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Zusammenfassung
Einfluss von Alloantigenen und deren Expressionsmuster auf den GvT-Effekt
im Rahmen einer allogenen Stammzelltransplantation

Urh, Jennifer Marie

Einleitung: Die hamatopoetische Stammzelltransplantation ist bei einer Vielzahl von leukdmischen
Erkrankungen eine effektive Therapieoption. Dabei ist die grof3te Limitierung die Spender-gegen-Empfanger-
Reaktion (engl. Graft-versus-Host Disease, GvHD), bei der Immunzellen des Spenders gegen das
Empfangergewebe reagieren. Mit einer GvHD assoziiert ist aber auch ein Spender-gegen-Tumor-Effekt (engl.
Graft-versus-Tumor, GvT), der zur Tumorremission und einer geringeren Rezidivrate beitragen kann.
Zielstrukturen fiir die im GvT-Effekt beteiligten Immunzellen kdnnen Tumorantigene, mHAgs (engl. minor
Histocompatibility Antigen) oder disparate MHC-Molekile (engl. Major Histocompatibility Complex) sein. Ziel
dieser Arbeit war es, den Effekt von Alloantigenen auf den GvT-Effekt zu charakterisieren. Dabei wurde

insbesondere der Einfluss des Expressionsmusters (ubiquitar vs. exklusiv auf dem Tumor) untersucht.

Material und Methoden: In dieser Arbeit wurde ein murines haploidentes parent-into-F1-
Transplantationsmodell verwendet (genehmigt durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen). Dabei wurden BALB/c-Mause (H-2Kd) als Spender und die F1-
Generation F1[BALB/cxCBA/J] (H-2Kka) als Empfanger verwendet. Als Modelltumor wurde das aus BALB/c
stammende Lymphom MPC-11 (H-2Kd) gewahlt. Dieses war im Vorfeld mit den zum Spender inkompatiblen
MHC-Alloantigenen H-2K* bzw. H-2K" transfiziert und auf seine Stabilitat in vivo getestet worden. Fir die
Untersuchung des GvT-Effektes wurde in bestimmten Intervallen das Gewicht, der GvHD-Score sowie die
Tumorausdehnung gemessen. Am Ende jedes Versuches wurden per Durchflusszytometrie sowohl der

Chimarismus der Versuchstiere als auch die Stabilitat der transfizierten Tumoren untersucht.

Ergebnisse: Es wurde gezeigt, dass die transfizierten Alloantigene H-2K* bzw. H-2K" in BALB/c-Mausen
immunogen waren. Weiterhin wurde gezeigt, dass der GvT-Effekt stark mit einer GvHD assoziiert ist; das
Tumorwachstum aller Tumoren war in GvHD-Gruppen (Knochenmark- und Milzzellen im Transplantat) im
Vergleich zu entsprechenden Kontrollgruppen (nur Knochenmark) signifikant reduziert. AuBerdem wurde
beobachtet, dass die zusatzlichen Alloantigene zu einem verstarkten GvT-Effekt fiihrten, bei H-2K* allerdings
nur in der friihen Phase nach Transplantation. Dieser machte sich durch eine verstarkte Supprimierung des
Tumorwachstums und im Falle von H-2K® durch den Verlust des exklusiven Alloantigens bemerkbar. Es

wurden spezifische T-Zellen gegen das exklusive Alloantigen H-2K® mittels IFN-y-ELISpots nachgewiesen.

Diskussion: MHC-Alloantigene haben einen Einfluss auf den GvT-Effekt, vor allem bei exklusiver Expression
auf dem Tumor. Der aktuelle Trend geht allerdings dahin, mHAgs und Tumorantigene als Zielstrukturen fur
eine spezifische Tumortherapie zu erforschen, z.B. durch Vakzinierung oder adoptiven T-Zell-Transfer.

Tag der mindlichen Prifung: 19.06.2015
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamatopoetische Stammzelltransplantation

Die hamatopoetische  Stammzelltransplantation  (SZT) ist ein etabliertes
Therapieverfahren, dessen Bedeutung und Durchflihrung im letzten Jahrzehnt deutlich
zugenommen hat (44). Im Zeitraum von 1990 bis 2010 stiegen die SZTs in Europa von
ca. 4.000 auf Uber 30.000 pro Jahr an (94). Bei der SZT wird nach einer
Konditionierungstherapie das blutbildende System — bei einer allogenen SZT
zusatzlich das zellulare Immunsystem — durch ein anderes ersetzt bzw. bei der
autologen SZT das eigene erneuert. Prinzipiell reicht eine einzige Stammzelle aus, um

das gesamte lymphohamatopoetische System zu ersetzen (112).

111 Arten der SZT

Die SZT wird je nach der Beziehung zwischen Spender und Empfénger in eine
autologe, syngene oder allogene SZT unterteilt.

Bei der autologen SZT wird patienteneigenes Knochenmark verwandt, das vor einer
Hochdosischemotherapie gesammelt und kryokonserviert wurde.

Bei der syngenen SZT wird Knochenmark eines genetisch identischen Spenders
verwendet, sie ist also nur bei Vorhandensein eines eineiigen Zwillings maglich.

Bei der allogenen SZT werden Stammzellen von Spendern verwendet, die genetisch
nicht identisch mit dem Patienten sind. Das Hauptaugenmerk bei der allogenen
Spenderauswahl liegt auf der Gewebevertraglichkeit, der sogenannten
Histokompatibilitdt. Bei dieser spielen die HLA-Merkmale (Humanes Leukozyten
Antigen) auf der Zelloberflache eine zentrale Rolle. Um die Gewebevertraglichkeit zu
untersuchen, werden funf HLA-Loci (HLA-A, -B, -C, -DRB1 und -DQB1) von Spender
und Empfanger typisiert; passen alle Allele von Spender und Empfanger zueinander,
wird es als 10/10-Match bezeichnet.

In etwa einem Drittel der Falle steht ein passendes Familienmitglied — meist
Geschwister — fir die Spende zur Verfigung (103). In den anderen Fallen wird ein
HLA-kompatibler Fremdspender Uber entsprechende Datenbanken wie das zentrale
Knochenmarkspender-Register in Ulm gesucht. Fur Patienten mit kaukasischer
Abstammung wird in etwa 80% ein passender Spender gefunden. Bei Patienten mit
einer anderen ethnischen Herkunft ist die Wahrscheinlichkeit, einen Spender zu finden,

deutlich geringer (96).
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Steht weder ein HLA-identer Familienspender noch ein HLA-kompatibler
Fremdspender zur Verfigung, kann auch eine allogene Transplantation mit einem
haploidenten Familienspender (Eltern, Geschwister, Kinder) durchgefuhrt werden. Fur
fast jeden Patienten gibt es einen solchen Spender (10,57). Die haploidente allogene
SZT kommt vor allem dann in Betracht, wenn bei fortgeschrittenem Krankheitsstadium
nicht auf einen kompatiblen Fremdspender aus einer Datenbank gewartet werden kann

oder dieser nicht gefunden wird (56,92).

1.1.2 Stammzellpraparation

Far die SZT werden hamatopoetische Vorlduferzellen bendétigt, die sich zu samtlichen
Zellen des lymphohamatopoetischen Systems differenzieren kdnnen. Diese
Vorlauferzellen exprimieren CD34 (engl. Cluster of Differentiation) und kénnen aus
peripherem Blut nach G-CSF-Stimulation (engl. Granulocyte-Colony-Stimulating-
Factor) aus Knochenmark oder Nabelschnurblut gewonnen werden (30,88,111).

In den Anféangen der SZT wurden die Stammzellen hauptsachlich durch Punktion und
Aspiration von Knochenmark aus dem Beckenkamm gewonnen. Nachteile dieser
Methode sind die Belastungen fur den Spender, wie das allgemeine Anasthesierisiko,
die Invasivitat des Eingriffs und eine relative lange Erholungsphase von ca. drei
Wochen (82).

In den letzten Jahren ist die Gewinnung von Stammzellen aus dem peripheren Blut
sowohl in der Praxis als auch in der Forschung in den Vordergrund gerickt (2,30,95).
Vorteile dieser Methode sind die geringeren Kosten und die einfachere Gewinnung der
Stammzellen, was auch mit einer geringeren Belastung und weniger Komplikationen
fur den Spender einhergeht (82). Normalerweise zirkuliert im peripheren Blut nur eine
geringe Anzahl an Stammzellen, weshalb im Vorfeld eine Hormonbehandlung mit G-
CSF erfolgt (40). G-CSF ist ein Peptidhormon, das unter anderem die Anzahl
zirkulierender Stammzellen erhdht (2). Es initiiert die Ausschittung von Proteasen,
welche die Verankerungen zwischen Vorlauferzellen und Knochenmark zerstéren,
wodurch diese ins Blut ausgeschwemmt werden (21,70). Die CD34"-Zellen kénnen
dann mittels Apherese abgesammelt werden.

Die Nutzung von Nabelschnurblut als Stammzellquelle ist aufgrund der geringen
Ressourcen weniger stark verbreitet. Sie hat allerdings den Vorteil, dass das
Nabelschnurblut gelagert werden kann und somit schnell verfligbar ist. Vor allem
Kinder mit akuten Leukamien, fir die ein HLA-identer Familien- oder Fremdspender

nicht rechtzeitig zur Verfligung steht, ist eine Transplantation mit teilweise HLA-
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gematchtem Nabelschnurblut eine Alternative (67). Der Einsatz bei erwachsenen
Patienten ist durch die geringe Zellzahl einer Spende oft limitiert; eine Transplantation
mit zwei Nabelschnurblutspenden ist aber mdglich (18).

Das Transplantat kann zusatzlich noch lymphozytendepletiert werden. Fur die T-Zell-
Depletion werden hauptsachlich mono- oder polyklonale Antikdrper eingesetzt, die zur

Zerstorung der Zielzelle fihren (29,52).

1.1.3 Konditionierungstherapie

Die Konditionierungstherapie hat zwei Ziele: zum einen die Unterdrickung des
patienteneigenen Immunsystems, sodass sich das Transplantat etablieren kann, und
zum anderen die Elimination der Tumorzellen (109). Die Therapie umfasst eine
fraktionierte Ganzkoérperbestrahlung (engl. Total Body lIrradiation, TBI) mit
Zytostatikagabe oder eine Chemotherapie (z.B. Busulfan und Cyclophosphamid). Die
positiven Effekte einer hohen Intensitat der Therapie wie ein geringeres Rezidivrisiko
und ein besseres Engraftment des Transplantats gehen zu Lasten einer héheren
therapie-assoziierten Mortalitat (4,108,109).

Myeloablative Konditionierungsregime, die mit einer irreversiblen Zytopenie
einhergehen, sind aufgrund der hohen Toxizitat nicht fiir jeden Patienten geeignet. Das
betrifft vor allem Patienten mit Komorbiditdten, einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium oder einem fortgeschrittenen Alter (4,45,108). Gerade bei der AML
(akute myeloische Leukamie), deren Inzidenz mit dem Alter zunimmt und ein medianes
Erkrankungsalter von 67 Jahren hat, ist eine myeloablative Konditionierungstherapie
mit nachfolgender SZT oft nicht moéglich (45). Deshalb wurde in den letzten zehn
Jahren vermehrt an intensitats-reduzierten Konditionierungstherapien geforscht. Diese
fuhren zu einer erheblichen, aber nicht irreversiblen, Zytopenie. Dadurch konnten die
therapie-assoziierte Morbiditdt und Mortalitdt deutlich verringert werden (77). Das
Rezidivrisiko wird durch eine hohe Intensitdt der Konditionierungstherapie positiv
beeinflusst (3,109). Allerdings zeigte eine prospektive randomisierte Studie mit
Patienten, die sich in der ersten kompletten Remission einer AML befanden, keinen
Unterschied im Rezidivrisiko bei myeloablativer versus intensitats-reduzierter
Konditionierung (17). Bei Patienten mit fortgeschrittenem Erkrankungsstadium
wiederum ist das Rezidivrisiko bei einer intensitats-reduzierten hdher als bei einer
myeloablativen Konditionierung (3). Daher geht der Trend immer mehr zu einer auf den
Patienten individuell zugeschnittenen Therapie, da viele verschiedene Faktoren den

Verlauf beeinflussen.
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1.1.4 Indikation

Fir die SZT gibt es eine Reihe von Indikationsstellungen, die man grob in zwei
Gruppen aufteilen kann: zum einen lymphoproliferative Neoplasien und zum anderen
nicht-maligne  Erkrankungen  wie  genetisch  bedingte  oder  erworbene
Funktionsstorungen des lymphohamatopoetischen Systems oder
Stoffwechselstérungen (44). Dabei sind Leukdmien und lymphoproliferative Neoplasien

wie das Multiple Myelom die haufigsten Indikationen fir eine SZT (94).

Bei der Therapie von Malignomen ist die Radio-/Chemotherapie oft aufgrund ihrer
hohen Toxizitat vor allem in Bezug auf das Knochenmark dosislimitiert. Die autologe
oder allogene SZT ermdglicht dagegen eine Maximierung der Therapie und so eine
effektivere Tumorelimination.

Die SZT ist mittlerweile Bestandteil bei einer Vielzahl von Therapieschemata bei
lymphoproliferativen Malignomen wie AML, CLL (chronische leukdmische Leukamie),
Multiplem Myleom, Hodgkin-Lymphom und Non-Hodgkin-Lymphom (72,95).

Obwohl die SZT eine kurative Tumortherapie ermdglicht, bestehen trotzdem eine hohe
Letalitdt und Morbiditat, die auch auf die Toxizitat der Konditionierungstherapie und die
SZT selber zuriickzufihren sind. Aus diesem Grund wird die Indikation fir eine SZT
restriktiv gestellt, da die therapie-assoziierte Mortalitat durch viele Risikofaktoren steigt.
Dazu gehdéren Krankheitsstadium, hohes Patientenalter, Komorbiditdten, CMV-
Infektionen, Zeit zwischen Diagnosestellung und SZT, sowie Empfanger-Spender-
Konstellationen wie z.B. weiblicher Spender/ mannlicher Empfanger (72).

So ist die SZT etablierter Bestandteil der Therapie einer Hochrisiko-AML (27,116), hat
bei der AML mit geringem Risiko gegeniber einer reinen Chemotherapie jedoch keine
besseren Ergebnisse gebracht (62).

Die SZT stellt bei angeborenen oder erworbenen Erkrankungen des blutbildenden
Systems wie z.B. der Thalassamie und der Sichelzellanamie eine alternative
Therapieoption zu regelmafigen Bluttransfusionen dar (28,47). Die symptomatische
Therapie mittels Bluttransfusionen birgt Risiken wie Eisenuberladung oder
Alloimmunisierung und Unvertraglichkeitsreaktionen vor allem nach langjahriger
Therapie (16,80,98). Im Gegensatz zu den Bluttransfusionen stellt die SZT eine
kurative Therapie dar, hat aber ihre eigenen Risiken wie die Entwicklung von
immunologischen Spender-gegen-Empfanger Reaktionen (28). Die Indikation flr oder

gegen eine SZT ist daher individuell zu stellen.
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Weitere angeborene Erkrankungen wie der kombinierte T- und B-Zell-Defekt (engl.
Severe Combined Immunodeficiency, SCID) oder lysosomale Speichererkrankungen
wie der Morbus Hurler stellen weitere mogliche Indikationen fur die SZT als kurative
Therapie dar (22,65).

1.2 Komplikationen/Immunreaktionen nach SZT

Die Konditionierungstherapie zerstort nicht nur Tumor- und Knochenmarkzellen
sondern auch gesunde Zellen. Dadurch kann es zu Schadigungen an verschiedenen
Organen wie der Leber, dem Herzen oder den Augen kommen (3,108). Sich schnell
replizierende Zellen wie die Mukosa des Gastrointestinaltrakies sind besonders
betroffen, was zu Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall fiihren kann (123). AuRerdem
kann es durch die Toxizitdt der Behandlung zur Unfruchtbarkeit kommen, weswegen
eine vorherige Kryokonservierung von Spermien oder Eizellen angeboten wird.

Zudem ist die Infektanfalligkeit durch das supprimierte Immunsystem erhoht,
besonders in Bezug auf opportunistische Infektionen (3,125). Eine T-Zell-Depletierung

des Transplantats verzdgert die Immunrekonstruktion zusatzlich (85,125).

Weiterhin kdnnen nach einer SZT verschiedene immunologische Reaktionen auftreten.
Sie werden nach Aggressor und Ziel der Reaktion unterteilt:
- die Transplantat-gegen-Empfanger-Reaktion (engl. Graft-versus-Host Disease,
GvHD), bei der das Transplantat Empfangerzellen angreift,
- die Transplantat-gegen-Tumor-Reaktion (engl. Graft-versus-tumor/leukemia,
GvT/GvL), bei der das Transplantat das Malignom angreift,
- die Empfanger-gegen-Transplantat-Reaktion (engl. Host-versus-Graft, HvG),

bei der das Immunsystem des Empfangers das Transplantat angreift.

1.2.1 Graft-versus-Host Disease

Die GvHD besitzt einen groen Einfluss auf die transplantatabhangige Morbiditat und
Letalitdt und wird klinisch und pathologisch in eine akute und eine chronische GvHD
unterteilt (34,39). Die akute GvHD tritt vornehmlich in den ersten 100 Tagen nach
Transplantation auf und betrifft vor allem den Gastrointestinaltrakt, die Leber und die
Haut, die chronische GvHD betrifft vermehrt die Haut und Mukosa (34,48).
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1.2.2 Pathophysiologie der akuten GvHD

Nach Billingham missen drei Voraussetzungen erflllt sein, damit es zu einer GvHD
kommen kann (13). Zunachst darf der Empfanger zumindest zeitweise nicht in der
Lage sein, das Transplantat abzustof3en. Weiterhin muss das Transplantat gentigend
immunkompetente  Zellen enthalten. Aullerdem missen im  Empfanger
Gewebeantigene vorkommen, die der Spender nicht besitzt; diese Unterschiede
mussen die Spenderzellen aktivieren kdnnen. Die relevanten Gewebeantigene sind vor
allem die Haupthistokompatibilitatskomplexe (engl. Major-Histocompatibility-Complex,
MHC), aber auch die minor-Histokompatibilitdtsantigene  (engl.  minor
Histocompatibility-Antigen, mHAg) kénnen eine Immunantwort auslésen (119). Je

gréRer das Mismatch ist, desto wahrscheinlicher ist das Auftreten einer GvHD (34).

Die Entstehung der GvHD kann in drei Phasen unterteilt werden.

In der ersten Phase werden die antigenprasentierenden Zellen aktiviert.
Antigenprasentierende Zellen sind dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und
B-Zellen. Im Rahmen der Konditionierung (Radio- und/oder Chemotherapie) wird
Gewebe verletzt, und es kommt zu Zelluntergdngen. Dabei werden
proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor-a (TNFa) und Interleukin-1 (IL-
1) in unphysiologischer Menge freigesetzt (129,139). Diese Alarmsignale, der
LZytokinsturm®, 16sen einen Chemokingradienten aus und fuhren zudem zu einer
erhéhten Expression von Adhasionsmolekilen, costimulativen Molekilen und MHC-
Molekllen auf antigenprasentierenden Zellen (50,79). Dies steigert die Fahigkeit dieser
Zellen, T-Zellen zu rekrutieren. Eine besondere Rolle bei der Aktivierung von
residualen antigenprasentierenden Zellen spielen mikrobielle Lipopolysaccharide, die
durch die Konditionierungstherapie im Gastrointestinaltrakt freigesetzt werden
(50,129). Es wird vermutet, dass dort in den sekundaren lymphatischen Organen des
Gastrointestinaltrakts, den Peyer Plaques, auch der erste Kontakt zwischen
antigenprasentierenden Zellen des Empfangers und Spender-T-Zellen stattfindet (86).
Fur die Initiierung der akuten GvHD sind die antigenprasentierenden Zellen des
Empfangers mafigeblich, im Verlauf kdnnen jedoch antigenprasentierende Zellen des
Spenders deren Funktion fur die Aufrechterhaltung der GvHD Ubernehmen. Dabei
werden Empfangerantigene mittels cross-priming durch antigenprasentierende Zellen
des Spenders prasentiert (130).

Da die Aktivierung der antigenprasentierenden Zellen ursachlich mit der

Konditionierungstherapie und der damit einhergehenden Gewebeverletzung
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zusammenhangt, liegt hier ein Ansatzpunkt fir die Beeinflussung der GvHD. So kann
versucht werden, durch reduzierte Konditonierungsregime die Freisetzung von
mikrobiellen Lipopolysacchariden zu minimieren und so weniger antigenprasentierende
Zellen zu aktivieren. Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Blockierung oder Mediation der

involvierten Zytokine (129).

In der zweiten Phase kommt es zur Aktivierung, Differenzierung und Migration von
Spender-T-Zellen.

Durch die Signale der antigenprasentierenden Zellen wird die Differenzierung und
Proliferation der alloreaktiven T-Zellen eingeleitet. Dabei reagieren CD4"-Zellen mit
MHC-Klasse-II-Molekiilen und CD8"-Zellen mit MHC-Klasse-I-Molekiilen. Fur die
Aktivierung der T-Zellen werden zwei Signale benétigt, zum einen die Bindung vom T-
Zell-Rezeptor mit dem Alloantigen, das Uber ein MHC-Molekul prasentiert wird, und
zum anderen eine Kostimulation Uber einen Zell-Zell-Kontakt mit der
antigenprasentierenden Zelle. Ohne dieses kostimulative Signal wird die T-Zelle nicht
aktiviert und eine Anergie (Toleranz) gegen das Alloantigen entwickelt (129). Es gibt
eine Reihe von mdglichen Kostimulatoren wie B7-1 und B7-2, die mit CD28 und
CTLA-4 auf der T-Zelle eine Verbindung eingehen, oder auch das Rezeptor-Liganden-
Paar CD40/CD40L (120). Abhangig vom Zytokinmilieu differenzieren CD4"-Zellen in
Tu1-, Tu2- oder Ty17-Zellen (T-Helfer-Zelle), wobei Ty1-Zellen maligeblich bei der
akuten GvHD beteiligt sind. Diese Differenzierung beeinflusst die Erscheinungsform
der GvHD, da die verschiedenen Subgruppen in unterschiedliche Gewebe migrieren
und jeweils eigene Kombinationen an Zytokinen ausschutten. Ty1-Zellen sind mit
Gastrointestinaltrakt und Leber assoziiert, wahrend Tn2-Zellen eher in der Lunge zu
finden sind (140). Naive CD8"-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen, wobei
das von Ty1-Zellen ausgeschuttete IL-2 eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und
Proliferation von zytotoxischen T-Zellen spielt.

Die aktivierten Ty-Zellen und zytotoxischen T-Zellen migrieren zu den Zielgeweben,
was durch Adhasionsmolekile wie Selektin und Integrin und ihre Liganden sowie

Chemokinrezeptoren und Chemokinfreisetzung im Gewebe beeinflusst wird (138).

In der dritten Phase, der Effektorphase, kommt es zur Schadigung des Zielorgans
ausgeldst durch ein komplexes Zusammenspiel von zellularen Effektoren und
Zytokinen. Dabei kommt es zu einem synergetischen Effekt der inflammatorischen

Zytokine und der zellularen Effektorzellen, welcher die Zerstérung beginstigt und
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verstarkt (34). Aktivierte T-Zellen schutten Zytokine aus, die zum einen andere T-
Zellen aktivieren und zum anderen andere Effektorzellen wie Monozyten und natirliche
Killerzellen rekrutieren (39).

Tu1-Zellen produzieren IL-2 und IFN-y. Dadurch werden die Differenzierung und
Proliferation von zytotoxischen T-Zellen angeregt und natirliche Killerzellen und
Makrophagen aktiviert (32). Die aktivierten Makrophagen produzieren unter anderem
TNF-a und Stickstoffmonoxid, die direkt zur Gewebeschadigung fahig sind (69,71).
TNF-a fuhrt aulerdem zu einer vermehrten Zytokinproduktion und Expression von
MHC-Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen, was eine verstarkte Rekrutierung
von Effektorzellen und Aktivierung von T-Zellen zur Folge hat (34,51).

Tn2-Zellen produzieren IL-4, IL-6 und IL-10. Sie inhibieren die Ty1-Zell-Antwort sowie
Makrophagen und induzieren eine humorale Immunantwort durch Anregung der
Proliferation und Differenzierung von B-Zellen. Somit kbnnen Ty2-Zellen die Ty1-Zell-
vermittelte akute GvHD abschwachen, sind aber mit dem Auftreten einer chronischen
GvHD assoziiert (39,89,140). Da T-Zellen ein integraler Bestandteil der GvHD sind,
reduziert eine T-Zell-Depletierung des Transplantats das Risiko, eine GvHD zu
entwickeln (135). Der Nachteil dieser Methode liegt allerdings in der verzdgerten
Immunrekonstruktion und somit einer verstarkten Infektanfalligkeit (125).

Zytotoxische T-Zellen und natdrliche Killerzellen kénnen die Zielzelle auf
unterschiedlichen Wegen =zerstéren — dazu zahlen die Fas/FasL (Fas-Ligand)-
Interaktion und die Perforin-Granzym-Ausschittung. Fas bindet an FasL, und ein DISC
(engl. Death Inducing Signal Complex) wird gebildet, welcher zur Aktivierung von
Caspasen und damit zur Apoptose fuhrt (33). Perforin bindet an die Zielzellmembran
und 6ffnet eine Pore, durch die Granzyme in die Zielzelle gelangen. Dort initiieren sie
die Apoptose durch Aktivierung von Caspasen oder durch die Freisetzung von

Cytochrom-P aus den Mitochondrien (118).

1.2.3 Host-versus-Graft-Reaktion

Bei der HvG-Reaktion richtet sich das Immunsystem des Empfangers gegen das
Transplantat. Die HvG-Reaktion spielt vor allem bei der Transplantation von Organen
eine Rolle, da in diesem Fall der Empfanger immunkompetent ist und das Transplantat
abstolden kann. Bei der SZT hat die HvG-Reaktion eine geringere Bedeutung, da das
Immunsystem des Empfangers durch die vorangegangene Konditionierungstherapie
entweder zerstért oder in seiner Funktion stark eingeschrankt ist und somit nicht

suffizient auf das Transplantat reagieren kann. Dennoch kann auch bei der SZT die
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HvG-Reaktion zu einem Transplantatversagen fuhren. Risikofaktoren dafiir sind HLA-
Disparitaten, vorherige Alloimunisierung des Empfangers (z.B. durch Transfusionen),
ein T-Zell-depletiertes Transplantat, eine unzureichende Konditionierung und eine

geringe Zellzahl des Transplantats (117,137).

1.2.4 Graft-versus-Tumor-Effekt

Erstmals wurde das Auftreten eines GvT-Effektes im Zusammenhang mit einer
allogenen Transplantation 1956 von Barnes und Loutit beschrieben. Mause, die zuerst
eine experimentelle Leukdmie und spater ein allogenes Transplantat aus
Knochenmark und Milzzellen erhalten hatten, zeigten eine Remission der Leukdmie
(8).

Weitere Studien zeigten, dass der GvT-Effekt durch die GvHD beeinflusst wird.
Leukdmiepatienten nach allogener SZT, die eine akute oder chronische GvHD
entwickelten, wiesen eine geringere Rezidivrate auf als Patienten ohne GvHD
(55,133). Durch diese Beziehung zur GvHD ist der GvT-Effekt vor allem eine
Besonderheit der allogenen SZT.

Spender-T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei dem GvT-Effekt; so wiesen Patienten
mit einem T-Zell-depletierten Transplantat eine héhere Rezidivrate auf als Patienten
mit einem normalen Transplantat (55). Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass die
Gabe von zusatzlichen Lymphozyten im Rahmen einer Donor-Leukozyten-Infusion zur
Remission fihren kann (59,60).

Zu den Zielstrukturen fir die zytotoxischen T-Zellen zahlen Tumorantigene, virale
Antigene, inkompatible MHC-Molekile und mHAgs (14). Studien zeigen, dass der T-
Zell-vermittelte GvT-Effekt in zwei verschiedene Komponenten unterteilt werden kann,
eine alloreaktive und eine tumorspezifische (63,114). Die alloreaktive Komponente
l&duft zusammen mit einer GvHD ab und hat als Zielstruktur Alloantigene wie disparate
MHC-Molekule oder mHAgs (55,115). Die tumorspezifische T-Zell-Antwort wird durch
eine GvHD und das damit einhergehende proinflammatorische Zytokinmilieu induziert;
sie richtet sich vornehmlich gegen Tumorantigene, aber auch gegen
gewebespezifische mHAgs, welche nicht ubiquitar exprimiert werden (84,115).

Der GvT-Effekt basiert aber nicht nur auf einer T-Zell-Antwort, natirliche Killerzellen
kénnen ebenfalls einen GvT-Effekt generieren. Die Alloreaktivitat der natlrlichen
Killerzellen wird durch ein Zusammenspiel aus inhibierenden und aktivierenden KIR-
Rezeptoren (Killerzell-immunglobulin-ahnliche Rezeptoren) reguliert. Kdrpereigene

MHC-Klasse-I-Molekile sind Liganden flr inhibierende Rezeptoren (128). Bei einem
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KIR-Liganden-Mismatch im Rahmen einer allogenen SZT kénnen durch das Fehlen
von inhibierenden KIR-Liganden auf Empféngerzellen die natirlichen Killerzellen des
Spenders aktiviert werden (31,104,105). Aber auch bei einer HLA-identen SZT kann es
zu einer Alloreaktion kommen. Hierbei wird der Effekt von aktivierenden Liganden auf
naturliche Killerzellen des Spenders diskutiert (23,25,127).

1.3 Molekulare Grundlagen der Inmunreaktionen

1.3.1 Haupt-Histokompatibilitats-Komplexe

Der Haupt-Histokompatibilitats-Komplex (engl. Major Histocompatibility Complex,
MHC) ist eine ca. 3,8 Mb (Megabasen) groe Region auf dem kurzen Arm von
Chromosom 6 (6p21.3). 1999 wurden durch eine komplette Sequenzierung der Region
224 Gen-Loci gefunden, von denen ca. 40% fur das Immunsystem kodieren (122).
Unter anderem kodiert die Region fir die MHC-Molekile, die im Immunsystem eine
wichtige Rolle bei der Immunerkennung und Gewebevertraglichkeit bei
Transplantationen spielen; von diesen MHC-Molekiilen leitet sich auch der Name
dieser Gen-Region ab. Beim Menschen wird MHC auch als Humanes Leukozyten
Antigen (HLA) bezeichnet. Das Aquivalent fir HLA in der Maus sind die
Histokompatibilitatsantigene-2 (H2), welche auf Chromosom 17 lokalisiert sind.
MHC-Molekile werden in Molekule der Klasse |, Il und Ill unterteilt, wobei fur die SZT
vor allem die Klassen | und Il eine Rolle spielen. Die Auspragung des HLA-Profils
eines Menschen ist durch die bestehende Polygenie und den Polymorphismus der
MHC-Gene sehr variabel, dabei sind die unterschiedlichen Allele kodominant

zueinander. Allein far HLA-A gibt es hunderte verschiedene Allele (54).

MHC-Klasse-I-Molekile sind Heterodimere, die aus einer MHC-kodierten a-Kette und
dem nicht-MHC-kodierten B,-Mikroglobulin (Chromosom 15q) bestehen. Die a-Kette
besteht aus einer zytosolischen Domane, einer Transmembrandomane und drei
extrazellularen Immunglobulindomanen (a;—a3). Das B,-Mikroglobulin assoziiert nicht-
kovalent mit den extrazellularen Domanen der a-Kette, welche das Peptid binden.

Die HLA-Klasse-I-Gene HLA-A, -B, und -C sind hochgradig polymorph, wahrend HLA
-E, -F, und -G eine geringere Variabilitdt aufweisen (76). Bei der Maus kodieren H2-K,
-D, und -L fur MHC-Klasse-I-Molekdle (81).

MHC-Klasse-I-Molekile werden nur auf kernhaltigen Zellen exprimiert und sind somit

nicht auf Erythrozyten zu finden. Sie prasentieren den T-Zell-Rezeptoren der
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zytotoxischen T-Zellen zytosolische Peptidfragmente (entweder zelleigene, virale oder
tumorassoziierte). Werden diese Epitope als fremd oder krankhaft erkannt, wird eine
Zytolyse eingeleitet, so zum Beispiel bei einer virusbelasteten Zelle oder einem

Transplantat.

MHC-Klasse-lI-Molekile bestehen aus jeweils einer a-Kette und einer (-Kette, die
ihrerseits jeweils aus einer zytosolischen Domane, einer Transmembrandomane und
zwei extrazellularen Immunglobulindomanen (as—a; bzw. $1—f;) bestehen. Die distalen
Immunglobulindoméanen (a; und B4) assoziieren nicht-kovalent, um die
Peptidbindungsstelle zu formen.

MHC-Klasse-1I-Molekile sind vor allem auf spezialisierten Zellen des Immunsystems
zu finden, besonders auf den antigenprasentierenden Zellen wie B-Zellen,
Makrophagen oder dendritischen Zellen. lhre Aufgabe ist die Prasentation von
Epitopen extrazellularer Herkunft fir den T-Zell-Rezeptor der CD4"-Ty-Zellen (68).
Dazu werden extrazelluldare Proteine durch Endozytose aufgenommen und in
Endosomen verdaut. Die MHC-Klasse-lI-Molekile, die von HLA-DM und -DO kodiert
werden, sind an der Peptidbeladung in den Endosomen beteiligt (66), wahrend die
Molekile, die von HLA-DR, -DP und -DQ kodiert werden, fir die Antigenprasentation
zustandig sind. Bei Mausen werden die Gene fir Molekile der Klasse-Il mit H2-A und
-E bezeichnet (68).

1.3.2 Minor-Histokompatibilititsantigene

Minor-Histokompatibilitdtsantigene (mHAg) sind Alloantigene, die sowohl im Rahmen
einer GvHD als auch eines GvT-Effektes von Bedeutung sind (43). Sie entstehen
durch die Prozessierung von zelleigenen polymorphen Proteinen und werden Uber
MHC-Klasse-l und -Il den T-Zell-Rezeptoren prasentiert.

Die mHAgs koénnen in zwei Gruppen unterteilt werden, die ubiquitdr exprimierten
mHAgs wie HY und HA-3 und die gewebespezifischen mHAgs wie die auf die
hamatopoetischen und leukdmischen Zellen begrenzten Antigene HA-1 und HA-2.
Frihe Anzeichen fir die Relevanz von mHAgs fir die SZT wurden gefunden, als eine
weibliche aplastische Patientin das Knochenmarktransplantat ihres HLA-identischen
Bruders abstie® und von ihr zytotoxische T-Zellen isoliert werden konnten, die HLA-
idente aber mannliche Zellen lysierten (42). Weitere Hinweise fur die Bedeutung der
vom Y-Chromosom kodierten Antigene zeigten sich in einer retrospektiven Studie mit

HLA-identen Familienspenden. Bei einer weiblichen Spenderin und einem mannlichen
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Empfanger war das Rezidivrisiko der Leukamie geringer als in allen anderen
Geschlechterkombinationen, wahrend das Risiko einer GvHD-Entwicklung gréRer war
(99). Ein weiterer Hinweis fur die Relevanz von mHAgs ist das haufigere Auftreten
einer GvHD bei einer HLA-identen Fremdspende im Vergleich zu einer HLA-identen
Geschwisterspende (106,136).

Die mHAgs spielen aber nicht nur in der GvHD sondern auch bei dem GvT-Effekt eine
Rolle. Im Mausmodell wurde beobachtet, dass mHAg-spezifischne CD8"-Zellen das
Anwachsen einer myeloischen Leukamie, die dieses mHAg exprimierte, in NOD/SCID-
Mé&usen verhindern bzw. verzdégern konnten (15,46).

Besonders HA-1 und HA-2 sind relevant fir leukdmische Erkrankungen. Patienten, die
ein Rezidiv einer HA-1- oder HA-2-positiven Leukamie nach SZT entwickelten, wurde
eine Donor-Leukozyten-Infusion von ihren Spendern gegeben. Diese Spender waren
fur das entsprechende mHAg der Leukamie negativ. Im Verlauf kam es zu einer
kompletten Remission und spezifische CD8"-T-Zellen gegen HA-1 bzw. HA-2 konnten
isoliert werden (75).

Daraus leiten sich Ansatze fir eine spezielle Tumortherapie ab, die zunehmend in den
Fokus der Forschung ricken.

Eine Mdglichkeit ist ein adoptiver Transfer von spezifischen T-Zellen des Spenders, die
gegen mHAgs auf dem Tumor gerichtet sind (36,87,132)

Eine weitere Mdglichkeit ist eine Impfung gegen mHAgs, um die Bildung von

spezifischen zytotoxischen T-Zellen zu verstarken (73,102).

1.3.3 Tumorantigene

Die Tumorantigene kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden, die tumor-spezifischen
Antigene (TSA), auch Neoantigene genannt, die nur von Tumorzellen produziert
werden, und die tumor-assoziierten Antigene (TAA), die auch auf normalen Zellen zu
finden sind, auf Tumorzellen jedoch starker exprimiert werden. Diese Einteilung ist
jedoch in den Hintergrund geriickt, da Antigene, die man fiir tumor-spezifisch hielt,
spater auch auf normalen Zellen gefunden wurden. Eine weitere Einteilung der
Tumorantigene ist die Einteilung anhand ihres Expressionsmusters.
Cancer-testis-Antigene entstehen durch epigenetische Veranderungen in der
Tumorzelle, dabei werden normalerweise nicht exprimierte Gene reaktiviert und
exprimiert (MAGE-Familie, NY-ESO-1). Im gesunden Gewebe werden diese Gene nur

in den immunprivilegierten Hoden und teilweise in Plazenta oder Ovar exprimiert (24).
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Durch die fehlende Eigentoleranz kdnnen sie auf Tumorzellen ein Angriffsziel fur das
humorale und zellulare Immunsystem werden (19,126).

Onkofetale Antigene kommen nur in Tumoren und im embryonalen und fetalen
Gewebe, nicht aber im erwachsenen Gewebe vor (CEA, AFP).
Differenzierungsantigene kommen in gesunden Zellen und Tumorzellen der gleichen
Gewebe vor (Tyrosinase, gp100, MART-1).

Verschiedene Antigene, die auch in normalen Zellen vorkommen, kdnnen in
transformierten Zellen hochreguliert werden (HER-2/neu, p53, WT1, Tyrosinase). Die
Eigentoleranz gegenlber diesen Antigenen ist jedoch nicht komplett, sodass
Autoantikérper und spezifische T-Zellen gebildet werden kdénnen (6,91,121). Studien
haben gezeigt, dass eine Immunisierung mit den Antigenen WT1 (Wilmstumor-
Supressorgen) oder PR1 (ein aus der Proteinase 3 abgeleitetes Peptid) zur Bildung
von spezifischen CD8"-T-Zellen flhrt und ein Anti-Tumor-Effekt ausgelést werden kann
(49,90,101).

Onkovirale Proteine treten bei Malignomen auf, deren Entstehung eng mit einer
Virusinfektion zusammenhangen, wie z.B. bei HPV (humane Papillomaviren) und
Zervixkarzinomen. Dabei werden Virusantigene auf den Tumorzellen prasentiert und
kénnen von zytotoxischen T-Zellen erkannt werden. Ein Beispiel dafur sind die viralen
Onkoproteine E6 und E7, die auf HPV-assoziierten Tumorzellen zu finden sind
(41,107).

Mutationsantigene entstehen durch Punktmutationen oder durch Translokationen von
Chromosomen und sind nur in Tumorzellen zu finden. Die Mutationen kénnen sehr
individuell sein und finden sich deshalb oft nur in dem Tumor eines Patienten. Davon
abzugrenzen sind solche Mutationen, die ursachlich mit der Tumorentstehung
zusammenhangen, wie z.B. das Fusionsprotein BCR/ABL (engl.: Breakpoint Cluster
Region/Abelson Murine Leukemia Viral Oncogene Homolog), das auch als
Philadelphia-Chromosom bekannt ist. Es tritt bei Gber 90% der CML-Patienten und bei
30-35% der ALL-Patienten auf (1,35). BCR/ABL entsteht durch die reziproke
Translokation 1(9;22)(q34:q11) (110). Das ABL-Gen kodiert fir eine Tyrosinkinase, die
eine wichtige Rolle in der Regulierung des zellularen Wachstums spielt. Durch die
Fusion mit der BCR-Region ist die Tyrosinkinase-Aktivitdt im Fusionsprotein standig

aktiviert, was zu einer unkontrollierten Vermehrung der Zelle fuhrt (93,113).
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1.4 Fragestellung der Arbeit

Bei der Therapie mit einer SZT ist die GvHD derzeit immer noch ein limitierender
Faktor (34,39). Mit der GvHD assoziiert ist aber der GvT-Effekt, der bei malignen
Erkrankungen zur Remission oder Verminderung des Rezidivrisikos fuhren kann
(8,55,133). Eine Trennung von GvHD und GvT-Effekt, um den GvT-Effekt als effektive
Tumortherapie nutzen zu koénnen, ist derzeit noch nicht mdglich (63). T-Zellen und
naturliche Killerzellen sind als Effektorzellen des GvT-Effektes bekannt (31,55,59,105).
Diese richten sich gegen Antigene auf der Tumoroberflaiche wie Tumorantigene oder
Alloantigene (MHC-Moleklle oder mHAgs) (9,14,115). Die genauen Funktionen dieser
verschiedenen Antigen-Gruppen und deren Einfluss auf einen GvT-Effekt sind noch
nicht genau geklart.

Deshalb ist es notig, die einzelnen Gruppen hinsichtlich ihrer Funktion und ihres
Einflusses auf den GvT-Effekt zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurde ein allogenes
Transplantationsmodell gewahlt, das die Untersuchung des Effekts von definierten
Alloantigenen wie disparaten MHC-Molekilen oder mHAgs auf einen GvT-Effekt
ermdglicht. In das murine Lymphom MPC-11 aus dem Inzuchtstamm BALB/c (H-2K?)
wurden durch Genmanipulation die Alloantigene H-2K* (CBA/J) oder H-2K" (C57BI/6)
transfiziert. Als Empfanger wurde die F1-Generation [BALB/cxCBA/J] (H-2K*™) und als
Spender BALB/c (H-2K%) gewahlt. Durch diese Konstellation war es mdglich, eine
tumorspezifische von einer allospezifischen GvT-Reaktion abzugrenzen, da der
Modelltumor syngen zum Spender war und somit nur tumorspezifische Reaktionen
zuliel. Von besonderem Interesse war der Einfluss des Expressionsmusters der
spenderinkompatiblen Alloantigene im Empfanger und Tumor auf den GvT-Effekt; das
Alloantigen H-2K* wurde ubiquitdr und das Alloantigen H-2K® nur exklusiv auf dem
Tumor exprimiert. Erganzend sollte untersucht werden, welchen Einfluss das mHAg
UTY (kodiert vom Y-Chromosom) auf einen GvT-Effekt hat, wenn es nur exklusiv im
Tumor exprimiert wird. Ziel war es, die Entstehung des GvT-Effektes besser zu
charakterisieren und so den Weg zu bahnen, ihn von der GvHD zu entkoppeln und

klinisch nutzbar zu machen.
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2 Material und Methoden

Folgende Gerate und Materialien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Gerite

Autoklav

COy-Inkubator

CTL ImmunoSpot Analyzer
Durchflusszytometer
Einfrierbox

Elektroporator

Feinwaage
Hamatozytometer

Kihl- und Gefrierschranke
Ohrlochzange

Phasenkontrastmikroskop

Photometer, Biophotometer

Pipettierhilfen
Pipetten
Rasiergerat
Sterile Werkbank
Vortexer 40Hz
Waage
Wasserbad
Zahlkammer

Zentrifugen

Materialien

CryoTubes
Einmalpipetten, steril
Elektroporations-Kiivetten
Gewebekulturflaschen
Gewebekulturplatten

Glasflaschen

Varioklav®, H+P Labortechnik, Oberschleilfheim

Heracell, Heraeus, Hanau

CTL Europe GmbH, Bonn

FACSCalibur™ BD Biosciences, Heidelberg
Nalgene, Hamburg

Gene Pulser, BioRad, Miinchen

PRECISA 100A, Laborbedarf Willers
Sysmex KX-21, Sysmex GmbH, Norderstedt
Economic, Robert Bosch GmbH, Stuttgart
NAPOX KN-292B

Axiovert 25, Karl Zeiss GmbH, Oberkochen
Eppendorf, Hamburg

Calimatic 766, Knick, Berlin

Pipetus akku, Hirschmann, Eberstadt

Model 5-55L, Oster®

Herasafe, Heraeus, Hanau

Velp Scientific, Usmate

Metteler PB 1502, Metteler-Toledo, Greifensee
Memmert, Schwabach

BLAUBRAND®, Wertheim

Megafuge 3.0 R, Heraeus, Hanau

Sigma KK15

NUNC™  Wiesbaden
BD, Heidelberg
Eurogentec, Koln
NUNC™ Wiesbaden
NUNC™ Wiesbaden
Brand, Wertheim
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Kanulen (27G, 24G) BD, Heidelberg
Petrischalen NUNC™ Wiesbaden
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefale Eppendorf, Hamburg
Rundbodenréhrchen BD, Heidelberg

Spritzen Braun, Melsungen

Zellsieb (Cell Strainer), steril BD, Heidelberg
Bepanthen®Augen-und Nasensalbe Bayer AG, Leverkusen
Cotrim-ratiopharm® ratiopharm, Ulm
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
D-PBS Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Erythrocyte Lysis Buffer Qiagen, Hilden

Ethanol J.T.Baker, GroR-Gerau
Fetales Kalberserum (FCS) PAA Laboratories, Pasching
Geneticin (G418) Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Hank’s buffered saline solution (HBSS) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Ketanest® S Pfizer, Berlin

L-Glutamin (100x) PAA Laboratories, Pasching
Natrium-Azid Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natrium-Pyruvat PAA Laboratories, Pasching
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml) PAA Laboratories, Pasching
Propidiumiodid BD Biosciences, Heidelberg
RPMI 1640 mit Phenolrot PAA Laboratories, Pasching

und stabilem Glutamin

Trypanblau (0,4%) Invitrogen Life Technologies, Darmstadt

2.1 Tierexperimentelle Methoden

211 Mause

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Inzuchtstimme BALB/c (H2-K%) und CBA/J
(H2-K*) sowie die F1-Generation [BALB/cxCBA/J] (H2-K®™) verwendet. Die Tiere
wurden in der zentralen tierexperimentellen Einrichtung (ZTE) der Westfalischen
Wilhelms-Universitat Minster gezichtet oder von Charles River Laboratories in Bad

Sulzfeld bezogen. Fur die Versuche wurden nur weibliche Tiere im Alter von 8-12
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Wochen verwendet. Alle Versuchstiere wurden in IVC-K&figen (individuell ventilierte
Kafige) gehalten, um eine gute hygienische Abschirmung der Tiere zu gewahrleisten.
Alle weiteren Arbeiten mit den Versuchstieren wurden unter einer Werkbank mit
laminarem Luftstrom durchgefiihrt. Das Tierversuchsvorhaben wurde von der LANUV
NRW (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen)
genehmigt (AZ 9.93.2.10.36.07.196 vom 05.12.2007 und AZ 84-02.04.2012.A037 vom
10.07.2012).

2.1.2 Praparation von Milzzellen

Murine Milzzellen wurden aus Spendertieren gewonnen. Die Tétung der Tiere erfolgte
mittels CO,-Inhalation. AnschlieRend wurden die Spendertiere in 70%igem Ethanol
desinfiziert und die Milzen unter sterilen Bedingungen entnommen. Diese wurden mit
dem Stempel einer 5-ml-Spritze durch einen Cell Strainer (70pm) gedruckt und mit
PBS gewaschen (360g, 6min, 4°C). Nach Abnahme des Uberstandes wurden die
Zellen in PBS oder einem anderen serumfreien Medium resuspendiert. Entstandene
Zellaggregate wurden durch mehrfaches Pipettieren aufgelést und die Suspension
nochmals mit einem Cell Strainer gefiltert. Danach wurde die Zellzahl bestimmt und die
Suspension auf die erforderliche Konzentration eingestellt.

Sofern Milzzellen mittels Durchflusszytometrie analysiert werden sollten, wurde nach
dem Waschen der Zellen eine Lyse der Erythrozyten durchgefiihrt. Dazu wurde das
Zellpellet in 2ml Erythrocyte Lysis Buffer resuspendiert und fur 7min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Lyse per Verdinnung mit 20ml
PBS gestoppt und die Suspension nochmals zentrifugiert (360g, 6min, 4°C). Das

entstandene Zellpellet wurde in 1ml FACS-PBS aufgenommen.

2.1.3 Praparation von Knochenmarkstammzellen

Murine Knochenmarkstammzellen wurden direkt aus Spendertieren gewonnen. Die
Toétung erfolgte durch CO,-Inhalation, die Desinfizierung mit 70%igem Ethanol.
AnschlieBend wurden die Femores und Tibiae beider Hintergliedmalen unter sterilen
Bedingungen freiprapariert. Die proximalen und distalen Enden der Knochen wurden
er6ffnet und das Knochenmark mittels einer PBS-geflliten 10-ml-Spritze mit
aufgesetzter Kanile (20G) in eine mit PBS gefillte Petri-Schale ausgespilt. Durch
mehrfaches Pipettieren wurde eine Zellsuspension erstellt, die durch einen Cell
Strainer (70um) gefiltert wurde. AnschlieRend wurde die Suspension mit PBS

gewaschen (360g, 5min, 4°C). Nach Abnahme des Uberstandes wurde das
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verbleibende Zellpellet mit PBS oder einem anderen serumfreien Medium
resuspendiert. Danach erfolgte die Zellzdhlung in einem Hamatologie-Analysator
(Sysmex KX-21, Sysmex GmbH) und die Einstellung auf die gewinschte

Konzentration.

2.1.4 Tumorzellapplikation

Um sicherzustellen, dass sich die Tumorzellen in einer Wachstumsphase befanden,
wurde darauf geachtet, dass sie am Tag der Applikation bis zu 80% konfluent waren.
Sie wurden in serumfreiem Hanks BSS auf die gewilinschte Konzentration eingestellt,
meist 10° Zellen /100ul Hanks BSS.

Die Flanken der Versuchstiere wurden rasiert und die Tiere mit Ketamin narkotisiert.
Anschlieend wurden 100yl der Suspension subkutan in eine Flanke appliziert.
Wurden zwei verschiedene Tumoren appliziert, wurde der eine in die linke, der andere
in die rechte Flanke gespritzt. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Abstand
zwischen den beiden Applikationen gro® genug war, um eine Vermischung der
Tumoren in vivo zu vermeiden.

Die Augen der Mause wurden wahrend der Betaubung mit Augensalbe versehen, um

diese vor einem Austrocknen zu schutzen.

2.1.5 Transplantation der Mause

Am Tag vor der Transplantation (Tag -1) erfolgte eine Konditionierungstherapie der
Empfanger mit 10Gy (F1[BALB/cxCBA/J]) oder 8Gy (BALB/c) Ganzkorperbestrahlung
(engl. Total Body Irradiation, TBI) an einem Linearbeschleuniger (Clinac 600SR, Varian
Medical Systems) der Klinik fur Strahlentherapie der Universitatsklinik Minster.

Am nachsten Tag (Tag 0) erhielten die Empfanger ein Transplantat aus dem
Knochenmark der Spendertiere. Alle  Empfanger erhielten 1,4-2x10"
Knochenmarkzellen. Ein Teil erhielt auBerdem 1x10’ aus Spendermilzen gewonnene
Zellen. Dabei wurde beachtet, dass allen Tieren das gleiche Volumen appliziert wurde.
Die Injektion erfolgte in eine laterale Schwanzvene.

Um die Injektion zu erleichtern, wurden die Tiere vorher unter einer Rotlichtlampe
erwarmt, was zu einer Dilatation der Schwanzvenen fihrte. Die Tiere befanden sich
wahrend der Injektion in einer Plexiglashalterung. Aufgrund des supprimierten

Immunsystems im Rahmen der Konditionierung und der Transplantation erhielten die
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Empfanger im Verlauf des Experiments eine prophylaktische Antibiotikatherapie mit

Cotrimoxazol im Trinkwasser (200mg/l).

2.1.6 Monitoring der Tiere

Der Gesundheitszustand der Empfanger wurde dreimal wéchentlich mithilfe des
GvHD-Scores nach Cooke (Tab. 1) ermittelt (26). Dieser Score besteht aus den funf
Parametern = Gewichtsabnahme, Fellbeschaffenheit, Haltung, Aktivitdt und

Hautintegritat. In jeder Kategorie wurden 0 bis 2 Punkte (Grad 1-3) vergeben.

Parameter Grad1 Grad 2 Grad 3

Gewichtsverlust |<10% 10% bis 25% >25%

Haltung normal  Buckel (nurin Ruhe Buckel mit Einschrankung
auffallend) der Beweglichkeit

Fellbeschaffenheit| normal leicht bis mittelgradig ausgepragt rau / schlechte
rau Fellpflege

Aktivitédt normal leicht bis mittelgradig Aktivitat nur nach
vermindert Stimulation

Hautintegritat normal Hautschuppung an den stellenweise Fellverlust
Pfoten und am Schwanz

Tab. 1: GvHD-Score nach Cooke (26)

AuRerdem wurde die TumorgréRe ebenfalls dreimal woéchentlich mit einer Schieblehre
gemessen.
Das Tumorvolumen wurde mit folgender Formel berechnet.
Tumorvolumen[mm?] = 0,5 X @pmin’ X Dpmax
@ min = kleinster Durchmesser [mm]

D max = grolBter Durchmesser [mm]
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung muriner Tumorzelllinien
Die Kultivierung der murinen Tumorzelllinien erfolgte unter Standardbedingungen im
Brutschrank (27°C, 5% CO,, 99% Luftfeuchtigkeit) in sterilen Zellkulturflaschen. Als

Kulturmedium wurde RPMI 1640 (mit stabilem Glutamin) mit Zusatzen verwendet.

Medium Zusammensetzung

Standardmedium |500m| RPMI 1640 (mit stabilem Glutamin), 10% FCS,
1% Penicillin/Streptomycin, 1% Natriumpyruvat

Selektionsmedium | Standardmedium, 1% G418

Einfriermedium 50% DMSO, 50% FCS
FACS-PBS 500ml PBS, 2,5% FCS, 0,1% Na-Azid

Tab. 2: Herstellung von Zellkulturmedien

Die Zellen wurden 1-2 Mal pro Woche passagiert. Dabei wurden zunachst die Zellen
vom Boden der Zellkulturflasche mit mehrmaligem Pipettieren gelést. Je nach
Zelldichte wurde ein Teil der Suspension verworfen und der Rest mit frischem

Kulturmedium aufgefulit.

Alle Arbeiten wurden unter einer sterilen Werkbank in laminarem Luftstrom
durchgeflhrt.

Zelllinie Genotyp
MPC-11 Plasmozytom H-2K¢
LLC Lewis lung cell cancer H-2K"
Bl 291 Lymphom H-2K"

Tab. 3: verwendete Tumorzelllinien

2.2.2 Auftauen von Zellen

Das Cryotube wurde im Wasserbad (37°C) erwarmt, bis der Inhalt fast komplett
geschmolzen war. Dann wurde das Cryotube desinfiziert und die Zellsuspension in ein
50-ml-Falcon transferiert. AnschlieBend wurde Uber 5min Standardmedium

dazugegeben, um die DMSO-Konzentration langsam zu verringern. Dann wurde die
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Suspension gewaschen (360g, 5min, RT) und anschlieRend in Standardmedium

aufgenommen und in Zellkulturflaschen aufgeteilt.

2.2.3 Einfrieren von Zellen

Zum Kryokonservieren wurden die Zellen in der Konzentration von 2x10° / 900yl in
frischem Kulturmedium aufgenommen und 10min auf Eis gekuhlt. AnschlieRend wurde
Einfriermedium im Verhaltnis 1:1 dazugegeben und die Suspension in Cryotubes
uberfuhrt. Diese wurden unverziglich in eine vorgekuhlte Einfrierbox gestellt und
danach bei -80°C eingefroren. Nach zwei bis vier Tagen erfolgte die endgiltige
Kryokonservierung in flissigem Stickstoff. Nach etwa sieben Tagen wurde eines der

Tubes aufgetaut, um den Erfolg des Einfriervorgangs zu kontrollieren.

2.2.4 Zahlung von Zellen

Milzzellen und Knochenmarkzellen wurden mithilfe eines Hamatologie-Analysators
(Sysmex KX-21, Sysmex GmbH) gezahlt. Die entsprechenden Zellen wurden als WBC
(White Blood Count) erkannt und in 10°/ul ausgegeben.

Murine Tumorzellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Dazu wurde die
Probe mit Trypanblau im Verhaltnis 1:10 verdunnt, 10ul dieser Zellsuspension in die
Kammer appliziert und unter einem Phasenkontrastmikroskop ausgezahlt. Durch die
Verwendung von Trypanblau konnten die toten Zellen und Zelltrimmer identifiziert
werden, da Trypanblau nicht durch eine vitale Zellmembran dringen kann, sich aber in
toten Zellen und Zelltrimmern anreichert.

Die Zellzahl wurde unter Berlcksichtigung des Kammer- und Verdinnungsfaktors

sowie des gezahlten Mittelwerts bestimmt.

2.2.5 ELISpot

Der Interferon-y-ELISpot (engl. Enzyme Linked Immuno Spot Essay) ist eine Methode,
um die spezifische zellulare Aktivitat von Immunzellen nachzuweisen.

Effektor-Zellen (Immunzellen) und Target-Zellen (Tumorzellen) werden gemeinsam
inkubiert. Erkennt eine Effektor-Zelle ein fiir sie relevantes Antigen auf einer Target-
Zelle, setzt sie unter anderem Interferon-y frei.

Dieses sezernierte Interferon-y wird von Anti-Interferon-y-Antikérpern auf der Platte

gebunden. Anschlielend wird das fixierte Interferon-y von einem zweiten mit einem
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Enzym gekoppelten Antikdrper nochmals gebunden. Das Enzym Streptavidin-
Horseradish-Peroxidase setzt das Farbstoffsubstrat TMB um, wodurch die Zytokine als
kleine blauschwarze Punkte (Spots) erscheinen. Jeder entstandene Spot reprasentiert

eine aktivierte Immunzelle.

Die aus Versuchstieren enthnommenen Milzen wurden wie in 2.1.2 vorbereitet. Nach
Einstellung auf die gewiinschte Konzentration wurden 2-2,5x10° Milzzellen im
Verhaltnis 1:1 sowie in einer Verdinnungsreihe mit bestrahlten Tumorzellen auf die
96-well ELISpot-Platte pipettiert. Als Negativkontrolle wurde Standardmedium
verwendet. AnschlieRend wurde die Platte drei Tage im Inkubator kultiviert. Danach
erfolgte die Entwicklung der Platten nach Herstellerangaben (MabTech). Die Zahlung
der Spots wurde mit einem ELISpot-Reader (CTL ImmunoSpot Analyzer, CTL Europe
GmbH) durchgeflhrt.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in einer logarithmischen Graphik. Da Nullwerte
dort nicht abgebildet werden kénnen, sind fehlende Messpunkte in den Graphiken als
Null zu interpretieren (Abb. 21/22).

2.2.6 Bestrahlung von Tumorzellen

Als Targets fiir einen ELISpot bendtigt man Zellen, bei denen die DNA-Replikation und
damit die Proliferation unterbunden ist. Gleichzeitig dirfen andere physiologische
Funktionen wie Antigenprasentation und Zytokinproduktion nicht beeintrachtigt sein.
Deshalb wurden die Zellen radioaktiv bestrahlt, dabei war die bendtigte
Strahlenintensitdt abhangig von der Strahlensensibilitdt der Zellen. Diese wurde
empirisch bestimmt, fir MPC-11-Tumorzellen war die bendtigte Dosis 90Gy. Dies
wurde mit einem Rdntgenbestrahlungsgerat (BIOBEAM GM 8000, Gamma-Service

Medical GmbH) der Transfusionsmedizin der Universitatsklinik Minster durchgefihrt.

2.3 Transfektionen

2.3.1 Vektor pcDNA-UTY-GFP#62 und pcDNA3.1-GFP

Um das mHAg UTY in die Tumorzelllinie LLC (Lewis lung cell cancer) zu integrieren,
wurde der Vektor pcDNA-UTY-GFP#62 verwendet.

UTY ist eine Histon-Demethylase und kommt nur in mannlichen Mausen vor, da die
kodierenden Sequenzen auf dem Y-Chromosom liegen. LLC ist ein Lungenkarzinom,

das aus C57BIl/6-Mausen gewonnen wurde. Fir die Selektion erfolgreich transfizierter
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Zellen wurde auflerdem ein Neomycinresistenzgen in den Vektor integriert. Dieses
Resistenzgen kodiert das Enzym Aminoglykosidphosphotransferase.

G-418 ist das Aminoglykosid-Antibiotikum Geneticin, welches die Proteinbiosynthese
hemmt, indem es an 80S-Ribosomen bindet und somit die Elongation der Translation
verhindert. Im Gegensatz zu vielen anderen Aminoglykosiden, die nur an
prokaryotische 70S-Ribosomen binden kénnen, kann G418 somit auch eukaryotische
Zellen inhibieren.

Transfizierte Zellen sind durch das Vorhandensein des Enzyms
Aminoglykosidphosphotransferase immun gegen G-418, da eine Phosphorylierung der
Aminoglykosidgruppen den Transport des Antibiotikums in die Zelle verhindert. Somit
konnen transfizierte Zellen im Selektionsmedium Uberleben. Alle anderen Zellen
werden durch die Inhibition der Proteinbiosynthese eliminiert.

Das GFP-Gen kodiert GFP (engl. green fluorescent protein), das nach Anregung mit
UV-Licht grunes Licht emittiert. GFP wurde als Reportergen fir UTY verwendet, da
GFP in der Durchflusszytometrie direkt gemessen werden kann.

Um eine Reaktion des Immunsystems auf GFP allein auszuschlielen, wurde
auBerdem der Vektor pcDNA3.1-GFP verwendet. Dieser war bis auf das
Vorhandensein von UTY identisch mit pcDNA-UTY-GFP#62.

2.3.2 Elektroporation

Die Transfektion fand in RPMI-1640-Medium statt, 700ul LLC-Zellsuspension und 20ug
Plasmid wurden in einer Kiivette gemischt.

In einem Elektroporator (Gene Pulser, BioRad) wurde die Klvette einem kurzen
elektrischen Impuls mit der Spannung 250V und der Kapazitat 500uF ausgesetzt.
AnschlieBend wurde die Suspension in 12ml Standardmedium Uberfihrt und 24h
inkubiert. Danach wurde die Halfte des Mediums durch Selektionsmedium ersetzt.
Weitere 24h spater wurden die Zellen nach einer Zentrifugation (360g, 5min, RT) in

reinem Selektionsmedium aufgenommen.

2.3.3 Nanofectin

Die Transfektion mit Nanofectin (PAA Laboratories) beruht auf dem Einsatz von positiv
geladenen Nanopartikeln, die an die stark negativ geladenen Plasmide binden. Die
Nanopartikel sollen einerseits die Aufnahme der Plasmide in die Zelle erleichtern und

andererseits die Plasmide vor vorzeitigem Abbau in der Zelle schitzen.
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Auf einer 6-well-Platte wurden pro well 0,6x10° LLC-Zellen mit 2ml Standardmedium
ausgesat. 24h spater wurde die DNA-Nanofectin-Suspension nach Herstellerangaben
gemischt, inkubiert und anschlieRend auf die vorbereiteten Zellen gegeben. Es wurden

verschiedene DNA-Nanofectin-Verhaltnisse angewendet (Tab. 4).

Ansatz | DNA Nanofectin Diluent Ratio
1 2ug oul 2x100ul 2

2 2ug 9,6ul 2x100ul 3

3 2ug 12yl 2x100ul 4

4 4ug 19,2yl 2x100ul 3
Ansatz ||

1 6ug 12yl 2x100ul 2

2 6ug 19,2yl 2x100ul

3 6ug 244l 2x100ul 4

Tab. 4: Transfektion mit Nanofectin

Die Ratio beschreibt die vom Hersteller vorgeschlagenen Verhaltnisse zwischen DNA und Nanofectin.

Nach 2h wurde das Medium verdoppelt, und nach weiteren 48h Inkubation wurden die

Zellen in eine Zellkulturflasche Uberfuhrt und mit Selektionsmedium aufgefillt.

2.3.4 Magnetofection™

Bei der Magnetofection™ werden die Plasmide mit magnetischen Partikeln gekoppelt,
um dann mithilfe eines Magnetfeldes in Richtung der zu transfizierenden Zellen
gezogen zu werden. Dieser Effekt erhéht die Wahrscheinlichkeit eines Kontakts

zwischen Plasmid und Zelle.

In der ersten Ansatzreihe wurde das Transfektions-Reagenz PolyMag (0OZ
Biosciences) verwendet.

0,5x10° Zellen LLC wurden am Vortag auf einer 24-well-Platte ausgesit.

Die DNA und das PolyMag wurden nach Herstellerangaben gemischt und 20 Minuten
lang inkubiert (Tab. 5 Ansatz I). Anschlielend wurde die Suspension auf die nach
unten zentrifugierten Zellen gegeben und die 24-well-Platte 20min auf der
Magnetplatte im Inkubator inkubiert. 24h spater wurden die Zellen auf eine 6-well-
Platte Uberfuhrt, weitere 24h spater wurde das Medium durch Selektionsmedium

ersetzt.
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In der zweiten Ansatzreihe wurden die Transfektions-Reagenzien CombiMag (OZ
Biosciences) und Nanofectin verwendet. Die Nanofectin-DNA-Suspension wurde mit
dem CombiMag gemischt und anschlieend 30min inkubiert (Tab. 5 Ansatz Il). Dann
wurde sie auf die nach unten zentrifugierten Zellen gegeben und 20min auf der
Magnetplatte inkubiert.

48h spater wurde das Medium wieder durch Selektionsmedium ersetzt.

Ansatz | DNA PolyMag

1 1ug 0,25ul

2 1ug 0,5ul

3 1ug 1l

4 1ug 2l

5 1ug 4l

Ansatz Il DNA CombiMag Nanofectin Ratio
1 2ug 0,25l 6,4ul 3
2 2ug 0,5ul 6,4l 3
3 2ug 1ul 6,4ul 3
4 2ug 24l 6,4l 3
5 2ug 4ul 6,4ul 3

Tab. 5: Magnetofection™ mit PolyMag und CombiMag

Die Ratio beschreibt die vom Hersteller vorgeschlagenen Verhaltnisse zwischen DNA und Nanofectin.

2.3.5 DreamFect™ Gold

DreamFect™ Gold (OZ Biosciences) ist ein Lipopolyamin, das die Aufnahme der
Plasmid-DNA in die Zielzelle erleichtern soll.

2,5x10° Zellen wurden in 250yl RPMI+Glutamin auf einer 24-well-Platte ausgesat. Die
DNA und das DreamFect™ Gold wurden nach Herstellerangaben vorbereitet, 20min
inkubiert und dann auf die Zellen gegeben. In den Ansatzen 1-4 wurde das Medium
nach 25min mit RPMI+Glutamin verdoppelt, in den Ansatzen 5 und 6 wurde es sofort
mit Standardmedium verdoppelt. Nach 5h wurde in jeden Ansatz zusatzlich 250pl
Standardmedium gegeben (Tab. 6).

48h spater wurde das Medium durch Selektionsmedium ersetzt.
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Ansatz DNA DreamFect™ Gold Diluent Zelldichte Medium

1 2ug 6ul PBS 10x

2 2ug 12ul PBS 10x
RPMI+Glutamin

3 2ug 6ul RPMI 10x

4 2ug 12ul RPMI 10x

5 2u 6ul RPMI 1x
9 Standardmedium

6 2ug 12ul RPMI 1x

Tab. 6: Transfektion mit DreamFect™ Gold

2.3.6 Testen der Zellen und Subklonierung

Die verschiedenen Ansatze wurden im Verlauf auf das Vorhandensein des Plasmids
per Durchflusszytometrie getestet — als Marker diente GFP.

Um aus den transfizierten Zellen eine monoklonale Zelllinie zu generieren, wurden flr
das Plasmid positive Ansatze subkloniert. Dazu wurden die Zellen auf einer 96-well-
Platte auf 1-5 Zellen pro well vereinzelt. Nach 2—-3 Tagen wurden die angewachsenen
Zellen nochmals per Durchflusszytometrie Uberprift. Positive Populationen wurden
wieder mit einer Zelle pro well subkloniert. Nach weiteren 2—3 Tagen wurden die Zellen
erneut per Durchflusszytometrie Uberprift, die positiven Populationen wurden in

Zellkulturflaschen Gberfuhrt und kultiviert.

2.4 Durchflusszytometrie

241 Grundlagen

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, bei dem Zellen in hoher
Geschwindigkeit an einem Laser vorbeiflieRen. Die dabei entstehende Beugung
(FSC=Forward Scatter) und Brechung (SSC=Side Scatter) des Lichts wird von einem
Detektor gemessen, dies lasst auf die Form und Struktur der Zelle schliefl3en.
Zusatzlich kdénnen die Zellen mit Antikérpern, an die ein Fluorochrom gekoppelt ist,
markiert werden. Fluorochrome sind fluoreszierende Stoffe, die durch Licht einer
bestimmten Wellenldnge angeregt werden kénnen und wenige Nanosekunden spater
Licht mit einer anderen Wellenlange emittieren. Die Wellenlangen der Exzitation und
der Emission sind spezifisch fur das jeweilige Fluorochrom. Deshalb kdnnen
unterschiedliche Fluorochrome gleichzeitig gemessen werden. Dies ermdglicht die

Untersuchung von mehrfach gefarbten Zellen. Alle Messungen wurden am

26



Material und Methoden

FACSCalibur (BD Bioscience) durchgefiihrt. Die weitergehende Auswertung erfolgte

mit dem Proramm FlowdJo.

2.4.2 Antikorper

Fir die Analyse der Tumorzellen und Milzzellen wurden Antikdrper gegen
verschiedene murine Antigene auf der Zelloberflache benutzt. Diese waren gegen
H-2K*, H-2K® und H-2K® gerichtet. H-2K kodiert ein murines MHC-Klasse-I-Molekiil; k,

b und d sind verschiede Haplotypen dieses Gens.

Fluorochrom Exzitationsmaximum Emissionsmaximum Kanal
PE (R-Phycoerythrin) 496nm 578nm FL2
FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) | 494nm 520nm FLA1
GFP 498nm 509nm FLA1
Propidiumiodid 535nm 617nm FL2

Tab. 7: Fluorochrome

FL1 und FL2 bezeichnen verschiedene Fluoreszenzdetektoren im Durchflusszytometer.

Um eine unspezifische Bindung der fluoreszenz-markierten Antikbrper an Fc-
Rezeptoren der Zellen zu verhindern, wurde ein Antikérper gegen CD16/CD32 (Fc-
Block) eingesetzt. CD16 und/oder CD32 sind unter anderem auf natirlichen
Killerzellen, Monozyten, B-Lymphozyten und dendritischen Zellen zu finden.

Alle verwendeten Antikérper wurden von BD Science bezogen.

2.4.3 Vorbereitung der ex vivo Tumoren fir die Durchflusszytometrie

Den durch COg-Inhalation getdteten und mit 70%igem Ethanol desinfizierten
Versuchstieren wurden die subkutan gewachsenen Tumoren entnommen. Diese
wurden mithilfe einer Schere herausgetrennt und anschliellend mit dem Stempel einer
5-ml-Spritze durch einen Cell Strainer (70um) gedriickt, um eine Zellsuspension zu
erhalten. Diese wurde mit PBS gewaschen (1800rpm, 5min, RT), der Uberstand wurde
verworfen.

War das zurtckbleibende Zellpellet intensiv rot, was auf eine hohe Anzahl Erythrozyten
schlief3en lieR®, wurde eine Erythrozyten-Lyse durchgefuhrt. Dazu wurde das Zellpellet
mit 1ml Erythrocyte Lysis Buffer resuspendiert und 6min bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurde die Lyse mit der Zugabe von 20ml PBS gestoppt und die
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Suspension nochmals gewaschen (1800rpm, 5min, RT). Das entstandene Zellpellet
wurde mit 1ml FACS-PBS resuspendiert. War die Tumormasse sehr gering, wurde

weniger Medium verwendet.

2.4.4 Antikorperfarbung von Tumorzellen und Milzzellen

Fir die Durchflusszytometrie-Analyse wurden die Zellsuspensionen der Tumoren oder
Milzzellen mit fluoreszierenden Antikdrpern markiert.

Dazu wurden 50ul der Zellsuspension auf eine 96-well-Platte gegeben und nach unten
zentrifugiert (1800rpm, 5min, RT). Nach der makroskopischen Zellpellet-Kontrolle
wurde das Medium abgeschlagen, die Zellpellets mit 100ul der Antikdrper-Suspension
(Tab. 8) resuspendiert und 20min auf Eis unter Ausschluss von Licht inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension mit 150ul FACS-PBS gewaschen (1800rpm,
5min, 4°C), der Uberstand abgeschlagen und das Zellpellet erneut in 100ul FACS-PBS

aufgenommen. Danach erfolgte die Durchflusszytometrie-Analyse.

Antikorper Verdinnung mit PBS Hersteller

FITC anti mouse (H-2K?) 1:100 BD Bioscience
PE anti mouse (H-2K*) 1:100 BD Bioscience
PE anti mouse (H-2K®) 1:100 BD Bioscience
Fc-Block 1:50 BD Bioscience

Tab. 8: Antikorper und ihre Verdiinnung
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2,5 Statistische Auswertungsverfahren

2,51 Bestimmung der Standardabweichung und des SEM
Die Standardabweichung o ist ein MaR} fir die Streuung der Messwerte und wird mit

folgender Formel berechnet:

X;=einzelne Messwerte

X=Stichprobenmittelwert

n=Stichprobengré3e

Der mittleren Standardfehler SEM (engl. Standard Error of Mean) ist die Lange der

Fehlerbalken der Kurven. Er wird durch folgende Formel berechnet:

(0]
SEM = —
Vn

2.5.2 Bestimmung der Signifikanz

Ein Unterschied zwischen zwei Messwerten ist statistisch signifikant, wenn die
Wahrscheinlichkeit p, dass der Unterschied auf einem Zufall beruht, unter 5% liegt,
also p<0,05. Zur Berechnung des p-Wertes wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewendet. Wenn nicht anders angegeben bezieht sich die Signifikanz auf das

Signifikanzniveau p<0,05. Das verwendete Statistikprogramm war SPSS.

2.6 Transplantationsmodell

Fir die Transplantationsversuche wurde das haploidente parent-into-F1-Modell
verwendet (Abb. 1). Es beruht auf einer MHC-disparaten Spender/Empfanger-
Konstellation.

Der Inzuchtstamm BALB/c fungierte als Spender und exprimierte den MHC-Lokus H-
2K®. Der Empfanger, die F1-Generation [BALB/cxCBAJ], exprimierte sowohl H-2K® als
auch H-2K* (H2-K®™). Somit war nur ein MHC-Haplotyp des Spenders identisch mit

dem des Empfangers. Durch die Wahl des Spenders war eine HvG ausgeschlossen,
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da sowohl Spender als auch Empfanger H2-K® trugen. Eine GvHD jedoch war méglich,
weil H-2K* im Empfanger durch das Transplantat als fremd/allogen erkannt wurde.

In der murinen Milz ist ein hoher Anteil Lymphozyten (T- und B-Zellen) vorhanden, die
eine wichtige Rolle in der Auslésung einer GvHD spielen. Deshalb wurde einem Teil
der Empfanger zusatzlich zum Knochenmark Milzzellen transplantiert, um eine

starkere GvHD zu erzeugen.

Allogener Spender 1

H-2K*

GvHD

@ e g Allogener Spender 2
CBA/J
H-2K"
Empfanger \
F1[BALB/cxCBAL] Keine @ Syngener Spender
H-2K GVHD F1[BALB/cxCBAN]
H-2K™*

Abb. 1: Murines Transplantationsmodell

Dargestellt sind die mdglichen Spender/Empfanger-Konstellationen im murinen Transplantationsmodell.
Nur bei parentalem Spender (BALB/c (H-2Kd) oder CBA/J (H-2Kk)) kommt es zu einer GvHD-Reaktion,
weil das jeweils andere MHC-Molekiil als fremd erkannt wird. Dagegen wird keine HvG ausgel6st, weil der
Empfanger selber alle MHC-Molekile des jeweiligen Spenders enthalt. Bei einer syngenen

Transplantation kommt es weder zu einer GvHD noch einer HvG, weil die MHC-Molekiile identisch sind.
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3 Ergebnisse

Fir die Versuche standen zwei MPC-11-Tumorzelllinien, die mit H-2K bzw. H-2K"
transfiziert wurden, zur Verfigung. Diese waren bereits im Vorfeld in der Arbeitsgruppe
mittels Elektroporation transfiziert und erfolgreich auf ihre Stabilitdt in vitro getestet
worden. Beide waren in ihrer Expression von H-2K* bzw. H-2K® (iber Wochen stabil
und somit fur die weiteren Versuche in vivo geeignet.

Es sollte auBerdem noch eine Tumorzelllinie mit dem Minor-Histokompatibilitdtsantigen

UTY erstellt werden. Entsprechende Ansatze blieben aber ohne Erfolg.

|
77 i Uy ® ml cccmﬂ. e o
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e 1l
Gy BEhnE 2 m 7 )-BGHp,
Qo oy, Pl
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pcDNA-UTY-GFP pcDNA-H-2Kk(b)
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R and B
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Abb. 2: Karten der Expressionsvektoren pcDNA-UTY-GFP und pcDNA-H-2K[k bzw. b]

\n
ot
/“16

PUC ori= PUC ori

Dargestellt sind die TOPO®-Klonierungsstellen, die das Einfligen eines PCR-Produkts erméglichen, sowie
der CMV-Promoter (Cytomegalievirus), der eine starke Expression des rekombinanten Proteins auslost.
Das pUC origin ermdglicht eine hohe Replikation in E.coli. Weiterhin dargestellt sind die Resistenzgene
Ampicillin und Neomycin, die eine Selektion in E.coli bzw. eukaryotischen Zellen erlaubt. SV40 I6st eine
effiziente Expression von Neomycin aus. (Abbildung verandert nach Invitrogen Corporation, Carlsbad)

3.1 Transfektionen von UTY in LLC

Um die Vektoren pcDNA-UTY-GFP bzw. pcDNA3.1-GFP in die Tumorzelllinie LLC zu
integrieren, wurden verschiedene Methoden angewandt. Die Ansatze waren transient
leicht positiv fir den transfizierten Vektor. Die besten Ergebnisse sind in Tab. 9
zusammengefasst. Dabei war zu beobachten, dass GFP immer ein besseres Ergebnis
zeigte als UTY-GFP.
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Die Ansatze Nanofectin 11.3 und Dreamfect Gold 5 wurden subkloniert, da sie im
Vergleich das beste Ergebnis transient zeigten. Allerdings wurde im Verlauf kein
positiver Klon fir GFP bzw. UTY-GFP gefunden (Abb. 3).

Methode bester Ansatz % GFP positiv % UTY-GFP positiv
Elektroporation - 0,68 0,42
Nanofectin (s. Tab. 4) 1.3 3,29 0,33
Magnetofection (s. Tab. 5)

+Polymag 1.4 0,2 0,12
+Combimag +Nanofectin 1.3 0,2 0
Dreamfect Gold (s. Tab. 6) 5 1,57 0,11

Tab. 9: Ubersicht der erfolgreichsten Ansitze
Die Messung im Durchflusszytometer erfolgte bei Dreamfect Gold an Tag 9, bei allen anderen Ansatzen

an Tag 1.

0,09 003 0,01 00 0,05 0,0

FSC

GFP

Abb. 3: Auswertung der Durchflusszytometrie-Analyse vom Ansatz Nanofectin Il. 3
Dargestellt sind die Messungen der transfizierten Zellen in der Durchflusszytometrie an Tag 1, 7 und 14
nach Transfektion. GFP-positive Zellen sind im rechten unteren Quadranten zu finden. Die Rohdaten

wurden mit dem Programm FlowJo aufgearbeitet. Tote und nicht geféarbte Zellen wurden ausgeblendet.
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3.2 Vorversuche

3.2.1 Wachstumskinetik und Stabilitit von MPC-11-H-2K*

Um zu untersuchen, ob die mit H-2K* transfizierte MPC-11-Tumorzelllinie auch in vivo
eine stabile Expression von H-2K* aufweist, wurden die Tumoren 14 Tage nach
subkutaner Applikation in sechs Tieren der F1-Generation-[BALB/cxCBA/J] (H-2K™)
entfernt und per Durchflusszytometrie analysiert. Dazu wurden sie mit PE-gekoppelten
Mouse-Anti-Mouse-H-2K[k]-Antikérpern gefarbt.

Alle ex vivo Tumorzellpopulationen zeigten im Vergleich zum Wildtyp ein deutlich
positives Signal fiir PE und somit auch fiir H-2K* (Abb. 4).

Maus 1 Maus 2 Maus 3

Relative Zellzahl

Anti-Mouse-H-2K*-PE

Abb. 4: Stabilitiat von mit H-2K" transfizierten MPC-11-Zellen

Durchflusszytometrie-Analyse 14 Tage nach Applikation von transfizierten und Wildtyp-Tumorzellen in die
F1-Generation-[BALB/cxCBA/J] (schwarz unterlegt: Wildtyp-Populationen; blaue Linie: transfizierte Zellen).
Gefarbt mit einem PE-gekoppelten Mouse-Anti-Mouse-H-2K[k]-Antikdrper. Dargestellt sind Zellen aus drei

verschiedenen Versuchstieren.

AuBerdem wurde die Wachstumskinetiken des mit H-2K* transfizierten Tumors und des
Wildtyp-Tumors verglichen. Dazu wurden beide Tumoren in sechs Mause der F1-
Generation [BALB/cxCBA/J] appliziert, in die linke Flanke der Wildtyp, in die rechte

Flanke der transfizierte Tumor.
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Abb. 5: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K*
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in FI[BALB/cxCBA/J ]

Sechs F1[BALB/cxCBA/J]-M&ausen wurden jeweils 1x10° Wildtyp-Tumor-Zellen in die linke Flanke und
1x10° transfizierte Tumor-Zellen in die rechte Flanke s.c. appliziert. Messwerte sind angegeben als

Mittelwerte der Tumorvolumina [mms], Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler SEM.* (p<0,05)

Es zeigte sich ein progredientes Wachstum beider Tumoren, wobei kein signifikanter
Unterschied zwischen dem Tumorvolumen des Wildtyps und des mit H-2K*
transfizierten Tumors zu beobachten war (Abb. 5).

In der Wiederholung des Versuch mit flinf Versuchstieren war ein &hnliches
Wachstumsverhalten der beiden Tumoren zu beobachten. Beide Tumoren wuchsen
progredient, wobei der transfizierte Tumor etwas zeitverzégert anwuchs. Allein an Tag
10 bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Tumoren. Sowohl
der Wildtyp als auch der transfizierte Tumor waren in allen Versuchstieren
angewachsen.

Aufgrund des ahnlichen Wachstumsverhaltens der beiden Tumoren konnten sie fur die

Transplantationsversuche benutzt werden.

3.2.2 Immunogenitit von MPC-11-H-2K*
Zur Feststellung der Immunogenitat des transfizierten Tumors wurden dieser und der
Wildtyp in sechs BALB/c-Mause (H-2K®) appliziert. Im Verlauf wurde das Wachstum

des mit H-2K* transfizierten Tumors und des Wildtyps gemessen und verglichen.
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Abb. 6: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K*
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in BALB/c-Mausen

Sechs BALB/c-Mausen wurden 1x10° Zellen des Wildtyp-Tumors in die linke Flanke und 1x10° Zellen des
transfizierten Tumors in die rechte Flanke s.c. appliziert. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der

Tumorvolumina [mms], die Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler SEM. * (p<0,05)

Der Wildtyp MPC-11 wuchs in allen sechs Versuchstieren an und zeigte ein
progredientes Wachstum. Der transfizierte Tumor wuchs nur in zwei der Versuchstiere
an und wurde ab Tag 9 abgestof3en.

Ab Tag 7 bestand ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Wildtyp und
dem transfizierten Tumor (Abb. 6).

Dieser Immunisierungs-Versuch hat gezeigt, dass das transfizierte Alloantigen H-2K*
immunogen ist und eine AbstoBungsreaktion des Tumors aufgrund der

Alloantigenerkennung auslost.
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3.2.3 Immunogenitit von MPC-11-H-2K"

Zur Uberpriifung der Immunogenitét des mit H-2K® transfizierten Tumors wurde dieser
und der Wildtyp Versuchstieren vom Stamm BALB/c und der F1-Generation
[BALB/cxCBA/J] appliziert. Vier BALB/c-Tiere und drei F1-Tiere erhielten je 1x10°
Tumorzellen MPC-11, und jeweils vier BALB/c- und F1-Tiere erhielten je 1x10° Zellen

des mit H-2K® transfizierten Tumors.
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Abb. 7: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K"
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in Tieren der F1-Generation [BALB/cxCBA/J] (A), und
BALB/c (B)

Drei F1[BALB/cxCBA/J]-Mausen wurden 1x10° Wildtyp-Tumor-Zellen und vier F1[BALB/cxCBA/J]-Mausen
1x10° transfizierte Tumor-Zellen in die rechte Flanke s.c. appliziert. Jeweils vier BALB/c-Mausen wurden
1x10° Zellen des Wildtyps bzw. des transfizierten Tumors in die rechte Flanke s.c appliziert. Messwerte
sind angegeben als Mittelwerte der Tumorvolumina [mm3], die Balken reprasentieren den mittleren
Standardfehler SEM. * (<0,05). Im Vorhinein konnte eine Abweichung der Kurve des transfizierten Tumors
nach unten angenommen werden, daher wurde bei diesen kleinen Stichproben die Signifikanz in einem

einseitigen Test ermittelt.

MPC-11 wuchs in jedem Versuchstier an und zeigte sowohl in BALB/c als auch in
F1[BALB/cxCBA/J] ein progredientes Wachstum (Abb. 7). Aufgrund der Grolie des
Wildtyp-Tumors (>3000mm?®) wurde der Versuch an Tag 16 beendet.

Der mit H-2K® transfizierte Tumor wuchs nur in jeweils zwei von vier Versuchstieren
pro Gruppe an. Ab Tag 11 kam es zu einer AbstoRungsreaktion, der Tumor war zudem
im Verlauf in beiden Gruppen nicht mehr messbar (Abb. 7). In beiden Gruppen
ergaben sich ab Tag 9 bzw. 11 signifikante Unterschiede der Volumina des Wildtyps
und des transfizierten Tumors.

Dieser Versuch hat gezeigt, dass das Alloantigen H-2K® immunogen ist und zu einer

AbstoRungsreaktion des Tumors flihrt.

37



Ergebnisse

3.3 Tumorwachstum nach syngener Transplantation (BALB/c— BALB/c)

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen mit je sechs Tieren aufgeteilt. Nach einer
Bestrahlung mit 8Gy wurden sie am darauffolgenden Tag mit BALB/c-Knochenmark
transplantiert. Zwei Gruppen wurden zusatzlich mit Milzzellen transplantiert. An Tag 4
wurde allen Gruppen MPC-11 in die linke Flanke und ein mit H-2K* oder H-2K®
transfizierter Tumor in die rechte Flanke s.c. appliziert (vgl. Tab. 10). Alle Gruppen
erlitten einen initialen Gewichtsverlust von ca. 25% in den ersten 6 Tagen, bis zum
Ende des Versuchs stieg das Gewicht wieder auf die Ausgangswerte. Der GvHD-
Score stieg bis Tag 6 auf durchschnittlich 4 an und fiel innerhalb von einer Woche auf

Werte unter 1 ab.

Gruppe KM MZ Tumor WT  Tumor(K*)  Tumor(K")
1 + + + + -
2 + + + - +
3 + - + + -
4 + - + - +

Tab. 10: Ubersicht der syngenen Transplantation und Tumorapplikation der vier Gruppen
KM = Knochenmark, MZ = Milzzellen.

Der Wildtyp-Tumor MPC-11 wuchs in allen Versuchstieren an und zeigte danach ein
progredientes Wachstum.

In der Gruppe mit Milzzellen und dem mit H-2K* transfizierten Tumor verstarb ein
Versuchstier vorzeitig. Der transfizierte Tumor wuchs in drei von funf Tieren an. Ab Tag
25 bestand ein signifikanter Unterschied im Tumorvolumen zwischen dem Wildtyp und
dem transfizierten Tumor (Abb. 8A).

In der Gruppe mit Milzzellen und dem mit H-2K® transfizierten Tumor wuchs der
transfizierte Tumor in drei von sechs Versuchstieren an. Ab Tag 20 bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen dem Tumorvolumen des Wildtyps und des
transfizierten Tumors (Abb. 8C).

In der Gruppe ohne Milzzellen und dem mit H-2K* transfizierten Tumor {berlebten vier
von sechs Tieren bis zum Ende des Versuchs. Der transfizierte Tumor wuchs in zwei
von vier Tieren an und zeigte vom Trend her ein progredientes Wachstum. Es
bestanden keine signifikanten Unterschiede in den Tumorvolumina (Abb. 8B).

In der Gruppe ohne Milzzellen und dem mit H-2K"® transfizierten Tumor verstarb ein

Versuchstier vorzeitig. Der transfizierte Tumor wuchs in vier von finf Tieren an und
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zeigte ein kontinuierliches Wachstum. Im Vergleich zum Wildtyp war das Wachstum
schwacher und weniger progredient. Signifikante Unterschiede bestanden zwischen
den Tumoren aufgrund der geringen Zahl auswertbarer Versuchstiere und der hohen

Varianz im Tumorwachstum nicht (Abb. 8D).
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Abb. 8: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K* (A und
B) bzw. H-2K" (C und D) transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in mit BALB/c
transplantierten BALB/c.

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen mit je sechs Tieren unterteilt. Am Tag nach der Bestrahlung
(8Gy, Tag 0) wurden alle mit 1,4x10” Zellen Knochenmark aus BALB/c transplantiert. Zwei Gruppen (A
und C) wurden zuséatzlich mit 1x10" Milzzellen transplantiert. An Tag 4 wurden 1x10° Zellen des Wildtyp-
Tumors und des mit H-2K" (A und B) bzw. H-2K® (C und D) transfizierten Tumors in die linke bzw. die
rechte Flanke s.c. appliziert. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Tumorvolumina [mms], Balken

reprasentieren den mittleren Standardfehler SEM. * (p<0,05)
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3.4 Allogene Transplantationen BALB/c— F1[BALB/cxCBA/J]

Die folgenden Versuche beschaftigen sich mit der Fragestellung der Arbeit, der
Untersuchung des GvT-Effekts in Abh&angigkeit von der Lokalisation des Alloantigens.
Dabei wurde unterschieden, ob das Alloantigen nur exklusiv auf dem Tumor (H-2K")
oder ubiquitdr (H-2K¥) vorhanden ist. Die Versuche wurden mit F1[BALB/cxCBA/J]-
Tieren als Empfanger und BALB/c als Spender durchgefuhrt. Die verwendeten
Tumoren waren der Wildtyp MPC-11 sowie die mit H-2K* bzw. H-2K® transfizierten
MPC-11-Tumorzelllinien.

3.4.1 GvT-Reaktionen gegen das ubiquitdr exprimierte Alloantigen H-2K*

Die GvHD-Gruppe (n=12) erhielt ein Transplantat aus Knochenmark und Milzzellen,
um eine starke GvHD zu induzieren. Die Kontrollgruppe (n=12) erhielt nur ein
Transplantat aus Knochenmark, welches allenfalls eine geringe GvHD induziert.

Nach der initialen Verschlechterung des Gesundheitszustands durch die Bestrahlung
und den Stress der Narkose in beiden Gruppen verbesserte sich der Zustand der
Kontrollgruppe wieder auf die Ausgangswerte. Die GvHD-Gruppe entwickelte eine
GvHD-Reaktion, die sich vor allem durch eine Buckelbildung und einen
verschlechterten Fellzustand bemerkbar machte (Abb. 9A). Ab Tag 7 bestand ein
signifikanter Unterschied im GvHD-Score zwischen beiden Gruppen. Dagegen gab es
bzgl. des Gewichtes nur punktuell signifikante Unterschiede. In beiden Gruppen stieg
das Gewicht nach einem anfanglichen Verlust von ca. 10-20% bis zum Ende des
Versuchs wieder auf das Anfangsniveau (Abb. 9B).

In der Kontrollgruppe verstarb eine Maus vorzeitig wahrend des Versuchs.

Die Auswertung der Tumoren und der Milzen der Kontrollgruppe wurde bereits an Tag
26 durchgeflhrt, da einzelne Tiere durch die Grofe der gewachsenen Tumoren stark

beeintrachtigt wurden.
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Abb. 9: GvHD im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

F1[BALB/cxCBA/J]-Tiere wurden am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit BALB/c transplantiert. Die
Kontrollgruppe (¢; n=12) wurde mit 2x10 Zellen Knochenmark transplantiert, die GvHD-Gruppe (4; n=12)
zusatzlich mit 0,9x10” Milzzellen. (A) GvHD-Score, (B) Gewicht [%] vom Anfangsgewicht. Messwerte sind
angegeben als Mittelwerte der Stichprobe, Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler SEM.

* (p<0,05)
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Der Wildtyp-Tumor wies in der Kontroligruppe und in der GvHD-Gruppe ein
progredientes Wachstum auf. Dabei war das Wachstum in der Kontrollgruppe starker
progredient als in der GvHD-Gruppe (Abb. 10A). Ab Tag 12 bestanden signifikante
Unterschiede im Tumorvolumen.

Auch der mit H-2K* transfizierte Tumor zeigte in beiden Gruppen ein progredientes
Wachstum. In der Kontrollgruppe hatte er die Tendenz zu einem schnelleren
Wachstum, allerdings bestand nur an Tag 14 und 26 ein statistisch signifikanter
Unterschied im Tumorvolumen zur GvHD-Gruppe (Abb. 10B).

In der Kontrollgruppe hatten der Wildtyp- und der transfizierte Tumor ein &ahnlich
progredientes Wachstum. Nur an Tag 12 bestand ein signifikanter Unterschied im
Tumorvolumen (Abb. 10C).

Auch in der GvHD-Gruppe wiesen beide Tumoren ein ahnlich progredientes Wachstum
auf. Allerdings wuchs der Wildtyp-Tumor deutlich friiher an als der transfizierte Tumor.
Dadurch ergaben sich signifikante Unterschiede des Tumorvolumens zwischen Tag 24
und 31 (Abb. 10D).

In der Kontroligruppe wuchs der Wildtyp-Tumor in zehn von elf Tieren an, der
transfizierte Tumor in acht von elf. In der GvHD-Gruppe wuchs der Wildtyp-Tumor in

allen Versuchstieren an, der transfizierte Tumor in zehn von zwolf Tieren.
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Abb. 10: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K*
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in der GvHD- und Kontroligruppe im
BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

Die Kontrollgruppe (¢; n=12) wurde am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit Knochenmark transplantiert,
die GvHD-Gruppe (#; n=12) zusatzlich mit Milzzellen. An Tag 3 nach Transplantation wurden beiden
Gruppen 1x10°%-Zellen Wildtyp-Tumor und transfizierter Tumor in die linke bzw. rechte Flanke s.c.
appliziert. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Tumorvolumina [mms], Balken reprasentieren
den mittleren Standardfehler SEM. * (p<0,05)

44



Ergebnisse

Bei der Wiederholung des Versuchs unter dhnlichen Bedingungen (Tumorgabe an Tag
2 anstatt Tag 3, 1,5x10” anstatt 2x10” Knochenmarkzellen und 0,8x10” anstatt 0,9x10’
Milzzellen) erholte sich die Kontrollgruppe ebenfalls nach der initialen
Verschlechterung des Gesundheitszustandes vollstandig, wahrend die GvHD-Gruppe
eine GvHD-Reaktion entwickelte. Dabei lag der durchschnittiche GvHD-Score der
GvHD-Gruppe zwischen 3 und 5, ab Tag 6 waren die Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen signifikant. Nach der anfanglichen Gewichtsabnahme von bis zu 20%
in beiden Gruppen stieg das Gewicht bis zum Ende des Versuchs in der GvHD-Gruppe
auf 105% des Anfangsgewichtes, in der Kontrollgruppe auf 121%. Im Gegensatz zum
ersten Versuch bestanden auch signifikante Unterschiede im Gewicht ab Tag 15.

Bis auf eine Maus in der GvHD-Gruppe uberlebten alle Tiere bis zum Ende des
Versuchs. Der Wildtyp MPC-11 wuchs in elf von zwo6If Tieren der Kontrollgruppe sowie
in neun von elf der GvHD-Gruppe an. Der mit H-2K* transfizierte Tumor wuchs in der
Kontrollgruppe in neun von zwdlf und in der GvHD-Gruppe in neun von elf Tieren an.
Analog zum ersten Versuch wuchsen der Wildtyp-Tumor und der transfizierte Tumor in
der Kontrollgruppe deutlich progredienter als in der GvHD-Gruppe. Fur den Wildtyp
bestanden signifikante Unterschiede im Tumorvolumen ab Tag 11, fur den
transfizierten Tumor ab Tag 18.

In der Kontrollgruppe wuchsen der Wildtyp und der transfizierte Tumor ahnlich
progredient. Dabei war zu beobachten, dass der Wildtyp friiher anwuchs als der
transfizierte Tumor. Dadurch ergaben sich signifikante Unterschiede im Tumorvolumen
ab Tag 11 (Abb. 11A).

In der GvHD-Gruppe hatte der Wildtyp ein progredientes Wachstum und wuchs friiher
an als der transfizierte Tumor. Der transfizierte Tumor wuchs vom Trend her ebenfalls
progredient. Bei Beendigung des Versuchs hatte er allerdings nur eine geringe Grofie
von durchschnittlich 41mm?® erreicht. Signifikante Unterschiede im Tumorvolumen

zwischen den beiden Tumoren bestanden ab Tag 18 (Abb. 11B).
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Abb. 11: Tumorvolumen [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K*
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in der Kontroll- und GvHD-Gruppe im
BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

Die Kontroligruppe (¢; n=12) wurde am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit 1,5x10" Zellen
Knochenmark transplantiert, die GvHD-Gruppe (#; n=12) zuséatzlich mit O,8x107 Milzzellen. An Tag 2 nach
Transplantation wurden beiden Gruppen jeweils 1x10° Zellen Wildtyp-Tumor und transfizierter Tumor in
die linke bzw. rechte Flanke s.c. appliziert. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Tumorvolumina

[mms], Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler SEM. * (p<0,05)
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In beiden Versuchen mit der Tumorgabe an Tag 3 bzw. 2 wuchs der transfizierte
Tumor in der GvHD-Gruppe und im Wiederholungsversuch auch in der Kontrollgruppe
verzogert an. Dabei hatte er vom Trend her ein ahnlich progredientes

Wachstumsverhalten wie der Wildtyp.

Um die frGhe Tumorgabe als Ursache fir das verzégerte Anwachsen zu untersuchen,
wurden Versuche mit spateren Tumorgaben durchgefiihrt.

Zwei Gruppen mit je acht F1[BALB/cxCBA/J]-Tieren wurden mit Knochenmark und
Milzzellen transplantiert. Der einen Gruppe wurde der Wildtyp und der mit H-2K*
transfizierte Tumor an Tag 6 appliziert, der anderen Gruppe an Tag 13.

Die Gruppe ,Tag 6 wurde an Tag 31 beendet, die Gruppe ,Tag 13 an Tag 38, sodass
die Tumoren die gleiche Zeit in vivo waren. In beiden Gruppen verstarben jeweils vier
von acht Versuchstieren bis zum Ende des Versuchs. Beide Gruppen entwickelten
eine vergleichbare GvHD mit einem GvHD-Score zwischen 3 und 5,5 und verloren
zunachst bis zu 25% ihres Anfangsgewichtes. Bis zum Ende des Versuchs erreichte

das Gewicht wieder bis zu 90% des Anfangswertes (Abb. 12A/B).
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Abb. 12: GvHD im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell bei spater Tumorgabe
F1[BALB/cxCBA/J]-Tiere wurden am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit BALB/c transplantiert. Beide
Gruppen ,Tag 6“ (¢; n=8, Tumorgabe an Tag 6) und ,Tag 13“(#; n=8, Tumorgabe an Tag 13) wurden mit
1,8x10” Zellen Knochenmark und 1,0x10” Milzzellen transplantiert. (A) GvHD-Score, (B) Gewicht [%] vom
Anfangsgewicht. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Stichprobe, Balken reprasentieren den
mittleren Standardfehler SEM. * (p<0,05)

In der Gruppe ,Tag 6“ wuchsen beide Tumoren in allen vier Uberlebenden
Versuchstieren an.

Der Wildtyp-Tumor wies ein progredientes Wachstum auf. Der transfizierte Tumor
wuchs vom Trend her progredient, aber langsamer als der Wildtyp. Signifikante
Unterschiede im Tumorvolumen zwischen dem Wildtyp und dem transfizierten Tumor
gab es nicht (Abb. 13A).

In der Gruppe ,Tag 13* wuchsen beide Tumoren in drei von den vier berlebenden
Versuchstieren an. Sowohl der Wildtyp als auch der transfizierte Tumor wuchsen
ahnlich progredient. Signifikante Unterschiede im Tumorvolumen bestanden nicht
(Abb. 13B).
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Abb. 13: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K*
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-
Transplantationsmodell bei Tumorapplikation an Tag 6 bzw. 13

F1[BALB/cxCBA/J]-Tiere wurden am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit BALB/c transplantiert. Beide
Gruppen ,Tag 6“ (n=8) und ,Tag 13“ (n=8) wurden mit 1,8x107 Zellen Knochenmark und 1,Ox107
Milzzellen transplantiert. An Tag 6 bzw. Tag 13 wurden den Gruppen jeweils 1x10° Zellen Wildtyp und
transfizierter Tumor in die linke bzw. rechte Flanke s.c. appliziert. Messwerte sind angegeben als
Mittelwerte der Tumorvolumina [mma], Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler (SEM). *
(p<0,05)
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Da in diesem Versuch in beiden Gruppen die Halfte der Versuchstiere verstorben war,
wurde ein weiterer Versuch mit spater Tumorapplikation durchgefihrt.

Die Tiere wurden in drei Gruppen aufgeteilt und mit Knochenmark und Milzzellen
transplantiert. Die Tumorapplikation erfolgte an den Tagen 3, 7 und 14.

In den Gruppen ,Tag 3“ und ,Tag 14“ verstarb ein Versuchstier vor Beendigung des
Versuches, in Gruppe ,Tag 7 Uberlebten alle Versuchstiere.

Alle drei Gruppen entwickelten eine GvHD-Reaktion mit Werten im GvHD-Score
zwischen 3 und 6. Nach dem anfanglichen Gewichtsverlust von bis zu 30% stieg das

Gewicht bis zum Ende wieder auf bis zu 90% des Ausgangswertes.

In den Gruppen ,Tag 3“ und ,Tag 7 wuchs der Wildtyp progredient. Der transfizierte
Tumor wuchs in beiden Gruppen spater an und hatte ein schwacheres Wachstum.
Signifikante Unterschiede im Tumorvolumen zwischen Wildtyp und transfiziertem
Tumor bestanden nicht (Abb. 14A/B). Der Wildtyp wuchs in der Gruppe ,Tag 3“ in drei
von finf und in der Gruppe ,Tag 7“ in sechs von sieben Tieren an. Der transfizierte
Tumor wuchs in der Gruppe ,Tag 3“ in drei von funf und in der Gruppe ,Tag 7“ in funf
von sieben Tieren an.

In der Gruppe ,,Tag 14“ wuchsen beide Tumoren zeitgleich an und hatten ein ahnlich
progredientes Wachstum. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede im
Tumorvolumen (Abb. 14C). Der Wildtyp wuchs in sechs von sieben Tieren an, der

transfizierte Tumor in funf von sieben.
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Abb. 14: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K*
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-
Transplantationsmodell bei spater Tumorapplikation

F1[BALB/cxCBA/J]-Tiere wurden am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit BALB/c transplantiert. Alle drei
Gruppen ,Tag 3 (n=6), ,Tag 7* (n=7) und ,Tag 14“ (n=8) wurden mit 1,8x10’ Zellen Knochenmark und
1,0x10” Milzzellen transplantiert. An Tag 3, Tag 7 bzw. Tag 14 wurden den Gruppen jeweils 1x10° Zellen
Wildtyp und transfizierter Tumor in die linke bzw. rechte Flanke s.c. appliziert. Messwerte sind angegeben
als Mittelwerte der Tumorvolumina [mm3], Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler (SEM).

* (p<0,05)

Bei ubiquitarer Expression eines MHC-Alloantigens und spater Applikation des Tumors
bestand somit kein zusatzlicher GvT-Effekt nach allogener

Knochenmarktransplantation.

3.4.2 Stabilitat des mit H-2KX transfizierten Tumors im
BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

Es wurde bereits iberpriift, dass der mit H-2K* transfizierte Tumor in nativen
F1[BALB/cxCBA/J]-Tieren stabil H-2K* exprimiert. Nach Beendigung eines jeden
Transplantationsversuches wurden die in den Versuchstieren gewachsenen Tumoren
erneut auf ihre H-2K“Exprimierung (berpriift. Die Messung erfolgte mit

Fluoreszenzantikérpern gegen H-2K* im Durchflusszytometer.
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Die ex vivo Wildtyp-Tumoren waren negativ fir H-2K*, wahrend bei allen ex vivo
transfizierten Tumoren ein deutlich positives Signal fiir H-2K* zu messen war (Abb. 15).

Die transfizierten Tumoren waren somit auch in transplantierten Versuchstieren stabil.
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Abb. 15: Stabilititstest des mit H-2K* transfizierten Tumors im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]
(H-2Kd"k)-Transplantationsmodell

Dargestellt sind der transfizierte Tumor (blaue Linie) und der Wildtyp (schwarz unterlegt) aus zwei Mausen
der Kontrollgruppe (obere Reihe) und aus zwei Mausen der GvHD-Gruppe (untere Reihe). Die Tumoren
wurden nach Beendigung der Versuche mit dem fluoreszierenden Antikérper Anti-Mouse-H-2K[k]-PE
gefarbt und per Durchflusszytometrie analysiert. Fir alle Gbrigen Mause ergaben sich analoge Ergebnisse.
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3.4.3 GvT-Reaktionen gegen das exklusiv auf dem Tumor exprimierte
Alloantigen H-2K"

Die GvHD-Gruppe (n=12) wurde mit Knochenmark und Milzzellen, die Kontrollgruppe
(n=12) nur mit Knochenmark transplantiert.

Nach einer anfanglichen Verschlechterung des Gesundheitszustandes und einer
Abnahme des Gewichtes um bis zu 25% erholte sich die Kontrollgruppe vollstandig auf
die Ausgangswerte. Die GvHD-Gruppe entwickelte eine relevante GvHD von
durchschnittlich 4—6 im GvHD-Score. Bis zum Ende des Versuches verloren sie bis zu
30% ihres Anfangsgewichtes. Es bestanden sowohl im GvHD-Score als auch im
Gewicht signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (Abb. 16A/B).

In der GvHD-Gruppe Uberlebten zehn von zwdlf, in der Kontrollgruppe neun von zwolf

Tieren bis zum Ende des Versuches.
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Abb. 16: GVvHD im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

F1[BALB/cxCBA/J]-Tiere wurden am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit BALB/c transplantiert. Die
Kontrollgruppe (<¢; n=12) wurde mit 1,8x10” Zellen Knochenmark transplantiert, die GvHD-Gruppe (#;
n=12) zusatzlich mit 1,0x10" Milzzellen. (A) GvHD-Score, (B) Gewicht [%] vom Anfangsgewicht.
Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Stichprobe, Balken reprasentieren den mittleren
Standardfehler (SEM). * (p<0,05)

In der Kontrollgruppe wuchs der Wildtyp progredient. Der mit H-2K® transfizierte Tumor
wuchs anfangs vom Trend her ebenfalls progredient, ab Tag 36 verringerte sich das
Tumorvolumen kontinuierlich im Sinne einer AbstoBungsreaktion (Abb. 17C).
Ab Tag 36 bestanden signifikante Unterschiede im Volumen der beiden Tumoren.
Der Wildtyp wuchs in allen neun Tieren und der transfizierte Tumor in sieben von neun

Tieren an.

In der GvHD-Gruppe zeigten weder der Wildtyp noch der transfizierte Tumor ein
eindeutiges Wachstumsverhalten. Es bestanden zwischen ihnen keine signifikanten
Unterschiede im Tumorvolumen (Abb. 17D). Zudem wuchsen die beiden Tumoren nur
in jeweils drei von zehn Tieren an, dies vermindert die Aussagekraft der Ergebnisse in

dieser Gruppe.
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Abb. 17: Tumorwachstum [mm3] des Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-2K"
transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in der GvHD- und Kontroligruppe im
BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

Die Kontrollgruppe (¢; n=12) wurde am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit Knochenmark transplantiert,
die GvHD-Gruppe (#; n=12) zusatzlich mit Milzzellen. An Tag 3 nach Transplantation wurden beiden
Gruppen jeweils 1x10° Zellen Wildtyp-Tumor und transfizierter Tumor in die linke bzw. rechte Flanke s.c.
appliziert. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Tumorvolumina [mm3], Balken reprasentieren
den mittleren Standardfehler (SEM). * (p<0,05)
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Die transfizierten in vivo Tumoren, soweit vorhanden, wurden nach Beendigung des
Versuchs bezuglich ihrer Expression von H-2K® per Durchflusszytometrie untersucht.
Dabei zeigte sich, dass in der GvHD-Gruppe zwei von drei getesteten Tumoren stabil
blieben und einer nur teilweise positiv fir das Alloantigen war. In der Kontrollgruppe
waren drei von sechs stabil, zwei teilweise positiv und einer negativ fiir H-2K® (Abb.
18).

Zellkultur Maus 1

Relative Zellzahl

Anti-Mouse-H-2K"-PE
Abb. 18: Stabilititstest des mit H-2K" transfizierten Tumors im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J] (H-
2Kd"k)-Transplantationsmodell
Dargestellt sind der transfizierte Tumor (blaue Linie) und der Wildtyp (schwarz unterlegt) aus der Zellkultur
und drei Versuchstieren. Die Tumoren wurden nach Beendigung des Versuchs mit dem fluoreszierenden
Antikérper Anti-Mouse-H-2K[b]-PE gefarbt und per Durchflusszytometrie analysiert. Maus 1 ist ein Beispiel
fur einen stabil gebliebenen, Maus 2 fir einen teilweise stabil gebliebenen, und Maus 3 fur einen nicht

stabil gebliebenen transfizierten Tumor.
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Da in der Kontroligruppe nach vollstindigem Engraftment des allogenen
Knochenmarks, etwa ab Tag 30, der transfizierte Tumor abgesto3en wurde, kann von
einem zusatzlichen GvT-Effekt ausgegangen werden. In der Durchflusszytometrie
waren jedoch nicht alle Tumoren stabil fiir das Alloantigen H-2K®, deswegen wurde ein
weiterer Versuch durchgefiihrt. Dabei wurde nur der transfizierte Tumor appliziert, um

eine Vermischung in vivo mit dem Wildtyp auszuschlief3en.

In diesem zweiten Versuch verlor die Kontrollgruppe in den ersten Tagen bis zu 20%
ihres Anfangsgewichtes, die GvHD-Gruppe bis zu 30%. Bis zum Ende des Versuches
stieg das Gewicht der Kontrollgruppe wieder auf 100% an, das der GvHD-Gruppe auf
90% des Anfangsgewichtes. Es bestanden signifikante Unterschiede im Gewicht ab
Tag 6 mit zwei Ausnahmen an Tag 10 und 41. In der GvHD-Gruppe entwickelte sich
eine GvHD-Reaktion mit einem durchschnittlichen GvHD-Score zwischen 3 und 5, ab
Tag 3 bestanden signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. In der
GvHD-Gruppe Uberlebten sechs von zwolIf Tiere bis zum Ende des Versuchs, in der
Kontrollgruppe alle zwolf.

In der Kontrollgruppe wuchs der mit H-2K® transfizierte Tumor anfangs progredient, ab
Tag 24 stagnierte das Wachstum und es kam zu keiner weiteren Volumenzunahme. In
der GvHD-Gruppe wuchs der transfizierte Tumor spater an als in der Kontrollgruppe
und zeigte im Verlauf ein progredientes Wachstum (Abb. 19).

In der GvHD-Gruppe wuchs der Tumor in funf von sechs Tieren an, in der
Kontrollgruppe in allen Tieren. Allerdings wuchs der Tumor in drei von zwdlf Tieren der
Kontrollgruppe intramuskular und nicht subkutan. Aufgrund der unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen und der somit fehlenden Vergleichbarkeit wurden diese Tiere

nicht zur Berechnung der Tumorkurven bertcksichtigt.
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Abb. 19: Tumorwachstum [mm3] des MPC-11 Wildtyp-Tumors (gestrichelte Linie) und des mit H-
2K® transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) in der GvHD- und Kontrollgruppe im
BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]-Transplantationsmodell

Die Kontrollgruppe (¢; n=12) wurde am Tag nach der Bestrahlung (10Gy) mit 1,8x10-Zellen
Knochenmark transplantiert, die GvHD-Gruppe (#; n=12) zuséatzlich mit 1,0x107 Milzzellen. An Tag 3 nach
Transplantation wurden beiden Gruppen 1x10° Zellen des transfizierten Tumors in die rechte Flanke s.c.
appliziert. Messwerte sind angegeben als Mittelwerte der Tumorvolumina [mm3], Balken reprasentieren
den mittleren Standardfehler (SEM). * (p<0,05)

Von finf getesteten Tumoren in der GvHD-Gruppe waren zwei negativ fur H-2K® und
drei teilweise positiv fur das Alloantigen. In der Kontrollgruppe war nur einer von zwolf
explantierten Tumoren positiv, der Rest war komplett negativ fir das Alloantigen (Abb.
20).
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Abb. 20: Stabilititstest des mit H-2K® transfizierten Tumors im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]
(H-2Kd"k)-Transplantationsmodell

Dargestellt sind die explantierten Tumoren aus drei Versuchstieren. Sie wurden nach Beendigung der
Versuche mit dem fluoreszierenden Antikdrper Anti-Mouse-H-2K[b]-PE  gefarbt und per
Durchflusszytometrie analysiert. Maus 1 ist ein Beispiel fir einen H-2K" negativen, Maus 2 flr einen

positiven und Maus 3 fiir einen teilweise positiven Tumor.

3.4.4 Nachweis von spezifischen T-Zellen gegen das Alloantigen H-2K® mittels
ELISpot

Um spezifische T-Zellen gegen das Alloantigen H-2K® nachzuweisen, wurden
Interferon-y-ELISpots durchgefihrt.

Dazu wurden an Tag 50 nach Transplantation jeweils eine Milz der GvHD- und
Kontrollgruppe aus dem ersten Transplantationsversuch mit dem mit H-2K°
transfizierten Tumor entnommen. Aus diesen Milzen wurden die Effektorzellen fir den
ELISpot gewonnen. Die Targets waren Medium, bestrahlte MPC-11-Zellen
(Negativkontrollen), mit H-2K" transfizierte MPC-11-Zellen und BL 291-Zellen (H-2K")
(Positivkontrolle).

Es zeigte sich, dass in den Ansatzen mit den Targets BL 291 und dem mit H-2K"
transfizierten Tumor mehr Spots vorhanden waren als in dem Ansatz mit MPC-11.

Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Abb. 21).
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Abb. 21: Nachweis H-2Kb-spezifischer T-Lymphozyten im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J] (H-2Kd"k)-
Transplantationsmodell nach Applikation des mit H-2K" transfizierten Tumors

Nach Beendigung des Versuches wurde eine Milz aus der GvHD-Gruppe und eine aus der Kontrollgruppe
entnommen und die Lymphozyten isoliert. Diese wurden als Effektorzellen mit Medium, bestrahlten MPC-
11-Zellen (gestrichelte Linie), mit H-2K" transfizierten MPC-11-Zellen (durchgezogene Linie, obere Reihe)
und BL291 (H-2Kb) (durchgezogene Linie, untere Reihe) als Targets inkubiert. Die Balken reprasentieren
den mittleren Standardfehler (SEM). * (p<0,05).

In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, ob ein vorheriger Kontakt mit dem Antigen
H-2K® einen Effekt auf die Expression von spezifischen T-Zellen in vivo hat. Dazu
wurden als Effektorzellen Milzzellen aus BALB/c und F1[BALB/cxCBA/J] benutzt. Die
Versuchstiere wurden 16 Tage vorher mit MPC-11, dem mit H-2K® transfizierten MPC-
11 oder keinem Tumor immunisiert.

Als Targetzellen wurden bestrahlte MPC-11 und mit H-2K® transfizierte Tumorzellen

verwendet.

Bei den Ansatzen mit den naiven BALB/c- bzw. F1[BALB/cxCBA/J]-Tieren war kein
signifikanter Unterschied zwischen der Reaktion auf MPC-11 und auf den transfizierten
Tumor als Targets festzustellen. Das gleiche galt fur die Ansatze, bei denen die Tiere
mit dem Wildtyp MPC-11 immunisiert wurden.

Bei den Anséatzen, die im Vorfeld den mit H-2K" transfizierten Tumor erhalten hatten,
reagierten sowohl die BALB/c-Lymphozyten als auch die F1[BALB/cxCBA/J]-
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Lymphozten signifikant starker (p<0,05) auf den mit H-2K® transfizierten Tumor als auf
den Wildtyp (Abb. 22).
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Abb. 22: Einfluss einer vorhergehenden Immunisierung mit dem Alloantigen H-2K® auf die
Entstehung von spezifischen T-Lymphozyten gegen H-2K".

BALB/c (obere Reihe) und F1[BALB/cxCBA/J]-Lymphozyten (untere Reihe) wurden mit MPC-11 (linke
Spalte) oder dem mit H-2K" transfizierten Tumor (rechte Spalte) immunisiert. Nach 16 Tagen wurden die
Milzen entnommen und die Lymphozyten separiert. Diese wurden mit Medium, bestrahlten MPC-11-Zellen
(gestrichelte Linie) und bestrahlten Zellen des transfizierten Tumors (durchgezogene Linie) auf ELISpot-
Platten inkubiert. Die Balken reprasentieren den mittleren Standardfehler (SEM). * (p<0,05)

3.4.5 Chimarismus der transplantierten Tiere

Nach Beendigung jedes Versuches wurde das Engraftment des Transplantats in den
Empfangern getestet. Dazu wurde eine Chimarismusanalyse der Empfangermilzen per
Durchflusszytometrie durchgefuhrt. Die Milzzellen wurden mit zwei fluoreszierenden
Antikérpern gegen H-2K® und H-2K* gefarbt und in der Durchflusszytometrie der Anteil
der H-2K® bzw. der H-2K* positiven Zellen bestimmt (Abb. 23). Die verwendeten
Antikdrper waren Mouse-Anti-Mouse-H-2K[k]-PE und Mouse-Anti-Mouse-H-2K][d]-
FITC.
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In den beiden Versuchen mit dem mit H-2K* transfizieten Tumor und friiher
Tumorgabe waren die 23 Milzen aus den Kontrollgruppen zu 96,5% + 1,0 (Mittelwert +
mittlerer Standardfehler) positiv fiir H-2K®. Der Median betrug 98,7%.

Die 22 Milzen aus den GvHD-Gruppen waren zu 93,2% + 2,0 positiv fir H-2K* mit
einem Median von 98,1%.

In den Versuchen mit spater Tumorgabe von dem mit H-2K* transfizierten Tumor
waren die 27 untersuchten Milzen aus den GvHD-Gruppen zu 92,4% + 1,4 positiv fir
H-2K®. Der Median betrug 94,9%.

In den Versuchen mit dem mit H-2K® transfizierten Tumor waren die 20 untersuchten
Milzen aus den Kontrollgruppen zu 97,9% + 0,6 positiv fur H-2K® mit einem Median von
98,6%. Die 10 untersuchten Milzen aus den GvHD-Gruppen waren zu 96,1% + 1,0

positiv fur H-2K¢ mit einem Median von 97,0%.

Milz 1 Milz 2 Milz 3

0,00 0,05 0,00 0,10 0,00 10,57

Antimouse-H-2Kk-PE

Antimouse-H-2K-FITC

Abb. 23: Chimarismusanalyse von Empfangermilzen im BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J] (H-2Kd"k)-
Transplantationsmode

Abgebildet sind die Ergebnisse von drei verschiedenen Milzen aus den BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J] (H-
2Kd"k)—Transplantationsversuchen. Die Milzen wurden nach Beendigung der Versuche mit
fluoreszierenden Antikérpern gegen H-2K® und H-2K" gefarbt und per Durchflusszytometrie analysiert. Der

rechte untere Quadrant enthalt die H-2K° positiven  und H-2K" negativen  Zellen.

64



Diskussion

4 Diskussion

Gegenstand der Arbeit war die Untersuchung, welchen Einfluss Alloantigene wie MHC-
Moleklile oder mHAgs auf einen GvT-Effekt nach allogener SZT haben. Von
besonderem Interesse war dabei, ob das Expressionsmuster der Alloantigene
— ubiquitar in Maus und Tumor vs. exklusiv nur im Tumor — den GvT-Effekt beeinflusst.
Experimentelle Basis fir die Untersuchungen war ein murines parent-into-F1-
Transplantationsmodell (BALB/c—F1[BALB/cxCBA/J]).

Um den Einfluss der Expression von allogenen mHAgs zu untersuchen, sollte eine
stabile Tumorzelllinie erstellt werden, in die das mHAg UTY transfiziert werden sollte.
UTY wird vom Y-Chromosom kodiert und ist somit fiir weibliche Spender/Empfanger
allogen. Um den Erfolg der Transfektion bzw. die Stabilitat der transfizierten Zellen zu
untersuchen, wurde GFP als Marker in das Plasmid integriert. Da eine immunologische
Reaktion auf den Marker GFP alleine nicht ausgeschlossen werden konnte, erfolgten
Transfektionen nur mit GFP, sodass dieses separat getestet werden konnte.

Fiar die Transfektion wurden verschiedene nicht-virale Verfahren verwendet. Zwar
konnten keine stabilen Tumorzelllinien etabliert werden, jedoch war zu beobachten,
dass Transfektionen mit GFP alleine transient bessere Ergebnisse erzielten als UTY-
GFP. Dieser Unterschied kann zum einen daran gelegen haben, dass UTY-GFP
groer war und deshalb bei gleicher DNA-Menge weniger Kopien des Plasmids flr die
Reaktion vorhanden waren (134). Zum anderen kann die GréRe des Plasmids selbst
das Problem fir das Fehlschlagen der Transfektionen gewesen sein (64). Weitere
Transfektionen, evil. mit einem retroviralen Verfahren, bleiben nachfolgenden

Untersuchungen vorbehalten.

Fur die in vivo Versuche wurden deshalb nur die bereits von der Arbeitsgruppe
etablierten MPC-11-Tumorzelllinien, in die die MHC-Molekile H-2K* bzw. H-2K°
transfiziert wurden, verwandt. Diese waren bereits im Vorfeld erfolgreich auf ihre
Stabilitat bezuglich des Alloantigens in vitro getestet worden.

In Vorversuchen wurden die Eigenschaften der Tumoren im Hinblick auf die spateren
Transplantationsversuche untersucht. Es wurde gezeigt, dass sowohl der mit H-2K als
auch der mit H-2K® transfizierte Tumor in naiven BALB/c-Tieren (H-2K%), den spéteren
Spendern, immunogen war. Beide Tumoren wuchsen entweder nicht an oder wurden

im  Verlauf abgestoRen. Weiterhin wurden beide Tumoren in naiven
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F1[BALB/cxCBA/J]-Tieren (H-2K™), den spateren Empfiangern, getestet. Der mit
H-2K® transfizierte Tumor war auch hier immunogen. Der mit H-2K* transfizierte Tumor
zeigte ein progredientes Wachstum, welches mit dem Wachstum des Wildtypen
vergleichbar war. Er war nicht immunogen, da die MHC-Molekule zu der F1-Maus
(H-2K™) ident waren. AuRerdem wurde mittels Durchflusszytometrie gezeigt, dass das
transfizierte Antigen H-2K* auch in vivo stabil exprimiert wurde. Dadurch, dass das
Wachstum der beiden Tumoren in naiven Mausen vergleichbar war, konnten Effekte,
die nur gegen das ubiquitdr exprimierte Alloantigen gerichtet waren, in allogenen
Transplantationsversuchen untersucht werden. Ein im Vergleich zum Wildtyp
vermindertes Wachstum des transfizieten Tumors ware dann auf einen

zusatzlichen/verstarkten GvT-Effekt gegen das ubiquitére Alloantigen zuriickzufuhren.

Weiterhin wurde das Wachstumsverhalten der Tumoren im Rahmen einer syngenen
Transplantation (BALB/c—BALB/c) untersucht. In dieser Konstellation konnte es nicht
zu einer GvHD kommen, da Spender und Empfanger aus dem gleichen Inzuchtstamm
stammten und deshalb keine MHC-Disparitaten vorlagen. Andere Effekte der
Transplantation, wie z.B. die durch die Konditionierungstherapie ausgeldsten
Zelluntergdnge und die Entziindungsreaktion, blieben aber bestehen. Dadurch konnte
die Reaktion auf die Alloantigene losgeldst von einer GvHD untersucht werden.

Aufgrund der Konditionierungstherapie verloren die Versuchstiere anfanglich an
Gewicht. Da ein Gewichtsverlust in die Berechnung des GvHD-Scores eingeht, war
dieser anfanglich erhéht, obwohl im Verlauf keine GvHD gemessen wurde. Gegen
beide Alloantigene (H-2K* und H-2K°) fand eine Anti-Tumor-Reaktion statt. Dieser
Effekt war in Gruppen, die Milzzellen und somit immunkompetente Zellen wie
T-Zellen erhalten hatten, starker ausgepragt. Die Reaktion auf die beiden Alloantigene
war vergleichbar, beide wiesen nur ein geringes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp
auf. Somit bestand kein oder nur ein geringer Unterschied in der Immunogenitat der
Alloantigene. Ein Unterschied im Wachstumsverhalten in den allogenen
Transplantationsversuchen lasst sich deshalb auf das Expressionsmuster der

Alloantigene zuruckfuhren.

In den auf die Vorversuche folgenden allogenen Transplantationsversuchen wurde ein
parent-into-F1-Transplantationsmodell verwendet. In diesem wird davon ausgegangen,
dass das Spender-System das Empfanger-System komplett ersetzt und somit alle

immunologischen Effekte vom Spender ausgehen. Um dies zu Uberprifen, wurden
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Chiméarismusanalysen nach den Versuchen durchgefiihrt, die das Verhaltnis von
Spender- zu Empfanger-Zellen bestimmen. Das Probenmaterial war eine Suspension
aus Milzzellen, bei der keine Leukozytenseparation durchgefuhrt wurde. Dadurch
konnte allerdings nicht gewahrleistet werden, dass die Probe frei von Stromazellen des
Empfangers war. Deshalb wurde ein Wert von uUber 90% Spenderzellen als
ausreichender/vollstandiger Chimarismus interpretiert. Die durchgefuhrten allogenen
Transplantationen konnten alle als erfolgreich gewertet werden, da bis auf wenige
Ausnahmen die Versuchstiere einen Chimarismus von Uber 90% Spenderzellen
aufwiesen. Dadurch waren die Versuche im Hinblick auf immunologische Effekte

verwertbar.

Das Ziel der Arbeit war, den GvT-Effekt im Rahmen einer allogenen SZT zu
untersuchen. Da dieser stark mit einer GvHD assoziiert ist (55,133), wurde diese in
einem Teil der Empfanger induziert, indem zusatzlich Milzzellen transfundiert wurden
(GvHD-Gruppe). Die zahlreichen in der Milz befindlichen Lymphozyten sind fiir die
GvHD bedeutend (9,55,60). Die entstandene GvHD machte sich vor allem durch
Fellverlust und Hautveranderungen bemerkbar. Es war nicht auszuschlieRen, dass
diese Veranderungen in der Haut das Wachstum des Tumors beeinflussten, z.B. durch
eine GvHD-bedingte Devaskularisierung nutritiver Gefalle und somit eine
Unterversorgung des Tumors (7,11). Welche Einflisse auf die Tumoren von der GvHD
und welche von einem GvT-Effekt ausgingen, konnte nicht vollstadndig differenziert
werden.

Die Tiere, die nur Knochenmarkzellen erhalten hatten (Kontrollgruppe), zeigten eine
ahnliche Reaktion auf die Konditionierungstherapie bzw. die Transplantation wie die
Tiere nach syngener Transplantation. Nach einem anfénglichen Gewichtsverlust
erholten sich die Tiere wieder, und es wurde im Verlauf nur eine geringe bis keine
GvHD gemessen. Dass trotz der bestehenden MHC-Disparitaten keine relevante
GvHD entstand, ist durch das Fehlen einer ausreichenden Anzahl immunkompetenter
Zellen zu erklaren (29,135).

In den GvHD-Gruppen wurde das Tumorwachstum generell supprimiert. Sowohl der
Wildtyp als auch die mit H-2K* oder H-2K" transfizierten Tumoren zeigten in den
allogen transplantierten Gruppen, die sowohl Knochenmark als auch Milzzellen
erhielten, ein geringeres Wachstum als in den entsprechenden Kontrollgruppen ohne

zusatzliche Milzzellengabe.
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Dies war besonders deutlich im ersten Versuch mit dem H-2K® transfizierten Tumor zu
beobachten. Die beiden Tumoren in der GvHD-Gruppe wuchsen nur in wenigen Tieren
an und hatten in diesen ein signifikant reduziertes Wachstum. Im Vergleich zu den
GvHD-Gruppen der anderen Versuche war der GvHD-Score hier hoher.

Eine einzige Ausnahme in den Versuchen stellte der Versuch mit dem H-2K°
transfizierten Tumor dar, bei dem allein der transfizierte Tumor appliziert wurde. Dort
hatte der Tumor in der GvHD-Gruppe anfanglich ein geringeres Wachstum, wurde im
Verlauf des Versuches jedoch grofRer als der Tumor der Kontrollgruppe. Allerdings
Uberlebten in der GvHD-Gruppe nur sechs von zwoélf Tieren, und der Tumor wuchs nur
in finf Tieren an, wahrend in der Kontrollgruppe neun Tumoren in die Statistik
eingingen. Weiterhin ergab die Analyse der Tumoren nach dem Versuch, dass diese
zum Teil das Alloantigen H-2K® verloren hatten; die Tumoren waren also nicht mehr
homogen. Dies und die relative kleine Anzahl auswertbarer Tiere reduzierten die
statistische Aussagekraft bezlglich des Vergleichs des Tumorwachstums in diesem
Versuch.

Zielstrukturen der Immunzellen sind bei der GvHD hauptsachlich disparate MHC-
Molekule (34), diese kénnen auch Ziel bei einem GvT-Effekt sein. Dass auch der
Wildtyp, der MHC-identisch zum Spender ist, in den GvHD-Gruppen supprimiert
wurde, liegt an der Existenz von Tumorantigenen auf der Tumoroberflache, die als
Zielstrukturen fur die Effektorzellen fungieren. Daflir kommen verschiedene Strukturen
wie mHAgs, tumor-assoziierte oder tumor-spezifische Antigene in Frage (14). Dieser
tumorspezifsche GvT-Effekt kann durch einen Transfer von Effektorzellen auf andere
Mause Ubertragen werden (115). Sowohl der Wildtyp als auch die transfizierten
Tumoren waren von diesem GvT-Effekt betroffen.

Das im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant reduzierte Tumorwachstum in den
GvHD-Gruppen lag zum einen daran, dass in den Kontrollgruppen nur sehr wenige
Immunzellen wie T- oder NK-Zellen vorhanden waren. Fir einen GvT-Effekt und somit
eine Supprimierung der Tumoren sind diese Zellen jedoch essentiell (31,55,60).
AulRerdem ist der GvT-Effekt stark mit einer GvHD assoziiert (8,55,133). Ohne das
Zytokinmilieu einer GvHD kommt es nur zu einer unzureichenden Aktivierung von
Effektorzellen und somit auch nicht zu einem starken GvT-Effekt (9,37). Dadurch trat
der GvT-Effekt in den Gruppen mit zuséatzlichen Milzzellen (und somit mit einer GvHD)

starker zutage.
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Dies passt sowohl mit klinischen als auch experimentellen Daten zusammen, nach
denen eine GvHD bzw. eine Donor-Leukozyten-Infusion zu einer Tumorremission
fuhren kann (8,14,55,114,115).

Die These, ob ein zusatzliches MHC-Alloantigen eine verstarkte GvT-Reaktion ausldst,
sollte mit dieser Arbeit geklart werden. Dabei wurde unterschieden, ob das betreffende
Alloantigen ubiquitédr oder nur exklusiv auf dem Tumor exprimiert wurde. Im
verwendeten allogenen Transplantationsmodell mit dem Empfanger
F1[BALB/cxCBA/J] (H-2K™) war das Antigen H-2K* ubiquitdr und das Antigen H-2K"
exklusiv auf dem Tumor vorhanden.

Zuerst wurde das ubiquitér exprimierte Alloantigen H-2KX getestet. Es wurde per
Durchflusszytometrie gezeigt, dass das Antigen H-2K* in allen Versuchen bis zum
Ende stabil exprimiert wurde. Dadurch war ein Vergleich der Wachstumskurven von
transfiziertem Tumor und Wildtyp bezuglich eines allospezifischen GvT-Effektes
moglich.

Frihere Arbeiten der Arbeitsgruppe hatten bereits gezeigt, dass ein ubiquitar
exprimiertes MHC-Klasse-I-Alloantigen keinen zusatzlichen GvT-Effekt generiert. Es
war also zu erwarten, dass auch hier der Wildtyp und der transfizierte Tumor innerhalb
der Gruppen das gleiche Wachstum hatten. Entgegen dieser Annahme wuchsen die
beiden Tumoren in der GvHD-Gruppe jedoch unterschiedlich. Der Kurvenverlauf bzw.
die Progredienz war ahnlich, aber der transfizierte Tumor wuchs spater an, wodurch
sich signifikante Unterschiede im Tumorvolumen ergaben. Dies wurde in einer
Wiederholung des Versuchs bestatigt. Hier wuchs der transfizierte Tumor auch in der
Kontrollgruppe verzdogert an, sodass sich in beiden Gruppen signifikante Unterschiede
im Tumorvolumen ergaben.

Dieses divergierende Ergebnis (gegeniber den friheren Arbeiten) kann verschiedene
Ursachen haben. Das verzégerte Anwachsen des transfizierten Tumors kann daran
gelegen haben, dass weniger Zellen des transfizierten Tumors appliziert wurden oder
dass er sich zum Zeitpunkt der Applikation in einer anderen Wachstumsphase als der
Wildtyp befand (methodische Fehler). Eine weitere Ursache konnte der Zeitpunkt der
Tumorgabe sein. In beiden Versuchen wurde der Tumor frih, an Tag 2 bzw. 3 nach
Transplantation, gegeben. Zu diskutieren ist, ob das ubiquitare Alloantigen in dieser
frihen Phase eine Rolle fiir die GvT-Reaktion spielt, wahrend sich im Verlauf eine

Toleranz entwickelt.
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Um die Mdglichkeit einer friihen Reaktion auf das Alloantigen zu Uberpriifen, wurden
Versuche mit einer spateren Tumorgabe in GvHD-Gruppen durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass die Wachstumsverlaufe der beiden Tumoren sich umso mehr annaherten je
spater die Tumorapplikation erfolgte. In einem ersten Versuch mit Tumorgabe an Tag 6
bzw. 13 wuchsen der transfiziete Tumor und der Wildtyp nicht signifikant
unterschiedlich, wobei in der Gruppe mit Tumorgabe an Tag 13 die beiden
Wachstumskurven einen ahnlicheren Verlauf hatten. Die Aussagekraft dieses
Versuches war allerdings durch das Versterben der Halfte der Versuchstiere und die
damit kleine Anzahl auswertbarer Tiere begrenzt. In einer Wiederholung des Versuchs
mit Tumorgaben an den Tagen 3, 7 und 14 wuchs der transfizierte Tumor bei den
frilhen Tumorgaben verzdgert an, wahrend er bei der Tumorgabe an Tag 14 das
gleiche Wachstumsverhalten wie der Wildtyp aufwies. Diese Ergebnisse erharten die
Vermutung, dass der Zeitpunkt der Tumorgabe fir die unterschiedlichen
Wachstumsverlaufe ursachlich war. Unspezifische Effektorzellen wie T- oder natirliche
Killer-Zellen aus dem Transplantat konnen fir diesen friihen GvT-Effekt verantwortlich
sein. Im Verlauf entwickelt sich offenbar eine Toleranz gegeniiber dem ubiquitdren
Alloantigen, sodass ein verstarkter GvT-Effekt spater nicht mehr nachweisbar ist.

Erste Beweise fUr die Existenz einer erworbenen Allotoleranz wurden von Billingham
et. al. erbracht (12). Toleranz beschreibt das Ausbleiben einer Reaktion gegenlber
einem bestimmten Antigen bei erhaltener globaler Immunkompetenz. Weitere Studien
zeigten, dass die Toleranzentwicklung zwei verschiedene Komponenten hat; zum
einen die zentrale Toleranz, bei der es zu einer Elimination von autoreaktiven T-Zellen
im Thymus kommt, und zum anderen eine periphere Toleranz, bei der T-Zellen in der

Peripherie supprimiert, eliminiert oder zur Anergie angeregt werden.

Als nachstes wurden Versuche mit dem mit H-2K® transfizierten Tumor durchgefiihrt,
das Alloantigen wurde also nur exklusiv im transfizierten Tumor exprimiert. Die
Hypothese war, dass es hier zu einem zusatzlichen allospezifischen GvT-Effekt
kommt. Diese Uberlegung beruht darauf, dass gegen ein ubiquitar exprimiertes
Alloantigen eine Toleranz entwickelt werden kann. Bei einem nur auf dem Tumor
vorkommenden Alloantigen ist dies aufgrund der fehlenden Expression von H-2K" im
Thymus nicht moglich.

In einem ersten Versuch war die GvHD-Gruppe hinsichtlich eines zusatzlichen GvT-
Effektes nur eingeschrankt auswertbar, da durch eine starke GvHD beide Tumoren so

stark beeintrachtigt waren, dass sie jeweils nur in 3 von 10 Tieren anwuchsen. In der
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Kontrollgruppe wurde erwartet, dass beide Tumoren einen gleichen Wachstumsverlauf
zeigen, da keine Effektorzellen vorhanden waren, die einen GvT-Effekt ausldosen
konnten. Anfanglich wurde genau dieser Verlauf beobachtet, aber ab Tag 30
divergierten die Tumoren. Der mit H-2K"® transfizierte Tumor stagnierte erst und wurde
dann kleiner. Diese Veranderung konnte als spate AbstoRungsreaktion bzw. GvT-
Effekt gewertet werden. Da sich die Tumoren bis auf das Alloantigen H-2K® komplett
glichen, musste diese Reaktion gegen das Alloantigen gerichtet sein. Fur die
AbstoRungsreaktion verantwortliche Zellen wie T- oder natirliche Killer-Zellen waren
jedoch nicht im Transplantat der Kontrollgruppe enthalten. Bis zu einem kompletten
Engraftment der SZT und somit auch einer Rekonstruktion des Immunsystems kann es
einige Wochen dauern (53,114). Der Beginn der verzégerten AbstoRungsreaktion
gegen den Tumor konnte somit mit einer Neubildung von immunkompetenten T-Zellen
zeitlich zusammenhangen.

Um das Vorhandensein von spezifischen T-Zellen, die gegen das Alloantigen H-2K"
gerichtet sind, zu Uberprifen, wurden nach Beendigung des Versuchs Interferon-y-
ELISpots durchgefuhrt. Diese ergaben, dass Milzzellen sowohl aus der Kontrollgruppe
als auch aus der GvHD-Gruppe ca. 10-fach starker auf einen BL291-Tumor (H-2K")
bzw. den mit H-2K® transfizierten Tumor reagierten als gegen den Wildtyp-Tumor.
Diese Ergebnisse waren allerdings aufgrund der geringen Fallzahlen nicht signifikant,
da wegen der geringen Anzahl der Effektorzellen pro Tumor nur zwei Ansatze
durchgefihrt werden konnten.

Eine weitere denkbare Fehlerquelle bestand wegen einer moglichen cold target
inhibition. MPC-11 ist ein Lymphom und metastasiert daher auch in die Milz. Da im
ELISpot Milzzellen als Effektorzellen verwendet wurden, hatte das Effektorzellgemisch
auch metastasierte Tumorzellen enthalten kdnnen. Dies hatte zur Folge gehabt, dass
die Milzzellen nicht nur gegen die bestrahlten Tumorzellen reagierten, sondern auch
gegen die metastasierten Tumorzellen und somit das Ergebnis verzerrten. Die
gesammelten Daten zeigten, dass die Anzahl der Spots mit der Verdlinnung der
Targets abnahm. Dies macht eine cold target inhibition wenig wahrscheinlich, da sonst
auch bei starker Verdinnung der bestrahlten Tumorzellen mehr Spots zu sehen
gewesen waren.

Um die Entstehung der spezifischen T-Zellen weiter zu untersuchen, wurde ein
Immunisierungs-Versuch mit nicht transplantierten Mausen durchgefihrt. Dabei wurde
beobachtet, dass die Reaktion auf das Alloantigen H-2K® gréRer war, wenn die Maus

vorher mit dem mit H-2K® transfizierten Tumor immunisiert wurde. Milzzellen einer nicht

71



Diskussion

immunisierten bzw. mit dem Wildtyp immunisierten Maus zeigten keine starkere
Reaktion auf den mit H-2K® transfizierten Tumor als auf den Wildtyp. Dies
korrespondiert mit der gangigen Lehrmeinung, dass fur eine effiziente Immunitat ein
vorheriger Antigenkontakt bestanden haben muss.

Neben den H-2K’-spezifischen T-Zellen waren die Ergebnisse  der
Durchflusszytometrie, die jeweils nach Beendigung der Versuche durchgefiihrt wurde,
ein weiteres Indiz fiir einen allospezifischen GvT-Effekt gegen das Alloantigen H-2K".
Diese zeigten, dass nicht alle transfizierten Tumoren das Alloantigen stabil
exprimierten, in einem Teil der Tumoren kam es zu einem teilweisen bis kompletten
Verlust des Alloantigens H-2K®. Fiir diesen Verlust kann es verschiedene Ursachen
geben.

Der Tumor hatte in vivo generell nicht stabil sein kdonnen. Dagegen spricht allerdings,
dass der Tumor in einer anderen Arbeit der Arbeitsgruppe in mit BALB/c
transplantierten F1[C57BI/6xBALB/c] (H-2K™%)-M&usen in vivo stabil geblieben war.
Weiterhin ware es denkbar, dass der Aufbau des Versuches dieses Ergebnis bedingte.
Jeder Maus wurden sowohl der transfizierte, als auch der Wildtyp-Tumor appliziert
(einer in die linke, einer in die rechte Flanke). Deswegen hatte es zu einer
Vermischung der beiden Tumoren in vivo kommen kdnnen, also zu einem Transfer von
Wildtyp-Zellen zur Stelle des transfizierten Tumors. Um diese Madglichkeit
auszuschlieBen und das Verhalten des transfizierten Tumors weiter zu untersuchen,
wurde ein Versuch nur mit dem transfizierten Tumor durchgefihrt.

Die Kontrollgruppe zeigte einen ahnlichen Verlauf wie im vorherigen Versuch — nach
anfanglicher Progredienz stagnierte das Wachstum des transfizierten Tumors. Auch
hier setzte der GvT-Effekt erst nach einer gewissen Zeit (hier Tag 25) ein, und das
Alloantigen wurde nicht in jedem Tumor bis zum Ende stabil exprimiert. In der GvHD-
Gruppe war das Alloantigen am Ende des Versuchs ebenfalls nicht mehr in allen
Tumoren nachweisbar. Im Gegensatz zur Kontrollgruppe wuchs der transfizierte Tumor
hier jedoch bis zum Ende progredient. Somit konnte eine Vermischung von Wildtyp
und transfiziertem Tumor in vivo als Ursache fir den Antigen-Verlust ausgeschlossen
werden.

Eine weitere Mdglichkeit ist, dass durch einen allospezifischen GvT-Effekt
Selektionsdruck auf den Tumor ausgelbt wurde und Zellklone mit geringer oder keiner
Expression von H-2K® dadurch einen Uberlebensvorteil hatten.

So kann das beobachtete unterschiedliche Wachstumsverhalten auch durch diesen

Selektionsdruck erklart werden, da der GvT-Effekt zu unterschiedlichen Zeiten
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einsetzte. In der GvHD-Gruppe setzte der GvT-Effekt durch die im Transplantat
enthaltenen Effektorzellen frih ein. Dadurch erfolgt die Selektion und somit der Verlust
des Antigens ebenfalls frih, und der nun H-2K"-negative Tumor konnte danach
groflitenteils unbeeintrachtigt weiterwachsen. In der Kontrollgruppe fehlten anfangs
jedoch entsprechende Effektorzellen. Der GvT-Effekt und somit die Selektion setzte
hier erst nach Rekonstitution des Immunsystems ein, wodurch es zur makroskopisch
sichtbaren Stagnation bzw. Absto3ung des Tumors kam.

Ein ahnlicher Verlust von disparaten MHC-Molekiilen auf dem Tumor wurde auch von
Vago et al. beschrieben (124). Die Untersuchungsgruppe waren AML- bzw. MDS-
Patienten (myelodysplastisches Syndrom) nach einer haploidenten SZT. Entstehende
Rezidive der Leukdmie wurden HLA-typisiert und mit den Ursprungstumoren
verglichen. Dabei zeigte sich bei 5 von 17 Patienten, dass die zum Spender disparaten
HLA-Merkmale in den Rezidiven nicht mehr vorhanden waren. Vom Spender und
Patienten isolierte T-Zellen reagierten zwar gegen den Ursprungstumor, nicht aber
gegen das mutierte Rezidiv. Der Verlust der Antigenstruktur fiihrte auch hier zu einem
Uberlebensvorteil und somit zum Rezidiv des Tumors.

Tumoren kénnen auf unterschiedlichen Wegen einer T-Zell-vermittelten Zerstérung
entgehen. Zum einen kénnen sie das Immunsystem direkt beeinflussen, z.B. durch die
Rekrutierung von regulatorischen T-Zellen (Tregs), die die Immunantwort
abschwachen (83,141) oder durch oxidativen Stress, der die Effektorfunktion von
T-Zellen inhibiert (61,97). Zum anderen kénnen Tumoren durch eine Form der
Selektion dem Immunsystem entgehen, dabei ist vor allem eine Herunterregulierung
bzw. ein Verlust von MHC oft zu beobachten (5,20,38). Dadurch kénnen sie nicht mehr
von T-Zellen erkannt werden und werden somit nicht zerstért. Das Phanomen tumor
escape kommt auch bei anderen spezifischen Therapien vor, z.B. bei der targeted
therapy mit monoklonalen Antikérpern (Trastuzumab) gegen den epidermalen

Wachstumsfaktorrezeptor Her-2/neu bei Mamma-Ca (131).

Die These, dass ein zusatzliches MHC-Alloantigen einen verstarkten GvT-Effekt
auslost, konnte mit dieser Arbeit experimentell bestatigt werden. Dies gilt vor allem
dann, wenn das Alloantigen nicht ubiquitar exprimiert wird.

Bei ubiquitdr exprimierten MHC-Alloantigenen wurde ein nur kurz nach der
Transplantation auftretender allospezifischer GvT-Effekt beobachtet. Dieser wurde im

Verlauf offenbar durch entstehende Toleranzmechanismen unterbunden.
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Weitere Untersuchungen zu diesem Phanomen sind noétig, um ihn bezlglich des
zeitlichen Verlaufs und der involvierten Effektorzellen weiter zu charakterisieren. Dazu
gehdren z.B. parent-into-F1-Versuche mit unterschiedlichen MHC-Konstellationen und
Modelltumoren, um zu Uberprifen, ob dieser frihe Effekt generell existiert und nicht
von speziellen Faktoren der hier gewahlten Konstellation abhangt. Weiterhin ist die
Fragestellung zu klaren, bis zu welchem Zeitpunkt dieser friihe Effekt auftaucht und
wann eine Alloantigentoleranz einsetzt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung des mHAgs UTY, da sich der GvT-
Effekt neben MHC-Alloantigenen auch gegen mHAgs richtet. Entsprechende
Transplantationsversuche waren jedoch aufgrund der nicht erfolgreichen
Transfektionen mit UTY nicht mehr Gegenstand dieser Arbeit.

Sowohl mHAgs als auch Tumorantigene befinden sich aktuell im Fokus der Forschung
als Zielstruktur fur eine spezifische T-Zell-Therapie. Fir diese Therapie gibt es zwei
Ansatze, zum einen ein adoptiver Transfer von spezifischen T-Zellen und zum anderen
eine Vakzinierung mit Antigenfragmenten, um eine T-Zell-Antwort gegen den Tumor zu
induzieren oder zu verstarken.

Fontaine et. al. zeigten in einem murinen Modell, dass der Transfer von mHAg-
spezifischen T-Zellen zu einer kompletten Tumoreradikation fuhrte (36). Aber auch
klinische Studien zeigen das Potential dieser Therapie (74,132). Vor allem
gewebespezifische mHAgs wie HA-1 oder HA-2, welche nur auf hamatopoetischen
Zellen exprimiert werden, scheinen ein vielversprechendes Ziel zu sein (75,87).
Probleme dieser Therapie sind unter anderem die aufwandige Expandierung und
Aktivierung der T-Zellen in vitro sowie eine nur kurze Persistenz der spezifischen
T-Zellen in vivo (74,132).

Tumorantigene wie WT1, PR1 und BCR/ABL sind derzeit im Fokus fir die Entwicklung
einer Vakzinierungstherapie (78,101). Aus den Antigenen entwickelte Peptide sollen
eine CD8'-T-Zell-Antwort stimulieren. In verschiedenen klinischen Studien mit
Patienten, die an einer AML oder einem MDS erkrankt waren, kam es nach einer
Vakzinierung mit WT1-Peptiden zu einer Vermehrung von WT1-spezifischen
zytotoxischen T-Zellen sowie einer Reduktion von WT1-mRNA (58,90,101). Dabei war
die Effektivitat der Vakzinierung geringer bei Patienten mit aktiver AML im Vergleich zu
Patienten in kompletter Remission oder minimal residual disease (58). Weitere
Herausforderungen sind die oft nur kurze Dauer der Immunitat sowie die Stimulierung

einer moglichst starken T-Zell-Antwort (100).
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Nordrhein-Westfalen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen Auskunft eneilf
Herr Skoff
Gegen Empfangsbekenntnis Direktwahl 02361/305-3478
sl : . Fax 02361/305-3439
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9.93.2.10.36.07.196
bei Antwort bitte angeben
Ihre Nachricht vom:

o lhr Aktenzeichen:
Tierschutz Datum: 05.12.2007
Durchfiihrung von Tierversuchen; Genehmigung gem. § 8 Tierschutzgesetz

lhr Antrag vom 10.07.2007 : Hauptsitz:
Mein Schreiben vom 26.11.2007, lhre E-Mail vom 01.12.2007 Leibnizstrafie 10

45659 Recklinghausen
Telefon 02361 305-0
Sehr geehrter Herr Dr. Stelljes, Fax 02361 305-3215
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Verantwortlicher Leiter: ~ Herr Dr. Matthias Stelljes in Richtung Trabrenn-bahn bis
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Die Genehmigung wird unter den folgenden Bedingungen erteilt und mit fol-
genden Auflagen verbunden:

¢ 7 ;
Far die Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens darf folgende Tierart in fol-

gender Anzahl verwendet werden:
1922 Mduse

2
Die Haltung der Versuchstiere erfolgt in der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung der Medizinischen:Fakultat der Universitat Munster.

Es ist ein Tierbestandsbuch zu fiihren. Sie haben tber die Herkunft und den
Verbleib der Tiere Aufzeichnungen zu machen und diese drei Jahre lang auf-
zubewahren.

3

An der Durchfilhrung des Tierversuchsvorhabens dirfen neben dem Leiter
und dem Stellvertreter des Versuchsvorhabens folgende Personen beteiligt
werden:

Frau Dipl.-Biochem. Sarah Volkmann

Frau Dipl.-Biol. Verena Schlésser

Frau Dipl-Biol. Corinna Opitz

4.

a) Fur die Einhaltung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes sowie der
hier erteilten Auflagen ist der/die in dieser Genehmigung bezeichnete
Leiter/in des Tierversuchsvorhabens oder der/die in dieser Genehmi-
gung bezeichnete Vertreter/in verantwortlich (§ 9 Abs. 3 TierSchG).

b) Jeder beabsichtigte Wechsel der Versuchsleiter- oder Stellvertreter-

postition ist dem Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz’

NRW unverziglich anzuzeigen (§ 8 Abs. 4 Satz 2 TierSchG).

a) Diese Genehmigung gilt nur fur die Art, Durchfiihrung und Dauer der
Eingriffe oder Behandlungen im Umfang des von Ihnen schriftlich be-
antragten Tierversuchsvorhabens.

b) Anderungen genehmigter Versuchsvorhaben sind dem Landesamt fur
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW anzuzeigen (§ 8a Abs. 7
Satz 2 TierSchG).

Seite 2/ 05.12:2007
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6. |

a) Der Widerruf dieser Genehmigung kann erfolgen, wenn gegen eine der
Bedingungen oder eine der Auflagen dieser Genehmigung verstofien
wird.

b) Die Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens wird gemaR § 8a Abs. 5
TierSchG untersagt, wenn Tierversuche entgegen tierschutzrechtlicher
Bestimmungen durchgefiihrt werden oder wenn die Voraussetzungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel
nicht innerhalb einer gesetzten Frist abgeholfen wird.

f. 3

Natirliche und juristische Personen und nicht rechtsféhige Personenvereini-
gungen haben der zustandigen Behérde auf Verlangen die Auskinfte zu ertei-
len, die zur Durchfilhrung der der Behérde durch das Tierschutzgesetz tber-
tragenen Aufgaben erforderlich sind, § 16 Abs. 2 TierSchG. Der Inhaber die-
ser Genehmigung ist auskunftspflichtig nach § 16 Abs. 3 Satz 2 TierSchG und
hat die mit der Uberwachung beauftragten Personen zu unterstitzen.

8.
Die Kennzeichnungen der Kéfige oder. Einrichtungen, in denen Versuchstiere
gehalten werden, sind mit dem zustandigen beamteten Tierarzt abzustimmen.

9.
Ist ein Transport der Versuchstiere zwischen Operations- und Tierhaltungs-
raum unvermeidbar, so ist dafur Sorge zu tragen, dass mit Hilfe geeigneter

Behaltnisse dieser Transport so durchgefihrt wird, dass negative Beeinflus- .

sungen durch duRere Einflusse (z. B. Witterung, Larm etc.) ausgeschlossen
sind. Es ist insbesondere darauf zu achten, dass die Tiere keinen Tempera-
turschwankungen ausgesetzt sind.

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann nunmehr innerhalb eines Monats nach Be-
kanntgabe Widerspruch erhoben werden. Der Widerspruch-ist schriftlich bei
mir, dem Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW, Leibniz-
stralle 10, 45659 Recklinghausen, einzulegen oder dort zur Niederschrift zu
erkléren. Falls die Frist durch das Verschulden eines von lhnen Bevollméch-
tigten versdumt werden sollte, wiirde dessen Verschulden Ihnen zugerechnet
werden.
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Hinweise:

78
Diese Genehmigung ist zeitlich bis zum dem o. g. Termin befristet.
Hierzu werden folgende Hinweise gegeben:

a) Vor Ablauf der Genehmigungsfrist ist ggf. der Abschluss des Tierver-

' suchsvorhabens mitzuteilen.

b) Sollte das Tierversuchsvorhaben innerhalb des zeitlichen Genehmi-
gungsrahmens noch nicht abgeschlossen sein, ist rechtzeitig vor Ende
der Genehmigungsfrist — tiber den zustandigen Tierschutzbeauftragten
— ein Antrag auf Verléngerung des Tierversuchsvorhabens zu stellen.

c) Sollte die Absicht bestehen, nach Abschluss dieses Versuches einen
gleichen oder &hnlichen Versuch durchzufiihren, weise ich schon jetzt
darauf hin, dass mit den erneuten Antragsunterlagen gleichzeitig ein

zusammenfassender Ergebnisbericht tiber das jetzt genehmigte Ver- .

suchsvorhaben vorzulegen ist.

2 : ;
Auf die Einhaltung der aligemeinen Vorschriften des Tierschutzgesetzes in
Bezug auf die Haltung, Betreuung, Erndhrung und Pflege der Versuchstiere (§
2 TierSchG) sowie der Vorschriften fir die Durchfiihrung von Tierversuchs-
vorhaben (§§ 9 und 9a TierSchG) i. V. m. den Straf- und BuRgeldvorschriften
der §§ 17 bis 20 TierSchG wird hingewiesen.

3. :
Evtl. erforderliche Ausnahmegenehmigungen nach dem Tierschutzgesetz (§ 9
Abs. 1 und Abs. 2 Nr. 7) oder anderen gesetzlichen Bestimmungen bleiben
von dieser Genehmigung unberihrt.

4.

Wer Tierversuche nach § 7 Abs. 1 TierSchG an Wirbeltieren durchfthrt, ist
nach der Verordnung uber die Meldung zu Versuchszwecken oder zZu be-
stimmten anderen Zwecken verwendeter Wirbeltiere vom 4. November 1999
(BGBI. I S. 2156) - VersuchstiermeIdeverordnung — verpflichtet, der zustandi-
gen Behorde fiir jedes Kalenderjahr bis zum 31. Marz des folgenden Jahres
Meldungen nach dem Muster der Anlage zur Versuchstiermeldeverordnung zu
erstatten. Zusténdige Behérde nach § 1 der Verordnung uber Zustandigkeiten
auf dem Gebiet des Tierschutzrechts (GV. NW. S. 508) ist hier die Kreisord-
nungsbehérde. : :
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Dieser Bescheid ist nicht gebuhrenpflichtig.

Bitte geben Sie bei Anderungsanzeigen, Rckfragen oder sonstigen Ergén-
zungen stets das Aktenzeichen: 9.93.2.10.36.07.196 an.

Es wird empfohlen, allen an der Tierversuchsdurchfithrung beteiligten Perso-
nen diese Genehmigung zur Kenntnis zu geben.

Seite 5/05.12.2007
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WESTFALISCHE

WILHELMS-UNIVERSITAT
MUNSTER

Universitatsklinikum Minster + Medizinische Klinik und Poliklinik A
48129 Munster

LANUV NRW
Postfach 10 10 52
45610 Recklinghausen

Verlangerung Tierversuchsgenehmigung
#9.93.2.10.36.07.196

Sehr geehrte Damen und Herren,
sehr geehrter Herr Dr. Stettner,

=

Universitatsklinikum
Miinster

Medizinische Klinik und Poliklinik A
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. W. Berdel

Albert-Schweitzer-Strale 33
48149 Munster

KMT-Zentrum,
D kstr. 9A, 48149

Durchwahl: (02 51) 83 — 52801
Fax: (02 51) 83 — 52804

Vermittlung: (02 51) 83 -0

Munster, 11.12.2009

Wir bitten um Verlangerung der Tierversuchsgenehmigung, die bis 31.12.2009 gilt um ein Jahr bis

31.12.2010. Aufgrund von Umbauarbeiten in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Munster bis 2009, die mit einer starken Larmbelastung
verbunden waren, hatten wir eine deutlich geringere Nachkommenzahl in den Mauszuchten. Grofte

Versuchsansatze haben wir deshalb nicht durchfithren kénnen, zumal die Larmbelastung auch zu

Stress bei den Mausen fihrt, der die Versuchsergebnisse beeinflusst.

AuRerdem sollten folgende Labormitarbeiter auch an den Tierversuchsvorhaben beteiligt werden:

Christine Baumgart, Felix Rosenow, Ricarda Samannshausen, Jennifer Urh. Die Teilnahme-

bestatigungen fur den Versuchstierkundekurs legen wir bei.

Mit freundlichen Gralen

Vi
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\ Landesamt fiir Natur,
% Umwelt und Verbraucherschutz

Nordrhein-Westfalen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen Auskuntft erteilt:

Herr Skoff
Herrn Direktwahl 02361/305-3478
Dr. med. Matthias Stelljes Fax 02361/305-3430

Medizinische Klinik und Poliklinik A
Domagkstr. 9a
48129 Munster

FB87-TSchutz@lanuv.nrw.de

Aktenzeichen
9.93.2.10.36.07.196
bei Antwort bitte angeben

Ihre Nachricht vom:

- Ihr Aktenzeichen:
Tierschutz Datum: 16.12.2009
Durchftihrung von Tierversuchen; Genehmigung gem. § 8 Tierschutzgesetz
Ihr Schreiben vom 11.12.2009, eingegangen am 15.12.2009 Hauptsitz:

Leibnizstrale 10

,Untersuchungen zur Kontrolle von Tumortoleranz und -immunitét durch 45659 Reckiinghausen
das proinflammatorische Mikromilieu und der Interaktion von spender-
gegen-Tumor-Interaktion nach allogener himatopoetischer Stammzell-
transplantation*

Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-3215
poststelle@lanuv.nrw.de

www.lanuv.nrw.de

Sehr geehrter Herr Dr. Stelljes, Dienstgebaude:
Hauptsitz Recklinghausen

antragsgemé&R genehmige ich die Verldngerung des o0.g. Versuchsverfahrens

bis zum 31.12.2010.
Offentliche Verkehrsmittel:

Dieses Schreiben ist Bestandteil meiner Genehmigungsverfigung vom A Reckinghausen Hofmit

05.12.2007. Buslinie 236 bis Haltestelle
"Siemensstrale" oder mit Busli-
nie 235 bis Haltestelle "Blitzkuh-
lenstrae" und 10 Min. FuRweg
in Richtung Trabrenn-bahn bis

Siemensstralle

Bankverbindung:
Landeskasse Diisseldorf
Konto-Nr.: 41 000 12
West LB AG

(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12

Vi



Anlagen

LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen

Herrn

Dr. med. Matthias Stelljes
Medizinische Klinik und Poliklinik A

Domagkstr. 9a
48129 Munster

Tierschutz

Landesamt fiir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

Durchfiihrung von Tierversuchen; Genehmigung gem. § 8 Tierschutzgesetz
Ihr Schreiben vom 10.11.2010; eingegangen am 12.11.2010

»Untersuchungen zur Kontrolle von Tumortoleranz und -immunitit durch

das proinflammatorische Mikromilieu und der Interaktion von spender-
gegen-Tumor-Interaktion nach allogener hamatopoetischer Stammzell-

transplantation*

Sehr geehrter Herr Dr. Stelljes,

antragsgemal genehmige ich die Verlangerung des o.g. Versuchsverfahrens
letztmalig um ein Jahr bis zum 31.12.2011.

Dieses Schreiben ist Bestandteil meiner Genehmigungsverfiigung vom

05.12.2007.

Mit freundlichen GriRen
Im Auftrag

(Dr. Dagmar Hieronymus)

Auskunft erteilt:
Herr Skoff

Direktwahl 02361/305-3478
Fax 02361/305-3439
FB87-TSchutz@lanuv.nrw.de

Aktenzeichen
9.93.2.10.36.07.196

bei Antwort bitte angeben
Ihre Nachricht vom:

Ihr Aktenzeichen:

Datum: 17.11.2010

Hauptsitz:

Leibnizstrale 10

45659 Recklinghausen
Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-3215
poststelle@lanuv.nrw.de

www.lanuv.nrw.de

Dienstgeb&ude:

Hauptsitz Recklinghausen

Offentliche Verkehrsmittel:

Ab Recklinghausen Hbf mit
Buslinie 236 bis Haltestelle
"Siemensstrale" oder mit Busli-
nie 235 bis Haltestelle "Blitzkuh-
lenstrale” und 10 Min. FuBweg
in Richtung Trabrenn-bahn bis

Siemensstrale

Bankverbindung:
Landeskasse Dusseldorf
Konto-Nr.: 41 000 12
West LB AG

(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12

VI
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LANUV NRW, Postfach 10 10 52, 45610 Recklinghausen

Herrn
Prof. Dr. Matthias Stelljes

Medizinische Klinik und Poliklinik A

Universitatsklinikum Minster
Albert-Schweitzer-Campus 1
48149 Munster

Tierversuchsvorhaben;

Genehmigung gem. § 8 Abs. 1 Tierschutzgesetz in der Bekanntmachung der
Neufassung des Tierschutzgesetzes vom 18.05.2006 (BGBI. | S. 1206) in der

z.Zt. glltigen Fassung

,A12

Landesamt fiir Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen

Ihr Antrag vom 02.02.2012, eingegangen am 09.02.2012

Sehr geehrter Herr Prof. Dr. Stelljes,

auf Grund des § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) erteile ich lhnen
unter dem Vorbehalt des jederzeitigen Widerrufs die Genehmigung zur

Durchfiihrung des nachstehenden Tierversuches

,,GvT-Reaktionen in murinen Modellen®.

lhrem Genehmigungsantrag entsprechend obliegt die Verantwortung fur die

Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens folgenden Personen:

Verantwortlicher Leiter:
Stellvertretender Leiter:

Diese Genehmigung ist fur die Dauer von 36 Monaten ab dem 10.07.2012

befristet bis zum

Prof. Dr. med. Matthias Stelljes
Dr. rer. nat. Dipl.-Biologin Karin Frebel

31.07.2015

Auskunft erteilt:

Frau Kuckartz

Direktwahl 02361/305-3501
Fax 02361/305-3439

fachbereich84@lanuv.nrw.de

Aktenzeichen

84-02.04.2012.A037
bei Antwort bitte angeben

Ihre Nachricht vom:

Ihr Aktenzeichen:

Datum: 10.07.2012

Hauptsitz:

Leibnizstrale 10

45659 Recklinghausen
Telefon 02361 305-0
Fax 02361 305-3215
poststelle@lanuv.nrw.de

www.lanuv.nrw.de

Dienstgebaude:

Hauptsitz Recklinghausen

Offentliche Verkehrsmittel:

Ab Recklinghausen Hbf mit
Buslinie 236 bis Haltestelle
"Siemensstrale" und 5 Min.
FuRweg oder mit Buslinie SB 20
bis Haltestelle "Hohenhorster
Weg" und 15 Min. FuBweg in
Richtung Trabrennbahn bis

LeibnizstralRe

Bankverbindung:
Landeskasse Dusseldorf
Konto-Nr.: 41 000 12
West LB AG

(BLZ 300 500 00)
BIC-Code: WELADEDD
IBAN-Code: DE 41 3005
0000 0004 1000 12
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Die Genehmigung wird unter den folgenden Bed Seite 2 /

folgenden Auflagen verbunden:

Fir die Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens darf folgende
folgender Anzahl verwendet werden:

Ma&use : 3.198

2
Die Haltung der Versuchstiere erfolgt in der Zentralen Tierexperimentellen
Einrichtung der Medizinischen Fakultit der Universitatsklinik Miinster.

Es ist ein Tierbestandsbuch zu fiihren. Sie haben tber die Herkunft und den
Verbleib der Tiere Aufzeichnungen zu machen und diese drei Jahre lang
aufzubewahren.

o
An der Durchfiihrung des Tierversuchsvorhabens durfen neben dem Leiter
und dem Stellvertreter des Versuchsvorhabens folgende Personen beteiligt
werden:

- Frau Dr. Corinna Opitz

- Frau Stella Roberts

- Frau Alessia Grabowski

- Frau Claudia Dahrenmélier
- Frau Jennifer-Marie Urh

Die bezeichneten Personen darfen ausschlieRlich di:e“: :
Genehmigungsantrag aufgefuthrten Eingriffe oder Behandlungen im Rahmen
der zuldssigen Verantwortlichkeitsstufe durchfiihren.

Personen, die Eingriffe und Behandlungen innerhalb des Versuchsvorhabens
durchfiihren sollen und die Voraussetzungen nach § 9 Abs. 1 Satz 2 und 3
des TierSchG nicht erfullen, durfen erst nach Erteilung einer
Ausnahmegenehmigung gem. § 9 Abs. 1 Satz 4 des TierSchG eingesetzt
werden.
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a) F.iir die Einhaltung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes sowie der
hle.r er.tellten Auflagen ist der/die in dieser Genehmigung bezeichnete
Leiter/in des Tierversuchsvorhabens oder der/die in dieser

Genehmigung bezeichnete Vertreter/i
eter/in verantwortli
TierSchG). ortlich (§ 8 Abs. 3

b) Jeder  beabsichtigte = Wechsel der  Versuchsleiter-  oder

Stellvertreterpostition ist dem Landesamt fir Natur Umwelt und

Verbraucherschutz NRW unverziglich anzuzeigen (§ 8 Abs. 4 Satz 2
TierSchG).

a) Diese Genehmigung gilt nur fur die Art, Durchfihrung und Dauer der
Eingriffe oder Behandlungen im Umfang des von lhnen schriftlich
beantragten Tierversuchsvorhabens.

b) Anderungen genehmigter Versuchsvorhaben sind dem Landesamt fur

Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW anzuzeigen (§ 8a Abs. 7
Satz 2 TierSchG).

a) Der Widerruf dieser Genehmigung kann erfolgen, wenn gegen eine der
Bedingungen oder eine der Auflagen dieser Genehmigung verstoRen
wird.

b) Die Durchfithrung des Tierversuchsvorhabens wird gemag § 8a Abs. 5
TierSchG untersagt, wenn Tierversuche entgegen tierschutzrechtlicher
Bestimmungen durchgefihrt werden oder wenn die Voraussetzungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr gegeben sind und dem Mangel
nicht innerhalb einer gesetzten Frist abgeholfen wird.

.

Natirliche und  juristische ~ Personen und nicht  rechtsfahige
Personenvereinigungen haben der zustandigen Behorde auf Verlangen die
Auskiinfte zu erteilen, die zur Durchfiihrung der der Behérde durch das
Tierschutzgesetz Ubertragenen Aufgaben erforderlich sind, § 16 Abs. 2
TierSchG. Der Inhaber dieser Genehmigung ist auskunftspflichtig nach § 16
Abs. 3 Satz 2 TierSchG und hat die mit der Uberwachung beauftragten
Personen zu unterstutzen.

8.
Die Kennzeichnungen der Kéafige oder Einrichtungen, in denen Versuchstiere
gehalten werden, sind mit dem zusténdigen beamteten Tierarzt abzustimmen.

Seite 3 /
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9.

Ist ein Transport der Versuchstiere zwischen Operations- und
Tierhaltungsraum unvermeidbar, so ist dafir Sorge zu tragen, dass mit Hilfe
geeigneter Behaltnisse dieser Transport so durchgeftihrt wird, dass negative
Beeinflussungen durch &uRere Einflusse (z. B. Witterung, L&rm etc.)
ausgeschlossen sind. Es ist insbesondere darauf zu achten, dass die Tiere
keinen Temperaturschwankungen ausgesetzt sind.

Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann nunmehr innerhalb eines Monats nach
Zustellung Klage erhoben werden. Die Klage ist schriftich vor dem
Verwaltungsgericht Miinster, Piusallee 38, 48147 Miinster;(Postfach 80
48, 48043 Miinster) einzureichen, oder zur Niederschrift beim
Urkundsbeamten der Geschéftsstelle zu erkléren.

1
Diese Genehmigung ist zeitlich bis zum dem o. g. Termin befristet.
Hierzu werden folgende Hinweise gegeben:

a) Vor Ablauf der Genehmigungsfrist ist ggf. der Abschluss des
Tierversuchsvorhabens mitzuteilen.

b) Solte das Tierversuchsvorhaben innerhalb des zeitlichen
Genehmigungsrahmens noch nicht abgeschlossen sein, ist rechtzeitig
vor Ende der Genehmigungsfrist — Uber den zusténdigen
Tierschutzbeauftragten — ein Antrag auf Verlangerung des
Tierversuchsvorhabens zu stellen.

c) Sollte die Absicht bestehen, nach Abschluss dieses Versuches einen
gleichen oder &hnlichen Versuch durchzufiihren, weise ich schon jetzt
darauf hin, dass mit den erneuten Antragsunterlagen gleichzeitig ein
zusammenfassender Ergebnisbericht Uber das jetzt genehmigte
Versuchsvorhaben vorzulegen ist.

2;

Auf die Einhaltung der allgemeinen Vorschriften des Tierschutzgesetzes in
Bezug auf die Haltung, Betreuung, Erndhrung und Pflege der Versuchstiere (§
2 TierSchG) sowie der Vorschriften fur die Durchfihrung von
Tierversuchsvorhaben (§§ 9 und 9a TierSchG) i. V. m. den Straf- und
BuRgeldvorschriften der §§ 17 bis 20 TierSchG wird hingewiesen.

Seite 4/
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v

3

Evtl. erforderliche Ausnahmegenehmigungen nach dem Tierschutzgesetz (§ 9
Abs. 1 Satz 4 und Abs. 2 Nr. 7) oder anderen gesetzlichen Bestimmungen
bleiben von dieser Genehmigung unberiihrt.

4.

Wer Tierversuche nach § 7 Abs. 1 TierSchG an Wirbeltieren durchfihrt, ist
nach der Verordnung Uber die Meldung zu Versuchszwecken oder zu
bestimmten anderen Zwecken verwendeter Wirbeltiere vom 4. November
1999 (BGBI. | S. 2156) - Versuchstiermeldeverordnung — verpflichtet, der
zustandigen Behérde fir jedes Kalenderjahr bis zum 31. Mérz des folgenden
Jahres Meldungen nach dem Muster der Anlage zur
Versuchstiermeldeverordnung zu erstatten. Zustandige Behorde nach § 1 der
Verordnung Uber Zusténdigkeiten auf dem Gebiet des Tierschutzrechts (GV.
NW. S. 508) ist hier die Kreisordnungsbehérde.

Dieser Bescheid ist nicht gebiihrenpflichtig.

Bitte geben Sie bei Anderungsanzeigen, Ruckfragen oder sonstigen
Ergénzungen stets das Aktenzeichen

84-02.04.2012.A037 an.

Es wird empfohlen, allen an der Tierversuchsdurchfiihrung beteiligten
Personen diese Genehmigung zur Kenntnis zu geben.

Der Tierschutzbeauftragte (Herr Dr. Martin Licke) und die zustandige
Kreisordnungsbehérde erhalten eine Durchschrift dieser Genehmigung.

Mit freundlichen GruiRen
Im Auftrag

( Dr. Lange! he)
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