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Referat und bibliographische Beschreibung

Zielsetzung: In dieser Arbeit wurde der allogene T-Zell-Transfer als
immuntherapeutischer Ansatz zur Behandlung von Tumoren naher untersucht. Daflr
wurde zunachst das Bindungsvermogen von 7 verschiedenen Peptiden an HLA-A2
positive T2-Zellen udberpriaft und mit zwei verschieden Vorhersage-Algorithmen
(SYFPEITHI- und Bimas-Score) verglichen. Eine Stimulationskinetik der allogenen
T-Zellen aktiviert mit den verschieden gepulsten T2-Zellen wurde aufgenommen und
hinsichtlich peptidspezifischer Unterschiede untersucht. Zur Selektion peptidspezifischer
T-Zellen wurden zwei verschiedene Depletionsverfahren analysiert. AbschlieRend wurde
die Funktionalitat der depletierten T-Zellen Uberpruft.

Methoden: Anhand von in vitro Experimenten und FACS-Analysen wurde das
Bindungsvermdgen verschiedener Peptide an T2-Zellen, die Aktivierung von allogenen
T-Zellen mittels peptidgepulsten T2-Zellen und die Depletierbarkeit peptidspezifischer
T-Zellen durch zwei verschiedene Verfahren (IFN-y-Sekretionsanalyse und
aufeinanderfolgende Stimulationen unter Nutzung des AICDs) untersucht. Im
Granzym B-ELISpot wurde die Funktionalitat bzw. der Depletionseffekt Uberpruft.
Ergebnisse: Das gemessene Bindungsvermogen der verwendeten tumor- und
gewebespezifischen Peptide an die T2-Zellen korrelierte sehr gut mit dem SYFPEITHI-
(Korrelationskoeffizienten r=0,97) und geringer mit dem Bimas-Score
(Korrelationskoeffizienten r=0,66). Die Stimulationskinetik zeigte weder eine Peptid- noch
eine HLA-Haplotyp-Spezifitat. Das Stimulationsmaximum war nach 5 bis 6 Tagen
erreicht. Im Vergleich der beiden untersuchten Depletionsverfahren wurde ein grosserer
Depletionseffekt durch AICD-Depletion erzielt. Von den in dieser Arbeit untersuchten
Peptiden konnten flr das tumorspezifische Peptid 6 (aus EWS/FLI-1) und das
gewebespezifische Peptid 2 (aus CD79B) Hinweise auf eine peptidspezifische
Aktivierung gewonnen werden. Bezlglich des Nachweises der Funktionalitét der
depletierten T-Zellen im Granzym B-ELISpot konnte keine Peptidspezifitat nachgewiesen
werden.

Schlussfolgerung: Die Etablierung von peptidspezifischen Zellen vor dem Hintergrund

einer ausgepragten Alloreaktivitat ist dulRerst problematisch. Auch durch die in der Arbeit
vorgestellten Depletionsmethoden konnte keine ausreichend effiziente Trennung von
peptidspezifischen und alloreaktiven T-Zellen erreicht werden. Einige Ergebnisse
sprechen zwar fur die Generierung peptidspezifischer Zellen, dennoch konnte im

Granzym B-ELISpot keine peptidspezifische Aktivierung gezeigt werden.

Reinhardt, Kerstin: Subtraktive In-vitro-Immunisierungsstrategien zur Generierung
tumorspezifischer T-Zellen. Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2007
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1 Einleitung

Tumorerkrankungen gehoren derzeit zu den haufigsten Todesursachen; insbesondere in
den Industrielandern [Statistisches Bundesamt, 2004]. Deshalb kommt der Entwicklung
von Methoden zur Bekampfung maligner Erkrankungen durch ,konventionelle®
Therapien, wie der operativen Entfernung von Tumoren, der Strahlentherapie und der
Chemotherapie, eine grosse Bedeutung zu. Die Kombination verschiedener Therapien
und die stetige Optimierung dieser Therapien ermdglichen eine immer bessere
Behandlung der Tumorpatienten. Trotz eines optimalen Behandlungsschemas sind die
.konventionellen® Madglichkeiten haufig mit starken Nebenwirkungen und einer
unzureichenden Wirksamkeit verbunden. Daher besteht die Notwendigkeit alternative
Konzepte mit einer hohen Effizienz bei geringer Toxizitdt zu entwickeln. Eine
vielversprechende Methode ist die Immuntherapie, die besonders in den letzten Jahren
an Bedeutung, Entwicklung und Einsatz gewann. Ihr breites Anwendungsspektrum sowie
die erhoffte hdhere Spezifitat verbunden mit den geringeren Nebenwirkungen sind ihre

entscheidenden Vorteile.

1.1 Geschichte der Tumorimmunologie

Die moderne immunologische Tumortherapie begann Ende des 19. Jahrhunderts. Zu
dieser Zeit behandelte der New Yorker Chirurg William Coley die siebzehnjahrige
Freundin von John D. Rockefeller. Die junge Frau hatte sich ihre Hand verletzt, an
welcher sich eine Schwellung ausbildete. Die von Coley enthommene Biopsie ergab,
dass es sich um ein rundzelliges Sarkom handelte [Coley, 1891]. Zu dieser Zeit hatte die
Patientin bereits Metastasen. Sie verstarb wenig spater. Von diesem Schicksal ergriffen
publizierte Coley wenig spater in Annales of Surgery: ,Eine Erkrankung, die durch eine
unbedeutende Verletzung ausgelost wurde, kann eine Person in bester Gesundheit und
voller Lebensenergie befallen und auf heimtlckische, mysteridse Weise innerhalb von
wenigen Monaten das Leben kosten. Daher ist es wichtig, dariber nachzudenken und
weiter zu forschen.” [zitiert nach Coley, 1891].

Er selbst recherchierte samtliche Aufzeichnungen Uber die Krankheitsverlaufe von
Sarkompatienten [Coley, 1893]. Dabei musste er feststellen, dass sich nach operativer
Tumorentfernung zumeist ein schnell wachsendes Rezidiv entwickelte. Die wenigen,
erfolgreich ~ verlaufenden  Falle erkrankten haufig an einer fieberhaften
Infektionserkrankung. Anhand dieser Tatsache uberprifte er alle Unterlagen von
Sarkom- bzw. Karzinompatienten, welche in den letzten 15 Jahren im New York Hospital
und im New York Cancer Hospital behandelt worden waren. Dabei war ein Fall ganz

bemerkenswert: Ein 29 jahriger Mann wurde funfmal an einem immer wieder



rezidivierenden, rundzelligen Sarkom am Hals operiert. In der finften Operation war das
Sarkom nur partiell entfernbar. Die Prognose fur den Patienten wurde damals als sehr
schlecht eingestuft. Im weiteren Verlauf entwickelte der Patient eine schwere
Erysipelinfektion im Bereich der Wunde. Wahrend sich der Patient von dieser Infektion
erholte, verschwand das Sarkom vollkommen. Coley stellte Nachforschungen Uber
diesen Mann an und fand heraus, dass er auch 7 Jahre nach der Tumorremission
rezidivfrei geblieben war [Linehan et al., 1999].

Daran anlehnend recherchierte Coley alle verfugbaren Berichte Uber Tumorpatienten,
die ebenfalls an einem Erysipel erkrankt waren. Insgesamt fand er 38 Berichte. Bei
12 Patienten war die Tumorerkrankung vollig oder Uber viele Jahre verschwunden. Die
ubrigen Tumorpatienten zeigten zumindest eine Besserung ihres Krankheitszustandes
[Kienle & Kiene, 2003].

Coley schlussfolgerte, dass durch die Infektion eine Stimulation des Immunsystems
erfolgt sein musste, so dass die entarteten malignen Zellen zerstort werden konnten. Er
hatte damit die spontane Tumorregression entdeckt. Diese Beobachtungen berichtete
Coley seinem Mentor, Dr. Bull, und bat ihn um die Erlaubnis, Patientenversuche
durchflihren zu dirfen [Coley, 1906]. Mit dem Einverstandnis seines Mentors und dem
der Patienten begann Coley am 3. Mai 1891 mit seiner experimentellen Behandlung,
indem er den betroffenen Patienten Bakterientoxine in den Tumor injizierte. Dies war der

Beginn der Immuntherapie [Linehan et al., 1999].

1.2 Molekulare Grundlagen der Tumorimmunologie

Die Voraussetzung fir die Entwicklung immunologischer Therapien zur Bekampfung von
Tumoren sind Erkenntnisse Uber die Identifikation von Tumorantigenen, die
Antigenprasentation und den Mechanismus der T-Zell-Aktivierung sowie der daran

beteiligten Molekule. Nachfolgend sollen diese Grundlagen naher erlautert werden.

1.2.1 Tumorantigene

Fur die Entwicklung immunologischer Tumortherapiestrategien war der Nachweis und
die Identifikation von  Tumorantigenen eine wesentliche Vorraussetzung
[Boon & van der Bruggen, 1996]. Durch die Fortschritte in der molekularen Immunologie
und durch die Entwicklung von Methoden zur Detektion von Tumorantigenen sind bisher
eine Reihe von Tumorantigenen bzw. die entsprechenden T-Zell-Epitope fur einige
Tumoren gefunden und naher beschrieben worden.

Vergleicht man normale und maligne Zellen des gleichen histogenetischen Ursprungs,

finden sich qualitative und quantitative Unterschiede in der Expression bestimmter



Antigene [Van den Eynde & van der Bruggen, 1997]. Prinzipiell ist eine Einteilung in
tumorspezifische und tumorassoziierte Antigene maoglich. Wahrend tumorspezifische
Antigene nur von Tumorzellen exprimiert werden, finden sich tumorassoziierte Antigene
auch bei nicht entarteten Zellen (meist jedoch entweder in geringerer Expressionsstarke
oder nur in einzelnen Zelltypen). Die meisten bisher identifizierten Tumorantigene stellen
tumorassoziierte Antigene dar. Tumorspezifische Antigene sind hingegen eher selten.
Tumorantigene lassen sich in Abhangigkeit ihrer Expressionsspezifitat und ihrer Genese
in sechs verschiedene Kategorien einteilen. Zur ersten Gruppe gehéren Tumorantigene,
die durch Uberexpression eines kdrpereigenen Proteins hervorgerufen werden. Beispiele
daflr sind das CyclinD1 oder das HER-2/neu-Antigen, eine Rezeptortyrosinkinase, die
zu Uber 30% bei Ovarial- und Mammakarzinomen einen erhdhten Wert aufweist
[Van den Eynde & van der Bruggen, 1997; Disis & Cheever, 1998]. Die zweite Gruppe
der Tumorantigene beinhaltet Differenzierungsantigene, die nur von Genen bestimmter
Gewebetypen exprimiert werden. Eines dieser Antigene ist die von Melanozyten
exprimierte Tyrosinase [Van Pel et al., 1995]. Tumorantigene, die eine posttranslationale
Modifikation aufweisen, bilden eine weitere Gruppe. Dazu gehort z. B. das
MUC-1-Antigen, das in Mamma- und Pankreaskarzinomen vorkommt. Normalerweise
weist dieses Antigen viele Glykosylierungen auf, im Tumorgewebe ist es dagegen
unterglykosyliert [Van den Eynde & van der Bruggen, 1997]. Zur vierten Gruppe der
Tumorantigene gehdren die viralen Antigene bzw. viralen Onkogene. So ist
beispielsweise das E7-Protein des Humanen Papillomavirus (HPV) ein in
Zervixkarzinomen exprimiertes Onkogen [Van den Eynde & van der Bruggen, 1997].
Eine weitere Gruppe sind Antigene, deren Gene normalerweise nur in Keimzellen
exprimiert werden und folglich in nicht entartetem, adultem Gewebe nicht vorkommen
(mit Ausnahme des Hodens). Zu solchen Genen gehéren MAGE-1, MAGE-3 oder
BAGE, die in einer Vielzahl von Tumoren, wie Melanomen, Mamma- und
Pankreaskarzinomen, aktiviert werden [Chaux et al., 1999; Boon, 1993]. Zur letzten
Gruppe der Tumorantigene gehdren Antigene, die durch Mutation (haufig
Punktmutationen oder Genumlagerungen) entstanden sind. Sie kdnnen die Ursache flur
die maligne Entartung des Gewebes sein. Da sie nur von Tumorzellen exprimiert
werden, sind sie tumorspezifisch [Rosenberg, 1999; Lessnick et al., 1995]. Beispiele
hierfur finden sich insbesondere bei zahlreichen padiatrischen Tumoren, so etwa bei
Tumoren der Ewing-Tumor-Familie. Da diese Antigene fur die Arbeit von Bedeutung
sind, sollen sie im Folgenden naher erlautert werden.

Unter den Ewing-Tumoren werden das maligne Ewing-Sarkom des Knochens (der

zweithaufigste padiatrische maligne Knochentumor nach dem Osteosarkom), der



periphere primitive neuroektodermale Tumor (pPNET) sowie der Askin-Tumor
zusammengefasst [Lessnick et al., 1995]. Bei der Mehrzahl dieser Tumore ist eine
reziproke Translokation t(11;22) (924;912) nachgewiesen worden
[Mackall et al.,, 2000; Dockhorn-Dworniczak et al., 1994]. Durch diese Translokation
fusioniert die 5'Region von dem so genannten EWS-Gen auf Chromosom 22 mit der
3'Region des so genannten FLI-1-Gens auf Chromosom 11. Dabei ist die
aminoterminale Domane von FLI-1 durch einen Teil des EWS-Proteins ersetzt worden.
FLI-1 ist ein Bestandteil der Ets-Familie der Transkriptionsfaktoren. Diese ist durch das
Vorhandensein von einer 85 Aminosauren langen Domane definiert, genannt
ets-Domane, die eine sequenzspezifische DNA-Bindung vermittelt [May et al., 1993].
EWS kann in 2zwei funktionale Domanen unterteilt werden. Die A-Domane
(Aminosauren 1-82) kodiert die Region fur hochste Transformationsaktivitat, ist aber
gleichzeitig ein geringer Transkriptionsaktivator. Im Gegensatz dazu ist die B-Domane
ein starker Transkriptionsaktivator mit reduzierter Transformationsaktivitat. Das durch die
Translokation hervorgerufene EWS/FLI-1-Fusionsgen kodiert ein tumorspezifisches
Protein, welches als aberranter Transkriptionsfaktor agiert und infolgedessen einen
transformierenden Charakter aufweist [May et al., 1993].

Ebenfalls eine reziproke Translokation (1(2;13)(q35;q14)) weisen ca. 80% der alveolaren
Rhabdomyosarkome auf und exprimieren damit ein entsprechendes, tumorspezifisches
Fusionsprotein (PAX3/FKHR) [Mackall et al., 2000]. Dabei fusioniert PAX3 als
DNA-bindendes Protein mit der Transaktivierungsdomane von FKHR zu einem neuen

Transkriptionsfaktor.

1.2.2 Gewebespezifische Antigene

Gewebespezifische Antigene werden auf der Oberflache von Zellen eines bestimmten
Differenzierungszustandes exprimiert. Ein solches Antigen ist z. B. CD79, welches mit
seiner a- und B-Kette einen Teil des B-Zell-Rezeptors darstellt und spezifisch flr
B-Lymphozyten ist [Borst et al., 1996]. Ein anderes gewebespezifisches Antigen ist das
CD72, ein Differenzierungsantigen auf der Zelloberflache von B-Zellen. Dieses Antigen
kontrolliert die Proliferation und Differenzierung der B-Zellen
[Van de Velde et al., 1991; Kumanogoh et al., 2000].

Durch die Einfuhrung der DNA-Mikroarray-Analytik ist es inzwischen relativ leicht
moglich, das Genexpressionsprofil von Tumorzellen und normalen Vergleichsgeweben
zu bestimmen. Durch den Einsatz dieser Technologie liessen sich tumorspezifische

Genexpressionsprofile identifizieren, die zeigen, dass Tumore in der Regel das



Genexpressionsmuster ihres histogenetischen Ursprungs teilweise beibehalten
[Coulie et al., 1999; Staege et al., 2004].

1.2.3 Einsatzmoglichkeiten von tumor- und gewebespezifischen Antigenen

Die Mogichkeiten zur Nutzung von Tumorantigenen im Rahmen der Behandlung von
Tumorpatienten sind vielfaltig. Zum einen finden sie als Tumormarker in der Diagnostik,
Verlaufsbeurteilung und Prognose maligner Erkrankungen klinische Anwendung und
andererseits eignen sie sich zur Induktion einer adoptiven Immunantwort in der
Tumorimmunologie [Preuss et al., 2002].

Tumorspezifische Antigene, wie sie bei Tumoren der Ewing-Tumor-Familie und den
alveolaren Rhabdomyosarkomen vorkommen, entstehen durch eine Translokation an
der Fusionsstelle der beiden jeweils beteiligten Proteine. Dadurch werden
tumorspezifische Sequenzen gebildet [Mackall et al., 2000]. Der Nachweis der
korrespondierenden Onkofusionstranskripte wird fur diagnostische Zwecke bereits
routinemallig verwendet. Die durch die Fusion entstehenden tumorspezifischen
Peptidsequenzen stellen potentielle Zielstrukturen fur die Induktion tumorspezifischer
Immunantworten dar. Verwendet werden dabei an MHC-Molekule suffizient bindende
Proteinfragmente bestehend aus acht bis neun Aminosduren, die eine effektive
Immunantwort auslésen konnen [Lessnick et al.,, 1995]. Eine tumorspezifische
Immunantwort bzw. eine gesteigerte Tumorimmunitat kann dabei auf zwei
verschiedenen Wegen erreicht werden [Rosenberg, 1999]: Zum einen durch eine
adoptive  T-Zell-Immuntherapie (durch  Transfer von in vitro generierten
tumorspezifischen T-Zellen) und zum anderen durch eine therapeutische Impfung.

Auch gewebespezifische Antigene kénnen aufgrund des histogenetisch typischen
Genexpressionsmusters als Marker fur versprengte Tumorzellen verwendet werden. Die
Tyrosinase wurde als melanozytenspezifisches Antigen, welches auch von
Melanomzellen exprimiert wird, bereits erwahnt. Die Unterscheidung von histologisch
ahnlichen Tumoren mit Hilfe derartiger gewebespezifischer Marker stellt eine
wesentliche Bereicherung der Diagnostik dar. So gehoren die beiden oben erwahnten
Ewing-Tumore und Rhabdomyosarkome zu der Gruppe der so genannten ,klein-rund-
blauzelligen Tumore“, zu denen weiterhin Neuroblastome und teilweise
(lymphoblastische)  Lymphome  gerechnet  werden. Der Nachweis von
gewebespezifischen Antigenen, wie z. B. CD79, kann hierbei fur die Abtrennung der
letzten Gruppe hilfreich sein.

Gewebespezifische Antigene sind zudem in der immunologischen Tumorbehandlung

anwendbar, beispielsweise in der Therapie von B-Zell-Neoplasien. Hier hat die



Verwendung des chimaren Antikdrpers Rituximab gegen das B-zellspezifische CD20
bereits erfolgreich Einzug in die klinische Praxis gefunden [Bendandi & Longo, 1999]. In
der Therapie von Non-Hodgin-Lymphomen werden derzeit auch radiomarkierte
monoklonale Antikorper, die das CD20 Antigen auf der Oberflache von B-Zellen
erkennen, getestet [Goldenberg, 2001]. Dem Einsatz dieser Antigene fur die Induktion
von antigenspezifischen T-Zellen steht entgegen, dass diese Antigene auch auf
normalen Zellen zumindest einzelner Differenzierungszustande exprimiert werden, so
dass normalerweise Toleranz gegenuber diesen Antigenen besteht. Aktive Impfungen
sind daher nur bedingt zur Induktion hochaffiner T-Zellen geeignet. Die Stimulation
allogener T-Zellen mit anschlieBendem adoptivem Transfer konnte dieses Problem

jedoch umgehen (siehe unten).

1.2.4 MHC-Klasse-I-Molekiile

T-Zellen erkennen ihr Antigen auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen
(APCs) immer in Kombination mit Molekilen des Haupthistokompatibilitats-Komplexes
(MHC) [Loffler, 1999]. Aufgrund ihrer bevorzugten Existenz auf den Lymphozyten
werden diese Molekule beim Menschen auch als HLA-Molekile bezeichnet. Ein
HLA-Molekul, was bisher zu den am besten Untersuchten gehort und in der
mitteleuropaischen Bevdlkerung sehr haufig vorkommt, ist das HLA-A2-Molekil
[Bell, 1998].

MHC-Moleklle lassen sich entsprechend ihrer Struktur und Funktion in zwei Klassen
einteilen: MHC-Klasse-I-Molekile und MHC-Klasse-llI-Moleklile. Wahrend die
MHC-Klasse-II-Molklle ein symmetrisches Heterodimer bestehend aus einer a- und
B-Kette bilden und nur auf APCs exprimiert werden, befinden sich MHC-Klasse-I-
Molekule auf allen kernhaltigen Zellen [Fleuren et al., 1995]. MHC-Klasse-I-Molekule
sind heterodimere Glykoproteine, bestehend aus dem [2-Mikroklobulin und einer
polymorphen a-Kette [Stern & Wiley, 1994]. Die a-Kette von MHC-Klasse-I-Molekulen
lasst sich in drei Domanen unterteilen (a1, a2 und a3). Die a1- und a2-Domane bilden
die peptidbindende Struktur, die a3-Domane ist in der Membran verankert [Loffler, 1999].
Peptide, die von MHC-Klasse-l prasentiert werden, entstehen durch Proteolyse
intrazellular synthetisierter Proteine im Proteasom, vgl. Abbildung 1. Ein Proteasom ist
ein grofRer zylindrischer Komplex aus ca. 28 Untereinheiten, die in vier Ringen
Ubereinander gestapelt sind. Das Zentrum ist hohl und enthalt als wesentlichen
Bestandteil eine multikatalytische Protease. Die abzubauenden Proteine werden in das
Zentrum geleitet und dort zu Proteinfragmenten verarbeitet. Diese gelangen

anschlielend durch den TAP-1- und TAP-2-Transportkomplex in das endoplasmatische



Retikulum (ER), wo sie mit dem MHC-Klasse-I-Molekul zusammengesetzt werden
[Lankat-Buttgereit & Tampe, 1999; Uebel & Tampe, 1999]. Die Peptidbindung an die
MHC-Klasse-l-a-Kette 10st eine Konformationsanderung desselben Molekulls aus, die
dann eine Bindung mit dem p2-Mikroglobulin bewirkt, wodurch ein stabiler trimerer
Komplex entsteht [Germain & Margulies, 1993]. Bevorzugt werden Peptide bestehend
aus acht bis zehn Aminosauren gebunden. Die beladenen MHC-Klasse-I-Molekile
werden durch den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert [Gemsa et al., 1997], wo

das Antigen prasentiert wird.
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Abbildung 1: Antigenprozessierung bei MHC-Klasse-l in Anlehnung an [L6ffler, 1999]

Im Proteasom entstehen aus intrazellular synthetisierten Proteinen Peptide, welche durch den TAP-Transporter in
das ER gelangen. Dort werden sie mit dem MHC-Molekil zusammengesetzt und an die Zelloberflache
transportiert, wodurch eine Antigenprasentation mdglich ist.

1.2.5 Antigenprasentierende Zellen

APCs sind hoch spezialisierte Zellen und spielen eine entscheidende Rolle bei der
Vermittlung von Immunitat zwischen Antigen und Effektorzellen. Sie besitzen die
Fahigkeit, exogene Proteine aufzunehmen, in Peptide zu zerlegen und diese dann
gemeinsam mit MHC-Klasse-II-Molekulen auf ihrer Zelloberflache darzubieten (exogener
Weg der Antigenprasentation). Effektorzellen kbnnen somit aktiviert werden. Zu den so
genannten professionellen APCs gehdren insbesondere dendritische Zellen,
Makrophagen, Langerhans-Zellen der Haut und aktivierte B-Zellen [Gemsa et al., 1997].
Alle kernhaltige Zellen kénnen normalerweise auch Antigene auf ihrer Zelloberflache
prasentieren, indem endogene Peptide Uber den Klasse-I-Weg der Antigenprasentation
den T-Zellen prasentiert werden. Diese Fahigkeit kann jedoch, wie z. B. in Tumorzellen,
verloren gehen. Der humanen HLA-A2 positiven Tumorzelllinie T2 ist es nicht mdglich,
endogen synthetisierte Peptide auf der Zelloberflache zu prasentieren. Die Ursache ist

hierfur eine Deletion im MHC-Genbereich, welcher die dort lokalisierten TAP-Transporter



mit betrifft [Heemels & Ploegh, 1995]. Infolgedessen gelangen keine endogenen Peptide
in das ER und eine Bindung an MHC-Klasse-I-Molekule bleibt somit aus. Die daraus
resultierenden leeren MHC-Klasse-I-Moleklile werden zwar an die Zelloberflache
transportiert, konnen aber nicht stabil an der Membran verankert werden und
diffundieren in den extrazellularen Raum [Salcedo et al., 1994; Salter et al., 1985]. Die
leeren MHC-I-Molekule sind aber fahig, sich durch externe Zugabe von z. B. synthetisch
hergestellten Peptiden bei niedrigen Temperaturen zu stabilisieren, vgl. Abbildung 2. Bei
Erreichen einer suffizienten Bindung des Peptids an das MHC-Molekul ist dadurch eine
Antigenprasentation  mit  einer  entsprechenden  T-Zell-Stimulation = maoglich

[Jondal et al., 1996; Collins & Frelinger, 1998].
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Abbildung 2: T2-Zelle in Anlehnung an [Loffler, 1999]

Aufgrund einer Mutation kénnen keine TAP-Transporter gebildet werden, so dass eine Antigenprasentation der
endogenen Peptide nicht méglich ist. Extern hinzugefligte Peptide sind in der Lage an die leeren MHC-Molekiile
zu binden, diese zu stabilisieren und somit eine Antigenprasentation zu gewahrleisten.

1.2.6 Peptidbindungsvermogen

Bei der Analyse von Peptiden, welche naturlicherweise in MHC-Klasse-I-Molekulen
gebunden vorliegen, stellte man fest, dass sich diese Peptide eines gegebenen
MHC-Molekuls sowohl hinsichtlich der Aminosaurenlange als auch —sequenz relativ an
bestimmten Positionen ahnlich sind [Collins & Frelinger, 1998]. Diese Positionen und die
an diesen Positionen vorherrschenden Aminosauren unterschieden sich von MHC- zu
MHC-Molekul. Aufgrund von Strukturuntersuchungen geht man davon aus, dass die an
diesen so genannten Ankerpositionen sitzenden Aminosauren passgenau in Taschen
des entsprechenden MHC-Molekuls sitzen. Dadurch wird bedingt, dass einzelne

MHC-Haplotypen immer nur ein eingeschranktes Peptidspektrum prasentieren kdnnen.



Wie stark die Affinitat einzelner Peptide zu den verschiedenen MHC-Molekulen ist, kann
inzwischen relativ zuverlassig mit Hilfe von diversen Scores/Algorithmen anhand einer
computergestitzten Analyse der potentiellen Bindungseigenschaften vorhergesagt
werden. Dadurch ist auch eine Voraussage Uber die Bindung von synthetisch
hergestellten Peptiden (z. B. von TAA-Sequenzen) an APCs modglich
[Adams & Koziol, 1995; Buus, 1999]. Allerdings muss bedacht werden, dass eine
suffiziente Peptidbindung bzw. eine suffiziente Immunwirkung nicht garantiert werden
kann [Melief & Kast, 1995; Pelte et al., 2004].

Zwei Datenbanken, die in dieser Arbeit benutzt wurden, sollen nachfolgend naher
erlautert werden. Bei beiden handelt es sich um Punktsysteme (Scores), die anhand der
Aminosauresequenz das Bindungsvermdgen des Peptides an das MHC-Molekdl

berechnen konnen.

|. SYFPEITHI-Score:

In diesem Punktsystem erhalt jede schlecht bindende Aminosaure den Wert 1 und jede
optimal bindende Aminosauren den Wert 15. Jeder andere Wert zwischen 1 und 15 ist in
Abhangigkeit vom Bindungsvermdgen maoglich. Aminosauren, die in einer bestimmten
Position unvorteilhaft fur die Bindungskapazitat des Peptides sind, kdnnen auch negative
Werte annehmen. Zu beachten ist, dass verschiedene MHC-Klasse-I-Molekule
verschiedene Langen von Aminosaurenketten bevorzugen, z. B. bevorzugt HLA-A2
Nonamere. Der maximale Punktwert variiert zwischen den verschiedenen MHC-Allelen.
Fur HLA-A2 ist der maximale Punktwert 36 [Rammensee et al., 1999].

[I. Bimas-Score:

Bei diesem Punktsystem wird ein initialer Punktwert von 1 gesetzt. Fur jede weitere
Aminosaure wird dieser Punktwert mit einem Koeffizienten, spezifisch fur den
Aminosauretyp, der Position und dem HLA-Molekll, verrechnet. Dabei erhalten maRig
bindende Aminosauren einen Koeffizienten von weniger als 1, gut bindende einen
Koeffizienten von groRer als 1. Letztlich werden Nonamere und Dekamere mit 9,
Oktamere mit 8 multipliziert. Entsprechend dem HLA-Molekul wird der errechnete Wert

mit einer Konstanten multipliziert [Parker et al., 1994].

1.2.7 Apoptose

Der Begriff Apoptose oder auch programmierter Zelltod umfasst ein von der Zelle
aktiviertes Selbstzerstérungsprogramm. Dabei schrumpft durch Abbau, Degeneration

und anschlieRende Kondensation der DNS der Zellkern. Morphologisch sind Blaschen
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und Ausstllpungen an der Zytoplasmamembran sichtbar. Schlie3lich schniren sich
membranumschlossene Vesikel von der Zelle ab. In vivo eliminieren andere Zellen diese
Vesikel durch Phagozytose ohne eine Entzindungsreaktion zu induzieren. In vitro erfolgt
die Lyse der Apoptosevesikel [Buhling et al., 2000].

Die Apoptose ist ein lebenswichtiger Mechanismus aller Gewebe und auch des
Immunsystems, der eine Homodostase zwischen Leben und Tod bzw. Zellteilung und
-vernichtung im Organismus aufrechterhalt. Alte, verletzte, mutierte oder nutzlose Zellen
werden beseitigt bzw. spezifische Abwehrzellen oder neue Zellen werden gebildet. Eine
Immunantwort kann so beendet werden oder autoreaktive Zellen kdnnen beseitigt
werden. Eine Fehlregulation der Apoptose und damit eine Stérung des Gleichgewichtes
kann zur Entstehung von Autoimmun- oder Tumorerkrankungen flhren
[Lenardo et al., 1999].

Ausloser fur eine Apoptose kdnnen viele verschiedene Chemikalien bzw. physikalische
Bedingungen sein. Allerdings kann sie auch durch das gleiche Signal verursacht werden,
was unter anderen Bedingungen zur Aktivierung und Proliferation fuhren wirde. Dies
wird insbesondere beim so genannten aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) deutlich
[Vignaux & Golstein, 1994]. Es konnte gezeigt werden, dass aktivierte T-Zellen durch
Apoptose zugrunde gehen kdnnen, wenn sie nochmals aktiviert werden
[Green & Scott, 1994]. Tatsachlich lassen die bisherigen Daten auf eine signifikante
(ca. 20 bis 30%) Erhdhung der Apoptoserate von aktivierten Zellen nach Restimulation
schliel3en. Erfolgt dabei die Restimulation mit dem gleichen Signal, kommt es zu einem
vermehrten Zellsterben. Neben der Reizart scheint der Zeitraum zwischen der Primar-
und Sekundarstimulation eine entscheidende Rolle zu spielen. FACS-Analysen zeigten
das Erreichen des Maximum des AICDs nach 12 bis 18 Stunden erfolgter
Zweitstimulation [Kabelitz et al., 1993].

Beim Ablauf der Apoptose ist bisher die durch CD95 (auch als APO-1 bzw. Fas-Rezeptor
bezeichnet) vermittelte Apoptose am besten charakterisiert und untersucht worden
[Krammer, 2000]. Der Fas-Rezeptor, ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie, wird auf
aktivierten T-Zellen exprimiert und durch den TNF-ahnlichen Fas-Liganden, einem
Membranprotein, aktiviert. Bindet der trimere Fas-Ligand an den Fas-Rezeptor
(Monomer), bewirkt er die Bildung von Fas-Trimeren [Ju et al., 1999]. Der Fas-Rezeptor
besitzt an seinem zytoplasmatischen Ende eine so genannte Todesdomane, die Protein-
Protein-Wechselwirkungen vermittelt. Ihren Namen verdankt sie ihrer erstmaligen
Entdeckung in Apoptose-beteiligten Proteinen. Durch die Konformationsanderung
nahern sich mehrere Todesdomanen. Es bildet sich ein Komplex aus mehreren

Proteinen, den man auch DISC nennt. Mit diesem Komplex interagiert eine Reihe von
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Adapterproteinen, wie z. B. das Protein FADD. Dieses wiederum ftritt Gber eine zweite
Todesdomane (MORT1 oder DED) mit der Procaspase-8, d. h. der inaktiven Form einer
Caspase, in Wechselwirkung [Nagata, 1997]. Aggregierte Caspase-8-Molekile sind in
der Lage, sich gegenseitig zu aktivieren. Sie spalten sich autokatalytisch und setzen eine
aktive Caspasedomane frei. Diese kann dann die Caspase 3 aktivieren
[Huang & Crispe, 1993]. Die aktivierte Caspase 3 spaltet den Hemmstoff von CAD
(I-CAD). Somit wird CAD, eine caspaseaktivierte DNase, aktiviert und kann in den
Zellkern eindringen. Dort spaltet sie die DNA in Fragmente und fuhrt zur Apoptose
[Baumann et al., 2002].

1.2.8 Stimulation von zytotoxischen T-Zellen

CTLs konnen nach Aktivierung die Zellen, welche das entsprechende Antigen
prasentieren, lysieren [Collins & Frelinger, 1998]. Entsprechend werden in diesem Falle
die APCs als Zielzellen bezeichnet. Voraussetzung hierfur ist die spezifische Interaktion
zwischen dem Antigen-MHC-Klasse-I-Komplex auf der Oberflache der APCs mit den
Rezeptoren auf der T-Zell-Oberflache (MHC-restringierte T-Zell-Antigen-Erkennung).
Dabei kdonnen zwei Wechselwirkungen unterschieden werden: Die antigenspezifische
Interaktion zwischen dem T-Zell-Rezeptor (TCR) und dem MHC-Klasse-I-Molekul und
die Interaktion zwischen MHC-Klasse-I-Molekil und dem CD8-Dimer, welches als
Korezeptor agiert. Beide dieser Interaktionen sind als sehr schwach einzustufen
[Jones, 1998].

Fir eine optimale T-Zell-Antwort ist eine optimale Signalgebung erforderlich. Diese
besteht aus einer maximalen Antigenprasentation durch eine maximale Expression von
MHC-Klasse-I-Molekile auf den APCs, einem maximalen Bindungsvermogen der
Peptide bzw. der Antigene an MHC-Klasse-l, einer maximalen Expression von
relevanten Zytokinen und einer maximalen Kostimulation durch akzessorische Molekule
[Collins & Frelinger, 1998]. Durch letzere wird ein zweites antigenunabhangiges Signal
hervorgerufen, welches fur eine effiziente T-Zell-Aktivierung bendtigt  wird
[Gonzalo et al., 2001; Henry et al., 1999]. Das bisher am besten charakterisierte
kostimulierende Molekil ist das homodimere B7.1 (CD80)-Molekll exprimiert auf
professionellen APCs [Weng & Delisi, 1998]. Es gehort zu der Immunglobulin-
Superfamilie. Ebenfalls zu dieser Familie gehort das CD28-Molekul auf der T-Zell-

Oberflache, welches der Rezeptor fur das B7.1-Molekdl ist.
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Neben CD80/CD28 spielen bei der T-Zellaktivierung weitere kostimulatorische Molekule
eine wesentliche Rolle, wie beispielsweise Vertreter aus der Immunglobulin-Superfamilie
(ICOS/ICOS-Ligand-System) oder Vertreter aus der so genannten TNF(R)-Superfamilie
(CD27/CD70, CD30/CD30-Ligand, CD137/CD137-Ligand).

Empfangt eine T-Zelle nur ein kostimulierendes Signal, so findet in der Regel keine
Aktivierung statt [McNally & Welsh, 2002]. In Ausnahmefallen kann in Abhangigkeit vom
Signal eine limitierte Zellteilung, das Ausldosen von Effektorfunktionen oder Apoptose
maglich sein, vgl. Abbildung 3. Demgegenuber fuhrt eine Signalgebung nur durch das
Antigen zu einer Inaktivierung der T-Zellen in einen so genannten anergischen Zustand
oder sie werden apoptotisch [McNally & Welsh, 2002], wodurch eine T-Zell-Toleranz
gegenuber diesem Antigen erreicht wird [Chai et al., 1999; Gonzalo et al., 2001].

Erst das Vorliegen zweier Signale (Antigen und Kostimulation) bewirkt eine effektive
klonale Expansion immunreaktiver Zellen durch die gleichzeitige Synthese von IL-2
sowie der a-Kette des |L-2-Rezeptors, vgl. Abbildung 3. Der IL-2-Rezeptor besteht aus
drei Ketten, einer a-, einer - und einer y-Kette. Nicht aktivierte T-Zellen exprimieren nur
die B- und die y-Kette, wodurch der resultierende Rezeptor eine geringe IL-2-Affinitat
aufweist [Cerdan et al., 1995]. Erst mit der a-Kette, die im aktivierten Zustand exprimiert
wird, kann der Rezeptor IL-2 mit einer viel hoheren Affinitat binden. Das ermdglicht eine
Proliferation der T-Zellen mit dem identischen Antigenrezeptor sowie deren
Differenzierung zu bewaffneten Effektorzellen [Minami et al., 1993]. Danach fuhrt jedes
Zusammentreffen von T-Zellen mit dem entsprechenden Antigen 2zu einer
Effektorfunktion, d. h. eine Kostimulierung ist dann nicht mehr erforderlich. Die
Effektorfunktion bewirkt eine Lyse der Zielzellen durch Freisetzung von speziellen
kalziumabhangigen lytischen Granula. Eines der ausgeschutteten zytotoxischen Proteine
ist das Perforinprotein. Durch Einlagerung der Perforin-Molekule in der Membran der
Zielzelle werden Poren gebildet, die zum Einstromen von Wasser und Salze in Richtung
des osmotischen Gefalles in die Zielzelle fihren. Ein anderes ausgeschittetes Protein ist
Granzym B, das als Serinprotease bei der Auslésung der Apoptose in der Zielzelle
mitwirkt [Gudsmundsdottir et al., 1999]. Neben Perforinen und Granzymen setzen CTLs
im aktivierten Zustand auferdem noch Zytokine frei. Eines hierbei ist IFN-y
[Stout & Bottomly, 1989]. Dieses verursacht eine Vermehrung der peptidbeladenen
MHC-Klasse-I-Molekule und damit eine Wahrscheinlichkeitserhdhung der Erkennung
von Zielzellen durch CTLs. Zudem ist IFN-y bei der Aktivierung von Makrophagen von

Bedeutung.
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Abbildung 3: T-Zell-Aktivierung in Anlehnung an [McNally & Welsh, 2002]

Eine Stimulation der T-Zelle nur mit dem Antigen fuhrt zur Apoptose oder Anergie. Bei einer Stimulation durch
eine alleinige Kostimulation kommt es zur Apoptose oder zu einer limitierten Zellteilung bzw. einer
Effektorfunktion. Eine effektive Aktivierung von T-Zellen mit IL-2-Synthese, was zur Proliferation und
Differenzierung der T-Zellen mit Aufnahme von Effektorfunktionen fiihrt, ist erst durch eine Stimulation mit einem
Antigen und entsprechender Kostimulation moglich.

Wenn T-Zellen aktiviert werden, exprimieren sie das Antigen CD69 auf ihrer
Zelloberflache. Dieses Antigen ist ein Membranprotein, welches zur Familie der
C-Typ-Lektinrezeptoren gehort. Es gilt als eines der frihesten Aktivierungsmarker auf
der Zelloberflache dieser Zellen [Koh et al., 1999]. Mit Hilfe von CD69 ist es mdglich, die
Aktivierung durchflusszytometrisch zu messen. Bei der Aktivierung kommt es innerhalb
der ersten 24 Stunden nach Stimulation zu einer verstarkten Expression des TCRs und
dem Korezeptor CD8. Danach (bis zu 4 Tagen) folgt eine allmahliche Abnahme dieser
Oberflachenmolekile [Mamalaki et al., 1993]. Im weiteren Verlauf steigt wieder die
Anzahl der TCRs und der CD8 positiven Zellen [Huang & Crispe, 1993]. In dieser Phase
werden die Gene fir IL-2 sowie dessen Rezeptor CD25 induziert und es kommt zur
IL-2-abhangigen klonalen Expansion der aktivierten T-Zellen, die bis zu 7 Tage anhalten
kann. Das Maximum der Stimulation wird zwischen dem 5. und 6. Tag erreicht. Danach
differenzieren sich die aktivierten T-Zellen zu Effektorzellen, wodurch die APCs zerstort
werden. Durch den daraus resultierenden Antigenverbrauch bleibt eine weitere
Stimulation durch ein Antigen aus und die T-Zellen durchlaufen teilweise den

programmierten Zelltod (Apoptose). Ein geringer Anteil der CTLs scheint jedoch der
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Apoptose zu entgehen und sich in Gedachtniszellen zu differenzieren
[Opfermann et al., 2001].

1.3 Tumorimmunitat und Escape Mechanismen

Das Immunsystem hat die Aufgabe, den Organismus sowohl spezifisch als auch
unspezifisch insbesondere vor Infektionskrankheiten zu schitzen. Hierbei kommt der
Unterscheidung zwischen ,selbst* (Selbsttoleranz) und ,fremd“ eine besondere
Bedeutung zu. Dazu hat das Immunsystem zwei sich erganzende Strategien entwickelt.
Zum einen Uberprift es, ob auf der Oberflache der korpereigenen Zellen eine spezifische
Struktur vorhanden ist, die dann zur Inhibition der Immunantwort fuhrt. Fehlt diese
Struktur, wird die Zelle als ,fremd“ erkannt und eliminiert. Die dabei agierende
Effektorzelle ist die natirliche Killerzelle (NK-Zelle) [Karre, 1985]. Die andere Strategie
basiert auf der Erkennung von ,fremden“ Antigenen durch antigenspezifische
Rezeptoren in Form von Antikorpern oder von T-Zell-Rezeptoren der T-Zellen
[Davis & Bjorkman, 1988].

Die Fahigkeit des Immunsystems, korpereigene jedoch entartete Zellen zu zerstoren,
postulierten MacFarlene Burnet und Lewis Thomas in ihrer Theorie der
Immunudberwachung (,immune surveillance®) [Burnet, 1991]. Diese Theorie geht davon
aus, dass transformierte Zellen genetische Veranderungen aufweisen, die zur
Expression von modifizierten Peptiden bzw. Proteinen flhren und somit vom
Immunsystem als ,fremd” erkannt und zerstort werden. Trotz dieser Eigenschaft scheint
das Immunsystem haufig zu versagen. Eine erhdhte Tumorinzidenz kann auf ein
gestortes Immunsystem, wie z. B. durch eine medikamentds verursachte
Immunsuppression, Bestrahlung oder das Immunsystem beeintrachtigende Krankheiten
(Virusinfektionen, genetische Defekte), zurlckgefiihrt werden. Die drastisch erhdhte
Inzidenz von Tumorerkrankungen, insbesondere von malignen Lymphomen bei
HIV-positiven Patienten bzw. iatrogen immunsupprimierter Patienten steht im Einklang
mit dieser These.

Allerdings kdnnen auch Tumore ohne ersichtliche Ursache entstehen, beispielsweise
durch das progressive Wachstum einer einzigen transformierten Zelle, die sich der
Kontrolle des Immunsystems durch Unterwanderung der Immunantwort entzieht
[Brostoff et al., 1993]. Ein solches Versagen der immunologischen Effektorzellen bei der
Unterdrickung des Tumorwachstums ist moglich, wenn die entartete Zelle nur schwach
immunogen wirkt. Dieses so genannte ,Escape-Phanomen® kann durch verschiedene

Mechanismen ausgelost werden:
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1. Defekt in der Antigenprasentation durch Fehlen bzw. einer verringerten
Expression von MHC-Klasse-I-Molekulen, Defekt der TAP-Proteine, Fehlen von
tumorspezifischen Antigenen oder Fehlen von kostimulierenden Molekilen
[Rivoltini et al., 2002]

2. Defekt im T-Zell-Repertoire (Fehlen von T-Zellen, die spezifisch gegen
Tumorantigene reagieren) [Bodmer et al., 1993]

3. Ungleichgewicht zwischen Tumorwachstum und -zerstdrung zugunsten der
Tumorzunahme bzw. ein zu rasches Tumorwachstum, so dass der Tumor erst bei
einer nicht mehr supprimierbaren Grofle vom Immunsystem erkannt wird
(,sneaking through®) [Brostoff et al., 1993]

4. Aktive Suppression der Immunreaktion durch die Tumorzellen, z. B. durch
Sekretion von TGF-B, IL-10, Antikdrper- oder Antigenbildung [Heiss et al., 2001]

1.4 Aktuelle immunologische Strategien in der Tumortherapie

Seit den Anfangen der immunologischen Tumortherapie sind Uber 100 Jahre vergangen
und die Tumorimmunologie hat bemerkenswerte Fortschritte gemacht. Das Ziel der
immunologischen Tumortherapie ist es, Immundefizite in der Antigenprasentation und in
der T-Zell-Funktion zu reparieren, immunsuppressive Faktoren des Tumors zu umgehen
und die Immuntherapie im Hinblick auf die klinische Applikation und der Immunantwort
zu optimieren, damit krankhaft veranderte Zellen (Tumorzellen) spezifisch zerstort
werden kénnen. Zahlreiche Strategien in der experimentellen Immuntherapie wurden in
den vergangenen Jahren verfolgt. Vereinfacht kann man zwischen der

Zytokinbehandlung und der aktiven sowie passiven Immuntherapie unterscheiden.

1.4.1 Zytokintherapie

Zu den Zytokinen zahlt eine Vielzahl von verschiedenen Substanzen, die von vielen
Zellarten produziert werden. Biochemisch handelt es sich um Glykoproteine. Sie nehmen
als interzellulare Mediatoren eine wichtige Rolle in der Aktivierung, Wachstum und
Differenzierung von Zellen sowie in der Regulation des Ausmasses und der Art einer
Immunantwort ein [Abbas et al., 1996]. Diese Funktion nutzt man in der Therapie
diverser Tumorerkrankungen aus. Die Gentechnik ermoglicht dabei inzwischen die
Herstellung einer ausreichenden Menge von rekombinanten Zytokinen.

Ein sehr haufig verwendetes und bedeutendes Zytokin ist das Interleukin-2 (IL-2).
IL-2 wird von aktivierten T-Zellen produziert und fungiert als der wichtigste autokrine
Wachstumsfaktor fir T-Zellen, wodurch das Ausmass der T-Zell-abhdngigen

Immunantwort bestimmt wird. Die Anti-Tumorwirkung beruht auf der Stimulation von
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NK-Zellen und von CTLs [Dilloo et al., 1994]. Durch Wachstum und durch die Aufnahme
von Effektorfunktionen kommt es zur Zytolyse von Tumorzellen. Dabei kann IL-2 allein
oder verbunden mit einem adoptiven Zelltransfer in der Behandlung von Tumoren
verabreicht werden. Von Nachteil sind die toxischen Nebenwirkungen, da sehr hohe
IL-2-Mengen notwendig sind [Abbas et al., 1996].

Ein weiteres Zytokin ist der Tumornekrosefaktor (TNF). Der TNF spielt insbesondere bei
der unspezifischen Abwehr gegen gramnegative Bakterien eine Rolle. Hauptsachlich
Makrophagen und T-Lymphozyten reagieren auf die Lipopolysaccharide (Endotoxine) in
der Zellwand der Bakterien und setzen daraufhin TNF frei. Desweiteren ist eine
TNF-Produktion durch die T-Zellen mdglich, so dass TNF auch als Mediator der
spezifischen Immunitat agieren kann. TNF bewirkt eine Entziindungsreaktion, die je nach
Dosis lokal oder systemisch bis hin zum septischen Schock verlaufen kann
[Abbas et al., 1996]. Die TNF-bedingte Anti-Tumor-Wirkung erkannte William Coley
bereits im 19. Jahrhundert (siehe 1.1. Geschichte der Tumorimmunologie). Er nutzte sie
unbewusst in seiner Tumorbehandlung. Aufgrund der zahlreichen unerwinschten
Nebenwirkungen und der hochtoxischen Wirkung bei Einsatz der erforderlichen
TNF-Menge wird diese Art der Tumortherapie praktisch nicht mehr eingesetzt
[Kienle & Kiene, 2003].

Die Interferone (IFN) sind eine weitere Gruppe von Zytokinen. Sie kann man in
Typ-I- und Typ-lI-IFN einteilen, wobei sich die Typ-I-IFN in zwei serologische Gruppen
differenzieren lassen [Abbas et al., 1996]: Das IFN-a besteht aus ca. 20 verschiedenen,
strukturell ahnlichen Polypeptiden und wird vor allem von Makrophagen produziert. Das
IFN-B ist ein einziges Genprodukt und wird bevorzugt von Fibroblasten produziert. Die
IFN-Typ-lI werden wahrend einer Immunantwort gegen Antigene, insbesondere bei einer
viralen Infektion, produziert. Dabei wirken antigenaktivierte T-Zellen auf die
mononuklearen Phagozyten, die dann IFN synthetisieren. IFN hemmt die
Virusreplikation, indem ein antiviraler Zustand induziert wird (d. h. eine auf IFN
reagierende Zelle ist gegen eine Virusinfektion resistent); es hemmt die Zellproliferation,
es erhoht die Lysefahigkeit der NK-Zellen sowie der CTLs durch eine erhdhte
MHC-Expression, insbesondere von MHC-Molekulen der Klasse-I. Klinische Anwendung
in der Tumortherapie finden diese Interferone beispielsweise bereits bei der Behandlung
von Lymphomen [Abbas et al., 1996].

Typ-lI-IFN  hei3t auch IFN-y und ist ein homodimeres Glykoprotein. Die
IFN-y-Produzenten sind aktivierte NK- und T-Zellen. IL-2, welches ebenfalls bei
Aktivierung ausgeschuttet wird, bewirkt eine erhohte IFN-Ausschuttung. IFN-y zeigt

ahnliche Eigenschaften wie IFN des Typ-l; es induziert einen antiviralen Zustand, wirkt
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antiproliferativ und erhodht die Antigenprasentation durch vermehrte MHC-Expression,
allerdings im Gegensatz zum Typ | sowohl der Klasse-I- als auch der Klasse-II-MHC-
Molekule [Abbas et al., 1996]. Daher ist eine zellulare und humorale Immunantwort
verstarkt auslosbar. Aullerdem ist IFN-y ein starker Aktivator fur eine Vielzahl von Zellen
(mononukleare Phagozyten, neutrophile Lymphozyten und vaskulare Endothelzellen).
Durch direkte Wirkung auf T- und B-Zellen wird ihre Differenzierung induziert.
Insbesondere die verbesserte Antigenprasentation und damit verbunden das erhohte
Potential der zytotoxischen T-Zelllyse, aber auch die durch Aktivierung von
Makrophagen und NK-Zellen ausgelOste verstarkte zytotoxische Aktivitat kann zu einer
Anti-Tumor-Antwort fuhren.

Eine weitere wichtige Gruppe von Zytokinen sind die hamatopoetischen
Wachstumsfaktoren. Dazu gehéren der  Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierende Faktor (GM-CSF) und der Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor
(G-CSF). Beide dienen der Expansion und der Differenzierung von
Knochenmarkvorlauferzellen und sind in der Lage, die Tumorimmunitat zu steigern
[Ragnhammar, 1996; Burdach, 1991]. Zusatzlich werden sie auch bei der
Knochenmarktransplantation zur Reifung von Vorlauferzellen und bei einer
Chemotherapie verwendet, da sie die neutropenische Phase verkiirzen
[Abbas et al., 1996; Dranoff, 2002].

1.4.2 Aktive Immuntherapie

Unter einer aktiven Immuntherapie versteht man das aktive Auseinandersetzen des
Immunsystems des Patienten gegen seinen eigenen Tumor, was durch Anregung
unspezifischer oder spezifischer Immunreaktionen geschieht.

Eine unspezifische Immunstimulation kann man durch den Einsatz von Bakterien oder
Bakterienextrakten, wie sie z. B. bei Frihstadien von Harnblasenkarzinomen erfolgreich
eingesetzt werden, erzielen. Dabei wird Mycobacterium bacillus Calmette Guerin (BCG)
in den Tumor oder in unmittelbarer Nahe injiziert, wodurch eine lokale
Entzindungsreaktion mit Makrophagenaktivierung induziert wird, die die Tumorzellen
abtotet [Abbas et al., 1996].

Die einfachste Variante einer spezifischen Stimulation des Immunsystems ist die
Immunisierung mit toten oder attenuierten Tumorzellen [Turk et al., 2002]. Um die
Spezifitat der Immunantwort zu steigern, kann man auch tumorspezifische Peptide, die
entweder an APCs gebunden oder ungebunden sind, injizieren. Nachteilig sind hierbei

insbesondere eine nur ineffizient erreichbare Immunogenitat und die eingeschrankte
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Anwendbarkeit, da diese Art der Immunisierung von dem MHC-Haplotyp abhangig ist, an
dem das tumorspezifische Peptid gebunden wird.

Um die Tumorimmunogenitat zu verstarken kann man den Tumorzellen Adjuvantien aus
Bakterien, wie beispielsweise Corynebacterium parvum, BCG oder Haptene, wie z. B.
DNP, beifugen [Brostoff et al., 1993]. Allerdings sind dahingehende Bestrebungen
weitgehend erfolglos geblieben.

Eine andere Mdglichkeit ist die Verwendung von Hitzeschockproteinen. Diese werden
aus Tumorzellen isoliert und fungieren als Chaperone, d. h. als Transportmolekule fur
Antigenpeptide [Przepiorka & Srivastava, 1998]. Die APCs besitzen auf ihrer
Zelloberflache Rezeptoren, die spezifische Hitzeschockproteine mit dem Peptid
aufnehmen. Somit gelangt das Peptid Uber Antigenprozessierung an die Oberflache der
APCs und kann eine Tumorimmunogenitat vermitteln.

Ein in der letzten Zeit an Bedeutung gewinnender Ansatz bedient sich
gentherapeutischer Moglichkeiten. Unter Verwendung geeigneter Vektoren werden
mittels Transfektion oder Transduktion (z. B. mittels Retroviren oder Adenoviren)
bestimmte Gene in Zellen eingeschleust. Zum einen kann dadurch die Immunogenitat
gegenuber den Tumorzellen erhoht werden, indem Gene von kostimulierenden
Molekilen (z. B. das B7-Molekul) oder Zytokinen (z. B. GM-CSF oder IL-2) in das
Genom von Tumorzellen integriert werden. So kann der Gentransfer des B7-Molekuls
tumorspezifische T-Zellen aktivieren [Li et al., 1996]; die Einbringung des GM-CSF-Gens
induziert das Wachstum und die Differenzierung myelomonozytarer Zellen (insbesondere
von dendritischen Zellen), die als potente APCs fungieren
[Ragnhammar, 1996; Bendandi et al., 1999], und die Einbringung des IL-2-Gens ruft eine
gesteigerte Proliferation und Differenzierung der tumorspezifischen T-Zellen und
NK-Zellen hervor [Staege et al., 2004]. Andererseits sind so genannte ,Suizid-Gene*
oder Tumorsupressorgene (z. B. p53) in Tumorzellen etablierbar. Dabei hat das
»ouizid-Gen“ eine Prodrug-Funktion, d. h. erst durch Zugabe einer zweiten Substanz wird
die Tumorzerstorung ausgelost. Beispielsweise kann man die Herpes simplex Virus
Typ-I-Thymidinkinase in das Tumorzellgenom integrieren und exprimieren
[Heiss et al., 2001; Staege et al., 2003]. Eine Applikation des spezifischen Nucleosid-
Analogons Ganzyklovir bewirkt eine Tumorregression.

Wie wirksam und wie sicher die voran beschriebenen Methoden sind, wird derzeit noch
in Studien getestet. Eine Immunitat gegen Tumorzellen zu erzeugen, ist scheinbar nicht
das Problem. Fraglich ist nur, ob eine ausreichende Immunantwort gegen den Tumor
induziert werden kann, so dass es zu einer kompletten und lang anhaltenden Regression

kommt [Turk et al., 2002]. Kritisch dabei ist die Prasenz der potentesten Antigene nicht



19

nur auf der Oberflache der Tumorzellen, sondern auch auf nicht entarteten Zellen. So ist
eine verstarkte Tumorimmunitat haufig mit einem erhohten Risiko der Auslosung einer
Autoimmunreaktion verbunden, die sich auch gegen gesundes Gewebe richtet
[Rosenberg, 1999].

1.4.3 Passive Immuntherapie

Bei der passiven bzw. adoptiven Immuntherapie erfolgt die Tumorzerstérung durch eine
spezifische Immunzell- (zellular) oder Antikérpergabe (humoral). Letztere ist mit
monoklonalen und bispezifischen Antikérpern (AK) durchfihrbar.

Die monoklonale AK-therapie gehort zu einem der ersten klinischen Versuche zur
immunologischen Tumorbehandlung. Dabei werden AK gegen tumorspezifische
Antigene eingesetzt [Houghton & Scheinberg, 2000; Weiner, 1999]. Diese binden an die
Tumorzelle und |6sen so eine Komplement-vermittelte Lyse (CDC) oder eine
AK-abhangige Zytolyse (ADCC) aus. Jedoch bleibt haufig die Vernichtung der
Tumorzellen aus [Gemsa et al., 1997].

Fir eine effizientere Tumorlyse werden diverse zytotoxische Substanzen, wie
beispielsweise Radionuklide, Zytostatika, bakterielle und pflanzliche Toxine (so genannte
Immuntoxine), an tumorspezifische AK gekoppelt eingesetzt
[Kreitman, 1999; Cragg et al., 1999]. Als Radionuklide kommen (-Strahler mit geringer
Reichweite zum Einsatz. Neuere Versuche bevorzugen aufgrund der noch geringeren
Reichweite und verstarkten Energieemittierung a-Strahler. Durch Verwendung von
Chemotherapeutika an AK gekoppelt reichert sich das Medikament im Tumorgewebe an
und entfaltet dort seine Wirkung. Beide Strategien haben zwei wesentliche Vorzuge
[Heiss et al., 2001]: Zum einen ist eine Internalisierung nicht nétig und zum anderen
werden auch benachbarte Tumorzellen abgetétet, auch wenn sie antigennegativ und
damit schwierig immuntherapeutisch behandelbar sind. Ein sehr haufig verwendetes
Immuntoxin ist Ricin, ein Phytotoxin des Ricinus communis [Lugnier et al., 1980]. Nach
AK-Bindung an der Tumoroberflache gelangt das Konstrukt in die Tumorzelle, lagert sich
an Ribosomen an, hemmt die Proteinbiosynthese und zerstort dadurch die Tumorzelle.
Trotz der viel versprechenden Ansatze blieben bisher klinische Erfolge sehr begrenzt.
Insbesondere die ausgepragte genetische Instabilitat bzw. die Tumorheterogenitat, die
Produktion von neutralisierenden AK (die meisten AK entstammen Mausen und
induzieren daher nach Applikation in Patienten die Bildung von anti-Maus-AK) und der
erschwerte Zugang zu intratumoral gelegenen Tumorzellen sind als problematisch

anzusehen [Fleuren et al., 1995].
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Eine andere Mdglichkeit der AK-Therapie ist die Verwendung bispezifischer AK. Diese
bestehen aus zwei Antigen-Bindungsregionen mit unterschiedlichen Spezifitaten, die
man je nach Herstellung in Heterokonjugate und in Hybrid-AK unterteilen kann
[Renner & Pfreundschuh, 1995]. Heterokonjugate werden durch die chemische
Verbindung zweier verschiedener AK mit zwei verschiedenen Spezifitaten erzeugt.
Hybrid-AK entstehen durch somatische Fusion. Die bispezifischen AK kénnen mit der
einen Antigen-Bindungsstelle an die Tumorzelle und mit der anderen an einer
immunologischen Effektorzelle binden. Auf diese Weise konnen z. B. T-Zellen
(mit anti CD3, anti CD28) oder NK-Zellen (mit anti CD16) aktiviert und eine Tumorlyse
erreicht werden [Brostoff et al., 1993; Ockert et al., 1999]. Durch die zunehmende
Verwendung humanisierter Antikdrper verringert sich das Risiko einer Sensibilisierung
gegen z. B. Mausantigene. Der Einsatz von bispezifischen AK mit den vielfaltigen
Maglichkeiten zur Tumorlyse eroffnet ein neues Gebiet der experimentellen
Tumorbehandlung. In vitro Versuche und Tierversuche konnten eine deutliche Tumorlyse
zeigen [Renner & Pfreundschuh, 1995]. Dennoch gibt es einige Schwierigkeiten zu
uberwinden. Die AK-Produktion muss in Quantitdt und Qualitat ausreichend sein.
Ausserdem ist die in vivo Instabilitdt und die GroRRe der AK, die eine Penetration in das
Tumorgewebe erschwert, sehr schwierig. Ein therapeutischer Nutzen kann aufgrund der
sehr wenigen Studienergebnisse noch nicht eingeschatzt werden. Ungeachtet der
skizzierten Probleme finden inzwischen AK bei der Behandlung ausgewahlter
Tumorentitaten, teilweise mit ausgesprochen positiven Resultaten, umfangreiche
Anwendung. Neben den bereits oben erwahnten AK gegen CD20 (Rituximab) und
HER-2/neu (Trastuzumab) sind hier z. B. AK mit Spezifitdt fir CD33 (Gemtuzumab),
EGFR (Cetuximab) oder VEGF (Bevacizumab) zu nennen.

Bei der zellularen Immuntherapie werden autologe oder allogene Lymphozyten in vitro
gegen Tumorzellen stimuliert und expandiert, die dann wiederum dem Patienten
reinfundiert werden (adoptiver Transfer), um eine Tumorlyse auszulésen. Dies kann z. B.
durch IL-2 Applikation erreicht werden. Dazu werden PBMCs eines Patienten isoliert und
3 bis 5 Tage mit hohen Dosen IL-2 in vitro kultiviert [Brostoff et al., 1993]. Die daraus
resultierenden so genannten Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK-Zellen) werden bei
gleichzeitiger systemischer Gabe von IL-2 dem Patienten zurtck infundiert und bewirken
eine erhdhte, gegen den Tumor gerichtete Zytotoxizitat. Flir diesen Effekt sind vor allem
NK-Zellen verantwortlich. Sie unterliegen nicht der MHC-Restriktion und sind dadurch in
der Lage, Tumorzellen ohne vorhergehende Sensibilisierung zu lysieren. In vivo
Ergebnisse waren im Gegensatz zu den in vitro Ergebnissen eher enttduschend. In

klinischen Versuchen konnte bewiesen werden, dass aktivierte NK-Zellen im Vergleich
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zu den nicht aktivierten Zellen Tumore infiltrieren, aber nur eingeschrankt zirkulieren
konnen. Der entscheidende Punkt dabei scheint demnach die Anzahl der LAK-Zellen zu
sein, die den Tumor erreicht. Mdglicherweise ist die in vivo Wirkung auch von
Vermittlung durch T-Zellen abhangig. Hinzu kommt, dass die systemische Gabe von |L-2
zu ernsthaften Nebenwirkungen fuhren kann [Fleuren et al., 1995].

Tumorinfiltrierende Lymphozyten (so genannte TILs) weisen eine starkere Zytotoxizitat
als LAK-Zellen auf. Sie kénnen ex vivo durch IL-2-Gabe aus Lymphozyten im
Tumorgewebe generiert werden, welche dann wiederum dem Tumorpatienten
reinfundiert werden. Experimente belegen, dass so der Tumor zerstort werden kann und
immunologische Gedachtniszellen gegen diese Tumorzellen angelegt werden
[Fleuren et al., 1995]. Der Einsatz von tumorinfiltrierenden Zellen ist jedoch limitiert, denn
die Gewinnung einer ausreichend grofden Zellzahl ist durch die lange Antwortdauer sehr
schwierig. AuBerdem bedingen die benétigten IL-2-Dosen, die das Uberleben dieser
Zellen ermoglicht, eine erhohte Toxizitat [Heiss et al., 2001].

Ein weiteres Konzept basiert auf der Generierung antigenspezifischer T-Zellen. T-Zellen
spielen in der Tumorabwehr eine entscheidende Rolle [Turk et al., 2002]. Durch
Erkennen ihres spezifischen Antigens entwickeln sie sich zu Effektorzellen, die
antigentragende Zellen (z. B. Tumorzellen) lysieren bzw. Zytokine freisetzen kdnnen. In
klinischen Experimenten und Forschungsarbeiten zeigte sich, dass T-Zellen auch zur
getriggerten anti-Tumor-Antwort nach in vitro Generierung von tumorreaktiven T-Zellen
fahig sind. Somit erdffnete sich das Konzept, dass eine Veranderung der T-Zell-Antwort
durch Stimulierung gegen Tumorantigene ein fortschreitendes Tumorwachstum limitieren
und sogar eine Tumorzerstorung vermitteln kann [Burdach et al., 2000].

Neben der Generierung tumorreaktiver T-Zellen aus dem T-Zell-Repertoire des
Patienten werden aktuell Strategien auf der Basis allogener T-Zellen intensiv verfolgt.
Hierbei spielen insbesondere zwei Argumente eine entscheidende Rolle: Zum einen ist
das T-Zell-Repertoire des Patienten oft (bedingt durch die unterschiedlich lange
Koexistenz mit dem Tumor) nur eingeschrankt in der Lage gegen den autologen Tumor
zu reagieren. Zweitens erhofft man sich bei Einsatz allogener Zellen die Nutzung eines
so genannten Graft-versus-Tumor (GvT) -Effektes [Maris & Storb, 2005].

Der GvT-Effekt basiert auf den Beobachtungen in der Stammzelltransplantation (SCT).
Grundsatzlich ist eine SCT mit autologen und mit allogenen Zellen mdglich. Autologe
Stammzellen werden vom Patienten selbst, allogene Zellen einem HLA-identischen oder
kompatiblen verwandten oder nicht verwandten Spender entnommen. In klinischen
Studien an Leukamiepatienten zeigte sich, dass es bei einer autologen SCT zu keiner

nennenswerten Morbiditat und Letalitdat gekommen war. Jedoch traten wesentlich mehr
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Rezidive auf. Im Gegensatz dazu sank bei der allogenen SCT das Leukamierezidivrisiko
erheblich [Talmadge, 2003; Burdach, 1996; Grigg & Ritchie, 2004]. Fur diese
Tumorremission werden potente Donor-T-Zellen verantwortlich gemacht und wird auch
als Graft-versus-Leukemia (GvL) -Effekt bezeichnet. Der genaue Mechanismus bzw. die
Zielantigene dieses Phanomens sind bislang noch nicht geklart.

Neben diesen erwinschten GvL-Effekt steigt das Risiko der Behandlungsmorbiditat und
-letalitat durch die Zerstérung von nicht entarteten Zellen durch die Spenderlymphozyten
im Rahmen der so genannten Graft-versus-Host-Disease (GvHD) bei einer allogenen
SCT [Stauss, 1999]. Ausschlaggebend daflr ist, dass die Spenderlymphozyten nicht nur
das (gewulnschte) Tumorantigen, sondern auch andere Determinanten erkennen
kénnen, wie z. B. ein ,fremdes® HLA-Molekul. Das GvH-Risiko steigt mit zunehmender
Inkompatibilitat zwischen Spender und Empfanger, wahrend bei einer syngenen
(Spender und Empfanger sind eineiige Zwillinge) oder autologen Transplantation zwar
einerseits ein geringes GvH-Risiko besteht, aber andererseits die Haufigkeit eines
Rezidivs drastisch zunimmt.

Ahnliches trifft auch fur den allogenen bzw. autologen T-Zell-Transfer zu. Nur durch
Verwendung von allogenen Zellen als Effektorzellen kann eine ausreichend hohe Anzahl
von tumorreaktiven T-Zellen hergestellt werden, was eine vollstandige Tumorzerstérung
ermoglicht [Melief & Kast, 1995]. Daneben zeigen haufig T-Zellen von Tumorpatienten
aufgrund einer T-Zell-Toleranz gegenuber den Tumorantigenen eine eingeschrankte
immunologische Reaktionsfahigkeit. Untersuchungen konnten belegen, dass allogene
T-Zellen eine Immunantwort gegen Tumorzellen als Resultat einer GvT-Reaktion
auslosen konnen. Problematisch bei der Verwendung von allogenen T-Zellen ist, dass
die Spender-Lymphozyten auch nicht entartete Zellen im Sinne einer GvH-Reaktion als
Resultat der Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen angreifen und zerstoren. Die
GvH-Reaktion ist dabei umso starker ausgepragt, je geringer die genetische
Ubereinstimmung bzw. je geringer die HLA-Kompatibilitit zwischen Stimulator- und
Effektorzellen ist, vgl. Abbildung 4.
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Abbildung 4: Stimulation verschiedener T-Zellen mit einem tumorspezifischen Antigen

Die autologe T-Zelle zeigt eine Toleranz sowohl gegeniiber dem Peptid bzw Antigen als auch dem
HLA-A2-Molekil und infolgedessen nur einen geringen GvL- und GvH-Effekt. Die allogene HLA-A2 positive
T-Zelle erkennt das Neoantigen (GvL-Effekt) und weist dem HLA-A2-Molekiil gegeniiber eine Toleranz auf. Die
allogene HLA-A2 negative T-Zelle sieht das HLA-A2-Molekil und das Peptid als fremd an, wodurch eine hohe
peptidspezifische Aktivierung (GvL-Effekt) bei gleichzeitig hoher Alloreaktivitat (GvH-Effekt) erzeugt wird.

Wie oben aufgefiihrt stellen gewebespezifische Antigene (z. B. CD20) potentielle
Zielstrukturen fur eine Immuntherapie dar. So kodnnten beispielsweise T-Zellen mit
Spezifitat fur Antigene, welche nur in hamatopoetischen Zellen exprimiert werden, im
Zuge der Behandlung einer Leukamie die Resthamatopoese (die dann natirlich durch
eine allogene Transplantation ersetzt werden muss) des Patienten inklusive aller
Tumorzellen eliminieren. Bei erfolgreich allogen transplantierten Patienten gelang bereits
der Nachweis derartiger Zellen [Matsushita et al., 2006]. Bei der Generierung von
tumorreaktiven T-Zellen mit Spezifitdt fur gewebespezifische Antigene muss man
bedenken, dass solche Antigene auf allen Zellen einer bestimmten ,Sorte“ vorkommen,
d. h. sowohl bei nicht entarteten Zellen als auch bei entarteten Zellen. Daher ist das
autologe, aber auch das allogene HLA-kompatible T-Zell-Repertoire in der Regel nicht in
der Lage, diese antigentragenden Zellen zu erkennen. Sie sind tolerant gegenuber
diesen Antigenen und daher unfahig, eine Immunantwort zu induzieren (geringer
GvT-Effekt). Nur fur allogene T-Zellen, die nicht mit dem HLA-Typ der Stimulatorzellen
ubereinstimmen, ist das gewebespezifische Antigen ,fremd“ und kann somit erkannt
werden (hoher GvT-Effekt), vgl. Abbildung 5. Experimente zeigten, dass es mdglich ist,
mit allogenen, nicht HLA-Ubereinstimmenden T-Zellen allo-MHC-restringierte CTLs mit

Peptidspezifitdt zu erzeugen [Stauss, 1999].
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Abbildung 5: Stimulation verschiedener T-Zellen mit einem gewebespezifischen Antigen

Sowohl die autologe als auch die allogene HLA-Ubereinstimmende (HLA-A2 positive) T-Zelle zeigt aufgrund der
Antigentoleranz einen geringen GvL- und GvH-Effekt. Die allogene HLA-A2 negative T-Zelle erkennt das HLA-A2
positive Molekiil und das Peptid bzw. Antigen als fremd an (hoher GvL- und GvH-Effekt).

Eine Transplantation von tumorreaktiven T-Zellen, die eine intakte anti-Tumor-Antwort
ohne GvH-Reaktivitat aufweisen, konnte eine effektive Strategie in der Tumortherapie
sein. Eine Selektion von antigenspezifischen T-Zellen und eine Eliminierung der allo-
reaktiven T-Zellen einschlieBlich der NK-Zellen ist durch verschiedene
Depletionsverfahren moglich [André-Schmutz et al., 2002; Hartwig, 2002]. Zahlreiche
Versuche konnten den Vorzug einer solchen Depletion belegen. Dabei ist es allerdings
schwierig, eine ausreichende Selektion von antigen- bzw. peptidspezifischen T-Zellen
bei einem fur eine effiziente Tumorbehandlung ausreichenden GvT-Effekt zu erreichen
[Hummel et al., 2002; Koh et al., 1999].
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2 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Moglichkeiten zur Generierung allogener
peptidspezifischer T-Zellen, die als immunologische Effektorzellen potentiell in der
Tumortherapie im Sinne einer subtraktiven in vitro Immunisierung eingesetzt werden
konnen, zu untersuchen. Als Stimulatorzellen fungierten hierbei HLA-A2 positive
T2-Zellen. Durch externe Zugabe von Peptiden sind sie zu einer Antigenprasentation
fahig. Dabei ist das Mass der Antigenprasentation von dem Bindungsvermogen der
Peptide zu dem HLA-A2-Molekll abhangig. Fur die Experimente wurden verschiedene
tumorspezifische und gewebespezifische Peptide eingesetzt. Als Effektorzellen wurden
allogene T-Zellen verwendet, die in vitro mit den verschiedenen peptidgepulsten
T2-Zellen aktiviert wurden. Da die Frequenz von alloreaktiven T-Zellen im Vergleich zur
Frequenz peptidspezifischer T-Zellen Uberaus gross ist, wurden Methoden zur
Etablierung peptidspezifischer T-Zellen durch Depletion untersucht.

Folgende Aspekte wurden in dieser Arbeit bearbeitet:

1. Anhand von 7 verschiedenen Peptiden, welche man in tumorspezifische und
gewebespezifische Peptide unterteilen kann, sollte gezeigt werden, inwieweit
diese synthetisch hergestellten Peptide zur Bindung an HLA-A2 positiven
T2-Zellen fahig sind. Das Bindungsvermdgen wurde durchflusszytometrisch
(HLA-A2-Floureszenz) gemessen. Die Ergebnisse wurden mit 2 verschiedenen
Algorithmen (SYFPEITHI- und Bimas-Score) verglichen.

2. Allogene T-Zellen wurden mit verschiedenen peptidgepulsten T2-Zellen stimuliert
und anschliefend durchflusszytometrisch untersucht. Hierbei sollten mdgliche
peptidspezifische Unterschiede eruiert werden und eine Kinetik zur Optimierung
des Zeitpunktes flr weitere durchflusszytometrischen Messungen bzw. fir eine
Depletion dargestellt werden. Desweiteren wurde der Einfluss der
HLA-Zugehorigkeit der allogenen T-Zellen fur die Aktivierbarkeit der T-Zellen
untersucht.

3. Die verschieden stimulierten allogenen T-Zellen wurden depletiert. Anhand von
zwei Depletionsmdglichkeiten (IFN-y-Depletion und Depletion unter Nutzung des
AICDs) sollte der Depletionseffekt untersucht werden. Dabei wurde gepruft, ob
Depletionsunterschiede hinsichtlich der HLA-Kompatibilitat bzw.
HLA-Inkompatibilitat zwischen T- und T2-Zellen existieren und ob
peptidspezifische T-Zellen selektiert werden kénnen. Ferner wurde in einem

Versuch die Bedeutung von verschiedenen durchflusszytometrisch-messbaren
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Aktivierungsmarkern bzw. die Bedeutung von Primar- und Sekundarstimulation
bei der Depletion unter Nutzung des AICDs verifiziert.

. Zur Uberprifung der peptidspezifischen Aktivierung der durch AICD-Depletion
selektierten T-Zellen und damit verbunden zum Nachweis des Depletionseffektes
wurden diese auf die Fahigkeit zur peptidinduzierten Freisetzung von Granzym B
als Surrogatmarker fur Zytotoxizitat untersucht. Peptidspezifische Unterschiede

wurden gepruft.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Medium und Puffer

Als Zellkulturmedium wurde Iscove’s modified Dulbecco’s Medium (IMDM) von der
Firma Bio Whittaker (Heidelberg) verwendet. Das Medium wurde bei 4°C aufbewahrt.
Vor der Verwendung wurden folgende Komponenten zugesetzt:

e 5% reines humanes AB-Serum (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

e 100 U/ml Penicillin (Gibco-BRL, Eggenstein)

e 100 mg/l Streptomycin (Gibco-BRL, Eggenstein).
Als Waschpuffer wurde Dulbecco’s Phosphatpuffer (DPBS) ohne Kalzium und

Magnesium von der Firma Bio Whittaker (Heidelberg) benutzt.

3.1.2 Zellen

Periphere mononukleare Zellen (PBMCs) wurden aus dem Buffy Coat freiwilliger
Spender nach erfolgter Einwilligung mittels Ficoll-Gradientenzentrifugation gewonnen.
Die hierzu bendtigten Buffy-Coats wurden von der Blutbank der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg bereitgestellt.

Desweiteren wurden T2-Zellen verwendet. Diese humane HLA-A2 positive,
TAP-defiziente Tumorzellinie [Salcedo et al.,, 1994] war eine freundliche Gabe von
Dr. rer. nat. Gunter Richter aus dem Forschungslabor der Kinderklinik der Universitat
Halle-Wittenberg.

3.1.3 Peptide

Alle verwendeten Peptide wurden im Institut fir Biochemie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg dankenswerterweise durch Prof. Dr. rer. nat. Klaus Neubert hergestellt.
Dabei wurden die Peptide in je einem Zehntel des Endvolumens in DMSO gel6st und mit
autoklaviertem DEPC-Wasser auf eine Endkonzentration von 1 ug/ul eingestellt. Danach
wurde die Losung durch einen Filter mit der Porengrof3e von 0,2 um sterilfiltriert und bei
—80°C aufbewahrt. In Tabelle 1 sind die Antigene und die Aminosauresequenzen der

verwendeten Peptide aufgefuhrt.
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Tabelle 1: Verwendete Peptide

Peptide Antigen Sequenz
Peptid 1 PAX3/FKHR SPQNSIRHNL
Peptid 2 CD79B LLLLSAEPV
Peptid 3 CD79B ATYEDIVTL
Peptid 4 EWS/FLI-1 SYGQQSSLL
Peptid 5 EWS/FLI-1 SSYGQQNPSY
Peptid 6 EWS/FLI-1 QQNPSYDSV
Peptid 7 CD72 CLGVRYLQV

Peptid 1 entspricht der Fusionsregion des PAX3/FKHR-Neoantigens des alveolaren
Rhabdomyosarkoms. Peptide 4 bis 6 haben eine Aminosaurensequenz, die zu der
Fusionsregion des EWS/FLI-1-Neoantigens von Tumoren der Ewing-Tumor-Familie

homolog ist. Peptid 2, 3 und 7 sind B-zellspezifische Antigene.

3.1.4 Antikorper

Alle Antikérper, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 2 mit

Angabe ihrer Spezifitat, des Klones und ihres Fluorochroms aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

Spezifitat | Klon Spezies | Isotyp Flourochrom | Hersteller
Isotyp- G46-2.6 Maus lgG1 FITC PharMingen
kontrolle International
Isotyp- G46-2.6 Maus lgG1 PE PharMingen
kontrolle International
CD8 HIT8a Maus IgG1,kap | FITC Sigma

pa
CD69 L78 Maus IgG1 PE Becton Dickinson
CD25 2A3 Maus lgG1 PE Becton Dickinson
HLA-DR L243 Maus lgG2a FITC Becton Dickinson
HLA-A2 #0791HA Maus IgG unmarkiert One Lambda Inc.

FITC-gekoppelte polyklonale Ziege-anti-Maus-AK wurden ebenfalls von Becton-

Dickinson bezogen.
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Einwegmaterialien verwendet:

e Mikrotiterplatten

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

(12-, 24- und 96-well-Rundbodenplatten)

o Zellkulturflaschen
(50 und 250 ml)
e Zentrifugenréhrchen
(15 ml, 50 ml)
e Sterile Einmal-Pipettenspitzen
(100 und 1000 pl)
e Dispenser Pipetten
(1ml, 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)
e FACS Réhrchen

e Kryordhrchen

3.1.6 Geriate

Folgende Gerate wurden verwendet:
e FACScan
e Neubauer Zahlkammer
e Megafuge 1.0
e Mikroskop Axiovert 25
o Sterile Werkbank Hera Safe
e Kuhlschrank
e Gefriertruhe -80°C
e Brutschrank BBD 6220
e Vortex Genie 2

e Accu jet

3.2 Methoden

3.2.1

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Greiner bio-one, Frickenhausen

Eppendorf AG, Hamburg

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Becton Dickinson, Heidelberg

Nalgene, Rochester, USA

Becton Dickinson, Heidelberg
Braun, Melsungen

Heraeus, Osterode

Zeiss, Gottingen

Heraeus, Osterode

Liebherr Premium, Deutschland
Heraeus, Osterode

Heraeus, Osterode

Roth, Karlsruhe

Brand GmbH & CoKG, Bertheim

Allgemeine Zellkultur, Zellzahlbestimmung und Kryokonservierung

Alle Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit Kulturmedium bei einem Kohlendioxidgehalt
von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 95% im Brutschrank bei 37°C kultiviert. T2-Zellen

wurden hierbei aller 3 Tage subpassagiert, wobei gleichzeitig eine Versorgung mit

frischem Medium erfolgte. Bei langer dauernden Versuchen in Mikrotiterplatten wurden

die Zellen bei Bedarf durch Resuspension mit der Mikrotiterpipette aufgewirbelt. Nach
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einer Stunde (Zeit zum Absinken der lebenden Zellen) wurde der Uberstand vorsichtig
mit den darin enthaltenen Zelltrimmern abpipettiert und verworfen. Die Zellen in der
Mikrotiterplatte wurden mit frischem Medium suspendiert. Fur die Kultur von T-Zellen
wurden diese mit h-IL-2-haltigem Medium (10 U/ml) der Firma Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim) kultiviert und bis zu zweimal wodchentlich mit 50% frischem Medium
versorgt. Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefihrt.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in der Zahlkammer nach Neubauer. Dazu wurde die
Zellsuspension in die Zahlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden 16 Quadrate
(jeweils 4 Quadrate pro Quadrant) ausgezahlt. Da die Kammer eine Tiefe von 0,1 mm
besitzt, musste die Summe der ausgezahlten Zellen mit 10000 multipliziert werden, um
die Zellzahl pro ml zu erhalten.

Die langerfristige Aufbewahrung von Zellen erfolgte durch Einfrieren. Dazu wurden bis zu
10 Millionen Zellen nach Abzentrifugation in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in
Kryoréhrchen Uberfihrt. Das Einfriermedium bestand aus 90% FCS (Biochrom, Berlin)
und 10% DMSO (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen). Die kurzfristige Lagerung
wurde bei -80°C in der Tiefkuhltruhe, die langfristige Lagerung in flussigem Stickstoff
vorgenommen. Aufgetaut wurden die Zellen im Wasserbad. Nach Zentrifugation wurde

der Uberstand abpipettiert und die Zellen in Kulturmedium resuspendiert.

3.2.2 Isolierung mononuklearer Zellen

Als Quelle fur T-Zellen dienten PBMCs aus dem Rest-Blut (,Buffy Coat®) freiwilliger
Spender. Zur Gewinnung dieser Zellen wurden diese aus dem Rest-Blut Gber den
Dichtegradienten  mittels  Ficoll-Paque  plus  (Amersham)  separiert. Die
Ausgangszellpraparation wurde hierzu zunachst 1:2 mit DPBS verdinnt und auf die
Ficoll’'sche Losung uberschichtet (Verhaltnis von verdinntem Blut zu Ficoll ca. 3 zu 1).
Durch Zentrifugation (35 Minuten bei 1500 Umdrehungen/Minute [460 g] unter
Ausschaltung der Rotorbremse) sammelten sich die Lymphozyten und Monozyten in der
Interphase, die Erythrozyten und die Granulozyten sedimentieren durch den Gradienten
und die Thrombozyten bleiben im Uberstand. Die Interphase des Ficollgradienten wurde
abpipettiert und erneut zentrifugiert (15 Minuten bei 1000 rpm [205 g]). Durch Zugabe
von Kulturmedium wurde die Zellzahl auf etwa 3,5 Millionen/ml eingestellt (Zellzahlung

mittels Neubauer-Zahlkammer).

3.2.3 Pulsen von T2-Zellen mit Peptiden

Die T2-Zellen, welche sich im Kulturmedium befanden, wurden dreimal in 10 ml DPBS

gewaschen und zwischendurch jeweils abzentrifugiert (6 min bei 1000 rpm [205 g]).
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Danach wurden sie mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer auf 2 Millionen Zellen/ml
Kulturmedium eingestellt. Die Zellen wurden auf eine 24-well-Mikrotiterplatte mit einem
Volumen von jeweils 1800 pl pro well ausgesat. Darauf wurden jeweils 200 ul der
Peptidlésung bzw. der Kontrolle mit 10% DMSO gegeben. Als weitere Kontrolle wurden
reine T2-Zellen in Kulturmedium verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden dann ca.

18 Stunden bei Raumtemperatur (ca. 20°C) unter der sterilen Werkbank inkubiert.

3.2.4 Kokultivierung von T2-Zellen mit allogenen T-Zellen

Die mit Peptid gepulsten T2-Zellen bzw. die Kontrollzellen ohne Peptidpuls wurden mit
Mitomycin-C behandelt, indem pro well 2 ml Medium 50 pl einer 1 mg/ml konzentrierten
Mitomycin-C-Losung (Mitomycin-C-Pulver der Firma Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, in DPBS aufgel6st) dazugegeben wurden. Mitomycin-C ist ein Zellgift aus
Streptomyces caespitosus, welches durch Alkylierung der DNA zytotoxisch wirkt
[Abraham et al., 2006; Dellas, 2003]. Somit wird eine Proliferation dieser Zellen
verhindert und nur eine Antigenprasentation gewahrleistet. Nach Zugabe der
Mitomycin-C-Losung wurden die T2-Zellen bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert. Danach
wurde dreimal mit DPBS gewaschen, die PBMCs als Quelle fur T-Zellen hinzugefugt und
bei 37°C inkubiert. Hierbei war das Verhaltnis von PBMCs zu T2-Zellen etwa bei 2 bis 3
zu 1. In einem Kontrollansatz wurden keine T2-Zellen zugefugt, d. h. er bestand nur aus
den PBMCs.

3.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflussytometrie misst die Floureszenzeigenschaften von Zellen. Urspringlich
stammt diese Methode aus der Immunologie. Sie wird aber heute weit dariber hinaus
verwendet, da man jeden zellularen Parameter, der sich in Floureszenzintensitat
ausdrucken lasst, untersuchen kann [Darzynkiewicz et al., 1994]. Grundsatzlich wird die
Information pro Einzelzelle erfasst. Die Gesamtpopulation der untersuchten Zellen ist die
Summe dieser Einzelzellinformationen.

Das Messgerat besteht aus einem FlUssigkeitssystem, einem Laserlicht-Generator,
einem optischen System mit Messstrahl-Aufbereitung, Messkammer und
Emissionsstrahl-Bearbeitung. Die Zellen werden Uber ein Schlauchsystem aufgesaugt
und mit Druck in einem so genannten Mantelstrahl (,Sheath®) injiziert. Somit werden die
Zellen beschleunigt und hintereinander aufgereiht, damit sie einzeln in die Messkammer
gelangen [Radbruch, 2000]. Dort wird jede Zelle von dem Laserstahl getroffen und
zelltypspezifisch gestreut. Das gestreute Licht wird bei 180° (FSC) und bei 90° Streulicht
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(SSC) gemessen. Anhand der FSC erhalt man Informationen Uber die ZellgrofRe, die
SSC gibt eine Angabe uUber deren Granularitat.

Wenn man die zu untersuchenden Zellen mit einem Antikorper inkubiert, der einerseits
spezifisch fur ein Oberflachenantigen ist und andererseits mit einem Floureszenzfarbstoff
versehen ist, sind Marker-positive (floureszierende Zellen) von den Marker-negativen
(nicht floureszierenden Zellen) abgrenzbar. Am haufigsten sind die Antikdrper an FITC
(Floureszeinisothiozyanat) oder an PE (Phycoerythrin) gekoppelt.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Gerat konnte die Floureszenz in drei
Messbereichen, entsprechend der Farben Gelbgrin (FL-1), Orange (FL-2) und Rot
(FL-3), gemessen werden. Die Messwerte wurden digitalisiert und einem der
Messkanale zugeordnet. So wurden PE-markierte Zellen im Floureszenzkanal 2 erkannt,
FITC-markierte Zellen im Kanal 1 [Shapiro, 2003].

Fur jede Farbung wurden etwa 1 Million der zu untersuchenden Zellen bereitgestellt und
zentrifugiert. Dazu wurden 50 pl eines FITC-markierten AKs sowie bei einer
Mehrfachfarbung 50 pl eines PE-markierten AKs mit einer Konzentration von jeweils
20 pg/ml gegeben. Die Zellen inkubierten 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln (Kuhlschrank),
um eine stabile AK-Bindung zu erreichen. Die nach der Inkubationszeit nicht
gebundenen Antikérper wurden durch drei Waschschritte mit DPBS entfernt. Die Zellen
wurden dann in 1 ml DPBS aufgenommen und gemessen. Bei der Verwendung von dem
nicht markierten AK Anti-HLA-A2 wurde nach dem Waschen ein sekundarer FITC-
markierter AK zugegeben, der gegen den Isotyp des ersten AK gerichtet war. Die zweite
Inkubation erfolgte ebenfalls 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln. Nach dreimaligem
Waschen und Auffillen auf 1 ml DPBS wurden die Zellen durchflusszytometrisch
gemessen.

Da die Floureszenzmessung mittels Flowzytometrie eine relative Methode ist und fur das
Messgerat keine ,0-Floureszenz® existiert, wurden Negativkontrollen, so genannte
Isotypkontrollen, mitgefuhrt. Als Isotypkontrollen werden die Proben bezeichnet, die mit
einem nicht bindenden Antikorper gleichen Isotyps wie der spezifische Antikorper
versetzt wurden [Shapiro, 2003]. Dazu wurden der Maus 1gG1-PE-AK sowie der Maus
IgG1-FITC-AK verwendet.

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit den Computerprogrammen CELLQuest
(Becton-Dickinson, Heidelberg) und WinMDI (Verity, Topsham, ME, USA). Anhand der
GroRe und der Granularitat der Zellen lassen sich in einer ,Dot Plot* Grafik Punktwolken
fur Lymphozyten, T2-Zellen oder andere Zellen abgrenzen. Abbildung 6 =zeigt

exemplarisch die zellspezifische Lichtstreuung (FSC und SSC) von T2-Zellen.
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Abbildung 6: FSC-SSC Diagramm von T2-Zellen (Erklarung im Text)

Definierte man nun um die Punktwolke eine Region (wie in Abbildung 6 erkennbar), so
konnten die Zellen in dieser Region bzw. dem durch diese Region definierten logischen
,Gate“ spezifisch untersucht werden.

Ahnlich zeigten auch PBMCs eine spezifische FSC- und SSC-Lichtstreuung und waren

so eindeutig erkennbar und eingrenzbar, vgl. Abbildung 7.

Gate

FSC-H

Abbildung 7: FSC-SSC Diagramm der PBMCs (Erklarung im Text)

Die Verteilung der negativen und positiven Zellen (floureszierende und nicht
floureszierende Zellen) wurde ebenso im ,Dot Plot“ oder Histogramm ermittelt. Die
Expressionsdichte des entsprechenden Antigens wurde hierbei durch die Hohe der

Floureszenzintensitat reprasentiert.

3.2.6 Moglichkeiten der Depletion von Zellpopulationen

Derzeit stehen einige Methoden zur Verfugung, um aktivierte T-Zellen selektiv von
anderen Zellen zu trennen. Nachfolgend werden die zwei Methoden vorgestellt, welche
im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden.

Zum einen konnen die Zellen anhand ihrer IFN-y-Produktion getrennt werden. Aktivierte
T-Zellen setzen IFN-y fei. Durch die Zugabe eines IFN-y-spezifischen Antikdrpers (,Catch
Reagent®), welcher sich (ber einen gekoppelten Antikérper gegen ein

lymphozytenspezifisch exprimiertes Molekul an der Oberflache samtlicher Lymphozyten
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anheftet, werden die freigesetzten IFN-y-Moleklle gebunden und zellnah fixiert. Durch
einen PE-konjugierten IFN-y-spezifischen 2. Antikérper (,Detection Antikorper®) lassen
sich nun die IFN-y-produzierenden Zellen nachweisen und mit Hilfe von Anti-PE
MicroBeads magnetisch markieren. Gibt man die Zellen dann in ein magnetisches Feld,
verbleiben magnetisch markierte Zellen in diesem, unmarkierte Zellen kénnen das Feld
passieren. Somit ist eine Depletion der aktivierten IFN-y-produzierenden T-Zellen von
den restlichen nicht IFN-y-produzierenden Zellen moglich, vgl. Abbildung 8. Fir diesen
Versuch wurde ein Komplettanalysesystem der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch

Gladbach) verwendet und nach Anleitung benutzt.

Anti-PE
MicroBeads
®
IFN-y-Detection
0 Antikérper (PE?)
IFN-y s
" Y &
L , IFN-y-Catch
& Reagent ’
|
&
=] Aktivierte T-Zelle
&
on iy

Abbildung 8: IFN-y-Sekretionsanalyse (Erklarung im Text)

Eine weitere Depletionsmoglichkeit fur zytotoxische T-Zellen ist die Eliminierung
unerwunschter Zellen durch Nutzung des bereits oben genannten AICDs. Die bisherigen
Ergebnisse zeigten, dass die Zellen, auf die in relativ kurzer Zeit gleiche sich
wiederholende Stimuli einwirken, eine hohe AICD-Sensibilitat haben. In den reaktivierten
Zellen wird der AICD induziert und es kommt zu einer Zerstérung dieser Zellen
[Green & Scott, 1994]. Die jeweiligen Einzelheiten der Stimulationsabfolgen sind im

Ergebnisteil dargestellt.
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3.2.7 Nachweis zytotoxischer T-Zellen mittels Granzym B-ELISpot

Zur Quantifizierung der aktivierten Zellen stehen diverse experimentelle Untersuchungen
zur Verfugung. Der Granzym B-ELISpot beruht auf der Grundlage des ELISAs und bietet
die Moglichkeit, die Immunantwort spezifischer Lymphozyten nach Stimulation auf
Einzelzellebene zu quantifizieren. Spezielle Mikrotiterplatten wurden daflr mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen Granzym B beschichtet. Eine Inkubation der zu
testenden T-Zellen mit dem Antigen erfolgt direkt auf der Platte. Als Antigen wurden
hierbei peptidgepulste T2-Zellen bzw. mitgefuhrte Kontrollen verwendet. Erkannten die
T-Zellen das Antigen, so setzten sie Granzym B frei, das am Entstehungsort an die
Antikorperbeschichtung der Platte gebunden wurde. Gebundenes Granzym B wurde
dann durch einen Enzym-markierten AK unter Zugabe eines chromogenen Substrates
als so genannte ,Spots” sichtbar gemacht. Ein solcher ,Spot” entspricht einer einzelnen
reaktiven T-Zelle. Die Zahlung und Auswertung der ,Spots® erfolgte computergesteuert
mit Hilfe des KS Elispot Systems der Firma Zeiss (Version 4.4.35). Die Anzahl der
,Spots“ wurde als Mald fur die Reaktivitat der T-Zellen auf ein bestimmtes Peptid
interpretiert und erlaubte eine standardisierte Beurteilung. Fur diesen Versuch wurde das
.,Human Granzym B-Set‘ der Firma BD Bioscience (Heidelberg) verwendet. Die

Durchflhrung erfolgte nach Anleitung.

3.2.8 Internet-Programme

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Programme verwendet, um
HLA-Binungseigenschaften von Peptiden vorherzusagen:
1. Bimas: dieses Programm stand Uber das Internet zur Verfigung
(http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/) [Parker et al., 1994].
2. SYFPEITHI: dieses Programm stand ebenfalls Uber das Internet zur Verfigung
(http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm)

[Rammensee et al. 1999].

3. PAProc: dieses Programm wurde zur Vorhersage von
Prozessierungswahrscheinlichkeiten von Peptiden verwendet und stand ebenfalls
als Internet-Resource zur Verfigung (http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/)
[Nussbaum et al., 2001].
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4 Ergebnisse
4.1 Bindung von Peptiden an T2-Zellen

4.1.1 Punktwerte der Peptide

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Modellantigene
herangezogen, um Peptide aus diesen Antigenen fir Bindungsstudien bzw.
T-Zellstimulationen zu verwenden. Es wurden hierbei einerseits Antigene verwendet,
welche nur in Tumorzellen exprimiert werden (EWS/FLI-1, PAX3/FKHR). Diese
Antigene, welche als Folge reziproker Translokation exprimiert werden, sind streng
tumorspezifisch. Zusatzlich wurden zwei B-zellspezifisch exprimierte Gene (CD72 und
CD79) verwendet. Diese Antigene stellen Modelle fur gewebespezifisch exprimierte
Antigene dar. Im Gegensatz zu EWS/FLI-1 bzw. PAX3/FKHR finden sich diese Antigene
auch bei gesunden Personen, so dass gegen diese Antigene (bzw. Peptide aus diesen
Antigenen in Kombination mit autologen HLA-Molekulen) Toleranz erwartet werden
kann. Bei bekannter Sequenz kann die Starke der Bindung eines Peptids an das
MHC-Molekdl in silicio vorhergesagt werden. Um Peptide aus den genannten Molekulen
auszuwahlen, wurden die Aminosauresequenzen mit Hilfe des Programmes Bimas
analysiert und Peptide, welche die besten vorhergesagten Bindungswahrscheinlichkeiten
an HLA-A2 besitzen, ausgewahlt. Mit einem alternativen Programm (SYFPEITHI)
wurden die errechneten Bindungswahrscheinlichkeiten dberpruft. Zusatzlich wurde
mittels des Programmes PAProc analysiert, ob diese Peptide mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch das Proteasom generiert werden kdénnen. Nur Peptide, bei
denen neben einer hohen Bindungswahrscheinlichkeit auch eine hohe
Prozessierungswahrscheinlichkeit vorlag, wurden synthetisiert. Hierbei wurde fur die
genannten Fusionsproteine als weitere Bedingung gestellt, dass die Peptide die
Fusionsregion beinhalten sollten. Dabei errechneten sich im SYFPEITHI- und Bimas-
Score fur die verwendeten Peptide an das HLA-A2-Molekil folgende Punktwerte (zur

Bedeutung dieser Punktwerte siehe Erlauterungen unter Material und Methoden):
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Tabelle 3: Berechnete Punktwerte der Peptide an HLA-A2 im Bimas- und
SYFPEITHI-Score

Peptid SYFPEITHI-Score Bimas-Score
Peptid 1 13 0,139
Peptid 2 24 214,366
Peptid 3 27 8,953
Peptid 4 12 0,149
Peptid 5 8 0,004
Peptid 6 15 5,183
Peptid 7 21 140,328

Zur besseren Veranschaulichung sind die im SYFPEITHI- und dem Bimas-Score

errechneten Punktwerte der verschiedenen Peptide graphisch in den Abbildungen 9 und

10 dargestellt.
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Abbildung 9: Peptidbindungsvermoéogen nach SYFPEITHI-Score
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Abbildung 10: Peptidbindungsvermégen nach Bimas-Score

Anhand beider Algorithmen sind Peptid 2, 3 (aus CD79) sowie 7 (aus CD72) als gut an
das HLA-A2-Molekil bindend zu charakterisieren. Peptid 6 (aus EWS/FLI-1) weist noch
einen mafig hohen Punktwert auf. Die relativ geringen Punktwerte fur die Peptide 1 (aus
PAX3/FKHR) und 4 bis 6 (aus EWS/FLI-1) im Vergleich zu den anderen Peptiden
erklaren sich hierbei aus der Tatsache, dass flr diese Peptide die zur Analyse
verwendete Aminosaresequenz die Fusionsregion enthalten musste, so dass insgesamt
nur eine sehr geringe Zahl an Uberhaupt moglichen Peptiden analysiert werden konnte.
Es zeigte sich, dass fur HLA-A2 diese Fusionsproteine generell nur Peptide mit niedriger
Bindungswahrscheinlichkeit enthalten. Im Gegensatz zu EWS/FLI-1, fir welches auch
bei anderen HLA-Molekilen, sofern analysierbar, nur Peptide mit niedriger
Bindungswahrscheinlichkeit vorliegen, finden sich fir PAX3/FKHR Peptide sowohl mit
hoher Bindungs- als auch Prozessierungswahrscheinlichkeit fur andere HLA-Molekdle,
insbesondere HLA-B7 (Daten nicht gezeigt) [Van den Broeke et al., 2006].

4.1.2 Messung des Peptidbindungsvermogens

In Abhangigkeit des Bindungsvermdgens der Peptide an leere HLA-A2-Molekile von
T2-Zellen werden diese HLA-Molekule auf der Zelloberflache mehr oder weniger gut
stabilisiert, wodurch eine entsprechende Antigenprasentation gewahrleistet wird. Ein gut
bindendes Peptid stabilisiert so mehr HLA-A2-Molekile als ein schlecht bindendes.
T2-Zellen ohne Peptidzusatz vermogen die leeren HLA-A2-Molekule nicht an der

Zellmembran stabil zu binden, was zum Verlust der HLA-A2-Molekiile auf der
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Zelloberflache fuhrt. Das Mass der auf der Zelloberflache exprimierten HLA-A2-Molekile
ist durch Messung der HLA-A2-Floureszenz in FACS-Analysen moglich und erlaubt
Ruckschlisse auf das Peptidbindungsvermégen. Es wurden daher die synthetisierten
Peptide mit T2-Zellen inkubiert und anschlielRend die HLA-A2-Fluoreszenz dieser Zellen
mittels FACS analysiert. Da FACS-Messungen nur relative Ergebnisse sind, wurden
Vergleichsproben zur Verifizierung des Bindungsvermogens mit gemessen. Dazu
dienten die ungepulsten bzw. mit dem Lésungsmittel DMSO behandelten T2-Zellen. Die
Abbildungen 11 bis 14 zeigen auszugsweise die FACS-Messungen der T2-Zellen mit
einem laut Vorhersage gut bindenden Peptid (Peptid 2), einem schlecht bindenden
Peptid (Peptid 5), der Kontrolle (10% DMSO) sowie T2-Zellen ohne Zusatz. In der jeweils
linken Abbildung ist die HLA-A2-Floureszenzverteilung der verschieden gepulsten

T2-Zellen dargestellt. Jeweils rechts davon ist die dazugehorige Isotypkontrolle gezeigt.
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Abbildung 11: HLA-A2-Floureszenz der mit Peptid 2 gepulsten T2-Zellen
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Abbildung 12: HLA-A2-Floureszenz der mit Peptid 5 gepulsten T2-Zellen
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Abbildung 13: HLA-A2-Floureszenz der mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen
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Abbildung 14: HLA-A2-Floureszenz der nicht gepulsten T2-Zellen

Die mittlere Floureszenzintensitat (,Mean“) der mit floureszenzgekoppelten
HLA-A2-bindenden AK markierten T2-Zellen stellt ein Mal fur die Bindung der Peptide
an das HLA-A2-Molekul dar. Diese ist umso hoher, je groRer das Bindungsvermdogen der
Peptide ist. Da man davon ausgehen kann, dass auf ungepulsten T2-Zellen keine
Stabilisierung der HLA-A2-Molekile durch exogene Peptide erfolgt, entspricht deren
mittlere Floureszenzintensitat der basalen Expression von HLA-A2. Diese wird z. B.
durch Signalpeptide, welche nicht mittels TAP-Transportern in das ER transportiert
werden mussen, verursacht. Der Quotient aus der mittleren Fluoreszenzintensitat der
verschieden peptidgepulsten T2-Zellen und der mittleren Fluoreszenzintensitat der

T2-Zellen ohne Zusatz (N-facher Mean) ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15: N-fache Floureszenzintensitat verschiedener gepulster T2-Zellen bei T2=1

Fir die verschieden gepulsten T2-Zellen wurde aus den FACS-Daten die N-fache HLA-Floureszenz
berechnet, indem die jeweilige Floureszenz im Verhaltnis zur Floureszenz der ungepulsten T2-Zellen
gesetzt wurde.

Peptid 2, 3 (nahezu die doppelte Floureszenzintensitat) und 7 zeigten ein relativ hohes,
Peptd 6 mit der ca. 1,3-fachen Floureszenzintensitdt ein  maliges
HLA-A2-Bindungsvermogen. Peptid 1, 4, 5 sowie die Kontrolle mit 10% DMSO verhielten
sich ahnlich den T2-Zellen ohne Peptidzusatz.

Ob eine statistische lineare Korrelation zwischen den gemessenen Werten und den
beiden Vorhersage-Algorithmen vorliegt, wurde anhand des Korrelationskoeffizienten
uberpruft. Dabei errechnete sich ein Korrelationskoeffizient fur das gemessene
Peptidbindungsvermégen mit dem SYFPEITHI-Score von r=0,97 bzw. ein

Bestimmtheitsmass von r?=0,94 und mit dem Bimas-Score von r=0,66 bzw. r>=0,43.

4.2 Stimulation von allogenen T-Zellen mit T2-Zellen

4.21 HLA-A2-Zugehorigkeit der T-Zellen
Fir die folgenden Versuche wurden PBMCs HLA-A2 positiver und HLA-A2 negativer

Spender  verwendet. Durch  FACS-Messungen  unter  Verwendung von
HLA-A2-bindenden Antikorpern bzw. dazugehdrige Isotypkontrollen konnte anhand der
HLA-A2-Floureszenz die HLA-A2-Zugehorigkeit der Spender bestimmt werden.
Abbildung 16 zeigt ein Beispiel eines HLA-A2 negativen T-Zell-Spenders, Abbildung 17
eines HLA-A2 positven T-Zell-Spenders.
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Abbildung 16: FACS-Analyse eines HLA-A2 negativen T-Zell-Spenders
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Abbildung 17: FACS-Analyse eines HLA-A2 positiven T-Zell-Spenders

4.2.2 T-Zell-Kinetik
Peptidbeladene T2-Zellen sind in der Lage, als APCs fur CTLs (CD8-positive Zellen) zu

fungieren. Die T-Zellen erkennen das Antigen, werden aktiviert und exprimieren das
Oberflachenantigen CD69, welches durchflusszytometrisch gemessen werden kann.
Anhand der CD69-Floureszenz als Parameter der Aktivierungsrate konnte dadurch der
kinetische Verlauf der Stimulation von zytotoxischen T-Zellen verfolgt werden.
Abbildung 18 zeigt einen Ausschnitt der FACS-Daten. Dargestellt ist die CD8- und
CD69-Floureszenz im Verlauf vom 2. bis zum 9. Tag nach Stimulation von HLA-A2

negativen T-Zellen mit Peptid 6.
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Abbildung 18: T-Zell-Stimulationskinetik am Beispiel von Peptid 6

Am Beispiel der Stimulation von HLA-A2 negativen T-Zellen mit Peptid 6-gepulsten T2-Zellen wurde
das Stimulationsverhalten anhand der CD8- und CD69-Floureszenz im zeitlichen Verlauf analysiert.
Dazu wurden die mit Peptid 6 beladenen T2-Zellen mit HLA-A2 negativen T-Zellen inkubiert und
taglich ihre CD8- und CD69-Floureszenz gemessen.
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Um den kinetischen Verlauf der CD69-Expression von HLA-A2 negativen sowie HLA-A2
positiven T-Zellen mit den verschiedenen tumor- und gewebespezifischen Peptiden bzw.
den Kontrollen aufzuzeigen, wurde die CD8- und die CDG69-Floureszenz und
entsprechende Isotypkontrollen aller Proben vom Tag 2 bis Tag 7 taglich gemessen.
Zudem wurden die unstimulierten T-Zellen gemessen. Die Abbildungen 19 und 20
zeigen den zeitlichen Verlauf der Aktivierung der CTLs mit ausgewahlten Peptiden und
den Kontrollen. In Abbildung 19 ist die Stimulation der HLA-A2 negativen T-Zellen und in
Abbildung 20 die Stimulation der HLA-A2 positiven T-Zellen dargestellt. Die

unstimulierten T-Zellen sind jeweils mit O beschriftet.
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Abbildung 19: Stimulationskinetik von HLA-A2 negativen T-Zellen

In dieser Abbildung ist die Kinetik der Stimulation von HLA-A2 negativen T-Zellen mit ausgewahlten
Peptiden (Peptid 2, 5 und 6) und der Kontrolle mit 10% DMSO dargestellt. Mit 0 sind die nicht
stimulierten T-Zellen gekennzeichnet. Errechnet wurden diese Daten aus den taglich gemessenen
CD8- und CD69-Floureszenzen.
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Abbildung 20: Stimulationskinetik von HLA-A2 positiven T-Zellen

Diese Abbildung zeigt die Kinetik der Stimulation von HLA-A2 positiven T-Zellen mit ausgewahlten
Peptiden und Kontrollen.

In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass die unstimulierten T-Zellen eine sehr
geringe und im Verlauf sinkende CDG69-Floureszenz aufwiesen. Eine Stimulation der
T-Zellen mit den verschiedenen Peptiden gepulsten T2-Zellen bzw. auch mit den
mitgefuhrten Kontrollen (T2-Zellen gepulst mit 10% DMSO und ungepulste T2-Zellen)
fuhrte hingegen zu einem mehr oder weniger starken Anstieg in der CD69-Aktivitat. Ein
Stimulationsmaximum wurde am 5. bis 6. Tag erreicht. Danach war eine abfallende

CD69-Floureszenz messbar.

4.2.3 Peptidspezifische Unterschiede der T-Zell-Aktivierung

Das Mass der Aktivierung der T-Zellen ist von dem Peptid bzw. Antigen sowie von der
HLA-A2-Zugehorigkeit der T-Zelle abhangig. Je starker die Bindung der Peptide an die
T2-Zelle ist, desto starker ist die Antigenprasentation den T-Zellen gegenuber und umso
grosser ist die peptidspezifische Aktivierbarkeit. Neben der Aktivierung von
peptidspezifischen T-Zellen kommt es zu einer Aktivierung von peptidunspezifischen
T-Zellen, insbesondere im Sinne der Alloreaktivitat. Sie wird durch das Erkennen anderer
Determinanten, wie z. B. dem ,fremden“ HLA-A2-Molekul, hervorgerufen. Da die in den
Versuchen mitgefuhrten Kontrollen keine peptidspezifische Aktivierung erfahren konnten,

geben sie Uber das Mass der Alloreaktivitat Aufschluss. Daran anlehnend liess sich fur
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eine peptidspezifische Stimulation der zytotoxischen T-Zellen mit den vorgestellten
Peptiden im Vergleich zu der Alloreaktivitat (Stimulation mit T2-Zellen ohne Zusatz) eine
N-fache CD69-Aktivitat gemessen am Stimulationsoptimum berechnen und darstellen,
wodurch Schlussfolgerungen Uber die Etablierung von peptidspezifischen Zellen maglich

wurden, vgl. Abbildung 21.
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Abbildung 21: Peptidspezifische T-Zell-Aktivierbarkeit

Aus den gemessenen FACS-Werten der CD69 positiven CTLs stimuliert mit verschiedenen Peptiden
und Kontrollen wurde der Mittelwert aus den Daten der Stimulation am 5. und am 6. Tag gebildet. Der
dabei erhaltene Wert wurde durch den Mittelwert der mit ungepulsten T2-Zellen stimulierten T-Zellen
geteilt, um die N-fache CD69-Floureszenz zu erhalten. Jeweils lila sind die verschieden stimulierten
HLA-A2 negativen T-Zellen gekennzeichnet, dunkelrot die HLA-A2 positiven T-Zellen.

Vergleicht man die N-fache CD69-Floureszenz der HLA-A2 negativen T-Zellen mit der
N-fachen CD69-Floureszenz der HLA-A2 positiven T-Zellen, so ist eine starkere
Aktivierbarkeit der HLA-A2 negativen Zellen erkennbar. Die N-fache CD69-Aktivitat der
verschieden stimulierten HLA-A2 negativen T-Zellen unterschied sich demgegenuber nur
geringfugig untereinander. Im Vergleich zur Kontrolle (T2-Zellen mit 10% DMSO) zeigten
alle Peptide aul3er Peptid 7 eine hdhere Aktivierung. Bei den HLA-A2 positiven T-Zellen
war hierbei auffallig, dass Peptid 6 eine deutlich verstarkte N-fache CD69-Floureszenz
induzierte. Es war das einzige Peptid, welches eine hdohere CD69-Aktivitat als die
Kontrolle zeigte. Dies ist insofern beachtlich, da dieses Peptid von den echt
tumorspezifischen Peptiden die hdchste HLA-A2-Bindungskapazitat hat.

Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen, dass unter den gewahlten

Versuchsbedingungen mogliche peptidspezifische Effekte durch eine starke
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Alloreaktivitat Uberlagert werden, die, wie erwartet, bei HLA-A2-negativen Spendern
deutlich ausgepragter auftrat. Der Zielsetzung der Arbeit entsprechend wurde daher im
Folgenden untersucht, ob durch gezielte Depletion dieser Alloreaktivitat die

peptidspezifische von der alloreaktiven Antwort trennbar ist.

4.3 Depletion von T-Zellen

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden 2 alternative Depletionsverfahren erprobt.

4.3.1 Depletion mittels IFN-y-Sekretionsanalyse

HLA-A2 negative und HLA-A2 positive T-Zellen wurden primar mit einem unspezifischen
Reiz (T2-Zellen gepulst mit 10% DMSO) stimuliert, wodurch insbesondere alloreaktive
T-Zellen aktiviert wurden. Aktivierte T-Zellen produzieren und sezernieren |FN-y.
Es wurde untersucht, ob durch die immunomagnetische Markierung der
IFN-y-sezernierenden T-Zellen mittels MicroBeads diese eliminiert werden koénnen.
Die verbliebenen, nicht aktivierten T-Zellen wurden mit T2-Zellen und einem gut
HLA-A2-bindenden Peptid (Peptid 2) sowie mit einem schlecht HLA-A2-bindenden
Peptid (Peptid 5) bzw. zur Kontrolle mit T2-Zellen mit und ohne 10% DMSO erneut
inkubiert, vgl.Versuchsaufbau Abbildung 22.
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Abbildung 22: Versuchsaufbau zur IFN-+y-Sekretionsanalyse

Fir die IFN-y-Sekretionsanalyse wurden jeweils HLA-A2 negative und HLA-A2 positive T-Zellen
unspezifisch mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen stimuliert. Eine solche Stimulation aktiviert
besonders alloreaktive T-Zellen. Nach 5 Tagen wurden die Zellen mittels IFN-y-Sekretionsanalyse

depletiert. Nicht IFN-y markierte Zellen, d.h. nicht aktivierte Zellen, wurden mit verschieden gepulsten
T2-Zellen und Kontrollen erneut stimuliert.

FACS-Messungen wurden 5 Tagen nach der 2. Stimulation durchgefuhrt.
In Abbildung 23 ist die Anzahl der CD8 positiven Zellen unter den verschieden sekundar
stimulierten HLA-A2 positiven und negativen CTLs dargestellt. Als 0 wurden die

unstimulierten T-Zellen bezeichnet.
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Abbildung 23: Anzahl von CD8 positiven Zellen nach IFN-y-Depletion

Die Abbildung 23 zeigt die Anzahl der CD8 positiven Zellen der IFN-y-depletierten und erneut
stimulierten HLA-A2 positiven und negativen T-Zellen (siehe Versuchsaufbau Abbildung 22).

Im Vergleich zu den HLA-A2 negativen Zellen waren die HLA-A2 positiven zytotoxischen
Zellen nach Depletion und erneuter Stimulation zahlenmaRig weniger. Um Unterschiede
innerhalb einer HLA-A2-Zugehorigkeit genauer zu analysieren wurde fir jeden Ansatz
das N-fache im Vergleich zur CD8-Floureszenz der Zellen, die sekundar mit T2-Zellen

stimuliert wurden, errechnet, vgl. Abbildung 24.
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Abbildung 24: N-fache CD8-Floureszenz bei T2=1 nach IFN-y-Depletion

Die jeweiligen CD8-Floureszenzen wurden durch die CD8-Floureszenz der mit ungepulsten T2-Zellen
stimulierten T-Zellen dividiert, um die N-fache CD8-Floureszenz zu erhalten.



50

Es ist erkennbar, dass die hochste N-fache CD8-Aktivitdt durch die Stimulation mit
Peptid 2, welches nach den vorhergegangenen Untersuchungen gut an HLA-A2 bindet,
erreicht wurde. Dabei war diese CD8-Aktivitat bei den HLA-A2 negativen T-Zellen im
Vergleich zu den HLA-A2 positiven T-Zellen noch starker ausgepragt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass ein gewisser Depletionseffekt mittels
der IFN-y-Sekretionsanalyse erreicht wird. Zum Vergleich wurde ein zweites Verfahren

untersucht, welches nachfolgend erlautert wird.

4.3.2 Depletion durch aufeinanderfolgende Stimulationen (AICD-Depletion)
HLA-A2 negative bzw. HLA-A2 positive T-Zellen wurden mit T2-Zellen mit 10% DMSO

stimuliert und somit unspezifisch aktiviert (Alloreaktivitdt). Am darauffolgenden Tag
(< 24 Stunden) erfolgte die erneute Stimulierung durch T2-Zellen mit Peptid 2
(gut bindendes Peptid), mit Peptid 5 (schlecht bindendes Peptid) bzw. durch T2-Zellen
mit 10% DMSO und ohne Zusatz (nur T2-Zellen), vgl. Abbildung 25.

Unspezifische Stimulation
mit T2+10%DMSO

Aktivierung allo-
reaktiver T-Zellen

Stimulation Stimulation Stimulation Stimulation @
mit T2+Peptid 2 mit T2+Peptid 5 mit T2+10%DMSO mit T2

Abbildung 25: Versuchsaufbau 1 zur Depletion unter Nutzung des AICDs

Fir die Depletion unter Nutzung des AICDs wurden jeweils HLA-A2 negative und HLA-A2 positive
T-Zellen zunachst unspezifisch mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen stimuliert, welche besonders
alloreaktive T-Zellen aktivieren. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit verschieden gepulsten
T2-Zellen (T2-Zellen gepulst mit Peptid 2 und 5) und Kontrollen (T2-Zellen mit und ohne 10% DMSO)
restimuliert.

Die FACS-Messungen erfolgten 5 Tage nach der 2. Stimulation. Abbildung 26 zeigt die
Anzahl der CD8 positiven T-Zellen von insgesamt 20000 gezahlten Zellen in

Abhangigkeit von der Sekundarstimulation und der HLA-A2-Zugehdrigkeit der Spender.
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Abbildung 26: Anzahl von CD8 positiven Zellen nach AICD-Depletion

Die depletierten HLA-A2 negativen und positiven T-Zellen wurden mit Peptid 2 und 5 sowie mit
10% DMSO gepulsten T2-Zellen und mit ungepulsten T2-Zellen erneut stimuliert. Abbildung 26 zeigt
die Anzahl der CD8 positiven Zellen der jeweiligen Ansatze.

Abbildung 26 verdeutlicht, dass die HLA-A2 negativen CTLs nach Depletion im Vergleich
zu HLA-A2 positiven T-Zellen drastisch reduziert wurden.

Um den Depletionseffekt in Abhangigkeit der Zweitstimulation darzustellen, wurde die
CD8-Floureszenz des jeweiligen Ansatzes im Verhaltnis zu den Zellen, die sekundar mit

T2-Zellen ohne Zusatz stimuliert wurden, gesetzt (N-fache CD8-Floureszenz),
vgl. Abbildung 27.

N-fache CD8+
Floureszenz
(T2=1)

T2+P2 T2+P5 T2+10%DMSO T2

OHLA-A2- BHLA-A2+ ‘

Abbildung 27: N-fache CD8-Floureszenz bei T2=1 nach AICD-Depletion

Die jeweiligen CD8-Floureszenzen wurden durch die CD8-Floureszenz der mit nicht gepulsten
T2-Zellen stimulierten T-Zellen dividiert, um die N-fache CD8-Floureszenz zu erhalten.
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Bezuglich der Bedeutung der Zweitstimulation zeigen die HLA-A2 negativen Zellen im
Vergleich zu den HLA-A2 positiven Zellen hiernach deutliche Unterschiede auf. Die
N-fache CD8-Floureszenz der HLA-A2 negativen Zellen, die sekundar mit Peptid 2
stimuliert wurden, ist deutlich héher als in den anderen Ansatzen. Diese Beobachtung ist
vereinbar mit der durch die Stabilisierung von HLA-A2-Molekulen mittels Peptid
Erhéhung antigener Determinanten, die in HLA-A2 negativen T-Zellen aufgrund
fehlender Toleranz zur Aktivierung der Zellen fuhren kann. Zusatzlich zur Zahl CD8
positiver Zellen wurde die CD69-Floureszenz gemessen. Die mittlere
Floureszenzintensitat der CD8 und CD69 positiven Zellen wurde in Abbildung 28

dargestellt.

250+

200+

Mean 1501
(CD8+ und
CD69+) 1001

50

T2+P2 T2+P5 T2+10%DMSO T2

‘I:I HLA-A2- BIHLA-A2+ ‘

Abbildung 28: Mittlere Floureszenzintensitit der CD69 positiven CTLs nach AICD-Depletion

In dieser Abbildung sind fir die jeweiligen Ansatze die mittlere Floureszenzintensitat der CD69
positiven CTLs (CD8 positiv) berechnet worden.

Auffallig ist hier, dass die mit Peptid 2 sekundar stimulierten HLA-A2 negativen Zellen
eine deutlich hohere mittlere Floureszenzintensitat im Vergleich zu den anderen
Ansatzen aufwiesen. Eine ebenfalls hohe mittlere Floureszenzintensitat zeigten die
HLA-A2 positiven Zellen auf, die sekundar mit T2 mit 10% DMSO stimuliert wurden.

In einem weiterflhrenden Experiment sollten diese Ergebnisse in Abhangigkeit der
Bedeutung von Primar- und Sekundarstimulation naher untersucht werden. Dazu wurden
T-Zellen HLA-A2 negativer Spender primar mit T2-Zellen mit Peptid 2, Peptid 5, Peptid 6
und mit 10% DMSO stimuliert. Innerhalb von 24 Stunden erfolgte die Zweitstimulation,
indem pro Ansatz mit T2-Zellen mit Peptid 2, Peptid 5, Peptid 6 sowie mit 10% DMSO

sekundar stimuliert wurde, vgl. Versuchsaufbau Abbildung 29.
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Abbildung 29: Versuchsaufbau 2 zur Depletion unter Nutung des AICDs

Versuchsaufbau 2 zeigt ein weiterfihrendes Experiment zur Depletion unter Nutzung des AICDs.
Dabei wurden HLA-A2 negative T-Zellen am ersten Tag verschieden stimuliert (mit Peptid 2, 5, 6
sowie mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen). Am nachsten Tag wurden die verschiedenen Ansatze
jeweils erneut mit Peptid 2, 5, 6 und 10% DMSO gepulsten T2-Zellen restimuliert.
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Die CD8-, die CD69-, die HLA-DR-, die CD25-Floureszenz sowie die entsprechenden
Isotypkontrollen wurden 5 Tage nach der Sekundarstimulation gemessen. Abbildung 30
zeigt 4 Diagramme mit einer jeweils sich unterscheidenden Primarstimulation. In jedem
Diagramm ist anhand der Abszissenbeschriftung die Sekundarstimulation ablesbar.
Jeweils auf der Ordinate ist das N-fache der CD8 positiven Zellen dargestellt, wenn die
entsprechende Floureszenz im Verhaltnis zu den sekundar mit den T2-Zellen mit
10% DMSO stimulierten Zellen gesetzt wird.

Primérstimulation mit T2 + Peptid 2 Primarstimulation mit T2 + Peptid 5
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Abbildung 30: N-fache CD8+ Events (T2+10%DMSO=1) nach AICD-Depletion

Um die N-fache CD8-Floureszenz zu erhalten wurden fiir alle Proben die jeweiligen
CD8-Floureszenzen durch die CD8-Floureszenz der mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen stimulierten
T-Zellen dividiert. Die Ergebnisse wurden in vier Diagrammen dargestellt. In jedem Diagramm ist die
Primarstimulation anhand der Uberschrift erkennbar, die Sekundarstimulation anhand der jeweiligen
Abszissenbeschriftung.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Wirkung der Primarstimulation nicht mit der Wirkung der
Sekundarstimulation Ubereinstimmt. So wurde der grof3te Depletionseffekt bei einer
unspezifischen Primarstimulation, d. h. mit Peptid 5 und mit 10% DMSO gepulsten
T2-Zellen, unabhangig von der Sekundarstimulation erreicht. Bei genauerer Betrachtung
fallt bei beiden unspezifischen Primarstimulationen auf, dass eine Sekundarstimulation
mit Peptid 2 bzw. 6 die hochste N-fache CD8-Aktivitat bewirkte. Demgegeniber wurde
ein geringerer Depletionseffekt durch eine spezifische Primarstimulation (Stimulation mit
Peptid 2 und 6) unabhangig von der Sekundarstimulation (mit Ausnahme der
sekundaren Stimulation mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen) erzielt.
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Als Maly der Aktivierung existieren verschiedene durchflusszytometrisch messbare
Aktivierungsmarker, wie beispielsweise CD69, HLA-DR oder CD25. Um die einzelnen
Marker miteinander zu vergleichen, wurden bei allen Proben gleichzeitig die CD69-,
CD25- sowie HLA-DR-Floureszenz gemessen. Abbildung 31, 32 und 33 zeigen die
N-fachen mittleren Floureszenzintensitaten jeder Probe im Verhaltnis zur jeweiligen
Probe, die sekundar mit T2-Zellen mit 10% DMSO stimuliert wurde.
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Abbildung 31: N-fache mittlere Floureszenzintensitidt der CD69+ Zellen (T2+10%DMSO=1) nach
AICD-Depletion

Fir alle Ansatze ist die N-fache mittlere Floureszenzintensitat der CD69 positiven Zellen berechnet
worden. Dazu wurde die jeweilige mittlere CD69-Floureszenzintensitat durch die jeweilige mittlere
Floureszenzintensitdt der sekundar mit T2-Zellen gepulst mit 10% DMSO stimulierten T-Zellen
dividiert.




56
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Abbildung 32: N-fache mittlere Floureszenzintensitit der HLA-DR+ Zellen (T2+10%DMSO =1)
nach AICD-Depletion

Hier wurde anstelle von CD69 HLA-DR als Aktivierungsmarker eingesetzt und die N-fache
Floureszenzintensitat berechnet.

Priméarstimulation mit T2 + Peptid 2 Primarstimulation mit T2 + Peptid 5
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Abbildung 33: N-fache mittlere Floureszenzintensitit der CD25+ Zellen (T2+10%DMSO0=1) nach
AICD-Depletion

Anstelle von CD69 und HLA-DR ist auch CD25 als Aktivierungsmarker einsetzbar. Die N-fache
Floureszenzintensitat wurde wie in Abbildung 31 dargestellt berechnet.
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Die CD69-, HLA-DR- und die CD25-Floureszenz wiesen ein nahezu identisches
Verhalten in gleichen Ansatzen auf.

Eine unspezifische Primarstimulation, d. h. eine Stimulation mit T2-Zellen mit
10% DMSO sowie mit dem schlecht bindenden Peptid 5, und eine Sekundarstimulation
mit Peptid 2 erreichte einen mehr oder weniger signifikanten Unterschied. Eine
Sekundarstimulation mit Peptid 6 bewirkte hingegen kaum einen Unterschied im
Vergleich zu einer unspezifischen Sekundarstimulation. Stimulierte man nun primar mit
einem gut bindenden Peptid, wie Peptid 2 oder 6, wich die mittlere Floureszenzintensitat
aller Aktivierungsmarkern zwischen den einzelnen Proben nur geringflgig ab. Einzig die
Sekundarstimulation mit Peptid 5 wies eine erhohte Floureszenz aller

Aktivierungsmarker auf.

4.4 Zytotoxizitatsnachweis mittels Granzym B-ELISpot

Mittels ELISpot wurde die Freisetzung von Granzym B der unterschiedlich gepulsten und
durch frihzeitige Restimulation depletierten T-Zellen ermittelt. Als Antigen dienten dabei
die mit den entsprechenden Peptiden (Peptid 2, 5, 6 und 10% DMSO) gepulsten
T2-Zellen. Die wie aus Versuchsaufbau Abbildung 29 ersichtlich gewonnenen Zellen
sowie unstimulierte T-Zellen wurden am Tag 7 nach Zweitstimulation jeweils mit den
verschiedenen Antigenen (Peptid 2, 5 und 6 gepulste T2-Zellen) und Kontrollen
(T2-Zellen gepulst mit 10% DMSO bzw. nur Medium) inkubiert und die Freisetzung von
Granzym B gemessen. Zudem wurde als eine weitere Kontrolle die Granzym B-
Freisetzung durch verschieden gepulste T2-Zellen ohne T-Zellen gemessen. Bei allen
Ansatzen erfolgte eine Dreifachbestimmung.

Abbildung 34 zeigt die gemessenen Werte. In jedem Diagramm ist auf der Abszisse das
Antigen, d. h. mit Peptid 2, 5 und 6 gepulste T2-Zellen bzw. als Kontrolle kein Antigen
(Medium) und mit 10% DMSO gepulste T2-Zellen aufgetragen. Die Beschriftung jeweils
oben links gibt die verwendeten unterschiedlich stimulierten Effektor-T-Zellen (d.h. deren
Primar- und Sekundarstimulation) an. Als K ist die Stimulation mit T2 mit 10% DMSO

benannt. Die nicht stimulierten T-Zellen wurden im Diagramm mit 0 gekennzeichnet.
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Abbildung 34: Zytotoxizitdtsnachweis

Diese Abbildung zeigt die Ergebnisse des Zytotoxizitdtsnachweises. Jeweils oben links ist die Abfolge
der Stimulationen angegeben (erste Nummer oder Buchstabe gibt die Primarstimulation an, zweite die
Sekundarstimulation). Als K ist die Stimulation mit 10% DMSO gepulsten T2-Zellen gekennzeichnet,
mit O die unstimulierten T-Zellen. Die Abszissenbeschriftung gibt jeweils das Antigen an.

Die T-Zellen, die nicht stimuliert wurden, zeigten nach Inkubation mit den verschiedenen
Zielzellen nur eine sehr geringe Freisetzung von Granzym B. Die verschieden gepulsten
T2-Zellen ohne Zugabe von Effektorzellen setzten kein nachweisbares Granzym B frei
(nicht dargestellt). Dagegen steigerte eine Kokultivierung der allogenen T-Zellen mit den
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verschieden gepulsten T2-Zellen die Granzym B-Freisetzung nach Inkubation mit allen
Zielzellen.

In allen Ansatzen zeigten die verschieden stimulierten Effektorzellen gegeniber dem
Medium (kein Antigen) die geringste Aktivitat. Bei Anwesenheit eines Antigens
(peptidgepulste und DMSO-gepulste T2-Zellen) stieg hingegen in allen Proben die
Granzym B-Aktivitat. Dies spricht fur das Vorhandensein alloreaktiver Zellen trotz
Depletion. Vergleicht man die Zytotoxizitaten miteinander, so konnte keine
uberzeugende Korrelation mit der Primar- bzw. Sekundarstimulation bzw. eine
Peptidspezifitat festgestellt werden. Zwar war nach zweimaliger Stimulation mit
T2-Zellen, welche entweder mit 10% DMSO oder mit einem schlecht bindenden Peptid
(Peptid 5) primar gepulst und sekundar mit 10% DMSO gepulst worden waren (Ansatze
K-K* bzw ,5-K*), kaum noch Aktivitat nachweisbar und nach zweimaliger Stimulation mit
dem gleichen Peptid (Ansatze ,2-2%, ,5-5" und ,6-6“) war die Aktivitdt gegenuber diesem
Peptid geringer im Vergleich zu den anderen Peptiden (am ausgepragtesten bei
Peptid 6). Jedoch zeigte beispielsweise der Ansatz ,2-K* keine Spezifitat fir Peptid 2,
wie dies bei Depletion alloreaktiver Zellen zu erwarten ware. Vergleicht man die Werte
der Ansatze, in welchen bei der 2. Stimulation mit DMSO-gepulsten Zellen stimuliert
wurde miteinander (Ansatze ,2-K“, ,5-K“ ,6-K* und ,K-K“), so fallt auf, dass jeweils in
den Ansatzen, bei welchen gut bindende Peptide (Peptide 2 oder 6) zur
Primarstimulation verwendet wurden, die Aktivitat hoher war. Gleiches gilt auch fir die
Ansatze, bei welchen die 2. Stimulation mit dem schlecht bindenden Peptid 5
durchgefuhrt worden war (Ansatze ,2-5 bis ,K-5%). Somit scheint hier eine Korrelation
zwischen Bindungs- und Stimulationsfahigkeit in der Primarstimulation bei geringer

Peptidspezifitat der stimulierten T-Zellen vorzuliegen.
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5 Diskussion

Mit zunehmender Kenntnis Uber die molekularbiologischen Grundlagen der
Immunabwehr und den sich daraus ergebenden Moglichkeiten, diese zu beeinflussen,
eroffneten sich in den letzten Jahrzehnten verschiedene immuntherapeutische
Strategien zur Tumorbekampfung. Voraussetzung dieser Immuntherapieansatze ist die
Antigenitat des Tumors, die auf vielfaltige Weise durch Manipulation der Tumorzellen
oder des Immunsystems gesteigert werden kann. Insbesondere hat hierbei der Einsatz
von zytotoxischen T-Zellen einen besonderen Stellenwert. Durch Stimulation der
T-Zellen mit Tumorantigenen soll eine gezielte Abwehrreaktion gegen Tumorantigene
ausgelost werden. Dabei ist der Einsatz von allogenen T-Zellen fur den adoptiven
T-Zell-Transfer ein vielversprechender Ansatz. Die entscheidenden Vorteile sind dabei,
dass eine mdgliche eingeschrankte Reaktionsfahigkeit der T-Zellen, Uber die die
Tumorpatienten haufig verfligen, umgangen wird und dass eine ausreichende Zellzahl
von tumorreaktiven T-Zellen erreicht werden kann. In vielen Experimenten konnte eine
spezifische Immunantwort gegen diverse Tumorzellen, z. B. bei Melanomen, induziert
werden [Scheibenbogen et al., 2002]. Obwohl mehrfach eine Anti-Tumor-Aktivitat der
T-Zellen in vitro bewiesen wurde, waren bisher die in vivo Versuche ohne
durchschlagende Erfolge.

Um eine effektive Tumortherapie durch allogenen T-Zell-Transfer uberhaupt zu
erreichen, mussen bestimmte Kriterien erfullt werden:

1. Die Antigene bzw. die Peptide, die zur Stimulation von allogenen T-Zellen
verwendet werden, miussen auch von dem Tumor des Patienten prasentiert
werden.

2. Die Antigene mussen suffizient von APCs prasentiert werden.

3. Es muss eine suffiziente immunologische Reaktionsfahigkeit der T-Zellen gegen
das Antigen gewahrleistet sein.

4. Eine GvH-Reaktion muss verhindert werden.

Als Antigene wurden in der vorliegenden Arbeit 7 verschiedene Peptide, die man
prinzipiell in tumorspezifisch und gewebespezifisch einteilen kann, verwendet und
untersucht. Als APCs bzw. Stimulatorzellen dienten HLA-A2 positive T2-Zellen
[Heemels &Ploegh, 1995]. Dies sind Zellen mit einem defekten TAP-Gen, wodurch sie zu
einer Prasentation endogener Peptide nicht fahig sind. Die auf der Zelloberflache leeren
und instabilen MHC-Molekule konnen allerdings durch externe Zugabe von Peptiden
stabilisiert werden und folglich zu einer peptidspezifischen Antigenprasentation fuhren.
Das Ausmal} der Antigenprasentation ist dabei von dem Bindungsvermdogen der Peptide

an das HLA-A2-Molekul der T2-Zellen abhangig. In durchflusszytometrischen
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Untersuchungen wurde die HLA-A2-Expression auf der Oberflache von T2-Zellen nach
Peptidinkubation gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Peptide
eine Erhdhung der HLA-A2-Expression auf der Oberflache von T2-Zellen und demnach
eine suffiziente Peptidbindung bewirken koénnen. Die Peptide 2 und 3 (aus dem
gewebespezifischem Antigen CD79B) wiesen hierbei eine ca. doppelt so hohe
HLA-A2-Floureszenzintensitat im Vergleich zur Kontrolle auf. Auch bei Peptid 7 (aus
CD72) konnte eine signifikante Floureszenzerhdhung (1,6-fache HLA-A2-Floureszenz)
gemessen werden, vgl. Abbildung 15. Von den aus Onkofusionsproteinen abgeleiteten
Peptiden, die insgesamt betrachtet alle eine nur geringe Floureszenzerhbhung zeigten,
wies das Peptid 6 (aus EWS/FLI-1) mit der 1,3 fachen HLA-A2-Fluoreszenzintensitat im
Vergleich zu der Kontrolle das hoéchste HLA-A2-Bindungsvermoégen auf. Die Ubrigen
Peptide wiesen eine Floureszenz ahnlich der Kontrolle auf und kénnen somit als schlecht
bindend betrachtet werden. Diese Ergebnisse stimmen in etwa mit der
in silicio-Vorhersage (entsprechend dem SEIFPEITHI- und dem Bimas-Score) Uberein.
Anhand des errechneten Korrelationskoeffizienten r=0,97 bzw. des
Bestimmtheitsmasses r?=0,94 liegt ein statistischer linearer Zusammenhang zwischen
den gemessenen HLA-A2-Floureszenzen und dem SYFPEITHI-Score vor. Bei der
Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen den gemessenen Werten und dem Bimas-
Score ergibt sich ein Korrelationskoeffizienten von r=0,66 bzw. ein Bestimmtheitsmass
von r?=0,43. Zusammengefasst zeigen somit die gemessenen Werte eine sehr gute
Korrelation mit dem SEIFPEITHI-Score und eine geringere Korrelation mit dem Bimas-
Score an.

Aufgrund der geringen Zahl an verwendeten Peptiden kann aus diesen Daten nicht auf
die Qualitat der Vorhersage-Algorithmen geschlossen werden. Daten aus der Literatur
zeigen, dass verschiedene Algorithmen zu unterschiedlichen Vorhersagen uber
Bindungswahrscheinlichkeiten gelangen [Hassainya et al., 2005; Larsen et al., 2005].
Von Peptiden mit vorhergesagter guter Bindungseigenschaft binden hierbei in der Regel
nicht alle. So konnten Elkington et al. von mittels BIMAS und SYFPEITHI
vorhergesagten 149 Peptiden nur fir 94 Peptide im HLA-Stabilisierungs-Test wirklich
Bindung nachweisen, also in einer ahnlichen GrélRenordnung wie in der vorliegenden
Arbeit [Elkington et al., 2003].

Ob T2-Zellen als suffiziente spezialisierte APCs agieren und so eine effiziente T-Zell-
Stimulierung bewirken kénnen, wurde durch die Stimulierung von T-Zellen mit den
verschieden peptidgepulsten T2-Zellen naher untersucht. Als T-Zell-Spender eignet sich
hierbei zunachst unabhangig vom HLA-Haplotyp jeder beliebige Spender. Allerdings

muss man bei der Generierung von tumorspezifischen T-Zellen bedenken, dass HLA-A2
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positive Spender prinzipiell den HLA-A2 negativen Uberlegen sind, da sie das HLA-A2-
Molekul nicht als ,fremd“, d. h. als Alloantigen, erkennen und damit eine geringere
Alloreaktivitat vorliegt. Demgegentber ist bei der Gewinnung von gewebespezifischen
T-Zellen der T-Zell-Spender Uuberlegen, der nicht mit dem HLA-Haplotyp der
Stimulatorzellen Ubereinstimmt. Denn bei gleichen HLA-Haplotyp liegt eine Toleranz dem
gewebespezifischen Antigen gegenlber vor, was daher nicht mit hoher Aviditat von den
T-Zellen erkannt werden kann.

Nach Bestimmung der HLA-A2-Zugehorigkeit der T-Zellen in FACS-Analysen wurden die
verschieden gepulsten T2-Zellen zum einen mit HLA-A2 positiven T-Zellen und zum
anderen mit HLA-A2 negativen T-Zellen inkubiert. Taglich wurden die CD8- und die
CD69-Floureszenz sowie die entsprechenden Isotypkontrollen gemessen. Anhand dieser
Messungen konnte der kinetische Verlauf bzw. die gegebenenfalls vorliegenden
peptidspezifischen Unterschiede dargestellt werden. Bei fast allen Proben zeigte es sich,
dass die aktivierten zytotoxischen T-Zellen nach anfanglicher Abnahme allmahlich
zunahmen bis sie ein Maximum am 5. bis 6. Tag erreicht hatten. Danach sank die
CD69-Floureszenz aufgrund des Antigenverbrauches und der damit verbundenen
fehlenden Stimulation. Ein solcher kinetischer Verlauf wurde bereits in anderen Studien
bzw. Veroffentlichungen in ahnlicher Form beschrieben [Mamalaki et al., 1993]. Die
gemessene Kinetik zeigte hierbei weder in Abhangigkeit vom HLA-Haplotyp der T-Zellen
noch in Abhangigkeit vom eingesetzten Peptid signifikante Unterschiede.

Um peptidspezifische Unterschiede aufzuzeigen, wurde das N-fache der
CD69-Floureszenz von jeder Probe zur CD69-Floureszenz der T-Zellen, die mit
ungepulsten T2-Zellen stimuliert worden waren (als Mal} der Alloreaktivitat), berechnet,
vgl. Abbildung 21. Aus dieser Abbildung werden deutliche Unterschiede in der
CD69-Aktivitat in Abhangigkeit vom HLA-Haplotyp erkennbar: HLA-A2 negative T-Zellen
sind starker aktivierbar als HLA-A2 positive T-Zell-Spender. Dies war zu erwarten, da
HLA-A2 negative T-Zellen neben dem Peptid auch das HLA-A2-Molekul der T2-Zellen
als ,fremd* erkennen und infolgedessen aktiviert werden. Die daraus resultierende
hohere Alloreaktivitat bei vergleichsweise geringer Peptidspezifitat dufdert sich in den
hohen CD69-Floureszenzen, aber geringen peptidspezifischen Unterschieden. Die
Ergebnisse der Messungen =zeigen, dass T-Zellen, die mit verschiedenen
peptidgepulsten T2-Zellen inkubiert worden waren, eine héhere Aktivitat als die Kontrolle
aufwiesen. Eine Ausnahme hierbei nahmen die mit Peptid 7 (aus CD72) gepulsten
T-Zellen ein. Die CDG69-Floureszenzen korrelieren allerdings nicht mit dem
Bindungsvermdgen der einzelnen Peptide an die T2-Zellen, so dass dieser Effekt nicht

auf eine Peptidspezifitat zurickgefluhrt werden kann. Demgegenuber sollten die HLA-A2
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positiven T-Zellen aufgrund der Toleranz fur das HLA-A2-Molekul eine geringere
Alloreaktivitat und damit verbunden eine groRere Peptidspezifitat aufweisen.
In Abbildung 21 zeigt das Peptid 6 (aus dem tumorspezifischem Antigen EWS/FLI-1) als
einzigstes Peptid eine hohere CD69-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle mit 10% DMSO.
Nach der Peptidbindungsstudie und in Anbetracht der Tatsache, dass die Peptide 2, 3
und 7 als gewebespezifisch anzusehen sind und daher die T-Zellen diesen Peptiden
gegenuber tolerant sind und eine peptidspezifische Aktivierung nur geringflgig bzw. gar
nicht moglich ist, waren diese Ergebnisse auch erwartet worden. Ob das Peptid 6 auch
in vivo von Ewing-Tumorzellen prasentiert und mdglicherweise als Zielantigen flr
zytotoxische T-Zellen dienlich ist, ist zur Zeit ungeklart.

Die Ergebnisse belegen, dass die Generierung von peptidspezifischen T-Zellen nicht das
vorrangige Problem ist, sondern vielmehr die Etablierung einer ausreichenden Zahl von
peptidspezifischen Zellen vor dem Hintergrund der hohen Alloreaktivitat bei der
Verwendung von allogenen T-Zellen. Gerade bei der Zielsetzung derartige Zellen zum
adoptiven Transfer in Patienten zu verwenden kommt der Depletion von diesen
alloreaktiven T-Zellen die wichtige Aufgabe zu, eine GvH-Reaktion zu verhindern bzw. zu
minimieren. Allerdings steigt mit der Depletion auch das Risiko einer Infektion oder eines
Tumorrezidivs [Hartwig et al., 2002]. Eine effiziente Immuntherapie ist nur durch eine
selektive Eliminierung aller empfangerreaktiven T-Zellen unter Beibehalt aller anderen
T-Zellen, die Infektionserreger, Tumorantigene oder die bestimmte Tumor-
Histokompatibilitatsantigene erkennen konnen, mdglich. Um das zu erreichen, sind
verschiedene Ansatze denkbar bzw. schon in ihrer experimentellen Erprobung, wie z. B.
Antikérper gekoppelt mit einem Immuntoxin, der Gentransfer von Suizidgenen in
Spender T-Zellen, das Blockieren von kostimulierenden Signalen, das Einsetzen von
Zytokinen, Markieren und Eliminieren von alloreaktiven T-Zellen mit MicroBeads oder
eine frUhe T-Zell-Reaktivierung. Die letzten beiden Mdglichkeiten wurden in der
vorliegenden Arbeit naher untersucht.

Bei der Depletion mittels der immunomagnetischen IFN-y-Markierung zeigte sich, dass
nach unspezifischer Stimulation und Eliminierung von IFN-y-produzierenden
(alloreaktiven) und nachfolgender Stimulation mit dem gut bindenden Peptid 2 und dem
schlecht bindenden Peptid 5 bzw. mit den Kontrollen sowohl HLA-Typ-abhangige als
auch peptidabhangige Unterschiede beobachtet wurden. HLA-A2 negative Zellen zeigten
im Vergleich zu den HLA-A2 positiven Zellen einen geringeren Depletionseffekt
(vgl. Abbildung 23), was aufgrund der fehlenden HLA-Ubereinstimmung zwischen den
HLA-A2 negativen T-Zellen und HLA-A2 positiven T2-Zellen nicht erwartet wurde.

Grunde daflr konnten in der nicht ausreichenden Depletion der alloreaktiven Zellen
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durch z. B. eine zu geringe IFN-y-Produktion der alloreaktiven Zellen oder die nach der
zweiten Stimulation einsetzende hohe Aktivierung und damit eine hohe Wachstumsrate
sein. Desweiteren konnten auch andere nicht untersuchte spenderspezifische
Eigenschaften dafur verantwortlich sein. Sowohl bei den HLA-A2 positiven als auch bei
den HLA-A2 negativen T-Zellen wurde die hdchste N-fache CD8-Floureszenz durch
Stimulation mit Peptid 2, was als gut bindendes gewebespezifisches Peptid ermittelt
wurde, erzielt. Vergleicht man die beiden N-fachen Floureszenzen in Abbildung 24
miteinander, so stellt man fest, dass die Floureszenz bei den HLA-A2 negativen T-Zellen
hoher ist. Dies ist mit der geringeren Toleranz der HLA-A2 negativen T-Zellen gegenuber
an den HLA-A2 positiven T2-Zellen gebundenem Peptid 2 zu erklaren und kdnnte einen
Hinweis auf die Generierung und das Wachstum peptidspezifischer T-Zellen geben.
Analog zum IFN y-Versuchsaufbau erfolgte auch die Depletion unter Nutzung des AICDs
durch kurz aufeinanderfolgende Stimulationen. Es zeigte sich, dass - im Gegensatz zum
IFN-y-Sekretionsanalyse - bei den HLA-A2 negativen T-Zellen nach Zweitstimulation ein
deutlich héherer Depletionseffekt erzielt wurde als bei den HLA-A2 positiven Zellen,
vgl. Abbildung 26. Die Inkompatibilitat der HLA-A2 negativen T-Zellen zu den HLA-A2
positiven T2-Zellen induziert eine ausgepragte Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen.
Dies verursachte vermutlich die erheblich héhere Depletionsrate. Wenn man sich die
Abbildung 27 betrachtet, fallt die signifikant erhdohte N-fache CDB8-Floureszenz der
HLA-A2 negativen T-Zellen, die in der Zweitstimulation mit Peptid 2 aktiviert wurden, auf.
Das spricht fur die Generierung von peptidspezifischen Zellen. Im Gegensatz dazu hatte
die Zweitstimulation bei den HLA-A2 positiven T-Zellen keinen Einfluss auf diesen
Parameter. Die in Abbildung 28 deutlich erhdohte mittlere Floureszenzintensitat der
aktivierten, HLA-A2 negativen CTLs, welche sekundar mit dem Peptid 2 stimuliert
wurden, konnte ebenfalls durch die Generierung von peptidspezifischen T-Zellen
hervorgerufen sein. Fur die gleichfalls hohe mittlere Floureszenzintensitat der HLA-A2
positiven T-Zellen, die sekundar mit T2-Zellen mit 10% DMSO stimuliert wurden, liegen
maglicherweise spenderspezifische Eigenschaften zugrunde.

Um diese Ergebnisse weiterflihrend zu untersuchen, wurden HLA-A2 negative T-Zellen
primar mit den Peptiden 2, 5, 6 bzw. mit der Kontrolle stimuliert. Jede Probe wurde
daraufhin sekundar ebenfalls mit den Peptiden 2, 5, 6 und der Kontrolle restimuliert,
vgl. Versuchsaufbau Abbildung 29. Neben den in den vorhergehenden Experimenten
eingesetzten Peptiden 2 und 5 wurde hierbei das Peptid 6 verwendet. Peptid 6 ist ein
tumorspezifisches und mittelmallig bindendes Peptid. Der Depletionseffekt wurde
anhand der CD8-, CD69-, HLA-DR- und der CD25-Floureszenz durchflusszytometrisch
gemessen, vgl. Abbildung 30 bis 33. CD69, HLA-DR und CD25 sind Marker flr den
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Aktivierungszustand von Zellen. Keiner der drei verwendeten Aktivierungsmarker wies
nennenswerte Unterschiede im Floureszenzverhalten in gleichen Proben auf. Folglich
kann fur eine Stimulationsmessung bzw. zur Depletionseffektverifizierung anstelle der
Verwendung der CDG69-Floureszenz ebenso die HLA-DR- oder CD25-Floureszenz
angewendet werden.

In Abbildung 30 ist dargestellt, dass die Wirkung der Primarstimulation nicht mit der
Wirkung der Sekundarstimulation Gbereinstimmt. Der grosste Depletionseffekt wurde mit
einer unspezifischen Primarstimulation unabhangig von der Sekundarstimulation (mit
Ausnahme der spezifischen Primarstimulation und der Sekundarstimulation mit
10% DMSO gepulsten T2-Zellen) erreicht. Die Effekte der Primarstimulation waren dabei
durchaus verschieden. Mit einer unspezifischen Primarstimulation konnten mehr
alloreaktive Zellen aktiviert und (unabhangig von der Sekundarstimulation) depletiert
werden als mit einer spezifischen Primarstimulation. Die effizientere Eliminierung der
alloreaktiven Zellen verdeutlicht sich auch in den erkennbaren Unterschieden der
verschiedenen Peptide. Die Anzahl der CD8 positiven Zellen, die sekundar mit Peptid 2
und 6 stimuliert waren, war grosser als in Proben, die eine unspezifische
Sekundarstimulation erfahren hatten. Bei der Auswertung der zugehdrigen
Aktivierungsmarker CD69, HLA-DR und CD25 fallt auf, dass bei einer unspezifischen
Primarstimulation nur nach Sekundarstimulation mit Peptid 2 signifikante Unterschiede
erreicht wurden. Dies bestatigt die Behauptung, peptidspezifische T-Zellen generiert zu
haben. Die Sekundarstimulation mit Peptid 6 hingegen bewirkte keine Unterschiede.
Vermutlich reichte das nur mafRige Bindungsvermogen nicht aus, um eine suffiziente
Antigenprasentation und damit Aktivierung peptidspezifischer T-Zellen zu erreichen.
Ging nun der zweiten Stimulation eine spezifische Primarstimulation voraus, zeigte die
Floureszenz der Aktivierungsmarker mit Ausnahme des Peptides 5 keine erheblichen
Unterschiede auf. D. h. T-Zellen scheinen bei Verwendung von Peptid 5 im Vergleich zur
Kontrolle noch zusatzlich Faktoren erkennen und dadurch aktiviert werden zu kénnen.
Ob die depletierten und stimulierten T-Zellen auch funktionell aktiv waren, wurde mittels
Granzym B-ELISpot uUberpruft. Dieser Test zeigte zwar eine Granzym B-Freisetzung der
T-Zellen, diese war aber antigen- bzw. peptidunspezifisch, vgl. Abbildung 34. Ein Grund
dafir kdnnte sein, dass eine unzureichende Depletion der alloreaktiven Zellen erfolgte.
Da dieser Versuch mit allogenen und nicht mit dem HLA-Typ der T2-Zellen
ubereinstimmenden T-Zellen durchgeflhrt wurde, ist das Verhaltnis der Frequenz der
alloreaktiven Zellen zur Frequenz der peptidspezifischen Uberaus hoch und die
Etablierung von einer Peptidspezifitdt bzw. peptidspezifischen Zelllyse trotz Depletion

schwierig. Zugleich konnten auch T-Zellen generiert worden sein, die zwar
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peptidspezifisch sind, aber keine effiziente Granzym B-Freisetzung auslosen kdnnen.
Dafur konnten TCRs mit einer zu geringen Affinitdt zum Tumorantigen verantwortlich
sein. Zudem ist es durchaus vorstellbar, dass die Peptide auch an andere in dieser
Arbeit nicht berlcksichtigte HLA-Molekule der T2-Zellen binden und demzufolge die
Spender T-Zellen aktivieren. Beispielsweise zeigt das an dem schlecht HLA-A2-Molekdul
bindende Peptid 5 ein hohes Bindungsvermdgen zu anderen HLA-Molekilen,
beispielsweise zum HLA-A1-Molekul (SYFPEITHI-Score: 23; Bimas-Score: 1,5).
Andererseits sind die mHA nicht zu vernachlassigen [Goker et al., 2001]. Diese Antigene
sind polymorphe endogene Peptide, die von Zellproteinen abstammen. Sie werden im
Zytosol der Zelle prozessiert, in das ER transportiert und an die HLA-Moleklle gebunden
[Townsend & Bodmer, 1989]. Ob mHAs Uberhaupt eine GvH-Reaktion induzieren
kdnnen, ist noch nicht vollstandig geklart [Koh et al., 1999]. Anscheinend sind
Lymphozyten in der Lage, diese feinen Unterschiede in der Antigenprasentation zu
erkennen. Dahingehende Experimente konnten zeigen, dass HLA-identische
Unterschiede existieren. Zusatzlich sind auch die NK-Zellen von erheblicher Relevanz
und von noch unbestimmtem Einfluss. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen
werden, dass auch sie zur Zelllyse fahig sind und somit sowohl einen GvH- als auch
einen GvT-Effekt hervorrufen kdnnen, vgl. [Hummel et al., 2002].

Zusammengefasst zeigen die in dieser Arbeit vorgestellten Versuchsergebnisse, dass
weder mittels IFN-y-Depletion noch mit AICD-Depletion eine ausreichend effiziente
Trennung von alloreaktiven und peptidspezifischen allogenen T-Zellen erreicht werden
konnte. Zwar sprechen die Ergebnisse dafur, das neben alloreaktiven auch solche
T-Zellen generiert wurden, die gegen die eingesetzten Peptide reagierten, jedoch wurde
diese Aktivitat auch nach Depletion von Alloreaktivitat Gberlagert.

Zu den vorgestellten Schwierigkeiten fur einen erfolgreichen adoptiven T-Zell-Transfer
in vitro kommen die Probleme, die in vivo auftreten. In klinischen Versuchen konnte in
Tumorpatienten eine Immunantwort gegen Tumorantigene nachgewiesen werden
[Jager et al., 2002]. Allerdings belegen viele Studien, dass der Tumor im Verlauf der
Erkrankung die Expression von MHC-Klasse-lI-Antigenen reduziert bzw. sogar
vollstandig einstellt oder suppressive Faktoren ausschuttet, um der Erkennung und damit
der Zerstorung durch tumorspezifische T-Zellen zu entgehen [Jager et al., 1996]. Eine
effektive Tumorlyse kann aber auch durch die genetische Instabilitdt bzw. die
Tumorheterogenitat erschwert werden [Fleuren et al., 1995]. In operativ entfernten
Tumoren liessen sich multiple Antigene unterschiedlicher Spezifitdt und Genese simultan
nachweisen [Coulie et al., 1999]. Man geht davon aus, dass sich die Antigenitat von

Tumoren im Verlauf der Erkrankung andert. Fur eine erfolgreiche Tumorregression ist es
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daher erforderlich, simultan mit allen relevanten Tumorantigenen zu immunisieren. Dabei
muss jedoch die erhodhte Induktion einer moglichen Autoimmunitat, die durch die
gleichzeitige Prasenz der Tumorantigene auf transformierten und auf nicht entarteten
Zellen hervorgerufen wird, als kritisch bewertet werden [Ludewig et al., 2000]. Zudem ist
die Tumorgrdsse als problematisch anzusehen, wodurch es trotz ausreichender Anzahl
von tumorspezifischen T-Zellen oftmals bei einem grossen Tumor durch die erschwerte
Penetration keine ausreichende Reduktion der Tumorzellen bewirkt werden kann.

Ein Einsatz von allogenen depletierten T-Zellen fur eine mogliche in vivo Immuntherapie
im Sinne eines adoptiven T-Zell-Transfers erscheint daher fraglich. Dennoch bleibt der
Ansatz hoch attraktiv. Wie klrzlich gezeigt wurde [Matsushita et al., 2006] lassen sich
aus dem Blut erfolgreich allogen transplantierter Leukamiepatienten T-Zellen isolieren,
welche Alloantigene des Empfangers erkennen und denen eine mogliche Rolle im
Rahmen einer GvL-Reaktion zugesprochen wird. Neben gewebespezifischen Antigenen
werden von solchen T-Zellen auch allogene HLA-Determinanten (in der zitierten Arbeit
Klasse-lI-MHC-Molekile) erkannt, welche aufgrund der Restriktion der Expression dieser
Antigene auf hamatopoietische Zellen als quasi-gewebespezifisch anzusprechen sind.
Dies zeigt, dass ein ,intelligenter HLA-Mismatch“ zwischen Spender und Empfanger
auch ohne in vitro-Vorbehandlung der Zellen durchaus therapeutisch ausnutzbar sein
konnte. Die Otimierung der in vitro-Depletion alloreaktiver Zellen mit GvHD-Potenz
konnte diesen Ansatz jedoch wesentlich bereichern, insbesondere um die Gefahr einer
schweren GvHD zu minimieren.

Da die komplette Depletion alloreaktiver Zellen nach den in dieser Arbeit vorgelegten
Befunden zumindest mit den hier eingesetzten Methoden nicht die nétige Effizienz
aufweist, sind hierzu alternative Methoden zu entwickeln. Bei Kenntnis der relevanten
Antigene ware eine gezielte Stimulation mit diesen Antigenen moglich, um anschlieRend
die gewonnenen T-Zellen (als Mischung aus alloreaktiven und den gewinschten
T-Zellen) entweder mittels Grenzverdinnungsverfahren oder durch Klonierung der
entsprechenden T-Zell-Rezeptoren und Transfer dieser Rezeptoren in T-Zellen des
Empfangers die gewinschten Spezifitdten von ungewlnschten Alloreaktivitaten zu
isolieren [Staege & Burdach, 2003]. Aufgrund des erheblichen experimentellen und des
damit verbundenen hohen zeitlichen Aufwandes bleibt es jedoch fraglich, ob diese

Strategie zur Behandlung eines groferen Patientenkollektives geeignet sein wird.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Die korpereigene Abwehr zur Bekampfung des Tumors zu nutzen ist schon lange ein
faszinierender Traum. Die entscheidenden Vorteile der immunologischen Tumortherapie
im Vergleich zu den ,konventionellen* Methoden liegen in der erhofften hoheren
Tumorspezifitdt bei geringeren Nebenwirkungen sowie in dem breiteren
Einsatzspektrum.

In dieser Arbeit wurde der immuntherapeutische Ansatz fur die Behandlung von
Tumoren mittels allogenem T-Zell-Transfer vorgestellt und naher untersucht. Als
Stimulatorzellen wurden T2-Zellen eingesetzt, die mit verschiedenen tumor- und
gewebespezifischen Antigenen gepulst wurden. In durchflusszytometrischen Analysen
konnte gezeigt werden, dass die Intensitat der HLA-A2-Floureszenz und damit dem
Bindungsvermdgen der Peptide mit dem SYFPEITHI-Score sehr gut korreliert und mit
dem Bimas-Score geringer korreliert.

Die gepulsten T2-Zellen wurden danach mit allogenen HLA-A2 positiven und HLA-A2
negativen T-Zellen inkubiert, um diese zu aktivieren. Anhand der CD8- und
CD69-Floureszenz liel} sich eine Kinetik aufnehmen, die weder eine Antigenspezifitat
noch eine HLA-Haplotyp-Spezifitat erkennen liess. Das Stimulationsmaximum war nach
5 bis 6 Tagen erreicht. Auffallig war, dass bei den HLA-A2 negativen Zellen kaum
peptidspezifische Unterschiede bestanden, wahrend Peptid 6 (aus EWS/FLI-1) bei den
HLA-A2 positiven Zellen eine signifikante Erhdhung in der Expression von CD69
bewirkte. Da dieses Peptid aus der Fusionsregion des Ewing-Tumor-spezifischen
EWS/FLI-1-Onkogens stammt, konnte dies fur die Entwicklung einer Ewing-Tumor-
spezifischen Immuntherapie durchaus interessant sein. Ob dieses Peptid hierzu geeignet
ist, bedarf weiterer Untersuchungen.

In weiteren Experimenten wurde die Depletierbarkeit mittels IFN-y-Sekretionsanalyse
und durch aufeinanderfolgende Stimulationen unter Nutzung des AICDs analysiert. Es
zeigte sich, dass ein grosserer Depletionseffekt durch kurz aufeinanderfolgende
Stimulationen erzielt wurde. Das laut Bindungsstudie gut bindende Peptid 2 (aus dem
gewebespezifischem Antigen CD79B) erlangte besondere Bedeutung, da sowohl durch
IFN-y-Depletion als auch durch AICD-Depletion eine signifikant erhdhte CD8- und
CD69-Floureszenz erreicht wurde, was fur die Generierung und Selektion von
peptidspezifischen T-Zellen spricht. Der Depletionseffekt durch AICD-Depletion wurde
weiter untersucht, in dem HLA-A2 negative Zellen verschieden primar und sekundar
stimuliert wurden. Dabei war festzustellen, dass die Wirkung der Primarstimulation nicht

mit der Wirkung der Sekundarstimulation Ubereinstimmte. Offensichtlich kann eine
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unspezifische Primarstimulation einen hoéheren Depletionseffekt bei einer hodheren
Peptidspezifitat erreichen. Dies wurde besonders bei Peptid 2 deutlich. Bei Peptid 6 war
vermutlich das nur maRige Peptidbindungsvermogen fiir eine Peptidspezifitat nicht
ausreichend. Hingegen l6st eine spezifische Primarstimulation mit nachfolgender
unspezifischen Sekundarstimulation keine Peptidspezifitat aus, allerdings scheint
Peptid 5 (aus EWS/FLI-1) als Sekundarstimulation mit den hohen Floureszenzwerten
eine Ausnahme zu bilden. Ob dies auf die Erkennung des Peptides oder auf Erkennung
anderer Determinanten beruht, kann nicht gesagt werden.

Um die Funktionalitat dieser allogenen und depletierten T-Zellen zu Uberprifen, wurde
die Freisetzung von Granzym B durch diese Zellen ermittelt. Im Granzym B-ELISpot
konnte keine signifikante Peptidspezifitdt zwischen den verschiedenen Ansatzen
festgestellt werden.

Zusammenfassend konnten von den in dieser Arbeit untersuchten Peptiden fur das
tumorspezifische Peptid 6 (aus EWS/FLI-1) und das gewebespezifische Peptid 2 (aus
CD79B) Hinweise auf eine mdgliche Immunstimulation durch diese Peptide gewonnen
werden. Ob diese Peptide auch endogen von Tumorzellen prozessiert und in
Kombination mit HLA-A2 prasentiert werden, bedarf weiterer Untersuchungen. Die
Generierung peptidspezifischer Zellen zur Induktion einer gezielten Tumorabwehr ware
maoglicherweise eine immuntherapeutisch hochinteressante Alternative. So kdénnte eine
Immunisierung mit den Peptiden fur HLA-A2-positive Patienten mit Ewing-Tumoren
(Peptid 6) oder fur Patienten mit Leukdmien der B-Zellreihe nach allogener
Transplantation (Peptid 2) eine interessante Behandlungsstrategie darstellen und fur die
Zukunft sicherlich eine Bereicherung zum bisher bestehenden Behandlungsspektrum
sein.

Die Problematik hinsichtlich der Generierung von peptidspezifischen T-Zellen und deren
Induktion einer peptidspezifischen Zelllyse verdeutlicht die vielen offenen Fragen bzw.
die noch zahlreichen Hindernisse, die beantwortet bzw. iberwunden werden mussen, bis
eine spezifische effiziente Immuntherapie durchgefihrt werden kann. Schon 1929
schrieb W. H. Woglom: ,Eine Immunisierung gegen einen Tumor zu erreichen durfte so
schwierig sein, wie das rechte Ohr abzustossen und dabei das linke nicht zu
beschadigen.” zitiert nach [Rosenberg, 1999]. Seit dieser Zeit sind zwar viele Fortschritte
und neue Erkenntnisse auf dem Gebiet der Tumorimmunologie erzielt worden, doch das
Immunsystem ist in seiner Komplexitat und maoglichen Beeinflussbarkeit noch nicht
hinreichend erforscht. Es stehen noch zahlreiche Versuche aus, um eine effektive und

nebenwirkungsfreie klinische Einsatzfahigkeit garantieren zu kdnnen.
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8 Thesen

1. Der adoptive T-Zell-Transfer von in vitro generierten allogenen antigenspezifischen

CTLs ist eine vielversprechende Moglichkeit der Immuntherapie.

2. T2-Zellen sind durch externe Zugabe von Peptiden zu deren Prasentation auf der
Zelloberflache fahig.

3. Anhand der Stabilisierung von HLA-A2-Molekulen auf der Oberflache von T2-Zellen
kann das Bindungsvermdgen von Peptiden an das HLA-A2-Molekil nachgemessen

werden.

4. Die mittels Immunfluoreszenz gemessene Stabilisierung des HLA-A2-Molekuls auf der
Oberflache von T2-Zellen zeigt bei Verwendung von 7 verschiedenen Peptiden eine
relatv. gute  Ubereinstimmung mit in silicio vorhergesagten  Bindungs-

wahrscheinlichkeiten.

5. Die Stimulationskinetik von HLA-A2 positiven und HLA-A2 negativen T-Zellen nach
Aktivierung durch mit verschiedenen Peptiden gepulsten T2-Zellen zeigt weder

signifikante HLA-Haplotypspezifische noch peptidspezifische Unterschiede auf.

6. Das Stimulationsmaximum ist hierbei 5 bis 6 Tage nach Antigenkontakt erreicht.

7. HLA-A2 negative T-Zellen sind aufgrund der hoheren Alloreaktivitat in der Gesamtheit

starker als HLA-AZ2 positive T-Zellen unter diesen Versuchsbedingungen aktivierbar.

8. Bei HLA-A2 positiven T-Zellen zeigt ein tumorspezifisches Peptid aus der
Fusionsregion des Onkofusionsproteins EWS/FLI-1 (Peptid 6), welches auch nach den
Bindungsstudien am besten von den verwendeten tumorspezifischen Peptiden an
HLA-A2 bindet, eine deutliche Erhdhung der Aktivierung, was als Hinweis auf die

Generierung peptidspezifischer T-Zellen gewertet werden kann.

9. Eine Eliminierung alloreaktiver T-Zellen von den peptidspezifischen Zellen ist durch

Depletion moglich.
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10. Im Vergleich der IFN-y-Sekretionsanalyse mit der Depletion durch aufeinander
folgende Stimulationen unter Nutzung des AICDs erzielt die AICD-Depletion einen

grolReren Depletionseffekt.

11. Bei beiden Depletionsverfahren bewirkt ein gewebespezifisches Peptid aus dem
CD79B-Antigen (Peptid 2) mit dem hoéchsten HLA-A2-Bindungsvermdgen von den

verwendeten Peptiden auch eine deutlich erhohte T-Zell-Aktivierung.

12. CD69, HLA-DR und CD25, als Marker fur den Aktivierungszustand der stimulierten
T-Zellen, weisen ein nahezu identisches Verhalten in der Durchflusszytometrie bei

Messung gleicher Proben auf.

13. Mittels GranzymB-ELISpot konnte vor dem Hintergrund einer Alloreaktivitat keine

peptidspezifische Aktivierung der AICD-depletierten T-Zellen nachgewiesen werden.

14. Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Verfahren zeigen nicht die fir den
therapeutischen Einsatz erforderliche Effizienz zur Trennung alloreaktiver und

peptidspezifischer T-Zellen.

15. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Peptide mit Stimulationsaktivitat fur
HLA-A2 positive (Peptid 6 aus EWS-FLI1) und negative (Peptid 2 aus CD79B) T-Zellen
kdnnten interessante Peptide fur die Immunisierung von Patienten mit Ewing-Tumoren

(Peptid 6) oder Leukamien nach allogener Transplantation (Peptid 2) darstellen.
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