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I. Einleitung

Die Aufgabe des Immunsystems ist der Erhalt der physischen Integritit des Korpers. Es
muss daher in der Lage sein, fremde wie auch korpereigene, verdnderte Strukturen zu
erkennen, um eine geeignete Abwehrreaktion auslésen zu konnen. Auch bei der Abwehr
von Tumorzellen ist eine Beteiligung des Immunsystems nachgewiesen (Abbas,
Lichtman et al. 1991). Obwohl Tumorzellen von korpereigenem Gewebe abstammen,
kann der Prozess der malignen Transformation mit der Expression von Molekiilen
verbunden sein, die vom Immunsystem als fremd erkannt werden. Spontane Remissionen
von Melanomen (Bystryn 1995) und Nierenzellkarzinomen (Lokich 1997; Papac 1998),
ebenso wie die vermehrte Tumorausbildung bei Erkrankungen oder Storungen des
Immunsystems (HIV oder medikamentose Immunsuppression), deuten auf eine Rolle des
Immunsystems bei der Abwehr dieser Tumorarten hin. Anhand der vielen,
ausgewachsenen Tumoren wird jedoch deutlich, dass die Tumorabwehr durch das
Immunsystem héufig insuffizient ist. Ein Ziel der Tumorimmunologie ist es daher, die
korpereigenen Abwehrmechanismen gegen Tumore zu verstirken. Man versucht dabei
mit unterschiedlichen Methoden, die Immunabwehr zur Kontrolle und Abwehr von

Tumorwachstum und Metastasierung anzuregen.

1. Moglichkeiten der Tumorabwehr durch das menschliche Immunsystem
Das menschliche Immunsystem hat verschiedenste Moglichkeiten, die Entstehung von

Tumoren im Korper zu bekdmpfen, wovon im Folgenden nur einige genannt werden
sollen. Die unspezifische, zellulire Abwehr durch Monozyten und Makrophagen wird
durch Freisetzung von reaktiven Sauerstoffmetaboliten, Stickoxiden, lysosomalen
Enzymen sowie durch TNFa vermittelt (Abbas, Lichtman et al. 1991). Dazu miissen
diese Zellen erst durch das aus T-Zellen freigesetzte IFNy aktiviert werden. In ihrer
Funktion als antigenpridsentierende Zellen (APC’s), konnen Monozyten und
Makrophagen auch Fragmente von Tumorzellen aufnehmen, diese iiber den MHC-
Komplex den T-Zellen prisentieren, und damit die Briicke zur erworbenen, spezifischen
Immunitét bilden (Abbas, Lichtman et al. 1991). NK-Zellen zeigen in vitro eine spontane
zytolytische Reaktion gegen verschiedene Tumorzellen. Diese wird durch Interaktion mit
korpereigenen MHC-Klasse-I- (MHC-I, HLA-I) Molekiilen inhibiert. Eine verringerte
Expression von MHC-Molekiilen, wie sie hdufig bei Tumorzellen vorkommt, macht eine
Zelle daher fiir NK-Zellen angreifbarer (Karlhofer, Ribaudo et al. 1992). Durch
Antikorperbindung konnen NK-Zellen aktiviert werden und eine spezifische Lyse der
Zielzellen vermitteln (Trinchieri 1989). Durch Zytokine wie IFNy, TNF oder IL-2 kann

diese Fahigkeit noch verstirkt werden.
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Die spezifische Abwehr von Tumorzellen erfolgt durch die T-Zellen. Sie erkennen
Tumorproteine, deren Fragmente iiber den MHC-Komplex prédsentiert werden und
konnen diese antigentragenden Zellen zerstéren. Hinweise auf die Induktion einer
spezifischen, T-Zell-vermittelten Immunreaktion gegen Tumore ergaben sich bereits
1957 durch Vakzinierung von Méusen mit syngenen Tumorzellen. Diese konnten in den
Tieren eine Immunantwort induzieren, die einen Schutz bei erneuter Gabe von
Tumorzellen vermittelte (Prehn und Main 1957). Zytotoxische T-Zellen (CTL’s) spielen
in der Abwehr immunogener Tumore eine grofle Rolle, da sie als wichtige Effektorzellen
der zelluldren Immunantwort fungieren (Melief und Kast 1992). Daher wurden bereits
viele verschiedene Strategien entwickelt, die spezifische Antitumor-Antwort von CTL’s
zu verbessern, um Tumorzellen zu eliminieren. CTL’s konnen Tumorzellen zum einen
durch die Freisetzung toxischer Granula zerstoren, welche die malignen Zellen lysieren
(Shresta, Heusel et al. 1995), oder aber durch Ligand/Rezeptor-Interaktion die Apoptose
der Zellen hervorrufen. Diese kann unter anderem durch verschiedenste Mitglieder der
TNF Familie initiiert werden (Gravestein und Borst 1998; Degli-Esposti 1999; Rath und
Aggarwal 1999).

2. Ausbildung einer T-Zell-vermittelten Immunantwort gegen Tumorzellen
Der Ausbildung einer T-Zell-vermittelten Immunantwort gegen Tumorzellen liegt ein

enger Dialog zwischen den Zellen des Immunsystems zugrunde. Sie erfolgt generell in
zwel Phasen:

In der induktiven Phase erkennt der antigenspezifische T-Zellrezeptor (TCR) der CD4+
T-Zellen ein Peptid, welches durch den MHC-Klasse-II-Komplex (MHC-II, HLA-II) der
antigenprisentierenden Zellen (APC’s) priasentiert wird. Auf diese Erkennung hin
schalten sich verschiedene andere Ligand-Rezeptorpaare (kostimulatorische Molekiile),
wie insbesondere CD28/B7-1, CTLA-4/B7-2, CD40/CD40L, aber auch CD5/CD72 und
ICAM-1/LFA-1, in die Kommunikation zwischen den Zellen ein. Darauthin kommt es
zur Freisetzung von Th1-Zytokinen (IL-2, IFNy, TNFa), die der Aktivierung von CD8%
T-Zellen dienen sowie der Freisetzung von Th2-Zytokinen, die durch Stimulation von B-
Zellen zur Produktion von Antikorpern fiihren. In der Effektorphase treten dann CD8% T-
Zellen in Kontakt mit dem antigenprédsentierenden MHC-I-Komplex der Tumorzellen. Es
resultiert die Freisetzung von Zytokinen, die entweder zur Tumorzellzerstorung oder zur

Unterdriickung der Immunantwort fiihren konnen (Hemmila und Chang 1999).
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Abb. 1) Schema der zelluldren Interaktionen bei der Aktivierung von T-Zellen im Rahmen der
Tumorerkennung. 1. In der Aktivierungsphase prdsentieren APC’s iiber MHC-II-Molekiile und

Kostimulation mit CD28/B7 und CD40L/CD40 das Tumorantigen den CD4% T-Zellen, oder iiber MHC-1
den CD8% T-Zellen. Dies fiihrt zur Freisetzung von Thl-Zytokinen, welche die CD8Y T-Zellaktivierung
fordern und APC’s dazu stimulieren, die CDS™ T-Zellen fiir das Antigen zu primen. Th2-Zytokine aus
CD4™ T-Zellen stimulieren die B-Zellen zur Antigenproduktion. 2. Die Effektorphase wird von den CD8%

T-Zellen bestimmt. Binden CDS™ T-Zellen nun mittels MHC-I an Tumorzellen, kommt es zu einer Typ I-
oder Typ II-Zytokinantwort, die wiederum zur Tumorzellzerstorung oder zur Suppression der
Immunantwort fiihrt (Hemmila und Chang 1999).

2.1. Kostimulation

Fiir antitumorale Vakzinierungsstrategien ist die Stimulation von zytotoxischen T-Zellen
(CTL’s) bedeutsam, die wahrscheinlich als entscheidende Effektorzellen der zelluldaren
Immunantwort fungieren (Melief und Kast 1992). Fiir ihre volle Aktivierung miissen
CTL’s mindestens zwei Signale empfangen: das Antigen-Erkennungssignal, vermittelt
durch die Interaktion des T-Zellrezeptors mit dem MHC-Komplex und Fragmenten des
Fremdmolekiils sowie ein kostimulatorisches Signal. Als zentrale kostimulatorische
Signale wurden die Stimulation der T-Zellantigene CTLA-4 durch B7-2 (CD86) oder
CD28 durch B7-1 (CD80) auf antigenprisentierenden Zellen identifiziert (Freeman, Gray
et al. 1991; Schwartz 1992; Freeman, Gribben et al. 1993; Hathcock, Laszlo et al. 1993;
Clark und Ledbetter 1994; June, Bluestone et al. 1994; Reiser und Stadecker 1996).
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Inzwischen konnte in mehreren Tumormodellen gezeigt werden, dass B7-transduzierte
Tumorzellen in vivo abgestolen werden konnen und eine Vakzinierung mit diesen Zellen
das Wachstum eines B7-negativen Wildtyptumors unterdriickt (Chen, Ashe et al. 1992;
Baskar, S. et al. 1993; Chen, McGowan et al. 1994; Matulonis, Dosiou et al. 1995). Es
gibt jedoch mehrere Variablen, welche die Effizienz der B7-vermittelten
TumorabstoBung entscheidend beeinflussen, wie zum Beispiel die initiale Immunogenitit
des Tumors, die erzielte Dichte der B7-Molekiile auf der Tumorzelloberfliche (Wu,
Huang et al. 1995), oder die Transduktion der Tumorzellen mit zusétzlichen Genen wie
MHC-II (Baskar, S. et al. 1993; Heuer, Tucker-McClung et al. 1996). Eine weitere
Moglichkeit, die Potenz von B7-transduzierten Tumorvakzinen zu steigern, besteht in der
kombinierten Transduktion von Zytokingenen mit einem kostimulatorischen Gen,

insbesondere fiir schwach immunogene Tumoren (Baskar, Glimcher et al. 1995).

3. Die Familie der TNF Liganden
Aktivierte T-Zellen exprimieren eine Reihe von Oberfldchenproteinen, die eine zentrale

Rolle in der zellkontaktabhéngigen Interaktion mit Zellen des Immunsystems spielen.
Neben den klassischen Molekiilen B7-1 und B7-2 gibt es einige weitere Molekiile, die fiir
diese Interaktionen von Bedeutung sind. Die Mitglieder der Tumor-Nekrose-Faktor-
Familie sind insbesondere fiir die Kostimulation interessant. Nachdem TNFa 1985 zum
ersten Mal sequenziert wurde (Shirai, Yamaguchi et al. 1985), begannen sich in den 90er
Jahren zwei Superfamilien herauszukristallisieren, von welchen TNF und seine
Rezeptoren nur einige Vertreter sind. 1994 waren 12 verschiedene TNF-Rezeptoren
(TNFR) sowie 8 dazugehorige Zytokine identifiziert. Die TNFR-Superfamilie besteht bis
auf zwei Ausnahmen aus Typ I transmembraniren Glykoproteinen. Die TNF-Ligand-
Superfamilie (TNF, LTa, LTS8, CD27L, 30L, 40L, 95L (=Fas Ligand), 4-1BBL, OX40L,
TRAIL, TL1) dagegen wird von Typ II Transmembranglykoproteinen mit Ausnahme
vom LTa, welches ausschlieBlich sezerniert wird, gebildet (Smith, Farrah et al. 1994).

Einige der Rezeptoren und Liganden existieren zusétzlich in 16slicher Form, wie z.B. 4-
1BB, TNF, CD95L und CD30. Die Liganden der Familie sind in der Lage, pleiotrope
Effekte, die von Differenzierung, Proliferation und Aktivierung bis hin zum Zelltod
reichen, auszulosen (Smith, Farrah et al. 1994; Kashii, Giorda et al. 1999). Sie erfiillen
auBerdem die verschiedensten Funktionen im Immunsystem: So ist CD40L ein zentrales
Molekiil bei der Interaktion von B- und T-Zellen, was sich bei der Erkrankung des X-
gekoppelten Hyper-IgM-Syndroms wiederspiegelt. Dieses wird auf Mutationen des
CD40L zuriickgefiihrt und ist gekennzeichnet durch absoluten Mangel aller
Immunglobulinklassen, auBer IgM, ebensowie der Unféahigkeit von B-Zellen, eine
antigenspezifische Antikdrperantwort zu erbringen (Callard, Armitage et al. 1993). Fas

dagegen spielt eine wichtige Rolle bei der Apoptose und der Entstehung von Toleranz,
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weswegen Mutationen dieses Rezeptors mit Autoimmunerkrankungen in Verbindung
gebracht werden (Russell und Wang 1993). Eines ist ihnen jedoch allen gemeinsam: 1993
konnten Goodwin et al. zeigen, dass menschliche T-Zellen und CD4% T-Zellklone
verstirkt proliferieren, wenn sie mit einem beliebigen TNF-Liganden zusammen mit
gegen CD3 gerichteten, monoklonalen Antikorpern inkubiert wurden (Goodwin, Din et
al. 1993).

3.1. Liganden aus der TNF-Familie potenzieren die Kostimulation von T-Zellen

Die Bedeutung der klassischen kostimulatorischen Molekiile B7-1 und B7-2 fiir die
optimale Aktivierung von CTL’s ist am besten untersucht. Daneben gibt es jedoch andere
Molekiile mit potentieller kostimulierender Aktivitat. Fiir die Mitglieder der Tumor-
Nekrose-Faktor-Liganden (TNFL)-Familie gibt es Hinweise, dass die meisten, wenn
nicht sogar alle dieser Liganden, kostimulierend auf die T-Zell-Proliferation wirken
(Goodwin, Din et al. 1993; Alderson 1995). Die meisten Liganden der TNF-Familie und
ihre Rezeptoren werden auf T-Zellen exprimiert und spielen eine entscheidende Rolle in
der T-Zell-vermittelten Immunitiat. TNFa, 4-1BB und CD30L werden auch auf
aktivierten Makrophagen exprimiert, denen als antigenpridsentierende Zellen eine
besondere Rolle in der T-Zell-Aktivierung zukommt. Insgesamt entfalten die Mitglieder
der TNF-Liganden-Familie aufgrund ihrer Typ II Membranproteinstruktur ihre Wirkung
vorzugsweise liber direkten Zell-Zell-Kontakt. Die Wirkung ist eng an akzessorische
Signale gekoppelt, wie z.B. an die gleichzeitige oder vorherige Interaktion zwischen B7-1
mit CD28, oder CD58 mit CD2. Dabei haben TNF-Liganden eine stark potenzierende
Funktion in der Kostimulation von T-Zellen (Smith, Farrah et al. 1994). Als ein Vertreter
der TNF-Liganden liefert CD27L (CD70) iiber seinen Rezeptor CD27, der auf ruhenden
T- und B-Zellen exprimiert wird, ein akzessorisches Signal der T-Zellaktivierung
(Hintzen, Lens et al. 1995). Diese Rezeptor-Ligand Interaktion resultiert in einer
verstirkten Proliferation und zytolytischen Aktivitit von CD8% T-Zellen (Brown, Meek
et al. 1995). In Gegenwart von IL-2 oder IL-12 wird durch CD27L-Stimulation auch eine
Aktivierung der zytotoxischen Funktion von NK-Zellen beobachtet (Yang, Agematsu et
al. 1996).

Auch andere Mitglieder der TNF-Liganden-Familie haben kostimulierende Funktion fiir
T-Zellen. In einem murinen B-Zellymphom-Modell konnte gezeigt werden, dass 4-1BBL
eine entscheidende Rolle in der Kostimulation von IL-2 Produktion und Proliferation von
T-Zellen spielt (DeBenedette, Chu et al. 1995). Dabei induzierte cAMP eine verstirkte
Expression von 4-1BBL in einem B-Zell-Lymphom und fiihrte zu einer Aufregulation der
kostimulatorischen Molekiile B7-1 und B7-2. Weitere Untersuchungen zeigten, dass auch
eine von der B7-1 - CD28 Interaktion unabhiingige kostimulatorische Funktion von

4-1BBL auf T-Zellen besteht, die vor allem in einem Reaktivierungsprozess
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proliferierender T-Zellen nach erfolgter Primérstimulation charakterisiert ist
(DeBenedette, Shahinian et al. 1997; Hurtado, Kim et al. 1997). In einem Mausmodell
konnte eine Regression schwach immunogener Sarkome induziert werden, indem der 4-
1BB-Rezeptor auf aktivierten T-Zellen mittels monoklonaler Anti-4-1BB-Antikorper
stimuliert wurde, was zu einer verstirkten CTL-Antwort von CD4+ und CD8* T-Zellen
fiihrte (Melero, Shuford et al. 1997).

0X40 ist ein weiteres Molekiil der TNF-Familie, das als T-Zell-Aktivierungsantigen
urspriinglich in der Ratte entdeckt wurde. Exprimiert man rekombinanten OX40L in
COS-Zellen, so wird die Proliferation von CD4% Zellen, die mit Mitogenen (PHA, PMA)
oder Anti-CD3-Antikérpern vorstimuliert waren, verstirkt (Godfrey, Fagnoni et al.
1994). Auch gibt es Hinweise dafiir, dass die OX40L vermittelte Stimulation von OX40-
positiven T-Zellen Adhédsionsmolekiile aufreguliert und die Adhédsion an vaskulére
Endothelzellen fordert (Imura, Hori et al. 1996). Daneben werden T-Zell-abhiingige
humorale Immunantworten entscheidend von der OX40/0OX40L-Interaktion geprigt, da
die Differenzierung von aktivierten B-Zellen in Immunglobulin produzierende Zellen von
diesem Stimulationsprozess abhidngig ist (Stuber und Strober 1996). Dass diese
Aktivierung von B-Lymphozyten in einer Antitumorantwort neben der Aktivierung von
T-Zellen eine Rolle spielt, wurde bereits in einem murinen Plasmozytommodell fiir einen
weiteren TNF-Liganden, Lymphotoxin (LT), gezeigt: J558L Zellen, die mit einem LT-
Expressionsplasmid transfiziert wurden, unterdriickten das Tumorwachstum durch
Stimulation von aktivierten B-Zellen auch in Abwesenheit von aktivierten T-
Lymphozyten (Qin und Blankenstein 1995)

4.Das CD30L/CD30 System
Ein weiteres Molekiil der Familie der TNFR-Liganden ist der CD30L, der zusammen mit

seinem Rezeptor im folgenden néher beschrieben werden soll:

4.1. Struktur des CD30L

Nach der erstmaligen Klonierung von CD30 im Jahr 1992, konnte dieses Molekiil
eindeutig der Gruppe der TNF-Rezeptor-Familie zugeordnet werden (Durkop, Latza et al.
1992). Bereits ein Jahr spiter gelang es, das Gen des dazugehorigen Liganden, CD30L,
welches sich auf Chromosom 9933 befindet, zu klonieren. Der CD30L gehort damit zur
Familie der TNF-Rezeptor-Liganden wie auch TNFo, TNFB, CD40L, FasL, 4-1BBL, hat
aber nur eine Sequenzhomologie von 12 - 18% mit den anderen Mitgliedern dieser
Familie (Falini, Pileri et al. 1995). Das Molekiil ist ein Typ II Transmembranglykoprotein
mit multiplen N-gekoppelten Glykosylierungsstellen in der C-terminalen, extrazelluldren
Domiine, die bei den anderen TNF-Liganden nicht gefunden werden konnen. Diese aus

172 Aminosduren bestehende Domine ist jedoch homolog zu den extrazelluldren
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Doménen anderer TNF-Familienmitgliedern wie TNFo, TNFB, CD40L und stark
konserviert, da hier die Rezeptorbindungsstelle liegt (Falini, Pileri et al. 1995). Uber ein
22 Aminosduren langes Transmembranstiick ist der Ligand mit 40 Aminosduren im
Zytoplasma verankert (Horie und Watanabe 1998). Der Ligand kann iiber seinen
Rezeptor Signale vermitteln, die in gegensitzliche Endpunkte wie Zelltod oder

Proliferation miinden konnen.

4.2. Vorkommen des CD30L und seines Rezeptors

Die Expression von CD30L wurde urspriinglich auf aktivierten T-Zellen, Monozyten und
Makrophagen beschrieben (Wiley, Goodwin et al. 1996; Nicod und Isler 1997;
Shimozato, Takeda et al. 1999). Spiter wurde dieses Molekiil auch auf normalen und
malignen B-Zellen sowie einigen anderen Zelltypen gefunden (Tab. 1). Ob eine 16sliche
oder abgespaltene Form des CD30L existiert, ist bisher nicht bekannt (Falini, Pileri et al.
1995).

Der Rezeptor CD30 wurde urspriinglich als ein Oberflichenmolekiil definiert, welches
auf Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen exprimiert wird (Schwab, Stein et al. 1982).
Seither konnte es auf den verschiedensten Arten von Zellen und bei zahlreichen
Erkrankungen nachgewiesen werden (Tab. 1). Der extrazelluldre Anteil von CD30 kann
proteolytisch abgespalten werden (Hansen, Kisselva et al. 1995), wodurch eine 16sliche
Form des CD30 entsteht. In gesunden Individuen kommt dieses 16sliche Molekiil nur in
geringen Konzentrationen im Serum vor, in verschiedenen Krankheiten wie unter
anderem z.B. bei HIV, Morbus Hodgkin, aber auch bei atopischer Dermatitis und SLE
wurden jedoch bereits erhohte Serumkonzentrationen beschrieben, die mit der Aktivitét
der Erkrankung korrelierten (Pizzolo, Vinante et al. 1990; Caligaris-Cappio, Bertero et al.
1995; Frezzolini, Paradisi et al. 1997; Pizzolo, Vinante et al. 1997).

4.3. Biologische Funktionen des CD30/CD30L Systems

Das CD30/CD30L System induziert ebenso wie die restlichen Mitglieder der
TNFR/TNFRL-Familie pleiotrope Effekte, die von Zelltyp, Differenzierungsstadium,
Transformationsstatus und der Anwesenheit von anderen Stimuli abhédngig sind. Dabei
reicht das Spektrum dieser Effekte von Aktivierung, Differenzierung, Kostimulation und
Proliferation bis hin zum Zelltod durch Apoptose. Die gemeinsame Funktion aller

Mitglieder ist jedoch die T-Zell vermittelte, kontakt- und antigenabhingige Immunitét.
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Vionrkommment vion EI3i)

Vionrkonumen v.ont CD30IE

Expression ist streng abhiingig von Aktivie-
rung und Proliferation (Andreesen, Osterholz
et al. 1984; Gerdes, Schwarting et al. 1986;
Ellis, Simms et al. 1993; Gilfillan, Noel et al.
1998)

normale und EBV transformierte B-Zellen,
(Stein, Mason et al. 1985; Stein, Gerdes et
al. 1987)

normale und maligne B-Zellen (Jumper,
Nishioka et al. 1995; Gattei V. 1997; Trentin,
Zambello et al. 1997; Cerutti, Kim et al. 2001)

aktivierte T-Zellen (CD4* und CD8%), v a.
Th2-Subtyp (Alzona, Jick et al. 1994; Del
Prete, De Carli et al. 1995; Martinez,
Villanueva et al. 1998)

aktivierte T-Zellen (Del Prete, Maggi et al. 1995;
Shimozato, Takeda et al. 1999)

Kann auf Makrophagen nicht induziert
werden (Stein, Gerdes et al. 1987)

Makrophagen/Monozyten, Alveolarmakro-
phagen in Sarkoidose (Nicod und Isler 1997)

Embryonalzelltumoren (Pallesen und
Hamilton-Dutoit 1988; Pallesen 1990)

Keimzelltumoren (Pera, Bennett et al. 1997)

maligne Melanome (Polski und Janney 1999)

neutrophile Granulozyten, eosinophile
Granulozyten (Wiley, Goodwin et al. 1996; von
Wasielewski, Seth et al. 2000)

Hodgkin + Non-Hodgkin Lymphomzellen
(Stein, Gerdes et al. 1987; Pallesen 1990)

CD30% groBzelliges anaplastisches Lymphom
(ALCL) (Stein und Dallenbach 1992)

Aufregulation von CD30 nach Infektion
mit Viren (HIV, EBV, HTLV) (Stein, Mason
et al. 1985; Romagnani, Annunziato et al. 1996)

lymphatisches Gewebe, insbesondere im
Bereich der Keimzentren von LK, Milz und
Thymus (Stein, Mason et al. 1985;

Pallesen 1990)

Medulla des Thymus (Romagnani, Annunziatio e
al. 1998)

Hodgkin Lymphome (Hsu und Hsu 2000;

Molin, Fischer et al. 2001)

Tab. 1) Expression von CD30L und seinem Rezeptor CD30.




Einleitung 9

So kann CD30L iiber CD30 in Hodgkin-Zelllinien vom T-Zell Typ (HDLM-2)
Proliferation auslésen (Hsu und Hsu 2000) oder bei Kostimulation mit anti-CD3 die
Proliferation von aktivierten T-Zellen induzieren, er besitzt auf der anderen Seite aber
auch die Fihigkeit der Induktion von Apoptose (Powell, Li et al. 1998; Romagnani,
Annunziatio et al. 1998). Die experimentellen Ergebnisse mit CD30-defizienten Mausen
zeigen, dass die Aktivierung von CD30 dariiberhinaus fiir die negative Selektion von
Thymozyten wichtig ist, indem es die Apoptose dieser Zellen induziert (Amakawa,
Hakem et al. 1996). Mori et al. konnten zeigen, dass in sich spontan zuriickbildenden
Lasionen von CTCL’s (cutaneous T-cell lymphomas), die Expression von CD30L auf
molekularer Ebene hoher ist als bei wachsenden Lisionen, auf immunhistochemischer
Ebene war CD30L sogar nur in den sich zuriickbildenden Lésionen nachweisbar (Mori,
Manuelli et al. 1999).

Uber CD30 konnen dariiber hinaus Differenzierungssignale an Zellen vermittelt werden:

CD30 wird vorzugsweise auf Th2-Zellen exprimiert. Del Prete et al. konnten zeigen, dass
CD30L in Antigen-reaktiven Th2-Zellkonen die Produktion der Zytokine IL-4 und IL-5
(entsprechend einem Th2-Zytokinprofil), in ThO-Klonen die von IFNy, IL-4 und IL-5
induziert. Bei Blockade der CD30-CD30L-Interaktion verschiebt sich das registrierte
Zytokinprofil in Richtung eines Thl-Zytokinprofils mit der Produktion von IFNy und
TNFB (Del Prete, De Carli et al. 1995). Auch B7-1 und B7-2 aktivieren die
Differenzierung von T-Zellen. Dabei induziert B7-2 eher die Expansion von IL-4
produzierenden ThO/Th2-Zellen, B7-1 eher die von IL-2 produzierenden Thl-Zellen
(Freeman, Boussiotis et al. 1995).

Auch Aktivierungssignale gehdren zum Spektrum der auslosbaren Effekte durch

CD30/CD30L. So konnen B-Zellen zur Sekretion von Immunglobulinen angeregt werden
(Shanebeck, Maliszewski et al. 1995). CD30 und CD40 steigern in aus Reed-Sternberg
Zellen gewonnenen Zelllinien die Zytokinproduktion. Aus Hodgkin-Zellen vermag
CD30L TNF, IL-6 und LTa freizusetzen (Caproni, Bianchi et al. 1997; Grell,
Zimmermann et al. 1999), aus CTL’s dagegen IL-5 (Bowen, Lee et al. 1996), womit
CD30L zu einem potentiellen Aktivator der CTL-Antwort wird.

In mit HIV infizierten CD4" T-Zellen wird durch CD30 vermittelte Signale die HIV
Replikation potenziert (Maggi, Annunziato et al. 1995). Dieser Effekt kann durch CD8%
T-Zellen, die CD30L auf ihrer Oberfldche tragen, sogar verstirkt werden. Damit tragen
T-Zellen auf diesem Wege einerseits zur HIV Replikation, andererseits aber auch zum
Zelltod der HIV infizierten CD4% Zellen bei (Romagnani, Annunziato et al. 1996).
CD30L vermittelt weiterhin die Steigerung der Expression von Aktivierungsantigenen
und Adhisionsmolekiilen wie CD54, die in der Interaktion von antigenprisentierenden

Zellen mit T-Zellen neben den Kostimuli wichtig sind.
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CD30L selbst ist in der Lage, nach Crosslinking mit einem monoklonalen Antikorper in
CD30L tragenden Neutrophilen die Produktion von IL-8 und einen ,,0xidativen burst* zu
bewirken, sowie in T-Zellen die metabolische Aktivitit zu steigern, die Proliferationsrate
zu erhohen und die Produktion von IL-6 anzuregen (Wiley, Goodwin et al. 1996). Ebenso
kann in B-Zellen der Antikorper-Isotypenswitch durch Aktivierung des CD30L mittels
Bindung an CD30 verhindert werden (Cerutti, Schaffer et al. 2000). Er kann damit, genau
wie die anderen Mitglieder der TNF Familie, Signale in zwei Richtungen vermitteln. Da
aktivierte T-Zellen sowohl CD30 als auch CD30L exprimieren konnen, ist damit eine
auto- und parakrine Stimulation der Zellen moglich.

CD30 ist ein Oberfldchenprotein, welches im normalen menschlichen Gewebe nur selten
vorkommt und iiber welches durch Interaktion mit seinem Liganden CD30L das
Immunsystem aktiviert werden kann. Daher wird dieses Rezeptor/Liganden-Paar ein
potentieller Angriffspunkt fiir Inmuntherapien (Stein, Gerdes et al. 1987; Falini, Pileri et
al. 1995).

5. Das maligne Melanom als Modell fiir immuntherapeutische Ansiitze
Die Inzidenz des malignen Melanoms steigt derzeit weltweit um etwa 5% pro Jahr (Koh

1991). 1998 wurden 41.600 Neuerkrankungen und 7.300 Todesfille verzeichnet (Mcgee,
Price et al. 1999). War es friiher einmal eine seltene Krankheit, so ist es heute einer der
Tumoren, bei welchem die Inzidenz weltweit am schnellsten zunimmt (Haluska und Hodi
1998). In Europa liegt sie derzeit bei 10-12/100.000 Einwohnern, wobei sich die Anzahl
der Patienten mit Melanom in den letzten 10-15 Jahren verdoppelt hat (Weiss, Herbst et
al. 2000). Trotz steigender Inzidenz gibt es bisher keine befriedigenden therapeutischen
Ansitze fiir fortgeschrittene Krankheitsstadien. Derzeit sind die einzig kurativen
Optionen bei der Behandlung von Melanomen die friihzeitige Diagnose sowie die
chirurgische Resektion (Mcgee, Price et al. 1999). Chemotherapie und Bestrahlung
zeigten nur in Einzelfdllen langanhaltende Remissionen und auch die vom FDA
genehmigte hochdosierte Interferontherapie hat aufgrund der hohen Toxizitdt ihre
Limitierungen (Kirkwood, Strawderman et al. 1996). Neuere klinische Studien mit
niedrig dosierter IFNa-Therapie fiir Patienten mit Melanom im Stadium II nach
chirurgischer Resektion, zeigten allerdings eine bessere Vertraglichkeit und auch deutlich
verlidngerte 5-J ahres-Uberlebensraten (Grob, Dreno et al. 1998; Pehamberger, Soyer et al.
1998). Andere Therapieversuche mit IL-2-aktivierten, tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL’s) oder bispezifischen Antikérpern mit Bindungsstellen fiir die Effektorzellen, mit
Radionukliden oder Zytostatika, konnten bisher keinen Durchbruch erzielen (Keilholz,
Scheibenbogen et al. 1995). Die Therapie fortgeschrittener Stadien ist daher in den
meisten Fillen nur palliativ (Garbe 1995). Beim metastasierten Melanom sind nur in etwa
20%-40% der Fille mit einer systemischen Standard-Chemotherapie
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Tumorriickbildungen zu verzeichnen (Legha, Ring et al. 1989), ohne dass eine
entscheidende Lebensverldngerung erreicht wird. Diese Kombination aus hoher
Privalenz und starker therapeutischer Resistenz hat zu groBem Interesse an der

Entwicklung von Vakzinierungsstrategien gegen das maligne Melanom gefiihrt.

6. Tumorvakzinierung beim malignen Melanom
Warum eignet sich das maligne Melanom fiir Vakzinierungstherapien? 1. Das Melanom

ist der am meisten immunogene, bisher bekannte Tumor, 2. Die Antigene auf
Melanomzellen unterscheiden sich von den Antigenen auf normalen adulten Melanozyten
und viele von ihnen sind bereits gut charakterisiert (Tab. 2), 3. Diese Unterschiede
konnen von Immunzellen erkannt werden, 4. Melanomzellen konnen durch diese
Immunantworten in vitro zerstort werden (Bystryn 1998), 5. Immunantworten konnen
durch kostimulatorische Molekiile verstirkt werden (Townsend und Allison 1993).
Dariiberhinaus konnen in bis zu 3-15% der Melanompatienten mit Metastasen keine
Primérldsionen gefunden werden (Chang, Hynds Karnell et al. 1998), was darauf
hinweist, dass sich Primérlidsionen spontan zuriickbilden konnen. Weiterhin gibt es
histologische Anhaltspunkte fiir die spontane Zerstdorung von Melanomzellen bei Erhalt
der umgebenden normalen Melanozyten (Avril, Charpentier et al. 1992; Blessing und
McLaren 1992; Bystryn 1998; Papac 1998). Die spontane Riickbildungsrate von
Metastasen liegt bei ca. 3% (Bystryn 1995). Es wird angenommen, dass diese
Schutzmechanismen immunologischen Ursprungs sind. So konnten aus dem Blut von
Melanompatienten einerseits Anti-Melanom-Antikérper (Morton, Eilber et al. 1970),
andererseits CTL’s isoliert werden, die in der Lage waren, Tumorzellen in vitro zu
zerstoren (Topalian, Solomon et al. 1989). Durch Vakzinierungen konnte daher diese
schiitzende Immunantwort potenziert werden. Die Charakterisierung von
melanomassoziierten Antigenen wie z.B. MAGE-1, MAGE-3 oder Melan A/MART-1
(Tab. 2), aus deren Peptiden reine Antigen-Vakzine hergestellt werden konnen, stellt nur
einen von verschiedenen Ansdtzen zur Entwickung von Vakzinen dar (Kawakami,
Eliyahu et al. 1994; Marchand, Weynants et al. 1995).

Beim malignen Melanom gibt es bereits eine Vielzahl préklinischer Untersuchungen zur
Tumorvakzinierung (Pardoll 1993; Bystryn 1998). Einige klinische Studien beschéftigen
sich bereits erfolgreich unter anderem mit Vakzinen auf Peptidbasis, dendritischen Zellen
oder Zytokintherapien (Rosenberg, Yang et al. 1994; Marchand, Weynants et al. 1995;
Jaeger, Bernhard et al. 1996; Nestle, Alijagic et al. 1998). In einigen Melanomvakzinen
wurden Melanome mit dem IL-2 Gen transfiziert, wobei in einem Teil der Studien eine
effektive, systemische Immunantwort induziert werden konnte (Maass, Schmidt et al.
1995; Zatloukal, Schneeberger et al. 1995).
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MAGE-1 HLA-A1 pMel-34/Tyrosinase HLA-A2
HLA-A24 HLA-A24
HLA-Cwl16 HLA-B44
HLA-Al
MAGE-2 HLA-A2 HLA-DR4
MAGE-3 HLA-A1 TRP-1/gp75 HLA-A31
HLA-A2
HLA-A24 | TRP-2 HLA-A31,A33
HLA-B44 HLA-A2
HLA-DRI13
pMel-17/gp100 HLA-A2
BAGE HLA-Cwl16 HLA-A24
HLA-A3
GAGE HLA-Cw6 HLA-DR1,34
PRAME HLA-A24 | Melan-A/MART-1 HLA-A2
HLA-B45.1
NY-ESO-1/CAG-3/LAGE HLA-A2
HLA-A31 | N-Acetyl-Gn-Transferase V. HLA-A2

Tab. 2) Melanom-assoziierte Antigene, die von zytotoxischen T Zellen (CTL ’s) erkannt
werden (Sun, Paschen et al. 1999).

Daneben wurde auch ein Vakzinierungseffekt mit B7-1 und B7-2 beim malignen
Melanom gefunden (Townsend und Allison 1993; Yang, Darrow et al. 1997). Eine am
National Cancer Institute durchgefiihrte Studie mit B7-transduzierten allogenen
Melanom-Zelllinien erzielte in Abhéngigkeit vom HLA-Typ der Induktor-Zelllinie eine
streng HLA-assoziierte Lyse von Melanomzellen von Patienten mit fortgeschrittenem
Tumorleiden (Fenton, Sznol et al. 1995). Neben der Bedeutung der B7-Molekiile fiir die
direkte TumorzellabstoBung wurde in anderen Untersuchungen auch herausgearbeitet,
dass in intrinsisch nicht-immunogenen Tumoren eine alleinige B7-Transduktion nicht zu
einer systemischen Tumorimmunitit fiihrt, sondern zusitzliche Signale notig sind (Wu,
Huang et al. 1995). Die Mitglieder der TNFR-Familie sind dafiir aufgrund ihres
Einflusses auf eine Vielfalt immunologischer Prozesse, davon nicht zuletzt die
Aktivierung von T-Zellen, geeignete Kandidaten. Fiir einige Mitglieder der TNF-Familie
konnte bereits gezeigt werden, dass sie durch Thre Expression auf Tumorzellen zu einer

Verbesserung der Antitumorimmunitit fiihren konnen (Couderc, Zitvogel et al. 1998).
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1. Zielsetzung der Arbeit
Trotz steigender Inzidenz des malignen Melanoms gibt es keine befriedigenden

therapeutischen Ansitze fiir fortgeschrittene Krankheitsstadien. In ersten préklinischen
Vakzinierungsstudien wurde gezeigt, dass durch Transduktion kostimulatorischer
Molekiile (B7-1, B7-2) in Melanomzellen eine direkte TumorabstoBung induziert werden
konnte. Fiir einige Mitglieder der TNF-Familie konnte bereits gezeigt werden, dass sie
durch Thre Expression auf Tumorzellen zu einer Verbesserung der Antitumorimmunitét
fiihren konnen (Couderc, Zitvogel et al. 1998). Bei der Aktivierung von
tumorspezifischen, zytotoxischen T-Zellen konnte verschiedenen Molekiilen aus der
TNF-Liganden-Familie neben dem bekannten, kostimulatorischen Molekiil B7-1 eine

besondere Rolle zukommen.

In dieser Arbeit sollten die Effekte des in Melanomzellen transfizierten TNF-Liganden
CD30L im Vergleich zu B7-1 bei der Aktivierung von T-Zellen untersucht werden. Dazu
mussten T-Zellen und transfizierte M3HK-Zellen zunéchst beziiglich ihrer Expression
von CD30-Rezeptor sowie verschiedenster, weiterer Oberflichenmolekiile charakterisiert
werden.

Jedes dieser beiden Molekiile, CD30L und B7-1, sollte sowohl alleine als auch in
Kombination stabil von Melanomzellen der Linie M3HK zur Expression gebracht werden
und anschlieBend unter verschiedenen Stimulationsbedingungen auf die Fahigkeit hin
untersucht werden, T-Zellen als primérer Stimulus zu aktivieren und CD30 sowie die
Aktivierungsmarker CD25 und CD71 auf T-Zellen aufzuregulieren, diese zur
Proliferation anzuregen und damit eine tumorspezifische, zytotoxische T-Zellantwort zu
ermoglichen.

Sowohl fiir CD30L als auch fiir B7-1 wurde bereits gezeigt, dass sie pridaktivierte T-
Zellen kostimulieren. Im folgenden Schritt sollte daher die Féahigkeit der transfizierten
Molekiile CD30L und B7-1 daraufhin untersucht werden, inwieweit sie ein sekundéres,
die Aktivierung und Proliferation steigerndes Signal fiir T-Zellen vermitteln konnen, um
moglicherweise ein zweites, spiteres, kostimulatorisches Signal zu setzen, welches eine

langer anhaltende Immunantwort gegen Tumorzellen ermoglicht.
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II. Material

1. Antikorper

1.1. Antikorper fiir die Durchflusszytometrie (FACS)

FITC konjugierte Antikorper gegen CD3, 45

(IgG1)

PE konjugierte Antikorper gegen CD3, 4, 8,

14,16, 19, 54, 56,71, 80,95 (IgG1)

FITC oder PE konjugierte Maus-a-Human IgG1

Antikorper (Isotypkontrollen)

FITC konjugierter Maus-o-Human CD25, 58

(IgG2,) Antikorper

FITC konjugierter Maus-o-Human 1gG2,

Antikorper (Isotypkontrolle)
Maus-o-Human IgG2,) Antikorper

FITC konjugierter Maus-o-Human HLA-I, CD134

(=0x40R) Antikorper (IgG1)

FITC konjugierter Maus-o-Human IgG1

Antikorper (Isotypkontrolle)

FITC konjugierter Maus-o-Human HLA-II

Antikorper (IgG2,)

FITC konjugierter Maus-o-Human 1gG2,

Antikorper (Isotypkontrolle)

FITC konjugierter Ziege-o.-Maus 1gG2,,

Antikorper

1.2. Antikorper fiir die Zellseparation (MACS)

Maus-o-Human CD30L Antikorper (IgG2,)
Maus-a-Human CD80 Antikorper (IgM)

IgM Microbeads

IgG2, 1, Microbeads

Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich

Pharmingen, San Diego, USA

Pharmingen, San Diego, USA

Pharmingen, San Diego, USA

Pharmingen, San Diego, USA

Dianova, Hamburg, Deutschland

Genzyme, Cambridge, USA
Pharmingen, San Diego, USA
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch

Gladbach, Deutschland
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Pan T-Zell Isolierungs-Kit

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,

1. Hapten-Antikorper-Cocktail (Maus-o-Human — Deutschland
CDl11b, CD16,CD19, CD36, CD56 Anti-

korper)

2. Anti-Hapten Microbeads

2. Chemikalien

Agarose
Ammoniumacetat
Ampicillin
Bacto-Agar
Borsdure
Bromphenolblau
Concanavalin A
DMEM

DMSO

EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
FCS

Ficoll
Fliissigstickstoff
G418

Gene amp 10x Puffer
Glucose

HCl

Hefeextrakt
Hygromycin
IFNy

IL-2

IMDM
Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaliumacetat
Lipofectamine™
L-Glutamin

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

FMC Bio Products, Rockland, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Fisher Biotech, Fair Lawn, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Boehringer Bioproducts, Heidelberg, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

QUANTUM, Tuscola, USA

Sigma, St. Louis, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland

Immuno GmbH, Heidelberg, Deutschland
Linde, Miinchen, Deutschland

GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland

Perkin Elmer, Norwalk, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland
National Cancer Institute, Frederick, USA
Boehringer Bioproducts, Heidelberg, Deutschland
Mallinckrodt AR, Paris, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, St. Louis, USA

GibcoBRL, Gaithersburg, USA

GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland
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B-Mercaptoethanol
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Paraformaldehyd

PBS

Penicillin-Streptomycin 100x
Phenol

PHA

REact 3 (Restriktionsenzympuffer 10x)
SDS

Tris

Trizma® Hydrochlorid

Trizma Base

Trypanblau

Trypton

Radioaktive Substanzen
[6-3H] Thymidin
3. Enzyme

3.1. Restriktionsenzyme

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland
GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland
Clontech, Palo Alto, USA

DIFCO, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Fisher Biotech, Fair Lawn, USA
Sigma, St. Louis, USA

Sigma, St. Louis, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, St. Louis, USA

Amersham International, Buckinghamshire,

England

Alle verwendeten Restriktionsenzyme (EcoRI, HindIII, Pvull, Xbal, BssHII, Nael) wurden
von GibcoBRL, Eggenstein, Deutschland, bezogen.

3.2. Sonstige Enzyme

RNase A

4. Geriite

I. Zentrifugen
Zentrifuge 4K-1

Tischzentrifuge: Centrifuge 5415C

Sigma, St. Louis, USA

Sigma-Zentrifugen, Osterode,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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II. Sonstige
Autoklav
Brutschrank 37°C
Zellharvester
Durchflusszytometer (Epics XL-MCL)
Einfriergerit
Fliissigstickstofftank
Microsealer Wallac 1495-021

Microbeta plus (Szintillationszédhler)

Phasenkontrastmikroskop-2
pH-Meter pH 530

Photometer (OD)

Schiittler

Schiittelinkubator (Orbital shaker)
Sterilbank

Vortex Genie 2
Vario MACS Gerit

Waage
Zihlkammer
IKA Schiittler Typ MTS 2

5. Blut und Zellen

Hirayama, Tokyo, Japan

Labotech, Gottingen, Deutschland
Wallac, Turku, Finnland

Coulter Electronics Inc., USA
Cryoson, Schollkrippen, Deutschland
Cryoson, Schollkrippen, Deutschland
Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg
Deutschland

Nikon, Tokyo, Japan

WTW, Weilheim, Deutschland
Pharmacia LKB, Ultrospeclll, Schweden
Biihler, Tiibingen, Deutschland
Precision Scientific, VA, USA

HA 2448 GS, Heraeus, Osterode,
Deutschland

Scientific Industries, Bohemia, USA
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bosch, Jungingen, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland

IK A Labortechnik, Staufen, Deutschland

Die buffy coats stammten vom Blutspendedienst des BRK Miinchen, Deutschland

Die menschliche Melanom-Zelllinie M3HK wurde von der Firma Medigene, Miinchen,

Deutschland, bezogen.

6. Plasmide

pcEXV-3 mit B7-1 Insert
Rc/CMV

pPMAM

CD30L cDNA

M K. Jenkins, University of Minnesota, USA

Invitrogen, San Diego, USA
Clonetech, Heidelberg, Deutschland
H.-J. Gruss, Immurex, Seattle, USA
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7. Kits
Quiagen EndoFree Plasmid Maxi Kit

8. Kompetente Bakterien

Epicurian Coli® XL1-Blue Supercompetent Cells

9. Losungen, Puffer und Gele

Agarosegel 0.7% (2%)

Ammoniumacetat 4M

Ampicillinlésung (50 mg/ml)

Aufschlusslosung 1

Aufschlusslosung 2

EDTA 0.5M

Quiagen Inc., Chatsworth, USA

Stratagene, Heidelberg, Deutschland

0.7 g (2 g) Agarose
100 ml TBE

77.1 g Ammoniumacetat
150 ml ddH,O

mit ddH,O auf 250 ml auffiillen

sterilfiltrieren

0.5 g Ampicillin
10 ml H,O

2.5 ml 2M Glucose

2.5 ml IM Tris pH 8

2 ml 0.5M EDTA

Auf 100 ml mit ddH,O auffiillen und

sterilfiltrieren

0.8 g NaOH

5 ml SDS
auf 100 ml mit ddH,O auffiillen

93 ¢ NaEDTA-2H,0
10 g NaOH
350 ml ddH,0

pH auf 8.0 mit 10N NaOH einstellen
mit ddH,O auf 500 ml auffiillen
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Gefriermedium RPMI
10% DMSO
60% FCS
sterilfiltrieren
Kulturmedien
a) fiir Lymphozyten aus PBL's IMDM
(Iscove’s Komplettmedium) 10% FCS
100 U/ml Pen-Strep
Glutamin

b) fiir M3HK Melanomzellen

LB-Medium

LB-Medium mit Ampicillin (50 pg/ml)

LB-Ampicillin-Agarplatten

Losung 3

DMEM 4,5% Glucose + Glutamin
10% FCS
100 U/ml Pen-Strep

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

auf 1 1 mit ddH,>O auffiillen

pH auf 7.5 einstellen

500 ml LB-fliissig-Agar
500 g1 Ampicillinlosung (50 mg/ml)

1 1 LB-fliissig-Agar

15 g Bacto-Agar

autoklavieren

wenn auf 50°C abgekiihlt, 1ml
Ampicillinlésung (50 mg/ml) zugeben

und in Petrischalen gieB3en.

29.44 g Kaliumacetat
mit ddH»O auf 60 ml auffiillen
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Paraformaldehvd 1%

PBS/FCS

RNase A stock (2 mg/ml)

SOC-Medium

Stop-Puffer 6x

TAE-Puffer

TBE 5x

TE 10x

90 ml ddH,0

1 g Paraformaldehyd

pH mit IM NaOH auf 12 einstellen,
rithren, bis sich Paraformaldehyd 16st
dann pH mit 1N HCI auf 7.4 einstellen

sterilfiltrieren

98 ml PBS
2 ml FCS

10 mg RNase A

IM Tris

5M Na(Cl

mischen, 15 min. in kochendes Wasser-
bad geben, langsam auf Raumtempera-
tur abkiihlen lassen

in Aliquoten bei -70°C aufbewahren

98 ml LB-fliissig-Agar
1 ml 2M Magnesiumldsung
1 ml 2M Glucoselosung

sterilfiltern

0.25% Bromphenolblau
0.25% Xylen-Cyanol
30% Glycerin in H,O

in TE

0.04M Tris-Acetat
0.002M EDTA

54 g Tris

27.5 g Borsédure

0.5M EDTA

50 ml IM Tris, pH 7,5
10 ml 0.5M EDTA
440 ml ddH,O



Material 21
TE 1x 50 ml TE 10x

450 ml ddH>O
Tris 1M 19.7 g Trizma Base

53.2 g Trizma HCl

350 ml ddH,O

pH auf 7.5 einstellen
mit ddH,O auf 500 ml auffiillen

sterilfiltrieren

Alle Sterilfiltrationen erfolgten mit einem 0.22 ym Cellulose-Acetat-Filter der Firma

Corning.
10. Sonstige Verbrauchsmaterialien

96 well Zellkultur - Mikrotiterplatten
runder Boden
6 well Zellkultur - Platten

24 well Zellkultur - Platten

Einfrierr6hrchen
Einmalpipetten, 5, 10, 25 ml

Glasfaserfilter: Printer Filtermat A
Multi Lex - Melt on Scintillator Sheets

MACS Siulen RS fiir die Separation
von Melanomzellen

MACS Siulen VSt fiir die Separation
von T-Zellen

Pipetten
Pipettenspitzen

Reagenzien-Reservoire 75 ml

Reaktionsgefille

Corning, Corning, USA

Falcon, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Falcon, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Beckton Dickinson, Heidelberg und
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg; Sarstedt, Niimbrecht
und Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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5 ml Réhrchen
10 ml R6hrchen, steril

50 ml Rohrchen, steril

Sample Bag

Sterilfilter

Zellkulturflaschen 25,75, 175 ml

Zellschaber

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Falcon, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Falcon, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Perkin Elmer Wallac GmbH, Freiburg,
Deutschland

Gelman Sciences, Ann Arbor, USA und
Nalge, Hereford, England

Falcon, Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

Beckton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland
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II1. Methoden

1. Herstellung der Plasmide
Aus dem Plasmid pcEXC-3 (Miller und Germain 1986) wurde das Insert B7-1 mit EcoRI

herausgeschnitten und mit geglitteten (“blunt”) Enden in den Zwischenvektor Rc/CMV,
der an der HindIII Polylinkerstelle gedffnet worden war, einkloniert. Ein 4,2 kb grofBes
Insert, welches die B7-1 cDNA mit CMV-Promotor und Neomycin-Kassette unter
Kontrolle eines SV40 Promotors enthielt und mittels Accl-Restriktionsverdau
herausgelost war, wurde in den AAV-Vektor psub201 (Samulski, Chang et al. 1989)
durch “blunt end”-Ligation (Xbal gedffnet) einkloniert (pAAV/B7-1). pAAV/Neo
entstand ebenfalls durch “blunt end”-Ligation des BamHI Fragments von pMAM Neo in
psub201. pAAV/CD30L (Neo) entstand durch CIP-Behandlung und anschlieBender
Subklonierung der CD30L cDNA in Rc/CMYV an der Schnittstelle von Notl. Das Insert
wurde anschliefend mit Sall herausgeschnitten und unter Verwendung der Klenow
Polymerase durch ,,blunt end“-Ligation an der Xbal Schnittstelle in psub201 einkloniert.
Das Kontrollplasmid pAAVRnLacZ, welches fiir das B-Galactosidase-Gen kodiert, wurde
von Chiorini et al. 1995 bereits detailliert beschrieben (Chiorini, Wendtner et al. 1995).

2. Priparation der DNA

2.1. Transformation der Bakterien

Unter einer Bakterientransformation versteht man die Einbringung eines Plasmids in ein
Bakterium mit dem Ziel, dass sich das Plasmid unter Ausnutzung des normalen
Bakterienzyklus und -stoffwechsels vervielféltigt. Superkompetente Bakterien wurden
mit je 100 ng der Plasmide mit den cDNAs fiir CD30L, B7-1 (Wendtner, Nolte et al.
1997) sowie den Leervektoren mit nur den entsprechenden Antibiotika transformiert und
dazu entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Epicurian Coli® Competent and
Supercompetent Cells) verfahren. AnschlieBend wurden die Bakterien auf Ampicillin

enthaltenden Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2. DNA-Isolierung (Miniprap)

Eine der gewachsenen weillen Kolonien wurden von der Agarplatte mit einem sterilen
Zahnstocher abgenommen, auf eine neue Agarplatte gestrichen und der Zahnstocher dann
in Rohrchen mit 3 ml LB-Medium mit Ampicillin gesteckt und U/N bei 37°C geschiittelt.
Die Agarplatte wurde U/N bei 37°C inkubiert und anschlieBend im Kiihlraum
aufbewabhrt.
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1.5 ml der U/N-Kulturen wurden in ein 1.5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und bei
maximaler Umdrehungszahl 2 min. zentrifugiert. Der Uberstand wurde daraufhin
verworfen, das Bakterienpellet in 100 ul Aufschlusslosung 1 resuspendiert und bis zur
Losung des Pellets geschiittelt (Vortex). Nach Zugabe von 100 ul Aufschlusslosung 2
wurde wiederum 1-3 min. geschiittelt, die Aufschlussreaktion durch Zugabe von 100 ul
Losung 3 und Invertieren der Reaktionsgefille gestoppt und 10 min. bei 4°C mit
maximaler Drehzahl in einer Eppendorf-Zentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
daraufhin in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefill iiberfiihrt und dadurch von den
ausgefallenen Proteinen getrennt. Durch Zugabe von 300 ul1 4M Ammoniumacetat und
600 ul Isopropanol wurde die DNA 5 min. bei RT gefillt, anschlieBend bei -70°C fiir 5
min. inkubiert und 5 min. bei RT mit maximaler Umdrehungszahl abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen, das Pellet mit 100 ul 70%igem, kaltem Ethanol
gewaschen und wiederum fiir 5 min. zentrifugiert. Wiederum wurde der Uberstand
abgenommen, das Pellet luftgetrocknet und anschlieBend in 50 xl TE Puffer

resuspendiert.

2.3. Quantitative DNA-Messung

Die Bestimmung der Menge an isolierter DNA erfolgte mittels Messung der spezifischen
optischen Dichte mit einem Spektrometer. Damit konnen die Absorptionswerte einer
Probe bei zwei verschiedenen Wellenldngen gemessen und als deren Verhiltnis
dargestellt werden. Eine der Wellenldngen misst dabei die spezifische Absorption der
Testsubstanz, die andere diejenige der Verunreinigungen. DNA absorbiert Wellenlingen
von 260 nm, wogegen Proteine, die nach der Isolierung der Nukleinsduren diese
verunreinigen konnen, ihr Absorptionsmaximun bei 280 nm besitzen. Das Gerét misst die
Menge an Licht, die bei einer bestimmten Wellenlidnge durch die Probe tritt relativ zu der
Menge an Licht, die durch eine Referenzprobe tritt und gibt das Ergebnis als
Absorptionseinheiten nach Berechnung mit dem Lambert Beer' schen Gesetz (A = log
100/T; A = Absorption, T = Transmission, log = Logarithmus) an. Als Referenz wird
reines Medium ohne die zu messende Testsubstanz verwendet. 4 ul der in TE
befindlichen DNA wurden zu 396 ul dddH>O gegeben, gemischt und im Vergleich zu

reinem dddH;O als Referenzprobe bei 260nm gegen 280 nm gemessen.

2.4. DNA-Priaparation (Maxiprip)

Von der Agarplatte des plasmidenthaltenden Klons (siehe Abschnitt 2.2.) wurde eine
Bakterienkolonie in 5 ml LB Medium mit Ampicillin iiberfiihrt und 8 Stunden bei 37°C
geschiittelt. Die sogenannte Maxi-Priparation wurde sodann genau nach den

Anweisungen des Herstellers mit dem Quiagen EndoFree Plasmid Kit durchgefiihrt und
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abschlieBend wiederum die resultierenden DNA Mengen wie unter 2.3. beschrieben

bestimmt.

3. Verifizierung des Inserts nach Amplifizierung der DNA
Nach Amplifizierung der Plasmide mit den Genen fiir CD30L, B7-1,

Hygromycinresistenz und Neomycinresistenz wurde ein Restriktionsverdau mit
anschlieender Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt um die einzelnen Inserts in den
Plasmiden zu iiberpriifen.

3.1. DNA-Fragmentierung mittels Restriktionsenzymen
Jeweils 1 g DNA wurden daraufhin zur Uberpriifung der Inserts mit verschiedenen

Enzymen verdaut:

Plasmid Enzym
pAAV neo ¢ Pvull
pAAV lacZ EcoRI
pAAV/B7-1 BssHII
pAAV/CD30L Nael

Tab. 3) Verwendete Restriktionsenzyme fiir den Verdau der einzelnen Plasmide.

Bei einem Gesamtvolumen von 10 ul wurden in das Reaktionsgefdll jeweils das
entsprechende Volumen HO, 1 ul 10x Puffer, 1 g der entsprechenden DNA, sowie zum
Schluss 1 ul des jeweiligen Enzyms gegeben. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde die
DNA anschlieend 1 h bei 37°C, bzw. im Falle des BssHII-Enzyms bei 50°C, verdaut,
dann die Reaktion mit 2 ul 5x Stop-Puffer mit RNAse gestoppt, und die DNA in einem

2%igen Agarosegel aufgetrennt.

3.2. Agarose-Gelelektrophorese

Wihrend des Verdaus wurde ein 2%iges Agarosegel gegossen. Dazu wurden 200 ml
Agaroselosung in der Mikrowelle gekocht, bis alle Agarosekdrnchen gelost waren, die
Losung auf ca. 65°C abgekiihlt, 13 ul Ethidiumbromid zugegeben, das Gel in eine
horizontale Elektrophoresekammer gegossen und zum Schluss ein Kamm fiir die
Taschenbildung eingesetzt. Nach Verfestigung des Gels wurde die Kammer mit TAE-
Puffer gefiillt und jeweils 10 ul der Proben in die einzelnen Taschen aufgetragen.
Zusitzlich wurden zur Messung der DNA-Fragmentlingen 5 gl HindIII Marker
aufgetragen. Die auf das Gel aufgetragene DNA wurde bei einer Stromstirke von 40 mA
tiber Nacht aufgetrennt.
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4. Zellkulturexperimente

4.1. Allgemeine Methoden

4.1.1. Zellzihlung

Die Zelldichten wurden in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Sie besteht aus neun
groBBen Quadraten mit einem Volumen von je 0.1 ul, von welchen 8 nochmals in 16
kleinere Quadrate unterteilt sind, sowie das mittlere aus 25 kleinen Quadraten besteht.
Um zu vermeiden, dass auch tote Zellen mitgezédhlt werden, wurde die Zellzdhlung in
Gegenwart von Trypanblau durchgefiihrt. Dieser Farbstoff dringt in tote Zellen schnell
ein und ldsst sie unter dem Mikroskop schwach- bis tiefblau erscheinen, wogegen lebende
Zellen den Farbstoff nur langsam aufnehmen und sich erst nach mehreren Minuten
anféarben.

Zur Zahlung wurde das Deckglas angehaucht und auf die Zihlkammer geschoben. 90 ul
0.4%ige Trypanblaulésung wurden mit 10 ul Zellsuspension gemischt und unmittelbar
darauf 20 ul dieser Mischung an die Kante des Deckglases pipettiert, so dass die
Suspension durch Kapillarkrifte unter das Deckglas gezogen werden konnte. Unter dem
Mikroskop wurden 4 grofle Quadrate ausgezéhlt und der daraus errechnete Mittelwert mit
100000 (Verdiinnungsfaktor = 10, Volumen = 0.1 gl x 10000) multipliziert, um die
Zellzahl pro Milliliter zu erhalten. Die Vitalitit wurde aus dem Verhéltnis der toten oder

lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl errechnet.

4.1.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Von Zeit zu Zeit wurden verschiedene Zellpassagen eingefroren, um im Falle einer
Kontamination oder bei Verdnderung der Eigenschaften der Zellen in Kultur einen Vorrat
zu haben. 2-5x107 Zellen/'ml DMEM (4°C) wurden unter der Sterilbank in der
entsprechenden Menge Gefriermedium (4°C) resuspendiert und ziigig je 1.5 ml in
Gefrierrohrchen, die auf Eis gelagert waren, pipettiert. Um die Kontaktzeit der noch
ungefrorenen Zellen mit DMSO zu verkiirzen, war die computergesteuerte
Einfriermaschine zuvor schon eingeschaltet und vorgekiihlt worden. Die
Einfriermaschine wurde mit fliissigem Stickstoff gekiihlt und lief in einem gesonderten
Lymphozyten-Einfrierprogramm (Tab. 4).

Nach Ablauf des Programms wurden die Rohrchen mit den Zellen entnommen und fiir
die langfristige Aufbewahrung sofort in fliissigem Stickstoff gelagert. In einem

Computerarchiv wurden Zellart, Datum und der genaue Lagerort festgehalten.
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SEGMENT ENDTEMP. [°C]| LAUFZEIT [min]| RATE [°C/min]
1 0 10 -2

2 0 10 0

3 -9.5 7 -1.3

4 -28 0.2 -92.5

5 -25 0.8 3.7

6 -25 25 0

7 -15 1 10

8 -30 10.7 -14

9 -100 10 -7

Tab. 4) Schema des Einfrierprogramms fiir Lymphozyten.

Auch beim Auftauen der Zellen musste schnell gearbeitet werden, um die toxische
Wirkung von DMSO auf die Zellen auf ein Minimum zu beschrinken. Die Rohrchen
wurden nach Entnahme aus dem fliissigen Stickstoff so lange bei 37°C inkubiert, bis der
letzte Eiskristall geschmolzen war und die Zellen dann sofort in einem 15 ml Falcon
Rohrchen mit 10 ml DMEM+10% FCS verdiinnt. Sie wurden anschlieBend 10 min. bei
1500 rpm, 4°C pelletiert und nach Absaugen des Uberstandes 2x mit 13 ml DMEM+10%
FCS gewaschen und in 10 ml Kulturmedium resuspendiert. Zuletzt erfolgte die
Bestimmung der Viabilitit und der Anzahl der Zellen.

4.1.3. Ablosung der adhiirierenden M3HK-Zellen zur Weiterverarbeitung

Da Melanomzellen die Eigenschaft haben, an Plastik zu adhirieren, miissen sie, bevor sie
fiir Experimente eingesetzt oder auch expandiert werden konnen, vom Boden der
Zellkulturflasche abgelost werden. Das Medium wurde dazu mit einer 10 ml Pipette
abgesaugt und verworfen. Die noch adhédrierenden Zellen wurden dann mit 20°C
warmem PBS gespiilt, um FCS Reste zu entfernen, die den nichsten Schritt behindern
konnen. 2 ml Trypsin wurden auf die Zellen pipettiert und die verschlossene Flasche fiir
3-5 min. wieder hingelegt. Durch beklopfen der Flasche mit der Hand 16sen sich die
Zellen vom Boden. Damit das Trypsin nicht die Zellen selbst angreift, musste die gleiche
Menge an Medium dazugegeben, die Zellen in sterile 15 ml Rohrchen tiberfiihrt und
zweimal jeweils 5 min. mit PBS gewaschen werden. AnschlieBend wurden die Zellen
entweder auf neue Zellkulturflaschen verteilt oder in Versuchen eingesetzt und
entsprechend weiterverarbeitet.
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4.14. Fixierung der M3HK-Zellen mit Paraformaldehyd

Paraformaldehyd quervernetzt Proteine auf der Zelloberfldche und fixiert sie, sodass die
Zelle nicht mehr lebens- und arbeitsfihig ist. Da die Oberflichenmarker in ihrer Struktur
erhalten bleiben, konnen sie trotzdem spezifisch an die entsprechenden Liganden auf den
T-Zellen binden und die T-Zelle auf diese Weise aktivieren. Vor Zugabe von
Paraformaldehyd wurden die Melanomzellen 2x mit PBS gewaschen und anschlieend in
3 ml 1%igem Paraformaldehyd resuspendiert. Die Inkubation in Paraformaldehyd
erfolgte fiir 5 Minuten bei RT. Dann wurden die fixierten Melanomzellen 3x mit PBS

gewaschen, in PBS/FCS resuspendiert und bei 4°C aufbewahrt.

4.2. Vorbereitung der Melanomzellen

4.2.1. Transfektion der Melanomzellen

Melanomzellen (M3HK) wurden mittels Lipofektion mit Plasmiden, die die DNA fiir die
kostimulatorischen Molekiile B7-1 und CD30L oder die Leervektoren mit den
Selektionsmarkern Neomycin und Hygromycin enthielten, transfiziert. Dazu wurden
M3HK-Zellen in 75 ml Gewebskulturflaschen ausgesit und bis zu einer Konfluenz von
ca. 50 - 80% bei 37°C, 5%CO; herangeziichtet. 500 ul serumfreies DMEM Medium
wurden mit 150 ul Lipofectamin und weitere 500 1 DMEM Medium mit 20 yg der
entsprechenden DNA vermischt. Die beiden Mischungen wurden anschlieBend
zusammengegeben und 30 min. bei RT inkubiert. Dabei formen die im Lipofectamin
enthaltenen Liposomen Komplexe mit der DNA, wodurch anschlieend die Aufnahme
der DNA in die Zellen erleichtert wird. Die ausgesiten Melanomzellen wurden in der
Zwischenzeit einmal mit serumfreiem Medium gewaschen. 9 ml reines DMEM wurden
dann zu der Liposomen/DNA Mischung pipettiert, diese nun insgesamt 10 ml auf die
gewaschenen M3HK-Zellen gegeben und im Anschluss daran 5 Stunden bei 37°C,
5%CO» inkubiert. Danach wurde das Medium durch 20 ml frisches, Serum enthaltendes,
aber antibiotikafreies Medium ersetzt und dieses nach weiteren 24 Stunden gewechselt.
48 Stunden nach der Lipofektion wurde die Expression der Molekiile zum ersten Mal
mittels FACS gemessen und gleich im Anschluss daran die positiven Zellen mittels
MACS selektiert. Die Zellen wurden darauthin fiir 3 weitere Tage in antibiotikafreiem
Medium geziichtet. Die Doppeltransfektante M3HK/B7-1+CD30LAygro wurde durch
sukzessive Transfektion erzeugt. Nach stabiler Expression von B7-1 auf den Zellen
wurden diese zusidtzlich mit dem CD30Lhygro Plasmid transfektiert und durch
wiederholtes MACSen diejenigen Zellen selektiert, die beide Molekiile stabil auf der
Oberfldche exprimierten.
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4.2.2. Selektion der transfizierten Melanomzellen

Erst am 5. Tag nach der Lipofektion, bzw. dem 3. Tag nach der ersten MACS-Selektion,
wurde das Medium durch komplettes, antibiotikaenthaltendes Medium (im Falle von
M3HK/CD30Lhygro 250 pug/ml Hygromycin, bei M3HK/B7-1lneo und
M3HK/CD30Lneo 500 ug/ml Neomycin und bei der Doppeltransfektante M3HK/B7-
1+CD30L 500 pg/ml Neomycin zusammen mit 250 xg/ml Hygromycin) ersetzt. Die mit
den Leervektoren neo und hygro transfizierten M3HK-Zellen wurden bereits 3 Tage nach
Lipofektion mit der entsprechenden Menge Selektionsantibiotikum versetzt. Die

Konzentration von Neomycin wurde nach 2 Wochen auf 700 yg/ml Medium erhoht.

4.2.3. Positive Selektion der B7-1 und CD30L exprimierenden Zellen mittels MACS

Die erste Anreicherung der Melanomzellen, die B7-1 bzw. CD30L exprimierten, erfolgte
gleich im Anschluss an die FACS-Analyse 48 Stunden nach Lipofektion gemifl dem
Prinzip der positiven Selektion mittels magnetischer Zellseparation (MACS). Hierbei
markiert man die exprimierten Molekiile mit magnetischen Kugeln, die an spezifische
Antikorper gegen CD30L und B7-1 gehingt werden und trennt sie danach mittels eines
Magneten von der restlichen Population ab. Weitere Anreicherungen wurden bis zu einer
stabilen Expression von 99% ca. alle 10-14 Tage durchgefiihrt. Die Doppeltransfektante
wurde dabei abwechselnd auf die Molekiile CD30L und B7-1 selektiert. Alle
Waschschritte erfolgten bei 4°C und 1500 rpm. Bis zu 107 M3HK-Zellen wurden 10 min.
lang mit PBS/FCS in einem 15 ml Falcon Roéhrchen gewaschen und in 500 ul, 4°C
kaltem PBS/FCS resuspendiert. Pro 107 Zellen wurden 20 ul spezifischer Antikorper (o
B7-1 bzw. a-CD30L) zu den Zellen gegeben und 20 min. bei 4°C auf einem Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurden die nun mit primidrem Antikorper markierten Zellen
dreimal je 10 min. mit 10 ml PBS/FCS gewaschen und wiederum in 500 u1 PBS/FCS
(4°C) resuspendiert. Dazu wurden pro 107 Zellen 20 ul, dem Isotyp des priméiren
Antikorpers angepasster, ferrochromhaltiger Antikorper pipettiert (Abb. 2(1)), diese
Mischung wiederum auf dem Schiittler fiir 20 min. bei 4°C inkubiert und dreimal
gewaschen. Wihrend des Waschens wurde eine RS+ Siule in den Magneten gehéngt und
mit 2 ml 4°C kaltem PBS/FCS gespiilt. Die in 500 x1 PBS/FCS resuspendierten Zellen
wurden sodann auf die Sdule pipettiert und liefen ohne Druck langsam hindurch (Abb.
2(2)). Dabei blieben die markierten Zellen aufgrund des Magnetfelds in der Séule
hingen. Die Sdule wurde mit 5 ml PBS/FCS gewaschen und dann vom Magneten
entfernt. Mit weiteren 2 ml PBS/FCS wurden nun die mit ferrochromhaltigem Antikorper
markierten Zellen durch vorsichtigen und leichten Druck mit dem Kolben aus der Séule
gewaschen und in einem sterilen 5 ml Rohrchen aufgefangen (Abb. 2(3)). Sie konnten
dann in 25 ml Kulturflaschen tiberfiihrt und mit 10 ml DMEM versetzt werden. Nach 24

Stunden wurde das Medium durch frisches ersetzt, nach weiteren 48 Stunden erfolgte die
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Zugabe des entsprechenden Selektionsantibiotikums (siehe Abschnitt 4.2.2.). Der Anteil
B7-1- und CD30L-positiver Zellen konnte mittels FACS-Analyse bestimmt und durch
kontinuierliche Selektion mit den entsprechenden Antibiotika sowie wiederholtem

MACSen auf 99% gesteigert und erhalten werden.
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Abb. 2) Positive Selektion von M3HK/CD30L Melanomzellen.

4.3. Vorbereitung der T-Zellen

4.3.1. Isolierung von peripheren Blutlymphozyten aus buffy coats

Zur Gewinnung von mononukledren Zellen aus Blut macht man sich die verschiedenen
Dichten der einzelnen Blutbestandteile zunutze. Bei der Zentrifugation von auf Ficoll
liegendem Blut konnen die Erythrozyten den dichten Ficoll durchdringen, wogegen die
restlichen Blutbestandteile (Thrombozyten, Lymphozyten und Granulozyten) in den

Schichten im oder iiber dem Ficoll zuriickbleiben.

Plasma
Thrombozyten

g ymphozyten
Ficoll-Hypaque

:l— Erythrozyten
Granulozyten

Abb. 3) Schema der Verteilung der einzelnen Blutbestandteile
nach Zentrifugation von Blut durch Ficoll.
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Die verschiedenen Zellarten konnen dann aus den einzelnen Schichten gewonnen werden.
Buffy coats wurden 1:3 mit PBS verdiinnt und je 15 ml davon so vorsichtig in 50 ml
Falcon Rohrchen auf 15 ml auf Raumtemperatur erwédrmten Ficoll pipettiert, dass sich die
beiden Phasen nicht vermischten. Darauthin wurden die Rohrchen mit 1800 rpm 30 min.
lang bei Raumtemperatur zentrifugiert und dabei die Bremse der Zentrifuge
ausgeschaltet. Aus der Phase zwischen dem Ficoll und dem Serum wurden die
Lymphozyten mit einer 10 ml Pipette vorsichtig, ohne Ficoll mitzupipettieren abgesaugt.
Sie wurden anschlieBend zweimal mit PBS/FCS gewaschen und dabei jeweils 10 min.
mit 1500 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 5x50 ml
Iscove's Komplettmedium aufgenommen und iiber Nacht bei 37°C in 175 ml
Kulturflaschen kultiviert. Bei diesem Schritt konnen Thrombozyten und Mononukleire

Zellen am Flaschenboden anhaften und dadurch zum GroBteil entfernt werden.

4.3.2. Isolierung von T-Zellen aus peripheren Blutlymphozyten: negative Selektion
mittels MACS

Die Isolierung der T-Zellen erfolgte durch negative Selektion mittels der MACS-Technik.

Bei dieser Methode werden zuerst spezifische Maus-a-Human-Antikorper an die zu

entfernenden Zelltypen gebunden und daran immunomagnetische Kugeln, die mit Ziege-

a-Maus-Antikorpern beschichtet sind, geheftet. Die so markierten Zellen werden mit

Hilfe eines Magneten aus der Zellsuspension entfernt, sodass nur die gewiinschte (T-

Zell-) Population zuriickbleibt und unbeeinflusst vom Magneten durch die Séule flieen

) —a @
*@'Q ©
@ _kPBL Population . .

@ = mit magnetischem
-\ Antikorper beladene
"non-T-Zellen"

O =TZelle

kann.

Abb. 4) Schematische Darstellung der negativen Selektion
von T-Zellen mittels MACS.
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Die U/N inkubierten Zellen wurden aus den Kulturflaschen in 50 ml Falcon-Rhrchen
iberfiihrt, jede Flasche dann mit 10 ml Iscove's Komplettmedium gewaschen und diese
10 ml ebenfalls in ein Falcon Rohrchen pipettiert. Sie wurden 10 min. bei 4°C, 1500 rpm
zentrifugiert, die Pellets in 10 ml Iscove's Komplettmedium zusammen aufgenommen
und wie unter 4.1.1. beschrieben, gezihlt. Pro 108 Zellen wurden 20 ul des Hapten-
Antikorpercocktails zugegeben und anschlieBend 20 min. bei 4°C unter stindigem
Schwenken inkubiert. Die Zellen wurden 3x mit PBS/FCS gewaschen, wieder in 10 ml
PBS/FCS aufgenommen und diesmal pro 108 Zellen 20 ul des ferrochromhaltigen
Antikorpers zugegeben und 30 min. bei 4°C unter stindigem Schwenken inkubiert.
Wiederum wurden die Zellen 3x mit PBS/FCS gewaschen, das Pellet in 5 ml PBS/FCS
aufgenommen und vorsichtig auf die Sdulen pipettiert. Die unmarkierten T-Zellen
konnten dabei ungehindert durch die Sdule hindurch laufen und in einem 5 ml Réhrchen

aufgefangen, anschlieBend gezihlt und eingefroren werden.

4.3.3. FACS-Analyse der isolierten und transfizierten Zellen

Die Bestimmung des Phénotyps und Prozentanteils der isolierten T-Zellen und
transfektierten M3HK-Zellen erfolgte mittels Markierung der spezifischen
Lymphozytenantigene CD3, 4, 8, 14, 16, 19, 45 und 56, bzw. der Molekiile HLA-I, HLA-
II, B7-1 und CD30L mit an die Fluoreszenzfarbstoffe FITC oder PE gekoppelten
monoklonalen Antikérpern und anschlieBender Analyse mit dem Epics
Durchflusszytometer. Zur Bestimmung der Hintergrundfarbung wurden Fiarbungen gegen
den jeweiligen Antikorper-Isotyp als Kontrolle durchgefiihrt.

Je 3x105 Zellen wurden dazu in 50 x1 PBS/FCS resuspendiert und mit je 4 ul an FITC
bzw. PE gekoppelter Antikorperlosung versetzt. Die verschiedenen Maus-o-Human
Antikorper binden sich an die Oberflichenmarker und markieren die entsprechenden
Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen, sodass sie mit dem FACS-Gerit analysiert werden
konnen. Im Falle der T-Zellen wurden diese 10 min. mit je zwei verschiedenen, an
unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelten, monoklonalen Antikérpern
inkubiert, damit je zwei Oberflichenmolekiile gleichzeitig gemessen werden konnten.
Daraufhin wurde iiberschiissiger Antikorper durch 8-miniitiges zentrifugieren bei 1500
rpm mit PBS/FCS ausgewaschen. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 500
ul PBS/FCS resuspendiert. Im Anschluss daran erfolgte die Analyse mit dem Epics
Durchflusszytometer, bei welcher tote Zellen elektronisch von der Analyse
ausgeschlossen wurden. Das der Datenanalyse zugrundeliegende Computerprogramm
war “Coulter® Epics XL/XL-MCL System II Software” Die isolierten T-Zellen erreichten

dabei eine Reinheit von bis zu 99%.
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4.4. Vorversuche

4.4.1. Bestimmung der Oberflichenmarker auf den M3HK-Zellen

Um eventuelle Unterschiede in der Aktivierung von T-Zellen zu erfassen, die in der
unterschiedlichen Expression von Oberflichenmolekiilen auf den Melanomzellen
begriindet liegen, wurden die verschieden transfizierten Melanomzellen zunichst
beziiglich ihrer Expression von HLA-I, HLA-II sowie verschiedener Aktivierungs- und
T-Zellmarker (CD3, 4, 8, 14, 45, 16, 56, 25, 30, 38, 54, 58, 95, 40L, 30L, 80(B7-1),
86(B7-2)) charakterisiert. Diese Bestimmungen wurden wiederum wie unter 4.3.3.
beschrieben durchgefiihrt.

4.4.2. Aufregulation von HLA-I und HLA-II auf den Transfektanten

Um mogliche Unterschiede in der Aktivierung der T-Zellen aufgrund verschieden hoher
HLA-II-Expression auf den Melanomzellen auszuschlieBen, wurde dieses durch
Stimulation mit IFNy auf allen Zellen aufreguliert. Es wurden 3x10° Zellen/3ml
Medium/well in 6 well Platten ausgesit und 250 U/ml IFNy zugegeben. Alle 24 h wurde
das alte Medium gegen frisches, IFNy enthaltendes Medium ausgetauscht. An jedem
Messungstag wurden die Zellen wie unter 4.1.3. beschrieben mit 1 ml Trypsin pro well
abgelost und anschlieend gewaschen. Die Messung der Expression von HLA-I, HLA-II,
CD30L und B7-1 erfolgte ebenfalls alle 24 h an den Tagen 0, 1, 3,4,5, 6,8 und 13 in der
unter 4.3.3. beschriebenen Weise.

4.4.3 Bestimmung der Aktivierungsmarker und der CD30 Expression auf T-Zellen
unter verschiedenen Stimulationsbedingungen
Die Oberflichenmolekiile CD3, 4, 8, 14, 16, 19, 30, 45 und 56 sowie die
T—Zellaktivierungsmarker CD25 und CD71 wurden auf den unstimulierten, frisch
aufgetauten T-Zellen gemessen. Dann wurden zuniéchst je 2.5x10° mit 18.000 rad
bestrahlte M3HK/B7-1 Zellen zusammen mit 2.5x10° T-Zellen pro well in 6 well Platten
ausgesit und 0,5 yg/ml Concanavalin A (ConA) hinzugegeben. Am Tag 3 erfolgte die
Zugabe von 100 U/ml IL-2. Es erfolgte keine weitere Zugabe von ConA. Uber 8 Tage
hinweg wurde die Expression der einzelnen Oberflichenmarker CD3, 4, 8, 25, 30 und 71
wie unter 3.3.3. beschrieben gemessen. Da selbst bei Bestrahlungen mit 28.000 rad
immer noch einzelne Tumorzellen iiberlebten und proliferierten, wurde der gleiche

Ansatz nochmals mit Melanomzellen durchgefiihrt, die mit 1% Paraformaldehyd fixiert

waren. Dabei wurde auch zwischen verschiedenen Zeitpunkten der IL-2 Zugabe (Tag 1
und 3) sowie der Stimulation mit 50 xg/ml PHA (ohne IL-2 und ohne ConA) verglichen.



Methoden 34

Ein anderer Ansatz, der genauso strukturiert war wie der oben beschriebene, sollte die
Unterschiede beziiglich der Expression der Aktivierungsmarker bei Stimulation mit
verschiedenen Transfektanten (M3HK/CD30Lneo, M3HK/CD30Lhygro, M3HK/B7-1

sowie der Doppeltransfektante) niher untersuchen.

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde die Expression von CD25, CD30 und
Ox40L auf T-Zellen unter verschiedenen Stimulationsbedingungen gemessen. In eine 24
well Platte wurden 10° T-Zellen in je 1 ml Medium pro well ausgesit. Zu je einem well
wurden 500 ng PHA, 100 U/ml IL-2 oder 0,5 ug/ml ConA gegeben. Es wurden dabei
keine Melanomzellen zugefiigt. Die Platte wurde insgesamt 4 Tage lang bei 37°C,
5%CO, inkubiert, wobei am 3. Tag bei allen Ansdtzen das Medium mit dem
entsprechenden Zusatz gewechselt wurde. AnschlieBend wurden an Tag 4 die

Expressionen der einzelnen Marker gemessen.

4.5. Proliferationsassays

In den Proliferationsassays sollte nun getestet werden, inwieweit CD30L auf M3HK-
Zellen alleine oder in Kombination mit B7-1 in der Lage ist, T-Zellen zur Proliferation
anzuregen. Dies wurde verglichen mit der Proliferation von T-Zellen durch Stimulation
mit den Kontrolltransfektanten sowie derjenigen der T-Zellen alleine, mit ConA- oder
PHA-Zusatz. Vor Einsatz der M3HK-Zellen in den Assays wurden HLA-I und HLA-II
wie unter 4.4.2. beschrieben 48 h lang aufreguliert und die Zellen anschlieBend vor

Einsatz im Assay wie unter 4.1.4. beschrieben mit 1% Paraformaldehyd fixiert.

4.5.1. Ansatz der Proliferationsassays

Die Ansitze wurden im Triplikat in 96 well Mikrotiterplatten durchgefiihrt (Abb. 5). Die
Zellkonzentrationen betrugen:

T-Zellen: 105/100 1 Lymphozytenkulturmedium/Vertiefung

M3HK: 104/100 y1 Lymphozytenkulturmedium/Vertiefung

Um einen Vergleich zwischen unspezifischer, maximaler oder submaximaler Stimulation
der T-Zellen zu spezifischer Stimulation mit CD30L, B7-1 oder B7-1 und CD30L ziehen
zu konnen, wurden im Ansatz einige der T-Zellen nur mit PHA oder ConA stimuliert.
Jeweils in Reihe A der Titerplatte (Abb. 5) wurden als Kontrollen Tripletts von T-Zellen
alleine, T-Zellen mit 0,5 ug/ml ConA sowie mit 25 ug/ml PHA versetzte T-Zellen
gegeben. Die Vertiefungen der Reihen 1-3 dagegen waren mit den verschiedenen
Melanomzellen alleine bestiickt. 2 Tage vor Ansatz des Assays wurden die
Melanomzellen wie unter 4.4.2. beschrieben mit IFNy vorbehandelt und kurz vor ihrem

Einsatz im Assay wie unter 4.1.4. beschrieben mit 1%igem PFA fixiert.
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Abb. 5) Schema des Ansatzes eines Proliferationsassays.

Zuerst wurden alle bendtigten M3HK und T-Zellen in den entsprechenden Mengen
Medien (ohne ConA, mit 0,5 gg/ml ConA oder mit 25 ug/ml PHA) auf die berechnete
Konzentration (106 T-Zellen/ml, 10° M3HK-Zellen/ml) eingestellt. Mit einer
Multikanalpipette wurde nun die Platte so beschickt, dass in jede Vertiefung zuerst die
entsprechende Anzahl an M3HK-Zellen in 100 xl Medium vorgelegt wurde und
anschlieBend 109 T-Zellen in 100 ul Medium zugegeben wurden. Dabei wurde fiir jeden
zu messenden Tag eine Platte beschickt. Die Platten wurden alle bei 37°C, 5%CO2
inkubiert und am 3. Tag des Assays in jede Vertiefung, auller zu den PHA-Zellen 100
U/ml IL-2 mit einer Klickpipette gegeben.

Die Messung der Proliferation erfolgte an verschiedenen Zeitpunkten in einem Zeitraum
zwischen 2 bis 8 Tagen durch Messung von radioaktivem [3H]-Thymidin, welches in die
DNA der sich teilenden Zellen eingebaut wird. In jede Vertiefung wurde fiir die letzten 6
Stunden der Inkubation 0,5 uCi [?H]-Thymidin ebenfalls mit einer Klickpipette
zugesetzt. Die radioaktiven Platten wurden danach bei -20°C schnell eingefroren und
nach 12 Stunden bis zur endgiiltigen Ernte und Messung der Platten bei -80°C

aufbewabhrt.

4.5.2. Zellernte und Messung des Thymidineinbaus

Die Proliferation der T-Zellen wurde mittels Einbau von [3H]-Thymidin in die sich
teilenden Zellen gemessen. Der Inhalt der 96 well Platten mit den Triplikat-Ansétzen
wurde mit einem Cell Harvester geerntet. Dieser saugt den Inhalt der 96 Vertiefungen
gleichzeitig durch einen Glasfaserfilter, an welchem die DNA mit dem eingebauten [3H]-
Thymidin hingen bleibt. Nach dem Auftauen der bei -80°C gelagerten Platten wurde

zuerst einmal mit einer Waschplatte vorgespiilt und damit der Glasfaserfilter befeuchtet,



Methoden 36

dann die eigentliche, zu messende Platte eingesetzt und der Inhalt der Vertiefungen durch
den Filter gesaugt. Die Vertiefungen werden bei dem eingestellten Programm einige
Male mit Wasser gespiilt und ausgesaugt, wodurch noch intakte Zellen lysiert und nicht
inkorporiertes [3H]-Thymidin ausgewaschen wird. Die durch diese Schritte freigesetzte
DNA kann auf dem Glasfaserpapier haften bleiben. AnschlieBend wurde der
Glasfaserfilter in Trockenpapier gelegt und 30 min. bei 80°C getrocknet. Danach wurde
der Filter zusammen mit einem Szintillationswachsblatt in eine Plastikhiille
eingeschwei3t und dabei das Szintillationswachs geschmolzen. Diese Hiille mit dem
Glasfaserfilter wurde anschlieBend in eine Messkassette eingepasst und in den
Mikrozdhler eingelegt. Nach der letzten zu messenden Kassette wurde eine Stopkassette

in den Zihler eingelegt und das Messprogramm gestartet.

4.6. Restimulationsassays

In den Restimulationsassays sollte getestet werden, ob sich die Proliferation der T-Zellen
bei einer zweiten Stimulation mit entweder den gleichen oder anderen die Immunantwort
potenzierenden Molekiilen steigern lédsst. Ein weiteres Ziel war es, die Expression von T-

Zell-Aktivierungsmarkern bei Restimulation zu untersuchen.

4.6.1. Pristimulation der T-Zellen

Vor Einsatz der Zellen in Restimulationsassays mussten die T-Zellen vorstimuliert
werden. In 6 well Platten wurden je 5x10° mit IFNy stimulierte und mit PFA fixierte,
verschiedene Transfektanten zusammen mit 5x10° T-Zellen und 0,5 ug/ml Medium

ConA, in insgesamt 3 ml Medium pro well ausgesit sowie am 3. Tag 100 U/ml IL-2
zugegeben (Abb. 6).

M3HK/

M3HK/ M3HK/

B7-1 B7-1 B7-1
+T-Zellen +T-Zellen +T-Zellen
+ConA +ConA +ConA
+ConA +ConA

M3HK/B7-1/ M3HK/B7-1/ M3HK/B7-1/

CD30L CD30L CD30L
+T-Zellen +T-Zellen +T-Zellen
+ ConA +ConA +ConA

ADbb. 6) Beispiel des Ansatzes einer Prdstimulationsplatte.
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Diese Vorstimulation bei 37°C, 5%CO2 erfolgte iiber 5 Tage hinweg, da in
vorangehenden Proliferationsassays die Proliferation an den Tagen 4 bis 6 am hochsten
gewesen war. Es sollte untersucht werden, ob sich diese maximale Proliferation durch

Restimulation mit frischen Tumorzellen noch steigern lésst.

4.6.2. Messung der Expression von Aktivierungsmarkern bei Restimulation der T-
Zellen mit M3HK/B7-1
5 Tage nach Beginn der Pristimulation wurden die mit M3HK/B7-1, M3HK/CD30L oder
M3HK/CD30L+B7-1 vorstimulierten T-Zellen aus der Platte in 10 ml Falcon R6hrchen
tiberfiihrt, zweimal mit PBS/FCS gewaschen und anschlieBend mit frischen, IFNy-
stimulierten und PFA-fixierten Tumorzellen restimuliert. Das Verhiltnis von Tumor- zu
T-Zellen (1:10) wurde dabei gewahrt und die Versuchsansitze wiederum in 6 well Platten
entsprechend dem Pristimulationsansatz durchgefiihrt. Diesmal wurde IL-2 jedoch
bereits ab dem ersten Restimulationstag hinzugefiigt und der Zusatz von ConA erfolgte
nur in ausgewihlten Ansitzen. Die Expression von CD30, Ox40 und CD25 wurde

anschliefend iiber 5-13 Tage hinweg gemessen.

4.6.3. Restimulationsassays

5 Tage nach Beginn der Prédstimulation wurden die T-Zellen aus der Platte in 10 ml
Falcon Rohrchen iiberfiihrt, zweimal mit Komplettmedium gewaschen und anschlieBend
gezihlt. Die Zellen wurden sodann geméfl dem abgebildeten Schema in die Vertiefungen
verteilt. In der Querreihe A befanden sich die entsprechenden T-Zellen alleine ohne
Melanomzellen, in den Lingsreihen 1-3 dagegen die Melanomzellen ohne T-Zellen. Das
Vorgehen und die Zellkonzentrationen entsprachen denjenigen des Proliferationsassays.
Allerdings wurden bereits am ersten Tag des Assays 100 U/ml IL-2 zugegeben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Vorstim. TZ Vorstim. TZ +ConA Vorstim. TZ + PHA

M3HK/hygro + TZ -

M3HK/neo + TZ

M3Hk/neo+hygro + TZ

M3HK/CD30L + TZ

M3HK/B7-1 + TZ

JYv v ¥V |V

M3HK/CD30L+B7-1+TZ v \ 4 h 4

T|QH|m|o A= >

Abb. 7) Schema des Ansatzes eines Restimulationsansatzes.
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4.6 4. Restimulation von mit PHA pristimulierten T-Zellen

In diesem Experiment sollte untersucht werden, wie T-Zellen, die zuvor 5 Tage lang mit
PHA stimuliert waren, unter verschiedenen Restimulationsbedingungen proliferieren. In
eine 24 well Platte wurden 10° T-Zellen in je 1 ml Medium pro Vertiefung ausgesit. Zu
je einer Vertiefung wurden 500 ng PHA, 100 U/ml IL-2 oder 0,5 ug/ml ConA gegeben.
Es wurden dabei keine Melanomzellen zugefiigt. Die Platte wurde insgesamt 4 Tage lang
bei 37°C, 5%CO, inkubiert, wobei am 3. Tag bei allen Ansidtzen das Medium mit dem
entsprechenden Zusatz gewechselt wurde. Am 5. Tag wurden diese Zellen mit
M3HK/B7-1 oder M3HK/CD30L ohne weitere Zugabe von PHA 5 Tage lang restimuliert
und anschlieBend die Proliferation wie unter 4.5.2. beschrieben gemessen. Das Prinzip
und die Vorgehensweise sowie die jeweiligen Zellkonzentrationen pro Vertiefung
entsprachen denjenigen der Proliferationsansétze (siehe Abschnitt 4.5.1.), das Design der
Platten (Verteilung der Zellen, fehlende Zugabe von PHA etc.) war dem Versuch

angepasst etwas veridndert.
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IV. Ergebnisse

1. Vorversuche

1.1. Expression von CD30L und B7-1 auf transfizierten M3HK-Zellen

Um im Hinblick auf spétere Versuche einen Vergleich ziehen zu konnen zwischen der
Auslosung einer spezifischen Antitumorreaktion der T-Zellen durch den TNFR-Liganden
CD30L und dem bekanntermaBen T-Zell-stimulierenden Molekiil B7-1, wurden
Melanomzellen der Linie M3HK mit CD30L, B7-1 oder beiden Molekiilen transfiziert.
Initial konnten diese Molekiile auf den untransfizierten M3HK-Zellen nicht
nachgewiesen werden (Abb. 10A). Mittels Lipofektion wurden diese Molekiile in die
M3HK-Zellen eingebracht. Die Zeit zwischen Lipofektion und anschlieBender Selektion
mittels MACS sowie der Zugabe des entsprechenden Selektionsantibiotikums musste
dabei optimiert werden, da die Zellen bei zu spiter Selektion durch MACS das Plasmid
zum groBen Teil wieder verloren hatten. Auch die Zeit bis zum Hinzufiigen des

entsprechenden Antibiotikums zur Selektion durfte nicht zu lange sein, allerdings war bei
zu frither Zugabe die Toxizitdt und damit der Verlust an Zellen sehr grof3. Bei der
gewihlten Zeit von 48 h bis zur ersten FACS-Messung mit anschlieBender MACS-
Selektion sowie Zugabe des Antibiotikums 5 Tage nach Lipofektion starben iiber 90%
der Zellen ab, die iiberlebenden 10% allerdings exprimierten das neue Molekiil sehr
stabil.

Bis zur endgiiltigen Transgenexpression von ca. 99% mussten die Zellen jedoch iiber
mehrere Wochen hinweg wiederholt ca. alle 10-14 Tage per MACS auf die
Oberflichenmolekiile selektiert werden. Dann zeigte sich eine fast 100% reine
Zellpopulation, die CD30L exprimierte (Abb. 8).

Isotyp-Kontrolle Isotyp-Kontrolle

01 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000 0.1 1 10 100 1000

native M3HK Zellen CD30L Expression zwei endgiiltige Expression
Wochen nach Transfektion von CD30L

Abb. 8) Expression des CD30L an verschiedenen Zeitpunkten der Transfektion nach
kontinuierlicher Selektion und wiederholter MACS-Separation. Abszisse:

Fluoreszenzintensitdt (logarithmisch), Ordinate: relative Zellzahl (linear).
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Die Doppeltransfektante wurde erzeugt durch Transfektion des CD30L in M3HK-Zellen,
die das Molekiil B7-1 bereits zu einem hohen Anteil exprimierten. Wiederholte,
abwechselnde MACS-Separation mit anti-CD30L- oder anti-B7-1-Antikorpern, konnte

die Expression beider Molekiile auf 99% steigern.

Isotyp-Kontrolle

Isotyp-Kontrolle

I\

\
\
\

CD30L

!
]
!
[}
]
]
]

-

I I
01 1 10 100 1000 01 1 10 100 1000

endgiiltige Expression Expression von B7-1 und
von B7-1 CD30L auf der
Doppeltransfektante

Abb. 9) Expression von B7-1 alleine und in Kombination mit CD30L nach mehrwdochiger
Selektion und wiederholter MACS-Separation.

1.2. Charakterisierung der transfizierten M3HK-Zellen

Die verschieden transfizierten Melanomzellen wurden zunichst beziiglich ihrer
Expression von HLA-I, HLA-II sowie Aktivierungs- und T-Zellmarkern (CD 3, 4, 8, 14,
16,25, 30, 38, 45, 54, 56, 58, 80 (B7-1), 86 (B7-2), 95 (FasL), CD153 (CD30L), CD154
(40L)) charakterisiert. An vier verschiedenen Tagen wurden entsprechende FACS-
Messungen durchgefiihrt. Die unterschiedlich transfizierten Melanomzellen exprimierten
weder die T-Zell- bzw. Lymphozyten-Marker CD3, 4, 8, 14, 25, 38 und CD45 noch
CD86, 95 oder CD154 (Daten nicht gezeigt). Ebensowenig fand sich CD30 auf diesen
unstimulierten Melanomzellen (Abb. 10A). Die Monozyten- und NK-Zellmarker CD16
und CD56 dagegen wurden von allen Transfektanten je nach Wachstumsdichte zwischen
20% und 60% exprimiert. Auch die Adhidsionsmolekiile CD58 und CD54 konnten auf
den mit CD30L transfizierten M3HK-Zellen in geringerer Expression nachgewiesen
werden, als auf der Doppeltransfektante, den M3HK/B7-1 und zum Teil auch den
unbehandelten M3HK-Zellen. CD54 wurde dabei tendenziell immer héher exprimiert als

CD58 (Abb. 10A).
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Die Expression der transfizierten Molekiile CD30L und B7-1 (CD80) lag stabil bei 99%
mit Ausnahme von M3HK/CD30Lneo (Abb. 10A), bei welchem die Expression des
CD30L etwas mehr schwankte (87-96%) und immer wieder durch MACS-Separation

aufrecht erhalten werden musste.

125
100 ._ - TT E? [ B M3HK
= w’ i [©] M3HK/hygro
S 75
g l @ M3HK/CD30Lneo
& 1
5 50- T | 1] [1 M3HK/CD30Lhygro
® | [0 M3HK/B7-1
25 [l M3HK/B7-1+CD30Lhygro
0 | - ;
CD30L CD30 CD54 CD58 CD80

Marker

Abb. 10A) Expression verschiedener Oberflichenmolekiile auf unstimulierten
Transfektanten und nativen Melanomzellen (Standardabweichungen sind fiir alle Marker

auf allen Transfektanten dargestellt).

Ebenfalls Schwankungen unterworfen waren die Molekiile HLA-I und HLA-II, wobei
HLA-I auf allen Transfektanten tendenziell mehr exprimiert wurde (63-88%) als HLA-II
(15-54%). Am stirksten exprimierten untransfizierte M3HK-Zellen und die
Kontrolltransfektante M3HK/hygro HLA-II mit respektive 36-59% und 42-64%, was im
Gegensatz zu M3HK/CD30Lhygro und M3HK/CD30Lneo stand, bei welchen die
Expression zwischen respektive 15 -19% und 12-18% lag (Abb. 10B). M3HK/B7-1-
Zellen exprimierten HLA-II zu 26-60%, die Doppeltransfektante zu 36-74%. Demzufolge
scheinen die Transfektanten mit CD30L weniger HLA-II zu exprimieren, welches aber

zur Aktivierung von T-Zellen bendtigt wird.
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100
[ T

% B M3HK
= E1 M3HK/hygro
% [ M3HK/CD30Lneo
g‘ T [0 M3HK/CD30Lhygro
® 41| 0 M3HK/B7-1

l [ M3HK/B7-1+CD30Lhygro
HLAI
Marker

Abb. 10B) HLA-I- und HLA-II-Expression der verschiedenen, unstimulierten

Transfektanten und nativen Melanomzellen.

1.3. Steigerung der HLA-I- und -II-Expression auf Melanomzellen mittels IFNy

Um mogliche Unterschiede in der Aktivierung der T-Zellen aufgrund der verschieden
hohen HLA-II-Expression auf den Melanomzellen auszuschlieBen, wurde dieses durch
Stimulation mit IFNy auf allen Zellen aufreguliert. Nach einer kurzen Anlaufphase lag in
allen durchgefiihrten Experimenten am 2. oder 3. Stimulationstag die HLA-II-Expression
bei fast allen Transfektanten bei 98% (Abb. 11B). Nur die HLA-II-Expression von
M3HK/CD30Lneo zeigte sich in verschiedenen Versuchsansitzen als variabel. Am 2.
und 3. Stimulationstag konnten in verschiedenen Experimenten Expressionen zwischen
75% bis 93% gemessen werden.

Auch die Expression von HLA-I stieg entsprechend dem Verlauf der HLA-II Expression
bei allen Transfektanten bis auf 98% an (Abb. 11A).

Da im Verlauf diese hohen Expressionen nicht erhalten blieben (die HLA-I-Expression
nahm bereits nach 3 Tagen ab, die von HLA-II erst nach 7-9 Tagen Stimulation) und
auch die Transgenexpression trotz kontinuierlicher Selektion mit dem entsprechenden
Antibiotikum nach 2-3 Tagen zum Teil stark abnahm (bei M3HK/CD30Lneo bis auf
36%) (Abb. 12), wurden die Zellen bereits 48 h nach Beginn der Stimulation mit 1%igem

Paraformaldehyd fixiert und in Proliferationsassays eingesetzt.
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Abb. 11A)
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Abb. 11A+B) Aufregulation von HLA-I (11A) und -1I (11B) zur gleichmdissigen
Expression auf allen Transfektanten.
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Expression von:

—3+— CD30L auf M3HK/CD30Lreo

----- - CD30L auf M3HK/CD30Lkygro
---0--- B7-1 auf M3HK/B7-1

---A-—- CD30L auf M3HK/B7-1+CD30LhAygro

% Transgenexpression

--@-- B7-1auf M3HK/B7-1+CD30LAygro

Tag

Abb. 12) Abnahme der Transgenexpression bei Stimulation der verschiedenen
Transfektanten mit IFNY.

1.4.Charakterisierung der isolierten T-Zellen

Nach Ficoll-Gradienten-Zentrifugation und anschlieBender Separation mittels MACS,
konnten in der Regel T-Zellpopulationen mit einer Reinheit von iiber 98% isoliert
werden. Die einzelnen, erhaltenen Populationen setzten sich z.B. folgendermafen
zusammen: CD3: 98,6%, CD4: 90,2%, CD8: 8, 4%, CD19: 0.7%, CD56/16: 09%, CD45:
99.4%,CD14: 0.8% (Daten nicht gezeigt).

1.5. Expression von CD25, CD71 und CD30 nach Stimulation der T-Zellen mit
bestrahlten M3HK/B7-1-Zellen und IL-2

Zunichst wurden die T-Zellen mit den bestrahlten Melanomzellen M3HK/B7-1 aktiviert,
am dritten Tag 100 U/ml IL-2 hinzugegeben und iiber 8 Tage hinweg die Expression der
einzelnen Oberflichenmarker gemessen. Dem Medium waren am Tag 0 500 xg/ml ConA
zugesetzt worden. Innerhalb der ersten drei Tage erfolgte bereits durch ConA und die
Stimulation mit M3HK/B7-1 eine langsame Aufregulation aller Aktivierungsmarker
(CD25 auf 55%, CD30 auf 20%). IL-2 jedoch beschleunigte und steigerte diesen Effekt
noch weiter, sodass 48 Stunden nach Zugabe bereits die maximale Expression von CD30
(60%) und CD25 (97%) erreicht war (Abb. 13).

T-Zellen, die einzig und allein mit ConA, also ohne Tumorzellen und ohne IL-2 inkubiert
wurden, exprimierten CD30 iiberhaupt nicht und CD25 nur mit ca. 5% (Daten nicht
gezeigt). Auch in wiederholt durchgefiihrten Versuchsansitzen erreichte CD30 niemals
dhnlich hohe Expressionswerte wie CD25 oder CD71.
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Zugabe von IL-2

Abb. 13) Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen nach Stimulation der T-Zellen
mit M3SHK/B7-1 und IL-2.
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Abb. 14) Verinderung der CD4"/CD8" Ratio nach Stimulation der T-Zellen mit M3HK/
B7-1 und IL-2.
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Weiterhin konnte festgestellt werden, dass T-Zellen, die in der oben beschriebenen Weise
stimuliert wurden und damit ein kostimulatorisches Signal durch B7-1 erhalten, ihre
CD4"/CD8" Ratio verindern. Diese Ratio betrug am Anfang des Experiments 2,3, mit
Beginn der Zugabe von IL-2 begann sie sich durch eine Verminderung des Anteils der
CD4- und eine Erhohung des Anteils der CD8-positiven T-Zellen stetig zu vermindern,
bis sie am Tag 7 den Wert 0,95 erreicht hatte (Abb. 14). Bei alleiniger Stimulation der T-
Zellen mit IL-2, ohne das kostimulatorische Signal von B7-1, konnte nur eine
Verminderung des Anteils an CD4% Zellen verzeichnet werden, nicht jedoch ein Anstieg
der CD8* Zellen (Abb. 17).

1.6.Vergleich der Expression von CD25, CD30 und Ox40 nach Stimulation der T-
Zellen mit Paraformaldehyd-fixierten oder bestrahlten M3HK/B7-1-Zellen und
IL-2

Die Inaktivierung der Melanomzellen mittels Bestrahlung stellte sich aufgrund sehr hoher
benotigter radioaktiver Dosen und damit langen Bestrahlungszeiten zum einen als zu
zeitaufwendig, zum anderen auch als unzuverléssig (selbst bei Dosen von 28.000 rad
waren einige Zellen immer noch in der Lage sich nach einigen Tagen zu erholen und
wieder zu proliferieren) heraus. Daher wurden zwei parallele Versuchsansitze zum einen
mit Paraformaldehyd (PFA)-fixierten, zum anderen mit bestrahlten Tumorzellen
durchgefiihrt um deren Effekt auf die Expression von CD25 und CD30 auf T-Zellen und
damit Unterschiede in ihrer T-Zell-Aktivierungsfihigkeit zu vergleichen. In diesem
Ansatz wurde zusitzlich der unterschiedliche Effekt der Zugabe von IL-2 an Tag 1 oder 3
untersucht. Wiederum konnte festgestellt werden, dass bei Stimulation der T-Zellen mit
M3HK/B7-1 die Expression von CD30 auf den T-Zellen weit geringer war als die von
CD25, unabhiéngig davon, ob die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert oder bestrahlt waren
(Abb. 15). Auch die Kinetik der CD30-Expression sowie der Prozentsatz CD30-positiver
T-Zellen unterschieden sich bei den verschiedenen Zell-Inaktivierungsmethoden nicht
wesentlich, es konnte lediglich eine etwas verzogerte Aufregulation von CD25 sowie ein
etwas rascherer Riickgang der CD30-Expression bei denjenigen T-Zellen beobachtet
werden, die mit PFA-fixierten M3HK-Zellen stimuliert worden waren (Abb. 15). Daher
nahmen wir Abstand von der Bestrahlung der Zellen und verwendeten fiir die Versuche
nur noch mit Paraformaldehyd fixierte Tumorzellen.

Das Ausmal} der Expression von CD25, CD30, HLA-I und HLA-II unterschied sich bei

Zugabe von IL-2 an zwei verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf des Experiments nicht

signifikant. Lediglich CD25 konnte tendenziell bei IL-2-Zugabe gleich am 1. Tag des

Versuchsansatzes etwas schneller aufreguliert werden als bei Zugabe an Tag 3 (Abb. 15

und 16). Dennoch wurden auch in diesem Versuchsansatz maximale Expressionen von

CD30 und CD25 am 5. und 6. Tag des Experiments gemessen, unabhingig vom
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Zeitpunkt der Zugabe von IL-2. T-Zellen, die nur mit [L.-2, ohne M3HK-Zellen stimuliert
wurden, exprimierten CD30 iiberhaupt nicht und CD25 nur in sehr geringem Malle (ca.
5%), unabhingig davon, ob IL-2 am Tag 1 oder 3 hinzugefiigt wurde (Abb. 17 + Abb.
19).

In einer Reihe von Versuchen hatte sich gezeigt, dass die Fahigkeit CD30 auf der T-Zelle
hochzuregulieren, von Spender zu Spender stark variierte. Bei einigen Spendern konnte
die Expression dieses Molekiils auf bis zu 60% gesteigert werden (Abb. 15), bei T-Zellen
anderer Spender konnte CD30 dagegen nur geringfiigig auf 10-20% aufreguliert werden,
obwohl CD25 wie immer hoch exprimiert wurde (Abb. 18).

100
T-Zellen stimuliert mit:

—— MB3HK/B7-1, PFA fix., IL2 Tag3
o Y 3 G i o~ MB3HK/B7-1, bestrahlt, IL2 Tagl
.% ---O0--- M3HK/B7-1, bestrahlt, IL2 Tag3
:*;; S0+ ——-A--— MB3HK/B7-1, PFA fix., IL2 Tag3
g --@-- M3HK/B7-1, bestrahlt, IL2 Tagl
25+ ---@-- MB3HK/B7-1, bestrahlt, IL2 Tag3

0

0 10

Tag

Abb. 15) Vergleich der CD25- und CD30-Expression auf T-Zellen nach Stimulation mit
bestrahlten oder Paraformaldehyd-fixierten (PFA fix.) M3HK/B7-1 - Zellen mit
Interleukin-2-Zugabe an Tag 1 oder 3.
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Abb. 16) HLA-I und —II-Expression auf T-Zellen nach Stimulation mit Paraformaldehyd
fixierten oder bestrahlten M3HK/B7-1-Melanomzellen mit IL-2 Zugabe an Tag 1 oder 3.
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Abb. 17) Geringe Expression von CD25 und CD30 auf T-Zellen bei alleiniger

Stimulation mit IL-2 am Tag 3.
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Abb. 18) Verminderte Fihigkeit anderer Spender-T-Zellen CD30 zu exprimieren (vgl.
Abb.13) bei gleichbleibend hoher Expression von CD25 und Ox40.

1.7. Expression von CD25, CD30 und Ox40 nach Stimulation der T-Zellen mit PHA,

IL-2 oder ConA ohne Zugabe von Melanomzellen
In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde die Induzierbarkeit von CD25, CD30
und Ox40 auf T-Zellen, nach 4-tdgiger Stimulation mit verschiedenen unspezifischen
Stimuli (PHA, ConA und IL-2) ohne Zugabe von Tumorzellen verglichen. Wie bereits
zuvor beobachtet (vgl. Abb. 17), konnte auch bei diesem Ansatz festgestellt werden, dass
alleinige Stimulation mit IL-2 die Marker CD30 und CD25 nicht, bzw. nur geringfiigig
(in manchen Versuchen erreichte CD25 5%) aufzuregulieren vermag. Die Expression von
Ox40 dagegen erreichte eine Expression von knapp iiber 20%. Auch PHA und ConA
alleine konnen die Expression von CD30 nur in sehr geringem Malle beeinflussen (3%),
diejenige von CD25 und Ox40 dagegen konnte dagegen auf 20-40% gesteigert werden
(Abb. 19).
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Abb. 19) Vergleich der Expression von Oberfldchenmarkern auf unterschiedlich

aktivierten T-Zellen ohne Beteiligung von Melanomzellen.

1.8. Expression von CD25 und CD30 nach Stimulation der T-Zellen mit
verschiedenen M3HK-Transfektanten in Anwesenheit von ConA und IL-2

Bei diesem Ansatz sollten die Unterschiede in der Expression der Aktivierungsmarker bei
Stimulation mit verschiedenen Transfektanten (M3HK/CD30Lneo, M3HK/CD30LAygro,
M3HK/B7-1 sowie M3HK/B7-1+CD30LAygro) niher untersucht werden.

Hierbei konnte in zwei aufeinanderfolgenden Experimenten mit T-Zellen verschiedener
Spender gezeigt werden, dass B7-1 eine hohere (Abb. 20B) oder gleich hohe Expression
des Molekiils CD30 auf den T-Zellen zu induzieren vermag, als die Doppeltransfektante
M3HK/B7-1+CD30LAygro. In keinem Fall war durch die Doppeltransfektante eine
hohere CD30-Expression erzielbar als durch M3HK/B7-1. Generell lag jedoch die
Expression von CD30 - wie in allen anderen Experimenten - weit unter der von CD25.
Dagegen war die Doppeltransfektante in der Lage, eine hohere Expression von CD25 zu
induzieren als B7-1 (Abb. 20A). Allerdings hatte sich auch das Ausmal} der
Expressionssteigerung von CD25 in den verschiedenen Experimenten als sehr variabel
erwiesen. Je nach Eigenschaften der Spender-T-Zellen konnte bei gleichen
experimentellen Bedingungen durch B7-1 die Expression von CD25 auf iiber 90% (Abb.
18) oder aber auch nur auf 40% gesteigert werden (Abb. 21). Durch Stimulation mit
M3HK/CD30Lneo oder M3HK/CD30Lhygro war die Expression von CD30 auf den T-
Zellen kaum beeinflusst (Abb. 20B). CD25 aber konnte durch CD30L auf einigen
Spender T-Zellen auf bis zu 38% aufreguliert werden, auf anderen wiederum nur auf 12-
15% (Abb. 20A + Abb. 21).

T-Zellen, die ohne Tumorzellen und nur mit ConA + IL-2 inkubiert waren, zeigten

wiederum keine Steigerung der Expression von CD30 oder CD25 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 20A) Expression von CD25 auf T-Zellen (Spender 2) nach Stimulation mit
verschiedenen M3HK-Transfektanten.
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Abb. 20B) Expression von CD30 auf T-Zellen (Spender 2) nach Stimulation mit
verschiedenen M3HK-Transfektanten.
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Abb. 21) Expression von CD25 auf T-Zellen (Spender 1) nach Stimulation mit
verschiedenen M3HK-Transfektanten.

2. Proliferationsexperimente
In den Proliferationsassays sollte nun getestet werden, inwieweit CD30L und B7-1 auf

M3HK-Zellen alleine beziehungsweise in Kombination in der Lage sind, T-Zellen zur
Proliferation anzuregen. Diese Ansidtze wurden unter verschiedenen

Stimulationsbedingungen durchgefiihrt.

2.1. Proliferationsassays

Allen Assays gemeinsam war, dass T-Zellen ohne Zusatz von Mitogenen oder
Tumorzellen nur geringfiigig bis gar nicht proliferierten, dagegen eine maximale
Proliferation durch Stimulation mit PHA sowie eine submaximale Proliferation durch
Stimulation mit ConA (bei niedrigen Konzentrationen von 0.5 pg/ml) erreicht werden
konnte (Abb. 22). In sechs verschiedenen Assays konnte gezeigt werden, dass die
Proliferation von T-Zellen, die unter Zugabe von IL-2 mit der Doppeltransfektante und
ConA stimuliert wurden, die hochsten Werte zu erreichen vermochte. Die
Proliferationsraten von mit der B7-1-Transfektante stimulierten T-Zellen lagen dann
meist knapp unter denjenigen der Doppeltransfektante (Abb. 23). In anderen Assays
(n=3) war dieser Unterschied weniger deutlich oder es zeigten sich unter Stimulation mit
M3HK/B7-1 hohere Proliferationsraten als unter Stimulation mit der Doppeltransfektante
(Abb. 24 + Abb. 25). Die alleinige Stimulation mit M3HK/CD30L jedoch ergab nie eine
signifikante Verdnderung der Proliferation im Vergleich zu den untransfizierten (M3HK)
oder den Kontroll-M3HK-Zellen (M3HK/neo) (Abb. 23). Die maximal erreichten cpm-
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Werte unter den verschiedenen Stimulationsbedingungen variierten ebenfalls stark von
Spender zu Spender. In manchen Versuchen konnten bei Stimulation mit M3HK/B7-1
oder M3HK/B7-1+CD30L mit ConA cpm-Werte von 60000 bis 70000 erreicht werden
(Abb. 23), in anderen Experimenten lagen diese nur zwischen 8000 — 9000 (vgl. Abb. 23
+ Abb. 24). Auch ohne Zugabe von ConA wurde der Unterschied beziiglich der
Proliferation von mit M3HK/CD30L stimulierten T-Zellen im Vergleich mit M3HK/B7-1
stimulierten T-Zellen deutlich (Abb. 25), auch wenn die cpm-Werte dann etwas niedriger
waren. Maximale Proliferationsraten wurden in allen Assays zwischen dem 5. und 7. Tag

des Experiments erreicht.
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Abb. 22) Vergleich der Proliferation von T-Zellen unter maximaler Stimulation mit PHA
oder submaximaler Stimulation mit ConA (0.5 ug/ml). Die Standardabweichungen sind
bei allen drei Kurven und jedem Tag angegeben.
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Abb. 23) Vergleich der Proliferation von T-Zellen bei Stimulation mit verschiedenen

M3HK-Transfektanten unter IL-2 und ConA Zugabe (Spender 1). Die
Standardabweichungen sind bei allen fiinf Kurven und jedem Tag angegeben.
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Abb. 24) Vergleich der Proliferation von T-Zellen bei Stimulation mit verschiedenen

M3HK-Transfektanten unter IL-2 und ConA Zugabe (Spender 2). Die
Standardabweichungen sind bei allen fiinf Kurven und jedem Tag angegeben.
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Abb. 25) Vergleich der Proliferation von T-Zellen bei Stimulation mit verschiedenen
M3HK-Transfektanten in Gegenwart von IL-2, aber ohne ConA (Spender 2). Die
Standardabweichungen sind bei allen fiinf Kurven und jedem Tag angegeben.

3. Restimulationsexperimente

In den Restimulationsassays sollte die Expression von T-Zell-Aktivierungsmarkern von
verschieden pri- und restimulierten T-Zellen bestimmt werden. T-Zellen, die 5 Tage lang
mit M3HK/B7-1, M3HK/CD30Lneo oder der Doppeltransfektante (M3HK/B7-
1+CD30Lhygro) vorstimuliert waren, wurden dazu mit M3HK/B7-1 oder M3HK/CD30L
unter verschiedenen Bedingungen restimuliert und die Expression von CD25, CD30 und

Ox40 gemessen. Ein weiteres Ziel war es, das Ausmal} der Proliferationsfihigkeit dieser
verschieden stimulierten T-Zellen festzustellen.

3.1. Expression von Aktivierungsmarkern bei Priastimulation mit M3HK/B7-1

Ohne die weitere Zugabe von ConA sank bei Restimulation mit M3HK/B7-1 nicht nur
die anfinglich hohe Expression von CD25 von iiber 90% auf 25% ab, sondern auch die
Expressionen von CD30 und Ox40 nahmen ab (Abb. 27). Mit ConA jedoch blieb die
hohe Expression von CD25 stabil, CD30 stieg von 13% auf 55% an und Ox40 blieb mit
Werten zwischen 54% und 65 % ebenfalls relativ stabil (Abb. 26). Durch eine spitere,
zweite Restimulation mit neuen M3HK/B7-1-Zellen und erneuter Zugabe von IL-2 und

ConA konnte die Expression von CD30 sogar weiter auf 66% gesteigert werden.
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Bei Restimulation mit M3HK/CD30Lneo unter Zugabe von ConA konnte dagegen
festgestellt werden, dass CD30L nicht in der Lage war, die Expression von CD25 (90%)
und Ox40 (48%) aufrechtzuerhalten. Die Expression dieser Molekiile sank innerhalb von
4 Tagen auf respektive 50% und 16% ab. Auch die Expression von CD30 konnte durch
erneute Stimulation der Zellen mit CD30L nicht wesentlich gesteigert werden. Es konnte
lediglich eine kurzzeitige, geringfiigige Aufregulation von CD30 und CD25 beobachtet
werden (Abb. 28).
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Abb. 26) Vergleich der Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen nach primdrer
Stimulation mit M3HK/B7-1 und Restimulation mit M3HK/B7-1 unter Zugabe von ConA
und IL-2.
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Abb. 27) Vergleich der Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen nach primdrer
Stimulation mit M3HK/B7-1 und Restimulation mit M3HK/B7-1 ohne Zugabe von ConA

und IL-2.
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Abb. 28) Vergleich der Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen nach primdrer
Stimulation mit M3HK/B-1 und Restimulation mit M3HK/CD30Lneo unter Zugabe von
ConA und IL-2.
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3.2. Expression von Aktivierungsmarkern bei Priastimulation mit M3HK/CD30Lneo,

M3HK/B7-1 oder der Doppeltransfektante M3HK/B7-1+CD30LAygro
Die Restimulation von mit M3HK/CD30L préstimulierten T-Zellen erwies sich als
weniger effektiv als die von mit M3HK/B7-1 vorstimulierten Zellen. Die Expression von
CD25 konnte bei Restimulation mit M3HK/B7-1 nicht aufrechterhalten werden, trotz
Zugabe von ConA zum Restimulationsansatz. Sie sank von Werten iiber 80% auf unter
50%. Die Expression von CD30 blieb dabei unverindert niedrig (Abb. 29). Auch ergaben
die mit der Doppeltransfektante prastimulierten T-Zellen bei Restimulation mit
M3HK/B7-1 keine hohere Expression von CD30 oder CD25 im Vergleich zur
Vorstimulation mit M3HK/B7-1. Ganz im Gegenteil lag die Expression dieser Molekiile
sogar auf etwas geringerem Niveau als bei Priastimulation mit M3HK/B7-1 (Abb. 30).
Auch die Restimulation dieser T-Zellen mit der Doppeltransfektante akzelerierte die
Markerexpression nicht. Bei mit M3HK/B7-1 préastimulierten Zellen konnte kein
Unterschied in der CD25-Expression beim Vergleich der Restimulation mit M3HK/B7-1
oder der Doppeltransfektante beobachtet werden, CD30 dagegen zeigte eine geringere
Expression unter Restimulation mit der Doppeltransfektante (Daten nicht gezeigt). Die
Expression von Ox40 zeigte sich bei Prda- und Restimulation mit M3HK/B7-1 als in
geringem Male aufregulierbar, bei einer zweiten Restimulation sank die Expression
innerhalb 3 Tagen von 55% auf 12% ab.
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Abb. 29) Vergleich der Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen nach primdrer
Stimulation mit M3HK/CD30Lneo und Restimulation mit M3HK/B7-1 unter Zugabe von

ConA und IL-2.
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Abb. 30) Vergleich der Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen nach primdrer
Stimulation mit M3HK/B7-1 oder M3HK/B7-1+CD30Lhygro und Restimulation mit
M3HK/B7-1 unter Zugabe von ConA und IL-2.

3.3. Bestimmung der Proliferationsrate bei Restimulation mit M3HK/B7-1

T-Zellen wurden fiinf Tage lang mit M3HK/B7-1, M3HK/CD30Lneo oder der
Doppeltransfektante vorstimuliert und sodann mit verschiedenen Transfektanten in 96
well Platten restimuliert, um Unterschiede in der nachfolgenden Proliferation zu erfassen.
Es gestaltete sich als schwierig, diese Messungen vorzunehmen, da die T-Zellen wihrend
der Assays schon zu Beginn abstarben (Abb. 31). Es konnte aber in mehreren
verschiedenen Ansidtzen dieser Art die Tendenz festgestellt werden, dass die
Restimulation von mit B7-1 préastimulierten Zellen durch M3HK/B7-1 zu besseren
Proliferationsraten fiihrt, als die nachfolgende Stimulation mit M3HK/CD30Lneo oder
der Doppeltransfektante. Beim Vergleich der Restimulation von einerseits mit
M3HK/B7-1 und andererseits mit M3HK/CD30L préstimulierten T-Zellen wurde
deutlich, dass die Restimulation mit der Doppeltransfektante in beiden Fillen weniger
effizient war, als die Restimulation mit M3HK/CD30L oder M3HK/B7-1. Die hochsten
Proliferationsraten konnten immer bei mit B7-1 pristimulierten T-Zellen erzielt werden
(Abb. 32). Die Proliferationsraten scheinen bei Restimulation mit M3HK/CD30Lneo
hoher zu liegen, jedoch ist die Hintergrundproliferation mit dieser Transfektante alleine
ohne Zusatz von T-Zellen bereits hoher als diejenige von M3HK/B7-1 (Abb. 32 + Abb.

33), was die Interpretation dieser Daten erschwert.
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Abb. 31) Vergleich der Restimulation von mit M3SHK/B7-1 vorstimulierten T-Zellen durch

cpm-Werte

verschiedene Transfektanten unter Zugabe von ConA.
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Abb. 32) Bestimmung der Proliferation bei Restimulation von verschieden
prdastimulierten T-Zellen mit M3SHK/CD30Lneo in Anwesenheit von ConA.
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Abb. 33) Bestimmung der Proliferation bei Restimulation von verschieden
prastimulierten T-Zellen mit MSHK/B7-1.

3.4. Restimulation von mit PHA, ConA oder IL-2 pristimulierten T-Zellen

Da sich die Messung von Restimulationsassays als so schwierig gestaltete, wurde ein
anderer Ansatz gewdhlt, in welchem T-Zellen, die zuvor entweder mit PHA, ConA oder
IL-2 iiber 5 Tage hinweg vorstimuliert waren, mit M3HK/B7-1 oder M3HK/CD30Lneo
restimuliert und dabei die Proliferationsrate bestimmt. Dabei konnte in beiden
durchgefiihrten Versuchen festgestellt werden, dass die Restimulation von mit PHA
priaaktivierten T-Zellen ohne ConA Zugabe zum Restimulationsansatz mit
M3HK/CD30Lneo weniger effektiv war als die Restimulation mit M3HK/B7-1. Mit
ConA im Versuchsansatz waren die Effekte genau umgekehrt. Hier fiihrte die
Restimulation mit M3HK/B7-1 zu geringerer Proliferation als mit M3HK/CD30L (Abb.
34). Ahnlich verhielt es sich bei den mit ConA vorstimulierten T-Zellen. Bei
Restimulation mit M3HK/B7-1 in Gegenwart von ConA konnten geringere
Proliferationsraten erzielt werden als durch Restimulation mit M3HK/CD30L oder auch
der Kontrolltransfektante M3HK/neo. Ohne Zugabe von ConA zum Restimulationsansatz
war die durch M3HK/B7-1 ausgeloste Proliferationsrate dreimal so hoch wie die durch
M3HK/CD30L oder die Kontrolle induzierten Rate (Abb. 35).

Bei den mit IL-2 vorstimulierten T-Zellen konnte das Gegenteil beobachtet werden. In
Abwesenheit von ConA vermochten M3HK/B7-1-Zellen die Proliferation weniger zu
restimulieren als M3HK/CD30L-Zellen, wobei die cpm-Werte nicht signifikant héher
waren als die von T-Zellen alleine. Nur unter Zugabe von ConA dagegen konnten mit
M3HK/B7-1 signifikant hohere Proliferationsraten erzielt werden (Abb. 36). Die durch
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Restimulation mit M3HK/CD30L erreichten Werte dagegen waren sowohl mit als auch
ohne Zugabe von ConA entweder genauso hoch oder sogar niedriger als diejenigen der T-
Zellen alleine.

Insgesamt kann durch alleinige Préastimulation mit IL-2 ohne einen weiteren Stimulus bei
der Restimulation eine weitaus geringere Proliferationsrate erzielt werden, als durch
Vorstimulation der T-Zellen mit entweder ConA oder PHA. Dies entspricht, wie unter
Punkt 1.6. und 1.7. beschrieben, auch der niedrigen Expression der Aktivierungsmarker.
Die suboptimale Préstimulation mit ConA erwies sich fiir nachfolgende Restimulationen
geeigneter als die maximale Préstimulation mit PHA (Abb. 34 + Abb. 35 + Abb. 36).
Damit konnten sowohl bei der Restimulation mit M3HK/CD30L unter Gegenwart von
ConA als auch mit M3HK/B7-1 ohne Zusatz von ConA die hochsten cpm-Werte erzielt
werden. Die Restimulation mit M3HK/B7-1 und ConA war dabei jedoch erneut
effektiver als diejenige durch M3HK/CD30L.

10000
1 1
mit ConA i ohne ConA im it Restimulation von mit PHA
E ECOI'I A pristimulierten T-Zellen mit:
7500 - | |
[} [}
g i i [[] MB3HK/C D30Lneo
5 i
Bg 5000+ i B M3HK/B7-1
[}
& i
i Fd M3HK/neo
2500 i
i
i [1  T-Zellen ohne Tumorzellen
—-mE:._
0 ‘

Tag 5 der Restimulation

Abb. 34) Vergleich der Proliferationsraten von mit PHA maximal préstimulierten T-

Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Transfektanten in Abhdngigkeit von ConA.
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Abb. 35) Vergleich der Proliferationsraten von mit ConA submaximal prdstimulierten T-

Zellen nach Inkubation mit verschiedenen Transfektanten in Abhdngigkeit von ConA.
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Abb. 36) Vergleich der Proliferationsraten von mit IL-2 prdstimulierten T-Zellen nach

Inkubation mit verschiedenen Transfektanten in Abhdngigkeit von ConA.
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V. Diskussion

Das maligne Melanom ist als der mit am stdarksten immunogene, solide Tumor zur
Modellerkrankung von Immuntherapien geworden (Hemmila und Chang 1999). In den
meisten Fillen sind Tumorzellen nicht in der Lage, gegen sie gerichtete Immunantworten
auszulosen. Ein Mechanismus von Tumoren, der Erkennung und Eliminierung durch das
Immunsystem zu entkommen, ist die geringe Expression kostimulatorischer Molekiile auf
Tumorzellen, die zu einer spezifischen T-Zell-Anergie (Schwartz 1990) oder zur
Apoptose von spezifischen, reaktiven T-Zellen fiihrt (Chen, Linsley et al. 1993). Dagegen
konnen mit kostimulatorischen Molekiilen transfizierte Tumorzellen eine effektive
Immunantwort auslosen (Chen, Ashe et al. 1992). Ligation des CD28 auf T-Zellen durch
B7-1 liefert dabei das entscheidende, kostimulatorische Signal fiir die T-Zellaktivierung
und kann die Induktion von Anergie verhindern. Daher kann die Expression von
kostimulatorischen Molekiilen auf Tumorzellen ein Weg zur Stimulation von einer gegen
den Tumor gerichteten T-Zellantwort sein. Von B7-1 konnte dies bereits in vivo (Chen,
Ashe et al. 1992; Townsend und Allison 1993) und in vitro (Déhring, Angman et al.
1994; Giickel, Lindauer et al. 1995) gezeigt werden. Es ist jedoch auch beschrieben, dass
B7-1 alleine nicht ausreicht, sondern zusétzliche Molekiile fiir eine effektive Aktivierung
notig sind (Habicht, Lindauer et al. 1995).

Die Mitglieder der TNFR-Familie werden vor allem auf aktivierten Immunzellen
exprimiert und sind iiber das gesamte Immunsystem verteilt. Die Interaktionen zwischen
den Liganden und Rezeptoren spielen in vielen immunologischen Prozessen eine
wichtige Rolle (Beutler und van-Huffel 1994; Smith, Farrah et al. 1994). Eine
gemeinsame Funktion dieser Interaktionen ist die Fiahigkeit, Apoptose zu induzieren
(Smith, Farrah et al. 1994; Gravestein und Borst 1998; Kashii, Giorda et al. 1999; Rath
und Aggarwal 1999). Auch fiir CD30 konnte die Féahigkeit, in Tumorzellen Apoptose
auszulOsen, bereits nachgewiesen werden (Wiley, Schooley et al. 1995; Lee, Park et al.
1996). CD30L wiederum wurde einerseits als kostimulatorisches Molekiil fiir T-Zellen
charakterisiert, ist aber auf der anderen Seite in der Lage, auf anaplastischen, gro3zelligen
Lymphom-Zelllinien einen antiproliferativen Effekt auszuiiben. Es besteht also
Berechtigung zu der Annahme, dass bestimmte Mitglieder der TNF-Familie sowie
Zellen, die diese Molekiile exprimieren, eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr gegen
Tumoren spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Rolle des CD30L bei der Induktion einer anti-

tumoralen T-Zellanwort am Modell des malignen Melanoms untersucht.
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1. Diskussion der Versuchsergebnisse und der methodischen Probleme
1.1. Charakterisierung der Zelllinie M3HK und der Transfektanten

Auch die Zelllinie M3HK exprimierte initial keines der kostimulatorischen Molekiile B7-
1 oder B7-2 sowie der Mitglieder der TNF-Rezeptor und -Ligandfamilie CD40L, CD30
oder CD30L. Nach Transfektion der Melanomzellen mit CD30Lneo, CD30LAygro und
B7-1 sowie anschlieBender Selektion wurden diese Molekiile stabil und hoch exprimiert
und konnten fiir weitere Versuche eingesetzt werden. Weitere Mechanismen von
Tumorzellen, der Eliminierung durch das Immunsystem zu entkommen, bestehen in der
Herabregulation von MHC-Klasse-I (HLA-I)- oder der Abwesenheit von MHC-Klasse-II
(HLA-II)-Molekiilen sowie des Apoptose-induzierenden FasL auf ihrer Oberflédche.
Weder die nativen M3HK-Zellen noch die Transfektanten exprimierten FasL und je nach
Wachstumsdichte der Tumorzellen wurden HLA-I zu 63-88% exprimiert, HLA-II
dagegen nur zu 15-54%. Je dichter die Zellen gewachsen waren, desto geringer war die
Expression dieser beiden Molekiile. Aber auch zwischen den einzelnen Transfektanten
fanden sich Unterschiede in der Expression von HLA-II. Alle Einzeltransfektanten mit
CD30L (sowohl M3HK/CD30Lneo als auch M3HK/CD30Lhygro) exprimierten HLA-II
mit 12-19% deutlich niedriger als im Vergleich zu M3HK/B7-1 (26-65%), oder auch den
Kontrollzellen M3HK/hygro und den nativen M3HK-Zellen (36-64%). Bei der
Doppeltransfektante M3HK/B7-1+CD30LAygro dagegen konnte eine hohere Expression
dieses Molekiils gefunden werden (36-74%) als bei samtlichen Einzeltransfektanten, auch
wenn diese Werte keine Signifikanz erreichten. Auch die Adhisionsmolekiile CD58 und
CD54 konnten auf den mit CD30L transfizierten M3HK-Zellen in geringerer Expression
nachgewiesen werden als auf der Doppeltransfektante, den M3HK/B7-1 oder auch den
unbehandelten M3HK-Zellen. Damit werden die Schwierigkeiten der Verwendung von
Transfektanten fiir diese Experimente deutlich: Auch wenn CD30L-Transfektanten eine
physiologische Art der Untersuchung von Rezeptor-Ligand-Interaktionen ermoglichen,
kéonnen die Interaktionen anderer, auf den Zellen exprimierter Molekiile
Hintergrundeffekte hervorrufen (Powell, Li et al. 1998). Weiterhin ist CD30L ein
Molekiil, welches in der Lage ist, Signale in zwei Richtungen zu vermitteln.
Moglicherweise konnten intrazelluldre Signalwege eine Rolle bei der Herabregulation
von HLA-II auf den M3HK-Zellen spielen. Eine weitere Limitation der Interpretation der
Daten liegt an der Tatsache, dass lediglich eine einzige Melanom-Zelllinie untersucht
wurde. Die Untersuchung verschiedener Zelllinien konnte zu anderen Ergebnissen

fiihren, worin generell eine Schwierigkeit der Etablierung von Vakzinen zu sehen ist.

1.2. Expression von HLA-I und HLA-II
Zwar gibt es Veroffentlichungen, welche beschreiben, dass die vermehrte Expression von

HLA-I nicht zu einer gesteigerten, systemischen Antitumorimmunitét fiihrt (Sumimoto,
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Tani et al. 1997), dennoch sollten bei den vorliegenden Experimenten mogliche
Unterschiede in der Aktivierung von T-Zellen aufgrund verschieden hoher HLA-I- und
HLA-II-Expression auf den Melanomzellen ausgeschlossen werden. Die Melanomzellen
wurden zur Aufregulation dieser beiden Molekiile zwei Tage lang mit IFNystimuliert
(Mortarini, Belli et al. 1990; Lanza, Peirano et al. 1995; Gastl, Ebert et al. 1996), bevor
sie anschlieBend mit Paraformaldehyd fixiert wurden. HLA-I war bei fast allen
Transfektanten 24 h nach Beginn der Stimulation mit IFNy auf {iber 95% aufreguliert.
Nur bei der M3HK/CD30Lhygro Transfektante konnte eine Herabregulation der bereits
initial hohen Expression von HLA-I durch IFNy beobachtet werden. Dagegen fand sich
nur bei der Transfektante M3HK/CD30Lneo eine stark verzogerte Aufregulation von
HLA-II, eine beschleunigte Herabregulation von HLA-I sowie bei ldngerer Stimulation
mit IFNy ein schneller Verlust des transfizierten CD30L. Moglicherweise laufen auch
hier intrazelluldre Signalprozesse ab, welche diese unterschiedlichen Expressionen von

Oberflachenmarkern auf den verschiedenen CD30L-Transfektanten erkldaren konnten.

1.3. Aktivierung der T-Zellen

1.3.1. Aufregulation von CD30 auf T-Zellen

In den Vorversuchen wurde die Stimulationsfahigkeit von T-Zellen im Hinblick auf die
Expression zweier bekannter T-Zell-Aktivierungsmarker (CD25 (= p55 IL-2 Rezeptor)
und CD71) sowie die Induzierbarkeit von CD30 durch verschiedene Stimuli untersucht.
Da fiir die T-Zellaktivierung ein kostimulatorisches Signal von B7-1 an seinen Rezeptor
CD28 notwendig ist, kann eine Blockade der Interaktion von B7 und CD28 zu
vermehrtem Tumorwachstum fiihren (Yang, Mizuno et al. 1997), so dass B7-1
transduzierte Tumorzellen bereits in verschiedenen Tumormodellen abgestolen werden
konnten (Chen, Ashe et al. 1992; Townsend, Su et al. 1994; Matulonis, Dosiou et al.
1995; Wu, Huang et al. 1995). Daher verwendeten wir fiir diese Versuche M3HK/B7-1-
Zellen, um eine optimale Stimulation der T-Zellen zu erreichen und damit den Effekt der
Stimulation durch M3HK/CD30L vergleichen zu konnen. Weiterhin sollte untersucht
werden, ob die Kotransfektion mit CD30L zu einer noch besseren Stimulation fiihrt.

Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der TNFR-Familie (z.B. CD40, CD27), die sich auf
den meisten T- und B-Zellen befinden, konnte in verschiedensten Studien gezeigt
werden, dass sich der CD30 Rezeptor nicht auf unstimulierten, naiven T-Zellen
nachweisen lésst, dass T-Zellen aber durchaus in der Lage sind, CD30 bei Aktivierung
durch verschiedene, unspezifische Stimuli aufzuregulieren (Andreesen, Osterholz et al.
1984, Ellis, Simms et al. 1993; Gilfillan, Noel et al. 1998). CD30 findet sich dabei nur
auf einer Subpopulation von aktivierten T-Zellen, nimlich den CD45RO* “Memory” T-
Zellen, von welchen 85% aus CD41 T-Zellen bestehen (Ellis, Simms et al. 1993).
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Auch in unseren Versuchen war die Expression von CD30 auf T-Zellen erst nach
Stimulation mit M3HK/B7-1-Zellen in Anwesenheit von IL-2 nachweisbar. Entsprechend
den Daten anderer Publikationen (Bowen, Lee et al. 1996; Gilfillan, Noel et al. 1998) war
CD30 bereits 24-48 Stunden nach Beginn der Stimulation detektierbar, maximale
Expressionen dagegen wurden allerdings erst zwischen dem 5. und 6. Tag des
Versuchsansatzes, bzw. 48 bis 72 Stunden nach IL-2 Zugabe, erreicht. Zeitlich verlief die
Expression parallel zu derjenigen der T-Zellaktivierungsmarker CD25 und CD71,
allerdings begann der Expressionsanstieg von CD25 immer etwa einen Tag vor dem
Anstieg von CD30. Auch PHA und ConA alleine konnten eine, wenn auch geringfiigige
Expression von CD30 auf der T-Zelloberflache induzieren (3-5%). Im Gegensatz dazu
war IL-2 alleine iiberhaupt nicht in der Lage, CD30 auf T-Zellen aufzuregulieren.
Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Zambello et al. (Zambello, Trentin et al. 2000)
sowie Ellis et al. (Ellis, Simms et al. 1993) beschrieben. Letzterer konnte zeigen, dass
CD30 auf ca. 15% der PBL’s nach Stimulation mit PHA und ConA induzierbar ist,
jedoch IL-2 oder Anti-CD3 als einzelne Stimuli nicht ausreichten. Nur bei deren
Kombination konnte die Expression von CD30 induziert werden (Ellis, Simms et al.
1993). Das bedeutet, dass CD30 auch induziert werden kann, wenn keine akzessorischen,
antigenprésentierenden Zellen vorhanden sind, sondern nur geniigend Stimuli vorhanden
sind, welche eine komplette T-Zellaktivierung zu vermitteln vermogen. Ellis et al.
konnten ebenfalls zeigen, dass Anti-IL-2-Antikorper die Expression von CD30 komplett
verhindern und damit die Expression von CD30 zwar zum einen in einem von IL-2
abhidngigen Modus geschieht, auf der anderen Seite aber IL-2 alleine offensichtlich kein
ausreichendes Signal zur Expression gibt. Die CD30-Expression ist damit wahrscheinlich
von IL-2-vermittelten Signalen abhingig, die stattfinden miissen, bevor CD30 exprimiert
werden kann. Gilfillan et al. bestitigten, dass sich CD30 nur auf aktivierten T-Zellen
befindet und fanden weiterhin, dass die Expression durch CD28 vermittelte Signale
reguliert wird, da in CD28 defizienten Zellen keine Aufregulation von CD30 erfolgte und
IL-2 ohne CD28 ebenfalls keine Aufregulation von CD30 induzierte (Gilfillan, Noel et al.
1998). Uber CD28 vermittelte Signale wiederum fiihren zur Steigerung der Expression
von IL-2 (Thompson, Lindsten et al. 1989; Seder, Germain et al. 1994). In unseren
Experimenten stellte sich weiterhin heraus, dass IL-2 alleine, im Gegensatz zu ConA und
PHA, auch nicht in der Lage ist, CD25 signifikant aufzuregulieren (2-3%).
Zusammenfassend ergibt sich also, dass CD30 unbedingt eine Voraktivierung der T-
Zellen braucht (z.B. mit CD28, IL-4, PHA, ConA, antiCD3), um exprimiert zu werden.
Eine mogliche Kette von Ereignissen wire also die initiale Bindung von B7-1 an CD28,
woraus die Aufregulation von CD25 (p55 IL-2 Rezeptor) resultiert und dadurch erst die
Bereitschaft der T-Zellen auf IL-2 zu reagieren und die Expression von CD30 zu steigern

entsteht. Zu dieser Theorie passt auch die Beobachtung, dass CD30+ T-Zellen im
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Vergleich zu anderen T-Zellen hohe Expressionen an p55 IL-2 Rezeptor (CD25)
aufweisen (Ellis, Simms et al. 1993). Aullerdem ist ConA zwar in der Lage, CD25 stark
aufzuregulieren, CD30 aber nur in geringem Mal3e. Dies konnte dadurch erklirt werden,
dass nach Induktion von CD25 das weitere Signal von IL-2 fehlt, um CD30
aufzuregulieren. Diese Annahme wird dadurch bestérkt, dass Ellis et al. zeigen konnten,
dass durch Stimulation der T-Zellen mit ConA und IL-2 zusammen eine hohere
Expression von CD30 zu erzielen war, als nach alleiniger Stimulation mit ConA (Ellis,
Simms et al. 1993).

AuBerdem zeigte sich in einer Reihe von Versuchen, dass die Fahigkeit CD30 auf der T-
Zelle hochzuregulieren, bei den unterschiedlichen Spendern stark variierte. Bei einigen
konnte die Expression dieses Molekiils auf bis zu 60% gesteigert werden, T-Zellen
anderer Spender wiederum konnten CD30 nur geringfiigig auf 10-20% aufregulieren,
obwohl CD25 wie immer hoch exprimiert wurde. Dies konnte in den verschiedensten
Faktoren, wie z.B. unterschiedlicher Vorstimulation der T-Zellen der einzelnen Spender,
Erkrankungen oder auch einfach interindividuellen Schwankungen im Sinne von
Normvarianten begriindet liegen und ist konsistent mit den Ergebnissen anderer
Veroffentlichungen, in welchen die Fihigkeit der T-Zellen zur CD30-Expression
zwischen verschiedenen Individuen betrdchtlich variierte (5-38%) (Ellis, Simms et al.
1993). Eine geringe Expression von CD30 liegt damit also nicht generell in einer
schlechten Aktivierbarkeit der T-Zellen begriindet. Wie auch von Ellis et al. beschrieben,
konnte CD30 in unseren Experimenten bei gleicher Kinetik niemals so hoch aufreguliert
werden wie CD25 (Ellis, Simms et al. 1993).

Ein weiteres Molekiil der TNF-Familie mit ebenfalls potentiell kostimulatorischen
Eigenschaften, Ox40 (Ohshima, Yang et al. 1998; Kunitomi, Hori et al. 2000; Walker,
Gulbranson-Judge et al. 2000), kann sowohl durch unspezifische Stimuli wie ConA, PHA
und IL-2 besser als CD30 auf T-Zellen aufreguliert werden, als auch durch B7-1.

1.3.2. Verinderung der CD4%/CD8* Ratio der T-Zellen

Weiterhin konnte festgestellt werden, dass T-Zellen unter den gewihlten
Versuchsbedingungen (Stimulation mit M3HK/B7-1 und IL-2), ihre CD4"/CD8"-Ratio
verdndern. Diese Ratio betrug am Anfang des Experiments 2,3, mit Beginn der Zugabe
von IL-2 begann sie sich stetig zu vermindern, bis sie am Tag 7 den Wert 0,95 erreicht
hatte. Dies ist libereinstimmend mit den meisten Verdffentlichungen, die beschreiben,
dass die durch B7-1 vermittelte Immunantwort vor allem iiber die zytolytische Aktivitit
der CD8% T-Zellen geschieht und damit diese Subpopulation expandiert wird (Chen,
Ashe et al. 1992; Harding und Allison 1993; Townsend, Su et al. 1994; Wu, Huang et al.
1995; Bellone, Iezzi et al. 1997). Bei alleiniger Stimulation der T-Zellen mit IL-2, also
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ohne das kostimulatorische Signal von B7-1, konnte dagegen keine Expansion der CD8¥
Zellen verzeichnet werden. Es wird angenommen, dass Tumorzellen, die eine optimale
Kostimulation bereitstellen, ohne weitere Hilfe von T-Zellen direkt CD8* T-Zellen
aktivieren (Harding und Allison 1993; Dohring, Angman et al. 1994). Dies wurde auch
mit B7-1 transfizierten SkMel63-Melanomzellen gezeigt (Rudy, Giickel et al. 1997).
Trotzdem kommt CD4% T-Zellen durch die Sekretion von IL-2 mdglicherweise eine
Rolle in der Amplifizierung der CD8% T-Zellantwort zu (Bellone, Iezzi et al. 1997). In
verschiedenen Tiermodellen wurde die wichtige Rolle von CD4% T-Zellen bei der
Auslosung und Erhaltung einer Antitumorantwort beschrieben und damit die Beteiligung
beider T-Zell-Subpopulationen an der antitumoralen Immunantwort gezeigt (Hung,
Hayashi et al. 1998; Romerdahl und Kripke 1998). CD30 wird zwar vor allem auf dem
Th2-Subtyp von CD4% T-Zellen gefunden (Alzona, Jick et al. 1994; Del Prete, De Carli
et al. 1995; Romagnani, Del Prete et al. 1995), kann aber auch von CD8* T-Zellen
exprimiert werden (Agrawal, Reddish et al. 1996). In einem weiterfiihrenden Experiment
miisste nun bestimmt werden, auf welcher Subpopulation von T-Zellen CD30 in unseren
Versuchsbedingungen exprimiert wird. Damit konnte man feststellen, ob der Anteil an
CD30%* T-Zellen in gleichem MaBe abnimmt wie auch der Anteil an CD4% Zellen, was
die optimale Stimulation der T-Zellen durch die CD30L tragenden Tumorzellen
beeintrichtigen wiirde. Ob sich die Abnahme der CD4% T-Zellen von 65% auf 40%
allerdings stark auf das Aktivierungspotential der Melanomzellen auswirken wiirde, ist
dabei nicht klar.

1.4. Induktion von CD30 auf T-Zellen durch die verschiedenen Transfektanten

B7-1, welches das am besten charakterisierte, kostimulatorische Molekiil zur T-
Zellaktivierung ist, hatte sich in den Vorversuchen als potenter Induktor von CD30 auf T-
Zellen erwiesen. Stimulation der T-Zellen mit M3HK/CD30Lneo oder
M3HK/CD30Lhygro beeinflusste die Expression von CD30 auf den T-Zellen dagegen
kaum. Auch CD25, welches unter B7-1 Aktivierung immer stark exprimiert wurde und
welches ein Indikator der T-Zellaktivierung ist, konnte nur in einem Versuch auf einen
Maximalwert von 38% hochreguliert werden. Damit besteht Grund zur Annahme, dass
der CD30L alleine nur geringe primére Stimulationsfahigkeit fiir T-Zellen besitzt. In zwei
aufeinanderfolgenden Experimenten mit T-Zellen verschiedener Spender konnte gezeigt
werden, dass B7-1 eine hohere oder ebenso hohe Expression des Molekiils CD30 auf den
T-Zellen zu induzieren vermag, wie die Doppeltransfektante M3HK/B7-1+CD30LAygro.
In keinem Fall war durch die Doppeltransfektante eine hohere CD30-Expression erzielbar
als durch B7-1, was im Gegensatz steht zum Aktivierungsmarker CD25, welcher von der
Doppeltransfektante besser induziert werden konnte. CD30L alleine ist also nicht in der

Lage, die Expression von CD30 induzieren, hat aber trotzdem einen stimulierenden
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Effekt auf T-Zellen, da es CD25 zu einem geringen Prozentsatz aufzuregulieren vermag.
Dies war auch sichtbar an der Doppeltransfektante, die CD25 zu einem hoheren
Prozentsatz induzieren konnte, als B7-1 alleine. Auf die CD30-Expression hatte CD30L
jedoch auch in Kombination mit B7-1 keinen verstdarkenden, sondern méglicherweise

sogar einen unter bestimmten Umstinden inhibierenden Effekt.

1.5. Proliferationsassays

Verschiedenste Arbeiten beschreiben die Fiahigkeit von CD30L, iiber Bindung an seinen
Rezeptor CD30 die Proliferation von sowohl T- und B-Zellen als auch verschiedener
Zelllinien zu vermitteln (Smith, Farrah et al. 1994; Alderson 1995; Hsu und Hsu 2000).
In anderen Zelllinien dagegen konnte durch CD30L entweder kein
proliferationsinduzierender Effekt beobachtet werden oder es erfolgte sogar die Induktion
von Apoptose (Amakawa, Hakem et al. 1996; Lee, Park et al. 1996; Gilfillan, Noel et al.
1998). Diese Dichotomie ist von anderen Mitgliedern der TNFR-Familie bereits bekannt
und kann moglicherweise durch den zelluliren Kontext, in welchem ein Signal
weitergeleitet wird, erkldart werden. Auch B7-1 ist in der Lage, bei Expression auf
murinen Tumorzellvarianten die Immunogenitét eines Tumors zu steigern (Chen, Ashe et
al. 1992; Townsend und Allison 1993; Rudy, Giickel et al. 1997) und T-Zellen zu
aktivieren (Fraser, Irving et al. 1991; Townsend und Allison 1993; Lanier, O'Fallon et al.
1995). Dabei scheint die T-Zellaktivierung unabhédngig von der Expressionsdichte dieses
Molekiils auf den Tumorzellen zu sein (Rudy, Giickel et al. 1997).

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen wiederum, dass die alleinige Stimulation von T-
Zellen mit CD30L keine signifikante Verdnderung der Proliferation im Vergleich zu den
untransfizierten (M3HK) oder den Kontroll-M3HK-Zellen (M3HK/neo) ergab. Das
kostimulatorische Signal von CD30L reichte auf den B7-1 negativen Tumorzellen zwar
aus, um, wie oben beschrieben, die Expression von geringen Mengen CD25 auf T-Zellen
zu induzieren, nicht jedoch die Proliferation der T-Zellen anzuregen oder CD30
signifikant aufzuregulieren und iiber diesen Rezeptor proliferationsfordernde Signale zu
vermitteln. Es wire moglich, dass durch die Kostimulation mit CD30L entweder bereits
in geringem Male exprimierte CD30 Rezeptoren angesprochen werden oder duferst
geringe Mengen an CD30 induziert werden und durch das dariiber vermittelte Signal
CD25 aufreguliert wird, weitere T-Zellaktivierungseffekte jedoch nicht moglich sind.
Eine weitere Erkldrung wire, dass das durch CD30L vermittelte Signal zur Abspaltung
des induzierten CD30 fiihrt (Hansen, Kisselva et al. 1995), dieser dadurch mittels FACS-
Analyse nicht mehr nachweisbar ist und damit auch keine Proliferationssignale mehr an
die Zelle weitergeleitet werden konnen. Interessant wire es daher, im Uberstand mittels
Elisa den 16slichen CD30 (sCD30) zu messen.
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Obwohl die Doppeltransfektante geringere Mengen an CD30 auf T-Zellen zu induzieren
vermag, war in sechs verschiedenen Proliferationsassays mit T-Zellen verschiedener
Spender die Tendenz erkennbar, dass mit der Doppeltransfektante M3HK/B7-
1+CD30L#neo hohere Proliferationsraten zu erzielen sind, als mit der Einzeltransfektante
M3HK/B7-1. Auch wenn die Proliferationsraten von mit M3HK/B7-1 stimulierten T-
Zellen meist nur geringfiigig unter denjenigen der Doppeltransfektante lagen, ist ein
synergistischer Effekt von CD30L und B7-1 bei der T-Zellstimulation durchaus moglich.
In drei anderen Assays war jedoch genau der umgekehrte Effekt zu sehen: Unter
Stimulation mit M3HK/B7-1 waren hohere Proliferationsraten zu verzeichnen als unter
Stimulation mit der Doppeltransfektante. Da in unseren Versuchsbedingungen nicht mit
Zelllinien, sondern mit frisch isolieren T-Zellen immer anderer Spender und damit immer
anderem zelluldren Kontext gearbeitet wurde, kann dies auch durch die verschiedenen
Spender-T-Zellen bedingt sein und wird auch durch die von Spender zu Spender stark
variierenden, maximal erreichten Einbauraten von 3H-Thymidin in den
Proliferationsassays verdeutlicht. In manchen Versuchen konnten bei Stimulation mit
M3HK/B7-1 oder M3HK/B7-1+CD30Lneo cpm-Werte von 60000 bis 70000 erreicht
werden, in anderen Experimenten wurden unter gleichen Versuchsbedingungen nur
Werte von 8000 — 9000 cpm erreicht. Auch mogen die gewéhlten experimentellen
Bedingungen nicht optimal gewihlt sein. Es ist beschrieben, dass Antigendichte und die
spezifische Mikroumgebung entscheidend fiir den letztendlich vermittelten Effekt der
TNF-Rezeptoren und -Liganden sind (Smith, Farrah et al. 1994). Da diese Bedingungen
in vitro nicht strikt reproduziert werden konnen, ist die Rolle dieser Molekiile nur schwer
erfassbar. Moglichkeiten der Variation der experimentellen Bedingungen bestehen
beispielsweise in der Verwendung eines einzigen, gut geeigneten T-Zellspenders oder der
Verwendung von T-Zellklonen, einer Verdnderung der Effektor-Target-Zell-Ratio, der
Elimination von IL-2 oder auch dem unspezifischen Stimulus ConA aus dem
Versuchsansatz. Dass die gegensitzlichen Effekte des CD30L nicht auf Mutationen im
CD30 Gen zuriickzufiihren sind, konnte von Jung et al. bereits ausgeschlossen werden
(Jung, Krueger et al. 1994). Konsistent in allen Assays war aber der Zeitpunkt der
maximalen Proliferation, der, entsprechend dem Zeitpunkt der héchsten CD25- und
CD30-Expression, immer zwischen dem 5. und 7. Tag des Experiments lag.

In den hier beschriebenen Versuchen werden die Probleme der Forschung auf dem Gebiet
der Tumorimmunologie deutlich: In vitro Bedingungen kénnen nur schwer die in vivo
Bedingungen wiederspiegeln, daher sind Aussagen beziiglich der Effekte im Patienten
schwierig, insbesondere bei einem Molekiil, welches zu einer Familie gehort, die so

entgegengesetzte Endpunkte wie Zelltod oder Proliferation bewirken kénnen.
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1.6. Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen bei Restimulation mit
verschiedenen Transfektanten

Da CD30L als primérer Stimulus keine Aufregulation von CD30 oder T-Zellproliferation
zu induzieren vermochte, sollte seine Rolle bei der Vermittlung eines auf die primére
Stimulation mit B7-1 folgenden, zweiten Signals ermittelt werden. Gilfillan et al. konnten
zeigen, dass das liber CD30 vermittelte Signal als Kostimulus fiir praaktivierte T-Zellen
wirkt und dazu beitragen kann, deren Proliferation zu steigern (Gilfillan, Noel et al.
1998). Problematisch ist dabei die Verfiigbarkeit der T-Zellen. Aus einem buffy coat
konnen kaum genug T-Zellen gewonnen werden, um einen Proliferationsassay
durchzufiihren, der die Stimulierbarkeit der T-Zellen anzeigt sowie die Durchfiihrung
eines nachfolgenden Restimulationsassays ermoglicht.

Am effektivsten von allen durchgefiihrten Kombinationen der Prid- und Restimulation
erwies sich die Prd- und auch nachfolgende Restimulation mit M3HK/B7-1. Im
Gegensatz zur Restimulation mit M3HK/CD30Lneo (bei welcher erst bei der 2.
Restimulation eine geringfiigige Aufregulation nur von CD25 und CD30 nicht aber von
0Ox40 erfolgte) konnte hierbei bereits bei der ersten Restimulation eine Aufregulation von
CD30 beobachtet werden, die bereits hohe Expression von CD25 und Ox40 dagegen
wurde in Anwesenheit von ConA und IL-2 kaum beeinflusst. Ohne IL-2 und ConA sank
jedoch die Expression von sowohl CD30, Ox40 als auch CD25 rasch ab. Bei einer
zweiten Restimulation mit B7-1, 4 Tage nach der ersten Restimulation, konnte die
Expression von CD30 sogar um 20% mehr gesteigert werden als im Vergleich zur
alleinigen Zugabe von neuem Medium mit IL-2, worunter jedoch auch eine weitere
Aufregulation von CD30 um ca. 10% beobachtet werden konnte. Moglicherweise
bendtigt CD30 zur Aufregulation der Expression mehrere aufeinanderfolgende
spezifische oder unspezifische Stimuli, was die Durchfiihrung weiterer Experimente
deutlich erschwert, da immer mehr T-Zellen absterben, je ldnger sie in Kultur gehalten
werden. Bei Restimulation mit CD30L war erst bei der zweiten Restimulation — und auch
da nur in geringem Male — ein Anstieg der CD30 (7%) und CD25 (10%) Expression zu
verzeichnen. Ox40 sank dabei sogar kontinuierlich ab.

Beim Vergleich der Préstimulation mit verschiedenen Transfektanten stellte sich heraus,
dass bei Priastimulation mit CD30L eine nachfolgende Restimulation mit B7-1 die initial
hohe Expression von CD25 und Ox40 nicht aufrechterhalten kann. Es ist jedoch nicht
klar, ob diese hohe Expression durch die Primirstimulation mit CD30L oder erst durch
die Restimulation mit B7-1 zustande kam, da in mehreren Experimenten nachgewiesen
wurde, dass die Stimulation mit CD30L auch CD25 nur geringfiigig aufregulieren kann.
Auch die mit der Doppeltransfektante prastimulierten T-Zellen konnten bei Restimulation

mit B7-1 keine hohere Expression von CD30 oder CD25 im Vergleich zur
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Vorstimulation mit B7-1 aufbringen. Ganz im Gegenteil war die Expression dieser
Molekiile sogar etwas geringer als bei Prastimulation mit B7-1.
Damit scheint CD30L weder bei der Priastimulation noch im Rahmen der Restimulation

eine starke Aktivierung von T-Zellen zu ermdoglichen.

1.7. Restimulationsassays

Bei den Restimulationsassays traten Probleme bei den Messungen auf, da die T-Zellen
wihrend der Assays schon zu Beginn abstarben. Beim Design dieses Assays gibt es
verschiedenste Punkte, an welchen ein methodischer Fehler auftreten bzw. die Methodik
noch optimiert werden kann: (1) Die T-Zellen konnen zum gewéhlten Zeitpunkt der
Restimulation in der refraktiren Phase sein. Daher miisste fiir jede Art der Pristimulation
der optimale Zeitpunkt der Restimulation mit den verschiedenen Transfektanten ermittelt
werden um zu sehen, wann die Zellen nicht restimulierbar sind oder wann sie zu
empfindlich sind und auf ein erneutes Aktivierungssignal infolgedessen absterben. (2)
Die Effektor-Targetzell-Ratio kann nicht optimal gewihlt sein. (3) Der Einfluss von
ConA und IL-2 im Versuchsansatz muss genauer definiert werden. (4) Auch wenn
kiirzlich die Resistenz von Antitumor-T-Zellen gegeniiber Fas-induzierter Apoptose
beschrieben wurde (Rivoltini, Radrizzani et al. 1998) besteht die Moglichkeit, dass FasL
durch die Stimulation der Tumorzellen mit IFNy aufreguliert wird und in den T-Zellen
bei nachfolgenden Stimulationen Apoptose induziert (Hahne, Rimoldi et al. 1996; Strand,
Hofmann et al. 1996). Beispielsweise wurde in M3HK/B7-1-Zellen auch der CD30-
Rezeptor nach Stimulation mit IFNy aufreguliert (Daten nicht gezeigt). Daher miisste
weiterhin untersucht werden, ob CD30L ebenfalls durch IFNy auf den Tumorzellen
induzierbar ist oder ob er auf den T-Zellen nach Primirstimulation aufreguliert wird und
damit mit unseren Versuchen interferierende Signalwege, wie z.B. Apoptose der T-
Zellen, ausgelost werden. Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass das auf T-Zellen
exprimierte CD30-Molekiil abgespalten wird (Hansen, Kisselva et al. 1995), folglich als
sCD30 vorliegt und sich durch Blockade des CD30L storend auf die Aktivierung der T-
Zellen auswirkt. Aus diesen Griinden miisste die Expression aller Oberflichenmolekiile
nochmals nach Stimulation der M3HK-Transfektanten mit IFNy gemessen werden.

Trotz allem konnte in verschiedenen Assays die Tendenz festgestellt werden, dass die
Priastimulation mit M3HK/B7-1 und Restimulation durch M3HK/B7-1 zu besseren
Proliferationsraten fiihrt, als die Restimulation durch M3HK/CD30Lneo oder auch der
Doppeltransfektante. Allerdings konnten lediglich in einem Assay, welches noch mit
bestrahlten Melanomzellen durchgefiihrt wurde, Proliferationsraten mit mehr als 1000
cpm-Werten nachgewiesen werden. Obwohl als Kontrolle immer auch die Proliferation

von Melanomzellen ohne Zusatz von T-Zellen gemessen wurde, ist es jedoch nicht ganz
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sicher, welcher Anteil davon nur von den T-Zellen stammt, da einzelne Melanomzellen
die Bestrahlung iiberlebten, sich nach einigen Tagen wieder erholt hatten und
proliferierten.

Die mit M3HK/CD30Lneo vorstimulierten T-Zellen erzielten bei Restimulation immer
geringere Proliferationsraten, als mit M3HK/B7-1 vorstimulierte T-Zellen. Zusammen
mit den anderen Ergebnissen der Rezeptoraufregulation sowie den Proliferationsassays
lasst sich daraus schlieBen, dass CD30L bei der priméren T-Zellaktivierung eher eine
untergeordnete Rolle spielt. Mit B7-1 vorstimulierte T-Zellen ergaben bei Restimulation
mit CD30L bei verschiedenen Spendern wiederum unterschiedliche Ergebnisse: Die
Proliferationsraten waren zum Teil hoher als mit B7-1 restimulierten T-Zellen, manchmal
aber auch niedriger. Die Doppeltransfektante war weder in ihrer Rolle als Priastimulus
noch als Restimulus in der Lage, verstiarkte Proliferationsraten im Vergleich zu den
Einzeltransfektanten hervorzurufen. Moglicherweise wirkt die Kombination aus CD30L
und B7-1 nur bei einer initialen Stimulation, also bei den Proliferationsassays
synergistisch und demnach T-zellaktivierend, bei einer Stimulation von bereits
aktivierten T-Zellen dagegen inhibierend. In diesen Ergebnissen wird deutlich, wie
diffizil das Netzwerk der Signalprozessierung bei der T-Zellaktivierung ist und wie
schwer standardisierbar daher die Entwicklung einer solchen Vakzine ist. Die genauen
Funktionen von CD30L und seinem Rezeptor miissen noch detaillierter charakterisiert
werden, um genau zu verstehen, unter welchen Umsténden dieses Rezeptor/Ligandenpaar
welche Signalisierungswege vermittelt. Es ist auch bekannt, dass CD30 ebenfalls
involviert ist in Signalwege, die in den Zelltod miinden (Amakawa, Hakem et al. 1996).
Unter welchen Umstéinden dies geschieht, ist noch nicht geklirt und konnte ein Schliissel

zu den vorliegenden unterschiedlichen Ergebnissen sein.

1.7.1. Restimulationsassays mit PHA-, ConA- und IL-2-priaktivierten T-Zellen

Da sich die Messung von Restimulationsassays als so schwierig gestaltete, wurde ein
anderer Ansatz gewihlt, in welchem T-Zellen entweder mit PHA, ConA oder IL-2 iiber 5
Tage hinweg vorstimuliert und anschlieend unter Messung der Proliferationsrate mit
M3HK/B7-1 oder M3HK/CD30Lneo restimuliert wurden. Diese Vorgehensweise
ermoglichte es weiterhin, mit weniger T-Zellen fiir die Prastimulation auszukommen.

Es wurde deutlich, dass die mit diesem Versuchsansatz erzielten Proliferationsraten stark
abhingig sind von der Stdrke und Art des primidren Stimulus. So erwies sich die
suboptimale Priastimulation mit ConA als geeigneter fiir nachfolgende Restimulationen
als die maximale Priastimulation mit PHA. Es konnten nach Pristimulation mit ConA in
der Restimulation hohere Proliferationsraten erzielt werden als bei Pridstimulation mit
PHA, was moglicherweise daran liegt, dass die Stimulation mit PHA so stark ist, dass die

T-Zellen am Tag 5 entweder immer noch in der refraktdren Phase, oder nach maximaler
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Stimulation weniger gut in der Lage sind zu proliferieren. Trotzdem zeigte sich in beiden
Fiéllen, dass CD30L in prdaktivierten T-Zellen proliferationsfoérdernde Eigenschaften
aufweist. In Anwesenheit von ConA konnten jeweils sogar hohere Proliferationsraten
erzielt werden als bei Restimulation mit B7-1. Wenn kein ConA zugegeben wurde, war
dieser Effekt jedoch nicht mehr zu sehen, und die Restimulation mit B7-1 ergab deutlich
hohere Proliferationsraten. Moglicherweise ist das Restimulationssignal von B7-1, wenn
es zusammen mit ConA gegeben wird, wiederum zu stark und die Zellen werden
apoptotisch.

Durch alleinige Prédstimulation mit IL-2 ohne einen weiteren Stimulus konnten
erwartungsgemal nur sehr geringe Proliferationsraten erzielt werden. IL-2 ist nicht in der
Lage, CD30 aufzuregulieren, darum ist die nachfolgende Stimulation mit CD30L
weitgehend erfolglos, so dass die Proliferationsraten selbst unter ConA-Anwesenheit weit
unter denjenigen von mit B7-1 restimulierten Zellen liegen. Ohne ConA-Zugabe werden
nur duBerst geringe Proliferationsraten erzielt (200-500cpm), womit deren Aussagekraft

als eher gering einzustufen ist.

Durch die vorliegenden Ergebnisse wird erneut die Schwierigkeit bei der Interpretation
dieser Experimente deutlich. Der Effekt von CD30L auf T-Zellaktivierung und -
proliferation ist stark abhingig vom Aktivierungszustand der eingesetzten T-Zellen und
auch von den gewihlten experimentellen Aktivierungsbedingungen. Dadurch ist es unter
diesen Bedingungen schwierig vorherzusehen, ob und unter welchen Bedingungen
CD30L sich als kostimulatorisches Molekiil eignet. Es ist nachweisbar, dass er
proliferations- und aktivierungssteigernde Aktivitét besitzt, unter welchen Umstinden
dies allerdings geschieht und unter welchen Bedingungen dieser Ligand eher Apoptose
induziert, ist ebensowenig bekannt wie die Bedingungen, unter welchen die Abspaltung
des sCD30 von den T-Zellen erfolgt und damit die Stimulation mit CD30L wirkungslos
bleibt. Diese Parameter miissen noch nidher untersucht werden, damit dieses Molekiil
unter genau definierten Bedingungen optimal eingesetzt werden kann. Auch variieren die
Bedingungen im Korper in Bezug auf Vorstimulation bzw. Aktivationsniveau der T-
Zellen beispielsweise aufgrund von Infekten oder chronischen Erkrankungen, sodass der
Effekt von CD30L nur schwer vorhersehbar ist. Genau dies wird auch anhand unserer
gefundenen Daten deutlich, die von Spender zu Spender zum Teil gegensitzliche Effekte
des CD30L ergeben.

2. Der Stand der Forschung hinsichtlich der Tumorimmunologie
Neben den klassischen Formen der Tumortherapie, der chirurgischen Entfernung oder

auch der Chemo- und Radiotherapie, besitzen immunologische Strategien ein

vielversprechendes zusitzliches therapeutisches Potential. Bereits 1893 berichtete
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William Coley von seinen Tumorvakzinierungsversuchen mit Extrakten aus pyogenen
Bakterien, die er verwendete, um antitumorale Immunantworten hervorzurufen (Coley
1893). 1909 beschrieb auch Paul Ehrlich die Moglichkeit, sich der Hilfe des
Immunsystems zu bedienen, um Tumore zu eliminieren (Ehrlich 1909). Tumorzellen
konnen ihnen eigene Antigene exprimieren, die von MHC-Molekiilen présentiert werden.
Diese Antigene wiederum konnen als Zielstrukturen fiir spezifische T-Lymphozyten und
damit der Auslésung einer spezifischen, gegen den Tumor gerichteten Immunantwort
dienen. In den meisten Fillen jedoch sind Tumorzellen dazu nicht in der Lage. Ein
Hauptgrund fiir ihre niedrige Immunogenitit ist das Fehlen von auf der Zelloberfliche
exprimierten Molekiilen, die fiir die optimale Aktivierung von T-Lymphozyten notwenig
sind. Ist jedoch eine Bindung des auf T-Zellen exprimierten CD28-Molekiils moglich,
wird dadurch das entscheidende kostimulatorische Signal fiir die Aktivierung von T-
Zellen generiert und die Induktion von Anergie verhindert (Fraser, Irving et al. 1991;
Lindsten, June et al. 1994). Eine Therapie, deren Ziel es ist, die Aktivierung
immunologischer Abwehrprozesse anzuregen, ist als adjuvante Therapie anzusehen, die
idealerweise bei niedriger Tumorbelastung, z.B. nach Totalresektion anzuwenden ist. Ziel
ist es, durch Vakzinierung eine Immunantwort zu induzieren, die einen systemischen,
lang anhaltenden Schutz vor residualen Tumorzellen und Mikrometastasen bietet. Bei
entsprechender Spezifitit der gegen den Tumor gerichteten Reaktion sollte es auBerdem

nicht zu unerwiinschten Nebenwirkungen im Sinne einer Autoimmunreaktion kommen.

Es gibt mittlerweile eine Reihe bekannter Tumorantigene, die fiir Vakzinierungen
eingesetzt werden konnen. Applikationsformen sind Proteine, Peptide oder DNA, die auf
verschiedene Weise in den MHC-Klasse-I-Prisentationsweg professioneller APC's
eingeschleust und zusammen mit kostimulatorischen Molekiilen prédsentiert werden
konnen. Nur diese Form der Prisentation gewdhrleistet eine optimale Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen (CD8% T-Zellen), da die korpereigene Toleranz gegeniiber den
Tumorantigenen ausgeschaltet werden muss (Kobayashi, Picchio et al. 1992; Aruga, Shu
et al. 1995). Die Prisentation von Proteinen und Peptiden erfolgt z.B. auf autologen,
dendritischen Zellen (DC’s), die ex vivo mit Peptiden beladen, bzw. dazu angeregt
werden, Proteine oder groere Peptide aufzunehmen und zu prozessieren (Young und
Inaba 1996). Der Vorteil in der Verwendung dendritischer Zellen besteht in deren hoher
Expression von MHC-Klasse-I- und -II-Molekiilen sowie interzelluldren
Adhisionsmolekiilen und B7 (Nestle, Alijagic et al. 1998). Bei der Verabreichung der
Proteine oder Peptide mit geeigneten Adjuvantien wird die Pridsentation der Antigene auf
dendritischen Zellen in vivo angestrebt (Kovacsovics-Bankowski, Clark et al. 1993). Das
Adjuvant ist dabei eine kritische Komponente der Vakzine, da es dafiir verantwortlich ist,

dass die antigenpridsentierenden Zellen an die Stelle der Vakzinierung wandern, an
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welcher sie aktiviert werden, um dann das Antigen aufzunehmen und zu prozessieren.
Ein groBer Vorteil von auf Peptiden basierenden Vakzinen besteht darin, dass
Sicherheitsbedenken, wie sie bei lebend- oder rekombinanten Vakzinen sowie DNA
Vektoren bestehen, wegfallen. Es gibt jedoch einige Nachteile dieser Form der
Vakzinierung. Die Zahl der bisher bekannten Tumorantigene ist limitiert und bisher noch
weitgehend auf Melanome beschrinkt. Es besteht bei der Vakzinierung mit nur einem
oder wenigen Antigenen die Gefahr der Immunselektion, d.h. es werden nur die
Tumorzellen, die das entsprechende Antigen tragen, abgetotet. Zellen, die im Lauf der
Tumorgenese dieses Antigen verloren haben, werden dagegen nicht erkannt und konnen
damit dem Immunsystem entkommen. Viele Mediatoren Vakzine-induzierter
Immmunantworten sind HLA-restringiert wie z.B. CD8%- und CD4*-T-Zellen. Ein
Antigen wird diese protektiven Immunantworten also nur in Patienten eines bestimmten
HLA-Phénotyps auslosen, was die Anzahl der Patienten, die von einer auf nur einem
Antigen basiernden Vakzine profitieren konnten, stark reduziert (Bystryn 1998). Das
Antigen muss auBBerdem in den MHC-Klasse-I-Prisentationsweg eingeschleust werden.
Da es exogene Proteine sind, gelangen sie aber unter physiologischen Bedingungen vor
allem in den MHC-Klasse-II-Priasentationsweg. Allerdings wurde in letzter Zeit hiufiger
von der Prisentation exogener Antigene im Zusammenhang mit MHC-Klasse-I-
Molekiilen auf dendritischen Zellen berichtet (Mitchell, Nair et al. 1998). Verschiedene
Applikationsformen und Antigenkonzentrationen konnen anstelle einer T-Zellantwort
Toleranz induzieren (Toes, Blom et al. 1996). Dadurch kann ein Tumor, der das
entsprechende Antigen exprimiert, nicht mehr abgestoen werden. Kritische Elemente
beim Design von Tumorvakzinen sind damit die Wahl des Antigens oder gar mehrerer
Antigene sowie die Optimierung der benétigten Antigenmenge, um die gewiinschte

Immunreaktion auszuldsen.

Eine andere Moglichkeit zur Induktion spezifischer Immunreaktionen gegen Tumore ist
die Verwendung immunogener Tumorzellvarianten fiir eine Vakzinierung. Hierbei
werden die Tumorzellen selbst als antigenprédsentierende Zellen eingesetzt (Ostrand-
Rosenberg 1994). Die Immunogenitit der Tumorzellen kann durch die Expression von
MHC- (Ostrand-Rosenberg, Roby et al. 1991) oder kostimulatorischen Molekiilen sowie
durch Sekretion von Zytokinen wie z.B. GM-CSF erhoht werden. Dies verbessert ihre
Fahigkeit, T-Lymphozyten antigenspezifisch zu stimulieren. Ein Beispiel stellt die B7-
Familie der kostimulatorischen Molekiile dar, die in Tiermodellen und in vitro bereits
TumorabstoBungen und systemische Immunitéit gegen den Wildtyp-Tumor erzeugen
konnte (Chen, Ashe et al. 1992; Townsend und Allison 1993; Dohring, Angman et al.
1994; Habicht, Lindauer et al. 1995). Auch die verschiedensten Zytokingene wurden

bereits mit unterschiedlichem Effekt auf die Immunogenitit in Tumorzellen eingebracht
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(Golumbek, Lazenby et al. 1991; Dranoff, Jaffee et al. 1993; Greten und Jaffee 1999;
Palmer, Moore et al. 1999). So konnte Kotransfektion von B7-1 zusammen mit GM-CSF
in LLC-Zellen eine protektive Antitumorimmunitit potenzieren (Sumimoto, Tani et al.
1997). Cayeux et al. konnten zeigen, dass kotransfizierte J558L-Zellen (murinen
Ursprungs), die IL-4 und B7-1 exprimieren, bei der Induktion einer Antitumorantwort
effektiver sind als Einzeltransfektanten (Cayeux, Beck et al. 1996). Ahnliche Effekte
konnten auch in IL-7/B7.1 und IL-2- oder auch IL-12/B7-1 kotransfizierten Tumorzellen
gezeigt werden (Cesano, O'Connor et al. 1991; Coughlin, Wysocka et al. 1995;
Salviadori, Gansbacher et al. 1995).

Tumorzellen, die als Antigenreservoir in einer Vakzinierung dienen, haben verschiedene
Vorteile. Sie beinhalten viele Tumorantigene, die alle zur Induktion einer Immunantwort
herangezogen werden konnen. Damit kann eine Vielzahl von T-Zellklonen
unterschiedlicher Spezifitit aktiviert und die Gefahr einer Immunselektion umgangen
werden. Dariiberhinaus handelt es sich bei den Tumorantigenen um intrazelluldre
Proteine der Tumorzellen, die in jedem Fall MHC-Klasse-I-restringiert prisentiert

werden.

Naheliegend ist die Verwendung autologer Tumorzellen als zelluldre Vakzine. Sie
enthalten Tumorantigene, welche fiir die Elimination des Tumors und der aus ihm
hervorgegangenen Metastasen relevant sind. Die Herstellung einer individuellen Vakzine
fiir jeden Patienten ist jedoch, wie es auch in der Diskussion des experimentellen Teils
dieser Arbeit deutlich wird, sehr aufwendig. Es muss eine groe Anzahl Tumorzellen
gewonnen werden, was die dafiir in Frage kommende Anzahl an Patienten stark limitiert,
da nur diejenigen mit einer groen Tumorlast fiir diese Therapie und dafiir notige Studien
in Frage kommen. Selbst dann ist das Material oft limitiert, da viele Tumore in vitro nicht
oder nur schlecht wachsen. Damit reicht die Vakzine oft nicht fiir wiederholte
Immunisierungen aus, sodass die Induktion eines ldnger andauernden Schutzes eventuell
nicht gewdhrleistet ist. Es werden also Gentransfermethoden hoher Effizienz benétigt.
Eine genaue Untersuchung der immunstimulatorischen Eigenschaften einer solchen
Vakzine ist in der Regel aus den zuvor beschriebenen Griinden nicht moglich. Da jeder
Patient eine individuelle Vakzine mit potentiell unterschiedlichen funktionellen
Eigenschaften erhilt, ist auch die Auswertung klinischer Studien erschwert. Ein weiterer
erschwerender Faktor dieser Art von Vakzine ist der kritische Zeitraum zwischen der
Tumorzellgewinnung und der erfolgreichen Herstellung der Vakzine. Dieser ist bei
aggressiv wachsenden Tumoren wie zum Beispiel dem malignen Melanom sehr grof3, so
dass das Tumorwachstum iiber einen ldngeren Zeitraum ungehindert weiter fortschreiten

kann.



Diskussion 79

Eine Alternative stellt die Verwendung allogener Tumorzellen dar. Hierzu werden
Zelllinien ausgewdihlt, die in mindestens einem HLA-Allel mit denen des Patienten
tibereinstimmen. So konnen Tumorantigene in Assoziation mit dem gemeinsamen HLA-
Allel erkannt werden und damit spezifische T-Lymphozyten aktivieren. Tumorzellen mit
hdufigen HLA-Allelen erlauben eine Anwendung bei einem gréeren Patientenkollektiv.
Die meisten der bisher durchgefiihrten Untersuchungen erfolgten mit allogenen
Tumorzellen bei HLA-A2-teilidentischen Empfingern. HLA-A2 ist mit einer Hiufigkeit
von 30-40% das am weitesten verbreitete HLA-Allel. Die Beschriankung auf ein oder
wenige HLA-Allele kann jedoch die Zahl der erkennbaren Antigene einschrinken.

Die Moglichkeit durch allogene Tumorzellen tumorspezifische T-Lymphozyten zu
generieren, wurde in in vitro Experimenten bereits gezeigt (Crowley, Slingluff et al.
1990). Vorteile der Verwendung allogener, HLA-teilidentischer Tumorzellen bestehen in
ihrer Verfiigbarkeit und damit der Mdoglichkeit, Transfektanten zu selektionieren und
diese eingehend beziiglich ihrer biologischen Funktionen zu untersuchen. Dariiber hinaus
konnte ein groBeres Patientenkollektiv auch im Rahmen einer klinischen Studie mit einer
einheitlichen, gut definierten Zelllinie behandelt werden. Die auf einer HLA-
teilidentischen Vakzine exprimierten Alloantigene ermoglichen die Aktivierung
zusitzlicher T-Lymphozyten und begiinstigen damit auch die Induktion einer

tumorantigenspezifischen Reaktion (Plautz, Yang et al. 1993).

Weitere Moglichkeiten der Tumorvakzinierung bestehen in der Verwendung von
Vakzinen mit rekombinanten viralen oder bakteriellen Vektoren, welche fiir
Tumorantigene kodieren. So wurden z.B. bereits Untersuchungen mit auf Pocken- oder
Vaccinia-Virus basierenden Vektoren durchgefiihrt (McCabe, Irvine et al. 1995; Restifo,
Bacik et al. 1995; Wang, Bronte et al. 1995).

Als weitere Alternative kann bei Verwendung nackter DNA Vakzinen das
immunisierende Antigen iiber einen lingeren Zeitraum exprimiert werden, da DNA sich
stabil in das Wirtsgenom integrieren oder lange Zeit in episomaler Form vorliegen kann
(Wolff, Malone et al. 1990). In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Injektion
von nackter DNA sowohl die antikdrpervermittelte als auch die zelluldre Immunantwort
induzieren kann (Tang, DeVit et al. 1992; Condon, Watkins et al. 1996).

Initiale Studien haben gezeigt, dass genetisch modifizierte Tumorvakzinen als sehr sicher
anzusehen sind. Die Nebenwirkungen bestehen im Wesentlichen in sich selbst
limitierenden lokalen Entziindungsreaktionen der Haut an der Stelle der Vakzinierung
(Golumbek, Azhari et al. 1993; Arienti, Sule-Suso et al. 1996; Lotze, Zitvogel et al.
1996). Priventive Vakzinierung oder die Vakzinierung in friihen Krankheitsstadien

konnen sehr effektiv sein, in spdten Tumorstadien jedoch sind diese Erfolge oft nicht
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mehr zu verzeichnen (Schreiber 1993). Dieses Phinomen der “Concomitant Immunity”,
in welcher eine spite Vakzinierung zwar zur AbstoBung einer zweiten, spit gegebenen
Tumorzellcharge fiihrt, der Originaltumor jedoch bestehen bleibt, also auf irgendeine
Weise geschiitzt ist, stellt ein Problem bei der Entwicklung und Testung jeglicher Art von
Vakzinen dar (Wick, Dubey et al. 1997). Weiterhin konnten in Patienten mit groBer
Tumorlast T-Zellsignalisierungsdefekte nachgewiesen werden (Mizoguchi, O'Shea et al.
1992), wodurch die Entwicklung und Durchfiihrung von Immuntherapien zusétzlich

erschwert wird.

3. Therapeutische Ansitze beim malignen Melanom
Das maligne Melanom ist immer noch einer der prognostisch ungiinstigsten

menschlichen Tumore beziiglich Epidemiologie und klinischem Verlauf. Inzidenz und
Privalenz steigen rasch an, wobei die mittlere Uberlebensrate nur 6-8 Monate und die 5-
Jahres-Uberlebensrate weniger als 5% betriigt. Diese Kombination aus hoher Privalenz
und starker therapeutischer Resistenz hat zu grolem Interesse an der Entwicklung von
Behandlungs- und in den letzten Jahren insbesondere von Vakzinierungsstrategien gegen

das maligne Melanom gefiihrt:

Auf medikamentoser Basis erzielten vor allem Dacarbazin, Cisplatin und Fotemustin
Ansprechraten von initial 18-35 %, die jedoch im Durchschitt nicht linger als sechs
Monate lang bestehen blieben (Khayat, Coeffic et al. 2000; Middleton, Grob et al. 1999).
Die Kombination verschiedener Medikamente konnte die Ansprechraten in einem
retrospektiven Vergleich beziiglich der Einzeltherapie mit Dacarbazin zwar steigern,
jedoch fehlen prospektive, randomisierte Studien, die diese Beobachtungen belegen
(Khayat, Coeffic et al. 2000).

Chemotherapie und Bestrahlung zeigten nur in Einzelféllen langanhaltende Remissionen
und auch die vom FDA genehmigte hochdosierte Interferontherapie hat aufgrund der
hohen Toxizitdt ihre Limitierungen (Kirkwood, Strawderman et al. 1996), auch wenn
dadurch eine Verbesserung der Uberlebensraten bei Behandlung nach Resektion erzielt

werden kann.

Die Therapie mit IFNa und IL-2 als Einzel- oder Kombinationstherapien sind als
Beispiele der sogenannten "Immuntherapien" anzusehen. Sie sind in der Lage, kurzzeitige
Remissionen zu bewirken (Rosenberg, Lotze et al. 1987; Kirkwood 1991; Lindemann,
Brossart et al. 1993). Neuere klinische Studien mit niedrig dosierter IFNa-Therapie fiir
Patienten mit Melanom im Stadium II zeigten eine bessere Vertriglichkeit und auch

deutlich verlingerte 5-Jahres-Uberlebensraten (Grob, Dreno et al. 1998; Pehamberger,
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Soyer et al. 1998). IFNa bewirkt als adjuvante Therapie sowohl die Verzogerung eines
Rezidivs als auch die Verlingerung der krankheitsfreien Zeitintervalle sowie eine
Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensraten. Beim metastasiertem Melanom kann es bei
Verabreichung zusammen mit Chemotherapie die Ansprechraten verbessern.

Im Rahmen dieser sogenannten "Chemoimmuntherapie", oder "Biochemotherapie",
welche die Kombination von Zytostatika und IFNa oder IL-2 beinhaltet, konnen hohere
Ansprechraten als bei alleiniger Chemo- oder Immuntherapie erzielt werden (Khayat,
Coeffic et al. 2000).

Andere Therapieversuche mit IL-2-aktivierten, tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL’s) oder bispezifischen Antikdrpern mit Bindungsstellen fiir die Effektorzellen, mit
Radionukliden oder Zytostatika konnten bisher keinen Durchbruch erzielen (Keilholz,
Scheibenbogen et al. 1995). Die Therapie fortgeschrittener Stadien bleibt daher in den
meisten Fillen palliativ (Garbe 1995).

3.1. Tumorvakzinierung beim malignen Melanom

Therapeutische Vakzinen, deren Ziel es ist, durch Verbesserung der patienteneigenen
Immunantwort das Wiederauftreten von Tumoren zu verhindern, ist weiterhin ein starker
Interessensfokus in der Behandlung des malignen Melanoms. Die damit verbundene
niedrige Toxizitdt macht diese Therapie zu einer attraktiven Option der adjuvanten
Tumortherapie und bietet dariiber hinaus das Potential einer synergistischen Interaktion
mit IFNa, welches in der Verbesserung der Antigenprisentation hilfreich ist. Die zwei
hauptsédchlichen Arme der Tumorvakzinen bestehen bisher in der Verwendung von
Tumorzell-Lysaten und Peptidantigenen. Peptidantigene bedienen sich definierter
melanomassoziierter Tumor-Antigene um eine Immunantwort hervorzurufen. Es wurden
bereits eine Reihe von Antigenen identifiziert, die sich als mogliche Zielstrukturen fiir
Vakzinen eignen konnten (vgl. Einleitung, Tab. 2). In einer klinischen Studie der Phase 1
mit einer HLA-A1-restringierten MAGE-3 Peptidvakzine bei Patienten mit Melanom im
Stadium 4 wurden in der Hilfte (6) der behandelten Patienten partielle Remissionen
beobachtet (Marchand, Weynants et al. 1995). Vorlidufige Ergebnisse einer klinischen
Studie der Phase III, die einen Vergleich zieht zwischen der Vakzine mit dem Gangliosid
GM?2 und IFNa, scheinen vielversprechend zu sein. Ganglioside stellen dabei ein
Beispiel von tumorassoziierten Antigenen dar, die auf verschiedenen Tumoren exprimiert
werden und wesentliche Komponenten der Zelloberfliche von Melanomzellen sind. Die
in der Vakzine vorhandenen Antigene miissen vom zu behandelnden Tumor exprimiert
werden. Das Melanom ist ein Tumor mit starker Antigenheterogenitidt und das Spektrum
an Tumorantigenen, welches von Melanomzellen in verschiedenen Individuen oder auch

an verschiedenen Stellen desselben Tumors exprimiert wird, ist stark variabel.
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Daher ist der Anteil an Patienten, die von einer einzelnen Peptidvakzine profitieren
konnten, nicht zuletzt auch wegen der HLA-Restriktion der einzelnen Tumorantigene,
sehr gering. Polyvalente Vakzinen aus einer Mischung von verschiedenen Melanom-
Zelllinien mit hédufig exprimierten Antigenen verschiedener HLA-Restriktionsmuster
stellen einen Weg aus diesem Dilemma dar (Morton und Barth 1992). Auch der Zusatz
von IL-2 zur Peptidvakzine war mit hoheren Ansprechraten verbunden als eine reine
Peptidvakzine (Rosenberg, Yang et al. 1998). Ein weiteres Problem besteht in der
Unfidhigkeit der meisten Melanomantigene, eine starke Anti-Melanom Immunantwort
auszulosen. Es werden daher gute Adjuvantien bendtigt, oder z.B. eine Modifizierung der
physikalischen oder biochemischen Eigenschaften der Vakzine erforderlich (Bystryn
1998). Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung peptidbeladener
dendritischer Zellen (Nestle, Alijagic et al. 1998).

Auch Vakzinen mit autologen (Schreiber, Kampgen et al. 1999) oder allogenen (Hsueh,
Nathanson et al. 1999) bestrahlten, ganzen Tumorzellen, die immunologisch verdndert
wurden oder Tumorzell-Lysaten (Morton und Barth 1992) bieten eine ganze Reihe von
Antigenen, die das Problem der antigenen Heterogenitdt von Tumoren 16sen kénnten
(Toes, Blom et al. 1996; Thomas, Greten et al. 1998). Bei dieser Strategie besteht jedoch
das Problem, dass aktive Antigene nur in geringer Konzentration vorhanden sind,
dagegen viel irrelevantes Material vorliegt und damit die Effektivitit aufgrund
kompetitiver Inhibierung der Anti-Tumorantworten sowie erhohter Toxizitdt leiden
konnte (Bystryn 1998). Im Gegensatz zu reinen Antigenvakzinen sind zusétzlich
Schwierigkeiten bei der Produktion einer reproduzierbaren und gut charakterisierten
Vakzineformel gegeben. Beide sind schwer zu standardisieren und zu analysieren,
trotzdem handelt es sich bei beiden um effektive Vakzinierungsstrategien. Obwohl diese
Vakzinen eine verstidrkte Antitumorimmunitit in manchen Patienten erzeugen und einige
dieser Patienten ldnger iiberleben, konnte bisher jedoch kein klinischer Benefit im
Rahmen einer kontrollierten, klinischen Studie der Phase III nachgewiesen werden (Sun,
Paschen et al. 1999).

Es ist wichtig, die Natur der Antwort des Patienten auf die Vakzine zu kennen, um
geeignete Vakzinen entwickeln zu konnen. Aus dem Blut von Melanompatienten konnten
einerseits Anti-Melanom-Antikorper (Morton, Eilber et al. 1970), andererseits CTL’s
isoliert werden, die in der Lage waren, Tumorzellen in vitro zu zerstoren (Topalian,
Solomon et al. 1989). Durch Vakzinierungen konnte daher diese schiitzende
Immunantwort potenziert werden. Es wurden z.B. bereits verschiedenste Untersuchungen
beziiglich der humoralen Immunantwort von Patienten mit Melanom auf eine GM2

Gangliosid Vakzine durchgefiihrt, die in klinischen Studien der Phase I und II
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vielversprechende Ergebnisse erbrachten (Livingston, Wong et al. 1994; Livingston
1998). In vitro Assays haben gezeigt, dass die Vakzine IgG und IgM Antikorper mit
hoher Affinitdt und Spezifitit fiir GM2-positive Tumorzellen generiert. Bei niedrigen
Antikorpertitern konnten eine komplement- und antikorpervermittelte zelluldre
Zytotoxizitit von GM2-positiven Zellen gefunden werden (Chapman, Morrissey et al.
2000). Eine randomisierte Studie, die diese Art von Therapie mit hochdosierter IFNa.-

Therapie vergleicht, wird gerade durchgefiihrt.

Ein weiterer Ansatzpunkt der Vakzinierung stellen mit Zytokingenen transduzierte
Tumorzellen dar. GM-CSF ist dabei das Zytokin, welches die stirkste Immunantwort auf
eine zelluldre Tumorvakzine auslost. Jedoch konnte in murinen Modellen auch mit INFy,
TNFa, IL-2, -4, -6 und -7 eine Steigerung der systemischen Immunitit erzielt werden
(Dranoff, Jaffee et al. 1993; Rosenberg, Yang et al. 1994). In einigen Melanomvakzinen
wurden Melanome mit dem IL-2-Gen transfiziert, wobei in einem Teil der Studien eine
effektive, systemische Immunantwort induziert werden konnte (Maass, Schmidt et al.
1995; Zatloukal, Schneeberger et al. 1995).

Daneben wurde auch ein Vakzinierungseffekt mit B7-1 und B7-2 beim malignen
Melanom gefunden (Townsend und Allison 1993; Yang, Darrow et al. 1997). Eine am
National Cancer Institute durchgefiihrte Studie mit B7-transduzierten, allogenen
Melanom-Zelllinien erzielte in Abhédngigkeit vom HLA-Typ der Induktor-Zelllinie eine
streng HLA-assoziierte Lyse von Melanomzellen von Patienten mit fortgeschrittenem
Tumorleiden (Fenton, Sznol et al. 1995). Neben der Bedeutung der B7-Molekiile fiir die
direkte TumorzellabstoBung wurde in anderen Untersuchungen jedoch herausgearbeitet,
dass in intrinsisch nicht-immunogenen Tumoren eine alleinige B7-Transduktion nicht zu
einer systemischen Tumorimmunitét fiihrt, sondern zusétzliche Signale nétig sind (Wu,
Huang et al. 1995).

Melanomvakzinen bieten also eine gute Erginzung der Standardtherapiemethoden wie
Chemotherapie, Radiotherapie und auch der Interferontherapie. Sie befinden sich
allerdings immer noch im Anfangsstadium und sind schwer zu analysieren und zu
reproduzieren. Durch eine geeignete Kombination von immunmodulatorischen Zusitzen
wie Antigenen, Zytokinen, kostimulatorischen Molekiilen und Adjuvantien werden sie zu

einem vielversprechenden Therapieansatz.
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V1. Zusammenfassung

Das maligne Melanom ist einer der am stidrksten immunogenen, soliden Tumoren,
weswegen die Immuntherapie bei dieser Tumorart zu einem Standardtherapiekonzept
geworden ist. B7-1 transduzierte Tumorzellen konnten bereits in verschiedenen
Tumormodellen abgestossen werden. Fiir eine effektive Antitumorantwort der T-Zellen sind
jedoch zusitzliche Aktivierungssignale notig. Die Mitglieder der TNFR-Familie sind dafiir
aufgrund ihres Einflusses auf eine Vielfalt immunologischer Prozesse, davon nicht zuletzt
die Aktivierung von T-Zellen, geeignete Kandidaten. CD30L wurde in dieser Arbeit im
Vergleich mit B-1 als kostimulatorisches Molekiil bei der Induktion einer T-Zellantwort

gegen maligne Melanomzellen der Linie M3HK evaluiert.

Auf der Oberflidche naiver T-Zellen konnte der CD30 Rezeptor durch Stimulation mit B7-1-
transfizierten Melanomzellen unter Zugabe von ConA und IL-2 je nach T-Zell-Spender in
verschiedenem Male induziert werden. CD30L-exprimierende M3HK-Zellen dagegen
konnten als primérer Stimulus weder CD30 auf T-Zellen induzieren, noch die Proliferation
von T-Zellen im Vergleich zur Stimulation mit anderen Transfektanten steigern. Ebenso
wurde der Aktivierungsmarker CD25 durch Stimulation mit M3HK/CD30L deutlich
schwicher exprimiert als unter Stimulation mit M3HK/B7-1. Auch die CD30L- und B7-1-
exprimierende Doppeltransfektante erzielte keine hoheren CD30-Expressionen auf T-Zellen
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit M3HK/B7-1-Zellen, jedoch hd&here
Expressionen von CD25. Ebenso waren in Abhéngigkeit von den T-Zell-Spendern die auf
diese Weise induzierten Proliferationsraten der T-Zellen in einigen Experimenten hoher als
die durch M3HK/B7-1 induzierten, in anderen jedoch auch geringer. Unter bestimmten,
noch nidher zu definierenden Umstéinden ist dem CD30L also alleine oder in verstirktem
Malle als Kostimulus zu B7-1, ein geringes, primér aktivierendes Potential fiir T-Zellen
zuzuschreiben.

Bei der Evaluation des CD30L als sekunddrer Stimulus fiir T-Zellen zeigte sich, dass
unabhiingig von der gewéhlten Art der Priastimulation, die Restimulation mit M3HK/CD30L
oder auch M3HK/B7-1 erst nach einer zweiten Restimulation zu einer erneuten Steigerung
der Expression von CD30 und CD25 auf den T-Zellen fiihrte. Mit der Doppeltransfektante
vorstimulierte T-Zellen zeigten dabei im Vergleich zu mit M3HK/B7-1 pristimulierten T-
Zellen niedrigere Expressionen dieser Molekiile. Es konnte also durch gemeinsame
Priastimulation mit CD30L und B7-1 kein Hinweis auf eine verstirkte nachfolgende
Aktivierung der T-Zellen im Rahmen einer Restimulation gefunden werden, sondern
moglicherweise sogar ein inhibierender Effekt. Auch in den Restimulationsassays erreichten
die mit M3HK/CD30L oder der Doppeltransfektante vorstimulierten T-Zellen bei

Restimulation mit verschiedenen Transfektanten immer geringere Proliferationsraten als mit
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M3HK/B7-1 vorstimulierte T-Zellen. Die durch unspezifische primédre Stimuli wie PHA,
ConA oder IL-2 ausgeldsten Proliferationsraten unter nachfolgender Restimulation mit
verschiedenen Transfektanten deuten jedoch auf eine starke Abhédngigkeit der T-
Zellaktivierung von Stdrke und Art des primédren Stimulus hin. Dies zeigt die Moglichkeit
auf, dass CD30L unter genau definierten Bedingungen ein sekundéres Signal zur T-

Zellaktivierung liefern kann.

Aus den vorliegenden Daten wird deutlich, dass CD30L nur geringe primére
Stimulationsfihigkeit fiir T-Zellen besitzt. Seine Rolle bei der sekundéiren Aktivierung ist
dagegen nicht eindeutig geklart, da der genaue Effekt von CD30L auf T-Zellaktivierung
stark abhidngig vom Aktivierungszustand der eingesetzten T-Zellen sowie den gewihlten
experimentellen Bedingungen ist. Um dieses Molekiil unter genau definierten Bedingungen
optimal eingesetzen zu konnen, miissen die Umstdnde, unter welchen der Ligand
proliferations- und aktivierungssteigernde Aktivitét besitzt, und unter welchen Umstédnden er

dagegen Apoptose induziert noch ndher untersucht werden.
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School, Boston, USA

Chirurgische Intensivstation am Brigham and Women’s
Hospital, Harvard Medical School, Boston, USA
Kinderchirurgie am UCSD Medical Center, San Diego,
USA

Péadiatrische Urologie am Children’s Hospital, UCSD,
San Diego, USA

Pé&diatrie im von Hauner’schen Kinderspital der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen; Fallvorstellung

Uber das “Dubowitz Syndrom”

Dr. von Haunersches Kinderspital, LMU Minchen
Abteilung Hepatologie
6-monatige Rotation auf der S&uglingsstation

6-monatige Rotation in der Allgemein-Ambulanz

Dr. von Haunersches Kinderspital, LMU Minchen
Abteilungen Gastroenterologie/Hepatologie/

Allgemein-Ambulanz



Zusitzliche Erfahrungen im medizinischen/wissenschaftlichen Arbeitsbereich:

1990
1992 - 1996

1992 - 1993

1992

Marz 1996

1997 - 1998

2000 — 2001

2001

2001/2002

Ausserberufliche Tatigkeiten:

1983 - 1994
1988 - 1989

1989 - 1990

1989 - 1993

Miinchen, den 10.06.2002

Ubersetzerin fiir die Firma BioRad
Krankenpflegerische Tétigkeiten in:
- Kinderklinik Miinchen Schwabing
- Frauenklinik Dr. Krismann, Pasing
- Krankenhaus Minchen-Pasing
Wissenschatftliche Hilfskraft am Max-von Pettenkofer-
Institut bei Prof. H. Wolf, Minchen
Vorbereitung und Betreuung des Biologie Kurses
fir Mediziner im Institut fir Genetik und
Mikrobiologie der LMU MUlinchen
Ausbildung zur "Massage technician" an der
"School of Healing Arts" in San Diego, USA
Sprechstundenhilfe in der Allgemeinarztpraxis bei
Dr. med. H. Vonnegut, Miinchen (1997-98)
Erstellung und Uberarbeitung von Pflanzenmonographien
innerhalb des Projekts Phytotherapie der Internetfirma
~,Netdoktor.de"
Mitgestaltung des Seminars fur Tutoren in Frauen-
Chiemsee (Harvard-Miinchen Allianz)
Mit-Autorenschaft der Lernkarten ,Padiatrie Pur”

Beim Boérm Bruckmeier Verlag

Nebentatigkeit als Flétenlehrerin flr Kinder
Aufenthalt in San Jose, Californien, USA als Au-pair
Médchen

Ubersetzertatigkeit im Reisebiiro "Afrika Tours
Individuell", Minchen

Nebentatigkeit als Skilehrerin fir Kinder
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Gene transfer of CD30 ligand (CD30L) sustains the CD80 mediated T cell response
aganist human melanoma cells
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Gene transfer of CD30 ligand (CD30L) sustains the CD80 mediated T cell response
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Expression von CD95 (Fas/Apo-1) und Fas-Ligand in Lebergewebe bei Kindern mit
chronischer HCV- und HBV-Infektion. Eine Untersuchung an 50 Patienten

M. Eckert, M. Kappler, D. Stachel, R. Meilbeck, Th. Lang

16. Jahrestagung der GPGE, Bozen, April 2001

Autoimmunhepatitis Typ Il und mentale Retardierung in einer Patientin mit
Hermansky Pudlak Syndrom

M. Eckert, B. Lorenz, M. Schaller, A. Gerecke, I. Baumann, M. Kappler, U.B.
Graubner, Th. Lang

17. Jahrestagung der GPGE, Potsdam, April 2002

Vortrage:

Expression of Fas and FasL in liver tissue of children with chronic hepatitis B and C
M. Eckert, M. Kappler, D. Stachel, R. Meilbeck, Th. Lang
34" Annual Meeting of ESPGHAN Genf, Mai 2001
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