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Zusammenfassung

Uberwiegend wird mit der Uberexpression des Apoptoseinhibitors Bcl-2 oder dem Verlust des
zentralen Tumorsuppressorproteins p53 bei Tumoren eine negative Prognose assoziiert, da sie
eine erhohte Aggressivitdit aufweisen und Resistenzen gegeniber Chemotherapie und
Strahlentherapie besitzen. Nach allogener Stammzelltransplantation, deren Graft-versus-Tumor-
Effekt auf der zytotoxischen Aktivitat von T-Zellen beruht, lieR sich bei Chemotherapie-resistenten
Lymphomen eine erhéhte Wahrscheinlichkeit fir die Progression der Krankheit beobachten.
Daraus ergab sich die Fragestellung, ob Chemotherapie-resistente Lymphome und durch
Chemotherapie induzierte seneszente Lymphomzellen fir T-Zelltherapie schlechter zuganglich

sind.

Mit Hilfe der A-MYC-Maus wurden hochmaligne c-myc-getriebene Lymphomzelllinien mit bcl-2-
Uberexpression und p53-Defizienz hergestellt und mit dem Modellantigen Ovalbumin (OVA)
versehen. Es konnte gezeigt werden, dass diese Zelllinien Chemotherapie-resistent sind und in
vitro Seneszenz als zweite DNA-Schadensstrategie ausbilden. Sowohl Chemotherapie-resistente als
auch seneszente Lymphomzellen wurden von OVA-spezifischen OT-1-T-Zellen lysiert. Mit der A-
OVA-Maus, die OVA als B-zellspezifisches Antigen exprimiert, wurde eine OVA-tolerante Maus
generiert, die das Antigen in normalen B-Zellen, aber auch nach Transplantation von OVA-
positiven Lymphomzellen in der Neoplasie selbst tragt. Nach Chemotherapie und adoptivem T-
Zelltransfer zeigten Mause mit transplantierten bcl-2-liberexprimierenden Lymphomen statt des
erwarteten verkiirzten progressionsfreien Uberlebens eine deutlich verlingerte Remissionsdauer.
In weniger ausgepragter Form konnte diese Verbesserung auch bei ersten Versuchen mit p53-
defizienten Tumoren beobachtet werden. Da Rezidive OVA-negativ vorlagen, war davon
auszugehen, dass bcl-2-Uberexpression die Wahrscheinlichkeit fiir die Selektion von

Antigenverlustvarianten nach Chemotherapie verringerte.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden autochthone Lymphome von Mausen der Kreuzung A-OVA- x A-
MYC-Maus mit Chemotherapie und adoptivem OT-1-T-Zelltransfer behandelt. Es zeigte sich hier,
dass der adoptive T-Zelltransfer, im Vergleich zur Behandlung mit Chemotherapie allein, insgesamt
keine Verbesserung des Uberlebens bewirkte. Allerdings war bei einer Gruppe von M&usen mit
verldngerter Latenz des Primdrlymphoms ein verlangertes progressionsfreies Uberleben zu
beobachten. Rezidive waren in diesem Fall OVA-Antigen-positiv, weshalb die Induktion von T-

Zelltoleranz vermutet wurde.



Diese Arbeit zeigt, dass bcl-2-Uberexpression und eventuell auch p53-Defizienz in Lymphomen
mogliche positive prognostische Faktoren fiir den adoptiven T-Zelltransfer nach Chemotherapie,
zumindest aber kein Hindernis darstellen. Die Ergebnisse aus dem autochthonen Modell weisen
darauf hin, dass im jungen Alter auftretende Lymphome eine hdhere Aggressivitat aufweisen
kdnnen und dass in der klinischen Situation des adoptiven T-Zelltransfers mit B-zellspezifischem
Zielantigen die Induktion von T-Zelltoleranz eher ein Problem darstellt als die Selektion von

Antigenverlustvarianten.

Summary

Over-expression of the apoptosis inhibitor Bcl-2 or loss of the central tumor suppressor p53 in
tumors is generally associated with negative prognosis, as these tumors show increased
aggressiveness and resistance to chemotherapy and radiotherapy. It has been observed that after
allogeneic stem cell transplantation (whose graft-versus-tumor effect is based on cytotoxic activity
of T-cells), the probability of progression of the disease was elevated for chemotherapy resistant
lymphomas. Consequently the question has been raised whether chemotherapy-resistant
lymphomas and therapeutically induced senescent lymphoma cells are less accessible to T-cell

therapy.

With the help of the A-MYC mouse model, highly malignant c-myc-driven lymphoma cell lines
were generated and supplied with the model antigen ovalbumin (OVA). It could be shown that
these cell lines are chemotherapy-resistant and develop senescence as a second DNA damage
strategy. Both chemotherapy-resistant and senescent cells were lysed by OVA-specific OT-1 T-cells.
With the A-OVA mouse (which expresses OVA as B-cell specific antigen) an OVA tolerant mouse
was generated, which carries the antigen in normal B-cells as well as in the neoplasia itself — the
transplanted OVA-positive lymphoma cells. After chemotherapy and adoptive T-cell transfer, mice
with transplanted bcl-2 over-expressing lymphomas clearly showed a prolonged remission instead
of the expected decline in progression-free survival. This improvement was also observed (albeit
less obviously) in p53-deficient tumors. As relapsed tumors were OVA-negative, it could be
concluded that bcl-2-over-expression reduces the probability for the selection of antigen-loss

variants after chemotherapy.

In the second part of this work autochthonous lymphomas of mice generated by intercrossing A-

OVA with A-MYC mice were treated with chemotherapy and OT-1 T-cell transfer. Here it could be



shown that adoptive T-cell transfer compared with chemotherapy treatment alone did not result
in improved survival. However, a group of mice with prolonged latency of the primary tumor
showed prolonged progression-free survival. In this case relapsed tumors were OVA-positive.

Therefore induction of T-cell tolerance was presumed.

This work shows that bcl-2-over-expression and optionally p53-deficiency in lymphomas may
represent positive prognostic factors for adoptive T-cell transfer after chemotherapy and at least
do not seem to impede remission. The results from the autochthonous model point towards
higher aggressiveness in tumors which develop at a young age, and lead to the conclusion that the
induction of T-cell tolerance in the case of adoptive T-cell transfer with B-cell specific target

antigen poses more of a problem than selection of antigen loss variants.



1. Einfiihrung

1.1 Tumorsuppressormechanismen

Krebs entsteht durch eine Serie aufeinander folgender Mutationen in Genen, welche die Funktion
einer spezifischen Reihe von Signalwegen verandern. Diese Signalwege initiieren Mechanismen,
die in drei Hauptkategorien eingeteilt werden konnen: Zelldifferenzierung, Zellreparatur und

Zelliberleben?.

Im taglichen Normalfall, in dem unsere Korperzellen vielfachen toxischen Umwelteinfliissen und
kdrpereigenen metabolischen Prozessen ausgesetzt sind, werden bei Schadigung der Zelle
umfangreiche DNA-Schadensprogramme in Gang gesetzt, die vor irreversibler Schadigung
schiitzen. Tumorsuppressormechanismen bewahren die Zelle vor maligner Transformation vor

allem durch Zellzyklus-Regulation, DNA-Reparatur und Induktion von Apoptose.

1.1.1 Apoptose

Apoptose, der programmierte Zelltod, der lberwiegend als DNA-Schadensantwort eingeleitet
wird, gehort zu den wichtigsten Tumorsuppressormechanismen. Auf ihm basiert im Wesentlichen
die Wirkungsweise der klassischen zytostatischen Chemotherapie, die neben der Operation und

Strahlentherapie als grundlegende Krebsbehandlungsmodalitdt angewandt wird.

Zwei verschiedene Signalwege, die an vielen Punkten reguliert werden, I6sen Apoptose aus. Der
intrinsische Hauptsignalweg ist verantwortlich fiir Signale von Uberlebensfaktoren, Zellstress und
Beschadigungen. Die Schaltzentrale dieses Weges ist das Mitochondrium. Im intermembrandsen
Spalt werden bei Aktivierung des Signals eine Reihe von pro-apoptotischen Faktoren sezerniert,
die bei Freigabe in die Zelle den Zelltod veranlassen. Die Mitochondrien-Permeabilitat wird durch
ein komplexes Netzwerk an Interaktionen zwischen Proteinen der Bcl-2-Familie reguliert
(Uberblick®), das heift stark vereinfacht durch das Verhaltnis der Aktivitit pro-apoptotischer
Bax/Bak-Proteine und ihrer anti-apoptotischen Gegenspieler Bcl-2/BclX. Die Aktivitat dieser
Proteine wird Uber verschiedene BH3-only Angehérige (Bcl-2-Familie, mit Bcl-2-Homologie-3-
Domaéne) positiv oder negativ beeinflusst. Apoptose wird eingeleitet, wenn der schiitzende Bcl-
2/BclX-Puffer durchbrochen wird durch die Summe der aktiven BH3-only-Proteine, die zur
Dominanz der pro-apoptotischen Bax/Bak-Proteine fuhrt. Diese permeabilisieren die Membran
und setzen damit pro-apoptotische Faktoren frei. Einer dieser Faktoren, das Cytochrom c, leitet
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mit Hilfe des Zelltod-Adapters Apafl die Aktivierung der Cystein-Protease Caspase-9 ein, welche
eine proteolytische Downstream-Kaskade auslost, an der Caspase-3 und Caspase-7 beteiligt sind.
Im aktivierten Zustand spalten diese Caspasen Proteine, die zustandig sind fir die
Aufrechterhaltung des Genoms und der Integritat der Zelle, und ordnen Tod und Phagozytose der
Zelle an. Die Regulation des intrinsischen Apoptose-Signalwegs erfolgt auf vielen Stufen: Auf der
transkriptionellen und posttranskriptionellen Ebene der Bcl-2/BH3-only Proteine, der Expression
von Todes-Effektor Komponenten und einer Klasse von Caspase-Blockern, bekannt als

Apoptoseinhibitoren IAPs (Inhibitors of Apoptosis).

Der extrinsische Apoptose-Signalweg wird durch Andocken von Liganden wie FasL, TNFa, und Trail
an die Todesrezeptoren Fas/CD95, TNFR (Tumornekrosefaktor-Rezeptor) und DF-5 der
Zelloberflaiche ausgelost. Diese verbundenen Elemente bilden den Tod-induzierenden
Signalkomplex DISC (Death inducing signalling complex), der die initiatorische Caspase-8 aktiviert.
In einigen Zelltypen ist dies ausreichend fiir Einleitung der Downstream-Caspasen. In anderen
Zellen wird zusatzlich zum Todesrezeptor-Signal auch die Aktivierung des mitochondrialen
Signalwegs Uber das BH3-only-Protein Bid benétigt*”, das durch Caspase-8 aktiviert wird. Der
extrinsische Signalweg wird durch Decoy-Rezeptoren moduliert, die Liganden binden, aber keine
Signalfunktion besitzen und Uber intrazellulare Molekile, wie FLIP (FLICE-like inhibitory protein),
das mit Caspase-8 um die Bindung an den DISC konkurriert. Hinzu kommen auch hier IAPS, die die

Initiator-Caspasen, sowie Effektor-Caspasen des Signalwegs modulieren (Uberblick®).

Ein zentrales Tumorsuppressorprotein, das wegen seiner vielfdltigen Funktionen auch als ,Hiter
des Genoms” bezeichnet wird, ist p53. Wird die Ubiquitinierung dieses Proteins durch MDM2 {iber
Upstream-Schadenssignale z.B. ARF unterbrochen, so wird p53 stabilisiert und akkumuliert’.
Damit neoplastische Proliferation verhindert wird, arretiert p53 zuerst den Zellzyklus. Danach
werden Reparaturmechanismen eingeleitet. Liegt die DNA-Schadigung, z.B. durch Chemotherapie,
jedoch in einem Ausmal} vor, das nicht reparabel ist, so wird der mitochondriale Apoptose-
Signalweg eingeleitet. P53 fungiert dabei nicht nur als Transkriptionsfaktor im Zellkern und
reguliert dort die Ablesung pro- und anti-apoptotischer Proteine, sondern interagiert auch lokal im

Mitochondrium?® mit Proteinen der Bcl-2-Familie®.

Die Blockade von Apoptose ist ein typisches Kennzeichen fiir Krebszellen, das zu unkontrolliertem
Tumorwachstum und Chemotherapie-Resistenz flhrt. Als Vermittler zahlreicher Tumorsuppressor-
Funktionen unterliegt p53 besonders haufig Schadigungen, die zu Neoplasien fiihren. Die
Mehrheit aller humanen Krebsentitaten weist p53-Defizienzen oder Stérungen von Upstream-

Signalen auf, die dazu gefiihrt haben, dass p53 ausgeschaltet ist. Folgen davon sind reduzierte
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Kapazitaten der DNA-Reparatur und gestorte Apoptose-Signalgebung. Diese werden besonders
beim menschlichen Li-Fraumeni-Syndrom™ deutlich. Betroffene dieser dominant vererbten
Disposition erkranken bedingt durch das nur einfach vorhandene p53-Wildtypallel™ mit hoher
Wahrscheinlichkeit an Sarkomen und einer Reihe anderer Tumorarten, wie Brustkarzinomen und
Malignomen des zentralen Nervensystems. Ausgewachsene Tumore dieser Patienten weisen
sporadische Mutationen im einzelnen p53-Allel auf, die zum Funktionsverlust des Proteins flihrten.
P53-Defizienz wird generell mit aggressivem Krebs, Chemotherapie-Resistenz und schlechter

Prognose assoziiert (s. Uberblick™).

Auch Aktivitdtsanderungen innerhalb der Bcl-2-Familie sind in Krebszellen haufig zu finden.
Hochregulierte anti-apoptotische Proteine erlauben Krebszellen vielfdltige Stressfaktoren zu
tolerieren, die Ublicherweise zum Zelltod fiihren wirden. Eines dieser Proteine ist der
Apoptoseinhibitor Bcl-2. Er wurde im Zusammenhang mit der Translokation t(14;18)(g32;921) im
follikularen Lymphom entdeckt. Dort gerat das bcl-2-Gen in der Pra-B-Zellphase wahrend des

B1%in den Lokus der schweren Ig-Kette®™ und wird somit

Immunglobulin(lg)-Gen-Rearrangements
als Fusionsgen gemeinsam mit Ig abgelesen. Normalerweise liegt das Protein in differenzierten B-
Zellen herunter reguliert vor, im Fall der Translokation des Gens jedoch kommt es zur
Uberexpression von bcl-2. Transgene bcl-2-Ig-Mause™® zeigten Lymphadenopathien mit einer
vergroRerten Population follikuldrer B-Lymphozyten und Uberlebensvorteilen reifer B-Zellen in
vitro. Tumore entwickelten sich aber nur sehr langsam'’. Daraus wurde geschlossen, dass erst
zusatzliche genetische Verdanderungen zur Entstehung hochgradiger Lymphome beitragen.
Unterstlitzt wurde diese Vermutung in diesem Mausmodell damit, dass in der Halfte der
gewachsenen Lymphome die myc-Translokation t(8;14) nachweisbar war. Bcl-2-Uberexpression
kommt nicht nur in B-Zelllymphomen vor, sondern wurde bei vielen weiteren Krebsarten, wie z.B.
Prostata-, Kolorektal-, Magen-, und Lungenkrebs nachgewiesen. Erkrankungen, die diese

Verdnderung aufweisen, sind wie das follikuldare Lymphom (berwiegend resistent gegeniber

Chemotherapie und dementsprechend schwer behandelbar.

1.1.2 Seneszenz

Im Zusammenhang mit Chemotherapieresistenz'® und urspriinglich als Folge von HRAS-Onkogen-
Uberexpression’® wurde Seneszenz als weiterer wichtiger Tumorsuppressormechanismus
entdeckt, der Giber p53 vermittelt wird. Dabei handelt es sich um einen Prozess, der urspriinglich
als Zellalterungsvorgang in Zellkultur von Fibroblasten”® entdeckt wurde. Hayflick et al.
beobachteten in vitro, dass die Teilung dieser Zellen nach vielfachen Passagen irreversibel zum

Stillstand kam. Erst spater wurde dieser permanente Zellzyklusarrest auch als
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2122 identifiziert. Wahrend der Arrest bei

Tumorsuppressormechanismus in vitro™ und in vivo
»replikativer” Seneszenz durch die voranschreitende Telomerverkijrzung23 im Verlauf der vielfach
wiederholten Zellteilung in Gang gesetzt wird, so wird er bei ,pramaturer” Seneszenz durch
akuten Stress, wie Onkogenaktivierung, oxidative Schadigung oder Chemotherapie ausgelost.
Beide Seneszenztypen werden liber DNA-Schadensprogramme vermittelt. Statt pro-apoptotischer
Proteine aktiviert p53 hier p21. Dieses interagiert mit den Zyklin-abhangigen Kinasen (cyclin
dependent kinase, CDK) CDK2/4 und leitet damit einen permanenten Zellzyklus-Arrest in der G1-
Phase ein. Der Ubergang von der G1- zur S-Zellzyklusphase wird auch {iber den p53-unabhingigen
p16-Retinoblastom-Signalweg vermittelt. Dabei bindet p16 (Uberblick®) an CDK4/6 und
verhindert mit der Blockierung der Kinase-Funktionen die Phosphorylierung des Retinoblastom-
Proteins (Rb). Dieses halt den Transkriptionsfaktor E2F1 durch Bindung im Cytoplasma davon ab
seine Zielgene, die den G1/S-Ubergang einleiten, im Zellkern zu transkribieren. Braig et al.*!
zeigten, dass die Expression von S-Phase vermittelnden Genen dabei durch die lokale Ausbildung
von Heterochromatin tGber Methylierung des Histons H3 an Lysin 9 (H3K9me) verhindert wird.

Daraus wurde geschlossen, dass Seneszenz ein epigenetisch regulierter Prozess ist, der von

Proteinen, wie der Rb-assoziierten Histonmethyltransferase Suv39h1 reguliert wird.

Gl—S

N\
‘ CDKs
Bl @

\ ()
o

Apoptose Seneszenz

Abbildung 1 nach Schmitt': Schematische Darstellung Therapie-induzierter Apoptose- und Seneszenz-
Signalwege. Beide  Tumorsuppressormechanismen werden jeweils ({iber das zentrale
Tumorsuppressorprotein p53 vermittelt. Dabei kann Apoptose durch Bcl-2-Uberexpression blockiert
werden. Seneszenz kann auch p53-unabhidngig liber p16 eingeleitet werden. Dieses Protein inhibiert,
genauso wie das liber p53 aktivierte p21, spezifische Cyclin-abhangige Kinasen und verhindert damit
den Wiedereintritt in die S-Zellzyklusphase. Ein Protein, das essentiell ist fiir den Eintritt in die Seneszenz

ist die Histonmethyltransferase Suv39h1 (Suv39).



Eine Vermittlung von Seneszenz Uber die DNA-Schadensantwort wurde in vielen verschiedenen
Krebs-Typen in vitro gezeigt. Zweifel, dass es sich nur um ein Kulturphdanomen handeln kdnnte,
wurden durch in vivo—Studien ausgerdaumt und die klinische Relevanz des Prozesses bestatigt. So
fanden Michaloglou et al.”® Seneszenz in Melanozyten menschlicher Muttermale, die onkogene
Mutationen in BRAF, einer Proteinkinase und Downstream-Effektor von Ras, aufwiesen. Da
Muttermale Giberwiegend wachstumsarrettiert bleiben bzw. sich (iber Jahrzehnte nicht verandern,
schlossen sie, dass Seneszenz tatsachlich die Funktion eines protektiven, physiologischen
Mechanismus einnimmt. Im Vergleich von Prostata-Tumoren vor und nach Chemotherapie mit
Mitoxanthron wurde Seneszenz ebenfalls als klinisch relevantes Phanomen entdeckt. Tumore, die
chemotherapeutisch behandelt worden waren, wiesen vermehrt Zellen mit Expression der pl16-
und p21-Seneszenzmarker auf®®. Zunichst als Mechanismus der Tumorabwehr entdeckt, ergibt
sich mit neueren Studien ein widerspriichliches Bild, was den positiven Einfluss von Seneszenz
betrifft. In einer aktuelleren Studie’”” wurden Patienten mit malignem pleuralem Mesotheliom
nach neoadjuvanter Chemotherapie auf die Seneszenzmarker p21 und PAI-1 untersucht. Patienten
mit Tumoren, die die beiden Marker in erhéhter Form aufwiesen, zeigten wenig bis keine Reaktion
auf die Behandlung. Uberlebensdaten bestitigten, dass Seneszenzinduktion nach
Tumorbehandlung mit Chemotherapie mit einem schlechten klinischen Ausgang assoziiert war. Zu
einem adhnlichen Ergebnis kam eine Studie zur Seneszenz in nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom®. Patienten, in deren operativ entfernten Lungentumoren nach
Chemotherapie seneszente Zellen nachweisbar waren (78%), zeigten ein deutlich verringertes

Gesamtiberleben.

Uberlebensdaten dieser Art beweisen jedoch noch nicht, dass der schlechte klinische Ausgang
tatsachlich auf dem seneszenten Zustand der Zellen selbst und nicht auf Seneszenz-auslésender
Apoptoseblockade beruht. Aber es gibt Anlass zur Vermutung, dass Zellen in der Seneszenz ein
malignitatsforderndes Potential besitzen. Denn seneszente Tumorzellen bleiben metabolisch aktiv
und weisen einen Seneszenz-assoziierten sekretierenden Phanotyp (SASP) auf, der Veranderungen

26,29

im Stroma férdern kann™“°, welche erneutes malignes Wachstum ermaglichen. Kirzlich wurde

nachgewiesen, dass SASP-Zellen parakrin, Gber TGF-B und IL-1, ihren seneszenten Zustand auf
umliegende Zellen ibertragen kénnen®. Diese auf den ersten Blick tumorprotektive Eigenschaft,
birgt auch die Moglichkeit, dass Immunzellen im Umfeld dieser Zellen durch Seneszenz auRer Kraft
gesetzt werden’!. Desweiteren gibt es erste Hinweise auf arretierte Tumorzellen, die ihre

32,33

Teilungsfahigkeit wieder erlangen Es wurde u.a. gezeigt, dass Lungenkrebszellen durch

19283435 i der Lage sind den seneszenten Zustand wieder zu verlassen.

Hochregulation von CDK1
Diese Daten lassen die Vermutung zu, dass Tumorrezidive nach Chemotherapie auf den Teil der
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Tumorzellen zuriickgehen kdnnte, der zwischenzeitlich in den seneszenten Zustand eingetreten ist,

diesen aber wieder verlassen hat.

1.2 Immuntherapie

Erweiterte Moglichkeiten der Behandlung Chemotherapie-resistenter Krebserkrankungen ergeben
sich mit dem Forschungsfeld der Immuntherapie. Chemotherapie, Strahlentherapie und Chirurgie
stellen zur Zeit noch die Hauptbehandlungsmodalitdten fir Krebs dar. Doch haufig entziehen sich
Tumorzellen dem Einfluss dieser Methoden durch Resistenzen und Metastasierung, so dass
alternative Behandlungsformen gefunden werden miussen. Ziel aktueller Forschungsarbeiten ist
die Aufhebung der Toleranz und die Aktivierung des Immunsystems gegen die entarteten Zellen.
Prinzipiell ist das Immunsystem in der Lage neoplastische Zellen zu erkennen. Erste Hinweise fir
diese Fahigkeit wurden 1943 von Gross>® durch Immunisierungsversuche erbracht, weitere folgten

3740 Klein et al*® zeigten 1960, dass Mause nach Immunisierung gegen

in den 50er und 60er Jahren
autochthone Sarkomzellen in der Lage waren diese korpereigenen Krebszellen abzustoRen.
Inzwischen gilt als gesichert, dass als Voraussetzung fiir die Erkennung Merkmale nétig sind, die
entartete von gesunden Koérperzellen unterscheiden, sprich das Vorhandensein tumorspezifischer

Antigene. Dies kdnnen virale, mutierte und fusionierte Proteine sein*’.

Da bei vielen Krebserkrankungen bisher keine verwertbaren tumorspezifischen Antigene
identifiziert werden konnten, werden in Forschung und Therapie auch tumorassozierte Antigene
als Ziel der Immunantwort anvisiert. Dazu gehoren entwicklungs- und gewebespezifische, sowie
Uberexprimierte Antigene. Etablierte Behandlungsformen wenden dariiber hinaus inzwischen eine
Reihe von Methoden an um die Immunitdat gegen den Tumor zu aktivieren. Dazu gehort die
passive Immunisierung mit monoklonalen Antikdrpern wie z.B. Rituximab***® gegen CD20, die
Einschleusung von Adjuvantien in die Tumorumgebung, z.B. Imiquimod bei basalem Zellkarzinom™
und die systematische Gabe von Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2)*>*®. Vakzinierung gegen
potentiell tumorinduzierende Viren, z.B. das Zervixkarzinom-induzierende humane Papilloma-
Virus (HPV)*” und Behandlung entsprechender Viruserkrankungen werden als Tumor-Prophylaxe

angewandt.

Immuntherapie kann den Effekt von Chemotherapie verstarken und ist ein essentielles Element

der wirksamen Mechanismen der Stammzelltransplantation gegen hamatologische Malignitadten.

Diese wurde 1959 erstmals durch Georges Mathé”®* als Methode zur Repopulierung des

Knochenmarks nach Bestrahlung von Leukdmiepatienten angewandt. In der Maus waren schon
9



drei Jahre zuvor nicht nur der positive Effekt der Knochenmarksrekonstitution nach Bestrahlung
sondern auch ein Graft-versus-Leukdmie—Effekt beobachtet und spater genauer beschrieben

worden worden®*>*

. Die Optimierung dieses GvL-Effektes und die Herabregulierung des damit
verbundenen schadigenden Graft-versus-Host-Effektes stehen heutzutage im Fokus vieler

Forschungsarbeiten.

Mit der Entdeckung von tumorspezifischen infiltrierenden Lymphozyten (TILs) wurde eine weitere
erfolgsversprechende Behandlungsmethode ins Leben gerufen. Fefer et al. beobachteten schon in
den 60er Jahren die spontane Regression autochthoner muriner-Sarkoma-Virus (MSV)-induzierter
Maustumore. Anhand dieses Modells wiesen sie u.a. das Vorhandensein tumorspezifischer
Transplantations-Antigene (MSV) nach, die Abhangigkeit der erfolgreichen Regression von der
Immunkompetenz des Hosts, die starke Infiltration regredierender Tumore mit Lymphozyten und
die Moglichkeit, MSV-induzierte Tumore mit Hilfe von Milzzellen aus Mausen nach spontaner
Tumorregression zu kurieren®’. Beim adoptiven T-Zelltransfer werden tumorspezifische T-Zellen
gewonnen, expandiert und dem Patienten verabreicht. Sie sollen die Tumorzellen eliminieren und
idealerweise mit der Bildung eines immunologischen Gedachtnisses Rezidive verhindern. Erste
klinische Erfolge wurden mit Hilfe von TILs schon erreicht. Sie konnten aus Melanomen isoliert,
expandiert und wieder in die Patienten zurlick gegeben werden. Bei 22% der Patienten konnte
eine komplette Remission erreicht werden®, von denen 95% einen langanhaltenden
Heilungserfolg tiber 3 Jahre zeigten. Die Behandlung mit TILs ist jedoch nur effektiv bei Tumoren,
die natirlicherweise besonders viele Mutationen und damit tumorspezifische Zielantigene bieten.
Dazu gehoren die durch UV-Strahlung vielfach verdanderten Melanome, sowie Tabak-geschadigte
Lungenkrebszellen, die fir diese Anwendung in den Fokus riicken. Neuartige Formen des
adoptiven Transfers ermoglichen auch die Behandlung von Tumoren aus denen keine TILs isoliert
werden kdnnen. Autologe T-Zellen aus dem Patientenblut werden mit Hilfe von Retroviren mit T-
Zellrezeptoren gegen spezifische Tumorantigene ausgeriistet. Dazu gehért die Ubertragung von T-
Zellrezeptoren aus Patienten mit guten Anti-Tumorreaktionen auf T-Zellen des HLA-identen
Patienten, die Gewinnung von tumorspezifischen T-Zellrezeptoren aus immunisierten Mausen und
die Herstellung von chimaren Antigen-Rezeptoren (CARs). CAR-T-Zellen sind unabhangig von der
Antigenprasentation der Tumorzellen (ber die Haupthistokompatibilitditskomplexe (Major
histocompatibility complexes — MHC) und erkennen dhnlich wie Antikorper Oberflachenantigene
Uber ihre CAR-Bindungsdomane. In weiterentwickelter Form mit zusatzlicher kostimulatorischer
Signaldomane konnten sie von Porter et al.>* schon erfolgreich zur Behandlung von B-Zell-

Lymphomen und -Leukdmien eingesetzt werden.
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1.3 B-Zelllymphome

B-Lymphozyten sind neben den T-Lymphozyten eine wichtige Zellpopulation der adaptiven
Immunantwort. Sie zeichnen sich aus durch Immunglobulin-Antigenrezeptoren mit hoher klonaler
Diversitat und sind deshalb im Lauf ihres Entwicklungsprozesses mit umfangreichem
Genrearrangement besonders anféllig fir maligne Transformationen. Diese Transformationen
kdnnen durch chromosomale Translokationen und durch die Mutation von Onkogenen ausgelost
werden und fiihren zu abweichender intrazellularer Signalgebung, gestorter transkriptioneller und
epigenetischer Regulation. Die Folge davon ist die unkontrollierte Proliferation von B-Zellen in den

lymphatischen Organen, die Entstehung von B-Zelllymphomen.

B-Zelllymphome werden nach Histologie, genetischer Abnormalitdt und Abhangigkeit von
bestimmten Signalwegen in unterschiedliche Subtypen eingeteilt. Jeder Subtyp hat phanotypische
Ahnlichkeit mit B-Zellen eines bestimmten Differenzierungsstadiums, gekennzeichnet durch An-
oder Abwesenheit von Mutationen im Bereich der variablen Region der Immunglobuline und

durch ein spezifisches Genexpressionsmuster>.

Nach dem histologischem Erscheinungsbild werden B-Zelllymphome den Hodgkin- oder den Non-
Hodgkin-Lymphomen (NHL) zugeordnet. In die Gruppe der NHL, die Neoplasien des lymphatischen
Gewebes umfasst, werden auch T-Zelllymphome eingeteilt. Nach dem klinischen Verlauf wird in
der Kiel-Klassifikation bei NHL zwischen hochmalignen und niedrig malignen Lymphomen
unterschieden. In der aktuelleren WHO-Klassifikation (WHO — World Health Organisation) werden
alle Lymphome, inklusive Morbus Hodgkin, vorrangig nach histologischen Gesichtspunkten

eingeordnet. Zur Zeit werden beide Klassifikationen parallel verwendet.

1.4 A-MYC-Mausmodell

Die Basis fur die Experimente dieser Arbeit ist die A-MYC-Maus, ein murines Modell fir
hochmaligne B-Zelllymphome (NHL). Dieses Modell wurde nach dem ersten Myc-transgenen
Mausmodell, der Epu-MYC-Maus®, das phanotypisch mit Vorliufer-B-Zellen ein lymphoblastisches

Lymphom reprasentiert, als Modell fiir das Burkitt-Lymphom entwickelt®’.

Der humanen Erkrankung entsprechend wurde in der Maus die Translokation von Teilen des Ig A
Lokus auf Chromosom 22 in die 3’Position des c-myc Gens auf Chromosom 8 nachgestellt®. Indem

das auf Chromosom 8 liegende Proto-Onkogen c-myc dadurch dem Enhancer-Element eines
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Immunglobulingens in die Nadhe gestellt wird, kommt es zur Deregulation mit konstitutiver
Expression des Myc-Proteins, das eine wichtige Rolle im Zellzyklus einnimmt. Es wurde gezeigt,
dass die Uberexpression von c-myc in normalen B-Zellen iiber einen p53-abhingigen Signalweg zu
Apoptose fuhrt®®. Dementsprechend fiihrt die myc-Translokation allein noch nicht zur Entwicklung
von Neoplasien. Aktuelle Studien weisen auf die Aktivierung des PI3K-Signalwegs als weiteren

60,61

Schritt zur Krebsentwicklung hin>"". Viele Burkitt-Lymphome tragen zudem Mutationen des

Tumorsuppressorgens p53.

A-MYC-Mause entwickeln spontan B-Zelllymphome, die vor allem in Lymphknoten, Bauchraum
und Milz auftreten. Das Uberleben der Tiere liegt bei 82,5 Tagen nach Geburt (s. Abbildung 6).
Phanotypisch weisen die Lymphome zum Teil typische Eigenschaften des Burkitt-Lymphoms, wie
z.B. den Sternenhimmel, CD19-Positivitat, Negativitat fiir CD5 und T-Zellmarker CD4 und CD8 auf.
Jedoch handelt es sich in diesem Fall nicht um einen Keimzentrums-Phanotyp, wie in der
menschlichen Erkrankung, sondern um einen Pra-Keimzentrums-Phanotyp. Dementsprechend
kdnnen die Lymphome der A-MYC-Maus nicht klar als Burkitt-Lymphome eingeordnet werden. Sie
sprechen auf Cyclophosphamidbehandlung an und bilden sich daraufhin komplett zuriick,
entwickeln aber nach einiger Zeit aufgrund der transgenen myc-Aktivitat Rezidive. Aus etwa 30 %
der primaren Lymphome kdnnen in Kultur erfolgreich Zelllinien gezogen werden, die als Grundlage

fur diese Arbeit dienten.

Anhand der Epu-MYC-Maus konnten Schmitt et al.™ zeigen, dass Chemotherapie-behandelte bcl-2-
Uberexprimierende Lymphome mit Seneszenz reagieren, wahrend Seneszenz und Apoptose in
p53-defizienten Lymphomen blockiert werden. Diesen Erkenntnissen folgend sollte die A-MYC-
Maus verwendet werden um bcl-2-Uberexprimierende, seneszente und p53-defiziente Lymphome
zu gewinnen und nicht nur chemotherapeutisch, sondern zusatzlich mit adoptivem T-Zelltransfer
zu behandeln. Der Fokus dieser Arbeit lag hiermit auf der Eliminierung hochmaligner,

Chemotherapie-resistenter Lymphomzellen.

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Abgeleitet aus den Beobachtungen am Ep-MYC-Mausmodell von Schmitt et al.® Iasst sich

vereinfacht sagen: Wenn in Tumorzellen, z.B. ausgelost durch Chemotherapie, DNA-

Schadenssignale erzeugt werden, so wird im Normalfall Gber das Tumorsuppressorprotein p53
62,63

Apoptose eingeleitet. Ist dieser Signalweg jedoch blockiert, z.B. durch bcl-2-Uberexpression®®, so

bleibt als Ausweg die Seneszenz: der Tumor wird nicht eliminiert, aber dauerhaft arretiert. Fallt
12



auch dieser Mechanismus weg z.B. durch Verlust von p53, das beide Prozesse vermittelt, so wird
der Tumor nicht nur Chemotherapie-resistent, sondern setzt seine unkontrollierte Proliferation
fort. Somit sind die Moglichkeiten der Therapie Gber DNA-Schadensinduktion erschopft, und die
Immuntherapie riickt in den Fokus. Bei Vorhandensein eines geeigneten Zielantigens im Tumor
bietet sich der adoptive T-Zelltransfer an. Jedoch zeigen Studien nach allogener
Stammazelltransplantation, deren GvL-Effekt ebenfalls auf der Wirkung von zytotoxischen T-Zellen
beruht, dass die Wahrscheinlichkeit fiir das Fortschreiten der Krankheit bei Chemotherapie-
resistenten Lymphomen deutlich erhoht ist®*®.

Diese Beobachtungen fiihrten zu der Frage, ob genetische Defekte wie bcl-2-Uberexpression, oder

p53-Verlust den GvL-Effekt kompromittieren. Deshalb ergab sich folgende Fragestellung:

1. Ist der Verlust der Fahigkeit zur Apoptose durch bcl-2-Uberexpression oder p53-Defizienz
verbunden mit einer Resistenz gegeniber T-Zelltherapie? Kénnen bcl-2-
Uberexprimierende Zellen im seneszenten Zustand von spezifischen T-Zellen lysiert

werden?

Diesen Fragen sollte mit Hilfe transplantierter bcl-2-Uberexprimierender und p53-defizienter
Lymphomzellen, die das Surrogatantigen Ovalbumin tragen, in einem OVA-toleranten Mausmodell
nachgegangen werden. Daflr sollte die A-OVA-Maus generiert werden, die OVA spezifisch im B-
Zellkompartiment exprimiert. Chemotherapie kombiniert mit adoptivem T-Zell-Transfer von OVA-

spezifischen OT-1-T-Zellen sollten als Behandlungsform fiir die Lymphome angewandt werden.

bcl-2-Uberexpression
: ps37 psst oo
Apoptose Seneszenz

°~J

Zytotoxische T-Zelle
Abbildung 2: Grafische Darstellung der Fragestellung 1. Welche Folgen hat p53-Defizienz, bcl-2-
Uberexpression bzw. Seneszenz nach Chemotherapie (Blitz) auf die Eliminierbarkeit von B-

Zelllymphomen durch spezifische zytotoxische T-Zellen?
13



Erganzend sollten A-OVA-Mause mit A-MYC-Mausen gekreuzt werden, um ein Mausmodell zu
generieren, das spontan c-myc-getriebene Lymphome mit OVA-Antigen entwickelt. Damit sollte
ermoglicht werden, oben beschriebene Behandlungsmethoden an Chemotherapie-sensitiven
Tumoren in einem autochthonen Modell zu testen, das Tumortransfer vermeidbar macht. Ziel war

es, folgende Fragestellung zu beantworten:

2. Sind autochthone myc-getriebene OVA-Tumore in einem Burkitt-Lymphom-Mausmodell

durch Chemotherapie und kombinierten adoptiven T-Zelltransfer kurierbar?
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2. Material und Methoden

2.1 Mauslinien

Alle verwendeten Tiere entsprachen durchgingig dem C57BL/6-Hintergrund. Sie werden im

Folgenden als Wildtyp bezeichnet. A-MYC-Mannchen wurden mit Wildtyp-Weibchen gekreuzt.

OT-1-Méuse (C57BL/6-Tg(TcraTerb)1100Mjb/J%), STAT1”-Miuse (B6.1295(Cg)-Stat1tm1DIv/®)
und ACTB-OVA-Miuse (2Tg(Actb-OVA)916Jen/J%) wurden bezogen von Jackson Laboratories (Bar
Harbor, Maine, USA). Wildtyp-M&use wurden von Charles River Laboratories (Deutschland)

bezogen.

ACTB-OVA-Miuse und P53"-Miuse (B6.129S2-Trp53tm1Tyj/)%, zur Verfiugung gestellt von
Clemens Schmitt, MKFZ Berlin) wurden ebenfalls mit A-MYC-Mausen gekreuzt um Zelllinien aus

spontan entstehenden B-Zell-Lymphomen zu generieren.

A-OVA-M3use wurden mit Hilfe des gleichen Konstrukts generiert, das auch fiir die A-MYC-Maus>’
verwendet wurde. Dabei wurde das gesamte Ovalbumin-Gen unter die Kontrolle der IgG-A-Ketten-
Regulator-Sequenz gebracht. Die Generierung der A-OVA-Maus ist unter 4.13 ausfihrlich
beschrieben. OVA-transgene Founder wurden mit dem Wildtyp riickgekreuzt. A-OVA-Mause
wurden mit A-MYC-Mausen gekreuzt. Die Nachkommen entwickeln spontan B-Zell-Lymphome und

exprimieren OVA in den B-Zellen.

RAG1”-Miuse (B6.12957-Rag1tm1Mom/)’°) wurden von Thomas Kammertdns (AG Blankenstein,

Institut fir Immunologie, Berlin) zur Verfligung gestellt.
Alle Mausstamme wurden unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen gehalten.

Samtliche Experimente wurden nach den Richtlinien und nach Genehmigung des lokalen
Tierschutzkomitees (Antrag: 1C114-G0013/09, Berlin; 54-2532.1-26/11, Regierung von

Mittelfranken, Ansbach) durchgefiihrt.
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2.2 Genotypisierung

2.2.1 DNA-Extraktion aus Mausschwanzbiopsien

Je Biopsie wurden 100 pl Extraktionslésung mit 25 pl Tissue Prep (je aus REDExtract-N-Amp™
Tissue PCR Kit, Sigma Aldrich, Missouri, USA) frisch angesetzt, gut gemischt, zur Probe gegeben
und fiir 10 bei RT inkubiert. Anschlieffend wurde die Suspension fiir 3 auf 95 °C erhitzt. Nach der

Neutralisation mit 100 pl Neutralisationspuffer konnte die Probe bei 4 °C gelagert werden.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Myc-PCR:

Zur Amplifikation der Myc-DNA wurde der Reaktionsmix nach folgendem Schema angesetzt: 1,4 ul
H,0; 5,0 ul PCR-Mix (Sigma-Aldrich, Missouri, USA); 0,4 ul Primer c-myc E2; 0,4 pl Primer c-myc 12;
0,4 ul Primer B-29 9 R; 0,4 ul Primer B-29 18 F 2. Je 2 ul template DNA wurden mit 8 pl

Reaktionsmix versetzt und mit dem folgenden PCR-Programm behandelt.

Schritt Temperatur Zeit Funktion
1 94°C 5’ Denaturierung
2 94°C 45”
56°C 30” Annealing
72°C 90" Elongation

Schritt 2 35x wiederholt
3 72°C 10’
15°C oo

Als Negativkontrolle wurde Wildtyp-DNA verwendet. Fiir c-myc war eine Bande bei 480 bp zu

erwarten, fiir die Housekeeping-Kontrolle B-29 eine Bande bei 376 bp.
STAT1”-PCR:

Je 2 ul zu genotypisierender DNA wurden mit 8 pl folgenden Reaktionsmixes versetzt: 1,4 ul H,0;
5,0 pl PCR-Mix (Sigma-Aldrich, Missouri, USA); 0,4 pul Primer STAT1™ pl; 0,4 ul Primer STAT1” p2;
0,4 pl Primer STAT1” p3. AnschlieBend wurden die Proben mit folgendem PCR-Programm
behandelt.
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Schritt Temperatur Zeit Funktion

1 94°C 3’ Denaturierung
2 94°C 30”
56°C 45" Annealing
72°C 1 Elongation

Schritt 2 30x wiederholt
3 72°C 7
15°C oo

Als Negativkontrolle wurde Wildtyp-DNA verwendet. Folgende Banden waren zu erwarten: fir

STAT17 340 bp, STAT1** 140 bp und fir STAT1* 340 bp und 140 bp.
A-OVA-PCR:

Je 2 ul zu genotypisierender DNA wurden mit 8 pl folgenden Reaktionsmixes versetzt: 1,4 ul H,0;
5,0 ul PCR-Mix; 0,4 ul CD2 P3; 0,4 ul CD2 P4; 0,4 ul OVA P3; 0,4 ul OVA P4. AnschlieBend wurden

die Proben mit dem folgenden PCR-Programm behandelt.

Schritt Temperatur Zeit Funktion
1 94°C 3’ Denaturierung
2 94°C i
63°C 1 Annealing
72°C 2 Elongation

Schritt 2 35x wiederholt
3 72°C 10’
15°C oo

Als Negativkontrolle wurde Wildtyp-DNA verwendet. Fliir CD2 war eine Bande bei 572 bp und fir
OVA bei 376 bp zu erwarten.

ACTB-OVA-PCR:

Die ACTB-OVA-PCR wurde auf gleiche Weise wie die A-OVA-PCR amplifiziert (s.o.).
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p53-PCR:

Der Reaktionsmix fiir die Amplifikation der p53-DNA setzte sich folgendermallen zusammen: 1x
10x PCR-Puffer; 1,5 mM MgCl,; 0,4 ul dNTPs (10 mM); 0,4 ul Primer X7 (10 um); 0,2 ul Primer X6.5
(10 uM); 0,8 pl Primer Neo (10 uM), 0,2 pl Taq (5U/ul). 2 pl Proben-DNA wurden mit 5,5 pl

Reaktionsmix versetzt, mit A.dest auf 20 pl aufgefillt und im Cycler mit folgendem Programm

behandelt.
Schritt Temperatur Zeit Funktion
1 92°C 5’ Denaturierung
2 92°C i
62°C 1 Annealing
72°C 1 Elongation
Schritt 2 35x wiederholt
3 72°C 5

4°C oo

Als Kontrolle wurde Wildtyp-DNA oder MYC-Maus-DNA verwendet. Fiir p53-Wildtyp +/+ (X6.5-X7)
war eine Bande von 450 bp, fur p53-Knockout -/- (Neo-X7) eine Bande von 600 bp zu erwarten.
Fir p53-heterozygot +/- waren dementsprechend beide Banden zu erwarten.

Material

e Primer: c-myc E2 intfw 5°GCT CGT CTC AGA GAA GCT GG 3, c-myc 12 rev 5" ATC TCT CCA GAT CTG CTATCT C 3,
Interne Kontrolle: B-29 9 R: 5° CTT GTC AAG TAG CAG GAA GA 3, B-29 18 F: 5" GTG GCA CGG AACTTCTAG TC 37,
STAT-/- STAT-/- p1 5°GAG ATA ATT CAC AAA ATC AGA GAG 3, STAT-/- p2 5°CTG ATC CAG GCA GGC GTT G 3°, STAT-/-
p3 5 TAA TGT TTC ATA GTT GGA TAT CAT 3°
OVA P3 5’-GGA GCT TCC ATT TGC CAG TGG-3’, OVA P4 5-AGA GAC GCT TGC AGC ATC CAC-3’;
CD2 P3 5’-GTG CCT TGG GTC AGG ACA TC-3, CD2 P4 5’-GAC CAT CAA GAG GCT GCC TC-3’
P53 X7 5-TAT ACT CAG AGC CGG CCT-3’, X6.5 5’-ACA GCG TGG TGG TAC CTT AT-3/, Neo 5’-TCC TCG TGC TTT ACG GTA
TC-3’
(Metabion, Martinsried)

e  PCR-Gerdt (Mastercycler, Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)

2.2.3 OT-1-T-Zell Analyse

Zur Typisierung von OT-1-Tieren wurde das periphere Blut durchflusszytometrisch untersucht.
Nach der Zentrifugation Uber die Trennlésung Pancoll fiir 25 min bei 823 g ohne Bremsung
wurden die Lymphozyten in PBS gegen CD8 und T-Zell-Rezeptoren Ta2 und TB5 gefarbt. OT-1-
Mause wurden Giber doppelt positive Ta2" TB5" CD8-T-Zellen identifiziert.
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Material

e Pancoll (PAN Biotech, Aidenbach)

e 10 x PBS: 80 g NaCl (Merck, Darmstadt); 11,6 g Na,HPO, (Sigma-Aldrich, Missouri, USA); 2 g KH,PO, (Merck,
Darmstadt); KCl (Merck, Darmstadt) 2,0g; ad 1000ml H,O (Millipore) , pH 7,0; steril filtriert, Lagerung bei 4°C

e Antikérper: APC Rat Anti-Mouse CD8a, Clone 53-6.7 (BD Bioscience, Heidelberg); FITC Mouse Anti-Mouse V65.1, 5.2
TCR, Clone MR9-4 (BD Bioscience, Heidelberg); PE Rat Anti- Mouse Va2 TCR, Clone B20.1 (BD Bioscience,
Heidelberg)

2.3 Zelllinien und Zellkultur

2.3.1 Gewinnung permanenter Myc-Zelllinien

A-MYC-Tiere mit B-Zell-Lymphomen wurden euthanasiert und die befallenen Lymphknoten
entnommen. Die Lymphomzellen wurden (iber ein Zellsieb in Suspension gebracht, mit PBS
gewaschen und auf MRC5-Feederzellen (Feeder B-Zell-Medium) ausplattiert. Ein Teil dieser
Primarzellen wuchs (ber mehrere Wochen zu permanenten Feeder-unabhdngigen Zelllinien.
Einige Lymphomzelllinien konnten (iber mehrere Passagen Uber STAT1” Méuse ohne Hilfe von
Feederzellen in einfachem B-Zell-Medium in Kultur gebracht werden. 291-Zellen wurden als
reprasentative Myc-Zellen ausgewahlt, da sie groRe Mengen des humanen Myc-Proteins, niedrige

Mengen MHCI-Molekiile und kaum MHCII-Molekiile in Kultur exprimierten’.

P53 x A-MYC heterozygote Nachkommen entwickelten B-Zell-Lymphome, die auch das zweite
p53-Wildtyp-Allel verloren hatten. Die daraus generierte parentale Zelllinie 189 lag

dementsprechend p53'/' vor.

Aus ACTB x A-MYC B-Zell-Lymphomen wurde die OVA-transgene Zelllinie 110 gewonnen, da A-OVA

x A-MYC-Mause zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur Verfligung standen.

Material

e Feeder B-Zell-Medium: IMDM (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 20 % FCS, 20% (v/v) hitzeinaktiviertes FKS (PAN Biotech,
Aidenbach), 2 mM L-Glutamin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 100 U/ml Penicillin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 100
ug/ml Streptomycin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 1 mM Natriumpyruvat (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

e B-Zell-Medium: IMDM + DMEM (Gibco/Invitroge, Karlsruhe) 1:1, 10 % FKS (PAN Biotech, Aidenbach), 4 mM L-
Glutamin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 0,01 % f3-Mercaptoethanol (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe), 100 U/ml
Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe)

e Zellkulturflaschen 75 ml und 25 ml (Greiner Biolabs, Frickenhausen)

e Steril-Pipetten 10, 15, 25 und 50 ml (Corning Life Science, New York, USA); 5 ml (Greiner Biolabs, Frickenhausen)
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2.3.2 Retrovirale Transduktion

Parentale Zellen (PC) von etablierten Zelllinien (291 PC, 189 PC, 110 PC) wurden mit Hilfe der
retroviral (auf dem Maus-Stammzell-Virus MSCV) basierten Vektoren MSCV-IRES-GFP, MSCV-OVA-
IRES-GFP, MSCV-BCL2-IRES-GFP und MSCV-BCL2-IRES-DsRed (zur Verfiigung gestellt von Clemens
Schmitt, MKFZ, Berlin) transduziert. Dazu wurden PlatE-Verpackungszelllinien” (zur Verfiigung
gestellt von Wolfgang Uckert, MDC, Berlin) in 6-Well-Platten (Corning Incorporated, New York,
USA) ausgesat. Bei einer Konfluenz von 50% wurden die Zellen mit Hilfe der FuGENE-
Transfektions-Reagenz (Roche Diagnostics, Mannheim) nach Herstellerangaben mit dem
entsprechenden Vektor transfiziert. Zwei Tage spater wurde der Virusiberstand abgenommen und
mit 4 ug/ml Polybrene (Sigma, Steinheim) frisch auf 4x10° Lymphomzellen im Well einer 24-Well-
Platte (Corning Incorporated, New York, USA) gegeben oder bei -20 °C fiir spater aufbewahrt. Nach
24 h wurde der Uberstand durch frisches Medium ersetzt und der Anteil der erfolgreich
transduzierten GFP*-Zellen wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Dieser lag bei 2 —15 %. Um
die Transduktionseffizienz zu erhéhen wurden die Zellen bei spateren Versuchen nach Zugabe des
Virusiiberstands fir 2h bei 33°C und 2228 g zentrifugiert, dadurch konnte der Anteil
transduzierter Zellen auf 10-30% erhoht werden. GFP-positive Zellen wurden

durchflusszytometrisch aufgereinigt.
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Abbildung 3: Restriktionskarten der MSCV-Vektoren fiir die retrovirale Transduktion der

Lymphomzelllinien; LTR - Long Terminal Repeat aus dem Maus-Stammzell-Virus, bla — B-Lactamase-
Resistenzgen, colEl — Origin of Replication, IRES2- interne ribosomale Eintrittsstelle (koppelt Gen fiir
OVA oder Bcl2 an GFP bzw. DsRed. GFP/DsRed-Positivitit einer Zelle ist damit Zeichen fiir die positive
Transduktion.) A) MSCV-IRES-GFP, B) MSCV-OVA-IRES-GFP, C) MSCV-Bcl2- IRES-GFP, D) MSCV-Bcl2-IRES-

DSRed.

24 Western Blot

1x10’ bis 5x10” Lymphomzellen wurden pelletiert und anschlieBend durch RIPA-Puffer, versetzt mit
Proteinase-Inhibitor-Cocktail, auf Eis fir 30 min lysiert, indem alle 10 min gevortext wurde. Die

Proben wurden bei 4°C fiir 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand direkt

weiterverwendet oder bei -80 °C aufbewahrt.
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Mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA) wurde die
Proteinmenge der hergestellten Lysate Uber die Biuret-Reaktion bestimmt. Mit Hilfe eines
Photometers wurde die Farbstoffintensitdit der jeweiligen Proben gemessen und die

entsprechende Proteinkonzentration anhand einer BSA-Standardreihe berechnet.

10 — 20 pg Protein je Probe wurden mit SDS-Ladepuffer versetzt und fir 5 min auf 95 °C erhitzt.
Die Proben wurden Uber ein 10 % Agarosegel mittels SDS-PAGE in einer Elektrophorese-Kammer
(BioRad, Miinchen) fur die ersten 10 min bei 100V und dann 60 min bei 160V in TBE-Puffer

aufgetrennt.

Mit einem Transblot-Semi-Dry-Blot-Gerat (BioRad, Miinchen) wurden die Proteine fiir 50 min bei
15V in Transfer-Puffer von dem Gel auf eine Highbond-C-Super-Nitrozellulose-Membran
(Amersham, GE Healthcare, Freiburg) transferiert. Die Membran wurde anschliefend in PBS-
Tween gewaschen und (ber Nacht in 5% Magermilchpulver (Heirler, Radolfzell) in PBS-Tween

geblockt.

Der Primarantikérper wurde fiir 1 h bei RT mit der Membran in 5% Magermilchpulver in PBS-
Tween inkubiert und nachfolgend griindlich ausgewaschen, 1x 15 min und 2 x5 min mit PBS-
Tween. Der HRP-gekoppelte Sekundarantikorper wurde ebenfalls fir 1h bei RT in 5%

Magermilchpulver in PBS-Tween zur Membran gegeben und der Waschvorgang wiederholt.

Die Detektion erfolgte mit Hilfe von ECL-L6sung (Amersham, GE Healthcare) auf Kodak X-Omat LS
film (Sigma-Aldrich, Steinheim). Die Entfernung der Antikérper von der Membran wurde in 100
mM Glycin, pH 2,9 fiir 30—-60 min durchgefiihrt. Als Ladekontrolle wurde ein direkt HRP-

gekoppelter B-Aktin-Antikdrper verwendet.

Material
e RIPA-Puffer: 50 mM Tris/HCL pH 7,4 (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt) pH mit HCl eingestellt),
150mM NaCl (Merck, Darmstadt), 1 mM EDTA (Merck, Darmstadt),1% TritonX-100 (Merck, Darmstadt), 0,25%

Na-Deoxycholat (Serva, Heidelberg)

e Lyse-Puffer: RIPA-Puffer + 1 mM Nas3VO, (Sigma-Aldrich, Steinheim), 5 mM NaF (Merck, Darmstadt), 4% Proteinase-
Inhibitor-Cocktail 25x MiniComplete (Roche Diagnostics, Mannheim)

e SDS-Ladepuffer: 300 mM Tris/HCIl (Merck, Darmstadt), pH 6.8, 12 % SDS (Merck, Darmstadt), 50 % Glycerol (Merck,
Darmstadt) and 0.2 % Bromphenolblau (Merck, Darmstadt)

e 10 % SDS-PAGE-Gel: Trenngel: 30 % Acrylamid (Merck, Darmstadt), Tris/HCl 1.5 M, pH 8,8, H,0, 10 % SDS, 10 % APS
(Merck, Darmstadt), 6 ul TEMED (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg), Sammelgel -30 % Acrylamid, Tris/HCl
0.5 M, pH 6,8, H,0, 10 % SDS, 10 % APS, 4 ul TEMED

e TBE-Puffer: (10x) 108 g Tris Base (Merck, Darmstadt), 55 g Borsdure (Merck, Darmstadt) 40 ml, 0,5 M EDTA pH 8

(Merck, Darmstadt) mit A.dest auf 11 aufgefiillt
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e Precisions Plus Protein all blue Standard (Biorad, Miinchen)

e Transfer-Puffer: 14,4g Glycin (Merck, Darmstadt), 3,025g Tris, 200ml Methanol reinst (Merck, Darmstadt), mit A.dest
auf 1 | aufgefiillt

e  PBS-Tween: PBS mit 0.05 % Tween-20 (Merck, Darmstadt)

e Primdrantikérper: Bcl2 (BD Biosciences PharmingenTM, Heidelberg), Anti-Ovalbumin Rabbit polyclonal ab1221
(Abcam, Cambridge, England), Anti-Histone H3 (tri methyl K9) ab 8898 (Abcam, Cambridge, England), Anti-beta
Actin [mAbcam 8226] (HRP)-Loading control ab20272, (Abcam, Cambridge, England)

e Sekunddrantikérper: Goat Anti-Rabbit IgG HRP-Gekoppelt (ab6721, abcam, Cambridge, England)

2.5 Enzymimmunoassays (ELISA)

ELISAs zur Quantifizierung von IFNy in den Uberstinden der MLRs wurden mit Hilfe des BD
OptEIA™ Maus IFNy-ELISA-Kits (BD Biosciences, Heidelberg) anhand der Herstellerangaben in
(NUNC Maxisorp) ELISA-Platten durchgefiihrt und die Absorption jedes Wellinhalts bei 450 nm

und 570 nm am ELISA-Reader (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale) gemessen.

2.6 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR)

Die quantitative Polymerase Kettenreaktion wurde mit dem Brillant Ill Ultra-Fast SYBR Green QPCR
Master Mix (Agilent Technologies) in einem Step One Real Time PCR System (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. 1 ul Proben-cDNA (Verdiinnung 1 : 5) wurde mit 5 ul Master Mix, 2,8 ul destilliertem
Wasser, 1 pl Reference Dye, 0,1 ul Forward Primer (10 pmol) und 0,1 ul Reverse Primer (10 pmol)
versetzt und fir die PCR verwendet. Nach einer anfanglichen Denaturierung bei 95 °C fir 15 min
und 40 Zyklen inklusive Denaturierung bei 95 °C fiir 5 s folgte die Annealing/Elongationsphase bei
60 °C fir 15s. Zum Ende jedes Zyklus wurde die Fluoreszenz gemessen. Bei beendeter
Amplifikation wurde die DNA bezliglich ihres Schmelzverhaltens analysiert, indem die Fluoreszenz

wahrend der langsamen Erhitzung der L6sung von 60 °C auf 90 °C (0,1 °C/s) gemessen wurde.

2.7 Histologie und Immunhistochemie

Gewebe wurde fir 12 h in 10 % gepuffertem Formalin fixiert, anschlieRend dehydriert und in

Paraffin eingebettet. Die eingebetteten Proben wurden am Mikrotom in 2 - 3 um dicke Schnitte

geteilt und entparaffinisiert. Zur Demaskierung der Antigen-Epitope wurden die Schnitte in Zitrat-

Puffer (pH6) gekocht oder mit Proteinase K enzymatisch behandelt und in TBS (pH 7,4)

gewaschen. Nach der Behandlung mit Blockingpuffer (DAKO) wurden die Proben mit dem
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Primarantikorper inkubiert. Fir die Detektion wurden biotinylierte Sekundarantikorper verwendet,
gefolgt vom Streptavidin-AP-Kit oder dem Envision-PO-Kit (DAKO). Peroxidase wurde mit hoch
sensitivem Diaminobenzidin (DAB, DAKO) farblich markiert. Beide Substrate wurden 6 bis 10 min

mit den Proben inkubiert.

Material:

e TBS-Waschpuffer: 4,5 g Tris Base (Sigma-Aldrich, Steinheim), 34, 3 g Tris-HCL (Calbiochem ultrol Grade, Schwalbach),
43,9 g NaCl (Fluka); pH 7,4-7,6

e Hdmalaun, Eosin-G-Lésung 0,5% (Merck, Darmstadt)

e Zitrat-Puffer: 10 mM Zitronensdure (Merck, Darmstadt) in A.dest, pH 6 iiber NaOH (Merck, Darmstadt)

e Primdrantikérper: p16 (Batch H2129, Santa Cruz), p21 (Ab online)

e Sekunddrantikérper:), biotinylierter Donkey Anti-Rabbit (Dianova)

2.7.1 SA-B-Galaktosidase-Assay

Fliir die Farbung der Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase wurde ein Teil des Tumors in
Flussigstickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Am Cryostat (Thermo Scientific)
wurden 5 um Schnitte hergestellt, auf SuperFrostPlus-Objekttrager aufgebracht und liber Nacht
luftgetrocknet. Sie wurden in Alufolie eingewickelt bei -80 °C aufbewahrt. Fiir die Farbung wurden
die Proben zuerst in einer Fixier-Losung fir 10 min bei RT fixiert, dann 2x in PBS/MgCl,
gewaschen. Die Schnitte wurden fiir 14 h bei 37 °C in X-Gal-Losung inkubiert und danach 3 x in
PBS/MgCl, gewaschen. Fur die Kernfarbung wurden die Proben fur 5 min mit Kernechtrot (Roth)
gegengefarbt und anschlieBend gewaschen. Zum Eindecken wurde wasserbasiertes Einbett-

Medium (Roth) verwendet. Die gefarbten Objekte wurden bei 4 °C aufbewahrt.

Material:

e Tissue-Tek O.C.T. (Hartenstein) ; Mikrotom-Klingen35N (Feather PFM Medical, KéIn), SuperFrostPlus-Objekttréger (R.
Langenbrinck, Emmendingen)

e  PBS/MgCl,: 1 mM MgCl2(Merck, Darmstadt) in PBS, pH 5,5

e  Fixierlosung: 0,25 % Glutaraldehyd (50 % Glutaraldehyd Stock, Roth 4995.1), 2% Paraformaldehyd (Pulver bei 4°C,
Sigma P6148) in PBS pH 5,5; eine Woche bei 4°C haltbar, langfristige Aufbewahrung bei 20°C

e Fdrbelésung: 20x Kaliumcyanid Stock ( 820 mg Ks;Fe(CN)g, 1,05 mg K,Fe(CN)s x 3H,0 in 25 ml PBS); 40x X-Gal-Lésung
(i.e. 40 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolyl 8-D-galactoside(Sigma-Aldrich, Seelze) in 1 m| DMSO (Sigma-Aldrich, Seelze);
fiir 10 ml 9,3 ml PBS/MgCl,, 0,5 ml 20x KC-Lésung und 0,25 ml 40x X-Gal-Lésung
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2.8 Kokultur-Experimente

Zelllinien mit OVA-Antigen wurden in einem Vierer-Ansatz jeweils 1x10> in einer U-Bottom-96
Well-Mikroplatte (Becton, Dickinson, Heidelberg) mit und ohne OT-1-T-Zellen in verschiedenen
Effektor-Target-Verhaltnissen ausgesat. Als Positiv-Kontrolle wurden die Zelllinie 291 OVA oder
andere OVA-positive Zelllinien mitgefiihrt, als Antigen-Negativ-Kontrolle 291 GFP oder 291 PC.
Nach 20 h, 48 h oder 7 Tagen wurde der Uberstand fiir einen IFNy-ELISA abgenommen und die

Zellen wurden tiber Durchflusszytometrie analysiert.

2.9 Durchflusszytometrie

Zellen wurden in 4 °C kaltem PBS gewaschen und fiir 10 min mit 10 % Uberstand von Klon 2.4G2
inkubiert um Fcy-Rezeptoren zu blocken. Fluoreszenzfarbstoff-markierte monoklonale Antikorper
wurden in Konzentrationen von 0,5-1 pug/ml fur 15 min bei 4 °C zu den Zellen gegeben. Diese
wurden anschlieBend 2 x mit kaltem PBS gewaschen und am Durchflusszytometrie-Gerat
(FACSCalibur oder FACSCantoll, Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. MHC-Multimere

(Prolmmune, Oxford, UK) wurden nach Angaben des Herstellers verwendet.

Material

e FACS-Puffer: 500 ml PBS, 0,5 g BSA (Sigma-Aldrich, Steinheim), 250 ul 20 % NaNj; (Sigma-Aldrich, Missouri, USA)

e FACS-Ré6hrchen (Sarstedt, Niimbrecht)

e Antikérper: PerCp CD19, Clone 6D5 (Biolegend, Uithoorn, Niederlande), PE Rat Anti-Mouse CD19, Clone 1D3, (BD
Biosciences, Heidelberg), APC Rat Anti-Mouse CD8a, Clone 53-6.7 (BD Biosciences, Heidelberg); V450 Rat Anti-
Mouse CD4, Clone RM4-5 (BD Biosciences, Heidelberg); Pe-Cy™7 Hamster Anti-Mouse CD69, Clone H1.2F3 (BD
Biosciences, Heidelberg); PE Mouse Anti-Mouse H-2Kb, Clone AF6-88.5 (BD Biosciences, Heidelberg) ; PE Mouse
Anti-Mouse I-A[b], Clone AFG-120.1, (BD Biosciences, Heidelberg), Biotin Mouse Anti-Mouse I-A[b], Clone AFG-
120.1, (BD Biosciences, Heidelberg), Biotin Mouse Anti-Mouse H-2Kb, Clone AF6-88.5 (BD Biosciences, Heidelberg),
Annexin-V APC (BD Biosciences, Heidelberg)

e Farbstoffe: DAPI (BD Biosciences, Heidelberg), 7-AAD (BD Biosciences, Heidelberg)

2.10 Tumortransfer-Experimente

Flir Tumortransfer-Experimente wurden je nach Experiment Mause im Alter von 8 — 17 Wochen
verwendet. Die Lymphomzellen wurden 48 h vor dem Transfer gesplittet, direkt vorher in
eiskaltem PBS gewaschen und schlieBlich s.c. in einer Dosis von 1x10°> oder 1x10° in die rechte

Flanke der Empfangermause injiziert. Das Tumorwachstum am Ort der Injektion wurde 3 x pro
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Woche mit Hilfe einer Schieblehre gemessen. Der durchschnittliche Tumordurchmesser wurde aus

dem Mittelwert der gemessenen Lange, Breite und Hohe des Tumors berechnet.

Ab einem Tumordurchmesser von 12 mm, wurden die Mause Uber zervikale Dislokation getotet
und die Tumore entnommen. Ein Teil des Tumors wurde fir die Immunhistochemie (s.4.7)
verwendet, der Rest des Tumors Uber ein Zellsieb (50- 100 um Maschen, Omnilab Falcon) in
Suspension gebracht und in PBS gewaschen. Erythrozyten wurden anschlieBend mit Hilfe des ACK-
Puffers fir 4min bei 4°C lysiert. Nach erneutem Waschen wurde {ber Trypan-Blau
(Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) in einer Neubauer-Zadhlkammer (Marienfeld, Lauda Kénigshofen) die
Zellzahl bestimmt. Je nach Versuch wurden Zellen fiir Western Blot Lysate, RNA-Gewinnung und
flir die Aufbewahrung in Flussigstickstoff abgenommen. Der Rest der Zellen wurde fiir die

Durchflusszytometrie oder fiir Kokulturen weiterverarbeitet.

Material

e Falcon Tubes 15 ml, 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)

e ACK-Puffer: 4,145g NH,Cl (Merck, Darmstadt); 0,0185 g EDTA; 0,5 g KHCOs; ad 500ml H,O (Millipore); steril filtriert,
Lagerung bei 4°C

2.11 Chemotherapie

Cyclophosphamid, ein Stickstofflost-Derivat mit alkylierender Wirkung, ist Hauptbestandteil der
Standardtherapie von Non-Hodgkin-Lymphomen CHOP (Cyclophosphamid, Hydroxy-Doxorubicin,
Vincristin, Prednison). Es wird experimentell zur Induktion von Seneszenz in vivo™ eingesetzt. Je
nach Experiment wurde bei einem Tumordurchmesser von 3-10 mm eine Dosis von 250 mg/kg
Cyclophosphamid (Endoxan, EDX) i.p. injiziert. Fir den Nachweis von Seneszenz wurden Tumore 7

Tage spater isoliert und im SA-B-Galaktosidase-Assay weiterverarbeitet.

Cyclophosphamid ist ein Prodrug und muss in der Leber in den aktiven Bestandteil Phosphoramid-
Mustard umgewandelt werden um seine Wirkung zu entfalten. In in vitro-Experimenten wurde
daher Adriamycin (Doxorubicin) eingesetzt'®. Bei Adriamycin handelt es sich um ein Anthracyclin,
das in DNA und RNA interkaliert. Dieses wurde je nach Versuch und Einwirkungszeit in

unterschiedlichen Konzentrationen von 0,05 ug/ml bis 1 ug/ml verwendet.

26



2.12 OT1-T-Zell-Isolation und Transfer

OT-1-T-Zellen wurden mit Hilfe des Maus - CD8" T cell Isolation Kits || (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach) nach Herstellerprotokoll zu 85 — 95 % Reinheit aus OT-1-Maus-Milzen aufgereinigt und
in vitro oder in vivo eingesetzt. Das CD8-Kompartiment der OT-1-Mause wird zu 96 — 99 % von OT-
1-T-Zellen gebildet, welche einen klonotypischen Rezeptor tragen, der spezifisch ein Ovalbumin-
Peptid (SIINFEKL, OVAs7.264) im Kontext von MHC-I (H-2Kb) erkennt. Daher konnten aufgereinigte

CD8-Zellen aus Milzen dieses Mausmodells mit OT-1-T-Zellen gleichgesetzt werden.

Beim adoptiven T-Zelltransfer wurden drei Tage nach Chemotherapie 1x10° Zellen i.v. in die
Empfangermause injiziert. Nach sieben Tagen wurde die Expansion der OT-1-T-Zellen mit Hilfe des
SIINFEKL-MHC-I-Pentamer im peripheren Blut gemessen. Dieses Multimer detektiert T-Zellen,

deren T-Zellrezeptor das SIINFEKL-Peptid im Kontext von H-2K” erkennt.

Material
e MACS-Puffer: EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim), 0,3723 g BSA (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) 2,5 g mit PBS auf 450
ml aufgefiillt + 0,09% NaN;

2.13 Generierung A-OVA transgener Mduse

Das Konstrukt fiir die A-OVA-Maus wurde am Hamatologikum des Helmholtz-Zentrums Miinchen
von Frank Lehmann und Georg Bornkamm kloniert und in embryonalen Stammzellen getestet. Die
anschlieRende Blastozysten-Injektion wurde am MPIl in Dresden von Roland Naumann

durchgefiihrt. Transgene Founder wurden im Rahmen dieser Arbeit analysiert.

Wie bei der Generierung der Igh-myc Maus®’ fiir c-Myc wurde pBC119B als Vektor-Riickrat fir die
Codierung von Ovalbumin (OVA) verwendet, ein Vektor mit EBV oriP, der ein 12 kb Bglll-Fragment
vom humanen IgA konstanten Lokus tragt, umgeben von DNase hypersensitiven Sites HSS-1, -2,
und -3°%. Neben OVA wurden durch Verlust der Signaldoméne trunkiertes humanes CD2 (thCD2)
und EGFP als Positiv-Marker flir die Durchflusszytometrie eingebracht. Um die Expression
unerwiinschter Antigene zu verhindern wurde das Gen fiir die Hygromycin-Phosphotransferase

deletiert (pBC119B-DH).

Ein Fragment mit dem CMV-Minimal-Promoter und dem OVA Open Reading Frame (ORF), flankiert
von einer Sall Site in 5" und einer Bglll Site in 3" Richtung wurde aus pCDNA3-OVA amplifiziert und

in pJ3Q” eingebracht. Um eine optimale OVA-Expression zu sichern, wurde das dritte Intron des
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humanen H-ras Gens aus pEJ6.6”* mit einem Primer, flankiert von Bglll und Munl Sites, amplifiziert
und in die Bglll und Munl Site downstream des OVA ORF eingefiigt. Im Folgenden wurde das
thCD2-enthaltende Fragment mit Primern, flankiert von BamHI Sites, aus dem embryonalen
Stammzell-Zielvektor CD-R26-CAGp-EMC-IRES-thCD2 amplifiziert und in die Bglll Site zwischen
OVA ORF und dem H-ras Intron 3 kloniert. Das Sall-Clal Fragment mit Minimal-CMV-Promotor,
OVA-IRES-thCD2 und H-ras Intron 3 wurde in pBC119B-DH eingebracht um pBC119B-DH-OVA-IRES-
thCD2 herzustellen. Ein hybridisiertes Doppelstrangnukleotid, das den murinen Vk2-Promoter mit
Sacll- and Xhol-Uberhidngen trigt, wurde nun in die Sacll und in die Sall Sites vorm CMV
MinimalPromoter von pBC119B-DH-OVA-IRES-thCD2 kloniert um pBC119B-DH-mVk2-OVA-IRES-
thCD2 zu generieren. Die Sequenz des ersten Strangs des Oligonukleotids S2-Sal-Vk2-(Xho) war:
5"GGGTCGACAATTCTGCAGCTGTGCCTACCCTTTGCTGATTTGCATGTACCCAAAGCATAGC-3" und der
zweite Strang 5" TCGAGCTATGCTTTGGGTACATGCAAATCAGCAAAGGGTAGGCACAGCTGCAGAATTGTC
GACCCGC-3'.

Der EGFP-ORF mit dem enthaltenen CMV-Minimal-Promoter wurde von pEGFP-C1 mit Primern,
die von einer NgoMIV site am 5° und einer Sall site am 3" Ende flankiert wurden, vervielfaltigt und
in die NgoMIV and Sall Sites von Bluescript kloniert. Ein 1,9 kb Fragment mit Beta-Globin Intron
und Polyadenylierungsstelle wurde von pRTS1 (Bornkamm et al., 2005) mit Primern amplifiziert,
die von 5" Sall und 3" Kpnl Sites flankiert wurden und hinter den EFGP ORF kloniert um pBS-min-
EGFP herzustellen. Die EGFP-Betaglobin-Intron-Expressionskassette hinter dem CMV-
Minimalpromoter wurde mit NgoMIV und Kpnl in pBC119B-DH kloniert um pBC119B-DH-EGFP und
in  pBC119B-DH-mVk2-OVA-IRES-thCD2 um  pBC119B-DH-mVk2-OVA-IRES-thCD2-EGFP  zu

generieren.

Um die EGFP-Expressionseffizienz der beiden Plasmide zu Uberpriifen wurden sie transient in die
Burkitt-Lymphom-Linie DG75 transfiziert. Da GFP nur schwach exprimiert wurde, wurden die
Plasmide dahingehend verandert, dass sie entweder eine oder beide Expressionskassetten in der
gegenlaufigen Orientierung der Igh konstanten Region tragen. Daflir wurde pBC119B-DH-OVA-
IRES-thCD2 mit Clal und Bst1107I verdaut und ein Linker mit Restriktionsstellen fiir (Clal)-BstBI-
BsiWI-Pacl-Sall-AsiSI-Bst11071 wurde zwischen Swal und Sacll in pBC119B-DH-MCS1 eingefligt um
pBC119B-DH-MCS2 herzustellen. Das Sall-Clal-Fragment des pBC119B-DH-mVk2-OVA-IRES-thCD2
mit der kompletten um A-VOC (fur Vk2, OVA und trunkiertes humanes CD2) zu generieren. Um
EGFP zusatzlich in A-VOC einzufligen, wurden BsiWI und BstBI Sites in pBS-min-EGFP zwischen die
NgoMIV und Dralll Sites in 5" Richtung und zwischen Kpnl und Pstl Sites in 3" Richtung der min-

EGFP-Kassette eingebracht. Mit Hilfe von BsiWl und BstBl wurde die min-EGFP-Kassette dann in A-
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VOC kloniert um A-EGFP-VOC zu generieren. A-VOC und A-EGFP-VOC wurden mit Pvul linearisiert
und in befruchtete Eizellen injiziert um transgene Mauslinien zu generieren, die entweder OVA-

IRES-thCD2 oder EGFP plus OVA-IRES-thCD2 B-zellspezifisch exprimieren.
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Abbildung 4: A-VOC-Vektor-Konstrukt. Eine OVA-IRES-thCD2 Expressionskassette hinter dem murinen
Vk2-Promoter wurde vor die IgA konstante Region in pBC119B-DH-MCS2 eingebracht. A-VOC steht fiir
Vk2, OVA und trunkiertes humanes CD2.

2.14 Software

Fiir die statistische Auswertung und fiir die graphische Darstellung der Daten wurde GraphPad
Prism 5.02 (GraphPad, La Jolla, USA) verwendet. Uber die BD FACSDiva Software (BD, Heidelberg)
wurden Daten am FACSCanto Il gewonnen. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte Uber die
FlowJo Software PC Version 7.6 (Celeza, Olten, Switzerland). Zur Analyse der CBA-Daten wurde die

FCAP Array™ v3.0.1 Software (BD, Heidelberg) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Adoptiver T-Zelltransfer bei transplantierten Tumoren mit Apoptosedefekten

3.1.1 Herstellung Apoptose-defizienter Lymphom-Zelllinien mit Expression eines

spezifischen Antigens

An die Zelllinien, die in die A-OVA-Maus transplantiert werden sollten, stellten sich folgende
Anforderungen: Sie sollten OVA als spezifisches Antigen fir den OT-1-T-Zelltransfer exprimieren
und  zusdtzlich  einen  Apoptosedefekt durch  bcl-2-Uberexpression  oder  einen
Apoptose-/Seneszenzdefekt durch p53-Verlust aufweisen. Fir die Zeit, in der das OVA-tolerante
Mausmodell noch nicht zur Verfligung stand, wurden voribergehend auch Zelllinien ohne OVA-

Antigen bendtigt.

Als OVA-exprimierende Kontroll-Zelllinie ohne Apoptosedefekt wurde mit Hilfe des Vektors MSCV-
OVA-IRES-GFP  die Zelllinie 2910VA generiert und anhand der GFP-Expression
durchflusszytometrisch aufgereinigt. Diese Zelllinie wurde anschlieRend durch Transduktion mit
dem Vektor MSCV-Bcl2-IRES-DsRed zur Uberexpression von bcl-2 gebracht (2910VA-Bcl2). Myc-
Lymphomzelllinien wiesen allgemein eine hohe spontane Apoptose-Rate auf (vgl. Abbildung 8).
Bcl-2-transduzierte Zellen selektierten sich in Kultur von selbst, da ihnen Bcl-2 als
Apoptoseinhibitor einen Uberlebensvorteil verschaffte. Fiir die Herstellung einer Zelllinie mit bcl-
2-Uberexpression ohne OVA-Antigen wurde die Zelllinie 291PC mit dem Vektor MSCV-Bcl2-IRES-
GFP und als GFP-Kontrolle mit dem Vektor MSCV-IRES-GFP transduziert. Die GFP-Kontrolle wurde

durchflusszytometrisch aufgereinigt.

Um Zelllinien zu generieren, in denen ein Apoptose-/Seneszenzdefekt durch p53-Verlust vorliegt,
wurden p53+/'-Méiuse mit A-MYC-Mausen gekreuzt. In den A-MYC x p53+/'-Nachkommen, die Uber
PCR genotypisiert wurden, verringerte sich die Tumorlatenz deutlich, und das Uberleben wurde
signifikant verkiirzt (37 Tage, s. Abbildung 6A). Das p53-Wildtypallel ging dabei in den p53*
heterozygoten Lymphomen verloren. Uber PCR konnte bestitigt werden, dass die gewonnenen
Lymphomzellen homozygot p53” vorlagen. Die Lymphom-Zelllinie 189PC wurde retroviral mit dem
Vektor MSCV-OVA-IRES-GFP transduziert. Die daraus resultierende Zelllinie 1890VA wurde anhand

der GFP-Expression durchflusszytometrisch aufgereinigt. Da in diesem Fall die Herstellung einer
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Apoptose-/Seneszenzdefekt-freien 1890VA-Kontroll-Linie nicht moglich war, wurde die 2910VA

auch hier als Kontrolle hinzugezogen.
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Abbildung 5: Transduzierte Zelllinien waren nach durchflusszytometrischer Aufreinigung zu > 96 % GFP-
positiv. Die parentalen Zelllinien 291PC und 189PC wurden retroviral mit Vektoren fiir OVA-Expression
und Bcl2-Uberexpression, jeweils verbunden mit GFP-Expression, transduziert. Als Kontrolle wurde je
eine GFP-exprimierende Linie hergestellt. GFP-Positivitit zeigte die erfolgreiche Transduktion der Zellen

an.

Fir die Herstellung OVA-transgener Lymphom-Zelllinien, die die retrovirale Transduktion mit
MSCV-OVA-IRES-GFP verzichtbar machen, wurden ACTB-OVA-Mause, die ubiquitar Ovalbumin
exprimieren, mit A-MYC-Mausen verpaart. Beziiglich des krankheitsfreien Uberlebens konnten in
den Nachkommen keine signifikanten Unterschiede zur A-MYC-Maus festgestellt werden (s.
Abbildung 6). Aus einem Lymphom der Nachkommen wurde die OVA-Linie 110PC gewonnen.
Diese Lymphom-Zelllinie wurde retroviral mit dem Vektor MSCV-Bcl2-IRES-GFP transduziert. Mit
der damit generierten 110Bcl2 stand eine weitere OVA-exprimierende Lymphom-Zelllinie mit
Apoptosedefekt durch bcl-2-Uberexpression zu Verfiigung. Als GFP-Kontrolle wurde mit Hilfe des
Vektors MSCV-IRES-GFP die Zelllinie 110GFP hergestellt. Da sich die Generierung dieser Zelllinie als
schwierig erwies und die Zelllinie moglicherweise durch groReren Stress wahrend der
Transduktion und Aufreinigung Veranderungen erworben hatte, wurde als Kontrolle zur 110Bcl2

zusatzlich die 110PC verwendet.
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Abbildung 6: In A-MYC x p53+/'-M§usen war die Tumorlatenz stark verkiirzt. Krankheitsfreies Uberleben
(Kaplan-Meier) von A-MYC x p53+/'-Méiusen und A-MYC x ACTB-OVA-Mausen im Vergleich zu A-MYC-
Mausen. (LogRank-Test, A-MYC n=134, A-MYC x p53+/‘ n=14, A-MYC x ACTB-OVA n=10).

Im Western Blot lieBen sich die entsprechenden Genprodukte nach Transduktion nachweisen
(Abbildung 7). Die Quantifizierung zeigte, dass 2910VA und 2910VA-Bcl2 keine Unterschiede in
der OVA-Proteinexpression aufwiesen, wahrend 1890VA deutlich geringere Mengen Ovalbumins
produzierte. Alle hergestellten Lymphomzelllinien sind zur Ubersicht in Tabelle 1 mit ihren

Charakteristika aufgefiihrt.
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Abbildung 7: Die Genprodukte Ovalbumin (OVA) und Bcl-2 waren in den transduzierten Zelllinien auf
Proteinebene nachweisbar. Die parentalen Zelllinien 291PC und 189PC wurden retroviral mit Vektoren
fiir OVA-Expression und bcl-2-Uberexpression, jeweils verbunden mit GFP-Expression, transduziert und
durchflusszytometrisch nach GFP aufgereinigt. Lysate der Zelllinien wurden im Western Blot mit Hilfe von
Antikorpern gegen A) OVA und B) Bcl2 getestet. Unterhalb der Banden ist das Ergebnis der

Quantifizierung des jeweiligen Proteins unter Beriicksichtigung der Aktin-Bandenstéarke dargestelit.
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Bezeichnung Genotyp Erwartete Eigenschaft

291PC c-myc-transgen

291GFP c-myc-transgen, GFP

291Bcl2 c-myc-transgen, bcl-2 gekoppelt an GFP Apoptosedefekt
2910VA c-myc-transgen, Ovalbumin(OVA) gekoppelt an GFP

2910VA-Bcl2 c-myc-transgen, OVA gekoppelt an GFP, bcl-2 Apoptosedefekt

gekoppelt an Ds-Red

110PC OVA-transgen, c-myc-transgen
110GFP OVA-transgen, c-myc-transgen, GFP
110Bcl2 OVA-transgen, c-myc-transgen, bcl-2 gekoppelt an Apoptosedefekt

GFP
189PC p53”", c-myc-transgen Apoptose-/Seneszenzdefekt
189GFP p537", c-myc-transgen, GFP Apoptose-/Seneszenzdefekt
1890VA p53”", c-myc-transgen, OVA gekoppelt an GFP Apoptose-/Seneszenzdefekt

Tabelle 1: Ubersicht generierter Myc-Zelllinien nach Genotyp und erwarteter Eigenschaft

3.1.2 Zelllinien mit Apoptosedefekten sind weniger empfindlich gegeniiber

Chemotherapie

Zur Uberpriifung, ob bcl-2-Uberexpression und p53-Defekt die generierten Zelllinien, wie erwartet
resistent gegenliber Chemotherapie machen, wurden zunachst die Zelllinien ohne OVA-Antigen
(291GFP, 291Bcl2 und 189GFP) fur 5 Tage mit 0,05 pg/ml Adriamycin behandelt. Die Vitalitat der
Zellen wurde anschlieBend durchflusszytometrisch im Vorwérts-/Seitwartsstreulicht erfasst. Uber
das Vorwartsstreulicht (Forward-Scatter, FSC) wird die relative GroRe der Zellen gemessen und auf
der x-Achse dargestellt. Uber das Seitwirtsstreulicht (Side-Scatter, SSC) wird die relative
Granularitdt gemessen und auf der y-Achse angezeigt. Die vitale Population ldsst sich anhand
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dieser Eigenschaften in der grafischen Darstellung von der toten Population abgrenzen, da
abgestorbene Zellen deutlich kleiner und granularer sind. Die vitale Population wurde im
Lebendgate erfasst. Wie zuvor schon erwahnt weisen Lymphomzelllinien, die fiir diese Arbeit
verwendet wurden, gewcéhnlich (auch in vivo) einen hohen Grad an Spontanapoptose auf. Es
konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Adriamycin zu einer starken Abnahme der
Vitalitdt der 291GFP-Zellen (von 57,4 % auf 9,56 %) fiihrte. Im Gegensatz hierzu zeigten die bcl-2-
transduzierten 291-Zellen schon im unbehandelten Zustand einen verringerten Anteil an
Spontanapoptose und damit eine hohere Vitalitat, die durch die Adriamycin-Behandlung deutlich
weniger stark (von 79,6 % auf 56,2 %) abnahm. Die Vitalitdt der p53-defizienten 189GFP nahm
ebenfalls weniger stark ab (von 63,5 % auf 25,6 %), lag aber nach Behandlung in geringerem

Umfang vor als bei 291Bcl2.
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Abbildung 8:  Bcl-2-transduzierte und p53-defiziente Lymphomzelllinien zeigten eine geringere

Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapie. Die Lymphomzelllinien 291 GFP, 291 Bcl2 und 189GFP
wurden 5 Tage lang in Kultur mit 0,05 pg/ml Adriamycin behandelt. Gezeigt ist der Forward-Side-Scatter
(SSC-Side-Scatter, FSC-Forward-Scatter) der Zelllinien vor und nach Behandlung. lhre vitalen

Populationen sind im Lebend-Gate markiert und quantifiziert.

Die oben verwendeten Zelllinien wurden auch in vivo auf ihre Chemotherapie-Resistenz getestet.
Dazu wurden 1x10° Zellen subkutan (s.c.) in die rechte Flanke von STAT1” Méuse injiziert. Nach
etwa 12 Tagen konnten die sich entwickelnden Tumore am Injektionsort ertastet werden. Bei einer
TumorgroBe von 10 mm Durchmesser (Tag 17 bis 21) wurde intraperitoneal (i.p.) eine Dosis von
250 mg/kg Cyclophosphamid (EDX) injiziert. Lymphome der 291GFP-Gruppe nahmen nach dieser

Behandlung kontinuierlich an GroRe ab. Hingegen wuchsen 291Bcl2-Lymphome nicht oder nur
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sehr verlangsamt weiter. Ahnlich verhielten sich auch die 189GFP-Lymphome, welche aber zwei
Tage nach Behandlung mit EDX sehr langsam zu schrumpfen begannen. Bei den unbehandelten
Kontroll-Lymphomen der drei Zelllinien nahm die GroRRe der Tumore kontinuierlich zu, so dass die

Mause aufgrund der Tumorlast schon nach 5 Tagen euthanasiert werden mussten.
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Abbildung 9: Bcl-2-iiberexprimierende und p53-defiziente Lymphome sind resistenter gegeniiber EDX-
Behandlung. Jeweils 1x10° Zellen der Lymphom-Zelllinien 291GFP, 291Bcl2 und 189GFP wurden s.c in
STAT1”-M3use (n=9-10) injiziert. Mause mit einem Tumordurchmesser von 10 mm wurden mit

250 mg/kg EDX behandelt oder blieben als Kontrollgruppe (n=5) unbehandelt (Standardfehler).

Die Ergebnisse des in vitro-Versuchs spiegelten sich damit auch in vivo wieder. Bcl-2-transduzierte
und p53-defiziente Zelllinien zeigten sich resistenter gegentiber Chemotherapie. Dabei erwies sich
fir die Uberlebensfahigkeit der Zellen die bc/2-Uberexpression als groRerer Vorteil als der p53-

Verlust.

Fiir die Versuche mit Chemotherapie und OT1-Transfer im A-OVA-Mausmodell wurden auch die
daflir eingesetzten OVA-positiven Zellen in vitro auf ihre Resistenz gegenliber Chemotherapie
untersucht. In diesem Fall wurden die Zelllinien 2910VA, 2910VA-Bcl2, 1890VA, 110PC, 110GFP
und 110Bcl2 in Kultur fur 20h mit 1 pg/ml Adriamycin behandelt. AnschlieBend wurde
durchflusszytometrisch ihre Annexin-V-Positivitat als Marker flir Apoptose bestimmt. Da die Zahl
der Zellen, die sich schon vor Behandlung in Spontanapoptose befanden, zwischen den Zelllinien
stark variierte (s. Abbildung 8), sollte der Anteil apoptotischer Zellen ermittelt werden, der
tatsachlich aus der Chemotherapie resultierte. Daher wurde lber die Messung der Annexin-V-
Positivitdt der Zellen vor und nach Behandlung mit Adriamycin der Anteil der induzierten
Apoptose berechnet. Wie in der Abbildung 10 gezeigt, bewirkte die Chemotherapie nach 20 h bei
2910VA eine Zunahme Annexin-V-positiver Zellen um 24,3 %, wahrend Apoptose in der bcl-2-

iiberexprimierenden Linie 2910VA-Bcl2 unterdriickt wurde (1,1 %). Auch bei der p537-Linie
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1890VA schien weniger Apoptose (8,2 %) induziert zu werden, allerdings stellte sich der
Unterschied zu 2910VA als nicht signifikant heraus. Bei den OVA-transgenen Lymphom-Zelllinien
110PC und 110GFP nahm der Anteil Annexin-V-positiver Zellen um 22,5 % bzw. 13,2 % zu. Durch
bcl-2-Uberexpression (110Bcl2) wurde Apoptose ebenfalls unterdriickt (0,7 %).
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Abbildung 10: Chemotherapie-Resistenz der OVA-Zelllinien in vitro. 20 h nach Behandlung mit 1 pg/ml
Adriamycin wurde die AnnexinV-Positivitat der Zellen im Durchflusszytometer bestimmt und mit Hilfe
unbehandelter Kontrollen die Zunahme des Prozentsatzes der AnnexinV'-Zellen ermittelt (Zunahme =
Chemotherapie-induzierte Apoptose — spontane Apoptose), n=3-7 (Mann-Whitney-Test). A) OVA-

transduzierte Zelllinien, B) OVA-transgene Zelllinien.

Bcl-2-Uberexpression resultierte in den Lymphom-Zelllinien in vitro sowie in vivo in einer
verringerten Apoptosefahigkeit und damit einer erhéhten Chemotherapie-Resistenz. Zu einem
geringeren Ausmald war eine Resistenz bzw. die Tendenz zur Chemotherapie-Resistenz auch bei

Lymphomzelllinien mit p53-Verlust zu beobachten.

3.1.3 Chemotherapie in vitro induziert Seneszenz in bcl-2-iiberexprimierenden Zellen

Zytospins der Adriamycin-behandelten Zellen ohne OVA-Antigen aus dem Vorversuch wurden mit
Hilfe des B-Galaktosidase-Assays auf Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase gefarbt. 291GFP-Zellen
erschienen unter dem Mikroskop klein, deformiert und wiesen keine Farbung auf, da der Grof3teil
der Zellen tot war (s. auch Abbildung 8). 291Bcl2-Zellen waren groRer als vor Behandlung, wiesen
riesige Zellkerne auf und zeigten eine Blaufarbung der Vesikel. 189GFP hingegen zeigte kleine,

deformierte, ungefarbte Zellen, sowie groRe Zellen mit Blaufarbung der Vesikel.
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Abbildung 11: Adriamycin-Behandlung induziert Seneszenz in bcl-2-iiberexprimierenden Zellen. 291GFP,
291Bcl2 und 189GFP wurden fiir 5 Tage in Kultur mit 0,05 ug/ml ADR behandelt. AnschlieRend wurden
Zytospins hergestellt. Die Zellen wurden im SA-B-Galaktosidase-Assay mit X-Gal angefarbt. Vesikel
seneszenter Zellen erschienen dadurch blau. Die Kerne der Zellen wurden mit dem Farbstoff Hoechst

33342 angefarbt.

Die Chemotherapie fiihrte bei den bcl-2-Gberexprimierenden Zellen, die, wie schon im Vorversuch
festgestellt wurde, Apoptose-defizient waren, zur Induktion von Seneszenz. Auch derjenige Teil
der p537-zZellen, der die Behandlung iiberlebt hatte, war in den seneszenten Zustand eingetreten.
Dementsprechend war zu vermuten, dass die Vermittlung der Seneszenz p53-unabhangig tber

pl6 stattgefunden hat.

3.1.4 Die Expression von MHC-Molekiilen wird durch Chemotherapie nicht verandert

Da das OVA-SIINFEKL-Peptid fir die Erkennung durch OT1-T-Zellen im Kontext von MHCI-
Molekilen prasentiert werden muss, wurde die Expression von MHC-Molekiilen vor und nach
Chemotherapie untersucht. Tumore aus oben beschriebenem in vivo Experiment mit den
Lymphom-Zelllinien 291GFP, 291Bcl2 und 1890VA wurden durchflusszytometrisch auf die
Expression von MHC untersucht. Obwohl einzelne Lymphome Unterschiede zur unbehandelten
Kontrollgruppe aufwiesen, ergab sich eine weite Streuung der Expression der MHC-Komplexe (mit
Ausnahme der MHCII-Molekiile der 291Bcl2-Tumore). Daher waren nach Behandlung keine
signifikanten Veranderungen messbar. Im Vergleich mit 291GFP wiesen 291Bcl2-Tumore nach
Chemotherapie eine signifikant hohere Expression von MHCI-Molekiilen auf und exprimierten

signifikant weniger MHCII-Molekiile. 189GFP-Tumore zeigten keine Unterschiede.
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Abbildung 12: Die MHC-Expression wird durch EDX nicht verdndert. Jeweils 1x10° Zellen der drei
Lymphom-Zelllinien 291GFP, 291Bcl2 und 189GFP wurden s.c in STAT1”"- Miuse injiziert. Mduse mit
einem Tumordurchmesser von 10 mm wurden mit 250 mg/kg EDX behandelt oder blieben als
Kontrolligruppe unbehandelt. Die Tumore wurden am Tag 7 nach EDX entnommen und
durchflusszytometrisch auf ihre MHCI-Expression A) und ihre MHCII-Expression B) untersucht (n=5,
Mittelwerte mit Standardabweichung). Gezeigt ist die mittlere Fluoreszenzintensitiat (MFI) der Zellen

nach Firbung. Alle nicht markierten Unterschiede in den Grafiken waren nicht signifikant (Mann-

In den in vivo-Versuchen mit adoptivem T-Zelltransfer in der A-OVA-Maus wurde der OT-1-Transfer
3 Tage nach Chemotherapie durchgefiihrt. Sieben Tage nach EDX, wie in diesem Versuch
reprasentiert, wiirden sich diese OT-1-Zellen im Fall der Erkennung des OVA-Antigens auf den
Lymphomen in der Expansionsphase befinden. Dafiir benétigte MHCI-Molekile waren bei allen
Lymphomzelllinien prinzipiell vorhanden. Bcl-2-Uberexpression fiihrte in Chemotherapie-
behandelten Lymphomen zu einer hoheren MHCI-Expression als in den anderen Gruppen. Ob
Uber die exprimierten MHCI-Molekiile auch OVA prasentiert und von OT-1-T-Zellen erkannt wird,

wurde im folgenden Versuch lberpruft.

3.1.5 Zelllinien mit Apoptosedefekten werden von T-Zellen in vitro erkannt und

eliminiert

Mit Hilfe von Kokulturversuchen sollte untersucht werden, wie zytotoxische T-Zellen auf OVA-

positive Lymphomazelllinien mit bcl-2-Uberexpression oder p53-Verlust reagieren.

Hierzu wurden die OVA-transduzierten Zelllinien mit den entsprechenden Defekten — 2910VA -
Bcl2 und 1890VA — die OVA-positive Kontrolle 2910VA und die OVA-negativen Kontrollen 291GFP
und 189GFP verwendet. Diese Zelllinien wurden jeweils flir 48 h in einem Effektor-Target-
Verhiltnis (E:T) von 1:1 mit aufgereinigten OT-1-T-Zellen kultiviert. Als Kontrolle fir die Vitalitat

der Lymphomzellen wurde die selbe Menge Lymphomzellen ohne OT-1-Zellen kultiviert.
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AnschlieBend wurden die Zellkulturiiberstinde fiir einen IFNy-ELISA abgenommen und die
Konzentration des enthaltenen Zytokins IFNy gemessen. Wie in Abbildung 13A gezeigt, hatte bei
allen OVA-exprimierenden Zelllinien uneingeschrankt eine starke OT-1-T-Zellreaktion mit IFNy-

Sekretion stattgefunden.

Die Zellen der Kokulturen wurden durchflusszytometrisch auf ihre Zusammensetzung in
Lymphomzellen (GFP*) und OT-1-T-Zellen (CD8') untersucht (s. Abbildung 13B). Um sicher zu
gehen, dass es sich bei GFP-negativen Zellen um T-Zellen handelt, wurden jeweils beide
Histogramme gezeigt. In der Negativ-Kontrolle mit 291GFP war eine geringe Zahl an OT-1-T-Zellen
und eine mehr als dreifach hohere Zahl an Lymphomzellen zu finden. Dementsprechend hatte
keine T-Zellexpansion stattgefunden, wahrend Lymphomzellen ungehindert proliferierten. In der
Positivkontrolle mit 2910VA waren nur noch OT-1-Zellen nachweisbar. In der Vitalitdtskontrolle
ohne OT-1-Zellen waren stattdessen groRe Mengen an Lymphomzellen vorhanden, was darauf
schlieBen lieR, dass die Lymphomzellen in Kokultur durch Einfluss der T-Zellen und nicht durch
mangelnde Vitalitdt verschwunden waren. Auch in der Kokultur mit 291Bcl2-OVA waren die
Lymphomzellen vollstdndig eliminiert, wahrend sie in der Vitalitdtskontrolle ungehindert
proliferiert hatten. In der Negativ-Kontrolle mit 189GFP kam es wie bei 291GFP zu keiner T-
Zellreaktion. Die 1890VA wurde, wie 291Bcl2, vollstindig lysiert und zeigte Proliferation in der

Vitalitatskontrolle.

Diese Kokulturversuche wurden auch nach 20 h Vorbehandlung durch 1 pg/ml Adriamycin
durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die OVA-transgenen Zelllinien 110PC, 110GFP und 110Bcl2
getestet. Auch hier reagierten die OT-1-T-Zellen ohne Einschrdankung mit IFNy-Sekretion (Daten

nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Bcl-2-iiberexprimierende und p53-defiziente OVA-Lymphom-Zelllinien wurden von OT-1-
T-Zellen erkannt und lysiert. OVA-transduzierte Zelllinien und GFP-Kontrollen wurden fiir 48 h 1:1 (E:T)
mit OVA-SIINFEKL-spezifischen OT-1-T-Zellen in Vierer-Ansdtzen kokultiviert und nach 48h
durchflusszytometrisch (Lebendgate) analysiert. Als Vitalitdtskontrolle wurde die selbe Menge an
Lymphomzellen allein kultiviert (grau hinterlegt). A) Im ELISA wurde die Konzentration an sezerniertem
IFNy bestimmt. In einem Balken der Grafik sind alle vier Ansdtze im Mittelwert (mit
Standardabweichung) zusammengefasst. B) Je Probe wurden 50000 Zellen der Gesamtpopulation
inklusive toter Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die Histogramme zeigen die Menge der Zellen
aus dem Lebendgate. Lymphomzellen sind oben liber GFP dargestellt. Als Abgleich, dass es sich bei GFP-

negativen Zellen um T-Zellen handelt, sind unten die CD8-positiven Zellen gezeigt.

Zelllinien mit bcl-2-Uberexpression und p53-Verlust wurden genauso gut erkannt und lysiert, wie
Kontrollzelllinien ohne Apoptosedefekte. Damit wurde bestatigt, dass sie nicht nur MHCI-Molekiile

exprimierten, sondern dass auch die Prasentation des OVA-Peptids funktionell war.
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3.1.6 Seneszente Zellen werden von antigenspezifischen T-Zellen lysiert

Um zu untersuchen, ob auch seneszente Zellen durch T-Zellen eliminiert werden kdnnen, wurden
2910VA-Bcl2-Zellen 5 Tage lang in Kultur mit 0,05 pg/ml Adriamycin behandelt. Die Seneszenz der
Zellen wurde nach Chemotherapie durch das SA-B-Galaktosidase-Assay gepriift (s. Abbildung 14A).
Auch ohne Behandlung zeigten vereinzelte 2910VA-Bcl2-Zellen schon eine Blaufarbung, nach
ADR-Behandlung lagen alle Zellen vergroRRert vor und wiesen die typische Blaufarbung der Vesikel
auf, was auf die Induktion von Seneszenz schlieRen lieR. Diese seneszenten 2910VA-Bcl2-Zellen
wurden anschlieBend flir 48 h in einem Effektor-Target-Verhialtnis von 1:1 mit OT1-T-Zellen
kokultiviert. In den Uberstinden konnte eine hohe IFNy-Konzentration nachgewiesen werden (s.
Abbildung 14B). Demzufolge hatte eine starke OT-1-T-Zellreaktion stattgefunden. Auch
durchflusszytometrisch (s.Abbildung 14C) zeigte sich, dass seneszente Zellen dhnlich gut wie
unbehandelte 291 OVA-Bcl2-Zellen (vgl. 5.1.5) lysiert werden konnten. In der Kultur waren nur
noch CD8-Zellen nachweisbar. Seneszente Zellen in der Kontrolle ohne OT-1-Zellen waren vital und
lagen aufgrund ihres Proliferationsarrests in geringer Menge vor als Kontroll-Lymphomzellen im

Kokultur-Versuch mit 2910VA-Bcl2 (vgl. Abbildung 13).

Demzufolge stellte der seneszente Zustand von Lymphomzellen in vitro genauso wenig ein
Hindernis fiir die Eliminierung durch zytotoxische T-Zellen dar, wie die bcl-2-Uberexpression oder

der Verlust von p53.
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Abbildung 14: Seneszente Zellen wurden von OT-1-T-Zellen eliminiert. 2910VA-Bcl2-Zellen wurden fiir 5
Tage in Kultur mit 0,05 pg/ml Adriamycin behandelt. A) In den Zellen wurde vor und nach der
Behandlung SA-B-Galaktosidase iiber X-Gal angefarbt (Blaufarbung). B) OT-1-T-Zellen wurden fiir 48 h
1:1 (E:T) mit seneszenten 2910VA-Bcl2 Zellen kokultiviert. Als Kontrolle fiir die Vitalitdt der seneszenten
Lymphomzellen ohne T-Zelleinfluss wurde die gleiche Menge seneszenter Zellen allein ausgeséat (grau
hinterlegt in B und C). In den Zellkulturiiberstinden wurde mit ELISA die Konzentration von IFNy
bestimmt. In einem Balken sind alle vier Ansdtze im Mittelwert zusammengefasst (linker Balken
Kontrolle ohne OT-1-Zellen). C) Je Probe wurden 50000 Zellen der Gesamtpopulation inklusive toter
Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Die Histogramme zeigen die Menge der Zellen aus dem

Lebendgate. Lymphomzellen sind links Giber GFP dargestellt. Als Abgleich, dass es sich bei GFP-negativen

Zellen um T-Zellen handelt, sind rechts daneben die CD8-positiven Zellen gezeigt.

3.1.7 Generierung OVA-toleranter Mause

Tumortransferversuche werden Gberwiegend in immunkompromittierten Mausmodellen, wie z.B.
T-/B-Zell-defizienten RAG-Mausen durchgefiihrt. Damit ist es méglich, immunogene Tumore ohne
Aktivierung des Empfanger-lmmunsystems zum Anwachsen zu bringen und diese kontrolliert
durch adoptiven Transfer mit antigenspezifischen T-Zellen zu behandeln. Allerdings muss aufgrund
des Fehlens wesentlicher immunologischer Komponenten in diesen murinen Modellen davon
ausgegangen werden, dass die Ausbildung des Tumorstromas, welches eine wichtige Rolle bei der
TumorabstoRung spielt, nicht dem Stroma von immunkompetenten Empfangern entspricht. Um
diese Einschrankungen zu umgehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Mausmodell generiert,

das durch B-zellspezifische OVA-Expression (s. 4.13) tolerant gegenliber dem Ziel-Antigen ist. Die
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A-OVA-Maus stellte damit ein geeignetes Modell fir die Transplantation OVA-positiver
Lymphomzellen und die Behandlung der Tumore mit OT-1-T-Zellen dar. Durch Kreuzung mit der A-
MYC-Maus war es moglich, Tumore sogar in einem autochthonen Modell zu behandeln und dabei
Artefakte, die bei Transplantation von Tumorzellen entstehen” vollstandig zu umgehen. Da OVA
als Antigen auch in den gesunden B-Zellen exprimiert wird, ergab sich als Risiko durch den
adoptiven T-Zelltransfer die Kompromittierung des endogenen B-Zellkompartiments. Dieses
Problem spiegelt jedoch auch klinisch relevante Situationen wieder, in denen B-zellspezifische
Antigene, zum Beispiel CD19°*, als Zielantigen zur Behandlung von malignen B-Zellerkrankungen
herangezogen werden. Die langfristige Eliminierung endogener B-Zellen erwies sich in solchen

Experimenten nicht als lebensbedrohlich und damit als klinisch tolerierbar.

Das A-VOC-Zielkonstrukt, auf dem OVA Uber eine IRES-Site an trunkiertes humanes CD2 gekoppelt
hinter dem CMV-Promoter in der IgA-Region vorliegt (vereinfacht dargestellt in Abbildung 15A)
wurde in ES-Zellklone eingebracht, die im Blastozystenstadium in weibliche Tragertiere transferiert
wurden. Die Founder-Generation wurde durch Kreuzung mit dem Wildtyp auf
Keimbahntransmission untersucht. In verschiedenen Ansatzen, wie Western-Blot oder
immunhistochemische Detektion stellte sich heraus, dass sich OVA auf Proteinebene nicht
eindeutig nachweisen lieB. Auch huCD2, das urspriinglich als Oberflaichen-Marker fur die
erfolgreiche Vektorintegration verwendet werden sollte, war durchflusszytometrisch mit
spezifischen Antikérpern nicht detektierbar. Daher wurden Milzzellen aus OVA-PCR-positiven
Founder-Mausen fir die Durchfiihrung einer OVA-spezifischen gqPCR aufbereitet. Zum Vergleich
wurden die Zelllinie 2910VA als Positivkontrolle und Milzzellen aus transgennegativen
Geschwistern mitgefiihrt. A-OVA-Milzzellen exprimierten mit 2910VA vergleichbar groe Mengen
des OVA-Transkripts (s. Abbildung 15B). Um zu Verifizieren, dass nicht nur OVA-mRNA sondern
auch OVA-Protein hergestellt und auf B-Zellen prasentiert wird, wurden durchflusszytometrisch
aufgereinigte B-Zellen (CD19%) aus Founder-Milzen fiir 48 h in einem Effektor-Target-Verhiltnis von
1:1 mit SIINFEKL-spezifischen OT-1-T-Zellen kokultiviert. Als Kontrollen wurden Gesamtmilzzellen,
aufgereinigte T-Zellen (CD3") und doppelt-negative CD19/CD3™ (DN) Rest-Zellen verwendet. Die
Aktivierung der T-Zellen wurde Uber die Messung der Konzentration des Zytokins IFNy im
Zellkulturiiberstand im ELISA gepriift. Hier zeigte sich (s. Abbildung 15C), dass die OVA-Expression
bis hin zur Prasentation funktionell war. OT-1-T-Zellen reagierten auf B-Zellen mit dhnlich starker
IFNy-Sekretion wie auf Gesamtmilzzellen, wahrend keine Reaktion auf CD3-Zellen oder DN-

Milzzellen festzustellen war.

43



OVA trunc huCbD2 hulgGA ._
CMV/p IRES
B C
20+ 50000 -
; 40000 -
2
< 154
< -
S £ 30000+
a [}
@ 10 <
aQ >
& Z 20000
- w
2
o 5
€ 10000 -
0- 0-
2910VA A-OVA tg’ Milz CD19 CD3 DN

Abbildung 15: A-OVA Mause exprimierten OVA B-zellspezifsch. A) Vereinfachte Darstellung des A-OVA-
Maus-Konstrukts. OVA liegt liber eine IRES-Site mit trunkiertem humanem CD2 gekoppelt hinter dem
CMV-Promoter in der IgGA-konstanten Region. Dadurch sollten OVA und thu CD2 B-zellspezifisch
exprimiert werden. B) Milzzellen von A-OVA-Mausen (n=11) und transgennegativen Geschwistern (tg'/',
n=6) wurden fiir eine OVA-spezifische qPCR aufbereitet. 2910VA (n=2) wurde als Positivkontrolle
verwendet. Es wurde jeweils der Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt. Unterschiede waren
nicht signifikant (Mann-Whitney-Test). C) Durchflusszytometrisch aufgereinigte CD19"-Zellen aus einer A-
OVA-Founder-Milz wurden fiir 48 h 1:1 (E:T) mit OT-1-T-Zellen kokultiviert. Als Kontrollen wurden
Gesamtmilzzellen, aufgereinigte CD3"-Zellen und doppelt-negative CD37/CD19-Restzellen (DN)
verwendet. Im ELISA wurde die Konzentration des sekretierten IFNys in den Zellkulturiiberstanden

gemessen. In einem Balken wurden vier Ansdtze je Probe im Mittelwert mit Standardabweichung

Um die Toleranz der Tiere gegen OVA zu priifen, wurden 1x10° 2910VA-Zellen s.c. in A-OVA Méuse
und transgennegative Geschwister injiziert. In den A-OVA-Mausen wuchsen die 2910VA-Tumore
schneller heran als in den transgennegativen Tieren. Dies spiegelte sich auch in einem signifikant
verringerten Gesamtiiberleben der A-OVA-Mause wieder. Im Vektor MSCV-OVA-IRES-GFP, mit dem
die 2910VA-Zelllinie transduziert worden war, liegt GFP Uber eine interne Ribosomeneintrittstelle
(IRES) an OVA gekoppelt vor. Daher lasst sich bei GFP-Expression darauf schlieBen, dass OVA
ebenfalls exprimiert wird. Ein Verlust der GFP-Expression weist auf einen OVA-Verlust hin.
Entnommene Tumorzellen beider Gruppen wurden daher durchflusszytometrisch auf GFP-
Expression gepruft. Bis auf eine Ausnahme (n=1/7) zeigten alle aus transgennegativen Mausen
entnommenen Lymphomzellen einen GFP-Verlust. Lymphomzellen aus A-OVA-Mausen waren

durchgehend GFP-positiv. Der Western-Blot bestatigte, dass Tumore, die in transgennegativen
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Tieren gewachsen waren, das OVA nicht mehr exprimierten. Ausnahme war ein OVA-positiver

Tumor, der auch in der Durchflusszytometrie keinen Verlust der GFP-Expression gezeigt hatte.
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Abbildung 16: OVA-positive Lymphomzellen wuchsen in A-OVA-Madusen ohne Antigenverlust. 1x10°
2910VA-Lymphomzellen wurden s.c. in A-OVA-Ma&use und in tg'/'-Geschwister injiziert. A) Der Verlauf des
Tumorwachstums ist anhand der Tumordurchmesser (A-OVA n=9, tg'/' n=7) mit Mittelwert und
Standardfehler gezeigt. B) Das Gesamtiiberleben wurde mit Hilfe einer Kaplan-Meier-Kurve dargestelit
(Log-Rank-Test). C) Die Mittlere Fluoreszenzintensitiat von GFP der Zellen wurde durchflusszytometrisch
gemessen (Median, Mann-Whitney-Test). D) Das OVA-Protein wurde Uber einen OVA-spezifischen

Antikérper im Western-Blot detektiert.
Die fehlende Selektion von Antigenverlustvarianten in A-OVA-Mdausen bestatigte die Toleranz der
Tiere gegeniliber OVA.

3.1.8 OT-1-T-Zelltoleranz in A-OVA-Mausen wird durch Chemotherapie unterbrochen

In der A-OVA-Maus wurde zuvor nachgewiesen, dass normale B-Zellen OVA exprimieren und dass
transplantierte OVA-exprimierende Lymphomzellen toleriert werden. Im nachsten Schritt sollte
vorerst ohne transplantierte Lymphomzellen untersucht werden, wie sich OT-1-Zellen nach

Transfer in A-OVA-M3&use verhalten.
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Dazu wurden 1x10’ OT-1-Milzzellen iv. in A-OVA-Méuse und in transgennegative Geschwister
injiziert. Zehn Tage spater erfolgte in beiden Mausgruppen eine Vakzinierung durch s.c. Injektion
von 50 pg OVA und 50 ul Incomplete Freud’s Adjuvant (IFA). An Tag O vor, sowie an Tag 5, 10, 15,
20 nach Transfer wurde die Zahl der OT-1-Zellen und B-Zellen im peripheren Blut
durchflusszytometrisch gemessen. In den A-OVA-Mausen blieb der Anteil der OT-1-T-Zellen an der
Lymphozytenzahl im peripheren Blut trotz Transfer im Verlauf des Versuchs unverdndert kaum
detektierbar, wahrend in den transgennegativen Tieren nach Vakzinierung ein Anstieg der OT-1-
Zellzahlen auf 100 Zellen pro pl Blut zu beobachten war. B-Zellzahlen in transgennegativen sowie

in A-OVA-Mausen zeigten im Verlauf des Versuchs gewdhnliche Schwankungen.

Diese Ergebnisse wiesen darauf hin, dass die OT-1-T-Zellen in A-OVA-Mausen durch Induktion von

T-Zelltoleranz inhibiert wurden.
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Abbildung 17: OT-1-T-Zellen zeigten auch nach Vakzinierung mit OVA-Protein keine Expansion nach
Transfer in A-OVA-Miuse. 1x10° OT-1-T-Zellen wurden i.v. in A-OVA-Miuse (n=6) und transgennegative
Geschwister (n=5) injiziert. An Tag 10 wurden alle M3duse mit 50 ug OVA + 50 pl IFA vakziniert. OT-1-
Zellzahlen A) und B-Zellzahlen B) im peripheren Blut wurden an Tag O, 5, 10, 15 und 20

durchflusszytometrisch gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.

Um zu {berprifen, ob toleranzinduzierende Zellen durch Chemotherapie deletiert werden,
wurden im zweiten Versuchsansatz beide Mausgruppen mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX
behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie wurden 1x10° OT-1-T-Zellen transferiert. Im peripheren
Blut der A-OVA-Mause war 7 Tage nach Transfer ein deutlicher Anstieg der OT-1-Zellzahlen zu
beobachten, der bis Tag 14 wieder unter die Nachweisbarkeitsgrenze zuriick fiel. In
transgennegativen Geschwistertieren blieben die OT-1-Zellzahlen im Blut hingegen unverandert.
B-Zellen in beiden Gruppen waren nach Chemotherapie fast vollstindig deletiert. In
transgennegativen Tieren begann ihre Regeneration spatestens an Tag 7 (10 Tage nach EDX),

wahrend B-Zellenzahlen in A-OVA-Mausen erst nach Riickgang der OT-1-Zellzahlen ab Tag 14 (17
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Tage nach EDX) wieder anstiegen. An Tag 56 hatten sich B-Zellzahlen beider Mausgruppen wieder

angeglichen und lagen fast vollstandig regeneriert vor.
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Abbildung 18: Die OT-1-T-Zelltoleranz in A-OVA-Mausen wurde durch Chemotherapie unterbrochen. A-
OVA-Miuse (n=5) und transgennegative Geschwister (n=4) wurden mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX
behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie wurden 1x10° OT-1-Zellen i.v. transferiert. An Tag 7, 14, 28
und 56 wurden OT-1-T-Zellzahlen A) und B-Zellzahlen B) im peripheren Blut durchflusszytometrisch

bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung.

In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, das OT-1-T-Zellen nach Transfer in A-OVA-Maduse
tolerisiert werden. Da es sich beim Zielantigen OVA um ein Selbstantigen handelte, wurde damit
die autoreaktive Wirkung der OT-1-Zellen verhindert. Durch Chemotherapie konnten
toleranzinduzierende Zellen eliminiert werden, so dass OT-1-Zellen in der Lymphopenie nach OVA-
Antigenkontakt ungehindert expandieren konnten. Damit war die wichtigste Voraussetzung fir

Transferversuche bei transplantierten Tumoren gegeben.

3.1.9 Bcl-2-Uberexpression in Lymphomen fiihrt zur verbesserten T-Zell-vermittelten

Remission in vivo

In vitro-Versuche hatten keinen Unterschied zwischen Wildtyp, p53-defizienten und bcl-2-
Uberexprimierenden Zelllinien bezliglich ihrer Eliminierbarkeit durch spezifische T-Zellen gezeigt.

Nun sollte die in vivo-Situation im A-OVA-Mausmodell untersucht werden.

1x10° 2910VA-, 2910VA-Bcl2- und 1890VA-Lymphomzellen wurden s.c. in A-OVA-M3use injiziert.
Nach etwa 14 Tagen, sobald der Tumor eine GréRe von 3-10 mm Durchmesser erreicht hatte,
wurden sie i.p. mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie
wurden in der Lymphopenie 1x10° OT-1-T-Zellen i.v. transferiert. Um Einflisse durch den Transfer

unterschiedlicher Praparationen von OT-1 Zellen auszuschlieRen, wurde eine ausreichende Menge
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an OT-1-T-Zellen aufgereinigt und portioniert eingefroren. So konnte gewahrleistet werden, dass

alle Tiere ein identisches Zellprdparat erhielten.

Sieben Tage nach Transfer wurden OT-1-T-Zellzahlen und B-Zellzahlen im peripheren Blut
durchflusszytometrisch gemessen. Diese Messung wurde wochentlich bis Tag 21 fortgefiihrt und
noch einmal an Tag 56 wiederholt. Eine Woche nach Transfer waren OT-1-T-Zellen (nicht
detektierbar vor Transfer) in der 2910VA-Gruppe auf 831 Zellen/ul, bei 2910VA-Bcl2 auf 564
Zellen/pl und bei 1890VA sogar auf 1112 Zellen/ul expandiert (Mittelwerte, s. Abbildung 19A). In
drei Mausen der 1890VA-Gruppe zeigte sich eine besonders starke Reaktion mit OT-1-T-Zellzahlen
von um die 2000 Zellen/ul. Daher war in dieser Gruppe eine hohe Streuung (s.
Standardabweichung in Abbildung 19A) zu beobachten. Endogene B-Zellen aller Gruppen lagen
am Tag 7 in niedrigen Zahlen von etwa 98-198 Zellen/ul vor (Mittelwerte, vgl. ca. 5500 Zellen/pl
vor Chemotherapie, s. Abbildung 19B). Wahrend die Zahl der OT-1-T-Zellen ab Tag 7 schnell
wieder zuriickging, liel sich ein langsamer Anstieg der B-Zell-Zahlen beobachten. 21 Tage nach T-
Zell-Transfer waren OT-1-T-Zellzahlen im Blut der M&use, die 2910VA und 2910VA-Bcl2 erhalten
hatten, wieder fast auf den Wert vor Therapie abgesunken. Bei den Mausen mit 189 OVA-Tumoren
in denen eine besonders starke OT-1-T-Zellreaktion stattgefunden hatte, zog sich dieser Prozess
langer hin. Sie waren spatestens nach 56 Tagen wieder am Ursprungswert angekommen.

Endogene B-Zellen hatten diesen zu diesem Zeitpunkt erst zur Halfte wieder erreicht.
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Abbildung 19: OT-1-T-Zellen zeigten eine starke Expansion nach Transfer in tumortragende EDX-
behandelte Miuse. 1x10° 2910VA-, 2910VA-Bcl2- und 1890VA-Zellen wurden s.c. in A-OVA-Mause
injiziert. Bei einer TumorgroRe von 3-10 mm Durchmesser wurden die Mause mit einer Dosis von
250 mg/kg EDX behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie (=Tag 0) wurden 1x10° OT-1-Zellen i.v.
transferiert. An den Tagen 7, 14, 21 und 56 wurden OT-1-T-Zellzahlen A) und B-Zellzahlen B) im
peripheren Blut durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung

(291 OVA n=10, 2910VA-Bcl2 n=10, 1890VA n=9).
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Bei groflen 2910VA-Tumoren (> 7 mm Durchmesser) bewirkte der OT-1-Transfer erst eine
Zunahme der TumorgrolRe, anschlieRend eine kurzzeitige Abnahme und schlieflich nach etwa 14
Tagen wuchsen die Tumore ungehindert weiter (s. Abbildung 20A). Kleinere Tumore begannen
sofort zu schrumpfen, verschwanden nach OT-1-Transfer und rezidivierten innerhalb von 14-21
Tagen nach Chemotherapie. Nur ein Tumor (n=1/10) wurde dauerhaft eliminiert. In der 2910VA-
Bcl2-Gruppe nahmen einige Tumore nach OT-1-Transfer ebenfalls an GréRe zu. Der Grofteil der
Tumore begann anschlieBend zu schrumpfen und verschwand dauerhaft (n=9/11). Eine Ausnahme
war ein grofler Tumor (9 mm), der nicht komplett eliminiert werden konnte und 14 Tage nach
Chemotherapie wieder an GroRe zunahm. Ein weiterer Tumor (5 mm) war vorerst nach Tag 11
nicht mehr zu ertasten und rezidivierte an Tag 35. 1890VA-Tumore schrumpften nach OT-1-
Transfer und verschwanden nach etwa 14 Tagen. Einige Tage spater traten erste Rezidive auf. An
Tag 40 war lber die Halfte der Tumore wieder gewachsen. Vier von neun 1890VA-Tumoren
blieben dauerhaft in Remission. Die Nachbeobachtungszeit der Tiere mit anhaltender Remission
betrug mindestens 100 Tage nach Therapie. Ein Teil der Tiere wurde auch bis zu 200 Tage lang

weiter beobachtet.

In der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (s. Abbildung 20B) zeigte sich ein signifikant besseres
Uberleben der 2910VA-Bcl2-Gruppe. Auch bei M&usen mit Tumoren mit p53-Verlust kam es zu

einem signifikant verlangerten rezidivfreien Uberleben im Vergleich zum Wildtyp 2910VA.
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Tage nach Chemotherapie
Abbildung 20: Mause mit bcl-2-iiberexprimierenden und p53-defizienten Tumoren entwickelten weniger
Rezidive und zeigten ein verbessertes Uberleben. 1x10° 2910VA-, 2910VA-Bcl2- und 1890VA-Zellen
wurden s.c. in A-OVA-Maduse injiziert. Bei einer Tumorgrofle von 3-10 mm Durchmesser wurden die
Maéuse mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie wurden 1x10° OT-
1-Zellen iwv. transferiert. A) Gezeigt ist der Verlauf des Tumorwachstums anhand des
Tumordurchmessers. Eine Linie reprasentiert ein Tier. Die vertikale unterbrochene Linie markiert den
Zeitpunkt des OT-1-Transfers. Steile Rezidiv-Verlaufe reprasentieren Milz-oder Lymphknotentumore, die
urspriinglich nicht tastbar waren und erst bei groBerem Durchmesser entdeckt wurden. Am rechten
Ende der x-Achse ist der Anteil der Mause mit andauernder Remission an der Gesamtzahl der Gruppe
angegeben. B) Das Gesamtiiberleben der drei Mausgruppen nach Chemotherapie und T-Zelltransfer

wurde vergleichend in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt (Log-Rank-Test).

Um diese Ergebnisse mit einer weiteren bcl-2-liberexprimierenden Zelllinie zu verifizieren, wurde
als zweite Tumorzelllinie die, aus der ACTB x A-MYC Maus gewonnene, OVA-transgene Zelllinie 110
verwendet. Die Experimente wurden in identischer Weise wie die Versuche mit den retroviral
OVA-transduzierten Zelllinien durchgefiihrt. Zur 110Bcl2-Zelllinie wurde die GFP-Vektorkontrolle
110GFP und die Zelllinienkontrolle 110PC (vgl. 5.1.1) mitgefiihrt. Die Expansion der OT1-T-Zellen

nach Transfer verhielt sich &dhnlich wie nach Transfer von retroviral transduzierten OVA-
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exprimierenden Zelllinien (vgl. Abbildung 19). B-Zellen im peripheren Blut lagen an Tag 7 nach
Chemotherapie in sehr geringen Zahlen vor. OT-1-T-Zellzahlen der 110-GFP-Gruppe waren auf
1437 Zellen/ul, 110 PC auf 1130 Zellen/ul und 1890VA auf 1090 Zellen/ul angestiegen (s.
Abbildung 21A). Bei 110 PC und 110 GFP nahmen diese Zahlen bis Tag 14 erst schneller, danach
langsamer ab und waren am Tag 28 fast komplett auf den Ursprungswert zuriickgegangen. Bei
110Bcl2 nahm die OT-1-T-Zellzahl nach Tag 7 kontinuierlich langsam ab und hatte am Tag 28 noch
nicht wieder den Ursprungswert erreicht. Dementsprechend hatten B-Zell-Zahlen in der Bcl2-
Gruppe bis Tag 28 kaum wieder zugenommen, wahrend bei 110PC und 110GFP ein geringer

Anstieg zu verzeichnen war (s. Abbildung 21B).
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Abbildung 21: OT-1-T-Zellen zeigten eine starke Expansion nach Transfer in tumortragende EDX-
behandelte Miuse. 1x10° 110PC-, 110GFP- und 110Bcl2-Zellen wurden s.c. in A-OVA-Mause injiziert. Bei
einer TumorgroRe von 6-9 mm Durchmesser wurden die M&iuse mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX
behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie (=Tag 0) wurden 1x10° OT-1-Zellen i.v. transferiert. An den
Tagen 7, 14, 21 und 28 wurden OT-1-T-Zellzahlen A) und B-Zellzahlen B) im peripheren Blut
durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (110PC n=8,

110GFP n=7, 110Bcl2 n=17).

Die EDX-Therapie kombiniert mit T-Zelltransfer resultierte in einem kompletten Verschwinden aller
s.c. Tumore in einem Zeitraum von Tag 7 bis Tag 25 (s. Abbildung 22A). 110PC-Tumore
rezidivierten (n=6/7), ahnlich wie 110GFP-Tumore (n=5/6) innerhalb von 14-42 Tagen nach
Chemotherapie. Nur 5 von 17 Tieren mit bcl-2-lGiberexprimierenden Lymphomzellen bekamen
Rezidive. Diese traten 26-35 Tage nach Chemotherapie auf, ein Tumor rezidivierte sogar erst an Tag

103. Deshalb wurde die Beobachtungszeit nach Therapie auf 200 Tage erhoht.

In der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (s. Abbildung 22B) zeigte sich ebenfalls ein signifikant
verlingertes rezidivfreies Uberleben fiir Mause mit bcl-2-liberexprimierenden Lymphomen nach
adoptivem T-Zelltransfer.
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Tage nach Chemotherapie
Abbildung 22: Mause mit bcl-2-iiberexprimierenden Lymphomen entwickelten weniger Rezidive und
zeigten ein verbessertes Uberleben. 1x10° 110PC-, 110GFP- und 110Bcl2-Zellen wurden s.c. in A-OVA-
Mause injiziert. Bei einer TumorgréfRe von 6-9 mm Durchmesser wurden die Mause mit einer Dosis von
250 mg/kg EDX behandelt. Drei Tage nach Chemotherapie wurden 1x10° OT-1-Zellen i.v. transferiert. A)
Gezeigt ist der Verlauf des Tumorwachstums anhand des Tumordurchmessers. Eine Linie reprasentiert
ein Tier. Die vertikale unterbrochene Linie markiert den Zeitpunkt des OT-1-Transfers. Steile Rezidiv-
Verlaufe reprasentieren Milz-oder Lymphknotentumore, die urspriinglich nicht tastbar waren und erst
bei groBerem Durchmesser entdeckt wurden. Am rechten Ende der x-Achse ist der Anteil der Mause mit
andauernder Remission an der Gesamtzahl der Gruppe angegeben. B) Das Gesamtiiberleben der drei
Mausgruppen nach Chemotherapie und T-Zelltransfer wurde vergleichend in einer Kaplan-Meier-Kurve

dargestellt (Log-Rank-Test).

Um sicher zu gehen, dass Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen nicht auf eine
unterschiedliche TumorgroRe bei Chemotherapie zurlickzufiihren waren (Abbildung 23), wurden
die Tumordurchmesser der verschiedenen Gruppen beider Versuchsansdtze bei
Behandlungsbeginn verglichen. Dabei zeigte sich kein Unterschied. Desweiteren héatten die
unterschiedlichen Ergebnisse auch auf unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten der
unterschiedlichen Zelllinien zuriickzufiihren sein kdénnen. Deshalb wurde die Dauer nach

Tumorinokulation bis zum Anwachsen des Tumors, definiert als tastbare Schwellung, verglichen.
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Dabei war nur ein Unterschied zwischen 2910VA und 1890VA feststellbar: 1890VA-Tumore

wuchsen langsamer an als 2910VA-Tumore.
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Abbildung 23: Unterschiedliche Voraussetzungen fiir die Tumorentwicklung vor Behandlung mit
Chemotherapie lieBen sich nur zwischen 2910VA und 1890VA feststellen. A) Die Tumorgrée zu Beginn
der Behandlung unterschied sich in den jeweiligen Versuchsgruppen nicht signifikant (Mann-Whitney-
Test, n=9-12 u. 7-17). B) Gezeigt ist die Dauer bis zum Erscheinen des Tumors nach Inokulation der

Lymphomzellen. Nur signifikante Unterschiede wurden markiert (Mann-Whitney-Test, n=9-12 u. 8-17).

In den Versuchen dieses Kapitels konnte gezeigt werden, dass adoptiv transferierte OT-1-T-Zellen
OVA-positive Lymphome erkennen und eliminieren konnten, auch wenn in diesen Lymphomzellen
bcl-2-Uberexpression oder p53-Verlust vorlag. Bei bcl-2-liberexprimierenden und p53-defizienten
Lymphomen zeigte sich sogar eine verbesserte T-Zell-vermittelte Remission. Maduse mit bcl-2-
Uberexprimierenden Tumoren hatten dabei den groRten Uberlebensvorteil. Dieser
Uberlebensvorteil lag weder begriindet in unterschiedlichen TumorgréRen zwischen 2910VA- und
2910VA-Bcl2-Tumoren zum Zeitpunkt der Behandlung, noch in einer unterschiedlichen

Tumorwachstumsgeschwindigkeit. Was hingegen p53-defiziente Tumore anging, so kdnnte eine
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verringerte Wachstumsgeschwindigkeit der Tumore zu einer verbesserten Remission beigetragen

haben.

3.1.10 Rezidivierte Tumore sind Antigenverlust-Varianten

Die nach Chemotherapie und adoptivem OT-1-Transfer rezidivierten Tumore wurden zunéachst
durchflusszytometrisch auf die OVA-Antigenexpression untersucht. Da die Zelllinien 2910VA und
1890VA retroviral mit MSCV-OVA-IRES-GFP transduziert waren, wurde GFP, wie oben bereits
beschrieben, als Signal fir die Expression des Antigens verwendet. Es zeigte sich, dass alle
rezidivierten 2910VA- und 2910VA-Bcl2-Tumore nach OT-1-Transfer GFP-negativ waren (s.
Abbildung 24), was einen Antigenverlust nahe legte. Rezidivierte 1890VA-Zellen waren hingegen

genauso GFP-positiv, wie Tumore, die nur mit EDX und nicht mit OT-1-Transfer behandelt wurden.

Zuséatzlich zur durchflusszytometrischen Messung wurde die OVA-Expression auf RNA-Ebene
untersucht. Mit Hilfe einer gPCR konnte fir 2910VA und 2910VA-Bcl2 gezeigt werden, dass der
Verlust der GFP-Expression mit dem Verlust der OVA-mRNA verbunden war. Im Gegensatz hierzu
konnte in den rezidivierten Tumorzellen der 1890VA gezeigt werden, dass zwar GFP-Protein
vorhanden war, jedoch keine OVA-mRNA mehr gebildet wurde. Als Kontrollen wurde jeweils die
injizierte Tumorzelllinie und die dazugehorige GFP-Kontrolle verwendet. Um den GFP-
entkoppelten OVA-Antigenverlust zu verifizieren, wurden die rezidivierten 1890VA-Zellen
zusatzlich immunologisch untersucht. OT-1-T-Zellen wurden fiir 20 h 1:2 (E:T) mit rezidivierten
1890VA-Zellen kokultiviert. Als Kontrollen wurden je eine OVA-positive und OVA-negative
Lymphomzelllinie verwendet. AnschlieBend wurde im ELISA die IFNy-Konzentration im
Zellkulturtiberstand bestimmt. In Kontakt mit rezidivierten 1890VA-Zellen reagierten OT1-T-Zellen
nicht mit IFNy-Sekretion. Damit waren auch diese Tumorzellen als Antigenverlustvarianten nach

Chemotherapie und OT-1-Transfer anzusehen.

54



Rezidivierte Tumore nach OT-1-Transfer
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Abbildung 24: Rezidivierte Tumore der OVA-transduzierten Zelllinien zeigten den Verlust der GFP-
Expression mit Ausnahme von 1890VA. Rezidive von Tumoren der Zelllinien 2910VA, 2910VA-Bcl2 und
1890VA nach EDX und OT-1-Transfer wurden nach der Entnahme durchflusszytometrisch auf die
Expression von GFP untersucht. A) Exemplarisch (Beispiel mit Mausnummer) gezeigt ist die GFP-
Expression der Lymphomzellen der drei Gruppen im Histogramm. Als Kontrollen wurden jeweils die
injizierte Zelllinie, sowie ein Tumor, der nicht mit OT-1-T-Zellen behandelt war, gemessen. B) In den
Grafiken sind jeweils fiir GFP die mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) der Zelllinien vor Injektion,
sowie der Mittelwert der durchflusszytometrisch gemessenen MFI der rezidivierten Tumorzellen

dargestellt (Standardabweichung, 291 OVA n=10, 2910VA-Bcl2 n=2, 1890VA n=4).
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Abbildung 25: Rezidivierte Tumore der OVA-transduzierten Zelllinien zeigten einen OVA-Antigenverlust.
A) Mit den rezidivierten Tumorzellen der Zelllinien 2910VA, 291Bcl2-OVA und 1890VA nach
Chemotherapie und OT-1-Transfer wurde eine gPCR durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle wurde die
injizierte Zelllinie, als Negativ-Kontrolle die jeweilige GFP-Kontrolle verwendet. Gezeigt sind die
Mittelwerte der relativen Menge (A.U. — arbitrary units) an OVA-mRNA mit Standardabweichung
(2910VA n=9 , 2910VA-Bcl2 n=2 , 1890VA n=4). B) OT-1-T-Zellen wurden fiir 20 h 1:2 (E:T) mit
rezidivierten 1890VA-Zellen kokultiviert. Im ELISA wurde die Konzentration von IFNy im Kulturiiberstand
gemessen. Als Positivkontrolle wurde eine OVA-positive Lymphomzelllinie, als Negativkontrolle eine OVA-
negative Linie verwendet. Im Balken der 1890VA-Rezidive sind je vier Ansitze von n=4 Rezidiven im

Mittelwert mit Standardabweichung zusammengefasst.

Retrovirale Transduktion erreicht auch bei durchflusszytometrisch aufgereinigten Zellen selten
100 % Reinheit (vgl. Abbildung 5). Es kann daher argumentiert werden, dass die inokulierten
Zelllinien bereits Antigenverlustvarianten beinhalteten. Am Tag der Injektion waren 99,3-100 %
aller Zellen GFP-positiv (Daten nicht gezeigt). Durch die Generierung der ACTB-OVA-transgenen
Linie 110PC konnte dieses Problem exemplarisch umgangen werden. Mit den rezidivierten
Tumorzellen der drei transgenen Zelllinien 110PC, 110GFP und 110Bcl2 wurde ebenfalls eine gPCR
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde die injizierte Zelllinie, als Negativkontrolle eine OVA-
negative Zelllinie verwendet. In der gPCR zeigte sich auch bei diesen rezidivierten Tumorzellen ein
Verlust der OVA-mRNA (s. Abbildung 26A). Da die OVA-transgenen Zelllinien allgemein wenig OVA-
MRNA produzieren und OVA-Negativitdt schwierig abzugrenzen ist, wurde der OVA-Verlust auch
immunologisch verifiziert. OT-1-T-Zellen wurden fir 20 h 1:2 (E:T) mit rezidivierten Tumorzellen
der drei Gruppen kokultiviert. Als Kontrollen wurden eine OVA-positive und eine OVA-negative

Lymphomzelllinie verwendet. AnschlieBend wurde im ELISA die [FNy-Konzentration im

56



Zellkulturiberstand bestimmt. In Kontakt mit rezidivierten Tumorzellen wurden OT-1-T-Zellen

nicht mehr zur IFNy-Sekretion angeregt (s. Abbildung 26B).
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Abbildung 26: Rezidivierte Tumore der drei OVA-transgenen Linien zeigten einen OVA-Antigenverlust. A)
Mit den Tumorrezidiven der Zelllinien 110PC, 110GFP und 110Bcl2 nach Chemotherapie und OT-1-
Transfer wurde eine qPCR durchgefiihrt. Als Positiv-Kontrolle wurde die injizierte Zelllinie, als Negativ-
Kontrolle die jeweilige GFP-Kontrolle verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte (n=3) mit
Standardabweichungen. B) OT-1-T-Zellen wurden fiir 20h 1:2 (E:T) mit rezidivierten Tumorzellen
kokultiviert. Im ELISA wurde die Konzentration von IFNy im Kulturiiberstand gemessen. Als
Positivkontrolle wurde eine OVA-positive Lymphomzelllinie, als Negativkontrolle eine OVA-negative Linie

verwendet. In den Balken der Rezidive sind je 4 Ansdtze von n=3 Rezidiven im Mittelwert mit

Rezidivierte Tumorzellen nach Chemotherapie und OT-1-T-Zelltransfer stellten sich durchgangig als
antigennegativ heraus. Dass Rezidive aufgrund der Selektion von Antigenverlustvarianten
auftraten bestatigte die Beobachtungen des Vorkapitels: Antigenpositive Tumorzellen konnten
unabhangig von bcl-2-Uberexpression und p53-Verlust durch OT-1-Zellen erkannt und eliminiert
werden. Da nach Behandlung von bcl-2-liberexprimierenden und p53-defizienten Tumore weniger
Rezidive auftraten, lasst sich vermuten, dass diese Tumore mit geringerer Wahrscheinlichkeit

Antigenverlustvarianten entwickeln.
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3.1.11 EDX-behandelte Lymphome enthielten kaum seneszente Zellen

In vitro konnte in bcl-2-lberexprimierenden Zelllinien durch Behandlung mit Adriamycin
Seneszenz induziert werden (vgl. Abschnitt 5.1.6). Ergebnisse aus Versuchen mit der Ep-MYC-
Maus™ lieRen den Schluss zu, dass EDX-Behandlung in vivo auch in A-MYC-Lymphomzellen
Seneszenz bewirkt. Um zu Uberprifen ob bcl-2-liberexprimierende Tumore nach Chemotherapie
mehr seneszente Zellen beinhalten wurden in in vivo-Versuchen von Abschnitt 5.1.8 als Kontrolle
2910VA- und 2910VA-Bcl2-Lymphome ohne OT-1-Transfer mitgeflihrt. Das heillt, Mause mit
einem Tumordurchmesser von 7-10 mm wurden nur mit EDX behandelt und die Tumore 7 Tage
nach Chemotherapie entnommen. Kryokonserviertes Gewebe wurde auf die Expression der
Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase untersucht. In Paraffinschnitten wurden seneszente Zellen

mit Hilfe von Antikérpern gegen die Seneszenzmarker p21 und p16 angefarbt.

Nach dem SA-B-Galaktosidase-Assay war die charakteristische Blaufarbung der Vesikel nur bei
wenigen Zellen zu sehen (s. Abbildung 27A). Dabei gab es beziglich der Haufigkeit auch keine
Unterschiede zwischen 2910VA- und 2910VA-Bcl2-Tumoren. Bei den gefarbten Paraffinschnitten
wurde die Lokalisation der Seneszenzmarker p16 und p21 im Zellkern als Positivitat flr Seneszenz

gewertet. Wie bei der B-Gal-Farbung waren nur wenige Zellen positiv flr diese Marker.
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Abbildung 27: 2910VA-Bcl2- und 2910VA-Tumore wiesen nach Chemotherapie kaum seneszente Zellen
auf. In A-OVA-Mause transplantierte 2910VA- und 2910VA-Bcl2-Lymphomzellen wurden bei einem
Tumordurchmesser von 7-10mm i.p. mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX behandelt. Sieben Tage nach
Chemotherapie wurden die Tumore entnommen und auf verschiedene Arten gefarbt. A)
Kryokonserviertes Gewebe wurde mit Hilfe des B-Gal-Assays auf SA-assoziierte B-Galaktosidase gefarbt
(links, rosa Zellkernfarbung durch Kernechtrot). Seneszente Zellen, welche eine Blaufirbung der Vesikel
zeigten, wurden geblindet quantifiziert (je 10 Felder pro Tumor, n=5). Gezeigt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung. Unterschiede waren nicht signifikant (Mann-Whitney-Test). B) In
Paraffinschnitten wurden die Seneszenzmarker p16 und p21 immunhistologisch gefarbt (Braunfirbung
durch DAB, blaue Zellkernfarbung durch Hamatoxylin). Braune Zellkernfarbung wurde als Positivitat fir
Seneszenz gewertet, s. Beispiele links. Auch hier ergab sich nach geblindeter Quantifizierung (je 10

Felder, n=3-9, Mann-Whitney-Test) kein signifikanter Unterschied.

Beziglich der Seneszenzinduktion nach EDX-Behandlung ergaben sich keine Unterschiede

zwischen 2910VA-Wildtyptumoren und bcl-2-liberexprimierenden Tumoren.
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3.2 Adoptiver T-Zelltransfer bei autochthonen A-OVA x A-MYC-Tumoren

Durch die Generierung des A-OVA-Mausmodells und die Kreuzung mit dem A-MYC-Mausmodell
war es moglich, Artefakte in Folge der Transplantation von Tumorzellen zu vermeiden und fiir den
adoptiven T-Zelltransfer ein ideales Tumormodell mit tumorassoziiertem Zielantigen zu schaffen.
Das OVA-Antigen wird genauso wie das natirliche Antigen CD19, das schon in einigen
therapeutischen Ansdtzen als Zielantigen fir B-Zell-Malignitdten verwendet wird, in normalen
sowie in malignen B-Zellen exprimiert. A-OVA x A-MYC-M3use zeigten ein tumorfreies Uberleben
von 107,5 Tagen und damit eine verlangerte Tumorlatenz im Vergleich zur A-MYC-Maus. OVA-
positive B-Zelllymphome waren in den zervikalen, axillidren und inguinalen Lymphknoten, sowie

zum Teil auch in der Milz zu finden.
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Abbildung 28: A-OVA x A-MYC-Méiuse zeigten eine verlingerte Tumorlatenz. Krankheitsfreies Uberleben
(Kaplan-Meier-Kurve) der A-OVA x A-MYC-Mause im Vergleich zu A-MYC-Mausen (LogRank-Test, A-MYC
n=134, A-OVA x A-MYC n=24). Das mediane tumorfreie Uberleben der A-OVA x A-MYC-M3use betrug
107,5 Tage (A-MYC-Maéuse 82,5 Tage).

Mit Hilfe der A-OVA x A-hu-MYC-Md&use wurde der adoptive T-Zelltransfer bei spontanen B-

Zelllymphomen mit uneingeschrankter Heterogenitat ermoglicht.

3.2.1 Chemotherapie in Kombination mit adoptivem OT-1-Transfer bewirkt kein

verlingertes Uberleben

Die Hypothese lautete, dass OT-1-Transfer das Uberleben der A-OVA x A-hu-MYC-Miuse nach
Chemotherapie mit EDX verlangern wiirde. Um zu untersuchen, ob der T-Zelltransfer in A-OVA x A-
MYC-Mausen nach Chemotherapie Einfluss hat, wurde folgender experimenteller Ansatz gewahlt:
Die Behandlung erfolgte zum Zeitpunkt der deutlich sichtbaren Schwellung der Lymphknoten

(Gesamttumormenge >10mm Durchmesser). Es wurden zwei Behandlungsgruppen gebildet. Die
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erste Gruppe wurde nur mit EDX (i.p., 250 mg/kg) behandelt (Tumor-Endoxan-Gruppe = TE-
Gruppe). Die zweite Gruppe wurde zusatzlich drei Tage nach Chemotherapie in der Lymphopenie
i.v. mit 1x10° OT-1-T-Zellen behandelt (Tumor-Endoxan-OT-1-Gruppe = TEO-Gruppe). Um Einfliisse
durch den Transfer unterschiedlicher Prdparationen von OT-1-T-Zellen auszuschlieBRen wurden
hier, wie im Transplantationsmodell, aufgereinigte und portioniert eingefrorene OT-1-T-Zellen
verwendet. Eine Randomisierung erfolgte darin, dass die Mause mit spontan auftretenden
Lymphomen abwechselnd in die TE- oder TEO-Gruppe eingeordnet wurden. Als primarer

Endpunkt wurde das Uberleben nach Chemo-Immuntherapie festgelegt.

Die entsprechend behandelten Mause werden im Folgenden als TE- und TEO-Mause bezeichnet.
Alle Mause zeigten schon zwei Tage nach Chemotherapie keine tastbaren Lymphome mehr. 7 Tage
nach OT-1-Transfer wurden im peripheren Blut der TEO-Mause durchflusszytometrisch die OT-1-T-

Zellzahl und die B-Zellzahl gemessen.

Im Vergleich zum adoptiven Transfer im Tumormodell mit Transplantation der Tumorzellen (s.
Abbildung 19, Abbildung 21), war eine deutlich geringere OT-1-Expansion mit hoher Streuung
zwischen den Tieren zu beobachten. Am Tag 21 waren die OT-1-Zellen wieder nicht mehr
detektierbar. B-Zellen waren an Tag 7 am Nadir angekommen und erholten sich ab Tag 14. B-
Zellzahlen an Tag 21 zeigten eine starke Streuung, da sich im peripheren Blut einiger Mause schon

Leukdamien entwickelten. Diese wurden etwa eine Woche spater auch als Lymphome sichtbar.
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Abbildung 29: OT-1-T-Zellzahlen expandierten nach adoptivem Transfer. Bei Auftreten eines Lymphoms
wurden A-OVA x A-hu-MYC-Miuse der TEO-Gruppe i.p. mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX behandelt.
Drei Tage nach Chemotherapie (=Tag 0) wurden 1x10° OT-1-Zellen i.v. transferiert. Am Tag 7, 14 und 21
wurden OT-1-T-Zellzahlen (iiber OVA-SIINFEKL-Multimer) A) und B-Zellzahlen (iiber CD19) B) im

peripheren Blut durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehler (n=9).
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Die TEO-Gruppe zeigte im Vergleich zur TE-Gruppe kein signifikant verlangertes rezidivfreies
Uberleben nach Chemotherapie. Das Uberleben betrug fiir beide Gruppen 34 Tage nach EDX-
Behandlung.
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Abbildung 30: TEO-Mause zeigten kein verlingertes rezidivfreies Uberleben. A-OVA x A -MYC Tiere mit
spontanen Tumoren, wurden i.p. mit einer Dosis von 250 mg/kg EDX behandelt (=TE-Gruppe). Die TEO-
Gruppe erhielt zusatzlich eine Behandlung mit adoptivem Transfer von 1x10° OT-1-T-Zellen (Log-Rank-

Test, Kaplan-Meier-Kurve).

Obwohl sich eine messbare Expansion der OT-1-Zellen zeigte, konnte keine signifikante
Verbesserung des Uberlebens nach Chemo-Immuntherapie im Vergleich zu Chemotherapie allein

erreicht werden.

3.2.2 Tiere mit langer Tumorlatenz zeigen eine langere Remissionsdauer nach

adoptivem T-Zelltransfer

In der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve (s. Abbildung 30) fiel auf, dass tiber 40 % der TEO-M&use
eine langere Remissionsdauer zeigten. Diese Tiere (s. auch Abbildung 31A) wiesen auch eine
langere Latenzzeit (s. Abbildung 31B) bis zum Auftreten des Primarlymphoms auf. Diese Latenzzeit
betrug mindestens 133 Tage (19 Wochen) nach Geburt. Der Mittelwert der Latenzzeit fiir TEO-
Mause betrug 116,7 Tage. Mause mit langerer Latenz wurden als ,TEOspat”“ Gruppe definiert.
Tiere mit klrzerer Latenzzeit wurden als ,TEOfriih“ Gruppe definiert. Sie zeigten eine Tumorlatenz
von hochstens 105 Tagen (15 Wochen). Tumorlatenzen zwischen TEOspat- und TEOfriih-Gruppe

waren signifikant unterschiedlich (p=0,0159, Mann-Whitney-Test).
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Abbildung 31: TEO-Mause mit iberdurchschnittlich hoher Remissionsdauer A), in Rot dargestellt,
(Median), zeigten B) eine iiberdurchschnittliche Latenzzeit bis zum Auftreten primdrer Lymphome

(Mittelwert). Unterschiede in A) und B) waren nicht signifikant (Mann-Whitney-Test).

Vergleicht man das Uberleben der TEOfriih und der TEOspat-Gruppe nach Chemotherapie, so
ergeben sich hier signifikante Unterschiede. TEO-Mdause mit langer Tumorlatenz zeigten
gegeniiber TEO-M&3usen mit raschem Tumorauftreten einen deutlichen Uberlebensvorteil.
Wahrend TEOspat-Tiere im Median 172 Tage rezidivfrei iberlebten, waren es bei TEOfriih-Tieren
nur 28 Tage. TEOfriih-Mause unterschieden sich damit nicht von TE-M&usen, die unabhangig von
der Tumorlatenz nach Behandlung im Median 43 Tage Uberlebten, wahrend die Gabe von OT-1-T-
Zellen bei TEOspat-Tieren diese signifikant von TEspat-Tieren unterschied, welche 34 Tage
Uberlebten (s. Abbildung 32). Je langer die Latenzzeit der TEOspat-Tumore, desto langer war auch

die Remissionsdauer nach adoptivem T-Zelltransfer.
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Abbildung 32: Tiere mit langer Tumorlatenz zeigen ein signifikant lingeres rezidivfreies Uberleben nach
Chemo-Immuntherapie. In der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve wurde das rezidivfreie Uberleben
unterschiedlicher Versuchstiergruppen verglichen (TE = Tumor-Endoxan-Behandlung, TEO = Tumor-
Endoxan-OT-1-Behandlung, friih = kurze Tumorlatenz bei Primartumor, spat =lange Tumorlatenz bei

Primartumor, Log-Rank-Test).
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die Latenzzeit bis zum Auftreten des Primarlymphoms bzw.
das Alter der Mause zum Zeitpunkt des Primarlymphoms eine entscheidende Rolle fiir die
Wirksamkeit des adoptiven OT-1-Transfer spielte. Bei langerer Latenzzeit bzw. hoherem Alter der

Maus zeigte sich eine deutliche Verbesserung des Uberlebens nach adoptivem T-Zelltransfer.

3.2.3 Rezidivierte Tumore sind Antigen-positiv

Wie im Tumormodell mit transplantierten Tumorzellen (vgl. 5.1.10) wurden rezidivierte Tumore
auf die Selektion von Antigenverlustvarianten untersucht. Um zu Uberpriifen, ob in den TEO-
Rezidiven noch OVA-Transkript hergestellt wurde, wurde eine gPCR durchgefiihrt (s.
Abbildung 33A). Es stellte sich heraus, dass bei TEO-Rezidiven kein Verlust der OVA-mRNA
stattgefunden hatte. Unterschiede zwischen TE- und TEO-Rezidiven waren nicht signifikant. Eine
hohe Streuung innerhalb der Gruppe der TE-Rezidive war durch einen Tumor zu erkldren, der
besonders viel OVA-mRNA aufwies (#1214 mit 6 A.U.). Ob OVA auch auf Proteinebene exprimiert
und auf den Tumorzellen prasentiert wurde, wurde immunologisch untersucht. OT-1-T-Zellen
wurden fir 20h im Effektor-Target-Verhaltnis 1:2 mit rezidivierten TEO-Lymphomzellen
kokultiviert. Als Kontrollen wurden eine OVA-positive und eine OVA-negative Lymphomzelllinie
verwendet. AnschlieRend wurde im ELISA die IFNy-Konzentration im Zellkulturiiberstand
bestimmt. OT-1-T-Zellen sekretierten im Kontakt mit rezidivierten Zellen in der Kokultur noch
deutlich nachweisbare Mengen (4410 pg/ml — 37609 pg/ml) von IFNy (Abbildung 33B). Ahnlich
viel IFNy wie in der Positiv-Kontrolle wurden nur bei einem besonders friihen TEOfriih-Rezidiv und
sonst bei TEOspat-Rezidiven nachgewiesen. Auf das TEOspat-Rezidiv #1213, das sich nach der
langsten Remissionsdauer entwickelt hatte, war keine T-Zellreaktion erfolgt. Dies bestatigte die
geringe Menge OVA-Transkript, die in der gPCR ermittelt wurde (0,01 A.U.) und damit als
Ausnahme den OVA-Antigenverlust. Rezidiv #1848 mit der geringsten positiven OT-1-T-
Zellreaktion (4411 pg/ml Konzentration IFNy) wies eine hohe OVA-Transkriptmenge (1,10 A.U.)
auf. Hingegen bewirkte Rezidiv #1096 eine starke IFNy-Sekretion (37609 pg/ml), exprimierte aber
weniger OVA-mRNA (0,32 A.U.). Ein Zusammenhang zwischen der Starke der T-Zellreaktion und

dem Ausmal der OVA-Expression der Rezidive konnte damit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 33: Rezidivierte Lymphome TEO-behandelter Lymphome waren OVA-positiv. A) Mit den
rezidivierten Tumorzellen nach Chemotherapie und OT-1-Transfer wurde eine qPCR durchgefiihrt. Als
Positiv-Kontrolle wurden rezidivierte TE-Tumorzellenzellen, als Negativ-Kontrolle eine OVA-negative
Zelllinie verwendet. Gezeigt sind die Mittelwerte der relativen Menge (A.U. — arbitrary units) der OVA-
mRNA (TE n=5, TEO n=8) mit Standardfehler. Unterschiede sind nicht signifikant (Mann-Whitney-Test). B)
OT-1-T-Zellen wurden fiir 20 h 1:2 (E:T) mit rezidivierten TEO-Lymphomzellen kokultiviert. Im ELISA
wurde die Konzentration von IFNy im Kulturiiberstand gemessen. Als Positivkontrolle wurde eine OVA-
positive Lymphomzelllinie, als Negativkontrolle eine OVA-negative Linie verwendet. In einem Balken sind
je 4 Ansdtze der jeweiligen Probe im Mittelwert mit Standardabweichung zusammengefasst. Die Rezidive

sind von links nach rechts nach Zeitpunkt ihres Primartumors geordnet.

Die durchflusszytometrische Analyse der Zellen nach 20 h Kokultur zeigte, dass die OT-1-T-Zellen
in allen Ansatzen durch Kontakt mit antigenpositiven rezidivierten Tumorzellen expandiert waren.
Die OT-1-T-Zellen die im Verhaltnis 1:2 (E:T) in Kultur gebracht worden waren, lagen nun etwa im
Verhaltnis 1:1 zu den Lymphomzellen vor (s. reprdsentatives Beispiel in Abbildung 34). Bezliglich
des friihen Aktivierungsmarkers CD69 auf den T-Zellen zeigten sich Unterschiede zwischen
TEOfrih- und TEOspat-Rezidiven. Wahrend bei Kontakt mit TEOfriih-Tumorzellen der
Aktivierungsmarker bei etwa drei Viertel der Zellen nach 20h negativ vorlag und
dementsprechend schon wieder zuriickgegangen zu sein schien oder nur von einem Teil der OT-1-
T-Zellen prasentiert worden war, waren T-Zellen in den TEOspat-Kokulturen vollstandig CD69-
positiv. Die Mittlere Fluoreszenzintensitat wurde in Abbildung 34B verglichen. Nach 7 Tagen
Kokultivierung waren die rezidivierten B-Lymphomzellen der TEOfriih-Gruppe noch in gleicher Zahl
wie nach 20 h vorhanden, wahrend in der TEOspat-Gruppe nur T-Zellen und zum Teil andere

Tumor-infiltrierende Zellen (CD19°, CD8’) lbrig geblieben waren. Die Vitalitdtskontrolle (ohne OT-
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1) zeigte, dass die Lymphomzellen allein lebensfahig waren. In der Kokultur mit dem rezidivierten
TEOspat-Lymphom #1096 (Abbildung 34) war eine Immunreaktion abgelaufen, die die OT-1-T-

Zellen sogar 7 Tage lang aktiviert gehalten hatte.

Adoptiver OT-1-Transfer nach Chemotherapie hatte im autochthonen Tumormodell nicht zur
Selektion von Antigenverlustvarianten gefiihrt. Die Ursache fiir die Rezidivierung muss daher in

anderen Mechanismen gesucht werden.

Zwischen rezidivierten TEOfriih-Lymphomen und rezidivierten TEOspat-Lymphomen zeigten sich
Unterschiede in der Fahigkeit OT-1-T-Zellen zu aktivieren. In Kultur mit rezidivierten TEOfriih-
Lymphomen reagierten OT-1-T-Zellen mit verminderter Aktivitdt und waren nicht in der Lage die
Lymphomzellen zu eliminieren. Diese Beobachtung koénnte darauf hinweisen, dass TEOfriih-

Lymphome in der Lage sind spezifische CD8-T-Zellen innerhalb kurzer Zeit zu inhibieren.

66



A B
TEOfriih-Rezidiv #1848

800

15000 -
21,9%
400 —
o 10000
o
007 o
o
0 20h =
Z 5000
"] 68,2 %
4007 i o_
Y N B
2007 Q;b\'\ oa,\"\ogé\)er
U : 03‘ T I 1'03 ' WIG ‘ 1'0 v : 03‘ "D‘ ‘ 1'03 ‘ 1'0A I 1'05 04 OA
TEOspat-Rezidiv #1096
"1 81,2 %
400 ( \ _
2007 /
. / 20h
— ™ ! 74,4 %
E (
®© 00 b
N |
: [ L
N 007
‘ | . . 7d
—»CD8 — CD69
(CD8 Gate)

Abbildung 34: TEOfriih-Rezidive inhibieren die OT-1-T-Zellaktivitat. OT-1-T-Zellen wurden fiir 20 h 1:2
(E:T) mit rezidivierten Tumorzellen kokultiviert. Als Vitalitdtskontrolle wurden rezidivierte
Lymphomzellen allein mitgefiihrt (farbig hinterlegt). Fiir jeden Ansatz wurden durchflusszytometrisch
nach 20 h und nach 7 Tagen B-Zellzahlen (CD19"), T-Zellzahlen (CD8") und CD69-positive T-Zellen (CDS8’,
CD69") gemessen. In A) ist jeweils eine reprisentative Kokultur gezeigt. B) Grafisch dargestellt ist die
mittlere Fluoreszenzintensitit des Aktivierungsmarkers CD69 (CD8-Gate) auf TEOfriih-Rezidiven kurzer
Remissionsdauer (n=3) und TEOspéat-Rezidiven langer Remissionsdauer (exklusive OVA-negatives Rezidiv,
n=2), mit Mittelwerten und Standardabweichung. Unterschiede waren aufgrund der geringen Fallzahlen

nicht signifikant (Mann-Whitney-Test).
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4. Diskussion

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden c-myc-getriebene B-Zelllymphomlinien mit bcl-2-
Uberexpression und p53-Verlust generiert, die Resistenz gegeniiber Chemotherapie zeigten.
Untersucht wurde, ob diese Apoptose-Defizienzen im Mausmodell auch negativen Einfluss auf die
Behandlung mit adoptivem T-Zelltransfer haben. Fiir die entsprechenden Versuche erwies sich das
vielfach eingesetzte Modellantigen OVA als Zielantigen gut geeignet, da es im H2° MHC-Kontext
immunogen wirkt und eine bereits gut charakterisierte OVA-spezifische T-Zellantwort auslést’. Als
OVA-tolerantes Mausmodell wurde die A-OVA-Maus generiert, die OVA spezifisch in ihrem B-Zell-
Kompartiment exprimiert. Anhand von zwei verschiedenen OVA-exprimierenden Zelllinien konnte
gezeigt werden, dass Mause mit transplantierten Chemotherapie-resistenten bcl-2-
Uberexprimierenden Tumoren nach Chemotherapie und adoptivem T-Zelltransfer von OVA-
SIINFEKL-spezifischen OT-1-T-Zellen einen deutlichen Uberlebensvorteil aufweisen und
mehrheitlich sogar eine anhaltende Remission erreichen. Dieser Uberlebensvorteil zeigte sich,
wenngleich auch weniger stark ausgepragt, ebenfalls bei ersten Versuchen mit p53-defizienten

Tumoren.

Im autochthonen Tumormodell wurde untersucht, ob spontan auftretende Tumore der A-OVA x A-
Myc-Maus durch Chemotherapie und adoptiven T-Zelltransfer kurierbar sind. In diesem Fall
handelte es sich um primare Lymphome, die gut auf die Chemotherapie ansprachen und zum
Zeitpunkt des OT-1-T-Zelltransfers nicht mehr tastbar waren. Insgesamt zeigte sich nach
Behandlung mit Chemotherapie und adoptivem T-Zelltransfer keine Verbesserung zur
Chemotherapie allein. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass innerhalb der Gruppe der mit T-
Zelltherapie behandelten Lymphome zwei Untergruppen existieren: Das Ansprechen auf T-
Zelltherapie war abhdngig von der vorausgegangenen Tumorlatenz, d.h. spat auftretende

Lymphome zeigten sich empfindlicher gegeniiber adoptiver T-Zelltherapie.

4.1 Antigenverlust bei transplantierten bcl-2-iiberexprimierenden Lymphomen nach

Chemotherapie und adoptivem T-Zelltransfer

Rezidive bei behandelten bcl-2-liberexprimierenden Lymphomzellen sowie in der Kontrollgruppe
ohne bcl-2-Uberexpression waren auf die Selektion von Antigenverlustvarianten zuriickzufiihren.
Der Verlust des Antigens OVA hatte nicht nur in den Zelllinien stattgefunden, die durch retrovirale

Transduktion mit dem OVA-Plasmid hergestellt worden waren (2910VA-Bcl2, 2910VA), sondern
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auch in Lymphomzellen, in denen OVA urspriinglich als Transgen vorgelegen hatte (110Bcl2,
110PC, 110GFP). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von OVA durch den
Abbruch der OVA-Transkription eingestellt wurde. In einer aktuellen Studie wurden vergleichbare
Versuche mit adoptivem Transfer von OT-1-T-Zellen bei retroviral transduzierten OVA-
exprimierenden B16-Tumoren (Melanom) durchgefiihrt. Kaluza et al.”” konnten nachweisen, dass
in den resultierenden Antigenverlustvarianten das gesamte OVA-Gen deletiert war. Da auch das an
OVA gekoppelte Resistenzgen fehlte, war davon auszugehen das ein Verlust der gesamten OVA-
Plasmidsequenz stattgefunden hatte. Ahnlich war auch in unseren Versuchen das mit OVA (iber
die interne Ribosomeneintrittstelle fusionierte GFP-Gen mit betroffen. Kaluza et al. zeigten, dass
der Verlust des Antigens aktiv durch den Einfluss der OT-1-T-Zellen ausgelost wurde. Sie wiesen
nach, dass, die in B16-Zellen vorliegende, genomische Instabilitdt durch den T-Zellkontakt noch
erhoht wurde. Den Verlust der Plasmidsequenz erklarten sie damit, dass dieser moglicherweise in
besonders fragile chromosomale Bereiche integriert hatte. Dementsprechend koénnten diese
Bereiche besonders empfanglich fiir Rearrangements — ausgeldst durch T-Zelldruck — sein. Dies
kénnte in dieser Arbeit nicht nur fir die retroviral transduzierten OVA-Zellen zutreffen, sondern
auch fur die OVA-transgenen Zelllinien aus der Kreuzung der ACTB-OVA x A-Myc-Maus. In beiden
Fallen liegt das OVA-Gen nur hemizygot vor, was den Antigenverlust beglinstigen wiirde. In
weiteren Versuchen muss daher gepriift werden, ob das OVA-Gen noch vorhanden ist. Alternativ
konnte auch DNA-Methylierung der Grund fir den Transkriptverlust sein. Mehrere Studien haben
bereits einen durch Methylierung bedingten Antigenverlust gezeigt, der durch den Einsatz

demethylierender Agenzien riickgangig gemacht werden kann’®*°

. Auch die Aquirierung von
Punktmutationen kénnte zum Antigenverlust fihren. Bei den Antigenverlustvarianten der bcl-2-
Uberexprimierenden Zelllinien und den dazugehdrigen Kontrollen misste das OVA-Gen so
betroffen sein, dass auch die Transkription des nachgeschalteten GFPs verhindert wird. Dies ware
zum Beispiel durch Punktmutationen in der Promoterregion moglich, wie es in einer Studie bei

Tet-TagLuc-Tumoren mit Dox-regulierter Onkogenabhangigkeit beobachtet wurde®.

4.2 Einfluss von bcl-2-Uberexpression auf die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von

Antigenverlustvarianten

Da Rezidive immer nur im Zusammenhang mit Antigenverlust auftraten, lie8 sich schlussfolgern,
dass die seltener rezidivierenden bcl-2-iiberexprimierenden Tumore Eigenschaften besitzen, die
diesen Prozess weniger wahrscheinlich machen. Verdnderung im Zellgenom, die zufillig zu

Antigenverlust fihren, kdnnen nur bei genetischer Instabilitit und haufiger Zellteilung
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vorkommen. Moglich ware also, dass bcl-2-Uberexprimierende Zellen durch verringerte
Teilungsgeschwindigkeit bzw. Wachstumsarrest nach Behandlung mit Chemotherapie weniger
genetischen Veranderungen ausgesetzt sind. Viele Studien weisen darauf hin, dass Bcl-2 neben
der Funktion als Apoptoseinhibitor auch Einfluss auf die Zellzyklusprogression nehmen kann
(Uberblick®®). Bei einem der ersten Experimente, in denen dieser Zusammenhang auffiel, wurde
erwartet, dass bcl-2-Uberexpression p53-vermittelten Wachstumsarrest in vitro wieder aufhebt.
Uberraschenderweise aber bewirkte Bcl-2 selbst, dhnlich wie p53, eine Unterdriickung des
Zellwachstums®. In Versuchen mit Serumentzug und gleichzeitiger myc-Aktivierung konnte gezeigt
werden, dass Bcl-2 den Eintritt in die S-Zellzyklusphase verzogert. Dabei wurde vermutet, dass
myc-Aktivitat tiber die Hochregulation von p27, einem Inhibitor von Zyklin und Zyklin-abhangige-
Kinasen (CDK), ahnlich wie p16 und p21, unterdriickt wurde®*. In vielen Studien erwies sich bcl-2-
Uberexpression generell ohne Einfluss auf die Proliferationsrate und bewirkte erst bei

887 \Wenn das Zellkulturmedium erst

suboptimalen Kulturbedingungen einen Wachstumsarrest
spat erneuert wurde, zeigten bcl-2-Uberexprimierende Zelllinien dieser Arbeit anschlieend haufig
einige Tage lang Proliferationsarrest (Daten nicht gezeigt), wahrend andere Zelllinien ungehindert
weiter proliferierten. Dieses Phdanomen konnte darauf hinweisen, dass die bcl-2-
iberexprimierenden Zellen zur Sicherung des Uberlebens bei Nahrstoffentzug in der Go/G;-
Zellzyklusphase verblieben waren. Dieser Wachstumsarrest hielt sogar noch einige Zeit Gber den
Stressausldser hinaus an. Ahnlich kénnte der Vorgang auch in vivo nach EDX-Behandlung, wie auch
schon fiir andere Apoptose-induzierenden Agenzien gezeigt®®, ablaufen. Bcl-2-iiberexprimierende
Zellen konnten auf den Stressfaktor Chemotherapie mit dem voriibergehenden Verharren in der
Go/G;-Zellkyklusphase reagieren. Dadurch wird ein ldngeres proliferationsfreies Intervall
geschaffen, das die Entstehung von Antigenverlustvarianten verzogert und eine effektivere
Elimination des Lymphoms durch spezifische T-Zellen ermdoglicht. Dieser Effekt ware angesichts
der oben beschriebenen Studien von Kaluza et al.,, die auf eine erhéhte durch T-Zelldruck
ausgeldste genomische Instabilitdt hinweisen, von enormer Bedeutung. Um diese Vermutungen

experimentell zu Uberprifen, sollte in zukiinftigen Versuchen die Zellzyklusphase bcl-2-

exprimierender Zellen kurz nach Chemotherapie und ihre p27-Expression untersucht werden.

Inzwischen gibt es auch Hinweise dafiir, dass humane Tumore mit bcl-2-Uberexpression durch
zytotoxische T-Zellen eliminiert werden kénnen. So haben Godal et al.®® in vitro gezeigt, dass
humane bcl-2-Uberexprimierende B-Zelllymphome durch zytotoxische T-Zellen lysiert werden
konnen. Diese Ergebnisse werden unterstlitzt von der Beobachtung, dass die allogene
Stammazelltransplantation bei chemorefraktdren Bcl-2-positiven follikuldaren Lymphomen durchaus
Erfolge zeigt®. Losgelost von adoptivem T-Zelltransfer weisen Studien auf Bcl-2 als positiven
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prognostischen Faktor hin. So ist bcl-2-Uberexpression bei kolorektalem Karzinom (nach
Chirurgie)®, bei Brustkrebs (unabhingig von der Behandlungsart)’’, bei malignem peritonealem
Mesotheliom (nach Chirurgie und Chemotherapie)®® und weiteren Krebsarten mit giinstigerem
Ausgang assoziiert. Erklarungen gibt es daflir bisher kaum, vermutet wird jedoch ein
verlangsamtes Wachstum der Tumore durch die Rolle des Bcl-2-Proteins bei der Regulation des
Zellzyklus. Beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom® konnte gezeigt werden, dass die Expression
von bcl-2 die Neoangiogenese des Tumors herunter reguliert. Auch solche Funktionen des Bcl-2-

Proteins konnten zur Erklarung der Ergebnisse dieser Arbeit beitragen.

Statt des erwarteten Phianomens der Seneszenz bei bcl-2-liberexprimierenden Tumoren in vivo
konnten in den hier beschriebenen Versuchen, kaum dauerhaft arretierte Zellen nachgewiesen
werden. In vitro konnte gezeigt werden, dass seneszente Zellen durch antigenspezifische
zytotoxische T-Zellen erkannt und lysiert werden konnen. Zieht man in Betracht, dass
Antigenverlust in unserem Modell vermutlich durch voriibergehenden Bcl-2-vermittelten
Zellzyklusarrest eingeschrankt wurde, so ist anzunehmen, dass die in vivo auftretenden

seneszenten Zellen ebenfalls ein gutes Ziel fir T-Zellvermittelte Eliminierung darstellen.

4.3 Rolle der p53-Defizienz fiir das verbesserte Uberleben von Tumoren nach

Chemotherapie und adoptivem T-Zelltransfer

Als zweiter Einfluss von Apoptosedefekten auf adoptiven T-Zelltransfer wurde der Verlust des
Tumorsuppressorproteins p53 untersucht. In den Versuchen mit transplantierten p53'/'-
Lymphomzellen zeigte sich nach Chemotherapie und adoptivem Transfer auch bei diesem Defekt
eine verbesserte Remission, aber im geringeren AusmaR als bei bcl-2-Uberexpression. Inwiefern
p53-Verlust zum seltenerem Auftreten von Antigenverlustvarianten beitragen kdnnte, ist unklar.
Die Tatsache, dass p53 nur in seiner funktionellen Form Zellzyklusarrest vermitteln kann, schlieft
eine dhnliche Ursache — wie oben bei bcl-2-liberexprimierenden Lymphomen vermutet — aus.
Nachteilig fur die hier gezeigten Untersuchungen war, dass aufgrund des Ursprungs der p53-
negativen Zelllinie als Kontrolle nur die p53-profiziente Zelllinie 2910VA zur Verfligung stand. Auch
miussen die Versuche zur Bestdtigung der Ergebnisse mit einer zweiten p53-negativen Linie

durchgefiihrt werden.

Interessant war in diesem Fall, dass in den Rezidiven ein von GFP entkoppelter Antigenverlust
stattgefunden hatte. Damit ist der Verlust der gesamten retroviral transduzierten Plasmidsequenz

ausgeschlossen. Da das GFP-Gen im Plasmid dem OVA-Gen nachgeschaltet ist, entfallen als
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Ursachen ebenfalls Methylierungen oder Punktmutationen in Promotersequenzen. Moglich waren
Punktmutationen im OVA-Gen, die zu einem veranderten Protein fihren. Wahrscheinlicher
erscheint die Moglichkeit, dass OVA zwar exprimiert, aber nicht prasentiert wird, z.B. durch Verlust
des Mechanismus fir die Antigenprozession. Durch das Fehlen des p53-Proteins als , Hlter des
Genoms”, z.B. als Vermittler von DNA-Reparaturmechanismen, ist davon auszugehen, dass die
genetische Instabilitat der p53-defizienten Zellen im Vergleich zu p53-profizienten Zellen deutlich

erhoht ist.

Interessant wire es zu ermitteln, ob bcl-2-Uberexpression bei Behandlung p53-defizienter Tumore
zu weiteren Verbesserungen fiihrt. Unabhadngig von adoptivem T-Zelltransfer hat sich die
Kombination von bcl-2-Uberexpression und p53-Verlust bei kolorektalem Karzinom schon als

positiver prognostischer Faktor erwiesen®.

4.4 Antigenverlustvarianten und Tumorgrofle

Je groRer der Tumor desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass zum Zeitpunkt der Behandlung
schon von selbst Varianten mit Antigenverlust entstanden sind®® bzw. desto groRer ist der
Zeitgewinn der Tumorzellen solche Varianten zu entwickeln, ehe sie von Effektor-T-Zellen
eliminiert werden. Da sich die Heterogenitit von Tumoren ab einer Zellzahl von 10° entwickelt,
was etwa einer TumorgroBe von 10 mm Durchmesser entspricht und erst dann die Rede von
einem klinisch relevanten Tumor sein kann®, muss als Kritikpunkt angebracht werden, dass die
transplantierten Tumore zum Zeitpunkt der Behandlung fiir dieses Kriterium zu klein waren. Die
Tendenz dafiir, dass grofle Tumore kaum regredieren oder schnell Rezidive entwickeln, konnte
auch in den Versuchen dieser Arbeit beobachtet werden. Studien von Spiotto et al. und
Schietinger et al. weisen darauf hin, dass Antigenverlustvarianten durch Eliminierung des

%97 Dies war aber nur mit

Tumorstromas auch bei grofen Tumoren lysiert werden kdnnen
tumorspezifischen CD8"-Zellen in Abhangigkeit von CD4*T-Zellen méglich”. Da in unserem Modell
im T-Zellkompartiment durch zentrale OVA-Toleranz keine OVA-spezifischen CD4-T-Zellen
vorhanden waren, konnten diese auch nicht dazu verhelfen Antigenverlustvarianten zu
eliminieren. Um Rezidive dadurch zu verhindern dass groRe Tumore schneller lysiert werden,
kdnnten in zukiinftigen Versuchen hohere OT-1-T-Zellzahlen eingesetzt werden und T-Zellen Gber
IL-2 und OVA-Vakzinierung zusatzlich stimuliert werden®. Eine weiterfiihrende Maglichkeit mit

Antigenverlustvarianten umzugehen, ware T-Zellen auf ein zweites Antigen, zum Beispiel das

tumortreibende Myc® anzusetzen. Es wurde schon gezeigt, dass der Einsatz zweier
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unterschiedlicher T-Zell-Populationen, OT-1 und gp100-spezifische Pmel-T-Zellen, bei B160OVA-

Tumoren deutlich mehr Antigenverlust-Variationen verhindern konnte'®.

4.5 T-Zelltoleranz im autochthonen Tumormodell

Da B-Zellen im autochthonen Modell nicht nur OVA exprimieren, sondern auch myc
Uberexprimieren, kommt es in diesem Modell spontan zur Entwicklung neoplastischer B-Zellen.
Das heildt, dass auch nach erfolgreicher Behandlung eines Lymphoms ohne Rezidiv ein neues
Lymphom auftreten kann. Der Memory-Effekt der transferierten T-Zellen war hier deshalb
besonders wichtig. Allerdings zeigte sich schon an der nach dem T-Zelltransfer wieder
zunehmenden Zahl normaler B-Zellen im peripheren Blut, dass diese B-Zellen entweder nicht
erkannt wurden oder dass keine funktionellen OT-1-Gedachtniszellen vorhanden waren. Zellen
rezidivierter Lymphome im autochthonen Modell konnten, von einer Ausnahme abgesehen, in
vitro zumindest kurzzeitig OT-1-Zellen aktivieren. Dies zeigte, dass es sich nicht um
Antigenverlustvarianten handelte. Nur in einem rezidivierten Lymphom konnte nach einer langen
Remission von 294 Tagen der Verlust der OVA-mRNA durch gPCR nachgewiesen werden. Rezidive

ohne Antigenverlust weisen auf die Induktion von T-Zelltoleranz hin.

Bei Transferversuchen von OT-1-T-Zellen in A-OVA-Ma&use wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass
OT-1-Zellen trotz vorhandenem Zielantigen auf den B-Zellen nicht expandierten. Erst der Transfer
nach Chemotherapie erméglichte die Proliferation der OT-1-Zellen. Uber die negative Selektion,
d.h. die Eliminierung autoreaktiver T-Zellen im Thymus, wird die zentrale Toleranz geschaffen
(Uberblick™). Diese liegt auch in unserem A-OVA-Mausmodell fiir das OVA-Protein vor, da es als
Selbstantigen von B-Zellen exprimiert wird. Da prinzipiell liber negative Selektion nicht alle
autoimmunen T-Zellen erfasst werden, konnen T-Zellen auch Uber Toleranzmechanismen der
peripheren Organe inaktiviert werden (Uberblick'®?). Dieser Vorgang wurde durch adoptiven

103

Transfer spezifischer T-Zellen gegen ein Selbstantigen im Mausmodell nachgewiesen™". Die in der

vorliegenden Arbeit transferierten OVA-spezifischen OT-1-Zellen werden in der A-OVA-Maus somit
ebenfalls als autoimmune T-Zellen erkannt und inhibiert. Allgemein werden dendritische Zellen

104,105

(dendritic cells, DCs), die wichtigsten antigenprasentierenden Zellen , als Vermittler fir

periphere Toleranz verantwortlich gemacht. Doch es konnte gezeigt werden, dass auch B-Zellen als

106109 pieser Effekt war nur

antigenprasentierende Zellen in der Lage sind T-Zellen zu inhibieren
bei persistierender Antigenprasentation zu beobachten. Mit Hilfe eines chimaren Mausmodells

mit retroviral veranderten OVA-exprimierenden B-Zellen zeigten Werner-Klein et al.'®, dass diese
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antigenprasentierenden B-Zellen in OT-1-Zellen direkt Toleranz induzieren. Toleranz zeigte sich in
klonaler Deletion nach kurzzeitiger Aktivierung der T-Zellen sowie in Anergie der transferierten T-

Zellen.

Pralimindre Daten aus Kokulturversuchen mit den Rezidiven weisen bei rezidivierten Lymphomen
kurzer Latenzzeit auf die Fahigkeit hin, CD8-Effektor-Aktivitat zu inhibieren. OT-1-T-Zellen zeigten
20 h nach Kontakt mit rezidivierten Lymphomzellen kurzer Latenzzeit Expansion und IFNy-
Sekretion, aber nur zum Teil die Hochregulation des friihen Aktivierungsmarkers CD69 und keine
Lyse. Moglich ware, dass alle OT-1-Zellen der Kokultur zu Beginn aktiviert waren, aber innerhalb
von 20 h durch immunsuppressive Wirkungen der Lymphomzellen schon wieder deaktiviert
wurden. Hingegen stimulierten die rezidivierten Lymphomzellen langer Latenzzeit (bis auf die
Ausnahme mit Antigenverlust) alle OT-1-Zellen zu CD69-Hochregulation, IFNy-Sekretion,
Proliferation und Lyse der Lymphomzellen. Weshalb diese Lymphome rezidivierten, obwohl sie
selber keine immunsuppressive Wirkung vermittelten, musste im Einfluss des Stromas bzw.
anderer Wirtszellen, wie zum Beispiel der normalen B-Zellen, begriindet sein. Der Unterschied
zwischen TEOfrih-Rezidiven und TEOspat-Rezidiven kdnnte also darin bestehen, dass die B-
Lymphomzellen kurzer Latenzzeit noch in der Lage sind direkt T-Zellen zu tolerisieren, wahrend
diese Funktion bei Lymphomen spater Latenzzeit nicht mehr oder verlangsamt vorhanden ist.
Moglicherweise nimmt die Fahigkeit der B-Zellen bzw. des Immunsystems allgemein periphere
Toleranz zu induzieren mit dem Alter ab. Dies wirde erklaren, weshalb OT-1-T-Zellen bei
Lymphomen langer Latenz noch Einfluss auf das rezidivfreie Uberleben nehmen konnten und

sogar ein Rezidiv mit Antigenverlust bewirkten.

Auch regulatorische T-Zellen (CD4'CD25'Foxp3*-Zellen) sind dafiir bekannt, dass sie periphere
Toleranz vermitteln'™. Da die Depletion dieser Zellen durch den Antikérper PC61 in der A-OVA-
Maus keine Anderung nach OT1-Transfer bewirkte (Daten nicht gezeigt), konnte davon
ausgegangen werden, dass diese Zellen hochstens eine untergeordnete Rolle spielen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit lassen vermuten, dass die hier beobachtete T-Zelltoleranz durch B-Zellen
vermittelt wird. Nicht auszuschlieRen ist jedoch, dass auch andere Zellen wie DCs bzw. weitere

Mechanismen daran beteiligt sind.

4.6 Aggressivitat von Lymphomen in Abhdngigkeit ihrer Latenzzeit

In dieser Arbeit wurde bei autochthonen Tumoren mit langer Tumorlatenz nach Behandlung mit

Chemotherapie und antigenspezifischen T-Zellen eine verlangerte Remission beobachtet. Diese
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kénnte nicht nur darauf zurtickzufiihren sein, dass T-Zelltoleranz-induzierende Mechanismen mit
dem Alter abnehmen, sondern auch darauf, dass Tumore mit kurzer Latenzzeit aggressiver
wachsen als solche, die erst spater auftreten. Bei einem Grof3teil humaner Neoplasien wurde im
Gegenteil beobachtet, dass Tumore in dlteren Patienten aggressiver sind (Uberblick''). Insgesamt
ist die Aggressivitdt fir Tumore eines Krebstyps zwischen Jugend und Alter aber schlecht
vergleichbar, da Tumore in alteren Patienten oft weniger aggressiv therapiert werden und
unterschiedliche genetische Veranderungen aufweisen. An den genetischen Hintergrund
anknipfend konnte eine mogliche Erklarung fir die Ergebnisse dieser Arbeit auch in
unterschiedlichen B-Zelllymphomarten je nach B-Zell-Differenzierungsstatus liegen. Im Ep-MYC-
Mausmodell, das urspriinglich fiir ein lymphoblastisches B-Zelllymphom-Modell gehalten wurde,
konnten je nach Zeitpunkt des Auftretens des primaren Tumors genetische Signaturen fir

unterschiedliche Lymphomarten identifiziert werden*

. Die Heterogenitat der Rezidive des A-OVA
X A-MYC-Mausmodells kdnnte darauf hinweisen, dass A-OVA x A-MYC-Mause bzw. die A-MYC-Maus
ebenfalls verschiedene Lymphom-arten reprasentieren, die sich nach unterschiedlichen
Latenzzeiten entwickeln. Da die myc-Uberexpression allein die B-Zellen noch nicht in Krebszellen
umwandelt, sind weitere Transformationen der Zellen nétig™. Moglich wére, dass bei Lymphomen
kurzer Latenzzeit friih eine entartende Mutation mit groBem Einfluss auf die Aggressivitat der

Zellen stattfindet, wahrend Lymphome spaterer Latenzzeit mehrere Mutationen mit geringerem

Einfluss ansammeln bis die Umwandlung zur Malignitat stattfindet.

4.7 Vergleich der Tumormodelle

Am besten vergleichbar mit dem autochthonen Modell ist die Behandlung der transplantierten
110PC-Tumore in der A-OVA-Maus. Diese produzierten dhnlich wenig OVA-mRNA wie A-OVA x A-
MYC-Tumore (vgl. Abbildung 26 und Abbildung 33). OVA stellte in beiden Fallen ein Selbstantigen
dar. Zum Zeitpunkt des T-Zelltransfers lagen normale B-Zellen, die moglicherweise Toleranz
vermitteln, durch die Chemotherapie depletiert vor. Wahrend Rezidive im Transplantationsmodell
Antigenverlustvarianten waren, die darauf hinwiesen, dass OVA-positive Tumorzellen von den OT-
1-T-Zellen eliminiert werden konnten, waren Rezidive des autochthonen Modells mit einer
Ausnahme immer noch antigenpositiv. Ein wichtiger Unterschied bestand darin, dass A-OVA x A-
MYC-Tumore deutlich sensitiver auf Chemotherapie reagierten. Es ist daher anzunehmen das
mogliche Antigenverlustvarianten des Primarlymphoms vorerst gemeinsam mit OVA-positiven
Lymphomzellen durch die Chemotherapie eliminiert werden. Nach Regeneration der

toleranzinduzierenden B-Zellen kann in den Rezidiven oder sekundaren Lymphomen des
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autochthonen Modells keine Selektion von Antigenverlustvarianten mehr stattfinden. Im
Transplantationsmodell hingegen werden nach OT-1-Transfer alle OVA-positiven Lymphomzellen
eliminiert. Chemotherapie-resistente Antigenverlustvarianten bleiben zuriick und bilden die
Grundlage fiur Rezidive. Die Regeneration des B-Zellkompartiments nach T-Zelltransfer spricht in
beiden Modellen dafir, dass kein T-Zellgedachtnis ausgebildet werden konnte. Daflir spricht
ebenfalls die Beobachtung, dass fiir diesen Vorgang die Hilfe von spezifischen CD4-Zellen nétig

103,113

ist , welche durch zentrale Toleranz der CD4-Zellen gegen OVA ausgeschlossen ist.

4.8 Fazit

Adoptiver T-Zelltransfer verspricht in vielerlei Hinsicht Fortschritte in der Behandlung aggressiver
maligner Erkrankungen. Auch in den Untersuchungen dieser Arbeit konnten mit Hilfe des Transfers
tumorspezifischer T-Zellen zum Teil dauerhafte Remission und ein verlangertes Uberleben erreicht
werden. Der Chemotherapie-Resistenz-fordernde Apoptoseinhibitor Bcl-2 erwies sich in diesem
Zusammenhang als begiinstigender Faktor. Viele Strategien gehen dahin, Apoptoseinhibitoren der

Bcl-2-Famile auszuschalten (Uberblick®*")

, um die Empfindlichkeit gegenliber Chemo-oder
Strahlentherapie wieder herzustellen. Ein anderer Ansatz, der sich aus den Ergebnissen dieser
Arbeiten ergibt, ware stattdessen bcl-2-Uberexpression fiir Heilungsversuche tber adoptiven T-

Zelltransfer auszunutzen.

In Kombination ergeben das Transplantationsmodell und das autochthone Tumormodell
interessante einander erganzende Werkzeuge zur Untersuchung der Mechanismen des
Antigenverlusts und der T-Zelltoleranz. Das autochthone Tumormodell zeigt, dass die Induktion
von T-Zelltoleranz ein primares Problem fiir den Erfolg des adoptiven T-Zelltransfers mit B-
Zellspezifischem bzw. tumorassoziiertem Zielantigen darstellt. Fiir den adoptiven Transfer sollten
daher T-Zellen eingesetzt werden, die unempfindlich fir die Vermittlung von T-Zelltoleranz sind.
Ein Beispiel flr solche T-Zellen sind, die schon erwadhnten, CAR-T-Zellen, welche schon erfolgreich

*1° 7udem weisen die Ergebnisse der

gegen B-Zellspezifische Malignitaten eingesetzt wurden
Chemo-Immuntherapie im autochthonen Modell darauf hin, dass das Alter des Patienten zum
Zeitpunkt des primadren Tumorauftretens, einen wichtigen Einflussfaktor fiir den Erfolg dieser

Behandlung darstellt.
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6. Anhang

Abkiirzungen

APC Allophycocyanin

Bcl-2 B cell ymphoma-2

BSA Purified Bovine Serum Albumin (Rinderalbumin)
CD Cluster of differentiation

CAR Chimeric antigen receptor

CDK Cyclin dependant kinase

DF-5 Death factor 5

DISC Death inducing signalling complex
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EBV Epstein Barr Virus

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FasL Fas Ligand

FCS Fetal calf serum (Fotales Kalberserum)
FITC Fluorothioisocyanat

FLIP FLICE-like inhibitory protein

GvHD Graft versus Host Disease

GvL Graft versus Leukemia

GvT Graft versus Tumor

HLA Humanes Leukozyten-Antigen

HPV Humanes Papilloma-Virus

IAP Inhibitor of Apoptosis (Apoptoseinhibitor)
IFNy Interferon gamma

Ig Immunglobulin
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MACS®
MDM?2
MFI
MHC
mRNA
MSCV
OVA
PBS

PC

PCR

PE
PE-Cy7
PerCP
RNA
SASP
s.C.
TGF-
TNF
TIL
TRAIL

WT

Interleukin

intraperitoneal

intravends

Magnetic cell sorting

Murine double minute 2

Mean fluorescence intensity

Major histocompatibilty complex

Messenger ribonucleic acid

Mouse Stem Cell Virus

Ovalbumin

Phosphate buffered saline

Parental cell line, parentale Zelllinie
Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Phycoerythrin

Phycoerythrin mit Cy7 Konjugat
Peridin-Chlorophyll-Protein

Ribonucleic acid

Seneszenz-assoziierter sekretierender Phénotyp
subkutan

Tumor growth factor f3

Tumor necrosis factor

Tumor infiltrating lymphocytes

Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand

Wildtyp
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