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1 ZUSAMMENFASSUNG

CD44 bezeichnet eine heterogene Familie von Zelloberflachen-Glykoproteinen.
Durch alternatives SpleiBen von 12 der 20 Exons, aus denen sich das Gen
zusammensetzt, wird eine enorme Variabilitat erzielt. Die Expression von Varianten, welche
von Exon v6 kodierte Sequenzen enthalten, ist ein prognostischer Faktor flir viele humane
Krebserkrankungen, einschlieBlich ,Non-Hodgkin“-Lymphome, Brust- und kolorektaler
Karzinome. Die Expression von CD44vé-enthaltenden Varianten bedingt das
metastatische Potential eines Pankreaskarzinoms der Ratte. Der monoklonale Antikorper
1.1ASML erkennt ein Epitop, welches in der Sequenz WFENEWQGKNPPT des Ratten-
CD44v6 enthalten ist. Der mAk1.1ASML interferiert mit der Disseminierung des
Pankreaskarzinoms.

Die Antigenerkennungsdoméne dieses monoklonalen Antikdrpers wurde als ,single-
chain®-Fv-Fragment (scFv) zunachst mit dem Exotoxin A (ETA) aus Pseudomonas
aeruginosa fusioniert. Ein entsprechendes Konstrukt wurde in einen bakteriellen
Expressionsvektor kloniert. Transformierte Bakterien exprimieren das scFv:ETA-
Fusionsprotein in teilweise antigenreaktiver Konformation. Funktionelle Tests konnten
wegen zu geringer Ausbeute an bindungsaktivem Immuntoxin nicht durchgefiihrt werden.

In einem zweiten Projekt wurde dieses scFv-Fragment mit der {-Kette des T-Zell-
Rezeptorkomplexes fusioniert. Ein entsprechendes Konstrukt wurde in einen retroviralen
Expressionsvektor kloniert. Infizierte Klone einer etablierten, murinen zytotoxischen
T-Lymphozytenlinie exprimieren das scFv:{-Fusionsprotein als antigenreaktiven
Oberflachenrezeptor. Diese ,abgerichteten CTLs (fur ,cytotoxic T-lymhocytes”) umgehen
die MHC-restringierte Antigenerkennung durch den T-Zell-Rezeptor und lysieren jn vitro mit
hoher Spezifitdt CD44v6-positive Zielzellen. CD44v6-positive Tumor-Xenotransplantate
in Nacktmausen werden durch systemische Applikation der gentechnologisch manipulierten
CTLs in ihrem Wachstum gehemmt. Die gleichzeitige systemische Applikation von
Interleukin-2 steigert den therapeutischen Effekt der ,abgerichteten“ CTLs.

Der adoptive Transfer zytotoxischer T-Zellen, die aufgrund der Expression von
scFv:£-Chiméaren Tumorzellen erkennen und lysieren, kdnnte eine neuartige Strategie zur
Behandlung von Krebs werden. Die Korrelation zwischen der Expression von CD44v6
und einer schlechten klinischen Prognose fir Krebspatienten identifiziert diese Proteine als
attraktive Zielantigene fir derartige Konzepte.




Variants of the glycoprotein CD44 as target molecules for
immune intervention strategies for the treatment of cancer

1 SUMMARY

The term CD44 refers to a heterogenous family of cell surface glycoproteins
encoded by a single gene containing 20 exons. The tremendous variability in CD44 protein
structure results from alternative splicing of 12 of these 20 exons. Interestingly, the
expression of splice variants containing exon v6-encoded sequences is of prognostic
value for several human cancers, including non-Hodgkin lymphoma, mammary and
colorectal carcinoma. Furthermore, the metastatic potential of a rat pancreatic carcinoma is
dependent on the expression of v6-carrying CD44 variants (CD44v6). The monoclonal
antibody 1.1ASML recognizes an epitope in the sequence WFENEWQGKNPPT encoded
by rat CD44v6. This antibody interferes with the dissemination of the v6-positive
pancreatic carcinoma.

in the present study, the antigen combining site of mAb1.1ASML was isolated as a
single-chain Fv-fragment (scFv). In a first attempt to utilize this fragment in experimental
tumor therapy, the scFv-fragment was fused to the Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A
(ETA). A corresponding construct was introduced into a bacterial expression vector.
Bacteria transformed with this vector expressed the scFv:ETA-fusion protein. However,
the yield of protein in an antigen reactive conformation was too low to test the immunotoxin
for its anti-tumor activity.

in a second project, the scFv-fragment was fused to the T-cell receptor complex
C-chain. A corresponding construct was introduced into a retroviral expression vector.
Infected clones of an established murine cytotoxic T-lymphocyte (CTL) line expressed the
scFv:{-fusion protein as'an antigen reactive receptor on their cell surface. These redirected
CTLs could bypass the MHC-restricted antigen recognition by the T-cell receptor and
exhibited cytotoxicity in vitro with high specificity towards CD44v6-positive target cells.
The growth of CD44v6-positive tumor xeno-transplants in nude mice was retarded by
systemic application of the manipulated CTLs. The therapeutic efficiency could be
enhanced by systemic application of interleukin-2.

These data indicate that the adoptive transfer of cytotoxic T-cells recognizing tumor
cells by scFv-{-chain chimeras could become a novel strategy towards the treatment of
cancer. The enhanced expression of CD44v6 on tumor cells and the correlation of
vB-expression with unfavourable prognosis for tumor patients identifies these proteins as
attractive target antigens for such a therapeutic approach.
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2. EINLEITUNG

Krebs ist nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die Haupttodesursache unter der
Bevolkerung der Industriestaaten der westlichen Welt. Allein in den USA starben im Jahr
1993 530000 Menschen an Krebs (Ames et al.,, 1995). Traditionellen
Behandlungsmethoden wie Chirurgie, Radio- und Chemotherapie zum Trotz fordert diese
Krankheit von Jahr zu Jahr mehr Menschenleben. Seit einigen Jahren werden unter groBem
finanziellen und personellen Aufwand neue Methoden erforscht, die das Ziel verfolgen, das
eigene Immunsystem von Tumorpatienten als Therapeutikum einzusetzen. Méglich wurde
dies nur durch Fortschritte auf Forschungsgebieten, die die molekularen Ereignisse wahrend
der Tumorgenese und Tumorprogression sowie die Funktionsweise des Immunsystems
untersuchen.

Eine der Methoden der Tumor-Immuntherapie beruht auf der Verknipfung der
Erkennung tumorassoziierter Oberflachenstrukturen durch monoklonale Antikbrper mit der
Fahigkeit zytotoxischer T-Lymphozyten, Zellen zu lysieren. Die in dieser Arbeit
verwendeten Tumorzellen stammen von einem spontanen Pankreas-Adenokarzinom der
Ratte ab. Sie exprimieren eine Isoform des Glykoproteins CD44, welche in diesen Zellen
den metastatischen Phanotyp manifestiert. So gesehen ware flir die vorgesteliten
Experimente die Bezeichnung ,Metastasen-Immuntherapie” gerechtfertigt. Da jedoch die
Konzeption meiner Forschungen nur die Behandlung von primaren Tumoren zulie3 und
zudem die beschriebene Technologie auf jedes beliebige, tumorassoziiert exprimierte
Zelloberflachenantigen (ibertragbar ist, wird im folgenden die Bezeichnung ,Tumor-
Immuntherapie” verwendet.

In der Einleitung werde ich die Saulen, auf denen diese Arbeit steht, darstellen.
Besonderes Augenmerk wird dabei auf die molekularen Ereignisse bei der
Antigenerkennung durch T-Lymphozyten sowie die daraus resultierende Signaliibertragung
gelegt, deren ultimative Konsequenz, im Fall zytotoxischer T-Lymphozyten, die Lyse der
Zielzelle ist. Das Konzept der minimalen antigenerkennenden Einheit wird beschrieben. Ich
werde auf molekulare Aspekte der Tumorprogression und Evidenzen eingehen, die die
Beteiligung des Glykoproteins CD44 an diesem Prozef3 nahelegen. SchlieBlich werde ich
Mechanismen zusammenfassen, die es Tumorzellen erlauben, sich vor den Effektoren des
Immunsystems quasi zu verstecken. Dies wiederum macht eine spezifische ,Abrichtung"”
des Effektorarms als immunintervenierende Strategie zur Behandlung von Krebs sehr
attraktiv.

2.1 Mechanismen der Zytolyse oder , Der TodeskuB*“

Zytolytische Lymphozyten wie CTLs (fir ,cytotoxic T-lymphocyte”) oder NK-(fur
.natural killer")-Zellen vermitteln Immunitat gegenuber Viren und Fremdtransplantaten und
spiren neoplastisch transformierte Zellen auf. Zur Eliminierung von Zielzellen bedienen sie
sich wahrscheinlich nur zweier Mechanismen (als Ubersichtsartikel siche Berke et al., 1995;
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Liu et al., 1995; Smyth and Trapani, 1995), der Ca*++-abhangigen Sekretion zytolytischer
Vesikel sowie der Ca**-unabhangigen Interaktion von FaslL (fiir Fas-Ligand) mit Fas (APO-
1/CD85). Beide Mechanismen flihren letztendlich zum apoptotischen Tod der Zielzelle.

2.1.1 Exozytose zytolytischer Vesikel

Zytolytische Lymphozyten enthalten eine groBe Anzahl zytoplasmatischer,
lysosomenahnlicher Vesikel, die mit sekretorischen Proteinen geflllt sind. In Gegenwart von
Cat**-lonen fusionieren diese Vesikel vektoriell mit der Plasmamembran der T-Zelle und
schiitten ihren Inhalt in den interzelluldren Spalt aus, der sich bei der Interaktion zwischen
T- und Zielzelle ausbildet. Die Freisetzung des Vesikelinhaltes erfolgt durch regulierte
Sekretion. Die molekularen Ereignisse, die zur Fusion zytolytischer Vesikel mit der Plasma-
membran von CTLs fihren, sind noch nicht charakterisiert. Man nimmt jedoch an, dafi3 alle
eukaryontischen Fusionsmaschinerien strukturell verwandt sind (als Ubersichtsartikel siehe
Ferro-Novick und Jahn, 1994), so daf ein Mechanismus ahnlich der Ca**+-abhangigen
Neurotransmitterfreisetzung aus prasynaptischen Vesikeln vorstellbar ist.

Ein wichtiger Bestandteil des Vesikelinhaltes ist das porenbildende Protein Perforin
(auch als Zytolysin oder PFP fiir ,pore forming protein” bezeichnet). Perforin ist ein 66-70
kDa groBBes Glykoprotein mit Sequenzhomologie und immunologischer Kreuzreaktivitat mit
den Komponenten C6-C9 der Komplementkaskade (Liu et al., 1995 und darin zitierte
Publikationen). Phosphoryicholinlipide in der Membran der Zieizelle scheinen als
Perforinrezeptoren zu fungieren (Tschopp et al., 1989). Perforin-Monomere inserieren in die
Zielzellmembran und aggregieren zu einem Komplex mit zentraler Offnung. Solche
funktionellen Perforinporen konnen die Zielzellmembran permeabilisieren und zu einem
osmotischen Ungleichgewicht und somit zum Tod der Zielzelle fiihren. Beispielsweise
entwickelt gereinigtes Perforin, in Gegenwart von Cat+, Iytische Aktivitat gegeniber
Zielzellen (Podack et al., 1985; Young et al., 1986a, b). Ebenso kdnnen an sich nicht-
zytolytische Zellen mit einem regulierten sekretorischen System (RBL, basophile
Leukamiezellen aus Ratten; RBL steht fur ,rat basophilic leukemia") Zielzellen lysieren,
nachdem sie mit Perforin-cDNA transfiziert worden sind (Shiver und Henkart, 1991). Die
Schéadigung der Zellmembran kann also ausreichen, um Zellen zu zerstéren. Manche Zellen
sind jedoch in der Lage, Membranschéadigungen zu reparieren (Bashford et al., 1988). Auch
solche Zellen kénnen aber lysiert werden. Die letztendlich todlichen Ereignisse sind
apoptotische Veranderungen (Chromatinkondensation, DNA-Fragmentierung) im Kern der
Zielzellen, die normalerweise mit dem CTL-induzierten Zelltod einhergehen. Perforin allein
verursacht die Fragmentierung der Zielzell-DNA nicht, was z.B. mit Perforin-transfizierten
RBL-Zellen gezeigt wurde (Nakajima und Henkart, 1994; Nakajima et al., 1995). Dieses
Phanomen wird von anderen Komponenten des Vesikelinhaltes ausgelost. Dazu gehoren
Proteine wie TIA-1 und Leukalexin. TIA-1, ein polyadenylatbindendes Protein, induziert
DNA-Fragmentierung in permeabilisierten Zielzellen (Tian et al., 1991); Leukalexin, ein zur
TNFa/Lymphotoxin-Klasse gehorendes Zytotoxin fiihrt in bestimmten Zellen zu
programmiertem Zelltod (PCD fiir ,programmed cell death”) beziehungsweise Apoptose
(Liu et al., 1987). Die am besten untersuchten apoptoseinduzierenden Komponenten des
Vesikelinhalts sind die Granzyme (Gz), eine Reihe lymphozytenspezifisch exprimierter
Serin-Proteinasen (als Ubersichtsartikel siche Smyth und Trapani, 1995). GzA und GzB,
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die am besten charakterisierten dieser Enzyme, induzieren PCD nur in Kooperation mit
Perforin und scheinen sich dabei gegenseitig zu erganzen. So entwickeln z.B. GzA- oder
GzB-transfiziete RBL-Zellen keine lytische Aktivitat gegenuber Zielzellen. Erst die
Koexpression eines Granzyms und Perforin macht die Transfektanten zytotoxisch (Shiver
et al.,, 1992; Nakajima und Henkart, 1994; Nakajima et al., 1995). Die effizienteste
Zielzellyse beobachtet man mit RBL-Zellen, die Perforin und beide Granzyme (GzA und
GzB) exprimieren (Nakajima et al., 1995). Im Einklang mit diesen Daten haben CTLs aus
GzB-defizienten Mausen reduzierte lytische Aktivitdt und induzieren die DNA-
Fragmentierung in Zielzellen langsamer als Wildtyp-CTLs (Heusel et al., 1994). Da3 Gz's
tatsachlich die Proteolyse intrazellularer Substrate katalysieren, wurde durch ihre Hemmung
durch den Proteinaseinhibitor Aprotinin innerhalb von Zielzellen gezeigt. Die Beladung des
Zytoplasmas von Zielzellen mit Aprotinin, nicht jedoch mit BSA, erhoht deren Resistenz
gegenlber Lyse und DNA-Fragmentierung durch CTLs und Perforin/GzB-kotransfizierte
RBL-Zellen (Nakajima und Henkart, 1994).

Bleibt die Frage, wie Proteasen die Fragmentierung des Zielzeligenoms verursachen
konnen. GzB beeinfluBt den Zelizyklus durch Induktion der Tyrosindephosphorylierung
und dadurch vorzeitige Aktivierung der mitoseregulierenden p34cdc2-Kinase (Shi et al.,
1994). Die Uberexpression dieser Kinase zu einem unpassenden Zeitpunkt wahrend des
Zellzyklus fOhrt tatsachlich zu einer ,mitotischen Katastrophe*, ein Phanomen, das
morphologisch dem apoptotischen Zelltod gleicht (Heald et al., 1993). Im Einklang mit
diesem Ergebnis verhindert die exogene Expression von Wee-1, einer nuklearen Kinase,
die die Aktivitat von p34cdc2 negativ reguliert, den Perforin/GzB-induzierten PCD in
Zielzellen (Chen et al., 1995). GzB kénnte auch die Freisetzung von DNase | bewirken,
welche damit Zugang zum Kern erhalt und dort die DNA-Fragmentierung verursacht (Peitsch
et al., 1993; Smyth und Trapani, 1995). DNase | existiert in vielen Zellen in einem inaktiven
Zustand als Komplex mit Aktin. Eine weitere Moglichkeit ist, da3 Granzyme ein bereits in
der Zielzelle vorliegendes Todesprogramm aktivieren, welches auch durch endogene
Proteasen ausgelost werden kann. GzB spaltet wie ced-3 aus dem Nematoden
Caenorhabditis elegans (Mutationen in ced-3 blockieren den PCD in alien somatischen
Zellen, die wahrend der normalen Entwicklung eliminiert werden) seine Substrate an einem
Aspartatrest (Poe et al., 1991). Die Uberexpression von ced-3 beziehungsweise seiner
humanen und murinen Homologen ICE (fir ,Interleukin-1p-converting enzyme®),
NEDD2/ICH1-L und CPP32 induziert PCD (als Ubersichtsartikel siehe Kumar, 1995). Sind
Granzyme funktionelle Homologe dieser PCD-induzierenden Proteasen oder werden
letztere von Granzymen aktiviert? GzA ist beispielsweise als ein ,Interleukin-13-converting
enzyme" beschrieben worden (Irmler et al., 1995), GzB aktiviert durch proteolytische
Prozessierung die PCD-Effektorprotease CPP32 (Darmon et al., 1995; vgl auch 2.1.2).

Wie bereits ausfiihrlich beschrieben, fiihrt die Freisetzung des Vesikelinhaltes in die
lokale Umgebung zwischen CTL und Zielzelle zur Lyse der letzteren. Interessanterweise
scheinen CTLs einen Mechanismus entwickelt zu haben, der sie vor ihrem eigenen
lytischen System schitzt (Blakeley et al., 1987). Dabei spielt wahrscheinlich ein mit
Perforin interagierendes Protein, das spezifisch auf CTLs exprimiert wird, eine Rolle (Muller
und Tschopp, 1994).
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2.1.2 Fas-induzierte Apoptose

Der Phanotyp Perforin-defizienter Mause demonstriert eine zentrale, wenn auch
nicht exklusive Rolle dieses porenbildenden Proteins bei der CTL-induzierten Zielzellyse.
Aktivierte CTLs aus diesen Mausen entwickeln in vitro und in vivo gegeniiber bestimmten
Tumor- und virusinfizierten Zellen keine zytotoxische Aktivitat (Kagi et al., 1994a; Kojima et
al.,, 1994; Lowin et al.,, 1994a; Walsh et al., 1994). Andere Zielzellen hamatopoetischen
Ursprungs werden jedoch lysiert, vorausgesetzt diese exprimieren Fas (Kagi et al., 1994b;
Kojima et al., 1994; Lowin et al., 1994b; Walsh et al., 1994). Zellen aus Fas-negativen
Mausen (Ipr/lpr-Mause haben durch eine Mutation im Fas-Genlokus kein funktionelles Fas-
Antigen) sind resistent gegentiber der Lyse durch Perforin-freie CTLs (Adachi et al., 1993;
als Ubersichtsartikel siehe Nagata und Suda, 1995; Nagata und Golstein, 1995). Fas ist ein
Transmembranprotein aus der TNF/NGF-Rezeptor-Familie (TNF steht fir Tumornekrose-
faktor; NGF fur ,nerve growth factor"), welches PCD-induzierende Signale (ibermitteln kann
(Itoh et al., 1991; als Ubersichtsartikel siehe Nagata und Golstein, 1995).

Der Ligand von Fas (FasL) ist ein Transmembranprotein aus der TNF-Familie, das
auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Suda et al., 1993, 1995; Takahashi et al., 1994, als
Ubersichtsartikel siehe Nagata und Golstein, 1995). Die Quervernetzung von Fas auf der
Zielzelloberflache durch FasL auf der CTL-Oberflache flihrt zum apoptotischen Tod der
Zielzelle. Ebenso induzieren COS-Zellen, die rekombinanten FasL exprimieren, Apoptose
in Fas-positiven Zellen (Suda et al., 1993). Auch die artifizielie Quervernetzung von Fas
durch Antikbrper fihrt zum PCD der betreffenden Zelle (Dhein et al., 1992). Analog zu TNF
existiert eine losliche Form von FasL, die wie TNF Trimere bildet und in Fas-exprimierenden
Zellen PCD induziert (Tanaka et al., 1995). Wird die Interaktion zwischen Fas und FasL
verhindert (durch eine Punktmutation in der C-terminalen extrazellularen Doméne des FasL
in gld/gld-Mausen), dann konnen aktiviete CTLs Fas-exprimierende Zielzellen in
Ca**-freiem Medium (vgl. 2.1.1) nicht lysieren (Takahashi et al., 1994a).

Die durch den Fas-Rezeptor adressierte Signalkaskade ist nur auf3erst liickenhaft
charakterisiert. Fas selbst hat keine enzymatische Aktivitat, besitzt aber wie der 55 kDa
TNF-Rezeptor eine sogenannte ,Todesdomane" (itoh und Nagata, 1993; Tartaglia et al.,
1993). Die Aktivierung des TNF-Rezeptors durch Ligandenbindung initiiert ebenfalls
Signale, die zum PCD fiihren kdnnen. Mutationen in dieser ,Todesdomane" verhindern die
PCD-Induktion sowohl durch den TNF-Rezeptor als auch durch Fas. Die durch
Quervernetzung von Fas ausgelésten biochemischen Ereignisse sind denen nach
TNF-Rezeptor-Aktivierung sehr ahnlich. So wird zum Beispiel in beiden Fallen eine
Sphingomyelinase aktiviert, die das Membranlipid Sphingomyelin hydrolysiert (Cifone et
al., 1994; Gulbins et al., 1995; als Ubersichtsartikel siehe Gill et al., 1994; Kolesnick und
Golde, 1994). Ein Produkt dieser Reaktion ist Ceramid. Da im Kulturmedium enthaltenes
Ceramid, welches die Plasmamembran passieren kann, Apoptose induziert, wirkt Ceramid
wahrscheinlich als intrazellulares Signal fiir den programmierten Zelltod (als Ubersichtsartikel
siehe Hannun und Obeid, 1995). '

Die Fas-iniziierte Signalkaskade miindet wahrscheinlich in ein generelles, in Zellen
bereits voriiegendes Todesprogramm ein. Ein wichtiger Schritt in diesem Programm scheint
die Inaktivierung der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) zu sein. Die proteolytische
Spaltung von (PARP) beobachtet man praktisch in jeder Form des PCD (Tewari et al.,
1995 und darin zitierte Publikationen). PARP ist in die DNA-Reparatur involviert (Wang et
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al., 1995). Die proteolytische Spaltung von PARP verhindert ihre Rekrutierung zu DNA-
Lasionen und die Koordination von Reparaturmechanismen. AuBerdem wird die Cat+t/Mg+*+-
abhangige Endonuklease, die mit der DNA-Fragmentierung in Verbindung gebracht wird,
negativ durch Poly-ADP-Ribosylierung reguliert (Tanaka et al., 1984). Verlust der PARP-
Funktion koénnte diese Nuklease in sterbenden Zellen aktivieren. CPP32
(CPP32B/Yama/Apopain), ein Kandidat fiir die PCD-Effektorprotease in Saugerzellen,
spaltet PARP, und die Uberexpression von CPP32 induziert Apoptose (Fernandez-Alnemri
et al., 1994, Lazebnik et al., 1994; Nicholson et al., 1995; Tewari et al., 1995). Sowohl die
Proteolyse von PARP als auch die Induktion des PCD durch CPP32 werden von crmA,
einem von Kuhpockenviren kodierten Proteaseinhibitor, blockiert (Tewari et al., 1995).
CPP32 wird als inaktives Proenzym synthetisiert und bedarf zu seiner Aktivierung einer
proteolytischen Prozessierung (Tewari et al., 1995). Die Querveretzung von Fas induziert
die Proteolyse von PARP, und Fas-induzierter apoptotischer Zelltod wird durch crmA
blockiert (Tewari und Dixit, 1995; Tewari et al., 1995). Die Fas-abhangigen Signale kénnten
demnach die proteolytische Aktivierung der PCD-Effektorprotease CPP32 induzieren.

CTLs besitzen also zwei Mechanismen, mit denen sie Zielzellen eliminieren. Sowohl
die Perforin-vermittelte Einschleusung von Proteasen in Zielzellen, als auch die
Quervernetzung des Fas-Rezeptors auf der Zielzelloberflache durch FasL auf der CTL-
Oberflache, induzieren den programmierten Zelltod der Zielzellen. Das eigentliche Signal,
das die beiden Mechanismen in Gang setzt, ist aber die spezifische Erkennung eines
ofremd“-Antigens auf einer Zielzelle. Wie wird diese Erkennungsspezifitat erreicht?

2.2 T-Zell-Aktivierung
2.2.1 Antigenprasentation

T-Zellen richten sich gegen ,fremdes" Material, das sich innerhalb von Zellen
befindet. Um ihre Mission zu erfullen, missen T-Zellen praktisch in jede Zelle des
Organismus ,hineinschauen” konnen. Der MHC (fiir ,major histocompatibility complex") ist
eine genetische Region, deren Produkie diesem Zweck dienen. MHC-Molekile sind
Oberflachenrezeptoren, die die intrazellulare Invasion durch ein Pathogen nach auf3en
anzeigen konnen. Es gibt zwei Arten von MHC-Molekilen: Klasse-1 und Klasse-ll. T-Zellen
erkennen ihr korrespondierendes Antigen als kurzes, prozessiertes Peptid, das an ein
MHC-Molekul auf einer antigenprasentierenden Zelle (APC fir ,antigen presenting cell”)
oder einer Zielzelle gebunden ist. ,Reife” MHC-Molekille bestehen aus je drei
Komponenten: zwei Polypeptidketten (einer schweren Kette und dem Bo-Mikroglobulin im
Fall von Klasse-I-MHC; einer a- und B-Kette im Fall von Klasse-1I-MHC) in Assoziation mit
einem Peptidfragment. Trotz dieses Aufbaus aus unterschiedlichen Proteinen haben beide
MHCs eine sehr &hnliche Tertiarstruktur, was durch Rontgenstrukturanalyse gezeigt
werden konnte (MHC-Klasse-l: Bjorkman et al., 1987; Madden et al., 1992; MHC-Klasse-|!:
Brown et al., 1993; Uberblick in Madden, 1995). MHC-Klasse-lI-Proteine werden
vorwiegend auf dendritischen Zellen (APCs), B-Lymphozyten, Monozyten und
Makrophagen exprimiert, MHC-Klasse-I-Proteine dagegen auf allen (kemhaltigen) Zellen.
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Intrazellulares, antigenes Material befindet sich in zwei Kompartimenten: Im Falle
einer Virusinfektion z.B. sind intrazellular synthetisierte virale Proteine im Zytoplasma
lokalisiert. Werden ,Fremdantigene” von Zellen aufgenommen (einer der wichtigsten
Mechanismen hierfir ist die Aufnahme von Antigenen durch antikdrpervermittelte
Endozytose in B-Lymphozyten), so befinden sie sich in den Endosomen. Erstere werden
von MHC-Klasse-I-Molekiilen, letztere von MHC-Klasse-lI-Molekiilen prasentiert. Wie
werden nun die antigenen Proteine aus den beiden Kompartimenten mit den spezifisch zu
ihrer Prasentation entwickelten MHC-Molekiilen zusammengefiihrt?

Im Fall der Prasentation durch MHC-Klasse-I-Molekiile werden intrazellular
synthetisierte Proteine von zytoplasmatischen Proteasen prozessiert. Fragmente, die die
von Klasse-I-Molekilen bevorzugte Lange von acht bis zehn Aminoséuren besitzen (Falk
et al.,, 1991), werden aus dem Zytoplasma ins Lumen des endoplasmatischen Retikulums
(ER) transportiert. Dies geschieht durch einen vorwiegend in der ER-Membran lokalisierten
Transporterproteinkomplex (TAP; steht flir ,transporter associated with antigen
presentation; als Ubersichtsartikel siehe Romisch, 1994). Die Untereinheiten des
Komplexes werden in der Klasse-ll-Region des MHC kodiert. Im Lumen des ER flhrt die
Bindung des antigenen Peptidfragmentes an die schwere MHC-Klasse-I-Kette zur stabilen
Assoziation mit Bo-Mikroglobulin und zur Dissoziation von Calnexin (als Ubersichtsartikel
siehe Bergeron et al., 1994; Williams und Watts, 1995). Die Assoziation schwerer MHC-
Klasse-l-Ketten mit dem Protein Calnexin verhindert in ihrer unbeladenen Form den
Transport in den Golgi-Apparat und somit die unproduktive Oberflachenexpression ,leerer*
MHC-Klasse-I-Molekiile. Peptidbeladene Klasse-|-Molekiile werden dann als ternarer
Komplex zum Golgi-Apparat und weiter an die Plasmamembran transportiert, wo sie ihr
antigenes Peptid zytotoxischen T-Zellen prasentieren.

Im Fall der Prasentation aufgenommener Antigene durch MHC-Klasse-1I-Molekiile
erfolgt die Zusammenfiihrung von MHC-Proteinen und Antigenen in den Endosomen, wo
sich die aufgenommenen antigenen Peptide bereits befinden. Da MHC-Klasse-II-Molekiile
mit Segmenten intakter Proteine assoziieren, muf3 verhindert werden, daB sie bereits im ER
mit Segmenten intakter, zelleigener Proteine interagieren. Dies geschieht durch Assoziation
neusynthetisierter MHC-Klasse-ll-a- und p-Ketten im ER mit der invarianten Kette
(Germain, 1994; als Ubersichtsartikel siehe Sant und Miller, 1994; Williams und Watts,
1995). Der Komplex aus Klasse-1I-MHC und invarianter Kette gelangt (iber den Golgi-
Apparat (und moglicherweise die Zellmembran und endozytotische Vesikel) in spate
Endosomen. Der niedrige pH-Wert sowie spezifische Proteasen in den spaten Endosomen
fahren zur Dissoziation der invarianten Kette. Die nun freie Bindungsregion des MHC-
Klasse-li-Dimers interagiert mit teilweise ungefalteten (aufgenommenen) Proteinen. Die nicht
von der Bindungstasche des MHC-Klasse-ll-Molekils geschitzten Teile der gebundenen
Peptide werden proteolytisch abgespalten, und die peptidbeladenen MHC-Klasse-II-
Moleklle gelangen schlieBlich aus den spaten Endosomen auf die Oberflache
antigenprasentierender Zellen.

222 T-Zell-Rezeptor vermittelte Signaltransduktion

T-Zellen erkennen MHC-prasentierte antigene Peptide mit Hilfe eines spezialisierten
heterooligomeren Rezeptor-Komplexes, dem T-Zell-Rezeptorkomplex (TCR-Komplex;
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TCR steht fur ,T-cell receptor”). Der TCR-Komplex besitzt duale Funktion: er bindet ein mit
einem MHC-Molekil assoziiertes Antigen und leitet dieses extrazellulare Bindungsereignis
an die intrazellulare Signaltransduktionsmaschinerie weiter. Diese Signaltransduktion
induziert eine Kaskade von biochemischen Reaktionen, die verschiedenste Konsequenzen
wie z.B. Anderung der Genexpression, Proliferation und Differenzierung haben (als
Ubersichtsartikel siehe Chan et al., 1994a; Weiss und Littman, 1994; Exton, 1994;
DeFranco, 1995; Howe und Weiss, 1995; Pastor et al.,, 1995). Zusatzlich zum TCR-
Komplex sind weitere Molekdle zur zellularen Aktivierung erforderlich: (i) die Korezeptoren
CD4 oder CD8, (ii) Adhasionsmolekiile, die die Aviditdt der Interaktion mit der
antigenprasentierenden - oder Zielzelle erhéhen und (jii) Kostimulatoren, die zusatzliche
Signaltransduktionsmechanismen initiieren.

(i) Die sogenannten Korezeptoren CD4 und CD8 werden auf unterschiedlichen
T-Lymphozytensubpopulationen exprimiert und unterscheiden zwischen der MHC-
Kiasse-I- und Klasse-ll-Prasentation des Antigens. CD4 und CD8 sind direkt an der T-Zell-
Aktivierung beteiligt. CD8 bindet an die schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils (Salter
et al.,, 1990), CD4 an die pB-Kette des MHC-Klasse-lI-Molekils (Konig et al., 1992). MHC-
Klasse-1-prasentierte antigene Peptide auf Zielzellen stimulieren somit CD8-positive
zytotoxische T-Zellen. MHC-Klasse-lI-prasentierte antigene Peptide auf APCs aktivieren
dagegen CD4-positive T-Zellen. CD4-positive T-Zellen haben meist Helferfunktion. Sie
unterstiitzen andere Zellen des Immunsystems (zum Beispiel B-Zellen oder CD8-positive
CTLs) in der Form, daB3 sie Wachstumsfaktoren (Zytokine) sezernieren. Zum Teil sind
CD4-positive T-Zellen selbst zytotoxisch (Stalder et al., 1994). Die von CD4-positiven
CTLs vermittelte Zytotoxizitat erfolgt dabei vorwiegend durch Interaktion von FasL mit dem
Fas-Rezeptor (vgl. 2.1.1).

(ii) Antigene Peptide miissen mit einem enormen UberschuB an ,selbst‘-Peptiden
um die Bindung an unbeladene MHC-Molekile in APCs oder Zielzellen kompetieren. Daher
ist die Konzentration eines bestimmten Antigens auf APCs oder Zielzellen sehr gering und
eine extrem hohe Sensitivitdt von T-Zellen gegeniber diesen niedrigen
Antigenkonzentrationen erforderlich. Die Anzahl der zur T-Zell-Aktivierung erforderlichen
Peptid-MHC-TCR-Interaktionen ist dementsprechend gering. Angaben dazu reichen von
2-5 Bindungen bis zu 30-100 (als Ubersichtsartikel siehe Karjalainen, 1994). Jedoch lassen
sowohl die geringe Antigenkonzentration als auch die erstaunlich niedrige Affinitat des TCR
zu seinem Liganden von 10-4-10-°M (Matsui et al., 1991; Weber et al., 1992) die TCR-
Ligand-Interaktion als treibende Kraft der Interaktion zwischen T- und Ziel-
beziehungsweise antigenprasentierender Zelle unwahrscheinlich erscheinen. Tatséchlich
nimmt man an, daf3 die initiale Interaktion antigenunabhangig von Adhasionsmolekilen
vermittelt wird, welche, verglichen mit dem TCR, teilweise wesentlich hohere Affinitaten zu
ihren Liganden haben (als Ubersichtsartikel siehe Springer, 1990; Williams und Beyers,
1992; Davis und Chien, 1993).

(iii) In naiven T-Zellen fihrt die alleinige TCR-Interaktion mit einem MHC-Peptid-
Komplex, in Abwesenheit einer Kostimulation, zu klonaler Anergie. Anergie bezeichnet einen
Zustand, der T-Zellen gegeniber einer weiteren Stimulation unempfanglich macht und
letztendlich zu deren Tod flhrt (Gimmi et al., 1993). Die T-Zell-Aktivierung bedarf einer
Kostimulation. Der wichtigste kostimulatorische Rezeptor flir T-Zellen ist CD28, der mit
Proteinen der B7-Familie auf APCs interagiert (als Ubersichtsartikel siehe Allison, 1994;
Rudd et al.,, 1994). Man nimmt an, daB sich die durch den TCR-Komplex und CD28
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induzierten Signalwege gegenseitig erganzen, und dafl fehlende Kostimulation zu einem
unvollstandigen Signal-Netzwerk fiihrt (Su et al., 1994).

2.2.3 Der T-Zell-Rezeptorkomplex

Der T-Zell-Rezeptorkomplex besteht aus mindestens acht Transmembranproteinen.
Das polymorphe, antigenbindende, disulfidgepaarte af-TCR- (oder y5-TCR-) Heterodimer
ist durch nicht-kovalente Wechselwirkungen mit sechs invarianten Ketten assoziiert: CD3y,
CD33, zwei Kopien von CD3e und einem disulfidgepaarten Homodimer der {-Kette. In
bestimmten murinen T-Zell-Klonen liegt ein geringer Teil der {-Ketten als Heterodimer mit der
n-Kette, einem alternativen SpleiBprodukt der {-Kette oder der nahe verwandten y-Kette
des hochaffinen Fc-Rezeptors fur Immunglobulin E (FceRly) vor (Jin et al., 1990; Orloff et
al., 1990). Man nimmt an, daB jedes ofp-Heterodimer als Komplex mit je einem nicht-
kovalenten CD3ed- und einem CD3ey-Dimer sowie einem {-Homodimer vorliegt. Die
genaue Stochiometrie der einzelnen Ketten im TCR-Komplex ist jedoch noch unbekannt.
Far die effiziente Oberflaichenexpression des TCR-Komplexes ist die Assoziation aller
Untereinheiten notwendig.

Die Spezifitat fir die Bindung an das von einem MHC-Molekl prasentierte antigene
Peptidfragment liegt im op-Heterodimer (Davis und Bjorkman, 1988). Genrearrangements
der V/J-Segmente im o-Ketten-Lokus und der V/D/J-Segmente im p-Ketten-Lokus sind die
Grundiage fur das immense Erkennungsrepertoire von T-Zell-Rezeptoren. Das TCR-
Repertoire wird jedoch nicht wie im Fall des Iimmunglobulin-Repenrtoirs durch somatische
Hypermutation erweitert (Hedrick und Eidelman, 1993). Ein Grund dafir kénnte sein, dafi3
T-Zellen im Thymus u.a. auf die Erkennung von Selbst-MHC-Molekilen (die einen Teil des
Liganden darstellen) selektioniert werden. Somatische Hypermutation kdnnte zum Verlust
dieser Fahigkeit fihren. Im Fall der Immunglobulingene fiihrt die somatische Hypermutation
auBerdem zur Generierung hochaffiner Antikdrper. Dies ist im Fall des TCR nicht erforderich
(vgl. 2.2.2).

Wie kommt es nun infolge der Interaktion zwischen dem TCR und dem MHC-
prasentierten Antigen zur Signaliibermittiung? Die zytoplasmatischen Doméanen von o- und
B-Kette sind sehr kurz (funf Aminosauren) und nicht geeignet, das extrazellulare
Bindungsereignis direkt an die intrazellulare Signaltransduktionsmaschinerie weiterzuleiten.
Die eigentiichen signaltransduzierenden Untereinheiten des TCR-Komplexes sind die
akzessorischen Proteine CD3y, CD38, CD3e und (. Die untereinander homologen CD3-
Ketten v, 6 und & besitzen zytoplasmatische Doméanen zwischen 40 und 80 Aminosauren
Lange. Die {-Kette hat eine 113 Aminosauren lange zytoplasmatische Domane (Weissman
et al., 1988). DaB diese invarianten, nicht an der Antigenbindung beteiligten Proteine
tatsachlich signaltransduzierende Funktion haben, konnte durch Untersuchungen an
Zellinien mit mutierten Proteinen (Wegener et al., 1992), sowie mit Hilfe chimarer Rezeptoren
(Irving und Weiss, 1991; Romeo und Seed, 1991; Letourneur und Klausner, 1991, 1992;
Romeo et al., 1992; lrving et al., 1993; Brocker at al., 1993; Brocker und Karjalainen 1995;
Vignaux et al., 1995) gezeigt werden. In diesen letzteren Studien wurden die
zytoplasmatischen Domanen von {, n, CD3e (und FceRly) mit den extrazellularen
Domaéanen anderer Proteine fusioniert. Zur Insertion der chiméren Rezeptoren in die
Plasmamembran dienten die Transmembrandomanen der {-Kette oder der Fusionspartner.



A. Hekele Einleitung 9

Die chiméaren Rezeptoren wurden unabhangig vom TCR an der Zelloberfliche exprimiert.
Ihre Quervernetzung mittels Antikérpern gegen die extrazeilularen Domanen resultierte in
Signaltransduktionsereignissen, wie sie auch nach Stimulation der intakten oligomeren
Rezeptoren beobachtet werden.

Wie initiieren nun die akzessorischen Untereinheiten des TCR-Komplexes die
Signaltransduktion? Das erste Signaltransduktionsereignis, das auf die TCR-Stimulation
folgt, ist die verstarkte Phosphorylierung von Tyrosinresten in verschiedenen zellularen
Proteinen. In keinem der akzessorischen Proteine des TCR-Komplexes wurden intrinsische
enzymatische Aktivitaten identifiziert. Ihre zytoplasmatischen Domanen besitzen jedoch
eine funktionell wichtige Homologieregion, die man auch in anderen Rezeptorkomplexen des
Immunsystems, wie dem B-Zell-Rezeptor oder dem FceRl, findet. Diese, von Michael Reth
(1989) zuerst identifizierte Region mit der Konsensussequenz (D/E)XXYXXL/IXg.gY XX/
(im Einbuchstaben-Aminosaurecode, wobei X jede beliebige Aminosaure sein kann) wird
als ITAM (fur ,immunoreceptor tyrosine-based activation motif') bezeichnet (als
Ubersichtsartikel siche Bolen, 1995). Je eine Kopie dieses Aktivierungsmotivs findet man in
den zytoplasmatischen Domanen von CD3y, CD38, CDg3e, Iga, Igp, FceRly und FceRIp.
Die zytoplasmatische Domane der (-Kette besitzt drei Kopien des Aktivierungsmotivs
(Howe und Weiss, 1995). Interessanterweise findet man dieses Motiv auch in gp30 (fur
Glykoprotein mit 30 kDa Molekulargewicht) des Rinder-Leukéamievirus und dem late
membrane protein 2“ des Epstein-Barr Virus. Beide Viren spielen bei der Transformation
von B-Zellen eine Rolle. Der letztendliche Beweis, daf3 die ITAMs eine prominente Rolle
bei der Signaltransduktion spielen, wurde durch Mutationsanalysen in den oben
beschriebenen, chimaren Rezeptoren erbracht. Mutiert man zum Beispiel einen der beiden
konservierten Tyrosinreste zu Phenylalanin, geht die Signalfunktion verloren (Letourneur
und Klausner, 1992; Romeo et al., 1992; Irving et al., 1993).

2.2.4 Signalinitiation nach Stimulierung des TCR-Komplexes

Wenige Sekunden nach Stimulation des TCR-Komplexes wird eine Reihe von
Protein-Tyrosinkinasen (PTKs) aktiviert, die eine Vielzahl zellularer Substrate
phosphorylieren. Prominente Substrate sind die ITAMs (vgl. 2.2.3) in den
zytoplasmatischen Domanen der akzessorischen Proteine des TCR-Komplexes. Die
biochemischen Mechanismen, in welche PTKs aus der Src-Familie, wie beispielsweise
p56lck. psatyn oder p50csk, sowie Protein-Tyrosinphosphatasen (PTPs), wie zum
Beispiel die Rezeptor-PTP CD45, involviert sind und die letztendlich zur Tyrosin-
Phosphorylierung der ITAMs fithren, werden in einer Reihe exzellenter Ubersichtsartikel
beschrieben (Weiss, 1993; Ledbetter et al., 1993; Rudd et al., 1994; Sefton und Taddie,
1994; Exton, 1994; Cambier und Jensen, 1994; Weiss und Littman, 1994; Weissman,
1994, Chan et al., 1994a; DeFranco, 1995; Pastor et al., 1995; Howe und Weiss, 1995;
Okomura und Thomas, 1995). Tyrosinphosphorylierte ITAMs rekrutieren die Tandem-SH2-
PTK ZAP-70 (SH2 steht fur Src-Homologie; ZAP-70 fur {-assoziiertes Protein mit 70 kDa
Molekulargewicht) zum TCR-Komplex. ZAP-70 zeichnet sich durch den Besitz zweier SH2-
Domanen aus, die beide an der Interaktion mit den tyrosinphosphorylierten ITAMs von {, 1,
CD3y und-CD3e beteiligt sind (Chan et al., 1992; Wange et al., 1993; Gauen et al., 1994,
Iwashima et al., 1994). SH2-Domanen sind etwa 100 Aminosauren lange Sequenzmotive,
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die mit Phosphotyrosin-enthaltenden Proteinen interagieren (als Ubersichtsartikel siehe
Pawson, 1992; Pawson und Gish, 1992). Zum TCR-Komplex rekrutierte ZAP-70-PTK wird
durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert. Dies geschieht vermutlich wieder durch Kinasen
aus der Src-Familie (Chan et al., 1992; Kolanus et al., 1993; lwashima et al., 1994). ZAP-70
spielt eine zentrale Rolle bei der Signalinitiation nach TCR-Komplex-Stimulation. Dies wird
am Phéanotyp von SCID-Patienten (SCID steht flr ,severe combined immune deficiency”)
deutlich, die Mutationen im ZAP-70-Lokus haben. Periphere T-Lymphozyten aus diesen
Patienten exprimieren keine funktionelle ZAP-70-PTK und sind nicht Uber ihren TCR-
Komplex stimulierbar (Arpaia et al .,1994; Chan et al., 1994b; Elder et al., 1994; Gelfand et
al., 1995). Sie reagieren jedoch normal auf pharmakologische Agentien, die die initialen
Signalereignisse umgehen (wie beispielsweise Phorbolester in Kombination mit
Calciumionophoren).

225 Aktivierung der Zytolysemechanismen

Zytotoxische T-Zellen sind in der Lage, in ihren Zielzellen nach Antigenerkennung
PCD zu induzieren. Dazu bedienen sie sich, wie bereits ausfihrlich beschrieben, zweier
Mechanismen: der Exozytose zytolytischer Vesikel (vgl. 2.1.1) und der Quervernetzung
des Fas-Rezeptors auf der Zielzelloberflache durch FasL (vgl. 2.1.2). Welche
biochemischen Vorgange sind nun zur Aktivierung dieser beiden Mechanismen erforderiich?

2.2.5.1 Aktivierung der Vesikelexozytose

Die Fusion der exozytotischen Vesikel mit der Plasmamembran aktivierter CTLs ist
ein Cat**-abhangiger ProzeB3. Die intrazellulare Ca*+-Konzentration wird im Zuge des
Inositol-Phospholipid-Metabolismus erhoht. Wenige Sekunden nach TCR-Stimulierung wird
eine Inositol-Phospholipid-spezifische Phospholipase C (PLCy1) tyrosinphosphoryliert
und damit in den katalytisch aktiven Zustand Uberfihrt (als Ubersichtsartikel siehe Lee und
Rhee, 1995). Der Signalweg, der zur Phosphorylierung von PLCy1 fuhrt, ist unbekannt.
Die Tatsache, daf3 Mutationen im ZAP-70-Lokus einerseits zu Immundefizienz fihren, daf3
T-Zellen dieser SCID-Patienten andererseits aber mit Phorbolestern und Ca*+-lonophoren
stimulierbar sind, legt allerdings eine Involvierung der ZAP-70-PTK in den Inositol-
Phospholipid-Metabolismus nahe (Arpaia et al.,, 1994; Chan et al.; 1994b, Elder et al.,
1994). PLCy1 katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-(4,5)-Biphosphat (PIP2).
Dadurch werden zwei wichtige sekundare Botenstoffe, Inositol-(1,4,5)-Triphosphat (IP3)
und Diacylglycerol (DAG) freigesetzt (als Ubersichtsartikel siehe Clapham, 1995). IP5 ist
far die rasche Erhéhung der intrazellularen Cat+-Konzentration verantwortlich. In der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisierte IP3-Rezeptoren mobilisieren
Ca** aus intrazellularen Vorraten (Harnick et al., 1995; Jayaraman et al., 1995). Im Zuge der
Ca**-Mobilisierung aus dem ER wird ein Cat*-Influxfaktor freigesetzt, der wahrscheinlich
den zusatzlichen EinfluB von Cat** von auB3en in die Zelle bewirkt (Randriamampita und
Tsien, 1993). In Gegenwart von Cat*+ fusionieren die exozytotischen Vesikel mit der
Zellmembran und entleeren ihren Inhalt (Perforin, Granzyme etc.; vgl. 2.1.1) in den
interzellularen Spalt, der sich bei der Interaktion zwischen CTL und Zielzelle ausbildet.




A. Hekele Einleitung 11

2252 Induktion der FasL-Expression

Die artifizielle T-Zell-Aktivierung mit T-Zell-Stimulatoren wie zum Beispiel anti-CD3-
Antikérper, Staphylococcus Enterotoxin B Superantigen, Concanavalin A, Phorbolester in
Kombination mit lonomycin oder allogene Lymphozyten (und vermutlich auch die
Antigenbindung) induzieren die Expression des FasL in T-Zeli-Hybridomen, T-Zell-Klonen
oder peripheren T-Zellen (Suda et al., 1993, 1995; Anel et al., 1994; Brunner et al., 1995;
Dhein et al., 1995; Ju et al., 1995; Vignaux et al., 1995). Interessanterweise ist auch fir die
Induktion der FasL-Expression die Aktivierung der {-Kette allein (iber einen chimaren -
Kette-Rezeptor) wieder ausreichend. So wird die FasL-Expression in T-Zell-Hybridomen,
die einen chimaren Rezeptor bestehend aus extrazellularer - und Transmembrandomane
von CD25 (a-Kette des IL-2-Rezeptors) und der zytoplasmatischen Doméane der {-Kette
exprimieren, durch Antikdrperquervernetzung des chimaren Rezeptors mit einem anti-CD25-
Antikérper induziert (Vignaux et al., 1995). Die FasL-vermittelte Zytolyse kann durch PTK-
Inhibitoren wie Genistein, Immunsuppressiva wie Cyclosporin A, Transkriptionsinhibitoren
wie Actinomycin D oder Proteinsyntheseinhibitoren wie Cycloheximid gehemmt werden
(Anel et al, 1994; Dhein et al., 1995). Obwohl der genaue Mechanismus noch nicht
erforscht ist, scheinen zur Aktivierung der FaslL-vermittelten Zielzellyse demnach PTKs,
Genexpression und Proteinsynthese erforderlich zu sein. Die Signalwege, die zur erhdhten
FaslL-Expression nach T-Zell-Stimulation flihren, sind nicht charakterisiert. Es gibt jedoch
Evidenzen fur die Involvierung von Tandem-SH2-PTKs (Vignaux et al., 1995), PLCy1,
Ca*+, DAG und PKC (Anel et al., 1994; Suda et al., 1995) sowie der Cat++/Calmodulin-
abhangigen Proteinphosphatase Calcineurin (Anel et al., 1994). Diese Komponenten sind
auch an der transkriptionellen Aktivierung von IL-2 oder Mitgliedern der TNF-Proteinfamilie
nach Stimulation des TCR-Komplexes beteiligt (als Ubersichtsartikel siehe Rao, 1994;
Weiss und Littman, 1994), so daf3 die Expression des FasL wahrscheinlich ahnlichen
Kontrolimechanismen unterliegt wie die von IL-2 und Proteinen der TNF-Familie. Genauen
Aufschiu3 uber die transkriptionelle Regulation des FasL-Lokus wird erst eine detaillierte
Charakterisierung des FasL-Promotors erbringen, der bisher nur unvollstandig kloniert ist
(Takahashi et al., 1994b).

Der Exkurs uber die traditionellen Konzepte der CTL-Aktivierung sollte
verdeutlichen, daB das Programm ,Zielzellyse" unabhangig vom TCR-Komplex Uber die
{-Kette ausgeldst werden kann (Romeo et al., 1992; Vignaux et al., 1995).

2.3 Die minimale antigenerkennende Einheit

Im ersten Teil der Einleitung wurde die MHC-abhangige Erkennung und Eliminierung
von ,fremd“-Antigenen durch den zellularen Arm des Immunsystems dargestelit. In vielen
Féllen prasentieren Tumorzellen aber keine ,fremd“-Antigene sondern lediglich
tumorassoziierte Oberflachenantigene, die vom Immunsystem nicht als ,fremd* erkannt
werden. Gegen diese tumorassoziierten Antigene kdnnen monokionale Antikdrper generiert
werden. In der vorliegenden Arbeit sollten zytotoxische T-Lymphozyten genetisch derart
modifiziert werden, daB3 sie mit diesen tumorassoziierten Oberflachenantigenen, unter
Umgehung der MHC-abhangigen Antigenerkennung, reagieren kénnen. Dazu sollte die
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minimale antigenerkennende Einheit eines Antikdrpers (gegen ein tumorassoziiertes
Antigen) direkt auf ihrer Oberflache exprimiert werden.

Ein Antikorpermolekl ist ein Tetramer, das aus vier Polypeptidketten, zwei leichten
Ketten von etwa 25 kDa Molekulargewicht und zwei schweren Ketten von etwa 50 kDa
Molekulargewicht, zusammengesetzt ist. Die variablen Regionen der beiden Ketten (VH und
VL; VH steht fir variable Doméne der schweren Immunglobulinkette, H steht fir ,heavy"; VL
steht fur variable Domane der leichten Immunglobulinkette) bestehen aus drei
hypervariablen Bereichen, den CDRs (fir ,complementarity-determining regions"), die von
vier weniger variablen Bereichen, den sogenannten ,framework"-Regionen, ,eingerahmt*
sind. Die CDRs bilden schleifenartige Strukturen aus, die den Kontakt zum Epitop
herstellen. Es ist bekannt, daf3 man antigenbindende Fragmente von Antikdrpern aus einem
denaturierten Status unter Wiederherstellung der spezifischen Bindungsaktivitat
renaturieren kann. Das kleinste solcher Fragmente, das eine intakte Bindungsstelle enthalt,
wird Fv-Fragment genannt. Es besteht aus einem nichtkovalenten, etwa 26 kDa grof3en
Heterodimer der variablen Doménen von leichter und schwerer Kette. Das erste Fv-
Fragment wurde durch Pepsin-Spaltung des Fab-Fragments eines murinen anti-2,4-
Dinitrophenol-igA erzeugt (Inbar et al., 1972). Es konnte gezeigt werden, daf3 das Fv-
Fragment ahnliche Affinitat zu 2,4-Dinitrophenol besitzt wie das Fab-Fragment, von dem es
abgeleitet ist. Inbar und Mitarbeiter schlugen schon 1972 die chemische Synthese von
Antikérperbindungsstelien vor. Da sich jedoch viele andere IgA und IgG Antikbrper nicht
einfach durch Proteolyse auf das Fv-Fragment reduzieren lieBen, wurden hochaffine Fv-
Fragmente erst durch den Einsatz rekombinanter DNA-Technologien zugénglich (Bird et al.,
1988; Huston et al., 1988). Im sogenannten scFv-(fur ,single-chain Fv“)-Fragment fusioniert
ein Verbindungspeptid den N-Terminus von VL an den C-Terminus von VH oder vice
versa. Die Aminosauresequenz dieses Verbindungspeptides wird so gewahlt, daf3 es
weder selbst eine geordnete Sekundarstruktur annimmt, noch mit der Doméanenfaltung des
Fv-Fragments interferiert. Das computersimulierte Modell eines scFv-Fragments zeigte, daf3
das Protein eine ahnliche Tertiarstruktur ausbildet wie die Antigenbindungsregion des
parentalen Antikdrpers (Huston et al., 1988). Viele scFv-Fragmente behalten Spezifitat und
Affinitat des mAk, von dem sie abgeleitet sind und kénnen mittels gentechnologischer
Methoden mit verschiedenen Effektorfunktionen ausgestattet werden (Chaudhary et al.,
1990; Wels et al., 1992a, b, 1995; Gruber et al., 1994),

Fur die Klonierung der cDNAs variabler Immunglobulinregionen sind strukturelle
Eigenschaften dieser Regionen wichtig. Der Vergleich der Nukleotidsequenzen von
Antikdrpergenen zeigte, daf3 sowohl die J-Segmente als auch Sequenzbereiche, die fur die
reifen N-Termini der beiden variablen Doméanen kodieren, weitgehend konserviert sind
(Kabat et al., 1991). Das Design der Primer fiur die Klonierung der V-cDNAs durch PCR-
Amplifikation basiert auf diesen stark konservierten Sequenzen. Die beiden ,BACK"-Primer
sind dabei komplementar zu den konservierten N-terminalen Bereichen der Erststrang-
cDNA, die beiden ,FOR"-Primer komplementar zur mRNA in den J-Segmenten. Die
Amplifikationsprimer sind geringfligig degeneriert (Orandi et al., 1989).
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2.4 Das Zielantigen
2.4.1 Der Metastasierungsprozel3

Die Fahigkeit neoplastischer Zellen, den primaren Tumorverband zu veriassen und
an anderen Stellen des Korpers sekundare Wucherungen (Metastasen) zu bilden, ist einer
der am wenigsten verstandenen Aspekte von Krebs. Warum verstehen wir den
Metastasierungsprozef3 so wenig? Er ist ein sehr komplexes Phanomen, das sich aus einer
koordinierten Abfolge vieler Wirt-Tumor-Interaktionen zusammensetzt (als Ubersichtsartikel
siehe Poste und Fidler, 1980; Fidler und Hart, 1982; Fidler, 1990; Liotta et al., 1991; Hart und
Saini, 1992; Hynes und Lander, 1992), die als metastatische Kaskade bezeichnet wurden.
Tumorzellen verlassen den Primartumor, dringen in das lokale Wirtsgewebe ein und
erlangen Zugang zum lymphatischen und BlutgefaBsystem. Hier missen sie starken
Scherkraften widerstehen und immunologischen Abwehrmechanismen entgehen.
Tumorzellen, die hier (berleben, bleiben entweder aufgrund von Aggregatbildung oder
durch Rezeptor/Ligand-Interaktionen in Lymphknoten oder im Kapillarbett entfernter Organe
hangen. Hier verlassen sie das GefaBsystem und dringen in das Zielgewebe ein, um
Sekundéartumore zu bilden. Die bloBe Anwesenheit lebender Tumorzellen im GeféBsystem
ist jedoch nicht gleichbedeutend mit ihrer Kompetenz, in entfernte Organe einzudringen.
Genausowenig bedeutet die Anwesenheit lebender Tumorzellen in einem bestimmten
Organ, daB3 sie hier auch proliferieren kénnen. Dies postulierte der englische Chirurg
Stephen Paget schon im Jahr 1889 in seiner ,seed and soil’-Hypothese, welche besagt,
daB bestimmte Tumorzellen (,seed”) eine spezifische Affinitat zum Milieu bestimmter
Organe (,soil") besitzen. Dieser Ansicht ist man heute, nach mehr als 100 Jahren, immer
noch. Spezifische Bindung an Endothelzellen und die Fahigkeit, auf lokale
Wachstumsfaktoren zu reagieren, beeinflussen die Metastasierungsfahigkeit von
Tumorzellen (Fidler, 1990). Die Expansion einer metastatischen Kolonie im Zielgewebe
erfordert zusatzlich die Ausbildung eines neuen kapillaren Netzwerks (Folkman und
Klagsbrun, 1887; Folkman, 1989). Jede vom Primartumor abgesiedelte Tumorzelle, die auch
nur eine Aufgabe wahrend des Metastasierungsprozesses nicht meistern kann, wird
eliminiert. Die Notwendigkeit genetischer Veranderungen, die Uber jene hinausgehen, die zur
Bildung eines Primartumors fuhren, liegt auf der Hand.

Man beobachtet drei Arten von Veranderungen, wenn Zellen tumorigen werden -
Immortalisierung, Transformation und Metastasierung. Durch Defekte in Mechanismen der
Wachstumskontrolle werden Zellen zunachst immortalisiert. In diesem Stadium sind
normalerweise keine weiteren Veranderungen im Phanotyp der Zellen zu beobachten.
Transformierte Zellen untediegen nicht mehr den normalen Wachstumsbeschrankungen. Sie
benétigen normalerweise keine solide Oberflache, an die sie sich anheften kdénnen.
Transformierte Zellen sind zu ihrer Proliferation in geringerem MaBe auf Serumfaktoren
angewiesen. Das Wachstum transformierter Zellen wird nicht durch Kontakte zu
benachbarien Zellen limitiert. SchlieBlich kénnen transformierte Zellen Tumore induzieren,
wenn man sie in geeignete Versuchstiere injiziert. Mutationen, die zur Aktivierung von Proto-
Onkogenen oder der Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen flhren, bewirken die
Immortalisierung und/oder Transformation von Zellen (Bishop, 1991). Proto-Onkogene und
Tumor-Suppressorgene spielen bei der Kontrolle des Zellwachstums eine herausragende
Rolle. Von den genetischen Veranderungen, die erforderich sind, um einer transformierten
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Zelle Metastasierungskompetenz zu verleihen, wurden trotz der enormen Komplexitat des
Prozesses und der diffizilen Testmethoden in jingster Zeit einige identifiziert. Der
Funktionsverlust von E-Cadherin, B1-Integrinen, nm23, TIMP-1 und TIMP-2 sowie der
Funktionsgewinn von MMP-9, VLA-2, mts1/p9Ka, Tiam-1 und Varianten von CD44
korrelieren zumindest in einigen Tumorsystemen kausal mit der Metastasierungsfahigkeit
von Tumorzellen (als Ubersichtsartikel siehe Ponta et al., 1994).

24.2 CD44

CD44 (CD steht fir ,cluster of differentiation”) reprasentiert eine heterogene Gruppe
von Zelloberflachen- und sezemierten Glykoproteinen. Tumorbiologen begannen sich fir
CD44 zu interessieren, als man einen kausalen Zusammenhang zwischen der Expression
bestimmter varianter CD44-Isoformen und der Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen
herstellen konnte (Ginthert et al., 1991). Ursprunglich wurde CD44 als sogenannter
Jymphocyte homing“-Rezeptor beschrieben (Jalkanen et al., 1986), der zirkulierenden
Lymphozyten den Ubertritt aus dem BlutgefaBsystem in sekundéare lymphoide Gewebe
erlaubt. CD44 vermittelt dabei, neben verschiedenen anderen Molekulen, wie
beispielsweise L-Selektin, diversen Integrinen oder CD31, die Adhasion von
Lymphozyten an spezialisierte Endothelzellen in den HEV (fir ,high endothelial venules®).
Daneben ist CD44 an Prozessen wie dem ,homing“ von Vorlauferzelien und der
Lymphopoese (Miyake et al., 1990; Kincade et al.,, 1993; Jirgen Moll, persbnliche
Mitteilung), der Prasentation von chemotaktischen Faktoren oder Wachstumsfaktoren
(Tanaka et al., 1993; Bennett et al., 1995), der Bindung an extrazeliulare Matrix (Aruffo et
al., 1990; Jalkanen und Jalkanen, 1992; Sherman et al., 1994), der Zelladhasion und
Migration (St. John et al., 1990; Thomas et al., 1992; Lazaar et al., 1994), der Aktivierung
von Lymphozyten (Arch et al., 1992; Galandrini et al., 1993, 1994a, 1994b; Steven Pals,
personliche Mitteilung), sowie an entwicklungsbiologischen Vorgangen (Sretavan et al.,
1994; Sherman et al., 1995) beteiligt.

Die Familie der CD44-Proteine wird von einem Gen kodiert. Dieses Gen erstreckt
sich Gber einen Bereich von mehr als 50 kb und enthalt mindestens zwanzig Exons
(Screaton et al., 1992, 1993; Tolg et al., 1993). Die kieinste Form der CD44-Proteine (CD44
Standardform oder CD44s) wird von neun Exons, den Exons 1-5, 15-17 und 19 kodiert
(Numerierung nach Screaton et al., 1992). Die dazwischen liegenden Exons werden durch
SpleiBen eliminiert. Dieses Protein wird nahezu ubiquitar exprimiert (Picker et al., 1989b;
Fox et al., 1993; Heider et al., 1993; Mackay et al., 1994). CD44-Proteine wurden zunéchst
unter den verschiedensten Bezeichnungen wie Pgp-1 (flr ,phagocytic glycoprotein-1*),
Ly-24, ECM-III (fur ,extraceliular matrix receptor type 1lI*), p80, p85, H-CAM (fiir ,homing-
cellular adhesion antigen”) oder F-10-44-2-, Hermes- und HUTCH-1-Antigen beschrieben,
bevor man aufgrund von strukturellen Homologien und Kreuzreaktivitaten der jeweiligen
Antikorper (Gallatin et al., 1989; Picker et al., 1989a, b), sowie durch Klonierung der
jeweiligen cDNAs erkannte, dafB3 es sich um Mitglieder derselben Proteinfamilie handelt
(Goldstein et al., 1989; Idzerda et al., 1989; Nottenburg et al., 1989; Stamenkovic et al.,
1989; Zhou et al., 1989). CD44s ist ein Typ-1 Transmembran-Glykoprotein mit einem
scheinbaren Molekulargewicht von 85-95 kDa. Die Diskrepanz zu dem, aus der
Aminosauresequenz berechneten Molekulargewicht von etwa 37 kDa resultiert zum grof3en
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Teil aus umfangreichen posttranslationalen Modifikationen. Diese schlieBen N- und O-
Glykosylierung, sowie die Anheftung von Chondroitin- und Heparansulfat ein (Jalkanen et
al., 1988; Zhou et al., 1989; Brown et al.,, 1991; Rudy et al., 1993). Zusatzlich zu den
Exons, die fur CD44s kodieren, gibt es zehn sogenannte variante Exons (vi bis v10).
Diese kénnen alternativ gesplei3t werden, wodurch eine groBe Anzahl verschiedener
Isoformen generiert werden kann (Screaton et al., 1992, 1993; Tolg et al., 1993). Die
varianten Isoformen enthalten zusétzliche, von verschiedenen Kombinationen der varianten
Exons kodierte Aminosauresequenzen, die jeweils an derselben Stelle in den
extrazellularen, membranproximalen Teil des CD44s-Proteins inseriert sind (Brown et al.,
1991; Dougherty et al., 1991; Giinthert et al., 1991; Hofmann et al., 1991; He et al., 1992;
Arch et al., 1992; Jackson et al., 1992; Screaton et al., 1992, 1993; Rudy et al., 1993; Télg
et al., 1993). Grundsatzlich haben alle CD44-Proteine identische extrazellulare N-Termini,
sowie Transmembrandomanen und zytoplasmatische C-Termini. Ausnahmen dazu bilden
Isoformen mit verkirzter zytoplasmatischer Doméane (Screaton et al., 1992) und ins Serum
abgegebene, l6sliche CD44-Proteine (Lucas et al., 1989; Katoh et al., 1994). Das Exon v1
des humanen CD44 hat eine G nach A Transition an Position 55, die nach Aminosaure
Nummer 17 ein Stopkodon einfOhrt (Screaton et al., 1993). Das Vorhandensein von Exon
vl in humanen CD44-Transkripten kénnte zur Produktion ldslicher Isoformen im
menschlichen Serum fiihren. Andere |osliche Isoformen kdnnten durch proteolytische
Spaltung an einem Arginin-Dipeptid, einem Motiv fur trypsinahnliche Proteasen, entstehen,
welches von Exon v10 des humanen, murinen und Ratten-CD44-Gens kodiert wird
(Dougherty et al., 1991; Screaton et al., 1993).

Bisher wurden Komponenten der extrazellularen Matrix wie Hyaluronsaure (Aruffo et
al., 1990; Jalkanen und Jalkanen, 1992; Sherman et al., 1994), Kollagen und Fibronektin
(Jalkanen und Jalkanen, 1992) sowie schwefelhaltige Proteoglycane (Toyama-Sorimachi
und Miyasaka, 1994) als CD44-Liganden beschrieben. Die zwei Hyaluronsaure-
Bindungsregionen von CD44 werden von Exon 2 und 5 kodiert (Yang et al., 1994), Die
CD44-Affinitat fir Hyaluronsaure wird reguliert (Lesley et al., 1993, 1994; Puré et al., 1995).
Biochemische Konsequenzen der CD44-Bindung versteht man noch kaum. Ricciarda
Galandrini und Mitarbeiter (1993) zeigten Tyrosinphosphorylierung zellularer Proteine nach
Antikdrperquervernetzung von CD44 auf humanen peripheren T-Zellen oder T-Zell-Klonen.
Bei einem dieser Phosphoproteine kdnnte es sich um die PTK p56/ck handeln (Steven
Pals, personliche Mitteilung), ein Befund, der die Beteiligung von CD44 an
Signaltransduktionsprozessen wahrscheinlich machen wirde. Der Mechanismus der
Rekrutierung von p56/ck durch CD44 ist jedoch noch unbekannt. Ein Sequenzmotiv, hnlich
dem, welches die Assoziation von CD4 oder CD8 mit p56ick erméglicht, ist in der
zytoplasmatischen Doméane von CD44 nicht vorhanden (Tumer et al., 1990).

Interessant ist, daf3 sich Mause mit homozygoter Null-Mutation im CD44-Lokus
normal entwickeln und keine offensichtlichen phanotypischen Abnormalitaten gegeniiber
CD44-positiven Mausen haben (Rudolf Schmits und Tak Mak, personliche Mitteilung).
Dies spricht flir die Existenz von einem oder mehreren funktionellen Homologen. Bisher
wurden allerdings noch keine detaillierten Untersuchungen an diesen Mausen durchgefihnt,
so daB Stérungen einzelner Prozesse, fir die eine Beteiligung von CD44 beschrieben
wurde, nicht auszuschlieBen sind.
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2.4.3 Variante CD44-Isoformen als Metastasierungspromotoren

Die erste beschriebene variante Isoform von CD44 wurde bei der Suche nach
Genprodukten isoliert, die lokal wachsenden Tumorzellen die Fahigkeit zu metastasieren
verieihen. Siegfried Matzku und Mitarbeiter charakterisierten 1983 BSp73, ein spontanes
Pankreas-Adenokarzinom der Ratte. Durch serielle Transplantationen von Tumorgewebe
gelang die Selektion zweier Tumorlinien, die sich dramatisch in ihrem spontanen
Metastasierungsverhalten unterschieden. Die beiden Linien konnten an
Gewebekulturbedingungen angepaft werden. Die subkutane Injektion von AS, der einen
Linie, in syngene Tiere fiihrte zur Entwicklung eines lokal wachsenden Tumors ohne jede
Tendenz zur Metastasierung. Die andere Linie, ASML, hingegen begann kurz nach der
Inokulation lymphogen zu metastasieren. Mittels des monokionalen Antikdrpers
mAk1.1ASML, der selektiv die metastasierende Tumoriinie erkennt, wurde die cDNA fir ein,
um 162 Aminosauren langeres als das bis dahin einzig bekannte CD44-Genprodukt
(CD44s) aus einer bakteriellen Expressionsbibliothek isoliert (Giinthert et al., 1991). Spater
stellte sich heraus, daB in dieser CD44-Isoform eine Aminosauresequenz, die von den
varianten Exons v4 bis v7 kodiert wird, in die extrazellulare Doméne inseriert ist. Der murine
mAk1.1ASML erkennt ein Epitop, das vom varianten Exon 6 kodiert wird. Die funktionelle
Relevanz dieser Varianten fir den Metastasierungsprozef3 ergab sich aus zwei
Datenbltcken. (i) Der mAk1.1ASML interferiert in vivo mit der Kolonisierung von
Lymphknoten und Lunge durch ASML-Zellen (Reber et al., 1990; Seiter et al., 1993).
Ratten, denen, beginnend mit der Injektion von ASML, zweimal pro Woche 200 pg
mAk1.1ASML intravends appliziert wurden, hatten signifikant weniger Lungenmetastasen
und lebten dementsprechend langer als Kontrolltiere, die diesselbe Menge eines
Antikdrpers vom selben Isotyp, jedoch mit irrelevanter Spezifitat erhalten hatten. (ii) Die
Expression zweier metastasenassoziierter Isoformen, CD44v4-v7 und CD44v6-v7, in
nicht-metastasierenden AS-Zellen verleiht diesen Zellen spontane metastatische
Fahigkeiten in vivo (Glnthert et al., 1991; Rudy et al., 1993). Auch in diesem Fall blockiert
der mAk1.1ASML die Kolonisierung von Lymphknoten und Lunge (Seiter et al., 1993). Die
Uberexpression der CD44-Standardisoform in AS-Zellen induziert nicht den metastatischen
Phanotyp (Rudy et al., 1993). Zusammengenommen zeigen diese Daten, daB die
Expression bestimmter CD44-Varianten notwendig und ausreichend ist, um Zellen des
BSp73-Pankreas-Adenokarzinoms der Ratte metastatische Fahigkeiten zu verieihen.

Auffallig ist, da beide, die Metastasierung induzierenden Isoformen Exon v6- und
v7- kodierte Sequenzen enthalten. Reicht die Insertion von Sequenzen, die von einem
dieser Exons kodiert werden aus, um Tumorzellen den metastatischen Phanotyp zu
verleihen? Welche biochemischen Ablaufe sind dazu nétig? Die zytoplasmatische Doméane
der varianten CD44-Isoformen ist nicht erforderlich, um Metastasierungsfahigkeit zu
verleihen (Martin Hofmann, personliche Mitteilung). Spezifische Liganden fur die variante
Region wurden bisher nicht charakterisiert. Verlieren ASML-Zellen ihre Metastasierungs-
fahigkeit, wenn man die Expression varianter CD44-Isoformen unterbindet? Induziert ihre
Expression in anderen Tumorzellen den metastatischen Phanotyp? Diese und viele andere
Fragen sind zur Zeit noch nicht beantwortet.

In den vergangenen Jahren wurde intensiv die Expression varianter CD44-
Isoformen auf verschiedenen humanen Tumoren untersucht. Besonderes Augenmerk soll
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an dieser Stelle auf die Korrelation zwischen der Variantenexpression und der
Tumorprogression beziehungsweise der Uberlebenserwartung der Krebspatienten gelegt
werden. Daraus kénnen Aussagen Uber den kausalen Bezug der Expression von CD44-
Isoformen zum Metastasierungspotential bestimmter Tumoren gemacht werden.

Gebarmutterhalskarzinome sind Tumore eines Gewebes, das normalerweise CD44-
Varianten exprimiert. Im Verlauf der Progression des humanen Zervixkarzinoms kommt es
zur Akquisition eines varianten CD44-Epitops, das von Sequenzen der Exons v7 und v8
gemeinsam kodiert wird. Im normalen Zervix-Plattenepithel ist CD44v7/8 immunhisto-
chemisch nicht nachweisbar. CD44v7/8 tritt jedoch mit zunehmendem Grad intraepithelialer
zervikaler Neoplasie (CIN fir ,intraepithelial cervical neoplasia“) mit steigender Inzidenz auf
(CIN I: 19%; CIN 1. 26 %; CIN lll 92 %). Alle invasiven Plattenepithelkarzinome sind
CD44v7/8-positiv (Dall et al., 1994, Dall et al., zur Publikation eingereicht). Die Expression
des v7/v8-Epitops konnte ein nitzlicher diagnostischer und prognostischer Faktor zur
Friherkennung des Zervixkarzinoms sein.

.Non-Hodgkin"“ Lymphome (NHL), Brustkarzinome und kolorektale Neoplasien sind
Tumore von Geweben, die normalerweise keine CD44-Varianten exprimieren.

Non-Hodgkin Lymphome

NHL reprasentieren antagonistische klinische Verhaltensweisen: (i) nichtinvasives
Wachstum (,low grade” NHL) sowie (ii) aggressives Wachstumsverhalten mit Tendenz zur
Organinfiltration (,high grade” NHL). Molekulare Marker, anhand derer man den klinischen
Verlauf der Krankheit frither und besser vorhersagen kann, waren wilnschenswert. Eine
Studie an 138 NHL-Patienten ergab, daB sowohl! die erhéhte Expression von CD44s als
auch das Auftreten von Exon v3- und v6-kodierten Epitopen mit einer schlechten Prognose
far die Patienten korrelieren (Stauder et al., 1995). Die Expression von CD44vé stellt im Fall
von NHL einen unabhangigen prognostischen Faktor dar. Die Expression von CD44v3
und CD44v6 ist interessanterweise in aktivierten Lymphozyten transient erhdht (Arch et
al.,, 1992; Koopmann et al., 1993; Hirano et al., 1994; Stauder et al., 1995). Aktivierte
Lymphozyten rezirkulieren {ber die afferenten Lymphbahnen. Die Expression von Exon
v3- und v6-enthaltenden CD44-Isoformen kénnte aktivierten Lymphozyten den Zugang
zum und/oder die Proliferation im lymphatischen Gewebe erméglichen (als Ubersichtsartikel
siehe Herrlich et al., 1993). Moglicherweise benutzen NHL, die malignen Pendants normaler
Lymphozyten, CD44-Varianten zu ihrer Disseminierung.

Brustkarzinome

Eine Untersuchung mit 136 Patientinnen mit primarem Brusttumor ergab eine
Korrelation zwischen der Expression von CD44v5- und v6- Epitopen (nicht jedoch v7/v8-,
v8- und v10-Epitopen) und einer verminderten Uberlebensdauer (Kaufmann et al., 1995).
CD44v6 wurde in dieser Studie als unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert. Eine
Untersuchung von Kay Friedrichs und Kollegen (1995) zeigt jedoch keine signifikante
Korrelation zwischen der Expression varianter CD44-Isoformen und der Uberlebensdauer
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von Brustkrebspatientinnen. Diese Diskrepanzen kénnten auf der Untersuchung
unterschiedlicher Tumorstadien beruhen. Studien an Tumoren groerer Patientenserien mit
der Moglichkeit, Untergruppen zu definieren, missen durchgefihrt werden, um den
prognostischen Stellenwert der Expression von CD44-Varianten zu evaluieren.

Kolorektale Neoplasien

Die CD44-Variantenexpression in der normalen Dickdarmmukosa ist kaum
nachweisbar. Schwache Expression zeigen lediglich die generativen Epithelzellen an der
Basis der Krypten. CD44v6 wird in der normalen humanen Darmmukosa nicht exprimiert.
(Heider et al., 1993; Wielenga et al., 1993; Mackay et al., 1994) Die Inzidenz CD44v6-
positiver Proben nimmt mit steigendem Dysplasiegrad [frihe Adenome, spate Adenome,
stationare Karzinome (Dukes A und B), invasive Karzinome (Dukes C/D)] signifikant zu
(Wielenga et al., 1993). Wahrend frithe Adenome so gut wie negativ fir die Expression von
CD44v6 sind, exprimiert etwa die Halfte der invasiven Karzinome CD44v6. Genauso hoch
ist der Prozentsatz kolorektaler Karzinome, die metastasieren, obwohl zum Zeitpunkt der
Operation keine Metastasen detektierbar waren. Kann aufgrund der CD44v6-Expression
die Tendenz kolorektaler Karzinome, zu metastasieren, vorhergesagt werden? Dies wurde
in einer Studie mit 68 Patienten mit primarem kolorektalen Karzinom untersucht (Mulder et al.,
1994). Die CD44v6-Expression in kolorektalen Tumoren ist héchst variabel und reicht von
negativ bis stark positiv. Die Uberlebensdauer der Patienten nahm mit zunehmender
Anzahl CD44v6-positiver Zellen im Tumor ab. Das bedeutet, die CD44v6-Expression ist
ein prognostischer Faktor fir Tumorpatienten mit operiertem, primarem Kolonkarzinom.

Zusammengefaf3t scheint es, daB variante CD44-Proteine wichtige Komponenten
des Programms der Tumorprogression verschiedener Krebsarten von Mensch und Tier
sind. CD44v6-kodierte Epitope wurden bei bestimmten humanen Krebsarten (NHL,
Brustkrebs und kolorektales Karzinom) als prognostische Faktoren identifiziert. Da die
Metastasierung die hauptsachliche und bisher am wenigsten zu bekédmpfende Ursache fir
Krebserkrankungen ist, sind Varianten von CD44 ideale Zielproteine fiir die Tumortherapie.

2.4.4 Tumorzellen gehen in den Untergrund

Eine grundlegendes Paradox bei der Entstehung von Krebs ist, daf3 Tumorzellen
nicht einfach durch immunologische Abwehrmechanismen eliminiert werden. Warum ist dies
der Fall? Am leichtesten versteht man dieses Phanomen, wenn die Tumorentstehung auf
der Uberexpression von Selbst-Proteinen, wie im Fall des Rezeptors firr den epidermalen
Wachstumsfaktor (als Ubersichtsartikel siehe Gullick 1991) oder der Rezeptor-
Tyrosinkinase erbB-2 ( als Ubersichtsartikel siehe Hynes, 1993) beruht, gegen die keine
Immunreaktion zu erwarten ist. Andererseits kénnte fehlende tumorspezifische Immunitat
durch inadaquate Aktivierung tumorspezifischer Helfer-T-Zellen verursacht werden. In einer
klassischen Immunantwort werden losliche Antigene von professionellen APCs (fiir
,=antigen presenting cell") aufgenommen, prozessiert und, im Kontext mit MHC-Klasse-II-
Molekdilen, tumorreaktiven CD4-positiven Helfer-Lymphozyten prasentiert (vgl. 2.2.1).
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Durch Antigenerkennung aktivierte CD4-positive T-Zellen sezernieren Wachstumsfaktoren,
sogenannte Zytokine und ,helfen” damit antigenspezifischen CD8-positiven T-Zellen.
Diese CD8-positiven T-Zellen werden wahrscheinlich direkt durch Zielzellen aktiviert, die
endogen synthetisiertes, antigenes Peptid im Kontext mit ihren MHC-Klasse-I-Molekilen
préasentieren. Alle bisher charakterisierten tumorassoziierten Antigene, die von MHC-
Klasse-I-Molekilen prasentiert werden, werden jedoch nicht sezerniert (als Ubersichts-
artikel siche Boon et al., 1994; Slingluff et al., 1994). APCs erangen also nur durch den Tod
von Tumorzellen Zugang zu tumorassoziiert exprimierten Antigenen. Wahrend friher
Stadien des Tumorwachstums sterben nur wenige Tumorzellen. Spater werden Teile der
Tumormasse nekrotisch und l6sliches Antigen wird verfliigbar. Zu diesem Zeitpunkt ist der
Tumor oft schon zu grof3, so daf3 das Immunsystem machtlos ist.

Daneben haben Tumorzellen eine ganze Palette von Mechanismen entwickelt, die
es ihnen erlauben, sich der Immunuiberwachung zu entziehen. Haufig beobachtet man
beispielsweise die verminderte Expression von MHC-Klasse-I-Molekillen, den selektiven
Verlust eines MHC-Klasse-1 a-Ketten-Allels oder von funktionellem B2-Mikroglobulin
(Tanaka et al., 1988; Feldman und Eisenbach, 1991; Pantel et al., 1991; Kaklamanis et al.,
1992; Browning et al.,, 1993; Vegh et al., 1993; Wang et al., 1993; Honma et al., 1994,
Marincola et al., 1994; Bicknell et al., 1994; Branch et al., 1995;) sowie Defekte in
Komponenten des Antigenprozessierungsapparates (Cromme et al., 1994a, b; Restifo et
al., 1991, 1993). Oft fehlt Tumorzelien die Expression kostimulatorischer Molekile wie B7-1
(CD80) oder B7-2 (CD86), die durch Interaktion mit ihnrem Rezeptor (CD28) auf der T-Zell-
Oberflache das zweite Signal zur T-Zell-Aktivierung liefern (Chen et al., 1993; Janeway,
Jr. und Bottomly., 1994; Mondino und Jenkins, 1994; Ramarathinam et al., 1994, Yang et
al., 1995). Dies erklart jedoch nicht, warum man aus Patienten mit wachsenden Tumoren
tumorinfiltrierende Lymphozyten (TlLs) gewinnen kann, die in vitro die autologen
Tumorzellen lysieren kénnen. Moglicherweise wird durch Induktion immunologischer
Ignoranz oder durch Suppression die spezifische Immunitat in der in vivo Situation
verhindert. So hat offensichtlich die Nutzung spezifischer Vo~ oder VB-Gensegmente (Va
und VP stehen fiur variable Region der TCR-a- beziehungsweise -pB-Kette) einen
negativen regulatorischen EinfluB auf die Effektor-T-Zellen in TILs (Gelber et al., 1992,
Wang und Taniguchi, 1995). Wie Tumorzellen dies beeinflussen ist nicht bekannt. Die
Sekretion immuninhibitorischer Substanzen durch Tumorzellen wurde beschrieben (Roth et
al., 1983). Die Expression wichtiger Signalmolekiile in Lymphozyten tumortragender Mause
(interessanterweise in T-Zellen, die aus der Milz der Tiere isoliert wurden) kann drastisch
reduziert sein (Mizoguchi et al., 1992). Der postulierte, tumorabgeleitete, humorale Faktor,
der diese Veranderungen induziert, wurde jedoch noch nicht charakterisiert. Tumorexposition
induziert in humanen TiLs deutlich verminderte Expression von p56/ck und CD3{ (Finke et
al., 1993). SchlieBlich IaBt ein Bericht von Cascino und Mitarbeitern darauf schlieBen, daf3
sich Tumorzellen durch Abgabe von léslichen Formen des apoptoseinduzierenden Fas-
Molekails vor der Lyse durch CTLs schiitzen kdnnten (Cascino et al., 1995).

Eine prominente Ursache der Tumorentstehung ist also, dafB T-Zellen fur bestimmte
Tumorzellen ,blind” sind. Eine sehr attraktive Form der Tumortherapie ware somit, T-Zellen
eine Art ,Sehhilfe” zur Verfugung zu stellen, die ihnen erauben wiirde, Tumorzelien trotz
ausgekligelter Tarnmechanismen zu erkennen. Geeignete Zielmolekule waren
tumorassoziiert exprimierte oder uberexprimierte Oberflaichenantigene. Metastatische
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Tumorzellen zeichnen sich in verschiedenen Fallen durch die Expression varianter CD44-
Isoformen aus. Die ,Sehhilfe" konnte in der Erkennung dieser CD44-Varianten liegen. Sie
solite T-Zellen unabhangig von ihrer TCR-Spezifitat ermdglichen, Tumorzellen, die CD44-
Varianten exprimieren, aufzuspiren. Die Erkennung miBte jedoch in diesselben
Signalwege einminden, die nach Stimulierung des TCR-Komplexes initiiert werden.

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer neuartigen
Strategie zur Behandlung von Tumoren. CD44-Isoformen, die Exon v6-kodierte
Sequenzen enthalten, sind theoretisch vielversprechende Zielmolekule fir eine selektive
Immuntherapie, da solche Isoformen bevorzugt auf Tumoren mit Metastasierungspotential
exprimiert werden. Zunachst sollte an einem CD44v6-positiven Rattentumor untersucht
werden, ob sich das v6-Epitop auch in der Praxis als Zielantigen fiir immunintervenierende
Konzepte zur Behandiung von Krebs eignet. Der zellulare, zytolytische Effektorarm des
Immunsystems sollte artifiziell, d.h. unter Umgehung der MHC-Abhangigkeit, auf CD44v6-
exprimierende Tumorzellen ,abgerichtet” werden. Dies sollte mit der Expression eines
chiméaren Rezeptors in zytotoxischen T-Zellen erfolgen. Der chimare Rezeptor sollte die
Antigenerkennung unmittelbar an den zellularen Signaltransduktionsapparat koppeln, der
zur Aktivierung der CTLs fihrt. Die Erkennung des v6-Epitops solite durch ein scFv-
Fragment erfolgen, die Signaltransduktion solite durch Kopplung des scFv-Fragments an die
{-Kette des TCR-Komplexes ausgelost werden. Die Realisierung dieser Aufgabe
beinhaltete:

i) die Klonierung der cDNAs fiir die variablen Regionen des mAk1.1ASML

1)) die Expressionsklonierung des synthetischen Gens, das fiir ein Fusionsprotein aus
scFv1.1ASML und der TCR-({-Kette kodiert

i) die Einfihrung des synthetischen Gens in das Genom zytotoxischer
T-Lymphozyten

vi) die biochemische Charakterisierung der gentechnologisch veranderten CTLs

V) die Demonstration der in vitro und in vivo anti-Tumor-Aktivitat der veranderten CTLs
gegenliber CD44v6-positiven Zellen

Ein zweites Projekt, Gber das ich nur sehr kurz berichten werde, hatte die bakterielle
Expression eines Immuntoxins zum Ziel. Die Zellbindungsdoméane des Exotoxin A (ETA)
aus Pseudomonas aeruginosa sollte durch scFv(1,1ASML) ersetzt werden. ETA wiirde
dadurch spezifisch gegen v6-Epitop-positive Zellen ,abgerichtet”. ETA blockiert durch
ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors-2 irreversibel die zellulare Proteinbiosynthese.
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3.1 Material

Bezugsquellen

Acrylamid/N,N'-Methylenbisacrylamid (30/0,8) Roth (Karisruhe)

Agarose (SeaKem LE) Biozym (Hessisch Oldendorf)
Ammoniumperoxodisulfat BioRad (Munchen)

Ampicillin Boehringer (Mannheim)

Aprotinin Boehringer (Mannheim)

Bacto Agar Difco

Bacto Hefeextrakt

Bacto Trypton
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat
Bromphenolblau
"Cap"-Struktur-Analog [m’G(5")pppGTP)
Coomassie Brilliant Blau R250
2‘-Deoxynukleosid-5'-Triphosphate
2',3'-Dideoxynukleosid-5'-Triphosphate
N,N'-Dimethylformamid
2,5-Diphenyloxazol

Dithiothreitol

DMEM (synthetisches Kulturmedium)

Eichproteine, vorgefarbt
Ethidiumbromid

Ficoll Typ 400

Fotales Kalberserum
Geniticin-Sulfat (G418)

L-Glutamin

Giutathion-Agarose
N-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-Ethan-Sulfonsaure
Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid

Leupeptin

Lysat aus Kaninchenretikulozyten
Magermilchpulver

2-Mercaptoethanol (50 mM, fiir die Zellkultur)

Miobrill-Plastikwolle

3MM Whatman Papier
N,N,N',N-Tetramethylethylendiamin
Nonidet P40
4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid
Pepstatin
Phenylmethyisulfonyl-Fluorid
Polyvinyliden-Difluorid-Membran
Protein-G-Plus/Protein-A-Agarose

Ribonuklease A
Nuklieosid-5'-Triphosphate
Rinderserumalbumin, Fraktion V

RPMI 1640 (synthetisches Kulturmedium)

Difco (Detroit, MI, USA
Difco (Detroit, Ml, USA
Sigma (Deisenhofen)
Serva (Heidelberg)
Boehringer (Mannheim)
Serva (Heidelberg)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Merck (Damstadt)
Boehringer (Mannheim)
Life Technologies
(Gaithersburg, MD, USA)
BioRad (Miinchen)
Sigma (Deisenhofen)
Phamacia (Freiburg)
Bio Whittaker (Verviers, Belgien)
Life Technologies
(Gaithersburg, MD, USA)
Sigma (Deisenhofen)

Sigma (Deisenhofen)
Roth(Karisruhe)

Roth (Karisruhe)

Boehringer (Mannheim)
Promega (Madison, Wi, USA)
Saliter (Obergiinzburg)

Life Technologies
(Gaithersburg, MD, USA)
Migros (Basel, Schweiz)
Whatman (Maidstone, UK)
BioRad (Mdnchen)
Boehringer (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Boehringer (Mannheim)
Sigma (Deisenhofen)
Millipore (Bedford, MA, USA)
Oncogene Science (Uniondale,
NY, USA)

Sigma (Deisenhofen)
Boehringer (Mannheim)
Serva (Heidelberg)

Life Technologies
(Gaithersburg, MD, USA)

Detroit, MI, USA;
)
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Sulfo-NHS-Biotin Pierce (Rockford, IL, USA)
Trypanblau Serva (Heidelberg)
Trypsin Difco (Detroit, MI, USA)
tRNA (aus Hefe) Sigma (Deisenhofen)
Tween 20 Serva éHeidelberg;
Xylencyanol FF Serva (Heidelberg

Alle Ubrigen in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden in analytischem
Reinheitsgrad von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Radiochemikalien

Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham Buchler (Braunschweig) bezogen.

L-[35S] Methionin >37 TBg/mmol 555 MBg/ml SJ204
[358] dATPa.S >37 TBg/mmol 370 MBg/ml AG1000

[14C] methylierter Protein-
Molekulargewichtsstandard
(MW in kDa: 200; 97,4, 66; 46; 30; 21,5; 14,3) 185 kBa/ml CFA626

Enzyme

Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme wurden von den Firmen Amersham Buchler
Braunschweig), Boehringer (Mannheim), Promega (Madison, WI, USA), Pharmacia
Freiburg) oder United States Biochemicals (Cleveland, OH, USA) bezogen.

DNA-Fragmentldngen-Standard

Haelll-gespaltene pUC9-Plasmid-DNA (in bp) 587, 458/14341,1298, 267, 257, 174,
102, 80, 18,

Bakterienstamme:

Die E. coli-StAmme XL-1Blue (Bullock et al., 1987) und JM110 (Yanisch-Perron et al., 1985)
wurden fir Kionierungen verwendet. Der E. coli-Stamm CC118 (Manoil und Beckwith,
1985) wurde zur bakteriellen Expression von Proteinen eingesetzt.

Oligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG
BIOTECH (Ebersberg), TIB MOLBIOL (Berlin), EUROGENTECH (Seraing, Belgien)
beziehungsweise von der DNA-Synthese-Abteilung des Friedrich Miescher Institutes
(Basel, Schweiz) bezogen. Samtliche Oligonukleotide sind weder am 5'- noch am 3'-Ende
phosphoryliert. Im folgenden sind die Bezeichnung (#), die Nukleotidsequenz, die
Anwendung, falls erforderlich die Position und Orientierung relativ zu den kodierenden
Sequenzen der zu amplifizierenden cDNAs, sowie eventuelle Spaltstellen fir
Restriktionsenzyme angegeben.




#
Orientierung

Sequenz

CDBHINGEBACK 5-TCA AAG CIC TAG AGA TCA GC-3'

CD8HINGEFOR

FRAMEBACK
FRAMEFOR
MCH2
VH1BACK

VH1BACKHIND

VH1FOR

VKW1BACK

VKW1FOR

3177
CxA1FOR
T3

T7

KS

Ein-Buchstaben-Code fiir degenerierte Stellen in Oligonukleotiden

Xbal

5-AAT AGA ATT CGC TAG CAA GTC CAATCC GGT CCC C-3

EcoRI Nhel
5-AGC TTC AGG TAC AAC TGC A-3'
5-GTT GTACCT GA-3
5-AGA TCC AGG GGC CAG TGG ATA GA-3

5-AGG TSM ARC TGC AGS AGT CWG G-3'
Pstl

S5-ATT ATAAGC TTC AGG TSM ARC TGC AGS AGT CWG G-3

Hindili Pst

5-TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTG GCC CCAG-3

BstEll

5-GAC ATT CAG CTG ACC CAG WCT SMH-3'
Pwull

5-GTT AGA TCT CCA RYT TKG TSC S-3'
Bgll

5-GTC TCT AAC ACT CAT TCC TGT TGA AGC-3'
5-GGA TAC AGT TGG TGC AGC ATC AGC-3
5-ATT AAC CCT CAC TAA AG-3'

5-GAT ATC ACT CAG CAT AA-3

5-CGA GGT CGACGG TAT CG-3'

Anwendung

Mutagenese der CD8u-"hinge"-cDNA
Mutagenese der CD8a-"hinge"-cDNA

Mutagenese von pWW15

Mutagenese von pWW15

Erststrang cDNA-Synthese der yi-Kette
Amplifikation der VH-cDNA

Amplifikation der VH-cDNA
Amplifikation der VH-cDNA
Amplifikation der Vix-cDNA
Amplifikation der Vx-cDNA

Erststrang cONA-Synthese der x-Kette
Erststrang cDNA-Synthese der x-Kette
Sequenzierung
Sequenzierung

Sequenzierung

H=(AC T;K=(G T);M=(A,C);R=(A,G);S=(C,G;, W=(A, T); Y=(C,T)

Position/Referenz

813 - 832 (Moritz, 1994)

988 - 1012 (Moritz, 1994)

121 - 143 (Honjo et al., 1979)
(modifiziert nach Orlandi et al., 1988)

(Orlandi et al., 1988)

(Orlandi et al_, 1988)

(modifiziert nach Orlandi et al., 1988)
(Wels et al_, 1995)

511 - 538 (Hieter et al., 1980)
113 - 136 (Hieter et al., 1980)

"sense”

"anti-sense”

“anti-sense”

"sense”

“sense”

"anti-sense”

"sense”

“anti-sense”

"anti-sense”

“anti-sense”

3I9%9H 'V

UBPOYIBIN pun [eusie

g£c
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Plasmid-DNA

pT7T3s Ursula Ginthert (Basel Institute for
Immunology, Basel, Schweiz; nicht
publiziert)

pLXSN Miller und Rosman, 1989

pGEM-1 Promega (Madison, WI, USA)

pL(FYZ)SN Moritz et al., 1994

pWW15 Wels et al., 1992a

pWW15/SPM-VH(225) Roger Beerli (Friedrich-Miescher-Institut,
Basel, Schweiz; nicht publiziert)

pWW152 Wels et al., 1995

pFLAG-1 IBI Biochemicals (New Haven, CT, USA)

pWW20 Wels et al., 1992b ‘

pGEX-2T Smith und Johnson, 1988

pSVMeta-1 Ganthert et al., 1991

Monoklonale Antikérper

Bezeichnung Immunogen Referenz/Bemerkung

M1 (Maus-IgG1)

H146-968
(Hamster-1gG)

FLAG-Epitop (DYKDDDDK)

C-terminales Peptid der humanen
CD3 {-Kette; reagiert mit der

(Prickett et al., 1989)
die Reaktion von mAkM1
mit dem FLAG-Peptid ist

Cat**-abhangig.
(Rozdzial et al., 1994),

murinen CD3 {-Kette

1.1ASML (Maus-lgG1)

Epitop, das von CD44-Exon v6

(Gunthert et al., 1991)

der Ratite kodiert wird

3-9 (Maus-lgG1)

Sekundérreagenzien

Schaf-Antiserum gegen Maus-Ig,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (NA931)

Kaninchen-Antiserum gegen Maus-Ig,
Meerrettichperoxidase-konjugiert
kreuzreagiert mit Hamster-lgG (P161)

Ziegen-Antiserum gegen Maus-lgG,
alkalische-Phosphatase-konjugiert
kreuzreagiert mit Hamster-1gG (A2179)

Esel-Antiserum gegen Kaninchen-ig,
Meerrettichperoxidase-konjugiert (NA934)

Ziegen-Antiserum gegen Maus-Ig,
Phycoerythrin-konjugiert (R480)

Streptavidin
Meerrettichperoxidase-konjugiert (RPN1231)

oktaedrisches Galliumchelat

(Zoller et al., 1992); dient
als Kontrollantikbrper

Amersham Buchler (Braunschweig)

Dako (Hamburg)

Sigma (Deisenhofen)

Amersham Buchler (Braunschweig)

Dako (Hamburg)

Amersham Buchler (Braunschweig)
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3.2. Versuchstiere

Thymusaplastische BALB/c Nacktméause wurden von der Firma Charles River
Deutschland (Sulzfeld) bezogen. Die Tiere wurden in Kéfigen mit Filterdeckeln gehalten und
im Alter von acht bis zw6lf Wochen in den Experimenten eingesetzt.

3.3  Zellinien und Kulturbedingungen

Vorbemerkung: Alle Zellen werden in befeuchteter Atmosphére bei 37 °C und 5% CO»
Kultiviert.

1.1ASML
MAk1.1ASML-(IgG1, kappa)-produzierende Hybridomzellinie (Glnthert et al., 1991). Die
Hybridomzellinie wird in RPMI 1640, 10% FKS kultiviert.

1AS, 10AS

Tumorzellinien, die aus dem Ascites eines spontanen Bauchspeicheldriisen-
Adenokarzinoms (BSp73) einer BDX-Ratte etabliert wurden (AS steht fir "ascites variant
adapted to solid growth"; Matzku et al., 1983). (Die vollstandige Bezeichnung der Zellinie
ist BSp73AS). Bei 1AS handelt es sich um eine frihere Passage. 1AS- und 10AS-Zellen
werden in RPMI, 10% FKS kultiviert.

4E11
MAKM1-produzierende Hybridomzellinie (ATCC HB 9259). 4E11-Zellen werden in RPMI
1640, 10% FKS kultiviert.

AS14

10AS-Transfektanten, mit starker Expression der Ratten-CD44-Isoform CD44v4-v7
(Meta-1; Gunthert et al., 1991). Die Transfektanten werden in RPMI 1640, 10% FKS,
400 pg/ml G418 kultiviert. (Die vollstandige Bezeichnung der Zellinie ist
BSp73ASpSVmetai-14.)

ASML

Tumorzellinie, die aus dem Ascites eines spontanen Bauchspeicheldnisen-Adenokarzinoms
(BSp73) einer BDX-Ratte etabliert wurde (ASML steht fur "ascites variant adapted to solid
growth metastasizing via the lymphatics"; Matzku et al., 1983). ASML wurde durch
wiederholte in vivo Passage der BSp73-Ascites Zellen mit anschlie3ender Reimplantation
der dadurch hervorgerufenen Lungenmetastasen in syngene BDX-Ratten etabliert. (Die
vollstandige Bezeichnung der Zellinie ist BSp73ASML). ASML-Zellen werden in RPMI
1640, 10% FKS kultiviert.

Cl196

Zytotoxische T-Zellinie aus der C57BI/6-Maus (H-2KP; Marcucci et al., 1981; Eichmann et

al., 1991) mit H-2Kd-restringierter Spezifitat fiir die Mastozytom-Zellinie P815 (H-2K9).

Cl96-Zellen sowie ihre Infektanten werden in DMEM, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin,

’1( 0I mM HEPES, 0,05 mM 2-Mercaptoethanol, 3% konditioniertem X63/IL-2-Kulturiiberstand
ultiviert.

NIH3T3
Murine embryonale Fibroblastenlinie, die in DMEM, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin,
10 mM HEPES kultiviert werden (ATCC CRL 1658).
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NIH3T3#CD44v4-v7

NIH3T3-Zellen, die mit der cDNA fiur die CD44v4-v7 Isoform der Ratte infiziert wurden,
NIH3T3#CD44v4-v7-Zellen werden in DMEM, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 10 mM
HEPES kultiviert,

P815

Mastozytom-Zellinie aus der DBA/2-Maus (H-2K9), P815 werden in DMEM, 10% FKS,
2 mM L-Glutamin, 10 mM HEPES kultiviert (ATCC TIB 64).

PA317

Murine amphotrope Verpackungszellinie fir Retroviren (Miller und Buttimore, 1986).
PA317-Zellen werden in DMEM, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 10 mM HEPES kultiviert
(ATCC CRL 9078).

QE
Murine ecotrope Verpackungszellinie fir Retroviren (Morgenstern und Land, 1990).
QE-Zellen werden in DMEM, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 10 mM HEPES kultiviert.

X63/IL-2

X63Ag8-653 Plastozytom Zellen transfiziert mit der cDNA fir das murine Intedeukin-2 (IL-2;
Karasuyama und Melchers, 1988). X63/IL-2 sezernieren gro3e Mengen rekombinantes
murines IL-2 ins Kulturmedium. X63/IL-2-Zellen werden in DMEM, 10% FKS, 2 mM
L-Glutamin, 10 mM HEPES kultiviert. Konditionierter X63/IL-2-Kulturiiberstand diente als
Quelle fur rekombinantes murines 1L-2.

3.4 Methoden

Vorbemerkung: Falls nicht anders angegeben, werden Inkubationen, Zentrifugationen oder
Waschschritte bei Raumtemperatur durchgefihrt und bei Prozentangaben in Zusammen-
setzungen von Lésungen und Puffern handelt es sich um Volumenprozente (v/v).

3.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltungen werden in den vom Hersteller angegebenen Pufferldsungen in 20 pl
Gesamtvolumen durchgefihrt. In der Regel werden 2 pg DNA mit Restriktions-
endonukieasen gespalten. In Abhangigkeit von der Aktivitat des jeweiligen Enzyms und der
Reinheit der DNA werden 3-5 Enzymeinheiten pro ug DNA zum Reaktionsansatz gegeben
und dieser 1 h bei der vom Hersteller empfohienen Temperatur inkubiert. Danach wird die
DNA entweder weiter modifiziert (vgl. 3.4.2 und 3.4.3) oder in einem Agarosegel geeigneter
Konzentration (vgl. 3.4.4) elektrophoretisch aufgetrennt.

3.4.2 "Gléttung” kohdsiver Restriktionsschnittstellen mit 5 -{iberstehenden Enden

(A).20 pt einer DNA-Restriktions-Reaktion werden mit 3 pl zehnfach konzentriertem
Klenow-Puffer [50 mM Tris-HC! pH 7,2; 100 mM MgCls; 1 mM DTT], 1,5 ul dNTP-Mix
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[10 MM dATP; 10 mM dCTP; 10 mM dGTP; 10 mM TTP], 1-5 E Klenow-Enzym (groB3es
Fragment der E. coli DNA-Polymerase) und 4,5 pl deionisiertem Wasser versetzt und 30 min
bei 37 °C inkubiert. Nach Abstoppen der Reaktion durch 10 min Erhitzen des Ansatzes auf
68 °C erfolgt eine Phenolextraktion. AnschlieBend wird die DNA in Gegenwart von
0,3 M NaOAc pH 5,2 mit 2 Vol. Ethanol 1 h bei -80 °C prazipitiert, durch Zentrifugation
(11000 g, 10 min) sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen, im Wasserstrahlvakuum
getrocknet und in 20 pl deionisiertem Wasser geldst. (B) 5'-Uberstehende Enden kohasiver
Restriktionsschnittstellen konnen auch durch Behandlung der entsprechenden DNA mit
einer einzelstrangspezifischen Exonukiease aus Mungbohnenkeimen degradiert werden.
Typischerweise werden 2 g linearisierter DNA in Gegenwart von 30 mM NaOAc pH 4,6;
50 mM NaCl; 1 mM ZnClz; 5% Gilycerin; 500 pg/ml hitzedenaturierter DNA und
50 pg/mi BSA in einem Reaktionsvolumen von 100 wl 10 min bei 37 °C mit 2 Einheiten
Mungbohnen-Nuklease verdaut. Die Reaktionsbedingungen (Reaktionsvolumen, Menge
zu verdauender DNA, Menge an Enzymeinheiten, Reaktionstemperatur und
Reaktionsdauer) sind jedoch fir jede Anwendung empirisch zu ermitteln. Nach Abstoppen
der Reaktion durch Zusatz von 1 ul 0,5 M EDTA pH 8,0 erfolgt eine Phenolextraktion. Die
DNA wird wie oben beschrieben weiterbehandelt und in 20 pl deionisiertem Wasser gelost.

34.3 Dephosphorylierung von DNA

Um eine intramolekulare Ligation von Plasmid-Vektoren zu vermeiden, werden deren
5°-Enden dephosphoryliert. Dazu werden 20 ul einer DNA-Restriktions-Reaktion oder 20 pl
restriktionsgespaltener, ,geglatteter* DNA (vgl. 3.4.2) mit 2,4 ul zehnfach konzentriertem
Phosphatase-Puffer [0,5 M Tris-HCI pH 9,3; 10 mM MgCly; 1 mM ZnCly; 10 mM Spermidin]
und 1,6 wl alkalischer Phosphatase aus Kalberdarm versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert.

Hinweis: Linearisierte Plasmid-Vektoren mit unterschiedlichen Enden, die mit einem
DNA-Fragment aus hybridisierten Oligonukleotiden ligiert werden sollen,
werden nicht dephosphoryliert. Indem gleichzeitig die Oligonukleotide
unphosphoryliert bleiben, vermeidet man, daB der Vektor mit mehreren der
DNA-Fragmente ligiert. Um die Effizienz der Klonierung zu erhéhen, setzt man
das zu ligierende DNA-Fragment in groBem Uberschuf3 ein.

3.4.4 Analyse von DNA in Agarosegelen

Je nach Gr6Be der zu analysierenden DNA-Fragmente verwendet man 0,5-2%
Agarosegele. Agarose wird in entsprechender Konzentration in TAE-Puffer [20 mM Tris-
HCI; 10 mM Essigsaure; 1 mM EDTA] durch kochen gelést und mit Ethidiumbromidiésung
(Endkonzentration 1 pg/ml) versetzt. Man gieBt die, auf etwa 60 °C abgekihlte Gellésung
in eine Flachbett-Gelapparatur und setzt einen Taschenformer in das noch flissige Gel. Als
Elektrophoresepuffer dient TAE-Puffer (siehe oben). Die zu analysierenden DNA-Proben
werden mit 1/10 Vol. Gelladepuffer [25% (w/v) Ficoll Typ 400; 0,25% (w/v) Bromphenol-
blau; 0,25% (w/v) Xylencyanol] versetzt und durch Unterschichten in die Taschen des
Gels transferiert. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Stromstérke von 80 mA. Die nach ihrer
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GroBe aufgetrennten DNA-Fragmente werden im UV-Licht sichtbar gemacht und
gegebenenfalls fotographiert.

3.4.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolierung eines bestimmten DNA-Fragmentes aus einem durch Restriktions-
spaltung erhaltenen DNA-Fragmentegemisch wird das Gemisch in einem Agarosegel
entsprechender Konzentration aufgetrennt. Nach der Elektrophorese legt man das Gel
mindestens 10 min in deionisiertes Wasser bevor man die, im UV-Licht sichtbar gemachte
gewlnschte Bande ausschneidet. Das Gelstlickchen, das die entsprechende Bande
enthalt, wird in ein zur Halfte mit Plastikwolle geflilltes, unten durchbohrtes 0,5 ml
Reaktionsgefa uberfihrt. Dieses stellt man in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefa3. Durch
Zentrifugation (3000 g, 10 min) gelangt die zu isolierende DNA aus dem Gelstiickchen in
das untere Reaktionsgefaf, wahrend die Agarose durch die Plastikwolle zuriickgehalten
wird. Die auf diese Weise isolierte DNA wird direkt in Ligationsreaktionen (vgl. 3.4.6)
eingesetzt,

3.4.6 Ligation von DNA

DNA-Fragmente, die in einer Ligations-Reaktion verwendet werden sollen, werden
grundsatzlich in einem Agarosegel entsprechender Konzentration gereinigt. Die aus einem
Agarosegel eluierte DNA (vgl. 3.4.5) wird direkt, ohne zusatzliche Behandlung, zur Ligation
verwendet. 10 pl Fragment-Lésung (bei Mehr-Fragment-Ligationen entsprechende Mengen
der einzelnen Fragmente) werden in einer 20 pl Reaktion mit 3 pl Vektor-Lésung in
Gegenwart von 66 mM Tris-HCi pH 7,6; 6,6 mM MgCls; 10 mM DTT; 66 uM ATP,
6% (w/v) PEG 6000 und 1 E T4-DNA Ligase 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBBend werden 100 pl kompetente Bakterien mit 10 pl des Ligationsansatzes
transformiert (vgl. 3.4.8).

3.4.7 Praparation kompetenter Bakterien

Eine 100 ml-Kultur des entsprechenden E. coli-Stammes wird bei 37 °C geschittelt,
bis die Bakteriensuspension eine Assg von 0.3 erreicht hat. Die Kultur wird im Eisbad
abgekihlt und die Bakterien durch Zentrifugation (4000 g, 10 min, 4 °C) sedimentiert. Die
Bakterien werden anschlieBend mit 20 ml 100 mM CaCly (4 °C) gewaschen, erneut
sedimentiert (4000 g, 5 min, 4 °C), in 10 ml 100 mM CaCl, (4 °C) resuspendiert und
mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (4000 g, 5 min,
4 °C) wird das Bakteriensediment in 2,5 ml 100 mM CaCls/15% Glycerin (4 °C)
aufgenommen und die Zellsuspension in 100 pl-Portionen in vorgekuhlte Eppendorf-
ReaktionsgefaBe verteilt. Die kompetenten Bakterien werden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.
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3.4.8 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Man 1aBt 100 ul kompetente Bakterien auf Eis auftauen, mischt diese mit der
Plasmid-DNA (500 ng oder weniger ungespaltene Plasmid-DNA beziehungsweise 10 pl
eines Ligationsansatzes) und inkubiert mindestens 30 min bei 0 °C. AnschlieBend wird der
Transformationsansatz 90 s auf 42 °C erwarmt und wieder auf 0 °C abgekihlt. Nach
Zugabe von 800 !l LB-Medium wird die Bakteriensuspension 1 h bei 37 °C inkubiert. Bei
der Transformation mit ungespaltenem Plasmid streicht man 50 pl des
Transformationsansatzes auf einer Selektions-Agarplatte [1,5% (w/v) Bacto-Agar in LB-
Medium; 100 pg/ml Ampicillin] aus. Im Fall der Transformation mit ligierter Plasmid-DNA
werden die Bakterien zunachst durch Zentrifugation (4000 g, 5 min) sedimentiert. 800 ul des
Uberstandes werden verworfen, die Bakterien in den verbleibenden 100 pl Medium
resuspendiert und der gesamte Transformationsansatz auf einer Selektions-Agarplatte
ausgestrichen. Man 143t die Bakieriensuspension auf den Platten eintrocknen, bevor man
diese 12-16 h bei 37 °C inkubiert.

LB-Medium: 10g Bacto Trypton
5g Bacto Hefeextrakt
10g NaCl
ad 1000 ml H»0O

34.9 lsoliérung von Plasmid-DNA im analytischen MaBstab (modifiziert nach Birnboim
und Doly, 1979)

Ampicillinresistente Bakterienkolonien werden von der Agarplatte in Kulturréhrchen
mit 2 ml TB-Medium (mit 100 ug/ml Ampicillin) abgeimpft und 5-20 h bei 37 °C geschittelt.
Man Gberfihrt 1,5 ml der Kulturen in Eppendorf- Reakt:onsgefaBe und sedimentiert die
Bakterien durch Zentrifugation (11000 g, 10 s). Man verwirft den Uberstand bis auf einen
Rest von 100 pl, in welchem man die Bakterien wieder resuspendient. Die Zellen werden
nach Zugabe von 200 ! frisch angesetzter, alkalischer SDS-Losung [0,2 N NaOH;
1% (w/v) SDS] und vorsichtigem Mischen 2 min lysiert. Man gibt 150 pl 5 M KOAc pH 4,8
zu, mischt vorsichtig und inkubiert das Bakterienlysat 2 min auf Eis. Die chromosomale
Bakterien-DNA, sowie unlésliche Zellbestandteile werden durch Zentrifugation (17000 g,
5 min) abgetrennt. Der Uberstand wird in einem frischen Eppendorf-Reaktionsgefal mit
1 Vol. Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (50:49:1) extrahiert und zur Phasentrennung
zentrifugiert (11000 g, 2 min). Plasmid-DNA und bakterielle RNA (wéaf3rige Phase) werden in
ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefal uberfihrt, mit 2 Vol. Ethanol 2 min prazipitiert, durch
Zentrifugation (11000 g, 2 min) sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und im
Wasserstrahlvakuum getrocknet. Das Nukleinsdure-Sediment wird in 50 pl RNaseA
(0,2 pg/ul) gelést und bei -20 °C aufbewahrt.

TB-Medium: 129 Bacto Trypton Die beiden Lésungen
24 g Bacto Hefeextrakt werden nach getrennter
10g NaCl Sterilisation vereinigt.

ad 900 ml HxO

+100ml 170 mM KHoPOy; 720 mM KoHPO4




30 Material und Methoden A .Hekele

34.10 /fg/i(;fjng von Plasmid-DNA im préparativen Mafstab (modifiziert nach Kondo et al.,
9

Ampicillinresistente Bakterien werden in 100 ml-Erlenmeyerkolben in 10 ml TB-
Medium (mit 100 pg/mi Ampicillin) 10-16 h bei 37 °C geschiitteit. Die Bakterien werden
durch Zentrifugation (10000 g, 5 min, 4 °C) sedimentiert, in 1 ml Lysozymlésung [4 mg/ml
Lysozym; 50 mM Glucose; 10 mM EDTA pH 8,0; 25 mM Tris-HCI pH 8,0] resuspendiert
und 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen werden nach Zugabe von 2 ml frisch angesetzter
alkalischer SDS-L6sung [0,2 N NaOH; 1% (w/v) SDS] und vorsichtigem Mischen 5 min
lysiert. Man gibt 1,5 ml 5 M KOAc pH 4,8 zu, mischt kraftig und inkubiert das Bakterienlysat
10 min bei 0 °C. Ein Teil der chromosomalen Bakterien-DNA, sowie unlésliche
Zellbestandteile werden durch Zentrifugation (17000 g, 10 min, 4 °C) abgetrennt. Der
Uberstand wird mit 0,66 Vol. 2-Propanol versetzt, gut gemischt und zur Sedimentation der
Nukleinséuren zentrifugiert (17000 g, 10 min, 4 °C). Das Sediment wird 10 min an der Luft
getrocknet und anschlieBend in 200 pl 2xTE [20 mM Tris-HCI pH 8,0; 2 mM EDTA pH 8,0]
gelost. Die Nukleinsdureldsung wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 dberfuhrt, mit 1 Vol.
8 M LiCl und 2 pl Ethidiumbromididsung (10 mg/ml) versetzt, gut gemischt und 5 min
lichtgeschiitzt bei 0 °C inkubiert. Chromosomale DNA, ein Teil der RNA und Proteine
werden durch Zentrifugation (11000 g, 5 min) abgetrennt. Der Uberstand wird zur
Entfernung des Ethidiumbromids zweimal mit 1-Butanol extrahient und jeweils zur
Phasentrennung zentrifugiert. Die Plasmid-DNA und bakierielle RNA (untere Phase) werden
in ein frisches Eppendorf-ReaktionsgefaB (berfihrt, mit 2 Vol. Ethanol prazipitiert, durch
Zentrifugation (11000 g, 5 min) sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und im
Wasserstrahlvakuum getrocknet. Das Nukleinsdure-Sediment wird in 100 ul RNaseA
(0,1 pg/ul) in 2xTE geldst und 30 min bei 37 °C inkubient. AnschlieBend extrahiert man die
Plasmid-DNA-L6sung je einmal mit 1 Vol. Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (50:49:1) und
mit 1 Vol. Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) und zentrifugiert (11000 g, 2 min) jeweils zur
Phasentrennung. Die Plasmid-DNA (waBrige Phase) wird emeut in ein frisches Eppendorf-
Reaktionsgefal3 iberfihrt, in Gegenwart von 0,3 M NaOAc mit 2 Vol. Ethanol prazipitier,
durch Zentrifugation (11000 g, 5 min) sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und im
Wasserstrahlvakuum getrocknet. Die Plasmid-DNA wird in 100 ul 2xTE geldst und bei
-20 °C aufbewahrt.

3.4.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdureldsungen

Zur genauen Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration wird die Absorption von
UV-Strahlung der Wellenlangen 260 und 280 nm durch eine Nukleinsaurelésung, gegen das
jeweilige Lésungsmittel, in einem Spektralphotometer (SPEKOL UV VIS; Carl Zeiss, Jena)
gemessen. Eine Aogo-Einheit entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml, einer
RNA-Konzentration von 40 ng/ml und einer Einzelstrang-Oligonukleotid-Konzentration von
20 pg/ml. Das Verhaltnis der Absorptionen bei 260 und 280 nm ist ein Indikator fir die
Reinheit einer Nukleinséurelésung. Es nimmt bei optimaler Reinheit von DNA den Wert 1,8
und von RNA den Wert 2,0 an.
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3.4.12 Enzymatische Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen werden nach der Kettenabbruch-Methode von Sanger und
Kollegen (1977) durchgefiihrt. Dazu werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefa 10 ug der
zu sequenzierenden, zirkularen Plasmid-DNA in 200 pl Denaturierungspuffer [0,2 M NaOH;
0,2 mM EDTA] 15 min bei 37 °C denaturiert. Die DNA wird anschlieBend in Gegenwart von
0,2 M NH4OAc pH 4,5 mit 2 Vol. Ethanol 1 h bei -80 °C prazipitiert, durch Zentrifugation
sedimentiert, mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Die denaturierte DNA wird in 7 pl
deionisiertem Wasser gelost und mit 2 ul 5 x Sequenzierungspuffer {200 mM Tris-HCI
pH 7,5; 100 mM MgCl,; 250 mM NaCl} und 1 pl Sequenzierprimer (0,5 uM) versetzt, 3 min
auf 70 °C erhitzt und langsam abgekihit. Danach gibt man 2 pl Markierungslosung [1,5 pM
dGTP; 1,5 uM dCTP; 1,5 uM TTP; 10% DMSO], 1 ul 0,1 M DTT, 0,5 wl a:35S-dATP und
2 uwl Sequenase (1,5 E/ul) zu und inkubiert die Reaktion 5 min bei Raumtemperatur. Je
3,5 ul dieser Markierungsreaktion werden anschlie3end in vier, auf 37 °C vorgewarmte
Eppendorf-ReaktionsgefaBe transferiert, in die bereits 2,5 pl der entsprechenden
Stoplésung [z.B. Stoplésung A: 80 pM dATP; 80 uM dCTP; 80 uM dGTP; 80 uM TTP;
50 mM NaCl; 10% DMSQO; 8 uM ddATP; Stoplosungen C, G und T analog dazu] vorgelegt
worden sind, und ereut bei 37 °C inkubiert. Nach finf Minuten wird die Reaktion durch
Zugabe von 4 ul Gelladepuffer [95% (w/v) Formamid; 20 mM EDTA; 0,05% (w/v)
Bromphenolblau; 0,05% (w/v) Xylencyanol] gestoppt. Das DNA-Fragmentegemisch wird
zur Denaturierung 10 min auf 75 °C erhitzt und in einem denaturierenden Polyacrylamidgel
(vgl. 3.4.13) elektophoretisch aufgetrennt.

3.4.13 Analyse von DNA in denaturierenden Polyacrylamidgelen

Um DNA-Fragmentegemische, die im Velauf von Sequenzierreaktionen entstanden
sind, ihrer Gré3e nach aufzutrennen, werden denaturierende 6% Polyacrylamidgele ver-
wendet. Um die DNA-Fragmente in denaturiertem Zustand zu halten, werden Sequenzgele
normalerweise mit einer hohen Hamstoffkonzentration (8 M) hergestellt. DNA-Sequenzgele
sind typischerweise sehr diinn (0,4 mm) und sehr lang (40 cm). Die Elektrophorese wird bei
einer hohen Leistung (30 W) durchgefihrt, um eine Temperatur von 45-50 °C aufrecht-
zuerhaiten. Die Elektrophoresedauer richtet sich nach dem Ausmaf3 der gewilinschten
Sequenzinformation und betragt zwischen 1,5 und 4,5 h. 40 mi einer Gellésung [6% (w/v)
Acrylamid; 0,16% (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid; 8 M Harnstoff in TBE pH 8,3 (30 mM
Tris; 90 mM Borat; 1,25 mM EDTA)] werden mit 300 pl 10% (w/v) APS und 30 ul TEMED
versetzt und nach vorsichtigem Mischen zwischen zwei, durch 0,4 mm dicke Abstandhalter
voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Nach Einsetzen eines Haifischkamms laBt
man das Gel in horizontaler Lage polymerisieren. Nach erfolgter Polymerisation spannt man
das Gel in eine Vertikalgelapparatur ein, fillt oberes und unteres Pufferreservoir mit TBE
und dreht den Haifischkamm um. Nach einem 0,5 h Vorlauf des Gels bei einer Leistung von
30 W transferiert man die Proben in die Taschen. Nach jeweils 1,5 h wechselt man den
Elektophoresepuffer in beiden Reservoirs. Nach Beendigung der Elektrophorese werden
die beiden Glasplatien voneinander getrennt, das Gel auf 3MM Papier aufgezogen und auf
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einem Geltrockner (BioRad, Miinchen) getrocknet. Die Exposition erfolgt bei
Raumtemperatur.

3.4.14 Isolierung von gesamtzelluldrer RNA aus eukaryontischen Zellen

107 Zellen werden in 2 ml Guanidin-Lésung [5 M Guanidin-Thiocyanat; 50 mM Tris-
HCIl pH 7,5; 10 mM EDTA pH 8,0; 140 mM 2-Mercaptoethanol] mechanisch zerkleinert
(Ultraturrax; Janke & Kunkel, Staufen). Nach Abtrennung unitslicher Zellbestandteile durch
Zentrifugation (10000 g, 10 min, 12 °C) wird der Uberstand mit 1 Vol. 20% (w/v) Sarkosy!
versetzt und 2 min auf 65 °C erhitzt. Die Probe wird auf 2,5 mi 5,7 M CsCl aufgeschichtet
und in einem Ausschwingrotor zentrifugiert (120000 g, 12 h, 18 °C). Nach der Zentrifugation
entfernt man den Uberstand moglichst quantitativ. Die sedimentierte RNA wird in 200 p!
deionisiertem Wasser gelost, phenolextrahiert und in Gegenwart von 2 M NH4OAc mit
Ethanol prazipitiert. Die RNA wird durch Zentrifugation (11000 g, 10 min, 4 °C) sedimentier,
mit 70% Ethanol gewaschen, im Wasserstrahlvakuum getrocknet, in deionisiertem Wasser
geldst und bei -80 °C aufbewahrt.

3.4.15 Reverse Transkription (Erststrang-cDNA-Synthese)

5 ng gesamtzellulare RNA (vgl. 3.4.14) werden zusammen mit 25 pmol Erststrang-
cDNA-Synthese-Primer in einem Gesamtvolumen von 10 pl 5 min auf 70 °C erhitzt. Nach
Abkilhlen auf Raumtemperatur setzt man 4 pl finffach konzentrierten AMV-Reaktionspuffer
[0,25 M Tris-HCI pH 8,3; 0,25 M NaCl; 40 mM MgCly; 5 mM DTT], 4 ul dNTP-Mix [5 mM
dATP; 5 mM dCTP; 5 mM dGTP; 5 mM TTP], 1 ul RNase-Inhibitor (34 E/ul) und 1 pl
AMV-Reverse Transkriptase (25 E/ul) zu und inkubiert die Reakiion 1 h bei 42 °C.

3.4.16 Amplifikation von DNA (Polymerase-Kettenreaktion)

5 ng Plasmid-DNA oder 1 ul einer Erststrang-cDNA-Synthese (vgl. 3.4.15) werden
in Gegenwart von 25 mM Glycin-KOH pH 9,3, 50 mM KCI, 2 mM MgClz, 1 mM DTT,
0,2 mM dNTPs, jeweils 50 pmol der beiden Amplifikationsprimer und 2 E thermostabiler
DNA-Polymerase in einem Gesamtvolumen von 50 pl amplifiziert (Gene Amp PCR-System
9600, Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA). Die Reaktionsbedingungen [die
Anzahl der Segmente (Denaturierung-Hybridisierung-Synthese oder nur Denaturierung-
Synthese), die Dauer der einzelnen Segmente, die Temperatur im Hybridisierungssegment
und die Anzahl der Zyklen] richten sich jeweils nach der Lange und der Abundanz des zu
amplifizierenden DNA-Fragments sowie der Schmelziemperatur (T, far ,melting
temperature”) der Amplifikationsprimer und sind empirisch zu ermitteln. Typischerweise
denaturiert man 10 s bei 94 °C, hybridisiert 10 s bei einer Temperatur, die 3-5 °C unter der
errechneten Schmelztemperatur der Amplifikationsprimer liegt und synthetisiert bei 72 °C
(10 s pro 1000bp des zu erwartenden Amplifikationsproduktes). Die Anzahl der Zyklen
solite bei Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase ohne Korrekturaktivitat
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moglichst niedrig gewahit werden (20-30). Als Anhaltspunkt zur Berechnung der
Schmelztemperatur von Amplifikationsprimern gilt folgende Gleichung:

(4-G/C + 2-AIT) - 20
n

Tm[°C] =

wobei: G/C = Anzahl der hybridisierenden G/C-Basenpaare
A/T = Anzahl der hybridisierenden A/T-Basenpaare

n= Gesamtzahl der hybridisierenden Basenpaare

3.4.17 Transkription in vitro

Die zu transkribierende cDNA wird in SP6-Orientierung in das bakterielle
Transkriptionsplasmid pGEM-1 kloniert und 2 pg des entstandenen Plasmids mit einer
geeigneten Restriktionsendonuklease linearisiert (vgl. 3.4.1). Nach Phenolextraktion,
Ethanolprazipitation und Zentrifugation wird das getrocknete, linearisierte Plasmid in 27 pl
deionisiertem Wasser geltst. 5 ul werden in einem Agarosegel geeigneter Konzentration
analysiert. Die verbleibenden 22 ul werden in einem Gesamtvolumen von 50 pl in
Gegenwart von 40 mM Tris-HCI pH 7,9, 6 mM MgCls, 10 mM DTT, 4 mM Spermidin,
1 mMATP, 1 mMCTP, 1 mM UTP, 0,1 mM GTP, 1 mM m’Gppp(5')GTP ("Cap"-Struktur-
Analog), 40 E RNase-Inhibitor und 20 E SP6-RNA-Polymerase bei 40 °C inkubiert. Nach
1 h entnimmt man der Reaktion 5 pl zur Analyse in einem Agarosegel, setzt 20 E frisches
Enzym zu und inkubiert erneut 1 h bei 40 °C. Die in vitro synthetisierte RNA wird
phenolextrahiert und in Gegenwart von 2 M NH4OAc und 20 ng/ml Hefe-tRNA (als
Fallungshilfe) mit 2,5 Vol. Ethanol prazipitiert. Die RNA wird mit 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 10 pl deionisiertem Wasser gelost.

3.4.18 Translation in vitro

Man mischt 35 ul Lysat aus Kaninchenretikulozyten, 1 ul Aminoséuremix (enthéit alle
Aminosauren auBer Methionin in einer Konzentration von 1 mM), 4 ul L-[35S]Methionin, 1 pl
der in vitro synthetisierten RNA (vgl. 3.4.17) und 9 pl deionisiertes Wasser und inkubiert
den Translationsansatz 1 h bei 25 °C.

3.4.19 Fluorographie

Die Methode wird zum Nachweis von Proteinen angewandt, die mit einem
radioaktiven Isotop schwacher Emissionsenergie markiert sind und allein durch Auto-
radiographie kaum nachweisbar waren (Bonner und Laskey, 1974). Ein SDS-
Polyacrylamidgel (vgl. 3.4.27) wird zur Entwasserung dreimal 30 min in 10 Vol. DMSO
unter sanftem Schittein inkubiert. DMSO wird durch 10 Vol. 22% (w/v) PPO in DMSO
ersetzt und das Gel in dieser Losung 3 h geschwenkt. Die in situ Prazipitation des PPO
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erfolgt wéhrend einstindiger Inkubation des Gels in deionisiertem Wasser, welches
mehrfach gewechselt wird. Nach Trocknung auf 3MM Papier im Wasserstrahlvakuum wird
dem Gel ein Rontgenfilm exponiert.

3.4.20 Einfrieren und Auftauen eukaryontischer Zellen

Nachdem die Zellen durch Zentrifugation (250 g, 5 min) sedimentiert worden sind,
werden sie in Einfriermedium (70% des jeweiligen Kulturmediums, 20% FKS, 10% DMSO)
resuspendiert und auf eine geeignete Anzahl von Kryoréhrchen verteilt. Die Réhrchen
werden anschlieBend sofort bei -80 °C eingefroren und gegebenenfalls zur
Langzeitaufbewahrung unter fliissigem Stickstoff gelagert. Zum Auftauen eukaryontischer
Zellen wird ein entsprechendes Kryordhrchen schnell auf 37 °C erwarmt und der Inhalt in
ein Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, Unter standigem Schitteln werden 10 ml Kulturmedium
tropfenweise zugegeben (dies ist vor allem beim Auftauen von Lymphozyten wichtig;
durch die allméahliche Verdinnung des DMSO wird den Zellen Zeit zum Ausgleich des
osmotischen Drucks gegeben). Die Zellen werden anschiieBend durch Zentrifugation
(250 g, 5 min) sedimentiert und ausgesit.

34.21 ‘(Z/‘alllciu)mphosphat- Transfektion eukaryontischer Zellen (fir adhdrent wachsende
ellen

10 pg der zu transfizierenden DNA werden in 240 pl deionisiertem Wasser geldst.
Man setzt 240 pl Puffer A [0,5 M CaCly; 0,1 M HEPES pH 6,95 bei 25 °C] zu und mischt
kraftig. Nach 10 min werden 480 ul Puffer B [0,28 M NaCl; 0,05 M HEPES; 0,75 mM
NaH;POy4; 0,75 mM NasHPQy4; pH 6,95 bei 25 °C] zugegeben, emeut kraftig gemischt und
15 min inkubiert. Das Calciumphosphat-DNA-Prazipitat wird zu den Zellen (40% konfluent)
gegeben, nachdem das Kulturmedium abgesaugt worden ist. Man gibt 10 ml frisches
Medium zu und inkubiert 10 h bei nommalen Zellkulturbedingungen. Danach entfemt man das
Préazipitat und wascht die Zellen zweimal mit Medium. AnschlieBend werden die Zellen 3 min
in 3 ml 15% Glycerin in isotonischem HEPES-Puffer [0,28 M NaCl; 10 mM KCI;
0,05 M HEPES; 1,5 mM NaHoPOy4; 12 mM Glucose; pH 7,05 bei 25 °C] inkubiert. Das
Glycerin wird sorgfaltig, durch viermaliges Waschen mit Medium entfemt und die Zellen 24 h
bei Normalbedingungen inkubiert. Man splittet die Zellen 1:10 und beginnt mit der Selektion
in G418-haltigem Kulturmedium. Die zur Selektion erforderliche G418-Konzentration ist in
Vorversuchen empirisch zu ermitteln. Resistente Kolonien erscheinen nach etwa acht
Tagen.

3.4.22 Ernten retroviraler Zellkulturtiberstéande und Infektion von eukaryontischen Zellen

Verpackungszellinien flir Retroviren werden in 10 cm Schalen in selektivem Medium
(1 mg/ml G418) kultiviert. Die Zellen werden in G418-freiem Medium gewaschen, zu etwa
50% Konfluenz in nichtselektivem Medium ausgesat und bei normalen
Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach 24-48 h wird der Kulturiberstand filtriert (0,2 um), zu
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gleichen Teilen mit frischem Medium versetzt und in Gegenwart von 8 ug/ml Polybren auf
die zu infizierenden Zellen (40% konfluent) gegeben. Nach 4-10 h werden die Zellen
1:1000 in selektives Medium (1 mg/ml G418) gesplittet. Resistente Klone erscheinen nach
etwa acht Tagen. CTLs werden nach der Infektion durch Zentrifugation (250 g, 5 min)
sedimentiert, in selektivem Medium (1 mg/ml G418) resuspendiert und in 100 pl Aliquoten
(2 x 105 Zellen/ml) auf Mikrotiterplatten mit 96 flachen Vertiefungen verteilt. Nach finf Tagen
pipettiert man in jede Vertiefung 100 pul frisches Selektionsmedium (1 mg/ml G418).
Resistente Klone erscheinen nach etwa zwei Wochen.

3.4.23 Retroviralvektor vermittelter Gentransfer in zytotoxische T-Zellen

Ein retrovirales Vektorkonstrukt wird durch Calciumphosphat-Transfektion (vgl.
3.4.21) der helfervirusfreien, ecotropen Verpackungszellinie QE in das entsprechende
Retrovirus umgewandelt. Transfektanten werden in Gegenwart von 1 mg/ml G418 fur
stabile Integration proviraler DNA selektioniert. Die amphotrope Verpackungszellinie PA317
wird mit filtrierten Zellkulturiberstanden von stabil transfizierten, polyklonalen,
retrovirusproduzierenden Zelien in Gegenwart von 8 ug/ml Polybren infiziert (vgl. 3.4.22).
Die Zellen werden gesplittet und Klone, die hohe Virustiter produzieren, in 1 mg/ml G418
enthaltendem Medium selektioniert. Die retroviralen Titer von Uberstdnden dieser
Verpackungslinien werden aufgrund ihrer Fahigkeit, G418-Resistenz auf NIH3T3-Zellen zu
Gbertragen, ermittelt (vgl .3.4.24). Die maximal erzielten, viralen Titer liegen bei einer
GroBenordnung von 10° G418-R KBE/ml (G418-resistente koloniebildende Einheiten).
107 Zellen der murinen CTL-Linie cl96 werden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit
Uberstanden dieser Verpackungslinien in Gegenwart von 8 pg/ml Polybren infiziert.
Infizierte CTL-Klone werden durch Kultur in selektivem Medium (1 mg/ml G418) expandien.

3.4.24 Bestimmung des retroviralen Titers in Zellkulturiberstdnden von
Verpackungszellinien

NIH3T3 embryonale Mausfibroblasten werden am Tag vor der Infektion 1:10 bis
1:20 in 6 cm Petrischalen gesplittet. Die Zellen werden mit logarithmischen Verdiunnungen
des zu testenden Kulturiiberstandes in Gegenwart von 8ug/ml Polybren infiziert. Nach 4 h
erneuert man das Medium und inkubiert die Zellen 2-3 d bei normalen
Zellkulturbedingungen. Die infizierten Zellen werden in verschiedenen Verdiinnungen auf je
zwei 10 cm Petrischalen in selektives Medium (1mg/ml G418) ausgesét und weitere 10 d
kultiviert. Man zahlt die Kolonien und ermittelt die Anzahl der G418 resistenten
koloniebildenden Einheiten das zu testenden Kulturiiberstandes als MaB fir den
retroviralen Titer nach folgender Gleichung:

nc

G418R-KBE/ml =
v.rffe

wobei: nc = Anzahl der Kolonien (Zahlergebnis)

v = Volumen (in ml) des zu testenden Kulturiiberstand, das zur Infektion
eingesetzt wurde
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rf = Replikationsfaktor (Der Replikationsfaktor bereinigt die Berechnung
des viralen Titers fir die Anzahl der Zellteilungen, die zwar nach
der viralen Integration, jedoch vor dem Transfer der Zellen in
selektives Medium erfolgte. Der Replikationsfaktor kann durch
einfaches Auszahlen der Zellen auf separaten Petrischalen direkt
vor der Infektion und direkt vor dem Transfer in selektives Medium
emittelt werden.)

fc = Fraktion der infizierten Zellen, die ausgesat wurde

3.4.25 Praparation von rekombinantem murinem Interleukin-2 und Bestimmung der
IL-2 -Konzentration

Man kultiviert X63/IL.-2 bei normalen Bedingungen bis mindestens 80% der Zellen
tot sind (Trypanblau-Ausschluf3). Die Zellen werden durch Zentrifugation (250 g, 5 min)
sedimentiert, der Uberstand filtersterilisiert (0,2 pm) und in geeigneten Aliquoten bei -20 °C
aufbewahrt. Der IL-2-Gehalt der Uberstande wird durch Titration an einer |L-2-abhédngigen
Zellinie (z.B. ¢l96) im Vergleich zu einem kommerziellen iL-2-Standard ermittelt. Hierzu wird
ein nichtradioaktiver Zellproliferationstest (Promega; Madison, WI, USA) verwendet. Der
Versuch basiert auf der kolorimetrischen Quantifizierung der metabolischen Reduktion von
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny!formazanbromid] durch mitochondriale
Dehydrogenasen. Alle Versuchsanordnungen werden in dreifacher Ausfihrung auf einer
Mikrotiterpla{te mit 96 flachen Vertiefungen durchgefiihrt. Das Endvolumen in allen
Vertiefungen betragt 100 pl. Eine konstante Anzahl (104 Zellen pro Vertiefung) cl96-Zellen
wird zu seriellen 1:2 Verdinnungen der |L-2-enthaltenden, konditionierten
Zellkulturuberstande beziehungsweise des IL-2-Standards pipettiert und bei normalen
Zellkulturbedingungen inkubiert. Nach 48-72 h pipettiert man 15 pl Farbstofflosung [1%
(w/v) MTT in PBS] in jede Vertiefung und inkubiert 4 h bei Normalbedingungen. Man gibt
100 ul Stoplésung (die genaue Zusammensetzung wird vom Hersteller nicht angegeben;
die Stoplésung enthéalt SDS, Essigsaure und N,N-Dimethylformamid) pro Vertiefung zu und
solubilisiert, die bei der Reduktion von MTT gebildeten Formazan-Kristalle (iber Nacht bei
37 °C. AbschlieBend mi3t man die Absorption von Licht der Wellenlange 600 nm (Aggo) in
den einzelnen Versuchsanordnungen in einem ELISA-Platien-Photometer (Titertek
Muitiskan PLUS MKII, Labsystems; Finnland). Die Absorption ist direkt proportional zur
Proliferationsrate der Zellen und somit ein Maf fiir die IL-2- Konzentration im Medium. Man
tragt jeweils die Agoo gegen die absolute eingesetzte Menge des IL-2-Standards oder
gegen die Verdiinnung des konditionierten X63/IL-2-Kulturiiberstandes auf. Anhand der
Kurven kann man die 1L-2-Konzentration im X63/IL-2-Uberstand abschétzen.

3.4.26 Lyse eukaryontischer Zellen

Man versetzt 107 lebende (Trypanblau-AusschiuBl) Zellen mit 0,5 ml NP40 Lysepuffer [1%
NP40; 150 mM NaCl; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM EDTA pH 8,0; 1 mM PMSF; 10 mM
lodacetamid; 80 pg/ml Aprotinin; 50 pg/ml Leupeptin; 4 pg/ml Pepstatin] und rotiert 1 h bei
4 °oC. Das Lysat wird zentrifugiert (11000 g, 15 min, 4 °C) und der kernfreie Uberstand
vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefa3 tberfihrt.
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Hinweise: PMSF wird in einer Konzentration von 100 mM in 2-Propanol oder Aceton
gelbst und ist in dieser Form langere Zeit bei Raumtemperatur stabil.
epstatin wird in einer Konzentration von 1 mg/ml in Ethanol gelost.

3.4.27 Analyse von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Proteine werden grundsatzlich mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-
Gelelektrophorese analysiert (Laemmli, 1970). Dabei werden sie zunachst in einem
niederprozentigen Sammelgel fokussiert und in einem, sich direkt anschlieBenden,
hdherprozentigen Trenngel ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Die
Trenngel-Losung [6-12% (w/v) Acrylamid; 0,16-0,32% (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid;
375 mM Tris-HCI pH 8,8; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,5%. TEMED] wird nach
vorsichtigem Mischen zwischen zwei, durch 0,75-1,5 mm dicke Abstandhalter voneinander
getrennte Glasplatten gegossen. Nach Uberschichten mit wassergesattigtem 1-Butanol
laBt man das Gel in vertikaler Lage polymerisieren. Nach erfolgter Polymerisation entfernt
man das 1-Butanol und gie3t die Sammelgel-Lésung [4% (w/v) Acrylamid; 0,1% (w/v)
N,N"-Methylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HC! pH 6,8; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) APS;
0,1% TEMED] direkt auf das Trenngel. Nach Einsetzen eines entsprechenden
Taschenformers 1a3t man das Sammelgel in vertikaler Lage polymerisieren. Anschlief3end
wird das Gel in eine Vertikalgelapparatur eingespannt und die Reservoirs mit
Elektrophorese-Puffer [25 mM Tris; 192 mM Gilycin; 0,1% (w/v) SDS] gefiilit. Die Proben
werden in 1 Vol. reduzierendem [0,1 M Tris-HCI pH 6,8; 2% (w/v) SDS; 20% Glycerin;
0,02% (w/v) Bromphenolblau; 0,1 M DTT] oder nichtreduzierendem [dito ohne DTT]
Probenpuffer versetzt, zum Denaturieren 5 min auf 100 °C erhitzt und nach Entfernen des
Taschenformers in die Taschen des Gels transferiert. Die Elektrophorese erfolgt in der
Regel bei einer Stromstarke von 20 mA. Nach Beendigung der Elektrophorese werden die
beiden Glasplatten voneinander getrennt, und die Proteine entweder mit Coomassie-
Brilliant-Blau angefarbt (vgl. 3.4.28) oder auf eine PVDF-Membran {ibertragen (vgl. 3.4.34).

3.4.28 Coomassie-Birilliant-Blau-Férbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen

Proteine, die in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt worden sind, werden durch
Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wird das Gel 15 min in
Farbelésung [0,2% (w/v) Coomassie-Brilliant-Blau R250; 50% Methanol, 7,5%
Essigséaure; 0,5 ml pro cm? Gelflache) und danach in Entfarbeldésung [50% Methanol, 7,5%
Essigsaure] inkubiert, bis die Protein-Banden sichtbar werden. AnschiieBend wird das Gel
im Wasserstrahlvakuum getrocknet.

3.4.29 Immunprézipitation
Immunprazipitationen werden grundsatzlich in einem Mindestvolumen von 500 pl in

Eppendorf-ReaktionsgefaBen mit Deckelverriegelung durchgefiihit. Man setzt jeder Lésung,
aus der etwas préazipitiert werden soll, 40 ul Protein-G-Plus/Protein-A-Agarose, die in
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NET-TA [150 mM NaCl; 5 mM EDTA pH 8,0; 50 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,5% Triton X-100;
0,05% NaNg; 1mg/ml BSA] aquilibriert worden ist, zu und rotiert mindestens 3 h bei 4 °C.
Nach kurzer Zentrifugation berfithrt man den Uberstand in ein frisches Eppendori-
Reaktionsgefaf, gibt 2 ng des entsprechenden Antikdrpers zu und rotiert erneut 3 h bei
4 °C, Die Immunkomplexe werden mit 40 ul Protein-G-Plus/Protein-A-Agarose (in NET-TA
equilibriert) 1 h bei 4 °C prazipitiert. Nach kurzer Zentrifugation verwirft man den Uberstand
und wascht die Prazipitate dreimal mit je 1 ml eiskaltem NET-TAN (NET-TA mit zusatzlich
0,5 M NaCl) und einmal mit 1 mi eiskaltem NET-T (NET-TA ohne BSA), zentrifugiert und
verwirft den Uberstand. Die Immunprazipitate werden in reduzierendem oder
nichtreduzierendem Probenpuffer (vgl. 3.4.27) 5 min auf 100 °C erhitzt und in einem
entsprechend konzentrierten SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

3.4.30 Produktion und Reinigung von Glutathion-S-Transferase Fusionsproteinen

Eukaryontische Proteine kénnen durch Fusion mit dem Protein Glutathion-S-
Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum in groBBen Mengen und in léslicher Form in
Bakterien exprimiert werden (Smith und Johnson, 1988). Die Affinitat von GST fur
Glutathion ermmoglicht eine milde Reinigung der Fusionsproteine aus bakteriellen Rohlysaten
mittels Affinitatschromatographie an immobilisietem Glutathion. Die cDNA des zu
exprimierenden Proteins wird dazu in eines der drei pGEX-Plasmide (das Leseraster der
Insertionsstelle ist jeweils um ein Nukleotid verschoben - damit stehen alle drei Leseraster
zur Verfigung) an das 3'-Ende des GST-Gens fusioniert. Eine stationare Kultur des
entsprechend transformierten Bakterienstammes wird 1:10 mit LB-Medium/0,4% (w/v)
Glucose verdiinnt und bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Nach 1 h werden die Bakterien
durch 0,1 mM IPTG (Endkonzentration in der Kultur) zur Expression des Fusionsproteins
induziert und weitere 4 h bei 37 °C geschiittelt. AnschlieBend werden die Bakterien durch
Zentrifugation (3000 g, 10 min, 4 °C ) sedimentiert, in PBS (1% des Kulturvolumens)
suspendiert und durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen in Gegenwart von 0,1 mg/mi
Lysozym lysiert. Die bakterielle DNA wird im Ultraschall mechanisch geschert. Man setzt
Triton X-100 zu (Endkonzentration 1%) und sedimentiert unldsliche Bakterienbestandteile
durch Zentrifugation (10000 g, 5 min, 4 °C). Der Uberstand wird in Gegenwart gequollener
Glutathion-Agarose (die Menge an Glutathion-Agarose ist fir die jeweilige Anwendung
empirisch zu ermitteln; theoretisch hat 1 ml gequollene Glutathion-Agarose
Bindungskapazitat fiir 8 mg Fusionsprotein) 10 min bei Raumtemperatur rotiert. Die
Glutathion-Agarose mit dem gebundenen Fusionsprotein wird in eine Saule transferiert und
mit dem Zehnfachen des Saulenvolumens an PBS gewaschen. Das Fusionsprotein wird
mit 50 mM Tris-HCI pH 8,0 in Gegenwart von 5 mM reduziertem Glutathion fraktioniert von
der Saule eluiert. Die Anwesenheit des Fusionsproteins in den einzelnen Fraktionen wird
durch Elekirophorese in einem SDS-Polyacrylamidgel geeigneter Konzentration (vgl.
3.4.27) mit anschlieBender Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung (vgl. 3.4.28) (berprift.
Fraktionen mit hohem Gehalt an Fusionsprotein werden vereinigt und gegen PBS dialysiert.
Da die Praparationen nicht rein sind, (Verunreinigung durch bakterielle Proteine und
Degradationsprodukte) gibt eine kolorimetrische Proteinbestimmung keinen Aufschiuf3 iber
die tatsachliche Konzentration des Fusionsproteins in der Praparation. Diese wird in einem
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Coomassie-Brilliant-Blau-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel, auf dem parallel zum
Fusionsprotein definiete Mengen BSA elektrophoretisiert werden, durch Vergleich der
Bandenintensitaten abgeschatzt.

3.4.31 Produktion von FLAG-Fusionsproteinen

FLAG bezeichnet eine acht Aminosauren lange (DYKDDDDAK), artifizielle, antigene
Determinante, die vom mAkM1 erkannt wird (Prickett et al., 1989). MAkM1 kann sowohl zum
Nachweis als auch zur milden Reinigung von FLAG-Fusionsproteinen verwendet werden.
Das FLAG-Epitop muB dazu am N-Terminus des Fusionsproteins lokalisiert sein. Die
Bindung von mAkM1 an das FLAG-Epitop ist Cat+-abhangig und kann sehr einfach durch
Entfernung der Ca*+-lonen (beispielsweise durch EDTA) geldst werden. Die cDNA des zu
exprimierenden Proteins wird an das 3'-Ende der kodierenden Sequenz fir das FLAG-
Peptid im pFLAG-1-Vektor kloniert. 50 m! einer stationdren Kuitur des entsprechend
transformierten Bakterienstammes werden mit 950 ml LB-Medium/0,4% (w/v) Glucose
verdunnt und bis zu einer optischen Dichte (ODssp) von 0,3 unter Schiitteln inkubiert. Die
Bakterien werden mit 1 mM IPTG (Endkonzentration in der Kultur) zur Expression des
Fusionsproteins induziert und 1 h bei 37 °C geschittelt. AnschlieBend werden die
Bakterien wie unter 3.4.30 beschrieben aufgebrochen. Unlésliche Bakterienbestandteile
werden durch Zentrifugation (100000 g, 30 min, 4 °C) sedimentiert. Das so erhaltene
Rohlysat (Uberstand) wird auf die Anwesenheit des entsprechenden FLAG-
Fusionsproteins untersucht.

3.4.32 Koprézipitation von scFv- und GST-Fusionsproteinen mit Glutathion-Agarose

Zur qualitativen Bestimmung der Affinitat von scFv-Fusionsproteinen fir ihr
korrespondierendes Epitop werden Rohlysate eukaryontischer (vgl. 3.4.26) oder
bakterieller (vgl. 3.4.31) scFv-exprimierender Zellen mit GST oder GST-Fusionsproteinen in
einem Volumen von mindestens 500 ul 4 h bei 4 °C rotiert. Die Lysate werden vorher mit
40 ul Glutathion-Agarose 3 h bei 4 °C vorgereinigt. Immunkomplexe werden mit 40 pl
Glutathion-Agarose 1 h bei 4 °C prazipitiert. AnschlieBend zentrifugiert man kurz, verwirft
den Uberstand und wascht die Prazipitate dreimal mit PBS. Die Immunpréazipitate werden in
50 ul reduzierendem Probenpuffer (vgl. 3.4.27) 5 min auf 100 °C erhitzt und in einem
entsprechend konzentrierten SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Prazipitierte scFv-
Fusionsproteine werden nach Transfer auf eine PVDF-Membran mit einem entsprechenden
Antikdrper-(vgl. 3.4.34) sichtbar gemacht.

3.4.33 Biotinylierung von Zelloberfldchenproteinen
2 x 107 lebende (Trypanblau-AusschiuB) Zellen werden viermal in PBS-Cat+t/Mg*+

gewaschen, in 1,5 ml 0,5 pg/ml Sulfo-NHS-Biotin in PBS-Ca++/Mg*+ resuspendiert und
20 min bei 4 °C rotiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 10 ml 25 mM L-Lysin in PBS-
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Cat*/Mgt+ gestoppt. AnschlieBend wascht man die Zellen dreimal mit 10 ml 25 mM L-Lysin
in PBS-Cat+/Mg*+.

3.4.34 Immunoblot-Analyse von Proteinen

Proteine, die in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt worden sind, werden in einer
NaBtransferzelle (Trans-Blot, BioRad, Minchen) auf eine PVDF-Membran transferiert.
Dazu wird das Gel zusammen mit einer, in Methanol aktivierten PVDF-Membran
luftblasenfrei zwischen mehrere Lagen Transferpuffer [20 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,01%
(w/v) SDS; 20% Methanol] getranktes 3MM Papier gelegt und in die Transferzelle
eingespannt. Die Zelle wird mit Transferpuffer gefilit. Der Transfer erfolgt entweder Uber
Nacht mit 60 mA bei Raumtemperatur oder 2 h mit 600 mA bei 4 °C. Nach erfolgtem Transfer
wird die Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen 1 h in 5% (w/v) fettfreier
Milch in PBS (0,1 ml pro cm?2 Membranflache) geschwenkt und anschlieBend 1 h mit dem
Priméarantikdrper (in der vom Hersteller empfohlenen oder einer empirisch ermittelten
Verdinnung) in 1% (w/v) fettfreier Milch in PBS/0,4% Tween 20 (0,1 ml pro cm?2
Membranflache) inkubiert. Die Membran wird viermal 10 min in PBS/0,4% Tween 20 (0,5 ml
pro cm2 Membranflache) gewaschen und danach eine Stunde mit dem Sekundarantikérper
(in der vom Hersteller empfohlenen Verdinnung) in 1% (w/v) fettfreier Milch in PBS/0,4%
Tween 20 (0,1 ml pro cm?2 Membranflache) inkubiert. Nach emeutem viermaligen Waschen
in PBS/0,4% Tween 20 (0,1 ml pro cm?2 Membranflache) werden Proteine, die vom
Primarantikorper erkannt worden sind, sichtbar gemacht. Das Detektionsverfahren richtet
sich nach dem verwendeten Sekundarreagenz. Bei Verwendung eines
Meerrettichperoxidase-konjugierten Sekundarantikérpers oder Streptavidin [biotinylierte
Proteine (vgl. 3.4.33) werden mit einem Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Konjugat
detektiert] wird die Membran 1 min mit einer 1:1 Mischung der beiden ECL- §sungen (2 ml
pro dm? Membranflache; Amersham Buchler, Braunschweig) (berschichtet. Nach
Entfernung Uberschissiger Flissigkeit wird der Membran ein Réntgenfilm exponiert. Bei
Verwendung eines, an alkalische Phosphatase gekoppelten Sekundarantikérpers wird die
Membran kurz in Phosphatasepuffer [0,1 M Tris-HCI pH 9,5; 0,1 M NaCl; 5 mM MgClo]
geschwenkt und anschlieBend in 165 ng/ml BCIP, 330 ng/mi NBT in Phosphatasepuffer
(0,2 ml pro cm2 Membranflache) inkubiert. Sobald die Proteinbanden gut sichtbar sind, wird
die Reaktion durch den Zusatz von deionisiertem Wasser gestoppt und die Membran an
der Luft getrocknet.

Hinweise: NBT-Stammidsung: 0,5 g NBT in 10 ml 70% DMF geldst
BCIP-Stammldsung: 0,5 g BCIP in 10 ml 100% DMF geldst

Kurz vor der Verwendung mischt man 66 pl NBT-Stammlésung und 33 pl
BCIP-Stammlésung mit 10 ml Phosphatase-Puffer.

34.35 Fluoreszenzfédrbung von Zellen fiir die Durchflu3zytometrie

2-5 x 10° lebende (Trypanblau-AusschluB) Zellen werden einmal in FACS-Puffer
[3% FKS in PBS] gewaschen und anschlielBend 30 min mit dem Primarantikdrper
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(1-20 pg/ml in FACS-Puffer) auf Eis inkubiert. Nach einmaligem Waschen der Zellen in
FACS-Puffer folgt eine 30 min Inkubation mit dem, an ein Fluorochrom gekoppelten
Sekundarantikdrper (in der vom Hersteller empfohlenen Verdiinnung) in FACS-Puffer. Die
Zellen werden anschlieBend zweimal in FACS-Puffer gewaschen, in 300 ul FACS-Puffer
resuspendiert und im DurchfluBzytometer (FACStarPlusTM: Becton Dickinson, San Jose,
CA, USA) analysiert.

3.4.36 In vitro Zytotoxizitétstest

Das Potential der gentechnologisch veranderten T-Zellen, Zielzellen spezifisch zu
lysieren, wurde mit Hilfe eines nichtradioaktiven Zytotoxizitatstests (Promega; Madison, WI,
USA) bestimmt. Der Versuch basiert auf der kolorimetrischen Quantifizierung des stabilen
zytoplasmatischen Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH), das bei der Lyse von Zielzelien
ins Kulturmedium freigesetzt wird. Die gentechnologisch veranderten CTLs miissen minde-
stens eine Woche vor dem Versuch in G418-freies Medium (berfiihrt werden. Es empfiehit
sich, fir den Zytotoxizitatstest phenolrotfreies Medium zu verwenden. Alle Versuchsan-
ordnungen werden in dreifacher Ausfiihrung auf einer Mikrotiterplatte mit 96 U-férmigen Ver-
tiefungen durchgefihrt. Das Endvolumen in allen Vertiefungen betragt 100 pl. Eine kon-
stante Anzahl Zielzellen (104 Zellen pro Vertiefung) wird mit seriellen 1:2 Verdlinnungen von
Effektorzellen gemischt (EXP). Die spontane LDH-Freisetzung der Zielzellen (SFZ) und die
maximale LDH-Freisetzung nach Lyse der Zielzellen mit 0.8% Triton X-100 (MFZ; entspricht
100% LDH-Freisetzung der Zielzellen) miissen bestimmt werden. Um die Absorptionswerte
in den experimentellen Versuchsanordnungen um die spontane LDH-Freisetzung der
Effektorzellen korrigieren zu kénnen, wird die LDH-Aktivitat fir jede verwendete Effektorzell-
konzentration, in Abwesenheit von Zielzellen, bestimmt (SFE). Die Mikrotiterplatte wird
5 min bei 250 g zentrifugiert, um einen engen Zellkontakt zu gewahrieisten. Nach 6 h
Inkubation bei normalen Zellkulturbedingungen wird die Platte erneut 5 min bei 250 g
zentrifugiert. 50 pl-Aliquote der zellfreien Uberstande werden auf eine Mikrotiterplatte mit
96 flachen Vertiefungen transferiert. Man pipettiert 50 pl frisch angesetzte Substratidsung
(die genaue Zusammensetzung wird vom Hersteller nicht angegeben; die Substratiésung
enthalt NAD+ und Milchsaure sowie ein Tetrazoliumsalz und das Enzym Diaphorase) in
jede Vertiefung und inkubiert lichtgeschitzt 30 min. Die Reaktion wird anschlieBend durch
Zusatz von 50 pl 6% Essigsaure pro Vertiefung beendet und die Absorption von Licht der
Wellenlange 490 nm in den einzelnen Versuchsanordnungen in einem ELISA-Platten-
Photometer (Titertek Multiskan PLUS MKII; Labsystems, Finnland) gemessen. Alle
Absorptionswerte werden um die LDH-Aktivitat im Kulturmedium korrigiert. Anhand der
korrigierten Werte wird der Prozentsatz an spezifischer LDH-Freisetzung, der ein direktes
Ma@ fir den Prozentsatz der spezifischen Zielzellyse ist, nach folgender Formel berechnet:

% spezifische Lyse = EX,\F/"'FS;E;:SZFZ
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34.37 Adop;tive Immunisierung von Nacktméusen mit den gentechnologisch verénderten
T-Zellen

Vorbemerkung: Um unnétiges Leiden zu vermeiden, wurden alle Tiere getotet,
sobald ihre Tumore ein Volumen von 1.5 cm3 erreicht hatten. Alle Tiere wurden auf die
Anwesenheit von Lymphknoten- und Lungenmetastasen untersucht.

10° lebende (Trypanblau-AusschluB) Tumorzellen werden in 100 pi PBS subkutan,
auf den Ricken von Nacktmausen injiziert. Tiere, die Tumore mit einem Volumen von
20-40 mm3 tragen, werden verschiedenen Behandlungsprotokollen unterzogen.
Zytotoxische T-Zellen (in 200 ul PBS) oder PBS allein werden intravends, in eine der
Schwanzvenen appliziert. Humanes rekombinantes IL-2 wird intraperitoneal appliziert. Das
Tumorwachstum wird durch Messungen von Tumorlange, -breite und -tiefe mit einer
Schieblehre (Mitutoyo; Japan) verfolgt. Das Tumorvolumen wird nach folgender Formel
berechnet:

Tumorvolumen [mm3] = % n s

= Lange - Breite - Tiefe - 0,5238

3.3.38 Statistische Auswertung der Daten
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Standardabweichung:

Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den durchschnittlichen
Tumorvolumina von behandelten Versuchstiergruppen und Kontrollgruppen wurde mit dem
Student t-Test berechnet. Die Verwendung des t-Tests basiernt auf der Annahme, daf3 die
Daten einer Gruppe von Beobachtungen normalverteilt sind. Wenn die Daten
ungleichmaBig verteilt sind, hilft oft eine logarithmische Transformation der Rohdaten. Sind
die Standardabweichungen bei gréBeren Werten groBer, oder sind die
Standardabweichungen groBer als die Mittelwerte, weist dies stark auf eine ungleichméaBige
Verteilung der Rohdaten hin. Nach der logarithmischen Transformation wird eine
Normalverteilung der Daten plausibel, die Standardabweichungen werden &hnlich grof3 und
die Anwendung des Student t-Tests ist somit erlaubt (Altman, 1991).
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4. ERGEBNISSE

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer Strategie, Epitope, die
vom varianten CD44-Exon v6 kodiert werden, als Ziele einer gerichteten Tumortherapie
nutzbar zu machen. In der Einleitung wurde der Zusammenhang zwischen der Expression
Exon vé6-enthaltender CD44-Isoformen und der Metastasierungsfahigkeit eines
Rattentumors beziehungsweise verschiedener menschlicher Krebsarten beschrieben. Das
scFv-Fragment eines monoklonalen Antikérpers (mAk) gegen CD44v6 der Ratte sollte als
Erkennungsfunktion flr den Tumor benutzt und mit einer Effektorfunktion versehen werden.
Der erste Ansatz zur Realisierung des Projektes war die Fusion des scFv-Fragments an
eine verklrzte Form des Exotoxin A (ETA) aus Pseudomonas aeruginosa. Die
Bindungsdoméane des Wildtyp-ETA wird dabei durch einen "single-chain"-Antikérper
ersetzt. Dadurch wird das Wirtsspektrum des ETA auf CD44v6-positive Zellen
eingeschrankt. Das Fusionsprotein sollte in gro3en Mengen in Bakterien herzustellen sowie
einfach zu reinigen sein und muBte sowohl antigenerkennende (anti-CD44v6) als auch
enzymatische (ADP-Ribosylierung des Elongationsfakiors-2) Funktion besitzen. Der
zweite Ansatz beinhaltete die "Abrichtung" zytolytischer T-Lymphozyten auf CD44v6-
positive Zielzellen. In diesem Fall muf3te der gewahlte Fusionspartner das scFv-Fragment in
der CTL-Membran verankern und extrazellulare Bindungsereignisse direkt an die
Signaltransduktionsmaschinerie weiterleiten und damit zur Aktivierung der T-Zelle flihren.

4.1  Klonierung der cDNAs der variablen Doménen der schweren und
'leinhton Kette des mALki1.1ASKML

Der monoklonale Antikdrper 1.1ASML (IgGi/kappa) reagiert spezifisch mit einem
Epitop in der membranproximalen extrazellularen Domane des Ratten-CD44-Proteins, das
vom varianten Exon 6 kodiert wird (Ginthert et al., 1991). Das 1.1ASML-Epitop wurde bei
der Firma Bender in Wien durch Kompetitionsanalyse mit synthetischen Peptiden
charakterisiert (Ginther Adolf, personliche Mitteilung). Es ist in der Aminosauresequenz
WFENEWQGKNPPT (Aminosaurepositionen 319 bis 331; Numerierung nach Glinthert et
al., 1991) enthaiten. Zur Klonierung der cDNA des "single-chain"-Antikdrpers wurde aus der
mAk1.1ASML-produzierenden Hybridomzellinie gesamtzellulare RNA isoliert. Erststrang-
cDNA-Synthese wurde unter Verwendung der Oligonukleotide MCH2 und CxA1FOR
durchgefihrt. MCH2 ist komplementéar zu Position 121 bis 143 (Numerierung nach Honjo et
al., 1979) der mRNA der Maus-Immunglobulin-y1-Kette, CkA1FOR komplementar zu
Position 3 bis 27 (Numerierung nach Hamlyn et al., 1978) der mRNA der konstanten Region
der murinen x-Kette. Die cDNAs der variablen Domanen von schwerer [VH(1.1ASML)] und
leichter Kette [Vx(1.1ASML)] wurden zwischen den Amplifikationsprimern VH1BACKHIND
und VH1FOR beziehungsweise VkW1BACK und VkWIiFOR mittels Polymerase-
Kettenreaktion amplifiziert. VH1FOR und VkW1FOR sind komplementar zur mRNA in den
J-Segmenten von schwerer und leichter Kette, VH1BACKHIND und VkW1BACK
komplementéar zu den konservierten N-terminalen Bereichen der Erststrang-cDNAs von
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schwerer und leichter Kette. Alle Primer kodieren an ihren 5-Enden Schnittstellen fir
Restriktionsendonukleasen, wodurch die direkte Klonierung der Amplifikationsprodukte
ermoglicht wird. Die Restriktionsschnittstelien wurden so gewahlt, daf3 sie fir Aminosauren
kodieren, die typisch flr VH und Vx sind. AuBBerdem sollten die Restriktionsschnittstellen
maoglichst nicht innerhalb der cDNAs von VH und Vx vorkommen.

Ein typisches Ergebnis einer Amplifikation von cDNAs variabler Antikérperregionen
ist in Abbildung 1 dargestellt. Die cDNAs haben die erwarteten GroRen (338-398 bp fiir VH
und 322-358 bp flr Vk). Bei der zweiten Bande in der VH-Spur handelt es sich um ein
Amplifikationsartefakt.

Abbildung 1: Amplifikation der cDNAs
der variablen Regionen von schwerer
und leichter Kette des monoklonalen
Antikorpers mAk1.1ASML. Gesamt-
zelluldre RNA der mAkt1.1ASML-produzierenden
Hybridomzellinie wurde in Gegenwart der
Oligonukieotide MCH2 [fir VH(1.1ASML)] und
CxA1FOR [fir Vk(1.1ASML)] wie unter 3.4.15
beschrieben revers transkribiert. Die
VH(1.1ASML)-cDNA wurde zwischen den
Oligonukleotiden VH1BACKHIND und VH1FOR,
die Vk(1.1ASML)-cDNA zwichen VxW1BACK und
VkW1FOR amplifizient (Reaktionsvolumen 50 ul,
siehe 3.4.16). Die Amplifikationsbedingungen
waren: fir die VH-cDNA 30 Zyklen; 10 s 94 °C,
10 s 60 °C, 10 s 72 °C und fur die Vk-cDNA 30
Zyklen; 10 s 94 °C, 10 s 56 °C, 10 s 72 °C. Die
Amplifikationsprodukte in 10% der PCR-Reaktion
wurden in einem 1,5% Agarosegel aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid geférbt. Positionen und
Fragmentidngen (bp) von DNA-Fragmenten
bekannter GréBe sind in Spur M indiziert.

Zur Klonierung der VH- und Vk-cDNAs des mAk1.1ASML wurde zunachst das
Plasmid pWW15 (Wels et al., 1992a) modifiziert. Der pWW15-Vektor ist ein Derivat des
bakteriellen Expressionsplasmids pBluescript KS+. pWW15 kodiert flr ein flexibles,
finfzehn Aminoséuren langes Verbindungspeptid (GGGGS)3. Dieses liegt im selben
Leseraster wie die zu inserierenden VH(1.1ASML)- und Vx(1.1ASML)-cDNAs. Zur
Konstruktion von pWW152 wurde ein doppelstrangiges DNA-Fragment, bestehend aus
den hybridisierten Oligonukleotiden FRAMEBACK und FRAMEFOR, in ein Hindlll/Pstl-
geschnittenes pWW15-Plasmid inseriert. Dies flhrt zu einer Leserasterverschiebung von
minus 2 in pWW152 gegentber pWW15, so dal3 die Hindlll-Restriktionsschnittstellen von
pWW152 und pFLAG-1 (siehe unten) im selben Leseraster liegen. Die amplifizierte
VH(1.1ASML)-cDNA wurde als Pstl/BstEll-Fragment in pWW152 inseriert. Aus funf
unabhangigen Klonen wurde Plasmid-DNA prapariert und die inserierten Fragmente
sequenziert. Durch Vergleich mit publizierten Sequenzen (Kabat et al., 1991) wurden diese
als cDNAs variabler Regionen schwerer Immunglobulinketten identifiziert.

Die amplifizierte Vk(1.1ASML)-cDNA wurde mit Bglll und Pvull gespalten. Dies
resultierte aufgrund einer internen Bglll-Schnittstelle in einem 63 bp langen Pvull/Bglil- und
einem 259 bp langen Bglll-Fragment. Beide Fragmente wurden gelelektrophoretisch
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gereinigt und in Pvull/Bglll- beziehungsweise Bglll-gespaltene pWW152-Vektoren kloniert.
Aus je finf unabhangigen Klonen wurde Plasmid-DNA isoliert und die inserierten Fragmente
sequenziert. Der Vergleich mit publizierten Sequenzen (Kabat et al., 1991) zeigte, dai
beide Fragmente fur Teile der variablen Region einer leichten Immunglobulinkette kodieren.
Das Bglli-Fragment wurde anschlieBend in ein Bglll-geschnittenens pWW152-Derivat
kloniert, welches das Pvull/Bglll-Fragment enthielt. Die korrekte Orientierung des Bglll-
Fragments wurde durch Sequenzierung bestéatigt.

Alle sequenzierten VH(1.1ASML)-cDNAs waren identisch. Der Vergleich der
Aminosauresequenz mit denen anderer Immunoglobulin-VH-Domanen in der Kabat-
Datenbank (Kabat et al., 1991) zeigte, daB VH(1.1ASML) zur Untergruppe | (A) variabler
Doménen muriner schwerer Immunglobulinketten gehodrt. Auch alle sequenzierten

---- AAAAA
IgG,-MRNA
& MCH2
19G,-cDNA
Hindlll
VH1BACKHIND q VHIFOR
Bat EIl
—=== AAAAA
x-MRNA
— & CxA1FOR
x-C
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/ /wu
\ \ / -~
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pWW1 52 GGGGSGGGGSGGGGS \j

Abbildung 2: Schema der Konstruktion der cDNA des scFv-Fragmentes von
mAk1.1ASML. VH(1.1ASML) und Vx(1.1ASML) wurden durch reverse Transkription von Hybridom-mRNA
unter Verwendung der Oligonukleotide MCH2 bzw. CxA1FOR und anschlieBender PCR-Amplifikation
zwischen den Primer-Paaren VH1BACK/VH1FOR oder VxW1BACK/VkW1FOR gewonnen (vgl. Abbildung 1).
Die Oligonukleotide sind durch schwarze Balken dargestelit. Beide cDNAs wurden unter Verwendung der in
den Oligonukleotiden kodierten Restriktionsschnittstellen (Pstl/BstEill bzw. Pvull/Bglil; siehe Material und
Methoden) in das Plasmid pWW152 kloniert und sequenziert. pWW152 kodiert unter anderem flr das
finfzehn Aminosauren [(GGGGS)3) lange, flexible Verbindungspeptid (Linker). Die Aminosduresequenz des
Verbindungspeptids ist im Einbuchstabencode angegeben. Im letzten Schritt wurde die Vk(1.1ASML)-cDNA
3 von Linker und VH(1.1ASML)-cDNA inseriert. Das resultierende Plasmid, pSG12-2, kodiert fir die variable
Region der schweren Kette von mAk1.1ASML, das funfzehn Aminoséauren lange, verbindende Peptid und die
variable Region der leichten Kette von mAk1.1ASML. Die drei funktionellen Elemente liegen im selben
Leseraster.
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Vk(1.1ASML)-cDNAs waren nahezu identisch. Einzelne Basenaustausche im 5°- sowie im
3'-Bereich der sequenzierten Vk(1.1ASML)-cDNAs sind auf die degenerierten
Amplifikationsprimer zurGckzufihren. Vi(1.1ASML) gehoért zur Untergruppe 1l variabler
Doméanen muriner k-Ketten (Kabat et al., 1991). Fir die weitere Arbeit wurde ein
Vk(1.1ASML)-Klon verwendet, der im 5°- und 3'-Bereich Aminosauren kodiert, die fur Vk-
Domaénen der Untergruppe Il typisch sind. SchlieBlich wurde die Vik(1.1ASML)-cDNA als
Pvull/Xbal-Fragment 3" der VH(1.1ASML)-cDNA inseriert. Das resultierende Plasmid wird im
weiteren als pSG12-2 bezeichnet (Abbildung 2). Die synthetische cDNA, bestehend aus
VH-cDNA, Linker und Vk-cDNA, kann als eine zusammenhéangende Polypeptidkette, das
scFv-Fragment, exprimiert werden. Das 5'-VH-Verbindungspeptid-Vx-3'-Design, das den
Aminoterminus von VH mit dem Carboxyterminus von Vk verbindet, wurde gewahlt, da
dieses bereits in anderen Arbeitsgruppen vielfach zur Expression von scFv-Fragmenten
oder deren Fusionsproteinen in Bakterien oder eukaryontischen Zellen erfolgreich
angewendet wurde (Huston et al., 1988; Wels et al., 1992a, b, 1995; Skerra et al., 1993,
Moritz et al., 1994).
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Abbildung 3: Schematische Anordnung wesentlicher Elemente des scFv(1.1ASML)-
Fusionsgens im bakteriellen Expressionsvektor pSG12-4. Zur Expression des scFv(1.1ASML)
wurde das entsprechende cDNA-Fragment (vgl. Abbildung 2) in den bakteriellen Expressionsvektor pFLAG-1
subkioniert. Das Fusionsgen steht unter transkriptioneller Kontrolle des IPTG-induzierbaren tac-Promotors.
ompA indiziert die kodierende Sequenz des Signalpeptids von ompA (fir "outer membrane protein A"),
welches die Sekretion der rekombinanten Proteine ins bakterielle Periplasma vermittelt. FLAG bezeichnet
eine acht Aminoséuren lange, artifizielle antigene Determinante zur Detektion der rekombinanten Proteine.
Die Aminosauresequenzen des FLAG-Peptids und der Fusionsgrenzen sind im Einbuchstabencode

angegeben.

4.2  Bakterielle Expression von scFv(1.1ASML)

Zur spezifischen ,Abrichtung” von Exotoxin A bzw. zytotoxischer T-Lymphozyten
muBte das scFv-Fragment das CD44v6-Epitop erkennen. Das scFv(1.1ASML)-Protein
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wurde daher zunéchst bakteriell exprimiert und auf seine Bindungseigenschaften analysiert.
Zur bakteriellen Expression von scFv(1.1ASML) wurde die entsprechende cDNA in den
bakteriellen Expressionsvektor pFLAG-1 subkloniert. Die scFv(1.1ASML)-cDNA wurde als
Hindlll/Xbal-Fragment aus pSG12-2 prapariert und in pFLAG-1 inseriert. Das Plasmid
pSG12-2 enthalt direkt 3' des offenen Leserasters fiir das scFv-Fragment ein Stopkodon,
an dem die Translation von scFv(1.1ASML) terminiert wird. Das resultierende Plasmid wird
als pSG12-4 bezeichnet (Abbildung 3). Das pFLAG-1-Vektorsystem erlaubt die Sekretion
von Proteinen ins bakterielle Periplasma. Dazu werden sie als Fusionsproteine mit dem
bakteriellen ompA-Signalpeptid (ompA) synthetisiert, welches ihren Transport ins
Periplasma gewahrleistet. Der pFLAG-1-Vekior kodiert auBerdem fir eine acht Aminosauren
lange, artifizielle antigene Determinante (DYKDDDDK), das FLAG-Peptid. Rekombinante
Proteine kénnen mit dem mAkM1 (anti-FLAG) detektiert werden. Die Transkription des
ompA-FLAG-scFv(1.1ASML)-Fusionsproteins wird vom IPTG-induzierbaren tac-Promotor
kontrolliert.

Bakterien des E. coli-Stammes CC118 wurden mit dem Expressionsplasmid
pSG12-4 transformiert. Einzelkolonien der Transformanten wurden kultiviert, die Produktion
von scFv(1.1ASML) wurde mit IPTG induziert und bakterielle Lysate wurden préapariert.
Immunoblot-Analyse der l6slichen Fraktion des bakteriellen Lysates mit mAkM1 (anti-FLAG)
zeigt die Expression eines Proteins mit etwa dem erwarteten Molekulargewicht (Abbildung
4, Spur 3). Das Molekulargewicht des scFv(1.1ASML) wurde aus der Aminoséuresequenz
berechnet und betrégt inklusive FLAG-Peptid 27,7 kDa. Ein Proteinlysat von CC118-Bak-
terien, die mit pFLAG-1-Vektor transformiert wurden, reagiert nicht mit mAkM1 (Abbildung 4,
Spur 1 und 4). Der gréBte Teil des 27,7 kDa rekombinanten Proteins liegt jedoch in Form
bakterieller "inclusion bodies" (Kane und Hartley, 1988) vor. Die Praparation des Bakterien-
lysates beinhaltet einen Ultrazentrifugationsschritt (100000 g). GroBBe Mengen von
scFv(1.1ASML) befinden sich im Sediment dieser Zentrifugation (Abbildung 4, Spur 2). Bei
den kleineren Proteinspezies in Spur 2 handeit es sich vermutlich um Degradationsprodukie
des scFv(1.1ASML)-Proteins.

Abbildung 4: Bakterielle Ex-

pression von scFv(1.1ASML)-

Proteinen. CC118-Bakterien wurden mit kDa 1 2 3 4
pSG12-4- (Spuren 2 und 3) oder mit pFLAG- ‘
1-Plasmid-DNA (Spuren 1 und 4) trans- 69 —
formiert. Die Proteinexpression wurde
durch den Zusatz von IPTG induziert. Die
Bakterien wurden wie unter 3.4.31 46 —
beschrieben lysiert. Die Proteine aus 0,5%
der léslichen Praparation (Spuren 3 und 4)
sowie 0,1% des 100000 g-Sediments 30 —
(Spuren 1 und 2) wurden mittels 12% SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen
aufgetrennt (siehe 3.4.27) und
anschlieBend einer Immunoblot-Analyse 21.56 —
(siehe 3.4.34) unterzogen. Die Membran
wurde nacheinander mit dem anti-FLAG- :
mAKM1 (0,5 pg/ml) und einem Meerrettich- 143 —
peroxidase-konjugierten Schaf-Antiserum
gegen Maus-Immunglobuline (1:5000) in
Anwesenheit von 1mM CaCl, behandelt.
Die Positionen und Molekulargewichte von
Eichproteinen bekannter Molekular-
gewichte sind angegeben.
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4.3 Konstruktion des Expressionsplasmids pGEX2T:CD44v4-v7

Der Nachweis der Bindungsspezifitat des scFv-Fragmentes sollte mit bakteriell
exprimiertem v6-Epitop gefihrt werden. Die cDNA der varianten CD44-Exons v4 bis v7
der Ratte wurde in den bakteriellen Expressionsvektor pGEX2T subkloniert, der den IPTG-
induzierbaren tac-Promotor enthalt. Das pGEX-Vektorsystem erlaubt die Expression
rekombinanter Proteine in gro3en Mengen als Fusion mit der Glutathion-S-Transferase
(GST) aus dem parasitischen Helminthen Schistosoma japonicum. Rekombinante Proteine
koénnen durch Affinitatschromatographie an Glutathion-Agarose in einem Schritt gereinigt
werden. Ein ¢cDNA-Fragment, das aus den varianten Exons v4 bis v7 des Ratten-CD44
besteht, wurde durch Acy!/Tth111l-Spaltung aus pSVMeta-1 (Glnthert et al., 1991)
isoliert. Nach Glatten der Uberhange mit einer Nuklease aus Mungbohnen wurde das
Fragment in einen Smal-gespaltenen pGEX2T-Vektor ligiert. Korrekte Orientierung des
Fragments und seine Lage im richtigen Leseraster wurden durch Sequenzierung bestatigt.
Das resultierende Plasmid, pGEX2T:CD44v4-v7 (Abbildung 5), kodiert fir ein
Fusionsprotein (GST#CD44v4-v7), bestehend aus Glutathion-S-Transferase (GST) und
einem Peptid, das von den Exons v4 bis v7 des Ratten-CD44 kodiert wird.

pGEX2T

(@G EX2T:CD44v4-v7}

Abbildung 5: Schematische Darstellung des bakteriellen Expressionsvektors
pGEX2T:CD44v4-v7. Ein cDNA-Fragment, das die varianten Exons v4-v7 des Ratten-CD44-Gens enthalt
(Ginthert et al., 1991), wurde mit der cDNA der Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum
im Vektor pGEX2T fusioniert. Das Fusionsgen steht unter transkriptioneller Kontrolle des IPTG-induzierbaren
tac-Promotors. Aminosauresequenzen an den Fusionsgrenzen sind im Einbuchstabencode angegeben. Die
Numerierungen oberhalb der Aminosauresequenzen beziehen sich auf die Positionen in den publizierten
Sequenzen des CD44-Klons pMeta-1 (Gunthert et al., 1991).
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4.4 Expression und Reinigung von GST und GST#CD44v4-v7 aus E. coli

Bakterien des E. coli-Stammes CC118 wurden mit den Expressionsplasmiden
pGEX2T und pGEX2T:CD44v4-v7 transformiert. Die Expression von GST#CD44v4 .v7-
bzw. GST-Protein wurde mit IPTG induziert und bakterielle Lysate wurden préapariert. GST
beziehungsweise GST#CD44v4-v7 wurden durch Affinitdtschromatographie an
immobilisiertem Glutathion aus der |6slichen Fraktion der bakteriellen Lysate gewonnen.
Abbildung 6 zeigt ein mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbtes Gel der gereinigten Proteine.
Die Affinitatsreinigung fuhrt praktisch in einem Schritt zu relativ reinem GST#CD44v4-v7-
Protein (Spur 1; aus der Aminosauresequenz berechnetes Molekulargewicht: 45 kDa)
beziehungsweise GST-Protein (Spur 2; berechnetes Molekulargewicht: 26,5 kDa). Die
Differenz zwischen der erwarteten Molekilmasse von 45 kDa und dem scheinbaren
Molekulargewicht des GST#CD44v4-v7-Proteins von 55 kDa im SDS-Gel resultiert
wahrscheinlich durch Tertiarstrukturen des Proteins, die gegenlber der Denaturierung durch
SDS resistent sind. Ein &hnliches Resultat wurde mit in vitro synthetisiertem CD44v4-v7
der Ratte erhalten (Rudy et al.,, 1993). Die Prdsenz des v6-Epitops im 45 kDa
GST#CD44v4-v7-Protein wurde durch Immunoblot-Analyse mit mAk1.1ASML bestétigt.
GST#CD44v4-v7 wird von mAk1.1ASML erkannt (Abbildung 6; Spur 3). Bei der 27 kDa
Bande in Spur 1 des mit Coomassie-Brilliant-Blau geféarbten Gels handelt es sich um GST-
Protein. Die Bande reagiert mit einem anti-GST-Antikorper (nicht gezeigt). Offensichtlich ist
die Fusionsstelle zwischen GST und dem Fusionspartner instabil. Dies beobachtet man
auch bei anderen GST-Fusionsproteinen.

Abbildung 6: Expression von

GST- und GST#CD44v4-v7-

Proteinen. CC118-Bakterien wur-

den mit pGEX2T:CD44v4-v7- (Spuren

1 und 3) oder mit pGEX2T-Plasmid-

DNA (Spur 2) transformiert. Die kDa 1 2 3
Expression von GST#CD44v4-v7- bzw

GST-Protein wurde durch IPTG 106 —
induziert. Die Bakterien wurden, wie 80— L
unter 3.4.30 beschrieben, lysiert und

die GST#CD44v4-v7- beziehungs-

weise GST-Proteine mittels Affinitats-

chromatographie an immobilisiertem 49
Glutathion gereinigt. Spuren 1 und 3

zeigen GST#CD44v4-v7-Protein, Spur

2 zeigt GST-Protein. Die Positionen

und Molekulargewichte von Eich-

— GST#CD44v4-v7

proteinen bekannter Molekular- 32—
gewichte sind angegeben. Je 1 ug ‘ —GST
(Spuren 1 und 2) oder 0,1 ug (Spur 3) 27

der affinitatsgereinigten Proteine

wurden mittels 9% SDS-PAGE unter

reduzierenden Bedingungen aufge-

trennt (siehe 3.4.27). Spuren 1und 2

des Gels wurden mit Coomassie-Brilliant-Blau gefarbt (siehe 3.4.28), Spur 3 einer Immunoblot-Analyse (siehe
3.4.34) unterzogen. Die Membran wurde nacheinander mit mAk1.1ASML (0,5 ug/mly und einem
Meerrettichperoxidase-konjugierten Schaf-Antiserum gegen Maus-Immunglobuline (1:5000) behandelt.
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4.5  scFv(1.1ASML) bindet spezitisch an bakteriell exprimiertes
v6-Epitop

Die Affinitat von scFv(1.1ASML) fir das Ratten-CD44v6-kodierte Epitop konnte
durch Kopréazipitation mit bakteriell exprimiertem Epitop gezeigt werden. CC118-Bakterien,
die mit dem Expressionsplasmid pSG12-4 transformiert waren, wurden mit IPTG induziert
und lysiert. Das bakterielle Lysat wurde nach Ultrazentrifugation (100000 g) mit
affinitatsgereinigtem GST#CD44v4-v7-Protein inkubiert. Immunkomplexe wurden mit
Glutathion-Agarose prazipitiert und einer Immunoblot-Analyse mit mAKM1 (anti-FLAG)
unterzogen (Abbildung 7, Spuren 1 und 2). Prazipitationen in Gegenwart von GST (Spur
3) beziehungsweise mit Glutathion-Agarose allein {Spur 4) dienten als Kontrollen. Die
mAKkM1-reaktive Bande war nur sichtbar, wenn die Préazipitation in Gegenwart von
GST#CD44v4-v7 durchgefuhrt wurde, das heif3t, nur wenn scFv(1.1ASML) spezifisch an
das v6-Epitop gebunden hatte. Die Affinitdt von scFv(1.1ASML) fir GST#CD44v4-v7
wurde zusatzlich durch ELISA bestatigt (nicht gezeigt). Die Spezifitat von scFv(1.1ASML)
fur das v6-Epitop war Voraussetzung daftr, daf3 die zu generierenden, chiméaren Proteine
funktionieren konnten.

Abbildung 7: Bindungsspezifitat
von scFv(1.1ASML). CC118-
Bakterien wurden mit pSG12-4-Plamid- kDa 1 2 3 4
DNA transformiert. Die Expression von
scFv(1.1ASML) wurde durch PTG

induziert. Aus 1 | Bakterienkultur wurde 69 —
wie unter 3.4.31 beschrieben, loésliches
Proteinlysat prapariert. 10% (Spuren 1, 46 —

3 und 4) oder 2% (Spur 2) dieser

Proteinpréaparationen wurden mit 2 ug ,
affinitatsgereinigtem GST#CD44v4-v7- 30

Protein (Spuren 1 und 2) bzw. GST- T
Protein (Spur 3) und anschlieBend mit

Glutathion-Agarose (Spuren 1-3) oder nur

mit Glutathion-Agarose (Spur 4) 295
behandelt (siehe 3.4.32). Die immun- ’
prazipitierten Proteine wurden mittels
12% SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt (siehe 3.4.27)
und einer Immunoblot-Analyse mit mAkM1
unterzogen (vgl. Abbildung 4). Die
Positionen und Molekulargewichte von
Eichproteinen bekannter Molekular-
gewichte sind angegeben.

— sekv

14.3 —

4.6  Das scFv(1.1ASML):ETA-Immuntoxin - ein gescheiterter Ansatz

In einem ersten Projekt sollte das scFv-Fragment von mAk1.1ASML mittels
rekombinanter DNA-Technologie mit einem bakteriellen Toxin als Effektorfunktion versehen
werden. Als Fusionspartner fur scFv(1.1ASML) wurde Exotoxin A (ETA) aus
Pseudomonas aeruginosa gewahit. ETA wird nach rezeptorvermittelter Endozytose und
proteolytischer Prozessierung aus dem endosomalen Kompartiment ins Zytoplasma
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transloziert (Ogata et al., 1990). Dort hemmt es durch ADP-Ribosylierung des
Elongationsfaktors-2 irreversibel die zellulare Proteinbiosynthese. Das Immuntoxin sollte in
gro3en Mengen aus bakterielien Lysaten gereinigt werden und als l6sliches Therapeutikum
zur Behandlung von CD44v6-positiven Tumoren in Nacktméusen und in BDX-Ratten
eingesetzt werden.

4.6.1 Molekulare Klonierung des scFv(1.1ASML):ETA-Fusionsgens

Der pFLAG-1-Vektor wurde mit Sall verdaut und anschlieend mit Klenow-Enzym
behandelt, um glatte Enden zu generieren; das linearisierte Fragment wurde mit Xbal
gespalten. Eine verkirzte kodierende Sequenz des Exotoxin A aus Pseudomonas
aeruginosa, in der Sequenzen deletiert sind, die fur die zellbindende Doméne kodieren,
wurde durch EcoRli-Verdau, Glattung der Gberhangenden Enden mit Klenow-Enzym und
anschlieBender Xbal-Spaltung aus pWW20 (Wels et al., 1992b}) isoliert. Dieses Xbal/glatt-
Fragment wurde in den Xbal/glatt-pFLAG-1-Vektor inseriert. Das daraus resultierende
Plasmid wird als pSG100 bezeichnet. Um das scFv-Fragment des mAk1.1ASML mit dem
verkirzten ETA zu fusionieren, muB3te am 3'-Ende der Vx-cDNA ein offenes Leseraster
generiert werden. Dazu wurde pSG12-2 (vgl. 4.1) mit Bglll und Bcll gespalten, wodurch
ein 259 bp langes Bglll-Fragment erhalten wurde. Dieses wurde anschlieBend wieder in
den Bglll/Bcll-geschnittenen pSG12-2-Vektor ligiert und auf korrekte Orientierung tberprift.
Im resultierenden Plasmid (pSG12-3) wurde durch diesen Schritt das Stopkodon am 3'-
Ende der Vx-cDNA deletiert und gleichzeitig die Xbal-Restriktionsschnittstellen von pSG12-
3 und pSG100 in dasselbe Leseraster gebracht. SchlieBlich wurde die scFv(1.1ASML)-
cDNA als Hindlil/Xbal-Fragment aus pSG12-3 isoliert und in einen Hindlll/Xbal-
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Abbildung 8: Schematische Anordnung wesentlicher Elemente des scFv(1.1ASML):ETA-
Fusionsgens im bakteriellen Expressionsvektor pSG100-12. Die cDNA eines verkirzten
Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A, bestehend aus den funktionelien Doménen Il, (Ib} und I, wurde an
das 3'-Ende der cDNA fiir das scFv(1.1ASML) fusioniert und in pFLAG-1 kloniert. ompA, FLAG und tac sind in
Abbildung 3 erklart. Die Aminoséuresequenz der Fusionsgrenze ist im Einbuchstabencode angegeben, die
Numerierung entspricht Position 252 des prozessierten Wildtyp-ETA (Gray et al., 1984).
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geschnittenen pSG100-Vektor inseriert. Das resultierende Expressionsplasmid (pSG100-
12; Abbildung 8), kodiert flr ein Protein bestehend aus dem scFv-Fragment des
mAk1.1ASML, welches mit den Domanen I, Ib und lll des Pseudomonas aeruginosa ETA
fusioniert ist. Die deletierte ETA-Domane la ist fir die Erkennung von Zellen verantwortlich,
ist jedoch fir die enzymatische Aktivitat, die ADP-Ribosylierung des Elongationsfaktors-2,
nicht erforderlich (Hwang et al., 1987; Siegall et al., 1989). pSG100-12 besitzt den IPTG-
induzierbaren tac-Promotor, gefolgt von Sequenzen, die das ompA- und das FLAG-Peptid,
die variable Region der schweren Kette, das Verbindungspeptid, die variable Region der
leichten Kette sowie die ETA-Domanen Il, Ib und lll spezifizieren. Abbildung 9 zeigt die
Nukleotid- und daraus abgeleitete Aminosduresequenz des scFv(1.1ASML):ETA-

Fusionsgens.

ATGAARARGACAGCTATCOCCATTGCAGTOCCACTEGCTGG TTTOCCTACCGTTGCOOCAR

ompAHKKTAIAIAVALAGFATVAO

TR T TR
Abbildung 9: Nukleotid- und T
davon abgeleitete Aminoséure- GLVEPSQSLSLTCESVTGYSI 3
sequenz des scFv(1.1ASML)ETA- " R o iy ATCSTCMITICCASEMMCAMTOSTGoTS 249
Fusionsgens. Die Nukleotidpositionen H OTACATCA A OO TN TANTAACTACAACCEATE T TCARMMATEGACICICS 300
88-837 sowie der Ubergang von der GrurHDGHNMNYHPSLENRLS i
Vk(1.1ASML)- zur ETA-cDNA wurden B AT CTOMCTIOMT T IACTACTENS 340
die Positionen 1-87 beziehungsweise L N
838-1926 sind aus pFLAG-1 (IBI PP A A G i S e
Biochemicals New Haven, CT, USA) be- AT AT croTcAsTer? 54D
ziehungsweise Gray et al.,, 1984 (ber- £.6.80 8P 1QLTQRSALS LY.L 18
nommen. Die Sequenz zeigt: die ompA- R AT A AN STREACATIIA TR 809
Signajpepﬁd-sequenz (ompA) aus dem Vi mxmmmamwmmcm&mmam 660
pFLAG-1 Vektor (bp 1-63); das FLAG- TXLBWYLQKPGQSPKLLIYL, 199
Epitop (bp 64-87); das HindllI/BstEil- T ooy T A A AT IAGTOGEAGTOGN oo chaT 720
Fragment, das fiir VH(1.1ASML) kodiert A GATCA NOGAGTITATITCIGEICTON 760
(bp 88-441); das synthetische, flinfzehn FTERISRVERED L amr e
Aminosauren lange Verbindungspeptid B o oSS CCAATOIpATNNSToTaAe 49
(Linker: bp 451'494)1 das pVU“/Bgl“' mmmc?mmmmmmmmum 900
Fragment, das far Vk(1.1ASML) kodiert eeSLAAMLTANQACHLELETE 29
(bp 502-829); die verklrzte TRHERGPRONEQL EG Ea T v 9
Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A COOTOITCOAACTCTACCTOOTGAUTACTOTCATO AN ACACTCEACEAGTGATE | 1020
cDNA, welche fur die ETA-Domanen Il, Ib RLyatyblbAARLswneVDeV L
und Il kodiert (bp 838-1923). Glutamat DR N e T
an Aminosaure Position 259 entspricht OAAEAH OIS TACCETOOCTHOCOCOGACAGAAGASETIOOTO0S 1140
Position 252 des prozessierten Wildtyp- FPEQARLALTLAAMRESERF VR 3%
ETA (Numerierung nach Gray et al., D
1984). Aspartat an Aminosaure Position 1 P OTEROMATEATODOGGIOGAIEACAGIGCGACOOCCTOCTOGAB0E 1260
entSpriCht dem N_Terminus des PVAAGECAGPADSGDATLTLEHR 39%
prozessierten scFv(1.1ASML).ETA- N
Fusionsproteins (inklusive FLAG-Peptid). EACOEAAACTORACGSTOGAGDOCTOE TR AGINGeACCGCTACTOGAGEAGRGE 1380
Die hypervariablen Regionen (CDR flr ETA ETOQNWTVERLLOANRRCGLEEER 09
“complementarity-determining region") in BaAb e e S
der abgeleiteten Aminosauresequenz von OO TOOOAEOOACAGCAGACCTOGACGAGATCTOR00 GTTICTATATGCE 1500
VH(1.1ASML) und VK(1.1ASML) Siﬂd G GVRARSQDULDATIWRGTFUYTIA 479
unterstrichen. Die Sequenz-Positionen bp S A S
88-102, bp 442-501 und bp 830-837 ATCOGCAACOGTEACC TGO TOOGGTCTATG TOC00GETCGAGCCTOOCORACTTCTAS 1620
resultieren aus einer synthetischen TRNHGALLRVYVERSSLPGEY 8
Adaptorsequenz in pWW152, die zur T T A CACUOSCTAeTCTA oA TaGe 1880
Subklonierung der cDNAs far die AT T CTON OO G TCAOA O AGAOARGIOS0000CTS 1740
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abgeleitete Aminosduresequenz ist im A O CCCTOSTOR T e oo e 1800
Einbuchstabencode angegeben. Der AOTAOCOAAACITOOOIGOTACTOOACE O TCAGA TORCOGACAAGAAAG 1660
Stern indiziert ein Terminationskodon fir TPRREVOEGDLLDEPSSIPDREQ S
die Proteinbiosynthese. B
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4.6.2 Expression und Affinitdt des scFv(1.1ASML):ETA-Immuntoxins

Bakterien des E. coli-Stammes CC118 wurden mit pSG100-12-Plasmid-DNA
transformiert. Die Expression von scFv(1.1ASML):ETA wurde durch IPTG induziert und die
Bakterien wurden anschlieBend lysiert. Abbildung 10A zeigt Immunoblot-Analysen der
l6slichen Fraktion des bakteriellen Lysats mit mAkM1 (anti-FLAG) und einem
Kaninchenserum gegen Exotoxin A (anti-ETA; Wels et al., 1992b). Sowoh! mAkM1
(Spur 2) als auch das Antiserum gegen Exotoxin A (Spur 3) detektieren eine Bande von
etwa 70 kDa Molekulargewicht im Lysat von pSG100-12-Transformanten, jedoch nicht im
Lysat von pFLAG-1-transformierten CC118-Bakterien (Spuren 1 und 4). Das aus der
Aminoséuresequenz berechnete Molekulargewicht des prozessierten Immuntoxins ist
66,7 kDa. Bei der 32 kDa-Bande in Spur 2 handelt es sich vermutlich um ein
Degradationsprodukt des scFv:ETA-Proteins.

Die Affinitdt von scFv(1.1ASML):ETA fir das Ratten-CD44v6-kodierte Epitop
wurde wiederum durch Kopréazipitation mit bakteriell exprimiertem Epitop gezeigt. Das
bakterielle Lysat wurde nach Ultrazentrifugation (100000 g) mit affinitatsgereinigtem
GST#CD44v4-v7-Protein beziehungsweise GST-Protein inkubiert. Immunkomplexe
wurden mit Glutathion-Agarose prazipitiert und einer Immunoblot-Analyse mit dem anti-ETA-
Serum unterzogen (Abbildung 10B). Das Immuntoxin bindet sowohl in Abwesenheit (Spur
5) als auch in Gegenwart von 1% NP40 (Spur 6) an GST#CD44v4-v7. Es bindet in
Gegenwart von 1% NP40 nicht an GST oder Glutathion-Agarose (Spur 8). Das in Spur 7
detektierte scFv(1.1ASML):ETA-Fusionsprotein wurde demnach unspezifisch prazipitiert.

Um zu testen, welcher Anteil des gesamten, in der I6slichen Fraktion enthaltenen
Immuntoxins Bindungsaffinitat fir das v6-Epitop besitzt, wurde der Uberstand einer
Prazipitation von scFv(1.1ASML):ETA mit GST#CD44v4-v7 und Glutathion-Agarose ein
zweites Mal mit GST#CD44v4-v7 und Glutathion-Agarose behandelt (Abbildung 10C).
Obwohi im Uberstand der ersten Prézipitation noch eine groBe Menge des Immuntoxins
enthalten ist (Spur 11), bindet kaum noch etwas davon an das v6-Epitop (Spur 10). Der
Anteil, der in der ersten Runde der Prazipitation an GST#CD44v4-v7-Protein gebunden
hatte, ist zum Vergleich in Spur 9 zu sehen. Es kann ausgeschlossen werden, daf3 es sich
bei den Immuntoxinmolekilen im Uberstand um Degradationsprodukte handelt, da sie vom
mAkM1 (anti-FLAG) erkannt werden. Das FLAG-Epitop ist am &uf3ersten Aminoterminus
von scFv(1.1ASML):ETA lokalisiert. Spur 11 représentiert eine Immunoblot-Analyse von
weniger als 1% des im Uberstand enthaltenen Immuntoxins. Das gesamte v6-Epitop-
reaktive Material ist in Spur 9 zu sehen. Obwohl weniger als 1% des im Uberstand
enthaltenen Immuntoxins gezeigt ist (Spur 11), ist die Reaktion mit dem anti-FLAG-mAKM1
starker als die von mAkM1 mit dem gesamten an GST#CD44v4-v7 gebundenen
Immuntoxin (Spur 9). Dies bedeutet, daB wesentlich weniger als 1% des in der I6slichen
Fraktion enthaltenen scFv(1.1ASML):ETA Affinitat fir das v6-Epitop besitzt. (Anderenfalls
ware zu erwarten, daB3 das Immuntoxin auch aus dem Uberstand zu prézipitieren ist.)
Offensichtlich liegt jedoch nur ein sehr geringer Anteil des I6slichen Immuntoxins im korrekt
gefalteten, das heif3t im bindungsaktiven Zustand vor. Bei einer Gesamtausbeute 16slichen
Immuntoxins von etwa 0,5 bis 1 mg pro Liter Bakterienkultur (Daten nicht gezeigt) binden
wahrscheinlich weniger als 5 g an das v6-Epitop.

Es wurden verschiedene Methoden getestet, um die Ausbeute an v6-Epitop-
reaktivem scFv(1.1ASML):ETA zu erhéhen, wie z. B. Denaturierungs/Renaturierungs-
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Abbildung 10: Expression und Antigenspezifitit des scFv(1.1ASML):ETA-Immuntoxins.
(A) CC118-Bakterien wurden mit pSG100-12- (Spuren 2 und 3) oder mit pFLAG-1-Plasmid-DNA (Spuren 1
und 4) transformiert. Die Proteinexpression wurde durch IPTG induziert. Aus 1 | Bakterienkultur wurde wie
unter 3.4.31 beschrieben, lésliches Proteinlysat prapariert. Die Proteine aus 0,1% der loslichen
Praparationen wurden mittels 12% SDS-PAGE unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt (siehe 3.4.27)
und anschlieBend einer Immunoblot-Analyse (siehe 3.4.34) unterzogen. Die Membran wurde entweder
nacheinander mit mAkM1 (anti-FLAG; 0,5 pg/ml; Spuren 1 und 2) und einem Meerrettichperoxidase-
konjugierten Schaf-Antiserum gegen Maus-immunglobuline (1:5000) oder einem Kaninchenserum gegen ETA
(anti-ETA; 1:2000; Spuren 3 und 4) und anschlieBend mit einem Meerrettichperoxidase-konjugierten Esel-
Antiserum gegen Kaninchen-Immunglobuline (1:5000) behandelt. (B) Jeweils 10% einer scFv(1.1ASML):ETA-
Proteinpraparation (vgl. A) wurden mit 2 ug affinitatsgereinigtem GST#CD44v4-v7-Protein (Spuren 5 und 6)
bzw. GST-Protein (Spuren 7 und 8) und anschlieBend mit Glutathion-Agarose behandelt (siehe 3.4.32). Um
unspezifische Bindung zu blockieren, wurde die Prazipitation in Gegenwart von 1% NP40 durchgefiihrt
(Spuren 6 und 8). Die immunprazipitierten Proteine wurden mittels 12% SDS-PAGE unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt und anschlieBend einer Immunoblot-Analyse mit anti-ETA unterzogen (vgl. A). (C)
In Spur 9 ist immunprézipitierbares scFv(1.1ASML):ETA-Protein in der l8slichen Fraktion von pSG100-12-
transformierten Bakterien (wie in Spur 6) dargestellt. Der Uberstand einer solchen Prazipitation wurde erneut
mit 2 ug GST#CD44v4-v7-Protein behandelt und erneut mit Glutathion-Agarose prézipitiert (Spur 10). 1% des
Uberstandes der ersten Prazipitation (Spur 11) wurde direkt auf das Gel aufgetragen. Die Membran wurde mit
mAkM1 behandelt (anti-FLAG; vgl. A). Die Positionen und Molekulargewichte von Eichproteinen bekannter
Molekulargewichte sind angegeben.
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Verfahren beziehungsweise gezielte Mutationen in der variablen Doméane der leichten
Kette. Diese waren jedoch ohne Erfolg und werden daher an dieser Stelle nicht néher
beschrieben. Funktionelle Versuche, wie beispielsweise die in vitro Zytotoxizitdt des
ungereinigten Immuntoxins gegentiber CD44v6-positiven Zellen, waren ebenfalls negativ.
Wegen der zu geringen Ausbeute konnte weder die Zytotoxizitdt von gereinigtem
Immuntoxin noch seine in vivo anti-Tumor-Aktivitat getestet werden. Das Projekt wurde
schlieBlich gestoppt.

4.7  Molekulare Klonierung der cDNA des chiméren scFv(1.1ASML):a:(-
Rezeptors

In einem zweiten Projekt sollte der zellulare Arm des Immunsystems gegen
CD44v6-positive Tumorzellen "abgerichtet" werden. Zytotoxische T-Lymphozyten, Zellen
also, die die Fahigkeit besitzen, andere Zellen zu téten, soliten quasi als Fusionspartner flir
scFv(1.1ASML) dienen. Eine weitere, in diesem Zusammenhang sehr willkommene
Eigenschaft zytotoxischer T-Zellen ist ihre gewebepenetrierende Aktivitdt. Das scFv-
Fragment solite in der CTL-Membran verankert werden und extrazellulare Bindungs-
ereignisse direkt in Signale, die zur Aktivierung der T-Zellen flhren, umwandeln. Die
Quervernetzung rekombinanter Rezeptoren, die den zytoplasmatischen Teil der {-Kette
enthalten, fihrte zur Induktion von Signalen, die von denen nach TCR-Stimulierung nicht zu
unterscheiden sind (Irving und Weiss, 1991; Romeo und Seed, 1991; Letourneur und
Klausner, 1991, 1992; Romeo et al., 1992; Irving et al., 1993; Brocker at al., 1993, Brocker
und Karjalainen, 1995; Vignaux et al., 1995). Folglich wurde das scFv-Fragment von
mAk1.1ASML mit der {-Kette des T-Zell-Rezeptorkomplexes verknipft und auf der
Oberflache von zytotoxischen T-Zellen exprimiert.

Ein Gen, das flr einen chimaren Rezeptor, bestehend aus dem scFv-Fragment des
CD44v6-spezifischen mAk1.1ASML und der {-Kette des T-Zell-Rezeptorkomplexes
kodiert, wurde im retroviralen Expressionsvektor pLXSN konstruiert. Ein cDNA-Fragment,
welches fur das Signalpeptid einer schweren Immunglobulinkette kodiert, wurde durch
Xhol/Pstl-Spaltung aus dem Plasmid pWW15/SP™M-VH(225) (siehe Material und Methoden)
isoliert und in einen Xhol/Pstl-gespaltenen pWW152-Vektor ligiert. Das resultierende
Plasmid, pWW150, wurde mit Pstl und Xbal geschnitten und die scFv(1.1ASML)-cDNA als
ein 239 bp Pstl/EcoRI- und ein 492 bp EcoRl/Xbal-Fragment (aus pSG12-3, offenes
Leseraster am 3'-Ende von Vx; vgl. 4.6.1) in einer Dreifragmentligation inseriert. Die
Dreifragmentligation war notwendig, da sich in der Vk(1.1ASML)-cDNA eine interne
Pstl-Schnittstelle befindet und somit die scFv(1.1ASML)-cDNA nicht als Pstl/Xbal-
Fragment inseriert werden konnte.

Eine verkirzte cDNA der murinen {-Kette, in der Sequenzen deletiert sind, die fur die
27 N-terminalen Aminosauren des nicht-prozessierten {-Genprodukts kodieren
(Numerierung nach Weissman et al., 1988), wurde durch Xbal/EcoRI-Verdau aus dem
Plasmid pL[scFv(FRP5)/hinge/{]SN (Moritz et al., 1994) isoliert und in einen Xbal/EcoRlI-
geschnittenen pGEM-1-Vektor (Promega, Madison, WI, USA) ligiert. Das daraus re-
sultierende Plasmid, pGEM:L, wurde mit Xbal gespalten. Die cDNA der ,hinge“-Region der
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murinen CD8 «-Kette (Nukleotidpositionen 519-698; Numerierung nach Zamoyska et al.,
1985) wurde unter Verwendung der Oligonukleotide CDBHINGEBACK und
CDBHINGEFOR (25 Zyklen; 10 s 94 ©C, 10 s 53 °C, 10s 72°C) aus
pL[scFv(FRP5)/hinge/L]SN-Plasmid-DNA (Moritz et al., 1994) amplifiziert und in einen
Xbal/EcoRl-geschnittenen pT7T3s-Vektor ligiert. PCR-bedingte Mutationen wurden durch
DNA-Sequenzananlyse ausgeschlossen. AnschliefBend wurde die cDNA der ,hinge"-
Region der CD8 a-Kette als Xbal/Nhel-Fragment 5° der {-Ketten-cDNA in den Xbal-
gespaltenen pGEM:{-Vektor inseriert. Das dabei entstandene Plasmid, pGEM:c.:{, wurde
mittels DNA-Sequenzanalyse auf korrekte Orientierung der cDNA der ,hinge“-Region der
CD8 a-Kette uberprtft. Die verkilrzte (-Ketten-cDNA und die cDNA der ,hinge“-Region der
CD8 o-Kette sind in pGEM:o:C im selben Leseraster miteinander fusioniert. Die CD8 «-
“hinge“-Region dient quasi als Abstandhalter fir das scFv-Fragment von der CTL-
Oberflache. Um die kodierende Sequenz des Fusionsproteins aus scFv(1.1ASML), der
shinge“-Region der CD8 a-Kette und der {-Kette, zu vervollstandigen, wurde die cDNA des
scFv(1.1ASML), inklusive Signalpeptid, durch Hindlll/Xbal-Verdau aus dem oben
beschriebenen pWW150-Derivat isoliert und.in einen Hindlll/Xbal-geschnittenen

100 bp
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der wesentlichen Elemente des
scFv(1.1ASML):a:{-Fusionsgens im retroviralen Expressionsvektor
pLIscFv(1.1ASML):a:{]SN. Zur Expression des scFv(1.1ASML):a:{-Fusionsproteins wurde das
entsprechende DNA-Fragment in den retroviralen Expressionsvektor pLXSN subkloniert. VH(1.1ASML),
Vk(1.1ASML) und Linker sind in Abbildung 2 beschrieben. SP indiziert Sequenzen, die fiir das Signalpeptid
der schweren Kette eines immunglobulins kodieren. CD8o. HINGE kodiert fiir eine Sequenz in der
membranproximalen Region der extrazellularen Doméane des murinen CD8 a-Genprodukts. ¢ kodiert fir die
Transmembran- und intrazelluldre Doméne der {-Kette des T-Zell-Rezeptorkomplexes. Das Fusionsgen steht
unter transkriptioneller Kontrolle des Promotors im 5-LTR des Moloney Maus Sarkom Virus (MoMSV). Der
Vektor enthalt auBerdem das bakterielle Transposon-Gen Tn5 neo', traskriptionell reguliert durch den SV40
“early promoter”. Transkriptionsstartpunkte sind durch Pfeile gekennzeichnet. y*/gag ist eine Sequenz, die
den Genomen von MoMLV (Moloney Maus Leukdmie Virus) und MoMSV entnommen ist, und die das
erweiterte Verpackungssignal enthalt, welches bis in die gag-Region reicht (gag steht fur "group-specific
antigen"). (A),-Signal indiziert das Polyadenylierungssignal im 3°-LTR von MoMLV. Aminosauresequenzen an
den Fusionsgrenzen sind im Einbuchstabencode angegeben. Die Numerierungen oberhalb der
Aminosauresequenzen beziehen sich auf die Positionen in den publizierten Sequenzen von CD8 «
(Zamoyska et al., 1985) bzw. { (Weissman et al., 1988).
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pGEM:a:L-Vektor ligiert. In dem dabei entstandenen Plasmid, pGEM[scFv(1.1ASML):0:{],
liegen scFv(1.1ASML)-, CD8 o-“hinge“- und {-Ketten-cDNA im selben Leseraster. Die
Zwischenklonierung in den pGEM-1-Vektor diente dazu, das Konstrukt, vor der Klonierung
in das retrovirale Expressionsplasmid daraufhin zu Uberprifen, ob alle Einzelteile
tatsachlich im selben Leseraster waren (vgl. 4.8).

pGEM][scFv(1.1ASML):0:{] wurde mit Hindlll gespalten, 5°-Uberhange wurden mit
Klenow-Enzym aufgeflit und die linearisierte Plasmid-DNA mit Xbal gespalten. In einem
zweiten Verdau wurde pGEM[scFv(1.1ASML):a:{] mit EcoRI geschnitten, 5"-Uberhénge
wurden erneut mit Klenow-Enzym aufgefillt und der linearisierte Vektor anschiieBend mit

Abbildung 12: Nukleotid- und davon

abgeleitete Aminosiuresequenz des L it e Gt
scFv(1.1ASML):a:{-Fusionsgens. Die ARG ASTCA G T CTOTTEARACCTTETCASICTCTGEITAee. 120
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991-1404 aus Weissman et al., 1988 uber- vy FerrrERRer iRt @
nommen. Die Sequenz zeigt: die Signalpeptid- T o
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(Numerierung nach Zamoyska et al., 1985), e,
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entspricht Position 28 der nicht-prozessierten B o L
. . . CTCCTCCCAMCCTOCAGGAS
Wildtyp {-Kette (Numerierung nach Weissman O et 4
et al, 1988). Die Restriktionsschnittstellen OO A GAGGATA TN TCTTORAGAAGAASCOBCTO0GIATOCAGAGATSSEA | 1200
Xbal bei bp 798-803 bzw. bei bp 984-989 und e

Nhel bei bp 984-989 wurden zum Subklonieren
durch PCR-vermittelte Mutagenese eingefuihrt.
Glutamat an Aminosaure Position 1 entspricht
dem N-Terminus des prozessierten
scFv(1.1ASML):a:{-Fusionsproteins. Die
hypervariablen Regionen (CDR fir
“complementarity determining region”) in der
abgeleiteten Aminosduresequenz der
variablen Doménen der schweren und leichten
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Kette von 1.1ASML, die Transmembrandoméne der {-Kette sowie die putative N-Glykosylierungs-
Konsensussequenz in der CD8a-,hinge“-Region sind unterstrichen. Die Sequenz-Positionen bp 58-66,
bp 406-465 und bp 794-803 resultieren aus einer synthetischen Adaptorsequenz in pWW152, die zur
Subklonierung der cDNAs fir die variablen Doménen generiert wurde; die Sequenz-Positionen bp 982-980
resultieren aus der PCR-vermittelten Mutagenese der murinen CD8a-cDNA beziehungsweise der cDNA fir die
{-Kette. Die abgeleitete Aminoséuresequenz ist im Einbuchstabencode angegeben. Der Stern indiziert ein
Stopkodon fur die Proteinbiosynthese.
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Xbal geschnitten. Die beiden Fragmente (ein 821 bp glatt/Xbal-Fragment, das fir
scFv(1.1ASML) inklusive Signalpeptid kodiert und ein 661 bp Xbal/glatt-Fragment, das flir
die ,hinge“-Region der CD8 a-Kette und die verkiirzte {-Kette kodiert) wurden in einer
Dreifragment-Reaktion in die Hpal-Schnittstelle in der multiplen Klonierungsregion des
retroviralen Expressionsvektors pLXSN ligiert. In dem daraus resultierenden Plasmid,
pL[scFv(1.1ASML):0.:{]SN (Abbildung 11), steht das Fusionsgen unter transkriptioneller
Kontrolle des retroviralen Promotors im MoMSV 5°-LTR. Das bakterielle Transposongen
Tn5 ned’, das fur eine Aminoglykosid-3’-Phosphotransferase kodiert, dient der spateren
dominanten Selektion stabiler Transfektanten beziehungsweise Infektanten in Gegenwart
des Neomycin-Analogon Geniticin®-Sulfat (G418). G418 totet Zellen durch Inhibition der
ribosomalen Proteinbiosynthese, Aminoglykosid-3’-Phosphotransferase interferiert mit dem
Transport der Droge in die Zellen (als Ubersichtsartikel siehe Davies und Smith, 1978). Der
bakterielle Promotor des Tn5 neof-Gens ist durch den Promotor flir die Expression der
frihen Gene des SV40-Virus ersetzt (Fiers et al., 1978). Sequenzen aus pBR322,
inklusive Replikationsstartpunkt und B-Lactamase-Gen, dienen der Vermehrung der
retroviralen Expressionskonstrukte in Bakterien. Die Nukleotid- und die davon abgeleitete
Aminosauresequenz von pL[scFv(1.1ASML):c:{]SN sind in Abbildung 12 dargestelit.

4.8 In vitro Transkription/Translation des chimdren Rezeptors

Die Klonierung der cDNA des chiméren Rezeptors war sehr komplex. Zur
Uberpriifung, ob ein entsprechendes Protein synthetisiert werden kann, wurde die cDNA
des scFv(1.1ASML):c::{-Rezeptors in vitro transkribiert und translatiert. Dazu wurde die
cDNA in SP6-Orientierung in den Transkriptionsvektor pGEM-1 subkloniert (vgl. 4.7).
Dieser Vektor hat zwei Phagenpromotoren, T7 und SP6, zur in vitro Transkription der
inserierten cDNA mit RNA-Polymerasen aus den Bakteriophagen T7 oder SP6. Die
scFv(1.1ASML):0.:{-cDNA wurde mit SP6-RNA-Polymerase transkribiert. AnschlieBend
wurde die in vitro synthetisierte mRNA in einem Lysat aus Kaninchenretikulozyten in
Gegenwart von L-[35S]Methionin translatiert. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
zeigte, daf3 die Translation der in vitro Transkripte zur Synthese eines Proteins mit dem
erwarteten Molekulargewicht fihrte (Abbildung 13, Spur 4; das Molekulargewicht von
scFv(1.1ASML):a::{ wurde aus der Aminosauresequenz berechnet und betragt inklusive
Signalpeptid 51,1 kDa) Die in vitro translatierten Proteine wurden mit dem mAkH146-968,
der gegen das C-terminale Peptid der {-Kette gerichtet ist, immunprazipitiert. Die
immunpréazipitierten Proteine wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der mAkH146-968
prazipitiert aus der in vitro Translationsreaktion ein Protein mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von etwa 50 kDa (Spur 1). Dieses Protein ist nicht detektierbar, wenn die
Immunprazipitation mit dem Kontrollantikérper mAk3-9 (anti-Galliumchelat) durchgefuhrt wird
(Spur 2). Die Tatsache, daB das /n vitro translatierte Protein in etwa das erwartete
Molekulargewicht sowie das C-terminale Peptid der {-Kette besitzt, beweist die korrekte
Kionierung der entsprechenden kodierenden Sequenz.
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Abbildung 13: In vitro Synthese
des rekombinanten scFv:a:(-Pro-
teins. 2 ug pGEM[scFv(1.1ASML):a:{]
wurden 3’ des Fusionsgens mit Bgll
linearisiert und nachfolgend mit

SP6-RNA-Polymerase transkribiert (sie- kDa 1 2 <] 4
he 3.4.17). Die in vitro Transkripte
wurden in einem Lysat aus Kaninchen- 200 — B

retikulozyten in Gegenwart von
L-{35S]Methionin translatiert (Reaktions-

volumen 50 pl; siehe 3.4.18). Je 20% des o7 — -
Translationsansatzes wurden einer
Immunprazipitation mit 2pg 69 —

mAkH146-968 (anti-{; Spur 1) oder
mAk3-9 (anti-Galliumchelat; Spur 2)
unterzogen (siehe 3.4.29). Die immun-
prazipitierten Proteine und 2 pl des
Translationsansatzes (Spur 4) wurden
mittels 9% SDS-PAGE unter
reduzierenden Bedingungen aufgetrennt 30— e
(siehe 3.4.27). Radioaktiv markierte in

vitro Translationsprodukte wurden

mittels Fluorographie (siehe 3.4.19)

sichtbar gemacht und ihr Molekular-

gewicht anhand radioaktiv markierter

Eichproteine bekannten Molekular-

gewichts (Spur 3) ermitteit.

— scFviaiC

4.9  Retroviraler Geniransfer des scFv(1.1ASML):a:{-Fusionsgens

Die helfervirusfreie Verpackungszellinie QE wurde durch Calciumphosphat-
Prazipitation mit dem Plasmid pL[scFv(1.1ASML):a:{]SN transfiziert. Die
Verpackungszellen produzieren das ecotrope env-Genprodukt; rekombinante Retroviren
konnen nur Maus- und Rattenzellen infizieren, die den ecotropen Rezeptor exprimieren.
Transfizierte Zellen wurden fir die stabile Integration der proviralen DNA in Gegenwart von
1 mg/ml des Neomycin-Analogon G418 selektioniert und werden als QE{(AYZ) bezeichnet.
Die amphotrope Verpackungszellinie PA317 wurde mit dem Uberstand einer Massenkultur
G418-resistenter QE{AYZ)-Zellen infiziert. PA317-produzierte, rekombinante Retroviren
besitzen das amphotrope env-Genprodukt und haben ein breiteres Wirtsspektrum,
inklusive menschlicher Zellen. Infektionen wurden jeweils in Gegenwart von Polybren
durchgeflihrt. Das Polykation Polybren neutralisiert negative Ladungen auf der Oberflache
von Zellen und retroviralen Partikeln und erleichtert so die Infektion. PA317;(AYZ)-Klone
wurden wiederum in G418-haltigem Medium selektioniert. Der retrovirale Titer der
Kulturliberstande verschiedener Klone wurde aufgrund ihrer Fahigkeit ermittelt, G418-
Resistenz auf NIH3T3 embryonale Mausfibroblasten zu Ubertragen. Die Titer einzelner
Klone lagen dabei zwischen 103 und 10° G418R-KBE/m| (G418-resistente koloniebildende
Einheiten). Der Kulturliberstand des PA317;(AYZ)-Klons mit dem héchsten retroviralen Titer
(105 G418R-KBE/ml) diente zur Infektion der murinen zytotoxischen T-Zellinie cl96. Die
Infektion der T-Zellen erfolgte an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit jeweils neuem
PA317;(AYZ)-Kulturiberstand. G418-resistente Einzelkione, CAYZ.#, wurden selektioniert.

Die beschriebene Strategie zum Transfer des scFv(1.1ASML):a::{-Fusionsgens in
CTLs basiert auf einer Reihe von Vorversuchen im Laufe derer deutlich wurde, daf3




60 Ergebnisse A.Hekele

infizierte Verpackungszellen einen héheren retroviralen Titer produzieren als transfizierte,
und daf3 mit PA317-Infektanten grundsatzlich ein hoherer retroviraler Titer erzielt wird als mit
QE-Infektanten (nicht gezeigt).

4.10 Expression des chiméren scFv(1.1ASML):a:(-Proteins in ¢l96-CTLs

Die Proteinexpression der scFv:a:{-Chimaren wurde mittels Immunoblot-Analyse
untersucht. Gesamtzellextrakte von infizierten (CAYZ.#) und parentalen cl96-Zellen wurden
prépariert. Die Proteine wurden unter reduzierenden Bedingungen in einem SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die Membran wurde
mit dem {-Ketten-spezifischen mAkH146-968 inkubiert. Abbildung 14 zeigt die Immunoblot-
Analyse gesamtzelluldrer Lysate von acht individuellen CAYZ-Klonen. Der anti-{
mAkH146-968 detektiert in allen acht Lysaten eine Doppelbande von 50 und 70 kDa
scheinbarem Molekulargewicht. Die GroRe der kleineren Spezies korreliert mit dem aus der
Aminoséuresequenz berechneten Molekulargewicht von 49 kDa flir den prozessierten
scFv(1.1ASML):a:(-Rezeptor. In Analogie zu Berichten von Dirk Moritz und Kollegen (1994
und Dirk Moritz, persodnliche Mitteilung) kénnte es sich bei den gréBeren Proteinen um
posttranslational modifizierte scFv:o:{-Molekile handeln. Tats&chlich enthalt das
scFv(1.1ASML):a:{-Protein eine putative Konsensussequenz fur die Addition
N-glykosidisch gebundener Kohlenhydratstrukturen (NST; Aminoséurepositionen 268-270;
siehe Abbildung 12).

kDa
106 —
80 —

49"

32—
27 —

18—

Abbildung 14; Expression von scFv(1.1ASML):0:{. Von jeweils 107 Zellen verschiedener CAYZ-
Klone sowie von 107 cl96 Wildtyp-CTL (wie indiziert) wurden gesamtzellulare Proteinlysate (siehe 3.4.26)
prapariert. Die Proteine in Aliquoten der Lysate, die 2 x 105 Zellen entsprechen wurden mittels 9% SDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt (siehe 3.4.27) und anschlieBend einer immunoblot-Analyse
{siehe 3.4.34) unterzogen. Die Membran wurde nacheinander mit mAkH146-968 (anti-{; 0,5 pg/ml) und einem
Meerrettichperoxidase-konjugierten Kaninchen-Antiserum gegen Maus-Immunglobuline (1:500; kreuzreagiert
mit Hamster 1gG) behandelt. Die Positionen und Molekulargewichte von Eichproteinen bekannter
Molekulargewichte sind angegeben.
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Die einzige Bande, die von mAkH146-968 im Lysat parentaler cl96-Zellen detektiert
wurde, ist die endogene {-Kette, ein Molekll mit einem scheinbaren Molekulargewicht von
16 kDa (Abbildung 14; Spur "cl96"). Dieses 16 kDa {-Protein war in allen Lysaten zu
sehen. Die einzelnen CAYZ-Klone exprimierten unterschiedliche Mengen des
rekombinanten Rezeptors. CAYZ.007 zeigte die starkste Expression von
scFv(1.1ASML):0:€ und wurde daher fir die weiteren Experimente verwendet.

4.11 Oberfldchenexpression der scFv:a:{-Chimé&ren in PA317- und
cl96-Zellen

Eine Voraussetzung fir die Funktionalitat der rekombinanten scFv(1.1ASML).a.:L-
Rezeptoren ist ihre Lokalisation auf der Zelloberflache der zytotoxischen T-Zellen. Um
diese nachzuweisen wurden Zelloberflachenproteine von PA317-, PA317,(AYZ)-, cl96- und
CAYZ.007-Zellen biotinyliert. Die Zellen wurden anschlieBend lysiert und die Extrakte mit
dem anti-{ mAkH146-968 inkubiert. Immunkomplexe wurden prazipitiert, in einem SDS-
Polyacrylamidget aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Die Membran wurde
mit Meerrettichperoxidase-konjugiertem Streptavidin inkubiert und prazipitierte Proteine mit
einem Substrat fur Meerrettichperoxidase und anschlieBender Autoradiographie visualisiert.
scFv(1.1ASML):0:{ wird sowohl in PA317{(AYZ) als auch in CAYZ.007, nicht jedoch in den
jeweiligen parentalen Zellinien PA317 und cl96, als membransténdiger Zelloberflachen-
Rezeptor exprimiert. Die Auftrennung der immunprazipitierten Proteine unter reduzierenden
Bedingungen liefert ein adhnliches Bandenmuster wie die Immunoblot-Analyse von
Gesamtzellextrakten (vgl. Abbildung 14). Der mAkH146-968 prazipitiert das scFv:a.:(-
Protein als Molekut mit einem scheinbaren Molekulargewicht von etwa 50 kDa aus Lysaten
von PA317(AYZ)- unad CAYZ.007-Zellen (Abbildung 15A, Spuren 1 und 4). Bei den hoher
migrierenden Spezies handelt es sich vermutlich wieder um Glykosylierungsprodukte. In
Lysaten der parentalen Zellinien PA317 und cl96 ist das anti-{-reaktive, 50 kDa-Protein
nicht enthalten (Spuren 3 und 6). Die 16 kDa-Bande in den Spuren 4 und 6 entspricht der
endogenen {-Kette. Weder das endogene noch das chimare {-Protein werden von einem
Kontrollantikdrper mit irrelevanter Spezifitat (mAk3-9; anti-Galliumchelat) prazipitiert
(Spuren 2 und 5).

Das scFv(1.1ASML):a:{-Fusionsprotein enthalt die Transmembran- und
zytoplasmatische Domane der {-Kette. Ein Cystein an Aminosaureposition 32 des nicht-
prozessierten {-Genprodukts ist fir die Ausbildung von disulfidgepaarten {:{-Homodimeren
verantwortlich (Weissman et al.,, 1988). Um zu testen, ob dieser Cysteinrest zur
Ausbildung von Homodimeren der rekombinanten Rezeptoren oder von Heterodimeren mit
der endogenen (-Kette fuhrt, wurde die Auftrennung der Proteine in den anti-C-
Immunprazipitaten unter nicht-reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. Unter diesen
Bedingungen sind unter anderem intermolekulare Disulfidbriicken stabii. Aus dem
PA317(AYZ)-Lysat prazipitiert der mAkH146-968 nur eine Proteinspezies von 80 kDa
scheinbarer Molekiimasse. Dabei handelt es sich vermutlich um ein scFv:.o:{-Homodimer
(Abbildung 15B, Spur 7). Dieses Protein ist im PA317-Lysat nicht enthalten (Spur 8). Die
Differenz zwischen der erwarteten Molekuimasse von 98 kDa und dem scheinbaren
Molekulargewicht des Dimers von 80 kDa im SDS-Gel resultiert wahrscheinlich aus der
teilweise intakten Primarstruktur der Monomere. Intramolekulare Disulfidbricken in den
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variablen Regionen der schweren und leichten Immunglobulinketten werden unter nicht-
denaturierenden Bedingungen ebenfalls bewahrt und bewirken moglicherweise, daf3 die
Proteine im Gel nicht ihrem Molekulargewicht entsprechend wandern. Im anti-C-
Immunprazipitat des CAYZ.007-Extrakts sind neben einer 32 kDa-Bande, die die
endogenen (:{-Homodimere reprasentiert, gro3ere Proteinspezies zu sehen (Spur 10). Die
Bande bei 80 kDa kdénnte auch hier dem Homodimer des rekombinanten Rezeptors
entsprechen. Es wird an dieser Stelle nicht klar, ob es sich bei den Banden im Bereich
zwischen 50 und 70 kDa um Heterodimere aus endogener und rekombinanter {-Kette oder
Monomere der rekombinanten {-Kette handelt. Die molekulare Natur der noch gréBeren

Abbildung 15: Membran-
lokalisation der scFv:ia:({-
Fusionsrezeptoren. (A) Je 2 x 107
PA317-, PA317{(AYZ)-, ci96- und
CAYZ.007- (wie indiziert) wurden, wie
in  Material und Methoden be-
schrieben, oberflachenbiotinyliert,
lysiert und die Extrakte mit 2 ng
mAkH146-968 (Spuren 1, 3, 4 und 6) , ~
oder mAk3-9 (Spuren 2 und 5) 1 : a4
immunprazipitiert. Die immun-
prazipitierten Proteine wurden unter
reduzierenden Bedingungen in einem
10% SDS-Polyacrylamidget aufge- A
trennt und auf eine PVDF-Membran RN
transferiert. Biotinylierte Proteine

wurden mit Meerrettichperoxidase- B agl\\ ©
konjugiertem Streptavidin (1:5000)

sichtbar gemacht (siehe 3.4.34). (B) kDa Qv Qv C\?)
Die Proteine in mAkH146-968-
Immunprazipitaten von Extrakten
oberflachenbiotinylierter Zellen (wie 205 —
angegeben) wurden, wie unter (A)

beschrieben, jedoch unter nicht- 116 —
reduzierenden Bedingungen, 80—
analysiert. Die Positionen und
Molekulargewichte von Eichproteinen

bekannter Molekulargewichte sind

angegeben. 49 —

reduzierend

} — (scFvio:l)y

7 8 9 10
nicht-reduzierend
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Proteine wurde nicht untersucht. Im Extrakt der parentalen cl96-Zellen ist nur das endogene
{:.C-Homodimer als 32 kDa-Bande zu sehen (Spur 9).

Spur 10 in Abbildung 15 zeigt die Analyse des anti-{-Immunprazipitates eines
CAYZ.007-Extraktes unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Aufschluf3 GOber die
molekulare Natur der 50 bis 70 kDa-Proteine sollte eine zweidimensionale (2D) SDS-
Gelelektrophorese geben (Abbildung 16). CAYZ.007-Proteinlysat wurde in der ersten
Dimension unter nicht-reduzierenden und in der zweiten Dimension unter reduzierenden
Bedingungen aufgetrennt. Man sieht Monomere der endogenen sowie der rekombinanten
(£ glykosylierten) {-Kette, die im 2D-Gel auf der Diagonalen laufen (M). Weiterhin sieht man
Heterodimere der endogenen und der rekombinanten (-Kette (HD). Es gibt jedoch keine
Anzeichen fir eine Heterodimerisierung der endogenen mit der chiméaren (-Kette.

nichi-reduzierend

kDa 80 49 32 27 18 g

| | L] | <

. o
80— / g

& & =

18— HD M

Abbildung 16: 2D-SDS-PAGE/Immunoblot-Analyse von scFv(1.1ASML):u:(-Proteinen.
Von 2 x 10% CAYZ.007-Zellen wurde gesamtzellulérer Proteinextrakt (siehe 3.4.26) prapariert. Die Proteine
wurden mittels 9% SDS-PAGE in der ersten Dimension unter nicht-reduzierenden und in der zweiten
Dimension unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt (siehe 3.4.27) und einer Immunoblot-Analyse mit
mAKkH146-968 unterzogen {vgl. Abbildung 14). M: Monomere; HD: Homodimere. Die Positionen und
Molekutargewichte von Eichproteinen bekannter Molekulargewichte sind angegeben.

Die Versuche zeigen, daB scFv(1.1ASML):c.:C (in teilweise glykosylierter Form) auf
der Zelloberflache infizierter Verpackungs- und T-Zellen exprimiert wird. Endogene und
chiméare {-Ketten dimerisieren jedoch nicht miteinander. Es ist unklar, ob das rekombinante
C-Protein im TCR-Komplex lokalisiert ist.
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4.12 Antigenspezifitit der gentechnologisch verdnderten T-Zellen

Die Bindungsaffinitat von scFv(1.1ASML).0.:C fur das CD44ve-Epitop wurde mit
dem GST#CD44v4-v7-Fusionsprotein (siehe 4.4) getestet. NP40-Proteinextrakte von
PA317{(AYZ)-Zellen (Abbildung 17A; Spuren 1-3) und CAYZ.007-CTLs (Spuren 4-6)
wurden mit affinitatsgereinigtem GST#CD44v4-v7-Fusionsprotein (Spuren 2 und 5) oder
GST-Protein (Spuren 3 und 6) inkubiert. Immunkomplexe wurden durch Inkubation mit
Glutathion-Agarose prazipitiert und einer SDS-PAGE/Immunoblot-Analyse mit dem anti-C
mAkH146-968 unterzogen. Die Daten in Abbildung 17A zeigen, daf3 scFv(1.1ASML):0.:¢
spezifisch mit dem bakteriell exprimierten v6-Epitop interagiert (Spur 2 und 5), wahrend
GST (Spur 3 und 6) und Glutathion-Agarose allein (Spur 1 und 4) den chimaren Rezeptor
nicht prazipitieren.

kba 7 8 9 10
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Abbildung 17: Bindungsspezifitit von scFv(1.1ASML):a:{. (A) Je 2 x 107 PA317,(AYZ)- (Spuren
1-3) und CAYZ.007-Zellen (Spuren 4-8) wurden wie unter 2.4.26 beschrieben lysiert. Die NP40-Lysate wurden
mit 2 pg affinitatsgereinigtem GST#CD44v4-v7-Protein (Spuren 2 und 5) beziehungsweise GST-Protein
(Spuren 3 und 6) und anschlieBend mit Glutathion-Agarose (Spuren 2, 3, 5 und 6) oder nur mit Glutathion-
Agarose (Spuren 1 und 4) inkubiert (siehe 3.4.32). Die prazipitierten Proteine wurden mittels 9% SDS-PAGE
unter reduzierenden Bedingungen aufgetrennt (siehe 3.4.27) und anschlieBend einer Immunoblot-Analyse mit
mAkH146-968 (anti-{) und Phosphatase-konjugiertem Ziegenserum gegen Maus-Immunglobuline (1:1000;
Spuren 1-3; siehe 3.4.34) oder Merrettichperoxidase-konjugiertem Kaninchenserum gegen Maus-
Immunglobuline (Spuren 4-6; vgl Abbildung 14) unterzogen. (B) In Spur 7 ist immunpréazipitierbares
scFv(1.1ASML):a:{-Protein in einem PA317,(AYZ)-Proteinlysat (wie in Spur 2) dargestelit. Der Uberstand
einer solchen Prazipitation wurde erneut mit 2 g GST#CD44v4-v7-Protein behandelt und mit frischer
Glutathion-Agarose prazipitiert (Spur 9). Ein Aliquot des Uberstandes wurde direkt auf das Gel aufgetragen
(Spur 8). Spur 10 zeigt eine Kontrollprazipitation in Gegenwart von GST-Protein. Die Membran wurde mil
mAkH146-968 und Phosphatase-konjugiertem Ziegenserum gegen Maus-Immunglobuline behandelt (vgl. A).
Die Positionen und Molekulargewichte von Eichproteinen bekannter Molekulargewichte sind angegeben.

Um zu untersuchen, ob wie im Fall des Immuntoxins (vgl. 4.6.2) ebenfalls nur ein
verschwindend geringer Anteil des scFv:a:{-Fusionsproteins Affinitat zu CD44v6 hat,
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wurde der Uberstand der Prazipitation eines PA317i(AYZ)-Proteinlysats mit
GST#CD44v4-v7-Protein erneut einer Prazipitation mit GST#CD44v4-v7 und Glutathion-
Agarose unterzogen. Abbildung 17B zeigt, daBB die erste Prazipitation (Spur 7) nicht
quantitativ ist; im Uberstand ist scFv:c:{ nachweisbar (Spur 8). Diese im Uberstand
verbliebenen, chimaren Rezeptoren reagieren jedoch mit dem GST#CD44v4-v7-
Fusionsprotein (Spur 9). Offensichtlich unterstitzen eukaryontische Zellen, im Fall des
scFv(1.1ASML), die Ausbildung der Kkorrekten dreidimensionalen Struktur von
Immunglobulindomanen wesentlich besser als Bakterien.

4.13 CD44ve6-Epitopexpression in verschiedenen Zellinien

Sind CTLs, die scFv(1.1ASML).c:{ exprimieren fahig, an CD44v6-exprimierende
Tumorzellen zu binden und diese zu lysieren? Um dies in Gewebekultur zu testen, wurden
potentielle Zielzellen, die unterschiedliche Mengen an Ratten-CD44v6-Epitop an der
Oberflache exprimieren zusammen mit diesen CTLs inkubiert. Die Expression von
CD44v6 auf den Zielzellen wurde mittels DurchfluBzytometrie quantifiziert. 1AS, 10AS und
ASML sind die urspringlich aus dem spontanen Pankreaskarzinom BSp73 der BDX-Ratte
etablierten Tumorzellinien (Matzku et al., 1983). 1AS und 10AS wurden als CD44v6-
negative, ASML als CD44v86-positive Zellinien beschrieben (Gunthert et al., 1991; Rudy et
al., 1993). AS14 entstand durch stabile Transfektion von 10AS mit der cDNA der CD44-
Isoform CD44v4-v7 der Ratte (Glnthert et al., 1991). AS14 metastasiert in syngenen
Tieren in Lymphknoten und Lunge. Alle Zellinien wurden nacheinander mit mAk1.1ASML
(anti-CD44v6) und PE-konjugiertem Ziegenserum gegen Maus-Immunglobuline inkubiert
und im DurchfluBzytometer (FACStarPlusTM Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)
analysiert. Kontrollfarbungen wurden mit einem monoklonalen Antikdrper gleichen Isotyps,
jedoch irrelevanter Spezifitat (mAk3-9), durchgefihrt.

Wie man an der relativen Verschiebung des Maximums der Farbung mit
mAk1.1ASML gegeniber der Kontrolle mit mAk3-9 erkennt, weist AS14 die starkste
Oberflachenexpression des v6-Epitops auf (Abbildung 18; Diagramm unten links). Wie zu
erwarten, ist auch ASML CD44v6-positiv (unten rechts). Die beiden Zellinien 1AS und
10AS sollten als Negativkontrollen flr spatere funktionelle Tests der gentechnologisch
veranderten CTLs dienen. Wie die FACS-Analyse zeigt, exprimieren jedoch beide Linien
CD44v6 auf ihrer Oberflache (1AS: Mitte links; 10AS: Mitte rechts) und sind somit nicht
geeignet, die Spezifitdt von CAYZ.007 zu untersuchen. Da offensichtlich keine der Zellinien
des Ratten-Pankreaskarzinoms BSp73 negativ fir die v6-Epitop-Expression ist, wurde die
cDNA von CD44v4-v7 der Ratte mittels retroviralem Gentransfer in NIH3T3 embryonale
Mausfibroblasten eingebracht. Die Infektanten, NIH3T3#CD44v4-v7, sind in der FACS-
Analyse deutlich positiv flr die Oberflachenexpression des v6-Epitops (Diagramm oben
rechts), vergleichbar der Expression in AS14- und ASML-Zellen. Der mAk1.1ASML bindet
nicht an die parentalen NIH3T3-Zellen (oben links). Somit kann die Spezifitat der
scFv(1.1ASML):0.:l-exprimierenden CAYZ.007-CTLs an dem Zellpaar
NIH3T3/NIH3T3#CD44v4-v7 getestet werden.

Alle analysierten Zellinien, mit Ausnahme von NIH3T3, exprimieren das Ratten-
CD44v6-Epitop auf ihrer Oberflache. Der mAk1.1ASML erkennt das CD44v6-Epitop in
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nativer Form auf der Oberflache lebender Zellen. Dies ist eine wichtige Voraussetzung fur
die Bindung der scFv(1.1ASML)-Chimaren an das v6-Epitop.
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Abbildung 18: v6-Epitop-Oberflachenexpression in verschiedenen Zellinien. NIH3T3-,
NIH3T3#CD44v4-v7-, 1AS-, 10AS-, AS14- und ASML-Zellen (wie indiziert) wurden mit mAk1.1ASML (2 pg/mi)
oder mAKk3-9 (2 ug/mi) und anschlieBend mit einem Phycoerythrin-konjugierten Ziegenserum gegen Maus-1gG
(1:500) inkubiert und mittels DurchfluBzytometrie analysiert (siehe 3.4.35). Jeweils 10000 lebende Zellen
wurden ausgewertet. In den Diagrammen ist die relative Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitat
(logarithmischer Mafistab) aufgetragen.

4.14 In vitro Zytotoxizitdt der scFv:a:{-exprimierenden CTLs

Die zytolytische Aktivitat der cl96-Infektanten CAYZ.007 wurde in vitro durch
Kokultivierung mit CD44v6-positiven Zellen bestimmt. Die Freisetzung des stabilen
zytoplasmatischen Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) diente als Indikator fir die Lyse
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der Zielzellen. Die Zellen wurden bei verschiedenen Verhaltnissen von Effektor- zu
Zielzellen sechs Stunden inkubiert. Danach wurde der LDH-Gehalt in den zellfreien

Uberstanden ermittelt.
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Abbildung 19: In vitro Zytotoxizitdt der scFv(1.1ASML):0:{-exprimierenden CAYZ.007-

CTL. Parentale cl96- beziehungsweise infizierte CAYZ.007-CTL (wie angegeben) wurden jeweils in
verschiedenen Effektor-:Zielzell-Verhaltnissen mit NIH3T3-, NIH3T3#CD44v4-v7-, 1AS-, 10AS-, AS14- und
P815-Zellen (in den Diagrammen indiziert) in einem nichtradioaktiven Zytotoxizitatstest (siehe 3.4.36)
inkubiert. Der Prozentsatz spezifisch lysierter Zielzellen ist in den Diagrammen gegen das Effektor-:Zielzell-

Verhaltnis aufgetragen.
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CAYZ.007 lysieren spezifisch NIH3T3#CD44v4-v7 (Abbildung 19A), nicht jedoch
die parentalen NIH3T3-Fibroblasten (19B). Die NIH3T3#CD44v4-v7 werden aber nicht
von den parentalen cl96-CTLs (19C) lysiert. Zusammengenommen demonstrieren diese
Beobachtungen die Spezifitdt der Erkennung zwischen Zielzellen und CTLs. Die
Expression des v6-Epitops der Ratte ist unbedingte Voraussetzung flr die Erkennung von
Zielzellen durch die "abgerichteten" zytolytischen T-Zellen.

Die FACS-Analyse zeigte unterschiedlich starke Oberflachenexpression des
CD44v6-Epitops in den vier, vom BSp73-Ratten-Pankreaskarzinom abgeleiten Zellinien
(1AS, 10AS, AS14, ASML; vgl. Abbildung 18). Alle vier Zellinien sind daher geeignete
Zielzellen fur CAYZ.007. Die v6-Epitop-Expression nimmt von 1AS (ber 10AS zu AS14
zu. In dieser Reihenfolge steigt auch die Effizienz der Lyse der einzelnen Zielzellen durch
CAYZ.007 (19E-G). AS14-Zellen werden unter geeigneten Bedingungen zu 100% lysiert
(19E). 1AS exprimiert sehr wenig CD44v6. Die schwache Expression reicht jedoch aus,
um von CAYZ.007 erkannt und ebenfalls lysiert zu werden (19E). Offensichtlich missen
nur wenige scFv:a:{-Chiméren ihr entsprechendes Antigen binden, damit in der
zytotoxischen T-Zelle das Programm "Aktivierung" initiiert wird. Diese Beobachtung wird
durch einen Bericht von Thomas Brocker und Klaus Karjalainen gestitzt. Sie konnten
zeigen, daf3 die Anzahl &hnlicher rekombinanter Rezeptoren auf der CTL-Oberflache keinen
signifikanten EinfluB auf die Effizienz der Zielzellyse hat (Brocker und Karjalainen, 1995).
Dieser Zusammenhang gilt jedoch jeweils nur fur eine gegebene Zielzelle. ASML und
NIH3T3#CD44v4-v7 unterscheiden sich (schon morphologisch) deutlich von den anderen
Zielzellen (Sublinien beziehungsweise daraus abgeleitete Transfektanten, die sich lediglich
in der Starke der CD44v6-Expression unterscheiden) und werden reproduzierbar weniger
effizient lysiert.

Die Expression von scFv(1.1ASML):0.:{ in cl96-CTLs interferiert nicht mit der MHC-
restringierten Zielzelierkennung. CAYZ.007 lysieren P815-Mastozytomzellen &hnlich
effizient wie die parentalen cl96-Zellen (Abbildung 191,J).

Die Zielzellerkennung wird spezifisch vom scFv-Fragment des mAk1.1ASML auf der
Oberflache der modifizierten T-Zellen vermittelt. In Ubereinstimmung damit filhren parentale
cl96-CTLs in CD44v6-positiven Zielzellen nicht zur LDH-Freisetzung. Dies ist in Abbildung
19 far NIH3T3#CD44v4-v7 (19C) und AS14 (19D) gezeigt.

Ein weiterer Beweis, daf3 die Zytotoxizitdt der CAYZ.007-CTLs spezifisch ist,
wurde durch Kompetitionsexperimente mit dem monoklonalen Antikérper 1.1ASML bzw.
Iéslichem Antigen erbracht. Zytotoxizitatstests bei einem konstanten Effektor-:Zielzeli-
Verhéitnis von 4:1, bei dem zuvor eine etwa 50%ige Lyse von AS14-Zellen erzielt wurde
(vgl. Abbildung 19E), wurden in Gegenwart steigender Konzentrationen des mAk1.1ASML
durchgefihrt. Die in Abbildung 20A dargestellten Daten zeigen erneut, in einem solchen
Kompetitionsexperiment, dafi die Lyse der AS14-Tumorzellen durch die CAYZ.007-CTLs
nach spezifischer Interaktion des scFv(1.1ASML) mit dem v6-Epitop erfoigt. In
Abwesenheit des Kompetitors wurden wie erwartet etwa 50% der Zielzellen lysiert. Die
Zytotoxizitat wird jedoch dosisabhangig von mAk1.1ASML blockiert. Sehr groBe Mengen
an kompetierendem, monoklonalem Antikérper (100 ug/ml) sind erforderlich, um die Lyse der
AS14-Zellen wirksam zu blockieren (Abbildung 20A). Dieser Befund ist in Ubereinstimmung
mit der effizienten Lyse von 1AS- und 10AS-Zellen (geringes Oberflachen-
Expressionsniveau des v6-Epitops) durch CAYZ.007 (siehe Abbildung 19F,G). Einerseits
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Abbildung 20: Hemmung der lytischen Aktivitdt der CAYZ.007-CTL durch mAk1.1ASML
oder GST#CD44v4-v7. CAYZ.007-CTL wurden bei einem konstanten Effektor-:Zieizell-Verhéltnis von 4:1
mit AS14-Zellen in Gegenwart steigender Konzentrationen des mAk1.1ASML (A) oder GST#CD44v4-v7-
Protein (B) inkubient (siehe 3.4.36). Der Prozentsatz spezifisch lysierter Zielzelien ist in den Diagrammen
gegen die Kompetitorkonzentration aufgetragen.

exprimieren AS14-Zellen groBe Mengen des v6-Epitops auf ihrer Oberflache und
andererseits reicht die Bindung nur weniger scFv:a.:(-Chimaren an ihr entsprechendes
Antigen aus, um in zytotoxischen T-Zellen das Aktivierungsprogramm zu initileren. Die v6-
Epitope auf den Zielzellen missen offensichtlich quantitativ von mAk1.1ASML protektiert
werden, um die Tumorzeiien vor der Erkennung durch die CTLs zu "tarnen” und dazu sind
im Fall von AS14-Zellen sehr hohe mAk1.1ASML-Konzentrationen erforderlich. Der Zusatz
des Kontrollantikérpers mAk3-9 (hier wurde nur die hochste Konzentration getestet) hatte
keinen Einfiuf auf die AS14-Lyse durch CAYZ.007-CTLs (nicht gezeigt).

In einem zweiten Kompetitionsexperiment wurde 16sliches Epitop als spezifischer
Kompetitor eingesetzt. Zytotoxizitatstests bei einem Effektor-:Zielzell-Verhaltnis von 4:1
wurden in Gegenwart steigender Konzentrationen von bakteriell exprimiertem
GST#CD44v4-v7-Fusionsprotein (siehe 4.4) durchgefihrt. Die spezifische Lyse der
AS14-Tumorzellen durch die CAYZ.007-CTLs in Abwesenheit des Kompetitors betrug in
diesem Experiment lediglich 12%. In Gegenwart des GST#CD44v4-v7-Proteins konnte die
Zielzellyse jedoch vollistandig blockiert werden (Abbildung 20B). Wird GST-Protein allein
(in einer Konzentration von 100 pg/ml) eingesetzt, wird die Zielzellyse nicht beeinflut (nicht
gezeigt).

Zusammenfassend kann festgestellt werden: Die Expression von
scFv(1.1ASML):0:C verleiht cl96-CTLs eine zusatzliche Spezifitat; sie erkennen Ratten-
CD44ve-exprimierende Zellen. Die Antigenerkennung fihrt zur Aktivierung der
"abgerichteten" CTLs und schlieBlich zur Zerstérung der Zielzellen.
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4.15 Adoptive Immunisierung von Nacktmédusen mit CAYZ.007-CTLs

Die Fahigkeit der gentechnologisch modifizierten CTLs, die das Ratten CD44v6-
Epitop erkennen, in vivo mit dem Tumorwachstum zu interferieren, wurde an AS14-
Tumoren in Nacktmausen getestet. AS14 Ratten-Tumorzellen wurden subkutan auf den
Rucken von thymusaplastischen BALB/c M&usen injiziert. Das Tumorwachstum wurde
anhand von Messungen mit einer Schieblehre verfolgt. Als die Tumore ein mittleres
Volumen von etwa 30 mm3 hatten, was nach drei bis sieben Tagen der Fall war, wurde mit
der Applikation von T-Zellen durch die Schwanzvene begonnen.

Zunéchst sollte ermittelt werden, wieviele CTLs pro Tag in Nacktmause injiziert
werden konnen, ohne das Wohlbefinden der Tiere zu beeintrdchtigen (was einen
negativen Einflu3 auf das Wachstumsverhalten des Tumors haben konnte). Je finf AS14-
Tumor-tragende (durchschnittliches Tumorvolumen: 39 mm3 + Standardabweichung)
Nacktmause erhielten an sieben aufeinanderfolgenden Tagen intravendse Injektionen von
3 x 106 (Abbildung 21, hellgraue S&ulen), 107 (dunkelgraue Saulen) oder 3 x 107
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Abbildung 21: Parentale cl96-CTL beeinflussen nicht das Tumorwachstum. BALB/c
Nacktmause wurden subkutan auf den Riicken mit 5 x 105 AS14-Zellen inokuliert. Sobald die Tumore ein
durchschnittliches Volumen von etwa 40 mm? erreicht hatten, wurde mit der Applikation der T-Zellen
begonnen. Je finf Versuchstiere erhielten sieben Tage lang téglich intravendse (durch die Schwanzvene)
Injektionen von 3 x 10% (heligraue Sé&ulen; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie:
37 mm3), 107 (dunkelgraue Saulen; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie: 37 mm?) oder
3 x 107 (schwarze Saulen; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie: 41 mm3) cl96-CTL. Finf
Kontrolltieren (weiBe Saulen; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie: 39 mm3) wurde nach
demselben Behandlungsschema PBS appliziert. Das Tumorvolumen wurde durch Messung der drei
Tumordurchmesser mit einer Schieblehre ermittelt (sieche 3.4.37). Das durchschnittliche Tumorvolumen ist
gegen die Zeit (in Tagen) aufgetragen. Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung.
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(schwarze Saulen) cl96-CTLs. Eine weitere Gruppe von fiinf Versuchstieren erhielt zur
Kontrolle des Tumorwachstums in Abwesenheit eines Therapeutikums, tagliche Injektionen
von PBS (wei3e Saulen). Das durchschnittliche Tumorvolumen ist gegen die
Behandlungstage aufgetragen. Der Vergleich der durchschnittlichen Tumorvolumina in den
cl96-behandelten Gruppen untereinander, sowie mit denen in der Kontrollgruppe (PBS-
Behandlung) zeigt, daB die tdgliche Applikation von bis zu 3 x 107 cl96-CTLs das
Wachstum von AS14-Tumoren in Nacktméausen nicht beeinfluBt. Die tagliche Injektion von 3
x 107 CTLs wurde auch von allen Versuchstieren sehr gut toleriert. Eine systemische
Toxizitat der cl96-CTLs war nicht zu beobachten. In allen folgenden Therapieexperimenten
wurden daher, Uber einen Zeitraum von sieben Tagen, taglich 3 x 107 CTLs appliziert.
Durch die Applikation der scFv(1.1ASML):a:{-exprimierenden CTLs 4Bt sich das
Wachstum von AS14-Tumoren in Nacktmausen signifikant retardieren. Das Ergebnis einer
solchen Therapie ist in Abbildung 22 zu sehen. Zwei Kontroligruppen mit je sieben AS14-
Tumor-tragenden Nacktmausen wurden an sieben aufeinanderfolgenden Tagen durch
intravendse Applikation von entweder 3 x 107 cl96-CTLs (graue Saulen) oder PBS (weiBe
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Abbildung 22: Adoptive Immunisierung AS14-Tumor-tragender Mause. BALB/c Nackiméusen
mit tastbaren, subkutanen AS14-Tumoren wurde entweder PBS (sieben Mause; durchschnittliches
Tumorveiumen zu Beginn der Therapie: 28 mm?3; weiBe Saulen), 3 x 107 parentale cI96-CTL (sieben Mause; .
durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie: 30 mm?3; graue Saulen) oder 3 x 107
gentechnologisch modifizierte CAYZ.007-CTL (zehn Méuse; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der
Therapie: 34 mm?3; schwarze Saulen) appliziert. Die Behandlung beinhaltete tagliche intravenése Injektionen
Uiber einen Zeitraum von sieben Tagen. Nach Beendigung der Therapie wurden die Tiere eine weitere Woche
beobachtet. Das Tumorvolumen wurde wie unter Abbildung 21 beschrieben ermitteit. Das durchschnittliche
Tumorvolumen ist gegen die Zeit (in Tagen) aufgetragen. Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung.
Die statistische Signifikanz des Unterschiedes zwischen den durchschnittlichen Tumorvolumina von ¢l96-
und CAYZ.007-Gruppe wurde mittels Student t-Test berechnet (3.3.38). Die irrtumswahrscheinlichkeiten (p)
sind angegeben.
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Séulen) behandelt. Eine dritte Gruppe von zehn tumortragenden Versuchstieren erhieit
sieben Tage lang téagliche intravenose Injektionen von 3 x 107 der gentechnologisch
modifizierten CTLs (schwarze Saulen). Das Startvolumen der Tumore am Tag 1 der
Therapie (Tag der ersten Applikation) betrug im Durchschnitt 31 mm3 + Standardabwei-
chung. Aufgetragen ist das durchschnittliche Tumorvolumen gegen die Beobachtungstage.

Waéhrend das durchschnittliche Tumorvolumen in den beiden Kontrollgruppen (PBS-
und cl96-Behandlung) innerhalb von zwei Wochen auf mehr als 1 cm3 anstieg, vermittelte
der adoptive Transfer der CAYZ.007-CTLs eine signifikante Retardierung des Tumor-
wachstums. Am Ende des Beobachtungszeitraums (Tag 13 nach Therapiebeginn) waren
die Tumore hier durchschnittlich nur halb so groB3 wie in den Kontrolltieren. Das Experiment
wurde am Tag 13 beendet, da zu diesem Zeitpunkt einige der Kontrolitiere Tumore mit einem
Volumen von mehr als 1,5 cm3 hatten und daher getdtet werden mufBten. Der Unterschied
im Tumorwachstum war bis zum Tag 13 statistisch signifikant (Student t-Test; vgl. 3.3.38).

Dieses Schlusselexperiment der gesamten vorliegenden Arbeit beweist, dal3 die
gentechnologisch modifizierten zytotoxischen T-Lymphozyten in vivo das Wachstum
CD44ve6-exprimierender Tumore hemmen. Alle Tiere wurden nach Autopsie auf
Metastasenbildung in Lymphknoten und Lunge untersucht. In keinem einzigen der
Versuchstiere konnten sekundére Kolonien nachgewiesen werden. Aus den beschriebenen
Versuchen kann, aufgrund des relativ kurzen Beobachtungszeitraumes, nicht der Schiu3
gezogen werden, dal3 AS14-Zellen in thymusaplastischen Nacktmausen nicht
metastasieren. Da der Primartumor bereits zu grof3 war, muf3ten die Mause wahrscheinlich
zu einem Zeitpunkt getotet werden, bevor Metastasen auftreten konnten.

Interleukin-2 (IL-2) ist der wichtigste Wachstumsfaktor fur T-Zellen. Sowohl cl96-
CTLs als auch ihre Infektanten Uberleben und proliferieren in Zellkultur nur in Gegenwart
von IL-2 (nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Therapieexperiment
der Effekt von systemisch appliziertem IL-2 auf die anti-Tumor-Aktivitat von CAYZ.007
untersucht. Nackimause wurden subkutan mit 5 x 10° AS14-Tumorzellen inokuliert. Bei
Erreichen eines durchschnittlichen Tumorvolumens von etwa 30 mm3 wurden sie den
folgenden Behandlungsprotokollen unterzogen. Neun Mause erhielten an sieben
aufeinanderfolgenden Tagen intravendse Injektionen von PBS (Abbildung 23; weif3e
Séaulen). Funf Versuchstieren wurden sieben Tage lang taglich 104 Einheiten humanes
rekombinantes IL-2 intraperitoneal injiziert (graue Saulen). Eine dritte Gruppe von sechs
Tieren erhielt eine Kombinationstherapie (sieben Tage; taglich), bestehend aus
intravendser Injektion von 3 x 107 CAYZ.007-CTLs und intraperitonaler Injektion von
104 Einheiten humanem, rekombinantem IL-2 (schwarze Saulen).

Das Ergebnis dieses Experimentes zeigt einen starken additiven Effekt von IL-2 auf
die anti-Tumor-Aktivitdt der "abgerichteten” CTLs. Wéahrend IL-2 selbst keine
tumorinhibierende Wirkung hatte, wurde durch parallele Applikation von IL-2 der Effekt der
gentechnologisch modifizierten CTLs gegeniber dem AS14-Tumor dramatisch verstarkt
(schwarze Saulen gegenuber weiBen Saulen in Abbildung 23). Die Tumore in der
Therapiegruppe (Behandlung mit CAYZ.007-CTLs und IL-2) wuchsen in sieben Tagen nur
auf das Doppelte des Startvolumens, wahrend in beiden Kontrollgruppen (Behandlung mit
PBS oder IL-2) im selben Zeitraum ein Wachstum um mehr als das 25-fache zu
beobachten war.
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Abbildung 23: Kombinationstherapie mit CAYZ.007-CTL und humanem, rekombinantem
IL-2. BALB/c Nacktméuse mit palpierbaren, subkutanen AS14-Tumoren (durchschnittliches Tumorvolumen:
30 mm3) erhielten iiber einen Zeitraum von sieben Tagen entweder tagliche i.p. Injektionen von 10* Einheiten
humanem, rekombinantem IL-2 (finf Tiere; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie:
34 mm?; graue Saulen) oder tagliche i.v. Injektionen von 3 x 107 CAYZ.007-CTL in Kombination mit i.p.
Injektionen von 104 Einheiten IL-2 (sechs Tiere; durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie:
29 mm?3; schwarze Saulen). Neun Kontrolitieren (durchschnittliches Tumorvolumen zu Beginn der Therapie:
32 mm?3; weiBe Saulen) wurde taglich i.v. PBS appliziert. Das Tumorvolumen wurde wie unter Abbildung 21
beschrieben ermittelt. Das durchschnittliche Tumorvolumen ist gegen die Zeit (in Tagen) aufgetragen. Die
Werte sind Mittelwerte = Standardabweichung. Versuchstiere, die die Kombinationstherapie erhalten hatten,
wurden eine weitere Woche beobachtet und das Tumorvolumen ermittelt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden: CAYZ.007-CTLs retardieren das
Wachstum subkutaner AS14-Tumore in Nacktmausen. Die systemische Applikation von
humanem, rekombinantem Interleukin-2 verstarkt diesen Effekt.
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5. DISKUSSION

Die Expression varianter CD44-Isoformen ist ein Indikator flir das
Progressionsstadium verschiedener humaner Neoplasien und korreliert oft mit verminderter
Uberlebenserwartung von Krebspatienten (Mulder et al., 1994; Kaufmann et al., 1995;
Stauder et al.,, 1995). Beim BSp73-Pankreaskarzinom der Ratte konnte der kausale
Zusammenhang zwischen der Expression von CD44-Varianten und dem metastatischen
Potential von Tumorzellen experimentell bewiesen werden (Giinthert et al., 1991; Rudy et
al., 1993; Seiter et al., 1993). Sowoh! in humanen Tumoren als auch im Rattensystem
nehmen v6-Epitop-enthaltende CD44-isoformen eine herausragende Stellung ein. In der
vorliegenden Arbeit sollten zunachst im BSp73-Rattensystem immunintervenierende
Strategien zur Behandlung von Krebs entwickelt werden. Aufgrund ihrer Beteiligung am
malignen Prozef, ihrem tumorassoziierten Auftreten und ihrer extrazellularen Zugéanglichkeit
sind variante CD44-Isoformen attraktive molekulare “Zielscheiben® fir ein solches
Vorhaben.

Die Realisierung des Vorhabens sollte auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen.
Einerseits war ein bakterielles Toxin derart zu modifizieren, dal3 es selektiv an v6-Epitop-
exprimierende Zellen bindet und diese eliminiert. Dieses Immuntoxin sollte in grof3en
Mengen in Escherichia coli produziert und zur Behandlung von BSp73-Tumoren in Nackt-
méausen und Ratten eingesetzt werden. Andererseits sollten zytotoxische T-Lymphozyten
artifiziell gegen CD44v6-positive Zellen “abgerichtet” werden und durch Transfer in
Nacktmause adoptive Immunitat gegentiber BSp73-Xenotransplantaten vermitteln.

Beide Strategien bergen Vor- und Nachteile. Immuntoxine lassen sich unter relativ
geringem Aufwand in groBen Mengen in Bakterien herstellen (Chaudhary et al., 1990; Wels
et al.,, 1992a, b, 1995). Ein therapeutisch wirksames Immuntoxin kdnnte Uber die MHC-
Schranken hinweg in jedem Krebspatienten eingesetzt werden. Da ein Teil des
Immuntoxins jedoch eukaryontischen Ursprungs ist, konnte die Produktion in Bakterien mit
Faltungsproblemen verbunden sein. Zudem ist in behandelten Patienten eine
Immunantwort gegen den bakteriellen Teil des Immuntoxins zu erwarten, wodurch die Dauer
der Applikation limitiert wiirde. SchlieBlich besitzen solide Tumore Barrieren, die das
Eindringen diffusibler Substanzen erschweren (Jain, 1990), so daf therapeutisch wirksame
Mengen des Toxins moglicherweise den Tumor gar nicht erreichen. Letztgenanntem
Problem waére durch den zweiten Ansatz, den Einsatz zytolytischer T-Lymphozyten zu
begegnen. Diese Zellen sind in der Lage, Gewebe aktiv zu penetrieren. Hierbei mu3te man
allerdings den enormen Aufwand in Kauf nehmen, daf3 CTLs fir individuelle Krebspatienten
gesondert “abgerichtet” werden missen. Die ansonsten zu erwartende Alloreaktion
verbietet den Transfer von CTLs, die in einem Patienten anti-Tumor-Aktivitat entwickeln, in
weitere Patienten mit demselben Krankheitsbild. Aufgrund der Vielzahl positiver wie
negativer Aspekte der beiden Konzepte sollten von vornherein beide gepruft werden.
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5.1 Das gescheiterte Projekt

In einem ersten Projekt galt es, ein CD44v6-spezifisches Immuntoxin in Bakterien
zu produzieren. Dazu wurde die kodierende Sequenz der minimalen antigenerkennenden
Einheit des monoklonalen Antikdrpers mAk1.1ASML mit der cDNA der Domaénen 11, Ib und I
des Exotoxin A (ETA) aus Pseudomonas aeruginosa fusioniert (Abbildung 8). Wildtyp-ETA
wird nach rezeptorvermittelter Endozytose und proteolytischer Prozessierung ins
Zytoplasma einer Zielzelle transloziert (Ogata et al., 1990). Dort blockiert es durch ADP-
Ribosylierung des Elongationsfaktors-2 (EF-2) die zellulare Proteinsynthese. Die
Domanenstruktur von ETA ist gut charakterisiert (Hwang et al., 1987; Siegall et al., 1989).
Translokations- und enzymatische Doméne sind in den Doménen Il und [l lokalisiert.
Domaéne | ist fir diese beiden Funktionen entbehrlich und kann durch ein scFv-Fragment
(oder einen Wachstumsfaktor) ersetzt werden (Debinski et al., 1993; Wels et al., 1992b,
1995). ETA erhalt damit eine neue Spezifitat. Viele auf diese Weise erzeugte Immuntoxine
zeigen wachstumsretardierende Aktivitat gegentiber Tumoren in vitro und in vivo.

Zwar gelang in der vorliegenden Arbeit die Produktion relativ groBer Mengen des
scFv(1.1ASML):ETA-Immuntoxins in Bakterien, jedoch hatte nur ein geringer Anteil des
synthetisierten Proteins Bindungsaffinitat zum CD44v6-Epitop der Ratte (Abbildung 10).
Trotz grof3er Anstrengungen konnte dieser Anteil nicht gesteigert werden und das Projekt
wurde voriibergehend "auf Eis gelegt". Neue Befunde der Arbeitsgruppe von Andreas
Plackthun geben nun AnlaB, das Toxinprojekt wieder "aufzutauen". Durch gezielte
Mutationen in "framework"-Regionen variabler Immunglobulindoméanen konnte die Ausbeute
an korrekt gefalteten, das heif3t antigenreaktiven scFv-Fragmenten signifikant gesteigert
werden (Knappick und Pliickthun, 1995). Moglicherweise lief3e sich die Ausbeute an korrekt
gefaltetem scFv(1.1ASML):ETA durch analoge Mutationen ebenfalls erh6hen. Mit groBeren
Mengen antigenreaktiven Immuntoxins wiederum waren funktionelle Analysen durchfiihrbar
und somit kénnte die anti-Tumor-Aktivitat von scFv(1.1 ASML(:ETA) untersucht werden.

5.2 Die “Abrichtung® zytotoxischer T-Lymphozyten

Prinzipiell kénnte man sich vorstellen, daB das Immunsystem Effektorzellen
hervorbringen kann, die transformierte Zellen erkennen und zerstéren kdnnen. Anhand von
Tiermodellen konnte dies auch eindeutig bewiesen werden. Adoptiv transferierte,
spezifische T-Lymphozyten sind in der Lage, ansonsten letale Tumore zu eliminieren
(Fernandez-Cruz et al., 1982; Shu und Rosenberg, 1985; Kast et al., 1989). Diese Daten
wurden allerdings mit immunogenen Tumoren in Tiermodellen gewonnen. Sie sind daher aus
klinischer Sicht nur unter der Pramisse, daf3 humane Tumorzellen von autologen T-Zellen
spezifisch erkannt werden kénnen, fiir die Behandlung humaner Krebserkrankungen
relevant. Bei einigen humanen Tumoren war die Suche nach tumorspezifischen T-Zellen
erfolgreich, aber ihre Existenz scheint eher die Ausnahme als die Regel zu sein (Rosenberg
et al., 1986; Halapi et al., 1993; Baxevanis et al., 1994, Hilders et al., 1994; Freedman et al.,
1994; Robbins et al., 1995; Matsuda et al., 1995).

Virusinduzierte Tumore (wie beispielsweise Epstein-Barr-Virus-(EBV)-assoziierte
B-Zell-Lymphome) prasentieren autologen T-Zellen viruskodierte, also "fremde" Proteine
als MHC-Klasse-l-assoziierte Peptidfragmente. Ein intaktes Immunsystem kann solche
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Zellen eliminieren. EBV-assoziierte B-Zell-Lymphome treten dementsprechend vermehrt in
immunsupprimierten Patienten auf (als Ubersichtsartikel siehe loachim, 1990). Dagegen ist
bei Tumoren, die durch Mutationen von Proto-Onkogenen hervorgerufen werden, bei einem
gegebenen Repertoire an MHC-Haplotypen die Wahrscheinlichkeit sehr gering, dal3 ein
punktmutiertes Onkogenprodukt dem Immunsystem in Form eines MHC-assoziierten
Peptids prasentiert wird (Roétzschke und Falk, 1991). Mutationen von
Tumorsuppressorgenen, die zu deren Inaktivierung und damit zum Auslésen maligner
Transformationen fiihren (Bishop, 1991), kénnen dem Immunsystem (berhaupt nicht
mitgeteilt werden. SchlieBlich bedienen sich viele Tumorzellen zur Disseminierung invasiver
und migratorischer Eigenschaften, die in der Embryonalentwicklung und einigen
spezialisierten Zellen des adulten Organismus eine Rolle spielen (als Ubersichtsartikel
siehe Herrlich et al., 1993; Bernstein und Liotta, 1994). Sie exprimieren also ,selbst"-
Antigene. Ob die Expression von diesen Proteinen immunogen ist, ist in Frage zu stellen.
Daneben scheint der Palette an Mechanismen, mit Hilfe derer sich Tumorzellien der
Immuniberwachung entziehen konnen, keine Grenze gesetzt zu sein (Cromme et al,,
19944, b; als Ubersichtsartikel siehe Restifo et al., 1993).

Es sieht also ganz so aus, als misse man der Tatsache ins Auge sehen, daf3 viele
Tumore Zelloberflachenstrukturen, die den TCR-Komplex autologer T-Zellen stimulieren
kénnen, gar nicht besitzen. Wie ware nun solchen Tumoren beizukommen? Man
beobachtet oft die tumorassoziierte Expression korpereigener Zelloberflachen-Antigene.
Monoklonale Antikérper gegen solche tumorassoziierten Antigene kénnen hergestelit
werden. Diese wurden sogar - allerdings ohne Erfolg - in einer Reihe klinischer Studien als
potentielle Krebstherapeutika eingesetzt (als Ubersichtsartikel siehe Riethmiuiller et al.,
1993). Die Ursache liegt auf der Hand: Antikdrper sind trotz ihrer beeindruckenden Spezifitat
und ihrer offensichtlichen Fahigkeit, Tumorzellen zu erkennen, nicht (genligend) zytotoxisch.
Um Antikodrper zytotoxisch zu machen, wurde ihre Fahigkeit, tumorassoziierte Antigene
spezifisch zu erkennen, mit der Fahigkeit von T-Zellen kombiniert, zytolytische Aktivitat
gegentiber Zielzellen zu entwickeln. Dazu wurden sogenannte bispezifische Antikbrper
entwickelt, die duale Bindungsspezifitat besitzen. Sie binden gleichzeitig an Strukturen auf
der Oberflache von Zielzellen und den TCR-Komplex auf T-Zellen und aktivieren so T-Zell-
Effektormechanismen gegeniiber der Zelle, mit der ein physikalischer Kontakt besteht (als
Ubersichtsartikel siehe Fanger und Guyre, 1991). Im Tierexperiment lassen sich mit
bispezifischen Antikdrpern erstaunliche Therapieerfolge erzielen (Renner et al., 1994). Die
humane Tumortherapie mit bispezifischen Antikdrpern wird derzeit jedoch noch durch
Probleme limitiert, wie der Unzuganglichkeit vieler solider Tumore fiir ausreichende Mengen
des therapeutischen Immunglobulins (Jain, 1990), der Entwicklung einer Immunreaktion
gegen das (meistens murine) Immunglobulin (HAMA fiir "human anti-mouse antibody") oder
der relativ schnellen Dissoziation von Antikdrpern von der Lymphozytenmembran (Bolhuis
et al., 1991). Durch die Entwicklung bispezifischer sc(Fv)o-Fragmente oder sogenannter
“diabodies” (Holliger et al., 1993; Gruber et al., 1994; Mack et al.,, 1995) oder die
Bereitstellung humanisierter Antikorper (Jones et al., 1986; als Ubersichtsartikel siehe Hurle
und Gross, 1994), beziehungsweise in Mausen generierter humaner Antikérper (Taylor et
al.,, 1992; Choi et al., 1993; Wagner et al., 1994a, b) sind in diesem Forschungsgebiet
jedoch in n&chster Zukunft Fortschritte zu erwarten.
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Eine neue Strategie der “Abrichtung” zytotoxischer T-Lymphozyten zu Werkzeugen
einer anti-Tumor-Therapie wurde in der vorliegenden Arbeit beschrieben. Durch Fusion der
Antigenbindungsregion von mAk1.1ASML und der {-Kette des TCR-Komplexes (das
Fusionsprotein wird als scFv(1.1ASML):o:{ bezeichnet) wurde ein CD44v8-spezifischer
Zelloberflachenrezeptor mit signaltransduzierenden Eigenschaften generiert. Ein fiir den
chiméaren Rezeptor kodierendes, synthetisches Gen wurde mittels retroviralem Gentransfer
in eine murine zytotoxische T-Zellinie eingeschleust. Zytotoxische T-Lymphozyten, die den
chimaren Rezeptor exprimieren, lysierten selektiv CD44v6-positive Zielzellen. Das
Wachstum CD44v6-positiver BSp73-Xenotransplantate in Nackimausen wurde durch
adoptiven Transfer der gentechnologisch manipulierten CTLs signifikant retardiert.

scFv(1.1ASML):o: wird in infizierten Zellen als antigenreaktiver Zelloberfiachen-
rezeptor exprimiert (Abbildungen 14-17). Theoretisch konnten die scFv(1.1ASML):oi:{-
Proteine in verschiedenen Formen an der Oberflache von Zellen auftreten. In infizierten
CTLs konnte eine Assoziation mit endogenen TCR/CD3-Komponenten erfolgen. AuBBerdem
konnte die {-Transmembrandomane in CTLs eine kovalente Disulfidbindung zwischen der
chimaren und der endogenen {-Kette erlauben. Der chimare Rezeptor assoziiert jedoch nur
mit sich selbst zu disulfidgebundenen Homodimeren, heterodimerisiert aber nicht mit der
endogenen {-Kette (Abbildungen 15 und 16). Da letzterer Befund mit Gesamtzellextrakten
infizierter CTLs gewonnen wurde, ist davon auszugehen, daB Heterodimere nicht nur nicht
an die Oberflache gelangen, sondern gar nicht gebildet werden. Die Kolokalisation der
chimaren {-Kette mit dem TCR-Komplex wurde nicht untersucht. Diese ist jedoch, in
Analogie zu einem Bericht von Thomas Brocker und Kollegen (1993), unwahrscheinlich. Ein
ahnliches rekombinantes {-Protein kopréazipitierte in dieser Studie nicht mit Komponenten
des TCR-Komplexes. Das heift, es sollte zu keiner sterischen Behinderung zwischen dem
endogenen TCR-Komplex und dem chimaren Rezeptor kommen.

5.3 CAYZ.007-CTLs haben die "Lizenz zum Téten"

scFv(1.1ASML):o:{-exprimierende CTLs entwickelten mit hoher Spezifitat Zyto-
toxizitat gegeniber CD44v6-positiven Zellen in vitro (Abbildungen 19 und 20): Alle
untersuchten CD44v6-positiven Zielzellen wurden lysiert, wahrend CD44v6-negative
Zellen nicht lysiert wurden. Die Zytolyse konnte durch spezifische Kompetitoren, wie den
parentalen monoklonalen Antikérper oder bakteriell exprimiertes v6-Epitop, blockiert
werden. Dazu waren allerdings sehr hohe Kompetitorkonzentrationen erforderlich. Ahnlich
hohe Konzentrationen werden benétigt um die Bindung von radioaktiv markiertem
mAk1.1ASML an AS14-Zellen durch nicht-markierten mAk1.1ASML zu inhibieren (Wirth et
al., 1993). Selbst bei einer Konzentration von 100 pug/ml des nicht-markierten Ig‘s wurde die
Bindung des markierten Ig‘'s an die AS14-Zellen nur zu 98% blockiert. Offensichtlich
induziert aber bereits die Bindung weniger chimarer {-Proteine auf CTLs die Aktivierung der
T-Zellen. CD44v6-Epitope auf AS14-Zellen beziehungsweise scFv:o:{-Rezeptoren auf
CAYZ.007-CTLs mussen daher nahezu quantitativ protektiert werden, um eine Zielzellyse
zu verhindern.
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Bei der Effizienz der Zielzellyse ist eine gewisse Abhangigkeit von der
Antigendichte zu beobachten, die jedoch offensichtlich ab einem bestimmten Schwellenwert
nicht mehr zum Tragen kommt. So wurden 1AS-Zellen, welche nur sehr wenig CD44v6
exprimieren (Abbildung 18), zwar von CAYZ.007-CTLs lysiert, jedoch mit deutlich
geringerer Effizienz als 10AS-Zellen, die nur geringfiigig mehr CD44v6 exprimieren. 10AS-
Zellen wurden mit fast identischer Effizienz lysiert wie AS14-Zellen, die stark positiv fur
CD44v6 sind. Zielzellen sind also ab einem gewissen Expressionsniveau des Antigens
maximal sensitiv fir die Lyse durch die gegen sie "abgerichteten" CTLs. Diese Sensitivitat
wird durch ein hoheres Antigenexpressionsniveau nicht mehr gesteigert. Die in vitro-
Experimente zeigen auch, daf3 der geschilderte Zusammenhang jeweils nur auf eine
bestimmte Zellinie zutrifft. 1AS, 10AS und AS14 sind miteinander verwandt. 1AS und 10AS
unterscheiden sich lediglich in der Passagenzahl, AS14 ist durch Transfektion aus 10AS
hervorgegangen. Zwei andere Zielzellenlinien, namlich NIH3T3#CD44v4-v7- und ASML-
Zellen, waren deutlich resistenter gegeniiber der Lyse durch CAYZ.007-CTLs, obwohi sie
ebensoviel CD44v6-Epitop auf ihrer Oberfiache haben wie AS14-Zellen. ASML-Zellen
sind auch gegenlber anderen Lysemechanismen des Immunsystems, wie zum Beispiel
der Komplementlyse sowie der Lyse durch NK-Zellen, Makrophagen und allogene T-Zellen,
resistenter als AS14-Zellen (Arch, 1994). Diese Beobachtungen sind wahrscheinlich auf
morphologische Unterschiede zuriickzufiihren, auf die an dieser Stelle nicht naher
eingegangen werden soll.

Sehr geringe Mengen an CD44v6, wie man sie auf der Oberflaiche von 10AS-
Zellen findet, reichen aus, um Zielzellen nahezu optimal gegenlber der Lyse durch
CAYZ.007 zu sensitivieren. Dieser Befund steht nicht im Widerspruch zur beobachteten
Kinetik der Inhibition der Lyse durch mAk1.1ASML. AS14-Zellen haben auf ihrer Oberflache
etwa 1,8 x 108 CD44v6-Epitope (Wirth et al., 1993). In Analogie zu der beobachteten,
sehr effizienten Lyse der 10AS-Zellen solite man trotz 98%iger Blockierung der Epitope auf
AS14-Zelien in Gegenwart von 100 pg/ml mAk1.1ASML maximale Lyse erwarten. Die
Fahigkeit des mAk1.1ASML, die Lyse zu biockieren, basiert sicher einerseits auf der
direkten Protektion der vB-Epitope. Um die beobachtete Effizienz der Inhibition zu erklaren,
muf3 man allerdings weitere, indirekte Einflisse des mAk1.1ASML auf die AS14-Lyse
postulieren. Eine Moglichkeit ware, daB an AS14-Zellen gebundene Immunglobulin-
Molekile den Zugang der CAYZ.007-CTLs sterisch behindern.

Die adoptive Immunisierung AS14-Tumor-tragender Nackimause mit den gentechno-
logisch modifizierten CTLs hatte eine signifikante wachstumsinhibierende Wirkung auf diese
Tumore (Abbildung 22). Bei genauer Betrachtung des Diagramms fallt jedoch auf, daB3 der
anti-Tumor-Effekt nur bei kleinen Tumoren ausgepragt ist. Von Tag 1 der Behandlung bis
Tag 3 verdreifachte sich das Tumorvolumen in Kontrolltieren nahezu, in CAYZ.007-
behandelten Versuchstieren dagegen wuchsen die Tumoren nur minimal. Danach wuchsen
die Tumore, wenn auch zeitversetzt, in allen Gruppen mit derselben Kinetik. Die Zah!
neugebildeter Tumorzellen iberwiegt ab einem gewissen Tumorvolumen bei weitem die
Zahl der eliminierten, so daf3 kein anti-Tumor-Effekt mehr zu beobachten ist. Dieser Befund
zeigt, daf3 wie bei allen Tumortherapiekonzepten, moglichst kleine Tumore oder minimale,
residuelle Erkrankungen nach chirurgischen Eingriffen, auch fir die vorgestellte Strategie die
lohnensten Ziele sein werden.
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54  Eine Steigerung der Effizienz ist dringend erforderlich

Die gezeigten in vivo Daten wurden durch tagliche Injektion von 3 x 107 CAYZ.007-
CTLs erzielt. Bei Applikation von weniger Zellen war kein Therapieerfolg zu erkennen (nicht
gezeigt). Man wagt gar nicht, diese Zahl anhand des Korpergewichts auf andere
Organismen zu extrapolieren. Schon bei der Ratte (etwa 250 g Kérpergewicht) kommt man
dabei auf 3 x 108 Zellen pro Tag und Versuchstier. Dies liegt weit jenseits der Kapazitat
eines Forschungsinstitutes. AuBerdem wurde hier mit einer T-Zellinie gearbeitet, unter
Bedingungen also, die praktisch unlimitierten Nachschub an therapeutischen T-Zellen
gewabhrleisten. Diesen Vorteil kann man unter realistischen Bedingungen, also der Therapie
von Tumorpatienten mit autologen, gentechnisch manipulierten T-Zellen nicht nutzen.
Warum ist also diese immense Zahl von Zellen nétig und wie lieBe sie sich reduzieren?

Eine sehr einfache Erklarung ware, daf3 die "abgerichteten” T-Zellen in vivo (genau
wie in vitro) in Abwesenheit von IL-2 nicht proliferieren. Konsequenterweise war der anti-
Tumor-Effekt der CAYZ.007-CTL in Gegenwart von IL-2 wesentlich deutlicher ausgepragt;
das Wachstum der AS14-Tumore wurde fast vollstandig blockiert (Abbildung 23). Die
Einschleusung anderer Gene, wie beispielsweise des |IL-2-Gens in Kombination mit dem
scFv:a:{-Gen konnte die anti-Tumor-Aktivitat der CTLs steigern. Ein entsprechendes
retrovirales Expressionskonstrukt, in dem die cDNAs von scFv(1.1ASML):.o:.{ und IL-2
durch die interne ribosomale Bindungsstelle des Encephalomyocarditis-Virus (Ghattas et
al.,, 1991: Duke et al., 1992; als Ubersichtsartikel siche Mountford und Smith, 1995)
miteinander verbunden sind, kloniere ich gerade. Diese Strategie erlaubt die Expression
beider Proteine von einem polycistronischen mRNA-Molekdil.

Der Bedarf eines enormen Uberschusses an manipulierten CTLs zur Erzielung
eines Therapieerfolgs kénnte auch daran liegen, daf3 zu wenige der manipulierten CTLs die
Tumore infiltrieren. Es muf3 hier emeut darauf hingewiesen werden, daf3 in dieser Arbeit eine
T-Zellinie verwendet wurde, deren Fahigkeit, in Tumore einzudringen, nicht vorausgesetzt
werden kann. Man konnte jedoch auf T-Zelien zuriickgreifen, die bereits im Tumor lokalisiert
sind. Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs), unter denen sich auch tumorreaktive
T-Zellen befinden, kdnnen in vielen Fallen aus Tumoren préapariert werden (Rosenberg et
al., 1986; Halapi et al., 1993; Baxevanis et al., 1994; Hilders et al., 1994; Freedman et al.,
1994; Robbins et al., 1995; Matsuda et al., 1995). TILs kénnen ex vivo in Gegenwart von
IL-2 expandiert werden und Patienten in Form einer systemischen, adoptiven
Immuntherapie zuriickinfundiert werden (Rosenberg et al., 1988, 1994). Da die "homing"-
Spezifitat von Lymphozyten, also ihre Praferenz, bestimmte Gewebe zu penetrieren,
streng reguliert wird (als Ubersichtsartikel siche Mackay, 1993; Picker, 1994), hofft man,
dal3 auch TILs eine solche Praferenz haben und den Tumor infiltrieren, aus dem sie isoliert
wurden. Tatsachlich findet man, intravends verabreichte, 111Iindium-markierte TILs im Tumor
von Krebspatienten, aus denen sie gewonnen wurden (Fisher et al., 1989; Griffith et al.,
1989; Pockaj et al., 1994). Pionierarbeit bei der gentechnologischen "Abrichtung" von TlLs
wurde von Patrick Hwu und Kollegen (1993) geleistet. Sie exprimierten in humanen TILs
chimare Rezeptoren, bestehend aus einem scFv-Fragment und der y-Kette von
Immunglobulin-Fc-Rezeptoren. Die y-Kette ist ein zur {-Kette homologes Protein mit
signaltransduzierenden Eigenschaften. Die modifizierten TlLs entwickelten in vitro, mit hoher
Spezifitat, Zytotoxizitat gegenuber Zielzellen, die das entsprechende Antigen als
Oberflachenprotein exprimierten. /n vivo Daten dazu liegen zur Zeit noch nicht vor. Ein
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nicht zu unterschatzendes Problem bei der “Abrichtung” von TlLs ist, daB Langzeit-
Krebspatienten oft immunsupprimiert sind. Eine der Ursachen dafir ist, daB3 die
Tumorexposition in humanen tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten eine drastisch
verminderte Expression der {-Kette des TCR-Komplexes verursachen kann (Finke et al.,
1993). Ob diese Beobachtung auf der spezifischen Suppression des {-Promotors oder auf
posttranslationalen Mechanismen beruht, ist derzeit noch nicht geklart. Es ist zu testen, ob
chimare svFv:o:{-Rezeptoren davon betroffen waren. Hierbei waren nur posttranslationale
Mechanismen von Bedeutung, vorausgesetzt man exprimiert die chimaren scFv:o:{-
Rezeptoren nicht unter transkriptioneller Kontrolle des {-Promotors.

Ein weiterer Grund fir die mangelnde Effizienz der manipulierten CTLs in der
Tumorabwehr koénnte sein, dafB3 sich die, im Vergleich zum TCR, um mehrere
GroBenordnungen hohere Affinitat von Immunglobulinen zu ihrem Antigen (als
Ubersichtsartikel siehe Davis und Chien, 1993; Karjalainen, 1994) negativ auf die Effizienz
der anti-Tumor-Aktivitat auswirkt. Die Affinitat von scFv(1.1ASML) zum v6-Epitop wurde
nicht bestimmt. Jedoch kénnen eukaryontisch exprimierte scFv-Fragmente fast identische
Affinitat zu ihnrem Antigen haben wie der parentale Antikdrper, von dem sie abgeleitet sind
(Dirk Moritz, personliche Mitteilung). Nach erfolgter Lyse sollte sich eine zytotoxische T-
Zelle von einer Zielzelle ablésen und andere Zielzellen eliminieren. Moglicherweise wird
dieser Ablosungsprozess der CAYZ.007-CTLs von lysierten AS14-Zellen durch die hohe
Affinitat von scFv(1.1ASML) zum CD44v6-Epitop erschwert. In vitro wirkt sich dieser
Effekt nicht aus. Bei Effektor-:Zielzell-Verhaltnissen von bis zu 20:1 muf3 jede T-Zelle
maximal eine Zielzelle eliminieren. /n vivo sind solche Verhaltnisse nicht realisierbar. Die
Affinitat von scFv-Fragmenten lieBe sich jedoch durch willklrliche Mutagenese der
entsprechenden kodierenden Sequenzen verringern. Hierzu liegen bereits eigene
Erfahrungen vor, die noch nicht gesichert sind und daher nicht im Ergebnisteil erscheinen.
Aufgrund PCR-bedingter Punktmutationen ist die Affinitat des scFv-Fragmentes eines
monoklonalen Antikérpers (mAkVFF18) gegen ein humanes CD44v6-Epitop stark reduziert
(Elien Ostermann, personliche Mitteilung). Zusaiziich exprimieren infizierie CTLs nur sehr
geringe Mengen eines entsprechenden scFv(VFF18):a:{-Rezeptors. Weder die
Expression dieses scFv(VFF18):0:(-Proteins (durch Immunoblot-Analyse), noch seine
Membranlokalisation (durch Oberflachenbiotinylierung), noch seine Bindung an ein
bakteriell exprimiertes Fusionsprotein aus GST und Sequenzen, die das humane CD44v6-
Epitop enthalten, konnte gezeigt werden. Dennoch lysieren diese Zellen spezifisch und mit
hoher Effizienz Zielzellen, die das humane CD44v6-Epitop exprimieren. Bei den Zielzellen
(A10) handelt es sich um 10AS-Zellen, die mit einem Expressionskonstrukt transfiziert
wurden, das die humanen CD44-Exons v4-v7 im Kontext der CD44-Exons 1-5, 16, 17 und
19 der Ratte enthalt (Karl-Heinz Heider, personliche Mitteilung). Wahrend diese Zielzellen
von scFv(VFF18).a:(-exprimierenden CTLs lysiert werden, ist keine Lyse der
nichttransfizierten AS-Zellen zu beobachten. Parentale cl96-CTLs lysieren A10-Zellen
nicht. Offensichtlich ist die geringe Expression eines niederaffinen scFv:.o.:{-Rezeptors
ausreichend, um zytotoxische T-Zellen "abzurichten". Zu einem vergleichbaren Ergebnis
kamen Thomas Brocker und Kiaus Karjalainen (1995). Sie konnten zeigen, daf3 minimale
Mengen der {-Chimaren ausreichen, um Effektorfunktionen in T-Zell-Hybridomen zu
induzieren. Getestet wurde hier die Sekretion von IL-2 und IL-3. Die produzierten
Zytokinmengen waren mit denen vergleichbar, die nach TCR-Komplex-Stimulation der T-
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Zellen zu beobachten waren. Eine Uberexpression des Signalmolekiils konnte den
stimulatorischen Effekt nicht steigern.

55  Systemische Toxizitdt der anti-CD44v6-CTLs

CD44-Varianten werden wie alle tumorassoziierten Antigene nicht ausschlieflich im
Tumor exprimiert. Eine solche Exklusivitat ist auch nicht zu erwarten. Molekiile, die
vermutlich an Invasion und Metastasierung beteiligt sind, wie beispielsweise Urokinase-
Plasminogenaktivator, Metalloproteinasen, Integrine und zytoskelettassoziierte Proteine,
werden auch in normalen Zellen von Embryonen und adulten Organismen exprimiert (als
Ubersichtsartikel siehe Bernstein und Liotta, 1994). Die v6-Epitop-enthaltenden CD44-
Isoformen machen davon keine Ausnahme, wenn auch ihre Expression im adulten
Organismus auf transiente Stadien und Epithelien auBBerhalb von Basalmembranen
beschrankt ist (Arch et al., 1992; Heider et al., 1993; Koopmann et al., 1993; Wirth et al.,
1993; Stauder et al.,, 1995). Prominente Orte mit CD44v6-Expression im adulten
Organismus sind aktivierte Lymphozyten, Keratinozyten in der Haut und die generativen
Zellen des Darmepithels an der Basis der Krypten. Einerseits ist unter realistischen
Bedingungen, also in der immunkompetenten Situation, eine transiente Immunsuppression
als Folge der Eliminierung aktivierter Lymphozyten durch CD44v6-spezifische CTLs zu
erwarten. Andererseits wurde aber eine Resistenz von CTLs, zumindest gegeniiber der
Perforin-vermittelten Lyse, beschrieben (Blakeley et al., 1987; Muller und Tschopp, 1994).
Daf3 infundierte “abgerichtete” CTLs in direkten Kontakt mit aktivierten Lymphozyten
kommen, ist anzunehmen. Aber gelangen CD44v6-spezifische CTLs auch in die anderen
Gewebe, die das v6-Epitop exprimieren? Aufgrund von Befunden (ber
gewebespezifisches “homing” von Lymphozyten muf3 dies vermutet werden (als
Ubersichtsartikel siehe Mackay, 1993). So wird zum Beispiel iiber einen Darmtropismus
von in vitro akiivierien T-Zelien berichiet. Auch die Haut ist stark von T-Zelien infiltriert
(Mackay et al., 1994). Prinzipiell besteht also die Moglichkeit, daf3 “abgerichtete”, CD44v6-
spezifische CTLs auf CD44v6-positive Zellen in Normalgeweben treffen. Die systemische
Toxizitat scFv(1.1ASML):a:{-exprimierender CTLs gegeniiber Normalgeweben muf3 in
Ratten untersucht werden. Hier wird sich dann erweisen, ob Unterschiede in der
Empfindlichkeit verschiedener Zellen gegeniiber der Lyse durch die “abgerichteten” T-
Zellen existieren. Es ist unklar, ob bedingt durch die Expression geringster Mengen des v6-
Epitops Zellen in Normalgeweben zerstort werden und welche Konsequenzen dies flr den
Gesamtorganismus hat.

5.6 Perspektiven fiir die Zukunft

Nach der eigentlichen Pionierarbeit in den Labors von Zelig Eshhar, Steven
Rosenberg und Klaus Karjalainen (Eshhar et al., 1993; Hwu et al., 1993; Brocker et al.,
1993; Stancowski et al., 1993) waren Dirk Moritz und Kollegen (1994) die ersten, denen es
gelang, einen therapeutischen Effekt "abgerichteter" CTLs in lebenden Organismen zu
zeigen. In dieser Studie konnte das Wachstum von murinen embryonalen NIH3T3-
Fibroblasten, die mit dem humanen c-erbB-2-Onkogen transformiert waren, in Nacktméausen
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durch Behandlung der Versuchstiere mit anti-erbB2-CTLs signifikant verlangsamt werden.
Zusammen mit diesen Daten sind die hier beschriebenen Experimente ein
vielversprechender Anfang zur Entwicklung einer Tumor-/Metastasentherapie auf
immunbiologisch/gentechnologischer Basis. Es war zwar innerhalb des Rahmens der
vorliegenden Arbeit - CD44-positive Primartumore in immundefizienten Nacktmausen -
gelungen, variante Isoformen des Oberflachenglycoproteins CD44 als Zielantigene einer
gerichteten Tumorimmuntherapie zu benutzen. Die Hirden, die es auf dem Weg bis zur
Realisierung der Zukunftsvision - Tumor- oder Metastasenimmuntherapie mit
gentechnologisch veranderten T-Zellen am Menschen - zu Gberwinden gilt, sind jedoch
sehr hoch.

Der nachste Schritt ware die Modifikation primarer Lymphozyten mit dem
scFv(1.1ASML):o::{-Rezeptor. Zunachst sind die durch Aktivierung der {-Kette initiierten
Signale nicht ausreichend, um ruhende T-Zellen zu aktivieren (Brocker und Karjalainen,
1995). Ruhende T-Lymphozyten aus transgenen Mausen, die in ihrem T-Zell-
Kompartiment einen scFv:.o:{-Rezeptor exprimieren, sind nicht iber diesen Rezeptor
aktivierbar. Dies trifft auch fir den Fall zusatzlicher Kostimulation iber CD4, CD8, CD28,
CD45 oder den IL-2-Rezeptor zu. Dieses Resultat scheint fir den Ansatz der Infektion
autologer T-Zellen mit genetisch manipulierten Retroviren belanglos zu sein, denn die
momentan verwendeten Retroviren kdnnen nur proliferierende Zellen infizieren. Zu
infizierende priméare T-Zellen miissen also praaktiviert werden; dies kann zum Beispiel mit
Antikérpern gegen CD3 erfolgen. Praaktivierte transgene T-Zellen (siehe oben) sind aber
uber scFv:o:{ stimulierbar (Brocker und Karjalainen, 1995).

Bei der Infektion primarer Lymphozyten kénnte man auch andere Zellen des
Immunsystems rekrutieren, die eine positive Wirkung auf den Therapieerfolg haben
kdnnten. Durch Expression des scFv(1.1ASML):o:{-Rezeptors in CD4-positiven T-Zellen
wurde man tumorspezifische T-Helferzellen erzeugen. Nach Aktivierung durch Bindung an
die Tumorzellen kdnnten CD4-positive T-Helferzellen gro3e Mengen IL-2 sezernieren, und
es in der lokaien Umgebung des Tumors tumorzpezifisch "abgerichteten" CTLs zur
Verfigung stellen. Der positive EinfluB von IL-2 auf die anti-Tumor-Aktivitdt von
CAYZ.007-CTL wurde beschrieben. DaB die "Abrichtung" primarer T-Lymphozyten auf
diese Art und Weise generell machbar ist, zeigen die Experimente von Patrick Hwu und
Kollegen (1993).

Sollte die vorgestellte Strategie jemals zu klinischer Relevanz gelangen, muB die
Prozedur der T-Zell-Explantation, der Infektion, Selektion und Expansion fir jeden
einzelnen Patienten durchgeflihrt werden. Dies bedeutet einen immensen zeitlichen wie
technischen Aufwand. Vielleicht ist es dann schon zu spéat fir eine Therapie des
betreffenden Patienten. Wiinschenswert ware die parallele Entwicklung von in vivo
Gentransfer-Technologien. Diese kdnnten wieder auf retroviralen Vektorsystemen basieren.
Durch die Expression eines scFv-Fragmentes als Fusion mit dem retroviralen env-
Genprodukt in der Hulle von Retroviren, |43t sich deren Wirtsspektrum erweitern (Russell et
al., 1993). Gelange es gleichzeitig, Sequenzen im env-Protein, die fiir die traditionelle
Interaktion mit Wirtszellen verantwortlich sind, selektiv zu deletieren, hatte man Retroviren,
deren Wirtsspektrum willklirlich verandert werden kann. CD4- oder CD8-spezifische
Retroviren wirden dann beispielsweise nur T-Zellen infizieren. Mit den herkdmmlichen
Retroviren waren damit aber wieder nur praaktivierte T-Lymphozyten zu erreichen.
Denkbar ist die Entwicklung neuer retroviraler Gentransfer-Konzepte auf der Basis von
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Lentiviren (wie zum Beispiel HIV-1). Lentiviren sind Retroviren, die im Gegensatz zu
Onkoretroviren auch nichtproliferierende Zellen infizieren kdnnen (Lewis et al., 1992).
Lentiviren haben dazu einen Mechanismus entwickelt, der einen aktiven Transport des
viralen Praintegrationskomplexes durch Kernporen in den Zellkern erlaubt (Bukrinsky et al.,
1992, 1993; Heinzinger et al., 1994; von Schwedler et al., 1994; Gallay et al., 1995).
Onkoretroviren bedirfen dazu des Zusammenbruchs der Kernmembran wahrend der
Mitose (Roe et al., 1993; Lewis und Emerman, 1994).

Im Hinblick auf die in vivo Infektion von T-Zellen ist allerdings wieder zu
beriicksichtigen, daB3 die Signale, die durch scFv:o:{-Rezeptoren induziert werden, nicht
ausreichen, um ruhende T-Lymphozyten zu aktivieren (Brocker und Karjalainen, 1995). Die
scFv:o:{-Chimaren sind nicht im TCR-Komplex lokalisiert (Brocker et al., 1993). Denkbar
ware die Fusion von scFv-Fragmenten mit der konstanten Region von entweder TCRa
(TCR:Ca fur ,constant Region der TCR a-Kette) oder TCRp (TCR:CB) und die damit
verbundene direkte Assoziation der neuen Spezifitdt mit dem TCR-Komplex.
Moglicherweise lieBe sich auf diesem Weg die gesamte Signalkapazitat des TCR-
Komplexes ausnutzen, die auch die Aktivierung ruhender T-Zellen erlauben wurde.
Versuche dazu wurden bereits 1992 von Gross und Eshhar durchgefiihrt. Die chimaren
scFv-TCR:Ca- oder scFv-TCR:CpB-Proteine wurden in T-Zell-Hybridomen jedoch nur
intrazellular synthetisiert und assoziierten nicht mit endogenen TCR-Ketten. Als
Konsequenz wurden sie wahrscheinlich im ER degradiert und nicht als funktionelle, TCR-
Komplex-lokalisierte Oberflachenrezeptoren exprimiert.

Der immense Aufwand lieBe sich méglicherweise auch reduzieren, wenn es gelingen
wirde, scFv:.o:{-Konstrukte in hamatopoetische Stammzellen (HSC fiir "hematopoietic
stem cell') einzuschleusen. Damit wéaren auch noch andere Effektorzellen des
Immunsystems zu rekrutieren. Die Expression von scFv:o:{-Chiméaren hat keinen
negativen Einflul auf die T-Zell-Entwicklung. Sie ist in den scFv:o:{-transgenen Mausen
nicht gestort (Brocker und Karjalainen, 1995). Wiirde man zusatzlich ein ,Selbstmordgen®,
wie beispielsweise das Gen der Herpes-Simpiex-Virus Thymidinkinase, in die HSCs
einschleusen, konnten die therapeutischen T-Zellen nach Belieben aus dem Organismus
eliminiert werden. Dieser Schutzmechanismus wére im (ibrigen auch bei der "Abrichtung”
peripherer T-Zellen denkbar.

5.7  Fazit

Die vorliegende Arbeit zeigt, daB durch die artifizielle Interaktion zwischen
Tumorzellen und (praaktivierten) zytotoxischen T-Lymphozyten die Zerstérung von
Tumorzellen induziert werden kann. Die Effizienz ist (in Zellkultur) mit der natirichen, MHC-
restringierten Zielzellyse vergleichbar. Der gro3e Vorteil der “Abrichtung” von T-Zellen ist
die Unabhangigkeit von der Prasentation intrazellularer Neoantigene durch MHC-Klasse-|-
Molekiile. Das Spektrum potentieller Zielzellen ist dadurch praktisch grenzenlos. Auf der
anderen Seite konnte das Fehlen absoluter Tumorspezifitat ernsthafte Probleme bereiten.
Perspektiven wurden aufgezeigt, wie die Effizienz der Tumorzellyse gesteigert werden
kann und.welches die nachsten experimentellen Schritte in Richtung Anwendung bei
Tumorpatienten sein missen.
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