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1. Einleitung

Die Behandlungsmaoglichkeiten von Krebserkrankungen haben sich in den
letzten Jahrzehnten durch die rasche Entwicklung molekularbiologischer
Methoden und den daraus resultierenden Erkenntnisgewinnen stark gewandelt.
Im Jahre 2013 veroffentlichte das Journal Science verstarkt Artikel und Studien
aus dem Bereich der immunologischen Krebstherapie, was wohl der
ausschlaggebende Punkt dafiir war, dass die Herausgeber des Magazins die
Immuntherapie von Krebserkrankungen zum ,Breakthrough of the year 2013“
(Couzin-Frankel !) wahlten. Dies ist ein Zeichen dafiir, dass eine Trendwende in
der Behandlung von Krebserkrankungen stattfindet. Die Immuntherapie
manifestiert sich somit, wie in Abbildung 1 dargestellt, neben der chirurgischen
Onkologie sowie der Chemo-, Strahlen- und Hormontherapie, als eine weitere

Saule der Onkologie.

Behandlungsmdglichkeiten von

Krebserkrankungen

() Q Q <)

e Q. Q.
c % © © %
(@) o £ = —
= o () () [}
© < S = <
— +— +—
() o c c =
Q e % g S
O Q G S £
O = £ S
) I =

Abbildung 1: Saulen der Krebstherapie. Seit einigen Jahren manifestiert sich die Immuntherapie
als weitere Behandlungsmaoglichkeit von Krebserkrankungen

Weltweit forschen Wissenschaftler seit Jahren daran, dass das koérpereigene
Abwehrsystem gezielt fir die Krebs-Therapie eingesetzt werden kann. Die
grofdte Hurde hierbei ist es, dass das Immunsystem in der Lage sein muss,
gesunde von bdsartig veranderten Zellen zu unterscheiden. Durch die
Erforschung des Immunsystems sollen geeignete Therapieverfahren gefunden

bzw. weiterentwickelt werden, damit Tumorzellen unabhangig von ihrer



Lokalisation im Korper gezielt zerstort werden konnen. Der grof3e Vorteil von
Krebsimmuntherapien liegt darin, dass durch die Spezifitat der eingesetzten
Komponenten Kollateralschaden, wie sie beispielsweise bei einer Chemo- oder
Strahlentherapie auftreten kénnen, begrenzt werden. Zudem kdnnte diese Art
von Therapie gerade fir solche Tumore erfolgsversprechend sein, die bereits
bei der Diagnosestellung inoperabel und sehr aggressiv sind und somit eine
schlechte Prognose haben, wie es zum Beispiel beim Glioblastom (GBM) der
Fall ist (Mitchell, et al. ?).

1.1 Hirntumore des Kindesalters

Die Tumore des zentralen Nervensystems (ZNS) sind mit etwa 26% aller
Krebserkrankungen im Kindesalter die grof3te Diagnosegruppe unter den
soliden Tumoren in der BRD (Kinderkrebsregister Deutschland 2016) und nach
den Leuké&mien die zweithaufigste Tumorerkrankung im Kindesalter. Jahrlich
gibt es hier pro 100.000 Kinder ca. 3,6 Neuerkrankungen mit einem Hirntumor.
Jungen erkranken ca. 1,3 Mal haufiger daran als Madchen. Das mittlere Alter
bei Erstdiagnose liegt bei 6 Jahren (Kaatsch, et al. ).

Histopathologisch erfolgt die Einteilung nach der WHO Klassifikation 2007
(Louis, et al. %), wobei rémisch | und Il als niedrig maligne, dagegen rémisch lil
und IV als hoch maligne bezeichnet werden.

Tabelle 1 zeigt den Malignitatsgrad, die jeweiligen Haufigkeiten und die

Inzidenzen der haufigsten Hirntumore im Kindesalter auf.

Astrozytom -1V 46% 11% 18

Embryonale  Tumore, v
18% 4% 7
z.B. Medulloblastom

Ependymom I-111 8% 2% 3

Tabelle 1: Inzidenzen der haufigsten Hirntumore im Kindesalter (Quelle Kinderkrebsregister 2016).
Astrozytome (WHO I-1V) stellen die haufigsten padiatrischen Hirntumore dar und machen 11% aller
padiatrischen Tumore aus



Rund 60% der ZNS Tumore sind glialen Ursprungs, hierunter fallen die
astrozytdren Tumore (Einteilung siehe Tabelle 2), Ependymome und
oligodendrogliale Tumore. 40 % sind nicht glialen Ursprungs, wie z.B. das

Medulloblastom, Kraniopharyngeome und die Meningiome.

Pilozytisches Astrozytom | 14,8
Diffuses Astrozytom Il 2,2
Anaplastisches Astrozytom I 1,9
Glioblastom \Y 2,8

Tabelle 2: Einteilung und Haufigkeit der Astrozytome (bezogen auf alle padiatrischen ZNS Tumore
auBer Keimzelltumore) in die wichtigsten Untergruppen nach Kaatsch, et al. *und Louis et al.
2007 * aus Pfister and Witt °. Das GBM kommt mit einer Haufigkeit von ca. 3% vor.

Klinisch treten Hirntumore durch Symptome des erhéhten Hirndrucks, wie etwa
Kopfschmerzen und Nuchternerbrechen auf. Aber auch Krampfanfélle, Ataxie,
Paresen und Sehstérungen kénnen auf einen Hirntumor hinweisen (J. Kihl 1 ©).
Nahezu ein Drittel der Hirntumore des Kindesalters ist von hoher Malignitat.
Aufgrund der Invasivitat, der hohen Rickfallrate vor allem bei verbliebenem
Resttumor, Mikrometastasierung in einem frihen Stadium sowie der
Metastasierung Uber die Liquorwege (z.B. Medulloblastom) gestaltet sich die
Therapie als sehr schwierig.

Besonders das Glioblastom zeichnet sich durch rasches Wachstum und
Infiltrationsneigung mit anschlieender Metastasierung aus. Dies hat zur Folge,
dass bereits bei Diagnosestellung eine vollstandige Resektion nicht mehr
moglich ist, da Mikro-Metastasen sich fernab - auch auf der Gegenseite - im
MR-tomographisch oder auch OP-mikroskopisch unauffalligem Hirngewebe

befinden kénnen und friih fiir ein Rezidiv sorgen (Gadner 7).

1.2 Standardtherapie bei hochgradig malignen Gliomen
Bei den hochgradig malignen Gliomen, zu denen das Glioblastom gezahlt wird,
besteht die Therapie aus Operation, Strahlentherapie und Chemotherapie mit

Temozolomid. Erwachsene werden nach dem sogenannten Stupp-Schema



(Stupp, et al. ®) behandelt: Operation, Radiotherapie (54-60 Gy) kombiniert mit
Temozolomid (75 mg/m? pro Tag) fur 7 Tage, gefolgt von 6 Zyklen adjuvanter
Temozolomid-Therapie mit einer jeweiligen Dauer von 5 Tagen alle 28 Tage
(150 mg/m? — 200mg/m?).

Dadurch konnte eine durchschnittliche Lebensverlangerung von 14,6 Monaten
(vgl. 12,1 Monate alleinige Bestrahlung) mit nur etwas erhohter Toxizitat
erreicht werden. Mit der kombinierten Therapie liegt die 2-Jahres
Uberlebensrate bei 26,5% (vgl. 10,4% alleinige Bestrahlung [Stupp, et al. &)).
Kinder wurden in Deutschland im Rahmen der HIT-HGG 2007 Studie
therapiert, bei der gegenwartig aber die Rekrutierung abgeschlossen ist. Das
Therapieprinzip bleibt im aktuellen Studienregister aber das gleiche:

Operation, gefolgt von kombinierter Radiochemotherapie mit Temozolomid fur
5-6 Wochen und danach Konsolidierungstherapie aus 12 Zyklen  mit
Temozolomid fur jeweils 5 Tage alle 28 Tage, in Anlehnung an das
Erwachsenenschema. Fur padiatrische GBM Patienten liegt die 2-Jahres-
Uberlebensrate ebenfalls bei 26% (Driggers, et al. %).

Diese Zahlen verdeutlichen die hohe Letalitat und die sehr unglinstige
Prognose nach Diagnosestellung eines Glioblastoms.

Die Art der bisherigen konventionellen Therapie fur Gehirntumore fiihrt haufig
zu irreversibler Beschadigung des umgebenden gesunden Hirngewebes, was
zu Spatfolgen wie z.B. neurologische Ausfallserscheinungen,
Konzentrationsstorungen,  Storungen  der  Pubertatsentwicklung  oder
Sekundarmalignome fithren kann (J. Kiihl 1 ©).

Aus den genannten Grunden wird die Suche nach neuen Therapieansatzen
forciert. Insbesondere immuntherapeutische Ansadtze werden derzeit
untersucht, da man sich eine zuséatzliche prazise nebenwirkungsarme
Bekdmpfung des Tumors und der Mikrometastasen durch das spezifische

Immunsystem erhofft (Mitchell, et al. ?).

1.3 Allgemeine immuntherapeutische Ansatze
Das Immunsystem hat die Aufgabe den Organismus vor Mikroorganismen und

korperfremden Stoffen zu schitzen. Es unterteilt sich in ein angeborenes und



ein erworbenes System, sowie in ein humorales und zellulares System. Der
Aufbau und die Bestandteile sind in Tabelle 3 dargestellt. Daraus lasst sich
auch erkennen, dass der erworbene, spezifische Teil fir eine Effektor-Reaktion

mehrere Tage braucht.

Makrophagen (auch B Lymphozyten
gewebsspezifisch) T Lymphozyten
Granulozyten -CD 4-Helfer/Regulator
(Eosinophilen, Basophile, -CD 8-Zytotoxisch

Segmentkernige)
Nattrliche Killer Zellen

Dendritische Zellen

Komplement Antikdrper
Zytokine, z.B. Interferone G IgA, 1g G, lgM, Ig G, Ig E
Breit Antigenspezifisch
Keine/wenige Tage > 3 Tage

Tabelle 3: Bestandteile des Immunsystems. Unterschieden werden angeborene unspezifische und
erworbene spezifische Anteile, sowie zellulare und humorale Komponenten

Zudem hat sich gezeigt, dass das Immunsystem in der Abwehr von Tumoren
eine wichtige Rolle spielt. Dabei spielt die Erkennung der tumorassoziierten
Antigene (,Tumor associated antigens® = TAA) durch Komponenten des
Immunsystems eine wesentliche Rolle. Im weitesten Sinne kann jede
(peptidische oder nicht peptidische) Komponente einer Tumorzelle, die von
einem Element des Immunsystems erkannt wird und zur Stimulation einer
immunologischen Antwort fihrt, als immunogenes Tumorantigen bezeichnet
werden. Fir den Einsatz in der Immuntherapie sollte ein TAA idealerweise
folgende Eigenschaften besitzen:

e Kontinuierliche Expression nur im Tumor sowie in dessen Metastasen



e Im Vergleich zu normalem Gewebe Uberexpression innerhalb eines
Tumors

e Essentielle Funktion fur das Tumorwachstum

e Hohe Konzentration innerhalb des Tumors
Da das ZNS auf Grund der Bluthirnschranke und dem fehlenden Anschluss an
das Lymphsystem, eine immunologische Sonderrolle spielt, kobnnen Zweifel an
der Madglichkeit einer Immuntherapie bei Hirntumoren aufkommen. In den
vergangenen Jahren wurde jedoch erkannt, dass es gerade im krankhaft
veranderten Gehirn durchaus moéglich ist, dass Leukozyten die Bluthirnschranke
Uberwinden konnen. Daruber hinaus bestehen Verbindungen zwischen dem

10) )

Liguor- und Lymphsystem (Parney Im Allgemeinen werden folgende

immuntherapeutische Ansatze beim Glioblastom (Mitchell, et al. ?) verfolgt:

1.3.1 Passive Immuntherapie
Antikorperbehandlung (Chen and Mitchell *):

Zum Einsatz kommen hier monoklonale Antikorper. Die Applikation kann i.v.
oder aber auch intrathekal bzw. intracavital nach OP erfolgen. Die i. v. Gabe ist
auf Grund einer Storung der Blut-Hirn-Schranke im Bereich des Tumors
moglich (Chen and Mitchell ).

Die Antikdrper kbénnen entweder unkonjugiert (ungebunden) oder mit Toxinen
(z.B. anti- IL-13-Rezeptor-alpha 2 mit Pseudomonas Exotoxin [Kioi, et al. %))
oder mit radioaktiven Nukleotiden konjugiert sein. Es gibt zahlreiche
Mdglichkeiten, wie die Antikérper den Zelltod der Tumorzelle bewirken kénnen.
Gebunden an die Zell-Oberflache werden durch Opsonisierung natirliche
Killerzellen und andere Effektorzellen aktiviert (Clynes, et al. *). Antikorper
kobnnen aber auch an Oberflachenrezeptoren binden und somit die
,Kommunikation“ (Signalwege) des Tumors mit der Umgebung unterbinden.
Des Weiteren kdnnen Antikdrper auch direkt an Botenstoffe wie Zytokine oder
Hormone binden und somit deren Funktion ausschalten.

Ein Beispiel hierfur ist der Epidermal Growth Factor Receptor Variante Il
(EGFRvIII). Dieser wird in malignen Gliomen Uberexprimiert und vermittelt

Signale fur die Zellteilung. Eine Bindung an EGFRvIIl mittels anti-EGFRuvIII



(Scott, et al. **) induziert die Apoptose. Variante Ill ist dabei entscheidend, da
der ,normale“ EGFR auch in anderen Organen exprimiert wird.

Ein anderes Beispiel fur einen tumorspezifischen Rezeptor ist IL-13-Rezeptor-
alpha 2, gegen den ebenfalls monoklonale Antikorper fur therapeutische
Zwecke entwickelt und in Studien getestet werden (siehe oben).

Ein weiteres Ziel fir monoklonale Antikdrper ist die Neoangiogenese. Hier wird
der Einsatz von anti-VEGF (Bevacizumab, Avastin®) im GBM erprobt
(Chamberlain and Johnston ).

Der Einsatz von monoklonalen Antikdrpern ist auf Oberflachenantigene

beschrankt.

Zytokine
Zytokine (“Zellbotenstoffe”) sind von Zellen gebildete 16sliche Polypeptide oder

Glykoproteine, die uber spezifische Rezeptoren und daran angeschlossene
Signalkaskaden einen Effekt auf Wachstum, Proliferation und Differenzierung
von anderen Zellen haben. Dartber hinaus besitzen sie auch pro- oder
antiinflammatorische Wirkung (Kenneth M. Murphy *® S.107).

Ein Beispiel ist Interleukin 2 (IL-2), auch Wachstumsfaktor des Immunsystems
genannt (Kenneth M. Murphy '® S.435f.), das nicht nur Zellen stimuliert und die
Ausschittung anderer Zytokine (z.B. IL-1 oder IFN-y) fordert, sondern auch
eine Antitumorwirkung hat, die erstmals 1986 auch bei Glioblastomen
beobachtet wurde (Jacobs, et al. *").

Ein weiteres Beispiel ist IL-4, welches von einer Vielzahl von Zellen,
insbesondere T-, B-, NK- und dendritische Zellen, gebildet wird. IL-4 hat
vielfache Funktionen: Bei den B-Zellen foérdert es u.a. die Expression des
B-Zell-Rezeptors, den Antikorper-Switch von 1Igl auf IgE sowie die
Immunglobulin Produktion an sich.

Daneben wirkt IL-4 wachstumsfordernd auf CD4+ und CD8+ T-Zellen, sowie die
Differenzierung der CD4+ T-Zellen in Thl- und Th2-Zellen.

IL-4 spielt zudem eine wichtige Rolle fur die Vermehrung und Reifung von IL-12
sezernierenden Tumor infiltrierenden dentritischen Zellen, welche eine Tumor

spezifische zytotoxische T-Zell-Reaktion (CTL) auslosen konnen. Dartber



hinaus wird die Histaminfreisetzung aus Mastzellen durch IL-4 ausgel6st und es
hat einen direkten wachstumshemmenden Effekt auf Tumorzellen (Angus W.
Thomson *8, Volume 2 S.237ff).

Okada et al. haben autologe transfizierte IL-4 sezernierenden Fibroblasten in
Kombination mit autologen bestrahlten Gliomzellen Patienten mit GBM nach
Tumorresektion intradermal verabreicht. Neben einer lokalen Entziindung (IL-4
Dosis abhéngige CD4+/CD8+ T-Zellen Infiltration) an der Impfstelle wurde auch
eine systemische tumorspezifische Immunantwort in Form einer durch
CD8+ T-Zellen induzierten IFN-y Antwort gegen die HLA A2 restringierten
Tumor assoziierten Antigene EphAZ2gg3301 und IL-13-Rezeptor-alpha 2
gemessen. Fur die Herstellung dieses Impfstoffes bendtigen die
Wissenschaftler 7 Wochen, was eine gewisse Limitierung des Verfahrens bei
fortgeschrittener Erkrankung darstellt (Okada, et al. *).

Ein weiterer Ansatz ist die Koppelung von IL-4 mit Pseudomonas-Exotoxin
(Weber, et al. ). Auch IL-13 ist als Target hierfir gut geeignet (s.u.)

1.3.2 Aktive Immuntherapie

Vakzinierung mit dendritischen Zellen:

Bei dieser Form der Therapie soll sich das Immunsystem, &ahnlich dem Prinzip
einer aktiven Immunisierung durch Impfung, in vivo aktiv mit den
Tumorantigenen auseinandersetzen. Unter den antigenprasentierenden Zellen
nehmen insbesondere die dendritischen Zellen (= dendritic cells = DCs) eine
wichtige Rolle ein, da diese das Antigen durch Phagozytose aufnehmen, die
Proteine aufspalten und die entstandenen Fragmente tber MHC-1 Rezeptoren
CD 8+ T-Zellen und tber MHC —II Rezeptoren CD 4+ T-Zellen prasentieren.

Der MHC-I-Komplex wird auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Uber den
MHC-I Rezeptor kdnnen alle kernhaltige Zellen Peptide prasentieren, z.B. von
einem Virus wahrend einer Infektion.  Memory-CD8+ T-Zellen kdnnen mit
ihrem T-Zell-Rezeptor an den MHC-I/Peptid-Komplex binden und die Zelle
zerstoren. Zuvor muss es aber zu einer Aktivierung naiver CD8+ T-Zellen
kommen, indem das entsprechende Antigen Uber den MHC-I Komplex im

Kontext entsprechender kostimulierender Faktoren (z.B. CD86) prasentiert wird.



Dies ist nur durch professionelle antigen-préasentierende Zellen wie dentritische
Zellen (=dentritic cells = DCs) oder mit Einschrankungen auch B-Zellen
maoglich. Naive CD8+ T-Zellen differenzieren nach Aktivierung via MHC-I zu
zytotoxischen T-Zellen, CD4+ T-Zellen differenzieren zu Thl-, Th2- und
regulatorischen T-Zellen mit unterschiedlichen Funktionen. Dieser Vorgang der
Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen wird auch Priming (Pragung)
genannt (Kenneth M. Murphy ** S.433f). Jeder T-Zell-Rezeptor (TCR) erkennt
dabei spezifische Peptidsequenzen, die tber MHC-I prasentiert werden. Diese
Peptide sind in der Regel 8-10 Aminoséauren lang. Der TCR ist spezifisch fur
eine bestimmte Kombination aus MHC-Komplex und Peptid.

Im Vergleich hierzu kommen MHC-II-Molekile nur auf antigenprasentierenden
Zellen vor und prasentieren den CD4+ T-Zellen Antigene, die vorher durch
Phagozytose aufgenommen worden sind. Die Lange der Peptide betragt hierbei
mindestens 13 Aminosauren.

Praktisch wird, um eine Tumorimpfung mit DCs durchzuflhren, vom Patienten
mittels Leukapherese aus dem peripheren Blut Leukozyten gesammelt. Aus
diesen werden in weiteren Schritten die Monozyten separiert, woraus sich dann
DCs leicht in groBen Zellzahlen differenzieren lassen (Peng, et al. ).
Anschliel3end ist es ex vivo mdglich, DCs mit Tumorantigenen in Form von
Peptiden oder Tumor-Lysat zu beladen und die Zellen dann als Vakzine
einzusetzen. Uber diesen Weg der Antigenprasentation durch professionelle
antigenprasentierende Zellen wird nun das Tumorantigen dem Immunsystem
zuganglich gemacht (Parney ).

Als Antigenquellen dienen hierbei beispielsweise intakte Tumorzellen, Tumor-
Protein-Lysate, vom Tumor gewonnene mRNA, synthetische Peptide oder von
Tumor MHC-I Molekiilen isolierte Peptide (Vauleon, et al. ).

Eine Applikation kann alleine oder zusammen mit Adjuvanzien erfolgen.

Ein Beispiel fur die Vakzinierung mit DCs beim GBM ist die experimentelle
Studie von De Vleeschouwer, et al. >3 Hierbei wurden 56 Patienten (Kinder und
Erwachsene) mit GBM-Rezidiv in Gruppen aufgeteilt und bekamen in
unterschiedlichen Abstéanden dreimal eine Impfung appliziert.



Das progressionsfreie Uberleben dieser Rezidivpatienten lag in dieser Studie
bei 3 Monaten, das Gesamtuberleben bei 9,6 Monaten und die 2-Jahres
Uberlebensrate bei 14%.

In  Abbildung 2 ist das Prinzip der DC Vakzinierung noch einmal

zusammengefasst dargestellt.

Leukapherese Tumorlysat, mRNA,

Ausdifferenzierung
Antigen prasentierende Zellen

s.C. Injektion

Abbildung 2: Prinzip DC Vakzinierung. Durch Leukapharese werden antigenprasentierende Zellen
isoliert und mit Hilfe von Tumorlysat, mRNA oder Peptiden zum Ausdifferenzieren gebracht.
Danach kénnen die Zellen dem Patienten mittels s.c. Injektion verabreicht werden.

Peptid Vakzinierung

Bei dieser Methode erfolgt eine s.c. Injektion tumorspezifischer Peptide oder
Peptid-Mischungen kombiniert mit Adjuvanzien zur Verstarkung der
Immunantwort beim Patienten. Diese werden dann im Korper von dendritischen
Zellen der Haut aufgenommen und T-Zellen préasentiert, um eine
tumorspezifische Immunantwort auszulésen. Der Schliissel dieser Technik liegt
darin, Peptide zu verwenden, die tumor-spezifisch sind und dort stark exprimiert

werden. In Frage kommen hierbei ausgewéhlte synthetisch hergestellte
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Peptide, aus Tumorlysat extrahierte spezifische Proteine oder unspezifische
Peptidmischungen gewonnen aus Tumorlysaten (Bloch 24).

Bislang am besten wurde der epidermale Wachstumsfaktor Variante Il
(EGFRuvIII) erforscht. Er wurde und wird bereits in zahlreichen Studien
(z.B.Sampson, et al. ?) eingesetzt. Das progressionsfreie Uberleben in der
ACTIVATe Studie lag bei den 18 Studienteilnehmern bei 12,3 Monaten und das
Gesamtuberleben bei 20,4 Monaten. Da es sich um eine Phase Il Studie
handelte, missen weitere Studien durchgefuhrt werden, um mehr Daten auch

in Bezug auf Nebenwirkungen zu erhalten.

Onkolytische Viren

Ein relativ neuer Therapieansatz besteht darin, gentechnisch veranderte
onkolytische Viren, einem trojanischen Pferd entsprechend, zu verwenden.
Paradebeispiel ist Wild-Typ HSV-1, das schwere Enzephalitiden verursachen
kann. Durch kiinstliche Mutationen konnten Markert, et al. 2° einen Virus-Typ
generieren, der gesunde Nervenzellen im Gehirn nicht befallt, wahrend
Tumorzellen infiziert werden. Durch weitere Mutationen wurde eine onkolytische
Wirkung erreicht. Des Weiteren gibt es Anséatze zur Veranderung des
Virengenoms, indem beispielsweise Gene von Immunstimulatoren, wie z.B. IL-
4, direkt in das Virengenom eingebaut werden, um eine Lyse der Tumorzellen
zu erreichen. Befallt das veranderte Virus eine Tumorzelle und setzt dadurch
bei Benutzung des Syntheseapparats der Tumorzelle das Virengenom frei, wird
die Tumorzelle ebenso IL-4 produzieren. Dies hat zur Folge, dass eine zellulare
Immunantwort aktiviert wird (Okada, et al. 2.

Adoptive Zell Transfer Immuntherapie (Vauleon, et al. %)

Unter diesem Therapieverfahren versteht man im Allgemeinen die Verwendung
von autologen, also patienteneigenen, spezifischen oder unspezifischen
Effektorzellen. Diese werden ex vivo gegen tumorspezifische Antigene aktiviert,
vermehrt und anschlieend dem Patienten appliziert (intravends, intrathekal,
intracavital). Unterschieden wird prinzipiell von tumorspezifischen und

unspezifischen Verfahren (Ishikawa, et al. %%):
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1. Tumor unspezifische Zellen

Lymphocyte/lymphokine-activated-killer (LAK) cells

(nach NCI Drug Dictionary)

Sie werden durch Kultivierung von peripheren Lymphozyten in
Anwesenheit von IL-2 generiert. Sie haben als zytotoxische
Effektorzellen (Mischung aus NK Zellen und CD8+ T-Zellen) ein breites
Zielspektrum, sowohl gegen Tumorgewebe als auch normales Gewebe
unterschiedlicher Herkunft

Beispiel: Dillman, et al. ?°

Natural killer cells

Sie werden mittels Leukapherese gewonnen und in Kultur angereichert
und expandiert. Sie erkennen via Fc Rezeptor in vivo mittels Antikdrpern
opsonisierte Tumorzellen und kénnen diese mit Perforinen, Granzymen
und Tumor-Nekrose-Faktor lysieren. Zur Therapie erfolgt eine i.v. oder
I.c. Injektion.

Beispiel: Ishikawa, et al. *°

2. Tumor Spezifische Zellen

Tumor infiltrating lymphocytes (TIL)

Es handelt sich dabei um Lymphozyten, die bereits in das Tumorgewebe
eingewandert sind. Daraus werden sie isoliert und mit IL-2 und anderen
Lymphokinen kultiviert und angereichert. Es handelt sich um eine
Mischung aus CD 8+, CD 4+ T-Zellen (Effektor T-Zellen). Anschliel3end
werden sie dem Patienten infundiert und sollen eine Tumorzell-Lyse
hervorrufen. Beispiele: Quattrocchi, et al. 3, Liu, et al. *

Cytotoxic T-Lymphocytes (CTL)

Hierbei handelt es sich um spezifische CD8+ T-Zellen, die Tumorzellen
auf Grund ihres spezifischen T-Zell-Rezeptors und der vorangegangenen
MHC | gebundenen Aktivierung in vitro mittels Peptid (in der Regel ein
TAA) erkennen. Sie werden ex vivo aus peripheren Lymphozyten durch

Antigen-Stimulation gewonnen. Beispiel: Kruse, et al. *
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Im Folgenden wird naher auf die CTL-Technik, der sogenannten adoptiven
T-Zell-Therapie, eingegangen und erlautert, warum sich tumorspezifische

T-Zellen fur therapeutische Ansétze eignen.

1.4 Adoptive T-Zell-Therapie

Zytotoxische T-Zellen sind malgeblich bei der Absto3ung eines Tumors
beteiligt. So zeigte sich bei Patienten mit malignem Melanom regelmaRig eine
sehr hohe spontane T-Zell-Antwort gegen den Tumor sowie eine Korrelation
zwischen dem vermehrten Auftreten von CD8+ T-Zellen und dem Klinischen
Verlauf der Regression nach T-Zell-Vakzinierung (Boon, et al. 3%).

Die Tatsache, dass zytotoxische T-Zellen Tumore identifizieren kénnen, beruht
auf der Bindung zwischen Peptidsequenzen der TAA via MHC | mit den jeweils
spezifischen T-Zell-Rezeptoren (Stobo *°).

Nur wenn ein Peptidantigen tber eine bestimmte allelische Variante eines MHC
Molekils gebunden ist, kann eine T-Zelle dies auch erkennen. Dieses Prinzip
wird MHC-Restriktion genannt und wurde 1974 von Rolf Zinkernagel und Peter
Doherty (Zinkernagel and Doherty *°) erstmalig beschrieben.

Eine T-Zelle erkennt dasselbe Peptid nicht, wenn es an eine andere allelische
Variante des MHC gekoppelt ist (Kenneth M. Murphy *® S. 267). Die Bindung
erfolgt &hnlich dem Schlissel-Schloss-Prinzip und nur unter der Voraussetzung,
dass die Peptidsequenz zum TCR passt. Ist dies gegeben, wird die
CD8+ T-Zelle aktiviert und ihre Effektor Mechanismen ausgeldst.

Zu den von tumorspezifischen CTLs erkannten Antigenen bzw. deren Epitope
zéhlen Molekile, die aus allen Proteinklassen stammen kodnnen (z.B.

Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, Enzyme [Kawakami, et al. %]

). Diese
Proteine missen nicht zwangslaufig an der Zelloberflache lokalisiert sein, wie
dies bei der Erkennung durch Antikorper erforderlich ist, sondern es werden
Peptidfragmente als Abbauprodukte, auch von intrazellularen Molekllen, im
Kontext von MHC-I und MHC-II prasentiert.

Fir die Immuntherapie ist hierbei entscheidend, dass die verwendeten Antigene

in der Lage sind, eine T-Zell Antwort gegen den Tumor auszulésen und deren
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Peptidsequenzen Uber MHC Molekile prasentiert werden, also immunogen
sind.

Das Prinzip der adoptiven T-Zell-Therapie wird in Abbildung 3 verdeutlicht.
Durch Leukapherese werden von einem Patienten sog. Peripheral Blood
Mononuclear Cells (PBMC) gewonnen. Durch Zugabe bestimmter
Wachstumsfaktoren kdonnen daraus DCs und mittels Separationsverfahren
naive CD8+ T-Zellen generiert werden. Durch die Zugabe eines geeigneten
Reifungscocktails reifen die DCs aus und kénnen mit einem tumorspezifischen
Peptid beladen werden. Diese Zellen stimulieren dann CD8+ T-Zellen. Die
weitere Expansion dieser T-Zell-Linien erfolgt dann — je nach Protokoll — mit T-
Zell-Wachstumsfaktoren  wie IL-2, IL-7 und IL-15. Die Zellen werden in
mehreren Zyklen mit peptid-beladenen antigen-prasentierenden Zellen
(Monozyten/PBMC/B-LCL) restimuliert, bis eine antigen-spezifische Population,
beispielsweise mittels Multimertechnologie, nachweisbar ist (Wolfl, et al. *®). Es
folgt die Expansion antigenspezifischer T-Zellen, die dann dem Patienten
wieder reinfundiert werden (z.B.Chapuis, et al. *). Bei einer klonalen Expansion
antigen-spezifischer T-Zellen ist die Reinheit des T-Zell-Praparates am
hochsten, wobei damit nicht automatisch auf die hochste Wirksamkeit
geschlossen werden kann. Eine alternative Methode des adoptiven T-Zell-
Transfers ist die Expansion tumor-infiltrierender Lymphozyten (TILs), die
ebenfalls unter unterschiedlichen Stimulations- und Expansionsbedingungen ex
vivo in grolRer Zahl vermehrt werden. Innerhalb dieser heterogenen TIL-
Population sind tumor-spezifische T-Zellen angereichert, weshalb dieses T-Zell-
Produkt dann als tumorspezifisches Produkt eingesetzt werden kann

(Rosenberg and Dudley “°, Yang and Rosenberg *).
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Abbildung 3: Prinzip der Adoptiven T-Zell-Therapie. Mittels Leukapharese werden patienteneigene
PBMC gewonnen. Hieraus werden CD8+ T-Zellen und DCs isoliert. Letztere werden nun mit
Tumorlysat, mRNA oder Peptiden zum Ausdifferenzieren gebracht und anschlielend mit den CD8+
T-Zellen inkubiert. Dies bewirkt eine Stimulierung der Tumor spezifischen T-Zellen, die jetzt
expandiert und dem Patienten reinfundiert werden kénnen.

Die Vorteile einer adoptiven T-Zell-Therapie liegen in folgenden Eigenschaften
(Disis, et al. *?): T-Zellen wandern in das Tumorgewebe ein und spiiren die
Antigen exprimierenden Zellen auf, egal wo diese lokalisiert sind. Aul3erdem
kénnen die T-Zellen vor Ort proliferieren und ein Gedéachtnis (in dem Fall gegen
Tumorantigene) ausbilden, was wiederum einem maoglichen Tumor Rezidiv
entgegenwirkt. Durch die hohe Spezifitat des TCR verspricht diese Technik eine
niedrige Nebenwirkungsrate. Im Vergleich zu Antikérpern, reagieren T-Zellen
via  MHC-I auch auf intrazellulare tumorspezifische Antigene und deren
Fragmente.

Im Folgenden wird naher auf die tumorassoziierten Antigene im Glioblastom
eingegangen, die von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden und die fur eine

adoptive T-Zell-Therapie in Frage kommen.
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1.5 Tumorassoziierte Antigene beim Glioblastom

1.5.1 Ubersicht
Folgende Antigene sind in Gliomen beschrieben worden und werden von CTL
erkannt (Grauer, et al. *®):

e Cancer/testis antigens: Diese werden in verschiedenen Tumorarten
sowie in Hoden, Eierstocken und Plazenta exprimiert. Die Gene
kommen normalerweise in Keimzellen vor. Als Beispiele sind das
melanoma-associated-encoding gene-1 (MAGE-1) oder SOX6 zu
nennen (Syed, et al. *%).

e Uberexprimierte Eigenantigene: Diese kommen auch in den normalen
Zellen des den Tumor umgebenden Gewebes vor, werden aber in den
Tumorzellen Gberexprimiert. Beispiele hierfir sind u.a. EGFRVIII, 1L-13-
Rezeptor-alpha 2, Her-2, WT-1 oder das Apoptose-Inhibitor Protein
Survivin. Ferner sind Epitope von EphA2, EphB6, AIM-2, ARF4L, SART-
3, SOX11, KIF1C, KIF3 beschrieben (Toda *).

o Differenzierungsantigene: Diese werden nur wéahrend einer Phase des
Zellzyklus exprimiert, z.B. Melan-A, gpl00 oder tyrosinase related
protein (TRP-2).

e Stroma-Antigene: Sie werden im Stroma des Tumors gebildet, wie z.B.
Tenascin, ein Glykoprotein der Extrazellularmatrix.

Eine besondere Rolle spielt der IL-13-Rezeptor-alpha 2. Dieser wird in

Glioblastomen sehr stark exprimiert (Joshi, et al. *°

) und eignet sich daher
besonders gut als immunhistochemischer Marker (Saikali, et al. *). Es
existieren mehrere Studien, die mittels monoklonalem Antikérper gegen IL-13-
Rezeptor-alpha 2 kombiniert mit einem Toxin, z.B. Pseudomonas-Exotoxin
(Maini, et al. *, Kioi, et al. *), versucht haben, eine spezifische GBM Therapie
zu entwickeln (vgl. Abschnitt 1.3.1). Dartber hinaus werden Epitope des IL-13-
Rezeptor-alpha 2 von CTLs erkannt, so dass er als mdgliche Zielstruktur fur

eine adoptive T-Zell-Therapie geeignet ist.
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1.5.2 Melan-A als Tumorantigen

Wie bereits unter Abschnitt 1.4 beschrieben, wurde bei Melanom Patienten
bereits in den 1980er Jahren eine spontane T-Zell Antwort gegen Tumorzellen
in vitro beobachtet. Beim Charakterisieren dieser Reaktion wurde das
,melanosomal-antigen-recognized-by T-cells 1 (MART-1) oder auch
,melanosomal differentiation antigen® (Melan-A) als Antigen identifiziert (Wang,

49 Coulie, et al. *°

et al . Im Folgenden wird nur der Begriff Melan-A
weiterverwendet.

Es handelt sich um eine HLA-A2 restringierte T-Zell Antwort gegen ein Peptid
von Melan-A (Boon, et al. 3). Melan-A ist ein Melanozyten-
Differenzierungsantigen mit einem Molekulargewicht von 18 KDa (Busam and
Jungbluth *Y). Es eignet sich besonders als Differenzierungsmarker bei der
Diagnose eines malignen Melanoms, da es in diesen tberexprimiert wird. Das
Melan-A Gen kodiert ein Polypeptid von 118 Aminosauren Lange. Die Funktion
ist bislang noch unklar. Es scheint eine wichtige Rolle bei der Pigmentierung
von Saugetieren (Hoashi, et al. °?) zu spielen. Es kommt im endoplasmatischen
Retikulum sowie im Golgi Apparat vor und gehort zu den Typ-IlI-Signal-Anker
Proteinen. Das HLA-A2 restringierte immundominante Peptid ist Bestandteil der
Transmembranregion des Polypeptids und die Wild-Typ-Form hat die
Aminosaure-Sequenz ,EAAGIGILTV* (26-35) (Romero, et al. *3).

Beim immunogenen heteroclitischen Peptid von Melan-A, welches aus den
Aminosauren 26-35L (ELAGIGILTV) besteht, wird zur Optimierung der Bindung
an HLA-A2 an Position 2 Alanin durch Leucin ersetzt, da dieses besser in der
Bindungstasche bindet. Dadurch wird das Peptid langer prasentiert, was zu
einer langeren Stimulation in den T-Zellen fihrt. In vitro konnte eine sehr gute
Stimulation mit dem veranderten Peptid bei T-Zellen von Melanompatienten
gemessen werden (Kawakami, et al. °%). Aufgrund seiner Immunogenitat
(Romero, et al. **) und der hohen Frequenz an Melan-A spezifischen T-Zellen
bei Tumorpatienten wurde Melan-A bereits in zahlreichen klinischen Studien fur
Immuntherapien beim metastasierten malignen Melanom als Zielstruktur

eingesetzt (Yee, et al. °°, Mackensen, et al. °°).

17



So zahlt Melan-A inzwischen zu den 20 besten Antigenen fir eine
Immuntherapie (Cheever, et al. °’) bei malignen Tumoren.

Wegen der gemeinsamen embryonalen Abstammung von Melanozyten und
glialen Zellen aus dem Neuroektoderm, wurden melanomsomale Antigene auch
in Gliomen entdeckt (Chi, et al. *®). Zhang, et al. *° analysierten die Expression
von TAAs in Gliomzellen und fanden dort ebenso eine Expression von Melan-A.
In diesem Zuge wurde beschrieben, dass Melan-A spezifische CD 8+ T-Zellen
in der Lage sind, HLA-A2 positive Gliomazellen, die Melan-A exprimieren, zu

erkennen und zu zerstoren.

1.6 Zielsetzung

In gesunden Zellen ist Melan-A primar in Melanozyten und zum Teil im
Innenohr und der Retina exprimiert. Im Vergleich zu vielen anderen Antigenen
ist es damit relativ spezifisch fur die Tumore, in denen es exprimiert wird (vor
allem Melanome). Auf Grund der verhaltnisméaf3ig hohen Frequenz Melan-A-
spezifischer T-Zellen sowohl bei Patienten als auch im gesunden, naiven T-Zell-
Repertoire, lassen sich diese T-Zellen gut ex vivo fur eine Immuntherapie
expandieren. Wenn deshalb eine spezifische Expression von Melan-A in
Glioblastomen regelhaft nachgewiesen werden kann, wie die Arbeit von Zhang
et al. * vorschlagt, ware es ggf. ein geeignetes Tumorantigen fiir eine adoptive
T-Zell-Therapie-Strategie fur diese Patientengruppe. In Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe Prof. Wolfl wurde eine Aktivierung Melan-A-spezifischer T-Zellen
nach Stimulation mit HLA-A2+ Glioblastomzellen gesehen. Gleichzeitig wurden
die Glioblastomzellen von den T-Zellen lysiert.

Abbildung 4 zeigt wie Melan-A spezifische CD8+ T-Zellen mit Bildung von
Interferon-Gamma und IL-2 nach Inkubation mit den HLA-A0201 positiven
gliomalen Zellen U 373 und den Melanomzellen FM 55 reagieren, aber nicht mit

HLA-A2 negativen Zelllinien.
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Abbildung 4: Melan-A spezifische CD8+ Zellen reagieren (IFN Gamma Synthese) nach Kontakt mit
den HLA-A0201+ gliomalen Zellen U 373 und den Melanomzellen FM 55. Die Zellen Mel 2a
(Melanom) und A 1207 (GBM) sind HLA A0201 negativ.

Die Aktivierung von Caspase-3 ist ein Marker fur Zellen, die in Apoptose gehen.
Im Caspase-Assay (Abbildung 5) wird gemessen, wie gut T-Zellen in den
Tumorzellen Apoptose induzieren kdnnen. Nach Kokultivierung der T-Zellen mit
den Zellkulturen erfolgt die Aktivierung mit Caspase 3. Danach kann mittels
intrazellularer Farbung mit Hilfe von fluoreszenzgekoppelten Antikérpern die
Caspase in den HLA-A2+ Zelllinien (hier T6217 und FM 88) nachgewiesen
werden.

Fur eine adoptive T-Zell-Therapie ist eine hohe Anzahl spezifischer
CD8+ T-Zellen notig. Dies wird durch klonale Expansion in vitro erreicht. Die
Expansion antigen-spezifischer T-Zellen aus dem naiven Repertoire ist
normalerweise schwierig und langwierig, da die Vorlauferfrequenz solcher
Zellen auf Grund der thymischen Depletion oft sehr gering ist und lange
Kulturzeiten und Stimulationen nétig sind. Melan-A stellt eine Ausnahme dar,

auch wenn die Frequenz immer noch niedrig ist.
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Abbildung 5: Caspase-3 Aktivierung in Melan-A spezifischen T-Zellen nach gemeinsamer
vierstundiger Kultur von Tumorzellen (GBM: T 3686, T 6217; Melanom: Mel 2a, FM 88)

Da ein Expansionsprotokoll entwickelt wurde, das eine rasche Expansion in nur
10 Tagen im Klinischen Mal3stab ermdglicht, stellen diese Zellen ein gut
zugéangliches T-Zell-Produkt fur die Immuntherapie bei Glioblastomen dar
(Wolfl, et al. %).

Zusammenfassend stellte sich fir diese Arbeit deshalb die Frage, wie stark und
regelméalig Melan-A in Glioblastomen exprimiert wird. Dabei sollten sowohl
verschiedene Zelllinien untersucht, als auch Primarmaterial ausgewertet

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Labormaterialien und Gerate

2.1.1 Zelllinien

Die Zelllinie U373, sowie die Priméarzelllinien Prim
1027/1194/1415/1399/1414/1427 stammen aus der Arbeitsgruppe (AG) Dres.
Vince und Hagemann der Klinik fur Neurochirurgie der Universitat Wirzburg.
Die Zelllinien Mel 2a, FM 55 und FM 88 stammen aus der AG Prof. Dr. Becker
der Klinik fir Dermatologie der Universitat Wurzburg.

Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Die Medien enthielten jeweils 10% fotales Kalberserum (Biochrom, Berlin) und

2ml Penicillin/ Streptomycin (PAA) je Medium-Flasche.

DMEM Invitrogen/Karlsruhe
RPMI 1640 Biochrom/Berlin
L-15+GlutaMax Leibovitz Invitrogen/Karlsruhe
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u87

U138
U251
U343
U373
T3868
T5135
T6217
A1207
GAMG
Prim 1027
Prim 1194
Prim 1415
Prim 1399
Prim 1414
Prim 1427
Mel 2a
Mel624
Mel 397
FM 55

FM 88
Gyn MCF 7
Gyn OVAR
Gyn SKOV
Gyn Ishikawa

SW13

K562

GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
GBM Linie
Human glioma
GBM Patient
GBM Patient
GBM Patient
GBM Patient
GBM Patient
GBM Patient
Melanom
Melanom
Melanom
Melanom

Melanom

human breast adeno-ca

ovarian carcinoma

human ovarian carcinoma

human endometrial adeno-ca

human adrenocortical carcinoma

human chronic

leukemia in blast crisis

DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
DMEM, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS
RPMI 1640, 10% FCS

L-15+GlutaMax, Leibovitz,
10% FCS

myeloid DMEM, 10% FCS

Tabelle 4: Merkmale der verwendeten Zelllinien
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2.1.2 T Zell-Kultur, Caspase Assay, Zytokinfarbung

DC-Medium

T-Zell-Medium

GM-CSF

IL4

IL7

IL15

IL21

IFN-gamma

LPS

CD8 T-cell isolation kit Il
Melan-A Peptid

Accutase

Waschpuffer

Brefeldin A

CELLGRO® + 1% HS + GM-
CSF/IL4

CELLGRO® + 5% HS+ IL-7 +
IL-15

ELAGIGILTV

PBS 1% HS

CellGenix, Freiburg

CellGenix, Freiburg

Gentauer, Aachen
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Peprotech, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Miltenyi, Bergisch Gladbach
JPT, Berlin

GE Healthcare Lifescience,
Freiburg

GIBCO Lifetechnologies,

Schwerte

Biolegend, Fell

Tabelle 5: Reagenzien fur T-Zellkultur, Caspase Assay und Zytokinfarbung

2.1.3 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Fir die Durchflusszytometrie wurden folgende Reagenzien bendtigt:

Human Serum off the clot, Type AB
BD Cytofix/Cytoperm

BD Perm/Wash

Die Analyse

erfolgte

Biochrome

BD Biosciences/Heidelberg

BD Biosciences/Heidelberg

am FACS Typ

Calibur der

Firma BD

Biosciences/Heidelberg, die Auswertung erfolgte mit der Software Cell-Quest

Pro, ebenfalls von BD Biosciences.
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2.1.4 Primargewebe von GBM Patienten

Verwendet wurden Paraffinschnitte von GBM Resektionen aus dem Institut der
Pathologie, Abteilung Neuropathologie der Universitat Wirzburg, ehemals Prof.
Roggendorf, wobei versucht wurde moglichst viele padiatrische Proben zu
verwenden. Es gab zwei verschiedene Studien:

Zunachst wurden in Serie 1 Proben von 12 jungen Patienten getestet, die
jedoch einer sehr heterogenen Gruppe entstammten: zum Zeitpunkt der
Probengewinnung waren die Patienten unterschiedlich vortherapiert,
andererseits lagen unterschiedliche histologische Subtypen des GBM vor.
Zudem gab es teilweise mehrere zeitlich versetzt gewonnene Proben pro
Patient, was die Vergleichbarkeit sehr schwierig machte. In Tabelle 6 sind die
Merkmale der einzelnen Praparate der Serie 1 aufgefuhrt.

Aufgrund der bereits erwdhnten Heterogenitat wurde in einer 2. Serie versucht,
Praparate auszuwahlen, bei denen die Patienten keine Vorbehandlung mittels
Chemo- oder Strahlentherapie erhalten haben. Des Weiteren wurden seltene

histologische Subtypen ausgeklammert.

1 0,5 w IV, sarkomatdse Komponente

2 15 m IV, ehemalige Riesenzellkomponente

3 19 w IV, Spindelzellkomponente

4 0,8 w GBM of the spinal cord

5 8 m \Y)

6 16 w IV, Rezidiv, Tumorfraktion

7 6 m IV, polymorph, biphasisch, Primartumor

8 26 m IV, Rezidiv nach Astrozytom (5 Jahre Abstand), z.n.
RTX

9 15 m Riesenzellkomponente

10 17 m IV, z.n. OP, RTX, CTX, Riesenzellkomponente

11 19 w IV, Riesenzellkomponente

12 24 w IV, oligoastrozytar, Mischgliom, z.n. OP, RTX; CTX

Tabelle 6: Ubersicht Patienten Serie 1
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Allerdings fuhrte das Institut fir Pathologie nur 2 péadiatrische Proben, die die
Auswahlkriterien der 2.Serie erfillten, weshalb auch Proben von Erwachsenen

miteinbezogen wurden (Tabelle 7).

13 24 m v
14 24 m \Y%
15 7 w v
16 14 m v
17 47 m v
18 69 w v
19 66 m I\
20 76 w v
21 56 m v
22 28 w v

Tabelle 7: Ubersicht Patienten Serie 2

Als Positivkontrolle fir Melan-A wurden aus der AG Prof. Dr. Becker der Klinik
fur Dermatologie der Universitat Wirzburg Paraffinschnitte eines malignen

Melanoms verwendet.

2.1.5 Verwendete Antikdrper und deren Anwendung
Fur die Immunhistologie, den Westernblot, die FACS Analysen, den Caspase-
Assay, die Zytokinfarbung und die T-Zell-Kultivierung wurden folgende

Antikdrper verwendet:
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Rabbit

Mouse

Mouse

Goat

Goat

Goat
Rabbit

Mouse

Rabbit

Mouse

Mouse

Mouse

Rat

Mouse

Mouse

Tabelle 8: Merkmale verwendeter Antikdrper

Human
Beta-Actin

Human
Melan-A

Human
IL13-R-
alpha2
Mouse 1gG
anti-Rabbit
19G

Rabbit IgG
Mouse IgG
lgG1

Human
Caspase-3

Human CD8

Human
CD45

Human IFN-

gamma-
Human IL2
Human
CD57
Human
CD45RO

mAb

A103, mAb
M2-7C10 mAb

BD13 mAb

IRDye 800CW

IRDye 680

Alexa 488
Alexa 488

PE

PerCPCy5.5

Pacific Blue

APC

PE

Microbeads

Microbeads

2.1.6 PCR Materialien
Fir die PCR waren verschiedene Reagenzien und KITs ndtig:
High Pure RNA Isolation Kit

SuperScript™ Ill Reverse Transcriptase

Cell Signaling

DAKO/Hamburg

Diaclone/Frankreich

Licor/Bad Homburg
Licor/Bad Homburg

Invitrogen/Karlsruhe
Invitrogen/Karlsruhe

Invitrogen/Karlsruhe

BD

Biosciences/Heidelberg

Biolegend, Fell

Biolegend, Fell

Biolegend, Fell

Biolegend, Fell

Miltenyi,
Gladbach

Bergisch

Miltenyi,
Gladbach

Bergisch

Roche/Mannheim

Invitrogen/Karlsruhe

Westernblot

Westernblot,
Immunbhisto,
FACS

Immunhisto

Westernblot

Westernblot

FACS
FACS

FACS Negative

Kontrolle

Caspase Assay

T-Zell-
Kultivierung
T-Zell-
Kultivierung

Zytokinféarbung

Zytokinféarbung
T-Zell
Kultivierung

T-Zell

Kultivierung



Primer for cDNA Synthesis p(dt)is Roche/Mannheim

dNTP Set Genaxxon/Ulm
Power SYBR Green® PCR Master Mix Applied Biosystems/Darmstadt
Wasser PCR Grade Roche/Mannheim

Folgende Primer kamen bei der Realtime PCR zum Einsatz:

Primer Melan-A Forw: 5°-TCT ATG GTT ACC Eurofins MWG
CCA AGA AGG-3° Operon/Ebersberg
Rew: 5°-GGG AAC CAC AGG
TTC ACA GT-3
Produktlange 269 bp

Primer GAPDH Forw: 5°- CGA TGC TGG CGC Eurofins MWG
(Glycerinaldehyd 3-Phosphat TGA GTAC -3’ Operon/Ebersberg
Dehydrogenase) Rew: 5- CGT TCA GCT CAG

GGATGACC-3

Produktlange: 200 bp
Tabelle 9: Verwendete Primer
Fur die cDNA Synthese wurde der Mastercycler der Firma Eppendorf
eingesetzt. Der ABI Prism 7300 der Firma Applied Biosystems wurde fir die
Real-Time-PCR verwendet. Die Reaktion fand in 96 Well Optical Reaction

Plates von Applied Biosystems/Darmstadt statt.

2.1.7 Westernblot Reagenzien und Material

Die Westernblotreagenzien und Materialien sind in Tabelle 10 dargestellt.

Die Elektrophorese und das Blotten erfolgten mit der xCell® Il Sure lock
Elektrophoresis Cell und dem xCell® 1l Blot Module von Invitrogen. Zur
Detektion der fluoreszenzmarkierten Antikorper wurde das Licor Odyssey
Infrared Imaging System der Firma Licor/ Bad Homburg eingesetzt. Das
Consort E835 Elektrophoresis Power Supply versorgte die Blot-Kammer und
die Elektrophorese-Kammer mit der notigen elektrischen Spannung.

Die Proteinproben wurden zu Beginn mittels Eppendorf Bio-Photometer auf

ihren Proteingehalt untersucht.
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Protease-Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich/Minchen

RIPA Buffer Sigma-Aldrich/Minchen
Blockpuffer PBS

0,1% Tween 20

5% BSA
Diluent-Puffer PBS

0,1% Tween 20

3% BSA
Waschpuffer PBS

0,1% Tween 20
NuPage® 4x LDS Sample Buffer Invitrogen/Karlsruhe
NuPage® Antioxidant Invitrogen/Karlsruhe
NuPage® MOPS SDS Running Buffer MOPS 1mM Invitrogen/Karlsruhe
20x Tris Base 1mM

EDTA 20,5mM

SDS 69,3mM
NuPage® Novex 10% Bis-Tris Gele Invitrogen/Karlsruhe
NuPage® Transferpuffer 20x Bicine 500mM Invitrogen/Karlsruhe

Bis-Tris 500mM

EDTA 20,5 mM

Chlorbutanol 1mM

Prestained Protein Marker Broad Range New England
7-175 KDa Biolabs/Frankfurt

PVDF Membran Carl Roth/Karlsruhe

Sponge Pads Invitrogen/Karlsruhe

Filterpapier Whatman/Dassel

Tabelle 10: Westernblot Materialien

2.1.8 Immunhistologie

Eine Ubersicht tiber die Reagenzien ist in Tabelle 11 dargestellt.
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DAB Chromogen System IHC Detektionssystem DAKO/Hamburg
Dampfdrucktopf Antigenretrieval WMF

Ethanol Re-/Dehydrierung Merck/Darmstadt
Eukitt Eindeckmedium IHC Roth

Human Serum, AB Rh- Blockserum Cytospin Institut

Transfusionsmedizin

Universitatsklinik

Wirzburg
Kaiser's Glyceringelantine Eindeckmedium Cytospin Merck/Darmstadt
LSAB®2 System K5001 labelled streptavidin DAKO/Hamburg

(LSAB) + HRP

Mayer’s Hamalaun Kernféarbung IHC Merck/Darmstadt
Mouse-anti-Rabbit APAAP-Komplex DAKO/Hamburg
Neufuchsin Substrat System Cytospin Detektionssystem DAKO/Hamburg
Normal goat Serum Blockserum IHC Invitrogen

Nova Red® Peroxidase (HRP) Substrat Vector Laboratories
Pappenheim-Farbung May Grinwald Lésung Merck/Darmstadt
Giemsa-Losung Merck/Darmstadt
POD Blocking Solution DAKO/Hamburg
Rabbit-anti-Mouse 1gG Briicken-Antikorper DAKO/Hamburg
Retrieval-Puffer 1 10mM Tris
Melan-A Farbung 1mM EDTA
pH9
Retrieval Puffer 2 Citratpuffer
IL-13Ralpha2 Farbung pH 6
TBS Tris-HCI 0,05M
NaCl 0,15 M
pH 7,6

Superfrost Objekttrager

Plastikware

Tabelle 11: Immunhistologie Materialien

Langenbrink

Samtliche hergestellte Praparate wurden mit dem Mikroskop Leitz Diaplan der
Firma Leica/Wetzlar mikroskopiert und Fotos mit Hilfe der Leica DC 480
Kamera und der Leica IM 50 Image Software erstellt.
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2.1.9 Allgemeine Chemikalien und Losungen

Far die unterschiedlichen Versuche wurden folgende Chemikalien

Lésungen bendtigt:

1,4-Dithiothreit
2-Mercaptoethanol
Aceton

Bradford Lésung

BSA (Rinderserumalbumin, Fraktion V)

Zitronensaure-Monohydrat
Methanol

NaOH Platzchen

PBS Dulbecco’s

RLT Puffer

Trypanblau

Tween 20

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Carl Roth/Karlsruhe
Sigma-Aldrich/Minchen
Sigma-Aldrich/Minchen
Applichem/Darmstadt
Carl Roth/Karlsruhe

Carl Roth/Karlsruhe
Fluka

Carl Roth/Karlsruhe
Biochrom/Berlin
Quiagen

Biochrom

Carl Roth/Karlsruhe

und

Die Zellen wurden als Monolayer in sterilen Plastikflaschen (Cellstar® Greiner

Bio-One, 250 ml / 75 cm?) in den entsprechenden Medien unter

Zusatz

Penicillin/Streptomycin (PAA) und Zusatz von 10% FCS (fotales Kélberserum,

Biochrom Berlin) bei 37°C und 5% CO; kultiviert und zweimal in der Woche bei

ca. 80-90% Konfluenz mit Hilfe von Trypsin (Invitrogen, Karlsruhe) vom

Untergrund geldst und passagiert.

Fir die RNA Isolation und cDNA-Synthese sowie fir die Proteingewinnung

wurden jeweils ~5 x 10° Zellen aus der logarithmischen Wachstumsphase

entnommen.
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2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer mit einer Tiefe von
0,1mm ermittelt. Dazu wurden Zellen in 2 ml Medium suspendiert und daraus
eine 1:20 Verdunnung mit Trypanblau 0,5% hergestellt. Wahrend Trypanblau
nur von abgestorbenen Zellen aufgenommen wird, werden um die Zahl/pl zu
bestimmen nur lebende (farblose) Zellen in allen 4 Quadraten gezahlt. Hierfar
wurde nachfolgende Formel angewendet:

Zellzahl/0,4 x (Verdlinnungsfaktor 20) x (Volumen 2000ul)

2.2.3 Herstellung von Cytospin-Praparaten

Mit Hilfe von Cytospin-Praparaten werden Zellen aus Punktionsmaterial (z.B.
Liquor) oder Sputum gewonnen. ,Cytospin® ist der Handelsname fur eine
spezielle Zentrifuge (Cytospin Ill Zentrifuge, Fa. Shandon), mittels derer Zellen
aus einer Suspension durch Zentrifugation in einem Trichter angereichert und
auf einen darunter befindlichen Objekttrager aufgebracht werden (Lang ).
Zwischen Trager und Trichtergrundplatte eingelegte, fir den Zelldurchtritt auf
den Trager gelochte Filterpapiere nehmen Uberschissige
Suspensionsflissigkeit auf. Die in der Suspension befindlichen Zellen werden
gleichmafiig auf dem vorgegebenen Feld verteilt. Diese Methode ist im
klinischen Labor der Kinderklinik der Universitat Wirzburg etabliert fur die
Liquordiagnostik und wurde fir eine orientierende immunzytologische
Untersuchung der Zelllinien FM88, U87, U373, Mel 624, A1207, GAMG und
MCF auf die Expression von Melan-A gewahlt.

Fur die Herstellung von jeweils 2 Objekttragern werden 100.000 Zellen benétigt
(Erfahrungswert). Es wurden maximal 100 Zellen pro pl eingesetzt und
insgesamt maximal 400 pl Volumen in die Cytospintrichter der Cytospin Il
Zentrifuge der Firma Shandon eingeflllt. Als Verdinnungslésung wurde PBS
1% FCS verwendet. Die Zellsuspensionen wurden in die Trichter der
vorbereiteten Objekttrager pipettiert und 5 Minuten bei 700 U/min in der
Cytospin-Zentrifuge zentrifugiert. Danach wurden die Objekttrager bei
Raumtemperatur (RT) luftgetrocknet. Jeweils ein Praparat wurde nach der
Pappenheim-Farbung (Giemsa/May-Grunwald-Farbung) gefarbt. Dies hat den
Vorteil, dass die Zell-Morphologie und die Qualitat der Cytospins unmittelbar
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beurteilt werden konnte. Das jeweils zweite Praparat wurde mit Anti-Melan-A
Klon A 103 mittels APAAP (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
Phosphatase) Methode nach Herstellerangaben (DAKO) gefarbt.

2.2.4 Immunhistologie

Mit Hilfe der Immunhistologie lassen sich intra- und extrazellulare Antigene
selektiv darstellen. Die Detektion erfolgt in der Regel mit antigenspezifischen
monoklonalen Antikdrpern. Um diese Antigen-Antikdrper-Reaktion sichtbar zu

machen kommen verschiedene Labeling Systeme zum Einsatz:

APAAP Methode fur die Anwendung bei Cytospinpraparaten
Die Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase (APAAP) Methode

beruht auf einem

e Primarantikorper, der gegen das gesuchte Antigen gerichtet ist,

e Briuckenantikdrper, der sowohl gegen den Priméarantikdrper als auch den
markierten Tertidrantikdrper gerichtet ist.

e Tertidrantikorper, ein monoklonaler Maus-anti-alkalische-Phosphatase-
Antikdrper, der die anschlielRend hinzugegebene alkalische Phosphatase
des APAAP-Komplexes bindet.

Nach Zugabe von Naphthol-As-Biphosphat, dem Substrat der alkalischen
Phosphatase, ergibt sich ein Spaltprodukt, das mit Neufuchsin einen roten
Farbniederschlag ergibt. Die getrockneten Cytospin-Objekttrager wurden in
Methanol/Aceton (1:1) 30 Sekunden fixiert und in PBS gesplilt. Der Antikdrper
Mouse-anti-Melan-A (Klon A103, DAKO) wurde mit TBS 0,5% BSA 1:20
verdunnt und pro Objekttrager 35ul eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von
30 Minuten in einer feuchten Kammer bei RT wurden die Praparate mit PBS
gewaschen. Der Brickenantikdrper wurde mit PBS 30% Humanserum 1:50
verdiunnt und 35 pl pro Feld eingesetzt. Es folgte eine weitere Inkubation fir 30
Minuten in der feuchten Kammer. Nach einem weiteren Wasch-Schritt erfolgte
die Inkubation mit dem APAAP Komplex. Flr eine Intensivierung des Signals
wurden die Schritte mit dem Brickenantikdrper und dem APAAP Komplex

insgesamt zweimal durchgefiihrt. Erst danach sind alle Praparate mit einem
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Neufuchsin-Substrat-System als Chromogen fir 30 Minuten inkubiert worden
und anschlieBend gewaschen worden. Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayer’s

Hamalaun. Eingedeckt werden die Praparate mit Kaiser’s Glyceringelantine.

LSAB Methode fir die Anwendung bei Paraffinschnitten

Bei dieser Methode wird in einem Drei-Schritt-Verfahren markiertes
Streptavidin-Biotin  eingesetzt. Nachdem das Gewebe mit einem
Primarantikdrper inkubiert wurde, wird der biotinylierte Sekundarantikérper
hinzugegeben. An das Biotin bindet im néchsten Schritt Streptavidin-Horse-
Reddich-Peroxidase. Die Detektion erfolgt mit einem Substratkomplex
bestehend aus DAB (Diaminobenzidin)-Chromogen oder Nova Red® (Serie 1)
und Horse Reddich Peroxidase Substrat. Es kommt zu einem kontrastreichen
braunen bzw. rétlichem Endprodukt am Zielantigen.

Fur die Immunhistologie wurden vom Institut fir Pathologie der Universitat
Wirzburg, Sektion Neuropathologie, Paraffinschnitte aus Resektionsmaterial
von GBM Patienten zur Verfligung gestellt. Die Farbungen erfolgten im Labor
der Neuropathologie.

Im Versuchsansatz der 2. Serie wurde neben Melan-A parallel auch IL-13-
Rezeptor-alpha 2 als spezifischer Marker bzw. TAA fur Glioblastome (Saikali,
et al. *) getestet. Es erfolgte eine Austestung der Antikdrper Klon A 103
(DAKO) fur Melan-A und Klon B-D13 (Diaclone) fur IL-13-Rezeptor-alpha 2 zum
Festlegen der optimalen Konzentration. Aul3erdem wurden verschiedene
Losungen zum Blockieren unspezifischer Bindungen getestet.

Des Weiteren wurde bei dieser Studie das Setting durch Vorbehandlung der
Schnitte (Antigen Retrieval) mittels unterschiedlicher Temperatur (70°C vs.
120 °C) und Puffer (Citrat vs. EDTA) fiur beide AntikOrper optimiert. Mit Hilfe
dieses Verfahrens konnen Antigene im Gewebe demaskiert werden. Dies ist
sehr wichtig, da durch die Formaldehyd-Fixierung der Gewebeproben Proteine
vernetzt werden, also maskiert werden und somit die Epitope der Antigene nicht
fur die AK-Antigen Bindung offen liegen.

Von jedem Tumorpraparat wurde ein Schnitt mit Hamatoxylin-Eosin, ein Schnitt
mit Mouse-anti-Melan-A (DAKO, Klon A103) in der Verdinnung 1:50 und ein

33



Schnitt mit Mouse-anti- 1L-13-Rezeptor-alpha 2 (Diaclone, Klon BD 13) in der
Verdinnung 1:200 nach entsprechender Austestung geféarbt. Als Kontrollen
wurden Melanom-Schnitte (Positivkontrolle fir Melan-A) und GBM Schnitte
ohne Antikoérperinkubation als Reagenzienkontrolle verwendet.

Nach Entparaffinierung wurden die Schnitte fir die Melan-A Farbung
20 Minuten bei 70°C mit Retrieval-Puffer-1 (10 mM Tris 1mM EDTA-Puffer bei
pH 9) und fur IL-13-Rezeptor-alpha 2 10 Minuten bei 120°C mit Retrieval-
Puffer-2 (Citratpuffer bei pH 6) behandelt. Im Anschluss erfolgte nach einem
Block der endogenen Peroxidase (DAKO S2023) und der unspezifischen
Oberflachenantigenen mit Normal Goat Serum das Auftragen der
Antikdrperverdinnungen und Inkubation in einer feuchten Kammer fir
30 Minuten. Fur die Reagenzien-Kontrollen wurde, anstatt der
Antikorperverdinnungen, 0,1%BSA in TBS verwendet. Die Detektion erfolgte
mit dem DAKO LSAB System (K5001) und DAB. AnschlieRend wurden die
Zellkerne durch Hamalaun dargestellt. Das Eindecken nach Dehydrierung in der
aufsteigender Alkoholreihe erfolgte mit Eukitt®.

Zudem wurde von jedem Patienten ein Hamatoxylin-Eosin gefarbter Schnitt

angefertigt.

2.2.5 Westernblot

Beim Westernblot wird ein Proteingemisch elektrophoretisch nach dem
Molekulargewicht in einem Gel aufgetrennt und anschlie@end auf eine
Membran, z.B. Polyvinylidenfluorid (PVDF) ubertragen (geblottet). Auf dieser
werden die Proteine immobilisiert. Das im Gel produzierte Trennmuster bleibt
auf der Membran erhalten. Die Proteine kdnnen nun auf der Membran detektiert
werden. Hierzu verwendet man einen Primarantikdrper, der gegen ein Epitop
des gesuchten Proteins gerichtet ist. Die Antigen-Antikdrper-Bindung kann
entweder durch einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper oder mit einer
Enzym-Substrat-Reaktion sichtbar gemacht werden.

Fir diese Arbeit wurden fluoreszenz-markierte Sekundarantikbrper verwendet.
Diese Technik erlaubt den gleichzeitigen Einsatz von zwei verschiedenen

Sekundarantikorpern auf einer Membran und ermoglicht so die parallele
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Darstellung von zwei Proteinen: Melan-A und Beta-Actin als House Keeping
Gen zur internen Kontrolle zum Nachweis dafir, dass in jeder Geltasche ein
Proteingemisch vorhanden war. Die fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérper
waren durch die Herstellerfirma des Detektionssystems (Licor) vorgegeben. Als

Positivkontrolle fur Melan-A wurde die Melanomzelllinie FM 55 verwendet.

Proteinlysatherstellung

Aus den Zellkulturflaschen wurde das Medium abgesaugt, der Zellrasen 3x mit
PBS (4°C) gewaschen und anschlieRend mit einem Cell Scraper abgeschabt.
Im Anschluss daran sind die Zellen in 5ml PBS suspendiert und 5 Minuten bei
517 x g zentrifugiert worden. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet mit 100 pl RIPA Lyse-Puffer (+20 pl Protease-Inhibitor-Cocktail)
suspendiert und fur 15 Minuten in 4°C inkubiert. Das entstandene Lysat wurde
10 Minuten bei 13.000g/4°C zentrifugiert, der Uberstand eingefroren und das

Pellet verworfen.

Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration wurde die Methode nach Bradford
angewendet. Eine Standardreihe aus einer 2mg/ml BSA Loésung wurde
mitgefuhrt. Jeweils 1ul Proteinlysat wurde mit Aqua dest. (A.d.) 1:100 verdinnt
und mit 900ml Bradford-Losung inkubiert. Das BioPhotometer (Eppendorf)
wurde mit einem Leerwert auf null kalibriert und die Proben in einer
Doppelbestimmung bei 595 nm Wellenlange gemessen. Mittels einer erstellten
Standardkurve konnten die Konzentrationen in pg/ul abgelesen werden.
Insbesondere die Primarzelllinien wuchsen hier relativ schlecht, was zu einer
reduzierten Zellzahl und daraus resultierenden geringeren Proteinkonzentration
fuhrte. Durch Zusammenfuhren entsprechender Anzahl Zellkulturflaschen bei
der Lysat-Herstellung konnte eine ausreichende Proteinkonzentration erreicht

werden.
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Westernblot Durchfiihrung

Alle Arbeiten wurden mit Handschuhen durchgefuhrt. Das Handling der
Membran erfolgte mit einer Pinzette.

Fur die elektrophoretische Auftrennung der zellularen Proteingemische wurden
jeweils 40 pg Gesamtprotein einer Zelllinie je Geltasche eines 10% Tris
NuPage® Gel der Firma Invitrogen eingesetzt. Der Probenansatz bestand aus
7,5 ul LDS Sample Buffer, 3 ul 0,5 M DTT, A.d. und dem errechneten Volumen
der Zelllysate. Insgesamt fassten die Geltaschen 30 pl. Alle Proben wurden fir
10 Minuten bei 70°C denaturiert. Um die angezeigten Banden einer
Proteingrofl3e zuordnen zu kénnen, wurde ein Prestained Marker mit 7-175 KDa
Banden der Firma New England Biolabs verwendet. Fir jede Probe erfolgte
eine Doppelbestimmung. Als Positivkontrolle wurde eine FM 55 Probe
mitgefihrt. Die Laufzeit der Elektrophorese im xCell® System der Firma
Invitrogen betrug 90 Minuten bei einer Spannung von 130 V. Danach erfolgte
das Blotten auf eine PVDF Membran (Carl Roth) fur 60 Minuten bei einer
Spannung von 40 V.

Zur Proteindetektion wurden die geblotteten Membranen fur 60 Minuten bei RT
in einem Blockpuffer geblockt und hinterher 5 Minuten in Waschpuffer
gewaschen. Nach vorangegangener Austestung (siehe unten) wurden als
Primarantikdrper 0,2 pg Mouse-anti-Melan-A (Klon A103, DAKO) in 5 ml Diluent
Puffer (je Membran) eingesetzt. Zur Kontrolle wurde in allen Proben ein Rabbit-
anti-Beta-Actin (New England Biolabs) Antikorper 1:1000 (Herstellerangabe)
verdinnt mitgefuhrt. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht in 4°C. Nach
dreimaligem Waschen a 5 Minuten wurden die fluoreszenz-gekoppelten
Sekundarantikdrper zugegeben. Verwendet wurde ein Goat-anti-Mouse 800
CW (Licor, Anregung bei 778nm/ Emission bei 795nm - grines Leuchten) der
den Primé&rantikbrper gegen Melan-A detektiert und ein Goat-anti-Rabbit 680
IRDye (Licor, Anregung 683nm, Emission 710nm ->rotes Leuchten), der den
Beta-Actin Antikdrper detektiert hat. Beide Sekundarantikérper wurden 1:10.000
in 5ml Diluent Puffer (je Membran) eingesetzt. Die Inkubation erfolgte fir 60
Minuten bei RT. Zuerst mussten die optimale Antikdrperkonzentration sowie
Sensitivitats-Vergleiche zwischen den Anti Melan-A Klonen M2-7C10 und A 103
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etabliert werden. Abbildung 6 zeigt Beta-Actin als rote Bande bei ca. 50 KDa in
allen eingesetzten Proben, Melan-A wird griin bei ca. 20 KDa dargestellt.

0.2 pg A103 0.6 pg A103

EIT e

Marker FM55 MCF 7 U373 U 87 Marker FM55 MCF 7 U373 U 87

Abbildung 6: Konzentrationen von A103. Im rechts dargestellten Blot erscheint die griine Melan-A
Bande dicker und unscharfer (0,6pg) als im linken Blot (0,2mg). In beiden Blots sind nur FM 55
Zellen positiv fir Melan-A. Beta Actin konnte in allen getesteten Zell-Linien nachgewiesen werden
(rote Bande).

Im linken Blot wurden 0,2 pug und im rechten Blot 0,6ug von A103 eingesetzt.
Rechts erscheint die grine Bande dicker und unscharfer. Au3er FM 55 waren
keine weiteren Proben positiv fir Melan-A. Eine Erhdhung der Konzentration
(z.B. auf 0,6 pg) hat keine verbesserte Detektion bewirkt, weshalb in den
folgenden Versuchen immer 0,2 ug eingesetzt wurden. Bei den Proben von
MCF 7, U373 und U87 war zudem die Proteinkonzentration sehr niedrig. In jede
Gel-Tasche koénnen maximal 30 pl Loésung pipettiert werden. Als Standard
haben sich 40 ug Protein etabliert. Da das Proteinlysat zusammen mit 7,5 pl
LDS und 3 ul DTT in die Taschen pipettiert werden, folgt daraus dass maximal
20 pl Lysat eingesetzt werden konnen. Dies wurde bei den o0.g. Proben mit
schwacher  Proteinkonzentration ebenfalls angewendet, ohne eine
Verbesserung der Detektion, trotz verdreifachter AntikGrperkonzentration von

A103, zu erreichen. Zum Vergleich der Sensitivitat wurde das Lysat von FM 55
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in einer Verdunnungsreihe ausgehend von 23 pg (entsprechend einer 1:2)
Verdinnung bis zu 0,72 ug (entspricht einer 1:64 Verdinnung) eingesetzt. Die
Antikdrper A 103 und M2-7C10 wurden jeweils in der Konzentration von 0,2 ug
eingesetzt.

Abbildung 7 zeigt bei der Verdunnung von 1:2 noch Beta-Actin, bei den tbrigen
Verdinnungen nicht mehr. Melan-A lasst sich bis zu einer Verdinnung des
Lysats von 1:8, was einer Proteinkonzentration von 5,8 ug entspricht, mit A103

nachweisen.

Beta-Actin

IY'.....

Marker FM88 FM55 1:64 1:32

Abbildung 7: Bestimmung der Sensitivitat von A103 (0,2ug) anhand einer FM55 Verdiinnungsreihe
ausgehend von einer 1:2 Verdinnung (entspr. 23ug) bis 1:64 (entspr. 0,72 ug). Eine Detektion von
A103 von Melan-A in FM55 Zellen gelingt problemlos bis zur 1:8 Verdiinnung. Die weiteren
Verdunnungsstufen sind nur noch schwach zu erkennen.

In Abbildung 8 wird zum Vergleich der Antikdrper M2-71C10 eingesetzt. Hier
l&sst sich Melan-A bis zu einer Verdinnung von 1:16 nachweisen. Im Vergleich
zu A103 erscheinen die Banden jedoch schwéacher und unschéarfer. Auf Grund
dieser Tatsache und dass A 103 in der Literatur verstarkt eingesetzt wurde, ist

fur alle Untersuchungen im Westernblot der Klon A103 verwendet worden.
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Beta-Actin

- [N

Marker FM88 FM55 1:64 1:32

Abbildung 8: Bestimmung der Sensitivitat von M2-7C10 (0,2pg) anhand einer FM55
Verdinnungsreihe ausgehend von einer 1:2 Verdiinnung (entspr. 23ug) bis 1:64 (entspr. 0,72 pg).
Eine Detektion von M2-7C10 von Melan-A in FM55 Zellen gelingt bis zur 1:16 Verdinnung. Die
weiteren Verdinnungsstufen sind nur noch schwach zu erkennen. Die Banden erscheinen
unschaérfer als bei A103.

2.2.6 Durchflusszytometrie (FACS)

FACS (= Fluorescence Activated Cell Scanner) ermdglicht die Analyse von
einzelnen Zellen nach Grof3e und Granularitat mittels eines Lasers und einer
Sensoreinheit. Eine vibrierende Flusskammer unterteilt den Zellstrom durch das
Analysegerat in feine Tropfchen. Die Zellen treten einzeln durch den Laserstrahl
und werden in Abhangigkeit der Beugung des Laserlichts durch einen Sensor
erfasst. Das Ergebnis der Messung wird in einem Punktdiagramm oder einem
Histogramm der Fluoreszenzintensitat gegen die Zellzahl dargestellt. In dem
Diagramm bilden sich charakteristische Punktgruppen, die den einzelnen
Zellpopulationen zugeordnet werden konnen. Die Methode eignet sich
insbesondere zur Darstellung intrazellularer Antigene wie Melan-A. Um
Antigene zu markieren, werden entsprechende monoklonale
fluoreszenzgekoppelte Antikorper verwendet. Die Fluoreszenzfarbstoffe
reagieren auf Anregung durch Laserlicht mit typischen, nach dem

Emissionsspektrum  klar  einzuordnenden Lichtemissionen. Detektoren
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empfangen quantitativ das charakteristische Licht und machen somit die
Unterscheidung der Fluorochrome untereinander moglich.

Mittlerweile kdnnen bis zu 22 Farben gleichzeitig durch FACS Gerate erfasst
werden. Fir die intrazellulare Melan-A Farbung wurden jeweils 1x10° Zellen
eingesetzt, mit einer formalinhaltigen LOsung (Fixperm, BD) fixiert und
permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen in 2 Rohrchen aufgeteilt und
die eine Halfte mit dem Antikérper Mouse-anti-Melan-A (DAKO, Klon A103), die
andere Halfte mit einer Isotyp Kontrolle inkubiert. Als Sekundarantikdrper
wurden ein Rabbit-anti-Mouse 1gG, Alexa 488 (Invitrogen) und ein Goat-anti-
Rabbit IgG, Alexa 488 (Invitrogen) verwendet.

Die Messung wurde am FACS Calibur der Firma BD Bioscience durchgefihrt.

2.2.7 T-Zell-Kultur und Generierung Melan-A spezifischer T-Zellen

Ziel ist es, tumorspezifische bzw. Melan-A spezifische T-Zellen zu generieren.
Hierfir wurden zunachst dendritischen Zellen aus PBMC von HLA-A2 positiven
Spendern gewonnen. Nach Leukapherese erfolgte das Einstellen der PBMC
Zellzahl auf 10’ PBMC/ml. AnschlieRend wurde die Zellsuspension auf eine
6-well-Platte verteilt und fur 2-3 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach einem
Wasch-Schritt erfolgte die Zugabe des DC Mediums (CELLGRO®+1% HS +
GM-CSF/IL-4) und Inkubation fur 48 Stunden. GM-CSF bedeutet granulocyte
macrophage colony stimulating growth factor und dient der Differenzierung und
dem Wachstum der DCs. IL-4 fordert Wachstum und Genexpression.
Anschliel3end erfolgte erneutes Waschen und Zugabe von frischem Medium mit
gesteigerter GM-CSF/IL-4 Konzentration und Inkubation fir weitere 72 Stunden.
Danach wurden die noch unreifen DC ,geerntet‘. Nach Einstellung von 10°
Zellen/well erfolgte die Zugabe von DC-Medium (CELLGRO®+ 1% HS+ GM-
CSF+ IL-4+ LPS+ IFN-gamma) und Melan-A Peptid 0,5ul/ml in einer neuen
6-well-Platte. IFN-gamma erhoht die Expression von MHC Molekilen und der
Komponenten der Antigen-Prozessierung. Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert

die Synthese von Toll-like-Rezeptoren.
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Am selben Tag wurden die naiven T-Zellen aus den PBMC desselben
Spenders isoliert: Dies erfolgte mittels dem ,CD8 negative selection kit II*
(Miltenyi) nach Herstellerangaben:

Das Prinzip ist, dass Nicht-CD8+ T-Zellen, insbesondere CD4+ T-Zellen,
Monozyten, Neutrophile, Eosinophile, B-Zellen, Stammzellen, Dendritische
Zellen, NK Zellen, Granulozyten mit Biotin-konjugierten monoklonalen
Antikdrper gegen CD4, CD15, CD16, CD19, CD34, CD36, CD56, CD123, TCR
gammal/delta, CD235a markiert werden. In einem zweiten Schritt werden
monoklonale Antikorper, die mit magnetischen MicroBeads konjugiert sind,
zugegeben. Diese sind gegen Biotin, CD14 und CD61 gerichtet. Uber eine
magnetische Saule werden die Zellen aufgetrennt: alle magnetisch markierten
Zellen bleiben hangen (Nicht CD8+) wahrend die CD8+ T-Zellen durch die
Saule eluiert werden kdnnen.

Die PBMC- Zellsuspension mit 10’ Zellen wurde mit dem ersten Antikdrper-
Cocktail versetzt und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe
von einem zweiten Antikdrper-Cocktail. Nach 20 Minuten Inkubation erfolgte die
Isolierung der T-Zellen aus den PBMC uber eine LS-Saule (Miltenyi). Im
nachsten Schritt wurden aus den T-Zellen die CD8+ T-Zellen nach Inkubation
mit anti-CD45RO beads sowie anti-CD57-beads (beides fur CD8+
Gedachtniszellen) Uber eine LS-Saule isoliert. Die Zellen wurden in T-Zell-
Medium (CELLGRO® +5%HS) aufgenommen und die Zellzahl auf 3x10%ml
eingestellt. Nun erfolgte die Inkubation Gber Nacht mit IL-7, was das Wachstum
naiver T-Zellen férdert.

Am Folgetag erfolgte die morphologische Kontrolle der DCs und der T-Zellen
unter dem Mikroskop. Nach Bestrahlung mit 30 Gy der DCs, was die
Proliferation von ggf. beigemischten, kontaminierenden T- und NK-Zellen
verhindert, wurden diese in einem Verhéaltnis von 1:4 mit den T-Zellen unter
Zugabe von IL-21 (induziert T-Zell Proliferation) inkubiert. Nach 72 Stunden
(Tag 5) erfolgte die erste Zytokinzugabe mit IL-7 und IL-15 (stimuliert
Wachstum der T-Zellen). Nach weiteren 72 Stunden (Tag 7) erfolgte die
nachste Medium- und Zytokinzugabe. Am Tag 10 oder 11 wurde mittels FACS
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Analyse das Ergebnis der expandierten Melan-A spezifischen CD8+ T-Zellen
kontrolliert.

2.2.8 Caspase 3 Assay

Die Aktivierung von Caspase-3 ist ein Marker fir Zellen, die in Apoptose gehen.
Im Caspase-Assay soll gemessen werden, wie gut spezifische T-Zellen in den
Tumorzellen Apoptose induzieren koénnen. Im Assay ist entscheidend,
durchflul3zytometrisch Tumorzellen und T-Zellen auseinanderzuhalten.
Verwendet wurden (siehe Abbildung 5, Seite 20) die HLA-A2 positiven Zelllinien
T6217 (GBM) und FM 88 (malignes Melanom) sowie HLA-A2 negativen
Zelllinien T3686 (GBM) und Mel 2a (malignes Melanom). Nach Herstellung
einer Zellsuspension wurden die eingesetzten Zelllinien mit den zuvor
generierten Melan-A spezifischen T-Zellen fur 4 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von Accutase wurden die Zellen mit CD8-PerCP und CD45-PB
fur 15 Minuten bei RT inkubiert und anschlieend mit einer formalinhaltigen
Losung (Fix/Perm, BD) fixiert und permeabilisiert. Dann wurde der Caspase-3-
PE-AK zugegeben und fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach einem Wasch-
Schritt konnte dann am FACS Gerat gemessen werden, indem auf die auf die
CD45- und CD8- negativen Tumorzellen gegated wurde.

2.2.9 Intrazellulare Zytokinfarbung

T-Zellen produzieren Zytokine, insbesondere IFN-gamma, wenn sie uber den
T-Zell-Rezeptor durch Bindung an den Peptid-MHC-Komplex einer Zielzelle ein
Signal erhalten. Im Ruhezustand werden diese Zytokine nicht produziert,
deshalb ist der Nachweis ein Zeichen der Aktivierung. Damit wahrend der
Inkubationsphase nicht laufend IFN-gamma aus der Zelle transportiert wird,
wird Brefeldin A zugegeben, welches dessen Exozytose hemmt. Nach der
Inkubationsphase werden erst Oberflachenmarker gefarbt, dann werden die
Zellen fixiert und permeabilisiert und schlie3lich intrazellular gefarbt.

Die HLA-A2 negativen Zelllinien Mel 2a (malignes Melanom) und A1207 (GBM)
sowie die HLA-A2 positiven Zelllinien FM 55 (malignes Melanom) und U373

(GBM) wurden in einer Konzentration von 30.000/ well eingesetzt. Im nachsten
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Schritt wurden die zuvor generierten Melan-A spezifischen T-Zellen
(Konzentration von 0,75 x 10°/ml) mit Brefeldin A fir 6 Stunden bei 37°C
inkubiert.

Danach erfolgt die Inkubation mit den Antikérpern fir die Oberflachenantigene
CD8-PerCPCy5.5 fur 20 Minuten bei RT. Anschlielend wurden die Zellen mit
einer formalinhaltigen L6sung fixiert und permeabilisiert (Fix/Perm, BD). Nun
erfolgte die Inkubation mit den Antikorpern IFN-gamma-APC und IL2-PE fur 45
Minuten bei RT und anschlieBend die Messung am FACS Gerat (siehe

Abbildung 4, Seite 19).

2.2.10 Quantitative Realtime PCR

Die Realtime PCR ist eine hoch sensitive Methode um quantitativ geringe DNA
Mengen, in diesem Fall aus mRNA gewonnene cDNA, zu bestimmen. Das
Prinzip beruht darauf, dass wahrend eines PCR Zyklus die vorhandene DNA
Menge nahezu verdoppelt wird. Solange eine exponentielle Verdopplung
stattfindet, befindet sich die Reaktion in einem linear-logarithmischem Bereich.
Das heildt, je mehr Ausgangsmenge vorhanden ist, desto rascher geht die
Reaktion in diesen Bereich uber und es ist eine niedrige Zyklenzahl notwendig.
Die PCR Produktmenge bei der Realtime PCR wird durch Verwendung eines
Fluoreszenzfarbstoffs, in diesem Fall SYBR Green® (Applied Biosystems), der
in die doppelstrangige cDNA eingebaut wird, nach jedem Zyklus gemessen. Die
Menge des eingebauten Farbstoffs ist proportional zur vorhandenen DNA
Menge.

Die Quantifizierung kann absolut erfolgen, d.h. anhand einer mitgefihrten
Kalibrierungskurve, oder relativ. Letzteres bedeutet, dass die Genexpression
des Zielgens in Bezug zu einem anderen kontinuierlich exprimierten Gen wie
z.B. einem Housekeeping Gen gesetzt wird. Als Mal3 fur die Quantifizierung
wird der Ct Wert (oder auch Crossing Point, CP Wert) herangezogen. Der Ct
Wert entspricht der Zykluszahl, bei der ein konstantes Fluoreszenzniveau
innerhalb der linear logarithmischen Phase erreicht wird und vom
Hintergrundrauschen klar abzugrenzen ist. Am Ct Wert befindet sich in allen

Reaktionsgefalien die gleiche DNA Menge. In der vorliegenden Versuchsreihe
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wurde die relative Quantifizierung mittels Delta Ct Methode (Livak and
Schmittgen ®) verwendet. Dabei wird der Unterschied der relativen Expression
von Melan-A in relativem Bezug zur GAPDH Expression gesetzt und relative
Expressionseinheiten fur die eingesetzten Zelllinien berechnet. Dies setzt eine
optimale Effizienz der Reaktion und eine Verdopplung der DNA Menge in jedem
Zyklus voraus. Da bei einem Grol3teil der Proben nach 40 Zyklen kein Ct Wert
fur Melan-A messbar war, jedoch fir GAPDH wurde fir die weitere Analyse, um
einen moglichen Fehler einer zu geringen Ausgangsmenge auszuschalten, ein
fiktiver Ct Wert von 40 fur die Melan-A Proben angenommen und in der Delta
Ct Methode verwendet.

RNA Isolation und Konzentrationsbestimmung

Mit dieser Methode wird die mMRNA von Melan-A in den verwendeten Zelllinien
gemessen. Die mRNA ist Ausdruck fur die genetische Expression und
Proteinbiosynthese.

Alle Aufreinigungsschritte wurden mit Handschuhen und RNAse freien
Reagenzien und Pipetten durchgefiihrt. Die RNA Isolation erfolgte nach dem
Protokoll des Roche high Pure RNA Isolation Kit. Es wurden jeweils 1x10°
Zellen zur RNA Isolation verwendet. Nach Auszahlung wurden diese in 200 pl
PBS resuspendiert und mit 400 ul Lysis/Binding Buffer versetzt. Die
Aufreinigung erfolgte gemal dem Protokoll. Nach Abfiltration zellularer
Bestandteile und Inkubation mit DNAse wurde die Lésung in mehreren Schritten
mit Fertigpuffern und einer Glasfiber-Saule aufgereinigt. Das fertige Eluat wurde
bei -70°C eingefroren.

Es folgte die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung mittels Bestimmung der
optischen Dichte in Form der Extinktion am Spektralphotometer (Eppendorf
Biophotometer) in Quarzkiivetten. Das Maximum des Absorptionsspektrums fir
Nukleinsauren liegt bei einer Wellenlange von 260 nm. Durch die gemessene
Extinktion bei 260 nm errechnet das Photometer automatisch die Konzentration.
Zusatzlich kann die Reinheit der Proben ermittelt werden. Verunreinigungen
koénnen durch Rickstande der Fallungsreagenzien und von Proteinresten

stammen. Das Absorptionsmaximum von Proteinen liegt bei einer Wellenlange
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von 280 nm. Der Quotient aus den Extinktionen von OD20nm/ OD2gonm ISt €in
Parameter fur die Reinheit der Nukleinsauren L6sung. Bei RNA Préparationen
liegt dieser Quotient idealerweise bei 1,6.

Die photometrische Absorptions-Messung der getesteten Proben ergab
Konzentrationen im Bereich von 300-628 pg/ml. Die Extinktion bei 320 nm war
fur alle RNA 0, was ebenfalls die Reinheit der Proben bedeutet.

Der Quotient OD2gonm/ OD2sonm lag jeweils im Bereich 1,42 — 1,50.

cDNA Umschreibung
Um fir die PCR eine DNA zu bekommen, muss die gewonnene mRNA in cDNA

mittels reverser Transkription von 1 ug RNA umgeschrieben werden.

Es wurden 2,5 ul des p(dt);s Oligo mit RNA (Volumen von 1ug) und 1 pl 10mM
dNTP’s fur 5 Minuten bei 65°C erhitzt und anschlieBend auf 4°C abgekihlt.
Anschlie3end wurde 1pul Superscript Il Reverse Transkriptase (200U/ul), 1 pl
0,1M DTT, 1pl RNAse out (40U/ul) und 4pl 5xFirst Strand Puffer untereinander
gemischt und zupipettiert. Das Gemisch wurde fur 50 Minuten bei 50°C und
abschlieRend 15 Minuten bei 70°C inkubiert. Die fertige cDNA wurde bei -20°C

gelagert.

Realtime PCR

Alle Zelllinien wurden mittels Realtime PCR auf die mRNA von Melan-A und
dem  House-Keeping Gen  GAPDH  (Glycerinaldehnyd  3-Phosphat
Dehydrogenase) untersucht. Hierfir wurden 2 pl der jeweiligen cDNA als

Template verwendet.

Mastermix (1X)

Wasser 9,25 ul 9,25 pl
SYBR Green® 12,5ul 12,5ul
Primer Forw. 10umol 0,625l 0,625pl
Primer Rev. 10umol 0,625l 0,625pl
Totales Volumen 23 ul 23 ul

Tabelle 12: Realtime PCR Mastermix
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Die Ansatze wurden in eine 96-Well ,Optical Reaction Plate” pipettiert. Dabei
wurden pro Platte 2 Negativkontrollen mitgeftihrt (anstelle von cDNA Wasser).
Von allen Zelllinien erfolgte immer eine Doppelbestimmung von GAPDH und
Melan-A auf separaten Platten. Als Mastermix wurde Power SYBR Green®
verwendet und die PCR auf einem ABI Prism 7300 Realtime PCR Cycler
durchgefuhrt.

Im ABI Prism 7300 Programm wurde der Detektor SYBR Green® gewahlt. Der
Lauf setzte sich zusammen aus 2 Minuten 50°C, 10 Minuten 95°C und 40
Zyklen zu 15 Sekunden 95°C und 1 Minute bei 60°C. Es wurde immer eine
Schmelzpunkt-Analyse angefertigt.

Die Effizienz der beiden Primerpaare wurde im Voraus mit einer cDNA
Verdinnungsreihe und Schmelzpunktanalyse mit annahernd 2 (1,9 und 2,1)

getestet und fur die Berechnung verwendet.

3. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Expression von Melan-A in

Glioblastomzellen mittels verschiedener Methoden nachzuweisen.

3.1 Intrazellulare Expression von Melan-A

Durch Behandlung von Zellen in Suspension, wie beispielsweise Zellkulturen,
mittels Permeabilisation und Zugabe von monoklonalen Antikdrpern, die mit
Fluoreszenz gekoppelt sind, ermdglicht es die FACS Analyse, intrazellulare
Strukturen wie z.B. Melan-A in der Zelle nachzuweisen.

Diese Methode ist fiur stark exprimiert Proteine, wie z.B. Zytokine nach
Stimulation, gut etabliert und sehr verlasslich. Fur Proteine wie Melan-A, bei
dem die Expression grundsatzlich unklar ist, muss von einer eher schwachen
Bindung, d.h. einem schwachen Signal ausgegangen werden. Um dieses
schwache Signal zu verstarken, wurde in diesem Ansatz das Signal des
Sekundarantikorpers (Rabbit-anti-Mouse 1gG, Alexa 488 (Invitrogen)) durch
einen Tertiarantikdrper, der mit dem gleichen Fluorochrom gekoppelt war
(Goat-anti-Rabbit IgG, Alexa 488 (Invitrogen) ) verstarkt. Als Primarantikorper
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wurde mit dem Mouse-anti-Melan-A (DAKO, Klon A103) bzw. mit einer Isotyp

Kontrolle inkubiert.

Wahrend die Melanomzellen Mel 2a,Mel 397 FM 55 und FM 88 positiv fur
Melan-A waren, waren Glioblastomzellen U 251 fraglich positiv, U 373, GAMG

und T 5135 negativ fur Melan-A. Ebenso negativ fur Melan-A war die
Brustkrebszelllinie MCF 7.

Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen die Histogramme der getesteten

Melanom-Zelllinien und GBM-Zelllinien.
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Abbildung 9: Histogramme der Melanom-Zelllinien. Die Signale, die in den M1 markierten Bereich
fallen gelten als positiv. Zu jeder Zelllinie wurde eine ISO Kontrolle ohne Anti-Malan-A mitgefihrt.
FM88, FM55, Mel2a und Mel 397 sind Melan-A positiv.
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Abbildung 10: Histogramme der GBM Zelllinien. Die Signale, die in den M1 markierten Bereich
fallen gelten als positiv. Zu jeder Zelllinie wurde eine ISO Kontrolle ohne Anti-Malan-A mitgefiihrt.
Keine der getesteten GBM Zelllinie ist Melan-A positiv.

Alle Signale, die innerhalb der Region M1 fallen, werden als positiv gewertet,
die jeweiligen Prozentwerte sind in Tabelle 13 zusammengefasst. Es wurden

mindestens 5000 Ereignisse gemessen.

GBM U251 fraglich 21,29 15,73
GBM U373 negativ 0,30 3,13
GBM T5135 negativ 1,98 6,67
GBM GAMG negativ 0,86 4,96
GBM A1207 negativ 0,02 3,45
Melanom Mel 2a positiv 67,88 12,62
Melanom Mel 397 positiv 57,63 8,16
Melanom FM55 positiv 98,68 80,08
Melanom FM88 positiv 95,33 30,72
Mamma Ca MCF 7 negativ 1,05 3,53

Tabelle 13: Ubersicht FACS Ergebnis

3.2 Cytospins

Eine andere Methode zum Nachweis eines Proteins in einzelnen Zellen ist die
Immunhistochemie. Der Nachweis erfolgt entweder mittels Gewebeschnitten

oder in einzelnen auf Objekttragern fixierten Zellen, beispielsweise mittels der
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Cytospin Technik. Die Auswertung erfolgt unter dem Lichtmikroskop. Letztere
Methode wurde fur eine orientierende immunzytologische Untersuchung der
ausgewahlten Zelllinien auf die Expression von Melan-A gewahlt, um die
Ergebnisse der intrazellularen Farbung zu kontrollieren. Es wurden die Zelllinien
u87, U343, A1207, GAMG, Mel 624, FM 88 und MCF 7 mittels Cytospin auf
Melan-A mit dem Antikorper Klon A 103 (Dako) untersucht. Nach Farbung
mittels APAAP Methode mit Neurofuchsin Substrat und Hamalaun
Gegenfarbung wurden die Praparate im Lichtmikroskop untersucht.

Dabei bestatigten sich die FACS Ergebnisse, denn nur die Melanomzellen (Mel
624 und FM 88) waren positiv. Beispiele fur Cytospins sind in Abbildung 11 mit
FM 88 und U 87 Zellen in der Anti-Melan-A Farbung dargestellt.
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FM 88 Zellen, 500x, rot = Melan-A U 87 Zellen, 500x, rot = Melan-A

Abbildung 11: Beispiele fur Cytospins. Getestet wurden hier die Zelllinien FM88 und U87 mit Anti
Melan-A Klon A103. Die Detektion erfolgte mittels APAAP Methode. Melan-A erscheint rot. Die
Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun. 500x Vergréf3erung.

3.3 Melan-A Expressionsnachweis mittels Westernblot

Da eine mdogliche Expression des Melan-A-Proteins in GBM offensichtlich
deutlich geringer ist als in Melanomzellen ist — und ggf. unter der
Nachweisgrenze fur eine intrazellulare Farbung liegt - sollte der Nachweis
mittels Westernblot gefiihrt werden, der technisch eine gré3ere Sensitivitat hat.
Es wurde eine Methodik verwendet, bei der durch fluoreszenzgekoppelte
Antikorper gleichzeitig sowohl das spezifische Protein (Melan-A) als auch die

Ladekontrolle (3-Actin) nachgewiesen werden konnen. (Andernfalls musste
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man die  Westernblotmembran nach der ersten Farbung von
Antikorperbindungen befreien (strippen) und nochmals gegen den zweiten
Antikdrper farben). Die eingesetzten Zelllinien wurden hierfir analog der
Methodenbeschreibung in Abschnitt 2.2.5 aufbereitet.

Verwendet wurde der Melan-A Antikorper Klon A 103 (Mouse), da dieser in
Studien und der entsprechenden Literatur (Chen, et al. ®®) als sehr geeignet
beschrieben wurde.

Als Ergebnis erscheinen die entsprechenden Banden von Melan-A bei 18 KDa
grun. Beta-Actin erscheint bei 46 KDa in rot. Im Vorfeld wurde die optimale
Konzentration der Zellproteine bestimmt, sowie die optimale Verdinnung der
primaren Antikdrper ermittelt (siehe auch Abschnitt 2.2.5). Alle Proben haben
als Loadingkontrolle Beta-Actin (rote Bande) enthalten.

In Abbildung 12 ist zu erkennen, dass die als Positivkontrolle mitgefiihrten

Melanomzelllinien FM55 und Mel2a tatsachlich positiv fur Melan-A sind.

Beta-Actin

Marker FM55 U373 U373 U251 U251 GAMG GAMG Mel 2a Mel 2a

Abbildung 12: zeigt exemplarisch ein Westernblot mit gleichzeitiger Farbung von 2 Antikdrpern
Grun= Melan-A [A103], rot= Beta-Actin. Es erfolgte von jeder Zelllinie eine Doppelbestimmung. Zu
erkennen ist, dass nur FM 55 und Mel2a Melan-A positiv sind. Die GBM Linien U373, U251 und
GAMG sind Melan-A negativ. Alle Geltaschen enthalten Proteinlysat, da Beta-Actin in allen Taschen
positiv ist.
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Da Beta Actin in allen Taschen nachgewiesen positiv ist, ist somit auch
Proteinlysat in allen Geltaschen enthalten.
Alle weiteren Melanom-Zelllinien (siehe Tabelle 14) Mel 624, Mel 397, FM 55,

FM 88 waren positiv fir Melan-A (grine Bande) getestet.

Melanom Mel 2a 4 +
Melanom Mel 624 A +
Melanom Mel 397 A +
Melanom FM55 4 +
Melanom FM88 4 4

Tabelle 14: Westernblot-Ergebnis Melanom Zellen

In den Glioblastomlinien (Abbildung 12 und Abbildung 13) U 87, U 138,U 251,
U 343, U 373, T 3868, T 5135, T 6217, A 1207 und GAMG konnte kein Melan-A
mit Hilfe des Antikérpers A 103 nachgewiesen werden.

- e

Marker U373 U373 T3868T3868 T5135 T5135 T6217T6217 FM55

Abbildung 13: Westernblot GBM Linien. U373, T3868, T5135 und T6217 sind Melan-A negativ. FM55
ist als Positiv-Kontrolle Melan-A positiv. Alle Geltaschen enthalten Proteinlysat, da Beta-Actin in
allen Taschen positiv ist.
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Die Ergebnisse der GBM Zelllinien werden in Tabelle 15 zusammengefasst.

GBM us7 + -
GBM U138 + =
GBM U251 + -
GBM U343 + -
GBM U373 + -
GBM T3868 + =
GBM T5135 + =
GBM T6217 + -
GBM A1207 + -
GBM GAMG + -

Tabelle 15: Westernblot-Ergebnis GBM Zellen

Die Glioblastomzelllinien sind einerseits grundsatzlich gut fur in vitro Versuche
geeignet, andererseits mdglicherweise aber durch die Kultur schon verandert.
Es stellte sich deshalb die Frage, inwieweit in Primarmaterial ein Signal zu
detektieren war. Es standen 6 primare GBM Zelllinien zur Verfigung, die aus
Tumorresektaten der Neurochirurgie der Universitatsklinik Wirzburg stammten.
Aufgrund im Vorfeld schwach gemessener Proteinkonzentrationen erfolgte die
Bestimmung mit maximal moglicher Lysatkonzentration und Volumen. Trotzdem
konnte in keiner der Priméarlinien Melan-A mittels des eingesetzten Antikorpers
A 103 nachgewiesen werden (siehe Abbildung 14 und Tabelle 16).
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ieresmy o=

Marker Mel397 Mel397 FM88 FM88 P1194 P1194 P1415 P1415 FM55

Marker FM55 P1389 P1389 P1414 P1414 P1427 P1427 P1415 P1415

Abbildung 14: Westernblot primdre GBM Linien. Es erfolgte eine Doppelbestimmung der
Primarzelllinien mit maximal mdglicher Konzentration und Taschenvolumen. In allen Geltaschen ist
Beta-Actin positiv. Nur die mitgefiihrten Melanom-Zelllinien Mel397, FM88 und FM55 sind Melan-A
positiv.

53



Priméar GBM P1194 aF =

Primar GBM P1415 + -
Primar GBM P1399 + =
Primar GBM P1414 4 -
Primar GBM P1427 + -
Primar GBM P1389 + -

Tabelle 16: Westernblot-Ergebnis primare GBM Zellen

In den Ubrigen Zellreihen, Uberwiegend gynékologischer Herkunft, konnte
ebenfalls kein Melan-A detektiert werden (siehe Tabelle 17).

Mamma Ca MCF 7 + -
Ovar Ca Ovar + -
Ovar Ca SKov + -
Endometrium Ca Ishikawa + =
NNR Ca SW13 + -
CML K562 + -

Tabelle 17: Westernblot-Ergebnis sonstige Zellen

3.4 Melan-A Expression auf mRNA Ebene

Eine mdgliche Ursache fir die in den Vorversuchen festgestellte HLA-
spezifische Erkennung von Glioblastomzellen durch Melan-A-spezifische
T-Zellen kdnnte sein, dass das Protein in den Glioblastomzellen rasch abgebaut
wird und somit mit der herkdbmmlichen Proteinbiochemie nicht nachweisbar ist.
Da aber auch Abbauprodukte des Zellapparates rasch als Epitope auf MHC-
Molekile geladen werden, kénnen T-Zellen auch Epitope von Proteinen
erkennen, die sehr rasch abgebaut werden.

Mittels Realtime PCR wurde deshalb die Expression von Melan-A mRNA auf
RNA-Ebene in den eingesetzten Zelllinien gemessen. Als interne Referenz

wurde die Kopienzahl von GAPDH mitbestimmt.
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Im Vergleich zur GAPDH Expression, bilden nur die Melanom-Zell-Linien
Mel2a, Mel 624, Mel 397, FM 55 und FM 88 Melan-A cDNA. In den
Glioblastomlinien und den anderen Tumorlinien konnte keine Melan-A cDNA

gemessen werden, siehe auch Abbildung 15.

Melan A Expression (cDNA)
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Abbildung 15: Ergebnisse Realtime PCR. Nur die Melanom-Zelllinien Mel2a, Mel624, Mel397, FM55
und FM88 bilden Melan-A cDNA. Die relative Expressionseinheit ist das Verhéltnis von der GAPDH
zur Melan-A cDNA Menge.

3.5 Melan-A Expressionsnachweis mittels Immunhistochemie

Die Expression von Melan-A wurde in den vorangegangenen Versuchen nur an
Zellen aus Zellkulturen untersucht. Im nachsten Schritt wurde Primargewebe
aus OP Resektaten verwendet. In Zusammenarbeit mit dem Institut far
Pathologie der Universitat Wirzburg, Abteilung Neuropathologie, wurden in
zwei Serien Proben ausgewahlt (siehe auch Abschnitt 2.1.4).

Zunachst wurden in Serie 1 Proben von 12 jungen Patienten getestet, die
jedoch einer sehr heterogenen Gruppe entstammten: zum Zeitpunkt der
Probengewinnung waren die Patienten unterschiedlich vortherapiert,
andererseits lagen unterschiedliche histologische Subtypen des GBM vor.
Zudem gab es teilweise pro Patient mehrere zeitlich versetzt gewonnene
Proben, was die Vergleichbarkeit sehr erschwerte.

Abbildung 16 zeigt exemplarisch eine Probe aus der ersten Serie. Es handelt

sich um das Praparat eines 15 jahrigen mannlichen Patienten mit einem
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Glioblastom mit Riesenzellkomponente. Links eine Ubersicht in 100x
VergréRerung, rechts eine einzelne Riesenzelle bei 400x Vergrof3erung.

Deutlich zu erkennen ist die intrazellulare Lage von Melan-A

Abbildung 16: Serie 1, Patient 15 Jahre, ménnlich, GBM Riesenzellkomponente, Anti Melan-A (rot).
Rechts 400x und links 100x VergréRerung. LSAB Methode mit NovaRed, Gegenfarbung mit
Hamalaun.

Wie bereits beschrieben, war auf Grund der Heterogenitat der ersten Serie eine
Vergleichbarkeit der einzelnen Préparate schwierig. Aul3erdem muss eine
Veranderung der Proteinexpression in den Tumorzellen auf Grund der
Vorbehandlung der Patienten mit Chemotherapie und Bestrahlung diskutiert
werden. Fur Melan-A wurde dies noch nicht in der Literatur beschrieben, jedoch
gibt es Daten fur die Auswirkung ionisierender Strahlung auf das
Expressionsmuster von Osteoklasten (Yang, et al. ®®) und beim anaplastischen
Schilddriisencarcinom (Pushkarev, et al. ®). Da es unklar ist, ob eine
entsprechende Vorbehandlung der Patienten eine Auswirkung auf die Melan-A
Expression hat, wurde in einer zweiten Serie versucht, Praparate von Patienten
auszuwahlen, die keine Vorbehandlung mittels Chemo- oder Strahlentherapie
erhalten hatten. Zudem wurden seltene histologische Subtypen ausgeklammert.

Die aufgefuihrten Bilder der zweiten Serie in Abbildung 17 zeigen

ausschnittsweise einige Schnitte, in denen punktuell eine Reagibilitat
gegenuber Melan-A-Antikdrpern nachzuweisen war. Als Vergleich und Kontrolle
der Farbung selbst wurde bei allen GBM Praparaten eine Farbung mit einem
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Antikdrper gegen IL-13-Rezeptor-alpha 2 mitgefiihrt, die vorwiegend positiv

war.

Als Positiv Kontrolle wurde ein Melanom- Reagenzkontrolle ohne Primar-Antikdrper, zur

Schnitt verwendet 100x, Anti-Melan-A Definition des Backgrounds 100x

ST TR
<
» ‘..’ .: ‘Q‘&

Cun .i\- h:ﬁ\{
Patient 19 Anti-lLlSR-aIphaZ 200x Patient 19 Anti-Melan-A 200x
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Patient 16 Anti-IL13R-alpha2 200x Patient 16 Anti-Melan-A 200x

Abbildung 17 zeigt ausgewahlte Farbungen aus der zweiten Serie, Anti-Melan-A und Anti-IL13-
Ralpha 2 sind braun/schwarz gefarbt (LSAB Methode mit DAB). Gegenfarbung mit Hamalaun.

Tabelle 18 zeigt zusammengefasst die Ergebnisse der Immunhistochemie der
GBM Patienten aus der zweiten Serie. Die Prozentangaben richten sich nach
manueller Auszahlung von 100 Zellen und beziehen sich auf den kompletten
Schnitt bzw. im Praparat erfassten Tumor.

Als Ergebnis liel3 sich feststellen, dass Melan-A in den Schnitten nicht
flachendeckend positiv war. Vielmehr waren es einzelne Gewebeabschnitte, die
positive Zellen aufzeigten. Im Gegensatz dazu war IL-13-Rezeptor-alpha 2 in
den meisten Schnitten weitgehend flachendeckend positiv.
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13 24 m WHO IV 1-5% 50-70%
14 24 m WHO IV 5-10% 25-50%
15 7 w WHO IV <1% 25-50%
16 14 m WHO IV <1% 50-75%
17 47 m WHO IV 5-10% 25-50%
18 69 w WHO IV 5-10% 50-75%
19 66 m WHO IV 10-25% 50-75%
20 76 w WHO IV <1% 25-50%
21 56 m WHO IV 10-25% 50-75%
22 28 w WHO IV 1-5% 25-50%

Tabelle 18: Ergebnis fiir Melan-A und IL13R-alpha2 in der Inmunhistologie

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass im Unterschied zu all den
Versuchen mit den Zelllinien in den vorliegenden Patientenschnitten
Uberraschenderweise doch eine — wenn auch tUberwiegend schwache —

Expression von Melan-A nachzuweisen war.

4. Diskussion

Auf Grund der Tatsache, dass aktuell die Standard-Therapie (vgl. Abschnitt 1.2)
des GBM wegen der bislang schlechten Prognose (2 Jahres Uberlebensrate
26% [Stupp, et al. ®]) unbefriedigend ist, wird die Suche nach weiteren
therapeutischen Ansatzen vorangetrieben. Dabei kommt den
immuntherapeutischen Verfahren wegen ihrer Spezifitait eine besondere
Bedeutung zu. Beispiele bisheriger immuntherapeutischer Ansatze in der GBM
Therapie wurden unter Abschnitt 1.3 vorgestellt. Vielversprechend ist u.a. die
adoptive T-Zell-Therapie. In der Literatur sind fir das GBM mehrere tumor-
assoziierte Antigene beschrieben, die flir eine adoptive T-Zelltherapie in Frage
kommen, u.a. auch Melan-A (Zhang, et al. *).

Die Expansion antigen-spezifischer T-Zellen in vitro ist nicht einfach, besonders
dann, wenn eine T-Zell-Antwort aus dem naiven T-Zell-Repertoire generiert
werden soll, denn der Erfolg hangt stark von der Vorlauferfrequenz der T-Zellen
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ab. Fur tumor-assoziierte Antigene ist die Frequenz meist so gering, dass eine
selektive Stimulation und Expansion nur schwer gelingt. Eine Ausnahme stellen
tatsachlich Melan-A-spezifische T-Zellen dar, weil hier aus nicht eindeutig
geklarten Grunden selbst im naiven Repertoire eine héhere Vorlauferfrequenz
besteht. Gerade Melan-A-spezifische T-Zellen kdnnen also mit optimierten
Protokollen recht gut in vitro expandiert werden. So stellte sich die Frage, ob
sich hier ein geeignetes Zielprotein fur eine T-Zell-Therapie auch beim

Glioblastom bietet. Sowohl in der Literatur (Zhang, et al. *°

) als auch im Labor
der Arbeitsgruppe, zeigte sich eine spezifische Lyse von Gliomzellen durch
Melan-A spezifische T-Zellen, so dass die urspringliche Hypothese fur diese
Arbeit war, dass Glioblastomzellen vermutlich Melan-A exprimieren.

Mittels FACS Analyse sollte eine intrazellulare Expression von Melan-A auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Um eine transiente Expression in den
Zellkulturen zu erfassen, wurde die Realtime PCR als Erganzung zum
Nachweis auf Genom-Ebene bzw. einer Genexpression (MRNA) eingesetzt. Auf
Grund einer hoheren Sensitivitat als die intrazellulare FACS Detektion wurde
zum Nachweis von Melan-A auf Proteinebene der Westernblot als zusatzliche
Methode gewahlt.

Durch die schnell verfligbare orientierende Untersuchung ausgewahlter
Zelllinien mit der Cytospin Methode konnte zusatzlich immunzytologisch die
Ergebnisse der PCR und der FACS Analyse bestétigt werden.

Mit der Immunhistochemie des Primargewebes sollte im Rahmen dieser Arbeit
die Fehlerquelle der Zellkultur-Technik — bestehend aus Ver&nderung des
Expressionsmusters und Verlust von Eigenschaften wahrend der andauernden
Passagierung der Zellen - ausgeschaltet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte also mit verschiedenen Methoden auf RNA-
und Proteinebene belegt werden, dass in der Regel Melan-A in
Glioblastomlinien nicht exprimiert wird. In Primartumoren war immerhin eine
schwache, meist punktuelle Expression erkennbar, die aber vermutlich nicht
ausreicht, um Melan-A als Zielprotein einer Immuntherapie auszuwahlen. Damit
stehen die Ergebnisse im Widerspruch zu einer Arbeit von Zhang, et al*®., die

2007 publiziert wurde: in dieser Arbeit wurde von einem Melan-A-Protein-
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Nachweis in 76% der GBM Zelllinien gesprochen (Analyse mittels FACS).
Patientenproben waren mittels PCR untersucht worden und in 36% der Falle
positiv (Zhang, et al. >°). Allerdings veroffentlichte dieselbe Arbeitsgruppe ein
Jahr spéater eine weitere Untersuchung, in der kein RNA-Nachweis von Melan-A
aus Gewebeproben adulter und péadiatrischer GBM erbracht werden konnte
(Zhang, et al. ®).

Syed (Syed, et al. *) konnte 2012 in 2% der untersuchten GBM
Patientenproben  Melan-A  nachweisen. Angesichts dieser in sich
widersprichlichen Datenlage, hat diese Arbeit dazu beigetragen, ein eigenes
Bild bezuglich Melan-A als Zielstruktur beim GBM zu gewinnen.

Neben den unterschiedlichen Aussagen in der Literatur, mussten aber auch
Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe selbst, beziglich der Erkennung von
Glioblastomzellen durch Melan-A spezifische T-Zellen hinterfragt werden. Diese
zum Teil sehr deutlich zu erkennende Aktivierung der T-Zellen und Lyse der
GBM Zellen war der eigentliche Ausgangspunkt dieses Projekts.

In Anbetracht der nun nachgewiesenen, fehlenden Melan-A-Expression ist die
wahrscheinlichste Interpretation die, dass es sich um eine Kreuzreaktion
handelt. Eine solche Kreuzreaktion gegeniber einem anderen Peptid ist
ebenfalls HLA-restringiert und wird Uber den T-Zell-Rezeptor vermittelt.

In der Literatur sind solche Kreuzreaktionen fir Melan-A spezifischen T-Zellen
beschrieben. Loftus, et al. ® haben anhand der Peptid Sequenz von Melan-A in
einer Protein-Datenbank nach ahnlichen Peptidsequenzen gesucht und
diejenigen mit groRer Ubereinstimmung synthetisiert. Es handelte sich um tiber
40 naturlich vorkommende Peptide, v.a. Antigene von Bakterien, Mensch, Hefe
und Glykoprotein C von HSV-1. Von diesen synthetisierten Peptiden wurden 12
durch Melan-A spezifische T-Zellen erkannt und die prasentierenden Zellen
lysiert. Loftus et al.®® haben sich die Frage gestellt, ob bakterielle Eigenantigene
der Selektion im Thymus entkommen und somit nicht als fremd erkannt werden.
Einen ahnlichen Ansatz verfolgten Rubio-Godoy, et al. ®": 72 verschiedene
Antigene (Eigen-, als auch bakterielle, virale Antigene) wurden tber eine Peptid

Datenbank als kreuzreaktiv zu Melan-A selektiert. 39% der eingesetzten
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Peptide wurden von mehreren verwendeten Melan-A spezifischen T-Zell-
Klonen erkannt. Wieder wurden bakterielle Peptide haufiger erkannt.

Bereits 1998 hat Mason ® eine Hypothese aufgestellt, dass der T-Zell-Rezeptor
generell ein hohes Mal3 an naturlicher Kreuzreaktivitat zu haben scheint. Er
begriindete es u.a. damit, dass ein Organismus gar nicht in der Lage sein kann,
fur jedes vorkommende Antigen eine eigene spezifische T-Zelle zu haben. Am
Beispiel der Maus verdeutlichte er, dass die Masse an monospezifischen
T-Zellen um ein Vielfaches die tatséchliche Masse einer Maus Ubersteigen
wirde.

Ein weiteres Beispiel fur Kreuzreaktivitat von Melan-A Peptid haben
Christensen, et al. ® im Falle des Multiplen Myeloms beschrieben. Dort hatten
Melan-A spezifische T-Zellen von Patienten mit multiplen Myelom spezifisch

Uber eine Kreuzreaktion mit HM 1.24 autologe Myelomzellen lysiert.

In weiteren Versuchen in der AG Prof. Dr. Wolfl (Klopsch B "°) konnte eine
Kreuzreaktion Melan-A spezifischer CD8+ T-Zellen zu Mykoplasmen bewiesen
werden. Glioblastom Zell-Linien, die ursprunglich von Melan-A spezifischen
T-Zellen erkannt wurden, haben nach einer Behandlung der Zelllinien mit
Antibiotika gegen Mykoplasmen, diese nicht mehr erkannt.
Hierfur gibt es 2 Erklarungsmaglichkeiten:
1. Ein Mykoplasmen-assoziiertes Antigen hat mit der Melan-A spezifischen
T-Zelle reagiert auf dem Boden einer gemeinsamen Peptidstruktur
2. Auf Grund der Infektion kommt es in der Tumorzelle zu einer
Stressreaktion, die dann zu einer Anderung des Expressionsmusters
fuhrt
Da Melan-A ein weit verbreitetes Tumor-Antigen (Top 20 der Tumor-Antigene

[Cheever, et al. °*

]) darstellt und bereits in der Immuntherapie eingesetzt wird,
ist dieser Aspekt sehr entscheidend flr weitere therapeutische Ansétze beim
GBM. Im Gegensatz zu extrakraniellen soliden Tumoren mit Melan-A
Expression kdnnte eine Kreuzreaktion von Melan-A spezifischen T-Zellen im

Gehirn eine Neurotoxizitat bewirken.
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5. Zusammenfassung

Da mit der derzeitigen Therapie des Glioblastom bei Kindern die 2-Jahres
Uberlebensrate bei 26% liegt (Driggers, et al. %), wird die Suche nach neuen
Therapiemoglichkeiten vorangetrieben. Die Immuntherapie konnte die
Moglichkeiten einer spezifischen moglichst nebenwirkungsarmen Therapie
bieten. Wie bereits aufgezeigt, ist das ZNS im Krankheitsfall fir das
Immunsystem zuganglich (Parney *°).

Als Standardtherapie wird derzeit eine Operation in Kombination mit einer
Radio-Chemotherapie mit Temozolomid angewendet. Bereits bei Rezidiven
werden bestehende Therapieverfahren z.B. mit monoklonalen Antikorpern wie
Bevazizumab (Anti-VEGF) kombiniert und getestet

(Chamberlain and Johnston *).

Auch die adoptive T-Zell-Therapie ist ein vielversprechender Ansatz. Ein
wichtiger Faktor fur eine erfolgreiche Therapie ist aber die Auswahl geeigneter
Tumorantigene.

Melan-A ist ein in der Immuntherapie @ der malignen Melanome gut
charakterisiertes und mehrfach eingesetztes Ziel (Mackensen, et al. *°). Dies
beruht unter anderem auf der Eigenschaft, in vitro tumorspezifische
CD8+ T-Zellen in groBer Zahl expandieren zu kénnen (Wolfl, et al. ®).
Angesichts der gemeinsamen neuroektodermalen Herkunft von Melanozyten
und glialen Zellen gibt es Berichte, in denen Melan-A in Gliomen nachgewiesen
werden konnte (Zhang, et al. >°, Syed, et al. *).

In dieser Arbeit wurde mit eigenen experimentellen Daten nochmals exakt
nachvollzogen, inwieweit Melan-A als Tumorantigen bei Glioblastomen eine
relevante Zielstruktur sein kdnnte. Da die Ergebnisse aus den Versuchen mit
Zelllinien negativ ausfielen, wurden verschiedene Techniken angewandt, um
unzureichende Sensitivitat eines Assay als mdgliche Fehlerquelle
auszuschliel3en. Letztlich waren in den Schnitten von Primérgewebe tatsachlich
vereinzelt Zellen positiv fur Melan-A (und diese Tumore wéren in den Arbeiten,
in denen hauptséchlich mit PCR gearbeitet wurde, positiv gewertet worden).
Auch wenn nicht definiert ist, wie hoch der Expressionslevel eines Antigens flr

eine erfolgreiche Immuntherapie sein muss, relativieren die hier vorgestellten
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Ergebnisse aber doch deutlich die Erwartungen an eine durch Melan-A-
spezifische T-Zellen vermittelte Therapie beim Glioblastom.

Darlber hinaus unterstreichen die Ergebnisse auch die Bedeutung von
potenziellen Kreuzreaktionen, die grundsatzlich fiur jeden T-Zell-Rezeptor
auftreten konnen, moglicherweise aber gerade bei dem Melan-A-Epitop eine
grolRere Relevanz haben.

Auch wenn es mdglich ist relativ schnell Melan-A spezifische T-Zellen zu
generieren, so scheint es sinnvoller andere Tumor assoziierte Antigene, die im
Glioblastom vorkommen, wie z.B. EGFRuvIII, IL-13-Rezeptor-alpha 2, gp100
oder MAGE in die Entwicklung einer adoptiven T-Zell Therapie mit einzubinden.
Eventuell besteht die Mdoglichkeit mit Hilfe eines ,Cocktails® aus mehreren
spezifischen T-Zellen, die gegen unterschiedliche TAAs gerichtet sind, einen
Therapieerfolg zu erhalten.

Weitere Forschung ist hier notwendig, um eine sichere Immuntherapie fiur

Glioblastome zu entwickeln.
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