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Immortalisierung von zytotoxischen T-Lymphozyten mit
Herpesvirus saimiri und Direktnachweis der Transforma-
tion in T-Lymphozyten von Patienten mit chronisch myeloi-
scher Leukamie

. Einleitung

Der adoptive Transfer von in vitro generierten zytotoxischen Lymphozyten (CTL und
NK-Zellen) ist eine therapeutische Option im Stadium der minimalen Resterkrankung
z. B. nach erfolgter Chemotherapie von Tumorpatienten. Fur die zellulare Immunthe-
rapie entsprechend groRe Zellzahlen (tumor-) spezifischer CTL oder NK-Zellen in

vitro zu generieren, gestaltet sich jedoch schwierig.

1. Virustransformation

Das Herpesvirus saimiri (SHV-2) kdnnte zur Losung dieses Problems beitragen. Das
Virus transformiert T-Lymphozyten und Uberflhrt sie damit in eine Antigen-unabhan-

gige kontinuierliche Proliferation.

Die virus-induzierte Transformation von Lymphozyten ist eine seit Jahren etablierte
Methode in der immunologischen Forschung. So immortalisiert das Epstein-Barr-Vi-
rus (EBV) effizient B-Lymphozyten (Nilsson et al. 1982, Tosato et al. 1997), wobei
diese nach erfolgter Transformation ihre Eigenschaft der Antigen-Prasentation bei-
behalten. Dies wurde in unzahligen Untersuchungen zur Antigen-Spezifitat von T-
Lymphozyten genutzt. Die Transformation von T-Lymphozyten mit HTLV-1 in konti-
nuierlich stabil wachsende Zellkulturen stellt einen weiteren etablierten Versuchsan-
satz dar (Miyoshi et al. 1981, Yamamoto et al. 1982). Nachteilig wirkt sich hierbei
jedoch aus, dass die transformierten Zellen ihre zytotoxische Aktivitat, ihre Interleu-
kin-2 (IL-2) Abhangigkeit und ihren T-Zell-Rezeptor-Komplex verlieren (Inatsuki et al.
1989, Yssel et al. 1989). Bedenklich ist ebenfalls die Produktion von Retroviren durch
HTLV-1 transformierte T-Lymphozyten.

Herpesvirus saimiri (Melendez et al. 1968) ist ein y,-Herpesvirus, dessen naturlicher
Wirt der Totenkopfaffe (saimiri sciureus) ist. Diese Tiere zeigen im Zusammenhang

mit einer SHV-2-Infektion keinerlei Anzeichen einer Erkrankung. Im Gegensatz dazu



entwickeln andere Neuwelt Primaten, wie z.B. Nachtaffen (aotus trivirgatus) und
Lisztaffen (sanguinus oedipus), nach Infektion mit dem Virus akute Leukamien oder
T-Zell-Lymphome (Trimble et al. 1991, Biesinger et al. 1992). Diese Erkrankungen

gehen mit einer massiven Virusreplikation einher.

Das Herpesvirus saimiri kann auf einfache Weise von peripherem Blut der meisten
Totenkopfaffen isoliert und in groler Menge durch Infektion von Nierenzellen der
Nachtaffen gewonnen werden (H. Fickenscher und B. Fleckenstein 1998).

SHV-2 (subgroup C488) transformierte humane T-Lymphozyten wachsen IL-2-ab-
hangig, jedoch Antigen unabhangig, mit einer wochentlichen Verdoppelung der Zell-
zahl. Nach erfolgter Virustransformation bleiben die phanotypischen Eigenschaften
der CTL erhalten (Biesinger et al. 1992, Fickenscher et al. 1998). Ebenso zeigt sich
eine hohe spezifische zytotoxische Aktivitat (Medveczky et al. 1993).

Das Virusgenom persistiert als nicht-integriertes histon-assoziiertes Episom bei nur
latenter Expression einzelner weniger Abschnitte des Virusgenoms. Darunter finden
sich die beiden Onkogene Saimiri transformations-assoziiertes Protein der Unter-
gruppe C (StpC) und Thyrosinkinase interagierendes Protein (Tip) aus dem open
reading frame 1 (ORF 1), die einen wesentlichen Beitrag zur Immortalisierung der T-
Lymphozyten leisten und das latency associated nuclear antigen (LANA) aus dem
ORF 73, das fur die Latenz und den Verbleib des Episoms zustandig ist. Die Mog-
lichkeit zur Induktion einer Reaktivierung der Virusreplikation scheint nicht gegeben
zu sein. Eine Produktion von Viruspartikeln findet nicht statt (Biesinger et al. 1992,
Fickenscher et al. 1996, Knappe et al. 1997). Trotzdem ist die biologische Sicherheit
im Bezug auf eine zellulare Immuntherapie mit virustransformierten T-Zellen letztlich
noch nicht geklart. Die Ergebnisse nach autologer Reinfusion SHV-2-transformierter
T-Lymphozyten und die Bestrebungen um den Einbau eines Suizidgenes (Hiller et al.

2000) stimmen optimistisch, was einen moglichen klinischen Einsatz betrifft.

Erste Versuche im Tiermodell mit Macaquen zeigten, dass die autologe Reinfusion
SHV-2-transformierter T-Zellen uneingeschrankt von den Tieren toleriert wurde und
keine Anzeichen einer Leukamie oder eines sich entwickelten Lymphoms auftraten
(Knappe et al. 2000). Die mit einer hohen Dosis SHV-2 infizierten Kontrolltiere entwi-

ckelten in kurzer Zeit periphere pleomorphe T-Zell-Lymphome, wohingegen Affen,



die zuvor mit SHV-2-transformierten T-Zellen autolog reinfundiert wurden, keine

Lymphome entwickelten.

2. Zellulare Immuntherapie maligner Erkrankungen

Ein weiteres Problem in der zellularen Immuntherapie von Tumoren stellt die Induk-
tion von zwei trennbaren Phanomenen dar. Zum einen der gewunschte sogenannte
Transplantat-gegen-Leukamie-Effekt (Graft versus leukaemia, GvL) und zum ande-
ren die unerwunschte Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (graft versus host, GvH)
(Horowitz et al. 1990, Glass et al. 1992, Uharek et al. 1993, Sebens et al. 1995, Xun
et al. 1995).

Allogene (von moglichst gewebevertraglichem Fremdspender), zytotoxische Effek-
torzellen des Immunsystems (z. B. CTL und NK-Zellen) erkennen bei der GvL die
Tumorzellen des Wirtsorganismus nach erfolgter in vitro Anreicherung und anschlie-
Render intravendser Gabe oder im Rahmen einer Knochenmarktransplantation als
,fremd“ und eliminieren diese mit unterschiedlicher Intensitat. Gewunschte Folge ist
eine geringere Rezidivrate. Bei der GvH erkennen die transplantierten immunkom-
petenten Effektorzellen den Wirtsorganismus als ,fremd®, insbesondere richtet sich
diese Reaktion gegen die Haut, Darmschleimhaut und Leber des Empfangers. Dies
kann bei unterschiedlicher Auspragung und akutem bzw. chronischem Verlauf fur
den Patienten unter Umstanden todlich enden. Leider zeigen auch hier allogene Ef-
fektorzellen mitunter grolRere GvH-Reaktionen. Wiinschenswert sind eine minimale

GvH-Reaktion und ein maximaler GvL-Effekt.

Zytotoxische T-Lymphozyten kdnnen im hohen Male spezifisch Tumorzellen elimi-
nieren, werden allerdings auch fur das Auftreten von GvH-Reaktionen verantwortlich
gemacht (Soiffer et al. 1992 und 1993).

NK-Zellen scheinen ein weniger problematisches Verhalten in der zellularen Immun-
therapie zu zeigen. In murinen Tiermodellen konnten deutliche GvL-Effekte nachge-
wiesen werden, die unerwinschten GvH-Reaktionen traten gar nicht oder nur in sehr
geringem Male auf (Xun et al. 1995, Glass et al. 1996, Zeis et al. 1997). Zusatzlich
nach erfolgter Knochenmarktransplantation gegebene NK-Effektorzellen konnten das

Uberleben behandelter Mause signifikant steigern (Zeis et al. 1995).



Somit waren grol’e Mengen von NK-Zellen in der zellularen Immuntherapie von NK-
sensiblen Malignomen oder malignomspezifische Klone von zytotoxischen T-Lym-
phozyten analog den donor lymphocyte infusion (DLI) ideal, da beide bei nachgewie-
senem deutlichen GvL-Effekt keine relevante GvH-Reaktion verursachen (Porter et
al., 2006).



Il. Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit sollen T-Lymphozyten von Patienten mit chronischer my-
eloischer Leukamie (CML) mit dem SHV-2 Stamm C488 infiziert und zunachst unter
verschiedenen Kulturbedingungen in ihrem Wachstumsverhalten kontrolliert werden.
Die auf diese Weise erzeugten T-Lymphozyten sollen bezlglich ihrer phanotypischen
Eigenschaften untersucht werden. Parallel dazu soll eine Methode entwickelt wer-
den, die den direkten Nachweis der erfolgten Virustransformation auf Zellebene er-

maglicht.

Geplantes Vorgehen:

1. Virustransformation und Immortalisierung von autolog- und allogen-reaktiven
zytotoxischen T-Lymphozyten aus ,peripheral blood mononuclear cells”®

(PBMNC) vom Patienten mit chronisch myeloischer Leukamie.
2.  Kontrolle des Wachstumsverhaltens von CTL-Linien.

3. Durchflusszytometrische Untersuchungen des Phanotyps der transformierten
CTL-Linien.

4. Direktnachweis der Virustransformation in zytotoxischen T-Lymphozyten:
a. Erstellen einer virusspezifischen DNA-Sonde

b. Nachweis der Virustransformation durch Fluoreszenz in situ

Hybridisierung.



1. Material und Methoden

1. Generierung von SHV-2 Uberstand

Um Virusuberstand zur Transformation von T-Zellen zu gewinnen, wurden epitheliale
Nierenzellen von Nachtaffen (Aotus lemurinus, owl monkey kidney cells, OMK-Zel-
len) in Kultur genommen. Diese Zellen der Nachtaffen sind ein typisches Fortpflan-
zungssystem fur Herpesviren von Neuweltaffen (z. B. Herpesvirus saimiri, Herpesvi-
rus aotus und Herpesvirus ateles). Zu beziehen sind sie bei ATCC, Rockville, USA.
Sie lassen sich unproblematisch in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit
10% inaktiviertem fetalen Kalberserum (FCS) kultivieren. Die Aufbewahrung erfolgte
in 30 ml Kulturflaschen (Fa. Nunc, Roskilde, Danemark) bei 37° C und 5% CO,. Wo-
chentlich wurden die Kulturen nach Lésen der adharenten Zellen von der Flaschen-
wand mit Trypsin (Sigma, Minchen, Deutschland) geteilt und in frischem Kulturme-

dium resuspendiert.

Nachdem mikroskopisch ein dichter Bewuchs ca. % des Bodens der Kulturflasche
mit OMK-Zellen nachgewiesen werden konnte, inokulierten wir die Zellkulturen mit
dem Herpesvirus saimiri Stamm C488. Dieser ist, im Gegensatz zu anderen SHV-2
Stammen (mit ,subgroup-A/B“-Virusanteilen), aufgrund seines ,subgroup-C“-Anteils
in der Lage, humane T-Lymphozyten zu transformieren (Biesinger et al. 1992). Die

Virussuspension wurde dem Kulturmedium zugesetzt.

Nach 1-2 Tagen erkannte man unter dem Mikroskop erste zytopathische Effekte
(CPE). Die Zellen rundeten sich ab, die Granulation des Zellplasmas nahm zu, der
anfanglich dichte Zellrasen erschien 16chrig, und im weiteren Verlauf konnte man nur
noch vereinzelte Zellinseln identifizieren. Ein kompletter CPE entstand nach 1-2 Wo-
chen, d. h. der dichte Zellrasen wurde durch das Virus komplett lysiert. Die Kulturen
mit komplettem CPE Uberfuhrten wir in 10 ml Spitzréhrchen (Fa. Nunc, Roskilde, Da-
nemark) und zentrifugierten sie bei 12.000 U/min fur zwei Stunden. Der so gewon-
nene Virusuberstand (Uber 10° Viruspartikel pro ml Uberstand) wurde in 500 pl-Porti-

onen in 1,8-ml-Kryoréhrchen (Fa. Nunc, Roskilde, Danemark) bei 4° C gelagert.

Prof. Dr. H. Fickenscher aus Tubingen stellte uns freundlicherweise das notwendige
Herpesvirus saimiri (SHV-2 C488) und die OMK-Zellen fur unsere ersten Virusrepli-

kationen zur Verfugung.



2. Gewinnung von mononuklearen Zellen (MNC) aus humanem peripher-

venosem Blut

Zur Gewinnung von T-Lymphozyten als Effektorzellen wurde Patienten mit nachge-
wiesener chronische myeloischer Leukamie nach deren Einverstandnis heparinisier-
tes peripher-vendoses Blut enthommen und mit Phosphat gepufferter Salzldsung
(PBS) im Verhaltnis 1:2 verdunnt. Das Blut wurde dann in einem Reagenzglas mit
Lymphoflot (Fa. Biotest, Dreieich, Deutschland) unterschichtet. Die Auftrennung er-
folgte durch Dichtegradienten-Zentrifugation (20 Minuten bei 2500 U/min), wobei der
aus Lymphozyten und Monozyten, also MNC bestehende Phasenring mit einer Pas-
teurpipette oberhalb der Lymphoflotphase abgesaugt wurde. Dreimaliges Waschen
mittels Herunterzentrifugieren und Resuspendieren im Kulturmedium und das Zahlen
der gewonnenen Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer stellten die abschlieRenden
Arbeitsschritte dar. Die Anzahl der PBMNC aus 50 ml venésem Blut variierte zwi-
schen 5 x 10" und 1 x 10%. Die so gewonnenen Leukozyten konnten anschlieRend in

Kultur genommen werden.

3. Herstellung von EBV-transformierten PBMNC als Stimulator- und Zielzel-

len

FUr unsere autologen Versuchsansatze stellten die durch das Epstein-Barr-Virus
transformierten B-Lymphozyten eine ideale Zelllinie dar: permanent wachsende Zel-
len, die stark das HLA-Klasse I-Antigen exprimieren, und somit sowohl in spateren
zytotoxischen Essays als Ziel-Zelle und, da antigenprasentierend, als Stimmulator-

zellen fiir CTLs einsetzbar sind.

Fir die Transformation wurden 2 x 10° vitale PBMNC in 400 ul Medium mit 1 ml EB-
VirusUberstand (eigene Virusrepplikation des Instituts) in Schragréhrchen (Fa. Nunc,
Roskilde, Danemark) kultiviert. Nach 24 h Aufbewahrung im Brutschrank (37° C und
5% CO,) erfolgte die Zugabe von Medium mit 15% FCS und Cyclosporin A (2 pg/ml,
Novartis pharma, Nurnberg, Deutschland). In diesem Ansatz dient das Cyclosporin A

durch die T-Zell-toxische Wirkung zur Selektion der B-Lymphozyten. Eine Woche



spater wurden die Zellen bei 1000 U/min abzentrifugiert und in 1 ml Medium mit 15%
FCS und Cyclosporin A resuspendiert. Die in den folgenden Wochen wachsende
Zelllinie wurde in 50 ml Kulturflaschen (Fa. Nunc, Roskilde, Danemark) aufbewahrt

und je nach Bedarf mit frischem Medium versorgt.

4. Herstellung von syngen- und allogen-reaktiven zytotoxischen T-

Lymphozyten

Die fur die eigentliche Untersuchung benétigten Effektorzellen wurden durch Inkuba-
tion von PBMNC mit Stimulatorzellen gewonnen. Als Stimulatorzellen fungierten die
wie oben beschrieben generierten autologen EBV-transformierten B-Lymphozyten,
aber auch die autologen PBMNCs der Patienten mit CML. Die vorherige Bestrahlung
der Stimulatorzellen mit 50 Gy erlaubte eine ausreichende Hemmung der Zellprolife-

ration unter Erhaltung der Immunogenitat.

In den syngenen Versuchsansatzen wurde zur optimalen CTL Ausbeute ein Respon-
der-Stimulator Verhaltnis von 5:1 gewahlt. Die Responder-Zellen wurden in RPMI
1640 + 15% FCS + Streptomycin + Penicillin G bei 37 °C und 5% CO; in Kultur
gehalten. Nach der Stimulation wurde der Kultur an den Tagen 3 und 6 frisches Me-
dium mit 30 U/ml rekombinantem Interleukin-2 (IL-2, Roussel-Uclaf, Romainville,
Frankreich) zugegeben. Fir die weiteren Untersuchungen benutzten wir sechs je-
weils syngen stimulierte CTL-Linien (KL, JB, HM, SI, WB und IH).

5. Immortalisierung/Transfektion von CTL mit SHV-2

Um Antigen-unabhangige, permanent wachsende CTL-Linien zu erhalten, wurden
die, wie oben beschrieben, gewonnenen syngen HLA-abhangigen CTL mit Herpesvi-
rus saimiri-Uberstand (SHV-2) inkubiert. Drei bis fiinf Tage nach Antigenstimulation
wurden vitale CTL in einer Anzahl von 3 x 10° Zellen in 500 ul Medium mit 1 ml Vi-
rusuberstand kultiviert. Die Kultur wurde fur 24 h bei 37 °C und 5% CO, gelagert und

anschlieend mit frischem Medium + 15% FCS versorgt.

Nach 3 bis 5 Tagen wurden die Zellen herunterzentrifugiert (1000 U/min), in 5 ml
Medium + 15% FCS unter Zugabe von 30 U/ml IL-2 resuspendiert und in 50 ml Zell-



kulturflaschen (Fa. Nunc, Roskilde, Danemark) aufbewahrt. Bedarfsorientiert erfolg-
ten die Zugabe von frischem Kulturmedium und die erforderlichen Teilungen der
Zellkulturen. IL-2 wurde den Zellen in dreitdgigen Abstanden mit einer Konzentration
von 30 U/ml zugegeben. Eine weitere Antigenstimulation war nicht mehr notwendig.
Die so gewonnenen transformierten CTL-Linien konnten in hoher Anzahl fir mehr als

zwolf Monate in Kultur gehalten werden.

Der Umgang mit SHV-2 und SHV-2-transformierten Zellen erfolgte unter Beachtung

der Sicherheitsstufe 2 der Unfallverhutungsvorschrift Biotechnologie.

6. Durchflusszytometrische Untersuchungen der SHV-2-transformierten CTL

und der EBV-transformierten B-Lymphozyten

Unter Verwendung der Durchflusszytometrie kobnnen Fluoreszenz- und Streulichtei-
genschaften von suspensierten Zellen gemessen werden. Dabei gelangen die zu
untersuchenden Zellen Uber einen Pufferstrom einzeln zu einem Analysepunkt, an
dem sie von einem Laser bestrahlt werden. Die elektronisch verrechnete Streulicht-
eigenschaft erlaubt eine prazise Aussage uUber GroRe und Granularitat der Zellen.
Indem der Laser bestimmte Fluorochrome anregt, ermdéglicht die Durchflusszyto-

metrie die quantitative Messung von fluoreszenzmarkierten Oberflachenantigenen.

Vorbereitend wurden die Zellen fur 30 Minuten mit einem Primarantikorper bei 4° C
inkubiert, herunterzentrifugiert und anschlielend in 5 ml PBS mit 2% Serum gewa-
schen. Die simultane Bestimmung von zwei Antigenen (z. B. CD8 und CD56) erfolgte
unter Zusetzung von zwei direkt mit Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Antikérpern (z.
B. CD8-FITC und CD56-Phytoerythrin). Ungekoppelte Primarantikorper wurden
durch ein an ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppeltes spezifisches Antiserum messbar
gemacht (Fa. Jackson Immuno Research, Baltimore, USA). Die Messung erfolgte in
500 ul Tragerlésung (Sheath, Fa. Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland). Auto-
fluoreszenz-Kontrollen mittels Praparationen ohne Antikorper sowie die anteilige Be-
stimmung von toten Zellen durch Kernfarbung mit Propidiumjodid (Sigma, Munchen,
Deutschland) waren Standardschritte des Verfahrens. Zur Feststellung des Anteils
unspezifischer Antikdrperbindungen wurden Isotopenkontrollen der Fa. Becton Dicin-

son als Negativkontrollen verwendet.



6.1

Die Tabelle 1 zeigt die Primarantikorper, die fir die durchflusszytometrischen Unter-

Antikorper

suchungen verwendet wurden:

Antigen Antikorper Firma

CD3 Leu™-4 Becton Dickinson
CD4 Leu™-3a Becton Dickinson
CD8 Leu™-23 Becton Dickinson
CD16 368 PharMingen
CD56 Leu™-19 Becton Dickinson
CD45RA HI 100 PharMingen
CD45RO UCHL 1 PharMingen
TCR a/p T10B9 PharMingen
TCR y/d B1.1 PharMingen

TCR a/pB BMA 031 Immunotech

Tabelle 1: Antigenspezifitaten und Primarantikorper fur die Durchflusszytometrie (Fa.
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland; PharMingen, BD Biosciences, Heidel-

berg, Deutschland; Immunotech, Marseille, Frankreich)

6.2 Analyse der Antigenexpression auf SHV-2-transformierten CTL

Charakterisiert wurden die Effektorzellen durchflusszytometrisch mittels direkter und
indirekter Immunfluoreszenz. Im Mittelpunkt der Untersuchungen standen dabei die
Expression von Aktivierungsmarkern, der prozentuale Anteil von CD8+ und CD4+

Zellen und die Expression von NK Zell-Markern.
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7. Herstellung einer herpesvirus-saimiri-spezifischen DNA-Sonde

Um die Transformation der CTL mit Herpesvirus saimiri direkt auf Zellebene nach-

weisen zu konnen, musste eine spezifische DNA-Sonde hergestellt werden.

Hierzu bedienten wir uns einer 400 Basenpaar (bp) langen Sonde, die den StpC-Le-
serahmen aus der terminalen Sequenz von C488 (freundlicherweise bereitgestellt
von Prof. Fickenscher) enthielt. Die in den Bluescript KS+ Vektor eingebaute Sonde
wurde amplifiziert und nach ECO-R1 Verdau im Agarosegel (low melting point
(LMP)-Agarose 1,5%, Sigma, Minchen, Deutschland) aufgetrennt. Die Banden wur-
den aus dem Gel mdglichst genau ausgeschnitten und mit einem Kit eluiert (Qiagen
Eluation Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland) und gereinigt (Geneclean Il Kit, BIO 101,
La Jolla, USA).

AnschlieRend erfolgte die Oligomarkierung (random primed labeling) der DNA-Sonde
mit Digoxigenin (DIG). Dazu wurde enzymatisch DIG-11-dUTP mit Hilfe des Klenow-
Fragments der E. coli-DNA-Polymerase in die Sonde eingebaut (DIG-High-Prime,
Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland). Die Markierung der Sonde wurde

im Dot-Blot-Verfahren nachgewiesen.

Digoxigenin

Nukleotide

Abb.1: Oligomarkierung mit Digoxigenin markierten Nukleotiden

8. Herstellung der Praparate zur Hybridisierung

Es wurden von den verschiedenen Zelllinien mit CTL und Kontrollen auf Objekttra-

gern Zell-Praparate angefertigt, um diese anschliel3end fur die in situ Hybridisierung
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zu verwenden. Dazu wurden 1 x 10° Zellen in einem Gemisch aus 3 Teilen Methanol
und einem Teil Eisessig bei ca. 4 °C resuspendiert und fur eine halbe Stunde bei - 20
°C aufbewahrt. Nach Zentrifugieren und Resuspension in einer minimalen Menge
des Methanol/Eisessiggemisches wurden die Zellen auf einen Objekttrager aufge-
tropft. Nach 24 Stunden im Kihlschrank war es nicht mehr nétig die so ,,aufgetropften
Zellen® zu fixieren. Unter dem Phasenkontrast-Mikroskop lief3 sich die Gute der Pra-

parate feststellen: gewlnscht waren einzeln liegende Zellen.
9. In-situ-Hybridisierung
9.1 Vorbereitung

Die nach obiger Anleitung hergestellte 400 bp lange Sonde wurde in den weiteren

Schritten zur Hybridisierung der angefertigten ,aufgetropften Zellen® verwendet.

Die in situ Hybridisierung nutzt die Vorgange beim Denaturieren und Renaturieren
einer DNA aus. Die Denaturierung oder das Schmelzen von DNA (Lésen der Was-
serstoffbriickenverbindungen zwischen den kompletten Nukleotidpaaren) erreicht
man am einfachsten durch Temperaturerhdhung oder einen alkalischen pH-Wert
(Pardue und Gall; 1969, Cook et al.., 1988). Schnelles Abkihlen nach dem Schmel-
zen hindert die Einzelstrang-DNA daran, sich sofort wieder zu einer Doppelstrang-
DNA zusammenzulagern, d. h. die Zeit, in der die Einzelstrang-konfiguration vorliegt,

wird verlangert.

Die Schmelztemperatur (Ty,) einer doppelstrangigen DNA ist definiert als diejenige
Temperatur, bei der 50% der DNA als Einzelstrang vorliegt. Die T, betragt etwa 50 -
100 °C, je nach den vorliegenden Bedingungen. Zur Berechnung der T,, wurde fol-

gende Formel herangezogen (Bolton und McCarthy, 1962):

Tm = 0,41(%GC) + 16,6 log [M] - 500/n - 0,61(%Formamid) + 81,5 (1)

%GC: prozentualer Anteil der Nucleotide Guanin und Cytosin der
Sonde, in unserem Ansatz ca. 30%

[M]: Konzentration monovalenter Kationen (Na*), in unserem Ansatz
0,3 mol/l

N: Lange der Sonde in bp, in unserem Ansatz 390 bp

%Formamid: Formamidkonzentration in Prozent, in unserem Ansatz 50%

Es ergibt sich also eine T, von ca. 53 °C unter den genannten Bedingungen.
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Zum Denaturieren liegt die optimale Temperatur (T4) ca. 25 bis 30 °C oberhalb der

Schmelztemperatur:

Tg=Tm + 25 °C (in unserem Ansatz ca. 75°C)

Die optimale Hybridisierungstemperatur (Ty) liegt etwa 15 - 20° C unterhalb Tp,:

Th = Tm—15° C (in unserem Ansatz Ty, ca. 37 °C) (1)

Die Mindestzeit fur die Hybridisierung betrug 4 Stunden, die besten Ergebnisse lie-
ferte ein Zeitraum von 12 bis 14 Stunden. Eine langere Inkubationszeit verschlech-

terte das Hybridisierungsergebnis im Sinne von vermehrtem Hintergrundrauschen.

Nach der Hybridisierung fand die sogenannte Waschprozedur statt, hierbei ist der
Terminus ,missmatch“ von Bedeutung. Missmatch gibt den prozentualen Anteil der
heterologen DNA-DNA Hybride und damit durch die geringere Zahl von Wasserstoff-
brickenbindungen instabileren Hybride an. Pro Prozent missmatch sinkt die T, um
1,5° C.

Tom = Tm — 1,5(%missmatch)  (Ill)

Tmm: Schmelzpunkt der heterologen Hybride

Dies bedeutet, dass bei einer unterhalb von T, liegenden Waschtemperatur ein hete-
rologes DNA-DNA Hybrid nicht wieder geldst wird und eine unspezifische Bindung
erhalten bleibt. Daher wurde versucht, bei der Waschprozedur méglichst nahe an die
Tm des homologen DNA-DNA Hybrids zu kommen, da unter diesen Bedingungen die
heterologen DNA-DNA Hybride instabil sind.
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9.2 Hybridisierung

Die vorbereiteten Zytopraparate wurden ohne Fixierung und ohne Vorverdau fur die

in situ Hybridisierung verwendet.

Es erfolgte der Probenauftrag von 1,5 pl Hybridiesierungsmix bestehend aus einem
Gemisch aus 9 Teilen 50%igem ,Mastermix” (5 ml deionisiertes Formamid (Sigma,
Muanchen, Deutschland), 2 ml 50% Dextransulfat (Sigma, Muanchen, Deutschland),
0,5 ml 20 x SSC, 0,4 ml Human COT-1 DNA (Gibco BRL, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) ad 9 ml Aqua dest.) und 1 Teil der Sondenldsung (ca. 0,5 - 2 mg/ml).
Diese viskose Flussigkeit soll das Praparat blasenfrei bedecken und anschlief3end
soll es mit einem Deckglas abgedeckt und luftdicht abgeschlossen werden. Dann
wurde fur 7 Minuten bei 75 °C in einer feuchten Kammer denaturiert. Es erfolgte die

Hybridisierung Uber Nacht fur 12 - 14 Stunden in einer feuchten Kammer bei 37 °C.

9.3 Waschung

Die Waschungen erfolgten nach Entfernung des Deckglaschens 3 Mal fur 7 Minuten
bei 45 °C in 50% Formamid in 2 x SSC und anschliefRend fur 1 Minute bei 45 °C in 2
x SSC.

9.4 Detektion der Sonde

Nach Abschluss der Waschprozedur wurden die Praparate in PNM Puffer (HNa;PO4
und HyNaPO, auf pH 8 eingestellt mit 5% Magermilchpulver, Sigma, Minchen,
Deutschland) equilibriert. Das Magermilchpulver dient zum Abblocken unspezifischer

Antikorper-Bindungen.
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Im Folgenden wurden zur Detektion der Sonde und Amplifikation des Fluoreszenz-
Signals mehrere Schritte mit Antikorperinkubationen durchgefihrt.
a) Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Anti-DIG-FITC AK
von der Maus.
b) Inkubation fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Anti-Maus-FITC AK
vom Schaf.
c) Inkubation fir 20 Minuten bei Raumtemperatur mit einem Anti-Schaf-FITC AK
vom Esel.
(Alle Antikdrper von Jackson ImmunoResearch, Newmarket, GroRRbritanien)
Zwischen den Amplifikationsschritten erfolgten jeweils 3 Waschungen in PNM-Puffer

uber jeweils 3 Minuten.

Je nach Praparat reichten diese 3 Amplifikationsschritte, bei Bedarf konnten weitere

Zwischenschritte eingebaut werden.

AbschlieRend erfolgte bei jedem Praparat noch eine Kern(DNA)farbung in blau mit
DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol, (Sigma, Minchen, Deutschland)). Die Praparate
wurden fir 3 Minuten in 2 x SSC gewaschen und fur 5 Minuten mit DAPI (2,5 ul
Stammldsung in 25 yl 2 x SSC) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Wa-

schung fur 3 Minuten in 2 x SSC wurden die Praparate eingedeckelt und konserviert.

Die Konservierung erfolgte mit Antifade (DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan,
(Sigma, Minchen, Deutschland)) mit destilliertem Wasser, TRIS-HCI und Glycerin)

und die Praparate wurden eingedeckelt.

10. Kontrollen
10.1 Positiv-Kontrollen:

Als Positivkontrollen dienten die CTL Linien, die bereits seit mehreren Monaten in
unserem Labor unter oben genannten Bedingungen ohne weitere Antigen-Stimula-

tion sich in Kultur befanden.
10.2 Negativkontrollen

Als Negativkontrollen fir die DNA-Sonde dienten Zelllinien, die sicher nicht mit SHV

infiziert waren. Insbesondere wurden die als Stimulator-Zellen eingesetzten mit EBV
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immortalisierten B-Zelllinien der Patienten und kommerziell verfligbare T-Zelllinien

wie Jurkat-Zellen oder Zelllinie-K-562 als Kontrollen benutzt.

11. Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Die Aufbewahrung von Effektor- und Zielzellen in flissigem Stickstoff hat den Vorteil,
dass diese beliebig lange gelagert werden konnen und bei eventuellem Bedarf fur

spatere Untersuchungen jederzeit zur Verfugung stehen.

Hierzu wurden 5 x 10° bis 1 x 107 Zellen in 1 ml FCS resuspensiert und in ein 1,8 ml-
Kryordhrchen (Fa. NUNC, Roskilde, Danemark) tUberfuhrt. Dann wurde den Zellsus-
pensionen 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) zu-
gefuhrt, und anschlieBend erfolgte das sofortige Einfrieren bei - 80 °C. Nach 24
Stunden wurden die Rohrchen in flussigen Stickstoff Uberfuhrt und bei - 196 °C gela-
gert.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen fur ca. 3 Minuten in ein 37 °C Wasserbad
gestellt. Sofortiges Uberfiihren der Zellen in warmes Kulturmedium und anschlieRen-
des zweimaliges Waschen verhinderten grof3ere toxische Schadigungen der Zellen
durch das DMSO. Die Zellen konnten anschlieRend wieder ohne Probleme in Kultur

genommen werden.

12. Mycoplasmendetektion

Die Kontamination durch Mycoplasmen ist gerade bei Langzeitkulturen ein grofl3es
Problem. Schwer in den kultivierten Zellen zu erkennen, sind sie oft Ursache schlecht

wachsender Kulturen und verfalschter experimenteller Ergebnisse.

Der Nachweis von Mycoplasmen erfolgte einmal alle 14 Tage mit einem kommer-
ziellen ELISA (Mycoplasma Detection Kit, Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Deutschland), wobei M. argini, M. hyorhinis, M. laidlawii und M. orale als haufigste

Arten detektiert werden konnen. Kontaminierte Kulturen wurden sofort verworfen.
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13. Berechnung, Graphik und Ausarbeitung

Die Berechnungen und graphischen Darstellungen wurden mit einem kommerziellen
Tabellenkalkulationsprogramm (Excel, Microsoft, Minchen, Deutschland) bzw. einem
Durchflusszytometrieprogramm (WinMDl, Version 2.8, freeware,
http://facs.scripps.edu/software.html) durchgefihrt. Fir die Ausarbeitung wurde ein
kommerzielles Textverarbeitungsprogramm verwendet (Word, Microsoft, Munchen,
Deutschland). Die mikroskopischen Bilder wurden an Carl Zeiss Lichtmikroskopen
mit einer Digitalkamera von Nikon mit freundlicher Erlaubnis von Prof. Dr. Loffler II.

Medizin Kiel erstellt.
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IV. Ergebnisse
1.  Wachstumsverhalten der SHV-2-transformierten CTL
1.1 Antigen-unabhéangige Proliferation
Die sechs transformierten CTL-Linien (KL, JB, HM, SI, WB und IH) wurden im Verlauf

der Kultivierung nicht mit Antigenen stimuliert.

In dreitdgigen Abstadnden wurde den transformierten CTL-Kulturen Interleukin-2 zu-
gegeben. Eine Erhohung der IL-2 Konzentration zeigte keine signifikante Proliferati-
onssteigerung im 3H-Thymidin-ProIiferationsassay, so dass zur Kultivierung eine IL-2

Konzentration von 30 U/ml ausreichend war.

CPM
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Abb.2: Die SHV-2-transformierten Lymphozyten zeigten keine Steigerungen der Pro-

liferation nach Erhdhung der IL-2 Konzentration.
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1.2 Wachstumsrate

Um die Proliferationrate der transformierten Zellen zu bestimmen, wurde die Zellzahl
einzelner Kulturen in einwochigen Abstanden (spater zweiwochige Abstande) in einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Zellen (Log)
1,00E409 |
1,00E408 | /A
KL
—a—JB
—#—IH
1,00E407 |
1,00E406 |-
/./ .
1,00E+‘05 7- T T T T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Wochen

Abb.3: Logarithmische Darstellung der Proliferation von 3 Zelllinien.
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2. Durchflusszytometrische Untersuchungen - Phanotypisierung der SHV-2-

transformierten CTL

Um die transformierten Lymphozyten phanotypisch zu klassifizieren, wurden durch-
flusszytometrische Untersuchungen auf die Expression unterschiedlicher Oberfla-

chenmolekule der Zellen vorgenommen.

Dabei untersuchten wir die Expression der T-Zell-Marker CD3 (auf allen T-Lympho-
zyten exprimiert), CD4 bzw. CD8 (auf MHC-Klasse-Il- bzw. MHC-Klasse-I-restrin-
gierten Zellen exprimiert), die Expression des T-Zell-Rezeptors o/, sowie das nach
Antigenstimulation in hohem MaRe vorkommende Oberflachenmolekil CD45RO.
Eine weitere wichtige Untersuchung war der Nachweis von NK-Zellpopulation, die
auf der Zelloberflache CD16 exprimieren bzw. von NK-ahnlichen T-Zellen, die durch

Coexpression von CD56 charakterisiert sind.

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten, dass sich alle sechs Zellli-
nien in ihrem Phanotyp nur im Bezug auf ihre CD56 Expression hin unterscheiden

(s.u.).

Fast alle Zellen in den Kulturen zeigten eine nahezu 100%ige CD3-Expression und
davon sind uber 70% CD8+ T-Lymphozyten. Diese Zellen liegen im aktivierten Zu-

stand mit starker Expression des T-Zell-Rezeptors a/3 und CD45R0O vor.

Bemerkenswerterweise zeigten die T-Lymphozyten eine starke Coexpression des
NK-Oberflachenmoleklls CD56. Dieses NK-Oberflachenmolekul kommt nur zu un-

gefahr 1 bis 5 Prozent in unkultivierten T-Lymphozytenpopulationen vor.

2.1 Expression der T-Zellmarker CD3, CD4, CD8, und TCR a/p

Die Abbildungen 4 und 5 zeigen exemplarisch die Ergebnisse der durchflusszyto-
metrischen Analyse der CD3-, CD4-, und CD8-Molekuldichte und der TCR a/B-Ex-
pression auf den SHV-2-transformierten Effektorzellen. Bei den Effektoren handelt es
sich zu 80 bis 100% um zytotoxische T-Zellen mit einer Coexpression von CD3+ und
CD8+ mit einer uber 95%igen TCR a/p -Expression. CD 4 wird nur in seltenen Fallen

mit CD 8 gemeinsam auf Zellen exprimiert, Zellen, die nur CD3 und CD4 ohne CD8
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trugen, waren nicht nachweisbar. Eine Co-Expression von CD4 und CD8 fand sich in
1 -28% der CD3+ Zellen.
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2.2 CD45R0O-Expression

Die durchflusszytometrische Analyse zeigte ebenfalls eine Uber 95%ige Expression
des nach Aktivierung vorzufindenden Oberflachenmoleklls CD45RO auf allen sechs
Effektor-Zelllinien. Dargestellt ist diese Untersuchung exemplarisch in der Abbildung
6.
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Abb.6: CD45RA vs. CD45RO
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2.3 CD3- und CD16-Expression

Mit der Durchflusszytometrie wurde die Dichte der CD16-Oberflachenmolekule auf
den transformierten Effektorzellen untersucht. Hierbei konnte keine signifikante

CD16+-Zellpopulation nachgewiesen werden.
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Abb. 7: CD16 vs. CD56 Abb. 8:CD16 vs. CD56

Abb.7 und 8: CD16 vs. CD56. Durchflusszytometrische Analyse der CD16-Molekul-
dichte auf den transformierten Effektoren. NK-Zellen (CD16+) konnten nicht

in signifikanter Anzahl nachgewiesen werden.

24 Coexpression von CD56

Die durchflusszytometrische Analyse der CD56-Molekuldichte auf den Effektorzellen
zeigte unterschiedliche Prozentsatze von Co-Expressionen in den sechs SHV-2-
transformierten Zelllinien. Es fand sich in einer Zelllinien (WB) eine mit ca. 9% kleine,
in 4 Zelllinien (KL, IH, SI und HM) eine mit 40 - 55% mittlere und in einer Zelllinie (JB)
eine mit ca. 78% grofRRe T-Zellpopulation mit NK-Oberflachenmolekul (CD3+/CD56+).
Exemplarisch ist hier jeweils eine Zelllinie fir niedrige, mittlere und hohe Co-Expres-
sion von NK-Oberflachenmolekil (CD3+/CD56+) dargestellt.
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Abb.9: CD56 vs. CD3. Die transformierten CTL der Zelllinie WB wiesen eine ca.
9%ige Expression des NK-Markers CD56 auf.
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Abb.10: CD3 vs. CD56. Die transformierten CTL der Zelllinie IH zeigen eine ca.
55%ige Coexpression des NK-Markers CD56.
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Zelllinie JB
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Abb.11: CD3 vs. CD56. Die transformierten CTL der Zelllinie JB wiesen eine ca.
78%ige Expression des NK-Markers CD56 auf.
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3. Qualitatsprufung einer Herpesvirus-saimiri-spezifischen DNA-Sonde

Um im weiteren Verlauf die Virustranformation der CTL nachzuweisen, wurde eine
Herpes-saimiri-spezifische DNA-Sonde hergestellt. Die dafur bereitgestellten DNA-
Fragmente wurden mit unterschiedlichen Methoden aufbereitet und auf ihre Hybrisdi-
sierungsfahigkeit getestet. Als gut praktikable Methode mit der optimalen Sonde hat
sich das oben beschriebene Verfahren herausgestellt. Nach Amplifikation und Ver-
dau des Bluescript-Vektors wurde die Sonden DNA im Agarosegel aufgetrennt. Die

erwartete Bande bei ca. 400 bp zeigte sich sehr gut.

.
2036 bp

1018 bp

Abb. 12: Agarosegel nach dem Auftrennen verschiedener Ansatze (Konzentrati-
onzunterschiede) zeigte sich eine gut sichtbare ca. 400 bp grof3e Bande, die ausge-

schnitten und weiterverarbeitet wurde.

Nach dem Aufreinigen der ausgeschnittenen Banden erfolgte der Schritt der Oligo-
Markierung. Die Markierung wurde Anhand des Dot-Blot- und des Southern-Blot-
Verfahrens Uberpruft. Mit der kleineren, ca. 400 bp grof3en, Sonde zeigten sich hier

gute Ergebnisse mit einem gut praktikablen und einfach reproduzierbaren Verfahren.
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Abb. 13: einfacher Dot Blot mit verschiedenen Verdinnungen zur Kontrolle der Mar-

kierung mit Digoxigenin

Abb. 14: Southern Blot der DIG markierten DNA Sonde in verschiedenen Verdln-

nungen aus den verschiedenen Ansatzen.
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4. Fluoreszenz in situ Hybridisierung

4.1 Praparate
Schon die Tatsache, dass eine mindestens 6 monatige Kultivierung der Zellen ohne

erneute Antigenstimulation gelang, spricht fur eine Virustransformation.

Ziel der Arbeit war es jedoch, die Transformation der einzelnen Zelle zu einem belie-
bigen Zeitpunkt nachzuweisen. Mittels der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
mit der hergestellten DNA-Sonde konnte in den Zellen aller 6, mit SHV2-C488 im-
mortalisierten Zelllinien, spezifische Virus-DNA nachgewiesen werden. In den Zellen
fanden sich die per Sonde markierten Virus-DNA-Abschnitte im Zellkern als Episo-

men in einer hohen Kopiezahl.

Die durchgefuhrten Versuchsansatze mit Vorverdau der Zytopraparate mit Trypsin
(Sigma, Munchen, Deutschland) fuhrten zu schlechteren Ergebnissen: Die Virus-
DNA wurde nicht mehr im Kern nachgewiesen, es kam zu einer unspezifischen Far-
bung des gesamten Praparates. Ebenso brachte die vorherige Fixierung der Zy-
topraparate keinen Vorteil, die Sonden konnten teilweise nicht in die Zellen eindrin-

gen und das Signal war deutlich abgeschwacht.

Im Folgenden sind mehrere Praparate unterschiedlicher Zelllinien mit dem Nachweis
der Transfektion zu sehen. In allen Praparaten sind die im Kern liegenden griinen
Punkte Korrelat fur die Virus-DNA, die Uber die Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit

dem Fluoreszenz Farbstoff FITC sichtbar gemacht wurde.
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Abb. 15: Zelllinie KL

Abb. 16: Zelllinie IH
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Abb. 17: Zelllinie SJ

Abb. 18: Zelllinie JB
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4.2 Kontrollen
421 Verfahrenskontrolle

Als Kontrolle des gesamten Hybridisierungsverfahrens wurde an EBV-transformier-

ten B-Zellen eine kommerziell erworbene EBV-DNA-Sonde (Biohit Oy, Helsinki, Fin-

land) getestet.

Abb. 19: EBV immortalisierte Zielzelle (B-Zelle) mit Nachweis des EBV-Genoms. Die
blaue Farbung der Zellmembran ist hier ein CD19 Antikorper mit AMCA (amino-me-

thyl-coumarin-acetate) Farbstoff.
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4.2.2 Negativkontrolle

An keiner der als Negativkontrollen eingesetzten Zelllinien konnte mit der DNA-
Sonde und dem beschriebenen Verfahren ein Signal nachgewiesen werden. Auf
diese Art und Weise konnte demonstriert werden, dass eine unspezifische Bindung
der DNA-Sonde in unserem Versuchsansatz nicht vorkommt. Dass es allerdings mit

anderen Rhadinoviren zu einer Kreuzreaktion kommt, kann nicht mit Sicherheit aus-

geschlossen werden.

Abb. 20: Jurkat-Zellen nach Hybridisierung mit der Herpesvirus saimiri DNA-Sonde

Abb. 21: K562-Zellen nach Hybridisierung mit der Herpesvirus saimiri DNA-Sonde
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4.3 Verfahrensbewertung

Unter Anwendung der oben genannten Formeln zur Bestimmung von Schmelztem-
peratur, Stringenz und Missmatch ergibt sich ein Missmatch von 14%. Das bedeutet,
dass nur noch DNA-DNA Hybride die Waschung Uberstehen, die mindestens zu 86%
homolog sind. Die Stringenz, mit der die in situ-Hybridisierung durchgefuhrt wurde,
bestimmt den ungefahren Prozentsatz korrekt gepaarter Nukleotide im Doppelstrang
aus DNA-Sonde und Zielsequenz. In obigem Verfahren wurde besonders fur die Wa-

schungen ein stringenter Ansatz gewahlt.

Bei einer Ty, von 53°C und einer Waschtemperatur (T;) von 45 °C ergibt sich bei ei-

ner Sondenlange von ca. 400 bp nach folgender Formel eine Stringenz von 92%:
Stringenz (%) = 100 - M¢ (Tp, - Ta)

M. Fehlpaarungsfaktor (1 fir Sonden tber 150 bp, 5 fir Sonden unter 20 bp)
Tm: errechnete Schmelztemperatur, s. o.
Ta:  Hybridisierungs- bzw. Waschtemperatur, s. o.
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V. Diskussion
1.  Virustransformation von Lymphozyten

Die virus-induzierte Transformation von Zellen ermdglichte Anfang der 80er Jahre
einen erheblichen Fortschritt bei den molekularbiologischen und immunologischen
Untersuchungen von Lymphozyten. Auf diese Weise konnte man zwei grof3e Prob-
leme I6sen. Zum Einen, das der haufig zu geringen Zellzahlen in den Kulturen und
zum Anderen, das der oft zu kurzen Lebensdauer von in Kultur gehaltenen Lympho-
zyten. Eine weitere Schwierigkeit stellte der Erhalt der Antigen-Spezifitdt von T-Zel-
len dar. Regelmalige Antigen-Stimulation (durch inaktivierte ,bestrahlte Zellen)
brachte einen erheblichen Kulturaufwand mit sich. Daneben konnten die als Antigen
fungierenden Zellen die Zellkulturen verunreinigen und Interpretationen von Ergeb-
nissen deutlich erschweren. Die Immortalisierung von Lymphozyten schien der ideale

Weg zur Losung dieser Probleme zu sein.

Das humane T-Zell-Leukamie-Virus Typ 1 (HTLV-1) transformiert humane T-Lym-
phozyten und fuhrt somit zu kontinuierlich stabil wachsende Zellkulturen (Miyoshi et
al. 1981, Yamamoto et al. 1982, Faller et al. 1988, Persaud et al. 1995). In zahlrei-
chen Versuchsansatzen erwiesen sich diese als nutzliche Untersuchungsobjekte,
wobei die transformierten T-Zellen phanotypisch zum gréf3ten Teil CD4 positiv wa-
ren. Unglucklicherweise zeigten die Zellen nach langerer Kultivierung (2 bis 4 Mo-
nate) einen Verlust ihrer Zytotoxizitat, ihres T-Zell-Rezeptors und ihrer Interleukin-2-
Abhangigkeit (Inatsuki et al. 1989, Yssel et al. 1989). Aus biosicherheitstechnischen
Grlnden ist die permanente Produktion von Retroviren durch die transformierten T-

Lymphozyten-Kulturen bedenklich.

Humane B-Lymphozyten kdnnen durch das Epstein-Barr-Virus effizient immortalisiert
werden (Nilsson et al. 1982, Tosato et al. 1997). Wegen der erhaltenen antigen-pra-
sentierenden Eigenschaften konnen sie — als Zielzelle eingesetzt — somit als mittler-
weile etablierte Methode dazu dienen, die Antigen-Spezifitaten von T-Lymphozyten

zU untersuchen.

Die im murinen Modell erfolgreiche Technik der T-Zell-Hybridom-Fusion spielt bei
humanen T-Zellen aufgrund der Instabilitat der T-Zell-Klone eine eher untergeord-

nete Rolle.
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T-lymphoblastische Tumor-Zelllinien, wie z.B. ,Jurkat®, weisen im Vergleich zu nati-
ven Lymphozyten unterschiedliche phanotypische Eigenschaften auf, ebenso gibt es

starke Unterschiede in der Genregulation und Signaltransduktion.

Die Immortalisierung von T-Zellen durch das Herpesvirus saimiri fuhrt wie beschrie-
ben zu permanent wachsenden Kulturen ohne weitere Antigen-Stimulation bei er-
haltener T-Zell-Spezifitat und erhaltenem T-Zell-Phanotyp und stellt somit letztendlich
eine Fortfuhrung etablierter Labormethoden dar.

2. Biologische Sicherheit

Wie gefahrlich das Herpesvirus saimiri fir den Menschen wirklich ist, kann mit letzter
Sicherheit zum jetzigen Zeitpunkt niemand sagen. Intravendse Gaben von hohen
Dosen des reinen SHV-2 (10° plaqueforming units pro ml) verursachen akute
Lymphome mit letalem Ausgang bei nahen Verwandten des Menschen, den Maca-
quen (Knappe et al. 2000). Dahingegen wurden SHV-2-transformierte T-Zellen nach
autologer Reinfusion vom Wirtsorganismus ohne Anzeichen einer Erkrankung tole-

riert.

Bekanntermal3en persistiert das Virusgenom als Episom in transformierten T-Zellen.
Nach autologer Transfusion konnte Virus-DNA mittels durchgeflhrter PCR flr meh-
rere Monate in mononuklearen Blutzellen (PBMNC) und kultivierten T-Zellen nach-
gewiesen werden. Diese PCR-DNA-Signale scheinen den transfundierten Zellen zu
entstammen (Knappe et al. 2000). Ebenfalls per PCR wurde auf Einzelklonbasis die
Persistenz von Herpesvirus saimiri Genom in T-Lymphozyten nach Transfektion ein-

zelner Zellen (limiting dilution cloning) nachgewiesen (Lehner et al. 2009).

Die Produktion von Viruspartikeln unter normalen Umstanden konnte bis heute nicht
nachgewiesen werden (Biesinger et al. 1992, Fickenscher et al. 1996, Broker et al.
1999, Hiller et al. 2000). Allerdings gelang es mit sehr starken Lyseinduktoren
(Histondeacetylaseinhibitor Trichostatin A) in den immortalisierten T-Zellen die fruhe
lytische Phase zu induzieren (Alberter, 2008). Vor einem klinischen Einsatz muss
aus diesem Grunde die Replikation von Herpesvirus saimiri-Vektoren im Zielorga-

nismus durch transformierte Zellen sicher auszuschliel3en sein.
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Bestrebungen, ein Suizidgen in das Genom von Herpesvirus saimiri einzubauen
(Hiller et al. 2000) bzw. replikations-freie Varianten herzustellen, lassen jedoch den
Einsatz SHV-2-transformierter T-Zellen in der zellularen Immuntherapie moglich er-

scheinen.

3. Transformation von T-Lymphozyten durch Herpesvirus saimiri
3.1 Genom und Transfektionsmechanismus

Herpesvirus saimiri (Melendez et al. 1968), nach dem Internationalen Komitee fur
Virustaxonomie SHV-2 (,saimiri herpesvirus Typ 2“) abgekurzt, ist ein y,-Herpesvirus,
dessen naturlicher Wirt der Totenkopfaffe (saimiri sciureus) ist. Leicht von periphe-
rem Blut der meisten Totenkopfaffen zu isolieren (Falk et al. 1972), kann es in gro-
Ren Mengen durch Infektion von Nierenzellen der Nachtaffen gewonnen werden (Fi-

ckenscher und Fleckenstein, 1998).

Das Virusgenom war und ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Es persistiert
in transformierten T-Zellen als nicht integriertes Episom. Die DNA der Viruspartikel ist
linear angeordnet. Das Herpesvirus saimiri Genom umfalit eine 112 kb grof3e, cha-
rakteristische DNA-Sequenz, die beidseits von einem nicht codierenden DNA-Seg-
ment flankiert wird. Der Herpesvirus saimiri Prototyp Stamm A11 wurde bereits se-
quenziert und weist 76 offene Leserahmen (open reading frames, ORF) auf. Nach-
weisbar ist eine hohe Anzahl von Genen, die Homologien zu zellularen Proteinen
aufweisen, wie z. B. Thymidylatsynthetase, Dihydrofolatdehydrogenase, Comple-
ment kontrollierende Proteine, CD59 und Bcl12 (Albrecht et al. 1992, Albrecht und
Fleckenstein, 1994, Fickenscher et al. 1996). Wahrend des lytischen Viruswachs-

tums nachgewiesen, konnten sie eine wichtige Rolle bei der Virusreplikation spielen.

Essentiell fir die Onkogenitat und insbesondere fur die Transformation von T-Zellen
scheint der links terminale Anteil der Virus-DNA zu sein (Biesinger et al. 1992). Diese
Region wird in drei Untergruppen (subgroups A, B, C) unterteilt, wobei nur die
»subgroup C“ in der Lage ist, humane T-Zellen dauerhaft und antigen-unabhangig zu
immortalisieren. Zwei in transformierten T-Zellen nachgewiesene virale Proteine

scheinen hierbei eine Schllisselrolle zu spielen, namlich StpC (saimiri transformation
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associated protein of C-strain) und TIP (tyrosinkinase interacting protein) (Biesinger
et al. 1995 Jung et al. 1995, Fickenscher et al. 1997).

Der Weg der Einschleusung des SHV-2 in die Zellen und damit der Mechanismus
der Transformation sind bis heute unklar. Trotz vieler Analogien zum Epstein-Barr-
Virus, das an den Complement-Rezeptor (CD21) der B-Lymphozyten bindet und
diese lebenslanglich infiziert, gibt es sicherlich Unterschiede im Transfektionsmecha-
nismus. Der vom Herpesvirus saimiri benutzte Rezeptor muss auf den verschiede-
nen Geweben auch unterschiedlicher Spezies weitverbreitet sein, da sowohl hama-
topoetische Zellen als auch epitheliale und mesenchymale Zellen infiziert werden
(Fickenscher u. Fleckenstein 2001). Vom TCR-Komplex ist die Transformation aller-
dings unabhangig, da neben Zellen mit defektem CD3-Oberflachenmolektlen auch
T-Lymphozyten mit defektem T-Zell-Rezeptor infiziert werden konnten. Versuche,
NK-Zellen durch das Herpesvirus saimiri zu immortalisieren, verliefen im Gegensatz

dazu frustran (unveroéffentlichte Versuche der eigenen Arbeitsgruppe).

3.2 Wachstumsverhalten und Phanotyp

Die durch das Herpesvirus saimiri transformierten T-Zellen wachsen am besten in
hoher Zelldichte, sind Interleukin-2-abhangig, jedoch antigen-unabhangig. Unter die-
sen Kulturbedingungen vermehren sich die Zellen in einer Woche um den Faktor
zwei bis vier (Biesinger et al. 1992). Die von uns untersuchten transformierten T-
Lymphozyten bestatigten diese Beobachtungen. Ohne Antigen-Stimulation zeigten
alle sechs Zelllinien ein kontinuierliches Proliferationsverhalten mit einer wochentli-
chen Verdoppelung der Zellzahlen (Abb.2, S.22). Eine Erhohung der Interleukin-2
Dosierungen wahrend der Kultivierung erbrachte keine signifikante Proliferationsstei-
gerung (Abb.3, S.23), so dass eine Interleukin-2-Gabe von 30 U/I alle drei Tage zu

den Zellkulturen ausreichend erscheint.

Zahlreiche Untersuchungen von Herpesvirus saimiri transformierten T-Zellen haben
nachweisen konnen, dass diese Zellen phanotypisch reifen, aktivierten CD4+ bzw.
CD8+ T-Lymphozyten entsprechen, die neben ihrer Zytotoxizitat auch ihre Fahigkei-
ten zur Zytokinproduktion und Signaltransduktion beibehalten, allerdings ihr Zytokin-

muster eher in Richtung Typ 1 T-Helferzellen verschieben (Biesinger et al. 1992,
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Weber et al. 1993, Broker et al. 1993, De Carli et al. 1993, Mittriicker et al. 1993, Be-
rend et al. 1993, Tsygankov 2005). Die durchflusszytometrischen Untersuchungen
aller sechs Zelllinien zeigten, dass der grofdte Anteil (jeweils Uber 80%) der Uber viele
Monate in Kultur gehaltenen transformierten T-Zellen zytotoxische T-Lymphozyten
(CD3+/CD8+) sind, die eine hohe Expression des T-Zell-Rezeptors a/f aufweisen
(Abb.5, S.24). Ebenso fand sich auf vielen Zellen das auch bei aktivierten cytotoxi-
schen T-Zellen nachweisbare Oberflachenmolekul CD45RO.

Bis zum heutigen Zeitpunkt konnten bei SHV-2-transformierten Lymphozyten weder
die B-Zellmarker (CD1 und CD19) noch die NK-Oberflachenmolekile (CD16 und
CD57) nachgewiesen werden. Der NK-Zellmarker CD56, auch in geringem Malde auf
T-Zellen zu finden (1 bis 5%), konnte bis jetzt nur auf wenigen transformierten T-Zell-

linien nachgewiesen werden (Meinl et al. 1995).

Interessanterweise erbrachten unsere durchflusszytometrischen Untersuchungen
den Nachweis einer hohen Coexpression des Oberflachenmolekils CD56. Vier Zell-
linien waren zu Uber 40% und eine sogar zu knapp 80% phanotypisch T-Zellen mit
NK-Funktion (CD3+/CD56+) (Abb.9f, S.27). Aus der Literatur heraus kann das Her-
pesvirus saimiri nicht in ursachlichem Zusammenhang mit dieser hohen CD56-
Coexpression der transformierten CTL gebracht werden; ein solcher ist aber letzt-
endlich nicht sicher auszuschlieBen. So konnten phanotypische Unterschiede der
transformierten T-Zellen durch verschiedene Stamme der ,subgroup C* bedingt sein
(Fickenscher et al. 1997). In unserem Versuchsanstz lasst sich dieses Phanomen
besser Uber die vorhandenen Kulturbedingungen und die Art der Antigenstimulation
mit syngenen antigen-prasentierenden Zellen aus Patienten mit einer chronischen
Krankheit erklaren. Andere Gruppen, die nicht unselektiv mit Phytohamagglutinin,
sondern mit spezifischen antigenprasentierrenden Zellen stimulierten, erhielten eine
ahnliche clonale Selektion mit einem hohen Anteil an CD8+/CD56+ NK-like CTL
(Mosoian et al. 2000). Dies unterstutzt die Theorie, dass es moglich ist, autologe
CML-spezifische zytotoxische T-Zellen mit NK-like-Funktion von Patienten mit CML
zu isolieren und ggf. nach Expansion zur Bekampfung der minimal residual disease

einzusetzen.
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4. Herstellung der Sonde

Um bereits im frihen Stadium nach Inkubation der T-Zellen mit dem Herpesvirus
saimiri in der Lage sein zu konnen deren Immortalisierung auf Einzelzellebene nach-
zuweisen, wurde der Weg der in situ Hybridisierung gewahlt. Die in situ Hybridisie-
rung erfullt die gestellten Anforderungen: einfache Anwendung eines etablierten
Standardverfahrens in der immunologischen Zellforschung, Nachweismoglichkeit auf
Einzelzellebene mit der Moglichkeit im selben Moment auch noch den Phanotyp der
Zelle zu bestimmen. Dies konnte ohne groRen weiteren Aufwand im selben Arbeits-
schritt in Anlehnung an die FICTION-Technik (fluorescence immunophenotyping and
interphase cytogenetics as a tool for the investigation of neoplasms) erfolgen (Martin-
Subero et al., 2002).

Nach einigen Versuchen gelang es mit dem 400 bp groRen DNA-Fragment aus dem
ORF1 von Herpesvirus saimiri Untergruppe C488, konstante Ergebnisse bezuglich
der Vervielfaltigung und der Oligomarkierung mit Digoxigenin zu erhalten. Die Versu-
che mit einer langeren Sonde wurden aufgrund von falsch negativen Ergebnissen
wegen Schwierigkeiten mit der Zellwand-Penetration eingestellt. GrolRere Fragmente
sind in der Hybridisierung spezifischer, was die Paarung mit der Ziel-DNA betrifft; die
Hybridisierungs und Waschvorgange konnen dann weniger stringent gewahlt wer-
den. Allerdings ist es fur groRere Fragmente auch deutlich schwieriger die Zellmemb-
ran zu penetrieren und es kann durch notwendige Vorverdau-Schritte zu einer Auflo-
sung der Zellularen Matrix und somit zu einem falsch negativen Ergebnis kommen.
Unsere Versuche mit einer kirzeren Sonde flhrten zu unspezifischen Signalen. Bei
kleineren Fragmenten spielt hauptsachlich die Fehlpaarung eine Rolle, es kommt
vermehrt zu falsch positiven Ergebnissen, da die Sonde bei weniger stringenten
Hybridisierungs- und Waschvorgangen zur Fehlpaarung neigt. Die Markierung mit
Digoxigenin ist im Vergleich zur Radionuklidmarkierung deutlich einfacher im Um-
gang und liefert Uber die Markierung mit an Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelten Anti-
korpern in der Fluoreszenzlicht-Mikroskopie eindeutige Ergebnisse. Jeder Arbeits-
schritt ist Uber einfache etablierte Methoden (z.B. dot blot, Southern blot) leicht zu

uberprifen und damit die gesamte Methode wenig anfallig gegeniber Fehlern.
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5. Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung ist ein Standardverfahren, das hauptsachlich
in der molekularen Zytogenetik seine Anwendung findet. Das Verfahren ist weit er-

probt und auch weitgehend automatisiert verfigbar (Jin und Lloyd 1997).

In der vorliegenden Arbeit musste die DNA-Sonde, die zur Hybridisierung und somit
zum Nachweis des Herpesvirus saimiri Genoms verwendet wurde, erst hergestellt
werden, da diese kommerziell nicht verfugbar war. Das 400 bp grof3e Stuck eignete
sich sehr gut sowohl fur die Penetration in die Zielzelle, als auch um eine gute Bin-
dung an die Virus-DNA im Sinne einer guten Spezifitat zu erreichen. Insgesamt
wurde mit rechnerisch 92 % Stringenz ein sehr stringenter Versuchsansatz beson-
ders in den Waschungen benutzt, um eine Fehlpaarung und somit falsch positive
Ergebnisse zu vermeiden. In der Literatur wird fur Studienzwecke eine Stringenz von
uber 80 % in vergleichbaren Versuchsansatzen gefordert (Schwarzacher-Robinson
et al.. 1988).

In allen immortalisierten T-Zelllinien, die auch tatsachlich tber mehrere Monate ohne
weitere Antigenstimulation in Kultur gehalten wurden, konnte mit der FISH-Methode
das Virusgenom im Nukleus nachgewiesen werden (Abb. 15f). Herpesvirus saimiri
DNA, die auRerhalb des Nucleus lag, konnte nicht nachgewiesen werden. Dies ent-
spricht den Angaben aus der Literatur, in der nach Immortalisierung der Verbleib der
Virus-DNA in Episomen im Nukleus ohne eine Form der Virus-Replikation beschrie-

ben ist (Fickenscher und Fleckenstein 2001).

In den bisherigen Studien mit immortalisierten T-Lymphozyten mit dem Herpesvirus
saimiri wurde keine FISH als Direktnachweis der Virustransfektion eingesetzt. Im
Grolteil der Falle wurde schon das antigen-unabhangige langzeitige Wachstum als
Nachweis gewertet (Pon et al., 2003). Des Weiteren erfolgte haufiger ein PCR-
Nachweis von SHV-2-DNA unspezifisch in der Zellkultur (Heck et al., 2006). Als
Nachweis auf Einzelzellebene konnte der PCR-Nachweis von SHV-2-DNA in der
Kultur nach Transfektion einzelner Zellen (limiting dilution cloning) gelten (Lehner et
al. 2009). Dies entspricht aber nicht den Erfordernissen unseres Versuchsansatzes

und kann nicht bereits kurze Zeit nach Transfektion eingesetzt werden.

Mit der hier etablierten Methode ist es nun moglich einen Direktnachweis des Virus-

genoms in der Zelle und somit deren Immortalisierung zu erbringen. In einem weite-
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ren Verfahrensschritt kann gleichzeitig die Zelle phanotypisiert werden. Dieses
Verfahren ist als FICTION beschrieben und wird eigentlich in der Zytogenetik ver-
wendet (Martin-Subero et al., 2002). Auf diese einfache Art und Weise lassen sich in
einem Arbeitsschritt die erfolgreiche Immortalisierung und Selektion bestimmter zy-
totoxischer T-Zellklone nachweisen (Abb. 19, S. 34).

6. Chancen und Risiken der zellularen Immuntherapie

Die zellulare Immuntherapie kann als eine Strategie verstanden werden, biologische
Funktionen von defektem Gewebe oder Systemen durch den Einsatz autologer oder
allogener Zellen wiederherzustellen. Zahlreiche Wege wurden bisher mit sehr unter-

schiedlichem Erfolg beschritten.

Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK) und Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TIL)
wurden seit den 70er Jahren bei der Bekampfung von Tumoren eingesetzt. Hierbei
zeigen die TIL eine hdhere spezifische Zytotoxizitat als die LAK, allerdings ist ihr kli-
nischer Nutzen eher auf solide Tumoren (z. B. Melanome und Glioblastome) be-

schrankt.

Einige virale Infektionen kénnen bereits durch eine zellvermittelte Immuntherapie
bekampft werden. Nach Gabe von in vitro generierten CD8+ CTL konnten mit dem
Zytomegalie-Virus infizierte Patienten erfolgreich therapiert werden (Riddell et al.
1992, Walter et al. 1995). Die Bekampfung von EBV-Infektionen bei immunsuppri-
mierten Patienten durch die autologe Reinfusion Antigen-spezifischer CTL stellt ei-
nen weiteren Therapieansatz dar. Dies fuhrt zur Wiederherstellung einer zellularen
Immunreaktion gegen das Epstein-Barr-Virus, wobei die in vitro generierten CTL
nachweislich Uber 18 Monate im menschlichen Organismus lebensfahig waren
(Heslop et al. 1996).

Ein weiterer Versuchsansatz beschaftigte sich mit einer verstarkten Immunreaktion
gegen Tumorzellen durch Antigenprasentation. Hierzu wurden dendritische Zellen in

vitro mit Tumor-spezifischen Proteinen gepulst (Hsu et al. 1996).

FUr hamatologische Neoplasien, insbesondere fur auftretende Rezidive nach erfolg-
ter Knochenmarktransplantation, konnte gezeigt werden, dass diese erfolgreich

durch Leukozytentransfusionen therapiert werden konnen. Patienten, die nach er-
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folgter Knochenmarktransplantation an einem Rezidiv einer chronisch-myeloischen
Leukamie erkrankten, erreichten nach Infusionen mit Leukamie-spezifischen mono-
nukledren Zellen (MNC) des primaren Spenders zu uber 70% eine vollstandige Re-
mission (Drobyski et al. 1993, Kolb et al. 1990, Porter et al. 1995). Auch fir Rezidive
akuter Leukamien (ALL) sind Erfolge einer T-Zelltherapie beschrieben (Slavin et al.
1996).

Der Einsatz von in vitro generierten zytotoxischen Lymphozyten (CTL und NK-Zellen)
stellt eine theoretische Therapieoption im Stadium der minimalen Resterkrankung
dar. Diese sind bekanntermalien die Trager des gewtnschten GvL-Effektes (Graft
versus leukemia), namlich der Eliminierung von als ,fremd” erkannten Tumorzellen
und einer damit verbundenen geringeren Rezidivrate. Allogene (von gewebevertrag-
lichem Fremdspender), zytotoxische Zellen zeigen hier die ausgepragtesten Effekte,
unglicklicherweise auch bei der GvH-Reaktion, einer gegen den Wirtsmechanismus

gerichteten, mitunter letal endenden Immunreaktion.

Fiar das Auftreten dieser GvH-Reaktion wurden die mit hoher spezifischer Zytotoxi-
zitat ausgestatteten CTL verantwortlich gemacht (Soiffer et al. 1992). NK-Zellen
scheinen bei deutlichen GvL-Effekten diese unerwinschten GvH-Reaktionen nicht
oder nur in geringem Male zu zeigen (Xun et al. 1995, Glass et al. 1996, Zeis et al.
1997).

Somit waren grole Mengen an NK-Zellen in der zellularen Immuntherapie wun-
schenswert, allerdings stellt sich die Umsetzung dieses Ziels aufgrund der oben ge-

nannten Probleme weiterhin als schwierig dar.

Inwieweit T-Lymphozyten mit NK-Funktion (CD3+/CD56+) ein ahnlich ideales Ver-
halten mit groRem GvL-Effekt und geringer GvH-Reaktion zeigen, war und ist Ge-
genstand einiger Untersuchungen. Die Antitumoraktivitdt von CIK-Zellen
(CD3+/CD56+) konnte bereits 1994 im murinen Modell nachgewiesen werden. (Lu et
al. 1994). Untersuchungen zur Zytotoxizitat von CIK-Zellen gegen Tumorzellen von
z.B. CML-Patienten konnten eine Lyse von Tumorzellen unter Schonung hamato-
poetischer Vorlauferzellen nachweisen (Scheffold et al. 1995). Aktuell richtet sich die
Forschung mehr auf Tumorproteine, die von Leukamiezellen prasentiert werden und

von spezifischen CIK-Zellen erkannt werden (Quintarelli et al. 2008).
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Wie in dieser Arbeit gezeigt, sind diese Zellen, im Gegensatz zu den NK-Zellen, einer
Herpesvirus saimiri-Immortalisierung zuganglich und somit in groRer Menge fur einen

moglichen Einsatz in der zellularen Immuntherapie generierbar.

Einige Arbeiten in dieser Richtung haben gezeigt, dass eine zellulare Immuntherapie
mit SHV-2-transformierten T-Zellen keine Absurditat ist. Im Tiermodell mit Macaquen
konnte gezeigt werden, dass die Tiere nach Reinfusion autologer SHV-2-transfor-
mierter T-Lymphozyten keinerlei Anzeichen einer Erkrankungen, insbesondere eines
pleomorphen T-Zell-Lymphomes bzw. einer Leukamie, aufwiesen (Knappe et al.,
2000). Nach Infektion mit einer hohen Dosis Herpesvirus saimiri (SHV-2C488) Uber-
lebten diese Tiere ebenfalls ohne pathologische Krankheitszeichen, wohingegen mit
der gleichen SHV-2 Dosis infizierte Kontrolltiere innerhalb von zwei Wochen an den
Folgen pleomorpher peripherer T-Zell-Lympome verstarben. Die SHV-2-transfor-
mierten T-Zellen scheinen im Wirtsorganismus unter Beibehaltung ihrer Funktionen
Uberleben zu kénnen und den Ausbruch einer experimentell induzierten (durch SHV-

2-Infektion) akuten Leukamie verhindern zu kdnnen.

Vermutlich verhindert eine T-Zellreaktion, die gegen Virusantigene gerichtet ist, den
Ausbruch einer Leukémie. Diese Form der Immunkontrolle korreliert mit der Per-
sistenz von EBV im Menschen. Dass es in diesem Falle zu keinem Ausbruch einer
Erkrankung kommt, wird durch eine T-Zell-vermittelte Immunreaktion verhindert.
Zellen, die eine Virusreplikation aufweisen, werden effizient durch zytotoxische T-
Zellen eliminiert. Diese Immunreaktion kénnte auch der Grund daflr sein, dass SHV-
2-transformierte CTL nach autologer Reinfusion vom Wirtsorganismus ohne Anzei-

chen einer Erkrankung toleriert wurden.

Neben den Bestrebungen um den Einbau eines Suizidgenes in das SHV-2-Genom
bzw. die Herstellung replikationsfreier Varianten kdnnte dieser vermutete Schutz-Ef-

fekt einen klinischen Einsatz SHV-2-transformierten T-Zellen zukiinftig ermdglichen.
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VI. Zusammenfassung

Das Herpesvirus saimiri (SHV-2) ist ein y,-Herpesvirus, das in der Lage ist, effizient
T-Lymphozyten zu immortalisieren. Die transformierten T-Zellen entsprechen pha-
notypisch dem Bild reifer und aktivierter T-Lymphozyten. Sie behalten nach erfolgrei-
cher Transformation sowohl ihre Zytotoxizitat wie auch die Fahigkeit zur Zytokinpro-
duktion und Signaltransduktion bei. Die Zytokinproduktion erfolgt jedoch mit einem
leicht veranderten Muster: verschoben in Richtung zur Typ1-Helferzelle. Auf diese
Weise ist es moglich, groRe Zellpopulationen antigenspezifischer, zytotoxischer T-
Zellen zu generieren. Neben dem Einsatz in der molekularbiologischen Erforschung
von T-Zellen ist ein Einsatz in der adjuvanten zellularen Immuntherapie nach siche-

rem Ausschluss einer Virusreplikation im Patienten denkbar.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann eine Produktion von Viruspartikeln in transformierten
Zellen nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden. Bestrebungen um den
Einbau eines Suizidgenes in das Virusgenom bzw. die Herstellung Replikations-freier
Virusvarianten lassen jedoch den Einsatz Herpesvirus saimiri transformierter T-Zel-

len in der zellularen Immuntherapie moglich erscheinen.

In der vorliegenden Arbeit wurden von Patienten mit chronisch-myeloischer Leuka-
mie zunachst humane, zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) mit dem SHV-2-Stamm
C488 immortalisiert. Die CTL wurden zuvor im syngenen (demselben Spender ent-
stammend) Versuchsansatz durch Stimulation mononuklearer Zellen (MNC, Lym-
phozyten und Monozyten) mit EBV-transformierten Zellen gewonnen. Sechs so ge-
wonnene CTL-Linien zeigten uber 12 Monate ein stabiles Proliferationsverhalten mit
einer wochentlichen Verdoppelung der Zellzahlen. Den Zellen mussten lediglich in
regelmaldigen Abstanden frisches Kulturmedium und Interleukin-2 zugegeben wer-
den; eine zusatzliche Antigenstimulation war nicht notig. Auch die Zytotoxizitat blieb

erhalten.

Die transformierten CTL wurden dann in der Durchflusszytometrie auf ihre phanoty-
pischen Eigenschaften untersucht. Hier konnten wir in allen sechs CTL-Linien (KL,
JB, HM, SI, WB und IH) reife, aktivierte, grofitenteils zytotoxische T-Lymphozyten
(jeweils Uber 80% CD3+/CD8+ Zellen) nachweisen, die eine hohe Expression des T-
Zell-Rezeptors a/p aufwiesen. Nicht auf der Oberflache der transformierten T-Zellen
zu finden waren die NK-Oberflachenmolekile CD16 und CD57. Auffallig war der

Nachweis von grof3en Populationen zytotoxischer T-Zellen mit Coexpression des NK-
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Zellmarkers CD56 (mit jeweils Uber 40% CD8+/CD56+ Zellen) in finf von sechs CTL-

Linien.

Der Direktnachweis der Transfektion mit Herpesvirus saimiri ist ein wichtiger Schritt
auf dem Weg zu einem adoptiven Immuntransfer syngener oder allogener zytotoxi-
scher T-Zellen als Therapie der minimal residual disease. Es gilt frih nach Virusin-
kubation der jeweiligen T-Zell-Populationen nachzuweisen, dass auch tatsachlich die
Klone mit spezifischer Zytotoxizitat immortalisiert wurden. Das verwendete 400 bp
lange Stuck stammt aus dem Bereich des N-terminalen Endes der DNA des Herpes-
virus saimiri (Untergruppe C488) und eignete sich optimal flir den Direktnachweis.
Dieser DNA-Bereich enthalt auch den ORF 1, der das Protein StpC kodiert, welches
malfgeblich zur Immortalisierung der transformierten T-Zelle beitragt. Da ein Direkt-
nachweis auf Einzelzellebene geplant war, erfolgte die Markierung der DNA-Sonde
mit Digoxigenin. Damit eignete sich die markierte Sonde zur Fluoreszenz in situ
Hybridisierung, um mikroskopisch in der einzelnen Zelle diesen Nachweis fuhren zu
konnen. In allen immortalisierten Zelllinien konnte eine hohe Kopiezahl von episomal

im Nukleus angeordneter Virus-DNA nachgewiesen werden.

Im Rahmen einer adjuvanten zellularen Immuntherapie kann der Einsatz dieser T-
Zellen mit NK-Funktion eine Therapieoption im Stadium der minimalen Resterkran-
kung darstellen. Die Generierung entsprechend grof3er Zellzahlen konnte durch die

Herpesvirus saimiri-lmmortalisierung gewahrleistet werden.

Erste Schritte in diese Richtung wurden bereits durch Knappe et al. 2000 im Tiermo-
dell mit Macaquen unternommen. Die Tiere zeigten nach Reinfusion autologer SHV-
2-transformierter T-Lymphozyten keinerlei Anzeichen einer Erkrankung und Uber-

lebten nach Infektionen mit Herpesvirus saimiri ohne pathologische Veranderungen.

Die beschriebenen Ergebnisse eréffnen eine interessante Perspektive moglicher ad-

juvanter Zelltherapien mit SHV-2-transformierten T-Zellen.
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