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1 Einleitung

1.1 Immunologische Grundlagen

1.1.1 Angeborenes und adaptives Immunsystem

Der Mensch wird zu jedem Zeitpunkt seines Lebens mit einer Vielzahl von Pa-
thogenen konfrontiert, die mit Hilfe des Immunsystems erkannt und unschadlich
gemacht werden kénnen. Im Verlauf der Evolution hat sich zu diesem Zweck
ein vielgestaltiges, komplexes Immunsystem entwickelt, das sich zunachst in
zwei grof3e Einheiten unterteilen lasst: das angeborene und das adaptive Im-
munsystem. Diese funktionieren nach unterschiedlichen Prinzipien, weisen aber
dennoch viele Uberschneidungen auf und sind in der Regel beide an einer ef-
fektiven Immunantwort beteiligt. Eine weitere Ubliche Unterteilung spricht von
einer humoralen und einer zellularen Immunantwort.

Das angeborene Immunsystem wird nach Eintritt eines Mikroorganismus in den
Korper als erstes aktiv. Zu diesem evolutionar alteren Teil des Immunsystems
gehoren Makrophagen, Granulozyten, Dendritische Zellen (DCs), Mastzellen
und Naturliche Killerzellen. Neben der ersten Bekampfung von Mikroorganis-
men wirkt es gleichzeitig an der Initiierung der durch Lymphozyten vermittelten,
adaptiven Immunantwort mit, die erst zeitlich verzégert nach einigen Tagen
einsetzt. Sobald die Pathogene im Verlauf der weiteren Immunantwort erfolg-
reich unschadlich gemacht wurden, werden sie von Zellen des angeborenen
Immunsystems beseitigt [1, 2].

Gelingt es einem Mikroorganismus, die epitheliale Barriere des Korpers zu
durchdringen, wird er von Makrophagen aufgrund bestimmter Oberflachenstruk-
turen als fremd erkannt und phagozytiert. In diesem Prozess spielen die vor
einigen Jahren in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckten Toll-
like-Rezeptoren eine entscheidende Rolle [3, 4]. Der aktivierte Makrophage
schittet verschiedene Zytokine und Chemokine aus, die eine lokale Entzin-
dungsreaktion auslosen und eine grof3e Anzahl von Granulozyten und Monozy-

ten anlocken [1].



Am Anfang der Immunreaktion kann aber auch die Aktivierung des Komple-
mentsystems stehen, bei der eine Kaskade proteolytischer Reaktionen ablauft.
Fragmente der beteiligten Plasmaproteine bedecken am Ende die Oberflache
von z.B. einem Bakterium und ermdglichen so die Erkennung und Phagozytose
durch Makrophagen (Opsonisierung) [5, 6].

FUr die Aktivierung der Lymphozyten sind Dendritische Zellen (DCs) verantwort-
lich, eine spezialisierte Population von Phagozyten, die in den meisten Gewe-
ben vorkommt. Die zunachst unreifen DCs nehmen die Pathogene auf und
wandern in nun aktiviertem Zustand Uber Lymphgefale in den nachstgelegenen
lokalen Lymphknoten [7, 8]. In ihrer Funktion als Antigen-prasentierende Zellen
aktivieren sie dort naive Lymphozyten. In der Folge proliferieren nur die fur das
jeweilige Antigen spezifischen B- und T-Zellen. Dieser Vorgang, an dessen
Ende die Differenzierung in Effektorzellen steht, wird klonale Expansion ge-
nannt. Aus den B-Lymphoblasten entstehen Antikorper-produzierende Plasma-
zellen, aus den T-Lymphoblasten verschiedene Populationen, darunter vor al-
lem zytotoxische CD8-T-Zellen und CD4-T-Helferzellen. Dieser Prozess der
klonalen Expansion und Differenzierung dauert 4-5 Tage und erklart, warum die
adaptive Immunantwort erst zeitlich verzogert einsetzen kann. Die Lebensdauer
der Effektorzellen ist begrenzt, da die meisten von ihnen nach Beseitigung der
Pathogene in Apoptose gehen. Einige bleiben jedoch bestehen und bilden als
»,memory cells“ die Basis des immunologischen Gedachtnisses. Bei erneutem
Kontakt mit dem Pathogen ermdoglicht es eine schnellere und starkere Abwehr-
reaktion und bietet dadurch einen gewissen Schutz vor Reinfektionen. Die von
Edward Jenner vor mehr als 200 Jahren eingeflhrte Immunisierung mit dem
Erreger der Kuhpocken und die nachfolgend entwickelten Vakzinierungen (aus
dem Lateinischen, vacca=die Kuh) beruhen auf diesem Prinzip des immunolo-

gischen Gedachtnisses [9].

1.1.2 Lymphozyten

Bei den Lymphozyten werden B- und T-Zellen unterschieden. Auf die B-Zellen
in ihrer Funktion als Antikorper-bildende Zellen und die dadurch vermittelte hu-

morale Immunantwort soll hier nicht genauer eingegangen werden.



Die T-Zellpopulation setzt sich aus verschiedenen Untergruppen zusammen,
die sich durch ihre Oberflachenrezeptoren (CD4 oder CD8), die produzierten
Zytokine und vor allem ihre Funktion unterscheiden. Ihnen allen ist gemeinsam,
dass sie Peptidfragmente, die ihnen von anderen Zellen prasentiert werden,
erkennen und nur auf die zu ihrem T-Zellrezeptor passende Peptidsequenz
(Epitop genannt) reagieren [8]. Fur die Signallibertragung ist der assoziierte
CD3-Komplex, der aus verschiedenen invariablen Ketten besteht, erforderlich.

Daruber hinaus tragt ein Teil der T-Zellen NK1.1-Rezeptoren und wird als NK-T-
Zellen bezeichnet. Sie differenzieren sich aus Vorlauferzellen im Thymus und
kénnen sowohl durch Glykosphingolipide von Saugetieren als auch durch Al-
pha-Glycuronylceramid aus der Zellwand gramnegativer Bakterien aktiviert
werden. Sie reagieren mit einer massiven Ausschuttung von Ty1- und Th2-
Zytokinen und einer Induktion von CD40L. Synthetische NKT-Liganden kom-

men als Adjuvantien fir Vakzinierungen in Betracht [10].

1.1.3 Entstehung und Selektion der T-Zellen

Die Vorlauferzellen der T-Zellen entstehen im Knochenmark und wandern in
das Thymusgewebe ein, wo sie in eine Phase der intensiven Proliferation ein-
treten. Pro Tag entstehen etwa 5 x 10" neue Zellen, von denen allerdings nur
zwischen 10° und 2 x 10° den Thymus als reife T-Zellen verlassen, wahrend die
restlichen 98% in Apoptose gehen [11-13].

In der fruhen Phase ihrer Entwicklung im Thymus exprimieren die Thymozyten
weder CD4 noch CD8 auf ihrer Oberflache und werden deswegen als ,Doppelt-
negative Thymozyten“ bezeichnet. Es fehlen auch noch der T-Zellrezeptor und
CD3. Im nachsten Schritt entstehen ,Doppelt-positive Thymozyten®, die CD3,
CD4, CDS8 und die a- und B-Ketten des T-Zellrezeptors auf ihrer Oberflache
tragen [14]. In dieser Phase findet die Somatische Rekombination statt:

Da jede T-Zelle nur ein Epitop spezifisch erkennt, ist eine gro3e Anzahl an un-
terschiedlichen T-Zellen erforderlich, um ein moglichst breites Spektrum von
Antigenen abzudecken. Diese Vielfalt entsteht nach einem ahnlichen Prinzip
wie die Antikorperdiversitat der B-Zellen. Der T-Zellrezeptor ist aus einer a- und

einer B-Kette zusammengesetzt (bzw. einer y- und einer &-Kette), die ahnlich



wie Antikdrper eine konstante und eine variable Region aufweisen. Auf geneti-
scher Ebene hat man wie bei den B-Zellen V-, J- und D-Gensegmente identifi-
ziert, die wahrend der T-Zellentwicklung rearrangiert werden. Diese Segmente
sind von so genannten ,Recombination signal sequences” (RSSs) flankiert, die
so zusammen gebracht werden, dass der DNA-Strang einen Kreis bildet (loo-
ping-out). Nach erfolgreichem Rearrangement (auch produktives Rearrange-
ment genannt) entstehen V-Gen-Exone, die die variable Region des T-
Zellrezeptors kodieren. Die Sequenzen kdnnen die gleiche oder eine entgegen
gesetzte Transkriptionsrichtung in der DNA aufweisen und abhangig davon
nach einem etwas unterschiedlichen Prinzip rekombiniert werden [10, 11].
Somatische Hypermutation, wie sie in B-Zellen vorkommt, findet in T-Zellen
nicht statt [15].

Alle T-Zellen durchlaufen im Thymus einen Prozess der Selektion und erst
wenn ihre Funktionalitat Gberpruft und eine Eigenreaktivitat ausgeschlossen ist,
werden sie in die Peripherie entlassen. Ihr T-Zellrezeptor muss die vom Thy-
musepithel prasentierten Peptide erkennen, um Signale zu erhalten, die sie
Uberleben lassen (positive Selektion). Die Bindung an diese prasentierten Pep-
tide darf aber nicht zu stark sein, da die T-Zellen, wenn sie sehr stark aktiviert
werden, Signale bekommen, die zur Apoptose fuhren (negative Selektion). Da-
durch werden stark eigenreaktive T-Zellen noch vor ihrer Reifung aus dem Re-
pertoire entfernt und eine immunologische Selbsttoleranz erzeugt [16].

Die nach der Selektion noch verbleibenden Thymozyten entwickeln sich zu
reifen T-Zellen weiter. Sie verlieren dabei entweder den CD4- oder CD8-

Rezeptor und werden so zu einfach-positiven CD4- oder CD8-T-Zellen [14].

1.1.4 Antigenerkennung durch T-Zellen

Zunachst sollen die zwei wichtigsten an der Antigenerkennung beteiligten Mole-
kile erklart werden: der T-Zellrezeptor (TCR) auf der Oberflache der T-Zellen
und die von ihm erkannten MHC-Molekdle, die auf fast allen Kérperzellen vor-
kommen. MHC-Molekule sind polymorphe Membranglykoproteine, die in einem
Cluster von Genen, der Major histocompatibility complex (MHC) genannt wird,

kodiert sind. Sie wurden zuerst in Mausen entdeckt [17]. Die beim Menschen



vorkommende Form wird Human leukocyte antigens (HLA) genannt. |hnen
kommt auch eine entscheidende Rolle bei der Organ- und Stammzelltransplan-
tation zu.

Es gibt zwei verschiedene Typen von HLA-Molekullen. Die HLA-Molekule der
Klasse | binden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) Peptidfragmente, die
meistens von im Zytosol synthetisierten Proteinen durch Proteasen abgespalten
werden und Uber ATP-abhangige TAP-Transporter ins ER und von dort weiter
auf die Zelloberflache gelangen. Dieser Vorgang wird Antigenprozessierung
genannt. Die HLA-Klasse-I-Moleklle prasentieren sowohl zelleigene Peptide als
auch von Viren stammende Antigene und sind in unterschiedlicher Dichte auf
fast allen Korperzellen mit Ausnahme der Erythrozyten vorhanden.
HLA-Molekule der Klasse Il sind dagegen vor allem auf Antigen-prasentieren-
den Zellen wie Makrophagen und Dendritischen Zellen sowie auf B-Lympho-
zyten vorhanden, nicht aber auf sonstigen Gewebezellen [8]. Die Expression
von HLA-Klasse | und Il wird durch Zytokine wie z.B. IFNy verstarkt und kann in
Zellen, die normalerweise kein HLA exprimieren, induziert werden [18, 19].

Das HLA-Klasse-I-Molekul setzt sich aus zwei Polypeptidketten zusammen. Die
langere a-Kette ist im MHC-Genlokus kodiert, wahrend die Gene flur die kurze-
re, B2-Mikroglobulin genannte Kette auf einem anderen Chromosom liegen [8].
Es wurden drei verschiedene Gene fur die humanen a-Ketten identifiziert und
dementsprechend als HLA-A, -B und -C bezeichnet. Da sie in der Regel kodo-
minant sind und jeder Mensch zwei Allele exprimiert, findet man normalerweise
in jedem Individuum 6 verschiedene HLA-Klasse-I-Molekdule.

Die aus drei Domanen bestehende a-Kette verlauft durch die Membran, wah-
rend B.-Mikroglobulin nicht-kovalent assoziiert ist, wie im linken Teil von
Abbildung 1 gezeigt. Die beiden im oberen Teil des Molekuls gelegenen Doma-
nen a4 und az bilden zusammen eine Furche, in die eine kurze Peptidsequenz
eingebunden ist (Englisch: peptide-binding cleft). Das Peptid ist dabei ein inte-
graler Bestandteil des Moleklls, welches ohne dieses gebundene Peptid insta-

bil ware.
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Abbildung 1: Struktur der HLA-Molekliile (links HLA-Klasse | und rechts HLA-Klasse 1l), aufge-
klért durch Réntgenkristallographie, a) Molekiiloberfliche mit den 4 farblich unterschiedenen
Doménen, b) Ribbon diagram c) Ribbon diagram von oben betrachtet, d) schematische Darstel-
lung. © 2005 Immunobiology 6E by Janeway et al. Reproduced by permission of Garland
Science/Taylor and Francis LLC. [13]
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An HLA-Klasse | werden Peptidsequenzen mit einer Lange von 8-10 Aminosau-
ren gebunden. Die Bindung erfolgt hauptsachlich Uber die freien Amino- und
Carboxylgruppen an den beiden Enden des Peptids. Dieser nicht allel-
spezifische Anteil der Bindung wird durch Aminosaure-Seitenketten (,Anker),
die in polymorphen Bindungstaschen des HLA-Molekuls befestigt sind, erganzt.
Die Hauptanker befinden sich meistens in Position P2 und P9 der Peptidse-
quenz [20-25].

Durch Edman-Degradation des Peptid-Pools einer bestimmten allelischen Vari-
ante und massenspektrometrische Sequenzanalysen eluierter Peptide kdnnen
Sequenzubereinstimmungen in bestimmten Positionen der Peptide bestimmt
werden. Konservierte Aminosaurepositionen im Peptid werden als Anker bzw.
als Hilfsanker definiert. Nur Peptide mit bestimmten Aminosauren in den Anker-
positionen sind in der Lage, an das HLA-Molekul zu binden. Fur jedes HLA-Allel
konnen so Peptidmotive beschrieben werden. Diese Motive stellen die Summe
aller allel-spezifischen Anforderungen fur die Peptid:MHC-Bindung dar, beste-

hend aus Anzahl, Abstand und Spezifitat der Anker sowie bestimmter Praferen-



zen fur Aminosauren an den Ubrigen Positionen. Die Datenbank
www.syfpeithi.de ermdoglicht Vorhersagen dieser Peptidmotive, basierend auf
Sequenzanalysen eluierter HLA-Liganden [20, 25-27].

Auch das HLA-Klasse-lI-Molekul weist diese Peptidbindungsfurche auf, hat
aber einen etwas anderen Aufbau. Diese im rechten Teil von Abbildung 1 dar-
gestellte Struktur besteht aus den Ketten a und B, die nicht-kovalent verbunden
sind und beide die Membran durchspannen [8, 28]. Man unterscheidet aufgrund
verschiedener a- und 3-Ketten HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ. Im Gegensatz
zur HLA-Klasse | kdnnen langere Peptide gebunden werden, die bei den natur-
lichen Liganden in der Regel aus 13-25 Aminosauren bestehen [29, 30]. Die
Peptid-Enden dienen nicht der Befestigung, sondern ragen aus der Bindungs-
furche heraus. Stattdessen ist das Peptid in der Mitte Uber seine Peptid-
Seitenketten in Bindungstaschen des HLA-Klasse-lI-Molekuls befestigt. Zudem
interagiert die Hauptkette des Peptids mit einer Reihe von konservierten Ami-
nosauren entlang der Bindungsfurche.

Es wurde beobachtet, dass einzelne Peptide die Fahigkeit haben, an verschie-
dende HLA-DR-Molekile zu binden, was als Promiskuitat bezeichnet wird [31,
32]. In den Peptidmotiven flir HLA-Klasse Il findet man sowohl diese promisken
als auch Allel-spezifische Anker. Trotz der begrenzten Anzahl an HLA-Allelen in
jedem Individuum kann so eine Vielzahl von Peptiden spezifisch gebunden und
prasentiert werden [33]. Bei der Entwicklung von Peptidvakzinierungen versucht
man folglich Sequenzen zu verwenden, die nicht nur an ein bestimmtes HLA-
Allel sondern aufgrund ihrer Promiskuitat an maoglichst viele HLA-Molekule sta-
bil binden, um bei allen Individuen eine Immunantwort auszulésen [32].

Die Peptide stammen von Proteinen, die meistens aus dem Extrazellularraum
uber Endozytose aufgenommen und in den Endosomen/ Lysosomen durch
saure Proteasen gespalten worden sind. Ein Teil der prasentierten Peptide
stammt von HLA-Klasse-I-Molekulen. In der Literatur sind darUber hinaus auch
endogene, zytosolische oder nukleare Proteine als Quelle der an das HLA-
Klasse-lI-Molekul gebundenen Peptide beschrieben [34, 35].

Der T-Zellrezeptor der a:3-T-Zellen setzt sich aus den extrazellularen variablen

und konstanten Regionen der beiden Ketten a und  zusammen, die durch eine



Disulfidbricke verbunden sind (vgl. Abbildung 2). Ein lipophiler Anteil der bei-
den Ketten bildet die Transmembrandomane, an der noch ein kleiner zytoplas-

matischer Rest hangt.
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Abbildung 2: Aufbau des a:B-T-Zellrezeptors ©2005 Immunobiology 6E by Janeway et al.
Reproduced by permission of Garland Science/Taylor and Francis LLC. [13]

Der Komplex aus HLA-Klasse | und gebundener Peptidsequenz wird nur von T-
Zellen erkannt, die neben dem T-Zellrezeptor CD8 als Korezeptor auf ihrer
Oberflache tragen. Fur eine effiziente T-Zellantwort mussen sowohl der T-
Zellrezeptor als auch der CD8-Rezeptor Kontakt zum HLA:Peptidkomplex ha-
ben. Analog den CD8-Zellen, die HLA-Klasse | binden kénnen, werden die
Klasse-lI-Molekule nur von T-Zellen erkannt, die den Korezeptor CD4 aufwei-
sen. Die beiden Korezeptoren unterscheiden sich: Wahrend CD8 ein Heterodi-
mer aus einer a- und B-Kette (oder ein Homodimer aus zwei a-Ketten) ist, setzt
sich CD4 aus den vier Doméanen D1-D4 zusammen. Je zwei CD4-Molekule
konnen uber ihre D4-Domane Dimere bilden.

CD4 bindet an einen invariablen Anteil des HLA-Klasse-II-Molekuls, der aquiva-
lent zu einem Anteil des Klasse-I-Molekuls ist, an den CD8 bindet.

Beide Rezeptoren interagieren mit der zytoplasmatischen Tyrosinkinase Lck
und bewirken Uber sie eine ca. 100-fache Erhéhung der Sensitivitat der T-Zellen

fur ein prasentiertes Antigen [36-39].



Damit eine T-Zelle aktiviert wird, ist es unbedingt erforderlich, dass sowohl der
HLA-Typ als auch die Peptidsequenz passen. Diese Bedingung ist wichtig fur
das Verstandnis der Antigenerkennung durch T-Zellen und wird als MHC-
Restriktion bezeichnet [13].

1.1.5 CD4-T-Zellen

Die CD4-T-Zellen kénnen nach Erkennung ihres spezifischen Antigens andere
Immunzellen aktivieren, weswegen sie als ,T-Helferzellen“ bezeichnet wurden.
Naive CD4-Zellen kdnnen sich zu verschiedenen Effektorzellen entwickeln. Im
Jahr 1986 wurden die zwei Untergruppen Ty1 und T2 identifiziert [40].

Die Entscheidung, in welche Untergruppe sich eine naive T-Zelle differenziert,
hangt von den Signalen ab, die sie beim Erstkontakt mit ihrem Antigen in der
Peripherie erhalt [41]. Zwei Forschergruppen zeigten im Jahr 1990, dass IL-4
eine Differenzierung der naiven T-Zellen zu Ty2-Zellen bewirkt [42, 43]. Da Ty2-
Zellen selbst IL-4 sezernieren, entsteht so ein positiver Feedback-Mechanis-
mus. Das zweite wichtige Zytokin in der Ty2-Entwicklung ist IL-2 (wie in
Abbildung 3 gezeigt).

In der Folge hat man zahlreiche weitere Mediatoren gefunden. So ist fur die
Differenzierung zu Ty1-Zellen unter anderem das Zusammenwirken von |L-12
und IFNy erforderlich. IL-12 induziert Gber den Transkriptionsfaktor T-bet die
Sekretion von IFNy, das wiederum selbst zu einer weiteren |IFNy-Produktion
fuhrt, sodass auch hier von einem positiven Feedback auszugehen ist. Neben
IFNy sezernieren Ty1-Zellen Lymphotoxin a und IL-2 (vgl. Abbildung 3) [41, 44].
Die Untergruppe der Ty1-Zellen ist hauptsachlich an der zellvermittelten Im-
munreaktion gegen intrazellulare Erreger beteiligt und aktiviert zu diesem
Zweck Makrophagen. Ein klassisches Beispiel ist die Infektion mit Mycobacteri-
um tuberculosis, aber auch mit den Protozoen Leishmania oder Toxoplasma
gondii [44].

Die Ty2-Zellen aktivieren B-Zellen, die daraufhin Antikérper produzieren. Dieser
Mechanismus dient vor allem der Immunitdt gegen extrazellulare Pathogene
einschliellich der intestinalen Helminthen. Die von ihnen produzierten Zytokine
sind IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25 und Amphiregulin. IL-4 bewirkt dabei den



IgE-Switch der Antikorperklasse in B-Zellen. IL-5 wirkt an der Rekrutierung Eo-
sinophiler Granulozyten mit. Das inhibitorische Zytokin IL-10 unterdriickt die

Proliferation von Ty1-Zellen sowie die Funktion Dendritischer Zellen [41]
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Abbildung 3: Ubersicht (iber die verschiedenen Untergruppen der CD4-T-Zellen, mit den fiir ihre
Differenzierung verantwortlichen Zytokinen, den charakteristischen Transkriptionsfaktoren, den
von ihnen produzierten Zytokinen und einigen ihrer Funktionen (Quelle: Zhu 2008 [41])

Sowohl Ty1- als auch Tu2-Zellen konnen selbst Krankheiten auslosen, u.a.
Autoimmunkrankheiten, Graft-versus-host-disease, Allergien etc.

Uber fast drei Jahrzehnte galt das Paradigma, dass die CD4-Immunantwort
entweder Uber die Ty1- oder die Ty2-Achse ablauft [45]. Vor nicht allzu langer
Zeit wurde jedoch eine neue Untergruppe der T-Helferzellen entdeckt, die auf-
grund ihrer Fahigkeit IL-17 zu sezernieren als Ty17-Zellen bezeichnet wurde.
Welche Faktoren bei ihrer Entwicklung eine Rolle spielen, ist noch nicht ab-
schlielend geklart. Fur ihre Differenzierung sind zunachst TGF@ und IL-6 erfor-
derlich, wahrend fir das Stadium der Amplifikation und das der Stabilisierung
eher IL-21 bzw. IL-23 von Bedeutung sind. Uber IL-17 kénnen sie inflammatori-
sche Zytokine wie IL-6 und IL-8 induzieren und Neutrophile Granulozyten anlo-

cken und aktivieren. lhnen werden auch die Zytokine IL-21 und IL-22 zuge-
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schrieben. Ty17-Zellen sollen vor allem extrazellulare Pathogene (Bakterien
und Pilze) bekampfen [41].

Eine bedeutende Rolle haben in den letzten Jahren die regulatorischen T-Zellen
(Tregs) erlangt. Man unterscheidet induzierbare iTregs von der schon im Thy-
mus entstandenen Population der naturlichen nTregs. Sie unterdricken die T-
Zellaktivitat, limitieren somit die Immunantwort und verhindern UberschieRende
Autoimmunreaktionen [46]. Im Jahr 1995 wurde gezeigt, dass Tregs CD25 auf
ihrer Oberflache exprimieren. Nach dem Transfer von CD4-Zellen, bei denen
die CD25+ Zellen entfernt worden waren, entwickelten von Geburt an athymi-
sche Mause Autoimmunkrankheiten im Gegensatz zu Mausen, die intakte T-
Zellpopulationen transferiert bekamen [47].

2001 wurde in Scurfy-Mausen mit letalem Autoimmunsyndrom eine FoxP3-
Mutation nachgewiesen [48]. Zwei Jahre spater konnte gezeigt werden, dass es
sich bei Foxp3 um einen Haupt-Transkriptionsfaktor fir nTregs handelt [49]. Im
selben Jahr wurde berichtet, dass TGF[3 naive CD4-T-Zellen in Foxp3-positive
iTregs verwandeln kann [50]. Es ist nun bekannt, dass aktivierte naive CD4-T-
Zellen in Abwesenheit von proinflammatorischen Zytokinen durch TGFB zu
iTregs werden.

Tregs Uben ihre immunsupressive Wirkung nicht nur tber die Zytokine TGF[,
IL-10 und IL-35, sondern teilweise auch Uber direkte Zell-Zellkontakte aus. Die
Mehrheit der Tregs exprimiert CD25 (IL-2Ra). Auch aktivierte CD4-Zellen tra-
gen CD25 auf ihrer Oberflache, wenn auch nur transient und in nicht so starkem
Ausmal wie die Tregs. Ein Versuch Tregs zu identifizieren ist mit starker CD25-
Expression bei gleichzeitiger Abwesenheit von CD127 (IL-7Ra) beschrieben.
Bei einer Untergruppe der Tregs wurde daruber hinaus CD103 (Alpha E In-
tegrin) nachgewiesen. Die meisten in-vitro induzierten Tregs exprimieren
CD103 [41, 51, 52].

Nicht nur Ty2-Zellen und Tregs sind in der Lage, IL-10 zu produzieren, sondern
unter bestimmten Umstanden auch Ty1- und Ty17-Zellen. In ihrem Fall scheint
IL-10 dazu zu dienen, ihre eigene Effektorfunktion zu limitieren [53, 54].

Ein wichtiges Merkmal der CD4-T-Zellen ist die in der Literatur als ,cross-

regulation” bezeichnete gegenseitige Suppression von IL-4 und IFNy bei der
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Differenzierung zu Ty1- und Ty2-Zellen. Entsprechend unterdriicken IL-4 und
IFNy die Entwicklung zu Ty17-Zellen und TGFf die Differenzierung in Ty1- und
Tn2-Zellen [41].

1.1.6 CD8-T-Zellen

Diese auch als zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) bezeichneten Lymphozyten
tragen einen Rezeptor auf ihrer Oberflache, der als CD8-Rezeptor bezeichnet
wird.

Die naiven CD8+ T-Zellen verlassen den Thymus und zirkulieren in der Blut-
bahn und den Lymphorganen. In der Regel treffen naive T-Zellen in den
Lymphorganen auf ihr spezifisches Antigen, welches ihnen dort von Dendriti-
schen Zellen (DCs) prasentiert wird. Nach Kontakt mit ihrem passenden Anti-
gen und gleichzeitiger CD28-Kostimulation beginnen sie zu proliferieren. Die
Prasentation durch unreife DCs fuhrt zu einer Toleranzentwicklung, wohingegen
aktivierte DCs die Bildung von Effektor- und Gedachtniszellen bewirken [55].
Fir die Differenzierung in Effektor- und Gedachtniszellen ist ein drittes Signal
erforderlich, welches entweder durch IL-12 oder Typ-I-Interferone (IFNa oder
IFNB) vermittelt werden kann [56]. Der Kontakt mit dem Antigen bei gleichzeiti-
ger Einwirkung der Zytokine muss dabei eine gewisse Zeit andauern und darf
nicht zu kurz sein. In Abwesenheit dieser Zytokine entwickeln sich die T-Zellen
nicht zu Effektorzellen weiter und werden tolerant [57].

DCs bilden die erforderlichen Zytokine IL-12 oder IFN, wenn Produkte von Pa-
thogenen (einschliel3lich Viren) an ihre Toll-like-Rezeptoren binden. Auch CD4+
T-Zellen kénnen Uber Interaktion von CD40 und CD40-Ligand die Aktivierung
von DCs und deren Produktion von IL-12 und Typ-I-Interferon hervorrufen [58].
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass auch das von aktivierten CD4+ T-
Zellen gebildete IL-21 die Differenzierung von naiven T-Zellen zu zytotoxischen
T-Zellen bewirkt. Diese scheinen einen einzigartigen Phanotyp mit hocheffekti-
ver zytolytischer Aktivitat bei fehlender IFNy-Produktion aufzuweisen [59].
Selbst nachdem sich eine Population zytotoxischer T-Zellen herausgebildet hat,
kann sich diese nicht weiter vermehren, wenn nicht zusatzlich IL-2 auf sie ein-

wirkt. Ist IL-2 nicht vorhanden, verfallen die CTL in einen Status der Anergie.

12



Wenn sie aber die drei erforderlichen Signale (passendes Antigen, Kostimulati-
on und IL-12/Typ-I-Interferon/IL-21) erhalten haben, beginnen sie autokrin IL-2
zu sezernieren und durchlaufen drei Tage lang taglich 7-8 Zellteilungen [57].
Wenn das Pathogen erfolgreich eliminiert werden konnte, nimmt die Anzahl der
Effektorzellen ab. An der Entwicklung zu Gedachtnis-T-Zellen sind Ty1-Zellen
direkt oder indirekt beteiligt. Ihre Hilfe scheint jedoch nicht unbedingt erforder-
lich zu sein, da auch alternative Wege (abhangig von der Art des Stimulus)
beschrieben wurden. Das immunologische Gedachtnis wird durch Persistenz
und langsame Proliferation der Gedachtniszellen unter der Einwirkung von en-
dogenem IL-7 und IL-15 aufrecht erhalten.

Anders als die naiven T-Zellen bendtigen Gedachtniszellen keinen dritten Sti-
mulus, um ihre Effektorfunktion zu entwickeln. Diese Tatsache erklart zum Teil,
warum sie bei einem erneuten Kontakt mit dem Antigen sofort reagieren kon-
nen, ohne dass die im Rahmen der Entzundungsreaktion gebildeten Zytokine
schon vorhanden sein mussen [57].

Im Verlauf ihrer Differenzierung verandern sich die Rezeptoren auf der Oberfla-
che der CD8+ T-Zellen. Der Chemokinrezeptor CCRY7 ist flr die Rekrutierung
von Lymphozyten und DCs von Bedeutung. Bei CD45RA handelt es sich um
eine Isoform der Tyrosinphosphatase CD45, die die SignalUbertragung uber
den Antigenrezeptor der T-Zellen verstarkt. Naive T-Zellen sind typischerweise
CCR7'CD45RA". Sie hatten noch keinen Kontakt zu ihrem Antigen und benéti-
gen ein Priming durch Dendritische Zellen um Uberhaupt aktiviert zu werden.
Die so genannten ,Central memory T cells® zeigen dagegen die Konstellation
CCR7"CD45RA" und kénnen nach erneutem Kontakt mit inrem Antigen direkt in
das Entzindungsgebiet einwandern und dort proliferieren. Ihnen fehlt jedoch
eine unmittelbare Effektorfunktion, wie sie die ,peripheral memory T cells“ ha-
ben. Diese CCR7'CD45RA" T-Zellen konnen sofort mit einer IFNy- oder |L-4-
Sekretion reagieren. Eine vierte Untergruppe bilden die ,terminally differentiated
lytic effector T cells“. Sie sind CCR7 CD45RA" und kdnnen ihre Zielzellen sehr
effektiv lysieren, ohne dass ein weiterer Stimulus erforderlich ware [60, 61].

Die zytotoxischen T-Zellen sind in der Lage, von einem Virus befallene Zellen

zu zerstoren. Von den Viren stammende und auf der Oberflache der infizierten
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Zellen prasentierte Antigene werden als fremd erkannt. In der Folge schutten
sie verschiedene Zytokine, wie z.B. INFy, aus und aktivieren dadurch weitere
Immunzellen. Sie kdnnen ihre Zielzellen lysieren, indem sie Zytotoxine aus-
schuitten, die in intrazelluldaren Granula gespeichert vorliegen. Die freigesetzten
Proteine Perforin, Granzym und Granulysin fliihren zum Zelltod der Zielzellen.
Wahrscheinlich werden auch neu entstandene Tumorzellen von den CTLs be-
kampft und so eine Tumorerkrankung bzw. deren Ausbreitung im Korper ver-
hindert. Diese gegen einen Tumor gerichtete spontane T-Zellantwort konnte in
Studien nachgewiesen werden.

In gemischten Lymphozyten/Tumorzell-Kulturen lysierten T-Zellen von Mela-
nompatienten autologe Tumorzellen. Bei den sechs untersuchten Patienten
lagen die Frequenzen der Antitumor-T-Zellen im Bereich von 3 x 107 bis 107
der CD8+ T-Zellen [62].

In einer weiteren Studie wurden die Frequenzen von Antitumor-T-Zellen im Blut
mit 2 x 107 bis 10 angegeben [63]. Neuere Arbeiten bestatigten diese Zahlen
[64, 65]. Auf die einzelnen Antigene, gegen die sich die spontanen T-Zell-

antworten richten, wird im Kapitel 1.3.3 eingegangen.

1.2 Das Nierenzellkarzinom

1.2.1 Alilgemeines

Das Nierenzellkarzinom (RCC) ist eine vergleichsweise seltene Krebserkran-
kung. Sein Anteil an der Gesamtzahl der Krebserkrankungen wird mit 2-3%
angegeben [66]. Neuere Zahlen der Internationalen Agentur flr Krebsforschung
(IARC) bestatigen diesen Wert (3,4% bei Mannern und 2,5% bei Frauen). Die
im Saarland 1994-1997 erhobenen Daten ergaben eine Inzidenz von
11,4/100.000 bei Mannern 6,2/100.000 bei Frauen (World age-standardized
incidence rate) [67].

Eine besonders hohe Inzidenz findet man in Zentraleuropa und in der afroame-
rikanischen Bevolkerung der USA, wahrend die Inzidenz in Asien und Afrika
niedrig ist. Die Inzidenz und Mortalitat sind im Verlauf der letzten 50 Jahre an-

gestiegen [68]. Ein besonders starker Anstieg der Neuerkrankungsrate wurde in
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Tschechien und in der afroamerikanischen Bevolkerung der USA verzeichnet.
Dieser Trend ist wahrscheinlich nicht nur auf eine erhdhte Detektionsrate durch
verbesserte Bildgebungsmethoden zurick zu fuhren, sondern stellt eine echte
Zunahme der Diagnose neuer Falle in allen Tumorstadien dar [69, 70].
Daten aus der National Cancer Database zeigen, dass 2003 in den USA 49%
der RCCs im Tumorstadium 1, 10% im Stadium 2, 13% im Stadium 3 und 18%
im Stadium 4 diagnostiziert wurden [71].
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Abbildung 4: 5-Jahresiiberleben von Patienten mit Nierenkrebs, diagnostiziert zwischen 1990
und 1994, Quelle: Eurocare-3-Studie [71, 72]
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In der Eurocare-Studie wurden 47.000 Nierenkrebs-Patienten im Zeitraum
1990-1994 untersucht. Das bei diesen Patienten erreichte 5-Jahres-Uberleben
ist in Abbildung 4 gezeigt. Unabhangig vom Tumorstadium lag das Gesamt-
uberleben fur Frauen bei 58% und fur Manner bei 56%. In der Altersgruppe
Uber 75 Jahren war das Uberleben deutlich schlechter als in der Altersgruppe
15-44 (71% versus 45 %) [72].

Bekannte Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Nierenzellkarzinoms sind:
Rauchen, Adipositas, Hypertonie und wahrscheinlich Diabetes Mellitus Typ 2
[73-76]. Die Auswirkungen von Ernahrung und beruflicher Exposition mit poly-
zyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen und organischen Lésungsmitteln
werden noch diskutiert.

In Hinsicht auf die genetischen Ursachen wurden mehrere Gene identifiziert, die
in der Karzinogenese eine Rolle spielen. Hervorzuheben ist das Von-Hippel-
Lindau-Tumorsupressor-Gen, welches im Fall einer angeborenen Mutation
Haemangioblastome der Retina und des ZNS, Phaochromozytome, Neuroen-
dokrine Pankreas-Tumore, Endolymph-Sack-Tumore und Nierenzellkarzinome
hervorruft. Auch die meisten sporadischen RCCs weisen eine Inaktivierung
dieses Gens auf [77].

FUr das Staging des Nierenzellkarzinoms wird in den USA am haufigsten die
Klassifikation nach Robson und international die TNM-Klassifikation (Tumor,
Node, Metastasis) eingesetzt. Generell gilt, dass ein héheres Tumorstadium,
Lymphknotenbefall und Fernmetastasen mit einer schlechteren Prognose ver-
bunden sind [78].

Eine histopathologische Subtypisierung anhand morphologischer und geneti-
scher Kriterien wurde 1996 in Heidelberg festgelegt. Diese Heidelberger Klassi-
fikation unterscheidet das konventionelle/klarzellige (=75%), papillare (=10%),
chromophobe (=#5%), Sammelrohr- (=1%) sowie das unklassifizierte Nierenzell-
karzinom (bis 5%). Jeder Subtyp stammt aus einer unterschiedlichen Region

des Nierenepithels [79].
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1.2.2 Klassische Therapieformen und neue Ansatze

Die Standardtherapie des lokal begrenzten Nierenzellkarzinoms ist eine partiel-
le Nephrektomie oder, wenn diese nicht ausreicht, eine Nephrektomie der be-
troffenen Niere. Zusatzlich werden manchmal auch das umgebende Fettgewe-
be, die Nebenniere und die lokalen Lymphknoten entnommen. Eine adjuvante
Behandlung wird bei diesen Patienten in der Regel nicht empfohlen.

Fiur die Behandlung des metastasierten RCC ist nach der chirurgischen Entfer-
nung des Tumors (und eventuell der Metastasen) eine adjuvante Therapie not-
wendig. Bis 2006 wurde hierflr vor allem eine Immuntherapie mit IL-2 und IFNa
angewendet (siehe Kapitel 1.3.1).

Das Nierenzellkarzinom ist in hohem Mal resistent gegen die verfugbaren
Chemotherapeutika [80]. Bei Behandlung mit Fluorouracil (5-FU) zeigten z.B.
nur 5-8% der Patienten eine partielle Antwort [81]. Bei Kombination von Capeci-
tabin mit Gemcitabin wurde in einer anderen Studie bei 8 von 55 Patienten
(15%) ein Ansprechen beobachtet. Die Nebenwirkungen waren dabei erheblich
(Grad 3/4 Toxizitat) [82].

In Nierenzellkarzinomen ist der Vascular endothelial growth factor (VEGF) Uber-
exprimiert. Da VEGF das fur das Tumorwachstum notwendige Gefallwachstum
reguliert, wurden Studien mit dem VEGF-Antikorper Bevacizumab (Avastin)
durchgefuhrt [83]. In einer klinischen Studie an 116 RCC-Patienten zeigte die
Gruppe, die Bevacizumab in hoher Dosierung erhalten hatte, eine verlangerte
Dauer bis zur Progression der Erkrankung verglichen mit einer Placebo-
Gruppe. Eine objektive partielle Antwort wurde jedoch nur bei 4 von 39 mit Be-
vacizumab behandelten Patienten beobachtet [84].

Sehr vielversprechend erscheinen die Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) [83]. In
einer multizentrischen Phase-llI-Studie (TARGET-Studie) an insgesamt 905
RCC-Patienten war das progressionsfreie Uberleben im Vergleich zu Placebo
signifikant besser [85]. Auch Sunitinib verlangerte das progressionsfreie Uber-
leben der Patienten signifikant. Aufgrund dieser Studienergebnisse wurden
Sunitinib und Sorafenib 2005 in den USA und 2006 in Europa zur Behandlung
des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms zugelassen. Die TKI werden in Kapi-

tel 4.3.18 nochmal angesprochen.
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1.3 Immuntherapie

1.3.1 Immuntherapie mit IL-2 und IFN-alpha

Da mit Chemotherapie keine Uberzeugenden Therapieerfolge erzielt wurden,
begann man, nach neuen Behandlungsmoglichkeiten zu suchen. Genau wie
das Melanom wird das Nierenzellkarzinom als immunogener Tumor angesehen.
Die Bedeutung des Immunsystems wird unter anderem in Studien an nieren-
transplantierten, immunsupprimierten Patienten deutlich, die vermehrt an einem
RCC erkranken [86]. Zudem gab es Berichte Uber seltene Falle von spontaner
Metastasenregression. Die erste Sammlung von Fallberichten stammt von
Everson und Cole aus dem Jahr 1966. In ihrer Monographie listeten sie 176
Falle von spontaner Regression auf, von denen sich 31 auf RCC-Patienten
bezogen, die somit die grodte Gruppe der bis dahin bekannten Falle spontaner
Regression darstellten. Lokich fasste in seinem 1997 veroffentlichten Review 33
Publikationen zu diesem Thema, die seit 1969 verdéffentlicht worden waren, zu-
sammen. Die meisten von ihnen waren Fallberichte Uber spontane Ruckbildung
von Lungenmetastasen, aber auch von Leber-, Knochen- und Hirnmetastasen.
Dabei trat die Regression oft nach Nephrektomie, zum Teil aber auch nach
Bestrahlung, Embolisation oder Immuntherapie mit IL-2 auf, sodass kein Zu-
sammenhang zur Vorbehandlung hergestellt werden konnte. Die Regression
war nicht selten vollstandig und dauerhaft. Eine genaue Inzidenz ist nicht be-
kannt, scheint aber in einem sehr niedrigen Bereich zu liegen. Die in der Litera-
tur angegebenen Zahlen schwanken zwischen <1% und 7% [87].

Rosenberg et al. zeigten in 1985 und 1987 veroffentlichten Studien, dass nach
Gabe von rekombinantem IL-2 die Tumoren von RCC-Patienten schrumpften
[88, 89]. Noch bevor Ergebnisse aus randomisierten Studien vorlagen, wurde
die Behandlung mit IL-2 und IFNa im Jahr 1990 in den meisten westlichen Lan-
dern als Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms zugelassen [90].

Die Behandlung mit IL-2 allein hatte eine Ansprechrate (komplette und partielle
Antworten) von ungefahr 15% [91] und nur mit IFNa von 6-10% [92, 93]. Die
Kombination beider Zytokine scheint einen synergistischen Effekt zu haben.

Dies geht unter anderem aus einer randomisierten, multizentrischen Studie an
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425 Patienten hervor, in der die Ansprechraten in den drei Studienarmen rund
7%, 8% und 19% waren entsprechend der Behandlung mit IL-2, IFNa und der
Kombination aus beiden. In Hinsicht auf das Gesamtuberleben fanden sich in
dieser Studie jedoch keine signifikanten Unterschiede [90].

Im Jahr 1992 verdéffentlichten Fossa et al. die Ergebnisse einer multizentrischen
Phase IlI-Studie, in der zusatzlich zur Immuntherapie mit IFNa das Chemothe-
rapeutikum Vinblastin eingesetzt wurde. Die Ansprechrate war doppelt so hoch
wie bei alleiniger Vinblastingabe [94]. Als Zweitlinientherapie fihrte diese Kom-
bination jedoch bei nur 2 von 35 Patienten zu einer objektiven Antwort und bei
14 Patienten zur Tumorstabilisierung. Ein prognostischer Faktor war das An-
sprechen auf eine Immuntherapie in der ersten Behandlung [95]. Eine bessere
Ansprechrate mit 31% in einer grol3en dreiarmigen Studie an insgesamt 341
Patienten erreichten Atzpodien et al. [96]. Bis zur Zulassung der Tyrosinkinase-
Inhibitoren war die Immuntherapie mit IL-2 und IFNa die Erstlinientherapie des

metastasierten Nierenzellkarzinoms.

1.3.2 Adoptiver T-Zell-Transfer und Vakzinierung mit autologen Tumorzel-

len

Die Beobachtung, dass bei Melanompatienten spontane T-Zellantworten gegen
Tumor-assoziierte Antigene auftraten [97, 98] und diese mit einer besseren
Prognose einher gingen [99, 100], fihrte zu einem neuen immuntherapeuti-
schen Ansatz in der Krebstherapie. Es wird versucht, das korpereigene Immun-
system gezielt so zu beeinflussen, dass es sich wieder gegen die Tumorzellen
richtet.

In zahlreichen Studien an Melanompatienten konnten Tumor-spezifische Vor-
laufer-T-Zellen nachgewiesen werden [63, 101, 102]. Tumor-spezifische zytoto-
xische T-Zellen waren nicht nur im peripheren Blut nachweisbar, sondern auch
im Tumor und in Metastasen [103, 104].

Rosenberg et al. isolierten diese tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten (TILs),
vermehrten sie in-vitro mit IL-2 und transfundierten sie wieder den Patienten.

Bei einigen Patienten wurden damit objektive partielle Antworten erzielt [105]. In
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in-vitro-Experimenten waren die vermehrten TILs in der Lage, frische Tumor-
zellpraparate zu lysieren [106].

In mehreren klinischen Studien wurde der Ansatz einer Vakzinierung mit be-
strahlten Tumorzellen, Tumorzelllysaten oder aus Tumorzellen stammender
kompletter RNA verfolgt. In einer multizentrischen Phase-I1l-Studie an 55 deut-
schen Kliniken erhielten zum Beispiel 276 Patienten eine Vakzinierung mit auto-
logen Tumorzellen, verglichen mit einer Kontrollgruppe, die nach Nephrektomie
nicht adjuvant behandelt wurde. Das 5-Jahresiberleben der vakzinierten Pati-
entengruppe war mit 77% etwas besser als in der Kontrollgruppe mit 68% [107].
Wenn sich auch die unerwunschten Wirkungen bei Vakzinierung mit autologen
Tumorzellen in Grenzen halten, war der therapeutische Nutzen bisher zu ge-
ring, als dass von einem Durchbruch in der Behandlung des RCC gesprochen
werden konnte. Dartber hinaus ist das T-Zellmonitoring wegen der Vielzahl der
modglichen Epitope erschwert. Auch kann man nicht sicher ausschlie3en, dass

eine verstarkte T-Zelltoleranz erzeugt werden konnte [108].

1.3.3 Vakzinierung mit Peptiden

Im Gegensatz zur Vakzinierung mit autologen Tumorzellen ist mit Peptiden eine
gezielte Induktion einer T-Zellantwort gegen ausgewahlte Antigene moglich. Als
Voraussetzung fir diesen Ansatz mussten zunachst tumorassoziierte Antigene
(TAA) identifiziert werden. Erstmalig gelang dies van der Bruggen et al. im Jahr
1991 mit der Entdeckung des tumorassoziierten Antigens MAGE-A1, das in
Melanomzellen exprimiert und durch CD8-T-Zellen erkannt wird [109].

Die TAAs entstehen durch verschiedene genetische Mechanismen: Eine Mog-
lichkeit sind Punktmutationen in Tumorzellen, die zu vollig neuen Epitopen flh-
ren oder die MHC-Bindung eines Peptids erst ermoglichen. Manche TAAs be-
ruhen aber auch auf Uberexpression oder ausschlielicher Expression eines im
Normalgewebe kaum bzw. nicht exprimierten Gens [110].

Viele bekannte TAAs stammen von Melanomen, da zu dieser Tumorart die
ersten und umfangreichsten Studien durchgefuhrt wurden. Ein durch Punktmu-
tation entstandenes TAA wurde z.B. in der Cyclin-abhangigen Kinase (CDK4)

gefunden [111]. Die durch Mutation entstandenen Antigene wurden oft aber nur
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in einzelnen Tumoren gefunden, was ihre Eignung als universelle Impfpeptide
einschrankt.

Bei Melanomen wurden haufig Cancer/Testis-Antigene gefunden, die sonst nur
in der mannlichen Keimbahn exprimiert sind und deren Prototyp die Familie der
MAGE-Gene ist. lhre Expression wird durch Demethylierung ihres Promotors
ausgelost [110].

Die T-Zellen von Melanompatienten waren unerwartet in der Lage, Antigene,
die von normalen melanozytaren Differenzierungsgenen kodiert werden, zu
erkennen. Dazu gehdren: Tyrosinase, Melan-A/Mart-1, gp100/pMel17, TRP-1
und TRP-2 [110].

Ca. 20% der TAAs entstehen durch Veranderungen in der Proteinsynthese.
Eine Mdglichkeit ist die Translation unvollstandig gespliceter Sequenzen, die zu
Antigenen fuhrt, welche Exon- und Intronregionen enthalten. Andere TAAs be-
ruhen auf der Translation von alternativen offenen Leserastern oder posttrans-
lationalen Modifikationen [110]. In den letzten Jahren wurden dartber hinaus
atypische Antigene entdeckt, welche aus Sequenzen zusammen gesetzt sind,
die im Quellprotein nicht aufeinander folgen [112].

Um eine starkere Bindung an HLA-Molekule zu erreichen, konnen in Vakzinie-
rungen auch modifizierte Peptide eingesetzt werden. So wurde durch den Aus-
tausch einer Aminosaure in den Peptiden gp100 und Melan-A.A2 eine verbes-
serte Immunogenitat erzielt. Nach Vakzinierung mit einem modifizierten Peptid
erkannten einige T-Zellen sowohl das natirliche als auch das modifizierte Pep-
tid, andere jedoch nur das modifizierte Peptid [113-115].

Nachdem im Blut von Tumorpatienten Antitumor-T-Zellen nachgewiesen wor-
den waren (vgl. Kapitel 1.1.6), wollte man wissen, gegen welche Antigene diese
gerichtet sind. Es zeigte sich, dass die Antigene aus den bereits erwahnten
Gruppen von Cancer/Testis-Antigenen, Differenzierungsantigenen und durch
Mutation entstandenen Antigenen stammen.

Unter den Cancer/Testis-Antigenen scheint NY-ESO-1 besonders immunogen
zu sein. Bei 10 von 27 Patienten mit Tumoren, die NY-ESO-1 exprimierten,
wurde eine spontane CTL-Antwort gegen NY-ESO-1 nachgewiesen (nicht aber

im Fall von NY-ESO-1-negativen Tumoren). Gleichzeitig traten Antikorper ge-

21



gen dieses Antigen auf [116]. Auch in Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TILs)
waren anti-NY-ESO-1-CTLs enthalten [117].

In Hinsicht auf die Melanozyten-Differenzierungsantigene ist das Peptid von
Melan-A/Mart-1 besonders hervorzuheben. Im Blut der meisten Melanompatien-
ten wurden vergleichsweise hohe Frequenzen (=0,1%) von anti-Melan-A.A2
CD8+ T-Zellen gefunden. Noch hdher war ihre Frequenz in Lymphknoten und
kutanen Metastasen [104]. Auch bei gesunden Individuen wurden anti-Melan-
A.A2 Zellen nachgewiesen. lhre Frequenz war mit 5 x 10 jedoch wesentlich
niedriger als bei Melanompatienten. Vor allem im fortgeschrittenen Krankheits-
stadium zeigten viele anti-Melan-A T-Zellen mit CCR7+CD45R0O+ einen Ge-
dachtnis-Effektor-Phanotyp, wahrend sie bei Gesunden alle einen naiven Pha-
notyp aufwiesen [118]. Gegen andere Differenzierungsantigene traten spontane
T-Zellantworten bei Melanompatienten weniger haufig auf. Ein Tyrosinase-
Peptid wurde in einer Studie bei 2 von 11 und in einer weiteren Studie bei 2 von
6 Patienten durch die T-Zellen erkannt (Frequenz 0,2-2%) [102, 119].

Der Identifizierung von neuen tumorassoziierten Antigenen dient die so genann-
te ,Reverse Immunology“. Man untersucht Proteine, die in Tumorzellen expri-
miert bzw. Uberexprimiert werden, auf potentielle HLA-bindende Sequenzen.
Dabei helfen Computerprogramme, die mdgliche Peptidsequenzen voraussa-
gen konnen (z.B. www.syfpeithi.de). Um zu Uberprufen, ob T-Zellen den Kom-
plex aus HLA und diesem Peptid Uberhaupt erkennen, werden in einem zweiten
Schritt die Peptide synthetisiert und in T-Zell-Assays darauf untersucht, ob sie
in der Lage sind T-Zellen zu aktivieren.

Ein TAA ist also nur dann ein guter Kandidat fir eine Vakzinierung, wenn es
sowohl HLA-Ligand als auch T-Zellepitop ist und in den Tumoren, nicht aber im
Normalgewebe exprimiert wird.

In der Abteilung Immunologie der Universitat Tubingen wurde ein integrierter
Ansatz zur ldentifizierung geeigneter Peptide entwickelt, bei dem drei verschie-
dene Techniken kombiniert werden: Zunachst wird eine Genexpressionsanaly-
se von Normal- und Tumorgeweben durchgefuhrt. In der Folge werden aus
Tumoren isolierte HLA-Liganden mit dem Massenspektrometer analysiert und

sequenziert. SchlieBlich wird die Reaktivitat peripherer CD8-T-Zellen gegen
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einzelne aus den vorherigen Versuchsergebnissen ausgewahlte Peptide in T-
Zell-Assays (z.B. qPCR-basiert oder Tetramer-Farbungen) tUberpruft. Mit die-
sem Ansatz wurden HLA-Liganden von im Tumor Uberexprimierten Proteinen
identifiziert, die in einer Vakzinierung eingesetzt werden konnten, wie z.B.
KIAA0367, Adipophilin (ADFP) und Met-Protoonkogen [120, 121].

FuUr eine breit angelegte Vakzinierungsstudie eignen sich eher Antigene, die in
den meisten Tumoren uberexprimiert sind. Antigene, die nur gelegentlich beim
RCC gefunden werden und zum Beispiel durch Mutation neu entstanden sind,
waren fur diesen Zweck zwar auch interessant und eventuell sogar mit einer
héheren Immunogenitat verbunden, erfordern aber ein Vorab-Screening und
eine individuelle Therapie fur jeden Patienten [108].

Die ersten Peptidvakzinierungen wurden an Patienten mit fortgeschrittenen
Melanomen durchgefuhrt. In einer der ersten Studien von Hu et al. wurden An-
tigen-prasentierende Zellen (APC) mit einem MAGE-1-Peptid beladen. Die An-
tigen-prasentierende Zelllinie stammte aus den PBMCs eines Studienpatienten
und wies Merkmale lymphoblastoider B-Zellen auf. Die HLA-A*01-positiven
Patienten erhielten vier Zyklen dieser Vakzine mit ansteigenden Zahlen der
Peptid-beladenen APCs. Es konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der
Melanom-reaktiven Vorlauferzellen im peripheren Blut nach Vakzinierung zu-
nahm und sich diese in-vitro nach Stimulation mit den MAGE-1-beladenen
APCs expandieren lie3en [122].

In einer Studie von Jager et al. an sechs Melanompatienten wurden verschie-
dene Peptide von Melan-A/MART-1, gp100, Tyrosinase und Influenza als Kon-
trolle vier Mal innerhalb eines Monats intradermal injiziert. Nach Vakzinierung
zeigten 4/6 Patienten eine CTL-Antwort auf Melan-A/MART, die bei drei Patien-
ten neu aufgetreten und bei einem Patienten schon vor Vakzinierung vorhanden
war. Das Tyrosinasepeptid fihrte bei 2/6 Patienten zu einer messbaren CTL-
Antwort nach Vakzinierung. Fur das Peptid von gp100 konnte keine CTL-
Induktion nachgewiesen werden. In Hinsicht auf die klinischen Effekte wurde
bei keinem der sechs Patienten eine Tumorregression beobachtet [123].

Ein besseres klinisches Ergebnis erzielten Rosenberg et al. in einer Studie mit

einem modifizierten Peptid von gp100 und der Gabe von IL-2. In ihren Untersu-
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chungen fanden sie bei 91% der Patienten eine erfolgreiche Immunisierung und
bei immerhin 42% (13/31 Patienten) auch ein objektives klinisches Ansprechen
auf die Vakzinierung [124].

Von gp100 stammten auch zwei Peptide, die in der Studie von Salgaller et al.
zusammen mit inkomplettem Freunds Adjuvans verabreicht wurden. Wahrend
zunachst bei 3/7 und 4/6 Patienten Antigen-spezifische T-Zellen nachweisbar
waren, stiegen diese Zahlen auf 7/7 und 5/6 nach Vakzinierung [125].
Insgesamt sind in den vergangenen Jahren zahlreiche Studien zur Peptidvakzi-
nierung bei Tumoren veroffentlicht worden, die sich meistens auf Melanome
bezogen. Es liegen jedoch auch Ergebnisse aus einigen Studien an RCC-

Patienten vor [126-128], auf die in Kapitel 4 eingegangen wird.

1.4 Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob nach Peptidvakzinierung im
Rahmen einer laufenden Immuntherapiestudie an Patienten mit fortgeschritte-
nem Nierenzellkarzinom ein immunologisches Ansprechen mit verschiedenen
Methoden in-vitro nachweisbar ist. Die Fragen sind:

a) Lasst sich im Verlauf der Vakzinierungen eine Induktion zytotoxischer
CD8+ T-Zellen nachweisen, die einzelne HLA-Klasse-I-restringierte
Impfpeptide spezifisch erkennen?

b) Gab es auch eine CDA4-T-Zellinduktion durch die in der Vakzinierung
enthaltenen HLA-Klasse-lI-Peptide?

c) Welche Interleukine werden von diesen CD4-T-Zellen nach Stimulation
mit ihrem spezifischen Antigen gebildet?

d) Sind diese T-Zellen in der Lage, naturlich prozessierte Antigene zu er-

kennen, wenn diese z.B. von einer Tumorzelllinie exprimiert wird?
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2 Material und Methodik

2.1 Die UroRCC-Studie in Tubingen

2.1.1 Studiendesign

Die Uro-RCC-Studie ist eine monozentrische, prospektiv randomisierte Pha-
se I/ll-Studie zur adjuvanten Behandlung des fortgeschrittenen Nierenzellkarzi-
noms ohne Metastasen. Das primare Ziel der Studie ist die Uberpriifung der
Durchfuhrbarkeit und Vertraglichkeit einer Immunisierung mit synthetischen
Peptiden in Kombination mit Adjuvantien. Die Untersuchung klinisch-
therapeutischer Effekte und immunologischer Reaktionen (Induktion tumorspe-
zifischer T-Zellen) sind weitere, sekundare Ziele. Es handelt sich um eine Ko-
operation der Klinik fur Urologie der Universitat Tubingen mit dem Interfakulta-
ren Institut fur Zellbiologie, Abteilung Immunologie Tubingen unter Leitung von
Prof. Dr. M. Kuczyk, Prof. Dr. A. Stenzl und Prof. Dr. H.-G. Rammensee. Die
Rekrutierung erfolgt in der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums Tlbin-

gen unter der Verantwortung von Dr. S. Feyerabend.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien:
- Tumorstadium T3 oder T4, MO oder M1 falls alle Metastasen reseziert
werden konnten
- ECOG-Performance Status 0 oder 1
- Alter > 18 Jahre
- mindestens 4 Wochen nach letzter Chemo- oder Strahlentherapie
- laborchemisch weitgehend unauffallige Leber- und Nierenfunktion (Bili-
rubin < 2 mg/dl, Kreatinin < 2 mg/dl)
Ausschlusskriterien:
- in der Bildgebung sichtbare Fernmetastasen
- einwilligungsunfahige Patienten
- pathologischer kardiopulmonaler Befund (NYHA 3/4)

- Vorliegen einer Zweittumorerkrankung
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- Medikamenteneinnahme, die die Funktion des Immunsystems behindert
(letzte Gabe eines Chemotherapeutikums oder von Glukokortikoiden in
den letzten 4 Wochen)

- Zerebrales Krampfleiden

- Schwangerschaft

- gleichzeitige Teilnahme an einer anderen aktiven oder passiven immun-
therapeutischen Behandlung

Die Patienten werden mundlich und schriftlich im Sinne des Informed Consent
uber ihre Erkrankung, die vorgesehene Immuntherapie und mogliche Therapie-
alternativen aufgeklart. Bevor sie in die Studie aufgenommen werden, mussen
sie ihr Einverstandnis zur Teilnahme schriftlich niederlegen.

Die Studie wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat und

des Universitatsklinikums Tubingen genehmigt (Projekt-Nr.: 231/2004).

2.1.3 Studienaufbau und Patientenzahl

Wenn sie die oben genannten Kriterien erflllen, werden die Patienten aufgrund
ihres HLA-Typs in zwei Gruppen eingeteilt: HLA-A*02-positiv sowie HLA-A*02-
negativ. Innerhalb dieser Gruppen werden sie randomisiert einem der beiden
Studienarme zugeordnet und erhalten entweder GM-CSF oder Montanide als
Adjuvans in allen Vakzinierungen (zu den Adjuvantien siehe auch Kapitel 2.1.5).
Fir jeden Studienarm werden 10 Patienten rekrutiert, sodass am Ende mit zwei
Patientengruppen und zwei Studienarmen eine Gesamtzahl von 40 Patienten
erreicht werden soll.

Nach Nephrektomie und Entfernung eventuell vorhandener Metastasen erhal-
ten die Patienten 18 Vakzinierungen bestehend aus einem zu ihrem HLA-Typ
passenden Peptidcocktail. Die Vakzinierung wird im einen Studienarm mit GM-
CSF intradermal appliziert und im anderen Studienarm in einer Emulsion mit

Montanide subkutan verabreicht.
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RCC-Patient

HLA-Typisierung

>

HLA-A*02 pos | | (A1,A3,B7,B8)

Randomisierung Randomisierung

aus 12 Peptiden zum HLA-Typ zum HLA-Typ

Abbildung 5: Studienaufbau der Uro-RCC-Studie

Die Vakzinierungen werden abgebrochen, wenn das Restaging mittels CT, So-
nographie und Rontgen-Thorax eine Progression der Erkrankung zeigt. Als
Progression wird das Neuauftreten einer Tumormanifestation gewertet. Wenn
sich keine Metastasen gebildet haben, erhalten die Patienten ab Tag 91 alle 4
Wochen eine Vakzinierung und alle 3 Monate ein weiteres Restaging (CT). Die
Vakzinierungen werden hochstens fur die Dauer eines Jahres ab Therapiebe-

ginn fortgefuhrt.

Vakzinierungen

1 2 3 4 5 6
w4l \ ¢
PP P P P P P P P P ¢— P —>

[ S T

Blutentnahmen
Staging Restaging

Abbildung 6: Ablauf der Uro-RCC Studie, 6 Vakzinierungen und Blutabnahmen, nach 70 Tagen
Restaging, das alle 3 Monate wiederholt wird, dann Vakzinierung und Blutabnahme nur noch
alle 4 Wochen bis 18 Vakzinierungen erreicht werden.
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2.1.4 Verwendete Peptide

Die fur die Studie verwendeten Peptide wurden im Labor von Prof. Dr. Stefan
Stevanovic in der Abteilung von Prof. Dr. H.-G. Rammensee ausgewahlt. Diese
Peptide werden HPLC-gereinigt und massenspektrometrisch analysiert. Die
Reinheit der Peptide kann weiterhin durch HPLC, Massenspektrometrie sowie
Edman-Sequenzierung Uberprift werden, wodurch eine Reinheit von bis zu
98% sichergestellt wird. Die synthetisierten Peptide werden in DMSO (CryoSu-
re, WAK Chemie Medical GmbH) geldst, in Ampuwa (Fresenius Kabi) verdunnt
und steril aliquotiert. Die sowohl bei der intradermalen als auch der subkutanen
Applikation verwendete Dosis ist 300 ug pro Peptid.

Im Vorfeld der Studie wurde die Mehrheit der verwendeten Peptide als HLA-
Liganden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Stevanovic in der Abteilung Im-
munologie Tubingen unter Leitung von Prof. Dr. H.-G. Rammensee identifiziert.
In der Gruppe der HLA-A*0201-restringierten Peptide trifft dies auf ADFP1,
MET1, RGS2, APOL2, KIAA0367, GUCY1A3-1 und ITGA3-1 zu (vgl. Tabelle 1).
FUr einen Teil dieser Peptide konnte bereits gezeigt werden, dass sie auch T-
Zellepitope sind, d.h. dass sie von T-Zellen erkannt werden.

Fur manche HLA-Restriktionen lagen noch keine geeigneten Liganden vor,
sodass uber die Datenbank SYFPEITHI vorhergesagte Sequenzen ausgewahlt
wurden (in der Tabelle bezeichnet mit P fur Prediction).

Der Score der Datenbank SYFPEITHI wird Uber einen Algorithmus berechnet,
in dem jeder Aminosaure in einer bestimmten Position ein Wert zugeordnet
wird: 1 wenn die Aminosaure in dieser Position nur leicht bevorzugt gebunden
wird bis zu einem maximalen Wert von 15 bei optimalen Ankern. Der hochste
Wert fir HLA-A*0201 ist 36. Die HLA-A*02-Impfpeptide bewegen sich im Rah-
men von 19 (RGS2) bis 33 (APOL2), wahrend z.B. das HLA-A*03-Peptid
ADFP4 einen Wert von 14 aufweist [27].
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Tabelle 1: Ubersicht (iber die Impfpeptide: Quellprotein; HLA-Restriktion; Name des Peptids;
Aminoséuresequenz; Position im Quellprotein; Score der Datenbank SYFPEITHI; HLA-Ligand
entweder mit Referenz oder, wenn es noch nicht als Ligand nachgewiesen wurde, mit einem P
flir Prediction; T-Zellepitop mit einer Referenz, wenn bereits gezeigt worden ist, dass T-Zellen

das Peptid spezifisch erkennen

c 0}
Quellprotein HLA Name Sequenz 2 e 4 g el
8 3 Jo N3&
o wn I 1 -
Met proto-oncogene A1~ MET2  KSEMNVNMKY ggl' 28 P ;
798-
Met proto-oncogene A1 MET3 MLDGILSKY 806 27 P -
Regulator of G A1 RGS3  SLDKLLQNNY 64- 28 P ;
protein signaling 5 73
Regulator of G A1 RGS5 MAEKAKQIY 109- 53 p ;
protein signaling 5 117
Mucin A2  MUC1  STAPPVHNV ggg' 2% - [129]
Adipose differentia- 129-
o aietod rotai A2 ADFP1  SVASTITGV 12 23 (1201 [130]
Met proto-oncogene A2 MET1  YVDPVITSI 22‘2" 22 [120] [131]
Regulator of G A2  RGS2 LAALPHSCL 513 19  [121] [132]
protein signaling 5
Apolipoprotein L A2 APOLA1 FLGENISNFL gg% 24 [133] -
Apolipoprotein L A2 APOL2 ALADGVQKV 1;2 33 [120] -
KIAA0367 a2 MIARO38 4 FDGDPHL 19 27 [20] -
Guanylate cyclase 1 A2 GUCY  SVFAGVVGV gg;' 26  [120] -
Integrin alpha-3 A2  ITGA3 LLYPTEITV ;gg' 27 H21] -
Cyclin D1 A2 CCND1 LLGATCMFV 18;' 22 [134] [135]
HBV core antigen A2  HBV1  FLPSDFFPSV o240 - (i3]
Influenza A MP A2 IMP1  GILGFVFTL S>30 (37 (137]
Regulator of G A3  RGS1  GLASFKSFLK T o1 211 (32
protein signaling 5 83
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< ()
Quellprotein HLA Name Sequenz 2 e 4 g el
3 3 2o N&
o n T3 +uW
Adipose differentia- 369-
tion-related protein A3 ADFP2  SLLTSSKGQLQK 380 [121] -
Adipose differentia- 63-
tion-related protein A3 ADFP3  TSALPIIQK 71 15 [121] -
Matrix metalloprotei- o5 \yvp7  SLFPNSPKWTSK /Y - M21] [(138]
nase 7 90
Regulator of G B8  RGS6  EIKIKLGIL 18- 3 P ;
protein signaling 5 26
697-
met proto-oncogene B8 MET4 AVKLKIDL 704 31 P -
930-
met proto-oncogene B8 MET5 WLKKRKQI 037 30 P -
DRB
. * NPPSMVAAGSV- 198-
Cyclin D1 1024 CCND1 VAAY 212 - [139] [139]
Insulin-like growth
. . DRB HSKINIKKG- 142-
gactor binding protein 1%11 IBP3 HAKDSQ 157 - [140] [140]
Matrix metallo- DRB SQDDIK- 153-
proteinase 7 1711 MMP7 " GIQKLYGKRS 168 - [140] [140]
Carbonic  an- EIHVVHLSTA- 212-
?
hydrase 9 DR? G250 pARvDEALGR 231 [141]  [141]

Tabelle 2: Expressionsprofil der in der Impfung verwendeten Peptide im Normalgewebe und
beispielhaft in drei RCC-Proben; alle Werte in Relation zur durchschnittlichen Expression im
gesunden Nierengewebe (=1); als Uberexprimiert wurden mindestens dreifach erhéhte Werte
angesehen (Quelle: S. Stevanovic, O. Schoor; Abteilung fiir Inmunologie Tiibingen)

MUC1 ADFP1 MET1 RGS2 APOL1 KIAA GUCY ITGA3  CCND1

Leukozyten 2,8 0,1 0 0,4 1,9 0,2 0,4 0 0

DC 0,7 0,2 0 0,1 0,3 0,2 0,2 0 0,1
Nebenniere 2,1 0,6 0,2 3 04 0,5 0,5 0,7 0,9
Blase 14 0,9 21 53 25 2,3 0,7 0,7 0,6
Knochenmark 3,7 0,3 0,1 0,3 0,3 0,6 0,8 0,1 0,3
Gehirn 1 0,1 0,9 3 0,2 53 1,3 0,3 0,5
Kolon 0,6 0,2 0,6 2,1 1 1,3 0,7 0,6 04
Herz 0,6 1,1 0,7 4,9 0,4 0,2 1,2 04 0,5
Niere 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Leber 3 1,9 1,7 0,7 5,3 0,4 0,7 0 1,9
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MUCA1 ADFP1 MET1 RGS2 APOL1 KIAA GUCY ITGA3  CCND1

Lunge 0,9 0,8 2,8 3,5 4,9 0,3 1,2 1,1 0,9
Placenta 2,8 1,9 1.1 0,3 3,7 0,4 0,6 1,2 0,9
Prostata 0,5 0,1 0,5 1,5 1,7 1,5 1,7 0,3 0,8
Speicheldrise 1,3 0,3 0,2 0,4 0,2 0,7 0,3 0,4 0,7
Dinndarm 0,9 1,2 0,2 2,5 0,3 0,9 0,8 0,8 1

Skelettmuskel 0,9 0,4 0,9 2,8 0,7 0,4 0,8 0,1 0,1
Milz 1.1 0,2 0,1 0,5 2,6 0,3 0,8 0,3 0,7
Magen 1,7 0,3 0,3 2 3,7 0,9 1.1 0,7 1.1
Hoden 1,2 0,3 0,4 2,6 0,4 0,5 0,8 0,2 0,4
Thymus 0,6 0,2 0 0,4 1 0,2 0,4 0,3 0,2
Schilddriise 1,9 0,2 1 3,2 0,3 0,3 0,7 0,9 0,8
Trachea 0,9 0,3 0,8 1,1 1,6 0,6 0,8 0,4 0,7
Uterus 2,5 0,2 0,2 0,8 1,5 0,9 0,6 0,5 0,5
Fettgewebe 0,5 0,7 1,5 4 1,2 0,5 1,6 0,4 1,3
Arterie 0,6 0,4 0,9 22,6 1.1 2,8 2,8 0,9 0,9
Mamma 0,5 1,9 1,3 2,6 1 0,2 1,2 0,8 1,3
Zervix 0,5 0,4 1.1 9,2 2 2,6 21 0,8 0,5
Osophagus 0,6 0,2 0,8 7,5 0,8 3 1,7 0,7 1,6
Gallenblase 0,6 0,4 2 7,5 4,6 1,9 1,9 1,5 1,5
Lymphknoten 0,3 0,3 0,6 2,3 1.1 0,2 1 0,6 0,2
Pankreas 0,4 0,1 0,5 0,7 0,7 0,1 1,2 0,5 0,8
Ovar 0,5 0,9 6,5 2,8 2,1 0,5 0,9 1.1 0,7
Haut 0,4 2,8 1,9 1,4 0,7 0,6 0,6 0,7 1,7
Vene 0,5 0,6 0,9 4 0,8 0,6 1,6 0,4 0,3
RCC0100T 1,2 3 5,3 29,9 1,2 4,6 3,5 2,1 8

RCC108T 53 0,7 6,5 3 11,3 0,2 2 2,8 1,3
RCC180T 0,6 6,5 18,4 22,6 3,5 7 2,3 3 10,6

2.1.5 Verwendete Adjuvantien

Die Peptide werden entweder mit GM-CSF oder Montanide als Adjuvans kom-
biniert. Der Wachstumsfaktor GM-CSF (Leukine®, Sargramostim) soll unter
anderem Uber seine Wirkung auf Dendritische Zellen dabei helfen, eine Immun-
antwort gegen die Impfpeptide auszulésen und zu verstarken. Er wird in einer

niedrigen Dosierung von 100 pl (entsprechend 75 ug) eingesetzt und intrader-
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mal appliziert. Nach 15 Minuten erfolgt die Peptidvakzinierung intradermal in
unmittelbarer Nahe der GM-CSF-Injektion.
Die Peptide werden im zweiten Studienarm in Montanide ISA-51, einer fur den

Menschen geeigneten Formulierung des klassischen Inkompletten Freund-

schen Adjuvans, emulgiert. In der RCC-Studie werden 500 pl Peptidldsung in

500 ul Montanide aufgenommen und subkutan gespritzt. Diese Form der Verab-

reichung bewirkt durch eine langsame Freisetzung der Peptide einen Depot-

effekt.

Beide Adjuvantien wurden bereits in zahlreichen Vakzinierungsstudien einge-

setzt [142-146].

2.2 Laborgerate

Dampfsterilisator
Lichtmikroskop
37°C-Inkubator

DurchfluRzytometer

Klhlschrank (-20°C)

Klhlschrank (-4°C)
Sterilbank
Labofuge 400
Megafuge 2.0 R
Milli-Q

Zentrifuge Sorvall
Tischzentrifuge
Vortexer
Wasserbad

Elispotreader

Sauter, Muhldorf a. Inn, 11-6-9 HS1-FD

Leica DM IL, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Labotect 3250 mit 5% CO,-Begasung, Gottingen
FACSCalibur™, BD Biosciences, San Jose, USA
Software: Cell Quest Pro

ES, Profi line, Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen

ECC, Liebherr-Hausgerate GmbH, Ochsenhausen
Technoflow, Integra Biosciences GmbH, Ruhberg
Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Heraeus Instruments GmbH, Hanau

Milli-Q, UF Plus, CPMQOO04RE, Billerica, USA

RC 50 Plus, Thermo Fisher Scientific, USA

Biofuge fresco, Heraeus Instruments GmbH, Hanau
MS 1, IKA-Werke GmbH, Staufen

Thermomix BM-S, Braun Biotech, Melsungen
C.T.L., Shaker Heights, USA, ImmunoSpot Series 3B

Analyzer
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Software C.T.L., Shaker Heights, USA, Image Acquisition 4.5
C.T.L., Shaker Heights, USA, ImmunoSpot 3.2
Satellite

2.3 PBMC-Isolierung

2.3.1 Prinzip der PBMC-Isolierung

Um aus peripherem Blut PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) zu isolie-
ren, wird eine Dichtezentrifugation auf einer Schicht ,Lymphocyte seperation
medium® (LSM) durchgeflhrt. Das aus synthetischen Kohlenhydratpolymeren
hergestellte LSM ist auf eine Dichte von 1,077 g/ml eingestellt die so gewahlt
ist, dass die einzelnen Blutzellpopulationen nach Zentrifugation in verschiede-
nen Schichten liegen. Die Erythrozyten und Granulozyten sinken durch das
LSM nach unten ab (vgl. Abbildung 7). Die Lymphozyten und Monozyten bilden
eine weildliche Zwischenphase auf dem LSM und kdnnen mit einer Pipette ab-

genommen werden.

®

mit PBS Plasma
verdunntes
Vollblut
’ : PBMCs
LSM
LSM
Erythrozyten

Abbildung 7: Prinzip der PBMC-Isolierung mit LSM
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2.3.2 Materialien fur die PBMC-Isolierung

DMSO Merck, Darmstadt, 1.02952.1000

FCS PAA Laboratories, Pasching, Osterreich, A15-101
LSM 1077 PAA Laboratories, Pasching, Osterreich, J15-004
PBS 1x Dulbecco’s, Claudia Falkenburger (Abteilung fur

Immunologie, Universitat Tubingen)
Trypan Blau Merck KGaA, 1.11732, Darmstadt, Deutschland

2.3.3 Durchfiihrung der PBMC-Isolierung

Bei jeder Vakzinierung wurden den Patienten 10 Heparin-Rohrchen Blut abge-
nommen und daraus die mononuklearen Zellen unter sterilen Bedingungen
isoliert. Das im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdunnte Blut wurde auf 50 ml-Falcons
verteilt und mit 10 ml LSM-L6ésung unterschichtet. Die Proben wurden nun 20
Minuten bei 2000 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund ihrer héheren
Dichte lagerten sich Erythrozyten auf dem Boden des GefalRes ab, wahrend die
mononukledaren Zellen als weildliche Interphase zwischen LSM und Plasma
lagen. Diese Zwischenschicht wurde abpipettiert und in ein weiteres 50 ml-
Falcon transferiert, welches dann mit PBS auf 50 ml aufgefullt und 6 Minuten
bei 1400 U/min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet
resuspendiert und die Zellen erneut mit 40 ml PBS gewaschen. Nach einer
weiteren Zentrifugation (1300 U/min, 8 Minuten) wurden alle mononuklearen
Zellen eines Patienten gepoolt und in 50 ml PBS resuspendiert. Aus dieser
Zellsuspension wurden 30 ul mit einer Pipette entnommen, mit 30 pl Trypanblau
vermischt und in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Blau gefarbte Zellen gal-
ten als tot und wurden nicht mitgezahlt. Es ist jedoch zu beachten, dass begin-
nend apoptotische Zellen durch diese Methode nicht erkannt werden. Die Pro-
ben wurden dann 8 Minuten bei 1300 U/min und 4°C zentrifugiert, resuspendiert
und langsam so viel kaltes Einfriermedium (FCS mit 10% DMSO) zugegeben,
dass am Ende pro Vial 5-8 Mio Zellen in 1 ml eingefroren waren. Diese Vials
wurden zunachst in einer Cryobox bei -80°C eingefroren und dann im Stickstoff-
tank bei -196°C aufbewahrt.
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2.4 Prasensitivierung

2.4.1 Materialien fur die Prasensitivierung

DNase I Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, DN25, 1 mg/ml
Human Serum AB c.c.pro, Oberdorla, heat inactivated, S41M
IMDM-Medium BioWhittaker, Verviers, Belgien, BE12-722F

rHu IL-2 R&D Systems, Minneapolis, USA, 202-1L-050, 2 ug/ml

rHu IL-4 R&D Systems, Minneapolis, USA, 204-IL-010, 10 pg/mi

rHu IL-7 PromoCell, Heidelberg, C-61712, C-61712, 10 pg/mi

PBS 1x Dulbecco’s, Claudia Falkenburger (Abteilung fur
Immunologie, Universitat Tubingen)

PenStrep BioWhittaker, Verviers, Belgien, DE17-602E

Trypan Blau Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

B-Mercaptoethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz, 100 mM in PBS,

(=B-ME) 2000x, steril filtriert (0.2 pm-Filter)

Tabelle 3: Zusammensetzung der fiir die Zellkultur verwendeten Medien

Medium Serum PenStrep B-ME DNase
Auftaumedium IMDM 2,5% HS 1% 50 uM 3 yg/ml
Waschmedium IMDM - 1% 50 uM -
Kultiviermedium IMDM 10% HS 1% 50 uM -

Tabelle 4: Als Positivkontrolle verwendete Peptide

Positivkontrollen: Abkurzung HLA Position Sequenz
CMVpp65 CMV A*01 363-373 YSEHPTFTSEY
Influenza NP Inf A*01 44-52 CTELKLSDY
CMVpp65 CMV A*02 495-503 NLVPMVATV
IE63-EBV EBV A*02 259-267 GLCTLVAML
Influenza-Matrix Inf A*02 58-66 GILGFVFTL
EBNA-3 EBV A*03 471-479 RLRAEAQVK
Influenza NP Inf A*03 265-274 ILRGSVAHK
EBNA3-EBV EBV B*08 193-201 FLRGRAYGL
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Tabelle 5: Als Negativkontrolle verwendete Peptide

Negativkontrollen: Abkirzung HLA Position Sequenz
HIV-1 gag p17 HIV A*01 70-78 GSEELRSLY
HIV-1 RT HIV A*02 476-484 ILKEPVHGV
HIV-1 gag p17 HIV A*03 20-28 RLRPGGKKK

2.4.2 Ablauf der Prasensitivierung

Die Cryovials mit den PBMCs wurden in einem auf 37°C geheizten Wasserbad
aufgetaut und in 5 ml Auftau-Medium uUberfuhrt. Dieser Auftauprozess sollte
schnell erfolgen, da DMSO auf die Zellen toxisch wirkt. Nach Zentrifugation
(1300 U/min, 6 Minuten) wurde das Pellet in 5 ml IMDM-Medium ohne Human-
serum resuspendiert und 30 pl der Zellsuspension mit 30 ul Trypanblau in einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Ab diesem Punkt war das Protokoll unter-
schiedlich, abhangig davon ob eine Stimulation mit HLA-Klasse-I- oder -Klasse-
ll-Peptiden erfolgen sollte. Einen Uberblick Gber den in diesem Absatz beschrie-
benen Ablauf gibt das Schema in Abbildung 8.

Fir eine HLA-Klasse-I-Stimulation wurden 4-6 x 10° PBMCs in 500 pl Kultivier-
medium mit IL-4 und IL-7 [5 ng/ml] aufgenommen und in einer 24-Well-Platte in
den Inkubator gestellt. Am folgenden Tag wurden 500 pl Kultiviermedium mit IL-
4 und IL-7 sowie die fur die Stimulation ausgewahlten Peptide in einer Endkon-
zentration von 1 ug/ml zugegeben. Es wurde dabei nicht mit jedem Peptid ein-
zeln, sondern stets im Pool stimuliert. An den Tagen 3 und 5 wurden weitere
500 pl Kultiviermedium mit IL-2 [2 ng/ml] in jedes Well pipettiert. Abhangig da-
von, ob das Medium bereits eine gelbe Farbe angenommen hatte, wurde an
den Tagen 7 und 9 je 0,5-1 ml Kultiviermedium ausgetauscht und dabei IL-2 in
einer Endkonzentration von 2 ng/ml zugegeben (bis zur Protokollanderung am
20.07.2007 IL-2-Zugabe nur an Tag 3 und 5). Gelegentlich war ein weiterer
Mediumwechsel vor dem Elispot an Tag 12 notwendig. Der Elispot wurde am
Tag 12 nach Auftauen der PBMCs durchgefuhrt.

Bei HLA-Klasse-II-Stimulation war das Protokoll ahnlich wie bei Klasse |, mit
dem Unterschied, dass kein IL-4 und IL-7 eingesetzt und die Peptide an Tag 1

in einer Endkonzentration von 5 pg/ml zugegeben wurden. Bei niedriger Zell-
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zahl pro Well wurden 48-Well-Platten verwendet, um einen fir die Peptidpra-

sentation ausreichenden Zellkontakt sicher zu stellen.

nur bei Klasse I:

+IL4IL7  HIL-4IL-7 Klasse |

Abbildung 8: Schema zum zeitlichen Ablauf der Experimente

2.5 Elispot

2.5.1 Das Prinzip des Elispot

Mit einem Elispot (enzyme-linked immunosorbent spot assay) ist es madglich,
die Zytokinsekretion einzelner Immunzellen nach Kontakt mit einem definierten
Antigen zu detektieren. Diese im Jahr 1988 entwickelte Methode ist eine Modifi-
kation des ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) und hat sich als eine
der Standardmethoden fur das T-Zell-Monitoring in immuntherapeutischen Stu-
dien etabliert [147-149]. In der Regel wird die IFNy-Sekretion untersucht, da
diese sehr gut mit der spezifischen Zytotoxizitat der T-Zellen korreliert, wie im
Vergleich mit Chromium Release Assays gezeigt wurde [149].

Der Boden einer Elispotplatte, bestehend aus einer inerten Mischung aus Nit-
ratzellulose und Acetatzellulose, wird mit Antikérpern gegen humanes IFNy
beschichtet ©® (vgl. Abbildung 9). Im nachsten Schritt werden Effektorzellen mit
dem zu testenden Antigen zugegeben. Durch Kontakt mit ihrem spezifischen
Antigen werden T-Zellen aktiviert und sezernieren IFNy, das von den immobili-
sierten Erstantikbrpern gebunden wird @. Nach einer definierten Inkubationszeit
bei 37°C werden die Effektorzellen entfernt und ein zweiter IFNy-Antikdrper
zugegeben, an dessen Ende ein Enzym gekoppelt ist ®. Dieses Enzym spaltet
ein im letzten Schritt zugegebenes Substrat @ und bewirkt die Farbung des
Areals um die Stelle, an der zuvor eine IFNy-sezernierende T-Zelle lag (,Spot®).

Die Auszahlung erfolgt heute nicht mehr unter dem Mikroskop sondern mit Hilfe
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eines automatisierten Lesegerates. Aus der Spotanzahl kann auf die Frequenz
spezifischer, IFNy-produzierender T-Zellen rickgeschlossen werden, da die

eingesetzte Gesamtzellzahl von PBMCs bekannt ist.

® @
0 ee ®

Abbildung 9: Prinzip des Elispot (griin: Erstantikérper, blau: Effektorzellen, gelb: IFNy, orange:
Zweitantikbrper, an diesen gekoppelt in rot: Enzym, das ein im letzten Schritt zugegebenes
Substrat spaltet und so die IFNy-Sekretion in Form von Spots sichtbar macht)

2.5.2 Materialien fiir den Elispot

mAb1-D1K Mabtech, Nacka Strand, Schweden, 3420-3-1000, 1 mg/mi

mAb7-B6-1biotinyl. Mabtech, Nacka Strand, Schweden, 3420-6-1000, 1 mg/ml

BCIP/NBT Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, B5655

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, A4628

Elispotplatte MultiScreenyrs 96-well Filtration System, Millipore, Billerica,
USA, MSHAN4B50

ExtrAvidin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, E2636

Human Serum AB c.c.pro, Oberdorla, S-41-M
IMDM-Medium BioWhittaker, Verviers, Belgium, BE12-722F

PBS Claudia Falkenburger (Abteilung fur Immunologie,
Universitat Tubingen)

PenStrep BioWhittaker, Verviers, Belgium, DE17-602E

PHA-L Roche, Basel, Schweiz, 11249738001, 5 mg

(1 mg/ml stock)
RPMI-Medium BioWhittaker, Verviers, Belgium, BE12-115F

SEB Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, S4881 (1 mg/ml
stock)
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe, 9127.2 (0,05% in PBS)
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B-Mercaptoethanol Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz, 100 mM in PBS,
2000x, steril filtriert (0.2 ym-Filter)

2.5.3 Beladen des Elispot

An Tag 11 wurde eine Elispot-Platte unter der Sterilbank mit anti-IFNy-
Antikorpern als Erstantikorper beschichtet. Dabei wurde der Antikorper mAb1-
D1K in PBS so verdunnt, dass in jedes Well 100 pyl mit einer Antikorper-
Konzentration von 5 pg/ml gegeben werden konnte. Die auf diese Weise be-
schichtete Platte blieb Uber Nacht bei 4°C im Kuhlschrank, damit der Antikdrper
an die Membran binden konnte.

An Tag 12 wurde der Inhalt der Wells ins Waschbecken gestirzt (,geflickt) und
die Platte anschlieRend zwei Mal mit 150 pyl IMDM-Medium pro Well gewa-
schen, um die nicht gebundenen Erstantikdrper zu entfernen. Die anschliel3en-
de Zugabe von 50 ul Kultiviermedium mit Humanserum in jedes Well sollte dazu
dienen, die unspezifischen Bindungsstellen zu sattigen. Die Platte musste min-
destens eine Stunde bei 37°C inkubiert werden, bis das Kultiviermedium durch
Flicken entfernt wurde und der Elispot mit Zellen und Peptiden beladen werden
konnte. In der Zwischenzeit wurden die PBMCs aus den 24-Well-Platten in 15
ml-Falcons transferiert, die Wells nochmal mit ca. 1 ml IMDM-Medium gewa-
schen und die Falcons 6 Minuten bei 1300 U/min zentrifugiert. Die in 3-5 ml
Kultiviermedium resuspendierten PBMCs wurden wie schon beschrieben ge-
zahlt und die Zellen in der gewunschten Verdlinnung vorbereitet (z.B. 3 x 10°
Zellen/ml sodass in jedes Well 100 pl der Zellsuspension entsprechend 3 x 10°
Zellen gegeben werden konnte). Die Anzahl der Zellen pro Well war nicht kon-
stant, da oft nicht gentgend Zellen zur Verfigung standen und deswegen eine
niedrige Zellzahl angesetzt werden musste.

Damit die T-Zellen die zugegebenen Peptide Uberhaupt erkennen kdénnen,
mussen ihnen diese auf HLA-Molekulen prasentiert werden (vgl. Kapitel 1.1.4).
Die PBMCs konnen sich die Peptide zwar gegenseitig prasentieren, sind darin
aber nicht besonders effektiv. Deswegen wurde der Elispot fur HLA-A*02-
positive Patienten mit K562-A2 als antigenprasentierende Zellen durchgefihrt.

Die Zelllinie K562 geht auf Tumorzellen einer Chronisch myeloischen Leukamie

39



zurtick. Da sie urspringlich keine HLA-Molekule auf ihrer Oberflache exprimier-
te, wurde sie mit HLA-A*02 transfiziert [148]. Die nicht adharent wachsenden
Tumorzellen wurden in RPMI mit 10% FCS kultiviert. Das bei der Transfektion
eingebrachte Plasmid kodiert nicht nur fur HLA-A*02, sondern enthalt auch ein
Resistenzgen. Durch Zugabe eines Aminoglykosidantibiotikums (G418) werden
die Zellen selektioniert, die das Plasmid enthalten. Alle 4 Wochen wurden die
K562 deswegen mit G418 behandelt, gefolgt von einer FACS-Farbung zur Kon-
trolle der HLA-A*02—Expression. Zusatzlich wurden regelmafig Mycoplasma-
PCR-Tests durchgeflhrt, um eine Kontamination der K562-A2 mit diesem Bak-
terium auszuschlief3en.

FUr den Elispot wurde ein Teil der K562-A2 aus der Kulturflasche enthommen
und zwei Mal mit ca. 10 ml IMDM-Medium gewaschen. Die Tumorzellen wurden
stets 5 Minuten lang bei 1500 U/min zentrifugiert. Auch diese Zellen wurden mit
Trypan-Blau, wie oben beschrieben, gezahlt und mit Kultiviermedium auf eine
Zellzahl von 2 x 10%ml eingestellt, sodass in jedes Well der Elispot-Platte
50.000 Zellen in 25 pl Medium pipettiert werden konnten.

Die Vorbereitung der Peptide erfolgte am Schluss, um ihre Degradation durch
Kontakt mit Humanserum und die darin enthaltenen Proteasen moglichst gering
zu halten. Die Peptide waren in 10% DMSO gel6st und bei -80°C aufbewahrt.
Die einzelnen Aliquots wurden maximal zwei Mal aufgetaut und verwendet.
RegelmaRig durchgefihrte Kontrollen (Massenspektrometrie) bestatigten, dass
die Peptide in reiner, unzerstorter Form vorlagen.

Die 10 HLA-A*02-Peptide wurden zunachst in zwei Pools aus je 5 Peptiden
getestet: Pool 1 beinhaltete APOL1, APOL2, KIAA0367, GUCY und ITGA3 und
Pool 2 die verbleibenden Peptide MUC1, ADFP1, MET1, RGS2 und CCND1.
Die Peptide lagen in einer Konzentration von 1 mg/ml (Stock) vor und mussten
auf 1 pg/ml Endkonzentration im Elispot fur HLA-Klasse | und auf 2,5 pg/ml far
Klasse Il verdinnt werden. PBMCs von Patienten, die nicht HLA-A2 positiv
waren, wurden fur den Klasse-I-Elispot mit 5 ug/ml Peptid stimuliert, da die
K562-A2 nicht verwendet werden konnten.

Als Positivkontrolle diente PHA in HLA-Klasse-I-Elispots [10 pg/ml] und SEB [1
pag/ml] far Klasse Il. PHA ist die Abkurzung fur das Mitogen Phytohamagglutinin,
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durch das Lymphozyten unspezifisch aktiviert werden [150]. Staphylococcus
Enterotoxin B ist ein bakterielles Superantigen. Die Konzentrationen beziehen
sich jeweils auf die Endkonzentration im Elispot. In der Regel reichte es aus,
nur die Halfte der PBMCs in die Wells der Positivkontrolle zu geben, da die
Antwort trotzdem noch ausreichend stark war. Als Negativkontrolle wurden HIV-
Peptide eingesetzt, wobei zunachst fur Klasse Il kein HIV-Peptid zur Verfligung
stand und 10%-DMSO-L6sung als Ersatz verwendet wurde.

Nach Abschluss aller Vorbereitungen wurden die Zellen und Peptide unverzug-

lich nach folgendem Schema in die Elispotplatte pipettiert:

HLA-A2: a) 25 pl Peptidlosung [1 pg/ml]

b) 25 pl K562-A2 50.000/well

c) 100 yl PBMCs 250.000-400.000/well
HLA-A2-negativ: a) 50 ul Peptidlésung [5 pug/ml]
(ohne K562-A2)  b) 100 pl PBMCs 250.000-400.000/well

Klasse Il a) 50 ul Peptidlésung [2,5 pug/ml]
b) 100 yul PBMCs 150.000-300.000/well

Die beladene Elispot-Platte wurde waagrecht und mdglichst erschutterungsfrei
in den Inkubator (37°C) gestellt.

2.5.4 Entwickeln des Elispot

Nach 26 Stunden Inkubation erfolgte die Entwicklung der Elispot-Platte
(Tag 13). Da die Patientenzellen nur in begrenzter Anzahl zur Verfugung stan-
den, wurden die Zellen nach dem Elispot nicht entsorgt, sondern mit einer Mul-
tichannel-Pipette aus der Elispot-Platte enthommen und in einer 96-Well-Platte
weiterkultiviert.

Ab diesem Zeitpunkt musste die Elispotplatte nicht mehr unter sterilen Bedin-
gungen behandelt werden. In jedes Well wurde 200 pl PBS-Tween 0,05% ge-
geben, die Platte nach einer Minute geflickt und kurz auf Zellstoff gedruckt. Im

nachsten Schritt gab man jeweils 200 pl destilliertes Wasser (Milli-Q) in die
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Wells, um noch nicht entfernte Zellen zu zerstoren. Nachdem die Platte noch 5x
mit PBS-Tween, wie im ersten Schritt beschrieben, gewaschen worden wair,
wurde der biotinylierte anti-IFNy-Antikorper 7-B6-1 MabTech zugegeben. In
jedes Well wurden 100 ul PBS 0,5% BSA mit dem Antikorper in einer Konzen-
tration von 0,3 pg/ml zugegeben und die Platte zwei Stunden bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte wieder 5x mit PBS-
Tween gewaschen, die ExtrAvidin Alkalinphosphatase 1:1000 in PBS 0,5%
BSA verdunnt und 100 pl dieser Losung in jedes Well gegeben. Am Ende der
Inkubationszeit von einer Stunde war das Substrat vorzubereiten (eine Tablette
NCIP/NBT in 10 ml destilliertem Wasser gelost). Zuletzt wurde die Platte noch
3x mit PBS-Tween und 3x mit PBS gewaschen und dann 100 yl der Substratlo-
sung zugegeben. Die Reaktion wurde spatestens nach 10 Minuten unter flie-
Rendem Wasser gestoppt, der Plastik-Ricken der Platte entfernt und die Platte
mehrmals auf Zellstofftucher gedruckt. Nach dem Trocknen wurden die Spots

mit dem Elispotreader ImmunoSpot Series 3B Analyzer ausgezahilt.

2.5.5 Protokollvergleich

Das oben beschriebene Protokoll wurde vor Beginn der Experimente mit zwei
anderen Protokollen (hier B und C genannt) verglichen. Die wesentlichen Un-
terschiede lagen in der Behandlung der Zellen nach dem Auftauen, der Zellzahl

pro Well und der Interleukin-Zugabe.

Tabelle 6: Unterschiede zwischen den drei verwendeten Protokollen

Eigenes Protokoll

Protokoll B

Protokoll C

Abends auftauen und

Auftauen und sofort

Auftauen und sofort

Auftauen Uber Nacht ruhen o ——
stimulieren stimulieren
lassen
10 ug/ml Peptide in 20 pg/ml Peptide in
1 ug/mi Peptide ins Medium ohne HS, 2 Medium ohne HS, 2
Peptide g Stunden im Inkuba- Stunden im Inkuba-
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Zusatzlich wurde untersucht, ob das Splitten der Zellen an Tag 7 einen Vorteil
bringt. In mehreren Experimenten wurden die aufgetauten PBMCs HLA-A2-
positiver, gesunder Spender aus einem Buffy Coat entsprechend der verschie-
denen Protokolle behandelt und die Ergebnisse in Hinblick auf Zellausbeute
(Zellzahl nach Kultur bezogen auf die Zellzahl vor Kultur), Hintergrund und
Starke der Antwort gegen HLA-A2-restringierte Epitope von CMV-, EBV- und
Influenza ausgewertet (Kapitel 3.1.1).

2.5.6 Ex-vivo-Elispot

Bei dieser Art des Elispots wurden die PBMCs abends aufgetaut und ohne Zu-
gabe von Interleukinen Uber Nacht in den Inkubator gestellt. Am darauf folgen-
den Morgen wurde der Elispot wie sonst auch nach dem oben beschriebenen

Protokoll durchgefuhrt.

2.6 Durchflusszytometrie

2.6.1 Materialien fiir Tetramer- und intrazellulare Farbungen

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, A4628

EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, 0,5 M stock

FCS PAA Laboratories, Pasching, Osterreich, A15-101
Formaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, 47608

Glycerol Carl Roth GmbH, Karlsruhe

GolgiStop BD Biosciences, Franklin Lake, New Jersey, USA, 554724
IMDM-Medium BioWhittaker, Verviers, Belgium, BE12-722F

lonomycin Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA, 10634 (1 mM stock)
Natriumazid Merck, Darmstadt, Deutschland, 1% Stock

PBS Claudia Falkenburger (Abteilung fur Immunologie,

Universitat Tubingen)

PMA Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, P8139, 1 mg
(10 pg/ml stock)

Protease-Inhibitor Complete inhibitor tablet, Roche, Mannheim, 11697498001
(geldst in 2 ml 20 mM Tris pH8, 25x stock solution)
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Saponin Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, S7900-25¢g
Cytofix/Cytoperm  BD Biosciences, Franklin Lake, New Jersey, USA, 554722
Streptavidin-PE Invitrogen, Eugene, OR, USA

Streptavidin-APC  Invitrogen, Eugene, OR, USA

Tris Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Antikorper siehe Versuchsdurchfihrung!

Fix Solution: Tetramer-Puffer, 1% Formaldehyd

Permwash-Puffer: 500 ml PBS, 0,02% NaAzid, 0,5% BSA, 0,1% Saponin
Tetramer-Puffer: 500 ml PBS, 0,01% NaAzid, 2 mM EDTA, 2% FCS
Tetramer Solution: 20 ml PBS, 0,01% NaAzid, 2 mM EDTA, 50% FCS

2.6.2 Vorarbeiten zur Herunterregulierung des T-Zellrezeptors

Nach dem Elispot wurden die Zellen in einer 96-Well-Platte weiter kultiviert und
nicht sofort mit Tetrameren gefarbt, da der T-Zellrezeptor direkt nach Peptidsti-
mulation herunter reguliert wird [151, 152]. In einer Reihe von Experimenten
wurde untersucht, ab welchem Tag nach Peptidstimulation der T-Zellrezeptor
wieder mit dem entsprechenden Tetramer anfarbbar ist. Dafur wurden einige
Vials mit PBMCs von gesunden HLA-A*02-positiven Spendern aufgetaut und
am folgenden Tag mit einem CMV- und einem Influenza-Peptid in einer End-
konzentration von 1ug/ml stimuliert. Als Negativkontrolle diente das HIV-Peptid.
Vor Stimulation und an den darauffolgenden Tagen wurde jeweils ein Teil der
Zellen mit CMV- und Influenza-Tetramer sowie CD4- und CD8-Antikdrper ge-
farbt, solange bis der Anteil der Tetramer-bindenden Zellen wieder das ur-
sprungliche Niveau erreicht hatte (Protokoll sieche Kapitel 2.6.3).

Far das Monitoring der UroRCC-Studie wurde den Zellen deswegen eine Ru-
hephase von 9 Tagen gegeben und nach Zugabe von IL-2 (an Tag 15) erst an
Tag 21 gefarbt. Nur wenn im Elispot K562-A2-Zellen verwendet worden waren,
mussten die PBMCs innerhalb von wenigen Tagen gefarbt werden, da sonst die
sich stark vermehrenden Tumorzellen die Lymphozyten verdrangt hatten. Aus
diesem Grund wurde die Tetramer-Farbung zwei Tage nach dem Elispot an

Tag 14 durchgeflhrt und ,uberkreuz” gefarbt. Z.B. wurden die Zellen, die im
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Elispot mit CCND1-Peptid stimuliert worden waren, mit einem MET-Tetramer

gefarbt und umgekehrt.

2.6.3 Prinzip der Tetramer-Farbung

Uber lange Zeit war es nicht moglich, Antigen-spezifische T-Zellen so anzufar-
ben, dass sie im Durchflusszytometer gemessen werden konnten. Die Anfar-
bung war schwierig, weil die T-Zellen Peptide nur in Verbindung mit einem
MHC-Komplex erkennen und diese Bindung nicht sehr stabil ist. Der Durch-
bruch gelang mit der Bildung von Multimeren aus den MHC:Peptid-Komplexen
[153]. In Abbildung 10 sind Aufbau und Funktionsweise der Tetramere schema-

tisch dargestellt.

a
Recombinant MHC class | Peptide

heavy chain
Y Streptavidin
Tetramer
%‘Q __BrAa __formaton O ‘?_.E%
Biotin

BirA recognition site

Phycoerythrin (PE) flucrochrome

d Tetramer + PE e CDBeY, tetramer™
. &
e ';" ?anti-CDB—FlTC =

Coa

Fluorescence : PE (tetramer)

T-cell Flow cytometer
receptors _ | @ | A _.
CDE™, I -
teframer | cDaet, tetramer
I
I
&y &=
] ! »
0
CGDB* human T cell Fluorescence: FITC (CDE)

Tetramer analysis to detect T lymphocytes (T cells) that have specific T-cell
receptors on their cell surface
Expert Reviews in Molecular Medicine

Abbildung 10: Schema zu Aufbau und Funktionsweise der Tetramere; Autor: Julian Hickling
[154]; a) Die schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils wird rekombinant in E.coli synthetisiert.
b) Die schwere Kette wird an ihrem Carboxylende mit Hilfe des Enzyms BirA biotinyliert und in
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Anwesenheit von B,-Mikroglobulin (8.m) und Peptiden, deren Erkennung durch T-Zellen unter-
sucht werden soll, riickgefaltet. c) Jeweils vier der so entstandenen Monomere binden an ein
zentrales Streptavidinmolekiil, das vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt, sowie mit einem Fluo-
rochrom markiert ist (PE steht fiir Phycoerythrin, alternativ kann Allophycocyanin (APC) ver-
wendet werden). d) Die Tetramere binden nur an T-Zellen, die den fiir das Peptid spezifischen
T-Zellrezeptor auf ihrer Oberflache tragen. Aullerdem sind die Zellen mit einem FITC-
markierten anti-CD8-Antikbrper geférbt. e) Analyse mittels Durchflusszytometrie, in der die
beiden Kandle in einem Plot gegeneinander aufgetragen sind. Die CD8+ T-Zellen, die das
Tetramer gebunden haben, liegen im rechten oberen Quadranten.

2.6.4 Herstellung der Tetramere

Die fur die Tetramerherstellung verwendeten Monomere wurden in der Abtei-
lung fur Immunologie Tubingen hergestellt und bei -80°C aufbewahrt.

Zu 50 pg des Monomers wurden insgesamt 78,5 ul Streptavidin-PE oder 42,5 ul
Streptavidin-APC (je nach gewunschtem Fluorochrom) in 10 Schritten zugege-
ben. Nach jeder Zugabe wurde der Ansatz 30 Minuten bei 4°C auf einem Dreh-
rad gemischt. Der nicht benotigte Anteil der fertigen Tetramere wurde in einer
Lésung aus Tris 20 mM mit 0,5% Bovine Serum Albumin, 0,02% Natriumazid,
16% Glycerol und Protease-Inhibitor bei -80°C eingefroren.

Nach dem Auftauen wurden die Tetramere im Kuhlschrank aufbewahrt und

hochstens fur einen Zeitraum von 4 Wochen verwendet.

2.6.5 Tetramer-Farbung

Die PBMCs aus den Triplikaten, die sich seit dem Elispot in einer 96-Well-Platte
befanden, wurden in Eppendorf-Rohrchen gepoolt und die Wells mit 100 pl
Tetramer-Puffer gewaschen. Nach Zentrifugation (2000 U/min, 3 Minuten) und
Abnahme des Uberstands wurden die Zellen in Tetramer-Puffer resuspendiert,
in eine 96-Well-Platte transferiert und zentrifugiert. Dieser und alle weiteren
Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4°C, 1500 U/min, 5 Minuten. Um den Uber-
stand zu entfernen wurde die Platte ins Waschbecken geflickt und kurz auf Zell-
stoffticher gedriickt. Nun wurden die PBMCs mit einem FITC-konjugierten anti-
CD4-Antikorper und einem PeCy7-konjugierten anti-CD8-Antikorper gefarbt. In
jedes Well wurden dabei 50 ul des Ansatzes mit den beiden Antikorpern gege-
ben und mit einer Pipette gut vermischt.

CD4-FITC 1:100 eigene Herstellung (Hybridome: HP2/6)

CD8-PeCy7 1:120 BeckmanCoulter, 737661
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Nach 20 Minuten Inkubation bei 4°C im Dunkeln wurden die Zellen mit 150 pl
Tetramer-Puffer pro Well gewaschen und zentrifugiert, um Uberschissige, un-
gebundene Antikorper zu entfernen. Im nachsten Schritt folgte die Farbung mit
Tetrameren, die in Tetramer Solution aufgenommen und zur Abtrennung von
Aggregaten 5 Minuten bei 13.000 U/min und 4°C zentrifugiert worden waren.
Die eingesetzte Konzentration von Tetrameren variierte je nach Tetramer zwi-
schen 2,5 und 5 pyg/ml, wobei fur die als Kontrolle verwendeten Influenza-,
CMV- und EBV-Tetramere eine Konzentration von 3 pg/ml ausreichte. In jedes
Well wurden 50 ul des Tetramer-Ansatzes gegeben und die Platte in den Kuhl-
schrank gestellt. Nach 30 Minuten Inkubation wurden die Zellen nochmals mit
150 pl Tetramer-Puffer gewaschen und in 150 pl Fix Solution (Tetramer Puffer
mit 1% Formaldehyd) fixiert. Bis zur Messung im Durchflusszytometer wurden

sie bei 4°C im Kiuhlschrank aufbewahrt.

2.6.6 Intrazellulare Zytokinfarbung

Wie in der Tetramer-Farbung wurden fur die intrazellulare Farbung Zellen aus
dem Elispot verwendet, die nach Zugabe von IL-2 (an Tag 15) an Tag 21 getes-
tet wurden. Der Versuch bestand aus einer Peptidstimulation und einer Zytokin-
farbung nach 6 Stunden Inkubation.

Die Triplikate aus dem Elispot wurden in Eppendorf-Réhrchen gepoolt, zentrifu-
giert (2000 U/min, 3 Minuten) und nach Entfernung des Uberstands in so viel
Kultiviermedium aufgenommen, dass je Test 100 ul der Zellsuspension in eine
96-Well-Platte gegeben werden konnte. Um zu verhindern, dass die T-Zellen
bei Aktivierung ihr IFNy abgeben, wurde GolgiStop-Solution verwendet. Sie
blockiert den intrazellularen Proteintransport, sodass die Zytokine im Golgi-
Apparat akkumulieren. Dadurch lassen sich aktivierte Zytokin-produzierende
Zellen im Durchflusszytometer besser detektieren. Der Ansatz aus GolgiStop
und Kultiviermedium in einer 1:1500-Verdinnung wurde auf mehrere Eppen-
dorf-Réhrchen verteilt und die fur die Stimulation bendtigten Peptide zugege-
ben. Pro Ansatz sollte eine Endkonzentration von 5 pyg/ml erreicht werden. Bei
Zugabe von 50 ul musste im Ansatz also die 3-fache Peptidkonzentration ent-

halten sein, da das Endvolumen im Well 150 ul war.
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Zusatzlich zu den Impfpeptiden gab es immer eine Negativkontrolle (HIV flr
HLA-Klasse | und Il) und eine Positivkontrolle (PMA 50 ng/ml und lonomycin
1 uM Endkonzentration). Nach Zugabe von Golgi-Stop und Peptiden wurden die
Zellen 3 Minuten bei 1500 U/min zentrifugiert, damit sie dicht beieinander lagen
und flr 6 Stunden in den Inkubator gestellt.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit anti-CD4- und anti-CD8-
Antikorpern gefarbt, permeabilisiert und im letzten Schritt mit Antikrpern gegen
verschiedene Zytokine gefarbt.

In jedes Well wurde 50 ul Tetramer-Puffer gegeben und die Zellen flr 5 Minuten
bei 1500 U/min und 4°C zentrifugiert. Die Platte wurde dann kraftig in einem
Ruck gestlrzt und auf Zellstoffticher gedruckt. Es folgte noch ein weiterer
Waschschritt mit 150 yl Tetramer-Puffer, bevor in jedes Well 50 pl des Ansat-
zes der gegen extrazellulare Strukturen gerichteten Antikdrper gegeben wurde.

Die FACS-Antikorper wurden in folgender Verdinnung verwendet:

CD4-FITC 1:100 eigene Herstellung

CD4-PE 1:75 BeckmanCoulter, AO7751
CD4-APC 1:70 BeckmanCoulter, IM2468
CD8-PeCy7 1:120 BeckmanCoulter, 737661

Nach 20 Minuten Inkubation im Kuihlschrank wurde jedes Well mit 150 pl
Tetramer-Puffer wie oben beschrieben gewaschen und dann die Zellen mit
100 pl/ Well einer Cytofix/Cytoperm Solution fur 20 Minuten permeabilisiert. Ab
dem nun folgenden Waschschritt wurde nur noch Permwash-Puffer (100 ul/
Well) verwendet, der im Gegensatz zum Tetramer-Puffer Saponin und Bovine
Serum Albumin enthalt. Die Zentrifugationsgeschwindigkeit wurde auf 1700
U/min erhoht (5 Minuten, 4°C). Zum Schluss wurden Antikdrper gegen IFNy in
einer Verdinnung mit Permwash Puffer zugegeben. Um weitere Informationen
uber die aktivierten T-Zellen zu erhalten