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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Aufgaben des Immunsystems

Der menschliche Organismus ist fiir viele Bakterien, Viren und Parasiten ein idealer Le-
bensraum. Da diese Lebensformen bei der Besiedelung des Korpers schwere Krankheiten
hervorrufen konnen, haben der Mensch und andere héhere Vertebraten im Laufe der Evo-
lution ein komplexes Immunsystem zur Abwehr dieser Krankheitserreger entwickelt. Mit
einer Kombination aus angeborenen, antigenunabhéngigen und adaptiven, anitgenspezifi-
schen Mechanismen hat das Immunsytem ein schlagkréftiges und flexibles Repertoire, um
die meisten Erregern und deren Stoffwechselprodukte, aber auch entartete korpereigene
Zellen, zu eliminieren oder zu neutralisieren.

Das Immunsystem muss aber sicher zwischen korperfremden oder entarteten Zellen und
normalem korpereigenen Gewebe unterscheiden konnen, da eine Fehlregulation des Im-
munsystems zu schweren Autoimmunkrankheiten fiihren kann. Hierbei richtet sich die
zerstorerische Kraft nicht gegen korperfremde Zellen, sondern gegen gesundes Gewebe
des eigenen Korpers.

Bei der Abwehr von Krankheitserregern ist es meist zuerst die antigenunspezifische Im-
munantwort die aktiv wird. Diese Antwort wird durch mechanische Barrieren wie der
Haut, phagozytierende Zellen, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), dem Komplementsys-
tem und Lysozym vermittelt.

Danach wird die antigenabhiingige Immunantwort aktiviert. Da diese Abwehr spezifisch
fiir ein entsprechendes Antigen ist, ist dieser Teil der Immunantwort besonders effektiv.
Die antigenabhingige Immunantwort entwickelt sich erst im Laufe des Lebens, da das
Immunsystem erst erlernen muss, neue Antigene als ,,fremd* zu erkennen. Hat das Immun-
system aber einmal Kontakt mit einem Pathogen gehabt, besitzt es anschliefend ein ,,Ge-
dédchtnis®, sodass bei es bei einer wiederholten Infektion mit dem gleichen Pathogen sehr
viel schneller reagieren kann. Die zelluliren Hauptkomponenten der antigenabhingigen
Immunantwort sind die professionellen antigenprédsentierenden Zellen (APC), wie die
dendritischen Zellen und Makrophagen sowie eine Reihe von Lymphozytenpopulationen.
Die Lymphozytenpopulationen und andere Zellen werden aus den im Knochenmark vor-
handenen pluripotenten Stammzellen gebildet (Abramson et al., 1977; Lemischka et al.,
1986). Die Namen leiten sich aus dem Reifungsort der Zellen ab: B-Zellen reifen im Kno-
chenmark (engl.: bone marrow'), T-Zellen im Thymus. Ein geringer Prozentsatz der Lym-
phozyten zirkuliert in Blut und Lymphe, wihrend der liberwiegende Anteil in den
lymphoiden Organen (Milz, Lymphknoten, Peyersche Plaques, Tonsillen, Thymus und
Knochenmark) lokalisiert ist, wo durch Wechselwirkungen zwischen APC und den Lym-
phozyten die Ausbildung der Immunantwort erfolgt (Ubersicht im Lehrbuch Janeway et
al., 2001). An Hand der exprimierten Molekiile und der Morphologie lassen sich Lympho-
zyten in naive Zellen die noch keinen Kontakt mit Antigen hatten, aktivierte Lymphozyten
(Effektorzellen) und langlebige Memory Zellen unterteilen.

' Der Name hat seinen Ursprung von der bursa der Vogel, wo die B-Zellen zum erstenmal beschrieben wurden.
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1.2 B- und T-Lymphozyten

Die B- und T-Lymphozyten erkennen Antigene iiber spezifische Rezeptoren auf ihrer O-
berfliche und konnen so eine Immunantwort auslésen. Der B-Zell-Rezeptor (BCR) besteht
aus membranstidndigen Immunglobulin-Molekiilen (Ig). Antigene (Ag) werden von dem B-
Zell-Rezeptor und Antikorpern (Ak) unprozessiert in ihrer natiirlichen Form gebunden
(Poljak, 1991). Aktivierte und ausdifferenzierte B-Zellen, auch als Plasmazellen bezeich-
net, sezernieren Antikorper. Im Gegensatz dazu erkennt der T-Zell-Rezeptor (TCR) keine
nativen Proteine, sondern nur Peptide, die prozessiert wurden, im Kontext mit dem passen-
den Haupt-Histokompatibilitits-Antigen (Major Histocompatibility Complex, MHC)
(Doherty et al., 1974; Bjorkman, 1997). Dieses Phanomen wird MHC-Restriktion genannt
und beschrinkt T-Zellen auf die Erkennung von Zell-gebundenem Antigen.

Wihrend der Reifung der T-Zellen im Thymus werden diejenigen Zellen eliminiert, die
korpereigene Antigene erkennen (negative Selektion) und nur solche T-Zellen in die Peri-
pherie entlassen, die MHCI bzw. II Molekiile binden kénnen (positive Selektion).

Die Einzigartigkeit eines jeden Rezeptors wird durch somatische Rekombination der TCR-
codierenden Gen-Sequenzen wihrend der Entwicklung der einzelnen T-Zellen erreicht.
Dieser Mechanismus sorgt auch fiir die hohe Diversitidt des TCR-Repertoire der T-
Zellpopulation. Die Vielseitigkeit des BCR wird durch einen dhnlichen Mechanismus er-
reicht, auch wenn sich dessen Aufbau von dem des TCR unterscheidet. Der heterodimere
TCR besteht bei der Hauptpopulation der T-Zellen aus einer a- und einer p-Kette (a:f-
TCR). Beide Ketten durchspannen die Membran und weisen jeweils eine konstante und
eine variable Region auf. Mit der variablen Region erkennt der TCR das an das MHC ge-
bundene Peptid und bestimmt so die Antigenspezifitiit der T-Zelle (Ubersicht im Lehrbuch
Janeway et al., 2001). Ein kleine Population (ca. 5%) exprimiert einen TCR, der sich aus
einer y- und einer 8-Kette zusammensetzt (y:5-TCR) und eine insgesamt geringere Diversi-
tit in der variablen Region aufweist. Die Funktion der y:5-T-Zellen ist weitgehend unbe-
kannt. Anders als die a:p T-Zellen ist der GroBteil der y:8-T-Zellen nicht in den lymphoi-
den Organen sondern im Gewebe lokalisiert. Es gibt Daten, die dafiir sprechen, dass diese
Zellen eher ein Teil des friithen nichtadaptiven Immunsystems sind und dhnlich wie die
NK-Zellen allgemeine Verdnderungen der Zellen erkennen, darunter auch Nicht-Peptid-
Antigene (Hayday, 2000).

Der TCR ist eng aber nicht-kovalent an den CD3-Komplex gekoppelt, welcher aus CD3y-,
CD3s- und CD3e-Ketten aufgebaut ist. Eng assoziiert ist aulerdem ein Dimer aus zwei ¢-
Ketten oder einer ¢- und einer n-Kette (Weiss, 1991). Diese Molekiile besitzen ausge-
dehnte intrazelluldre Regionen und ITAM-Motive (immunoreceptor tyrosine-based activa-
tion motifs), die dazu dienen, das Signal des TCR weiterzuleiten (Irving and Weiss, 1991;
Letourneur and Klausner, 1992).

Reife a:p-T-Lymphozyten in der Peripherie und den sekundédren Lymphorganen lassen sich
aufgrund ihrer unterschiedlichen Funktion und der exprimierten Korezeptoren in zwei
Subklassen unterteilen: Man unterscheidet CD4-positive T-Helferzellen und zytotoxischen
T-Zellen (CTL), die CDS8 exprimieren. Die Differenzierung in CD4- oder CD8*-T-Zellen
vollzieht sich wihrend der T-Zellreifung im Thymus.
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Die CD4"-T-Helferzellen erkennen Peptid-Antigene, die ihnen im Komplex mit MHC-
Klasse-II-Molekiilen (MHCII) auf der Oberfliche von professionellen antigen-
priasentierenden Zellen (APC) présentiert werden. Da nur APC wie Monozyten,
Makrophagen, B-Zellen und dendritische Zellen MHC Klasse II-Molekiile auf ihrer Ober-
flache tragen (Konig, 2002), sind nur sie in der Lage CD4"-T-Zellen zu aktivieren. Die
Peptide, die auf MHC Klasse II prisentiert werden, sind ca. 12-24 Aminoséduren (AS) lang
und stammen normalerweise von extrazelluldren Antigenen, die durch die APC aufge-
nommen und prozessiert wurden (Rammensee et al., 1995). Der Name T-Helfer-Zellen
leitet sich von ihrer Aufgabe ab, die hauptsichlich in der Unterstiitzung und Kontrolle an-
derer Zellen des Immunsystems besteht. Aufgrund eines unterschiedlichen Musters in der
Zytokinproduktion unterscheidet man bei den CD4"-T-Helferzellen zwischen T, 1- und
Ty2-Zellen. Aktivierte Ty;1-Zellen sezernieren vornehmlich inflammatorische Zytokine wie
IL-2 und Interferon-gamma (IFN-y). IL-2 ist einer der wichtigsten T-Zell-
Wachstumsfaktoren, wihrend IFN-y Makrophagen aktiviert. Diese Klasse von CD4"-T-
Helferzellen unterstiitzt damit vor allem die zellvermittelten Abwehrmechanismen gegen
intrazelluldre Pathogene. Aktivierte Ty 2-Zellen produzieren IL-4, IL-6 und IL-10 und akti-
vieren und unterstiitzten so u.a. die Antikorperproduktion von B-Lymphozyten und férdern
auf diese Weise die Eliminierung extrazelluldrer Pathogene. IFN-y, ein Sekretionsprodukt
der T,1-Zellen, hemmt die Differzierung von Ty2-Zellen, wihrend IL-4 die Entwicklung
der Ty1-Zellen inhibiert. AuBerdem besitzt IL-10 eine suppressive Wirkung auf inflam-
matorische Prozesse, indem es Makrophagen inhibiert. Durch solche Riickkopplungs-
mechanismen wird die einmal eingeschlagene Richtung der T-Zelldifferenzierung (T}l
oder T,2) stabilisiert (O'Garra, 1998).

Eine weitere Subpopulation sind die CD4*/CD25" Suppressor T-Zellen oder regulatori-
schen T-Zellen (T,.,). Diese definieren sich vor allem iiber die hohe Expression der Ober-
flaichenmarker CD25 (IL2a-Kette), CTLA-4 und die niedrige Expression von CD45RB
(Thornton and Shevach, 1998). Sie machen ca. 10 % der CD4"-T-Zellen aus. Die Aufgabe
dieser Zellen besteht vermutlich darin, die Selbsttoleranz zu erhalten und Autoimmunitét
durch autoreaktive T-Zellen zu vermeiden. Die genauen Wirkmechanismen sind bisher
nicht bekannt, doch vermutlich erfolgt die Suppression vor allem durch Zell-Zellkontakt
(Shevach et al., 2001). Eine Schliisselrolle spielt dort moglicherweise das Molekiil GITR
(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor) (Shimizu et al., 2002). Bekannt ist,
dass die Suppression unspezifisch erfolgt und sowohl CD4" als auch CD8*-T-Zellen beein-
flusst (Maloy and Powrie, 2001).

Zytotoxische CD8"-T-Zellen erkennen Antigene, die an MHC-Klasse-I-Molekiile (MHCI)
gebunden sind. Hierbei handelt es sich um acht bis zehn AS lange Peptide, die meist aus
dem Zytoplasma der Zellen stammen. Diese werden prozessiert, in das endoplasmatische
Retikulum geschleust und dann an MHC I gebunden auf der Oberfldche prisentiert. MHC
I-Molekiile werden von fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Den CTL kommt damit
eine besondere Aufgabe bei der Eliminierung virusinfizierter und maligne transformierter
Zellen zu. Aktivierte CD8"-Zellen lysieren ihre Zielzellen oder 16sen bei diesen Apoptose
aus. Dabei setzen sie verschiedene Effektormechanismen ein, u.a. die Freisetzung zyto-
toxischer Granula, die mit Perforin und Proteasen gefiillt sind, oder die Expression des Fas
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Liganden, der in Fas-exprimierenden Zellen Apoptose induziert. Aber auch die Sekretion
von Zytokinen, vor allem von IFN-y, spielt bei CD8" T-Zellen eine wichtige Rolle (Konig,
2002).

1.3 Aktivierung der T-Lymphozyten

Die Aktivierung naiver T-Zellen beginnt durch die Interaktion des TCR mit einem spezifi-
schen Peptid/MHC-Komplex auf der Oberflédche einer APC. Dieses fiihrt zu einer Kreuz-
vernetzung und/oder Konformationsdnderung des TCR und 16st eine Phosphorylierung des
CD3-Komplexes aus, obwohl der TCR-Komplex selbst iiber keinerlei intrinsische Enzym-
aktivitidt verfiigt. Dies aktiviert eine Reihe von Phosphotyrosinkinasen (PTK’s), die iiber
eine Phosphorylierungskaskade von ,,second messengern* das Aktivierungssignal iiber
mehrere Wege in den Zellkern leiten. Zusammen mit einem ebenfalls eingeleiteten Ein-
strom von Calciumionen fiihrt dies zur Transkription von Genen, die fiir die Proliferation
und Aktivierung der T-Zellen verantwortlich sind (Judd and Koretzky, 2000; Lewis, 2001).
Aber nur bei schon aktivierten T-Lymphozyten (Effektor- und Memory Zellen) reicht das
alleinige Signal iiber den TCR (Signal 1) fiir eine vollstindige Aktivierung. Bei naiven T-
Zellen fiihrt dies hingegen nur zu einer partiellen Aktivierung, gekennzeichnet durch eine
VergroBBerung der Zelle und die erhohte Expression von CD69, CD44 und CD25
(Sagerstrom et al., 1993; Ho et al., 1994).

1.4 Kostimulation

Fiir die vollstindige Aktivierung einer naiven T-Zelle, gekennzeichnet durch IL-2-
Sekretion, Proliferation und Differenzierung zur Effektorzelle, bedarf es eines zweiten,
kostimulatorischen Signals. Bleibt dieses zweite Signal aus, erfolgt keine weitere Aktivie-
rung, und die T-Zelle wird apoptotisch oder anerg, d.h. sie kann nicht mehr auf weitere
Antigene reagieren, auch wenn spéter ein kostimulatorisches Signal geliefert wird (Maier
and Greene, 1998). Fiir den Organismus ist dieses Prinzip iiberlebenswichtig, um die peri-
phere Toleranz gegen Selbstantigene aufrecht zu erhalten. Die meisten potentiell selbstre-
aktiven Zellen werden durch die Mechanismen der zentralen Toleranz wéhrend der Rei-
fung im Thymus eliminiert. Dabei werden unreife T-Zellen negativ selektioniert, die ein
Selbstantigen mit hoher Affinitét erkennen. Trotzdem gelangen regelméBig T-Zellen in die
Peripherie, welche Selbstantigene erkennen konnen. Treffen sie in der Peripherie auf ihr
Antigen auf der Oberfldche einer Korperzelle, werden diese T-Zellen aber nicht vollstidn-
dig aktiviert, da die Korperzelle keine Kostimulation geben kann. Die kostimulatorischen
Molekiile kommen i.A. nur auf den professionellen APC des Immunsystems vor, sodass
nur sie in der Lage sind, naiven T-Zellen das Signal zur Umwandlung in eine reife Effek-
torzelle zu geben (Holdorf et al., 2000). Fiir die Aktivierung einer reifen T-Zelle bzw.
Memory-T-Zellen wihrend einer sekundidren Immunantwort ist dann ein deutlich geringe-
res kostimulatorisches Signal erforderlich (Croft et al., 1994).
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1.4.1 Positive Kostimulation durch CD28

Das wichtigste kostimulatorische Signal wird durch die Bindung von CD28 an die beiden
strukturell eng verwandten Molekiile CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) vermittelt. CD80 und
CD86 gehoren zur Immunglobulin-Superfamilie und werden sowohl von professionellen
antigenprisentierenden Zellen als auch aktivierten Lymphozyten exprimiert. Deren Ligand
CD28 ist ein Homodimer aus zwei Glycoproteinen, gehort ebenfalls zur Immunglobulin-
Superfamilie und wird konstitutiv auf ruhenden T-Zellen exprimiert (Lenschow et al.,
1996). CD28 ist als einziges bisher bekanntes kostimulatorisches Molekiil in der Lage,
sowohl eine massive, lang anhaltende IL-2-Produktion zu fordern (Yashiro et al., 1998),
als auch ein Uberlebenssignal zu liefern, das verhindert, dass die T-Zelle bei ihrer Aktivie-
rung anerg wird oder in die Apoptose eintritt (Harding et al., 1992; Sperling et al., 1996).
Das Engagement von CD28 fiihrt zu einer erhohten Zytokinproduktion, Stabilisierung der
mRNA und erhoht die Uberlebensrate von T-Zellen, da es die verstirkte Expression von
anti-apoptotischen Genen wie bcl-x, induziert (Fraser and Weiss, 1992; Boise et al., 1995).
Die Signaltransduktion durch CD28, das selber auch keine intrinsische Enzymaktivitit
besitzt, ist bisher noch nicht vollstindig geklédrt. Vermutlich besitzt CD28 einen von dem
TCR unabhiéngigen Signalweg, doch sind beide Wege eng miteinander verkniipft (Holdorf
et al., 2000).

1.4.2 Weitere kostimulatorische Molekiile

Neben CD28 sind weitere Molekiile bekannt, die eine kostimulatorische Funktion bei der
T-Zellaktivierung besitzen. Allerdings konnen diese allesamt nicht das klassische Signal 2
liefern, welches die T-Zelle vor Apoptose oder Anergie bewahrt, sondern verstirken meist
die liber das TCR-Engagement induzierten Effekte wie Proliferation, Zytokinsekretion und
Differenzierung, indem sie u.a. die Adhision zwischen der T-Zellen und den APC erhohen
(Watts and DeBenedette, 1999). Es sind in den letzten Jahren eine Reihe von neuen Mit-
gliedern der B7-Familie bzw. ihre Liganden auf der Oberfliche von T-Zellen beschrieben
und untersucht worden. Es hat sich gezeigt, dass die Aufgabe dieser Molekiile nicht nur in
der Aktivierung von ruhenden T-Zellen liegt, sondern vor allem lenken sie das Schicksal
der schon aktivierten Zellen und haben eine Rolle bei der Toleranzinduktion, beeinflussen
die T1/T,;2-Entwicklung oder fiihren zur Inhibition der T-Lymphozyten. Man kann des-
halb auch zwischen positiver und negativer Kostimulation unterscheiden.

ICOS und ICOS-Ligand

Das am besten untersuchte neue Molekiil ist ICOS (inducible costimulator), welches nur
auf aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird (Hutloff et al., 1999; Mages et al., 2000).
ICOS ist strukturell eng mit CD28 verwandt, bindet aber nicht an CD80 bzw. CD86. Der
ICOS-Ligand (ICOS-L, B7h, GL50, B7RP-1, LICOS, B7-H2,) wird vor allem auf B-
Zellen und Makrophagen exprimiert. Zytokine wie IFN-y und TNF-a konnen die Expres-
sion auch auf nicht-lymphoiden Gewebe z.B. Leber, Niere und Lunge auslosen (Swallow
et al., 1999; Yoshinaga et al., 1999; Brodie et al., 2000; Ling et al., 2000; Mages et al.,
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2000; Wang et al., 2000). Sowohl das Engagement von CD28, als auch das von ICOS,
induziert die Sekretion von IL-4, IL-5 und IFN-y (McAdam et al., 2000; Gonzalo et al.,
2001a; Riley et al., 2001). Anders als bei CD28 verstirkt das Engagement von ICOS bei
gleichzeitiger Stimulation iiber den TCR die IL-2-Produktion und damit die Proliferation
nur geringfiigig, erhoht aber deutlich die IL-10-Produktion (Beier et al., 2000; Wang et al.,
2000; Gonzalo et al., 2001b; Riley et al., 2001). ICOS Engagement fordert somit die Ex-
pression von Tyl und Ty2 Zytokinen, aber unterstiitzt vermutlich effektiver eine T,2-
Antwort. Obwohl die Expression von ICOS abhingig von CD28 und TCR-Signalen ist,
konnen CD8*-Zellen aus CD28-knock out Méusen ICOS exprimieren. Dabei zeigt sich,
dass ICOS ein Teil der jetzt fehlenden Kostimulation iibernehmen kann (Hutloff et al.,
1999). Moglicherweise besitzen ICOS und CD28 iiberlappenden Signaltransduktionswege
(Burr et al., 2001; Okkenhaug et al., 2001). Wie Befunde bei ICOS™ Miusen zeigen, be-
steht die Hauptaufgabe von ICOS wahrscheinlich bei der Ausbildung von Keimzentren
und der Unterstiitzung der humoralen Immunantwort z.B. Klassenwechsel bei den Anti-
korpern, da diese Mduse u.a. keine IgE-Antikorper bilden konnen und nur sehr geringe
Mengen an IL-4 produzieren (Dong et al., 2001; McAdam et al., 2001; Tafuri et al., 2001).
Das Engagement von ICOS verstidrkt die Expression von CD40L, welches den B-Zellen
tiber CD40 Reifungs- und Differenzierungssignale vermittelt (Dong et al. 2001).

PD1 und die Liganden PD-LI und PD-L2

Ein weiteres Molekiil aus dieser Familie ist PD-1 (programmed death-1). Dieses Trans-
membran-Molekiil besitzt ein ITIM-Motiv (immuno-receptor tyrosinebased inhibitory mo-
tif), welches dafiir spricht, dass PD-1 ein negatives kostimulatorisches Signal vermittelt
(Ishida et al., 1992). Es ist eingehend untersucht worden, dass PD-1 eine wichtige Rolle
bei der positiven Selektion von Thymozyten im Thymus spielt (Nishimura et al., 1996;
Nishimura et al., 2000). PD-1 bindet zwei verschiedene Liganden aus der B7-Familie, die
beide erst kiirzlich beschreiben wurden. Es handelt sich um PD-L1 (B7-H1) und PD-L2
(B7-DC), welche beide auf einem breiten Spektrum von Zellen exprimiert werden kénnen
(Dong et al., 1999; Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001; Tseng et al., 2001).

Die Interaktion von PD-1 und PD-L1/2 fiihrt zu einer Inhibierung der Proliferation von T-
Zellen und auch der Produktion von IL-2, INF-y und IL-10. Die Liganden PD-L1 und PD-
L2 werden moglicherweise von Ty 1- und Ty2-Zytokinen unterschiedlich reguliert, d.h. PD-
L1 wird wihrend einer Ty1-Antwort induziert und PD-L2 wihrend einer T,2-Antwort
(Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). Aulerdem konnte in vitro ein inhibitorischer
Effekt auf die Signaltransduktion des BCR gezeigt werden, sodass PD-1 auch bei der Re-
gulation von B-Zellen eine Rolle spielen konnte (Nishimura et al., 1998). Welche genaue
physiologische Funktion PD-1 in der Peripherie hat, bedarf noch weiterer Untersuchungen.
Das breite Spektrum der PD-L1 und PD-L2 Expression auch auf Zellen die nicht zum Im-
munsystem gehoren, konnte fiir eine Funktion bei der Begrenzung einer inflammatorischen
Immunantwort oder Aufrechterhaltung der Toleranz in der Peripherie verantwortlich sein
(Nishimura et al., 1999; Nishimura et al., 2001).
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Mit B7-H3 ist das bisher letzte Molekiil der B7-Familie entdeckt worden (Chapoval et al.,
2001). Dieses neuste Mitglied der Familie ist eng mit B7RP-1 verwandt, bindet aber nicht
an ICOS. Uberhaupt ist der Ligand noch nicht bekannt. Auf Ebene der mRNA wurde eine
Expression von B7-H3 in einer Vielzahl von Geweben nachgewiesen. Das Molekiil ist aber
sehr stark auf unreifen DC exprimiert und wird nach Aktivierung durch LPS und INF-y
herrunterreguliert. Kostimulation mit B7-H3 fiihrte in vifro zur Proliferation und INF-y-
Produktion von CD4* und CD8" Zellen. Welche Funktion dieses hat, bedarf noch weiterer
Kldrung.

Es ist zu vermuten, dass durch das Human Genome Project weitere potentielle Kandidaten
fiir kostimlatorische Molekiile aus der B7-Familie entdeckt werden, durch die sich dann
evtl. bisher widerspriichliche Befunde aufkliren lassen.

1.5 Abschaltung der T-Zellen

Wihrend die Schritte, die zu einer Aktivierung von T-Zellen fiihren, vergleichsweise gut
verstanden sind, liegen die Mechanismen der negativen Regulation weitgehend im Dun-
keln. Negative Regulation findet sowohl in der frithen Phase der Immunantwort als auch
zu spiteren Zeitpunkten statt, wenn es darum geht, die Immunantwort wieder abzuschal-
ten. Fiir eine negative Regulation in der frithen Phase sind mehrere Mechanismen entdeckt
worden, die fiir eine solche Modulation der Immunantwort verantwortlich sein konnen.
Diskutiert wird u.a. der Einfluss von Killer-Zellen-Inhibitorischen-Rezeptoren (KIR) auf
die Regulation der T-Zellen (Arase et al., 1997; Burshtyn et al., 1996) das oben erwéhnte
PD-1 und regulatorische T-Zellen (Ravetch and Lanier, 2000). An den Regulationsmecha-
nismen in der spiten Phase der Immunantwort sind vor allem negative Riickkopplungsme-
chanismen beteiligt. Diese werden ausgelost durch regulatorische Zytokine und das Fas-
System, welche zu einem Stopp der Proliferation oder zur Apoptose (Ubersichtsarbeit:
Parijs und Abbas, 1998) fiihren. Thema dieser Arbeit ist CD152 = CTLA-4 (engl.: cytoto-
xic T lymphocyte antigen-4), das bisher am besten untersuchte Molekiil mit einer inhibito-
rischen Funktion. Trotzdem sind die genauen molekularen Mechanismen der Inhibition
noch nicht geklirt. Es gibt Befunde, die zeigen, dass CTLA-4 eine regulatorische Funktion
sowohl in der frithen und sehr frithen Phase der T-Zellaktivierung hat, als auch in der
Spitphase der Immunantwort von Bedeutung ist.

1.6 Negative Kostimulation durch CTLA-4

CTLA-4 (CD152) wurde 1987 bei der Suche nach Genen identifiziert, die hauptsichlich
von differenzierten zytotoxischen T-Zellen exprimiert werden. Die cDNA von CTLA-4
wurde nach der subtraktiven Hybridisierung einer murinen CTL cDNA-Bibliothek an die
RNA eines B-Zell-Lymphoms entdeckt (Brunet et al., 1987). CTLA-4 gehort zur Im-
munglobulin-Superfamilie und besitzt auf der Genebene eine 75%ige Sequenzhomologie
zu CD28. Beide Gene liegen beim Menschen zusammen mit ICOS und PD-1 auf Chromo-
som 2 eng zusammen (Shinohara et al., 1994; Coyle et al., 2000; Mages et al., 2000; Ling
et al., 2001). Wie CD28 ist CTLA-4 ein Homodimer aus zwei glycosylierten Peptidketten
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von jeweils 35 kDa Grofe, die iiber Disulfidbriicken kovalent verkniipft sind (Balzano et
al., 1992; Linsley et al., 1992). Die Peptidketten des CTLA-4 besitzen jeweils eine Trans-
membranregion und einen kurzen zytoplasmatischen Teil mit einer Ldnge von 31 Amino-
sduren (AS). Dieser zytoplasmatische Teil des CTLA-4 weist die geringste Homologie zu
CD28 auf, ist aber zwischen Mensch, Maus, Ratte, Kaninchen und Huhn zu 100% konser-
viert (Dariavach et al., 1988; Harper et al., 1991; June et al., 1994a; Oaks et al., 1996).

CTLA-4 und CD28 binden mit CD80 bzw. CD86 die gleichen Liganden (Linsley et al.,
1991). Allerdings bindet CTLA-4 an B7-1 bzw. B7-2 mit einer 50 - 100fach hoheren Affi-
nitdt als CD28. Die hochste Bindungsaffinitit besitzt CTLA-4-B7.1 (K, = 0,2uM); CD28-
B7.2 die niedrigste (K; = 20uM). CTLA-4-B7.2 und CD28-B7.1 liegen dazwischen
(Linsley et al., 1994; Greene et al., 1996; van der Merwe et al., 1997). Aber anders als
CD28 vermittelt CTLA-4 keine positive Kostimulation, sondern ist ein Antagonist zu
CD28 und inhibiert die Aktivierung von T-Lymphozyten bzw. schaltet einmal aktivierte T-
Zellen wieder ab.

Gingen erste Studien noch davon aus, dass es sich bei CTLA-4 um ein positiv kostimulato-
risches Molekiil handelt (Linsley et al., 1992), so brachten andere Experimente mit kreuz-
vernetzten Antikorper Hinweise auf eine inhibitorische Rolle (Walunas et al., 1994;
Krummel and Allison, 1995). Versuche mit CTLA-4-defizienten Médusen gaben dann sehr
deutliche Anzeichen auf eine negativ-regulatorische Funktion von CTLA-4. Die CTLA-4"
Miuse zeigten eine massive Steigerung des Lymphozytenwachstums, das in einer
Lymphadenopathie und Splenomegalie resultierte. Eine Expansion der T-Zellen war schon
5-6 Tage nach der Geburt nachweisbar. Die meisten peripheren T-Zellen waren aktiviert,
zeigten auch ex vivo eine spontane Proliferation und sezernierten diverse Zytokine (IL-2, 3,
4, 6). Die Miuse starben im Alter von drei bis vier Wochen, nachdem die T-Zellen auch in
nichtlymphoides Gewebe eingewandert waren (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995;
Chambers et al., 1997). Es zeigte sich, dass es sich um keinen Defekt der zentralen Tole-
ranz handelte, da sich die Zellen im Thymus normal entwickelten (Tivol et al., 1995; Wa-
terhouse et al., 1995; Chambers et al., 1997). Auch ist vermutlich die Apoptose der T-
Zellen nicht gestort (Waterhouse et al., 1997; Van Parijs et al., 1999). Die T-Zellen konn-
ten unbegrenzt proliferieren, da ein essentielles negatives Signal durch CTLA-4 fehlte.

Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass es sich bei der Lymphproliferation um eine Auto-
immunerkrankung handelt, die von der Anwesenheit von T-Zellen abhingig ist, da ein
Kreuzen von CTLA-4" Miusen mit rag”-Méusen den Ausbruch der Krankheit verhindert.
Ein Riickkreuzen auf eine TCR-transgene Maus konnte die Autoimmunitit nicht wieder-
herstellen, sodass es vermutlich der spezifischen Aktivierung durch Antigen aus der Peri-
pherie bedarf, um die T-Zellen polyklonal zu stimulieren (Waterhouse et al., 1997; Cham-
bers et al., 1998; Chambers et al., 1999; Van Parijs et al., 1999). Es zeigte sich, dass vor
allem CD4"-Zellen aktiviert waren und die Pathologie wohl auch von den CD4"-Zellen
ausgelost wurde, denn eine Depletion der CD4*-Zellen und nicht der CD8*-Zellen verhin-
derte die Lymphproliferation (Chambers et al., 1997). Die Rolle von CTLA-4 bei CD8*-
Zellen ist unklarer. So konnen transgene, fiir ein LCMV-Peptid spezifische CD8"-Zellen
eine LCMV Infektion in CTLA-4""-Miusen normal bekimpfen (Bachmann et al., 1998).
Andere Arbeiten zeigen wiederum, dass bei einer Sekundirantwort in CTLA-4-defizienten
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Miusen auch CD8"-Zellen verstirkt proliferieren (Chambers et al., 1998). Ebenfalls ver-
hindern ldsst sich die Aktivierung durch eine vollstindige Blockade der CD28-abhéngigen
Kostimulation entweder durch Gabe von CTLA-4-Ig oder durch Riickkreuzen von CTLA-
4 Miusen auf CD80/CD86 defiziente Miuse (Tivol et al., 1997; Mandelbrot et al., 1999).
Zusammengenommen haben diese Ergebnisse gezeigt, dass es sowohl spezifischer TCR
als auch CD28 bedarf, um als erstes die CD4*-Zellen und anschlieBend die CD8" zu akti-
vieren. Die normale Funktion von CTLA-4 liegt demnach in dem Abschalten und Begren-
zen der Proliferation von aktivierten T-Zellen. In vitro Versuch mit Antikdrpern haben
allerdings Hinweise darauf gegeben, dass eine Blockade des CTLA-4 auch schon die Akti-
vierung von naiven T-Zellen zu einem sehr friihen Zeitpunkt beeinflussen kann (Brunner et
al., 1999).

1.6.1 Expression

Anders als beim CD28, welches konstitutiv exprimiert wird, ist die Expression von CTLA-
4 streng reguliert. Auf ruhenden T-Zellen ist eine Expression des CTLA-4 mittels Oberfla-
chenfirbung und Northern Blot nicht detektierbar (Linsley et al., 1992; Walunas et al.,
1994; Krummel and Allison, 1996). Nur mittels RT-PCR lie3 sich zumindest eine Expres-
sion auf der mRNA-Ebene zeigen (Chambers and Allison, 1997). Nach einer Aktivierung
von T-Zellen wird die Expression von CTLA-4 sehr schnell verstirkt. Bereits nach einer
Stunde ist dies bei der mRNA sichtbar. Die Oberfldchenexpression ist nach ca. vier Stun-
den in vitro und in situ nachweisbar und erreicht den hochsten Wert nach 24-48 Stunden
(Lindsten et al., 1993). Trotzdem ist das Expressionsniveau insgesamt sehr niedrig: es er-
reicht nur 2-3% des Expressionsniveaus von CD28 auf den gleichen Zellen (Linsley et al.,
1992).

Die Expression des CTLA-4 ist nicht nur auf Transkriptionsebene reguliert. Zusétzlich
wird die Oberflichenexpression durch gezielte Endo- und Exozytose von CTLA-4-
beladenen Vesikeln reguliert. Die Immunfluoreszenzanalysen CTLA-4-transfizierter Zel-
len haben gezeigt, dass ein Grof3teil des CTLA-4 auch in aktivierten Zellen in intrazelluli-
ren Kompartimenten vorliegt und nicht auf der Oberfldache exprimiert wird (Leung et al.,
1995). Die Akkumulation auf der Oberfliche wird durch eine schnelle aktive Internalisie-
rung mittels Clathrin-vermittelter Endozytose verhindert (Chuang et al., 1997). Die Endo-
zytose wird durch eine Assoziation des zytoplasmatischen Teils des CTLA-4 mit der u2-
Untereinheit der mittleren Kette des Clathrin-assoziierten Adaptor-Komplex AP-2 vermit-
telt (Shiratori et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass die Aminosduresequenz Tyr-x-
Xx-® (wobei x eine beliebige Aminosédure und ® eine gro3e hydrophobe Aminoséure ist),
allgemein eine Assoziation des betreffenden Proteins mit der y-Kette des AP-Komplexes
auslost und so fiir die Internalisierung verantwortlich ist (Ohno et al., 1995). Beim CTLA-
4 lautet das entsprechende Motiv Tyr-Val-Lys-Met. Das Tyr165 spielt dabei die entschei-
dende Rolle, denn Tyr 165-Deletionsmutanten konnten nicht mehr an g-2 binden und
zeigten eine lang anhaltende stabile Oberfldchenexpression (Leung et al., 1995).

Shiratotri und Kollegen konnten zeigen, dass auch eine Phosphorylierung von Tyr165
(beim Menschen Tyr201) die Internalisierung verhindern kann (Shiratori et al., 1997). Die-
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se Phosphorylierung wird von src-Kinasen durchgefiihrt, die durch die Signaltransduktion
tiber den TCR aktiviert werden. An der Interaktion mit CTLA-4 in T-Zellen sind vermut-
lich die src-Kinasen Fyn und Lck beteiligt (Miyatake et al., 1998; Chuang et al., 1999;
Chikuma et al., 2000). Die Regulation der Expression stellt sich folgendermaB3en dar: In
nicht aktivierten Zellen liegt das wenige exprimierte CTLA-4 intrazelluldr vor. Gelangt
dennoch welches an die Oberfldche, assoziiert CTLA-4 mit dem nicht phosphorylierten
Tyr165 an AP-2 und wird sofort internalisiert. Nach einer Aktivierung der T-Zellen wird
die Expression von CTLA-4 massiv erhoht und ist auch dann hauptsichlich interzellular
lokalisiert. Im Zuge der Aktivierung wird aber das Tyr165 durch src-Kinasen phosphory-
liert und CTLA-4 verbleibt dann ldnger an der Zelloberfldche. Doch auch in aktivierten
Zellen scheint das CTLA-4 stindig zwischen der Zelloberflache und den Zellkomparti-
menten zu zirkulieren (Linsley et al., 1996).

AuBer auf T-Zellen konnte eine Expression von CTLA-4 auch auf in vitro aktivierten hu-
manen B-Zellen gezeigt werden (Kuiper et al., 1995; Steiner et al., 2001). Pioli et.al.
konnten zeigen, dass CTLA-4 auf B-Zellen durch CD40-Ligation und Gabe von IL-4
exprimiert wird. Auch auf B-Zellen iibt CTLA-4 einen inhibitorischen Einfluss aus (Pioli
et al., 2000).

1.6.2 Molekulare Inhibitionsmechanismen und Signaltransduktion

Wihrend die Funktion von CTLA-4 auf Populations- und auch Zellebene recht gut ver-
standen ist, ist der genaue molekularen Mechanismus, wie CTLA-4 inhibierend wirkt noch
nicht gekldrt. So ist trotz eingehender Forschung die Signaltransduktion durch CTLA-4
bisher recht unvollstidndig aufgeklért. Dass der zytoplasmatische Teil bei allen bisher un-
tersuchten Arten zu 100% konserviert ist, signalisiert einen hohen evolutiondren Druck
diesen Teil unverindert zu lassen (Dariavach et al., 1988; Harper et al., 1991; June et al.,
1994b; Oaks et al., 1996; Ohno et al., 1999). Dies deutet auf eine wichtige Rolle bei der
CTLA-4-Funktion hin. Moglicherweise ist aber auch nur die Regulation der Oberflidchen-
expression fiir die Funktion von CTLA-4 extrem wichtig. Der zytoplasmatische Teil des
Molekiils besitzt wie beim CD28 keinerlei eigene enzymatische Aktivitdt und enthélt auch
kein ITIM-Motiv wie das PD-1 (Ishida et al., 1992). CTLA-4 hat zwei Tyrosine sowie eine
Prolin-reiche Region am Ende des zytoplasmatischen Teils (Chikuma et al., 2000). Eine
Aktivierung iiber den TCR fiihrt zu einer Phosphorylierung von endogenem CTLA-4, ob
diese allerdings nur fiir die Oberfldchenexpression von Bedeutung ist, oder auch fiir die
Funktion des CTLA-4 eine Rolle spielt, wird noch diskutiert. Eine Reihe von wichtigen
Molekiilen aus der Signalkaskade des TCR sind in CTLA-4 knock out Miusen hy-
perphosphoryliert, was zu der Annahme fiihrte, dass CTLA-4 in normalen Méuse eine
Phosphorylierung begrenzt, in dem es z.B. Phosphatasen rekrutiert (Marengere et al.,
1996). Es konnte eine Interaktion der SH containing phosphatase 2 (SHP-2) mit CTLA-4
und dem TCR gezeigt werden (Schneider and Rudd, 2000). Da dies aber in in vitro Uber-
expressionssystemen geschah und andere Arbeitsgruppen keine Funktion von SHP-2 zei-
gen konnten, bleibt die Rolle von SHP-2 kontrovers (Baroja et al., 2000; Cinek et al.,
2000). Diskutiert wird auBerdem eine Interaktion mit SHP-1, JAK?2 und neuerdings den
Phosphatasen PP2A und PP6 (Chuang et al., 2000).Wihrend diese und andere Daten eher
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von einem Einfluss des CTLA-4 auf die Phosphorylierung unmittelbar am TCR (CD3C)
sprechen, zeigen andere Arbeiten eine Intervention erst auf der Ebene der ERK und Jun-N-
terminal Kinase (JNK) im MAP-Kinase Signalweg (Calvo et al., 1997). Eine neue Arbeit
hat zeigen konnen, dass eine Koligation von CD3 und CTLA-4 in ruhenden T-Zellen zu
einer Inhibition der Phosphorylierung des Tyr319 von ZAP70 durch SHP-1 fiihrt. Dies
verhindert dann die Bindung von p56'* an ZAP70 und blockiert so die weitere
Signaltransduktion (Guntermann and Alexander, 2002). Auf der Ebene der Transkription
fiihrt die CTLA-4-Ligation letztendlich zu einer Inhibition der Transkriptionsfaktoren NF-
kB, NF-AT und AP-1(Fraser et al., 1999; Olsson et al., 1999).

Diskutiert wird auch eine Inhibition dadurch, dass die fiir eine Signaltransduktion vom
TCR zum Kern wichtigen Kinasen vom CTLA-4 praktisch ,,weggefangen* werden. Die
Kinasen binden an CTLA-4 und werden bei der Internalisierung aus dem Bereich des TCR
entfernt und konnen das Signal nicht weiterleiten. Dies konnte evtl. erkldren, warum man
eine Bindung von SHP-2 an CD28 und CTLA-4 zeigen konnte.

Neben einer Inhibition durch ein direktes intrazelluldres Signal ist CTLA-4 auch in der
Lage durch eine Kompetition mit CD28 um die Liganden B7.1 und B7.2 die Kostimulation
und damit die Aktivierung der T-Zellen zu stoppen (Nakaseko et al., 1999). Zwar ist die
Expression des CTLA-4 insgesamt sehr viel geringer als die des CD28, doch kolokalisiert
CTLA-4 mit dem TCR an der Kontaktstelle zwischen der T-Zelle und der APC (Linsley et
al., 1996) und findet sich in der immunologische Synapse (Egen and Allison, 2002). Da-
durch konnte die lokale Konzentration an CTLA-4 im Bereich der Kontaktstelle hoher sein
als die von CD28. Moglicherweise ist dies vor allen dort entscheidend, wo die B7-
Expression schwach ist (Carreno et al., 2000). Die stdrkere Affinitit der Liganden zu
CTLA-4 wiirde dann zu einer bevorzugten Bindung an CTLA-4 fiihren und ein Engage-
ment von CD28 verhindern. Fiir diese These spricht, dass CTLA-4 ohne den zytoplasmati-
schen Teil in der Lage ist, u.U. eine Immunantwort zu inhibieren (Nakaseko et al., 1999;
Baroja et al., 2000). Dass dieses alleine aber nicht ausreicht, wurde dadurch gezeigt, dass
die Expression von trunkiertem CTLA-4 in CTLA-4""-Miusen das Einsetzen der
Lymphproliferation zwar verzogert, es aber nicht verhindern konnte (Masteller et al.,
2000).

Die Aufkldrung der Struktur der Bindung von CTLA-4 an B7 hat weitere Hinweise gelie-
fert, wie CTLA-4 allein durch die Bindung an B7 das kostimulatorische Signal storen
kann. Beide Molekiile sind Homodimere und es scheint, als binde ein CTLA-4-Molekiil
jeweils zwei B7-Molekiile. Auf diese Weise bildet sich dann ein hochaffiner Multimer-
komplex (Schwartz et al., 2001; Stamper et al., 2001). Dieses, zusammen mit der hoheren
Affinitdt von B7 an CTLA-4 (die moglicherweise auch aus dieser Struktur entsteht),
konnte dazu fiihren, dass der geordnete Aufbau der immunologischen Synapse so gestort
wird, dass wichtige Signalmolekiile nicht mehr zueinander finden. In diesem Zusammen-
hang ist es interssant, dass CTLA-4 nur in cis mit dem TCR wirkt und nicht wie CD28 in
trans, wenn B7 auf einer antigen-defizienten Zelle exprimiert wird (Griffin et al., 2000).
Die unterschiedlichen Kinetiken der B7.1 und B7.2 Expression haben zu der Hypothese
gefiihrt, dass konstitutiv oder sehr schnell exprimiertes B7.2 fiir die Aktivierung der T-
Zellen verantwortlich ist und B7.1 anschlieBend fiir die Fortdauer der Immunantwort. B7.1
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wird erst nach 3-4 Tagen auf der Oberfliache vieler APC exprimiert (Lenschow et al.,
1996). B7.1 bildet dann mit CTLA-4 einen extrem stabilen Komplex, der zum Abschalten
der T-Zellen fiihrt.

Wahrscheinlich spielen beide Wege, die direkte Signalweiterleitung und die Kompetition
mit CD28 um B7, bei der negativen Regulation durch CTLA-4 eine Rolle. Moglicherweise
tun sie dies zu unterschiedlichen Zeitpunkten und bei unterschiedlicher Stirke des TCR
und CD28-Signals.

1.6.3 CTLA-4 beeinflusst den Zellzyklus, nicht den Zelltod

Unabhingig davon, wie CTLA-4 ein negatives Signal weiterleitet, im Endeffekt fiihrt ein
Engagement von CTLA-4 zu einer Reduktion der IL-2 Produktion und verminderten IL-2-
Rezeptor Expression (Krummel and Allison, 1996). Daraus resultierend wird die weitere
Aktivierung der T-Zelle verhindert. Dieser Vorgang unterscheidet sich aber von dem Akti-
vierungs-induzierten-Zelltod durch Apoptose. Es konnte gezeigt werden, dass CTLA-4 die
Expression von anti-apoptotischen bcl-x, -Genen nicht beeinflusst (Blair et al., 1998) und
die FAS/FAS-L-vermittelte Apoptose auch in CTLA-4-defizienten Miusen funktioniert.
Die Beobachtung, dass T-Zellen nach CTLA-4-Engagement durch Apoptose sterben
(Gribben et al., 1995), ist vermutlich kein direkter Effekt, sondern auf den dadurch ausge-
l6sten IL-2-Mangel zuriickzufiihren. Es scheint vielmehr so, als wiirde ein Engagement
von CTLA-4 ein Fortschreiten des Zellzyklus aktiv verhindern. Versuche mit normalen
und CTLA-4-defizienten Médusen haben gezeigt, dass aktivierte T-Zellen klonal expandie-
ren, diese Expansion aber in normalen Miusen durch die verstirkte Expression von CTLA-
4 nach ca. drei Zellzyklen gestoppt wird, wihrend in CTLA-4"-Miusen keinen Kontroll-
mechanismus zu existieren scheint, der diese Expansion limitiert (Doyle et al., 2001). Ein
Engagement von CTLA-4 fiihrt demnach in normalen Zellen zu einem Stopp des Zellzyk-
lus in der G1-Phase und verhindert einen Ubergang zur S1-Phase (Greenwald et al., 2002).
Verursacht wird dies durch eine Inhibition der TCR-induzierten Produktion von cdk 4, cdk
6 und Cyclin D3. AuBlerdem verhindert CTLA-4-Engagement den CD28-induzierten Ab-
bau von p27*"!, einem Zellzyklus Inhibitor (Brunner et al., 1999).

1.6.4 CTLA-4 und Toleranz

Eine wichtige Funktion hat CTLA-4 offensichtlich bei der Aufrechterhaltung der periphe-
ren Toleranz. Arbeiten in mehreren in vivo Mausmodellen konnten zeigen, dass CTLA-4
moglicherweise bei der Induktion, aber vor allem bei der Aufrechterhaltung der Toleranz
eine entscheidende Bedeutung hat (Karandikar et al., 1996; Luhder et al., 1998; Karandikar
et al., 2000; Hurwitz et al., 2002). Eine potentiell autoreaktive T-Zelle, die in der Periphe-
rie ihr Antigen sieht wiirde nicht aktiviert werden, da die Kostimulation in Form von B7
fehlt. Gleichzeitig wiirde diese Zelle durch CD3-Ligation induziertes CTLA-4 exprimie-
ren, welches bei einem nachfolgenden Kontakt mit dem Antigen in Kombination mit B7
dafiir sorgt, dass die Aktivierungsschwelle der T-Zelle so weit angehoben wird, dass die
selbstreaktive T-Zelle nicht aktiviert werden kann. In NOD-Mdusen, die spontan einen
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schweren Diabetes entwickeln, fiihrt eine Blockade des CTLA-4 zu einem friihzeitigen
Ausbruch der Krankheit und einem schweren Verlauf (Luhder et al., 1998). Kontrovers
diskutiert wird noch die Frage, ob CTLA-4 nur eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Toleranz, oder auch bei der Induktion der Toleranz spielt (Perez et al., 1997; Samoilova et
al., 1998; Walunas and Bluestone, 1998). Werden in einem EAE-Modell Miuse mit fi-
xierten Splenozyten tolerisiert, sodass eine anschlieBende Immunisierung den Ausbruch
der Krankheit verhindert, kann die Gabe von anti-CTLA-4 wihrend der Tolerisierung die-
ses nicht verhindern. Blockiert man CTLA-4 allerdings gleichzeitig mit der Immunisie-
rung, werden die tolerisierten Zellen wieder aktiv (Eagar et al., 2002). Neben einem direk-
ten Einfluss bei der Toleranzaufrechterhaltung wird diskutiert, ob CTLA-4 auch eine
aktive Rolle bei der Funktion von regulatorischen T-Zellen spielt. Auch bei Menschen
wird CTLA-4 mit einigen Autoimmunkrankheiten in Verbindung gebracht. Allerdings gibt
es keine direkten Beweise, sondern es handelt sich um Studien, die versuchen, einen Zu-
sammenhang zwischen Polymorphismen in der CTLA-4-Genregion und der Suszeptibilitit
von Krankheiten zu belegen (Holopainen and Partanen, 2001; Chang et al., 2002).

1.6.5 CTLA-4 und regulatorische T-Lymphozyten

CTLA-4 ist mit der Funktion der erst kiirzlich beschriebenen regulatorischen T-Zellen in
Zusammenhang gebracht wurden, da diese neben CD25, wenig CD45RB und CD4 auch
CTLA-4 konstitutiv exprimieren (Salomon et al., 2000; Takahashi et al., 2000). Aber in
wieweit CTLA-4 auch zu den regulatorischen Eigenschaften der T, aktiv beitrégt, ist un-
gewiss. Zwar sind die T, hyporesponsiv und produzieren z.B. kein IL-2 (Thornton and
Shevach, 1998). Dies konnte moglicherweise auf den Einfluss von CTLA-4 zuriickzufiih-
ren sein, da ein Engagement von CTLA-4 die IL-2 Produktion unterbindet, doch es konnte
gezeigt werden, dass auch T, aus CTLA-4""-Miusen eine, wenn auch schwiichere, regu-
latorische Wirkung haben (Takahashi et al., 2000).

Eine weitere Hypothese besagt, dass der Phinotyp der CTLA-47"-Miuse auf dem Ausfall
eines 10slichen Faktors beruht und dass die Ligation von CTLA-4 im normalen Organis-
mus die Ausschiittung eines inhibitorischen Zytokins induziert. Ein Kandidat dafiir ist
TGF-pB (Metzler et al., 1999; Gomes et al., 2000). Jedoch konnte gezeigt werden, dass
CTLA-4 auch in TGF-B™ /Smad3™-Miusen die Proliferation von T-Zellen inhibieren
kann und dass CTLA-4"" Miuse normale Mengen TGF-f produzieren (Sullivan et al.,
2001). AuBerdem fiihrt in diesen Studien die Kreuzvernetzung von CTLA-4 in normalen
Mauszellen nicht zur Produktion von TGF-f. Ohne einen (unbekannten) 16slichen Faktor
zu postulieren, sind allerdings die Ergebnisse sehr schwer zu erkldren, dass Knochenmark-
chimire aus CTLA-4"- und Wildtypmiusen keine Lymphproliferation etc. entwickeln
(Bachmann et al., 2001).
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1.6.6 CTLA-4 und die Aktivierung von T-Lymphozyten

Wihrend es den Anschein hat, dass in den CTLA-47"Méusen vor allem die Sekundirant-
wort durch das Fehlen von CTLA-4 beeinflusst wird und CTLA-4 in normalen Zellen eine
Rolle bei der Abschaltung und Begrenzung der Immunantwort spielt, zeigen viele in vitro
Versuche inhibitorische Wirkung schon in den frithen Stadien der Aktivierung von naiven
Zellen. So konnte die Inhibition der Induktion von IL-2 durch kreuzvernetzte Antikorper
schon nach 4 h nachgewiesen werden (Brunner et al., 1999). Dies bedeutet auch, dass auf
naiven T-Zellen bzw. schon nach wenigen Stunden physiologische Mengen von CTLA-4
auf der Oberfldche der Zellen exprimiert werden miissen. In Abb. 1 ist ein vereinfachtes
Modell dargestellt, wie die Integration der verschiedenen Signale von CD28, CTLA-4 und
TCR zu einer Aktivierung oder Attenuierung der T-Zellantwort fiihren kann. Ein starkes
TCR-Signal ohne Kostimulation fiihrt zur Anergie, die vermutlich irreversibel ist (Abb.
1.A). Durch das TCR-Engagement wird eine geringere Menge CTLA-4 exprimiert. Dieses
spielt eventuell bei der Aufrechterhaltung der Anergie/Toleranz eine wichtige Rolle (siehe
oben). Erhilt eine T-Zelle ein starkes TCR-Signal von einer nur schwach aktivierten APC
ist die Menge an B7 limitierend und TCR-induziertes CTLA-4 kann aufgrund seiner hohe-
ren Affinitit CD28 aus der Bindung zu B7 verdridngen und so die Aktivierung stoppen
(Abb. 1B). Evtuell erhoht dies auch nur die Aktivierungsschwelle fiir die T-Zelle, sodass
dies nicht zur Anergie fiihrt und die T-Zellen bei einer nachfolgenden Stimulation mit aus-
reichend Kostimulation zur Proliferation gebracht werden konnen. Wird eine T-Zelle von
einer aktivierten APC mit viel B7 stimuliert, ist die Menge an CTLA-4-limitierend und das
restliche B7 kann erfolgreich an CD28 binden, wie in Abb. 1C dargestellt. Dies fiihrt dann
zur IL-2-Produktion und anschlieBender Proliferation der T-Zelle. Eine durch die Aktivie-
rung der T-Zelle induzierte verstirkte CTLA-4 Expression fiihrt dann spiter zu einem Ab-
bruch der Proliferation. Hat die stimulierte T-Zelle einen TCR der nur eine niedrige Affi-
nitdt zu dem von der aktivierten APC prisentierten Peptid aufweist, reicht die durch
CTLA-4 vermittelte Inhibition aus, um das schwache TCR-Signal zu blockieren (Kuhns et
al., 2000). Auch hier kommt es zu keiner oder nur schwachen Proliferation der Zellen.
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A: Kein B7

nicht APC

MHC/Peptid

Keine Proliferation
irreversible (?) Anergie

C: Viel B7
TCR mit normaler Affinitat

B: B7 ist limitierend

Keine Proliferation
reversible (?) Anergie

D: Viel B7
TCR mit niedriger Affinitat

APC APC

Proliferation Keine Proliferation

Abb.1 Modell zum Einfluss des CTLA-4 auf die Aktivierung von T-Zellen.

CTLA-4 beeinflusst wohl auch, wie polyklonal eine T-Zellantwort ausfillt. Auf der einen
Seite verhindert das Engagement von CTLA-4, dass T-Zellen mit einem niedrig-affinen
TCR aktiviert werden. Auf der anderen Seite inhibiert CTLA-4 wohl auch besonders stark
aktivierte T-Zellen (Chambers et al., 1999). Bei Versuchen in transgenen Systemen mit
starken und schwachen Agonisten hat sich gezeigt, dass CTLA-4 besonders die Immun-
antwort auf die starken Agonisten inhibiert (Kuhns et al., 2000). In einer normalen nicht
manipulierten Maus bewirkt die Gabe von anti-CTLA-4 eine relative Vermehrung antigen-
spezifischer T-Zellen und eine Erhohung der mittleren Affinitét der aktivierten Zellen.

Eine Erkldrung, warum gerade T-Zellen mit einem besonders hochaffinen TCR reguliert
werden, konnte sein, dass diese auch am meisten CTLA-4 exprimieren. Dabei korreliert
nicht die absolute Menge an CTLA-4 mit der Funktion (Alegre et al., 1998), sondern bei
starker Aktivierung iiber den TCR kommt es auch zu einer verstidrkten Translokation des
CTLA-4 zur immunologischen Synapse (Egen and Allison, 2002).

CTLA-4 hat in der T-Zelle wahrscheinlich mehrere Aufgaben: 1.: In ruhenden T-Zellen
verhindern geringen Mengen CTLA-4 auf der Oberflidche eine Aktivierung durch eine
schwaches TCR-Signal und/oder limitierende B7-Level. 2.: Wird eine autoreaktive T-Zelle
in der Peripherie nur durch den TCR aktiviert, sorgt darauf hin exprimiertes CTLA-4 da-
fiir, dass bei einer nachfolgenden Stimulierung mit B7 die Aktivierungsschwelle nicht er-
reicht werden kann. 3.: Wird eine T-Zelle aktiviert, kann CTLA-4 immer noch regulierend
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eingreifen. Die erhohte Expression bei sehr starker Aktivierung und daraus resultierende
Attenuierung der T-Zellantwort wiirde dann verhindern, dass ein einzelner T-Zellklon die
Immunantwort dominiert. Wenn keine externen Signale dies verhindern, stoppt die Ex-
pression von CTLA-4 nach einigen Zellzyklen den Ubergang von der G1/0-Phase in die S1
Phase und blockiert so die weitere Proliferation. Zusitzlich wird (iiber unbekannte Signal-
wege) die Expression von IL-2 und IL-2-Rezeptor gestoppt und die Aktivierung der T-
Zellen inhibiert.

1.7 Manipulation der Kostimulation

Vermutlich ist das Immunsystem nicht nur in der Lage Infektionen abzuwehren, sondern
auch maligne Transformationen von korpereigenen Zellen zu erkennen. Obwohl ein solche
Aufgabe von T-Zellen noch diskutiert wird, ist es bekannt, dass viele Tumore Antigene
prisentieren, die potentiell von T-Zellen erkannt werden konnen. Die meisten Tumore sind
aber auch dann nur schwach immunogen und konne keine T-Zellantwort auslosen, da sie
keine Liganden fiir die Kostimulation exprimieren. Dieser Umstand fiihrt dann dazu, dass
die T-Zellen statt den Tumor anzugreifen anerg bzw. tolerant werden.

Es hat sich gezeigt, dass es moglich ist, Tumorzellen ex vivo mit B7.1 oder B7.2 zu transfi-
zieren und Miuse dann mit den Transfektanten zu vakzinieren. Die B7-exprimierenden
Tumorzellen dienen als APC fiir die T-Zellen. Sie initiieren eine Immunantwort, die in der
B7-unabhingigen Effektorphase zu einer Eliminierung der nicht-transfizierten Tumore
fiihrt. Diese Versuche wurden erfolgreich im Mausmodell durchgefiihrt, wobei die Trans-
fektanten eine effektive Immunabwehr auslosten, die z.T. in vollstindiger Eliminierung der
B7-negativen Tumore resultierte. Auerdem wurde ein immunologisches Gedichtnis etab-
liert, sodass eine spitere Gabe von Tumorzellen nicht mehr zum Ausbruch von Krebs
fiihrte. Allerdings war diese Vakzinierung bei schon etablierten Tumoren weniger effektiv.
Ahnliche Studien wurden in vitro mit humanen Zellen durchgefiihrt, und auch dort gelang
es, die Immunantwort gegen Melanomzellen durch B7-transfizierten Tumorzellen zu ver-
starken. Bei anderen mit B7-transfizierten Tumorzellen war dies jedoch nicht erfolgreich.
Moglicherweise exprimierten diese Tumorzellen keine Peptide, die von T-Zellen erkannt
werden, oder die Dichte der prisentierten Peptide war insgesamt zu gering, um eine Im-
munantwort auszulosen (Ubersichtsarbeiten: (Allison et al., 1995; Antonia, 1999)).

1.7.1 CTLA-4-Blockade und Tumorabwehr

Doch trotz der Unkenntnis iiber die genauen Mechanismen, mit denen CTLA-4 die T-
Zellenantwort inhibiert, konnte gezeigt werden, dass eine Blockade der negativ-
regulatorischen Funktion von CTLA-4 zu einer Verstirkung der T-Zellantwort fiihren kann
(Walunas et al., 1994; Kearney et al., 1995; Krummel and Allison, 1995; Krummel et al.,
1996). Daraus resultierte die Uberlegung, ob eine solche Blockade auch in der Krebsthera-
pie einsetzbar ist. Auf diese Weise liee sich dann eine schwache Immunantwort ausrei-
chend verstidrken. Es hat sich gezeigt, dass eine Blockade von CTLA-4 bei einer Reihe von
experimentellen Tumorerkrankungen in Méusen zu einer erfolgreichen Bekdmpfung des
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Tumors fiihrte, dazu zidhlten colorectales Carcinom, Nierencarcinom, Lymphom und
Fibroblasten Zell-Linien (Leach et al., 1996; Yang et al., 1997; Shrikant et al., 1999; So-
tomayor et al., 1999). In einigen Modellen war es moglich, den Tumor auch noch dann zu
bekidmpfen, wenn die Gabe der anti-CTLA-4 Antikorper erst 14 Tage nach Implantation
der Tumorzellen erfolgte (Leach et al., 1996) oder Tumor-induzierte Hyporesponsivitit
aufzuheben (Shrikant et al., 1999; Sotomayor et al., 1999). In all diesen Systemen scheint
es so, als wird eine positiver Effekt nur dann erreicht, wenn der Tumor eine zumindest
geringe Immunogenitit aufweist. Durch die Kombination von anderen Strategien mit der
CTLA-4-Blockade kann man dieses Problem moglicherweise 16sen. Als erfolgreich hat
sich kombinierte Gabe von anti-CTLA-4-Ak mit GM-CSF (engl. = granulocyte-
macrophage colony-stimulating-factor) transfizierten Tumorzellen erwiesen (Dranoff et al.,
1993; Dunussi-Joannopoulos et al., 1997; van Elsas et al., 1999). Auch zusammen mit ei-
ner niedrig dosierten Chemotherapie konnte eine Blockade von CTLA-4 zur erfolgreichen
Eliminierung eines Tumors beitragen (Mokyr et al., 1998).

Die Bekdmpfung eines Tumors durch eine solche Immuntherapie hitte den Vorteil, dass
man keine Kenntnisse iiber die genauen tumorspezifischen Antigene haben muss. Aller-
dings besteht die Gefahr, dass es auf diese Weise auch autoreaktive T-Zellen generiert
werden, da CTLA-4 auch eine Rolle bei der aktiven Aufrechterhaltung der peripheren To-
leranz spielt.
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1.8 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Durch die kombinierte Gabe von B7-transfizierten Tumorzellen und blockierenden Anti-
korpern gegen CTLA-4 konnten im Tiermodell beachtliche Erfolge bei der Tumorvakzi-
nierung und Bekdmpfung erzielt werden. In dieser Arbeit sollte gekldrt werden, ob man
mit vergleichbaren Mitteln auch bei Menschen die Immunantwort gegen Tumorzellen ver-
stiarken kann.

Hierzu sollte ein in vitro Modell etabliert werden, welches die Immunreaktion auf Tumor-
antigene imitiert. Wir wihlten eine allogene T-Zellantwort auf Melanomzellen. Allo-MHC
und -Peptid imitierten hierbei tumorspezifische Antigen/MHC-Komplexe. Wildtyp-
Melanomzellen, welche kein B7 exprimierten, reprdsentierten die Situation im Tumor
selbst. Die Transfektanten, welche B7.1 oder B7.2 trugen sollten die Pridsentation von Tu-
morantigenen auf professionellen APC abbilden. Fiir das Auslésen einer allogenen Im-
munantwort standen die Varianten einer Melanomzell-Linie zur Verfiigung, die mit B7.2
transfiziert war (SkMel63 wt und SkMel63 B7.2). Als Effektorzellen wurden aufgereinigte
T-Zellen von freiwilligen gesunden Spendern verwendet. Die Immunantwort wurde durch
Messung der Proliferation mittels *H-Thymidin-Einbau in die DNA und CFSE-markierten
T-Zellen charakterisiert.

Zunichst galt es, das Testsystem zu etablieren, um festzustellen, unter welchen Bedingun-
gen es zu einer optimalen Immunreaktion zwischen den Stimulatorzellen und den T-Zellen
kommt. Danach sollte der Einfluss einer CTLA-4-Blockade auf die Proliferation unter-
sucht werden. Verglichen werden sollte der unmodifizierte Gesamtantikorper gegen
CTLA-4 mit dem korrespondierenden Fab-Fragment. Es ist nicht auszuschlieBen, dass die
bivalenten Gesamtantikorper zwar die Bindung an CD86 blockieren, gleichzeitig aber die
Signale durch CTLA-4 auslésen. Durch die monovalenten Fab-Fragmente sollte die Bin-
dung an CD86 blockiert werden, ohne dass ein inhibitorisches Signal ausgelost wird. Fer-
ner sollte versucht werden zu klédren, durch welche Mechanismen eine mégliche Verstér-
kung der T-Zellantwort ausgelost wird.
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2 Material und Methoden

I Material

2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden, soweit es nicht anders vermerkt ist, in groBtmdéglicher Reinheit
von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-

Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

2.2 Plastik- und Glaswaren

Centricon 10 kDa
FACS-Rohrchen

(Polystyren Reagenzglas mit Rundboden)
Gewebekulturflaschen 10 ml, 30 ml und 100 ml

Gewebekulturplatten:
6 Vertiefungen
24 Vertiefungen

96 Vertiefungen (Mikrotiterplatten)
Rund- und Flachbodenplatten

Glaspipetten

Kaniilen

Kryordhrchen
Mehrweghahn Discofix

Pipettenspitzen

Platten fiir die Proteinbestimmung
(96 Vertiefungen)

Reaktionsgefiie 1,5 und 2 ml
Spritzen

Sterilfilter, 0,22 ym Expref3
Sterilfilter, 0,4 ym

Millipore, Bedford, MA, USA
Becton Dickson, MountainView, CA
USA

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Brand, Wertheim

Braun, Melsungen

Nunc, Roskilde, Dédnemark
Braun, Melsungen

Sarstedt, Niirnberg

Gilson, Villiers-le-bel, Frankreich

Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Millipore, Bedford, MA, USA
Schleicher &Schuell, Dassel
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Zentrifugenrohrchen (6 ml, 15 ml, 50 ml)

2.3 Zellbiologische Arbeiten

2.3.1 Reagenzien
Brefeldin A
Blut (“buffy coat™)

CD4 Positive Isolation Kit +
DetachBead CD4

CDS Positive Isolation Kit +
DetachBead CD8

CFSE (5-(und-6)-Carboxyfluorescein-

Diacetat-Succinimidyl-Ester)
Cohn II (gamma-Globuline)
>'Chrom (250-500 mCi/mg)
Fiberglas-Filtermatten

Ficoll (Dichte 1,077)

Fetales Kilberserum (FCS)
G418 (Neomycin)
Gentamycin

HEPES

*H-Thymidin (79 mCi/mM)

humanes AB-Serum

L-Glutamin (200 mM)
Laufmittel fiir FACS

Magnet fiir die Dynabeads®

(Magnetic Particle Concentrator)

Nylonwolle
Pythohdmagglutinin (PHA)

Falcon, Becton Dickson, Mountain
View, CA, USA

Sigma, Deisendorf

Blutbank Universtitdtskrankenhaus
Eppendorf

Dynal, Oslo, Norwegen

Dynal, Oslo, Norwegen

Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

Sigma, Deisendorf
Amersham, Buckinghampshire, UK

Skatron Instruments, Lier, Norwegen

Amersham-Pharmacia, Freiburg
Gibco BRL, Paisley, UK

Gibco BRL, Paisley, UK

Gibco BRL, Paisley, UK

Gibco BRL, Paisley, UK
Amersham, Buckinghampshire
Blutbank Universtitditskrankenhaus
Eppendorf

Gibco BRL, Paisley, UK

Becton Dickson, MountainView, CA,
USA

Dynal, Oslo, Norwegen

Biotest, Dreieich

Wellcome, Burgwedel
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RPMI 1640 ohne L-Glutamin
Szinzillationsfliissigkeit fiir g-Counter
Triton X-100

Trypanblau (50x)

Trpsyin/EDTA (10x)

Gibco BRL, Paisley, UK; PAA, Linz,
Osterreich

Rotiscint eco, Roth

Sigma-Aldrich, Steinheim

Serva Feinbiochemica GmbH,
Steinheim

Gibco BRL, Paisley, UK

2.3.2 Kulturmedien, Puffer und Stammlosungen

Das fetale Kilberserum wurde vor dem Gebrauch zur Inaktivierung der Komplementfakto-
ren fiir 30 min auf 56°C erhitzt und dann bei 4°C gelagert.

Alle Medien, Puffer etc. fiir die Verwendung in der Zellkultur wurden entweder aus steri-
len Losungen angesetzt oder durch Autoklavieren sterilisiert.

CESE-Stammlosung
5 mM in DMSO

Cohn-II-Stammldsung:
10 mg/ml in PBS

10x PBS
2,00 g KCI
2,00 g KH,PO,
80,00 g NaCl
14,40 ¢ Na,HPO, - 2H,0
ad 11 H,0,pH 74

FACS-PBS

(Endkonzentration 26mM)
(Endkonzentration 14 mM)
(Endkonzentration 1,368 M)
(Endkonzentration 8 1mM)

1x PBS + 5% FCS + 0,01 % Natriumazid

FACS-Saponin

1x PBS + 5% FCS + 0,01 % Natriumazid + 0,01% Saponin
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Fixier-Losung fiir Zellen

2% PFA in 1x PBS

G418-Stammldsung
50 mg/ml

R10F
500 ml RPMI
50 ml FCS (10 %)
10 ml L-Glutamin (Endkonzentration 2 mM)
7 ml HEPES 1 M (Endkonzentration 2 mM)
500 p1 Gentamicin (Endkonzentration 50 y g/ml)

RPMI ,.serumfrei*
500 ml RPMI
10 ml L-Glutamin (Endkonzentration 2 mM)
7 ml HEPES 1 M (Endkonzentration 2 mM)

500 p1 Gentamicin (Endkonzentration 50 pg/ml)

Vor jedem Versuch wurde zu diesem Medium 10% Humanserum (R10hmn) gegeben, da

es sich als besser erwiesen hat, dass humane Serum vor jedem Versuch frisch aufzutauen.

Einfriermedium

95% FCS + 5% DMSO

Trypanblau-Stammlosung
2 mg in 100 ml 1xPBS

Trypsin/EDTA

10x Trypsin/EDTA wurde mit 1xPBS auf 1xTrypsin/EDTA verdiinnt und bis zum
Gebrauch bei -20°C gelagert.
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2.3.3 Zell-Linien

Tabelle 2.1: Name, Herkunft und Kulturbedingungen der verwendeten Zell-Linien.

NAME HERKUNFT KULTURMEDIUM UND
-BEDINGUNGEN
SkMel 63 humane Melanomzell-Linie R10F, 37°C, 5% CO,

Wildtyp (wt)*

SkMel 63 humane Melanomzell-Linie, transfiziert R10F + G418, 37°C, 5% CO,
B7.1* mit CD 80 (B7.1), resistent gegen Neo-

mycin (G418)
SkMel 63 humane Melanomzell-Linie, transfiziert R10F + G418, 37°C, 5% CO,
B7.2* mit CD 86 (B7.2), resistent gegen Neo-

mycin (G418)

* die SkMel-Zell-Linien wurden freundlicherweise von Dr. Wolfgang Rudy vom Deut-
schen Krebsforschungszentrum, Heidelberg (DKFZ) zur Verfiigung gestellt.

2.34 Antikorper

Soweit nicht anders vermerkt richten sich alle Antikdrper gegen humane Antigene.

2.34.1 Primire Antikorper

Tabelle 2.2: Die in dieser Arbeit verwendeten Erstantikorper.

ANTIGEN ANTIKORPER |ISOTYP |BEZUG
CD3 OKT3 m IgG2a ATCC
CD3 UCHT!1 m IgG1 Dr Beverly
CD4 Mt310 m IgGl Dako

CD8 B9.11 m IgGl Dako

CD8 OKT8 m IgG2a ATCC
CD58 TS2/9 m IgGl ATCC
CD80 (B7.1) BNI7 m IgGl BNI
CD152 CTLA-4 | BNI3 m IgG2a BNI
CD152 CTLA-4 | BNI3 m IgG2a Pharmingen
CD152 CTLA-4 | BNI3-biotinyliert | mIgG2a BNI
CD152 CTLA-4 | BNI4 m IgGl BNI
Mausmyelom* UPC 10 m IgG2a Sigma
MHC-1I W6-32 m IgH2a ATCC
MHC-II 1243 mlgG2a ATCC

* Isotypkontrolle fiir den anti-CTLA-4-Antikorper BNI3
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2.34.2 Direkt-markierte Antikorper
Simultest CD3-FITC/CD19-PE
Simultest CD3-FITC/CD16+56PE
CD86-PE

CD80-FITC

CD3-Cy5

CD4-Cy5

CD8-Cy5

Becton Dickson

Becton Dickson

Becton Dickson

Becton Dickson

die CyS5 markierten Antikorper wurden
freundlicherweise von Dr. Brunner

DRFZ, Berlin zur Verfiigung gestellt

2.3.4.3 Markierte Sekundirantikorper und Konjugate

Ziege anti-Maus IgG, FITC-konjugiert,
F(ab),-Fragment, 1 mg/ml

Ziege anti-human IgG, FITC-konjugiert,
F(ab),-Fragment, 1 mg/ml

Ziege anti-Maus IgG gekoppelt an
Magnetpartikel

Strepavidin-Cy5

Strepavidin-AlexaFluor468

2.3.5 Fusionsproteine

CTLA-4-Ig

Caltac Laboratories, Burlingame,
CA, USA

Caltac Laboratories, Burlingame,
CA, USA

Dynabeads® M450, Dynal, Skgyen,
Norwegen

Molecular Probes, Leiden,
Niederlande
Molecular Probes, Leiden,

Niederlande

Ein Fusionsmolekiil aus dem humanem
CTLA-4 und dem Fc-Teil eines human
IgG-Antikorpers. Verwendet wurde der
Uberstand von transfizierten COS-
Zellen und aufgereinigtes Protein.
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2.4 Biochemische Arbeiten
2.4.1 Reagenzien

Albumin-Standard (BSA) Pierce, Rockford, IL, USA
Ammoniumpersulfat (APS) Roth, Karlsruhe
Acrylamid-Bisacrylamid 30% Roth, Karlsruhe
Coomassie Plus Protein Assay Reagent Pierce, Rockford, IL, USA
Kit zur Herstellung der Fab-Fragmente Pierce, Rockford, IL, USA
Protein-Molekulargewichtsstandard (10 kD-Leiter) Gibco BRL, Eggenstein
Slide-A-Lyzer 10kDa Pierce, Rockford, IL, USA
TEMED BioRAD, Miinchen

Trocknungsfolien fiir Proteingele (Large Cellophane) Novex, San Diego, CA, USA

2.4.2 Puffer

Phosphat/EDTA-Puffer fiir die Herstellung der Fab-Fragmente

0,5 M Na,HPO,-Puffer bzw. 0,5 M NaH,PO, werden jeweils auf 20 mM verdiinnt und
dann solange NaH,PO, in Na,HPO, gegeben bis sich der pH-Wert auf 7,0 eingestellt hat.
Zu dieser Losung wird 0,5 M EDTA gegeben bis eine Endkonzentration von 10 mM
EDTA erreicht ist.

2x Beladungspuffer fiir SDS-Gelelektrophorese
10 ml 2 M Tris
20 ml 20% SDS
20 ml Glycerol
40 ml Aqua. dest.

Bromphenolblau

4x Sammelgel-Puffer
0,5 M Tris

0.4 M SDS
pH 6.8
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4x Trenngel-Puffer
1,5 M Tris
0,4 M SDS
pH 8.8

Ammoniumpersulfat
10% in H,O

Trenngel (12%) fiir SDS-Gelelektrophorese

2.5 ml 4x Trenngelpuffer
4.5 ml Aqua. dest.

3,0 ml Polyacrylamid (40%)
100 u1 APS (10%)

12,5 ul TEMED

Sammelgel (6%) fiir SDS-Gelelektrophorese
1,25 ml 4x Sammelgelpuffer

3 ml Aqua. dest.
0,6 ml Polyacrylamid (40%)
50 ul APS (10%)

5 ul TEMED

10x Laufpuffer fiir SDS-Gelelektrophorese
250 mM Tris
2,5 M Glycin
1% SDS

Fixierer fiir Silberfarbung

50% Methanol

12% Elisessig
38% Aqua. dest.
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Waschpuffer fiir Silberfirbung
50% Ethanol
50% Aqua. dest.

Natriumthiosulfatlosung

430 mg NaSSO;x H,O

5 ml Aqua. dest.

Sensibilisierungspuffer fiir Silberfarbung

150 p1 Natriumthiosulfatlosung
100 ml Aqua. dest.

Imprégnierungspuffer fiir Silberfarbung
150 mg AgNO;,
75 ml Aqua. dest.
66 ul Formaldehyd 37%
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2.5 Laborgeriite
Analysenwaage
B-Counter

CO,-Inkubator
7Cs-y-Strahlungsquelle
Zytozentrifuge
Digitalwaage
ELISA-Reader Lambda E
FACScan Flowcytometer
FACS Sorter Calibur
CellQuest (V3.3) FACS-Software

Canon EOSD 30 Digitalkamera mit T2-
Adaptor fiir Mikroskop
Fluoreszensmikroskop mit automatischer

Kameraanlage

y-Counter

Heizblock

Magnetriihrer

Mikrowelle
Mikroskop

pH-Meter
Pipetten

elektrische Pipettierhilfe
Schiittelinkubator fiir Bakterienkulturen
Spektrophotometer

Sterile Arbeitsbank

Sartorius AG, Gottingen

1205 Betaplate Wallac, Freiburg
Heraeus Instruments

STS Steuerungstechnik

Cytospin 3, Shandon GmbH, Frankfurt
Kern&Sohne, Alberstadt

MWG Biotech, Ebersberg

Becton Dickson, MountainView, CA,
USA

Becton Dickson,

MountainView, CA, USA

Canon GmbH, Krefeld

Mikroskop, Axioskop 20 fiir Auf
lichtfluoreszenz und Mikroskop-
Kamera MC 80, Zeiss, Oberkochen
1282 Compugamma CS, LKB, Wallace
Thermomixer 5436 Eppendorf, Ham-
burg

Jahnke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen

Panasonic

inverses Mikroskop, CK2 Olympus,
Japan

pH 357 Labortec, Wiesbaden

Gilson Medical Electronics, Frank-
reich; Eppendorf, Hamburg
Hirschmann

Infors, Bottmingen, Schweiz

Modell U-2000, Hitachi, Japan
Laminair, HB2448, Heraeus
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Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage

Vortex

Zellerntegerit (Microcell Harvester)

Zentrifugen

Thermomix, Braun

Milli-Q-Plus, Millipore, Molsheim,
Frankreich

Jahnke & Kunkel IKA Labortechnik,
Staufen

Skatron Instruments, Lier, Norwegen
Modell 5415C, Eppendorf, Hamburg
Biofuge 1.0R, Heraeus-Sepatech
Biofuge 1.0, Heraeus-Sepatech
Biofuge frisco, Heraeus-Sepatech,
Hanau

Sigma 3E-1
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II METHODEN

2.6 Methoden der Zellkultur

2.6.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur und Sterilisation

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen (in RPMI-
Medium) wurden in CO,-Brutschrinken bei 37°C und 5% CO,-Gehalt kultiviert. Labor-
materialien aus Kunststoff und Losungen wurden in feuchter Hitze fiir 20 Minuten bei
135°C und 2-2,2 bar autoklaviert. Glasgerite wurden bei 180°C fiir 3 Stunden sterilisiert.
Zur Pelletierung eukaryontischer Zellen wurden diese bei 1200 rpm fiir fiinf Minuten (Me-
gafuge 2.0R) zentrifugiert. Fiir alle Essays zur Bestimmung der Proliferation wurde Zell-
kulturmedium mit 10% humanem AB-Serum eingesetzt.

2.6.2 Auftauen und Einfrieren eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen konnen durch Einfrieren in fliissigen Stickstoff (-196°C) fiir lange
Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden. Um die Bil-
dung von Eiskristallen in den Zellen zu verhindern, wurde ihnen durch Zugabe des stark
hygroskopischen Dimethylsulfoxids (DMSO) langsam Wasser entzogen. Mindestens 5 -
10° Zellen und max. 2 - 10’ Zellen wurden auf Eis in 1 ml Einfriermedium resuspendiert, in
Kryotubes iiberfiihrt und auf -70°C abgekiihlt. Nach 24 Stunden wurden die Kryorohrchen
in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt und dort gelagert. Nach dem schnellen Auftauen kryokon-
servierter Zellen bei 37°C miissen diese mit Kulturmedium gewaschen werden, um das
toxische DMSO zu entfernen.

2.6.3 Zellzihlung

Zur Bestimmung der Zahl der lebendigen Zellen wurde der Trypanausschlufitest durchge-
fiihrt. Lebende Zellen schlieen den Farbstoff aktiv aus, wihrend tote Zellen blau gefirbt
werden. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen an Trypanblau-
Losung versetzt und die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer unter Beriicksichtigung der
Verdiinnung bestimmt.

2.64 Zell-Linien und ihre Kultivierung

Die adhidrent wachsenden Zell-Linien SkMel (wt) und SkMel B7.1 bzw. B7.2 wurden in
R1OF kultiviert. Das Medium fiir die transfizierten Zellen SkMel B7.1 bzw. B7.2 enthielt
fiir die Selektion noch G418 (1mg/ml). Wenn die Kulturflaschen von einem dichten Zellra-
sen bedeckt waren oder sich das Medium gelb firbte, wurden die Zellen mit
IxTrypsin/EDTA abgeldst (5 Minuten, 37°C), zweimal gewaschen und je nach Bedarf 1 :
5 bis 1: 20 ausverdiinnt.
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2.6.5 Isolierung peripherer Blutlymphozyten

Periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden aus sogenannten “Buffy Coats” (Erythrozyten-
depletierten, separierten Blutkonserven (50 ml) mit einem hohen Leukozytenanteil) durch
Dichtezentrifugation gewonnen. Das heparanisierte Blut wurde 1:2 mit 1xPBS verdiinnt.
20 ml Ficoll (Dichte 1.077) wurden in einem 50 ml Falcon-R6hrchen vorgelegt und vor-
sichtig mit 20 ml Blut/PBS-Losung iiberschichtet. Nach 20 Minuten Zentrifugation (750 g
= 2000 rpm; Megafuge 1.0, Heraeus) ohne eingeschaltete Bremse waren die Lymphozyten
in der Interphase zwischen Ficoll und Medium angereichert, wihrend sich die Erythroyten
und Granulozyten am Boden des Rohrchens befanden. Der Interphasering mit den Lym-
phozyten wurde entnommen und die Zellen dreimal mit 50 ml PBS gewaschen. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die PBL in R10hmn aufgenommen und ausgezihlt.

2.6.6 Isolierung von T-Zellen aus PBL

Die aus dem Buffy Coat isolierten PBL enthalten neben T-Lymphozyten auch B-
Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen. Um (fast) reine T-Zellen zu erhalten, ist zu-
erst die Tatsache von Nutzen, dass Makrophagen und ein kleiner Teil der B-Lymphozyten
leicht an Plastik adhérieren. Jeweils 1-10° PBL wurden in einem Volumen von 15 ml in
eine grofle Zellkulturflasche gegeben und fiir 1,5 - 2 Stunden bei 37°C in den Brutschrank
gestellt. AnschlieBend wurden alle nicht-adhédrenden Zellen entnommen und die Kulturfla-
sche mit 5 ml Medium nachgespiilt. Aus den angereicherten Lymphozyten wurden die T-
Zellen dann mit zwei unterschiedlichen Methoden isoliert:

2.6.6.1 Aufreinigung iiber Schaferythrozyten

Schaferythrozyten (sheep red cell = SRC) kénnen an die CD2-Molekiile von T-Zellen (und
auch NK-Zellen) binden und diese so rosettieren. Wegen dieser Tatsache konnen die T-
Zellen von den restlichen PBL abgetrennt werden. Die sterilen SRC wurden mit 1xPBS
gewaschen (750 g, 10 min, Megafuge 1.0, Heraeus), bis der Uberstand klar und nicht mehr
himolytisch war. Von den gepackten SRC wurden 300 g1 mit 4,6 ml RPMI 1640 und 100
1 Neuramindase fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Neuraminidase entfernt Neura-
minsdure von der Oberflache der SRC, die sonst zu unspezifischen Bindungen fiihren
konnten. Diese 6%ige SRC-Losung ist fiir ca. 4 Wochen bei 4°C haltbar. Unmittelbar vor
der Verwendung wurden die SRC noch einmal mit Medium gewaschen. Je 5 - 10’ PBL
wurden mit 2,5 ml der 6%igen SRC-Ldsung in ein 50 ml Falcon-Réhrchen gegeben und
fiir 10 min bei 110 g zentrifugiert. Die Rosettierung erfolgte fiir eine Stunde auf Eis oder
iiber Nacht im Kiihlschrank. Uber eine Ficolldichtezentrifugation bei 4°C wurden die ro-
settierten T- Lymphozyten von den anderen Zellen z.B. B-Zellen getrennt. Die Nicht-T-
Zellen befanden sich im Interphasenring, die rosettierten T-Lymphozyten im Pellet. Der
Uberstand wurde entfernt und die SRC mit 1 ml destilliertem Wasser lysiert. Nach weni-
gen Sekunden wurde 10 ml Medium zugesetzt, um eine Lyse der T-Zellen zu verhindern.
Die Zellen wurden zweimal mit Medium gewaschen, anschlieBend in R10hmn aufgenom-
men und ausgezdhlt.
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Die Qualitit der Aufreinigung, bestimmt durch den Anteil der CD3- und CD19-positiven
Zellen, wurde im FACS untersucht.

2.6.6.2 Aufreinigung iiber Nylonwolle

Fiir die meisten Versuche in dieser Arbeit wurde dann aber eine andere Methode verwen-
det, bei der es zu keiner Ligation von Oberflichenmolekiilen z.B. CD2 der T-Zellen
kommt. Moglicherweise beeinflusst ein Engagement von CD2, welches durchaus kosti-
mulatorische Eigenschaften hat, die Aktivierung der T-Zellen in dem Proliferationsassay.
Deswegen wurden die T-Zellen auf eine Sdule mit Nylonwolle gegeben, an der nur B-
Zellen und Granulozyten haften bleiben. Hierbei wurde eine mit 1 mg Nylonwolle gefiillte
und dann autoklavierte 10 ml Spritze mit 50 ml R10hmn equilibriert und anschlieBend fiir
mind. 1,5 Stunden bei 37°C inkubiert. Die iiber Adhdrenz angereicherten Lymphozyten
wurden zentrifugiert, in 2 ml R10hmn aufgenommen und auf die Séule gegeben. Nachdem
die Zellen in die Nylonwolle eingesickert waren, wurden 500 1 R10hmn zum Einsickern
auf die Sdule gegeben und die Sédule mit weiteren 4 ml Medium fiir 45 min bei 37°C inku-
biert. Wihrend dieser Zeit binden nur die B-Zellen und andere APC an die Nylonwolle.
Nach der Inkubationszeit wurden die T-Zellen mit insgesamt 14 ml Medium von der Siule
eluiert und ausgezihlt. Die Qualitéit der Aufreinigung, gemessen am den Anteil der CD3-
und CD19-positiven Zellen, wurde im FACS untersucht.

Bei allen Versuche mit CFSE-markierten T-Zellen wurden die Zellen iiber Nylonwolle
aufgereinigt.

2.6.7 Positive Isolierung von CD4 und CD8 Lymphozyten

Bei einigen Versuchen wurden die T-Zellen in CD4"- und CD8"-Zellen separiert. Vor dem
Ansetzen der Assays wurde dieser Schritt durchgefiihrt, um beide T-Zellpopulationen ge-
trennt in den Proliferationstests einzusetzen. Die schon aufgereinigten und markierten T-
Zellen wurden mit den CD4 und CD8 Positiv Isolation Kits der Firma Dynal isoliert. Zur
Durchfiihrung wurden 1,5-10” T-Zellen in 3 ml Medium mit 216 pl anti CD4 beads ver-
setzt, auf zwei Eppendorf-Reaktionsgefisse verteilt und fiir 20 min bei 4°C rotierend inku-
biert. Die rosettierten CD4+ T-Zellen wurden iiber einen Magnetic Particle Concentrator
(MPC) isoliert. Der Uberstand mit den CD8+T-Zellen wurde mit 216 u1 anti CD8-beads
wie oben beschrieben inkubiert und die rosettierten Zellen anschlieBend isoliert. Die roset-
tierten Zellen wurden viermal mit Medium gewaschen und in je 100 u1 Medium resuspen-
diert. Je 100 1 wurden 10u1 DETACHaBEAD-Antikorpern fiir CD4 bzw. CD8 beads hin-
zugefiigt und rotierend bei RT fiir 60 min inkubiert. Uber den MPC wurden die beads
abgetrennt und die isolierten Zellen durch Zentrifugation von den freien Antikdrpern ge-
trennt. Die isolierten CD4* und CD8*-T-Zellen wurden in 1 ml Medium aufgenommen und
ausgezihlt. Die Reinheit der Zellen wurde mit anti CD4-Cy5 und CD8-Cy5-Antikdrpern
tiberpriift (sieche Abb. 3.1.8.1).
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2.6.8 Markierung von Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff CFSE (CFDA-SE)

CFDA-SE (5-(und-6)-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester), meist kurz als
CFSE bezeichnet, ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher aufgrund seiner lipophilen Be-
schaffendheit in Zellen diffundieren kann. Dort wird der farb- und fluoreszenzlose Farb-
stoff durch zelluldre Esterasen derart gespalten, dass er in eine starkfluoreszierende und
aminoreaktive Form iibergeht und an Amine in zelluldren Proteinen irreversibel bindet. Bei
der Zellteilung wird jeweils die Hélfte des Farbstoffes an die Tochterzellen weitergegeben.
Durch die Halbierung der Fluoreszenz lisst sich die Proliferation von Zellen bis zur ca.
neunten Generation im FACS verfolgen. In dieser Arbeit wurden T-Zellen mit CFSE mar-
kiert. Dazu wurden die T-Zellen auf eine Konzentration von 1 - 107 Zellen/ml eingestellt
und nach Zugabe von 1 1 CFSE-Stammlosung pro 1 ml Zellsuspension fiir zehn Minuten
bei 37°C inkubiert. Zur Entfernung von iiberschiissigem CFSE folgten anschlieBend drei
Waschschritte mit jeweils 15 ml kaltem R10hmn, nach denen die T-Zellen in R10hmn auf-
genommen wurden.

2.6.9 Allogene Stimulation der T-Zellen

In dieser Arbeit sollte die Proliferation von T-Zellen gemessen werden, die durch eine al-
logene Reaktion, d.h. gegen einen anderen MHC-Typ gerichtete Reaktion zur Proliferation
angeregt wurden. Als Stimulatorzellen dienten die SkMel-Zell-Linien, die vor der Ver-
wendung in den Tests mit 30 Gy bestrahlt wurden, um eine Proliferation und damit *H-
Tymidin-Einbau von diesen Zellen zu verhindern. Die Analyse der Proliferation erfolgte
entweder durch den Einbau von *"H-Thymidin oder mittlels CFSE-markierter T-Zellen.

Protokoll der Durchfiihrung:

Die Stimulatorzellen wurden mit Trypsin/EDTA von den Zellkulturflaschen abgeldst,
zweimal gewaschen (siehe 2.7.4) und anschliefend in der y-Strahlenquelle fiir 80 min be-
strahlt. Die Zellen wurden dann erneut gewaschen, ausgezdhlt und in einer Konzentration
von 5 - 10" Zellen je Vertiefung in einem Volumen von 100 ul in Mikrotiterplatten mit 96
Vertiefungen (Flachboden) eingesetzt. Die T-Zellen wurden nach ihrer Isolierung und evtl.
Markierung ausgezihlt und jeweils 10° T-Zellen (bzw. CD4" oder CD8"-Zellen) in einem
Volumen von 50 ul in die Vertiefungen gegeben. Wenn dem Test keine weiteren Kompo-
nenten wie z.B. Antikorper hinzugefiigt wurden, wurden die Vertiefungen mit 50 x1 Medi-
um (R10hmn) auf 200 gl aufgefiillt. Um die Ergebnisse besser einschitzten zu konne,
wurden von jeden Testansatz Dreierwerte pipettiert. In einem durchschnittlichen Test wur-
den folgende Kontrollen eingesetzt:

Als Positivkontrolle wurden die T-Zellen mit dem Mitogen PHA (1xg/ml) stimuliert, um
zu sehen, ob die Zellen prinzipiell in der Lage waren, zu proliferieren. Bei PHA handelt es
sich um ein pflanzliches Lektin, welches alle Zellen mit TCR in Anwesenheit von APC
unspezifisch stimuliert. Da die maximale Aktivierung bei der Stimulation mit PHA nach
48 h erreicht wird und ein Teil der Zellen anschlieBend durch den Aktivierungs-
induzierten-Zelltod stirbt, ist die Menge an eingebautem *H-Thymidin nach 7 Tagen nicht
mehr die maximale erreichbare Stimulation. Hinzu kommt, dass eine optimale Stimulation
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nur von T-Zellen nur zusammen mit natiirlichen APC erreicht wird, die aufgereinigten T-
Zellen aber nur noch sehr wenige APC enthalten (sieche Abb. 3.1.2.1).

Als Negativkontrollen wurden die T-Zellen nur mit Medium ohne externe Stimulation und
die bestrahlten SkMel ohne T-Zellen inkubiert, um die Eigenproliferation im Medium zu
bestimmen.

Antikorper bzw. Fab-Fragmente, die in den Versuchen verwendet wurden, wurden, soweit
nicht anders vermerkt, in einer Endkonzentration von 10 yg/ml eingesetzt. Die Kulturplat-
ten wurden fiir sieben Tage bei 37°C inkubiert. Wurde die Proliferation durch den Einbau
von *H-Thymidin bestimmt, wurden 18 Stunden vor Ende des Versuchen je 20 uCi *H-
Thymidin in jede Vertiefung gegeben.

Entfernen des Zellkultur-Uberstandes (3.8)

Um festzustellen, wann CTLA-4 wirkt, wurde der Fab-Fragment-haltige Uberstand nach
verschiedenen Zeitabstinden entfernt und durch normales Medium (R10hmn) ersetzt. Die
Uberstinde wurden mit zwei verschiedene Methoden entfernt. Zum einen wurde die Uber-
stande vollstdndig mit einer Pipette entfernt und dann die Vertiefungen mit 200u1 frischen
Medium aufgefiillt. Zum anderen wurden die Zellen zuerst resuspendiert, zentrifugiert,
dann der Uberstand entfernt und anschlieBend neues Medium hinzugegeben. Die Zellen
wurden dann wieder auf die Vertiefungen der Zellkulturplatte verteilt.

Versuche zur Uberwindung der Anergie (3.12)

Die T-Zellen wurden wie oben beschrieben isoliert und je 1-10° fiir sieben Tage mit je 5 -
10* SkMel wt inkubiert oder ohne SkMel-Stimulation d.h. nur mit Medium inkubiert. Die
T-Zellen wurden anschlieBend resuspendiert, zentrifugiert und in frischen Medium aufge-
nommen. Je 1-10° T-Zellen aus beiden Ansitzen (SkMel wt und Medium) wurden dann
mit jeweils 5-10* SkMel wt oder B7.2 (re)stimuliert und entweder nur Medium hinzugege-
ben oder CTLA-4 durch 10xg/ml anti-CTLA-4-Fab-Fragment geblockt. Die Zellen wurden
fiir weitere sieben Tage inkubiert und die Proliferation durch den Einbau von *H-Thymidin
bestimmt.

2.6.10 Messung der Zellproliferation durch den Einbau von radioaktivem
*H-Thymidin

Das Prinzip dieser Messung beruht darauf, dass eine proliferierende Zelle neue DNA syn-
thetisieren muss. Man stellt der Zelle mit dem radioaktiven Thymidin ("H-Tymidin) einen
Baustein der DNA als radioaktiv markierte Substanz zur Verfiigung. Der Einbau des *H-
Tymidin ldsst sich messen, und man bekommt einen relativen Wert fiir die Proliferation
der untersuchten Zellen. Je hoher die gemessene Radioaktivitéit, um so hoher ist die Thy-
midin-Einbaurate und damit die Proliferation der Zellen.

Fiir die Analyse der Proliferation wurden die Zellen mit einem automatischen Zellerntege-
réit aus den Vertiefungen entnommen, wobei die Zellen mit dest. Wasser lysiert und durch
einen Glasfaserfilter gesaugt wurden. Die DNA wird dabei in dem Filter zuriickgehalten.
Der Filter wurde in einer Mikrowelle getrocknet und danach in eine Plastikhiille ge-
schweilit. Da es nicht moglich ist, B-Strahlung direkt zu messen, wurde der Filter mit 10 ml
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Szinzillationsfliissigkeit getrinkt, die die gStrahlung in Lichtblitze umwandelte und es
ermoglichte, die Radioaktivitdt dann in einem B-Szintillationszédhler zu bestimmen. Die
Radioaktivitdt wurde in Zerféllen pro Minute (counts per minute) angegeben.

2.6.11 Messung der Zellproliferation mittels CFSE-markierter T-Zellen

Da CFSE sehr lange stabil in der Zelle verbleibt und bei einer Zellteilung jeweils die
Hilfte an Tochterzellen weitergegeben wird, kann man im FACS bestimmen, wann sich
wieviel Zellen teilen. Die Proliferationsassays mit CFSE-markierten T-Zellen bzw. sepa-
rierten CD4" und CD8"-Zellen wurden genauso angesetzt, wie die Tests fiir eine Auswer-
tung durch *H-Thymidineinbau (2.6.9), nur wurden hier nicht unbedingt Dreierwerte pi-
pettiert sondern die Anzahl von der Menge der unterschiedlichen FACS-Messungen
bestimmt. Fiir eine FACS-Messung wurden mindestens 1,5 Vertiefungen benotigt, was ca.
1,5 - 10° T-Zellen entspricht, sollten sich die T-Zellen nicht geteilt haben. Die Zellen wur-
den, soweit nicht anders vermerkt, fiir sieben Tage bei 37°C inkubiert.

Fiir die Auswertung wurden die Zellen aus den Vertiefungen der Mikrotiterplatten ent-
nommen und gleiche Testanséitze wurden in einem oder mehreren FACS-Rohrchen verei-
nigt, je nachdem, wieviel verschiedene FACS-Firbungen durchgefiihrt wurden. Die Zellen
wurden gewaschen und fiir die FACS-Analyse gefirbt (s.u.).

2.6.12 Durchflusszytometrie (FACS)
2.6.12.1 Fiarbung von Oberfléiichenmolekiilen fiir durchflusszytometrische
Messungen (FACS)

Um die Expression von Oberflichenmolekiilen zu quantifizieren oder die Anteile von po-
sitiven Zellen zu bestimmen, wurden durchflusszytometrische Messungen (FACS, Fluo-
rescence activated cell sorter) durchgefiihrt.

Je Firbung wurden zwischen 2 - 10° und 1 - 10° Zellen in ein FACS-Réhrchen pipettiert
und abzentrifugiert. Die F_-Rezeptoren der Zellen wurden mit 20 1 Cohn-II (20 g/ml) auf
Eis fiir 15 Minuten blockiert, um eine unspezifische Bindung von Antikorpern zu verhin-
dern. 1 pl des priméren Antikérpers wurde in 50 ul FACS-Puffer zugegeben und fiir 30
Minuten auf Eis oder 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurde
der sekundire, fluoreszenzmarkierte Antikorper (1 ul in 50 ul1 FACS-Puffer) zugegeben
und 30-60 Minuten auf Eis oder bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Um das Ausmal} der un-
spezifischen Bindung des Fluoreszenz-konjugierten Sekundér-Antikorpers beurteilen zu
konnen, wurde stets eine Negativkontrolle ohne Primér-Antikorper durchgefiihrt. Nach
dreimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen in 250 1 FACS-PBS aufge-
nommen und im FACS gemessen. Bei Verwendung direkt markierter Antikorper wurde
nach der ersten Inkubation dreimal gewaschen und die Zellen dann fiir die Messung in
FACS-PBS aufgenommen. Die Auswertung der Fiarbung erfolgte mit Hilfe eines Durch-
flusszytometers (FACScan oder FACS-Calibur Flow Cytometer) unter Verwendung der
dazugehorigen Software (CellQuest, Becton Dickinson, Heidelberg).
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2.6.12.2 Firbung von intrazelluliren Molekiilen fiir durchflusszytometrische Mes-
sungen (FACS)

Um intrazelluldre Zytokine in T-Zellen zu quantifizieren, wurde die Ausschiittung der Zy-
tokine durch Zugabe von 5 ug/ml Brefeldin A 4 Stunden vor Ende des Stimulationsassays
gehemmt. Die T-Zellen wurden abgenommen und eine normale Farbung der Oberflédchen-
molekiile durchgefiihrt. Nach dem Waschen der Zellen wurden sie in 1 ml 2% PFA in
PBS zum Fixieren aufgenommen. Nach 20 Minuten Inkubation auf Eis wurde dreimal ge-
waschen und die T-Zellen in 50 1 Saponin-Puffer aufgenommen. Das Saponin permeabi-
lisiert die Zellen, sodass die Antikorper in die Zelle eindringen konnen. Alle nachfolgen-
den Firbe- und Waschschritte wurden deshalb mit FACS-Saponin-Puffer durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen erst 15 min mit Cohn II und dann mit 1 x1 anti-IFN-y-bio
bzw. anti IL-4-bio in 50 ul FACS-Saponin-Puffer fiir ca. 45 min inkubiert. Nach zweima-
ligem Waschen mit FACS-Saponin-Puffer wurden die Zellen mit Strepavidin-Cy5 (1/100)
oder AlexFlour488 (1/200) gefidrbt. Nach 30 Minuten wurden die Zellen dreimal mit
FACS-Saponin-Puffer gewaschen, in 250 yl FACS-Puffer aufgenommen und im FACS
ausgewertet.

2.7 Proteinbiochemische Methoden
2.7.1 Herstellung von Fab-Fragmenten

Die Fab-Fragmente aus dem BNI3-Antikorper und dem Kontrollantikérper UPC 10 wur-
den mit dem Immuno Pure Fab-Purification Kit der Firma Pierce hergestellt. Die Durch-
fiihrung erfolgte wie im Protokoll des Herstellers beschrieben.

Zuerst wurde der gereinigte Antikorper gegen einen Phosphat/EDTA-Puffer dialysiert, auf
ca. 0,5 ml eingeengt anschlieend 1 : 1 mit einem frisch-hergestellten Cystein-Puffer ge-
mischt und zu der Papain/Agarose-Suspension gegeben. Papain spaltet den Antikorper in
die antigenbindenden Fab-Fragmente und den Fc-Teil. Das Papain ist dabei kovalent an
Agarosepartikel gebunden, um eine Abtrennung der verdauten Antikorper von dem Papain
zu erleichtern. Abweichend vom Protokoll wurde dieser Schritt nicht in Glasreagenzrohr-
chen durchgefiihrt, sondern in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefifien in einem Thermomixer,
da sich sonst die Agarosepartikel absetzten und der Verdau nicht vollstindig wire. Der
Rohextrakt des Verdaus wurde durch ein Filter von den Agarosepartikel getrennt und die
Fab-Fragmente von dem Fc-Teil und unverdautem Antikorper in einer Protein-G-Séule
isoliert. Die Protein-G-Siule bindet nur das Fc-Fragment und den kompletten Antikorper,
sodass die Fab-Fragmente im Eluat aufgefangen werden konnen. Die Fc-Fragmente wur-
den anschlieBend mit einem speziellen Puffer durch Anderung der Salzkonzentration elu-
iert und ebenfalls aufbewahrt. Der Erfolg des Verdaus wurde in einer SDS-PAGE iiber-
priift, das Gel anschlieBend Silber- oder Coomassie-gefdarbt und die Fab-Fragmente
letztendlich gegen RPMI dialysiert. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurden
sie zum Schluss sterilfiltriert (Filterdurchmesser 0,22 ym).
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Ein Teil der Fab-Fragment dieser Arbeit wurden durch die Firma Biometec, Greifswald
hergestellt. Die Herstellung erfolgte ebenfalls mit dem Immuno Pure Fab-Purification Kit
der Firma Pierce und nach deren Protokoll. Die Qualitit der Fab-Fragmente wurde iiber
eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese bestimmt. Abb. 2.1.1 zeigt die Silberfarbung
einer Probe der Fab-Fragmente, die durch die Firma BIOMETEC hergestellt wurden. Es ist
zu erkennen, dass es sich um eine sehr saubere Priparation handelt, da auler dem Fab-
Fragment keine weiteren Banden sichtbar sind. Genauso sauber sind auch die selber herge-
stellten Prédparationen der Antikoper BNI3 und UPCI10, die in Abb. 2.1.2 zusehen sind.
Hierbei handelt es sich um eine 12%iges SDS-Gel, bei dem die Proteine anschlieBend mit
Coomassie gefidrbt wurden.
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Abb. 2.1.1 Uberpriifung der Qualitit der BNI3 Fab-Fragment hergestellt durch die Firma BIOMETEC in
der SDS-PAGE. 5 pl der Fab-Fragmente wurden auf ein 10%iges SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden
anschlieRend durch eine Silberfarbung sichtbar gemacht.
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BNI3 UPC10

Abb. 2.1.2 Uberpriifung der Qualitit der BNI3 und UPC10 Fab-Fragmente in der SDS-PAGE. 10 ul der
Fab-Fragmente des anti-CTLA-4-Fab-Fragmentes BNI3 bzw. des Kontroll-Fab-Fragmentes UPC10 wurden

auf ein 12%iges SDS-Gel aufgetragen. Die Proteine wurden anschliefend durch eine Coomassie-Farbung
sichtbar gemacht.
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2.7.2 Umpufferung und Proteinkonzentration

Zur Dialyse von Fliissigkeitsmengen zwischen 0,5 und 3 ml wurde das Slide-A-Lyzer®”
System der Firma Pierce verwendet. Die Be- und Entladung erfolgte nach dem Protokoll
des Herstellers. Die Dialyse erfolgte durch drei- bis viermaligen Austausch des Puffers
(300 ml) nach jeweils mind. vier Stunden.

Um den Puffer sehr schnell, aber eventuell nicht so griindlich auszutauschen, wurden die
Centricon-Siulen von Amicon verwendet. Die Sdulen wurde den Herstellerangaben ent-
sprechend gehandhabt.

Sollten Antikorper oder Fab-Fragmente in Losung hochkonzentriert werden, wurde das
Protein in Centricon 10-Filtersdulen gegeben und bei 4000 rpm und 4°C (Megafuge 1.3R,
Heraeus) so lange zentrifugiert, bis die Losung auf das gewiinschte Volumen eingeengt
war. Die Centricon 10 Filter halten Proteine, die grofer als 10 kD sind, zuriick.

2.7.3 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Fiir die Bestimmung von Proteinkonzentrationen zwischen 2 mg und 50 xg/ml wurden in
einer 96-Vertiefungen-Flachbodenplatte 20 u1 der zu messenden Probe gegeben und mit
250 ul Coomassie-Reagenz gemischt. Das Reagenz bildet mit Proteinen der Probe einen
blauen Farbstoff. Bei 630 nm wurde die optische Dichte in einem ELISA-Reader be-
stimmt. Fiir die Bestimmung von geringen Proteinkonzentrationen von 100 pg/ml bis ca. 1
pg/ml wurden je 100 u1 Probe und 100 41 Coomassie-Reagenz verwendet. Die Proteinkon-
zentration wurde durch Vergleich mit einer BSA-Standardkurve errechnet.

2.7.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ermdéglicht eine Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grée. Das denatu-
rierende Reagenz Natriumdodecyl-Sulfat (SDS) hebt die dreidimensionale Struktur der
Proteine auf und ,,maskiert” durch seine starke negative Ladung ihre Eigenladung, sodass
die Wanderung der Proteine von Anode zur Kathode erfolgt und die Abhéngigkeit der
Wanderungsgeschwindigkeit von der Form und Eigenladung der Proteine vernachléssigt
werden kann. Es wurden 7,5 %ige Polyacrylamidgele verwendet. Die Proben wurden mit
5x Beladungspuffer versetzt, 5 Minuten bei 95°C denaturiert und nach dem Abzentrifugie-
ren auf das SDS-Gel geladen. Fiir die Silberfirbung wurde 1 ul 10 kD-Leiter-
Proteinmarker eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V und 30 mA/Gel fiir ca.
eine Stunde.

2.7.5 Silberfiarbung

Die Silberfiarbung ist eine sensitive Firbemethode, mit der sich Proteinmengen ab 50 pg in
Polyacrylamidgelen nachweisen lassen. Im Rahmen der Arbeit wurde sie verwendet, um
die Reinheit von eigenen und von der Firma Biometec hergestellten Fab-Fragment-
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Priparationen zu bestimmen. Dazu wurde das Polyacrylamidgel nach der SDS-PAGE
(2.7.4) tiber Nacht fixiert und dann dreimal fiir mindestens 30 Minuten in 50%igem Etha-
nol gewaschen und anschlieend eine Minute in Sensibilisierungspuffer inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fiir jeweils 20 Sekunden in ddH,O wurde das Gel 20 Minuten in
Imprignierungspuffer gelegt. Nach drei Waschschritten fiir je 20 Sekunden in ddH,O wur-
de das Gel in Entwickler inkubiert, bis die Markerbanden in ausreichender Stidrke erkenn-
bar waren. AnschlieBend wurde das Gel mehrfach mit ddH,O gewaschen und bis zum Tro-
ckenen in Fixierer bei 4°C gelagert. Vor dem abschlieBenden Trocknen zwischen zwei
Seiten Cellophan, wurde das Gel fiir mindestens eine Stunde in dest. Wasser gelegt.

2.7.6 Coomassiefiarbung

Durch eine Coomassiefarbung lassen sich Proteine zwar nicht so sensitiv anférben, wie
durch eine Silberfirbung, doch ist die Durchfiihrung einfacher und nicht so zeitaufwendig.
Das Gel wird in die Coomassie-Féarbelosung gelegt und bei Raumtemperatur fiir etwa eine
Stunde geschiittelt. Dabei bindet der Ttriphenylmethanfarbstoff relativ unspezifisch an
kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten der Proteine. Die Proteine werden
gleichzeitig durch Essigsdure im Gel fixiert. Nicht an Protein gebundener Farbstoff wird
durch wiederholtes Spiilen mit ddH,O ausgewaschen, bis das Gel ausreichend entférbt ist.
Das Gel wird abschlie3end, wie unter 2.7.5 beschrieben, getrocknet.
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3. Ergebnisse

Der Ergebnissteil gliedert sich in zwei Abschnitte. Der erste Abschnitt zeigt die Ergebnisse
der Versuche zur verstirkten Aktivierung humaner T-Zellen durch die Fab-Fragmente ei-
nes Antikorpers gegen humanes CTLA-4. Der zweite Abschnitt zeigt, dass es auch bei
humanen T-Zellen einen Schwellenwert fiir die Aktivierung gibt, nach dessen Erreichen
die Zellen unabhingig von weiterer Kostimulation ein Reihe von Zellzyklen durchlaufen.

3.1 Blockade von CTLA-4 bei einer allogenen Immunantwort
3.1.1 Die SkMel Zellen sind mit B7.2 transfiziert

Die adhirente Haut-Melanomzell-Line SkMel 63 ist in den Versuchen dieser Arbeit als
kiinstliche APC eingesetzt worden, um T-Zellen zu stimulieren. Die T-Zellen erkennen
dabei die allogenen MHCI und II Molekiile auf der Oberfliche der SkMel-Zellen. Die
nichttransfizierte Wildtypform SkMel wt ist aufgrund fehlender kostimulatorischer Mole-
kiile nicht in der Lage, naive T-Zellen vollstindig zu aktivieren. Fiir die vollstindige Akti-
vierung der naiven T-Zellen wurden mit dem kostimulatorischen Molekiile CD86 (B7.2)
stabil transfizierte SkMel-Zellen verwendet. Abb. 3.1.1 zeigt die durchflusszytometrische
Analyse der SkMel-Zellen auf die Expression von CD86. Die Expression von CD86 wurde
regelmiBig untersucht um sicherzustellen, dass die SkMel B7.2 tatsichlich B7.2 exprimie-
ren und um auszuschlieBen, dass die Wildtypzellen mit den SkMel B7.2 kontaminiert sind.
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Abb. 3.1.1 Expression von B7.2 auf der Oberflache der SKMel63 wt (A) und SkMel B7.2 (B) Zell-Linie.
Auf der X-Achse ist der dekadische Logarithmus der relativen Fluoreszenzintensitat (FL2-H) und auf der Y-
Achse ist die Anzahl der Zellen (counts) dargestellt. Die Zellen wurden mit einem PE-markierten Antikdrper
(FL-2) gegen B7.2 (CD86) gefarbt.

Wie deutlich zu sehen ist, exprimieren die SkMel wt keinerlei B7.2 auf ihrer Oberfliche,
wihrend praktisch alle SkMel B7.2 Zellen positiv fiir CD86 sind. Die Expression von
CD86 ist nicht statisch, d.h. auch eine Selektion von SkMel B7.2, die besonders viel CD86
exprimieren fiihrt, nach kurzer Zeit wieder zu Verteilung der Expression, wie sie Abb.
3.1.1B zeigt. Desweitern exprimieren 100% der SkMel-Zellen MHCI und MHCII (Daten
nicht gezeigt). Dieses ist insofern wichtig, da ohne eine Expression der MHC-Molekiile die
T-Zellen auch keinen allogenen Stimulus erhalten wiirden.
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3.1.2 Gereinigte PBL enthalten fast keine APC mehr

Fiir die Stimulationsversuche wurden gereinigte humane T-Zellen eingesetzt. Diese wur-
den aus den PBL isoliert, um den Anteil an Makrophagen und B-Zellen so gering wie
moglich zu halten. Diese professionellen APC wiren in der Lage, Antigen auch von
nichttransfizierten SkMel wt zu présentieren und damit die T-Zellen zu aktivieren. Es ist
aber wichtig, dass die T-Zellen auf den SkMel wt nicht proliferieren, da dies die Negativ-
kontrolle fiir die Stimulationstests ist.
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Abb. 3.1.2.1 Durchflusszytometrische Untersuchung der PBL und daraus isolierten T-Zellen auf die
Verteilung von CD3, CD19 und CD56/CD16 positiven Zellen. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil
der entsprechend gefarbten Zellen in dem Quadranten an. Fur die Auswertung wurde nur die lebenden Lym-
phozyten verwendet (gate1 Abb. D). Die Zellen wurde mit einer Kombination aus CD3-FITC und CD19-PE
bzw. CD16/56-PE gefarbt.

Die T-Zellen fiir die Versuche wurden aus ,,Buffy Coats* aufgereinigt. Nach der Isolation
der T-Zellen wurde die Reinheit der Zellen regelméfig im FACS untersucht (Abb. 3.1.2.1).
Im Vergleich der Zellen vor (PBL) und nach der Aufreinigung (T-Zellen) zeigte sich in
Abb. 3.1.2.1a und c, dass die Population der Makrophagen und Granulozyten fast vollstin-
dig verschwand. Die statistische Auswertung der Lymphozytenpopulation (gatel) in Abb.
3.1.2.1 a und d) ergab, dass die aufgereinigten T-Zellen nur noch einen verschwindend
geringen Teil an B-Zellen (< 1%) und Makrophagen enthielten, die als APC dienen konn-
ten. Weiter zeigte sich, dass die aufgereinigten Zellen zu ca. 85% aus CD3 positiven T-
Zellen bestanden. Bei den restlichen 13% der Zellen handelte es sich groBtenteils um NK-
Zellen wie Abb. 3.1.2.1 F zeigt. Der Anteil der NK-Zellen schwankte je nach Spender zwi-
schen 5 und 20%.
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3.1.3 Das Fab-Fragment des anti-CTLA-4-Ak BNI3 bindet an humanes CTLA-4

In Versuchen, die dieser Arbeit voraus gingen, wurde bereits gezeigt, dass der Gesamtanti-
korper BNI3 an humanes CTLA-4 bindet (Castan et al., 1997). Um zu zeigen, dass auch
das Fab-Fragment des anti-CTLA-4-Antikorpers BNI3 an CTLA-4 bindet, wurde das Fab-
Fragment mit CTLA-4-Ig vorinkubiert und anschlieBend die SkMel B7.2 mit diesem
Komplex gefirbt. Das humane CTLA-4-Ig bindet nur an B7.2 transfizierte SkMel und
nicht an die Wildtypzellen. Die Bindung von CTLA-4-Ig an die transfizierten Melanom-
zellen ist keine unspezifische Interaktion, sondern eine spezifische Bindung an B7.2 und
lasst sich durch Antikorper und Fab-Fragmente gegen CTLA-4 verhindern (ohne Abb.).
Wie in Abb. 3.1.3.1 zu gezeigt wird, ist das Fab-Fragment in der Lage an CTLA-4 zu bin-
den, da es die Bindung von CTLA-4-Ig an CD86 vollstindig blockieren kann.

— Kontrolle

—  CTLA-4-lg

— BNI3 Fab 0,18 ug/ul

Abb. 3.1.3.1 Das BNI3 Fab-Fra%ment bindet an humanes CTLA-4 und blockiert so die Bindung von
CTLA-4-Ig an SkMel B7.2. 5-10° SkMel B7.2 wurden mit CTLA-4-lg inkubiert und anschlieRend mit anti-
human IgG-FITC gefarbt. In rot ist die eine solche Farbung mit halbmaximaler CTLA-4-lg Konzentration dar-
gestellt. Diese Bindung wurde durch eine Vorinkubation des CTLA-4-Ig mit 10 ug/ml Fab-Fragment (griin und
blau) blockiert. Es handelt sich dabei um zwei unterschiedliche Praparationen des anti-CTLA-4 Fab-
Fragmentes.

Durch hier nicht gezeigte Vorversuche wurde eine CTLA4-Ig Konzentration gewihlt, die
nur noch ca. 50 % der SkMel B7.2 fiarbt. Dadurch ist bei den eigentlichen Blockadeversu-
chen gewiihrleistet, dass CTLA-4-Ig nicht im Uberschuss vorliegt und auch nach der Bin-
dung an die anti-CTLA-4 Fab-Fragmente noch geniigend CTLA-4-Ig im Uberstand vor-
handen wire, um die SkMel B7.2 zu fiarben. Die Blockade-Experimente wurden mit allen
Chargen des BNI3-Fab-Fragmentes durchgefiihrt, um die Qualitit der Fab-Fragment zu
tiberpriifen. Es zeigte sich keine Unterschied in der Fihigkeit, die Bindung von CTLA-4-Ig
an CD86 zu blockieren.
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3.1.4 B7.2 transfizierte SkMel aktivieren T-Zellen

Es konnte von W. Rudy und U. Moebius vom DKFZ (Heidelberg) gezeigt werden, dass die
B7-transfizierten SkMel-Zellen prinzipiell in der Lage sind, T-Zellen zur Proliferation an-
zuregen (W. Rudy et al 1997). Abb. 3.1.4.1 und 3.1.4.2 zeigen, dass die Ergebnisse in mo-
difizierter Form reproduziert werden konnten. Die T-Zellen ohne Stimulus zeigten prak-
tisch keinen Proliferation, gleiches galt fiir die bestrahlten SkMel wt und SkMel B7.2, die
als Negativkontrolle ohne T-Zellen inkubiert wurden. Bei den T-Zellen, die durch die
SkMel wt aktiviert wurden, war eine leichte Proliferation zu sehen, obwohl praktisch keine
Kostimulation in Form von B7 vorhanden war. Diese Proliferation war aber im Vergleich
zu der Proliferation, die bei der Stimulation mit B7.2 erreicht wurde, sehr gering. Ein Pro-
liferationsrate, bei der eine Stimulation mit B7.2 mindestens zehnmal hohere Werte er-
reicht, als bei der Stimulation mit den nichttransfizierten Wildtyp-Zellen, liel sich min-
destens zehnmal wiederholen (siehe aber auch 3.1.5). Die Proliferation der T-Zellen lief3
sich bei entsprechender Aktivierung auch mikroskopisch beobachten (Abb. 3.1.4.1). Nach
einer Aktivierung der T-Zellen durch die SkMel B7.2 bilden diese Cluster von proliferie-
renden Zellen und es sind praktisch alle Stimulatorzellen zerstort worden (Abb. 3.1.4.1.1).
Im Gegensatz dazu sieht man in Abb. 3.1.4.1.2 nach einer Stimulation mit SkMel wt einen
dichten Zellrasen der intakten adhirenten Stimulatorzellen, auf denen die runden, nicht
aktivierten T-Zellen liegen.

iSRG eont e R 2] S RN R AT

Abb. 3.1.4.1 Mit SkMel wt und SkMel B7.2 aktivierte T-Zellen lassen sich im Mikroskop unterscheiden.
Je 1-10° T-Zellen wurden mit 5-10* SkMel wt (1) oder B7.2 (2) fur sechs Tage inkubiert.
(Durchlicht,Vergrésserung: 32x)

Verschiedene Experimente haben gezeigt, dass eine optimale Stimulation bei dem Einsatz
von Zellkulturschalen mit Flachboden, humanem statt Kélberserum und einer geringen
Zahl von Stimulatorzellen erreicht wird. Der Einsatz von Zellkulturschalen mit Flachboden
begiinstigt, dass die adhirenten SkMel ein Monolayer am Boden der Vertiefung bilden und
ein optimaler Kontakt mit den T-Zellen hergestellt wird. Die Verwendung von FCS wiire
zwar kostengiinstiger, aber einige Bestandteile des FCS aktivieren T-Zellen unspezifisch
(ohne Abb.), sodass fiir alle Versuche humanes AB-Serum eingesetzt wurde. In Abb.
3.1.4.3 ist dargestellt, wie eine zu hohe Dichte an Stimulatorzellen eine Aktivierung der T-
Zellen unterdriickt. Eigentlich sollte die Dichte der SkMel recht hoch sein, sodass sich ein
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Monolayer ohne Liicken bildet und jede T-Zelle potentiell Kontakt zu einer APC be-
kommt. Die Bestrahlung der SkMel verhinderte aber nur die weitere Zellteilung der Zellen,
blockierte aber nicht deren Stoffwechsel. Wurden nun zu viele SkMel eingesetzt, ver-
brauchten diese zuviel Nahrstoffe, die den T-Zellen dann nicht mehr zu Verfiigung stan-
den. Im Gegensatz dazu verhinderte auch eine zu geringe Dichte der SkMel eine ausrei-
chende Aktivierung. Von diesen Ergebnissen ausgehend, wurden fiir alle
Stimulationsversuche 5 - 10* SkMel wt bzw. SkMel B7.2 je Vertiefung eingesetzt. Fiir die
T-Zellen hatte sich eine Menge von 1 - 10° Zellen je Vertiefung als ideal erwiesen.
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Abb. 3.1.4.2: T-Zellen werden vom B7.2 transfizierten SkMel aktiviert. Spezifische Stimulation durch die
transfizierten SkMel B7.2-Zellen im Vergleich zum Wildtyp und der Negativkontrolle. Eingesetzt wurden 5 - 10*
SkMel und 1 - 10° T-Zellen je Vertiefung einer Mikrotiter Flachbodenplatte. Das Medium enthielt humanes
Serum. ,SkMel wt“,und ,SkMel 7.2 stehen fiir die entsprechende SkMel-Zellen, die als Stimulator verwendet
wurden. ,PHA" ist die Positivkontrolle und ,Medium Kontr.“ die Negativkontrolle der T-Zellen ohne externe
Stimulation. ,SkMel wt Kontr.“ bzw. ,SkMel B7.2 Kontr.“ sind die Negativkontrollen der bestrahlten SkMel ohne
T-Zellen. Die Auswertung erfolgte nach sieben Tagen durch die Messung der eingebauten 3H-Thymidinmenge
und ist in cpm angegeben. Versuche mit vergleichbaren Ergebnissen lielen sich mindestens zehnmal wie-
derholen.

16000 -
14000 A
12000 /\

10000 / \ —o—SkMel wt

cpm

8000

r'¢
6000 \ —A—SkMel B7.2
4000
2000

\
0 f»————{k\\\\‘*——-—¢ —0

N QO N\ N\ Q
\) O \) N )
s s § <S 0
R
Anzahl SkMel

Abb. 3.1.4.3: Eine zu hohe Anzahl an Stimulatorzellen stort die Aktivierung der T-Zellen. Eingesetzt
wurden zwischen ca. 6000 und 1 - 10° SkMel und jeweils 1 - 10° T-Zellen je Vertiefung einer Mikrotiter Flach-
bodenplatte. Das Medium enthielt humanes Serum. ,SkMel wt“,und ,SkMel 7.2 stehen fiir die entsprechende
SkMel-Zellen, die als Stimulator verwendet wurden. Die Auswertung erfolgte durch die Messung der einge-
bauten 3H-Thymidinmenge und ist in cpm angegeben. Gezeigt ist ein typisches Experiment von dreien.
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3.1.5. Die T-Zellen lieBen sich nicht jedesmal von den SkMel B7.2 aktivieren

Die Ergebnisse in aus 3.1.4 lieBen sich zwar prinzipiell jederzeit reproduzieren, doch kam
es nicht immer zu dieser Aktivierung der T-Zellen. Obwohl die Zellen genauso behandelt
wurden, wie bei erfolgreichen Versuchen und die gleichen Versuchsparameter verwendet
wurden, war es bei einer Reihe von Versuchen nicht moéglich, eine Proliferation der T-
Zellen zu messen. Dies galt sowohl fiir die Versuche, bei denen die Proliferation durch *H-
Thymidineinbau gemessen wurde, als auch bei Versuchen, bei denen die T-Zellen mit
CFSE markiert worden waren. In Abb. 3.1.5.1 ist ein solcher Versuch mit CFSE-
markierten T-Zellen beispielhaft dargestellt. Bei der Auswertung des *H-Thymidineinbaus

CDh4
2

CD8
3

- 5 _—
CFSE CFSE

Abb. 3.1.5.1 Keine proliferierenden Zellen nach sieben Tagen Stimulation. T-Zellen wurden mit CFSE
markiert und je 1-10° T-Zellen mit 5-10* SkMel B7.2 fiir sieben Tage inkubiert. Die Zellen wurden anschlie-
Rende mit anti CD4-Cy5 oder anti CD8-Cy5 gefarbt und im FACS ausgewertet.

zeigte sich aber durch die hohen Werte der PHA-Kontrolle, dass die T-Zellen im Prinzip
stimulierbar waren. In Tab. 3.1 ist zu sehen, dass die cpm bei der Stimulation von T-Zellen
mit SkMel B7.2 kaum iiber den Wert der Negativkontrollen stieg. Auch die Zugabe von
anti-CTLA-4 Fab-Fragmenten konnte die Zellen nicht aktivieren.

Tab. 3.1 Keine Aktivierung der T-Zellen durch die SkMel B7.2 nachweisbar. Je 1-10° T-Zellen wurden mit
5-10* SkMel B7.2 oder wt fiir sieben Tage inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch die Messung der einge-
bauten 3H-Thymidinmenge und ist in cpm angegeben. Die linke Spalte zeigt die Kontrollen der T-Zellen ohne
SkMel und die Negativkontrollen der bestrahlten Stimulatorzellen ohne T-Zellen.

cpm cpm
T-Zellen o. Stimulus 47 SkMel wt + T-Zellen 237
SkMel wt o. T-Zellen 331 SkMel B7.2 + T-Zellen 164
SkMel B7.2 0. T-Zellen 78 | SkMel wt + T-Zellen + Fab 201
PHA 45467 | SkMel B7.2 + T-Zellen + Fab 222
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3.1.6 Fab-Fragmente gegen CTLA-4 verstirken die Proliferation der T-Zellen;
kaum Einfluss des Gesamtantikorpers gegen CTLA-4

Die in Abb. 3.1.4 gezeigte B7-abhingige Proliferation der T-Zellen sollte nun durch die
Blockade von CTLA-4 weiter verstiarkt werden. Zu diesem Zwecke wurde entweder der
unmodifizierte monoklonale anti-CTLA-4-Antikorper BNI3 oder das entsprechende Fab-
Fragment eingesetzt. Da CTLA-4 nur nach einer Aktivierung auf der Oberfliche von T-
Zellen exprimiert wird, sollte eine Blockade des inhibitorischen Signals von CTLA-4 auch
nur aktivierte Zellen beeinfluBen. Fiir diese Versuche wurden ebenfalls 5-10* SkMel wt
bzw. B7.2 mit 1-10° T-Zellen fiir sieben Tage inkubiert. Der Antikorper oder das Fab-
Fragment wurden in einer Endkonzentration von 10 yg/ml eingesetzt. In Abb. 3.1.6.1 ist
das Ergebnis eines solchen Versuches dargestellt, bei dem der Gesamtantikorper und das
Fab-Fragment im direkten Vergleich eingesetzt wurden. Es ist deutlich zu sehen, dass eine
Blockade des CTLA-4 durch das Fab-Fragment die Aktivierung nach einer Stimulation
durch SkMel B7.2 noch weiter verstirken konnte (dunkelgraue Balken) und zu einer Ver-
doppelung der Proliferation fiihrte. Im Gegensatz dazu konnte der Gesamtantikorper die
Proliferation nicht verstirken, sondern inhibierte die Proliferation in diesem Experiment
sogar leicht. Da der Gesamtantikorper in weiteren Experimenten sehr variable Resultate
zeigte, indem er manchmal leicht inhibierend in anderen Versuchen wieder leicht aktivie-
rend wirkte, wurden die folgenden Versuche nur mit dem korrespondierenden Fab-
Fragment durchgefiihrt.
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Abb. 3.1.6.1 Fab-Fragmente gegen CTLA-4 verstarken die Proliferation der T-Zellen; kaum Einfluss des
gesamt Antikorper gegen CTLA-4. Eingesetzt wurden 5 - 10* SkMel und 1 - 10° T-Zellen je Vertiefung einer
Mikrotiter Flachbodenplatte. Das Medium enthielt humanes Serum. ,SkMel wt“,und ,SkMel 7.2* stehen fiir die
entsprechende SkMel-Zellen, die als Stimulator verwendet wurden.

Ein leichter Anstieg der Proliferation, verursacht durch die Blockade von CTLA-4, ist auch
bei der Verwendung von SkMel wt als Stimulatorzellen zu sehen. Wie in Abb. 3.1.6.1.1 zu
sehen ist, wurden auch ohne Blockade des CTLA-4 immer einige T-Zellen zur Proliferati-
on angeregt. So ist zu erwarten, dass diese Aktivierung durch die Blockade von CTLA-4
auch entsprechend verstirkt wird. Aber gerade die nur sehr geringe Verstirkung der T-
Zellantwort zeigt, dass die Zugabe des Fab-Fragmentes keine eigene mitogene Wirkung
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hat, wie sie z.B. durch PHA vermittelt wird, sondern nur dort greift, wo die T-Zellen spezi-
fisch aktiviert werden.

3.1.6.1 Die Fab-Fragmente gegen CTLA-4 erhohen leicht die unspezifische Prolifera-
tion der T-Zellen

Auch wenn die Verstirkung der Proliferation im wesentlichen von der Anwesenheit von
Kostimulation in Form von B7.2 abhéngig ist, so ist in einer Ausschnittsvergroflerung aus
Abb. 3.1.6.1 zu sehen, dass die Blockade von CTLA-4 durchaus die unspezifische Aktivie-
rung von T-Zellen fordern kann (Abb. 3.1.6.1.1). Gezeigt ist dort nur die Proliferation der
T-Zellen ohne Stimulus in Form von APC. Die Menge des eingebauten Thymidins ist sehr
niedrig, d.h. die T-Zellen wurden praktisch nicht aktiviert. Dennoch fiihrte auch hier die
Zugabe von anti-CTLA-4-Fab-Fragment zu einer Verdopplung der Proliferationsrate. Die
Werte liegen unter 200 cpm und sind damit um den Faktor 75 niedriger als bei der Stimu-
lation mit SkMel B7.2. Ein in gleicher Konztration eingesetztes Kontroll-Fab-Fragment
(UPC10) fiihrte ingegen zu keinem solchen Anstieg der Proliferation. Die Proliferation
stieg hier um ca. 15%.
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Abb. 3.1.6.1.1 Die Fab-Fragmente gegen CTLA-4 erhohen leicht die unspezifische Proliferation der T-
Zellen. 1-10° T-Zellen wurden fiir sieben Tage mit Medium (Mediumkontrolle), 10 pg/ml anti-CTLA-4-Fab-
Fragment (Fab-Fragment) oder 10 pg/ml Gesamtantikorper inkubiert. Die Proliferation wurde durch den Ein-
bau von 3H-Thymidin bestimmt und ist in counts per minute angegeben. Das Ergebnis ist reprasentativ fir drei
Versuche.
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Abb. 3.1.6.1.2 Die Kontroll-Fab-Fragmente erhohen die unspezifische Proliferation der T-Zellen nicht.
1-10° T-Zellen wurden fiir sieben Tage mit Medium (Mediumkontrolle) oder 10 ug/ml Kontroll-Fab-Fragmente
(Kontroll Fab-Fragment). Die Proliferation wurde durch den Einbau von 3H—Thymidin bestimmt und ist in
counts per minute angegeben. Das Experiment ist reprasentativ fiir drei Versuche.
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3.1.6.2 Die Steigerung der Proliferation ist unabhéngig von der Stirke der Kostimu-
lation

Bei einer Reihe von Experimenten fiel auf, dass die verstirkte Aktivierung der T-Zellen
durch die Fab-Fragmente dann besonders stark ausfiel, wenn die Einbauraten des *H-
Thymidins bei normaler Stimulation recht niedrig waren. Wie Abb. 3.1.4.2 zeigt, konnten
die cpm bei einer Stimulierung der T-Zellen durch SkMel B7.2 durchaus Werte iiber
40.000 erreichen. In Abb. 3.1.6.1 liegen die Werte bei gleichen Versuchsparametern nur
bei 5000 cpm.
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Abb. 3.1.6.2.1 Die Verstiarkung der T-Zellantwort durch das Fab-Fragment ist unabhédngig von der Kon-
zentration der Kostimulation durch SkMel B7.2. 1-10° T-Zellen wurden fiir sieben Tage mit 5-10* SkMel
inkubiert. Auf der X-Achse ist der prozentuale Anteil der SkMel B7.2 an der SkMel wt angegeben. Die Aus-
wertung erfolgte durch die Messung der eingebauten 3H-Thymidinmenge und ist in cpm angegeben. Die rote
Linie zeigt die erwarteten Ergebnisse, wenn die Steigerung der Proliferation bei einer Blockade von CTLA-4
nur bei einer suboptimalen Kostimulation wirksam ware.

Wenn bei dem Versuch in Abb. 3.1.4.2 auch kein Fab-Fragment eingesetzt wurde, so gab
es doch die Uberlegung, dass eine optimale Stimulation der T-Zellen moglicherweise zu
einer maximalen Proliferation fiihrt, die sich auch durch die Blockade des inhibitorischen
Signals von CTLA-4 nicht mehr steigern ldasst. Um diese Hypothese zu priifen, wurde der
Kostimulus reduziert. Dazu wurden die SkMel B7.2 in SkMel wt verdiinnt, sodass nur
noch 1, 5, 10 oder 50% der Stimulatorzellen das kostimulatorische Molekiil B7.2 expri-
mierten und damit in der Lage waren, T-Zellen vollstindig zu aktivieren.

Abb. 3.1.6.3.1 zeigt das Ergebnis eines solchen Versuches. Wiirde diese Hypothese stim-
men, hitten sich die Zellen so verhalten miissen, wie es die rote gestrichelte Linie zeigt.
Bei niedriger Kostimulation und damit schwacher Aktivierung, hitte der Einfluss des Fab-
Fragmentes stirker ausfallen sollen als bei voller Aktivierung durch 100% SkMel B7.2
Zellen. Dieses liel sich aber nicht zeigen. Die Zugabe von anti-CTLA Fab-Fragment
fiihrte in diesem Experiment bei allen SkMel B7.2 Konzentrationen zu einer ungefihren
Verdopplung der eingebauten *H-Thymidinmenge.
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3.1.7 Wie wirkt die CTLA-4 Blockade?

Nachdem in dem Abschnitt 3.1.6 gezeigt werden konnte, dass ein Blockade von CTLA-4
zu einer Verstirkung der T-Zellantwort fiihrt, sollte nun gekldrt werden, durch welche Me-
chanismen dies geschieht. Vier mogliche Mechanismen, die im Endeffekt zu einer ver-
stirkten Proliferation fiihren, kommen dafiir in Frage:

1. Die Blockade von CTLA-4 verhindert den aktivierungsinduzierten Zelltod von aktivier-
ten T-Zellen. Dazu miisste CTLA-4 vor allem zu einem spiten Zeitpunkt blockiert werden.

2. Eine Blockade wihrend der ersten 24 oder 48 h des Primings der T-Zellen reicht fiir eine
Verstirkung der Immunantwort aus, da die Blockade nur initial zu einer Senkung der Ak-
tivierungsschwelle fiihrt.

3. CTLA-4 muss iiber die gesamte Dauer der Stimulation blockiert werden, um zu verhin-
dern, dass die Aktivierungsschwelle der T-Zellen angehoben wird, bzw. die T-Zellen nach
wenigen Zellteilungen mit der Proliferation aufhoren. Dies spriache gegen einen Einfluss
auf das Uberleben der T-Zellen nachdem sie mehrere Zellzyklen durchlaufen haben.

4. Eine Blockade des CTLA-4 fiihrt zu einer beschleunigten Aktivierung der T-Zellen und
damit schnelleren Kinetik der Proliferation.

3.1.7.1 Wann wirkt CTLA-4?

Als erstes sollte versucht werden zu kliaren, ob eine Blockade fiir 24 oder 48 h ausreicht,
um die T-Zellantwort zu verstidrken. Fiir diese Versuche wurde der Zellkulturiiberstand mit
dem anti-CTLA-4 Fab-Fragment zu verschiedenen Zeitpunkten entfernt und durch norma-
les Medium ersetzt. Die Uberstiinde wurden mit zwei verschiedene Methoden entfernt.
Zum einen wurde die Uberstinde vollstindig mit einer Pipette entfernt und dann die Ver-
tiefungen mit 200x1 frischen Medium aufgefiillt. Zum anderen wurden die Zellen zuerst
resuspendiert, zentrifugiert, dann der Uberstand entfernt und anschlieBend neues Medium
hinzugegeben. Die Zellen wurden dann wieder auf die Vertiefungen der Zellkulturplatte
verteilt. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden Methoden bei der Bestim-
mung der Proliferation. Die Auswertung der Versuche erfolgte sowohl durch Messung des
*H-Thymidineinbaus als auch im FACS (ohne Abb.). In Abb. 3.1.7.1. wurde der Fab-
Fragment-haltige Uberstand gar nicht, nach 24 Stunden oder nach 48 Stunden entfernt. Die
hellgrauen Balken in Abb. 3.1.7.1 zeigen die sehr schwache Proliferation nach Stimulation
mit SkMel wt. Die dunkelgrauen Balken geben die Proliferation nach der Stimulation mit
SkMel B7.2 wieder. Die Aktivierung erfolgte unter normalen Bedingungen (Kontrolle)
oder mit einer Blockade des CTLA-4 durch 10 ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment (Fab).
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Abb. 3.1.7.1.1 Eine Blockade von CTLA-4 wahrend der ersten 24 Stunden der Stimulation reicht aus,
um die Proliferation der T-Zellen zu steigern. Eingesetzt wurden 5-10* SkMel und 1-10° T-Zellen je Vertie-
fung einer Mikrotiter Flachbodenplatte. ,SkMel wt*,und ,SkMel 7.2“ stehen fur die entsprechende SkMel-
Zellen, die als Stimulator verwendet wurden. ,Kontrolle*: keine CTLA-4 Blockade. ,Fab“: CTLA-4 Blockade
durch 10ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment. Die Auswertung erfolgte durch die Messung der eingebauten *H-
Thymidinmenge und ist in cpm angegeben. 24 bzw. 48 Stunden: Der Uberstand wurde nach dieser Zeit ent-
fernt und durch normales R10hmn-Medium ersetzt. Die Abbildung ist reprasentativ fiir drei Versuche.

Es zeigte sich durch das Entfernen des Uberstandes nach 24 Stunden, dass eine Blockade-
dauer von 24 Stunden ausreichte, um die T-Zellen verstdrkt zur Proliferation anzuregen.
Wie nicht anders zu erwarten, fiihrte ein Entfernen des Uberstandes nach 48 Stunden dann
zu den gleichen Ergebnissen wie ein Entfernen nach 24 Stunden. Wenn die Blockade von
CTLA-4 erst zu einem spiteren Zeitpunkt, z.B. wihrend der Phase des Aktivierungs-
induzierten Zelltodes, wirksam wire und nicht wéihrend der Primingphase, hitte die Proli-
feration ungefihr gleich ausfallen miissen, wie bei der Kontrolle nach 24 Stunden. In die-
sem Fall hitte die Stimulation zusammen mit anti-CTLA-4-Fab-Fragment wihrend der
ersten 48 Stunden keine Wirkung und die Proliferation wiére vergleichbar mit einer nor-
malen Stimulation von T-Zellen durch SkMel B7.2. bzw. SkMel wt.

3.1.7.2 Kinetik der T-Zellproliferation mit und ohne Blockade von CTLA-4

Da eine erhohte Uberlebensrate von aktivierten T-Zellen als Grund fiir die verstirkte Proli-
feration unwahrscheinlich ist, bleiben zwei weiterer Mechanismen, die diese Verstirkung
erkldaren konnen: Es konnte sich die Kinetik der Aktivierung beschleunigen, d.h. die T-
Zellen werden schneller aktiviert und haben nach sieben Tagen bereits ein oder zwei Zell-
zyklen mehr durchlaufen als T-Zellen, deren CTLA-4 nicht blockiert wird. Es ist auch
moglich, dass die Anzahl der ruhenden T-Zellen steigt, die iiberhaupt aktiviert werden,
dass also insgesamt mehr T-Zellen rekrutiert werden. In diesem Fall wire die Kinetik der
Aktivierung gleich, aber die Zahl der proliferierenden Zellen wiirde steigen. Beide Szena-
rien wiirden im Endeffekt zu einem verstiarkten Einbau von 3H-Thymidin fiihren, liefen
sich also mit dieser Methode nicht unterscheiden.
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Um zwischen den beiden Méglichkeiten zu unterscheiden, wurden die T-Zellen daher vor
Beginn des jeweiligen Experiment mit griin-fluoreszierendem CFSE markiert. Mit jeder
Zellteilung wird der Farbstoff auf die zwei Tochterzellen verteilt. Uber die Halbierung der
Fluoreszenz im griinen Kanal (FI-1) Iésst sich so die Zahl der Zellen bestimmen, die sich
geteilt haben und auch angeben, wie viele Zellzyklen sie durchlaufen haben. Dem entspre-
chend befinden sich in den FACS-Abbildungen die Zellen, die sich nicht geteilt haben
ganz rechts auf der X-Achse. In den nachfolgenden FACS-Abbildungen (ab 3.1.7.2.2) sind
die sich teilenden Zellen auf der X-Achse (FI-1) gegen die Expression von CD4 bzw. CD8
auf der Y-Achse (FI-4) aufgetragen.

Die T-Zellen wurden wie oben beschrieben mit SkMel wt bzw. SkMel B7.2 stimuliert und
fiir 3, 5 und 7 Tage mit oder ohne anti-CTLA-4-Fab-Fragment oder Gesamtantikorper in-
kubiert. Anschlieend wurden die T-Zellen mit anti-CD4-CyS5 bzw. anti CD8-Cy5 gefirbt
und im FACS-Calibur ausgewertet. Die Analyse der Proliferation nach 3, 5 und 7 Tagen,
bei der durch Verwendung von CFSE jede sich teilende Zelle sichtbar wird, gab Auf-
schluss dariiber, wann die ersten Zellen anfangen, sich zu teilen. Dadurch wird auch sicht-
bar, ob dies unter dem Einfluss einer Blockade des CTLA-4 schneller geschieht als bei
einer normalen allogenen Stimulation.
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Abb. 3.1.7.2.1 Unterschiede zwischen aktivierten und nichtaktiviereten T-Zellen im FACS. Der For-
ward/Sideward-Blot zeigt das unterschiedliche Erscheinungsbild von T-Zellen, die entweder sieben Tage mit
SkMel wt (A) oder SkMel B7.2 (B) stimuliert wurden. Die roten Punkte reprasentieren die proliferierenden T-
Zellen. Alle Zellen innerhalb des gates wurde fir die Abb. 3.1.7.2.2-4 ausgewertet.

In Abb. 3.1.7.2.1 sind die Forward/Sideward-blots der FACS-Auswertung dargestellt. Abb.
3.1.7.2.1A zeigt die mit SkMel wt stimulierten T-Zellen und Abb. 3.1.7.2.1B die mit
SkMel B7.2 stimulierten T-Zellen. Schon an Hand dieser Abbildungen lésst sich erkennen,
dass die T-Zellen von den Wildtyp-Zellen nicht aktiviert wurden, da diese klein und rund
bleiben und so mit eine homogene Population bilden. Proliferierende T-Zellen wurden
dagegen groBer und zeigten eine entsprechend andere Lage im Forward/Sidward-Blot bei
der FACS-Analyse. Die roten Punkte in Abb. 3.1.7.2.1B zeigen die Lymphozyten, die auf
den allogenen Stimulus mit Proliferation reagierten. Das gate fiir die Auswertung der Proli-
feration wurde so gewihlt, dass die Uberreste der SkMel und sterbende Zellen moglichst
sauber von den T-Zellen getrennt wurden. Es zeigte sich aber, dass dies nicht immer mog-
lich war. Dies hatte zur Folge, dass ein Teil dieser Reste bei der Darstellung FI-1 (CFSE)
gegen FL-4 (Cy5) im unteren linken Quadranten auftauchte (z.B. Abb. 3.1.7.2.2). Dies
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erschwerte die Auswertung der statistische Daten, da der Anteil an Zellfragmenten u.4.
nicht eindeutig zu bestimmen war. Die angegeben Prozentzahlen beziehen sich deshalb
immer auf die Anzahl der CD4" bzw. CD8"-T-Zellen und nicht auf die gesamten gemesse-
nen Ereignisse.

Nach drei Tagen war keine Proliferation sichtbar, weder bei Stimulation mit SkMel B7.2
noch mit SkMel wt (Abb. 3.1.7.2.2). Auch fiihrte die Zugabe von 10 ug/ml anti-CTLA-4-
Fab-Fragment noch nicht zu einer Proliferation. Diese zeigte, dass eine Blockade von
CTLA-4 nicht zu einer schnelleren Aktivierung und damit Beginn der Zellteilung zu ei-
nem fritheren Zeitpunkt der T-Zellen fiihrt (Abb. 3.1.7.2.2 rechte Spalte).

Auch nach fiinf Tagen Stimulation mit SkMel wt sind dort keine proliferierenden T-Zellen
sichtbar (Abb. 3.1.7.2.3). Bei einer Stimulation mit den B7.2 transfizierten SkMel sind
jetzt erstmals T-Zellen sichtbar, die sich im Schnitt einmal geteilt haben. Einige wenige
CD47-T-Zellen in der Kontrolle und jetzt schon deutlich mehr CD4"-T-Zellen nach der
Blockade von CTLA-4 haben geteilt. Es scheint so, als wiirden die T-Zellen bis zu 4-5
Tage brauchen, bis sie nach einer allogenen Stimulation anfangen zu proliferieren.
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Abb. 3.1.7.2.2 Kein Unterschied im Proliferationsmuster nach der Blockade von CTLA-4 (Tag 3). CFSE-
markierte T-Zellen wurden fir drei Tage mit SkMel B7.2 bzw. SkMel wt inkubiert. Den Zellen war entweder nur
Medium (Kontrolle) oder 10 ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment zugesetzt. Die Zellen wurden anschlieBend mit
anti-CD4-Cy5 bzw. anti-CD8-Cy-5 gefarbt und im FACS ausgewertet. Fir die Auswertung wurden nur die
lebenden Lymphozyten berticksichtigt.
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Abb. 3.1.7.2.3 Kein Unterschied im Proliferationsmuster nach der Blockade von CTLA-4 (Tag 5). CFSE-
markierte T-Zellen wurden fir finf Tage mit SkMel B7.2 bzw. SkMel wt inkubiert. Den Zellen war entweder nur
Medium (Kontrolle) oder 10 ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment zugesetzt. Die Zellen wurden anschlieBend mit
anti-CD4-Cy5 bzw. anti-CD8-Cy-5 gefarbt und im FACS ausgewertet. Fir die Auswertung wurden nur die
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Abb. 3.1.7.2.4 Kein Unterschied im Proliferationsmuster nach der Blockade von CTLA-4 (Tag 7). CFSE-
markierte T-Zellen wurden fir drei Tage mit SkMel B7.2 bzw. SkMel wt inkubiert. Den Zellen war entweder nur
Medium (Kontrolle) oder 10 ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment zugesetzt. Die Zellen wurden anschlieBend mit
anti-CD4-Cy5 bzw. anti-CD8-Cy-5 geférbt+und im FACS ausgewertet. Die Zahlen geben den prozentualen
Anteil der proliferierenden CD4 oder CD8 -T-Zellen in dem oberen linken Quadranten an, bezogen auf alle
CD4 oder CD8-positiven Zellen. Fir die Auswertung wurden nur die lebenden Lymphozyten beriicksichtigt.

Die néchsten und letzten Experimente der Versuchsreihe wurden nach sieben Tagen aus-
gewertet (Abb. 3.1.7.2.4). In diesem Experiment kam es auch nach sieben Tagen zu keiner
Proliferation von T-Zellen, die mit SkMel wt stimuliert wurden. Die Stimulation mit
SkMel B7.2 hingegen fiihrte zu einem deutlichen Anstieg von proliferierenden CD4 und
CDS8-T-Zellen. Die Blockade von CTLA-4 erhohte den Anteil an sich teilenden Zellen



Ergebnisse 56

noch weiter. Wihrend unter normalen Stimulationsbedingungen sich 7% der CD4"-T-
Zellen in der Proliferation befinden, stieg deren Anteil nach der Zugabe des Fab-
Fragmentes auf 45% an; eine Steigerung um den Faktor 6,2. Bei den CD8"-T-Zellen waren
in diesem Experiment 18% der Zellen in der Proliferation und nach der Blockade von
CTLA-4 verdoppelte sich dieser Anteil. Beide Subpopulationen reagierten also mit einer
verstirkten Aktivierung auf die Blockade von CTLA-4.

T-Zellen stimuliert mit SkMel B7.2 (Tag 7)
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Abb. 3.1.7.2.5 Anteil der proliferierenden CD4" und CD8"-T-Zellen nach sieben Tagen Stimulation mit
SkMel B7.2. CFSE-markierte T-Zellen wurden fiir sieben Tage mit SkMel B7.2 bzw. SkMel wt (ohne Abb.)
inkubiert. Den Zellen war entweder nur Medium (Medium), 10 ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment (Fab) oder 10
pg/ml anti CTLA-4-Antikérper zugesetzt. Die Zellen wurden anschlielfend mit anti-CD4-Cy5 bzw. anti-CD8-
Cy-5 gefarbt und im FACS ausgewertet. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der proliferierenden CD4*
oder CD8"-T-Zellen in dem oberen linken Quadranten an, bezogen auf alle CD4 oder CD8-positiven Zellen.
Fur die Auswertung wurde nur die lebenden Lymphozyten berlcksichtigt.

Der in Abb. 3.1.7.2.2-4 dargestellte Versuch ist représentativ fiir vier Experimente. In Abb.
3.1.7.2.5 ist das Ergebnis eines solchen Versuches dargestellt, bei dem zusitzlich noch der
unmodifizierte Antikorper BNI3 eingesetzt wurde. Auch hier waren nach drei und fiinf
Tagen praktisch keine proliferierenden T-Zellen sichtbar (ohne Abb.). Die Auswertung
nach Tag 7 zeigte, dass hier unter normalen Bedingungen prozentual mehr CD4" als CDS8*
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T-Zellen aktiviert worden waren. Beide Populationen proliferierten aber deutlich stirker,
wenn CTLA-4 blockiert wurde. Der Anteil der proliferierenden CD4"-Zellen stieg um
mehr als das vierfache und der Anteil der CD8"-T-Zellen hier sogar um den Faktor 6. Of-
fensichtlich hingt es vom Spender ab, wie hoch der Anteil an CD4" bzw. CD8"-T-Zellen
ist, der aktiviert wird. Die Kinetiken und das Muster der Proliferation unterschieden sich
jedoch nicht. Vor allem bei den CD4*-T-Zelle, die unter Einfluss des Fab-Fragment stimu-
liert wurden, ist deutlich sichtbar, dass, wie in Abb. 3.1.7.2.4, fast alle Zellen, die prolife-
rieren, auch sechs Zellzyklen durchlaufen (siehe auch Abb. 3.1.8.1). Auch in diesem Expe-
riment zeigten die CD4" und CD8*-T-Zellen ein gleiches Proliferationsmuster. Die Zugabe
des Gesamtantikorpers hingegen fiihrte zu keiner Zunahme der Proliferation, sondern inhi-
bierte die Aktivierung der T-Zellen sogar.

A B
Fab-Fragment Kontrolle
E ¥ E ¥
o|= ol *
g 09100
Zellyklus Zellen Mean Zellyklus Zellen | Mean
0 5269 1630 0 6780 1597
1 300 744 1 134 801
2 198 367 2 67 378
3 205 177 3 55 183
4 280 85 4 91 89
5 1183 43 5 149 48
6 208 20 6 7 21

Abb. 3.1.7.2.6 Uber die Halbierung der Fluoreszenzintensitit I3Rt sich die Anzahl der Zellen je Zellzyk-
lus bestimmmen. Die FACS-Abbildungen wurden, wie unter Abb. 3.1.7.2.4 beschrieben, erstellt. Die Zellen
wurden mit Medium alleine (Kontrolle) oder mit anti-CTLA-4-Fab-Fragment inkubiert. Da sich mit jeder Teilung
die Intensitat der Fluoreszenz in den Zellen halbiert, 1Bt sich durch Anzeigen der ,mean® (mittleren Fluores-
zenintensitat) in der CellQuest Software bestimmen, wann die ,mean” der Zellen sich relativ zu den sich nicht-
teilenden Zellen halbiert hat und sich die Zellen somit einmal geteilt haben. Dies wurde als ,Zellzyklus-gates
0-6“ in die FACS-Abbildung eingetragen. Auf diese Weise wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die bis zu
sechs Zellzyklen durchlaufen haben. Fur die beiden FACS-Abbildungen sind diese Zahlen in den beiden Ta-
bellen zusammengefasst.

Es wird deutlich, dass die sich teilenden Zellen alle das gleiche Proliferationsmuster auf-
weisen. Da sich mit jeder Teilung die Fluoreszenz der Zellen halbiert, kann man iiber die
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mittlere Fluoreszenzintensitdt (Mean) die Anzahl der durchlaufenen Zellzyklen bestimmen.
In Abb. 3.1.7.2.6 sind diese ,,Zellzyklus-Gates* in die FACS-Auswertungen eingetragen.
Wie an Hand der Tabelle sichtbar ist, ist jeder Zellzyklus durch die Halbierung der mittle-
ren Fluoreszenzintensitit gekennzeichnet. Kopiert man diese gates in alle FACS-
Auswertungen einer Versuchsreihe so ldsst sich ermitteln, wie viele Zellen sich wie oft
geteilt haben.

Fiir die CD4"-T-Zellen einer Versuchsreihe sind diese Daten in Abb. 3.1.7.2.7 zusammen-
gefasst. Aufgetragen wurde die Anzahl der Zellen je Zellzyklus gegen die durchlaufenen
Zellzyklen. Die Blockade von CTLA-4 (rote Linie) und die normale Stimulation (schwarze
Linie) fithren beide zu einer Aktivierung, bei der die meisten Zellen nach sieben Tagen
fiinf Zellzyklen durchlaufen haben, nur befinden sich nach der Blockade des CTLA-4 weit
aus mehr Zellen in diesem Zustand. Auch bei anderen Versuchsreihen zeigte sich, dass die
Proliferationsmuster identisch sind, aber z.T. hatten sich die T-Zellen sogar 8-9 mal geteilt
(Abb.3.1.8.1)

Die Blockade von CTLA-4 bewirkt also keine Beschleunigung der Aktivierung von T-
Zellen, sodass diese schneller anfangen wiirden, sich zu teilen. Es scheint viel mehr so, als
wiirde die Anzahl der Zellen ansteigen, die iiberhaupt auf den allogenen Stimulus reagiert.

Weiterhin ldsst sich aus diesen Daten ungeféhr die Zeit abschitzen, die T-Zellen brauchen,
um einen Zellzyklus zu durchlaufen, sobald sie einmal aktiviert worden sind. Wie in Abb.
3.1.7.2.3 zu sehen ist, haben sich die Zellen nach fiinf Tagen noch nicht geteilt. Nach sie-
ben Tagen hingegen haben sie fiinf Zellteilungen durchlaufen (Abb. 3.1.7.2.4). Ausgehend
von diesen Daten, brauchte eine T-Zelle nur ungefidhr 10 Stunden, um sich einmal zu tei-
len.
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Abb. 3.1.7.2.7 Die Blockade von CTLA-4 fiihrt zu mehr Zellen pro Zellzyklus, aber zu keiner Verdnde-
rung der Kinetik der Proliferation. Die Anzahl der CD4"-T-Zellen je Zellzyklusgate aus Abb. 3.1.7.2.6 wurde
gegen die Anzahl der durchlaufenen Zellzyklen aufgetragen. Die schwarzen Symbole und Linien zeigen die
CD4"-T-Zellen ohne CTLA-4-Blockade, die roten Symbole und Linien die CD4"-T-Zellen nach der Zugabe von
anti-CTLA-4-Fab-Fragment.
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3.1.7.3 Abschitzung der Vorliufer-Frequenzen

Wie in Abschnitt 3.1.7.2 gezeigt ist, ist die Kinetik und das Muster der Proliferation unab-
hingig von der Anwesenheit von anti-CTLA-4 Fab-Fragment. Dies bedeutet, zusammen
mit dem Ergebnis, dass CTLA-4 nicht das Uberleben beeinflusst (3.1.7.1), dass durch eine
Blockade des CTLA-4 eine hohere Anzahl von T-Zellen aktiviert wird. Aus den statisti-
schen Daten der FACS-Analysen ldsst sich ungefdhr die Zahl der Vorlduferzellen abschiit-
zen. Um die Daten miteinander vergleichen zu konnen, werden die Werte nicht auf die
eine FACS-Messung bezogen, sondern auf Vorliuferzellen je 1-10° Zellen. Dafiir wird von
der Annahme ausgegangen, dass sich die Anzahl der nicht-proliferierenden Zellen im
Verlauf des Experiments nicht wesentlich verdndert. Selbst wenn bis zu 1000 Zellen an-
fangen sich zu teilen, bleibt ihr Anteil im Vergleich zu den eingesetzten 1-10° Zellen ver-
nachldssigbar gering. Zeigt die FACS-Statistik nun 6000 nicht-proliferiende CD4*-T-
Zellen an, so ist diese Anzahl mit 11 zu multiplizieren, um auf die Menge an CD4"-T-
Zellen in 1-10° T-Zellen aus peripheren Blut zu gelangen. AuBerdem zeigen die ,,gates* in
Abb. 3.1.7.2.6 wie viele Zellen sich wie hiufig geteilt haben. Da das Verhiltnis von sich
teilenden Zellen zu sich nicht teilenden Zellen gleich ist muss man auch die Anzahl der
Zellen in jedem Zellzyklus mit 11 multiplizieren, um auf die Gesamtmenge der proliferie-
renden Zellen in einer Vertiefung zu gelangen. Um daraus auf die Anzahl der Zellen zu
schlielen, die angefangen haben sich zu teilen, muss die Anzahl der Zellen die sich sie-
benmal geteilt durch 128 geteilt werden, die Anzahl der Zellen die sechsmal geteilt haben
durch 64 geteilt werden usw. Rechnet man diese Werte dann zusammen, gelangt man zu
der Anzahl an T-Zellen in je 1-10° Zellen, die anfangen haben zu proliferieren. In Tabelle
3.1.1 sind die Ergebnisse einer solchen Abschétzung fiir CD4*-T-Zellen zu sehen. Wenn
auch die absoluten Zahlen wahrscheinlich recht ungenau sind, so sind doch die Werte der
einzelnen Experimente miteinander vergleichbar. Hier zeigt sich dann, dass bei einer Blo-
ckade des CTLA-4 wihrend einer allogenen Immunantwort die Anzahl der Zellen, die auf
den allogenen Stimulus reagieren, maximal um den Faktor 8§ steigt

Tab. 3.1.1: Abschatzung der Anzahl an CD4"-T-Zellen in 1-10° peripheren T-Zellen, die nach dem allo-
genen Stimulus anfangen zu proliferieren. Die Werte kommen aus vier voneinander unabhangigen Expe-
rimenten. Kontrolle: ohne CTLA-4-Blockade. Fab: Blockade von CTLA-4 durch 10 pg/ml anti CTLA-4 Fab-
Fragment.

Kontrolle
171
635

350
305

3.1.7.4 Keine Steigerung der Proliferation durch ein Kontroll-Fab-Fragment

Die Tatsache, dass die T-Zellen auch nach der Zugabe von anti-CTLA-4-Fab-Fragment
nicht auf eine Stimulation mit SkMel wt reagieren, zeigt deutlich, dass die verstirkte Proli-
feration nicht von einer unspezifische Aktivierung der T-Zellen herriihrt. Um auszuschlie-
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Ben, dass es sich bei den beobachteten Effekten dennoch um unspezifische Effekte handelt,
wurde ein Kontroll-Fab-Fragment hergestellt und mit 10 p#g/ml in identischen Versuchen
eingesetzt. In Abb. 3.1.7.4.1 sind die Ergbnisse zusammengefasst. Der Proliferationsindex
gibt an, wie die T-Zellen sich nach der Zugabe von anti-CTLA-4 Fab-Fragment bzw .-
Kontroll-Fab-Fragment im Vergleich zu der Stimulation mit SkMel B7.2 alleine verhielten
(Proliferationsindex = 1). Es ist zu sehen, dass es nur bei der Blockade von CTLA-4 zu
einer deutlichen Steigerung der Proliferation kommt. Verwendet wurden nur Daten aus
FACS-Analysen mit CFSE-markierten T-Zellen.
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Abb. 3.1.7.4.1 Die Zugabe von 10 uyg/ml eines Kontroll-Fab-Fragmentes steigert die Proliferation der T-
Zellen nicht. Die Abbildung zeigt zusammengefasst die Steigerung der Proliferation nach Blockade von
CTLA-4 (anti CTLA-4 Fab-Fragment) oder der Zugabe eines Kontroll Fab-Fragmentes. Der Proliferationsindex
1 gibt die Proliferation nach der Stimulation der CD4" bzw. CD8"-T-Zellen nur mit SkMel B7.2 ohne die Zuga-
be eines Fab-Fragmentes wieder. Ausgewertet wurden die Daten aus FACS-Analysen mit CFSE-markierten
T-Zellen.

3.8 Die verstirkte Antwort der CD8*-T-Zellen nach einer Blockade von CTLA-4
beruht wahrscheinlich auf einer verstirkten Hilfe durch CD4*-T-Zellen.

Die Abb. 3.1.7.4 und 3.1.7.5 zeigen, dass eine Blockade durch anti-CTLA-4 Fab-Fragment
sowohl die CD4", als auch die CD8"-T-Zellen verstirkt aktivieren kann. Wenn man den
relativen Anstieg der Proliferation von CD4" und CD8"-T-Zellen vergleicht, fallt auf, dass
z.B. in Abb. 3.1.7.5 die Anzahl der CD4" T-Zellen sich unter Einfluss des anti-CTLA-4
Fab-Fragmentes vervierfacht, die Anzahl der CD8"-Zellen sich aber mehr als versechs-
facht. Wihrend eine direkte Aktivierung der CD4"-T-Zellen durch den allogenen Stimulus
und damit auch ein direkter Einflufl des CTLA-4 auf die T-Helferzellen wahrscheinlich ist,
ist dies bei CD8"-T-Zellen nicht sicher. Deshalb war es wichtig zu priifen, ob die CD8"-T-
Zellen direkt von dem Fab-Fragment beeinflu3t werden oder die verstidrkte Aktivierung auf
den indirekten Einfluss der CD4"-T-Zellen beruht. In diesen Versuchen in Abschnitt
3.1.7.2 wurden die CD4 und CD8 positiven Zellen allerdings gemeinsam eingesetzt. Um
diese Frage zu kliren, sollten CD4" und CD8"-T-Zellen nun separat eingesetzt werden. Fiir
diese Experimente wurden aus den CFSE-markierten T-Zellen die CD4" und CD8"*-T-
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Zellen iiber das Dynal Positive Isolation Kit positiv selektioniert. Die so isolierten Zellen
wurden auf ihre Reinheit im FACS untersucht (Abb. 3.1.8.1). Die CD4" T-Zellen waren zu
mehr als 99% positiv fiir CD4 und die CD8" T-Zellen enthielten mehr als 97% CD8+-T-
Zellen. AnschlieBend wurden die Zellen in einer Konzentration von 1- 10° Zellen je Vertie-
fung eingesetzt und nach sieben Tagen Inkubation mit Stimulatorzellen im FACS unter-
sucht (Abb. 3.1.8.2). Dabei wurden zum Vergleich auch die unseparierten T-Zellen sowie
die CD4 und CD8 gemeinsam im Verhiltnis 1:1 eingesetzt.
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Abb. 3.1.8.1 Positive Isolation von CD4" und CD8*-T-Zellen aus CFSE-markierten T-Zellen. Mit Hilfe des
Dynal CD4 bzw. CD8 Positive Isolation Kit plus Detach wurden die CD4 und CD8 positiven T-Zellen aus den
schon CFSE markierten T-Zellen positiv isoliert. Die Zellen wurden mit anti-CD4-Cy5 bzw. anti-CD8-Cy-5 auf
ihre Reinheit untersucht. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der entsprechend gefarbten Zellen in dem
Quadranten an. Fir die Auswertung wurden nur die lebenden Lymphozyten verwendet. A: nicht gefarbte
CD4"-T-Zellen. B: aufgereinigte CD4"-T-Zellen. C: aufgereinigte CD8"-T-Zellen
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Abb. 3.1.8.2 Eine Blockade von CTLA-4 fiihrt nur bei isolierten CD4"-T-Zellen und nicht bei isolierten
CD8*-T-Zellen zu einer verstirkten Proliferation. Je 1:10° CFSE-markierte T-Zellen, isolierte CD4"-bzw.
CD8"-T-Zellen und im Verhaltnis 1:1 gemischte CD4 und CD8+-T-Zellen (CD4+CD8 (1:1)) wurden fiir sieben
Tage mit je 5-10* SkMel B7.2 bzw. SkMel wt (ohne Abb.) inkubiert. Den Zellen war entweder nur Medium
(Kontrolle) oder 10 ug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment (Fab) zugesetzt. Die Zellen wurden anschlieBend mit
anti-CD4-Cy5 bzw. anti-CD8-Cy-5 gefarbt und im FACS ausgewertet. Die Zahlen geben den prozentualen
Anteil der proliferierenden CD4" oder CD8"-T-Zellen in dem oberen linken Quadranten an, bezogen auf alle
CD4 oder CD8-positiven Zellen. Fur die Auswertung wurden nur die lebenden Lymphozyten bertcksichtigt.
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Bei der Auswertung zeigte sich, dass der Anteil der proliferierenden CD4"-T-Zellen bei
unseparierten T-Zellen mit 7,1% fast identisch zu den 6,7% bei isolierten CD4"*-T-Zellen.
Die Blockade von CTLA-4 148t den Anteil der proliferierenden Zellen bei den isolierten
CD47"-T-Zellen dann auf iiber 16% steigen. Wenn man die isolierten CD4" und CD8"-T-
Zellen wieder mischt (allerdings 1:1 und nicht etwa 1:3 wie im Blut) bleibt es bei ca 7%
sich teilenden CD4"-T-Zellen. Die CD4*-T-Zellen scheinen also von der Abwesenheit von
CDS8" oder auch noch von Spuren von APC voéllig unbeeinflusst. Anders verhilt es sich
zumindest in diesem Experiment mit den CD8"-T-Zellen: Liegt der Anteil der proliferie-
renden Zellen bei den unseparierten T-Zellen noch bei 6% so sinkt er bei isolierten CD8"-
T-Zellen auf 2,7%. Die CD8*-T-Zellen sind offensichtlich auf die Hilfe der CD4*-T-Zellen
angewiesen. Dies zeigt sich auch darin, dass das Mischen der isolierten CD4" und CD8"-T-
Zellen die Anteil der sich teilenden CD8"-T-Zellen wieder erhoht und mit iiber 9% den
Anteil in den unseparierten T-Zellen sogar iibersteigt. Viel wichtiger ist allerdings, dass
durch die Blockade von CTLA-4 der Anteil der proliferierenden Zellen im Gegensatz zu
den CD4+-T-Zellen nicht steigern 14B8t. Der Prozentsatz bleibt unverédndert bei etwa 2,5%.
Aus diesem Versuch lieBe sich ableiten, dass das CTLA-4 keine direkte Rolle bei der Ak-
tivierung von CD8*-T-Zellen spielt. Wihrend dreimal gezeigt werden konnte, dass die
CD8*-T-Zellen die Hilfe der CD4*-T-Zellen brauchen, mufl zur Einschrinkung gesagt
werden, dass es sich nur einmal so zeigen lie3, dass die isolierten CD8*-T-Zellen nicht auf
eine Blockade des CTLA-4 reagieren. In weiteren Versuch kam es z.T. zu gar keiner Proli-
feration der Zellen.

3.1.9 T-Zellen zeigen eine erhohte IFN-y Produktion unter Einfluss des anti-CTLA-4
Fab-Fragments

Wie in Abschnitt 3.1.7. zu sehen ist, steigt bei Blockade des CTLA-4 durch anti-CTLA-4
Fab-Fragment die Frequenz der Zellen, die durch die allogenen MHC-Molekiile der SkMel
aktiviert werden. Dies fiihrt dazu, dass mehr Zellen proliferieren. Doch es konnte sein, dass
zwar mehr Zellen proliferieren, aber diese Zellen keine Effektorfunktion entwickeln. Da
hinter der Blockade von CTLA-4 die Idee einer verbesserten Krankheitsabwehr steht, wur-
de untersucht, ob die zur verstidrkten Proliferation angeregten Zellen auch Interferon-y pro-
duzieren. Die T-Zellen wurden dazu wie oben beschrieben gereinigt und mit und ohne an-
ti-CTLA-4 Fab-Fragment aktiviert. Sechs Stunden vor Ende des Experiments wurde
Spug/ml Brefeldin A zu den Zellen gegeben. Brefeldin A blockiert den Transport von exo-
zytotischen Vesikeln und verhindert so eine Abgabe von Interleukinen an das Medium.
Dies erhoht deren Konzentration in der Zelle und erleichtert somit den Nachweis. Die T-
Zellen wurden anschlieend intrazelluldr mit biotinyliertem anti-IFN-y und dann Strepta-
vidin-Alexa-Fluor-647 gefiarbt. Zwar liel sich eine erhohte Expression von IFN-y der T-
Zellen sehen, doch da die IFN-y exprimierenden T-Zellen im Forward/Sideward-Blot ge-
nau dort lagen, wo auch ein Teil des Hintergrundes erscheint, war eine genaue quantitative
Auswertung nicht moglich (ohne Abb.). Um den Hintergrund zu reduzieren und eine
quantitative Auswertung zu ermoglichen, wurden in weiteren Experimenten die CD4" und
CD8"-T-Zellen nach Ende der Inkubationszeit positiv selektioniert.
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In Abb. 3.1.9.1 B ist zu sehen, dass der durch die SkMel-Zellen verursachte Hintergrund
im unteren linken Quadranten fast vollstindig verschwunden ist. In der jetzt viel sauberen
Messung ist der Effekt des anti-CTLA-4 Fab-Fragments auf die Produktion von IFN-y
deutlicher zu sehen und auch zu quantifizieren. Die Ergebnisse dieser Auswertung sind in
der Tabelle 3.1.2 zusammengefasst. Sehr deutlich ist, dass die Zellen, die nicht proliferier-
ten, auch kein Interferon-y produzierten. Des weiteren geht aus diesem Versuch hervor,
dass bei den CD4"-Zellen im Vergleich zu den CD8"-Zellen mehr Zellen IFN-y produzier-
ten. Beide Populationen haben aber gemeinsam, dass unter dem Einfluss des Fab-
Fragmentes der Anteil an IFN-y produzierenden Zellen stieg. Bei den CD8"-Zellen verdrei-
fachte sich die Zahl sogar’ und ihr Anteil stieg von 6,28% auf iiber 16%.

Durch eine Zuweisung von unterschiedlichen Farben zu den einzelnen Populationen, zeigte
sich, dass die Zellen sich auch in ihrer Form und Granularidt unterscheiden. Diese Unter-
schiede sind in dem Forward/Sideward-Blot in Abb. 3.1.9.2 A sichtbar. Bei den blauen
Zellen handelt es sich um kleine, einheitliche CD4%-Zellen, die sich nicht teilen. Griin sind
die Zellen eingefirbt, die sich zwar teilen, aber kein IFN-y produzieren. In rot erscheinen
schlieBlich die Zellen, die sich sowohl teilen, als auch IFN-y produzieren. Es ist deutlich
sichtbar, dass diese Zellen im Durchschnitt am weitesten oben und rechts erscheinen. Dar-
aus laBt sich ablesen, dass die CD4"-Zellen, die IFN-y produzierten, groler waren als die
anderen Lymphozyten und auch eine hoherer Granulierung aufwiesen; insgesamt ein Indiz
fiir starke Aktivierung der T-Zellen. Auflerdem war deutlich sichtbar, dass nur Zellen, die
proliferierten, iiberhaupt IFN-y produzierten. Es wire immerhin denkbar gewesen, dass ein
Teil der T-Zellen auf eine Aktivierung nicht mit Proliferation, sondern nur mit IFN-y Pro-
duktion reagiert.

Eine Produktion von IL-4 konnte mit dieser Methode nicht detektiert werden (Daten nicht
gezeigt).

>

1000
L

Abb. 3.1.9.1A Die IFN-y produzierenden T-
Zellen unterscheiden sich im FACS von Zellen,
die kein IFN produzierten. Forward/Sideward
Blot der CD4+-T-Zellen deren CTLA-4 blockiert
wurde (Abb. 3.1.9.1B oben rechts). Blau: nicht
proliferierende Zellen, die kein IFN-y produzierten.

: proliferierende Zellen, die kein IFN-y produ-
zierten. Rot: proliferierende Zellen, die IFN-y pro-
duzierten
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? Die Berechnung bezieht mit ein, dass von den CD8* mit Fab insgesamt 17070 Zellen und bei den CD8* ohne Fab nur

10410 Zellen gemessen wurden.
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Abb. 3.1.9.1B T-Zellen zeigen eine erhohte IFN-y Produktion unter Einfluss des anti-CTLA-4 Fab-
Fragmentes. CFSE-markierte T-Zellen wurden fir sieben Tage mit SkMel B7.2 bzw. SkMel wt (ohne Abb.)
inkubiert. Den Zellen war entweder nur Medium (Kontrolle) oder 10 pug/ml anti CTLA-4-Fab-Fragment (Fab-
Fragment). Die CD4 und CD8 Zellen wurden anschlieend mit dem ,Dynal Positiv Isolation Kit* isoliert, mit
anti IFN-y-bio/Strepavidin Alexa-Fluor 648 gefarbt und im FACS ausgewertet. Eingetragen sind neben den
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Quadranten die Zellzyklus-Gates, die anzeigen durch wie viel Zellteilungen die T-Zellen gelaufen sind.

Tabelle 3.1.2 Verstarkte Proliferation und Produktion von Interferon-y nach einer Blockade von CTLA-
4. Die Zahlen geben den prozentualen Anteil der jeweiligen Population an der Gesamtanzahl der ausgewer-

teten Zellen wieder. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der gemessenen Zellen wieder.

Quadrant Unten rechts Oben rechts Unten links Oben links ‘

Keine Proliferation
Kein Interferon-y

Keine Proliferation
Interferon-y

Proliferation
Kein Interferon-y

Proliferation
Interferon-y

| CD4 (20000)

44,77 (7857)

0,23 (41)

32,07 (5628)

22,93 (4025)

CD4 Fab (20000)

36,60 (6288)

0,33 (57)

29,53 (5073)

33,53 (5760)

cos (10410)

57,24 (3888)

0,19 (13)

36,29 (2465)

6,27 (426)

CD8 Fab (17070)

43,95 (6282)

0,37 (53)

39,09 (5587)

16.59 (2371)
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3.1.10 T-Zellen werden durch Stimulation mit Wildtyp Melanomzellen nicht anerg

Naive T-Zellen, die nur ein Signal iiber den T-Zellrezeptor und kein zusitzliches kostimu-
latorisches Signal iiber CD80 oder CD86 erhalten, werden nicht aktiviert, sondern reagie-
ren, indem sie in einen Zustand der Anergie libergehen. Dies fiihrt dazu, dass die Zellen
auch bei einer anschlieBenden Stimulation mit Antigen und Kostimulation nicht mehr in
der Lage sind, aktiv zu werden. Entsprechend sollten Zellen, die nur durch die SkMel
Wildtyp-Zellen stimuliert worden sind und keine Kostimulation bekommen haben, auf eine
Restimulation mit B7.2 nicht mehr mit Proliferation reagieren kdnnen.

Eine Uberlegung war nun, ob moglicherweise eine Blockade mit anti-CTLA-4-Fab-
Fragment eine solche Anergie autheben kann. Falls diese Blockade T-Zellen aktiviert wer-
den, deren T-Zellrezeptor normalerweise eine zu geringe Affinitéit hat, um ein vollstindi-
ges Aktivierungssignal zu senden, sollten diese Zellen moglicherweise auch nicht anerg
werden, da das CTLA-4-vermittelt negative Signal die Zelle abschaltet, ohne sie anerg
werden zu lassen. Eine Voraussetzung, um diese Theorie zu iiberpriifen war, dass die mit
SkMel wt stimulierten T-Zellen tatsichlich anerg sind. Abb. 3.1.10.1 zeigt allerdings, dass
dies nicht der Fall war. Diese T-Zellen lieen sich bei einer Restimulation mit SkMel B7.2
im gleichen MaBe zur Proliferation bewegen wie T-Zellen, die zum ersten Mal Kontakt mit
SkMel B7.2 hatten.

Fiir dieses Experiment wurden T-Zellen wie unter 2.6 beschrieben isoliert und fiir sieben
Tage mit SkMel wt oder ohne Stimulation d.h. nur mit Medium inkubiert. AnschlieBend
wurden die T-Zellen aus beiden Gruppen mit SkMel wt oder B7.2 (re)stimuliert und fiir
weitere sieben Tage inkubiert. Die Auswertung erfolgte dann durch Bestimmung des *H-
Thymidin-Einbaus bzw. im FACS. Eine PHA-Kontrolle zeigte, dass Zellen aus beiden
Gruppen prinzipiell in der Lage sind, auf einen Stimulus iiber den TCR zu reagieren (ohne
Abb.). Die Zellen, die fiir die ersten sieben Tage nur mit Medium inkubiert wurden, dien-
ten als Positivkontrolle und zeigten ein Proliferationsmuster, wie es zu erwarten war: Bei
Kontakt mit SkMel wt kam es zu keiner Proliferation, auf die SkMel B7.2 reagierten die T-
Zellen mit starker Proliferation. Auch hier konnte das anti CTLA-4 Fab-Fragment die Pro-
liferation noch mal verstirken (Abb. 3.1.10.1 A und B, die beiden linken Balken). Die
Zellen, die sieben Tage mit SkMel wt inkubiert wurden, reagierten auch bei der Restimu-
lation mit SkMel wt nicht mit einer Aktivierung, was aber auch nicht anders zu erwarten
war, da weiterhin ein kostimulatorisches Signal fehlte (Abb. 3.1.10.1 A die beiden rechten
Balken). Allerdings wurden die T-Zellen bei Kontakt mit SkMel B7.2 dhnlich stark akti-
viert wie bei der Primérstimulation mit den B7.2-Transfektanten. Auch diese Aktivierung
lie} sich wiederum durch anti CTLA-4 Fab-Fragment verstdarken (Abb. 3.1.10.1 rechts, die
schwarzen Balken). Die Zellen waren durch den alleinigen allogenen Kontakt ohne Kosti-
mulation nicht anerg geworden. Der Versuch wurde zweimal mit gleichem Ausgang wie-
derholt.
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Abb. 3.1.10.1 T-Zellen werden nach der Stimulation mit SkMel wt nicht anerg. Die T-Zellen wurden fiir
sieben Tage mit Medium alleine (Medium) oder SkMel wt (wt) stimuliert. AnschlieRend wurden diese T-Zellen
entweder mit SkMel wt oder SkMel B7.2 restimuliert. Wahrend der Restimulation wurde dort wo Fab steht das
CTLA-4 durch anti-CTLA-4-Fab-Fragment blockiert. Die schwarzen Balken symbolisieren die Zellen, die mit
SkMel wt primar stimuliert wurden und die entgegen der Erwartung nicht anerg geworden sind, sondern auf
eine Restimulation durch SkMel B7.2 mit starker Proliferation reagierten. A und B zeigt die Daten von zwei
unabhangigen Experimenten mit T-Zellen von verschiedenen Spendern.
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3.2 Das Proliferationsmuster humaner T-Zellen ist unabhiingig von der
Kostimulation

3.2.1 Die Titration der Stirke Kostimulation hat keinen Einfluss auf die Kinetik der
Proliferation

In den Ergebnissen der Abschnitte 3.1.7 und 3.1.8 hat es den Eindruck, als wiirden die T-
Zellen synchron auf den Stimulus reagieren und einmal aktiviert, eine Reihe von Zellzyk-
len durchlaufen. Dies steht im Widerspruch zu der Uberlegung und den Daten, die im mu-
rinen System generiert wurden und besagen, dass ein schwacher Stimulus zwar die gleiche
Anzahl an T-Zellen aktiviert wie ein starker Stimulus, diese dann aber weniger Zellzyklen
durchlaufen. Fiir murine CD8*-T-Zellen konnte gezeigt werden, dass eine einmalige Akti-
vierung dazu fiihrt, dass die Zellen sich auch dann mehrfach teilen, auch wenn das Antigen
und damit Signal 1 entfernt wird (van Stipdonk et al., 2001).

Die Antigenmenge lieB sich in dem hier verwendeten System nicht veridndern, aber durch
die Titration der SkMel B7.2 in die SkMel wt lie} sich die Menge der Kostimulation vari-
ieren. Dabei sollte iiberpriift werden, ob eine geringe Menge an Kostimulation evtl. zu ei-
ner veranderten Kinetik fithrt. Wie in Abb. 3.1.6.2.1 zu sehen ist, fiihrte eine Abnahme der
Kostimulation auch zu einer schwicheren Proliferation. Ein Wiederholung dieses Versu-
ches mit CFSE-markierten T-Zellen zeigte, dass die Anzahl der proliferierenden Zellen
insgesamt abnimmt, wenn nur 5% der SkMel mit B7.2 transfiziert sind. Diese wenigen
Zellen haben aber das gleiche Proliferationsmuster wie Zellen, die mit 100% SkMel B7.2
aktiviert wurden (Abb. 3.2.1). Auffillig ist auch hier, dass alle T-Zellen, die einmal akti-
viert wurden, mindestens fiinf Zellzyklen durchliefen. Es hat den Anschein als existiert
eine Art Programm, welches die Zellen nach der Aktivierung startet und das unabhingig
von der Stirke der Kostimulation zu einer Reihe von Zellteilungen fiihrt. Dieser Befund
gilt sowohl fiir CD8- als auch fiir CD4*-T-Zellen. Dies ist insofern von Bedeutung, da es
bei murinen Milzzellen offensichtlich Unterschiede im Verhalten von CD4" und CD8*-T-
Zellen gibt (Foulds et al., 2002).
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Abb. 3.2.1.1 Kinetik der Proliferation ist unabhdngig von der Quantitidt der Kostimulation. Die SkMel
B7.2 wurden entweder als alleinige Stimulatorzellen (100% SkMel B7.2) eingesetzt, oder nur 5% der Stimu-
latorzellen exprimierten B7.2 und die restlichen 95% sind SkMel wt (5% SkMel B7.2). Die CFSE-markierten T-
Zellen wurden fur sieben Tage mit den SkMel inkubiert und anschlieRend mit anti CD4-Cy5 bzw. anti CD5-
Cy5 gefarbt und im FACS ausgewertet. Die Prozentzahlen geben den Anteil der proliferierenden CD4 bzw.
CD8 Zellen an der Gesamtmenge der CD4 bzw. CD8+-T-Zellen wieder.

3.2.2 Die Blockade der Kostimulation hat keinen Einfluss auf die Kinetik

Die Ergebnisse in Abb. 3.2.1 zeigen zwar, dass das Proliferationsmuster der Aktivierung
unabhiingig von der Menge der Kostimulation ist, doch erhilt eine T-Zelle, die Kontakt mit
einer der wenigen B7.2 transfizierten Stimulatorzellen hat, vermutlich eine optimale
Kostimulation. Sieht das Ergebnis moglicherweise anders aus, wenn durch Zugabe von
CTLA-4-Ig die Kostimulation fiir alle T-Zellen gleichméfig blockiert wird? Denkbar ist,
dass eine Blockade der Kostimulation durch CTLA-4-Ig dazu fiihrt, dass zwar zu Beginn
genauso viele Zellen aktiviert werden, wie bei einer normalen Stimulation mit SkMel B7.2,
diese Zellen aufgrund mangelnder Kostimulation aber nur ein oder zwei Zellteilungen
durchlaufen. In Abb. 3.2.2.1 ist der Unterschied in der Limitierung der Kostimulation an-
hand einer einfachen Grafik dargestellt.
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Abb. 3.2.2.1 Limitierung der Qualitiat oder Quantitit der Kostimulation. Die optimale Kostimulation durch
100% SkMel B7.2 (100% Kostimulation) wird durch die Zugabe von CTLA-4-Ig auf allen Zellen gleichmassig
reduzierten, was zu einer veringerten Qualitat der Kostimulation fiihrt, oder die SkMel B7.2 und damit die
Kostimulation wird durch die Zugabe von SkMel wt ausgediinnt und so die Quantitat der Kostimulation verrin-
gert.

Fiir dieses Experiment wurden die gereinigten T-Zellen mit CFSE markiert und, wie schon
in Abb. 3.2.1.1, mit steigenden Konzentration SkMel B7.2 stimuliert (Abb. 3.2.2.2 oben
rechts). Parallel wurden die T-Zellen ausschliefSlich mit SkMel B7.2 stimuliert und die
Kostimulation durch eine steigende Konzentration von CTLA-4-Ig blockiert (Abb. 3.2.2.2
oben links). Zuerst wurde die Proliferation bei beiden Experimenten durch den Einbau von
*H-Thymidin bestimmt. Gesucht wurde danach nach einer CTLA-4-Ig-Konzentration und
einer Konzentration von SkMel B7.2 in SkMel wt, bei denen die Menge an eingebautem
Thymidin ungefihr gleich war. Bei 2,5 pg/ml CTLA-4-Ig und bei 5% SkMel B7.2 lagen
beide Werte etwas iiber 2000 cpm. Eine Auswertung im FACS sollte nun anhand der Aus-
diinnung des CFSE zeigen, ob die T-Zellen das gleiche oder ein unterschiedliches Prolife-
rationsmuster haben. In Abb. 3.2.2.2 unten links ist die maximale Proliferation bei einer
Stimulation mit 100% SkMel B7.2 ohne CTLA-4-Ig zu sehen. Es ist deutlich sichtbar, dass
fast alle einmal aktivierten CD4"-T-Zellen mindestens sechs Zellteilungen durchlaufen
haben. Vergleicht man damit jetzt die FACS-Auswertungen der Stimulation mit 2,5 yg/ml
CTLA-4-Ig (unten Mitte) und die der Stimulation mit nur 5% SkMel B7.2 (unten rechts)
zeigt sich, dass diese praktisch identisch sind. Es machte also keinen Unterschied, ob die
Kostimulation ausgediinnt oder gleichmifig blockiert wurde, sobald die T-Zellen einmal
ihre Aktivierungsschwelle iiberschritten, fingen sie an zu proliferieren und durchliefen die
néchsten fiinf bis acht Zellzyklen unabhéngig von der Kostimulation.
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Abb. 3.2.2.2 Die Art der Blockade der Kostimulation beeinflusst die Kinetik der Proliferation nicht.
1-10° CFSE-markierte T-Zellen wurden fiir sieben Tage mit 5-10* SkMel stimuliert. Die Zellen wurden entwe-
der mit steigenden Mengen an CTLA-4-Ig inkubiert (A) oder die Menge der SkMel B7.2-Zellen wurde durch
Zugabe von SkMel wt ausgediinnt (B). Die Starke der Proliferation wurde dann durch den Einbau von *H-
Thymidin bestimmt. Bei der 2,5 pg/ml CTLA-4-Ig und 5% SkMel B7.2 wurde ungefahr die gleiche Menge ®H-
Thymidin eingebaut. Von diesen Proben wurde in einer FACS-Analyse mit CFSE-markierten T-Zellen unter-
sucht, ob die Kinetiken im Vergleich zu einer Probe mit 100% SkMel B7.2 (C1) und untereinander unter-
schiedlich waren. Fur die FACS-Auswertung wurden die Zellen aus drei Ansatzen vereinigt und mit anti-CD4-
Cy5 gefarbt. Die Gates zeigen die T-Zellen, die sich zwischen sechs und neun mal geteilt haben.

3.2.3 Die Blockade der Kostimulation durch CTLA-4-Ig nach 24 Stunden fiihrt zu
keinem Abbruch der Proliferation

Um die These zu stiitzen, dass die T-Zellen nach Erreichen ihrer Aktivierungsschwelle
unabhéngig von der Kostimulation durch B7 sind, sollte die Kostimulation zu verschiede-
nen Zeitpunkten blockiert werden. CFSE-markierte T-Zellen wurden fiir insgesamt sieben
Tage mit SkMel B7.2 inkubiert. Nach 0, 12, 24 und 36 Stunden und wurde CTLA-4-Ig in
einer finalen Konzentration von 20xg/ml zu den Zellen gegeben (siehe Abb. 3.2.3.1). Eine
Menge, die normalerweise ausreicht, um eine Kostimulations-abhiingige Aktivierung von
T-Zellen zu verhindern. Fiir die Auswertung wurden die Zellen mit anti-CD3-Cy5 gefirbt
und im FACS ausgewertet. Als Positivkontrolle wurden Zellen ausgewertet, denen tiber-
haupt kein CTLA-4-1Ig zugesetzt war. Hier befanden sich nach sieben Tagen 31% der
CD3-positiven Zellen in der Proliferation. Es zeigte sich, dass eine Blockade der Kosti-
mulation von Anfang die Proliferation der T-Zellen fast vollstindig unterdriickt. Nur sechs
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Prozent der CD3-positiven Zellen befanden sich am siebten Tag in der Proliferation. Die
Zugabe von CTLA-4-Ig nach 12 Stunden fiihrt zu einer Proliferation von 23% der T-
Zellen. Der Versuch, die Kostimulation nach 24 Stunden zu blockieren und damit eine
Aktivierung der T-Zellen zu verhindern, schlug fehl. Zu diesem Zeitpunkt waren die Zel-
len schon so weit aktiviert, dass nach sieben Tagen der gleiche Prozentsatz an CD3-Zellen
in der Proliferation war, wie ohne CTLA-4-Ig. Diese Ergebnisse lassen darauf schlief3en,
dass es sich in den ersten 24 Stunden entscheidet, ob eine T-Zelle aktiviert wird oder nicht.
Reicht die Signalstirke der Kostimulation aus, um die Aktivierungschwelle zu iiberschrei-
ten, durchlaufen die Zellen die nédchsten Zellzyklen unabhiingig von jeglicher Kostimulati-
on.

Zugabe von CTLA-4-Ig nach:

0 Stunden 12 Stunden 24 Stunden
T 6% 1 23% 1 33%
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Abb. 3.2.3.1 Blockade der Proliferation durch Zugabe von CTLA-4-Ig zu verschiedenen Zeitpunkten.
1-10° CFSE-markierte T-Zellen wurden fiir sieben Tage mit 5-10* SkMel B7.2 stimuliert. Die Kostimulation
wurde nach 0,12,24 und 36 Stunden durch die Zugabe von 20 pg/ml CTLA-4-Ig blockiert. Fiir die Auswertung
wurden die Zellen aus drei Ansatzen vereinigt und mit anti-CD3-Cy5 gefarbt. Die Zahlen geben den Prozent-
satz an proliferierenden CD3-positiven Zellen wieder.
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4. Diskussion

4.1 Uberblick

Das inhibitorische Molekiill CTLA-4 spielt ein wichtige Rolle bei der Regulation der T-
Zellantwort. Eine Ligation von CTLA-4 mit seinen Liganden B7.1 und B7.2 begrenzt die
Proliferation von T-Zellen, kann aber durch ein Anheben der Aktivierungsschwelle auch
die initiale Aktivierung der T-Zellen beeinflussen. In murinen Systemen konnte gezeigt
werden, dass eine Blockade von CTLA-4 durch mAk zu einer verstiarkten Eliminierung
von Tumorzellen fiihrt. Deshalb war es Ziel dieser Arbeit zu zeigen, dass man entspre-
chende Mechanismen zur Verstirkung der Immunabwehr auch bei humanen T-Zellen nut-
zen kann.

In dieser Arbeit ist es gelungen, ein in vitro System zur Charakterisierung einer allogenen
Immunantwort von humanen T-Zellen gegen Tumorzellen zu etablieren. Die dadurch aus-
geloste Proliferation lie sich durch eine Blockade von CTLA-4 verstidrken. Desweiteren
konnte gezeigt werden, dass diese verstiarkte Immunantwort vermutlich auf eine vermehrte
Rekrutierung von T-Zellen zuriickzufiihren ist.

4.2 Allogene Stimulation und das in vitro Testsystem

Eine Aktivierung und Proliferation der T-Zellen wurde nur dann erreicht, wenn die Zellen
mit B7.2 transfizierten SkMel stimuliert wurden. Wurden die SkMel wt als Stimulatoren
eingesetzt, lie sich hingegen kaum eine Proliferation beobachten, wie in Abschnitt 3.1
gezeigt wird. Da sich die Proliferation nach der Stimulation mit SkMel B7.2 durch CTLA-
4-1g blockieren lieB} (sieche Abb. 3.2.3.1), liefert das B7-Molekiil das entscheidende kosti-
mulatorische Signal.

Der proliferationssteigernde Effekt der Kostimulation durch B7 war am deutlichsten unter
folgenden Bedingungen: Fiir die Tests wurden Gewebekulturplatten mit 96 Vertiefungen
und Flachboden verwendet, denn bei Rundbodenplatten kamen alle Effektorzellen in der
Mitte zu liegen, wihrend die adhédrenten Tumorzellen an der Seitenwand hafteten. Ein
weiterer Vorteil der Flachbodenplatten war, dass sich die Zellen wesentlich besser durch
das Mikroskop beobachten lielen, was fiir die Beurteilung der Versuche z.T. sehr wichtig
war. Die Melanomzellen wurden mit 30 Gy bestrahlt und in einer Konzentration von 5 -
10* Zellen je Vertiefung eingesetzt. Das Bestrahlen mit y-Strahlen war notwendig, da es
die Proliferation der SkMel Zell-Linien verhinderte. Deren eigenes stirkeres Wachstum
hitte sonst die Proliferation der T-Zellen iiberlagert. Bei einer Konzentration von 5 - 10*
Zellen je Vertiefung bildeten die SkMel-Zellen einen dichten Zellrasen, der den T-Zellen
einen stdndigen Kontakt mit den Melanomzellen ermoglichte. Wurden zu wenig SkMel
eingesetzt, reichte der Kontakt der T-Zellen mit den SkMel nicht aus, um sie ausreichend
zu stimulieren, obwohl die T-Zellen sich moglicherweise auch aktiv auf dem Boden der
Zellkulturschalen bewegen. Aber eine zu hohe Anzahl an SkMel hatte ebenfalls zur Folge,
dass die T-Zellen nicht mehr optimal proliferierten (sieche Abb. 3.1.4.3). Da die SkMel
durch die Bestrahlung nicht getotet, sondern nur an der Zellteilung gehindert wurden, be-
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trieben sie weiter Stoffwechsel. Wahrscheinlich verbrauchten sie soviel Nahrstoffe aus
dem Medium, dass dies fiir die T-Zellen limitierend wirkte.

Der Verbrauch von Nihrstoffen im Medium war auch ein Grund, warum die Versuche
spitestens am siebten Tag ausgewertet wurden. Bei Auswertung nach drei bzw. fiinf Tagen
waren, wie auch in Abb. 3.1.7.2-4 zu sehen ist, keine oder nur sehr wenige Zellen in der
Proliferation. Bei einer Versuchsdauer von mehr als sieben Tage war zu befiirchten, dass
ein Teil der T-Zellen entweder durch Aktivierungsinduzierten-Zelltod stirbt oder an einen
Mangel an Nihrstoffen zu Grunde geht.

Es wurden nur frisch aufgereinigte T-Zellen verwendet, da das Einfrieren und Auftauen die
Zellen moglicherweise schidigt. Ein Nachteil bestand dann allerdings darin, dass die ver-
wendeten T-Zellen jedesmal von einem anderen Spender stammten und diese sich auch
jedesmal unterschiedlich verhielten. Dies hatte zur Folge, dass bei gleicher Zellzahl die T-
Zellen eines Experiment massiv proliferierten, beim nédchsten hingegen kaum oder gar kein
Thymidineinbau bzw. Proliferation im FACS gemessen wurde. Die Ergebnisse der einzel-
nen Tests sind also nicht vergleichbar, was die absoluten Werte angeht. Vergleichbar sind
nur die relativen Werte der Stimulation zueinander (siehe auch 4.5).

Eine Zellkonzentrationen von 1-10° T-Zellen je Vertiefung war ausreichend, um bei den
meisten Spendern eine optimale Stimulation mit starker Proliferation auszuldsen (3.2.4).
Zu hohe Konzentrationen an T-Zellen in einer Vertiefung fiihrten zu einer hohen, Kosti-
mulus-unabhingigen Stimulation. Wahrscheinlich waren dann trotz hoher Reinheit der T-
Zellen ausreichend professionelle APC (dendritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen)
vorhanden, die Zellfragmente von abgestorbenen Melanomzellen aufnehmen konnten.
Diese APC konnten dann Antigene présentieren und T-Zellen aktivieren (siehe auch 4.6).
AuBerdem konnten bei hoher Konzentration auch die durch IL-2 aktivierten NK-Zellen zur
Proliferation beitragen.

4.3 Markierung der T-Zellen mit CFSE

Durch den Einbau von *H-Thymidin lisst sich zwar erkennen, ob Zellen sich in der Prolife-
ration befinden, Aussagen lassen sich aber nur iiber die gesamte Zellpopulation machen.
Durch das Markieren der T-Zellen mit CFSE ergibt sich nun die Moglichkeit, die Prolife-
ration auf Einzelzellebene zu analysieren. Es ldsst sich so nicht nur erkennen, ob die Zellen
proliferieren, sondern die Proliferation ldsst sich auch besser analysieren, da die Auswer-
tung durch das FACS erkennen lédsst, wieviele Zellen sich wie héufig geteilt haben. Aufer-
dem lassen sich durch Doppel- und Dreifachfirbungen noch weitere Parameter der Zellen
bestimmen so z.B. welche Subpopulation der T-Zellen sich teilt. Ein moglicher Nachteil
der Methode ist, dass durch die irreversible Bindung des CFSE durch Amidbindungen von
intrazelluldren Proteinen diese Proteine in ihrer Funktion behindert werden. Es hat sich in
dieser Arbeit gezeigt, dass in den Proliferationsassays, die mit der gleichen Anzahl sowohl
mit CFSE-markierten als auch unmarkierten T-Zellen von dem gleichen Spender durchge-
fiihrt wurden, der Einbau von *H-Thymidin bei CFSE-markierten T-Zellen deutlich schwii-
cher ausfiel. (ohne Abb.)
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4.4 Werden Memory oder naive T-Zellen aktiviert?

Die Tatsache, dass die T-Zellen durch die Blockade von CTLA-4 verstirkt aktiviert wer-
den konnten (siche Abb. 3.1.6.1), ohne dass CTLA-4 auf naiven Zellen in signifikanten
Mengen nachweisbar ist (Vandenborre et al., 1999) fiihrt zu der Frage, ob in dem in dieser
Arbeit verwendeten System naive oder vielleicht doch Memory T-Zellen stimuliert wur-
den. Es ist denkbar, dass es zu einer Aktivierung von beiden T-Zellen-Populationen ge-
kommen ist. Gegen diese Vermutung spricht allerdings, dass es bei allen Versuchen mit
CFSE-markierten T-Zellen die Kinetik der Proliferation innerhalb des entsprechenden Ex-
periments gleich war (siehe 31.7.2.4 und 3.1.7.2.5). Es wire aber zu erwarten, dass Memo-
ry-Zellen schneller aktiviert werden als naive Zellen und man deshalb zwei in ihrer Kinetik
unterschiedliche Population bei der FACS-Analyse der CFSE-markierten T-Zellen hitte
sehen miissen (Iezzi et al., 1998). Eine ,,echte* Memory-Antwort gegen ein Alloantigen ist
bei den meisten Menschen eher unwahrscheinlich, da ihre T-Zellen kaum in den Kontakt
mit dem Gewebe anderer Menschen gekommen sind. Da sich die Alloantwort sowohl ge-
gen das Peptid, als auch das Allo-MHC-Molekiil oder die entsprechende Kombination
richten kann, ist es denkbar, dass eine Kreuzreaktivitit auch Memory T-Zellen aktivieren
kann. Ein Merkmal von Memory T-Zellen ist jedoch, dass ihre Aktivierung praktisch un-
abhingig von einer Kostimulation durch B7 ist (Croft et al., 1994). In dieser Arbeit wurden
die SkMel Wildtypzellen, die kein B7.1 oder B7.2 exprimieren jedesmal als Kontrolle ein-
gesetzt. Dabei zeigte sich, dass durch diese Zellen eine wesentlich schwichere oder gar
keine Proliferation ausgelost wurde (Abb. 3.1.4.2 und 3.1.7.2.4), die dann aber wiederum
die gleiche Kinetik zeigte wie bei T-Zellen, die durch die SkMel B7.2 stimuliert wurden.

Auch wenn vieles fiir die Aktivierung von naiven T-Zellen spricht, so ldsst sich dieser
Punkt ohne eine Auftrennung der Zellen in naive und Memory T-Zellen nicht kldren. Des-
halb ist in dieser Arbeit der Ausdruck ,,ruhende T-Zellen fiir die aus dem Buffy Coat iso-
lierten T-Zellen verwendet worden. Falls diese Zellen tatsdchlich nicht naiv waren, so wa-
ren sie nicht so weit aktiviert, dass sie ohne einen B7-abhédngigen Stimulus proliferieren
konnten (3.1.4.2).

4.5 Warum kommt es z.T. zu keiner Aktivierung?

Die Verwendung von frischen Lymphozyten und damit von jeweils anderen Spendern
hatte erwartungsgeméil zur Folge, dass die Proliferation jedesmal unterschiedlich ausfiel.
Trotzdem ist es erstaunlich, dass bei einer Reihe von Versuchen, d.h. mehr als 6 von tiber
30 Versuchen, iiberhaupt keine Proliferation messbar war. Dies konnte mehrere Ursachen
haben: Da es sich um eine allogene Stimulation handelt, ist es zumindest denkbar, dass der
(unbekannte) Spender und die SkMel-Zellen in ihren MHC-Molekiilen zu gut iiberein-
stimmen, sodass praktisch keine Immunantwort ausgelost wurde. Die Unterschiede im
Haplotyp der Spender diirften auch erkldren, warum bei den Experimenten das Verhiltnis
der aktivierten CD4" und CD8"-T-Zellen zueinander jedesmal unterschiedlich war. Die
SkMel besitzen den MHC-I Haplotyp HLA-A*0201 (de Ines et al., 1999). Stimmt dieser
Haplotyp mit dem des (unbekannten) Spenders sehr gut iiberein, werden die CD8" T-
Zellen kaum stimulierbar sein. Trotzdem konnten die CD4" T-Zellen sehr gut auf die
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SkMel reagieren.

Hinzu kommt, dass das in dieser Arbeit verwendete in vitro System zwar kiinstliche APC
in Form von B7.2 transfizierten SkMel bereitstellt, dies jedoch von der optimalen Situation
in vivo z.B. im Lymphknoten weit entfernt ist. So konnen dendritischen Zellen und andere
professionelle APC Antigen weitaus besser prisentieren und sezernieren auflerdem Zyto-
kine, die die T-Zellen zusitzlich aktivieren. Unter den in vitro Bedingungen ist mogli-
cherweise eine kritische Anzahl von T-Zellen erforderlich, die aktiviert werden miissen,
damit u.a. die IL-2 Konzentration hoch genug ist, um die T-Zellen zur Proliferation anzu-
regen. Eine Abschitzung der Anzahl an ruhenden T-Zellen, die unter normalen Bedingun-
gen von den SkMel B7.2 aktiviert werden zeigt, einen Anteil von etwa 0,17 - 0,6% (Tab.
3.1.1). Moglicherweise ist die Aktivierung von etwa jeder sechshundertsten Zelle die Un-
tergrenze, die unter diesen in vitro Bedingungen noch ausreichend ist, um insgesamt, bei
den durch das Allogen potentiell stimulierbaren T-Zellen, die Zellteilung einzuleiten.

Es wire auch denkbar, dass die Zellen beim Aufreinigen so geschéddigt wurden, dass sie
zwar iiberlebten, aber nicht mehr in der Lage waren, auf einen allogenen Stimulus zu proli-
ferieren. Dagegen spricht, dass bei all diesen Versuchen die Zellen auf die Stimulation mit
PHA mit einer starken Proliferation reagiert haben. Dies zeigt, dass sie in der Lage sind,
zumindest auf ein mitogenes Signal hin zu proliferieren. Wenn die T-Zellen auf den allo-
genen Stimulus der SkMel iiberhaupt nicht reagierten, konnte auch die Blockade von
CTLA-4 durch das Fab-Fragment die T-Zellen nicht zur Proliferation bewegen (siehe Tab.
3.1). Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass die verstirkte Proliferation nach einer Zuga-
be des Anti-CTLA-4-Fab-Fragments, wie sie u.a. in Abb. 3.1.6.1 gezeigt wird, nicht auf
eine Kontamination der Fab-Fragmente mit einen mitogenen Substrat wie z.B. LPS zu-
riickzufiihren ist. Wire eine solche Kontamination Ursache der verstirkten Proliferation
der T-Zellen, hitte diese im gleichen Mal3e dort sichtbar sein sollen, wo die T-Zellen nur
mit SkMel wt und dem Fab-Fragment inkubiert wurden oder auch dann die T-Zellen akti-
vieren sollen, wenn sie durch die SkMel nicht stimuliert wurden (siche Abschnitt 3.1.5).
Bei der Aufreinigung des Fab-Fragments wurde eine Protein-G-Séule eingesetzt (siehe
2.7.1). Da dieses rekombinante Protein-G aus den Gram-negativen E. coli stammt, ist es
immerhin denkbar, dass es hier zu einer Kontamination mit bakteriellen Endotoxinen
kommt. Gegen eine Kontamination mit LPS spricht aber aulerdem, dass aufgereinigte hu-
mane T-Zellen, wie sie in dieser Arbeit benutzt wurden, durch LPS nicht direkt aktivierbar
sind, sondern auf den Kontakt mit Monozyten angewiesen sind (Mattern et al., 1994).
Trotzdem ldsst sich ein Einfluss von anderen bakteriellen Toxinen nicht génzlich aus-
schlieBen, da diese moglicherweise nur in Synergie mit einem B7-abhédngigen Signal wir-
ken. Unter anderem aus diesem Grund wurde aus einem weiteren Antikorper (UPC10)
Fab-Fragment hergestellt und als Kontrolle eingesetzt (siche auch 4.8.3).
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4.6 Aktivierung von T-Zellen durch SkMel Wildtyp

Obwohl bei einer Stimulation mit SkMel wt eigentlich keine Kostimulation durch B7 ge-
geben wird, wurden doch immer einige T-Zellen aktiviert (3.1.4). Diese Aktivierung hat
die gleiche Kinetik wie eine Aktivierung durch B7.2 (Abb. 3.1.7.4 und 3.1.7.5). Dies
spricht dagegen, dass es sich bei den proliferierenden T-Zellen um eine andere Subpopula-
tion handelt oder dass die Zellen durch andere Mechanismen stimuliert werden (siehe auch
4.4). Wiirde es sich bei dieser Aktivierung um eine B7-unabhédngige Memory-Antwort
handeln, sollte die Aktivierung deutlich schneller erfolgen als bei einer Aktivierung, die
von Kostimulation abhiingig ist.

Moglicherweise wird diese Stimulation durch eine sehr geringe Anzahl kontaminierender
APC ausgelost, die trotz der mehrstufigen Aufreinigung der T-Zellen nicht entfernt wur-
den. Diese APC z.B., dendritische Zellen, wiren dann in der Lage, Antigen von sterbenden
SkMel aufzunehmen und den T-Zellen zusammen mit B7 zu présentieren. Durch einen
,,Cross-priming* genannten Mechanismus sind die DC auch in der Lage, externes Antigen
in den MHCI-Weg zu schleusen und den CD8*-T-Zellen zu prisentieren (Huang et al.,
1994; Heath and Carbone, 2001). Eine weitere Quelle fiir B7-Kostimulation konnten die T-
Zellen selbst sein. Diese exprimieren auf ihrer Oberflédche eine sehr geringe Menge an so-
wohl CD86 als auch nach Aktivierung CD80 (Prabhu Das et al., 1995; Wolthers et al.,
1996), wobei es vor allem Memory T-Zellen sind, die CD86 exprimieren (Jeannin et al.,
1999). In diesem Fall wiirde die zu aktivierende T-Zelle von der SkMel wt das allogene
Signal erhalten und von einer anderen T-Zelle das kostimulatorische Signal. Dass eine
trans-Kostimulation zu einer Aktivierung von CD4" und CD8"T-Zellen fiihren kann, haben
u.a. Smthye et al. ebenfalls in einem allogenen System gezeigt (Smythe et al., 1999).

4.7 Verbesserungen des Testsystems

Vor allem durch die unterschiedlichen Spender ist das in dieser Arbeit verwendete System
schwer zu kontrollieren und die Ergebnisse waren dadurch starken Schwankungen unter-
worfen. Es wire zu iliberlegen, wie es gelingen konnte, die T-Zellen in einem humanem
System zu stimulieren, bei dem die Parameter wie z.B. die Variabilitidt des Spenderblutes
besser kontrolliert und/oder konstant gehalten werden konnen. Eine Idee war, die T-Zellen
oder die PBL der Spender in fliissigen Stickstoff einzufrieren, damit man eine Zeit lang mit
den gleichen T-Zellen arbeiten konnte. Es hat sich aber in vorangegangenen Arbeiten ge-
zeigt, dass auch das Einfrieren die Zellen so schidigte, dass nicht von gleichen Versuchs-
bedingungen auszugehen war. Es ist recht schwierig ein humanes in vitro System aufzu-
bauen, welches auf der einen Seite versucht durch die Verwendung von normalen PBL
bzw. T-Zellen der physiologischen Situation recht nahe zu kommen und auf der anderen
Seite so konstante Ergebnisse liefert, wie man sie eher beim Arbeiten mit T-Zellklonen
erhilt. Ein Ausweg wire evtl. eine genaue Bestimmung des MHCI und II-Haplotyps der
SkMel-Zellen und der Spender. Dadurch kénnte man nur noch die T-Zellen von Spendern
eines bestimmten Haplotyps verwenden, der nicht zu stark mit dem der SkMel-Zellen ii-
bereinstimmt und dessen T-Zellen sich erfolgreich stimulieren lassen. Diese wiirde ver-
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mutlich die Haufigkeit, mit der diese Versuche durchgefiihrt werden konnten, stark limitie-
ren, da ein solcher Spender evtl. recht selten erscheint.

4.8 Modulation der Immunantwort durch die Blockade von CTLA-4
4.8.1 Der Antikorper BNI3 bindet spezifisch an humanes CTLA-4

Der in dieser Arbeit verwendete Antikorper ist schon vorher in der Arbeit von Jan Castan
et. al charakterisiert worden (Castan et al., 1997), in der u.a. gezeigt wurde, dass der Anti-
korper BNI3 spezifisch fiir humanes CTLA-4 ist. Auch die Blockade-Experimente in die-
ser Arbeit konnten belegen, dass BNI3 bzw. das Fab-Fragment dieses Antikorpers wirklich
an CTLA-4 bindet und eine Bindung von CTLA-4-Ig an B7 verhindert (siche Abb.
3.1.3.1). Dies ldsst zudem erkennen, dass die Affinitdt des Antikopers gro3 genug ist, um
CTLA-4 aus der recht starken Bindung (Linsley et al., 1994; Schwartz et al., 2001; Stam-
per et al., 2001) mit dem natiirlichen Liganden B7 zu verdringen. Die Arbeitsgruppe von
Wang konnte aulerdem zeigen, dass der Antikorper BNI3 das gleiche Epitop erkennt, wie
zwei andere Referenzantikorper gegen CTLA-4 (11D4 und 10A8) (Wang et al., 1997).

4.8.2 Gesamtantikorper oder Fab-Fragment

Ein Reihe von Arbeitsgruppen hat den Einfluss von Antikérpern gegen CTLA-4 auf die
Proliferation von T-Zellen untersucht. Im murinen System konnte bei antigenspezifischen
Immunantworten in vitro und in vivo eine Steigerung der Proliferation der T-Zellen durch
anti-CTLA-4-Ak und anti-CTLA-4-Fab-Fragment gezeigt werden (Krummel et al., 1996;
Walunas et al., 1996). Wurden humane T-Zellen in vitro durch Antikorper gegen CD28
aktiviert, konnte mit anti-CTLA-4-Ak die Proliferation weiter verstiarkt werden (Linsley et
al., 1992).

In dieser Arbeit lieB sich allerdings bei antigenspezifischer Stimulation die Proliferation
von humanen T-Zellen durch anti-CTLA-4-Gesamtantikorper nicht beeinflussen. Es zeigte
sich im Gegenteil tendenziell eine leichte Inhibition der Proliferation im Vergleich zur
Kontrolle (Abb. 3.1.6.1 und 3.1.7.5). Moglicherweise lisst sich die Proliferation in dieser
Arbeit mit Gesamtantikorper gegen CTLA-4 deshalb nicht steigern, weil der bivalente Ge-
samtantikorper zwar die Bindung von B7 an CTLA-4 blockiert, aber als Agonist die glei-
chen inhibitorischen Signale auslost wie eine Bindung an den natiirliche Liganden B7.
Dies wiirde den leichten Riickgang der Proliferation erklédren, der bei einigen Versuchen
beobachtet wurde (Abb. 3.1.6.1). Dass die Kreuzvernetzung von Antikérpern gegen
CTLA-4 zu einer Inhibition von humanen T-Zellen fiihrt, haben mehrere Arbeitsgruppen
genutzt, um die Wirkung des CTLA-4 zu untersuchen (Walunas et al., 1994; Gribben et al.,
1995). Der inhibitorische Effekt fillt in dieser Arbeit sehr gering aus, da die Bivalenz des
Antikorpers zu einer geringeren Kreuzvernetzung fiihrt als beispielsweise der Einsatz von
immobilisierten Antikérpern. Die inhibitorischen Signale infolge von Kreuzvernetzung
lassen sich durch den Einsatz von Fab-Fragment vermeiden. Da diese nur monovalent sind,
geht man davon aus, dass sie kein Signal auslosen konnen und damit keine agonistische
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Funktion haben. In dieser Arbeit lie sich mit den Fab-Fragment tatsdchlich die spezifische
Immunantwort verstirken (3.1.6 und 3.1.7).

Der Nachteil beim Einsatz von Fab-Fragment ist sicher die technisch aufwindige Herstel-
lung (2.7.1), zumal zusitzlich zu der Aufreinigung und evtl. Beschaffung der Antikorper
noch weitere Kosten entstehen. Dadurch ist die Menge des zur Verfiigung stehenden Fab-
Fragments in dieser Arbeit ein limitierender Faktor gewesen, sodass Versuche, die kldren
sollten, ob durch die Blockade von CTLA-4 auch die Zytotoxizitit der T-Zellen bzw.
CD8*-T-Zellen gesteigert wird, noch nicht durchgefiihrt werden konnten. Ein Alternative
zu dem Fab-Fragment ist die gentechnische Herstellung von ebenfalls monovalenten Mini-
antikorpern, sogenannten ,single chain Fv-fragments“ (scFv) aus den BNI3-
Hybridomzellen (Krebber et al., 1997). Doch auch hier gibt es technische Probleme. Bei
einem ersten Versuch scFv’s aus dem BNI3-Antikorper herzustellen, ist die Bindungsakti-
vitdt an CTLA-4 verloren gegangen (Diplomarbeit C. Pracht 2001). Solche scFv’s sind
allerdings schon von anderen humanen Antikorpern gegen CTLA-4 hergestellt worden und
haben sich als bindungsaktiv erwiesen (Pistillo et al., 2000; Pistillo et al., 2001).

4.8.3 Kein Einfluss durch ein Kontroll Fab-Fragment

Zwar beweist eigentlich die Tatsache, dass auch die Zugabe von anti-CTLA-4-Fab-
Fragment die T-Zellen nach einer Stimulation mit SkMel wt nicht zu einer Proliferation
anregen kann, dass es sich hierbei um keinen unspezifischen Effekt handelt. Trotzdem ist
zur Uberpriifung der Spezifitit der Verstirkung der Immunantwort durch Fab-Fragment
des anti-CTLA-4-Antikorpers BNI3 ein weiteres Fab-Fragment aus einem Kontrollanti-
korper hergestellt worden. Es handelte sich hierbei ebenfalls um einen murinen 1gG2a An-
tikorper, der das Hapten 3-2,6-Fructosan erkennt. Da Fab-Fragment keinen Fc-Teil mehr
besitzen, kann man nicht von einer echten Isotypkontrolle sprechen. Da aber die einfache
Zugabe von Antikorpern nicht reicht, um die Immunantwort zu verstédrken lie3 sich sehr
gut dadurch demonstrieren, dass die Zugabe der gleichen Menge Gesamtantikérper BNI3
keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation hatte (siehe Abschnitt 4.8.2 bzw. Abb.
3.16.1 und 3.1.7.5). Durch dieses Kontroll-Fab-Fragment sollte viel mehr iiberpriift wer-
den, ob eine moglicherweise wihrend der Generierung der Fab-Fragmente in die Probe
gelangte Verunreinigung fiir die Steigerung der Proliferation verantwortlich war (siehe
auch 4.5). In Abb. 3.1.7.4.1 sind die Ergebnisse der Versuche mit dem anti-CTLA-4 Fab-
Fragment und dem Kontroll-Fab-Fragment zusammengefasst. Hier zeigt sich, dass die
Kontroll-Fab-Fragmente die Proliferation im Vergleich zu der Stimulation mit Medium
alleine nicht steigern konnen. Durch die unterschiedlichen Spender schwanken die Ergeb-
nisse zwar recht stark, doch trotzdem lésst sich sagen, dass die gezeigte Steigerung der
Proliferation auf einer spezifischen Blockade von CTLA-4 beruht und nicht z.B. auf einem
bakteriellen Endotoxin.
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4.8.4 Wie verstirkt eine Blockade von CTLA-4 die spezifische Inmunantwort?

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, wie und zu welchem Zeitpunkt eine Blockade von
CTLA-4 wirkt. Daraus ldsst sich dann auch schlussfolgern, welche Rolle CTLA-4 bei einer
normalen Immunantwort in vivo spielen konnte. Unter Abschnitt 3.1.7 sind vier Moglich-
keiten aufgefiihrt, wie eine Blockade von CTLA-4 wirken konnte, damit es zu einer ver-
starkten Immunantwort kommt. Zusammengefasst lauten diese:

1. Ein schnelleres Priming, d.h. die T-Zellen fangen friiher an, sich zu teilen.
2. Der Zellen konnen sich schneller teilen.

3. Die T-Zellen iiberleben ldnger.

4. Es werden mehr T-Zellen rekrutiert.

Eine Theorie zum Einfluss des CTLA-4 auf das Priming von T-Zellen lautet, dass CTLA-4
die Aktivierungsschwelle beeinflusst. Die T-Zelle wiirde positive Signale wie z.B. durch
den TCR oder CD28 mit negativen Signalen von CTLA-4 integrieren und sich dann ent-
scheiden, die Zellteilung einzuleiten oder inaktiv zu bleiben (Gett and Hodgkin, 2000). Die
Gruppe von Lanzavecchia konnte zeigen, dass die Zeit, die benétigt wird, um eine T-Zell
zu aktivieren, mit der Stirke des TCR-Signals und der CD28-Kostimulation korreliert. Je
stiarker diese Signale sind, desto schneller lassen sich naive Zellen aktivieren (Iezzi et al.,
1998). Moglicherweise wiirde auch eine Blockade des negativen Signals von CTLA-4 zu
einer schnelleren Entscheidung fiihren. Falls eine solche Entscheidung vor jedem neuen
Zellzyklus nach der anfdanglichen Aktivierung getroffen muss, konnte eine Blockade von
CTLA-4 durch Fab-Fragment auch zu einer beschleunigten Zellteilung fiihren. Die Frage,
ob die T-Zellen schneller aktiviert werden oder sich nach der Aktivierung schneller teilen,
sind durch die Versuche zur Kinetik der T-Zellaktivierung in Abschnitt 3.1.7 untersucht
worden, bei denen die Zellteilung von CFSE-markierten T-Zellen iiber einen Zeitraum von
sieben Tagen verfolgt wurde.

Die Abb. 3.1.7.1.2-4 zeigen eindeutig, dass sich die Kinetik der Proliferation durch die
Blockade von CTLA-4 nicht verdnderte, d.h. auch nicht beschleunigt wurde. Nach drei
Tagen waren bei einer Stimulation von T-Zellen mit SkMel B7.2 weder mit Medium allei-
ne noch bei der Zugabe von anti-CTLA-4 Fab-Fragment sich teilende Zellen sichtbar. Erst
nach fiinf Tagen zeigten sich in beiden Populationen gleichzeitig die ersten sich in der
Proliferation befindlichen Zellen. Am Tag sieben hatten sich die T-Zellen, die aktiviert
wurden, dann fast alle fiinfmal geteilt. Ein Unterschied bestand darin, dass eine Blockade
von CTLA-4 zu einer deutlichen Erhohung der Anzahl der Zellen fiihrt, die sich gerade in
der Proliferation befanden. Diese verstirkte Proliferation war sowohl bei CD4*-T-Zellen,
als auch bei CD8"-T-Zellen zu beobachten. Es gab also keinen Unterschied im Proliferati-
onsmuster bzw. der Kinetik zwischen T-Zellen, die mit Medium alleine oder mit dem anti-
CTLA-4-Fab-Fragment inkubiert wurden (Abb. 3.1.7.2.4). Dieses Ergebnis lie} sich in
mindestens sechs unabhingigen Experimenten, d.h. mit T-Zellen von unterschiedlichen
Spendern bestitigen. Bei jedem dieser Experimente war das Proliferationsmuster der Zel-
len identisch, unabhéngig davon, ob sich die Zellen wie in Abb. 3.1.7.2.5 sechsmal oder
sogar bis zu neunmal geteilt hatten (Abb. 3.1.9.1 B). Besonders deutlich wird dies, wenn
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man in einer Grafik die Zellen je Zellzyklus gegen die Anzahl der Zellzyklen auftrigt, wie
es in Abb. 3.1.7.2.7 fiir die CD4"-T-Zellen eines Experimentes durchgefiihrt worden ist.

Diese Daten lassen den eindeutigen Schluss zu, dass eine Blockade von CTLA-4 weder zu
einem beschleunigten Priming der T-Zellen fiihrt noch den Eintritt oder den Verlauf der
Zellteilung beschleunigt. Wire CTLA-4 an einem dieser Schritte beteiligt, hitten sich die
Proliferationsmuster verschieben miissen.

Ein wichtiger Punkt dieser Arbeit war das Ergebnis, dass es moglich war, die Proliferation
der T-Zellen zu steigern, obwohl das CTLA-4 nur fiir die ersten 24 h des Priming blockiert
war (3.1.7.1.1). Dieses Ergebnis ist insofern iiberraschend, da CTLA-4 auf der Oberflidche
von ruhenden T-Zellen nicht nachweisbar ist (Vandenborre et al., 1999). Zumindest mit
immunhistologischen Methoden gelingt dieser Nachweis praktisch nicht. In der Arbeit von
Wang et al. konnte mit sehr viel sensitiverer RT-PCR zumindest die Expression von
CTLA-4 auf RNA-Ebene gezeigt werden (Wang et al., 2001). Allerdings zeigt sich hier,
dass der Grofteil der T-Zellen, die spontan CTLA-4 exprimieren, vermutlich den Phénotyp
von CD4"CD25" regulatorischen T-Zellen hat. Ob auch klassische, naive T-Zellen tatséch-
lich CTLA-4 auf der Oberfliche exprimieren, ist noch nicht abschlieBend gezeigt worden.
Doch auch die Ergebnisse anderer Arbeiten deuten auf einen Einfluss von CTLA-4 auch
wihrend der frithen Phase der Aktivierung von T-Lymphozyten hin. So konnte in den Ar-
beiten von Blair et al. eine Inhibition der IL-2-Produktion in peripheren humanen T-
Lymphozyten bereits 4 Stunden nach der Ligation von anti-CTLA-4-Ak im Vergleich zu
einer Stimulation nur mit anti-CD3 und anti-CD28 beobachtet werden (Blair et al., 1998).

Durch die Entnahme des Fab-Fragment-haltigen Uberstandes (siehe 2.6.9) wurde der
grofite Teil des freien Fab-Fragments aus dem Medium entfernt. In der Kultur verblieben
allerdings Fab-Fragmente, die schon auf der Oberfliche der T-Zellen gebunden hatten.
Durch die geringe Halbwertzeit von CTLA-4 auf der Oberfldche (Iida et al., 2000; Egen
and Allison, 2002) und damit auch von an dem Molekiil haftende Antikérper bzw. Fab-
Fragmente, sollten kurze Zeit nach der Entnahme des Fab-Fragment-haltigen Uberstandes
keine CTLA-4-Molekiile mehr durch Fab-Fragmente blockiert werden. Da ein eindeutiger
Nachweis der Expression von CTLA-4 auf der Oberflache von T-Zellen aufgrund der ge-
ringen Expression nicht moglich war (eigene Daten, nicht gezeigt), lief sich dies allerdings
nicht direkt zeigen.

Die Ergebnisse in Abschnitt 3.1.7.1 lassen den Schluss zu, dass CTLA-4 in dem hier ver-
wendeten System keine bedeutende Rolle fiir das Uberleben der T-Zellen nach einer Akti-
vierung spielt. Wire dies ndmlich der Fall, hitte die CTLA-4-Blockade vor allem wirksam
sein miissen, nachdem die T-Zellen schon mehrere Zellzyklen durchlaufen hatten. Zumin-
dest auf dem erstem Blick widersprechen diese Daten Experimenten, die die Arbeitsgruppe
von Stephen Reiner durchgefiihrt hat (Doyle et al., 2001). Bei CD4"-T-Zellen aus CTLA-
4*"*_Miusen (wt) wurde um so mehr CTLA-4 exprimiert, je mehr Zellzyklen die T-Zellen
durchlaufen hatten. Die Proliferation der Zellen wurde nach mehreren Zellzyklen durch
Apoptose der T-Zellen begrenzt. Anders verhielten sich dagegen die CD4"-T-Zellen aus
CTLA-4"-Miusen: Diese schienen unbegrenzt zu proliferieren und lieBen sich deshalb
deutlich schlechter mit Propidiumiodid anfirben. Aus diesen Daten ldsst sich dann schlie-
Ben, dass CTLA-4 in Miusen durchaus eine Rolle beim Auslosen oder Verhindern des
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Aktivierungs-induzierten Zelltodes spielt. Die Differenz zu den Daten dieser Arbeit mag
einen Unterschied in der Funktion von CTLA-4 zwischen Menschen und Méusen reflektie-
ren, kann aber auch dadurch erklirt werden, dass CTLA-4 sowohl bei der Initiation der
Immunantwort als auch beim Abschalten durch den Aktivierungs-induzierten Zelltod eine
Rolle spielt. Letzteres war in dieser Arbeit vielleicht deshalb noch nicht sichtbar, weil sich
der Effekt einer CTLA-4-Blockade erst zu einen Zeitpunkt bemerkbar macht, an dem die
Versuche in dieser Arbeit schon ausgewertet waren.

Wenn sich durch eine Blockade von CTLA-4 weder die Kinetik der Proliferation noch das
Uberleben der T-Zellen beeinflussen lisst und diese Blockade schon beim Priming der
Zellen wirksam ist, ldsst dies nur den Schluss zu, dass vermehrt Zellen in den Pool der
aktivierten Zellen rekrutiert werden. Dieses passt zu der Hypothese, dass die Expression
von CTLA-4 die Aktivierungsschwelle der T-Zellen beeinflusst. Eine T-Zelle, die einen
TCR mit hoher Affinitét fiir ihr Antigen exprimiert, bekommt iiber diesen ein so starkes
Aktivierungssignal, dass ein schwaches inhibitorisches Signal durch gering exprimiertes
CTLA-4 die Zellteilung nicht stoppen kann. Anders sieht dies bei T-Zellen mit niedrigaffi-
nem TCR aus. Dort wird nur ein schwaches Aktivierungssignal in den Zellkern geleitet.
Das schwache inhibitorische Signal des auch hier schwach exprimierten CTLA-4 reicht in
diesem Fall aus, um die Aktivierungsschwelle so weit zu heben, dass die Zelle nicht in den
Zellzyklus eintreten kann. Eine Blockade von CTLA-4, wie sie in dieser Arbeit durchge-
fiihrt worden ist, fithrt nun dazu, dass die Aktivierungsschwelle gesenkt wird und nun auch
das schwache Signal des niedrigaffinen TCR ausreicht, um eine Proliferation der T-Zellen
auszulosen. Ist die Entscheidung, sich zu teilen einmal gefallen, erfolgen die nédchsten
Zellteilungen unabhédngig von weiteren Signalen liber den TCR oder CD28 (siehe 4.8.5).
Wie unter 3.1.7.4 dargestellt, ldsst sich anhand der nach sieben Tagen in der Proliferation
befindlichen T-Zellen die Anzahl der Zellen abschitzen, die initial auf den allogenen Sti-
mulus reagiert haben. Es zeigte sich dann, dass bis zu achtmal mehr CD4*-T-Zellen anfan-
gen zu proliferieren, wenn CTLA-4 nicht in der Lage ist, ein negatives Signal zu geben.

Die Arbeiten von A. Kruisbeek haben gezeigt, dass in vivo eine Reihe von niedrigaffinen
TCR gibt, die gegen Selbstantigene gerichtet sind und normalerweise ihr Antigen ignorie-
ren, sich bei einer Aktivierung jedoch in Effektor- und Memory-T-Zellen differenzieren.
(de Visser et al., 2000). Eine Reihe von Studien hat mittlerweile zeigen konnen, dass es
moglich ist, diese T-Zellen so zu aktivieren, dass sie einen Tumor eliminieren kénnen,
ohne dass es dabei zur Autoimmunitdt kommt (Morgan et al., 1998; Overwijk et al., 1998;
Cordaro et al., 2002). Wahrscheinlich wurde in dieser Arbeit ein solches Phinomen in dem
in vitro Modell beobachtet.

4.8.5 Kinetik der Proliferation in Abhiingigkeit von der Kostimulation

Bei der Betrachtung der FACS-Abbildungen mit CFSE-markierten T-Zellen fillt auf, dass
die T-Zellen recht synchron proliferieren (sieche Abb. 3.1.7.2.4). Aullerdem sieht es so aus,
als wiirden T-Zellen, wenn sie einmal aktiviert sind, entweder fiinf bis neun Zellteilungen
durchlaufen oder gar nicht proliferieren. Besonders deutlich sichtbar wird dies in Abb.
3.1.9.1. Die T-Zellen erhalten durch den in dieser Arbeit verwendeten allogenen Stimulus
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wahrscheinlich ein recht unterschiedlich starkes TCR-Signal. Jedoch beeinflusst die Stirke
des Signals nicht die Zahl der Zellteilungen. Dieses Signal bestimmt zusammen mit dem
kostimulatorischen Signal nur, ob sich eine Zelle iiberhaupt teilt. Wird die Aktivierungs-
schwelle einmal iiberschritten, durchlduft die T-Zelle mehrere Zellteilungen unabhéngig
von der Stdrke des Signals. Ein schwacher Stimulus fiihrt dazu, dass sich weniger Zellen
teilen, bewirkt jedoch nicht, dass sich diese Zellen nur zwei oder dreimal teilen, wéhrend
Zellen, die einen starken Stimulus erhalten, neun oder zehn Zellzyklen durchlaufen.

In den Versuchen in Abschnitt 3.2 wurde untersucht, ob humane T-Zellen sich nach dieser
,»Alles oder Nichts“~-Hypothese verhalten. Fiir das Signal tiber den TCR (Signal 1) kann die
Hypothese in diesem System nicht formal getestet werden, da z.B. das Antigen nicht zu
einem bestimmten Zeitpunkt vollstindig entfernt werden kann. Aber da bei der allogenen
Antwort eine polyklonale T-Zellantwort durch TCR mit verschiedenen Affinitdten ausge-
16st wird, scheint die Anzahl der Zellteilungen unabhingig von der Stirke des Signals zu
sein. Das kostimulatorische Signal 2 wurde auf zwei verschiedene Weisen moduliert: Die
Kostimulation wurde entweder durch ein ,,Ausdiinnen’ mit SkMel wt reduziert oder die
Intensitédt wurde durch eine Blockade mittels CTLA-4-Ig verringert.

Als erstes wurde getestet, wie das Proliferationsmuster aussieht, wenn man die Quantitit
der Kostimulation dndert (siehe Abb. 3.2.1.1) Dabei wurde die optimale Kostimulation
durch 100% SkMel B7.2 durch die Zugabe von SkMel wt auf 5% vermindert. Es zeigte
sich, dass zwar deutlich weniger T-Zellen aktiviert werden, diese aber das gleiche Prolife-
rationsmuster wie bei einer Stimulation durch 100% SkMel B7.2 haben. Moglicherweise
ist dies nicht iiberraschend, da einige T-Zellen gar keine Kostimulation erhalten, die weni-
gen mit direktem Kontakt zu einer SkMel B7.2 auf zelluldrer Ebene aber weiterhin 100%.
Eine Blockade der Kostimulation durch CTLA-4-Ig sollte nun die Intensitédt der Kostimu-
lation auf allen SkMel B7.2 gleichermaBlen senken. Die Grafik 3.2.2.1 veranschaulicht
noch einmal den Unterschied zwischen den beiden Methoden. Dieser in Abb. 3.2.2.2 dar-
gestellte Versuch zeigt, dass die Art der Blockade keinen Unterschied macht. Auch die
Blockade mit CTLA-4-Ig (Abb. 3.2.2.2 C2) senkt nur die Anzahl der aktivierte Zellen,
dndert aber das Proliferationsmuster im Vergleich zur Positivkontrolle (Abb. 3.2.2.2 C1)
nicht. Uberschreitet eine T-Zelle ihre Aktivierungsschwelle, durchlduft sie eine Reihe von
Zellzyklen, ohne dass eine vorangegangene Modulation der Kostimulation eine Wirkung
hitte.

Eine vollstindige Blockade der Kostimulation durch Zugabe hoher Konzentrationen an
CTLA-4-Ig zu verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Stimulation konnte kléren,
wann die Entscheidung der T-Zellen zur Proliferation gefallen war, sodass sie dann unab-
hingig von der Kostimulation weiterlief (sieche Abb. 3.2.3.1). Schon 24 Stunden nach Be-
ginn der Kostimulation konnte eine Blockade die Anzahl der Zellen, die sich nach sieben
Tagen in der Proliferation befinden, nicht mehr verringern. War bis dahin die Entschei-
dung zur Proliferation gefallen, konnte sie durch eine Blockade von B7.2 nicht mehr revi-
diert werden. Auch blieb das Proliferationsmuster gleich, was zeigt, dass auch die weiteren
Zellteilungen nicht durch diese Blockade beeinflusst wurden.

Damit konnte zum erstenmal gezeigt werden, dass sowohl humane CD4*-T-Zellen als auch
CD8"-T-Zellen offensichtlich ein zellautonomens Programm besitzen, das nach dem Uber-
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schreiten der Aktivierungsschwelle weitgehend unabhédngig von weiterer Kostimulation
und wahrscheinlich auch von Signalen iiber den TCR das Fortschreiten durch mehrere
Zellteilungen steuert. Physiologisch macht dieses insofern Sinn, als T-Zellen im lymphoi-
den Gewebe aktiviert werden, ihre Wirkung aber u.U. in der Peripherie entfalten. Einmal
aktiviert, wiirden sie sich auf den Weg in die Peripherie begeben und auf dem Weg und vor
Ort teilen, ohne dass sie weiter das kostimulatorische Signal einer APC bréauchten.

Als erstes wurde solche von antigenspezifischen Signalen unabhingige Proliferation bei
murinen CD8*-T-Zellen gezeigt (van Stipdonk et al., 2001). Hier reichte eine Stimulation
von 2 Stunden aus, um die Proliferation zu starten. Die Daten fiir murine CD4"-T-Zellen
dagegen sind widerspriichlich. Es gibt eine Arbeit, die zeigt, dass auch murine CD4"-T-
Zellen ein solches ,,Alles oder Nichts*“-Programm besitzen (Lee et al., 2002). In der Arbeit
von Foulds et al. wird allerdings u.a. in einen in vivo Modell gezeigt, dass CD4"-T-Zellen
nur eine begrenzte Anzahl von Zellteilungen durchlaufen und ein géinzlich anderes Prolife-
rationsmuster zeigen als CD8*-T-Zellen (Foulds et al., 2002).

4.8.6 Verstirkte Effektorfunktion durch eine erhohte IFN-y Expression

Wichtig fiir einen therapeutischen Einsatz ist aber nicht nur die Tatsache, dass vermehrt
antigenspezifische T-Zellen proliferieren, sondern auch die Frage, ob diese zusitzlich akti-
vierten Zellen auch Effektormechanismen besitzen. Die anti-Tumorwirkung von blockie-
rendem Ak gegen CTLA-4, wie sie in Miusen als erstes von Leach et al. beschrieben wur-
de und spiter von anderen Arbeiten bestitigt wurde (Leach et al., 1996; Yang et al., 1997;
Shrikant et al., 1999; Sotomayor et al., 1999), beruht wahrscheinlich auf einer erhéhten
Produktion von Interferon-y (Paradis et al., 2001). In den Lymphknoten aus Méusen, die
mit anti-CTLA-4-Ak behandelt wurden, konnten erhohte Mengen von IFN-y nachgewiesen
werden. Dieser anti-Tumoreffekt der CTLA-4-Blockade lief sich durch blockierende Ak
gegen IFN-y komplett auftheben. Da die Erhéhung der IFN-y-Expression wahrscheinlich
die wichtigste Effektorfunktion von aktivierten T-Zellen ist, wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob die T-Zellen nach Blockade von CTLA-4 vermehrt IFN-y produzie-
ren. Durch die in Abb. 3.1.9.1 dargestellten Versuche konnte gezeigt werden, dass die zu-
sitzlich aktivierten T-Zellen auch deutlich mehr IFN-y produzieren, als die T-Zellen in der
Kontrollgruppe. Diese Steigerung der IFN-y-Expression ist sowohl bei CD4"- als auch bei
CD8"-T-Zellen zu beobachten. Dass eine gesteigerte INF-y Produktion von CD4"-T-Zellen
sogar in Abwesenheit von CD8"-T-Zellen dazu beitragen kann, Tumorzellen zu eliminie-
ren, hat u.a. die Arbeit von Mumberg et al. gezeigt (Mumberg et al., 1999).

Es ist erwdhnenswert, dass humane T-Zellen offensichtlich nur dann IFN-y produzieren,
wenn sie sich auch geteilt haben (3.1.8.1B). Ohne eine Teilung der T-Zellen kommt es zu
keiner Aktivierung und Umwandlung in eine Effektorzelle. Bei Milzzellen aus Méusen, die
transgen fiir ein OV A-spezifischen TCR sind, produzieren nach einer Peptidstimulation
auch die T-Zellen, die sich (noch) nicht geteilt haben INF-y (personliche Mitteilung Dr. S.
Moré).
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Ob die Erhohung der IFN-y-Expression nach der Blockade von CTLA-4 auch den Schluss
zuldsst, dass diese Blockade die T-Zellen eher in Richtung einer T};1-Antwort treibt, lédsst
sich nicht mit Sicherheit folgern. Zwar wurde im intrazelluliren FACS das Tj2-Zytokin
IL-4 nicht detektiert, doch war moglicherweise die Methode einfach nicht sensitiv genug.
Evtuell hitte eine Analyse durch einen ELISPOT zeigen konnen, ob 1L-4 sezerniert wird
oder nicht. Eine Analyse der Zytokinproduktion auf Einzelzellebene nach der Gabe von
anti-CTLA-4-Ak in einem Maus-EAE-Modell hat ergeben, dass die Frequenz von IFN-y-
und IL-4-produzierenden CD4"-T-Zellen angestiegen ist. Es gibt bei Mausen allerdings
widerspriichliche Daten, ob eine Blockade von CTLA-4 nun eine T,2-Antwort induziert,
wie in vitro gezeigt wurde (Kato and Nariuchi, 2000), oder doch eine Ty1-Antwort unter-
stiitzt, wie u.a. eine verbesserte Abwehr einer Leishmania major-Infektion in normalerwei-
se suszeptiblen BALB/c-Miusen zeigt (Saha et al., 1998). Zumindest kann ein Engage-
ment von CTLA-4 sowohl die Zytokinproduktion von Tyl- als auch Tyj2-Klonen
beeinflussen (Alegre et al., 1998). Der Einfluss von CTLA-4 auf die Differenzierung in
Ty1 oder T,;2 hingt wahrscheinlich von dem Kontext der induzierten Immunantwort ab.

4.8.7 Gibt es einen direkten Einfluss von CTLA-4 auf CD8-T-Zellen?

Im Zusammenhang mit der Frage, welcher Mechanismus bei einer CTLA-4-Blockade
wirkt, wurde auch untersucht, wie sich getrennte CD4" und CD8"-Populationen verhalten.
Eine Expression von CTLA-4 auf aktivierten CD8"-T-Zellen konnte sowohl auf murinen
als auch humanen Zellen gezeigt werden (Linsley et al., 1992; Vandenborre et al., 1999),
doch ob eine Blockade auch direkt zu einer vermehrten Rekrutierung von CD8*-T-Zellen
fiihrt war nicht bekannt. Zwar zeigte sich bei den Versuchen mit nicht-separierten T-
Zellen, dass beide Subpopulationen nach einer CTLA-4-Blockade verstérkt proliferieren
(siche Abb. 3.1.7.2.4 und 3.1.7.2.5), doch stellte sich die Frage, ob die CD8*-T-Zellen evtl.
auf die Hilfe von CD4"-T-Zellen angewiesen waren. Um diese Frage zu kldren, wurden
durch das ,,Dynal Positive Isolation Kit* die CD4" bzw. CD8*-T-Zellen mit hoher Reinheit
isoliert und in dem allogenen Testsystem eingesetzt. Der Versuch in Abb. 3.1.7.8.2 (obere
Reihe) zeigt, dass bei den Kontrollen jedesmal der gleiche Prozentsatz an CD4"-T-Zellen
proliferiert, unabhéngig davon, ob die CD4"-T-Zellen von den CD8"-T-Zellen getrennt
wurden oder nicht. Bei den CD8-Zellen teilten sich nur noch ca. ein Drittel der Zellen in
Abwesenheit von CD4"-Zellen (Abb. 3.1.7.8.2 (untere Reihe)). Um zu zeigen, dass dieser
Effekt nicht durch eine Schiddigung der Zellen bei der Isolation verursacht wurde, wurden
die isolierten CD8"-T-Zellen wieder mit CD4"-T-Zellen gemischt und dann mit SkMel
B7.2 stimuliert. Es zeigte sich, dass dann sogar ein hoherer Prozentsatz an Zellen prolife-
rierten als bei den unseparierten T-Zellen, die Zellen also nicht geschiddigt waren (Abb.
3.1.7.8.2 (untere Reihe, rechts)). AuBBerdem wurde der Anteil der sich teilenden isolierten
CD8*-T-Zellen im Gegensatz zu dem der CD4*-T-Zellen nicht erh6ht, wenn das CTLA-4
durch die Fab-Fragmente blockiert wurde.

Aus diesen Daten ldsst sich folgern, dass in dem hier verwendeten System die Aktivierung
der CD8"-T-Zellen sehr stark von der Hilfe der CD4"-T-Zellen abhéngig ist und mogli-
cherweise die Verstirkung der Proliferation nach einer CTLA-4-Blockade auf eine verbes-
serte Hilfe durch die CD4"-T-Zellen zuriickzufiihren ist und nicht auf einen direkten Ein-
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fluss des CTLA-4 auf die CD8*-T-Zellen. Welche Rolle CTLA-4 auf CD8"-T-Zellen in
vivo beim Menschen spielt, bedarf noch weiterer Untersuchungen, da es auch in vivo auf
CD8"-T-Zellen beobachtet wird (Castan et al., 1997; Steiner et al., 1999).

4.8.8 Werden regulatorische T-Zellen blockiert?

Eine weitere Erkldarungsmoglichkeit wire, dass die Blockade von CTLA-4 regulatorische
T-Zellen beeinflusst. T,,, sind sowohl in der Maus, als auch beim Menschen beschrieben
worden. Diese erst neuentdeckte Population von CD4"CD25*-Zellen kann die Proliferation
von CD25-T-Zellen unabhingig von der Spezifitit des TCR inhibieren (Thornton and
Shevach, 1998) und exprimiert deutlich mehr CTLA-4 auf der Oberfldche als naive CD4"-
T-Zellen (Jonuleit et al., 2001; Wang et al., 2001). Thre Funktion liegt vermutlich in der
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz (Shevach et al., 2001). Zumindest wiirde eine
Blockade der inhibitorischen Funktion dieser Zellen auch verstérkt T-Zellen zur Prolifera-
tion anregen konnen. Der Einfluss von CTLA-4 auf die Funktion der T, ist allerdings
kontrovers. Die meisten Arbeiten mit humanen Modellen konnten einen solchen Einfluss
nicht zeigen (Thornton and Shevach, 1998; Jonuleit et al., 2001; Levings et al., 2001). In
zwei Arbeiten mit murinen Autoimmunmodellen wurde allerdings gezeigt, dass eine Blo-
ckade von CTLA-4 durch Antikorper die inhibitorische Funktion der T,., aufhebt und es zu

einer Verstirkung von Autoimmunkrankheiten kommt (Read et al., 2000; Takahashi et al.,
2000).

Durch eine Blockade von CTLA-4 ist es in vitro nicht gelungen die inhibitorische Funktion
von humanen T,, aufzuheben (Baecher-Allan et al., 2001). Moglicherweise unterscheiden
sich humane und murine regulatorische T-Zellen auch in dieser Funktion. Fiir die Ergeb-
nisse dieser Arbeit bedeuten diese Befunde jedenfalls, dass die beobachtete Steigerung der
Proliferation nach einer CTLA-4-Blockade vermutlich nicht auf eine Inhibierung der re-
gulatorischen T-Zellen zuriickzufiihren ist. Letztlich Beweisen lie3e sich dies allerdings
nur, indem man vor den Experimenten die CD4"-T-Zellen in CD25 und CD25*-Population
trennt und eine Steigerung der Proliferation durch die anti-CTLA-4-Fab-Fragment auch
dann noch erreicht wird, wenn keine T,ee mehr vorhanden sind, d.h. in der CD25

Population.

4.9 Warum wurde keine Anergie erzeugt?

Uberraschend war, dass mit SkMel wt stimulierte T-Zellen nicht anerg wurden, obwohl sie
nur das Signal 1 iiber den TCR und kein kostimulatorisches Signal erhalten hatten. Denn
bei einer Restimulation dieser Zellen mit syngenen SkMel B7.2 war die Proliferation ge-
nauso stark wie eine Primérstimulation mit SkMel B7.2 (siche Abb. 3.1.10.1). Uber die
Ursache lisst sich allerdings nur spekulieren. Méglicherweise exprimieren die SkMel-
Zellen weitere Molekiile, die zwar kein echtes kostimulatorisches Signal geben koénnen,
aber eine Art ,,ﬂberlebenssignal“ tibermitteln und verhindern so eine Anergie der T-Zellen.
Ein Kandidat dafiir konnte LFA3 (CD58) sein, das auch von den SkMel exprimiert wird
(Daten nicht gezeigt). Es wurde beschrieben, dass Anergie bei einer allogenen Immunant-
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wort nur dann ausgelost werden konnte, wenn man LFA3 mit Antikorpern blockiert
(Savage and Brooks, 1995). Andere Arbeiten haben gezeigt, dass in einer allogenen Ant-
wort nur dann echte Anergie ausgeldst wird, wenn der TCR sein spezifisches Peptid im
Kontext mit dem richtigen MHC ohne Kostimulus erkennt (Pawelec et al., 1994). Da dies
bei der Alloreaktion in dieser Arbeit kaum der Fall sein diirfte, bietet auch dies einen Er-
kldrungsansatz.

Was auch immer die Ursachen fiir die Abwesenheit von Anergie sein mogen, es lieB sich
in diesem Modell nicht testen, ob eine Blockade von CTLA-4 in der Lage wire eine T-
Zell- Anergie zu durchbrechen.

4.10 Bedeutung der Ergebnisse fiir eine CTLA-4 Blockade in der Therapie

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten letztlich auch Hinweise darauf geben, ob eine Blocka-
de von CTLA-4 bei Patienten mit Krebserkrankungen das Immunsystem unterstiitzen
kann. Neben der Frage, wie und ob eine solche Therapie {iberhaupt sinnvoll wire, ist es
wichtig zu iiberlegen, in welcher Form eine solche Therapie durchgefiihrt werden konnte.
Ein kritischer Punkt ist, mit welchen Mitteln CTLA-4 blockiert werden soll. Die Daten
dieser Arbeit zeigen, dass der Gesamtantikorper BNI3 keine Wirkung besitzt (siehe auch
4.8.2). Im Gegensatz dazu scheint der Einsatz des entsprechenden Fab-Fragments, viel-
versprechender. Doch bei allen Proteinen, die wie der Antikérper BNI3 aus der Maus
stammen und nicht humanen Ursprungs sind, reagiert das Immunsystem auf diese fremden
Proteine. Es besteht also die Gefahr, dass eine Therapie mit Fab-Fragment schnell an
Wirksamkeit verliert, da diese durch induzierte anti-Maus-Ig-Antikérper neutralisiert wiir-
den. Eine Strategie dieses Problem zu umgehen bzw. die Akzeptanzdauer zu verlidngern, ist
der Versuch, einen Antikorper zu ,,humanisieren®. Eine elegante Methode dafiir wire die
Herstellung der Antikorper in einer transgenen Maus, deren Genom so verédndert ist, dass
ihre Antikorper einen humanen Fc-Teil tragen (Winter and Harris, 1993).

Sollte sich die These bestitigen, dass eine Blockade des CTLA-4 vermehrt T-Zellen wih-
rend der Initiierung einer Immunantwort rekrutiert (siehe auch 4.8.4), dann wiren mogli-
cherweise nur eine kurzzeitige Gabe des Fab-Fragments nétig. Einmal aktiviert, entwi-
ckeln die T-Zellen dann ihre normalen Effektormechanismen auch unabhingig von einer
Blockade von CTLA-4. Das Problem einer Neutralisierung des Fab-Fragment durch das
Immunsystem wiirde dann nicht bestehen.

Besteht die Gefahr von Autoimmunitdit?

Vor einer moglichen Anwendung beim Menschen hat natiirlich die Frage nach der Sicher-
heit einer solchen Therapie oberste Prioritit, vor allem wenn man den letalen Phinotyp der
CTLA-4" Miuse bedenkt. Dazu kommt, dass CTLA-4 offensichtlich eine Rolle bei der
Aufrecherhaltung der peripheren Toleranz spielt und bei Méusen eine Blockade von
CTLA-4 den Ausbruch von Autoimmunkrankeiten beschleunigen oder verstiarken kann
(Karandikar et al., 1998; Luhder et al., 1998; Ratts et al., 1999). Auch in dieser Arbeit
fiihrte eine Blockade von CTLA-4 zum Teil zu einer erhohten Proliferation von T-Zellen,
ohne dass es einen exogenen Stimulus gab (siehe Abb. 3.1.6.1.1). Es ist nicht klar wodurch
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diese verstirkte Proliferation ausgelost wird, doch ist es denkbar, dass dies potentiell
selbstreaktive Zellen sind, die nach Blockade des inhibitorischen Signals von CTLA-4
wieder mit der Proliferaion beginnen. Zwar war die Proliferation im Vergleich zu einer
durch die SkMel B7.2 stimulierten Proliferation sehr schwach, doch es reichen méglicher-
weise sehr wenige aktive autoreaktive T-Zellen, um eine Autoimmunkrankheit auszulésen.
Eine Durchsicht der Literatur zeigt jedoch, dass es im murinen System nicht gelungen ist,
durch die Gabe eines Antikorpers gegen CTLA-4 die gleichen Symptome der letalen
Lymphoproliferation auszuldsen, wie sie in den CTLA-4"-Miusen auftreten. Die Auto-
immunitét lie sich nur dann erzeugen, wenn mit einem Selbst-Antigen immunisiert wur-
de. Im Allgemeinen hat eine Blockade von CTLA-4 bisher keinerlei negative Nebeneffekte
gezeigt. Die Firma GenPharm/Medarex hat einen humanen anti-CTLA-4 Antikorper
(MDZ-010) in entsprechenden gentechnisch verdnderten Miusen hergestellt und in ersten
Phase I Studien getestet. Es waren keine Anzeichen von Autoimmunitit zu erkennen und
ein Teil der Patienten mit Prostata-Krebs zeigten eine signifikante Reduzierung des
prostate-specific antigen (PSA), was einen Riickgang der Tumorlast anzeigt (American
Society of Clinical Oncology, Annual Meeting 2002). Diese ersten Versuche stimmen op-
timistisch in Bezug auf die Anwendung einer CTLA-4-Blockade bei Tumorerkrankungen.

CTLA-4 in Kombination mit anderen Therapien

Eine Blockade von CTLA-4 sollte sicher nicht die einzige Strategie bei der Bekdmpfung
eines Tumors sein. Erfolgversprechend scheint die Kombinationen mit anderen neuen The-
rapieansitzen zu sein. Damit das Immunsystem Krebszellen bekdmpfen kann, miissen die
T-Zellen diese iiberhaupt als ,,fremd* erkennen. Zwar sind mittlerweile eine Reihe von
Tumorantigenen bekannt (Jiger et al., 2002), doch bei einigen eigentlich potentiell immu-
nogen Tumoren entwickelte sich keine protektive Immunantwort, da diese keine kostimu-
latorischen Molekiile exprimierten. Daher ist eine Strategie, Zellen eines immunogenen
Tumors ex vivo mit B7 zu transfizieren und die (bestrahlten) Zellen dann zuriick in den
Patienten zugeben, wo diese Krebszellen jetzt von den Zellen des Immunsystems erkannt
werden. Dass diese Strategie prinzipiell erfolgreich ist, konnte wiederholt im murinen
System gezeigt werden (Ubersicht bei (Allison et al., 1995)). Der Einsatz von blockieren-
den Fab-Fragment gegen CTLA-4 konnte dann die meist noch schwache Antwort gegen
die Tumorzellen durch ein Senken der Aktivierungsschwelle der T-Zellen verstidrken. Im
murinen System hat sich die Vakzinierung mit GM-CSF-transfizierten Tumorzellen zu-
sammen mit einer CTLA-4-Blockade als besonders erfolgreich bei der Abwehr von B16-
Melanomen erwiesen (van Elsas et al., 1999). Vermutlich wird hierbei durch das GM-CSF
das ,,cross-priming* durch die DC verstirkt (Dranoff et al., 1993). Mit der Kombination
von anti-CTLA-4 und GM-CSF exprimierenden Tumorzellen sind erfolgreich auch Brust-
und Prostata-Krebs bekdmpft worden (Hurwitz et al., 1998; Hurwitz et al., 2000). Mogli-
cherweise konnen die dendritischen Zellen auch direkt zur Vakzinierung eingesetzt wer-
den, nachdem diese ex vivo mit den Tumorzellen fusioniert (Gong et al., 1997) oder mit
Tumor-assoziierten Antigenen transfiziert werden. Durch diese Methode stellt man sicher,
dass die Tumorantigene nicht erst von den DC aufgenommen werden miissen und somit
besser priisentiert wurden. Eine Ubersichtsarbeit von T. Fukao zeigt, was auf diesem Ge-
biet bisher erreicht worden ist (Fukao, 2002). Erste klinische Versuche wurden mit solchen
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fusionierten DC schon durchgefiihrt (Kikuchi et al., 2001). Allerdings gibt es aus murinen
Modellen noch keine Daten, ob eine solche Therapie durch die Blockade von CTLA-4
unterstiitzt werden kann.

Besonders erfolgversprechend erscheint eine Vakzinierung mit B7-transfizierten Tumor-
zellen in Kombination mit einer anti-CTLA-4-Therapie, wenn der Haupttumor durch eine
chirurgischen Eingriff entfernt worden ist, aber moglicherweise noch Mikrometastasen
vorhanden sind (minimal residual disease). Von Kwon et al. konnte bei Miusen gezeigt
werden, dass eine Blockade von CTLA-4 die Bildung von Metastasen nach der Entfernung
des Primértumors tatsédchlich verhindert (Kwon et al., 1999). Aus immunologischer Sicht
ist der Zeitpunkt direkt nach dem Entfernen des Primértumors am sinnvollsten, um mit
einer Immuntherapie zu beginnen. Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass es sinnvoll ist
zeitgleich mit der Vakzinierung durch B7-transfizierte Tumorzellen auch mit der anti-
CTLA-4-Therapie zu beginnen, da auf diese Weise die maximale Anzahl an T-Zellen rek-
rutiert wird.

Wichtig bei der Verwendung von B7-transfizierten Tumorzellen ist, dass diese Therapie
frithzeitig beginnt. Denn im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass es sehr frith wihrend
der Bildung eines Tumors zu einer Anergie der T-Zellen kommt, die ein Antigen auf der
Oberfliche des Tumors erkennen. Diese Anergie, ausgelost durch fehlende Kostimulation
seitens des Tumors, kann nicht durch spéter hinzugegebene, mit B7-transfizierte Tumor-
zellen aufgehoben werden (Staveley-O“Carroll et al., 1998). Dieses konnte ein signifikan-
tes Hindernis bei der Entwicklung einer Immuntherapie mit oder ohne Blockade von
CTLA-4 darstellen, bei der versucht wird, die Anergie gegen einen Tumor zu durchbre-
chen.

4.11 Ausblick

Diese Arbeit hat im Prinzip gezeigt, dass in vitro eine Blockade von CTLA-4 mit dem Fab-
Fragment des Antikorper BNI3 zu einer verstirkten Immunantwort fiihrt. In einen néchsten
Schritt konnte der experimentelle Einsatz in der Klinik Aufschluss dariiber geben, ob es
lokal an der Stelle der Administration bzw. dem zu bekdmpfenden Tumor zu einer ver-
starkten Infiltration von aktivierten Lymphozyten kommt.

Neben einer klinischen Studie wére es wichtig, den Effekt der CTLA-4-Blockade weiter zu
charakterisieren: Dazu zihlt die genauere Untersuchung des Zytokinprofils der aktivierten
T-Zellen und Experimente zu der Frage, ob neben einer erhohten IFN-y-Expression weitere
Effektormechanismen wie z.B. die spezifische Zytotoxizitét verstéarkt sind.
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5. Zusammenfassung

Fiir die vollstiandige Aktivierung naiver T-Zellen und fiir ihre Differenzierung in Effektor-
zellen sind neben dem antigenspezifischen Signal iiber den TCR weitere kostimulatorische
Signale erforderlich. Das nachhaltigste kostimulatorische Signal wird iiber CD28 vermit-
telt, welches konstitutiv auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert wird. Die Bindung
von CD28 an seine Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), welche ausschlielich von
APC exprimiert werden, verrringert die Aktivierungsschwelle der T-Zellen, erhoht die
Expression von anti-apoptotischen Faktoren wie BcL-x; und stimuliert die Produktion von
IL-2. Das ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie gehdrende CD28-Homolog CTLA-4
(CD152) wird hauptsichlich auf aktivierten CD4" und CD8*-T-Zellen exprimiert und bin-
det mit B7.1 und B7.2 die gleichen Liganden wie CD28, jedoch mit ca. 20fach hohere Af-
finitdt. Engagement von CTLA-4 inhibiert jedoch die Proliferation der T-Zellen, indem die
Expression des IL-2-Rezeptors reduziert, die IL-2 Produktion vermindert und der Zell-
zyklus arretiert werden. Auf diese Weise setzt CTLA-4 vermutlich die Aktivie-
rungschwelle herauf und verhindert so eine Aktivierung von T-Zellen mit einem niedrig
affinen TCR und begrenzt evtl. dariiber hinaus die klonale Expansion aktivierter T-Zellen.

Im murinen System konnte eine Blockade von CTLA-4 durch monoklonale Antikdrper
gegen CTLA-4 in vitro und in vivo die Immunantwort bei eine Reihe experimenteller Tu-
morsysteme verstirken, darunter colorektales Karzinom, Nierenkarzinom, Lymphom und
Fibroblasten Zell-Linien. Diese Verstirkung der Immunantwort war abhéngig von CD4"
und CD8*-T-Zellen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob dhnliche Mechanismen auch bei T-Zellen des huma-
nen Immunsystems wirken und ob sich deren anti-Tumor-Antwort durch die Blockade von
CTLA-4 verstirken ldsst.

Fiir diesen Zweck wurden monoklonale Antikorpern gegen humanes CTLA-4 verwendet,
von denen einige die Bindung von CTLA-4 an die Liganden B7.1 und B7.2 blockieren.
Um zu testen, welche immunmodulatorischen Eigenschaften diese Antikdrper haben, wur-
de ein in vitro Testsystem etabliert, welches eine T-Zellantwort gegen Tumorzellen simu-
liert. Die humane Melanomzell-Linie SkMel63 und Derivate dieser Zell-Linie, die mit
B7.2 transfiziert waren, wurden eingesetzt, um eine allogene Immunantwort auszulGsen.
Dabei sollten die Alloantigene Tumorantigene simulieren. Wihrend aufgereinigte humane
T-Zellen auf die Stimulation mit SkMel-Zellen vom Wildtyp aufgrund der fehlenden
Kostimulation nicht reagierten, wurden sie durch die B7.2-Transfektanten massiv zur Pro-
liferation angeregt.

Im Gegensatz zu Experimenten bei Médusen war Gesamtantikorper gegen humanes CTLA-
4 unwirksam. Fab-Fragment des gleichen Antikorpers war jedoch in der Lage, die Immun-
antwort gegen die B7-exprimierenden SkMel-Zellen zu verstiarken. Der Unterschied liegt
moglicherweise darin, dass bivalente Gesamtantikorper gegen CTLA-4 durch Kreuzver-
netzen ein inhibitorisches Signal auslosen konnen, wihrend monovalente Fab-Fragmente
ein solches Signal tiber CTLA-4 wirklich blockieren.
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Es konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des CTLA-4 fiir 24 Stunden ausreichte, um
die Proliferation der T-Zellen zu verstiarken. Durch den Einsatz von CFSE-markierten T-
Zellen wurde die Kinetik und das Proliferationsmuster dieser T-Zellen untersucht. So
konnte gezeigt werden, dass eine Blockade von CTLA-4 die Kinetik der Alloantwort nicht
dnderte, weder bei CD4" noch CD8"-T-Zellen. Auch die Anzahl der Zellteilungen wurde
nicht beeinflusst. Die verstirkte Antwort resultierte viel mehr aus einer vermehrten Rekru-
tierung von T-Zellen in den Pool der aktivierten Zellen. Vermutlich verringert eine Blo-
ckade von CTLA-4 durch die Fab-Fragmente die Aktivierungsschwelle, sodass jetzt auch
Zellen mit einem niedrigaffinen TCR aktiviert wurden. Eine weitere Charakterisierung der
proliferierenden Zellen konnte zeigen, dass die zusétzlich aktivierten Zellen auch Effektor-
funktion entwickelten, da sie verstirkt IFN-y exprimieren. Moglicherweise ist dies ein In-
diz dafiir, dass eine Blockade von CTLA-4 die Immunantwort in Richtung einer Ty1-
Antwort lenkt.

Die Rekrutierung einer groBeren Zahl von Zellen in den Pool aktivierter T-Zellen unter
CTLA-4-Blockade ldsst sich am besten durch folgendes Funktionsmodell fiir CTLA-4 er-
kldren: Die erhohte Expression von CTLA-4 auf teilweise aktivierten T-Zellen verhindert
deren vollstindige Aktivierung, wenn diese iiber einen niedrigaffinen TCR nur ein schwa-
ches Signal erhalten. Wird CTLA-4 blockiert, teilen sich auch diese T-Zellen und differen-
zieren sich zu Effektorzellen mit derselben Effizienz wie T-Zellen mit einem hochaffinen
TCR. Bei einer Krebserkrankung mit einer schwachen gegen den Tumor gerichteten Im-
munantwort konnte eine solche Blockade von CTLA-4 nun dazu beitragen, zusétzliche T-
Zellen zu rekrutieren. Es sind weitere Untersuchungen notig, um zu zeigen, ob dieses tat-
sdchlich die Balance zwischen Tumorabwehr und Tumortoleranz zu Gunsten einer erfolg-
reichen TumorabstoBung verschieben kann.

Durch die Zugabe von SkMel wt zu SkMel B7.2 einerseits oder von CTLA-4-1Ig anderer-
seits ldsst sich das kostimulatorische Signal auf zwei verschiedene Weisen modulieren:
durch Verminderung der Dichte von Tumorzellen, die jeweils ein maximales kostimulato-
risches Signal vermitteln oder durch Verminderung der Dichte kostimulatorischer Mole-
kiile gleichmiBig auf allen Tumorzellen. Weder durch die eine, noch durch die andere
MaBnahme &dnderte sich das Proliferationsmuster bzw. die Kinetik der CFSE-markierten T-
Zellen im Vergleich zu einer Positivkontrolle mit 100% SkMel B7.2-Kostimulation. Le-
diglich die Zahl proliferierender T-Zellen nahm ab. Offensichtlich besitzen humane T-
Zellen ein zellautonomes Programm, welches bewirkt, dass einmal aktivierte T-Zellen die
nédchsten Zellteilungen ohne zusétzliche Kostimulation durchlaufen. Alle Ergebnisse dieser
Arbeit stiitzen damit die ,,Alles oder Nichts*“-Hypothese fiir die Aktivierung von T-Zellen,
sowohl fiir das erste Signal als auch fiir die kostimulatorischen Signale iiber CD28 oder
CTLA-4.
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