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Zusammenfassung

Um Therapieansétze fiir Non-Hodgkin-Lymphom zu erweitern, ist es Ziel dieser Arbeit
gewesen, einen chiméren Rezeptor herzustellen, der die humoralen und zelluldren Bereiche
des Immunsystems zusammenfiihrt. In dieser Arbeit wurde ein ,, 7-Body *“ gegen den B-Zell-
Lymphom-Marker CD22 generiert. Der ,, 7-Body“ setzt sich aus drei Doménen zusammen:
einer Signal-, Transmembran- und einer extrazelluliren Doméne. Nach Transfektion
exprimieren und prisentieren T-Zellen diesen ,,7-Body“ auf ihrer Oberfliche und werden
damit in die Lage versetzt Tumorgewebe unabhingig von einer MHC/TCR-Interaktion
anzugreifen .

Um zu einer hohen T-Zellzahl, mit dem Ziel der adoptiven Immuntherapie im klinischen
Mapstab, zu gelangen, wurde in der vorgelegten Arbeit das , Immortalisierungsskonstrukt*
hTERT zum Einsatz gebracht. Dieses System wurde parallel zu primédren Spender T-Zellen
auf seine Wirksamkeit und Funktionalitét in Antigenspezifischen T-Zellklonen untersucht.

Zu Beginn stand die Klonierung des ,, 7-Body *“ Expressionsvektors und die Amplifikation des
Immortalisationsvektors hTERT. Bei der Wahl der Transfektionsmethode wurde eine
transiente  der stabilen Transfektion gegeniibergestellt. Die  Herstellung der
Verpackungszellinien mit einer hochgradigen Virustiterproduktion wurde verhéltnisméBig
rasch und problemlos durchgefiihrt. Die Kontrolltests mittels FACS-Analyse und
Fluoreszenzmikroskopie der transfizierten Verpackungslinien sowie die der spéter infizierten
T-Zellen wiesen die Prdsenz des ,, 7-Body's* auf der Zelloberfliche, sowie auch eine
Integration der hTERT-DNA nach. Weiterhin konnte {iber die Effektivitét des ,, 7-Body s “ in
Kombination mit hTERT durch die Bestimmung deren Zytotoxizitét eine eindeutige Aussage
getroffen werden.

Das Versuchsvorhaben bezweckte die Untersuchung der in vivo-Wirksamkeit eines neuen
Therapiekonzeptes (,, 7-Body*‘) zur Behandlung humaner Krebserkrankungen im Modell eines
humanen B-Zell-Lymphoms. Die bisherige klinische Therapie dieses Tumors beschréinkt sich
auf eine chemotherapeutische Behandlung. Das hier dargestellte Therapiekonzept hat zum
Ziel, nach der Chemotherapie verbliebenen oder neu auftretenden Zellen durch einen
gezielten immuntherapeutischen Eingriff anzugreifen, und somit die Uberlebenszeit der
Patienten zu verldngern. Das ,, 7-Body “-Konzept 1at sich auch auf die meisten anderen

humanen Krebsarten iibertragen, sofern tumorspezifische Antikdrper verfiigbar sind.
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Summary

The aim of this work was to create a chimeric receptor combing the humoral and cellular arms
of the immune system. In order to develop a new strategy for therapy of Non-
Hodgkinlymphoma, the "7-Body" was directed against the B-celllymphoma marker CD22.
The "T-Body" consists of three domains: signal, transmembrane, and extracellular domain. T-
cells expressing this receptor on their surface are supposed to be enabled to attack the tumor
independent of an MHC/TCR interaction.

One step towards the adoptive immune therapy in a clinical setting is to expand the T-cell
numbers to a suitable amount. The hTERT construct has been chosen for the immortalisation
of T-cells. This system has at the same time been tested for its effectivity and functionality in
antigenspecific T-cells clones. The first step was the cloning of the "7-Body" expression
vector and subsequent amplification of the immortalisation vector hTERT. Transient and
stable expression have been compared. Generation of packaging cell lines with high-grade
virus titer production has been accomplished successfully. By FACS analysis and
fluorescence microscopy of the transfected packaging cells, as well as of the finally infected
T-cells the presence of the "T-Body" on the cell surface, and integration of the hTERT DNA
has been demonstrated. Interesting information on the effectiveness of the "7-Body" in
combination with hTERT by the analysis of their cytotoxicity could be accomplished. Up to
date the conventional clinical therapy of B-cell NHL is limited to chemotherapy. The
intention of this therapy concept described in this thesis is to attack remaining or newly
arising cancer cells after chemotherapy by a purposeful immune-therapeutic strategy. This is
supposed to extend the survival period of the patients and help to prevent a relapse. The "7-
Body"-concept can be also transferred to other cancer entities as far as specific antibodies are

available.
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Einleitung

Il Einleitung

3.1 Tumorimmunologie

Bereits um die Jahrhundertwende vermutete man, dal3 dem Immunsystem bei der Abwehr von
Krebserkrankungen eine bedeutsame Rolle zukommt (Ehrlich 1909). Erst viel spiter wurde
erkannt, daB die Zellen des Immunsystems eine humorale und zelluldre
Uberwachungsfunktion im Organismus {ibernehmen: ihre Aufgaben bestehen nicht nur darin,
eingedrungene Bakterien und Viren zu erkennen und auszuschalten, sondern auch "entartete"
korpereigene Zellen zu bekdmpfen (Knuth et al. 1984;01d 1981). Einige Krebsformen kénnen
besonders dann auftreten und sich ausbreiten, wenn das Immunsystem geschidigt oder
geschwicht ist (Spina et al. 2000). Der Gedanke der Interaktion zwischen Immunsystem und
Neoplasie wurde in Untersuchungen zu tumorspezifischen Transplantationsantigenen und
durch das Konzept der Immuniiberwachung aufgegriffen und weiterentwickelt (Burnet, 1970;
(Coulie et al. 1994;van der Bruggen et al. 1991;Wolfel et al. 1995;Wolfel et al. 1994). Eine
Immunantwort gegen einen Tumor, welche an den oftmals massiven Lymphozyteninfiltraten
erkennbar ist, war hier festzustellen. Bei der Karzinogenese geht man von einer Hauptrolle
der T-Zell-vermittelten Immunreaktion aus. Antigenunabhingige antitumorale Reaktionen
werden zelluldr und humoral, durch Makrophagen und NK-Zellen, vermittelt. Als spezifische
Angriffsziele fiir die Antikorper und T-Effektorzellen dienen bestimmte Antigene, bzw. von
ithnen stammende und von Haupthistokompatibilitdtskomplex-Molekiilen (,, Major
Histocompatibility Complex*, MHC) présentierte Peptide, welche im Tumor neu oder
verstdrkt exprimiert werden. Fiir die Tumorimmunolgie der vergangenen Jahre stellte die
Identifizierung solcher tumorspezifischer Antigene ein Hauptanliegen dar, denn sie wéren als
Angriffpunkte gezielter therapeutischer Strategien geeignet. Bereits im Jahr 1943 wurde
erkannt, dal Méuse gegen einen Tumor immunisiert werden konnten, welcher in einem Tier
des gleichen Stammes gewachsen war, was zur Postulierung der Existenz von
Tumorantigenen fiihrte (Gross, 1943). Mit Hilfe molekularbiologischer, biochemischer und
serologischer Methoden ist in den letzten 10 Jahren die Identifizierung einer Vielzahl
tumorassoziierter Antigene (74A4) gelungen. Je nach Gewebsexpressionsmuster, Funktion
oder Entstehungsursache werden heute 5 Untergruppen TAA unterschieden:

1. ,,Cancer-Testis“ (CT)-Antigene, welche in verschiedenen soliden Tumoren (z.B.
Mammakarzinom u. a.) und hématologischen Erkrankungen, wie dem Non-Hodgkin-

Lymphom (NHL), exprimiert werden. Zu dieser Gruppe gehoren u. a. die Antigene der
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MAGE-, BAGE-, GAGE- und NY-ESO-1-Familie (Cheever et al. 1995;Coulic et al.
1994;Dutoit et al. 2002;Labrecque et al. 1993).

2. Differenzierungsantigene, die in Malignomen und den entsprechenden Normalgeweben
exprimiert sind und zu denen die Antigene Melan A, Tyrosinase, gp100, CEA und NY-BR-1
zdhlen (Boon and Old 1997;Muller et al. 2004;Salgaller et al. 1996;Tosi et al. 2004).

3. Punktmutationen normaler Gene, die in individuellen Tumoren aufgrund einer spezifischen
CD8"-T-Zell- Reaktion mit dem mutierten Genprodukt identifiziert wurden. Beispiele fiir
diese ,,individual“ spezifischen Antigene sind MUM-1, R24C und B-Catenin (Castelli et al.
2000;Kirkin et al. 1998;Neumann et al. 1998).

4. Uberexprimierte ,,Selbst“-Antigene, wie p53 und HER2/neu, welche in Normalgeweben
schwach und in einigen Tumoren stark iiberexprimiert sein konnen, kénnen tumorselektive
Targets fiir zellulire Immunreaktionen darstellen (Munster and Norton 2001;Slamon et al.
1987).

5. Virale Antigene (HBV, HPV, HCV) werden in verschiedenen Tumoren (z.B.
hepatozelluldres Karzinom und Zervixkarzinom) exprimiert, fiir die auch ein ursidchlicher
Zusammenhang zwischen Virusinfektion und Tumorentstehung belegt ist. Fiir einige
Antigene konnten ein oder mehrere Peptide identifiziert werden, die gebunden an
unterschiedliche MHC-Klasse-I Molekiile eine effektive Stimulation von spezifischen CD8"-
T-Lymphozyten in vitro bewirken (Munoz and Bosch 1997;Rickinson 1995).

Das progradiente Wachstum von Tumoren legt allerdings nahe, dal das System der
Immuniiberwachung offensichtlich Méngel aufweist oder der Tumor Moglichkeiten hat,
diesem System auszuweichen. Diese Vermutung wurde, wie in den letzten Jahrzehnten durch
die Entdeckung verschiedener sogenannter tumor escape-Mechanismen bestétigt.
Tumorzellen entziehen sich dem Zugriff des Immunsystems durch verringerte Expression von
MHC Klasse T (Algarra et al. 2000;Hicklin et al. 1998;Wang et al. 1998), das Fehlen
kostimulatorischer Molekiile (Armstrong et al. 1998;Speiser et al. 1997) und die gesteigerte
Produktion von immunsuppressiven Zytokinen (Barth et al. 1996) und anderen Molekiilen
(wie z.B. CDO95SL/FasL/Apo-1L) in sich bergen, werden dafiir verantwortlich gemacht
(Pawelec et al. 2000). Fiir die Induktion einer zytotoxischen Immunantwort sind
kostimulatorischen Molekiilen obligatorisch. Das Fehlen kostimulatorischer Molekiile auf
Tumoren kann eine Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten (,, Cytotoxic T-Lymphocytes “,
CTL) verhindern (Speiser et al. 1997). Dadurch kann eine Anergie der CTL, die zuvor
effektiv an der Antigenerkennung teilgenommen haben, auftreten (Staveley-O'Carroll et al.

1998). Eine verminderte Immunantwort wurde bei der lokalen Freisetzung von
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immunsuppressiven Zytokinen, wie TGF-B und IL-10, auf der Zelloberfliche beobachtet
(Andres et al. 1998;Costello et al. 1999;Torre-Amione et al. 1990). Die Interaktion von den
inhibitorischer Molekiilen mit den zugehorigen Rezeptor oder CD9SL auf CTL fiihrt oft, nicht
unbedingt bei inhibitorischen Molekiilen wie IL-10, TGF-8, zur Apoptose in diesen
Effektorzellen. Eine Fiille von Tumorzellen exprimieren konstitutiv funktionell CD95L, was
auch nach einer chemotherapeutischen Behandlung in Erscheinung treten kann (Hahne et al.
1996). Dieser Zustand macht es den Tumorzellen mdglich, gegen den Tumor gerichtete
Lymphozyten auszuldschen und eine Immunantwort zu unterdriicken (Cardi et al. 1998).
Dieses Phidnomen wird als ,,Tumorgegenangriff™ (,, tumor counter attack*) bezeichnet (Igney

et al. 2000).

Dendritische Zelle

= =
I

B Zellhilfe

BZelle

¢

Antikdrper

CDOSs T-Zelle otoxische

TZelle

Abbildung 1: Interaktion von dendritischen Zellen, B-Zellen, T-Helferzellen, CTL und Tumorzellen.
(Quelle: Peschel et al. , 1999)
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3.2 Zytotoxische T-Zellen (CTL)

Die CD8'-CTL als Teil der zelluliren Immunabwehr gelten heute als die wesentlichen
Effektoren bei der spezifischen Abwehr maligner Tumoren. Beobachtungen, die auf eine
spezifische Interaktion von CD8'-T-Lymphozyten mit autologen Tumorzellen hinweisen,
entstanden erstmals Anfang der 80er Jahre aus in vitro-Arbeiten mit autologen
Melanomsystemen (Knuth et al. 1984;Mukherji and MacAlister 1983). Naive CD4+ T-Zellen
entwickeln sich zu T-Helferzellen, die als Thl-Zellen den CTL zu Hilfe kommen, oder als
Th2-Zellen eine tumorgerichtete B-Zellantwort unterstiitzen. CD4+ T-Zellen koénnen sich
ebenfalls zu CTL entwickeln, die Tumorzellen lysieren konnen, vorausgesetzt, da3 diese

MHC-Klasse II Molekiile tragen.

Antigenprdsentation und T-Zell-Erkennung

CTL haben die Aufgabe durch Zytolyse Zielzellen zu zerstoren. Periphere Effektor-T-Zellen
erkennen Fremdantigene, wenn deren Peptide von Molekiilen des MHC-Komplexes
prasentiert werden (Sant'Angelo et al. 1998). Die Zielstruktur fiir den T-Zell-Rezeptor (,, 7-
cell-receptor®, TCR) ist ein Komplex aus MHC-Klasse-I-Molekiil und einem Peptid von 9—
10 Aminosduren Linge, welches einem intrazelluldr prozessierten Antigen entstammt und
aufgrund seiner Aminosdurenkonstellation eine Bindung zum jeweiligen MHC-Klasse-I-
Molekiil eingeht. Die Spezifitit von CD8 -T-Lymphozyten gegeniiber definierten Antigenen
wird durch die Konfiguration des TCR bestimmt. Der TCR ist ein Heterodimer, welches aus
a- und pB-,bzw y- und 6-Ketten besteht. Durch Rearrangement verschiedener Gene (variable =
V; diversity = D; joining = J) entsteht eine Vielzahl strukturell unterschiedlicher
Rezeptormolekiile. Das TCR-Rearrangement ist flir die jeweiligen CTL-Klone einzigartig
(Zinkernagel and Doherty 1979). Dieser TCR-Rezeptor besteht aus einer Gruppe invarianter
Proteine (CD3-Komplex), und dem TCR-Anteil. Die Einheit aus TCR, CD3 und weiteren
signaliibertragenden Molekiilen wird auch als funktioneller TCR-CD3-Rezeptor-Komplex
bezeichnet. CD3 ist nicht-kovalent mit dem TCR assoziiert, gleichwohl besteht die Funktion
des CD3-Rezeptor-Komplexes in der Initiation der Signaltransduktion, nachdem ein Antigen-
MHC-Komplex an den TCR gebunden hat. Die Erkennung von konventionellen Antigenen
wird durch hypervariable Regionen der o- und B-Ketten des TCR vermittelt. Nur
antigenprisentierende Zellen (,, Antigen-Presenting-Cells“, APC) mit passendem Haplotyp
konnen die Peptidfragmente konventioneller Antigene bestimmten T-Zellen présentieren.
Zusitzlich zu ihren Antigenspezifischen Rezeptoren exprimieren T-Zellen Korezeptoren. T-

Helferzellen exprimieren CD4, welches tiber MHC-Klasse-1I-Molekiile bindet und die
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Adhidsion an APC (Dendritische Zellen, Makrophagen, B-Lymphozyten) verstirkt. CTL
besitzen den Oberflichenmarker CD8, der fiir MHC-Klasse-I-Molekiile spezifisch ist.
(Alberts 1994;Lanzavecchia et al. 1999;Waldmann 1986). Die Aktivierung von T-Zellen {iber
den TCR bei gleichzeitiger Kostimulation hat grundsatzlich zwei Konsequenzen: Die Teilung
und Proliferation der T-Zelle und ihre Reifung und Differenzierung in Effektor-T-Zellen. Die
Phase der Aktivierung 148t sich in drei Hauptschritte gliedern: Fiir den ersten Schritt der
Aktivierung (,,1. Signal®) zur funktionell aktiven Effektor-T-Zelle ist nur der funktionelle
TCR verantwortlich. CD8"-T-Zellen erkennen Antigenpeptide im Komplex mit MHC-Klasse-
I-Molekiilen und CD4'-T-Zellen Antigenpeptide im Komplex mit MHC-Klasse-II-
Molekiilen; ein Phianomen, das als MHC-Klasse-1I- bzw.-I-Restriktion der CD4"- bzw. CDS8"-
T-Zellen bezeichnet wird (Janeway 1999). Eine , kiinstliche* T-Zellaktivierung ist auch z.B.
durch Dimere des MHC-Klasse-I-Peptidkomplexes oder durch Monomere, die den TCR mit
dem Korezeptor CD8 Lck Kinasekomplex quervernetzten, moglich (Delon et al. 1998). Die
sekundédre kostimulatorische Signalinduktion (,,2. Signal®) beruht auf der Interaktion
bestimmter Rezeptoren auf der Oberfldche der T-Zelle mit spezifischen Liganden der APC-
Oberfliche. Denn auBler MHC-Klasse-I- und -II-Molekiilen exprimieren APC
kostimulatorische Molekiile, die zur T-Zellaktivierung und zur Aufrechterhaltung einer
spezifischen Immunantwort notwendig sind.

Die Aktivierung von T-Zellen wird dariiber hinaus durch das Zusammenspiel von
Adhésionsmolekiilen (z.B. LFA-ICAMI1; LFA-3-CD2) verstirkt, durch die weitere
Aktivierungssignale in das Zellinnere geleitet werden. Diese werden in drei Hautfamilien
eingeteilt, Selektine, Integrine und die Immunglobulin-(Ig) Superfamilie. Diese
Signalmolekiille sind notwendig fiir Zell-Zellkontakt, Immuniibberwachung und
Effektorfunktionen (Peter et al. 1999;Zawisza 1994).

CTL toten Zielzellen auf zweierlei Weise: liber den Perforin/Granzym-Weg und durch
rezeptorvermittelte Induktion von Apoptose. Perforin, stellt ein Kanal- oder Poren-
bildendendes Molekiil dar und wird von aktivierten CTL, natiirlichen Killer-(, Natural
Killer*, NK)-Zellen und Makrophagen, produziert. Durch die Bindung der Effektorzelle an
die Zielzelle kommt es zur Exozytose von Perforin aus den zytoplasmatischen Granula.
Perforin polymerisiert in der Plasmamembran der Zielzelle, wodurch durchléssige
Transmembrankanile entstehen. Die Apoptose wird dann durch Granzym, eine Serin-
Protease, initiiert, das iiber den Perforinkanal in die Zielzelle eindringen kann.

Das Perforin/Granzym-System spielt bei den Abldufen der Infektion, und auf den Gebieten

der Autoimmunitdt, Alloantigenantwort und der zielgerichteten Vernichtung von abnormen
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Zellen eine wichtige Rolle. Aulerdem reguliert das Perforin die Zahl der CTL, imdem er zur
Hemmung der Proliferation betrigt und am induzierten Zelltod tiberzdhliger CTL mitwirkt
(Stepp et al. 2000; Waugh et al. 2000).

Den zweiten Weg der T-Zell-induzierten Zielzellvernichtung stellt die rezeptorvermittelte
Induktion von Apoptose dar, deren System das CD95-Rezeptorsystem (APO-1/Fas-System)
ist (Walczak and Krammer 2000). Das CD95-System besteht aus dem CD95-Rezeptor und
seinem Ligand (CD95L), die jeweils auf verschiedenen Zellen exprimiert sind. Beide Proteine
sind Transmembranproteine der Tumor-Nekrose-Faktor (,, Tumor-Necrosis-Factor*, TNF )-
Rezeptorfamilie (Friesen et al. 1996;Fulda et al. 2000;Igney et al. 2000;Klas et al. 1993). Ein
Teil der Aufgaben, die man dem CD95-System zuordnet, ist die Eliminierung aktivierter CTL
wihrend der Suppression einer Immunantwort. Des Weiteren ist das CD95-System an der
Beseitigung autoreaktiver CDS8'-T-Zellen und der Eliminierung von CD95L-positiven
Tumorzellen beteiligt (Buzyn et al. 1999;Demjen et al. 2004;Igney et al. 2000;Krammer
1999). Diese Abldufe stiitzten sich auf die Rezeptor-Liganderkennung des TCR- und CD95-
Komplexes. Die durch CD95 vermittelte Apoptose ist im betrdchtlichen MaBe vom
Aktivierungsstatus der T-Zellen abhingig. Innerhalb des CD95-Rezeptorsystem (APO-1/Fas-
System) spielt die FLIP (,, Fas-associated death domain-like ICE inhibitory protein*)-
Expression, das die Interaktion zwischen Adaptermolekiilen verhindert, eine Rolle (French
and Tschopp 1999;Igney and Krammer 2002;Kaufmann and Vaux 2003;Kinoshita et al.
2000;Schmitz et al. 2004;Viard et al. 1998). Diese wird mit dem ,,tumor escape -
Mechanismus der T-Zellimmunitédt, wie auch mit einer verstirkten Tumorentwicklung, in
experimentelle Studien gezeigt, als Tumorprogressionsfaktor in Verbindung gebracht
(Behrens et al. 2001;Debatin and Krammer 2004;French and Tschopp 1999;Kang et al. 1997).
Ein weiteres Rezeptorsystem (TRAIL/Apo-2L) weist eine hohe Komlexizitit auf und konnte
aufgrund seiner Sequenzhomologie zu anderen Mitgliedern des TNF Superfamilie
identifiziert werden (Walczak et al. 2000;Wiley et al. 1995). Ahnlich dem CD95L, ist TRAIL
(,, TNF-related apoptosis-inducing ligand“, TRAIL), einer Art zweites Transmembraneprotein,
das konstitutiv im groferen Umfang auf dem Gewebe exprimiert wird, jedoch von der
Zelloberfliche proteolytisch abgespaltet werden kann. Somit sind viele Faktoren,
verschiedene Rezeptorsysteme bzw. Oberflichenmarker (TCR, CD2, CD3, CD28) und
Zytokine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-15) zur Modulation der T-Zellsensitivitit notwendig und
nehmen demzufolge an der Induktion dieser Art des Zelltodes teil (Ehl et al. 1996;Klas et al.
1993;Scaffidi et al. 1999).
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Abbildung 2:  Systematischer Uberblick iiber die Aktivierung von T-Zellen. (Quelle der Abb. nach
Peschel et al. , 2001)

3.3  Apoptose

Die Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, ist ein physiolgischer ProzeB3, aber
auch durch externe Stimuli (Rontgenstrahlen, Zytostatika) ausgeldst, der u.a. in der

Homdostase und die Induktion und Erhaltung von Immuntoleranz eine wichtige Rolle spielt.
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Die Gene, die den programmierten Zelltod regulieren, wurden wihrend der Evolution stark
konserviert, wie das bcl-2-Gen, das fiir einen intrazelluliren Hemmstoff des Programms fiir
den Tod der Zelle kodiert. Zu wenig sterbende Zellen konnen fiir den Organismus genauso
gefahrlich sein, wie eine zu starke Vermehrung oder Mutationen. So wurde die
Uberexpression von bcl-2, welche die Apoptose verhindert, mit der Entstehung von Krebs in
Verbindung gebracht (Engelmann and Bauer 2000). Es wurde versucht in den meisten
klinischen und priklinischen Studien, die Expression der apoptotischen Regulatoren,
insbesondere, des Bcl-2 und des Bax bei Krebspatienten einflieen zu lassen. Demgemé&f sind
kurz- und langfristigen Studien in groBerem Umfang einschlieBlich fiir Lymphome
durchgefiihrt worden (Bosch et al. 1994;Delia et al. 1992;Rassidakis et al. 2002);(Colomo et
al. 2003;Debatin and Krammer 2004;Vassallo et al. 2003). Somit konnen verschiedene
Dysregulationen der Apoptose zu einem ungeordneten Zellwachstum fithren und dadurch zur
Karzinogenese beitragen. Der Ablauf der Apoptose kann in zumindest drei unterschiedliche
Phasen eingeteilt werden: die Regulationsphase, Effektorphase, Abrdumphase (,,engulfing )
(Strasser et al. 2000). Die Phase der Regulation umfasst alle Signalwege, die fiir die
Auslosung (,,commitment*) des Zelltods notig sind. Einige dieser Signalwege steuern
ausschlieBlich den Zelltod, andererseits besitzen viele von ihnen {iberlappende Wirkungen in
der Kontrolle von Proliferation, Differenzierung und Reaktion auf Zellstress und Homeostase.
Wichtig fiir die Apoptose sind die ,,Initiator*-Caspasen, deren Bedeutung darin besteht, die
,Effektor-Caspasen zu aktivieren, welche die fiir die Apoptose typischen morphologischen
Verinderungen wie z. B. die Fragmentation von Zelle und Nukleus auslésen. Dann folgt die
,2Engulfing“-Aktivitit der umgebenden Zellen (Abrdumphase) (Stewart et al. 2003). Die
Apoptose unterscheidet sich morphologisch von der Nekrose. Zellen, die in ein apoptotisches
Signal tibergehen, weisen charakteristische morphologische und biochemische
Verdnderungen auf. Wahrend Zellen, die durch Nekrose sterben, den Inhalt ihres Zytosols in
den extrazelluldiren Raum ergieflen und eine Entziindungsreaktion hervorrufen, verschwinden
die der Apoptose erlegenen Zellen auf eine fiir den Organismus rationelle Weise. Sie werden
von Makrophagen (oder anderen benachbarten Zellen) so schnell phagozytiert, da3 es nicht
zum Auslaufen von Zytosol-Bestandteilen und nicht zu einer Entziindungsreaktion kommt.
Sind sie erst einmal in den Makrophagen, werden die apoptotischen Zellen schnell degradiert
und wiederverwertet. Um diesen Entsorgungsvorgang zu aktivieren, verdndern apoptotische
Zellen ihre Oberflichenchemie. In manchen Fillen spiirt anscheinend ein Lektinmolekiil auf
der Oberflache des Makrophagen verdnderte Zuckergruppen an der apoptotischen Zelle auf.
In der Friithphase der Apoptose verliert die Zelle die Asymmetrie ihrer Phospholipide, so daf3



Einleitung

Phosphatidylserin, ein negativ geladenes Phospholipid, von der Innenseite der
Plasmamembran an der Oberfliche exponiert wird. Weitere Merkmale sind die Kondensation
des Chromatins, des Zellkerns und des Zytoplasmas, die Fragmentierung der DNA und die
Bildung apoptotischer Korperchen. Die Apoptose ist aufgrund dieser charakteristischen
Veranderungen von der Nekrose deutlich zu unterscheiden, die durch duflere Umstinde wie

Toxine oder Anoxine verursacht wird (Alberts 1994;Duke et al. 1986;Wyllie 1992).

3.4 Tumoren

Das Entstehen eines Tumors aus einer Zelle (Klonalitit) und deren veridndertes genetisches
Programm haben unmittelbare Auswirkungen auf die Proteinausstattung und das funktionelle
Repertoire der Tumorzellen. Diese Verdnderungen bleiben damit auch nicht ohne
Auswirkungen auf die Umgebung. Zellen im Gewebeverband sind keine solitidren, autonomen
Gebilde, sondern stehen iiber Signalmolekiile, Rezeptoren und Adhésionsmolekiile in stetem
Kontakt mit der Umgebung. Krebszellen vermehren sich ohne die Kontrollmechanismen einer
normalen Zelle und werden deshalb auch neoplastisch genannt. Tumoren werden meist
aggressiv, d.h. invasiv, da sie sowohl in benachbartes, als auch in weiter entferntes, gesundes
Gewebe eindringen und es besiedeln. Gewdhnlich behalten Krebszellen viele Merkmale der
Zellen bei, aus denen sie hervorgegangen sind. Deshalb lassen sich Tumoren nach dem
Gewebe aus dem sie phylogenetisch hervorgegangen sind unterscheiden: (1) Epitheliale
Tumoren stammen aus dem Ektoderm und Entoderm. IThnen werden das Adenom, welches
einen benignen Tumor darstellt, und das Karzinom, welches zu den malignen Tumoren zihlt,
zugerechnet. (2) Aus dem Mesoderm entstehen mesenchymale Tumoren, wie benigne Lipome
und maligne Sarkome. (3) Die letzte Gruppe sind embryonale Tumoren aus undifferenziertem
Gewebe (Pschyrembel 1998).

Krebs entsteht aus einer schrittweisen Entartung einer vorher normalen somatischen Zelle.
Die Nachkommen einer solchen Zelle miissen sich aber weiter verédndern und mehrere
Mutationen durchmachen, bevor sie zu Krebszellen werden. Diesen Vorgang bezeichnet man
als Tumorprogression. Er dauert normalerweise viele Jahre und spiegelt einen ,,Mikro-
EvolutionsprozeB* wieder, welcher durch Mutation und natiirlicher Auslese unter den Zellen
zustande kommt. Mutagene Substanzen, sogenannte Tumorinitiatoren, sowie nicht-mutagene
Wirkstoffe, sogenannte Tumorpromotoren, konnen diesen Prozel in Gang setzten oder ihn

beschleunigen.
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Die genetische Verdnderung kann dabei durch mehrere Faktoren ausgelost worden sein, wie
z.B. durch kanzerogene Substanzen (wie Aflatoxin, Benzol oder Phenol) aber auch durch
Strahlung (z.B. UV-B) oder Tumorviren (z.B. Papillomvirus, Rous-Sarcom-Virus) (Trosko
and Ruch 1998). Durch Mutationen erlangt der Tumor neue Féhigkeiten, die es ihm
ermoglichen in umliegendes Gewebe einzuwandern und zu metastasieren, was zu einer
Ausbreitung der Tumorzellen im Organismus fiihrt. Diese Tumorzellen verlassen den
Gewebeverband, um iiber den Blutkreislauf in andere Korperregionen zu gelangen und dort
neue Geschwiilste zu bilden (Dolcetti and Boiocchi 1996). Krebszellen beinhalten meist auch
mutierte Gene, die massive Auswirkungen auf den Ablauf der Mitose und auf weitere
wichtige zellphysiologische Prozesse haben konnen. Onkogene sind abweichende Formen
von Proto-Onkogenen, die normale Gene darstellen und Zellwachstum und Entwicklung
regulieren, wihrend Anti-Onkogene Zellwachstum und Proliferation hemmend regulieren
(Fishleder 1990). Mutierte oder iiberexprimierte Produkte von Onkogenen stimulieren die
Mitose hauptsidchlich durch die Abwesenheit normaler Wachstumssignale. Beispiele hierfiir
der von Thrombozyten produzierte Wachstumsfaktor (,platelet-derived growth factor”,
PDGF) und ErbB, der Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (,,epidermal growth
factor”, EGF). Diese Gene sind dominant, d.h. nur ein Allel mul mutieren um in der Zelle
eine Pradisposition zu erzeugen, die letztendlich zu Krebs fiihren kann. Weitere Beispiele fiir
Onkogene sind die Tumorsuppressorgene, die gewohnlich die Mitose inhibieren. Hierzu zihlt
das Genprodukt p53, welches den Zellzyklus mitreguliert. Wird es durch Mutation
funktionsunfahig, entartet die Zellen in der Regel (Trosko and Ruch 1998).

Weitere Verdnderungen in der Mitose beziehen sich auf die Telomerasefunktion. Normale
Zellen verlieren bei jeder Mitose Abschnitte ihrer Telomerenden. Um einen Verlust des
Genmaterials zu verhindern, verldngert das Enzym Telomerase wieder die Telomere (Dhaene
et al. 2000). Die Hypothese, dall erhohte Telomeraseaktivitidt unbedingt zur Immortalitit der
Zellen fiihrt, geht von den Beobachtungen aus, da in normalen Zellen die
Telomeraseaktivitidt vermindert ist. Dies ist auch der Fall bei Zellen, die der Seneszenz
unterliegen, wéhrend in immortalisierten und neoplastischen Zellen die Telomeraseaktivitdt
wiederhergestellt oder gar erhoht ist (Bodey 2002;Hooijberg et al. 2000;Meyerson 2000).

Ein weiteres wichtiges Merkmal von Tumorzellen ist die sogenannte Kontaktinhibition, das
Verhalten normaler Zellen, nach einem Kontakt mit einer anderen Zelle weitere
Zellwanderungen zu unterlassen. Ein Zusammenwirken von Zelloberflichenmolekiilen fiihrt
zu dieser Kontaktinhibition. Tumorzellen, welche Mutationen durchlaufen haben, zeigen

keine homo- und heterotypischen Kontaktinhibition, wodurch maligenen Zellen konstantes
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Wachstum sowie Invasivitdt moglich wird (Abercrombie 1979;Campbell et al. 1995;Parish et
al. 1987;Trosko and Ruch 1998).

3.5 Tumortherapie

Die Behandlungsmdglichkeiten bei Lymphomen bestanden zundchst aus Chirurgie,
Radiotherapie (AC 1991) und systemischer Chemotherapie. Lokalisierte Primértumoren
lassen sich bei rechtzeitiger Erkennung meist problemlos durch chirurgische Eingriffe oder
Bestrahlung entfernen. Maligne Krebserkrankungen mit metastasierenden Zellen erschweren
die Behandlung, da sie entfernt gelegene Organe besiedeln und deshalb nicht operativ
beseitigt werden konnen. Als Standardtherapie wird nach wie vor die Chemotherapie
eingesetzt. Auch bei dieser Behandlung sind Metastasen oft unzuginglich oder stark
widerstandsfahig.  Trotzdem sind Behandlungserfolge zu  verzeichnen. Wobei
Nebenwirkungen, in Folge eingesetzter Zytostatika, die gesunde, schnell wachsende Zellen
schddigen, auftreten. Zytostatika wie Alkylanzien, Topoisomerase-I-Hemmer, die
Antimetabolite, Platinkomplexe oder Mitosehemmstoffe werden bereits seit mehreren Jahren
angewendet. Die nahezu 60 Jahre andauernde Forschungsaktivitit zur Entdeckung und
Entwicklung von ,klassischen* Zytostatika hat zu etwa 100 zugelassenen Verbindungen
gefiihrt, die zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt wurden. Alkylanzien fiihren
zu DNA-Schidden an Zucker, Phosphat und Basen und zu Strangbriichen, welche die
replikative und transkriptionelle Funktion der DNA einschrénken.

Ein weiteres Problem der Krebstherapie liegt im Ausbalancieren schwerer Nebenwirkungen
und effektiver Antitumoreffekte. Oftmals spielt die Dosis eine entscheidene Rolle, da sie fiir
einen positiven Therapieeffekt hédufig an einer letalen Grenze liegt. Die alleinige
Strahlentherapie ist als Primdrbehandlung bei Beispielsweise malignem Melanom nur in
Einzelfillen indiziert, bei denen ein operativer Eingriff unmdglich oder nicht sinnvoll ist.
Innerhalb interdisziplindrer Behandlungskonzepte bei der Therapie der malignen Melanome
spielt die Strahlentherapie aber eine zunehmende Rolle. Diese galten in fritheren Zeiten als
strahlenresistent, jedoch zeigen zahlreiche klinische Studien, aber auch strahlenbiologische
Untersuchungen, daB eine klinisch relevante Wirkung vorliegt. Neben einer hyperthermen
Perfusion in Kombination mit Chemotherapie kann zur Wirkungssteigerung der

Strahlenbehandlung eine regionale Hyperthermie eingesetzt werden (,, Thermoradiotherapie®).
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Durch die Hyperthermie wird die radiotherapeutische Wirksamkeit verstirkt, so dal3
Ansprechraten von 88% erreicht werden konnen (Emami et al. 1988;Engin et al. 1993).

Seit die Stellung des Immunsystems fiir den Verlauf von Krebserkrankungen erkannt und
ndher erforscht wurde, gewinnt die Immuntherapie zumindest bei einzelnen Krebsarten an
Bedeutung. Eine der iltesten Methoden, im Bereich der Immuntherapie, basiert auf dem
Versuch die Immunantwort des Patienten unspezifisch zu verstirken (aktive unspezifische
Immunstimulation). Dies konnte durch die Injektion von Bakterienprdparaten erreicht werden
wodurch in einigen Fillen eine Regression des Tumors beobachtet werden konnte (Coley
1896).

Viel spéter wurden Experimente mit Zytokinen durchgefiihrt, jedoch wurden in der klinischen
Anwendung starke Nebenwirkungen beim Patienten festgestellt, so daBl eine weitere
Behandlung oft nicht mehr moglich war. Allerdings konnte bei geringeren Konzentrationen
z.B. von rekombinantem und natiirlichem Interferon-a und IL-2, eine Tumorregression in
einigen Patienten festgestellt werden (Steis et al. 1987). Aus diesem Grund sind neue Ansitze
entwickelt worden, welche erfolgversprechender scheinen: Zytokine werden mit
verschiedensten Vakzinen (zellulire, DNA-, Peptid- und Proteinvakzine), Antikorpern,
Lymphozyten und/oder zytotoxischen Medikamenten, kombiniert (Andres et al.
1998;Bremers and Parmiani 2000;Chang and Shu 1996;Hanson et al. 2000;Jantscheff et al.
1999;Rosenberg et al. 1985). Vakzinierungsstrategien, setzen auf die Aktivierung des
Immunsystems z.B. gegen bekannte oder unbekannte TAA auf der Zelloberfliche.
Modifizierte Tumorzellen, die in der Umgebung des Tumorgewebes ein immunaktivierendes
Zytokin sezernieren konnen, 16sen infolgedessen eine Destruktion des Tumorgewebes aus
(Jaffee 1999). Neuere Methoden effektiver Tumorvakzinierung sind protein-und
peptidbasierende  Vakzine sowie DNA-basierende Vakzine, die eine dauerhafte
Immunantwort induzieren koénnen (Minev et al. 1998). Vakzinierung gegen lymphom-
spezifische Antigenstrukturen (Davis et al. 1998) und spezifische molekularpharmakologische
Interventionen, wie sie bei anderen Erkrankungen schon eingesetzt werden, sollen in den
nichsten Jahren in die klinische Praxis eingefiihrt werden.

Bemerkenswert ist, dal schon im frithen Mittelalter spezielle Karzinombehandlungen, mit
dem Hintergrund der Antikorpertherapie durchgefiihrt wurden. Durch die Verabreichung der
,vier Lebenssifte” in einem gewissem Mengenverhéltnis, konnte eine Verringerung der
Geschwulst festgestellt werden, da im Blutserum Antikdrper enthalten sind. Dies stiitzt sich

auf die These des Heilkundigen Hippokrates (460-370 v. Chr.), der darin festlegte, daf} die
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Gesundheit des Menschen durch die Mischung der vier angeblichen Hauptséfte des Korpers
(Galle, Blut, Schleim und Wasser), bedingt sei (Alberts 1887).

Im letzten Jahrzehnten sind die Verfahren um die Immuntherapie mit monoklonalen
Antikorpern (Maloney et al. 1997) sowie die autologe und allogene Blutstammzell-
transplantation weiter ergéinzt worden. Antikorpertherapien basieren auf der Behandlung mit
monoklonalen Antikérpern (mAk), Immuntoxinen, bispezifischen rekombinanten Antikérpern
(biAk) und Radioisotop-gekoppelten Antikdrpern. Die Féhigkeit mAk an Membranrezeptoren
zu binden und intrazelluldre Signale zu induzieren, ist Teil des Mechanismus, mit welchem
man Tumorwachstum zu kontrollieren versucht.

Neue Ergebnisse zeigen, dal mAk Tumoren fiir konventionelle DNA-schidigende
Medikamente empfindlich machen kann (Cragg et al. 1999). Bei mAk-Therapie kann auch die
Immunreaktion speziell auf gewiinschte Krebszellen gerichtet werden. Der Fc-Teil des mAk
bindet an den Fc-Rezeptor auf der Effektorzelle. So ist in klinischen Studien ein mAk
eingesetzt worden, der in seiner Wirksamkeit und seiner Resistenz mindestens genauso gute
Erfolge erzielt, wie man es mit chemotherapeutischen Maflnahmen erreichen kann (Kosits and
Callaghan 2000). 1991 wurde die mAk-vermittelte Therapie durch die Aufkldrung relevanter
Zellloberflachenstrukturen auf abnormalen Zellen, die Zielstrukturen fiir monoklonale
Antikorper sind, verbessert. AuBlerdem konnen mAk durch gentechnische Methoden
weiterentwickelt werden, so daB3 sie weniger immunogen und gleichzeitig effektiver werden.
Fragmente (meist sogenannte ,,single-chain “-Fv Fragmente, scFv) dieser mAk lassen sich
zum Beispiel mit Toxinen oder Radionukliden koppeln. Im Endeffekt konnte damit eine
Verbesserung der Effektorfunktion erreicht werden (Waldmann 1991). Der enge Kontakt
zwischen einem radioaktiven Antikorperkonjugat und der Zielzelle ermdglicht die Absorption
der radioaktiven Dosis auf der Seite des malignen Gewebes, ohne das umliegend gesunde
Gewebe zu schidigen (Bruland 1995).

Wiéhrend der letzten beiden Jahrzehnte erbrachten radiomarkierte tumorspezifische mAk
erhebliche Fortschritte in der Krebsdiagnose und Krebstherapie.

Immuntoxine sind mit toxischen Molekiilen (meist von pflanzlichen oder mikrobiologischen
Quellen stammend) gekoppelte Antikorper. In einem Beispiel immuntoxischer Strategien
werden monoklonale Antikorper, die mit abgewandelten Toxinen oder deren Untereinheiten
ausgestattet sind, gegen die Zelloberflachenantigene CD19 und CD22 des NHL gerichtet
(Herrera et al. 2000). Weiter konnten rekombinante Immuntoxine aus der Fusion von scFv-

Antikorpern und bakteriellen Toxinen hergestellt werden.
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Der Vorteil von scFv gegeniiber vollstindigen Antikorpern liegt in ihrer geringeren
Immunogenitit und einer erleichterten Penetration massiven Tumorgewebes. Um verbesserte
Anti-Tumoreffekt zu erzielen wurden zum Beispiel bispezifische Antikdrper entwickelt, die
sowohl gegen ein Tumorantigen als auch gegen Antigene auf NK-Zellen, T-Lymphozyten
oder Makrophagen gerichtet sind und damit beide Bindungspartner in rdumliche Nihe
bringen konnen (Penna et al. 1994). Ein Beispiel hierfiir ist die Behandlung des humanen
Lymphoms im Tiermodell mit einem CD3 x CDI19 ,Diabody*“ (Cochlovius et al.
2000;Kipriyanov et al. 2002).

Gingige immuntherapeutische Konzepte Dbasieren auf der Identifikation von
tumorspezifischen Antigenen und ihrer Erkennung durch tumorspezifische T-Zellen (Schultze
1997). Durch retrovirale Transduktion eines chiméren Rezeptor in die gewiinschten humanen
Lymphozyten, welcher die T-Zell-Effektorfunktion und die Antikorperspezifitdt miteinander
kombiniert und gegen einen Tumor gerichtet ist, kdnnen solche Konzepte umgesetzt werden

(Hwu and Rosenberg 1994).

3.6 B-Zell-Lymphome

Wie jede andere Korperzelle konnen auch die Zellen der lymphatischen Gewebe entarten und
Ausgangspunkt einer Krebserkrankung werden. Das NHL stellt eine biologisch, klinisch und
pathohistologisch heterogene Einheit von Erkrankungen dar, deren Kennzeichen die
Abstammung von den Zellen des lymphatischen Systems ist. Das NHL kann in
Lymphknoten, Milz, Thymus, Adenoiden, Mandeln und im Knochenmark auftreten.
Vorwiegend wird NHL bei Erwachsenen, am hdufigsten bei 45- bis 60-Jdhrigen,
diagnostiziert. Zurzeit sind rund 4,5 Millionen Menschen weltweit von NHL betroffen, bei
etwa 300 000 Patienten pro Jahr verlduft die Krankheit todlich (Quelle: Robert-Koch-Institut
,,Krebs in Deutschland, Haufigkeiten und Trends*, 2002).

Das NHL manifestiert sich klinisch als Lymphome, Leukédmien oder Plasmozytome. Maligne
Lymphome sind klonale Tumorerkrankungen, die von einer einzelnen, klonal expandierenden
Zelle des lymphatischen Systems abstammen. Bei immunsupprimierten Patienten (AIDS,
medikamentdse Immunsuppression nach Transplantationen) konnen Lymphome jedoch auch
aus oligo- oder polyklonalen Proliferationen entstehen. Mehr als 90% der malignen
Lymphome sind B-Zell-Lymphome, d.h. sie stammen von B-Lymphozyten ab, ca. 10% sind
T- bzw. NK-Zell-Lymphome (Harris et al. 1994;Jaffe et al. 1999)
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Epidemiologie

Die Zahl maligner NHL nimmt kontinuierlich zu (Levi et al. 1996;Wingo et al. 1998). Dabei
ist der Anstieg aggressiver (hochmaligner) NHL besonders auffallend (Devesa and Fears
1992). Bei Patienten mit Autoimmun-lymphoproliferativen Syndrom ist das Risiko der
Entwicklung eines NHL 14-fach hoher (Diehl et al. 2004;Straus et al. 2001) Die friiheren, in
Europa (Kiel-Klassifikation) und Nordamerika (Working-Formulation, 1985) verwendeten
Lymphom-Klassifikationen sind abgeldst worden. Inzwischen wird die Einteilung von
malignen Lymphomen nach der neuen 2001 erschienenen WHO-Klassifikation
vorgenommen, die zwischen Lymphomen der B- und T-Zell-Reihe unterscheidet sowie
zwischen Lymphomen, die von frilhen und spiteren, sogenannten ,peripheren®

Vorléauferzellen der Lymphopoese ausgehen (Jaffe et al. 1999).

Klinische Gruppierung maligner Lymphome

Nach pathologischen Kriterien werden bei B-Zell-Lymphomen Vorlédufer- (,, Precursor-)
Lymphome sowie periphere oder reife B-Zell-Lymphome unterschieden. B-Zell-Lymphome,
die dem Keimzentrum entspringen, sind in der Regel hochmaligne. Dieses sind die unreifsten
und am stdrksten proliferierenden Lymphome, insbesondere das Burkitt-Lymphom, das
zentroblastische Lymphom mit verschiedenen Verdnderungen wie auch die follikuldren
Lymphome in verschiedenen Malignititsgraden. Die anfianglich als hochmaligne NHL
bezeichneten aggressiven Lymphome zeigen im Gegensatz zu den langsam wachsenden
indolenten Lymphomen einen schnellen progradienten klinischen Verlauf und sind ohne
Behandlung innerhalb weniger Wochen oder Monate todlich. Die diffus groBzelligen B-Zell-
Lymphome stellen dabei fast ein Drittel aller Lymphomerkrankungen dar und schliefen die in
Deutschland zentroblastischen und immunoblastischen NHL inklusive weitere Untergruppen,
mit ein. Auf Grund ihrer klinischen und histologischen Charakteristika werden
lymphoblastische Lymphome (B- und T-Vorlduferzell-NHL nach WHO) und die Burkitt-
Lymphome von den hochmalignen oder aggressiven Lymphomen abgegrenzt. Viele
chromosomale Verdnderungen sind bei den NHL bekannt. Bei einem Teil der B-Zell-
Malignome Gene, die die Synthese von leichten und schweren Ketten der Ig kontrollieren,
wurden translatiert. Es existieren neuere Hinweise darauf, dafl eine Storung der normalen
immunregulatorischen Abldufe zur Entwicklung maligner Lymphome prédisponiert ist.

Die reifere Form der Keimzentrumslymphome stellt eine Gruppe von Entitdten dar.
Kennzeichnend dafiir zeigen ,,niedrigmaligne* bzw. indolente follikuldre Lymphome in ihrer

Histologie und Graduierung ein schwaches follikuldres Wachstum und koénnen abhénig von
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deren Differenzierungsgrad neoplastische Keimzentren darstellen. Die Tumorzellen sind
positiv fiir CD10, CD38 und bcl-2. Sie exprimieren regulér die pan-B-Zell-Marker CD20 und
CD79a. IgM ist hdaufig membranstindig nachweisbar.

Das Mantelzellenlymphom steht auBerhalb des Keimzentrums und weist dementsprechend
auch keine somatische Hypermutation auf. Es setzt sich aus teils noduldr und teils diffus
wachsenden B-Zellen zusammen. Charakteristisch fiir das Mantelzellenlymphom ist die
Expression von membranstindigen IgM=+IgD. Daneben ist zwischen einer Positivitét fiir CDS5,
CD20 und einer negative Expression fiir CD10 und CD23 zu unterscheiden. Die Gesamtheit
der aggressiven B-Zellymphome exprimieren im Allgemeinen die B-Zellmarker CD19,
CD20, CD22 und CD79a sowie MHC-Klasse I1-Molekiile (HLA-DR). Ferner konnen B-Zell-
Lymphome Marker unterschiedlicher Aktivierungsstadien der B-Zellen und rekombinierte
Immunglobuline zeigen (Herrera et al. 2000). Bei manchen Lymphomformen kann auch eine
virale Genese wahrscheinlich sein; bekanntestes Beispiel hierbei ist das Burkitt-Lymphom,
das mit einer Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion assoziiert ist (Carbone et al. 2000;Dolcetti
and Boiocchi 1996). Der Immunphénotyp dhnelt typischen Keimzentrumszellen mit der
Expression von CD20, CD10 und CD38. Zytogenetisch ist eine Translokation bzw.

Verlagerung des Onkogens c-myc zu finden.

Periphere T-Zell-Lymphome sind in Europa und Nordamerika selten und machen hier etwa
10-15% aller malignen Lymphome aus (Armitage et al. 1989;Armitage and Weisenburger
1998;Melnyk et al. 1997). T-Zell-Lymphome werden entsprechend ihrer Pathologie in
Vorlaufer-T-Zell-Lymphome und periphere T-Zell-Lymphome eingeteilt, die den
Immunphénotyp von postthymischen T-Lymphozyten zeigen. Das hédufigste T-Zell-Lymphom
ist das angioimmunoblastische Lymphom. Die Tumorzellen kénnen sowohl CD4- als auch
CD8-positiv sein, in der Regel sind Kombinationen von derartigen Populationen zu
beobachten. Es kdnnen sehr unterschiedliche Verdanderungen in der Zytogenetik gefunden
werden, wie Trisomie 3, Trisomie 5 und ein zusédtzliches X-Chromosom. Eine EBV-
Assoziation ist wiederholt beschrieben worden (Siegert et al. 1995). Ein T-Zell-Rezeptor-
Rearrangement ist auch bei den T-Zell-Lymphomen zu finden.

Klinisch représentieren die chronische lymphatische Leukédmie vom T-Zelltyp (T-CLL) und
die priméren kutanen Lymphome Erkrankungsbilder, die zwar langsam progredieren, jedoch
nicht geheilt werden konnen. Differenzialdiagnostisch lassen sie sich meistens gut von den
aggressiv verlaufenden T-NHL oder B-NHL abgegrenzen. Periphere T-NHL sind in Europa
und Nordamerika die héufigsten T-Zell-NHL. In mehreren Studien wurde gezeigt, daf
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Prognose und klinischer Verlauf dieser Subgruppe von T-NHL schlechter als die der
diffusgrofizelligen B-NHL ist.

Angioimmunoblastische Lymphome sind nach peripheren T-Zell-NHL das zweithdufigste T-
Zell-NHL. Diese systemische Erkrankung, die hdufig primér nicht als lymphomtypische
Symptome gekennzeichnet ist, nimmt vor allem auf Grund von Immunsupression und
opportunistischer Infektionen einen progradienten Verlauf.

In der Klinik sind zur Zeit verschiedene NHL-Therapien iiblich: Radiotherapie, auch in
Kombination mit Chemotherapie, Chemotherapie mit einem einzelnen alkylierten Agens (z.B.
Chlorambucil) und Kombinationschemotherapien.

Eine Sekundidrbehandlung, die nach einer hochdosierten Chemo- oder Radiotherapie
ankniipft, ist die autologe oder allogene Knochenmarks-Transplantation, um den
Stammzellpool des Patienten wiederherzustellen. Dabei konnte in verschiedenen Studien
gezeigt werden, daBl ein wesentlicher Teil der Patienten von einer solchen Behandlung
wesentlich profitierten (Vose 1996). Der zusitzliche Einsatz einer Chemotherapie, z.B.
Methotrexat, verbessert die Krankheitssitution insgesamt. Bei den meisten Patienten konnte
eine dauerhafte Remission und teilweise sogar eine Heilung erzielt werden (DeAngelis 1999).
Konventionelle systemisch verabreichte Kombinationen von Medikamenten, wie
Cyclophosphamid, Doxorubicin und Prednison sind nicht effektiv. Dagegen werden die
besten Ergebnisse bei aggressiven NHL mit anthrazyklinhaltigen Polychemotherapien erzielt
(Meyer et al. 1995;Sonneveld et al. 1995;Tirelli et al. 1998). Seit einigen Jahren werden
verstiarkt himopoetische Wachstumsfaktoren (G-CSF, GM-CSF) verwendet, die das Risiko
von Neutropenien und/oder Infektionen signifikant verringern (Doorduijn et al. 2003;Laver et
al. 1998). Die Ergebnisse einer randomisierten Studie bei 60—80-jdhrigen Patienten mit
aggressiven NHL, denen und Rituximab bzw. nur CHOP (Cyclophosphamid, Adriamycin,
Vincristin, Prednison) verabreicht wurde, war nach Therapiebeginn in der mit CHOP und
Rituximab behandelten Gruppe ereignisfrei und die Gesamtiiberlebensrate erhoht (Mounier et
al. 2003).

MAK, die in der Therapie von B-Zell-Lymphomen eine breite Anwendung erfahren, haben
sich auf Grund des Fehlens zugelassener, T-Zell-epitopspezifischer Antikorper und der
teilweise hohen immunsuppressiven Nebenwirkungen bei antikorpervermittelter T-Zell-
Depletion noch nicht durchsetzen kdnnen. Der Antikorper Campath-1H (MabCampath®), der
gegen CD52 gerichtet ist, liefert bei Chronischer lymphatischer Leukdmie sowie bei T-Zell-

Prolymphozyten-Leukédmie Responseraten zwischen 60 und 70%, die eine Zulassung des
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Antikorpers fiir Indikationen erwarten lassen (Pawson et al. 1997). Ob sich diese Ergebnisse

auch auf periphere T-NHL iibertragen lassen, ist Gegenstand aktueller Phasel/II-Studien.

3.7 Adoptiver Transfer

Adoptiver Transfer von aktivierten Lymphozyten in einen tumortragenden Wirt vermittelt
direkt oder indirekt Anti-Tumoreffekte (Chang and Shu 1996). Die transferierten
Immunzellen kénnen entweder durch direkte Anti-Tumormechanismen wie die zytotoxische
Lyse oder indirekt durch die Freisetzung von Zytokinen eine Immunitét auf die Rezipienten
iibertragen. Die zu transferierenden Lymphozyten konnen systemisch oder lokal durch
Injektion ins Tumorgewebe appliziert werden. Tumorreaktive Lymphozyten miissen dazu in
vitro aktiviert und expandiert werden. Mit der Entdeckung von Interleukin-2 ist ein
potentieller Zugang zur Aktivierung und Expansion von T-Zellen eréffnet worden (Morgan et
al. 1976).

Beim adoptiven Transfer von in vitro generierten Zellen besteht das Problem des ,,Homings*.
Die Zelle besitzt spezielle Oberflichenrezeptoren, sogenannte ,,Homing-Rezeptoren® die ihr
spezifisch den ,,Weg* zu ihrem Ziel weisen. In vitro kultivierte tumorspezifische CTL, die
durch adoptiven Transfer wieder in den Organismus eingebracht werden, sind nicht in der
Lage an ihr entsprechendes malignes Targetgewebe zu binden. Sie werden hdufig nach einer
Retransplanation, in das Milz- und Lungengewebe eingeschlossen. Eine Annédherung zur
Wiederherstellung der natiirlichen ,,Homing“-Eigenschaften kann auf den in vitro Transfer

von dquivalenten Rezeptormolekiilen basieren (Cochlovius et al. 1998).
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Abbildung 3:  Adoptiver Transfer von T-Zellen. Entnahme von T-Zell-Lymphozyten (z.B. iiber
Leukapherese) (A); Expansion der Lymphozyten (B); adoptiver Transfer der sensibilisierten und expandierten
Lymphozyten (C) (Quelle: Peschel et al., 1999).

Adoptiver Transfer von unspezifischen T-Zellen

Erste Ansitze zum adoptiven Transfer von malignomreaktiven Lymphozyten bei Patienten
mit malignen Erkrankungen wurden von Rosenberg und Mitarbeitern am National Cancer
Institute in Bethesda durchgefiihrt (Rosenberg et al. 1985). Die Lymphozyten der Patienten
wurden mittels Leukapherese gewonnen, in vitro angereichert und mit IL-2 versetzt. Den so
expandierten Lymphozyten ist es moglich, Tumorzellen in vitro abzutdéten. Demzufolge
werden sie lymphokinaktivierte Killerzellen (LAK) genannt. LAK stellen eine heterogene
Population von T-Lymphozyten und NK-Zellen dar, dementsprechend ist ihre
,Killeraktivitat nicht tumorspezifisch. Daneben sind LAK-Zellen imstande Tumorzellen in
einer MHC-unabhéngigen Reaktion abzutdten (Frost and Bonavida 2000). Um die LAK-
Zellen auch in vivo weiter zu stimulieren, wurden im Rahmen von klinischen Studien
autologe LAK-Zellen den Patienten zusammen mit hochdosiertem Interleukin-2 transfundiert.
Nebenwirkungen wurden durch toxische Effekte hochdosiertens Interleukin-2 und
hauptséchlich durch die erhohte Geféallpermeabilitit gepragt. Remission wurden vor allem bei
Patienten mit malignen Melanomen und Nierenzellkarzinomen beobachtet. Da beide
Tumorentitdten sensitiv gegeniiber einer alleinigen Interleukin-2-Therapie sind, wurde eine
randomisierte Studie konzipiert, die den adoptiven Transfer von LAK-Zellen und Interleukin-
2 mit der alleinigen Gabe von Interleukin-2 iiberpriifte. Diese Studie konnte keinen
zusétzlichen Nutzen der LAK-Zellen gegeniiber einer Interleukin-2-Monotherapie zeigen, so

daB3 dieses Therapiekonzept weitgehend verlassen wurde (Rosenberg et al. 1993).
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Adoptiver Transfer von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL)

Unter der Vorstellung, daB3 tumorreaktive T-Zellen natiirlicherweise in den Tumor wandern
und entsprechend in hohen Konzentrationen nachgewiesen werden konnten (Rosenberg et al.
1986), entwickelten sich Bestrebungen, diese TIL als Quelle fiir tumorreaktive T-Zellen zu
verwenden. Zur Gewinnung der TIL erfolgt zundchst die Tumorresektion. Aus dem
resezierten Tumor wird eine Zellsuspension hergestellt, die aus einem Gemisch von
Tumorzellen und T-Zellen besteht. Durch Zugabe von Interleukin-2 wird die Expansion der
TIL induziert, wobei darin enthaltene Tumorzellen wihrend der Kultur zugrunde gehen. Es ist
darliber hinaus moglich mit geringen Konzentrationen IL-2 und anderen Zytokinen konnten
diese expandiert werden (Robbins et al. 1994;Rosenberg et al. 1994;Steger et al. 1995). In
klinischen Studien wurde die Effektivitit intravends infundierter TIL bei Patienten mit
Tumoren unterschiedlichen Ursprungs iiberpriift. Dabei wurden die TIL zusammen mit hohen
Dosen an Interleukin-2 infundiert, unter der Vorstellung, daf} transfundierte TIL auf diese
Weise eine lingere Uberlebenszeit in vivo haben. Objektive Remissionsrate von 20-30%
ergaben sich vor allem bei Patienten mit malignem Melanom und Nierenzellkarzinom
(Rosenberg et al. 1994). Die Klonierung und Charakterisierung von tumorspezifischen TIL
146t auf weitere Entdeckungen von TAA, die durch CTL erkannt werden, hoffen (Frost and
Bonavida 2000). Transferierte tumorspezifische T-Zellen bleiben in vivo funktionell und
besitzen die Befdhigung kleine wie auch groflere etablierte Tumore abzustoen und / oder zu

bekdmpfen (Frost and Bonavida 2000).

Adoptiver Transfer von tumorsensibilisierten T-Zellen

Maligne Tumore, wie maligne Gliome, produzieren Molekiile die zu einer Immunsuppression
fiihren. Zur Uberwindung der Immunsuppression in vivo und zur Gewinnung tumorreaktiver
T-Zellen wurde ein neues Konzept von der Arbeitsgruppe Shu in Cleveland, Ohio, entwickelt.
Das Konzept basiert auf der in vivo-Sensibilisierung von tumorreaktiven T-Zellen durch eine
autologe Tumorvakzine, die dem adoptiven T-Zelltransfer vorgeschaltet wird (Chang et al.
1997).

Erste Zielgruppe dieses Therapickonzeptes waren Patienten mit Melanomen und
Nierenzellkarzinomen, bei denen teilweise Remissionen beobachtet wurden. In einer
Folgestudie wurden tumorsensibilisierte T-Zellen zum adoptiven Transfer bei Patienten mit
malignen Gliomen eingesetzt, wobei den adoptiv transfundierten T-Zellen kein Interleukin-2
hinzugefiigt wurde (Plautz et al. 1998). Bei diesem gering immunogenen Tumor konnte bei

zwei von zehn behandelten Patienten eine Tumorregression beobachtet werden.
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Adoptiver Transfer von Antigenspezifischen T-Zellen

Der adoptive Transfer von Antigenspezifischen T-Zellen beim Menschen wurde bisher vor
allem bei der Behandlung von Virusinfektionen oder virusassoziierten Tumorerkrankungen
eingesetzt. Das  Auftreten einer Erkrankung durch CMV nach allogener
Knochenmarktransplantation ist mit dem Fehlen einer CMV-spezifischen T-Zellantwort
verbunden. Darausfolgend wurde das Konzept fiir einen adoptiven Transfer von CD8" CMV-
spezifischen T-Zellen, die von dem immunkompetenten Knochenmarkspender generiert
wurden, entwickelt. Greenberg und Mitarbeiter setzten dieses erstmals beim Menschen ein
(Riddell et al. 1992). Die Therapie verursachte keine Nebenwirkungen und alle Patienten
entwickelten eine Immunitit gegen CMV. Ahnlich dem Cytomegalievirus, kann sich das
EBV in Patienten nach allogener Knochenmarktransplantation reaktivieren und in
Abwesenheit von EBV-reaktiven T-Zellen immunoblastische Lymphome induzieren. EBV-
reaktive T-Zellen des Knochenmarkspenders, die dem immunsupprimierten KM-Empfanger
adoptiv transferiert werden, sind in der Lage, die Immunitit gegen EBV wiederherzustellen

und die Entstehung EBV-induzierter Lymphome zu verhindern (Heslop et al. 1996).

Adoptiver Transfer von Spenderlymphozyten nach allogener Stammzelltransplantation

Die Therapie der allogenen Stammzelltransplantation basiert auf zwei Wirkprinzipien:

1. Die Stammzelltransplantation ist flir eine myeloablativen Hochdosis-Chemotherapie
unumgénglich.

2. Durch eine allogene Transplantation wird eine immunologische Tumorabwehr induziert.
Transplantierte Effektorzellen des Spenders erkennen das Empfiangergewebe als ,nicht
korpereigen™ und fiihren zur Alloreaktion. Die Immunreaktion wird hauptséchlich durch
alloreaktive T-Zellen vermittelt und richtet sich einerseits gegen normale Empfangerzellen —
der ,, Graft versus Host (GvH)“ Effekt — und andererseits auch gegen noch vorhandene
Leukdmiezellen (Kolb and Holler 1997;Kolb et al. 1990).

Adoptiver Transfer von T-Zellen und bispezifischen Antikorpern

Abgesehen von dem autologen T-Zelltransfer, wurde ein anderes Konzept erstellt, bei dem
autologe T-Zellen zusammen mit einem bispezifischen Antikdrper eingesetzt werden. D.h.,
dafl zum einen ein Molekiil auf den T-Zellen, z.B. CD3, zum anderen ein Antigen auf den
Tumorzellen erkannt wird. So sollen alle CD3+ T-Zellen, unabhédngig von ihrer

Antigenspezifitit, mit den Tumorzellen verankert werden und konsekutiv den Tumor lysieren,
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auch wenn die T-Zellen keinen Antigenspezifischen T-Zellrezeptor besitzen (Brandl et al.
1999;Chen et al. 2000).
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Abbildung 4:  Adoptiver Transfer von T-Zellen mittels des ,,7-Body“—Konzeptes. Entnahme von T-Zellen
(A); Aktivierung mit den Antikdrpern anti-CD3 und anti-CD28 (B); Retrovirale Transduktion mittels des
retroviralen Vektors, welcher den chimiren Rezeptor (,,7-Body*) beinhaltet (C); Expansion mit Interleukin-2
(D); Reinjektion der behandelten T-Zellen in den Patienten (E).
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3.8 ,,T-Body*“

(Eshhar et al. 1996)

Das Konzept des ,, 7-Body‘“ an sich kombiniert eine Antikdrpererkennung und eine T-Zell-
Effektorfunktion miteinander. Der ,, 7-Body ““ setzt sich aus drei Doménen zusammen: einer
Signal-, Transmembran- und einer extrazelluldiren Domédne und wird deshalb als ein chimérer
Rezeptor bezeichnet.

In der hier beschriebenen Arbeit wurden ,, 7-Body s ““ entwickelt, deren extrazellulire Doméne
gegen das B-Zell-Lymphomantigen CD22 gerichtet sind. Als intrazelludre Signaldomine
dient die T -Kette des CD3-Komplexes, wihrend die Transmembrandoméine von CD28
stammt. Der chimére Rezeptor ist ein integraler Teil einer T-Zelle, durch den eine gezielte
Signalinduktionskaskade der Immunantwort ausgelost wird. Durch die konstante Expression
des ,,7-Body*“ besitzt dieser das Potential, im Patienten fiir eine ldngere Zeitspanne zu
bestehen (Daly et al. 2000;Eshhar 1997;Eshhar and Fitzer-Attas 1998;Eshhar et al.
2001;Pinthus et al. 2003;Willemsen et al. 2000).

B-Zell-Lymphom

Extrazellulire Doméne: aCD22 scFv

TCR ‘

Abbildung 5:  Schematische Darstellung der T-Zellaktivierung und Tumorerkennung iiber den ,,7-
Body*“.
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3.9 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel der Verbesserung immuntherapeutischer Strategien

fiir die Behandlung der B-Zellymphome (NHL).

Es

sollte untersucht werden, ob das ,,7-Body“-Modell - gerichtet gegen das NHL CD22-

Antigen — in Kombination von CTL zu einer effektiven adoptiven Therapie fiihren kann.

10.

. Konstruktion des retroviralen Vektors fiir die Expression von anti-CD22-,,7-Body*

(Klonierung).

Amplifikation und Transfektion des retroviralen Immortalisationsvektors hTERT
Herstellung von Verpackungslinien mit einer hochgradigen Virustiterproduktion.
Kultivierung einer peptidspezifische CTL-Klonlinie, als Positivkontrolle fiir den Einsatz
von hTERT-DNA.

Isolation von primiren CTL aus Spenderblut.

Infektion aktivierter primdrer CTL und CTL-Klone mittels des expandierten Retroviruses.
Vergleich der verschiedenen Transfektionsmethoden, der retroviralen Infektion und der
Nukleofektion.

Bestimmung von Zellzahl und Vitalitit von ,,7-Body‘“-positiven CTL wie auch in
Kombination des hTERT-Konstruktes.

Phénotypisierung von PBL bzw. CTL, vor und nach Nukleofektion bzw. Infektion, wie
auch Stimulation.

Nachweis der zytotoxischen Effizienz des exprimierten ,,7-Body* in Kombination des

hTERT in vitro.
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v Materialien

4.1 Chemikalien, Enzyme und Zytokine

Chemikalien wurden von den Firmen Gibco BRL, Fluka (Buchs, CH), ICN Biochemicals
(Eschwege, D.), Life Technologies GmbH (Karlsruhe, D.), Merck Eurolab (Darmstadt, D.),
Riedel de Haen (Seelze, D.), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D.) oder Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Taufkirchen, D.) bezogen. Retronektin stammt von der Firma BioWhittaker
(Verviers, B.). Alle Radiochemikalien wurden von Amersham Buchler GmbH & Co. KG
(Ismaning, D.) geliefert. Restriktionsenzyme und modifizierende Enzyme stammten von
Invitrogen BV (Groningen, NL) und MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, D.). Zytokine
wurden von und Strathmann Biotech AG (Hamburg,D.) geliefert. Sdmtliche Reagenzien fiir
die Zellkultur (synthetische Medien, Seren, Antibiotika) wurden von oder Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Taufkirchen, D.) bezogen.

4.2  Puffer

4.2.1 Plasmidisolierung

Mini- und Midi-Prdparationen nach Angaben der Qiagen-Protokolle

Pl:

RNase A 100pg/ml
EDTA 50mM, pH 8
P2:

NaOH 200mM
SDS 1% (W/v)
P3:

Potassium Acetat 3M; pHS,5
QC:

NacCl IM

MOPS 50mM; pH 7,0
Isopropanol 15% (v/v)
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QF:

NaCl 1,25mM
Tris-HCL-C1 50mM; pH 8.5
Isopropanol 15% (v/v)

TE:

Tris-HCL-C1 10mM; pH 8,0

4.2.2 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

QG:

Zusammensetzung wird Konzentration wird
vom Hersteller nicht vom Hersteller nicht
angegeben. angegeben.

PE:

Zusammensetzung wird Konzentration wird
vom Hersteller nicht vom Hersteller nicht
angegeben. angegeben.

4.2.3 PCR-Puffer

10x PCR Puffer Life Technologies GmbH, Karlsruhe

4.2.4 Native Agarose-Gelelektrophorese fiir DNA

10x Probenpuffer:

Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Xylencyanol 0,25% (w/v)
Saccharose 60%  (V/v)
in ddH,0

Die Bestandteile des Ladepuffers werden in Aqua-bidest gelost und anschlieSend sterilfil-
triert. Wichtig ist hierbei die Lagerung der Gebrauchslosung bei 4°C. Die Aufbewahrung der

Stammldsung iiber einen langeren Zeitraum kann sowohl bei 4°C als auch bei -20C° erfolgen.
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4.2.5 10 x TBE-Puffer

Tris-HCL-Base 2M
Borsdure 1M
EDTA 0,1M

Gebrauch 1:10 (v/v) mit Aqua-bidest verdiinnt.

4.2.6 Transformationspuffer

(TfbD):
C,H3KO0, 1,47
RbCl, 6,05
CaCl, 0,74
MnCl, 4,95
add Glycerol
pH 5.8

T1bID):
MOPS 0,42
CaCl, 2,20
RbCl, 0,24
add Glycerol
pH 6,5

4.2.7 Bicarbonatpuffer (,, Coating ““ Puffer)

NaHCO3 2,9g
NaNj 0,2g
N8.2CO3 196g

pro 1000ml mit Aqua-bidest pH-Wert 9,6.

4.2.8 MACS-Puffer (Isolationspuffer)

EDTA 0,58¢
FCS 2,5ml

steril autoklaviert

(W/v)
(W/v)
(W/v)
Die Gebrauchskonzentration des TBE-Puffers liegt bei 1 x TBE.

g 0q 08 09

Hierzu wird die Losung vor

30
100
10
50
15%

10
75
10
15%

34,5
3,1
15,1

2
0,5%

mM
mM
mM
mM
(v/v)

mM
mM
mM
(v/v)

mM
mM
mM

mM
(v/v)

Diese Zusitze werden in 1x PBS (500ml) gegeben und bei bei 4°C gelagert.

27



Materialien

4.3 Losungen

4.3.1 50x TAE-Losung

Tris-HCL 242
konzentrierte Essigsdure 57,1
EDTA-Losung 100
ddH,0 1000

4.3.2 TE-Losung

Tris-HCL
EDTA

4.4 RNA- und DNA-Extraktion vitaler Zellen

4.4.1 Lyse-Losungen

Lyselosung zur Detektion des hTERT-Konstruktes

Nonidet
Tris-HCL
NaCL
MgCL,

4.5 Bakterien

ml
ml

ml

5,7%

10%
2%

0,5 %
10
10

(v/v)
mM

(W/v)
(W/v)

(v/v)
mM
mM
mM

Kompetente Bakterien werden von der Gruppe von Herrn Prof. Dr. Z. Eshhar (Weizmann

Institut, Rehovot, Israel), bereitgestellt. Verwendet wird der Bakterienstamm E-coli-XL1-blue

(Sigma, Taufkirchen).

Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lacF proAB lacl'ZAMI15

Tnl10(Tet")

Weitere prokaryontische kompetente Zellinien wie E. coli DH5a werden von der Firma

Gibco BRL, Life Technologies GmbH, Karlsruhe,D., erworben.

Genotyp: supE44 AlacU169 (F80 laclqZA<15) hsdR17 recAl end Al gyr A96 thi-1 rel

Al.
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4.6 Plasmide/Vektoren

Im Rahmen dieser Arbeit wird der retrovirale pBullet-yol-sNDF-CD28-g-IRES-GFP
eingesetzt. Dieser wird freundlicher Weise von Herrn Dr. D. Schindler (Abt. Immunologie,
Weizmann Institut, Rehovot, Israel) zur Verfiigung gestellt. Des weiteren wird das Plasmid
RSV-scaCD22-Ig-gamma im Rahmen einer Zusammenarbeit der Gruppen von Herrn Prof.
Dr. Z. Eshhar (Weizmann Institut, Rehovot, Israel) und von Herrn Prof. Dr. M. Little (Abt.
Rekombinante Antikdrper, DKFZ, Heidelberg), bereitgestellt. Von Dr. Erik Hooijberg (Vrije
Universiteit Medical Center, Amsterdam, Niederlande) stammt der retrovirale LZRS-hTERT-
IRES-GFP-Vektor.

4.7 Medien

4.7.1 Bakterienkulturmedien

SOC-Medium:

Trypton 2% (W/v)
Hefeextrakt 0,5%  (W/V)
NaCl 1% (W/v)
KCl 0,2% (W/V)
MgCl, 1% (W/v)
MgSO, 1% (W/v)
Glucose 2% (W/v)

LB- (Grund-)Medium:

pH 7.,0:

Hefeextrakt 0,3%  (W/V)
NaCl 1% (W/v)
Trypton 1% (W/v)
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LB-Agar:
pH 7,0:
Trypton
Hefeextrakt
NaCl

Agarose

1,0% (W/v)
0,3% (W/v)
1% (W/v)
1,5% (W/v)

Die Inhaltsstoffe der Ndhrmedien werden in Aqua-bidest gelost und nach Einstellen des pH

auf 7,0, 30 min bei 121°C autoklaviert. Wenn das Medium auf mindestens 55°C abgekiihlt

ist,wird es je nach gewiinschtem Selektionsdruck z.B. mit 50 ug/ml Ampicillin, Penicillin

oder Kanamycin versetzt.

4.7.2 FEinfriermedium

RPMI-Medium
FCS

DMSO

L-Glutamin (100x):

30%  (V/v)
10%  (v/v)
200 mM

Steril bei 4°C gelagert in Sml Portionen bei -20°C aufbewabhrt.

4.8 Antikorper

4.8.1 Primdrantikorper

Leukozytenantikorper (anti-human):

Marker/Spezies Ig-Klasse
CD3-PE m IgG1, ¥ (SK7)
CD3 m IgG2a (OKT3)
CD4-PE IgG2a

CDS8 m IgGl,
CDll1c m IgGl,
CD14-PE IgG2a

CDl16 m IgGl,
CD22-PE IgG2a

CD25 IL-R IgG1

CD28 m IgG1 (15E8)
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Klon/Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg, D.
Hybridomkultur von Herrn Dr. G.
Moldenhauer, DKFZ, Heidelberg, D.
Caltag Laboratories, Hamburg, D.
BD Biosciences, Heidelberg, D.

BD Biosciences, Heidelberg, D.
Caltag Laboratories, Hamburg, D.
BD Biosciences, Heidelberg, D.
Caltag Laboratories, Hamburg, D.
BD Biosciences, Heidelberg, D.
Hybridomkultur von Herrn Dr. G.
Moldenhauer, DKFZ, Heidelberg,D.
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Marker/Spezies Ig-Klasse
CD40 m IgGl, x
CD45RO m IgG2a, ¥
CD56-PE m IgGl,
CDS80-PE m IgG2a
HLA-DR-PE m IgG2b
MHCI mlgGl1, A

4.8.2  Detektions-Antikorper

Marker Ig-Klasse
a-cmyc IgGl

4.8.3 Sekunddrantikorper

Farbstoff Ig-Klasse
R-Phyco- m IgGl
erythrin (PE)

R-Phyco- gm IgG1
erythrin (PE)

4.8.4 Sonstige Antikérper

Marker
anti Asialo GM1

Klon/Hersteller

Hybridomkultur von Herrn Dr. G.
Moldenhauer, DKFZ, Heidelberg, D.
BD Biosciences, Heidelberg, D.

BD Biosciences, Heidelberg, D.
Caltag Laboratories, Hamburg, D.
Caltag Laboratories, Hamburg, D.
Caltag Laboratories, Hamburg, D.

Hersteller

Invitrogen BV, Groningen, NL.

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg, D.

Jackson Immuno Research Laboratories, West

Grove, Pennsylvania, USA

Hersteller

Wako Pure Chemical Industries, Osaka, J.

4.9  Antikorper gegen Interleukine/Interferone (anti-human)

Marker Ig-Klasse
IL-2 rIgG2a
IL-4 rIgGl
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4.10 Verwendete Zellinien

4.10.1 Verpackungslinien

PG-13, PA-317 und GPE-86; Eotropische (GP+E-86) und amophotropische (PA-317 und
PG13) Verpackungslinien werden in Dulbecco’s Modified Eagles's Medium (DMEM, mit
10%igem FCS, Glutamin und Antibiotika) kultiviert. Alle drei Zellinien wird von Frau Dr. T.
Waks (Abt. Immunologie Weizmann Institut, Rehovot, Israel) zur Verfiigung gestellt.

Zur Produktion des retroviralen hTERT-Uberstandes wird die Phonix Zelline NX-¢, die ein
Derivat von 293 Zellen ist, freundlicher Weise von Herrn Dr. E. Hooijberg bereitgestellt. Die
Kultivierung dieser Zellen erfolgt in ISCOVE Medium mit 10%igem FCS, Glutamin und
Antibiotika.

4.10.2 Humane Zellinien

Die Raji-Zellinie ist eine CD22-positive Tumor-B-Zelline (B-Lymphoblast; Burkkit's
Lymphom). Die Zelline K562 stammt von einem Lymphoblast ab und hat ihren Ursprung
in der chronischen myeloiden Leukdmie. Fiir die Langzeit-Kultur von T-Lymphozyten
mittels aktivierten B-Zellen wurden bereits etablierte CTL-Klone FSP 31-A6 und FSP 31-
5H10 von Frau Dr. Y. Schwitalle und Herrn Dr. M. Linnebacher der Abteilung Molekulare
Pathologie, Prof. Dr. med. M. von Knebel-Doeberitz, Universitit Heidelberg, freundlicher
Weise zur Verfiigung gestellt. Die CTL-Klone FSP 31-A6 und FSP 31-5H10 sind gegen das
von MSH-31(-1) abgeleitete Frameshift-Peptid (FSP) FSP-31 gerichtet. Die zur Restimulation

notwendigen B-Zellen stammen ebenfalls von dieser Arbeitsgruppe.

4.10.3 Murine Zellinie

NIH3T3-CD154 ist eine Embryonale Fibroblastenlinie und stabil positiv fiir CD154
transfiziert (Schultze et al. 1997).Diese Zellinie wurde ebenfalls von der Arbeitsgruppe
Molekulare Pathologie, Universitit Heidelberg, bereitgestellt.
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4.11 Oligonukleotide zur Polymerase-Kettenreaktion

Die Oligonukleotide werden mittels des Programms HUSAR selbst entworfen und von der
Abteilung Hunzika R1000 ,,Oligonukleotidsynthese und DNA-Sequenzierung* des DKFZ,
Heidelberg, D., synthetisiert. Der Synthesemalistab lag jeweils zwischen 7,4 und 13,9uM/ml;
die Aufreinigung erfolgt iiber HPLC.

Bezeichnung Sequenz 5°— 3° Sequenz 3°— 5°

hTERT gaa cgt tcc gca gag aaa ag  ctg tcg cat gta cgg gta cgg ctg

4.12 Peptide zur Restimulation von CTL-Klonen

,Frameshift“- Peptide FSP31: ~402- LIVSRTLLV (abgeleitet von MSH-3(-1), Nummer:
AAB4728]1).

Diese Peptid stammt von der Abteilung Molekulare Pathologie, Prof. Dr. med. M. von
Knebel-Doeberitz, Universitit Heidelberg.
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\"/ Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Behandlung mit Restriktionsendonukleasen

(Fuchs und Blakesly, 1983)
Der analytische bezichungsweise priparative Restriktionsansatz wurde gemél den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Vor Weiterverarbeitung der geschnittenen DNA erfolgte eine

Inaktivierung der Restriktionsendonukleasen fiir 20 min bei 65°C.

5.1.2 TAE-Agarose-Gelelektrophorese

(McDonell et al., 1977)

Zur Priparation und Analyse von DNA-Fragmenten wurden 0.8-2%ige TAE-Agarosegele
verwendet, die DNA mit 5 x Probenpuffer versetzt und einer Elektrophorese bei 5-6V/cm
unterworfen. Um die DNA sichtbar zu machen, wurde in der Agarose Ethidiumbromid geldst
(0.5 pg/ml) und das Gel auf einer UV-Lichtplatte (260-360 nm) analysiert. Fotografische

Aufnahmen wurden mit dem MidiDoc Dokumentationssystem (Herolab, Wiesloch) erstellt.

5.1.3  Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente groBer als 100 bp aufzureinigen, erfolgte eine Isolierung aus dem Gel
(QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden). Kleinere Fragmente (<100 bp) wurden mit
Zentrifugensdulen aus dem QIAquick-spin Purification Kit (Qiagen, Hilden) abgetrennt.

Eine Phenol-Extraktion (Kirby et al., 1957) diente zur Abtrennung von Proteinen aus
wissrigen Nukleinsdurelosungen. Dazu wurde mit TE-Puffer dquilibriertes Phenol (pH 7.5)
im Verhiltnis 1:1 zugegeben, 10-15 sec kréftig gemischt und anschlieBend zur
Phasentrennung zentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4°C). Die obere wissrige Phase wurde
vorsichtig von der Phenolphase abgehoben und in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Um
Phenolreste aus der wissrigen Phase zu entfernen, wurde anschlieBend eine Extraktion mit
Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) durchgefiihrt. Dabei wurde analog der oben beschriebenen

Phenol-Extraktion verfahren.
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5.1.4 DNA-Fillung

(Sambrook et al., 1989)

Um Salze zu entfernen wurden wéssrige DNA-Proben gefillt. Dazu wurden Natriumacetat
(Enkonzenztation 0.3 M) und 2.5 Volumen 100% Ethanol (oder 0.7 Volumen Isopropanol)
zugegeben. Die Fillung erfolgte fiir mindestens 1 h bei -20°C. Bei niedrigen DNA-
Konzentrationen (<1 mg/ml) und geringen DNA-Mengen (<1 pg) wurde Glycogen
(Endkonzentration 1%) als Féllungshilfe zugegeben. Das Sediment wurde anschlieBend durch
Waschen mit 75% Ethanol von restlichem Salz gereinigt und luftgetrocknet. Die getrocknete
DNA wurde in einem geeigneten Volumen Wasser oder TE aufgenommen.
Konzentrationsbestimmungen der DNA erfolgten mit einem Spektralphotometer (Ultrospec
I, Pharmacia, Freiburg) bei einer Wellenlinge von 260 nm und 280 nm. Die DNA-

Konzentration wurde wie folgt berechnet: eine OD,¢, von 1.0 entspricht einer Konzentration

von 50 mg/ml bei DNA, 40 mg/ml bei RNA und 30 mg/ml bei Oligonukleotiden.

5.1.5 Phosphorylierung und Dephosphorylierung

Um die Ligation von PCR-Fragmenten mit glatten Enden zu ermdglichen, wurden die 5'-OH
Enden mit T4 Polynukleotidkinase nach Angaben des Herstellers phosphoryliert.
AnschlieBend wurde nach einer Inkubation von 20 min bei 65°C die DNA mit 0.8 Volumen
Ethanol und Ammoniumacetat (Endkonzentration 2.5 M) gefillt (Inaktivierung der Kinase).

Vor der Ligation wurden die 5'-Phosphat Enden mit Alkalischer Phosphatase abgespalten.
Dadurch wurde die Religation des Vektors vermieden und somit die Ligationseffizienz
gesteigert. Zu 10 ug DNA wurde 1 U Alkalische Phosphatase (Boehringer, Mannheim) direkt
in den Restriktionsansatz gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fiir mindestens 30 min.
Um die Alkalische Phosphatase zu inaktivieren, wurde nach erfolgter Dephosphorylierung

EDTA-L6sung (Endkonzentration 5 mM) hinzugefiigt und fiir 20 min bei 65°C inkubiert.

5.1.6 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir die Préparation von Plasmid-DNA im kleinen, mittleren und groflen Maf3stab (sogenannte
Mini-, Midi- oder Maxi-Prdparationen) wurden entsprechenden Kits der Firma Qiagen
eingesetzt. Dabei wird die Plasmid-DNA durch Alkalische Lyse aus Bakterien extrahiert und

mit Hilfe von Anionenaustauschersdulen nach den Angaben des Herstellers gereinigt.
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5.1.7 Ligation

(Sambrook 1989)

Die T4 DNA-Ligase katalysiert die kovalente Verkniipfung von 3'-Hydroxyl- und 5'-
Phosphat-Enden. Nach Priparation und Aufreinigung der jeweiligen DNA-Fragmente erfolgt
die Ligation mit T4 Ligase nach dem Protokoll des Herstellers. Ein typischer Ligationsansatz
enthédlt 50 ng DNA (das Verhiltnis Insert : Vektor betrdgt 1:3 bis 1:5) und 1 U Ligase in
einem Volumen von 10-15 pl. Das molare Verhdltnis zwischen Vektorfragment und zu
inserierendem DNA-Fragment sollte 1:1 bis 1:3 betragen. Der Reaktionsansatz wird iiber

Nacht bei 10-16°C inkubiert.

5.1.8 RNA Isolierung aus transfizierten vitalen CTL zur Detektion des hTERT-Konstruktes

(Maniatis 1987)

Das Protokoll ist optimiert fiir eine Priparation von ca. 1x10%-1x10° Zellen. Zu erwarten ist
eine Endkonzentration von genomische RNA (100 pg/ml).

Das gesamte Medium wird vollstindig aus der Gewebekulturflasche entfernt und die Zellen in
einer Tischkiihlzentrifuge bei 1300 rpm fiir 5 sec bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen. Dem Zellpellet werden 10-20 pl eiskalte Lyseldsung, unter 4.4.1, zugesetzt, kurz
vorsichtig gevortext und auf Eis fiir ca. 5 min inkubiert. Im AnschluB mit maximaler
Geschwindigkeit fiir 2 min bei 4°C zentrifugiert. Der hierbei entstandene Uberstand wird fiir
die nun folgende RT-PCR als Template dienen. Die Qualitit wird photometrisch bestimmt.
Die Lagerung der RNA erfolgt bei -80°C.

konnen.

5.1.9 Primerentwurf

Fir den Entwurf eines entgegengesetzt verlaufenden Primerpaares, miissen individuelle
Vorgaben beriicksichtigt werden. Um eine gewiinschte sequenzspezifische Hybridisierung der
Primer an die Matrizen-DNA zu erreichen, miissen diese zum einen eine entsprechende Linge
aufweisen, die im giinstigsten Fall 18 bis 25 Nukleotiden betrdgt. Zusitzlich sollte die ge-
wihlte Sequenz GC-reich sein, um eine hohe Anlagerungs-Temperatur (Annealing-
Temperatur) und die hiermit einhergehende stabile Bindung der Primer generell gewéhrleisten

zu konnen (Guanin und Cytosin bilden drei Wasserstoffbriicken zueinander aus, wihrend bei
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Thymidin und Adenin nur zwei ausgebildet werden). Zur groben Bestimmung der Annealing-
Temperatur konnen fiir jedes G und C 4°C und fiir jedes T und A je 2°C addiert werden, um
einen ungefdhren Richtwert zu erhalten, der aber meistens noch optimiert werden muf3. Der
Bereich selbst, der durch ein Primerpaar amplifiziert werden kann, liegt zwischen 200 und

20.000 bp.

5.1.10 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription wurde mit der SuperScriptTM II Reverse Trankriptase (RT)
(Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die zuvor aus hTERT transfizierten CD8" T-Zellen
isolierte total-RNA wird zuerst bei 75°C fiir 5 min denaturiert und sofort danach auf Eis
gestellt. Fiir einen Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 pl, werden der RNA (10 pg-1
ng), 2 ul 10-facher Amplifikationspuffer, 1 pl Primer und 1 pl 20 mM dNTP, 50 mM MgCL,
und schlielich 1 pl 20 units/pl plazentaler RNase-Inhibitor, zu gegeben. Nach Zugabe von 1
ul 100-200 units/pl SuperScriptTM II RT erfolgte die cDNA-Synthese fiir 60 min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine Inkubation fiir 5 min bei 95°C gestoppt, die RT
inaktiviert und der cDNA-Komplex denaturiert. Die so synthetisierte cDNA ist einzelstringig

und kann bei -20°C aufbewahrt werden.

5.1.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

(Saiki et al. 1988)

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 50 ul.
Der Reaktionsansatz enthielt 10-100 ug DNA, 25 pmol von jedem Primer, 300 wumol Desoxy-
Nukleotidtriphosphate, 5 ul 10xPolymerasepuffer und 0.5 Einheiten DNA-Polymerase
(,,Expand High Fidelity Polymerase“, Boehringer Mannheim). Auf einem automatischen
Thermocycler (Perkin-Elmer) werden 10 bis 30 Zyklen mit einem der jeweiligen Reaktion
angepalten Temperaturprofil durchlaufen. Es wurden stets Heil3start-Reaktionen (,,hot start
PCR ) durchgefiihrt. Nach Abschlu3 der Reaktion wurden die jeweiligen Amplifikate in einer
TAE-Agarosegel-Elektrophorese untersucht.
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Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
94°C 3min 1
94°C 45sec
55-68°C 30sec 25-35
72°C Imin
72°C 10min 1
Tabelle 1: hTERT/GAPDH-,,Thermocycler“- Protokoll

Nach Beendigung des Programms kann die Testreaktion, wie auch die dazugehdrigen

Kontrollen, mittels eine Elektrophorese auf dem Gel analysiert werden.
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5.2  Mikrobiologische Methoden

5.2.1 Transformation von E.coli

(Ibelgaufts 1992)

Priparation von kompetenten E-coli Zellen (chemisch fiir Hitzeschock Transformation):

Nach Selektion der gewiinschten Bakterien werden mit einer Einzelkolonie 5 ml LB
inokuliert und iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag wird mit
dieser 5 ml-Kultur 100 ml oder 250 ml LB-Medium (eventuell mit Selektions-Antibiotikum)
angeimpft und solange bei 180 rpm geschiittelt, bis eine OD von 0,4-0,5 erreicht ist. Nachdem
die Bakteriensuspension fiir 5 min auf Eis gekiihlt worden ist, wird sie bei 4°C und 4500 rpm
fiir 10 min sedimentiert. Der Uberstand wird méglichst vollstindig entfernt, und

das Bakterienpellet wird in 20 ml (oder 2/5 Volumen) Transformationspuffer I (Tfbl)
resuspendiert. Dies inkubiert fiir 5 min auf Eis und wird bei 4°C, 4500 rpm und 5 min
zentrifugiert. Die Bakterien werden in 2 ml (oder 1/25 Volumen) Transformationspuffer
(TbfIl) resuspendiert, wieder flir 12-30 min auf Eis gestellt. 50 pl Aliquots werden in

fliissigem Stickstoff eingefroren.

5.2.2  Transformation mit Hitzeschock

Bei der Transformation einer Ligation wird 1/3 des Ansatzes (d.h. 3,3 pl) ca. 10 ng und bei
Transformationen von (,,supercoiled*) Plasmiden 100 pg eingesetzt. Die zuvor hergestellten
kompetenten Bakterien werden langsam auf Eis aufgetaut. Zu einem Aliquot chemisch
kompetenter E-coli-Bakterien wird die gewilinschte DNA dazu pipettiert und 15 min auf Eis
stehen gelassen und alle 5 min das Reaktionsgefdll leicht invertiert. AnschlieBend sofort fiir
genau 2 min bei 42°C in ein Wasserbad und hinterher 1 min auf Eis gestellt. Im néchsten
Schritt wird 0,4 ml LB-Medium zugegeben und 45 min bei 37°C geschiittelt. Letztendlich
werden 0,2 ml auf je einer LB-Platte (eventuell mit Selektions-Antibiotikum) ausplattiert und

uber Nacht bei 37°C inkubiert.
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5.2.3 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

(Sambrook 1989)

Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgt mit einem Spektralphotometer (Pharmacia
Ultrospec 11, Freiburg) bei einer Wellenldnge von 260 nm gegen H,O. Die DNA wird hierzu
1:500 in H,O verdiinnt. Die DNA-Konzentration errechnet sich wie folgt:

eine ODy¢ von 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 mg/ml bei DNA, 40 mg/ml bei

RNA und 30 mg/ml bei Oligonucleotiden.
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5.3 Zellbiologische Methoden

5.3.1 Standard Methoden

Alle zellkulturtechnischen Arbeiten werden unter einer sterilen Arbeitsbank der Klasse II Typ
A/B3 der Firma Baker, USA durchgefiihrt. Vor Beginn der Arbeit werden alle noétigen
Utensilien autoklaviert bzw. desinfiziert. Zur Desinfizierung der sterilen Arbeitsbank erfolgt
zusétzlich nach Beendigung der Arbeit eine Bestrahlung mit UV-Licht.

Soweit im Folgenden nicht anders beschrieben, werden alle in dieser Arbeit verwendeten
eukaryontischen Zellinien bei 37°C, 5% CO, und in einer humiden Atmosphdre von 92%
Luftfeuchtigkeit angezogen. Ein Austausch der jeweiligen Medien erfolgt alle zwei bis vier

Tage unter Zugabe der erforderlichen Supplemente.

5.3.2  Supplementierung von Zellkulturmedien

Generell werden allen Zellkulturmedien 100 ug/ml Streptomycinsulfat, 50 ug/ml Penicillin G
und 245,7 ug/ml L-Glutamin zugesetzt.

Zellinie Medium Supplement
Humane Tumorzellen RPMI 1640 10% FCS
Humane T- Lymphozyten RPMI 1640 10% FCS

25U/ml IL-2 (Tag 10)
CD28/OKT3 (Tag 2)
Humane T-Lymphozyten (Klone) ISCOVES 10% autologes Serum
100IU/ml IL-2 (ab Tag 21)
50IU/ml IL-7 (bis Tag 28)
10ul/ml Insulin-Transferrin
Humane B-Lymphozyten ISCOVES 10% autologes Serum
50IU/ml IL-4
5,5x107 M Cyclosporin A (bis
Tag 21)
10ul/ml Insulin-Transferrin
NIH3T3 (CD154 transfizierte) MEM/F12 10% FCS

Gentamycin
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5.3.3  Kultivierung von adhdrent wachsenden Zellen

Die Verpackungszellinien PG13, PA317, GP+E-86, NAI und NX-¢-Phonix sind adhirent
wachsende Zellen.

Sie werden in DMEM-Medium mit Zusédtzen in Zellkulturflaschen kultiviert. Die Zellen
werden bei 37°C und 5% CO, im Zellinkubator kultiviert. Wenn eine konfluente Zelldichte
erreicht ist, werden die Zellen passagiert. Das Medium wird entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Der Uberstand wird verworfen und die Zellen mit PBS/EDTA-Losung (10mM
EDTA) fiir ca. 5 min und anschlieBend mit Trypsin/EDTA ( 1x PAA Laboratories GmbH,
Pasching, AU) im Zellinkubator inkubiert, bis sie sich abldsen, ein Teil der Zellen wird in
frisches Medium in eine neue Flasche tiberfiihrt. Eine Alternative dazu ist, die Zellen mit

einem Zellschaber abzuldsen.

5.3.4 Kultivierung von Suspensionszellen

Mit den in Suspension wachsenden Zellinien (wie z.B. CTL) wird mit der Kultivierung
ebenso verfahren wie mit adhédrenten Zellinien. Sie werden in RPMI 1640-Medium oder
DMEM mit Zusitzen in Plastikflaschen kultiviert. Die Zellen werden bei 37°C und 5% CO,
im Inkubator (Forma Scientific, Vertrieb Fa. Labotect, Gottingen) kultiviert. Nach einigen
Tagen wird ein Aliquot (ca. 1/5 des Volumens) der Zellen in frisches Néhrmedium in eine

neue Flasche iiberfiihrt, um die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten.

5.3.5 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitdit von Zellen

Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezdhlt. Es wurden jeweils vier grofle
Quadrate gezihlt, der Mittelwert mal 10" ergab die Zellzahl pro ml. Die Bestimmung der
Vitalitdt erfolgte durch Farbung der Zellen mit Trypanblau-Losung (5 mg/ml in PBS) und
Auszidhlen der nicht-gefdrbten (Ilebenden) Zellen im Mikroskop.
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5.3.6 Transfektion von eukaryontischen Zellen

(Greene 1991)

Die Transfektion eukaryontischer Zellen ist ein DNA-vermittelter Gentransfer mittels
doppelstringiger Plasmid-DNA.

Man kann zwischen transienter und permanenter Transfektion unterscheiden. In dieser Arbeit
persistieren die eingeschleusten Fremdgene, weil sie in das Genom der Wirtszelle eingebaut
wurden, somit spricht man hier von permanenter Transfektion. Dies ist aber bei der
transienten Transfektion nicht der Fall, denn bei dieser sind die eingeschleusten Gene nur
voriibergehend aktiv. Die Art der Transfektion, die zur Durchfithrung gewéhlt wurde, stellt
die Lipofektion dar. Mit dieser Methode werden die mit Nukleinsduren beladenen
Phospholipid—Vesikel mit der Zellmembran einer Zelle fusioniert, so daf} ihr Inhalt durch
Endozytose ins Zellinnere gelangt. Die Fusion dieses Komplexes mit der Membran der zu
transfizierenden Zellen fiihrt zu dem Aufnehmen und der Expression der DNA. Im Vergleich
mit anderen Transfektionsmethoden wie Calciumphosphat oder DEAE-Dextran zeichnet sich
das Lipofektin-Reagenz als besonders effizient und ungiftig aus. Als Negativkontrolle wird

die gleiche Anzahl an Zellen der beiden Zellinien unter gleichen Bedingungen gehalten.

5.3.7 Transfektion von adhdrenten Zellen

Die Verpackungszellinien PA317 und GP+E-86 werden in dieser Arbeit iiber Nacht
zusammen in einer 6-Lochplatte inkubiert (Abb. 6.).

Die Konfluenz mufl 40-80% betragen. Pro Transfektion werden je 2 pg der ,,7-Body * anti-
CD22-DNA (Konzentration der DNA betrdgt 1 pg/pl in TE-Puffer pH 7,5 ), in Lipofektin—
Kit, bestehend aus DNA—Kondesation Puffer EC, gegeben. Danach erfolgt die Zugabe des
,Enhancer und Vortexen fiir 1 sec. Der Transfektionsansatz wird 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgt die Zugabe von ,Effectene Transfections Reagent“ zu der ,,DNA-
Enhancer* Mixture und Vortexen. Um eine Komplexbildung zu erméglichen inkubiert man
fir 5-10 min. Wiahrenddessen werden die Zellen zur Transfektion vorbereitet; das Medium
wird von den Zellen abgenommen und einmal mit gekiiltem mit PBS gewaschen. Schliellich
gibt man frisches DMEM-Medium (mit Zusdtzen) auf die Zellen. Man vermischt nun das
Transfektionsgemisch mit 1 ml DMEM-Medium durch resuspendieren. Letztendlich gibt man
das Transfektionsgemisch tropfenweise auf die Zellen. Um die Zellen gut mit dem
Reaktionskomplex in Verbindung zu bringen wird die 6-Lochplatte etwas geschwenkt. Die

Inkubation erstreckt sich {liber zwei bis drei Tage im Brutschrank bei 37°C.
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5.3.8 Produktion und Isolierung retrovialen Uberstandes

Um eine Erhohung des Viustiters zu erreichen, werden Retrovirus-produzierende
Verpackungslinien (GP+E-86 und PA317) kokultiviert, was einer Vereinfachung des ,,ping-
pong“-Verfahrens entspricht. Nach der Transfektion kultiviert man die Zellen zur Erholung
fiir ca. drei Tage im Brutschrank. Zusdtzliche zwei bis drei Tage sind zur Expansion der
Zellen und des retrovialen Uberstandes erforderlich. Der gesammelte Uberstand wird steril
filtriert und bei 4°C gelagert. Um die Methode zur Produktion eines erhohten Virustiters zu
optimieren, wird die Verpackungszellinie PG13 mit dem retroviralen Uberstand der GP+E-
86- und PA317-Zellinien infiziert. Diese Infektion erfolgt bei 32°C, 7 h und 7,5% CO»-
Gehalt. Im AnschluB daran wird der retrovirale Uberstand abgenommen und frisches DMEM-
Medium auf die Zellen gegeben. Am folgenden Tag wird eine zweite Infektion durchgefiihrt.
Die Zellen benétigen danach eine Erholungsphase, die sich iiber ca. zwei Tage erstreckt (Abb.

6.).

Verpackungszellen

l/ "
| )
Vo
Zielzellen
Transfektion
. mil refroviralem
Vektor
Sammeln des Infektion der
(pnovirulen subkonfluenten Kultur
Uherstandes mit dem Virusiiberstand
{viederholen der Infekiion
fiir hohere Effizienz)
Selektieren und
onalysieren
der Zellen
Abbildung 6: Entwicklung eines retroviralen Expressionssystem.
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5.3.9 PBL/Granulozyten—Isolation aus PBS-Blut

Anféinglich wird 25 ml Gradient in ein 50 ml Falcon geschichtet. Es muf3 darauf geachtet
werden, dal} das ,,Pancoll* wie auch das PBS Raumtemperatur haben. Das Blut wird mit PBS
im Verhéltnis 1:1 gemischt und je 25 ml auf den Gradienten geschichtet. Um die Auftrennung
in Phasen zu erhalten, zentrifugiert man fiir 20 min, 20°C, 2000 rpm. Dabei ist es sehr wichtig
ohne Bremse der Zentrifuge zu zentrifugieren. Im Anschlufl daran wird das Plasma und die
Monocytenschicht (PBL) abgenommen und die Granulocytenschicht absaugt und in ein neues
Falcon tiberfiihrt. Der erste Waschschritt erfolgt mit kaltem PBS und anschliefender
Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C, 1400 rpm. Eine Einstellung einer Bremse oder schwachen
Bremse ist nicht mehr erforderlich. Zum Schlul miissen die Zellen zweimal gewaschen und

die Zellzahl bestimmt werden.

5.3.10 Isolation von CTL

Aus Leukozytenkonzentrat frischen Blutes konnen mittels des MACS-Verfahrens (,, magnetic
cell sorting of human leukocytes) (Miltenyi Biotec, Koln, D.) gewonnen werden.
Lymphozyten sind in den zuvor isolierten PBL enthalten.

Mit Hilfe der MACS-CDS-,,Microbeads* ist es moglich CD8"-Zellen zu selektionieren bzw.
diese aus periphere Blutlymphozyten zu gewinnen. Kolloidale super-paramagnetische
,Microbeads* sind konjugiert mit einem monoklonalen anti-humanen CD8-Maus-Antikorper.
Das Prinzip beruht auf mit CD8-,,Microbeads* magnetisch gekennzeichneten Zellen, die eine
Séule, die sich in einem magnetischen Feld befindet, passieren. Im Durchflu3 befinden sich
CDS§ Zellen, wihrend dessen die CD8"-Zellen in der Siule zuriickbehalten werden. Nach der
Beseitigung der Sdule aus dem magnetischen Feld konnen die magnetisch gekennzeichneten
CD8"-Zellen eluiert werden.

Nachdem periphere Blutlymphozyten mittels ,,Pancoll” gewonnen und mit PBS gewaschen
wurden, werden 107 Zellen in 80 pul MACS-Puffer resuspendiert. 20 pl der ,,MACS-CDS-
MicroBeads* werden auf die Zellen gegeben. Nach einer 15 miniitigen Inkubation bei 6°-
12°C wird der CD8 Antikdrper dazu gegeben und fiir weitere 5-10 min inkubiert.
AnschlieBend wird mit dem 10-20x Gesamtvolumen des MACS-Puffers gewaschen und bei
1800 rpm fiir 10 min abzentrifugiert. Um die Zellen nun magnetisch aufzutrennen werden pro
10%Zellen in 500 pl MACS-Puffer aufgenommen und iiber die zuvor mit MACS-Puffer

eluierte Sdule gegeben. Der Durchflul wird verworfen und nachdem die Séule sich nicht
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mehr in dem magnetischen Feld befindet, werden die CD8'-Zellen durch das Spiilen der

Sdule mit MACS-Puffer gewonnen.

5.3.11 Gewinnung humaner B-Lymphozyten aus peripheren Blutlymphozyten

Die Gewinnung humaner B-Lymphozyten verlduft nach demselben Protokoll wie bei der
Gewinnung humaner CTL {iber einen Ficoll-Gradient wie zuvor beschrieben (5.3.9). Der
Durchflu der CTL-Isolation (5.3.10) wird mit supplementiertem ISCOVES-Medium in
Kultur genommen und alle nicht adhdrenten Zellen werden nach einer 4 stiindigen oder iiber
Nacht Kultivierung durch Spiilen mit 1xPBS entfernt. Die adhdrenten Zellen werden mit
Antibiotika, autologem Serum, 100 U/ml IL-4 und 5,5x107 M Cyclosporin A sup-
plementiertem ISCOVES zur Langzeitkultivierung auf CD154-transfizierte NIH3T3-Zellplat-
ten ausgebracht. Die Zugabe von Cyclosporin A diente hierbei der Suppression von T-

Lymphozyten und NK-Zellen.

5.3.12 Langzeitkultivierung CD40-aktivierter humaner B-Lymphozyten

Zur Langzeitkultivierung CD40-aktivierter B-Lymphozyten werden mittels Ficoll isolierte B-
Zellen in einer Konzentration von anfangs 2x10° Zellen pro well einer 6-well Platte auf be-
strahlte CD154-transfizierte NIH3T3-Zellen ausgebracht. Hierzu werden die CD154-trans-
fizierten NIH3T3-Zellen einen Tag zuvor geerntet, bestrahlt (60 Gy) und in einer Konzen-
tration von jeweils 3x10° Zellen pro well einer 6-well Platte in supplementiertem DMEM/F12
Medium ausgebracht. Die Supplementierung der B-Zellen erfolgt wie beschrieben bis ca. Tag
21 zusétzlich mit Cyclosporin A zur Suppression von T-Lymphozyten und NK-Zellen. Alle
drei bis fiinf Tage werden die B-Zellen auf neue CD154-transfizierte NIH3T3-Zellen umge-
setzt und ihre Konzentration stetig bis 1x10° Zellen pro well einer 6-well Platte gesenkt. Das
Wachstum- und Reifestadium der CD40-aktivierter B-Lymphozyten wird ab Tag 15 konti-

nuierlich mittels FACS-Analysen bestimmt.
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5.3.13 Langzeitkultivierung humaner T-Lymphozyten

Zur Langzeitkultivierung humaner T-Lymphozyten werden wie unter 5.3.9 beschrieben
mittels Ficoll separiert und im Verhéltnis 4:1 mit peptidbeladenen bestrahlten (30Gy) CD40-
aktivierten B-Lymphozyten des selben Spenders kultiviert. Hierbei werden pro well einer 24-
well Platte jeweils 1x10° T-Lymphozyten angezogen. Dem supplementierten Medium werden
bis Tag 21 an Zytokinen ausschlieBlich IL-7, ab Tag 21 bis Tag 28 zusétzlich IL-2 und ab Tag
28 nur noch IL-2 zugesetzt. Alle sieben Tage werden die T-Lymphozyten restimuliert
(geerntet, gewaschen, mit neuen B-Lymphozyten versorgt). Das Verhéltnis 4:1 von T- zu B-
Lymphozyten wird, je nach Zustand der CTL, beibehalten. Das Wachstum- und Reifestadium
der T-Lymphozyten wird mittels FACS-Analysen und Zytotoxizititstests bestimmt.

5.3.14 Retroviral vermittelte Transduktion durch Retronektin

(Pollok et al. 1998)

Beschichtung mit Antikorper:

Periphere Blut-Lymphozyten miissen mittels den Antikdrpern CD28 und OKT3 voraktiviert
werden. Die Beschichtung der 6-Lochplatten mit den Antikdrpern CD28 und OKT3:

Die einzusetztende Konzentration der OKT3 und CD28-Antikorper betriagt 2 pg/ml. Fiir den
,Beschichtungsmix®“ werden die Antikdrper CD28/OKT3 im Verhdltnis 1:1 mit
Bicarbonatpuffer verdiinnt. Davon werden 4ml pro Vertiefung in eine 6-Lochplatte pipettiert
und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nichsten Tag wird 3x mit PBS gewaschen und die
Platten ,,trockengeschlagen®. AnschlieBend blockt man mit 3 ml PBS/2%FCS fiir 1h/37°C
und es folgt ein PBS-Waschschritt und sorgfiltiges Der néchste Schritt ist das
,» Irockenschlagen® der Platten. Die beschichteten Antikdrperplatten konnen bei 4°C mit PBS

gelagert werden.

Retronektin-Beschichtung:

Um die Transfektionseffizienz zu verstarken, verwendet man Retronektin. Retronektin ist ein
chimiéres Peptid des humanen Fibronektins, welches von E-coli-Bakterien hergestellt wurde.
Dieses Fragment besitzt drei funktionelle Doménen, eine zentrale zellbindende Doméne, eine
heparinbindende Doméne und eine CS-I-Seite mit einer alternativen gespleifiten IIICS-Region
des Viruses. Die Funktion des Retronektins unterstiitzt die retroviralvermittelte
Gentransduktion in Sédugerzellen. Virus Partikel binden an dieses Molekiil durch die

Interaktion mit der heparinbindenden Doméne II. Zielzellen konnen hauptsiachlich durch die
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Interaktion mit dem Fibronektin-Liganden {iiber die ,virale Seite* lokalisiert werden.
Retronektin 1mg/ml Stock (in sterilem Bicarbonatpuffer). Die Retronektin—Platten werden
mit 15 pg/ml Retronektin  beschichtet, das ergibt ein Volumen von 2ml
Retronektin/Bicarbonatpuffer pro Vertiefung. Die Platten werden iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am nichsten Tag werden die Platten 3x mit PBS gewaschen und
,trockenschlagen®. Das Blocken des Retronektins geschieht mit 3 ml PBS/2%FCS fiir 1 h /
37°C. AnschlieBend einmal mit PBS waschen und ,,trockenschlagen®. Die mit Retronektin

beschichteten 6-Lochplatten konnen mit PBS bei 4°C gelagert werden.

Aktivierung der PBMC:

Verwendet wird Komplett-Medium (RPMI 1640, mit 10%igem FCS, 1%igem Glutamin,
1%igem Pen/Strep). Die Aktivierung erfolgt mit 4x10° PBMC in 1 ml Komplett-Medium pro
Vertiefung auf CD28/OKT3 beschichteten Platten. Die Inkubation verlduft fiir zwei Tage bei
37°C und 5%igem CO,-Gehalt. Nach zwei Tagen werden die Zellen geerntet und gezihlt.

Transduktion:
Die Transduktion erfolgt mit einer Zellzahl von 5x10° Zellen pro Vertiefung einer 6-

Lochplatte.

Erste Infektion:

In mit Retronektin vorbeschichteten 6-Lochplatten werden mit 2 ml 5x10° Zellen pro
Vertiefung, 3 ml retroviralen Uberstand und 25 U/ml IL-2 versetzt und fiir 7h bei 32°C und
7,5%igem CO,-Gehalt inkubiert. Nach 7h wird der retrovirale Uberstand sorgfiltig
abgenommen. Dieser kann vorsichtshalber bei 1400 rpm, 6 min und 4°C abzentrifugiert
werden, um restliche nicht adhidrente CTL zu gewinnen. Das Pellet wird in 25 U/ml IL-2—
Medium aufgenommen und wieder in die 6-Lochplatte gegeben. Das Abzentrifugieren der
CTL ist nicht unbedingt erforderlich, da durch vorsichtige Abnahme des Uberstandes der
grofite Teil der CTL an Retronektin gebunden bleibt. Somit ist nur eine Zugabe von 25U/ml
IL-2-Medium und die darauthin folgende Inkubation iiber Nacht erforderlich.
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Zweite Infektion:

Nach einer UN Inkubation wird das Medium mit den CTL abgenommen und die Zellen
abzentrifugiert, 1400 rpm, 4°C, 6 min. Anschliefend werden die CTL in 2 ml 25 U/ml IL-2—
Medium aufgenommen und in mit Retronektin beschichtete Vertiefungen tiberfiihrt. Nach der
Zugabe von 3 ml steril filtriertem retroviralen Uberstand und 7 h, 32°C, 7,5%igen CO; -
Inkubation, wird der retrovirale Uberstand wieder vorsichtig abgenommen. Die CTL werden
mit 25 U/ml IL-2 -Medium vermischt und wieder auf die 6-Lochplatte gegeben und UN
inkubiert. Am néchsten Tag werden die Zellen, durch intensives resupendieren, geerntet und
bei 1400 rpm, 6 min, 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, in 25 U/ml IL-2—
Medium aufgenommen und in eine unbeschichtete 6-Lochplatte tiberfiihrt. Daran wird eine
Inkubation fiir zehn Tage, bei 37°C angeschlossen.

Nach diesem Zeitraum werden die Zellen auf CD28/OKT3 beschichteten Platten drei Tage
restimuliert. Um die CTL weiter in Kultur zu halten empfiehlt es sich, eine Restimulation

durch CD28/OKT3 und IL-2 im Wechsel durchzufithren.
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Schematische Darstellung der Transduktion von CTL.
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5.3.15 Humanes T-Zell-Nukleofektions —Protokoll

(Amaxa GmbH, 2002)

Die Qualitdt und die Konzentration der zu verwendenden DNA bestimmt die Effizienz des
Gentransfers. Die aufgereinigte DNA sollte in Bidest oder TE-Puffer (10 mM Tris-HCL/HCI,
1 mM EDTA, pH 8.0) resuspendiert werden und die Konzentration sollte zwischen 1-5 pg/ul
eingestellt sein. Die Vorbereitung schlieBt die Herstellung der ,,Nucleofector SolutionTM
durch Zugabe von 0.5 ml Supplement zu 2,25 ml ,, Nucleofector SolutionTM *“ mit ein. Die
minimale Zellzahl sollte 2x10° betragen, da eine niedere Zellzahl zu einer verstirkten
Zellmortalitit fiihren kann. Es wird empfohlen das Zellzahl-Maximum im Bereich von 1x10’
Zellen aus zu wéhlen. Falls im weiterfiihrenden Protokoll die CTL nach Nukleofektion
stimuliert werden, sollte eine Plasmid-DNA-Menge von 1-2 pg eingesetz werden.

Die Aufreinigung der CTL und ihre Isolation erfolgt wie unter 2.4.10. beschrieben. Fiir
kryogelagerte Zellen ist vor Nukleofektion eine Inkubation der aufgetauten Zellen fiir 1-2h
bei 37°C in Kulturmedium erforderlich. Es wird 1-5 pg DNA (in 1-5 pl H>O oder TE) fiir
jeden Ansatz in ein Eppendorfgefdl vorpipettiert. Die Zellzahl wird mittels eine Neubauer-
Zihlkammer bestimmt und mit PBS bei 1600 rpm und 4 min bei 4°C gewaschen. In der
Zwischenzeit wird die ,,Human T Cell Nucleofector™ Solution* mit Supplement versetzt und
bei Raumtemteratur vorgewarmt. Das einzusetzende Medium wird in 6-Lochplatten gegeben
und ebenfalls auf Raumtemperatur erwidrmt. AnschlieBend wird das Zellpellet auf die
gewiinschte Zellzahl pro 100 pl ,,Human T-Cell-Nucleofector™ Solution* Endvolumen
eingestellt. Es sollte vermieden werden die Zellsuspension ldnger als 20 min in der ,,Human T
Cell NucleofectorTM Solution* zu inkubieren, da dies die Lebensspanne der CTL und die
Gentransfereffizienz senkt. Es werden dann 100 pl der Zellsuspension mit den 1-5 pl DNA
vermischt und zwei bis drei mal resuspendiert. Hiernach wird das Gemisch in die
Nukleofektions-Kuvette tiberfiihrt, mit dem Deckel verschlossen und darauf geachtet, daf3

wihrend des Pipettierens keine Luftblasen gebildet werden.

Protokoll fiir stimulierte humane T Zellen

Die isolierten CTL (siehe 5.3.9.) werden vor der Nukleofektion zwei bis fiinf Tage stimuliert.
Dies erfolgt in, mit den Antikérpern OKT3 und anti-CD28 vorbeschichteten 6-Lochplatten
(siehe 5.3.14.), fiir zwei Tage.

Zur Nukleofektion von stimulierten CTL wird das Programm T-23 oder T-20 ausgewihlt. Der
weitere Versuchsablauf ist im folgenden Abschnitt ,,Protokoll fiir unstimulierte humane T

Zellen* beschrieben.
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Protokoll fiir unstimulierte humane T Zellen

Die Kiivette wird in den Nukleofektor gestellt, das Programm U-14 ausgewéhlt und das
Programm wird durch Betitigen des Startknopfes gestartet. Um die Zellen nicht zu schadigen,
ist es ratsam die Kiivette sofort nach Beendigung des Programms herauszunehmen und mittels
einer Plastikpipette die Zellsuspension in die mit Medium vorbereiten 6-Lochplatten zu
iiberfithren. Die Kiivette wird danach nochmals mit Medium gespiilt. Nun wird das Programm
des Nukleofektors auf Anfang zuriickgestellt, dies geschieht durch Driicken einer belieben
Taste. Die weiteren Versuchsansdtze werden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt. Die
behandelten Zellen werden nach der Nukleofektion im Inkubator bei 37°C und 5% CO;
kultiviert. Nach 4-12 h sollte ein Mediumwechsel stattfinden. Es ist wichtig, daB man nicht
direkt nach der Nukleofektion die Zellen stimuliert, da das die Sterblichkeitsrate der Zellen
erhoht. Die Genexpression kann dann nach verschiedenen Zeiten per FACS bestimmt werden.
Es ist, je nach Gen, moglich die Expression nach 3-8 Stunden zu detektieren. Falls dies nicht
der Fall sein sollte, ist eine langere Inkubationszeit erforderlich. Nach 4-12 h Stunden werden
die CTL zur Stimulation auf mit OKT3/CD28 beschichteten 6-Lochplatten iiberfiihrt und

nach gewiinschtem Protokoll weiter verfahren.
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5.4 Immunbiologische Methoden

5.4.1 Immunfluoreszenz und Durchflufizytometrie

Die quantitative durchfluzytometrische Analyse wird am FACScan mit CELLQuest
Software durchgefiihrt. Es wird je nach Zellkonzentration 5000 bis 20 000 Ereignisse gezéhlt.
Als Negativkontrolle bzw. Hintergrundkontrolle dienen bei der direkten Féarbung ungeférbte
Zellen bzw. bei der indirekten Farbung nur mit Zweitantikorper inkubierte Zellen.

Bei der Analyse der Zellen werden Analysefenster entsprechend der ZellgroBe (FSC = s) und
Zellgranularitit (SSC = side scatter) gesetzt, so da3 nur die gewiinschte Zellpopulation wie

z.B. T-Lymphozyten, betrachtete werden kdnnen.

Einfachfirbung

0,1-1 x10° Zellen werden pro Vertiefung einer 96er-well Mikrotiterplatte auf Eis pipettiert.
Anschlieend werden die Proben 3x gewaschen, in 50 ul Erstantikorper resuspendiert und fiir
45 min bei 4°C inkubiert. Die hierbei jeweils zu verwendenden Antikdrperkonzentrationen
werden vorher ausgetestet und variierten von 1-10 ug/ml. Im Anschlufl an die Inkubation
werden die Proben erneut 3x mit der PBS-Losung gewaschen und auf Eis mit 50 ul
Fluorochrom-markiertem Zweitantikorper in erforderlicher Verdiinnung versetzt. Nach einer
erneuten Inkubationszeit von 30 min bei 4°C werden die Proben abschlieend 3x gewaschen

und sofort analysiert bzw. resuspendiert in einer 2%igen Formalinldsung gelagert.

5.4.2 Intrazellulire Fdrbung

Zur Markierung intrazellulirer Antigene werden 0,1-1x10° Zellen werden pro Vertiefung ei-
ner 96er-well Mikrotiterplatte auf Eis pipettiert und mit 50 ul einer 2%igen Formalinlésung
fiir 30 min bei 4°C fixiert. AnschlieBend werden die Zellen 3x mit PBS/10%FCS gewaschen
und mit einer 1%igen Tween 20-Losung fiir 15 min bei 4°C permeabilisiert. Im Anschluf} an
die Inkubation werden die Proben erneut 3x mit der PBS-Losung gewaschen. Zur Beendigung

des Férbeprotokolls wird wie unter Abschnitt Einfachfairbung weiterverfahren.
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5.4.3 Bestimmung von GFP-positiven Zellen

Getestet werden Zellen, die mit dem Konstrukt einschliefSlich GFP transfiziert worden sind.
Die PA317/GP+E-86-, PG13- und NX-¢-Phonix-Transfektanten miissen in groBen Mengen
expandiert werden. Es sind mindestens 50 000 Zellen zur Messung nétig. Die Zellen werden
geerntet und bei 2000 rpm fiir 5 min zentrifugiert und nach zweimaligem Waschen der Zellen
in PBS in 100 pl PBS resuspendiert. Als Negativkontrolle wird die untransfizierte Zellinie
PA317/GP+E-86, PG13 bzw. die untransfizierte Zellinie NX-¢-Phonix verwendet, bei
welcher keine Transfektion mit dem Konstrukt erfolgte, so ist diese Zellinie negativ fiir GFP.
Daran kann die Autofluoreszenz fiir transfizierte Verpackungslinie PA317/GP+E-86-anti-
CD22, PG13-anti-CD22 bzw. NX-¢-Phonix-hTERT eingestellt werden. Gemessen wird mit
Hilfe eines FACScans (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA). Die Zellen werden
mit einem Argonlaser bei 488 nm angeregt und die relative Griinfluoreszenz im FITC
(Fluorescein-5-isothiocyanat) -Kanal, welcher der Wellenlinge des GFP entspricht, fiir etwa

10* Zellen bestimmit.

5.4.4 Bestimmung von toten Zellen durch PI-Firbung

Propidiumiodid (PI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der im spétapoptotischen und nekrotischen
Zustand der Zellen sofort nach einsetztender Permeabilisierung der Zellmembran inkorporiert
wird und so Aufschluf iiber die prozentuale Anzahl toter Zellen in der Gesamtzellpopulation
geben kann. PI-Fiarbungen wurden im Zuge von Zytotoxizititsmessungen durchgefiihrt.

Zellen werden fiir 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert und in 200 pl PBS aufgenommen.
Anschliefend wurde erst kurz vor der Messung am FACScan 1ug/ml Propidiumiodid

zugegeben.

5.4.5 FACS-Sorter

(Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA)

Dieses Verfahren zur ,,Sortierung® fluoreszenzmarkierter, biologischer Objekte, wie Zellen
oder Chromosomen aufgrund ihrer Fluoreszenzintensitit, entspricht in der Grundfunktion des
schon beschriebenen des FACScans. Im Prinzip beruht die Technik auf der
Fluoreszenzmarkierung  der ~ Chromosomen,  hier = durch  Klonierung  eines

fluoreszenzmarkierten Proteins z.B. GFP in das gewiinschte Konstrukt. Diese Zellen, welche
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mit diesem Konstrukt transfiziert wurden und den Fluoreszenz-Marker enthalten, werden in
einem Fliissigkeitsstrahl transportiert. Dieser wird hierzu nach Austritt aus einer feinen Diise
durch Hochfrequenzvibration in gleichférmige Tropfchen zerrissen, die einen Laserlichtstrahl
passieren. Je nach gemessener Fluoreszenzintensitdt im Tropfen, werden die Tropfen durch
einen elektrischen Impuls aufgeladen. Die geladenen Tropfchen passieren ein
elektrostatisches Feld, wobei sie entsprechend ihrer Ladung abgelenkt und gesammelt
werden. Ungeladenen Tropfchen, negative Zellen (ohne GFP), konnen ungehindert passieren.
Die Vorbereitung konzentriert sich auf das ,,Ernten der transfizierten Zellen PA317/GP+E-
86-anti-CD22, PGI13-anti-CD22 bzw. NX-¢-Phonix-hTERT und der entsprechenden
untransfizierten Zellinie als Negativkontrolle. Die Zellen werden zweimal mit PBS
gewaschen und gezdhlt, im Anschlu3 daran werden diese in einem geringen Volumen 1 ml
PBS /Pen/Strep aufgenommen. Durch die Zugabe von 1 pl Propidiumiodid werden die
lebenden Zellen angeférbt. Die Zellsuspension wird durch einen Filter laufen gelassen, um

Zellhaufen zu 16sen. Nun konnen die Zellen durch den FACS-Sort sortiert werden.

5.4.6 Immunhistochemie von transfizierten GFP-Zellen mittels ,, Cyto-Spin-Verfahren*

(Wiley 2000)

Die Immunhistochemie (IHC) der Zellen ist ein System, um Studien von Gewebesektionen zu
erhalten bzw. zu ergédnzen. Gewebe konnen somit eine statische Abbildung eines Prozesses
liefern, und bei kultivierten Zellen werden Einblicke in aktive Prozesse zur Verfiigung
gestellt. Einzelne Zellpréaparationen von kultivierten Zellen kdnnen benutzt werden, um eine
Vielzahl der immunologischen Reagenzien auszuwerten.

Zur Préparation der Zellen auf einen Objekttrager wird eine ,,Cyto-Spin“-Zentrifuge
verwendet. Die Objekttrager, Filter und Klammern werden nach Herstellerangaben (Shandow,
GB.) zusammengesetzt. Nach dem Ernten und Waschen der Zellen wird die Zellzahl
bestimmt. 10° Zellen werden in 150-200 pl PBS aufgenommen und in die ,,Cyto-Spin“-
Kammer des Objekttragers gegeben. Diese Zellzahl ist fiir Leukozyten angemessen. Die
Zellen sollten so schnell wie mdglich in die Kammer {iberfiihrt werden, da sich die Zellen
sonst ansammeln und Zellhaufen bilden, welche schwer zu identifizieren bzw. zu analysieren
sind. Es erfolgt die ,,Cyto-Spin“-Zentrifugation fir ca 5 min bei 800 rpm und
Raumtemperatur. Nach der Zentrifugation werden die Deckgldser und die Klammern von den
Objekttragern entfernt und 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Schlielich werden die

Zellen mit Glyceringelantine eingebettet.
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5.4.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Tatsache, dal gewisse Molekiile einen Teil des
von ihnen absorbierten Lichts in Form einer langwelligeren (energiedrmeren) Strahlung
wieder abgeben. Ein Fluoreszenzmikroskop kann in zwei Ausfiihrungen konstruiert werden:
als Durchlicht- und als Auflichtfluoreszenzmikroskop. Das in dieser Arbeit verwendete
Mikroskop ist ein Auflichtmikroskop. Das Kernstiick der Auflichtmikroskopie ist eine
Konstruktion im Strahlengang zwischen Objektiv und Okular, iiber die die anregende
Strahlung zugefiihrt wird, und die aus Erregerfilter, Teilerspiegel und Sperrfilter besteht. Das
Mikroskop wie auch das inverse Mikroskop sind kommerziell erhéltliche Auflichtmikroskope
vom Typ Axio der Firma Carl Zeiss, Jena. Die Aufnahme erfolgt iiber eine SIT camera
C2400-08 (Hamamatsu, Japan). Die aufgenommenen Bilder werden iiber das Programm

Simple PCI (Compix, Pittsburg, PI, USA) elektronisch erfalit und abgespeichert.

5.4.8 Bestimmung der Zytotoxizitdt

(Matzinger 1991)

Ein charakteristisches Merkmal der Apoptose ist die enzymatische Spaltung der DNA in
Fragmente. Diese DNA-Fragmentierung ist ein frithes Ereignis beim Zelltod der Zielzellen
vermittelt durch CTL. Diese CTL vermittelte Lyse wird mit Hilfe des JAM-Tests gemessen.
Vorbereitung:

Die Zielzellen der Raji Zellinie (CD22-positive B-Zelline) und die Kontroll-Zellinie K562 -
zum AusschluB der NK-Zellyse- werden iiber Nacht (bei 37°C) mit [H’] Thymidin (150
uCi/107 Zellen in 2 ml Vol. DMEM-Medium), markiert. Am darauf folgenden Tag werden
die Tumorzellen gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Parallel werden transfiziert positive
CTL aus periphere Blutlymphozyten isoliert und unter Standardbedingungen als Triplikate in
96-Lochbodenplatten gehalten. Zu diesen CTL werden 10* Zielzellen pro Vertiefung gegeben
und bei 37°C fir 4 h inkubiert. Anschlielend wird der JAM-Test mittels eines ,, Tomtec-96-
well-Harvester und eines Fliissigkeits-SzintillationsmeBgerit (,,Beta-Counter) (Pharmacia
Gaithersburg, MD) gemessen. Zusitzlich werden Tumorzellen mit untransfizierten periphére
Blutlymphozyten als Negativkontrolle verwendet. Bei dem Verfahren des Erntens der Zellen
durch den ,,Harvester” werden die Zellen mit dem Medium auf einen Faserglasfilter gesaugt
und nachfolgend wird der Filter gewaschen und getrocknet. Um das Trocknen des Filters zu

beschleunigen wird eine Mikrowelle verwendet. Der Filter wird in eine Folie gelegt und
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darauf Szintillationfliissigkeit gegeben. Danach dichtet man die Folie mittels eines

Schwei3gerdtes ab und mit den JAM-Test in einem Fliissigkeits-Szintillationzdhler.

5.4.9 IFN-y-ELISPOT-Test unter Ausschluf3 der MHC-Funktionalitdt

Einen Tag vor Durchfithrung des INF-y-ELISPOT-Testes werden je nach Bedarf 96-well
Nitrozelluloseplatten mit 1xPBS (100 ul/well) angefeuchtet und im Anschlufl 50 ul des Erst-
antikorpers gegen INF-y (15 ug/ml) pro Vertiefung pipettiert. Der gesamte Ansatz wird iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Um unspezifische Bindungen zu blockieren werden nach der Inkuba-
tionszeit die Platten einmal mit serumhaltigen Medium gewaschen und im Anschluf§ fiir 1 h
bei Raumtemperatur abermals mit 100 wl serumhaltigen Medium pro Vertiefung erneut
inkubiert. Parallel werden die allogene Zielzellen (PBL) mit MHCI und MHCII-
Hybridomiiberstand bei 37°C fiir 1 h inkubiert. Nach den Blockierungsschritten werden pro
Vertiefung die PBL (3x10%), die T-Lymphozyten (2x10*) mit entsprechenden Kontrollen pi-
pettiert. Der gesamte Ansatz wird fiir mindestens 24 h bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung des
iiberschiissigen Antikdrpers wird im Anschluf an die Inkubationszeit 6mal mit einer
0,05%igen PBS-Tween20-Losung gewaschen. Nun konnen jeweils 100 ul des biotinylierten
Zweitantikorpers Kaninchen-anti-human-INF-y in einer Verdiinnung von 1:1000 pro well
zugegeben werden. Die Inkubation des Antikdrpers erfolgt fiir 4 h bei Raumtemperatur. Im
Anschlufl wird erneut viermal mit einer 0,05%igen PBS-Tween20-Lésung gewaschen und
100 ul Streptavidin-gekoppelte alkalische Phosphatase, verdiinnt im Verhiltnis 1:1000 mit
PBS, pro Vertiefung pipettiert. Nach erneuter Inkubation von 2 h bei Raumtemperatur,
werden die Platten viermal mit 1xPBS gewaschen und mit 50 ul NBT/BCIP fiir 1 h bei
Raumtemperatur versetzt. Die Entwicklung der Spots wird stetig kontrolliert und ca. nach 1 h
mit Leitungswasser abgestoppt. Die Evaluation der Spot-Zahlen wird durch den ,,A-EL-VIS
ELISPOT-Reader* ermittelt. Die Daten basieren auf der Bestimmung der Mittelwerte von

drei Einzelwerten pro Ansatz.
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Vi

Ergebnisse

Ubersicht iiber die durchgefiihrten Arbeiten

T-Body-anti-CD22

Immortalisation hTERT

CTL-Klone
FSP31 5HI0 & FSP A6

o Klonierung des scFv-anti-CD22-,,7-
Body* aus dem Plasmidvektor
RSVscaCD22-Ig-gamma in den
retroviralen  Vektor  pBullet-yol-
sNDF-CD28-g-IRES-GFP

o  Transfektion der  Verpackungs- Transfektion der Phonix-
zellinien PA317, GP+E-86 und PG13 Verpackungszellinie NX-¢
mit dem pBullet-anti-CD22-CD28-g- mit dem LZRS-hTERT-
IRES-GFP-Vektor. IRES-GFP-Vektor.

o FACS-Analyse der GFP-positiven Verpackungszellinien

o Anreicherung der positiven Transfektanten mittels FACS-Sort

o  Expansion der positiven Zellen und Isolierung des retroviralen Uberstandes

o CTL-Gewinnung aus Spenderblut

CTL-Klone
FSP31 5H10 & FSP31 A6

o Expansion der

Transfektion der isolierten CTL:

retrovirale Infektion

Ansatze:

,» T-Body” —anti-CD22
hTERT

,» T-Body” —anti-CD22/hTERT
-Kontrolle

Nukleofektion

. T-Body” —anti-CD22
hTERT

,» T-Body” —anti-CD22/hTERT]
-Kontrolle

Transfektion der CTL-Klone:

retrovirale Infektion

Ansatze:

- . T-Body” —anti-CD22

-  hTERT

- ,,T-Body” —anti-CD22/hTERT
-  -Kontrolle
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6.2 T-Body-anti-CD22

6.2.1 Klonierung des Expressionsvektors

Zur Expression des gegen das B-Lymphom-Antigen CD22 gerichteten ,,7-Body* wurde der
retrovirale Vektor pBullet-yol-sNDF-CD28-g-IRES-GFP verwendet, der ein GFP-Gen als
positiver Kontrollmarker enthédlt. AuBerdem ist die fiir die CD28-Transmembran-
Bindedoméne codierende Sequenz integriert. Zur Vorbereitung der Inserts wurde aus dem
Plasmid RSV-scaCD22-Ig-gamma mittels eines Restriktionsverdaus mit BstEIl und Ncol die
im Vektor vorhandenen Insert anti-CD22-scFv gewonnen. AnschlieBend wurden die
Insertfragmente auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel pripariert. Um den
Expressionsvektor zu klonieren wurde der retrovirale Vektor pBullet-yol-sNDF-CD28-g-
IRES-GFP mit den Enzymen BstEII/Sfil und Sfil/Ncol verdaut, die Fragmente durch
Gelelektrophorese aufgetrennt. Danach wurde die gewlinschte Vektorbande eluiert und es
erfolgte die Praparation der DNA. Die Durchfiihrungen sind im Methodenteil dargestellt. Die

klonierten Insertsequenzen sind im Anhang aufgelistet.

6.2.2 Restriktionskarte des ,, T-Body “-anti-CD22-Konstruktes

Kontrolle BStEIL 517
7/"//////g,
W,
e 755 glll 856
MoMLV //'

MoMLV col 1224

amp

pBULLET-SP6-CD28-G-IRES-GFP  (#384) |
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" Pstl 1858
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EMCIRES &
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HINDIII 2638
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= Transmembrandomine

Ncol 2986
EcoRV 4003

Nhel(?) 3828

Xbal 4200 <

EcoRV 3748
Xhol 3715
Clal(?) 3653
BAMHI 3603
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6.2.3 Ligation und Transformation

Das Insertfragment wurde in den BstEIl/Sfi und Sfil/Ncol verdauten Vektor ligiert.
Chemischkompetente E.coli XL1-blue wurden mit dem Ligationsansatz durch das
Hitzeschockverfahren transformiert. Weitere Verfahren wie der Mini- und Midi-Préparation
und die DNA-Konzentrationsbestimmung wurden wie im Methodenteil beschrieben
durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA pBullet-anti-CD22-
CD28-g-IRES-GFP auf 1pg/ul eingestellt.

6.2.4 Kontrolle der Klonierung auf DNA-Ebene

., T-Body “-anti-CD22-Konstruktes

Die Plasmid-DNA des Konstruktes wurde isoliert und die verschiedenen zu erwartenden
FragmentgroBen durch einen Einfachverdau mit Pstl kontrolliert. Der Kontrollverdau ist
durchfiihrbar mit zwei verschiedenen Verdauansidtzen, Pstl und BstEII/Ncol (personliche
Angaben, Dr. D. Schindler; Abt. Immunologie, Weizmann Institut, Rehovot, Israel) wie im
Anhang angegeben. Fiir diesen Kontrollverdau (siehe Abb.: 8) wurde das Restriktionsenzym

PstI ausgewéhlt.

2323 __.,ll -
1929 — P— -
1371/1264 o e Y Gy
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Abbildung 8:  PstI-Kontrollverdau des DNA-Konstruktes: ,, 7-Body”-anti-CD22.
(Auftrennung auf 2%-Agarosegel).
Spur 1: Marker Lambda DNA-BstEII
Spur 2: Marker 100bp-Leiter
Spur 3:,, T-Body “-anti-CD22 — zu erwartende Fragmentgrofe (bp):1456; 770; 559; 179.
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Dieser Kontrollverdau zeigt, da die Klonierung des Konstruktes erfolgreich war, da die

zuerwartenden FragmentgroBen erhalten wurden.

6.3 hTERT Immortalisationskonstrukt

(Hooijberg et al. 2000)

Replikatives Altern von CTL wurde mit Verkiirzung der Telomerenden in Verbindung
gebracht. Die Telomerase spielt eine Schliisselrolle in der Kontrolle der Telomerlidnge.
Folglich wurde angenommen, daB3 die Telomerase die Lebensspanne der CTL mitreguliert.
Um diese Hypothese zu priifen, wurde in dieser Arbeit das hTERT-Konstrukt eingesetzt, um
die Effektivitit der ,,7-Body s in ihrer Expression auf primdren CTL und CTL-Klonen zu
unterstiitzen bzw. zu vergroBBern. Die ectopische Expression des menschlichen Telomerase
filhrt zu Immortalization der CTL, ohne den Phénotypus zu &ndern und ohne Verlust der

Besonderheit oder der Funktionalitit.

6.3.1 Transformation

Das LZRS-Plasmid ist schwer in E-coli-XL1-blue-Bakterien transformieren (personliche
Mitteilung von Dr. E. Hooijberg). Aus diesem Grund wurden ,,Max Efficiency DH5a*
(Invitrogen BV, Groningen, NL) verwendet. Die Amplifikation und die DNA-Fillung ist im
Methodenteil aufgefiihrt. Die Konzentration nach der Maxi- Preparation betrdgt 1,3ug/pl.
Nach Angaben von Dr. E. Hooijberg erfolgte der Kontrollverdau fiir die cDNA LZRS-
hTERT-IRES-GFP mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Notl. Da keine genauere
Angaben seinerseits beziiglich der Notl-Schnittstelle gemacht wurde, war nur eine
Verwendung einer abgewandelten Restriktionskarte des hTERT-Vektors mdglich. Durch
verschiedene Kontrollverdaus wurde die GesamtgroB3e der cDNA auf 3,42Kb bestimmt (sieche
Abb.: 9).

Aus diesen Griinden wurde entschieden eine RT-PCR als Nachweis eine fiir \TERT-Infektion

von CTL’s (siehe 5.1.10) anzuwenden.
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Abbildung 9:  Modifizierte Restrikitionskarte des retroviralen hTERT-Vektors. (*) Schnittstellen der
Restriktionsenzyme, welche durch Angaben von Dr. Hoijberg in den Expressionsvektor rekonstruiert wurden.

6.4 Generierung von Verpackungslinien mit einer hochgradigen Virustiterproduktion

6.4.1 Transfektion

Die Lipofektion der DNA-Konstrukte (pBullet-anti-CD22-CD28-g-IRES-GFP; LZRS-
hTERT-IRES-GFP) erfolgte in die kokultivierte ekotrope GP+E-86 (Markowitz et al., 1988)
und amphotrophe Verpackungslinie PA317 (Miller et al., 1986) bzw. in die Phonix Zelline
NX-¢ und ist im Methodenteil beschrieben. Als Negativkontrolle wurde die gleiche Anzahl an
Zellen der beiden Zellinien unter gleichen Bedingungen gehalten. Drei Tage nach der
Transfektion wurden die GFP-positiven Zellen mittels eines ,,Sorters* separiert, anschlieend
konnte der retrovirale Uberstand isoliert und wie im Methodenteil aufgefiihrt weiter verfahren

wurden.
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6.4.2  Retrovirale Infektion von Verpackungszellinien

Eine erhohte Infektionrate ist durch zweierlei Weisen zu erreichen: indem man den Virustiter
erhoht oder bestimmte Chemikalien (z.B Polybren, PLL) oder Proteine (z.B. Retronektin)
verwendet. Die zusitzliche Verwendung von Polybren bzw. PLL und Retronektin unterstiitzt
die Infektion der eingesetzten Zellen. Bei der retroviral vermittelten Transduktion des ,,7-
Body’-anti-CD22-Konstruktes der Verpackungslinien wurden zwei virusproduzierende
Verpackungslinien miteinander kultiviert, wodurch man zu einem exponentiellen Anstieg des
Virustiters gelangt. Dies konnte unterstiitzt wurden indem eine Zugabe von Polybren nach

Protokollangaben (Cochlovius et al. 1998) stattfindet.

6.4.3 FACS-Analyse der transfizierten Verpackungszellen vor der ,, Zell-Sortierung *

Nach Lipofektion der kokultivierten Verpackungslinien PA317/GP+E-86 (siche Abb.10 und
Tab.3) und der Phonix Zellinie NX-¢, wie auch der Infektion der Verpackungszellinie PG13
(siche Abb.11 und Tab.4) erfolgte nach dreitiigiger Erholungsphase die Uberpriifung der
GFP-positiven Verpackungszellinien mittels der Verwendung dreier Methoden:

Erstens iiber direkte Immunfluoreszenz. Durch eine Anregung mit blauem Licht leuchten die
lebenden Zellen, die mit dem rekombinanten Konstrukt infiziert wurden, unter FITC-
Fluoreszenzfilter auf (Stull et al. 2000).

Zweitens ist unter der Verwendung des FACS ebenfalls eine Kontrolle mdglich und drittens
durch Fluoreszenzmikroskopie (siehe 5.4.7).

Die nachfolgenden Untersuchungen der Transfektanten NX-¢—hTERT und PA317/GP+E-86-
anti-CD22 bzw. PG13-anti-CD22 wurde mit Hilfe der Durchflulzytometrie durchgefiihrt. Es
wurde die Expression und Prisentation des hTERT- und ,,7-Bod)*“-Konstruktes auf den
Verpackungszellinien untersucht. Dies konnte mittels Koexpression, des zum hTERT-
Konstrukt und ,,7-Body”-Konstukt klonierten GFP-Gen iiberpriift wurden. Die Messung
erfolgte im FITC-Kanal. Als Negativkontrolle diente die Autofluoreszenz von untransfizierten
NX-¢pund PA317/GP+E-86 bzw. PGl13-Zellen. Zur Analyse wurden die beiden
Ergebniskurven iibereinander projeziert, um so durch die Rechtsverschiebung im Vergleich
zur Negativkontrolle den Anteil positive Transfektanten an der Gesamtpopulation ermitteln zu
konnen. Diese Abweichung entspricht den Zellen, die eine stirkere Fluoreszenzintensitit
aufweisen, als Zellen, wie hier die Kontrolle, die eine generelle Autofluoreszenz besitzen

(Abb:10-19).
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Nach Lipofektion der NX-¢—Phonix-Verpackungszellinie mit dem retroviralen hTERT-
Vektor, wurde der prozentuale Anteil der positiven Zellen iiber eine FACS-Analyse tiberpriift.
Durch die Substraktion des Kontrollwertes der Autofluoreszenz (AF) untransfizierter Zellen

von den transfizierten Zellen wurden die Prozentzahlen positiver Zellen ermittelt (Daten nicht

gezeigt).
Kontrolle
Autofluoreszenz (AF) der Transfizierte NX-¢ -hTERT nach
untransfizierte NX-¢ Lipofektion
GFP positive
Zellen (%) 0 44,9
Tabelle 2: Ergebnis der FACS-Analyse der NX-¢—hTERT nach Lipofektion. Die Tabelle stellt die

prozentualen Werte der Negativkontrolle und der hTERT-transfizierten Zellen gegeniiber.

PA317/GP+E-86 Autofluoreszenz / transfizierte PA317/GP+E-86 anti-CD22:
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109 10! 102 103 104
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Abbildung 10: FACS-Analyse der PA317/GP+E-86-anti-CD22-Zellen nach Lipofektion. Auf der Abszisse
sind die relativen Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.

Zur Veranschaulichung des unterschiedlichen Kurvenverlaufes zwischen transfizierten

PA317/GP+E-86 und untransfizierten PA317/GP+E-86-Verpackungszellinien sind
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Histogramme mit Prozentzahlen positiver Zellen gezeigt. Dies ist durch eine Uberlagerung

der Negativkontrolle (untransfizierte PA317/GP+E-86) und der PA317/GP+E-86-anti-CD22

Kurve dargestellt.

Kontrolle
Autofluoreszenz (AF) der Transfizierte PA317/GP+E-86

untransfizierte PA317/GP+E-86 anti-CD22 nach Lipofektion

GFP positive
Zellen (%) 14,72 32,85
Tabelle 3: Ergebnis der Pri-Sort-FACS-Analyse der anti-CD22-PA317/GP+E-86-Zellen (zu Abb.

10). Die Tabelle stellt die prozentualen Werte der Negativkontrolle und der anti-CD22-transfizierten Zellen
gegeniiber.

PG13 Autofluoreszenz / infizierte PG13anti-CD22:
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Abbildung 11: FACS-Analyse der PG13-anti-CD22-Zellen nach 1. Infektion mit retroviralen Uberstand
der PA317/GP+E-86antCD22-Zellen. Auf der Abszisse sind die relativen Fluoreszenzeinheiten, auf der
Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
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Zur Erliauterung des unterschiedlichen Kurvenverlaufes zwischen infizierten PG13 und nicht
infizierten PG13-Verpackungszellinien sind Histogramme mit Prozentzahlen positiver Zellen
gezeigt. Dies ist durch eine Uberlagerung der Negativkontrolle (nicht infizierte PG13) und der
PG13-anti-CD22 Kurve dargestellt.

Kontrolle
Autofluoreszenz (AF) der nicht PG13-anti-CD22
infizierte PG13 nach Infektion
GFP positive
Zellen (%) 4,03 55,20
Tabelle 4: Ergebnis der FACS-Analyse der anti-CD22-PG13-Zellen (zu Abb.: 11). Die Tabelle stellt

die prozentualen Werte der Negativkontrolle und der anti-CD22-infizierten Zellen gegentiber.

6.4.4 , Sortierung*“ der positiven transfizierten Verpackungszellinien (FACS-Sort)

Vor einer Expandierung der zuvor dargestellten positiven Transfektanten, miissen diese von
den negativen Zellen abgetrennt wurden. Dies erfolgte durch die ,,Sortierung* der Zellen mit
Hilfe eines FACS-, Sorters®.

Die Messung erfolgte im FITC-Kanal. Als Negativkontrolle dienen untransfizierte Phonix
NX-¢, PA317/GP+E-86 bzw. PG13-Zellen. Zur Analyse wurden die beiden Ergebnisse
iibereinander gelegt, um aus der Abweichung der Negativkontrolle positive Transfektanten zu
ermitteln. Diese Abweichung entspricht CTL, die eine stirkere Fluoreszenzintensitét

aufweisen, als Zellen, wie hier die Kontrolle, die eine generelle Autofluoreszenz aufweisen.
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Abbildung 12: FACS-Analyse der NX-¢ hTERT nach Sortierung. Auf der Abszisse sind relative
Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.

Lipofektion und "Sort" NX-¢—hTERT
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44,90% 80,45%

Lipofektion "Sort"

Abbildung 13: Gegeniiberstellung der FACS-Analyse positiver NX-¢—hTERT-Zellen nach der
Lipofektion und dem Sortereignis. Auf der Abszisse sind die prozentuale Anzahl der GFP-positiven
»gesorteten Zellen, auf der Ordinate transfizierten NX-¢—hTERT nach Lipofektion und jeweiligem ,,Sort
abgebildet. Die Ergebniswerte sind abziiglich der jeweiligen Kontrollwerte entstanden.

Nach einer effizienten Lipofektion von 44,90% wurden die NX-¢—hTERT-Zellen durch eine

einmalige Sortierung bis zu 80,45% angereichert (Abb.: 12 und 13).
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PA317/GP+E-86 Autofluoreszenz / transfizierte PA317/GP+E-86 anti-CD22:
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Abbildung 14: FACS-Analyse der PA317/GP+E-86-anti-CD22-Zellen nach 1. Sort. Auf der Abszisse sind
relative Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
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Abbildung 15: FACS-Analyse der PA317/GP+E-86-anti-CD22-Zellen nach 2. Sort. Auf der Abszisse sind
relative Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentual Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
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Eine Zusammenfassung der Durchflulzytometrieanalyse vor den verschiedenen
,Resortierungsschritten des Transfektanten PA317/GP+E-86-anti-CD22 146t deutlich
Unterschiede im Prozentsatz positiver Zellen zwischen den einzelnen Sortereignissen
erkennen (Abb.: 16). Die hochsten prozentualen Anteile sind nach dem zweiten Sort, gefolgt
vor dem ersten Sortvorgang zu erwarten. Diese Ergebnisse sind als Balkendiagramm

dargestellt (Analyse-Funktionen von Microsoft Excel).

Lipofektion und "Sort'": PA317/GPE86-antiCD22
100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

positive Zellen (%)

18,13 66,78 88,41

Lipofektion 1.Sort 2.Sort

Abbildung 16: Gegeniiberstellung der FACS-Analyse positiver PA317/GP+E-86-anti-CD22-Zellen nach
der Lipofektion und den verschiedenen Sortereignissen. Auf der Abszisse sind die prozentuale Anzahl der
GFP-positiven ,gesorteten” Zellen, auf der Ordinate transfizierten PA317/GP+E-86-anti-CD22-Zellen nach
Lipofektion und jeweiligem ,,Sort* abgebildet. Die Ergebniswerte sind abziiglich der jeweiligen Kontrollwerte
entstanden.
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PG13 Autofluoreszenz / infizierte PG13 anti-CD22:
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Abbildung 17: FACS-Analyse der PG13-anti-CD22-Zellen nach 1. Sort. Auf der Abszisse sind relative
Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die p rozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.

100

M3
Ml

80 -
72,42% GFP-positiv

60

Ereignisse
40

20

Fluoreszenzintensitét

Abbildung 18: FACS-Analyse der PG13-anti-CD22-Zellen nach 2. Sort. Auf der Abszisse sind relative
Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die p rozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
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Eine Zusammenfassung der Durchflulzytometrieanalyse vor den verschiedenen
,Resortierungsschritten” des Transfektanten PG13-anti-CD22 146t geringe Unterschiede im
Prozentsatz positiver Zellen zwischen den einzelnen Sortereignissen erkennen (Abb.: 19). Die
besten Ergebnisse sind nach dem zweiten Sortvorgang zuerwarten und ist als Pfeiler im

Diagramm dargestellt (Analyse-Funktionen von Microsoft Excel).

Infektion und "Sort"-Ergebnisse: PG13-antiCD22
100

90
80
70 —
60 —
50 —

40 —

30 —
51,17 66,64 72,42
20 —

positive Zellen (%)

Infektion 1.Sort 2.Sort

Abbildung 19: Gegeniiberstellung der FACS-Analyse positiver PG13-anti-CD22-Zellen nach Infektion
und verschiedenen Sortereignissen. Auf der Abszisse sind die prozentuale Anzahl der GFP-positiven
»gesorteten Zellen, auf der Ordinate PG13-anti-CD22-Zellen nach Infektion und jeweiligem ,,Sort* abgebildet.
Die Ergebniswerte sind abziiglich der jeweiligen Kontrollwerte entstanden.

6.4.5 Fluoreszenzmikroskopie

Durch die ,,Cyto-Spin“-Zentrifugation wurden die Zellen auf ,,Cyto-Spin“-Plédttchen oder
Objektrager plaziert und eingebettet.

Die Fluoreszenz von GFP bendtigt auBler Sauerstoff keine Substrate oder andere Faktoren.
GFP exprimierende Zellen konnen somit ohne spezielle Behandlung in lebenden oder toten
Zellen bzw. Geweben mittels Durchflusszytometrie oder Konfokal- bzw. konventioneller
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden. GFP stellt ein relativ kleines Protein dar
(238 Aminoséuren), aufgrund dessen konnen durch Diffusion feine Verdstelungen in Zellen

dargestellt werden (Brand 1995).
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Abbildung 20: Transfizierte Verpackungszellinie NX-¢—hTERT. Mikroskopische Aufnahme der
Transfektanten mit Uberlagerung zweier Kanile (blauer Kanal mit Auflicht) und einer Belichtungszeit von 1sec;
Malstab,10um (A). Lichtmikroskopische Aufnahme der Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 1 sec;

MabBstab,10um (B). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positive Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 1,5
sec; MaBstab,10um (C).
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Abbildung 21: Kokultivierte und infizierte Verpackungszellinie PA317/GP+E-86-,, 7-Body”’-anti-CD22.
Mikroskopische Aufnahme der Transfektanten mit Uberlagerung zweier Kanile (blauer Kanal mit Auflicht) und
einer Belichtungszeit von Isec; MafBstab,10um (A). Lichtmikroskopische Aufnahme der Transfektanten mit

einer Belichtungszeit von 1 sec; MafBstab,10um (B). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positive Transfektanten mit
einer Belichtungszeit von 1,5 sec; MaBstab,10um (C).
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Abbildung 22: Kokultivierte und infizierte Verpackungszellinie PG13-, 7-Body”-anti-CD22.
Mikroskopische Aufnahme der Transfektanten mit Uberlagerung zweier Kanile (blauer Kanal mit Auflicht) und
einer Belichtungszeit von 1 sec; Maf3stab, 10um (A). Lichtmikroskopische Aufnahme der Transfektanten mit
einer Belichtungszeit von 1 sec; Maf3stab, 10um (B). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positiven Transfektanten
mit einer Belichtungszeit von 1,5 sec; Malistab, 10um (C).
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Die Fluoreszenzmikroskopie wurde nach einem Kultivierungszeitraum von mehr als drei
Monaten, was dreiflig Passagen entspricht, durchgefiihrt. Somit sind bei diesen transfizierten
Verpackungszellinien, trotz langerer Passagen in Kultur, ein einheitlicher Phénotyp und eine
stabile Expression des GFP-Transgens zu erkennnen. Weiter konnten keine Unterschiede in
der Proliferation im Vergleich zu den Kontrollzellen festgestellt werden.

Alle Fluoreszenzfotos der Gruppe A zeigen eine Aufsichtsaufnahme der Zellen. Es wurde
eine FEinstellung der Lichtquelle als ,,Super Imposition” ausgewihlt. Dabei fand eine
Uberlagerung zweier verschiedener Kanile, einen Blaukanal und Normlicht- bzw.
Auflichtkanal, statt. Das schwache Signal der Fluoreszenzfotos (B und C) kann auf die
Methode der retroviralen Transfektion zurlickgefiihrt werden. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dafl die Produktion des GFP im Zytosol und nicht im Zellkern stattfindet. GFP-
markierte Veréstelungen, wie unspezifische oder abgestorbene Artefakte der Zellen, sind in

den Abbildungen B und C ebenfalls zu erkennen.
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6.5 Zytotoxische T-Zellen (CTL)

6.5.1 Isolation von CTL

Die Isolierung der CTL aus peripheren Blutlymphozyten wurde in dieser Arbeit auf zwei
verschiedene Arten durchgefiihrt. Die Durchfiihrung ist im Methodenteil beschrieben. Man

erhilt verschiedene T-Zellausbeuten.

Bei einer T-Zellisolierung mit Hilfe der ,,Nylon-Wool“-Methode betrigt die eingesetzte
periphere Blutlymphozyten-Zellzahl ( PBL) 1x10® Zellen/ml.

Eingesetzte PBL-
Anzahl 1x10%/ml 1x10%/ml 1x10%/ml 1x10%ml
Zellzahl 8x10%/ml 2x107/ml 1x107/ml 6x10%/ml
Tabelle 5: MeBdaten des ,,Nylon-Wool“-Verfahrens

Bei der Isolation von CTL mittels des ,,MACS“-Verfahrens konnte die erhaltene periphere
Blutlymphozyten-Zellzahl variieren, der Bereich erstreckt sich von 1x10* bis iiber 10° Zellen

(Tab: 5) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach).

Eingesetzte PBL-
Anzahl 2x10"/ml 9,5x10%ml 3x10°ml 1x10'ml
Zellzahl 1x107/ml 4x10%/ml 1x10%ml 5x10°ml
Tabelle 6: Mefidaten der MACS-Methode.

Es sind weniger Verluste bei der T-Zellisolierung durch Verwendung der MACS-Methode
(Tab.: 6) zu verzeichnen. Jedoch ist zu beachten, dal3 durch dieses Verfahren eine ,,negative*
Isolierung stattfindet, d.h. daB die Selektionsmarker, CD8"-Antikorper, mit Metallpartikeln
(,,beads”) gekoppelt, an CTL gebunden bleiben. Dies mull bei anschlieBenden
Durchfiihrungen beriicksichtigt wurden (siehe Abb.: 23).
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Vergleich der T-Zellisolierungs-Methoden

100 1

O PBL-Population
B T-Zellausbeute

Zellzahl (%)
whn
[e)

Abbildung 23: Gegeniiberstellung der Ausbeuten zweier T-Zellisolierungsmethoden

6.5.2 FACS

6.5.2.1 Phdnotypisierung nach CD8" -MACS-Isolation

Die Phénotypisierung erfolgt mittels Bestimmung populationsspezifischer
Zelloberflachenproteine (,, Clusters of Differentiation oder CD-Marker). Diese lassen sich
durch spezifische Antikorper identifizieren und durchfluBzytometrisch analysieren. Um eine
frisch isolierte CTL-Population zu phéanotypisieren, wurden verschiedene von Interesse
ausgewdhlte Antkorper verwendet, um die isolierten Zellen anhand spezifischer
Oberflachenmarker zu charakterisieren. Die verwendeten Erstantikorper sind direkt mit einem
zweiten fluoreszierenden Antikdrper (PE) gekoppelt. Die Messung erfolgte im PE-Kanal. Der
prozentuale Anteil der Messergebnisse wurde durch die Subtraktion der Messwerte und der
Negativkontrolle des CTL-Autofluoreszenzwertes, d.h. unbehandelte CTL ohne Antikorper,
ermittelt. Die Auswahl der Antikoérper wurde durch die zu héheren Anteile vorkommenden
Zelltypen in einer PBL-Population ndmlich CTL, B- und NK-Zellen bestimmt. Der anti-c-
myc-Antikorper wurde in spéteren Experimenten als Kontrolle bendtigt. Aufgrund dessen

wurde dieser hier ermittelte Wert als Negativwert gedeutet (siche Tab.: 7).
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Antikorper (PE) positiver Anteil in Prozent (%)

anti-CD4 0,02
anti-CD8 93,40
anti-CD11c¢ 2,27
anti-CD14 17,24
anti-CD16 16,31
anti-CD22 0,47
anti-CD25 0,29
anti-CD28 0,15
anti-CD40 0,02
anti-CD45RO 13,10
anti-CD56 1,37
anti-CD80 0,57
anti-CD86 0,64
anti-1L-2 0,14
anti-I1L-14 0,03
anti-c-myc 0,02
Tabelle 7: Phiinotypisierung nach CD8'-MACS-Isolation

Aus diesen Daten (Tab.: 7) ist ersichtlich, daB die CD8"- MACS-Isolation zu erfolgreich war
(93,40%). Eine geringe Expression von unter 1% des CD28-Oberflichenmarker ist zu
erkennen. Eine geringere Aktivierung ist ebenfalls bei der Expression des Adhdsionsmolekiil
CDll1c festzustellen. Bei dieser Isolation sind zu 17,24% Monozyten enthalten. Durch die
Markierung der Antikorper anti-CD16 und anti-CD56 wurden NK-Zellen identifiziert, die zu
16,31% und 1,37% priasent sind. Dem CD56 wurden auch aktivierte T-Lymphozyten
zugeordnet. U.a. sind T-Subpopulationen (CD45R0O) vorhanden.
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Abbildung 24:
erfolgte liber den PE-Kanal. Auf der Abszisse sind die relativen Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die
prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet. Durch eine Uberlagerung der Negativkontrolle
(Autofluoreszenz) und der mit Antikorper gekoppelten Zellen, ist aus den Kurven der Anteil der positiven Zellen

ermittelbar.
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Exemplarische Darstellung der FACS-Analyse nach CD8'-MACS-Isolation. Die Messung
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6.6 Retrovirale Infektion von CTL

Die Infektion der CTL verlduft unter der Verwendung von Retronektin-beschichteten Platten.
Durch den Einsatz des Retronektins konnte man eine Infektionsrate von nahe zu 96% laut
Herstellerangaben (BioWhittaker, Verviers, Belgien) erhalten. Der Versuchsablauf ist im

Methodenteil unter 5.3.15. aufgefiihrt.

6.6.1 FACS-Analyse retroviral infizierten CTL

Durch die Selektion der positiven PG13-anti-CD22 und NX-¢—hTERT konnte retroviraler
Uberstand gewonnen wurden. Humane CTL wurden in einem Ansatz, mit dem ,,7-Body’-
anti-CD22 und in einem zweiten Ansatz mit dem NX-¢-hTERT, infiziert. Nach dieser
Infektion wurden die CTL im FACS auf GFP-positive Signale untersucht. Als
Negativkontrolle wurden CTL verwendet, welche ohne die Zugabe des retroviralen
Uberstandes unter den gleichen Bedingungen kultiviert wurden. Die Messung erfolgte im
FITC-Kanal. Zur Analyse wurden die beiden Ergebisse aufeinander gelegt, um aus der
Abweichung der Negativkontrolle positive Transfektanten zu ermitteln. Diese Abweichung
entspricht CTL, die eine stirkere Fluoreszenzintensitit aufweisen, als Zellen, wie hier die

Kontrolle, die eine generelle Autofluoreszenz besitzen (siche Abb.: 25 und 26).
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Abbildung 25:
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FACS-Analyse nach Infektion von CTL mit retroviralen Uberstand ,, T- -Body”-anti-CD22

(links) und hTERT (rechts). Auf der Abszisse sind relative Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die

prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.

CTL Autofluoreszenz/,, 7-Body "-anti-CD22/h TERT:
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Abbildung 26: FACS-Analyse nach Doppel-Infektion von CTL mit retroviralen Uberstand ,, 7-Body”-
anti-CD22/hTERT. Auf der Abszisse sind relative Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale

Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
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In diesen Abbildungen (25 und 26) ist die Transfektionseffizienz der CTL nach retroviraler

Infektion zu erkennen. Die fiir ,, 7-Body “-anti-CD22 und hTERT positiven CTL sind zu

29,35% und 26,59% positiv transfiziert. Bei der Doppeltransfektion erhielt man einen

prozentualen Anteil von 20,5%.

6.6.2 Phdnotypische Charakterisierung von humanen CTL nach retroviraler Infektion wie

auch Stimulation
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Abbildung 27:

Humane CTL nach Stimulation mit CD3, CD28 Antikérper und Interleukin-2 und

Infektion mit retroviralen Uberstinde (positive Transfektanten sind in Prozenten angegeben). Markierung
mit CD4, CD8 und CD56. FACS Analyse wurde mit PE-gekoppelten Antikdrper vollzogen.
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Diese Phinotypisierung in Abb.: 27 zeigt die Relationen der CD4, CD8 und CD56-positiven
Zellen in den verschiedenen transfizierten CTL-Populationen. Trotz der aus einer
Ausgangspopulation stammenden CTL sind Unterschiede in den Verhiltnissen der
verschiedenen Transfektanten zu erkennen. Eine prozentuale Verlagerung der CD8" Zellen
zugunsten der ,,Sonstigen“- Zellen im Vergleich von untransfizierten und transfizierten CTL-
Populationen hat stattgefunden. Dies kann auf die Behandlungsmethode der retroviralen
Infektion zurlickgefiihrt werden. Durch die Transfektion des ,, 7-Body*“-anti-CD22-
Konstruktes wurde der CD8"-Anteil stirker verringert, als bei den hTERT-Transfektanten.
Vermutlich hat wihrend der Integration des groBeren ,, 7-Body “-Konstruktes in die CTL ein
Absterben der Zellen und infolgedessen ein Verlust der CD8" Positivitit stattgefunden.

Die Anteile der CD4 und CD56 positiven Zellpopulationen weisen hingegen keine

signifikanten Unterschiede auf.
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6.6.3 RT-PCR: Nachweis hTERT-spezifischer mRNA in retroviral infizierte CTL mittels
reverser Polymerasekettenreaktion

Da das hTERT-Konstrukt (LZRS-hTERT-IRES-GFP), wie die ,, T-Body "-DNA ein GFP-Gen
als positiver Kontrollmarker enthilt, wurde die positive Transfektion des hTERT-Konstruktes
in CTL {ber eine Polymerasekettenreaktion nach reverser Transkription (RT-PCR)
nachgewiesen.

Es wurde zwei Tage nach Infektion Gesamt-RNA aus retroviral infizierten CTL isoliert,
wobei die Ausbeuten etwa 280ug (,, 7-Body "-anti-CD22), 350ug (hTERT), 700ug (,,7-
Body”’-anti-CD22/ hTERT) betrugen. Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde revers transkribiert
und amplifiziert.

Mittels der RT-PCR wurde hTERT-spezifische mRNA in CTL nachgewiesen. Diese cDNA
wurde einer PCR unterzogen, bei der aus der hTERT-spezifischen cDNA ein Teilfragment
von ~350 bp amplifiziert wurde. Als Primerpaar wurde eine Kombination aus hTERT-
forward (gaa cgt tcc gca gag aaa ag) und hTERT-reverse (ctg tcg cat gta cgg gta cgg ctg)
eingesetzt. Zur Standardisierung wurde das Housekeeping-Gen GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) verwendet. Die Bestimmung der relativen Verhéltnisse erfolgte
durch den Vergleich der PCR-Zyklenzahl bis zum Erscheinen der PCR-Banden. Der
Identitdtsnachweis der Banden der PCR-Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese auf einem
1 %igen Agarosegel.

Es wurden 1-20ul des cDNA-Syntheseansatzes mit je 10 mM Primer zusammen mit einem
Gemisch aus hitzestabiler DNA-Polymerase, ATP, TTP, GTP, CTP und Polymerasepuffer
hier im Beispiel in Form des im Handel gebrauchsfertig erhiltlichen ,,PCR-Master-Mix" der
Firma Invitrogen BV, Groningen, NL., zum Einsatz gebracht. Es wurden folgende

Untersuchungen durchgefiihrt:

1. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit ,, 7-Body "-anti-CD22 transfizierten CTL,
2. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit hTERT transfizierten CTL,

3. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit ,, 7-Body "-anti-CD22/hTERT doppel-
transfizierten CTL,

4. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit untransfizierten CTL,

5. der vorstechend beschriecbene Reaktionsansatz mit hTERT-Plasmid-DNA, (,,Positiv-
kontrolle*)

6. Reaktionsansatz mit GAPDH-spezifischen Primern (Invitrogen BV, Groningen, NL.) mit
,, I-Body "-anti-CD22 transfizierten CTL,
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7. Reaktionsansatz mit GAPDH-spezifischen Primern mit hTERT transfizierten CTL,
8. Reaktionsansatz mit GAPDH-spezifischen Primern mit ,, 7-Body ’-anti-CD22/hTERT
doppel-transfizierten CTL,

9. Reaktionsansatz mit GAPDH-spezifischen Primern mit untransfizierten CTL.

Abbildung 28: hTERT PCR-Produkte retroviral infizierter CTL.
(Auftrennung auf 1%-Agarosegel).

Die Reaktionsprodukte der PCR-Reaktion wurden im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Diese Abb. 28
zeigt das Ergebnis einer hTERT-spezifischen PCR Reaktion.

Es zeigt:

Spur 1 = DNA Molekulargewichtsmarker 100 bp
Spur 2 =,, T-Body ”’-anti-CD22/hTERT

Spur 3 =,, T-Body ”-anti-CD22

Spur 4 = hTERT > hTERT-spezifische PCR
Spur 5 = untransfizierte Kontroll-CTL
Spur 6 = hTERT Plasmid-DNA J
Spur 7 =,, T-Body ”’-anti-CD22/hTERT
Spur 8 =hTERT

Spur 9 =, T-Body ”-anti-CD22

> GAPDH-spezifische PCR

Spur 10 = untransfizierte Kontroll-CTL Y,
Spur 11=DNA Molekulargewichtsmarker 100 bp

Ein PCR-Produkt der erwarteten GroBe von ~350 Bp wurde in den Spuren 2, 4, 6
nachgewiesen, d.h. mittels hTERT-Primern wurde hTERT-spezifische mRNA in den
transfizierten CTL nachgewiesen. In Spur 6 fand sich eine Bande der hTERT-Vektor-

Positivkontrolle.
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Die GAPDH-spezifische PCR (,,GAPDH-Kontrolle"), Spuren 7-10, beweist, dal ein
negatives PCR Ergebnis im hTERT-spezifischen Ansatz auf ein Vorhandensein von cDNA
zuriickzufiihren ist, da in allen Reaktionsansitzen ein PCR-Produkt der erwarteten Grof3e von
355Bp und in den Ansdtzen mit und GAPDH-spezifische cDNA nachweisbar war. Letzteres
stellt den Beweis zur Anwesenheit der cDNA in der Probe.

Die RT-PCR ermoglicht den Nachweis der hTERT-Expression auch in Fillen, in denen der
Nachweis des hTERT-Proteins aufgrund zu niedrigen Expressionsspiegels mit

immunbhistologischen Methoden, dem ELISA oder mit Immunoblot-Verfahren nicht gelingt.

6.6.4 Phdnotypisierung nach retroviraler Infektion von CTL

Es wurden, wie schon zuvor unter 6.5.2.1. beschrieben, zur Phinotypisierung ausgewihlte
Antkorper verwendet, um die Zelloberfliche der isolierten Zellen spezifisch in Prozenten zu
charakterisieren. Somit konnte iiber eine Verdnderung der Zelloberflache, ausgeldst durch
retrovirale Infektion mit verschiedenen Konstrukten wie auch durch Stimulation, eine
Aussage getroffen wurden. Diese Erstantikdrper sind direkt mit einem zweiten
fluoreszierenden Antikdrper (PE) gekoppelt. Der prozentuale Anteil der Messergebnisse
wurde durch die Subtraktion der Messwerte und der Negativkontrolle des CTL-
Autofluoreszenzwertes, das bedeutet unbehandelte CTL ohne Antikorper, ermittelt. Die
Auswahl der Antikorper wurde durch die zu hoheren Anteile vorkommenden Zelltypen in
einer PBL-Population ndmlich CTL, B- und NK-Zellen bestimmt. Der anti-c-myc-Antikorper
wurde in spéteren Experimenten als Kontrolle bendtigt. Aufgrundessen wurde dieser hier
ermittelte Wert als Negativwert gedeutet. Die Messung erfolgte zwei Tage nach

stattgefundener Infektion (Tab.: 8).
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Antikorper ,» I-Body ’-anti-CD22 hTERT ., I-Body ’-anti-CD22/hTERT
(PE) positiver Anteil in Prozent | positiver Anteil in Prozent | positiver Anteil in Prozent
(o) (o) (o)
anti-CD4 4,68 4,48 2,55
anti-CD8 77,63 81,99 77,48
anti-CD11c 60,12 3,38 6,25
anti-CD14 1,83 0 0
anti-CD16 2,47 1,56 1,01
anti-CD22 0 0,91 0,17
anti-CD25 4,2 9,6 4,4
anti-CD28 14,72 6,84 11,46
anti-CD40 2,2 0 1,19
anti-CD45RO | 46,09 48,97 68,29
anti-CD56 0.93 0,91 0
anti-CD80 5,83 5,95 0
anti-CD86 1,29 2,02 0
anti-1L-2 0,04 0 0
anti-11-14 0 32 0
anti MHCI 80,5 65,62 53,5
Tabelle 8: Phiinotypisierung der verschiedenen Transfektanten.

Aus diesen Werten (Tab.: 8) ist ersichtlich, daB eine verstirkte Expression des
Adhisionsmolekiil CD11c¢ bei der ,, 7-Body "-anti-CD22 Transfektante stattgefunden hat, was
bei der Erkennung wie auch Bindung der T-Zelle und des Tumors von Vorteil sein konnte.
Durch das Stimulationsprotokoll (5.3.15.) ist CD14 im Vergleich zur Phénotypisierung nach
CTL-Isolation herrunterreguliert worden, das bedeutet, daB Monozyten durch diese T-Zell-
spezifische Kultivierung signifikant vermindert worden sind. Dies ist auch bei der Markierung
der Antikorper anti-CD16 und anti-CD56 fiir NK-Zellen festzustellen, die beide nur noch zu
1% priasent sind. U.a. sind T-Subpopulationen (CD45RO) vorhanden. Trotz Stimulation mit
dem anti-CD28 Antikorper ist bei der hTERT-Transfektante die Zellen mit anti-CD28 und
OKT3 aktiviert wurden, ist ein geringer Aktivierungsstatus von unter 1% der CD3- und
CD28-Oberflaichenmarker zu erkennen. Weiter ist auffallend, dal durch die retrovirale
Infektion der CTL mit dem retroviralen Uberstandes des hTERT-Konstruktes eine Reduktion
der MHCI-Expression erfolgte. Somit wurde dargestellt, da3 sich durch die Transfektion des
hTERT-Konstruktes der Phénotyp der CTL veréndert hat.
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., T-Body "-anti-CD22 CTL
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Abbildung 29: Exemplarische Darstellung der FACS-Analyse verschiedener Transfektanten spezifisch
markiert fiir MHCI. Die Messung erfolgte iiber den PE-Kanal. Auf der Abszisse sind die relativen
Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet. Durch eine
Uberlagerung der Negativkontrolle (Autofluoreszenz) und der mit Antikdrper gekoppelten Zellen, ist aus den
Kurven der Anteil der positiven Zellen ermittelbar.
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6.6.5 anti-c-myc Detektion des ,, T-Body “-anti-CD22-Konstruktes auf retroviral infizierter
CTL

Zur weiteren Uberpriifung der Expression des ,, T-Body’-anti-CD22 Rezeptors auf der
Oberfliche von CTL, wurde eine FACS-Messung unter Verwendung des anti-c-myc
Antikorpers durchgefiihrt. Diese c-myc Bereich ist Teil der extrazelluliren Doméne des ,, 7-
Body’s“ und wurde nach erfolgreicher Expression auf der CTL-Oberfliche mittels des

Antikorpers detektiert (Abb.: 30).

,, T-Body "-anti-
CD22 infizierte

200 200
] M2 ]
Emv M3 EmE M2 M3
160 5.33% 160 3 1.28%
] ti c-myc+ ] i c-
120 7 anfi ¢c-myc¢ 120 anti c-myc+
Ereignisse 3 Ereignisse 3
80 ] 80 ]
40 40 '|- A_
000 ol 102 103 104 I e e ey
10° 100 105 107 10 100 100 102 103 104
Fluoreszenzintensitét Fluoreszenzintensitét
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h anti c-myc+
120 ]
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0 ] * e .
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FLO-H

Fluoreszenzintensitit

Abbildung 30: Darstellung der erfolgten Expression des chiméren ,, 7-Body”-anti-CD22 Rezeptors auf der
CTL-Oberfliiche nach retroviraler Infektion. Die Markierung erfolgte mit einem anti-c-myc Erstantikorpers
und einem PE spezifischen Zweitantikdrper. Somit erfolgte die Messung iiber den PE-Kanal. Auf der Abszisse
sind die relativen Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
Durch eine Uberlagerung der Negativkontrolle (Autofluoreszenz) und der mit Antikdrper gekoppelten Zellen, ist
aus den Kurven der Anteil der positiven Zellen ermittelbar.
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Diese FACS-Analyse (Abb.: 30) gibt zusdtzliche Auskunft iiber die erfolgte Infektion des ,, 7-
Body ’-anti-CD22-Konstruktes. Abziiglich des Hintergrundwertes fiir c-myc negative hTERT-
CTL konnten 4,1% der ,, T-Body ’-anti-CD22- und 3,7% der ,, T-Body "-anti-CD22/hTERT-
CTL erhalten werden. Desweiteren ist es dadurch ersichtlich, dafl nicht nur die intrazellulare
Positivitdt fiir das GFP-Protein besteht (siche Abb.. 25 und 26), sondern daBl die
Proteinfaltung, wie auch letztendlich die Expression des Rezeptors erfolgreich war. Im
Vergleich zu den GFP-Messungen ist hierbei eine geringerer prozentualer Anteil zu finden, da
durch eine sterische Hinderungen die Bindung des anti-c-myc Antikdrpers nicht im vollen
MaBe erfassen konnte. Wie erwartet ist im Falle der ,, 7-Body "-anti-CD22 und der ,, 7-Body -
anti-CD22/hTERT ein c-myc-Teil detektierbar.
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6.6.6 Fluoreszenz-Nachweis bei retroviral infizierter CTL

Nach erfolgter Infektion der CTL mittels der retroviralen Uberstinde ,, T-Body “-anti-CD22
und hTERT erfolgte die Uberpriifung der GFP-positiven CTL mittels der Verwendung eines

inversen Mikroskopes zur Messung der direkten Immunfluoreszenz (Abb.: 31 und 32)

» I-Body”-anti-CD22-positive CTL:

Abbildung 31: Retroviral infizierte CTL-,7-Body”-anti-CD22. Lichtmikroskopische Aufnahme der
Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 1sec; Maf3stab, 20um (A). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positive
Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 3 sec; Mafistab, 20um (B).
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hTERT-positive CTL:

Abbildung 32: Retroviral infizierte CTL-hTERT. Lichtmikroskopische Aufnahme der Transfektanten mit
einer Belichtungszeit von 1sec; Mafistab, 20pm (A). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positive Transfektanten mit
einer Belichtungszeit von 3 sec; Mafstab, 20pum (B).

Diese Fluoreszenzfotos (Abb.: 32) der infizierten CTL wurden mit Hilfe der inversen
Mikroskopie erstellt. Mit den CTL konnte nicht wie mit den Verpackungszellinien (6.5.2.)
verfahren werden, somit mufiten die Aufnahmen dieser CTL-Transfektanten in Suspension
erfolgen. Es wird hier deutlich, dal trotz der geringeren Anzahl der ,, 7-Body“-CTL
(Auflichtfoto), eine hoheres Spektrum an griinfluoreszierenden CTL (Fluoreszenzfoto), im

Gegensatz zu den hTERT-positiven CTL, zuerkennen ist.

92



Ergebnisse

6.6.7 Vitalitdtsbestimmung retroviral infizierter CTL

Um die Lebensspanne der CTL in Kultur iiber zwolf Tage zu beobachten wurde im Abstand

von zwei Tagen die Zellzahl der verschieden Transfektanten bestimmt.

Vitalititsbestimmung retroviral infizierter CTL
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8000000 /1 T-Body-antiCD22/hTERT
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—e— Kontrolle

6000000

4000000 ——— = =
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Tage in Kultur

Abbildung 33: Vitalitiitsbestimmung iiber Zellzahlzihlung verschiedener CTL Transfektanten. Tag 0
enspricht der Population nach Isolation und vor retroviraler Infektion wie auch Stimulation.

Diese Graphik (Abb.: 33) gibt eine gesteigerte Proliferation der ,, 7-Body’-anti-CD22-
Transfektante, im Vergleich zu den weiteren dargestellten transfizierten CTL, wieder. Durch
die erginzende Infektion mit dem hTERT-Konstrukt ist eine Herabsetzung der
Uberlebensspanne  withrend der Kultivierung zu erfassen. Desweiteren ist eine
Unterscheidung durch die Behandlung der CTL mit dem alleinigen hTERT-Konstrukt und
zwischen den untransfizierten CTL nur eine gering erhohte Proliferation der Zellen

nachzuvollziehen.
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6.6.8 Bestimmung der Zytotoxizitdt retroviral infizierter CTL

Zur Uberpriifung der zytotoxischen Reaktivitidt von ,,T-Body’-prisentierenden CTL auf
Zielzellen wurde der JAM-Test angewandt. Die gesamte Population der zuvor infizierten und
durch das FACS analysierten, jedoch wurden hier ungesorteten CTL eingesetzt. Als Zielzelle
fungiert die Raji-Tumorzellinie. Die [’H]-Thymidin-markierte Raji-Tumorzellinie wurde mit
diesen CTL koinkubiert und weiter verfahren wie im Methodenteil angegeben. Die Ansitze
erfolgten im Verhéltnis (Effektor-/Tumorzelle) 1:1, 10:1 und 25:1. Die gleiche
Verfahrensweise wurde bei der Negativkontrolle (untransfizierte CTL) durchgefiihrt. Die
durch die Berechnung des prozentualen spezifischen Zytotoxizitét der ,,7-Body s erhaltenen

Ergebnisse machen Angaben liber die spezifische Lyse der ,,7-Body's”.

Berechnung des prozentualen spezifischen Zytotoxizitit der ,.7-Body s”:

5= experimentell: DNA in Anwesenheit der zytotoxischen Zellen (in cpm),
S= Standard; beibehaltene DNA in Abwesenheit der zytotoxischen Zellen
(spontane natiirliche Todesrate)

S-E
Standardformel fiir die prozentuale Zerstorungssrate: = S x100

Der so erhaltene Wert der Negativkontrolle wurde Null gesetzt. Aus der Differenz der
Negativkontrolle (CTL/Raji-Zellen) und der ,,7-Body**-, hTERT und der ,,7-Body” / hTERT

Werte ergibt sich die prozentual spezifischen Zytotoxizitdt der zu untersuchenden CTL.
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Zytotoxizititsbestimmung infizierter CTL
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Abbildung 34: Zytotoxizitit verschiedener retroviral infizierter CTL-Transfektanten: ,, 7-Body -
anti-CD22; hTERT und der Doppeltransfektante ,, 7-Body ”-anti-CD22/hTERT.

Die Daten (Abb.: 34) der ,, 7-Body "-anti-CD22 positiven CTL, weisen bei einem Verhéltnis
von 10:1 eine spezifische Zytotoxizitidt von 21%, bei 1:1 eine Lyse von 19% und bei einer
Relation von 25:1, 9% auf. Hingegen zu der reduzierten spezifischen Lyse von hTERT-
transfizierten CTL. Hier wurde bei einem prozentualen Verhiltnis 10:1 und 1:1 der
Effektorzellen zu Zielzellen eine Lyse von 7% und bei 25:1 eine Zytotoxizitdt in Héhe von
4%  erhalten. Dieses Ergebnis spiegelt sich im dritten Ansatz der hTERT retroviral
transfizierten CTL wieder. Abziiglich der untransfizierten Kontroll-CTL ist keine Lyse der
Tumorzellen zu erkennen. Durch die Transfektion mit dem hTERT-Konstrukt der CTL wurde
hier eine Reduktion der Zytotoxizitit gegeniiber Tumorzellen feststellbar. Daraus ist
ersichtlich, daB CTL, welche mit dem ,,7-Body*“-anti-CD22 transfiziert wurden, effektiv
Tumorzellen erkennen und lysieren konnen. Somit ist auch trotz der Herabsetzung der
Zytotoxizitdt des ,,7-Body”, aufgrund der Doppeltransfektion mit dem hTERT-Konstrukt

weiterhin eine deutliche spezifische Lyse zu erkennen.
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6.6.9 INF-y-spezifischer ELISPOT in Ergdnzung einer MHC I und I Blockierung

Dieses ELISA-Protokoll ist kreiiert worden, um Zytokine (INF-y), welche je nach
Aktivierungsstatus der Zellen produziert wurden, in Zellkulturiiberstinden quantitativ zu
messen. Da der ,, 7-Body” in der Lage ist, MHC-unabhénig den Tumor zu lysieren, wurden in
diesem Experiment die MHC I und II-Komplexe der allogenen Zellen (PBL) mittels MHC 1
und II-Hybridomiiberstdnden blockiert. Demzufolge findet die Lyse grofenteils {iber den ,, 7-
Body” und nicht tiber den TCR statt. Vermittelt durch das Aufeinandertreffen der verschieden
Zellpoulationen, wurden die Effektorzellen aktiviert. Der Aktivierungstatus der Zellen
korreliert mit der INF-y-Sekretion. Durch die Detektion der Ausschiittung von INF-y folglich

die Aktivierung der verschiedenen Transfektanten wiedergegeben.

retroviral infizierte CTL PBL / antiCD22
I antiCD22
IPBL / hTERT
[JhTERT
_JE - EZZ PBL/antiCD22/hTERT
% [JantiCD22/hTERT
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Abbildung 35: INF-yJ[[pezifischer ELISPOT unter Ausschluf der MHC I und II —Zytotoxizitiit.
Effektorzellen wurden je nach Transfektion mit retroviralem Uberstand behandelt. Dieser Versuch wurde nach
Infektion und einwdchiger Kultivierung durchgefiihrt.

In diesem Experiment (Abb.: 35) wurde die INF-y —Sekretion ermittelt, indem die ,,Spot*-
Werte der Kontrollen (PBL und transfizierte CTL ohne PBL-Inkubation) von denen der
Transfektanten abgezogen wurden. Die stirkste INF-y—Ausschiittung ist unter der
Doppeltransfektante ,, 7-Body ’-anti-CD22/hTERT (,,Spot“-Wert: 114), gefolgt von den
hTERT-positiven CTL (,,Spot“-Zahlen: 39) und schlieBlich mit der niedersten INF-
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v —Sekretion die CTL mit exprimierten ,, 7-Body "-anti-CD22 (,,Spot“-Wert: 19). Zu beachten
jedoch ist, daB3 die Zytokinproduktion der CTL ohne PBL sich umgekehrt zu der obrig
beschriebenen Reihenfolge verhélt. In diesem Fall ist die INF-y—Produktion der CTL, welche
mit dem ,, 7-Body "-anti-CD22 ausgestattet sind am hochsten. Bei der Doppeltransfektante ist

eine Reduktion der INF-y —Sekretion zu erkennen.
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6.7  Transiente Transformation von CTL mittels Nukleofektion

Um dem umstrittenen FEinsatz retroviraler Vektoren in klinischen Anwendungen
auszuweichen wird in dieser Arbeit die Nukleofektion der retroviralen Infektion gegeniiber
gestellt. Das Verfahren der Nukleofektion ist im Methodenteil aufgefiihrt. Es wurden zwei
verschiedene Protokolle getestet. Eine Differenzierung verschiedener DNA-Konzentrationen
mit Kombination verschiedener Zellzahlen wurde untersucht. Im ersten Protokoll ,.fiir
unstimulierte humane CTL*“ wurde direkt nach CTL-Isolation die Nukleofektion
durchgefiihrt, im Gegensatz zum zweiten Protokoll, welches ,.fiir stimulierte humane CTL*
angelegt ist. Nach diesem letzteren Protokoll wurden die isolierten CTL fiir zwei Tage auf mit
OKT3/CD28 Antikorpern beschichteten Lochplatten aktiviert. Die FACS-Messung der
transformierten CTL beider Protokolle auf GFP-positive Signale findet 6h, 24h und 72h nach
Nukleofektion statt. Analog dazu erfolgte die FACS-Messung iiber den PE-Kanal zur
quantitativen Bestimmung toter Zellen, die zuvor mit Propidiumiodid (PI) inkubiert wurden.
Als Negativkontrolle wurden CTL verwendet, welche ohne Zugabe von DNA unter den
gleichen Bedingungen transformiert wurden. Resultierend aus einer Subtraktion der Werte
positiver Transfektionsansitze von den Kontrollzellen wurden die Relationen der

Nukleofektion und toter Zellen gegeniibergestellt.
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Aus diesen Messungen (Abb.: 36 und 37) wurde deutlich, da3 zur Anwendung von priméren
CTL das Protokoll ,fiir stimulierte humane CTL“ nicht geeignet ist. Die transiente
Transformationsmethode der Nukleofektion ist nur bei unstimulierten CTL anwendbar.
Jedoch ist dabei zu beachten, den Einsatz der DNA-Menge und Zellzahl niedrig zu halten. Im
Falle der Nukleofektion mit 1x10° Zellen und 1ug DNA, ist das bestmogliche Ergebnis
beziiglich der Transformationseffizienz zur Anzahl von toten Zellen zu erlangen. Deshalb
wurde dieser Ansatz zur weiteren Versuchdurchfithrungen ausgewihlt. Jedoch ist trotz
Reduzierung der DNA-Konzentration wie auch der einzusetzenden Zellzahl eine deutliche

Korrelation zwischen einer positiven Transformation und Sterberate von CTL zu erfassen.
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6.7.1 Phdnotypische Charakterisierung von humanen CD8"-, PBL- und PBLCD8"

Populationen, vor und nach Nukleofektion wie auch Stimulation

PBL Population vor Isolation [ cpy

mECDS
oCcD5e6
O Rest

~

CD8+ Population nach Isolation PBLCDS Population nach Isolation
0,99%
20D 0% [5cDd
3,52%
oCDs6

16,68% ' O Rest

89,60%

Abbildung 38: Humane CD8+-, PBL- und PBLCDS - Population bevor und nach Isolation. Markierung
mit CD4, CD8 und CD56. FACS Analyse wurde mit PE-gekoppelten Antikdrper vollzogen.

Die Phénotypisierung in Abb.: 38 gibt Auskunft iiber den quantitativen Anteil von CD4-,
CD8- und CDS56-positiven Zellen der zuvor gewonnen PBL. Die CDS'Isolation war
erfolgreich (78,81%). Diese Reinheit konnte mittels der Antikorper-Detektion der PBLCD8
Population nochmals iiberpriift werden. Es konnte dadurch festgestellt werden, dal nur ein
sehr geringer prozentualer Anteil von 1,2% der CD8'-Zellen verloren gegangen sind.
AuBerdem wurde ein prozentualer Anteil in Hohe von 16,68% an CD56-positiven Zellen in
der CTL-Population erhalten. Der Oberflichenmarker CD4 weist keine signifikanten

Verianderungen auf.
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Kontroll (CD8") Population nach Nukleofektion und T-Body-antiCD22 Population nach
Stimulation Nukleofektion und Stimulation
o CD4 mcDd |
ECDS CDS8
1% 0CD56 2,12 10,54 -
O Sonsti 10,88 ’ ) 0CD356
onstige O Sonstige

GFP-positiv: 0% GFP-positiv: 16,6%

hTERT Population nach Nukleofektion und Stimulation  T-Body-antiCD22/hTERT Population nach Nukleofektion
und Stimulation

o ggg B CD4
] 0
1,5%  8,98% 2,71% mCD8
4,74% ’ 2 1CDS6 0CD56
O Sonstige O Sonstige

GFP-positiv: 16,04% GFP-positiv: 15,15%

Abbildung 39: Humane CD8+-, PBL- und PBLCDS - Population nach Stimulation mit CD3, CD28
Antikorper und Interleukin-2 und Transfektion mit retroviralen Vektoren (positive Transfektanten sind
in Prozenten angegeben). Markierung mit CD4, CD8 und CD56. FACS Analyse wurde mit PE-gekoppelten
Antikorper vollzogen.

Nach Nukleofektion und Stimulation wurde eine wiederholte Phinotypisierung der
verschiedenen Transfektanten durchgefiihrt (siche Abb.: 39). Die Transfektanten entstammen
derselben Ausgangspopulation an CTL. Es ist zuerkennen, daf3 die Transfektionseffizienz in
Korrelation mit dem prozentualen Anteil der CD8'-CTL steht. Es folgt daraus, daB je hoher
die Transfektionseffizienz, desto niedriger der CD8"Anteil in den zu untersuchenden CTL-
Transfektanten, ist. Somit ist wie auch schon unter 6.6.2. eine Verschiebung der Positivitét

der CD8"-CTL hin zu ,»Sonstigen“-Zellen zu erkennen. Dies ist hier auf eine Erhéhung der

CTL-Sterberate zurlickzufithren. Im Vergleich zur retroviralen Infektion, tritt hier eine
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Verdopplung der Sterberate in Erscheinung. Weiter ist die Transfektion des ,, 7-Body “-anti-
CD22 und hTERT positiven CTL-Klone zu 16,6% und 16,04% erfolgreich gewesen. Bei der

Doppeltransfektion erhielt man einen prozentualen Anteil von 15,15%.

6.7.2 anti-c-myc Detektion des ,, T-Body "-anti-CD22-Konstruktes auf mittels Nukleofektion
transformierter CTL

Wie unter 6.6.5. die Uberpriifung der Expression des ,, T-Body "-anti-CD22 Rezeptors auf der
Oberfliche von retroviral infizierter CTL, wurde im Falle von CTL, welche der
Nukleofektion unterzogen wurden, ebenfalls eine FACS-Messung unter Verwendung des
anti-c-myc Antikorpers durchgefiihrt. Diese FACS-Messung erfolgte am zweiten Tag nach
Nukleofektion.

, T-Body "-anti-CD22 CTL

200
200 MZ i Mz
] M3 3 M
160 1 M1 1607
120 1 35,91% anti-c-myc 120 7 5,14% anti-c-myc
. Ereignisse ]
Ereignisse %0 £ 80 3 ‘_;
40 I
0 0 - 1 ey
10 100 102 10° 10%
Fluoreszenzintensitit Fluoreszenzintensitit
200 |-
| ™
160 Jm1l M3
120 177 17,18% anti-c-myc
Ereignisse _
80 7
40 3 *‘ﬂ(
0 : el AL

100 10l 102 103 10*

Fluoreszenzintensitit

Abbildung 40: Darstellung der erfolgten Expression des chimiiren ,, 7-Body”-anti-CD22 Rezeptors auf
der CTL-Oberfliche nach Nukleofektion Die Markierung erfolgte mit einem anti-c-myc Erstantikérpers und
einem PE spezifischen Zweitantikorper. Somit erfolgte die Messung iiber den PE-Kanal. Auf der Abszisse sind
die relativen Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
Durch eine Uberlagerung der Negativkontrolle (Autofluoreszenz) und der mit Antikdrper gekoppelten Zellen, ist
aus den Kurven der Anteil der positiven Zellen ermittelbar.
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Diese FACS-Analyse (Abb.: 40) gibt zusdtzliche Auskunft iiber die erfolgte Infektion des ,, 7-
Body ’-anti-CD22-Konstruktes. Im Vergleich zu den GFP-Messungen ist hierbei ein hdherer
prozentualer Anteil zu finden. Die Messung der hTERT-Transfektante stellt den Hintergrund
des c-myc Antikorpers gekoppelt mit PE dar. Somit ist im Falle der ,, 7-Body "-anti-CD22 und
der ,, T-Body ’-anti-CD22/hTERT ein c-myc-Teil zu 30,77% und 12,04% detektierbar.

6.7.3 RT-PCR: Nachweis hTERT-spezifischer mRNA in CTL mittels reverser
Polymerasekettenreaktion nach Nukleofektion

Nach Nukleofektion wurde die positive Transfektion des hTERT-Konstruktes in CTL iiber
eine RT-PCR nachgewiesen.

Es wurde Gesamt-RNA aus transformierten CTL isoliert, wobei die Ausbeuten etwa 455ug
(,, T-Body "-anti-CD22), 875ug (hTERT), 1085ug (,, T-Body "-anti-CD22/ hTERT) betrugen.
Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und amplifiziert.

Es wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

1. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit ,, 7-Body ’-anti-CD22 transformierten
CTL,

2. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit hTERT transformierten CTL,

3. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit ,, 7-Body "-anti-CD22/hTERT doppel-
transformierten CTL,

4. der vorstehend beschriecbene Reaktionsansatz mit hTERT-Plasmid-DNA, (,,Positiv-
kontrolle*)
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Abbildung 41: hTERT PCR-Produkte mittels Nukleofektion transfizierter CTL.

(Auftrennung auf 1%-Agarosegel).

Die Reaktionsprodukte der PCR-Reaktion wurden im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Abb.: 41 zeigt
das Ergebnis einer hTERT-spezifischen PCR Reaktion.

Es zeigt:

Spur 1 = DNA Molekulargewichtsmarker 100bp
Spur 2 = DNA Molekulargewichtsmarker 1Kb
Spur 3 =hTERT

Spur 4 =, T-Body"-anti-CD22 hTERT-spezifische PCR
Spur 5 =,, T-Body "-anti-CD22/hTERT

Spur 7 =hTERT Plasmid-DNA

Ein PCR-Produkt der erwarteten GroBe von ~350 Bp wurde in den Spuren 3 und 5
nachgewiesen, d.h. in den Spuren 3 und 5 wurde mittels hTERT-Primern hTERT-spezifische
mRNA wurde in den transfizierten CTL nachgewiesen. In Spur 7 fand sich eine sehr starke

Bande der hTERT-Vektor-Positivkontrolle.
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6.7.4 Fluoreszenz-Nachweis transfizierter CTL mittels Nukleofektion

Nach erfolgter Nukleofektion der CTL unter Einsatz der ,, 7-Body "-anti-CD22- und hTERT-
DNA erfolgte die Uberpriifung der GFP-positiven CTL durch Verwendung eines inversen

Mikroskopes zur Messung der direkten Immunfluoreszenz.

» I-Body”-anti-CD22-positive CTL:

Abbildung 42: Mittels Nukleofektion transfizierte ,, 7-Body”-anti-CD22-CTL. Lichtmikroskopische
Aufnahme der Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 1 sec; MaBstab, 20pum (A). Fluoreszenzaufnahme
der GFP-positive Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 3 sec; Malistab, 20um (B).
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hTERT-positive CTL:

Abbildung 43: Mittels Nukleofektion transformierte hTERT-CTL. Lichtmikroskopische Aufnahme der
Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 1sec; Maf3stab, 20um (A). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positive
Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 3 sec; Mafistab, 20um (B).

Diese Fluoreszenzfotos (Abb.: 42 und 43) der transformierten CTL wurden wie unter 6.6.6.
mit Hilfe der inversen Mikroskopie Signale erstellt. Es ist ersichtlich, dal durch das
Verfahren der Nukleofektion in lichtmikroskopischen Aufnahmen mehr tote Zellen
zuerkennen sind, als bei der Darstellung der Zellen, welche einer retroviralen Infektion
unterzogen wurden. Jedoch sind Unterschiede innerhalb der Nukleofektion der ,, 7-Body -

anti-CD22- und hTERT-DNA zu verzeichnen. ,, T-Body "-anti-CD22 positive CTL weisen
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einen hoheren Anteil an lebenden wie auch GFP-positiven Zellen, im Vergleich zu hTERT

transfizierten CTL, auf.

6.7.5 Vitalitdtsbestimmung von mittels Nukleofektion transformierter CTL

Um die Lebensspanne der CTL in Kultur {iber zw6lf Tage zu beobachten, wurde im Abstand
von zwei Tagen die Zellzahl der verschieden Transfektanten, wie auch schon unter 6.6.7.

bestimmt.

Vitalititsbestimmung transformierter CTL mittels Nukleofektion
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600000 \

= —o— T-Body-antiCD22
8 \ hTERT
S 500000 - T-Body-antiCD22/hTERT
N —eo— Kontrolle

400000 \7

300000 \—

200000 ‘

Y

0 ‘ : ‘ \ﬁ
Tag 0 Tag2 Tag4 Tag 6 Tag 8

Tage in Kultur

Abbildung 44: Vitalitiitsbestimmung iiber Zellzahlzihlung verschiedener CTL Transfektanten. Tag 0
enspricht der Population nach Nukleofektion wie auch Stimulation.

Diese Graphik unter Abb.: 44 zeigt an, dal wie zuvor schon zuvor erwihnt, ein rapides
Sterbereignis bei allen Transfektanten bzw. untransformierten CTL zu beobachten ist. Trotz
allem ist bei den ,, 7-Body "-anti-CD22-positiven CTL und den unbehandelten Kontrollzellen
eine hohere Uberlebensrate im Vergleich zu den Transfektanten, welche mit dem hTERT-

Konstrukt transformiert wurden.
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6.7.6 Bestimmung der Zytotoxizitdt transfizierter CTL mittels Nukleofektion

Zur Uberpriifung der zytotoxischen Reaktivitdt von ,,7-Bod)y”-prisentierenden, hTERT-
expimierenden und ,, 7-Body ’-anti-CD22/hTERT mittels Nukleofektion tranformierter CTL
auf Zielzellen wurde der JAM-Test angewandt. Die Verfahrensweise ist identisch wie unter

6.6.8. aufgefiihrt. Diese Messung wurde ein Tag nach Nukleofektion durchgefiihrt.

Zytotoxizitatsbestimmung der mittels Nukleofektion transformierter CTL

»

—o— T-BodyantiCD22
hTERT
T-BodyantiCD22/hTERT

spezifische Lyse (%)

: ~_

1:1 10:1 25:1
Effektorzelle : Zielzelle

Abbildung 45: Zytotoxizitit verschieden transformierter CTL mittels Nukleofektion: , 7-Body -

anti-CD22; hTERT und der Doppeltransfektante ,, 7-Body "-anti-CD22/hTERT.
Die Daten (Abb.: 45) der ,, 7-Body "-anti-CD22 positiven CTL, weisen bei einem Verhéltnis
von 1:1 eine spezifische Zytotoxizitit von 3,28% und bei 25:1 eine Lyse von 14,75% auf.
Hingegen zu der r spezifischen Lyse von hTERT-transfizierten CTL. Hier wurde bei allen
Verhiltnissen der Effektorzellen zu Zielzellen keine Lyse gemessen. Dieses Ergebnis spiegelt
sich im Ansatz der ,, 7-Body’-anti-CD22/hTERT retroviral transfizierten CTL wieder.
Abziiglich der untransfizierten Kontroll-CTL ist, auler bei einem Verhiltnis von 25:1 mit
einer Lyse in Hohe von 14,75%, keine Lyse der Tumorzellen zu erkennen. Durch die
Transfektion mit dem hTERT-Konstrukt der CTL wurde eine, wie auch bei retroviral
infizierten CTL, eine Reduktion der Zytotoxizitdt gegeniiber Tumorzellen feststellbar. Daraus
ist ersichtlich, dal CTL, welche mit dem ,,7-Body**-anti-CD22 transfiziert wurden, effektiv
Tumorzellen erkennen und lysieren konnen. Da dieses Experiment ein Tag nach

Nukleofektion erfolgte, ist zu beachten, da3 bei den verschieden transfizierten CTL ein hoher
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prozentualer Teil an toten Zellen vorhanden ist und aufgrund dessen das Ergebnis zur

Bestimmung der Zytotoxizitdt der Zellen beeintrachtigen konnte.

6.7.7 INF-y-spezifischer ELISPOT in Ergdinzung einer MHC I und Il Blockierung

Dieses ELISA-Protokoll wurde unter gleichen Bedingungen wie unter 6.6.9. dargestellt,

durchgefiihrt.
Nukleofektion PBL / antiCD22
300- I antiCD22
] [_IPBL /hTERT
2307 E3 [IhTERT
200—- ZZPBL/antiCD22/hTERT
' . [JantiCD22/hTERT
150__ PBL/Kontrolle
100+ % [—JKontrolle
>0 ’ﬁ PBL
JBE % INFy

v S S S S QW8S .
FTIESTETS S FFE Medium
§ SO &\(930@, 3 «&90 IR ohne AK

\ N %)

QQ’\) Q@ ,\\C)Q &\QQ QQ’

&g
&
PBL : CTL
1,5:1

Abbildung 46: INF-y —[pezifischer ELISPOT unter Ausschluf der MHC I und II —Zytotoxizitit.
Effektorzellen wurden je nach Transfektion mittels Nukleofektion behandelt. Dieser Versuch wurde nach
Nukleofektion und eintdgiger Kultivierung durchgefiihrt.

In diesem Experiment (siche Abb.: 46) wurde die INF-y —Sekretion ermittelt, indem die
»Spot“-Werte der Kontrollen (PBL und transfizierte CTL ohne PBL-Inkubation) von denen
der Transfektanten abgezogen wurden. Die stérkste INF-y—Ausschiittung ist unter der
Transfektante ,, 7-Body ’-anti-CD22/hTERT / PBL (,,Spot“~-Wert:17). Im Falle hTERT-
positiven CTL und ,, 7-Body "-anti-CD22 CTL, mit PBL inkubiert, ist keine Produktion zu
erkennen. Jedoch ist die Zytokinproduktion der CTL ohne PBL-Inkubation, welche mit dem
,, T-Body "-anti-CD22 ausgestattet sind am geringsten mit den hTERT-positiven CTL. Bei der
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Doppeltransfektante ist eine Zunahme der INF-y-Sekretion zu erkennen, die oberhalb des
Wertes der unbehandelten CTL liegt. Jedoch ist hierbei ebenfalls zu erwidhnen, daB3 bei den
verschieden transfizierten CTL ein hoher prozentualer Teil an toten Zellen vorhanden ist, wie
auch eine transiente Transformation vorliegt und aufgrund dessen das ELISPOT-Ergebnis

beeintrichtigen konnte.
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6.8 Retrovirale Infektion von CTL-Klonen

In dieser Arbeit soll die Umsetzung des Verfahrens zur Immortalisation von priméren CTL,
unter Verwendung des hTERT-Konstruktes, untersucht werden. Der FEinsatz des
Immortalisationsvektors wurde bei Antigenspezifischen CTL-Klonen untersucht (Hooijberg
et al. 2000). Aus diesem Grunde wurden CTL-Klone als positiver Kontrollansatz fiir den

hTERT-Vektor ausgewdhlt und parallel zu priméren CTL untersucht.

6.8.1 Expandierung von CTL-Klonen

Bei antigenspezifische CTL-Klonen ist erst nach einer Kultivierung, die sich iiber 20-25
Verdopplungsphasen erstreckt eine in vitro Immortalisation zu erkennnen. Aus diesem
Grunde wurden zwei verschiedene CTL-Klone (FSP 31 A6, FSP 31 5H10) ausgewahlt, fiir
hundert Tage kultiviert und expandiert (Abb.: 47). AnschlieBend wurde der Effekt der
ectopischen Expression von hTERT in Bezug auf die Lebensspanne dieser CTL-Klone
iiberpriift. Ectopische Expression von hTERT fiihrte zu einer drastischen Verldngerung der
Lebensspanne von diesen CTL-Klonen, ohne den Phinotypus zu &ndern, die Besonderheit
und die Funktion der Zellen. Die CTL-Klone, die ectopisch hTERT exprimieren, blieben von
den Zytokin- und von den Antigenstimulationen zur in vitro Expandierung abhingig

(Hooijberg et al. 2000).

Expansion FSP31 CTL-Klone

140000000
- FSP31 A6
FSP31 5H10
120000000
100000000
% 80000000
N
S 60000000 /
40000000 ///
20000000 J
_ e . —
0+ \/‘f"c T — T T T T T

Tage in Kultur

Abbildung 47: Expandierung zweier CTL-Klone. Ausgewéhlt wurden die FSP31 Klone A6 und SH10.
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6.8.2 Retrovirale Infektion von CTL

Die Infektion der CTL verlduft unter der Verwendung von retronektinbeschichteten Platten.
Durch den Einsatz des Retronektins konnte man eine Infektionsrate von nahe zu 96% laut
Herstellerangaben (BioWhittaker, Vervies, Belgien) erhalten. Der Versuchsablauf ist im

Methodenteil unter 3.3.15 aufgefiihrt.

6.8.3 FACS-Analyse nach retroviraler Infektion von CTL-Klonen (5H10)

Wie auch unter 6.6.2 aufgefiihrt erfolgte die Messung, zwei Tage nach Infektion, {iber den
FITC-Kanal. Zur Analyse wurden die beiden Ergebisse aufeinander gelegt, um aus der
Abweichung der Negativkontrolle positive Transfektanten zu ermitteln. Diese Abweichung
entspricht CTL, die eine stirkere Fluoreszenzintensitit aufweisen, als Zellen, wie hier die

Kontrolle, die eine generelle Autofluoreszenz besitzen.

CTL-Klone Autofluoreszenz/*“T-Body”-antiCD22 CTL-Klone Autofluoreszenz/
100 100
_ M2
M1 ) M M
80 VE 80 3
60 3,98% GFP-positiv 60 7 23,49% GFP-positiv
Ereignisse Ereignisse
40 40
20 20
0 0 0 1 2 3
100 10! 102 103 104 10 10 10 10
Fluoreszenzintensitit Fluoreszenzintensitit

Abbildung 48: FACS-Analyse nach Infektion von CTL-Klonen mit retroviralen Uberstand ,, 7-Body”-
anti-CD22 (links) und hTERT (rechts). Auf der Abszisse sind relative Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate
die prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.
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,, [-Body "-anti-CD22 /hTERT infizierte CTL-Klone

100
M2
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Abbildung 49: FACS-Analyse nach Doppelinfektion von CTL-Klone mit retroviralen Uberstand ,,7-
Body”-anti-CD22/hTERT. Auf der Abszisse sind relative Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die
prozentuale Anzahl der positiven Zellen abgebildet.

In diesen Abbildungen (48 und 49) ist die Transfektionseffizienz der CTL-Klone nach
retroviraler Infektion zu erkennen. Die fiir ,, 7-Body “-anti-CD22 und hTERT positiven CTL-
Klone sind zu 3,98% und 23,49% positiv transfiziert. Bei der Doppeltransfektion erhielt man

einen prozentualen Anteil von 3,66%.
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6.8.4 anti-c-myc Detektion des ,, T-Body “-anti-CD22-Konstruktes auf retroviral infizierter

CTL-Klonen

Wie unter 6.6.5. und 6.7.2. schon untersucht, wurde nach retroviralen Infektion der CTL-

Klone die Uberpriifung der Expression des , T-Body "-anti-CD22 Rezeptors auf der CTL-

Klon-Oberfldche durchgefiihrt. Eine FACS-Messung erfolgte am zweiten Tag nach den zwei

aufeinander gefolgten Infektionen.
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Abbildung 50: Darstellung der erfolgten Expression des chimiiren ,, 7-Body”-anti-CD22 Rezeptors auf
der CTL-Klon-Oberfliiche nach retroviraler Infektion. Die Markierung erfolgte mit einem anti-c-myc
Erstantikorpers und einem PE spezifischen Zweitantikorper. Somit erfolgte die Messung iiber den PE-Kanal.
Auf der Abszisse sind die relativen Fluoreszenzeinheiten, auf der Ordinate die prozentuale Anzahl der positiven
Zellen abgebildet. Durch eine Uberlagerung der Negativkontrolle (Autofluoreszenz) und der mit Antikdrper
gekoppelten Zellen, ist aus den Kurven der Anteil der positiven Zellen ermittelbar.
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Diese FACS-Analyse in der Abb. 50 bestitigt die Infektion der CTL-Klone nur bei ,,7-
Body ’-anti-CD22 positiven CTL-Klonen. Der Nullwert der Messungen bei hTERT- und ,, 7-
Body’-anti-CD22/hTERT- Transfektanten 148t sich auf den geringen prozentualer Anteil der
GFP-positiven in der FACS-Analyse unter 6.8.3 zu erkldren, was eine sterische Hinderungen
der Bindung des anti-c-myc Antikorpers weiter begrenzt. Im Falle der ,, 7-Body "-anti-CD22

positiven CTL-Klone ist ein c-myc-Teil detektierbar.

6.8.5 RT-PCR: Nachweis hTERT-spezifischer mRNA in CTL-Klone (5H10) mittels reverser
Polymerasekettenreaktion nach retroviraler Infektion

Nach retroviraler Infektion wurde die positive Transfektion des hTERT-Konstruktes auch in
CTL-Klone iiber eine RT-PCR nachgewiesen.

Es wurde Gesamt-RNA aus infizierten CTL-Klonen isoliert, wobei die Ausbeuten etwa
840ug (,, T-Body ’-anti-CD22), 2660ug (hTERT), 1890ug (,, 7-Body "-anti-CD22/hTERT)
betrugen. Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und amplifiziert.

Es wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

1. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit ,, 7-Body "-anti-CD22 infizierten CTL-
Klone,

2. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit hTERT infizierten CTL-Klone,

3. der vorstehend beschriebene Reaktionsansatz mit ,, 7-Body "-anti-CD22/hTERT doppel-
infizierte CTL-Klone,

4. der vorstehend beschriecbene Reaktionsansatz mit hTERT-Plasmid-DNA, (,,Positiv-
kontrolle*)
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Abbildung 51 : hTERT-PCR-Produkte retroviral infizierter CTL-Klone.

(Auftrennung auf 1%-Agarosegel).

Die Reaktionsprodukte der PCR-Reaktion wurden im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Abb. 51
zeigt das Ergebnis einer hTERT-spezifischen PCR Reaktion.

Es zeigt:

Spur 1 = DNA Molekulargewichtsmarker 100bp
Spur 2 = DNA Molekulargewichtsmarker 1Kb
Spur 3 =hTERT

Spur 4 =, T-Body"-anti-CD22 hTERT-spezifische PCR
Spur 5 =,, T-Body "-anti-CD22/hTERT

Spur 7 =hTERT Plasmid-DNA

Ein PCR-Produkt der erwarteten GroBe von ~350 Bp wurde in den Spuren 3 und 5
nachgewiesen, d.h. in den Spuren 3 und 5 wurde mittels hTERT-Primern hTERT-spezifische
mRNA wurde in den infizierte CTL-Klone nachgewiesen. In Spur 7 fand sich eine sehr starke

Bande der hTERT-Vektor-Positivkontrolle.
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6.8.6 Fluoreszenz-Nachweis retroviral infizierter CTL-Klone

Nach erfolgter Infektion der CTL-Klone unter Einsatz der ,, 7-Body "-anti-CD22- und hTERT-
retroviralen Uberstandes erfolgte die Uberpriifung der GFP-positiven CTL-Klone mittels der

Verwendung eines inversen Mikroskopes zur Messung der direkten Immunfluoreszenz.

» I-Body”-anti-CD22-positive CTL-Klone:

Abbildung 52: Darstellung retroviral infizierter ,,7-Body”-anti-CD22-CTL-Klone. Lichtmikroskopische
Aufnahme der Transfektanten mit einer Belichtungszeit von lsec; Mafstab, 20um (A). Fluoreszenzaufnahme
der GFP-positive Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 3 sec; Malistab, 20um (B).
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hTERT-positive CTL-Klone:

Abbildung 53: Darstelung retroviral infizierter hTERT-CTL-Klone. Lichtmikroskopische Aufnahme der
Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 1sec; Maf3stab, 20um (A). Fluoreszenzaufnahme der GFP-positive
Transfektanten mit einer Belichtungszeit von 3 sec; Mafistab, 20um (B).

Diese Fluoreszenzfotos (siche Abb. 52 und 53) der retroviral infizierter CTL-Klone wurden
wie unter 6.6.4. mit Hilfe der inversen Mikroskopie Signale erstellt. In den
lichtmikroskopischen Aufnahmen sind grof3e vitale CTL-Klon Kolonien zu erkennen. Jedoch
sind weder bei den Transfektanten mit geringer Positivitdt der ,, 7-Body "-anti-CD22-CTL,
wie auch bei erhohter Transfektionseffizienz der hTERT-positiven CTL in den
Fluorezenzfotos keine GFP-positiven Zellen zu beobachten. Die erhaltenen Signale stellen

Artefakte dar.
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6.8.7 Vitalitdtsbestimmung retroviral infizierter CTL-Klone

Um die Lebensspanne der CTL-Klone in Kultur iiber vierzehn Tage zu beobachten, wurde im
Abstand von zwei Tagen die Zellzahl der verschieden Transfektanten, wie auch schon unter

6.6.7. und 6.7.5 bestimmt.

Vitalititsbestimmung retroviral infizierter CTL-Klone (SH10)
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Abbildung 54: Vitalitiitsbestimmung iiber Zellzahlzihlung verschiedener CTL-Klon Transfektanten.
Tag 0 entspricht der Population nach Infektion wie auch Restimulation.

Diese Graphik (Abb.: 54) gibt eine gesteigerte Proliferation der hTERT-Transfektante, im
Vergleich zu den weiteren dargestellten transfizierten CTL-Klonen, wieder. Durch die
erginzende Infektion mit dem ,, 7-Body "-anti-CD22-Konstrukt ist eine drastische
Herabsetzung der Uberlebensspanne wihrend der Kultivierung zu erfassen. Desweiteren ist
eine Unterscheidung durch die Behandlung der CTL mit dem alleinigen ,, 7-Body "-anti-
CD22-Konstrukt und zwischen den untransfizierten CTL nur eine méBig erhohte Proliferation

der Zellen nachzuvollziehen.
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6.8.8 Bestimmung der Zytotoxizitdt retroviral infizierter CTL-Klone

Zur Uberpriifung der zytotoxischen Reaktivitit von ,,7-Body”-prisentierenden und hTERT
transfizierten CTL-Klonen auf Zielzellen wurde der JAM-Test angewandt (siche Abb.: 55).

Diese Messung gibt die Zytotoxizitdt der drei verschieden transfizierten CTL-Klone wieder.

Im Falle der nur zu 3,98% positiven ,, 7-Body “-anti-CD22 CTL-Klone, ist eine sehr geringe
Zytotoxizitit zuerkennen. Bei einem Verhéltnis von 25:1 eine spezifische Zytotoxizitit von
52% , bei einer Relation von 10:1 ergab 1%. Hingegen zu einer gering erhdhten spezifischen
Lyse von hTERT-positiven CTL-Klone, die zu 23,49% positiv transfiziert eingesetzt wurden.
Hier wurde bei einem prozentualen Verhéltnis 25:1 der Effektorzellen zu Zielzellen eine Lyse
von 39% und bei 10:1 eine Zytotoxizitit in Hohe von 57,6% erhalten. Wahrend wie im Falle
der ,, 7-Body ’-anti-CD22 CTL-Klone bei einem Verhéltnis von 1:1 keine spezifische Lyse zu
erhalten wurde. Die zytotoxische Bestimmung der Doppeltransfektante ist mit den vorherigen
Ergebnissen nicht in Zusammenhang zu bringen. Da bei diesen Doppeltransfektanten bei
einem Verhiltnis von 1:1 63% und bei 10:1 und 25:1 100% spezifische Lyse zu beobachten
war, ist diese Ergebnisse vermutlich auf MeBartefakte zuriickzufiihren. Somit kénnen diese

Ergebnisse der maximalen Zytotoxizitét als mogliche irrelle Werte interpretiert werden.

Zytotoxizitatsbestimmung retroviral infizierter CTL-Klone
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Abbildung 55: Zytotoxizitiit verschieden transfizierter CTL-Klone mittels rteroviraler Infektion: ,, 7-
Body”-anti-CD22; hTERT und der Doppeltransfektante ,, 7-Body”-anti-CD22/hTERT.
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6.8.9. INF-y-spezifischer ELISPOT in Ergdnzung einer MHC I und Il Blockierung

Dieses ELISA-Protokoll entspricht der Durchfiihrung wie unter 5.4.9. geschildert.

retroviral infizierte CTL-KLone PBL / antiCD22
300 I antiCD22
. [—PBL/hTERT
2507 [—IhTERT
200_- [ZZIPBL/antiCD22/hTERT
] [antiCD22/hTERT
! 50__ PBL/Kontrolle
100 —Kontrolle
50 |Jr‘ ﬁ PBL
0- % |-E| INFy
\w&\ SN ,&\3@ & RN ohne AK
& &
PBL : CTL
1,5:1

Abbildung 56: INF-y spezifischer ELISPOT unter Ausschlul der MHC I und II -Zytotoxizitit.
Effektorzellen wurden je nach Transfektion mit retroviralem Uberstand behandelt. Dieser Versuch wurde nach
Infektion und einwdchiger Kultivierung durchgefiihrt.

In diesem Experiment (Abb.: 56) wurde die INF-y —Sekretion ermittelt, indem die ,,Spot*-
Werte der Kontrollen (PBL und transfizierte CTL-Klone ohne PBL-Inkubation) von denen
der Transfektanten abgezogen wurden. Die stirkste INF-y—Ausschiittung ist unter der ,, 7-
Body’-anti-CD22 Transfektante (,,Spot“-Wert: 29), gefolgt von den hTERT-positiven CTL-
Klone (,,Spot“-Zahlen: 16,7) und schlieBlich mit der niedersten INF-y —Sekretion die CTL-
Klone mit doppelt transfizierten ,, 7-Body "-anti-CD22/hTERT-Konstrukt (,,Spot“-Wert: 1).
Zu beachten jedoch ist, dal die Zytokinproduktion der CTL-Klone ohne PBL im Falle der
CTL, welche mit dem ,, 7-Body "-anti-CD22 ausgestattet sind und den Doppeltransfektanten
,, T-Body ’-anti-CD22/hTERT am Hochsten ist. Somit ist die niedrigste INF-y —Sekretion bei

den hTERT-Transfektanten zu erkennen.

123



Ergebnisse

T-Body-Therapie eines humanen NHL in SCID-Mdusen in Kombination des hTERT-

Konstruktes

Das therapeutische Potential des ,, 7-Body s “ in Kombination des hTERT-Konstruktes wurde
in humanen Raji-Tumormodell in SCID-Mé&usen untersucht. Es wurden transfizierte CTL-
Klone zur Therapie ausgewdhlt, da transfizierte CTL vom Spender nicht ausreichend
expandiert werden konnten. Zum Einsatz kamen Transfektanten, die zu 3,98% fiir ,, 7-Body "-
anti-CD22 und hTERT-CTL-Klone, die zu 23,49% positiv transfiziert waren. Die ,, T-Body "-
anti-CD22/hTERT-Klone wiesen 3,66% auf. Die Positivitét des ,, 7-Body s “ in CTL-Klonen
war zu gering, dadurch lies sich keine tumorspezifische Zytotoxizitét bestdtigen und folglich

konnte kein therapeutischer Erfolg nachgewiesen werden.
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VIl Diskussion

Oftmals ist die Immunreaktion eines Krebspatienten nicht ausreichend einen Tumor zu
eliminieren, da die meisten Tumoren nur wenig immunogen sind. Die Immuntherapie
eroffnet, zumindest bei einzelnen Krebsarten, neue Wege, zur Nutzung des Immunsystems
gegen Krebserkrankungen.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dafl adoptiv transferrierte T-Lymphozyten in der
Lage sind, Tumoren in vivo zu bekdmpfen. Sie reagierten entweder spezifisch fiir das
Tumorgewebe (Kast et al. 1989) oder waren gegen Tumorantigene gerichtet, welche auch auf
normalen Zellen, wenn auch in geringerer Dichte, exprimiert sind (Hu et al. 1993). Trotz aller
Fortschritte konnte die zelluldre adoptive Immuntherapie viele technische Hiirden noch nicht
iiberwinden. Besonders die Isolierung und Expansion geeigneter Effektorzellen, wie auch der
Verlust des Aktivierungsstatus in vitro aktivierter Lymphozyten nach Reinfundierung, stellen

zur Zeit noch erhebliche Einschrinkungen fiir die klinische Anwendbarkeit dar.

Das ,, T-Body“-Konzept kombiniert Antikorpererkennung und T-Zell-Effektorfunktion
miteinander. Zelig Eshhar und Kollegen des Weizmann Institutes in Israel beschrieben die
biophysikalischen Parameter der ,, 7-Body*-Antworten, indem der Einsatz der V-Region auf
einem anti-Trinitrophenyl (TNP) Antikorper getestet und diese in CTL-Hybridomen
exprimiert wurden. Die von Antikorper hergestellten V-Regionen reagieren mit einem TNP-
,Hapten“. Dadurch konnten sie zeigen, dal in diesem System T-Zellinien den chiméiren
Rezeptor exprimieren und in der Lage waren, nach dem Kontakt mit der Zielzelle IL-2 zu
produzieren und zu sezernieren. Weitere Erkenntnisse, wie die Aktivierung unabhingig vom
MHC-Weg konnten gezeigt werden. Zusitzlich konnten CTL, die den chiméren Rezeptor

exprimieren, Hapten-modifiziertes Zielgewebe eliminieren (Bitton et al. 1999;Eshhar 1997).

Um die Denkansdtze des ,,7-Body“-Konzeptes weiter zu verfolgen und eine stabile
Expression des ,,7-Body s “ fiir eine Therapie von NHL zu erhalten, wurden im Rahmen
dieser Arbeit entsprechende in vitro-Experimente durchgefiihrt. Zur Aufgabenstellung gehorte
die Verbesserung der Isolierung und Expansion geeigneter Effektorzellen wie auch die
Uberpriifung deren Aktivierungsstatus in vitro. Desweiteren sollten zwei verschiedene
Transfektionsmethoden, die retrovirale Infektion der Nukleofektion gegeniibergestellt
werden. Weitere Vergleiche zwischen primiren CTL (,,bulk®) und CTL-Klonen wurden

unternommen. Ziel war es die Klonierung, Expression und den in vitro-Nachweis der ,, 7-
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Body's” in Kombination eines Immortalisationsvektors (hTERT) zum Einsatz von
immortalisierten T-Zellen, zu untersuchen. Mit der Untersuchung zelluldrer Interaktionen
zwischen ,, T-Body*“-, hTERT- exprimierenden T-Zellen und Tumorzellinien (NHL) wurde die
Effizienz des ,, T-Body s ““ kontrolliert.

7.1  Klonierung des ,,T-Body*“-Konstruktes ( aCD22)

Der ,,7-Body“ besteht aus drei Doménen: einer Signal, einer Transmembran und einer
Extrazelluldren. Die extrazelluldre Doméne ist ein Antikdrper-abstammendes scFv das gegen
den NHL-Marker CD22 gerichtet ist. Die Intrazelluldre besteht aus der C-Kette des CD3-
Komplexes. Als dritter Teil wurde die Transmembran Domine des CD28 eingesetzt. Unter
diesen Voraussetzungen ist es dem Rezeptor moglich die T-Zellspezifitit zu verdndern und
eine MHC unabhingige Signalinduktion der T-Zelle zu aktivieren. Zur Detektion der ,, 7-
Body “-Expression dient die Koexpression des GFP. Die Klonierung des Expressionsvektors
der variablen Antikorperregion erfolgte in einen retroviralen Vektor (Dr. D. Schindler, Abt.
Immunologie, Weizmann Institut, Rehovot, Israel).

Die Wahl der variablen Antikorperregion fiel auf scFv anti-CD22 (Zewe-Welschof 1997).
Dieser erfiillt, die an den fiir dieses Projekt benétigten scFv gestellten Voraussetzungen.
CD22 als tumorassoziiertes Antigen ist in malignem Gewebe exprimiert und kann demnach
dem ,, T-Body *“ als Zielantigene dienen. Das Trennen der Transmembranregion von der scFv-
Bindungsstelle durch eine flexible Region (,,Hinge“-Region) soll dem chiméren Rezeptor
ermoglichen einen besseren Kontakt mit dem Zielzellantigen auszubilden.

Der ,, 7-Body* ist ein relativ kleines Molekiil verglichen mit dem Plasmamembran-
Glycocalyx auf Gewebe und Effektorzellen. Der chimére Rezeptor ist zwischen groferen
Proteinen eingebettet und dadurch kann der Ligand bei seiner Bindung eine sterische
Hinderung erfahren. Aufgrund dessen ist der Abstand zwischen den scFv und der
Plasmamembran ein flexibler ,,Spacer notwendig (IgG), denn dies ist moglicherweise
wesentlich fiir die produktive Interaktion zwischen dem ,,7-Body“ und dessen Zielzellen
(Bitton et al. 1999;Eshhar 1997).

Zur Aktivierung bendtigen T-Zellen zwei simultane Signale: das Antigenspezifische Signal
(TCR/CD3), das der kostimulierenden Liganden B7, das mit dem T-Zell-CD28-Rezeptor
interagiert und somit die Freisetzung des aktivierenden IL-2 Zytokins bewirkt. Eine direkte

Stimulation nur durch den TCR fiihrt zu Anergie. Dieses Problem existiert nachweislich in
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inaktiven Zellen, die den ,, 7-Body “ auf ihrer Oberflache prasentieren. Wenn Zellen jedoch in
Anwesenheit von IL-2 aktiviert werden, kann die Anergie vermieden werden. Es werden

daher die zu transfizierenden CTL voher mit OKT3 in Anwesenheit von IL-2 aktiviert.

7.2 Generierung von Verpackungszellinien mit hochgradiger Virustiterproduktion

Eine der hauptsidchlichen technischen Beschrinkungen dieses Konzeptes ist der ineffiziente
Gentransfer in T-Zellen. Wéhrend adenoassozierte Viren nicht in der Lage sind T-Zellen zu
infizieren, ist ein vielversprechendes Ergebnis bei der Verwendung von Moloney murine
leukemia Virus (MuLV)-basierenden Vektoren zu erzielen. Retrovirale Vektoren,
abstammend von murinen Retroviren, werden in dieser Arbeit als Weg fiir eine
Transkomplementation eingesetzt (Buchschacher and Wong-Staal 2000). Um diese Fahigkeit
des Virus permanent in das Chromosom einer infizierten Zelle zu integrieren, kloniert man
zundchst das gewlinschte Konstrukt in das Plasmid (pBullet-yol-sNDF-CD28-g-IRES-GFP).
Als Marker verwendet man GFP.

,,RNA encapsidation‘¢

a€n22
LTR LTR
Reverse Reverse
Transkription- Transkription-
initiation termination
att-side att-side

Abbildung 57: Schematische Darstellung des Kklonierten Konstruktes unter viraler Kontrolle.
Provirusintegration: att-side (,,attachement side*‘); LTR (,,long terminal repeats*)

Von Retroviren hergestellte Vektoren, solche, wie zum Beispiel das MLV, infizieren und
integrieren in das fremde Genom der Zielzelle. Jedoch sind diese Vektoren unfédhig sich zu
vervielfdltigen und sich in anderen Zellen auszubreiten, da dies ohne eine Ubertragung von
viralen Genen von statten geht. Die Aktivitat dieser prototypischen retroviralen Vektoren ist
streng auf die transduzierten Zellen beschriankt, die sich nochmals kurz nach der Infektion

teilen (Naldini et al. 1996).
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Abbildung 58: Verpackung von retroviralen Partikeln mit Hilfe von Verpackungszellinien. Ein
retroviraler Vektor enthilt die Gene des gewiinschten Inserts, Antibiotikaresistenzgene (AB") und ', das
Verpackungssignal fiir eine korrekte Viruspartikelformationsausbildung. Diese kdnnen stabil integrieren oder
transient exprimieren. Die Verpackungszellinien sorgen fiir die richtige Expression der Partikelformationsgene,
die der Vektor nicht enthdlt: gag (strukturelles Kernprotein), pol (Reverse Transkriptase / Integrase) und env
(Verpackung). Der von den Verpackungszellinien freigesetzte Retrovirus beinhaltet die Genprodukte und ist
weiterhin infektids. Jedoch wird, durch das Fehlen seiner retroviralen Gene, eine Virusproduktion von schon
infizierten Zellen verhindert.
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Das Design von viralen Vektorsystemen baut auf die Trennung von nicht viralen cis-
Sequenzen, die in die Infektion der Zielzellen durch den Retrovirus involviert sind, und von
trans-Sequenzen, die die viralen Proteine kodieren. Die Sicherheit und Leistungsfahigkeit
eines Vektorsystems héingt also vom Ausmall ab, in wie weit eine ideale und komplette
Abtrennung der cis- und trans-verantwortlichen Funktionen erreicht wird.

Der entscheidende Vorteil eines lentiviralen Vektors ist seine Integration in das Genom von
nicht-teilungsfahigen Zellen.

Mit diesem Hintergrund wird der retrovirale Vektor beider Konstrukte (,, 7-Body “-anti-CD22
und hTERT) in Verpackungslinien transfiziert. Verpackungslinien sind Zellinien, welche
virale Proteine exprimieren, die zur Verbreitung des Vektors notig sind. Dazu werden
ekotrope (GP+E-86) und amphotrope (PA317) Verpackungslinien verwendet (Dupraz et al.
1999). Zur Herstellung von retroviralem Uberstand zur Immortalisierung der T-Zellen dienen
Phonix (NX-¢) Verpackungszellinie. Hier erfolgt jedoch eine Transfektion mit dem
immortalisierenden hTERT-Konstrukt und im Anschluf3 daran die Isolation des retroviralen
Uberstandes, ohne Einsatz einer weiteren Verpackungszellinie (Hooijberg et al. 2000).
Einmal in der Zelle eingetroffen, kann die retrovirale Vektor-cDNA von stindig
neuintegrierenden Exemplaren iibertragen werden. Dieses RNA-Transkript wandert zum
Zytoplasma und wird dort durch das W' Signal der Virenproteine erkannt. Diese Proteine
werden durch Verpackungszellen hergestellt und sind in infektidose Viruspartikel verpackt.
Die viralen Elemente in den Transkripten befinden sich zwischen 5 ' und 3 ' LTRs ( lange
terminale Wiederholungen, , long terminal repeats®). Alle Proteine, die fiir die
Virusproduktion benétigt werden, gag (strukturelle Proteine), pol (Integrase, reverse
Transkriptase), env (Verpackung), sind im Genom der Verpackungszelle vorhanden. Die
Viruspartikel sind replikationsunféhig. Infolgedessen konnen keine weiteren Generationen
des Virus produziert werden, da die gag, env oder pol-Gene nicht miteingeschlossen sind.
Diese Partikel werden in das Kulturmedium freigegeben, welches dann, um die Zielzelle zu
infizieren, gesammelt wird. Nur im Falle der ,, T-Body *“ Produktion wird das in den Uberstand
abgegebene Retrovirus, mit dem klonierten Konstrukt abgenommen und damit die néichste
Verpackungslinie PG13, eine Gibbonaffen-Leukemia-Virus-Zellinie, infiziert. Dadurch steigt
der Virustiter exponentiell an. Dies ist ein vereinfachtes Verfahren der sogenannten ,,ping-

pong“-Technik.
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Bei der Infektion auf zelluldrem Niveau unterscheidet man verschiedene Infektionsverldufe.
Der hier verwendete Lentivirus sorgt fiir eine persistierende Infektion. Dabei handelt es sich
um eine iiber einen ldngeren Zeitraum anhaltende Infektion, bei der die infizierten Zellen
teilungsaktiv bleiben und fortlaufend neue Viren produzieren.

Werden bereits mit Viren infizierte Zellen mit einem zweiten Virus der gleichen Art infiziert,
so spricht man von Superinfektion, damit erreicht man eine Verstdrkung der Infektion.

In dieser Arbeit wird zusétzlich eine Mock-Infektion durchgefiihrt, diese Infektion von Zellen
ist eine Scheininfektion (Negativkontrolle). Es handelt sich um ein Kontrollexperiment, bei
dem Zellen nicht infiziert, aber ansonsten so behandelt und weiterverarbeitet werden, wie die
im Parallelansatz bearbeiteten, virusinfizierten Zellen (Mezzanzanica et al. 1998). Um
festzustellen, ob die Integration des Inserts des ,, 7-Body “-anti-CD22 wie auch des hTERT
stattgefunden hat, verwendet man ein inverses Fluoreszenzmikroskop oder wendet das
Verfahren der Durchflu8zytometrie an.

Die Transfektionseffizienz des retroviralen Konstruktes ,, 7-Body “-anti-CD22 in
kokultivierter Verpackungszellinie PA317/GP+E-86 konnten nach FACS-Analyse in Hohe
von 18,13% ermittelt werden. Zur Herstellung einer hohergradigen Virusproduktion war es
notwendig zweimalig zu ,,Sortieren. Dadurch konnte nach der ersten, von 66,78% positiver
Zellen und nach der zweiten Sortierung auf 88,41%, der prozentuale Anteil erhoht werden.
Dieser angereicherte retrovirale Uberstand wurde zur weiteren Infektion der dritten
Verpackungszellinie verwendet. Demzufolge konnte eine 51,17% positive PG13-,, T-Body “-
anti-CD22 Population erlangt werden. Zur weiteren Anreicherung dieser Zellen, wurde
zundchst ein Ergebnis mittels FACS-Sort von 66,64% und schlielich von 72,42% erzielt. In
beiden Féllen wirkte sich die zweite ,Resortierung® der Verpackungszellinien in der
Positivitdt vorteilig aus. Jedoch waren zuvor bei den Transfektanten PA317/GP+E-86-,, 7-
Body “-anti-CD22 signifikante Unterschiede im Prozentsatz zwischen der Transfektion und
Sortierungsereignissen zu finden. Im Gegensatz zu PG13-,, 7-Body “-anti-CD22 lieen sich
geringere Abweichungen zwischen beiden Sortierungen erkennen.

Zur Erzeugung hTERT-positiver NX-¢-Verpackungszellinien konnten nach Transfektion
44,9% detektiert werden. Nur bei dieser Zellinie war es nicht notig, nach erster Sortierung

von 80,45%, eine weitere durchzufiihren.
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7.3 Retrovirale Infektion von CTL

Die Untersuchungen mit Hilfe der Durchflulzytometrie der infizierten CTL ergaben, daf3 der
, I-Body* auf der Zelloberfliche exprimiert, wie auch der hTERT erfolgreich integriert
wurde. Diese Expression manifestierte sich als einheitliche Verschiebung der gesamten
Zellpopulation im FACS-Diagramm. Bei ,, 7-Body“-anti-CD22 CTL fand eine
Infektionseffizienz von 29,35% statt, wihrend das Ergebnis der CTL nach Behandlung mit
hTERT-retroviralen Uberstand 26,59% war. Ein weiterer verminderter Prozentsatz von 20,5%
wurde durch die Doppel-Infektion erzielt. So ist erkldrbar, daf} beide retrovirale Vektoren, bei
einer Infektion der Zielzelle, miteinander in Konkurrenz stehen.

Eine weitere Bestdtigung der erfolgten Expression des ,, 7-Body's“ auf der CTL-Oberfldche
wurde iiber die c-myc-Detektion, das ein Teil der extrazellulairen Doméne des ,, 7-Body s “ ist,
erhalten. Die Proteinfaltung, wie auch die Expression des Rezeptors konnte bestdtigt werden.
Da durch sterische Hinderungen die Bindung des anti-c-myc Antikorpers nicht im vollem
Mafe stattfinden konnte, sind die prozentualen Anteile der positiven ,, 7-Body "-anti-CD22-
(4,1%) und der ,,T-Body”-anti-CD22/hTERT-CTL (3,7%) vermindert auf der CTL-
Oberfldche detektierbar.

Die erfolgte Integration des Immortalistionskonstruktes konnte ebenfalls mittels einer zweiten
Methode, durch Nachweis der hTERT spezifischen mRNA in den Transfektanten (spezifische
PCR auf der cDNA der Zellen) eindeutig gezeigt werden.

Die mogliche klinische Anwendbarkeit solchermaflen transduzierter tumorspezifischer CTL
héngt nicht nur von der Stabilitdt der Transfektion ab, sondern auch davon, ob die infizierten
Zellen weiterhin ihre Funktion als Antitumor-Effektorzellen wahrnehmen kdnnen. Hierzu
wurde zundchst die Expression von relevanten Lymphozyten-Oberflichenmolekiilen
untersucht. Das kostimulatorische CD28 Rezeptormolekiil fordert die CD28/B7
Signaltransduktion und erlaubt dadurch die T-Zell-Proliferation und —Expansion (June et al.
1994). Die Gruppe um Rufer konnte mittels Einsatz von CTL-Klonen nachweisen, dal mehr
als 95% der Zellen, CD28 zum Zeitpunkt ihrer Seneszenz waren. Die immortalisierten
Subklone stellten somit eine Korrelation zwischen der CD28-Expression und
Immunseneszenz in den Vordergrund. Jedoch zeigten die hTERT transduzierten CTL-Klone
unabhingig von der CD28-Expression, eine gesteigerte Zellteilung (Rufer et al. 2001). Ganz
im Gegensatz zu primdren CTL, die, auch im Falle des hTERT-Konstruktes, eine
Verdnderung des Phédnotypus aufzeigten. Die verringerte CD28-Expression hatte zur Folge,
daf} die Stimulation und schlieBlich die Proliferation der Zellen beintrichtigt wurde. Es war

sogar zu beobachten, dal hTERT-transfizierte CTL eine rapide Reduktion ihrer
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Lebensspanne aufwiesen. ,, 7-Body“ positive CTL hingegen eine Steigerung ihrer
Proliferation und Vitaltdt erfuhren. Auffallend ist u.a. eine signifikante Herabsetzung der
Expression des MHCI-Komplexes durch die hTERT-Transduktion. Dies spiegelt sich in der
Zytotxizitdt der hTERT-CTL wieder. Weiter untersuchte Oberflaichenmolekiile CD3, CDS8
oder CD56 zeigten keine, durch die Vorginge der Transfektion, verédnderte Expressionsdichte
auf den Zellen.

Das zytotoxische Potential der Zellen, die in vitro solche chimirischen Gene exprimieren, ist
gezeigt worden. CTL sind die in der Literatur am besten charakterisierten Effektorzellen, die
in einer Immunantwort gegen Tumoren involviert sind. Eine direkte Eliminierung von
Tumorzellen durch T-Zellen, die mit dem ,, 7-Body“ ausgestattet sind, konnte in der
Bestimmung der Zytotoxizitdt gemessen werden. Es wurde demonstriert, dal der, auf T-
Zellen exprimierte ,, 7-Body “-anti-CD22 eine starke zytotoxische Aktivitdt gegeniiber Raji-
Zellen aufweist. Die spezifische Lyse nahm von den Verhéltnissen (Effektor-/Tumorzelle)
25:1 (9%), 1:1 (19%) tiber 10:1 (21%) zu. Aus diesem Grund kann festgehalten werden, dass
der ,, T-Body“, trotz der Verwendung einer ,,ungesorteten* T-Zellpopulation (29,35%) eine
effektive spezifische Lyse aufweist. Um eine unspezifische Lyse ausschlieBen zu konnen,
kann in Zukunft eine Kontrolle durchgefiihrt werden, die eine unspezifische scFv-Fusion
darstellt, wobei die Menge der exprimierten Fusionsproteine dieser entsprechen miifite. Im
Vergleich zu immortalisierten CTL ist aufgrund der zuvor schon erwéhnten Verdnderung des
Phénotypes auch ein Unvermogen der zytotoxischen Funktionalitit zu erkennen. Sind jedoch
diese Zellen zusétzlich positiv fiir den ,, 7-Body “-anti-CD22 so wird die Zytotoxizitit wieder
erhoht.

Somit 148t sich zusammenfassen, daf3 der Einsatz von ,, 7-Body s “ gegen den NHL-Marker
CD22 zu einer Tumorelimierung fiihrt.

Die Aktivitdt der transfizierten CTL wurde iiber einen INF-y-spezifischen ELISPOT-Test
bestimmt. Bei einer Kokultivierung mit allogenen PBL ist eine erh6hte INF-y—Ausschiittung
bei den Doppeltransfektanten ,, 7-Body ’-anti-CD22/hTERT, gefolgt von den hTERT-
positiven CTL und schlieBlich mit der niedersten INF-y —Sekretion die CTL mit exprimierten
,, T-Body ’-anti-CD22, zu finden. Zu beachten jedoch ist, da3 die Zytokinproduktion der CTL
ohne PBL sich umgekehrt zu der obrig beschriebenen Reihenfolge verhélt. In diesem Fall ist
die INF-y-Produktion der CTL, welche mit dem ,, 7-Body "-anti-CD22 ausgestattet ist, am
hochsten. Bei der Doppeltransfektante ist eine Reduktion der INF-y-Sekretion zu erkennen,

die unter dem Wert der unbehandelten CTL liegt. Es konnte beobachtet werden, daf3 die
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Zytotoxizitidt wie auch der Aktivierungsstatus der hier eingesetzten Zellen nicht in Relation

miteinander stehen.

7.4 Transiente Transformation von CTL mittels Nukleofektion

Der Einsatz retroviraler Vektoren zur Gentherapie im Patienten ist in den letzten Jahren in
Kritik geraten. Trotz aller Fortschritte wurde der gentherapeutische Denkansatz des adoptiven
Transfers eingeschrankt. Die klinische Anwendung einer Gentherapie fiihrte, durch Gabe
eines adenoviralen Vektors, zu einem organischem Versagen mit tddlichem Ausgang
(Marshall 1999).

Mit diesem Hintergrund wurde zur medizinischen Vorbereitung des Einsatzes retroviraler
Vektoren in der Gentherapie, die Methode der Nukleofektion als Ausweichsmdglichkeit
untersucht.

Diese Untersuchungen haben ergeben, daBl die Verwendung der Nukleofektion ein
ineffizienter Gentransfer in T-Zellen ist. Trotz des Vorteils, sich von dem Prinzip der
retroviralen Infektion distanzieren zu konnen, konnten in den parallel durchgefiihrten
Experimenten der retroviralen Infektion von CTL keine verbesserten Ergebnisse durch
Nukleofektion erzielt werden. Die Integration des Inserts und die Expression des ,, 7-Body ““-
anti-CD22 wie auch des hTERT ergaben nach dem FACS-Scan daB3 hier auch der ,, T-Body “
(16,6%) erfolgreich auf der Zelloberflache exprimiert wurde und die hTERT-Transformation
(16,04%) erfolgreich war. Jedoch ist diese Methode, abgesehen von der zeitlichen Reduktion
threr Stabilitit wie auch Effizenz, mit einer drastisch hohen Anzahl an toten Zellen in
Verbindung zu bringen. Aufgrund dessen ist die Durchfiihrung von Experimenten begrenzt.
Dies begriindet sich in der geringen Zellzahl, die bei der Nukleofektion einzusetzenden CTL
und anschlieBend in der drastischen Herrabsetzung der Uberlebensrate. Es konnte aber eine
Expression der beiden Konstrukte mittels, der zuvor durchgefiihrten Methoden, wie der anti-
c-myc-Detektion per FACS-Analyse und der hTERT-spezifischen PCR, bestitigt werden. Es
wurde bei der ersten Methode, im Vergleich zur GFP-FACS-Messung, hdhere prozentuale
Anteile gefunden (,, 7-Body “-anti-CD22: 30,77%; ,, T-Body ’-anti-CD22/hTERT: 12,04%).
Dies ist vermutlich darin begriindet, da3, durch die erhohte Anzahl an absterbenden Zellen

und Zelltriimmern, eine Bindung des Antikorpers nicht mehr sterisch behindert wird.
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Das zytotoxische Potential der Zellen, die in vitro die transformierten Gene exprimieren, ist
u.a. gezeigt worden. Die ,, T-Body “-anti-CD22 positiven CTL, wiesen bei einem Verhéltnis
von 1:1 eine spezifische Zytotoxizitit von 3,28% und bei 25:1 eine Lyse von 14,75% auf.

Im ELISPOT-Experiment konnte die hochste INF-y—Ausschiittung bei der Transfektante ,, 7-
Body”-anti-CD22/hTERT / PBL festgestellt werden. Im Falle der hTERT-positiven CTL und
,, T-Body ’-anti-CD22 CTL, mit PBL inkubiert, wurde keine Produktion erkannt. Jedoch ist
die Zytokinproduktion der CTL ohne PBL-Inkubation, welche mit dem ,, 7-Body "-anti-CD22
ausgestattet sind, am geringsten. Dies trifft auch bei den hTERT-positiven CTL zu. Bei der
Doppeltransfektante ist eine Zunahme des der INF-y —S[I][elJ 1001 erkennen. Jedoch
ist hierbei ebenfalls zu erwdhnen, dall durch die hohe Anzahl an toten Zellen, wie auch durch

die transiente Transformation, das ELISPOT-Ergebnis beintrachtigt werden konnte.

7.5  Retrovirale Infektion von CTL-Klonen

Die begrenzte Lebensspanne von humanen CTL (,,bulk®) behindert aus Griinden nicht
ausreichend vorhandener Zellen eine adoptive Transfertherapie. Der FEinsatz des
Immortalisationskonstruktes wird parallel zu diesen auf seine Wirksamkeit und Funktionalitét
in Antigenspezifischen CTL-Klonen untersucht. Die mdgliche klinische Anwendbarkeit, so
transduzierter Antigenspezifischer CTL-Klone, hingt nicht nur von der Stabilitit der
Transfektion ab, sondern auch davon, ob die infizierten Zellen weiterhin ihre Funktion als
Antitumor-Effektorzellen wahrnehmen konnen. Der Effekt der hTERT-Transfektion auf die
Vitalitdt von humanen CTL wurde schon von drei unabhingigen Autoren beschrieben. Von
Migliaccio und Kollegen konnte demonstriert werden, dafl eine ectopische Expression des
hTERT nicht ausreichend war, um CTL (,,bulk®)-Kulturen zu immortalisieren (Migliaccio et
al. 2000). Hooijberg und Mitarbeiter, wie auch Rufer mit ihrer Gruppe, konnten eine erhdhte
Lebensspanne, in Bezug auf CTL-Klone, zeigen (Hooijberg et al. 2000;Rufer et al. 2001).

Bei dem Protokoll, zur erfolgreichen retroviralen Transduktion der humanen CTL-Klone
erwies es sich als notwendig, den transfizierten Zellen optimale Kultivierungsbedingungen zu
bieten. Hierzu zeigte sich eine permanente Gabe von geringen Mengen IL-2 (10 U/ml) als
notwendig. Ebenfalls muflten die infizierten Zellen, genau wie der parentale Klon, alle sieben
Tage mit peptidbeladenen sublethal bestrahlte autologen B-Zellen, welche als Ammenzellen

fungieren, restimuliert werden.
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Die erfolgte Transduktion konnte, sowohl durch Nachweis der hTERT-mRNA in den
Transfektanten (spezifische PCR auf der cDNA der Zellen), als auch durch
durchfluzytometrische Bestimmung des ,, 7-Body’'s“ (3,98%) auf der Zelloberfliche und
dem ,,7-Body's“ mit integrierten hTERT-DNA (3,66%), mit einer Senkung der erfolgten
Expressionsrate  von 10%  gezeigt werden. Jedoch konnte eine gesteigerte
Transfektionseffizienz der hTERT-positiven Klone (23,49%) bestdtigt werden und der Effekt
der Immortalisierung von CTL-Klonen ist eingetreten. Die zusitzliche Bestitigung der
Transduktion des retroviralen ,, 7-Body “-anti-CD22-Konstruktes durch den anti-c-myc
Antikorper, konnte nur im Falle der einfach infizierten ,, 7-Body “-anti-CD22-CTL-Klone
(2,29%) erhalten werden. Aufgrund eines vermutlich verdnderten Oberflichenstatus dieser
Klone, im Vergleich zu CTL (,,bulk®), ist eine geringe Differenz von der GFP- und der c-myc-
Detektion-FACS-Analyse, ersichtlich.

Das in dieser Arbeit angewandte hTERT-System konnte durch Immortalisierung und
Proliferation der CTL-Klone experimentell bestimmt werden, jedoch nicht von priméren
CTL. Demnach entsprechen diese Ergebnisse den Erkenntnissen, der zuvor schon erwihnten
Arbeiten (Hooijberg et al. 2000;June et al. 1994;Rufer et al. 2001).

Aufgrund dieser Bestitigung des hTERT-Konzeptes, spezifisch fiir CTL-Klone, kann das
MiteinflieBen von Immortalisationsfaktoren eine mogliche Erkldrung flir die Werte des
erhaltenen JAM-Testes sein. Diese Faktoren sind, die erhohte Vitalitit und der damit
verbundenen Proliferation (6.8.7.), wie auch der gesteigerten Transfektionseffizienz der
hTERT-DNA in CTL-Klone (6.8.3.). Das bedeutet, da3 fiir dieses erhaltene umgekehrte
Verhéltnis der spezifischen Lyse, der hTERT in der Lage ist eine unspezifische Aktivierung
der CTL-Klone auszuldsen. Aus diesem Grunde konnte eine Zytotoxizitéitsrate, welche
zwischen den Transfektanten ,,7-Body “-anti-CD22 und ,,7-Body “anti-CD22/hTERT liegt,
erhalten werden.

Bei CTL-,bulk“-Kulturen kann der ,,7-Body“-anti-CD22 durch seine Vitalitit und
Proliferation zu eine Stabilisierung der Zelle fithren (siehe Abb.: 33). Dies ist wogmdglich bei
Einsatz des ,,7-Body “-anti-CD22 bei CTL-Klonen ebenfalls zu erwarten. Somit konnte trotz
der sehr geringen Infektionseffizienz (6.8.3.) noch eine spezifische Lyse demonstriert werden.
Es liegt der Verdacht nahe, daf3 sich das zuvor eingesetzte Zellzahlverhdltnis nur zugunsten
der hTERT Transfektante nach oben verschoben hat. Durch die Kombination der
Eigenschaften des ,,7-Body “-anti-CD22 und des hTERT bei der Doppeltransfektante, trotz
der nicht allzu erhohten Transfektionsrate, wurden Werte der spezifischen Lyse bis zu 100%

erreicht.
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Der JAM-Test ist sehr sensitiv und somit nur bei Einsatz der CTL-Klon bedingt
interpretierbar. Da dieser die Plateauphase der maximalen Lyse erreicht hat, konnen diese
Ergebnisse mogliche irreale Werte darstellen (Cochlovius, personliche Mitteilung). Diese
Ergebnisse sind vermutlich auf MefBartefakte zurtickzufiihren.

Es wurde bei den, nur zu 3,98% positiv transfizierten ,, 7-Body "-anti-CD22 CTL-Klonen, eine
geringe Zytotoxizitdt erkannt. Dies wurde widererwartend bei der Bestimmung des
zytotoxischen Potentials von infizierten CTL ,,bulk® und im Vergleich des Gesamtbildes der
anderen Transfektanten (CTL-Klone) bestitigt. Denn bei einem Verhéltnis von 25:1 wurde
eine spezifische Lyse von 52% und bei einer Relation von 10:1 von 1% festgestellt. Eine
gering erhohte spezifische Zytotoxizitdt wurde hingegen bei hTERT-positiven CTL-Klonen
(23,49%) erhalten. Hier wurde bei einem prozentualen Verhéltnis von 25:1 der Effektorzellen
zu Zielzellen eine Lyse von 39% und bei 10:1 eine Zytotoxizitit in Hohe von 57,6% erzielt.
Wihrend, wie im Falle bei einem Verhiltnis von 1:1 der beiden Transfektanten ,, 7-Body -
anti-CD22 und hTERT CTL-Klone, keine spezifische Lyse zu erfassen war. Die zytotoxische
Bestimmung der Doppeltransfektante ist mit den vorherigen Ergebnissen nicht in
Zusammenhang zu bringen, da bei dieser Doppeltransfektante bei einem Verhiltnis von 1:1,
63% und bei 10:1 und 25:1 eine 100%-ige spezifische Lyse zu beobachten war.

Auch der Aktivierungsstatus (INF-y —Sekretion) ist um ca. 10-15% vermindert und kdnnte auf

die geringe Transfektionseffizienz der CTL-Klone beruhen.

Ein erfolgreiches praklinisches Tiermodell der zelluliren adoptiven Therapie eines ,,7-
Body's“ wurde von der Gruppe um Eshhar durchgefiihrt (Pinthus et al. 2003). In dieser Studie
konnte eine Antitumor-spezifische Potenz von transfizierten humanen Lymphozyten, welche
auf der Expression eines gegen Prostata-Tumor gerichteten chimdren Rezeptors beruht,
getestet werden. Es wurde eine erhohte therapeutische Effizienz dieser anti-erB2-positiven
Lymphozyten, in Kombination einer systemischen Gabe von IL-2, in der Verzdgerung des
Tumorwachstums, der Prostata-spezifischen Antigensekretion und eine vollstindige
Tumoreliminierung in SCID-Méusen gezeigt.

Im Zusammenhang zu dieser Studie und des Einsatzes des ,, T-Body "-anti-CD22-Konzeptes
ist zu bemerken, dal3 in dieser Arbeit eine hohe Zellzahl, um Tierversuche durchzufiihren,
zwingend erforderlich ist. Desweiteren war es nicht mdglich, im ausreichenden Maf3e
autologe CTL-Spender zu gewinnen, da die Statuten zur Nutzung einer Leukapherese

begrenzt sind. Aus diesem Grund wurden transfizierte CTL-Klone zur Therapie ausgewihlt.
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Es konnte aber kein signifikanter Therapieerfolg mit diesen gering exprimierenden Zellen

erzielt werden.
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7.6  Ausblick

Trotz aller Fortschritte befindet sich die zelluldre adoptive Immuntherapie immer noch in den
Anfiangen. Zu dieser Therapie von tumorspezifischen CTL sind Zellzahlen von letztendlich
10°-10'° einzusetzen. Hierbei miissen Losungsansitze zur Problematik der Expansion von ,, 7-
Body “-exprimierenden autologen T-Zellen, welche mittels des Immortalisations-konstruktes
nicht verwirklicht werden konnten, gefunden werden. Dabei sollte beachtet werden, daf3 keine
Verdnderungen der Antigenspezifitdit und Effektorfunktion miteinhergehen. Die, in der
vorliegenden Arbeit gezeigten Nachweise des ,, 7-Body s “ auf CTL-Klonen wurden aufgrund
der zu geringen Expressionsrate keine Therapieerfolge erzielt. Jedoch auch die Applikation
von definierten Antigenspezifischen CTL-Klonen ist begrenzt, durch eine relativ geringe
Erfolgsrate an der Isolation von ausreichend spezifischen CTL des individuellen Patienten.
Eine Perspektive ist in den Arbeiten der New Yorker Gruppe um Sadelain und Mitarbeitern
zu finden. Sie demonstrierten eine Expansion von CTL, die gegen CD19 gerichtet waren, in
Anwesenheit von CD80 und IL-15. Diese in vitro und in vivo Ergebnisse unterstiitzen die

klinische Durchfiihrbarkeit (Brentjens et al. 2003).

Aufgrund der in vitro Erprobungen des ,, 7-Body s ““ ist eine Kombination mit weiteren scFv,
in dieser hier beschriebenen Arbeit, vorstellbar. Die Verwendung eines CD5- oder CEA
(karzinoembryogenes Antigen) scFv konnte als ein interessanter Ansatzpunkt fiir
Therapiemodelle bei chronisch-lymphatischer Leukédmie bzw. bei Kolonkarzinom in
Erwigung gezogen werden. Weitere attraktiv erscheinende Moglichkeiten konnten in der
Kombinationstherapie liegen. Hierbei konnte die gleichzeitige Applikation von z.B. des ,, 7-
Body s “ und von CD22, gekoppelt mit Immuntoxin, experimentell iiberpriift werden. Weitere
Beispiele konnten den Einsatz des ,, 7-Body s “ in Verbindung mit bispezifischen Antikérpern

einschlieBen.
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Anhang

IX Anhang

#476 pBullet-aCD22-CD28-g-IRES-GFF

Cut #315 RSV-aCD22-lg-gammma  with Mcol- BstEll and clone into #412
pBullet-yol-sNDF-CD28-9-IRES-GFP cut with BstEll- Sfil ( 2.8 kb) and
Sfil-MNcol (4.5 kb). Check with Xbal-BstEll or Pstl {fragments ara
1456,770,559,176).

pRSV-scFv-anti-CD22-Ig-gamma

TACGTACCATGGATTTTCAGGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAATCAGTGCCTCAGTCA
651 -—————-——- to——————— to——————— to——————— Fom———— to——————— + 710
MDFQVQIFSFLLIGSASVI-
[ <+++++++++++++++++++++ leader +++++++++++++++++++++

TAATGTCTAGAGGTCAGGTGCAGCTGCAGCAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAG

711 ———— - S S S T — S + 770
MSRGOVQLQQSGGGLVEKPGG -
Ftt bttt [ <mmmmmmmmmm e Heavy-—--—--——--————————————-

771 —==—————- to——————— to——————— to——————— Fom———— tm——————— + 830

831 -———————- to——————— to——————— to——————— Fom———— to——————— + 890

891 -—————--—- to——————— to——————— to——————— Fom———— to——————— + 950

951 -—————-—- to——————— to——————— to——————— Fom———— to——————— + 1010

1011 ————————- S . — . — . — S + 1070

1071 -—=——————- to——————— to——————— to——————— Fom———— to——————— + 1130

TTPKLEEGEVFSEARVDITLTLT -
Kkkkkkkkkkkkxkkkk T inker FrKrk Kk kkkkkxk Xk Xk kK Kk kD> | ANAAAAAAAAANA
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Anhang

CCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAAGCCTCCATCTCTTGCAGAT
1131 ————=-——- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
QTPLSLPVSLGDOQASTISCRS -

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA nght AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAN

CCAGTCAGAACATTGTACATAGTAATGGAGACACCTATTTAGAGTGGTACCTGCAGAAAC
1191 —-————--—- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
SQNIVHSNGDTYLEWYTLOQEXKTP -

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA nght AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAN

CAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTACAAAGTTTCCAACCGATTTTCTGGGGTCCCAG
1251 —-————--—- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
GQSPKLLIYKVSNREFSGYVPD -
AANNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN T i ght ANAAANAAAANNNNANNNNNNNNNNNNA
ACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCGGAGTGGAGG
1311 —————-——- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
RFSGSGSGTITDFTLEKISGVER- A -

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA nght AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAN

CTGAGGATCTGGGAGTTTATTACTGCTTTCAAGGTTCACATTTTCCGTGGACGTTCGGTG
1371 —————-——- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
EDLGVYYCFQGSHFPWTTFGG -

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA nght AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAN

GCGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCTGATGCTGCGGCCGCTGGATCCGAACAAAAGC
1431 —————--—- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
GTKLEIKRADAAAAGS SEOQE KTL -

ANANAANANAANAANAANANAANAANNAANAANAANAANAANAANAANAANAANAANAANAANAAN
| | <### Myc

TGATCTCAGAAGAAGACCTAGGGGTCACCGTCTCTTCAGCGGAGCCCAAATCTTGTGACA

1491 ——-—-—————- Fomm—————— Fomm—————— Fomm—————— T T
I SEEDLGVTVSS SAEPIKSCDZK -
## Myc ##H###H#E> | [1!1 1V Human IgGl!!

1551 ————————- fomm fomm fomm Fomm—————— Fomm——————
THTCPPCPDPQLCYILDATITL -
prrirtll Human IgGl !l |@RREEE Human Fce gamma@E@EREEQE

TGTTTCTGTATGGAATTGTCCTCACCCTCCTCTACTGTCGACTGAAGATCCAAGTGCGAA

1611 —————-——- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
FLYGIVLTLLYCRLEKTIQVREK -

@REQEQREQREQEQEQQEQQEEQEEREERQRE@ Human Fce gamma (QQEQERREREEREEEQEEQREQEEQQEE

AGGCAGCTATAACCAGCTATGAGAAATCAGATGGTGTTTACACGGGCCTGAGCACCAGGA
1671 ————————- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -

AAITSYEKSDGVYTGLSTRN -

@REQEQREQREQEQEQQEQQEEQEQREERQRE Human Fce gamma (QQQEQERREREREREQAEQEEQREQEEQEQ

ACCAGGAGACTTACGAGACTCTGAAGCATGAGAAACCACCACAGTAGCTTTAGACTCGAG
1731 ————————- fomm - pomm - pomm - pomm - pomm -
QETYETLEKHEEKPPQ*
@@QREQRQREQRQREQRQEE@ Human Fce gamma @QREEEREEEEEQREEE
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