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I.Einleitung

|. Einleitung

[.1.  Krebsimmuntherapie

1.1.1. Geschichte, Chancen und Hiirden

Auch wenn ihm der immunologische Hintergrund und die exakte Wirkungsweise
seiner Therapie weitgehend verborgen blieb, geht die erste systematische Re-
krutierung des Immunsystems in der Behandlung von Malignomen auf William
B. COLEY zuriick™. Als Chirurg am Memorial Hospital in New York City be-
gann er, schon vor uber einhundert Jahren, nach Observation eines Falles in
seiner Klinik und ermutigt durch weitere Beschreibungen in den hauseigenen
Akten und der anglophonen Literatur, Patienten eine Inokulation mit den Erysi-
pelerregern Streptokokkus pyogenes und Serratia marcescens bzw. spater mit
deren Toxinen anzubieten. Es war aufgefallen, dass einige Krebspatienten, vor
allem solche die unter Sarkomen litten, im unmittelbaren Zusammenhang mit ei-
ner Erysipelinfektion eine Reduktion der Tumorlast, teilweise sogar komplette
Remissionen erfuhren. Schon einige Jahre zuvor wurde im deutschen Sprach-
raum die selbe Entdeckung gemacht®® und Friedrich FEHLEISEN bereitete mit
seinen Beschreibungen der Erysipelkokken als Verursacher der damals, in der
praantibiotischen Ara, noch fatalen Infektionskrankheit den Weg’. Die Instru-
mentierung dieser potentiell letalen Keime und derer Toxine sollte explizit nur
fur chirurgisch und medizinisch hoffnungslose, austherapierte Krebspatienten
zum Einsatz kommen. Trotzdem waren die Erfolge beachtlich und das optimier-
te ,COLEY-Toxin“ und die ,Fiebertherapie“ wurden in den USA, trotz ausge-
pragter Hostilitat durch COLEYs neuen Vorgesetzten James EWING, bis zur
gesetzlichen Restriktion durch die FDA nach der Contergantragédie und auch
der Etablierung der Chemo- und Strahlentherapie, zumindest fur einige Jahre
ein wichtiger Bestandteil der systemischen onkologischen Behandlungsmoglich-
keiten. COLEYs Erklarungsversuche zur Wirkungsweise stltzten sich jedoch
nicht auf die unspezifische Stimulation des Immunsystems, sondern hauptsach-

lich auf eine infektiologische Atiologie von Krebs und schlussfolgernd auf eine



I.Einleitung

kompetitive Hemmung jener ,residenten Flora“ durch die exogen zugeflhrten
Keime oder eine direkte Schadigung derselben durch die Toxine.

Paul EHRLICH war es, der als erster eine Interaktion zwischen Immunsystem
und Krebs beschrieb®®. Er ging von einer Fahigkeit des Immunsystems aus, di-
rekt maligne Zellen erkennen und beseitigen zu konnen. Seine Ausfuhrungen
mundeten einige Jahre spater in erweiterter Form in eine Theorie der ,Immuno-
surveillance”: Lewis THOMAS postulierte’ und Frank M. BURNET arbeitete
aus,”'? dass im Saugerorganismus standig entartete Zellen entstiinden, die in
den allermeisten Fallen jedoch immunologisch attackiert und eliminiert wirden
und nur bei Versagen dieses Kontrollmechanismus in klinisch apparente Malig-
nome auswachsen konnten. Diese herausragende Bedeutung des Immunsys-
tems als Kontrollfaktor bei der Krebsentstehung wurde jedoch immer wieder in
Frage gestellt'®* und mit den sich lber die Jahre evolvierenden Methoden in der
Immunologie weiteren Uberpriifungen unterzogen. Gegen Ende der 1970er
Jahre schien sie sogar, vor allem durch die Experimente von Osias STUTMAN
an Nacktmausen, die keinen Thymus entwickeln konnen, zunachst grundsatz-
lich widerlegt'. Spater ermutigten neue Kenntnisse Uber die trotzdem rudimen-
tar vorhandene T-Zellpopulation der Nacktmause und Uber die Existenz der NK-
Zellen zu weiteren Experimenten. Zwischenzeitlich war auch mit der Entde-
ckung der protektiven Rolle des Zytokins Interferon gamma (IFNy) und der des
Perforins als Effektormechanismus von Lymphozyten in Mausmodellen das In-
teresse an der Immunosurveillancetheorie wieder entfacht worden. Mit Hilfe von
RAG-2 knock-out Mausen, die ohne dieses recombinase activating gene nicht
zum Rearrangement von Antigenrezeptorgenen fahig und somit tatsachlich
komplett T-Zell-, B-Zell- und auch NKT-Zell-defizient sind, war es mdglich, defi-
nitiv die Schutzfunktion des Immunsystems bei Krebsentstehung und -kontrolle
darzulegen und die Bedeutung von Lymphozyten und Interferonen in diesem
Prozess zu unterstreichen™.

Die umfangreichen experimentellen Daten aus Mausexperimenten in Zusam-
menschau mit den klinischen Beobachtungen am Menschen — wie erhdhte Tu-
morinzidenzen bei immundefizienten Patienten, beispielsweise im Rahmen ei-

ner Immunsuppression nach Transplantation; spontane klar definierte Immun-
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antworten in Krebspatienten und auch die Bedeutung der Zahl der tumorinfiltrie-
renden Lymphozyten fur die Prognose der Erkrankung — veranlassten zu einer
endgultigen Bestatigung und zusatzlichen Verfeinerung der Surveillancetheorie
in ein sogenanntes ,Immunoediting“’®'®. DUNN et al. beschreiben hierbei den
Einfluss des Immunsystems auf Krebsentstehung nicht mehr als on-off Phano-
men, sondern dreiphasig mit elimination, equilibrium und escape. Diese drei
Phasen werden nicht nur der potentiellen Schutz- und Kontrollfunktion des Im-
munsystems gerecht, die klinisch noch inapparente Entartungen beseitigt oder
kontrolliert, sondern beschreiben und erklaren anhand des Selektionsdruckes
der in diesem Vorgang gleichzeitig auf die Krebszellpopulation ausgetbt wird
auch besser das sukzessive Auftreten verminderter Immunogenitat bzw. von To-
leranz maligner Zellen, sowie die Entstehung von Immuninhibition durch den
Tumor selbst. Dieser Vorgang ist als extrinsischer onkogenetischer Faktor er-
ganzend zu den intrinsischen Vorgangen in der Krebszelle zu verstehen. Jeden-
falls zwingt diese Interaktion die entartete Zelle gewissermallen dazu - ver-
gleichbar mit dem Vorgang der Resistenzentwicklung bei Infektionserregern ge-
genuber Antiinfektiva - bestimmte Evasionsmechanismen zu entwickeln. Das
Arsenal an schon entdeckten Defensivstrategien ist umfangreich und komplex.
Die verschiedenen Mechanismen und beteiligte Strukturen sollen hier nur kurz
erwahnt, jedoch nicht erschépfend erklart und abgehandelt werden. Wo im Rah-
men dieser Arbeit detailliertere Behandlungen folgen sind Kapitelreferenzen
vermerkt.

Zuerst ist der oben schon genannte Immunogenitatsverlust der Krebszelle infol-
ge beispielsweise einer Herunterregulation der membranstandigen Histokompa-
tibilitatskomplexe (major histocompatibility complex [MHC]; siehe 1.4.1.), der An-
tigenprozessierungsmaschinerie in Zytosol und endoplasmatischem Retikulum
(siehe ebenfalls 1.4.1.) oder auch infolge einer verminderten Expression eines
Tumorantigens (siehe 1.3.2.) selbst zu erwahnen. Zudem kann ein Fehlen von
kostimulatorischen Molekulen (siehe 1.4.4.) zu T-Zell-Anergie, d.h. zu einer spe-
zifischen Toleranz fuhren. Auch lokale und systemische Suppression der Im-
munantwort wird erlernt. Neben der Bereitstellung von, die gewlnschte Immun-

reaktion hemmenden, Zytokinen (IL-4, IL-10, transforming growth factor-3 [TGF-

11
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B]) und Enzymen (Indoleamindioxygenase [IDO], Arginase-1, Nitritoxidsynthase-
2 [NOS-2]) kénnen verschiedene Effektorzellen auch direkt Gber Rezeptorinter-
aktion gehemmt (Expression von: programmed death ligand-1 [PD-L1], soluble
MHC class | chain-related protein A [sMICA], FasLigand und tumor-necro-
sis-factor-related apoptosis-inducing ligand [TRAIL]) oder deren Angriffspunkte
moduliert werden (Herunterregulation von MHC und Todesrezeptoren wie
CD95/Fas, TRAIL-Rezeptor und Etablierung von intrazellularen Anti-Apoptose-
mechanismen wie inhibitor of apoptosis proteins [IAPs]). Vor allem auch die
Rekrutierung von regulatorischen T-Zell-Populationen spielt eine entscheidende
inhibitorische Rolle.'®?*!

Diese Immunevasion ist heute weithin als siebte Saule der Onkogenese eta-
bliert und akzeptiert - neben den grossen ,six hallmarks“ (1) Unabhangigkeit
von Wachstumssignalen, (2) Ignoranz von Wachstumsinhibitionssignalen, (3)
Umgehen von Zelltod, (4) grenzenlose Replikation, (5) Erhaltung der Angioge-

nese und (6) Metastasierungspotenzial.'®?"%

Vor geschildertem Hintergrund ist es nun durchaus erstrebenswert dieses natur-
liche und vor allem auch spezifische, nebenwirkungsarme Potenzial des Im-
munsystems als weiteres erganzendes Standbein neben Chemotherapie, Chir-
urgie und Bestrahlung in der onkologischen Therapie zu nutzen und zu etablie-
ren. So ist es im Rahmen vieler Studien Ziel selektiv Krebsantigene anzusteu-
ern, neu eine Immunantwort in Krebspatienten zu induzieren bzw. eine schon
vorhandene zu starken, zu modulieren und/oder escape-Mechanismen des Ma-
lignoms zu schwachen, ja zu unterbinden. Auch passive Immunisierungen kon-
nen zur Verfugung gestellt werden. Systemische Wirksamkeit und immunologi-
sches Gedachtnis sind attraktive Charakteristika im Kampf gegen Metastasie-

rung und Rezidiv.

1.1.2. Spektrum der Immuntherapie

Mit wachsender Evidenz der Relevanz des Immunsystems fur die Entstehung
und Kontrolle von Krebs und der parallel fortschreitenden Entwicklung immuno-

logischer Methoden verbreitert sich auch das Spektrum immuntherapeutischer
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Moglichkeiten. Es handelt sich um ein besonders in den letzten drei Jahrzehn-
ten sehr dynamisches, wachsendes Feld mit vielen Herausforderungen. So sol-
len hier nur in Kirze, fur einen groben Uberblick, die finf wichtigsten ,Spektral-
farben® mit einigen Beispielen und Referenzen erwahnt werden. Es handelt sich
um Antikorper, T-Zell-lmmunitat, hamatopoetische Stammzelltransplantation,

NK-Zellen und Immunmodulation:

Antikbrper

Die Antikorper sind klinisch schon sehr umfangreich etabliert und finden nicht
nur in der Onkologie ein breites Anwendungsgebiet. Der Begriff selbst geht auf
Paul EHRLICH zurick, der die Fahigkeit der spezifischen Erkennung einer Ziel-
struktur als ,Schllssel-Schloss-Prinzip“ bezeichnete®. Mit der Entwicklung der
Hybridomtechnologie durch KOHLER und MILSTEINZ, bei der Plasmazellen
(terminal differenzierte Effektor-B-Zellen) aus der Milz einer immunisierten Maus
mit einer Myelomzelllinie fusioniert werden und dann als Hybridom - in der Ver-
einigung von Immunglobulinproduktion (Plasmazelle) und Immortalitat (Myelom-
zelle) - kontinuierlich monoklonale Antikorper sezernieren, war erstmals der
Weg geebnet flr einen gezielten spezifischen humoralen ,Zauberkugel-Ein-
satz. Gentechnische Veranderungen ermdéglichen die Herstellung von chimaren,
partiell oder auch komplett humanisierten Antikorpern, die eine deutlich verrin-
gerte Angriffsflache fur Unvertraglichkeitsreaktionen bieten.

Die naturlichen Funktionen eines Antikorpers sind divers und abhangig von der
Subklasse. Dazu gehoéren (1) Neutralisierung eines Pathogens oder Toxins, (2)
Opsonisierung, d.h. Phagozytosevermittlung, (3) Zelltod durch Komplementakti-
vierung (CDC: complement-dependent cytotoxicity), (4) antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity (ADCC), d.h. Vermittlung von zellularer Zytotoxizitat
vor allem durch NK-Zellen,?* aber auch (5) direkte Apoptoseinduktion und (6)
Blockade von Signaltransduktionswegen. All diese Mechanismen spielen in der
Onkologie eine Rolle. So neutralisiert beispielsweise Bevacizumab den angio-
genetischen und immunsuppressiven Wachstumsfaktor vascular endothelial
growth factor [VEGF] und so markieren reprasentativ Trastuzumab und Rituxi-

mab die Oberflachenmarker HER2/neu (human epidermal growth factor recep-
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tor 2/neu) bzw. CD20, die verschiedenen zytotoxischen Mechanismen haupt-
sachlich an (eine Untergruppe von) Brustkrebszellen bzw. B-Zell-Lyphome ver-
mittelnd.

Zusatzlich kénnen Konjugate mit Chemotherapeutika, Radioisotopen oder Toxi-
nen hergestellt werden, die deren todliche Wirkung an klar definierte Zielstruktu-
ren transportieren sollen. Aulderdem vermdgen bispezifische Konstrukte Effek-
torzellen wie T-Lymphozyten oder NK-Zellen und Zielzellen zusammen zu fuh-
ren. Auch funktionell kann inhibierend oder stimulierend in Regulationsmecha-
nismen eingegriffen werden. Hier sollen stellvertretend Cetuximab, Inhibitor der
Wachstumsfaktor-Rezeptortyrosinkinase epidermal growth factor receptor
[EGFR] (auch Trastuzumab hat zusatzlich eine analoge Funktion), und Ipilimu-
mab, ein erst kirzlich in den USA zugelassener immunmodulierender Antikdrper
der den die T-Zell-Homoostase inhibierend regulierenden B7(CD80/CD86)-Li-
ganden cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 [CTLA-4] blockiert, erwahnt werden.
Besonders bei letzterem erweist sich die Hoffnung, dass Antikérper neben ihren
genannten Funktionen auch zellulare Reaktionen mit Eigendynamik induzieren

und verstarken konnen als berechtigt.?*%

T-Zell-Immunitét: Vakzination und adoptiver Transfer

Eine aktive Immunisierung ist nur unter Einbezug des T-Zell-Armes (siehe 1.4.2)
des adaptiven Immunsystems moglich. Die Vakzinierung hat zum Ziel fur ein
Tumorantigen (siehe 1.3.2.) spezifische T-Zellen zu induzieren, die direkt
therapeutisch wirksam sind indem sie Zytotoxizitat vermitteln oder auch die
Bildung von Antikorpern unterstutzen. ldealerweise verkorpern sie dann -
zusammen mit den eventuell beteiligten B-Zellen - ein immunologisches
Gedachtnis, das Rezidive hinauszdgern, verhindern kann.

Individualitat, Diversitat und Dynamik des Antigenrepertoires eines nicht-viral in-
duzierten Tumors erschwert einen prophylaktischen Ansatz, der nur fir das
haufig von humanen Papillomviren initiilerte Zervixkarzinom oder das sich po-
tentiell aus einer Hepatitis B entwickelnde hepatozellulare Karzinom schon er-

reicht ist.
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|dentifikation geeigneter Zielantigene, Optimierung von Applikationsart, -ort, -do-
sis, -frequenz, eingesetzten Adjuvantien usw. werden in zahlreichen praklini-
schen und klinischen Studien erstrebt. Dieser Prozess ist arbeitsintensiv und
weist nur langsam Erfolge auf, denn die Studienpopulationen zeichneten sich
bisher meist durch fortgeschrittene Krankheitsstadien, hohe Tumorlast und ein
unter anderem durch intensive Vorbehandlung in Mitleidenschaft gezogenes Im-
munsystem aus. Doch Daten adoptiver Tranfers ex vivo stimulierter und expan-
dierter T-Zellen vor allem beim malignen Melanom sind Uberzeugend, bestati-
gen das therapeutische Potenzial und ermutigen zur Beharrlichkeit.?

Da das T-Zell-Repertoire eines Krebspatienten durch Selbsttoleranz, Anergie
und Inhibition kompromittiert sein kann ist auch der adoptive Transfer von Lym-
phozyten mit transduzierten, fir einen bestimmten Epitop:MHC-Komplex spezi-

fischen T-Zell-Rezeptor (siehe 1.4.2.) Gegenstand aktueller Forschung.?#

Hématopoetische Stammzelltransplantation (HSCT)

Die HLA-idente allogene HSCT ermdglicht schon relativ lange die Restitution
der Hamatopoese nach irreversibler Schadigung des Knochenmarks durch
Hochdosischemotherapie. Dieses Verfahren erlaubt es Resistenzen verschiede-
ner fortgeschrittener bdsartiger Erkrankungen (vor allem von Leukamien und
Lymphomen) gegenuber Zytostatika mit fir den Patienten eigentlich letalen Do-
sen zu uUberwinden und subsequent dessen Blutbildung und Immunsystem mit
Stammzellen eines gesunden weitmdglichst HLA-identischen Spenders wieder
herzustellen. Heute ist bekannt, dass ein grosser Anteil am Erfolg dieser Strate-
gie gar nicht auf die Medikamente zurlckzufihren ist, sondern auf die Wirkung
dieses gesunden neuen Immunsystems (graft versus leukemia/lymphoma ef-
fect [GVL], graft versus tumor effect [GVT] durch NK- und T-Zell-Alloreaktivitat,
Minorhistoinkompatibilitat, spezifische T-Zellantworten und eventuell auch B-
Zell-Beteiligung). Dies fuhrte zur Einfihrung einer dosisreduzierten Konditionie-
rung und zum Versuch der Verfugbarmachung der Transplantation auch fur labi-
lere Patienten.

Mangel an typisierten identischen Spendern veranlasste aul’erdem dazu Eltern

oder Geschwister als Donoren zu gewinnen, deren Phanotyp ja - bis auf 25%
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der Geschwister - nur haploident sein kann. Anfangliche ausgepragte alloreakti-
ve Transplantat-gegen-Wirt-Reaktionen (graft versus host disease [GVHD]) sind
nun besser unter Kontrolle. Entscheidend beteiligt sind dabei namlich vor allem
die allogenen ap-T-Zellen (siehe 1.4.2). NK-Zellen und eventuell yd-T-Zellen
(siehe ebenfalls 1.4.2) sind vielmehr in der Lage hauptsachlich als anti-Tumor-
Effektoren zu agieren. So werden deshalb haploidente Transplantate vor dem
Transfer aufgereinigt, d.h. von T-Zellen befreit. Teilweise untersuchen Studien
auch die Kombination mit Antikdrpern. Dabei soll das Funktionsspektrum der

NK-Zellen um die ADCC erweitert werden.?%28

NK-Zellen

Analog zum oben erwahnten adoptiven T-Zelltransfer konnte es vor dem Hinter-
grund einer HSCT - besonders im haploidenten Falle - erfolgsversprechend sein
bei Rezidiven oder minimal residual disease [MRD] einer Leukamie oder eines
Lymphoms aufgereinigte NK-Zellpopulationen vom selben Spender zu infundie-
ren. NK-Zellen sind Lymphozyten des angeborenen Immunsystems die ihre
Zielzellen ohne vorangehende Aktivierung antigenunabhangig erkennen und ly-
sieren kdnnen. Sie verfugen uber direkt aktivierende und inhibierende Rezepto-
ren die ein ,verandertes Selbst” einer Zelle im Rahmen viraler Infektion oder
Entartung, verkdrpert durch mismatch oder Fehlen von MHC Klasse | Moleki-
len oder verstarkte Expression von stressinduzierten Oberflachenmarkern wie
MHC class | chain-related protein A/B [MIC A, MIC B], detektieren.

Ihre Fahigkeit haploidente Tumorzellen mit eventueller down-regulation des
MHC Klasse | Repertoires und Stressstoffwechsel ohne substantielle GVHD-

Nebeneffekte bekampfen zu kdnnen liegt also auf der Hand.?%-2%:3

Immunmodulation

COLEY's eingangs beschriebene Therapieform lasst sich am ehesten unter der
Rubrik der Immunmodulation einordnen. Sein Bakterien-Toxin-Cocktail stimu-
lierte wahrscheinlich hauptsachlich Gber toll-like-Rezeptoren [TLR] das angebo-
rene Immunsystem, ermdglichte effektive Antigenprasentation und somit Rekru-

tierung und Stimulation der adaptiven Effektoren (siehe 1.4.3. und 1.4.4.). Heute
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macht man sich naturliche pathogen-associated molecular patterns, die Ligan-
den der TLRs, und ihre synthetischen Aquivalente als Immunstimulanzien und
Adjuvanzien flr Vakzinationen zu nutze. Dazu gehdren Lipopolysaccharid
(LPS), Peptidoglykane, Lipteichonsauren (LTA), Flagellin, bakterielle DNA, vira-
le RNA und viele mehr.

Andere Adjuvanzien wie Aluminiumsalze, Liposomen, 6lige Immersionen, Sapo-
nine etc. beeinflussen die Pharmakokinetik des Impfstoffes, erleichtern die Auf-
nahme in die antigenprasentierenden Zellen (siehe 1.4.3.) oder sorgen flr eine
langlebige Immunantwort.

Rekombinante Zytokine wie IL-2, IL-12, IL-15, IFNa, IFNy, granulocyte-macro-
phage colony stimulation factor [GM-CSF] werden in Studien systemisch modu-
lierend eingesetzt und auch blockierende Antikorper gegen ungunstige Zytokine
(IL-10, IL-23, transforming growth factor B [TGF]) und gewisse Rezeptoren/Li-
ganden (CTLA-4, PD-L1, CD40) oder die Elimination hemmender regulatori-
scher T-Zellen - mit low-dose Cyclophosphamid bzw. eventuell, in den USA, re-
kombinantem IL-2-Diphtherietoxin das eine gewisse Affinitat zu Treg zeigt - sol-
len zunehmend eine Rolle spielen. Thalidomid und seine Analoga kommen mit
ihrem Einfluss auf Zytokinmilieus bei hamatopoetischen Malignomen zum Ein-
satz. Desweiteren besteht die Moglichkeit oben genannte inhibitorische Enzyme
mit blockierenden Pharmaka zu inaktivieren.

Es wird von Vorteil sein Tumorvakzinierungen mit geeigneten immunmodulatori-

schen Ansatzen zu kombinieren.'9203

I.2.  Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit: ein ,,case report*

Grundlage der vorliegenden Arbeit ist der Fall eines jungen Patienten der sich
mit einem innerhalb von 15 Monaten zweifach extern operierten und unter
Chemotherapie weiter progressiven Pankreaskarzinom in der Universitétsklinik
fiir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie Tiibingen vorstellte.*

Zunachst war bei dem ansonsten gesunden 26-jahrigen Studenten nach einer
Episode von etwa zwei Monaten mit unspezifischen abdominellen Beschwerden

ohne Gewichtsverlust und ohne Pankreatitiszeichen per Computertomogramm
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eine grosse zystische Raumforderung im Pankreasschwanz dargestellt worden.
Das histologische Praparat der Pankreaslinksresektion hatte ein radikal rese-
ziertes gut differenziertes intraduktales und zystisch-tubulopapillares Adenokar-
zinom des Pankreas ohne desmoplastische Stromareaktion offenbart (siehe
Abb.1) - Diese ungewohnliche Diagnose lasst sich schwer den bekannten Enti-
taten zuordnen und standardisierte Therapiemodalitaten sind deshalb hierfur
nicht etabliert.

Abb.1 Intraduktales zystisch-tubulopapillares Pankreasadenokarzinom in gangahnlichen und
zystischen Mustern wachsend mit zylindrischen Tumorzellen in tubulopapilldaren Formationen
und lymphozytarem Stroma (Hamatoxilin-Eosin, Originalvergréferung x200). Aus Ref.32.

Schon funf Monate spater fuhlte sich der Patient wieder durch eine deutliche
abdominelle Raumforderung gestort, prasentierte sich jedoch in ordentlichem
Allgemeinzustand. Das am Omentum majus und peripankreatisch lokalisierte
histologisch identische Rezidiv war zu diesem Zeitpunkt nur noch marginal re-
sektabel, es folgte die Einleitung einer adjuvanten Chemotherapie mit Gemcita-
bin und 5-Fluorouracil. Progression trotz dieses Regimes veranlasste dann zur
Uberweisung an die Universitatsklinik Tiibingen.

Dort zeigte die erneute Bildgebung zahlreiche lokale zystische Rezidive in Pan-
kreaskopf, Magen, Colon transversum und Leberhilus, unsicher auch peritoneal
im rechten oberen Quadranten. Distante Metastasen konnten nicht entdeckt
werden und der Patient war unter Entlastung der grof3en Zysten mit perkutanen

Drainagen weiterhin in Uberraschend gutem Allgemeinzustand. Es fiel - zehn
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Monate nach dem zweiten Eingriff - die Entscheidung zur radikalen Multivis-
zeralresektion von Magen, Duodenum, Restpankreas, extrahepatischen Gallen-
gangen und Colon transversum, intraoperativ erganzt durch partielle Peritonek-
tomie und intraabdominale Chemotherapie fir 90 Minuten mit Mitomycin C
40mg/m?. Die Bildgebung vor Entlassung konnte keinen Tumor mehr nachwei-
sen. Histologisch bestatigte sich erneut der Befund. Dichte perifokale Lympho-
zyteninfiltrate erganzten das Bild. Serdses, PAS negatives (periodic acid Schiff
stain: farbt Proteoglykane, Mucoproteine und Glykoproteine), gut differenziertes
papillar und tubulopapillar angeordnetes Zylinderepithel exprimierte kraftig Zyto-
keratin 7 (siehe Abb.2), nur schwach Zytokeratin 8 und 20, war positiv fur
MUCH1, und zu 30% fir Ki-67, einem Proliferationsmarker zur Abschatzung der
Wachstumsfraktion einer Zellpopulation. Nicht nachgewiesen werden konnten
CA19-9, MUC2, HERZ2/neu, c-kit (u.a. ein proto-Onkogen) und EGFR. Die drei
Letzgenannten sind allesamt Wachstums- und Proliferationssignale vermitteln-
de Rezeptortyrosinkinasen flr die gezielte Therapiestrategien wie Antikérper

oder small molecules zur Verfigung stehen.

T
O
\

Abb.2 Immunohistochemisch zeigen die Tumorzellen eine ausgepragte zytoplasmatische
Expression von Zytokeratin 7(anti-Zytokeratin 7, Originalvergrofterung x400). Aus Ref.32.

Sieben Monate spater behinderte ein weiteres Rezidiv die Jejunumpassage. In-
filtrationen der Arteria hepatica und Vena portae beschrankten den vierten Ein-
griff auf eine palliative Kontinuitatswiederherstellung. Unter sich anschlieRender
palliativer Chemotherapie mit Oxaliplatin und 5-Fluorouracil zeigte der Tumor

langsame Progredienz, sodass das Platinagens durch Irinotecan ersetzt wurde.
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Obwohl der Verlauf Uber drei Jahre bis zu diesem Zeitpunkt ohne
Metastasierung und mit weiterhin ordentlichem Allgemeinstatus immer noch als
gunstig zu bezeichnen war, befand sich der noch sehr junge Patient am Ende
einer therapeutischen ,Sackgasse®. Kdénnte sich durch eine Tumorvakzination -
auch vor dem Hintergrund der ausgepragten lymphozytaren Infiltrate - ein
weiterer Horizont erschlie3en lassen?

Das membranstandige Proteoglykan MUC1 sowie das ebenfalls detektierte
Apoptoseinhibitorprotein survivin — beides auch funktionell relevante Tumoranti-
gene - konnten sofort als Zielstrukturen anvisiert werden. Sie sind etablierte im-
munogene Tumorantigene fur die auch schon publizierte T-Zell-Epitope (die
kleinsten immunogenen Einheiten eines Proteins — siehe 1.5.) passend zu ein-
zelnen HLA-Allelen des Patienten existierten.®*=3* Um das Spektrum der Immun-
antwort jedoch mdglichst breit zu gestalten und eine Tumorevasion zu vermei-
den, sollte als zusatzliches Tumorantigen das hier kraftig Gberexprimierte Zyto-
keratin 7, fUr das bisher noch keine Epitope bekannt waren und keine Daten zur

Immunogenitat vorlagen, genutzt werden.

[.3. Zytokeratin 7 als Tumorantigen

1.3.1. Zytokeratine im allgemeinen und speziellen (CK7)

Allgemein

Zytokeratine gehoren als Intermediarfilamente zu den Strukturproteinen des eu-
karyoten Zytoskeletts. Die fadenférmigen Strukturen die das dreidimensionale
Netz dieses Zytoskeletts ausbilden, werden in drei Gruppen unterteilt. Zwischen
den fur Zellbeweglichkeit und -kontraktion essentiellen actinhaltigen Mikrofila-
menten (Durchmesser ca. 6nm) und den Mikrotubuli (ca. 12nm), die bei Mitose,
Vesikeltransport und Zilienmotilitat entscheidend sind, ordnen sich, anhand ih-
res Durchmessers beurteilt - und wie der Name auch suggeriert - die 8-12nm
starken Intermediarfilamente ein. Sie sind als Stutzgerust hauptsachlich fur Sta-
bilitat verantwortlich, die sie fur Epithelien und Muskulatur, mindend in die
membranstandigen Adhasionskomplexe der Desmosomen und Hemidesmoso-

men, auch Uber Zellgrenzen hinaus zu vermitteln vermogen. Es existieren
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sechs Untergruppen von denen die ersten beiden (I und Il) die in Epithelzellen
aufzufindenden sauren respektive neutral-basischen Zytokeratine fur sich bean-
spruchen. Die Intermediarfilamente der Muskelzellen (Desmin), Astrozyten und
anderer Gliazellen (glial fibrillary acidic protein [GFAP]), peripherer Neuronen
(Peripherin) und Zellen mesenchymalen Ursprungs (Vimentin) machen die dritte
Gruppe (lll) aus. Neuronale Neurofilamente (1V), die Lamine der Zellkerne (V)
und das in (neuronalen) Stammzellen nachgewiesene Nestin (VI) komplettieren
das Spektrum.

Die Familie der Keratine ragt jedoch durch
ihre molekulare Diversitat heraus. Insge-
samt 54 funktionelle Gene sind bekannt.
Die etwas leichteren (ca. 40-64kDa) und
sauren Typ | Keratine werden hauptsach-
lich von Chromosom 17q kodiert, die gro-
Reren (ca. 52-67kDa) basisch-neutralen
Typ Il Keratine von Chromosom 12q. Die
Proteinketten der Molekule sind sich struk-
turell jedoch sehr ahnlich und weisen alle

zentral eine 310-350 Aminosauren lange

Domane reich an a-Helices auf. Diese Re- _ o
Abb.3 Immunfluoreszenzmikroskopie einer

gion ermdglicht eine spontane spiralférmi- Lebezellkarzinomlinie (Zytokeratin 18 rot,
ge Dimerisierung einer Typ | mit einer Typ PNVA blau) Aus Ref: 56

Il Kette. Zwei dieser ca. 50nm langen Dimere konnen sich antiparallel zusam-
menlagern und ein Tetramer bilden, den Hauptbaustein des Protofilaments. Je-
nes wiederum verwickelt sich mit einer weiteren solchen Tetramerkette zur Pro-
tofibrille, die sich dann letztendlich zusammen mit drei ihrer Art in das fertige
Keratinfilament verflechtet. Dieser Vorgang geschieht flr zytoplasmatische Ke-
ratine in vitro auch ohne Hilfsproteine, muss also in der Sequenz selbst ,kodiert®
sein.

Nicht alle Gene kommen simultan in einer bestimmten Epithelzelle zum Einsatz,
vielmehr findet man abhangig von der Art des Epithels und vom Differenzie-

rungszustand ein bestimmtes Muster, das immer aus einer Koexpression min-
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destens eines Vertreters beider Typen besteht. Weil dieses Zytokeratinprofil
auch in malignen Zellen sehr haufig konserviert bleibt hat es in der immunhisto-
pathologischen Diagnostik von Karzinomen besondere Bedeutung erlangt. Be-
sonders hilfreich ist es bei niedrig differenziertem Gewebe oder einer Metastase
mit unbekanntem Primartumor.3°

In den letzten Jahren verstarkten sich die Hinweise darauf, dass gewisse Zyto-
keratine neben ihrer Bedeutung fur Zellintegritat und -stabilitat auch bei Zellmo-
tilitat, -signaltransduktion, -wachstum und Proteinsynthese eine Rolle spielen.
Bei Krebs scheinen manche sogar als Regulatoren der Tumorigenese in Er-
scheinung zu treten und Zellinvasion bzw. Metastasierungspotenzial beeinflus-
sen zu koénnen. Desweiteren sind Auswirkungen auf die Chemotherapiesensiti-
vitat beschrieben. So kénnten in Zukunft in gewissen Fallen anhand des Zyto-

keratinprofils auch Aussagen zur Prognose getroffen werden.*”

Zytokeratin 7 (CK7)

Mit seinem Molekulargewicht von 54kDa und einem isoelektrischen Punkt bei
pH 6.0 ist das Zytokeratin 7 den schwereren und mehr neutral-basischen Typ Il
Keratinen zugehorig. Das kodierende Gen KRT7 befindet sich auf Chromosom
12q13.13 und beinhaltet Information fiir eine Kette von 469 Aminosauren (Se-
quenz siehe 111.1.). Physiologisch exprimiert wird CK7 in Kombination mit dem
Typ | Keratin CK19 vor allem in duktalen Epithelien wie Gallen- und Pankreas-
gangen, Brustdrisengangen und den Sammelrohren der Nieren. Aber auch in
Urothel, Mesothel und luminalen Zellen respiratorischen Epithels ist es zu fin-
den.

Die groRe Mehrzahl der Pankreasadenokarzinome, cholangiozellularen Karzi-
nome, Adenokarzinome der Ovarien, des Uterus, der Lunge und des Osopha-
gus ist CK7 positiv. AuRerdem trifft dies zu flr papillare und chromophobe Nie-
renzellkarzinome, duktale und lobulare Mammakarzinome, Urothelkarzinome
und fiir viele Speicheldrisen- und Schilddriisentumoren.33¢

In Pankreasadenokarzinomen ist CK7 regelmafig tiberexprimiert.383°
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1.3.2. Tumorantigene

Entscheidend fur die Entstehung bzw. Induktion einer Immunantwort gegen Ma-
lignome ist deren Andersartigkeit im Vergleich zu Normalgewebe. Die Tumorzel-
len prasentieren aufgrund ihrer Entartung ein vom gesunden Zustand abwei-
chendes Proteinrepertoire. Folgende Kategorien unphysiologischer Proteinex-
pression haben Antigencharakter, kann das Immunsystem also als ,fremd® er-
kennen und werden deshalb bekampft: tumorspezifische Antigene (TSA) oder
tumorassoziierte Antigene (TAA) wie Differenzierungsantigene, cancer-tes-

tis-antigens, uberexprimierte Antigene und viral assoziierte Antigene.

Tumorspezifische Antigene

TSA sind Strukturen die so nur in oder auf einer Tumorzelle zu finden sind. Zu
ihnen zahlen distinkte Mutationen die Uber eine Deletion mit Verschiebung des
Leserasters oder uber einen Basenaustausch mit Veranderung eines kodieren-
den Triplets zu Modifikationen des open-reading-frames und/oder der Amino-
saurensequenz eines Proteins fuhren. Auch Spleilyvarianten oder chromosoma-
le Aberrationen - beispielsweise translokationsbedingte Genfusionen - kdnnen
abnormale Proteine herbeiflhren.

Andere sind Produkt einer Reaktivierung ontogenetischer Gene, die physiolo-
gisch nur in der Embryogenese aktiviert und im adulten Organismus Ublicher-
weise stillgeschaltet sind.

Die TSA sind ,echt fremd*, tatsachlich spezifisch fir das maligne Gewebe und

deshalb optimale Ziele fur eine nebenwirkungsarme Vakzination.

Tumorassoziierte Antigene

Die Gruppe der TAA ist etwas groRer. Ihre Expression ist jedoch nicht auf das
Tumorgewebe restringiert. Somit ist die Kapazitat des T-Zellrepertoires (siehe
1.4.2.) eines Patienten die Struktur als ,fremd“ zu erkennen geringer und sind
autoimmune Nebeneffekte haufiger.

Diffenzierungsantigene finden sich beispielsweise beim Melanom. Bestimmte
fur die Melanozytendifferenzierung reservierte Gene werden eventuell in Krebs-

zellen kontinuierlich exprimiert. Spontane oder induzierte T-Zell Immunitat kann
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mit Vitiligo einhergehen, Autoimmunitat ist aber auf die Melanozytenreihe be-
schrankt.

Cancer-testis-antigens kommen, wie der Name schon sagt, nicht nur in ver-
schiedenen Tumorgeweben sondern auch in Keimzellen vor. Eigentlich handelt
es sich um Produkte von Genen die nur in Keimzellen exprimiert, aber wahr-
scheinlich durch epigenetische Veranderungen (z.B. Demethylierung) in Krebs-
zellen aktiviert werden konnen.

Virale Antigene kdnnen unter Umstanden auch tumorspezifische Antigene sein,
jedenfalls stammen sie von onkogenetisch relevanten Viren wie humanen Papil-
lomviren, Hepatits B/C Virus oder Epstein-Barr-Virus.

Uberexprimierte Antigene sind ubiquitar verbreitete Proteine, die jedoch in stark
uberdurchschnittlichen Mengen von malignen Zellen produziert werden. Vorteil
ist eine hohe Prasentationsfrequenz Uber den MHC-Apparat (siehe 1.4.1.),
Nachteil eine eher niedrige Wahrscheinlichkeit fir hochaffine T-Zellen im Patien-
tenrepertoire, bedingt durch die Selektion im Thymus (siehe 1.4.2.). Im Erfolgs-

fall ist auRerdem das Risiko fir Autoimmunitat relativ hoch. 9204041

Eine regelmallig aktualisierte Sammlung publizierter von T-Zellen auf menschli-
chen Tumoren erkannter Tumorantigene und derer T-Zell-Epitope findet sich un-

ter: http://www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/Tcellepitopes.htm

1.3.3. Konklusion

Zytokeratin 7 ist somit als Uberexprimiertes Protein geeignet fur eine Tumorimp-
fung - vor allem als Erganzung zu weiteren, moglichst tumorspezifischen Anti-
genen im Rahmen einer Multiepitopvakzine. Eine Kombination verbreitert das
Spektrum der Zielstrukturen und verringert das Risiko flir Tumorescape. Diese
Strategie ist trotz Beschreibungen von ,Epitopspreading®, der selbstandigen
kaskadenartigen Ausweitung der Immunantwort auf weitere Antigenepitope in
einem inflammatorischen Milieu nach Immunisierung mit einem einzelnen Epi-
top, sinnvoll.

Profitieren kdnnten nicht nur der junge Patient aus der Fallvorstellung, sondern

womdglich noch viele weitere Pankreaskarzinompatienten. Auch ein Einsatz
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bei einer Reihe anderer Tumoren die haufig CK7 exprimieren, somit moglicher-
weise Uberexprimieren, ware denkbar. Die Immunhistochemie fur CK7 gehort in
der Pathologie zum Routinerepertoire der Karzinomdiagnostik. Anhand der Far-
bemuster lassen sich von erfahrenen Kollegen gezielt Aussagen zur Expressi-
onsquantitat treffen. Es bedarf also keiner zusatzlichen Mittel oder Methoden.

Die vorliegende Arbeit begleitet das Zytokeratin 7 auf dem Weg vom Tumoranti-
gen zum Impfstoff. Vor der Formulierung der exakten Fragestellung sollen je-
doch nun noch einige fir diesen Weg relevante immunologische Grundlagen

betrachtet werden.

[.4. Immunologische Grundlagen

1.4.1. Major histocompatibility complex

Der major histocompatibility complex (MHC) ist ein beim Menschen auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 6 lokalisiertes Gencluster, das hauptsachlich die
verschiedenen Klassen der humanen leukozytaren Antigene (HLA) kodiert. Die
Identifizierung dieser nicht nur in Leukozyten sondern ubiquitar im menschli-
chen Organismus exprimierten Proteine und ihrer Gene erfolgte im Rahmen
von Gewebstransplantationen.*? Ihr bedeutender Einfluss auf die Induktion ei-
ner anti-Transplantat Immunantwort gegen ,inkompatible“ Gewebe begriindet
auch die Namensgebung.

Erst spater konnte die so wichtige physiologische Funktion als eine Art ,Zell-
schaufenster” in der interzellularen Kommunikation von Lymphozyten unterein-
ander oder mit ihren Zielzellen entdeckt werden: Die MHC-Proteine prasentie-
ren fur T-Zellen aufbereitete intra- und extrazellulare Proteinfragmente, Peptide
genannt, die endogenen aber auch exogenen Ursprungs sein kdnnen, und spie-
len somit eine zentrale Rolle bei der Vermittlung und Aktivierung des adaptiven
Immunsystems.*** (Das adaptive Immunsystem charakterisiert sich durch anti-
genspezifische Erkennungsmechanismen und immunologisches Gedachtnis,
der Fahigkeit eine Fremdstruktur bei wiederholtem Kontakt beschleunigt elimi-
nieren zu kdnnen. Das angeborene Immunsystem dagegen ist, als das entwick-

lungsgeschichtlich betrachtet altere, dazu nicht in der Lage, aber in den ersten
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Phasen einer Abwehrreaktion zur Initiierung einer adaptiven Antwort unabding-
bar. Beide sind letztendlich eng miteinander verwoben.)

Der gesamte major histocompatibility complex beinhaltet Information fur drei
Klassen. Die Klassen | und Il stellen die typischen antigenprasentierenden
Strukturen, auf die im Folgenden weiter eingegangen werden soll, wahrend
Klasse lll, im genetischen Code umrahmt von den beiden erstgenannten, ver-
schiedene andere Proteine mit Relevanz in der Immunologie kodiert.
Besonderheit des MHC ist seine — im menschlichen Genom einzigartige — ge-
netische Variabilitat. Die Information fur die antigenprasentierenden HLA- (oder
MHC-) Molekile ist nicht nur polygen, d.h. es existieren drei loci fur Klasse |
(HLA-A, HLA-B, HLA-C) und drei loci fir Klasse |l (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ;
HLA-DR kann in vielen Individuen jedoch zwei HLA-Molekile bereitstellen),
sondern zusatzlich extrem polymorph. Fur jeden locus sind also in der humanen
Gesamtpopulation eine grof3e Anzahl an Varianten bekannt. Es handelt sich um
die beeindruckendste multiple Allelie im Genom Uberhaupt. Immer noch wachst
die Anzahl der entdeckten Allele. Im April 2011 betrug sie laut European Bioin-
formatics Institute (EBI) des European Molecular Biology Laboratory (EMBL) —
Klasse | und Il zusammengezahlt - mehr als 6400 Varianten (http://www.e-
bi.ac.uk/imgt/hla/)*.

Jedes Individuum erbt aus diesem Pool von Varianten mit dem diploiden Chro-
mosomensatz sechs MHC Klasse | und sechs bis acht MHC Klasse || Sequen-
zen, die zur Halfte mit der Halfte jeweils eines Elternteils identisch sind. Es ist
nicht verwunderlich, dass sich die Suche nach einem weitgehend identischen
Spender vor allem hamatopoetischer Stammzellen aber auch von Organen flr
Patienten oft schwierig gestaltet - besonders wenn keine Geschwister existieren
oder sie leider nicht die selben Allele geerbt haben. Die GréRenordnung der
Wahrscheinlichkeit eines Jackpotgewinns im ,6-aus-49“ Lotto ist im - wenn auch
vielleicht banalen - Vergleich zum (mindestens) ,12-aus-6400“ der Identifizie-
rung eines genomisch komplett identischen Spenders fast exorbitant. Umso
wichtiger ist die Arbeit von Typisierungsorganisationen wie der DKMS (Deut-

sche Knochenmarkspenderdatei) in Deutschland oder des Anthony-Nolan-Insti-
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tute in England die durch ihre Arbeit weitgehende Ubereinstimmungen ermégli-
chen.

Letztendlich ist diese hohe Diversitat jedoch nicht zuerst Last, sondern haupt-
sachlich ein entscheidendes und kraftvolles Instrument in der Abwehr pathoge-
ner Erreger. Mit ihr assoziiert ist namlich auch ein Spektrum an individuellen
Peptidbindungsvorlieben jedes einzelnen MHC-Moleklls, also die Fahigkeit je-
weils andere Facetten eines Pathogens zu prasentieren. Die Polygenie er-
schwert auf diese Art und Weise eine Immunevasion im Einzelindividuum, der
ausgepragte Polymorphismus begegnet auf der Populationsebene Resistenz-
entwicklungen.®

Beide, sowohl MHC Klasse | als auch MHC Klasse I, werden zusammen mit ei-
nem in ihrer Bindungsfurche platzierten Peptid vom T-Zell-Rezeptor (siehe
1.4.2.) erkannt. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Verteilung im Organismus,

in ihrer Struktur, in Peptidquelle und -lange und in Praferenz einer T-Zell Sub-

gruppe:

MHC Klasse |

Sie ist auf den Membranen annahernd aller kernhaltiger Zellen zu finden und
setzt sich aus einer a-Kette (aus den loci HLA-A,-B,-C des MHC) und dem nicht
polymorphen B2-Mikroglobulin (kodiert auf Chromosom 15) zusammen. Das
non-kovalent gebundene Heterodimer formiert vier Domanen von denen drei
zur a-Kette gehdren. a1 und a2 stehen peripher und bilden in ihrer Mitte eine
hochvariable Region mit der Peptidbindungsfurche aus*, as gesellt sich mit
dem B2-Mikroglobulin zum membranstandigen Anteil zusammen und sorgt flr
die dortige Verankerung (siehe Abb.4). Synthetisiert werden die beiden Ketten
einzeln, wie alle exozytotischen und membranstandigen Proteine, von Riboso-
men des rauen endoplasmatischen Retikulums (ER). Dort im ER findet dann mit
Unterstitzung verschiedener Chaperone die Zusammenlagerung statt. Die letz-
te Konformationsanderung ist ausschlieBlich in Anwesenheit von 8-10 Amino-
sauren langen Peptiden (Okta-, Nona- und Dekamere), die aufgrund ihrer Se-
quenz und sogenannter Aminosaurenanker in der Bindungsfurche einer distink-

ten a-Kette gebunden werden konnen*’*8, mdoglich. Die fertiggestellten
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Peptid:MHC-Komplexe wandern peptide binding
Uber den Golgi-Apparat bis an die
Zelloberflache und stehen zur In-
teraktion mit T-Zell-Rezeptoren
der CD8" T-Zellen zur Verfugung.
Wahrend der TCR mit der hochva-
riablen distalen Einheit des MHC
in Verbindung mit dem Peptid in-

teragiert, stabilisiert namlich der peptide-binding

cleft

Co-Rezeptor CD8 diesen Vorgang

Lo) oy

Q3 Ba-
microglobulin

Abb.4 MHC Klasse |. a Computergrafik und
lich durch Recyclingvorgange im b Ribbondiagramm der Quartarstruktur;
. . ¢ Ribbondiagramm der a1- und a2-Dom&nen mit
Zytosol und reprasentieren des-  Aufsicht auf die Peptidbindungsfurche die sich auf

halb d t Protei einer B-Faltblatt-Basis zwischen zwei a-Helices
a essen gesamies rotein- erstreckt; d Schema. Aus Ref.24.

durch Bindung an eine konstante

membrannahe Region des MHC

Klasse | Molekdls.*®

Die Peptide entstehen hauptsach-

spektrum. Veraltete, gesunde Proteine, fremde z.B. virale Proteine, aber auch
entartete, mutierte Ketten werden vom Proteasom in oben beschriebene Lan-
gen gekurzt. Die Aktivitat des Proteasoms ist in inflammatorischem Milieu vor
allem Uber IFNy modulierbar. Von Chaperonen vor weiterer Verdauung ge-
schitzt, finden die Peptide durch das Zytosol den Weg zu einem Transporter-
komplex (transporters associated with antigen processing-1 and -2 [TAP1 und
TAP2]) der sie ins ER transferiert.

Auch extrazellulare Proteine konnen aus Endosomen ins Zytosol vermittelt wer-
den und dann den selben Weg beschreiten. Dieser Vorgang wird als cross-pre-
sentation bezeichnet weil endosomale Strukturen tblicherweise auf MHC Klas-

se |l prasentiert werden.?*
MHC Klasse Il

Alle MHC Kilasse Il loci enthalten Information flr eine a- und eine B-Kette (HLA-

DR ofter auch fir zwei B-Ketten) die zusammen ein dem MHC-I-Molekil ahnli-
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ches non-kovalentes Dimer bilden. Jede Kette bildet zwei Domanen aus (a1, az;
B1, B2). a1und B1sorgen fur die distale, variable, Peptid bindende Furche; a2 und
B2 mit jeweils einem Membrananker fur die proximale Region. Jede a-Kette
kann sich mit einer B-Kette eines beliebigen locus zusammenlagern und umge-
kehrt. Deshalb konnen theoretisch weit mehr als sechs Klasse || Molekule in ei-
nem Individuum zu finden sein. Exprimiert werden sie hauptsachlich in antigen-
prasentierenden Zellen wie Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und Dendriti-
schen Zellen (siehe 1.4.3.) sowie von Thymusepithel. Der Syntheseweg ent-
spricht dem der Klasse |, jedoch werden die Komplexe mit der invarianten Kette
(li) vor zu fruhzeitiger Peptidbeladung geschutzt. Diese findet namlich auf dem
Weg zur Zellmembran im endosomalen Kompartiment, wo die extrazellularen
Antigene abgebaut werden, statt.*® Da die Peptidbindungsfurche des MHC Klas-
se Il Molekuls zu den Seiten hin — im Gegensatz zur Klasse | — gedffnet ist, ver-
mag es langere Peptide zu binden. Meist zahlen sie 13-17 Aminosauren, sie
kdnnen aber auch noch langer sein.**"

Prasentiert werden Peptide fir TCRs auf CD4* Zellen, da, analog zu oben, fir
MHC Klasse Il CD4 als Co-Rezeptor und Stabilisator der Bindung fungiert.?*>2

Nomenklatur
Um der Vielzahl der Variationen gerecht werden zu konnen wurde die
Nomenklatur in den vergangenen Jahren erweitert und angepasst.
Der Name fiur ein Allel besteht aus dem Jocus-Namen und einer mindestens
vierstelligen Zahl wobei die ersten beiden Ziffern fir die Allelgruppe, die folgen-
den beiden fur das spezifische Protein dieser Gruppe stehen. Ein Beispiel soll
dies verdeutlichen:

HLA-A*0201 = Protein 01 der HLA-A Gruppe 02
Eine weitere Ziffergruppe signalisiert Abweichungen der Gensequenz die je-
doch die Aminosaurenkodierung nicht beeinflussen und die letzte Veranderun-
gen in den nicht kodierenden Genabschnitten (Introns oder untranslatierte Re-
gionen). Schlussendlich werden selten noch Expressionsbesonderheiten mit
Buchstaben (,N“ flr null oder not expressed, ,L“ fur low expression, ,C* fur cy-

toplasmic, ,S* flr secretory,...) angegeben. Im folgenden Beispiel sind die ein-
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zelnen Gruppen zur besseren Ubersicht mit Doppelpunkten voneinander ge-
trennt:

HLA-A*02:01:01:02N £  locus*Allelgruppe:spezifisches Protein:Abweichung in
der kodierenden Sequenz ohne Aminosaurentausch:
Abweichung in nicht kodierenden Sequenzen und

Expressionsbesonderheit

Auf Proteinebene ist also die Information der ersten vier Ziffern ausreichend.

Sind sie deckungsgleich, handelt es sich auch um identische Molekdle.*

1.4.2. T-Zellen

Im Knochenmark haben alle Immunzellen ihren Ursprung. Dort entstehen aus
einer gemeinsamen pluripotenten hamatopoetischen Stammzelle die myeloide
und die lymphoide Linie. Wahrend Granulozyten, Monozyten und Makrophagen
sowie die meisten dendritischen Zellen (siehe 1.4.3.) neben den Erythozyten
und Thrombozyten Endprodukte der myeloiden Reifung sind, stehen ihnen auf
lymphoider Seite die B-, NK(naturliche Killer-)- sowie T-Zellen gegenuber. Auch
einige dendritische Zellen kdnnen wohl auf den lymphoiden Progenitor zurtick-
gehen.

B- und T-Zellen sind die Effektoren des adaptiven Immunsystems, zeichnen
sich also durch ihre zellindividuellen spezifischen Antigenrezeptoren und die Fa-
higkeit ein immunologisches Gedachtnis zu entwickeln aus. Wahrend die B-Zel-
len dazu angeregt werden konnen ihre (modifizierten) Rezeptoren in grolRer
Quantitat als Antikdrper zu sezernieren und somit die humorale Immunantwort
verkorpern, bilden die T-Zellen den zellularen Teil der adaptiven Reaktion. Sie
kénnen, vermittelt durch ihren T-Zell-Rezeptor, entweder selektiv Zellen direkt
vernichten oder Uber Zell-Zell-Kontakte und Botenstoffe wie Zytokine die Immu-

nantwort auf ein spezifisches Antigen modulieren.

Der a:B-T-Zell-Rezeptor

Als die Spezifitdt und Identitat definierende Struktur einer T-Zelle hat der TCR
und sein Genlocus Ahnlichkeit mit dem der Immunglobuline der B-Zellen (siehe
Abb.5). Nur eine kleine Minderheit der T-Zellen bildet sein TCR-Heterodimer

aus einer y- und einer 6-Kette (yd-T-Zellen), alle Ubrigen tragen den a:3-T-Zell-
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Rezeptor, der sich non-kovalent aus a- und B-Kette zusammensetzt. Wie auch
bei den Immunglobulinen findet sich in jeder Kette eine konstante und eine va-
riable Region. Die beiden variablen Domanen bilden gemeinsam den distalen
Rezeptorabschnitt, der flr die spezifische Interaktion mit dem Peptid:MHC-
Komplex entscheidend ist. Hier liegt auch der wichtige Unterschied zu den Anti-
korpern: die MHC-Restriktion des a:B-T-Zell-Rezeptors (der y:0-TCR hat eher
eine Sonderstellung, fur ihn trifft dies nicht zu — sein Aufbau und die Ketten-
strukturen sind aber dem a:B-TCR &hnlich). Dieser erkennt also ein Antigenpep-
tid nur in Vereinigung mit einem prasentierenden MHC-Molekul, bindet gleich-
zeitig Peptid und distale MHC-Strukturen (vgl Abb.6). Deshalb kann er nicht nur

antigen-binding
site

antibody

antigen-binding
site

\"/ Vg
T-cell
Cﬁ receptor

- I ~

- v

T cell

Abb.5 Oben: sezernierter Antikorper; unten:
membranstandiger a:p-T-Zell-Rezeptor.

Der TCR mit den variablen (Va,V() und
konstanten (Ca,C) Regionen der a- bzw. B-
Kette hat Immunglobulincharakter und ahnelt
einem antigenbindenden Fragment (Fab) des

Antikorpers, das sich aus dem distalen Teil
einer schweren Kette und einer leichten Kette
zusammensetzt.

VL, VH: variable Domanen der leichten (light)
und schweren (heavy) Kette; CL, CH: konstante
Domane der leichten bzw. distales Drittel der
konstanten Domane der schweren Kette; Fc:
konstantes Fragment.

Aus Ref.24.

Abb. 6 Backbone-Kettenschema
eines an einen peptid:MHC Klasse I-
Komplex (unten; mit a1-a3 sowie 2-
Mikroglobulindoméane; Peptidoktamer
in gelb) gebundenen a:B-TCR (oben;
mit variablen Va,V[3 und konstanten
Ca,CB Regionen der a- bzw. 3-Kette;
hypervariable loops der VV-Regionen in
bunt). Aus Ref.24.
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Peptide sondern auch allogene MHC-Proteine als ,fremd® detektieren und
macht so die a:B-T-Zellen zu den zentralen Akteuren der akuten und chroni-
schen Transplantatrejektion.

Die hohe Diversitat an fur jede T-Zelle einzigartigen TCR kommt wie bei den Im-
munglobulinen der B-Zellen durch somatische Rekombination, durch Genrear-
rangement, wahrend der Entwicklung der Zelle (siehe folgender Abschnitt) zu-
stande. Der Genlocus der B-Kette befindet sich auf Chromosom 7 und ahnelt im
Aufbau mit V- (variable), D- (diversity), J- (joining) und C-Gensegmenten (con-
stant) dem der schweren Immunglobulinkette. Die variable Region des (-Prote-
ins speist sich aus dem durch Rekombinaseenzyme®** zusammengesetzten
Code jeweils eines V- (von 52), D- (von 2) und J- (von 13) Segments, die kon-
stante Region schlief3t sich, sich eines der beiden C-Segmente bedienend, an.
Chromosom 14 tragt die Information fur die a-Kette. Vergleichbar mit der leich-
ten Immunglobulinkette stehen hier nur V- (ca. 70) und J-Segmente (61) fur die
variable Region zur Auswahl. Das D-Segment fehlt komplett, nur ein C-Seg-
ment existiert (vgl. Abb.7)

a-chain locus

LV,x70-80 Jux61 C

B-chain locus

L Vgx52 Dg;  Jg1x6 Cg1 Dg2 Ja2x7 Cpz

Abb. 7 Schema des a- und 3-locus mit den verschiedenen Gensegmen-
ten. L: leader; V: variable; D: diversity; J:joining; C: constant. Aus Ref.24.

Im Prozess der Rekombination werden nicht nur die Uberflissigen Genabschnit-
te exzidiert, sondern an den Nahtstellen zur Wiederverknipfung des DNA-
Stranges bendtigte Nukleotide in zufalliger Anordnung eingebaut. Zusatzlich
kann das D-Segment haufig in allen drei Leserastern transkribiert werden. Die-
se beiden Sachverhalte erhéhen die Diversitat zusatzlich bis auf etwa eine Trilli-
on(!) moéglicher individueller a:B-TCR-Dimere.

Ein erfolgreiches Rearrangement in der T-Zellentwicklung ist irreversibel und

der daraus hervorgehende TCR definiert die Spezifitat der jungen T-Zelle. Diese
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Weichenstellung ereignet sich im Thymus — wo sich auch das weitere Schicksal

der Zelle entscheidet.?

Reifung der T-Zelle im Thymus

Im Gegensatz zu den B-Lymphozyten, deren Entwicklung komplett im Knochen-
mark erfolgt (bone marrow; urspringlich jedoch nach der Bursa fabricii in V6-
geln benannt), reifen T-Lymphozyten im Thymus heran.

Einige der gemeinsamen Vorlauferzellen emigrieren aus dem Knochenmark in
dieses mediastinale Organ und erhalten vom dort ansassigen Stroma Signale
fur die Differenzierung in Richtung der T-Zell-Linie. Nach einer Proliferations-
phase und Expression von Markern wie CD2 werden sie als Thymozyten be-
zeichnet. Weil ihnen sowohl CD4 als auch CD8 noch fehlt bekommen sie das
Attribut ,doppelt-negativ®. Im voll entwickelten Thymus stellt die doppelt-negati-
ve Population etwa 5% aller Thymozyten, wobei hierzu auch die schon weiter
differenzierten, kleinen Populationen der y:56-T-Zellen und der NKT-Zellen (na-
turliche Killer-T-Zellen: exprimieren neben NK-Rezeptoren zusatzlich a:3-TCRs
limitierter Diversitat) zahlen, fur die keine typische MHC-Restriktion gilt. Sie ge-
hen wie auch die dominierende Gruppe der a:3-T-Zellen, fur die der Reifepro-
zess nun weiter erlautert werden soll, aus den unreifen doppelt-negativen Thy-
mozyten hervor.

Sobald in der zukunftigen a:B-T-Zelle das Rearrangement der Gensegmente
des B-locus erfolgreich ist, vereinigt sich die exprimierte Kette mit der invarian-
ten pTa (pra-TCR-a-Kette) und der Signal vermittelnden Komponente CD3 zu
einem pra-TCR. Uber diesen Rezeptor wird die Zelle, die sich noch im Thymus-
kortex befindet, zu weiterer Proliferation, Expression von CD4 und CD8 und
Stopp der B-Rekombination angeregt. Die nun ,doppelt-positiven® Thymozyten
beginnen nach diesem Proliferationsschub, der sie zur mit Abstand starksten
Population im gesamten Thymus macht, mit dem Genrearrangement fur die
richtige a-Kette und wandern langsam in Richtung Thymusmark. Mit der Fertig-
stellung des finalen a:p-TCR beginnt die Positivselektion: In Interaktion mit dem
kortikalen Thymusepithel wird gepruft ob der neue Rezeptor self-peptide:self-M-
HC-Komplexe binden kann. Ist dies der Fall, wird die Bindung je nach MHC-
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Klasse durch CD4 (fur MHC Il) oder CD8 (fur MHC [) gestutzt und die Expressi-
on des nicht bendtigten Co-Rezeptors abgeschalten. Eine Zelle deren TCR
nicht dazu in der Lage ist geht den Weg des programmierten Zelltods, der
Apoptose. Durch diesen Vorgang wird die MHC-vermittelte Kommunikationsfa-
higkeit gesichert und ab hier sind die Zellen einfach-positiv: CD4* oder CD8".

Im Thymusmark findet zusatzlich eine Negativselektion statt. Neben den medul-
laren Epithelzellen [mTEC]® sind hierflir auch die im Mark ansassigen dendriti-
schen Zellen und Makrophagen verantwortlich.%” Vor allem der Transkriptions-
faktor AIRE (autoimmune regulator) ermoglich den mTEC ektopische Genex-
pression fast aller korpereigenen Proteine.*®* Zeigt eine T-Zelle nun eine zu
starke Affinitat fur ein Autoantigen wird sie deletiert, das Risiko fur Autoimmuni-
tat reduziert.

Positiv- und Negativselektion sorgen also fur ein self~-MHC-restringiertes und
maoglichst selbsttolerantes T-Zell-Repertoire.

Nach diesen Vorgangen ist die Maturation abgeschlossen. Nur etwa 2% der
vormals doppelt-positiven Population verlassen als reife naive T-Zellen den Thy-
mus in Richtung Milz, Lymphsystem und Blut. Homdostaseprozesse sorgen,
auch im fortgeschrittenen Alter, wenn das Organ an Funktion verliert, fur eine

konstante periphere Zellzahl.?*

Subpopulationen von T-Zellen

Voll ausgereifte, naive CD4* und CD8" T-Zellen patrouillieren die sekundaren
lymphatischen Organe - auf der Suche nach dem erstem Kontakt mit einem ak-
tivierenden Antigen der ihre weitere Differenzierung und Aktivierung in Effektor-
zellen triggert. Dieser Prozess des ,primings” ist in Abschnitt 1.4.4. genauer be-
schrieben. An dieser Stelle erfolgt die Vorstellung der resultierenden unter-

schiedlich ausdifferenzierten Subgruppen:

Alle CD8* T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen (auch cytotoxic
lymphocytes [CTL] genannt), die den Grol3teil der Zellen des Koérpers aufgrund
ihrer MHC Klasse | Restriktion auf ,fremd“-Peptide absuchen und im positiven

Fall gezielt téten kdnnen indem sie fokussiert ihre zytotoxischen Granula entlee-
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ren. Zwischen Effektor- und Zielzelle bildet sich hierfur die sogenannte immuno-
logische Synapse aus®*®' — ein Zellzwischenraum der von Adhasionsmolekiilen,
deren Bindung sich durch TCR:Peptid:MHC-Komplex-Signale verstarkt, be-
grenzt wird. Der Inhalt der Granula besteht aus einem Apoptose induzierenden
Enzym, dem Granzym B, Granulysin, und dem Perforin, das deren Translokati-
on ins Zielzellinnnere ermdglicht. Ein alternativer Weg bietet der FaslLigand
(CD178), der Uber Kontakt mit Fas (CD95) auf einer Zielzelle ebenfalls die
Apoptose zu triggern vermag. Diese Interaktion scheint jedoch wichtiger zu sein
fur die T-Zell-Homoostase und Reduzierung einer Effektorpopulation nach z.B.
Beseitigung eines Pathogens.

Zusatzlich produzieren CTL auch proinflammatorische Zytokine (IFNy, TNFa,
Lymphotoxin a [LTa]) und ihren eigenen Wachstumsfaktor (IL-2), die auto- und
parakrine Wirkung entfalten. IFNy kann die Replikation einiger Viren blockieren,
stimuliert Makrophagen, verbessert die Antigenprasentation iber Augmentation
der MHC Klasse |- und TAP-Expression und moduliert das Proteasom. TNFa
und LTa stimulieren Makrophagen, vermitteln Inflammation und teilweise Apop-
tosesignale.®

CTL sind die zentralen T-Zell-Effektoren fur Tumorlyse.

Die heterogene Gruppe der CD4" Effektoren besteht aus ,Helferzellen® und re-
gulatorischen Zellen.

Zu den Helferzellen zahlen die TH1-, TH2-°2 und TH17-Gruppen. Tu1 Zellen sind
zusammen mit den CD8" Zellen fur die zellulare Immunantwort verantwortlich.
Sie stimulieren T-Zell-Proliferation (IL-2), aktivieren Makrophagen (IFNy,
CD40L)%%, induzieren Makrophagendifferenzierung im Knochenmark (IL-3,
GM-CSF), optimieren die CD8* T-Zell Aktivierung (CD40L: APC-Stimulation®),
kénnen zytotoxische Signale vermitteln (FasL, LTa), hemmen die TH2-Antwort
(IFNy) und spielen zusatzlich eine Rolle beim Immunglobulin class-switching zu
IgG (IFNy). Der Schwerpunkt der Th2 Zellen liegt auf der humoralen Immunitat,
also der Aktivierung der B-Zell-Linie (IL-4, IL-5, IL-13, IL-6,CD40L )%, AuRer-
dem exprimieren sie Zytokine die die eigene Entwicklung vorantreiben (IL-4)
und die TH1-Antwort unterdriicken (IL-10, TGF, IL-13). Th17 Helferzellen sind
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weniger lange bekannt®®®, sezernieren vor allem IL-17 und spielen wohl eine
Rolle in der Neutrophilenrekrutierung und frihen Bekampfung gewisser extra-
zellularer Bakterien aber auch bei Autoimmunkrankheiten und Allergien.?*™
Regulatorische T-Zellen konnen naturlichen oder adaptiven Ursprungs sein.
Die naturlichen (nTreg) entstehen schon im Thymus und sind FoxP3* und
CD25" .72 die adaptiven (aTreg: Tu3 und Tr1)*7* in der Peripherie aus der mit
allen Helferzellen gemeinsamen Vorlauferzelle THO. Sie sind wichtig fur die Im-
munbalance, supprimieren Autoimmunantworten und vermitteln ihre Effekte
Uber Zell-Zell-Kontakte und Zytokine (IL-10, TGFR).”2™

Nach Uberstehen einer Infektion kontrahiert sich die durch klonale Expansionen
entstandene gemischte T-Zell-Population und zurlck bleibt nur eine kleine An-
zahl an CD8" sowie CD4" Zellen die als immunologisches Gedachtnis fungie-
ren. Diese memory cells (Gedachtniszellen) sind dazu in der Lage bei erneuter
Konfrontation mit ihrem Antigen zigiger und kraftiger zu proliferieren und Effek-
torfunktion auszuliben.”’® Im Gegensatz zu naiven T-Zellen bendtigen sie kein
co-stimulatorisches Signal mehr.”” Phanotypisch unterschieden werden central
memory (Tcm) und effector memory (Tem) T-Zellen. Die Tem (CCR7*, CD62L",
CD45RA") exprimieren den Chemokinrezeptor CCR7 und das L-Selectin
(CD62L) — beide erhalten ihnen als ,homing“-Rezeptoren die Rezirkulation in
lymphatische Gewebe und somit die Ahnlichkeit mit dem Wanderungsverhalten
naiver T-Zellen. Auf Tem (CCR7:, CD62L", CD45RA") trifft dies nicht zu. Sie sind

eher in der Peripherie zu finden.”s#°

Zwei weitere kleine Populationen die einen TCR tragen, jedoch nicht der MHC-
Restrikition unterliegen und keine Aktivierung bendtigen wurden schon kurz er-
wahnt. Die yd-T-Zellen exprimieren das gering diverse y:0-Heterodimer und
sind hauptsachlich in GI-Mukosa und Epidermis anzutreffen.®' lhr Funktions-
spektrum ist vielseitig und wird weiterhin diskutiert. Sie erkennen, vor allem
MHC- unabhangig, eine Vielzahl an unterschiedlichen Strukturen - unter ande-
ren auch Lipidantigene.®? NKT-Zellen beherbergen nicht nur den NK1.1 Rezep-

tor sondern zusatzlich auch einen semi-invarianten a:3-TCR, der Lipid- und Gly-
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kolipidantigene auf dem der MHC Klasse | verwandten, nicht polymorphen
CD1d-Molekul detektiert. Sie sezernieren als potente Immunmodulatoren auf
Stimulation hin IL-2, IFN-y, TNF-a, und IL-4.8%#

Zusammen scheinen sie gewissermalien eine Zwischenstellung einzunehmen;
umrahmt von den schnellen, unspezifisch Fremdantigen erkennenden Zellen
des angeborenen Immunsystems (Monozyten, Makrophagen, dendritische Zel-
len, Granulozyten, NK-Zellen) und den spater reagierenden, hochspezifischen,

zu Gedachtnis fahigen Zellen der adaptiven Immunitat (B-Zellen, a:B-T-Zellen).

1.4.3. Dendritische Zellen

Wenn zusatzlich auch Zellgruppen wie die Monozyten, Markophagen und B-Zel-
len zu den professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC: antigen pre-
senting cells) zahlen, so ist doch die Gattung der dendritischen Zellen (DC) mit
ihren Eigenschaften in dieser Domane der Aktivierung naiver T-Zellen einzigar-
tig potent.

APC und eben besonders die DC vermdgen die Bricke von initialer angebore-
ner zur adaptiven Immunantwort zu schlagen. Sie verarbeiten und prasentieren
Antigen und liefern die zusatzlich notwendigen Signale fur eine Ausdifferenzie-
rung in Effektoren.

Es handelt sich um eine heterogene Gruppe mit unterschiedlichen Wurzeln,
Phanotypen, Gewebsverteilungen und Stimulationseigenschaften.

Ob manche dendritische Zellen auch auf einen lymphoiden Prakursoren zurtick-
gehen scheint noch umstritten, sicher ist dagegen dass aus der myeloiden Vor-
lauferzelle im Knochenmark ein den dendritischen Zellen und Monozyten/Ma-
krophagen gemeinsamer Prakursor entspringt. Obwohl sich an dieser Stelle de-
ren Schicksal teilt, kdbnnen auch Monozyten in der Peripherie in entzindlicher
Umgebung in inflammatorische DC differenzieren. Die klassischen und plasma-
cytoiden DC (cDC; pDC) gehen jedoch auf den DC-Arm zurtck. Wahrend die
langlebigen pDC eher atypisch einen Schwerpunkt auf der Bekampfung viraler
Infektionen durch Produktion beeindruckender Quantitdten an Interferonen

(IFNa, IFNB) legen, verkorpern kurzlebigere inflammatorische DC und vor allem
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cDC die zentralen Kompetenzen der Antigenprasentation und T-Zellmodulation.
Sie sind lokal in allen Geweben sowie auch im Blut zirkulierend zu finden.

Als zunachst unreife Zellen (iDC: immature DC) verfligen sie Uber eine ausge-
pragte Phagozytoseaktivitat (Makropinozytose, Rezeptor vermittelte Endozyto-
se) die durch ausladende Zellauslaufer, die Dendriten, erleichtert wird. Neben
niedrigen Expressionsniveaus von MHC-, Co-Stimulations- und Adhasionsmole-
kilen zeichnen sie distinkte Chemokinrezeptoren aus, welche sie entlang eines
Chemokingradienten hin zu entziindlichen Geweben zu leiten vermégen. Dort
fuhren ein sogenanntes ,Gefahrensignal® Uber pattern-recognition receptors
(PRR) wie den toll-like-Rezeptoren (TLR) oder/und proinflammatorische Zytoki-
ne und Mediatoren zu Reifung und Lizenzierung der dendritischen Zellen. Sie
verandern ihre Morphologie zu einer mehr kugelférmigen Struktur mit gefaltelter
Membran (,veiled”), verlieren die ausgepragte Fahigkeit zur Antigenaufnahme
und verlagern ihre Prioritaten auf -prozessierung und -prasentation, sowie Zyto-
kinproduktion. An der Zelloberflache zeigt sich nun eine hohe Dichte an MHC-,
Co-Stimulations- (CD40, CD80, CD86) und Adhasionsmolekilen (ICAM-1, LFA-
3). Der neue Chemokinrezeptor CCR7 vermittelt das Ziel fur die neu- (bzw. wie-
der-) gewonnene Mobilitat — das lymphatische Gewebe — und der reife DC defi-
nierende Marker CD83 ist nachweisbar.

Als alarmierte, professionell ausgebildete, Antigen tragende Botschafter und
Rekrutierer betreten die mDC (mature DC) uber Lymphwege die lokalen lym-
phatischen Gewebe und initiileren dort die adaptive Antwort im Vorgang des pri-

mings 31,85-87

1.4.4. Priming

Naive T-Zellen mit ihrem definierten TCR kénnen nicht unmittelbar auf ihr spezi-
fisches Antigen, den passenden Peptid:MHC-Komplex, reagieren, sondern
mussen um aktiven Effektorstatus zu erlangen zuerst durch priming von profes-
sionellen antigenprasentierenden Zellen aktiviert werden. Dies geschieht durch
drei simultane Signale (vgl. Abb. 8).

Signal 1 besteht aus der TCR-Peptid:MHC-Interaktion und sichert die Antigen-

spezifitdt. Bei MHC-mismatch kann sie auch Grundlage von Alloreaktivitat sein.
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Dieser Kontakt findet ubiquitar auch mit allen nicht-APC statt. Fur die aktivierte
T-Zelle ist er ausreichend um deren Effektorfunktion zu triggern; fur die naive
dagegen bleibt er ohne Folge — im Kontakt mit APC ist er sogar tolerogen und
flhrt, wenn Signal 2 ausbleibt, zu Anergie.®

Signal 2 wird als Co-Stimulation bezeichnet. Wichtigster Angriffspunkt ist CD28
auf der T-Zelle. Die Molekule B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) erfahren eine ver-
starkte Expression auf reifen dendritischen Zellen und binden CD28. Somit
kommunizieren sie die Fremdstruktur, das ,Gefahrenmilieu®, das inflammatori-
sche Umfeld des Ursprungsortes der mDC, knupfen die adaptive Reaktion dar-
an an und reduzieren das Risiko einer Autosensibilisierung. Signaltransduktion
Uber CD28 induziert in T-Zellen nicht nur die Expression von IL-2 und der a-Ket-
te des hochaffinen IL-2-Rezeptors, sondern auch im Sinne eines negativen
feedback die von CTLA-4. Dieser hoher affine inhibitorische B7-Rezeptor
dampft die Proliferation von frisch aktivierten T-Zellen. Weitere Co-Stimulatoren
kénnen den B7-Signalweg modulieren: ICOS (inducible co-stimulator), CD70,
CD40 und 4-1BBLigand auf DC interagieren beispielsweise mit LICOS, CD27,

CD40L und 4-1BB auf T-Zellen — um nur einige zu nennen 8%

Abb. 8 Priming einer CD4*-T-Zelle. APC
Signal 1: Peptid:MHCII-TCR Interaktion;
Signal 2: B7.1/B7.2 bindet CD28;
Signal 3: Subklassendifferenzierung
definierende Zytokine. Aus Ref.24.

Signal 3 letztendlich entscheidet - vor allem fir CD4* T-Zellen - Gber die Rich-
tung der Ausdifferenzierung in die verschiedenen T-Zell-Subpopulationen und
erfolgt fast ausschliellich Uber Zytokine. Hierbei ist das lokale Gesamtmilieu
entscheidend,*? das jedoch maRgeblich von der aktivierenden APC beeinflusst

wird. Langfristige Toleranz kann aus einem Fehlen von Signal 3 resultieren. %%
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Folgende Tabelle (Tab.1) gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten Signale die-
ser Weichenstellung und setzt sie in Bezug zu den resultierenden Effektoren.

Eine Ubersicht Giber die T-Zellpopulationen findet sich in 1.4.2.%*

Tab. 1 Abhangigkeit der Differenzierung in T-Zell-Subpopulationen vom initialen priming.
Oben: wichtigste Vertreter der notwendigen dritten Signale; Unten: resultierender T-Zell-Typ.

Signal 3| IL-12, IL-12, | Notch-signal, | IL-1(, TGFB IL-10 TGFB
IFNy IFNy IL-4 IL-23 +IL-10
T-Zelle CD8+ CD4+ CD4+ CD4+ | CD4+ CD4+ CD4+
CTL TH1 TH2 TH17 TH3 Tr1 CD25hi, FoxP3+

[.5. Fragestellung

Fir eine Erweiterung des Spektrums der Tumovakzination des oben vorgestell-
ten jungen Patienten (1.2.) kam nach immunhistopathologischer Diagnostik das
kraftig Uberexprimierte Zytokeratin 7 in Frage. Sicher birgt es als Autoantigen
aufgrund seiner mangelnden Spezifitat und fehlenden Beschrankung auf das
Tumorgewebe Risiken fur autoimmune Nebenwirkungen einer Impfung. Prinzi-
piell bendtigt jedoch eine Effektor T-Zelle eine minimale Anzahl an prasentierten
Antigenpeptiden auf einer Zielzelle als Schwellenwert. Dies ermoglicht dem Im-
munsystem eine Unterscheidung zwischen normaler und gesteigerter Expressi-
on. Leider ist dieser Schwellenwert jedoch schwer zu bestimmen und somit ist
letztendlich auch eine Prognose im Hinblick auf die Sicherheit einer solchen
Vakzinierung diffizil. Angesichts der recht aussichtslosen Situation des jungen
Patienten und auch der Mehrzahl aller Pankreaskarzinompatienten, die auf-
grund friher Dissemination der Tumoren und trotz aller therapeutischen Mal-
nahmen immer noch meist mit einer sehr schlechten Prognose konfrontiert wer-
den mussen, ist dieses Risiko jedoch tolerabel.

Um das tumorassoziierte Antigen Zytokeratin 7 als Impfstoff zu etablieren ist es
erforderlich seine T-Zell-immunogenitat nachzuweisen. Erst wenn eine definier-
te T-zellulare Antwort gegen ein Peptid des Antigenproteins dokumentiert wer-
den kann gilt dieses Peptid als T-Zell-EPITOP und steht zum Einsatz als Vakzi-
ne bereit — vorausgesetzt der Empfanger exprimiert das entsprechende prasen-

tierende MHC-Molekul. Denkbar sind natirlich dann auch Impfungen mit dem
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Gesamtprotein oder DNA/mRNA-Ansatze. Das Peptid besticht allerdings durch
einfaches, klar definiertes Immunomonitoring und seine vergleichsweise simple

Herstellung nach good-manufacturing-pracice (GMP).

Ziel der Arbeit war es nun fur zwei HLA-Allele unseres Patienten CD8" T-Zell-
Epitope aus Zytokeratin 7 zu identifizieren um ihm die entsprechenden Peptide
als Erganzung seines Impfprotokolls anbieten zu kénnen.

Wir wahlten hierfir diejenigen aus, die in der westlichen, kaukasoiden Bevdlke-
rung am haufigsten anzutreffen sind, um eine eventuelle Nutzung in weiteren
Patienten wahrscheinlicher zu gestalten: HLA A*0201 (Frequenz etwa 25-50%)
und HLA B*5101 (Frequenz etwa 5-20%) (www.allelefrequencies.net).

Fir beide Allele sollten durch das Epitopvorhersageprogramm ,SYFPEITHI*
(siehe 1.6.1.) einige Liganden mit hoher immunogener Wahrscheinlichkeit vor-
ausgesagt und anschliellend an CD8" T-Zellen gesunder Spender in vitro verifi-
ziert werden. Hierfur sollte einem priming der im Repertoire der Spenders er-
hofften spezifischen T-Zelle mit aus Monozyten generierten dendritischen Zel-
len, wenn moglich, weitere Expansion und Etablierung einer CD8" T-Zelllinie fol-
gen. Der Plan sah vor, anschlieRend deren Spezifitat per Durchflusszytometrie
einer intrazellularen Zytokinfarbung zu belegen und ihre zytotoxische Funktio-
nalitat sowie die naturliche Prozessierung und Prasentation des Epitops in bzw.

auf Tumorzellen anhand von Zytotoxizitatsexperimenten nachzuweisen.

[.6. Methodischer Hintergrund

Zu den Anfangszeiten der T-Zell-Tumorantigendefinierung ging man klassisch
von einer spontan in vivo entstandenen Population tumorreaktiver T-Zellen aus,
klonierte und expandierte diese um sie anschliel’iend an cDNA-Bibliotheken der
Tumorzell-mRNA zu testen bis das entscheidende Gen identifiziert war.

Heute bedient man sich meist der nun zur Verfigung stehenden Gen- und Pro-
teinsequenzdatenbanken und des Ansatzes der ,reversen Immunologie“®®. Das
Gen oder Protein eines durch Expressionsanalysen, serologisch oder immunhi-

stochemisch identifizierten Tumorantigens durchlauft eine in silico-Vorhersage
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fur potentielle MHC-Liganden bzw. T-Zell-Epitope, welche dann anschlielRend
auf ihre Immunogenitat hin, meist in vitro, untersucht werden um sie als tatsach-

liche Epitope zu validieren.

1.6.1. “SYFPEITHI”
Die in Tubingen entwickelte und betreute Datenbank ,SYFPEITHI* (www.syf-

peithi.de)® verdankt inren Namen der Aminosaurensequenz des ersten von ei-
nem MHC-Molekil eluierten und sequenzierten Peptids*’. Sie umfasst mittler-
weile mehr als 7000 Peptidsequenzen publizierter natlrlicher MHC-Liganden
der Klasse | und Il verschiedener Spezies sowie veroffentlichter T-Zell-Epitope.
Auf der Basis dieser Datenbank lasst sich ,SYFPEITHI* als Instrument zur T-
Zell-Epitopvorhersage einsetzen. Anhand von Peptidankermotiven* trifft es eine
Aussage Uber die Bindungswahrscheinlichkeit eines jeglichen Peptids flr ein
bestimmtes MHC-Molekil. Am Beispiel des HLA A*0201 verdeutlicht bekom-
men so die Aminosauren Leucin oder Methionin bzw. Valin oder Leucin an Posi-
tion 2 bzw. 9 eines Nonamers als Ankeraminosauren Hochstwerte bis zu maxi-
mal 15 zugeschrieben. Ankeraminosauren sind, aus der Datenbank der publi-
zierten naturlichen Liganden und T-Zell-Epitope abgeleitet, flr die Bindung ei-
nes Peptids besonders ausschlaggebend. Valin an Position 6 dient als Hilfsan-
ker, bewertet mit einer etwas niedrigeren Zahl; weitere bevorzugte Seitenketten
sind an Position 4 bzw. 8 das Glutamat und Lysin bzw. Lysin. Alle Gbrigen Ami-
nosauren flieRen ebenfalls mit Minimalwerten in den Summenwert ein und kén-
nen bei besonders ungunstiger Beeinflussung der Bindungseigenschaften so-
gar negative Vorzeichen (bis -3) annehmen.

Eine beliebige Proteinsequenz kann somit in alle moglichen Peptide (fur MHC
Klasse | in Okta-, Nona- und Dekamere) in silico zerschnitten werden und fUr je-
des einzelne ein dessen Bindungswahrscheinlichkeit fur ein bestimmtes MHC-
Molekul reprasentierender Summenwert ermittelt werden.

Die physiologische zytosolische Peptidprozessierung durch das Proteasom mit
dessen bevorzugten Schnittstellen sowie den Transport Uber TAP ins endoplas-
matische Retikulum - bevor die Peptide Uberhaupt in Kontakt mit Molekulen der
MHC Klasse | kommen - berlcksichtigt “SYFPEITHI” jedoch nicht. Trotzdem
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beinhalten die hochstpositionierten 2% in der Regel (in etwa 80% der getatigten
Vorhersagen) das vom untersuchten MHC-Molekul natirlich prasentierte Epi-
top. Die Immunogenitat eines vorhergesagten Liganden muss mit T-Zell-Experi-

menten nachgewiesen werden um ihn als Epitop zu validieren.

1.6.2. PBMC-Isolierung

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) sind die aus Vollblut, BuffyCoat
oder Leukapheresen gewonnene Zellgruppe mononuklearer Leukozyten, die
sich aus Monozyten und Lymphozyten zusammensetzt. Um ein Blutprodukt
von (restlichen) Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten zu reinigen wird
eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt. Vorsichtige Schichtung der
verdunnten heparinisierten Zellsuspension Uber ein Lymphozytentrennmedium
auf der Basis von Ficoll™ - ein hydrophiles Polymer mit 400 kDa Molekularge-
wicht und einer spezifischen Dichte von 1,077 g/ml - und folgende Zentrifugati-
on separiert die Zellen entsprechend ihrer eigenen Dichte. Erythrozyten (~1,1
g/ml) und Granulozyten (~1,08 g/ml) finden sich unter der Ficollschicht im Pellet
wieder, Monozyten und Lymphozyten (~1,07 g/ml) schwimmen in der Interpha-
se unmittelbar Uber ihr, gefolgt von den Thrombozyten (~1,05 g/ml) im Restplas-
ma (~1,03 g/ml). Die PBMC konnen nun behutsam abpipettiert, in Waschschrit-

ten von verschlepptem Ficoll gereinigt und weiterverarbeitet werden.

1.6.3. Magnetische Zellseparation

Ein weiteres Instrument zur Zellseparation und -anreicherung ist die magneti-
sche Isolierung mit MACS® MicroBeads. Diese kleinsten paramagnetischen
und biologisch abbaubaren Partikel sind mit an sie gebundenen monoklonalen
Antikérpern oder anderen spezifischen Proteinen erhaltlich. Uber eine kleine
Metallgittersaule, die in ein magnetisches Feld platziert wird, kdnnen Zellpopu-
lationen anhand von Oberflachenmarkern und den daran gebundenen MicroBe-
ads selektiert oder von ungewunschten Gruppen depletiert werden. Partikeltra-

gende Zellen bleiben in der Saule zurick, wahrend alle tbrigen sie ungehindert
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durchlaufen. Die aus dem Magnetfeld entfernte Saule gibt die retinierte Popula-

tion wieder frei.

1.6.4. In vitro Erzeugung von aus Monozyten abgeleiteten DC

In inflammatorischem Milieu sind Monozyten in vivo dazu in der Lage in eine
Subgruppe von dendritischen Zellen zu differenzieren. Zahlreiche Protokolle
existieren, die diesen Prozess ins Reagenzgefald Ubertragen. Meist sorgt ein
Zytokinmilieu aus GM-CSF und IL-4 (alternativ IL-13) in funf bis sieben Tagen
fur eine Entwicklung von aufgereinigten Monozyten hin zu unreifen dendriti-
schen Zellen. Neuere, optimierte Protokolle kommen sogar mit 48 Stunden aus.
Strategien zur sich anschlielenden Reifung sind noch vielseitiger und beein-
flussen Phanotyp und Funktion - und damit auch die Eigenschaften bezuglich
Immunantwortpolarisierung - der resultierenden reifen DC. Am verbreitetsten ist
das Zytokincocktail aus TNFa, IL-1B, IL-6 und ProstaglandinE2. Aber auch an-
dere Kombinationen aus TNFa, Interferonen, Interleukinen und toll-like-Rezep-
tor-Liganden finden Verwendung. Nach weiteren 24-48 Stunden kdnnen die rei-

fen DC geerntet werden.®"%"

1.6.5. In vitro priming und Expansion von T-Zellen

Mit unphysiologisch hohen Konzentrationen an extern zugeflihrtem syntheti-
schen Peptid lassen sich die naturlich prasentierten Liganden des entsprechen-
den MHC-Molekuls aus der Bindungsfurche verdrangen und ersetzen. Diesem
rein extrazellularen kompetitiven Mechanismus gesellt sich fur dendritische Zel-
len eventuell auch noch der Umweg uber das Zellinnere mit Phagozytose und
cross-Prasentation zu. Jedenfalls sind solche Peptid beladenen DC wunderbar
geeignet um in vitro (als auch in vivo) die fur das Peptidantigen spezifische nai-
ve T-Zelle zu Differenzierung und Proliferation anzuregen (priming).

Durch Zugabe von IL-2, dem T-Zell-Wachstumsfaktor, wird dieser Vorgang un-
terstutzt. Wiederholte Konfrontation, also Restimulation der entstehenden Popu-
lation mit dem immunogenen Peptid — etwa wdchentlich, oder im Rhythmus von

zehn Tagen — konsolidiert und expandiert sie weiter. Hierfir eignen sich, fur
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CD8* T-Zell-Stimulation prinzipiell alle autologen MHC Klasse | tragenden Zel-
len, jedoch, am besten autologe PBMC, die B-Zellen und Monozyten mit zu-
satzlich co-stimulatorischem Potential enthalten und einfach und in ausreichen-
der Quantitat zu gewinnen sind. Eine Bestrahlung verhindert ihre unspezifische
Proliferation.

Spatestens nach vier Zyklen sollte im Erfolgsfall eine distinkte Population durch-
flusszytometrisch nachweisbar sein. Gelingt es darlber hinaus diese zu isolie-
ren, kdnnen auch kraftige unspezifische Signale wie allogene bestrahlte PMBC,
hohe Konzentrationen an IL-2 und aktivierende Antikdrper gegen CD3 und

CD28 eine zligige Expansion vermitteln.%®%

1.6.6. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein zentrales Instrument in der Immunologie. Sie
ermoglicht phanotypische und funktionelle Multiparameteranalysen von Zellsus-
pensionen auf Einzellzellniveau.

Eine angesaugte Suspension wird vom Gerat zu einem feinen schnell flieRen-
den Strahl verarbeitet, dessen Durchmesser nur flr jeweils eine Zelle Raum
bietet. Es bedient sich dabei einer vibrierenden FlieBkammer und der hydrody-
namischen Fokussierung, also der Umrahmung der Zellsuspension im fuhren-
den Rohrchen mit einer weiteren flieRenden FlUssigkeit, welche engere Durch-
messer des Strahls ermoéglicht. Jede einzelne Zelle wird nun nacheinander
durch einen oder mehrere Laserstrahlen geschickt worauf Photodioden resultie-
rende Streu- und Fluoreszenzsignale aufgreifen, die von einer Software gesam-
melt und verarbeitet werden. Ohne vorherige Praparation mit Fluoreszenzfarb-
stoffen lassen sich die Streusignale des 488nm Lasers detektieren: Das forward
scatter [FSC] ist das Refraktionssignal entlang der Ausrichtung des Laserstrahls
und korreliert grob mit dem Zellvolumen. Als side scatter [SSC] wird Streulicht
bezeichnet, das von einer senkrecht zu Laser- und Suspensionsstrahl positio-
nierten Photodiode aufgegriffen wird. Es ist ein Mal} fur die innere Komplexitat
der Zelle, also Beschaffenheit des Kerns, Anzahl der Vesikel und Granula. An-
hand dieser beiden Werte lassen sich Lymphozyten schon von Granulozyten,

Erythrozyten und Monozyten unterscheiden. Weitere Differenzierung ist durch
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Fluoreszenzfarbstoffe moglich. Manche dieser Farbstoffe binden direkt an be-
stimmte Molekule der Zelle, andere sind an spezifische monoklonale Antikdrper
gekoppelt, die sowohl Oberflachenmarker als auch intrazellulare Strukturen,
nach Permeabilisierung der Zellmembran, markieren kdnnen. Verwendung von
Lasern verschiedener Wellenlangen und Einbau unterschiedlicher Filter verbrei-
tert das Spektrum an gleichzeitig einsetzbaren Fluoreszenzfarbstoffen und po-
tenziert die Multiparameteranalyse.

Bei den Experimenten zu dieser Arbeit kam das FACS Canto Il (Becton Dickin-
son) zum Einsatz, welches uber drei Laser mit den Wellenlangen 488nm,
405nm und 633nm verfugt und bis zu acht Farben gleichzeitig zu detektieren

vermag.

1.6.7. Intrazellulare Zytokinfarbung

Es ist moglich die Zytokinproduktion stimulierter Immunzellen per Durchflusszy-
tometrie zu charakterisieren. Blockade des intrazellularen Proteintransports mit
den Antibiotika Monensin oder Brefeldin A relativ zeithah nach Stimulation resul-
tiert in einer Akkumulation der Botenstoffe in endoplasmatischem Retikulum und
Golgi-Apparat.’®'" Schliel3t sich eine Saponin vermittelte Permeabilisierung
der Zellmembran an, konnen mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelte Antikdrper
eindringen und an die Zytokine binden. Die Kombination mit Farbungen typi-
scher Zelloberflachenmarker ist in einem Zwischenschritt uneingeschrankt mog-

lich."02

1.6.8. Zytotoxizitatstests

Verschiedene Ansatze existieren um das antigenspezifische MHC-restringierte
zytotoxische Potential einer CTL Population zu quantifizieren. Gemein ist allen
folgendes: Eine Zielzelle muss das relevante MHC Klasse | Molekdl an ihrer
Oberflache tragen und auch das Zielantigen exprimieren. Alternative ist die Be-
ladung mit entsprechenden Peptiden.

lhre Markierung kann nun mit radioaktivem Chrom (°'Cr) oder Fluoreszenzfarb-

stoffen geschehen. Das Chrom entweicht bei Inkubation mit einer Effektorzellli-
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nie aus den getoteten Zellen in den Uberstand und dessen Radioaktivitat fun-
giert dann als Mal} fur spezifische Zytotoxizitat. Bei den Fluoreszenzfarbstoffen
ist es die Abnahme der markierten Zellpopulation in der Durchflusszytometrie
die auf den Grad der Lyse schlieRen I&sst. Hierbei sind gleichzeitig phanotypi-

sche und dynamische Analysen - auch der Effektoren - moglich.'®
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[l. Material und Methoden

[1.1. Material

I1.1.1. Gerate

Peptide Synthesizer EPS 221
Peptide Synthesizer ABI 433A
Feinwaage

Wasserbad

Sterilbank Tecnoflow

Pipettenhalter PipetBoy

Pipetten (1000ul,200pl, 20ul, 2ul)
Mehrkanalpipette (200ul)
Zentrifugen Labofuge400; Megafuge2.0R
Vortexer

Neubauer-Zahlkammer (Tiefe 0,1mm)
Lichtmikroskop

Einfrierbox fur cryo-vials
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-80°C)

Kahlschrank (4°C)

Inkubator (37°C, 5%CO2)

Bestrahlungseinheit (Cs-137) Gammacell 1000 Elite

MACS®-Magnet

Eismaschine

Durchflusszytometer FACS Canto Il (Software FACSDiva)

Elektroporator Gene Pulser II

Il.Material und Methoden

Abimed

Applied Biosystems
Sartorius

Braun Biotech
Integra Biosciences
Integra Biosciences
Abimed

Abimed

Heraeus

Scientific Industries
Assistent

Leica

Nalgene

Liebherr

Sanyo

Liebherr

Heraeus

Nordion Intnernational Inc.
Miltenyi Biotech
Scotsman

Becton Dickinson
BioRad

I.1.2. Reagenzien, ReagenzgefaRe, Verbrauchsmaterialien

Brefeldin A

BSA (Bovines Serumalbumin)

Sigma
Sigma/PAA
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CompensationBeads Set
Cryo-Réhrchen (2ml)
Cytofix/Cytoperm + PermWash Puffer
Descosept

ddH20 (doppelt-destilliertes H20)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

DNAse |

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
Elektroporationsklvetten (gap 4mm)
Eppendorf-Reaktionsgefalte (0,5/1,5/2ml)
FACS-clean, -rinse, flow
FACS-Rdhrchen (5ml)
Falcon-Rohrchen (15ml, 50ml)

FCS (fetal calf serum)

Filter 70pm

Fugene®6 Transfection Reagent
Gentamicin (10mg/ml)

Glasflaschen

GolgiPlug®/GolgiStop® (BrefeldinA/Monensin)

Humanserum (gepoolt, hitzeinaktiviert)

IMDM (Iscove’s modified Dulbecco’s medium)

lonomycin

Lipofectamine™2000 Transfection Reagent
Lymphozytenseparationsmedium LSM1077
MACS®Saulen

Natriumazid (NaNj3)

Opti-MEM® |

PBS ohne Mg? und Ca*
Penicillin/Streptomycin (100x)

PHA (Phythamagglutinin)

Pipettenaufsatze (1000pl, 200pl, 20pl, 2ul)
PMA (Phorbol 12-myristat 13-acetat)
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Becton Dickinson
Greiner

Becton Dickinson
Dr. Schuhmacher GmbH
eigenes Labor
Merck

Roche

Roth

Peqglab
Eppendorf
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Greiner Bio One
Lonza/PAA
Becton Dickinson
Roche

Cambrex Bioscience
Schott

Becton Dickinson
Blutbank/eigenes Labor
Lonza

Sigma

Invitrogen

PAA

Miltenyi Biotech
Merck

Invitrogen

PAA

PAA

Sigma

Starlab

Sigma



Il.Material und Methoden

Puromycindihydrochlorid Sigma
Reagenzplatten:
round-bottom 96-well Corning Inc.
flat-bottom 96/48/24/12/6-well Corning Inc.
Reservoirs (50ml, 100ml) Corning Inc.
RPMI1640 Gibco® Invitrogen
SEB (Staphylokokken Enterotoxin B) S4881 Sigma
Streptavidin MicroBeads Miltenyi Biotech
Trypanblau Merck
TrypsinEDTA (200mg/L Versene) Lonza
Zellkulturflaschen (250ml1/550ml) Nunc
Zellkulturflaschen (50ml/250ml) Greiner Bio One

1.1.3. Angesetzte Zellkulturmedien und Puffer

Kulturmedium:

Adharenzmedium:

DC-Einfriermedium:

T-Zell-Einfriermedium:

Tumorzellmedien:
Capan-1
CF-PAC-1
YPAC
K562(A2°)

PBS+EDTA:

FACS Puffer:

FACS Fix:

MACS Puffer:

I1.1.4. PBMC-Quellen

RPMI1640 + 10%HS + 1%Gentamicin/PenStrep
RPMI1640 + 1%HS

FCS + 5%Glucose + 10%DMSO

FCS + 10%DMSO

IMDM + 20%FCS + 1%PenStrep

IMDM + 10% FCS + 1%PenStrep
RPMI1640 + 10%FCS + 1%PenStrep
RPMI1640 + 10%FCS + 1%PenStrep

PBS + 5mM EDTA

PBS + 2mM EDTA + 2%FCS + 0,01%NaNs
FACS Puffer + 1% Formaldehyd

PBS + 2mM EDTA + 0,5% BSA

Aus dem Zentrum fiir Klinische Transfusionsmedizin GmbH, HLA-Labor Univer-

sitatsklinikum Tibingen stellte uns Frau Prof. Dr. Wernet 22 Leukapheresepro-
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dukte von 18 verschiedenen gesunden Spendern (siehe Tab.2) zur Verfugung.

Zusatzlich wurde eine heparinisierte Vollblutspende verarbeitet.

Tab. 2 Auflistung der Blutspenden (22 Leukapheresen, eine Vollblutspende [D19]) mit
zugehoriger Spendernummer, -blutgruppe und -HLA-Typisierung.

Spenden-Code Spen:ELT:‘g:r's'Nr' Blutgruppe MHC Klasse | Allele
D1 ? ? A2
D2 BSD46525530 0+ B51, A3, A30, B18, Cw2, Cw5
D3 A10810 B+ A2, A29, B60, Cw3
D4 A36659 A+ B51, A26, A28, B14, Cw8
D5/D9/D10/D15/D15.2  |A8102 A+ B51, A1, A24, B7, Cw3
D6/D7 BSD21681725 A+ A2, B51, A3, B44, Cw5
D8/D8.2 A301 B+ A2, A1, B49, B62, Cw3, Cw7
D11 A7278 A Rh? |A2, B35, B44, Cw4, Cw5
D12/D12.2 A20142 AB- B51, A2, A28, Cw1, Cw2
D13 BSD46529646 A+ B51, A2, A1, B37, Cw6
D14/D14.2 A33125 AB+ A2, B39, B49, Cw7
D16 BSD46539795 0+ A2, A3, B7, Cw7
D17 A26811 A+ B51, A24, Cw1
D18 A2848 0Rh? |A2, B51, A3, B35, Cw4
D19 keine A- A2
1.1.5. Peptide

Auswahl: siehe Abschnitt I11.1.
Synthese: siehe Abschnitt 11.2.2.

1.1.6. Zytokine und DC-Reifungssignale

IL-113

riL-2 (Proleukin®)
rHulL-4

rHulL-7

rHulL-15
GM-CSF

TNFa

PGE2

poly Inosin:Cytosin
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Lipopolysaccharid Sigma
R848 (Resiquimod) Alexis Biochemicals
IFNy PromoKine

1.1.7. Antikorper und Farbereagenzien

Tab.3 Zusammenstellung der verwendeten Antikdrper und Farbereagenzien fir
Durchflusszytometrie, magnetische Zellseparation und unspezifische T-Zell-Expansion.

Antikérper Fluoreszenzfarbstoff Klon Hersteller Verdiinnung

ICS-Durchflusszytometrie

aCD3 FITC UCHT1 BD 1:50
aCD8 PerCP SK1 BD 1:25
aCD4 APC SK3 BD/Immunotools 1:50
aCD4 APC-Cy7 RPA/T4 BD 1:100
alFNy PE n.a. BD 1:120
aTNFa PaBlue Mab11 Biolegend 1:120
alL-2 APC n.a. BD 1:120
aCD107a FITC n.a. BD 1:100
- Aqua-live/dead® - Invitrogen 1:400
Zellliniencharakterisierung

aHLA-A/B/C - W6.32 eigenes Labor 1:100
aHLA-A*02 - BB7.2 eigenes Labor 1:500
Goat-anti-mouse IgG

F(ab'), Fragment FITC n.a. Jackson IR 1:100

Magnetische Separation
aCD8 biotinyliert - OKT8 eigenes Labor -
CD14MicroBeads - n.a. Miltenyi -
Magnetische Anreicherung IFNy-sezernierender Zellen
IFNy-Secretion-Assay kit (PE) n.a. Miltenyi -
Schnelle Expansion

aCD3 - OKT3 ebioscience -
aCD28 - H9.3 eigenes Labor -

53



Il.Material und Methoden

11.1.8. Tumorzelllinien

Tab.3 Liste der untersuchten und angewendeten Tumorzelllinien.

Name Ursprung Referenz Quelle

Capan-1 E:S::renaeiggg;oekarzmom, Fogh 1977 eigenes Labor

YAPC Paqkreaskar;inom, Yamada 1998 Med. Klinik Universitat
maligner Aszites Erlangen, H. Ocker
Pankreasadenokarzinom, Biologisches Institut

CF-PAC-1|Lebermetastase, CF- Schoumacher 1990 |Universitat Kopenhagen,
Patient Fr. Olsen
CML, erythroleukamische

K562 A2* Blastenkrise, HLA-A2 Andersson 1979  |eigenes Labor
transfiziert

1.1.9. Plasmidvektor
Das Pvul-linearisierte pIRESpuro-DNA-Plasmid mit Puromycinresistenzgen und

HLA-A*0201-Sequenz wurde freundlicherweise vom Laborkollegen Ludger

Grosse-Hovest zur Verfugung gestellt.

[1.2. Methoden

1.2.1. Epitopvorhersage mit ,,.SYFPEITHI

Anhand unseres online frei verfigbaren Epitopvorhersage-tools (www.syfpeit-
hi.de) erfolgte die Pradiktion fur wahrscheinliche HLA A*0201- und HLA B*5101-
restringierte CD8" T-Zell-Epitope aus der 469 Aminosauren langen Sequenz
des Zytokeratins 7. Eine Auswahl der Peptide mit den héchsten Summenwerten

wurde synthetisiert.

1.2.2. Peptid-Synthese

Patricia Hristic und Stefan Stefanovic synthetisierten freundlicherweise alle von
uns gewunschten Peptide in unserem eigenen Labor. Die Produkte der Fmoc-
Schutzgruppen-Chemie aus ABIMED Economy Peptide Synthesizer EPS 221

und ABI 433A Peptide Synthesizer durchliefen eine organisch-chemische Aufar-
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beitung und anschlieRend eine qualitative Uberpriifung im MALDI-Massenspek-

trometer. Lyophilisierung ermoglichte eine langerfristige Aufbewahrung bei 4°C.

Vorbereitung fir den in vitro Einsatz

(1) Etwa 1mg mit der Feinwaage abgewogenes Lyophilisat kam zur Losung in
DMSO fur eine Endkonzentration von 10mg/ml. Eppendorfaliquots von jeweils
10ul wurden bei -80°C tiefgekuhlt.

(2) Zugabe von 90ul PBS in ein Aliquot kurz vor der Verwendung lieferte eine
einsatzbereite Peptidlosung mit 1ug/ul, die bei 4°C maximal fur vier Wochen

aufbewahrt werden konnte.

1.2.3. PBMC-Isolierung

Nach 1:2-Verdunnung des Leukaphereseprodukts bzw. der heparinisierten Voll-
blutspende mit PBS in Zimmertemperatur unter sterilen Bedingungen erfolgte
die Vorsichtige Schichtung dieser Suspension auf jeweils 10-15ml Ficoll™ in ca.
vier 50ml-Falcon-Rdéhrchen. Zentrifugation bei Zimmertemperatur mit 2000rpm
fur 30 Minuten und deaktivierter Bremse lieferte die typische Phasenschichtung
und ermoglichte vorsichtiges Einsammeln der PBMC-haltigen Interphase mit ei-
ner Pipette direkt Uber der Ficoll™-Schicht. Dreimaliges grundliches Waschen
in kaltem PBS und gekuhlter Zentrifuge (4°C) - nun mit aktivierter Bremse und
sukzessiv abnehmenden Rotationsgeschwindigkeiten (1600rpm, 1400rpm,
1200rpm) jeweils fir zehn Minuten - befreite die PBMC-Fraktion weitgehend
von Plasma- und Ficoll™-Resten, sowie Thrombozytenverunreinigungen. Die
erhaltenen Zellen wurden gezahlt, direkt weiterverarbeitet oder zum spateren

Einsatz tiefgefroren (siehe 11.2.5.) aufbewahrt.

1.2.4. Zellzahlbestimmung

Nach Verdinnung einer Zellsuspensionsprobe mit Trypanblau konnte mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop deren Zellzahl bestimmt
werden. Trypanblau vermag die intakte Zellmembran nicht zu durchdringen,

farbt somit nur die Proteine nicht-vitaler Zellen an und lasst die viablen Zellen
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hell auf blauem Hintergrund erscheinen. Aufgrund der Zytotoxizitat des Farb-
stoffes muss die Auszahlung immer unmittelbar nach Anfarbung erfolgen. Bei
korrekt aufgebrachtem Deckglaschen sind Newtonsche Ringe sichtbar und es
bildet sich Uber jedem GroRquadrat der Zahlkammer ein definiertes Volumen
von 0,1ul (Flache 1mm?, Tiefe 0,1mm) aus. Die Zellzahl der gesamten Suspen-

sion berechnet sich dann nach folgender Formel:

Zellzahl = (gezahlte Zellen x Verdunnungsfaktor x Gesamtvolumen
der Zellsuspension) / (Anzahl der betrachteten Grol3quadrate x

Volumen Uber einem Groflquadrat)

Bei Auszahlung von vier GroRquadraten und einer Verdinnung von 1:2 |asst

sich vereinfachen:

Zellzahl = gezahlte Zellen x (5000/ml) x Gesamtvolumen der

Zellsuspension in ml

11.2.5. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Resuspendierung von Zellpellets die flr den spateren Gebrauch tiefgefro-
ren werden sollten erfolgte im entsprechenden 4°C kalten Einfriermedium; fr
PBMCs in Aliquots von 10%/2ml oder 2x107/1ml, fir DCs in einer Zelldichte von
1-2x107/ml. Die sofortige Uberfiihrung der Réhrchen in eine Umgebung von
-80°C unterstltzte ein Isopropanolkontainer, der schonendes Abklihlen um ca.
1°C/min ermaoglicht.

Beim Auftauvorgang wurden die Zellen direkt in 10ml 4°C kaltes DNAse-halti-
ges Auftaumedium aufgenommen: Der Inhalt des tiefgefrorenen Ro&hrchens
konnte bei gleichzeitiger vorsichtiger Handwarme Stlck fur Stick mit Auftaume-
dium angespult, eingesaugt und in ein 15ml Rohrchen uberfuhrt werden. Es
folgten Waschvorgang (PBMC: 1200rpm, 10min; DC: 1500rpm, 7min) und Auf-

nahme in warmes Kulturmedium.
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1.2.6. Magnetische Zellseparation mit MACS® MicroBeads

Magnetisch separiert wurden ab Spende D6 die CD8" T-Zellen unmittelbar vor
dem priming sowie teilweise Monozyten (CD14") fur die in vitro Erzeugung von
dendritischen Zellen.

Alle Bearbeitungsschritte erfolgten unter sterilen Bedingungen auf Eis. Bis zu
2x10° Zellen kénnen mit einem Ansatz durch eine MACS® LS Saule geschickt
werden wobei maximal 108 Zellen mit MicroBeads markiert sein diirfen. Die ge-
wunschte Anzahl an PBMC kam also nach Zentrifugation (1500rpm, Smin, bei
4°C) in MACS Puffer zur Resuspension - mit einer Zielkonzentration von
2x10%/ml - und dann in Kontakt mit 5ug/ml biotinyliertem OKT8 (anti-CD8) Anti-
korper. Nach 15min Inkubation bei 4°C folgte die Zugabe von weiteren 10ml
MACS Puffer und zwei Waschschritte in der weiterhin kalten Zentrifuge
(1200rpm, 10min, 4°C; 1500rpm, 5min, 4°C). Resuspension, Inkubation und
Waschschritte wurden gleichermaRen fiir die Streptavidin-Beads (10ul/2x10°-
Zellen) wiederholt. Streptavidin verfugt uber vier Bindungsstellen fur Biotin und
koppelt die paramagnetischen Beads an den biotinylierten OKT8 Antikorper.

Die in 500ul MACS Puffer resuspendierten Zellen konnten nun auf eine im Ma-
gnetfeld platzierte, mit 2x3ml Puffer equilibrierte Saule gegeben werden. Drei
Spulvorgange mit jeweils 3ml schlossen sich an. Der Puffer sollte hierbei immer
vollstandig die Saule durchlaufen haben bevor ein frisches Volumen zugegeben
wurde. Unmarkierte Zellen fing ein 15ml Falcon Rdhrchen unter der Saule ste-
hend auf. AnschlieRend gab die vom Magneten geloste Saule die markierten
Zellen wieder in ein weiteres 15ml Falcon Rohrchen frei indem 4ml Puffer zlugig
unter Stempeldruck hindurchgepresst wurden. Zwei Waschvorgange flr beide
Fraktionen (1500rpm, 10min, 4°C), Bestimmung der Zellzahl und geplante Wei-
terverarbeitung schlossen sich an.

Die Separation von CD14" Monozyten geschah in gleicher Weise — bis auf den
Einsatz des Streptavidins, denn die anti-CD14 Antikdrper sind direkt an Micro-
Beads gekoppelt. Eine Titration offenbarte hier vergleichbare resultierende
Reinheiten mit 10ul/107 Zellen wie mit den vom Hersteller empfohlenen 20pl/107

Zellen, sodass mit dem geringeren Volumen gearbeitet wurde.
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1.2.7. Erzeugung von Dendritischen Zellen aus Monozyten

Gewinnung einer aufgereinigten Monozytenpopulation aus PBMC erfolgte Uber-
wiegend Uber Zelladharenz, fur einzelne Spender jedoch mit Hilfe magnetischer
Zellseparation.
Bei der Zelladharenz macht man sich die Fahigkeit der Monozyten an Plastik-
oder auch Glasoberflaichen haften zu kénnen zu Nutzen.’™ Inkubation einer
PBMC-Suspension von 120-150 x 10° Zellen in 10ml Adharenzmedium in einer
liegenden 75cm? Kulturflasche fur zwei Stunden (bei 37°C und 5%CO;) genugt
um die Lymphozyten danach mit vorsichtiger Spulung per Pipette und Medium
bzw. PBS auswaschen zu kdnnen.
Die magnetische Zellseparation stutzt sich in diesem Falle auf das Monozy-
ten-spezifische Oberflachenmolekil CD14 fiur das an paramagnetischen Beads
gekoppelte Antikorper zur Verfigung stehen. Die prinzipielle Methodik und der
Versuchsablauf ist in Abschnitt 11.2.6 weiter erlautert.
In beiden Fallen mussten die PBL (peripheral blood lymohocytes = monozyten-
depletierte PBMC) flir die bevorstehenden Stimulationsversuche entweder ana-
log der Verfahrensweise fir PBMC tiefgefroren oder aber Uber die Zeit der Er-
zeugung der DC fir acht Tage in Kultur genommen werden. Letzteres erfolgte
bei einer Zelldichte von 107/ml und der Versorgung mit T-Zell Wachstumsfakto-
ren - jeweils an Tag 0 und Tag 3/4 50U/ml IL-2 und 5ng/ml IL-7.
Die in den Kulturflaschen verbliebenen bzw. nach magnetischer Zellseparation
dorthin Uberfihrten Monozyten erhielten an Tag 0 in 10ml warmem Kulturmedi-
um 35ng/ml IL-4 und 250U/mlI GM-CSF. Die Zytokingabe wiederholte sich fur
Tag 2, 4, (6) bevor an Tag 5 (bzw. 7) die Reifung der nun vorliegenden iDC (im-
mature dendritic cells) initiiert werden konnte. Zwei verschiedene Protokolle ka-
men hier im Verlaufe der Experimente zum Einsatz. Zunachst ein weit verbreite-
tes Zytokincocktail (1), spater dann mehrere TLR-Liganden (2):
(1) 20ng/ml 1L-4 + 800U/ml GM-CSF + 10mg/ml TNF-a, 10ng/ml IL-18,
10ng/ml IL-6, 1ug/ml PGEZ2;
(2) 35ng/ml IL-4 + 250U/ml GM-CSF + 1ug/ml poly I:C (synthetischer TLR3-
Ligand), 100ng/ml LPS (naturlicher TLR4-Ligand), 2,5ug/ml R848 (syn-
thetischer TLR7/8-Ligand).
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Nach weiteren 48h konnten die reifen DCs, nun zum grof3ten Teil frei flottierend,
geerntet werden. Noch adharente Zellen I6sten sich nach Zugabe von PBS +
5mM EDTA, wenigen Minuten Inkubation und vorsichtiger Klopfmanipulation.
Alle Waschschritte fir DC erfolgten mit 1500rpm fir 7min. Die Zellen wurden
sofort anschlie3end fur ein priming eingesetzt und verbleibende Anteile in DC-
Einfriermedium tiefgefroren.

Aufgrund der reichen Erfahrungswerte mit dieser Art von DC-Generation in un-
serem Labor wurde auf eine durchflusszytometrische Untersuchung der Zellen
verzichtet. Morphologisch konnte der Reifeprozess jedoch anhand eindruckli-
cher charakteristischer Dendriten- (iDC) und Clusterbildung (mDC) unter dem

Lichtmikroskop verfolgt werden.

1.2.8. Priming und Restimulation

Das priming erfolgte in 24well-Platten mit 0,5x10° Peptid beladenen reifen DC
und 3x10° PBL bzw. 2-2,5x10° aufgereinigten CD8* T-Zellen pro Vertiefung.

Die bendtigte Anzahl an DC wurde in Kulturmedium aufgenommen (maximal
5x10%ml, falls nicht ausreichend Wahl eines héheren Volumens), mit vier ver-
schiedenen Peptiden (jeweils 25ug/ml) beschickt und fir zwei Stunden bei
37°C/5%CO0O; inkubiert. Wahrenddessen kamen die PBL bzw. aufgereinigten
CD8* T-Zellen in 1ml/well Kulturmedium zur Aussaat. Die randstandigen Vertie-
fungen wurden ausgespart und mit jeweils 2ml PBS gefillt um Verdunstungsef-
fekte abzufangen. Nach abgelaufener Inkubationszeit folgte die Verdiinnung der
Peptid:DC-Suspension auf ein ausreichendes Volumen flr ebenfalls 1ml/well
und die Zusammenfuhrung mit den T-Zellen. Endvolumen flr die acht zentralen
wells war somit ebenfalls 2ml. Die Co-Kultur verblieb anfangs fir sieben Tage
im Inkubator, lediglich ein Farbumschlag des Mediums veranlasste zum Wech-
sel eines Bruchteils (bis zu 50%) desselben. Im Verlaufe dieser Arbeit kam ein
abgeandertes Protokoll zu tragen, welches Uber zehn Tage ging und zusatzlich
an Tag 3 und Tag 5 jeweils 5ng/ml IL-7 und IL-15 zur Optimierung der in vitro
Bedingungen fir die T-Zellen vorsah.

Rekonfrontation mit Peptiden, die Restimulation, folgte also an Tag 10 (an-

fangs an Tag 7). Wenn noch eine ausreichende Zahl an tiefgekihlten autologen
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DC vorhanden war wurde sie genutzt, ansonsten fanden die PBMC des selben
Spenders Verwendung: analog zum priming 0,5x10° DC jedoch auf 2x10° Lym-
phozyten (altes Protokoll: 3x10°) fiir jedes well, oder 3x10° PBMC und 0,5-1x10°
Lymphozyten (altes Protokoll: 2,5x10°) in jede Vertiefung. Alle well-Inhalte wur-
den vorsichtig mit der Pipette aufgenommen und in Réhrchen gepoolt, abzentri-
fugiert, in frischem Medium aufgenommen, gezahlt und entsprechend ausplat-
tiert. Peptidkonzentrationen flr Beladung der DC bzw. PBMC, Inkubationszeiten
und Volumina entsprachen dem priming-Protokoll. Die PBMC mussten vor der
Beladung lediglich mit 30 Gray bestrahlt werden um ein mogliches Uberwach-
sen der Kultur durch unspezifische Proliferation zu verhindern. Es schloss sich
dann eine erneute zehntagige Inkubation (altes Protokoll: sieben Tage) an, be-
vor die nachste Restimulation erfolgen konnte. An Tag 1+3+5 bekamen die Zel-
len immer 50U/ml IL-2, ausschlieBlich nach der ersten Restimulation gemein-
sam mit 5ng/ml IL-7 und 5ng/ml IL-15 (altes Protokoll: Tag 1+3+5 immer 25U/ml
IL-2 und 5ng/ml IL-7), wenn nétig in bis zu 1ml frischem Medium. Uber die funf
,Ruhetage* bis zur erneuten Restimulation wurde ebenfalls die Indikatorfarbe
des Mediums Uberwacht und bei Bedarf durch Austausch von meist 1ml aufge-
frischt.

Am letzten Tag nach der zweiten sowie, wenn maoglich, der vierten Restimulati-
on war der Versuch des Nachweises einer spezifischen Effektorpopulation an-
hand Durchflusszytometrie einer intrazellularen Zytokinfarbung geplant. Sollte
sich bei der ersten Analyse eine distinkte Population fur ein bestimmtes Peptid
zeigen, wirden die folgenden Restimulationen nicht mehr mit den urspringli-
chen vier sondern ausschlief3lich mit diesem einen ausgefuhrt werden.
Spatestens nach dem vierten Restimulationszyklus, also nach insgesamt 50 Ta-
gen, wurde die Kultur bei negativen Ergebnissen verworfen, bei positiven — teil-
weise nach Aufreinigung und unspezifischer Expansion — fur zuklnftige Zytoto-

xizitatsexperimente tiefgefroren.

1.2.9. Intrazellulare Zytokinfarbung

Am Tag der zweiten bzw. vierten Restimulation wurden fur jedes verwendete

Peptid 0,5-1x10° Zellen beiseite genommen, sowie zusatzlich fiir eine Positiv-
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kontrolle, Mediumkontrolle, eine ungefarbte und die Aqua-live/dead®-Farbung
Kontrolle. In jeweils 100yl Kulturmedium kamen sie in einer 96-well Platte zur
Aussaat. Zugabe der Peptide (25ug/ml fur ein Endvolumen von 200pl) jeweils in
ein einzelnes well und der Positivkontrolle (PMA+lonomycin: polyklonale Mito-
gene/Stimulatoren; 50ng/ml bzw. 1uM ebenfalls fur ein Endvolumen von 200ul)
in ein eigenes well initilerte die spezifische bzw. unspezifische Zytokinprodukti-
on. Die drei wells der Medium-, ungefarbten und ,lebend/tot“-Kontrolle blieben
unstimuliert. Nach etwa einer Stunde im Inkubator (37°C/5%CQO.) folgte die Pro-
teintransportblockade mit Monensin (1:1500 verdunnt) und Brefeldin A (1:500
verdunnt) in zusatzlichen 100ul Medium fur jedes well (inklusive der Kontrollen)
und dann fortgesetzte Inkubation fir weitere 5-7 Stunden.

Anschliel’end wurde auf Eis und mit gekuhlter Zentrifuge (4°C) gearbeitet. Zen-
trifugation der Platte (1800rpm, 2min), vorsichtiges Ausklopfen des Uberstands
um die Pellets nicht zu verlieren und zweimaliges Waschen mit 200ul gekuhltem
PBS ging der ,lebend/tot*-Farbung voraus. Aqua-live/dead® ist ein Amingrup-
pen bindender Fluoreszenzfarbstoff mit Exzitation bei 405nm Wellenlange. Er
bindet sowohl Zellmembranstrukturen als auch intrazelllare Gruppen nekroti-
scher Zellen, deren Membran permeabel fur den Farbstoff geworden ist und er-
laubt somit eine Unterscheidung von vitalen und toten Zellen. Alle wells aus-
schlieBlich der ungefarbten Kontrolle (100ul reine PBS) wurden fir 30min im
Dunkeln auf Eis mit 100ul PBS + 1:400 verduinntem Aqua-live/dead® inkubiert.
Es folgte ein Waschschritt mit 200yl PBS, dann einer mit 200ul gekuhltem
FACS-Puffer als Vorbereitung zur Oberflachenfarbung. In jeweils 50ul FACS-
Puffer kamen CD3-, CD4- und CD8-Antikdrper (aCD3-FITC, Verdinnung 1:50;
aCD4-APC, 1:50 oder aCD4-APC-Cy7, 1:100; aCD8-PerCP, 1:25) mit den Zel-
len in Kontakt. Ungefarbte Kontrolle und ,lebend/tot“-Kontrolle (zur Kompensati-
on des Zytometers) wurden flr die Inkubationszeit von 20min - weiterhin im
Dunkeln auf Eis - in 50ul reinem FACS-Puffer resuspendiert. Gewaschen mit
zusatzlichen 150ul FACS-Puffer schloss sich dann fur alle wells die Aufnahme
und Inkubation fur 20min in 100pl Cytofix/Cytoperm (enthalt Formaldehyd) an -
zur Fixation und Retention der Zytokine in ihrer Originalposition fur alle weiteren

Schritte. Auffullen mit 100pl 1:10 verdiinntem Permwash (enthalt Saponin) fihr-
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te zu Permeabilisierung der Zellmembran. Aufgrund der Zellschrumpfung als
Nebeneffekt dieser Vorgange mussten die sich anschlieRenden Zentrifugations-
schritte nun mit 1800rpm fur 3min durchgefihrt werden. Nach Abzentrifugation
bekamen die in 50ul verdinntem Permwash Puffer aufgenommenen Antikérper
fur die Zytokinfarbung (meist alFNy-PE, Verdinnung 1:120; eventuell aTN-
Fa-PaBlue, 1:120; vereinzelt alL-2-APC, 1:120 und aCD107a-FITC (CD107a ist
ein Degranulationsmarker), 1:100) 30min Inkubationszeit; ungefarbte Kontrolle
und live/dead Probe wurden hierbei wieder in reinem verdinntem Permwash
Puffer aufgenommen. Es folgte Auffullen auf 200ul mit Perwash Puffer, Zentrifu-
gation und ein weiterer Waschschritt mit der selben Losung. Danach konnten
die Zellen in 200ul FACS Fix resuspendiert werden und entweder direkt oder in
den nachsten 24 Stunden (Aufbewahrung im Dunkeln bei 4°C) am Durchfluss-

zytometer analysiert werden.

1.2.10. Anreicherung und Expansion spezifischer CD8* Populationen

Eine in der Durchflusszytometrie detektierte, spezifisch Zytokin exprimierende
Population anzureichern und in der Folge mit starkeren Signalen unspezifisch

zu expandieren geschah wie folgt:

IFNy-Secretion-Assay

Mit diesem Ansatz lasst sich das von einer Zelle produzierte Zytokin IFNy an
deren Oberflache, direkt nach Sekretion, mit einem Antikdrperkonstrukt festhal-
ten. Das eine der beiden gekoppelten Immunglobuline ist gegen ein ubiquitares
Lymphozytenzellmembranantigen gerichtet, das andere spezifisch fur IFNy. Sti-
mulierte Zellen werden also mit dem Konstrukt markiert und nach einer Sekre-
tiosperiode kann in einem weiteren Schritt das fixierte IFNy mit PE markiert wer-
den (alFNy-PE) und die gefarbten Zellen sind dann Uber aPE-MicroBeads ma-
gnetisch separierbar (vgl. 11.2.6.).

Am Ende des letzten Restimulationszyklus wurden die Lymphozyten geerntet,
bis zu 6x107 fiir einen Sekretionsansatz eingesetzt und der Rest tiefgefroren.
Aussaat in RPMI1640 + 5%HS in passende Platten fur eine Konzentration von

107 Zellen/ml und Dichte von 5x10° Zellen/cm? ging der Stimulation mit dem fir
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die aufzureinigende Population spezifischen Peptid (25ug/ml), das aus einer
ICS-Analyse bekannt war, voran. Eine kleine Anzahl von Zellen (1-2x10° je-
weils) fungierte als Positiv- (10pg/ml SEB; als schwacheres Stimulans im Ver-
gleich zur ,Zytokinuberflutung“ bei PMA/lonomycin hier besser geeignet) und
als Negativkontrolle (nur Medium). Nach 3-6 Stunden in 37°C/5%CO,wurde mit
kaltem MACS-Puffer gewaschen (1200rpm, 10min), der Uberstand komplett ab-
pipettiert um Volumenfehler in der Folge zu vermeiden und die Pellets in
80ul/10” Zellen kaltem Medium (RPMI1640 + 5%HS) aufgenommen — bei Men-
gen bis zu 107 Zellen in ein 15ml, ansonsten in ein 50ml Falcon Réhrchen. Es
folgte die Zugabe von 20ul/10” Zellen ,Catch Reagenz®, dem bispezifischen
Konstrukt, und eine 5min Inkubation auf Eis. AnschlieRend wurden die Suspen-
sionen mit vorgewarmtem Medium auf eine Konzentration von 10° Zellen/ml
verdunnt und die geschlossenen Rohrchen fur eine Sekretionsperiode unter
langsamer Rotation fur 45min bei 37°C/5%CO; im Inkubator belassen. Die Ro-
tation verhindert die Zusammenlagerung von Zellen und reduziert auf diese
Weise ektope Zytokinbindung. Zwei Waschschritte mit mit kaltem MACS-Puffer
aufgefiiliten Réhrchen in kalter Zentrifuge, Abpippetieren des kompletten Uber-
stands und Wiederaufnahme in 80ul/107 Zellen kaltem Puffer gingen der Inkuba-
tion mit dem PE-Antikérper voraus. Die 20ul/107 Zellen alFNy-PE konnten mit
einer Farbung von Oberflachenmarkern wie CD3, CD4, CD8 (Antikérper und
Verdunnungen vgl. 11.2.9) kombiniert werden. Der Waschschritt nach zehn Minu-
ten Inkubation auf Eis im Dunkeln erfolgte in kaltem Puffer, jedoch nicht vor Se-
paration eines kleinen Anteils der peptidstimulierten Fraktion zum spateren
FACS-Vergleich mit dem Zustand nach Anreicherung. Positiv- und Negativkon-
trolle waren somit bereit fur die zytometrische Analyse, die verbleibende Popu-
lation der Peptidstimulation wurde nochmals in 80ul kaltem MACS-Puffer/10’
Zellen resuspendiert und mit 20ul/10” Zellen aPE-MicroBeads im Kiihlschrank
(4-8°C) fur 15min inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 10ml Puffer — Zentrifu-
ge weiterhin wie bei allen Schritten mit 4°C, 1200rpm und 10min eingestellt —
konnte die finale Aufnahme in jeweils 500ul MACS-Puffer und direkt anschlie-
Rend die magnetische Separation erfolgen. Vorbereitung der Sdulen und Durch-

fuhrung sind in Abschnitt I1.2.6. beschrieben. In diesem Fall sind vom Hersteller
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jedoch fur jede Probe zwei konsekutive Laufe empfohlen — aus der ersten Saule
soll also die markierte Fraktion direkt in die zweite Sdule gedruckt werden.

Nach der Zahlung wurde ein kleiner Teil der gewonnenen angereicherten Zellen
der Zytometrie zugefuhrt — flr den Vergleich mit Positiv-, Negativkontrolle und

Zustand vor der Anreicherung — die Ubrigen unspezifisch expandiert.

Unspezifische Expansion

Die angereicherte Zellpopulation wurde geteilt und der Versuch unternommen
verschiedene Ansatze miteinander zu vergleichen. Diese waren hauptsachlich
unspezifischer Art, manchmal fand jedoch auch das entsprechende Peptid

Verwendung. Folgende Tabelle gibt einen Uberblick:

Tab. 3 Verschiedene Protokollalternativen zur (Antigen-unspezifischen) APC-
unabhangigen schnellen Expansion von aufgereinigten Effektorpopulationen.
Vereinzelt kam jedoch auch das relevante Peptid zum Einsatz.

allogene mit 30Gy bestrahlte PBMC von drei verschiedenen
Tag 0 Spendern im Verhaltnis bis zu 100:1 (PBMC:Effektoren) +/-
Peptid (25ug/ml)
Tag 1 OKT3 + aCD28 (je 30ng/ml) PHA (100ng-1ug/ml)
Tag 1+3+5 IL-2 (250U/ml) +/- IL-7 (25ng/ml)
Tag 10 Restimulation (wie Tag 0)
oder Tag 12 durchflusszytometrische Analyse per ICS

Vorgehensweise und Kulturpflege erfolgte entsprechend dem priming und der
Peptidrestimulation (siehe 11.2.8.). Alle Ansatze wurden abschlieRend zum spa-

teren Einsatz fur Zytotoxizitats-assays tiefgefroren.

1.2.11. Kultivierung und Charakterisierung von Tumorzelllinien

Die drei adharent wachsenden Pankreaskarzinomzelllinien wurden mit 12-15ml
der entsprechenden empfohlenen Medien (siehe 11.1.3.) in liegenden 75cm?-Fla-
schen kultiviert. Kurz vor Konfluenz der Zellkolonien erfolgte Abnahme des Me-
diums, Inkubation fur einige Minuten bei 37°C mit ~5ml Trypsin-EDTA zur ver-
einfachten Lésung vom Plastik und Herstellung einer Einzelzellsuspension,

dann Teilen (1:4-10) und erneute Aussaat.
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Ein Kollege aus dem pathologischen Institut in Tubingen, Herr Hann von Wey-
hern, erklarte sich bereit fur die drei Linien eine Zytospin-Immunhistochemie auf
Zytokeratin 7 durchzufihren.

Die HLA-Analyse fir Gesamt-MHC Klasse | und HLA-A*02 im speziellen erfolg-
te durchflusszytometrisch mit und ohne Vorbehandlung der Zellen fir 48 Stun-
den durch 500U/ml IFNy, welches die HLA-Expression steigert. Zum Einsatz
kamen W6.32 (Verdinnung 1:100), ein a-HLA-ABC Antikérper, und BB7.2 (Ver-
dinnung 1:500), der spezifisch fir HLA-A*02 ist. Zur Detektion eignete sich ein
F(ab').-Fragment-spezifisches Ziege-anti-Maus-lgG gekoppelt an FITC (Verdin-
nung 1:100). K562(A*02") fungierte als HLA-A*02 Positivkontrolle, PBMC eines
Spenders (D9/D10) als HLA-A*02 Negativkontrolle. Fir jede Zelllinie wurden
Kontrollen ohne Farbung und mit alleinigem sekundarem Antikorper bereitge-
stellt. Inkubation fur jeweils 15min geschah auf Eis im Dunkeln in FACS-Puffer,
alle Zentrifugationsschritte verliefen mit 1500rpm flr 7min.

Leider stand fur HLA-B*5101 kein Antikdrper zur Verfuigung.

11.2.12. HLA-Transfektion

Im Laufe der Suche nach einer geeigneten Zielzelle fir die Zytotoxizitatsexperi-
mente fiel, um HLA-Kompatibilitat zu gewahrleisten, die Entscheidung fur eine
Transfektion der Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1. Der Kollege Ludger Gros-
se-Hovest stellte uns einen HLA-A*0201 kodierenden DNA-Plasmidvektor zur
Verfugung und erklarte sich bereit auch ein Konstrukt mit dem selben Plasmid
fur HLA-B*5101 herzustellen, worauf die synthetische Sequenz hierfur besorgt
wurde. Das p/RESpuro-Plasmid tragt ein Resistenzgen fur das Antibiotikum Pu-
romycin welches als Proteinsyntheseinhibitor nicht nur flr prokaryote sondern
auch fur eukaryote Zellen toxisch wirkt. Linearisierung war mit der Restriktions-
endonuklease Pvul erfolgt.

Die Transfektion gestaltete sich schwierig, so wurden sukzessive verschiedene
Strategien zur DNA-Translokation wie Elektroporation und zwei unterschiedliche

Lipidreagenzien (Fugene®6, Lipofectamine™2000) versucht:
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Elektroporation

Etwa 10-20x10° Zellen aus der mittleren bis spaten logarithmischen Wachs-
tumsphase wurden nach Trypsinisierung vier Mal mit reinem IMDM gewaschen
(1500rpm, 7min) und dann in 300ul IMDM in eine Elektroporationskiivette (gap
4mm) Uberfuhrt auf Eis gelagert. Der Elektroporator kam empirisch mit von Ex-
periment zu Experiment unterschiedlichen Einstellungen (0.200-0.230MV,
0,925-0,975uF) zuerst zweimal an einer mit PBS beladenen Kuvette zur Entla-
dung. Nach Zugabe von 15ul Plasmid (entsprechend etwa 15ug) in die Ca-
pan-1-Kuvette und vorsichtiger Vermengung mit einer Pipette erfolgte die Plat-
zierung im Gerat und der Stromstol3. Die zeitliche Dauer des Stromflusses wur-
de notiert. Dann vorsichtiges Abpippetieren und Ausspulen der Kuvette mit an-
schlieBender Herstellung einer Verdinnungsreihe in IMDM fir acht 96-well Plat-
ten, wobei bei jedem Schritt eine Halbierung der Zelldichte erzielt wurde. Nach
48 Stunden konnte das Medium durch frisches, puromycinhaltiges Selektions-
medium ausgetauscht werden (Zielkonzentrationsempfehlung: 5-10ug/ml; Titra-
tionsexperimente fir Capan-1 zeigten gute Wirksamkeit bis zu 2ug/ml). Alle
zwei bis vier Tage erfolgte ein neuer Mediumwechsel und behutsames Auswa-
schen von Zelldebris. Die Platten hatten sich fur einige Wochen einer Beobach-
tung zu unterziehen — eine entdeckte Kolonie sollte dann per Durchflusszytome-
trie betreffend ihrer HLA-Expression (HLA-ABC/HLA-A*02, vgl. 11.2.11.) evaluiert

werden.

Fugene®6

Einen Tag vor Transfektion wurden 3x10° Zellen in Medium ohne Antibiotika in
6-well Platten ausplattiert um am Tag des Experiments eine Konfluenz von 50-
80% zu erreichen. In serumfreiem Medium erfolgte die Vorbereitung der DNA-
Lipid-Komplexe: Zunachst wurde in einem sterilen Eppendorfgefald direkt in se-
rumfreies Medium das Fugenereagenz zugegeben ohne die Gefallbewandung
zu berthren und dem flr 5min bei Raumtemperatur inkubierten Gemisch dann
Plasmid hinzupipettiert. Nach mindestens weiteren 15min Inkubation bei Raum-
temperatur konnten die Komplexe trépfchenweise den vorbereiteten wells zuge-

fuhrt werden. Folgende drei verschiedene Verhaltnisse wurden eingesetzt:
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3ul Fugene mit 1ug Plasmid in 97l IMDM; 3ul Fugene mit 2ug Plasmid in 97l
IMDM, 6ul Fugene mit 1ug Plasmid in 94l IMDM.

Nach 48 Stunden kam es zur Uberfiihrung in Selektionsmedium (Zielkonzentra-
tion: 2-5ug/ml Puromycin) — meist in 96-well Platten ebenfalls als limiting diluti-

on.

Lipofectamine™ 2000

Hier erfolgte die Vorbereitung einen Tag vor Transfektion mit 10° Zellen je
Vertiefung einer 24-well Platte. Komplexe in Verhaltnissen von 1:1-1:5 (DNA-
Plasmid in pg : Lipofectamin in uyl) kamen zum Einsatz. In jeweils 50ul Opti-
MEM Medium wurden Plasmid und Lipidreagenz getrennt aufgenommen und
nach 5min Inkubation bei Zimmertemperatur zusammengefiihrt. Nach weiteren
25min Inkubation konnte das Gemisch tropfchenweise den Zellen zugegeben
und zwei Tage spater die Puromycinselektion begonnen werden. Verarbeitung

und Beobachtung entsprachen hierbei den vorangehenden beiden Ansatzen.

67



68



I1l.Ergebnisse

[lIl.Ergebnisse

[11.1. Peptidauswahl

Die 469 Aminosauren tragende Kette des Zytokeratins 7 lasst sich theoretisch
in 461 verschiedene Nonamere, 462 Oktamere oder 460 Dekamere zerschnei-
den. Die hochstplatzierten zwei Prozent der SYFPEITHI-Vorhersage beinhalten
als Spitzengruppe mit hoher Wahrscheinlichkeit ein natirliches Epitop und be-
standen in diesem Fall also aus den etwa neun erstpositionierten Sequenzen
fur jede Peptidlange. Fur HLA-A*0201 wurden die vier héchstplatzierten Nona-
und Dekamere augewahlt - HLA-A*0201 bindet kaum Oktamere; fur HLA-
B*5101 die ersten drei Oktamere und sieben Nonamere - HLA-B*5101 bindet
kaum Dekamere. Insgesamt standen nach Sythese demnach 18 Peptide (siehe
Tab.4) zur Verfigung. Zur Veranschaulichung der Positionierung der Peptide in

der Gesamtproteinsequenz dient Abb.9.

Tab. 4 Auflistung der ausgewahlten, synthetisierten und getesteten Peptide mit korrespondieren-
dem MHC-Allel, Peptidlange, Aminosaurensequenz, Position in der CK7-Kette, SYFPEITHI-

Vorhersagewert und interner Laborkodierung.

MHC-Allel| Lange Sequenz Position SYFPEITHI-score Labor-Code
A*0201 |Nonamer| DLDGIAEV |256-264 29 80289
A*0201 |Nonamer| ALNDEINFL |217-225 29 80294
A*0201 | Nonamer | GLRGQLEAL |147-155 28 81114
A*0201 | Nonamer| KLLETKWTL |117-125 27 81101
A*0201 |Dekamer| TLNETELTEL |227-236 29 80290
A*0201 |Dekamer RLAGDGVGAV 402-411 29 80293
A*0201 |Dekamer| DIFEAQIAGL | 139-148 27 81100
A*0201 |Dekamer | GLGSSSLYGL | 33-42 27 81102
B*5101 | Oktamer | DAAYMSKV |202-209 24 81108
B*5101 | Oktamer | FASFIDKV |102-109 24 81104
B*5101 | Oktamer | DGVGAVNI |406-413 23 81113
B*5101 | Nonamer | DADPSLQRV | 79-87 25 81107
B*5101 | Nonamer | TAAENEFVV | 188-198 24 81117
B*5101 | Nonamer| GAGIREVTI | 60-86 23 81122
B*5101 | Nonamer | LAGDGVGAV 403-411 23 80303
B*5101 | Nonamer AAYMSKVEL |203-211 22 80301
B*5101 | Nonamer | DARAKQEEL | 349-357 22 81126
B*5101 | Nonamer| LPDIFEAQI |137-145 22 81127
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10
MSTHFSSPVF
MSTHFSSPVF

70
AGIREVTINQ
REIREVEINO

130
TKWTLLQEQK
TKWTLLQEQK

190
FDETNHRTAA
FDE I NHRFAR

250
SDTSVVLSMD
SDTSVVLSMD

310
LRNTRNEISE
LRNTRNEISE
370
LORGKQDMAR
LORGKQDMAR
430
GSSSGGGIGL
GSSSGGGIGL

20
TSRSAAFSGR
TSRSAAFSGR

80
SLLAPLRLDA
SLLAPLRLDA

140
SAKSSRLPDI

30
GAQVRLSSAR
GAQVRLSSAR

90
DPSLORVRQE
DPSLORVROE

150
FEAQIAGLRG

SAKSSRLPDI
200
ENEFVVLKKD
ENEEFVVLKKD
260
NSRSLDLDGI
NSRSLDLDGI
320
MNRAIQRLOQA
MNRATIQRLOA
380
QLREYQELMS
QLREYQELMS
440
TLGGTMGSNA
TLGGTMGSNA

FEAQIAGLRG
210
VDAAYMSKVE
VDAAYMSKVE
270
IAEVKAQYEE
IAEVKAQYEE
330
EIDNIKNQRA
EIDNIKNQRA
390
VKLALDIEIA
VKLALDIEIA
450
LSEFSSSAGPG
LSFSSSAGPG

40
PGGLGSSSLY
PGGLGSSSLY

100
ESEQIKTLNN
ESEQIKTLNN

160
GLEALQVDGG
QLEALQVDGG

220
LEAKVDALND
LEAKVDALND

280
MAKCSRAEAE
MAKCSRAEAE

340
KLEAATIAEAE
KLEAATAEAE

400
TYRKLLEGEE
TYRKLLEGEE

460
LLKAYSIRTA
LLKAYSIRTA

50
GLGASRPRVA
GLGASRPRVA

110
KFASFIDKVR
KEASEIDKVR

170
RLEAELRSMQ
RLEAELRSMQ

230
EINFLRTLNE
EINFLRTLNE

290
AWYQTKFETL
AWYQTKFETL

350
ERGELALKDA
ERGELALKDA

410
SRLAGDGVGA

SRLAGDGVGA

SASRRSARD
SASRRSARD

60
VRSAYGGPVG
VRSAYGGPVG

120
FLEQONKLLE
FLEQONKLLE

180
DVVEDFKNKY
DVVEDFKNKY

240
TELTELQSQT
TELTELQSOQT

300
QAQAGKHGDD
QOAQAGKHGDD

360
RAKQEELEAA
RAKOEELEAA

420
VNISVMNSTG
VNISVMNSTG

Einbuchstabencode Aminosaure

A
C
D
E
F
F
G
H
I
K
L
M
N
P
Q
R
S
T
W
Y

70

Alanin
Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Valin

Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Abb.9 Oben: Aminosaurensequenz des Zytokeratin 7
Monomers. Die Sequenz ist doppelt angegeben. In der
oberen Reihe sind mit gelb die vorhergesagten HLA-
A*0201-Liganden markiert, in der unteren Reihe mit griin
die HLA-B*5101-Liganden. Dort wo Peptidsequenzen
einer HLA-Restriktion sich Uberschneiden ist das eine
unterstrichen, das andere fett gedruckt dargestellt.
Quelle:http://www.uniprot.org/.
UniProt (Universal Protein Resource) ist eine von den
Instituten European Bioinformatics Institute (EBI),
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) und der

Protein Information Resource (PIR) zusammengestellte
Datenbank.

Tab.5 Links: Einbuchstabencode der 20 proteinogenen
Aminosauren.
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[11.2. Priming und Restimulation

Kompensation des FACS Canto Il geschah mit den entsprechenden, an Com-

pensationBeads gekoppelten, fluoreszierenden Antikérpern und mit der Aqua-Ii-

ve/dead® gefarbten Kontrolle. Zur Einstellung der voltage eignete sich die un-

gefarbte Kontrolle. Folgende gating-Strategie wurde verfolgt: Auswahl der Lym-

phozyten Uber ein FSC/SSC dotplot (Punktauftragung), untergeordnet die Se-
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Tube: med ctrl
Population #Events %Parent %Total
Il Al Events 1000,000  ### 1000
[l lymphocytes 118,636 119 119
Ml ive 81,559 68.7 82
~[ singlets 77.917 955 78
[l cD3+ 77,526 995 78
[l cD4+ 6,299 8.1 06
-0 NOT(CD4+) 71,227 919 71
[l ing+ 11 00 00

Abb.10 Gating-Strategie verdeutlicht am Beispiel der Analyse
einer Mediumkontrolle der Spende D12.

Hierarchische Gliederung von oben links nach unten links
Uber oben Mitte nach oben rechts. Selektion der Lymphozyten
Uber GroRe (FSC-A) und Granularitat (SSC-A); Auswahl der
schwacher Aqua-live/dead gefarbten vitalen Population;
Ausschluss von Dubletten Uber den FSC-A/FSC-H plot;
Selektion der FITC-CD3* Zellen; Markierung der CD4*CD8-
(APC-Cy7*PerCP-) Zellen und Erstellung eines inversen gates
fir die tbrigen CD3* Zellen. Im letzten Schritt rechts oben
Selektion der IFNy*CD8* (PE*PerCP*) Untergruppe.

Unten rechts: Hierarchieschema mit Zahlenwerten fur die
absolut gemessenen Ereignisse sowie die prozentualen
Anteile der einzelnen Untergruppen an ihrer Ubergeordneten
Gruppe und der Gesamtzahl.
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lektion von lebenden Zellen in einer FSC/Aqua-live/dead Auftragung und an-
schliel3end ein gating auf Singletten, d.h. Einzelzellen, um Fluoreszenzuberlap-
pungen aneinander haftender Zellen (Dubletten) ausschliefen zu kénnen. Dies
erfolgte mit einem FSC-A/FSC-H plot in welchem Durchmesser bzw. Héhe des
gemessenen Korpuskels Uber der Flache desselben aufgetragen wird. Weiter
dann die Selektion von T-Zellen Uber ein CD3 Histogramm, in der Folge Exklusi-
on von CD4*CD8" Zellen und abschlieRend die Auswahl der fur intrazellulares
Zytokin positiven CD4 (CD8") Subgruppe (siehe Abb.10). Im Vergleich mit einer
Mediumkontrolle ohne Stimulationsreiz und einer Positivkontrolle mit den un-
spezifischen T-Zell Mitogenen/Stimulantien PMA und lonomycin konnte die Re-
aktion auf ein distinktes Peptid quantitativ eingeordnet werden. Ein irrelevantes
Peptid wurde nicht in die Analysen mit eingeschlossen. Abb.11 veranschaulicht
den Vergleich und Tab.6 fasst die Ergebnisse zusammen.

D12 40d-med ctrd D12 40d-81117

5
1?|
15

L
11

ifng+

o
4

1

1 IIIlIIIF

PE-A
PE-A

D12 40d-pos ctrl D12 40d-81127

PerCP-A

Abb.11 Finale gates der Analyse der Spende D12 nach 40 Tagen Stimulation mit u.a. den HLA-
B*5101 restringierten Peptiden 81117 und 81127. Links oben die Mediumkontrolle mit 0,01%
IFNy* (PE) Zellen in der CD8* (PerCP) Population. Links unten die Positivkontrolle PMA/lono
mit 38,65%. Rechts oben eine deutliche PE* Population (1,83%) nach Stimulation mit dem
Peptid 81117 und rechts unten keine relevant vermehrte Zytokinproduktion auf Stimulation mit
dem Peptid 81127 hin (0,03%) im Vergleich zur Mediumkontrolle.
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Tag der | positives | prozentualer Anteil der IFNy*-Zellen eingefrorene
Spende |HLA-Allel|  getestete Peptide Fé'rgfr; Peptid aller CD8*-Zellen (%) Anmerkung Zellen (x10°)
g Peptide | Medium | PMA/lono

D1 A*0201 | 80289, 80290, 80293, 80294 | 21 ~ alle neg 0.05 0.3 1,2¢
D2 B*5101 | 81104, 81107, 81108, 81113 | 28 ~ alle neg 0.08 2.1 3,4
D3 A*0201 | 81100, 81101, 81102, 81114 | 35 ~ alle neg 0.03 ? 5,5
D4 B*5101 | 81117, 81122, 80301, 80303 | data lost ~ alle neg ? ? 9*
D5 B*5101 80301, 80303, 81126, 81127 21 ~ alle neg 0.03 ? 12,4¢
D6* A*0201 | 81100, 81101, 81102, 81114 | 20 ~ alle < 0.02 0.01 52

40 81101 0.13 0.00 8.7 18

50 | 81101 12.97 0.53  3.4(SEB)  preMACS (30 fiir MACS)
D7 A*0201 | 80289, 80290, 80293, 80294 | 20 80293 0.06 0.01 30.08

40 80293 04 0.02 14.8 5
D8 A*0201 81100, 81101, 80293, 80294 20 80293 0.28 0.04 25.18| nach 40d negativ

20 81100 0.22 0.04 25.18

40 80293 20.24 0.07 35.5 23
D9 B*5101 | 81104, 81107, 81108, 81113 | 20 ~ alle neg 0.02 32.55

40 ~ alle < 0.01 0.02 26.6 0
D10 B*5101 | 80301, 80303, 81126, 81127 | 20 ~ alle < 0.02 0.01 25.48

40 ~ alle<0.04 0.02 23 0
D11 A*0201 | 81102, 81114, 80289, 80290 | 20 ~ alle < 0.02 0.01 21.35

40 80290 6.19 0.01 37.6 120
D12* |B*5101 | 81126, 81127, 81117,81122 | 20 ~ alle £ 0.02 0.01 2.05

40 q 1.83 0.01 38.7 40

50 | 81117 223 0.18| 16.11(SEB)  preMACS (63 fiir MACS)

Tab.6 Fortsetzung und Text: nachste Seite




Tag der | positives | prozentualer Anteil der IFNy*-Zellen eingefrorene
Spende |HLA-Allel|  getestete Peptide 1CS- Peptid aller CD8*-Zellen (%) Anmerkung Zellen (x106)
Farbung Peptide | Medium | PMA/lono

D13* B*5101 |81108, 81113, 81117,81122 | 20 ~ alle<0.03 0.01 51.43

40 81113 0.06 0.01 36.3

40 81108 0.03 0.01 36.3 180

50 81113 52 0.1 >0.5(SEB) preMACS (88 fiir MACS)
D14 A*0201 | 81101, 80293, 81100, 80290 | 20 ~ alle<0.02 0.01 17.86

40 80293 6.91 0.01 15.1 46
D15* B*5101 |81113, 81117, 81126,81107 | 20 ~ alle<0.02 0.01 12.0

40 81113 0.64 0.02 14.9

50 81113 7.61 2.0l 6.81(SEB) preMACS (alle 8.4 fir MACS)
D16 A*0201 | 81101, 80293, 81114, 80289 | 20 ~ alle<0.02 0.02 12.49

40 80293 | 0.04(0.97) 0.01(0.03) 6.6(22.11) In Klammern: TNFa 60
D17 B*5101 | 81113, 81117, 81104, 81108 | 20 81108 | 0.03(0.23) 0.01(0.02) 12.3(22.83) In Klammemn: TNFa

40 81108 | 0.06(1.82) 0.01(0.00) 4.1(12.41) In Klammern: TNFa 11.5
D18 A*0201 | 81101, 80293, 81102, 81100 | 20 ~ alle<0.01 0.01 9.41

40 ~ alle<0.02 0.01 22.3 0
D19 A*0201 | 81101, 80293, 80290, 81100 | 20 ~ alle neg 0.81 12.45

40 80293 12.0 0.02 15.94 67

40 80290 0.55 0.02 15.94

Tab.6 Zusammenfassung der ICS-Durchflusszytometrie-Ergebnisse aller Stimulationsexperimente. Die einzelnen Ansatze wurden an Tag 20 bzw. Tag 40 einer
intrazellularen Zytokinfarbung unterzogen. Fur D1 bis D5 war dies noch nach drei, vier oder finf Wochen vorgesehen - nach dem ersten Protokoll, welches
aufgrund Erfolglosigkeit dann verlassen wurde (“*”: Zellen nicht tiefgefroren sondern verworfen). Die mit Spende D6 veranderte Strategie einschliel-lich TLR-
DC-Reifung, verlangertem Stimulationszyklus und alteriertem Zytokinschema schien besser geeignet, sodass die Positivkontrolle deutlich vitalere Zellen
aufzeigen und einige Peptid-spezifisch IFNy-produzierende CD8* Populationen nachgewiesen werden konnten. Bei allen Spenden wird ersichtlich, dass vor
der zweiten und dritten Restimulation, also an Tag 20, eine Beurteilung der Kultur noch verfriiht ware, an Tag 40 jedoch mit einer deutlichen spezifischen
Population gerechnet werden darf und im negativen Fall der Abbruch gerechtfertig ist. D6, D12, D13 und D15 (mit “*” gekennzeichnet) unterliefen an Tag 50
einen IFNy-secretion-assay zur Aufreinigung der spezifischen Effektoren. Die Werte vor magnetischer Separation sind mit aufgenommen. Positivkontrolle
stellte in diesem Fall SEB dar. Fir D16 und D17 war zusatzliche Farbung von TNFa hilfreich zur Detektion einer distinkten Population. Die Werte sind in
Klammern hinter denen fiir die in diesen Fallen gering ausgepragten IFNy* Populationen angegeben. Vielversprechende Peptide sind gelb (HLA A*0201) und
grin (HLA B*5101) markiert.
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Nach anfanglichen Schwierigkeiten und zunachst entmutigenden Ergebnissen
mit den ersten funf verarbeiteten Spenden D1-D5 entschieden wir, das Protokoll
zu andern. Es waren keine verwertbaren Peptid-spezifischen Populationen in
der Durchflusszytometrie nachweisbar gewesen, sogar die Positivkontrolle war
stets mit Werten unter 5% IFNy-produzierender CD8" Zellen deutlich zu niedrig
ausgefallen und wies auf suboptimale Kulturbedingungen hin. Mit dem Wechsel
auf den Zehntageszyklus flur die Restimulationen und die TLR-Liganden gesteu-
erte DC-Reifung stellten sich gewlinschte Resultate ein.

HLA-A*0201

Peptid 80293 mit der Sequenz RLAGDGVGAV induzierte fur funf verschiedene
HLA A*0201* Spender (D7, D8, D14, D16, D19) bis zum Tag 40 eine deutliche
spezifisch IFNy-produzierende Population die einmal bis zu 20% aller CD8" Zel-
len ausmachte (D8), jedoch auch bei anderen Spendern kraftig ausfiel (D14:
6,91%; D19: 12%). In einem Falle erwies sich die zusatzliche TNFa-Farbung als
hilfreich zur Identifikation (D16). Ein weiterer HLA-A*0201 restringierter Ligand,
80290: TLNETELTEL fuhrte zu einer schénen, annahernd 7% starken Populati-
on (D11) mit begleitender exzessiver Proliferation. In einem weiteren Spender
zeigte sich eine schwachere aber trotzdem deutlich abgrenzbare Antwort (D19:
0,55%), die vor allem vor dem Hintergrund der Kompetition mit der parallel indu-
zierten 80293-spezifischen Population (D19: 12%) aussagekraftig ist. Im weite-
ren Kreis der HLA-A*0201 Epitopkandidaten platzierte sich Peptid 81101:
KLLETKWTL. Zwar zeigte es nur fur einen einzelnen Spender — und auch nur
schwach — Resultate (D6, d40: 0,13%), die vierte Restimulation scheint aber
noch einen Schub gegeben zu haben, da bei der IFNy-secretion-assay-Analyse
mehr als zehn Prozent vor Aufreinigung verzeichnet werden konnten. Fur D8 in-
duzierte auch 81100: DIFEAQIAGL eine kleine distinkte Population bis Tag 20
welche jedoch dann bis zur zweiten Auswertung uberwachsen worden und ver-
schwunden war.

HLA B*5101

In zwei Leukapheresespenden konnte mit Peptid 81113: DGVGAVNI eine ab-
grenzbare, wenn auch schwache Antwort erzeugt werden (D13, d40: 0,06%;
D15, d40: 0,64%), die aber vor Anreicherung schon stabilisiert war (D13: 5,2%;
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D15: 7,61%) und fur D13 von einer ausgepragten Gesamtzellzahl begleitet wur-
de. Peptid 81117 mit der Sequenz TAAENEFVV vermochte fir D12 bis Tag 40
1,83% aller CD8" T-Zellen zur IFNy-Produktion anzuregen, vor Anreicherung
waren es sogar schon erstaunliche 22,3%. Ein weiterer B*5101-Ligand zeigte
bei zwei Spenden, wenn auch geringes, Potential: 81108: DAAYMSKYV erzeug-
te bei D17 eine mit Hilfe von zusatzlicher TNFa-Farbung klar identifizierbare Po-
pulation und bei D13 ebenfalls eine schwache, mit 81113-spezifischen Zellen in
Konkurrenz stehende Zellgruppe.

Somit sind fur beide HLA-Allele mindestens zwei Liganden identifiziert (HLA
A*0201: 80293, 80290; HLA B*5101: 81117, 81113), die spezifisch CD8" T-Zel-
len Gber ihren TCR zu Zytokinproduktion anzuregen vermdgen und nach Nach-
weis endogener Prozessierung und Prasentation als Epitope gelten durfen.

Alle Prozentwerte sind immer in Relation zu Medium- und Positivkontrolle zu
betrachten und zu bewerten, die im Text der Einfachkeit halber nicht erwahnt

werden. Sie sind in Tab.6 zu finden.

Mehrmals kam die parallele, im Vergleich mit IFNy etwas sensitivere aber un-
spezifischere Farbung von TNFa zum Einsatz (im Vergleich mit IFNy groRere
zytokinpositive Populationen flr Peptidstimulation und Positivkontrolle nach-
weisbar). In einzelnen Fallen schien sie sich fur kleinere Populationen als hilf-
reich zu erweisen. Ein Multizytokinassay wurde nur einmalig und versuchsweise
durchgefuhrt. INFy, TNFaq, IL-2 und CD107a waren hierbei anvisiert. Weil Poly-
funktionalitat mit der Qualitat der T-Zell-Antwort korreliert’® ist diese Methode -
mit weiteren zusatzlichen Zielstrukturen — verbreitet und geschatzt. Fur einen
screening-Ansatz wie in unseren Experimenten ist der Informationsgehalt eines

Multizytokinassays aber nicht unbedingt notwendig.

[11.3. Anreicherung und Expansion

ll.3.1. Anreicherung

Der IFNy-secretion-assay ist laut Hersteller fur eine Zellprobe mit maximal 5%

auf Stimulation hin sezernierende Zellen optimiert. Da in den Kultursuspensio-
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nen aufgrund der CD8" Selektion vor priming und Restimulation meist mehr als
80% aller viablen Zellen CD8* T-Zellen waren, lie} sich der in in den durchfluss-
zytometrischen Analysen dokumentierte Wert fur Peptid-spezifische CD8*-IFNy-
Produktion direkt als Orientierungswert ibernehmen. Stimulationsansatze, die
gute Zellzahlen aufwiesen und gut proliferierten, deren spezifische Population
jedoch verhaltnismalig klein war (<5% aller CD8%) wurden fur die Anreicherung
ausgewahlt um sie ebenfalls einem Zytotoxizitats-assay zufihren zu kénnen, fur
den wir mindestens 5-10%, jedoch so viele wie moglich, spezifische CD8" T-
Zellen in der Effektorfraktion als notig veranschlagten.

Das gating fur die Durchflusszytometrie entsprach dem fur die Messungen der
ICS (siehe 111.2.) - mit einer Anderung: Es kam keine lebend/tot Farbung mit
Aqua live/dead zum Einsatz, sodass dieses gate einfach Ubersprungen bzw.
ausgelassen wurde. Letztendlich stellte sich die Hierarchie wie folgt dar: Lym-
phozyten (FSC/SSC), Singletten (FSC-A/FSC-H), FITC-CD3 Histogramm, Aus-
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Abb.12 Finale plots der IFNy-secretion-assay FACS-Auswertung von D6 nach 50d Kultur. Von
links oben nach rechts unten: Mediumkontrolle mit 0,7% IFNy*(PE) aller CD8* (PerCP) Zellen;
SEB-Positivkontrolle (3,4%); mit 81101 peptidstimulierte Probe vor der Aufreinigung (12,9%),
Saulendurchlauf (1,7%) und magnetisch angereicherte Probe (78,3%). Das IFNy-gate ist
bewusst etwas breiter gehalten um der Herunterregulation von CD8 nach Aktivierung
Rechnung tragen zu kénnen. Die Hierarchie gewahrleistet aber den Ausschluss der CD4*CD8-
Zellen bei der Berechnung. Die Positivkontrolle mit SEB war bei allen vier Experimenten in
niedrigeren Prozentbereichen als die Peptidstimulation vor Anreicherung angesiedelt.
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schluss der CD4*CD8" Zellen (CD4-APC-Cy7 und CD8-PerCP), Umkehrung des
letzten gates und Selektion der IFNy*CD8" Zellen (PE*PerCP?).

Mediumkontrolle, SEB-Positivkontrolle, eine Probe der Stimulation mit relevan-
tem Peptid vor sowie nach Aufreiniung und der Saulendurchlauf wurden fur die
vier behandelten Spenden (D6, D12, D13, D15) analysiert. Zur Veranschauli-
chung vergleicht Abb.12 die finalen plots eines Ansatzes, Tab.7 zeigt die Werte

aller Experimente.

Tab.7 Zellzahlen und durchflusszytometrische Ergebnisse der vier einer IFNy-secretion-assay-
Anreicherung zugefiihrten Ansatze. Werte sind fiir vor (preMACS) und nach (postMACS)
magnetischer Anreicherung an Tag 50 sowie zum Vergleich erneut (vgl. Tab.6) fur die vierte
Restimulation an Tag 40 angegeben. Die Differenz in den Zahlen der fiir MACS bereitgestellten
Zellen (z.B. bei D6: 30 vs. 28x10°) wurde flir Medium- und Positivkontrolle verwendet.

prozentualer Anteil der IFNy*-
Spende HLA-Allel| , 299" | peptid| Zellen aller CD8"-Zellen (%) | Zellzahlen (x10°)
g ) . o
Peptid |Medium Positiv
D6 A*0201 40 (ICS) |81101| 0.13 0.00 | 8.7 (Pwasiono) | 48 (30 fiir MACS)
50 preMACS | 81101 | 12.97 | 0.53 3.4 (seB) 28
50 postMACS | 81101 | 78.26 0.525
D12 B*5101 40 (ICS) |81117| 1.83 0.01 |38.7 (Pmasiono) | 103 (63 fiir MACS)
50 preMACS | 81117 | 22.30 | 0.18 16.1 (se) 60
50 postMACS | 81117 | 51.24 1.25
D13 B*5101 40 (ICS) |81113| 0.06 0.01 |36.3 (Pwasiono) | 268 (88 fiir MACS)
50 preMACS |81113| 5.20 0.10 >0.5 (seB) 85
50 postMACS | 81113 | 56.98 1.625
D15 B*5101 40 (ICS) |81113| 0.64 0.02 [14.9 (Pmasiono) | 8.4 (8.4 fiir MACS)
50 preMACS | 81113 | 7.61 2.00 6.8 (seB) 7
50 postMACS | 81113 | 61.65 0.15

Durchgangig zeigte sich die Peptidstimulation vor Aufreinigung als potenter im
Vergleich zur Positivkontrolle mit SEB. Aul3erdem scheint es, dass bei allen vier
Spenden durch die vierte Restimulation an Tag 40 noch einmal eine kraftige Ex-
pansion der Peptid-spezifischen Population erfolgt war. Jedoch handelt es sich,
auch wenn in beiden Fallen nach Stimulation das selbe Zytokin detektiert wird,
um zwei verschiedene Analysemethoden die nur vorsichtig miteinander in Be-
zug gesetzt werden durfen.

Es konnten fur die vier Ansatze Reinheiten von ~51% bis 78% erzielt und Zell-

zahlen von 0,15x10° bis zu 1,625x10° gewonnen werden.
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ll.3.2. Expansion

Die erste angereicherte Zellgruppe aus D6 wurde mit bestrahlten (30Gy) alloge-
nen PBMC dreier verschiedener Spender im Verhaltnis 50-100:1 (PBMC:Effek-
toren) co-kultiviert, mit Zugabe von jeweils 30ng/ml aCD3- und aCD28-Antikor-
per an Tag 1 sowie 250 U/ml IL-2 an Tag 1, Tag 3 und Tag 5. Splitting und Medi-
umauffrischung erfolgte bei Bedarf. Nach Pooling, Waschen und Wiederholung
der Co-Kultur an Tag 10 unter den selben Bedingungen schloss sich eine ICS-
Analyse an Tag 22 an. Es zeigte sich, dass das gute Wachstum der Kultur von
0,5x10° auf 200x10° Zellen annéhernd ausschlief3lich auf die unspezifische Zell-
fraktion zurickzufihren war (Tab.8, erste Zeile). Beim zweiten Versuch (D12)
verglichen wir die Antikdrper mit 100ng/ml PHA und evaluierten auch den zu-
satzlichen Einfluss des relevanten Peptids. Alle Ubrigen Parameter blieben un-
verandert. Durchflusszytometrie erfolgte nach einem Zyklus an Tag 15. Die vier
Fraktionen offenbarten den bei D6 schon angewendeten, jetzt etwas erfolgrei-
cheren Ansatz als den Uberlegenen — trotzdem erwiesen sich die Resultate an-
gesichts der Reinheitsverluste alles andere als befriedigend. Die schwache Pro-
liferation in den PHA-Ansatzen war hauptsachlich durch CD4* Wachstum be-
dingt (FACS plots nicht abgebildet). Der Einsatz des Peptids schien nicht hilf-
reich zu sein (Tab.8, zweite bis funfte Zeile).

So sollten fur D13 weitere Veranderungen erprobt werden: Erhdhung der PHA-
Konzentration auf 1ug/ml und Hinzunahme von 25ng/ml IL-7 an Tag 1, 3 und 5
sowie der Vergleich mit ausschliellicher Zytokingabe. Auf3erdem versuchten wir
einer anderen Fraktion der Effektorpopulation nach dem Stress der Stimulation
und magnetischen Separation einige Tage Ruhe in reinem Medium zu génnen,
bevor wir bestrahlte PBMC und Stimulantien an Tag 3 hinzugaben. Diese Vor-
gehensweise erwies sich als vollig inpraktikabel und resultierte in verschwin-
dend geringen Zellzahlen, sodass auf durchflusszytometrische Analysen und
die Aufnahme in Tab.8 verzichtet wurde. Mit der erhdhten PHA-Konzentration
und dem zusatzlichen Zytokin IL-7 stellten sich zum ersten Mal gute Erfolge ein
— die Zellzahl konnte bei nur geringem Reinheitsverlust innerhalb von zwdlf Ta-
gen verhundertfacht werden (Tab.8, neunte Zeile). Wiederholung des Vergleichs

anhand der D15-Aufreinigung relativierte jedoch die Uberlegenheit des
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Tab.8 Zusammenfassung der verschiedenen Expansionsansatze nach IFNy-secretion-assay-Anreicherung.

Tage nach ICS-FACS: prc:lzenct:té?éir ,ZAerlwlteiI ci;ar IFNy+-Zellen — o
Zsie Spende HLA-Allel Peptid | Expansionsansatz | Begim der | oo ace ot eroifeoter Excansion | <o en e
Hnspez. =xp. Peptid Peptid Medium Positiv vor nach

1 |D6 A*0201 81101 |Abs +IL-2 22 78,26 0,06 0,02 31,4 0,472 210
2 D12 B*5101 81117, |Abs +IL-2 15 51,24 36,58 0,01 39,5 0,28 10,3
3 Abs +P +IL-2 19,87 0,02 45,3 0,28 9,6
4 S PHA®Y + IL-2 0,44 0,06 16,4 0,28 1,6
5 E PHA™ + P + IL-2 04 0,15 17 0,28 1,2
6 D13 B*5101 81113| ¢ |Abs +IL-2 15 56,98 13,55 0,08 19,7 0,14 10,1
7 CE: Abs + IL-2 + IL-7 16,27 0,16 39,3 0,14 15,4
8 2 |IPHANS + |L-2 37,48 0,23 39,8 0,14 8,6
9 SIPHANS + -2 + |L-7 39,54 0,18 44 0,14 15,2
10 2i|IL-2 3,14 0,07 16,1 0,14 3,2
11 SIL-2 +IL-7 1,15 0,06 256 | 0,14 6
12 D15 B*5101 81113| 5 |Abs + IL-2 15 61,65 12 0,04 33 0,037 54
13 Abs + IL-2 + IL-7 14 0,02 32 0,037 53
14 PHANgh + ||_-2 18 0,03 24 0,037 3,5
15 PHAPRS + |L-2 + IL-7 12 0,03 40 0,037 5,3

Abs: Antikdrper: 30ng/ml aCD3 und 30ng/ml aCD28 an Tag 1 IL-7: 25ng/ml Interleukin-7 an Tag 1/3/5

IL-2;: 250U/ml Interleukin-2 an Tag 1/3/5 PHA"**: 100ng/ml PHA an Tag 1

P: relevantes Peptid (25ug/ml) PHAMsh: 1ug/ml PHA an Tag 1
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hoher konzentrierten PHA gegenuber den Antikorpern. Hier konnten beide Alter-

nativen, ob mit oder ohne IL-7, nicht wirklich Uberzeugen (Tab.8, Zeilen 12-15).

[11.4. Vorbereitung einer Tumorzelllinie fur Zytotoxizitatsassays

Auf der Suche nach einer Zytokeratin 7 (Uber-)exprimierenden Pankreaskarzi-
nomzelllinie mit moglichst den beiden gewinschten MHC-Allelen HLA-A*0201
und HLA-B*5101 stielRen wir auf lickenhafte und teilweise widersprichliche
Daten. Schiissler et al.’, Sipos et al.’” und Neureiter et al.’®® berichten alle von
kraftiger CK7-Expression durch die Zelllinie Capan-1'. Bei Neureiter zeigt eine
weitere Linie, YAPC"°, noch starkere Uberexpression dieses Intermediérfila-
ments. Agrawal et al."" und Pollack et al."? beschreiben Capan-1 als serolo-
gisch bzw. chromatographisch HLA-A*02 positiv, was durch eine neuere Publi-
kation von Zhu et al."® umfassend in HLA-UNITRAY-Typisierung (PCR+Elektro-
phorese), HLA-Serologie, -Sequenzierung und CD8*-Zytotoxizitatsexperimenten
widerlegt wurde. Zwei andere Tumorzelllinien konnten auf diese Art jedoch als
eindeutig HLA-A*0201 positiv identifiziert werden: Panc-1, die leider laut Sipos
und Neureiter kein CK7 exprimiert, und CF-PAC-1"* fiir die noch keine CK7-Da-
ten vorlagen.

Die Literaturrecherche lieferte leider keine Informationen zur HLA-B*5101-Ex-
pression verschiedener Pankreaskarzinomzelllinien und lie® auch den HLA-Typ
von YAPC offen.

Zunachst wurden die drei Zelllinien (Capan-1, YAPC, CF-PAC-1) mit einem
deutlich ausgepragten Merkmal aus den drei erwinschten (HLA-A*0201%; HLA-
B*5101*; CK7*"*) ausgewahlt und fur HLA-A*02 und CK7 durchflusszytome-
trisch/immunhistochemisch evaluiert — in der Hoffnung beide Charakteristika fur
eine Linie nachweisen zu kdnnen. Eine Transfektion mit an einen Marker ge-
koppelter HLA-B*5101-DNA (es war leider kein HLA-B*51-Antikorper verfligbar)
sollte sich dann fur diese anschliel3en.
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Abb.13 Durchflusszytometrische Analyse fir HLA Klasse | und HLA-A*02 der Pankreastumozelllinien YAPC, Capan-1 und CF-PAC-1. Als
Positivkontrolle diente die HLA-A*02-transfizierte lymphoblastoide Zelllinie K562, als Negativkontrolle PBMC aus Spende D9/D10. Alle Analysen
wurden direkt aus der Kultur und nach 48h Inkubation mit 500U/ml IFNy zur Induktion der HLA-Expression durchgeflhrt. Die primaren nicht
fluoreszenzmarkierten Antikérper W6.32 fiir HLA Klasse | (HLA-ABC) und BB7.2 fir HLA-A2 markierte der sekundare FITC-gekoppelte Ziege-anti-Maus
Antikorper. Fur ihn ist eine Kontrolle mitgefarbt (zweite Zeile), die besonders fir die PBMC zu berucksichtigen ist. YAPC und Capan-1 reagieren kaum
auf das IFNy, CF-PAC-1und vor allem K562 zeigen eine deutliche Zunahme der Expression. Alle Linien tragen HLA Klasse | auf ihrer Zelloberflache,
die negativen BB7.2-Resultate fiir YAPC und Capan-1 kdnnen also nicht auf eine allgemeine Herunterregulation zurtickgefiihrt werden. CF-PAC-1 stellt
sich als die einzige HLA-A*02-tragende Linie der drei untersuchten dar.
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lll.4.1. HLA-A*02-Durchflusszytometrie

Die HLA-A*02-transfizierte lymphoblastoide Zelllinie K562/A2'° fungierte als
Positiv-, PBMC eines passenden typisierten Spenders als Negativkontrolle. Alle
drei Pankreastumorlinien zeigten gute, durch 48h-Inkubation mit IFNy leicht in-
tensivierte HLA Klasse | Expression, nur CF-PAC-1 aber war auch positiv fur
HLA-A*02. YAPC erwies sich leider, und Capan-1 nach Zhu et al. erwartungsge-
mall, als negativ (siehe Abb.13).

ll.4.2. CK7-Zytospin

Die Bilder einer PAS- und CK7-Zytospin-Farbung stammen aus dem Institut fiir
Pathologie, Universitétsklinikum Tiibingen.

Genannte drei Tumorzelllinien sowie eine Negativkontrolle (PBMC) stellten sich

wie in Abb.14 gezeigt dar.

'~ Abb.14

. Linke Spalte PAS-Farbung

. (Originalvergréf3erung x400);
rechte Spalte CK7-Farbung (rot)
| (OriginalvergréBerung x400).

. Oben: Negativkontrolle - PBMC
aus Spende D9/D10.

Mitte oben: CF-PAC-1 — kein
Anhalt fir CK7-Expression.

Mitte unten: Capan-1 —
deutliche, maRig bis starke
intrazelluldre Rotfarbung:
CK7 positiv.

Unten: YAPC — vereinzelte
Zellen mit CK7-Expression:
Schwach CK7 positiv.
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Zusammenfassend erwies sich nur Capan-1 mit seiner guten CK7-Expression
als potentieller Kandidat; die HLA-A*02 positive CF-PAC-1-Linie war leider deut-
lich negativ fur CK7, YAPC dagegen konnte fur beide Merkmale nicht Gberzeu-
gen. Wir fallten die Entscheidung zur doppelten Transfektion von Capan-1. Zu-
nachst mit HLA-A*0201 und spater dann, wenn maoglich, mit HLA-B*5101.

111.4.3. Transfektion

Leider sollte es nicht gelingen beginnend mit mehreren Elektroporationsansat-
zen und dann in wiederholten Versuchen unter Verwendung der Fugene®6 und
Lipofectamine2000™ Lipidreagenzien eine Capan-1-Transfektante mit dem
Pvul-linearisierten HLA-A*0201-p/RESpuro-Plasmid unter Puromycinselektion
zu erzeugen. In den Fugene®6-Ansatzen wuchsen unter niedrigen Puromycin-
konzentrationen (2ug/ml; empfohlen 5-10ug/ml), die sich in Titrationsexperimen-
ten fir Capan-1 eigentlich als ausreichend gezeigt hatten, zwei Kolonien aus,
deren durchflusszytometrische HLA-Analyse jedoch keinen Transfektionserfolg
offenbarte.

Diese unerwarteten Schwierigkeiten verhinderten bedauerlicherweise - haupt-
sachlich aus Zeitgrinden - den Transfektionsversuch mit HLA-B*5101 und die

geplanten Zytotoxizitatsexperimente.

[11.5. Patient

Eine inguinale Lymphknotenschwellung nach einigen Zyklen der Vakzinierung
machte Hoffnung auf Erfolg, brachte nach Exstirpation zur Evaluation derselben
aber eine Metastase des Tumors zum Vorschein. Leider schritt die Progression
trotz laufender Vakzination recht zligig voran, sodass der junge Patient verstarb
bevor diese Arbeit abgeschlossen war und er eventuell von einem zusatzlichen

Epitop hatte profitieren kdnnen.
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V. Diskussion

IV.1. Allgemeine Strategie

Auch fir das Pankreaskarzinom haben sich schon verschiedene Impftherapie-
ansatze in frihen klinischen Studien als sicher und teilweise wirksam erwiesen -
zwar mit variabler Immunogenitat, aber doch mit substantiellen Immunantwor-
ten auf einige Impfstoffe in nicht wenigen Patienten. Zudem konnte in den meis-
ten Studien in gewisser Weise eine Korrelation von Immunantwort mit verlan-
gertem Uberleben dokumentiert werden. In Kombination mit Chemotherapie
scheinen synergistische Effekte moglich. Als wichtige Antigene dieser Studien
sind survivin, hTERT (humane Telomerase-Reverse-Transkriptase), mutiertes
Kras, MUC1 und CEA zu nennen.™®

Daher lag es nahe unserem Patienten eine Impfung — gewissermal3en als Heil-
versuch — anzubieten und das Spektrum derselben mit dem Zytokeratin 7 zu er-
weitern um Immunevasion des Tumors™” unwahrscheinlicher zu gestalten. Dass
auch stark Uberexprimierte, nicht Tumor-spezifische, ubiquitare Proteine, wie
das Zytokeratin 7 in diesem Fall, als Antigene geeignet sein konnen wurde wie-
derholt gezeigt. Eine regelmafig aktualisierte Sammlung der bisher publizierten
T-Zell-Epitope Uberexprimierter Antigene ist online zu finden (http.//www.cance-
rimmunity.org/peptidedatabase/overexpressed.htm). Sicher ist im Vergleich zu
den TSA eher mit Fehlen, Toleranz oder Anergie einer spezifischen T-Zelle und
bei Impferfolg mit einem hoheren Risiko von Autoimmunitat zu rechnen, trotz-
dem gilt es als moglich, sichere und effektive Immunitat auch gegen TAA auslo-
sen zu konnen."® Sollte sich eine funktionelle Relevanz fiir Tumorigenese wie
fir einige andere Zytokeratine kiirzlich beschrieben®” auch fir CK7 herausstel-
len, wirde es als Tumorantigen noch aufgewertet werden.

Die Vorgehensweise der reversen Immunologie ist etabliert®>'° und der Einsatz
von SYFPEITHI hat sich nicht nur in unserem Labor vielfach bewahrt. Ungewis-
ser schien zunachst die Prasenz eines CK7-reaktiven TCR im Repertoire der
gesunden Spender, sollte doch im Thymus die autoreaktive T-Zelle per Nega-
tivselektion eliminiert worden sein. Sollte sie trotzdem existieren, blieb weiter

die Unsicherheit ob sie dann auch in der untersuchten Leukozytenspende auf-
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zufinden sein wurde. Zu Beginn bestatigten die mageren Ergebnisse diese An-
nahme der ,Suche nach der Nadel im Heuhaufen®. Mit dem abgeanderten Pro-
tokoll stellten sich aber dann Uberraschend gute Erfolge ein und in elf von vier-
zehn Spenden konnte nach Stimulation eine mehr oder weniger kraftige spezifi-
sche Population detektiert werden. Es ist beschrieben'®'?', dass trotz hoher
Spezifitat des individuellen TCR eine gewisse Promiskuitat und Crossreaktivitat,
wenn auch weniger fur CD8"- als flir CD4*-T-Zellen, moglich ist. Gerade TCR
mit geringerer Affinitat fur einen Peptid:MHC-Komplex scheinen diese Eigen-
schaft zu haben. Experimente und Vakzinationen mit an einer Aminosaurenpo-
sition modifizierten Epitopsequenzen - zur Verstarkung der MHC-Bindung und
damit der Immunogenitat - belegen diese Promiskuitat. Hierbei vermogen die in-
duzierten ,spezifischen“ CD8"-Populationen oft sowohl die modifizierte als auch
die ,Wildtyp“-Sequenz als Epitop zu erkennen'?*'?*, Umgekehrt wurde auch ge-
zeigt, dass die spezifische in vivo CD8*-T-Zell-Antwort auf ein definiertes Epitop
mehrere Klone mit individuell rearrangierten TCR beinhalten kann'?®. Verstand-
lich, dass Flexibilitdt des TCR auch im Zusammenhang mit Autoimmunitat dis-
kutiert wird'?'?, Es ist somit also eigentlich eher zu erwarten, dass unter be-
stimmten Bedingungen wie dem reichhaltigen Peptid:MHC-Komplex-Angebot,
der hohen Dichte an co-stimulatorisch aktiven Zellen und dem férdernden Zyto-
kinmilieu in unseren optimierten in vitro Ansatzen eine auch niedriger affine T-
Zelle, sei sie nun wirklich promiskuitiv oder nicht, zur spezifischen Population
ausreift.

Zu erwahnen ist aulRerdem eventuell noch die Beschreibung einer in etwa 15%
von 33 getesteten gesunden Spendern ex vivo nachgewiesenen CK18-spezifi-
schen HLA-A*0201-restringierten CD8*-T-Zellpopulation mit Effektorphanotyp .
Obwohl diese per Tetrameranalyse identifizierten Zellen durch Stimulation mit
dem spezifischen Peptid nicht zu Zytokinproduktion oder Zytotoxizitat angeregt
werden konnten, also keine typischen Effektorfunktionen zeigten, und ihre Rolle
weiter unklar bleibt, unterstreichen sie doch die Mdglichkeit der Prasenz einer

Zytokeratin spezifischen Zelle im Spenderblut.
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IV.2. Priming und Restimulation

Mit der Spende D6 anderten wir unsere Vorgehensweise bezlglich DC-Reifung
und Stiumulationszyklen und begannen zusatzlich die CD8*-T-Zellen vor dem
priming aufzureinigen. Resultate waren, wie an den |ICS-Positivkontrollen zu se-
hen ist, eindeutig hohere Viabilitaten (die fehlenden Werte fur D1-D5 bewegten
sich alle in dem selben Rahmen wie die angegebenen) und regelmafige Detek-
tion einer peptidspezifischen Population. Es ist schwer zu sagen welche Proto-
kollmodulation die wichtigste Rolle bei diesen positiven Veranderungen spielte.
Wahrend die Strategie zur Monozytenaufreinigung ohne grdsseren Einfluss auf
Reifung und Funktionalitdt der aus ihnen erzeugten dendritischen Zellen
bleibt**'®*" und die magnetische Separation der Plastikadharenz lediglich beziig-
lich Reinheit der selektierten Population Uberlegen zu sein scheint, differenzie-
ren verschiedene Reifungssignale die unreifen dendritischen Zellen eindeutig in
unterschiedliche funktionelle, reife Phanotypen. Diese nehmen direkten Einfluss
auf die Polarisation der Immunantwort in die fur zellulare Krebsimmuntherapie
eher gewunschte Tu1- oder weniger geeignete Tw2-Richtung. TLR-Liganden,
vor allem LPS, erwiesen sich, zusammen mit Interferonen, der Cocktailreifung
mit IL-1B, IL-6, TNFa und PGE, gegenuber in dieser Hinsicht, also bezuglich
der Potenz antigenspezifische CD4*-Ty1- und CD8*-T-Zellen zu stimulieren, als
Uberlegen®.

Aber auch die Verlangerung des Stimulationszyklus auf zehn Tage mag einen
erholsamen Effekt auf die T-Zellen vermittelt, ihnen mehr Zeit gegeben haben
die durch Aktivierung verringerte Expression ihrer TCR-Komplexe und Co-Re-
zeptoren'? vor der nachsten Stimulation wieder hochzuregulieren und damit flr
einen erneutes Signal empfanglicher zu sein. Die Hinzunahme von IL-15 mag
zusatzlich einen positiven Effekt auf Entwicklung und Erhalt unserer entstehen-
den peptidspezifischen Populationen gehabt haben, spielt es doch nicht nur fir
Antigen-unabhangige Proliferation von Gedachtnis-T-Zellen'**'* sondern auch
als Mediator von CD4*-T-Zell-Hilfe fur funktionell effektive und langlebige CD8"-
Antworten ein Rolle'.

Aulerdem mag die Aufreinigung flir CD8*-Zellen von Vorteil gewesen sein. Da

CD8"-T-Zell-Aktivierung, zumal in Gegenwart kunstlich gereifter potenter APC,
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durchaus ohne CD4*-Hilfe mdglich ist, — wenn auch die Effektivitat der APC-Co-
stimulation, die Zytokinproduktion der Effektorzelle und die Nachhaltigkeit ihrer
Gedéachtnisfunktion unter CD4*-Einfluss deutlich zunimmt?#33'3¢ _ jst denkbar,
dass Elimination von unspezifischer CD4-Proliferationskonkurrenz die Etablie-

rung der gewunschten Population erleichterte.

Die Kulturdauer von 50 Tagen (ab D6) erwies sich als sinnvoll, war doch zwi-
schen den Analysen an Tag 20 und Tag 40 in vielen Ansatzen noch ein deutli-
ches Wachstum der spezifischen Populationen nachweisbar. Fur zwei der
Spenden (D16, D17) war die gemeinsame intrazellulare Farbung von IFNy und
TNFa hilfreich zur Detektion schwacherer Antworten (<0,1% IFNy* aller CD8") ,
deren Dynamik und Funktionalitat jedoch nicht weiter verfolgt werden konnten
und somit fraglich bleiben. Mehrmals zeigten anfangs zwei von vier Peptiden re-
aktive Populationen an (D8, D13, D19) von denen aber eine im Laufe der Resti-
mulationen Uberwachsen wurde. Auffallend war auRerdem eine haufig nach-
weisbare CD4CD8 doppelt-positive Zellgruppe im FACS, die, IFNy-negativ, kei-
nen Anteil an der peptidspezifischen Proliferation hatte. Es sind Bezlge zu anti-
viraler Immunantwort aber auch Autoimmunitat und chronisch entziindlichen Er-

krankungen fiir diesen Phanotyp beschrieben 37138,

Der wiederholte Nachweis von spezifischen Populationen fur RLAGDGVGAV
(80293), CK7 402411, in fUnf Spenden (D7, D8, D14, D16, D19) mit teilweise er-
staunlich starker Auspragung bis zu Uber 20% aller CD8" Zellen an Tag 40, aber
auch fir TLNETELTEL (80290), CK727.236, in zwei Spenden (D11, D19) wovon
eine (D8) nicht nur kraftige 6,19% an Tag 40 erreichte sondern gleichzeitig mit
exzessiver Proliferation auf 120x10° Zellen Uberzeugen konnte, bezeugen die
Immunogenitat dieser beiden Peptide und machen sie zu vielversprechenden
HLA-A*0201-restringierten Epitopkandidaten. Die Antworten in den HLA-
B*5101-Ansatzen fielen generell schwacher aus, trotzdem durfen DGVDAVNI
(81113), CK7 406413, mit den in zwei Spenden (D13, D15) erzeugten, besonders
vor Anreicherung (5,2% bzw. 7,61% IFNy* aller CD8") distinkten Populationen
und TAAENEFVV (81117), CK74gs.10s, als Stimulans der schénen 1,83% starken
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IFNy*-Population in D12, die sich ebenfalls bis zur Anreicherung noch weiter
und deutlich etablieren konnte (22,3%), als immunogen gelten.

Fir eine weitere Evaluation haben sich KLLETKWTL (81101), CK7 17125
[A*0201] und DAAYMSKYV (81108), CK7 202200 [B*5101], empfohlen. Sie konnten

immerhin jeweils in einer einzelnen Spende eine kleine Population induzieren.

IV.3. Anreicherung und Expansion

Wenn auch der IFNy-secretion-assay meist befriedigende Reinheiten von ~60-
78% IFNy* CD8" Zellen hervorbrachte schien der unspezifische Anteil stets sen-
sibler fur die verwendeten Expansionsreize zu sein. Ob mit aCD3- und aCD28-
Antikorpern oder PHA stimuliert verlor die expandierte Kultur immer deutlich an
Reinheit. Der Vergleich ist aufgrund der nur wenigen Experimente nur einge-
schrankt maoglich, doch als akzeptabel erwiesen sich am ehesten die Ergebnis-
se nach Verwendung von 1ug/ml PHA. Trotzdem erwarteten wir mit den erhalte-
nen, minimal etwa 10% peptidspezifischen Zellen unter geeigneten Effektor-
Zielzell-Verhaltnissen Zytotoxizitatsexperimente durchfuhren zu konnen. Hierfur
ist sicher die verflUgbare Gesamtzellzall ausschlaggebender als der relative An-
teil der Effektoren.

Prinzipiell sind nur geringe Unterschiede im Expansionspotential der verwende-
ten Agentien beschrieben'®. Fir PHA gibt es jedoch im Vergleich mit
aCD3/aCD28 Hinweise auf funktionelle Nachteile bezlglich der Antwort auf vi-
rale Antigene'. Andere Gruppen verwenden bis zu 6000U/ml IL-2 - anstatt un-
serer 250U/ml - in Kombination mit aCD3 und allogenen bestrahlten PBMC zur
in vitro Expansion von patientenautologen tumorinfiltrierenden Lymphozyten fur
den adoptiven Transfer''. Erhaltlich sind auch aCD3/aCD28-beladene beads
die sich als potent erwiesen haben®'42,

Weitere vergleichende Experimente zur ldentifizierung eines optimalen Proto-
kolls fur die Expansion nach magnetischer Anreicherung, das den prozentualen
Anteil der peptidspezifischen Population aufrechterhalt, sind also winschens-

wert.
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IV.4. Transfektion

Nachdem Versuche mit Elektroporation und Fugene®6-Reagenz erfolglos blie-
ben strebten wir an die Transfektion mit einem weiteren in mehreren Veroffentli-
chungen fur Capan-1 als geeignet bewahrten Lipidreagenz, dem Lipofectami-
ne™2000 3% zu erreichen. Da die Konzentration des Selektionsantibiotikums
Puromycin austitriert worden war und so niedrig wie mdglich gehalten wurde
sind die Grunde fir den Milderfolg mit allen drei Methoden am ehesten in der

Plasmidqualitat zu erwarten.

IV.5. Ausblick

Obwohl die Immunogenitat, die Fahigkeit zur Aktivierung einer naiven CD8"-T-
Zelle, fur jeweils zwei der fur HLA-A*0201 und HLA-B*5101 vorhergesagten
Peptide nun nachgewiesen ist steht der Beleg ihrer endogenen Prozessierung
und Prasentation noch aus. Leider war es nicht moglich ihn im Rahmen dieser
Arbeit zu erbringen. Um eine geeignete Zielzelle fur Zytotoxizitatsversuche zur
Verfigung zu stellen waren weitere Transfektionsversuche mit Capan-1 und ei-
nem frischen Plasmid denkbar. Alternativ kénnte auch eine andere Tumorzellli-
nie gewahlt werden. Ovcar-3 beispielsweise, eine Ovarialkarzinomzelllinie, ist
laut Literaturangaben schon HLA-A*02 und auch CK7 positiv'>'%6, Mdglich ware
alternativ die Futterung autologer DC mit synthetischem Zytokeratin 7 oder die
Transfektion einer HLA-A*0201* und HLA-B*5101* Zelllinie mit CK7-DNA.

In der Folge ist die Evaluation der Bedeutung dieser Epitope in vivo, beginnend
mit einem screening auf spontane Immunantworten und spezifische CD8*-Po-

pulationen in Pankreaskarzinompatienten, sinnvoll.

Einige der Epitopkandidaten (80290, 81101, 81117, 81108) liegen innerhalb der
alpha-Helix-reichen Domane des Zytokeratins 7 (Aminosauren 90-399) die eine
starke Sequenzhomologie mit den Gbrigen Typ Il Keratinen (CK1-CK8) aufweist.
Mit Kreuzreaktivitat ist hier nach Induktion einer Immunantwort eventuell zu

rechnen.
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V. Zusammenfassung

GroRe Fortschritte in der Tumorimmunologie Uber die letzten ein bis zwei Deka-
den ermdglichen die Erwagung der Krebsimmuntherapie als ernsthafte Ergan-
zung des onkologischen Behandlungsspektrums flr unterschiedlichste
Malignomentitaten. Trotz vieler Rickschlage und weiter bestehender Herausfor-
derungen sind doch einige Ansatze — vor allem Antikdrper — schon klinisch eta-
bliert. Aktive Immunisierungen befinden sich noch in klinischen Studien, die bis-
her, auch flr das Pankreaskarzinom, unterschiedlichen Vakzinationen generell
Sicherheit und in einigen Patienten Induktion von Immunantworten attestieren,
welche nicht selten mit verlangertem Uberleben korrelieren.

Motivation zu vorliegender Arbeit nahrte sich aus dem Los eines chirurgisch und
chemotherapeutisch erschopfend therapierten noch sehr jungen Patienten mit
histologisch atypischem, duktalem Pankreaskarzinom, flir den ein Heilversuch
per Tumorimpfung gewagt worden war. Die Immunhistochemie des malignen
Gewebes empfahl das stark Uberexprimierte Zytokeratin 7 als zusatzliches Tu-
morantigen. Nun sollten aus diesem Protein neue CD8" T-Zell-Epitope identifi-
ziert werden um sie als Peptide zur Vakzinierung zur Verfigung stellen zu kon-
nen. Einer in silico-Pradiktion anhand des Vorhersagetools ,SYFPEITHI* von
HLA-A*0201- bzw. HLA-B*5101-restringierten, wahrscheinlichen Epitopen folgte
eine in vitro-Verifikation dieser Peptide: Aus Monozyten erzeugte, mit syntheti-
schem Peptid beladene dendritische Zellen gesunder Spender fungierten als
aktivierende, professionelle antigenprasentierende Zellen fur eine gesuchte,
naive, peptidspezifische CD8" T-Zelle im Lymphozytenpool des identischen
Spenders. Nach repetitiver Stimulation und Proliferation erfolgte die Analyse der
Kultur auf eine distinkte spezifische Population Uber intrazellulare IFNy-Far-
bung. Zum Nachweis der endogenen Prozessierung und Prasentation der un-
tersuchten Epitopkandidaten sowie der zytotoxischen Kapazitat der erzeugten
Effektorpopulation waren Tumorzelllyseexperimente geplant.

Von den acht bzw. zehn HLA-A*0201- bzw. HLA-B*5101-restringierten vorher-
gesagten Kandidaten erwiesen sich in neunzehn verschiedenen untersuchten

Leukozytenspenden jeweils zwei als immunogen und konnten distinkte
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peptidspezifisch IFNy-produzierende CD8*-T-Zellpopulationen, teilweise in meh-
reren, unterschiedlichen Spenden, induzieren:

RLAGDGVGAYV, CK7402411 und TLNETELTEL, CK7227.236 (HLA-A*0201-restrin-
giert) sowie DGVDAVNI, CK7 46413 und TAAENEFVV, CK71gs.10s8 (HLA-B*5101-
restringiert) sind somit als hochkaratige Epitopkandidaten identifiziert. Lediglich
der Nachweis ihrer natlrlichen Prozession und Prasentation steht noch aus. Die
Zytotoxizitatsexperimente konnten bisher aufgrund leider erfolgloser — obwohl
umfangreicher — HLA-Transfektionsbemihungen einer potentiell geeigneten
Zielzelle, der Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1, noch nicht angeschlossen
werden.

Zukunftige Zytotoxizitats-assays und die Evaluation der spontanen in vivo-Rele-
vanz dieser vier Epitopkandidaten in Patienten mit Zytokeratin 7 Uberexprimie-
renden Tumoren sollten diese Lucke jedoch schlielen konnen und den Weg
zum Einsatz als Vakzine bei Pankreaskarzinomen aber auch anderen Entitaten
bereiten.

Bedauerlicherweise konnte unser Patient nicht mehr wie erwlnscht von der

Impfung profitieren.
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