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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Das neuroendokrine Zellsystem des Menschen umfasst eine Vielzahl verschiedener
endokriner Zellen mit neuronalen Merkmalen, die in der Lage sind, spezifische Marker-
Proteine, Hormone und/oder Polypeptide zu synthetisieren. Friiher wurden diese Zellen zu
dem sogenannten APUD-System zusammengefasst. Mittlerweile bezeichnet man diese Zellen
allgemein als neuroendokrine Zellen. Diese sind z. B. im gastrointestinalen System nach-
zuweisen, aber auch in der Schilddriise, in der Nebenschilddriise und dem Nebennierenmark.
Neuroendokrine Tumore (NET) sind Neoplasien, die von den neuroendokrinen Zellen
abstammen. Zum grof3en Teil sind sie im Gastrointestinaltrakt lokalisiert. Dort werden sie
unter anderem als Karzinoide bezeichnet. Daneben gibt es noch neuroendokrine Tumore der
Schilddrise (medulldres Schilddriisenkarzinom) oder auch Nebenschilddriisentumore. Auch
das Nebennierenmark gehért zum neuroendokrinen System. Tumore, die hier entstehen,
werden als Phdochromozytome bezeichnet. In den symphatischen Nerven des Grenzstanges
kénnen ebenfalls Tumore entstehen, die wie Phdochromozytome imponieren. Diese werden
als Paragangliome bezeichnet, die nicht selten maligne sind. Ph&ochromozytome sind
Katecholamin-produzierende Tumore, die insbesondere mit einem Hormonexzess-Syndrom
und daraus resultierenden Blutdruckkrisen einhergehen. Extraadrenale Ph&ochromozytome
(Paragangliome) sind haufig nur wenig Hormon-sezernierend. Die Therapie der
Phdochromozytome liegt in der operativen Entfernung des Tumors (40,76,77).
Phaochromozytome kénnen sporadisch auftreten oder vererbt werden. Hereditare
Phaochromozytome, die meist multipel und bilateral sind, werden manchmal erst durch
Manifestation anderer Tumorerkrankungen wie zum Beispiel den multiplen endokrinen
Neoplasien Typ 2a (MEN 2a), Typ 2b (MEN 2b) detektiert (97,155). Diese
Tumorerkrankungen werden durch verschiedene Mutationen, meistens im Kodon 634 im Exon
11 des RET-Protoonkogens, verursacht. Die meisten Phdochromozytome sind benigne
Tumore. Im Falle eines Kapseldurchbruchs oder einer Gefaldinvasion kann schon die
Diagnose eines Malignoms gestellt werden. Ansonsten kann die Diagnose erst mit dem
Auftreten von Metastasen in Leber, Lunge, Skelett oder auch in Lymphknoten bewiesen
werden (36,76,136). Der Malignitdtsgrad ist abhangig von der Lage des Primartumors und der
zugrundeliegenden Keimbahnmutation und kann zwischen 10 % und 40 % oder mehr
variieren (5). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei ca. 50 % fir maligne Phdochromozytome
(16,68). Fur die metastasierten Phdochromozytome und Paragangliome existiert bisher kein
kurativer  Therapieansatz. Es kommt die nuklearmedizinische  Therapie  mit
Metaiodbenzylguanidin (MIBG) zum Einsatz, die in Abhangigkeit des Speicherverhaltens zu
einer Regression der Metastasen flhren kann. Eine komplette Remission ist selten zu

erreichen (137). Eine neue Therapieoption stellt der Einsatz des Multikinaseinhibitors Sunitinib
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dar (91,169). Auf Grund dieser Daten ist es zwingend erforderlich, neue Therapien zu
erforschen. Eine Vakzinierung stellt dabei eine Mdglichkeit dar. Im vergangenen Jahrzehnt
wurde eine Vielzahl an Studien zur Anti-Tumorimmunisierung bei Patienten mit metastasierten
malignen Erkrankungen durchgefuhrt. Einen vielversprechenden Ansatz liefert dabei die
Zelltherapie mit sogenannten dendritischen Zellen (DCs). Andere Therapie-Optionen sind z. B.
der adaptive T-Zell-Transfer (35,73,83). Um eine Immuntherapie durchfihren zu ké&nnen,
bedarf es jedoch der Identifizierung von spezifischen Tumor-assoziierten Antigenen (TAAs).
TAAs sind Oberflachenmolekille wie z.B. sezernierende Proteine, Membranproteine oder
Rezeptoren, die meistens spezifisch von Tumorzellen produziert werden. Sie werden haufig
auf der Oberflache von Tumorzellen Gberexprimiert und vom Immunsystem als fremd erkannt,
das wiederum zytotoxische T-Zellen aktiviert, um diese Tumorzellen zu zerstéren.

Da neuroendokrine Tumore hohe Mengen an Polypeptidhormonen sezernieren, kdnnten diese
als spezifische Tumorantigene verwendet werden. Ein Vertreter dieser Tumormarker ist das
Chromogranin A (CgA). CgA koénnte als potentielles Zielmolekll dienen, weil es sehr
konzentriert in sekretorischen Vesikeln neuroendokriner Zellen und als Vorlaufer
verschiedener funktioneller Peptidhormone zu finden ist (38,41,53,123,159).

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits tumorspezifische Polypeptidhormone
(Calcitonin und Parathormon), die spezifisch von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden,
identifizieren (13,14,112,113,141). In der Arbeitsgruppe von Professor Schott konnte die
Fahigkeit von dendritischen Zellen (DCs), als Antigen-prasentierende Zellen (APC) zur
Induktion tumorspezifischer CD8" T-Lymphozyten (CTLs) genutzt werden (112,141,171). In
einem Mausmodell, sowie bei Patienten mit medulldarem Schilddrisenkarzinom (MTC), konnte
gezeigt werden, dass die Immunisierung mit reifen DCs, die mit Calcitonin (CT) beladen
waren, zu einer Unterdriickung des Tumorwachstums bei Ret/Cal-Mdusen und einer
Regression von Tumoren bei Patienten fuhrte. Weil DCs als einzige in der Lage sind, Antigene
in der Peripherie aufzunehmen und sie zur antigenspezifischen Aktivierung naiver T-Zellen in
den sekundaren Lymphorganen zu prasentieren, sind sie von besonderem immunologischem

Interesse.

1.1. Die adaptive Inmuntherapie

Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch eine hohe Antigenspezifitdt aus, im
Gegensatz zum antigenunspzifischen angeborenen Immunsystem. Dabei bildet das adaptive
Immunsystem ein immunologisches Gedéchtnis aus. Ein wichtiger Faktor fur die Induktion
einer adaptiven Immunreaktion ist die Fahigkeit, Antigen prasentieren zu kdnnen. Diese
Fahigkeit besitzen neben den Makrophagen auch die DCs. Im Vergleich zu den Makrophagen

reichen wenige DCs aus, um eine T-Zell-Antwort auszuldésen und werden daher als
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professionelle antigenprasentierende Zellen (APC) bezeichnet. Unreife DCs sind in der Lage
eine effektive Immunantwort zu initiileren, indem sie Antigene in der Peripherie aufnehmen,
prozessieren und sie nach Migration in lymphatisches Gewebe den T-Zellen prasentieren
(Abbildung 1).

unreife DC reife DC
Monozyt@
Stammzelle
—
@x
MHC-| CD80/CD86
Antigenaufnahme TCR CD28
CD34 -Zelle und -prozessierung
/ Antigenprésentation
T-Zell-

Aktivierung

@E%@

Abbildung 1: Rolle der dendritischen Zellen bei der Induktion einer Imnmunantwort

Aufgrund fortschreitender Erkenntnisse und technischer Méoglichkeiten werden fir die
Tumorerkrankungen zunehmend adaptive Immuntherapiestrategien entwickelt. Ziel der
adaptiven Immuntherapie ist die Aktivierung von tumorspezifischen T-Zellen zur Auslésung
einer spezifischen Immunantwort. Hierbei werden Mechanismen des Immunsystems zur
Eliminierung von definierten Zielzellen ausgenutzt. Dabei erkennt das Immunsystem die
Tumorzellen meistens ohne Probleme, aber deren Eradikation misslingt jedoch, weil die
Tumore Uber zahlreiche Strategien verfigen um der Immunabwehr zu entkommen, die
sogenannte Immunescape (tumor escape)-Mechanismen. Immunescape-Mechanismen wie
z.B. fehlende bzw. heruntergeregelte Expression der MHC-Klasse-I-Molekile (26), Hemmung
der IL-2-Produktion (125), Modulation nattrlicher Killerzellen (NK), fehlende kostimulierende
Faktoren wie z.B. B7 und CD40 (3) oder Sekretion immunsuppressiver Faktoren wie VEGF,
TGF-B, Prostaglandine und IL-10, fuhren zur ineffektiven Immunantwort (34). Aufgrund der
Vielfalt immunsuppressiver Mechanismen der Tumoren sind Behandlungsmdéglichkeiten
gefragt, die diese Mechanismen durchbrechen und eine effiziente, und dauerhafte

Immunantwort gegen den Tumor induzieren kénnen. Jedoch kann die natirliche Anti-Tumor-
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Antwort durch einige Methoden, wie z.B. die Injektion von TAAs zusammen mit verschiedenen
Adjuvantien wie Cytosin-Phosphat-Guanin (CpG) (88), Toll-Like-Rezeptor-Ligande (TLR)
(165) und DCs wiederhergestellt oder verstarkt werden. Der Einsatz von Interferon-alpha (IFN-
a) konnte auch zur Aktivierung von CTLs und NKs fuhren (112,113). Infolgendessen besteht
einer erfolgreichen Therapie darin das Effektorsystem zu starken, um eine adéquate
Eliminierung der Tumorzellen zu induzieren. Neben CTLs und DCs sind auch Antigene wichtig

fur eine erfolgreiche Anti-Tumor-Immuntherapie von Bedeutung.

1.2. Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) gehdren zur Gruppe der Leukozyten und wurden erstmals von
Steinman und Cohn nachgewiesen (153). DCs sind heterogen und unterscheiden sich in ihrer
Funktion, in ihrer Lokalisation und der Expression unterschiedlicher Oberflachenmolekiile. Sie
sind in den lymphatischen Organen, den Lymphknoten und der Milz, sowie in der Epidermis
der Haut vorhanden. DCs spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion einer zelluldren
Immunantwort. Unreife DCs sind in der Lage eine effektive Immunantwort zu initiieren, indem
sie Antigen in der Peripherie aufnehmen und sie auf MHC-Molekilen prasentieren.
Verschiedene Faktoren wie Pathogene, Zytokine, Antigene aber auch T-Zellen kénnen unreife
DCs dazu veranlassen, sich phanotypischen und funktionellen Verédnderungen zu unterziehen,
welche zur Reifung dieser Zellen fuhrt. Kostimulatorische Molekile wie CD80 (B7.1), CD86
(B7.2) und CD40 die auf reifen DCs stark exprimiert werden, sind wichtig fur die
Stimulatorische Potenz von DCs. Die Hauptaufgabe dieser Zellen ist die Regulation des
Immunsystems, indem sie Fremdantigene (u.a. TAAs) im Koérper aufnehmen, prozessieren
und sie nach Migration in die regiondren Lymphknoten und in die Milz den T-Zellen
présentieren (9). Darliber hinaus besitzen DCs die Féhigkeit exogen aufgenommene Antigene
sowohl auf MHC-Klasse IlI- als auch auf MHC-Klasse |-Molekiilen exprimieren. Durch diese
Eigenschaft kénnen DCs Antigene tiber die MHC-Klasse |I-Molekiile den T-Helferzellen (CD4"
T-Zellen) prasentieren, die daraufhin Zytokine freisetzen und verschiedene Immunzellen zur
antigen-spezifischen Immunreaktion primen. Aber es kann auch Uber die MHC-Klasse I-
Moleklle durch sogenannte Kreuzprasentation zu einer Aktivierung zytotoxischer T-Zellen
(CD8" T-Zellen) kommen (12,51). AuBerdem kénnen DCs auch eine humorale Immunitét

induzieren, indem sie naive B-Zellen, NK und NKT-Zellen aktivieren (92).

Die Auswahl des richtigen Antigens als Angriffsziel ist fir eine zielgerichtete Zerstérung der
Tumorzellen sehr wichtig. Leider liefert die Analyse des Tumormateriales nur selten ein
komplettes Antigenpanel, das zur Vakzinierung verwendet werden kann. Deshalb ist die

Identifizierung neuer Tumorantigene fir Tumorerkrankungen von grof3er Bedeutung.
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Die Idee, CgA als TAA zu verwenden, ist in der Erkenntnis begriindet, dass neuroendokrine
Tumore hohe Mengen an CgA sezernieren und dieser Tumormarker auf der Oberflache

neuroendokriner Tumorzellen zu finden ist.

1.3. Chromogranin A

CgA ist ein saures, hydrophiles Glykoprotein aus 439 Aminosduren mit einem
Molekulargewicht von ca. 50 kDa, das zur Granin-Gruppe gehért. CgA wird berwiegend in
sekretorischen Vesikeln durch enterochromaffine Zellen (EC-Zellen) synthetisiert. Nach der
Synthese wird es exozytotisch tber das endoplasmatische Retikulum transportiert und aus der
Zelle (Abbildung 2) mit einer Vielzahl von Hormonen kosezerniert. CgA wird als
Signalsubstanz in Sekretgranula von neuroendokrinen Zellen gespeichert und dient als
Vorlaufer hormonell aktiver Substanzen des neuroendokrinen Systems. In den Speicher-
Granula reguliert CgA die Aktivitdt von Peptidasen (z.B. Prohormon-Konvertasen) durch
Substrat-Kompetition und moduliert die Packung der Botenstoffe. Ebenso spielt CgA eine
wichtige Rolle bei der Sekretion und Regulation von Peptidhormonen und Neuropeptiden
(107,158). CgA ist ein Glykoprotein, das verschiedene Domdanen dibasischer Aminosduren
(AS) enthalt, die zu gewebespezifischen, biologisch aktiven Peptiden verarbeitet werden
kénnen. Je nach gewebespezifischen Proteasen kdénnen durch autokrine und parakrine
Mechanismen verschiedene Fragmente wie Pankreastatin, Catestatin, Parastatin, Vasostatin
und Chromacin entstehen, die bakteriolytische und antifungale Eigenschaften besitzen und
regulatorisch die Sekretion von Katecholaminen aus der Nebenniere und von Parathormonen
hemmen (147,158). CgA kommt in normalen neuroendokrinen Geweben ubiquitar vor und
wird hauptséachlich im Nebennierenmark Uberexprimiert (106). CgA wird von einer Vielzahl
funktionaler als auch nicht funktionaler neuroendokriner und endokriner Tumore sezerniert wie
dem Phdochromozytom, dem medulldren Schilddriisenkarzinom, den Karzinoiden, dem
Nebenschilddrisenkarzinom, dem neuroendokrinen Lungenzellkarzinom und den Tumoren
der Inselzellen der Bauchspeicheldruse (29,39,101,103,108,146). Aufgrund dessen kann es
als klassischer Marker fir immunhistochemische Analysen von neuroendokrinen Tumoren
dienen (101,108,158). Auch andere Erkrankungen, wie z.B. die nicht-endokrinen Neoplasien
(Prostatakarzinom und hepatozellulares Karzinom), der Bluthochdruck, (106), die chronisch-
entziindliche Darmerkrankung (95), die Nieren- (104,175) und Herzinsuffizienz (18) und die
chronisch atrophische Gastritis, kbnnen mit erhéhten CgA-Werte einhergehen. Wegen seiner
hohen Sensitivitat als immunhistochemischer Marker wird CgA auch zum histologischen
Nachweis der Expression verschiedener Antigene der Gewebeschnitte oder der Einzelzelle

zum Rickschluss auf spezifische Zell- und Gewebefunktionen verwendet.
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Als besonders stabiles und gut reagierendes Protein eignet sich CgA gut fur die Diagnostik.
Zur Diagnosestellung der Tumoren kann eine starke Erhéhung des CgA-Plasmaspiegels, der

eine starke Korrelation mit der Tumormasse aufweist, sehr hilfreich sein (1,43,44,60,101,103).

Zellkern

Endoplasmatisches
Retikulum

Chromaffin
Granula

Andocken

Vesikel-assozierte
Antigene (z.B CgA)

Exozytose
(z.B Katecholamine, © o
Neuropeptide) O

Abbildung 2: Sekretionsweg von Chromogranin A. Chromogranin A wird nach der Synthese tber
das endoplasmatische Retikulum exozytotisch zum Golgi-Apparat und anderen Zellmembranen
transportiert und aus der Zelle ausgeschleust (modifiziert aus: Ehlers et al., ldentifying of TAA;
Trends in Endocrinology & Metabolism, 2009).

Die Immunreaktivitdt von CgA wurde zum ersten Mal von O’Connor und Bernstein
beschrieben (102). Seitdem konnten die Struktur und einige immundominante CgA-Epitope
durch Peptid-Mapping und Peptid-Antikérper Bindungsexperimente charakterisiert werden
(19,32,42). Hierbei wurden zwei stark bindende immunogene Bereiche in den Regionen
CgAre.113 und CgAg1.102 identifiziert (25,42). Die ausstehende Frage ist, ob diese oder andere
CgA-Epitope als Zielmolekiile spezifisch von CTLs erkannt werden und fiir die Entwicklung
effektiver immuntherapeutischer Ansatze bei neuroendokrinen Tumoren, vor allem beim
malignen Phdochromozytom, genutzt werden kénnen. Die Untersuchung der Funktion von
CgA-Epitopen als therapeutische Zielantigene wurde zum ersten Mal an Patienten mit
Mitteldarm-Karzinoiden, die hohe Mengen CgA aufwiesen, durchgefuhrt (168). Dabei wurde
mit Hilfe von immunhistochemischen Analysen und RT-PCR in Blutproben von Patienten ein
erhohter Anteil an spezifiscnen CD8" T-Zellen detektiert, die ein HLA-A*0201 restringiertes

Bindungsmotiv fir das CgA erkannten (167,168). Hier wurde der Nachweis gré3erer Mengen
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CgA-spezifischer und Interferon-gamma (IFN-y) produzierender CD8" T-Zellen erbracht.
Dieses Ergebnis zeigte, dass CgA als potentielles Tumorantigen verwendet werden kénnte.
AuRerdem wurde festgestellt, dass eine Patientengruppe mit niedriger Tumorlast eine hdhere
Haufigkeit fur CgA im Vergleich zu Patienten mit hoher Tumorlast hatte. Dies kann dadurch
erklart werden, dass eine hdéhere Tumorlast weitgehend die Aktivitdt der tumorreaktiven T-
Zellen herabsetzt oder blockiert (127).

A 86-131 240-262 333-355 392-414 |—
B { 10-19 | { 43-52 | { 74-82 209-217

Cc - 10-19 74-82 209-217

D 68-75 [ 1 124-131 391-398 | —

Abbildung 3: Potentielle CgA-Epitope mit immunmodulatorischen Eigenschaften. (a): Antigen-
Bereiche, die von Corti et al. nachgewiesen wurden (25). (b): die mit dem Computer-basierten
Algorithmus BIMAS identifizierten immunogenen Bereiche (74) sowie (c) nachgewiesenes
immunogenes HLA-A*0201 Bindungsmotiv (168) und (d): die mit www.syfpeithi.de identifizierten
Bereiche.

1.4. Zielzetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine CgA-basierte Immuntherapie fiir die Behandlung
von malignen Phaochromozytomen zu etablieren. Hierzu sollten syngene Tumormause mit
CgA-Peptiden beladenen reifen DCs immunisiert werden. Als Versuchstiere wurden transgene
Ret/Cal-Mause genutzt, da diese Mause eine Mutation im Ret-Protoonkogen aufweisen, die
auch bei Patienten mit endokrinen Tumoren zu finden ist (85). Deswegen entwickeln alle
transgenen Ret/Cal-M&use, in denen das humane Onkogen RET Uberexprimiert ist, schon im
Alter von drei Wochen bilaterale C-Zellhyperplasien und bilaterale MTCs. AulRerdem konnten
erhéhte CgA-Serumkonzentrationen bei Patienten mit diesen Tumoren nachgewiesen werden
(113). Bei dem Ret-Protoonkogen handelt es sich um ein Gen, das fiir eine Tyrosinkinase
einen Rezeptor fur Wachstumsfaktoren, kodiert. Dieser Rezeptor enthalt mehrere Doménen
mit Cystein-reichem extrazelluldrem Ligand-Bindungsteil, eine Transmembrandomane und

eine intrazelluldre Substratbindungsdoméne. Mutationen im Ret-Protoonkogen fihren zur
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konstitutiven Aktivierung des Rezeptors und somit zur ungehemmten Proliferation und
schliel3lich zur malignen Transformation der C-Zellen der Schilddriise (82). In dieser Studie
wurden transgene Ret/Cal-Mause mit reifen DCs, die mit potentiellen CgA-Epitopen (siehe
Abbildung 3d) beladen waren, immunisiert. Insbesondere war wichtig, ob und inwieweit eine
CgA-spezifische, zytotoxische T-Zellantwort induziert werden konnte, und inwieweit diese

Zellen eine zytotoxische Aktivitat aufweisen.

Mit Hilfe einer Tetramer-Analyse sollte der Anteil induzierter CgA-spezifischer CD8" T-Zellen
ermittelt werden. Weiterhin sollte in einem funktionellen Test die zytotoxische Aktivitat dieser
reaktiven T-Zellen gegen Phaochromozytomzellen untersucht werden. Hierbei sollte
insbesondere die Effizienz der immundominanten CgA-Epitope ermittelt werden. Dies
geschah auf der Basis eines Computer-basierten Algorithmus (www.syfpeithi.de) mit dessen
Hilfe CgA-Epitope mit hoher Bindungsaffinitat zu den immunologischen Oberflachenmolekilen
MHC-Klasse-l (HLA-Molekiile) ermittelt wurden. Mit der Epitopvorhersage lasst sich a priori
eine geringere Anzahl mdglicher Peptide detektieren, gegen die eine T-Zell-Antwort generiert
werden kann. Hierbei wurden neben den unter Abbildung 2D aufgefiihrten CgA-Epitopen drei
weitere ausgewéahlt, die den Epitopen moglichst ahnlich waren, aber hdhere
Bindungswahrscheinlichkeiten zum MHC-Klasse-l (H-2K®) aufwiesen. Dabei wurden den drei
physiologischen CgA-Epitopen CgAes.75, CgA124.131 und CgAz91.30s Mit den Bindungswerten von
14 bis 19 drei weitere hinzugefligt, die durch gezielte Veranderung der Aminosauresequenz
héhere Bindungswerte von 24 und 30 aufwiesen. Es ist bekannt, dass Epitope mit
Bindungswerten = 15 signifikant immunogen sind. So kdénnten Epitope mit hdheren
Bindungsaffinitdten stark immunogen wirken, da sie sich mdglicherweise perfekt in die
Bindungstasche eines MHC-Molekils einfigen. Jedoch blieb ungeklart, ob diese Peptide auch
als natirliche Liganden tatsachlich in vitalen Zellen gebildet werden (121). Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, spezifische CgA-Epitope als Zielantigene zu verwenden, um eine
Immunisierungsstrategie zu entwickeln die eine effizientere Behandlung von malignen

Ph&ochromzytomen ermdoglicht.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

21.1.

Automatic Gamma Counter 1470 Wizard
Brutschrank BBD 6220

FACS Calibur

FACS-Rdhrchen (5 ml)
Injektionskantlen (20G)
Insulinspritzen (1 mi/U)

Kryostat: Jung Frigocut 2800 E
Kryoréhchen (1 ml)

MACSmix™ Tube Rotator

MACS Separations-Saulen (MS/LS)
Mikroskop Diavert

Multipette 4780

Neubauer Zahlkammer
Objekttrager

Petrischalen (94 x16 mm)
Pipettierhilfe Pipetboy
Pipettenspitzen (10/100/1000 pl)
Separationsfilter (Cell Strainer: 40/70 pl)
Spitzen (5/10/20 ml)

Neubauer Zahlkammer
Zellkulturflaschen (250/550 ml)
Zellkulturréhrchen (15/50 ml)
Zentrifuge Universal R 40
Zentrifugentube (0,5/1,5 ml)

Gerate und Verbrauchsmaterial

Wallac, Watertown (USA)

Heraeus Instruments, Hanau (Deutschland)
BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)

BD Biosciences, Heidelberg Deutschland)
Braun, Melsungen (Deutschland)

Braun, Melsungen (Deutschland)

Leica Microsystem; Wiesbaden (Deutschland)
Nunc, Wiesbaden (Deutschland)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Leitz, Wetzlar (Deutschland)

Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Engelbrecht, Edermiinde (Deutschland)
Greiner Bio-One, Frickenhausen (Deutschland)
Merck, Darmstadt (Deutschland)

Starlab, Ahrensburg (Deutschland)

BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
Braun, Melsungen (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Greiner Bio-One, Frickenhausen (Deutschland)
BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
HettichLab, Milheim a.d. Ruhr (Deutschland)
Eppendorf, Hamburg (Deutschland)

2.1.2. Chemikalien, Enzyme und Zytokine

Aceton

Accutase

Accumax

AEC+ Substrate Chromogen
Agarose

Biotin Blocking

Merck KGaA, Darmstadt (Deutschland)
PAA Laboratories, Pasching (Deutschland)
PAA Laboratories, Pasching (Deutschland)
DakoCytomation, Glostrup (D&dnemark)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (Deutschland)

DakoCytomation, Glostrup (D&dnemark)
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BSA stock solution

Chrom®’

DEPC treated water

DMSO (Dimethyl sulphoxide)
dNTP Mix (10 mM)

Foétales Kélberserum (FCS)
Gel loading solution

GO Taq, DNA Polymerase
green GO Taq Buffer (5 %)
Hamatoxilin Gill 1l

HCLaq (1 N),

Humanalbumin (20 % Octalbin)
L-Glutamin (100 x)

MgCl, (25 mM)

NaCl (0,9 %)

Natrium Pyruvat (100 mg/ml)
Natronlauge (0,1 mol)
Nichtessentielle Aminosédure
Penicillin (10000 U/ml)
Streptomycin (10 mg/ml)
Peroxidase

Peroxidase Blocking Reagenz
Pferde Serum
Propidiumjodid (1 mg/ml; 1000 x)
Purified anti-maus H-2K"
Purified anti-maus H-2K*
Purified anti-maus H-2D"
Ready-To-Go™

Ret/Cal Sonde

rMaus GM-CSF

rMaus IL-2

Schweinserum (normal)

Taq Man®, universal PCR Master Mix

Trypanblau (0,4 %)

Tris-Acetat-EDTA Buffer (TAE,10 x)

Tween 20

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Hartmann Analytik, Braunschweig (Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (Deutschland)
Promega, Heidelberg (Deutschland)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (Deutschland)
Promega, Heidelberg (Deutschland)

Promega, Heidelberg (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Merck, Darmstadt (Deutschland)

Aventis Behring GmbH, Marburg (Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Promega, Heidelberg (Deutschland)

Braun, Melsungen (Deutschland)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Riedel-de Haén, Seelze (Deutschland)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
DakoCytomation, Glostrup (Danemark)
DakoCytomation, Glostrup (Danemark)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (Deutschland)
BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
Amersham Biosciences, Piscataway (USA)
TIB Molbiol Syntheselabor, Berlin (Deutschland)
R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
R&D Systems, Wiesbaden (Deutschland)
DakoCytomation, Glostrup (Danemark)
AB, Roche, Mannheim (Deutschland)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen (Deutschland)
SERVA GmbH, Heidelberg (Deutschland)
Sigma, Steinheim (Deutschland)
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2.1.3. Kits

ABC kit

DNeasy, Blut- und Gewebe Kit
Maus IFN-y Sekretionsprobe
Pan T-Cell Isolation Kit
RNeasy Protect; Mini Kit

2.1.4. Medien und Puffer

CellGro® DC

DPBS
Erythrozyten-Lyse-Puffer
FACS-Abreiniger/Spulen
Paramount Mounting-Medium
FcR Blocking Reagenz
MACS-Puffer

RPMI 1640

Tissue-Tek®, OCT Compound

2.1.5. Losungen

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Qiagen, Hilden (Deutschland)

Miltenyi, Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Miltenyi, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Qiagen, Hilden (Deutschland)

CELL Genix, Freiburg (Deutschland)

Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Qiagen, Hilden (Deutschland)

BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland)
DakoCytomation, Glostrup (Danemark)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland)
Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland)

Sakura Finetek, Zoeterwoude (Niederlande)

Einfriermedium: 90 % FKS (100 %) und 10 % DMSO (100 %)
DNS-Agarose Gel: 1x TAE (10 x), 1,7 % Agarose (100 %), 0,7 pg/ml EtBr (10 pg/ul) ad dH,O

HCI (0,5 N): 5ml 1 N HCI ad 100 ml dH,O

Tween 20 (10 %): 0,1 % Tween 20 ad dH,O
DNS-Elektrophorese Laufpuffer (1 x): 1 ml TAE (10%x) ad 9 ml dH,O

Waschpuffer: 0,5 % BSA in PBS

2.1.6. Zellkulturmedien

Zur Ausreifung von DCs:
DC-Medium

5 % FKS

50 U/ml Penicillin / Streptomycin
200 U/ml mGM-CSF

ad 50 ml Cell Gro DC
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Zur Kultivierung von T-Zellen:
IL-2-Medium

0,03 % L-Glutamin (w/v)

10 % FKS

50 U/ml Penicillin/Streptomycin
25 U/ml miL-2

ad RPMI 1640 (50 ml).

Zur Kultivierung von murinen Tumorzellen:

mPC-Medium mMTC-Medium

0,03 % L-Glutamin (w/v) 0,03 % L-Glutamin (w/v)

0,03 % Natriumpyruvat 0,03 % Natriumpyruvat

5 % FKS 5 % FKS

50 U/ml Penicillin/Streptomycin 50 U/ml Penicillin/Streptomycin
0,03 % nichtessentielle Aminosaure 4.5 g/l D-(+)-Glukose

10 % Pferdeserum 10 % Pferdeserum

2.1.7. Mausstamme

2.1.7.1. C57BL/6-Inzuchtstamm

Fur die Experimente wurden weibliche und ménnliche Mause verwendet. Die Mause stamm-
ten aus der Tierversuchsanlage der Universitat Diisseldorf. Diese Mause besalRen den H-2K"-
Phéanotyp der MHC-Klasse-I und erhielten Futter und Wasser ad libitum. Diese Mause hatten

ein Gewicht von ca. 20-25 g.

2.1.7.2. Ret/Cal-Mause

Ret/Cal-M&ause sind transgene Mause, die durch eine Kreuzung von C57BL/6-Mausen mit
Mausen des Inzuchtstammes DBA 2 entstanden sind (86). Die Versuchstiere verfligen tber
eine Mutation im RET-Protoonkogen an der Position 634 wie die meisten Patienten, die an
,Multiple endokrine Neoplasie Typ 2a“ (MEN 2a) erkrankt sind. Bei dieser Mutation wird der
Cysteinrest 634 durch ein Argininrest ersetzt (TGC — CGC). Aufgrund dieser Ret-
Protoonkogen Mutation entwickeln die Mause ab der dritten Woche bilaterale C-
Zellhyperplasien und spater

ein medulldres Schilddrisenkarzinom (MTC) und produzieren erhéhte Mengen an Calcitonin,

das zur Diagnose des Tumors hilfreich ist. Das MTC tritt meistens in Assoziation mit primarem
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Hyperparathyreoidismus und Phaochromozytomen auf. Deshalb zeigten diese Mause infolge
erhdhter CgA-Konzentration eine Hyperplasie des Nebennierenmarks. Fir die Versuche
wurden transgene M&use aus dem Labor von Professor Saarma der Universitat Helsinki
(Finnland) eingesetzt. Fiur die Experimente wurden weibliche und mannliche Mause im Alter

von 8 bis 12 Wochen verwendet.

2.1.8. Zelllinien

2.1.8.1. Murine Phaochromozytom-Zelllinie (mPC)

Die mPCs wurden freundlicherweise von Professor A. Tischler vom Institut fur Pathologie,
Tufts Medical Center, Boston (USA) bereitgestellt. Diese mPCs exprimieren hohe Mengen an
CgA und in hoher Dichte das MHC-Molekiil H-2K".

2.1.8.2. Kontrollzelllinie

Als Kontrollzelllinien wurden eine murine medullare Schilddriisenkarzinom-Zelllinie (mMTC;
ATCC: CRL 1806) und OT-1 Zellen verwendet.

Die mMTCs exprimieren das MHC-Klasse-I Allel H-2D" und groRe Mengen an CgA. Die OT-1
Zellen stammten aus OT-1 Mausen. Diese Mause stellen ein transgenes Mausmodell fur den
passenden spezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) dar, welcher die MHC-Klasse-I (H-2K")-
Molekile und das Ovalbumin spezifische Tetramer (SIINFEKL) erkennt. Weil mehr als 90 %
aller OT-1 Zellen dieser Mause das Transgen tragen, dienten diese Zellen als positive
Kontrolle fir die Tetramer-Analyse. Die OT-1 Zellen stammten von der Firma Glycotope,
Heidelberg (Deutschland).
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2.1.9. Antikérper

2.1.91.

Fluorochrom-markierte Antikérper

Alle Antikdrper wurden von BD Biosciences, Heidelberg (Deutschland) bezogen.

Spezifitat Kilon Spezies Isotyp Konjugat | Cat. No.
CD3 145-2C11 Hamster-anti-Maus | ham-IgG1 | FITC 555274
CD29 Ha2/5 Hamster-anti-Maus | ham-IgM | FITC 555005
CD40 3/23 Ratte-anti-Maus rat-lgG2a | FITC 553790
CD14 rmC5-3 Ratte-anti-Maus rat-lgG1 FITC 553739
CD11b M1/70 Ratte-anti-Maus rat-IgG2b | FITC 553310
CD19 1D3 Ratte-anti-Maus rat-lgG2a | PE 553786
CD69 MIH5 Hamster-anti-Maus | ham-IgG1 | PE 553237
CD11c HL 3 Hamster-anti-Maus | rat-IgG1 FITC 553801
CD45- RA3-6B2 Ratte-anti-Maus rat-lgG2a | FITC 503093
B220

CD49b HM a2 Ratte-anti-Maus rat-lgG1 PE 558759
CD80 16-10 A1 Hamster-anti-Maus | ham-IgG2 | FITC 553768
CD86 GL1 Ratte-anti-Maus rat-lgG2a | PE 553692
I-A* MHCII 10-3.6 | Ratte-anti-Maus rat-lgG1 FITC 553540
Ly-6C RB6-8 C5 Ratte-anti-Maus rat-lgG2b | PE 553128
NK1.1 PK136 Maus-anti-Maus rat-lgG2a | FITC 557391
RT-17 MHCI OX-18 | Maus-anti-Ratte rat-lgG2a | PE 559993
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Die entsprechenden Isotypen wurden parallel als Kontrollen verwendet.

Spezifitat Klon Spezies Isotyp Konjugat | Cat. No.
Isotyp A19-3 Hamster-anti-Maus | ham-IgG1 PE 553954
Isotyp HA418 Hamster-anti-Maus | ham-IgG2 FITC 550056
Isotyp A110-1 Ratte-anti-Maus rat-lgG1 FITC 553924
Isotyp RA3-34 | Ratte-anti-Maus rat-lgG1 PE 553925
Isotyp R35-95 | Ratte-anti-Maus rat-lgG2a FITC 553929
Isotyp R35-95 | Ratte-anti-Maus rat-lgG2a PE 553930
Isotyp 30-F11 Hamster-anti-Maus | CD45 FITC 553079
Isotyp 30-F11 Hamster-anti-Maus | CD45 PE 553081
Isotyp G235-1 Hamster-anti-Maus | ham-IgM FITC 553960
Isotyp A95-1 Ratte-anti-Maus rat-lgG2b FITC 556923
Isotyp R35-95 Ratte-anti-Maus rat-lgG2b PE 553989

2.1.9.2. konjugierte Antikérper mit paramagnetischen MikroBeads

Alle MikroBeads stammen von der Firma Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (Deutschland).

MikroBeads Isotyp Klon
Anti- Maus CD11c ham IgG1 N418
Anti-Maus CD4 rat IgG 2b L3T4
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2.1.9.3. Antikorper fiir die immunhistologische Farbung

Die Gefrierschnitte wurden vor der Farbung mit entsprechenden Antikérpern markiert.

Erstantikérper Hersteller
Ratte anti-Maus CD4 (GK1,5), Monoklonal Santa Cruz

Biotechnology, Oregon (USA)
Kaninchen anti-Maus CD3, Polyklonal Abcam, Cambridge (England)
Ratte anti-Maus CD8a (53-6,7), Monoklonal AbD Serotec,

Oxford (England)
Kaninchen anti-Chromogranin A, Polyklonal Abcam, Cambridge (England)

Zweitantikorper

Biotinylierter Affinitdt aufgereinigte Maus anti-Ratte 1gG | Vector Laboratories,
(H+L) Burlingame (USA)

Kaninchen anti-Maus IgG Peroxidase (HRP) DakoCytomation,
Glostrup (Danemark)

2.1.9.4. Selektions-Antikorper

Zur Selektion von Zellpopulationen wurden Isolationskits der Firma Miltenyi Biotec,
(Deutschland) verwendet. Bei nicht konventionell vorhandenen Kits wurden die Zellen indirekt
mit Biotin markiert. Dazu wurden Biotin-markierte Antikérper der Firma BD Biosciences,
Heidelberg (Deutschland) und anschlieRend anti-Biotin-MikroBeads der Firma Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach (Deutschland) verwendet.

Pan-T-Zell Isolationskit:

Bestehend aus:

- Cocktail aus Biotin-konjugierten, monoklonalen Antikérpern gegen CD11b (Mac-1;
Ratte 1gG2b), CD45R (B220; Ratte 1gG2a), CD49b (DX5; Ratte IgM) und Ter-119
(Ratte 1IgG2b).

- Anti-Biotin MikroBeads: Monoklonale Anti-Biotin-Antikdrper, konjugiert mit kolloidalen
super-paramagnetischen MikroBeads (Klon: Bio3-18E7.2; Maus IgG1)

Maus IFN-y Sekretionsproben und Detektionskit:

Bestehend aus:
- Fang-Reagenz: Gegen Maus IFN-y (Ratte 1IgG1) gerichtete Antikérper, konjugiert mit
gegen CD45 (Ratte IgG2b) gerichtete Maus-Antikérper
- Antikdrpererkennung: Gegen Maus IFN-y (Ratte IgG1) gerichtete Antikdrper, konjugiert
mit PE gegen MikroBeads.
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- Gerichtete Antikérper (PE): Monoklonale Maus-Anti-PE-Antikérper (Maus 1gG1),

konjugiert mit kolloidalen super-paramagnetischen MikroBeads.

2.1.10. Primer

Die Primer stammen von TIB Molbiol Syntheselabor, Berlin (Deutschland).
Zur Untersuchung der HLA-Phanotypen von transgenen Ret/Cal-Mausen und Kontrolltieren

wurden die folgenden humanen und murinen Primer-Sequenzen verwendet.

Bezeichnung Sequenz
retcal-Maus-fw 5’-GCA-CAG-GAG-CCG-CTG-CCC-AGA-TCA-AGA-GTC-AC-3’
retcal-Maus-rev 5’-CAG-GAG-CTA-TGG-TCC-AGG-CTC-CGG-TTA-AGG-3’

mur RET se 5-GACGCCCCTGAGGAG-3’
mur RET as 5-AGCCGTGTACGGTAGACG-3’
hu RET se 5-GACGCCCCTGAGGAG-3’

hu RET as 5-CCGTGTGCGGTACGTG-3’

2.1.11. Peptide

2.1.11.1. Murine CgA-Peptide

Mit Hilfe eines computerbasierten Algorithmus (www.syfpeithi.de) wurden sechs immunogene
Bereiche des Tumormarkers CgA ausgesucht, die sich durch eine hohe Bindungsaffinitat zu
MHC-Klasse-l Molekiilen (H-2K®) auszeichnen. Die Peptide P4 bis P6 unterscheiden sich von
den Peptiden P1 bis P3 durch den Austausch von Aminosduren (Tabelle 1). Diese CgA-
Epitope dienten zur Aktivierung von Tumorantigen-spezifischen CD8-T-Zellen aus den
Lymphknoten und Milzen von immunisierten Mausen. Alle verwendeten Peptide (P1-P6)
hatten eine Lange von acht Aminosauren und stammten von der Firma Glycotope. Die
Reinheit der Peptide lag bei 90 %. Die Peptide wurden in DMSO der Firma Sigma Aldrich,
Deisenhofen (Deutschland) aufgeldst, mit einer NaCl-Losung auf eine Endkonzentration von

1 pg/ul eingestellt und bei -20 °C aufbewahrt.
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. Bindungs . Bindungs
Sequenzen Sequenzen
Peptide a affinitat | cPtide | S€d _affinitat
Peptid2 | CgAgsss |SILRHQNL 14 Peptid 5 | SIYRFQNL 30
Peptid 3 | CgA 124431 |LSEVFENQ 14 Peptid6 | LSEVFENL 24

Tabelle 1: Synthetisierte Chromogranin A-Epitope und ihre Bindungsstarke zu H-2K"

2.1.11.2. Kontrollprotein

Als Kontrollprotein wurde das Humanalbumin der Firma Aventis, Marburg (Deutschland)

verwendet. Das Protein wurde auf eine Endkonzentration von 100 pug/ml eingestellt und im

Kihlschrank aufbewahrt.

2.1.12. Tetramer

Tetramere sind Komplexe, die aus vier gleichen MHC-Klasse-Molekilen bestehen. (Abbildung

4) Jedes Molekil ist mit den entsprechenden Peptidantigenen beladen und tber Biotin- und

Fluorochrom-markiertes Streptavidin aneinander gekoppelt.
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Phycoerythrin

Peptid

E

A

5

Biotin Biotinylierte Stelle

R2M

Abbildung. 4: Aufbau eines MHC Klasse-l Tetramers. (modifiziert, nach
Pittet, MJ. et al, 2001 Intern. Immunopharmakology).
R2M: beta-2-Mikroglobulin; MHC: Histokompatibilitdtskomplex

Die entstandenen peptid-spezifischen MHC-Tetramere kénnen mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert werden. Die MHC-Tetramere konnen stark von spezifischen T-Zell-Rezeptoren
gebunden und stabilisiert werden, was zu einer erhéhten Bindungsaviditat fuhrt. Dadurch
kénnen sie im Gegensatz zu einzelnen MHC/Peptid-Komplexen nicht schnell von der
Oberflache dissoziieren. Mit diesen MHC-Tetrameren kdénnen antigen-spezifische T-Zellen
unabhéngig von ihrem Funktionsstatus direkt sichtbar gemacht und genau im
Durchflusszytometer gemessen werden.

Entsprechend der sechs zur Immunisierung verwendeten CgA-Epitope (P1-P6) wurden fir
diese CgA-Epitope spezifische Tetramere (T1-T6), die mit Phycoerythrin (PE) konjugiert
waren, konstruiert (Glycotope). Als positive Kontrolle diente SIINFEKL (Glycotope). Fir die
Negativkontrolle wurde das humane Tetramer GNLSTCML (Glycotope), mit dem HLA Klasse-I
Allel HLA-A2, eingesetzt.

2.2. Methoden

2.2.1. Versuchstiere

Der Status der transgenen Ret/Cal-Mause wurde durch DNA-Isolierung nach dem

Herstellungsprotokoll (DNeasy, Blood & Tissue Kit) der Firma Qiagen, Hilden (Deutschland)
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und PCR (siehe 2.2.2.2) ermittelt. Die Expression des RET-Genes und damit indirekt die
Bestimmung der Kopienzahl wurde mit Hilfe einer RNA-Isolierung nach dem Herstellungs-
protokoll (siehe DNeasy, Blood & Tissue Kit) der Firma Qiagen, Hilden (Deutschland) und
einer RT-PCR (siehe 2.2.2.3) durchgefuhrt.

Fir die Praparation der Knochenmarkzellen (siehe 2.2.6.1) und die Generierung der

dendritischen Zellen (siehe 2.2.7) wurden Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 verwendet.

2.2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1. Extraktion genomischer DNA aus Mausschwéanzen

Zur Genotypisierung von Mausen wurden diese kurzen Gewebestlicke der Schwanzspitze
abgeschnitten, mit 180 pl Lysepuffer und 20 pl Proteinase K versetzt und anschlieRend mit
einem Polytron Homogenisator (PT 2100 Polytron) der Firma Kinematica AG fiir 30 Sekunden
bei maximaler Geschwindigkeit homogenisiert. Die Gewebeproben wurden fir 1,5 Stunden bei
56°C unter Schitteln inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Isolierung der DNA-Fragmente nach
Herstellungsprotokoll (DNeasy, Blood & Tissue Kit) der Firma Qiagen, Hilden (Deutschland).

2.2.2.2. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ermdglicht die Amplifikation von definierten DNA-Fragmenten. Das Grundprinzip der
PCR besteht in der enzymatischen Duplikation einer spezifischen DNA-Sequenz. In dieser
Arbeit erméglichte die PCR-Methode die Typisierung genomischer DNA von potentiellen
transgenen Mausen und die Expression verschiedener Gene nach cDNA Synthese durch
reverse Transkription.

Nach der Préparation der DNA aus Mausschwénzen wurden sie in DEPC-Wasser auf-
genommen. Fir die Analyse der PCR-Produkte wurden jeweils 25 pl eines Reaktions-
ansatzes mit 4 pl DNA pipettiert. Anschlieliend wurden 1 ul MgCl, (1 mM), 0,5 ul dNTPs (2,5
mM von je dATP, dCTP, dGTP, dTTP), je 0,5 pl von jedem Primer (retcal-Maus fw und rev,
siehe Abbildung 2.1.10), 5 upl Promega-Puffer, 13,2 ul DEPC-Wasser und 0,3 pl Tag-
Polymerase (5 U/ul) zugegeben. Die PCR wurde in einem T3-Thermocycler (Biometra,

Géttingen) durch-gefihrt, und die Amplifikation erfolgte nach folgendem Programm:

Denaturierung 5 95°C
Denaturierung 1" 94°C
Annealing 1" 57°C 30 Zyklen
Elongation 1" 72°C

Schlussphase 7" 72°C
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Die DNA-Konzentration der Amplifikate wurde mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese auf

einem 1,5 %igen Gel geprift.

2.2.2.3. Real-Time-PCR (RT-PCR)

Diese Methode diente zum quantitativen Nachweis der Genotypen der transgenen Mause und
Kontrolltiere. Die quantitative RT-PCR ist eine Methode zur Bestimmung von DNA Mengen,
die auf der herkdbmmlichen PCR-Methode beruht. Hier kdnnen DNA-Fragmente durch die
Bestimmung von Fluoreszenz, die proportional zur Menge an PCR-Produkten zunimmt,
quantifiziert werden. Diese beruht auf dem Férster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)-Effekt.
Dabei befindet sich ein Donor-Fluorochrom in rdumlicher Nahe eines korrespondierenden
Akzeptor-Fluorochroms (Quencher), was zur Folge hat, dass bei Lichteinstrahlung keine
Fluoreszenz emittiert wird. Bei dieser Arbeit wurden TagMan® Sonden eingesetzt. Bei diesen
Sonden sind Reporter (FAM, 6-Carboxyfluorescein) und Quencher (nichtfluoreszierend) auf
Hybridisierungssonden zu finden, die von der Taqg-Polymerase wéahrend der Synthese des
Gegenstranges abgebaut werden. Dadurch wird die rdumliche Nahe aufgehoben und die
Fluoreszenz kann gemessen werden.

Die Reaktionen aus 10 yl TagMan® Master Mix (Polymerase, Transkriptase, Nukleotide und
Magnesium), 0,4 pul 6FAM Sonde (10 M) und je 0,4 ul murinen und humanen spezifischen
Primern (10 yM), 7,8 pl DEPC-Wasser und 1 pyl cDNA wurden in einem Volumen von 20 pl in
96 Well-Platten eingesetzt und in Zweifachanséatzen bestimmt. Die Datenauswertung erfolgte

mit Hilfe des Computerprogramms Microsoft Excel.

2.2.3. Zellbiologische Methode

2.2.3.1. Zellkultur

Fir die Zellkulturarbeiten wurden ausschlieRlich sterile GefalRe, Puffer und Kulturmedien
verwendet. Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C, mit 5 % CO, und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % inkubiert. Wachstum und Morphologie der Zellen wurden
taglich mit dem Mikroskop DM IL von Leica, Bernstein (Deutschland) untersucht.

Die Bestimmung von Zellzahlen erfolgte mit Hilfe der Neubauer-Zdhlkammer nach Trypan-

blau-Farbung.

2.2.3.2. Kultivierung der Zelllinien mPC und mMTC

Um zu untersuchen, ob die aktivierten T-Lymphozyten selektiv gegeniiber ausgewahlten

Tumorzellen zytotoxisch sind, wurden mPC (Tischler A., Boston USA) und mMTC (ATCC:

CRL 1806) als Zielzellen verwendet. Je 2x10° Zellen wurden in 175 cm?
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Gewebekulturflaschen der Firma Greiner-bio-One, Frickenhausen (Deutschland) in einem
Volumen von 25 ml mit mMTC- oder mPC-Medium (siehe 2.1.6) im Brutschrank BBD 6220

von Heraeus Instruments, Hanau (Deutschland) kultiviert.

2.2.3.3. Passagieren von Zellen

Die adherenten mPCs wurden mit PBS gewaschen und mit 2 ml Accutase (PAA Laboratories,
Pasching, Deutschland) 10 min bei 37 °C inkubiert, danach mit Accumax (PAA Laboratories)
vereinzelt. Die vereinzelten Zellen wurden in frischem RPMI 1640 Kulturmedium auf-
genommen, und mit 8x10* Zellen/ml in 175 cm? Gewebekulturflaschen (Greiner-bio-One,
Frickenhausen (Deutschland) subkultiviert.

Parallel dazu wurden die nicht adherenten mMTC geerntet, mit PBS gewaschen und wie die

mPC weiterverarbeitet.

2.2.3.4. Passagieren von Suspensionskulturzellen

Suspensionskulturzellen wurden fir 5 Minuten bei 300 x g und 4 °C, zentrifugiert und
anschlieRend mit PBS gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in
RPMI 1640-Kulturmedium resuspendiert und nach Einstellung der Zellzahl (6x10* Zellen/ml)

weiterkultiviert.

2.2.3.5. Zahlen von Zellen

Es wurden aus der entsprechenden Zellsuspension je 10 yl abgenommen und in ein 150 pl
Eppendorf-Tube mit 100 ul Trypanblau Uberfihrt. Anschliefend wurden 16 ul der Zell-

suspension abgenommen und auf eine Neubauer-Zdhlkammer aufgetragen und gezahit.

2.2.3.6. Isolation von Subpopulationen mittels Mikrobeads

Das zur Zellseparation eingesetzte System (MACS®-System der Firma Miltenyi von Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) beruht auf der magnetischen Zellsortierung (Magnetic Cell
Sorting). Je nach Protokoll wurden bestimmte Zellpopulationen mit monoklonalen Antikérpern
oder mit Biotin konjugierten monoklonalen Antikérpern, die mit paramagnetischen
Mikropartikeln gekoppelt sind, markiert. Zu den mit Biotin markierten Zellpopulationen wurde
zusatzlich ein Sekundarantikorper (anti-Biotin-Mikrobead) hinzugegeben. Die Zellen wurden
nach Inkubation bei 4 °C und einem Waschschritt mit MACS-Puffer auf Trennsaulen (MACS
MS- oder LS-Saule, Miltenyi Biotec), die am MACS-Separator (starker Magnet) fixiert sind,

gebracht. Die markierten Zellen wurden durch diesen Saulenlauf am Magneten der MACS-
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Saulen zurickgehalten, wahrend die unmarkierten Zellen die Saule passierten. Die
Trennsaulen wurden vor Zugabe der Zellsuspensionen und nach Durchlauf der unmarkierten
Zellen dreimal mit MACS-Puffer gespult. Die markierten Zellen konnten nach Entfernung des

Magnetfeldes mit einem bestimmten Volumen an Puffer eluiert werden.

2.2.3.7. Phéanotypische Analysen der Zellen

Die Untersuchung von Oberflachenantigenen wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie
durchgefiihrt. Das FACS-Calibur Gerét (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) ist mit zwei
Lasern ausgestattet, einem blauen 488 nm- und einem roten 635 nm-Laser. Der blaue Laser
diente der Anregung der Farbstoffe Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC, Emya: 519 nm) und
Phycoerythrin (PE, Empya: 578 nm), mit dem roten Laser wurde der Farbstoff Apo (APC)
angeregt. Bei der Farbung wurden die Zellen mit einer Fc Block-L&sung (Miltenyi Biotec) fir
30 Minuten, bei 4 °C zur Verringerung unspezifischen Bindungen, vorinkubiert und
anschliefend 20 Minuten mit den entsprechenden Antikdrpern behandelt. Fir die Analyse
wurden jeweils 1x10° Zellen auf der Basis von Vorwérts- und Seitwartsstreulicht ausgewahit.

Die Daten wurden mit der Cell-Quest-Pro-Software gemessen und ausgewertet.

2.2.3.8. Kryokonservierung von Zellen

Die Phaochromozytom- und die medulldren Schilddrisenkarzinomzellen wurden fur die
Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Zum Einfrieren wurden die Zellen, die
sich in der Wachstumsphase befanden, geerntet und 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert.
AnschlieRend wurden die Zellen in 1 ml Einfriermedium (siehe 2.1.5) resuspendiert, auf eine
Konzentration von 3x10° Zellen/ml eingestellt und in Kryoréhrchen (Nunc, Wiesbaden)
Uberfuhrt. Die Kryoréhrchen wurden dann in einer Einfrierbox von Nalgene® Labware, (USA)

bei -80 °C eingefroren und am nachsten Tag in den fliissigen Stickstoff Uberfihrt.

2.2.3.9. Auftauen von Zellen

Fur die Kultivierung wurden die eingefrorenen Zellen aus dem flissigen Stickstoff entnommen
und direkt in 15 ml frisches, auf 37 °C erwadrmtes RPMI-Kulturmedium Uberfuhrt. Nach einer
Zentrifugation wurden 6x10* Zellen/ml in entsprechendem Kulturmedium in eine 75 cm?
Gewebekulturflasche gegeben, und bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit im

Brutschrank BBD 6220 von Heraeus Instruments, Hanau (Deutschland) kultiviert.
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2.2.4. Durchflusszytometrische Analyse von Zellpopulationen

Die durchflusszytometrische Analyse dient der simultanen Quantifizierung verschiedener
Zelloberflachenmarker. Diese FACS-Gerate (fluorescence-acitvated-cell-sorter) verfiigen
neben der Analyse (Abbildung 5) auch Uber die Fahigkeit, verschiedene Subpopulationen
anhand der morphologischen Parameter GréRe und Granularitdt zu unterscheiden. Das
Prinzip der durchflusszytometrischen Analyse beruht darauf, Zellen einzeln nacheinander
durch einen Laser zu fihren und Gréle und Granularitdt sowie gebundene Fluorochrome zu
messen. Diese emittieren dadurch in Abhangigkeit ihrer Eigenschaften Signale, die mittels
entsprechender Lichtdetektoren gemessen werden. Dabei wird das monochromatische Licht
des Lasers beim Auftreten auf die Zellen abgelenkt. Das Seitwartsstreulicht (Side scatter,
SSC) stellt ein Maly fir die Granularitdt der Zellen dar, wohingegen das Vorwartsstreulicht
(Forward scatter, FSC) Informationen Uber die relative Grofe der Zellen liefert. Die Epitope
auf der Zelloberflache kénnen durch Fluorochrom-markierte Antikérper sichtbar gemacht

werden. Dadurch kénnen die Zellen anhand von Oberflachenmarkern quantifiziert werden.
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Abbildung. 5: Detektor und Identifizierung eines FACS-Gerétes

2.2.41. Antikorperfarbung von Molekiilen auf der Zelloberflache

Im Verlauf der Arbeit wurden Oberflachen-Farbungen an Zellen durchgefiihrt, um sie
anschliefend durchflusszytometrisch zu charakterisieren. Vor der Antigenfarbung wurden die

gereinigten Zellen mit Fc-Block-Reagenz (1:10 verdinnt) von Miltenyi Biotec, (Bergisch-



2. Material und Methoden 25

Gladbach) behandelt, um die unspezifischen Bindungen zu verringern. Hierbei wurden je
1x10” Zellen/ml in kalten MACS-Puffer aufgenommen und 10 pl Fc-Block-Reagenz
hinzugegeben. Die Zellsuspension wurde fur 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach wurden
die Zellen mit den entsprechenden Oberflaichenmarkern (siehe 2.1.9.1) in einer Konzentration
von 3x10* Zellen/pl eingestellt, und fiir weitere 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Zellen wie in 2.2.3.4 weiterverarbeitet und spater mit Hilfe des FACS Calibur von

BD, Biosciences, Heidelberg, (Deutschland) gemessen.

2.2.5. Organentnahme

Die Mause wurden in einer CO,-Kammer getdtet. Oberschenkel und Tibias sowie Milzen
wurden entnommen und sofort in kaltes PBS (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) tberfuhrt.
Die Praparation der Einzelzellsuspensionen erfolgte sofort nach Transfer aus der
Tierversuchsanlage (TVA) der Heinrich-Heine Universitat.

Zur Analyse der Immunisierungsexperimente wurden aus transgenen Ret/Cal-Mausen die
Milzen, die inguinalen Lymphknoten, das Blut, die Schilddrise und die Nebennieren
entnommen. Die Milzen und die Lymphknoten wurden in kaltes PBS Uberfuhrt, das Blut
kaltgestellt, die Schilddriise und die Nebennieren in Gewebeschalen (Tissue-Tek®, Cryomold®,
der Firma Sakura Finetek, Zoeterwoude, (Niederlande) in ein Polyvinylalkohol und Carbo-
Wachs enthaltendes Medium (Tissue-Tek®, OCT Compound) eingebettet und in Fliissigem
Stickstoff vorsichtig eingefroren.

Zur Untersuchung der in Ret/Cal-Mause injizierten Tumorzellen (mPC und mMTC) wurden
Leber, Lunge und Muskeln enthommen, wie oben beschrieben in Gewebeschalen gebracht

und mit OCT-Medium eingefroren.

2.2.6. Isolation von Knochenmark- und Lymphknotenzellen sowie
Splenozyten

2.2.6.1. Praparation von Knochenmarkzellen

Tibias und Femurknochen wurden freiprapariert und die Zellen mit einer 5 ml Spritze (Kaniile:
29G) mit 5 ml RPMI 1640 Kulturmedium von Invitrogen, Karlsruhe (Deutschland) ausgespuilt.
Die Zellsuspension wurde mit einem 70 ym Separationsfilter (Cell Stainer, BD Biosciences)
filtriert und in einem 50 ml Falcon-Réhrchen gesammelt. Die Zellen wurden einmal mit PBS
gewaschen. Durch Zugabe von 5 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer und einer 10minttigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Erythrozyten entfernt. Die Zellen wurden erneut
mit PBS gewaschen und die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt.

Abschliefend wurden die Zellen in DC-Medium (siehe 2.1.6) aufgenommen, auf eine Zellzahl
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von 1x10° Zellen/ml eingestellt und fiir die folgenden Tage bei 37 °C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert.

2.2.6.2. Préaparation von Splenozyten

Zur Gewinnung von Einzelzellsuspensionen wurden die Milzen in einem 100 um Sieb in der
Petrischale mit der Riickseite eines Spritzenstempels unter leichtem Druck zerrieben. Die
entstandene Zellsuspension wurde mit PBS Uber ein 100 um Sieb in eine 50 ml Falcon-Tube
transferiert. Die Zellen wurden gewaschen und die Erythrozyten durch Zugabe des Erylyse-
Puffers entfernt. Anschlie3end wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt und
die Zellen, wie in 2.2.3.3 beschrieben, ins IL-2-Medium (siehe 2.1.6) aufgenommen und im

Brutschrank inkubiert.

2.2.7. Generierung von dendritischen Zellen

Die Einzelzellsuspensionen aus dem Knochenmark von Femuren und Tibias (siehe 2.2.6.1)
und der Milz (siehe 2.2.6.2) wurden nach drei Tagen Inkubation geerntet und gezéhlt. Die aus
Monozyten ausdifferenzierten DCs wurden mit CD11c-Mikrobeads von Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach (Deutschland) auf den Oberflichenmarker CD11¢c (N418) selektioniert.
Der Zellpopulation wurden zur Markierung von DCs, pro 1x10” Zellen jeweils 40 ul MACS-
Puffer und 10 pl CD11c Mikrobeads zugegeben. Die Zellen wurden wie in 2.2.3.4
beschrieben, weiterprozessiert.

Vor und nach der Selektion von positiven CD11c-Zellen wurde ein Teil der Zellen zur
phanotypischen Analyse von Einzelzellpopulationen abgenommen. Die restlichen CD11c-
Zellen wurden in supplementietem DC-Medium (siehe 2.1.6) aufgenommen, auf eine
Endkonzentration von 8x10* Zellen/ml Kulturmedium eingestellt und bei 37 °C, 5 % CO, und
95 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Nach einer weiteren dreitdgigen Inkubation
wurden die Zellen mittels Zell-Schaber geerntet, gewaschen (siehe 2.2.3.2) und gezéahlt. Ein
Teil der Zellen wurde zur Phanotypisierung enthommen. Die restlichen Zellen wurden, wie in

2.2.3.3 beschrieben, weiterprozessiert.

2.2.8. Beladen von dendritischen Zellen

Die reifen DCs wurden am sechsten Tag geerntet und mit MACS-Puffer gewaschen. Danach
wurden sie dreimal mit je 10 ml NaCl-Lésung gewaschen und anschlieend mit je 100 ug des
jeweiligen Chromogranin A Peptides fiir eine Stunde bei 37 °C (Brutschrank) inkubiert. Die

Konzentration der beladenen DCs wurde auf 2x10* Zellen/ul in physiologischem NaCl der
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Firma Braun, Melsungen (Deutschland) eingestellt und auf eine 0,5 ml Insulinspritze (Braun)

aufgezogen.

2.2.9. Immunisierung von Mausen

Die Immunisierung der Mause erfolgte inguinal. Dazu wurden die transgenen Ret/Cal-Mause
in drei Gruppen aufgeteilt: so wurde die erste Gruppe mit DCs, die zuvor mit allen sechs CgA-
Peptiden (P1-P6) beladen wurden, immunisiert. Der zweiten Gruppe wurden DCs, die mit den
physiologischen CgA-Peptiden (P1-P3) beladen wurden, verabreicht. Diese Peptide wurden
aufgrund ihrer hohen Bindungsaffinitat zu H-2K® ausgewahlt. Die dritte Gruppe wurde mit DCs,
die mit Aminosaure-veranderten Peptiden (P4-P6) gepulst waren, behandelt. Bei diesen
Peptiden handelte es sich um Peptide, die sich um eine bzw. zwei Aminosduresequenzen von
den physiologischen Peptiden unterschieden und dadurch noch héhere Bindungsaffinitaten
aufwiesen. Als Kontrolle wurden weitere transgene Ret/Cal-Mause verwendet, deren DCs mit

100 pg Humanalbumin beladen wurden.

2.2.10. Herstellung der Einzelzellsuspension aus T-Lymphozyten

Die aus immunisierten transgenen Ret/Cal-Mdusen enthommenen inguinalen Lymphknoten
wurden in einem 100 ym Sieb in der Petrischale mit der Riickseite eines Spritzenstempels
unter leichtem Druck zerrieben. Die entstandene Zellsuspension wurde mit PBS Uber ein 70
pm Sieb in eine 50 ml Falcon-Tube transferiert. AnschlieRend wurde die Zellzahl mittels
Neubauer-Zdhlkammer bestimmt, die Zellen wurden dann ins MACS-Puffer aufgenommen

und wie in 2.2.16 weiterprozessiert.

2.2.11. Isolation und Kultivierung von T-Zellen

Zur lIsolation von T-Zellen wurden Milzen aus immunisierten transgenen Ret/Cal-Mausen
entnommen und die T-Zellen mittels magnetischer Zellseparation (MACS) aufgereinigt und,
wie in 2.2.3.4 beschrieben, weiterprozessiert. Die Einzelzellsuspension wurde gesammelt und
5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nach einem Waschschritt mit reinem PBS wurden die
Erythrozyten mit Hilfe von Erythrozyten-Lyse-Puffern entfernt. Die Zellen wurden erneut
gewaschen und die Zellzahl bestimmt. Mit Hilfe des Pan T-Zell-Isolationskits (siehe 2.1.9.4)
und des MACS®-Systems der Firma Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach (Deutschland) wurden
die T-Zellen isoliert. Hierbei wurden 1x10’ Milzzellen in 40 pl MACS-Puffer resuspendiert und

10 ul biotinylierter Antikérper zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei 4 bis
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8 °C wurden den Zellen 30 yl MACS-Puffer und 20 pl Anti-Biotin MikroBeads zugegeben.
Nach einer weiteren Inkubation von 15 Minuten bei 4 bis 8 °C wurde die Zellsuspension, wie in
2.2.3.3 beschrieben, weiterverarbeitet.

Fiur die Tetramer-Analyse wurden je 2x10° T-Zellen pro Milz entnommen und in zwei
Fraktionen aufgeteilt. Eine Zellfraktion wurde mit den entsprechenden Peptiden gepulst, die
andere diente als Kontrolle und blieb unbehandelt. Die Zellen wurden in 1 ml IL-2-Medium
(siehe 2.1.6) aufgenommen, auf einer 24 Well-Platte fir zwei Tage bei 37 °C, 5 % CO, und 95
% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Die restlichen Zellen wurden mit zusatzlichen CD4

MikroBeads auf CD8-T-Zellen isoliert und wie in 2.2.4.4 weiterprozessiert.

2.2.12. Isolation und Kultivierung von CD8-T-Zellen

Die Gewinnung von antigenspezifischen CD8" T-Zellen aus frisch selektionierten T-
Zellpopulationen wurde nach Herstellerangaben mit Hilfe von CD4 (L3T4) MikroBeads von
Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach (Deutschland) durchgefiihrt. Hierbei wurden die Zellen mit
90 pl MACS-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 10 yl CD4 Mikrobeads erfolgte eine 15-
mindtige Inkubation bei 4 bis 8 °C. Anschliefend wurden die Zellen, wie in 2.2.3.4
beschrieben, weiterverarbeitet. Die CD8-T-Zellen wurden aufgefangen und mit MACS-Puffer
gewaschen. Die T-Zellen wurden gezahlt, ins IL-2-Medium (siehe 2.1.6) aufgenommen, mit
den verschiedenen CgA-Epitopen beladen und bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit

im Brutschrank flr einen Tag kultiviert.

2.2.13. Selektion von Interferon-gamma sezernierenden CD8" T-Zellen

CD8-T-Zellen wurden nach einem Tag Kultivierung geerntet, gewaschen und gezéhlt. Die
Isolation von IFN-y-sezernierenden CD8" T-Zellen erfolgte nach Herstellerprotokollen mit Hilfe
des Maus IFN-y Sekretionskits (siehe 2.1.9.4) und des MACS®-Systems von Miltenyi Biotec,
Bergisch-Gladbach (Deutschland). Dabei wurde zuerst ein IFN-y-spezifisches Reagenz
zugegeben, das an Zelloberflachen der T-Zellen anheftet. Die Zellen wurden in 37 °C warmen
Kulturmedium (komplettes Kulturmedium) aufgenommen, in Rotation mittels eines Rotators
(MACSmix™ Tube Rotator, Miltenyi Biotec) versetzt und 45 Minuten bei 37 °C inkubiert, um
so die Sekretion von IFN-y zu ermdglichen. Das sekretierte IFN-y bindet an das Fang-
Reagenz auf den positiv sezernierenden Zellen. Diese Zellen wurden durch Zugabe des
sekundaren Antikérpers (siehe 2.1.9.4) markiert. Uber MS-Magnetsdulen (Miltenyi Biotec)
wurden dann die IFN-y-produzierenden CD8" T-Zellen aufgefangen, gesammelt und

weiterverarbeitet.
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2.2.14. Messung der zytotoxischen Aktivitat

Fur die Untersuchung der spezifischen Lyse durch IFN-y-produzierende CD8" T-Zellen wurde
der ,Chrom-Freisetzungsversuch“ verwendet. Der Chrom-Freisetzungsversuch dient dem
Nachweis der Zytotoxizitat von Effektorzellen. Hierzu wurden als Zielzellen Phdochromozytom
und medulldre Schilddriisenkarzinomzellen mit radioaktivem Chrom®' (°'Cr) markiert. Als
Effektorzellen dienten die in vivo aktivierten IFN-y-produzierenden CD8" T-Zellen. Die
markierten Tumorzellen konnten dann mit den Effektorzellen kokultiviert werden. Nach
definierten Inkubationszeiten bei 37 °C wurde ein Teil des Kultur-Uberstandes abgenommen
und die Radioaktivitdt gemessen. Die Radioaktivitat ist umso hdéher, je mehr Tumorzellen
abgestorben sind, wodurch die aufgenommene radioaktive Substanz freigesetzt wird. Fir die
Kokultivierung wurden 1x10° mPC bzw. mMTC geerntet, gewaschen und mit 100 pl Chrom®’
fir eine Stunde im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Tumorzellen
zweimal mit 5 ml PBS gewaschen, gezahlt und je 5x10° mPC / Well in einer 96-Well
Spitzboden-Platte verteilt. In einem Endvolumen von 200 pl mit IL-2- (R&D Systems,
Wiesbaden) supplementierten Kulturmedium wurden die Effektorzellen in verschiedenen
Konzentrationen (50:1; 25:1) zugegeben und kokultiviert. Alle Ansatze erfolgten als Triplet. Als
Kontrollen wurden die Zielzellen in IL-2-Medium (Negativkontrolle), mit 0,5 N HCI oder 10 %
Tween 20 (Positivkontrolle) im Kulturmedium ausgeséat und inkubiert. Parallel dazu wurden
Ansétze mit MHC-Klasse-| Antikérper-Blockierungen durchgefiihrt, indem 10 pl gegen H-2K"
gerichtete Antikdrper zugegeben wurden. Dabei soll der an das H-2K® bindende Antikérper
verhindern, dass die T-Zell-Rezeptoren von CgA-spezifischen, IFN-y-produzierenden CD8"-T-
Zellen, MHC-Peptid-Komplexe erkennen und dadurch die Zielzellen lysieren. Zur Kontrolle
wurden zusatzlich mMTCs, die CgA exprimieren, aber ein anderes MHC-Molekiil (H-2K?) als
die mPC vorweisen, eingesetzt.

Nach einer Inkubationszeit von 16 Stunden wurden 100 pl des Kultur-Uberstandes aus jeder
Well-Platte entnommen und die Radioaktivitdit am Gamma-Counter der Firma Wallak,
(Finnland) bestimmt. Da der Anteil der Radioaktivitat in Bezug zur Anzahl der lysierten Zellen
steht, kann die prozentuale spezifische Lyse der Ansatze nach folgender Formel berechnet

werden:

Experimentelle Freisetzung — spontane Freisetzung
% zytotoxische Aktivitat = , . , * 100
maximale Freisetzung — spontane Freisetzung

Dabei wurden die Mittelwerte der gemessenen Triplikate + Standardabweichung angegeben.
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2.2.15. Blockierungsanalysen (Cold Target Assay)

Um zu untersuchen ob die in vivo aktivierten CgA-spezifischen und IFN-y-produzierenden
CTLs fahig waren, Phdochromozytomzellen in vitro zu lysieren, indem sie die exprimierte
CgA-Epitope erkennen, wurde die Blockierungsanalyse (Cold Target Assay) angewandt.
Dabei dienten 1x10* DCs, die mit 50 ug des jeweiligen CgA-Epitopes beladen waren, als kalte
und 1x10* radioaktiv markierte Phaochromozytomzellen als heiRe Zielzellen. mMTC, die
ebenfalls den MHC-Typen H-2K® tragen, dienten als heiRe negative Kontrolle, die von den
Effektorzellen nicht lysiert werden sollten. Zum Beweis der MHC-vermittelten Lyse wurden
Ansatze mit MHC-Klasse-l blockierenden Antikérpern durchgefihrt, indem 0,5 mg/ml des
gegen H-2K" gerichteten Antikérpers hinzugegeben wurden. Zusétzlich wurde zum Beweis der
Peptid-spezifischen Lyse ein Ansatz durchgefiihrt, in dem DCs mit dem humanen Peptid
GNLSTCML (Calcitonin) beladen wurden. Die Proben und die anschlieRende Messung der
zytotoxischen Aktivitat der Effektorzellen erfolgten geman 2.2.14.

2.2.16. Tetramer-Analysen

Bei dieser Methode handelt es sich um die Quantifizierung von Tumorantigen-reaktiven CD8-
T-Zellen als Antwort auf die Immunisierung.

Entsprechend der sechs zur Immunisierung verwendeten Epitope des Tumormarkers CgA
(P1-P6) wurden fiur die CgA-Epitope konstruierte, spezifische Tetramere (T1-T6) der Firma
Glycotope, Heidelberg (Deutschland) verwendet. Fir die unspezifische Farbung wurde ein
humanes Tetramer (GNLSTCML; H-2K") eingesetzt. Als positive Kontrolle dienten die T-Zellen
von TCR transgenen OT-1 Mausen (siehe 2.1.8.2). Diese Méause besitzen eine immunogene
Spezifitat fur ein Ovalbumin-spezifisches Tetramer (SIINFEKL; H-2K").

Fir das Experiment wurden 1x10° Lymphknoten- (siehe 2.2.10) und in vitro aktivierte T-Zellen
(siehe 2.2.12) verwendet. Die Zellen wurden gewaschen, mit Fc-Block-Reagenz inkubiert, und
mit 10 pmol/ml des entsprechenden Tetramer fliir eine Stunde bei 4 °C gefarbt. Danach
wurden die T-Zellen mit einem FITC-konjugierten Antikérper gegen CD8a fliir 20 Minuten bei 4
°C inkubiert und anschlieBend mit Waschpuffer (siehe 2.1.5) gewaschen. Kurz vor der
Analyse im Durchflusszytometer wurden die T-Zellen mit 1 mg/ml Propidiumjodid behandelt,
um tote Zellen auszuschliefien. AbschlieBend wurden die T-Zellen mit 2 ml Waschpuffer
(siehe 2.1.5) gewaschen und im FACS-Calibur mit dem Computerprogramm ,Cell-Quest Pro®

gemessen.
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2.2.17. Injektion von neuroendokrinen Tumorzellen

Da die transgenen Ret/Cal-Mause keine Metastasierung aufweisen, wurden ihnen die
entsprechenden Tumorzellen mPC bzw. mMTC verabreicht. Zwanzig Versuchstiere, die mit
DCs, die zuvor mit allen sechs CgA-Epitopen gepulst und immunisiert waren, erhielten je
5x10° mPCs sowohl intravends (n=10) als auch intramuskular (n=10), um die Tumor-
progression und die Infiltrationen von zytotoxischen T-Zellen zu untersuchen. Den Kontroll-

gruppen wurden 5x10® mMTCs appliziert.

2.2.18. Immunhistologie

Mit Hilfe der Immunhistologie ist es mdglich, immunreaktive Strukturen, wie z.B. Proteine auf
oder in Zellen bzw. Gewebe, gegen die Antikérper gebildet werden kénnen, hochspezifisch
nachzuweisen. Dabei werden die entsprechenden zelluldren Antigene im histologischen
Praparat durch die Erzeugung von Antikérper-Farbkomplexen sichtbar gemacht. Das Ziel der
Immunhistologie ist es, entscheidende Hinweise auf das Tumorwachstum und die Infiltration
von zytotoxischen T-Zellen von Leber- und Lungenmetastasen zu finden.

Um den zelluldren Effekt der Immunisierung auf die Tumorzellen zu untersuchen, wurden die
immunisierten M&use vierzehn Tage nach Applikation von Tumorzellen getdtet. Zur Analyse
wurden Nebennieren (n=55), Leber und Muskeln (jeweils n=20) enthommen, in OCT-Medium
von SAKURA Finetek (Niederlande) eingebettet und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die

weitere Lagerung der Organe erfolgte bei -20 °C.

2.2.18.1. Herstellung von Kryogewebeschnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden mittels eines Kryostaten Jung Frigocut 2800 E,
von Leica Microsystem GmbH, Wiesbaden (Deutschland) 7 um dicke Schnitte der o.g.
eingefrorenen Gewebeproben angefertigt, auf Objekttrdger gezogen und bei -20 °C bis zur

Farbung aufbewahrt.

2.2.18.2. Antikorperfarbungen von Kryoschnitten

Die hier verwendete, indirekte ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex) ist ein hoch sensitives
System zum in situ Nachweis von Antigenen. Die Kryoschnitte wurden fur 10 Minuten auf
Raumtemperatur gebracht und weitere 10 Minuten in Aceton bei -20 °C fixiert. Nach einem
Waschschritt mit PBS von funf Minuten wurden die Objekttrdger getrocknet und die
Inkubationsflache der Schnitte durch einen hydrophoben Stift von PAP™-PEN, Bio-Rad

Laboratories, Minchen (Deutschland) eingegrenzt. Nach jeweils 10-mindtiger Inkubation mit
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einem Avidin-, einem Biotin- und einem Peroxidase-Block der Firma DakoCytomation,
(Danemark) zur Blockierung der endogenen Peroxidasen und je zweimal 5 minitige Wasch-
géngen mit PBS folgte eine 30-minltige Inkubation mit 5 % Schweinserum (DakoCytomation),
um unspezifische Bindung des Erstantikérpers zu reduzieren. Danach wurden die Erst-
antikdrper (gegen CD3 gerichtete; gegen Chromogranin A gerichtete, polyklonale Kaninchen,
gegen CD4 bzw. gegen CD8a gerichtete, monoklonale Antikdérper) auf die Schnitte
aufgetragen und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach einem 5-minutigen Waschschritt wurden
die Schnitte mit PBS gewaschen, bevor sie mit einem sekundaren Antikdrper versetzt wurden.
Vor und nach einer halbstiindigen Inkubation mit ABC-Elite-Komplex (1:100 verdinnt,
DakoCytomation), bestehend aus 10 yl Reagenz A (Avidin) und 10 yl Reagenz B (Biotin),
wurden die Schnitte erneut mit PBS gewaschen. Desweiteren wurden die Schnitte mit AEC-
Substratpuffer (DakoCytomation) bei gleichzeitiger Kontrolle am Mikroskop inkubiert. Nach
einem zweiminltigen Waschschritt mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte flr eine
Minute mit Hadmatoxilin 1l von Merck, Darmstadt (Deutschland) gefarbt. Parallel dazu wurde
eine Kontrollfarbung mit DAPI durchgefirht Abschlie®Bend wurde das Uberschissige
Hamatoxlilin mit Leitungswasser entfernt und die Schnitte fir zwei Minuten in destilliertem
Wasser gewaschen. Die Schnitte wurden mit anti-Fading Mounting Medium (DakoCytomation)

Uberdeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

2.2.18.3. Messung der TumorgréRe

Die Tumorgréfle wurde in tumortragenden Tieren bestimmt, um festzustellen, ob das
unkontrollierte Wachstum der Tumorzellen reduziert wurde. Dabei wurden die GréRen der
Tumore von zwei Personen, unabhangig von Messwerten des anderen, dokumentiert. Da es
in den Lebern der Mause zur Entstehung von mehreren Tumoren gekommen war, wurde die
Summe der Tumordurchmesser fir die jeweilige Maus ermittelt. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit Hilfe des Photomikroskops (Nikon Eclips TE300), das Uber eine integrierte Digital
Kamera (DXM1200) verfigt. Dazu wurden die Schnitte der Tumore fotografiert und
digitalisiert. Anschlielend konnten die Tumore auf den Digitalfotos mit dem analytischen

Programm (Leica QWin V3) integriert und ausgewertet werden.

2.2.19. Statistische Auswertung

Die statische Auswertung der Daten erfolgte mit den Computerprogrammen Excel 2003
(Microsoft Corporation, USA) und Prism Version 3 (GraphPad Software Inc., USA). Fir die
Darstellung und Auswertung der FACS-Analysen wurde das Programm WinMDI Version 2.9

(von Joseph Trotter) verwendet. Zur Vorhersage von Peptiden wurde das Programm
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SYFPEITHI von H.G. Rammensee (www.syfpeithi.de) benutzt. Zur Berechnung der

statistischen Signifikanzen wurde der t-test (,paired test*) benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1. Generierung von dendritischen Zellen

Zur Charakterisierung der Zellen wurden direkt markierte Antikérper gegen spezifische
Oberflachenantigene verwendet und eine durchflusszytometrische Messung durchgefinhrt.
Nach Préaparation der Zellen aus den Milzen bzw. dem Knochenmark stellte sich eine
einheitliche Zellpopulation dar (Abbildung 6), wohingegen nach DC-Generierung mehrere
Populationen zu finden waren, die sich in der GréRe (FSC) und ihrer Granularitat (SSC)
unterschieden. Dabei erfolgte die Eingrenzung vitaler Zellpopulationen auf Monozyten der
Ausgangszellen (R1), auf unreifen DC-Populationen nach drei Tagen vor (R2) bzw. nach (R3)
Selektion auf CD11c-positiven dendritischen Zellen, und auf ausgereiften DC-Populationen
(R4) nach sechs Tagen Kultivierung (Abbildung 6). Nach der DC-Isolierung wurde Uberprift,
ob die Zellen eine entsprechende Reinheit erreichten. In den Ausgangszellen wurden 50,19%

Monozyten gemessen.

DC 3d: Selektion DC 3d: Selektion DC 6d: Selektion
Ausgangszellen auf Gesamtzellen auf CD11c auf CD11c nach 3d

023

SSC

FSC

Abbildung 6: Reinheitskontrolle der Monozyten der Ausgangszellen sowie der Zellen nach 3
(3d) bzw. 6 Tagen (6d). Die eingegrenzten Bereiche stellen den Anteil der Monozyten innerhalb der
Ausgangszellen (R1), der DC-Populationen nach 3 Tagen vor (R2) bzw. nach Selektion auf CD11c-
positiven dendritischen Zellen (R3), sowie die ausgereiften DC-Populationen (R4) nach weiteren 6
Tagen Kultivierung.

3.1.1. Phéanotypisierung von Knochenmarkzellen

In den Ausgangszellen konnten sowohl Monozyten als auch insgesamt 41,6 + 3,14 %
Granulozyten (Ly-6C) dargestellt werden. Darlber hinaus wurden folgende Populationen
detektiert: 3,03 + 1,81 % T-Zellen (CD3); 8,73 + 1,82 % NK-Zellen (CD49b) und 16,74 +

2,16 % B-Zellen (CD19) (Abbildung 3.3A). Der Anteil der DCs (CD11c) war mit 0,82 + 0,33 %
entsprechend geringer (Abbildung 7).

Die hohen Expressionen von Zelloberflachenmolekilen Ly-6C (Granulozyten) und CD14
(Monozyten) zeigten eine flir Ausgangspopulationen typische Charakterisierung. Nach der

Praparation wurden die Zellen zur Kultur in GM-CSF aufgenommen.
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Abbildung 7: Charakterisierung von Zelloberflichenmarkern auf Ausgangszellen.
Dargestellt sind die eingegrenzten vitalen Zellpopulationen (ganz links), die zuvor mit den im
Diagramm angezeigten Antigenen (gekoppelt mit FITC oder PE) markiert wurden.

3.1.2. Phénotypisierung von unreifen dendritischen Zellen

Eine phanotypische Analyse der Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie fand am Tag der
Zellgewinnung sowie nach 3 bzw. 6 Tagen Kultivierung statt (Abbildungen 8, 9A und 9B).
Nach dreitagiger Kultur konnte eine Expressionszunahme aller untersuchten DC-spezifischen
Oberflachenantigene (CD80, CD86, CD40, CD11c und der Antigenprasentationsmolekile
(MHC-I und MHC-II) detektiert werden (Abbildungen 8 und 9B), wohingegen eine gleichzeitige
Abnahme der Expression von CD14, CD3, CD49b, CD19 und Ly-6C festgestellt wurde
(Abbildungen 7 und 9A). Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen zeigte, dass der
Anteil an CD11c¢ in der Kultur von 0,02 + 0,32 % auf 12,11 £ 0,52 % (p = 0,003) anstieg. Die
Expression von CD40 stieg von 0,70 £ 0,27 % auf 9,18 £ 0,71 % (p = 0,02) und von anderen
kostimulatorischen Molekilen wie CD80 von 2,62 + 1,23 % auf 7,58 + 1,69 % (p = 0,2) und
CD86 von 8,40 + 1,64 % auf 19,95 + 178 % (p = 0,06). Die Expression der
Antigenprasentationsmolekile MHC-Klasse-I (RT-1A) von 5,45 £+ 1,33 % auf 7,95 £ 1,40 % (p
= 0,08) und MHC-Klasse-Il (I-K*) von 3,63 + 1,05 % auf 11,30 + 1,83 % (p = 0,04). Die
Expressionszunahme von DC-Markern demonstrierte, dass die Knochenmarkzellen nach drei
Tagen in GM-CSF zu unreifen DCs differenziert werden konnten.

Um eine reine DC-Population zu erhalten, wurden die Zellen Uber eine positive MACS-
Selektion auf CD11c-positive Zellen selektioniert. Nach dieser Aufreinigung zeichnete sich im
SSC/FSC-Diagramm eine deutliche DC-Population ab (siehe Abbildungen 8A und B). Die
CD11c-positiven Zellen wiesen héhere FSC- sowie SSC-Werte als vor der Trennung auf, was
auf eine starkere GroéfRRe bzw. Granularitdt hinwies. Der Anteil von CD11c-positiven Zellen
konnte durch die Aufreinigung von 0,82 + 0,33 % auf 30,01 £ 1,25 % erh&ht werden.
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Die Abbildung 8 zeigt die reprasentative Analyse der Oberflachenmarker auf unreifen DC-
Populationen vor (Abbildung 8A) bzw. nach (Abbildung 8B) Selektion auf CD11c sowie auf
ausgereiften DC-Population (Abbildung 8C).
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Abbildung 8: Repréasentative Ergebnisse der Expression von Zelloberflaichenmarkern.
Dargestellt sind die eingegrenzten vitalen Zellpopulationen (ganz links), die zuvor mit den im
Diagramm angezeigten Antigenen (gekoppelt mit FITC oder PE) markiert wurden. Gezeigt werden
unter (A) DCs nach 3 Tagen, (B) DCs nach Selektion auf CD11c-positive Zellen und (C) reife DCs
nach sechs Tagen.



100

3. Ergebnisse 37

Die Abbildung 9 zeigt die Zelloberfladchenanalyse von verschiedenen Zellpopulationen.
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Abbildung 9: Zelloberflichenanalyse von Zellpopulationen. Nach drei Inkubationstagen im
GM-CSF supplementierten Medium und anschlielender Selektion auf CD11c-positive Zellen,
wurden die unreifen DCs fir weitere drei Tage kultiviert. Gezeigt werden unter A und B die
prozentualen Anteile der durchschnittlichen Werte an positiven Zellpopulationen (p < 0,0005).

3.1.3. Oberflachenmarkerexpression von reifen dendritischen Zellen

Nach weiteren drei Tagen Kultivierung konnte erneut eine deutliche Expressionszunahme aller
verwendeten DC-Marker nachgewiesen werden (Abbildungen 8 und 9B). Die Reinheit der
CD11c-positiven DCs lag bei 78,35 + 4,10 %.

Die weiteren Oberflachenmarker, die mit der Reifung von DCs assoziiert sind, zeigten fir das
Glykoprotein CD40 74,22 + 3,48 % auf reifen DCs. Dieses zeigt eine signifikant gréRere
Expressionszunahme im Vergleich zu 0,70 £ 0,27 % (p < 0,001) in den Ausgangszellen. Eine
Steigerung der Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 konnte ebenfalls
nachgewiesen werden: CD80 75,21 + 3,49 % in den DCs gegen 2,62 + 1,23 % in den
Ausgangszellen (p < 0,0005) und fur CD86 84,15 + 3,59 % in DCs gegen 8,40 £ 1,64 % in den
Ausgangszellen (p < 0,0005).
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Zusammenfassend erwies sich die Kultivierung der DCs in GM-CSF als geeignet, um aus
murinen Knochenmarkzellen dendritische Zellen zu generieren und diese nach einer positiven
Selektion auf CD11c-positive Zellen im weiteren Verlauf der Kultur zu reifen DCs zu
differenzieren. Die ausgereiften DCs wurden aufgrund ihrer Fahigkeit T-Zellen zu stimulieren

fur die nachfolgenden Versuche eingesetzt.

3.2. Analyse der CgA-Epitop-spezifischen T-Lymphozyten

Die T-Zellkultur, die zwei Tage mit und ohne 1 pg/ml CgA-Peptide stimuliert worden war,
wurde mit entsprechenden CgA-Epitop-Tetrameren und einem CD8-Antikérper gefarbt. Die
Antigenitdt der CgA-Epitope erfolgte mittels Tetramer-Tests und die Auswertung am
Durchflusszytometer mit Hilfe des Computerprogramms ,Win 2.9% Eine Immunantwort galt als
erwiesen, wenn das Ergebnis der Sensitivitat der Tetramer bindenden CD8" T-Zellen bei mehr

als 1 % lag. Es wurden jeweils mindestens 3000 Ereignisse gemessen.

3.2.1. Tetramer-Analyse der CD8" T-Zellen nach Immunisierung von
Ret/Cal-Mdusen mit einzelnen CgA-Epitopen

Hier wurden die CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen analysiert, die nach Immunisierung

mit den jeweiligen CgA-Peptiden aktiviert worden waren.
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Die folgenden DotPlots (Abbildung 10) stellen die Daten
Tetrameranalyse nach T-Zell-Stimulation mit einzelnen CgA-Peptiden (P1-P6) dar.
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Abbildung 10: Reprisentative Tetrameranalyse von CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen

nach Immunisierung mit einzelnen CgA-Peptiden (P1-P6).

Die Daten zeigen eine

Einzelzellpraparation von T-Zellen aus Milzen. Basierend auf der Lichtstreuung (FSC/SSC) und
mittels Propidiumjodid erfolgte die Eingrenzung vitaler T-Zellpopulationen (R1 und R2). Gezeigt
werden unter (A) die eingegrenzten T-Zellpopulationen R1 und R2 und unter (B und C) die Anteile
der Tetramer-bindenden CD8" T-Zellen (oberer rechter Quadrant).

Es konnte keine signifikante Anzahl an Tetramer-positiven, CgA-spezifischen CD8-T-Zellen

registriert werden. Auffallig

ist,

dass kein signifikanter

Unterschied zwischen den

physiologischen (P1-P3) und den Aminosaure-veranderten (P4-P6) CgA-Epitopen zu sehen

war (Abbildungen 10B und C).
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In Abbildung 11 wurden die Mittelwerte (n = 5) der Tetramer-bindenden CD8" T-Zellen, die

nach Immunisierung mit einzelnen physiologischen CgA-Epitopen (P1-P3) aktiviert wurden,

dargestellt.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse von CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-
Zellen nach Immunisierung von Mausen mit einzelnen physiologischen CgA-Peptide (P1-
P3). Die T-Zellen aus Milzen und Zellen der Lymphknoten wurden mit FITC-Antikérper gegen
CD8a und den jeweiligen Peptid/PE-konjugierten Tetrameren gefarbt und analysiert. Gezeigt wird
der prozentuale Anteil reaktiver CD8"-T-Zellen der Lymphknoten (A), der T-Zellen aus Milzen (B)
und der behandelten T-Zellen aus Milzen (C). Gezeigt werden die durchschnittlichen Werte von
funf individuell analysierten Ma&usen pro Gruppe. (o): physiologische CgA-Epitope; (e):
Aminosauresequenz-veranderte CgA-Epitope und T: verschiedene Tetramere.

Die Analyse der Tetramer (T1) CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen nach Immunisierung
von Mausen mit dem CgA-Epitop P1 ergab einen Anteil von 0,22 + 0,09 % in den LK
(Abbildung 11A, links) verglichen mit 0,25 + 0,25 %; (p = 0,005) in den unbehandelten Milz-
(Abbildung 11B, links) und 0,6+ 0,17 % in den behandelten Milzzellen (Abbildung 11C, links).

Nach Immunisierung mit dem CgA-Epitop P2 lagen die Tetramer (T2) CgA-Epitop-
spezifischen CD8" T-Zellen bei ca. 1,00 + 0,05 % in den LK (Abbildung 11A, Mitte) und 0,12 +
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0,01 % in den unbehandelten Milz-, (p = 0,08) (Abbildung 11B, Mitte) bzw. 0,16 + 0,07 % in
den behandelten Milzzellen (Abbildung 11C, Mitte).

Fur das CgA-Epitop P3 wurden in den LK 0,06 + 0,03 % Tetramer (T3) CgA-Epitop-
spezifischen CD8" T-Zellen detektiert (Abbildung 11A, rechts) im Vergleich zu 0,25 + 0,02 %
in den unbehandelten Milz- (Abbildung 11B, rechts) bzw. 0,16 + 0,07 % in den behandelten
Milzzellen (Abbildung 11C, rechts).

Aus diesen Ergebnissen konnte geschlossen werden, dass die héchsten Werte an CgA-
spezifischen CD8" T-Zellen in den inguinalen LK erzielt wurden (Abbildung 11A). Auffallend
war das sogenannte ,epitop Spreading” mit dem Nachweis von CD8" T-Zellen, die andere
Tumorepitope erkannten. Aufierdem wurden in den unbehandelten Milzzellen die héchsten
Werte von CD8" T-Zellen fir das Tetramer (T4) nach Immunisierung mit dem CgA-Epitop P1,
fur T5 nach Immunisierung mit CgA-Epitop P2 und fir T6 nach Immunisierung mit T3
(Abbildung 11B) detektiert. Diese Epitope (P4-P6) unterscheiden sich um mindestens eine

Aminosauresequenz von den physiologischen Epitopen P1-P3.

Da die Immunisierung mit einzelnen physiologischen CgA-Epitopen (P1-P3) nur eine
schwache Immunantwort liefert, wurde mit AS-verdnderten CgA-Epitopen (P4-P6)

immunisiert, um die Immunogenitat zu verbessern.

Verglichen mit den natlrlichen CgA-Epitopen wurden fir die AS-verdnderten CgA-Epitope die
héheren Werte fiir Tetramer-spezifische CD8" T-Zellpopulationen gemessen (Siehe
Abbildungen 11 und 12).
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Abbildung 12 zeigt die Mittelwerte der Tetramer-positiven CD8" T-Zellen nach Immunisierung

mit einzelnen AS-verénderten CgA-Epitope (P4-P6).

A

T4
CgA-Epitop 4

0.5+

0.0

0.0

Tetramer-positive CD8"T-Zellen [%]

0.0

T6

1.04

0.5

o
oo

1.0

0.5

0 oo
o .

™M T2 T3 T4 T5

T6

0.5

0.0

0.5

0.0

0.5

0.0

CgA-Epitop 5

T5

™

T2

3 T4

T5

T6

-

T

T2

T T4

T5

T6

0.5

T6
CgA-Epitop 6

oo <] o o

0.0

0.5

0.0

™M T2 T3 T4 T5

0.5

0.0

T T2 T3 T4 T5

o

.
o

.
—— o L)

oom - Y

T T2 T3 T4 T5

T6

Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse von CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-
Zellen nach Immunisierung mit einzelnen Aminoséaure-veranderten CgA-Peptiden (P4-P6).
Die Lymphknotenzellen und T-Milzzellen wurden mit dem Antikérper CD8 und den entsprechenden
Tetramere (T1-T6) gefarbt und analysiert. Gezeigt ist der prozentuale Anteil an tetramerpositiven
CD8'-T-Zellen in den Lymphknoten (A), in unbehandelten (B) und in mit CgA-Epitopen
behandelten (C) Milzzellen. (o): physiologische CgA-Peptid; (e): Aminoséure-verdnderte CgA-

Nach Immunisierung mit dem CgA-Epitop P4 waren 0,49 + 0,25 % CD8" T-Lymphozyten fir
das Tetramer T4 in den LK (Abbildung 3.6A, links) und 0,11 = 0,10 % in den unbehandelten
Milz- (Abbildung 12B, links) bzw. 0,52 + 0,12 % in den behandelten Milzzellen (Abbildung 12C,
links) zu finden.
Die Anzahl der CgA-Epitop-reaktiven CD8 T-Zellen fir das Tetramer T5 betrug 0,15 + 0,10 %
in den LK (Abbildung 12A, Mitte), 0,33 + 0,14 % in den unbehandelten Milz- (Abbildung 12B,
Mitte) und 0,34 £ 0,15 % in den behandelten Milzzellen (Abbildung 12C, Mitte).
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Die Ergebnisse zeigten, dass trotz der hohen Bindungsaffinitditen zu MHC-Molekullen keine
signifikanten Anteile an CgA-Epitop-reaktiven CD8" T-Zellen fir die einzelnen Tetramere (T4-

T6) nachgewiesen werden konnten.

Weil die Immunisierung mit einem einzelnen CgA-Peptid sich nur gegen einzelne Antigene
richtet, war es schwierig, aus einem Peptid, grolle Mengen antigenspezifische T-Zellen zu
aktivieren, wurde deshalb mit einem Cocktail aus verschiedenen CgA-Peptiden immunisiert,

zur Induktion einer effizienten Stimulation von antigenspezifischen CD8" T-Zellen.

3.2.2. Tetramer-Analyse der CD8" T-Zellen nach Immunisierung von
Ret/Cal-Mdusen mit einem Cocktail aus drei verschiedenen CgA-
Epitopen

Fur die Immunisierung der Ret/Cal Mause mit gemischten CgA-Peptiden ergaben sich drei
Gruppen:

Gruppe 1 mit einem Gemisch aus den drei physiologischen Epitopen (P1-P3),

Gruppe 2 mit einem Gemisch aus den drei AS-veranderten Epitopen (P4-P6) und

Gruppe 3 wurde mit einem Gemisch aus allen sechs Epitopen (P1-P6) immunisiert.

3.2.2.1. Tetramer-Analyse der CD8" T-Zellen nach Immunisierung mit einem
Cocktail aus drei verschiedenen physiologischen CgA-Epitopen

Nach Immunisierung mit den verschiedenen drei physiologischen CgA-Epitopen (P1-P3) lagen

die Anteile an Tetramer bindenden CD8" T-Zellen zwischen 0 % und 0,8 %.

3.2.2.2. Tetramer-Analyse der CD8" T-Zellen nach Immunisierung mit einem
Cocktail aus drei verschiedenen Aminosaure-veranderten CgA-Epitopen

Nach Immunisierung mit den verschiedenen drei AS-verdnderten CgA-Epitopen (P4-P6)
konnten hingegen bis zu 8,51 % Tetramer positiven CD8" T-Zellen gemessen werden
(Abbildungen 13 und 14).
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Abbildung 13 zeigt die Daten einer Tetrameranalyse nach einer T-Zell-Stimulation mit einem
Cocktail aus drei verschiedenen AS-veradnderten CgA-Epitopen (P4 bis P6).
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Abbildung 13: Reprasentative Tetramer-Analyse von CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen
nach Immunisierung mit drei verschiedenen AS-verdnderten Peptiden (P4-P6). Gezeigt
werden die Prozentzahle in oberen rechten Quadranten an Tetramere bindenden CD8" T-
Lymphozyten. Der Anteil an CgA-Epitopen spezifischen CD8" T-Lymphozyten fiir T4, T5 und T6
wurden ermittelt (B). Neben der Isotypkontrolle (A, links) wurde als Kontrolle der Spezifitdt der
Tetramerfarbung SIINFEKL (H2-Kb) verwendet (A, Mitte). Fur die unspezifische Farbung wurde das
humane Tetramer GNLSTCML verwendet (A. rechts).

Hier konnte eine Expansion von CgA-Epitop-spezifiscnen CD8" T-Zellen von 0,3 % bis zu

8,51 % fur T4 (Bindungswert: 29), von 0,2 % bis zu 7,55 % fur T5 (Bindungswert: 30) und von
0,19 % bis zu ca. 1 % fur T6 (Bindungswert: 24) ermittelt werden (Abbildung 3.7B), verglichen
mit den einzelnen CgA-Epitopen (Abbildung 3.6). Erwartungsgemaf konnten bis zu 95,4 %
SIINFEKL-Tetramer-positiven CD8" T-Zellen ermittelt werden (Positivkontrolle). AuRerdem
konnten keine reaktiven CD8" T-Zellen fir das humane Tetramer (GNLSTCML), welches als
Negativkontrolle diente, detektiert werden (Abbildung 3.7A).

Die Immunisierung mit drei verschiedenen physiologischen CgA-Epitopen lieferte Werte von
CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen zwischen 0,0 % fiir T3 bis 0,1 % fir T1.
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Die folgenden Diagramme stellen die Mittelwerte der detektierten Tetramer-positiven CD8" T-
Zellen fir die physiologischen (P1-P3) und die AS-veradnderten CgA-Epitopen (P4 bis P6) dar.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse CgA-Epitop spezifischer CD8+ T-Zellen
nach Immunisierung von Mdusen mit einem Coctail aus drei verschiedenen Peptiden. Ret/Cal
Mause, die mit je 50 ug/ul CgA-Peptiden [(P1-P3) bzw. (P4-P6)]-gepulsten DCs immunisiert worden
waren, wurden getotet. Die T-Zellen aus Milzen und LK wurden mit FITC-AK gegen CD8a und den
jeweiligen Peptid/PE-konjugierten Tetrameren gefarbt und analysiert. Gezeigt werden reaktiven
CD8+ T-Zellen der LK (A), aus unbehandelten (B) und mit CgA-Epitopen behandelten Milzen (C).
Gezeigt werden die Ergebnisse von flinfzehn individuell analysierten Mausen pro Gruppe. (o):
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Physiologische CgA-Peptidepitope; (e): AS-verdnderte CgA-Epitope.

Die Analyse zeigte, dass die meisten CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen fur die AS-
veranderten Peptide (P4-P6) identifiziert wurden (Abbildung 14, rechts).

Insgesamt wurden 0,10 + 0,07 % CgA-Epitop spezifische CD8" T-Zellen fir T1; 0,11 + 0,05 %
fur T2 und 0,006 + 0,02 % fur T3 in den inguinalen LK detektiert (Abbildung 14A, links). Fir
die AS-veranderten CgA-Epitope konnten 0,82 + 0,13 % fiir T4; 0,20 + 0,08 % fir T5 und 0,10
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t+ 0,06% fur T6 ermittelt werden (Abbildung 14B, links). Fur die natlrlichen CgA-Epitope
wurden keine Tetramer-positiven CD8+ T-Lymphozyten sowohl in unbehandelten als auch in
solchen, die mit CgA-Epitopen behandelt wurden detektiert (Abbildungen 14B und C, links).
Demgegentber wurden fir T4 0,173 + 0,80 %, fur T5 0,42 + 0,22 % und fur T6 0,09 + 0,05 %
reaktive CD8" T-Zellen in unbehandelten Milzzellen (Abbildung 14B, rechts) nachgewiesen. In
behandelten Milzzellen konnten fir T4 1,52 + 0,67 %, fur T5 1,92 + 0,61 % und fir T6 0,19 %
0,01 % tetramer-positive CD8" T-Zellen erkannt werden (Abbildungen 14B und C, rechts).

Zusammenfassend flhrte nur die Immunisierung mit drei verschiedenen AS-veranderten CgA-
Peptiden zur Entwicklung einer Anzahl relevanter CgA-Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen, die

die untersuchten Tetramere (T4-T6) erkennen konnten.

Da die Tetramer-Analyse nur quantitative Informationen Uber T-Zellen liefert und keine
Aussagen Uber die Qualitat der identifizierten T-Zellen macht, wurde im Folgenden auch die
zytotoxische Aktivitat untersucht. Auf diese Weise konnte die Funktionalitdt der CgA-Epitop-
bindenden T-Zellen, aufgrund ihrer Fahigkeit, Phdochromozytomzellen zu lysieren, Uberprift

werden.

3.3. Charakterisierung von Interferon-gamma-produzierenden CgA-
Epitop-spezifischen CD8" T-Zellen

Die Hauptfunktion der CD8" T-Zellen ist neben der Sekretion von Immunregulatoren die
Erkennung und Zerstérung von Virus-infizierten Zellen und Tumorzellen. Die Zerstérung kann
durch Induktion von Apoptose Uber den Perforin-, und Granule-Weg oder tber den Fas-FasL-
vermittelten Signalweg erfolgen (21).

Zur Untersuchung der lytischen Aktivitdt von IFN-y-sekretierenden CTLs wurde ein Chrom-
Freisetzungsversuch durchgefiihrt. Hierzu wurden mPCs als Zielzellen eingesetzt, als
Kontrollzellen dienten mMTCs, bei einem Effektor-Zielzellen-Verhéltnis (E:T) von 25:1. Um die
Spezifitat der CTLs nachzuweisen, wurden die Rezeptoren der MHC-Klasse-I-Molekile durch
Zugabe eines H-2K"-bindenden Antikdrpers blockiert. Uber die Lyseaktivitat der Effektorzellen
sollte herausgefunden werden, ob die in vitro stimulierten IFN-y produzierenden CTLs, die
nach Immunisierung mit den einzelnen CgA-Peptiden (P1-P6) und mit einem Cocktail aus drei
verschiedenen physiologischen (P1-P3) bzw. AS-veranderten CgA-Peptiden (P4-P6) sowie
mit allen CgA-Peptiden (P1-P6) aktiviert wurden, in der Lage waren, die Tumorzellen

abzutéten.
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3.3.1. Lyse von murinen Phaochromozytomzellen durch tumorspezifische,
Interferon-gamma-sezernierende, zytotoxische T-Zellen nach T-Zell-
Stimulation mit allen sechs Chromogranin A Peptiden (P1-P6)

Die Immnusierung mit allen sechs CgA-Epitopen fiihrte zur Entwicklung von IFN*-y-
sezernierenden CTLs, die fahig waren, die mPCs spezifisch zu erkennen und sie am
effektivsten zu lysieren. Eine lytische Aktivitat der IFN*-y-produzierenden CTLs von 58,3 +
17,8 % konnte gemessen werden, die durch H-2K"-Antikérper fast komplett blockiert werden
konnte (7,8 %; p = 0,007). Im Gegensatz hierzu konnte keine signifikante lytische Wirkung von
nicht-aktivierten IFN-y-negativen CTLs nachgewiesen werden (Abbildung 15), wohingegen nur
eine irrelevante lytische Wirkung (2,0 + 1,8 %) von aktivierten IFN-y-positiven CTLs auf

mMTCs (H2-K%) nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 15: Messung der Lyse von CgA-spezifischen IFN-y produzierenden CTLs. Nach
Immunisierung mit allen sechs CgA-Peptiden (P1-P6) wurde die lytische Aktivitdt der aktivierten
IFN” und | IFN -sekretierende CTLs nach Co-Kultierung mit Phdochromozytom-zellen (E:T 25:1)
gemessen. Durch Zugabe von MHC-Block (H-2Kb-Antik<'jrper) wurde die zytotoxische Aktivitat von
CTLs komplett blockiert. Dargestellt sind die Mittelwerte einer Dreifachbestimmung. IFN*: aktivierte
IFN-y in CTLs. IFN": nicht-aktivierte IFN-y in CTL.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass IFN*-y-produzierende CTLs mit einem spezifischen
Iytischen Effekt nur nach Immunisierung mit einem Cocktail aus allen sechs CgA-Peptiden,
d.h. aus den physiologischen sowie auch aus den AS-veranderten Peptiden stimuliert werden

konnten.
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3.4. Blockierungsanalysen (Cold Target Assays)

Um nachzuweisen, dass die Lyse CgA-Epitop spezifisch ist, wurde die Tumorantigenspezifitat
der aktivierten IFN-y sezernierenden CTLs in Chrom-Freisetzungsversuchen analysiert. Dabei
wurde die Blockierungsanalyse (Cold Target Assay) angewandt. Hierzu sollte die Lyse der
radioaktiv markierten mPCs durch Kompetition mit den CgA-Epitopen beladenen, nicht-
markierten DCs gehemmt werden, sofern die IFN-y-positiven CTLs, die von den DCs

prasentierten Epitopen spezifisch erkennen.
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Abbildung 16: Blockierungsanalysen (cold target assays). Zur Mesung der Tumorantigen-
spezifitdt wurden 1x10* DCs, die mit 50 Mg des jeweiligen CgA-Epitopes beladen waren, als kalte
und 1x10* radioaktiv markierte Phaochromozytomzellen als heil3e Zielzellen verwendet. Hierbei
wurden die mit allen sechs CgA-Epitopen stimulierten IFN+ sezernierenden CTLs als Effektorzellen
eingesetzt. P: alle sechs CgA-Epitope (P1-P6), P1 bis P6: CgA-Epitop P1 bis P6.

Es konnte bei allen Proben eine Abnahme der lytischen Aktivitdt von aktivierten CTLs
nachgewiesen werden (Abbildung 16), was auf eine Inhibition der Lyse von mPCs durch
peptidbeladene DCs hindeutet. Dabei lag die Reduktion der Lyse fiir alle sechs CgA-Epitope
gleichzeitig bei 81,2 + 14,2 %. Mit der Ausnahme von CgA-Epitop P1 konnte eine signifikante
Reduktion der Lyse fir alle anderen CgA-Epitope (P2-P6) gemessen werden, wobei die
stérkste Reduktion der Lyse von 53,9 £ 16,3 % beim CgA-Epitop P4 mit der héchsten
Bindungsstérke (29) registriert wurde, was auf eine hohe CgA-Peptidspezifitat dieser T-Zellen
schlief3en lieR. Dieses Ergebnis spricht fur eine CgA-spezifische Erkennung von Tumorzellen
durch CTLs.
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3.5. Chromogranin A-Fédrbung von Gewebeschnitten der
Nebennieren

Mit Hilfe histologischer Farbungen sollten der Expressionsort und die Lokalisation von CgAs in
der Nebenniere nachgewiesen werden. Dabei wurden die Gewebeschnitte der Nebennieren
transgener Ret/Cal-Mausen mit CgA-Antikérpern markiert. Als Kontrolle dienten C57BL/6
Mause.

Abbildung 17: Chromogranin A-Farbung des Nebennierenmarks. Die immunisierten Ret/Cal
Mause wurden getdtet, die Nebennieren entnommen und sofort in flissigen Stickstoff gebracht
und anchlieBend bei -20 °C bis zur Farbung konserviert. Mit Hilfe eines Kryostaten wurden
Kryoschnitte in einer Dicke von 7 um angefertigt. Die Chromogranin A-Farbung von Kryoschnitten
der Nebennieren erfolgte nach ABC-Protokollen (2.2.17.2). Gezeigt ist eine Farbung der Ret/Cal-
Maus (A) verglichen zur C57BL/6 Maus (B) sowie zur Kontrollfarbung (C) VergréRerung, x 40.

Die Abbildung 17 stellt die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung der Nebennieren
dar. Es konnte eine starke CgA-Farbung und dichte Expression dieses prasentierenden
Tumormarkers in Nebennierenmark von Ret/Cal-Mausen detektiert werden (Abbildung 17A),
wohingegen eine sehr schwache CgA-Farbung und diffuse Verteilung des Proteins im
Nebennierenmark von C57BL/6-Mausen zu finden war (Abbildung 17B). Aulerdem war die
Kontrollfédrbung negativ (Abbildung 17C). Diese Ergebnisse lassen auf eine geringe, natirliche
Expression von CgAs in gesunden Geweben schlieen. Sie zeigten auch, dass CgA stark im

Nebennierenmark von Ret/Cal-Mausen Uberexprimiert wird.
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3.6. Immunhistologische Analyse

3.6.1. Analyse von tumorinfiltrierten zytotoxischen T-Zellen

Da durch die intravenése Applikation von Tumorzellen diese nicht nur in die Tumore, sondern
auch in entfernte Gewebe wie die Leber oder die Lunge wandern, sollte untersucht werden,
inwieweit die Immunisierung mit CgA-Peptiden beladenen DCs und die dadurch aktivierten
spezifischen CTLs einen Einfluss auf das Tumorwachstum haben kénnen. Hierzu wurden die
Gewebe aus den Mausen vierzehn Tage nach intravendéser Injektion der mPCs und mMTC,
die als Kontrolle dienten, mit den Antikérpern CD3 und CD8 gefarbt; um tumorinfiltrierende
zytotoxische T-Zellen nachzuweisen. Dafiir wurden die Gewebeschnitte zuerst mit dem
Antikérper CD3 geféarbt, dies qilt als ein wichtiger Hinweis fir die Beteiligung von T-Zellen bei
der Bekdmpfung von Tumorzellen (Abbildungen 18A und B, Mitte). Danach wurden die T-
Zellen auch mit CD8 gefarbt, um CgA-Epitop-spezifische CD8" T-Zellen zu Charakterisieren
(Abbildungen 18A und B, links).

Ret/Cal-Mause Kontrolltiere
anti-CD8 anti-CD3 anti-CD8

Abbildung 18: Immunhistochemische Analyse. Den immunisierten Ret/Cal-M&usen
wurden i.v. 5x10° mPCs injiziert. Vierzehn Tage danach wurden die Mause getétet, die
tumorinfiltrierten Lebern geschnitten und mit den Antikérpern CD3 und CD8 geférbt. Gezeigt
werden die Farbungen der Tumore mit anti-CD3 (Mitte), mit anti-CD8 (links) und der
Kontrolltiere (rechts). Die T-Zell-Infiltration von Leber (A) und die des Nebennierenmarks (B).
n = 3; Originale Vergrofierung x 100 (A) und VergréRerung, x 200 (B).
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Die Leberschnitte zeigten Infiltrationen von CD8" T-Zellen in die Tumore von immunisierten
Mé&usen (Abbildung 18A, links). Es konnten keine signifikanten Verdnderungen in der Lunge,
detektiert werden. Auch ein ausgepragtes Lymphozyteninfiltrat mit der CD3-Farbung konnte
nachgewiesen werden (Abbildung 18A, Mitte). Dagegen zeigten die Kontrolltiere, die mit
Humanalbumin behandelt wurden, keine Tumorinfiltration (Abbildung 18A, rechts). Aul3erdem
waren schwache Tumorinfiltrationen von CD8" T-Zellen im Nebennierenmark der
immunisierten Ret/Cal-Mause zu sehen (Abbildung 18B, links). Dieses Ergebnis deutet auf die

Spezifitat der detektierten CD8" T-Zellen hin, die die Tumorzellen erkannten und abtéteten.

3.6.2. Analyse der Tumorgréfen

Um den Einfluss der Immunisierung auf die Tumorgrofle zu untersuchen, wurden
immunisierten Ret/Cal-Mausen 10° mPCs intravenés (i.v.) appliziert. Als Kontrolle dienten
immunisierte Ret/Cal-Mause, die Humanalbumin erhalten hatten. Hier wurden an den
Leberschnitten histologisch Lebermetastasen detektiert. In den mit CgA-Epitopen behandelten
Mé&usen konnte eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums (Abbildungen 19D, B und

C) im Vergleich zur Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Abbildungen 19D, E und F).
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Abbildung 19: Immunhistochemische Analyse zur Bestimmung der TumorgréRe.
Immunisierten Ret/Cal-Mausen wurden i.v. 5x10° mPC bzw. mMTC als Kontrolle appliziert.
Nach vierzehn Tagen wurden die Lebern entnommen und geschnitten. Die Leberschnitte
wurden mit CgA-Antikdrpern geféarbt. Gezeigt wurden die Kontrollfarbung (A), mit CgA-
Epitopen (P1-P6) behandelte Leber (B, C) und mit Humanalbumin behandelte Leber (D, E, F).

Die Abbildung 20 verblendet die Auswertung der Daten bezlglich der TumorgréfRe. Hierzu

wurde die GroRe der Tumore von zwei Personen dokumentiert. Da es in den Lebern der
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Mé&use zur Entstehung mehrerer Tumore gekommen war, wurde die Summe der
Tumordurchmesser fur die jeweilige Maus ermittelt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit
Hilfe des Photomikroskops (Nikon Eclips TE300), das Uber eine integrierte Digital Kamera
(DXM1200) verfugt. Dazu wurden die Lebermetastasen nach einer Farbung der Leberschnitte
fotografiert und digitalisiert. Anschlie®end konnten die Tumore auf den Digitalfotos mit dem
analytischen Programm (Leica QWin V3) integriet und ausgewertet werden. Nach
intravenéser Applikation von Tumorzellen (mPC und mMTC) zeigte die Analyse der
Lebermetastasen eine deutliche Reduktion der von mPC ausgehenden Metastasen-Bildung
von 0,104 + 0,04 mm? auf

0,0242 + mm?, was einer Tumorreduktion von 87,4 % (p = 0,0001) entspricht, im Vergleich zur
Reduktion der von mMTC ausgehender Metastasen 0,13 + 0,03 mm? auf 0,15 + 0,07 mm?
(Abbildung 20).
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Abblidung 20: Messung der Tumorgréfen.

Das Ausmessen der TumorgroRen aller therapierten M&use fand vierzehn Tage nach intravendser
Injektion von 5x10° Tumorzellen (mPCs und mMTC) statt. Die Lebermetastasen wurden nach einer
Farbung der Leberschnitte fotografiert und digitalisiert. Danach konnten die Tumore auf den Digitalfotos
mit dem analytischen Programm (Leica QWin V3) integriert und ausgewertet werden. (+): immunisierte
Ret/Cal Mause. (-): nicht-immunisierte Ret/Cal Mause.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Immunisierung mit allen sechs CgA-Peptiden (P1 bis P6)
gleichzeitig zu einer Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen fuihrt, die eine deutliche Reduktion

von Metastasen in Ret/Cal-Mausen bewirkt.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren konnten mehrere Studien zeigen, dass DCs als hochpotente Antigen-
prasentierende Zellen in der Lage sind, das gesamte Immunsystem zu modulieren und eine
zytotoxische Immunantwort zu induzieren (7,152). In einer Vielzahl klinischer Studien konnten
erste Erfolge DC-basierter Therapien bei einigen malignen Erkrankungen erreicht werden, so
z.B. bei Nierenzell- (151) und Prostatakarzinomen (52), Melanomen (83) sowie bei
Nebenschilddrisen- (142) und Schilddrisenkarzinomen (113,141,171). Da zur Zeit keine
erfolgreiche, konventionelle Therapie des metastasierten Phdochromozytoms vorhanden ist,
wurde in dieser Arbeit ein Konzept zur Immuntherapie unter Verwendung immunogener CgA-
Epitope untersucht. CgA wurde als Tumorantigen ausgewahlt, da es in neuroendokrinen
Tumoren per se Uberexprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung
transgener Ret/Cal-Mause mit CgA-Epitope beladenen DCs zur Aktivierung und Proliferation
von CgA-spezifischen, zytotoxischen T-Zellen flhrte. Die Reaktivitat der T-Zellen konnte durch
zytotoxische T-Zellinfiltrationen in Tumoren, einem funktionellen Test zur antigenspezifischen
Lyse von Tumorzellen, und dem in vivo induzierten verminderten Tumorwachstum nach-
gewiesen werden.

CgA wird in Phaochromozytomen, Paragangliomen, in endokrinen und neuroendokrinen
Tumoren wie z.B. des Darmes (sogenannte Karzinoide) und der Schilddrise (medulléres
Schilddrusenkarzinom) Uberexprimiert (48,146). Eine Studie von Vikman et al. mit
Mitteldarmkarzinoid-Patienten zeigte, dass hohe CgA-Expressionen mit einer natirlichen
Immunantwort gegen das CgA assoziiert sein kénnen. Die Arbeitsgruppe belegte, dass die
Erkennung von Tumorantigenen, die mit neuroendokrinen Tumoren assoziiert sind, durch
Analyse von spezifischen, aktivierten IFN-y-positiven CD8" T-Zellen méglich ist. In der
besagten Studie wurden im Blut von Patienten 16 verschiedene HLA-A*0201 restringierte
Bindungsmotive fir sechs identifizierte Tumor-assoziierte Antigene (TAAs) getestet. Dabei
konnte nachgewiesen werden, dass der gréRte Anteil IFN-y-produzierender CD8" T-Zellen in
neuroendokrinen Tumoren, spezifisch fir den neuroendokrinen Tumormarker CgA war (168).
Diese Untersuchungen wurden in vitro durchgefiihrt und unterstiitzten das Konzept dieser
Doktorarbeit, eine CgA-basierte Immunisierungsstrategie in transgenen Ret/Cal-Mausen zu
entwickeln.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen des Knochenmarks mit GM-CSF differenziert und
durch Sortierung nur die gut ausgereiffen DCs mit hoher Expression von immun-
modulatorischen Oberflichenmolekilen wie CD40, CD80, CD86, sowie MHC-Klasse-l und II-
Molekulen verwendet. Dadurch waren die entsprechenden Zellen in der Lage, definierte CgA-
Epitope aufzunehmen und durch deren Prasentation iber MHC-Klasse-lI-Molekiile oder durch

cross-presentation Uber MHC-Klasse-I-Molekile antigenspezifische T-Zellen zu aktivieren und
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zur Proliferation anzuregen. In anderen Studien konnte unsere Arbeitsgruppe bereits zeigen,
dass sich diese Zellen als Tréger der Zielantigene zur Auslésung einer zytotoxischen
Immunantwort eignen, sowohl im Mausmodell (171), als auch bei Patienten, die mit
individuellen Heilverfahren behandeltet wurden (113).

Die noch ausstehende Frage war, ob die Immunisierung mit Aminosduresequenz modifizierten
Tumorepitopen die Immunantwort gegen Tumorzellen steigern kénnte. In der vorliegenden
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Immunisierung von Ret/Cal-Mausen mit
Aminoséaure-veranderten, CgA-Peptiden beladenen DCs, eine starkere Immunreaktion hervor-
rief als mit unverdnderten, natiirlichen CgA-Peptiden. Der Grund fir die unterschiedliche
Immunantwort kénnte darin liegen, dass die Effizienz und die Selektivitdt der T-Zellen
unterschiedlich waren. Dieser Unterschied kénnte auf die unterschiedliche Bindungsaffinitat
der CgA-Peptide zu den jeweiligen MHC-Klasse-I-Molekilen zuriickzufiihren sein. Aufgrund
der niedrigen Bindungswerte entstehen nur schwache Bindungen zwischen den naturlichen,
schwach immunogenen CgA-Peptiden und MHC-Klasse-I-Molekilen, was zu einer geringen
Stabilitdt von Peptid/MHC-I-Komplex fiihrt. Es konnte auch hier mit Hilfe von
Tetrameranalysen gezeigt werden, dass Ret/Cal-Mause, die mit DCs, beladen mit
Aminosaure-modifizierten CgA-Peptiden, immunisiert worden waren, einen Anstieg der
Tetramer-positiven CD8" T-Zellen insbesondere fir die am meisten immunogenen
Aminoséaure-veranderten CgA-Epitope P4 und PS5, in der Milz vorwiesen. Die Ursache hierfur
kénnte eine hohe Bindungsaffinitdt der Aminosaure-veranderten CgA-Peptide an das jeweilige
MHC-Klasse-I-Molekil sein, was zu einer hohen Stabilitdt von Peptid/MHC-I-Komplex flhrt.
AulBerdem zeigten die Analysen der mit allen sechs CgA-Epitopen gleichzeitig immunisierten
Mause hohe potentielle Kreuzreaktivitaten, da sowohl die Aminosaure-modifizierten als auch
die dquivalenten, natirlichen CgA-Epitope von stimulierten CD8" T-Zellen erkannt wurden. In
Ubereinstimmung mit Daten anderer Arbeitsgruppen konnte in unserem Mausmodell gezeigt
werden, dass die Immunisierung mit mehreren Peptiden zur Induktion einer starken
antigenspezifischen Immunantwort fihrte.

Zusatzlich konnte die Antigenspezifitdt der Lyseaktivitdt dieser Zellen mit Hilfe der
Blockierungsanalyse (Cold Target Assays) im in vitro Chrom-Freisetzungsversuch gezeigt
werden. Auf der Basis dieser Assays war es mdglich, Epitope der zytotoxischen Reaktion
exakt zu definieren. Ahnliches konnte auch von anderen Tumoren anderer Arbeitsgruppen
gezeigt werden (61,94). Dafir wurden DCs mit einzelnen Peptidsequenzen beladen und als
,Kalte® Zielzellen eingesetzt. Hierbei wurde eine starke Reduktion der lytischen Aktivitat far
mindestens ein verandertes CgA-Epitop (P4), aber auch fir die natlrlichen CgA-Epitope P2
und P3 erreicht, was auf eine hohe Epitop-Spezifitdt dieser Zellen schliellen ldsst. Somit

bestatigten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die mit xenogenen Tumorepitopen
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induzierten, spezifischen CTLs auch fahig sein kdnnen, Primartumore zu lysieren, unabhé&ngig
von der Bindungsaffinitat zu nattrlichen Polypeptiden (176).

In anderen Studien zu endokrinen Malignomen wurde gezeigt, dass xenogene Polypeptid-
hormone vom Immunsystem erkannt werden konnten und zu einer Th1-Immunitét fuhrten
(13,14,112). AuBerdem wurden bereits in der Vergangenheit sowohl im Mausmodell als auch
bei Patienten vergleichbare Studien mit xenogenen Tumorepitopen erfolgreich flr nicht-
endokrine Malignome durchgefiihrt (45,46,129,176). Auch hier flihrte der Austausch von
Aminoséduren im urspringlichen Epitop zu einer verbesserten Erkennung durch Antigen-
prasentierende Zellen. Dies kdnnte an einer erhéhten Bindungsaffinitdt durch gezielte
Substitutionen von verschiedenen Aminosduresequenzen an Ankerresten des MHC-Klasse-I-
Molekiils an den Positionen fiinf und acht der H-2K"-bioaktiven Stellen liegen (109,122). Eine
weitere Erklarung ware die erhéhte Stabilitdt des MHC/Peptidkomplexes durch Austausch der
dritten Aminosaure als zusatzlichen Ankerrest (17,116). Durch Stimulierung von MHC-Klasse-
[-Molekilen kann auch die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen, die hauptsachlich die
zelluldre Immunantwort gegen Tumor-assoziierte Antigene (TAA) unterdriicken, ausgeblendet
werden. Modifikationen der Aminosauresequenzen natirlicher Polypeptide fiihrten so zu der
erwarteten Kreuzreaktivitat.

Entsprechend konnten weitere Studien unserer und anderer Forschergruppen demonstrieren,
dass die Immunisierung von Mausen (171) und Patienten (13,14,112,113) mit AS-
modifizierten Peptiden zu einer starken antigenspezifischen Immunantwort fihrten. Bei
Mausen konnte eine Unterdrickung der Tumorentstehung und bei Patienten eine
Verminderung der Tumormasse nachgewiesen werden. Diese Verbesserung der zellularen
Immunantwort konnte durch gesteigerte Bindungsaffinitdten von Aminosduresequenzen zu
MHC-Molekilen selbst, aber auch aufgrund einer Bindung an Ankerpositionen in den MHC-
Molekilen durch die Stabilitdt des MHC/Peptidkomplexes, wie oben beschrieben, erreicht
werden (13,17,109,116,122).

Bei histologischen Betrachtungen der Leber zeigte sich zwei Wochen nach Applikation von
Tumorzellen anhand von mikroskopischen Praparaten eine klare Abnahme der Tumorgréfie
um 87,4 % im Vergleich zu Kontrolltieren (Abbildung 20). Im Gegensatz zu Ret/Cal-Mausen,
die eine deutliche T-Zell-Infiltration aufwiesen, wurden nur vereinzelt zellulare T-Zell-Infiltrate
bei Kontrolltieren beobachtet. Ebenfalls konnte auch eine schwache T-Zell-Infiltration im
Nebennierenmark von Ret/Cal-M&ausen visualisiert werden.

Von besonderer Bedeutung ist der Unterschied zwischen der starken T-Zellinfiltration in
Bereichen, in denen die Tumorzellen exogen appliziert wurden und die schwache T-
Zellinfiltration im Nebennierenmark, in dem das CgA stark exprimiert wird. Hier sind folgende
Erklarungen denkbar: (1) Trotz hoher CgA-Expression im Nebennierenmark von transgenen

Ret/Cal-M&usen scheint diese nicht ausreichend, um eine starke zytotoxische Antwort
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auszul6sen, verglichen mit der CgA-Expression in den neuroendokrinen Tumorzellen (167);
(2) Moglich ware, dass normale, neuroendokrine Zellen, die grofie Mengen an CgA aufweisen,
verschiedene CgA-Epitope exprimieren, die nicht in den Tumorzellen vorkommen. Das kann
dazu fuhren, dass gegen diese Epitope die Auswahl an passenden T-Zell-Rezeptoren gering
ist und nur ein kleiner Anteil der Tumorzellen mit entsprechend geringer T-Zellinfiltration
erkannt werden konnte, (118); (3) Die schwache T-Zellinfiltration des Nebennierenmarks
kénnte durch eine verringerte bzw. fehlende Expression von MHC-Klasse-I-Molekiilen erklart
werden, die zu einer besseren Prasentation der Tumorantigene und so zur besseren
Erkennung durch T-Zellen notwendig sind (66,164); (4) In der extrazelluldaren Mikroumgebung
des Tumors kénnten verschiedene Chemokine und Cytokine sezerniert werden, von denen
einige immunsuppressive Eigenschaften besitzen, und die somit die Zahl und Aktivitat
reaktiver T-Zellen mindern (49,89,114) oder die Immunantwort manipulieren, indem sie
regulatorische T-Zellen anlocken oder stimulieren (6,90).

Diese Erkenntnisse lassen darauf schlieflen, dass sowohl die normalen und prékanzerdsen
Zellen des Nebennierenmarks, im Gegensatz zu hoch-proliferativen Phdochromozytomzellen
keiner T-Zell-Invasion unterworfen sein kénnten. Bemerkenswert ist jedoch, dass in
Anbetracht aller Erkldrungen kein histologischer Hinweis der Tumorenentstehung im
Nebennierenmark von transgenen Ret/Cal-Mausen nachweisbar war.

Unterschiede in der Expression von Tumorepitopen fir andere bdsartige Tumore konnten
bereits nachgewiesen werden. Hierfur stellt die Expression von ,,Cancer-Testis“-Epitopen ein
besonders gutes Beispiel dar. Diese Antigene bilden eine heterogene Gruppe von Peptiden,
die vorwiegend auf Keimzellen der ,Testis* und Trophoblasten exprimiert werden (135). Einige
dieser ,Testis“-Antigene wurden auch bei verschiedenen anderen Tumorarten beschrieben
(56,64,135). Weil ihre Expression in Normalgeweben beschrankt ist, und die , Testis“-Antigene
aufgrund fehlender MHC-Klasse-I- und II-Molekile im Hodengewebe immunpriviligiert sind
und somit nicht angegriffen werden kénnen, eignen sie sich besonders als Zielantigene fir
neue Anti-Tumor-Therapiestrategien. Deshalb kénnten sie als Zielantigene zur Entwicklung
von therapeutischen Krebsimpfstoffen dienen (56,65,110,162).

Mit Ausnahme von Melanompatienten, die mit Melanom-Antigenen immunisiert wurden und
Vitiligo, eine Immunreaktion der Haut, die durch Infiltrationen gesunder Haut mit Antigen-
spezifischen zytotoxischen T-Zellen ausgeldst wird, entwickelten, konnte nach der Immu-
nisierung mit einigen ,Testis“-Antigenen eine Infiltration der Tumorgewebe mit T-Zellen, aber
nicht des Normalgewebes nachgewiesen werden (8,63,172). Es wird jedoch vermutet, dass
infolge der T-Zell-Infiltrationen von Tumorzellen Tumorantigene spezifisch von CTLs erkannt
und abgetétet werden kénnten, wohingegen nur marginal normale Zellen angegriffen werden.
Dieser Effekt scheint auch bei neuroendokrinen Tumoren vorzukommen, bei denen

verschiedene Tumorepitope je nach Malignitdtsgrad und Tumormasse erkannt wurden
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(55,167). Dies kénnte eventuell Unterschiede in der Expression von Prohormonkonvertasen
und anderen Enzymen hervorrufen, die fur die Prozessierung von Proteinen in Sekretgranula
verantwortlich sind. Die Expression solcher proteolytischer Enzyme in chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks unterscheidet sich von der in Tumorgeweben des Phdochromozytoms
(49,89). Aus diesem Grund zeigen diese Zellen entsprechende Unterschiede im
Expressionsmuster von Peptidprodukten in den Sekretgranula, ein Ereignis, das aktiv zur
Diagnosestellung von chromaffinen Tumorzellen und auch zur Unterscheidung zwischen
malignen und benignen Tumoren genutzt wird (6,49,89). Demzufolge konnte eine 10fach
hohere Expression des Peptidfragments CgAsxsssz in benignen Gewebeproben von
Tumorpatienten mit Phdochromozytomen nachgewiesen werden im Vergleich zu malignen
Tumoren (6). Abgesehen von ihrer grol’en Bedeutung zur Diagnose- und Prognosestellung,
kénnten die gewonnenen Erkenntnisse dazu dienen, eine peptidbasierte spezifische
Immuntherapie mit Tumor-assoziierten Peptiden aus den Sekretgranula zu entwickeln. Die
Charakterisierung von Proteinexpressionsmustern sowohl bei benignen als auch bei malignen
Tumoren kdnnte somit neue Wege zur ldentifizierung vielversprechender Tumorepitope im
Vergleich zu normalen Geweben erdffnen. Diese Tumorepitope aus Sekretgranula kénnten fiir
die Entwicklung neuer Immuntherapien gegen neuroendokrine Tumore dienen, die in
klinischen Studien angewandt werden kénnten.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Immunisierung mit CgA-Epitopen
zur Induktion von aktivierten IFN-y-sezernierenden CTLs flhrte, die fahig waren, CgA
exprimierende Tumorzellen direkt zu lysieren. Die Untersuchung von syngenen Maus-
Tumormodellen bewies, dass CgAs als Zielmolekile fur eine neue Immuntherapie gegen
maligne Phdochromozytome verwendet werden kénnten.

Uber ihre Anwendung an Patienten mit bekannten malignen Hormon-sezernierenden Tumoren
hinaus bietet diese Therapie neue Mdglichkeiten. So kdnnte sie auch zur Prophylaxe gegen
Tumore nach Immunisierung von Patienten mit malignen oder benignen Phaochromozytomen
infolge friherer Tumorerkrankungen oder pradisponierenden Keimbahnmutationen eingesetzt
werden. Besonders betroffen sind neben den oben genannten Patienten aber auch diejenigen,
die Mutationen in der B-Untereinheit des Succinatdehydrogenase-Gens (SDHB-Gen) tragen.
Diese Genmutationen sind mit einem deutlich erhéhten Risiko fir einen malignen,
chromaffinen Tumor verbunden und kénnen damit maligne neuroendokrine Tumoren
verursachen (4,98).

Die vorliegenden Ergebnisse bieten neue Therapieoptionen nicht nur gegen maligne
Ph&ochromozytome, sondern auch gegen andere neuroendokrine und endokrine Tumore, die
CgA Uberexprimieren. Dazu zahlen insbesondere die am meisten verbreiteten und malignen,
neuroendokrinen Tumore des gastroenteropankreatischen Systems (GEP). Diese Tumore

zeigen haufig eine hohe CgA-Expression und stellen daher mdgliche Ziele einer CgA-
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basierten Immuntherapie dar (10). Dadurch wiirde sich die Uberlebensrate der Patienten

verbessern.
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5. Zusammenfassung

Es gibt keine effektiven Therapieoptionen fir die Behandlung von metastasierten
neuroendokrinen  Tumorerkrankungen wie dem malignen Phaochromozytom und
Paragangliom, und dem medullaren Schilddrisenkarzinom. Im Fall des malignen
Ph&ochromozytoms sind bisher keine Tumor-Antigene bekannt, und die klinischen Zeichen
sind leider haufig unspezifisch und wenig sensitiv, was die Diagnosestellung erschwert. Daher
wurde das Chromogranin A (CgA) als Tumor-assoziiertes Antigen (TAA) identifiziert, das in
den meisten neuroendokrinen Tumoren stark Uberexprimiert wird. Eine CgA-basierte
Immuntherapie in Form von dendritischen Zellen konnte angewandt werden, um eine
zytotoxische Immunitdt zu induzieren und somit neue Behandlungsmdglichkeiten zu
entwickeln. So konnte bereits eine Verminderung des Tumorwachstums bei transgenen
Ret/Cal-M&usen nach Immunisierung mit CgA beladenen dendritischen Zellen erzielt werden.
In dieser Arbeit wurden transgene Ret/Cal-M&use im Abstand von zwei Wochen und uber
einen Zeitraum von sechs Wochen mit HLA-identischen (H-2Kb), dendritischen Zellen, die mit
verschiedenen CgAs beladen waren, immunisiert. Dabei wurden verschiedene
Immunisierungsstrategien durchgefuhrt, um die Effizienz der starken immunogenen Epitope
zu untersuchen. Als Kontrollpeptid diente Humanalbumin. Weil die Ret/Cal-Mause keine
Metastasen vorwiesen, wurden ihnen Phdochromozytomzellen injiziert. Nach Applikation von
Tumorzellen wurden bei den therapierten Mausen Infiltrationen von CD8" T-Zellen in den
Tumorgeweben nachgewiesen. Dabei konnten CgA-spezifische CD8" T-Zellen nach
Immunisierung mit veranderten Peptiden detektiert werden. AuRerdem wurde eine spezifische
Lyse von Ph&ochromozytomzellen durch IFN-y-produzierende CD8" T-Zellen (58,3 + 17,8 %)
beobachtet. Die hdchste zytotoxische Aktivitét fand sich fur das AS-veradnderte Peptid P4 als
auch fir die nattrlichen Epitope P2 und P3.

Die Ergebnisse zeigen, dass CgAs als Zielmolekile fur eine neue Immuntherapie gegen
maligne Ph&ochromozytome verwendet werden konnten. Auferdem koénnten diese
Erkenntnisse dazu dienen, eine peptidbasierte spezifische Immuntherapie mit Tumor-
assoziierten Peptiden aus den Sekretgranula zu entwickeln. Diese Tumorepitope aus
Sekretgranula kénnten fur die Entwicklung neuer Immuntherapien gegen neuroendokrine

Tumore dienen, die in klinischen Studien angewandt werden kénnten.
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6. Summary

There is no effective therapy option for the treatment of metastasized neuroendocrine tumors
such as malignant pheochomocytoma or paraganglioma, and medullary thyroid carcinoma. In
the case of malignant pheochomocytoma so far no tumor antigens are well-know, and the
clinical indications are often nonspecific and, unfortunately, less sensitive, which complicates
the diagnostic. Therefore, the Chromogranin A (CgA) was identified as tumor-associated
antigen (TAA) which is strongly overexpressed in most neuroendocrine tumors. A CgA-based
immunotherapy in the form of dendritic cells could be used, in order to induce a cytotoxic
immunity and thus to develop new possibilities of treatment. So a reduction for tumor growth
could be already obtained with transgenic Ret/Cal mice after immunization with CgA-loaded
dendritic cells.

In this work transgenic Ret/Cal mice were treated with DCs pulsed with six different CgA-
peptides over a period of six weeks and at injection intervals of two weeks. Various
immunization strategies have been conducted in order to investigate the efficiency of the
strong immunogenic epitopes. Human albumin was monitored in control experiments. The
mice were injected with pheochomocytoma cells, because initially they did not show
metastases. Tetramer analyses of inginual lymphocytes showed large increases of CgA-
specific CD8" T cells in mice treated with CgA peptides. Immunhistochemistry of tumors
indicated extensive infiltration by CD8" T cells. In vitro chromium release assays revealed
strong cytotoxic activity (58,3 + 17,8 %) of IFN-y secreting CD8" T cells. Cold targeting
analyses revealed that lysis activity of cytotoxic T cells was mainly mediated by CD8" T cells
specific for the modified peptid 4 as well as for the natural epitopes P2 und P3.

This study shows that CgA can serve as target molecule for novel immunotherapies directed
at malignant pheochomocytoma. These findings have additional significance for development

of immunotherapies targetings secretory peptides.
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