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Abstract

The major goals of this work was the identification of tumour-associated T cell epitopes
(TATE) in cutaneous T cell lymphoma (CTCL) and the characterisation of the tumour-
specific cytolytic immune response. Two tumour-specific cytolytic T cell clones were
established from the tumour-infiltrating lymphocytes (TIL) of one CTCL-patient. The
potential natural T cell epitopes and mimotopes (epitopes without natural correlates but with
more T cell stimulating capacity) for these T cell clones were identified using a combinatorial
peptide library. The quantity and quality of the T cell response was different. The functional
avidity of the peptides differed more than 3 orders of magnitude. The cytolysis and cytokine
release did not correlate for each peptide. Some of the mimotopes were injected into CTCL-
patients for therapeutic purpose. The frequency of the mimotope-specific T cell increased
during the first vaccination cycles and a tumouricidal capacity could be observed. This first
clinical application of the mimotopes showed the capacity of the mimotopes for the
modulation of weak anti-tumour immune response. The identification of the new TATE
allowed further characterisation of the tumour-specific T cells in the periphery and in the
tumour of the patient. High frequency of the tumour-specific T cells could be detected in the
tumour but they failed to show effector functions in comparison to the tumour-specific T cells
in the peripheral blood. The tumour-specific T cells had the effector memory phenotype but
expressed none or less amount of the cytolytic effector molecules. The reason for the
suboptimal anti-tumour response in CTCL could be the immunesuppressive cytokine TGF-
beta.

Schlagwérter: cutaneous T cell lymphoma, T cell, T cell epitope, combinatorial peptide library,
mimotope



Abstract

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Tumor-assozierten T-Zellepitopen (TATE) in
kutanen T-Zelllymphomen (CTCL) und die Charakterisierung der Tumour-spezifischen
zytotoxischen Immunabwehr. Zwei Tumor-spezifische T-Zellklone wurden aus den Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TIL) eines CTCL-Patienten etabliert. Die potentiellen
natiirlichen T-Zellepitope und Mimotope (synthetische Epitope ohne natiirliche Korrelate aber
mit meist hohen T-Zellaktivititen) flir diese Klone wurden mit einer kombinatorischen
Peptidbibliothek identifiziert. Die Qualitdt und Quantitét der T-Zellaktivitidten waren bei den
jeweiligen Peptiden unterschiedlich. Die funktionellen Avidititen varierten dabei um 3
GroBenordnungen. Bei den einzelnen Peptiden korrelierte die Zytolyse und Zytokinsekretion
nicht immer. Mit einigen Mimotopen wurden CTCL-Patienten fiir therapeutische Zwecke
vakziniert. Die Frequenzen der Mimotop-spezifischen T-Zellen erhohten sich wéhrend der
ersten Vakzinationszyklen und tumorizide Aktivititen konnten nachgewiesen werden. Diese
ersten klinischen Anwendungen der Mimotope zeigen die Mdglichkeit solcher Mimotope die
sonst unzureichende Immunabwehr zu modulieren. Die Identifizierung neuer TATE
ermoglichte die weitere Untersuchung der Tumor-spezifischen T-Zellen in der Peripherie und
im Tumor des Patienten. Diese Analysen zeigten, dass diese Zellen im peripheren Blut aktiv
aber im Tumor inaktiv waren. Die TILs waren vom effektor-memory Phénotyp expremierten
aber nur schwach oder z. T. keine der Molekiile mit Effektorfunktion. Das immunsuppressive
Zytokin TGF-beta konnte eine wichtige Rolle bei dieser unzureichenden Immunabwehr bei
CTCL spielen.

Schlagwdrter: kutane T-Zell-Lymphome, T-Zellen, T-Zellepitope, kombinatorische
Peptidbibliotheken, Mimotope
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Einfiihrung

2 Einfiihrung

Tumoren stellen nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in den
westlichen Liandern dar. Tumorzellen sind verdnderte korpereigene Zellen, die ihre normale
Wachstumskontrolle verloren haben. Tumor-spezifische T-Zellen erkennen antigene
Strukturen auf der Oberfliche der Tumorzellen und konnen diese zerstéren. Die T-Zell
vermittelte Immunantwort spielt damit eine bedeutende Rolle bei der Bekdmpfung von

entarteten korpereigenen Zellen wie auch von Viruserkrankungen.

2.1 Kutane Lymphome

Kutane Lymphome sind eine heterogene Gruppe von lymphoproliferativen Tumoren mit
Primirmanifestation in der Haut, die sich entweder von T-Zellen (engl. cutaneous T cell
lymphoma, CTCL) oder B-Zellen (engl. cutaneous B cell lymphoma, CBCL) ableiten. Die
Haufigkeit der Erkrankung liegt bei 0,5-1/100000 und macht damit etwa 25% aller Non-
Hodgkin-Lymphome aus (Eichmuller, 2002). Nach der Klassifizierung der EORTC
(Willemze, et al., 1997) umfassen die CTCL verschiedene Erkrankungen, von denen die
sogenannte Mycosis fungoides (MF) mit 44% die hiufigste Form darstellt. Die grundlegenden
Kriterien fiir die Diagnose dieser Erkrankungen sind Klinik und Histologie. Klinisch kénnen
drei verschiedene Arten von Hautldsionen unterschieden werden: Exzematdse, hdufig
atrophische Lésionen, rot-schuppende Plaques und Tumoren. Diese Formen sind jeweils fiir
frithe, fortgeschrittene und spite Stadien charakteristisch. CTCL ist meistens eine Erkrankung
mit geringer Malignitdt und einer langsamen Progression, die sich {iber Jahrzehnte entwickeln
kann. Das histologische Erscheinungsbild ist durch typische bandformige Infiltrate,
Epidermotropismus der T-Zellen und eventuell morphologische Besonderheiten der
Tumorzellen wie zerebriforme Zellkerne gekennzeichnet. Molekulargenetisch wird die
Erkrankung durch den Nachweis eines dominant expandierten T-Zellklons diagnosiert. In der
Regel ist eine Diagnose nur durch Kombination dieser Kriterien moglich. Mycosis fungoides
mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 87% stellt eher eine indolente Form im Gegensatz zum
grosszelligen CD30"-CTCL und Sezary Syndrom mit 5-Jahres-Uberlebensraten von 11%-15%
dar. Die Behandlung ist insbesondere in den fortgeschrittenen Stadien problematisch, da keine
kurative Therapie zur Verfligung steht. Immunologische Therapien konnten eine
vielversprechende Alternative darstellen, fiir die jedoch Tumor-spezifische Zielstrukturen

bendtigt werden.
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Phénotypische Analysen zeigen, dass die Haut-infiltrierenden Zellen iiberwiegend reife Th-
Zellen vom memory Phinotyp sind, d.h. CD3'CD4'CD8' CD45RO" (Willemze, et al., 1997).
Nur ein kleiner Teil (5%) von allen CTCL-Fillen sind vom CD3"CD8"CD4 -Phénotyp (Nasu,
et al., 1985). Es gibt keinen phinotypischen Marker, mit dem die normalen T-Zellen von den
malignen T-Zellen unterschieden werden konnen. Es sind allerdings eine Reihe von
phénotypischer Markern fiir die malignen T-Zellen vorgeschlagen worden: reduzierte CD3-
Expression (Edelman and Meyerson, 2000), Fehlen von CD7-Molekiilen (Laetsch, et al.,
2000; Rappl, et al., 2001), abartig verminderte Expression von CD26 (Bernengo, et al., 2001;
Jones, et al., 2001), Verlust von Fas-Rezeptoren (Dereure, et al., 2000; Zoi-Toli, et al., 2000),
Expression der NK-Rezeptoren (NKR) p140/KIR3DL2 und Expression des inhibitorischen
Rezeptors SC5 (Nikolova, et al., 2002). Keines dieser Marker ist Tumor-spezifisch.

In den meisten Féllen dieser Erkrankung kann ein dominant expandierter T-Zellklon anhand
des TCR-y-Ketten-Rearrangements nachgewiesen und als genetischer Marker fiir die
Tumorzelle benutzt werden (Hindkjaer, et al., 1993; Karenko, et al., 1997; Mielke, et al.,
1994). In vielen Féllen findet man auch phénotypisch die Dominanz einer bestimmten TCR-
VB-Familie. Die Demonstration von mono- und oligoklonalen TCR-y-Rearrangements in
lasionaler Haut mit Hilfe von PCR und hochauflosender Elektrophoresetechniken oder
Fragmentlédngenanalysen ist ein wichtiger diagnostischer Marker und eine Ergidnzung der

klinischen und histologischen Diagnostik von CTCL (Kneba et al., 1994; Wood et al., 1992).

Tumorzellen akkumulieren im Laufe ihrer Evolution immer mehr genetische Verédnderungen.
Die hdufigen Mutationen bei Genen, die Mitose und Apoptose der Zellen regulieren, werden
als Promotoren der Tumorentstehung angesehen. Anderungen der Zahl der Chromosomen
oder von Chromosomenabschnitten, Translokationen, Amplifikation von bestimmten Genen
und Anderungen eines oder weniger Nukleotide kdnnen die wesentlichen Mutationsarten bei
Tumoren sein. Das Genom von Lymphozyten scheint wegen ihrer zeitweise aktivierten DNA-
Rekombinationsmaschinerie besonders fiir chromosomale Translokationen anféllig zu sein.
Bei kutanen T-Zell-Lymphomen koénnen chromosomale Aberrationen grofe Ausmale
erreichen und einen Grofiteil der Chromosomen erfassen. Am héufigsten treten
Verdanderungen in den chromosomalen Bereichen 17q, 10p/q, 13q, 7p/q, X, 3p/q und 6p/q
(Fischer, et al., 2004; Karenko, et al., 1997; Thangavelu, et al., 1997) auf.
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2.2 T-Zell-vermittelte Immunantworten

2.2.1 MHC-restringierte Antigenerkennung

T-Zellen erkennen iiber ihren T-Zellrezeptor (TCR) Peptide im Komplex mit den
Haupthistokompatibilititsantigenen (MHC, engl. major histocompatibilty complex). CD8"-T-
Zellen (CD, engl. cluster of differentiation) erkennen Peptide von 8 bis 10 Aminosduren im
Komplex mit MHC-Klasse-I-Molekiilen (MHC-I) und CD4'-T-Zellen Peptide von 11 bis 15
Aminosduren im Komplex mit MHC-Klasse-II-Molekiilen (MHC-II) (Janeway et al., 2001).
CDS8"-T-Zellen sind in der Regel zytotoxische T-Zellen (CTL, engl. cytotoxic T lymphocytes)
und Haupteffektorzellen bei der Abwehr von Virusinfektionen und Tumoren. CD4'-T-Zellen
dagegen sind meistens T-Helfer-Zellen (Th), die bei der Aktivierung von B-Zellen und CTL
eine wichtige Rolle spielen. Es gibt aber auch Ausnahmen hinsichtlich der Funktion der

beiden Zelltypen.

HLA-A, -B und —C werden als sogenannte klassische Transplantationsantigene oder auch
Klasse-la-Molekiile bezeichnet. Diese Molekiile sind hochpolymorph mit derzeit 303
bekannten Allelen fiir HLA-A, 559 fir HLA-B und 150 fiir HLA-C (http://www.ithwg.org
01/2004). Die meisten Unterschiede zwischen den Allomorphen finden sich dabei in
Bereichen, die in die Peptidbindung involviert sind und beeinflussen so die
Peptidbindungseigenschaften der einzelnen Allele (Janeway et al., 2001). Im Gegensatz dazu
wurden HLA-E, -F und —G aufgrund des begrenzten Polymorphismus, der beschrinkten
Gewebeverteilung und der geringen Expression als nicht-klassische Klasse-I-Molekiile oder

auch als Klasse-Ib bezeichnet (Le Bouteiller and Lenfant, 1996).

Peptide, die an die MHC-Klasse-la-Molekiile binden, miissen ein bestimmtes Bindungsmotiv
aufweisen, das von der Struktur des MHC-Allomorphs in der Peptidbindungstasche abhingig
ist. Durch Rontgenstrukturanalysen wurde gezeigt, dass sich MHC-I- und MHC-II-Molekiile
strukturell sehr dhnlich sind (Bjorkman, et al., 1987; Brown, et al., 1993; Fremont, et al.,
1992), selbst bei unterschiedlichen Spezies wie Maus und Mensch. Die Peptidbindungsregion
wird jeweils von zwei Dominen gebildet und formt sich aus 2 a-Helices und einer darunter
liegenden Platte aus 8 B-Faltblattstringen. Die Bindungsregion fiir antigene Peptide ist bei
MHC-Ia-Molekiile an beiden Seiten geschlossen, bet MHC-II-Molekiilen dagegen offen. Bei
HLA-A*0201 sind die Position 2 und 9 eines Nonapeptids in engem Kontakt mit dem MHC —

Molekiil und werden als Ankerpositionen bezeichnet. Frithere Daten aus Poolsequenzierungen
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von Peptiden, die an MHC-I gebunden waren, zeigten, dass fiir diese Ankerpositionen
bestimmte Aminosduren (AS) bevorzugt sind. Im Falle von HLA-A*0201 sind Leucin und
Valin die bevorzugten Ankeraminoséuren in diesen Positionen. Es gibt auch subdominante
Anker, die nicht so eng wie die Hauptankerpositionen mit dem MHC in Kontakt stehen, z. B.
Position 6 fiir HLA-A*0201. Bei den MHC-II-Molekiilen sind die N- und C-Termini der
Peptiden nicht in den Taschen der Peptidbindungsregion verankert, wodurch die Peptide
langer als bei den MHC-I-Molekiilen sein kdnnen. Die Rontgenstrukturanalysen von HLA-
DR1, an dem ein Hamagglutinin-Peptid (HA306-318) von Influenza gebunden war, zeigten
nur 9 AS innerhalb der Peptidbindungsregion (Stern, et al., 1994). Im Gegensatz zu MHC-I-
Molekiilen erlauben die MHC-II-Molekiile eine relativ degenerierte Peptidbindung (Falk, et
al., 1994).

Kristallstrukturanalysen fiir den Maus TCR-MHC-Peptidkomplex 2C-TCR-dEVS8-H-2Kb
(Garcia, et al., 1998; Speir, et al., 1998) sowie fiir die humane TCR-MHC-Peptidkomplexe
A6-TCR-Tax-HLA-A2 (Garboczi, et al., 1996) und B7-TC-Tax-HLA-A2 (Ding, et al., 1998)
zeigen ein ibereinstimmendes Andockprofil unabhéngig von der TCR-Spezifitit oder
Spezies: TCR-Va bindet die MHC o2-Helix und TCR-VB die MHC-al-Helix. Als
Konsequenz scheinen die CDR1- und CDR3-Regionen von den jeweiligen TCR-Va- und -V
Ketten an der Peptidbindung, die CDR2-Regionen aber mehr an der Bindung an MHC
beteiligt zu sein. Im Gegensatz zu Antikérpern scheinen die TCR dhnliche und fixierte
Bindungsgeometrien fiir ihre Antigenbindung zu nutzen mit dem TCR diagonal zum MHC-

Peptidkomplex.

Die Kristallstrukturanalysen der TCR-MHC-Peptid-Komplexe B7-TCR-Tax-HLA-A2 (Ding,
et al., 1998) und A6-TCR-Tax-HLA-A2 (Garboczi, et al., 1996), beide spezifisch fiir dasselbe
Tax-Peptid LLFGYPVYV des humanen T cell lymphotropic virus HTLV-1, zeigen, dass bis
auf eine Position von 17 TCR-Aminosdurepositionen unterschiedliche TCR-
Aminosdurepositionen fiir das Binden am selben HLA-A2/Tax-Peptidkomplex verantwortlich
sind. Dies konnte die unterschiedlichen Effekte von modifizierten Tax-Peptiden auf die
Aktivierung von Tax-spezifischen CTL-Klonen erkldren. Einzelne AS-Austausche im Tax-
Peptid hatten unterschiedliche Auswirkungen auf die Effektorfunktion der beiden CTL-Klone
(Ding, et al., 1998). Die Y8A-Variante, Austausch von Tyrosin gegen Alanin in Position 8§,
des Tax-Peptids wurde nicht vom CTL-Klon A6 erkannt (Nullpeptid). Der B7-CTL-Klon

erkannte zwar bei der Zytolyse diese Variante schwicher als das Tax-Peptid (partieller
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Agonist) aber produzierte kein IFNy. Die Y5A-Variante, Austausch von Tyrosin gegen
Alanin in Position 5, hatte dagegen ein partiell agonistischen Effekt bei CTL-Klon A6 war ein
Nullpeptid fiir CTL-Klon B7.

2.2.2 Antigenprozessierung und Antigenpresentation

Bei der Antigenprozessierung von Proteinen entstehen Peptide, die als Komplexe mit MHC-
Klasse-I- bzw. MHC-Klasse-II-Molekiilen auf der Zelloberflache prasentiert werden konnen.
Fiir die Priasentation der MHC-Klasse-I-Peptidkomplexe werden Proteine im Zytosol durch
Proteasomen (Coux et al., 1996; Rock et al., 1994) und durch den kiirzlich beschriebenen
TPP-II-Komplex (engl. Tripeptidyl peptidase II) (Seifert, et al., 2003) unter Energieverbrauch
abgebaut, wobei Peptidfragmente entstehen, die von Aminopeptidasen weiter abgebaut
werden konnen. Wahrscheinlich spielt die Markierung der zu verarbeitenden Proteine mit
Ubiquitin eine wichtige Rolle fiir den Abbau durch Proteasen (Bachmair and Varshavsky,
1989; Townsend, et al., 1988; Varshavsky, 1997). Die entstandenen Peptidfragmente werden
durch den TAP-Transporter (engl. transporter associated with antigen processing) ins ER
transportiert. TAP ist ein Heterodimer aus TAP1 und TAP2, und gehort zur Familie der ABC-
Transporter. Im ER werden die Peptide in die neuentstandenen MHC-I-Molekiile eingebaut.
Die MHC-Klasse-I-Molekiile bestehen aus 2 Untereinheiten, einer o-Kette mit 45kDa und
einer B-Kette, dem B2-Mikroglobulin (32m) mit 12kDa. Die neusynthetisierte a-Kette wird
durch Bindung an das membrangebundene Calnexin partiell gefaltet und im ER
zuriickgehalten (Vassilakos, et al., 1996). Lagert sich 2m an die a-Kette dissoziert das
afl2m-Molekiil von Calnexin und bindet an einen Proteinkomplex aus Calreticulin und
Tapasin, einem mit TAP1 assoziierten Protein. Es ist noch nicht geklért, ob das TAP-Protein
direkt an der Bindung eines Peptids durch das MHC-Klasse-I-Molekiil beteiligt ist, oder ob
einfach die rdumliche Ndhe von TAP und MHC-I-Molekiilen eine effiziente Bindung
gewihrleistet. Die Bindung eines Peptids an das MHC-Molekiil bewirkt die Loslosung vom
TAP-Komplex. Das nun vollstindig gefaltete und beladene MHC-I-Molekiil wird liber den
Golgi-Apparat an die Zelloberfldche transportiert.

Die Prozessierung von extrazelluldr aufgenommen Proteinen zu Peptiden, die auf MHC-II-
Molekiilen prasentiert werden, findet in den Endolysosomen statt (Braciale and Braciale,
1991). Auch zytosolische Peptide konnen von MHC-II-Molekiilen gebunden und présentiert
werden (Oxenius, et al., 1995; Pinet, et al., 1994). Durch den Abbau durch Proteasen
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entstechen Peptide von 12-24 AS (Hunt, et al.,, 1992; Rudensky, et al., 1991). Im
endoplasmatischen Retikulum (ER) konnen vermutlich keine Peptide an den MHC-II-
Molekiilen gebunden werden, da diese wiahrend ihres Aufenthalts im ER mit der invarianten
(I)-Kette assoziert sind, wodurch die Peptidbindungsgrube blockiert ist (Long, et al., 1994).
Lysosomale Proteasen (Wolf and Ploegh, 1995), insbesondere Cathepsin L (Nakagawa, et al.,
1998), degradieren die li-Kette. AnschlieBend wird CLIP (engl. class Il-associated invariant
chain peptide) unter Wirkung des Chaperonmolekiils HLA-DM aus der Bindungsgrube
entfernt (Denzin and Cresswell, 1995; Kelly, et al., 1991; Sloan, et al., 1995), wodurch
vermutlich der Austausch mit den antigenen Peptiden ermoglicht wird. Eine alternativer Weg,
bei dem rezirkulierte MHC-II-Molekiile unabhingig von Proteinsynthese und HLA-DM in
frithe Endosomen Peptide binden konnen, wurde ebenfalls beschrieben (Pinet and Long,

1998).

2.2.3 T-Zellrezeptor

Der T-Zellrezeptor (TCR) besteht entweder aus o- und B-Ketten oder y- und d-Ketten, die
jeweils  iiber  Disulfidbriicken  miteinander  verbundene  Glycoproteine  mit
Immunglobulinstruktur sind. Die meisten peripheren, d.h. reifen, ausserhalb des Thymus
existierenden T-Lymphozyten, exprimieren den af-T-Zellrezeptor, welcher fiir die
Erkennung von MHC-Peptid-Komplexen verantwortlich ist (Schwartz, 1985). Mit dem of3-
Dimer sind weitere Molekiile aus der CD3-Familie nicht-kovalent assoziiert ndimlich CD3y, 9,
, € und n, die an der Signaltransduktion in Zelle beteiligt sind. Diese Molekiile bilden iiber
Disulfidbriicken Heterodimere (ye, de, £n) oder Homodimere (££). Die zytoplasmatischen
Teile dieser CD3-Ketten enthalten sogenannte ITAM (engl. immunreceptor tyrosine-based
activation motiv), die mit Tyrosinkinasen in Wechselwirkung treten, phosphoryliert werden

und so zur Signaltransduktion beitragen (Flaswinkel et al., 1995).

Der variable N-terminale Bereich des Rezeptors ist flir die Antigenerkennung und —spezifitét
verantwortlich. Die Gene fiir die variablen Doménen des TCR setzen sich auf genomischer
Ebene aus bis zu drei Gensegmenten zusammen, die in den Frithphasen der T-Zellontogenese
rearrangiert werden. Bei B - und d-Ketten werden die variablen Doméne aus V- (Variability),
D- (Diversity) und J- (Joining) Regionen zusammengesetzt. Die o- und y- Ketten bestehen
nur aus V- und J-Region. Jedes dieser Gensegmente ist durch mehrere verschiedene Exone

kodiert von denen jeweils eins beim Rearrangement in das komplette Gen fiir den TCR

10



Einfiihrung

eingefligt wird. Bei der Rekombination dieser Gene werden scheinbar wahllos Nukleotide
eingefligt oder einzelne Nukleotide herausgeschnitten. Sofern das Leseraster nicht verschoben
wird, entsteht ein funktionales TCR-Gen. Diese neu entstandene Nukleotidsequenz wird als
N-Region bezeichnet und ist spezifisch fiir jede einzelne T-Zelle und deren Abkdmmlinge.
Durch das Rearrangement der einzelnen Gensegmente zusammen mit der N-Region-
Diversifizierung ergibt sich insgesamt eine Diversitit von bis zu 10" potentiellen TCR-

Varianten (Janeway et al., 2001).

2.2.4 Zytotoxische T-Zellen

Nach Erkennung von geeigneten MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen auf der Oberflache von
Zielzellen werden die zytotoxische T-Zellen (CTL) aktiviert. Infolge der Aktivierung wird die
Zielzelle lysiert und/oder spezifisch IFNy produziert. Es gibt bis jetzt 2 bekannte
Mechanismen fiir die zellvermittelten Zytotoxizitit der CD8'-T-Zellen. Der erste besteht in
der Sekretion von Perforin und Granzymen. Beide sind in Granula in den CTL gespeichert
und werden nach Antigenerkennung freigesetzt. Perforin polymerisiert in der Membran der
Zielzelle zu einer groBen Pore. Durch diese Poren werden Granzyme ins Zellinnere
geschleust. Dort aktivieren sie Caspasen, spezifische Proteasen, die die Apoptosemaschinerie
der Zellen in Gang setzen (Masson and Tschopp, 1987; Nabholz and Tschopp, 1989;
Pasternack, et al.,, 1986; Podack ER, 1984; Tschopp and Jongeneel, 1988). Dieser
Mechanismus der zellvermittelten Zytotoxizitit ist Ca*" abhingig und kann durch EGTA
unterdriickt werden (MacLennan, et al., 1980). Der zweite Zytotoxizitdtsmechanismus ist
antigenunabhingig und zugleich nicht abhingig von Ca’" im extrazelluliren Milieu. Der
Kontakt zwischen Fas (CD95) auf der Oberfliche von Zielzellen und FasL auf der
Effektorzelle fithrt zur Aktivierung von Caspasen in der Zielzelle und Apoptose (Longthorne
and Williams, 1997; Rouvier, et al., 1993). Die Apoptose der Zielzelle duBBert sich durch
charakteristische morphologische Anderungen wie Schrumpfung der Zelle, Kondensation des

Chromatins, DNA-Degradation und schliesslich Zerfall der Zelle.

2.2.5 T-Zellentwicklung

Die reifen T-Zellen entwickeln sich aus T-Vorlduferzellen (Thymozyten) im Thymus, wo
auch das Rearrangement der TCR-Genen stattfindet. Bei Mdusen wurde jedoch mehrfach
gezeigt, dass auch auBerhalb des Thymuses, vermutlich im Darmepithel, eine Entwicklung
von T-Vorlduferzellen moglich ist (Guy-Grand, et al., 1991; Rocha, et al., 1994). Beim
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Menschen gibt es entsprechende Untersuchungen von Howie und Kollegen (Howie, et al.,
1998). Wihrend ihrer Entwicklung im Thymus durchlaufen die T-Vorlduferzellen
verschiedene Differenzierungsstufen, in denen sie mehrfach phénotypisch und funktionell
selektioniert (positive und negative Selektion) werden. T-Vorlduferzellen (Thymozyten) mit
passenden TCR fiir das MHC-Molekiil des Thymusepithels bekommen durch ihr
erfolgreiches Andocken ein Uberlebenssignal und werden positiv selektioniert. Thymozyten,
deren TCR nicht paBit, bekommen dieses Uberlebenssignal nicht und gehen in die Apoptose
(non-selection, death by neglect). Die positive Selektion bewirkt eine Selbst-MHC-
Restriktion, d.h. alle Zellen, die diesen ProzeR iiberstehen, erkennen Peptide zusammen mit
den eigenen MHC-Molekiilen. Unter den Thymozyten, die TCR exprimieren und die mehr
oder weniger gut mit eigenen MHC-Molekiilen harmonieren, gibt es auch solche, die perfekt
auf eine Kombination von eigenem MHC mit darauf prisentiertem Selbst-Peptid passen.
Diese sind eigentlich unerwiinscht, weil sie autoreaktiv und damit gefdhrlich sind. Solche
autoreaktiven T-Zellen werden negativ selektioniert d.h. eine sehr starke Bindung flihrt zu
einem qualitativ anderen Signal und zur Apoptose (von Boehmer et al., 1989; Nossal et al.,
1994). Bisher wurde angenommen, dass die Selektionsprozesse im Thymus gewéhrleisten,
dass nur solche T-Zellen in die Peripherie wandern, die in der Lage sind, korpereigene von
korperfremden Antigenen zu unterscheiden. Bei den bislang identifizierten Tumor-
assoziierten Antigenen handelt es sich aber z.T. um korpereigene Antigene. Die Detektion
von autoreaktiven T-Zellen in der Peripherie von Krebspatienten und Gesunden zeigt, dass T-

Zellen der negativen Selektion entgehen konnen.

Im Thymus beginnen die T-Vorlduferzellen CD2 und CD1a zu exprimieren, gefolgt von CD4,
CD8a und als letztes CD8B (Galy, et al., 1993). Wihrend dieser Entwicklung werden die
TCR-Gensegmente fiir 6-, y- und B-Ketten des TCR rearrangiert. Die TCR 6-Gensegmente
werden bereits in den fritheren CD34 CDla’-Thymozyten rekombiniert, danach folgen die
TCRy-Gensegmente. Das Rearrangement der TCRB-Kette dagegen kann erst bei
CD4'CD8ao'B™-Zellen nachgewiesen werden (Blom, et al., 1999). Die TCRa-Gensegmente
werden vermutlich erst danach rearrangiert. Da die TCR3-Gensegmente innerhalb der Region
der TCRoa-Gene lokalisiert sind, werden sie beim Rearrangement von TCRa deletiert.
Obwohl der grofite Teil der reifen T-Zelllinien beim Menschen den TCRaf} exprimiert und
nur ein kleiner Teil den TCRYd, kann die rearrangierte y-Kette in allen T-Zellen nachgewiesen

werden (Jensenius and Williams, 1982).
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2.3 Tumor-assoziierte Antigene

2.3.1 Tumor-assoziierte T-Zellepitope

Die T-Zell-definierten Tumorantigene werden durch Tumor-spezifische CTL erkannt. Im
allgemeinen konnen zwei Arten von Tumorantigenen unterschieden werden: Tumor-
spezifische (TSA) und Tumor-assoziierte Antigene (TAA). Tumor-spezifische Antigene
(TSA) werden nur von den Tumorzellen exprimiert. Im Gegensatz dazu kénnen die Tumor-
assoziierten Antigene (TAA) auch von nicht-transformierten Zellen exprimiert werden.
Desweiteren konnen die Antigene aufgrund ihrer Expressionsmuster folgendermalien
unterschieden werden:

Gewebe-spezifische Differenzierungsantigene, die von Proteinen abgeleitet sind, welche dem
Zelltyp und dem Differenzierungsgrad der Zellen entsprechend exprimiert werden. Zahlreiche
Melanom-assoziierten Antigene wie MART-1/Melan A, gpl100, Tyrosinase und Tyrosin-
related protein (TRP) gehdren zu dieser Gruppe. Diese Antigene sind nicht Tumor-spezifisch,
da sie auch von normalen Melanozyten exprimiert werden. Dementsprechend wird befiirchtet,
dass der Einsatz solcher Antigene fiir die Immuntherapie Autoimmunreaktionen gegen das
entsprechende gesunde Gewebe auslosen konnte.

,Cancer-testis“-Antigene werden von Tumorzellen nicht aber von normalen Zellen mit
Ausnahme von Testis und Plazenta exprimiert. Zahlreiche Tumor-assoziierte T-Zellepitope
(TATE) aus den Proteinen der MAGE-, BAGE-, GAGE-, LAGE- und NY-ESO-1 Familien
wurden identifiziert. Da die Trophoblasten im Plazenta und Keimbahnzellen in Testisgewebe
keine MHC-Klasse-I-Molekiile exprimieren, werden die Antigene nicht auf der
Zelloberflache prisentiert und sind daher fiir die T-Zellen nicht zuginglich. Die ,,cancer-
testis“-Antigene sind deswegen relativ Tumor-spezifisch.

Durch Punktmutationen kann es zu einem AS-Austausch oder einer Verschiebung des
Leserasters innerhalb eines Gens kommen (Echchakir, et al., 2001; Novellino, et al., 2003).
Auch Peptide aus kryptischen Translationsprodukten (Malarkannan, et al., 1995) und sogar
Intron-kodierende Sequenzen konnen Antigene fiir CTL sein (Coulie, et al., 1995; Guilloux,
et al., 1996; Robbins, et al., 1997). Antigene, die aus Genmutationen entstehen, sind meistens
Patienten- und Tumor-spezifisch und kénnen nicht fiir Inmuntherapien bei anderen Patienten
angewendet werden. Manche der Mutationen konnen auch an der Transformation der
malignen Zelle beteiligt sein. T-Zellepitope, die aus Mutationen hervorgehen, sind die

einzigen wirklichen Tumor-spezifischen Epitope.
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In Tumorzellen iiberexprimierte Proteine konnen auch von normalen, nicht transformierten
Zellen exprimiert werden. Durch geringer exprimierte Antigenmengen kdnnten die normalen
Zellen der Zytolyse durch niedrig affine auto-reaktive T-Zellen entgehen.

In Tumoren kénnen Gene exprimiert werden, die normalerweise nur in frithen embryonalen
Entwicklungsstadien aktiv sind. z.B. a-Fetoprotein wird in fotalen oder malignen aber nicht
in normalen Hepatozyten exprimiert (Abelev, et al., 1963; Sell, et al., 1976). Ein
entsprechendes T-Zellepitop wurde in diesem Protein von Butterfield und Kollegen identiziert
(Butterfield, et al., 1999).

Auch Viren wie HTLV (engl. human T lymphocyte virus), EBV (Ebstein-Barr Virus) und
Papillomavirus wurden im Zusammenhang mit Tumoren beschrieben. Es sind eine Reihe von
T-Zellepitopen aus solchen onkogenen Viren beschrieben worden (Jochmus, et al., 1997;

Rammensee, et al., 1995).

2.3.2 Methoden zur Identifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen

Es gibt eine Reihe von Strategien fiir die Identifizierung von Tumor-assoziierten Antigenen

bzw. T-Zellepitopen, die je nach Tumor und Situation ausgewahlt werden kdnnen.

Die direkte Isolierung und Sequenzierung von MHC-gebundenen Peptiden mit Hilfe von hoch
auflosenden Chromatographie-Verfahren und Massenspektrometrie bietet die Moglichkeit
eine Reihe von Peptiden simultan zu analysieren (Castelli, et al., 1995; Flad, et al., 1998). Mit
einem nicht-ionischen Detergenz in isotonischem Puffer werden die Membran-gebundenen
Proteine der Tumorzellen solubilisiert. Danach werden die MHC-Peptid-Komplexe
affinititschromatographisch isoliert und die Peptide sauer extrahiert. Mit Hilfe von reversed-
Phase (RP)-Hochdruck-Fliissig-Chromatographie (HPLC, engl. high performance liquid
chromatography) werden die eluierten Peptide entsprechend ihrer Hydrophobizitit
aufgetrennt. Da die HPLC-Fraktionen eine Mischung aus vielen verschiedenen Peptiden
darstellen, ist ein weiterer HPLC-Trennschritt hdufig erforderlich. Die Erkennung von
immunologisch interessanten Peptiden kann durch etablierte Tumor-spezifische T-Zelllinien
oder durch frisch isolierte TILs bzw. PBMC des Tumorpatienten erfolgen. Peptide in Mengen
von 100 fMol bis 1,5 pMol reichen zur hoch sensitiven Analyse mittels Massenspektrometrie
(MALDI-PSD, engl. matrix-assisted laser desorption ionization-post source decay). Um aber
diese Mengen an Peptid fiir die Endanalyse zu bekommen, braucht man in der Regel 5 bis 10
g reines Ausgangstumormaterial, was selten der Fall ist. Eine Alternative wére es, etablierte

Tumorzelllinien in groBen Mengen zu ziichten. Dies spiegelt aber leider nicht unbedingt die
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Physiologie der Tumorzelle in vivo wieder. Demsprechend kann in diesem Falle der
Nachweis, dass das gefundene Peptid wirklich in Verbindung mit in vivo zirkulierenden
Tumor-assoziierten T-Zellen steht, schwieriger werden. Die Induktion von Tumor-
assoziierten T-Zellen mit den isolierten Peptiden oder HPLC-Fraktionen in vitro ist dann

notwendig fiir die Verifizierung der TATE.

Mit molekulargenetischen Verfahren wurden die ersten (van der Bruggen, et al., 1991) und
auch die meisten der bekannten TAA bei Melanomen identifiziert. Mit Hilfe von cDNA-
Expressionsbibliotheken und Co-Transfektion mit MHC-Molekiilen in geeignete Zellen
konnen Gene, die ein Tumorantigen kodieren, mittels Tumor-spezifische CTL-Linien
identifiziert werden. Dabei werden cDNA-Klone zusammen mit den Genen fiir die MHC-
Molekiile in COS-7 Zellen transtiziert. COS-7 ist eine Affenzelllinie, d.h. sie exprimiert keine
humanen MHC-Molekiile. Dies ermoglicht eine genaue Untersuchung der HLA-Restriktion
der humanen CTL-Klone. Durch weitere Subklonierung und Sequenzierung der cDNA-Klone
werden die Tumorantigen-kodierenden Gene identifiziert. Der Vorteil dieser Methode ist,
dass man mit wenig Tumormaterial auskommen kann, allerdings sind mehrere zeitaufwendige

Selektionsschritte erforderlich.

Die serologische Analyse von rekombinanten cDNA-Expressionsbibliotheken (SEREX, engl.
serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) wurde von Pfreundschuh und
Kollegen in die Tumorimmunologie eingefiihrt (Pfreundschuh, et al., 1978). Fiir die
Identifizierung von Tumorantigen-kodierenden Genen werden autologe Antikorper benutzt.
Aus dem Tumormaterial werden cDNA-Expressionbibliotheken hergestellt und iiber den
Bakteriophage Lambda in Escherichia coli zur Expression gebracht. Die Lysate von
transfizierten E.coli werden auf einer Nitrozellulosemembran gebunden und anschliessend mit
Patientenseren inkubiert. Die Entwicklung des Blots erfolgt mit einem sekundéren anti-human
Fcy-Antikorper, an den alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Klone, die ein Tumorantigen-
kodierendes Gen enthalten, werden durch Zugabe eines geeigneten Substrats sichtbar
gemacht. Mehrere bereits bekannte Tumor-assoziierte Antigene wie MAGE-1 und Tyrosinase
konnten bei der Anwendung dieser Methode wiederentdeckt werden (Sahin, et al., 1995).
SEREX fiihrt primir zur Identifizierung von Antigenen fiir humorale Immunantwort. Bisher
wurde in wenigen Féllen in demselben Antigen auch T-Zellepitope fir MHC-Klasse-I-

restringierte T-Zellen gefunden.
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Die Bioinformatik erdoffnet neue Wege zur Identifizierung von Tumor-assoziierten T-
Zellepitopen. Die Vollendung des Humangenom-Projektes und Algorithmen zur
Epitopvorhersage iiber deren HLA-Bindung erlauben die Identifizierung von neuen T-
Zellepitopen. Die Expressionanalysen mit Hilfe von Array-Techniken konnte zu
Kandidatengenen fiihren, die in Tumor spezifisch exprimiert werden. Die Kombination der
Vorhersage von MHC-Liganden mit den Daten zur proteosomalen Spaltung kdnnte zu
Epitope, die auch natiirlicherweise prédsentiert werden, fiihren. Fiir die Vorhersage der
proteosomalen Spaltung von Proteinen gibt es derzeit drei Datenbanken mit

Vorhersagealgorithmen: FragPredict: http://www.mpiib-berlin.mpg.de/MAPPP/, PAProc:

http://www.paproc.de und NetChop: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetChop/. Kuon und

Kollegen konnten mit Hilfe von FragPredict und des SYFPEITH-Programms potentielle T-

Zellepitope aus Chlamydia trachomatis Genom identifizieren (Kuon, et al., 2001).

Randomisierte kombinatorische Peptidbibliotheken wurden fiir die Bestimmung von MHC-
Bindungsmotiven bei MHC-Klasse-II-Molekiilen (Fleckenstein, et al., 1996) und fiir die
Identifizierung von Epitopen alloreaktiver (Gundlach, et al., 1996; Udaka, et al., 1995; Udaka,
et al., 1996), Antigen-spezifischer (Hemmer, et al., 1997; Hemmer, et al., 2000; La Rosa, et
al., 2001) und Tumor-spezifischer (Blake, et al., 1996; Linnemann, et al., 2001; Pinilla, et al.,
2001; Rubio-Godoy, et al., 2002b) T-Zellen erfolgreich angewendet. Die Anwendung der
Peptidbibliotheken fiir die Identifizierung von neuen TATE eines Tumor-spezifischen CTL-
Klons wurde erstmals von Linnemann und Kollegen berichtet (Linnemann, et al., 1998).
Neben der Identifizierung von TCR-Liganden fiir CTL-Klone mit bekannter Spezifitdt
(Pinilla, et al., 2001; Rubio-Godoy, et al., 2002b) wurde auch ein natiirlicher TCR-Ligand fiir
einen Tumor-spezifischen CTL-Klon mit bis dahin unbekannter Spezifitit identifiziert

(Rubio-Godoy, et al., 2002a).

2.3.3 Tumor-assoziierte T-Zellepitope bei kutanen Lymphomen

Da bisher nur zwei CTCL-Zelllinien (Kaltoft, et al., 1992; Kaltoft, et al., 1987) etabliert
werden konnte und die primdren Tumormaterialien rar und héufig nicht ausreichend sind,
konnen die meisten der oben genannten Methoden nicht angewandt werden.
Dementsprechend stehen die Bemiihungen zur Aufkldrung der Antigenitidt kutaner
Lymphome noch am Anfang. Eichmiiller und Kollegen zeigten, dass viele der bekannten
cancer-testis-Antigene auch in CTCL in unterschiedlichem Mafle exprimiert werden

(Eichmuller, et al., 2003). Allerdings wurde bis jetzt keine T-Zellepitope aus den cancer-testis
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Proteinfamilien fir CTCL nachgewiesen. Bagot und andere Kollegen haben zwar MHC-
Klasse-I-restringierte, Tumor-reaktive T-Zelllinien aus PBMC oder TIL von CTCL-Patienten
etablieren konnen, aber das Antigen dafiir nicht gefunden (Bagot, et al., 1998; Berger, et al.,
1996; Seo, et al., 1998). Der klontypische TCR der malignen T-Zelle konnte eine potentielle
Tumorantigenquelle bei CTCL sein. Peptide mit den jeweiligen passenden MHC-Motiven aus
variablen (V), konstanten (C) und CDR3-Regionen von TCRa— und TCRB-Ketten konnten
durch in vitro generierte CTLs erkannt werden (Berger, et al., 2001; Winter, et al., 2003). Der
Nachteil hier ist, dass die klontypischen TCR-Sequenzen nur fiir einen Patient Bedeutung
haben. Mit Hilfe von kombinatorischen Peptidbibliotheken wurden sogenannte Mimotope fiir
CTCL identifiziert (Linnemann, et al., 2001). Diese HLA-B8-restringierte Mimotope wurden
aus der Spezifitidt des T-Zellklons MyLa-CTL abgeleitet. MyLa-CTL ist spezifisch fiir die
CTCL-Tumorzelllinie MyLa. Obwohl das natiirliche Antigen fiir diese Mimotope nicht
bekannt ist, konnten in 80% (13/16) der HLA-identen CTCL-Patienten Mimotop-spezifische
T-Zellen detektiert werden. In 2 von 9 gesunden Probanden wurden niedrige Frequenzen der
Mimotop-spezifischen T-Zellen nachgewiesen. Diese Mimotope reprédsentieren damit ein
verbreitetes CTCL-assoziiertes TATE. Allerdings fehlte bislang der experimentielle Nachweis
fiir die Tumorspezifitit der Mimotop-spezifischen T-Zellen in CTCL-Patienten.

Tabelle 1: Liste aller bislang bekannten CTCL-assoziierten TATE

Ur sprungs- Met hode fir die _
. Sequenz Literatur
pr ot ei ne Ent deckung
TCR- Sequenzi erung Berger et al.,
TCR VYFCASSFV ,
und Epi t opvor her sage 2001
PVKTYDI KL Li nnemann et
unbekannt Pepti dbi bl i ot heken
PVKTKDAKL al ., 2001
ALLA LSAQV
GQLINLFYI TCR-Sequenzierung
TR | LM\LQPDW/ ) Wnter et al.,
VI EGPGTSL und Epitopvorhersage 2003
KLVEKSFET
LLLKVAGFNL
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Zielstellung

3  Zielstellung

Die Ziele dieser Arbeit waren die Identifizierung von Tumor-assoziierten Antigenen und T-

Zellepitopen und die Charakterisierung von Tumor-spezifischen T-Zellen bei CTCL.

Aufgrund der seltenen und geringen Tumormaterialien sollten Tumor-assoziierte T-
Zellepitope mit Hilfe von kombinatorischen Peptidbibliotheken definiert und dann mit diesen
Epitopen die Spezifitit sowie die phénotypischen und funktionellen Charakteristika der

Tumor-reaktiven T-Zellen untersucht werden.

Zur Erreichung der Ziele wurden

- T-Zellen aus einer Tumorlision eines CTCL-Patienten kloniert und in Kultur etabliert,

- die Tumor-Spezifitit der T-Zellklone nachgewiesen,

- die Spezifitétsprofile der Tumor-spezifischen T-Zellklone mit kombinatorischen
Peptidebibliotheken bestimmt,

- T-Zellepitope durch Kombination aktiver Aminosduren generiert oder durch Suche nach
Sequenzen in Genomdatenbanken, die zu den Spezifititsprofilen passen, bestimmt,

- Tumor-infiltrierende Lymphozyten auf Tumor-spezifische T-Zellen untersucht,

- die Phinotypen der Tumor-spezifischen T-Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Klinische Materialien und Zelllinien

Alle Hautbiopsien und Blutproben von den CTCL-Patienten sowie die Blutproben der

gesunden Spender wurden mit deren Einverstindnis und der Zustimmung der Ethikkomission

der Charite fiir die hier beschriebenen Arbeiten verwendet und von Dr. Sylke Gellrich, Dr.

Marcus Muche oder Dr. Tanja Fischer bereitgestellt. Folgende Zelllinien und Klone wurden

in dieser Arbeit verwendet.

Tabelle 2: verwendete Zelllinien und —klone

Abkiirzung MHC-Klasse-I Beschreibung Literatur
T2 A*0201, BS TAP- defiziente Zelllinie Salter et al., 1985
K562 keine myeloische Zelllinie, NK-sensitive Zielzellen Lozzio et al., 1975
MyLa Al, B8 Tumorzelllinie aus CTCL-Patienten Kaltoft et al., 1992
Tumor-spezifischer CD8"-T-Zellklon aus CTCL-
PN2 A*0201, A26(10), diese Arbeit
Patienten WeW
B44(12)(Bw4),
Tumor-spezifischer CD8"-T-Zellklon aus CTCL-
L1 B51(5)(Bw4) diese Arbeit
Patienten WeW
CTL-Linie aus einem CTCL-Patienten,
) Tumenjargal et al.,
Mimo-IrM spezifisch fiir die Peptide PVKTKDIKL und

A*0201, Al1, B8(W6),

PVKTYDIKL

2003

CTL-Linie aus einem CTCL-Patienten,

Tumenjargal et al.,

CMV-ItM | B51(5)(w4) _ .
spezifisch fiir Peptid NLVPMVATV 2003
EBYV transformierte B-Zelllinie aus einem Tumenjargal et al.,
EBV-IrtM
CTCL-Patienten 2003
CD8"-T-Zelllinie aus einem Melanompatienten,
ELA-Trit A*0201 u.a. Trefzer et al., 2004

spezifisch fiir Peptid ELAGIGILTV
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4.1.2 Standardmedien, Puffer und Medienzusatze

Medien:

AIM-V-Medium: mit L-Glutamin, 50 pg/ml Streptomycinsulfat, 10 pg/ml Gentamycinsulfat,
0,25% humanes Serumalbumin (Invitrogen, Karlsruhe)

DMEM: mit 4,5 mg/dl Glukose, 25 mM Hepes, Glutamax (Invitrogen, Karlsruhe)

Medium fiir ELISpot: X-Vivo 15®-Medium (BioWhittaker, Apen)

Peptidbeladungsmedium: DMEM Medium mit 0,1%BSA

Einfriermedium: 10% DMSO (Serva, Heidelberg), 90% FCS (Sigma, Taufkirchen)

Puffer:

PBS ohne Magnesium und Kalzium, PBS w/o (Invitrogen, Karlsruhe)

PBS (Invitrogen, Karlsruhe)

MACS-Puffer fiir magnetische Zellseparation: PBS w/o mit 2mM EDTA und 0,1%BSA
FASC-Puffer fiir Durchflusszytometrie: PBS w/o mit 0,01% Natriumazid und 0,1%BSA

Zur Supplementierung verwendeten Reagenzien und Losungen:
fotales Kélberserum (FCS), (Sigma, Taufkirchen)
2-Mercaptoethanol (Invitrogen, Karlsruhe)
Penicillin-Streptomycin-Lésung (Invitrogen, Karlsruhe)
Rinderserumalbumin (BSA), Fraktion V (Fluka, Taufkirchen)
EDTA (Merck, Bad Soden)

Natriumazid (Sigma, Taufkirchen)

DMSO (PIERCE, Bonn)

4.1.3 Kombinatorische Peptidbibliotheken und synthetische Peptide

Die kombinatorischen Peptidbibliotheken (X9 und OXg) und alle synthetischen Peptide (siche
Abb. 16 und Tabelle 9) wurden von EMC Microcollections (Tiibingen) bezogen. Die
Synthese waren an fester Phase mit pra-aktivierten Aminosduren mittels der Fmoc Technik
durchgefiihrt worden (Jung, 1996). Im Fall der Peptidbibliotheken wurden die Aminosiuren
vorher gemischt (premix strategy). AnschlieBend wurde die Qualitit der Peptide per
Massenspektrometrie analysiert. Die randomisierten kombinatorischen Peptidbibliotheken
setzen sich aus Nonapeptiden zusammen, die an einer Sequenzposition eine definierte

Aminosdure (O) besitzen, wéihrend alle anderen Positionen randomisiert sind (X). Der
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komplette Satz von Nonapeptidbibliotheken fiir die Bestimmung von TCR-Epitopen besteht
aus einer vollig randomisierten Xo-Bibliothek, die 19 AS fiir 9 Positionen oder theoretisch
19°, d.h. etwa 3,23x10"" verschiedene Peptide enthilt, und 171 OXg-Subbibliotheken, wobei
jede Subbibliothek 19% oder etwa 1,6 x 10'° verschiedene Peptide enthilt. Cystein wurde
ausgeschlossen, um Probleme mit Oxidierungen oder Dimerisierungen zu vermeiden. Alle
synthetischen Peptide und die kombinatorischen Peptidbibliotheken wurden unter Stickstoff
in DMSO (PIERCE, Bonn) geldst (20 mg/ml Stammldsung) und bei —80°C gelagert.
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

“HsN- X X X X X X X X X CO0~
“HsN- O X X X X X X X X COo0~
“HsN- X o) X X X X X X X CO0~
"H3N- X X o) X X X X X X CO0~
“HsN- X X X 0 X X X X X CO0~
"H3N- X X X X o) X X X X CO0~
“HsN- X X X X X 0 X X X CO0~
“HsN- X X X X X X 0 X X CO0~
"H3N- X X X X X X X 0 X CO0~
“HsN- X X X X X X X X 0 CO0~

Abbildung 1: Kombinatorische Peptidbibliotheken in Xy - und OXg-Format. O: definierte
Sequenzposition, X: randomisierte Sequenzposition mit A, D, E, F, G, H, L K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V,
W, Y.

4.1.4 Antikorper

Die Antikdrper, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, sind in der Tabelle 3 mit

Angabe ihrer Hersteller bzw. Vertreiber aufgelistet.
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Tabelle 3: Liste der Antikorper, die in dieser Arbeit verwendet wurden

24

Spezifitit Antikorper Spezies Isotyp Fluorochrom Hersteller
CD3 UCHTI Maus IgGl, k Alexa 405 DRFZ
CD3 SK7 Maus IgGl, k APC-Cy7 BD
CD4 TT1 Maus IgGl, k Alexa 430 DRFZ
CD8 RPA-T8 Maus IgGl, k PE-Cy7 BD
CD8 RPA-T8 Maus IgGl, k APC BD

CD19 SJ25-Cl1 Maus IgGl, k Tri-Color Caltag
CD30 Bar-H2 Maus IgGl1 FITC DAKO
CD45RO UCHLI Maus IgG2a FITC DAKO
CD45RA HI100 Maus IgG2a, k PE BD
CD56 B159 Maus IgGl, k APC BD
CD69 FN50 Maus IgGl, k APC-Cy7 BD
CD95 DX2 Maus IgGl, k APC BD
CD95L NOK-1 Maus IgGl, k PE eBioscience
HLA-ABC W6/32 Maus I1gG2a PE DAKO
HLA-DR L243 Maus I1gG2a APC BD
IFNy 25723.11 Maus IgGl1 FITC BD
IL-2 5344.111 Maus IgGl1 PE BD
TCR-V}32 MPB2D5 Maus IgG1 FITC BD
CD62L DREG-56 Maus IgG1 APC-Cy7 Caltag
CD28 CD28.2 Maus IgGl, k Pe-Cy5 BD
GITR 110416 Maus IgGl FITC R&D Systems
CTLA-4 BNI-3 Maus IgG2a Alexa 405 DRFZ
CD71 M-A712 Maus IgG2a PE-Cy5 BD
CD25 M-A251 Maus IgG1 APC BD
PD-1 J116 Maus IgGl, k PE NatuTec
CD26 L272 Maus I1gG2a PE BD
CD27 M-T271 Maus IgGl, k FITC BD
Granzym-B CB9 Maus IgGl1 FITC BD
Perforin 5G9 Maus 1gG2b PE BD
CD38 HB7 Maus IgGl PE BD
KIR NKAT2 DX27 Maus 1gG2a, k PE BD
KIR NKB1 DX9 Maus IgGl, k PE BD
CCR7 3D12 Ratte I1gG2a PE BD
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4.2 Zellkulturtechniken

Die Standardzelllinien wurden in DMEM (Invitrogen) und die T-Zelllinien und —klone in
AIM-V  Medium (Invitrogen) supplementiert mit 10% hitzeinaktiviertem fotalem
Kiélberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin, 2 mM Glutamin und 30
uM 2-Mercaptoethanol bei 37°C mit 8% CO, kultiviert. Die T-Zelllinien und —klone wurden
unter Zugabe von 50 bis 100 U/ml IL-2 (Chiron, Ratingen) kultiviert. Die Kulturen wurden je
nach  Wachstumsverhalten regelméfig auf frisches Medium {berimpft. Die
Zentifugationsschritte zum Pelletieren und Waschen der Zellen wurden bei 300 x g 5 min

durchgefiihrt. Es wurden Einwegmaterialien der Firma (BD, Heidelberg) verwendet.

4.2.1 Isolierung von Lymphozyten aus Bluten und Geweben

Den Blutproben wurde Heparin (Biochrom AG, Berlin) zugesetzt, um die Gerinnung zu
vermeiden. Die Lymphozyten wurden mit Hilfe eines Ficoll-Dichtegradienten aus dem Blut
isoliert. Ein Teil Ficoll Paque (Amersham, Freiburg) wurde mit zwei Teilen Blut vorsichtig
iiberschichtet und 20 min bei 600 x g bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Die Lymphozyten
aus der Interphase wurden mit mindestens gleichem Volumen PBS gemischt und 5-10 min
mit 300 x g zentrifugiert. Fiir die Isolierung von Lymphozyten aus Geweben wurden diese in
PBS mit 0,1% BSA in kleinen Stiicken zerschnitten und durch ein Sieb (Sigma, Taufkirchen)
gedriickt. Anschliessend wurde die Suspension durch ein Filter (30 uM Myltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach) passagiert, um eine Einzellzellsuspension zu bekommen.

4.2.2 Cryokonservierung von Zellen

Fiir langzeitige Lagerung wurden die Zellen bei —140°C eingefroren. Dazu wurden diese in
Einfriermedium suspendiert und fiir eine 1 h auf Eis gelagert. Danach wurden sie fiir eine
Nacht auf —80°C und dann auf —140°C iiberfiihrt. Zum Auftauen wurden die Zellen schnell im
Wasserbad (37°C) aufgewdrmt und mit mindestens 10-fachem Volumen PBS verdiinnt und

zentrifugiert.

4.2.3 Zellseparation mittels magnetischer Beads

Die Zellen wurden zuerst mit fluorochrom-markierten Antikérpern fiir den gewiinschten
Selektionsmarker 5 min in 100 ul MACS-Puffer auf Eis im Dunkeln gefarbt. Danach wurden

die Zellen in mindestens 10 ml MACS-Puffer aufgenommen bei 4°C zentrifugiert. Dann
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wurden die Zellen mit anti-FITC oder anti-PE Antikérper je nach Markierung des
Primédrantikorpers, die an magnetische Beads gekoppelt waren, 10 bis 15 min bei 4°C
markiert. Nach dem Waschen wurde die Zellsuspension in 500 bis 1000 pl MACS-Puffer
aufgenommen und auf die magnetische Sdule (Myltenyi Biotec, Bergisch Gladbach)
pipettiert. Die Sdule war vorher einmal und nachher dreimal mit 500 bis 1000 pul MACS-
Puffer gewaschen. Der Durchlauf wurde als Antigen-negative Fraktion gesammelt. Die auf
der Sdule verbliebenen Zellen wurden mit 3 bis 4 ml MACS-Puffer mit einem Stempel
schnell herausgedriickt und als Antigen-positive Fraktion gesammelt. Die einzelnen

Zellfraktionen wurden nachher zur Kontrolle durchflusszytometrisch analysiert.

4.3 Funktionelle T-Zellaktivititsversuche

4.3.1 Chromfreisetzungsanalysen

Zur Bestimmung der zytolytischen Aktivititen der CTL wurden die Zielzellen mit
radioaktiven Chromium (51Cr) beladen. Dazu wurden 1-2 x10° Zielzellen in 100 ul DMEM
mit 10% FCS aufgenommen und mit gleichem Volumen *'Cr-Natriumchromatlésung (NEN,
Zaventem, Belgien, 3,7 x 10" Bq/ml) gemischt und bei 37°C fiir 1h inkubiert. Danach wird
die Zellsuspension auf 1 ml mit Medium aufgefiillt und 4-5-mal gewaschen, um iiberfliissiges
3!Cr zu entfernen. Fiir die Assays wurden in der Regel werden pro Ansatz 5000 Zielzellen in
einem Volumen von 100 pl mit den zu testenden Peptiden gemischt und fiir eine halbe Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Das Beladen mit Peptiden erfolgte im Peptidbeladungsmedium
(DMEM mit 0,1% BSA). Danach wurden die CTL zugegeben und die Kulturen 4-5 h im
Brutschrank (37°C) inkubiert. Das Endvolumen von 200 pl sollte 10% FCS enthalten. Nach
der Inkubation wurden 30 ul des Uberstandes auf Fest-Szintillator-Platten {iberfiihrt und die
freigesetzte Radioaktivititsmenge mit einem B-Counter (Packard, Dreieich) gemessen. Der
Anteil an freigesetztem °'Cr entspricht dem Anteil an lysierten Zielzellen. Die spezifische

Lyse wurde nach folgender Formel berechnet:

(cpmexp - cpmbg )

(cpmmax - cpmbg )

spezifische lyse (%)= x100

cpm Radioaktivitdt im experimentellen Ansatz

exp *

cpm Radioaktivitdt nach Komplettlyse

max *
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cpm, spontan freigesetze Radioaktivitit

Fiir die Spontanfreisetzung wurden die Zielzellen ohne CTL inkubiert. Die Totalfreisetzung
wurde durch Inkubation der Zielzellen mit dem Detergenz Zaponin in Essigsdurelosung

(Coulter Electronics, England) bestimmt.

4.3.2 ELISpot-assay

Spezifisch durch Peptide aktivierte T-Zellen konnen IFNy sekretieren, was in ELISpot-Assays
so nachgewiesen wird, daf} ein Riickschluss auf die Zahl der reagierenden T-Zellen moglich
ist. Das von der Zelle sekretierte IFNy wird dabei durch auf die Assayplatte absorbierte
spezifische Antikorper aufgefangen. Nach Entfernen der Zellen werden die Zytokine durch
Gegenfirben mit einem zweiten [FNy-spezifischen Antikorper und einem Sekundirreagenz
fiir eine enzymatische Reaktion in Form von Spots sichtbar gemacht. Alle Verdiinnungen der
Reagenzien wurden in PBS gemacht. Die kurzzeitigen Inkubationen zur Entwicklung der
Nachweisreaktion erfolgte in geschlossenem feuchten Kammer. Im einzelnen:
MultiScreen-IP®-96-Kavitit-Platten (Millipore, Eschborn) wurden mit anti-Human-IFNy
monoklonalen Antikérpern (Klon 2G1, PIERCE Endogen, Bonn) in einer Konzentration von
0,5 mg/ml in PBS {iber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wird
pro Kavitit 50 ul Medium (X-VIVO 15) zugesetzt. Dann werden die Stimulatorzellen oder
Antigen-priasentierenden Zellen (APZ) in 100 pl X-VIVO 15®-Medium (BioWhittaker,
Apen) mit den Peptiden (10pg/ml) fiir halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
werden die CTL-Zellen zugegeben und die Platten fiir 16-20 h im Brutschrank inkubiert.
Nach der Inkubation werden die Zellen dreimal mit PBS rausgewaschen. Hinterher wird pro
Kavitdt je 50 pl biotinylierter anti-Human-IFN-y Antikérper (Klon B133.5, PIERCE
Endogen, Bonn) in einer Konzentration von 1 mg/ml in PBS mit 4% BSA zugesetzt. Nach 2 h
Inkubation in feuchtem Kammer bei RT wurden nochmals dreimal gewaschen. Pro Kavitét
wurden 50 pl einer 1:2000 vorverdiinnte Streptavidin-AP-Konjugatlosung (Roche,
Mannheim) zugesetzt. Nach 1 h Inkubation wurden dreimal gewaschen und am Ende mit 50
ul BCIP/NBT-Substratlosung (MOSS Inc.) inkubiert, bis Spots zu sehen waren (etwa 10
min). Die Platten werden dann getrocknet und die Spots mit einem BIOREADER-3000-
ELISpot-Lesegerit ausgezéhlt.
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4.4 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurden phénotypische und funktionelle Eigenschaften der
Lymphozyten untersucht. Mit monoklonalen Antikdérpern, an die Fluorochrome gekoppelt
sind, kann die Expression von Molekiilen auf der Zelloberfliche und in der Zelle untersucht
werden. Die Analysen erfolgten fiir 4-Farbenmessungen an einem FACS-Calibur™ (Beckton
Dickinson, Heidelberg) oder fiir 8-Farbenmessungen an einem FACS-LSR II (Beckton
Dickinson, Heidelberg). Zum Sortieren von Zellen wurden ein 8-Farben FACS-DIVA
(Beckton Dickinson, Heidelberg) und ein 9-Farben Moflo (Cytomation, Freiburg) verwendet.
Fiir die Auswertung wurden die Software CellQuest' "-Pro (Beckton Dickinson, Heidelberg),
FlowJo Software (Versionen 4.2, 6 beta, Tree Star Inc) oder FACS-DIVA Software (Beckton
Dickinson, Heidelberg) verwendet. Die verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

4.4.1 Phéanotypische Analyse von Oberflaichenmolekiilen

Fiir die Analyse von Oberflaichenmolekiilen wurden die Zellen mit FACS-Puffer gewaschen
und im selben Puffer wieder aufgenommen. Fiir jeden Ansatz wurden 1-10 x 10° Zellen mit
bis zu 8 verschiedenen Fluorochrom-markierten monoklonalen Antikérpern (0,1-1,0 pg/ml) in
einem Volumen von 25 bis 50 pl fiir 10 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Danach wurden die

Zellen nochmals gewaschen und durchflusszytometrisch analysiert.

4.4.2 Intrazellulire Firbungen auf Zytokine

Zum Nachweis von Zytokinen, die nach spezifischer Stimulation exprimiert wurden, wurden
die Zellen 5-10 min bei RT in einem isotonem Puffer mit Paraformaldehyd (PFA) (FACS™
Lysing Solution, Becton Dickinson, Heidelberg) fixiert. Danach erfolgte die Inkubation mit
FACS™ Permeabilization Solution (Becton Dickinson, Heidelberg) fiir 10 min im Dunkeln
bei RT. Dieser Puffer enthilt ebenfalls PFA sowie das Detergenz Zaponin, wodurch die
Lipide aus der Zellmembran herausgelost werden. AnschlieBend wurden die Zellen mit

FACS-Puffer gewaschen und mit den entsprechenden Antikorpern gefarbt und analysiert.

4.4.3 Farbung von Tumor-spezifischen T-Zellen mit DimerX

DimerX (Beckton Deckinson) ist ein Fusionsprotein aus den drei extrazelluliren Doménen

der schweren Kette des HLA-A2 Molekiils und der Vy-Region von Maus-IgG1 (Dal Porto, et
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al., 1993). Das Fusionsprotein wurde zusammen mit humanem B2-Mikroglobulin in der J558-
Plasmazytomzelllinie der Maus (ATCC TIB-6) exprimiert. Das HLA-A2-IgG1-Vy-
Fusionsprotein und B2m sind nicht-kovalent assoziert. Das exprimierte Fusionsprotein wurde
aus Zellkulturiiberstinden durch Affinititschromatographie an Protein A gereinigt. DimerX
kann spezifisch mit Peptiden beladen und so als Nachweisreagenz fiir T-Zellen mit den
korrespendierenden Spezifititen eingesetzt werden. Hierzu wurden 2 pl DimerX iiber Nacht
bei 26°C mit 1,5 pl in PBS 1:10 vorverdiinnten Peptidlosung (20 mg/ml) beladen. Am
ndchsten Tag wurde das Peptid-beladene DimerX mit Zenon-PE (Molecular Probes) markiert
und unmittelbar fiir die Farbung eingesetzt. Zenon-PE ist ein anti-Maus IgG1-F.p)-Fragment

mit PE als Fluorochrom.

Das frisch eingefrorene, primidre Tumormaterial wurde nach dem Auftauen zweimal mit PBS
gewaschen. Danach wurden die Zellen fiir 5 min bei RT mit Beriglobin A (Aventis) inkubiert,
um die Fc-Rezeptoren zu blocken. Danach wurde die mit Zenon-PE markierte DimerX-
Farbelosung zugegeben und die Zellen fiir 30 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die
direkt markierten Antikorper fiir die Oberfldchenfiarbung auf weitere Marker zugegeben. Nach
15 min wurden die Zellen mit 3-4 ml FACS-Puffer gewaschen und durchflusszytometrisch

analysiert.

4.4.4 Sortieren von Zellen per Durchflusszytometrie

Da mit magnetischen Separationstechniken keine saubere Separation der gewiinschten
Zellpopulationen moglich ist, wurde zusétzlich das durchflusszytometrische Zellsortiergerét
FACS-DIVA  (Beckton Dickinson) eingesetzt. Diese  Arbeiten wurden am
Durchflusszytometriezentrum von Thoralf Kaiser und Katharina Raba durchgefiihrt. Die
Zellen wurden nach Férbung mit den entprechenden Antikdrpern gewaschen und in PBS
aufgenommen. Die Gerite ermdglichen das Sortieren von 4 unterschiedlichen Populationen

anhand von bis zu 8 unterschiedlichen phénotypischen Merkmalen.

4.5 Molekulargenetische Arbeitsmethoden

4.5.1 Priparation genomischer DNA

Fiir die molekulargenetischen Untersuchungen der T-Zelllinien und —klone wurde die

genomische DNA aus 1-10 x 10° kultivierten Zellen bzw. 10 Schnitten (jeweils 10 pm)

29



Material und Methoden

paraffinisierter Hautbiopsien pripariert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, die
Zellsedimente kurz aufgeschiittelt und in Extraktionspuffer (10mM TRIS/HCL pH 8,3; 50
mM KCL; je 0,45% Nonidet P40 und Tween 20) aufgenommen. AnschlieBend wurden 10
ug/ml Proteinase K hinzugefiigt und {iber Nacht bei 55°C inkubiert. Nach dieser Inkubation
wurden die Proben fiir 15 min auf 95°C erhitzt, womit die Enzymreaktion beendet wurde.
Fixierte Hautbiopsien muflten vor der Prdparation der genomischen DNA deparaffiniert
werden. Die zweimalige Extraktion des Paraffins erfolgte mit 1 ml Xylen und 1 ml Ethanol.

Die Proben wurden danach getrocknet und die DNA wie oben beschrieben pripariert.

4.5.2 TCR-y-PCR

Fir die Analyse der TCRy-Rearrangements der kultivierten T-Zellklone wurde -eine
Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit spezifischen Oligonukleotiden fiir die
unterschiedlichen Vy- und Jy-Gensegmente durchgefiihrt. Das gleiche Verfahren wird fiir die
Routinediagnostik verwendet, sodass die Ergebnisse untereinander verglichen werden
konnen. Abhédngig von dem TCRy-Rearrangement des dominant expandierten Klons in der
Haut wurden fiir die Analyse der T-Zellklone die Oligonukleotide VG1, VG2, VG9 und
JG12-a bzw. JGP12-1 (Tabelle 4) verwendet. Die Reaktion wurde jeweils in einem Volumen
von 75 pl mit 2,5 mM MgCl, (Perkin Elmer, Weiterstadt), 1,75 U Taq Polymerase (Perkin
Elmer), 200 uM dNTP (Endkonzentration von jeweils ATP, CTP, GTP und TTP; GIBCO
BRL), 50 pM je Oligonukleotid (BioTez, Berlin) und 2-10 ul DNA-Extrakt durchgefiihrt. Fiir
die Amplifikation wurden die Proben zunéchst fiir 4 min bei 94°C denaturiert, anschliefend
folgten 40 Zyklen von jeweils 1 min bei 94°C, 58°C und 72°C, sowie eine abschliessende
Extension fiir 5 min bei 72°C. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%-igen Agarose-Gel der
Grofe nach aufgetrennt. Alle Proben, die eine deutliche Bande zwischen 240-260 Basenpaare
aufwiesen, wurden in der Heteroduplex-Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (HD-

TGGE) oder Fragmentlingenanalyse mit einem DNA-Sequenziergerit weiter analysiert.

4.5.3 Heteroduplex-Temperaturgradienten-Gelelektrophorese

Das Hybridisierungsprodukt von zwei unterschiedlichen Oligonukleotiden wird als
Heteroduplex bezeichnet. Die Wanderungsgeschwindigkeit solcher Heteroduplices in einem
Temperaturgradienten ist im Vergleich zu einem Homoduplex — dem Hybridisierungsprodukt
komplementédrer Oligonukleotide - verdndert, da ihre Thermostabilitit verringert ist.

Einzelstrdnge, die nicht hybridisiert sind wandern schneller und nur partiell hybridisierte
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Oligonukleotide wandern langsamer als die Homoduplices. Diese Eigenschaft kann fiir die
Analyse der klonalen Dominanz in einer Probe durch eine Heteroduplex-
Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (HD-TGGE) ausgenutzt werden (Muche, et al.,
1997). Fiir die Heteroduplex-Formation wurden die PCR-Produkte fiir 10 min auf 95°C
erhitzt, innerhalb von 20 min auf 55°C abgekiihlt und dann in eine Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Das Produkt von Proben mit klonal expandierten T-Zellen zeigte eine distinkte

Bande, oligo- oder polyklonale Produkte zeigten einen Schmier.

4.5.4 Sequenzierung der klonal dominanten PCR-Banden

Die klonalen Banden aus der HD-TGGE wurden aus dem Gel herausgeschnitten und iiber
Nacht in PCR-Puffer extrahiert. Anschliessend wurden die PCR-Produkte bei gleichen
Bedingungen mit den Oligonukleotiden JG12-i oder JGP-12i anstelle von JG12a oder JGP12-
a (Tabelle 4) reamplifiziert und mit dem Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)
gereinigt. Die Sequenzierung erfolgte entweder direkt oder nach dem Klonieren der PCR-
Produkte mit dem Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer,
Weiterstadt) an einem automatischen DNA-Sequenzierer (Perkin Elmer). Dafiir wurden die
Oligonukleotide VGseq, JG12-i oder JGP12-i verwendet. Fiir die Klonierung einzelner
Proben wurde AT Cloning Kit (Invitrogen, Fleek, Holland) benutzt. Die Sequenzen wurden
mit den verdffentlichten Sequenzen der TCRy V- und J-Segmente verglichen, um die

klontypischen N-Regionen zu identifizieren und zu analysieren.

4.5.5 AT-Klonierung
Bei der DNA-Synthese mit Taq Polymerase hidngt am 3’-Ende des PCR-Produktes ein

Adenosin tiber. Diese Eigenschaft kann ausgenutzt werden, um die PCR-Produkte in ein
linearisiertes Plasmid mit einem iiberhdngenden Thymidin an den 5’-Enden zu ligieren. Die
Ligation wird mit Hilfe der T4-DNA-Ligase durchgefiihrt. Benachbart zur Insertionsstelle
befinden sich Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme. Die Plasmide werden in
kompetenten Bakterienzellen kloniert. Nach der Priparation der Plasmid-DNA wird das PCR-
Produkt mit Hilfe von Restriktionsenzymen, die nicht im Insert schneiden, herausgeschnitten

und sequenziert.
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4.5.6 Isolierung von RNA
RNA wurde mit Ready to go kit (Qiagen, Hilden) aus 3 bis 5 x 10° Zellen nach dem Protokoll

des Herstellers isoliert. Alle Gefa3e und das Wasser fiir RNA-Isolierung wurden vorher mit
DEPC (Diethylpyrocarbonat, Roth, Karlsruhe) behandelt. AnschlieBend wurde die RNA vor
der cDNA-Synthese mit RNase-freier DNase (Promega) fiir 30 min bei 37°C behandelt (1 U
DNAse pro 1 pg RNA). Nach anschlieBender Féllung und dem Waschen in 75%-igem
Ethanol wurde die RNA in DEPC-Wasser aufgenommen. Die Konzentration der RNA wurde
durch Absorptionsmessungen bei 260 nm bestimmt. Die RNA wurde bei —80°C gelagert.

4.5.7 PCR-Primer

Alle Oligonukleotide wurden von Biotez, Berlin bezogen. Die Sequenzen dieser

Oligonukleotide sind in Tabelle 4 und S gelistet.

Tabelle 4: Primer fiir TCRy-PCR-Analyse (Muche, et al., 1997).

Bezeichnung Sequenz (5°-3°) Spezifitit Position
VGl CTCCATCCACTGGTACCT Vel,2,3,4,5,5p,6p,7p.8| 104-121
VG9 ATTGGTATCGAGAGAGAC | Vg9 121-138
VG2 CACTGGTACKKGCAAGAAAC* | Vel0,11,B,(A) 111'112395/1 -

JG12-a  |CAACAAGTCTTGTTCCAC Jgl,2 27-44
JGI12-i | TGTTGTTCCACTGCCAAA Jgl,2 20-37
JGP12-a | CTTGAGCYTAGTCCCTT JgP1,P2 31-48
JGP125i | CCTTYWGCAAAYRTCTTGA* |JgPl,P2 16-35
VGseq | AGRCCCCACAGCRTCTTC* | Vgl,2,3.4,5,5p,6p,7p,8| 136-153

*K=GoderT; R=Aoder G
W=AoderT;Y=CoderT
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Tabelle 5: Liste der verwendeten cDNA-spezifischen Primer

) Annealing- Amplifikatgrofle
Gen Leserichtung Sequenz (5°-3”)
temperatur (bp)
sense ATGCAGGATGTAGACCTCGC
NDRG-1 58°C 423
antisense TAGGCGCCTGCTCCTGTTC
Tumorangiogenese sense CCAGCAGTACTTTGGTGGACGAG sgoC 390
Protein antisense GCAGATGCCTGCTCCAGGTAG
sense AGCATCATGGCTGGCAGCCTCAC
Ceramidase 62°C 335
antisense | GAGAGCAGCAGCATCTGTCATGGC
sense GCCCTGGACACCAACTATTGC
TGF-8 58°C 335
antisense GTGCGCTCCTGCAGGTGCAGC
sense  [GCACCCACTTCCCAGGCAACCTGCC
IL-10 58°C 409
antisense | GTTGATGAAGATGTCAAACTCAC
sense AGGAGAAGCTGTGCTACGTC
B-Actin 58°C 454
antisense CTCGTCATACTCCTGCTTGC

4.5.8 cDNA-Synthese

1 pg Gesamt-RNA  wurden zundchst mit jeweils 1 pupl  Oligo-dT-Primer
(AAGCTGTGGTAACAACGCAGAGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTITT
VN, Vst A, C, oder G, N sind beliebige Nukleotide) bei 70°C fiir 2 min denaturiert und
anschlieBend auf Eis gestellt. Danach wurde 1 U Reverse Transkriptase (Superscript II,
Invitrogen), 4 ul first strand-Puffer, 2 pl dANTP-Mix ( enthélt je 10 mM dATP, dGTP, dCTP,
dTTP) , 2 pul DTT (20mM/ml) und 2,4 pl MgCI2 (25mM/ml) hinzugefiigt und mit DEPC-
Wasser auf 20 pl Endvolumen aufgefiillt. Der Reaktionsansatz wurde 10 min bei RT und
danach 1 Stunde bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 72°C fiir 10 min
denaturiert. Die Lagerung der Produkte erfolgte bei —20°C.

Fiir die Genexpressionensanalysen wurden die RT-PCR mit mRNA-spezifischen Primern
durchgefiihrt (Tabelle 5). Alle Reagenzien fiir den PCR-Ansatz wurden von der Firma
Invitrogen bezogen. Der PCR-Ansatz z.B. fiir 50 pul Volumen setzte sich folgendermassen

zuSammen:
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10xPCR-Puffer Sul
dNTP-Mix 2 ul
Sense-Primer (50pM/pl) 0,5 ul
Antisense-Primer (50pM/pul) 0,5 ul
Taqg-Polymerase (4U/ml) 0,5 ul
MgCl, (50 mM) 1,5 ul
cDNA 2 ul
H,0O 38 ul

Der PCR-Ansatz wurde nach folgendem PCR-Programm fiir 30 Zyklen amplifiziert, wobei

die Annealingtemperatur abhiingig von jeweiligen Primer varierte.

PCR-Protokoll:

2 min 95°C

30s 95°C

30s Annealingtemperatur

45s 72°C (Riicksprung auf Schritt 2, Zykluswiederholung)
5 min 72°C

Zur Identifikation wurde das RT-PCR-Produkt in einem 2% igen Agarosegel mit
Ethidiumbromid in 1xTBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA) bei 120 V aufgetrennt und gegebenfalls

sequenziert.
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5 Experimente und Ergebnisse

5.1 Identifizierung von Tumor-spezifischen T-Zellepitopen

Fir die Identifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen werden Tumorzellen und
Tumor-spezifische T-Zellen bendtigt, wobei je nach Methode unterschiedliche Materialien
und Informationen erforderlich sind. Fiir den biochemischen Ansatz werden sehr grofle
Mengen an reinen Tumorzellen gebraucht, die fiir kutane Lymphome nicht verfligbar sind, da
gro3e Tumoren nur ausserordentlich selten vorkommen und die Tumorzellen nicht in Kultur
etabliert und expandiert werden konnen. Bioinformatische Ansitze setzen die Kenntnis von
Tumor-assoziierten Antigenen voraus. Da bei kutanen Lymphomen solche Antigene nicht
bekannt sind, ldsst sich diese Methode hier nicht anwenden. Fiir das molekulargenetische
Vorgehen mit Klonieren von Expressionsbibliotheken sind langzeitstabile T-Zellklone als
Indikatorzellen erforderlich, die bei kutanen Lymphomen nicht zugingig sind. Wegen dieser
Einschrankungen wurde flir diese Arbeit der vierte Ansatz zur Bestimmung von T-
Zellepitopen mittels kombinatorischen Peptidbibliotheken gewdhlt. Da T-Zellen in ihrer
Antigenerkennung sehr degeneriert sind, ergeben die Analysen der Reaktionen von
polyklonalen T-Zelllinien auf die randomisierten Peptidgemische keine definierten
Reaktionsprofile. Tumor-infiltrierende T-Zellen sind immer polyklonal und nicht
notwendigerweise Tumor-spezifisch. Daher miissen fiir diesen Ansatz monospezifische Klone

generiert und die Tumor-Spezifitit dieser Klone belegt werden.

5.1.1 Generierung von Tumor-reaktiven CTL-Klonen

Zur Etablierung von Tumor-spezifischen T-Zellklonen wurden CD8"-T-Zellen aus Tumor-
infiltrierenden Lymphozyten (TIL) per limiting dilution isoliert und expandiert. Die TIL
wurden aus einem Tumor eines Patienten WeW von etwa 12 g isoliert. Nach Abtrennen der
Haut- und Fettanteile und Dissoziation der verbliebenen Tumorareale wurde die Suspension
durch ein Zellsieb passagiert und nach Waschen 300 x 10° Zellen gewonnen. Die CD8"-T-
Zellen wurden per MACS isoliert und mit einer durchschnittlichen Zelldichte von 0,3 Zellen
zusammen mit 1,0 Zellen des nicht-fraktionierten Zellgemisches aus dem Tumor, das
Tumorzellen als spezifische Stimulatorzellen enthielt, und 1 x 10* bestrahlten autologen
PBMC pro Kavitdt in Zellkulturmedium mit 100 U/ml IL-2 als Wachstumsfaktor und PHA

(1ng/ml) als Mitogen ausgesédt. Nach 2 Wochen waren in einzelnen Kavitdten Kolonien zu
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sehen. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese Kolonien jeweils einem Klon entsprechen, ergibt

sich durch die Poisson-Verteilung als

m)= (uxe™)

Pm)="— )

p(m) : Wahrscheinlichkeit fiir Monoklonalitét
u: Frequenz ausgesiter Zellen

Bei einer Aussaatfrequenz von 0,3 Zellen pro Kavitit betrdgt die Wahrscheinlichkeit fiir
Monoklonalitét p(m) 86%. Diese Rechnung setzt voraus, dass jede Zelle tatsdchlich einen

Klon ergibt. Das ist in der Realitdt besonders bei Versuchen mit Primdrmaterialien aus
Patienten nicht der Fall, da die Zellen haufig aufgrund von Defekten nicht mehr proliferieren
oder sich nicht an die Zellkulturbedingungen adaptieren konnen. Die Effizienz der

Klonierung, d.h. der Prozentsatz an ausgeséten Zellen, die tatsdchlich Klone ergeben, ist:

Klonierungseffizienz (%)= Nine 100

Aussaat

NK

rone - Zahl wachsender Klone
NA

Zahl ausgesiter Zellen

ussaat *

Im vorliegenden Versuch wurden 1920 Kavitdten beschickt. 68 Kolonien sind ausgewachsen,
was einer Klonierungseffizienz von 12% entspricht. Mit der Wahrscheinlichkeit fiir
Monoklonalitdt von 86% ist zu erwarten, dass 59 dieser 68 Kolonien monoklonal sind, die
anderen 9 wéren bi- oder oligoklonal. Nach der Expansion wurden die ausgewachsenen Klone
per Durchflusszytometrie auf ihre Phénotypen untersucht und erwiesen sich alle als CDS8-

positiv. Diese 68 Zellklone oder -linien wurden dann auf ihre Tumorspezifitdt untersucht.

36



Experimente und Ergebnisse

5.1.2 Charakterisierung der CTCL-Tumorzellen

Zur Bestimmung der Tumorspezifitit der CD8'-T-Zellen aus dem Klonierungsversuch ist es
erforderlich, dass die Reaktion auf die Tumorzellen spezifisch gemessen werden kann, was
wiederum voraussetzt, dass die Tumorzelle definiert werden kann. Aus immunhistologischen
Untersuchungen war bekannt, dass die WeW-Tumorzelle einen T-Zellrezeptor der Familie
VB2 exprimiert. Die Grundlage fiir diese Zuordnung war, dass VP2-positive T-Zellen eine
dominante Zellpopulation im Tumor ausmacht. Keine andere T-Zellrezeptor-V-Familie war
auffillig. AuBlerdem wiesen diese VP2-positiven Zellen morphologische Besonderheiten auf:
Sie waren besonders grof3 und hatten vielfach abnormale, d.h. hier konvolutierte Zellkerne.
Eine durchflusszytometrische Untersuchung der Zellsuspension aus dem Tumor ergab auch
hier eine Population im vorwirtigen Streulichtkanal (engl. forward scatter, FSC) stark
lichtstreuende d.h. besonders grosse VP2-positive Zellen (Abb. 2A). Diese Zellpopulation
wurde per Durchflusszytometrie isoliert und einer molekulargenetischen Untersuchung der
junktionalen Region der Gene fiir die T-Zellrezeptor-y-Kette unterzogen. Hierzu wurde eine
PCR mit den TCR-Vy-familienspezifischen Oligonukleotidprimer VG1, JG12a und JPG12i
(Tabelle 4) in einem y-1 Multiplex-PCR-Ansatz verwendet, wobei alle Mitglieder der Vy-
Familien Vyl, 2, 3, 4, 5, 5p, 6p, 7p und 8 erfasst werden. Ergdnzend wurde ein y-2 PCR
Ansatz fiir alle Mitglieder der Vy10, 11, B (A)-Familien mit den Oligonukleotidprimer VG2,
JG12a und JPGI2i angesetzt. Die TCRy-PCR-Produkte wurden mit hochauflésender
Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE) aufgetrennt. Diese Technik wird auch in
der Routinediagnostik fiir CTCL verwendet (siche Kap. 3.5.3). Die Fragmentldngenanalyse
der isolierten Tumorzellen zeigt, dass diese Zellpopulation beziiglich des TCR-Vy-
Rearrangements monoklonal ist. Die Tumorzellen sind durch ein PCR-Produkt von 251
Basenpaaren gekennzeichnet. Die Sequenzierung ergab die Sequenz des klonspezifischen
TCR-Rearrangements der Tumorzelle mit Vy3 und Jy2. Die N-Region der TCR-Vy-Kette war
nur 1 Basenpaar (bp) lang. In dhnlicher Weise wurde die klonspezifische Sequenz der TCR-
VB-Kette ermittelt. Das Gen fiir das TCR-VB besteht aus VB32s1, JBs3 und einer 10 bp langen
N-Region. Die Ergebnisse der PCR-Fragmentlingenanalyse fiir TCR-Vy der sortierten
Tumorzellen ist in Abb. 2B gezeigt. Abb. 2C zeigt die Sequenzen der TCR-VB- und -Vy-
Rearrangements. Das Rearrangement der TCR-Vy und der 1 bp-N-Region ist exakt die
Sequenz, die in der molekulargenetischen Diagnostik fiir die Tumorzellen des Patienten

bestimmt worden war. Diese sortierten und durch Abgleich mit den Daten der Diagnostik
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bestitigten Tumorzellen wurden als Ziel- und Stimulatorzellen fiir die Assays mit den aus

Tumor-infiltrierenden Lymphozyten isolierten CD8"-T-Zellklone verwendet.
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Abbildung 2: Isolierung von Tumorzellen. A: Die im Streulicht (FSC) gross erscheinende Tumorzellpopulation
wurde an FACS-DIVA durchflusszytometrisch isoliert. B: TCR-Vy-Fragmentldngenanalyse der isolierten
Tumorzellen fiir die TCR-Vy-Familien 1, 2, 3, 4, 5, 5p, 6p, 7p und 8 (y-1) sowie 10, 11, B (A) (y-2). C. Die
Sequenzen fiir die N-Regionen der TCR-Vy— und von TCR-VB-Rearrangements der Tumorzellen

5.1.3 Tumorspezifitit der klonierten Tumor-infiltrierenden CD8"-T-Zellen

Fiir den Nachweis der Tumorspezifitit der ausgewachsenen CD8'-T-Zellklone wurde zum
Zeitpunkt der Tumorentnahme ohne in vitro Kultur eingefrorenes priméres Tumormaterial
verwendet, wobei die Tumorzellen anhand ihrer Grosse mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(FACS-DIVA) isoliert wurden (Abb. 2A). Diese Sortierung nach der Zellgrosse ergab iiber
90% TCR-VB2-positive Tumorzellen. Danach wurden die Zellen mit *'Cr beladen und als
Zielzellen fiir die Analyse der zytotoxischen Aktivitdt und der Tumorspezifitit der T-
Zellklone verwendet. Von den insgesamt 68 T-Zellklonen zeigten 3 Klone Tumorspezifitit
von denen 2 (CTL-Klone PN2 und L1) stabil in Kultur expandiert werden konnten (Abb. 3).

Damit waren 4,4% von den in vitro ausgewachsen CD8"-T-Zellklonen tumor-reaktiv.
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% 5'Cr Freisetzung

CTL-Klone

Abbildung 3: °'Cr-Freisetzungsversuch mit den ausgewachsenen CD8'-T-Zellen aus TIL des Patient WeW. Als
Zielzellen wurden Tumorzellen aus denselben Patienten verwendet, die anhand ihrer Grof3e an der FACS-DIVA
isoliert worden waren; E/T-Ratio war 30/1.

Die TCR-Vy-Fragmentlingenanalysen von den zwei Tumor-spezifischen CTL-Klonen PN2
und L1 zeigten, dass diese jeweils 2 rearrangierte TCR-Vy-Gene hatten, die bilallelisch
rearrangiert waren, obwohl nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann, dass die Proben
jeweils zwei T-Zellklone enthalten.
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Abbildung 4: PCR-Fragmentldngenanalyse des CTL-Klons PN2 (A, B) und des CTL-Klons L1 (C, D). Die
TCR-Vy-PCR-Produkte wurden mit den Primern VG1 (A, C) und VG2 (B, D) generiert. Die Sequenzen der
Primer und die TCR-Vy-Familienspezifititen sind in Tabelle 4 aufgelistet.

=

Einer der CD8'-T-Zellklone, der aus dem Tumor des Patienten WeW isoliert wurde, aber
nicht gegen die Tumorzellen reagierte, exprimierte denselben TCR-V[B2-Phénotyp wie der
ursprungliche CD4 " -Tumorzellklon aus dem Hauttumor. Das TCR-Vy-Rearrangement dieses
CDS8"-T-Zellklons war ebenfalls identisch mit dem der Tumorzelle. Eine Analyse des TCR-
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VB-Rearrangements ergab aber eine andere Sequenz fiir die junktionale Region. Wahrend die
Tumorzelle JB2S3 hatte, war bei den T-Zellen JBIS1 mit VB2 rearrangiert. Die N-
Regionsequenzen sind ebenso verschieden, wie die nachfolgend gezeigte Sequenzen der

junktionalen TCR-VB-Region belegen.

JPB2s3 (JB-Rearrangement der Tumorzelle)

AGCACAGATACGCAGTATTTTGGCCCAGGCACCCGGCTGACAGTGCTCG

JB1s1 (JB-Rearrangement des TCR-VB2-positiven CD8"-T-Zellklons)

GACCAATGACGAGCTGTACTTTGGGCCAGGCACCAGGCTCACCGTGCTAG

Diese Beobachtung zeigt, dass das TCR-Vy-Rearrangement allein nicht in allen Féllen fiir die
Definition des Tumorzellklons bei CTCL ausreichend ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass zwei
unabhingige T-Zellklone das gleiche TCR-Vy-Rearrangement zu haben ist zwar sehr gering,

aber dieses Beispiel zeigt, dass es durchaus vorkommen kann.

5.1.4 Die Spezifitit des Tumor-reaktiven CTL-Klons PN2

Zur Identifizierung von spezifischen T-Zellepitopen fiir den Tumor-spezifischen Klon PN2
wurde die Reaktion dieser T-Zellen auf kombinatorische OXs-Peptidbibliothek in *'Cr-
Freisetzungsexperimenten untersucht. Als Zielzellen wurden die TAP-defiziente T2-Zelllinie
gewihlt, die mit dem Patient in der Expression von HLA-A*0201 {iibereinstimmt und als
zweites MHC-Klasse-I-Molekiill HLA-B5 exprimiert. Wegen des TAP-Defektes der T2-
Zellen konnen die Peptide aus der zelleigenen Antigenprozessierungsmaschinerie nicht in die
HLA-Molekiile gelangen. Als Folge wird HLA-BS5 gar nicht, HLA-A*0201 nur schwach auf
der Zelloberfliche exprimiert. Die schwache HLA-A*0201 Expression ist darauf
zuriickzufiihren, dass Signalpeptide aus dem endoplasmatischen Retikulum an diese MHC-
Molekiile binden konnen. Nach Inkubation der T2-Zellen mit exogenen Peptiden mit den
Bindungsmotiven fiir HLA-A*0201 steigt die MHC-Expression an, da jetzt peptidfreie aber
instabile HLA-A*0201-Molekiil die Peptide binden kénnen und stabilisiert werden. Dadurch

40



Experimente und Ergebnisse

ist eine hohe Sensitivitdt beim Testen der kombinatorischen Peptidbibliotheken zu erreichen.
Die T2-Zellen wurden eine halbe Stunde bei RT mit den Peptidbibliotheken (100 pg/ml)
inkubiert, wobei die komplett randomisierte Bibliothek Xo als negative Kontrolle und das

Mitogen ConA (20pg/ml) als positive Kontrolle verwendet wurden.
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Abbildung 5: Positional scan mit dem Tumor-spezifischen CTL-Klon PN2. Auf der vertikalen Achse sind
Mittelwerte aus Doppelbestimmung von °'Cr-Freisetzungswerten in Prozent angezeigt. Die Buchstaben auf der
horizontalen Achse geben die in der jeweiligen OXg-Subbibliothek definierte Aminosdure an. P1 bis P9
bezeichnet die Sequenzposition im Peptid. E/T-Ratio war 30/1.

Die Xo-Bibliothek ist komplett randomisiert, d.h. sie enthilt alle moglichen Nonapeptide. In
der OXg-Subbibliothek ist fiir die jeweiligen Sequenzposition Pn eine Aminosédure definiert.
Ein erhohter oder erniedrigter Wert flir die Zytolyse gegeniiber dem fiir Xy zeigt einen
positiven oder negativen Einfluss dieser Aminosduren auf die Erkennung der Peptide durch
die T-Zelle an. Alle Werte iiber den Wert von Xy (hier 10,5%) werden als positiv bewertet.
Fiir die Position 1 waren die basischen Aminosduren Lysin und Arginin am stirksten aktiv.
Fiir Position 5 war Tryptophan eindeutig die aktivste Aminosdure. Fiir die HLA-
Ankerpositionen 2 und 9 waren die in den Epitopdatenbanken beschriebenen
Ankeraminosduren Valin, Isoleucin, Leucin und Alanin positiv. Fiir einige Positionen wie 3,
4, 6, 7 und 8 waren mehrere Aminosduren zum Teil vergleichbar stark aktiv. Aminosduren
mit geringerer Aktivitit als die Xo-Bibliothek konnten entweder antagonistische Epitope sein
oder keinen Effekt auf die T-Zelle haben (Null-Aminosdure). Daher sollten diese
Aminosduren bei der Erstellung der Epitope vermieden werden. In Tabelle 6 sind die am
starksten aktiven Aminosduren und die Null-Aminosduren fiir die einzelnen

Sequenzpositionen zusammengestellt.
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Tabelle 6: Ergebnis des Positional scans mit dem Tumor-spezifischen CTL-Klon PN2 mit
kombinatorischen Peptidbibliotheken.

Position |bevorzugte Aminosduren | Null-Aminosduren

P1 K R

P2 I v L

P3 N P S E F G H

P4 W Y R H F I K L M Q R S T v
P5 W

P6 Q N D E F K P R W Y

P7 Q M H D G

P8 K M F W Y G D I

P9 A L I v

Aus den Ergebnissen des Positional scans mit den kombinatorischen Peptidbibliotheken
konnen definierte T-Zellepitope auf zwei unterschiedliche Arten abgeleitet werden:
1. Kombination der aktiven Aminosduren fiir die einzelnen Sequenzpositionen, was zu
Mimotopen fiihrt.
2. Datenbanksuche auf Peptide, die zu dem Reaktionsprofil der T-Zelle passen.

Die Datenbanksuche mit den bevorzugten Aminosduren aus Tabelle 6 ergab keine
Kanditatensequenzen fiir Epitope. Deswegen wurde eine Datenbanksuchmatrix mit den
folgenden Eingaben erstellt:

- Fiir die Positionen 1, 2, 5, und 9, die relativ definierte Ergebnisse geliefert hatten, wurden
die starken Aminosduren als positive Suchkriterien eingegeben.

- Fiir die Positionen 3, 4, 6, und 7, die degenerierte Anforderungsprofile erbrachten, wurden
die negativen bzw. Null-Aminoséduren als negative Suchkriterien eingegeben.

- Position 8, fiir die kein definiertes Ergebnis erhalten wurde, wurde offen gehalten, d.h.

hier alle Aminosduren zugelassen.

Die damit erstellte Matrix fiir die Datenbanksuche war

[KR]-[IVL]-{EFGH}-{IKLMQRSTV}-W-{DEFKPRWY }-{DGK}-X-[ALIV]

Eckige Klammern zeigen positive Suchkriterien und geschleifte Klammern negative

Suchkriterien an. X steht flir ,,beliebige Aminosduren”. Mit der Matrix wurde in der
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Datenbank http://us.expasy.org/tools/scanprosite/ nach moglichen Treffern aus humanen

Proteinen gesucht.

Die Matrixsuche erbrachte 236 Treffer. Zusitzlich wurden aus den bevorzugten Aminoséduren
8 Mimotope generiert, die in Tabelle 7 fett markiert sind. Die insgesamt 244 Peptide wurden
synthetisiert und fiir Verifizierungsexperimente eingesetzt. Dazu wurden T2-Zellen mit den
Peptiden (10pg/ml) 30 min bei RT inkubiert und zu den T-Zellen zugegeben. Die IFNy-
Produktion wurde im ELISpot-Assay anhand der spot forming units (SFU) quantifiziert. In
der Tabelle ist nur die aktiven Peptide - alle 8 Mimotope (fett markiert in der Tabelle) und 91
der potentiellen natiirlichen Epitope — dargestellt. Im Abb. 16 sind alle getesteten

Peptidsequenzen aufgelistet.

Tabelle 7: Potentielle Epitope fiir den CTL-Klon PN2. Als MHC-Bindungswerte wurden theoretische
Scores fur die Bindung der Peptide an HLA-A*0201 Molekul nach dem SYFPEITHI-Algorithmus
berechnet und hier dargestellt. Die T-Zellaktivitat wurde in spot forming units (SFU) flr 1x10° Zellen
angegeben. Fir die beiden Oktapeptide konnte keine Scores fur MHC-Bindung berechnet werden. Die
Mimotope sind in fett dargestellt.

Nr. Sequenz Score | SFU Nr. Sequenz Score | SFU

6 KADWWTNTA 14 3300 56 RVNAWQAKA 13 7000
12 KICAWMQLA 13 3000 57 RVRAWQRGA 9 5600
13 KINNWLNHA 19 2100 124 KALOWVSAT 20 6300
16 KLAGWHRIA 19 3900 126 KAPHWTNRTI 16 4900
21 KLLGWTHCA 22 5600 129 KISNWTAAI 22 1700
22 KLQFVWAVTA 18 2700 130 | KI TWALCAI 21 3800
25 KVIEFWSALA 12 1800 145 RANHWSATIT 15 4800
32 RAKYWLERA 10 3800 152 RLOHWLWSI 24 3300
33 RAKYW/ERA 10 4900 153 | RVDFWISTI 15 3300
34 RALWNAVGA 13 6900 254 | KI LGWAVWAL 23 5300
39 Rl LHAQRAA 15 6000 255 | KI NNW vQL 26 3100
40 Rl NYWHLEA 15 3100 258 | KI SGATQAL 24 6100
45 RLI YW.TFA 19 3800 261 | KLDYWSFQL 20 3900
46 RLLGWSLPA 19 5600 262 | KLDYWSSQL 20 300
47 RLTFWICLA 14 1900 267 | KLKFWI'VDL 23 5300
49 RLVHWCHGA 16 5700 269 | KLLHW/SLL 27 2800
50 RLVYW.EVA 17 600 271 | KLNCWGSRL 22 3300
53 RVKGMNAPRA 10 2200 274 | KLPHWIPTL 26 5000
54 RVLGWAEA 20 6900 276 | KLRHWXQVL 21 5100
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Nr. Sequenz Score | SFU Nr. Sequenz Score | SFU
277 KLRNWHHGL 23 2100 466 KIIPWNSRV 23 1600
279 KLSEWMESL 25 4400 469 KIPGWQAEV 25 4500
288 KVINWQTSL 19 4400 472 KITPWSSKV 22 5300
329 RITYWGQRL 16 4800 476 KLAFWLLAV 28 2500
331 RLICWQALL 24 6300 478 KLKFWTHCV 22 4600
337 RLLYWNRKL 23 2600 481 KLLEWVTEV 28 6200
338 RLNFWQHKL 23 3100 482 KLLYWNMAV 23 1800
339 | RLNFWQQKL 22 1000 484 KLPPWNPQV 24 1200
340 | RLNWWQHKL 24 3500 490 | KVAFWLELV 20 5100
341 | RLNWWQOQKL 23 2800 502 | RADFWMPAV 15 1800
346 RLRHWVYLL 25 2100 503 RAPFWGLRV 14 4900
347 RLSFWQHKL 22 3900 504 RAQEWSAYV 15 4800
348 RLSFWQOQKL 21 3500 507 RASEFWLALV 19 5700
349 RLSHWGRRL 20 3600 508 RAVEWIEEV 17 2300
350 RLSNWNISL 22 5800 509 RIDWWGEFRV 18 4600
351 | RLSWWQHKL 23 2600 510 | RIPPWMEVV 20 6800
352 RLSWWQOQOKL 22 4800 511 RIQFWIAAV 24 5300
354 RLVYWLHTL 26 4100 512 RISAWQSPV 18 3600
356 RLYYWGLGL 22 2700 519 RLNWWSTV k.A. |4700
357 RVAAWVEAL 21 5000 520 RLNWWVSV k.A. |4600
358 RVAFWIIKL 21 7200 521 RLONWVYNV 25 6700
359 RVCCWTPRL 17 1500 522 RLRAWGARV 22 6400
361 RVLDWVPKL 24 1400 523 RLRWWQPE'V 21 1500
363 RVLEWGRIL 15 6100 526 RVCYWTIRV 15 2200
364 RVMGWVSGL 22 4000 527 RVIFWSLYV 16 2700
365 RVNGWSLPL 18 6100 528 RVLAWMFELV 16 5800
366 RVPAWGRCL 14 1500 531 RVLPWQAQV 20 6300
367 RVSWWGSTL 16 4200 532 RVLYWIPVV 20 4300
370 RVVPWNVTL 20 6100 534 RVSHWMLGV 16 5800
458 KAAYWASQV 16 4100 535 RVVGWSNIV 17 6100
459 KAKYWSSNV 13 5300

Allgemein steht, dass flir die T-Zellaktivitdt nicht nur die MHC-Ankerpositionen sondern
auch andere Aminosdurepositionen des antigenen Peptids, die direkt mit TCR in Kontakt
stehen, entscheidend sind. Zum Beispiel das Peptid 523 mit einem guten MHC-Score von
iiber 20 wurde schlechter erkannt als das Peptid 34 mit einem geringeren MHC-Score.

Desweiteren wurden zum Teil sehr dhnliche Peptide von Klon PN2 unterschieden.
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5.1.5 Expressionsanalysen fiir die potentielle WeW-Tumor-spezifische TAA

Um festzustellen welche der Proteine, die potentielle Epitope fiir PN2 enthalten, wirklich in
den Tumorzellen des Patienten WeW exprimiert werden, wurde eine RT-PCR mit cDNA aus
den Tumorzellen und spezifischen Primern fiir die Transkripte der 91 Proteingene
durchgefiihrt. Die Proteinquellen fiir die aktiven Peptide sind im Anhang dargestellt. Von den
insgesamt 91 Proteinen wurden 59 auf ihre Expressionen untersucht. Manche Proteine haben
keine Introns und zu einigen davon gibt es Pseudogene mit hohen Homologien zu den mRNA.
Als Quelle fiir die cDNA wurde Tumorzellen des Patienten, die anhand ihrer Grosse per
Durchflusszytometrie isoliert wurden, verwendet. Aus den isolierten Zellen wurde zuerst
RNA mit Ready to go kit (Qiagen) isoliert und dann mit oligo-dT Primer in cDNA
umgeschrieben. Vor der cDNA-Synthese wurden die Proben mit RNAse-freier DNAse
(Promega) behandelt, um genomische Kontaminationen zu entfernen. Die Sequenzen fiir das
Design der cDNA-spezifischen Primer wurde aus der Nukleotiddatenbank BLAST
iibernommen. Die 5’- und 3’-Primer wurden so gewdhlt, dass sie auf verschiedenen Exons
binden. Die Spezifitit der Primer wurde durch Sequenzabgleich mit der
Humangenomdatenbank gepriift. Die Schmelztemperatur und GC-Gehalt wurden mit dem
Programm DNASTAR Version 5.03 (DNASTAR Inc., Madison, USA) abgeschitzt und so
eingestellt, dass fiir alle Primerpaare etwa vergleichbare Schmelztemperaturen gegeben
waren. Die PCR-Amplifikatgrossen lagen zwischen 300 und 600 Basenpaaren. Da die PCR
nicht fiir alle Primerkombinationen notwendigerweise optimal eingestellt und die Menge an
cDNA begrenzt war, bedeutet ein negatives Ergebnis nicht unbedingt, dass tatsidchlich kein
Transkript vorliegt. Umgekehrt ist ein positives Ergebnis sicher. Drei der PCR-Ansétze
ergaben positive Signale und sind in Abb. 6 dargestellt. Die PCR-Banden wurden aus dem
Gel ausgeschnitten und sequenziert (Firma AGOWA). Die Sequenzdaten bestétigten die
Ursprungsproteine. Die damit identifizierten Proteine sind: Tumorangiogenese-Protein,
Glucosylceramidase und N-myc downstream regulated gene I (NDRG-1). Tumormaterialien
von 4 weiteren Patienten, fiir die ausreichend Tumormaterial verfiigbar war, wurden auf die
Expression dieser Proteine untersucht. NDRG-1 war in 5 von 5, das Tumorangiogenese-
Protein in 4 von 5 und die Ceramidase in 5 von 5 Fillen exprimiert. Diese drei Proteine
konnten tatsdchlich TAA fiir CTCL sein und damit die drei aus ihnen abgeleiteten Epitope
auch Tumor-assoziierte T-Zellepitope fiir CTCL.
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Abbildung 6: RT-PCR-Analyse von Tumorzellen des Patienten WeW, die als Zielzellen fiir den
Tumorspezifititstest mit den 2 Tumor-spezifischen CTL-Klonen benutzt wurden. B: NDRG-1 (423bp); C:
Glucosylceramidase precursor (335bp); D: Tumorangiogenese Protein (392bp); A, E: 100 bp DNA-Marker.

5.1.6 Spezifitit des Tumor-reaktiven CTL-Klons L1

Das Spezifititsprofil vom Klon L1 wurde wie das fiir Klon PN2 mittels Positional Scan mit
den kombinatorischen Peptidbibliotheken bestimmt. Klon 1 zeigte eine geringere zytolytische
Aktivitdt in dieser Analyse als Klon PN2. Abb. 7 zeigt die Ergebnisse des Positional Scans.
Die Werte fiir Position 1 waren schwach. Die HLA-Ankermotive Leucin, Methionin und
Valin in Positionen 2 waren alle relativ wenig aktiv. In Ankerposition 9 hingegen gaben diese
Aminosduren klar positive Signale. In Position 3 hatten Alanin und Isoleucin bessere
stimulatorische Aktivitdt als Valin, Methionin, Prolin und Glycin. In Position 4 hatten
Histidin, Isoleucin, und Lysin scheinbar antagonistische Effekte. Es gab hier keine °'Cr
Freigesetzung. Tryptophan war die effektivste Aminosdure in Position 5, wéhrend
Phenylalanin negativ war. Tryptophan, Tyrosin, Methionin, Leucin waren in Position 6 etwa
gleich stark aktiv und Phenylalanin, Isoleucin, Prolin, Valin und Glycin etwa gleich schwach.
In Position 7 waren die drei polaren, ungeladenen Aminosduren Serin, Threonin und Glycin

aktiv. Position 8 war stark degeneriert.

46



Experimente und Ergebnisse

15 15 15
P1 P4 P7
10 0 10
o o o
A D E F & H I K LMHNPZR S5 T WV W Y 28 A D EF & H | KL MHNPQRS T WV W Y X3 A D EF & H I KL MMNUPIGRRSTWV WY X0
1% 15 15

P2 P ‘ P8

AD EF G H I KLMHNPOQRSTWNWY A D EF &H I KLMHNFP2ERSTYWYXE A D EF 3 H I KLMNFPFRERSTVW Y

15 115 | 15

P3 P6 b

L) 1 10

SMEI]IIEI]]I]_EIIIIIIS !
o | o | o

A D EF G H I KLMNFPFQQRSTVwWwY A D EF &H I KLMHNPQ2RSE TV WY ADEF 3 HI KLMHNFPFRERSTW WYX

Abbildung 7: Positional Scan mit dem CTL-Klons L1. Die Werte fiir >'Cr-Freisetzung (vertikale Achse) sind
als Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dargestellt. Die Buchstaben auf der horizontalen Achse geben die in
der jeweiligen OXg-Subbibliothek definierten Aminosduren an. P1 bis P9 bezeichnen die Sequenzposition im
Peptid. E/T-Ratio war 30/1.

Tabelle 8 fasst die aktiven Aminosduren zusammen. Trotz der insgesamt schwachen Signale
konnten aus den bevorzugten Aminosduren 64 potentielle Epitope durch Kombinatorik
abgeleitet werden (Tabelle 9). Fiir die Erstellung der Epitopkandidaten wurden Aminosiuren
mit der Aktivitdt von 1 bis 2 fachen Standardabweichung iiber den Xo-Wert ausgewahlt. Fiir
die HLA-Ankerposition 2 und 9, fiir die keine eindeutig positiven Aminosduren gefunden
wurden, wurde jeweils Leucin ausgewihlt, um die Anzahl der Peptide reduzieren und gute

MHC-Bindung zu erreichen.

Tabelle 8: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir das Positional Scan des Klons L1

Ergebnis aus

Position Positional Sean MHC-Ankerposition

P1 R Y

P2 L

P3 A I

P4 F T

P5 W

P6 W Y

P7 G

P8 M P

P9 L
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Neben den Mimotopen wurden Peptide aus natiirlichen Proteinquellen gesucht, wobei diese
Datenbanksuche im Gegensatz zu Klon PN2 ausschliesslich mit positiven Suchkriterien
durchgefithrt wurden. Zwei potentielle Epitope wurden gefunden. Eine Peptidsequenz
YLVTWPATA aus einer Integrin-4fD-Splice-Variante und eine zweite Peptidsequenz
RAMMTMAVL aus der env-Region des humanen endogenen Retrovirus HERV-K10. Die
spezifische Splice-Variante von Integrin-4BD konnte im Tumor des Patienten WeW nicht
nachgewiesen werden. Die Expression von env aus HERV-K10 erfordert, dass das
Virusgenom transkribiert und die zwischen dem LTR und env gelegenen pol- und gag-
Regionen herausgespleisst werden (Wang-Johanning, et al., 2003). Die Virus-DNA konnte in
Volllinge auf genomischer Ebene in den Tumorzellen des Patienten WeW nachgewiesen
werden. Eine detailierte PCR-Analyse mit Primern aus den LTR und gag bzw. env ergab aber,
dass das Transkript nicht gespleisst war und daher env nicht als Protein exprimiert sein
konnte. Damit ist es nicht moglich, dass das env-Epitop durch Prozessierung des env-Proteins
entsteht. Mit diesen RT-PCR-Analysen wurde gezeigt, dass die Quellproteine fiir die beiden
potentiellen natiirlichen Epitopen in den Tumorzellen des Patienten WeW nicht vorkommen

und damit nicht Ursprung der Epitope sein kdnnen.

Fir die beiden natiirlichen Epitope wurden Mimotope konstruiert und ebenso wie ihre
natiirliche Korrelate getestet. Durch Einfithrung von Leucin in die MHC-Ankerposition 9
wurden Peptide mit potentiell guter Bindung an HLA-A*0201 generiert. Ausserdem wurde zu
einem der Mimotopen ein potentieller Antagonist mit Histidin in Position 4 generiert (Peptid
Nr.69). Die insgesamt 69 synthetischen Peptide (64 Mimotope, 2 potentielle natiirliche
Epitope mit entsprechenden Mimotopen und 1 Antagonist) wurden sowohl im °'Cr-
Freisetzungsversuch als auch auf IFNy-Produktion (ELISpot) auf ihre Féahigkeit, T-Zellen zu
stimulieren, untersucht (Tabelle 9). Die Ergebnisse zeigten deutliche Unterschiede beziiglich
der beiden Effektorfunktionen. Um die Werte miteinander vergleichen zu konnen, wurden
diese normalisiert und graphisch dargestellt (Abb. 8). Fiir 43 der Peptide korrelierte die [FNy-
Synthese mit der zytolytischen Aktivitdt, d.h. die T-Zellen reagierten in beiden Assays
vergleichbar auf die Peptide nur mehr oder weniger stark. Dies war nicht der Fall bei den
Peptiden 49, 53, 56 und 63. Trotz hoher zytolytischer Aktivitit wurde kein IFNy induziert.
Bei Peptid 55 war maximale Zytolyse bei schwacher IFNy-Ausschiittung zu sehen. 21 Peptide
induzierten IFNy-Synthese aber keine zytolytische Aktivitdt. Die Peptide 54 und 50 wurden

schwach oder gar nicht erkannt.
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Tabelle 9: Aktivitit des CTL-Klons L1. Die Werte fiir Zytolyse sind in % netto-"'Cr-
Freisetzung angegeben, d.h. 51Cr-Freisr-,\tzungswert ohne Peptid (4,6%) ist abgezogen. Die
Werte fiir IFNy-Synthese sind in SFU pro 1x1 0° Zellen angegeben, wobei der Basiswert fiir IFNy-
Synthese, d.h. ohne Peptid (48 SFU) abgezogen ist. Die natiirlichen Epitope sind in fett und der
Antagonist in kursiv gezeigt.

Nr. Sequenz Zytolyse SFU Nr. Sequenz Zytolyse SFU
1 RLAFWAGVL 0, 00 310 36 YLI TWAGWL 10, 92 800
2 RLI FWWAGVL 0, 00 640 37 YLAFWYGWL 0, 00 780
3 RLATWAGVL 4,70 760 38 YLI FWYGWL 0, 00 460
4 RLI TWAGVL 0, 00 530 39 YLATWYGWL 8,01 960
5 RLAFVWYGWL 0, 00 620 40 YLI TWYGWL 2,75 280
6 RLI F\WYGWL 0, 00 550 41 YLAFWASML 0, 00 770
7 RLATWYGWL 9,93 920 42 YLI FWASML 0, 00 840
8 RLI TWYGWL 0, 00 530 43 YLATWASML 6, 58 730
9 RLAFWASML 0, 00 630 44 YLI TWASML 6, 26 750
10 | RLI FWWABML 0, 00 760 45 YLAFWYSML 0, 00 730
11 | RLATWASML 7,24 770 46 YLI FWYSML 5,91 650
12 | RLI TWABML 1,33 680 47 YLATWYSML 11,14 930
13 | RLAFWYSM. 0, 00 650 48 YLI TWYSM. 4,33 400
14 | RLI FWYSML 0, 00 690 49 YLAFWAGPL 6, 24 0
15 | RLATWYSM 7, 64 890 50 YLI FWAGPL 1,31 50
16 | RLI TWYSM. 0, 00 590 51 YLATWAGPL 9,16 290
17 | RLARFWAGPL 0, 00 730 52 YLI TWAGPL 5,10 380
18 | RLI FWAGPL 7,76 810 53 YLAFWYGPL 2,42 0
19 | RLATWAGPL 9, 62 990 54 YLI FWYGPL 0, 00 0
20 | RLI TWAGPL 6, 50 970 55 YLATWYGPL 15,51 160
21 | RLAFWYGPL 3,90 930 56 YLI TWYGPL 2,41 0
22 | RLI F'WYGPL 7,78 520 57 YLAFWASPL 5,96 550
23 | RLATWYGPL 13, 40 990 58 YLI FWASPL 7,38 750
24 | RLI TWGPL 0, 00 570 59 YLATWASPL 15, 19 1050
25 | RLAFWASPL 2,62 500 60 YLI TWASPL 11,21 630
26 | RLI FWASPL 0,75 790 61 YLAFWYSPL 3,92 480
27 | RLATWASPL 11, 06 660 62 YLI FWYSPL 0, 60 430
28 | RLI TWASPL 7,04 580 63 YLATWYSPL 4, 66 0
29 | RLAFWYSPL 9,70 440 64 YLI TWYSPL 10, 28 600
30 | RLI PWYSPL 10, 18 650 65 YLVTWPATA 3,34 710
31 | RLATWYSPL 10, 46 500 66 YLVTWPATL 8, 48 990
32 | RLI TWYSPL 9,85 220 67 RAMMITIVAVL 0, 00 810
33 | YLAFWAGVL 8,31 560 68 RLMVITIVAVL 0, 00 620
34 | YLI FWAGML 5,61 490 69 RVAHWASPM 0, 00 490
35 | YLATWAGML 11, 36 690

Peptid 65 aus der Integrin-4BD-Splice-Variante hat eine schwache, das entsprechende
Mimotop (Peptid 66) mit Leucin in Position 9 aber eine deutlich stirkere stimulatorische
Kapazitdt. Das natiirliche und das modifizierte Epitop aus der env-Region HERV-K10 waren
beide aktiv.
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Der potentielle Antagonist Peptid 69 war tatsdchlich negativ in Zytotoxizititsassays, zeigte
aber eine mittlere Aktivitdt beziiglich der IFNy-Induktion. Die bei einer Reihe von Peptiden
offenbare Segregation von Zytolyse und IFNy-Auschiittung 146t sich mit den Sequenzen
dieser Peptide korrelieren. Fiir die Zytolyse war Arginin in Position 1 in Kombination mit
Prolin in Position 8 oder Tyrosin in Position 1 in Kombination mit Methionin in Position 8
bevorzugt. Fiir IFNy-Produktion hingegen war Tyrosin in Position 1 in Kombination mit
Threonin und Prolin in Position 8 besonders aktiv. Threonin in Position 4 korrelierte positiv

sowohl mit der Zytolyseaktivitét als mit der [IFNy-Synthese.
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Abbildung 8: Vergleich der zytolytischen Aktivitdt (schwarze Séulen) und der IFNy-Synthese (weisse Sdulen)
des Klons L1 auf die Mimotope und Epitope. Die Werte aus der Tabelle 8 sind normalisiert, wobei die
jeweiligen maximalen Werte in 100% gesetzt wurden. Die Peptide sind entsprechend der Numerierung in der
Tabelle aufgelistet.

Die fiir die beiden Klone PN2 und L1 aktive Peptide weisen Sequenzadhnlichkeit auf, was auf
Ubereinstimmung in den Spezifititsrepertoire der Klone hindeuten kdnnte. Dies wurde in
weiteren Untersuchungen gepriift. Der Klon PN2 war stabiler als Klon L1, sodass er auf
Reaktivitdt auf L1-Peptide gestestet werden konnte. Dazu wurden T2-Zellen mit L1-Peptiden
(10 pg/ml) gepulst und die spezifische Zytolyse durch PN2-T-Zellen anhand *'Cr-Freisetzung
gemessen. 14 der fiir L1 aktiven Epitope wurden auch von PN2 erkannt, wobei allerdings die
Messwerte fiir 5 dieser Peptide relativ schwach waren. Peptide mit Tyrosin in Position 1

wurden vom Klon PN2 gar nicht erkannt, wie es auch aus den Positional Scan-Ergebnissen zu
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erkennen war. Desweiteren wurde Threonin in Position 4 ebenfalls nicht erkannt. Die

negativen Ergebnisse sind in Tabelle 10 nicht dargestellt.

Tabelle 10: Das Reaktionsprofile des Klons PN2 auf L1-Peptide. Die Zytolyse wurde anhand
der *'Cr-Freisetzung gemessen und in % angegeben. Der *'Cr-Freisetzungswert ohne Peptid
war 1,75%.

Nr. Peptide SICr-Freisetzung (%)
1 R L A F W W G M L 35,62
2 R L F W W G M L 9,53
29| R L A F W Y S P L 31,13
30| R L I F W Y S P L 7,93
9 R L A F W W S M L 29,08
10| R L I F W W S M L 11,96
25| R L A F W W S P L 26,75
26| R L I F W W S P L 10,86
33|/ rR| L |a|F|lwl|Y|s|M|L 25,26
14 R L I F W Y S M L 5,47
5 R L A F W Y G M L 24,88
6 R L I F W Y G M L 3,08
17 R L A F W W G P L 19,01
18] R L I F W W G P L 3,02
21| R L A F W Y G P L 14,51
22 R L I F W Y G P L 4,60
69| R \ A H W W S P M 17,34

Interessanterweise war zu beobachten, dass Alanin in Position 3 immer besser erkannt wurde
als Isoleucin. Prolin in Position 8 hatte keinen Einfluss auf die T-Zellreaktion. Die
Degeneriertheit der Erkennung von Aminosduren in Position 8 war ebenfalls im Positional
Scan zu beobachten (Abb. 5). Peptide mit Histidin in Position 4 hatten keinen Effekt bei der
Stimulierung von Klon L1, wurden aber von Klon PN2 erkannt (Tabelle 10). Insgesamt 1dsst
sich feststellen, dass trotz Ahnlichkeiten in manchen Sequenzen die beiden T-Zellklone L1

und PN2 unterschiedliche Spezifititen haben und nur einzelne Peptide kreuzerkannt werden.

5.2 Funktionelle Aviditit der Tumor-spezifischen T-Zellen

Obwohl eine grofle Anzahl von Peptiden von PN2-Zellen erkannt wurde, gibt es grofle
Unterschiede in der Zahl der Spots im ELISpot-Assay, d.h. die T-Zellen sprechen je nach
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Peptid unterschiedlich stark an. Diese Unterschiede konnen auf unterschiedliche Affinitéten
der TCR von PN2 fiir die verschiedenen MHC-Peptidkomplexe und auf unterschiedliche
Schwellenwerte in den individuellen T-Zellen fiir die Initiation einer Reaktion begriindet sein.
Unterschiedliche Schwellenwerte einzelner Zellen eines T-Zellklons wiederum koénnen auf
Unterschiede in der Dichte der TCR oder der kostimulatorischen Molekiile auf den
Oberflichen der Zellen oder auf Expressionsunterschiede der Molekiile der
Signaltransduktion oder der Transkriptionsfaktoren bzw. der Aktivierungszustinde dieser
Molekiile zuriickzufiihren zu sein. Diese verschiedenen EinfluBgroen koénnen nicht im
einzelnen quantativ simultan zu der gemessenen Reaktion einer T-Zelle erfasst werden.
Deswegen wird hdufig die Potenz der Peptide, T-Zellen zu stimulieren, als sogenannte
funktionelle Aviditdt (FA) bestimmt. Als FA wird die Konzentration an Antigen definiert, bei
der die T-Zelle ihre halb-maximale Effektoraktivitit wie z.B. Zytolyseaktivitit erreicht. Fiir
alle Peptide, auf die PN2 reagierte, wurde die FA in >'Cr-Freisetzungsversuch bei einem
Effektor zu Target (E/T) Ratio von 30:1 bestimmt. 'Cr-Freisetzungsassays sind fiir diese
Bestimmungen ausgewdéhlt worden, da sie sensitiver als IFNy-Assays sind. Die Peptide
wurden ab einer Konzentration von 1pg/ml seriell in 10 -Schritten titriert. Als Zielzellen
wurden T2-Zellen 30 min mit den Peptiden beladen. Fiir die Auswertung der Daten wurden

alle Konzentrationen in Molaritdten umgerechnet. Abb. 9 zeigt einige reprisentative Beispiele

fiir die Titrationsexperimente zur Bestimmung der FA von PN2 fiir die verschiedenen Peptide.
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Abbildung 9: *'Cr-Freisetzungsversuch zur Bestimmung der funktionellen Aviditit. Die Peptidnummern mit
entsprechenden Sequenzen sind im Abb. 16 aufgelistet.

Peptid 258, dessen potentielles natiirliches Ursprungprotein in den Tumorzellen nachgewiesen
werden konnte, wird schwicher erkannt als die Mimotope 351, 347, 352 und 341. Bei einer
Peptidkonzentration von 100 pM wurde immer noch Zytolyse fiir die Mimotope beobachtet
aber nicht fiir das natiirliche Epitop. Zum Berechnen des halbmaximalen Zytolysewertes
wurden die Titrationskurven nach Clark (Moyle et al., 1978) wie folgt linearisiert und

graphisch dargestellt.

)4 _ (cpmcxp B cpmbg )

p =
(1 - p) (Cpmmax - cpmbg)

logit(p)=1In

p = spezifische Zytolyse

Die linearisierten Regressionsgraden sind in Abb. 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Die funktionelle Aviditit von CTL-Klon PN2. Auf der X-Achse sind die Werte des
natiirlichen Logarithmus (In) der Peptikonzentration (pM), auf der Y-Achse die Werte fiir Logit (p)
dargestellt. Fiir die linearisierten Titrationskurven wurden die Regressionsgraden berechnet und hier
dargestellt.

Die horizontale Achse gibt die Werte flir den natiirlichen Logarithmus (In) der
Peptidkonzentration (pM) an, die vertikale Achse die Werte fiir Logit (p). Aus der Formel der
Trendlinie fiir die einzelnen Titrationen kénnen die Konzentrationen berechnet werden, bei
der Logit(p) gleich 0 ist. Diese einfach aus der linearen Gleichung (y=ax-b) ermittelte Werte
fiir Logit (p)=0 entsprechen der fiir halbmaximale Zytolyse benétigten Peptidmengen, da
Logit (p)=0 ist, wenn p=0,5 ist. In Tabelle 11 sind die Peptidkonzentrationen fiir die
halbmaximale Zytolysen in nanomolar (nM) angegeben. Je geringer diese Konzentrationen
desto hoher ist die FA. Fiir das Peptid mit der schwéchsten FA (Peptid 57) wurde eine etwa
3x10°-fach hohere Peptidkonzentration fiir die halbmaximale Zytolyse benétigt als fiir das
potenteste Peptid (Peptid 276). Die mRNA fiir das Ursprungsprotein dieses Peptids wurde in
den Tumorzellen des Patienten nachgewiesen. Die Mimotope 347, 341, 352 waren mit
weniger als 10 nM Peptid fiir halbmaximale Zytolyse von vergleichbarer Aviditét. Insgesamt
schienen die Mimotope eher hohe FA aufzuweisen. Neben den fiir Klon PN2 bestimmten
Peptide wurden zwei von PN2 kreuzerkannten L1-Peptide vermessen und erwiesen sich fiir
PN2 als relativ schwach potent mit FA von 110 nM fiir Peptid 1 und mit 1170 nM fiir Peptid

5,
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Tabelle 11: Die funktionelle Aviditat des CTL-Klons PN2. Die Peptidmenge fiir halomaximale
Zytolyse wurde in nM angegeben. Die Mimotope sind in fett dargestellt. * markiert die L1-
Peptide

Nr | Sequenzen nM Nr Sequenzen nM

276 | KLRHWQQVL | 1, 88E+00 476 | KLAFWL.LAV 2, 13E+02
347 | RLSFWQHKL | 6, 74E+00 520 | RLNWAWSV 2, 20E+02
341 | RLNWAMQQKL | 8, 10E+00 350 | RLSNWNI SL 2, 65E+02
352 | RLSWAMXQKL | 8, 46E+00 339 | RLNFWQQKL 3, 68E+02
523 | RLRWAMQPFV | 1, 39E+01 32 | RAKYW.ERA 3, 87E+02
351 | RLSWAMHKL | 1, 44E+01 367 | RVSWAGSTL 4, 30E+02
482 | KLLYWNMAV | 3, 21E+01 258 | KI SGATQAL 6, 05E+02
25 | KVI FWBALA | 3, 29E+01 508 | RAVFW EFV 6, 19E+02
47 | RLTFWICLA | 3, 32E+01 6 KADWATNTA 6, 69E+02
262 | KLDYWSSQL | 4, 66E+01 254 | KI LOAMWNAL 8, 02E+02
348 | RLSFWQXKL | 4, 96E+01 255 | KI NNW VQL 8, 30E+02
340 | RLNWAMHKL | 7, 67E+01 5* RLAFWYGWVL 1, 17E+03
22 | KLQFWAVTA | 9, 34E+01 16 | KLAGMHRI A 1, 19E+03
338 | RLNFWQHKL | 9, 63E+01 53 | RVKGWAPRA 1, 51E+03
1* | RLAFWAGML | 1, 10E+02 358 | RVAFW | KL 1, 92E+03
124 | KALQWSAI | 1, 89E+02 46 | RLLGWBLPA 2, 96E+03
126 | KAPHWINRI | 1, 96E+02 57 | RVRAWQRGA 6, 38E+03

Da Tumor-spezifische T-Zellen i.d.R. korpereigene Antigene erkennen, wird vielfach
angenommen, dass ihre Avidititen im Gegensatz zu den Aviditdten Virus-spezifischer T-
Zellen fiir ihre Antigene gering seien. Um die Werte fiir die zuvor dargestellten FA des PN2-
Klons fiir die verschiedenen Epitope und Mimotope einordnen und bewerten zu konnen,
wurden die FA fiir die Cytomegalievirus-spezifische CTL-Linie CMV-IrM und fiir die
Tumor-spezifische CTL-Linie ELA-Trit bestimmt (Tabelle 12). Die FA von CMV-IrM fiir
ihr Epitope, das CMV-Peptid NLVPMVATYV, wurde mit 133 nM bestimmt. Die FA der
Tumor-spezifische Linie ELA-Trit fiir das ELA-Peptid (ELAGIGILTV) betrdagt 100 pM.
ELAGIGILTV ist ein Mimotop des natiirlichen Epitopes EAAGIGILTV aus dem
MART/Melan-A Protein, bei dem die MHC-Bindung durch einen Aminosdureaustausch in
der ersten Ankerposition zu Leucine verbessert wurde. Die FA fiir das natiirliche Peptid
EAAGIGILTV war mit 4,7 nM deutlich niedriger als die fiir das Mimotop. Die FA der tumor-
spezifische CTL war somit geringer als die FA der virus-spezifischen CTL-Linie. Der CTL-
Klon ELA-Trit war aus einem Melanompatienten isoliert worden und lysiert autologe
Tumorzelllinie, die MART/Melan-A expremieren (Trefzer et al., 2004), was bedeutet, dass

eine FA von 4,7 nM ausreichend fiir eine tumorizide Aktivitit der T-Zellen ist.
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Die Effizienz der Antigenerkennung durch die tumor-spezifischen CTL ist, wie mehrfach
gezeigt worden war, direkt mit der Effizienz ihrer Tumorerkennung korreliert (Dutoit et al.,
2001, Gilboa 1999, Yee et al., 1999). Dutoit und Kollegen konnten zudem zeigen, dass die FA
der T-Zellen mit der Stabilitdt der MHC-Peptid-Multimerbindung an die TCR korreliert
(Dutoit et al., 2002), d.h. bei T-Zellen mit hoherer FA ist die Bindung der MHC-
Peptidkomplex-Multimere an die TCR stabiler und die Dissoziation der Multimere langsamer
als bei den T-Zellen mit niedriger FA. Dies konnten wir auch bei unseren beiden CTL-Linien
beobachten. Hierzu wurde die Halbwertszeit (t ;) fiir die Dissoziation der l6slichen
tetrameren MHC-Peptidkomplexe von den T-Zellen anhand der Abnahme der MFI (engl.
mean fluorescence intensity) der Fluorochrom-markierten MHC-Tetramerpeptidkomplexe

ermittelt (diese Messungen wurde von Dr. Katrin Sparbier durchgefiihrt).

Tabelle 12: Die funktionelle Avidititen der CTL-Linien CMV-IrM und ELA-Trit wurden mit
Chromfreisetzungsversuchen, die Halbwertszeiten der Dissoziation der tetrameren MHC-
Peptidkomplexe von den T-Zellen per DurchfluBzytometrie bestimmt.

Klon Peptid FA [nM] t12 [min]
CMV-ItM | NLVPMVATV 133 5,5
ELA-Trit ELAGIGILTV 0,1 46
ELA-Trit EAAGIGILTV 4,7 n.d.

5.3 Charakterisierung der Tumorzellen und der Tumor-infiltrierenden T-Zellen

Die Identifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen und Mimotopen fiir Patient WeW
ermdglicht es zum ersten Mal Tumor-spezifische T-Zellen in den TIL-Populationen von
CTCL spezifisch zu analysieren. Gleichzeitig kann, wie zuvor gezeigt, die Tumorzellen selbst
anhand der Grofe und TCR-VB2-Expression erkannt werden. Mit diesen spezifischen
Nachweisverfahren ist es jetzt moglich, die T-Zellen im Tumor differenziert zu analysieren.
Hierzu wurden Multiparameteranalysen per Durchflusszytometrie mit den im Fall von Patient
WeW ausreichenden Tumormaterial durchgefiihrt. Der Vorteil der durchflusszytometrischen
Multiparameteranalyse ist die Moglichkeit fiir jede Zelle mehrere Parameter gleichzeitig zu
untersuchen. Zur Definition unterschiedlicher T-Zellsubpopulationen ist eine simultane
Analyse von verschiedener Markermolekiilen erforderlich. AuBerdem ist es fiir die
Charakterisierung rarer Tumor-spezifischer T-Zellen nétig, die Analyse auf der

Einzelzellebene durchzufiihren, was mit anderen Methoden wie z.B. PCR nicht moglich ist.
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Der Nachweis spezifischer T-Zellen erfolgte mit Dimer X (BD), einer dimeren Form von
HLA-A*0201 als Fusionsprotein mit Immunglobulin. Die Peptidbindungstasche der HLA-
Anteile konnen mit synthetischen Peptiden beladen werden. Mit DimerX konnten Tumor-
spezifische CTL direkt in Einzelzellsuspension des Tumors des Patienten WeW
durchflusszytometrisch detektiert werden. Die Frequenzen lagen je nach Peptid zwischen

0,89% und 23,7% der CD3'CD8"-Zellen (siche Tabelle 13 ).

Tabelle 13: Frequenzen von Tumor-spezifischen T-Zellen im Tumor von Patient WeW (Anteil an
CD3'CD8"-T-Zellen in Prozent).

Peptid Sequenz 7 der CD3'CDS’-
T-Zellen
65 YLVTWPATA 1,95
276 KLRHWQQVL 0,89
341 RLNWWQQKL 9,47
347 RLSFWQHKL 3,47
351 RLSWWQHKL 4,9
358 RVAFWIIKL 23,70
367 RVSWWGSTL 6,23

Diese Peptide sind eine Auswahl der fiir die WeW-Tumor-spezifischen CTL-Klone LI
(Peptid 65) und PN2 (Peptide 276, 341, 347, 351, 358 und 367) bestimmten Epitope. Sie
konnen im polyklonalen Gemisch der T-Zellen im Tumor, T-Zellklone mit anderen
Feinspezifititen als die der urspriinglichen Klone L1 und PN2 anzeigen. Die grofle
Spannbreite der Frequenzen von T-Zellen mit Spezifititen fiir die Peptide ist wahrscheinlich

auf diese Unterschiede in den Feinspezifititen der einzelnen T-Zellen zuriickzufiihren.

Fiir die weitergehende Analyse der T-Zellen wurden folgende Marker ausgewéhlt:

1. Marker fiir die Differenzierungszustinde der Zellen. Hierzu gehéren CD45RO, CD45RA,
CCR7, CD27, CD28 und CD62L. CD45 ist eine membrangebundene Tyrosinphosphatase, die
an der Signaltransduktion der T-Zellen beteiligt ist. Die schwere Isoform CD45RA wird auf
naiven oder ruhenden T-Zellen exprimiert wihrend die leichte Isoform CD45RO auf memory
oder aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Barcley et al., 1993). Die Expression von CD45RA
auf Effektorzellen wurde ebenfalls beschrieben. CCR7 ist ein Mitglied der G-protein-coupled-
Chemokinrezeptorfamilie, das in der Adhesion und Chemotaxis der Zellen eine Rolle spielt

und mit ~oming in die Lymphknoten korreliert ist (Hasegawa, et al., 2000). CD28 wirkt nach
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Bindung an CD80 und CD86 kostimulatorisch auf die Proliferation der T-Zellen (Schlossman
et al., 1995). CD27 hat anscheinend auch eine kostimulatorische Funktion fiir T- und B-Zellen
(Hintzen, et al., 1994). Der molekulare Mechanismus der Kostimulation ist aber noch nicht
aufgeklart. CD70 ist einer der nachgewiesenen Gegenrezeptoren fiir CD27 (Bowman, et al.,
1994). Die CD27/CD70 Interaktion spielt eine Rolle bei der direkten Kommunikation
zwischen T-Zellen. CD62L ist ein Homingrezeptor der L-Selektinfamilie in peripheren
lymphoiden Geweben. Verschiedene T-Zellsubpopulationen exprimieren unterschiedliche
Kombinationen dieser Markern: CCR7 CD45RO" Zellen wurden als effector memory und
CCR7'CD45RO"-Zellen als central memory T-Zellen bezeichnet (Sallusto, et al., 1999). Bei
einer alternativen Definition werden als effector memory T-Zellen CD45RA CD62L -Zellen
und als central memory T-Zellen CD45RA CD62L"-Zellen bezeichnet (Maldonado, et al.,
2003).

2. Marker fiir den Aktivierungszustand der T-Zellen: HLA-DR, CD25, CD26, CD69, CD30,
CD38 und CD71. CD69 ist ein Kurzzeitaktivierungsmarker, d.h. es wird sehr schnell
hochreguliert bleibt aber nur flir wenige Stunden exprimiert, und HLA-DR ein
Langzeitaktivierungsmarker, d.h. nach Induktion bleibt dieser Marker fiir Tage auf der
Zelloberflache (Knapp et al., 1989; Schlossman et al., 1995). CD30 ist auf aktivierten T- und
B-Zellen exprimiert. Die molekularen Effekte dieser Marker auf die T-Zelle sind nicht klar.
CD25 ist eine Untereinheit des hochaffinen IL-2 Rezeptors und wird auf prolifierenden T-
Zellen exprimiert (Knapp et al., 1989; Schlossman et al., 1995). Die Exopeptidase CD26 ist
als kostimulatorisches Molekiil bei der T-Zellaktivierung beschrieben worden (Fleischer,
1994). CD71 ist der Transferinrezeptor und wird auf allen sich teilenden Zellen exprimiert
(Schlossman et al., 1995). Fiir CD38 ist die Funktion unklar. Moglicherweise ist es an der
Regulation der Zellaktivierung und Proliferation iiber Modulatoren des Ca*"-Transports
beteiligt.

3. Marker fiir Effektorfunktion der T-Zellen: Fas/FasL, Granzym und Perforin. Fiir die
antigen-abhédngige Zytotoxizitit benétigt die zytotoxische T-Zelle Perforin und Granzym.
Perforin polymerisiert in der Membran der Zielzelle und bildet dabei Poren. Granzyme sind
Serinesterasen, die Apoptose auslosen. Durch Fas und FasL. Wechselwirkung wird dagegen
antigen-unabhéngige Zytotoxizitdt ausgelost. Fas induziert nach Bindung an FasL. Apoptose
der Zellen durch Aktivierung von Caspasen (Ju, et al., 1995).

4. Marker fiir NK-Zellen und NK-dhnliche Eigenschaften von T-Zellen: CD56, KIR NKAT?2,
und KIR NKB1. CD56 ist ein NK-Zellmarker, kommt aber auch auf normalen T-Zellen vor.

Es ist ein membrangebundens Gycoprotein, das auch NCAM (engl. neural cell adhesion
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molecule) genannt wird und an der Zell-Zelladhesion beteiligt ist (Schlossman et al., 1995).
KIRs (engl. killing inhibitory receptors) sind auf NK-Zellen und manchen T-Zellen

exprimiert und blockieren zytotoxische Aktivitit nach Bindung an bestimmten HLA-
Molekiilen. KIR mit langem zytoplasmatischen Teil inhibieren wahrend KIR mit kurzem
zytoplasmatischen Teil die T- und NK-Zellaktivitéit induzieren konnen (Parham, 2000).

5. Marker fiir Suppressor T-Zellen: GITR, CTLA-4 und PDI1. Durch die Bindung an
CD80/CD86 reguliert CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte-associated protein-4) die T-
Zellen negativ (Walunas, et al., 1994). GITR (engl. glucocorticoid induced TNF receptor
family related gene) ist ein neues Mitglied der TNFR-Familie, das wahrscheinlich an der
Regulation der TCR-vermittelten Apoptose beteiligt ist (Nocentini, et al., 1997). Mitglieder
der TNFR-Familien (eng. Tumor necrosis factor receptor) sind Todesrezeptoren (engl death
receptors) auf der Zelloberflache, die durch Bindung an spezifischen Liganden Apoptose in
den Zellen auslosen. PD-1 wird auf aktivierten T- und B-Zellen exprimiert und inhibiert die

Aktivierung der Zellen (Freeman, et al., 2000).

Tabelle 14 zeigt die Expression dieser Markermolekiile durch T-Zellen, die aus dem Tumor
des Patienten WeW direkt isoliert wurden. Tumorzellen bei CTCL sind in der Regel reife
CD4"-T-Zellen mit CD45RO " -Phinotyp (Sterry and Mielke, 1989). Bei dem Patient WeW
exprimierten fast alle TCR VB2'-Tumorzellen CD45RO, nicht CD45RA. Die CD8'-T-Zellen
waren iiberwiegend CD45RO'CCR7’, wobei diese per Definition zu den effector memory T-
Zellen gehoren (Sallusto, et al., 1999). Obwohl der GroBteil von CD8'-T-Zellen wie terminal
differenzierte Effektorzellen erschien, war die Expression des Langzeitaktivierungsmarkers
HLA-DR und des Kurzzeitaktivierungsmarkers CD69 nur bei einem kleinen Teil dieser
Zellen zu beobachten. Der Transferrinrezeptor CD71 war im starken Mal3e von den
Tumorzellen aber nicht von den CD8'-T-Zellen exprimiert. Ausserdem exprimierten die
Tumorzellen CCR7. CD27 wurde von den meisten Tumorzellen und CD8"-T-Zellen

gleichermaflen exprimiert.
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Tabelle 14: Durchflusszytometrische Analyse der Tumorzellen, d.h. groRe TCR-VR2"-Zellen, und
CD8"-T-Zellen im Tumor des Patienten WeW. Fiir die einzelnen Marker ist jeweils, der prozentuale
Anteil an positiven Zellen wie folgt angezeigt: +++++ 80-100% positive Zellen; ++++ 60-80% positive
Zellen; +++ 40-60% positive Zellen; ++ 20-40%; + unter 20% positive Zellen; - keine positive Zellen

TCR VRB2* CDS8'-TIL
CD25 - -
CD26 + +
CD27 -+ 4+
CD28 +++ +
CD30 - -
CD38 +
CD45RA - +
CD45RO -+ +H++
CDs6 - +
CD62L - +
CD69 - +
CD71 - -
CCR7 - -
CTLA-4 - +
Fas (CD95) - -+
FasL 4+ ++
GITR + +
Granzym B - +
HLA-DR - +
KIR NKAT2 - -
KIR NKB1
PD1 - -
Perforin - -

Die Tumorzellen wie auch Tumor-infiltrierenden CD8"-T-Zellen exprimierten FasL, wogegen
die normalen T-Zellen, darunter die CD8'-T-Zellen, aber nicht die Tumorzellen den
entprechenden Rezeptor Fas (CD95) exprimierten. Die Dotblots der durchfluBzytometrischen
Analyse der Zellen aus dem Tumor zeigen diese Expression von Fas auf den Tumor-
infiltrierenden T-Zellen und FasL auf den VB2-positiven Tumorzellen wie auch VB2-
negativen T-Zellen (Abb. 11). Dies kann auf ,tumor-counterattack™ gegen die Tumor-
spezifische Immunantwort hindeuten, wie es auch von anderen Autoren beschrieben wurden
(Ni, et al., 2001; Whiteside and Rabinowich, 1998; Zoi-Toli, et al., 2000). Nur ein kleiner Teil
der CD8"-T-Zellen tragen die zytotoxischen Effektormolekiile Perforin und Granzym. Sie

konnen also nur zu einem geringen Teil zytotoxische Funktion ausiiben. Dies gilt fiir beide
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Mechanismen der Zytotoxizitdt. Die Tumorzellen allerdings konnten durchaus Apoptose in

den CD8"-T-Zellen ausldsen.

FasL PE
Fas APC

T -7

T T

| - T — T T
102 10° 104 102 10° 10%

VR 2 FITC VR 2 FITC

Abbildung 11: Expression von FasL bei den Tumorzellen und VB2-negativen T-Zellen sowie von Fas-Rezeptor
bei Nicht-Tumorzellen vom Patient WeW

Das zuvor beschriebenes Expressionsprofil der Tumor-infiltrierenden CD8'-T-Zellen wurde
mit den DimerX, die mit Tumor-assoziierten T-Zellepitopen beladen waren, fiir Tumor-
spezifische T-Zellen bestitigt (Tabelle 15). Die Tumor-spezifischen T-Zellen exprimierten
iiberwiegend CD45RO aber nicht CD45RA und waren zum grofiten Teil CD62L-negativ.
Demzufolge sind sie weder central memory noch effector memory T-Zellen, wie sie von
Maldonado und Kollegen definiert wurden (Maldonado, et al., 2003). Zudem wurden

bestitigt, dass die Tumor-spezifischen T-Zellen im Tumor nicht zytotoxisch sind.

Tabelle 15: Phanotyp der Tumor-spezifischen T-Zellen im Tumor: Die Zellen wurden mit
DimerX (65, 367, 347, 351, 276, 341, 358) markiert. Fiir die einzelnen Marker ist jeweils, der
prozentuale Anteil an positiven Zellen wie gefolgt angezeigt: +++++ 80-100% positive Zellen;
++++ 60-80% positive Zellen; +++ 40-60% positive Zellen; ++ 20-40% positive Zellen; + unter
20% positive Zellen; - keine positive Zellen

Antigen T-Zellen (DimerX")

CCR7 -

CD25 -
CD45RA +
CD45RO -+t

CD56 +

CD62L +

CD71 -

GranzymB +
Perforin -

61



Experimente und Ergebnisse

Dieses Expressionsmuster steht im Gegensatz zu dem, was in gesunden Probanden zu sehen
ist (Daten nicht gezeigt). Das Fehlen der Effektormolekiile deutet auf eine gestorte Funktion
von Tumor-spezifischen T-Zellen im Tumor hin. Trotzdem wurde eine schwache Expression
von CD69 und HLA-DR auf einigen CD8"-T-Zellen gefunden, was darauf hindeutet, daf
nicht alle T-Zellen defekt sind. Keine der Antigen-spezifischen T-Zellen exprimierten CD71,
d.h. die Zellen proliferieren nicht. Insgesamt ergibt sich der Eindruck, dass die Tumor-

spezifischen T-Zellen anerg sind.

Einige frithere Veroffentlichungen berichteten von einer Expression von IL-10 in den
Lasionen bei kutanen Lymphomen (Asadullah, et al., 1996). Die Expression nimmt mit
Tumorstadien zu, so dal geschlossen wurde, da3 die Tumorzellen diese immunsuppressive
Zytokine sezernieren und so die Tumor-spezifische T-Zellen unterdriickt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde diese Frage aufgegriffen und die Expression von IL-10 in gereinigten
Tumorzellen untersucht. Es wurde keine IL-10-Expression gefunden (Abb. 12). Hingegen
wurde eine Expression von TGF-B in den Tumorzellen nachgewiesen. TGF-B wird von
verschiedenen Zelltypen exprimiert und hat immunsuppressive Funktionen. Die Suppression
von Synthese der Zytokine wie TNF-oo und IFN-y wurde in der Literatur berichtet (Fischer, et
al., 1995). Die Expressionsanalysen dieser beiden Zytokine wurde mittels RT-PCR mit
Primern der entspechenden Spezifititen durchgefiihrt. Als positive Kontrolle fiir den IL-10-
Nachweis wurde PBMC aus gesundem Spender fiir 24h mit LPS (100 ng/ml) stimuliert.

IL-10 TGF-R

2
=]
=

S
x

Tumor
Standard
Tumor

Abbildung 12: Expression von TGF-8 aber nicht von IL-10 duch die Tumorzellen. Die Abbildung zeigt die
Ergebnisse einer RT-PCR-Analyse auf die mRNA fiir die Zytokine
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Neben den immunsuppressiven Effekten, die direkt von den Tumorzellen ausgehen, wurde
postuliert, dass suppressor T-Zellen, sogenannte regulatorische T-Zellen (Treg) dazu
beitragen, die Tumor-spezifische Immunantwort zu unterdriicken. Diesen regulatorischen T-
Zellen wird eine Funktion bei der Erhaltung der Autotoleranz zugeordnet. Die der negativen
Selektion im Thymus entgangenen, selbst-reaktiven T-Zellen miissen vom Immunsystem in
der Peripherie kontrolliert werden, um mogliche Autoimmunreaktionen zu vermeiden. Die
Interaktion der inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4 mit den entprechenden Gegenrezeptoren
der B7-Familie wird als moglicher Mechanismus fiir die negative Regulation der T-
Zellaktivierung beschrieben (Carreno and Collins, 2002). Eine erhohte Expression von GITR
wurde bei CD4'CD25" regulatorischen T-Zellen beobachtet, wobei deren regulatorische
Funktion durch agonistische anti-GITR Antikorper aufgehoben werden kann (McHugh, et al.,
2002; Shimizu, et al., 2002). Die oben beschriebenen potentiellen Tumor-assoziierten
Antigene beim Patient WeW sind Selbstantigene und unterliegen damit der
Autotoleranzregulation. Die Untersuchung der Tumor-infiltrierenden T-Zellen beim Patienten
WeW ergab keinen Hinweis auf klassische CD4 CD25 GITR "-T-Zellen. Allerdings wurde
eine Population von vorwiegend CD3"CD8 GITR " und CTLA-4 positiven T-Zellen gefunden
(Abb. 13). Diese Zellen wiesen eine intermedidre TCR-Expression auf. Ob sie tatsdchlich
eine immunsuppressive Funktion ausiiben muss weiter untersucht werden. Die geringe
Zellzahlen bei kutanen Lymphomen beschréinken allerdings die Moglichkeiten fiir solche

Untersuchungen.

CD3 Alexa 405
CTLA-4 PE-Cy5

CD8 PE-Cy7 GITR-FITC

Abbildung 13: CD8" Subpopulation mit Expression von GITR und CTLA-4 im Tumor. Auf dem rechten Bild
sind nur CD8"-T-Zellen angezeigt.

Insgesamt zeigen diese Analysen, dass die Tumor-spezifischen CD8'-T-Zellen anerg sind,

einen ungewdhnlichen Phénotyp aufweisen und ihnen die zytotoxischen Effektormolekiile
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fehlten. Die Tumorzellen sind dagegen FasL-positiv und damit gefdhrlich fiir die Fas-
positiven T-Zellen. Konventionelle Suppressor-T-Zellen waren im Tumor nicht nachweisbar.

Die Rolle der ungewdhnlichen CD3"CD8'CTLA-4 GITR "-T-Zellen bleibt ungeklirt.

5.4 Repertoire der Tumor-spezifischen T-Zellen

Frithere Arbeiten mit murinen T-Zellklonen haben gezeigt, dass verschiedene Peptide, die von
denselben T-Zellklonen erkannt werden, ihrerseits unterschiedliche Repertoires an T-Zellen
ansprechen (Gundlach, et al., 1996). Diese Verdffentlichung stimmt mit Beobachtungen fiir
humane  Tumor-spezifische = T-Zellen iiberein, die in  Zusammenhang  mit
vakzinationstherapeutischen Eingriffen bei Melanompatienten durchgefiihrt wurden. Bei der
Untersuchung der Frequenzen von CD8'-T-Zellen mit Spezifitit fiir das MART/Melan-A-
Epitop AAGIGILTV bzw. eines Mimotops dieses Epitops, ELAGIGILTV, zeigte sich, dass
nach ex vivo Stimulation mit dem Mimotop mehr T-Zellen IFNy produzieren als mit dem
natiirlichen Epitop (Trefzer et al., 2004). Diese Beobachtung zeigt, dass mit den Mimotopen
andere oder mehr T-Zellen angesprochen werden konnen als mit den natiirlichen Epitopen.
Dies deutet auf die Moglichkeit hin, mit dem natiirlichen Epitop in vivo geprimten T-Zellen,
d.h. durch die Tumorzellen moglicherweise auch anerg gewordene T-Zellen, durch Mimotope
effektiver stimulieren zu konnen. ELISpot-Analysen mit PBMC des Patienten WeW nach der
Stimulation mit den Epitopen und Mimotopen, die fiir Klon L1 (Abb. 14) bzw. fiir Klon PN2
(Abb. 15) definiert wurden, zeigen, dass nahezu alle Peptide auch hier aktiv sind, also die
korrespondierenden T-Zellen auch im peripheren Blut zirkulieren und die Spezifititen der
beiden Klone L1 und PN2 reprisentativ fiir die Spezifititen dieser zirkulierenden T-Zellen
sind. Gleichzeitig ist deutlich, dass die Peptide sich sehr stark darin unterscheiden, wieviele
T-Zellen jeweils stimuliert werden konnen. Ein Vergleich des Spezifititsprofils mit den
Spezifititsprofilen, die fiir die Klone L1 (Abb. 14) und PN2 (Abb. 15) bestimmt wurden, 143t

die Unterschiede deutlich werden.

Es gibt eine Reihe von Peptiden, die effektiv die Klone stimulieren aber nicht die T-Zellen
aus PBMC und umgekehrt. Peptide 55, 31, 60, 7, 36, 39, und 47 sind Beispiele fiir den ersten,
Peptide 26, 53, 52, 67 und 68 Beispiele flir den zweiten Fall. Der PBMC-T-Zellpool enthélt
also T-Zellen, welche die fiir die Klone L1 und PN2 definierten Epitope und Mimotope mit
anderen Preferenzen erkennen, also unterschiedliche Feinspezifititen aufweisen. Diese

Ergebnisse deuten darauf hin, dass es moglich ist, durch Kombination der unterschiedlichen
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Peptide, die die gleiche T-Zellspezifitit reprdsentieren, ein erweitertes T-Zellrepertoire

anzusprechen.

2000

1500
=
>

‘5 1000
5
[T
w

500

0

1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
Peptide (Nr.)

2000

1500
4
(=]
e
e

= 1000
=]
™S
w

500

0 -
35 36 37 35 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69

Peptide (Nr.)

Abbildung 14: Repertoireanalyse der L1-peptidspezifischen T-Zellen im peripheren Blut des Patienten
WeW per ELISpot. In der vertikalen Achse ist SFU pro 1x106 CD8+-T-Zellen angezeigt. Die
Peptidsequenzen sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Da zum Nachweis der Tumor-spezifischen T-Zellen in peripheren Bluten ein ELISpot-Assay
auf IFNy verwendet wurde, sind die so nachgewiesenen T-Zellen nicht anerg. Die
Kombination verschiedener Peptide zur Stimulation eines T-Zellpools gegen den Tumor
konnte damit helfen, das Problem zu umgehen, dass ein Teil der Tumor-spezifischen T-Zellen
im Tumor anerg ist, d.h. Mimotope konnten es moglich machen, einen aktiven T-Zellpool fiir

die Bekdmpfung des Tumors zu rekrutieren.
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Abbildung 15: Repertoireanalyse der PN2-Peptid-spezifschen T-Zellen im peripheren Blut des Patienten
WeW per ELISpot. In der vertikalen Achse ist SFU pro 1x10° CD8"-T-Zellen angezeigt. Peptidsequenzen
sind in Tabelle 7 aufgelistet.
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Um die Spezifitit Mimotop-induzierter T-Zellen weiter zu untersuchen, wurden mit den
Mimotopen Peptide Nr. 347 und 352 sowie den potentiellen natiirlichen Epitope Peptide Nr.
22, 258, 276 PBMC aus zwei HLA-A*0201 positiven gesunden Spender in vitro induziert.
Dazu wurden CD8"-T-Zellen aus PBMC positiv magnetisch isoliert und die CD8-Fraktion
mit 10 pg/ml Peptid inkubiert, bestrahlt und den CDS8'-T-Zellen als Stimulatorzellen
zugemischt. Die Zellen wurden nach 10 bis 14 Tage restimuliert und nach jeder Stimulation in
ELISpot-Assays getestet. Bei den Peptiden Nr. 22, 258 und 276 konnte nach zwei
Stimulationen keine spezifische T-Zellen nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte
bei den Mimotopen Nr. 347 und 352 spezifische T-Zelllinien etabliert werden. Die PBMC
waren vorher in ELISpot-assays mit negativen Ergebnissen auf die Peptide Nr. 22, 258, 276,
338, 339, 340, 341, 347, 348, 351 und 352 getestet worden. In diesen Induktionsversuchen
konnte also nur mit Mimotopen eine spezifische T-Zellreaktion induziert werden. Fiir den
Vergleich der Spezifititsrepertoire der T-Zelllinien wurden diese bei einer E/T-Ratio von 20:1
in Chromfreisetzungsversuchen getestet. Dabei wurde T2-Zelllinie mit je 10pug/ml Peptid
beladen und als Zielzellen eingesetzt. Abb. 16 zeigt die normaliserten Werte der spezifischen
Chromfreisetzungswerte fiir die einzelnen Peptide. Die mit den Peptiden 347 und 352
induzierten T-Zelllinien erkannen auch alle anderen Mimotope (Peptide Nr. 338, 339, 340,
341, 348 und 351). Die potentiellen natiirlichen Epitope 22, 258 und 276 wurden von T-
Zelllinie aus Spender A erkannt aber nicht von der Linie aus Spender B. Insgesamt sind sich
die Spezifititsprofile der beiden mit unterschiedlichen Mimotopen induzierten T-Zelllinien
aus Spender A sehr dhnlich, wihrend die T-Zelllinien aus Spender B deutlich davon abweicht.
Das Profil des Klons PN2 ist gegeniiber den Profilen der T-Zelllinien des Spenders A sehr
eingeschrankt aber vollstindig von den Profilen der Mimotop-induzierten Linien abgedeckt.
Insgesamt erwiesen sich die Mimotope in diesen Versuchen als potente Induktoren von T-

Zellreaktionen mit breiten Spezifititsprofilen.
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Nr
337
348
352
339
367
338
341
340
346
351
347
526
532
534
356
363
354
358
531
370
521
523
349
519
357
520
535
361
509
350
355
331
511
510
366
329
364
153
152
359

45

39

49

32

50

16
527
528

Sequenz
RLLYWNRKL
RLSFWQOKL
RLSWWQQOKL
RLNFWQQKL
RVSWWGSTL
RLNFWQHKL
RLNWWQQOKL
RLNWWQHKL
RLRHWVYLL
RLSWWQHKL
RLSFWQHKL
RVCYWTIRV
RVLYWIPVV
RVSHWMLGV
RLYYWGLGL
RVLFWGRIL
RLVYWLHTL
RVAFWIIKL
RVLPWQAQV
RVVPWNVTL
RLONWVYNV
RLRWWQPFEFV
RLSHWGRRL
RLNWWSTV
RVAAWVEAL
RLNWWVSV
RVVGWSNIV
RVLDWVPKL
RIDWWGFRV
RLSNWNISL
RLWGWASPL
RLICWQALL
RIQFWIAAV
RIPPWMEVV
RVPAWGRCL
RITYWGQRL
RVMGWVSGL
RVDFWTSTI
RLOQHWLWSI
RVCCWTPRL
RLIYWLTFA
RILHWQRAA
RLVHWCHGA
RAKYWLERA
RLVYWLEVA
KLAGWHRIA
RVIFWSLYV
RVLAWMFLV

Nr
459
57
368
360
365
344
371
332
342
324
330
320
316
482
312
362
353
343
262
524
336
334
56
315
333
512
458
55
271
345
22

261
34
311
276
314
335
130
307
514
328
44
513
53
46

Sequenz
KAQAWIADV
RVRAWQRGA
RVTNWNRKL
RVCDWHSDL
RVNGWSLPL
RLODWMRSL
RVWAWVPLL
RLKPWLVGL
RLPAWALVL
RIIPWIQQL
RLCPWGTHL
RAQPWALLL
RAPAWLRRL
KLPNWQMEV
RALDWTEKL
RVLDWVPWL
RLVNWSCTL
RLPAWQPIL
KLDYWSSQL
RLTPWIVAV
RLLAWVLWL
RLLAWLIFL
RVNAWQAKA
RAPAWAAGL
RLLAWCFLL
RISAWQSPV
KAKYWSSNV
RVLPWALVA
KLNCWGSRL
RLRAWLREL
KLQFWAVTA
KADWWTNTA
KLDYWSFQL
RALWWAVGA
RAKDWCEEL
KLRHWQQVL
RALPWLPWL
RLLAWSWCL
KITWWLCAI
RAADWAEAL
RIYAWQMAV
RITNWNRKL
RLAPWLLRA
RISPWLLRV
RVKGWAPRA
RLLGWSLPA
KADAWAVGA
RVLGWVAEA

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0 |
[ 0|

Nr
317
145
267
321
129

47
269
469
490
319
529
522
504

51
327

33
313
291
288
258
279

38
150

27
462
507
310

277
472
476
481
13

484
41
309
43
52
147
151
31
466
308
274
533
28
126

Sequenz
RAPAWTPTL
RANHWSAII
KLKFWTVDL
RASAWMLKL
KISNWTAAT
RLTFWTCLA
KLLHWVSLL
KISAWHNNV
RADFWMPAV
RAQEWMEAL
RVLAWSIGV
RLRAWGARV
RAQFWSAYV
RLWDWVPLA
RIPEWGQDL
RAKYWVERA
RALEWLAWL
KVRAWGPGL
KVINWQTSL
KISGWTQAL
KLSEWMESL
RARGWAAAA
RLCHWGPII
KVKCWGPGA
KASEWVQQV
RASFWLALV
RADEWACEL
KAKAWALVA
KLRNWHHGL
KIVDWAIQV
KLAPWQRQV
KLLYWNMAV
KINNWLNHA
KAKYWSTNA
KLQGWQMGV
RIPDWTPQA
RAAFWNHVL
RLAAWARRA
RVAAWSAWA
RASAWHPRI
RLOEWCSVI
RAKDWLPGA
KILPWINQV
RAAEWLFPL
KLPHWTPTL
RVMEWLRSV
KVPEWQRLA
KAPHWTNRT

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

Nr
463
30
124
290
322
12
25
35
508
270
36

148
247
530
517
281
506
146
134
259
42
156
21
287
15
272
264
257
265
154
505
289
250
384
253
37
23
260
139
465
17
137
249
460
470
266
248

Sequenz
KAVGWGATV
RAACWHLVA
KALQWVSAI
KVMAWCLAL
RAWAWTELL
KICAWMQLA
KVIFWSALA
RAQGWARDA
RAVFWIEFV
KLMAWNFLL
RARAWLRLA
KAADWLFSA
RAWNWSNST
KAMPWALSL
RVLCWIVLV
RLLEWLPDV
KLWEWCLGL
RARDWLQDV
RAQAWSRDI
KLWEWCIGI
KLAAWIQKL
RIPEWLEVA
RVNEWVIFI
KLLGWTHCA
KVICWVCEL
KLAEWGPLA
KLNEWLAKL
KLKEWSLIL
KISEWQVKL
KLKEWSLVL
RVMCWLFLI
RARAWCEMV
KVKDWVERL
KATWWCSGL
KAAYWASQV
KICAWMQLL
RAREWLLDA
KLREWLETA
KLDNWLNEL
KVONWNSET
KIIPWNSRV
KLIDWLEDA
KVKEWSLMI
KASAWQRNL
KARAWIADV
KITPWSSEV
KLKEWVQKL
KAPFWCPIL
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485
479
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Sequenz
KALFWVAVA
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KLONWMRSL
KAYGWCSEL
RVVGWVPVL
KLPDWLPQL
KLLDWLEDA
KANDWLQFI
KAQPWLFDA
KLIPWVQKI
KALEWVSAI
KLLCWLCTL
KALEWLALT
KINNWIVQL
KAKAWSHMA
KISDWALKL
KLKDWIENL
KITPWSSKV
KIPNWLYLA
KVLEWIASI
KALEWLART
KLPPWNPQV
RIYDWLQRI
KIPGWQAEV
RLVDWLRYA
KACPWAHFL
KIIDWIPKV
KVINWHMKI
KAREWTAKV
KLKFWTHCV
KLNEWGTII
RAQAWGERL
KVAFWLELV
KIWEWLVGV
RVNDWLLRT
KVTPWLRTI
KLKPWLLET
KLAFWLLAV
KAVEWLAHT
KLSEWVYLV
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Abbildung 16: Vergleich der Spezifititsrepertoires der Mimotop-induzierten T-Zelllinien und des CTL-
Klons PN2. Die mit 1 bis 4 numerierten Spalten zeigen die Aktivitiit der T-Zellen in Zytotoxizititsanalysen
mit T2-Zellen als Zielzellen: Spalte 1-mit Peptid 347 induzierte T-Zelllinie aus Spender A; Spalte 2-mit
Peptid 352 induzierte T-Zelllinie aus Spender A; Spalte 3-Klon PN2; Spalte 4-mit Peptid 347 induzierte T-
Zelllinie aus Spender B. Zytolysedaten sind entsprechend der Zahl der reaktiven T-Zelllinie farblich wie
folgt dargestellt: rot - von allen 4 T-Zelllinien erkannt; griin - von 3 T-Zelllinien erkannt, blau - von 2 T-
Zelllinien erkannt; gelb - von einer T-Zelllinie erkannt. Die spezifischen Chromfreisetzungswerte sind auf
100% normalisiert (maximaler Chromfreisetzungswert > 30%). Die T-Zellreaktionen sind mit steigender
Farbintensitit (0-33%, 34-66%, 67-100%) in Abstufen dargestellt.

5.5 Induktion von Tumor-reaktiven T-Zellen in vivo durch Mimotopenvakzination

Wie in fritheren Arbeiten gezeigt und hier bestdtigt wurde, sind T-Zellen bei der Reaktion auf
spezifische Epitope stark degeneriert, d.h. sie erkennen eine Vielzahl verschiedener Peptide.
Damit ist es moglich, Mimotope zu generieren und fiir Vakzintherapien einzusetzen, die so
ausgewdhlt sind, dass sie die gewlinschte Immunantwort optimal induzieren. Es stellt sich
aber die Frage, ob solche optimierte Epitope auch in Patienten Tumor-spezifische
Immunantwort ausldsen. Diese Frage konnte leider nicht mit den in dieser Arbeit bisher
beschriebenen Peptiden bearbeitet werden, da der Patient WeW fiir eine Vakzintherapie nicht
geeignet war. Fiir einen anderen T-Zellklon waren allerdings ebenfalls Mimotope mittels
kombinatorischen Peptidbibliotheken generiert werden. Dieser CTL-Klon war spezifisch fiir
die CTCL-Tumorzelllinie MyLa. Die fiir diesen Klon definierten Mimotope waren HLA-B8
restringiert und einem weit verbreiteten Tumor-assoziierten Antigen &hnlich, wie durch das
Vorhandensein von Peptid-spezifischen T-Zellen in 80% (13/16) der untersuchten CTCL-
Patienten gezeigt werden konnten (Linnemann, et al., 2001). Zwei HLA-B8-positive CTCL-
Patienten wurden zur Vakzination mit den Mimotopen ausgewdhlt. Die Vakzinationsstudie
wurde mit Einverstindnis der Patienten sowie mit Genehmigung der Ethikkomission der
Charite durchgefiihrt. Die Patienten wurden von Dr. Sylke Gellrich betreut. Patient 1 (75
Jahre, minnlich) hatte klassisches MF — die Tumorldsionen waren an Armen, Beinen und
seitlich am Bauch lokalisiert. Die Diagnose fiir Patient 2 (59 Jahre, weiblich) war
pleiomorphes grosszelliges CD30"-T-Zelllymphom. Die Tumorknoten waren an den oberen
Bereich der unteren Extremitéten lokalisiert. Die Patienten hatten vor der Vakzination keine
nachweisbaren Mimotop-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut. Die Mimotope
PVKTYDIKL und PVKTKDIKL (je 100pg) wurden alle 4 Wochen zusammen mit
Tuberkulin und Tetanus toxoid zur Stimulation von T-Helferzellen intradermal abseits der
Tumorldsionen injiziert. Die durch die Helferantigene Tuberkulin und Tetanustoxoid
aktivierten CD4'-T-Zellen konnen die Mimotop-spezifischen CD8'-T-Zellen mit IL-2 und

evtl. andere Kostimulationen z.B. iiber CD27/CD70-Interaktion unterstiitzen. Die aktivierten
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CD4'-T-Zellen konnen zusitzlich die Aktivierung und Reifung von DC ausldsen
(Lanzavecchia, 1998), sodass die Peptidantigene von den APZ besser présentiert und durch
kostimulatorische Faktoren unterstiitzt werden konnen. Patient 1 hatte 3 und Patient 2 10

Injektion bekommen.

Beide Patienten zeigten komplette Remission nach einer initialen Tumorregression bereits
nach der 1. Vakzination. Patient 1 hatte nach der 1. Vakzination Nachtfieber mit Schiittelfrost,
Entziindungsreaktionen im Tumor und Juckreiz. Danach traten keine solche Nebenreaktionen
mehr auf. 3 Monate nach der 3. Vakzination sind neue Tumorknoten aufgetaucht und der
Patient entschied sich fiir éine Standardtherapie. Beim Patient 2 wurde eine substantielle
Tumorreduktion nach der 3. Vakzination beobachtet. 3 Wochen spéter traten neue Knoten auf,
die nach der 6.Vakzination wieder verschwanden. Der Patient war dann bis nach der 10.
Vakzination tumorfrei. Leider traten 4 Wochen spiter wieder neue Tumorknoten am Thorax,
Riicken und Oberarm auf. Im spiteren leukdmischen Endstadium erschienen Tumorzellen in

peripheren Blut. Der Patient erhielt dann eine Chemotherapie.

Zur Untersuchung der immunologischen Effekte der Mimotopvakzination wurden Mimotop-
reaktive T-Zellen jeweils an den Tagen 0, 1, 2, 3, 4, 7 und 14 relativ zu den Vakzination
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 17, 18, 19). Hierzu wurden PBMC von den Patienten
mit den Mimotopen inkubiert und die T-Zellen, die darauthin IFNy exprimieren, spezifisch
auf das intrazelluldre IFNy angefarbt und per Durchflusszytometrie ausgezéhlt. Die Mimotop-
spezifischen T-Zellen exprimierten den frithen Aktivierungsmarker CD69 und waren in der
Lage ex vivo nach Peptidstimulation IFNy zu produzieren. Abb. 17 zeigt die intrazellulére
Farbung von Antigen-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut des Patienten 2 nach der 8.
Mimotopvakzination. Der Patient war neben HLA-B8- auch HLA-A*0201-positiv, sodass das
Peptid NLVPMVATYV aus dem immediate early protein pp65 von CMV (Cytomegalovirus)
als positive Kontrolle genommen werden konnte. Die Frequenzen der T-Zellen fiir das CMV-

Epitop schwankten zwischen 4% bis 15% der CD8 CD3"-T-Zellen im Blut.
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Abbildung 17: Intrazellulire Analyse der IFNy-Induktion in Antigen-spezifischen T-Zellen per
Durchflusszytometrie aus dem peripheren Blut des Patienten 2 nach der 8. Mimotopvakzination. Hier wurden
nur die CD3'CD8"-Zellen dargestellt. Als negative Kontrolle wurde PBMC ohne Peptid und als positive
Kontrolle wurde PBMC mit PMA/Ionomycin (hier nicht gezeigt) oder mit dem CMV-Epitop NLVPMVATV
inkubiert.

Die Frequenzen der Mimotop-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut erreichten nach der
Vakzination bei Patient 2 maximal 0,5% und bei Patient 1 maximal 0,2% der CD3'CD8"-
Zellen. Abb. 18 zeigt die Frequenzen der Mimotop-spezifischen T-Zellen im peripheren Blut
des Patienten 1 fiir die 3 Vakzinationszyklen und Abb. 19 die Verldufe im Fall von Patient 2.
In beiden Féllen, aber besonders bei dem ldngeren Verlauf von Patient 2 zu sehen, wurde die
maximale T-Zellreaktion frith wéhrend der Vakzinationstherapie erreicht. Spiter schwéchte
die Reaktion ab, blieb aber immer deutlich nachweisbar. Das Immunmonitoring von in vivo
induzierten spezifischen T-Zellen zeigte Repertoireunterschiede beziiglich von der beiden
Mimotop-induzierten T-Zellen. Die anféngliche T-Zellantwort bei Patient 2 auf das Peptid
PVKTYDIKL war sofort nach der ersten Vakzination zu sehen, was zu kurz fiir eine primére

T-Zellantwort ist und darauf hindeutet, dass das Peptid eine sekundidre Immunantwort
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stimuliert. Bei Peptid PVKTKDIKL hingegen war eine signifikante Reaktion erst nach

wiederholter Vakzination zu sehen und stieg tiber die ersten Zyklen stetig an.

Vakzinationszyklen
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Abbildung 18: Frequenzanalyse von mimotop-spezifischen T-Zellen in Patient 1 nach der Vakzination. Verlauf
der Entwicklung der T-Zellreaktion wéhrend der drei Vaktinationszyklen. Die Pfeile oberhalb der Zeitachse
weist auf die Vakzinationszyklen, die unterhalb der Achse auf die Zeitpunkte fiir das Immunmonitoring.

Das Peptid PVKTKDIKL pafit exakt zum HLA-B8-spezifischen Epitopmotiv wihrend Peptid
PVKTYDIKL in der Sequenzposition 5 ein Tyrosin statt des kanonischen Lysins trigt. Bei

Patient 2 ist ein dhnlicher Verlauf der Reaktionskinetik Mimotop-spezifischer T-Zellen zu

erkennen.
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Abbildung 19: Frequenzanalyse der Mimotop-spezifischen T-Zellen in Patient 2 unter Vakzination. Wie in
Abbildung 18 geben die Pfeile oberhalb und unterhalb der Zeitachse die Zeitpunkte fiir die Vakzination und fiir
die Blutentnahme fiir das Immunmonitoring an.

5.6 Tumorreaktivitit Mimotop-induzierter T-Zellen

Obwohl die Vakzination mit den beiden Mimotopen PVKTYDIKL und PVKTKDIKL in den
Patienten Mimotop-spezifische T-Zellen induzieren, ist nicht klar, ob diese T-Zellen
tatsdchlich die Tumorzellen des Patienten erkennen und zerstéren konnen. Um die
Tumorspezifitit und tumorizide Kapazitit der Mimotop-spezifischen T-Zellen zu
untersuchen, wurden Mimotop-reaktive T-Zellen aus dem Patienten 2 wihrend einer Tumor-
freien Phase unter Vakzination und wihrend des leukdmischen Endstadiums der Krankheit
aus peripherem Blut isoliert und in vitro in IL-2-haltigem Medium durch regelméfige
Stimulation mit den Mimotopen expandiert. Die Zytotoxizitit dieser Zellen wurden in >'Cr-
Freisetzungversuchen gegen autologe EBV-tranformierte B-Zellen mit den jeweiligen
Mimotopen getestet. Beide T-Zelllinien lysierten die EBV-tranformierten B-Zellen in
Abhéngigkeit von den Mimotopen, wie in Abb. 20a fiir die frithere Linie und in Abb. 20b fiir
die spitere Linie gezeigt ist. In beiden Fillen wurden die Mimotope von den CTL-Linien
erkannt. Diese Mimotop-spezifische CTL lysierten auch die CTCL-Tumorzelllinie MyLa, die
von einem anderen Patient stammte und urspriinglich fiir die Bestimmung der Mimotope
verwendet wurden. Potentielle NK-Aktivititen der CTL-Linien wurden durch Kontrolle mit

der NK-sensitiven K562-Zelllinie ausgeschlossen.
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Abbildung 20: >'Cr-Freisetzungsversuch mit Mimotop-spezifischen CTL, die wihrend der Vakzination (a)
oder wihrend des leukimischen Endstadiums (b) bzw. mit CTL, die gegen das CMV-Epitop (c) gerichtet
sind. Dargestellt sind die Effektor-zu-Target-Titrationen. Zielzellen waren EBV-transformierte B-Zellen
des Patienten oder heterogene MyLa-Tumorzellen oder NK-sensitive K562-Zellen. Offene Dreiecke: EBV-
transformierte B-Zellen; gefiillte Dreiecke: diese Zellen in Gegenwart von Mimotop PVKTKDIKL;
gefiillte Karos: diese Zellen in Gegenwart von Mimotop PVKTYDIKL; gefiillte Quadraten: MyLa-
Tumorzellen; offene Quadrate: EBV-transformierte B-Zellen mit dem CMV-Epitop; gefiillte Kreise:
K562-Zellen.

Als Kontrolle wurde aus Patient 2 eine CTL-Linie mit Spezifitit fiir das Epitop
NLVPMVATYV aus dem immediate early Protein pp65 von CMV generiert. Diese Linie
lysierte die autologen EBV-transformierten B-Zellen in Abhdngigkeit vom CMV-Peptid aber
nicht die CTCL-Tumorzelllinie MyLa (Abb. 20c).

Aufgrund fehlender Marker konnten die Tumorzellen des Patienten nicht isoliert werden,
sodass flir den Nachweis der Tumorspezifitit der CTL auf den molekulargenetischen
Nachweis der Tumorzellen in PBMC zuriickgegriffen werden musste. Die PCR-Analyse des
TCRy-Rearrangements des Tumors, hatte als Tumorklon-spezifische Signatur Amplifikate
von 241 bp und 250 bp fiir die beiden Allele ergeben (Abb. 21A). Diese Signatur war
wihrend des leukdmischen Endstadiums im peripheren Blut nachweisbar. Die Stirke dieses
Tumor-spezifischen Signals wurde als MaB fiir die tumorizide Wirkung der CTL vor und nach
Inkubation der PBMC mit diesen Zellen vermessen. Abb. 21A zeigt die Signatur des Tumor-
spezifische TCRy-Rearrangements, Abb. 21B die entsprechende Signatur fiir die Mimotop-
spezifische CTL-Linie. Eine Mischung dieser beiden Zellpopulationen ergibt eine
Kombination beider PCR-Profile (Abb. 21C). Nach Inkubation dieses Gemisches bei 37°C ist
das Tumorklon-spezifisches PCR-Amplifikat um etwa 83% reduziert (Abb. 21D, 22A),
wihrend das CTL-spezifische Amplifikat konstant bleibt. Alle Proben waren nach der
Inkubation mit Benzonase (Sigma) 30 min bei 37°C behandelt worden, um die DNA aus den
toten Zellen zu entfernen. Als Kontrolle wurden PBMC mit den Tumorzellen zusammen mit

der CMV-spezifischen CTL-Linie inkubiert. Die Klon-spezifische Signatur dieser CTL-Linie
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ist in Abb. 21E, das PCR-Profile des Gemisches von PBMC mit den Tumorzellen und CMV-
spezifischen CTL vor Inkubation in Abb. 21F und nach Inkubation in Abb. 21G gezeigt. Hier
bleibt das Tumor-spezifische Signal konstant. Die Tumorzellen wurden also nicht lysiert.
Nach Zugabe des Epitops fiir die CTL (NLVPMVATYV) verschwindet das Tumor-spezifische
PCR-Produkt weitgehend, was zeigt, dass die Tumorzellen durchaus von den CMV-

spezifischen T-Zellen lysiert werden konnen, wenn das richtige Antigen présentiert wird.
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Abbildung 21: Tumorizide Kapazitit von Mimotop-spezifischen CTL aus Patient 2.
Fragmentlingenanalyse der Tumorzellen (A), Mimotop-spezifischen CTL (B), virus-spezifschen CTL (E),
Tumorzellen vor der Inkubation zusammen mit Mimotop-spezifschen CTL (C) und mit Virus-
spezifischen CTL (F), Tumorzellen nach der Inkubation mit Mimotop-spezifischen CTL (D), mit Virus-
spezifschen CTL (G) und mit Virus-spezifischen CTL in Gegenwart vom CMV-Peptid (H). Das rote Pfeil
ist ein Kalibrierungsmarker, d.h. ein Oligonukleotid mit 245 bp.
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Die Abb. 22A, B stellen die Flichen der in Abb. 21 gezeigten Profile der Tumor-spezifischen
PCR-Produkte dar. Die Signalstirken wurden beziiglich der in den Assays eingesetzten DNA-
Mengen kontrolliert und abgeglichen. Diese Experimente zeigen eindeutig, dass die
Mimotop-spezifischen CTL im peripheren Blut des Patienten Tumor-spezifisch und potentiell
tumorizid sind. Interessant ist, dass solche CTL im peripheren Blut des Patienten sowohl zum
Zeitpunkt der kompletten Remission nach der 6. Vakzination als auch im leuk&mischen
Endstadium nachgewiesen werden konnten, d.h. die Tumorprogression ist nicht mit einer
Deletion der Tumor-spezifischen CTL assoziert. Weiterhin lassen sich die Tumorzellen auch
im spéten aggressiven Stadium des Krankheitsverlaufs spezifisch lysieren. Sie prédsentieren
also nach wie vor das Antigen, exprimierten MHC-Klasse-I-Molekiile und sind sensitiv
gegenliber dem Iytischen Mechanismus der CTL. Die Tumorprogression ist daher
wahrscheinlich auf eine Immunsuppression der CTL zuriickzufiihren, die durch Kultivierung

in IL-2 haltigem Medium revertiert werden kann.
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Abbildung 22: Spezifische Lyse der Tumorzellen im peripheren Blut des Patienten 2 durch Mimotop-
spezifische CTL oder als Kontrolle CMV-spezifische CTL. Die Referenzwerte (in Prozent) fiir das Tumor-
spezifische Signal mit Mimotop-spezifischen CTL (A) und mit Virus-spezifische CTL (B) vor der
Inkubation (0°C) und nach der 4 h Inkubation (37°C), bzw. nach 4h bei 37°C in Gegenwart des CMV-
Epitops (37°C mit Peptid).

75



Diskussion

76



Diskussion

6 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei CTCL-Tumor-spezifische CTL-Klone
etabliert und ihre Feinspezifitit durch positional scan mit kombinatorischen
Peptidbibliotheken bestimmt. Solche scans liefern Informationen iiber die bevorzugten
Aminosduren in den einzelnen Sequenzpositionen der Epitope. Diese Informationen konnen
auf zweierlei Arten genutzt werden, um T-Zellepitope zu identifizieren. Erstens konnen die
Reaktionsprofile in Suchmatrizen fiir Datenbanksuchen nach potentiellen Epitopen in den
Sequenzdatenbanken umgesetzt werden. Zweitens konnen die bevorzugten Aminosduren zu
vollstindigen Sequenzen kombiniert und damit Mimotope, Mimetika natiirlicher T-
Zellepitope, generiert werden. In beiden Fillen muss in nachfolgenden Experimenten
untersucht werden, ob die Epitope und Mimotope tatsdchlich von den T-Zellen erkannt
werden. Fir den Klon PN2 konnten durch Datenbanksuchen 250 potentielle Epitope
identifiziert werden von denen 91 aktiv waren, d.h. Reaktionen der T-Zellen induzieren
konnten. Zusétzlich waren 8 Mimotope konstruiert worden, die sich alle als aktiv erwiesen.
Fiir Klon L1 ergab die Datenbanksuche nur 2 potentielle Epitope, die zwar beide potente
Stimulatoren der T-Zellen waren, deren Prasenz in den Quellproteinen aber spezielle RNA-
Splicevarianten voraussetzen, die in den Tumorzellen des Patienten nicht nachgewiesen
werden konnten. Fiir diesen Klon wurden deswegen Mimotope durch Kombination der
aktiven Aminosduren konstruiert. Nahezu alle, insgesamt 60 Mimotope waren in T-Zellassays
aktiv. Damit konnten fiir beide T-Zellklone zusammengenommen 159 neue Tumor-assoziierte

T-Zellepitope identifiziert werden.

Die in diesen Ergebnissen deutliche hohe Degeneriertheit der Antigenerkennung ist eine
typische Eigenschaft von T-Zellen und korreliert mit der nur schwach ausgeprigten
Komplementaritit der Interaktionsoberflichen von TCR und MHC-Peptidkomplexen
{Evavold, 1995 #286;Brock, 1996 #481;Garcia, 1998 #28}. Udaka und Kollegen konnten mit
kombinatorischen Peptidbibliotheksanalysen als erste zeigen, dass der Maus CTL-Klon 4G3
mindestens 10* verschiedene Oktapeptide erkennen kann (Udaka, et al., 1995). Eine
komplette kombinatorische OXg-Bibliothek enthdlt etwa 320 x 10° Nonapeptide, also alle
moglichen Kombinationen der 19 proteinogenen Aminoséduren ohne Cystein in jeder der 9
Sequenzpositionen. Abschitzungen haben ergeben, dass eine T-Zelle 10°-107 verschiedene
MHC-Nonapeptid-Komplexe oder mehr als 10® verschiedene MHC-Undecapeptidkomplexe
erkennen kann (Mason, 1998). Vielfach reprisentieren die von einem T-Zellklon erkannten

Peptide Variationen eines Sequenzmotifs. Brock und Kollegen {Brock, 1996 #481} sowie
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Wilson und Kollegen (Speir, et al., 1998) konnten allerdings zeigen, dass auch vollkommen
unverwandte und undhnliche MHC-Peptidkomplexe von ein und demselben TCR erkannt
werden konnen. Nicht alle diese Sequenzen kommen natiirlicherweise vor und selbst wenn sie
vorkdmen, wiirde nur ein Teil der entsprechenden Peptide durch die Antigenprozessierungs-
maschinerie der Zelle generiert und davon wiederum nur ein Teil an die MHC-Klasse-I-
Molekiile der Zelle binden konnen. Die Kombination der Selektivititen der einzelnen
Komponenten und Prozesse, die zur Antigenprozessierung und —présentation beitragen, hat
einen wesentlichen Anteil an der Spezifitit der Reaktionen von T-Zellen auf natiirliche
Antigene. Fiir die beiden hier untersuchten T-Zellklone konnten einmal 2 und beim zweiten
Klon 250 potentielle natiirliche Epitope in der Humangenomdatenbank gefunden werden. Die
beiden potentiellen natiirlichen Epitope fiir Klon L1 waren zwar aktiv, konnen aber, da die
erforderliche Splicevariante nicht nachgewiesen werden konnten, nicht als Teil einer
Proteinsequenz in den Tumorzellen exprimiert sein. Dieser negative Befund schlief3t
allerdings nicht vollsténdig aus, dass diese Epitope nicht doch natiirlicherweise generiert und
von den MHC-Molekiilen der Tumorzelle préisentiert werden. Es wurden bereits mehrfach
von T-Zellepitopen berichtet, die aus Intronsequenzen oder aus nicht exprimierten Genen
stammen (Bullock, et al., 1997; Cardinaud, et al., 2004; Ronsin, et al., 1999). Aufgrund der
geringen Menge an Tumormaterial bei den CTCL-Patienten ldsst sich diese Frage im
vorliegenden Beispiel nicht kldren. Fiir den Klon PN2 konnte fiir die 3 potentiellen
Quellproteine  fiir  aktive  T-Zellepitope =~ Ceramidase, = NDRG-1 und  ein
Tumorangiogeneseprotein nachgewiesen werden, dass sie von den Tumorzellen des Patienten
exprimiert werden. Diese drei Proteine sind sehr interessant, da sie verschiedene wichtige

Prozesse in der Tumorentwicklung beeinflussen kdnnen.

Ceramidase ist ein Enzym, das Sphingophospholipide abbaut. Es gibt Hinweise fiir die
Beteiligung von Ceramiden bei der Induktion der Apoptose und fiir die Blockade der
Apoptose, wenn in den Zellen Ceramidase exprimiert ist. Ceramide werden durch Hydrolyse
von Sphingophospholipiden (Sphingomyelin), die Bestandteile der Plasmamembran der
Zellen sind, generiert. Danach induzieren Ceramide die Aktivierung von Stress-aktivierte
Proteinkinasen wie JNK/SAPK (JNK, c-Jun N-terminal kinase; SAPK, stress activated
protein kinase) (Verheij, et al., 1996). Die molekularen Mechanismen der JNK/SAPK-
Aktivierung bis hin zur Apoptoseinduzierung sind noch unklar. Erhohte Ceramidspiegel
wurde bei Fas-vermittelter Apoptose beobachtet (Herr, et al., 1997; Tepper, et al., 1997). In

der Fas-resistenten Prostata-Tumorzelllinie DU145 konnte durch den Ceramidase-Inhibitor
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LCLA405 Apoptose ausgeldst werden (Norris J. S. et al., Abstract, International Society for
Cancer Gene Therapy, Singapore 2004).

Verschiedene  Arbeitsgruppen haben unabhédngig voneinander unter Verwendung
unterschiedlicher Namen wie DRG1 (van Belzen, et al., 1997), Cap43 (Zhou, et al., 1998)
oder rit43 (Kurdistani, et al., 1998) von demselben Protein berichtet. Nach diesen Arbeiten
wird die Transkription, Translation und mRNA-Stabilitdt des Proteins durch verschiedene
Zustinde der Zellen wie Hypoxie, Zelldifferenzierung und Neoplasie oder unterschiedliche
Faktoren wie Schwermetalle, Tunicamycin, Homocystein oder N-Myc reguliert. N-myc ist ein
Transkriptionsfaktor der Oncogenfamilie myc und hdufig in Tumoren wie Neoroblastomen
amplipfiziert bzw. mutiert. Die Uberexpression dieses Gens scheint die Zelldifferenzierung zu
blockieren und die Proliferation zu erhéhen. Zwei Mitgleider der myc-Familie, N-myc und c-
myc, unterdriicken in der Maus die Expression von NDRG-1 (Shimono, et al., 1999). Die
Aktivierung von p53 scheint eine erhdhte Expression von NDRG-1 zu bewirken (Kurdistani,
et al., 1998; Yu, et al., 1999). Die Transkription des Gens ist ubiquitir, die Expression des
Proteins aber hauptsédchlich in Epithelzellen zu beobachten (Lachat, et al., 2002), was fiir das
Protein auf eine Regulationen auf translationaler oder posttranslationaler Ebene hindeutet.
Eine erhohte Expression von NDRG-1-Protein wurde bei verschiedenen Tumoren wie
Lungen-, Hirn-, Leber-, Brust- und Prostatakrebs sowie Melanomen beobachtet (Cangul, et
al., 2002). Dagegen wurde in anderen Tumoren (Kurdistani, et al., 1998) wie auch in
Embryonen (Kokame, et al., 1998; Shimono, et al., 1999) eine reduzierte Expression
gefunden. Testosteron hat einen negativen Effekt auf die NDRG-1-Expression (Lin and
Chang, 1997). Intrazelluldr geht die Herabregulation des Proteins mit der Formierung eines
N-myc/Max-Komplexes (Shimono, et al., 1999) einher. Eine erhohte Expression von NDRG-
1 korreliert mit einer reduzierten Proliferation von transformierten Zellen (Kurdistani, et al.,
1998). Andererseits war die Expression in der Wachstumsphase hoher als in der stationéren
Phase (Agarwala, et al., 2000). Diese Arbeiten deuten auf eine mogliche Rolle von NDRG-1
bei der Proliferation hin, was aber angesichts der zum Teil widerspriichlichen Beobachtungen
noch genauer untersucht werden muss. Agarwala und Kollegen haben von minimal sieben
potentiellen Phosphorylierungsstellen auf NDRG-1 berichtet. Protein Kinase A phosphoryliert
rekombinantes NDRG-1 in vitro direkt. Die phosphorylierte Form ist in frithen Log-Phase-
Zellen reichlich vorhanden, fallt aber mit zunehmender Zelldichte ab. Andere Arbeiten deuten
auf eine funktionelle Rolle von NDRG-1 bei der Zelladhésion {iber die Beeinflussung der

Bildung von E-cadherin/catenin-Komplexen (Bobryshev, et al., 1998; Sato, et al., 1998),
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wobei die erhohte Expression von E-cadherin mit der erhdhten Expression von NDRG-1

korrelierte.

Ahnlich wie beim NDRG-1 weisen eine Reihe von indirekten Beobachtungen auf eine Rolle
des als Tumorangiogenesefaktor ausgewiesenen hypothetischen Proteins bei der
Tumorangiogenese hin. Das Protein ist in Endothelzellen der BlutgefiaBe exprimiert (Liu, et
al., 2002). Northernblot- und in-situ-Hybridisierungs-Analysen belegen auch eine Expression
in Epithelzellen. Bei Brust-, Prostata- und Darmkrebs zeigte sich im Vergleich zu den
entsprechenden normalen Geweben eine erhohte Expression des Proteins, die nach
immunhistochemischen Untersuchungen mit erhdhten Expressionen von weiteren
Oberflichenmolekiilen wie E-Selektin (Nguyen, et al., 1997), a,B; Integrin, VCAM-(vascular
cellular adhesion molecule)-1, ICAM-(intercellular adhesion molecule)-1 und -2, CD31,
CD34, CD36 und CD44 (Polverini, 1996) in den Gefillen der Tumoren in Vergleich zu
normalen GefdBen einhergeht. Die Funktion des hypothetischen Proteins ist noch unklar. Die
vier nachgewiesenen Phosphorylierungsstellen fiir Casein-Kinase-II konnten auf eine
mogliche Rolle bei der Signaltransduktion hindeuten. In gesundem erwachsenem Gewebe
findet auBler bei Wundheilungen nach Verletzungen normalerweise keine Angiogenese statt.
Damit stellt die Hemmung der tumorzellinduzierten Neoangiogenese theoretisch einen gut
geeigneten Angriffspunkt flir eine Tumortherapie dar. In der antiangiogenetischen
Tumortherapie ~ werden Inhibitoren  spezifischer = Angiogenesefaktoren  eingesetzt
{Birmingham, 2002 #479;Folkman, 2003 #480}. Die Aufkldrung der genauen funktionellen
Rolle des Tumorangiogenese-Proteins und seine Inhibierung konnte ein mdglicher Ansatz fiir

die Tumortherapie sein.

Obwohl die Expression dieser potentiellen Quellproteine fiir PN2-Epitope gezeigt wurde und
nachgewiesen werden konnte, dass normale Lymphozyten sie nicht exprimieren, sie also fiir
die Differenzierungslinie der Lymphozyten Tumor-spezifisch sind, ist damit nicht belegt, dass
die Epitope natiirlicherweise préisentiert werden. Hier offenbart sich ein Nachteil der
Identifizierung von T-Zellepitopen mit Hilfe von kombinatorischen Peptidbibliotheken.
Andererseits, wie bereits diskutiert, beweist der fehlende Nachweis der Expression eines
potentiellen Quellproteins flir ein mit Bibliotheken definiertes Epitope nicht, dass die
Zuordnung falsch ist. Wie diese Arbeit gezeigt hat, sind kombinatorische Peptidbibliotheken
potente Instrumente fiir die Identifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen besonders,

wenn andere Verfahren aufgrund der raren und i.d.R. unzureichenden Tumormaterialien nicht
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eingesetzt werden konnen. Fiir die biochemische Identifizierung von TAA wird in der Regel
viel Tumormaterial gebraucht, welches bei CTCL &uflerst selten und in fritheren Stadien der
Tumorerkrankung gar nicht zur Verfiigung steht. Fiir die bioinformatischen Methoden miissen
Kandidatengene fiir TAA bekannt sein, was bei CTCL mit Ausnahme des TCR der malignen
Zelle nicht der Fall ist. Grundsétzlich kann man mit bioinformatischen Ansétzen keine neuen,
bislang in dieser Funktion unbekannte TAA finden. Molekulargenetische Methoden setzen
stabile Tumor-spezifische T-Zelllinien voraus und brauchen wegen der erforderlichen
sukzessiven Selektionsschritte viel Zeit. Der Vorteil der Anwendung von kombinatorischen
Peptidbibliotheken bei der Identifizierung von TATE ist, dass mit wenig Tumormaterial und
mit wenigen T-Zellversuchen simultan eine Reihe von TATE identifiziert werden konnen.
Die Identifizierung von Serien &hnlicher Epitope, die alle von den Tumor-spezifischen T-
Zellen erkannt werden, bietet eine gute Voraussetzung fiir die Entwicklung von optimierten
Vakzinantigenen. Es stellt sich aber die Frage, ob komplett artifizielle Mimotope, die keine
natiirlichen Korrelate in der humanen Genomdatenbank haben, {iberhaupt Tumor-spezifische
T-Zellen induzieren konnen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Frage fiir
Mimotope untersucht, die bereits frither identifiziert worden waren und fiir die weder
identische noch &hnliche Sequenzen in den Datenbanken gefunden werden konnten. Diese
Mimotope, PVKTKDIKL und PVKTYDIKL, die beide fiir die Prasentation durch das HLA-
Allomorph HLA-B8 konstruiert worden waren, wurden von T-Zellen in mehr als 80% der
CTCL-Patienten, die dieses HLA hatten, erkannt (Linnemann, et al., 2001). In gesunden
Individuen konnten T-Zellen mit dieser Spezifitit gar nicht oder nur in &dulerst geringen, eher
zweifelhaften Frequenzen nachgewiesen werden. In den CTCL-Patienten hingegen waren
diese Frequenzen stark erhoht. Diese Befunde lassen vermuten, dass es sich bei den beiden
Peptiden um Mimetika eines weit verbreiteten CTCL-Tumor-assoziierten Antigens handelt.
Bei Vakzinationsversuchen bei zwei MF-Patienten, bei denen vor der Vakzinierung keine
Mimotop-spezifische T-Zellen im peripheren Blut nachweisbar waren, konnten nach
wiederholter Mimotopvakzinierung die spezifischen T-Zellen konstant nachgewiesen werden
(Tumenjargal, et al.,, 2003). Beim Peptid PVKTKDIKL mit der besseren HLA-Bindung
konnten Anstiege der Frequenz spezifischer T-Zellen wihrend der ersten vier
Vakzinationszyklen beobachtet werden. Das Immunmonitoring wihrend der Vakzination mit
dem anderen Peptid PVKTYDIKL zeigte bereits nach der ersten Vakzination eine starke
Induktion spezifischer T-Zellen nach bereits einem Tag bis zwei Tagen, was flir eine primére
Induktion von spezifischen T-Zellen zu schnell ist und auf eine sekundire Immunantwort

hinweist. D.h. die T-Zellen waren bereits vorher, moglicherweise durch den Tumor induziert
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worden. Da die Tumorzellen selbst in der Regel nur unzureichende Stimulatoren fiir T-Zellen
sind, waren vermutlich andere Antigen-prisentierende Zellen, eventuell dendritische Zellen,
in die Induktion der priméren T-Zellantwort involviert. Diese zum Teil neu induzierten, zum
Teil restimulierten Mimotop-spezifischen T-Zellen konnten aus einem der Patienten isoliert
und in Zellkultur expandiert werden. In Zytotoxizititsanalysen mit Tumorzellen des Patienten
erwiesen sich diese T-Zellen als Tumor-spezifisch und tumorizid. Mimotope konnen also,
selbst wenn sie artifiziell generiert und ohne erkennbare Ahnlichkeit mit einem potentiellen
natiirlichen Gegenstliick in den Genomdatenbanken sind, potente Induktoren Tumor-
spezifischer Immunreaktionen und damit fiir die Entwicklung therapeutischer Vakzine fiir die

Krebsbehandlung wertvoll sein.

Alternativ zum kombinatorischen Bibliotheksansatz wurden Mimotope mehrfach durch
gezielte Modifikation von bekannten Tumor-assoziierten T-Zellepitopen entwickelt. Das Ziel
der Entwicklung solcher modifizierter Epitope war eine effektivere T-Zell-vermittelte
Immunreaktion gegen Tumoren (Brinckerhoff, et al., 1999; Chen, et al., 2000; Clay, et al.,
1999; Fisk, et al., 1995; Rivoltini, et al., 1999; Salazar, et al., 2000; Tourdot, et al., 2000;
Valmori, et al., 1998a). Die Modifikationen in den Epitopen kdnnen dabei sein:
- Verbesserung der HLA-Bindungseigenschaft der Peptide (Valmori, et al., 1998a)
durch Optimierung der Ankerpositionen,
- - Erhohung der biologischen Halbwertszeit durch Modifizierung der N- oder C-
terminalen Enden (Hin, et al., 1999),
- - Entwicklung von superagonistischen Varianten mit effizienterer

Wechselwirkung mit dem TCR (Udaka, et al., 1996).

Fiir alle diese Ansédtze gibt es in der Literatur wie auch in der hier vorgelegten Arbeit
Beispiele. Der Austausch von Alanin zu Leucin in Ankerposition 9 beim LI1-Peptid Nr. 66
steigerte die Aktivitdit des CTL-Klons L1 um mehr als das zweifache. Da hierbei eine
schwache mit einer starken Ankeraminosdure ersetzt wurde, ist die stirkere T-Zellantwort
vermutlich durch eine bessere Bindung des Peptids an das HLA-Molekiil bedingt. Bei anderen
Peptiden wurde eine verbesserte T-Zellreaktion bei Erhaltung der Besetzung der
Ankerpositionen erreicht. Hier wurde vermutlich die Interaktion mit dem TCR optimiert.
Ahnliche Beobachtungen wurden von anderen Autoren fiir polyklonale T-Zellen berichtet.
Rivoltini und Kollegen haben mit der superagonistischen Variante von Melan-A/MART-1,7.35

mit einem Leucin statt Alanin in der zweiten Sequenzposition des Epitops in vitro quantitativ
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und qualitativ bessere anti-Melan-A/MART-1 T-Zellantworten induzieren kénnen (Rivoltini,
et al., 1999). Mit dieser superagonistischen Variante des natiirlichen Epitops stimulierte
CD8'-T-Zellen aus einem Melanompatienten produzierten peptidabhingig IL-2 in Reaktion
auf eine autologe Melanomzelllinie, was fiir T-Zellen die mit dem natiirlichen Epitop
induziert worden waren, nicht der Fall war (Dutton, 1996). Auch andere T-Zellreaktionen wie
Zytolyse und IFNy-Produktion wurden mit dem Superagonisten deutlich effizienter induziert
als mit dem natiirlichen Epitop. Eine Analysen der TCR-VB der durch das Mimotop und
durch das Epitop induzierten T-Zellen hatte gezeigt, dass es sich hierbei um unterschiedliche
T-Zellpopulationen innerhalb der Melan-A/MART-1,7.35—reaktiven T-Zellrepertoire handelte.
D.h. mit der superagonistischen Variante werden andere T-Zellen angesprochen als mit der
natiirlichen Variante, wobei beide T-Zellpopulationen die Tumorzellen erkennen und

zerstoren konnen.

Es gibt allerdings auch in vitro Untersuchungen, die zeigen, dass man bei der Benutzung von
solchen modifizierten TATE vorsichtig sein sollte (Chen, et al., 2000; Kersh, et al., 2001;
Nielsen, et al., 2000). Die Stimulation von zwei Melan-A/MART-16.35 spezifischer CTL-
Klone mit einer modifizierten Variante des MART/Melan-Epitops, bei der Asparaginsdure in
Position 6 durch Phenylalanin ersetzt wurde, fiihrte liberraschenderweise neben der Zunahme
von Thl-Zytokinen wie IFNy auch zur Zunahme von Th2-Zytokinen wie IL-10 und IL-13,
was mit einer erhohten Tyrosinphosphorylierung in den reagierenden Zellen korreliert war
(Nielsen, et al., 2000). Da Th2-Zytokine wie IL-10 immunsuppressiv auf die anti-Tumor
Immunantwort wirken, konnte dies fatale Folgen haben. Bei der superagonistischen Variante
hingegen beobachtete man zwar auch eine erhéhte Tyrosinphosphorylierung aber die IL-10-

mRNA-Mengen waren im Vergleich zur Stimulation mit dem natiirlichen Epitop reduziert.

Die Bindungsaffinititen der beiden MART-1-Varianten fiir das MHC-Molekiil sind sowohl
experimentiell in funktionellen Peptidkompetitionsversuchen als auch theoretisch nach
SYFPEITHI-Datenbank-Abschidtzungen vergleichbar und 5-fach héher als die des natiirlichen
Epitops (Valmori, et al., 1998a; Valmori, et al., 1998b), d.h. die erhohte Aktivierung der CTL-
Klone kann nicht allein mit der Bindungseigenschaften der Peptid fiir das MHC-Molekiil
erklart werden. Die Autoren der zitierten Arbeiten vermuten, dass der Austausch von Alanin
zu Leucin in Position 2 zu einer effizienteren Interaktion mit dem TCR fiihrt, wodurch eine
volle im Gegensatz zu einer suboptimalen Aktivierung der T-Zelle mit dem natiirlichen

Epitop erreicht wird. Warum allerdings nach Verbesserung der MHC-Bindungseigenschaft
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des anderen Peptids zwar eine stiarkere T-Zellreaktion aber mit der Induktion von IL-10 und
IL-13 eine eher immunsuppressive Wirkung erreicht wurde (Nielsen, et al., 2000), ist noch
nicht verstanden. Diese Daten zeigen, dass es durchaus moglich ist, mit Mimotopen eine
quantitativ wie qualitativ effektivere T-Zellreaktion gegen Tumorzellen zu induzieren, wobei
auch ein anderes, in verschiedenen Beispielen wesentlich breiteres T-Zellrepertoire
angesprochen werden kann (Clay, et al., 1999; Gundlach, et al., 1996; La Rosa, et al., 2001;
Linnemann, et al., 2001). Andererseits muss fiir jedes Mimotop untersucht werden, ob nicht

auch eine unerwiinschte weil immunsuppressive oder antagonistische Reaktion erzeugt wird.

Die Identifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen fiir CTCL gibt zum ersten Mal die
Moglichkeit Tumor-spezifische T-Zellen bei dieser Tumorart zu untersuchen. Diese T-Zellen
konnen mit MHC-Oligomeren, die mit den jeweiligen Peptiden spezifisch beladen sind,
angefarbt und dann durchflulzytometrisch quantifiziert und phénotypisch analysiert werden.
Mit Hilfe von rekombinanten HLA-A2.1-Dimeren (Hu, et al., 2004; Woll, et al., 2004) mit
den in dieser Arbeit identifizierten Tumor-assoziierten Epitopen und Mimotopen konnten mit
0,89-20% der CD3"CD8"-T-Zellen relativ hohe Frequenzen Tumor-spezifischer T-Zellen im
Tumor des Lymphompatienten WeW nachgewiesen werden. Diese hohe Frequenzen belegen
die Immunogenitit dieser Art von Tumor und zeigen, dass das Immunsystem auf dem Tumor
reagiert und dass die Tumor-spezifischen T-Zellen in Reaktion auf den Tumor proliferiert
sind, d.h. der Tumor wird vom Immunsystem des Patienten erkannt und bekdmpft.
Vergleichbare Beobachtungen wurden auch von anderen Arbeitsgruppen berichtet, die einen
Anstieg der Frequenzen Tumor-spezifischer T-Zellen im Verlauf der Tumorprogression sowie
nach Immuntherapien fanden. Powell und Rosenberg berichteten, dass nach der
Immunisierung mit einem modifizierten gpl100-Peptid die Frequenzen Tumorepitop-
spezifischer T-Zellen in peripheren Bluten von Melanompatienten von durchschnittlich 4,8%
auf durchschnittlich 38,1% anstiegen (Powell and Rosenberg, 2004). Allerdings sind derart
hohe Frequenzen von Tumor-spezifischen T-Zellen selten. In der Regel wird von Frequenzen
zwischen 0,03% und 5% berichtet (Lee, et al., 1999; Trefzer, et al., 2004), was im Vergleich
zu akuten EBV-Infektionen, bei denen von bis zu 40% spezifische T-Zellen gegen ein
einzelnes EBV-Epitop berichtet wird (Callan et al., 1996), als relativ niedrig erscheint. Aber
auch bei den Immunreaktionen auf Virusinfektionen sind die Spannbreiten sehr grof3 und fiir
Influenzainfektionen z.B. wird selten von mehr als 1% spezifischer T-Zellen berichtet (Lucas,
et al., 2004), wobei bei Influenza eine sterile Immunitét erreicht wird, bei EBV-Infektionen

aber nicht. Die im peripheren Blut gemessenen Frequenzen fiir die spezifischen T-Zellen
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korrelieren also nicht direkt mit der Effektivitdt der zelluldren Immunreaktion. Die Tatsache,
dass trotz hoher Frequenzen von Tumor-spezifischen T-Zellen in vivo in limuting dilution
assays nur 4% der ausgewachsenen CD8'-T-Zellen tumor-reaktiv waren, konnte auf eine
Anergie der Tumor-spezifischen T-Zellen hindeuten. Eine alternative Erklarung wére eine
niedrige Aviditdt dieser Zellen bei intakter Funktionskapazitit. Dabei konnten TAA-
spezifische T-Zellen aufgrund einer geringen Aviditit zwar auf extern applizierte synthetische
Peptide reagieren aber nicht auf die natiirlich prozessierten auf den Tumorzellen (Dutoit, et

al., 2001).

Die intrinsische Affinitit eines TCR fiir den korrespondierenden MHC-Peptidkomplex ist
experimentell schwer zuginglich, da dafiir monovalente Wechselwirkungen zwischen zwei
Molekiilen vermessen werden mussen, die normalerweise in der Zellmembran verankert sind.
In einzelnen Féllen konnten 16sliche Varianten eines TCR und des MHC-Peptidkomplexes
hergestellt und fiir solche Messungen eingesetzt werden. Die dabei bestimmten Affinititen
von TCR zu Peptid-MHC-Komplexen sind mit Dissoziationskonstanten von 10 bis 10° M
relativ niedrig im Vergleich zur Affinitit von B-Zellrezeptoren (BCR) mit 107-10"* M
(Eisen, et al., 1996, Valitutti and Lanzavecchia, 1997). Da diese Messungen aufgrund des
hohen technischen Aufwands bei der Generierung loslicher TCR auf einzelne Beispiele
beschriankt blieben, wurden verschiedene indirekte Bestimmungsmethoden entwickelt, die
sich leichter auf beliebige Situationen {iibertragen lassen. Haufig wird in
Inhibitionsexperimenten mit blockierenden anti-MHC Antikorpern (Amrani, et al., 2000; Lee,
et al., 1999), unmarkierten Tetrameren (Dutoit, et al., 2002; Valmori, et al., 2002) oder anti-
TCR-Fab-Fragmenten (Blattman, et al., 2002) oder in Tetramerdissoziationsexperimenten
ohne blockierende Reagenzien (Busch and Pamer, 1999; Rubio-Godoy, et al., 2001) eine
relative Affinitdt oder Aviditdt bestimmt. Es gibt derzeit zwei auf der Verwendung von MHC-
Tetrameren basierenden Methoden zur Messung der TCR-Aviditét fiir spezifische MHC-
Peptidkomplexe. Mehrere Gruppen haben eine Korrelation zwischen MHC-Tetramer-
Bindungsintensitit und T-Zellaviditit zeigen konnen und geben als Aviditdt eine relative
Messgrofle abhingig von der per Durchflulzytometrie bestimmten Intensitét der Farbung mit
den MHC-Tetrameren an (Crawford, et al., 1998; Dutoit, et al., 2001; Fahmy, et al., 2001;
Lee, et al., 1999; Rees, et al.,, 1999). Andere haben zur Bestimmung der Aviditit die
Dissoziationskinetik von MHC-Tetrameren von den spezifisch gefarbten T-Zellen bestimmt
und zur Unterscheidung verschiedener T-Zellpopulationen mit der gleicher Spezifitit

angewandt (Amrani, et al., 2000; Blattman, et al., 2002; Busch and Pamer, 1999; Dutoit, et
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al., 2002; Rubio-Godoy, et al., 2001; Savage, et al., 1999; Valmori, et al., 2002). Diese
Arbeiten haben gezeigt, dass die TCR-Aviditit fiir spezifische MHC-Peptidkomplexe eine
wichtige Rolle bei der Gestaltung des reifen T-Zellrepertoires, der Induktion der peripheren
Toleranz gegen Selbstantigene und bei der Deletion selbstreaktiver T-Zellen spielt. Die

Aviditdt der TCR von T-Zellpopulationen ist also T-Zell-entwicklungsbiologisch reguliert.

Im Gegensatz zur Aviditdt und Affinitit des TCR ist die FA eines T-Zellklons relativ einfach
als Peptidkonzentration, die fiir halb-maximale Reaktion erforderlich ist, bestimmbar. Bei
unseren Dissoziationsmessungen mit 16slichen MHC-Tetramerpeptidkomplexen mit zwei T-
Zelllinien korrelierte die FA mit der Bindunsgsstirke des TCR-MHC-Peptidkomplexes. Je
stairker die Bindung des TCR-MHC-Peptidkomplexes war, desto stidrker war auch die FA.
Gleiche Beobachtungen wurden auch von Dutoit und Kollegen gezeigt (Dutoit, et al., 2002).
Dagegen wurden Diskrepanzen zwischen TCR-MHC-Tetramerbindungintensitit und der FA
berichtet (Derby, et al., 2001; Dutoit, et al., 2001; Dutoit, et al., 2002; Kalergis, et al., 2001;
Rubio-Godoy, et al., 2001). Die Ursache daflir konnte an den unterschiedlichen

Féarbungsprotokollen der Autoren liegen.

Nach Aktivierung einer T-Zellpopulation durch spezifische Antigenstimulierung ist eine
Erhohung der TCR-Aviditit der T-Zellen festzustellen (Fahmy, et al., 2001; Slifka and
Whitton, 2001). Diese Avidititserhohung ist zum einen mit der Selektion hochavider T-Zellen
erkldrbar, zum anderen aber auch mit Verdanderungen in der Physiologie der T-Zellen. Nach
Antigenkontakt werden B-Zellen mit hoherer BCR-Affinitét selektiv expandiert (Janeway et
al., 2001). Im Gegensatz zu B-Zellen fehlt den T-Zellen aber die Mdoglichkeit, ihre
Rezeptoraffinitit zum Antigen durch somatische Hypermutation zu steigern (Janeway et al.,
2001). Daher wird die Optimierung der zelluldiren Immunitédt nur durch selektive Expansion
bereits vorhandener T-Zellen mit hoherer TCR-Affinitdt fiir das Antigen erfolgen.
Dementsprechend wurde von verschiedenen Autoren von einer relativ geringen Steigerung
der TCR-Affinitdt um das 2-4-fache bei einer sekundidren Immunantwort im Vergleich zur
primiren Antwort beobachtet (Busch and Pamer, 1999; Savage, et al., 1999). Im Gegensatz
dazu wurde von Slifka und Whitton fiir die funktionelle Aviditit eine mehr als 50-fache
Steigerung beschrieben, wobei jeweils monoklonale T-Zellen analysiert wurden (Slifka and
Whitton, 2001). Die Autoren erkldren ihre Ergebnisse mit einer Optimierung der
Signaltransduktionsmaschinerie der T-Zelle. Die erhdhte Expression von Ick korrelierte mit

einer erhdhten IFNy-Produktion. Beziiglich der Expression von Adhdsionsmolekiilen gab es
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hingegen keine Unterschiede. Es gibt einzelne Beobachtungen, die zeigen, dass hochavide T-
Zellen im Gegensatz zu niederaviden T-Zellen gegen die Tumorzellen reagieren konnen. Yee
und Kollegen haben anhand der Intensitit der Fiarbung von T-Zellen einer heterogenen
Population mit Peptid-MHC-Tetrameren hochavide T-Zellen sortiert, in vitro expandiert und
dann gezeigt, dass diese im Gegensatz zu niederaviden T-Zellen Tumor-reaktiv waren (Yee,
et al., 1999). Im Gegensatz zu den nicht Tumor-reaktiven T-Zellen beobachteten die Autoren
eine Peptid-spezifische Zytolyse bei weniger als 10 ng/ml Peptid. Andere Autoren haben
unterschiedliche Aviditdten von Tumor-spezifischen T-Zellen bei Patienten und Gesunden
beobachtet (Rezvani, et al., 2003). Auch bei der Induktion der IFNy-Produktion war dieser
Unterschied deutlich. Zur Stimulation der TAA-reaktiven T-Zellen aus Patienten waren 1-
10uM Peptid erforderlich, bei Gesunden aber nur 0,1pM. Im Gegensatz dazu haben wir
nachweisen konnen, dass es hochavide Tumor-spezifische T-Zellen in Tumoren gibt (eigene
Arbeiten, in dieser Arbeit nicht gezeigt). Dabei konnten wir aus dem Tumor eines
Melanompatienten eine CD8'-T-Zelllinie isolieren, die spezifisch fiir das bekannte Melanom-
assoziierte Antigen MART-1/Melan A war, und die Aviditit des TCR dieser Zellen als
Halbwertzeit der Dissoziation spezifischer MHC-Peptidtetramere von den Zellen bestimmen.
Diese tj,-Werte waren mit etwa 40 Stunden sehr lang und vergleichbar mit den
Halbwertzeiten, die wir fiir T-Zellen mit Spezifitit fiir virale Epitope gemessen hatten. Die
hochaviden Tumor-spezifischen T-Zellen konnten auch die autologen Tumorzellen, die das
entsprechendes Antigen exprimierten, antigenabhéngig lysieren. Ein Vergleich verschiedener
T-Zelllinien mit Spezifitdten fiir Tumor-assoziierte und virale Epitope ergab, dass es fiir beide
Klassen an Spezifitdten - einmal gegen Selbstantigene und zum anderen gegen Fremdantigene
- eine vergleichbare Verteilung von hoch- und niederaviden T-Zellen gab. Wiahrend es also
Hinweise gibt, dass in manchen Féllen eine niedrige Aviditdt der Tumor-spezifischen T-
Zellen die Erklarung dafiir sein konnte, dass die Tumorzellen trotz hoher Frequenzen an
Tumor-spezifischen T-Zellen expandieren, gibt es auch Gegenbeispiele, die eine fehlende

Korrelation belegen.

Eine zweite Erkldrung wire, dass die Tumor-spezifischen T-Zellen in den Patienten
funktionell defekt, also anerg sind. Die Tumor-spezifischen T-Zellen im Tumor des Patienten
WeW zeigten zum groBeren Teil einen besonderen Phénotyp, der sich weder den effector
memory noch den central memory Zellen zuordnen lisst. Klar ist hingegen, dass diese Zellen
anerg sind. So wird der Transferinrezeptor CD71 nicht exprimiert, was bedeutet, dass diese

Zellen nicht proliferieren. Die reduzierte Expression von Granzym B und fehlende Expression
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von Perforin belegen zudem, dass sie nicht iiber die fiir die Zerstorung der Tumorzellen

erforderliche zytolytische Maschinerie verfiigen. Auch der alternative zytotoxische

Mechanismus iiber Fas-induzierte Apoptose ist nicht verfiigbar, da die T-Zellen Fas-Ligand

nicht exprimieren. Die Tumor-spezifischen T-Zellen haben also weder das

Effektorinstrumentarium der effector memory noch die Proliferationskapazitit der central

memory Zellen. Mit dieser funktionellen Anergie korreliert auch die Expression der CD45-

Isoformen und das Fehlen von CCR7. Auf der anderen Seite belegen die hohe Frequenzen

dieser Zellen, dass sie vorher proliferiert und damit funktionell aktiv gewesen sein miissen.

Dieser Gegensatz deutet auf Mechanismen im Tumor, die vorher aktive Tumor-spezifische T-

Zellpopulationen inaktivieren. Verschiedene solcher Mechanismen werden als Ursache fiir

das Versagen der Immunreaktionen gegen Tumoren diskutiert:

1. Erschopfung der Tumor-spezifischen T-Zellen aufgrund der Uberzahl an Tumorzellen;

2. Tolerisierung der T-Zellen durch die Tumorzellen wegen fehlender Kostimulation;

3. Ignoranz des Tumors aufgrund suboptimaler Antigenprisentation was zu ausbleibender
Stimulation der T-Zellen fiihrt;

4. Suppression der Tumor-spezifischen T-Zellen durch immunsuppressive Faktoren, die von
den Tumorzellen sezerniert werden;

5. Suppression der Tumor-spezifischen T-Zellen durch regulatorische T-Zellen im Tumor.

Eine Erschopfung von Antigen-spezifischen T-Zellen durch ein Uberangebot von Antigen
war in Zellkulturen wie auch in Tierexperimenten in vivo beobachtet worden (Fields et al.,
1992). Bei den Tierversuchen wurden TCR-transgene Mduse generiert, deren Antigen in der
Leber durch Gabe eines Induktors spezifisch zur Expression gebracht werden konnte. Die
Autoren berichten von Schéden in der Leber, die auf zytotoxische Aktivititen hindeuten, ohne
das die Funktion des Organs beeintrichtigt war. Die spezifischen T-Zellen allerdings waren
nicht mehr nachweisbar, was annehmen ldsst, dass sie aufgrund der Erschopfung starben. Im
Tumor des Patienten WeW dagegen waren die spezifischen T-Zellen noch vorhanden, zeigten
keine fiir eine Apoptose typischen Verdnderungen und lieBen sich ex vivo durch Kultivierung
in IL-2-haltigem Medium wieder reaktivieren. Die Ursache flir die Anergie muss also eine
andere sein als die in dem Tiermodell fiir erschopfungsassoziierte Eliminierung der Zellen.
Fiir die zweite mogliche Erkldrung gibt es verschiedene experimentelle Beispiele, die zeigen,
dass die primére Induktion von T-Zellen mit Antigen ohne Kostimulation zu einen anergen
Zustand der Zellen fiihrt, der dann aber durch Gabe von kostimulierenden Zytokinen

aufgehoben werden kann (Tan et al., 1993). Auch die anergen T-Zellen aus dem Tumor des
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Patienten WeW konnten mit IL-2 zu aktiven Zellen konvertiert werden. Gegen die dritte
Erkldrung, zu wenig Antigen fiir eine Aktivierung der T-Zellen im Tumor, spricht, dass diese
Zellen im Tumor angereichert zu sein scheinen. Sie miissen also auf ihre spezifischen MHC-

Peptidkomplexe im Tumor reagiert haben.

Aktive Suppression von Tumor-spezifischen T-Zellen in Tumoren ist eine der am hiufigsten
formulierten  Erkldrungen fiir die fehlende Effizienz der Tumor-spezifischen
Immunreaktionen. Fiir kutane T-Zelllymphome wurde von Assadullah und Kollegen gezeigt,
dass das immunsuppressive Zytokin IL-10 im Verlauf der Erkrankung zunehmend stark
exprimiert wird (Asadullah, et al., 1996). Im Fall des Patienten WeW konnte dies nicht
bestitigt werden. Bei den Arbeiten von Assadullah und Kollegen blieb auch ungeklért, ob
dieses Zytokin von den Tumorzellen oder von Tumor-infiltrierenden Zellen produziert wird.
Im Gegensatz zum IL-10 war beim Patienten WeW eine starke Expression des
immunsuppressiven Zytokins TGF-3 nachzuweisen. TGF-B-Expression wurde schon fiir eine
Reihe anderer Tumoren nachgewiesen (Esser, et al., 2001; Steiner, et al., 1994; Tsamandas, et
al., 2004). Auch fiir kutane Lymphome gibt es einen ersten Bericht von der Arbeitsgruppe von
Bagot (Bagot, et al., 2001), wobei die Autoren allerdings nicht unterscheiden konnten, ob die
Tumor- oder die Tumor-infiltrierenden Zellen dieses Zytokin exprimierten. Im Fall des
Patienten WeW ist hingegen klar, dass die Tumorzellen und nicht die Tumor-infiltrierenden

Zellen die Quelle fiir TGF-} sind.

In letzter Zeit gab es verstéirkt Berichte von verschiedenen Arbeitsgruppen, dass eine spezielle
Subpopulation an CD4"-T-Zellen, die gleichzeitig auch den hochaffinen IL-2-Rezeptor CD25
exprimieren, immunsuppressive Eigenschaften haben und einen wesentlichen Anteil an der
Erhaltung der Autotoleranz haben (Sakaguchi, et al., 2001; Shevach, et al., 2001). Vereinzelt
wurden Zellen mit dem CD4 CD25"-Phinotyp auch in Tumoren nachgewiesen und postuliert,
dass sie fiir die fehlende Effektivitit der Tumor-spezifischen Immunreaktionen
mitverantwortlich sein konnten (Liyanage, et al., 2002; Woo, et al., 2002). In Médusen wurden
besonders von der Arbeitsgruppe von Hayday eine Reihe weiterer T-Zelltypen gefunden, die
ebenfalls immunsuppressiv sind und denen eine Rolle beim Erhalt der peripheren Toleranz
zugeschrieben wird (Girardi, et al., 2002; Hayday, 2000). Dabei wurden CD8", CD4'CDS8 -
doppelt negative, yd und natural killer T-Zellen (NKT) mit regulatorischen, d.h. suppressiven,
Funktionen beschrieben. Regulatorische oder suppressor T-Zellen (Treg) konnen die

Aktivierung von potentiell schddlichen selbst-reaktiven T-Zellen verhindern und laufende T-
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Zellantworten modulieren (Roncarolo and Levings, 2000). Dies konnte bei T-Zellantworten
gegen Tumoren eine wichtige Rolle spielen, besonders wenn dabei Selbstantigene das Ziel
dieser Immunreaktionen sind. Auch Tumor-spezifische CD4'-T-Zellen mit regulatorischen
Funktion wurden aus TIL von Krebspatienten isoliert (Wang, et al., 2004). Diese exprimierten
CD25 und GITR und suppremierten die Proliferation von naiven CD4 -T-Zellen auf anti-
CD3-Antikorper-Stimulation (Wang, et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit konnten keine
konventionellen CD4'CD25"-Tregs im Tumor des Patienten WeW nachgewiesen werden.
Allerdings war unter den TIL eine sehr ungewohnliche CD8'-T-Zellpopulation zu finden,
welche die Oberflichenmolekiile GITR und CTLA-4, die gewohnlich mit Suppressor-T-
Zellen assoziiert sind (Liu, et al., 2003; McHugh, et al., 2002), exprimieren. Diese Zellen
konnten ein neuer Typ von regulatorische T-Zellen sein. Die Expression von TGF- durch die
Tumorzellen konnte diese Treg-Population induzieren. Eine Rolle von TGF-8 bei der
Induktion von CD8"-Treg wurde in Mitte der neunziger Jahre beschrieben (Rich, et al., 1995).
Maus CD8"-T-Zellen hatten nach der Stimulation mit Staphylococcal enterotoxin B und TGF-
B1 erhohte Mengen an TGF-B und IL-10 sekretiert und inhibierten die Proliferation von
anderen T-Zellen. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass IL-2 plus TGF-B CD4 " -Tregs mit Zell-
Zell-Kontakt-abhdngigen und Zytokin-unabhingigen Suppressionseigenschaften induzieren
kann (Horwitz, et al., 2003). Nakamura und andere haben gezeigt, dass Zell-kontaktabhidngige
Suppression durch CD4'CD25"-Treg durch membrangebundenes TGF-B verursacht wird
(Nakamura, et al., 2001). Treg-Zellen exprimieren sowohl TGF-B auf der Zellmemran als
auch den dazugehorenden Rezeptor TBRII. Dies konnte erkldren, warum Tregs selbst
funktionell inaktiv und nach TCR-Stimulation kein IL-2 machen. Durch die Bindung von
TGF-8 an den TBRII wird TBRI phosphoryliert. TBTII und TBRI sind Serin-Threonin-
Kinasen. Als Folge werden cytosolische Proteine wie SMAD 2 und SMAD 3 phosphoryliert
und zusammen mit SMAD-4 in den Zellkern transportiert, wo die Transkription von
spezifischen Genen induziert wird (Genestier, et al., 1999; Roberts, 2002). Die ex vivo mit IL-
2 und TGF-B generierten CD4 - oder CD8 -Tregs suppremierten grafi-versus-host disease
und lymphoide Hyperplasien (Zheng, et al., 2004).

Schlussfolgerungen:

Mit Hilfe der neu identifizierten CTCL-assoziierten T-Zellepitope und Mimotope konnten mit
dieser Arbeit zum ersten Mal Tumor-spezifische T-Zellen bei kutanen Lymphomen
untersucht werden. Diese T-Zellen waren in hohen Frequenzen im Tumor nachweisbar,

missen also expandiert sein, was auf eine starke Immunogenitit dieser Tumoren hinweist.
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Die groBen Unterschiede in den Frequenzen Tumor-spezifischer T-Zellen, die mit MHC-
Oligomeren mit verschiedenen Mimotopen desselben natiirlichen Epitops nachgewiesen
werden konnten, belegen, dass das Tumor-spezifische T-Zellrepertoire iiber die Wahl des
Mimotops gesteuert werden kann. Die Untersuchungen ergaben, dass die Tumor-spezifischen
T-Zellen im Tumor nahezu vollstindig anerg waren, d.h. sie waren nicht mehr in einem
aktiven Proliferationzyklus und exprimierten keines der beiden fiir die Zytolyse essentiellen
Effektormolekiile Perforin und Granzym B. Die Griinde fiir diese Anergie sind nicht
vollstindig aufgeklart aber nach den hier vorgestellten Untersuchungen mit groBter
Wahrscheinlichkeit auf eine Tumor-assoziierte Immunsuppression zuriickzufiihren, die
entweder mit einer direkten Wirkung des von den Tumorzellen produzierten TGF-3 auf die
Tumor-spezifischen T-Zellen oder mit einer indirekten Wirkung {iber die Induktion von
Suppressor-T-Zellen ~ zusammenhéngt. T-Zellen mit  einem  ungewdhnlichen
Suppressorphénotyp konnten im Tumor nachgewiesen werden. Moglichweise spielen
verschiedene Faktoren bei der Blockade der T-Zellen zusammen. Auf jeden Fall ist der anerge
Zustand reversibel. Sowohl ex vivo durch Kultivierung in IL-2-haltigem Medium als auch in
vivo durch Vakzination konnen die T-Zellen in einen aktiven, tumoriziden Zustand iiberfiihrt

werden.
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7 Zusammenfassung

Ziele der Arbeit waren die Identifizierung von Tumor-assoziierten T-Zellepitopen (TATE) bei
kutanen T-Zelllymphomen (CTCL) und die Charakterisierung der Tumor-spezifischen
zytotoxischen Immunantwort. Die zytotoxischen T-Zellen (CTL) erkennen TATE im Kontext
mit MHC-Klasse-I-Molekiilen und konnen dann die Tumorzellen =zerstoren. Die
Identifizierung von TATE bei verschiedenen Tumorarten bietet zum einen die Moglichkeit,
die natiirliche Wechselwirkung zwischen den Tumorzellen und Tumor-spezifischen T-Zellen
zu untersuchen, zum anderen sind sie neue antigene Zielstrukturen fiir Immuntherapien. Fiir
CTCL sind bis heute nur wenige TATE aus dem T-Zellrezeptor (TCR) der malignen Zelle
sowie Mimotope eines unbekannten Antigens bestimmt worden. Diese im Gegensatz zu
anderen Krebsarten wie z. B. Melanomen geringe Kenntnis zur antigenen Struktur der
Tumorzelle ist darin begriindet, dass die fiir die Identifizierung von TATE erforderlichen
Tumormengen nicht zu Verfligung stehen, die Tumorldsionen in der Regel nur zu einem
geringen Teil aus Tumorzellen bestehen und die Tumorzellen nicht in Kultur gehalten und
expandiert werden kdnnen. Um trotz dieser ungiinstigen Ausgangssituation TATE fiir CTCL
zu identifizieren, wurde ein Epitop-Design-Ansatz mit kombinatorischen Peptidbibliotheken
gewihlt. Der Vorteil dieses Ansatzes ist, dass auch bei unzureichenden Ausgangsmaterialien
Informationen zu den antigenen Strukturen der Tumorzelle erhalten werden konnen. Zudem
erdffnen die Bibliotheksscans einen detailierten Einblick in die Spezifitdt und das Repertoire

der Tumor-reaktiven T-Zellen.

Aus einer Lision eines CTCL-Patienten wurden 68 T-Zellklone generiert und fiir zwei dieser
Klone mit einer Kombination von Durchfluzytometrie, Zytotoxizitidtsanalysen und
molekulargenetischer Detektion der Tumorzellen nachgewiesen, dass sie spezifisch fiir die
Tumorzelle des Patienten sind. Mit diesen Klonen wurden nach Bestimmung ihrer
Spezifititsprofile mit kombinatorischen Peptidbibliotheken insgesamt 159 potentielle T-
Zellepitope (64 davon Mimotope mit unbekannten natiirlichen Korrelaten) identifiziert. Diese
Peptide dokumentieren einen hohen Grad an Degeneriertheit der Spezifitdt Tumor-reaktiver
T-Zellen. Gleichzeitig konnen diese Zellen aber auch sehr dhnlichen Peptide unterscheiden.
Die Reaktionsprofile der T-Zellen variieren mit dem eingesetzten Peptid, sodass die

Zytolysefunktion der T-Zelle teilweise nicht mit der [IFNy-Produktion korreliert.
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Mit Hilfe der mit dieser Arbeit neu definierten TATE konnten zum ersten Mal die Tumor-
spezifischen T-Zellen in CTCL untersucht werden. Der GrofBteil dieser Zellen wies einen
bisher noch nicht beschriebenen Phédnotyp auf und konnte weder den bekannten central
memory noch den effector memory Zellen zugeordnet werden. Ausserdem wurden CD8"-T-
Zellen  gefunden, die GITR und CTLA-4  exprimieren, welche  mit
Immunsuppressorzellfunktionen assoziiert werden aber bisher nur fiir CD4'-T-Zellen
beschrieben wurden. Diese Zellen konnten eine neue Klasse regulatorischer T-Zellen (Tregs)

reprasentieren und einen Einfluss auf die Tumor-spezifischen Immunreaktionen haben.

Mimetika von TATE, sogenannte Mimotope, konnten als Impfstoffe gegen Krebs eingesetzt
werden. Sie bieten die Moglichkeit, unterschiedliche T-Zellrepertoires fiir die Zerstdrung der
Krebszellen zu aktivieren und helfen, krankheitsbedingte Immuntoleranzen gegen den Tumor
zu umgehen. Andererseits war aber noch nicht erwiesen, dass solche Mimotope in Patienten
tatsdchlich Tumor-spezifische T-Zellen induzieren konnen. Bei Immuntherapieversuchen mit
CTCL-spezifischen Mimotopen, die mit Hilfe von kombinatorischen Peptidbibliotheken
generiert wurden, konnte nachgewiesen werden, dass Mimotopvakzination effektive
Immunreaktionen gegen den Tumor induzieren. Zwei Patienten, die therapeutisch vakziniert
wurden, erlebten einen kompletten Riickgang der Krankheit. Da bei CTCL Spontanheilungen
nicht beschrieben wurden, kann vom therapeutischen Effekt der Mimotopvakzine
ausgegangen werden. T-Zellen mit Mimotop- und Tumor-Spezifitit wurden nach Injektion
der Peptide im peripheren Blut der Patienten nachgewiesen. Diese Zellen exprimierten den

Aktiverungsmarker CD69 und waren funktionell aktiv.

Mit dieser Arbeit konnten fiir CTCL neue TATE (natiirliche Epitope und Mimotope)
identifiziert werden. Mit Hilfe dieser TATE wurden Tumor-spezifische T-Zellen direkt im
Tumor nachgewiesen und neue Information zu ihrer Physiologie gewonnen. Die Mdoglichkeit

der therapeutischen Verwertung dieser Mimotope wurde in zwei Patienten nachgewiesen.
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Anhang

9 Anhang

Proteinquellen fiir potentielle PN2-Epitope

Nr. Sequenz Acc.Nr Name
6 KADWMNt A AAC61776 splicing factor Prp8 spliceosomes
12 KICAWMQLA XP 167086 Similar to putative Hypothetical protein
13 KINNWLNHA M64082 Dimethylaniline monooxygenase [N-oxide forming] 1
16 KLAGWHRIA AAH14425 similar to EGFR
21 KLLGWTHCA P29144 Similar to tripeptidyl aminopeptidase
22 KLQFWAVTA NM 000157 GLCM HUMAN Glucosylceramidase precursor
25 KVIFWSALA  AL136897 Hypothetical protein FLJ11301
32 RAKYWLERA NM 006267 Ran-binding protein 2 (RanBP2)
33 RAKYWVERA  AL136868 Hypothetical protein
34 RALWWAVGA BC040487 Hypothetical protein FLJ35773
39 RILHWQRAA  AB037735 Hypothetical protein FLJ10312
40 RINYWHLEA U57317 Histone acetylase P300/CBP-associated factor
45 RLIYWLTFA NM 032323 Similar to RIKEN cDNA 2310042N02 gene
46 RLLGWSLPA NM 007103 (IP-30) precursor
47 RLTFWTCLA BC030577 orphan protein-coupled receptor 85,
49 RLVHWCHGA  AB035966 Hypothetical protein (Fragment)
50 RLVYWLEVA BC040878 Hypothetical protein (Fragment)
53 RVKGWAPRA Q9HOWS Hypothetical protein
54 RVLGWVAEA AY046396 Transient receptor potential cation channel
56 RVNAWQAKA M16967 Coagulation factor V
57 RVRAWQRGA  AF242530 Protein kinase C and casein kinase substance
124 KALQWVSATI P01767 Ig heavy chain V-III region BUT
126 KAPHWTNRI NM 004912 Krev interaction trapped 1 (Kritl)
129 KISNWTAAI P49019 Probable G protein-coupled receptor HM74
130 KITWWLCATI AF506797 Sodium/potassium-transporting ATPase
145 RANHWSATI AB051390 KIAAQ762 protein
152 RLOHWLWST AL833964 Hypothetical protein
153 RVDFWTSTI NM 145024 Hypothetical protein FLJ31547
254 KILGWAWWL AK096402 Hypothetical protein FLJ39083
255  KINNWIVQL NM 003367 Upstream transcription factor 1
258 KISGWTQAL NM 006096 Hypothetical protein FLJ38330
267 KLKFWTVDL AJ242956 HPV (human pappiloma virus)
261 KLDYWSFQL P18384 Vaccinia virus, Serin protease inhibitor
269 KLLHWVSLL NM 153447 Mater protein homolog
271 KLNCWGSRL BC031300 Protein C2lorf2 (C2lorf-HUMF09G8.5)
274 KLPHWTPTL NP 039870 Hypothetical BZLF2 protein (HSV-4)
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276
277
288
329
331
337
346
349
350
354
356
357
358
359

361

363
364
365
366
367
370
458
459
466
469
476
478
481
482
484
490
502
503
504
507
508
509
510
511
512
519

KLRHWQQVL
KLRNWHHGL
KVINWQTSL
RITYWGQRL
RLICWQALL
RLLYWNRKL
RLRHWVYLL
RLSHWGRRL
RLSNWNISL
RLVYWLHTL
RLYYWGLGL
RVAAWVEAL
RVAFWIIKL
RVCCWTPRL
RVLDWVPKL

RVLFWGRIL
RVMGWVSGL
RVNGWSLPL
RVPAWGRCL
RVSWWGSTL
RVVPWNVTL
KAAYWASQV
KAKYWSSNV
KITPWNSRV
KIPGWQAEV
KLAFWLLAV
KLKEFWTHCV
KLLFWVTEV
KLLYWNMAV
KLPPWNPQV
KVAFWLELV
RADFWMPAV
RAPFWGLRV
RAQFWSAYV
RASFWLALV
RAVFWIEFV
RIDWWGEFRV
RIPPWMEVV
RIQFWIAAV
RISAWQSPV
RLNWWSTV

AF358829
Q9Y4z5
AF104413
NM 021819
NM 002048
M99564
NM_ 004278
AF258560
AB018349
AL035689
AF119871
AK000043
AAF02678
BC000046
BC007523
BC029519
NM_ 003660
NM_ 024786
P10193
NM 021819
AF027204
AAD51799
AF392446
U38847
NM_ 003597
AB075832
BC042615
NM_ 024057
AF340183
AH011243
AY358562
Y10523
CARA27272
BC024021
NM_ 001957
511309
NM_ 007272
NM_ 019014
NM 032824
AJ309567
AJ430383

Tumor-related protein
ZASP protein
Large tumor suppressor 1
ERGL_HUMAN ERGIC-53-like protein precursor Lectin
Growth-arrest-specific protein 1 precursor

P protein (Melanocyte-specific transporter)
N-acetylglucosaminyl-phosphatidylinositol

PP367

Hypothetical protein KIAA0806

DJ187J11.2.5

PRO2268

[Fragment]
cDNA FLJ20036 fis, clone COL00219
Soggy-1 protein precursor (SGY-1)
intercellular adhesion molecule 4

neuron navigator 1, KIAA11l51, FLJ12560

chromosome 6 open reading frame 205
tyrosin phosphatase
Zinc finger DHHC domain containing protein
Herpes simplex virus (type 1 / strain 17)
Putative transposase (TRAMP)
Transmembrane 4 superfamily, member 5
Endogenous retrovirus HERV-K10, Gag-Pro-Pol protein
Oxysterol-binding protein-like protein OSBPL
TAR RNA loop binding protein (HIV)
Transforming growth factor-beta-inducible protein
KIAA1952 Protein
Similar to v-maf fibrosarcoma (homo sapiens)
(p37)

Fanconi anemia complementation group D2

Nucleoporin Nup37

T-cell differentiation antigen CD6 precursor
Hypothetical protein DKFZp686B22115
Hypothetical protein KIAA0364
Human parainfluenza virus 1
Dipeptidase 2
Endothelin receptor type A
UDP glycosyltransferase 2 family (EC 2.4.1.17)

BA265F14.1 (chymotrypsin C (caldecrin))

POLR1B protein (RNA polymerase I polypeptideB)
Hypothetical protein FLJ14681
Bile acid beta-glucosidase

chromosome 15 open reading frame 16
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520
521
522
523
526
527
528
531
532
534
535
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RLNWWVSVD
RLONWVYNV
RLRAWGARV
RLRWWQPEV
RVCYWTIRV
RVIFWSLYV
RVLAWMEFLV
RVLPWQAQV
RVLYWIPVV
RVSHWMLGV
RVVGWSNIV

NM_ 020205
NM_ 004700
BC014895
NP 774959
AB059618
AB032958
P14351
NM_ 024807
NM_ 016353
Q9H114
088434

similar to zinc finger protein Cezanne
potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily
Similar to hypothetical protein MGC10204
reelin isoform b
Kremen protein 1 precursor
KIAA1132 protein
ENV polyprotein [Human spumaretrovirus (Foamy virus)
Hypothetical protein FLJ13693
zinc finger, DHHC domain containing 2, clone
Cystatin-like 1 precursor

RNA polymerase beta subunit Simian virus 5
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