden des Rohrchens. Die Interphase wurde vorsichtig mit einer sterilen
Pasteurpipette aus Plastik abgesaugt und in ein 50 ml Zentrifugenrdhrchen {iiberfiihrt. Die so
gewonnene PBMZ-Suspension wurde mit RPMI 1640 (ohne FCS) aufgefiillt und zentrifugiert
(800 g, 10 min., 14°C, mit Bremse). Dieser Waschschritt wurde mit 250 g und 100 g fiir
jeweils 5 min. wiederholt. Der letzte Schritt entfernte noch vorhandene Thrombozyten; ggfs.
musste er mehrmals wiederholt werden, bis die PBMZ keine rotliche Farbung mehr
aufwiesen. Das PBMZ-Sediment wurde in PBS resuspendiert und durch einen Zellsieb (40

um) passiert, um die Zellsuspension von Klumpen zu befreien.

3.3.9.2  Isolierung von T-Zellen und naiven T-Zellen aus PBMZ

Die Isolierung von T-Zellen und naiven T-Zellen aus PBMZ erfolgte durch magnetische
Separation mithilfe von Dynabeads”. Dies sind superparamagnetische, monodisperse
Polystyrol-Partikel mit einer gleichmifligen Dispersion von magnetischem Material aus
vFe,O; und Fe,O4. Die Partikeloberfliche ist mit einem humanen IgG4-Antikorper
beschichtet, welcher spezifisch die Fc-Regionen von Maus IgG-Antikérpern bindet.

Zunichst wurden PBMZ wie unter 3.3.9.1 beschrieben isoliert und auf 1x10® Zellen/ml in

PBS cingestellt. Je 1x10” PBMZ wurden mit 20 ul FCS und 20 ul Antikérpermix fiir 20 min.
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bei 4°C inkubiert. Der Mix bestand aus monoklonalen Antikorpern fiir die Oberflichen-
proteine CD14, CD16a/b, CD56 und HLA II DR/DP, welche an alle Zellen auer den T-
Lymphozyten banden und sie somit markierten (B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, aktivierte
T-Zellen und Granulozyten). Nach einem Waschschritt (400 g, 8 min.) wurde die
Zellsuspension in 900 pl PBS/1x10" PBMZ aufgenommen und die in PBS gewaschenen
magnetischen Partikel zugegeben (4x10” Partikel/1x10” PBMZ in 100 pl). Es folgte ein 30-
miniitiger Inkubationsschritt unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur. Anschlieend
wurden die entstandenen Zell:Partikel-Aggregate vorsichtig resuspendiert und die Suspension
fiir 2 min. dem Magnetfeld des MPC ausgesetzt, um die magnetisch markierten Zellen von
den T-Zellen zu trennen. Diese wurden in ein frisches Rohrchen iiberfiihrt und konnten nun in
den Experimenten eingesetzt werden.

Fiir die Isolierung von naiven T-Zellen wurde genauso wie eben beschrieben vorgegangen,
nur wurden die PBMZ zusétzlich zum oben genannten Antikdrpermix noch mit einem anti-
human CD45RO-Antikérper (1 pg/1x10" PBMZ) behandelt, welcher die Gedichtnis-T-Zellen

markierte.

3.3.9.3  Isolierung von Monozyten aus PBMZ

Die Isolierung von Monozyten erfolgte iiber positive Selektion mithilfe der MACS-
Technologie. PBMZ wurden wie unter 3.3.9.1 aufgereinigt und auf 1x10® Zellen/ml in
MACS-Puffer eingestellt. Je 1x10’ PBMZ (in 100 pl) wurden mit 1 pg Maus-anti-human
CD14-Antikorper fiir 20 min. bei 4°C inkubiert. Nach einem Waschschritt (400 g, 8 min.)
wurden die Zellen in 80 pul MACS-Puffer je 1x10” PBMZ resuspendiert, bevor 20 ul Ziege-
anti-Maus IgG-MicroBeads (je 1x10’ PBMZ) fiir 20 min. bei 4°C hinzugegeben wurden.
Dabei wurden die CD14" Monozyten an die magnetischen Partikel gebunden. Nach erneutem
Waschen (400 g, 8 min.) wurden bis zu 1x10° Zellen in 500 ul MACS-Puffer resuspendiert
und auf eine LS"/VS"™ MACS-Siule, welche zuvor mit 3 ml MACS-Puffer equilibriert worden
war, transferiert. Im starken, durch den MACS-Separator bedingten Magnetfeld blieben die
Monozyten an der Sdule haften, wihrend sich die restlichen, von den Monozyten depletierten
Zellen im Durchlauf wiederfanden. Die Sédule wurde dreimal mit je 3 ml MACS-Puffer
gewaschen, bevor sie aus dem Magnetfeld entfernt und auf ein frisches 15 ml
Zentrifugenrdhrchen platziert wurde. Mithilfe eines Kolbens wurden die Monozyten in 5 ml

MACS-Puffer aus der Sdule gepresst.

60



METHODEN

3.4 Immunbiologische Methoden

3.4.1  Puffer und Losungen

FACS-Puffer: IX PBS
5% (v/v) FCS
0,1% (w/v) Natriumazid

Lagerung bei 4°C

Endobulin-Losung: Endobulin in Pulverform in ddH,O 16sen (finale Konzentra-
tion: 50 mg/ml)
Aliquots bei -20°C einfrieren

PI-Lo6sung: Propidiumiodid (1 pg/ul) 1:1000 in PBS auf 1 ng/ul verdiinnen
Lagerung lichtgeschiitzt bei 4°C

ELISA-Blockpuffer: 1X PBS
0,5% (w/v) BSA
0,05% (v/v) Tween-20

ELISA-Waschpuffer: 1X PBS
0,05% (v/v) Tween-20

3.4.2  Durchflusszytometrie

3.4.2.1  Messung von Oberflachenantigenen im FACS

Zwischen 1x10° und 1x10° Zellen wurden in ein FACS-Réhrchen gegeben und abzentrifugiert
(250 g, 3 min., 4°C). Humane Zellen wurden zunéchst mit 2,5 mg/ml Endobulin-Ldsung (in
50 ul) fiir 20 min. auf Eis blockiert; murine Zellen wurden hingegen direkt gefarbt. Das
Endobulin wurde mit 300 pul FACS-Puffer weggewaschen (250 g, 3 min., 4°C) und die Zellen
anschlieBend mit 50 pl Erstantikorper fiir 30 min. auf Eis inkubiert. Die Erstantikorper
wurden je nach Typ zwischen 1:10 und 1:100 in FACS-Puffer verdiinnt. Mit den in dieser

Arbeit verwendeten single-chain Fusionsproteinen wurde wie mit Erstantikorpern verfahren.
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War der Erstantikdrper mit einem Fluorochrom markiert, so wurden die Zellen einmal mit
300 ul FACS-Puffer gewaschen (250 g, 3 min., 4°C), in 30 ul FACS-Puffer resuspendiert und
bis zur Messung dunkel auf Eis gestellt. Bei nicht direkt fluoreszenzmarkierten
Erstantikorpern wurden die Proben zweimal mit je 300 pl FACS-Puffer gewaschen (250 g, 3
min., 4°C), bevor sie in 50 pul Zweitantikérper aufgenommen wurden. Dieser wurde zwischen
1:100 und 1:250 in FACS-Puffer verdiinnt. War ein dritter (oder gar vierter) Farbeschritt
notwendig, so erfolgte(n) diese(r) wie der zweite.

Bei Mehrfachfiarbungen mit fluoreszenzmarkierten Erstantikorpern konnten diese in Form
einer 50 pl Antikdrpermischung direkt auf die Zellen gegeben werden. Bei derartigen
Analysen mussten stets Einzelfarbungen mit den verwendeten Fluorochromen mitgefiihrt
werden.

Zu Beginn der Messung wurde mit ungefarbten Zellen in FACS-Puffer deren Autofluoreszenz
am Durchflusszytometer auf ein Minimum eingestellt. AnschlieBend wurden mit den
Einzelfirbungen fiir jeden Fluoreszenzfarbstoff die gegenseitigen spektralen Uberlappungen
kompensiert. Nach Einstellen der Messapparatur wurden die Proben evtl. mit Propidiumiodid
versetzt (s. 3.4.2.2) und sofort vermessen. Die Anzahl der gemessenen Zellen lag dabei

zwischen 10.000 und 50.000 Zellen.

3.4.2.2  Nachweis von toten Zellen mit Propidiumiodid

Durch die Farbung mit Propidiumiodid konnte im FACS zwischen lebenden und toten Zellen
differenziert werden. Tote Zellen nehmen durch beschidigte Zell- und Kernmembranen
Propidiumiodid auf, welches in die DNS interkaliert. Die toten Zellen fluoreszieren dadurch
stark im dritten Kanal (FL3-H). Direkt vor der Messung wurden die Proben mit 30 pl
Propidiumiodid-Losung inkubiert (mit den 30 pl in den FACS-Ro6hrchen ergab das eine
Endkonzentration von 500 pg/ul) und kréftig geschiittelt.

3.4.2.3  Markierung von naiven T-Zellen mit CFSE

Die Zellen wurden einmal in PBS gewaschen und auf 1x10’ Zellen/ml eingestellt. Die in
DMSO geloste CFSE-Stocklosung (500 uM) wurde in PBS so vorverdiinnt, dass die Zugabe
von 10 pl zur Zellsuspension eine Endkonzentration von 0,2 uM ergab. Nach kréftigem
Durchmischen wurden die Zellen fiir genau 10 min. im Dunkeln bei Raumtemperatur

inkubiert und die Farbung durch Zugabe von 1 ml 5% FCS-haltigem Medium/1x10’ Zellen
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abgestoppt. Die Zellen wurden abschlieBend nochmals abzentrifugiert (400 g, 8 min.), mit

dem notigen Medium aufgenommen und weiterverwendet.

3.4.3  Zytokinbestimmungen

3.4.3.1 ELISA-Experimente

In dieser Arbeit wurde die ELISA-Methode verwendet, um Zytokine im Uberstand von in
vitro Experimenten mit lebenden Zellen zu quantifizieren.

In Kiirze: MaxiSorp-Mikrotiterplatten, an die ein Antikorper gegen das zu untersuchende
Zytokin iiber Nacht bei 4°C adsorbiert worden war, wurden fiir zwei Stunden mit Blockpuffer
bei Raumtemperatur abgesittigt. AnschlieBend wurden die zu bestimmenden Uberstande
zusammen mit einem biotinylierten Detektionsantikorper (dieser erkannte an den
Erstantikorper gebundenes Zytokin) als Duplikate in die Locher gegeben und fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach griindlichem Waschen wurde mit einem
Streptavidin-HRP-Konjugat inkubiert. Die gebundene Peroxidase (HRP) generierte nach
erneutem Waschen und Zugabe des Substratgemisches aus Tetramethylbenzidin einen blauen
Farbstoff, der durch Anséuerung mit 1 —4 N Schwefelséure in einen gelben Farbton umschlug
und bei 450 nm im ELISA-Messgerit detektiert werden konnte. Fiir jeden Ansatz wurde eine
Eichkurve aus Verdiinnungen eines Zytokinstandards angefertigt. Anhand einer linearen
Regression konnten dann die Konzentrationen der Zytokine im Uberstand berechnet werden.
In dieser Arbeit wurden nur kommerziell erhiltliche ELISA-Kits verwendet. Die

Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des jeweiligen Herstellers.

3.4.3.2  Der FlowCytomix human Th1/Th2 10plex Kit

Um die Polarisierung der Helfer-T-Zell-Antwort messen zu konnen, wurden 25 pl des zu
untersuchenden Zellkulturiiberstandes an einen Mix aus mikrosphérischen Partikeln, welche
mit je einem fiir das jeweilige Zytokin spezifischen Antikorper beschichtet waren, gebunden
und mit dem entsprechenden Biotin-Konjugat detektiert. Nach einem Farbeschritt mit
Streptavidin-PE erfolgte die Analyse am FACS. Die zehn verschiedenen Partikel-
populationen, welche sich hinsichtlich ihrer internen Fluoreszenzintensitit und/oder ihres

Durchmessers unterschieden, ermoglichten die simultane Quantifizierung der zehn Zytokine
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IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o. und TNF-B. Die genaue

Vorgehensweise ist zu finden unter:

http://www.bendermedsystems.com/fileadmin/website_products/MAN/710FF.pdf
(S. 13 —20; Stand: 25.10.2005; Benutzung einer Vakuum-Filtrationseinheit)

344 Immunfluoreszenz

Die benotigte Zellzahl (resuspendiert in 100 pl) wurde durch Zentrifugation in einer Zytospin-
Apparatur (300 rpm, 3 min.) auf einen Objekttrager gebracht. Anschlieend erfolgte eine
Fixierung mit 4%-iger Paraformaldehyd-Losung (20 min., Raumtemperatur). Die Zellen
wurden einmal mit PBS gewaschen und fiir 10 min. mit einer 50 mM Ammoniumchlorid-
Losung behandelt, um freie Radikale abzufangen, welche die Fluoreszenzfarbstoffe (od. das
EGFP-Signal) zerstoren konnten. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die Zellen in 5
pg/ml Hoechst 33342 inkubiert (3 min., Raumtemperatur, im Dunkeln), um die Zellkerne blau
anzufirben. Der Uberschuss des Farbstoffes wurde durch dreimaliges Waschen mit PBS (10
min., Raumtemperatur, im Dunkeln) entfernt. Die Zellen wurden mithilfe eines Tropfens
angewarmter Kaisergelatine und eines Deckglases eingedeckelt und waren nun bereit fiir die
Analyse am Fluoreszenzmikroskop.

Zur Farbung der Endothelzellen aus den in vivo Experimenten (s. 3.6) wurden die Kammern
aus den Mausen isoliert und der Silikon-Gummideckel entfernt. Nach vorsichtigem Ausspiilen
der Kammern mit PBS wurden die auf der Membran adhérierten Endothelzellen wie oben
beschrieben behandelt. Zum Schluss wurden die Membranen mit einem Skalpell
ausgeschnitten, auf einen Objekttriger gelegt (mit der zellbeschichteten Seite nach oben
weisend) und mit einem Tropfen angewdrmter Kaisergelatine und einem Deckglas

eingedeckelt.

3.5 In vitro Experimente mit lebenden Zellen

3.5.1  Proliferationsassay mit TF-1 und CTLL Zellen

Die biologische Aktivitit von GM-CSF- oder IL-2-enthaltenden Fusionsproteinen wurde

durch die Ko-Kultur von zytokinabhingigen Zellen und der dadurch ausgeldsten Prolifera-

64


http://www.bendermedsystems.com/fileadmin/website_products/MAN/710FF.pdf

METHODEN

tionsrate bestimmt, fiir deren MafB der Einbau von Tritium-markiertem Thymidin (CH-
Thymidin) in die DNS wiahrend der Zellteilung verwendet wurde.

24 Stunden vor Gebrauch wurden die TF-1 oder CTLL Zellen in frisches, zytokinfreies
Medium umgesetzt. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen dreimal in 20 ml Medium
(ohne Zytokine) gewaschen (250 g, 5 min.) und auf eine Zellzahl von 1x10° Zellen/ml
eingestellt. Die zu untersuchenden Fusionsproteine wurden seriell 1:4 in PBS vorverdiinnt
und je 100 pl einer Verdiinnung als Duplikat in eine 96-Loch Rundbodenplatte vorgelegt. Als
Referenz dienten GM-CSF- bzw. IL-2-Standardverdiinnungsreihen definierter Konzentra-
tionen. Danach wurden je 100 pl Zellsuspension in jedes Loch pipettiert (1x10* Zellen/Loch)
und der Ansatz fiir 48 (TF-1 Assay) bzw. 20 (CTLL Assay) Stunden bei 37°C inkubiert. Den
Lochern wurde je 1 pCi *H-Tyhmidin (in 50 ul RPMI 5% FCS) zugesetzt und die Zellen fiir
weitere vier Stunden bei 37°C inkubiert. Mithilfe eines Mikro Zell-Harvesters wurden die
Zellen lysiert und die radioaktiv markierte DNS auf eine Glasfasermatte gesaugt. Nach dem
Trocknen der Matten in einem Ofen wurden diese unter Zusatz von 10 ml
Szintillationsfliissigkeit in Plastikfolien eingeschweiBt. Die “H-Thymidin-Inkorporation
wurde mit einem automatischen Fliissig-Szintillationszéhler quantifiziert und als counts per

minute (cpm) angegeben.

3.5.2  Proliferation und Aktivierung von Immunzellen

Um das proliferative Potenzial oder die Aktivierung von Immunzellen (PBMZ, T-Zellen oder
naive T-Zellen) analysieren zu konnen, wurden sie im 96-Loch Mafstab stimuliert. Hierfiir
wurden 1x10* Stimulatorzellen/Loch (in 50 pl) im entsprechenden, 10% FCS-haltigen
Medium fiir mindestens vier Stunden adhériert. Als Stimulatorzellen dienten entweder
bestrahlte Ltk HN.A2, Ltk F.B9 bzw. Ltk (HN+F).AS5 Transfektanden oder bestrahlte und mit
100 HU NDV modifizierte Ltk Wt, MCF-7 oder MCF-10 Zellen. Die Fusionsproteine wurden
auf die benoétigten Konzentrationen im fiir die Stimulatorzellen gewohnten Medium (mit 5%
FCS) vorverdiinnt und in je 50 pl den Lochern zugesetzt. Da es sich um zwei Konstrukte
handelte, war das Gesamtvolumen fiir die Proteine 100 pl; wurde einem Loch nur ein
Konstrukt beigefiigt, so wurde das Restvolumen mit 50 pl Medium aufgefiillt. Schlussendlich
wurden je 1x10° Immunzellen (in 50 ul) in die Lcher pipettiert.

Handelte es sich um einen Proliferationsassay, so wurden die Bedingungen mindestens als

Triplikate angesetzt und nach 48 Stunden Inkubation (bei 37°C) 1 pCi *H-Thymidin in die
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Locher gegeben. Die Zellen wurden nach weiteren 18 Stunden wie unter 3.5.1 beschrieben
geerntet und die eingebaute Radioaktivitit in einem Fliissig-Szintillationszdhler gemessen.

Ging es darum, den Phdnotyp von aktivierten Immunzellen zu untersuchen, wurden die
Bedingungen meist als Unikate angesetzt. Die Aktivierungskultur lief dabei bis zu sieben

Tage bei 37°C, bevor die Zellen gefarbt und im FACS analysiert wurden.

3.5.3  Tumor-Neutralisations-Assay (TNA) oder Bystander Kill

Der Tumor-Neutralisations-Assay ist ein Langzeit-Test, durch den gekliart werden soll,
inwiefern durch Vakzinezellen und Fusionsproteine aktivierte Immunzellen in der Lage sind,
lebende Tumorzellen am Wachstum zu hindern oder gar zu eliminieren. In dieser Arbeit
wurden ein 96-Loch und ein 48-Loch Protokoll verwendet.

Lebende MCF-7 Zellen wurden in 96-Loch Rundbodenplatten oder 48-Loch Platten in
DMEM 10% FCS fiir mindestens vier Stunden adhériert. Die Tumorvakzine bestand aus
bestrahlten und mit 100 HU NDV modifizierten MCF-7 Zellen, welche in DMEM 5% FCS
resuspendiert auf den Monolayer gegeben wurden. Die ndtigen Fusionsproteine wurden auf
die gewiinschten Konzentrationen in DMEM 5% FCS vorverdiinnt und in die Locher
pipettiert. AbschlieBend wurden die Effektorzellen (meist PBMZ oder T-Zellen) in DMEM
5% FCS den Lochern zugesetzt. Zur groBeren Messgenauigkeit wurden die Testbedingungen
als Triplikate (96-Loch TNA) oder Duplikate (48-Loch TNA) angesetzt. Das Endvolumen
war in allen Lochern gleich groB und betrug im 96-Loch Protokoll 200 pl und im 48-Loch
Protokoll 400 pl. Die Platten wurden fiir sechs bis sieben Tage im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Die genaue Inkubationszeit war abhéngig von der Konfluenz der Kontrolllocher,
die nur lebende Tumorzellen enthielten; bei deren vollstindigen Konfluenz wurde der TNA
entwickelt. Hierfiir wurden die nicht-adhirenten Zellen mithilfe einer Glas-Pasteurpipette und
einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Locher viermal unter mikroskopischer Kontrolle
mit 200 pl (96-Loch TNA) bzw. 400 pul (48-Loch TNA) RPMI 5% FCS gewaschen. Nach
dem letzten Waschschritt wurden die Locher mit 200 ul RPMI 5% FCS aufgefiillt und mit 20
ul (96-Loch TNA) bzw. 40 pul (48-Loch TNA) MTS-Ldsung fiir 45 min. bei 37°C im Dunkeln
inkubiert, worauf die lebenden Zellen die gelbe MTS-Tetrazoliumsalz-Komponente in das
braune Formazan-Produkt umwandelten. Durch Zugabe von 20 ul (96-Loch TNA) bzw. 40 ul
(48-Loch TNA) 10%-ige SDS-Losung wurde der TNA abgestoppt. Die 96-Loch Platte konnte
dann direkt im ELISA-Messgerdt bei 490 nm vermessen werden. Im Falle des 48-Loch

Protokolls wurden zuvor je 200 pl/Loch in eine 96-Loch Platte transferiert. Fiir die
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Auswertung waren zudem Locher notwendig, welche nur Medium mit Farbstoff und SDS

enthielten, um einen Wert fiir den Hintergrund angeben zu kénnen.

Die Berechnung der Tumorwachstumsinhibition (TWI) erfolgte nach folgender Formel:

Tumorwachstumsinhibition [%] = [1 -

A,y Probe - A, Hintergrund

- - x 100
A, Positivkontrolle - A ,, Hintergrund

Zellzahlen:
96-Loch TNA 48-Loch TNA
Zellzahl/Loch Volumen/Loch Zellzahl/Loch Volumen/Loch
Tumorzellen 3.000 50 ul 14.000 150 pl
Vakzinezellen 1.000 50 wl 6.000 50 ul
Effektorzellen 15.000 50 ul 30.000 100 pl
Konstrukte - 2x25ul -- 2x 50 pl
Endvolumen 200 pl 400 pl
3.6 In vivo Experimente

Die durchgefiihrten Tierexperimente standen im Einklang mit dem deutschen Tierschutzrecht
und den Tierschutzbestimmungen des Landes Baden-Wiirttemberg. Es wurden
immundefiziente NOD/SCID-Méuse im Alter von sechs bis acht Wochen verwendet. Somit
war sichergestellt, dass die in die Méiuse inokulierten humanen Endothelzellen nicht

abgestoflen wurden.

3.6.1  Betdaubung der NOD/SCID-Mause

Die Miause wurden mit einer subkutanen (S.C.) Injektion von 100 — 150 pl Anésthetikum
betiubt. Dieses bestand aus einer Mischung aus Rompun® (2%) und Ketanest® S (25 mg/ml)

in PBS (Mischungsverhéltnis 1:1:3).
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3.6.2 Das Kammerkonzept

Die in dieser Arbeit verwendeten Kammern wurden mit freundlicher Unterstiitzung von
Daniel Nummer angefertigt. Sie bestanden aus gestanzten Deckeln von 0,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefaBen, welche auf der gestanzten Seite mit einer Transwell-Membran (3,0 um
Porengrofe) verschlossen wurden. Die Membran wurde in vitro mit 20.000 — 50.000 humanen
Endothelzellen beschichtet. Nach deren Adhdrenz wurde die Kammer auf der anderen Seite
mit einer Silikon-Gummischeibe (@ 15 mm) verklebt. Fiir die genaue Bauanleitung der
Kammer sei auf die Doktorarbeit von Dr. Jochen Schwendemann (2004) verwiesen.

Zur Implantation der Kammern wurden die betdubten Méuse durch einen zur Linea alba
parallel verlaufenden Schnitt gedffnet und die Kammern subkutan (S.c.) zwischen Unterhaut
und das das Peritoneum umgebende Bindegewebe geschoben; dabei zeigten die
Gummischeiben der Kammern nach auflen. Pro Maus wurden zwei Kammern in dieselbe
Flanke implantiert. Die Wunde wurde verndht und die Méuse flir neun Tage belassen, damit
die Kammern vaskularisiert werden konnten.

Die Injektion von PBS bzw. Virus in das Kammerlumen erfolgte unter erneuter Betdubung
direkt von auBlen, d.h. durch den die jeweilige Kammer abschlieBenden Gummideckel

hindurch.

3.7 Statistische Methoden

Der statistischen Auswertung in dieser Arbeit lag der Student’sche t-Test zugrunde. Fiir die
Ermittlung von Signifikanzen wurde dabei der zweiseitige t-Test bei ungleichen Varianzen
verwendet. Fiir den Fall, dass sich zwei Bedingungen nur in einer, genau definierbaren
Komponente unterschieden, konnte der einseitige t-Test bei ungleichen Varianzen angewandt
werden. Welche Gruppen miteinander verglichen wurden, ist in der jeweiligen Abbildung
durch Klammern angegeben, die mit Sternsymbolen (* oder **) gekennzeichnet sind. Als
signifikant verschieden wurden zwei Werte bei einem p-Wert kleiner oder gleich 0,05

angenommen. Die tatsidchlichen p-Werte sind in den Abbildungen angegeben.
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4 Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Verbesserung einer schon existierenden
Tumorvakzine, bestehend aus lebenden (jedoch inaktivierten) und NDV-infizierten Tumor-
zellen, durch Anbindung neuer, rekombinant hergestellter Fusionsproteine. Neben den durch
bereits beschriebene bispezifische Fusionsproteine (bs HN-CD3 und bs HN-CD28)
vermittelten CD3- und CD28-Signalen fiir die T-Zell-Aktivierung sollte insbesondere der
Einfluss der in den neuen Fusionsproteinen enthaltenen Zytokine (IL-2 und GM-CSF) auf
Zellen des humanen Immunsystems untersucht werden.

Im Folgenden wird zunichst die Produktion sowie die Charakterisierung der Fusionsproteine
beschrieben.

Tab. 4-1 gibt eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine wieder.

Protein-Nummer (evtl. Klon) Proteinstruktur Tag-Sequenzen

242 bs HN-CD3 Flag (N); Hisg (C)
290 bs HN-CD28 Flag (N); E-Tag (C)

716 G10 ts HN-IL2-CD28 Flag (N); E-Tag (C); Hiss (C)
356 bs HN-IL2 Flag (N); Hisg (C)

766 H3 ts HN-IL2-GMCSF Flag (N); Hiss (C)

769 2F7 bs F-CD3 Flag (N); Hiss (C)

337 C9 bs Fp-CD28 E-Tag (C)

770 2G9 ts Fo-IL2-CD28 Flag (N); E-Tag (C); Hisg (C)

774 2G1 bs Fo-GMCSF Flag (N); His, (C)

Tab. 4-1  Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Fusionsproteine.

Die Protein-Nummer bezieht sich auf das Plasmid, das fiir das jeweilige Protein kodiert, die Klonnummer (z.B.
H3) auf das Loch der 96-Loch Platte, aus dem dieser isoliert wurde. Die in den bi- (bs) bzw. tri- (ts) spezifischen
Konstrukten enthaltenen Bindungen gegen virale Oberflachenantigene (HN und Fy) sowie gegen CD3 und CD28
liegen als single-chains (scFv) vor. Die oberen fiinf Proteine binden an das virale HN-Molekiil, die unteren vier
an F,.

Die N- (N) und C-terminalen (C) Tag-Sequenzen wie Flag, E-Tag oder Hisg dienten der Aufreinigung wie auch
der Detektion im Western Blot oder FACS.
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4.1 Herstellung und Charakterisierung rekombinanter

Fusionsproteine

4.1.1  Generierung der flr die Fusionsproteine kodierenden Plasmide

Da die Plasmide, die fiir die HN-bindenden Proteine kodieren, schon von Dr. Philippe
Fournier kloniert worden waren, galt die Aufmerksamkeit der Generierung neuer Plasmide fiir
die Fo-spezifischen Konstrukte (mit Ausnahme von Protein 337).

Die Strategie bestand darin, jeweils die C-terminalen Fragmente (ab dem scFv gegen Fy) aus
schon vorhandenen Plasmiden herauszuschneiden und zwischen die Restriktionsenzym-
schnittstellen BspEI und Sall eines Vektors, der bekanntermaBlen den scFv gegen F, enthielt,
zu klonieren. Abb. 4-1 gibt eine schematische Darstellung des Aufbaus der Plasmide sowie

die Klonierungsstrategie wieder.

CMV RBS

sckv (FO) BspEl

.
s #170
R

dCHO-Plasmid # 614 RBS

Abb. 4-1 Darstellung der Klonierungsstrategie sowie des schematischen Aufbaus der neuen F,-spezifischen
Fusionsproteine.

Um die neuen Plasmide (769, 770 und 774) konstruieren zu konnen, wurden die cDNS-Fragmente, welche
jeweils fiir scFv (CD3), IL-2 — scFv (CD28) oder GM-CSF kodierten, aus schon vorhandenen Plasmiden ausge-
schnitten und hinter das scFv (F) des Plasmids 614 kloniert.

Die Transkription der Fusionsproteine erfolgte iiber den starken CMV- (Cytomegalovirus-) Promotor. RBS-
(Ribosomen-Bindestellen-) Sequenzen dienten der Translationsinitiation der Proteine sowie des Selektions-
markers dhfr (Dihydrofolatreduktase). Zur Vermehrung und Selektion der Plasmide in Bakterien besitzt dieses
Plasmid eine Ampizillin-Resistenz (Amp®) und einen prokaryotischen Replikationsstartpunkt (ori).

Siehe Tab. 4-2 fiir mehr Details.
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Eine genaue Angabe der verwendeten Plasmide zeigt Tab. 4-2.

Plasmid-Nr. Insertgrofle [bp] Insertkodierung Neue Plasmid-Nr.
750 750 scFv (CD3) 769
716 1.350 IL-2 — scFv (CD28) 770
463 500 GM-CSF 774
614 ca. 5.000 scFv (Fy) (Vektor) -

Tab. 4-2  Liste der verwendeten Plasmide.

Die experimentelle Vorgehensweise ist in Abb. 4-2 gezeigt.

A B C

ASall ABspEI ASall ABspEI ABgll1
bp #750  #716 bp # 463 # 614 bp  #614 #769  #770 #774 #750 #716  #463

s s b
2100 = & —
L e 1.300 = 5 c
% iy 600 = 2.100 = -
o A\ 1.500 = _)‘ . .
1.500 — ‘ *
. / 600 =

600 — S

100 =

Abb. 4-2 2 — 10 pg der Plasmide 750, 716 (A) und 463 (B) wurden mit Sall und BspEI bei 37°C verdaut,
bevor sie auf einem 1%-igem Agarosegel aufgetrennt wurden. Die interessanten Banden (rote Pfeile) wurden
unter UV-Licht mittels eines Skalpells ausgeschnitten und anschlieBend aus dem Gel extrahiert. Ebenso wurde
mit dem Vektor 614 (B) verfahren, der den scFv (F) enthilt.

Die drei Inserte wurden jeweils mit dem Vektor ligiert und die drei neuen Plasmide (769, 770 und 774) einem
Bglll-Verdau unterzogen (C), um die Priasenz des scFv gegen F, nachzuweisen. Die parentalen Plasmide 750,
716 und 463 (in rot) zeigen die fiir den scFv (HN) typische Bande bei ca. 750 bp (rote Pfeile); scFv (Fy)-
enthaltende Plasmide hingegen werden nur linearisiert (769, 770, 774 sowie der parentale Vektor 614).

Die drei neuen Fy-Plasmide wurden in TOP-10 Bakterien vermehrt und je eine Maxiprep
angefertigt, die nochmals mittels eines Restriktionsverdaus auf ihre Integritit hin untersucht
wurde. Es wurden je zwei oder drei Doppelverdaue angesetzt. Abb. 4-3 zeigt das erwartete
Bandenmuster. Der Doppelverdau mit BsrGI und BspEI liefert jeweils das scFv (Fo) von ca.
850 bp Lange (die ca. 150 bp lange Bande bei Protein 774 ist auf eine BsrGI-Schnittstelle in
der GM-CSF-cDNS zuriickzufiihren), wihrend der BspEI/Sall-Doppelverdau das Insert
wieder freisetzt: GM-CSF bei Protein 774 (500 bp) und scFv (CD3) bei Protein 769, welches
jedoch aufgrund einer internen Sall-Schnittstelle in ein je 400 und 350 bp langes Fragment

geschnitten wird. Aufgrund der Trispezifitit des Proteins 770 (ts Fo-IL2-CD28) wurden
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insgesamt 3 Verdaue angesetzt, wobei BspEI/BssHII das IL-2 (ca. 450 bp) und BssHII/Sall
den scFv (CD28)-Anteil (ca. 900 bp) freisetzt.

# 769 #770 #774
ABsrGl  ABspEI ABsrGl  ABspEl ABssHII ABsrGl  ABspE|

bp  ABspEl ASall ABspEl ABssHII  ASall ABspEl  A4Sall

3.000 =

2.000 =
1.500 ==

R
100 = . - -

500 =

Abb. 4-3 2 pg jedes der Plasmide 769, 770 und 774 wurden in zwei bzw. drei Ansitzen mit den angegebenen
Restriktionsenzymen iiber Nacht doppelt verdaut, anschlieBend auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und
die Banden mit Ethidiumbromid visualisiert.

Fiir das Protein 337 lag schon ein fertiges Plasmid vor, das ebenfalls zur Kontrolle verdaut

wurde, wie Abb. 4-4 zeigt.

# 337 # 769 # 766
ABsrGl  ABspEI
bp  ABspEl  ASall  ABglll ABglll ABglll
3.000 =
v = -—

500 =

Abb. 4-4 2 pg des Plasmids 337 wurden in zwei Ansétzen mit den angegebenen Restriktionsenzymen iiber
Nacht doppelt verdaut, anschlieBend auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und die Banden mit
Ethidiumbromid visualisiert. Der Bglll-Verdau diente als Nachweis, dass Plasmid 337 tatséchlich scFv (Fy)
enthélt. Dabei kamen die Plasmide 769 und 766 je als Positiv- bzw. Negativkontrolle zum Einsatz.

Der rote Pfeil markiert die fiir den scFv (HN) typische 750 bp-Bande.

4.1.2  Aufreinigung der Fusionsproteine

Die fiir die oben erwidhnten Fusionsproteine kodierenden Plasmide wurden mittels
Elektroporation in CHO Zellen transfiziert und stabile Klone durch Subklonierung etabliert.

Stabile CHO Klone wurden zur Produktion der entsprechenden Proteine in Integraflaschen
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kultiviert. Innerhalb einer Woche konnten so 15 — 30 ml Kulturiiberstand (mit dem loslichen
Fusionsprotein) fiir die Aufreinigung gewonnen werden.

Zur Aufreinigung wurden die Uberstinde zunichst dialysiert und anschlieBend auf eine
Nickel-NTA-Sepharose-Siule geladen, an deren Matrix die Proteine {iber ihren C-terminalen
Hise-Tag banden. Nach ein bis mehreren Waschschritten wurden die Proteine durch steigende
Konzentrationen Imidazol von der Saule eluiert. Dabei wurden Fraktionen gesammelt, die
durch SDS-PAGE und anschlieBende Coomassie-Féarbung oder Western Blot auf Menge und
Reinheit des jeweiligen Proteins liberpriift wurden.

Ausnahmen waren die beiden Proteine 290 (bs HN-CD28) und das korrespondierende Fy-
bindende Protein 337 (bs Fo-CD28). Diese wurden aufgrund des Fehlens eines Hisg-Tags iiber
eine anti-E-Tag-Séule aufgereinigt. Bei dieser Affinititschromatographie banden die Proteine
iber ihr C-terminales E-Tag an die Sdule, bevor sie durch gleichzeitiges Absenken der Salz-
konzentration und des pH-Werts eluiert wurden.

Das verwendete Protokoll war fiir sdmtliche Proteine vom Prinzip her identisch, jedoch
mussten flir einige Proteine leichte Modifikationen (v.a. bei den Waschschritten)
vorgenommen werden, um deren Ausbeute und Reinheit zu steigern. Die Fraktionen mit dem
hochsten und reinsten Proteingehalt wurden vereinigt, gegen PBS dialysiert, steril filtriert,
aliquotiert und so bei -80°C bis zum Gebrauch gelagert.

In Abb. 4-5 sind zunéchst die Ergebnisse fiir die Aufreinigung der HN-bindenden Proteine
zusammengefasst, wobei jeweils eine Coomassie-Farbung (Abb. 4-5 a) und ein Western Blot
(Abb. 4-5 b) dargestellt sind. Man kann in der Coomassie-Farbung erkennen, dass Protein 242
(bs HN-CD3) als 62 kDa Protein spezifisch ab 200 mM Imidazol eluiert werden kann, eine
Tatsache, die sich auch im entsprechenden Western Blot, in dem das Protein spezifisch
detektiert wurde, bestétigt. Allerdings wird das Protein auch schon ganz leicht bei den beiden
Waschschritten von 50 mM Imidazol eluiert. Da aber so sichergestellt wird, dass ein Grofteil
der verunreinigenden Proteine (insbesondere BSA aus dem FCS) vor der eigentlichen Elution
beseitigt wird, ist dieser Verlust gerechtfertigt. Die Proteinmenge beginnt mit der vierten
Elutionsfraktion bei 200 mM Imidazol stark abzunehmen. In der fiinften Fraktion ist schon
fast kein Protein mehr detektierbar. Ahnliches gilt fiir die Konstrukte 716 (ts HN-IL2-CD28),
356 (bs HN-IL2) und 766 (ts HN-IL2-GMCSF), die bei 200 mM Imidazol jeweils als 80 kDa,
45 kDa und 70 kDa Proteine eluieren. Dass die Fusionsproteine intakt sind, kann man aus den
relativen Molekulargewichten ablesen. Geht man davon aus, dass die scFv-Portionen
dieselben Gréfen besitzen (ca. 30 kDa), und diese wiederum deutlich groBer sind als die

Zytokin-Abschnitte, dann verwundert es nicht, dass Protein 356 mit seinem IL-2-Zytokin mit
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Abb. 4-5  Aufreinigung der HN-spezifischen Fusionsproteine.

Je 25 pl der einzelnen Fraktionen wurden 1:2 mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5 min. bei
95°C inkubiert. AnschlieBend wurden 20 ul jeder Probe auf zwei 12,5%-ige SDS-Gele aufgetragen. Nach
erfolgter SDS-PAGE wurde ein Gel mit Coomassie gefdarbt (a). Die Proteine des zweiten Gels wurden durch
Westernblotting auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit anti-Flag Erstantikorper entwickelt. Durch
einen Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper und dem ECL-Entwicklungssubstrat konnten die Proteine auf
einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden (b).

Abkiirzungen: DL = Durchlauf; VL = Vorlauf.

Abstand das kleinste der Fusionsproteine ist, wohingegen Protein 242 mit zwei scFv groBer
sein muss. Protein 716, welches zwei scFv und das IL-2-Zytokin kombiniert, ist am grofB3ten.
Das Protein 766 (mit einem scFv und zwei Zytokinen) liegt in seiner Grofle zwischen den

beiden Extremwerten. Das Protein 290 (bs HN-CD28) eluiert mit hoher Spezifitidt und ohne
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Kontaminationen als 62 kDa Protein von der anti-E-Tag-Séule. Aulerdem ist im Durch- (DL)
bzw. Vorlauf (VL) generell kein oder nur dullerst wenig Protein nachzuweisen, was auf eine

sehr gute Ausbeute hindeutet.

Betrachtet man die korrespondierenden Fy-spezifischen Fusionsproteine, die analog behandelt
wurden, so fallen zwei Dinge auf, wenn man sie mit den HN-bindenden Konstrukten
vergleicht. Erstens ist die Ausbeute an Protein wesentlich geringer, was bei Protein 769 (bs
Fo-CD3) besonders auffillt, denn auBler im Durchlauf sind bei der Coomassie-Fiarbung keine
Proteine nachweisbar (Abb. 4-6 a). Dennoch findet man im weit sensitiveren Western Blot bei
200 mM Imidazol eine schwache, jedoch spezifische Bande (Abb. 4-6 b); allerdings ist fast
das gesamte Protein in nur dieser einzelnen Fraktion konzentriert. Ahnliches gilt fiir Protein

774 (bs Fo-GMCSF), fiir welches keine Coomassie-Féarbung dargestellt ist. Zweitens scheinen
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kDa DL 40 50 50 200 200 200 kDa DL 30 40 50 50 200 200 200
- 220 —r— ; ; " :
97— ’ 97 = "&“‘”’. == ik
66 — ) —
66 —
45 == 45 —g .
b Imidazol [mM] b Imidazol [mM]
kDa DL 40 50 50 200 200 200 kDa DL 30 40 50 50 200 200 200
oo ) i — - - e —
— e
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45— 45 — — —
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kDa DL 40 50 50 200 200 200 a Elution (Fraktion #) (Fraktion #)
o7 kDa DL 1 2 3 4 1 2
6 = — — - o7 —
45 = 8 = Sy e
45—
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b Elution (Fraktion #) (Fraktion #)
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45—

Abb. 4-6  Aufreinigung der Fy-spezifischen Fusionsproteine.

Je 25 pl der einzelnen Fraktionen wurden 1:2 mit reduzierendem SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 5 min. bei
95°C inkubiert. AnschlieBend wurden 20 pl jeder Probe auf zwei 12,5%-ige SDS-Gele aufgetragen. Nach
erfolgter SDS-PAGE wurde ein Gel mit Coomassie gefdrbt (a). Die Proteine des zweiten Gels wurden durch
Westernblotting auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen und mit anti-Flag Erstantikorper entwickelt. Durch
einen Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper und dem ECL-Entwicklungssubstrat konnten die Proteine auf
einem Rontgenfilm sichtbar gemacht werden (b).

Abkiirzungen: DL = Durchlauf; VL = Vorlauf.
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die Konstrukte 337 (bs Fy-CD28) und 770 (ts Fo-IL2-CD28) teilweise degradiert zu sein, was
an den niedermolekularen Banden um die 30 bzw. 50 kDa zu erkennen ist. Die Molekular-
gewichte der intakten Proteinformen stimmen jedoch mit den Erwartungswerten iiberein und
entsprechen den korrespondierenden HN-bindenden Konstrukten. Daraus kann der Schluss

gezogen werden, dass scFv (HN) und scFv (Fy) in etwa gleich schwer sind.

4.1.3  Charakterisierung der Fusionsproteine

Nach der Beschreibung der Aufreinigung der Fusionsproteine sollen diese im folgenden
Abschnitt ndher charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurden Bindungseigenschaften
ebenso wie funktionelle Aktivititen der einzelnen in den Konstrukten enthaltenen Kompo-

nenten bestimmt.

4.1.3.1 Bindungsspezifitaten in der FACS-Analyse

Als wesentliche Voraussetzung fiir die Funktionalitit der Proteine gilt deren
Bindungsspezifitit. Diese wurde an verschiedenen etablierten Zelllinien analysiert. Zu ihnen
zdhlen Ltk Zellen (Mausfibroblasten), die entweder fiir eines der beiden viralen Antigene (HN
oder Fy) oder fiir beide stabil transfiziert waren (Ltk HN.A2, Ltk F.B9 und Ltk (HN+F).A5).
Die Ltk HN.A2 Transfektande existierte bereits im Labor (Ertel C., 1992), wohingegen die
beiden anderen Zelllinien von mir erst produziert werden mussten (s. Kapitel 4.2). Auf diesen
Zellen sollte die selektive Bindung der Fusionsproteine an die viralen Antigene getestet
werden. Des Weiteren kamen die T-Zell-Lymphomlinie Jurkat CD28, welche den Rezeptor
fiir die kostimulatorischen Molekiile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) exprimiert (aber als T-
Zelle auch CD3 auf der Oberflache besitzt), sowie die murine T-Zell-Lymphomlinie Eb.E3
zum Einsatz. Von letzterer ist bekannt, dass sie den IL-2-Rezeptor (IL2R) in groBer Menge
exprimiert (Diamantstein et al., 1985). Da humanes und murines IL-2 in hohem Mafle
homolog sind, stellte sich die Verwendung dieser Zelllinie als unproblematisch dar. Eine

Zelllinie mit ausreichend hoher Dichte an GM-CSF-Rezeptor konnte nicht gefunden werden.
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Abb. 4-7  Bindungsspezifititen aller HN- (oben) und Fy- (unten) spezifischen Fusionsproteine.

1x10° Ltk HN.A2, Ltk F.B9, Ltk (HN+F).AS, Jurkat CD28 oder Eb.E3 wurden fiir 45 Minuten mit 2,5 — 78,5 pg
Protein inkubiert. Die Farbung erfolgte mit anti-His oder anti-E-Tag Erstantikorper und anschlieBend mit PE-
konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikorper. Als Negativkontrolle wurden Proben nur mit Erst- und
Zweitantikorper inkubiert (o). Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.
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Das Ergebnis der Bindungstests fiir HN- als auch Fy-spezifische Proteine ist in Abb. 4-7
dargestellt. Es ist ersichtlich, dass die HN-Konstrukte nur an Ltk HN.A2 Zellen binden,
jedoch nicht an Ltk F.B9, wihrend die Fo-Konstrukte nur an Ltk F.B9 Zellen binden. An die
Doppeltransfektande Ltk (HN+F).AS5 binden beide. Bei der Zelllinie Jurkat (JCD28) fallt auf,
dass die Proteine 242 und 769 eine bimodale Bindungskurve aufweisen, d.h. es gibt einen
kleinen Nebengipfel bei geringerer Affinitédt. Dies weist darauf hin, dass diese beiden Proteine
iber den scFv (CD3) gebunden haben. Die Proteine mit scFv (CD28), ndmlich 290, 716, 337
und 770, besitzen eine unimodale, symmetrische Bindungskurve. Diese differentiellen
Bindungseigenschaften auf JCD28 Zellen wurden ebenfalls mit den monoklonalen parentalen
Antikorpern (OKT3 fiir CD3 und 9.3 fiir CD28) beobachtet (Daten nicht gezeigt). An Eb.E3
Zellen binden erwartungsgemil nur die IL-2-enthaltenden Konstrukte 766, 356 und 770.

Es war natiirlich weiterhin von Interesse, zu zeigen, dass die Konstrukte nicht nur — so wie
eben dargestellt — an klar definierte Zelllinien, sondern auch an virusinfizierte Tumor-
vakzinezellen binden. Diese Fragestellung sollte exemplarisch anhand der HN-
Fusionsproteine geklart werden. Aus Abb. 4-8 geht hervor, dass alle Konstrukte in der Lage
sind, an mit 200 Gy bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster fiir eine Stunde modifizierte
MCF-7 Zellen (Vakzine) zu binden. Wiederholt man die FACS-Analyse nach 24 Stunden, so
erhoht sich die HN- und Fy-Antigendichte auf den MCF-7 Zellen aufgrund der viralen
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Abb. 4-8  4x10° MCF-7 Zellen wurden mit 200 Gy bestrahlt und mit 100 HU NDV Ulster pro 107 Zellen fiir
eine Stunde modifiziert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen mit 2,5 — 10,7 pg Protein fiir 30 min.
bei 4°C inkubiert. 1x10° Zellen wurden direkt entnommen, mit anti-His bzw. anti-E-Tag Erstantikérper und
anschlieBend mit PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikorper geféarbt und am FACS analysiert (Bindung
nach 1 Stunde, o). Die restlichen Zellen wurden nach 24-stiindiger Zellkultur (welche in Gegenwart der
jeweiligen Fusionsproteine stattfand) mittels eines Zellschabers geerntet und wie eben beschrieben fiir die
FACS-Analyse vorbereitet (Replikation, e). Die beiden typischen Maxima entsprechen zwei Zellsub-
populationen, in denen sich das Virus entweder nur schwach oder stark replizieren kann. Negativkontrolle sind
nur mit Erst- und Zweitantikorper gefarbte Vakzinezellen (o).
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Replikation dramatisch (Abb. 4-8, Positivkontrolle mit anti-HN.B Erstantikorper). Alle
Konstrukte, welche wéhrend der gesamten Inkubation als Zusatz im Medium anwesend waren
(dhnlich den spiter erwdhnten funktionellen Assays), zeigen dann eine typische
Bindungskurve mit zwei Maxima. Einzig bei Protein 716 ist das rechte Maximum deutlich
weniger ausgepragt und nur noch als Schulter sichtbar, was auf eine Degradation des Proteins

zuriickzufiihren ist (Daten nicht gezeigt).

Schlussendlich sind die Fusionsproteine 242, 290, 716 und 356 auch in der Lage, direkt an
humane T-Zellen zu binden. Hierzu wurden aufgereinigte T-Zellen (TZ) mit autologen
Dendritischen Zellen (DZ) in Gegenwart von SEB in einem TZ/DZ-Verhiltnis von 5:1 fiir 48
Stunden aktiviert, was zur Expression von CD25 (der a-Untereinheit des heterotrimeren IL-2-
Rezeptors (IL2R)) auf deren Oberflache fiihrte. Somit wurde die Verwendung von CD3/CD28
Expander Beads umgangen, um die Bindungsstellen fiir die Konstrukte freizuhalten. Sowohl
Konstrukt 242 (bs HN-CD3) als auch 290 (bs HN-CD28) binden an ihre jeweiligen
Rezeptoren (CD3 bzw. CD28) auf den T-Zellen (Abb. 4-9 A,B). Bei Konstrukt 716 (ts HN-
IL2-CD28) fillt auf, dass es zwei Bindungsmaxima gibt (Abb. 4-9 C), wobei das linke den
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Abb. 4-9  Aufgereinigte T-Zellen (TZ) wurden in Gegenwart von autologen Dendritischen Zellen (DZ) und
SEB (1 pg/ml) in einem TZ/DZ-Verhiltnis von 5:1 fiir 48 Stunden aktiviert. Zur FACS-Analyse wurden 5 —
7x10°> TZ zunichst mit 12,5 — 51,7 pg der Fusionsproteine 242 (A), 290 (B), 716 (C) und 356 (D) inkubiert,
bevor sie mit anti-His bzw. anti-E-Tag Erstantikdrper und PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikdrper
gefarbt wurden. Als Negativkontrolle wurden Proben nur mit Erst- und Zweitantikdrper inkubiert (o). Tote
Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.
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noch nicht aktivierten T-Zellen entspricht, welche CD28 und hochstens nur geringe Mengen
an IL2R exprimieren (CD28 & IL2R“i), und das rechte den voll aktivierten T-Zellen, welche
grofie Mengen an IL2R exprimieren (IL2R™). Diese Interpretation kann auch dadurch belegt
werden, dass man beide Maxima einzeln im FSC/SSC-Scatter Plot betrachtet. Die nicht
aktivierten T-Zellen bilden eine sehr kompakte, homogene Populationen bei kleinen FSC- und
SSC-Werten, wohingegen sich die stimulierten T-Zellen zu Lymphoblasten differenzieren, die
eine groBe Streuung fiir beide Parameter aufweisen. Ahnliches gilt fiir das Konstrukt 356 (bs
HN-IL2), fiir das sogar drei Subpopulationen definiert werden konnen (Abb. 4-9 D). Der
Expressionsgrad des hochaffinen IL-2-Rezeptors (negativ: IL2R"; niedrig: IL2R™; hoch:
IL2Rh°) korreliert dabei mit dem Aktivierungsgrad der T-Zellen, der mit steigender
Expressionsrate zunimmt und mit einer zunehmend stdrker werdenden Bindung des

Konstrukts bs HN-IL2 einhergeht.

4.1.3.2 Bestimmung der viralen Bindungsaktivitat der Fusionsproteine

Um die diversen Konstrukte in den funktionellen Assays in sinnvollen Konzentrationen
einsetzen zu konnen, sollten sie beziiglich ihrer Bindungsaktivititen an die viralen
Oberflachenproteine HN und F, untersucht und verglichen werden. Dabei galt den
Konstrukten mit kostimulatorischer Aktivitdt (CD28 und IL-2) besondere Aufmerksamkeit,
da sie den zu stimulierenden Zellen das sog. ,,Signal 2% liefern. Die Proteine wurden

sukzessive 1:2 verdiinnt und deren Bindung an Ltk HN.A2 oder Ltk F.B9 Zellen analysiert.
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Abb. 4-10 (a) 3x10° Ltk HN.A2 Zellen wurden mit seriellen 1:2-Verdiinnungen der HN-bindenden Proteine
290, 716 und 356 inkubiert und anschlieBend mit anti-Flag Erstantikorper und PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus
Zweitantikorper gefirbt. (b) Ebenso wurden 3x10° Ltk F.B9 Zellen mit seriellen 1:2-Verdiinnungen der Proteine
337 und 770 inkubiert, bevor sie mit anti-E-Tag Erstantikérper und PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweit-
antikdrper zur FACS-Analyse vorbereitet wurden. Pro Bedingung wurden 30.000 Zellen gemessen. Tote Zellen
wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.

Angegeben sind diejenigen Verdiinnungen, bei denen das jeweilige Protein die Zellen gerade zu 50% positiv
farbt.
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Der Verdiinnung, bei der gerade 50% der Zellen positiv gefarbt wurden, wurde der
willkiirliche Wert von 10.000 Units/ml (U/ml) HN- bzw. Fy-Aktivitit zugeordnet.

Bei den HN-Konstrukten (Abb. 4-10 a) besitzt das Protein 290 mit ca. 500.000 U/ml eine 2,5-
mal stirkere Aktivitit als die beiden Konstrukte 716 und 356 (mit je 200.000 U/ml). Das
bedeutet, dass Protein 290 um den Faktor 2,5 stirker verdiinnt werden muss, bevor es
eingesetzt werden kann, als die anderen beiden Proteine. Bei den Fo-Konstrukten (Abb. 4-10
b) besitzt Protein 337 eine 1,5-fach hohere Aktivitét als Protein 770 (ca. 26.400 U/ml gegen
17.600 U/ml). Auffallend ist, dass die an Fy bindenden Proteine 337 und 770 um den Faktor

10 bis 20 weniger konzentriert sind als ihre HN-Pendants.

4.1.3.3 Biologische Aktivitat des Zytokinanteils der Fusionproteine

Nach dem Nachweis, dass die Fusionsproteine alle erwiinschten Bindungseigenschaften
aufweisen, musste als nichstes getestet werden, ob die Zytokinanteile auch biologische
Aktivitdt besitzen.

Hierfir ~wurden IL-2-Wachstumsfaktor-abhingige CTLL Zellen und GM-CSF-
Wachstumsfaktor-abhéngige TF-1 Zellen eingesetzt. Von den Proteinen wurden serielle 1:4-
Verdiinnungen hergestellt und deren Potenzial, je 1x10* CTLL bzw. TF-1 Zellen zur
Proliferation anzuregen, durch Zugabe von *H-markiertem Thymidin gemessen. Sich teilende
Zellen bauen das radioaktiv markierte Nukleotid in ihre DNS ein, was mithilfe eines Fliissig-
Szintillationszéhler detektiert werden kann (s. 3.5.1). Als interner Standard wurden
Verdiinnungsreihen von rekombinantem IL-2 bzw. GM-CSF bekannter Konzentrationen
verwendet. Mithilfe derartiger Eichkurven konnten die Zytokinkonzentrationen in den
Fusionsproteinen quantifiziert werden.

Abb. 4-11 fasst die Ergebnisse der einzelnen Ansédtze zusammen. Aus ihr wird ersichtlich,
dass bei den HN-bindenden Proteinen — wie zu erwarten — nur die Konstrukte 356 (bs HN-
IL2), 716 (ts HN-IL2-CD28) und 766 (ts HN-IL2-GMCSF) eine deutlich nachweisbare 1L-2-
Aktivitdt besitzen, wobei Protein 766 mit 8,67{106 U/ml am stirksten ist. Die Proteine 356 und
716 sind mit je 1,4x10° bzw. 1,6x10° U/ml vergleichbar, was das Ergebnis aus der Titration
der HN-Bindung (s. Abb. 4-10) bestitigt (Abb. 4-11 a). Auf Seite der Fyp-Konstrukte kann
ausschlieBlich das Protein 770 (ts Fo-IL2-CD28) die CTLL Zellen zur Proliferation anregen
(4,8x10° U/ml; Abb 4-11 c¢). Die GM-CSF-Konzentrationen der Konstrukte 766 (ts HN-IL2-
GMCSF) und 774 (bs Fo-GMCSF) liegen bei jeweils knapp 1.730 und 170 ng/ml (Abb. 4-11
b,d).
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Abb. 4-11 IL-2- und GM-CSF-Aktivitit der Fusionsproteine im CTLL bzw. TF-1 Proliferationsansatz.

Von den Proteinen wurden serielle 1:4-Verdiinnungen angefertigt, die zu je 1x10* IL-2-abhingigen CTLL (a,c)
bzw. 1x10* GM-CSF-abhingigen TF-1 Zellen (b,d) gegeben wurden. Nach 20 bzw. 48 Stunden Inkubation
wurde 1 pCi *H-Thymidin pro Loch hinzugegeben und fiir weitere vier Stunden inkubiert. Die aufgenommene
Radioaktivitit wurde in einem Fliissig-Szintillationszdhler gemessen. Alle Werte wurden als Duplikate
gemessen. Anhand interner IL-2- bzw. GM-CSF-Standards definierter Konzentration konnten die Aktivititen
der Zytokinanteile quantifiziert werden. Angegeben sind Mittelwert + Standardabweichung.

Tab. 4-3 fasst alle relevanten Charakteristika der Fusionsproteine zusammen.

e | proteinstruktur | DR TR | i omy | "2 | Gon
242 bs HN-CD3 27,0 n. b. 0,0 0,0
290 bs HN-CD28 25,0 5,06x10° 0,0 0,0

716 G10 | ts HN-IL2-CD28 49,6 2,03x10° 1,6x10° 0,0
356 bs HN-IL2 103,3 2,03x10° 1,4x10° 0,0

766 H3 | ts HN-IL2-GMCSF 107,1 3,24x10° 8,6x10° 1.726,6

769 2F7 bs F,-CD3 13,5 n. b. 0,0 0,0

337 C9 bs F,-CD28 78,5 2,64x10* 0,0 0,0

770 2G9 ts Fo-IL2-CD28 53,3 1,76x10" 4,8x10° 0,0

774 2G1 bs F-GMCSF 71,6 n. b. n. b. 169,7

Tab. 4-3  Zusammenfassung aller relevanten Charakteristika der Fusionsproteine.
n. b.: nicht bestimmt.
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4.1.3.4  Funktionelle Aktivitaten der Fusionsproteine

Grundlegendes Ziel war es, die Fusionsproteine zur weiteren Steigerung der antitumoralen
Effekte der zuvor beschriecbenen NDV-modifizierten Tumorvakzine (ATV-NDV)
einzusetzen. Da in den verwendeten Testsystemen humane PBMZ (oder Subpopulationen,
z.B. aufgereinigte T-Zellen) als Effektorzellen benutzt wurden, war es nun von Bedeutung,
das Potenzial der Fusionsproteine zur Proliferationsinduktion gerade in diesen Zelltypen zu

untersuchen.

4.1.3.4.1 Findung der suboptimalen Dosis an bs HN-CD3 (242)

Die Interaktion von MHC-gebundenem Peptid mit dem T-Zell-Rezeptor, welcher mit dem
CD3-Molekiil assoziiert ist, ist nach Kreuzvernetzung (Aggregation) das stirkste und
wichtigste Signal fiir die Aktivierung von T-Zellen (,,Signal 1). In unseren Proteinen wird
dieses Signal durch das scFv (CD3) nachgeahmt. Eine zu starke Dosis an CD3-Signal kann
die T-Zelle zwar kurzzeitig maximal stimulieren, allerdings fiihrt das in Abwesenheit eines
kostimulatorischen Signals (,,Signal 2) hdufig zu deren Zelltod. Deshalb galt es zunichst
einmal, das Konstrukt bs HN-CD3 in Gegenwart von HN-transfizierten Stimulatorzellen zu
titrieren, um denjenigen Konzentrationsbereich zu definieren, in dem die Responderzellen
(PBMZ oder TZ) nur zu einer suboptimalen Proliferation angeregt werden.

Zur Untersuchung der Fragestellung wurden die HN-transfizierte Mausfibroblastenlinie Ltk
HN.A2 sowie der nicht transfizierte parentale Wildtyp Ltk Wt (als Negativkontrolle; keine bs
HN-CD3 Bindung und daher auch keine CD3-Kreuzvernetzung auf T-Zellen) verwendet.
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Abb. 4-12 (a) 1x10° PBMZ wurden mit 1x10* bestrahlten Zellen der Transfektande Ltk HN.A2 (e) oder dem
dazugehorigen Wildtyp Ltk Wt (o) sowie den angegebenen Konzentationen an bs HN-CD3 fiir zwei Tage
inkubiert. Nach Zugabe von 1 pCi *H-markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden
wurden die Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitdt in einem Fliissig-Szintillationszéhler gemessen.
Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. In (b)
sind die Kontrollen ohne Zugabe von bs HN-CD3 gezeigt. Das Phytohdmagglutinin (PHA, ein pflanzliches
Lektin) wurde als Positivkontrolle fiir die unspezifische Stimulation verwendet.
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Diese Zellen wurden mit 100 Gy bestrahlt, um ihre Proliferation auszuschlieBen, und in einer
96-Loch Platte ausgesidt. Danach wurde das Konstrukt bs HN-CD3 in den angegebenen
Verdiinnungen (10 ng/Loch bis 0,1 pg/Loch) dazupipettiert und abschlieend die jeweiligen
Responderzellen (PBMZ oder TZ) hinzugegeben. Nach zwei Tagen Zellkultur wurden die
Zellen mit *H-markiertem Thymidin versetzt und fiir weitere 18 Stunden inkubiert. Die
eingebaute Radioaktivitit wurden in einem Fliissig-Szintillationszdhler gemessen.

Wie Abb. 4-12 a zeigt, kann das bs HN-CD3 die Proliferation von in den PBMZ enthaltenen
T-Zellen nur induzieren, wenn eine Kreuzvernetzung iiber das HN-Molekiil stattfindet. Dies
ist in einer dosisabhéngigen Weise ausschlieflich bei den Ltk HN.A2 Zellen der Fall, die als
eine Art Antigen-priasentierende Zellen (APZ) angesehen werden konnen. Die Wildtyp Zellen
weisen diesen Effekt nicht auf. Obwohl bs HN-CD3 in diesen Kontrollkulturen direkt an T-
Zell CD3-Molekiile bindet, kann dieses monovalent gebundene Protein die T-Zellen nicht zur
Proliferation stimulieren. Bei Abwesenheit von CD3-Aggregation und CD3-Signal steigt die
Proliferation nicht iiber ,,Background“ (Abb. 4-12 b). Die suboptimale Konzentration von bs

HN-CD3 liegt zwischen 100 und 500 pg/Loch.

Dasselbe gilt, wenn anstatt PBMZ aufgereinigte TZ verwendet wurden (Abb. 4-13). Die
einzigen Unterschiede liegen im stark reduzierten ,,Background* (1.000 cpm gegen 8.000 cpm

bei den PBMZ) und in einer stiarkeren Proliferation bei niedrigen Mengen an bs HN-CD3.
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Abb. 4-13 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10 bestrahlten Zellen der Transfektande Ltk HN.A2 (o) oder
dem dazugehorigen Wildtyp Ltk Wt (e) sowie den angegebenen Konzentationen an bs HN-CD3 fiir zwei Tage
inkubiert. Nach Zugabe von 1 pCi *H-markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden
wurden die Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitdt in einem Fliissig-Szintillationszéhler gemessen.
Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Selbst bei weniger als 100 pg/Loch kann das Konstrukt noch eine signifikante Proliferation
auslosen. Da dieses Protein nur T-Zellen stimulieren kann, verwundert es nicht, wenn reine

TZ eine stirkere Antwort liefern als PBMZ, in denen die T-Zellen nur ca. 20% der
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Gesamtpopulation ausmachen. Fiir TZ liegt die suboptimale Dosis an bs HN-CD3 zwischen

10 und 200 pg/Loch, je nach Spender.

Die bestimmte suboptimale Dosis von bs HN-CD3 fiir aufgereinigte T-Zellen wurde bestétigt,
wenn zur Stimulation die Ltk (HN+F).AS5 Doppeltransfektande benutzt wurde, die eine
vergleichbare HN-Oberflachenexpression aufweist wie die vorher verwendete Ltk HN.A2

Einzeltransfektande (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk (HN+F).A5 Zellen sowie den
angegebenen Konzentationen an bs HN-CD3 fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 pCi *H-markiertem
Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die eingebaute
Radioaktivitdt in einem Fliissig-Szintillationszéhler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und
sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Ahnlich wie bei Abb. 4-13 liegt die suboptimale Konzentration von bs HN-CD3 zwischen 10 und 200 pg/Loch.

4.1.3.4.2 Spezifitat des Fusionsproteins bs Fo-CD3 (769)

Anders als bs HN-CD3, welches zu Beginn schon vorlag, war beim entsprechenden Fy-
spezifischen Konstrukt bs Fo-CD3 mehr Arbeit vonnoten. Bevor es zum Einsatz kommen
konnte, musste seine Spezifitdt nachgewiesen werden. Hierfiir wurde eine optimale Dosis an
bs Fo-CD3 (5 ng/Loch) auf 1x10* bestrahlte Ltk F.B9 Zellen, die zuvor in einer 96-Loch
Platte ausgesit worden waren, gegeben. Als Responderzellen kamen 1x10° aufgereinigte T-
Zellen zum Einsatz. Alternativ wurde bs Fp-CD3 durch eine optimale Dosis an bs HN-CD3
(10 ng/Loch) ersetzt. Derselbe Ansatz wurde mit Ltk HN.A2 als Stimulatorzellen durchge-
fiihrt. Nach 48 Stunden wurden die Zellen mit 1 pCi *H-markiertem Thymidin versetzt und
nach weiteren 18 Stunden geerntet, um die eingebaute Radioaktivitit zu messen.

Es zeigt sich, dass bs Fo-CD3 nur in Gegenwart von Ltk F.B9 Zellen stimuliert. In Gegenwart
von Ltk HN.A2 als Stimulatorzellen hat dieses Konstrukt keine Wirkung. Mit dem Protein bs
HN-CD3 verhilt es sich genau umgekehrt. T-Zellen alleine in Abwesenheit von bs Fo-CD3
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zeigen keine Reaktion auf Stimulatorzellen (Abb. 4-15 a). Um die Notwendigkeit der
Kreuzvernetzung zu untermauern, wurde dem Ansatz mit den Ltk F.B9 Zellen ein
blockierender Antikorper (5 pg/ml) zugesetzt. Erwartungsgemdfl kann nur der anti-Fy
Antikorper, nicht jedoch der anti-HN.B Antikorper das Konstrukt bs Fo-CD3 von seiner
Bindestelle verdringen und damit die T-Zell-Stimulation blockieren (Abb. 4-15 b).

Q
(@)

Stimulatorzellen

bs F,-CD3: 5 ng/Loch
140 Ltk HN.A2 Ltk F.B9 140 0 g
5 1201 5 120
0 73100 - o 5~100
£9 £9
2x %7 2x %
o 60 =] 60
£ = E
Eﬁ 401 SE 40
F 201 i o 20
0 01 - .
TZ bs HN.CD3 hs;f—(;Dl ” bs ;lrfl-::Dl hsg—éba --- antl-Fo anti-HN.B

(10 ngfLoch) (5 ng/Loch) (10 ng/Loch) (5 ng/Loch)

Abb. 4-15 (a) 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 oder Ltk F.B9 Zellen sowie 10
ng/Loch an bs HN-CD3 bzw. 5 ng/Loch an bs Fy-CD3 fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 uCi *H-
markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die
eingebaute Radioaktivitit in einem Fliissig-Szintillationszihler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate
bestimmt und sind als Mittelwert = Standardabweichung angegeben. Als Negativkontrolle dienten TZ alleine auf
Stimulatorzellen oder letztere alleine ohne die Effektorzellen. (b) 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10*
bestrahlten Ltk F.B9 Zellen, 5 ng/Loch an bs Fy-CD3 sowie ggfs. den blockierenden Antikérpern anti-Fy oder
anti-HN.B (je 5 pg/ml) fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 pCi *H-markiertem Thymidin und einer
Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitdt in einem
Fliissig-Szintillationszéhler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben.

Um die suboptimale Konzentration des Proteins 769 zu bestimmen, wurde es in einem neuen
T-Zell-Proliferationsassay auf Ltk F.B9 Zellen titriert. Die eingesetzten Konzentrationen
variierten von 5 ng/Loch bis 100 pg/Loch. Als Kontrolle fiir die Aktivierbarkeit der T-Zellen
wurde das Konstrukt 242 parallel auf Ltk HN.A2 titriert. Aus Abb. 4-16 ist offensichtlich,
dass das Konstrukt 769 ein wesentlich geringeres Aktivierungspotenzial besitzt als das Protein
242. Es verliert anndhernd seine komplette Wirksamkeit innerhalb des engen
Konzentrationsbereichs von 5 auf 1 ng/Loch (also innerhalb eines Verdiinnungsfaktors 5),
wihrend Protein 242 erst iiber die gesamte Breite der eingesetzten Konzentrationen seine
Wirksamkeit einbiiit. Eine Wiederholung des Versuchs auf Ltk (HN+F).A5 Zellen lieferte
dasselbe Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Eine Begriindung fiir dieses unterschiedliche
Verhalten konnte bisher nicht gefunden werden. Die suboptimale Konzentration an bs Fo-CD3

liegt je nach Spender bei 0,2 bis 1 ng/Loch.
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Abb. 4-16 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 () bzw. Ltk F.B9 () Zellen
sowie den angegebenen Konzentrationen an bs HN-CD3 (e) bzw. an bs Fy-CD3 (e) fiir zwei Tage inkubiert.
Nach Zugabe von 1 uCi *H-markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die
Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitdt in einem Fliissig-Szintillationszdhler gemessen. Alle Werte
wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

4.1.3.4.3 Nachweis der CD28-Aktivitat der Fusionsproteine bs HN-CD28 (290) und bs Fo-
CD28 (337)

Um die CD28-Aktivitdt der beiden Konstrukte 290 und 337 nachweisen zu konnen, mussten

HN- oder Fy-exprimierende Stimulatorzellen zunichst mit suboptimalen Dosen an bs HN-

CD3 beladen werden. Somit war sichergestellt, dass der Zusatz des kostimulatorischen bs

HN-CD28 oder bs Fyp-CD28 eine Steigerung der Proliferation von ko-kultivierten T-Zellen

bewirken konnte.

Werden T-Zellen mit bestrahlten Ltk HN.A2 Zellen sowie mit suboptimalem bs HN-CD3 (50

pg/Loch) und variierenden Konzentrationen an bs HN-CD28 in Kontakt gebracht, so ist eine
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Abb. 4-17 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 (o) bzw. Ltk Wt (¢) Zellen, einer
suboptimalen Konzentration an bs HN-CD3 (50 pg/Loch, blaue Linie) sowie den angegeben Konzentrationen an
bs HN-CD28 fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 pCi *H-markiertem Thymidin und einer Inkubation
von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitit in einem Fliissig-
Szintillationszdhler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Bs HN-CD28 allein in hochster Konzentration (6.330 U/Loch) hat weder auf
Ltk HN.A2 noch auf Ltk Wt Zellen einen Effekt (griines Dreieck bzw. blauer Kreis).
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dosisabhingige Steigerung der Proliferation zu erkennen (Abb. 4-17, die blaue Linie stellt die
suboptimale Proliferation der T-Zellen dar). Dabei scheint eine Dosis von 250 U/Loch an bs
HN-CD28 optimal zu sein, denn wird das Protein weiter verdiinnt, nimmt dieser
kostimulatorische Effekt ab. Die Tatsache, dass die T-Zellen bei zu hohen Dosen dieses
Proteins ebenfalls schwicher aktiviert werden, kdnnte ein Hinweis auf Kompetition sein, denn
sowohl bs HN-CD3 also auch bs HN-CD28 konkurrieren um dieselbe HN-Bindungsstelle auf
der Transfektande. Auch bs HN-CD28 muss genauso wie bs HN-CD3 den T-Zellen auf
Stimulatorzellen présentiert werden, damit es zur Aggregation von CD28-Molekiilen auf den
T-Zellen und damit zur Kostimulation kommen kann. Der Ansatz, in dem bs HN-CD28 mit
Ltk Wt Zellen kombiniert wurde, zeigt erwartungsgemal keine positive Reaktion. Zudem hat
dieses Konstrukt allein (ohne bs HN-CD3) selbst in hochster Konzentration keinen Effekt,
weder in Kombination mit Ltk HN.A2 noch mit Ltk Wt Zellen.

Fiir das Protein bs Fp-CD28 ergibt sich ein sehr dhnliches Bild. Um in diesem Fall allerdings
bs HN-CD3 suboptimal einsetzen zu kénnen (150, 100 und 50 pg/Loch), wurden bestrahlte
und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte Ltk Wt Zellen als Stimulatorzellen gewihlt, da
derartige Zellen beide virale Antigene (HN und Fy) exprimieren. Dabei ist die durch CD28-
bedingte Kostimulation der T-Zellen stark abhéngig von der eingesetzten Dosis an bs HN-
CD3. Auch hier zeigen weder bs HN-CD3 noch bs Fy-CD28 alleine eine signifikante Wirkung
(Abb. 4-18).
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Abb. 4-18 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten und mit 100 HU NDV Ulster modifizierten
Ltk Wt Zellen, suboptimalen Konzentrationen an bs HN-CD3 (150, 100 und 50 pg/Loch) sowie bs F,-CD28
(131,95 U/Loch) fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 pCi *H-markiertem Thymidin und einer
Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitdt in einem
Fliissig-Szintillationszéhler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Als Kontrollen dienten TZ mit Stimulatorzellen und je einem der Konstrukte
einerseits oder nur TZ mit Stimulatorzellen andererseits.

88



ERGEBNISSE

4.1.3.4.4 Charakterisierung des Fusionsproteins ts HN-IL2-CD28 (716)

Komplizierter stellte sich die funktionelle Analyse des Proteins 716 dar, denn in diesem
Molekiil ist neben dem kostimulatorischen anti-CD28-scFv noch ein fiir T-Zellen essentieller
Wachstumsfaktor, nimlich IL-2, enthalten. Um beide Aktivititen voneinander separieren zu
konnen, wurden Ltk HN.A2 und Ltk Wt Zellen parallel mit einer suboptimalen Dosis an bs
HN-CD3 (50 pg/Loch) kombiniert. Dariiber hinaus wurden verschiedene Konzentrationen an
Protein 716 dazugegeben (Abb. 4-19). Betrachtet man die Wirkung des Proteins 716 in
Gegenwart von Ltk Wt Zellen auf T-Zellen, so erkennt man eine partielle, dosisabhéngige
Proliferation. Dieser Effekt kann nur vom IL-2 stammen, denn sowohl das im Konstrukt 716
enthaltene CD28-Signal als auch das suboptimale bs HN-CD3 kdnnen wegen der fehlenden
Kreuzvernetzung nur in Kombination mit Ltk HN.A2 Zellen eine Wirkung zeigen. Anders als
das CD3- oder CD28-Signal kann IL-2 ndmlich auch in 16slicher Form wirken. Somit ist die
funktionelle IL-2-Aktivitdt des Konstrukts auch auf primédre T-Zellen bewiesen. Um die
CD28-Signalwirkung zu erkennen, muss man den Ansatz mit den Ltk HN.A2 Zellen
betrachten, in dem die T-Zell-Proliferation iiber den suboptimalen CD3- und IL-2-Effekt
(blaue bzw. griine Linie) hinaus signifikant gesteigert ist (p < 0,018).
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Abb. 4-19 (a) 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 () bzw. Ltk Wt (o) Zellen,
einer suboptimalen Konzentration an bs HN-CD3 (50 pg/Loch, blaue Linie) sowie den angegeben
Konzentrationen an ts HN-IL2-CD28 fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 uCi *H-markiertem Thymidin
und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die eingebaute Radioaktivitét in
einem Fliissig-Szintillationszdhler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert
+ Standardabweichung angegeben. (b) Als Kontrollen dienten entweder Stimulatorzellen alleine, TZ inkubiert
mit Stimulatorzellen oder TZ inkubiert mit Stimulatorzellen in Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3 oder
maximaler Konzentration an ts HN-IL2-CD28. Die griine Linie zeigt den IL-2-Effekt, d.h. die Wirkung von IL-2
auf TZ ohne CD3- oder CD28-Signal.

(*)p <0,018.
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4.2 Produktion von stabilen  NDV-Oberflachenprotein

exprimierenden Transfektanden

Um spezielle Fragestellungen hinsichtlich der Wirkmechanismen der Fusionsproteine
beantworten zu konnen, erschien es wichtig, Transfektanden zu besitzen, die eines oder gar
beide der viralen Oberflichenproteine von NDV exprimieren. Solche Zelllinien besitzen
gegeniiber der klassischen NDV-infizierten Tumorvakzine gewisse Vorteile. Zum einen
werden die viralen Antigene in einer homogenen Weise auf ihrer Oberfldche prisentiert, zum
anderen konnen virusinduzierte Zusatzeffekte (z.B. die Produktion von Interferon durch die
Vakzinezellen) verhindert werden. Zur Herstellung der Transfektanden kam die
Mausfibroblasten-Zelllinie Ltk zum Einsatz, die trotz ihres allogenen Charakters nicht in der

Lage ist, per se humane PBMZ (oder deren Subpopulationen) zu aktivieren.

421 Die Ltk F.B9 Einfachtransfektande

Ausgangsmaterial war der Vektor p36/7-HN, welcher die HN-cDNS (vom NDV-Stamm
Beaudette C) zwischen zwei BamHI-Restriktionsenzymschnittstellen enthielt und zur
Herstellung der Ltk HN.A2 Transfektande gedient hatte (Ertel C., 1992). Parallel dazu stand
der Vektor IMPpSFV1-F, zur Verfiigung, in den das Fo-cDNS-Fragment (vom NDV-Stamm
Ulster) zwischen BssHII und Apal kloniert worden war. Die Strategie bestand darin, das HN-
Fragment aus p36/7-HN herauszuschneiden und gegen das F-Fragment (aus JMPpSFV1-F,

Linker 1 F, (Ulster) Linker 2
Start Stop
BamHI BssHII Apal Notl BamHI
GA TCC ATC GAT AGA GGT CCT G CG CGC GGT GCA AGA TGG GCT ... AAA ATG TGA GGG CC C CGC GGC CGC AGA G
G TAG CTA TCT CCA GGA CGC GC G CCA CGT TCT ACC CGA ... TTT TAC ACT C CC GGG GCG CCG GCG TCT CCT AG
... GCC TCT TCA GCT CAC G GA TCC CCG GGA GAT GGG GAG ...
P36/7 Vektor ... CGG AGA AGT CGA GTG CCT AG i G GGC CCT CTA CCC CTC ...
GA TCC - (N)4 - TCA GTC ATG GAC CGC ... TCT GGT TAG TTG AGT - (N)g - G
G - (N)y - AGT CAG TAC CTG GCG ... AGA CCA ATC AAC TCA - (N)g - CCT AG
BamHI BamHI
Start Stop

HN (Beaudette C)

Abb. 4-20 Klonierungsstrategie zur Herstellung des Plasmids p36/7-F,,.

Plasmid p36/7-HN wurde mit BamHI verdaut und der Vektor mit dem Fy-Fragment ligiert, welches zuvor aus
dem Plasmid JMPpSFV1-F, mittels BssHII und Apal herausgeschnitten worden war. Zwei terminale Linker
iiberbriickten die nicht kompatiblen Schnittstellen.
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stammend) zu ersetzen. Zwei terminale Linker iiberbriickten dabei die nicht kompatiblen
Schnittstellen (Abb. 4-20). Um die Orientierung des ligierten Fyp-Fragments testen zu konnen,
wurden Plasmide einzelner Klone mit HindIll verdaut. Da Hindlll eine einmalige
Schnittstelle im p36/7-Vektor ist, ergab dies zusammen mit der im C-terminalen Linker
eingefiihrten zweiten HindIII-Schnittstelle ein charakteristisches Bandenmuster, welches sich
von demjenigen unterschied, das bei einer falschen Orientierung des Fo-Inserts entstand
(Daten nicht gezeigt). Zur Kontrolle wurden die interessanten Plasmide nochmals mit BamHI
verdaut und das Insert auf seine Lidnge hin {berpriift. Das Ergebnis ist in Abb. 4-21

abgebildet. AbschlieBend erfolgte noch eine Ansequenzierung der terminalen Regionen des

Plasmid-Nr. p36/7-F,
(4BamH]1) Kontrollen

bp 2 10 22 4 (A (B)

8.000 == .
20—t PN

3.000 =

200 = — —

1.500 ==
1.000 ==

500 ==

Abb. 4-21 Verschiedene Ligationen des Plasmids p36/7-F, wurden mit BamHI verdaut, um das komplette
Insert freizusetzen. Plasmide Nr. 2, 10 und 22 besitzen das Fy-Insert, da es dieselbe Laufweite besitzt wie das
Fragment in Kontrolle A (F¢-Fragment aus dem BssHII/Apal-Doppelverdau von JIMPpSFV1-Fy: 1679 bp). Zum
Vergleich diente Kontrolle B, welches das groflere, 1936 bp lange HN-Fragment darstellt (Verdau von p36/7-
HN mit BamHI). Plasmid Nr. 4 besitzt keinerlei Insert. Bei Plasmid Nr. 10 liegt das Fy-Insert in falscher
Orientierung vor, was {liber einen separaten HindIII-Verdau bestitigt wurde. Somit sind nur die Plasmide Nr. 2
und 22 intakt.

Fo-Inserts inklusive der flankierenden Linker- und Vektorabschnitte, um die exakte Ligation
abzusichern (Daten nicht gezeigt). Von einem der Plasmide (p36/7-Fy #22) wurde eine
Maxiprep angefertigt und die DNS mittels Elektroporation in frische Ltk Wt Zellen
eingebracht. Die Selektion erfolgte tiber Genetizin 418 (G418), welches dem Medium in einer
Konzentration von 400 pg/ml beigesetzt wurde. Nach 5-maligem FACS-Sorten auf das Fy-
Oberflachenprotein und einer FACS-Subklonierung konnte die stabile Transfektande Ltk
F.BY etabliert werden. Abb. 4-22 zeigt, dass diese Zellen nur Fy, und kein HN auf ihrer

Oberfldche exprimieren.
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Abb. 4-22 3x10° Ltk F.B9 Zellen wurden zunichst mit anti-HN.B oder anti-F, Erstantikorper und anschlieBend
mit PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikorper gefirbt und im FACS analysiert. Als Negativkontrolle
wurden Proben nur mit Zweitantikorper inkubiert (). Tote Zellen wurden durch PI von der Messung
ausgeschlossen.

4.2.2  Die Ltk (HN+F).A5 Doppeltransfektande

Um die Ltk (HN+F).A5 Doppeltransfektande herstellen zu koénnen, mussten die cDNS-
Molekiile fiir HN und Fy in zwei verschiedene Vektoren mit unterschiedlichen Selektions-
markern kloniert werden. Mittels BamHI wurde das HN-Fragment aus dem Vektor p36/7-HN
herausgeschnitten und in den kommerziell erhiltlichen pcDNA 3.1-neo (+) (Neomyzin-
Resistenz) ligiert. Die Orientierung des Inserts wurde mit einem Xhol-Verdau kontrolliert (bei
richtiger Orientierung ergab sich ein Fragment von 340 bp Lénge, bei falscher Orientierung
eines von 710 bp). Das Fy-Fragment wurde durch einen BamHI/Notl-Doppelverdau des unter
Punkt 4.2.1 beschriebenen p36/7-F, erreicht; hierfiir wurde die fiir diesen Zweck in den C-
terminalen Linker integrierte Notl-Schnittstelle ausgenutzt. Somit konnte Fy unidirektional in
den pcDNA 3.1-hygro (+) Vektor (Hygromyzin-Resistenz) eingebaut werden. Die Integritét
des Inserts wurde nachtraglich mit einem erneuten BamHI/Notl-Doppelverdau sowie mit
einem HindIII-Einfachverdau iiberpriift (Daten nicht gezeigt). Beide Plasmide wurden mittels
Maxiprep amplifiziert und durch die jetPEI"™-Methode in frische Ltk Wt kotransfiziert (s.
3.3.7.2.2). Zur Selektion wurde das Medium mit je 400 pg/ml Genetizin 418 (G418) und
Hygromyzin B supplementiert. Die fiir beide Oberflichenantigene HN.B und F, stabile
Transfektande Ltk (HN+F).A5 wurde nach 11-maliger FACS-Sortierung und anschlieBender
FACS-Subklonierung etabliert (Abb. 4-23).
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Abb. 4-23 (a) 1x10° Ltk Wt, mit pcDNA 3.1-neo (+)-HN und pcDNA 3.1-hygro (+)-F, doppelt transfizierte
und selektionierte Ltk Wt, mit 400 HU NDV Ulster fiir 1 Stunde modifizierte Ltk Wt oder Ltk (HN+F).A5
Zellen wurden zunéchst mit anti-HN.B und anti-F, Erstantikdrper inkubiert. Die Féarbung des anti-HN.B
Erstantikorpers erfolgte liber einen FITC-konjugierten Ziege-anti-Maus IgG2a-Isotyp-spezifischen Zweitanti-
korper, die des anti-F, Erstantikorpers iiber einen biotinylierten Ziege-anti-Maus IgG1-Isotyp-spezifischen
Zweitantikorper. Letzterer wurde {iber PE-konjugiertes Streptavidin detektiert. Die Analyse erfolgte am FACS.
Im Vergleich zur Negativ- (Ltk Wt) und Positivkontrolle (Ltk Wt-NDV) weisen die Ltk Zellen nach
Transfektion und Selektion weniger als 1% doppelt positive Zellen auf (rotes Quadrat). Erst nach 11-maliger
FACS-Sortierung und anschlieBender FACS-Subklonierung konnte die stabile Doppeltransfektande Ltk
(HN+F).AS5 etabliert werden.

(b) 1x10° Ltk (HN+F).A5 Zellen wurden zunichst mit anti-HN.B oder anti-F, Erstantikérper und anschliefend
mit PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikorper gefirbt und im FACS analysiert. Als Negativkontrolle
wurden Proben nur mit Zweitantikorper inkubiert (e).

Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.

4.3 Strategien zur Verbesserung der Tumorvakzine ATV-
NDV

Der zentrale Punkt dieser Arbeit bestand darin, die Effizienz der schon existierenden und
zuvor beschriebenen Tumorvakzine ATV-NDV zu erhohen, indem stimulierend wirkende
Fusionsproteine angekoppelt werden. Bevor auf die Wirksamkeit der zusitzlich in die
Konstrukte eingebauten Zytokine IL-2 und GM-CSF eingegangen wird, sollen im folgenden
Abschnitt mechanistische Fragen im Vordergrund stehen, die mit einer optimalen Beladung
der Vakzinezellen mit den Konstrukten in Zusammenhang stehen. Zwei Problemstellungen

galt es zu abzukldren:
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1) Konkurrieren zwei Konstrukte mit derselben Spezifitit um die gemeinsame
Bindungsstelle und wenn ja, kann dieses umgangen werden?

2) Macht es Sinn, Molekiile, die unterschiedliche Signale vermitteln, an separate
Subpopulationen der Vakzinezellen zu koppeln oder ist die Wirkung besser, wenn jede

Zelle der Vakzine alle stimulierenden Molekiile enthalt?

4.3.1  Kompetition der Fusionsproteine um dieselbe NDV-Bindestelle

Um die erste Frage beantworten zu konnen, wurden zunichst Bindungsstudien an zwei um die
HN-Bindungsstelle konkurrierenden Molekiilen im FACS durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
beiden Konstrukte bs HN-CD3 (242) und bs HN-CD28 (290) verwendet. Definierte Mengen
an bs HN-CD3 wurden auf 1x10° Ltk (HN+F).A5 Zellen inkubiert und die Bindungsstirken
(angegeben als Prozentsatz positiv gefarbter Zellen) mit denjenigen verglichen, die bei einem
Uberschuss an konkurrierendem bs HN-CD28 (125 ng) zustande kamen. Analog dazu wurde
der Versuch in umgekehrter Weise durchgefiihrt, d.h. eine Untersuchung der Bindungs-
fihigkeit von bs HN-CD28 mit oder ohne Uberschuss an bs HN-CD3 (250 ng). AuBerdem
wurde fiir jede Bedingung die Dichte der jeweilig gebundenen Konstrukte auf der Oberfldche
der Ltk (HN+F).A5 Zellen bestimmt (angegeben als mittlere Fluoreszenzintensitit: Mean).
Dies wurde durch die Tatsache ermoglicht, dass die Proteine 242 und 290 mit ihrem Hise-
bzw. E-Tag jeweils unterschiedliche C-terminale Tag-Sequenzen besitzen (s. Tab. 4-1),
welche durch spezifische anti-His (Maus IgG2a-Isotyp) bzw. anti-E-Tag (Maus IgG1-Isotyp)
Erstantikdrper erkannt werden konnen. Diese wiederum werden mittels eines FITC-
konjugierten Ziege-anti-Maus IgG2a-Isotyp-spezifischen bzw. eines biotinylierten Ziege-anti-
Maus IgGl-Isotyp-spezifischen Zweitantikorpers detektiert. Letzterer kann abschlieBend
durch PE-konjugiertes Streptavidin angefarbt werden.

Das Resultat ist in Abb. 4-24 abgebildet. Aus ihr wird ersichtlich, dass beide Konstrukte (242
und 290) deutlich bessere Bindungseigenschaften aufweisen, wenn sie alleine, also ohne
jegliche Kompetition durch das andere Konstrukt, an Ltk (HN+F).AS5 Zellen binden kdnnen
(Abb. 4-24 ac). Dass der kompetitive Effekt von Protein 242 auf Protein 290 weniger
deutlich ausfillt als im umgekehrten Fall, ist auf die oben beschriebene Farbung von
Konstrukt 290 zuriickzufiihren, welche von einer durch das Biotin/Streptavidin-System
vermittelten Verstirkung herriihrt (Abb. 4-24 c). Eine Analyse der Oberflachendichte
gebundener Proteine (Mean) bekréftigt den Effekt der Kompetition. Ohne Konstrukt 290
binden 250 ng Konstrukt 242 mit einem Mean von 30 an Ltk (HN+F).A5 Zellen (Abb. 4-24 b,
Kreuz). In Gegenwart von 125 ng Konstrukt 290 fdllt der Mean jedoch auf 16,5. Mit
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abnehmenden Mengen an Protein 242 nimmt dessen Mean zwar weiter ab, ein Effekt, der rein
theoretisch auch einfach auf die verringerten Konzentrationen selber zuriickgefiihrt werden

konnte, die Mean-Werte fiir Protein 290 nehmen jedoch sukzessive zu (von 180 auf 261), und
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Abb. 4-24 (a) 1x10° Ltk (HN+F).A5 Zellen wurden mit den angegebenen Mengen an Protein 242 inkubiert.
Dies geschah in Gegenwart oder Abwesenheit von kompetitierenden 125 ng Protein 290. Die Konstrukte wurden
spezifisch durch anti-His (Maus IgG2a-Isotyp) bzw. anti-E-Tag (Maus IgG1-Isotyp) Erstantikdrper detektiert.
Nach einer Farbung mit FITC-konjugiertem Ziege-anti-Maus IgG2a-Isotyp-spezifischem bzw. biotinyliertem
Ziege-anti-Maus IgG1-Isotyp-spezifischem Zweitantikorper erfolgte eine Inkubation mit PE-konjugiertem
Streptavidin. Die Analyse erfolgte am FACS. Angegeben ist der Prozentsatz positiv gefirbter Zellen. Tote
Zellen wurden durch PI von der Farbung ausgeschlossen. () Die Féarbung erfolgte analog zu der in (a), mit dem
Unterschied, dass bei variierenden Mengen an Konstrukt 290 die Kompetition von 250 ng Protein 242 getestet
wurde.

(b,d) Hier sind die Mean-Werte aus den Abbildungen (a) und (c) im Falle der Kompetition angegeben. Das
Kreuz entpsricht dem Mean des untersuchten Proteins bei hochster Konzentration ohne Kompetition.

das, obwohl die Menge dieses Proteins konstant bei 125 ng gehalten wurde. Der Grund
hierfiir sind die bei geringerer Menge an Protein 242 frei gewordenen HN-Bindestellen, die
nun durch Protein 290 besetzt werden kénnen (Abb. 4-24 b). Ahnliches gilt auch im
umgekehrten Fall, in dem die Mean-Werte fiir 250 ng Konstrukt 242 ansteigen, wohingegen
die des Konstrukts 290 mit abnehmenden Konzentrationen sinken (Abb. 4-24 d). Es bleibt
also festzuhalten, dass sich Fusionsproteine, die um dasselbe Antigen konkurrieren, in ihren

Bindungseigenschaften gegenseitig beeinflussen konnen. Eine Variation in der Menge eines
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Konstrukts kann also eine Anderung der Bindungscharakteristika des anderen nach sich

ziehen.

Wenn anti-CD3 und anti-CD28 Fusionsproteine an die beiden Oberfldchenproteine HN und
Fy separat gebunden wurden, so konnte der Effekt der Kompetition umgangen werden. Das ist
in Abb. 4-25 gezeigt. Hierfiir wurden Ltk Wt Zellen zunichst iiber Nacht mit 100 HU NDV
Ulster infiziert, bevor je 1x10° Zellen mit variierenden Mengen an Protein bs Fo-CD28 (337)
mit oder ohne 540 ng konkurrierendem Konstrukt bs HN-CD3 (242) inkubiert wurden. Die
Féarbung des Fo-bindenden Proteins 337 erfolgte iiber einen anti-E-Tag Erstantikdrper (Maus
IgG1-Isotyp), einen biotinylierten Ziege-anti-Maus IgG1-Isotyp-spezifischen Zweitantikorper
und abschlieend mittels eines Streptavidin-PE Konjugats. Die FACS-Analyse zeigt, dass
sich die Bindung von Protein 337 in keinster Weise von einem Uberschuss an Protein 242

beeinflussen lasst.

337 (bs F,-CD28) [Mengen in ng]

1570 392 98
ch Il ohne bs HN-CD3
o) K B mit bs HN-CD3
N h.
O
2
A7)
o
o
S

bs F,-CD28 ~

Abb. 4-25 1x10’ iiber Nacht mit NDV Ulster infizierte (100 HU/10" Zellen) Ltk Wt Zellen wurden mit den
angegebenen Mengen an bs Fy-CD28 (337) in Gegenwart (o) oder Abwesenheit (¢) von kompetitierenden 540 ng
Protein bs HN-CD3 (242) inkubiert. Die Zellen wurden durch Farbung mit einem anti-E-Tag Erstantikdrper
(Maus IgGl-Isotyp), einem biotinylierten Ziege-anti-Maus IgG1-Isotyp-spezifischen Zweitantikdrper und
abschlieffend einem Streptavidin-PE Konjugat zur FACS-Analyse vorbereitet. Als Negativkontrolle wurden
Proben mit 540 ng Protein 242 inkubiert, gefolgt von anti-E-Tag Erstantikdrper, biotinyliertem Ziege-anti-Maus
IgG1-Isotyp-spezifischem Zweitantikorper und PE-konjugiertem Streptavidin (e). Tote Zellen wurden durch PI
von der Farbung ausgeschlossen.

Nach den reinen FACS-Analysen stand der Nachweis der Kompetition nun auch auf
funktioneller Ebene im Blickpunkt. In Abb. 4-17 wurde als Erkldrung fiir die Abnahme der T-
Zell-Proliferation bei suboptimalem bs HN-CD3 und hohen Dosen an bs HN-CD28 ein
solcher Effekt schon in Erwigung gezogen. Allerdings konnte der Nachweis einer
Kompetition erst im folgenden Versuch erbracht werden. In Abb. 4-26 wurden aufgereinigte
T-Zellen zusammen mit suboptimalen Dosen an CD3-Signalen (5 pg/Loch fiir bs HN-CD3
bzw. 500 pg/Loch fiir bs Fo-CD3) auf mit 100 Gy bestrahlte Ltk (HN+F).A5 Zellen gegeben,

eine Bedingung, die sie nur zu einer marginalen Proliferation anregte (Abb 4-26, CD3-Signal
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allein). Die T-Zellen wurden durch beide Konstrukte in etwa gleich stark aktiviert, auch wenn
bs HN-CD3 leicht besser zu sein schien. Fiir die Interpretation ist das allerdings
unproblematisch. Die Gabe eines Uberschusses an bs HN-CD28 (210 ng/Loch) als ko-
stimulatorisches Signal kann in Kombination mit bs HN-CD3 die T-Zellen im Vergleich zur
eben erwdhnten Kontrolle nur zu einer schwachen, wenn auch signifikanten (p < 0,041)
Proliferationssteigerung anregen. Die grofle Menge an bs HN-CD28 verdriangt offensichtlich
einen Grofteil des anderen HN-Konstrukts von dessen Bindungsstellen und macht es somit
fiir die T-Zellen unbrauchbar. Ersetzt man allerdings bs HN-CD3 gegen eine dquivalente
Menge des Fy-bindenden Proteins bs Fp-CD3, so wird das volle Proliferationspotenzial der T-
Zellen ersichtlich (Abb. 4-26, roter Balken; p < 0,000009). In diesem Fall konnen nédmlich
beide Signale ohne sich gegenseitig zu beeinflussen an die Stimulatorzellen binden.
Allerdings sind solch derartig extremen Konzentrationsunterschiede in den funktionellen
Assays nicht der Regelfall. Beide Konstrukte liegen normalerweise in eher ausgeglichenen
Mengen vor, sodass selbst bei Kompetition beide in ausreichend hohem Mafe binden konnen,

um die Effektorzellen zu aktivieren.

Kostimulation

bs HN-CD28
(210 ng/Loch) CD3-Signal allein Vakzine-Kontrollen
*%
804 ! I
*
70
3
o= 60
c O i
£ X 40-
©
= £ i
; = 30
£ L. 20-
10
0- . .
bs HN-CD3 bs F,-CD3 bs HN-CD3 bs F,-CD3 TZ
(5 pg/Loch) (500 pg/Loch) (5 pg/Loch) (500 pg/Loch)

Abb. 4-26 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk (HN+F).A5 Zellen, einer suboptimalen
Konzentration an bs HN-CD3 (5 pg/Loch) bzw. bs F-CD3 (500 pg/Loch) sowie einem Uberschuss an
kostimulatorischem bs HN-CD28 (210 ng/Loch) fiir zwei Tage inkubiert. Nach Zugabe von 1 uCi *H-
markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die
eingebaute Radioaktivitdt in einem Fliissig-Szintillationszéhler gemessen. Alle Werte wurden 5-fach bestimmt
und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Als Kontrollen dienten entweder Stimulatorzellen
alleine, TZ inkubiert mit Stimulatorzellen oder TZ inkubiert mit Stimulatorzellen in Gegenwart von
suboptimalem bs HN-CD3 bzw. bs F,-CD3.

(*)p <0,041 (**) p < 0,000009.
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4.3.2  Bindung der Fusionsproteine an verschiedene Vakzinezellen

Eine Alternative, eine gegenseitige Beeinflussung der Fusionsproteine untereinander zu
vermeiden, besteht darin, die Konstrukte (selbst bei gleicher Spezifitit fiir dasselbe virale
Antigen) auf verschiedene Vakzinezellen zu laden. Das bedeutet allerdings wiederum, dass
Effektorzellen, um die zwei Signale erhalten zu konnen, mit beiden Subpopulationen der
Vakzinezellen in Kontakt treten miissen.

Deshalb wurden aufgereinigte T-Zellen mit drei verschiedenen Kombinationen an mit
Konstrukten beladenen Stimulatorzellen aktiviert. Die erste Bedingung bestand darin,
klassisch beide Signale (CD3 und CD28) in Form von HN-spezifischen Konstrukten an
dieselbe Zelle binden zu lassen, ndmlich an die Ltk HN.A2 Zellen eines Ltk Mixes (bei dem
Ltk HN.A2 und Ltk F.B9 Zellen zu gleichen Teilen vorlagen). In der zweiten Bedingung
wurde das bs HN-CD3 durch eine dquivalente Menge an bs Fp-CD3 ersetzt, welches an Ltk
F.B9 Zellen getrennt binden musste. Im dritten Fall wurde der Ltk Mix durch mit 100 HU
NDV Ulster modifizierte Ltk Wt Zellen ausgetauscht, mit der Folge, dass beide Proteine (bs
Fo-CD3 und bs HN-CD28) wieder an dieselbe Zelle andocken konnten, wenn auch an
unterschiedliche Antigene. Aus Abb. 4-27 a ist offensichtlich, dass die T-Zellen in Bedingung
1 dosisabhidngig zur Proliferation angeregt werden konnen, eine Eigenschaft, die bei
Separation der beiden Signale in Bedingung 2 vollkommen verloren geht. Dort steigt die
Aktivitdt der T-Zellen nicht {iber ,,Background* (vgl. hierzu Abb. 4-27 b, Kontrollen ,,TZ + bs
HN-CD3* und ,,TZ + bs F¢-CD3*“ auf Ltk Mix). Lasst man beide Konstrukte wieder an
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Abb. 4-27 (a) 1x10° aufgereinigte TZ wurden mit 2x10* bestrahlten Ltk Mix Zellen (zu gleichen Teilen aus
Ltk HN.A2 und Ltk F.B9 Zellen bestehend) bzw. mit 2x10* bestrahlten und mit 100 HU NDV Ulster
modifizierten Ltk Wt Zellen fiir zwei Tage inkubiert. Dazu kamen suboptimale Konzentrationen an bs HN-CD3
(50 pg/Loch, e) bzw. an bs Fo-CD3 (1,6 ng/Loch, e und e) sowie variierende Mengen an bs HN-CD28. Nach
Zugabe von 1 pCi *H-markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen
geerntet und die eingebaute Radioaktivitdt in einem Fliissig-Szintillationszéhler gemessen. Alle Werte wurden
als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. (b) Als Kontrollen dienten
entweder TZ inkubiert mit Stimulatorzellen oder TZ inkubiert mit Stimulatorzellen in Gegenwart von
suboptimalem bs HN-CD3 bzw. bs F,-CD3 oder maximaler Konzentration an bs HN-CD28.
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dieselben Stimulatorzellen binden (Bedingung 3), so kann die Proliferation der T-Zellen
wieder vollstindig hergestellt werden. Das beweist, dass es fiir eine optimale Aktivierung
generell von Vorteil ist, beide Fusionsproteine auf dieselbe Vakzinezelle zu koppeln, sodass
garantiert werden kann, dass beide Signale durch ihre Juxtaposition gleichzeitig an die
Effektorzelle weitergeleitet werden kdnnen. Ahnliches ist auch fiir bestimmte getestete
Antigen-prasentierende Zellen beschrieben worden, bei denen das CD3- und CD28-Signal
von ein und derselben Zelle prisentiert werden mussten, um eine optimale Wirkung zu

erzielen (Cardoso et al., 1997; Galvin et al., 1992).

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass bei einer idealen Tumorvakzine die Fusionsproteine
auf derselben Vakzinezelle gebunden sein sollten. Im Falle der NDV-infizierten
Tumorvakzine lassen sich die Fusionsmolekiile separat an die beiden viralen Antigene HN
und Fy binden. Letzteres ist jedoch nicht unbedingt ein Muss, aber es bleibt zu bedenken, dass
bei einer solchen Strategie nicht nur kompetitive Effekte umgangen werden, sondern auch
HN-Bindungsstellen unbesetzt bleiben konnen. Da HN-Molekiile per se eine von den
Konstrukten génzlich unabhingige kostimulatorische Aktivitéit besitzen (s. 1.5.2), kann die

stimulierende Kapazitit der Vakzine zusétzlich erhoht werden.

4.4 Effekt des IL-2-Zytokinanteils der Fusionsproteine auf die

Aktivierung von PBMZ oder Subpopulationen in vitro

Im folgenden Abschnitt sollte untersucht werden, inwiefern die virusinfizierte und mit
Fusionsproteinen beladene Tumorvakzine in der Lage ist, humane Immunzellen aus dem
peripheren Blut gesunder Spender so zu aktivieren, dass sie einen Tumor-Monolayer
zerstoren. GroBes Interesse galt dabei der Frage, ob das in den Konstrukten enthaltene 1L-2
eine gesteigerte antitumorale Wirkung erzielen kann. Diese Untersuchungen bezogen sich
nicht nur auf gesamte PBMZ, sondern insbesondere auf T-Zellen, da sie die Zielzellen fiir die
Proteine 242 und 290 darstellen (Haas C., 1996). Als eine spezielle und gut abgrenzbare
Subpopulation der gesamten T-Zellen wurden v.a. naive T-Zellen und deren Aktivierungs-

merkmale analysiert.
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4.4.1  Auswirkung des IL-2-Zytokins auf die Proliferation von T-Zellen

Zunichst sollte geklart werden, ob das in den Fusionsproteinen enthaltene IL-2 tatsdchlich als
Wachstumsfaktor eine gesteigerte Proliferation von T-Zellen induzieren kann. Dazu wurden
aufgereinigte T-Zellen auf bestrahlte und virusmodifizierte Ltk Wt Stimulatorzellen in
Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3 (150 pg/Loch) gegeben. Als kostimulatorisches
Signal wurden die beiden Konstrukte bs Fo-CD28 und ts Fy-IL2-CD28 miteinander
verglichen, die sich nur im IL-2-Gehalt unterscheiden. Um das bewerkstelligen zu konnen,
wurden die Proteine mit jeweils identischen Fy-Aktivititen eingesetzt (s. 4.1.3.2). Zudem
waren die Kostimuli als Fo-Konstrukte vom CD3-Signal getrennt, um sdmtliche Interferenzen

auszuschlieen. Das Resultat ist in Abb. 4-28 gezeigt, aus der hervorgeht, dass das
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Abb. 4-28 (a) 1x10° TZ wurden mit 1x10* bestrahlten und mit 100 HU NDV Ulster modifizierten Ltk Wt
Zellen sowie einer suboptimalen Konzentration an bs HN-CD3 (150 pg/Loch) fiir zwei Tage inkubiert. Dazu
kamen variierende Mengen an titriertem bs Fy-CD28 (e) bzw. ts Fo-IL2-CD28 (). Nach Zugabe von 1 pCi *H-
markiertem Thymidin und einer Inkubation von weiteren 18 Stunden wurden die Zellen geerntet und die
eingebaute Radioaktivitit in einem Fliissig-Szintillationszihler gemessen. Alle Werte wurden als Triplikate
bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. (b) Als Kontrollen dienten entweder TZ
inkubiert mit Stimulatorzellen oder TZ inkubiert mit Stimulatorzellen in Gegenwart von suboptimalem bs HN-
CD3 oder maximaler Konzentration an bs Fy-CD28 bzw. ts Fy-IL2-CD28.

(*) p <0,033.

trispezifische Konstrukt zumindest bei geringeren Mengen (18 und 4 U/Loch) in der Tat in
der Lage ist, die T-Zellen noch signifikant zu aktivieren (p < 0,033), wohingegen bs Fo-CD28
in diesem Bereich keinerlei Aktivitit mehr besitzt. Der ,.Background“ ist durch das
suboptimale bs HN-CD3 definiert (Abb. 4-28 a, blaue Linie). Anders sieht es bei der hdchsten
Konzentration (88 U/Loch) aus, bei der ts Fo-IL2-CD28 gegeniiber dem anderen Konstrukt
nur einen schwachen Vorteil besitzt (p < 0,078). Betrachtet man die Kontrollen (Abb. 4-28 b),
so fallt auf, dass bs Fo-CD28 alleine bei groffter Konzentration erwartungsgeméil keine, die
entsprechende Menge an ts Fy-IL2-CD28 alleine aber eine schwache Wirkung auf T-Zellen

ausiibt, welche auf das IL-2 zuriickzufiihren ist. All diese Daten untermauern die Synergie der

100



ERGEBNISSE

Signale, denn wird eine T-Zelle durch drei Signale gleichzeitig aktiviert (CD3, CD28 und IL-
2), so proliferiert sie stirker als bei einer Stimulation durch den klassischen 2-Signal-Weg
(CD3 und CD28). Dieses ist bemerkenswert, da durch CD3/CD28 aktivierte T-Zellen schon
per se IL-2 produzieren. Deshalb konnen Unterschiede zwischen den beiden Konstrukten nur

bei hoherer Verdiinnung erkannt werden.

4.4.2  Einfluss des IL-2-Zytokins auf den Antitumor-Effekt

4.4.2.1 Untersuchung im einfachen TNA-System

Nach dem erfolgreichen Nachweis der IL-2-Aktivitdt im Proliferationsassay sollte nun die
Wirkung IL-2-enthaltender Fusionsproteine in dem zuvor beschriebenen Tumor-
Neutralisations-Assay (TNA) gezeigt werden (s. 1.6). Dabei sollte das Protein ts HN-IL2-
CD28 mit dem Protein bs HN-CD28 verglichen werden, um nachzuweisen, dass die
Integration des IL-2 in das Fusionsprotein einen Mehrwert im Vergleich zur bisher
angewandten Vakzinierungsstrategie bedeutet. Das Konstrukt bs HN-IL2 diente als Vergleich.
Als Vakzine kamen mit 200 Gy bestrahlte und mit NDV Ulster (100 HU/10" Zellen)
modifizierte MCF-7 Zellen zum Einsatz (VN); parallel dazu wurden bestrahlte, jedoch nicht
modifizierte MCF-7 Zellen als Vakzine (V) verwendet. Diese wurden mit einer suboptimalen
Dosis an bs HN-CD3 (500 pg/Loch) sowie drei verschiedenen Mengen an den austitrierten
kostimulatorischen Konstrukten beladen (203, 20,3 und 2,0 U/Loch an HN-Aktivitdt), um
PBMZ eines gesunden Spenders auf einen Tumorzell-Monolayer zu aktivieren. Nach sieben
Tagen Zellkultur wurden die nicht-adhédrenten Zellen weggewaschen. Die Zerstorung des
Tumorzell-Monolayers wurde im Vergleich zu einem intakten Kontroll-Monolayer durch
Umsetzung eines Lebendzellfarbstoffes gemessen.

Abb. 4-29 gibt das Ergebnis wieder. Die durch Vakzine, bs HN-CD3 und bs HN-CD28
aktivierten PBMZ zeigen dabei eine dosisabhingige Lyse des Tumor-Monolayers (schwarze
Balken). Sie bewegt sich zwischen 78,6 und 59,8% und ist somit hoher als die Kontrolle, in
der die Effektorzellen mit Vakzine in Gegenwart von nur suboptimalem bs HN-CD3
stimuliert wurden (roter Balken). Wird bs HN-CD28 durch ts HN-IL2-CD28 ersetzt, liegt der
Antitumor-Effekt fiir keine der drei Konzentrationen unter 86,8%, was eine signifikante
Steigerung im Vergleich zu den entsprechenden Mengen an bs HN-CD28 bedeutet (graue
Balken; p < 0,005). Interessant ist, dass 203 und 20,3 U/Loch bs HN-IL2 (in Kombination mit
bs HN-CD3) die PBMZ beinahe ebenso stark aktivieren konnen wie bs HN-CD28 in
derselben Menge (weile Balken). Bs HN-IL2 scheint somit als Kostimulus fungieren zu
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konnen. Allerdings ist dieser Effekt bei einer Menge von 2,0 U/Loch verschwunden, d.h. nur
noch so stark wie der CD3-,Background” (rote Linie). Ohne bs HN-CD3 haben die
kostimulatorischen Konstrukte alleine, selbst wenn sie an virusmodifizierte Vakzine
gekoppelt sind, nur eine schwache Wirkung auf die PBMZ (zwischen 25,6 und 32,7%). Auch
wird ersichtlich, dass zumindest das CD3-Signal mit der Vakzine kreuzvernetzt sein muss, um
seine Wirksamkeit entfalten zu konnen, denn bei Verwendung einer bestrahlten, jedoch nicht
mit NDV modifizierten Vakzine ergibt sich selbst bei maximalen Dosen an kostimulatori-
schen Molekiilen kein Antitumor-Effekt (gelbe Balken). Schlussendlich sei darauf hingewie-
sen, dass selbst die Verwendung einer mit NDV behandelten Tumorvakzine (VN) auf PBMZ
stirker aktivierend wirkt als bestrahlte MCF-7 Zellen alleine (V; griine Balken).

So ldsst sich an Abb. 4-29 gut erkennen, wie die Wirksamkeit einer Tumorvakzine
schrittweise gesteigert werden kann: (i) Infektion mit NDV, (ii) Anbindung von bs HN-CD3,
(ii1) zusétzliche Anbindung von bs HN-CD28, (iv) weitere Steigerung durch IL-2 in einem

trispezifischen Konstrukt.
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Abb. 4-29 3x10° lebende MCF-7 Zellen pro Loch wurden in eine 96-Loch Platte ausgesit und fiir vier Stunden
bei 37°C adhiriert. In das umgebende Medium wurden 1,5x10* humane PBMZ und 1x10° mit 200 Gy bestrahlte
und mit 100 HU NDV Ulster modifzierte MCF-7 Zellen (VN) gegeben. Nicht mit NDV modifizierte
Tumorzellen dienten als Kontrollvakzine (V). Die Aktivierung der PBMZ erfolgte iiber suboptimales bs HN-
CD3 (500 pg/Loch) und variierende Konzentrationen an den kostimulatorischen Konstrukten bs HN-CD28, ts
HN-IL2-CD28 und bs HN-IL2, welche ebenfalls dem Medium zugesetzt wurden. Nach sieben Tagen
Inkubationszeit wurden die nicht-adhirenten Zellen abgesaugt, die Locher mit frischem Medium aufgefiillt und
der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 20 ul MTS-Losung fiir 45 min. im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 20 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490 nm im ELISA-Messgerét
bestimmt. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
(+) bzw. (-) bedeutet, dass die jeweilige Komponente in der Testbedingung an- bzw. abwesend war.

(*) p <0,005 (**) p <0,004.
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4.4.2.2 Untersuchung im passagierten TNA-System

Um den eben beschriebenen IL-2-Effekt weiter analysieren zu kdnnen, wurde das TNA-
Testsystem erweitert. Die Fragestellung bestand nun darin, ob die durch Vakzine und
Konstrukte aktivierten Effektorzellen nach den sieben Tagen Inkubation immer noch aktiv
sind, d.h. Tumorzellen immer noch lysieren kénnen, wenn sie auf einen frischen Monolayer
ausgesit (passagiert) werden. Aufgrund der GroBe dieses Versuches galt den T-Zellen als
Effektorzellen die Aufmerksamkeit; Gesamt-PBMZ wurden nicht beriicksichtigt. 3x10°
unbestrahlte MCF-7 Zellen wurden als Monolayer in einer 96-Loch Platte ausgesit.
AnschlieBend wurden 1,5x10* aufgereinigte Effektorzellen und die Vakzine zugesetzt. Als
Vakzine wurden mit 200 Gy bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 und
MCF-10 Zellen verwendet. Bei MCF-10 Zellen handelt es sich um eine humane, nicht-
tumorigene Zelllinie aus einem weiblichen Brustepithelgewebe. Als Referenz dienten mit
CD3- und CD28-Antikdrpern beschichtete magnetische Partikel (CD3/CD28 Expander
Beads) in den Konzentrationen von zwei bzw. einem pro Effektorzelle. Die Aktivierung
erfolgte iiber suboptimales bs HN-CD3 (1 pg/10” Vakzinezellen) und zwei verschiedene
Mengen an Kostimulus (84,4 und 8,44x10* U HN-AKktivitit pro 10" Vakzinezellen), der durch
bs HN-CD28, ts HN-IL2-CD28 oder bs HN-IL2 vermittelt wurde. Parallel dazu wurden die
fiir die Passagen benotigten T-Zellen in 6-Loch Platten aktiviert, wobei die Zellzahlen fiir den
Monolayer auf 5x10°, fiir die Vakzine auf 1,67x10* und fiir die T-Zellen auf 2,5x10° Zellen
pro Loch angepasst wurden (jede Bedingung wurde doppelt angesetzt). Die Proteine wurden
in den oben genannten Mengen eingesetzt. Nach sieben Tagen Inkubation wurde der 96-Loch
TNA wie zuvor beschrieben entwickelt, wohingegen die T-Zellen des 6-Loch TNA geerntet
und gewaschen wurden, bevor sie auf einen neuen MCF-7 Monolayer — entweder in einer 96-
Loch Platte (2,5x10* Zellen/Loch) oder 6-Loch Platte (4,2x10° Zellen/Loch) — gegeben
wurden. Diese neuen TNA wurden nun fiir nur noch drei Tage inkubiert. Die Prozedur wurde
ein zweites Mal wiederholt.

Das Resultat eines solchen Experiments ist in Abb. 4-30 wiedergegeben. Alle drei
kostimulatorischen Konstrukte konnen in Passage 0 (PO) die T-Zellen zu einer signifikanten
Lyse des MCF-7 Monolayers anregen, wenn sie in Kombination mit suboptimalem bs HN-
CD3 prisentiert werden. Dabei scheint es bei der MCF-7 Vakzine fiir jedes der drei getesteten
Proteine eine Dosisabhéngigkeit zu geben, wihrend der Antitumor-Effekt fiir die MCF-10
Vakzine tberall bei nahezu 100% liegt; dafiir ist hier die CD3-Kontrolle mit 45,5%
Tumorwachstumsinhibition (TWI) auch etwas hoher als die der MCF-7 Vakzine (25,5%).

Betrachtet man Passage 1 (P1), so dndert sich das Bild und zwei Dinge fallen auf. Zum einen
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Abb. 4-30 3x10’ lebende MCF-7 Zellen pro Loch wurden in eine 96-Loch Platte ausgesit und fiir vier Stunden
bei 37°C adhiriert. In das umgebende Medium wurden 1,5x10* humane TZ sowie 1x10° mit 200 Gy bestrahlte
und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 oder MCF-10 Zellen gegeben. Die Aktivierung der TZ
erfolgte iiber suboptimales bs HN-CD3 (1,0 pg/10’ Vakzinezellen) und je zwei Konzentrationen der
kostimulatorischen Konstrukte bs HN-CD28, ts HN-IL2-CD28 und bs HN-IL2 (84,4 und 8.44x10* U/10’
Vakzinezellen), welche ebenfalls dem Medium zugesetzt wurden. CD3/CD28 Expander Beads wurden als
Aktivierungskontrolle eingesetzt (2 und 1 pro TZ). Parallel dazu wurden die Bedingungen als Duplikate auf
einen 6-Loch TNA iibertragen. Als Monolayer wurden 5x10* MCF-7 Zellen, als Vakzine 1,67x10* bestrahlte
und NDV-modifizierte MCF-7 bzw. MCF-10 Zellen und als Effektorzellen 2,5x10° TZ (zusammen mit den oben
erwédhnten Mengen an Fusionsproteinen) gewéhlt (alle Angaben pro Loch).

Nach sieben Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhdrenten Zellen im 96-Loch TNA abgesaugt, die Locher
mit frischem Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 20 pul MTS-Ldsung fiir 45 min. im
Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490
nm im ELISA-Messgerdt bestimmt. Die TZ aus dem 6-Loch TNA wurden geerntet, gewaschen und auf frischen
MCF-7 Monolayer (2,5x10* Zellen/Loch im 96-Loch TNA bzw. 4,2x10° Zellen/Loch im 6-Loch TNA) gegeben.
Nach weiteren drei Tagen wurde der 96-Loch TNA entwickelt und der 6-Loch TNA ein zweites Mal wie oben
beschrieben passagiert.

Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert; Standardabweichungen von bis zu
10% wurden toleriert. Als wichtigste Kontrollen sind nur durch Vakzine oder durch Vakzine in Gegenwart von
suboptimalem bs HN-CD3 aktivierte TZ gezeigt. Sdmtliche andere Kontrollen (Wirkungen der kostimula-
torischen Signale alleine auf TZ) sind mit dem ,,Background* vergleichbar (Daten nicht gezeigt).

besitzen nur noch die durch die Konstrukte bs HN-CD28 und ts HN-IL2-CD28 als
Kostimulus (in hoherer Konzentration) aktivierten T-Zellen lytisches Potenzial, wobei das IL-
2-enthaltende trispezifische Protein eine Steigerung von 20 — 40% gegeniiber dem bispezifi-
schen Protein aufweist. Zum anderen hat sich der anfingliche Unterschied zwischen den
beiden Vakzinetypen ausgeglichen. Besonders interessant ist jedoch Passage 2 (P2). Hier
zeigen nur noch durch bs HN-CD3 und ts HN-IL2-CD28 stimulierte T-Zellen eine TWI von
42,7% (MCF-7 Vakzine) bzw. 46,5% (MCF-10 Vakzine). Die verwendeten CD3/CD28
Expander Beads zeigen in allen Passagen maximale Wirkung. Da sie aber nur als
Aktivierungskontrolle verwendet wurden, konnen sie nicht direkt mit den Konstrukten

verglichen werden. Zusammenfassend ldsst sich also feststellen, dass nicht nur die Stirke,
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sondern auch die Dauer des Antitumor-Effekts in direkter Korrelation zur Intensitdt des
Eingangsstimulus, der durch die Art der an Vakzinezellen gekoppelten Fusionsproteine
definiert ist, steht. Das Protein mit zwei aktivierenden Signalen (ts HN-IL2-CD28) ist somit
klar im Vorteil, ein Effekt, der nicht unbedingt auf stirker aktivierte T-Zellen, sondern auf

eine erhohte Zellzahl zuriickzufiihren sein konnte (s. auch Abb. 4-28).

Um zu kldren, warum bei Passage 0 die MCF-10 Vakzine bessere Effekte als die MCF-7
Vakzine zu erzielen vermag, eine Tatsache, die sich auch in anderen TNA-Versuchen
bestitigt hat (Daten nicht gezeigt), sollten diese beiden Zelllinien hinsichtlich ihrer
Empfindlichkeit gegeniiber einer NDV-Infektion verglichen werden. Sowohl MCF-7 als auch
MCF-10 Zellen wurden fiir eine Stunde mit 100 HU NDV Ulster modifiziert, bevor sie (nach
zweimaligem Waschen) wieder in entsprechendem Medium ausgesdt und kultiviert wurden.
24 Stunden nach dem ersten Kontakt mit dem Virus wurden sie in einer FACS-Analyse auf
HN- und Fy-Expression getestet. Es zeigt sich anhand der bimodalen Kurven deutlich, dass
sich das Virus in beiden Zelltypen nur bei schwachen Replikationsgraden identisch verhélt
(Abb. 4-31, linkes Maximum). Bei hohen Replikationsgraden allerdings kann sich NDV acht-
bis zehnmal besser in MCF-7 als in MCF-10 Zellen vermehren (rechtes Maximum). Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass MCF-10 Zellen nicht tumorigen sind und eventuell durch eine
gesteigerte antivirale Interferonantwort resistenter sind. Fiir die Vakzine konnte das bedeuten,
dass MCF-10 Zellen nach NDV-Infektion fiir lingere Zeit am Leben bleiben als MCF-7

Zellen und somit den Effektorzellen die Fusionsproteine linger prasentieren konnen.

N,

% positive Zellen

0 LAALEY 12 i T
10 10 10 10 10

HN.B

Abb. 4-31 MCF-7 (e) bzw. MCF-10 (e) Zellen wurden fiir eine Stunde mit 100 HU NDV Ulster modifiziert,
zweimal gewaschen und in entspechendem Medium bei 37°C weiterkultiviert. 24 Stunden nach Kontakt mit dem
Virus wurden die Zellen mit anti-HN.B (links) bzw. anti-F, (rechts) Erstantikdrper und PE-konjugiertem Ziege-
anti-Maus Zweitantikorper zur FACS-Analyse vorbereitet. Als Negativkontrolle wurden Proben nur mit
Zweitantikorper inkubiert (MCF-7 Zellen: durchgezogene Linie; MCF-10 Zellen: gestrichelte Linie). Tote
Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.
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AuBerdem wurden die beiden Vakzinetypen auch auf ihre Fihigkeit hin untersucht, PBMZ
zur Ausschiittung von IL-2, IFN-y und IP-10 anzuregen. Die Aktivierungsbedingungen waren
hierbei wie im TNA (1x10° Vakzinezellen auf 1,5x10* PBMZ) bzw. im Proliferationsassay
(1x10* Vakzine auf 1x10° PBMZ). Tab 4-4 zeigt zunichst, dass die beiden Zytokine IL-2 und
IFN-y sowie das Chemokin IP-10 in Abhédngigkeit der Vakzinierungsstrategie sezerniert
werden, wobei es nicht verwundert, dass die héhere Aktivitit bei héheren Effektor- und
Vakzinezellzahlen liegt (Bedingung A). Ein nennenswerter Unterschied zwischen den beiden
Vakzinetypen findet sich in der erhdhten IL-2-Produktion durch PBMZ bei Verwendung der
MCF-10 Vakzine, was eine gesteigerte Aktivierung der Effektorzellen erkldren konnte,
allerdings ist dies nur in Bedingung A der Fall, nicht jedoch im TNA-Mafstab (Bedingung
B). Interessant sind die bei beiden Vakzinetypen extrem hohen IP-10-Konzentrationen,
welche selbst bei nur durch Vakzinezellen stimulierten PBMZ nachweisbar sind. Hierbei sind
die Mengen an IP-10 im TNA-Mafstab (Bedingung B; bei Bedingung A sind die Stimuli zu
stark, um noch Unterschiede zu erkennen) bei der MCF-10 Vakzine hoher, was zu einer

verbesserten Rekrutierung und Migration der Effektorzellen an den Ort der Vakzine fiihren

A B
(10" Vakzinezellen/Loch) (10° Vakzinezellen/Loch)
Stimulation 1L-2 IFN-y IP-10 1L-2 IFN-y 1P-10
bs HN-CD3 (0,5 pg/10” Vakz.)
o |bsHN-CD28 (8438 UrLoch) A AR AR * * AR
c
'S | bs HN-CD3 (0,5 ng/10” Vakz.)
3;6 bs HN-CD28 (84,4 U/Loch) A AR AR * * A
~
'('3 bs HN-CD3 (0,5 pg/10” Vakz.) - + A+ - - ++
p
Vakzinezellen n. b. - - ++
bs HN-CD3 (0,5 pg/10” Vakz.)
o | bs HN-CD28 (843.8 ULoch) -+ -+ e + + -
C
‘N 7
L | bs HN-CD3 (0,5 ng/10" Vakz.)
g bs HN-CD28 (84.4 U/Loch) +++ -+ e + + -+
=
6 bs HN-CD3 (0,5 pg/10” Vakz.) - =+ A+ - - ++
S
Vakzinezellen n. b. - - +

Tab.4-4  (A) 1x10* bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 oder MCF-10 Zellen wurden
mit 1x10° PBMZ in Gegenwart der angegebenen Mengen an bs HN-CD3 und bs HN-CD28 inkubiert. (B)
Genauso wie (A), nur mit 1x10° Vakzinezellen und 1,5x10* PBMZ.

Nach drei Tagen wurden die Uberstinde abgenommen, fiir 5 min. bei 2.600 g zentrifugiert und in ELISA-
Experimenten auf IL-2, IFN-y und IP-10 untersucht.

n. b.: nicht bestimmt.
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konnte. Insgesamt betrachtet zeigt die MCF-10 Vakzine leichte Vorteile.

443  Aktivierung von naiven T-Zellen durch Vakzine und IL-2-

enthaltende Fusionsproteine

Da der positive Einfluss des IL-2-Zytokins auf die Aktivierung von PBMZ oder
aufgereinigten T-Zellen nun bestétigt war, galt das Interesse von nun an den naiven T-Zellen.
Anders als Gedichtnis-T-Zellen besitzen naive T-Zellen, die als Subpopulation je nach
Spender 50 — 80% der gesamten T-Zellen ausmachen, einen wesentlich strikteren und
komplexeren Aktivierungsmechanismus. Sie verdanken ihren Namen der Tatsache, dass sie
nach einer Reifungsphase im Thymus und Entlassung in die Peripherie noch keinen antigen-
spezifischen Kontakt durchlaufen haben. Viele Tumorarten gelten als nicht-immunogen,
weswegen es schwierig ist, in Patienten Gedéchtnis-T-Zellen, die gegen Tumor-assoziierte
Antigene (TAA) gerichtet sind, zu detektieren. Deswegen ist es von besonderer Wichtigkeit,
im Rahmen einer Therapie eine Immunantwort gerade dieses Zelltyps zu initiieren. Dies soll
im folgenden Abschnitt geschehen, in dem die Auswirkungen der Vakzine und der
Fusionsproteine auf die Aktivierung naiver T-Zellen untersucht werden. Auch hier galt

herauszufinden, ob zusétzlich eingebrachtes IL-2 einen Mehrwert aufweisen kann.

4.4.3.1 Charakterisierung frisch isolierter naiver T-Zellen

Zuallererst sollte eine moglichst genaue Charakterisierung frisch isolierter naiver T-Zellen
erfolgen. Es wurden naive T-Zellen wie unter 3.3.9.2 beschrieben isoliert und direkt mit
Fluoreseszenzfarbstoff-gekoppelten Antikorpern gefdarbt, um sie am FACS zu analysieren.
Das Ergebnis ist in Abb. 4-32 gezeigt. Zundchst ldsst sich feststellen, dass naive T-Zellen eine
sehr kompakte und homogene Population reprisentieren (Abb. 4-32 a). Dariiber hinaus sind
sie alle CD3/CD45RA-doppelt positiv (Abb 4-32 b,c), wobei die beiden, eng beieinander
liegenden Subpopulationen aus Abb. 4-32 b den CD4- bzw. CDS8-positiven Fraktionen
zugeordnet werden konnen. Wichtig ist ebenfalls, dass sie fiir CD45RO (ein Gedéchtnis-T-
Zell-Marker), CD25 (die a-Kette des IL-2-Rezeptors) und CD107a negativ sind (Abb. 4-32 d-
f). Die Abwesenheit von CD25 bedeutet auch, dass CD4/CD25-doppelt positive
regulatorische T-Zellen (T.g) nicht vorhanden sind und daher eine Aktivierung nicht
behindern konnen (Abb. 4-32 g). Mit etwa einem Drittel CD8- und zwei Dritteln CD4-
positiven Zellen (Abb. 4-32 g.h) entsprechen die Befunde jenen, wie sie auch fiir Gesamt-T-
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Zellen beschrieben sind (Comans-Bitter et al., 1997; Hannet et al., 1992). Aullerdem lassen
sich naive T-Zellen problemlos mit CFSE markieren (Abb. 4-32 1).
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Abb. 4-32 1x10° frisch aus PBMZ isolierte naive TZ wurden mit Endobulin geblockt, mit diversen
Mischungen an Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern inkubiert und anschlieBend am FACS analysiert.
(a) FSC/SSC-Scatter Plot; (b) anti-CD45RA-FITC & anti-CD3-PE; (c,d) anti-CD45RA-FITC bzw. anti-
CD45RO-PE (in grau: Farbung mit gesamten TZ); (€) anti-CD45RO-PE & anti-CD25-APC; (f) anti-CD25-FITC
& anti-CD107a-PE; (g) anti-CD4-FITC & anti-CD25-APC; (h) anti-CD3-PE & anti-CD8-APC; (i) CFSE-
Markierung & anti-CD3-PE. Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.

4.4.3.2 Proliferationspotenzial durch Vakzine und Fusionsproteine aktivierter naiver
T-Zellen

Mit dem folgenden Versuch sollte das Proliferationspotenzial aktivierter naiver T-Zellen
untersucht werden. Es wurden CFSE-markierte naive T-Zellen mit Vakzinezellen,
suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch) und zwei verschiedenen Konzentrationen an bs
HN-CD28, ts HN-IL2-CD28 oder bs HN-IL2 als Kostimulus (84,4 und 8,44 U/Loch) in
Kontakt gebracht. Nach fiinf, sechs und sieben Tagen wurden die Zellen geerntet und im
FACS analysiert. Da sich mit jeder Zellteilung die Intensitit des intrazelluldren
Fluoreszenzfarbstoffes CFSE halbiert, kann (ausgehend von der Zellpopulation, welche sich
nicht geteilt hat (T0)) die Teilungsrate bestimmt werden (Abb. 4-33). Zwei Vakzinetypen
wurden verglichen: bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 oder Ltk Wt
Zellen. Als Kontrolle dienten naive T-Zellen, die in Gegenwart von Vakzine alleine oder von

Vakzine und nur einem der Fusionsproteine inkubiert wurden.
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Abb. 4-33  Beispiel einer Proliferationsanalyse.

1x10° nTZ wurden mit CFSE markiert. AnschlieBend wurden sie mit 1x10* bestrahlten und mit 100 HU NDV
Ulster modifizierten Vakzinezellen (hier: Ltk Wt Zellen), suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch) und 84,4
bzw. 8,4 U/Loch bs HN-CD28 inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine in Kontakt kamen
(grau). Nach acht Tagen wurden die Zellen geerntet und im FACS analysiert. Tote Zellen wurden durch PI von
der Messung ausgeschlossen.

T: Zellteilung (z.B. T2 steht fiir zwei Zellteilungen).

Betrachtet man zunéchst die durch die MCF-7 Vakzine stimulierten naiven T-Zellen (Abb. 4-
34 A), so zeigt sich bei den vollstimulierten Zellen (bei einem Kostimulus von 84,4 U/Loch),
dass schon nach fiinf Tagen 55 — 65% der Zellen mindestens eine Zellteilung vollzogen haben
(je nach Kostimulus). An den darauffolgenden beiden Tagen sind es bereits etwa 75% (Tag 6)
bzw. sogar 80% (Tag 7). Am Ende der Kinetik (Tag 7) scheinen 84,4 U des Konstrukts ts
HN-IL2-CD28 einen Vorteil gegeniiber der dquivalenten Menge an bs HN-CD28 zu besitzen,
denn gut 10% mehr naive T-Zellen haben zwei oder drei Zellteilungen vollzogen, was die
Bedeutung des =zusdtzlich in das trispezifische Protein eingebrachten IL-2-Zytokins
unterstreicht. Auch 84,4 U des Konstrukts bs HN-IL2 zeigt am siebenten Tag (nach
anfanglicher Verzogerungsphase an Tag 5) sehr dhnliche Effekte wie das Konstrukt ts HN-
IL2-CD28, sodass IL-2 auch auf naive T-Zellen als kostimulatorisches Signal wirken kann.
Wenn die Kostimuli in 10-fach geringerer Menge eingesetzt werden (8,44 U/Loch), so scheint
die Proliferation wesentlich langsamer zu verlaufen (40 — 50 Stunden pro Teilung), denn der
Anteil sich teilender Zellen (T > 0) bleibt zwischen dem fiinften und siebenten Tag in allen
drei Bedingungen bei etwa 50% konstant. Somit wird auch klar, dass schon vor Tag 5 ein
wesentlicher Teil der Proliferation stattfinden muss. Was die Kontrollen betrifft, so zeigt
einzig suboptimales bs HN-CD3 alleine eine minimale Wirkung: an Tag 7 liegen ca. 25% sich
teilende Zellen vor, von denen allerdings iiber 70% sich gerade nur einmal geteilt haben.
Wiederholt man den Versuch mit der Ltk Vakzine, so ergeben sich qualitativ und auch
quantitativ dhnliche Ergebnisse (Abb. 4-34 B). Somit sind beide Vakzinetypen in ihrer
Wirkung vergleichbar.
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Abb. 4-34 1x10° nTZ wurden mit CFSE markiert. AnschlieBend wurden sie mit 1x10* bestrahlten und mit 100
HU NDV Ulster modifizierten MCF-7 (A) bzw. Ltk Wt Zellen (B), suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch)
und je zwei verschiedenen Mengen an bs HN-CD28, ts HN-IL2-CD28 oder bs HN-IL2 (84,4 und 8,4 U/Loch)
inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine oder nur mit der Vakzine und je einem der
Konstrukte in Kontakt kamen. Nach fiinf, sechs und sieben Tagen wurden die Zellen geerntet, mit Endobulin
geblockt und die Teilungsrate am FACS analysiert. Tote Zellen wurden durch PI von der Messung
ausgeschlossen.

4.4.3.3 CD25- und CD45R0O-Expression auf aktivierten naiven T-Zellen

Um einen Schritt weiterzugehen, wurde im nun folgenden Ansatz die CD25- sowie die
CD45RO-Expression auf stimulierten naiven T-Zellen untersucht. Wie oben schon erwéhnt
handelt es sich bei CD25 um die a-Kette des heterotrimeren IL-2-Rezeptors. Die - und y.-
Ketten werden als IL-2-Rezeptor mittlerer Affinitét konstitutiv auf naiven T-Zellen exprimiert
(s. 1.2.3), jedoch fiihrt deren Assoziation mit der a-Kette zum hochaffinen IL-2-Rezeptor,
welcher ein Marker nicht nur aktivierter T-, sondern u.a. auch aktivierter NK-Zellen ist. Bei
CD45RO handelt es sich um ein Molekiil, welches den Ubergang von naiven zu Gedéchtnis-
T-Zellen markiert.
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Zunichst sollten erneut naive T-Zellen mit der MCF-7 Vakzine und Fusionsproteinen fiir
sechs Tage — wie im vorherigen Versuch beschrieben — stimuliert werden, bevor sie im FACS
analysiert wurden. Als Konzentrationen fiir die Konstrukte wurden 500 pg/Loch suboptimales
bs HN-CD3 und 84,4 U/Loch im Falle der Kostimuli gewéhlt.

Es zeigt sich, dass bei Vollaktivierung der naiven T-Zellen (CD3-Signal und Kostimulus
zusammen) sowohl die CD25- als auch die CD45RO-Expression deutlich ansteigt. Dieser
Anstieg ist offenbar an die Zellteilung gekoppelt, denn die meisten Zellen, welche einen der

Marker hochregulieren, haben den CFSE-Farbstoff verdiinnt (Abb. 4-35, rote Késten). Dass es

A B

HN-CD28 HN-IL2-CD28 HN-IL2 HN-CD28 HN-IL2-CD28 HN-IL2
84,4 U/Loch 84,4 U/Loch 84,4 U/Loch 84,4 U/Loch 84,4 U/Loch 84,4 U/Loch

72,9

HN-CD3
(500 pg/Loch)

16" 10

9.3 HN-CD3 42 HN-CD28
allein allein

9.9 HN-CD3 47 HN-CD28 37 HN-IL2-CD28
allein allein allein

CD25

CD45R0O

Kontrollen

42 HN-IL2 2,0 Vakzine 3.9 HN-IL2 15 Vakzine
allein allein allein ¥ allein

\4

CFSE

Abb. 4-35 1x10° nTZ wurden mit CFSE markiert. AnschlieBend wurden sie mit 1x10* bestrahlten und mit 100
HU NDV Ulster modifizierten MCF-7 Zellen, suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch) und 84,4 U/Loch bs
HN-CD28, ts HN-IL2-CD28 oder bs HN-IL2 inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine oder
nur mit der Vakzine und je einem der Konstrukte in Kontakt kamen. Nach sechs Tagen wurden die Zellen
geerntet, mit Endobulin geblockt und mit anti-CD25-APC (A) bzw. anti-CD45RO-PE (B) gefdrbt, bevor sie am
FACS analysiert wurden. Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.

Die roten Kisten geben teilungsaktive (CFSE"*¢) Zellen wieder, die CD25 oder CD45RO exprimieren.
Dartiber stehen die Frequenzen in %.

auch Zellen gibt, welche zwar positiv fiir CD25 oder CD45RO sind, sich aber noch nicht
geteilt haben (CD25"/CFSE™™" bzw. CD45RO‘/CFSE™™), eine Tatsache, die v.a. bei den
Kontrollen beobachtet werden kann, zeigt, dass das Auftreten der beiden Molekiile auf der
Zelloberflache der Zellteilung vorausgeht. Vergleicht man die Frequenzen von sich teilenden,
CD25- und CD45RO-positiven Zellen, so fillt auf, dass sie sehr dhnlich sind. Das bedeutet,

dass die Zellen bei Vollaktivierung beide Marker koexprimieren. Das konnte auch durch
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Doppelfarbungen bestitigt werden (Daten nicht gezeigt). Selbst wenn das Konstrukt ts HN-
IL2-CD28 mit seinem zusétzlichen IL-2 einen besseren Effekt bei der Aktivierung zu haben
scheint als bs HN-CD28 (Abb. 4-35, Prozentzahlen), so ist dieser mit sieben bis neun

Prozentpunkten eher moderat.

Deshalb wurden in den folgenden Experimenten drei Modifikationen vorgenommen, um die
Wirkung des zusitzlichen IL-2-Zytokins noch besser analysieren zu kénnen. Zunéchst wurde
die bestrahlte Ltk HN.A2 Transfektande als Vakzine gewéhlt, da diese das HN-Molekiil in
gleichmaBiger, jedoch wesentlich geringerer Menge exprimiert als virusinfizierte Zellen.
AuBlerdem wurde bei der Tritration der drei kostimulatorisch wirkenden Konstrukte ein
breiterer Dosisbereich abgedeckt, wobei der Start bei etwa 400 U/Loch lag, was grob dem 5-
fachen der im vorherigen Versuch eingesetzten Menge entsprach. In drei 1:10-Schritten
wurden die Kostimuli bis auf 0,4 U/Loch verdiinnt. Schlussendlich wurde das suboptimale
CD3-Signal der Transfektande angepasst und auf niedrige 50 pg/Loch gesetzt. Um auch schon
die frithen Phasen der Aktivierung messen zu konnen, sollte der Anteil CD25- bzw. CD45RO-
exprimierender Zellen nach zwei, vier und sechs Tagen im FACS analysiert werden. Wie aus
Abb. 4-36 ersichtlich wird, reichen bei diesen Bedingungen zwei Tage Stimulation nicht aus,
um eine signifikante Expression beider Marker zu erhalten (fiir CD25: Abb. 4-36 A; fiir
CD45RO: Abb. 4-36 B). Erst an Tag 4 kann man in den voll aktivierten Proben eine leichte
Erhohung erkennen, welche sich in den darauffolgenden 48 Stunden sehr verstarkt. Bei einer
Menge von 40,5 U/Loch haben an Tag 6 alle drei kostimulatorisch wirkenden Konstrukte ein
Wirkungsoptimum. Anscheinend sind diese Proteine bei der 10-fach groeren Menge von
405,0 U/Loch noch zu konzentriert und verdrangen demnach das essentielle bs HN-CD3 von
den HN-Bindungsstellen. Bei groferer Verdiinnung (4,1 und 0,4 U/Loch) reicht die Menge
fiir eine optimale Aktivierung allerdings nicht mehr aus. Kénnen 40,5 U/Loch bs HN-CD28
(in Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3) im Vergleich zum CD3-Kontrollwert eine 2,5-
bis 3-fache Expressionssteigerung induzieren, so kann eine dquivalente Menge an ts HN-IL2-
CD28 diese durch das zusitzliche IL-2 nochmals knapp verdoppeln. Auerdem wird — wie im
vorherigen Experiment — ersichtlich, dass das IL-2 im Konstrukt bs HN-IL2 als Kostimulus
betrachtet werden kann, denn es fithrt in Kombination mit bs HN-CD3 ebenfalls zur
Hochregulation von CD25 und CD45RO. Ahnliches gilt auch fiir die Koexpression beider
Marker, deren Frequenzen den Einzelfrequenzen beider Marker sehr nahe kommen. Das
unterstreicht nochmals, dass fast alle Zellen doppelt positiv sind (Abb. 4-36 C und Daten
nicht gezeigt).
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Abb. 4-36 1x10° nTZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 Zellen, suboptimalem bs HN-CD3 (50
pg/Loch) und den angegebenen Mengen an bs HN-CD28 (schwarze Balken), ts HN-IL2-CD28 (graue Balken)
oder bs HN-IL2 (weille Balken) inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine oder nur mit der
Vakzine und je einem der Konstrukte in Kontakt kamen (schraffierte Balken). Nach zwei, vier und sechs Tagen
wurden die Zellen geerntet, mit Endobulin geblockt und mit anti-CD25-FITC (A) und anti-CD45RO-PE (B)
gefarbt, bevor sie am FACS analysiert wurden. Angegeben ist jeweils der Prozentsatz positiv geférbter Zellen.
(C) zeigt die Koexpression beider Marker. Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.
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4434 CD107a-Hochregulation auf aktivierten CD8" naiven T-Zellen

Die Funktionalitdt aktivierter naiver T-Zellen sollte nun mit einer CD107a-Analyse bestatigt
werden. CD107a (LAMP-1: lysosmal associated membrane protein-1) ist ein Molekiil,
welches auf der Membraninnenseite von Lysosomen oder anderen intrazelluliren Vesikeln
vorkommt. Fusionieren diese Vesikel mit der Plasmamembran (wie es z.B. bei zytotoxisch
aktiven Zellen der Fall ist), so wird CD107a an der Zelloberflache exponiert.

Hierfiir wurden erneut naive T-Zellen mit exakt denselben Bedingungen wie zuvor (s. Abb. 4-
36) stimuliert. Nach sechs Tagen wurde die CD107a-Expression auf der Zelloberfliche im
FACS untersucht. Eine CD25-Fiarbung diente hierbei als Kontrolle fiir die Aktivierung.
Analysiert wurden die CD8" naiven T-Zellen, da ihre CD107a-Positivitit mit einer Exozytose
zytotoxischer Substanzen (wie Perforin oder Granzym B) einhergeht.

Das Ergebnis ist in Abb. 4-37 gezeigt. Wie fiir CD25 und CD45RO zuvor, wird auch CD107a
(parallel mit CD25) in einer dosisabhingigen Antwort auf CD8" naiven T-Zellen hoch-
reguliert. Dabei zeigt das zusitzlich eingebrachte IL-2 in Form von ts HN-IL2-CD28
ebenfalls einen Mehrwert, denn bei Konzentrationen von 40,5 und 4,1 U/Loch aktiviert es
(zusammen mit bs HN-CD3) die naiven T-Zellen mehr als doppelt so stark als bs HN-CD28.
Das Konstrukt bs HN-IL2 fungiert auch in diesem Testansatz in Kombination mit bs HN-CD3

wie ein Kostimulus.
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K1: CD3 50 pg/Loch allein
90 K2: CD28 405,0 U/Loch allein
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Abb. 4-37 1x10° nTZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 Zellen, suboptimalem bs HN-CD3 (50
pg/Loch) und den angegebenen Mengen an bs HN-CD28 (schwarze Balken), ts HN-IL2-CD28 (graue Balken)
oder bs HN-IL2 (weille Balken) inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine oder nur mit der
Vakzine und je einem der Konstrukte in Kontakt kamen (schraffierte Balken). Nach sechs Tagen wurden die
Zellen geerntet, mit Endobulin geblockt und mit anti-CD25-FITC, anti-CD107a-PE und anti-CD8-APC gefarbt,
bevor sie am FACS analysiert wurden. Angegeben ist jeweils der Prozentsatz an CD8" Zellen, welche fiir CD25
und CD107a doppelt positiv sind. Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.

114



ERGEBNISSE

Alle bisherigen Versuche zeigen eindeutig drei Dinge:

1. Frisch isolierte naive T-Zellen haben folgenden Phéanotyp: CFSE™ / CD25 /
CD45RO™ / CD107a. Nach vollstandiger Aktivierung durch anti-CD3 und einen
Kostimulus wechselt dieser Phinotyp zu CFSE™*"¢ / CD25" / CD45RO" / CD107a".

2. IL-2, welches zusitzlich zum CD28-Signal in das System eingebracht wird, kann das
Potenzial der Vakzine noch weiter steigern.

3. Ahnlich wie das CD28-Signal scheint auch IL-2 eine kostimulatorische Aktivitit zu
besitzen. Auf diese wichtige neue Tatsache soll im Kapitelpunkt 4.4.3.7 néher

eingegangen werden.

4.4.3.5 Der Einfluss praaktivierter naiver T-Zellen auf den Antitumor-Effekt

Nachdem durch FACS-Analysen gezeigt werden konnte, dass naive T-Zellen durch die
Vakzine und die Fusionsproteine in ausreichend hohem Mafe aktiviert werden konnen, stellte
sich die Frage, ob sie auch in einem TNA eingesetzt werden kénnen.

Fiir das Experiment wurden naive T-Zellen erneut wie in Abb. 4-36 fiir sechs Tage auf Ltk

Kostimulation
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Abb. 4-38 1x10° nTZ wurden mit 1x10* bestrahlten Ltk HN.A2 Zellen, suboptimalem bs HN-CD3 (50
pg/Loch) und den angegebenen Mengen an bs HN-CD28 (schwarze Balken), ts HN-IL2-CD28 (graue Balken)
oder bs HN-IL2 (weille Balken) inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine oder nur mit der
Vakzine und je einem der Konstrukte in Kontakt kamen (griine Balken). Nach sechs Tagen wurden die Zellen
geerntet und auf einen in einer 96-Loch Platte frisch adhirierten MCF-7 Monolayer (2,5x10* Zellen/Loch)
gegeben. Nach weiteren drei Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhédrenten Zellen abgesaugt, die Locher
mit frischem Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 20 pl MTS-L&sung fiir 45 min. im
Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490
nm im ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben.
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HN.A2 Vakzine aktiviert, bevor sie auf einen MCF-7 Monolayer, welcher zuvor in einer 96-
Loch Platte adhidriert worden war, gegeben wurden. Nach weiteren drei Tagen Zellkultur
wurde der TNA wie zuvor beschrieben entwickelt.

Die antitumoralen Effekte aus Abb. 4-38 stimmen sehr gut mit den vorher gemachten
Beobachtungen iiberein. Nur wenn die naiven T-Zellen neben dem CD3-Signal auch noch
einen Kostimulus erhalten haben, sind sie in der Lage, den Tumor-Monolayer signifikant zu
zerstoren, wihrend suboptimal stimulierte naive T-Zellen (Kontrollen) keinen Einfluss haben.
Es gibt eine Korrelation zwischen dem Ausmal der Lyse des Monolayers und der Stirke des
eingesetzten Aktivierungssignals. Erneut zeigt sich, dass ts HN-IL2-CD28 im Vergleich zu bs
HN-CD28 eindeutig von Vorteil ist und dass bs HN-IL2 — dhnlich wie bs HN-CD28 — eine
kostimulatorische Wirkung auf den Antitumor-Effekt hat.

4.4.3.6  Verbesserung der Aktivierungsstrategie durch Entkoppelung des CD28- und
des IL-2-Signals

Die bisher eingesetzte Strategie, die Wirksamkeit des zusétzlichen IL-2-Zytokins auf naive T-
Zellen nachzuweisen, bestand darin, das Protein ts HN-IL2-CD28 mit bs HN-CD28 zu
vergleichen. Der Nachteil dieser Methode ist, dass in diesem Fall die CD28- und IL-2-Signale
nur in dquimolarer Menge eingesetzt werden konnen. Variiert man die Konzentration des
trispezifischen Konstruktes, so verdndert man beide Komponenten gleichzeitig. Gerade bei
der Verwendung NDV-infizierter Vakzine war es hidufig der Fall, dass bei zu hohen
Konzentrationen an bs HN-CD28 dessen anti-CD28-Aktivitdt schon ausreichte, um eine
nahezu optimale Stimulation der naiven T-Zellen zu induzieren, sodass das Protein ts HN-
IL2-CD28 nur eine kleine Steigerung vermitteln konnte. Bei zu geringen Protein-
konzentrationen jedoch bestand die Gefahr, dass der Kostimulus nicht mehr in ausreichender
Menge vorhanden war. Den Ubergangsbereich zu finden, bei dem ein additiver 1L-2-Effekt
beobachtet werden konnte, stellte sich des Ofteren als schwierig dar, denn er war nicht breit
und noch dazu vom Spender abhéingig (s. Abb. 4-34, 4-35 und Daten nicht gezeigt).

Um eine Verbesserung der Aktivierung naiver T-Zellen zu erreichen, sollte das CD28- vom
IL-2-Signal entkoppelt werden. Das bedeutete, dass gleichzeitig drei separate Fusionsproteine
vonnoten waren. Dies wird aus Abb. 4-39 A ersichtlich, in der der Anteil sich teilender,
CD25- und CD45RO-doppelt positiver naiver T-Zellen sechs Tage nach Aktivierung durch
NDV-modifizierte MCF-7 Vakzine in Abhingigkeit der Menge der kostimulatorischen
Konstrukte bs HN-CD28 und bs HN-IL2 gezeigt ist. Beide Proteine zeigen fiir sich betrachtet
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Abb. 4-39 1x10° nTZ wurden mit CFSE markiert. AnschlieBend wurden sie mit 1x10* bestrahlten und mit 100
HU NDV Ulster modifizierten MCF-7 Zellen, suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch) und jeweils drei
verschiedenen Mengen an bs HN-CD28 (8,44, 0,84 und 0,084 U/Loch) oder bs HN-IL2 (84,4, 8,44 und 0,84
U/Loch) inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die nur mit der Vakzine oder nur mit der Vakzine und je einem
der Konstrukte in Kontakt kamen. Nach sechs Tagen wurden die Zellen geerntet, mit Endobulin geblockt und
mit anti-CD25-APC und anti-CD45RO-PE gefirbt, bevor sie am FACS analysiert wurden. Tote Zellen wurden
durch PI von der Messung ausgeschlossen. Angegeben ist der Prozentsatz sich teilender und zugleich CD25 und
CD45RO koexprimierender naiver T-Zellen (bezogen auf die Gesamtzellzahl).

(A) Separate Titration der kostimulatorischen Signale bs HN-CD28 und bs HN-IL2 in Gegenwart von bs HN-
CD3. (B) Kombination von bs HN-CD28 und bs HN-IL2 bei den jeweils suboptimalen Konzentrationen aus (A).
(C) Gezeigt ist die Auswirkung samtlicher Kombinationen von bs HN-CD28 und bs HN-IL2 (in Gegenwart von
bs HN-CD3) auf die Aktivierung der nTZ, deren Ausmal durch die Farbskala angegeben wird.

(in Kombination mit suboptimalem bs HN-CD3) eine dosisabhingige Antwort. Die Frage war
nun, ob bei einer Kombination der beiden suboptimalen Einzelkonzentrationen fiir bs HN-
CD28 und bs HN-IL2, welche am Schnittpunkt der beiden Kurven vorlagen, eine maximale
Aktivierung wiederhergestellt werden konnte. Dass dem so ist, zeigt Abb. 4-39 B. Nur 0,65%
der naiven T-Zellen zeigen den voll aktivierten Phénotyp bei einer Gabe von suboptimalem bs
HN-CD3 (grauer Balken links). Fiigt man dariiber hinaus 0,84 U/Loch bs HN-CD28 (roter
Balken) oder 8,44 U/Loch bs HN-IL2 (blauer Balken) hinzu, so ergeben sich zwei

vergleichbare kostimulatorische Effekte von 7,25%. Kombiniert man jedoch alle drei Signale,
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so kann die Antwort nochmals auf 18,6% (schwarzer Balken) etwas mehr als verdoppelt
werden. Daraus kann auf eine additive Wirkung der CD28- und IL-2-Signale geschlossen
werden. Das erklart, warum es so schwer ist, den reinen IL-2-Effekt zu demonstrieren. Erst
recht, wenn man bedenkt, dass die CD3/CD28- bzw. CD3/IL-2-Signalpaare fiir sich gesehen
synergistisch wirken. Es sei noch angemerkt, dass weder bs HN-CD28 bzw. bs HN-IL2
alleine noch beide zusammen die naiven T-Zellen anregen konnen. Bei genauerer Betrachtung
fallt auBerdem auf, dass die eingesetzten Mengen an bs HN-CD28 und bs HN-IL2 bei
respektive 0,84 U/Loch und 8,44 U/Loch lagen, eine Kombination, die beim Einsatz des ts
HN-IL2-CD28 Proteins niemals hétte erreicht werden konnen. Vervollstindigt man das
Experiment und analysiert alle Kombinationen fiir die kostimulatorischen Signale, so erhalt
man Abb. 4-39 C. Aus ihr wird ersichtlich, dass es fiir die Aktivierung ein Plateau gibt, sobald
mindestens eines der beiden Signale in ausreichender Menge vorliegt (roter Bereich). Erst bei
unzureichender Konzentration beider Konstrukte sinkt die Stimulation deutlich ab (blauer
Bereich). Zusammengefasst verdeutlichen diese Daten, dass eine Aktivierungssteigerung
erreicht werden kann, wenn die Vakzine mit CD28- und IL-2-Signalen getrennt beladen wird.
Was noch wichtiger ist, ist die Tatsache, dass IL-2 — wenn es in ausreichender Menge
vorhanden ist — ein Defizit an CD28-Signalen kompensieren kann. Somit erhoht die Zugabe

einer ausreichenden Dosis an IL-2 die Chance, eine optimal wirkende Vakzine zu erhalten.

4.4.3.7 Vergleich der kostimulatorischen Aktivitat von bs HN-CD28 und bs HN-I1L2

Es dréngte sich nun die Frage auf, ob sich das CD28- und das IL-2-Signal als Kostimulus fiir
naive T-Zellen unterscheiden. Diese Frage sollte durch Analyse des Transkriptoms
unterschiedlich aktivierter naiver T-Zellen mithilfe eines Genchips beantwortet werden.
Parallel dazu sollten auch die Zellkulturiiberstinde auf diverse Zytokine hin untersucht

werden.

4.4.3.7.1 Vergleich mittels Genexpressionsanalyse im Genchip

Um eine moglichst genaue Untersuchung der Genexpression zu ermdglichen, wurde in
Kooperation mit der Firma SuperArray (Frederick, MD, USA) ein Genchip synthetisiert, der
insgesamt fiir 247 Gene spezifische Oligonukleotid-Sonden enthielt. Die Gene, welche laut
diverser Literaturangaben in die T-Zell-Aktivierung involviert sind bzw. sein koénnten,
umfassten folgende sieben Genfamilien: Signalmolekiile und Transkriptionsfaktoren,

Zelladhdsion und Zytoskelett, Apoptoseregulatoren, Energiemetabolismus, Rezeptoren, eine
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Gruppe von Chemokinen, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Liganden, und schlieBlich
Proteasen. Gene, die keine dieser Familien eindeutig zugeordnet werden konnten, wurden
eigens zusammengefasst (,,Andere). Eine schematische Darstellung des Genchips ist in Abb.
4-40 wiedergegeben. Eine vollstindige Liste aller Gene samt Annotationen findet sich im

Anhang wieder (s. 7.3).

Andere (8%)

Proteasen (7%) Signalmolekile & Transkriptionsfaktoren (34%)

Chemokine, Zytokine,
Wachstumsfaktoren & Liganden (11%),

Rezeptoren (20%)

i . Zelladhasion & Zytoskelett (17%)
Energiemetabolismus (1%) JJ

Apoptoseregulatoren (2%)

Abb. 4-40 Prozentuale Aufteilung der 247 Gene auf dem Genchip.

Insgesamt wurden acht Gruppen vergeben. Der Gruppe ,,Andere” wurden all diejenigen Gene zugewiesen, die
entweder keine Funktion der anderen Gruppen erfiillten oder fiir die — im Falle von multiplen Funktionen —
keine eindeutige Prioritdt bestimmbar war. Somit wurden Mehrfachnennungen vermieden.

Um {iber geniligend Ausgangsmaterial zu verfiigen, wurden naive T-Zellen aus 500 ml
Frischblut eines gesunden Spenders isoliert und deren nahezu 100%-ige Reinheit im FACS
bestitigt. (siche Abb. 4-32). Die Aktivierung selber fand wie iiblich in 96-Loch Platten statt.
Als Vakzine kamen bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 Zellen zum
Einsatz, welche entweder mit suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch) in Gegenwart von
kostimulatorischem bs HN-CD28 oder bs HN-IL2 (je 84,4 U/Loch) oder mit nur je einem der
drei Konstrukte beladen wurden. Als Kontrolle dienten unbeladene Vakzinezellen. AuBerdem
wurden 1x10” frisch isolierte naive T-Zellen aufgehoben, aus denen noch am Tag des
Versuches die RNS fiir die Bestimmung des Nullwertes (Referenz-RNS) isoliert wurde. Die
Aktivierungskulturen selber liefen iiber sieben Tage, ein Zeitraum, innerhalb dessen deutliche
mikroskopische Unterschiede sichtbar waren, bevor die Zellen geerntet wurden. Die Zellen
wurden bei 250 g abzentrifugiert, die Uberstinde vorsichtig abgenommen und bis zu ihrer
Verwendung bei -80°C autbewahrt. Um die Ergebnisse nicht durch evtl. vorhandene restliche
Vakzinezellen zu beeinflussen, wurden MCF-7 Vakzinezellen durch magnetische Maus IgG-
Partikel, welche zuvor mit anti-EpCAM (HEA-125) beschichtet worden waren, abgetrennt.
Dass MCF-7 Zellen, nicht jedoch T-Zellen das EpCAM-Molekiil in grofer Menge

exprimieren, wurde vorher bestimmt. Die verbleibenden T-Zellen wurden lysiert und die
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Gesamt-RNS nach Standardprotokoll (GA-013, SuperArray) isoliert. Eine Zusammenfassung
des Experiments gibt Tab. 4-5 wieder. Es zeigt sich, dass die RNS-Menge aus vollaktivierten
naiven T-Zellen drei- bis viermal grofer war als die der Kontrollen, obwohl die eingesetzte
Zellzahl in diesen Proben weniger als die Hilfte betrug. Anhand dieser Tatsache kann schon
auf eine gute Aktivierung und Proliferation der naiven T-Zellen geschlossen werden.
AulBlerdem war die RNS sehr rein, was an den OD,40/ODyg0-Werten, welche alle grofer oder

gleich 1,800 sind, ersichtlich ist.

Proben-Name BZ?('{:\%?E r?gr Zahl der T-Zellen Gesa[rzéiRNS ODy60/OD g
do-S1 - (Nullwert) 1x10’ 7,60 1,900
d7-S2 CD3/CD28 1,8x10° 12,96 1,800
d7-S3 CD3 /IL-2 1,8x10° 13,20 1,833
d7-S4 CD3 allein 3,8x10° 3,937 1,985
d7-S5 CD28 allein 3,8x10° 2,76 2,000
d7-S6 IL-2 allein 3,8x10° 4,927 2,025
d7-S7 Vakzine allein 3,8x10° 3,787 1,969

Tab. 4-5 Zusammenfassung der Aktivierung naiver T-Zellen.

Insgesamt wurden sieben Ansétze (S1 — S7) behandelt. Die Gesamt-RNS der Referenz (Nullwert) wurde an Tag
0 (d0) aus 1x10” unstimulierten nTZ gewonnen. Die Aktivierung erfolgte in 96-Loch Platten. Je 1x10° nTZ
wurden mit 1x10 bestrahlten und mit 100 HU NDV Ulster modifizierten MCE-7 Zellen, suboptimalem bs HN-
CD3 (500 pg/Loch) und 84,4 U/Loch bs HN-CD28 oder bs HN-IL2 inkubiert. Als Kontrolle dienten nTZ, die
nur mit der Vakzine oder nur mit der Vakzine und je einem der Konstrukte in Kontakt kamen. Je nach
Bedingung wurden 18 oder 38 Locher parallel angesetzt, die Zellen nach sieben Tagen Aktivierung (d7)
vereinigt und die Gesamt-RNS isoliert. Die Mengen sowie die Reinheit der RNS-Proben sind angegeben.

") Diese Proben mussten nach der RNS-Isolierung erst in einem SpeedVac-Gerit eingeengt werden, bevor die
RNS photometrisch vermessen werden konnte.

Die RNS-Proben wurden anschlieBend in ¢cDNS umgeschrieben, welche als Matrix fiir die
darauffolgende cRNS-Synthese diente. Im zuletzt genannten Schritt wurde die cRNS
amplifiziert und gleichzeitig durch Verwendung von Biotin-16-UTP markiert. Bevor die
cRNS auf dem Genchip eingesetzt werden konnte, wurde sie liber eine Affinitétssdule aufge-
reinigt (GA-010, SuperArray). Die somit gewonnenen cRNS-Mengen wurden quantifiziert
und lagen bei 33,8 — 46,2 png. Die Reinheiten, welche photometrisch als OD,4/OD5go-Werte
bestimmt wurden, waren fiir alle Proben groBer als 2,280 (Daten nicht gezeigt).

10 pg cRNS einer jeden Probe wurden iiber Nacht bei 60°C auf einem Array hybridisiert,
wobei exakt nach Protokoll des Herstellers vorgegangen wurde (GA-014, SuperArray). Die
Signale wurden iiber alkalische Phosphatase-konjugiertes Streptavidin und ein CDP-Substrat

in einer Chemolumineszenz-Reaktion entwickelt (D-01, SuperArray) und mittels einer CCD-
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Kamera bei einer Belichtungszeit von 10 min. detektiert (s. 3.1.5). Die Bilder wurden als 16-
Bit Graustufenbilder im TIFF-Format abgespeichert. Die Analyse der Daten, d.h. die
Quantifizierung der Signale, deren Korrektur und Normalisierung {liber das ribosomale Protein
S27a (RPS27A) als house keeping gene, erfolgte vollautomatisch iiber eine speziell von
SuperArray fiir diesen Typ von Genchip entwickelte Software (GEArray Expression Analysis
Suite). Dennoch wurde die Korrektheit aller Signale nochmals manuell iibergepriift.

Nun konnten die relativen Expressionsraten der Gene zwischen den einzelnen Genchips in
Relation gesetzt werden. Um zuniichst eine Ubersicht zu erhalten, wurden die sechs
Aktivierungsproben (d7-S2 bis d7-S7) mit der Referenz-RNS, also dem Nullwert, verglichen
und als Scatter Plot dargestellt (Abb. 4-41). Dabei ist die Referenz der Abszisse und die
Aktivierungsprobe der Ordinate zugeordnet. Gene, die in beiden Fillen gleich stark exprimiert
sind, liegen auf der Diagonalen. Alle anderen sind entweder hoch- oder herunterreguliert und
sind demnach ober- oder unterhalb der Diagonalen zu finden. Dabei wurde ein Gen als

signifikant reguliert angesehen, wenn es im Vergleich zur Referenz 5-fach iiber- (rote Punkte)

"|CD3/CD28 . i ~ICD3/1L2 . - ~.CD3 allein

*1CD28 allein ~11L2 allein R 'Vakzine allein

[ cpb3/iL2
. vs.
“lcp3/cp2s

Abb. 4-41 Darstellung der Ergebnisse der Genchip-Analyse in Form von Scatter Plots.

Die unter den in Tab. 4-5 genannten Bedingungen stimulierten naiven T-Zellen (d7-S2 bis d7-S7) wurden in
ihrer Genexpression zur Referenz (d0-S1) verglichen. Erstere wurden der Ordinate, letzere der Abszisse
zugeordnet. Der Name der Aktivierungsbedingung ist angegeben. Im letzten Scatter Plot (CD3/IL-2 vs.
CD3/CD28) werden die beiden Kostimuli CD28 und IL-2 miteinander verglichen dargestellt.

Rote Punkte: mehr als 5-fach hochregulierte Gene; griine Punkte: mehr als 5-fach herunterregulierte Gene;
schwarze Punkte: innerhalb der Signifikanzgrenzen liegende Gene.
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oder unterreprisentiert (grilne Punkte) war. Es zeigt sich, dass die Genexpression in den
vollaktivierten Zellen (CD3/CD28 und CD3/IL-2) stark nach oben geht. Mit je 76 bzw. 71
hochregulierten Genen sind die Zahlen fiir beide Stimulationstypen sehr dhnlich. Zwei Gene
sind in beiden Féllen unterexprimiert, nimlich CXCR4 (der Rezeptor fiir das CXC-Chemokin
SDF-1) und der Transkriptionsfaktor Fos. Diese Gene sind aber in allen Proben zu gleichem
Mal herunterreguliert, was den Riickschluss auf eine Reaktion der Zellen auf Komponenten
des Kulturmediums, z.B. Serumfaktoren im FCS, zuldsst. In nur mit CD3 stimulierten naiven
T-Zellen erhoht sich die Expressionsrate von nur noch 31 Genen. Die anderen Kontrollen (nur
mit bs HN-CD28, bs HN-IL2 oder Vakzine stimulierte Zellen) zeigen den geringsten
Aktivierungsgrad. Interessant ist, dass naive T-Zellen, selbst wenn sie nur auf NDV-
modifizierter Tumorvakzine inkubiert wurden, eher eine schwache Stimulation zeigen als dass
Gene herunterreguliert werden. Allerdings sind diese Gene — genauso wie die
tiberexprimierten Gene der anderen Kontrollen auch — nur schwach {iberexprimiert im
Vergleich zu den vollaktivierten Proben, in denen einige Gene mit Faktor 20 (oder gar mehr)
hochgefahren werden. Um die CD3/CD28- und CD3/IL-2-Stimulationsbedingungen
vergleichen zu konnen, wurden die Gen-Expressionsprofile gegeneinander in einem Scatter
Plot aufgetragen (Abb. 4-41 unten: CD3/IL-2 vs. CD3/CD28). Man kann eindeutig erkennen,
dass die meisten Gene innerhalb der Signifikanzgrenzen (Faktor * 5) liegen, dass sie also
dhnlich reguliert werden. Nur wenige Gene machen eine Ausnahme. So sind z.B. vier Gene in
der CD3/IL-2-Bedingung scheinbar hochreguliert. Allerdings sind diese Gene nur &dulerst
schwach exprimiert (was an ihrer Position bei kleinen Abszissen- und Ordinatenwerten
erkannt werden kann) und somit kann es sich leicht um falsche Positive handeln. Zudem
liegen die Faktoren der differentiell regulierten Gene sehr nahe an den Grenzen 5 (nach oben)
bzw. 0,2 (nach unten). Dies bestétigt die Annahme, dass die beiden Kostimuli CD28 und IL-2
tatsdchlich duBerst dhnlich, zum gréften Teil redundante Auswirkungen auf naive T-Zellen
haben miissen. Abb. 4-42 fasst die Daten aus Abb. 4-41 als Tortendiagramme quantitativ

zuSsammen.
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CD3/CD28 CD3/1L2 CD3 allein 3
76 71
2
2
183 188
227
. 64 i 22 i i 18 5
CD28 allein IL2 allein 3 Vakzine allein
251 236 238
4
2
CD3/1L2
VS.

CD3/CD28

B Hochreguliert
B Herunterreguliert

[ Nicht reguliert
255

Abb. 4-42 Darstellung der Ergebnisse der Genchip-Analyse in Form von Tortendiagrammen.

Die unter den in Tab. 4-5 genannten Bedingungen stimulierten naiven T-Zellen (d7-S2 bis d7-S7) wurden in
ihrer Genexpression zur Referenz (d0-S1) verglichen. Der Name der Aktivierungsbedingung ist angegeben. Im
letzten Diagramm (CD3/IL-2 vs. CD3/CD28) werden die beiden Kostimuli CD28 und IL-2 miteinander
verglichen dargestellt. Da die Gene (trotz mehrfacher Prisenz einiger auf dem Genchip) alle unabhéngig
voneinander betrachtet wurden, liegt die Gesamtzahl bei 261 (im Gegensatz zu den vorher erwéhnten 247
verschiedenen Gene).

Rot: mehr als 5-fach hochregulierte Gene; griin: mehr als 5-fach herunterregulierte Gene; grau: innerhalb der
Signifikanzgrenzen liegende Gene. Beim letzten Diagramm steht grau fiir Gene, die weder in CD3/CD28- noch
in CD3/IL-2-aktivierten naiven T-Zellen differentiell reguliert sind.

Auf diese erste globale Analyse sollte eine detailliertere Betrachtung der T-Zell-Aktivierung
folgen. Hierfiir wurden die in den mit CD3/CD28 bzw. CD3/IL-2 aktivierten naiven T-Zellen
hochregulierten Gene herangezogen und mit den Kontrollen verglichen. Eine Auswahl der
wichtigsten Gene ist in Abb. 4-43 zusammengefasst. Aus dieser geht hervor, dass die
relativen Expressionsraten bei voller Aktivierung weit iiber den Werten der suboptimal
stimulierten Zellen liegen. Dabei fiihren — wie oben bereits beschrieben — die CD3/CD28-
und CD3/IL-2-Stimuli meist zu sehr dhnlichen Ergebnissen. Nur bei den Zytokinen wie IFN-y
(IFNG), TNF-a (TNFA) und TNF-$ (LTA: Lymphotoxin a) liegt die CD3/CD28-Bedingung
etwa 3,4- bis 18-mal hoher als die entsprechende Stimulation mit CD3/IL-2. Ebenfalls
dargestellt ist Fos, welches in allen Proben in deutlich geringeren Mengen vorhanden ist als

im 0-Wert.
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Abb. 4-43 Relative Genexpression einiger interessanter Gene im Genchip.
Gezeigt sind die Expressionsraten der voll stimulierten naiven T-Zellen (CD3/CD28 und CD3/IL-2, ¢) sowie der
Kontrollen (nur CD3: e; nur CD28, nur IL-2 und nur Vakzine: o) gegeniiber dem 0-Wert (o).

Gennamen: VAV1 = Vav-1; RAC1 = Rac-1; MAP2K1 = Mek-1; MAP2K2 = Mek-2; MAPK6 = Erk-3; MAPK9
= Jnk2; PRKCQ = Protein-Kinase C-0; PLCG1 = Phospholipase C-yl; PDE4A = Phosphodiesterase 4A; ACTB
= B-Aktin; GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase; TRAF1 = TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor
1; BCL2L1 = bcl-xy; ITGAL = Integrin oy; ITGA3 = Integrin o3; ITGB2 = Integrin 3,; ILISRA = IL-15-
Rezeptor, a-Kette; CXCR3 = Chemokin (C-X-C Motiv) Rezeptor 3; FASL = Fas-Ligand; IFNG = IFN-y; TNFA
= TNF-a; LTA = Lymphotoxin a (TNF-f); FOS = Fos

Damit die erhaltenen Ergebnisse in den Kontext von T-Zell-Aktivierungsmechanismen
eingeordnet werden kdnnen, soll zundchst — wenn auch in vereinfachter Weise — darauf
eingegangen werden, welche Vorginge bekanntermalBen in naiven T-Zellen bei deren
Erststimulation stattfinden. Die Aufmerksamkeit gilt hierbei zundchst den diversen
Signaltransduktionswegen, die schon wenige Minuten bis mehrere Stunden nach Beginn der
Aktivierung ablaufen.

Erkennt eine naive T-Zelle iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) und den Korezeptor (CD4:
Helfer-T-Zelle; CD8: zytotoxische T-Zelle) ihr spezifisches, MHC-prasentiertes Peptid, so
kommt es zu einem Aktivierungssignal. Dabei wird das Signal vom TCR an den

heterotetrameren CD3-Komplex (yede) weitergeleitet, der mit zwei C-Ketten (£;) assoziiert
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ist. Durch die Rekrutierung der beiden Src-Kinasen Lck und Fyn werden die sich im CD3-
Komplex und den {-Ketten befindenden ITAM-Regionen (ITAM: immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) phosphoryliert. Die Src-Kinasen sind im Regelfall durch eine C-
terminale Phosphorylierung inaktiv, welche durch das CD45-Molekiil (eine Phosphatase)
entfernt wird. Gerade CD45RO auf den Gedichtnis-T-Zellen besitzt — im Gegensatz zu
anderen CD45-Spleilvarianten wie CD45RA — eine erhohte Phosphatase-Aktivitdt. Dass
CD45RO auf naiven T-Zellen sowohl bei CD3/CD28- als auch bei CD3/IL-2-Bedingung
signifikant exprimiert wird, wurde schon gezeigt (s. Abb. 4-35 und 4-36). Jedoch kann das
Protein Csk (C-terminal Src kinase) als Gegenspieler zu CD45 ebenfalls reguliert werden, um
das durch den TCR vermittelte Signal zu potenzieren. Da die Aktivitdt von Csk von einer
durch die Protein-Kinase A (PKA) bedingten Phosphorylierung abhéngt, kann sie indirekt
iiber den cAMP-Titer kontrolliert werden, da cAMP ein Induktor der PKA ist. Fiir aktivierte
T-Zellen ist beschrieben, dass insbesondere Phosphodiesterasen des Typs 4 (PDE4) durch
Hydrolyse den lokalen cAMP-Gehalt senken. Gerade solch ein Enzym (PDE4A) ist in der Tat
bei CD3/CD28- bzw. CD3/IL-2-Stimulation stark iiberexprimiert.
Nach Phosphorylierung der ITAM-Regionen durch die Src-Kinasen Lck und Fyn wird
zundchst ZAP-70 rekrutiert, welches ebenfalls durch Lck phosphoryliert und somit aktiviert
wird. ZAP-70 bindet und phosphoryliert seinerseits LAT (linker of activation in T-cells), den
Ausganspunkt dreier Signalwege:
a) Der MAP-Kinase-Weg wird iiber das LAT-bindende Adaptorprotein Grb2 eingeleitet,
welches sowohl in der CD3/CD28- als auch in der CD3/IL-2-Stimulation erhoht ist.
Grb2 bindet den Nukleotid-Austauschfaktor SOS, der das kleine G-Protein Ras
aktiviert. Ras aktiviert die MAP-Kinase-Kaskade, welche iiber Raf, Mek und Erk
lauft. Von diesen sind die beiden MAP-Kinasen-Kinasen Mek-1 und Mek-2
(MAP2K1 und MAP2K2) im Genchip bei beiden Vollaktivierungsbedingungen
signifikant erhoht. Erk phosphoryliert und aktiviert den Transkriptionsfaktor Elk,
welcher die Transkription etlicher Gene steuert, darunter insbesondere Fos, welches —
wie oben schon erwédhnt — allerdings interessanterweise herunterreguliert ist. Erhalt
die naive T-Zelle ein zweites, kostimulatorisches Signal, so wird eine zusétzliche
MAP-Kinase-Kaskade eingeschaltet, die nun sukzessive liber Vav (dem Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor), das kleine G-Protein Rac sowie iiber Mekk, Jnkk und
Jnk l4uft. Jnk (Jun N-terminale Kinase) aktiviert Jun, das — zusammen mit Fos — den
Transkriptionsfaktor AP-1 bildet. Dass sowohl in CD3/CD28- als auch in CD3/IL-2-

stimulierten Zellen dieser Weg eingeschaltet ist, belegen die Proteine Vav-1, Rac-1
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b)

und Jnk2 (MAPKY), die in beiden Bedingungen zu gleichem Mal iiberexprimiert
sind. Es sei noch anzumerken, dass selbst wenn Fos nach sieben Tagen Zellkultur
kaum mehr nachweisbar ist, so hat dessen anfiangliche Prdsenz (welche fiir frisch
isolierte naive T-Zellen im Genchip nachgewiesen ist) sicherlich geniigt, um als
essentieller Transkriptionsfaktor fungieren zu konnen. Ansonsten hétten sich die
naiven T-Zellen nicht in diesem Ausmal aktivieren lassen.

Uber die Adaptorproteine Gads und SLP-76 wird die Phospholipase C-yl (PLCG1)
rekrutiert und aktiviert, ein Schliisselenzym, welches membranstdndiges
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zu 1,2-Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) hydrolysiert. Gerade dieses Enzym ist ebenfalls in
beiden Vollstimulationen gleichstark {iberexprimiert (im Gegensatz zu den
Kontrollen). Losliches IP; bindet an Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums,
was zur Offnung von Ca*"-Poren und somit zur Erhohung der zytoplasmatischen
Ca®"-Konzentration fiihrt. An Calmodulin gebundenes Ca*" aktiviert die Phosphatase
Calcineurin, deren Hauptsubstrat der Transkriptionsfaktor NF-AT (nuclear factor of
activated T-cells) ist. Durch Dephosphorylierung aktiviertes NF-AT kann somit in
den Zellkern gelangen und dort die Genexpression beeinflussen.

Das andere Spaltprodukt, membranstindiges DAG, dient als Aktivator der Protein-
Kinase C-0 (PRKCQ), welches auch zu den hochregulierten Genen in T-Zellen
gehort, die mit CD3/CD28 oder CD3/IL-2 stimuliert worden sind. Protein-Kinase C-0
kann u.a. zur Phosphorylierung von I-kB fiihren, sodass es sich vom Transkriptions-

faktor NF-kB ablost und somit dessen Translokation in den Nukleus ermoglicht.

Es ldsst sich daran erkennen, dass IL-2 als Kostimulus fungiert, denn wie CD28 vermag es

alle drei eben beschriebenen Signalwege zu induzieren. Hinzu kommt noch der iiber den IL-2-

Rezeptor laufende Jak-STAT-Weg, auf den hier nicht ndher eingegangen werden soll, in

Anbetracht der Tatsache, dass sich geniigend IL-2 im Uberstand befindet: entweder wird es

sezerniert (wie spdter in 4.4.3.7.2 und 4.4.3.7.3 beschrieben) oder es liegt in Form des

Fusionsproteins bs HN-IL2 vor.

Da damit gezeigt ist, dass die beiden Kostimuli CD28 und IL-2 bei der Initiierung der T-Zell-

Antwort dieselben Signalwege benutzen, kann es nicht verwundern, dass auch sdmtliche

Effektorgene dhnlich reguliert werden. Aus der Fiille der Daten sollen nur einige Beispiele

hervorgehoben werden:
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Zelladhésion

Hochregulation von den das LFA-1 Molekiil bildenden Integrinen o und B, (ITGAL und
ITGB2). Dies fiihrt zur verstarkten Adhésion der T-Zelle mit der Antigen-prasentierenden
Stimulatorzelle im Bereich der immunologischen Synapse. Bindungspartner von LFA-1 sind
die Molekiile ICAM-1 und ICAM-2. Ebenso verstirkt CD2 (LFA-2) auf der T-Zelle, welches
an LFA-3 bindet, diese Adhésion.

TNF-Superfamilie (TNFSF) und TNF-Rezeptor-Superfamilie (TNFRSF)

Gerade diese Familie ist fiir die T-Zell-Aktivierung besonders wichtig, denn iiber diese
membranstidndigen Molekiile konnen T-Zellen sich selber oder Bystander-Zellen (z.B.
Dendritische Zellen oder B-Zellen) aktivieren. Hervorzuheben sind die Hochregulation von
CD27 (TNFRSF7) und dessen Ligand CD70 (TNFSF7), beides Marker der durch CD28 oder
IL-2 erfolgten Kostimulation aktivierter T-Zellen. Der CD27:CD70-Signalweg ist in die
Proliferation und die Generierung zytotoxischer bzw. langlebiger Gedichtnis-T-Zellen
involviert. Da beide Gene gleichermalen hochreguliert sind, scheinen T-Zellen ihre
Aktivierung gegenseitig verstirken zu konnen. Eine Erhohung von CD40-Ligand (TNFSFS5;
CD154) auf vollstimulierten T-Zellen fiihrt zu einer Erhoéhung der Expression
kostimulatorischer Signale auf Antigen-prasentierenden Zellen, welche die T-Zell-
Aktivierung noch weiter steigern konnen. AuBerdem ist CD40L auch fiir die Aktivierung und
Differenzierung von B-Zellen verantwortlich, sodass eine Verbindung zum humoralen Teil
des adaptiven Immunsystems gegeben ist. Eine Expressionssteigerung von Fas-Ligand
(TNFSF6; FASL) erhoht die zytotoxische Kapazitdt der T-Zellen, da sie in den Zielzellen eine
iiber Fas (CD95) laufende Apoptose induzieren kann. Zudem fithren groBere Mengen der
Rezeptoren fir TNF-a und TNF-f (TNFRSFIA und TNFRSF1B) auf vollaktivierten T-
Zellen zu einer verstirkten Antwort gegeniiber diesen beiden Zytokinen. Dass T-Zellen
sowohl TNF-a (TNFA) als auch TNF-3 (LTA: Lymphotoxin a) selber sezernieren kdnnen,
weist auf eine autokrine oder parakrine Wirkungsweise dieser beiden Zytokine hin. Auch die
Hochregulation von TNF-Rezeptor-assoziierten Faktoren wie TRAF1 und TRAF3 spricht

dafiir, dass einige Signalwege liber TNF-Rezeptoren laufen.

Apoptose
Hier ergeben sich zwei gegenldufige Signale. Wéihrend die Zunahme von bcl-x;, (BCL2L1) in

vollaktivierten T-Zellen eine Apoptose reprimieren konnte, ist die gleichzeitige Prdsenz von

Kaspase 9 (CASP9) als frilher Apoptose-Marker ein Hinweis auf den Beginn des
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programmierten Zelltodes. In diesem Zusammenhang kann auch eine Hochregulation von
CTLA-4 stehen, welches CD28 als Ligand fiir die kostimulatorischen Molekiile B7.1 und
B7.2 ablost, um die T-Zell-Aktivierung nach gewisser Zeit zu terminieren (anders als CD28

wirkt CTLA-4 als inhibitorisches Signal).

Zvytokine, Chemokine und deren Rezeptoren

Auf die in vollaktivierten T-Zellen hochregulierten Zytokine TNF-a und TNF- wurde schon
zuvor kurz eingegangen. Auflerdem sollen sie (zusammen mit dem Zytokin IFN-y und dem
Chemokin IP-10, welche ebenfalls im Genchip nachweisbar waren), im néichsten
Kapitelpunkt (s. 4.4.3.7.2) nochmals erortert werden. Nachgewiesen wurde auch eine
Uberexpression der Rezeptoren fiir IP-10 (CXCR3), IL-12 (IL12RB: B-Kette) und IL-15
(IL15RA: a-Kette), die allesamt eng mit der T-Zell-Aktivierung, Proliferation, deren Motilitit

oder der Generierung von Gedéchtnis-T-Zellen in Verbindung stehen.

Allgemeiner Metabolismus

Eine Erhohung der Expression von B-Aktin (ACTB) in aktivierten T-Zellen korreliert mit
einer notigen Neuorganisation des Zytoskeletts, sowohl im Rahmen einer Polarisation (z.B.
bei der Formierung der immunologischen Synapse mit der Antigen-présentierenden Zelle) als
auch im Rahmen der Zellteilung und Proliferation. Zuletzt sei darauf hingewiesen, dass die
CD3/CD28- und CD3/IL-2-Stimuli beide zu einer klaren, knapp 40-fachen Uberexpression
von Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) fithren. Das kann auf den stark

erhohten Stoffwechsel und den damit verbundenen Energieverbrauch zuriickgefiihrt werden.
Es kann also aufgrund dieser neuen Genchip-Daten als erwiesen angesehen werden, dass IL-2

als ein neues kostimulatorisch wirkendes Molekiil fungieren kann. Eine zusammenfassende

Graphik zeigt Abb. 4-44.
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Abb. 4-44 Modell der Aktivierung naiver T-Zellen iiber die drei Signale CD3, CD28 und IL-2.

Gezeigt sind nur ausgewihlte Molekiile, wobei es einen Cross-Talk zwischen dem IL-2-Signalweg und einigen
Schliisselmolekiilen der iiber CD3/CD28 laufenden Signaltransduktion zu geben scheint (rot gestrichelte Linien).
Die Linien bedeuten nicht zwangsweise, dass die angegebenen Proteine direkt miteinander interagieren. Rot
markierte Molekiile sowie die auf der rechten Seite angegebenen Effektormolekiile sind unter den
Vollstimulationsbedingungen CD3/CD28 bzw. CD3/IL-2 gegeniiber den Kontrollen erhoht. Die mit einem Stern
(*) markierten Signalmolekiile der MAP-Kinase-Kaskade sind spezifisch fiir Kostimulation. Siehe Text fiir mehr
Details.
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4.4.3.7.2 Vergleich durch Zytokinbestimmung aus den Uberstanden der Aktivierungs-
kulturen
AbschlieBend sollten noch die Uberstinde aus den Aktivierungskulturen auf die Zytokine IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-3 und IFN-y sowie dem Chemokin IP-10
hin untersucht werden. Ziel war es, das Zytokinprofil einer Tyl- oder Ty2-Antwort
zuzuordnen. Die Ergebnisse sind in Tab. 4-6 zusammengefasst. Es wird ersichtlich, dass die
vollaktivierten naiven T-Zellen im Vergleich zu den Kontrollen groe Mengen an IL-2, IFN-y
und TNF-B produzieren, die zu den Ty1-Zytokinen gehoren (fiir IL-2: s. auch 4.4.3.7.3). Auch
das proinflammatorische TNF-a und das durch IFN-y induzierte IP-10 sprechen dafiir. Wenn
der kostimulatorische IL-2-Effekt auch hier eindeutig sichtbar ist, so liegen die produzierten
Mengen bei CD3/CD28-Stimulation — den Genchip-Daten entsprechend — allerdings um ein

8- bis 10-faches hoher. Im Gegensatz zu den oben genannten Zytokinen werden Ty2-Zytokine
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wie IL-6 und IL-10 nur in geringen Mengen sezerniert. IL-5 und das fiir eine Ty2-Antwort
essentielle IL-4 sind sogar gar nicht nachweisbar.
Somit ist ersichtlich, dass die Immunantwort klar Tgl-polarisiert ist, was mit den

zytotoxischen Eigenschaften der aktivierten naiven T-Zellen im TNA korreliert.

Stimulation | I1L-1p | IL-2 | IL-4 | IL-5 | IL-6 | IL-8 | IL-10 TNaF’ T'\SF' IFN-y | IP-10
CD3/CD28 | 182,6 | 76.326 | 0,0 0,0 | 2937 | 1.018 | 971,9 | 669,6 | 2.135 | 18.379 | 41.720
CD3/IL-2 94 | 1537 | 00 0,0 | 1486 | 2402 | 402,6 | 963 | 883 | 1.575 | 5920
CD3allein | 5,0 0,0 0,0 0,0 36,7 0,0 0,0 143 | 159 22 | 8190
CD28 allein | 0,0 0,0 0,0 0,0 18,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 204,1
IL-2allein | 0,0 | 2344 | 00 0,0 21,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 382,0
Vakz. allein | 0,0 0,0 0,0 0,0 18,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 | 188,0

Tab.4-6  Zytokinbestimmung der Uberstinde aktivierter naiver T-Zellen aus dem Genchip.

Nach sieben Tagen Aktivierung wurden die Uberstinde abgenommen, fiir 5 min. bei 2.600 g zentrifugiert und
mit dem FlowCytomix Multiplex human Th1/Th2 10plex Kit am FACS analysiert. Nur IP-10 wurde in einem
ELISA-Experiment bestimmt.

Alle Werte sind als pg/ml angegeben.

4.43.7.3 CD3/IL-2-stimulierte naive T-Zellen unterscheiden sich von CD3/CD28-
stimulierten Zellen in ihrer Fahigkeit, IL-2 zu sezernieren
Trotz aller Ahnlichkeiten scheinen sich CD3/CD28- und CD3/IL-2-stimulierte naive T-Zellen
in einem Punkt zu unterscheiden: ndmlich in der Fahigkeit, IL-2 zu sezernieren. Interessanter-
weise ist die IL-2-Konzentration bei CD3/IL-2-Stimulation geringer als die IL-2-Menge in der
Kultur ,,IL-2 allein®, wobei in der zuletzt genannten Bedingung das IL-2 aus dem bs HN-IL2
stammt. Eine Erkldrung hierfiir wire, dass naive T-Zellen bei CD3/IL-2-Aktivierung das
thnen dargebotene IL-2 zwar verbrauchen, dass sie allerdings nicht in der Lage sind,
signifikante IL-2-Mengen zu sezernieren. Somit miisste die anfidngliche IL-2-Konzentration in
dieser Stimulationsbedingung theoretisch sukzessive abnehmen. In der Tat hat eine
Wiederholung der Zytokinbestimmung bei einem zweiten Spender ergeben, dass die IL-2-
Menge bei CD3/IL-2-Stimulation an Tag 2 in etwa der Menge der Kontrolle ,,IL-2 allein®
entsprach (ca. 5.500 pg/ml), um dann an Tag 7 auf 1.500 pg/ml abzufallen. Die Kontrolle lag
an Tag 7 fast unverdndert bei 5.000 pg/ml IL-2. Die IL-2-Konzentration bei CD3/CD28-
Stimulation nahm jedoch stetig zu (4.400 pg/ml an Tag 2; 17.300 pg/ml an Tag 7), sodass
diese naiven T-Zellen ab einem gewissen Zeitpunkt iiber zwei kostimulatorische Signale

(CD28 und IL-2) verfiigten (Daten nicht gezeigt).
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4.5 Einfluss des GM-CSF-Zytokinanteils der Fusionsproteine
auf den  Antitumor-Effekt von PBMZ  oder

Subpopulationen in vitro

Nach dieser detaillierten Analyse des IL-2-Effekts galt die Aufmerksamkeit nun dem Einfluss
des GM-CSF auf PBMZ oder Subpopulationen. Wéhrend IL-2 T- und NK-Zellen aktiviert,
beeinflusst GM-CSF die im Blut vorkommenden Monozyten (sowie Granulozyten oder
Dendritischen Zellen). Stimulierte Monozyten weisen sowohl erhohte Phagozytose-

Aktivititen als auch Antigen-priasentierende Eigenschaften auf.

45.1  Optimierung des Testsystems

Um die Wirkung des GM-CSF-Anteils der Fusionsproteine besser untersuchen zu koénnen,
musste das TNA-Testsystem vom 96-Loch auf einen 48-Loch Malstab gebracht werden.
Erste Anhaltspunkte fiir die eingesetzten PBMZ- und Vakzinezell-Zahlen lieferte die
Doktorarbeit von Markus Janke (Janke M., 2005). Er setzte in seinen TNA-Ansitzen 24.000
bestrahlte und mit 100 HU NDV modifizierte MCF-7 Vakzinezellen und 96.000
Effektorzellen ein. Da sich die Tumorwachstumsinhibition unter diesen Bedingungen (je nach
Art des eingesetzten Virus) zwischen 80 und 100% bewegte, mussten — um noch additive
Effekte der verwendeten Konstrukte sichtbar machen zu konnen — die Zellzahlen reduziert
werden. In TNA-Vorversuchen wurden die Vakzine- und Effektorzellzahlen (PBMZ)
zunichst gegenseitig titriert und die Tumorwachstumsinhibition auf einen MCF-7 Monolayer
gemessen. Die ideale Kombination lag bei 6.000 MCF-7 Vakzinezellen und 30.000
Effektorzellen, welche auf 14.000 MCF-7 Monolayerzellen eingesetzt wurden und eine
Tumorwachstumsinhibition von 20 — 25% (,,Background) bewirkten. Die suboptimale Dosis
an bs HN-CD3 wurde auf 700 pg/Loch festgesetzt (Daten nicht gezeigt).

AnschlieBend sollten in einem weiteren TNA-Vorversuch (Abb. 4-45) der Einfluss der beiden
GM-CSF-enthaltenden Konstrukte ts HN-IL2-GMCSF (766) und bs Fo-GMCSF (774)
getestet werden. Ausgangspunkt war das Protein ts HN-IL2-GMCSF, welches bei einer HN-
Aktivitdat von 304 U/Loch eingesetzt wurde, was den Mengen von 806 U/Loch IL-2 und 162
pg/Loch GM-CSF entsprach. Die IL-2- und GM-CSF-Mengen der anderen eingesetzten
Proteine bs HN-IL2 und bs Fy-GMCSF wurden dementsprechend angepasst. Als Effektor-
zellen kamen PBMZ dreier gesunder Spender zum Einsatz. Wie Abb. 4-45 zeigt, ist das
Protein ts HN-IL2-GMCSF in der Lage, in Kombination mit suboptimalem bs HN-CD3 den
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Abb. 4-45 1,4x10* lebende MCF-7 Zellen pro Loch wurden in eine 48-Loch Platte ausgesit und fiir vier
Stunden bei 37°C adhiriert. In das umgebende Medium wurden 3x10* humane PBMZ und 6x10° mit 200 Gy
bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 Zellen gegeben. Die Aktivierung der PBMZ
erfolgte liber suboptimales bs HN-CD3 (700 pg/Loch) und je einen Kostimulus, welcher entweder durch bs HN-
IL2 (o), bs F)-GMCSF (*), ts HN-IL2-GMCSF (e) oder einer Kombination aus bs HN-IL2 und bs F,-GMCSF
(*) vermittelt wurde. Die kostimulatorischen Konstrukte wurden in dquivalenten 1L-2- und GM-CSF-Mengen
(806,3 U/Loch bzw. 161,9 pg/Loch) eingesetzt. Getestet wurden jeweils drei Bedingungen: (i) durch Vakzine, bs
HN-CD3 und Kostimulus aktivierte PBMZ, (ii) der Effekt des an die Vakzine gekoppelten Kostimulus auf
PBMZ ohne bs HN-CD3 und (iii) der Effekt des l6slichen Kostimulus auf PBMZ (bei Abwesenheit der Vakzine
und bs HN-CD3). 15 ng bs HN-CD28 wurden als Aktivierungskontrolle eingesetzt (). Neben unberiihrten
MCF-7 Zellen dienten als Kontrollen Monolayer, welche nur mit Vakzine, Effektorzellen oder einer
Kombination beider in Kontakt kamen (o).

Nach sechs Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhdrenten Zellen abgesaugt, die Locher mit frischem
Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 40 pl MTS-Losung fiir 45 min. im Dunkeln
inkubiert Die Reaktion wurde mit 40 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490 nm im
ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Duplikate bestimmt. Der Mittelwert ist angegeben; da alle
Standardabweichungen < 5% waren, wurden sie weggelassen. Getestet wurden drei gesunde Spender.

(+) bzw. (-) bedeutet, dass die jeweilige Komponente in der Testbedingung an- bzw. abwesend war.

MCF-7 Monolayer zu 100% zu lysieren (rote Dreiecke). Dieser Effekt scheint primér von den
in den PBMZ enthaltenen T-Zellen auszugehen, denn er ist CD3-abhéngig; bei Abwesenheit
von bs HN-CD3 hat ts HN-IL2-GMCSF keine iiber dem Kontrollwert liegende aktivierende
Wirkung mehr. Das ldsst den Schluss zu, dass vorrangig das im trispezifischen Protein
enthaltene IL-2 wirksam war, was durch den Einsatz einer entsprechenden Menge an IL-2 in
Form von bs HN-IL2 bestitigt wird (schwarze Dreiecke). Beide Proteine zeigen dasselbe
CD3-abhingige Verhaltensmuster im TNA. Auch eine Separation der beiden Zytokine durch
eine Beladung der Vakzinezellen durch bs HN-IL2 und bs Fo;-GMCSF édndert daran nichts
(orange Kreise). Folglich hat das GM-CSF in der eingestzten Menge keine Wirkung (graue
Rauten). Weder in An- noch in Abwesenheit von suboptimalem bs HN-CD3 kann die Menge
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von 162 pg/Loch eine signifikante Lyse induzieren. Eine Ausnahme bildet ein Spender,
welcher bei einer Kombination von bs Fo-GMCSF und bs HN-CD3 eine partielle
Tumorwachstumsinhibition von 47% zeigt (roter Pfeil). Bei Fehlen des CD3-Signals fillt
diese jedoch wieder auf knapp 25% ,,.Background“ zuriick. Losliche Kostimuli (d.h. bei

Fehlen der Vakzinezellen) fiihren in keinem Fall zu einer Lyse.

Daraus lassen sich zwei Dinge folgern:

1. Um die Wirksamkeit des GM-CSF im Protein ts HN-IL2-GMCSF im Vergleich zum
Protein bs HN-IL2 nachweisen zu kénnen, miissen die beiden Proteine in noch
geringeren Konzentrationen eingesetzt werden.

2. Die Wirksamkeit von bs Fo-GMCSF hingegen sollte sich nur bei groleren Mengen des

Proteins offenbaren.

Auf beide Aspekte soll nun in den folgenden zwei Kapitelpunkten separat eingegangen

werden.

45.2  Vorteile des Fusionsproteins ts HN-1L2-GMCSF (766) gegeniber
dem Fusionsprotein bs HN-1L2 (356)

Um die erste Fragestellung zu beantworten, wurden die TNA-Bedingungen variiert.
Ausgehend von den 806 U/Loch IL-2-Aktivitdt aus dem zuvor gezeigten TNA wurden die
beiden Konstrukte 766 (ts HN-IL2-GMCSF) und 356 (bs HN-IL2) sukzessive in 1:2-Schritten
weiterverdiinnt und deren Effekte auf die Tumorwachstumsinhibition analysiert. Die
restlichen Bedingungen wurden identisch iibernommen.

Das Ergebnis ist in Abb. 4-46 abgebildet. Aus ihr geht hervor, dass derjenige Kontrollwert,
welcher den Einfluss des suboptimalen, an Vakzinezellen gekoppelten bs HN-CD3 auf PBMZ
beschreibt, bei nur 14% liegt. Fiigt man 806 Units IL-2 pro Loch zu (entweder in Form von ts
HN-IL2-GMCSF oder bs HN-IL2), so kann die Lyse auf durchschnittlich 90% angehoben
werden. Es bestdtigt sich also, dass beide Konstrukte bei dieser Konzentration keinen
Unterschied zeigen. Senkt man jedoch schrittweise die eingesetzten Mengen, so fillt auf, dass
die Lyse bei geringen IL-2-Aktivitdten (101 und 50 U/Loch) klar zu Gunsten des Konstrukts
766 ausfillt (p < 0,04 bei 101 U/Loch; p < 0,005 bei 50 U/Loch). Da sich die beiden Proteine
nur im GM-CSF unterscheiden, kann die verbesserte Aktivierung der PBMZ eben nur auf
dieses Zytokin zuriickgefiihrt werden. Wenn beide Konstrukte in maximaler Konzentration,
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jedoch ohne suboptimales bs HN-CD3 (oder gar ohne bs HN-CD3 und Vakzinezellen)
eingesetzt werden, so ergibt sich keine signifikante Tumorwachstumsinhibition, was bedeutet,

dass zumindest der IL-2-Anteil als kostimulatorisches Signal wirken muss.

Vakzine RO S I A + | -

bs HN-CD3 IR R R A I
IL-2 [U/Loch] (x) |806|403| 202|101 50 806 | 806
PBMZ [+ ]+ + ]+ + |+

100 4

( ) M ts HN-IL2-GMCSF
Obs HN-IL2

Abb. 4-46 1,4x10* lebende MCF-7 Zellen pro Loch wurden in eine 48-Loch Platte ausgesit und fiir vier
Stunden bei 37°C adhiriert. In das umgebende Medium wurden 3x10* humane PBMZ und 6x10° mit 200 Gy
bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 Zellen gegeben. Die Aktivierung der PBMZ
erfolgte liber suboptimales bs HN-CD3 (700 pg/Loch) und verschiedene Konzentrationen an ts HN-IL2-GMCSF
(schwarze Balken) und bs HN-IL2 (weille Balken). Dabei wurden beide Konstrukte auf eine identische 1L-2-
Aktivitdt eingestellt. Neben unberithrten MCF-7 Zellen dienten als Kontrollen Monolayer, welche nur mit
Vakzine, Effektorzellen oder einer Kombination beider in Kontakt kamen. Ebenso wurde der Effekt des
16slichen oder an Vakzinezellen gebundenen bs HN-CD3 getestet (griine Balken).

Nach sechs Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhédrenten Zellen abgesaugt, die Locher mit frischem
Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 40 pl MTS-Losung fiir 45 min. im Dunkeln
inkubiert Die Reaktion wurde mit 40 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490 nm im
ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Duplikate bestimmt und sind als Mittelwert £ Standard-
abweichung angegeben.

(+) bzw. (-) bedeutet, dass die jeweilige Komponente in der Testbedingung an- bzw. abwesend war.

(*)p <0,04 (**)p < 0,005
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453  Wechselwirkung des GM-CSF-Signals mit dem CD3-Signal

Die Wirksamkeit des Proteins bs Fo-GMCSF (774) wurde ebenfalls mittels eines 48-Loch
TNA bewiesen. Hierflir wurde — wie zuvor erwidhnt — die Menge dieses bispezifischen
Proteins jedoch schrittweise von knapp 160 pg auf 2,6 ng GM-CSF pro Loch erhoht (Abb. 4-
47). Dabei sollte der GM-CSF-Effekt fiir jede Konzentration unter drei Bedingungen getestet
werden: (i) Effekt des 16slichen GM-CSF auf PBMZ (weifle Balken), (ii) Effekt des an
Vakzinezellen gebundenen GM-CSF auf PBMZ (graue Balken) und (iii) Effekt des an
Vakzinezellen gebundenen GM-CSF auf PBMZ in Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3
(schwarze Balken).

Abb. 4-47 A zeigt, dass die CD3- und GM-CSF-Signale unabhingig voneinander zu wirken
scheinen, denn es gibt keinen Unterschied in der lytischen Kapazitit der PBMZ, egal ob sie
durch vakzinegebundenes bs Fo-GMCSF in An- oder Abwesenheit von bs HN-CD3 aktiviert
worden sind (Vergleich schwarze mit grauen Balken). Auch 16sliches bs Fo-GMCSF zeigt bei
hochster eingesetzter Konzentration von 2,6 ng/Loch eine bei 34% liegende Erhéhung der
Tumorwachstumsinhibition (die entsprechende Kontrolle ,,PBMZ alleine* auf MCF-7
Monolayer liegt hier rechnerisch bei -5%). Bei der niedrigeren GM-CSF-Menge von 1,3
ng/Loch ist der Effekt des 16slichen Proteins 774 allerdings schon verschwunden, wihrend bei
einer dquivalenten Menge des Konstrukts in Gegenwart der Vakzine die PBMZ den Tumor-
Monolayer immerhin noch zu 47% lysieren konnen. AuBlerdem ist die Wirkung des Kon-
strukts bs Fo-GMCSF dosisabhédngig, d.h. es ldsst sich titrieren.

Ein Ausnahmefall ist in Abb. 4-47 B dargestellt. Hier fillt auf, dass bs Fo-GMCSF als
kostimulatorisches Molekiil zu wirken scheint. Das wird daraus ersichtlich, dass weder
vakzinegebundenes (graue Balken) noch 16sliches GM-CSF (weille Balken) bei keiner der
getesteten Mengen signifikant hohere Werte fiir eine Tumorwachstumsinhibition aufweisen
als die korrespondierenden Kontrollen (,,Vakzine und PBMZ* bzw. ,,PBMZ alleine* auf
MCF-7 Monolayer). Nur in Verbindung mit 700 pg/Loch suboptimalem bs HN-CD3 kann die
Lyse des Monolayers stark gesteigert werden (schwarze Balken). Dass es sich tatsdchlich um
einen kostimulatorischen Effekt handelt, kann auch an der Tatsache erkannt werden, dass sich
bs Fo-GMCSF iiber den gesamten Konzentrationsbereich nicht titrieren ldsst. Vielmehr bleibt
das Ausmal3 der Tumorlyse gleichméBig bei hohen Werten. Selbst wenn der Aspekt, dass
zwischen dem CD3-Signal und GM-CSF eine Synergie bestehen konnte, durchaus interessant
ist, so konnte diese Beobachtung bisher an nur einem gesunden Spender gemacht werden.

Deswegen soll ihr im Folgenden keine Beachtung mehr geschenkt werden.
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Es bleibt also festzuhalten, dass GM-CSF aufgereinigte PBMZ in einer dosisabhidngigen
Weise stimulieren kann, wobei die beste Aktivierung der PBMZ bei 2,6 ng GM-CSF pro
Loch liegt, also bei der hochsten Konzentration. Des Weiteren hat die Prdsenz der

Vakzinezellen eine zusitzlich positive Auswirkung auf die Stimulation der PBMZ.

Vakzine ®)
bs HN-CD3 ®
bs F,-GMCSF [pg/Loch] | 2611 | 1306 | 653 | 326 | 163
PBMZ +
A A0 W PBMZ + Vakzine + bs HN-CD3 + bs F-GMCSF
801 (x) { O PBMZ + Vakzine + bs F-GMCSF
0 PBMZ + bs F,-GMCSF
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Abb. 4-47 1,4x10* lebende MCF-7 Zellen pro Loch wurden in eine 48-Loch Platte ausgesit und fiir vier
Stunden bei 37°C adhiriert. In das umgebende Medium wurden 3x10* humane PBMZ und 6x10° mit 200 Gy
bestrahlte und mit 100 HU NDV Ulster modifizierte MCF-7 Zellen gegeben. Die Aktivierung der PBMZ
erfolgte iiber suboptimales bs HN-CD3 (700 pg/Loch) und verschiedene Konzentrationen an bs F,-GMCSF.
Getestet wurden jeweils drei Bedingungen: (i) Effekt des 16slichen GM-CSF auf PBMZ (weille Balken), (ii)
Effekt des an Vakzinezellen gebundenen GM-CSF auf PBMZ (graue Balken) und (iii) Effekt des an
Vakzinezellen gebundenen GM-CSF auf PBMZ in Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3 (schwarze
Balken). Neben unberiihrten MCF-7 Zellen dienten als Kontrollen Monolayer, welche nur mit Vakzine,
Effektorzellen oder einer Kombination beider in Kontakt kamen. Ebenso wurde der Effekt des 16slichen oder an
Vakzinezellen gebundenen bs HN-CD?3 getestet (griine Balken).

Nach sechs Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhdrenten Zellen abgesaugt, die Locher mit frischem
Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 40 ul MTS-Losung fiir 45 min. im Dunkeln
inkubiert Die Reaktion wurde mit 40 ul 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490 nm im
ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Duplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standard-
abweichung angegeben.

(+) bzw. (-) bedeutet, dass die jeweilige Komponente in der Testbedingung an- bzw. abwesend war.
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45.4  Aktivierung von CD14" Monozyten durch Vakzine und bs F-
GMCSF (774)

Nachdem die funktionelle Wirksamkeit des Konstrukts 774 erwiesen war, galt es
herauszufinden, welche Subpopulation der gesamten PBMZ auf das GM-CSF anspricht. Da
von Monozyten bekannt ist, dass sie den GM-CSF-Rezeptor exprimieren, waren sie eine
interessante Zielgruppe. Die Methode bestand nun darin, aufgereinigte Monozyten in einem
TNA einzusetzen und deren lytisches Potenzial mit dem der gesamten PBMZ bzw. der
Restpopulation (Monozyten-depletierte PBMZ) zu vergleichen.

CD14" Monozyten, welche 6 bis 10% der gesamten PBMZ ausmachen konnen, wurden
deshalb magnetisch aufgereinigt. Eine solche Isolierung ist in Abb. 4-48 A dargestellt. Aus ihr
geht hervor, dass Monozyten mit 100%-iger Reinheit isoliert werden koénnen (rotes
Histogramm). Die Monozyten-depletierte Restpopulation zeigt keinerlei CDI14-positiven
Zellen mehr, sodass die Depletion vollstindig ist (blaues Histogramm). Zum Vergleich sind
Gesamt-PBMZ abgebildet, von denen die Monozyten knapp 8% ausmachen. Zudem
exprimieren CD14" Monozyten zumindest geringe Mengen der GM-CSF-Rezeptor a-Kette
(CD116) (Abb. 4-48 B).
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Abb. 4-48 (A) CD14" Monozyten aus PBMZ eines gesunden Spenders wurden magnetisch (MACS, Miltenyi)
aufgereinigt. Dabei wurden die Monozyten-depletierten PBMZ als Komplementirpopulation nicht verworfen. Je
5x10° Gesamt-PBMZ (o), Monozyten-depletierte PBMZ (o) oder Monozyten (¢) wurden mit Endobulin ge-
blockt, anschlieBend mit FITC-konjugiertem anti-CD14 Antikorper gefirbt und am FACS analysiert. Zur
Bestitigung der Reinheit der Monozyten sind die korrespondierenden FSC/SSC-Scatter Plots abgebildet. Die
Subpopulation der Monozyten ist mit einem Pfeil hervorgehoben. (B) 5x10° Monozyten wurden mit Endobulin
geblockt und anschlieend mit anti-CD14-FITC sowie biotinyliertem anti-CD116 Antikorper inkubiert. Letzte-
rer wurde mit PE-konjugiertem Streptavidin detektiert. Die Analyse erfolgte am FACS. Als Kontrolle diente
eine Probe, welche nur mit anti-CD14-FITC und PE-konjugiertem Streptavidin geférbt wurde (,,ungefarbt®).
Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.
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Da die FACS-Féarbung des GM-CSF-Rezeptors eher schwach ausfiel, sollte dessen Prisenz
auf Monozyten noch in einem unabhéngigen, funktionellen Assay getestet werden. Zu diesem
Zweck wurden aufgereinigte Monozyten in Gegenwart von rekombinantem IL-4 (10 ng/ml)
und 37 bzw. 17 ng/ml GM-CSF (in Form von bs Fo-GMCSF) inkubiert, also zu @hnlichen
Bedingungen, wie sie fiir die Generierung Dendritischer Zellen aus Blut-Monozyten
beschrieben sind. Nach drei Tagen Zellkultur zeigt sich, dass Monozyten, welche in Kontakt
mit [L-4 und GM-CSF kamen, eine massive Proliferation und Cluster-Bildung aufwiesen, was

in den Kontrollen nicht der Fall war (Abb. 4-49).

2 \,\;h\,.\‘
AR
Abb. 4-49 Je 2x10° aufgereinigte CD14" Monozyten wurden unbehandelt (A), mit 10 ng/ml rekombinantem
IL-4 (B) oder mit 10 ng/ml rekombinantem IL-4 in Gegenwart von 34 bzw. 17 ng/ml GM-CSF in Form des
Konstrukts bs Fo-GMCSF (C,D) bei 37°C inkubiert. Nach drei Tagen wurden mikroskopische Bilder

aufgenommen. Cluster-Formationen sind in den kleinen Bildern dargestellt.
100-fache VergroBerung (Auschnitte: 230-fache VergroBerung).

Nach dieser kurzen Charakterisierung isolierter Monozyten sollten diese Zellen in einem TNA
getestet werden. Die fiir deren Aktivierung eingesetzte Menge an bs Fo-GMCSF lag bei 2,6 ng
GM-CSF pro Loch, welche sich im vorherigen TNA als die ideale Konzentration erwiesen
hatte. Monozyten wurden entweder nur durch l6sliches GM-CSF, durch vakzinegebundenes
GM-CSF oder durch vakzinegebundenes GM-CSF in Gegenwart von suboptimalem bs HN-
CD3 (700 pg/Loch) stimuliert und die von ihnen bedingte Lyse des MCF-7 Monolayers nach
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sechs Tagen wie gehabt analysiert. Zum Vergleich wurden Gesamt-PBMZ und Monozyten-
depletierte PBMZ getestet.

Das Resultat zeigt Abb. 4-50. Bei Gesamt-PBMZ (schwarze Balken) zeigt sich das von Abb.
4-47 A gewohnte Bild: PBMZ konnen allein durch 16sliches bs Fp-GMCSF schon zu einer
Lyse von 42,5% angeregt werden (der entsprechende Kontrollwert ,,Effektorzellen alleine*
auf MCF-7 Monolayer liegt bei 0%), allerdings kann diese durch eine Zugabe der Vakzine
noch weiter auf knapp 83% gesteigert werden (im Vergleich dazu liegt die Kontrolle

Vakzine + + + +

bs HN-CD3 + +
bs Fy-GMCSF [2,6 ng/Loch] + + + + + +
Effektorzellen + + + + + +
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Abb. 4-50 1,4x10* lebende MCF-7 Zellen pro Loch wurden in eine 48-Loch Platte ausgesit und fiir vier
Stunden bei 37°C adhiriert. In das umgebende Medium wurden 6x10° mit 200 Gy bestrahlte und mit 100 HU
NDV Ulster modifizierte MCF-7 Zellen gegeben. Als Effektorzellen dienten Gesamt-PBMZ (schwarze Balken),
aufgereinigte CD14" Monozyten (graue Balken) oder Monozyten-depletierte PBMZ (weiBe Balken). Die
Aktivierung der Effektorzellen erfolgte iiber suboptimales bs HN-CD3 (700 pg/Loch) und 2,6 ng GM-CSF pro
Loch (in Form des Konstrukts bs F-GMCSF). Getestet wurden jeweils drei Bedingungen: (i) Effekt des
16slichen GM-CSF auf Effektorzellen, (ii) Effekt des an Vakzinezellen gebundenen GM-CSF auf Effektorzellen
und (iii) Effekt des an Vakzinezellen gebundenen GM-CSF auf Effektorzellen in Gegenwart von suboptimalem
bs HN-CD3. Neben unberiihrten MCF-7 Zellen dienten als Kontrollen Monolayer, welche nur mit Vakzine,
Effektorzellen oder einer Kombination beider (in Gegenwart von bs HN-CD3) in Kontakt kamen.

Nach sechs Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhédrenten Zellen abgesaugt, die Locher mit frischem
Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 Monolayer mit 40 ul MTS-Losung fiir 45 min. im Dunkeln
inkubiert Die Reaktion wurde mit 40 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Ergebnis bei 490 nm im
ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Duplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standard-
abweichung angegeben.

(+) bzw. (-) bedeutet, dass die jeweilige Komponente in der Testbedingung an- bzw. abwesend war.

,Effektorzellen und Vakzine* auf MCF-7 Monolayer bei 28%). Diese Steigerung ist vom
CD3-Signal unabhéngig, denn zusétzliche 700 pg/Loch bs HN-CD3 koénnen das lytische
Potenzial nicht noch weiter erhdhen. Vergleicht man hierzu nun die aufgereinigten

Monozyten (graue Balken), so ergibt sich ein sehr &dhnliches Bild, jedoch liegen die Werte der
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Tumorwachstumsinhibition bei nur 60% von denen der Gesamt-PBMZ. Die Restpopulation
(Monozyten-depletierte PBMZ; weille Balken) zeigt fiir alle drei Bedingungen keinerlei
Unterschiede zu den Kontrollen. Somit wird klar, dass CD14" Monozyten zwar tatsichlich als
die Hauptzielgruppe des in den Fusionsproteinen vorhandenen GM-CSF angesehen werden
konnen, jedoch belegen die vergleichenden Daten mit Gesamt-PBMZ, dass es eine positive
Wechselwirkung zwischen Monozyten und der nicht-monozytiren Fraktion geben muss, die
zu einer gesteigerten Tumorlyse fithrt. Ob diese Wechselwirkung eines direkten Zell:Zell-
Kontakts bedarf oder iiber losliche Faktoren lduft, ist noch Spekulation und soll in

zukiinftigen Experimenten analysiert werden.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Konstruktion sowie die funktionelle Analyse von bi- und
trispezifischen single-chain Antikérpern zur Verbesserung der schon seit einigen Jahren in
klinischen Studien angewandten NDV-modifizierten autologen Tumorvakzine (ATV-NDV)
untersucht. Die beiden bereits beschriebenen bispezifischen Konstrukte bs HN-CD3 und bs
HN-CD28 sind so beschaffen, dass sie mit einem Arm an das virale Antigen Hdmagglutinin-
Neuraminidase (HN) auf der Oberfliche der Vakzinezellen binden. Der zweite Arm hingegen
ist entweder gegen das T-Zell-Rezeptor- (TCR-) assoziierte Molekiil CD3 oder gegen das
kostimulatorisch wirkende CD28 gerichtet (Haas et al., 2006, 2005). Diese zwei Signale
rekrutieren und (re-)aktivieren T-Zellen am Ort der applizierten Vakzine. Die bi- und
trispezifischen Antikorper, die zum ersten Mal in dieser Arbeit vorgestellt werden, enthalten
zudem die Zytokine IL-2 und/oder GM-CSF (sie sind also sog. Immunzytokine). Durch diese
zusitzlich eingebrachten, immunstimulierenden Signale sollte die Wirkung der Vakzine ver-

bessert werden.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es moglich war, die neuen
IL-2- und GM-CSF-enthaltenden single-chain Antikorper stabil in Sdugerzellen in ausrei-
chender Menge zu produzieren. Zudem besaBlen diese Antikorper, welche nicht nur gegen
HN, sondern auch gegen das virale Fusionsprotein (Fy) gerichtet sein konnten, alle notwendi-
gen biologischen Eigenschaften, um stimulierend wirken zu kdnnen.

Im zweiten Teil konnte dargestellt werden, dass die Verwendung von Antikérpern, die
zusitzlich zum CD28-Signal einen IL-2-Zytokinanteil aufwiesen, eine verstirkte und langer
anhaltende Aktivierung von T-Zellen bewirkte. V.a. naive T-Zellen, die im Gegensatz zu
Gedéchtnis-T-Zellen noch keinen antigenspezifischen Kontakt durchlaufen haben, lieBen sich
durch diese neuartigen Antikorper stark stimulieren und besallen zytotoxische Aktivitdt. In
diesem Zusammenhang wurde demonstriert, dass IL-2 eine vergleichbare kostimulatorische
Wirkung auf die Aktivierung naiver T-Zellen ausiibte wie das CD28-Signal.

SchlieBlich konnte im dritten Teil der Arbeit eine Aktivierung von CD14" Monozyten durch

GM-CSF-enthaltende Fusionsproteine nachgewiesen werden.
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5.1 Produktion immunmodulatorischer Fusionsproteine

5.1.1 Rationale fur die Verwendung von single-chain Antikdrpern

Die Anwendung von Antikdrpern in der Immuntherapie von Tumoren ist heutzutage weit
verbreitet. Neben intakten Antikorpern (z.B. monoklonale und bispezifische Antikdrper)
werden auch Antikorperfragmente eingesetzt. Zu ihnen zdhlen u.a. durch enzymatischen
Papain- bzw. Pepsin-Verdau der parentalen monoklonalen IgG-Antikorper gewonnenen Fab-
und (Fab’),-Fragmente (Lamoyi & Nisonoff, 1983; Porter, 1959) sowie die durch
gentechnologische Methoden generierten single-chain (scFv-) Antikorper (s. auch 1.4.2 und
1.4.3).

Mit dem langfristigen Ziel, die in dieser Arbeit vorgestellten bi- und trispezifischen single-
chain Antikorper in klinischen Studien einzusetzen, ist es zundchst vonnéten, zu erkldren,
inwiefern solch rekombinante Molekiile von Vorteil gegeniiber den konventionellen intakten

Antikdrpern sein kdnnen.

Ein fundamentales Problem bei der Applikation von intakten Antikérpern mit murinen
Bestandteilen besteht in der Generierung von humanen anti-Maus Antikérpern (HAMA) in
etwa 50% der behandelten Patienten bei einmaliger Dosis und gar in 90% aller Fille nach
wiederholter Gabe. Dies zieht eine rasche Eliminierung des therapeutischen Antikdrpers nach
sich und kann u.U. zu allergischen Reaktionen oder anderen Komplikationen, die mit einer
Hypersensitivitdt in Verbindung stehen, fiihren (Molinari et al., 2005; Jacot et al., 2004;
Shawler et al., 1985). Eine erhohte Toxizitit kann sich auch aus einer Fc-Fragment-
vermittelten, unspezifischen Zytokinproduktion ergeben (Weiner et al., 1994). Zudem haben
intakte Antikorper — unabhingig davon, ob es sich um murine, chimére oder humanisierte
Antikorper handelt (s. Abb. 1-3) — bei einer Grofle von 150 kDa eine reduzierte Fahigkeit, in

das Innere eines (soliden) Tumors zu gelangen.

Auch wenn z.B. mit Trastuzumab (Herceptin®, Roche; ein humanisierter Antikorper) oder
Rituximab (Rituxan®, Genentech; ein Chimirantikérper) wirkungsvolle, in der Klinik
erprobte und zugelassene monoklonale Antikérper existieren, ist man in den letzten Jahren
verstirkt dazu {libergegangen, aufgrund der eben genannten Griinde Antikorperfragmente zu
therapeutischen Zwecken einzusetzen. Diese besitzen aufgrund ihres wesentlich geringeren

Molekulargewichtes eine geringe Immunogenitit bzw. Toxizitdt und konnen rasch in das
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Tumorinnere vordringen, bei gleichzeitig kurzer Verweildauer im Serum (Jain et al., 2005;
Kortt et al., 2001). Eine Sonderstellung unter diesen nehmen die single-chain (scFv-)
AntikOrper ein, bei denen die variablen Regionen der leichten und schweren Ketten — beide

wichtig fiir die Antigenerkennung — durch einen Linker kovalent miteinander verkniipft sind.

Da in derartigen Antikorperfragmenten jedoch die Fc-Regionen fehlen, welche bei intakten
Antikdrpern Ausgangspunkt flir die Induktion der Antikorper-abhingigen zelluldren
Zytotoxizitidt (ADCC) sowie der Tumorzelllyse durch das Komplementsystem sind (s. 1.4.2),
miissen sie meist mit Komponenten fusioniert werden, die eine zusitzliche (von der TAA-
Bindung des Antikorperfragments unabhédngige) antitumorale Aktivitit einbringen. Beispiele
hierfiir sind u.a. Radioisotope (Goel et al., 2001; Adams et al., 2000) oder Toxine (Kreitman,
1999; Reiter & Pastan, 1998). Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte hingegen
zeichnen sich durch die kovalent gebundenen Zytokine IL-2 und GM-CSF aus
(Immunzytokine), die jeweils stark stimulierende Effekte auf das Immunsystem haben (Dela
Cruz et al, 2004). Eine letzte Moglichkeit, die zytotoxische Aktivitit von
AntikOrperfragmenten zu erhohen, besteht in der Einfilhrung einer weiteren
Bindungsspezifitit. Dies trifft auch auf einige unserer single-chain Antikorper zu, die die fiir
die T-Zell-Aktivierung notigen CD3- oder CD28-Signale bereitstellen (s.1.2.3).

Der Grund fiir die Wahl gerade dieser beiden Signale liegt in der inzwischen allgemein
anerkannten Tatsache begriindet, dass fiir die spezifische Kontrolle bzw. fiir die Eliminierung
von Tumoren in erster Linie CD8" zytotoxische T-Zellen (CTL) verantwortlich sind (Pardoll,
2002). CD4" Helfer-T-Zellen verstirken diese CTL-Antwort und tragen zudem zur
Produktion TAA-spezifischer Antikorper durch B-Zellen bei (Romagnani, 1997). Es wurde
bereits erwihnt, dass Tumore Evasionsmechanismen entwickeln konnen, mithilfe derer sie
sich der Uberwachung und der Eliminierung durch das Immunsystem aktiv entziehen konnen,
z.B. durch eine reduzierte Peptidprozessierung und -présentation durch MHC-Molekiile oder
durch eine Herunterregulation bzw. génzliches Fehlen kostimulatorischer Molekiile (s. 1.4).
Darin besteht der Vorteil solchermaBlen konzipierter single-chain Antikorper, denn sie konnen
T-Zellen in Abwesenheit von MHC-Molekiilen oder kostimulatorischen Signalen genauso
effektiv aktivieren wie bei einem ,,richtigen* Antigenkontakt.

Auch wenn es andere Gruppen gibt, die ebenfalls mit bispezifischen Antikorpern vom Typ
,CD3xTumorantigen* bzw. ,,CD28xTumorantigen* arbeiten (Willems et al., 2005; da Costa

et al., 2000), sind die Fusionsproteine in dieser Arbeit an NDV-modifizierte Vakzinezellen
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gekoppelt. Somit konnen nicht nur (langfristige) T-Zell-Antworten generiert werden, sondern
auch sdmtliche immunmodulatorische Eigenschaften der Tumorvakzine ATV-NDV (s. 1.5)

ausgenutzt werden.

Ein letzter wichtiger Punkt flir die Effektivitdit von Antikorpern in der Immuntherapie ist
deren Spezifitit. Um ihre Wirksamkeit entfalten zu konnen, miissen sie an ein Tumor-
assoziiertes Antigen (TAA) binden. Die Schwierigkeiten bestehen darin, dass fiir einen
bestimmten Tumor entweder kein TAA bekannt ist oder dass ein bestimmtes TAA auf einem
Tumortyp zwar iiberexprimiert ist, da es aber auch auf normalen Zell- und Gewebstypen
vorkommt (z.B. EpCAM auf Epithelzellen oder CD19 als pan-B-Zell-Marker), kann es u.U.
zu Autoimmunreaktionen kommen. Einzigartige TAA (sog. ,,unique* TAA) sind nur selten
bekannt und beschrianken sich entweder auf mutierte Formen von bestimmten Proteinen (z.B.
mutiertes p53) oder auf onkofotale Antigene (z.B. karzino-embryonales Antigen CEA), die
nur wihrend embryonalen bzw. fotalen Entwicklungsstadien exprimiert werden, im adulten
Organismus jedoch abwesend sind (Magdelenat, 1992). NDV Ulster hingegen, welches fiir
die Herstellung der Tumorvakzine ATV-NDV verwendet wird, besitzt eine natiirliche
Tumorselektivitdt (Schirrmacher et al., 1999) und somit konnen die durch die virale
Replikation auf der Oberfldche der Tumorvakzinezellen exponierten Proteine HN und Fy als
universell einsetzbare TAA fiir die Anbindung der single-chain Antikérper angesehen

werden.

5.1.2  Expression von single-chain Antikorpern in Sdugerzellen

Zur Produktion der in dieser Arbeit eingesetzten Fusionsproteine wurde der von
Mack/Riethmiiller beschriebene Expressionsvektor verwendet (s. Abb. 4-1), der mittels
Elektroporation in dhfr-defiziente CHO Zellen transfiziert wurde (Mack et al., 1995). Auch
wenn scFv-Antikorper in Bakterien (z.B. E. coli) produziert werden konnen (Andersen &
Reilly, 2004), so entschieden wir uns fiir die eben erwdhnte Expression in eukaryotischen
(murinen) Zellen, da nach unserer Auffassung die Produktion funktioneller Molekiile murinen
Ursprungs in solchen Zellen am ehesten gesichert war. Auch wenn es sich bei single-chain
Antikorpern nur um Antikorperfragmente (und nicht um intakte Antikérper) handelt, so
miissen sich die leichten und schweren Ketten dennoch korrekt falten und zusammenlagern,
bevor das Fusionsprotein sezerniert wird. Gerade die Ausbildung von Disulfidbriicken — fiir

die Strukturbildung der Ig-Doméne von essentieller Bedeutung — konnte in prokaryotischen
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Zellen problematisch werden. Aulerdem fehlen den in E. coli produzierten Immunglobulinen
wichtige posttranslationale Modifikationen wie z.B. Glycosylierungen (Simmons et al.,
2002). Selbst wenn Glycosylierungen primér fiir die Fc-Regionen charakteristisch sind, die
den scFv-Antikorpern fehlen, so ist nicht auszuschlieen, dass derartige Modifikationen nicht
auch fiir die Funktionalitdt der variablen Regionen (Fv-Regionen) wichtig sind. Aulerdem
werden scFv-Antikorper in E. coli gewohnlich als prazipitierte Einschlusskorperchen gebildet,
was hocheffiziente Aufreinigungs- und Renaturierungstechnologien erfordert, um geniigend
aktives Protein zu therapeutischen oder diagnostischen Zwecken zu erhalten (Liu et al., 2006;

Chen et al., 2005).

Problematisch und zeitaufwendig stellte sich die Findung stabiler CHO Transfektanden dar,
die das jeweilige Fusionsprotein in ausreichender Menge synthetisierten. Da die Antikorper
16slich im Zellkulturiiberstand angereichert waren, mussten durch limiting dilution
Einzelklone etabliert werden (s. 3.3.8.1), deren Produktivitit (nach einer Phase des Heran-
ziichtens) separat mittels FACS-Analysen getestet werden musste. Je nach Konstrukt mussten
somit 20 — 100 Einzelklone untersucht werden. Dass diese aufwendige Prozedur jedoch von-
ndten war, konnte dadurch belegt werden, dass eine Beladung von Integra-Produktionsfla-
schen mit Mischklonen bzw. -populationen zu einer raschen Abnahme der Antikorperaus-
beute nach wenigen Wochen fiihrte. Nur die Kultivierung von Einzelklon-Transfektanden
filhrte zu einer stabilen, dauerhaft anhaltenden Produktion (Daten nicht gezeigt und P.
Fournier, personliche Mitteilung). Wahrscheinlich haben nicht oder schwach produzierende
Klone aufgrund ihrer schnelleren Wachstumsrate die wenigen stark produzierenden Klone

iiberwachsen (Kim et al., 1998; Kromenaker & Srienc, 1994; Gu et al., 1992).

Trotz des groBen Aufwands der Subklonierung soll erwédhnt werden, dass die von uns
angewandte rekombinante Technologie zur Produktion der Fusionsproteine auch grofle
Vorteile besitzt. Denn anders als die durch die Hybrid-Hybridom- (Quadrom-) Technologie
oder durch chemische Kreuzvernetzung hergestellten bispezifischen Antikorper, stellen die
single-chain Antikorper monomerische Proteine dar. Dadurch sind sie wesentlich stabiler (alle
Komponenten sind ja kovalent miteinander verkniipft) und es bilden sich weitaus weniger
unerwiinschte Nebenprodukte, deren Eliminierung nicht derart komplexe Separations-
methoden wie z.B. die HPLC erfordern (s. 1.4.2). AuBerdem konnen bei single-chain

Antikorpern durch einfache molekularbiologische Klonierungsschritte sdmtliche erwiinschten
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Bindungsspezifititen und Zytokine in beliebiger Kombination und Reihenfolge miteinander

verbunden werden.

Aufgereinigt wurden die Proteine affinitdtschromatographisch entweder {iiber den C-
terminalen His¢-Tag oder den C-terminalen E-Tag. Durch die C-terminale Position der Tag-
Sequenzen wurde vermieden, dass unvollstindig translatierte Proteine an die Sdulenmatrix
binden konnten und somit mit aufgereinigt wurden. Die Konzentrationen der Konstrukte
lagen (umgerechnet auf das Volumen des Zellkulturiiberstandes) zwischen 2,5 und 20,5
pg/ml, was der Konzentration von 15 pg/ml, welche Kufer/Riethmiiller fiir ihren
bispezifischen scFv-Antikorper (17-1A/CD3-bscAb) erhielten (Kufer et al., 1997), sehr gut

entsprach. Die aufgereinigten Proteine waren mit 10 — 100 pg/ml jedoch konzentrierter.

Allerdings konnte keine Korrelation zwischen dem Aufbau des jeweiligen Fusionsproteins
(seinem Design) und dessen Ausbeute festgestellt werden. Es konnte nur die Tendenz
gefunden werden, dass Fo-spezifische Konstrukte weniger effektiv, d.h. nur in geringeren
Mengen produziert werden konnten, als ihre HN-Pendants. Eine mogliche Erkldrung konnte
in einer intrinsischen Toxizitit des scFv (Fy) liegen, eine Tatsache, die auch fiir andere, in
pro- und eukaryotischen Zellen exprimierte Proteine beschrieben ist (Doyle, 2005; Hirano &
Wong, 1991). Es konnte jedoch auch an einem Positionseffekt und der damit verbundenen
korrekten Faltung liegen, denn fiir einige unserer funktionellen Konstrukte konnte ein nahezu
vollstdndiger Verlust der Bindungsfahigkeiten in FACS-Analysen beobachtet werden, wenn
die einzelnen Komponenten (d.h. die scFv-Fragmente oder die Zytokine) der Antikdrper in
threr Reihenfolge vertauscht wurden (Daten nicht gezeigt und P. Fournier, persdnliche

Mitteilung).

5.1.3  Biologische Aktivitat der Fusionsproteine

Die produzierten bi- sowie trispezifischen Fusionsproteine wiesen in FACS-Analysen alle
erwarteten Bindungscharakteristika auf. HN-spezifische Konstrukte banden nur an Ltk
HN.A2 und Ltk (HN+F).A5 Zellen (welche fiir HN und F, doppelt transfiziert waren),
wihrend F(-spezifische Proteine an Ltk F.B9 Zellen (und natiirlich ebenso an Ltk (HN+F).A5
Zellen) banden. Fusionsproteine mit scFv (CD3)- bzw. scFv (CD28)-Komponenten banden
selektiv an CD3/CD28-positive Jurkat Zellen. Die IL-2-enthaltenden Konstrukte wiesen

zudem positive Bindungseigenschaften gegeniiber der IL2R-exprimierenden Zelllinie Eb.E3
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auf. GM-CSF-enthaltende Proteine konnten allerdings nicht mittels FACS-Bindungsstudien
analysiert werden, da keine Zelllinie gefunden werden konnte, die den GM-CSF-Rezeptor in
ausreichend hoher Menge exprimierte. Der Versuch, diesen Rezeptor auf U937 Zellen (eine

humane promonozytische Lymphom-Zelllinie) zu induzieren, blieb ohne Erfolg (Daten nicht

gezeigt).

Wichtig war auch, dass die Konstrukte nicht nur in der Lage waren, an definierte Zelllinien zu
binden, sondern auch an NDV-infizierte MCF-7 Vakzinezellen oder an humane Primérzellen,
so wie in diesem Fall an in vitro priaktivierte T-Zellen, die positiv fiir CD3, CD28 und in
variierenden Mengen fiir den IL-2-Rezeptor waren. Dariiber hinaus wiesen die in den
Fusionsproteinen enthaltenen Zytokine biologische Aktivitdt auf, denn sie konnten eine
dosisabhdngige Proliferation von IL-2-abhdngigen CTLL Zellen bzw. GM-CSF-abhéingigen

TF1 Zellen induzieren.

Die IL-2-Aktivititen unserer Fusionsproteine variierten von 1,4x10° bis 8,6x10° U/ml. Dies
kam dem von Neal et al. (2004) beschriebenen humanisierten anti-Disialogangliosid GD;
monoklonalen Antikdrper, der an den C-Termini der beiden schweren IgG1-Ketten je ein IL-
2-Molekiil trigt (hul4.18-IL2) und eine IL-2-Aktivitit von 3,0x10° U/ml aufweist recht nahe.
Normalisiert auf das Molekulargewicht (und auf die Annahme von nur einem IL-2-Molekiil
pro Antikdrper) ergaben sich fiir unsere Konstrukte jedoch IL-2-Aktivititen zwischen 6.800
und 80.100 U/ug Gesamtprotein, wodurch sie im Gegensatz zum hul4.18-IL2 (mit 3.000
U/ug Gesamtprotein) wesentlich besser abschnitten.

Fiir GM-CSF-enthaltende Fusionsproteine konnten leider keine vergleichenden Literaturwerte
gefunden werden. Allerdings ist als Anhaltswert fiir die Produktion von rekombinantem,
humanem GM-CSF in CHO Zellen eine Ausbeute von knapp 1.800 ng/ml beschrieben
(Fogolin et al., 2004), was der GM-CSF-Aktivitit des Konstrukts ts HN-IL2-GMCSF (mit ~
1.700 ng/ml) sehr gut entspricht, und das, obwohl letzteres Molekiil wesentlich komplexer
aufgebaut ist. Dass das Protein bs Fo-GMCSF eine 10-fach reduzierte GM-CSF-Aktivitit von
nur 170 ng/ml besal3, diirfte mit der zuvor erwdhnten Schwierigkeit zusammenhingen, Fo-

spezifische Konstrukte mit gro3er Ausbeute in CHO Zellen zu exprimieren.

Diese Daten weisen insgesamt darauf hin, dass sich die einzelnen Komponenten der
Fusionsproteine bei ihrer Synthese korrekt falten konnten, ohne sich gegenseitig negativ zu

beeinflussen. In diesem Zusammenhang gewihrleistete der die einzelnen Komponenten
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verbindende Linker, der aus vier Glycinen und einem Serin bestand (GlysSer;; in
Ausnahmefillen wurde der leicht modifizierte Linker Arg Thr;—GlysSeri—Ala;Arg;
verwendet), eine maximale Flexibilitdt. Somit konnten bei der Bindung an Zielzellen sterische
Hinderungseffekte der scFv- und Zytokinfragmente untereinander umgangen werden (Kufer

etal., 2004, 1997).

GemidB dem Konzept der Wirkungsweise bispezifischer Antikorper (da Costa et al., 2000;
Hombach et al., 1997; Staerz et al., 1985), konnten T-Zellen nur durch die CD3- und CD28-
enthaltenden single-chain Antikorper aktiviert werden, wenn die Konstrukte auf
Stimulatorzellen prasentiert wurden (transfizierte oder mit NDV modifizierte Ltk Zellen), also
eine Kreuzvernetzung der Signale stattfand. In l6slicher Form (d.h. in Kombination mit Ltk
Wt Zellen als Stimulatorzellen) zeigten die Konstrukte keinerlei Wirkung. In Gegenwart von
einer suboptimalen Menge an CD3-Signalen konnten scFv (CD28)-positive Fusionsproteine
eine signifikante Erhohung der T-Zell-Proliferation induzieren (Kostimulation) (Biburger et

al., 2005; Li et al., 2002; Holliger et al., 1999).

5.2 Steigerung der antitumoralen Wirkung der NDV-
basierten Tumorvakzine durch Einbau von IL-2 und GM-

CSF in die Fusionsproteine

Im Folgenden soll nun diskutiert werden, inwiefern die schon in klinischen Phase I- und
Phase I1-Studien erprobte Tumorvakzine ATV-NDV verbessert werden kann. Hierfiir sollten
bi- und trispezifische Konstrukte an die NDV-infizierte Vakzine gekoppelt werden, um eine
gesteigerte Aktivierung von PBMZ zu erzielen. Neben den Konstrukten, die die fiir die T-
Zell-Aktivierung essentiellen CD3- und CD28-Signale enthalten, kamen in dieser Arbeit zum
ersten Mal Konstrukte mit den Zytokinen IL-2 und GM-CSF (Immunzytokine) zum Einsatz.
Es galt zu untersuchen, ob die Integration dieser immunmodulatorischen Zytokine in die
Tumorvakzine eine verbesserte Stimulation von PBMZ (oder Subpopulationen) induzieren

kann.
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5.2.1  IL-2 als therapeutisches Zytokin

5.2.1.1 Einsatz von IL-2 in der Krebsbekdmpfung

IL-2, auch als T-Zell-Wachstumsfaktor (TCGF) bekannt, spielt eine wesentliche Rolle in der
Aktivierung von (CD4- und CD8-positiven) T-Zellen (Zambricki et al., 2005). Es wird primar
von Tyl-polarisierten Helfer-T-Zellen sezerniert und unterstiitzt die Proliferation, die
zytotoxische Aktivitit sowie die Zytokinproduktion von CTL. Die exakte Rolle von IL-2 in
der Regulation von Immunantworten ist jedoch manchmal kontrovers diskutiert, da es — als
Gegenspieler von IL-15 — auch in die Initiierung der AICD (activation-induced cell death)
involviert zu sein scheint (Zambricki et al., 2005; Marks-Konczalik et al., 2000). Zudem ist
IL-2 in der Lage, neben T-Zellen auch NK-Zellen zur Proliferation anzuregen (Caligiuri et al.,
1990) und deren Féhigkeit zu erhéhen, Zielzellen zu lysieren (Trinchieri et al., 1984; Henney
etal., 1981).

Da IL-2 — wie eben gezeigt — einen stark positiven Einfluss auf die angeborene wie auch auf
die adaptive Immunitét besitzt, ist es nicht verwunderlich, dass IL-2-enthaltende Antikorper
oder Antikorperfragmente zur Tumorbekdmpfung eingesetzt werden. So konnte in einem
Mausmodell demonstriert werden, dass eine Gabe von priaktivierten Milzzellen, die mit
einem HER-2/neu-spezifischen, IL-2-enthaltenden single-chain Fusionsprotein (neu-Ab-1L-2)
beladen wurden, eine zu allen Kontrollwerten signifikante Retardierung des Tumorwachstums
ausschlieBlich eines HER-2/neu-positiven Tumors bewirken kann (Lustgarten, 2003). Zudem
wiesen in einer klinischen Studie peritoneale Effektorzellen (PEZ), welche aus Aszites von
Patientinnen mit EpCAM-exprimierendem Ovarialkarzinom gewonnen wurden, €X Vivo in
100% aller Fille eine gesteigerte Lyse einer EpCAM-positiven Tumorzelllinie auf, wenn sie

mit dem anti-EpCAM IL-2-Immunzytokin huKS-IL2 inkubiert wurden (Connor et al., 2004).

Die vorliegende Arbeit hat anhand von in vitro Experimenten gezeigt, dass Gesamt-PBMZ,
welche durch NDV-modifizierte MCF-7 Vakzine sowie durch die bispezifischen Antikorper
bs HN-CD3 und bs HN-CD28 stimuliert wurden, eine signifikante Lyse des MCF-7
Monolayers induzieren konnten (im Vergleich zur Kontrolle der suboptimalen Stimulation
durch bs HN-CD3 alleine). Dieser Effekt konnte nochmals gesteigert werden, wenn durch
einen Austausch von bs HN-CD28 gegen eine adquivalente Menge an ts HN-IL2-CD28
zusétzlich IL-2 in das System eingebracht wurde. Andererseits lagen diejenigen
experimentellen Bedingungen, in denen IL-2 ohne suboptimales CD3-Signal eingesetzt
wurde, in ihrer Tumorwachstumsinhibition nicht hoher als die entsprechenden Kontrollwerte.
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AuBerdem war die NDV-Modifikation der Tumorvakzine unabdingbar, denn bei deren Fehlen
konnte eine maximale IL-2-Dosis — selbst bei Anwesenheit des suboptimalen CD3-Signals —
die PBMZ nicht aktivieren. Da die CD3- und CD28-Signale kreuzvernetzt sein miissen, um
ihre Wirksamkeit entfalten zu konnen, IL-2 (auch wenn es als Konstrukt verabreicht wird)
jedoch in 16slicher Form wirken kann, lassen diese Befunde eine Beteiligung von NK-Zellen
(oder von anderen Zelltypen, die durch IL-2 alleine aktiviert werden konnen) ausschlief3en.
Die eingesetzten IL-2-Dosen variierten von 8.000 U/ml bis 80 U/ml (zwei sukzessive 1:10-
Verdiinnungen; s. Abb. 4-29). Interessanterweise sind zur in vitro Generierung von LAK-
Zellen, die sich phinotypisch von CD56" NK-Zellen ableiten, nur 100 — 1.000 U/ml IL-2
notig (Herrera et al., 1997), eine Dosis, die auf 1 — 10 U/ml abgesenkt werden kann, wenn
zusitzlich zum IL-2 noch Tumorzellen anwesend sind (Yamamoto et al., 1990). Somit hétte
theoretisch — basierend auf diesen Tatsachen — eine starke NK-Zell- bzw. LAK-Zell-Aktivie-
rung erfolgen miissen. Mdgliche Erklarungen fiir die Beobachtung, dass der NK-/LAK-Zell-
Pool in den vorgestellten TNA-Experimenten jedoch nicht zur Tumorzelllyse beizutragen
schien, wiren (i) eine nicht ausreichend lange Inkubationszeit fiir die Generierung dieser
zytotoxischen Zellen, (i1) eine (zumindest partielle) Resistenz der Mammakarzinom-Zelllinie
MCF-7 gegen eine durch NK- bzw. LAK-Zellen vermittelte Lyse, (iii) eine zu geringe Menge
an NK- bzw. LAK-Zellen im Vergleich zum Tumorzell-Monolayer (zu kleines E:T-
Verhiltnis) oder (iv) eine zu geringe Anzahl an Vakzinezellen verglichen mit der Menge an

Effektorzellen (zu kleines V:E-Verhiltnis).

Somit wird klar, dass die T-Zellen die Hauptzellpopulation darstellen miissen, die auf die
verwendeten Fusionsproteine ansprach. AusschlieSlich bei einer Gabe von ,,Signal 1%
(suboptimales CD3-Signal) konnten die zusétzlichen, als ,Signal 2“ fungierenden
Fusionsproteine eine signifikante Lyse des Tumorzell-Monolayers bewirken. Hierbei fillt auf,
dass die Stirke der (T-Zell-)aktivierenden Signale nicht nur das Ausmall der Tumor-
wachstumsinhibition, sondern auch die Dauer der Effektorphase im TNA-System bestimmte.
T-Zellen, welche (bei suboptimalem CD3-Stimulus) neben dem CD28- auch ein IL-2-Signal
erhielten (in Form des trispezifischen Konstrukts ts HN-IL2-CD28), wiesen ein stdrkeres und
v.a. ldnger anhaltendes lytisches Potenzial auf als T-Zellen, die nur durch den CD28-
Kostimulus stimuliert worden waren. Dies steht im Einklang mit dem Ergebnis einer anderen
Forschungsgruppe, die ebenfalls zeigen konnte, dass eine Kombination dreier Kostimuli (B7-

1, ICAM-1, LFA-3) in Gegenwart des ,,Signals 1 eine stirkere T-Zell-Aktivierung zur Folge
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hatte als der Einsatz von nur einem oder zwei kostimulatorischen Signal(en) (Schlom et al.,

2003; Zhu et al., 2001).

Proliferationsexperimente mit gesamten T-Zellen ebenso wie die in den folgenden Absétzen
beschriebenen Analysen der Stimulation naiver T-Zellen lassen darauf schlieBen, dass der
durch das IL-2-Zytokin bedingte Mehrwert weniger auf einen erhohten Aktivierungsgrad der
einzelnen Zelle als vielmehr auf eine verstirkte Proliferation und der damit verbundenen
Steigerung der Gesamtzahl aktivierter Zellen zuriickzufiihren war (Shankar et al., 2001).

Des Weiteren konnte IL-2 alleine ebenso wie anti-CD28 als kostimulatorisches Signal wirken,
da CD3/IL-2-aktivierte Gesamt-PBMZ bzw. T-Zellen einen MCF-7 Monolayer dhnlich gut zu
lysieren imstande waren wie CD3/CD28-aktivierte Zellen (CD3/IL-2- bzw. CD3/CD28-
Stimulation bedeutet: mit bs HN-CD3 und bs HN-IL2 bzw. mit bs HN-CD3 und bs HN-CD28
beladene Vakzinezellen). Auf diesen duBerst wichtigen Befund soll separat im Kapitelpunkt

5.2.1.2 eingegangen werden.

Im Kontext einer Tumortherapie nehmen naive T-Zellen eine Schliisselposition ein. Sie
machen als Subpopulation 50 — 80% der gesamten peripheren T-Zellen aus und haben nach
einer Reifungsphase im Thymus und Entlassung in die Peripherie noch keinen
antigenspezifischen Kontakt durchlaufen. Anders als Gedichtnis-T-Zellen besitzen naive T-
Zellen wesentlich stringentere und komplexere Aktivierungsmechanismen. So héngt deren
Stimulation (primédre Immunantwort) z.B. stirker von der Anwesenheit kostimulatorischer
Signale oder von Zytokinen ab. Aulerdem weisen sie eine langsamere Proliferationsrate auf
und besitzen zunichst oft nur eingeschrinkte Effektorfunktionen (Schmidt & Mescher, 2002;
Veiga-Fernandes et al., 2000). Da viele Tumore jedoch als nicht-immunogen gelten und daher
in zahlreichen Patienten keine bzw. kaum TAA-spezifische Geddchtnis-T-Zellen nachweisbar
sind, die die Krankheit kontrollieren oder gar eliminieren kdnnten, stellt die Priméaraktivierung

naiver T-Zellen durch die Tumorvakzine ATV-NDV eine Herausforderung dar.

Analog zu den zuvor diskutierten Ergebnissen, die mit Gesamt-PBMZ oder aufgereinigten
Gesamt-T-Zellen durchgefiihrt wurden, konnten auch aufgereinigte naive T-Zellen (Phinotyp:
CD45RA" / CD25 / CD45RO™ / CD107a") durch die Tumorvakzine, welche mit einem
suboptimalen CD3-Signal sowie einem (CD28 oder IL-2) bzw. zwei (CD28 und IL-2)
kostimulatorisch wirkenden Signal(en) beladen war, effektiv stimuliert werden. Dabei

korrelietren die (im Vergleich zu den Kontrollbedingungen) starke Proliferationsrate sowie
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die Oberfldchenexpression von CD25 (IL-2-Rezeptor, a-Kette) und CD107a mit der erhohten
zytotoxischen Kapazitit gegen einen MCF-7 Monolayer im TNA-System. Wie spéter im
Kapitelpunkt 5.2.1.2 ndher ausgefiihrt, ist die Aktivierung naiver T-Zellen durch unsere
konstruktbeladene Vakzine Tyl-polarisiert, also mit einer Ausbildung von CTL und einer
starken IFN-y-Ausschiittung verbunden. Die Tumorzelllyse konnte somit durch eine Perforin-
und Granzym-Ausschiittung durch die CTL erfolgen, was mit der Exponierung des
Lysosomenmembran-assoziierten Proteins CD107a (LAMP-1) auf der Oberflache aktivierter
naiver T-Zellen im Einklang steht. Alternativ konnte die Lyse auch Fas-Ligand- (FasL-)
vermittelt sein, ein Molekiil, dessen Hochregulation nach erfolgter Stimulation naiver T-
Zellen ebenso nachgewiesen werden konnte. Da MCF-7 Zellen positiv fiir Fas (CD95; Apo-1)
sind (Janke M., personliche Mitteilung), ein Molekiil, dessen Expression durch das sezernierte
IFN-y allerdings noch potenziert werden kann (Danforth & Zhu, 2005), konnten FasL-positive

CTL die Apoptose der Tumorzellen induzieren.

Zudem exponierten voll aktivierte naive T-Zellen nach fiinf bis sieben Tagen den Gedéchtnis-
T-Zell-Marker CD45RO (Kufer et al., 2001). Somit sind unsere Fusionsproteine in der Lage —
im Zusammenspiel mit der Tumorvakzine ATV-NDV — die Ausbildung eines immunolo-
gischen T-Zell-Gedéchtnisses herbeizufiihren. Dass dies von klinisch-therapeutischer
Relevanz ist, belegt der Befund, dass sich in vielen Patienten mit disseminierten Tumoren
proliferationskompetente Krebszellen in sehr geringen Zellzahlen langfristig im Knochen-
mark anreichern, und zwar mit einer Frequenz von nur 1 — 10 Krebszellen pro 10° — 10’
mononukledren Knochenmarkszellen (Riethmuller et al., 1999; Kruger et al., 1996). Ihr
Wachstum wird moglicherweise durch ebenfalls im Knochenmark angereicherte, TAA-
spezifische Gedéchtnis-T-Zellen kontrolliert, wie es u.a. flir Pankreaskarzinom-Patienten
(Schmitz-Winnenthal et al., 2005) oder Brustkrebs-Patientinnen (Schirrmacher et al., 2003;
Feuerer et al., 2001a, 2001b) belegt ist. Dieses Phdnomen wird als ,,Tumor-Dormancy*
bezeichnet. Im ,,Tumor-Dormancy“-Zustand stellte sich ein Gleichgewichtszustand ein
zwischen aktiver Immunkontrolle von Tumorzellen durch CDS8-positive T-Zellen und
Aufrechterhaltung von immunologischem Geddchtnis durch von Tumorzellen produzierten,
residualen TAA. Je langer dieser ,,Tumor-Dormancy*“-Zustand anhielt, umso ldnger hielt auch
die systemische protektive Antitumor-Immunitdt an. (Mahnke et al., 2005). An der
Universitits-Frauenklinik Heidelberg wird gerade eine neuartige adoptive Immuntherapie

erprobt (Klinische Phase I-Studie), in der aus dem Knochenmark gewonnene und ex vivo
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restimulierte Gedéchtnis-T-Zellen Brustkrebs-Patientinnen im fortgeschrittenen Stadium

appliziert werden (Schirrmacher, Publikation in Vorbereitung).

Insgesamt zeigen die vorgestellten Daten, dass ein Teil der antitumoralen Wirkung im TNA-

System auf die Aktivierung naiver T-Zellen zuriickgefiihrt werden kann.

5.2.1.2  IL-2 wirkt bei der Aktivierung naiver T-Zellen als Kostimulus

Ein zentraler Aspekt beziiglich der Aktivierung naiver T-Zellen stellt die Tatsache dar, dass
das Konstrukt bs HN-IL2 eine dhnlich starke kostimulatorische Wirkung zu besitzen scheint

wie bs HN-CD28.

Auch wenn IL-2 ein fiir T-Zellen essenticller Wachstumsfaktor ist, der deren Proliferation,
Uberleben und Differenzierung beeinflusst, so wurde unseres Wissens ein kostimulatorischer
Effekt von IL-2 in der Literatur noch nie explizit beschrieben. Das ist erstaunlich, denn ldngst
hat man von der Ansicht Abstand genommen, dass CD28 der einzige kostimulatorische
Rezeptor fiir die T-Zell-Aktivierung ist. Das CD28-Signal wird aber immer noch als der
wichtigste Kostimulus angesehen. Im Zusammenhang mit T-Zell-Kostimulation wurden
mittlerweile zahlreiche andere Molekiile beschrieben, wie z.B. CD2 (Bierer et al., 1988;
Springer et al., 1987), CD5 (Ceuppens & Baroja, 1986; Ledbetter et al., 1985), CD44 (Huet et
al., 1989), CDl11a (LFA-1, ar) (Van Seventer et al., 1992; Springer et al., 1987), CD29
(Davis et al., 1990; Nojima et al., 1990), CD43 (Sperling et al., 1995), CD9 (Tai et al., 1996),
CD47 (Reinhold et al., 1997), 4-1BB-Ligand (DeBenedette et al., 1997) sowie 16sliche
Faktoren wie IL-1/IL-6 (Stein & Singer, 1992).

Vorldufige Hinweise fiir eine IL-2-vermittelte Kostimulation in naiven T-Zellen lieferten
Proliferationsexperimente sowie die Analyse der zuvor beschriebenen Oberflaichenmarker
CD25, CD45RO und CD107a. CD3/IL-2-stimulierte Zellen wiesen einen zur CD3/CD28-
Bedingung vergleichbaren Aktivierungsgrad auf. Da diese Ergebnisse jedoch nur vereinzelte
(Effektor-)Molekiile nachweisen konnten, welche bei der Aktivierung naiver T-Zellen
exprimiert werden, sollte anhand einer Genchip-Analyse eine mdglichst umfassende Analyse
des Transkriptoms differentiell stimulierter naiver T-Zellen folgen. Da der Genchip viele
ausgewdhlte Gene enthielt (insgesamt 247 verschiedene Gene), sollte diese Analyse eine

detailliertere Aussage iiber die kostimulatorische Kapazitét des IL-2-Zytokins ermoglichen.

153



DISKUSSION

Anhand der Genchip-Analyse konnte gezeigt werden, dass frisch isolierte naive T-Zellen in
Anwesenheit einer suboptimalen Dosis an ,,Signal 1* (bs HN-CD3) und IL-2 als Kostimulus
ebenso gut aktiviert wurden und nach sieben Tag dieselben Gene hochreguliert hatten wie
Zellen, die den CD28-Kostimulus erhalten hatten. Kontrollen hingegen, welche jeweils nur

mit ,,Signal 1 oder ,,Signal 2 inkubiert worden waren, zeigten nur marginale Reaktionen.

Die untersuchten Gene lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: (i) Gene fiir Signalproteine
und (ii) Gene fiir Effektorproteine. Auf diese beiden Gruppen soll im Folgenden néher
eingegangen werden.

Signaltransduktionswege laufen schon wenige Minuten bis mehrere Stunden nach Beginn der
Aktivierung ab. Dabei werden die involvierten Signalproteine meist durch posttranslationale
Modifikationen reguliert, wie z.B. durch Assoziation mit sekundéren ,,Messenger“-Molekiilen
oder reversible Phosphorylierungen (Mann et al., 2002; Steen et al., 2002), sodass das
eingehende Signal rasch weitergeleitet werden kann. Ein einmaliger Stimulus hétte somit
sicher keinen Einfluss auf eine erhohte Expression von Signalprotein-kodierenden Genen.
Dass solche sog. frithen Ereignisse trotzdem noch nach sieben Tagen im Genchip messbar
waren, ldsst den Schluss zu, dass die Zellen bei konstanter Stimulation die Expression einiger
Schliissel-Signalproteine steigerten, um das Eingangsignal quantitativ verarbeiten zu kdnnen.
Zu ihnen zihlten u.a. die Phospholipase C-yl (PLC-y1) und die Protein-Kinase C-6 (PKC-0),
die jeweils den Ausgangspunkt des liber NF-AT bzw. NF-kB laufenden Signalweges bilden
und deren Expression nur in CD3/CD28- und CD3/IL-2-stimulierten naiven T-Zellen, nicht
jedoch unter den Kontrollbedingungen erhéht war. Hinzu kommt noch die durch den IL-2-
Rezeptor initiierte Jak-STAT-Signalkaskade, bedingt durch das IL-2 im Uberstand (entweder
in Form von exogenem bs HN-IL2 oder in Form von endogenem, d.h. sezerniertem IL-2).
Den wohl wichtigsten Einfluss hatte kostimulatorisches IL-2 jedoch auf den MAPK-Signal-
weg. Fiir T-Zellen sind zwei verschiedene MAPK-Signalkaskaden beschrieben, die in der
Aktivierung von MAP-Kinasen entweder des Erk-Typs (Erk: extrazelluldr regulierte Kinase)
oder des Sapk-Typs (Sapk: Stress-aktivierte Protein-Kinase) gipfeln (Visse et al., 2003). Auch
wenn schon beschrieben ist, dass die Ligation von IL-2 an den heterotrimeren IL-2-Rezeptor
den iiber SOS (ein Nukleotid-Austauschfaktor), Ras (ein kleines G-Protein), Raf, Mek und
Erk laufenden Erk-Typ-Signalweg auslosen kann (Gaffen, 2001), so ist die im Genchip-
Experiment beobachtete Induktion des Sapk-Typ-Signalwegs durch IL-2 unseres Erachtens
noch nicht dokumentiert worden. Letzterer ist bisher nur von CD3/CD28-vollaktivierten T-

Zellen bekannt und fiihrt zur Stimulation von Jnk (Su et al., 2001; Minden et al., 1995) und

154



DISKUSSION

somit von Jun, das — zusammen mit Fos aus dem Erk-Signalweg — den fiir aktivierte T-Zellen
wichtigen Transkriptionsfaktor AP-1 bildet. Eine Begriindung fiir die Ahnlichkeit in der
Wirkungsweise von IL-2- und CD28-vermittelten Signalen konnte in der Assoziation der
Tyrosin-Kinase p56-* (Lck) sowohl mit der B-Kette des IL-2-Rezeptors (Hatakeyama et al.,
1991) als auch mit den TCR-assoziierten Korezeptoren CD4 und CDS8 liegen (Reedquist et
al., 1994). Dies wiirde auch erkliren, warum auler IL-2 andere (nicht-CD2S)
kostimulatorische Molekiile wie CD2 nicht zur Aktivierung des Sapk-Typ-Signalwegs fiihren
(Visse et al., 2003).

Nachdem die beiden Kostimuli CD28 und IL-2 bei der Initiilerung der T-Zell-Antwort
dieselben Signalwege zu benutzen schienen, ist es nicht verwunderlich, dass in CD3/CD28-
und CD3/IL-2-aktivierten naiven T-Zellen auch sdmtliche fiir Effektorproteine kodierende
Gene dhnlich (hoch-)reguliert wurden. Dies konnte anhand einiger Beispiele von Vertretern
der Zelladhdsionsmolekiile, der TNF-Superfamilie bzw. der TNF-Rezeptor-Superfamilie, der
Apoptose- sowie der Energiemetabolismusregulatoren exemplarisch belegt werden. Dariiber
hinaus wies das Zytokinprofil eindeutig auf eine Tyl-polarisierte Immunantwort hin, denn
CD3/CD28- bzw. CD3/IL-2-vollaktivierte T-Zellen produzierten im Vergleich zu den Kon-
trollbedingungen grofle Mengen an IL-2, IFN-y, TNF-o/B und IP-10, wohingegen die Ty2-
Zytokine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 kaum oder gar nicht nachweisbar waren. Dies korrelierte
mit den zytolytischen Effektorfunktionen aktivierter naiver T-Zellen im TNA. Die Arbeiten
von Kufer et al. (2001) bestétigen die eben beschriebenen Beobachtungen, denn sie erhielten
bei der Aktivierung naiver (CD45RA'RO’) T-Zellen durch bestrahlte Stimulatorzellen,
welche mit bispezifischen, CD3- bzw. CD28-Signal-vermittelnden single-chain Antikérpern
beladen waren, vergleichbare Ergebnisse. Allerdings verwendeten Kufer et al. im Gegensatz
zu uns keinen scFv (CD28), sondern ein B7-enthaltendes Fusionsprotein als Kostimulus.
Anders als B7 kann der scFv (CD28) nur an CD28, jedoch nicht an CTLA-4 binden. Da
CTLA-4, welches auf der Oberfliche aktivierter T-Zellen exprimiert wird, inhibitorische
Signale liefert, sollte eine stirkere und ldnger anhaltende T-Zell-Aktivierung durch unsere

Fusionsproteine zu erwarten sein.

Bei aller Ahnlichkeit schienen sich die beiden kostimulatorischen Signale CD28 und IL-2
jedoch in einem fundamentalen Punkt zu unterscheiden: ndmlich in der IL-2-Produktion.
Wihrend CD3/CD28-aktivierte naive T-Zellen in der Lage waren, IL-2 in grolen Mengen zu

sezernieren, war dies bei CD3/IL-2-aktivierten Zellen nicht der Fall; letztere konnten das
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ihnen angebotene IL-2 (in Form von bs HN-IL2) nur verbrauchen, jedoch waren sie nicht in
der Lage, selber aktiv IL-2 zu sezernieren. Ahnliches ist auch von Yashiro et al. (1998)
beschrieben worden, die bei der Verwendung von (kostimulatorisch wirkenden) mono-
klonalen Antikdrpern (mAk) gegen CDS, CD9, CD2, CD44 und CD11a — in Gegenwart einer
submitogenen Dosis an anti-CD3 mAk - eine zur CD28-Stimulation vergleichbare
Proliferation (muriner) naiver T-Zellen nach 48 Stunden beobachten konnten. Jedoch im
Gegensatz zur T-Zell-Proliferation, die durch kostimulatorisches CD28 vermittelt wurde,
filhrte die Kostimulation durch die anderen Molekiille — nach der anfénglich starken
Zellteilung — zu einer Abnahme der Lebendzellzahl bei gleichzeitiger Apoptoseinduktion.
Diese Effekte wurden mit einer Unfdhigkeit dieser Zellen zur IL-2-Produktion in
Zusammenhang gebracht. Eine zusétzliche Gabe von rekombinantem IL-2 in das
Kulturmedium konnte die Apoptoseinduktion verhindern (Yashiro et al., 1998). Da in unseren
T-Zell-Stimulationen IL-2 exogen in Form des Konstrukts bs HN-IL2 anwesend war, sollten
CD3/IL-2-aktivierte naive T-Zellen demnach resistent gegen Apoptosephdnomene sein. In der
Tat regulierten derart stimulierte Zellen das anti-apoptotische Protein bel-x; hoch (Akbar et
al., 1996). AuBlerdem wiesen Propidiumiodid-Farbungen von CD3/IL-2-stimulierten Zellen
im FACS nie hohere Prozentsitze an toten Zellen auf als CD3/CD28-stimulierte Zellen
(Daten nicht gezeigt). Somit besitzt IL-2 offensichtlich eine duale Rolle: zunichst wirkt es im
Zusammenspiel mit dem CD3-Signal als Kostimulus (so wie CD28), in spiteren
Aktivierungsstadien jedoch als klassischer, jedoch unabdingbarer T-Zell-Wachstumstaktor,
der in auto- und parakriner Weise die Expansion der Zellen unterstiitzt und die Apoptose
unterdriickt (D'Souza & Lefrancois, 2003). In dieser Tatsache konnte eine Uberlegenheit des

IL-2-Signals gegeniiber allen anderen Nicht-CD28-Kostimuli begriindet sein.

Eine Erkliarung fiir diese differentielle Kapazitit zur IL-2-Produktion aktivierter naiver T-
Zellen konnte der komplexe Aufbau der Promotorregion des IL-2-Gens bieten. Dieser besitzt
u.a. definierte Bindungsstellen fiir die zuvor erwidhnten Transkriptionsfaktoren NF-AT, NF-
kB und AP-1, sowie das CD28RE (CD28 responsive element), eine DNS-Sequenz, an die
CD28RC (CD28 responsive complex) bindet (Parra et al., 1997; Jain et al., 1992a, 1992b).
Gerade CD28RE scheint als regulatorische Sequenz fiir die vollstindige Induktion des IL-2-
Promotors eine entscheidende Rolle zu spielen, da spezifische Transkriptionsfaktoren — z.B.
spezielle Mitglieder der NF-kB-Familie wie c-Rel — nur bei einem B7-1/CD28-Stimulus,
nicht jedoch bei einem Nicht-CD28-Signal an das CD28RE rekrutiert werden (Visse et al.,
2003; Zhou et al., 2002). Dies konnte dadurch ermoglicht werden, dass ausschlieSlich eine
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CD28-Kostimulation zu einer Lockerung des nukleosomalen DNS-Verpackungsgrades im
Bereich der Promotor/Enhancer-Region des IL-2-Gens fiihrt, indem gezielt Histone acetyliert
und CpG-Dinukleotide demethyliert werden (Thomas et al., 2005). Es wire also denkbar,
dass in unseren Analysen die durch IL-2 induzierten Signalwege im speziellen Fall des IL-2-
Gens nicht zur Offnung der kompakten Chromatinstruktur und/oder zur Bindung der
essentiellen Transkriptionsfaktor-Komplexe im Promotor/Enhancer-Bereich fiihrten.

Allerdings ist erwiesen, dass HN-Molekiile auf der Oberfliche von NDV-infizierten
Vakzinezellen einen von der B7-1/B7-2-vermittelten Kostimulation unabhéngigen Mecha-
nismus zur Induktion von CD28RC in Lymphozyten ermdglichen (Termeer et al., 2000; Ertel
et al., 1993). Diese Tatsache konnte durch die vorliegenden Ergebnisse allerdings in dieser
Form nicht bestitigt werden, da T-Zellen, die nur mit NDV-infizierten und mit einer
suboptimalen Dosis an bs HN-CD3 beladenen Vakzinezellen ko-inkubiert wurden, weder eine
signifikante Proliferation noch eine gesteigerte IL-2-Produktion aufwiesen. Da in den Studien
von Termeer et al. und Ertel et al. Gedachtnis-T-Zellen zum Einsatz kamen, diese jedoch im
Gegensatz zu naiven T-Zellen schon bei einem wesentlich schwicheren Kostimulus aktiviert
werden konnen, wire es moglich, dass die Stdrke des kostimulatorischen Signals (vermittelt
durch die HN-Molekiile auf der Oberfliche der Vakzinezellen) ausreichend fiir die
Aktivierung deren Gedéchtnis-T-Zellen war. Fiir die Aktivierung unserer naiven T-Zellen
muss der HN-Kostimulus wohl zu schwach gewesen sein, um eine signifikante Wirkung zu

exhibieren.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass sich die Genregulation von IL-2 als &uBlert komplex
darstellt. Deshalb sind noch weitere Experimente erforderlich, um in CD3/IL-2-aktivierten
naiven T-Zellen den genauen Mechanismus der Signaltransduktionswege zu identifizieren
und die Natur der involvierten Transkriptionsfaktoren am IL-2-Lokus exakt definieren zu

konnen.

5.2.2  GM-CSF als therapeutisches Zytokin

Im Vergleich zu IL-2 zielt die Wirkung von GM-CSF zum grof3ten Teil auf andere Zelltypen
des hdamatopoietischen Systems ab. GM-CSF fordert die Rekrutierung, Differenzierung und
Aktivierung von Granulozyten, Makrophagen/Monozyten und eosinophilen Vorlduferzellen
(Ruef & Coleman, 1990). Eine Schliisseleigenschaft von GM-CSF besteht in der Stimulation

unreifer Dendritischer Zellen (s. 1.4.4), die als die effektivsten Antigen-prisentierenden
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Zellen des Immunsystems gelten (Hart, 1997; Wright-Browne et al., 1997; Steinman, 1991).
In der Peripherie binden und internalisieren sie extrazellulire Antigene (z.B. Peptide,
apoptotisches sowie nekrotisches Zellmaterial, Viren und Bakterien) und prisentieren die
prozessierten Peptide im Kontext von MHC-Klasse-II-Molekiilen, durch sog.
Kreuzpréisentation allerdings auch im Kontext von MHC-Klasse-I-Molekiilen. Diese, nun
reifen Dendritischen Zellen wandern in sekundire lymphatische Organe (z.B. die
drainierenden Lymphknoten) ein und induzieren dort spezifische T- und B-Zell-basierte
Immunantworten (Guermonprez et al., 2002; Banchereau et al., 2000). Somit fiihrt GM-CSF
nicht nur zu einer verbesserten angeborenen Immunitdt, sondern indirekt auch zu einer
Potenzierung der adaptiven (zelluldiren wie humoralen) Immunitét.

Wie Dranoff et al. (2003, 1993) in einem murinen Melanom-System, welches bestrahlte und
retroviral GM-CSF-transduzierte Melanomzellen als Vakzine verwendete, zeigen konnten,
besaB GM-CSF als Transgen im Vergleich zu diversen anderen Zytokinen,
Adhidsionsmolekiilen und kostimulatorischen Molekiillen mit Abstand die besten
Eigenschaften beziiglich der Generierung von protektiver Immunitét. Diese basierte auf einer
starken Rekrutierung von Dendritischen Zellen, Makrophagen und Granulozyten zur
Vakzinierungsstelle (Mach et al., 2000; Dranoff et al., 1993). Ahnlich vielversprechende
Ergebnisse erzielten sie in einer Klinischen Phase I-Studie bei der Behandlung von Patienten
mit metastasierendem Melanom. Immunhistochemische Analysen der Metastasen von
behandelten Patienten wiesen eine erhohte Infiltration durch T- und B-Zellen sowie eine

verstarkte Zerstorung des Tumors auf (Soiffer et al., 1998).

Die Ergebnisse der TNA-Experimente mit GM-CSF-enthaltenden Immunzytokinen (bs Fy-
GMCSF und ts HN-IL2-GMCSF) lassen sich wie folgt zusammenfassen:

(1) Losliches GM-CSF (in Form von bs Fy-GMCSF ohne Vakzinezellen) besitzt in
ausreichend groBer Konzentration (> 6,5 ng/ml) eine aktivierende Wirkung auf PBMZ, was
zu einer verbesserten Lyse des MCF-7 Monolayers fiihrt.

(i) Die lytische Kapazitit GM-CSF-aktivierter PBMZ kann — bei gleicher Menge an
GM-CSF — nochmals verdoppelt werden, wenn das bs Fo-GMCSF an NDV-infizierte Vakzine
gebunden ist. Demnach konnte vakzinegekoppeltes GM-CSF durch die Bindung an GM-CSF-
Rezeptor-positive Zellen — wie Monozyten, Granulozyten oder (immature) Dendritische
Zellen — deren Interaktion mit den Vakzinezellen verstiarken. Die Folge wire eine gesteigerte
Stimulation dieser PBMZ-Subpopulationen. Im Vergleich dazu zeigen Vakzinezellen alleine

kaum eine aktivierende Wirkung auf PBMZ. Das diirfte allerdings auf die zu geringe Anzahl
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der Vakzinezellen (im Vergleich zu den Effektorzellen) im TNA-Ansatz zuriickzufiihren sein,
denn eine erhohte Menge an NDV-infizierten Vakzinezellen war durchaus in der Lage,
zytolytische Effekte in PBMZ zu induzieren (Daten nicht gezeigt; s. auch 1.5). Diese Daten
stchen im Einklang mit den Arbeiten von Yei et al. (2002), die in einem murinen
Melanommodell belegen konnten, dass in therapeutischen ebenso wie in prophylaktischen
Ansitzen Vakzinezellen, die GM-CSF in einer membranstindigen Form exprimierten, im
Vergleich zu GM-CSF-sezernierenden Vakzinezellen von Vorteil waren.

(iii) Aufgereinigte CD14" Monozyten scheinen im vorgestellten TNA-System diejenigen
Zellen zu sein, die primédr auf das angebotene GM-CSF ansprechen. Dass aufgereinigte
Monozyten den GM-CSF-Rezeptor exprimieren ist beschrieben (Park et al., 1986) und konnte
in dieser Arbeit sowohl durch FACS-Analysen als auch auf funktioneller Ebene durch eine
GM-CSF/IL-4-induzierte Proliferation und Cluster-Bildung der Monozyten gezeigt werden.
Im Vergleich zu nicht-separierten Gesamt-PBMZ zeigen aufgereinigte Monozyten dieselben
Effekte wie die unter (i) und (ii) beschriebenen, jedoch sind diese bei Monozyten weniger
stark ausgepriagt wie bei Gesamt-PBMZ. Es muss also eine positive, u.U. bidirektionale
Wechselwirkung zwischen Monozyten und der nicht-monozytdren Fraktion existieren. Ob
diese Wechselwirkung eines direkten Zell:Zell-Kontakts bedarf oder iiber 16sliche Faktoren
lauft, muss in zukiinftigen Experimenten geklart werden. Da weder losliches noch
membrangebundenes GM-CSF die  Monozyten-depletierte  PBMZ-Fraktion  {iber
»Background* aktiviert, kommen andere GM-CSF-sensitive Zelltypen (wie Granulozyten
oder Dendritische Zellen) fiir den antitumoralen Effekt offensichtlich nicht in Frage.

(iv) Da Monozyten eine zentrale Rolle im TNA spielen, verwundert es nicht, dass der
eben beschriebene Effekt von CD3-Signalen unabhingig ist, denn eine suboptimale
Konzentration an bs HN-CD3 kann die zytolytische Aktivitdt nicht nennenswert steigern.

(v) Die gleichzeitige Gabe von IL-2 und GM-CSF (in Form von ts HN-IL2-GMCSF)
filhrt zu einem hoheren TNA-Effekt als jedes der Zytokine alleine. Da die experimentellen
Bedingungen die Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3 beinhalteten, kann darauf
geschlossen werden, dass der IL-2-Effekt T-Zell-vermittelt ist (s. auch 5.2.1.1). Somit
aktivieren die Zytokine IL-2 und GM-CSF unterschiedliche PBMZ-Fraktionen, ein Befund,
der durch eine Studie mit einem GM-CSF/IL-2-enthaltenden anti-EpCAM-Antikorper belegt
werden kann (IL-2 und GM-CSF waren hierbei kovalent an die konstanten Regionen der
leichten bzw. schweren Kette gebunden); wie ts HN-IL2-GMCSF induzierte auch dieser
Antikorper eine starke PBMZ-vermittelte Lyse EpCAM-exprimierender Tumorzellen iiber

zwel separate Mechanismen (Schanzer et al., 2006). Des Weiteren filihrte in einem murinen
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Melanommodell die Applikation von Vakzinezellen, die ein IL-2/GM-CSF-Fusionsprotein
sezernierten, zu hoheren antitumoralen Immunantworten als die Applikation von IL-2- oder
GM-CSF-produzierenden Vakzinezellen alleine. Selbst eine Kombination &quimolarer
Konzentrationen von IL-2 und GM-CSF war nicht so effektiv wie das als Monomer vorlie-
gende Fusionsprotein (Stagg et al., 2004). Diese giinstigen (immuno-)pharmakologischen
Eigenschaften des IL-2/GM-CSF-Fusionsproteins, die wahrscheinlich mit einer erhdhten
Resistenz gegen proteolytische Degradation in vivo einhergingen, kdnnten sich auch positiv

auf die Wirkungsweise von ts HN-IL2-GMCSF auswirken.

Die Mechanismen, iiber welche die Lyse eines Tumorzell-Monolayers durch Monozyten
laufen, konnten in den gezeigten Experimenten noch nicht ermittelt werden. Dies soll
Gegenstand zukiinftiger Versuche sein. Da allerdings bekannt ist, dass NDV die Expression
von TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) auf Monozyten induziert (Zeng et al.,
2002) sowie diese zur Produktion von antitumoralen Substanzen wie TNF-a und NO anregt
(Schirrmacher et al., 2000), kann spekuliert werden, dass solche Molekiile die Tumorzelllyse
bewirken. Alternativ konnten Monozyten Tumorzellen auch iiber eine Fas-vermittelte

Apoptose oder durch eine erhdhte Phagozytose-Aktivitit zerstdren.

5.3 Integration der Signale: ein Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Erweiterung der Tumorvakzine ATV-NDV
durch neue bi- und trispezifische Antikdérper, die neben den CD3- und CD28-Signalen auch
noch die Zytokine IL-2 und GM-CSF enthalten (also sog. Immunzytokine sind), in vitro zu
einem erhohten antitumoralen Effekt — bedingt durch PBMZ (oder Subpopulationen) — fithren

kann.

Aufgrund der Tatsache, dass IL-2 und GM-CSF jeweils unterschiedliche PBMZ-Fraktionen
aktivieren (ndmlich T-Zellen bzw. Monozyten), ist es prinzipiell von Vorteil, moglichst viele
Komponenten an die Vakzine zu koppeln. Wie gezeigt werden konnte, sollten diese im
Idealfall alle an dieselbe Vakzine gebunden sein. Es macht Sinn, dass Effektorzellen
wesentlich effizienter aktiviert werden, wenn sie die diversen Stimuli zusammen und nicht

separat erhalten, da sie diese besser integrativ verarbeiten konnen. Dies konnte exemplarisch
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fiir die CD3/CD28-bedingte Aktivierung von T-Zellen gezeigt werden. Ahnliches ist auch fiir
bestimmte getestete Antigen-prasentierende Zellen beschrieben worden, von denen explizit
bekannt ist, dass die CD3- und CD28-Signale fiir eine optimale Wirkung von ein und
derselben Zelle prasentiert werden miissen (Cardoso et al., 1997; Galvin et al., 1992). Diesen
Befund unterstiitzen Arbeiten, die mithilfe von fluoreszierenden CD3- und CD28-Molekiilen
demonstrieren konnten, dass in T-Zellen CD28 mit dem TCR/CD3-Komplex kolokalisiert
(Andres et al., 2004). Wenn dariiber hinaus die verschiedenen Fusionsproteine nicht nur an
ein virales Oberflichenantigen gebunden werden, sondern beide virale Antigene (HN und Fy)
ausgenutzt werden, kann eine Kompetition der Konstrukte gleicher Spezifitdit um die

gemeinsame Bindungsstelle umgangen werden.

Der Einsatz der Vakzine ATV-NDV in vivo, d.h. sowohl in praklinischen Mausmodellen wie
auch im Patienten, fithrt zu den zuvor erwihnten Effekten auf die angeborene und adaptive
Immunitét (s. 1.5). Da fiir NDV bisher noch keine Adaptationsmechanismen an das humane
Immunsystem beschrieben sind (Schirrmacher, 2005), ist generell mit einer Immunstimulation
denn einer Toleranzinduktion zu rechnen. Die an die Vakzinezellen gebundenen Fusions-
proteine sollen in einer Therapie die immunologischen Antworten potenzieren. CD3- und
CD28-Signale der Konstrukte fiihren dabei im Idealfall zu einer polyklonalen Aktivierung
von v.a. naiven T-Zellen, wobei zusétzlich eingebrachtes IL-2 diese Aktivierung noch weiter
verstarken konnte. Da IL-2 eine kostimulatorische Wirkung besitzt und CD28-Signale
ersetzen bzw. zu schwache CD28-Signale kompensieren kann, erhoht sich somit die
Wirksamkeit der Vakzine. AuBlerdem unterdriickt das IL-2 die Apoptose und erhoht die
Proliferationsrate sowie die Lebensdauer der naiven T-Zellen. NK-Zellen kénnten ebenfalls
durch IL-2-enthaltende Konstrukte stimuliert werden. Andererseits bewirkt GM-CSF eine
Erhohung der phagozytierenden bzw. lytischen Kapazitit von Monozyten/Makrophagen. Es
ist auBerdem auch damit zu rechnen, dass in vivo appliziertes GM-CSF ebenso zu einer
Rekrutierung und Maturation von Dendritischen Zellen fiihrt. Diese konnen von den
Vakzinezellen ausgehendes, apoptotisches bzw. nekrotisches und mit Gefahrensignalen (wie
doppelstringige RNS) behaftetes Material aufnehmen, anschlieBend in drainierende
Lymphknoten einwandern und dort TAA-spezifische T- und B-Zell-Antworten generieren.
Dartiber hinaus kénnen mit einer lokalen Applikation von vakzinegebundenen Zytokinen IL-
2- bzw. GM-CSF-bedingte toxische Nebenwirkungen, welche hiufig bei systemischer
Applikation dieser Zytokine auftreten, umgangen werden. In einer adjuvanten Form konnte

eine derart aufgebaute Multikomponentenvakzine somit nicht nur den residuellen Tumor
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zerstoren, sondern durch immunologisches Gedéchtnis auch eine langfristige Protektion des

Patienten bewirken.
Insgesamt betrachtet lassen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf schlieBen, dass eine

Erweiterung der Grundvakzine ATV-NDV durch Anbindung von CD3- und CD28-Signalen

in Kombination mit IL-2- und GM-CSF-enthaltenden Immunzytokinen vielversprechend ist.
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7 Anhang

In der gezeigten Arbeit wurde die Verbesserung einer Tumorvakzine durch die zusétzlich
eingebrachten und therapeutisch wirkenden Zytokine IL-2 und GM-CSF beschrieben. Die im
Anhang vorgestellten Daten weichen von dieser Linie ab, da sie sich mit grundlegenden
Fragen hinsichtlich der Wirkungsweise der Tumorvakzine oder des eingesetzten Virus
beschéftigen.

Der erste Teil des Anhangs geht auf das Phdnomen ein, dass aktivierte T-Zellen nicht in der
Lage sind, jede ihnen angebotene Zelllinie so effektiv zu lysieren, wie es fiir die MCF-7
Mammakarzinom-Zelllinie gezeigt wurde. Es scheint also gewisse Resistenzphdnomene
seitens einiger Zielzellen (z.B. MCF-10 Zellen) zu geben. AuBerdem ist fiir NDV
beschrieben, dass es sich priaferenziell in neoplastischen Zellen vermehrt (s. 1.4.5). Das soll
das Thema des zweiten Teils sein, der diese Grundannahme zwar bestitigt, aber aufzeigt, dass
es gravierende Unterschiede zwischen in vitro und in vivo durchgefiihrten Experimenten gibt.
Der dritte Teil schlieBlich enthélt eine vollstindig annotierte Liste der im Genchip-

Experiment (s. 4.4.3.7.1) analysierten Gene.

7.1 Resistenz von MCF-10 Zellen im TNA

7.1.1  Hintergrund: Vergleich von MCF-10 mit MCF-7 Zellen als

Monolayer

Den Ausgangspunkt dieses Anhangspunktes stellt die Beobachtung dar, dass praaktivierte T-
Zellen in der Lage sind, einen frisch ausgesidten MCF-7 Monolayer vollstindig zu lysieren,
dass jedoch MCF-10 Zellen, eine nicht-tumorigene epitheliale Zelllinie der weiblichen Brust,
demgegeniiber resistent sind. Das belegt der in Abb. 7-1 dargestellte TNA. Hierfiir wurden
1x10° aufgereinigte humane T-Zellen fiir drei Tage durch 1x10* MCF-10 Vakzinezellen
stimuliert, die sich schon zuvor als duBerst effektiv erwiesen hatten (s. 4.4.2.2) und mit
suboptimalem bs HN-CD3 (500 pg/Loch) und bs HN-CD28 (844 U/Loch) beladen wurden.
Als Referenz dienten CD3/CD28 Expander Beads. Nach der Aktivierungsphase wurden die
T-Zellen geerntet, gewaschen und auf frischen MCF-7 oder MCF-10 Monolayer gegeben.
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Nach weiteren drei Tagen wurde der TNA abgestoppt und die Tumorwachstumsinhibition im
Vergleich zu einem Kontroll-Monolayer gemessen.

Es wird deutlich, dass vollaktivierte T-Zellen (,,Beads* und ,,bs HN-CD3 & bs HN-CD28%)
nur den MCF-7 Monolayer zu 100% zerstoren konnen (schwarze Balken), wihrend der MCF-
10 Monolayer unter denselben Bedingungen keinerlei Reaktion zeigt (weile Balken). Nur
durch MCF-10 Vakzine priaktivierte T-Zellen hingegen besitzen erwartungsgeméill kein

lytisches Potenzial.

bs HN-CD3 Vakzine Monolayer

Beads  C1N-CD28 alleine alleine

100
80
60
404

20 4

04 | |' I I

B MCF-7 Monolayer ~ [JMCF-10 Monolayer

Tumorwachstumsinhibition [%]

Abb.7-1  1x10’ aufgereinigte humane TZ pro Loch wurden durch 1x10* MCF-10 Vakzinezellen (mit 200 Gy
bestrahlt und mit 100 HU NDV Ulster modifiziert) pro Loch sowie durch suboptimales bs HN-CD3 (500
pg/Loch) und kostimulatorisches bs HN-CD28 (844 U/Loch) fiir drei Tage in einer 96-Loch Platte aktiviert. Als
Aktivierungskontrolle wurden mit CD3- und CD28-Antikdrpern beschichtete magnetische Partikel (CD3/CD28
Expander Beads; 2 pro TZ) verwendet. Als Negativkontrolle kamen nur durch Vakzine stimulierte TZ zum
Einsatz.

Nach der Aktivierungsphase wurden die TZ geerntet, gewaschen und gleichméBig auf frischen MCF-7
(schwarze Balken) bzw. MCF-10 (weifle Balken) Monolayer ausgesdt, welcher zuvor fiir vier Stunden im
entsprechenden Medium bei 37°C in einer 96-Loch Platte (2,5x10* Zellen/Loch) adhiriert worden war.

Nach weiteren drei Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhdrenten Zellen abgesaugt, die Locher mit
frischem Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 bzw. MCF-10 Monolayer mit 20 pl MTS-Losung fiir
45 min. im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 ul 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das
Ergebnis bei 490 nm im ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

7.1.2 Einfluss des Mediums auf den TNA

Dieses Ergebnis konnte durchaus von klinischer Bedeutung sein, denn es bedeutet, dass unter
den gewihlten Bedingungen aktivierte T-Zellen in der Lage sind, zwischen tumorigenen

(MCF-7) und nicht-tumorigenen (MCF-10) Zellen zu unterscheiden, Tumorzellen sozusagen
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selektiv zu zerstoren. Es wire jedoch auch denkbar, dass diese Tatsache durch das Medium
beeinflusst wurde. Denn anders als MCF-7 Zellen, welche in normalem DMEM-Medium
(supplementiert mit 5% oder 10% FCS) wachsen, bendtigen MCF-10 Zellen ein gesondertes
Medium, welches etliche Faktoren wie Choleratoxin, den epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF), Hydrocortison oder Insulin enthélt (s. 3.3.2.2). Selbst wenn diese fiir MCF-10 Zellen
essentielle Wachstumsfaktoren darstellen, so konnten sie die Aktivierung und insbesondere
die lytische Aktivitét der T-Zellen empfindlich storen.

Um zu testen, ob die Aktivierung aufgereinigter T-Zellen von der Wahl der Mediums
abhingt, wurden 1x10° T-Zellen mit 1x10* MCF-10 Vakzinezellen sowie suboptimalem bs
HN-CD3 (500 pg/Loch) und kostimulatorischem bs HN-CD28 (844 U/Loch) fiir drei Tage
inkubiert. Als Positiv- und Negativkontrolle dienten erneut CD3/CD28 Expander Beads bzw.
durch unbeladene Vakzinezellen stimulierte T-Zellen. Einziger Unterschied zu vorher bestand
darin, dass die eine Halfte der Stimulation in DMEM 5% FCS, die andere im MCF-10

Medium stattfand. Nach drei Tagen wurden mikroskopische Bilder aufgenommen, die

CD3/CD28 Beads bs HN-CD3 (500 pg/Loch) MCF-10 Vakzine
(2pro T2) bs HN-CD28 (843,8 U/Loch) allein

- .
0 e
|

S

L

/s W
b

DMEM 5% FCS

MCF-10 Medium

Abb. 7-2  1x10° aufgereinigte humane TZ pro Loch wurden durch 1x10* MCF-10 Vakzinezellen (mit 200 Gy
bestrahlt und mit 100 HU NDV Ulster modifiziert) pro Loch sowie durch suboptimales bs HN-CD3 (500
pg/Loch) und kostimulatorisches bs HN-CD28 (844 U/Loch) fiir drei Tage in einer 96-Loch Platte aktiviert
(B,E). Als Aktivierungskontrolle wurden mit CD3- und CD28-Antikérpern beschichtete magnetische Partikel
(CD3/CD28 Expander Beads; 2 pro TZ) verwendet (A,D). Als Negativkontrolle kamen nur durch MCF-10
Vakzine stimulierte TZ zum Einsatz (C,F). Die Aktivierung erfolgte parallel in DMEM 5% FCS (oben) und
MCF-10 Medium (unten).

Nach drei Tagen wurden mikroskopische Bilder aufgenommen (100-fache Vergréferung).
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beweisen, dass sich T-Zellen ebenso gut in DMEM 5% FCS wie im MCF-10 Medium
aktivieren lassen (Abb. 7-2). Denn sowohl durch Expander Beads (Abb. 7-2 A,D) als auch
durch MCF-10 Vakzine und Konstrukte (Abb. 7-2 B,E) behandelte T-Zellen weisen eine
eindeutige Proliferation auf, welche mit einer Cluster-Bildung einhergeht (s. auch Abb. 7-2 E,
kleines Bild). T-Zellen, die hingegen nur durch die MCF-10 Vakzine alleine inkubiert
wurden, zeigen diese Merkmale nicht (Abb. 7-2 C,F).

Neben der Aktivierung war noch die Frage offen, inwiefern das Medium das lytische
Potenzial der T-Zellen beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden T-Zellen, die wie zuvor
beschrieben préaaktiviert worden waren, auf einen frischen MCF-7 Monolayer ausgesit,
welcher entweder in DMEM 5% FCS oder MCF-10 Medium adhériert worden war. Dass
MCF-7 Zellen zumindest flir einige Tage problemlos in MCF-10 Medium wachsen konnen,
ist erwiesen (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse zeigen, dass sich MCF-7 Zellen in MCF-10
Medium ebenso gut zerstoren lassen wie in DMEM 5% FCS (Abb. 7-3, Vergleich weil3e mit

schwarzen Balken).

Voraktivierung: DMEM 5% FCS Voraktivierung: MCF-10 Medium
Beads bs HN-CD3 Vakzine Monolayer Beads bs HN-CD3 Vakzine Monolayer
bs HN-CD28 alleine alleine bs HN-CD28 alleine alleine
100 1 — o ——
90 A
80 1 T

70
60 1
50 1
40 1
30 1

20 1

10 4
N , N Taa i S , ,

M Killin DMEM 5% FCS O Kill in MCF-10 Medium

Tumorwachstumsinhibition [%)]

Abb. 7-3  Aufgereinigte humane TZ wurden wie zuvor in Abb. 7-2 beschrieben entweder in DMEM 5% FCS
oder MCF-10 Medium fiir drei Tage préaktiviert.

Nach der Aktivierungsphase wurden die TZ geerntet, gewaschen und gleichméBig auf frischen MCF-7
Monolayer ausgesit, welcher zuvor filir vier Stunden entweder in DMEM 5% FCS (schwarze Balken) oder
MCF-10 Medium (weiBe Balken) bei 37°C in einer 96-Loch Platte adhiriert worden war (2,5x10* Zellen/Loch).
Nach weiteren drei Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhdrenten Zellen abgesaugt, die Locher mit
frischem Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 bzw. MCF-10 Monolayer mit 20 pl MTS-Losung fiir
45 min. im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das
Ergebnis bei 490 nm im ELISA-Messgerit bestimmt. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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7.1.3  Einfluss des blockierenden Antikdrpers anti-CD158b auf den TNA

Nachdem nun ausgeschlossen werden konnte, dass die MCF-10 Resistenz auf einem Artefakt,
bedingt durch das experimentelle Design, basierte, war klar, dass der Grund fiir die Resistenz
bei den MCF-10 Zellen selber gesucht werden musste.

Eine Moglichkeit, die im Folgenden beschrieben werden soll, wire, dass MCF-10 Zellen auf
ihrer Oberfliche Molekiile exprimieren, die eine Lyse durch zytotoxische T-Zellen inhibieren.
Eine HLA-Typisierung der MCF-7 und MCF-10 Zellen ergab ndmlich, dass MCF-10 Zellen
interessanterweise zwei verschiedene HLA-C Allele (Cw3 und Cw7) besitzen, wiahrend bei
MCF-7 Zellen nur das CwS5 Allel zu finden ist (Tab. 7-1). HLA-Molekiile kdnnen an Killer-
Zellen Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren (KIR) binden, welche auf der Oberfliche von
NK- und einigen CD8" zytotoxischen T-Zellen zu finden sind. Die KIR-Familie umfasst etwa

15 Gene und kann, ausgehend von der Struktur, in zwei Unterfamilien aufgespalten werden:

HLA-Locus MCF-7 MCF-10
A (beide Allele) 02/34 01/33
B (beide Allele) 18 /44 40 (60) / 55
Cw (beide Allele) 05/ leer 03 /07

Tab.7-1  1x10’ frische MCF-7 bzw. MCF-10 Zellen wurden trypsiniert, zweimal in PBS gewaschen und zur
HLA-Typsierung in das Institut fiir Immunologie (Prof. Dr. Opelz) gebracht.
Die interessanten HLA-Cw Allele sind rot hervorgehoben.

KIR2D mit zwei extrazelluliren Ig-Doménen und KIR3D mit drei Ig-Doménen. KIR-
Molekiile variieren allerdings auch in der Lénge ihrer zytoplasmatischen Doméne, die fiir die
Initiierung der Signaltransduktion verantwortlich ist, wobei eine lange Domine (L) NK- und
T-Zellen inhibiert, wihrend eine kurze Domine (S) aktivierend wirkt. Besonders interessant
in diesem Zusammenhang sind die KIR2DL-Proteine (mit zwei Ig-Doméinen und einer
langen, inhibitorisch wirkenden zytoplasmatischen Domine), welche mit den oben genannten
HLA-C Molekiilen interagieren. Dabei interagiert Cw5 auf den MCF-7 Zellen mit KIR2DL1
(CD158a), wohingegen sowohl Cw3 als auch Cw7 auf den MCF-10 Zellen an KIR2DL2
(CD158by) und KIR2DL3 (CD158b;) binden. Diese differentiellen Bindungseigenschaften
der MCF-10 gegeniiber den MCF-7 Zellen konnte deren Resistenz zumindest teilweise
erkléren.

Um dies zu testen, wurden erneut fiir drei Tage T-Zellen mit MCF-10 Vakzine, welche mit

suboptimalem bs HN-CD3 und dem Kostimulus bs HN-CD28 beladen war, stimuliert. Diese
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Stimulation erfolgte in DMEM 5% FCS. Als Kontrollen dienten T-Zellen, die nur mit
Vakzine oder mit Vakzine in Gegenwart von suboptimalem bs HN-CD3 in Kontakt kamen.
CD3/CD28 Expander Beads stellten die Aktivierungskontrolle dar. Nach den drei Tagen
wurden die T-Zellen geerntet, gewaschen und fiir 30 min. mit blockierendem anti-CD158b (b
und by) Antikorper inkubiert, bevor sie auf frischen MCF-7 bzw. MCF-10 Monolayer, der
zuvor fiir vier Stunden in MCF-10 Medium adhériert worden war, ausgesét wurden.

Das Ergebnis zeigt Abb. 7-4. In ihr bestétigt sich zunichst erneut, dass vollaktivierte T-Zellen
in Abwesenheit von anti-CD158b Antikorper den MCF-7 Monolayer zu 100% lysieren (Abb.
7-4, linke Seite: schwarze Balken). Der MCF-10 Monolayer wirde nur zu 35%, also

MCF-7 Monolayer Kill MCF-10 Monolayer Kill
Beads bs HN-CD3  bs HN-CD3 Vakzine Beads bs HN-CD3  bs HN-CD3 Vakzine
bs HN-CD28 alleine alleine bs HN-CD28 alleine alleine
100 1
. —

[or]
o

60
40

20

N . sl LM I | &l 2

[ ohne anti-CD158b Ak O mit anti-CD158b Ak

Tumorwachstumsinhibition [%]

Abb. 7-4  1,5x10* aufgereinigte humane TZ pro Loch wurden durch 1x10* MCF-10 Vakzinezellen (mit 200
Gy bestrahlt und mit 100 HU NDV Ulster modifiziert) pro Loch sowie durch suboptimales bs HN-CD3 (100
pg/Loch) und kostimulatorisches bs HN-CD28 (84,4 U/Loch) fiir drei Tage in einer 96-Loch Platte aktiviert. Als
Aktivierungskontrolle wurden mit CD3- und CD28-Antikérpern beschichtete magnetische Partikel (CD3/CD28
Expander Beads; 2 pro TZ) verwendet. Als Negativkontrolle kamen nur durch Vakzine oder nur durch Vakzine
und suboptimales bs HN-CD3 stimulierte TZ zum Einsatz. Die Aktivierung erfolgte in DMEM 5% FCS.

Nach der Aktivierungsphase wurden die TZ geerntet, gewaschen und fiir 30 min. mit blockierendem anti-
CD158b (b; und b;) Antikorper (10 pg/ml) bei 37°C inkubiert (weile Balken) oder unbehandelt belassen
(schwarze Balken). AnschlieBend wurden sie auf frischen MCF-7 (links) bzw. MCF-10 (rechts) Monolayer
ausgesit, welcher zuvor fiir vier Stunden in MCF-10 Medium bei 37°C in einer 96-Loch Platte adhiriert worden
war (2,5x10* Zellen/Loch).

Nach weiteren drei Tagen Inkubationszeit wurden die nicht-adhirenten Zellen abgesaugt, die Locher mit
frischem Medium aufgefiillt und der verbliebene MCF-7 bzw. MCF-10 Monolayer mit 20 pul MTS-Lésung fiir
45 min. im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 20 pl 10%-iger SDS-Losung abgestoppt und das Er-
gebnis bei 490 nm im ELISA-Messgerdt bestimmt. Alle Werte wurden als Triplikate bestimmt und sind als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

wesentlich schlechter lysiert (Abb. 7-4, rechte Seite: schwarze Balken). Suboptimal
stimulierte T-Zellen (,,bs HN-CD3 alleine* und ,,Vakzine allein®) zeigen keine Reaktivitit,
egal ob gegen MCF-7 oder MCF-10 Zellen. Allerdings hat der anti-CD158b Antikdrper

keinen Einfluss, denn er kann das reduzierte lytische Potenzial stark aktivierter T-Zellen
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gegeniiber MCF-10 Zellen nicht beeinflussen (Abb. 7-4, rechte Seite: weille Balken). Auf die
Lyse des MCF-7 Monolayers hat er ebenfalls keinen Einfluss, auch keinen negativen (Abb. 7-
4, linke Seite: weile Balken). Daraus folgt, dass die Resistenz von MCF-10 Zellen gegeniiber
aktivierten T-Zellen nicht durch CD158b, also nicht KIR2DL2/3-vermittelt wird. Die
Resistenz konnte entweder durch andere Rezeptor:Liganden-Interaktionen oder durch

16sliche, von MCF-10 Zellen sezernierte Molekiile bedingt sein.

7.2 Selektivitat der Replikation von NDV: Vergleich

tumorigener mit nicht-tumorigenen Zellen

Die Doktorarbeit von Herrn Christoph Fiola untersuchte Ursachen fiir die Beobachtung, dass
sich NDV préferenziell in Tumorzellen repliziert, wéhrend Zellen, die nicht neoplastischen
Ursprungs sind, in der Regel eine Resistenz gegeniiber der viralen Vermehrung aufweisen.
Dabei benutzte er humane PBMZ bzw. Lymphozyten als nicht-tumorigene Zellen. In diesem
Teil des Anhangs soll diese Beobachtung anhand eines weiteren priméren Zelltyps erweitert
werden: primédre humane Endothelzellen. Diese Zellen wurden anhand ihrer CD31-Positivitét
von Herrn Daniel Nummer in sehr reiner Form isoliert und mir freundlicherweise nach
maximal drei Passagen Zellkultur zur Verfligung gestellt. Sie hatten in den meisten Féllen
ithren Ursprung in dem das Pankreaskarzinom umgebenden Gewebe. In einigen Fillen jedoch
stammten sie aus einem Lungenkarzinom und in einem einzigen Fall sogar aus der Haut eines

gesunden Spenders. Mannliche und weibliche Spender waren gleichermallen vertreten.

7.2.1  Nachweis der Replikation von NDV in Endothelzellen

Zunichst galt es nachzuweisen, ob sich NDV iiberhaupt in endothelialen Zellen replizieren
lasst. Hierfiir kamen die beiden Viren NDFL-EGFP und NDFL-Tag-EGFP zum Einsatz,
welche rekombinante Vertreter des nicht-lytischen LaSota-Stammes von NDV sind, in deren
Genom das Gen fiir EGFP (enhanced green fluorescent protein) kloniert worden ist. NDFL-
EGFP vermag sich nur monozyklisch zu replizieren, da das bei einer Erstinfektion neu
synthetisierte Fusionsprotein ein Proprotein (Fy) darstellt, das durch proteolytische Spaltung
mittels einer im menschlichen Organismus nicht vorkommenden Protease aktiviert werden

muss (de Leeuw et al., 2005, 2003). Im Gegensatz dazu kann sich NDFL-Tag-EGFP aufgrund
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einer Punktmutation (Tag) in der eben erwihnten Spaltstelle von Fy multizyklisch vermehren,
d.h. die bei einer Erstinfektion gebildeten und in den Uberstand abgegebenen viralen Partikel
konnen frische Zellen reinfizieren.

Humane Endothelzellen (je zweimal aus Pankreas- und Lungenkarzinom stammend) wurden
nun entweder mit 100, 10 oder 1 HU NDFL-EGFP bzw. NDFL-Tag-EGFP fiir eine Stunde
modifiziert. Nach dieser Modifikation wurde ein Teil der Zellen mit anti-Fy Erstantikorper
und PE-konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikorper gefdrbt, um somit die Bindung der
beiden Viren auf der Zelloberfliche am FACS zu untersuchen. Die restlichen Zellen wurden
iiber Nacht bei 37°C in speziellem Endothelzell-Medium (ECBM) kultiviert. 24 Stunden nach
der Infektion wurden die infizierten Endothelzellen abgelost und die virale Replikation
anhand des EGFP-Signals am FACS analysiert. Parallel dazu wurden die abgenommenen
Uberstinde fiir eine Stunde auf Jurkat CD28 (JCD28) oder Jurkat CD3 (JCD3) Zellen
transferiert, welche nach zweimaligem Waschen in RPMI 10% FCS ausgesit und iiber Nacht
inkubiert wurden. Am zweiten Tag wurden die Jurkat Zellen geerntet und auf EGFP-Signale
am FACS untersucht.

Abb. 7-5 gibt das Ergebnis wieder. Aus ihr wird ersichtlich, dass sowohl NDFL-EGFP als
auch NDFL-Tag-EGFP in einer dosisabhdngigen Weise an Endothelzellen binden kdnnen
(Abb. 7-5, links). Beide Viren sind aber auch in der Lage, in Endothelzellen einzudringen und
sich in ihnen zu replizieren, wie die klaren, ebenfalls dosisabhéngigen EGFP-Signale an Tag 1
zeigen (Abb. 7-5, Mitte). Um die Vermehrung des Virus zu bestétigen, wurde die Prisenz
viraler Partikel in den Uberstinden der Endothelzellen bestimmt, indem sie auf Jurkat Zellen
gegeben wurden. Da nur NDFL-Tag-EGFP einen multizyklischen Replikationszyklus besitzt,
kann ein EGFP-Signal nur in Jurkat Zellen detektiert werden, welche mit NDFL-Tag-EGFP-
enthaltenden Zellkulturiiberstinden in Kontakt gekommen sind (Abb. 7-5, rechts).
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Bindung 1 h (F,-Féarbung) Replikation Tag 1 Replikation Tag 2 in JCD28 oder JCD3
[% positiv gefarbte Zellen] [Mean EGFP] [% EGFP-positive JCD28 / JCD3]
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ADbb.7-5 Humane Endothelzellen aus je zwei an Lungen- (L1, L2) und Pankreaskarzinom (P3, P4)
erkrankten Patienten wurden mit 100, 10 oder 1 HU NDFL-EGFP () bzw. NDFL-Tag-EGFP () fiir eine Stunde
modifiziert. Nach zwei anschlieBenden Waschschritten wurden 9x10* Zellen mit anti-F, Erstantikérper und PE-
konjugiertem Ziege-anti-Maus Zweitantikdrper gefarbt, bevor die virale Bindung am FACS analysiert wurde
(links). Je 9x10* Endothelzellen pro Loch wurden in 300 ul ECB-Medium in einer 48-Loch Platte iiber Nacht
inkubiert, bevor sie durch Trypsinbehandlung abgeldst wurden, um das EGFP-Signal am FACS analysieren zu
konnen (Mitte). Parallel dazu wurden 250 pl der Zellkulturiiberstinde fiir eine Stunde auf 3x10° Jurkat CD28
oder Jurkat CD3 Zellen transferiert, die nach zweimaligem Waschen in 500 pl RPMI 10% FCS in einer 48-Loch
Platte iiber Nacht inkubiert wurden. AnschlieBend wurde ihr EGFP-Signal ebenfalls am FACS vermessen
(rechts). Tote Zellen wurden durch PI von der Messung ausgeschlossen.

n.b.: nicht bestimmt.
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7.2.2  Die Resistenz von Endothelzellen gegeniber viraler Replikation ist

bedingt durch eine Interferonantwort

Da nun nachgewiesen war, dass sich NDV in vitro in Endothelzellen replizieren kann, sollten
diese Zellen mit der MCF-7 Mammakarzinom-Zelllinie verglichen werden. Zu diesem Zweck
wurden MCF-7 und Endothelzellen (gesunde Haut) mit je 100 oder 50 HU NDV Ulster bzw.
NDFL-Tag-EGFP infiziert und nach 48 Stunden die Gesamt-RNS isoliert. Die virale
Replikation wurde anhand des Matrixproteins gemessen, das mittels quantitativer RT-PCR in

Relation zu uninfizierten Zellen (0-Wert) gesetzt wurde.
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Wie aus Abb. 7-6 ersichtlich wird, ist die relative Expressionsrate fiir beide Viren in MCF-7
Zellen (schwarze Balken) um 5- bis 13-mal grof3er als in den Endothelzellen (graue Balken).

Somit sind Endothelzellen resistenter gegen virale Replikation als MCF-7 Zellen.

MCF-7 Endothel
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Abb. 7-6  3,7x10° MCF-7 (e) bzw. Endothelzellen aus gesunder Haut (+) wurden mit je 100 oder 50 HU NDV
Ulster bzw. NDFL-Tag-EGFP fiir eine Stunde modifiziert. Nach zwei anschlieBenden Waschschritten wurden
die Zellen fiir 48 Stunden bei 37°C in einer 6-Loch Platte in entsprechendem Medium inkubiert. Danach wurden
die Zellen geerntet und die Gesamt-RNS isoliert. Als Referenz (0-Wert) dienten uninfizierte Zellen. Die virale
Replikation wurde durch quantitative RT-PCR bestimmt und ist als relative Expressionsrate des Matrixproteins
(im Vergleich zum 0-Wert) angegeben. Zur Normalisierung diente GAPDH. Alle Werte wurden als Triplikate
bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Diese Resistenz ldsst sich auch durch mikroskopische Bilder bestitigen (Abb. 7-7). Vergleicht
man ndmlich nach 24 Stunden mit 100 HU NDFL-Tag-EGFP infizierte Endothelzellen (aus
einem Pankreaskarzinom) mit gleichbehandelten MCF-7 Zellen, so féllt auf, dass unter den
MCEF-7 Zellen viele tote Zellen vorhanden sind (erkennbar an ihrer abgerundeten Form), die
sich abgeldst haben und sich im Uberstand anreichern (Abb. 7-7 B). Als Kontrolle zeigen
uninfizierte MCF-7 Zellen einen relativ intakten subkonfluenten Monolayer (Abb. 7-7 A). Im
Vergleich dazu weisen infizierte Endothelzellen kaum tote Zellen auf; sie besitzen zudem eine

zum unbehandelten Referenz-Monolayer vergleichbare Morphologie (Abb. 7-7 C,D).
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Abb. 7-7  5x10° MCF-7 (A,B) bzw. Endothelzellen aus einem Pankreaskarzinom (C,D) wurden mit je 100 HU
NDFL-Tag-EGFP fiir eine Stunde modifiziert. Nach zwei anschlieBenden Waschschritten wurden die Zellen in
einer mittleren Zellkulturflasche in entsprechendem Medium ausgesét. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C
wurden mikroskopische Bilder aufgenommen (100-fache VergroBerung).

Herr Christoph Fiola konnte in seiner Doktorabeit zeigen, dass die Inhibition der viralen
Replikation in den PBMZ durch eine verstirkte Interferonantwort bedingt ist. Es sollte nun
iiberpriift werden, ob dies auch fiir die Endothelzellen als Primérzellen zutrifft. Deswegen
wurden MCF-7 und Endothelzellen (aus einem Pankreaskarzinom) mit je 100 HU NDFL-
Tag-EGFP infiziert und deren Gesamt-RNS nach 24 und 48 Stunden Inkubation isoliert.
Mittels quantitativer RT-PCR wurden die Expressionsraten von OAS-1 und PKR bestimmt.
Beide Gene werden durch Typ-I-Interferone (IFN-o und IFN-3) sowie durch doppelstringige
RNS induziert und sind Marker einer antiviralen Antwort. Dabei katalysiert OAS-1 (2°,5’-
Oligoadenylat-Synthetase) die Bildung von 2’,5’-verkniipften Oligoadenylaten, welche die
Endoribonuklease L (RNase L) aktivieren. Dies fiihrt zum Abbau von ribosomaler und
messenger RNS (rRNS und mRNS). Die Proteinkinase PKR hingegen phosphoryliert und in-
aktiviert den Translationsinitiationsfaktor elF-2a, was zu einer Reduktion der Proteinbiosyn-

these fiihrt. Beide Effekte zusammen rufen somit nicht nur eine Hemmung des Zellwachstums
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und der Zellproliferation, sondern auch der viralen Replikation hervor. Parallel dazu wurde
die virale Replikation durch die Expressionsrate des Matrixproteins quantifiziert.

Wie Abb. 7-8 (Matrix) wiedergibt, weisen Endothelzellen (graue Balken) nach 24 Stunden
Infektion zunidchst eine 4,7-fach hohere virale Replikation auf als MCF-7 Zellen (schwarze
Balken). Der Unterschied zu den in Abb. 7-6 gezeigten Daten (Endothelzellen zeigen hohere
Werte als MCF-7 Zellen!) konnte vielleicht mit der Tatsache zusammenhingen, dass in
diesem Fall die Endothelzellen aus einem Pankreaskarzinom stammten, wahrend die vorher
gezeigten Daten mit endothelialen Zellen aus gesunder Haut generiert wurden. Interessanter-
weise konnen nach 48 Stunden jedoch nur die Endothelzellen die virale Replikation um 50%
reduzieren, wihrend sie in den MCF-7 Zellen stagniert. Dieser Riickgang innerhalb der
letzten 24 Stunden geht mit einer gesteigerten Produktion von OAS-1 und PKR in
Endothelzellen einher. Denn wéhrend zunédchst sowohl MCF-7 als auch Endothelzellen nach
24 Stunden vergleichbare Steigerungen der relativen Expressionsraten fiir OAS-1 und PKR
zeigen, so erfahrt die Interferonantwort nur in den Endothelzellen einen zweiten Schub, und
dies fiir beide analysierten Gene. Somit wird deutlich, dass die erhohte Resistenz primérer
Zellen im Vergleich zu Tumorzellen tatsdchlich in einer verbesserten Interferonantwort

begriindet ist.
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Abb.7-8  5x10° MCF-7 () bzw. Endothelzellen aus einem Pankreaskarzinom () wurden mit je 100 HU
NDFL-Tag-EGFP fiir eine Stunde modifiziert. Nach zwei anschlieBenden Waschschritten wurden die Zellen in
einer mittleren Zellkulturflasche in entsprechendem Medium ausgesét. Nach 24 und 48 Stunden Inkubation bei
37°C wurden die Zellen geerntet und die Gesamt-RNS isoliert. Als Referenz (0-Wert) dienten uninfizierte
Zellen. Durch quantitative RT-PCR wurden die virale Replikation (Matrixprotein) sowie die beiden in die
Interferonantwort involvierten Gene OAS-1 und PKR bestimmt. Zur Normalisierung diente GAPDH. Alle Werte
wurden als Triplikate bestimmt und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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Um den Einfluss des Interferons zu bekriftigen, wurden Endothelzellen (aus einem
Pankreaskarzinom) nun zuerst flir drei Stunden mit exogenem IFN-a (500 pg/ml) behandelt,
bevor sie mit 100 HU NDFL-Tag-EGFP infiziert wurden. Verglichen wurden solch
vorbehandelte Zellen zum einen mit NDFL-Tag-EGFP infizierten, jedoch nicht mit IFN-a
vorinkubierten Zellen, zum anderen mit vollkommen unbehandelten Zellen. Nach 24 und 48
Stunden Inkubation wurde die virale Replikation anhand des EGFP-Signals im FACS
gemessen.

Abb. 7-9 zeigt deutlich, dass die Vorbehandlung mit IFN-a die virale Replikation zu beiden
Zeitpunkten vollkommen unterdriickt, denn es gibt keinen Unterschied zur Negativkontrolle.
Einzig virusinfizierte Endothelzellen ohne IFN-a weisen nach 24 Stunden knapp 40% EGFP-
positive Zellen auf. Nach 48 Stunden geht dieser Anteil jedoch auf 17% zuriick, was erneut
belegt, dass Endothelzellen per se — wie zuvor gezeigt — die virale Replikation zwischen 24

und 48 Stunden nach Infektion zu senken vermdgen.
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Abb.7-9  2x10° Endothelzellen (aus einem Pankreaskarzinom) wurden zunichst fiir drei Stunden mit 500
pg/ml IFN-a vorinkubiert, bevor sie mit 100 HU NDFL-Tag-EGFP (pro 10’ Zellen) infiziert wurden. Dabei
wurde das Virus ohne Wegwaschen des IFN-a direkt in die Zellsuspension gegeben, was eine Verdiinnung des
Virus zur Folge hatte. Als Kontrollen dienten virusinfizierte Zellen, die nicht mit IFN-a in Kontakt gekommen
waren, sowie vollkommen unbehandelte Zellen. Nach 24 (schwarze Balken) und 48 Stunden (weifle Balken)
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen geerntet und das EGFP-Signal am FACS analysiert. Tote Zellen wurden
durch PI von der Messung ausgeschlossen.
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7.2.3  Vergleich von Endothelzellen in vitro und in vivo

Zuletzt galt es zu untersuchen, ob sich in vitro kultivierte Endothelzellen von in vivo
Endothelzellen in situ beziiglich ihrer Infektibilitdt unterscheiden. Der Hintergedanke war,
dass selbst wenn die Endothelzellen von frischen Explantaten stammten, sie doch einige Tage
kultiviert wurden, bevor sie fiir die Experimente eingesetzt wurden. Dieser kurze Zeitraum
konnte geniigen, die Zellen morphologisch wie auch physiologisch zu verdndern. Um diese
Frage zu beantworten, wurden aus einem Pankreaskarzinom stammende Endothelzellen in
zweil Ansidtzen verarbeitet:

Zum einen wurden sie mit 50 HU NDFL-Tag-EGFP in vitro infiziert (wie in den Experi-
menten zuvor) oder wurden unbehandelt belassen. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C
wurden die Zellen abgeldst und 5x10* Zellen mittels Zytospin auf einen Objekttriger
gebracht, mit 4% Paraformaldehyd fixiert, mit Ammoniumchlorid blockiert und abschlieSend
die Zellkerne mit DAPI blau gefarbt. Die Zellen wurden mit Kaisergelatine eingedeckelt und

DAPI EGFP DAPI EGFP
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Abb. 7-10 Aus einem Pankreaskarzinom stammende Endothelzellen wurden mit 50 HU NDFL-Tag-EGFP pro
107 Zellen fiir 24 Stunden infiziert (links) oder unbehandelt belassen (rechts). Die Zellen wurden abgeldst und
je 5x10* Zellen mittels Zytospin auf einen Objekttriger gebracht, mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit
Ammoniumchlorid blockiert. Zuletzt wurden die Zellkerne mit DAPI blau geférbt. AbschlieBend wurden die
Zellen mit Kaisergelatine eingedeckelt. Die Analyse erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (630-fache
VergroBerung). Parallel dazu wurden 2x10° Zellen am FACS analysiert (e,j). Tote Zellen wurden durch PI von
der Messung ausgeschlossen.

193



ANHANG

am Fluoreszenzmikroskop analysiert (Abb. 7-10). AuBerdem wurden je 2x10° Zellen am
FACS vermessen. Es zeigt sich beim infizierten Endothel, dass die meisten Zellen im
Fluoreszenzmikroskop EGFP-positiv sind (Abb. 7-10 a-d). Bei der sensitiveren FACS-
Messung sind jedoch alle Zellen EGFP-positiv, wenn auch (wie fiir die virale Replikation
zuvor schon beschrieben) nicht zu gleichem Mal3} (Abb. 7-10 e). Dabei entsprechen die ein
schwicheres EGFP-Signal aufweisenden Zellen (linkes Maximum) denjenigen Zellen, die im
Fluoreszenzmikroskop als negativ oder nur sehr schwach positiv erscheinen. Die uninfizierten
Kontrollzellen sind sowohl im Fluoreszenzmikroskop als auch im FACS negativ (Abb. 7-10
).

Der zweite Ansatz bestand darin, Endothelzellen aus demselben Pankreaskarzinom in
NOD/SCID-Méuse zu implantieren. Dabei kam das von Herrn Jochen Schwendemann
eingefiihrte Kammersystem zum Einsatz, welches aus gestantzen Eppendorf-Reaktionsgefal3-
deckeln bestand, die zu beiden Seiten entweder mit einer Membran (Porengrofle: @ 3,0 pm)
oder mit Silikon-Gummischeiben abgeschlossen wurden. Die Innenseite der Membran wurde
mit einem Endothelzell-Monolayer beschichtet (20.000 bis 50.000 Zellen). Zwei derartige
Kammern wurden s.C. in dieselbe Flanke einer betdaubten NOD/SCID-Maus implantiert und
fiir neun Tage belassen. In diesem Zeitraum konnte die Kammer vaskularisiert werden, wie
aus Abb. 7-11 ersichtlich wird. Somit wurden die Endothelzellen mit Nahrstoffen versorgt
und starben nicht ab. Nun wurden von auflen (durch die Gummischeibe) 25 HU NDFL-Tag-

EGFP in die anteriore Kammer injiziert, wihrend die posteriore Kammer mit PBS zur

anteriore Kammer

posteriore Kammer

Angiogenese keine
Angiogenese

Abb. 7-11 Zwei mit konfluentem Endothel-Monolayer beschichtete Kammern wurden s.c. in dieselbe Flanke
einer NOD/SCID-Maus implantiert. Nach neun Tagen wurden in die anteriore Kammer von auflen 25 HU
NDFL-Tag-EGFP (in 100 pl) injiziert, wihrend die posteriore Kammer mit PBS behandelt wurde. Nach
weiteren 24 Stunden wurde die Maus getdtet, der Bauchraum geéffnet und die Kammern entfernt. Auf dem Foto
zeigt sich eine durch Angiogenese bedingte Neovaskularisation nur auf derjenigen Flankeninnenseite, in der die
Kammern implantiert worden sind. Zwei Méuse wurden parallel behandelt. Siehe Abb. 7-12 fiir Fortsetzung.
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Kontrolle behandelt wurde. Beide Bedingungen in derselben Maus stattfinden zu lassen, hatte
den Vorteil, dass interindividuelle Unterschiede ausgeschlossen werden konnten.

Nach 24 Stunden wurde die Maus getdtet, die Kammern isoliert und der Monolayer nach
Entfernen des Gummideckels und anschlieBendem Waschen auf seine Intaktheit im
Durchlichtmikroskop iiberpriift (Abb. 7-12 d,h). AnschlieBend wurden die Zellen wie beim
zuvor beschriebenen in vitro Ansatz behandelt, um am Fluoreszenzmikroskop betrachtet
werden zu konnen. Es zeigt sich, dass weder in den uninfizierten (Abb. 7-12 a-c) noch in den
infizierten Zellen (Abb. 7-12 e-g) ein messbares EGFP-Signal vorhanden ist. Nur die

angefarbten Kerne sind sichtbar. Da die Kammer als Kompartiment hermetisch abgeschlossen
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Abb. 7-12 NOD/SCID-Miuse wurden wie unter Abb. 7-11 beschrieben behandelt. Nach Entfernen der beiden
Kammern wurde der Gummideckel entfernt und der Monolayer vorsichtig gewaschen, bevor dessen Intaktheit
mikroskopisch untersucht wurde (d,h). Der Monolayer wurde mit 4% Paraformaldehyd fixiert und mit
Ammoniumchlorid blockiert. Zuletzt wurden die Zellkerne mit DAPI blau gefarbt. Die Membran wurde mit
einem Skalpell ausgeschnitten und mit Kaisergelatine eingedeckelt. Die Analyse erfolgte am Fluoreszenz-
mikroskop (250-fache Vergroflerung).

(links) Mit PBS behandelte Kontrollkammer. (rechts) Mit 25 HU NDFL-Tag-EGFP behandelte Kammer.

ist und das Virus somit nur durch die Poren der Membran austreten kann, kann eine zu rasche
Verdiinnung des Virus nach Injektion ausgeschlossen werden. Geht man des Weiteren davon
aus, dass ein sehr dichter Monolayer in der Kammer aus 0,6 bis 1x10° Zellen besteht (Daniel
Nummer, personliche Mitteilung), so stellen die eingesetzten 25 HU Gesamt-Virus 2.500 bis
knapp 4.200 HU pro 10 Endothelzellen dar (in 100 ul Injektionsvolumen). Damit ist die
eingesetzte Menge sogar bis zu 84-mal groBer als bei der in vitro Infektion (50 HU/10’
Zellen). Die Ergebnisse deuten also darauf hin, dass in vivo eingesetzte Primérzellen in der
Tat eine im Vergleich zum in vitro System gesteigerte Resistenz gegeniiber viraler
Replikation besitzen. Ob das auf eine geringere Zuginglichkeit des &ulerst dichten

Monolayers fiir das Virus oder auf andere Faktoren zurlickzufiihren ist, muss in folgenden
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Experimenten gekldrt werden. Da humanes und murines IFN-a in hohem Mafle homolog
sind, konnte konstitutiv im Serum oder im Gewebe der Maus vorkommendes IFN-o an der

Ausbildung der Resistenz humaner Endothelzellen beteiligt sein.

7.3 Vollstandig annotierte Liste der im Genchip analysierten

Gene

Die folgenden Seiten enthalten eine vollstindig annotierte Liste der im Genchip-Experiment
untersuchten Gene (s. 4.4.3.7.1). Sie enthélt neben dem Gennamen auch die jeweilige Position
auf dem Array, dessen GenBank-Eintrag (accession number), eine kurze Beschreibung sowie

die Genfamilien-Zugehorigkeit.
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
1 1-2; 13 RPS27A NM_002954 Ribosomales Protein 27A Andere
2 3 CD8A NM_001768 CD8 Antigen (alpha Kette) Rezeptoren
3 4 CASP8 NM_001228 Kaspase 8 (FLICE) Apoptoseregulatoren
4 5 IL4R NM_000418 Interleukin-4 Rezeptor Rezeptoren
5 6 CRK NM_016823 V-crk Sarkoma Virus CT10-Onkogen Homolog Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
6 7 ITGA2B NM_000419 Integrin alpha 2b (CD41b) Zelladhéasion, Zytoskelett
7 8 MAPK9 NM_002752 Mitogen-aktivierte Protein-Kinase 9 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
8 9 ITGA3 NM_002204 g];igrri]rtlozralsp))ha 3 (CD49c; alpha 3 Untereinheit des VLA-3 Zelladhasion, Zytoskelett
9 10-12 GAPDH NM_002046 Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase Energiemetabolismus
10 14 RASGRF1 NM_153815 Guanin-Nukleotid Austauschfaktor (Ras-Protein spezifisch) Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
11 15 VAV3 NM_006113 Vav-3 Onkogen Signalmolekule, Transkriptionsfaktoren
12 16 KRAS2 NM_004985 éi_r;tri?éﬁas (Homolog des Ratten Kirsten-Sarkomas); kleines Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
13 17 NRCAM NM_005010 Neuronales Zelladhasionsmolekil Zelladhasion, Zytoskelett
14 18 DGKQ NM_001347 Diacylglycerol-Kinase theta Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
15 19 MMP15 NM_002428 Matrix-Metalloproteinase 15 Proteasen
16 20 CTNND2 NM_001332 Katenin delta 2 Zelladhasion, Zytoskelett
17 21 TNFSF5 NM_000074 | CD40-Ligand (Mitglied 5 der TNF-Superfamilie) Egzrr?c?:r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
18 2 stowe | moozsss | et e e e e | Eneremeabotss
19 23 SDC1 NM_002997 Syndekan 1 Zelladhasion, Zytoskelett
20 24 IL13 NM_002188 | Interleukin-13 Eggﬁ]ﬁ]ﬂe Zytokine, Wachstumsfaktoren,
21 25 GRAP2 NM_004810 GRB2-bezogenes Adaptorprotein 2 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
22 26 JAK3 NM_000215 Janus-Kinase 3 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
23 27 ITGB3 NM_000212 Integrin beta 3 (CD61) Zelladhasion, Zytoskelett
24 28 TNFRSF9 NM_001561 4-1BB; CD137 (Mitglied 9 der TNF-Rezeptor-Superfamilie) Rezeptoren
25 29 CTNNB1 NM_001904 | Katenin beta 1 Zelladhasion, Zytoskelett
26 30 DGKG NM_001346 Diacylglycerol-Kinase gamma Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
27 31 IL6 NM_000600 Interleukin-6 (Lliggwdoekri]ne, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
28 32 MMP17 NM_016155 Matrix-Metalloproteinase 17 Proteasen
29 33 CCR7 NM_001838 | Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 7 Rezeptoren
30 34 NCAM1 NM_000615 Neuronales Zelladhasionsmolekiil 1 Zelladhasion, Zytoskelett
31 35 PDE4D NM_006203 Phosphodiesterase 4D (cCAMP-spezifisch) Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
32 36 ILIR1 NM_000877 Interleukin-1 Rezeptor Typ 1 Rezeptoren
33 37 MAP2K7 NM_145185 Jun N-terminale Kinase Kinase 2 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
34 38 ITGAL NM_002209 | Integrin alpha L (CD11a; alpha Kette von LFA-1) Zelladhasion, Zytoskelett
35 39 CXCR3 NM_001504 | Chemokin (C-X-C Motiv) Rezeptor 3 Rezeptoren
36 40 CTLA4 NM_005214 Assoziiertes Protein 4 zytotoxischer T-Lymphozyten Rezeptoren
37 41 CcD86 NM_006999 | B7-2 Antigen (Ligand fiir CD28) Eggg‘;ekr']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
38 42 LCP2 NM_005565 Lymphozytares zytosolisches Protein 2 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
39 43 TNFSF7 NM_001252 | cD27-Ligand (CD70; Mitglied 7 der TNF-Superfamilie) ﬁgg’;‘é’ekri]”e' Zytokine, Wachstumsfaktoren,
40 44 DGKA NM_201554 Diacylglycerol-Kinase alpha Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
41 45 IGHD Al950854 Immunoglobulin schwere delta Kette Andere
42 46 IFNGR2 NM_005534 Interferon-gamma Rezeptor 2 Rezeptoren
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
43 47 IL2RA NM_000417 Interleukin-2 Rezeptor, alpha Kette (CD25) Rezeptoren
44 48 CD69 NM_001781 CD69 (friiher T-Zell-Aktivierungsmarker) Andere
45 49 CTSD NM_001909 Kathepsin D Proteasen
46 50 ITGAL NM_181501 Integrin alpha 1 (CD49a) Zelladhasion, Zytoskelett
47 51 ITGA8 NM_003638 Integrin alpha 8 Zelladhasion, Zytoskelett
48 52 JAK2 NM_004972 Janus-Kinase 2 Signalmolekule, Transkriptionsfaktoren
49 53 DGKB NM_145695 Diacylglycerol-Kinase beta Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
50 54 CCR6 NM_004367 Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 6 Rezeptoren
51 55 CCR8 NM_005201 | Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 8 Rezeptoren
52 56 CD4 NM_000616 | CD4 Antigen Rezeptoren
53 57 MAPK10 NM_002753 Jun N-terminale Kinase 3 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
54 58 CCR9 NM_006641 Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 9 Rezeptoren
55 59 HLA-DPB1 NM_002121 Haupthistokompatibilitatskomplex Klasse II, DP beta 1 Andere
56 60 SELP NM_003005 | P-Selektin (CD62P) Zelladhésion, Zytoskelett
57 61 CTSL NM_001912 Kathepsin L Proteasen
58 62 CBL NM_005188 Zytoplasmatisches Protoonkogen c-Cbl Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
59 63 SYK NM_003177 Milz Tyrosin-Kinase Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
60 64 CD79A NM_001783 [CIZgZ]E;A Antigen (Immunoglobulin-assoziierte alpha Kette Rezeptoren
61 65 PRKCE NM_005400 Protein-Kinase C epsilon Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
62 66 MAPK12 NM_002969 Erk-6 Signalmolektle, Transkriptionsfaktoren
63 67 MAPK1 NM_002745 Erk-2 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
64 68 CASP9 NM_001229 Kaspase 9 Apoptoseregulatoren
65 69 CD8B1 NM_004931 CD8 Antigen (beta 1 Kette) Rezeptoren
66 70 CCR4 NM_005508 | Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 4 Rezeptoren
67 71 PTPRC NM_002838 Protein-Tyrosin-Phosphatase, Rezeptortyp C (CD45) Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
68 72 TNFRSF7 NM_001242 CD27 (Mitglied 7 der TNF-Rezeptor-Superfamilie) Rezeptoren
69 73 TRAF1 NM_005658 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 1 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
70 74 ILAORB NM_000628 Interleukin-10 Rezeptor, beta Kette Rezeptoren
71 75 IGE X95746 IgE schwere Kette (IGHV3-74) Andere
72 76 MMP1 NM_00242 Matrix-Metalloproteinase 1 (interstitielle Kollagenase 1) Proteasen
73 77 CD40 NM_001250 CD40 Antigen (Mitglied 5 der TNF-Rezeptor-Superfamilie) Rezeptoren
74 78 IFNG NM_000619 | Interferon-gamma (L:iggg];ekri]ne’ Zytokine, Wachstumsfaktoren,
75 79 IL5 NM_000879 Interleukin-5 Eigzrr?c?:ri]ne, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
76 80 FCGR1A NM_000566 IgG Fc-Rezeptor (CD64) Rezeptoren
77 81 TRAF2 NM_021138 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 2 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
78 82 CXCR4 NM_003467 Chemokin (C-X-C Motiv) Rezeptor 4 Rezeptoren
79 83 ITGAS NM_002205 Integrin alpha 5 (Fibronektin-Rezeptor; CD49e) Zelladhéasion, Zytoskelett
80 84 DGKZ NM_003646 Diacylglycerol-Kinase zeta Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
81 85 MAPK4 NM_002747 Mitogen-aktivierte Protein-Kinase 4 (Erk-3 bezogen) Signalmolekule, Transkriptionsfaktoren
82 86 LCK NM_005356 Lymphozyten-spezifische Protein-Tyrosin-Kinase Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
83 87 TNFSF8 NM_001244 | CD30-Ligand (CD153; Mitglied 8 der TNF-Superfamilie) Eggﬁ]ﬁ]ﬂe Zytokine, Wachstumsfaktoren,
84 88 ZAP70 NM_001079 Zeta-Ketten-assoziiertes Protein, 70 kDa Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
85 89 RAC1 NM_006908 Kleines G-Protein der Rho Familie Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
86 20 VAV2 NM_003371 Vav-2 Onkogen Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
87 91 IL12B NM_002187 | Interleukin-12 beta ﬁgzrr?c?:ri]”e' Zytokine, Wachstumsfaktoren,
88 92 FYB NM_001465 FYN-bindendes Protein Signalmolekule, Transkriptionsfaktoren
89 93 CXCL10 NM_001565 | Chemokin (C-X-C Motiv) Ligand 10 (IP-10) Eg‘;:‘é’é‘r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
90 94 ITGA7 NM_002206 Integrin alpha 7 Zelladhasion, Zytoskelett
91 95 MAPK8 NM_139046 Jun N-terminale Kinase 1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
92 96 MMP7 NM_002423 | Matrix-Metalloproteinase 7 (Matrilysin; Uterin) Proteasen
93 97 TRAF3 NM_003300 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 3 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
94 98 CST3 NM_000099 Cystatin C Proteasen
95 99 CXADR NM_001338 Rezeptor fur Coxsackie-Virus und Adenovirus (CAR) Rezeptoren
926 100 CCR10 NM_016602 Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 10 Rezeptoren
97 101 CTSB NM_001908 | Kathepsin B Proteasen
98 102 VAV1 NM_005428 Vav-1 Onkogen Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
99 103 IL18 NM_001562 Interleukin-18 (Interferon-gamma induzierender Faktor) (L:iggrr?(?é(ri]ne’ Zytokine, Wachstumsfaktoren,
100 104 LTA NM_000595 #yN??gsitjoexrifr;;liﬁZ;:\; Tumornekrosefaktor beta (Mitglied 1 der (Lliggwdoekri]ne, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
101 105 TGFB1 NM_000660 Transformierender Wachstumsfaktor beta 1 Eigzrr?c?:rine’ Zytokine, Wachstumsfaktoren,
102 106 CSK NM_004383 | c-Src Tyrosin-Kinase Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
103 107 CD80 NM_005191 | B7-1 Antigen (Ligand fur CD28) Eggrr:‘c?ekri]”e' Zytokine, Wachstumsfaktoren,
104 108 PTCRA NM_138296 Pra-T-Zell Antigenrezeptor alpha Rezeptoren
105 109 CCRL2 NM_003965 | Ahnlicher Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 2 Rezeptoren
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
106 110 MAP3K4 NM_005922 Mek-Kinase 4 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
107 111 TNFA NM_000594 Tumornekrosefaktor alpha (Mitglied 2 der TNF-Superfamilie) Eigzrr?(;)ekri]ne’ Zytokine, Wachstumsfaktoren,
108 112 MAPK6 NM_002748 Erk-3 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
109 113 MAPKS8 NM_139046 Jun N-terminale Kinase 1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
110 114 MMP13 NM_002427 | Matrix-Metalloproteinase 13 (Kollagenase 3) Proteasen
111 115 MAPK9 NM_002752 | Jun N-terminale Kinase 2 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
112 116 CTNND1 NM_001331 | Katenin delta 1 Zelladhésion, Zytoskelett
113 117 LYN NM_002350 Lyn Onkogen Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
114 118 IGHM X17115 Immunoglobulin schwere mu Kette Andere
115 119 IL8RB NM_001557 | Interleukin-8 Rezeptor, beta Kette Rezeptoren
116 120 ELK1 NM_005229 | Elk-1 Onkogen (Mitglied der ETS-Familie) Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
117 121 HPSE NM_006665 | Heparanase Andere
118 122 CD79B NM_000626 | CD79B Antigen (Immunoglobulin-assoziierte beta Kette [IGB]) | Rezeptoren
119 123 CD19 NM_001770 | CD19 Antigen Rezeptoren
120 124 IL2 NM_000586 | Interleukin-2 Eg‘;rr?(;’é‘r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
121 125 ILIR2 NM_004633 Interleukin-1 Rezeptor Typ 2 Rezeptoren
122 126 cD24 NM_013230 E&étnAErtEi}%ire\S()Cluster 4 Antigen des kleinzelligen Andere
123 127 TRAF4 NM_004295 | TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 4 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
124 128 IFNGR1 NM_000416 Interferon-gamma Rezeptor 1 Rezeptoren
125 129 RAF1 NM_002880 Raf-1 Onkogen Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
126 130 CD44 NM_000610 | CD44 Antigen Zelladhé&sion, Zytoskelett
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Gen # Arrayposition Genname Genbank | Beschreibung Genfamilie
127 131 BCL2 NM_000622 B-Zell-Lymphom Protein 2 alpha Apoptoseregulatoren
128 132 SHC3 NM_016848 tsr;%?fgmgzir? diéSPF:(z)zeliDnogg ne-enthaltendes Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
129 133 IL7R NM_002185 Interleukin-7 Rezeptor (CD127) Rezeptoren
130 134 MAP3K2 NM_006609 Mek-Kinase 2 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
131 135 TNFSF6 NM_000639 | Fas-Ligand; CD178 (Mitglied 6 der TNF-Superfamilie) Eg‘;:‘é’é‘r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
132 136 STAT5B NM_012448 Signalleiter und Aktivator der Transkription 5B Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
133 137 CCRL1 NM_016557 | Ahnlicher Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 1 Rezeptoren
134 138 MAP2K1 NM_002755 | Mek-1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
135 139 TRAF5 NM_004619 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 5 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
136 140 MAP2K2 NM_030662 Mek-2 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
137 141 MAP3K5 NM_005923 Mek-Kinase 5 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
138 142 PECAM1 NM_000442 ;(Agggii)onsmolekijl auf Blutplattchen und endothelialen Zellen Zelladhasion, Zytoskelett
139 143 TNFSF9 NM_003811 | 4-1BB-Ligand (Mitglied 9 der TNF-Superfamilie) Egg’;‘c?:r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
140 144 VCAM1 NM_001078 | Adhéasionsmolekil vaskularer Zellen, Typ 1 Zelladhasion, Zytoskelett
141 145 IL1B NM_000576 | Interleukin-1, beta Kette Eg‘;:‘é’é‘r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
142 146 ITGB4 NM_000213 | Integrin beta 4 (CD104) Zelladhé&sion, Zytoskelett
143 147 IL9R NM_002186 Interleukin-9 Rezeptor Rezeptoren
144 148 ITGA2 NM_002203 'F:‘gigegrt‘of'sf)’ha 2 (CDA9b; alpha 2 Unterheinheit des VLA-2 Zelladhasion, Zytoskelett
145 149 TNFRSF1A NM_001065 Mitglied 1A der TNF-Rezeptor-Superfamilie (CD120a) Rezeptoren
146 150 CDH1 NM_004360 Kadherin 1 (E-Kadherin) Zelladhasion, Zytoskelett
147 151 PIK3C2B NM_002646 Phosphoinositid-3-Kinase 2 beta Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
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148 152 PLCG1 NM_002660 Phospholipase C gamma 1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
149 153 ITGA4 NM_000885 g‘;ige;?of'sg’ha 4 (CD49d; alpha 4 Untereinheit des VLA-4 Zelladhasion, Zytoskelett
150 154 TNFRSF6 NM_152877 Fas; Apo-1; CD95 (Mitglied 6 der TNF-Rezeptor-Superfamilie) Rezeptoren
151 155 BCL2L1 NM_138578 | Bcl-2 dhnliches Protein 1 (Bcl-xL) Apoptoseregulatoren
152 156 CCR5 NM_000579 | Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 5 Rezeptoren
153 157 SOs1 NM_005633 Son of sevenless homologes Protein Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
154 158 SHC1 NM_003029 tsr;%;gmg%iﬁ dzeéspk:gge%OT ane-enthaltendes Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
155 159 MGEA5 NM_012215 | In Meningioma exprimiertes Antigen 5 (Hyaluronidase) Andere
156 160 TRAF6 NM_004620 TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor 3 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
157 161 FOS NM_005252 Fos Onkogen Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
158 162 PDE4A NM_006202 Phosphodiesterase 4A (CAMP-spezifisch) Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
159 163 DGKD NM_003648 Diacylglycerol-Kinase delta Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
160 164 FYN NM_002037 Fyn Onkogen Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
161 165 DGKE NM_003647 Diacylglycerol-Kinase epsilon Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
162 166 TNFRSF1B NM_001066 Mitglied 1B der TNF-Rezeptor-Superfamilie (CD120b) Rezeptoren
163 167 HYAL2 NM_003773 | Hyaluronoglucosaminidase 2 Andere
164 168 STAT1 NM_007315 Signalleiter und Aktivator der Transkription 1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
165 169 AKT3 NM_005465 Protein-Kinase B gamma (Rac gamma Serin/Threonin-Kinase) | Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
166 170 L4 NM_000589 | Interleukin-4 Eggg‘;ekr']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
167 171 ITGB5 NM_002213 | Integrin beta 5 Zelladhésion, Zytoskelett
168 172 MAPK3 NM_002746 Erk-1 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
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169 173 MAP2K4 NM_003010 | Jun N-terminale Kinase Kinase 1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
170 174 ILIORA NM_001558 Interleukin-10 Rezeptor, alpha Kette Rezeptoren
171 175 IL10 NM_000572 | Interleukin-10 Egzrr:‘;:r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
172 176 PTPRC-2 NM_080921 g;)?gia[izr:/-;)i/;(r)]iien;hosphatase, Rezeptortyp C (CD45), Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
173 177 SELPL NM_003006 | P-Selektin-Ligand (CD162, PSGL-1) Eg‘;:‘é’é‘r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
174 178 ITGB7 NM_000889 Integrin beta 7 Zelladhasion, Zytoskelett
175 179 IL3 NM_000588 | Interleukin-3 (multipler Kolonie-stimulierender Faktor) Eigzrr?c?:rine’ Zytokine, Wachstumsfaktoren,
176 180 ITGA1l NM_012211 | Integrin alpha 11 Zelladhéasion, Zytoskelett
177 181 MME NM_000902 | Membranstéandige Metalloendopeptidase (CALLA, CD10) Proteasen
178 182 LAMP1 NM_005561 Lysosomen-assoziiertes Membranprotein 1 (CD107a) Andere
179 183 GRB2 NM_002086 Wachstumsfaktorrezeptor-gebundenes Protein 2 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
180 184 DGKH NM_178009 Diacylglycerol-Kinase eta Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
181 185 PDE4C NM_000923 | Phosphodiesterase 4C (CAMP-spezifisch) Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
182 186 cD20 NM_021950 mf;lAe:é (14)—Spann Transmembranprotein, Unterfamilie A, Rezeptoren
183 187 DGKI NM_004717 Diacylglycerol-Kinase iota Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
184 188 ITGAG NM_000210 | Integrin alpha 6 (CD49f) Zelladhésion, Zytoskelett
185 189 ITGA9 NM_002207 Integrin alpha 9 (ITGA4-Ligand) Zelladhasion, Zytoskelett
186 190 PRKCQ NM_006257 Protein-Kinase C theta Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
187 191 ITGB6 NM_000888 Integrin beta 6 Zelladhasion, Zytoskelett
188 192 ITK NM_005546 IL-2-induzierbare T-Zell-Kinase Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
189 193 HLA-DRA NM_019111 Haupthistokompatibilitaitskomplex Klasse I, DR alpha Andere
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190 194 MAP3K3 NM_002401 Mek-Kinase 3 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
191 195 IL12A NM_000882 :\;llgatﬂ?atéli((i)rrl‘;lfiﬁtérr\;K-Zellen stimulierender Faktor, CTL Eigzrr?;:ri]ne, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
192 196 MMP3 NM_002422 Matrix-Metalloproteinase 3 (Stromelysin 1, Progelatinase) Proteasen
193 197 CSF2 NM_000758 %iﬁn}élg%ten/Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor ﬁggrr?é):ri]ne, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
194 198 PLCG2 NM_002661 Phospholipase C gamma 2 (Phosphatidylinositol-spezifisch) Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
195 199 IL8RA NM_000634 | Interleukin-8 Rezeptor, alpha Kette Rezeptoren
196 200 STAT3 NM_003150 Signalleiter und Aktivator der Transkription 3 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
197 201 ITGA10 NM_003637 Integrin alpha 10 Zelladhasion, Zytoskelett
198 202 ITGB1 NM_002211 Integrin beta 1 (Fibronektin-Rezeptor, CD29) Zelladhasion, Zytoskelett
199 203 LAT NM_014387 Linker flir Aktivierung in T-Zellen Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
200 204 GSK3B NM_002093 Glykogensynthase-Kinase 3 beta Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
201 205 ITGB8 NM_002214 | Integrin beta 8 Zelladhésion, Zytoskelett
202 206 ITGB2 NM_000211 | Integrin beta 2 (CD18; beta Kette von LFA-1) Zelladhasion, Zytoskelett
203 207 TNFRSF4 NM_003327 | CD134 (Mitglied 4 der TNF-Rezeptor-Superfamilie) Rezeptoren
204 208 ICAM2 NM_000873 | Interzellulares Adh&sionsmolekiil 2 (CD102) Zelladhésion, Zytoskelett
205 209 JAK1 NM_002227 | Janus-Kinase 1 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
206 210 SELE NM_000450 | E-Selektin (endotheliales Adhéasionsmolekiil CD62E) Zelladhéasion, Zytoskelett
207 211 HRAS NM_005343 Harvey Ratten Sarkoma-Virus homologes Onkogen Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
208 212 MGC27165 AF067420 Hypothetisches Protein MGC27165 Andere
209 213 MMP26 NM_021801 | Matrix-Metalloproteinase 26 Proteasen
210 214 SELL NM_000655 | L-Selektin (CD62L) Zelladhésion, Zytoskelett
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211 215 SPN NM_003123 Sialophorin (Leukosialin, CD43) Andere
212 216 PTPRC-3 NM_080922 2;?;?&?;?;?]1”;hothatase’ Rezeptortyp C (CD45), Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
213 217 MMP2 NM_004530 &A;}Zg-el\r/l]gtsaell)oproteinase 2 (Gelatinase A, 72 kDa Typ IV Proteasen
214 218 BLK NM_001715 B-lymphoide Tyrosin-Kinase Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
215 219 MMP9 NM_004994 m;tlraig—el\:llgtsaell)oproteinase 9 (Gelatinase B, 92 kDa Typ IV Proteasen
216 220 STAT5A NM_003152 Signalleiter und Aktivator der Transkription 5A Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
217 221 CBLB NM_170662 gg;;JBerr;Z/lb(murine) ekotropische, retrovirale, transformierende Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
218 222 IL6R NM_000565 Interleukin-6 Rezeptor (CD126) Rezeptoren
219 223 TOB2 NM_016272 Signal-Transducer 2 fur ErbB-2 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
220 224 TNFRSF8 NM_001243 | CD30 (Mitglied 8 der TNF-Rezeptor-Superfamilie) Rezeptoren
221 225 IL12RB1 NM_005535 Interleukin-12 Rezeptor, beta 1 Kette Rezeptoren
222 226 BTK NM_000061 Bruton Agammaglobulinemie Tyronsin-Kinase Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
223 227 TNFSF4 NM_003326 | OX40-Ligand (Mitglied 4 der TNF-Superfamilie) Egg’;‘c?:r']”e Zytokine, Wachstumsfaktoren,
224 228 MMP10 NM_002425 Matrix-Metalloproteinase 10 (Stromelysin 2) Proteasen
225 229 MMP11 NM_005940 Matrix-Metalloproteinase 11 (Stromelysin 3) Proteasen
226 230 MAPK7 NM_002749 Erk-4 Signalmolekile, Transkriptionsfaktoren
227 231 CTNNA1 NM_001903 Katenin alpha 1 Zelladhasion, Zytoskelett
228 232 MMP14 NM_004995 | Matrix-Metalloproteinase 14 Proteasen
229 233 CCR3 NM_001837 Chemokin (C-C Motiv) Rezeptor 3 Rezeptoren
230 234 IL12RB2 NM_001559 Interleukin-12, beta 2 Kette Rezeptoren
231 235 IL1A NM_000575 | Interleukin 1, alpha Kette Chemokine, Zytokine, Wachstumsfaktoren,

Liganden
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232 236 CD22 NM_001771 | CD22 Antigen Zelladhasion, Zytoskelett
233 237 IL9 NM_000590 Interleukin-9 Qhemokme, Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Liganden
234 238 IL1I5RA NM_002189 Interleukin-15 Rezeptor, alpha Kette Rezeptoren
) Protein-Tyrosin-Phosphatase, Rezeptortyp C (CD45), . . -

235 239 PTPRC-4 M_080923 SpleiRvariante 4 Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren
236 240 CD2 NM_001767 CD2 Antigen (Schafserythrozyten-Rezeptor) Zelladhasion, Zytoskelett
237 241 HSPCB NM_007355 Hitzeschock 90 kDa Protein 1 beta Andere
238 242 CD28 NM_006139 | CD28 Antigen (Tp44) Rezeptoren
239 243 CD38 NM_001775 CD38 Antigen Andere
240 244 CcD5 NM_014207 | CD5 Antigen Rezeptoren
241 245 CD58 NM_001779 | CD58 Antigen, LFA-3 (CD2-Ligand) Zelladhésion, Zytoskelett
242 246 CD81 NM_004356 | CD81 Antigen Andere
243 247 FCER2 NM_002002 IgE (Fc epsilon)-Rezeptor, Typ 2 (CD23A) Rezeptoren
244 248 ICAM1 NM_004048 Interzellulares Adhasionsmolekil 1 (CD54) Zelladhasion, Zytoskelett
245 253, 265-266 B2M NM_004048 Beta-2-Mikroglobulin Andere
246 267 ACTB NM_001101 Beta-Aktin Zelladhasion, Zytoskelett
247 251 POL1 AE000461 Escherichia coli K12 MG1655, Abschnitt 351 (von 400) des

kompletten Genoms
248 252 PUC18 L08752 pUC18 Plasmid-DNA
249 260 18SrRNA X03205 Humane 18S ribosomale RNA
250 261 AS1R3 SA_00006 Artifizielle Sequenz 1; Ahnlichkeitsstufe 3 (70% ldentitat

[43/60])
251 262 AS1R2 SA_00005 Artifizielle Sequenz 1; Ahnlichkeitsstufe 2 (80% ldentitat

[48/60])
252 263 ASIR1 SA_00004 Artifizielle Sequenz 1; Ahnlichkeitsstufe 1 (90% ldentitat

[54/60])
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253 264 AS1 SA_00003 Artifizielle Sequenz 1
254 272-276 BAS2C SA_00007 Biotinylierte artifizielle Sequenz 2 (komplementéare Sequenz)

249-250; 254-259;
268-271

BLANK
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