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1. Einleitung 1

Einleitung

1.1 Gynédkologische Karzinome, Risikofaktoren und Karzinogenese

Krebserkrankungen stellen nach HerzKreislauf-Erkrankungen die Haupttodes-
ursache der Bevolkerung der westlichen Welt dar. Bei Frauen sind die
gynakologischen Tumore die h&ufigsten bodsartigen Erkrankungen und derzeit
erkranken nach Angaben des Statistischen Bundesamtes in Deutschland jahrlich
ca. 42000 Frauen an Brustkrebs (Mammakarzinom), ca. 10500 an
Gebarmutterschleimhautkrebs (Endometriumkarzinom) und etwa 7700 an
Eierstockkrebs (Ovarialkarzinom).

Fur die unterschiedlichen gynakologischen Karzinome sind verschiedene
Risikofaktoren bekannt. So wird das Risiko an einem Mammakarzinom zu
erkranken durch Rauchen, fehlende korperliche Aktivitat, frihe Menarche/spate
Menopause und familiare Pradisposition erhoht. Eine singulare Ostrogen
Substitution im Rahmen einer Hormonersatztherapie, die fur eine Risikoreduktion
von postmenopausalen Erkrankungen eingesetzt wird, hingegen erhdht das Risiko
an einem Endometriumkarzinom zu erkranken. Ebenso fihrt eine Behandlung mit
Tamoxifen, einem Ostrogen-Antagonisten, welcher bei der Hormontherapie von
Brustkrebs eingesetzt wird, zu einer Risikoerhkdéhung fur die Entstehung eines
Endometriumkarzinoms (Rabe et al., 1999, Grady et al., 1995, ACOG Committe
Opinion, 1996).

Die Entwicklung einer gesunden Zelle Uber eine zunachst lokal wachsende
Tumorzelle und spater zur metastasierenden Tumorzelle ist die ph&notypische
Konsequenz der sukzessiven Anhaufung von genetischen Defekten (Cho und
Vogelstein, 1992) und bildet die Grundlage fir das Mehrschritt-Modell der
Karzinogenese. Die genetischen Veranderungen von Proto-Onkogenen (z.B. c-
myc, ras) oder von Tumorsupressorgenen (BRCAL1/2, p53) fordern die
Zellproliferation und fuhren zum Verlust der Zellzykluskontrolle. Auch defekte
autokrin oder parakrine gesteuerte Signalketten konnen ein ungehemmtes
Zellwachstum auslosen. Beim Endometriumkarzinomen treten z.B. Mutationen des
k-ras-Proto-Onkogens, des Tumorsuppressorgens p53, sowie der DNA-
Reparaturgene (MSH, MLH1), Uberexpression/Amplifikation des c-myc-Proto-
Onkogens, aberrante Estrogen und Progesteronrezeptoren bzw. Rezeptorverlust
auf (Dallenbach-Hellwig, 1985, Berchuck und Boyd, 1995).

Das ungehemmte Wachstum der Tumorzelle sowie die Fahigkeit der
Metastasenbildung ist nicht nur durch die Immortalisierung der Tumorzelle
begriindet. Fir die Metastasierung von Tumorzellen ist es noétig, dass sich
einzelne Tumorzellen aus dem Tumor herauslosen und die Basalmembran
durchdringen. Fur diesen Prozess ist die Aktivierung von Matrix-Proteasen (z. B.
Matrix-Metalloproteinasen reguliert durch uPA, PAI 1/2 und TIMP 1/2) und die
Veranderung der zellularen Adhasionseigenschaften, die durch z.B. E-Cadherin,
Integrine und Hyaluronatrezeptoren (CD44 und RHAMM) vermittelt werden,
erforderlich (Sherman et al., 1996, Reuning et al., 1998, Fieber et al., 1999).
Proteine, die an der Innenseite der Zellmembran lokalisiert sind (z.B. Ezrin,
Radixin, Moesin) und mit Zytoskelettproteinen interagieren, vermitteln die
Zellbewegung und die Ausbildung von Pseudopodien (Sherman et al., 1996).
Nach Durchdringung der endothelialen Basalmembran der Blut- und Lymphgefalie
werden die Tumorzellen durch den Flissigkeitsstrom im Korper verteilt. Das
Eindringen in neue Gewebe erfolgt durch Proteasen und Adh&asionsmolekiile, die
die Verankerung der Tumorzelle erlauben. Die Ausbildung groRerer Metastasen
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macht die Versorgung durch das Blutgefal3system erforderlich. Die Sekretion von
Angiogenesefaktoren (z.b. VEGF) durch die Tumorzellen regt die Ausbildung
neuer BlutgefalRe an (Fidler et al., 1990, Blood und Zetter, 1990).

Das Wissen um die intra- und extrazellularen tumorbiologischen Ablaufe
ermdglicht die Nutzung bestimmter Faktoren (z.B. ER-Bestimmung) zur exakten
Prognose oder auch individualisierten Therapie (z.B. Antiéstrogen-Behandlung).
Der Stellenwert des CD44-Hyalunonsaure-Rezeptor ist bei verschiedenen
gynadkologischen Karzinomen noch wunklar und ist daher Ausgangspunkt
verschiedener Analysen. Die Charakterisierung der CD44-Oberflachenexpression
auf Tumorzellen ermdglicht die Erarbeitung eines Gentherapieansatzes mit
rekombinanten zytotoxischen T-Zellen.

1.2 CD44-Glykoproteine

CD44 reprasentiert eine Familie von Glykoproteinen, die an der Zelloberflache
exprimiert werden. CD44-Proteine wurden zuerst als Gehirn-Granulozyten-T-
Lymphozyten Antigen beschrieben (Dalchau et al., 1980) und mit Bezeichnungen
wie Pgp-1 (fur phagocytic glycoprotein-1), Ly-24, ECM-III (fir extracellular matrix
receptor type Ill) p80, p85, H-CAM (fur homing cell adhesion molecule) oder
Hermes- und HUTCH-1 Antigen benannt, bevor durch strukturelle Homologien,
Kreuzreaktionen von Antikérpern und Sequenzierung gezeigt wurde, dass es sich
um Mitglieder der selben Proteinfamilie handelte (Naor et al., 1997).

Die genomische Organisation der CD44-Proteine wurde durch Screaton und
Mitarbeiter (1992, 1993) beschrieben. Sie werden von einem Gen kodiert, dass
beim Menschen auf Chromosom 11p13 liegt. Es umfasst mehr als 50 kb und setzt
sich aus 20 Exons zusammen. Die Kkleinste CD44-lsoform wird als CD44-
Standardform (CD44s) bezeichnet und wird von 9 Exons kodiert, den Exons 1-5,
16-18, 19 oder 20. Alle dazwischen liegenden Exons kénnen durch alternatives
Splei3en eliminiert werden.

12 3456 7 8 910 111213141516 1718 19 20

5 - @ === @~ OO == O D O O e el @ =@ =@ =@ 3

vl v2 v3 v4 v5 v6 v7 v8 v9 v10
zytoplasmatische
Doméane

extrazellulare Doméne
Transmembran-

region
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der CD44-Exonstruktur

CD44-Proteine setzen sich aus einem extrazellularen Bereich, einer
Transmembranregion und einer intrazellularen Doméane zusammen.

Der extrazellulare Bereich des Proteins wird von den Exons 1-5, 16 und 17 im
CD44-Standardprotein und bei den varianten CD44-Isoformen noch durch
zusatzliche Exons (6-15) kodiert, die auch mit v1-v10 bezeichnet werden. Diese
varianten Exons kodieren die variablen Doméanen der CD44-Proteine. Sie kdnnen
in den unterschiedlichsten Kombinationen auftreten, so dass eine Vielzahl an
varianten CD44-Isoformen (CD44v1-v10) existiert (Brown et al., 1991, Dougherty
et al., 1991, Cooper et al., 1992, He et al., 1992, Jackson et al., 1992, Screaton et
al., 1992). Das Exon v1 enthélt beim Menschen ein Stopcodon. Es entsteht durch
eine Transition (G nach A) an Position 55, so dass keine Isoformen, die das
variante Exon 1 enthalten, generiert werden (Screaton et al., 1993). Dadurch sind
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zwei unterschiedliche Exon-Nummerierungen, die 19 oder 20 Exons zugrunde
legen, entstanden.

Das Exon 18 kodiert die Transmembranregion und den kurzen Arm der
zytoplasmatischen Doméane, die aus 3 Aminosauren besteht. Der kurze
zytoplasmatische Teil resultiert durch Expression des Exons 19, in dessen
Sequenz eine A-T reiche Region vermutlich zu einer mRNA-Instabilitat fahrt.
Haufiger kommt es jedoch zur Expression des Exons 20, so dass ein langerer, 70
Aminosauren umfassender, zytoplasmatischer Teil generiert wird.
CD44-Standardproteine werden ubiquitar exprimiert (Flanagan et al., 1989, Lesley
et al.,, 1993), wahrend variante CD44-Isoformen im Normalgewebe wesentlich
seltener vertreten sind. Sie werden z.B. als epitheliale Form (CD44v8-10) in
Epithelien (Mackay et al.,, 1994) und als Maximalvariante (CD44v3-v10)
Keratinozyten (Hofmann et al., 1991) nachgewiesen.

Im Serum treten mit Konzentrationen von 0,5 pg/ml beim Menschen (Dachau et
al., 1980, Lesley et al., 1993) und 2 pg/ml bei der Maus (Katoh et al.,, 1994)
weitere, losliche Formen der CD44-Molekile auf. Bei autoimmun erkrankten
Méausen und bei Tumor-tragenden Mausen kann die Serumkonzentration von
|6slichen CD44-Proteinen bis zu 10 pg/ml ansteigen. Sie entstehen vermutlich
durch enzymatische Spaltung des CD44-Proteins. So kodiert Exon v10 ein
Arginin-Dipeptid, dass ein Motiv fir trypsin-dhnliche Proteasen darstellt
(Dougherty et al., 1991, Screaton et al., 1993). Dem l6slichen CD44 fehlt
demzufolge der zytoplasmatische Anteil.

Die Variabilitat dieser Familie beruht weiterhin auf zahlreichen posttranslationalen
Modifikationen. So kénnen im humanen CD44-Standardprotein sechs potentielle
N-gebundene Carbohydratbindungen und sieben potentielle O-gebundene
Carbohydratbindungen durch Glykosylierung gekntipft werden (Goldstein et al.,
1989). AulRerdem treten vier Serin-Glycin-Motive in der extrazellularen Domane
auf, die durch die Glykosaminoglykane, Heparansulfate oder Chondroitinsulfate
modifiziert werden kdnnen. Insertion von Domanen, die von den varianten Exons
kodiert werden, kdnnen zu vier zuséatzlichen potentiellen N-Glykosylierungen und
zahlreichen potentiellen OGlykosylierungen fuhren. Auf3erdem wird ein weiteres
Serin-Glycin-Motiv fiir eine potentielle Gylkosaminoglykanaddition eingefihrt
(Screaton et al., 1993, Bennett et al., 1995a).

I—- Hyaluronsfaure-

Bindungsgdomane

Kollagen,Fibronektin und
Laminin
Bindungs/domane

-~
«—lll |nsertionsstelle fur|alternativ
gespleiBte Exons

-::"
..:'_'-Lh___':" -
-

e

T e T
1111111 -------u--l-.

Iljlﬁi;tﬁﬁ;#?é‘ﬂ-;{ﬁh}iﬁtﬁ Z

-.------.-----.---.--- e M M= = ™ i i

Potentiellp
Phosphorlylierungsstellen
(Ser-Restg)

—{1 N-gekoppelte Glykosylierungsstelle
—@® O-gekoppelte Glykosylierungsstelle
Chondroitinsulfat-Additionsstelle

Abb.1.2: Schematische Darstellung eines CD44v-Molekiils (nach Sherman et al., 1994)
mit integrierten varianten Exons und mdglichen posttranslationalen Modifikationen
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Der  zytoplasmatische  Teil ~wird durch  Proteinkinase  C-vermittelte
Phosphorylierung (Kalomiris und Bourguignon, 1989, Bourguignon et al., 1992),
Palmitoylierung und GTP-Bindung (Lokeshwar und Bourguignon, 1992, Galluzzo
et al., 1995) modifiziert.

Diese posttranslationalen Modifikationen fuhren zu den unterschiedlichsten
Molekulargewichten der CD44-Proteine. Das CD44-Standardprotein besitzt ein
errechnetes Molekulargewicht von 37 kDa (Goldstein et al., 1989, Zhou et al.,
1989, Screaton et al.,, 1993), zeigt im SDS-Gel aber durch N- und O-
Glykosylierungen sowie Phosphorylierung Molekulargewichte von 85-95 kDa
(Zhou et al., 1989). Durch Glykosaminoglykanaddition (Heparansulfat oder
Chondroitinsulfat) kann das Molekulargewicht auf 180-220 kDa ansteigen (Tanaka
et al, 1993, Stamenkovic et al., 1989, 1991). Diese posttranslationalen
Modifikationen fuhren nicht nur zu unterschiedlichen Molekulargewichten der
CD44-Proteine, sondern beeinflussen auch ihre Liganden-Spezifitit und
Eigenschaften.

1.2.1 Liganden der CD44-Proteine

Sequenz-Homologien zu Hyaluronsaure-Rezeptoren sowie die spezifische
Bindung l6slicher und an Platten gebundener Hyaluronséaure (HA) zeigen, dass es
sich bei den CD44-Proteinen um Hyaluronsdure-Rezeptoren handelt (Goldstein et
al., 1989, Stamenkovic et al., 1989). Hyaluronsdure setzt sich aus wiederholenden
Disaccharideinheiten (D-Glukuronsaure [1-b-3], N-Acetyl-D-Glukosamin [1-b-4])
zusammen. Hyaluronséure ist eine Hauptkomponente der extrazellularen Matrix
und oft mit verschiedenen Proteinen verbunden. Sie bildet ein komplexes
Netzwerk und ist verantwortlich fur die Erhaltung des intrazellularen Spaltes
(Toole, 1990). Hyaluronsaure wird von Fibroblasten (Teder et al., 1995),
Chondrozyten (Mason et al., 1989) und mesothelialen Zellen (Honda et al., 1991)
synthetisiert. Bei der Regulation der Zell-ZellAdhasion und raumlichen
Orientierung, Migration, Wachstum und Differenzierung von Zellen spielt
Hyaluronséure eine wichtige Rolle (Laurent und Faser, 1992). Aul3erdem besitzt
sie Funktionen bei der Wundheilung, bei Endziindungen, bei der Gewebs-
erneuerung und Morphogenese (West et al.,, 1985, Weigel et al., 1989, Laurent
und Faser, 1992) und unterstitzt die Migration von invasiven Tumoren (Toole et
al., 1979). Einige Tumore synthetisieren HA und setzen sie frei (Turley und
Tretiak, 1985), wahrend andere die HA-Produktion der umliegenden Fibroblasten
stimulieren (Knudson et al., 1984).

Die extrazellulare Doméane der CD44-Proteine bindet jedoch noch weitere
Komponenten der extrazellularen Matrix wie Kollagen Typ | und IV (Carter und
Wayner, 1988, Lokeshwar und Bourguignon, 1991, Jalkanen und Jalkanen, 1992,
Bartolazzi et al., 1994) ), Fibronektin (Jalkanen und Jalkanen, 1992, Bartolazzi et
al., 1994), Laminin (Jalkanen und Jalkanen, 1992), Serglycin (Toyama-Sorimachi
und Miyasaka, 1994) und Chondroitinsulfate (Aruffo et al., 1990, Sy et al., 1991,
Peach et al., 1993). Die intrazellulare CD44-Domane interagiert weiterhin mit
Komponenten des Cytoskeletts wie Aktin, Ankyrin oder Mitgliedern der Ezrin
Radixin-Moesin-(ERM)-Familie (Lacy und Underhill, 1987, Kalomiris und
Bourguignon, 1989, Bourguignon et al., 1991, 1992, 1993, Lokeshwar und
Bourguignon, 1991, 1992, Lokeshwar et al., 1994, Tsukrita et al., 1994). Die
Proteine der ERM-Familie gehéren zur Gruppe der Aktin-bindenden-Proteine und
es ist mdglich, dass einige dieser Proteine CD44-Molekile mit dem
Signaltransduktionsweg verbinden (Sherman et al., 1996).
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1.2.2 Funktionen der CD44-Proteine

Entsprechend der zahlreichen Liganden besitzen CD44-Proteine die
unterschiedlichsten Funktionen. Es zeigte sich, dass CD44-Proteine als
,Lymphozyten-homing-Rezeptor* agieren, da sie neben verschiedenen anderen
Molekulen, wie L-Selektin, diverse Integrine oder CD31, die Adhasion von
Lymphozyten an spezialisierten Endothelzellen in den HEV (high endothelial
venules) vermitteln und den Ubertritt der Lymphozyten aus dem BlutgefaRsystem
in sekundéare lymphoide Gewebe erlauben (Camp et al., 1993, Jalkanen et al.,
1987, Pals et al., 1989). Sie spielen weiterhin eine Rolle bei dem ,homing“ von
Vorlauferzellen und der Lymphophoese (Miyake et al., 1990, Kincade et al., 1993),
sowie bei der Aktivierung von Lymphozyten (Arch et al., 1992, Galandrini et al.,
1993, 1994 a,b). Eine Stimulation von Makrophagen mit CD44-spezifischen
Antikoérpern kann zu einer Zytokinausschittung von TNF, IL-1 und M-CSF fuhren
(Webb et al., 1990, Gruber et al., 1992).

Sie sind aulR3erdem in Prozesse wie die Zelladhasion und Migration (Thomas et al.,
1992, Lazaar et al., 1994), der Bindung an die extrazellulare Matrix (Jalkanen und
Jalkanen, 1992, Sherman et al., 1994), sowie an entwicklungsbiologischen
Vorgangen und Differenzierungen (Sretanvan et al.,, 1994, Sherman et al.,1996)
beteiligt.

CD44-Proteine konnen aul’erdem chemotaktische Faktoren oder
Wachstumsfaktoren (Tanaka et al., 1993, Bennett et al., 1995) prasentieren. So
kénnen z.B. CD44-lsoformen, die das variante Exon 3 enthalten, Heparansulfat
binden Uber welches sie wiederum den bFG-(basic-fibroblast growth)-Faktor und
den HB-EG-(heparin-binding epidermal growth) -Faktor binden.

Der CD44-Rezeptor ist auch am intrazellularen Abbau von Hyaluronsaure beteiligt.
Durch Anti-CD44mAb kénnen sowohl die Oberflachenadhasion, die Endocytose
als auch der Abbau der Hyaluronsaure gehemmt werden (Hua et al., 1993, Culty
etal., 1992, 1994).

Die Tumorbiologie begann sich fur CD44-Proteine zu interessieren, als man einen
kausalen Zusammenhang zwischen der Expression bestimmter varianter CD44-
Isoformen und den metastatischen Eigenschaften von  Pankreas-
Adenokarzinomzellen fand. Matzku und Mitarbeiter charakterisierten 1983 Bsp73,
ein spontanes Pankreas-Adenokarzinom der Ratte. Durch serielle Transplantation
von Tumorgewebe gelang die Selektion zweier Tumorzelllinien (AS und ASML),
die sich in ihrem spontanem Metastasierungsverhalten unterschieden. Die
subkutane Injektion von AS in syngene Tiere fuhrte zur Entwicklung eines lokal
wachsenden Tumors ohne metastatisches Potential, wahrend die andere Zelllinie
ASML zahlreiche Lymphknoten und hamatogene Fernmetastasen ausbildete.
Durch den monoklonalen Antikbrper mAk1.1ASML, der selektiv die metastatische
Tumorzelllinie erkennt, wurde aus einer bakteriellen Expressionsbank der
metastasierenden ASML-Zelllinie, die cDNA fir ein um 162 AS langeres als das
bis dahin bekannte CD44-Standard-Genprodukt isoliert (Gunthert et al., 1991). Es
stellte sich heraus, dass es sich um die CD44v4-v7-Variante handelte und dass
der monoklonale Antikérper 1.1ASML gegen das CD44v6-Epitop gerichtet war.
Die nicht metastasierende AS-Zelllinie enthielt nur die CD44-Standardform und
reagierte demzufolge nicht mit dem 1.1ASML-Antikorper.

Zwei Versuchsanséatze konnten den kausalen Zusammenhang zwischen der
CD44-Expression bestimmter CD44-Varianten und dem metastatischen Potential
der Tumorzelllinie beweisen. Erstens konnte durch Transduktion von CD44v4-v7
und CD44v6-v7 cDNA in die nicht metastasierende AS-Tumorzelllinie diese in eine
in vivo metastasierende Zelllinie umgewandelt werden (Rudy et al.,, 1993).
Zweitens konnte der monoklonale Antikorper 1.1ASML das metastatische
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Potential der ASML-Zellen und der mit CD44v4-v7- bzw. CD44v6-v7-cDNA
transduzierten AS-Zellen hemmen (Seiter et al., 1993). Die Uberexpression der
CD44-Standardform in AS-Zellen konnte den metastatischen Phéanotyp nicht
induzieren (Rudy et al., 1993).

Spontanes Pankreas-Adenokarzinom

2 5] Vil

Nicht metastasierende metastasierende Tumorzelle
Tumorzelle [CD44s

Transduktion cDNA CD44v4-v7, * Hemmung durch
CD44ve-v7 mAb 1. 1ASML

metastasierende ( nicht metastasierende
umorzelle orzelle

Hemmung spez. mAb gegen
CD44v6

( nicht metastasierende

JIumorzelle

Abb.1.3 Schematische Darstellung des Metastasierungsverhaltens der Adenomkarzinom-Zelllinien
AS+ ASLM und der Zusammenhang des Metastasierungsverhaltens mit der CD44
Expression.

Diese Daten zeigen, dass die Expression bestimmter CD44-Varianten bei BSp73-
Pankreas-Adenokarzinom notig ist und ausreicht, um metastatische Fahigkeiten
hervorzurufen.

Interessanterweise exprimieren aktivierte Lymphozyten kurzzeitig eine CD44-
Isoform, die das variante Exon 6 enthalt. Nur aktivierte Lymphozyten sind in der
Lage, migratorische Eigenschaften auszuprdgen. Die Aktivierung der
Lymphozyten durch antigene Stimulation kann durch monoklonale Antikdrper
gegen das CD44v6-kodierte Epitop stark inhibiert werden (Herrlich et al., 1993,
Koopmann et al., 1993). Das Wanderungsverhalten metastasierender Tumorzellen
gleicht dem aktivierter Lymphozyten, so dass man eine Lymphozytenmimikry der
Tumorzelle diskutiert (Herrlich et al, 1993). Fur Namalwa-Zellen (B-
Zelllymphomazellen), die mit cDNA transfiziert wurden, welche Exon CD44v3 in
Kombination mit anderen varianten Exons kodiert, konnte gezeigt werden, dass
sie das Knochenmark schneller als Zellen ohne v3-enthaltende Isoformen
infiltrieren (Bartolazzi et al., 1995).

Transfektion von anderen Tumorzelllinien mit CD44v-cDNA zeigte jedoch, dass
nicht in allen Tumorzellen eine Metastasierung induziert werden kann. CD44-
Isoformen scheinen somit nicht alleine fur die Metastasierung verantwortlich zu
sein, sondern es mussen noch andere Faktoren eine Rolle spielen (Sy et al.,
1991, Bartolazzi et al,. 1995).

Es wurden nun zahlreiche Tumore auf Zusammenhé&nge zwischen der CD44-
Expression und der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten, sowie der
Tumorprogression untersucht.
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1.2.3 CD44-Expression in Tumoren und korrespondierenden Normalgeweben

Non—Hodgkin-Lymphom

Bei gesunden Lymphozyten wurden nur kurzeitig nach ihrer Aktivierung eine
Expression des varianten Exons 6 (Arch et al., 1992, Koopmann et al., 1993) bzw.
die kombinierte Expression von CD44v3- und CD44v6-enthaltende Isoformen
nachgewiesen (Stauder et al., 1995). Ansonsten exprimierten sie nur die CD44-
Standardform (Terpe et al., 1994).

Bei Non-Hodgkin-Lymphomen korrelierte die Tumorprogression mit der CD44v-
Expression der malignen Lymphomzellen (Pals et al., 1989, Stamenkovic et al.,
1989, Koopman et al.,, 1993, Jalkanen et al., 1990). Aggressive Lymphome
zeigten im Vergleich zu weniger aggressiven Lymphomen eine erhéhte CD44v-
Expression (Koopman et al., 1993, Terpe et al., 1994, Stauder et al., 1995).
Patienten mit Tumoren, die positiv flr das variante Exon 6 waren, lebten kirzer als
Patienten mit CD44v6-negativen-Tumoren (Ristamaki et al., 1995, Stauder et al.,
1995). Die multivariante Analyse zeigte, dass die Expression des varianten Exons
6 in den Tumoren ein unabh&ngiger Prognose-Parameter darstellte (Stauder et al.,
1995).

Kolorektalkarzinom

In der normalen Kolonmucosa trat eine CD44-Expression in der proliferativen
Zone der Drisen auf. In den anderen Bereichen fand man nahezu keine CD44-
Standardexpression und variante Isoformen wurde nicht detektiert (Abbasi et al.,
1993, Heider et al.,, 1993, Wielenga et al., 1993). Bei primdren malignen
Kolorektaltumoren wurden CD44s- und CD44v-Proteine bei wenigstens 50% der
Patienten exprimiert und bei allen Patienten in den Lungen, Leber- und
Lymphknotenmetastasen nachgewiesen (Matsumura und Tarin, 1992, Heider et
al., 1993, Wielenga et al., 1993, Orzechowski et al., 1995, Suh et al., 1995). Die
Uberlebensdauer der Patienten mit Tumoren, die die epitheliale CD44-Isoform
(CD44v8-v10) (Yamaguchi et al., 1996) oder CD44v6-Isoform (Mulder et al., 1994)
exprimierten, war kirzer als bei Patienten mit Tumoren, die negativ fur die
entsprechenden Isoformen waren.

Die Korrelation der Uberlebensdauer und der CD44v6-Expression wurden jedoch
von einer anderen Gruppe nicht bestatigt (Koretz et al., 1995). Auch Gotley et al.
(1996) konnte mittels RT-PCR und monoklonalen Antikorpern keine individuellen
CD44 varianten Exons, die mit der Progression des Kolorektalkarzinoms assoziiert
waren, zeigen und stellten den Zusammenhang zwischen der CD44v-Expression
und den Tumorstadien des Kolonkarzinoms wieder in Frage.

Mammakarzinom

In einer Untersuchung von 130 Patientinnen mit primdrem Mammakarzinom, 12
lokalen Rezidiven und 18 Lymphknotenmetastasen konnte eine Korrelation
zwischen der CD44v5- und CD44v6-Expression und einer kirzeren
Uberlebensdauer der Patienten gefunden werden, wobei CD44v6 als
unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert wurde (Kaufmann et al., 1995).
Tempfer und Mitarbeiter (1996) zeigten bei 115 Patientinnen, dass die Expression
von CD44v5, v6 und v7/8 im Tumor mit einer schlechten Prognose einhergenht.

In einer anderen Studie mit 227 Patientinnen wurden jedoch keine signifikante
Korrelation zwischen der CD44v-Expression und der Uberlebensdauer der
Patientinnen gefunden. Es konnte jedoch eine Korrelation zwischen der CD44v-
Expression und dem Differenzierungsgrad beobachtet werden (Friedrichs et al.,
1995). Eine neuere Studie, bei der Tumore von 237 nodalnegativen und 230
nodal-positiven  Patienten untersucht wurden, zeigte bei >65% der
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Mammakarzinomzellen eine CD44v6-Expression. Im Gegensatz hierzu
exprimierten in normalem Brustgewebe nur Myoepithelzellen variante CD44-
Isoformen (Sinn et al.,, 1995, Dall et al., 1995, lida und Bourgignon, 1995,
Kaufmann et al.,, 1995). Die CD44v6-Expression war bei nodal-negativen
Patientinnen sogar mit einer signifikant besseren Prognose assoziiert. Bei nodal
positiven Patientinnen liel3 sich jedoch kein Zusammenhang finden. Die Halfte der
Tumorproben exprimierte CD44v9 und CD44v7/8 und in 39% konnte CD44v10
nachgewiesen werden. CD44v7/8 und CD44v10 waren jedoch prognostisch
irrelevant. Weiterhin zeigten die Karzinome im Vergleich zum Normalgewebe
mehrere und groRRere Isoformen, einschlie3lich der Maximalvariante (CD44v2-
CD44v10). Die CD44v-Expression korrelierte mit dem Differenzierungsgrad, nicht
jedoch mit der Prognose (Foekens et al., 1999).

Zervixkarzinome

Im normalem Epithel der uterinen Zervix war die Expression varianter CD44-
Epitope auf proliferative Basalzellen und spinale Zellen beschrankt (Dall et al.,
1994). Zervixkarzinome zeigten jedoch verschiedene CD44-Isoformen. Mittels RT-
PCR wurden bei den Tumorproben verschiedene gréfRere CD44v-Transkripte,
einschlie3lich der Maximalvariante detektiert (Dall et al., 1994). Die Expression
des varianten Exons 6 korrelierte signifikant mit dem Auftreten von Metastasen in
den Lymphknoten des Beckens, mit einer hohen Wahrscheinlichkeit einer Invasion
in Blut- und Lymphbahnen und mit einem kurzen Uberleben (Kainz et al., 1995a).
Das CD44v7/8-Epitop liel3 sich im gesunden Plattenepithel der Portio uteri nur in
geringe Mengen bzw. gar nicht detektieren. Im Verlauf der Zervixkarzinogenese
nahm die Expression diese Epitops jedoch zu (Dall et al., 1994, Kainz et al., 1995
a,b) und korrelierte mit einem kirzerem Uberleben (Kainz et al., 1995a).

Ovarialkarzinome

Die IHC-Untersuchungen von 44 Ovarialkarzinomen mit einem polyklonalem
Serum, das gegen CD44v3-v10-Epitope gerichtet war, zeigte bei 75% eine
Reaktion mit den Tumorzellen. Das Rezidiv-freie Uberleben der Patientinnen mit
CD44v-positiven Tumoren war signifikant kirzer als das der Patientinnen mit
CD44v-negativen Tumoren. Betrachtete man jedoch das Gesamttberleben, so
zeigte sich keine statistische Signifikanz. Bei Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung (Stadium IIl und 1V) ist sowohl das rezidivfreie Intervall, wie auch die
Gesamt-Uberlebensdauer bei CD44-positiven Tumoren kiirzer als bei CD44-
negativen Tumoren (Uhl-Steidl et al.,, 1995). Eine andere Studie mit 31
Patientinnen konnte jedoch keine Korrelation zwischen der CD44s und CD44v-
Expression und der Prognose der Erkrankung zeigen (Cannistra et al., 1995).
Interessanterweise ergaben Untersuchungen an Ovarkarzinomzelllinien, dass das
CD44-Standardprotein und das Onkoprotein p185(Her2) kombiniert exprimiert
wurden und kovalent Uber Disulfidbriicken verbunden waren (Bourguignon et al.,
1997). Weiterhin konnte Hyaluronsdure eine CDA44s-assoziierte-p185(Her2)-
Tyrosinkinaseaktivitat stimulieren, die verglichen zu den nicht transduzierten
Kontrollzellen zu einem verstarktem Wachstum der Ovarkarzinomzelllinien fuhrte.
Eine Repression der p185(Her2)-Expression durch Transfektion des Adenovirus-
5E1A-Gens fuhrte zu einer reduzierten CD44-Expression und einer reduzierten
CD44s-vermittelten-Zelladh&sion durch Hyaluronsaure. Die CD44s-p185(Her2)-
Interaktion ist somit funktionell gekoppelt und biosynthetisch reguliert. Die
Uberexpression und Amplifikation des HER2-Gens ist bei Ovarialkarzinomen wie
auch bei vielen anderen Karzinomen mit einer verkiirzten Uberlebensdauer der
Patientinnen korreliert (Berchuck et al., 1990, Hung et al., 1992). Es wird
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angenommen, dass der ,cross-talk” zwischen den beiden Proteinen ein wichtige
Rolle bei der Entwicklung des Ovarialkarzinoms spielt (Bourguignon et al., 1997).

1.2.4 Expressionsregulation des CD44-Gens

Die Transfektion der Onkogene ras oder src in Fibroblasten oder epitheliale Zellen
der intestinalen Drise zeigten, dass die CD44-Expression durch aktivierte ras-
oder src-Gene induziert werden kann (Hofmann et al., 1993, Jamal et al., 1994,
Kogerman et al., 1996). Bei transient transfizierten Fibroblasten, aber nicht in den
intestinalen Epithelzellen, kam es zu einem erh6hten transkriptionellen CD44s-
Spiegel und zum Auftreten von alternativ gesplei3ter CD44mRNA sowie der
Produktion varianter CD44-Proteine, so das eine Uberexpression von Ras in
diesen  Zellen sowohl die CD44-Promotoraktivitit wie auch die
SpleiRkontrollmaschinerie beeinflusste. Bei einer transienten Ras-Uberexpression
nahm die CD44v/totalCD44-Ratio zu, sie blieb jedoch bei stabil tansfizierten Zellen
unverandert (Hofmann et al., 1993). Die induzierte CD44-Expression durch eine
Ras-Uberexpression ist von der AP-1-Bindungsstelle auf Position —110 des CD44-
Promotors abhangig. Die AP-1-Aktivitat ist hormonsensitiv. Sie nimmt durch
Estradiol zu und wird durch Anti-Ostrogene inhibiert (Webb et al. , 1999, Philipps
et al., 1993). AP-1 besteht z.B. aus den Oncogenprodukten Jun und Fos und
vermittelt vermutlich die Ras-induzierte Aktivierung des CD44-Promotors. Somit
fuhrt die Ras-Synthese unter Kontrolle des Hormon-induzierbaren Promotors zur
erhdhten Aktivitat des CD44-Promotors und stért transient die Spleil3kontrolle
(Hofmann et al., 1993).

Die Ras-Aktivierung ist in die Karzinogenese des Endometriumkarzinoms
verwickelt (Enomoto et al.,, 1991) und ist vermutlich fur die invasiven und
metastatischen Eigenschaften verantwortlich (Greig et al., 1991, Marshal et al.,
1991). Aktiviertes Ras kontrolliert Proteasen und Metalloproteinasen (Denhardt et
al., 1987, Garbisa et al., 1987) sowie pleiotroph einige Gene, deren Produkte in
maligne Prozesse wie Zellproliferation eingebunden sind (Filmus et al., 1992,
1993, 1994, Zhao und Buick, 1993). Das CD44-Gen, dessen Produkte ebenfalls in
potentielle maligne Prozesse involviert sind, kann somit auch in die Liste der Ras-
induzierten Gene eingefligt werden.

1.3 Spezifische zytotoxische T-Lymphozyten in der Gentherapie

1.3.1 Alternative Strategien fur die Therapie von Tumoren

Die Molekularbiologie legte durch neue Erkenntnisse Uber die Tumorbiologie
sowie durch die Madoglichkeit der genetischen Modifikation einer Zelle den
Grundstein fur neue Strategien der Krebstherapie.

Es wird versucht, durch gezielte genetische Manipulationen der Tumorzellen den
Tumor zu bekampfen. So kann z. B. additiv ein neues Gen eingefihrt werden,
welches im Falle der Suizidgentherapie indirekt Gber sein Expressionsprodukt zum
Zelltod fuhrt. Ein pharmakologisch inaktives Praparat (z. B. Ganciclovir) wird mit
Hilfe des neu exprimierten Genprodukts (z.B. Herpes-simple -Virus-Tymidinkinase)
in eine toxische Form (Ganciclovir-Triphosphat) umgewandelt. Ein Problem dieser
Therapie ist die fehlende Tumorzellspezifitat, um gesundes Gewebe mdglichst
unbeschéadigt zu erhalten, sowie auftretende Resistenzen gegen die Toxine, die
die Tumorzelle abtdten sollen.

Weiterhin  kénnen durch eingefihrte Gene defekte Gene (z.B. das
Tumorsuppressorgen p53 (Runnebaum et al.,, 1995)) ersetzt werden oder aber
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Uberexprimierte (z.B. Nmyc) durch Antisense-DNA (Whitesell et al., 1991) oder
Ribozymverfahren supprimiert werden. In vielen dieser therapeutischen Ansatze
ist die Erreichbarkeit aller Tumorzellen insbesondere bei gréReren Tumoren
problematisch. Obwohl durch den sogenannten Bystandereffekt auch haufig
Nachbarzellen der transfizierten Tumorzelle abgetdtet werden kdnnen, ist eine
vollstandige Eliminierung aller Tumorzellen selten mdglich. Dariiber hinaus wirken
sich die Therapien meist nur lokal auf den Primartumor aus, wahrend die
Metastasen und Rezidive unbeeinflusst bleiben.

Ein hoffnungsvolles Konzept beinhaltet die Verbesserung und Unterstitzung des
korpereigenen Immunsystems, welches bei zahlreichen Malignomen leider nur
unzureichend durch den Tumor stimuliert wird und somit keine ausreichende
antitumoralen Effekte zeigt.

Man unterscheidet die aktive, passive und adoptive Tumor-Immuntherapie. Bei der
aktiven Immuntherapie geht man von einer Stimulation des Immunsystems durch
z.B. Zytokine oder Tumorvakzine aus. Eine erhodhte unspezifische Reaktivitat
gegen Tumorzell-assoziierte-Antigene kann durch systemische Gabe von
Zytokinen erzielt werden. Eine Vielzahl kinischer Studien, bei denen z.B. hohe
Dosen an IL-2 den Patienten verabreicht wurden, zeigten jedoch nur einen
limitierten therapeutischen Nutzen fir die Tumorpatienten (Hersh und Taylor,
1991, Parkinson et al., 1990).

Eine andere Mdglichkeit, das Immunsystem zu stimulieren, stellt die ex-vivo
Transfektion von ZytokincDNA (z.B. IL-2, IL-4, IL-7, ¢-IFN, TNF-a, GM-CSF) in
autologe Tumorzellen mit Reinjektion oder die direkte in vivo Transfektion des
Tumors dar. Durch diese Verfahren soll Uber das Anlocken wnd die Stimulation
von natirlichen Killerzellen und T-Lymphozyten eine spezifische Tumorabwehr
induziert werden. Gleichzeitig sollen die toxischen Nebeneffekte systemischer
Zytokingaben vermieden werden (Hock et al., 1993, Dranoff et al., 1993, Vieweg
und Gilboa, 1995, Zhang et al., 1996, Meazza et al., 1996).

Durch Vakzination mit Tumor-Antigenen kann ebenfalls eine spezifische
Stimulation erreicht werden. Z.B. wurden HLA-A1-positiven Melanompatienten das
HLA-Al-prasentierte Peptid EVDPIGHLY, welches vom MAGE-3-Gen kodiert wird,
verabreicht. Es zeigte sich bei drei von 12 Patienten eine Regression, ohne dass
eine Toxizitat der Therapie beobachtet wurde (Marchand et al., 1995).

Die passive Immuntherapie verwendet Vermittler mit anti-Tumor-Reaktivitat z.B.
Antikorper. Antitumorale monoklonale Antikorper werden bereits in einer Reihe
von klinischen Studien eingesetzt. Die postoperative Behandlung mit 17-1A
Antikdrper von 99 Patienten mit Dukes'C Kolorektalkarzinomen zeigte im
Vergleich zu 90 unbehandelten Patienten ein signifikant langeres, Rezidiv-freies
Uberleben der Patienten und ein signifikant selteneres Auftreten von
Fernmetastasen (Riethmuller et al., 1998).

Eine Verbesserung des Effektes von Antikbérpern mit einer geringeren
Immunogenitat wird durch von den Antikorpern abgeleitete bifunktionale
Fusionsproteine erreicht, die eine single chain-(scFv)-Antikérperfragment und eine
toxische Effektorfunktion enthalten.

So wird Rituximab, ein monoklonaler Antikérper fir die Behandlung von non
Hodkin’s Lymphomen (NHL), bereits getestet (Ubersicht Grillo-Lopez et al., 1999).
Dieser chimare Maus/human-Antikorper enthalt einen humanen Immunoglobin-Gl-
kappa-Antikorper und eine murine variable Region, die von einem anti-CD20-
Antikorper isoliert wird. Er vermittelt die Komplement-abhangige Zelllyse und die
Antikorper-abhangige zellulare Zytotoxizitat. In einer Multizenterstudie mit 166
Patienten sprachen 48% auf die Therapie an, von diesen zeigten 6% eine
komplette Remession (McLaughlin et al., 1998).
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Antikérper kénnen jedoch solide Tumore nur unzureichend durchdringen (Jain,
1994), um dieses Problem zu umgehen greift man bei der adoptive Immuntherapie
auf Immuneffektorzellen zuriick, da diese in der Lage sind den Tumor zu
durchdringen. Als Effektorzellen kdnnen Tumor-spezifische aktivierte T-
Lymphozyten, nichtspezifische natirliche Killerzellen und Makrophagen dienen.
Mule und Kollegen beschrieben 1984 die Fahigkeit von Lymphokin-aktivierten
Killer-(LAK)-Zellen bei Mausen, eine Regression der Tumormetastasierung zu
erzielen. In klinischen Studien konnte ein antitumoraler Effekt in 20-30% der
Patienten, die auf eine konventionelle Therapie nicht ansprachen, erreicht werden
(Rosenberg et al., 1987, 1985). Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL"s) kbénnen
Tumorzellen mit 60-100-fach hdherer Effizienz lysieren als LAK’s. Diese TIL's
werden direkt aus dem Tumor isoliert. Inre Gewinnung erfolgt Uber die Kultivierung
der Zellsuspension des Tumorgewebes in Anwesenheit von IL-2. Nach einer
Woche ist der Grof3teil des Tumorgewebes eliminiert und die lymphoiden Zellen,
die urspriunglich weniger als 5% der Zellpopulation ausmachten, sind zur grof3ten
Zellpopulation herangewachsen. Diese Zellen konnen in vitro spezifisch
Tumorzellen erkennen. TIL's supprimieren LAKs und setzen Interleukine frei
(Charkabarty et al., 1991).

T-Lymphozyten benétigen fir die Antigenerkennung die Prozessierung und
Antigenprasentation durch Antigenprasentierende Zellen (APC). Die spezifische
Antigenerkennung fuihrt zur Klonselektion der T-Zellen mit einer individuellen TCR-
(T-Zellrezeptor)-Expression. Es wurden Strategien entwickelt, APC’s und T-Zellen
zu modifizieren und flr ein definiertes Tumor-Antigen zu spezifizieren.
Dendritische Zellen (DC) wurden bereits bei der Behandlung von malignen
Erkrankungen wie Lymphomen (Hsu et al., 1996) und Melanomen getestet (Nestle
et al., 1998). Es wurden z.B. 100 HLA-A2-positive Prostatakarzinom-Patienten mit
DC’s behandelt, die mit Peptiden-abgeleitet vom Prostata-spezifischen-Membran-
Antigen (PSMA) gepulst waren. Die Behandlung zeigte bei 30% ein klinisches
Ansprechen und bei 3 Patienten eine komplette Remission (Murphy et al., 1998).
Die Modifikation von T-Zellen zur spezifischen Tumorantigenerkennung bei
gynakologischen Tumoren war Ziel dieser Arbeit. Bei dieser Strategie setzt man
genetisch modifizierte CTL's ein, die MHC-unabhangig Tumorzellen erkennen und
eine vorherbestimmte Spezifitdt besitzen. Daflr wurden chimére Rezeptoren
entwickelt, bei denen eine extrazellulare Erkennungsdomane (scFwFragement)
mit einer Signaltransduktionseinheit fusioniert wird. Die Quervernetzung des
chimaren Rezeptors durch einen extrazellularen Liganden l6st frihe und spéate
Signaltransduktionen aus, die sich nicht von denen unterscheiden lassen, die bei
der Verbindung des TCR/CD3-Komplexes entstehen (Irving und Weiss, 1991).
Uber die Klonierung solcher chimaren Rezeptorgene und den Transfer in T-Zellen
sollte eine Antigen-spezifische zytotoxische Immunantwort generiert werden.

1.3.2 Tumorimmunogenitat und , Immune-escape“-Mechanismus

Die fehlende Eliminierung von malignen Zellen durch das Immunsystem ist ein
grundlegendes Problem bei der Tumorentstehung. Dieses Phanomen beruht auf
unterschiedliche Tumoreigenschaften. Zum einem sind viele Tumor-assoziierte
Proteine nicht ausreichend immunogen, da sie bereits in normalen Zellen
exprimiert werden und eine Toleranz des Immunsystems gegen Selbstpeptide
besteht wie z.B. epidermale Wachstumsfaktorrezeptoren aus der Familie der
Tyrosinkinasen, wie ErbB-2/Her-2 und ErbB-3/Her-3 (Hynes, 1993).

Selbst immunogene Tumore konnen Uber ,immune-escape“-Mechanismen der
Immunabwehr entkommen. So kénnen die Antigene durch Substanzen wie z.B.
Sialomucin maskiert sein und so nicht mehr von Antikérpern oder dem T-
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Zellrezeptor erkannt werden. Die Antigene kdnnen weiterhin abgespalten werden
(Antigen-Shedding), so dass es zur Blockierung der Antikérper und Effektor-T-
Zellen kommit.

Haufig tritt ein Verlust  von Antigenen durch Defekte im
Antigenprozessierungsapparat (Cromme et al., 1994 a, b, Restifo et al., 1991,
1993) und/oder des MHC-Komplexes (Tanaka et al., 1988, Wang et al., 1993,
Branch et al., 1995) auf. Den Tumorzellen fehlt oft auch die Expression von
kostimulatorischen Molekilen wie B7-1 (CD80) oder B7-2 (CD86), die durch
Interaktion mit dem entsprechendem Rezeptor (CD28) bzw. CTLA-4 auf der T
Zelloberflache das Kosignal fur die T-Zellaktivierung liefern (Chen et al., 1993
Yang et al., 1995). Tumorzellen kénnen auch immunsupprimierende Faktoren
sezernieren z.B. Prostaglandine und TGF-b (Kehrl et al., 1986, Lee et al., 1987,
Arteaga et al.,1993). Einige dieser immunsuppressiven Faktoren wie TGF-b
stimulieren autokrin das Wachstum der Tumorzellen (Ridley et al.,1989), ebenso
wie andere von den Tumorzellen sezernierte Faktoren z. B. VEGF und EGF die
zur autokrinen Stimulation des Tumorwachstums beitragen (Altenschmidt et al.,
1997). Eine schlechte Zugénglichkeit erschwert bei grof3en Tumoren zusétzlich die
Zytolyse der Tumorzellen durch das Immunsystem.

Durch eine reduzierte Fas-Expression (Strand et al., 1996) oder durch Abgabe von
I6slichem Fas, welches den Fas-Liganden auf der T-Zelle blockiert, kbnnen sich
Tumorzellen vor der Lyse durch CTL's schitzen, da die Fas/FasL-vermittelte
Zytolyse nicht stattfinden kann (Casano et al., 1995, Owen-Schaub et al., 1995).
Einige Tumore kdonnen sogar durch die Expression des FasL die Apoptose der T-
Zellen hervorrufen und sich durch Zerstérung der CTL’s vor deren Angriff
schutzen (Kume et al., 1999, Solary et al., 1998, Zeytun et al., 1997).

1.3.3 Antigenprasentation durch den MHC-Komplex

Im Rahmen der zellvermittelten Immunreaktion spielen T-Zellen eine zentrale
Rolle. Sie sind wesentlich fur die Entwicklung der Immunitdt gegen Viren,
Bakterien und Pilze verantwortlich. Um eine durch T-Zellen vermittelte Immunitét
zu erlangen, bedarf es einer adaquaten Antigenprasentation und der Aktivierung
antigenreaktiver T-Effektorzellen. Die Aktivierung der Effektorzellen wird durch T-
Helferzellen reguliert. Aktivierte T-Zellen produzieren Lymphokine, die entweder
das Wachstum und die Differenzierung von T-(und B)-Zellen beeinflussen oder die
phagozytaren und bakteriziden Eigenschaften von Makrophagen induzieren bzw.
verandern. Die Antigenpréasentation Ubernehmen spezielle Antigen-prasentierende
Zellen (APC), zu denen die dendritischen Zellen, die Makrophagen der
sekundaren Lymphoidorgane, die Langerhans-Zellen der Haut und aktivierte B
Zellen gehoren. Die Prasentation von Antigenen erfolgt durch den MHC-(major
histocompatibility complex) -Komplex (Ubersicht siehe Engelhard, 1994).

Alle kernhaltigen Zellen exprimieren in unterschiedlichem MalRe Klasse-I-MHC-
Antigene, die endogen in den Zellen synthetisierte Antigene binden (z. B.
Viruspeptide von virusinfizierten Zellen). Die endogenen Peptide entstehen durch
Proteinabbau durch das Proteasom und werden durch TAP 1 und 2 (transporter
associated with antigen processing) aus dem Cytoplasma in das ER transportiert
oder direkt bei der Synthese durch das Signalpeptid in das endoplasmatische
Retikulum (ER) geleitet (Ubersicht siehe Romisch, 1994). Die Bindung endogener
Peptide im ER an die schwere MHC-Klasse-I-Kette fuhrt  zur
Konformationsanderung dieses Molekils, welches die Bindung mit dem bs-
Mikroglobulin zulasst (Ubersicht siehe Williams und Watts, 1995). Das Peptid
stabilisiert die Wechselwirkung der Ketten, so dass der Komplex tUber den Golgi-
Apparat zur Zelloberflache transportiert werden kann.
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Klasse-1I-MHC-Antigene sind konstitutiv nur auf APCs exprimiert. Sie bestehen
aus zwei nicht kovalent assoziierten Ketten (a und b) und binden exogene
Fremdantigene. Die exogenen Proteine werden durch Endozytose aufgenommen
und nach der Anséduerung des Endosoms durch Proteasen abgebaut. Der im ER
synthetisierte MHC-Klasse-II-Komplex enthéalt noch eine invariante Kette, welche
die Peptidbindungstelle blockiert, um eine frihzeitige Beladung des Komplexes mit
Peptiden zu verhindern (Germain, 1994, Ubersicht siehe Williams und Watts,
1995). Diese invariante Kette wird im spaten Endosom von Proteasen abgebaut,
so dass sie antigene Peptide binden konnen und der Komplex mit dem Endosom
zur Zelloberflache gelangt.

1.3.4 Antigenerkennung und Signaltransduktion durch den TCR/CD3-
Komplex

Der TCR/CD3-Komplex besteht aus mindestens sechs verschiedenen
Transmembranproteinen. Die Erkennung und Bindung antigener Peptide, die
durch MHC-Molekule prasentiert werden, erfolgt durch das TCR-Heterodimer,
welches zu der ImmunglobulinSuperfamilie gehort. Es setzt sich aus zwei
polymorphen, disulfidgepaarten Ketten zusammen. Die grol3e Mehrzahl der
rezirkulierenden T-Zellen (>95%) exprimieren einen TCR, der eine a- (40-50 kDa)
und eine b- (35-47 kDa)-Kette enthalt und nur eine Minoritat (5%) exprimieren
einen TCR, der sich aus einer g und d-Kette zusammensetzt. Die TCR
kodierenden Gene sind getrennt angeordnet und setzen sich aus V (Variable)-, J
(Joining)-, D (Diversity)- und C (Constant)-Gensegmenten zusammen. Um ein
funktionelles Gen zu bilden, missen daher wahrend der Reifung der T-Zellen die
genomischen Gensegmente rearrangiert werden. Rein rechnerisch ergeben sich
durch unterschiedliche (Re)kombinationsméglichkeiten beim Mensch ca. 1x 10’
verschiedene a/b-TCR-Heterodimere. Hinzu kommen zuséatzliche Mechanismen
zur Erweiterung der moglichen Diversitat z.B. durch ungenaue Verbindung
zwischen den Segmenten. Dies geschieht durch Deletion von randstandigen
Nukleotiden oder durch Addition von zusatzlichen Nukleotiden. Durch diese
Diversitat konnen die TCRs wie Immunglobuline eine grof3e Anzahl verschiedener
Epitope erkennen.

Diese a/b-(g/d)-TCR-Heterodimere sind durch nicht kovalente Wechselwirkungen
mit den invarianten Ketten des CD3-Komplexes verbunden. Der CD3-Komplex
setzt sich aus den CD3g, CD3d-, CD3e-, und CD3z-Untereinheiten zusammen.
Die CD3z-Kette kann auch durch das alternative Spleif3produkt h ersetzt werden
und Uber Disulfidbriicken Homodimere oder Heterodimere mit anderen Mitgliedern
der Familie der CD3z-Ketten (h, FceRIg) bilden (Jin et al., 1990, Orloff et al.,
1990). Der TCR/CD3-Komplex wird u.a. durch lonenbindung basischer
transmembranarer Aminosauren der TCR-Ketten und sauren Aminoséauren der ¢,
d-, e-CD3-Ketten stabilisiert.

Funktionell werden dem CD3-Komplex zwei Aufgaben zugewiesen. Einmal ist die
Verfugbarkeit der Einzelkomponenten Vorraussetzung fur Ausschleusung eines
funktionellen TCR/CD3-Komplexes zur Zellmembran (Bonifacino et al., 1990).
Zum anderen vermittelt der CD3-Komplex die Weiterleitung der im Rahmen der
Antigenerkennung von a/b-(gd)TCR gebildeten Signale, die dann die intrazellulare
T-Zell-Aktivierung einleiten (Weiss und Littman, 1994).

Die untereinander homologen ¢, d- und e-CD3-Ketten besitzen eine
zytoplasmatische Domane von einer Lange zwischen 40 und 80 Aminosauren,
wéhrend die z-Kette 113 cytoplasmatische Aminosauren besitzt (Weissman et al.,
1988). Die Untereinheiten enthalten fur die Signaltransduktion ein konserviertes
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Motiv welches als ITAM (immunoreceptor tyrosin-based activation motif)
bezeichnet wird. Es wird von paarigen Tyrosinen und Leucinen, YxxL(X)s.s-YXxL
gebildet (im EinbuchstabenrAminosédurencode, x steht fir eine beliebige
Aminosaure, Reth, 1989). g, d- und e-CD3 enthalten je eine ITAM-Sequenz
wohingegen die z-Kette drei ITAM’s enthélt (Howe und Weiss, 1995). ITAMs sind
auch in anderen signaltransduzierenden Ketten anderer lymphoider Rezeptoren,
wie dem B-Zell-Antigenrezeptor und dem Fc-Rezeptor auf Makrophagen,
Mastzellen und B-Zellen enthalten.

Zwei Familien zytoplasmatischer Tyrosinkinasen sind in die frihen Schritte der
TCR-Signaltransduktion eingebunden, die Familie der Src-Kinasen, Lck und Fyn,
sowie die Familie der Syk-Kinasen, Syk und ZAP-70 (ZAP-70 fur z-assoziiertes
Protein mit 70 kDa Molekulargewicht). Nach der Rezeptorbindung sammelt sich
die Lck-Kinase, welche mit den CD4- und CD8-Korezeptoren assoziiert ist, in der
Néahe der ITAM’s des TCR/CD3-Komplexes an und férdert die Lck-vermittelte
Phosphorylierung der CD3z-Tyrosine. Diese phosphorylierten ITAM’s dienen als
Bindungsstelle fiir die Kinasen aus der Syk-Familie (Ubersicht, Chu et al., 1998).
Dual-phosphorylierte ITAMs ziehen Kinasen aus der ZAP-70/Syk-Familie durch
ihre SH2 (Src-homology domain)-Sequenz an. Vergleiche der Kristallstukturen der
ZAP-70- und Syk-Tandem-SH2-Sequenzen, die phosphorylierte ITAM's bindet,
zeigen Unterschiede in der Art und Weise, wie sie an den Rezeptor binden. Die
SH2-Sequenz des Syk bildet zwei unabhéngige Bindungstaschen flir die zwei
Phosphotyrosine (Futterer et al., 1998), wahrend ZAP-70 die Bindungstasche fur
die Phosphotyrosine cooperativ formt (Hatada et al., 1995). Die Assoziation der
Sky-Tadem-SH2-Sequenz an phosphorylierte ITAM’s stimuliert die Auto-
phosphorylierung der Syk-Kinase, wodurch deren Aktivitat erhoht wird (Rowely et
al., 1995, Shiue et al.,, 1995, Furlong et al., 1997). ZAP-70 benétigt neben
Autophosphorylierung (Neumeister et al., 1995) Lck fir die Phosphorylierung
seiner Tyrosine im Aktivierungsloop (Visco et al., 2000, Chang et al., 1995).

Die aktivierten Kinasen sind in der Lage, Substrate wie Cbl (Deckert et al., 1998),
SLP-76 (SH2-containing leukocyte protein 76, Wardenburg et al., 1996), Vav (Wu
et al., 1997, Deckert et al., 1996), g-Phospholipase C (PLCg, Law et al., 1996) und
LAT (linker fur activation of T-cells, Zhang et al., 1998) zu phosphorylieren. Diese
Signaltransduktions-Ereignisse resultieren in der Aktivierung der
Calcium/Calcineurin- und Ras-vermittelten Signalwege, die letztlich zur
Differenzierung, Proliferation und Aktivierung der T-Zellen fihren (Ubersicht Weiss
und Littman, 1994).

Ein Aktivierungsweg der ZAP-70/Syk-Kinasen fuhrt tGber die phosphorylierte und
damit aktivierte Phospholipase C zur Bildung von second messenger- Molekulen.
Sie katalysiert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3). IP3 ist fur die rasche
Freisetzung von Ca’-lonen aus intrazellularen Speichern (endoplasmatischem
Retikulum) verantwortlich (Ubersicht Lee und Rhee, 1995, Clapham, 1995). Der
erhdhte Ca®*-Spiegel bewirkt die Offnung von lonenkanalen und durch Exozytose
die Freisetzung von Granula, welches u.a. Perforin und Granzyme enthalt. DAG
aktiviert vortibergehend eine Phospholipid-abhangige-Kinase, die Proteinkinase C
(PKC), welche wiederum Serinr und Threoninreste vieler Zielproteine
phosphoryliert.

1.3.5 Kostimulatorische Signale bei der T-Zellaktivierung

Neben der spezifischen Antigenerkennung durch die a/b-(g/d)-TCR-Heterodimere,
ist ein zweites, Antigen-unabhangiges kostimulatorisches Signal durch die
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Bindung akzessorischer Moleklle (Korezepotoren und Adhé&sionsmolekile)
zwischen den interagierenden Zellen fir eine T-Zellaktivierung erforderlich.

Diese kostimulatorischen Signale sind mitverantwortlich fir die unterschiedlichen
Antworten, die durch eine TCR-Stimulation resultieren kdnnen, z.B. die
immunologische Toleranz gegen kérpereigene Antigene. Fir diese Toleranz wird
den T-Zellen von den antigenprasentierenden Zellen (APC) ein Antigen ohne
einen Kostimulator prasentiert. Die T-Zellen Uberleben und reagieren bei einer
spateren Prasentation des Antigens durch eine APC nicht mehr auf das Antigen.
Diese funktionelle Inaktivierung ohne den Zelltod wird als klonale Anergie
bezeichnet und ist mit der klonalen Deletion durch Apoptose fur die
immunologische Toleranz gegen Selbstantigene verantwortlich.

Ein wichtiges kostimulatorisches Signal wird durch die Interaktion von CD28 bzw.
CTL-4 und B7 vermittelt (Ubersicht McAdam et al., 1998). Zu den B7-positiven
Zellen gehdren alle APC und einige Tumorzellen. Die Prasentation von Fremd-
Antigenen durch APC’s und dem durch die B7-CD28-Interaktion vermittelten
Kosignal fuhrt zur klonalen Expansion der T-Zellen, Lymphokinsekretion
(eingeschlossen IL-2), erhohten Expression von Wachstumsfaktorrezeptoren
(eingeschlossen der a- und b-Kette der IL-2-Rezeptoren), Hochregulation der anti-
apoptotischen Proteine (wie bcl-xL) und der Effektorfunktion (Harlan et al., 1995,
Thompson, 1995). Eine Préasentation von korpereigenen Antigenen durch
somatische Zellen fuhrt wegen fehlender B7-Expression hingegen primar zur
Inaktivierung der T-Zellen.

Die CD4- und CD8-Korezeptoren werden auf verschiedenen T-Zellpopulation
exprimiert. Sie besitzen zwei Funktionen bei der T-Zellaktivierung. Zum einen
stabilisieren sie die TCR-Peptid-MHC-Interaktion (Garcia et al., 1996) und zum
anderen bringen sie die Lck-Kinase in Kontakt mit dem TCR, um eine initiale
Phosphorylierung einzuleiten (Weiss und Littman, 1994). Der CD4-Rezeptor
bindet an die b-Kette des Klasse-lIl-MHC-Molekils (Konig et al.,1992), wahrend
der CD8-Rezeptor an die schwere Kette des MHC-Klasse-I-Molekiils (Salter et al.,
1990) bindet. CD8-positive T-Zellen reprasentieren die zytotoxischen T-Zellen
(CTLs). CD4-positive T-Zellklone werden in zwei Typen unterteilt (Mosmann und
Sad, 1996). Die THji-Zellen (inflammatorische T-Helferzellen) férdern die
polyklonale, jedoch nicht die antigenspezifische B-Zell-Antwort. Die TH;-
Differenzierung fuhrt zur Produktion von IL-2, gIFN und b-TNF, welches
Makrophagen aktiviert. Sie besitzen weiterhin zytotoxische Eigenschaften und
supprimieren die Immunglobulinproduktion. Das produzierte IL-2 stellt einen
wichtigen Wachstumsfaktor fir CD4'- und CD8'-CTL’s dar. Die TH,-Zellen
unterstitzen die polyklonale wie auch die spezifische B-Zell-Antwort durch
Sezernierung von IL-4, IL-5 und IL-10 und repréasentieren die klassischen T-
Helferzellen.

Eine bessere Bindung der T-Zellen an die APC’s wird durch Adhasionsmolekile
erzielt. Zu diesen Adhasionsmolekil-Liganden-Interaktionen gehéren die
CD2/LFA-3 (Lymphozytenfunktion assoziiertes Antigen-3) und die ICAM-1
(intracellular adhesion molecule-1)/LFA-1-Interaktion, wobei CD2 und LFA-1 auf
den T-Zellen exprimiert werden. Durch monomorphe Adhasionsmolekil-
Liganden—Interaktion (CD2/LFA-3, ICAM-1/LFA-1), die zur Zell-Zell-Interaktion
fuhrt und die durch selektive Interaktion (CD4/MHC-Klasse Il, CD8/MHC- Klasse 1)
verstarkt wird, kann der TCR, selbst bei niedriger Affinitdt, an das Peptidantigen
binden. Somit wird das Ausmald der T-Zell-Aktivierung neben spezifischer TCR-
Antigen-Interaktion zusatzlich durch monomorphe Rezeptor-Liganden-Interaktion
beeinflusst.
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1.3.6 Mechanismen der Zytolyse

Die Zytolyse von Zielzellen durch CTLs verlauft durch eine Ca®*"-abhangige
Sekretion zytolytischer Vesikel, bei der Granula in den intrazellularen Spalt
freigesetzt werden, sowie durch eine Ca?*-unabhangige Interaktion von FasL (Fas
Ligand) auf der T-Zelle, die zur Quervernetzung des Fas-(APO-1/CD95)-
Rezeptors auf der Zielzelle und so zur Lyse der Zielzelle fuhrt. Die Lyse folgt dem
Prinzip des programmierten Zelltodes (Apoptose). Die Apoptose zeichnet sich auf
morphologischer Ebene durch Schrumpfung der Zelle, Chromatin-Kondensation,
Auflésung des Kerns und zellulare Fragmentation in apoptotische Kdrperchen aus
(Kerr et al, 1972, Wyllie., 1980). Biochemisch kommt es u. a. zum
Zusammenbruch des Membranpotentials der Mitrochondrien, Neuverteilung der
Membranlipide, Aktivierung intrazellularer Proteasen (Caspasen), proteolytischer
Spaltung von bestimmten Proteinen und zur DNA-Fragmentation (Ubersicht siehe
Schneider und Tschopp, 2000).

1.3.6.1 Exozytose zytolytischer Vesikel und Wirkung von Perforin und
Granzymen

Zytotoxische Lymphozyten enthalten zahlreiche zytoplasmatische lysosomen
ahnliche Vesikel, die mit sekretorischen Proteinen gefillt sind. Nach Bindung der
Zielzelle und ihre Aktivierung kommt es zur Ca®*-abhéangigen Fusion der Vesikel
mit der Plasmamembran und zur Sekretion des Vesikelinhaltes. Die Granula
enthalt u.a. perforierende Proteine (PFP, Perforine) und Serin-Proteasen
(Granzyme). Aulerdem kodnnen weitere Faktoren, die die Lyse der Zielzelle
beglnstigen, wie z.B. der Tumornekrosefaktor a, Leukalexin und Lymphotoxine
(LT oder TNFb) in der Granula enthalten sein (Tian et al., 1991, Lui et al ., 1987).
Perforin ist ein monomeres, porenbildendes 66-70 kDa grof3es Protein, das mit der
lytischen Komponente (C9) verwandt ist und nur in Lymphozyten exprimiert wird
(Lowrey et al., 1989). In Anwesenheit von Ca** binden die Perforinmonomere an
die Membran und integrieren in die Membran der Zielzelle. Dort polymerisieren sie
zu transmembranaren Kanalen mit einem Durchmesser von 5-20 nm. Die Poren
sind so klein, dass nur kleine Molekille wie ATP und K*-lonen sie passieren
kénnen und das intrazellulare Gleichgewicht stéren. Der Tod der Zielzellen wird
innerhalb von 30 Sekunden eingeleitet. Er kommt vermutlich durch osmotischen
Stress und dem Einstrom letaler extrazellularer Molekile zustande. Die
Lebensfahigkeit der CTL's selbst wird bei diesem Mechanismus nicht
beeintrachtigt. Der Selbstschutz der T-Zelle vor der Zytolyse ist nicht ganz geklart,
bendtigt jedoch keine intrazellularen Komponenten und scheint vor allem durch
Inhibition der Porenbildung in der Plasmamembran zustande zu kommen. Dafur
verantwortlich gemacht wird das Protektin, welches die Insertion und/oder
Polymerisation der Perforinmolekile verhindert (Jiang et al., 1990). Aul3erdem
scheint eine Membranreparatur durch Abspaltung und Endozytose der
Perforinporen aufzutreten (Scolding et al., 1990).

Perforin alleine kann in der Zielzelle keine DNA-Fragmentierung, die fur den
Zelltod durch Killerlymphozyten charakteristisch ist, erzielen.

Der Porenbildung ist die Wirkung der Granzyme nachgeschaltet, die in der
Zielzelle eine DNA-Fragmentierung induziert und damit die Apoptose besiegelt.
Granzyme gehdren zu den granulédren Proteasen. Zwei Mitglieder dieser Familie
sind Granzym A und Granzym B. Die Transfektion von cDNA, die Perforin- und
Granzym A- oder B kodiert, in RBL-Zellen (Shiver et al., 1992, Nakajiama und
Henkart, 1994) konnte eine Lyse der Zielzelle und eine DNA-Fragmentation
erzielen, wahrend die alleinige Transfektion von Perforin- oder Granzym-cDNA
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dazu nicht in der Lage war (Shiver und Henkart, 1991). Granzym B ist fur eine
schnelle Einleitung der Apoptose wichtig (Heusel et al., 1994), wahrend Granzym
A keine primére Rolle spielt (Ebnet et al., 1995). Granzym B gelangt Gber Poren
oder Uber eine spezifische Endozytose in die Zelle, wobei Perforin fir den Vesikel-
gebundenen Transfer des Granzym B ins Cytosol wichtig ist (Froelich et al., 1995).
Die Granzyme induzieren z.B. die Tyrosinphosphorylierung der Mitose-
regulierenden p34°d“>Kinase, die dadurch vorzeitig aktiviert wird und so zu einer
.mitotischen Katastrophe“ fihrt (Shi et al., 1996). Ein weiterer Mechanismus,
durch den Granzyme den Zelltod einleiten kdnnen, stellt die Aktivierung der
ICE/CEDS3-(interleukin-1b converting enzyme/C. elegans cell death protein)
ahnlichen Proteasen (Caspasen) dar. Alle Caspasen bis auf Caspase 1 und 2
stellen Substrate fur Granzym B dar, welches ein (evt. Procaspase 10) oder
mehrere Procaspasen proteolytisch spaltet und dadurch aktiviert wird. Dieses fihrt
zur Aktivierung der Caspase-Kaskade Giehe 1.3.6.2), die zum programmierten
Zelltod der Zielzelle fuhrt (Ubersicht siehe Froelich et al., 1998).

1.3.6.2 Fas/FasL-induzierte Apoptose

Der Fas-Ligand (FasL) ist ein 40 kDa Typ Il Transmembranprotein, das die
Apoptose durch Quervernetzen des Fas-Proteins auf den Zielzellen vermittelt. Der
FasL wird vor allem auf aktivierten T-Zellen exprimiert und proteolytisch durch
Metalloproteasen von der Membran zu einer l6slichen Form abgespalten. Dieser
I6sliche FasL kann Trimere bilden, die wie der membranstandige FasL, das Fas-
Protein quervernetzen und dadurch eine Apoptose in Fas-sensitiven Zellen
hervorruft.

Der ,Todesrezeptor® Fas gehort zu der TNF (tumour necrose factor)/NGF (nerve
growth factor)-Rezeptor-Familie. Er enthalt wie alle Mitglieder dieser Familie eine
Cystein-reiche Region in der extrazellularen Domé&ne und tragt weiterhin wie der
TNF-Rezeptor-1 eine ,Todesdomane®, die fur ein Apoptose-Signal bendtigt wird.
Die Aktivierung des Fas erfolgt durch Bindung von FasL oder trimerem léslichem
FasL an den Fas-Rezeptor. Dies fuhrt zur Assoziation der ,Todesdomane“ des
Fas-Rezeptors mit dem Adaptermolekil FADD (Fas-associated death domain
protein) und der Effektor-Protease FLICE (FADD-like ICE/MORT-1-associated
Ced3 homologue, Caspase-8) (Muzio et al.,, 1996). Die Verbindung dieses
Signalkomplexes fuhrt zur Aktivierung der weiteren Caspase-Kaskade.

Die Caspase-(Cysteinyl aspartate-specific protease)-Familie besteht aus
Cysteinproteasen, die ihr Substrat an der Carboxylseite eines spezifschen
Aspartatrestes spalten (Thornberry und Lazebink, 1998). Sie werden durch
proteolytische Spaltung aus ihren inaktiven Vorlaufern (Zymogene) aktiviert. Die
Caspasen werden in zwei Gruppen unterteilt. Die Klasse-l-Caspasen (z.B.
Caspase-2,-8,-9 und -10), die auch als Initiator- oder upstream-Caspasen
bezeichnet werden, filhren nach Rezeptorligation zur Anziehung von spezifischen
»1odesadapterproteinen* (z.B. FADD). Die Caspasen der Klasse-I enthalten eine
lange amino-terminale Prodomé&ne, die eine spezifische Protein-Protein-
Interaktionsdoméane enthélt, welche die Oligomerisiation der Procaspase mit den
assistierenden Adaptorproteinen vermittelt. Es kommt zu einer hohen lokalen
Procaspase-Konzentration, die fir eine autokatalytische Prozessierung der
Procaspasen notig ist (Kumar und Colussi, 1999). Die aktivierten Caspasen der
Klasse-I kbnnen nun durch proteolytische Spaltung die Caspasen der Klasse-ll
aktivieren, die auch als Effektor- oder downstream-Caspasen bekannt sind. Zu
ihnen gehoren z.B. Caspase-3,-6 und —7, die dann proteolytisch zellulare Proteine
spalten, die letztlich die apoptotische Morphologie der Zelle und des Kerns
hervorrufen.
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1.3.7 Die minimale antigenerkennende Einheit

Antikoérper setzen sich aus vier Polypeptidketten zusammen, zwei schweren
(H(heavy)-Ketten, Molekulargewicht 50 und 70 kDa) und zwei leichten (L-Ketten,
ca. 25 kDa). Die H- und L-Ketten sind durch intra- und intermolekulare
Disulfidbriicken und Protein-Protein-Wechselwirkungen stabilisiert. Die Ketten
enthalten einen konstanten Teil (C-Region), der innerhalb einer lg-Subklasse
identisch ist und einen variablen Anteil (V-Region), der die Antigenbindung
ermdglicht. Die variable Region enthélt drei hypervariable Bereiche, die CDRs
(complementarity-determing regions), und vier dazwischenliegende
Peptidsegmente, die ,framework-regions” (FR; Rahmenregionen), welche eine
geringere Variabilitat aufweisen. Rontgenstrukturanalysen zeigten, dass die
variable Region drei Schleifen bildet, die je ein hypervariables Segment tragen.
Die variablen Regionen der leichten und schweren Kette sind so gefaltet, dass sie
in rAumliche Nahe zueinander kommen und dadurch die Oberflachenstruktur fur
die Antigenbindung herstellen. Das kleinste Fragment, das eine intakte
Bindungstelle enthalt, wird Fw-Fragment genannt. Es enthélt ein Heterodimer der
nicht kovalent miteinander verbundenen variablen Domanen der leichten und der
schweren Kette. Durch rekombinante DNA-Technologie kdnnen solche Fv-
Fragmente hergestellt werden. Bei den scFw(single-chain-Fv)-Fragmente sind die
variablen Doméanen der schweren und der leichten Kette Uber einen flexiblen
Peptidlinker miteinander verbunden. Dieser Peptidlinker bildet selber keine
geordnete Sekundarstruktur aus und interferiert nicht mit der Doméanenfaltung des
Fv-Fragments, so dass eine Tertiarstruktur, die der parentalen
Antigenbindungsregion entspricht, ausgebildet werden kann. Viele dieser scFv-
Fragmente behalten die Affinitat und Spezifitait der Antigenbindung des
parentalen Antikorpers.
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1.3.8 Aufgabenstellung

Fur Pankreas-Adenokarzinomzellen der Ratte konnte der Zusammenhang
zwischen der Expression bestimmter varianter CD44-Isoformen und ihrem
metastatischen Potential gezeigt werden. Aul3erdem ist bei humanen Malignomen
die Expression varianter CD44-Isoformen mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium assoziiert. Uber das Endometriumkarzinom liegen bisher noch
widersprichliche Daten Uber die CD44v-Expression vor. In dieser Arbeit sollte
geklart werden, ob es im Rahmen der Karzinogenese zu quantitativen und
qualitativen Anderungen der CD44v-Expression kommt. Dafiir sollte die CD44-
Expression auf Protein- und mRNA-Ebene im normalen Endometrium und in
Endometrium-Karzinomen untersucht werden.

Im normalem Endometriumgewebe konnte bei verschiedenen Phasen des
Menstruationszyklus eine verédnderte CD44v-Expression beobachtet werden, die
auRerdem mit der Expression des Ostrogenrezeptors korreliert, so dass eine
hormonabhéngige CD44-Expression im Endometrium diskutiert wird. Daten,, die
einen direkten Zusammenhang von Hormonen auf die CD44-Expression im
Endometrium zeigen liegen bisher noch nicht vor. Die Klarung funktioneller
Zusammenhange zwischen der CD44v-Expression und verschiedenen Zytokinen
(G-CSF, ¢INF und a-INF), Hormonen (Ostradiol, Progesteron) und
Hormonantagonisten (Tamoxifen und Hydoxytamoxifen), die von Kklinischer
Relevanz sind, sollten unter standardisierten Bedingungen an Endometrium-
Karzinom-Zelllinien erfolgen.

Die haufige Expression der CD44v6- bzw. CD44v7/8-Isoformen beim Zervix- und
Mammakarzinom, sowie die fehlende Expression dieser varianten Isoformen in
allen lebenswichtigen Organen war die Grundlage fir die Entwicklung einer
selektive Immuntherapie durch gentechnologisch modifizierte zytotoxische T-
Lymphozyten (CTL’s), die spezifisch CD44v6- bzw. CDA44v7/8-exprimierende
Tumorzellen erkennen und lysieren. Mit dieser Zielsetzung sollte durch retrovirale
Transfektion von CTL'’s die Expression chimarer Rezeptoren erreicht werden, die
ein scFwFragment, eine CD8a-hinge-Region und die TCR-z-Kette beinhalten. In
die fur diese Fusionsproteine codierende Genkasette sollte zusatzlich eine ¢cmyc-
Sequenz (c-myc-tag) eingesetzt werden, um den Nachweis der chimaren
Rezeptoren an der Zelloberflache der T-Zellen durch FACS-Analysen zu
ermdglichen.  Das c-myc-Markerantigen diente weiterhin der direkten und
schnellen Uberpriifung der durch eine retrovirale Infektion primarer T-
Lymphozyten erreichten Transduktionseffizienz. Dies ermoéglicht den Einsatz von
primaren T-Zellen, die aufgrund einer begrenzte Lebensfahigkeit nicht selektioniert
werden koénnen, sondern direkt nach der Transfektion gegen Tumorzellen
eingesetzt werden sollten.

Die in vitro und in vivo Funktionalitdt des chiméaren Rezeptors, sowie die Spezifitat
der Lyse von CD44v6- und CD44v7/8-positiven Zellen solte zunachst mit einer
CTL-Zelllinie tberpruft werden.

Darauf aufbauend sollte die retrovirale Transfektion primarer CTL's ausgearbeitet
und bezuglich der Proliferation der CTL's und der maximal erreichbaren
retroviralen Transferrate optimiert werden. Die CD44v6- bzw. CD44v7/8-
spezifische  Zytotoxizitat sollte an CD44v6- bzw. CD44v7/8-positiven
Tumorzelllinien charakterisiert werden. In Tierversuchen (Mausmodell) sollten die
in  vivo Zytotoxizitatt der rekombinanten primaren CTL's gegentber
xenotransplantierten CD44v6- bzw. CD44v7/8-positiven Tumoren getestet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur

Medien

DMEM (1 g/l Glucose)

DMEM ohne Phenaolrot (1 g/l Glucose)
DMEM (4,5 g /l Glucose)

DMEM/Nutrien Mix F12 (1:1)

DMEM/Nutrien Mix F12 (1:1) ohne Phenolrot
RPMI

Zusatze/Agenzien

Dimethylsulfoxid (DMSO)

EDTA (2g/l)

FCS (fetal calf serum)

Fungizone\O (250ug/ml Amphotericin)
Geneticin® (G-418 Sulfat)
Gentamycin (50 mg/ml)
HAT-Supplement (5x)

(5 mmol/l Hypoxanthin, 20 pmol/l Aminopterin,

0,8 mmol/l Thymidin)
HEPES Puffer 1 mol/l
HT-Supplement (5x)

(5 mmol/l Hypoxanthin, 0,8 mmol/l Thymidin)

Hypoxanthin
Insulin Actrapid HM
MEM 100x Vitamin-Lésung
(NaCl, D-Ca Panthothenat, Cholinchlorid,

Folsaure, i-Inositol, Nikotinamid, Pyridoxal/HCI,

Riboflavin und Thiamin/HCI)
2-Mercapthoethanol, 50 mmol/l (1000x),
Mycophenolsaure
Penicillin/Streptomycin-Glutamin (100x)
Phoshat-gepufferte Saline (PBS):

ohne Ca**, ohne Mg?"*

Serum vom neugeborenen Kalb

(NCS; new born calf serum)
Trypsin/EDTA: 0,5 g/l Trypsin; 0,2g/| EDTA
Xanthin

Hormone, Zytokine und Mitogene
Concanavalin A (ConA)

Cycloheximid

G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor)
4-Hydroxy-Tamoxifen

a-Interferon (a-IFN)

gInterferon (g-1FN)

17b-Ostradiol

Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
PAA

Sigma
Sigma
Sigma
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL
Gibco BRL

Sigma
Gibco BRL

Sigma
Novo Nordisk Pharma GmbH
Gibco BRL

Gibco BRL
Calbiochem
Gibco BRL

Seromed
Gibco BRL

Gibco BRL
Sigma

Boehringer, Mannheim
Sigma
Rhéne-Poulence
Sigma

Calbiochem

R&D System

ICN
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Phorbol-12-myristat13-acetat (PMA) Sigma
Phytohemagglutinin (PHA) Biochrom KG
Proleukin Chiron

Progesteron ICN

2.1.2 Enzyme

MuLv-Reverse Transkriptase (RT) Pharmacia, Biotech
Phosphatase, alkalische Boehringer, Mannheim
RNasin Promega
T4-DNA-Ligase Boehringer, Mannheim
Tag-DNA-Polymerase Pharmacia, Biotech

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur, Zellkulturexperimente und Isolierung primérer T-Zellen

2.2.1.1 Zelllinien und Kulturbedingungen

Alle Zelllinien werden in befeuchteter Atmosphéare bei 37°C und 5% CO> kultiviert.
Materialien fur die Zellkultur werden durch Autoklavieren oder Filtrieren sterilisiert.

Zelllinien

AN3 CA (ATCC HTB 111)

J. Dawe et al. isolierten 1964 die metastatischen Zellen aus den Lymphknoten
einer hormonbehandelten 55 Jahre alten Frau, mit einem undifferenzierten,
kleinzelligen Adenokarzinom des Endometriums. Diese Zelllinie wird in DMEM,
10% (v/v) FCS, 1% (v/v) Vitaminlésung, 2 mmol/l L-Glutamin und 1% (v/v)
Antibiotikum/Antimykotikum kultiviert.

Ca Ski (ATCC CRL-7951)

Diese epidermoide Zelllinie wurde aus einer Metastase eines Zervixkarzinom
isoliert. Die Zelllinie wird in RPMF1640, 10 % (v/v) FCS, 1,5 pg/ml Fungizone
und 50 pg/ml Gentamycinkultiviert.

Cl96

Diese zytotoxische T-Zelllinie stammt aus der C57BI/6 Maus (H-2Kb1 Marcucci
et al., 1981, Eichmann et al., 1991) mit einer H-2Kd-restingierten Spezifitat far

die Mastozytom-Zelllinie P815 (H-2Kd). Sie wird in DMEM, 10% (v/v) FCS, 2
mmol/l L-Glutamin,10 mmol/l HEPES, 0,05 mmol/l b-Mercapthoethanol, 1,5
png/ml Fungizone, 50 pg/ml Gentamycin, und 500 IE/ml Proleukin kultiviert.

HaCat
Diese immortalisierte Keratinozytenzelllinie wurde von Boukamp et al. (1988)
als eine spontan transformierte humane epitheliale Zelllinie aus der adulten
Haut etabliert. Sie wird in DMEM, 10% (v/v) FCS, 2 mmol/l L-Glutamin, 50 pg/ml
Gentamycin, 1,5 pg/ml Fungizone und 10 mmol/l HEPES kultiviert.

HEC-1-A (ATCC HTB 112)
Diese epitheliale Zelllinie wurde aus einer Patientin mit einem Grad 1A
Adenokarzinom isoliert. Die Kultivierung erfolgt in DMEM, 10% (v/v) FCS, 2
mmol/l L-Glutamin und 1% (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum.

HPK??
Diese humane epiteliale Zelllinie ist durch HPV 16 (humanes Papillomavirus
Typ 16) immortalisiert (Shermann et al., 1992). Kulturmedium siehe HaCat-
Zelllinie.
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KLE (ATCC CRL 1622)
Bei KLE handelte es sich um eine epitheliale Zelllinie, die aus einem schlecht
differenzierten Adenokarzinom des Endometriums einer 64 Jahre alten Frau
isoliert wurde. Sie wird in DMEM/F-12 (1:1), 10% (v/v) FCS, 2 mmol/l L-
Glutamin und 1% (v/v) Antibiotikum/Antimykotikum kultiviert.

ME-180 (ATCC HTB-33)
Diese Linie stammt aus einem hoch invasiven squamésem Zervixkarzinom und
enthalt DNA des humanen Papillomavirus (HPV). Sie wird in McCoys-5A-
Medium mit 10 % (v/v) FCS, 1,5 pg/ml Fungizone und 50 pg/ml Gentamycin
kultiviert.

NIH/3T3 (ATCC CRL 1658)
Es handelt sich um eine murine embryonale Fibroblastenlinie, die in DMEM mit
4,5 g/l Glucose, 10% (v/v) FCS, 1,5 pg/ml Fungizone und 50 pg/ml Gentamycin
kultiviert wird.

P815 (ATCC TIB 64)
Diese Mastozytomazellen wurden aus einem DBA/2 Maustumor kultiviert. Sie
dienen als Zielzellen fur die CI96-Zelllinie und werden in DMEM, 10% (v/v) FCS,
2 mmol/l L-Glutamin und 10 mmol/l HEPES kultiviert.

PA317 (ATCC CRL 9078)
Diese murine amphotrophe Verpackungszelllinie (Miller und Buttimore, 1986)
wurde von NIH/3T3-  Zellen durch Kotransfektion mit  der
Retrovirusverpackungskonstrukt-DNA (pPAM3) und dem Herpes-simplex-Virus-
Thymidinkinase-(TK)-Gen hergeleitet. Sie werden in DMEM mit 4,5 g/l Glucose
und 10% (v/v) NC kultiviert. Die Vorselektion fir Zellen, die ihre
Verpackungsfunktion behalten, erfolgt mit HAT-enthaltendem Medium (0,5
mmol/l Hypoxanthin, 2 pmol/l Aminopterin, 80 pumol/l Thymidin). Die Zellen
werden anschliel3end in HT-enthaltendem Medium (0,5 mmol/l Hypoxanthin, 80
pmol/l Thymidin) weiter kultiviert.

WE
Murine ecotrophe Verpackungszelllinie fir Retroviren (Morgenstern und Land,
1990). WE-Zellen werden in DMEM mit 4,5 g/l Glucose und 10% (v/v) NC
kultiviert. FOr die Vorselektion auf die stabile Integration des
Verpackungsvektors, der das gpt-(Xanthin-Guanine-Phosphoribosyl-
transferase)-Gen enthalt, wird die Zelllinie einige Passagen mit HXM-
enthaltendem Medium (15 pg/ml Hypoxanthin, 250 pg/ml Xanthin, 25 pg/ml
Mycophenolsaure) kultiviert.

RL95-2 (ATCC CRL 1671)
Diese epitheliale Zelllinie wurde aus einem maRig differenzierten
adenosquamosen Karzinom des Endometriums einer 65 Jahre alten Frau
isoliert. RL92-2-Zellen besitzen sowohl einen cytoplasmatischen als auch einen
nuklearen Ostrogenrezeptor. Sie werden in DMEM/F-12 (1:1), 10% (v/v) FCS,
10 mmol/l HEPES, 5 mmol/l Insulin, 2 mmol/l L-Glutamin und 1%(v/v)
Antibiotikum/Antimykotikum kultiviert.

SiHa (ATCC HTB-35)
Aus einer 55 Jahre alten Patientin mit einem squamésen Zervixkarzinom wurde
diese Zelllinie isoliert. Kulturmedium siehe HaCat-Zelllinie.

Kultivierung der Zellen

Konfluente Kulturen adhérend wachsender Zellen werden durch eine 0,05 % (w/v)
Trypsin/0,02 % (w/v) EDTA-L6sung abgeldst, wahrend in Suspension wachsende
Zellen durch grindliches Absplilen des Bodens der Gewebekulturflasche geerntet
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werden. Durch Zentrifugation (5 min, 1200 Upm) werden die Zellen sedimentiert,
die Zellzahl bestimmt und dann ihrem Wachstum entsprechend gesplittet.

Kryokonservierung von Zellen

Die sedimentierten Zellen (ca. 5x 10° Zellen) werden in Einfriermedium (90% (v/v)
Kulturmedium oder FCS, 10% (v/iv) DMSO) resuspendiert, in Kryoréhrchen
Uberfuihrt und Gber Nacht bei -80°C eingefroren. Die Langzeitaufbewahrung erfolgt
dann in flussigem Stickstoff.

Die Zellen werden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Um ihnen den Ausgleich des
osmotischen Druckes zu ermoglichen, wird unter Schuitteln vorsichtig das
Kulturmedium hinzugegeben.

2.2.1.2 Stimulationsexperimente

Die Zellen werden vor Versuchsbeginn 2 Passagen in Phenolrot-freiem Medium
kultiviert, um die 6strogene Wirkung des Phenolrots auszuschliel3en (vander Burg
et al., 1988, Vicard et al., 1988)

Pro Loch werden 2,5x 10° Zellen in eine 6-Loch-Platte ausgesét. Es wurden drei
Kontrollgruppen verwendet, die entsprechend ihrem FCS-Gehalt des Mediums
bezeichnet wurden. Die erste Kontrolle (+/+) wurde Uber den gesamten
Versuchszeitraum in Medium mit FCS kultiviert und représentierte die unter
normalen Kulturbedingungen wachsenden Zellen. Die zweite Kontrollgruppe ¢/-)
wurde entsprechend mit Medium ohne FCS kultiviert und stellte fir die
Hormonbehandlung die unbehandelte Kontrollgruppe dar. Die dritte Kontrollgruppe
(-/+) wurde 48 h mit Medium ohne FCS vorinkubiert und erhielt dann zum
Zeitpunkt O h fur eine maximale Stimulation Medium mit FCS. Die Zellen fur die
Behandlung mit Zytokinen und Hormonen wurden 48 h in Medium ohne FCS
kultiviert, um die im FCS enthaltenden Faktoren (Zytokinen, Wachstumsfaktoren
und Hormonen) den Zellen zu entziehen. Zu Versuchsbeginn wurde es dann
durch Medium, das die zu untersuchenden Agenzien enthielt, ausgetauscht. Den
Kontrollen wurde entsprechend das Ldsemittel Ethanol 0,1% (v/v) hinzugegeben.
Zu den entsprechenden Zeitwerten (in der Regel 1 h, 4 h,12 h, 24 h und 48 h)
wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mittels TRIzol™ lysiert und anschlieRend
erfolgte die RNA-Extraktion.

2.2.1.3 Zellproliferationstest (MTT)

Dieser nicht radioaktive Test basiert auf die Umsetzung des gelben
Tetrazoliumsalzes MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol2-2yl]-2,5-Diphenyl-Tetrazolium-
Bromid) zu rotem Formazan durch metabolisch aktive Zellen. An dieser
Umsetzung ist das Succinat-Tetrazolium-Reduktase-System beteilig, aul3erdem ist
fur zellulare Reduktion NADH und NADPH verantwortlich.

NADH,
MTT +> Formazan

NAD

Die Umsetzung von MTT zu Formazan kann spektrometrisch quantifiziert werden.
In einem Vorversuch ist die Zellzahl zu ermitteln, die fiir eine ausreichende MTT-
Umsetzung notig ist. Die Zellen werden in 100 pl Medium in 96-Lochplatten
ausgesat, welches das Proliferation-stimulierende-Agenz (z.B. Proleukin) enthalt.
Die Zellen werden dann 48-96 h inkubiert und anschlieBend mit 10 pl MTT-
Reagenz (5 mg/ml 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-2yl]-2,5-Diphenyl-Tetrazolium- Bromid
in PBS) versetzt. Nach 4 h Inkubation im Inkubator (37°C, 5% (v/v) CO.) wird 100
ul der Farbauflosungslésung (10% (w/v) SDS, in 0,01 mol/l HCI) hinzu pipettiert.
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Die Platte wird dann erneut im Inkubator Gber Nacht inkubiert und anschliel3end
die Absorption bei 580 nm und bei einer Referenzwellenlange von 650 nm
gemessen.

2.2.1.4 Isolierung von primaren T-Zellen aus Mausmilzen

Fir die Isolierung der T-Zellen wird eine Spritze (Saulenvolumen= 10 ml) mit 1,2 g
gut gezupfter Nylonwolle (Du Pont Biotechology Sytems) geftillt und autoklaviert.
Sie wird mit 50 ml PBS und anschlieRend mit 10 ml 5% (v/v) FCS in PBS gespldilt.
Die Absattigung von unspezifischen Bindungen erfolgt durch Inkubation mit 5%
(v/v) FCS in PBS fur mindestens 1 h bei 37°C.

Die Mause (weiblich, balb/c, Charles River, Sulzfeld) werden durch Genickbruch
getbtet und die Milzen entnommen. Um die Milzzellen vom groben Bindegewebe
zu trennen, werden sie in PBS durch ein Metallsieb (PorengroRe A= 100 pm)
gedruckt und homogenisiert. Nach einer Zentrifugation (alle
Zentrifugationsschritte: 5 min, 1000 Upm) werden die Erytrozyten durch eine
Inkubation (4 min.) mit 3 ml Lyse-Puffer lysiert. Die Reaktion wird durch 10 ml PBS
und anschlieBender Zentrifugation gestoppt. Nach erfolgreicher Lyse der
Erytrozyten sollte das Pellet mdglichst weil3 sein. Die Zellen werden auf die Saule
gegeben und dann 45 Minuten bei 37°C inkubiert, um die Bindung der geladenen
Zellen (vor allem Makrophagen und B-Zellen) an die Nylonwolle zu ermdglichen
(Coligan et al., 1993). Die Zellen werden dann mit 15 ml CI96-T-Zellmedium von
der Saule eluiert und zentifugiert. Fur die Transfektion werden T-Zellen aus 2
Milzen pro 12-Lochplatte (ca. 2x 107 T-Zellen) benétigt.

Lysispuffer:
1g Tris, 4,289 NH4Cl, 0,08g NaHCOs, pH 7,2 ad 500ml Aqua dest.

2.2.1.5 Rosettingtest

Die Bindungskapazitat der gentechologisch veranderten T-Zellen an die Antigen
tragende Zielzelle wird durch einen Rossettingtest Uberprift. Stabile
Transfektanten und Wildtypzellen der T-Zelllinie CI96 (1x 10°Zellen/ml) werden zu
den Zielzellen (HPK??), die mit 50-70% Konfluenz in 6-Lochplatten wachsen,
gegeben. Die Platte wird 10 Minuten bei 37°C inkubiert, zentrifugiert (800 g, fir 3
min) und dann 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen werden 15 mal mit 3% (v/v)
FCS in PBS gewaschen, um alle nicht spezifisch gebundenen T-Zellen
abzuwaschen, bevor sie mit 1 ml einer 0,1% (w/v) Ethylviolettldsung angefarbt
werden.

2.2.1.6 Zytotoxizitatstest

Die Detektion und Quantifizierung, der durch die gentechnologisch veranderten
cytotoxischen T-Lymphozyten hervorgerufenen Zelllyse, wird mittels eines
Zytotoxizitatstest (Promega) ermittelt. Sie basiert auf der kolorimetrischen
Quantifizierung der Lactat-Dehydrogenase (LDH), die aus dem Cytosol der
lysierten Zellen freigesetzt wird. Die gentechnologisch veranderten T-Zellen
werden vor dem Versuch Uber eine Passage in G418-freiem Medium kultiviert. Die
bendtigte Zielzellzahl fir eine ausreichende LDH-Freisetzung wurde in
Vorversuchen ermittelt und betrug fiir alle verwendeten Zelllinien 10* Zellen pro
Vertiefung.

Die Effektorzellen werden in einer 1:2 Verdlinnungsserie (je 6 Locher) in einer 96
Loch-U-férmigen Mikrotiterplatte ausgesat (Endvolumen 100 pl/Loch). Zu je drei
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Lochern der verschiedenen Verdinnungen der Effektorzellen werden die
Zielzellen hinzu gegeben (10* Zellen/100 pl; EXP). Die spontane LDH-Freisetzung
der Effektorzellen jedes Verdunnungsschrittes wird, fur die Korrektur des
ermittelten Absorptionswertes, bei einem entsprechenden Zielzell/Effektorzell-
Verhéltnis in Abwesenheit der Zielzellen ermittelt (EFZ). Weiterhin ist die spontane
LDH-Freisetzung der Zielzellen (SFZ) und die maximale LDH-Freisetzung der
Zielzellen (MFZ), die durch Zelllyse mittels 20 pl einer 9% (v/v) Triton-X-100-
Lésung hervorgerufen wird, sowie die LDH-Aktivitat des Mediums mit (VCC) und
ohne Triton-X-100 (CMB), zu ermitteln. Nach 4 h bzw. 6 h im CO;-Inkubator
werden die Zellen zentrifugiert, 50 pl der Uberstande fir die LDH-Messung
abgehoben und in eine Mikrotiterplatte Uberfihrt. Ihnen werden 50 pl eines

Farbreagenz, welches NAD*, Lactat lodotetrazodiumchlorid (INT) und Diaphorase
enthalt zugegeben. Dabei finden folgende Reaktionen statt:

NAD* +Lactat == Pyruvat + NADH
Diaph
NADH + INT (farblos)%NADﬂ Formazan (rot)

Diese Umsetzung dauert je nach LDH-Konzentration 20-30 Minuten. Sie muss
lichtgeschutzt stattfinden und wird mit 50 pl einer 1mol/l (v/v) Essigsaure gestoppt.
Die Absorption wird bei einer Wellenlange von 490 nm mit einer
Referenzwellenlange von 620 nm in einem ELISA-Platten-Photometer (Anthos ht
?7?) detektiert.

Der Absorptionswert der maximalen LDH-Freisetzung der Zielzellen wird durch die
LDH-Aktivitat des Mediums mit Triton-X-100 (VCC) Kkorrigiert, alle anderen
Absorptionswerte durch die LDH-Aktivitat, die von dem Medium allein
hervorgerufen wird (CMB). Die spezifische Zelllyse kann durch folgende Formel
berechnet werden.

% spez. Zelllyse =  (EXP-SFE-SF2)
(MFZ-SF2)

2.2.2 RNA und DNA-Analytik

2.2.2.1 RNA-Extraktion aus Zelllinien

Die Verwendung des Tlzol™ Reagenz (Gibco BRL) beruht auf einer
Weiterentwicklung der Einschritt-RNA-Isolierung nach Chomczynski und Sacchi
(1987). Es handelt sich um eine gebrauchsfertige, monophasische Ldsung aus
Phenol und Guanidinisothiocyanat, die wahrend des Homogenisierens und der
Lyse der Zellen die Integritit der RNA schitzt, obwohl die Zellen und ihre
Organellen zerstort werden.

Die bei —-80°C gelagerten Proben werden 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um die Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe zu ermdglichen. Die
Proben werden mit 200 ul Chloroform gemischt, 15 s geschuttelt und 3 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zentrifugation (12000 Upm, 4 °C, 15 min)
wird die wassrige Oberphase mit 500 pl Isopropanol versetzt. Die RNA wird durch
Inkubation (10 min) der Proben und anschliel®ende Zentrifugation (12000 Upm, 4
°C, 10 min) prazipitiert. AnschlieRend wird mit 75 % (v/v) Ethanol gewaschen, im
Thermoblock getrocknet, die DNA in DEPC behandelten Aqua dest.
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aufgenommen und nach photometrischer Konzentrationsbestimmung bei -80°C
gelagert.

2.2.2.2 RNA-Extraktion aus Gewebe

Das bei —80°C gelagerte Gewebe werden grob mit dem Skalpell zerkleinert und
nach Abkihlung im flissigem Stickstoff mit einem Mikrodismembrator (1 Minute
2000 Upm) zerkleinert. Es wird dann in 1 ml TIzol™™ Reagenz homogenisiert. Die
Extraktion der RNA erfolgt dann wie unter 2.2.2.1 beschrieben.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurenlésungen

Zur genauen Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration wird die Absorption von
UV-Strahlen der Wellenlange 260 und 280 nm durch die Nukleinsdurelosung im
Spektralphotometer (Spektrometer Bio UV/VIS, PerkinElmer) gemessen. Der
molare Extinktionskoeffizient e betragt bei eine Wellenfange von 260 nm fir RNA
und einzelstangige DNA 25 cm?mg, fiir doppelstrangige DNA 20 cm?mg und fiir
Oligonukleotide 30 cm?/mg. Die Konzentration der RNA errechnet sich nach dem
Lambert-Beer’schen Gesetz: c=E x 1/e x 1/d P OD2gonm X VF x 0,04 = mg RNA/m|
(VF= Verdunnungsfaktor).

Das Verhaltnis der Absorption bei 260 und 280 nm ist ein Indikator fur die Reinheit
der Nukleinsaure und liegt bei optimaler Reinheit der DNA bei 1,8 und bei 2,0 bei
RNA.

2.2.2.4 cDNA-Synthese

Nach Denaturierung der RNA (1 pg oder 5 pg, 5 min, 90°C, dann Abkuhlung auf
Eis) erfolgt die Transkription unter Verwendung unspezifischer Random-Primer
und MuLv-Reverse Transkriptase (RT) im Thermo-Cycler (MWG Biotech; 25°C, 10
min, 42°C, 45 min, 95°C, 5 min). Der 20 pl-Reaktionsansatz enthalt folgende
Komponenten: 1x PCR-Puffer [50 mmol/l KCI; 1,5 mmol/l MgCl, und 10 mmol/l
Tris/HCI; pH 9,0], 7,5 mmol/l. MgCh, 0,1 mg/ml BSA (RNase/DNase-Free,
Pharmacia), 15 mmol/l DTT, 1 mmol/l dNTPs, 1U/ul RNasin®, 1 nmol/ug RNA
Oligo-d (T)15 und 9,5 U MuLwRT.

2.2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Reaktion wird in 50 pl-Ansatzen durchgefiihrt und enthélt 5 pl (1:5
Verdinnung) der cDNA,1x PCR-Reaktionspuffer [500 mmol/l KCI, 15 mmol/l
MgCl,, 100 mmol/l Tris/HCI, 50% (v/v) Glycerol, pH 9,0], dNTP’s, 5" und 3 Primer
(Interaktiva, Pharmacia) und Taq-Polymerase. 2,5 U der Tag-Polymerase [in 50
mmol/I Tris/HCI, 0,1 mmol/l EDTA, 5 mmol/l DTT, 50%(v/v) Glycerol, pH 7,5] wird
als ,HOT-Start“ wahrend der Denaturierung der DNA hinzu gegeben.

Alle PCR Reaktion beginnen mit einer Denaturierung bei 94°C (10 min) und
werden mit einer Inkubation von 8 Minuten bei 72°C beendet.

Uberprifung der cDNA-Qualitat

Die cDNA-Quantitdt wurde durch Amplifikation der DNA des b-Aktin-Gens oder
des GAPDH-Gens uberprift. Die b-Aktin-Primer umfassen eine 206 bp grol3e
Intronsequenz, so dass bei Amplifikation der genomischen DNA ein Transkript aus
652 bp entsteht. Durch Amplifikation der cDNA entsteht ein 446 bp grol3es
Fragment, so dass die Zusammensetzung der Probe an genomischer DNA und
cDNA abschétzt werden kann.
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Fur die GAPDH-PCR werden 0,8 umol/l (40 pmol) der 5’'und 3"Primer und 250
umol/ dNTP’s, fur die b-Aktin-PCR je 0,4 umol/l (20 pmol) der Primer und 150

umol/l dNTP’s eingesetzt.

Gen Sequenz Position in der cDNA
GAPDH ||5": [5-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG 339-362

3 . |[5-GGCAGAGATGATGACCCTTTTGGC [8-29
b-Aktin |5 : |5-AGAGATGGCCACGGCTGCTT 1142-1161

3. |5 -ATTTGCGGTGGACGATGG 716-735
GAPDH-PCR-Bedingungen: b-Aktin PCR-Bedingungen:
Denaturierung: 94°C 1 min || Denaturierung: 94°C 1 min
Annealing: 60°C 1 min | Anneling: 62°C 1 min
Polymerasereaktion: | 72°C 1 min | Polymerasereaktion: | 72°C 1 min
Zyklenanzahl: 27 Zyklenanzahl: 27
CD44s-PCR

Die Primer (0,2 pmol/l), die bei der CD44s-PCR verwendet werden, sind
komplimentar zu den flankierenden Bereichen der varianten Region im Standard,
so dass alle CD44-Transkripte (CD44v+CD44s) amplifiziert werden. Das CD44-
Standard-Transkript umfasst 445 bp, die Varianten sind entsprechend der
zusatzlich amplifizierten Exons gréRer. Das grof3te mogliche CD44-Transkript,
welches alle varianten Exons enthélt (CD44v2-v10, Maximalvariante), umfasst
1588 bp. Fiur die PCR werden dNTPs mit einer Konzentration von 125 pmol/l
eingesetzt.

Gen Primersequenz Position

CD44s+v 5 : | 5"-CAGACCTGCCCAATGCCTTTGATGGACC | 513-540
3 . |5'-CAAAGCCAAGGCCAAGAGGGATGC 934-958

PCR-Bedingungen

Denaturierung: 94°C 1 min

Anneling: 59°C 1 min

Polymerasereaktion: |72°C 2 min 30s

Zyklenanzahl: 35

Nachweis der Transkription des chimaren Rezeptors durch PCR

Die Primer (0,8 pumol/l) sind so gewahlt, dass der 5 Primer in der cmyc-Region
und der 3"Primer im Bereich der Zeta-Kette bindet und ein 276 bp Transkript
amplifiziert wird. Fir die PCR werden dNTPs mit einer Konzentration von 250

pumol/l eingesetzt.

Bereich des chimaren Rezeptor Primersequenz

c-myc-Region 5: |5 -TCTCCGAAGAAGATCTGAACC
Zeta-Kette 3. [5-AGGGCTGTGATGATGACTCC
PCR-Bedingungen :

Denaturierung: 94°C 1 min

Anneling: 62°C 1 min

Polymerasereaktion: |72°C 1 min

Zyklenanzahl: 29
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Quantitative PCR zur Bestimmung der CD44-Genexpression

In einem Multiplex-Ansatz wird die CD44-Gesamtexpression im Vergleich zum
GAPDH-Referenzgen, welches ubiquitar in jedem Gewebe gleich stark exprimiert
wird, ermittelt. Fur die Quantifizierung der Amplifikationsprodukte durch einen
DNA-Sequenzer ist je ein Pimer der Primerpaare am 5 -Enden Cy5-(Fluorescein)-
markiert. Die CD44-Primer sind so gewahlt, dass Exons (Exon 4, Position 432-453
und Exon 5, Position 690-669), die Bereiche der extrazellularen Doméne kodieren,
welche in allen CD44-1soformen enthalten sind, amplifiziert werden.

2 Ml des 1.5 verduinnten Erststrang-cDNA-Synthese-Ansatzes werden in
Gegenwart von 50 mmol/l KCI, 1,5 mmol/l MgCl, und 10 mmol/l Tris/HCI (pH 9,0),
600 pmol/l dNTPs, je 150 umol/l der Primer und 2,5 U DNA-Polymerase in einem
Gesamtvolumen von 50 pl amplifiziert. Die Amplifikation des CD44-Transkripts
erfolgt tber 30 Zyklen (94 °C, 1 min, 61 °C, 1 min, 61 °C, 1 min, 72 °C, 8 min),
wahrend die Amplifikation des GAPDH-Transkripts Uber 27 Zyklen erfolgt, die
nach der Primer-drop-in Methode nach dem 3 Zyklus, dem Reaktionsansatz
hinzugegeben werden.

Gen Sequenz Fragmentlange (bp)
GAPDH 5 - CCATGGAGAAGGCTGGGG-3 * 195
5-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3
CDh44 5 -GCCCAATGCCTTTGATGGACC-3* 257
5 -GCAGGGATTCTGTCTGTGCTG-3

*-Cy5-Makierung

2.2.2.6 Analyse der PCR-Produkte mittels automatischen DNA-Seqguenzer
(A.L.F)

Die Fluoreszenz-markierten DNA-Fragmente (Cy5-markiert) werden in einem
vertikalem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und durch einen
Helium-Neon-Laser des DNA-Sequenzer (A.L.F., Pharmacia, Biotech) angeregt.
Die Detektion der emittierten Strahlung erfolgt bei einer Wellenlange von 632,8 nm
durch Photodioden senkrecht zur Achse des Lasers.

Die gemessene Strahlung wird durch die EDV erfasst und kann mit Hilfe des
Programms ,Fragment Manager® (Parmacia, Biotech) zur Quantifizierung des
entsprechenden PCR-Fragments genutzt werden.

Gelzusammensetzung:
9 ml Monomerenlésung [29% (w/v) Acrylamid, 1% (w/v) N,N’-
Methylenbisacrylamid]

25,2 g Harnstoff

1 Spatelloffel Amberlite (lonenaustauscher)

6 ml 6x TBE [0,53 mol/l Tris, 0,53 mol/l Borsaure, 0,015 mol/l EDTA, pH 8,0]
0,2 ml 10 % (w/v) APS

40 pl TEMED

A.L.F.- Probenpuffer Elektrophoresebedingungen:
100 ml Formamid Max. Spannung 1500V

600 pg Dextranblau Max. Stromstéarke: 34 mA

4 ml 20 mmol/l EDTA, pH 8,3 Max. Leistung: 38 W

Temperatur: 40°C

Laufpuffer:
0,6x TBE [53 mmol/l Tris, 53 mmol/l Borsaure, 1,5 mmol/l EDTA, pH 8,0]



2. Material und Methoden 29

2.2.2.7 Analyse von DNA in der Agarose-Gelelektrophorese

Je nach GroRRe der zu analysierenden DNA-Fragmente werden 1-2 % (w/v)
Agarosegele verwendet. Die Agarose wird in TBE-Puffer [89 mmol/l Tris, 89
mmol/l Borsaure, 2 mmol/l EDTA, pH 8,0] in der Mikrowelle durch Aufkochen
geldst und nach Abkuhlung auf ca. 60°C in eine Flachbett-Gelapparatur (Gibco
BRL) gegossen. Die DNA-Proben werden im Verhaltnis 1:2 mit Probenpuffer [7
mol/l Harnstoff, 40 % (v/v) Glycerin, 50 mmol/l EDTA, 10 mmol/l Tris, 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau] versetzt und in die Geltaschen transferiert. Als Laufpuffer dient
TBE-Puffer. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Stromstarke von 20-100 V.
AnschlieBend werden die Gele 30 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (10
pug/ml) inkubiert. Die DNA kann aufgrund des intercalierenden Ethidiumbromids
durch UV-Bestrahlung visualisiert werden.

2.2.2.8 Alkalischer Southern-Blot

Der Vorteil des alkalischen Southern Blot gegentber dem klassischem Southern
Blot ist, dass keine Vorbehandlung des Gels fiur die Depurinierung, Denaturierung
und Neutralisation noétig ist, da die Schritte wahrend des alkalischem Transfers
erfolgen (Chomczynsk und Quasba, 1984, Reed und Mann, 1985).

Fur den Transfer der DNA auf eine positiv geladene Nylonmembran (Boehringer,
Mannheim) wird 0,4 mol/l NaOH als Laufpuffer verwendet. Der Laufpuffer wird
durch auftretende Kapillarkrafte aus dem Vorratsgefald gesogen (siehe Abbildung).

_— Plexiglas

3x Wathermann
Membran

Gel

| —— Docht, 3x Wathermar

Nach dem Transfer (Uber Nacht) wird die Membran mit 2x SSC [0,3 mol/l NaCl,
0,03 mol/l Natriumcitrat] neutralisiert und durch Erhitzen auf 120°C die DNA mit
der Membran vernetzt.

2.2.2.9 Hybridisierung

Die Hybridisierung erfolgt mit einem nicht-radioaktiven DIG-System, bei dem
Digoxigenin-gelabelte Sonden verwendet werden. Diese Sonden werden unter
Gebrauch von DIG-11-dUTPs in einer PCR-Reaktion hergestellt. Die an die DNA-
Transkripte gebundenen Sonden kdnnen dann mit einem Anti-DiG-alkalische-
Phosphatase-gekoppeltem Antikorper und anschlielender Umsetzung von
NBT/BCIP in einen blauen Farbkomplex detektiert werden.

Die Sonden werden mit dem ,PCR DIG-Proben Synthese Kit* (Boehringer,
Mannheim) hergestellt. Als DNA-Template fir die PCR-Amplifikation der
verschieden CD44v-Exon-spezifischen Sonden dient 1 pg (5 ul) eines
aufgereinigten Plasmids (pT7T3-S), in welches CD44v3-v10 kloniert wurde. In der
PCR-Reaktion werden DIG-markierte und unmarkierte dUTP im Verhéltnis 1:1
eingesetzt, die PCR-Bedingungen und Primer fur die Amplifikation der Exon-
spezifischen Sonden sind in der Tabelle zusammengefasst.
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Primer (nach Hofmann et al., 1991):

Gen Sequenz Position
CD44v3 5 : |5-GCAGGCTGGGAGCCAAATGGAGAA [ 24-54
3 : |5-ATCTTCATCATCATCAATGCCTGA 81-110
CD44v6 5 : |5-ATCCAGGCAACTCCTAGTAGTACA | 357-383
3 : |5-TGTCCCTGTTGTCGAATGGGAGTC [456-482
CD44v8 5 : |5-ATGGACTCCAGTCATAGTACAACG (621-647
3 : |5 -GTTGTCATTGAAAGAGGTCCTGTC 692-718
CD44v10 (5 : |5 -TGATAAGGAACGATTGACATTAGA 812-838
3 : |5 -TAGGAATGATGTCACAGGTGGAAG [987-1013

PCR-Bedingungen:

Substanz Volumen [ul] [ PCR-Bedingungen:

H.O 26,25 Denaturierung: 94°C |1 min

10x Reaktionspuffer || 5 Anneling: 59°C |1 min

5 Primer 4,0 (40 pMol) [ Polymerasereaktion: | 72°C |30 s (v3,v6),1
min (v10)

3 Primer 4,0 (40 pMol) | Zyklenanzahl: 25

dNTP’s 5,0 (200 pMol)

Template DNA 5,0 (1 ug)

Enzym-Mix 0,75 (2,6 V)

Die PCR-Produkte werden im Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Je 4
Banden a 10 pl werden ausgeschnitten und die DNA-Fragmente aus dem Gel
unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) eluiert.

Nach der Elution (2.2.3.3) werden 4x 30 ul Eluat (Sondenkonzentration von 5-25
ng/ml) in 20 ml Hybridisierungspuffer (DIG Easy Hyb, Boehringer Mannheim)
aufgenommen.

Hybridisierung und Farbreaktion

Fur Hybridisierung werden verschiedene Fertiglosung der Firma Boehringer,
Mannheim verwendet (DIG Easy Hyb, DIG Wasch und Block Puffer Set und
NBT/BClp ready to use Tabletten), da mit ihnen die geringsten
Hintergrundreaktionen beobachtet wurden.

Die einzelnen Hybridisierungschritte erfolgen unter Rotation in
Hybridisierungsrohren im Shake N’ Stack-Inkubator (Hybaid). Alle Angaben fiir die
Hybridisierung beziehen sich auf 100 cm? Membranflache.

Die Nylonmembran mit den vernetzten DNA-Fragmenten wird mit 50 ml 2x SSC
bei 68°C fur 10 Minuten inkubiert. Die Membran wird mit 20 ml
Hybridisierungspuffer (DIG Easy Hyb) 1-2 h bei 69°C prahybridisiert. Fur die
Hybridisierung wird die Sonde bei 95°C (10 min) denaturiert und dann mit der
Membran tber Nacht bei 68°C inkubiert.

Die Membran wird mit 50 ml 0,1% SDS in 2x SSC, mit 0,1% (w/v) SDS in 0,1x
SSC und dann mit Waschpuffer bei Raumtemperatur gewaschen. Vor der
Antikdrperreaktion wird die Membran durch Inkubation (30 min) mit 100 ml
Blockierldsung vorbereitet und dann mit 20 ml Anti-Digoxigenin-AP Fab Fragment
(150 mU/ml in Blockierlosung) inkubiert. Die Membran wird erneut zweimal mit
Waschpuffer gewaschen und mit 20 ml Detektionspuffer fir 2 Minuten aquilibriert.
Bei der Farbreaktion wird NBT/BCIP durch die alkalische Phosphatase zu einem
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blauem Farbkomplex umgesetzt. Die Farbreaktion wird durch Zugabe von Aqua
dest. gestoppt.

Nach Dokumentation der Farbreaktion (HP Scanjet 1IP) wird der Farbniederschlag
durch Inkubation mit N,N-Dimethylformamid bei 60°C entfernt. Die Membran wird
mit Aqua dest. gewaschen und die Sonde bei 37°C durch die Striplésung entfernt.
Anschlie3end wird die Membran mit SSC neutralisiert und steht nun fir weitere
Hybridisierungsreaktion zur Verfiigung.

2X SSC:
0,3 mol/l NaCl, 0,03 mol/l Natriumcitrat
0,1x SSC:
0,15 mol/l NaCl, 1,5 mmol/l Natriumcitrat
Maleinsaurepuffer:
0,1 mol/l Maleinséaure, 0,15 NaCl, pH7,5
Blockierlésung:
1% (v/v) Blockierreagenz in Maleinsaurepuffer
Waschpuffer: )
0,3% (v/v) Tween® in Maleinsaure-Puffer
Detektionspuffer:
0,1mol/l Tris/HCI, 0,1mol/l NaCl, 0,05 mol/l MgCl, pH 9,5
Farbreagenz:
0,4 mg/ml Nitroblautetrazoliumchorid (NBT), 0,19 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-
inolyl-Phosphat, ToluidinSalz (BCIP), 200 mmol/l Tris/HCI 50 mmol/l MgSOa

Striplésung:
0,2 mol/ NaOH, 0,1 (v/v) SDS

2.2.3 Vektorklonierung

2.2.3.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Die Spaltungen werden in den von den Herstellern angegebenen Pufferlésungen
in 20 ul Gesamtvolumen durchgefiihrt. In der Regel werden 2 U Enzym pro ug
DNA eingesetzt und 2 h bei 37°C inkubiert.

2.2.3.2 Dephosphorylierung von Vektoren

Die Abspaltung der 5'Phosphatreste der Vektoren erfolgt durch Zugabe von 1 pl
(= 15 U) alkalischer Phosphatase (1 h bei 37°C) nach Abschluss des
Restriktionsverdaus, um ihre Religation zu vermeiden.

2.2.3.3 Elution von DNA-Proben aus Agaroseqgel

Das gewtlnschte PCR-Fragment wird nach Ethidiumbromidfarbung durch eine
schwache Aufsichtbestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht und ausgeschnitten.
Die Elution erfolgt mittels des QIAquick-Gel-Extraktions-Kits (Qiagen), welches
eine pH-Wert abhangige DNA-Bindung an eine Silikagelmembran ausnutzt.

Die DNA wird dabei bei hoher Salzkonzentration und einem pH-Wert £7,5 an eine
Silika-Membran gebunden. Dafur werden 3 Gelvolumen Puffer QG
(Zusammensetzung der Puffer von Hersteller nicht angegeben) zu den Gelstiicken
gegeben und 10 Minuten bei 50°C inkubiert. Der Loésung wird dann ein
Gelvolumen Isopropanol hinzugefugt, bevor sie auf die Silikagelmembran
Ubertragen wird. Nach kurzer Zentrifugation (13000 Upm, 1 min) wird die Saule mit
750 pl Puffer PE gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Elution erfolgt bei
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niedrigen Salzkonzentrationen durch pH-Wert-Anderung (pH 8,5) mit 30 pl
Elutionspuffer.

2.2.3.4 Ligation von DNA

DNA-Fragmente, die in einer Ligationsreaktion verwendet werden sollen, werden
durch Elution aus dem Agarosegel gereinigt. Die Fragmente werden in einem 20
pl-Ligationsansatz zu unterschiedlichen Anteilen vermischt, das
Konzentrationsverhaltnis von Vektor zu Insert sollte zwischen 1:2 und 1:20 liegen.
Zu ihnen werden weiterhin 2 pl 10x Puffer und 1 U der T4-DNA-Ligase gegeben.
Der Ansatz wird 2 h bei RT inkubiert und anschlielend die Ligase durch 10
Minuten Inkubation bei 60°C inaktiviert. 1-4 ul Ligationsansatz werden dann in 40
ul E.coli- Bakterien (DH5aF) transformiert.

2.2.3.5 Praparation kompetenter Zellen

Eine 50 ml-Kultur des E.coli-Stammes (DH5a, Hanahan, 1983) wird bei 37°C
herangezogen bis die Bakteriensuspension eine ODggg von ca. 600 erreicht hat.
Die Kultur wird im Eisbad abgekuhlt und die Bakterien durch Zentrifugation (4000
g, 10 min, 4°C) sedimentiert. Die Bakterien werden zweimal mit kaltem Aqua dest.
(500 ml, 250 ml) und einmal mit 10 ml kalten 10 % (v/v) Glycerin gewaschen.
Anschliel3end werden die Bakterien 1,5 ml 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen. Die
Lagerung erfolgt bei -80°C in 40 ul Aliquots.

2.2.3.6 Elektroporation

Die kompetenten Zellen werden auf Eis mit 1 ug des Plasmid bzw. 5 ul des
Ligationsansatzes gemischt. Die Elektoporation erfolgt bei 2,5 kV, 250 uF, 200 W
und einer Zeitkonstanten von ca. 4,0 (GenePulser, Bio-Rad). Nach erfolgtem Puls
werden die Zellen in 1 ml LB-Medium suspendiert. Sie werden dann 1 h bei 37°C
geschuttelt, abzentrifugiert und anschlieRend auf LB-Amp-Platten (2% (w/v) Agar)
ausplattiert und tber Nacht bei 37°C herangezogen (Wirth, 1989).

LB-Medium

1 % (w/v) Trypan

0,5 % (w/v) Hefeextraxt
0,5 % (w/v) NaCl

2.2.3.7 Isolierung von Plasmid DNA (, Mini-Prap")

Ampicillin-resistente Bakterienkolonien werden in einer 2 ml Ubernachtkultur (50
mg/ml Ampicillin) bei 37°C unter Schuitteln herangezogen. 1,5 ml dieser Kultur
werden in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt und die Bakterien
durch Zentrifugation (800 Upm, 5 min) sedimentiert. Der Uberstand wird
abgehoben und die Zellen in 100 pl Glukoselosung (50 mmol/l Glucose, 10 mmol/l
EDTA und 25 mmol/l Tris/HCIl, pH 8,0) aufgenommen. Die Zellen werden
vorsichtig mit 200 ul Lysispuffer (0,2 mol/l NaOH, 1 % (w/v) SDS) gemischt, bis die
Losung klar ist und 5 Minuten inkubiert. Anschliel3end werden die Proben mit 150
pl kalter Kaliumacetat-Lésung (5 mmol/l Kaliumacetat, pH 4,8) vermischt, bis die
Proteine ausfallen, 10 Minuten auf Eis inkubiert und die chromosomale DNA
gemeinsam mit unldslichen Zellbestandteilen durch Zentrifugation (10000 Upm, 15
min) sedimentiert. Der Uberstand wird abgehoben, mit 96% (v/v) Ethanol versetzt,
30 Minuten bei -20°C prazipitiert und durch Zentrifugation (10000 Upm, 10 min)
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sedimentiert. Das DNA-Pellet wird mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in 30 pl
TE-Puffer (1 mol/l Tris, 0,1 mol/l EDTA, pH 8,0) aufgenommen.

2.2.3.8 Aufreinigung von Plasmid-DNA durch Sdulen

Fur die Elektroporation wird die Plasmid-DNA mittels GFX Micro-Plasmid-Prep-Kit
(Amersham Pharmacia, Biotech) aufgereinigt. 1,5 ml einer 2 ml Ubernachtkultur
werden in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefald dberfihrt und die Bakterien
durch Zentrifugation (800 Upm, 5 min) sedimentiert. Der Uberstand wird
abgehoben und die Zellen in 150 pl Lésung ? (400 pg/ml RNase ?; 10 mmol/l
EDTA und 100 mmol/l Tris/HCI, pH 7,5) suspendiert. Die Zellen werden vorsichtig
mit 150 yl Lésung ?? (1 mol/l NaOH; 5,3 % (w/v) SDS) lysiert. AnschlieRend
werden die Proben mit 300 pl Lésung ??? (enthalt Acetat und Chaotrope, genaue
Zusammensetzung von Hersteller nicht angegeben) neutralisiert und durch
Zentrifugation (10000 Upm, 15 min.) pelletiert. Der Uberstand wird auf die GFX-
Séule Ubertragen und 1 Minute bei RT inkubiert, um die Plasmid-DNA-Bindung an
der Glasfiebermatrix zu ermdglichen. Die Séule wird 30 Sekunden bei 12000 Upm
zentrifugiert mit 300 pl Losung ??7? und anschlieend mit 400 pl Waschpuffer
(Tris-EDTA-Puffer in 80 % (v/v) Ethanol) gespult. Die Plasmid-DNA wird durch 100
pul TE-Puffer (1 mol/l Tris; 0,1 mol/l EDTA, pH 8,0), mit anschlie3ender
Zentrifugation eluiert.

2.2.4 Retrovirale Arbeiten und Transfektion von Saugerzellen

2.2.4.1 Elektroporation von Sadugerzellen

Die trypsinierten Zellen werden einmal mit Kulturmedium und einmal mit PBS
gewaschen. Dann wird die Zellzahl auf 2,5x 10° Zellen/ml eingestellt. Von
aufgereinigten Vektor-DNA (2.2.3.8) werden 10-30 pg (= 30 pl) in eine
Elektroporationskiivette vorgelegt und langsam mit 400 pl der Zellsuspension
vermischt. Die Elektroporation erfolgt bei Raumtemperatur in einem Bio-Rad-
Genpulser mit Kapazitatserweiterungseinheit. Fir alle Pulse wurde eine Kapazitat
von 500 pF gewéhlt und die Initialspannung (Vo) betrug 300 V.

Die Kuvette wird dann 2 x mit je 1 ml Medium ausgespult und die Zellen in eine
Schale mit 10 cm Durchmesser, die 8 ml nichtselektives Medium enthalt,
ausgesat. Aus dieser Schale wird 1 ml in eine weiter 8 ml Medium enthaltende
Schale Uberfuhrt, um bei einer hohen Transformationsrate einzelne Klone ernten
zu kénnen. Nach 24 h erfolgt die Selektion mit selektiven Medium, welches 1
mg/ml G418 enthalt. Wenn die Nahrstoffe verbraucht sind (Farbumschlag von rot
nach gelb), wird das Medium nach 5-7 Tagen ersetzt. Resistente Klone
erscheinen nach 10-14 Tagen.

2.2.4.2 Transfektion der Verpackungszellen durch FUGENE™-Transfection-
Reagenz

Bei dem FuGENE ™-Transfection Reagenz (Boehringer, Mannheim) handelt es
sich  um ein nicht-liposomale Form eines Transfektions-Reagenz. Die
Zusammensetzung wird von Hersteller jedoch nicht angegeben. Fir die
Transfektion werden 3x 10° Verpackungszellen in 2 ml in eine 6 Lochplatten
ausgesat, die nach 24 h eine Konfluenz von 50-70% erreichen. 3 pl FUGENE
Reagenz werden mit 97 pl Serum-freiem Medium gemischt und 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Lipidkomplexbildung zu gewahrleisten. Das
Gemisch wird tropfenweise zu 1 pg Vektor-DNA gegeben, sachte angetippt und 15
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Minuten inkubiert. AnschlielRend wird das DNA/Lipid-Gemisch tropfenweise zu den
Zellen gegeben und durch Schwenken verteilt. Nach 24 h wird das Medium durch
selektives Medium (1 mg/ml G418) ersetzt.

2.2.4.3 Isolation von Klonen durch Trypsin-Agarose-Technik

Nach 14 Tagen Selektion sind die einzelnen Zellklone, die das
Neomycinresistenzgen stabil integriert haben, auf etwa 50-500 Zellen pro Cluster
herangewachsen. Die einzelnen Klone werden bei Ansicht im Umkehrmikroskop
gekennzeichnet und nach Entfernung des Mediums und einmal mit PBS
gewaschen. Eine sterile 3% (v/v) Agar/PBS-Lésung wird bei 100°C verflissigt.
Von dieser Losung werden 2 ml mit 4 ml Trypsin/EDTA-L6sung (ca. 20°C)
vermischt und sofort auf die Zellen gegeben. Die Zellen werden durch
Trypsin/EDTA abgel6st und gelangen in den schnell erstarrenden Agar. Mit dem
Skalpell werden nun die gekennzeichneten Bereiche, in denen sich einzelne Klone
befinden ausgeschnitten und in die mit Medium geflllten Vertiefungen einer 24-
Loch-Platte Gberfuihrt. Die Zellen I6sen sich teilweise aus dem Agar und wachsen
zu einzelnen Klonen heran, deren retrovirale Titer bestimmt werden.

2.2.4.4 Virusproduktion und Ernte

Selektionierte Virus-produzierende Zellen werden in Schalen (10 cm) zu 50%
Konfluenz (in Medium ohne G418) ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 70-
80% kultiviert. Danach wird das Medium erneuert. Nach 24-48 h wird der
Kulturiiberstand abgenommen und fir die Entfernung im Medium schwimmender
Zellen durch eine 0,2 um Membran filtriert. Der Uberstand kann nun fir die
Infektion von NIH/3T3-oder T-Zellen verwendet werden

2.2.4.5 Retrovirale Titerbestimmung mit NIH/3T3 Fibroblasten

Die Bestimmung des retroviralen Titers erfolgt anhand der Ubertragung des
Neomycinresistensgen auf NIH/3T3 Zellen. 2x 10* NIH/3T3 Zellen werden in 2 ml
Medium in eine 6Lochplatte pipettiert. Am 2. Tage erfolgt die Infektion durch
Zugabe von 100 pl eines 1:10-1:1000 verdiinnten viralen Uberstand und 4 pg/ml
Polybren (Hexadimethrinbromid). Nach 5 h wird das Medium erneuert und die
Zellen 2 Tage mt normalem Medium inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen
mit 1 mg/ml G418 enthaltendem Medium selektioniert. Das Selektionsmedium wird
nach 4 Tagen erneuert, die nicht infizierte Selektionskontrolle darf keine Zellen
mehr enthalten. Die Zellen werden mit PBS gewaschen, mit einer 3% (v/v)
Formaldehyd/PBS-L6sung fixiert und getrocknet. Durch Farbung (15 min) mit 1 ml
Kristallviolett (1 mg/ml in PBS) und anschlieBendem Waschen mit Wasser werden
die Zellen sichtbar gemacht. Die Anzahl der resistenten Kolonien wird ausgezahlt.
Von jeder Probe wird eine Doppelbestimmung durchgefihrt. Die Virustiter werden
als cfu/ml (Cluster Forming units pro ml) angegeben und berechnen sich nach
folgender Formel: cfu/ml= ermittelte Clusterzahl x Verdiunnungsfaktor/ Volumen
[ml]. Die Klone mit den héchsten retroviralen Titern (ca. 1x10°) werden fiir die
Infektion der T-Zellen verwendet.

2.2.4.6 Infektion der T-Zellen mit retroviralem Uberstand

1x10° CI96-T-Zellen werden mit Infektionsmedium, das zu gleichen Teilen
Kulturtiberstand der Verpackungszelllinie und frisches Cl96-Medium, sowie 1000
U/ml Proleukin und 2 pg/ml Polybren enthalt, fir 24 h in einer 6-Lochplatte
inkubiert. Die Zellen werden dann abzentrifugiert und in Selektions-Medium (800
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Hg/ml G418) aufgenommen. In der Selektionskontrolle sind nach ca. 8 Tagen alle
Zellen abgestorben.

2.2.4.7 Retrovirale Infektion der T-Zellen durch Kokultivierung mit WE-
Verpackungszellen

Ein infektioser Klon der transfizierten WE-Verpackungszellen wird 24 h ohne G418
kultiviert und dann geerntet. In eine 12 Loch-Platte werden in 6 Lécher je 1x 10°
WE-Zellen in 500 ml WE-Medium pipettiert (Transfektionsgruppe). In die andere
Halfte wird nur Medium vorgelegt (nicht transfizierte Kontrollgruppe).

Pro Loch werden 500 pl der priméaren T-Zellen (ca. 1,6x 10° oder CI96-T-Zellen
(5x 10°) zu den Verpackungszellen gegeben. Das CI96-T-Zellmedium enthalt fiir
eine effiziente Transfektion zuséatzlich folgende Agenzien: Proleukin 1000 U/ml, 9
ug/ml Polybren und fir die primaren T-Zellen noch zusatzlich 5 pg/ml PHA. Nach
48 h Inkubation bei 37°C werden die T-Zellen vorsichtig abgespult und
abgehoben. In der FACS-Analyse wird dann die Transfektionseffizienz tberprift
und ein Teil der CI96-T-Zellen in Medium mit 800 pug/ml G418 selektioniert.

2.2.4.8 Isolierung von T-Zellklonen durch Verdinnen

Die durch Kokultivierung infizierten CI96-T-Zellen werden 48 h mit Medium ohne
G418 kultiviert. Der Uberstand wird vorsichtig abgehoben, um adhéarente evtl.
noch vorhanden Verpackungszellen von den T-Zellen abzutrennen. Die CI96-T-
Zellen werden nach der Zentrifugation in Selektions-Medium (800 pg/ml G418)
aufgenommen und die Konzentrationen auf 1x 10° Zellen/ml eingestellt. Es
werden je 100 pl in eine 96 Lochplatte pipettiert, nach 5 Tagen erhalten die Zellen
100 pl frisches Selektionsmedium, werden expandiert und nach Absterben der
Selektionskontrolle (Wildtyp CI96) einer Expressionsanalyse des chiméaren
Rezeptors unterzogen.

2.2.5 Protein-Analytik

2.2.5.1 Immunhistochemische Untersuchungen

Vorbereitung von Zelllinien fur_IHC-Untersuchungen

In Quadripermschalen werden auf sterilen Objekttragern 1x 10° Zellen in 3 ml
Medium ausgesat. Bei Erreichen einer Konfluenz von 70% werden die Zellen mit
12,3% (v/v) Formaldehyd/PBS-L6sung (15 min) auf dem Objekttrager fixiert. Nach
Waschen mit PBS (5 min) werden die Zellen durch Inkubation in Methanol (-20°C,
5 min) und Aceton (-20°C, 1 min) und erneutem Waschen mit PBS auf die
Farbung vorbereitet. Die Objekttrager mit den Zellen kdnnen in
Aufbewahrungsmedium [250 ml PBS, 42,8 g Sucrose, 0,33 g MgCl, 250 ml
Glycerin) nun ca. 6 Monate bei—20°C gelagert werden.

Immunhistochemische Analyse von Gefrierschnitten und Zelllinien

Gefrierschnitte von Gewebe (5 um Dicke) werden mit Methanol (-20°C, 5 min) und
Aceton (-20°C, 1 min) fixiert und mit PBS gewaschen. Die endogenen
Peroxidasen der Gefrierschnitte und Zelllinien werden durch ein 1:33
H,O./Methanol-Gemisch gehemmt. Nach dem Waschen mit PBS (2x) werden
unspezifische Bindungen durch Normalserum von Pferd (1:30 in PBS, 10 min)
blockiert und erneut mit PBS gewaschen. Der Primar-Antikérper wird Uber Nacht
auf dem Objekttrager inkubiert. Fir den Nachweis der verschiedenen CD44
Varianten wurden folgend Antikorper verwendet: CD44v6 (VFF18, 5 pg/ml),
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CD44v7/8 (VFF17, 10 pg/ml), CD44v10 (VFF16, 1:200, 5 pg/ml) und ein CD44-
Standard-Antikorper (SFF2, 10 pg/ml), der gegen eine Domane, die in allen CD44
Isoformen auftritt gerichtet ist (alle Antikérper von Bender Med Systems).
Uberschiissiger Antiképer wird mit PBS abgewaschen, der Biotin-konjugierte-
sekundare-Anti-Maus-Antikdrper (1:200; DAKO) 30 Minuten mit den Geweben und
Zellen inkubiert und erneut mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgt ein
Inkubation mit dem Streptavidin-Biotin-Merrettich-Peroxidase-Komplex (ABC-Kit,
Vector Laboratories). Nach dem Waschen mit PBS erfolgt die Substratumsetzung
des 3,3’Diaminobenzidins (DAB Peroxidase Substrate Tablet Set, Sigma) durch
die Peroxidase. Uberschiissiges Substrat wird erneut herunter gewaschen. Es
folgt die Kerngegenfarbung nach Mayer mit Hamalaun. Danach werden die
Objekttrager 1 Minute mit Aqua dest. und 5 Minuten und flieBendem
Leitungswasser gespult. Die Einbettung des Schnitts bzw. der Zellen erfolgt dann
mit Aquamount.

2.2.5.2 Durchflusszytometrische Messung der Oberflachenantigene

In Suspension wachsende Zellen werden durch grindliches Abspulen des
Kulturflaschenbodens geerntet; adharend wachsende Zellen werden mit einer
EDTA/PBS-Lésung (2g/l) abgelést und zentrifugiert (5 min, 1000 Upm). 5x10°
lebende Zellen werden in FACS-Puffer [3% (v/v) FCS in PBS] im FACS-Ro6hrchen
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird abgehoben und die
Zellen 15 Minuten auf Eis mit 5 pg/ 50 pl-FACS-Puffer des Primarantikorpers
inkubiert. Nicht-gebundener Antikorper wird durch Waschen mit FACS-Puffer
entfernt. Proben mit unmarkiertem Antikdrper werden mit 50 pl FITC-markiertem
Sekundarantikérper (1:100) 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem
Waschschritt werden die Zellen, die mit dem Anti-c-myc-Antikdrper bzw. mit dem
Isotyp-Kontroll-Antikdrper fur die Expressionsanalyse des chiméren Rezeptors
behandelt werden, 10 Minuten mit 50 pl Propidiumiodidiésung (1 pg/ml ) inkubiert,
um tote Zellen anzufarben. Durch die Messung der lebenden Zellen werden
Kreuzreaktionen des Antikbrpers mit murinem intrazellularem c-myc-Protein
ausgeschlossen. Alle nicht-Propidiumiodid-gefarbten-Zellen werden mit 300 pl
einer 0,5% (v/v) Formaldehydl6sung fixiert. Die Propidiumiodid-geféarbten Zellen
werden erneut gewaschen und dann in 300 pl FACS-Puffer aufgenommen.

Antigen Antikdrper Isotyp Bezugsquelle Kopplung
Klon

Sekundar-Ak Polyklonal Kaninchen |Dianova FITC

Anti Maus-1gG

Isotypkontroll-Ak 107,3 lgG1,k Pharmingen -

Isotypkontroll-Ak MOPC-21 IgG1,k Pharmingen -

c-myc 9E10 lgG1,k Calbiochem -

CD44v7/8 VFF-17 lgG2b Bender Med -IFITC
Systems

CD44v6 VFF-18 lgG2b Bender Med -
Systems

CD8 KT15 IgG2a Immunotech FITC

CD4 KT6 lgG2a Immunotech PE

Fas DX2 IgG1,k Pharmingen FITC
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Die durchfluRzytometrische Analyse erfolgte in einem Epics Elite Cytometer. Zur
graphischen Darstellung und Auswertung der Daten wurde WinMDI 2.8 (Windows
multiple document interface flow cytometry application) verwendet.

2.2.6 Adoptive Immunisierung von Nacktméausen mit den gentechnologisch
modifizierten T-Zellen

Den BALB/c Nackméusen (10-12 Wochen, weiblich, Charles River, Sulzfeld)
werden subkutan 4x 10° lebende ME-180-Zellen in beide Flankenseiten injiziiert.
Bei einer TumorgréRe von 30-50 mm?® beginnt die Behandlung der Tiere. Die T-
Zellen werden geerntet, zentrifugiert und einmal mit PBS gewaschen bevor sie in
PBS aufgenommen werden. Die Behandlung der Tiere erfolgt Gber 7 Tage. Dafur
werden den Tieren je 130 pl PBS oder CI96-Wildtyp mit 1x 10° Proleukin oder 1x
10° gentechnologisch modifizierten CI96-Zellen mit 1x 10° Proleukin (Endvolumen
130 pl) intratumorale injiziert. Die Tumorgrof3e wird mit der Schieblehre (Mitutoyo)
iber 20 Tage gemessen und nach der Formel: Lange x (Breite)?x 0,5 (Arteaga et
al., 1993) berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungqg der CD44-Expression in gyndkologischen Tumoren

3.1.1 CD44-Expression in Endometriumkarzinomen und endometrialen
Normalgeweben

Eine Voraussetzung fur die Entwicklung gentechnologisch modifizierter T-Zellen
zur Zytolyse CD44-exprimierender Tumorzellen war die Charakterisierung der
Expression des CD44-Antigens in gyndkologischen Tumoren.

Mdogliche Unterschiede in der CD44-Expression zwischen Tumoren und
Normalgeweben, wie sie fur das Mamma- und Zervixkarzinom bereits gezeigt
wurden, sollten im normalen Endometrium und in Endometriumkarzinomen
immunhistochemisch (IHC) sowie durch Southern-Blot-Analysen untersucht
werden. Die IHC-Untersuchungen wurden mit verschiedenen monoklonalen
Antikorpern durchgefiihrt: dem SFF2-Antikdrper, der gegen eine extrazelluléare
Domaéane gerichtet ist, die in allen CD44-Proteinen auftritt, sowie Antikdrper, die mit
Epitopen der varianten CD44-Region (VFF7 mit CD44v6, VFF17 mit CD44v7/8
und VFF16 mit CD44v10) reagieren (Abbildung 3.1).

In vielen Tumoren werden durch alternatives SpleiRen verschiedene CD44-
Isoformen exprimiert. Um Information Uber die varianten CD44-Isoformen zu
erhalten, wurde das CD44-SpleiBmuster mittels Southern-Blot-Analysen von
Endometriumkarzinomen und korrespondierendem Normalgewebe untersucht. Die
CD44-Transkripte wurden nach Southern-Blot mit Exon-spezifischen Proben
gegen die Exons v3, v6, v8 und v10 hybridisiert und durch eine alkalische
Phosphatase-vermittelte Farbreaktion detektiert.

Mor_10k|ona|er Variante Seuthem Blot Monoklonale
Antikodrper Exons Hybridisierungs- Antikérper
proben
w2
w3 l
wd
Extrazellulare ~
Doméne hoialS
- I | vFFT
w7
| vFFi7
v |
v
. . w10 | vFFia
Variante Region

Zellmembran
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der CD44v2-v10-Isoform mit den Epitopen,
die von den verwendeten monoklonalen Antikérpern erkannt werden,
sowie den varianten Exons, die in der SouthernBlot-Analyse
nachgewiesen werden.
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3.1.1.1 IHC-Analyse der CD44-Expression im Endometrium und
Endometriumkarzinom

Gefrierschnitte von 10 Normalgeweben postmenopausaler Frauenund 14
Endometriumkarzinomen wurden immunhistochemisch untersucht.

Die Abbildung 3.2 und Tabelle 3.1 zeigen die Ergebnisse der IHC der
Normalgewebe und Tumorproben mit den verschiedenen Antikdrpern gegen alle
CD44-Isoformen, sowie CD44v6-, CD44v7/8- und CD44v10-Proteine.
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endometrium; CD44v10

EmCa; CD44s
EmCa; CD44v6
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vagina; CD44v6

Abb.3.2: Immunhistochemischer Nachweis der CD44-Expression im normalen Endometrium und in
Endometriumkarzinomen. Die Analysen mit den Antikorpern gegen die CD44-Proteine und
CD44v6-, CD44v7/8- sowie CD44v10-lsoformen fir das Normalgewebe sind den
entsprechenden Analysen der Endometriumkarzinome gegentubergestellt.
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Insgesamt konnte bei allen der 10 untersuchten postmenopausalen
Normalgewebe auf den Epithet und Stromazellen eine starke Oberflachen
Expression des CD44-Proteins (mAb SFF2) nachgewiesen werden. Intensive
Signale der CD44-Farbung wurden vor allem auf der Zelloberflache der basalen
Membranseite der Driusenzellen beobachtet, wahrend auf ihrer luminalen Seite ein
geringeres Signal auftrat.

Variante CD44-Isoformen wurden im Normalgewebe nur selten nachgewiesen. Bei
zwei Proben lieBen sich sowohl CD44v6-, CD44v7/8- und CD44v10-Isoformen
nachweisen, wéahrend eine weitere Probe nur die Expression des CD44v10-
Epitops zeigte (Tabelle 3.1). Aufgrund einer geringen CD44v6-Expression im
normalen Endometrium wurde als Positivkontrolle ein Gefrierschnitt der Vagina
verwendet, bei dem sich eine starke CD44v6-Expression des Plattenepitheliums
darstellen lief3.

CD44-Epitope Normales Endometrium -
Monoklonale Endometrium karzinom
Antikorper

Positive/Total Prozent [%] | Positive/Total Prozent [%]
CD44 10/10 100 14/14 100
(SFF2)
CD44v6 2/10 20 4/14 29
(VFF7)
CD44v7/8 2/10 20 9/14 64
(VEF17)
CD44v10 3/10 30 11/14 79
(VEF16)

Tab. 3.1: Immunhistochemische Analyse der CD44-Epitop-Expression in normalem Endometrium
(10 Proben) und in Endometriumkarzinomen (14 Proben).

Alle Karzinome zeigten eine starke CD44-Expression, welche homogen Utber die
gesamte Zelloberflache verteilt war. Die CD44v6-Expression war schwacher und
wurde nur bei 4 von 14 Tumorproben detektiert. CD44v6-positive Proben zeigten
eine schwache lokale Farbung einiger Tumorbereiche. Der Tumor aus Abb.3.2
zeigte keine CD44v6-Expression.

Im Gegensatz zum Normalgewebe wurden jedoch die CD44v7/8- und CD44v10-
Epitope haufiger und intensiver auf der Zelloberflache exprimiert. Neun von
vierzehn untersuchten Tumore zeigten eine CD44v7/8-Expression und elf von
insgesamt vierzehn eine CD44v10-Expression. Bei den in Abbildung 3.2
dargestellten gut differenzierten Endometrium-Karzinomzellen, die drisige
Strukturen bildeten, trat eine mittelstarke Farbung mit dem CD44v10-Antikorper
auf. Auf der luminalen Zelloberflache dieser driisigen Strukturen wurde nur eine
geringere CD44v10-Expression detektiert.

Die IHC-Analyse konnte somit eine zunehmende CD44v-Expression bei den
Tumoren zeigen, ohne dass jedoch die CD44v6-Expression erhéht war.

3.1.1.2 Southern-Blot-Analyse der endometrialen Normalgewebe und der
Karzinome

Die immunhistochemischen Untersuchungen konnten nur Informationen tber die
Expression einzelner Epitope geben und lieferten keine Aussage uber die
auftretenden Exon-Kombinationen der alternativ gesplei3ten CD44-mRNA. Daher
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wurde aus drei prdmenopausalen Normalgeweben und zehn Karzinomproben
MRNA isoliert. Nach reverser Transkription erfolgte die Amplifikation aller
auftretenden CD44-Transkripte durch Verwendung von Primern, die in den
flankierenden  Bereichen der varianten CD44-Region ansetzen. Die
Amplifikationsprodukte umfassten Grol3en von 445 bp fur die Standardform bis zu
1588 bp fir die Maximalvariante (CD44v2-v10).

Die GroRRen der einzelnen Exons und einiger wichtiger Isoformen mit den
korrespondierenden Gré3en ihrer PCR-Produkte sind in Tabelle 3.2 aufgezeigt.

CD44-Isoform GrolRe des PCR-Fragments [bp] | Gré3e des varianten Exons
CD44s 445 -
CD44v2 574 129
CD44v3 571 126
CD44v4 559 114
CD44v5 562 117
CD44v6 574 129
CD44v7 577 132
CD44v8 547 102
CD44v9 535 90
CD44v10 649 204
CD44v2-v10 1588 1143
CD44v8-v10 841 396

Tab. 3.2: GréRen der verschiedenen varianten CD44-Exons und einiger CD44-Isoformen

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der PCR-Produkte und Transfer der
PCR-Produkte durch Southern-Blot auf eine Nylonmembran wurde die
Hybridisierung mit Exonspezifischen Sonden gegen die Exons CD44v3, CD44v6,
CD44v8 und CD44v10 durchgefihrt.

Fur die Kontrolle der cDNA-Qualitat diente die PCR des ubiquitar exprimierten
GAPDH-Gens, die zum Teil Unterschiede der cDNA-Qualitat der Proben
aufzeichnete, die bei der Beurteilung der CD44-Expression bertcksichtig werden
muissen (Abbildung 3.3). Die Ethidiumbromidfarbung der im Agarosegel
aufgetrennten CD44-PCR-Produkte zeigte, dass im Normalgewebe wie in den
Tumoren entsprechend den Ergebnissen der IHC die CD44-Standardform
exprimiert wurde. Es zeigte weiterhin, dass die Expression der varianten
Isoformen Ubereinstimmend zu den IHC-Untersuchungen bei den Normalgeweben
im Vergleich zu den Tumoren geringer war.

Die Untersuchungen der exprimierten Transkripte durch Sonden gegen CD44v3,
CD44v8 und CD44v10 ergab eine schwache Expression einiger varianter
Isoformen im Normalgewebe. CD44v6 wurde bei den untersuchten
Normalgeweben nicht detektiert. In einer Probe (Spur 3) konnte z.B. eine Variante
nachgewiesen werden, die sowohl mit der Sonde gegen CD44v8 wie gegen
CD44v10 detektiert wurde und bei der es sich héchstwahrscheinlich um die
epitheliale CD44-lsoform  (CD44v8-v10) handelte. Im Vergleich zum
Normalgewebe zeigten die Tumore eine erhbhte CD44v-Expression vor allem der
varianten Exons CD44v3, CD44v8 und CD44v10 und ein komplexeres
SpleiBmuster. Es traten insbesondere viel hochmolekulargewichtige Transkripte
auf, eingeschlossen der Maximalvarianten (CD44v2-v10, 1588 bp). Die starkere
Expression von CD44v8- und CD44v10-Transkripten bei den Tumoren im
Vergleich zu CD44v6-Transkripten deckte sich gut mit den Ergebnissen der IHC-
Untersuchungen. Die SpleiBmuster, der CD44v8- und CD44v10-enthaltenden



3. Ergebnisse 42

Transkripte waren bei den verschiedenen Tumorproben untereinander recht
ahnlich, wahrend sich die SpleilBmuster der Transkripte, die die Exons CD44v3
und CD44v6 enthielten sich voneinander unterschieden.

Einige Varianten traten in allen Karzinomproben auf3er den Spuren 8+11 auf: die
epitheliale CD44-Isoform (841bp) und ein ca. 950 bp groRRes v3-enthaltendes
Transkript. Haufig vertreten war weiterhin ein ca. 1050 bp grof3es v6-enthaltendes
Transkript.
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Abb. 3.3: Auftrennung der Ethidiumbromid-gefarbten GAPDH- und CD44-PCR-Produkte im Agarosegel (oben)
und Southern-Blot—Analyse der CD44-PCR-Produkte durch Hybridisierung mit Exon-spezifischen
Proben gegen die Exons v3, v6, v8 und v10.
Spuren 1-3: pramenopausales Normalgewebe
Spuren 4-7: gut-maRig differenzierte endometroide- und Adenokarzinome, Spur 9: schlecht
differenziertes Adenokarzinom, Spur 10 +11: glanduléres -papillares Adenokarzinom ersten Grades,
Spur 12+13: glandulares -papillares Adenokarzinom dritten Grades.
St= GrolRenstandard
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Abhangig vom Differenzierungsgrad der Karzinome traten keine Auffalligkeiten in
der CD44v-Expression auf. Nur das glandular-papillare Adenokarzinom (Grad 3) in
Spur 13 unterschied sich im CD44v-SpleiBmuster von den anderen Tumoren.

Ein positiver Zusammenhang zwischen der CD44v6-Expression und einer
myometrialen und vaskularen Invasion wurde von Yorishima et al. (1997)
berichtet. Die Tumore 4, 7, 8 und 11 zeigten ein invasives Wachstum in das
Myometrium und der Tumor 12 in das Rektum. Die Tumore 8 und 11 exprimieren
vor allem die CD44-Standardform und nur wenige variante CD44-Isoformen,
wahrend die anderen invasiven Karzinome sich nicht von den Spleimustern der
anderen Tumore unterschieden. Ein positiver Zusammenhang zwischen der
CD44v6-Expression und der myometrialen Invasion konnte somit nicht gefunden
werden.

3.1.2 CD44-Expression in gynakologischen Karzinomzelllinien

Die Ermittlung der Antigenspezifitat und Zytotoxizitdt gentechnologisch
veranderter T-Zellen erfordert Tumorzelllinien, welche CD44v7/8- und CD44v6-
Epitope exprimieren. Deshalb wurde ihre Expression in einer Reihe
gynakologischer Karzinomzelllinien und zweier Keratinozytenzelllinien (als positiv
Kontrolle) sowohl mittels IHC wie durch FACS-Analyse untersucht (Tabelle 3.3).

Herkunft VFF17 VFF18
Zelllinie IHC FACS [IHC FACS
Ishikawa Endometriumkarzinom - (+) ++ ++
RL95-2 Endometriumkarzinom + + ++ 0
HEC-1-A Endometriumkarzinom - 0 + 0
MCF7 Mammakarzinom + 0 ++ 0
SK-BR-3 Mammakarzinom + 0 + 0
BT-20 Mammakarzinom + 0 0 0
ZR-75-1 Mammakarzinom - 0 0 0
T-47D Mammakarzinom + 0 0 0
SKOV-3 Ovarialkarzinom - 0 - 0
Hey Ovarialkarzinom - 0 0 0
ME-180 Zervixkarzinom ++ ++ 0 0
Ca Ski Zervixkarzinom ++ + 0 0
SiHa Zervixkarzinom ++ + + +
HPKII Keratinozyten ++ ++ 0 0
HaCat Keratinozyten ++ +++ 0 +++

Tab. 3.3: Immunhistochemischer Nachweis und FACS-Analyse des CD44v7/8-Epitops durch den
monoklonalen VFF17-Antikbrper und des CD44v6-Epitops durch den monoklonalen
VFF18-Antikérper. Die Symbole reprasentieren unterschiedliche Expressionen, die
nach Anzahl der positiven Zellen und der Expressionsstarke bewertet wurden: - negativ,
+ schwache, ++ mittlere, +++ starke Expression, 0 nicht untersucht.

Die Bewertung der CD44-Expressionen erfolgte nach Anzahl der positiven Zellen
und Starke der Expression. Vergleiche der Beurteilung der CD44-Expression
durch visuelle Einschatzung der IHC-Farbungen zeigten die gleichen Resultate
wie die FACS-Analysen. Sieben von dreizehn untersuchten Tumorzelllinien
exprimierten CD44v7/8-1soformen und sechs von sieben untersuchten
Tumorzelllinien exprimierten Isoformen, die CD44v6 enthielten. Alle untersuchten
Zervixkarzinom-Zellinien, vier von fiunf Mammakarzinom-Zelllinien, eine der drei
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Endometriumkarzinom-Zelllinien und  keine der beiden untersuchten
Ovarialkarzinom-Zelllinie exprimierten das CD44v7/8-Epitop. In allen untersuchten
Zervixkarzinom-Zelllinen  konnte  eine  deutliche  CD44v7/8-Expression
nachgewiesen werden. Die CD44-Expression einzelner Zellen einer Zelllinie war
zum Teil recht heterogen.

HPKII

-

Abb. 3.4: IHC-Farbung verschiedener Zelllinien HPK-IlI (Keratinozyten), CaSki und ME-180
(Zervixkarzinomzelllinien) mit dem monoklonalen VFF17-Antikérper gegen das

CD44v7/8-Epitop.

Abbildung 3.4 zeigt die IHC-Anfarbung exemplarisch fir drei Zelllinien (HPKII, Ca
Ski und ME-180) mit dem monoklonalen VFF17-Antikorper gegen das CD44v7/8-
Epitop. Es wurde eine gleichférmige Farbung der Zellmembran beobachtet,
beziglich der Intensitat der Féarbung bzw. des Gehaltes an CD44v7/8- und
CD44v6-Protein waren die Zellen jedoch heterogen.

Die CD44v7/8-Expression der Keratinozyten-Zelllinie HPKII trat bei velen Zellen
relativ schwach auf. Nur einzelne Zellen zeigten eine starke Expression dieses
Epitops. Bei den dargestellten Karzinomzelllinien (Ca Ski und ME-180)
exprimierten mehr als die Halfte das CD44v7/8-Epitop relativ schwach. Es lie3en
sich jedoch auch bei diesen Zelllinien insbesondere bei ME-180 einige Zellen stark

anfarben.
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Abb. 3.5: FACS-Analyse der CD44v7/8-Expression. Die ausgefullten Histogramme reprasentieren
die Kontrollfarbung mit einem Isotyp-Antikdrper, wahrend die nicht ausgefillten
Histogramme die Farbung mit dem VFF17-Antikdrper, der gegen ein von Exon CD44v7
und CD44v8 kodiertes Epitop gerichtet ist, darstellen (X-Achse: relative Zellzahl; Y-
Achse: Fluoreszenzintensitaten).
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In der FACS-Analyse lasst sich die Expressionsstarke des CD44v7/8-Epitops
anhand der relativen Fluoreszenzverschiebung der VFF17(CD44v7/8)-
Antikorperfarbung abschatzen. Die exemplarisch in Abbildung 3.5. dargestellten
Zelllinien machen deutlich, dass die Zelllinie SiHa weniger CD44v7/8-Antigen als
die HPKII-Zelllinie exprimierte.

Die haufige und ausreichend starke Expression der untersuchten Varianten bei
den Tumorzelllinien zeigten, dass CD44v7/8- und CD44v6-Isoformen geeignete
Antigene fur eine Therapie durch gentechnologisch modifizierte T-Zellen darstellen
konnten.

3.1.3 CD44-SpleilRmuster in Endometrium- und Brustkrebszelllinien

Es wurden verschiedene Endometrium- (RL95-2, HEC-1-A, AN3 CA und KLE) und
Brustkrebszelllinien (MCF7 und SK-BR-3) mit unterschiedlichem Ostrogenrezeptor
(ER)-Status auf ihre CD44v-Expression untersucht. Bei MCF7 und RL95-2
handelte es sich um ER-positive Zelllinien, wahrend die anderen vier Zelllinien ER-
negativ waren. Die CD44-PCR-Produkte wurden im Agarosegel aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angefarbt (Abbildung 3.5). Die Brustkrebszelllinien und drei
der Endometriumkarzinomzelllinien exprimierten die CD44-Standardform (445 bp).
Es wurden weiterhin wie bei den Karzinomen verschiedene variante CD44-
Isoformen im Agarosegel sichtbar. Nur in AN3 CA-Zellen konnte weder eine
CD44s- noch eine CD44v-Expression detektiert werden.

Die SouthernBlotAnalysen mit Exon-spezifischen Sonden gegen die Exons
CD44v3, CD44v6, CD44v8 und CD44v10 zeigten, dass korrespondierend zu den
Endometriumkarzinomen bei den Zelllinien viele variante CD44-Isoformen und vor
allem Transkripte mit mehr als vier varianten Exons auftraten. Die Maximalvariante
liel3 sich in allen Zelllinien bis auf KLE nachweisen.

Einige der in diesen Zelllinien exprimierten Transkripte konnten in den Karzinomen
ebenfalls nachgewiesen werden: die epitheliale CD44-lsoform (CD44v8-v10, 841
bp), das ca. 950 bp groRe v3-enthaltende Transkript und das 1050 bp grol3e v6-
enthaltende Transkript.

Die beiden Brustkrebszelllinien zeigten wie die Endometriumkarzinome, dass die
Exons CD44v8 und CD44v10 in allen Isoformen coexprimiert wurden, wéhrend
Exon v3- und v6-enthaltende Transkripte in allen Zelllinien unterschiedliche
Expressionsmuster besal3en.

Vergleicht man das Verhaltnis der CD44-Standard-Expression und der Varianten
Expression, so traten abhéngig von dem ER-Status keine unterschiedlichen
Verteilungen auf. Es konnten auch keine Auffélligkeiten des Splei@musters
abhangig von ER-Status gefunden werden.
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Abb. 3.5: CD44-Expressionsmuster in verschiedenen Brust- (MCF7 und SK-BR-3) und
Endometriumkarzinom-Zelllinien (RL95-2, Hec-1-A und KLE). Darstellung der im
Agarosegel aufgetrennten CD44-Transkripte und Southern-Blot-Analyse mit den Exon-
spezifischen Sonden gegen die Exons CD44v3, CD44v6, CD44v8 und CD44v10.

Die Pfeile markieren das CD44-Standard-Fragment (CD44s), das epitheliale Fragment
(CD44E), das 950 bp grofRe v3-enthaltende PCR-Produkt und das 1050 bp grol3e v6-
enthaltende PCR-Produkt. Der Gré3enstandard ist in kbp angegeben.

3.1.4 Quantitative Bestimmung der CD44-Expression in verschiedenen
Zelllinien

Die CD44- Gesamtexpression der Zelllinien wurde mittels quantitativer PCR
bestimmt. Fir diese PCR wurden fluoreszenz-markierte Primer so ausgewahlt,
dass eine Region (Position 432-690) der extrazellularen Domane amplifiziert
wurde, die in allen CD44-Isoformen (CD44s und CD44v) auftrat. In einer Duplex-
PCR erfolgte die gleichzeitige Amplifikation des GAPDH-Gens als
Referenzprodukt, so dass nach gelelektorphoretischer Auftrennung und Detektion
der Fluoreszenzsignale im DNA-Sequenzer eine Quantifizierung der CD44-
Expression moglich war (Abbildung 3.6). Die ER-positiven Zelllinien (RL95-2 und
MCF7) zeigten eine 1,8- bis 14- hohere CD44-Expression als die ER-negativen
CD44-exprimierenden Zelllinie (SK-BR-3, HEC-1-A, KLE). Fur die An3 CA-Zelllinie
lies sich auch durch diese PCR keine CD44-Expression nachweisen.
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Abb. 3.6: Darstellung der CD44-Expression in Endometrium- (RL95-2, HEC-1-A, KLE, AN3 CA)
und Brustkrebszelllinien (MCF7, SK-BR-3) abhéngig vom ER-Status. Nach der RT-PCR
wurden die CD44-PCR-Produkte, welche in allen CD44-Transkripten auftreten (Position
432-846), in einer quantitativen PCR mit GAPDH als Referenzgen amplifiziert. Die
fluoreszenz-markierten PCR-Produkte wurden im DNA-Sequenzer aufgetrennt und
qguantifiziert. Das Diagramm zeigt die Ratio der Signale der CD44-PCR-Produkte zu
denen der GAPDH-PCR-Produkte bei den verschieden Zelllinien. Die Balken
reprasentieren die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.

3.1.5 Abhéangigkeit der CD44-Expression von verschiedenen Kultur-
bedingungen und 17b-Estradiol

Die unterschiedliche CD44-Expression der Zelllinien abhangig vom ER-Status
konnte ein Hinweis fur eine Ostrogen-Abhangigkeit der CD44-Expression
darstellen. Deshalb wurde der Einfluss von 17b-Estradiol auf die CD44-Expression
in ER-positiven Zellen (RL95-2) analysiert.

Die RL95-2-Zellen wurden (iber verschiedene Zeitraume mit 17b-Estradiol (108
mol/l) inkubiert. Zwei Kontrollgruppen sollten die CD44-Expression unter
verschiedenen Kultur-Bedingungen uberprift. Die Zellen der ersten Kontrollgruppe
wurde 48 h in Medium ohne FCS kultiviert und erhielten dann zum
Versuchsbeginn (Zeitpunkt = 0Oh) Medium mit FCS. Die Zellen der zweiten
Kontrollgruppe wurden zu Versuchsbeginn weiterhin mit Medium ohne FCS
kultiviert (Alle Kontrollgruppen enthielten zum Zeitpunkt Oh Medium mit 0,1% (v/v)
Ethanol, welches das Ldosemittel der Hormone darstellte). Die Zellen wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten (Oh, 1h, 4h, 12h, 24h und 48h) durch Tlzol™ lysiert,
ihre mRNA isoliert und nach RT-PCR der quantitativen CD44-PCR unterzogen.
Das Verhaltnis des Fluoreszenz-Signals der CD44-Amplifikationsprodukte zu dem
GAPDH-Signal wurde berechnet und der Wert der Kontrolle, die ohne FCS
kultiviert wurde zum Zeitpunkt Oh als 100%-Wert festgelegt (Abbildung 3.7).
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Abb. 3.7: Darstellung der CD44-Expression in RL95-2 Zellen kultiviert in Medium ohne FCS (Il -),
mit FCS (-n-) und mit 17b-Estradiol (-s-). Die Fluoreszenz-markierten CD44- und
GAPDH-Produkte der quantitativen PCR wurden in einem DNA-Sequenzer aufgetrennt
und quantifiziert. Die Ratio der CD44- zur GAPDH- Expression wurde berechnet. Als
100%-Wert diente die Ratio der CD44 und GAPDH-Signale von RL95-2-Zellen zum
Zeitpunkt Oh, die ohne FCS kultiviert worden waren.

Eine Kultivierung der RL95-2-Zellen in Medium mit FCS fuhrte nach 4 Stunden zu
einer 1,4-fach erhéhten CD44-Expression verglichen mit RL95-2-Zellen, die
durchgangig in Medium ohne FCS kultiviert worden waren. Nach 12 Stunden trat
eine verdoppelte CD44-Expression der in Medium mit FCS kultivierten Zellen auf,
die Uber den untersuchten Zeitraum von 48h erhalten blieb. Der Zusatz von 17b-
Estradiol zu dem Medium ohne FCS konnte nur sehr kurz (1h) eine CD44-
Expressionsernbhung bewirken. Diese Verstarkung der CD44-Expression war
bereits nach vier Stunden wieder auf das Niveau der Zellen, die in Medium ohne
FCS kultiviert wurden, herabgesunken.

3.1.6 Abhangigkeit der CD44-Expression von verschiedenen Konfluenz-
dichten der Zellen

Der Zusatz von 17b-Estradiol zum Medium ist in der Lage, die Proliferation von
ER-positiven Endometriumkarzinom-Zelllinien zu erhéhen (Anzai et al., 1989). Die
Kultivierung der RL95-2-Zellen in Medium mit oder ohne FCS sowie 17b-Estradiol
kann somit zu einer unterschiedlichen Proliferation der Zellen fihren und damit zu
unterschiedlich dicht bewachsenen Kulturflaschen. Es ist vorstellbar, dass eine
Abh&ngigkeit der Expression des CD44-Adhasionsmolekils zum Ausmal der Zell-
Zell-Kontakte besteht. Dies konnte die Veranderungen der CD44-Expression im
Stimulationsexperiment erklaren. Aus diesem Grunde wurde die CD44-Expression
in Abhangigkeit von der Zellzahl/Loch in zwei Ostrogenrezeptor (ER)- positiven
(RL95-2 und MCF7) und Ostrogenrezeptor- negativen Zelllinien (SK-BR-3)
untersucht (Abbildung 3.8). Die Zellen wurden mit unterschiedlichen Zellzahlen
ausgesat, nach 24h geerntet und die cDNA der quantitativen CD44-PCR
unterzogen.
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Abb. 3.8: Die CD44-Expression in zwei ER-positiven (RL95-2, MCF7) und einer ER-negativen
Zelllinie (SK-BR-3) bei unterschiedlichen Zelldichten bzw. Konfluenz. Die Ratios der
Fluoreszenzsignale der CD44- und GAPDH-Produkte der quantitativen PCR von
verschiedenen Zelllinien mit unterschiedlicher Zelldichte sind im Diagramm dargestellt.
Die Balken reprasentieren die Standardabweichung von drei unabhéngigen
Experimenten.

Die CD44-Expression der zwei Brustkrebszelllinien SK-BR-3 und MCF7 sowie der
Endometriumkarzinom-Zelllinie RL95-2 blieb bei verschiedenen Zelldichten
unverandert. Die erhdhte CD44-Expression bei Kultivierung von RL95-2-Zellen in
Medium mit FCS im Vergleich zu Medium ohne FCS kann somit nicht durch
unterschiedliche Proliferation bzw. Zelldichte der Zellen begriindet sein.

3.1.7 CD44-Spleifmuster in Endometriumkarzinom-Zelllinien in Abhangigkeit
von Hormonen, Hormonantagonisten und Cytokinen

Durch Behandlung mit Hormonen und Hormonantagonisten kann das Risiko, an
Krebs zu erkranken, erhéht werden. Andererseits werden Ostrogenantagonisten
fir die Behandlung von Brustkrebs eingesetzt. Zwischen der CD44- und der
Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Expression tritt in dem hormoninduzierten
Zyklus des Endometriums eine Korrelation auf, ohne dass bisher ein direkter
Beweis fur einen Einfluss von Hormonen auf die CD44-Expression gezeigt wurde.
Es ist moglich, dass eine Abhangigkeit des alternativen Spleil3ens von der Hohe
der CD44-Gesamtexpression besteht und so die erh6hte CD44-Gesamtexpression
durch Kultivierung der Zellen in Medium mit FCS und 17b-Estradiol zu einem
veranderten alternativen SpleiRen der CD44-mRNA fihrt. Dadurch kénnten
Isoformen generiert werden, die veranderte Eigenschaften der Tumorzellen
hervorrufen, wie dies fur die CD44v6-Isoform bei den Pankreasadenokarzinom-
Zelllinien AS und ASML mit verschiedenen metastatischen Eigenschaften gezeigt
werden konnte (Gunthert et al., 1991).

Der Einfluss von Hormonen, Hormonantagonisten und Cytokinen auf die CD44-
Expression wurde in einer ER-positiven (RL95-2) und drei ER-negativen (HEC-1-
A, KLE, AN3 CA) Zelllinien untersucht.

3.1.7.1 CD44-Expression der RL95-2-Endometriumkarzinom-Zelllinie

Im ersten Stimulationsexperiment wurden als Kontrollen RL95-2-Zellen tber den
gesamten Versuchszeitraum in Medium mit FCS und in Medium ohne FCS
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kultiviert. In den Parallelansatzen wurden nach 48 h Vorinkubation in Medium
ohne FCS die Zellen mit den Hormonen 17b-Estradiol (10 mol/l) und Progesteron
(10° mol/l), sowie den Ostrogenantagonisten Tamoxifen (10° mol/l) und
Hydroxytamoxifen (10~° mol/l) inkubiert.

Die RL95-2-Zellen wurden bei den Zeitwerten Oh, 4h, 21h, 24h, 48h durch TlIzol™
lysiert, mRNA isoliert und nach RT-Reaktion erfolgte die Amplifikation des CD44-
Gens. Die Uberpriifung der cDNA-Quantitat durch die GAPDH-PCR zeigte geringe
Unterschiede (Abbildung 3.9).
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Abb. 3.9: Southern-Blot-Analyse des Stimulationsexperiments der RL95-2-Zellen. Die Zellen
wurden fiir die Kontrolle der CD44-Expression in Medium mit (+FCS) und ohne FCS (-FCS)
kultiviert. Die mit 17b-Estradiol (10'8 mol/l) und Progesteron (10_6 mol/l), Tamoxifen (10_6
mol/l) und Hydroxytamoxifen (10_6 mol/l) behandelten Zellen wurden zuvor 48 h in Medium
ohne FCS kultiviert und erhielten zum Zeitpunkt Oh Medium ohne FCS mit den
entsprechenden Hormonen und Hormonantagonisten. Die Qualitat der cDNA wurde durch
eine GAPDH-PCR Uberprift. Die CD44-PCR-Produkte wurden im Agarosegel aufgetrennt
und durch alkalischen Southern Blot auf eine Nylonmembran tbertragen. Der Nachweis der
verschiedenen CD44-Transkripte erfolgt mit spezifischen Exonsonden gegen CD44v3,
CD44v6, CD44v8 und CD44v10. St = GroRenstandard (bp).

Die Auftrennung der CD44-PCR-Produkte im Agarosegel machte die Expression
der CD44-Standardform und varianter CD44-Isoformen sichtbar. Mangelhafte
CD44-PCR-Amplifikation und damit nicht interpretierbare Bandenmuster beruhten
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grodtenteils auf unterschiedliche cDNA-Quantitat. So waren z.B. bei den
Kontrollzellen nach Oh und 4h eine geringere GAPDH- und CD44-Amplifikation zu
beobachten als bei den anderen Zeitwerten. Bei der Kontrolle kam es nach 24 h
zu einem Ausfall der CD44-PCR, bei dem es sich jedoch um einen
experimentellen Fehler handelte, da sich bei der Reproduktion CD44-PCR-
Amplifikationsprodukte darstellen liel3en.

Die Southern-Blot-Analyse zeigte, dass Transkripte mit dem varianten Exon 10 in
allen Gruppen recht konstant exprimiert wurden, wahrend v3- und v6-enthaltende
Transkripte bereits in den Kontrollgruppen variabel exprimiert wurden. Die mit 17b-
Estradiol, Progesteron, Tamoxifen und Hydroxytamoxifen inkubierten Zellen
zeigten ebenso wie die Kontrollen zu verschiedenen Zeitpunkten eine verschieden
starke CD44v3- und CD44v6-Expression, ohne dass auffallige Unterschiede im
Bandenmuster zu beobachten waren.

Die Variabilitdt der CD44v3- und v6-enthalte nden Transkripte fuhrte zu der Frage,
wodurch diese Expressionsverdnderungen zustande kam. Madoglicherweise
beeinflusst eine de novo Synthese von Proteinen die CD44-Expression bzw. das
alternative Spleil3en und fuhrte so zu der Variabilitdt der CD44v3- und CD44v6-
Transkripte. Es ware aul3erdem z.B. mdglich, dass 17b-Estradiol die Synthese
von Transkriptionsfaktoren induziert und so indirekt die CD44-Expression
beeinflusst. Um dies zu klaren, wurde ein weiteres Stimulationsexperiment mit
RL95-2-Zellen durchgefuhrt, bei dem zusatzlich zu den beiden verwendeten
Kontrollgruppen eine Kontrollgruppe untersucht wurde, die 48h in Medium ohne
FCS kultiviert wurde und dann zum Zeitpunkt Null in Medium mit FCS umgesetzt
wurde. Die im FCS enthaltenden Hormone und Cytokine sollten nach der
Hungerperiode zu einer maximalen Stimulation der Zellen fihren. Die anderen
Gruppen wurden nach 48 h Vorinkubation in Medium ohne FCS mit dem Hormon
17b-Estradiol (10® mol/l) und dem Ostrogenantagonist Tamoxifen (107° mol/l)
inkubiert. AuBerdem wurde einer Gruppe gleichzeitig mit 17b-Estradiol (10 mol/)
und Cykloheximid (100mg/ml) ein Proteinbiosynthesehemmer inkubiert, um eine
de novo Synthese von Proteinen zu verhindern.

Die Zellen wurden nach Oh, 1h, 4h, 12 h, 24h und 48 h Inkubation geerntet. Die im
Agarosegel aufgetrennten CD44-PCR-Produkte lieRen die CD44-
Standardexpression und ein gleiches Muster an varianten CD44-Transkripten
entsprechend den Proben des ersten Stimulationsexperiments erkennen
(Abbildung 3. 10). So wurden CD44v8-und CD44v10-enthaltende Transkripte
konstanter als CD44v3- und CD44v6-enthaltende Transkripte exprimiert. Es traten
bei den einzelnen Zeitwerten auch hier einige PCR-bedingte Ausfalle auf. Durch
Reproduktion der CD44-PCR dieser Proben konnten jedoch CD44-PCR-Produkte
amplifiziert werden, die keine Unterschiede im Bandenmuster zu den anderen
Zeitwerten zeigten.

Die Southern-Blot-Analyse konnte darstellen, dass auch in diesem Experiment
CD44v10-enthaltende Transkripte in allen Gruppen konstant exprimiert wurden.
Das zusatzlich untersuchte variante Exon v8 zeigte wie CD44v10 eine konstante
Expression, wobei beide Expressionsmuster Ahnlichkeiten aufwiesen. Die
epitheliale CD44-1soform wurde in allen Proben konstant exprimiert. Erneut
wurden CD44v3- und CD44v6-enthaltende Transkripte variabel exprimiert. So
wurde ein ca. 750 bp groRes CD44v3-Transkript in allen Kontrollgruppen zu
verschiedenen Zeitwerten unterschiedlich stark exprimiert. Es ist bei RL95-2-
Zellen, die in Medium ohne FCS kultiviert wurden nach 24 h nicht nachweisbar,
kann aber nach 48 h detektiert werden.
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Abb.3.10: Southern-Blot-Analyse des Stimulationsexperimentes mit RL95-2-Zellen. Die
Kontrollgruppen wurden mit FCS (+FCS) und ohne FCS (FCS) kultiviert. Auf3erdem
wurden Zellen 48h ohne FCS kultiviert und enthielten bei Versuchsbeginn (Oh) Medium
mit FCS (+/-). Die (anti-)hormonstimulieren ZeIIen wurden 48h ohne FCS kuIt|V|ert und
enthielten dann Medium mit 17b-Estradiol (10 mol/l), l7b Estradiol (10 mol/l) in
Kombination mit Cykloheximid (100 pg/ml) und Tamoxifen (10~ moI/I)

Das in den Tumorproben und bei den anderen Zelllinien exprimierte 950 bp-grolRe
CD44v3-enthaltende Transkript wurde in allen Proben mit ausreichender Menge
an CD44-PCR-Produkten gefunden mit Ausnahmen der Zellen (12h-Wert), die mit
17b-Estradiol und Cykloheximid inkubiert wurden. Das ebenfalls haufig
beobachtete 1050 bp groRe CD44v6-Transkript wurde schwécher exprimiert. Es
konnte bei den meisten Proben, die mit Tamoxifen (1h, 4h, 12h und 48h) und 17b-
Estradiol in Kombination mit Cykloheximid (4h, 12h und 48h) inkubiert wurden
nicht detektiert werden. Die Beurteilung von Veranderungen der CD44v-
Expression bei niedrig exprimierten Isoformen war jedoch recht schwierig, da bei
einer geringeren Amplifikation des CD44-Gens die Nachweisgrenze dieser
Isoformen durch die Exon-spezifischen Sonden erreicht werden kann.
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Es konnte auch durch das Zufiigen von FCS nach einer Inkubation der Zellen in
Medium ohne FCS keine auffallige Veranderung des CD44-Spleidmusters
aufgezeigt werden. Eine Inkubation mit 17b-Estradiol, Tamoxifen und 17b-
Estradiol mit Cykloheximid fuhrte zu keiner deutlichen Auffalligkeit bezuglich des
Expressionsmusters der CD44v-lsoformen. Verdnderungen in der CD44-
Expression traten bei schwéacher exprimierten Isoformen bereits in den
Kontrollgruppen auf, so dass sich die geringen Expressionsunterschiede in den
mit Substanzen behandelten Zellen nicht auf Substanz-Effekte zurlckfihren
lassen.

3.1.7.2 CD44-Expression der Endometriumkarzinom-Zelllinien HEC-1-A, KLE
und An3 CA

Mackay und Mitarbeiter (1994) zeigten durch Behandlung mit g-IFN von zwei
Myelomonocytischen-, einer Lungenkarzinom-, einer Kolon- und einer
Keratinozyten-Zelllinie eine Erhéhung der CD44v6-Expression. Zytokine werden
bei der Therapie von Tumoren eingesetzt, so wird z.B. a- IFN bereits bei einer
Monotherapie von kutanen T-Zell-Lymphomen (Peter und Pichler, 1996) und
renalen Karzinomen (Atzpodien et al., 1999) mit objektivem Ansprechen
eingesetzt. G-CSF wird therapeutisch fur die Mobilisation von peripheren
Blutstammzellen bei Patienten mit Chemotherapie angewandt, induziert jedoch die
Proliferation von Ovarialkarzinomzellen (Spinner et al., 1995).

Aufgrund dieser Zusammenhange zwischen der Zytokin-Behandlung und der
CD44-Expression wurde bei der Ostrogenrezeptor-negativen Zelllinie HEC-1-A,
die zahlreiche variante CD44-lsoformen exprimierte, nicht nur der Einfluss der
Hormone 17b-Estradiol (10® mol/l) und Progesteron (10° mol/l), sowie den
Ostrogenantagonsisten, Tamoxifen (10~ mol/l) und Hydroxytamoxifen (107 mol/l)
auf die CD44-Expression Uberpruft, sondern auch ein mdglicher Effekt von
Zytokinen [G-CSF (250 U/ml und 500 U/ml), g-IFN (250 U/ml) und a- IFN (250
U/ml)] auf das CD44-Spleimuster analysiert. Als Kontrollen wurden HEC-1-A-
Zellen in Medium mit FCS bzw. in Medium ohne FCS kultiviert. Fur die
Behandlung mit den verschiedenen Agenzien wurden die Zellen erneut 48h in
Medium ohne FCS kultiviert und enthielten zum Zeitpunkt Oh Medium ohne FCS,
das die entsprechenden Agenzien enthielt. Die Zellen wurden nach 1h, 6h, 12h,
24h und 48h geerntet. Die Aufbereitung der Proben erfolgte wie in den anderen
Stimulationsexperimenten.

Diese Zelllinie exprimierte viele variante CD44-Isoformen und vor allen
hochmolekulargewichtige Isoformen wie z.B. die Maximalvariante. Es zeigte sich
auch bei dieser Zelllinie eine sehr konstante CD44v10-Expression, wahrend
schwacher exprimierte CD44v3- und CD44v6-enthaltende Isoformen bereits in
den Kontrollgruppen variabler exprimiert wurden. Das 1050 bp grof3e CD44v6-
enthaltende Transkript und das 950 bp grofRe v3-enthaltende Transkript wurden
jeweils stark und in allen Versuchsansatzen konstant exprimiert. Weder durch die
verwendeten Hormone und Hormonantagonisten noch durch die Zytokine konnten
deutliche Veranderungen der CD44v-Expression erzielt werden.
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Die KLE-Zelllinie zeigte in den Kontrollgruppen bereits so grof3e Heterogenitéat,
das keine Schlisse durch die Behandlung mit 17b-Estradiol, Progesteron,
Tamoxifen und Hydroxytamoxifen gezogen werden konnten (nicht gezeigt).

Bei der Ostrogenrezeptor-negativen An3 CA-Zelllinie konnte durch die
Behandlung der Zellen mit 17b-Estradiol, Progesteron und Hydroxytamoxifen
keine Induktion der CD44-Expression erreicht werden (nicht gezeigt).

Es liel3 sich somit in keiner der untersuchten Zelllinie RL95-2, HEC-1-A, KLE und
AN3 CA signifikante Veranderungen im CD44-Spei3muster durch die eingesetzten
Hormone, Hormonantagonisten und Zytokine erzielen. Durch Kultivierung von
RL95-2-Zellen in Medium mit FCS oder 17b-Estradiol konnte die gesamte CD44-
Expression erhoht werden. Diese Verdnderung der CD44-Expression ist nicht
durch unterschiedliche Zelldichten nach dem Stimulationsexperiment begriindet.
Die erhohte CD44-Gesamtexpression fuhrte nicht zu einer veranderten CD44v-
Expression und besitzt somit keinerlei Einfluss auf das alternative Splei3en der
CD44mRNA.

3.2 Gentechnologische Modifikation von T-Zellen gegen CD44v7/8 und
CD44v6-exprimierenden Tumorzellen

3.2.1 Klonierung des Fusionsgens kodierend fiir den chiméaren
scFv(VEE17):a:z- und scFv(VFF18):a:z- Rezeptor

Die Untersuchungen der Endometriumkarzinome zeigten, dass die CD44v7/8-
Isoformen haufig exprimiert wurden. CD44v6-lsoformen konnten bei den
Endometriumkarzinomen im Gegensatz zu den untersuchten Tumorzelllinien und
anderen Tumoren, wie z.B. Brustkrebs nur selten nachgewiesen werden. Beide
CD44-Varianten kdonnen als Oberflachenzielantigene fur eine Bekampfung von
Tumorzellen durch gentechnologisch modifizierte T-Zellen verwendet werden.
Dafir wurden scFv-(single-chain Fv)-Antikdrperfragmente, die von den
Antikérpern gegen humane CD44v6- und CD44v7/8-Epitope abgeleitet sind, mit
der Effektorfunktion der T-Zellen kombiniert. Die verwendeten scFv-Fragmente
wurden abgeleitet vom monoklonalen VFF18-Antikorper, der gegen das CD44v6-
Epitop gerichtet ist, bzw. dem monoklonalen VFF17-Antikdrper, der spezifisch das
von den Exons v7 und v8 kodierte Ubergangsepitop erkennt. Aus frilheren
Vorarbeiten (Hekele et al., 1996, Dall et al., 1997) existierten bereits Vektoren, die
chimare Rezeptoren kodieren und wie folgt hergestellt worden sind: Zunachst
wurde aus VFF17- und VFF18-produzierenden Hybridomazelllinien (Bender,
Wien) Gesamt-mRNA isoliert. FUr die cDNA Erststrang-Synthese der variablen
Domaéane der schweren Kette wurden Primer verwendet, die komplementar zur
Position 121 bis 143 (Nummerierung nach Honjo et al., 1979) der mRNA der
konstanten Region der murinen Immunoglobulin gl-Kette waren. Fur die variable
Doméane der leichten Kette wurden Primer eingesetzt, die komplementar zur
Position 3 bis 27 (Nummerierung nach Hamlyn et al., 1978) der mRNA der
konstanten Region der murinen Kk-Kette (leichte Kette) waren. Die PCR-
Amplifikation der cDNA’s, die fur die variablen Domanen der schweren und
leichten Kette kodierten, wurden dann mit 5"-Primern, homolog zu Sequenzen des
J-Segments und mit 3"-Primern, die homolog zu Sequenzen des konservierten N-
terminalen Bereichs waren, durchgefuihrt. Die verwendeten Oligonukleotide
enthielten Restriktionsschnittstellen, wodurch die amplifizierten cDNA’s der
variablen Domane der schweren und der leichten Kette in ein modifiziertes
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pBlueskript KS*-Plasmid, das pWW152-Plasmid (Wels et al., 1995), kloniert
werden konnten. Dieses pWW152-Plasmid enthielt eine Sequenz, die ein 15
Aminosauren langes Verbindungspeptid (GGGGS); kodierte. Bei diesem
Klonierungschritt erfolgte die Verbindung der variablen Doméne der schweren
Kette Uber den flexiblen Peptidlinker mit der variablen Doméne der leichten Kette.
Der flexible Peptidlinker bildet selber keine geordneten Strukturen aus, so dass
eine Domanenfaltung des Fv-Fragments, die der parentalen
Antigenbindungsdoméne entspricht, stattfinden kann und so scFwFragmente mit
einer Spezifitdt gegen CD44v7/8- und CD44v6 -Proteine erstellt werden konnten.
FUr den spateren Transport des chimaren Rezeptors zum endoplasmatischen
Retikulum und letztendlich dann zur Membranoberflache wurde vor der Insertion
des scFv-Gens in den pWW152-Vektor noch ein cDNA-Fragment, welches ein
Signalpeptid (SP) einer schweren Immunoglobulinkette kodiert, in den Vektor
ligiert.

Die klonierten scFv-Gene mussten nun noch mit dem Gen der z-Kette des
TCR/CD3-Komplexes der Signaltransduktionseinheit verbunden werden. Daflr
wurde eine verkurzte cDNA der murinen z-Kette, in der die kodierenden
Sequenzen fur die 27 Nterminale Aminosauren der nicht-prozessierten z-Ketten
deletiert sind (Nummerierung nach Weissman et al., 1988), in einen pGEM-1-
Vektor (Promega, Madison, WI, USA) inseriert. Vor diese cDNA der z-Kette wurde
noch die Gensequenz der murinen CD8a-hinge-Region einer schweren
Immunglobulinkette (Nukleotidposition 519-698, Nummerierung nach Zamoyska et
al., 1985) kloniert. Fur die CD8a-hinge-Region wurde gezeigt, dass sie fur eine
effiziente Antigenbindung notig ist, da sie den Abstand des scFv-Fragments zur
Membranoberflache vergroRRert. Vor die CD8a-hinge-cDNA wurde anschlieRend
die Signalpeptid und scFv-Fragment kodierende cDNA inseriert.

Das entstandene Plasmid pGem[scFv(VFF17 oder VFF18):a:z] enthielt die cDNA,
welche das scFv (VFF17 oder VFF18), die CD8a-hinge-Region und die z-Kette
des TCR/CD3-Komplexes kodierte, im selben Leseraster.

3.2.2 Insertion der cDNA des c-myc-Epitops in das cDNA-Konstrukt des
chimaren Rezeptors

Ein c-myc-Marker sollte fir eine schnelle Uberprifung von erzielten
Transduktionseffizienzen bei der retroviralen Infektionen von T-Zellen und zur
Uberprufung der Oberflachenexpression des chimaren Rezeptors in die
extrazellulare Domane des chiméren Rezeptors inseriert werden. Die direkte
Uberprifung der erzelten Transduktionseffizienzen ist vor allem fur die Infektion
von priméren T-Zellen wichtig, da diese in vitro nur eine limitierte Lebensdauer
besitzen und eine Resistenzgen-Selektion sich negativ auf ihre biologische
Aktivitat auswirken konnte. Eine schnelle und methodisch einfache Uberpriifung
einer erfolgreichen Transduktion der primaren T-Zellen ist auch fur eine spéatere
klinische Anwendung unbedingt notwendig. Durch das in der extrazellularen
Doméane des chimaren Rezeptors inserierte c-myc-Epitop wurde mittels c-myc-
spezifischem Antikoérper die quantitative Bestimmung der Oberflachenexpression
des chimaren Rezeptors und der Ermittlung der Transduktionseffizienzen im
Durchflusszytometer ermdglicht. Fur die FACS-Analyse wurde ein monoklonaler c-
myc-Antikérper (Klon 9E10) verwendet, der die Aminosauresequenz
EQKLISEEDL des c-myc-Epitops erkennt. Das cmyc-Epitop sollte zwischen das
scFv-Fragment und die CD8a-hinge Region inseriert werden, um mdglichst nicht
die Eigenschaften des chimaren Rezeptors zu verédndern. Der schematische
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Aufbau dieses chimaren Rezeptors und der Nachweis des cmyc-Markers ist in
Abbildung 3.12 dargestellt.

- c-myc-tag

-CD8a
Hinge-Region
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Abb. 3.12: Schematische Darstellung des chimaren, homodimeren Rezeptorproteins und des
Expressionsnachweises durch einen cmyc-Antikorper. Das chiméare Rezeptorprotein
enthielt fur eine spezifische Antigenerkennung ein scFv(single chain Fc)-Fragment,
welches von den parentalen Antikbrpern gegen CD44v7/8- oder CD44v6-Epitope
abgeleitet war und sich zusammensetzte aus der VH (variablen Domé&ne der schweren
Kette), die Uber den flexiblen Peptidlinker mit der VL (variablen Doméane der leichten
Kette) verbunden war. Das c¢myc-Epitop (c-myc-tag) diente zur Expressionsanalyse
des chimaren Rezeptors auf der T-Zelloberflache. Es konnte durch einen spezifischen
c-myc-Antikdrper, der seinerseits durch ein FITC-markiertes Kaninchen Anti-Maus-1gG
nachgewiesen wurde, ermittelt werden. Das in der FACS-Analyse gemessene
Fluoreszenzsignal erméglichte den Expressionsnachweis des chimaren Rezeptors. Der
Rezeptor enthielt auBerdem die CD8a-hinge-Region, welche den Abstand des scFv-
Fragments zur Zellmembran vergroerte und dadurch eine effiziente Antigenbindung

ermoglichte. Die z-Kette des TCR initierte nach Antigenbindung die Signaltransduktion.

Das c-myc-Epitop konnte aus einem pGem [y:a:z]-Vektor verwendet werden, der
freundlicherweise von Winfried Wels zur Verfigung gestellt wurde. Der Vektor
enthielt auRer der Sequenz, die den c-myc-Marker (y) kodierte, dieselben
Sequenzen, die fur die a-CD8-hinge Region (a) und die z-Kette (z) kodierten, wie
der unter 3.2.1 beschriebenen pGem[scFv(VFF17 oder VFF18):a:z].

Aus dem pGem[scFv(VFF17 oder VFF18):a:z] wurde das Hindlll/Xbal
geschnittene SP-scFv-Fragment isoliert und in den Hindlll/Xbal ge6ffneten
pGemly:a:z] ligiert, so dass das fertige cDNA-Fragment, welches den chiméren
Rezeptor kodierte, im selben Leseraster im pGem[scFv(VFF17 oder VFF18):y:a:z]
vorlagt. Das Fusionsgen enthielt somit Sequenzen, die das Signalpeptid einer
schweren Immunglobulinkette, das scFv-Fragment gegen das CD44v7/8- oder
CD44v6-Epitop, den c-myc-Marker, die CD8a-hinge-Region und die z-Kette
kodierten.

Das komplette Fusionsgen wurde gelelektrophoretisch gereinigt und in die EcoRI-
Schnittstelle des retroviralen pL-X-SN-Vektor ligiert.

Der retrovirale Vektor pL-X-SN auf Basis des Moloney Maus Leuké&mie Virus
(MoMuLV) erlaubt die Transkription des inserierten cDNA-Fragments durch
Kontrolle des Moloney Maus Sarkom Virus (MoMuSV)-5 LTR-Promotors. Der
Vektor enthalt aulBerdem ein Neomycinresistenzgen, welches von einem frihen
SV40-Promotor kontrolliert wird. Das bakterielle Transposongen Tn5 Neo', das die



3. Ergebnisse 58

Aminoglykosid-3-Phosphotransferase 11 kodiert, dient der spateren Selektion
stabiler Transfektanten. Die Zellen werden nach der Transduktion in Medium
inkubiert, welches das Neomycin-Analogon Geniticin®-Sulfat (G418) enthalt. G418
interagiert mit den 80S-Ribosomen eukaryotischer Zellen und blockiert die
Proteinbiosynthese in hodheren Zellen, wodurch diese getotet werden.
Transfektanten sind durch die Aminoglykosid-3-Phosphotransferase in der Lage,
G418 an den unterschiedlichsten Stellen durch Phosphorylierung zu inaktivieren.
Der Vektor enthalt auRerdem ein internes Verpackungssignal sowie terminale
LTR’s, welche die Vorraussetzung fur die Verpackung des Plasmids in retrovirale
Partikel sind. Fur die bakterielle Plasmidamplifikations- und Amplicillinresistenz-
Funktionen besitzt der Vektor eine pBR-22-Basis.

Die richtige Orientierung des Fusionsgens wurde durch enzymatische Spaltung in
verschiedene Fragmente durch Restriktionsendonukleasen uberpruft.

Abbildung 3.13 zeigt die schematische Darstellung des pL[scFv(VFF17):y:a:z]SN.
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Abb.3.13: Schematische Darstellung des retroviralen pL-X-SN-Vektors mit dem inserierten
Fusionsgen des chimaren Rezeptors (pL[scFv(VFF17 oder VFF18):y:a:z]SN.
Komponenten des Fusionsgens: SP = Signalpeptid der schweren Kette eines
Immunglobulins, das scFw(= single chain Fc)-Fragment, das c-myc-tag (= c-myc-
Marker), die CD8a-hinge-Region und die z-Kette des TCR/CD3-Komplexes. Die
Transkription des Fusionsgens wurde vom Promotor des 5 LTRs des Moloney Maus
Sarkom Virus (MoMuSV) kontrolliert. Das Verpackungssignal (=y) diente dem Einbau
des Plasmid in die retrovirale Hulle. Fur die biologische Sicherheit ist das gag-ATG-
Sartkodon in ein TAG-Stopkodon ausgetauscht worden. Der Vektor enthielt auRerdem
das Neomycin-Resistenzgen (NeoR) dessen Transkription durch den frihen SV40-
Promotor kontrolliert wurde. Das pA-Signal im 3’-LTR des MoMuLV (Moloney Maus
Leukamie Virus) ermdglichte die Polyadenylierung. Der bakterielle Replikationsstartpunkt
(oriR) und das b-Lactamase-Gen (ampR) stellten Sequenzen aus pBR-322-Basis dar. Die
Transkiptionsstartpunkte sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Die Nukleotide und die davon abgeleitete Aminosduresequenz des chiméren
Rezeptors, kodiert durch den pL[scFv(VFF17):y:a:z]SN-Vektor, sind in Abbildung

3.14 dargestellt.
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Abb.3.14: Nukleotidsequenzen und davon abgeleitete Aminosauresequenz des scFv(VFF17):y:a:z-
Fusionsgens. SP: Position 1-57, scFwFragment (VFF17): Position 66-773, c-myc-Marker:
Position 784-816, hinge-Region: Position 823-999, z-Kette: Position 1009-1419. Die
abgeleitete Aminoséuresequenz der hypervariablen Bereiche (CDR= complementary
determining region) in der variablen Domé&ne der schweren und der leichten Kette des
VFF17-Antikérpers und die Transmembrandoméne der z-Kette sind unterstrichen. De
verwendete Xbal und EcoRI-Schnittstellen sind angegeben. Die Hindlll-Schnittstelle geht
bei der Klonierung des Fusionsgens aus dem pGem[scFv(VFF17):a:Z in den pL-X-SN-
Vektor verloren.
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3.2.3 Retroviraler Gentransfer des scFv(VFF17)y:a:z-Fusionsgens in die
Verpackungszelllinien

Die ecotrope Verpackungszelllinie WE wurde durch das FUGENE ™-Transfektions-
Reagenz (Boehringer, Mannheim) oder durch Elektroporation mit dem
pL[scFv(VFF17):y:a:z]SN-Plasmid transfiziert. In dieser Zelllinie werden die Gag
und Pol-Proteine sowie die Env-Proteine tUber zwei verschiedene stabil integrierte
Gen-Konstrukte  zur  Verfligung gestellt, SO dass die Bildung
replikationskompetenter Retroviren verhindert wird. Stabil transfizierte WE-Zellen
(WE(VFF17)cyYZ) wurden durch Kultivierung in Medium mit G418 selektioniert. Es
wurden zunachst eine Mischpopulation der WE(VFF17)cyYZ -Zellen fur die
Infektion der PA317-Zellline isoliert. Die PA317-Zelllinie produziert das
amphotrophe Env-Genprodukt und ist nach der Infektion in der Lage, humane
Zellen zu infizieren. Weiterhin wurden einzelne Klone der infizierten WE- und
PA317-Zelllinie fur die direkte Infektion der T-Zellen isoliert. Die Virustiter der
infizierten WE- und PA317-Klone wurde anhand der Ubertragung des
Neomycinresistenzgens in murine NIH/3T3-Fibroblasten durch Auswertung der
Anzahl G418-resistenter Kolonien in der Monolayerkultur bestimmt und lagen
zwischen 10° und 10° CFU/mI (Cluster forming units = Anzahl G418 resistenter
Kolonien/ml viralen Kulturiiberstandes).

Die Expression des chimaren Rezeptors wurde bei infizierten NIH/3T3-
Fibroblasten (NIH/3T3(VFF17)cyYZ) mit Hilfe der FACS-Analyse uberprift. Die
transfizierten NIH/3T3-Fibroblasten (Mischpopulation) wurden durch Kultivierung
in Medium mit G418 auf stabile Transfektanten selektioniert. Die transfizierten
NIH/3T3(VFF17)cyYZ-Zellen und nicht transfizierte NIH/3T3-Zellen wurden mit
einem c-myc-Antikérper und mit einem Kontroll-Antikérper gleichen Isotyps, aber
irrelevanter Spezifitat (Isotyp-Kontrolle) inkubiert. Das Ergebnis der Analyse im
Durchflusszytometer ist in Abbildung 3. 15 dargestellt. Das dunkle Histogramm
reprasentiert die Farbung der NIH/3T3-Fibroblasten mit einem Isotyp-Kontroll-
Antikorper (IgGik). Nicht transfizierte NIH/3T3-Fibroblasten zeigten bei der
Inkubation mit dem c-myc-Antikérper keine Verschiebung des Histogramms
(gestrichelte Linie). Es traten somit keine unspezifischen Reaktionen des c¢-myc-
Antikorpers auf. Bei der FACS-Analyse der NIH/3T3(VFF17)cyYZ-Fibroblasten
(Histogramm mit durchgezogene Linie), die mit dem c-myc-Antikdper inkubiert
wurden konnte eine deutliche Verschiebung des Histogramms im Vergleich zur
Isotyp-Kontrollreaktion gemessen werden. Diese Zellen exprimierten somit den
chimaren Rezeptor auf der Zelloberflache.

relativ Zellzahl

Fluoreszenzintensitat

Abb. 3.15: FACS-Analyse der transfizierten (durchgezogenen Linie) und nichttransfizierten
NIH/3T3-Fibroblasten (gestrichelte Linie) nach Inkubation der Zellen mit dem cmyc-
Antikoérper (nicht ausgefilltes Histogramm) und dem IgG;k-Isotyp-Kontroll-Antikérper
(ausgefulltes Histogramm). In den Diagrammen ist die relative Zellzahl (x-Achse) gegen
die Fluoreszenzintensitat (y-Achse, logarithmischer MaRstab) aufgetragen.
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Das Histogramm der NIH/3T3(VFF17)cyYZ-Fibroblasten verlief Gber eine grolRe
Bandbreite was flur unterschiedliche Expressionsstarken des chimaren Rezeptors
innerhalb der Zellpopulation spricht.

3.2.4 Transduktion zytotoxischer T-Zellen mit dem chiméaren Rezeptorgen

WE- und PA317-Klone mit hohen Virustitern wurden fur die weiteren Infektionen
der T-Zellen verwendet. Die CI96-T-Zelllinie konnte durch wiederholte Infektion an
zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit dem retroviralen Uberstand der PA317-
Zellen nicht erfolgreich transfiziert werden. Bei der Infektion der CI96-T-Zellen mit
retroviralem Uberstand der infizierten WE-Klone wurden nur wenige Zellen
transfiziert. In der Literatur wurde mit dieser Methode auch nur von sehr geringen
Transferraten von unter 5% berichtet (Di lanni et al., 1999). Die Infektion von
primaren T-Zellen mit dem Ziel einer spateren klinisch-effektiven Anwendung
erforderte jedoch héhere Transferraten. Altenschmidt et al. (1996) konnten durch
eine Kokultivierungsmethode gute Transferraten erzielen. Bei dieser Methode
wurden die T-Zellen fur die Infektion mit einem infizierten WE-Klon kokultiviert.
Abbildung 3.16 zeigt die schematische Darstellung der experimentellen
Vorgehensweisen. Zunachst wurde die Methode der Kokultivierung an CI96-T-
Zellen getestet. Die Zellen wurden nach der Infektion in Medium mit G418 auf
stabil transifizierte Zellen selektioniert und einzelne Klone, die mit
CI96(VFF17)cyYZ bzw. CI96(VFF18)cyYZ bezeichnet wurden, isoliert.

Bei einer erfolgreichen Infektion der T-Zellen sollten mit dieser Methode priméare T-
Zellen, die aus Mausmilzen isoliert wurden, infiziert und als Mischpopulation
weiterverwendet werden.

Maus Primare T-Zellen
CTL-Zelllinie

4 Homogenisierung
——Lyse der Erythrozyten

Transfektion mit
FUGENE™.-
C|96 Reagenz
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Isolierung

\H/Angereicherte T-Zellen
Aktivierung:PHA+IL-2

(@)
G418-
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Abb. 3.16: Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise der Infektion von CIl96-
T-Zellen und primaren T-Zellen durch die Kokultivierung mit transfizierten
WE(VFF17)cyYZ-Klonen.
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3.2.4.1 Stimulation der T-Zell-Proliferation fiir die Optimierunqg der
retroviralen Transduktion

Retroviren infizieren nur mitotisch aktive Zellen, deswegen kdnnen T-Zellen, die
eine geringe Zellzyklusrate besitzen, schwer retroviral infiziert werden. Flr eine
gute Transfereffizienz wurde die optimale Proliferation der T-Zellen in einem MTT-
Proliferationstest ermittelt. Bei diesem Test setzen metabolisch aktive Zellen das
Tetrazoliumsalz MTT zu rotem Formazan um, welches photometrisch quantifiziert
werden kann. Die Stimulation der Proliferation erfolgte an 2,5 x 10* CI96-T-Zellen
pro Ansatz durch Proleukin® und PHA (Phytohamagglutinin) tiber 48h. Proleukin®
(= Aldesleukin) ist ein kunstlich hergestelltes Protein, das Interleukin-2 &hnlich ist
und die gleiche biologische Aktivitat besitzt. )

Die Inkubation der FZellen mit verschiedenen Proleukin®-Konzentrationen (300
IE/ml -1000 IE/ml) zeigte das die Proliferation der T-Zellen bis zu einer Proleukin®-
Konzentration von 1000 IE/ml kontinuierlich anstieg, ohne ein Plateau zu
erreichen.
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Abb. 3.17: Stimulation der Proliferation von CI96-T-Zellen durch verschiedene Proleukin®-
Konzentrationen (300 IE/ml - 1000 IE/ml), sowie durch 1000 IE/ml Proleukin® in
Kombination mit 1 pg/ml bzw. 5 pg/ml PHA. Im MTT-Test wurde die Farbumsetzung
des MTT’s durch metabolisch aktive Zellen zu rotem Formazan durch Messung der
Extinktion bei 580 nm ermittelt. Die ermittelten Extinktion sind direkt proportional zur
Zellzahl, so dass sie auf die Farbumsetzung der nur in T-Zellmedium kultivierten CI96-

Zellen bezogen wurden.

Eine Inkubation der T-Zellen in Medium mit 1 pg/ml PHA flhrte zu einer 1,8-
fachen Stimulation der Proliferation verglichen zur Kultivierung der T-Zellen in T
Zellmedium ohne PHA und Proleukin®. Diese erhohte Proliferation war
unabhéngig von der Proleukin®-Konzentration (300 IE/ml, 700 IE/ml und 1000
IE/mI). Im Vergleich zu den TFZellen, die nur in FZellmedium kultiviert wurden,
konnte die Proliferation durch 5 pg/ml PHA im Medium in Kombination mit 400
IE/ml Proleukin® 1,7-fach, mit 700 IE/ml Proleukin® 2-fach und mit 1000 IE/mI
Proleukin® 2,3-fach erhoht werden. Die hochste Proliferationsrate der CI96-T-
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Zellen wurde somit durch Inkubation mit 1000 IE/ml Proleukin® und 5 pg/ml PHA
erzielt.

Fur die Optimierung der retroviralen Transfektion von primaren T-Zellen wurde die
Stimulation der Proliferation durch Proleukin®, PHA, ConcanavalinA (ConA) und
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) untersucht. 5,6 x10° aus Mausmilzen
isolierte primare T-Zellen wurden pro Ansatz im MTT-Proliferationstest eingesetzt.
Zunéchst wurden die Zellen mit verschiedenen Proleukin®-Konzentrationen (500
IE/ml, 750 IE/ml und 1000 IE/ml) inkubiert (Abbildung 3.18)
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ADbDb.3.18: Erhohung der Proliteration von primaren [-Zellen durch Inkubation der Zellen in Medium
mit verschiedenen Proleukin®- Konzentrationen (500 IE/ml, 750 IE/ml und 1000IE/ml, A)
oder in Medium mit 1000 IE/ml Proleukin® in Kombination mit PHA (1 pg/ml und 5 pg/ml)
und ConA (1, 5, 10 ng/ml) sowie PMA (1, 5, 10 ng/ml) im Vergleich zur Proliferation von
Zellen, die nur in T-Zellmedium kultiviert wurden.

Die Proliferation der Zellen wurde durch 500 IE/ml Proleukin® im Vergleich zu
Medium ohne Proleukin® 1,3-fach verstarkt. Eine Erhéhung der
Proleukinkonzentration (750 IE/ml und 1000 IE/ml) konnte die Proliferation der
primaren T-Zellen nur gering verstarken (1,34- und 1,38-fach).

Da Lektine durch indirekte TCR-Vernetzung potente Stimulatoren der T-
Zellproliferation darstellen, sollte eine hohere Stimulation der Proliferation durch
1000 IE/ml Proleukin® in Kombination mit PHA (1 pg/ml und 5 pug/ml) und ConA 1,
5, 10 ng/ml), sowie mit PMA (1, 5, 10 ng/ml) erzielt werden. Die Agenzien fuhrten
alle zu einer deutlich hoheren Proliferation der T-Zellen. PMA konnte in allen
eingesetzten Konzentrationen (1, 5, 10 ng/ml) eine ca. 5-fache Erhéhung der
Proliferation erzielen. Durch 1 ng/ml ConA wurde die Proliferation 3,9-fach erhdht
und lies sich durch Erh6hung der Konzentration auf 5 ng/ml verstarken (6-fach).
Eine weitere Konzentrationserhdohung fihrte jedoch nur noch zu einer 3,3-fachen
Verstarkung, vermutlich durch Erreichen einer toxischen Konzentration. Mit 1
ng/ml PHA wurde bereits eine 5,3-fache Proliferationssteigerung erzielt, die sich
durch eine Konzentrationserhéhung (5 pg/ml) auf eine 6,3-fache Steigerung
erhohen lie3. Die beste Proliferation der primaren TZellen und der CI96-Zellen
konnte somit durch Wachstum in Medium mit 5 pg/ml PHA zusammen mit 1000
IE/ml Proleukin® erreicht werden, so dass die Proliferation der FZellen fir die
retrovirale Infektion durch diese Agenzien stimuliert wurde.

3.2.4.2 Transduktion des scFv(VFF17):y:a:z-Fusionsgens in die CI96-T-Zellen
und Oberflachenexpression des chiméaren Rezeptors

Die CI96-T-Zellen wurden durch Inkubation mit WE(VFF17)cyYZ-Klonen in
Anwesenheit von Proleukin® 1000 U/ml, 9 pg/ml Polybren und 5 pg/ml PHA
infiziert. Das Polykation Polybren neutralisiert die negative Ladung auf der
Oberflache der Zellen und der retroviralen Partikel und erleichtert so ihre
Annaherung und letztendlich die Infektion der Zellen.
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Nach Selektion stabil transfizierter Zellen in Medium mit G418 wurden sowohl T-
Zellklone wie Mischpopulationen auf die Expression des chimaren Rezeptors im
Durchflusszytometer untersucht.

Die FACS-Analyse von CI96-Wildtypzellen zeigte zwei Zellpopulationen (R1 und
R3) mit verschiedener ZellgréRe und Granularitat (Abb.3.19, A). Daraufhin wurde
die lebende T-Zellpopulation durch eine Propidiumjodid (PI)-Farbung ermittelt und
es zeigte sich, dass die Zellen aus R1 die lebende nicht Plgefarbte Population
(R2) darstellten, wahrend die Population in Gate 3 (R3) die toten Plgefarbten
Zellen (R4) reprasentierten (A+B). Die toten Zellen besalRen eine starke
Eigenfluoreszenz (nicht ausgefilltes Histogramm, C), so dass bei der
Kontrollfarbung mit  dem  Isotyp-Antikorper eine  Verschiebung des
Fluoreszenzhistogramms im Vergleich zu den lebenden Zellen (ausgefilltes
Histogramm, C) auftrat. Bei der Reaktion des c-myc-Antikorpers (nicht
ausgefllltes Histogramm) wurde im Vergleich zur Isotyp-Kontrollfarbung
(ausgefllltes Histogramm) eine geringe Verschiebung beobachtet (D). Der gegen
das humane c¢myc-Epitop gerichtete Antikdper scheint geringe Kreuzreaktionen
mit dem intrazellularen murinen cmyc-Protein durchzufihren. Bei den lebenden
Zellen trat keine Verschiebung des Fluoreszenzsignals zwischen der Isotyp- und
c-myc-Farbung auf (E), so dass eine Unterscheidung zwischen lebenden und
toten Zellen durch die PIFarbung unbedingt nétig war, um Fehlmessungen durch
die Hintergrund-Fluoreszenz der toten Zellen auszuschlieen. Die PHrarbung
wurde deshalb bei den weiteren FACS-Analysen durchgefihrt.
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ADD.3.1Y.  FALDS-Analyse uer  uivo-Wildtyp-Zellen.  A:  Streulichthistogramm  (X-Achse:
Rechtwinkelstreulicht;  Y-Achse: Vorwartsstreulicht), B: Pi-Farbung (X-Achse:
Rechtwinkelstreulicht; Y-Achse: Fluoreszenzintensitaten der Pi-Farbung), C: Isotyp-
Antikorper-Kontrollfarbung (relative Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitaten). Das
ausgefillte Histogramm stellt jeweils die Antikérperreaktion der lebenden Zellen (gegatet
auf R1 und R2) und das nicht ausgefillte Histogramm die Antikérperreaktion der toten
Zellen (gegatet auf R3 und R4) dar. D und E: Histogramme der Isotyp-Antikérper-
Kontrollfarbung (ausgefillites Histogramm) und der e¢myc-Farbung (nicht ausgeflltes
Histogramm) der toten Zellen (D) und der lebenden Zellen (E).
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Die Vorraussetzung fir die Funktionalitit des chimaren Rezeptors ist seine
Lokalisation auf der Zelloberflache. Um dies nachzuweisen, wurde die Expression
des chimaren Rezeptors der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen nun im Durchflusszytometer
untersucht. Abbildung 3.20 zeigt die Expression eines CI96(VFF17)cyYZ-Klons
und einer CI96(VFF17)cyYZ-Mischpopulation (gepoolt).

Die klonalen CI96(VFF17)cyYZ-Zellen zeigten eine Verschiebung des gesamten
Histogramms wodurch man auf eine recht homogene Expression des chimaren
Rezeptors auf den verschiedenen Zellen schlieRen konnte, wahrend die
CI96(VFF17)cyYZ Mischpopulation bei der c-myc-Farbung einen breiteres
Histogramm ergaben. In dieser Population traten somit Zellen mit
unterschiedlicher Expressionstarke des chimaren Rezeptors auf.
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Abb.3.20: FACS-Analyse eines CI96(VFF17)cyYZ-Klones (A) und einer CI96(VFF17)cyYZ-

Mischpopulation (B). Die Histogramme zeigen die Farbung mit dem Isotyp-Kontroll-
Antikorper (ausgefilltes Histogramm) und mit dem cmyc-Antikorper (nicht ausgefulltes
Histogramm; X-Achse: relative Zellzahl; Y-Achse: Fluoreszenzintensitaten).

Die Untersuchung verschiedener CI96(VFF17)cyYZ-Klone in der FACS-Analyse
machten Unterschiede in der Expressionsstarke des chiméren Rezeptors
einzelner Klone sichtbar, wie anhand der relativen Verschiebungen der Maxima
der Farbungen mit dem c-myc-Antikorper gegenuber der Kontrolle mit dem Isotyp-
Antikorper sichtbar ist (Abbildung 3.21 A). CI96(VFF17)cyYZ-Klon 1 zeigte eine
starkere Expression des chiméren Rezeptors als Klon 2. Bei einigen wenigen
Klonen konnte durch die FACS-Analyse keine Expression des chiméren
Rezeptors nachgewiesen werden (B).
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Abb. 3.21: FACS-Analyse verschiedener CI96(VFF17)cyYZ-Klone, die eine unterschiedlich starke
(A) bis fehlende Expression des chimaren Rezeptors zeigten (B). Die Diagramme
stellten die Kontrollfarbung des Isotyp-Antikdrper (ausgefiillte Histogramme) und
Farbung des c-myc-Antikorpers (nicht ausgeflllte Histogramme, X-Achse: relative
Zellzahl;  Y-Achse: Fluoreszenzintensitaten) dar. Die c-myc-Farbung des
CI96(VFF17)cyYZKlon 1 ist blau, die des CI96(VFF17)cyYZKlon 2 schwarz dargestellt.
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Die rekombinanten T-Zellen sollten bei einer Therapie dem Patienten mdglichst
lange zur Verflgung stehen, deshalb ist eine stabile Expression des chimaren
Rezeptors eine wichtige Vorraussetzung. Die Expression des chimaren Rezeptors
wurde unmittelbar nach der Selektion uind Klonexpansion, nach 3 Monaten und
nach 7 Monaten in einer FACS-Analyse quantifiziert. Die CI96(VFF17)cyYZ-Klone
exprimieren Uber den untersuchten Zeitraum von 7 Monaten den Rezeptor relativ
konstant (Abbildung 3.22). Durch diese lange Expression des chimaren Rezeptors
auf der T-Zelllinie kann man davon ausgehen, dass die in vivo Effizienz der
rekombinanten T-Zellen nicht durch eine zeitlich limitierte Expression des
Rezeptors begrenzt wird.
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Abb.3.22: Untersuchung der Langzeitexpression des chimdren Rezeptors lUber 7 Monate eines
CI96(VFF17)cyYZKlons. Die ausgefillten Histogramme stellen die
Fluoreszenzintensitaten der Isotyp-Antikérper-Farbung, die nicht ausgefillten
Histogramme die Fluoreszenzintensitaten der c-myc-Antikdrper-Farbung aufgetragen
gegen die relative Zellzahl dar.

3.2.4.3 Retroviraler Gentransfer des scFv(VFF18):y:a:z-Fusionsgens

Das pL[scFv(VFF18):y:a:z]SN-Plasmid wurden ebenfalls durch das FUGENE ™-
Transfektionsreagenz (Boehringer, Mannheim) in die ecotrope
Verpackungszellinie WE Ubertragen. Stabil transfizierte WE-Zellen (WE
VFF18cyYZ) wurden durch Kultivierung in Medium mit G418 selektioniert und die
Klone mit den besten Virustitern (1x 10°) firr die Infektion der CI96-T-Zellen durch
Kokultivierung verwendet. Die infizierten T-Zellen wurden selektioniert, Klone
isoliert und expandiert. Bei den selektionierten CI96(VFF18)cyYZ-Klonen konnte
im Durchflusszytometer jedoch keine Expression des chiméaren Rezeptors (Abb.
3.23) nachgewiesen werden.

Es sollte nun Uberprift werden ob auch die Verpackungszelllinie keine Expression
des chiméaren Rezeptors auf der Zelloberflache zeigte. Es wurden verschiedene
WE(VFF18)cyYZ-Klone im Durchflusszytometer auf die Expression des chimaren
Rezeptors untersucht. Sie zeigten ebenfalls keine nachweisbare Expression des

Rezeptors, so dass die fehlende Expression nicht nur auf die T-Zelllinie
beschrankt war.
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Abb. 3.23: Nachweis der fehlenden Expression des chimaren Rezeptors auf CI96VFF18cyYZ- und
WEVFF18cyYZ-Zellen. Die Fluoreszenzsignale (gegen die relative Zellzahl) der Isotyp-
Antikorper-Kontrollfarbung werden von dem ausgefillten Histogramm dargestellt und
die der c-myc-Antikdrper von dem nicht ausgefllten Histogramm.

Die Expression des chimaren Rezeptors liel3 sich durch die FACS-Analyse auf der
Proteinebene nicht nachweisen. Es sollte nun dberpruft werden, ob eine
Transkription des chimaren Rezeptorgens stattgefunden hatte. Daflr wurde eine
RT-PCR mit einem 5°-Primer, der in der Sequenz des c-myc-Epitops ansetzte,
und einem 3" -Primer, der in der Sequenz der z-Kette ansetzte, durchgefuhrt.
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Abb. 3.24: Transkription des scFv(VFF18).y:a:zGens. Die c¢DNAs von verschiedenen
CI96VFF18cyYZKlonen wurden auf die Transkription des scFv(VFF18).y:a:zGens
Uberprift. Bei der PCR wurde ein 5°-Primer, der im Bereich des c-myc-Epitops anlagerte,
und ein 3’-Primer, der im Bereich der z-Kette ansetzte, verwendet. Bei Transkription des
chiméren Rezeptorgens wurde ein 276 bp grofRes Transkript amplifiziert, im 1,5%(w/v)
Agarosegel aufgetrennt und durch eine Ethidiumbromidfarbung sichtbar gemacht.

Spur 1: Kontroll-PCR mit pL[scFv(VFF18):y:a:Z SN-Vektor;

Spur 2: PCR-Reaktion mit cDNA eines WE(VFF17)cyYZKlones;

Spur 3-8: PCR-Reaktion mit cDNA der verschiedenen CI96(VFF18)cyYZKlone;
Spur 9: PCR-Negativ-Kontrolle mit cDNA aus RL95-2-Zellen.

St= GroRenstandard.

Als  Positiv-Kontrollen der PCR-Reaktion wurden zum einen der
pL[scFv(VFF18):y:a:z]SN-Vektor und zum anderen die CcDNA eines
WE(VFF17)cyYZ-Klones, der den chimaren Rezeptor an der Oberflache
exprimierte, verwendet. Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angefarbt. Eine Kontamination durch genomische DNA wurde
durch den direkten Einsatz der isolierten RNA in die PCR ausgeschlossen. Die
CI96VFF18cyYZ-Klone zeigten alle bis auf den Klon in Spur 8 die Transkription
des chimaren Rezeptorgens, ohne dass sich im Durchflusszytometer die
Expression des chiméaren Rezeptors an der Zelloberflache nachweisen lief3. Die
Ursachen, die zu keiner nachweisbaren Oberflachen Expression des chimaren
Rezeptors fuhren, missen somit auf Proteinebene liegen.
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3.2.5 Antigenspezifitat der gentechnologisch modifizierten CTL-Zelllinie

3.2.5.1 Bindung von CI96(VEF17)cyYZ-Zellen an CD44v7/8-positive Zielzellen

Die Fahigkeit der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen an CD44v7/8-positive Zielzellen zu
binden wurde mit HPKII-Zellen getestet, bei denen sich sowohl durch FACS-
Analysen wie durch IHC die Expression des CD44v7/8-Epitops nachgewiesen
werden konnte. Die Wildtyp CI96-Zellen und zwei CI96(VFF17)cyYZ-Klone mit
unterschiedlicher Expression des chimaren Rezeptors wurden mit den HPKII-
Zellen inkubiert, zentrifugiert und anschlie3end alle nicht gebundenen T-Zellen mit
PBS grundlich abgespult. Die Ethylviolettfarbung zeigte, dass die Wildtyp CI96-T-
Zellen nicht mit den HPKII-Zellen interagieren, wahrend die CI96(VFF17)cyYZ-
Klone mit den Zielzellen reagierten. Die Bindungsfahigkeit der T-Zellen an die
Zielzellen wurde somit durch den chiméren Rezeptor vermittelt.

& %Q 4 Nl
Abb. 3.25: Rosettingtest mit CI96-Zellen und zwei CI96(VFF17)cyYZKlonen. Die CD44v7/8
positiven Targetzellen (HPKII) wurden mit den T-Zellen 10 Minuten bei 37°C inkubiert,
zentifugiert und anschlieBend 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nicht gebundene T-Zellen
wurden durch grundliches Abspilen mit PBS entfernt, bevor die Zellen mit Ethylviolett
gefarbt wurden. CI96-Zellen konnten nicht an die HPKII-Zellen (A+B) binden, wahrend
die CI96(VFF17)cyYZ-Klonen mit den HPKII-Zellen interagierten (C-F). Der
CI96(VFF17)cyY Z-Klon 1 mit einer héheren Expression des chimaren Rezeptors als der

CI96(VFF17)cyYZKlon 2 konnten starker an die HPKII-Zellen binden. Fiir die Ansatze
sind je zwei verschiedene VergrélRerungen abgebildet.

Es interagierten deutlich mehr T-Zellen des CI96(VFF17)cyYZ-Klons 1 als des
CI96(VFF17)cyYZ-Klons 2 mit den Zielzellen. Die T-Zellen CI96(VFF17)cyYZ-
Klons 1 interagierten dabei in Clustern aus mehreren Zellen an die Zielzellen. Bei
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der Quantifizierung der Expression des chimdren Rezeptors im
Durchflusszytometer wurde fir Klon 1 eine hohere Expression als fiur Klon 2
gemessen. Es besteht wahrscheinlich somit ein Zusammenhang zwischen der
Bindungsfahigkeit der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen an die Zielzellen und der
Expression des chimaren Rezeptors.

3.2.5.2 In vitro Zytotoxizitat der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen

Die zytolytische Aktivitdt der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen gegen eine CD44v7/8-
exprimierende Zielzelle (HaCat) wurde in einem LDH-Test tberprift. Im LDH-Test
wurde die enzymatische Aktivitat der durch die Zytolyse freigesetzten
Lactatdehydrogenase quantifiziert. Die Zielzellen wurden in verschiedenen
Verhaltnissen mit den Effektorzellen sechs Stunden inkubiert und anschliel3end
die LDH-Aktivitat im Uberstand ermittelt.

Der CI96(VFF17)cyYZ-Klon 1 konnte ca. 40% der Zielzellen bei einer Effektor/
Zielzellratio von 10:1 und 20:1 lysieren, wéhrend der CI96(VFF17)cyYZ-Klon 2 bei
diesen Ratios nur 25% der Zielzellen lysierte. Da Klon 1 den chiméren Rezeptor
starker als Klon 3 exprimierte, schien die Expression des chimaren Rezeptors
einen Einfluss auf die Zytotoxizitat der T-Zellen zu besitzen. Die Zytotoxizitat war
jedoch nicht nur von der Expressionsstarke des chiméren Rezeptors abhangig,
sondern musste noch von anderen Faktoren, wie z.B. von koregulatorischen
Signalen abhangen. Die Expressionsstarke des CI96(VFF17)cyYZ-Klone 3
entsprach zum Beispiel der des Klon 1. Eine Zytolyse von 40% der Zielzellen
konnte jedoch nur mit Effektor/Zielzellratio von 20:1 erreicht werden.

Die Wildtyp-CI96-T-Zellen bewirken keine Zytolyse der HaCat-Zellen, so dass die
Zytotoxiziat der CI96(VFF17)cyYZ-Klone gegen die Zielzellen an die Expression
des chiméaren Rezeptors gebunden war.
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Abb. 3.26: Zytotoxizitat verschiedener CI96(VFF17)cyYZKlone (Kone 1-3) und der Wildtyp CI96-T-
Zellen gegen CD44v7/8-positive Zielzellen (HaCat). Es wurde die LDH-Aktivitat im
Uberstand von Ansatzen mit verschiedenen Effektor/Zielzell-(E/Z)-Ratios (2,5:1; 5:1;
10:1 und 20:1) ermittelt und in Bezug zur maximalen LDH-Aktivitat, die durch Lyse der
Zielzellen mit Triton-X-100 erreicht wurde, gesetzt.
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Nun war die Frage, ob auch verschiedene Tumorzellen durch die
CI96(VFF17)cyYZ-Zellen lysiert werden konnten. Zunachst wurde die Expression
des CD44v7/8-Antigens auf den Zielzellen quantifiziert, die IHC-CD44v7/8-positiv
waren, um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Antigenexpression und
der Zytolyse durch rekombinante T-Zellen untersuchen zu kénnen. Dafur wurden
verschiedene Zelllinien mit dem VFF17-(CD44v7/8)-Antikdrper oder mit dem
Isotyp-Kontroll-Antikdrper inkubiert und im Durchflusszytometer analysiert. Wie
man an der relativen Verschiebung der Maxima der Histogramme sehen kann,
exprimierte die Zervixkarzinom-Zelllinie ME-180 das Antigen ahnlich stark wie die
HPKII-Keratinozyten, wahrend die Zervixkarzinom-Zelllinie SiHa eine geringere
CD44v7/8-Expression zeigte. Bei einer Antigenrabhéngigen Zytolyse der
Zielzellen durch die rekombinatent T-Zellen ware somit eine héhere Zytolyse der
ME-180 und HPKII-Zellen als die der SiHa-Zellen zu erwarten.
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Abb.3.27: Quantifizierung der CD44v7/8-Expression im Durchflusszytometer der Zervixkarzinom-
Zelllinie ME-180 (A) und SiHa (B), sowie der HPKII- Keratinozyten (C). Die ausgefiillten
Histogramme reprasentieren die Farbung mit dem Isotyp-Kontroll-Antikdrper, wahrend
die nicht ausgefillten Histogramme die Farbungen mit dem VFF17-(CD44v7/8)-
Antikorper darstellen (X-Achse: relative Zellzahl; Y-Achse: Fluoreszenzintensitéaten).

Die zwei ZervixKarzinom-Zellinien ME-180 und SiHa sowie die HPKII-
Keratinozyten wurden nun fir den Zytotoxizitatstest mit den CI96(VFF17)cyYZ-
Zellen in verschiedenen Effektor/Zielzellratio inkubiert.
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Abb. 3:28: Zytotoxizitat von CI96(VFF17)cyYZ-Zellen gegen verschiedene Zervixkarzinom-
Zelllinien (ME-180 und SiHa) und gegen HPKII-Keratinozyten. Die Zielzellen wurden mit
den Effektorzellen in verschiedenen Verhaltnissen (E/Z-Ratio) inkubiert und die LDH-
Aktivitat des Uberstandes bestimmt. Die maximale LDH-Aktivitat (100%) wurde durch
Lyse der Zielzellen mit Triton-X-100 ermittelt.
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Die CI96(VFF17)cyYZ-Zellen waren in der Lage die Zervix-Karzinomzellen zu
lysieren. Bei Effektor/Zielzellratios von 25 :1 wurden 35% der ME-180-Zellen und
22% der SiHa-Zellen lysiert. Die HPKII-Keratinozyten mit einer hohen CD44v7/8-
Antigenexpression wurden zu 40% lysiert. Die Zytotoxizitat schien somit auch von

der Expressionshohe des CD44v7/8-Antigen in den Zielzellen beeinflusst zu
werden.

Die Abhangigkeit der Zielzelllyse von der Expression des chimdren Rezeptors
konnte bereits durch eine fehlenden Zytolyse von CD44v7/8-positive Zielzellen
durch die CI96-Wildtypzellen gezeigt werden (3.26). Um die Spezifitat der
Zytotoxizitat zu beweisen, sollte nun das CD44v7/8-Epitop durch den VFF17-
Antikorper blockiert werden. Dafir wurde die Zervix-Karzinom-Zelllinie ME-180
eine Stunde mit dem VFF17-Antikbrper oder als Kontrolle mit dem Isotyp-
Antikbper vorinkubiert. Die Zytotoxizitdt der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen gegen die
Tumorzellen konnte komplett blockiert werden, wahrend der Isotyp-Kontroll-
Antikorper keinen Einfluss auf die Lyse der Tumorzellen zeigte.
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Abb.3.29: Hemmung der lytischen Aktivitdt der CI96(VFF17)cyYZZellen durch den VFF17-
Antikérper. Die Tumorzellen (ME-180) wurden eine Stunde bei Raumtemperatur mit

dem Isotyp-Antikdrper (gestrichelte Saulen) und mit dem VFF17-Antikérper (ausgefillite
Saule) inkubiert, bevor sie bei Effektor/Zielzellratios von 10:1 und 20:1 mit den
CI96(VFF17)cyYZ-Zellen inkubiert wurden.

Gamma-IFN erhoht die Oberflachenexpression der HLA-Antigene und teilweise
die Sensitivitdt von Tumorzellen gegentber der Fas-vermittelten Apoptose (Yang
et al., 1995, Kaene et al., 1996). Durch gIFN kdnnte aber auch eine erhéhte
Expression des CEA-(carcinoma embryonic antigen)-Tumorantigens auf
Kolonkarzinomzellen erzielt werden (Darcy et al., 1998). Es wurde nun versucht,
durch Behandlung der Tumorzellen mit g-IFN eine gesteigerte Zytotoxizitat der
CI96(VFF17)cyYZ-Zellen gegen die Tumorzellen zu erzielen. Die Tumorzelllinie
ME-180 wurde sechszehn Stunden mit 2000 U/ml g-IFN vorinkubiert und dann fur
den Zytotoxizitatstest mit CI96(VFF17)cyYZ-Zellen inkubiert.
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Abb. 3.30: Erhéhung der Zytotoxizitat durch eine Vorinkubation der ME-180-Tumorzellen
mit 1000 U/ml g-IFN. Die Tumorzellen wurden von dem Zytotoxizitdtsansatz 16h

mit gIFN inkubiert und dann mit verschiedenen Verhdaltnissen mit den
Effektorzellen inkubiert. Die LDH-Aktivitat des Uberstandes wurde in Relation
zur maximalen LDH-Aktivitat durch Lyse der Zielzellen mit Triton-X-100 gesetzt.

Die mit g-IFN inkubierten Zellen waren sensitiver gegen die T-Zell-vermittelte Lyse
als die nicht vorbehandelten Zellen. Bei Effektor/Zielzellratios von 20:1 wurden mit
gIFN behandelte Zielzellen zu 30% lysiert im Vergleich zu einer Lyse von 15% der
Zellen, die ohne g-IFN kultiviert wurden. Es sollte nun untersucht werden, wodurch
die erhOhte Sensitivitat der Tumorzellen gegen die CI96(VFF17)cyYZ-Zellen
begriindet war. Die Zytolyse-Exprimente mit den verschiedenen Tumorzelllinien
hatten bereits gezeigt, dass die Hohe der Antigenexpression ein wichtige Rolle bei
der Zytolyse der Tumorzellen durch die rekombinanten T-Zellen spielte. Weiterhin
ist eine Fas-Expression auf der Zielzelle die Vorrausetzung fir den Fas/FasL-
vermittelten Zytolyseweg durch die T-Zellen und Veranderungen der Fas-
Expression durch g-IFN konnten bereits beobachtet werden. Deshalb wurde die
CD44v7/8- und die Fas-Expression auf zwei Zervixkarzinom-Zelllinien (ME-180
und Caski) und einer Ovarialkarzinomzelllinie (SiHa) untersucht, die mit und ohne
gIFN kultiviert wurden. Abbildung 3.31 zeigt die Quantifizierung der CD44v7/8-
und Fas-Expression im Durchflusszytometer (exemplarisch nur fur die ME-180-
Zellen dargestellt) und macht deutlich, dass durch g-IFN in allen Zelllinien die
Expression des CD44v7/8-Antigens nahezu unverandert blieb, wahrend die Fas-
Expression zunahm hatte.
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Abb.3.31: Veranderung der CD44v7/8-Expression (A) und der Fas-Expression (B) durch Inkubation
der Zervixkarzinom-Zelllinie ME-180 mit 1000 U/ml gIFN. Die ausgefillten
Histogramme stellen die Farbung der CD44v7/8 oder die Fas-Antikorper-Reaktion von
Zellen, die ohne g¢IFN kultiviert wurden, dar, wahrend die nicht ausgefillten
Histogramm die Farbung der Zellen, die mit gIFN inkubiert wurden, wiederspiegeln (X-
Achse: relative Zellzahl; Y-Achse: Fluoreszenzintensitaten).

Die gesteigerte Sensitivitat der Tumorzellen gegeniber der T-Zell-vermittelten
Zytolyse durch g IFN war somit nicht durch eine erhohte CD44v7/8-Expression
begriindet. Die erhdhte Fas-Expression auf den Tumorzellen durch gIFN last
vermuten, dass die Zytolyse durch die CI96(VFF17)cyYZ-Zellen Fas/FasL-
vermittelt wurde und so die erhdohte Fas-Expression fur die erhdhte Zytolyserate
der g-IFN-behandelten Tumorzellen verantwortlich war.

3.2.5.3 Therapie Tumor-tragender Nacktmause durch adoptive
Immunisierung mit Hilfe von CI96(VFF17)cyYZ-Zellen

An ME-180-Tumor-tragenden Nacktmausen sollte nun die F&higkeit der
CD44v7/8-spezifischen rekombinanten T-Zellen getestet werden, Tumorzellen
solider Tumore zu lysieren und damit das Tumorwachstum zu inhibieren. Daftr
wurden 5x10° ME-180-Zervix-Karzinomzellen subkutan pro Seite in
thymusaplastische BALB/c Mause injiziert. Die Behandlung der Tiere begann bei
einer TumorgroRe von 30-50 mm?, die mittels Schieblehre ermittelt wurde. Sechs
Tieren (entsprach 12 Tumoren) wurden pro Tumor 1 x 10° CI96(VFF17)cyYZ-
Zellen mit 1 x10°U Proleukin® in 100 pl PBS intratumoral an sieben
aufeinanderfolgenden Tagen appliziert. Die Kontrolltiere erhielten 100 ul PBS (6
Tiere) oder die Wildtyp Cl96-Zellen mit 1 x10°U Proleukin® in 100 pl PBS (7
Tiere). Das Tumorwachstum wurde Uber einen Zeitraum von 20 Tagen untersucht.
Die Behandlung der Tiere mit den Wildtyp Cl96-Zellen und Proleukin® hatte keinen
Einfluss auf das Tumorwachstum. Das Tumorvolumen verzehnfachte sich
innerhalb der 20 Tage auf ein Volumen von durchschnittlich 413 mm?®. Hingegen
fihrte die Behandlung der Tiere mit CI96(VFF17)cyYZ-Zellen und Proleukin® zu
einem deutlich verminderten Tumorwachstum (119 mm?®).
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Abb.3.32: Adoptive Immunisierung ME-180 Tumor-tragender Mause durch CI96(VFF17)cyYZ-
Zellen. Die bilateralen Tumore mit einem Volumen von 30-50 mm® wurden an sieben
aufeinanderfolgenden Tagen an je 6 Tieren intratumoral mit 100 pl PBS (B), an je 7
Tieren mit 1 x 10° CI96-Zellen und 1 x10°U Proleukin® ([J) und an je 6 Tieren mit 1 x 10°
CI96(VFF17)cyYZZellen und 1 x10°U Proleukin® (l) behandelt. Das Tumorvolumen
wurde Uber einen Zeitraum von 20 Tagen gemessen. Die Mittelwerte des
Tumorvolumens mit der entsprechenden Standardabweichung sind gegen die Zeit (Tage)
aufgetragen.

3.2.6 lIsolierung von priméaren T-Zellen aus Mausmilzen und retrovirale
Transduktion des scFv(VEFE17):yv:a:z-Fusionsgens in priméare T-Zellen

Nach dem die Funktionalitat dieser rekombinanten T-Zellen gezeigt worden war,
sollte durch die Abrichtung von priméaren T-Zellen gegen CD44v7/8-exprimierende
Zielzellen, eine Schritt n&her an die in vivo Situation gegangen werden.

Aus BALB/c-Méausen wurden Milzen entnommen und durch ein Metallsieb mit
einer PorengrofRe von 100 um homogenisiert. Die T-Zellanreicherung erfolgt nach
einer fur die T-Zellen recht schonenden und relativ einfach durchzufiihrenden
Methode nach Coligan et al. (1993). Die Zellen wurden nach der Lyse der
Erythrozyten in einer Saule inkubiert, die mit Nylonwolle gefillt war. Alle Zellen mit
einer hohen Oberflachenladung wie Makrophagen und B-Zellen interagierten mit
der Nylonwolle, wahrend die relativ ungeladenen T-Zellen eluiert werden konnten.
Pro Milz wurden mit dieser Methode 5-10 x10° T-Zellen isoliert. Es befanden sich
60-80% CD4-positive und 20-40% CD8-positive Zellen und nur 5% CD4- und
CD8-negative Zellen im Eluat, so dass eine ausreichende Aufreinigung der T-
Zellen erzielt werden konnte. Die Zellen wurden mit 5 pg/ml PHA und 1000 U/ml
Proleukin stimuliert, da mit diesen Agenzien die hochste Proliferationsstimulation
bei primaren und bei CI96-T-Zellen erzielt worden war. Die T-Zellen wurden nur
48h mit den WE(VFF17)cyYZ kokultiviert und dann der Uberstand abgehoben. Das
Gleichgewicht der CD4- und CDB8-positiven Zellen hatte sich wahrend der
Kokultivierung zu Gunsten der CD8-positven Zellen verschoben. Es waren 90%
der Zellen CD8-positiv, wahrend die CD4-positiven Zellen nur noch 5% der
Population ausmachten. Der Anteil der CD4- und CD8-negativen Zellen lag
weiterhin bei 5%. Die Verschiebung der CD4/CD8-Verhéltnisse stellte einen
gunstigen Nebeneffekt dar, da nur die CDB8-positiven T-Zellen zytotoxische
Eigenschaften aufwiesen. Der geringe Anteil der CD4- und CD8-negativen Zellen
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zeigte, dass nur ein geringer Anteil der Population auf die Verpackungszellen
zurlickzufihren sein konnte.
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Abb. 3.33: Zunahme der CD8-postiven Zellen nach der Kokultivierung mit den Verpackungszellen.
Die primaren T-Zellen wurden direkt nach ihrer Isolierung (A) und nach der
Kokultivierung mit der Verpackungszelllinie (B) mit einem FITC-markierten CD8-
Antikorper und einem  PE-markierten = CD4-Antikorper inkubiert und im
Durchflusszytometer quantifiziert. Die Histogramme zeigen die Fluoreszenzintensitaten
der CD4-Farbung (y-Achse) gegen die der CD8-Farbung (x-Achse).

Die Transduktionseffizienzen des scFv(VFF17).y:a:z-Fusionsgens und die
Oberflachenexpression des Rezeptors auf den primaren T-Zellen wurde nun im
Durchflusszytometer quantifiziert. Dazu wurden nach der Kokultivierung die T
Zellen mit dem Uberstand abgehoben und mit dem c-myc-Antikorper inkubiert.
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Abb.3.34: FACS-Analyse der Transduktionseffizienzen des scFv(VFF17):y:a:z-Fusionsgens durch
Kokultivierung priméarer FZellen mit WEVFF17cyYZ-Zellen. Es wurden nicht infizierte
primare T-Zellen (A) und aus zwei verschieden Transduktionsexperimenten infizierte
primare T-Zellen (B+C) mit dem Isotyp-Antikdrper oder dem c-myc-Antikdrper inkubiert.
Die Diagramme stellen die Farbungen des Isotyp-Kontroll-Antikorper (ausgefilltes
Histogramm) und des c-myc-Antikorpers (nicht ausgefilltes Histogramm) dar (X-Achse:
relative Zellzahl; Y-Achse: Fluoreszenzintensitaten).
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Die Histogramme der c-myc-Antikérperreaktion der transfizierten T-Zellen ergaben
einen Doppelpeak (B+C), wahrend sich das Fluoreszenzsignal der c-myc-Farbung
der nichttransfizierten Kontrollzellen als einzelner Peak darstellte (A). Der Teil des
Doppelpeaks, der die Zellen mit den hoheren Fluoreszenzintensitaten enthielt
reprasentierte die transfizierten T-Zellen und somit die Population, die den
chiméaren Rezeptor exprimierte. Es konnten Transferraten von 40-50% erzielt
werden, wie in Abbildung 3.34 anhand der Fluoreszenzsignale der transduzierten
Population zweier Transduktionsexperimente dargestellt ist.

3.2.7 Zytotoxizitat der transfizierten priméren T-Zellen

Die Mischpopulationen der infizierten T-Zellen wurden in verschiedenen
Verhaltnissen mit HPKII- und HaCat-Keratinozyten inkubiert und die LDH-Aktivitat
des Uberstandes ermittelt.

Die transfizierten primaren T-Zellen konnten bei Effektor/Zielzellratios von 30:1
40% der HPKII-Keratinozyten und 27% der HaCat-Keratinozyten lysieren. Die
nicht transfizierten priméren T-Zellen zeigten keine zytotoxischen Eigenschaften
gegenuber den Zielzellen. Die Zytolyse der CD44v7/8-positiven Zielzellen durch
die transfizierten T-Zellen ist somit durch den chimaren Rezeptor vermittelt.
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Abb.3.35: Zytotoxizitat der transfizierten primaren FZellen gegen CD44v7/8 positive HPKII- (1)
und HaCat-Keratinozyten (" ). Die Zielzellen wurden in verschiedenen Verhaltnissen mit
den transfizierten primaren FZellen inkubiert und die LDH-Aktivitat des Uberstandes
bestimmt. Die maximale LDH-Aktivitat der Zielzellen wurde Uber die Lyse der Zellen mit
Triton-X-100 ermittelt. Die nichttransfizierten primaren T-Zellen lysierten keine Zielzellen
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Es konnten somit durch die Kokultivierung der T-Zellen mit den WE(VFF17)cyYZ-
Zellen gute Transferraten des scFv(VFF17):y:a:z-Fusionsgens erzielt werden. Die
transfizierten primaren T-Zellen waren weiterhin in der Lage, CD44v7/8-positive
Zielzellen zu lysieren. Dies zeigt, dass auch primare T-Zellen gentechnologisch so
modifiziert werden konnen, dass sie spezifisch Zielzellen erkennen und lysieren
kénnen.
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4. Diskussion

4.1. CD44-Expression im Endometriumkarzinom und im Normalgewebe

Das invasive und metastatische Potential von Tumorzellen erfordert eine
Veranderung vieler zellularer Funktionen. Die F&higkeit bestimmter varianter
CD44-Isoformen, Pankreas-Adenokarzinomzellen der Ratten metastatische
Eigenschaften zu verleihen, weist darauf hin, dass CD44-Proteine als
Zelladhasionsmolekile am Multistep-Prozess der Metastasierung beteiligt sein
konnten (Gunthert et al., 1991, Rudy et al., 1993). Die Transfektion von CD44v-
cDNA in verschiedene nicht metastasierende Tumorzellen zeigte jedoch, dass
nicht bei allen Tumorzellen eine Metastasierung induziert werden konnte (Sy et al.,
1991, Bartolazzi et al,. 1995). Beim Menschen wurde bei vielen Tumoren eine
Uberexpression verschiedener varianter CD44-Isoformen beobachtet. AuRerdem
korrelierte bei verschiedenen Tumoren die Expression einiger varianter CD44-
Isoformen mit der Tumorprogression und der Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten (Stauder et al., 1995, Mulder et al., 1994, Kainz et al., 1995a). Bei
Endometriumkarzinomen konnte im Rahmen dieser Arbeit eine erhdhte CD44v-
Expression und ein komplexeres SpleiBmuster als im Normalgewebe
postmenopausaler Frauen beobachtet werden.

Bei den immunhistochemisch untersuchten Normalgeweben postmenopausaler
Frauen wurde vor allem auf der basalen Seite der Drusenzellen eine CD44-
Expression beobachtet. Variante CD44-Isoformen wurden im Normalgewebe nur
selten nachgewiesen. In der Literatur wurde bisher eine CD44-Expression nur im
Normalgewebe von pramenopausalen Frauen beschrieben, welches ebenfalls die
CD44-Expression auf der basalen Membran der Driisenzellen (Fujita et al., 1994,
1995) und der lateralen Membran (Albers et al., 1995) zeigte. Beim Endometrium
pramenopausaler Frauen konnte eine zyklusabhangige Veranderung der CD44-
Expression beobachtet werden. In der mittleren und spaten sekretorischen Phase
war die Expression der CD44-Standardform sowie varianter CD44-Isoformen
hoher als in der proliferativen Phase (Tempfer et al., 1998). Es konnte aul3erdem
eine inverse Korrelation der CD44-Expression zum Ostrogenrezeptor- und
Progesteronrezeptor-Status beschrieben werden (Saegusa et al., 1998). Es wurde
spekuliert, dass ovariale Steroidhormone wie Ostrogen und Progesteron einen
Einfluss auf die CD44-Expression im Endometrium haben kdnnten und damit die
Einnistung des befruchteten Eis wahrend der mittleren und spéten sekretorischen
Phase unterstitzen (Albers et al., 1995, Yaegashi et al., 1995).

Die CD44-Expression bei Endometriumkarzinomen wird noch kontrovers
diskutiert. Die in dieser Arbeit immunhistochemisch untersuchten Endometrium-
karzinome zeigten vergleichbar mit den Endometriumkarzinomen aus Studien mit
dem bisher gréf3ten Probenkollektiv (Tempfer et al., 1998, Saegusa et al., 1998)
eine erhohte CD44v-Expression im Vergleich zu pramenopausalem Normal
gewebe. CD44v7/8- und CD44v10- wurde bei 79% der untersuchten Tumore
nachgewiesen, wahrend CD44v6 sich nur bei 29% der Proben detektieren liel3.
Eine Studie mit 156 Tumoren zeigten die Expression von CD44v3 bei 26%,
CD44v5 bei 31%, CD44v6 bei 22% und CD44v7/8 bei 15% der Tumore (Tempfer
et al., 1998). Die hohere Anteil an CD44v7/8-positiven Tumoren des in Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Probenkollektivs beruht vermutlich auf der geringeren
Probenzahl von 14 Tumoren. Die Studie von Tempfer und Kollegen (1998)
beobachtete weiterhin, dass die CD44v6-Expression in der univarianten Analyse
mit einem kiirzeren Uberleben korrelierte. Die multivariante Analyse zeigte jedoch,
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dass die CD44v6-Expression im Endometriumkarzinom nicht als prognostischer
Faktor dienen kann (Tempfer et al., 1998). Korrespondierend zu dieser Studie
beschrieb Saegusa et al. (1998) eine erhdhte CD44s-, CD44v3-, CD44v6-
Expression bei 140 Endometriumkarzinomen im Vergleich zur proliferativen Phase
des Normalgewebes (35 Proben) und zu 72 Hyperplasien, ohne dass eine
Assoziation zu prognostischen Faktoren bestlinde.

In zwei Studien einer Arbeitsgruppe (Fujita et al., 1994, 1995) wurde jedoch von
einer reduzierten CD44v-Expression im Endometriunkarzinom berichtet. In den
Studien fanden sich bei 13/17 (76,5%) und 9/11 (81,8%) Normalgewebe
verglichen zu 11/58 (19,0%) und 8/47 (17,0%) Tumoren die Expression varianter
CD44-1soformen. Hyperplasien exprimierten zu 42,9% (3/7) CD44-Varianten. In
der CD44-negativen Tumorgruppe konnte ein statistisch signifikantes haufigeres
Auftreten von Tumorzellen im vaskularen Lymphspalt beobachtet werden.

Mittels immunhistochemischer Untersuchungen kann nur die Expression einzelner
Epitope nachgewiesen werden. Das Metastasierungsmodell der Ratte und die
Fahigkeit von CD44v3-exprimierenden B-Zelllymphomazellen, das Knochenmark
zu infiltrieren (Bartolazzi et al., 1995) hatten jedoch gezeigt, dass auch die
Kombination bestimmter varianter Exons fur das Metastasierungsverhalten der
Tumorzellen wichtig sein kann. Von den mittels SouthernBlot analysierten
Endometriumkarzinomen exprimierten 7/10 (70%) CD44v3, 6/10 (60%) CD44v6,
8/10 (80%) CD44v8 und 8/10 (80%) CD44v10. Bei 5 Tumoren wurde nur in einem
Transkript CD44v6 detektiert. Nur ein Tumor zeigte ein zusatzliches CD44v6-
Transkript. Die anderen untersuchten varianten Exons waren jedoch in vielen
verschiedenen Transkripten vertreten. 9/10 Karzinomproben exprimierten ein
CD44v3-enthaltendes 950 bp grofRes Transkript und 6/10 ein CD44v6-
enthaltendes 1050 bp groRRes Transkript. Nur ein Normalgewebe exprimierte das
CD44v3-enthaltende 950 bp groRBe Transkript sehr schwach, das CD44v6-
enthaltende 1050 bp grof3es Transkript konnte im Normalgewebe nicht detektiert
werden, so dass Tumor-spezifische Splei3varianten auftreten. Die epitheliale
Isoform wurde wie in zahlreichen anderen Normalgeweben auch im endometrialen
Normalgewebe detektiert als auch bei 8/10 Tumorproben nachgewiesen. Die
Expression der epithelialen CD44-1soform  bleibt  somit  beim
Endometriumkarzinom unverandert. Die Ahnlichkeit der SpleiRmuster der
CD44v8- und CD44v10-positiven Transkripte zeigte, dass im
Endometriumkarzinom diese Exons, im Gegensatz zu den Exons CD44v3 und
CD44v6 durch alternatives Spleil3ens selten voneinander getrennt werden.

Die Tumore zeigten ein komplexes SpleiBmuster und exprimierten viele
hochmolekulare Isoformen, sowie die Maximalvariante, die nicht bei den
Normalgewebsproben detektiert wurde. Das Auftreten grol3erer Isoformen im
Vergleich zum Normalgewebe wurde bei verschiedenen anderen Tumoren, wie
z.B. beim Kolorektalkarzinom, Non-Hodgkin Lymphom, Magenkrebs und
Zervixkarzinom beschrieben (Wielenga et al., 1993, Koopman et al., 1993, Heider
etal., 1993, Dall et al., 1994).

Ein Zusammenhang zwischen der CD44v6-Expression und dem fortgeschrittenen
Stadium der Tumore konnte nicht beobachtet werden. Zwei von vier der
Karzinome mit einer Invasion von Tumorzellen in das Myometrium exprimierten
sogar nur die CD44-Standardform. Yorishima et al. (1997) berichteten von einem
positiven Zusammenhang zwischen der CD44v6-Expression und einem
fortgeschrittenen  Erkrankungsstadium, d.h. dem Vorhandensein  von
Lymphknotenmetastasen oder einer myometrialen und vaskuléaren Invasion. In
dieser Studie wurde CD44v6 bei 13 von 18 Patientinnen mit vaskularer Invasion
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und nur bei einer von 5 Patientinnen ohne vaskularer Invasion
immunhistochemisch nachgewiesen. Die CD44v6-Expression war erhoht in
Primartumoren, die die Halfte des Myometriums infiltriert hatten oder bereits
Lymphknoten befallen hatten. Tempfer et al. (1998) und Saegusa et al. (1998)
konnten keinen Zusammenhang zwischen der CD44-Expression und
prognostischen Faktoren nachweisen. Die Ergebnisse dieser beiden Studien
erscheinen wegen des groReren Probenkollektivs aussagekraftiger als die von
Yorishima et al. (1997). Die hier untersuchten Proben zeigten ebenfalls eine
erhohte CD44v-Expression einhergehend mit einem komplexen Splei@muster
varianter CD44-Isoformen, ohne dass ein Zusammenhang zu dem Tumorstadium
bestanden hatte.

Grunde fir die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Studien bei der
Untersuchung der CD44-Expression in Endometriumkarzinomen im Vergleich zum
Normalgewebe konnten in den verschiedenen Nachweismethoden (z.B.
monoklonale/polykonale Antikérper, RT-PCR, Southern Blot/IHC) oder durch
Unterschiede in der Qualitdt und/oder GréRRe der Probenkollektive begrindet sein.
Weiterhin differenzierten Fujita und Mitarbeiter nicht zwischen der proliferativen
und sekretorischen Phase des Normalgewebes, die sich nach Aussage andere
Studien bezuglich der CD44-Expression unterschieden, so dass verschiedene
Bezugspunkte fir die Bewertung des CD44-Expressionsniveaus im Tumor
verwendet wurden.

4.2 Beeinflussung der CD44-Expression durch Hormone und
Hormonantagonisten

Standardisierte Zellkultur-Untersuchungen, die bei Endometriumkarzinomen einen
Zusammenhang zwischen der CD44-Expression und Hormonen bzw. Zytokinen
Uberpriften, sind bislang noch nicht bekannt. Es bestehen jedoch statistische
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der ER- und der CD44-Expression
im Endometriumgewebe von pramenopausalen Frauen (Albers et al., 1995,
Saegusa et al, 1998, Yaegashi et al., 1995, Tempfer et al., 1998). Da die
singulare Ostrogenbehandlung Behandlung von Frauen erhoéht das Risiko an
einem Endometriumkarzinom zu erkranken und ein Zusammenhang zwischen
Hormonen und der CD44-Expression im normalen Endometrium diskutiert wird
(Albers et al., 1995, Yaegashi et al.,, 1995), wurde der Einfluss von ovarialen
Hormonen und Hormonantagonisten auf die CD44-Expression von
Endometriumkarzinom-Zelllinien  untersucht. Zundchst wurde die CD44-
Expression verschiedener Brust- und Endometriumkarzinom-Zelllinien analysiert.
Alle zeigten die Expression der CD44-Standardform und ein komplexes
SpleiBmuster der untersuchten varianten CD44-1soformen (CD44v3, CD44v6 und
CD44v10). Nur bei An3 CA-Zellen konnte keine CD44-Expression, moglicherweise
durch eine fehlende CD44-Promotoraktivitat, detektiert werden.

Das Auftreten vieler varianter CD44-Isoformen in den untersuchten Zelllinien
stimmt mit der CD44v-Expression in Mammakarzinomen (Dall et al., 1995, lida
und Bourguignon 1995, Matsumura et al., 1992) und mit den hier untersuchten
Endometriumkarzinomen (3.1.1.2) Uberein. Die Endometriumkarzinom- und
Brustkrebs-Zelllinien  exprimierten mehrere grof3e Isoformen, sowie die
Maximalvariante vergleichbar zu den untersuchten Endometriumkarzinomen.
Einige SpleiRvarianten traten in allen untersuchten Tumorzelllinien auf, das 1050
bp grol3e v6-enthaltende Transkript und ein ca. 950 bp grofRes v3-enthaltendes
Transkript. Diese Isoformen wurden ebenfalls bei den untersuchten
Endometriumkarzinomen gefunden. Es ist mdglich, dass diese Isoformen eine
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Rolle bei der Entstehung maligner Eigenschaften haben, wie es fur die varianten
Exons CD44v4-CD44v7 und CD44v6/7 beim Ratten-Pankreasadenokarzinom
gezeigt worden war.

Ein weiteres Beispiel flr eine spezifische Funktionalitdt von varianten CD44-
Isoformen sind die CD44v3-enthaltende Isoformen, welche in der Lage sind
Heparansulfat zu binden. Uber das Heparansulfat konnen dann die
Wachstumsfaktoren bFGF (basic-fibroblast growth factor) und HEGF (Heparin
bindig epidermal growht factor) gebunden werden (Bennett et al., 1995). Die
CD44-abhangige Préasentation von Wachstumsfaktoren konnte mit einer erhéhten
Proliferationsstimulation der Tumorzellen in Zusammenhang stehen.

Die untereinander &hnlichen Expressionsmuster von CD44v8- und CD44v10-
Transkripten, die sogar in Tumorzelllinien und Tumoren beobachtet werden
konnten, machen deutlich, dass diese Exons durch die Spleildmaschinerie selten
voneinander getrennt werden. Die epitheliale CD44-Form (CD44v8-10) wurde in
allen analysierten Zelllinien und in den Hormonstimulations-Experimenten
konstant exprimiert. Die ubiquitare Expression in vielen normalen Epithelien und
auch im normalen Endometrium spricht gegen eine Rolle der epithelialen CD44-
Form in der endometrialen Karzinogenese (Saegusa und Okayasu, 1998).

Hole und Kollegen (1997) berichteten von einer hohen CD44s-Expression und
einer reduzierten CD44v-Expression, einschlielich der Exons CD44v7 und
CD44v10 in ER-negativen verglichen zu ER-positiven Brustkrebszelllinien. Im
Gegensatz zu Hole und Mitarbeiter konnte im Rahmen dieser Arbeit keine
Korrelation zwischen dem Expressionsmuster der varianten Isoformen und dem
ER-Status gefunden werden. Es wurde jedoch in ER-positiven Zelllinien eine
erhohte CD44-Gesamtexpression im Vergleich zu ER-negativen Zelllinien
gemessen. Die CD44-Expression der ER-positiven RL95-2-Zelllinie konnte durch
Zusatz von FCS zum Kulturmedium erhoht werden. Es mussten somit
Komponenten im FCS in der Lage sein die CD44-Expression zu beeinflussen.
Durch konnte 17b-Estradiol nur mit der hochsensitiven quantitativen PCR eine
kurzzeitige Induktion der CD44-Expression gemessen werden. Eine mdgliche
Erklarung konnte ein direkter oder indirekter Einfluss des Ostrogenrezeptors auf
die CD44-Expression sein. Hole und Kollegen konnten durch 17b-Estradiol in ER-
positiven Brustkrebszelllinien die CD44-Expression nicht beeinflussen, gaben
jedoch keine Auskunft Uber die Inkubationszeit der Zellen mit 17b-Estradiol. Die
hier gemessene CD44-Expressionserhéhung hielt nur eine Stunde an, so dass
anzunehmen ist, dass Hole und Kollegen die CD44-Expression aul3erhalb dieses
Zeitraumes untersucht hatten. Aul3erdem konnten die Unterschiede der CD44-
Expressionstarke nur durch die Verwendung der hoch sensitiven quantitativen
PCR und Fragmentanalyse mittels DNA-Sequenzer gemessen werden.

Es wurde gezeigt, dass c-Ha-ras vermittelt Uber AP-1 die CD44-Expression durch
eine Erhéhung der Promotoraktivitat beeinflusst (Hofmann et al., 1993). Die Ras-
Aktivierung ist in die Karzinogenese des Endometriumkarzinoms eingebunden und
verantwortlich fir den Erwerb der invasiven und metastatischen Eigenschaften
(Enomoto et al., 1991, Greig et al., 1991). Es wurde weiterhin demonstriert, dass
die AP-1-Aktivitat durch Estradiol erhoht und durch anti-Ostrogene inhibiert wurde
(Philips et al., 1993, Webb et al., 1999). Die erhdohte CD44-Expression bei der
RL95-2-Endometriumkarzinom-Zelllinie durch 17b-Estradiol und FCS kann durch
eine AP-1-vermittelte Aktivierung des CD44-Promotors begriindet sein. Erh6hung
der CD44-Expresssion verandert jedoch nicht das alternative SpleiRen der CD44
MRNA, wie die Stimulationsexprimente mit 17b-Estradiol zeigten. Es wurde
aulRerdem in allen untersuchten Endometriumkarzinom-Zelllinien durch Southern
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Blot-Analysen kein verandertes CD44v-Expressionsmuster durch Inkubation der
Zellen mit den Hormonen 17b-Estradiol und Progesteron sowie den Antihormonen
Tamoxifen und Hydroxytamoxifen beobachtet.

Mackay und Mitarbeiter (1994) konnten durch Behandlung zweier
Myelomonocytischen Zelllinien, einer Lungenkarzinom-, einer Kolon- und einer
Keratinozyten-Zelllinie mit g-1IFN eine Erh6hung der CD44v6-Expression erzielen.
Die CD44s- und CD44v9-Expression wurde durch eine 48-stiindige Inkubation mit
gIFN erniedrigt. Die CD44-Expression wurden durch eine FACS-Analyse
quantifiziert und bezog sich somit auf die CD44-Proteinexpression an der
Zelloberflache. Diese CD44-Expressionsunterschiede lieBen sich auf mRNA-
Ebene nicht darstellen. Weiterhin zeigten diese untersuchten Tumorzelllinien wie
die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte HEC-1-A-Endometriumkarzinom-Zelllinie
keine  Unterschiede im  CD44v6-, CD44v8- und CD44v10-mRNA-
Expressionsmuster. Die CD44v7/8-Expression in zwei Zervixkarzinom-Zelllinien
(ME-180 und Ca Ski) und einer Ovarialkarzinomzelllinie (SiHa) liel3 sich in
Rahmen dieser Arbeit auf Proteinebene (quantifiziert durch FACS-Analyse) durch
eine g-IFN-Inkubation ebenfalls nicht beeinflussen.

Die Zytokine G-CSF und a-IFN zeigten ebenfalls keine Einfluss auf das CD44-
SpleiBmuster der HEC-1-A-Endometriumkarzinom-Zelllinie. Eine qualitative oder
guantitative Modifikation des alternativen SpleiRens von CD44 durch Hormone,
Hormonantagonisten und Zytokine bei Endometriumkarzinom-Zelllinien konnte in
unseren Exprimenten nicht nachgewiesen werden. Insgesamt konnte die CD44-
Expression jedoch durch FCS und kurzzeitig durch 17b-Estradiol erhéht werden.
Verschiedene Zelldichten in den Kulturschalen konnten als Ursache fur diese
Unterschiede in der CD44-Expression ausgeschlossen werden. Veranderungen
der CD44v-Expression, die bei der Karzinogenese verschiedener anderer Tumore
eine Rolle spielen kénnten, hervorgerufen durch die Behandlung der Zelllinien mit
den verschiedene Agenzien, wurden jedoch nicht beobachtet.

Durch die haufig erhdhte Expression des CD44v7/8-Epitops bei Endometrium- und
Zervixkarzinomen, sowie der seltenen Expression dieses Epitops in
Normalgeweben konnte es als Ziel-Epitop fur einen immuntherapeutischen Ansatz
verwendet werden.

4.3 Tumortherapie mit rekombinaten T-Zellen

Das Immunsystem von Krebspatienten ist in der Regel nicht in der Lage, eine
effektive Immunantwort gegeniber dem kdrpereigenen Tumor zu entwickeln. Die
meisten spontanen Tumore umgehen das Immunsystem, da sie nicht ausreichend
immunogen sind. Aullerdem kdnnen immunogene Tumore die spezifische
Immunantwort umgehen und/oder unterdriicken. Die meisten
immuntherapeutischen Ansétze versuchen deshalb, dem Patienten entweder eine
aktive oder passive Immunitdt direkt gegen ein einzelnes Tumorantigen zu
vermitteln.

Ein grundsétzliches Problem stellt die Suche nach tumorspezifischen Antigenen
dar. Diese sollten im Tumorgewebe hoch exprimiert sein und im Idealfall nicht im
Normalgewebe auftreten. Neue Tumorantigene entstehen durch zwei
verschiedene Mechanismen. So kann bei einem im Normalgewebe exprimierten
Protein eine Veranderung der Struktur z.B. durch eine Punktmutation entstehen.
Alternativ kann es zu einer transkriptionellen Aktivierung von Genen kommen, die
im Normalgewebe nicht oder nur selten exprimiert werden, mit der Folge einer
unphysiologischen Expression bzw. Uberexpression (Wolfel et al., 1995).
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Punktmutationen, die zur Bildung neuer, durch T-Zellen erkennbaren Epitopen
fuhren wurden z.B. fir die Cyklin-abhangige-Kinase 4 beobachtet. Beispiele fur
Gene, de spezifische Tumorantigene kodieren, sind MAGE, BAGE und GAGE
(Van den Bruggen et al., 1991, De Plaen et al., 1994, Boel et al., 1995). So
exprimieren z.B. mehr als 60% der Tumorzellen von Melanom-Patienten
mindestens eins dieser drei Antigene. Die einzigen Normalgewebe, die diese
Gene exprimieren, sind die Hoden und die Plazenta. Auch die CD44v7/8- und
CD44v6-Epitope sind bei vielen Malignomen exprimiert, lassen sich nicht oder nur
schwach in Geweben lebenswichtiger Organe nachweisen.

Das Immunsystem besitzt eine hohe Effizienz und Spezifitdt bei der Beseitigung
von Zellen, die Fremdantigene exprimieren. Mit Ausnahme von Virus-induzierten
Tumoren, wie z.B. dem EBV-induzierten Burkitt-Lymphom, findet jedoch in der
Regel keine immunogene Antigen-Prasentation durch die Tumorzellen statt. Die
Prasentation viraler Antigene fuhrt bei einem intakten Immunsystem meist zur
Eliminierung der Tumorzellen. Dementsprechend treten EBV-assoziierte B-Zell-
Lymphome vermehrt bei immunsupprimierten Patienten auf (als Ubersicht siehe
loachim, 1990).

Die Abrichtung des Immunsystems gegen Tumorzellen stellt ein hoffnungsvolles
Konzept dar wie Studien mit antitumoralen monoklonalen Antikbrpern bereits
zeigen konnten. Die postoperative Behandlung mit dem 17-1A-Antikdrper konnte
bei Patienten mit Dukes C Kolorektalkarzinomen ein signifikant langeres, Rezidiv-
freies Uberleben im Vergleich zu unbehandelten Patienten erzielen. Das Auftreten
von Fernmetastasen wurde durch die Antikérper signifikant reduziert (Riethmaller
et al., 1998). Die Immunogenitat der humanen Maus-Antikérper fuhrte jedoch zu
einer limitierten Moglichkeit einer Mehrfachanwendung.

Eine geringere Immunogenitdt und eine Verbesserung des Effektes von
Antikérpern wurde erreicht durch den Einsatz von bifunktionalen weitgehende
humanisierter Fusionsproteinen, die eine single chain Antikdrperdomane (scFv)
und toxische Effektorfunktion enthalten. So wurde Rituximab, ein chimarer
Maus/Mensch-Antikérper fur die Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL)
bereits getestet (Ubersicht Grillo-Lopez et al., 1999). Er vermittelt die
Komplement-abhéngige Zelllyse und die Antikorper-abhéngige zellulare
Zytotoxizitat. Die Behandlung von Patienten konnte gute Ansprechraten erzielen
(McLaughlin et al., 1998).

Ein weiterer bereits klinisch getesteter humanisierter Antikorper, der gegen eine
Doméne des Her2-Rezeptors gerichtet ist, stellt Trastuzumab (Herceptin®) dar.
Brustkrebspatientinnen, die mit Paclitaxel oder Anthrazyklin/Cyclophosphamid
behandelt wurden, zeigten eine hohere Ansprechrate, wenn die Chemotherapie in
Kombination mit Trastuzumab verabreicht wurde, im Vergleich zur Chemotherapie
allein (Goldenberg, 1999). Die gemessene Halbwertzeit des Antikérpers von 5,8
Tagen war jedoch recht niedrig, so dass der AntikGper nur transient im Korper
vertreten war und somit nur recht kurz eine Antitumor-Reaktivitat vermitteln
konnte. Antikorper besitzen weitere Nachteile; so kdnnen sie solide Tumore nur
unzureichend durchdringen (Jain, 1994) und zeigen meist nur Effekte bei einem
lokalen Tumor.

Eine andere Strategie, die zahlreiche Vorteile gegentber einer reinen
Antikorpertherapie zeigt und ebenfalls das Immunsystem gegen Tumorzellen
abrichtet, ist die gentechnologische Modifikation von T-Zellen (Ubersicht Eshhar,
1997), die auch in der vorliegenden Arbeit verfolgt wurde. Die gentechnisch
modifizierten CTL s erkennen, vermittelt Uber einen chimaren Rezeptor, spezifisch
und MHC-unabhéangig Epitope auf den Tumorzellen. Sie kbnnen aktiv zum Tumor
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gelangen, ihn gut durchdringen und weiterhin hocheffizient und spezifisch
Tumorzellen lysieren (Altenschmidt et al., 1997). Aul3erdem sind mit einem
chimaren Rezeptor stabil transfizierte T-Zellen langer fir den Patienten verfligbar
im Vergleich zu den monoklonalen Antikorpern.

Die hohe Selektivitat der monoklonalen Antikdrper oder der rekombinanten T-
Zellen gegentiber Tumorzellen sollte zu geringeren Nebenwirkungen der Therapie
fuhren als sie bei der Chemotherapie auftreten. Die Chemotherapie nutzt nur
Proliferationsunterschiede des Tumor- und Normalgewebes, um das
Tumorgewebe verstarkt zu zerstoren. Dadurch treten oft starke Nebenwirkungen
auf. Bei einer spezifischen Zerstérung von CD44v7/8- und CD44v6-positiven
Zellen durch die rekombinanten T-Zellen ist aufgrund der restriktiven Expression
dieser Epitope im Normalgewebe nur mit geringen Nebenwirkungen zu rechnen.
So wird das CD44v6-Epitop vor allem im Stratum basale und Stratum spinosum
der Haut, in aktivierten T-Zellen sowie in den basalen Krypten des Kolons
exprimiert (Heider et al., 1993, Mackay et al., 1993). Das CD44v7/8-Epitop wird
noch seltener exprimiert und ist vor allem in den basalen Hautschichten
anzutreffen. Wichtige Organe wie die Leber, Niere und das ZNS exprimieren
weder CD44v6 noch CD44v7/8, so dass die Therapie mit rekombinanten T-Zellen
gegen CD44v7/8- und CD44v6-exprimierende Tumorzellen nur zu geringen
Nebenwirkungen fiihren sollte. Die Expression der CD44v6- und CD44v7/8-
Epitope in der Haut kdnnte bei einem Durchdringen von rekombinanten T-Zellen
durch die Basalmembran der Epithelien zu einer abakteriellen Dermatitis fuhren.

4.4 Chiméare Rezeptoren und rekombinante T-Zellen

Es wurden bereits verschiedene chimare Rezeptoren entwickelt, bei denen eine
extrazellulare Erkennungsdomane (scFv) mit einer Signaltransduktionseinheit z.B.
CD3z-Kette (Eshhar et al., 1993, Moritz et a., 1994, Weijtens et al., 1996, Jensen
et al., 1998), oder der Fc(g)RI-Doméne, (Hwu et al., 1993, Eshhar et al., 1993,
Darcy et al., 1998) fusioniert wurden. Als potenteste Signaltransduktionseinheiten
stellten sich die CD3z-Kette und die Fc(gRI-Domane heraus. Die z-
Fusionsproteine bilden tber Disulfidbricken Homodimere oder mit der endogenen
z-Kette Heterodimere (Moritz und Groner, 1995).

Die Quervernetzung der chimaren Rezeptoren durch extrazellulare Liganden loste
frihe und spate Signaltransduktionen aus, die sich nicht von denen unterscheiden
lieBen, die bei der Aktivierung des Wildtyp-TCR/CD3-Komplexes entstanden
(Irving und Weiss, 1991). Durch diese chiméaren Rezeptoren war man in der Lage,
T-Zellen zu erzeugen, die gegen ein gewlnschtes Antigen gerichtet waren. Bei
den chiméren Rezeptoren wurde auf3erdem noch eine hinge-Region zwischen die
scFv-Domanen und der Signaltransduktionseinheit fusioniert. Diese vergréf3erte
den Abstand des scFv zur Zellmembran und war fur eine effiziente
Antigenbindung des chimaren Rezeptors erforderlich. Sie spielte weiterhin eine
Rolle bei der Expression des chimaren Rezeptors, der Rezeptorstabilitdt und der
T-Zellaktivitat (Patel et al., 1999). Fusionsproteine ohne hinge-Region waren nicht
funktionell (Moritz und Groner, 1995). Als hinge-Region, die zu funktionellen
Rezeptoren fuihrten, wurden verschiedene Regionen bereits eingesetzt z.B. die Ig-
hinge-ahnliche Domane des CD8a-Molekils (Moritz und Groner, 1995, Darcy et
al.,1998, Haynes et al., 1999), die Ig-dhnlichen D3- und D4-Domé&nen (Moritz und
Groner, 1995) oder die hinge-CH2-CH3-Region des CD4-Molekiils (Jensen et al.,
1998).
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Fur die Bekampfung von verschiedenen Tumoren wurden die chiméaren
Rezeptoren bereits mit unterschiedlicher Antigenspezifitat ausgestattet, wie z.B.
gegen CEA (carcinoma embryonic antigen, Darcy et al., 1998), CD20 (Jensen et
al., 1998), G250 (Weijtens et al., 1998) und CD44v6 (Hekele et al., 1996).

Die Funktionalitat dieser chimaren Rezeptoren war in mehreren Ansétzen gezeigt
worden. Der ErbB2-Rezeptor wird bei vielen Tumoren Uberexprimiert und stellt ein
fur diese adoptive Immuntherapie haufig verwendetes Antigen dar. So fuhrte die
Inkubation von T-Zellen, die mit einem chimaren Rezeptorgen transfiziert wurden,
der gegen den ErbB2-Rezeptor gerichtet war (scFv:hinge:z und scFv:D3/D4:z),
nach einer ErbB2-vermittelten Quervernetzung des T-Zellrezeptors zur ¢INF-
Sezernierung und zur intrazellularen Calcium-Freisetzung. Maus-T-Zelllinien
(Altenschmidt et al., 1996, Haynes et al., 1999) und primare murine T-Zellen
(Altenschmidt et al., 1996), die gegen den ErbB2-Rezeptor gerichtet waren,
lysierten ErbB2-exprimierende Tumorzellen.

Die Kombination der verschiedenen Komponenten, aus denen sich die chiméaren
Rezeptoren zusammensetzen, fuhrte jedoch nicht immer zu einem funktionellen
Rezeptor. So wurde z.B. ein chimarer Rezeptor exprimiert, der ein scFv-Fragment
gegen das TAG72-(B72.3)-Antigen mit der Fc(g)RI-Kette kombinierte. Der
Austausch der Signaltransduktionseinheit durch die z-Kette fiihrte zu einem nicht
funktionellen chiméren Rezeptor. Durch Einfihrung einer CH2/3-Doméne eines
humanen IgGs konnte die stabile Expression sowohl des g-Rezeptors wie des z-
Rezeptors erreicht werden (Hombach et al., 1999).

Die Einfuhrung des c-myc-Epitops vor die CD8a-hinge-Region des chiméren
scFv(VFF18):a:z-Rezeptors flihrte in dieser Arbeit zum Verlust einer
nachweisbaren Expression des chiméren Rezeptors an der Zelloberflache. Die
Transkription konnte in fast allen CI96VFF18cyYZ-Klonen nachgewiesen werden,
ohne dass im Durchflusszytometer durch den c-myc-Antikorper der chimare
Rezeptor an der Zelloberflache detektiert werden konnte. Auf Proteinebene
kénnen verschiedene Ursachen zu diesem Ergebnis gefuhrt haben. Zum einen ist
es moglich, dass der Rezeptor an der Zelloberflache exprimiert wurde, aber aus
sterischen Grinden nicht fur den ¢myc-Antikérper zuganglich war. Weiterhin ist
es denkbar, dass z.B. durch eine Punktmutation, die zu einem Stopkodon fihrte,
keine Translation stattgefunden hatte. Der Rezeptor kann aber auch, z.B. durch
eine fehlerhafte Faltung, nicht an die Oberflache transportiert worden sein.

Die Insertion der c-myc-Sequenz in das scFv(VFF17):a:z-Rezeptorgen verhinderte
jedoch nicht die Expression des chimaren Rezeptors und erlaubte einen schnellen
Expressionsnachweis an der Zelloberflache, da sich durch die FACS-Analyse auf
fast allen CI96(VFF17)cyYZ-Klonen die Expression des chiméaren Rezeptors
nachweisen lieB. Die einzelnen Klone zeigten eine unterschiedliche
Expressionsstarke des chimaren Rezeptors. Diese war mdglicherweise durch
verschiedene Integrationsstellen und Kopienzahlen des chiméren Rezeptorgens in
das T-Zell-Genom begriindet. Die CI96(VFF17)cyYZ-Klone interagierten abhangig
von der unterschiedlichen Hohe der chimaren Rezeptorexpression verschieden
stark mit CD44v7/8-positiven Zellen. Entsprechend der CI96(VFF17)cyYZ-Klone
zeigten auch murine rekombinante MD45-CTL-Hybridomzellen, die gegen den
ErbB2-Rezeptor gerichtet waren, abhangig von der Expression des chimaren
Rezeptors im Rosettingtest eine unterschiedlich starke Interaktion mit den
Zielzellen (Haynes et al., 1999). Darcy und Kollegen (1998) zeigten durch eine
Scatchard-Analyse ebenfalls, dass die Expressionsstarke des chimaren Rezeptors
mit der Antigenbind ungsfahigkeit direkt korrelierte.
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Die CI96(VFF17)cyYZ-Klone konnten in vitro CD44v7/8-positive Zellen lysieren.
Diese Lyse war sowohl abhangig von der Hohe der Antigenexpression der
verschiedenen Zielzellen als auch von der Hohe der Rezeptorexpression der
einzelnen CI96(VFF17)cyYZ-Klone. So konnte z.B. bei einem Effektor/Zielzell-
Verhaltnis von 20:1 der CI96(VFF17)cyYZ-Klon 1 mit der hoheren
Rezeptorexpression 40% der Zielzellen lysieren, wahrend der CI96(VFF17)cyYZ-
Klon 2 mit der geringeren Rezeptorexpression nur 25% der Zielzellen lysierte.
Auch bei rekombinante MD45-Zellen war Fahigkeit, CEA-positive Colonkarzinom-
Zelllinien zu lysieren, abhangig von der Expression eines gegen das CEA-Antigen
gerichteten chiméren Rezeptors (Darcy et al., 1998). So konnten Klone mit einer
hoheren Rezeptorexpression bei einer Effektor/Zielzell-Ratio von 20:1 ca. 50% der
Zielzellen lysieren, wahrend die Klone mit einer geringeren Expression nur 15-
20% der Zielzellen lysierten.

Die zytotoxischen Eigenschaften der verschiedenen CI96(VFF17)cyYZ-Klone war
jedoch nicht nur von der Expression des chiméaren Rezeptors abhéngig. Die
Zytolyse der Zielzellen bei den verschiedenen Effektor/Zielzell-Ratios durch die
CI96(VFF17)cyYZ-Klone 1 und 3 unterschieden sich trotz einer vergleichbaren
Rezeptorexpression voneinander.

Bei der T-Zellaktivierung und Zytolyse spielen Adhéasions- und Akzessorische
Molekile eine wichtige Rolle. Fir CD2-, CD3-, und CD11/CD18-CD54-Molekiile
wurde eine koregulatorische Rolle bei der Lyse von G250-exprimierenden renalen
Karzinomzellen durch rekombinante CTL’s ermittelt (Weijtens et al., 1998). Die
CD11/CD18-CD54-Interaktion war jedoch nur nétig, wenn das Tumorantigen nur
gering exprimiert wurde. Bei einem hohen Expressionsspiegel des G250-Antigens
konnte die Lyse der Zielzellen durch CD58-Antikdrper nicht mehr inhibiert werden.
Durch den CD58-Antikoérper wurde die Interaktion der rekombinanten T-Zellen an
die Tumorzellen nicht verhindert, so dass die Hemmung der Zytolyse vermutlich
durch ein inhibitorisches Signal im Zytoplasma der CTL'’s begrindet war.

Die unterschiedlichen Eigenschaften der rekombinanten T-Zellen sind somit nicht
nur von der Expression des chimaren Rezeptors abhangig, sondern auch von der
Expression verschiedener koregulatorischer Molekile, so dass unterschiedliche
zytotoxische Eigenschaften der einzelnen CI96VFF17cyYZ-Zellklonen durch eine
unterschiedliche Expression koregulatorischer Molekile begriindet sein konnte.
Die Expression des Tumorantigens, gegen welches der chimare Rezeptor
gerichtet ist, spielte weiterhin eine wichtige Rolle bei der Sensitivitéat der Zielzellen
gegenuber der T-Zell-vermittelten Zytolyse.

Weijtens und Kollegen (2000) zeigten, dass primare humane CTL’s, die einen
chimaren Rezeptor gegen das G250-Antigen nur sehr schwach exprimierten, nur
Zielzellen mit einer hohen Antigenexpression lysieren konnten. Durch
Umklonierung des chimaren Rezeptorgens aus dem auch in dieser Arbeit
verwendeten pLXSN-Vektor in einen STITCH-Vektor konnten trotz gleicher
Transferraten des Rezeptorgens T-Zellen generiert werden, die eine wesentlich
hohere Expression des chimaren Rezeptors zeigten. Diese Zellen konnten nicht
nur Zielzellen lysieren, die viel G250-Antigen, sondern auch Zielzellen, die relativ
wenig G250-Antigen exprimieren. Die Lyse der Tumorzellen durch die
rekombinanten CTL's stand in direktem Zusammenhang zur Expression des
Tumorantigens. Auch die in dieser Arbeit untersuchten Tumorzellen zeigten
abhéangig von der CD44v7/8-Antigendichte unterschiedliche Sensitivitat gegenuber
den rekombinanten T-Zellen. Die von Weijtens et al. (2000) verwendeten
Tumorzellen besalRen alle den gleichen CD54- und CD58-Expressionsspiegel. Die
Expression der koregulatiorischen Molekile ist bei den hier verwendeten
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Tumorzelllinien nicht untersucht worden, so dass deren unterschiedliche
Expression nicht auszuschlieRen ist. Dennoch wurde eine CD44v7/8-abhangige
Zytolyse der Tumorzellen durch die CI96(VFF17)cyYZ-Zellen beobachtet, die sich
durch den VFF17-Antikorper gegen CD44v7/8 komplett hemmen lie3. Der
Zusammenhang zwischen der Tumorgenexpression, der Expression des chiméaren
Rezeptors und den zytotoxischen Eigenschaften der rekombinanten T-Zellen
zeigt, dass es unbedingt nétig ist, rekombinante T-Zellen zu generieren, die sich
durch eine hohe Rezeptorexpression auszeichnen, um auch Tumorzellen zu
lysieren, die nur eine geringe Tumorantigendichte besitzen. Durch Verwendung
des STITCH-Vektors ware es eventuell mdglich, auch die Expression des
chiméaren VFF17cyYZ-Rezeptors zu erhéhen.

Weijtens et al. (2000) konnten bei einer geringen Dichte des Tumorantigens durch
Verlangerung der Inkubationszeit der rekombinanten T-Zellen mit den Zielzellen
die Zytolyse steigern. Auch Darcy und Kollegen (1998) beobachteten den
Zusammenhang zwischen der Zytotoxizitdt und Inkubationszeit der T-Zellen mit
den Zielzellen. Die durch einen scFv-anti-CEA-g-Rezeptor-vermittelte Zytotoxizitat
von rekombinanten MD45-T-Zellen gegen Lovo-Kolonkarzinomzellen konnte durch
eine Verlangerung der Inkubationszeit der Effektorzellen mit den Zielzellen von ca.
4% (18%) nach 4 h (8 h) auf 23% (30%) nach 12 h (16 h) gesteigert werden.

Die zytotoxische Eigenschaften der CI96(VFF17)cyYZ-Zellen wurden in der
vorliegenden Arbeit durch einen nicht-radioaktiven LDH-Test ermittelt. Dieser Test
erlaubte aufgrund der auftretenden Proliferationsunterschiede in den
verschiedenen Anséatzen mit unterschiedlicher Effektor-/Zielzell-Ratio nur eine
Inkubationszeit bis zu 6h, da sonst Messfehler auftreten wirden. Durch den von
Darcy und Kollegen eingesetzten °!Cr-Release-Test koénnen langere
Reaktionszeiten gemessen werden. Es ware somit zu erwarten, dass seine
langere Inkubationszeit der CI96VFF17cyYZ-Zellen mit CD44v7/8-positiven
Zielzellen auch zu hdheren Zytolyseraten fihren wirde.

Durch die unterschiedlichen Inkubationszeiten der verschiedenen Studien lassen
sich die in vitro Zytolyseraten der Tumorzellen schlecht untereinander vergleichen.
Die durch CI96(VFF17)cyYZ-Zellen erreichten Zytolyseraten entsprachen jedoch
den durch andere Tumorantigene vermittelten Zytolyseraten rekombinanter T-
Zellen von bis zu 50% der Tumorzellen (Darcy et al., 1998, Jensen et al., 1998).

4.5 In vivo Reaktivitat von rekombinanten T-Zellen

Die Reaktivitat von rekombinanten T-Zellen wurde zuerst 1994 von Moritz und
Kollegen im Tiermodell Uberprift. Sie setzten rekombinante CI96-T-Zellen gegen
ERBB2-transformierte NIH 3T3#3.7-Zellen ein. 4 x 10° NIH 3T3#3.7-Zellen wurden
in die rechte Flanke von thymusaplastischen BALB/c nu/nu-M&usen injiziert und
nach 4 Tagen mit der i.v. Behandlung begonnen. Tumor-tragende Tiere wurden in
Kombination mit 500 U IL-2 mit 10” rekombinanten T-Zellen, die einen scFv(anti-
ErbB2)-CD8az-Rezeptor exprimierten oder mit Wiltyp-CI96-Zellen behandelt. Die
mit CI96-Zellen behandelten Kontrolltiere erreichten nach 10 Tagen ein
durchschnittliches Tumorvolumen von ca. 320 mm® im Vergleich zu einem
durchschnittlichen Volumen ca. 200 mm® bei den mit rekombinanten T-Zellen
behandelten Tieren. Die Fluoreszenzmarkierung der T-Zellen zeigte, dass nur die
rekombinanten T-Zellen sich an die Tumorzellen angelagert hatten. Der Effekt
gegen ERBB2-exprimierende Zellen liel3 sich auch auf ein autologes System mit
immunkompetenten Mausen Ubertragen (Altenschmidt et al., 1997). In diesem
Experiment wurden ERBB2-transfizierte HC11l R2-Zellen s.c. BALB/c-Mausen
injiziert. Nach 7 Tagen erreichte das Tumorvolumen 350-600 mm?®. Tumor-
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tragende-Mause wurden nun tber 5 Tage intratumoral mit 10’ retroviral-infizierten
priméren murinen T-Zellen, die einen chimaren anti-ErbB2-Rezeptor exprimierten
bzw. mit ncht-infizierten T-Zellen behandelt. Die Behandlung mit rekombinanten
T-Zellen fuhrte nach einer Woche zu einer vollstandigen Tumorregression. Durch
Untersuchung von fluoreszenz-markierten rekombinanten T-Zellen konnten sie
zeigen, dass die Mehrzahl der modifizierten T-Zellen das Tumorgewebe verlassen
hatte und in der Leber, der Milz und in Lymphknoten nachgewiesen wurden. Nach
48 Stunden lieRen sich im Tumorgewebe nur noch rekombinante T-Zellen
nachweisen. Die T-Zellakkumulation war folglich abhangig von der
Erkennungsspezifitat der T-Zellen.

Die Mause entwickelten keine Immunantwort gegen die rekombinanten T-Zellen.
Sie zeigten jedoch eine humorale Reaktion gegen die Tumorzellen als
Konsequenz auf die T-Zell-vermittelte Tumorlyse.

Einen Nachteil dieser Studien stellte der Einsatz von ERBB2-transfizierten
Zielzellen dar, die zu 100% Antigen-positiv waren. Die einzelnen Zellen der
meisten Tumore sind jedoch beziglich ihrer Antigenexpression heterogen,
entsprechend der CD44v7/8 -Expression bei den hier verwendeten Tumorzelllinien.
Das Tumorwachstum der Zervixkarzinomzellen konnte durch Behandlung von
ClI96(VFF17)cyYZ-Zellen in Kombination mit 10°U Proleukin im Vergleich zu der
Behandlung mit 1 x 10° CI96-Zellen und 10°U Proleukin zu 70% reduziert werden.
Fir den Tierversuch wurden nur 1 x 108 CI96(VFF17)cyYZ-Zellen im Vergleich zu
1 x 10’ rekombinanter CI96-T-Zellen, die von Moritz et al. (1994) eingesetzt
wurden, verwendet. Der verbesserte Effekt im Vergleich zu den rekombinanten
anti-ErbB2-Zellen ist wahrscheinlich durch Unterschiede des Versuchaufbaus
begriindet. So wurden die CI96VFF17cyYZ-Zellen wie auch von Altenschmidt et
al. (1997) intratumoral appliziert, wahrend Moritz et al. (1994) i.wInjektionen der
CTL’s durchfiihrte. Weiterhin betrug die Therapiedauer 7 Tage im Vergleich zu nur
zwei Tagen bei Moritz et al. (1994). Fur eine klinische Anwendung von
rekombinanten T-Zellen sind somit die Injektionsform und Anwendungsdauer
genau auszutesten.

Die Verwendung von primaren T-Zellen sollte aufgrund einer Stimulation der
zytotoxischen T-Zellen durch die T-Helferzellen, z.B. durch Sezernierung von IL -2,
zu hoheren Zytolyseraten fuhren als der alleinige Einsatz einer CTL-Zelllinie. Der
Vergleich der beiden Studien von Moritz et al. (1994) und Altenschmidt et al
(1997) bestatigt dies, obwohl man auch die unterschiedlichen
Versuchsbedingungen, wie z.B. die verschiedenen Applikationsarten der T-Zellen
(i.v. und intratumoral), berlcksichtigen muss. Die Verwendung von autologen
rekombinanten T-Zellen hat weiterhin den Vorteil, dass das Immunsystem der
immunkompetenten Tiere die gentechnologisch  modifizierten  T-Zellen
unterstitzen kann. So konnten Altenschmidt et al. (1997) eine zusatzliche
Induktion der humoralen Antwort erreichen. Weiterhin kdnnen durch die Zytolyse
von Tumorzellen durch die rekombinanten T-Zellen unspezifische Immunzellen
wie Makrophagen und natirliche Killerzellen angelockt und aktiviert werden, so
dass im immunkompetenten Tiermodel auch eine verstarkte Reduktion des
Tumorwachstums durch die rekombinanten primaren T-Zellen gegen CD44v7/8-
exprimierende Tumore zu erwarten wére.

Wegen der hohen Mengen an rekombinanten T-Zellen, die fur eine Therapie nétig
sind, wirde dieser Therapieansatz sich nicht fir die Behandlung ausgedehnter
Tumorformationen sondern zur Elimination von postoperativen minimaler, aber
systemisch verstreuter Tumorresten eignen. Die spezifische Akkumulation von
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rekombinanten T-Zellen im Tumorgewebe demonstrierte eine moglichen Einsatz
der rekombinanten T-Zellen fir die Therapie von Fernmetastasen.

Die nachgewiese Langzeitexpression des chimaren Rezeptors durch die
rekombinanten T-Zellen ist fir eine effektive Wirkung und eine lange Verfligbarkeit
der T-Zellen wichtig. Uberlebende T-Zellen kénnten den Patienten moglicherweise
sogar vor neuauftretenden Tumoren oder vor Rezidiven schiitzen. Eine lange
Uberlebensdauer von retroviral ex vivo mit dem humanen ADA-Gen transfizierten
T-Lymphozyten  konnte  bereits bei  ADA-immundefizienten  Patienten
nachgewiesen werden (Bordignon et al., 1995).

Eine erhohte Sensitivitat der Tumorzellen durch g@gIFN gegenuber den
rekombinanten T-Zellen konnte wahrscheinlich in vivo ebenfalls zu einer héheren
Zytolyse der Tumorzellen fihren. gIFN besitzt einen antiproliferativen Effekt
gegeniber Tumorzellen. Weiterhin wurde eine in vitro und in vivo Sensitivitat der
Proliferation von Zervixkarzinom-Zelllinien durch g-IFN beschrieben (Iwasake et
al.,1991). Sie setzten gIFN aul3erdem flr eine postoperative Behandlung ein
(lwasake et al., 1990). Eine Kombination der Therapie aus rekombinanten T-
Zellen und einer g-IFN-Behandlung kdnnte sich somit erganzen, da die gIFN-
Behandlung z.T. einen direkten antiproliferativen Effekt besitzt und aul3erdem bei
Tumorzellen mit einer reduzierten Fas-Expression eine Sensitivitat gegentber der
Fas/FasL-vermittelten Zytolyse Uber die gIFN-induzierte Fas-
Expressionsernéhung, wiederherstellen kdnnte.

4.6 Die Infektion von priméaren T-Zellen

Die Reaktivitdt von rekombinanten T-Zellen gegentiber Tumorzellen konnte nicht
nur durch gentechnologische Modifikation einer T-Zelllinie, sondern auch durch die
Transfektion von priméren T-Zellen mit dem chimaren scFv(VFF17):y.a:z-
Rezeptorgen erzielt werden.

Die Infektion der primaren T-Zellen konnte durch die Kokultivierung der primaren
T-Zellen mit einer Verpackungszelllinie erreicht werden. Die Transferraten lagen
mit 40-50% im Bereich der in der Literatur beschriebenen Transfereffizienzen. So
konnten Pollok et al. (1998) 40% und Di lanni et al. (1999) 30-40% der T-Zellen
infizieren. Nur Altenschmidt et al. (1996) erreichten mit dieser Methode,
maoglicherweise aufgrund hoherer Virustiter, Transfereffizienzen von 70% .
Nachteile der Kokultivierungsmethode in der klinischen Anwendung liegen in einer
mdglichen Ubertragung von Zellen der Verpackungszelllinie zusammen mit den
rekombinanten CTL'’s. Diese kdnnen zwar durch Bestrahlung an ihrer Ausbreitung
gehindert werden. Sie wirden aber als murine Zellen voraussichtlich zu einer
Immunantwort fiihren, die eine Wiederholung der Therapie erschweren wirde.
Fur eine klinische Anwendung miisste eine Ubertragung der Verpackungszelllinie,
z.B. durch eine Membran, welche die T-Zellen und die Verpackungszellen trennt
und nur fur die Viren durchgéangig ist, verhindert werden. Es besteht aber auch die
Madglichkeit fur eine klinische Anwendung andere Transfermethode zu verwenden.
Mittlerweile wurden Dbereits verschiedene Transfermethoden entwickelt mit
vergleichbaren Transfereffizienzen. So konnen z. B. durch eine spezielle
Zentifugationstechnik oder durch eine Kolokalisation der Retroviren und der T-
Zellen an spezifischen Adhéasionsdoménen von rekombinantem Fibronektin
(Pollok et al., 1998) hohe Transfereffizienzen von 70% bis 90% erreicht werden.
Der Vorteil der Zentrifugationstechnik ist beispielsweise, dass sie ohne FCS
auskommt, welches ein potentes Immunogen darstellt. Ferner kdnnte sie GMP-
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(good manufacturing practice)-gerecht durch gefiihrt werden. Sie ist einfach zu
handhaben und erlaubt bei der Infektion eine hohe Zelldichte (Ayuk et al., 1999).
Eine G418-Selektion von primaren T-Zellen beeinflusste weder die T-
Zellproliferation, noch die Alloresponsivitat noch die Fahigkeit, auf IL-2 zu
reagieren und es zu produzieren (Di lanni et al., 1999). Weijtens et al. (2000)
fuhrten nach der Infektion von priméren humanen TFZellen eine G418-Selektion
und Expansion der T-Zellen durch, ohne dass die T-Zellen ihre zytotoxischen
Eigenschaften verloren. Nach der Transfektion kénnte somit fir die Anreicherung
der Rezeptor-positiven T-Zellen eine Selektion und Expansion der T-Zellen
erfolgen, so dass flr eine Therapie eine grof3ere Anzahl an rekombinanten T-
Zellen zur Verfugung stehen wirde. Eine andere Anreicherungsmethode von
Rezeptor-positiven T-Zellen wére Uber das in den Rezeptor eingefligte ¢myc-
Epitop durch FACS-basierende Zellsortierungstechnologie vorstellbar.

Fur eine klinische Anwendung der rekombinanten T-Zellen sind noch viele Schritte
zu absolvieren. Als Effektorzellen sollten dann autologe, primaren T-Zellen des
Tumorpatienten verwendet werden. Die Gewinnung der primaren T-Zellen kénnte
durch Apherese erfolgen, die dann retroviral mit dem chimaren Rezeptorgen
transfiziert wirden. Die Rezeptor-positiven T-Zellen kdnnten dann ex vivo
expandiert werden. Wahrend dieser ex vivo Phase muissen die Zellen praaktiviert
werden, da in ruhenden T-Zellen die alleinige Aktivierung durch die tber die z-
Kette-vermittelten Signaltransduktion nicht ausreichte (Brocker und Karjalainen,
1995). Die rekombinanten T-Zellen wirden dann, eventuell kombiniert mit g-1IFN, in
den Patienten retransfundiert werden und damit eine adoptive Immuntherapie im
autologen System ermdglichen. Falls der Patient keine Immunreaktion gegen
Komponenten des chimaren Rezeptors entwickelte, waren augrund des autologen
Systems mehrere Therapiezyklen moglich.

Hombach et al. (2000) gelang es bereits, aufgereinigte periphere humane T-Zellen
zu 5-40% mit einem chimaren Rezeptorgen gegen CEA zu transduzieren. Uber
magnetisch aktiviertes Zellsorting kdnnten die Rezeptor-positiven T-Zellen 2- bis
6-fach angereichert werden und CEA-exprimierende Tumorzellen lysiert werden.
Diese Gruppe plant bereits eine Phase FStudie. Die Optimierung einer Therapie
von Tumorpatienten mittels rekombinanter T-Zellen wird jedoch noch Zeit in
Anspruch nehmen.
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5. Zusammenfassunq

CD44 umfasst eine Familie von Oberflachenglykoproteinen, deren Isoformen
durch alternatives Splei3en 10 varianter Exons (CD44v1-CD44v10) entstehen. Die
Expression bestimmter varianter Isoformen bedingt ein metastatisches Potential
eines Adenokarzinoms der Ratte, welches durch einen Antikérper gegen CD44v6
gehemmt werden konnte. Bei verschiedenen humanen Malignomen konnte eine
Assoziation zwischen der Expression varianter CD44-Isoformen mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium gezeigt werden. So korreliert z.B. beim Zervix
karzinom die Expression der CD44v7/8-1soform mit der Tumorprogression.

In der vorliegenden Arbeit wurde die CD44-Expression in
Endometriumkarzinomen und dem korrespondierenden Normalgewebe auf
Protein- und mRNA-Ebene untersucht. Die Karzinome zeigten im Vergleich zum
Normalgewebe eine erhthte CD44v3-, CD44v7/8-, CD44v8- und CD44v10-
Expression. CD44v6-enthaltende Isoformen wurden jedoch im Gegensatz zu
anderen Tumoren nur selten nachgewiesen.

Die CD44mRNA-Expression verschiedener Brust- und Endometriumkarzinom-
Zelllinien mit einem unterschiedlichen Ostrogenrezeptor-(ER)-Status zeigte eine
hohere CD44-Gesamtexpression in ER-positiven Zelllinien, ohne dass vom ER-
Status-abhéngige Unterschiede bei der CD44v-Expression auftraten. Weiterhin
wurde der Einfluss von klinisch relevanten Hormonen, Hormonantagonisten und
Zytokinen auf die CD44-Expression untersucht. Die CD44-Gesamtexpression
konnte durch Kultivierung der Zellen in Medium mit FCS im Vergleich zur
Kultivierung ohne FCS erhdht werden. Inkubation der Zellen in Medium mit 17b-
Estradiol fuhrte zu einer kurzzeitigen Expressionserhéhung. Das alternative
Splei3en liel sich jedoch durch Hormone, Hormonantagonisten und Zytokine nicht
verandern. Insgesamt wurden CD44v3- oder CD44v6-enthaltende Transkripte in
den Zelllinien variabler exprimiert als CD44v8- oder CD44v10-enthaltende
Isoformen.

Die haufige CD44v7/8- und CD44v6-Expression in Karzinomen und die fehlende
Expression dieser Isoformen in lebenswichtigen Organen war die Vorraussetzung
zur Entwicklung eines Immuntherapie-Ansatzes. Bei desem Ansatz werden T-
Zellen gentechnologisch so modifiziert, dass sie in der Lage sind, MHC-
unabhangig das CD44v7/8- und CD44v6-Antigen zu erkennen und Tumorzellen zu
lysieren. Die Antigenerkennung wurde durch single chain(scFv)-Fragmente
ermoglicht, die jeweils von Antikbrpern gegen CD44v6 (VFF18) bzw. CD44v7/8
(VFF17) abgeleitet waren. Fur Expressionsanalysen der chiméren Rezeptoren
wurde ein c-myc-Epitop in die chimaren Rezeptoren kloniert, die bereits ein scFv,
eine CD8a-hinge-Region und die TCR-z-Kette enthielten. In FACS-Analysen
zeigten, die infizierten primaren T-Zellen und die transfizierten Klone der CI96-
Zellinie, die Oberflachenexpression des chimaren scFv(VFF17):y:a:z-Rezeptors,
nicht jedoch des scFv(VFF18):y:a:z-Rezeptors. Bei primaren T-Zellen konnten
Transfektionsraten des scFv(VFF17):y:a:z-Fusionsgens von ca. 40%-50% erreicht
werden. Die rekombinanten T-Zellen konnten bis zu 40% der CD44v7/8-positiven
Zielzellen lysieren. Diese Zytolyse lasst sich durch Vorinkubation der Tumorzellen
mit dem CD44v7/8-spezifischen Antikdrper blockieren und durch g-IFN steigern. g
IFN erhohte die Fas-Expression, wahrend das CD44v7/8-Antigen nahezu
unverandert exprimiert wurde, so dass die Zytolyse vermutlich Fas-vermittelt ablief.
Im Tierversuch konnte das Tumorwachstum bei Mausen, die mit den rekombinanten
T-Zellen behandelt wurden, im Vergleich zu den Kontrollen deutlich reduziert (70%)
werden.

Die erzielte erfolgreiche Expression des chimaren Rezeptors, die erreichte
Transduktionseffizienz primarer T-Zellen und die dadurch erzielte CD44v7/8-
spezifische Zytotoxizitat sowie das reduzierte Tumorwachstum bei Mausen durch
die Behandlung mit rekombinanten T-Zellen bilden die Grundlagen fir einen
moglichen gentherapeutischen Ansatz gegen CD44v7/8-positive Tumorzellen.
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7. Anhang

7.1 Abklrzungsverzeichnis

A Adenin

A.L.F. Automatischer-Laser-Fluoreszenz DNA-Analysator
Ak Antikorper

AP alkalische Phosphatase

AS Aminosaure

AP Alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

ATCC American type culture collection

Bp Basenpaare

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-Phoshat

BSA Bovines serum albumin (Rinderserumalbumin)
C Cytosin

C- Carboxyl-

CD Cluster of differentiation

CD44E epiteliale CD44-Isoform (CD44v8-v10)
CD44s CD44-Standardform

CD44v variante CD44-1soformen

cDNA komlementare DNA

CED3 C. elegans cell death protein

cfu colony forming unit

ConA Concanavalin A

dNTP Desoxynukleotid-5"-triphosphat

duTP Desoxyuracil-5"-triphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DIG Digoxigenin

DMSO Dimethylsufoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribunuklease

DTT Dithiothreitol

E Extinktion

e molarer Extinktionskoeffizient

E2 17b-Ostradiol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER Ostrogenrezeptor

FADD Fas-associated protein with death domain
FACS fluorescence activated cell scanning (fluoreszenzakivierter Zellsorter)
FCS fetal calf serum (fotales Kélberserum)

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FLICE FADD-like ICE/MORT-1-associated Ced3 homologue
G Guanin

g Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)

G418 Geneticin

G-CSF Granulocyten-Kolonie-stimulierender Faktor
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydorgenase
gpt Xanthin-Guanine-Phosphoribosyltransferase
HA Hyaluronsaure

HEPES 4,2-Hydroxyethyl-1-Piperazinethansulfonséure
HPV humanes Papillomavirus
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ICE Interleukin-1b —converting enzym

IHC Imunhistochemie

IFN Interferon

IL Interleukin

lg Imunoglobulin

kb Kilobasenpaare

KDa Kilo-Dalton (Einheit der Molekllmasse)

LDH Lactat-Dehydrogenase

LTR long terminal repeat

MCS Multikonierungsstelle

MRNA messenger RNA (Boten-RNA)

MAGE-1 Melamoma Antigen-1

M-CSF Makrophagen Kolonie stimulierender Faktor
MLH1 Mut L homolog 1

MHC major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex)

MoMuLV muriner Moloney Leukemie Virus
MoMuSV muriner Moloney Sarkoma Virus

MSH Mut S homolog
MTT 3-[4,5-Dimethylthiazo}2 yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
N- Amino-

NAD(P)H Nicotinamidadenin(phosphat)-dinucleotid (oxidierte From)
NAD(P)" Nicotinamidadenin(phosphat)-dinucleotid (reduzierte From)

NBT Nitroblautetrazoliumchlorid

NeoR Neomycinresistenzgen

dNTP 2'Desoxyribunukloetid-5"Triphosphat

oD Optische Dichte

PAI 1/2 plasminogen activator inhibitor-1/2

PBS Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzldsung)
PCR Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreation)
PHA Phytohamaglutinin

PE Phycoerythrin

RHAMM Receptor for hyaluronan (HA)-mediated motility
Pl Propidiumiodid

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

RNA Ribonukleinséure

RNase Ribonuklease

RT Reverse Transkriptase

SDS Natrium-Dedecylsulfat

SSC Standard Saline Citrate

T Thymidin

TBE Tris-Borat-EDTA

TEMED N,N,N,",N",-Tertametylethylendiamin

TIMP 1 tissue inhibitor of metalloproteinase-1

TK Thymidinkinase-Gen

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X 100 Octylphenyl-polyethylenglycolether

U units (Einheit der Enzymaktivitét)

UPA Urokinase-type plasminogen activator

Upm Umdrehungen/min

uv Ultraviolett

viv volume per volume (Volumenanteil)
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VEGF Vascular endothelial growth factor
w/v weight per volume (Gewichtsanteil)
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