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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Merkmale von Tumoren

Tumore zeichnen sich durch eine Dysfunktion ihrer Proliferation aus, bei der
entscheidende Veranderungen in der Physiologie der Zelle kollektiv zu malignem
Wachstum fihren (Hanahan und Weinberg 2000). Die gesteigerte Proliferation
wird hierbei durch das Zusammenspiel verschiedener Mechanismen
hervorgerufen. Die Selbstversorgung der Tumore mit Wachstumsfaktoren, die
Umgehung des programmierten Zelltodes (Apoptose), das konstante replikative
Potential der Tumorzellen, die verstarkie Angiogenese und die Fahigkeit der
Tumorzellen zur Invasion und Metastasierung stellen die wesentlichen
Mechanismen dar.

Normale Zellen sind fur Aktivierung und Proliferation auf Wachstumsfaktoren ihrer
Umgebung angewiesen. Durch die Fahigkeit der Tumorzellen sich selbststandig
mit Wachstumsfaktoren zu versorgen, erhalten diese eine Unabhangigkeit
gegenlber dem umliegenden normalen Gewebe. So wird bei Glioblastomen und
Ewing-Tumoren unter anderem die Produktion verschiedener Wachstumsfaktoren,
z. B. IGF (Insulin-like Growth Factors) (Gammeltoft et al. 1988, Toretsky et al.
1997), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Plate et al. 1992, Zhou et al.
2007) und TGFp (Transforming Growth Factor beta) (Kjellmann et al. 2000) durch
die Tumorzellen beobachtet.

Ein wichtiger Schutzmechanismus zur Aufrechterhaltung des normalen Zellgleich-
gewichtes in unserem Korper ist die Apoptose. Sie wird in Zellen induziert die
geschadigt sind, nicht mehr bendtigt werden oder flir den Kérper gefahrlich
werden kénnen. Wéahrend der Apoptose kommt es zum Abbau der DNA, zur
Degeneration und Kondensation des Zellkernes und anschlieBend zur
Phagozytose der Zellreste. Somit stellt die Dysregulation der Apoptose flir Tumor-
zellen einen weiteren Vorteil dar. Manche Tumore schiitzen sich durch die Uber-
expression antiapoptotischer Gene, z. B. durch die erhéhte Expression von BCL2
(B-Cell CLL/Lymphoma 2) in follikularen B-Zell-Lymphomen (McDonnell et al.
1989). Bei anderen wird die Apoptose durch Mutationen in proapoptotischen
Genen eingeschrankt, wie dies z. B. bei metastasierenden Melanomen fiir APAF-1
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(apoptotic peptidase activating factor 1, einen wichtigen Bestandteil des
Apoptosomen) beobachtet wurde (Soengas et al. 2001).

Bei normalen Zellen kommt es nach einigen Vermehrungszyklen zu einem Wachs-
tumsstopp und der Seneszenz der Zelle. Tumorzellen hingegen haben haufig ein
unlimitiertes replikatives Potential, welches durch die Uberexpression eines
Enzyms, der Telomerase, in fast 90% aller Tumore hervorgerufen wird (Kim et al.
1994). Die Telomerase bewirkt durch Synthese von DNA an den Enden der Chro-
mosomen, dass diese nicht mit jeder Zellteilung verklrzt werden.

Damit fir das normale Zellwachstum standig genug Sauerstoff und Nahrstoffe zur
Verfligung stehen, befinden sich alle Zellen eines Gewebes in unmittelbarer Nahe
von kapillaren BlutgefaBen. Um diese Nahe ermdglichen zu kénnen, kommt es in
einem sorgfaltig regulierten Prozess zur stetigen Neubildung von BlutgefaBen
(Angiogenese). Haufig kénnen Tumorzellen durch die Uberexpression von
Induktoren (z. B. FGF (Fibroblast Growth Factor) und VEGF) und durch Herab-
regulation von Inhibitoren (z. B. Thrombospondin-1 und Interferon ) in diesen
Prozess eingreifen (Hanahan und Folkman 1996).

Die Fahigkeiten der Tumorzellen zur Invasion von Geweben und zur Metas-
tasierung sind zwei Prozesse, die bis jetzt genetisch und biochemisch nur
unvollstandig verstanden sind. Es ist bekannt das verschiedene Faktoren, z. B.
Zelladh&sionsmolekille und Integrine an diesen Prozessen beteiligt sind. So wird
das neurale Zelladhasionsmoleklil (NCAM - neural cell adhesion molecule) in
Wilmstumoren, Neuroblastomen und kleinzelligen Lungentumoren von einer stark
in eine wenig adhasive Form umgewandelt (Johnson 1991, Kaiser et al. 1996),
hingegen bei invasiven pankreatischen und kolorektalen Tumoren wird NCAM

nicht mehr exprimiert (Fogar et al. 1997).

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem, die angeborene und adaptive Immunabwehr, unseres Korpers
ist verantwortlich fir die Abwehr fremder Pathogene, die Aufrechterhaltung der
Selbsttoleranz und die Zerstérung fehlerhafter korpereigener Zellen. Bei der
angeborenen Immunabwehr werden durch Makrophagen, Granulozyten, natlr-
liche Killerzellen, dendritische Zellen (DC) und Mastzellen unter anderem mit Hilfe

von so genannten Toll-like-Rezeptoren (TLR) Pathogen-assoziierte molekulare



Einleitung

Muster (pathogen associated molecular patterns, PAMP) erkannt und im An-
schluss erfolgreich bekampft (auch mit Hilfe des Komplementsystems). Die
adaptive Immunabwehr hingegen, wird hauptsachlich durch T-Zellen (zell-
vermittelte Immunitat) und B-Zellen (humorale Immunitat) vermittelt. Beide
Zellarten zeichnen sich durch hoch diverse somatisch generierte antigen-
spezifische Rezeptoren, T-Zell- und B-Zell-Rezeptoren (TCR und BCR), aus, mit
deren Hilfe Pathogene erkannt und dann gezielt, nach Aktivierung und Prolifer-
ation der jeweiligen spezifischen Zelle, zerstért werden kénnen. Im Weiteren soll

der Fokus auf die T-Zell-Immunantwort gelegt werden.

1.2.1 Auslésung der T-Zell-immunantwort durch T-Zell-Aktivierung und

Kostimulation

Die Aktivierung einer T-Zelle ist ein mehrstufiger Prozess, welcher in Adhasion,
Antigenerkennung und Kostimulation unterteilt werden kann. Wéahrend der Adha-
sion nehmen antigenprasentierende Zellen (APC) und T-Zellen durch Adh&sions-
molekile (z. B. intercellular adhesion molecules - ICAM, lymphocyte function-
associated antigens - LFA) zueinander Kontakt auf (Davis 2002). Ob solche Inter-
aktionen eher einen kostimulatorischen oder adh&siven Charakter haben, ist noch
nicht vollstandig und eindeutig geklart (Bachmann et al. 1999a). Das folgende
erste Signal wird durch die Bindung eines Antigen-MHC (major histocompatibility
complex)-Komplexes einer APC an den T-Zell-Rezeptor der T-Zelle vermittelt. Um
eine vollstandige Aktivierung der T-Zelle zu erreichen, muss nun das kostimula-
torische Signal folgen. Fir lange Zeit war das Differenzierungsantigen CD28
(cluster of differentiation 28) das bekannteste und am besten untersuchte
kostimulatorische Molekill. Es bindet an die Liganden CD80 (B7.1) und CD86
(B7.2) auf APC. Dieses Signal fihrt dann zu einer starken Produktion von
Interleukin 2 (IL2) und einem Uberleben naiver T-Zellen (Lenschow et al. 1996,
Sharpe und Freeman 2002).

Wenn das erste und zweite Signal gleichzeitig auf die T-Zelle wirken, wird diese
aktiviert, es kommt zur Verstarkung des primaren Signals oder zur Aktivierung
anderer Signale, welche die Zellteilung, den Zelltod und die Sekretion von
Zytokinen beeinflussen. Tritt das zweite Signal nicht auf, kommt es zu Anergie,
Toleranz oder Tod der T-Zelle (Chen et al. 1993, Croft 2003a). Somit sind die



Einleitung

kostimulatorischen Rezeptoren, die fir das zweite Signal verantwortlich sind, von
groBer Bedeutung. Sie werden in drei Hauptgruppen eingeteilt (Croft 2003b):
(1) die Immunglobulin-Superfamilie mit z. B. CD28, LFA-2 (lymphocyte-
function antigen-2) und ICOS (inducible T-cell co-stimulator) (Lenschow et
al. 1996, Coyle und Gutierrez-Ramos 2001, Sharpe und Freeman 2002).
(2) die Rezeptoren (R) der Zytokine: z. B. IL1R, IL2R, IL6R, IL7R und IL15R
(Croft 2003a).
(3) die Mitglieder der TNFR-Superfamilie (Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
Superfamilie) mit z. B. CD27 (TNFRSF7), CD30 (TNFRSF8), OX40
(TNFRSF4, CD134), CD137 (TNFRSF9, 4-1BB) und HVEM (herpesvirus
entry mediator) (Gravestein und Borst 1998, Croft 2003a, Sugamura et al.
2004).
Mit Hilfe der Interaktionen zwischen den einzelnen Partnern der TNF/TNFR-
Superfamilie wird die T-Zell-lmmunantwort Uber unterschiedlichste Wege, z. B.
Uber die angeborene Immunabwehr (Kollias und Kontoyiannis 2002), die
lymphoide Organisation (Pfeffer 2003, Gommerman und Browning 2003), die Akti-
vierung von APC (Josien et al. 2000, Bachmann et al. 1999b, Quezada et al.
2004) und Uber direkte Signale an T-Zellen (Croft 2003a) beeinflusst.

1.2.2 Die TNF/TNFR-Superfamilie

Zurzeit sind die in Tabelle 1 gezeigten Rezeptoren und die zugehdrigen Liganden
der TNF/TNFR-Superfamilie bekannt. Die Liganden der TNF Superfamilie sind
Typll-Transmembran-Proteine (mit intrazellularem N-Terminus und extrazellu-
larem C-Terminus). Um aktiv zu sein, bilden die Liganden meist Trimere, die mem-
brangebunden und/oder I6slich vorliegen. Im extrazellularen C-Terminus befinden
sich charakteristische konservierte Sequenzen, TNF-homologe Doménen (THD),
welche fur die Rezeptorbindung verantwortlich sind (Bodmer et al. 2002). Die
Rezeptoren der TNFR-Superfamilie sind meist Typl-Transmembran-Proteine (mit
extrazellularem N-Terminus und intrazellularem C-Terminus). Der extrazellulare
N-Terminus enthélt charakteristische Cystein-reiche Domanen (CRD), die norma-
lerweise sechs Cystein-Reste enthalten. Die Anzahl dieser CRD variiert in den ein-
zelnen Rezeptoren zwischen eins und funf (Bodmer et al. 2002). Die Rezeptoren
der TNFR-Superfamilie lassen sich in drei Gruppen einteilen: (1) Rezeptoren mit
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Todesdomane (death domain, DD) aktivieren die Caspasekaskade und fihren

somit zur Apoptose (z. B. APO-1 - apoptosis antigen 1 und TRAILR1 - TNF-related

apoptosis inducing ligand receptor 1). (2) Die Kéder- oder decoy-Rezeptoren, be-

sitzen keine Todesdomane, kdnnen aber mit gleicher Affinitdt an die Liganden der

Rezeptoren der ersten Gruppe binden (z. B. TRAILR4 - TNF-related apoptosis

inducing ligand receptor 4). Sie sind aufgrund der fehlenden Todesdomé&ne nicht

fahig Signale weiterzugeben, und wirken somit antiapoptotisch.

Tabelle 1 Mitglieder der TNF/TNFR-Superfamilie. Gezeigt werden hier die einzelnen Mitglieder

der TNF/TNFR-Superfamilie mit offiziellem Namen, Synonymen, OMIM-Nummer (Online

Mendelian Inheritance in Man) und den jeweiligen Liganden (angelehnt an Locksley et al. 2001).
Rezeptor Name Synonyme OMIM-Nummer Ligand

TNFRSF1A | TNFRSF1A | TNFR1, TNF-R 191190 TNF, LTo

TNFRSF1B | TNFRSF1B | TNFR2, TNF-R-II 191191 TNF, LTo

TNFRSF3 LTBR TNFCR 600979 LTa

TNFRSF4 TNFRSF4 CD134, OX40 600315 OX40L

TNFRSF5 CD40 CDW40 109535 CD40L

TNFRSF6 APO-1 CD95, FAS 134637 APT1LG1

TNFRSF6B | TNFRSF6B DCR3 603361 APT1LG1, LIGHT

TNFRSF7 CD27 S152 186711 CD27L

TNFRSF8 TNFRSF8 CD30, Ki-1 153243 CD30L

TNFRSF9 TNFRSF9 4-1BB, CD137, ILA | 602250 CD137L

TNFRSF10A | TNFRSF10A | TRAILR1, DR4 603611 TRAIL

TNFRSF10B | TNFRSF10B | TRAILR2, DR5 603612 TRAIL

TNFRSF10C | TNFRSF10C | TRAILR3, DCR1 603613 TRAIL

TNFRSF10D | TNFRSF10D |TRAILR4, DCR2 603614 TRAIL

TNFRSF11A | TNFRSF11A | RANK 603499 RANKL

TNFRSF11B | TNFRSF11B |OPG 602643 TRAIL, RANKL

TNFRSF12A | TNFRSF12A | TWEAKR 605914 TWEAK

TNFRSF13B | TNFRSF13B | TACI, CD267 604907 APRIL, BAFF

TNFRSF13C | TNFRSF13C |BAFFR 606269 BAFF

TNFRSF14 TNFRSF14 HVEM, LIGHTR 602746 LIGHT, BTLA, LTa

TNFRSF16 NGFR CD271 162010 NGF, BDNF, NT3, NT4

TNFRSF17 TNFRSF17 BCMA, BCM 109545 APRIL, BAFF

TNFRSF18 TNFRSF18 GITR 603905 GITRL

TNFRSF19 TNFRSF19 TAJ, TROY 606122

TNFRSF21 TNFRSF21 DR6 605732

TNFRSF25 TNFRSF25 DR3, APO-3 603366

TNFRSF27 EDA2R 300276 EDA

EDAR 604095 EDA

(3) Rezeptoren (z. B. CD27, CD30, CD154, CD134, CD137), die an TNFR-

assoziierte Faktoren (TRAF) binden, enthalten Motive, die vier bis sechs Amino-

sduren (As) lang sind und sie zur Bindung der TRAF befdhigen (Locksley et al.
2001, Chung et al. 2002, Aggarwal 2003, Dempsey et al. 2003). Zurzeit sind sechs
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TRAF-Proteine bekannt, wobei alle kostimulatorischen Rezeptoren zur Bindung
von TRAF2 befahigt sind (Dempsey et al. 2003). TRAF2 kann den nukledren
Faktor kB (NF-xB) aktivieren, einen Transkriptionsfaktor der Gene des Uberlebens
(z. B. BCL2-like 1 - BCL2L1; CASP8 and FADD-like apoptosis regulator - CFLAR)
und zellulare Inhibitoren der Apoptose (z. B. cellular inhibitor of apoptosis 1 — c-
IAP1 und cellular inhibitor of apoptosis 2 — c-IAP2) induziert (Karin und Lin 2002).
TRAF2 steht auBerdem in Verbindung mit dem JNK/SAPK-Signalweg (c-JUN NH>-
terminal kinase/Stress-aktivierte Protein-Kinase), der zur Férderung der Zytokin-
Produktion und Proliferation beitragt (Aggarwal 2003, Croft 2003a, Dempsey et al.
2003). Weiterhin ist TRAF2 verbunden mit der p38 MAPK-Familie, die an
Differenzierung, Proliferation, Reparatur von DNA und Zelltod beteiligt ist
(Aggarwal 2003, Dempsey et al. 2003, Ono und Han 2000).

1.3 Das CD137/CD137L System

1.3.1 Charakterisierung von CD137 und CD137L

Der Rezeptor CD137 (TNFRSF9, 4-1BB) ist lokalisiert auf Chromosom 1936, in
der unmittelbaren Né&he verschiedener anderer Mitglieder der TNFR-Superfamilie,
z. B. TNFR2, CD30, CD134 und APO-3 (Schwarz et al 1996). Das 27 kDa groBe
Protein besteht aus 255 As. Hierbei stellen die As 1 bis 17 das putative Signal-
peptid dar, darauf folgt eine extrazellulare Doméane von 169 As, ein Transmem-
branbereich von 27 As und eine intrazellulare Doméane von 42 As (Zhou et al.
1995). Der kostimulatorische Rezeptor wurde bekannt als Molekil, welches auf
aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Kwon und Weissmann 1989). Der Rezeptor
wurde schon fur Mensch und Maus eingehend analysiert. Zwischen beiden
besteht eine Ubereinstimmung von 60% (Alderson et al 1994). Bekannt ist auch,
dass CD137 in vitro 48 Stunden nach primarer T-Zell-Aktivierung sein Expres-
sionsmaximum erreicht, und dann innerhalb von 4 bis 5 Tagen in der Expression
wieder absinkt (Kwon und Weismann 1989, Vinay und Kwon 1998, Cannons et al.
2001). In vivo kann das Molekull schon eher auftreten, es geht hier haufig einher
mit der Expression von CD69, einem frihen T-Zell-Aktivierungsmarker (12-36
Stunden nach Aktivierung) (Dawicki und Watts 2004). CD137 ist auf CD4-positiven
(T-Helferzellen) und CD8-positiven (zytotoxische T-Zellen) T-Zellen zu finden.
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Unter bestimmten Umstanden wird CD137 schneller und in starkerem MaBe auf
CD8+ T-Zellen exprimiert (Futagawa et al. 2002, Taraban et al. 2002, Wen et al.
2002). Weiterhin ist CD137 auf aktivierten natirlichen Killerzellen (NK-Zellen),
Makrophagen, Granulozyten und dendritischen Zellen zu finden. Der natirliche
Ligand CD137L (TNFSF9, 4-1BBL) ist auf Chromosom 19 in der Region 19g13.3
lokalisiert (Alderson et al. 1994). Das Protein hat eine GréBe von 50 kDa, bein-
haltet 254 As und weist zwischen Mensch und Maus eine Ubereinstimmung von
nur 36% auf (Goodwin et al. 1993, Alderson et al. 1994). Zur Expression des
Liganden kommt es relativ friih nach Stimulation. So ist dieser schon nach 30
Minuten (Alderson et al. 1994) auf professionellen APC (z. B. aktivierten B-Zellen,
aktivierten Makrophagen und aktivierten dendritischen Zellen) zu finden. Das
Maximum der Expression kann fir den Liganden schon nach einer Stunde erreicht
werden. Durch die Aktivierung Gber CD137 kommt es in T-Zellen zu einer Produk-
tion von Effektormolekilen, wie Perforin, Granzym B, IL2 (nur im Zusammenspiel
mit einer gleichzeitigen Aktivierung des T-Zell-Rezeptors), IL4 und Interferon
gamma (Bukczynski et al. 2003, Bukczynski et al. 2004). Die Stimulation von
CD137 auf dendritischen Zellen hingegen fuhrt zur Produktion von IL6 und IL12
(Futagawa et al. 2002, Wilcox et al. 2002a).

1.3.2 Einfluss von CD137 auf die Immunantwort humaner T-Zellen

In frbhen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von
CD137 durch den zugehérigen Liganden oder durch spezifische monoklonale
Antikérper ein potentes kostimulatorisches Signal fur T-Zellen darstellt (Goodwin
et al. 1993, Alderson et al. 1994). Dies fuhrt sowohl bei CD8+ (Gramaglia et al.
2000), als auch bei CD4+ (Shuford et al. 1997) T-Zellen zu einem verstarkten in
vivo und in vitro Uberleben der Zellen (Schwarz et al. 1996, Hurtado et al. 1997,
Takahashi et al. 1999, Lederach et al. 2000). Der kostimulatorische Ligand
CD137L aktiviert in vitro CD4+ und CD8+ T-Zellen (Chu et al. 1997, Gramaglia et
al. 2000, Cannons et al. 2001, Cooper et al. 2002). Monoklonale Antikérper gegen
CD137 hingegen haben einen starkeren Einfluss auf CD8+ T-Zellen (Hurtado et al.
1997). Der kostimulatorische Effekt von CD137 auf CD8+ T-Zellen flhrt neben
erhdhter Proliferation und gesteigertem Uberleben zu einer erhdhten Zytokin-
Produktion (Shuford et al. 1997, Vinay und Kwon 1999) und verstarkt deren
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zytotoxische Funktion (Shuford et al. 1997, Melero et al. 1997). Bei Untersu-
chungen von CD137-knockout Mausen und CD137L-knockout Mausen zeigten
sich Defekte in der CD8-Immunantwort, aber keine Defekte der CD4-Immun-
antwort auf vesikulare Stomatitisviren, lymphozytare Choriomeningitisviren oder
Influenzaviren (DeBenedette et al. 1999b, Tan et al. 1999, Kwon et al. 2002).

Eine wichtige Frage bei der Aktivierung von T-Zellen durch CD137 ist die
Abhangigkeit dieses Prozesses von CD28. Wenn das eingehende Signal des
T-Zell-Rezeptors stark ist, induziert die Stimulation Gber CD137 die gleiche Menge
an IL2, wie die CD28 vermittelte Kostimulation. Unter limitierter antigener Stimu-
lation hingegen erreicht die CD137-Kostimulation nicht denselben Effekt wie die
einer CD80/CD86-CD28 Interaktion (Saoulli et al. 1998). Das zeigt, dass CD28
und CD137 einen unterschiedlichen Einfluss in der Kostimulation von T-Zellen
haben. CD28 ist verantwortlich fur die Stimulation der klonalen Expansion von
T-Zellen. CD137 spielt eine wichtige Rolle fiir das Uberleben von T-Zellen und die

Starkung der Immunantwort (Cannons et al. 2001).

1.3.3 Wirksamkeit von Antikorpern gegen CD137 bei Transplantation,

Tumoren und Autoimmunitat

Far eine weit reichende Analyse der Kostimulation tGber CD137, wurden in unter-
schiedlichen Studien Antikérper gegen CD137 eingesetzt. Die Wirkung dieser
Antikérper und somit die Funktion von CD137 in der Kostimulation von T-Zellen
wurden an Mausmodellen flr verschiedene Aspekte (Transplantation, Auto-
immunitat und Tumore) n&her untersucht.

In Transplantations-Modellen konnte durch den Einsatz von Antikérpern gegen
CD137 eine Inhibition verschiedener Formen der Allotransplantatreaktion gezeigt
werden (Blazar et al. 2001). Dies deutet auf eine dominante Blockierung der
CD8-T-Zell-Aktivierung hin (Wang et al. 2003). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass durch die Blockierung von CD137L die akute Transplantat-gegen-Wirt-
Reaktion (GvHR) inhibiert, die chronische GvHR hingegen gesteigert wird
(Nozawa et al. 2001). Unterstltzend dazu konnte in einer Untersuchung gezeigt
werden, dass ein Antikérper gegen CD137 die chronische GvHR inhibiert (Kim et
al. 2005).
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Die starke Expansion von CD8+ T-Zellen durch Antikérper gegen CD137 (Shuford
et al. 1997, Melero et al. 1997), macht diese als therapeutisches Mittel besonders
fr die Tumortherapie sehr interessant. In frihen Untersuchungen wurden CD137L
transfizierte Tumorzellen als Vakzine eingesetzt. Durch die eingesetzten Zellen
konnte die Proliferation von T-Zellen induziert, ihr Uberleben gestarkt und eben-
falls die Effektorfunktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen erhéht werden (Cannons et
al. 2001). Der Einsatz CD137L transgener Tumorzellen im Mausmodell besitzt
zwar eine therapeutische Effektivitat (Melero et al. 1998), diese liegt aber deutlich
unter der von Antikérpern gegen CD137. Unterstitzt wird dies durch die Tatsache,
dass viele humane Tumore schon konstitutiv CD137L exprimieren (Salih et al.
2000) und dennoch in vivo keine Zerstérung der Tumorzellen erfolgt. So konnten
in einem Mausmodell mit dem wenig immunogenen Sarkom Ag104 durch den
Einsatz von agonistischen Antikérpern gegen CD137 tumortragende Méause
geheilt werden (unter Einfluss von CD4+, CD8+ T-Zellen und NK-Zellen),
wohingegen der Einsatz von CD137L transgenen Ag104 keine Wirkung zeigte
(Melero et al. 1997). Die so erzeugte therapeutische Effektivitdt Ubertraf die
Wirkung von Antikérpern gegen das cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
(CTLA-4) und CD28. Fur Lungenkarzinome (TC-1) und Melanome (B16-F10)
wurde in Mausmodellen gezeigt, dass die Aktivierung von CD137 durch Antikdrper
nur eine Wirkung zeigt, wenn die Immunantwort gegen den Tumor schon be-
gonnen hat (Wilcox et al. 2002b). Dies erklart vermutlich auch, warum in manchen
Tumormodellen keine therapeutischen Erfolge durch den Einsatz monoklonaler
Antikérper gegen CD137 erreicht werden konnten (Kim et al. 2001).

Im Gegensatz zu den bisher dargestellten stimulatorischen Effekten zeigt sich die
Wirkung von aktivierenden CD137-Antikérpern auf verschiedene Autoimmun-
erkrankungen. Fuhrt die Kostimulation durch CD137 auf der einen Seite zu einer
gesteigerten Immunantwort auf Tumore oder virale Antigene, so inhibiert sie auf
der anderen Seite die humorale Immunitat und reduziert z. B. bei der experimen-
tellen Autoimmun-Enzephalomyelitis (EAE) die Inzidenz und Starke der Erkran-
kung im Mausmodell (Sun et al. 2002). Fir andere Autoimmunerkrankungen
konnte diese Wirkung ebenfalls bestatigt werden, z. B. beim systemischen Lupus
erythematodes (SLE) (Sun et al. 2002, Foéll et al. 2003), der Arthritis (F6ll et al.
2004, Seo et al. 2004) und der Uveitis (Shao et al. 2005).
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1.4 In dieser Arbeit verwendetes Tumormodell

In dieser Arbeit wurden verschiedene humane Tumorzelllinien fir Untersuchungen
genutzt. Im Folgenden soll das genutzte Tumormodell fir die Familie der Ewing-

Tumore naher erlautert werden.
1.4.1 Die Familie der Ewing-Tumore

Die Tumore der Ewing-Tumorfamilie (EFT) wurden erstmal in einer zusammen-
héangenden Fallserie, zu diesem Zeitpunkt als Endotheliome bezeichnet, von
James Ewing beschrieben (Ewing 1921). Durch spatere zytogenetische Analysen
konnte flr EFT in den meisten Féllen eine Translokation zwischen Chromosom 11
und Chromosom 22 identifiziert werden (Turc-Carel et al. 1984). Diese Translo-
kation liegt in ca. 85% der auftretenden Falle vor. Nach molekularen Untersu-
chungen konnte gezeigt werden, das die Translokation die Gene Ewing sarcoma
breakpoint region 1 (EWSR1 von Chromosom 22q12) und Friend leukemia
integration site 1 (FLI1 von Chromosom 11924) betrifft (Delattre et al. 1992).

[1es] [7aF1s]

CREB3L1 ATF1 CREBH1 ZNF384
CREB3L2 DDIT3 NR4A3

NFATC2
PATZ1
PBX1
POUSF1
SP3
WT1

Abbildung 1 Mitglieder der TET-Familie und ihre Translokationspartner. Gezeigt sind die
Mitglieder der TET-Familie (grin) und verschiedene Genfusions-Partner der ETS-Familie (gelb)
und anderer Gene. ATF1, activating transcription factor 1; CREB1, cAMP responsive element
binding protein 1, CREB3L1/2, cAMP responsive element binding protein 3-like 1/2; DDIT3, DNA-
damage-inducible transcript 3; ERG, ETS related gene; ETV1/4, ETS variant 1/4; EWSR1, Ewing
sarcoma breakpoint region 1; FEV, fifth Ewing variant; FLI1 , Friend leukemia integration 1,
NFATC2, nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 2; NR4A3, nuclear
receptor subfamily 4, group A, member 3; PATZ1, POZ (BTB) and AT hook containing zinc finger
1; POUSF1, POU class 5 homeobox 1; SP3, specificity protein 3 transcription factor; TAF15, TATA
box binding protein-associated factor, 68 kDa; TLS, translocated in liposarcoma; WT1, Wilms
tumor 1; ZNF384, zinc finger protein 384. Abbildung nach Staege und Max 2009.

Neben EWSR1, Mitglied der so genannten TET-Familie RNA-bindender Proteine,
(benannt nach den drei Mitgliedern TAF15 - TATA box binding protein-associated
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factor, 68 kDa, EWSR1 und TLS - translocated in liposarcoma) und FLI1 (Mitglied
der E-twenty-six (ETS)-Familie von Transkriptionsfaktoren) kénnen auch noch
andere Mitglieder der Proteinfamilien als Translokationspartner auftreten (z. B.
TLS heute auch als fusion involved in malignant liposarcoma - FUS bezeichnet;
ETS-related gene - ERG; ETS translocation variant 1 - ETV1) (Abbildung 1). Das
EWSR1-Gen kodiert fir ein ubiquitar exprimiertes RNA-bindendes Protein und ist
in Transkriptionsprozesse und RNA-Prozessierung involviert (May et al. 1993),
FLI1 hingegen wird nur in h&matopoetischen Gewebe exprimiert (Ben-David et al.
1991). Das aus EWSR1 und FLI1 entstandene Fusionsprotein ist befahigt, als
Transkriptionsfaktor an die gleichen Sequenzen wie FLI1 zu binden und somit in
den Zellen eine Modulation der Genexpression zu bewirken (May et al. 1993). Es
konnte durch Transfektion von Zelllinien mit EWSR1-FLI1 gezeigt werden, dass
sein Auftreten allein nicht zum Phanotyp der EFT fuhrt (Zwerner et al. 2003). Dies
konnte auch durch DNA-Mikroarray-Analysen untermauert werden, bei denen
native EFT-Zelllinien mit EWSR1-FLI1 transfizierten Zelllinien verglichen wurden.
Durch diese Untersuchung wurde deutlich, dass nicht alle EFT-spezifischen Gene
in EFT durch EWSR1-FLI1 reguliert werden (Staege et al. 2004b). Das Auftreten
von EWSRI1-FLI1 ist jedoch fir die Proliferation der Tumorzellen unbedingt
notwendig und stellt somit einen sehr guten Marker fir Diagnose und neue
therapeutischen Methoden dar (Lambert et al. 2000; Toub et al. 2006).
Histologisch gehoren EFT zur Familie der kleinen blau- und rundzelligen Tumore,
und umfassen eine Gruppe morphologisch ahnlicher Subtypen: Ewing-Sarkom
des Knochens (87%), extraskelettaler Ewing-Tumor (8%), peripherer primitiver
neuroektodermaler Tumor und Askin-Tumor der Thoraxwand (zusammen 5%).
EFT stellen die zweithdufigsten Knochentumore mit bevorzugtem Auftreten bei
Kindern und Jugendlichen dar (Jurgens et al. 2006), jedoch werden sie auch bei
alteren Patienten beobachtet (Sezer et al. 1999; Cheung et al. 2001). Die
Ursprungszelle der EFT konnte bis heute noch nicht identifiziert werden, durch
Vergleiche von Genexpressionsmustern wurden Ubereinstimmungen zu fetalen,
neuronalen und endothelialen Geweben gefunden. Somit kénnte der Ursprung in
primitiven neuronalen Vorlduferzellen der Neuralleiste mit Kapazitdten zur
mesenchymalen und endothelialen Differenzierung liegen (Staege et al. 2004b).
Trotz erheblicher Fortschritte in der Therapie, ist die Prognose fur Patienten mit

friher Metastasierung bzw. frih auftretendem Rezidiv immer noch ungulnstig
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(Burdach und Jurgens 2002; Burdach 2004, Bernstein et al. 2006). Wesentliches
therapeutisches Konzept ist eine initiale Chemotherapie, dann eine Entfernung
des Tumors mit Bestrahlung und weiterer anschlieBender Chemotherapie. Die
vorhandenen Behandlungsoptionen bei EFT lassen sich wahrscheinlich aufgrund
der erreichten Toxizitat nicht wesentlich verstarken (Kushner und Meyers 2001).
Erfahrungen mit allogener Stammzelltransplantation haben bislang keinen
entscheidenden Durchbruch gezeigt (Burdach et al. 2000). Aus diesem Grund ist
es notwendig neue potentielle Zielstrukturen fir Diagnose und Therapie zu
identifizieren, z. B. mithilfe der DNA-Mikroarrayanalytik. So wurden durch unsere
Arbeitsgruppe einige EFT-spezifische Gene gefunden, die eine mogliche Option

fir neue Therapieentwicklungen darstellen (F6ll et al 2008a; Max et al. 2009a).

1.5 Tumore und Immuntherapie

Tumorerkrankungen gehdéren mit zu einer der haufigsten Todesursachen in
Industrielandern. Deshalb ist die Medizin seit langem bemuht, in Zusammenarbeit
mit der Forschung neuere und bessere Therapieformen zu etablieren. Um dies zu
ermdglichen, werden die konventionellen Therapieformen (operative Entfernung
von Tumoren, Strahlen- und Chemotherapie) stetig weiterentwickelt und beste-
hende unterschiedliche Methoden kombiniert. Da bestehende Behandlungs-
methoden haufig mit starken Nebenwirkungen und unzureichender Wirksamkeit
einhergehen, ist es dringend erforderlich, alternative Konzepte mit hoher Effizienz
und geringer Toxizitdt zu entwickeln. Eine dieser neuen Strategien ist die
Immuntherapie, die sich durch ein breites Anwendungsspektrum, eine theoretisch
hohe Spezifitdt und geringe Nebenwirkungen auszeichnet.

1.5.1 Tumorantigene

Durch die ldentifikation von Tumorantigenen ist es seit einiger Zeit mdglich, an
gezielten Strategien zur Tumortherapie zu arbeiten (Boon und van der Bruggen
1996). Durch die fortschreitende Weiterentwicklung der molekularen Immunologie,
gelang es in den vergangenen Jahren far verschiedene Tumorarten Tumor-
antigene zu identifizieren. Tumorantigene kdnnen in verschiedene Gruppen

eingeteilt werden, wobei die Expressionspezifitdt und Genese als die entschei-
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denden Kriterien anzusehen sind. So gibt es Tumorantigene, die durch die Uber-
expression eines korpereigenen Proteins entstehen. Als Beispiele hierflr sind
Cyclin D1 oder das Her2/neu-Antigen zu nennen (van den Eynde und van der
Bruggen 1997, Disis und Cheever 1998). Her2/neu ist eine Rezeptortyrosinkinase,
die bei 30% der Mamma- und Ovarialkarzinome gebildet wird. Als weitere Gruppe
sind Differenzierungsantigene zu nennen, die durch Tumorzellen und die korres-
pondierenden normalen Zellen gebildet werden. So wird z. B. die Tyrosinase
(TYR) von Melanozyten und einigen Melanomen exprimiert (Van Pel et al. 1995).
Tumorantigene mit posttranslationaler Modifikation bilden eine weitere Gruppe,
wie z. B. das Mucin-1-Antigen (MUC1), das in Mamma- und Pankreaskarzinomen
vorkommt. Im Normalgewebe ist dieses Antigen durch eine hohe Anzahl an
Glykosylierungen gekennzeichnet. In den genannten Tumoren dagegen sind
deutlich weniger oder keine Glykosylierungen nachweisbar (van den Eynde und
van der Bruggen 1997). In der vierten Gruppe der Tumorantigene sind die viralen
Antigene bzw. viralen Onkogene zusammengefasst. So sind die Proteine E6 und
E7 des humanen Papillomavirus Typ 16 in Zervixkarzinomen exprimiert (Chen et
al. 1991, Chen et al. 1992). Eine weitere Gruppe stellen die so genannten
cancer/testis-Antigene (CTA) dar, die neben den Tumorzellen normalerweise nur
in den Keimzellen des Hodens exprimiert werden. Zu solchen Genen gehdren
MAGEA1 (melanoma antigen family A 1), BAGE (B melanoma antigen) und
GAGE1 (G antigen 1), die z. B. in Melanomen, Mamma- und Pankreaskarzinomen
nachweisbar sind (Boon und van der Bruggen 1996). Unsere Arbeitsgruppe
konnte die membranassoziierte Phospholipase A1B (Lipase member |, LIPI) als
ein CTA fur EFT identifizieren (FO6ll et al. 2008a). In die nachste Gruppe der
Tumorantigene werden Gene eingereiht, die durch Mutation entstanden sind.
Diese Punktmutationen und Genumlagerungen kénnen Ursache fir die maligne
Entartung des Gewebes sein. Die Expression dieser Gene ist ausschlieBlich auf
den Tumor begrenzt, deshalb werden sie auch als tumorspezifische Gene
bezeichnet. Als ein besonderes Beispiel ist hier das schon (in 1.4.1) erwdhnte
EFT-spezifische EWSR1-FLI1 zu nennen (Lessnick et al. 1995). Die Gene der
letzten Gruppe werden auch als onkofetale Gene bezeichnet. Dies sind Gene, die
sehr stark in Tumorzellen und in bestimmten fetalen (embryonalen) Zellen zu

finden sind. In Normalgeweben hingegen sind sie &uBerst schwach exprimiert.
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Dazu gehéren die Mitglieder der CEA-(carcinoembryonic antigen) Familie (Greiner
at al. 2002).

1.5.2 Tumor-Immun-Escape-Mechanismen

Das adaptive und angeborene Immunsystem verfagt GOber weit reichende
Méoglichkeiten gegen die Entstehung eines Tumors vorzugehen, z. B. durch die
Aktivitat von NK-Zellen, NK-like T-Zellen, Makrophagen, Neutrophilen, Eosino-
philen, spezifischen zytotoxischen T-Zellen und durch verschiedene Zytokine.
Tumore entwickeln unterschiedliche Strategien, um durch das Immunsystem nicht
erkannt zu werden. Diese Mechanismen sind sehr vielféltig, z. B. Verlust oder
Herabregulierung der MHC-Klasse-I-Molekile; Herabregulierung, Mutation oder
Verlust von Tumorantigenen; Veranderung der Signalkaskaden von Apoptose
induzierenden Rezeptoren mit Todesdomane; Produktion von immunsuppressiven
Zytokinen und Expression von Indolamin-2,3-dioxygenase als immunsuppressives
Molekal.

Der Verlust oder die Herabreglierung von MHC-Klasse-I-Molekilen ist ein weit
verbreiteter Schutzmechanismus verschiedenster Tumore, um ein Erkennen durch
CD8+ T-Zellen zu vermeiden. Die Veranderungen in der HLA (human leukocyte
antigen)-Klasse-I-Expression kénnen durch Mutationen in Genen, Veranderungen
der Regulation und/oder Defekte in der HLA-Klasse-I-abhangigen Antigenprozes-
sierung entstehen. Diese Verdnderungen konnten in einer Serie von verschie-
denen Zervixkarzinomproben mit Hilfe immunohistochemischer Techniken nach-
gewiesen werden (Koopman et al. 2000). Bei der Analyse unterschiedlicher
Blasentumore wiesen 72% der Proben eine Veranderung in der HLA-Expression
auf, die mit dem Grad der Differenzierung und dem Auftreten von Rezidiven
einherging (Cabrera et al. 2003a). Der Verlust des Allels HLA-B44 war bei
Untersuchungen mit Proben unterschiedlichster Tumorentitdten am haufigsten
anzutreffen, was den Schluss zulasst, dass es eine wichtige Rolle im Tumor-
Escape einnehmen kénnte (Cabrera et al. 2003b).

Eine weitere Méglichkeit fir Tumorzellen dem Angriff zytotxischer T-Zellen (CTL)
zu entkommen, ist die Herabregulierung, die Mutation oder der Verlust von Tumor-
antigenen (siehe 1.5.1). Es konnte gezeigt werden, dass diese Veranderungen

des Tumorzellphanotypes heterogen in einem Tumor auftreten und zu einem
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progressiven Krankheitsverlauf fihren kdnnen (Khong und Restifo 2002). In einem
weiteren experimentellen Ansatz in einem Mausmodell mit einer transgenen TCR-
Spezifitat fir ein Tumorantigen in Kombination mit MHC-Klasse-I, konnte ein
erneutes Wachstum der Tumore nach adoptiver T-Zell-Therapie festgestellt
werden. Es wuchsen dabei nur solche Tumore, die Mutationen im Tumorantigen
aufwiesen (Bai et al. 2003). Diese Art von Tumor-Escape-Mechanismus entsteht
in verschiedenen Mausmodellen erst nach der erfolgreichen Immunotherapie.
Veranderung in den Signalkaskaden von Apoptose-induzierenden Rezeptoren mit
Todesdomane erméglichen Tumoren Uberleben und Proliferation. So exprimieren
viele Tumore CFLAR (siehe 1.2.2), welches die Caspase 8 des APO-1/APT1LG1
(FAS/FASL)-Signalweges hemmt, wodurch die Apoptose durch die Tumorzellen
umgangen werden kann (Salvesen und Dixit 1999, Irmler et al. 1997). Bei
Melanomen kann es durch unterschiedliche Mutationen zu einem
Expressionsverlust aller TRAIL-Rezeptoren kommen, und somit die Induktion der
Apoptose erfolgreich verhindert werden (Hersey und Zhang 2001).

Tumorzellen produzieren einige Zytokine und Chemokine, die einen immunsup-
pressiven Effekt auf Immunzellen austiben konnen. In Patienten mit nicht
kleinzelligem Lungenkarzinom konnten hohe Expressionswerte von L4, IL10,
TGFa und TGFB im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Li et al. 2003). Hohe
Konzentrationen an IL10 konnten auch in Melanomen (Fortis et al. 1996) und
Pankreaskarzinomen (Bellone et al. 1999, Mukherjee et al. 2001) nachgewiesen
werden. Die Konzentration an TGFp ist hdher bei Patienten mit metastasierendem
Melanom als bei solchen mit einem lokalen Tumor (Krasagakis et al. 1998).

Die Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO - indoleamine 2,3-dioxygenase) katalysiert
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Tryptophanstoffwechsels. Es ist
bekannt, dass manche Tumore IDO unter bestimmten Bedingungen exprimieren
kénnen. Niedrige Tryptophankonzentrationen in der naheren Umgebung des
Tumors flhren dort zu einem T-Zell-Arrest in der G1 Phase des Zellzyklus
(Uyttenhove et al. 2003). Im humanen System existiert eine kleine Gruppe an
APC, die ebenfalls IDO exprimieren und in vitro die Proliferation von T-Zellen
hemmen (Munn et al. 2002).
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1.5.3 Hinweise auf natiirliche Anti-Tumor-Reaktivitaten und deren

Nutzung als gezielte Inmunstimulationsstrategien

Neben den Standardtherapieverfahren, Entfernung des Tumors mit anschlie-
Bender Chemotherapie oder Bestrahlung, wird seit einiger Zeit auch die immuno-
logische Tumortherapie als eine mogliche Behandlungsstrategie naher untersucht.
Dabei wird versucht Immundefizite in der Antigenprésentation und T-Zell-Antwort
zu beheben, immunsuppressive Mechanismen des Tumors zu zerstéren und
beides klinisch umsetzbar einzusetzen.

Als eine Methode wird die Immuntherapie mit monoklonalen oder bispezifischen
Antikérpern genutzt. Die Antikdrper kdnnen dabei gegen Tumorantigene oder
kostimulatorische Signale gerichtet sein. Bei bispezifischen Antikbrpern kann die
eine Antigenbindungsstelle an ein Tumorantigen und die andere an eine
Effektorzelle (z. B. an T-Zellen mit anti-CD3 oder anti-CD28, an NK-Zellen mit anti-
CD16) binden. Zurzeit werden verschiedene Antikdper bei der Therapie
unterschiedlicher Tumorentitdten mit positiven Ergebnissen eingesetzt, z. B.
Trastuzumab (anti-HER2/neu), Cetuximab (anti-epidermal growth factor receptor)
und Rituximab (anti-CD20) (Pegram et al. 1998, Bianco et al. 2005, Smith 2003).
Eine weitere Mdglichkeit, ist das Ubertragen genetischen Materials auf
Tumorzellen, um so ihre Immunogenitdt zu steigern. Dabei werden Gene von
kostimulatorischen Molekillen (CD80, CD137), Zytokine (GM-CSF - granulocyte-
macrophage colony stimulating factor, 1L2) oder Tumorsuppressorgene (p53) auf
die Tumorzellen Gbertragen. Der Gentransfer des CD80-Molekulls fuhrte zur
Aktivierung tumoraktivierter T- und NK-Zellen (Li et al. 1996). Durch die Ubertra-
gung von GM-CSF kam es zum Wachstum und zur Differenzierung myelo-
monozytarer Zellen, die somit als potente APC dienen konnten (Ragnhammar
1996; Bendandi und Longo 1999). Die Transfektion von IL2 induzierte eine
ansteigende Proliferation und Differenzierung tumorreaktiver T- und NK-Zellen
(Staege et al. 2004a).

Der Einsatz von DC als Tumor-Vakzine stellt eine weitere Strategie in der Tumor-
immuntherapie dar. Dabei werden die DC entweder mit tumorspezifischen Pep-
tiden oder Tumorlysat beladen. Eine weitere Mdglichkeit ist die Transfektion der
DC mit tumorspezifischer RNA, um sie somit Tumorantigene exprimieren zu
lassen. Viele dieser Versuche fuhrten zu einer Regression des Tumors (Nestle et
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al. 1998, Rosenberg et al. 1998). Ein vollstandiges Verschwinden des Tumors
konnte mit dieser Methode aber selten erreicht werden (Lee et al. 1999, Panelli et
al. 2000).

Die Nutzung antigenspezifischer T-Zellen ist eine weitere Strategie der zelluléren
Tumortherapie. Hierbei wird die Fahigkeit der T-Zellen genutzt, nach einer
Antigenerkennung zu Effektorzellen auszureifen und antigentragende Zellen zu
zerstéren. Auf diese Weise ist es mdglich ein fortschreitendes Tumorwachstum zu
verhindern und sogar eine Tumorzerstdrung zu erreichen (Burdach et al. 2000).
Eine weitere Methode der zellularen Immuntherapie ist das Erzeugen von
Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK-Zellen). Dazu werden periphere mono-
nukledre Zellen des Patienten entnommen und flr einige Zeit mit IL2 inkubiert
(Dudley et al. 2001). Die erzeugten LAK-Zellen werden dann dem Patienten mit
einer gleichzeitigen Gabe von IL2 zurlickgegeben. Die so generierte Zytotoxizitat
gegen den Tumor ist eine NK-Zell-abhangige Reaktion.

Eine stéarkere Zytotoxizitdt weisen tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) auf.
Mithilfe von IL2 aus Lymphozyten des Tumorgewebes generiert, sind sie befahigt
den Tumor zu zerstéren und zur Bildung von Gedéachtniszellen beizutragen
(Fleuren et al. 1995). Die Generierung ausreichender Zellmengen ist jedoch sehr
schwierig, auBerdem flhren die eingesetzten IL2-Mengen zu starken zytoto-
xischen Nebenwirkungen.

Es werden seit einiger Zeit Zytokine als zusatzliche Mittel eingesetzt, da sie
wichtige Faktoren fur Aktivierung, Wachstum und Differenzierung von Zellen sind,
und auch regulierend in Starke und Art der Immunantwort eingreifen. Als eines der
fur die T-Zell-Antwort noétigen Zytokine gilt IL2. Es wird normalerweise von
aktivierten T-Zellen gebildet und flhrt zur Stimulation von NK-Zellen und CTL. IL2
wird zum therapeutischen Einsatz entweder allein oder in Kombination mit einem
adoptiven Zelltransfer genutzt (Bronte et al. 1995, McLaughlin et al. 1996). Die bis
jetzt erzielten Erfolge waren eher limitiert, da IL2 in hohen Dosen eingesetzt
werden muss, und es so zu starken Nebenwirkungen kommt. Neben IL2 wird auch
IL12 als ein weiteres Interleukin in der Immuntherapie eingesetzt (Brunda et al.
1993, Rao et al 1996). Beim Einsatz von GM-CSF konnte eine Verstarkung der
antigenspezifischen T-Zell-Antwort induziert werden (Disis et al. 1996). GM-CSF

kann auch die Expansion und Differenzierung von Knochenmarksvorlauferzellen
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induzieren und somit die Tumorimmunitat steigern (Ragnhammar et al. 1996,
Burdach et al. 1991).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte mithilfe zellbiologischer und molekularbiologischer
Methoden der Einfluss der kostimulatorischen Molekile CD137 und CD137L
wahrend der T-Zell-lmmunantwort naher analysiert werden.

Zur Charakterisierung des kostimulatorischen Einflusses von CD137 auf die
Aktivierung von T-Zellen sollten mit Hilfe von DNA-Mikroarray-Analysen
Genexpressionsprofile von T-Zellen nach CD137-Stimulation analysiert werden.
Hierbei identifizierte differentiell exprimierte Gene sollten mit Mikoarray-
unabhangigen Methoden weiter untersucht werden.

Ausgehend von der Beobachtung, dass in einem Tiermodell fir die Immuntherapie
des Ewing-Tumors in Anwesenheit CD137L-transgener Tumorzellen die von
Interleukin-2 abhangige Expression des immunosuppressiven Enzyms Indolamin-
2,3-dioxygenase unterdrickt wurde, sollte zugleich die Regulation und Funktion

von IDO in diesem Modell naher analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden folgende Geréate verwendet.

DNA-Sequenziersystem
Fluoreszenz-Mikroskop
Inkubatorschrank
Kryo-Einfrier-Kontainer
Lichtmikroskop (invers)
Mikroplatten-Leser
Neubauer-Zahlkammer
pH-Elekirode
Steril-Bank
Schuttelinkubator
Speed-Vac
Spektrometer
Thermozykler

Thermomixer
Thermo-Ruhrer
UV-Transilluminator
Vortex

Waagen
Zentrifugen

Zubehor Gelelektrophorese

PE Applied Biosystems (Weiterstadt)
Carl Zeiss (Jena)

Heraeus (Hanau)

Nalgene (Rochester, NY, USA)

Carl Zeiss (Jena)

Bio-Rad Laboratories (Minchen)

LO Laboroptik (Friedrichsdorf)

WTW (Weilheim)

Heraeus (Hanau)

Edmund Bihler (Ttbingen)
Eppendorf (Hamburg)

Beckman Instruments (Palo Alto, CA, USA)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Géttingen)

Eppendorf (Hamburg)

IKA Labortechnik (Staufen)

Bio-Rad Laboratories (Minchen)
Scientific Industries (Bohemia, NY, USA)
Sartorius (Gottingen)

Heraeus (Hanau)

Bio-Rad Laboratories (Minchen)

2.1.2 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die folgenden Materialien verwendet.
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Kryo-Einfrier-Réhrchen Nalgene (Rochester, NY, USA)
PCR-ReaktionsgeféaBe Eppendorf (Hamburg)
Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg)

Brand (Wertheim)
ReaktionsgefalBe Eppendorf (Hamburg)

Brand (Wertheim)
Ribonuklease-freie GefaBe Eppendorf (Hamburg)
Zellkultureinsatze (Poren 0,02um) TPP (Trasadingen, Schweiz)
Zellkulturflaschen/-platten Nunc (Wiesbaden)
Zentrifugier-Rdhrchen Greiner (Nartingen)

TPP (Trasadingen, Schweiz)
Phase Lock Gel Tubes Eppendorf (Hamburg)

2.1.3 Chemikalien, Kits und Enzyme

2.1.3.1 Chemikalien und Kits

Alle verwendeten Chemikalien und Kits sind nachfolgend aufgelistet.

2"9_Strand-Buffer Invitrogen (Karlsruhe)

Agar Agar Serva (Heidelberg)

Agarose PeQLab (Erlangen)

Antifoam Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Ammoniumazetat Ambion (Austin, TX, USA)

Aqua B. Braun B. Braun Biotech (Melsungen)
Biotin-CTP Roche Diagnostics (Mannheim)
Biotin-UTP Roche Diagnostics (Mannheim)
Anti-Streptavidin-Antikérper Vector Laboratories (Burlingname, USA)
Bovines Serumalbumin Invitrogen (Karlsruhe)
Calciumchlorid Merck (Darmstadt)

CBA Hu Th1/Th2 Cytokine Kit Il BD Bioscience (Heidelberg)

Cell Line Nucleofector Kit V Amaxa biosystems (Kéln)

Cell Proliferation ELISA BrdU Roche (Grenzach-Wyhlen)
Chloroform Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Control Oligonucleotide B2 Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)

DEPC-Wasser Ambion (Austin, TX, USA)
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DMSO

DNA Ladder 100bp
DNA-Ligase (E.coli)
DNA-Polymerase (E.coli)
DNA-Probenpuffer (6x)
DPBS

MD,

Dulbecco’s MEM (1x)
EDTA

Ethanol (96%)
Ethidiumbromid-L6sung
Eucaryotic Hybridization Controls
fetales Kélberserum
Geneticin-Sulfat (G418)
Glukose

Glycerol

Hefeextrakt
Hering-Sperma-DNA
Humanes Serum Albumin
IFNy

Isopropanol

jetPEI™ Transfection Reagent
Kaliumazetat

Kanamycin
Kalziumchlorid
Lipopolysaccharide (LPS)
MEGAscript T7 Kit
Magnesiumchlorid
Magnesiumazetat

MES

Magnesiumsulfat
Manganchlorid

MOPS

Natriumazetat

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Fermentas (St. Leon-Rot)
BioWhittaker™ Cambrex (Walkersville,
USA)

Biochrom AG (Berlin)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Affymetrix Inc. (Santa Clara, USA)
Biochrom AG (Berlin)

PAA (Coélbe)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg,)
Promega (Mannheim)
Bayer (Wuppertal)

R&D Systems GmbH (Wiesbaden)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Qbiogene (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

PAA (Coélbe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Ambion (Austin, USA)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)

21



Material und Methoden

Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Pancoll human
Penicillin/Streptomycin (100x)
Pepton
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol
Phycoerythrin-Streptavidin
Proleukine

Rubidiumchlorid

RNaseZap®

RNeasy Mini Kit

RPMI 1640 Medium (1x)
Oligo (dT)12-1g Primer

10mM dNTP Mix

SDS

Simultest™ IMK Plus-Kit
SSPE (20x)

Superscript Choise System
SYBRPGreen PCR Master Mix
T7-(dT)24-Primer
TRIS/Azetat

TRIS-HCI

TRIzol®

TriFast

Trypanblau
Trypsin/EDTA-L6sung (10x)

Tween20

2.1.3.2 Enzyme

Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

PAN-Biotech (Aidenbach)
Biochrom AG (Berlin)

Merck (Darmstadt)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Molecular Probes (Leiden, Niederlande)
Chiron (Amsterdam, Niederlande)
Merck (Darmstadt)

Ambion (Austin, TX, USA)
Qiagen (Hilden)

Biochrom AG (Berlin)

Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Becton Dickinson (Heidelberg)
(Vervieres, Belgien)

Invitrogen (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

PeQLab (Erlangen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Biochrom AG (Berlin)

TPP (Trasadingen, Schweiz)
Pierce Chemicals (Rockford, USA)

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma Fermentas
(St. Leon-Rot, Deutschland) bezogen. Die DNA-Polymerase (aTaq) fur RT-PCR-
Analysen stammte von Promega, die Reverse Transkriptase (Revert Aid™ H
Minus M-MuLV Reverse Transkriptase) von Fermentas (St. Leon-Rot,
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Deutschland). Die Ribonuklease wurde von Roche (Grenzach-Wyhlen,

Deutschland) bezogen.

2.1.4 Bakterienstimme und Zelllinien

Im Rahmen der folgenden Arbeit wurden folgende Bakterienstdmme und Zelllinien

eingesetzt.

2.1.4.1 Bakterienstamme

In allen mikrobiologischen Versuchen wurde mit E.coli XL1-Blue Competent Cells

gearbeitet; bezogen von Stratagene (Heidelberg, Deutschland).

2.1.4.2 Zelllinien

Die Ewing-Tumor-Linien SK-N-MC (Biedler et al. 1973, Dunn et al. 1994, Staege
et al. 2004b), SK-ES1 (Bloom 1972) und TC-71 (Whang-Peng et al. 1986), die
Neuroblastom-Linien SH-SY5Y (Biedler et al. 1973) und IMR-32 (Tumilowicz et al.
1970), die Hodgkin-Lymphom-Linien L-1236 (Wolf et al. 1996), L-540 (Diehl et al.
1981), HDLM-2 (Drexler et al. 1986) und KM-H2 (Kamesaki et al. 1986), die
Burkitt-Lymphom-Linie Daudi (Klein et al. 1968, Nadkarin et al. 1969), die akute
monozytische Leukamie-Linie THP1 (Tsuchiya et al. 1980), die chronische
myeloide Leukamie-Linien K562 (Lozzio et al. 1973), die Fibrosarkom-Linie
HT-1080 (Rasheed et al. 1974), die T-Zell-Leukamie-Linie Jurkat (Schneider et al.
1977) und die Zervixkarzinom-Linie HelLa (Scherer et al. 1953) wurden von der
Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (Braunschweig)
bezogen. Die Ewing-Tumor-Linien A673 (Giard et al. 1973) und RD-ES (Sano et
al. 1990, Staege et al. 2003) wurden von der American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA) bezogen. Die Glioblastom-Linie U87-MG (Ponten und
Macintyre 1968) wurde freundlicherweise von Herrn C. Kihndl, Klinik fir Kinder
und Jugendmedizin der Martin-Luther-Universitat (MLU), zur Verfligung gestellt.
Die akute myeloide Leukamie-Zelllinie HL-60 (Collins et al. 1977) wurden
freundlicherweise von Herrn J.-U. Hartmann, Klinik fir Innere Medizin IV der MLU,
zur Verfugung gestellt. Die Schilddrisenkarzinom-Linien HTh 74 (Heldin et al.
1991), 8505C (Ito et al. 1994), FTC-133 (Goretzki et al. 1989) und B-CPAP
(Fabien et al. 1994) wurden freundlicherweise von Herrn T. Muller, Klinik far

Innere Medizin IV der MLU, zur Verflgung gestellt. Die Ewing-Tumor-Linien STA-
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ET8 (Zucman et al. 1993), TC-32 (Whang-Peng et al. 1986) und TTC-446
(Sorensen et al. 1994) wurden freundlicherweise von Herrn B. Schmiedel, Klinik
fur Kinder und Jugendmedizin der MLU, zur Verflgung gestellt. Die Melanome
518A2 (van Elsas et al. 1997) und 31IGR1 wurden freundlicherweise von Herrn J.
Wohlrab, Universitatsklinik und Poliklinik fir Dermatologie und Venerologie der
MLU, zur Verflgung gestellt. Die Epstein-Barr-Virus-immortalisierten
lymphoblastoiden Zelllinien LCL73, CSIll und A2+2310 wurden freundlicherweise
von Herrn M. S. Staege, Klinik fir Kinder und Jugendmedizin der MLU, zur
Verfugung gestellt. Die transgenen Zelllinien SBVGAT1 (Interleukin 2-transgen) und
SBVGAS3 (transfiziert mit Kontrollvektor) (Staege et al. 2003) wurden
freundlicherweise von Herrn M. S. Staege, Klinik fir Kinder und Jugendmedizin
der MLU, zur Verfigung gestellt. Die fur den Mausversuch genutzten CD137L-
transgenen A673-Zellen wurden freundlicherweise von Herrn J. Foll, Klinik fOr
Kinder und Jugendmedizin der MLU, zur Verfugung gestellt. Die konditional
Epstein-Barr-Virus-immortalisierten lymphoblastoiden Zelllinien EREB2-5 und
P493-6 wurden freundlicherweise von Herrn G. Bornkamm und Herrn G. Laux,
GSF Muinchen, zur Verflgung gestellt. Mesenchymale Stammzellen wurden
freundlicherweise von Herrn L. Muller, Klinik fUr Innere Medizin IV der MLU, zur
Verfigung gestellt. Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden
mit Einwilligung der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Martin-
Luther-Universitat von freiwilligen Spendern aus Rest-Blut (Buffy coat) isoliert.

Die in dieser Arbeit untersuchten Tumore eines Xenotransplantationsmodell des
Ewing-Tumors wurden freundlicherweise von Herrn C. Kihnél, Klinik fir Kinder

und Jugendmedizin der Martin-Luther-Universitat (MLU), zur Verfigung gestellt.

2.1.5 Vektoren und PCR-Primer

Im Rahmen der Arbeit wurden folgende Vektoren und PCR-Primer far die an-

schlieBenden Versuche verwendet.

2.1.5.1 Vektoren
pReceiver-M17a human CD137Ligand GeneCopeia (Germantown, USA)
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2.1.5.2 PCR-Primer

Die nachfolgende Ubersicht enthalt Angaben (iber Sequenz und ProduktgrdBe der
verwendeten Primer. Alle PCR-Primer wurden mit HPSF-Reinheit von MWG-
Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) oder Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
bezogen.

Tabelle 2 Verwendete Primer-Kombinationen. Bei den Sequenzen erfolgte zunachst die Angabe
des Vorwarts- und danach die des Rickwartsprimers. In der Spalte Produkte sind die Produkt-
gréBen in Basenpaaren (bp) angegeben.

Name Sequenz (5’ - 3’-Orientierung) Produkte PCR-Zyklen

B-Aktin Vorwartsprimer: ggcatcgtgatggactccg 613 22
Rickwartsprimer: gctggaaggtggacagcga

CCL20 Vorwartsprimer: ctcctggetgctttgatgtc 204 30
Ruckwartsprimer: tgcgcacacagacaactttt

CTNND1 Vorwartsprimer: cccaggatcacagtcacctt 581 30
Rickwartsprimer: cccataaggctctggatgaa

IDO Vorwartsprimer: tcaaagcactgaaagacgctgc | 400 27
Ruckwartsprimer: cccctgacttatgagaacatgg

IDO2 Vorwartsprimer: attcctggaaattgggaacc 486 40
Ruckwartsprimer: gaaggccttatgggaaggag

IL17F Vorwartsprimer: agcgcaacatgacagtgaag 345 30
Rickwartsprimer: ttccttgagcattgatgcag

IL26 Vorwartsprimer: tgaggtgtgggttgctgtta 273 35
Ruckwartsprimer: tgcagttgaccaaaaacgtc

KYNU Vorwartsprimer: gggaaattctcttggccttc 460 27
Rickwartsprimer: aaaaatgcaccccactgaac

PBX1 Vorwartsprimer: ggaagcaggacattggagac 400 35
Ruckwartsprimer: caggcctgctcgtatttctc

EST (RAF1) | Vorwartsprimer: cticagccctgtccagtage 385 27
Rickwartsprimer: gccaggttgtcctttgtcat

SLITRK3 Vorwartsprimer: gtggttggtgatgtgctttg 360 40
Rickwartsprimer: ttgcatttggatgccagtaa

2.1.6 Medien, Puffer und Lésungen

Alle Lésungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit Aqua dest. hergestellt.

Puffer und Loésungen fir molekular- und mikrobiologische Arbeiten, sowie fur

Zellkultur-Arbeiten wurden sterilfiltriert oder autoklaviert.

Die Lagerung der

Lésungen erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur.

2.1.6.1 Lésungen fiir mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten

Ampicillin: 50mg/ml, Arbeitskonzentration 50ug/ml (4 °C).

5xFragmentierungspuffer: 200mM TRIS/Azetat eingestellt auf pH 8,1; 500mM

Kaliumazetat, 150mM Magnesiumazetat, sterilfiltriert.
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2xHybridisierungspuffer: 200mM MES, 2M MES-Natriumsalz, 40mM EDTA, 0,02%
Tween20 (4°C).

LB-Agarplatten: LB-Medium, 1,5% (w/v) Agar, Antibiotikum (4 °C).

LB-Medium: 1% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1% (w/v) Natriumchlorid,
eingestellt auf pH 7,0.

12xMES Lésung: 1,22M MES (2-[N-Morpholino]-Ethansulfonséure), 0,89M MES-
Natriumsalz in Wasser eingestellt auf pH 6,5, sterilfiltriert (4 °C).

Prap-Lésung 1: 150mM Glucose, 10mM EDTA, 25mM Tris-HCI, eingestellt auf pH
8,0.

Prap-L6sung 2: 20,2M Natriumhydroxid, 1% SDS (mdglichst frisch angesetzt).
Prap-Lésung 3: 33M Kaliumazetat, 11,5% (v/v) Eisessig (4°C).

RF1-Puffer: 1,21% (w/v) Rubidiumchlorid, 0,99% (w/v) Manganchlorid, 0,29%
(w/v) Kaliumazetat, 0,15% (w/v) Calciumchlorid, 15% Glycerin, eingestellt auf pH
5,8.

RF2-Puffer: 0,21% (w/v) MOPS, 0,12% (w/v) Rubidiumchlorid, 1,1% (w/v)
Calciumchlorid, 15% Glycerin, eingestellt auf pH 6,8.

SOB-Medium: 4% (w/v) Trypton, 1% (w/v) Hefeextrakt, 10mM Natriumchlorid,
2,5mM Kaliumchlorid, 10mM Magnesiumchlorid, 10mM Magnesiumsulfat,

eingestellt auf pH 7,0.

2xStain Buffer: 200mM MES, 2M Natriumchlorid, 0,1% Tween20; sterilfiltriert,
0,01% Antifoam.

TAE-Puffer: 0,4M (w/v) Tris-HCI, 0,2M Essigséure, 0,01M EDTA, eingestellt auf
pH 8.

TE-Puffer: 10mM Tris-HCI eingestellt auf pH 8,0, 1imM EDTA.

Waschpuffer A: 6xSSPE, 0,01% Tween20; sterilfiltriert.

Waschpuffer B: 100mM MES, 0,1M Natriumchlorid, 0,01% Tween?20, sterilfiltriert.

2.1.6.2 Lésungen fiir Zellkultur-Arbeiten

RPMI-Komplettmedium  RPMI 1640 + 10% FKS + 1% Pen/Strep.
DMEM-Komplettmedium DMEM + 10% FKS + 1% Pen/Strep.

Einfriermedium DMEM bzw. RPMI 1640 Komplettes Medium + 10%
DMSO.

Geneticin-Sulfat (G418) 400mg/ml, Arbeitskonzentration 400ug/ml (4°C).

IFNy Arbeitskonzentration 500U/ml (-20°C).

MACS-Puffer 0,5% BSA + 2mM EDTA + DPBS, pH 7,2.
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18000U/ml; Arbeitskonzentration: 3000, 6000, 12000,
24000, 30000 und 48000U/ml (-20°C).

Proleukine

2.1.7 Antikorper

Im Rahmen der folgenden Arbeit wurden Antikérper fur FACS, MACS und weitere

Stimulationen eingesetzt.

2.1.7.1 FACS-Antikérper

Die genutzten Antikorper wurden von der Firma BD Biosciences bezogen (Tabelle
3), sowie die Antik6rperkombinationen des Simultest™ IMK Plus-Kit (Tabelle 4).

Tabelle 3 Verwendete Antikorper.

Name Klon Isotyp Markierung
Isotyp-Kontrolle G155-178 19G2a FITC
Isotyp-Kontrolle MOPC-21 9G4 x FITC
Isotyp-Kontrolle MOPC-21 9G4 x PE
CDs3 HIT3a 19Goq K FITC
CD14 MoP9 9G¥ PE
CD137L C65-458 lgGq x PE
CD45 HI30 19Gi x FITC
CD117 104D2 lgGq x PE

Tabelle 4 Verwendete Antikérperkombinationen.

Antikérperkombination Name Klon Name Klon
Isotyp-Kontrolle FITC/PE I9gG x X40 19Goq K X39

CD3 FITC/CD19 PE CDs3 SK7 CD19 4G7

CD3 FITC/CD16 + CD56 PE CD3 SK7 CD16 + CD56 B73.1 + MY31

2.1.7.2 MACS-Antikérper

Flr die magnetische Zellsortierung wurde der Pan T Cell Isolation Kit Il (human)
der Firma Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland) eingesetzt. In ihm
sind biotinylierte Antikérper gegen CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123,
Glycophorin A und Anti-Biotin Magnetkigelchen enthalten. Die Isolation der hoch
reinen T-Zellen erfolgte durch Depletion der magnetisch markierten Zellen.

2.1.7.3 Sonstige Antikorper

o-human CD137 (26G6)
o-human CD3 (OKT3)
Ratte 1gG1, Isotyp

freundliche Gabe von J. Féll (MLU, Halle).
Janssen-Cilag (Neuss).
R&D Systems GmbH (Wiesbaden).
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o-human IFNy
o-human CD137

Isotyp 1gG1

a-human CD3

o-human IFNy

R&D Systems GmbH (Wiesbaden).

Arbeitskonzentration 10ug/ml; entweder Gber Nacht bei
4°C oder flr 4h bei 37 °C in 6-Loch-Platten vorinkubiert.
Arbeitskonzentration 10ug/ml; entweder tGber Nacht bei
4°C oder flir 4h bei 37°C in 6-Loch-Platten vorinkubiert.

Arbeitskonzentration 20ng/ml; entweder Uber Nacht bei
4°C oder flir 4h bei 37°C in 6-Loch-Platten vorinkubiert.

Arbeitskonzentration 1ug/ml in Medium gegeben.

2.1.8 Mikroarray-Datensitze

Zusatzlich zu im eigenen Labor gewonnenen Datensatzen wurden folgende

publizierte Datenséatze aus der Mikroarray-Datenbank GEO (Barrett et al. 2006)

analysiert:

Tabelle 5 In den Analysen verwendete Mikroarray-Datensitze.

GEO-Nummer Proben (Anzahl) Referenz
GSE1133 CD56 positive NK-Zellen (2) (Su et al. 2004)
GSE1133 CD8 positive T-Zellen (2) (Su et al. 2004)
GSE7138 CD14 positive Monozyten (2) (Cho et al. 2007)
GSE1133 CD14 positive Monozyten (2) (Su et al. 2004)
GSE1133 CD4 positive T-Zellen (2) (Su et al. 2004)
GSE473 CD4 positive T-Zellen (10) (Hansel et al. 2008)
GSE1133 CD33 positive myeloide Zellen (2) (Su et al. 2004)
GSE6691 CD19 positive B-Zellen (8) (Gutierrez et al. 2007)
GSE1133 CD19 positive B-Zellen (2) (Su et al. 2004)
GSE1133 CD71 positive Zellen (2) (Su et. al. 2004)
GSE1133 CD105 positive Zellen (2) (Su et al. 2004)
GSE6691 CD38 positive Plasmazellen (6) (Gutierrez et al. 2007)
GSE7138 CD14 positive Makrophagen (4) (Cho et al. 2007)
GSE6477 CD138 positive B-Zellen (12) (Chng et al. 2007)
GSE2361 Sammlung normaler Gewebe (36) (Ge et al. 2005)
GSE2248 embryonale Stammzellen (3) (Barberi et al. 2005)
GSE3788 hamatopoetische Stammzellen (3) (Perez-Iratxeta et al. 2005)
GSE2638 humane mikrovaskulare Endothelzellen (3) (Viemann et al. 2006)
GSE2638 humane vendse Nabelschnurendothelzellen (3) (Viemann et al. 2006)
GSE6029 mesenchymale Stammzellen (9) (Markov et al. 2007)
GSE2248 mesenchymale Stammzellen (aus ESC differenziert) (2) | (Barberi et al. 2005)
GSE1133 unterschiedliche Proben des Hodens (10) (Su et al. 2004)
GSE9499 lymphoblastoide Zellen (15) (Jin et al. 2008)
GSE8388 Hodgkin-Lymphomzelllinien (6) (Ehlers et al. 2008)
GSE6184 Anaplastisch groBzellige Lymphomzelllinien (9) (Piva et al. 2006)
GSE7007 verschiedene Ewing-Tumor-Proben (38) (Tirode et al. 2007)
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 lIsolation von RNA aus Kulturzellen

Bei Arbeiten mit RNA wurden Arbeitsflache und Pipetten mit F{NaseZap®
behandelt. Es kamen gestopfte und steril verpackte Pipettenspitzen zum Einsatz.
Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden die Zellen geerntet und 10 Minuten bei
200g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 1ml TRIzol®- oder Trifast-
Reagenz resuspendiert und mit Hilfe einer Spritze homogenisiert. Unldsliche
Bestandteile wurden 10 Minuten bei 12000g, 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Roéhrchen dberfihrt, mit 0,2ml Chloroform versetzt und 15
Sekunden kréaftig geschuttelt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei
Raumtemperatur wurden die wassrige und die organische Phase durch
Zentrifugation (12000g, 15 Minuten, 4°C) getrennt. Die obere wassrige Phase,
RNA enthaltend, wurde abgenommen, mit 0,5ml Isopropanol versetzt, gevortext
und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die geféllte RNA konnte dann
pelletiert werden (12000g, 10 Minuten, 4°C). Das Pellet wurde abschlieBend mit
kaltem 80%igem Ethanol gewaschen (7500g, 5 Minuten, 4°C zentrifugieren) und
getrocknet. Die RNA wurde in 30yl DEPC-Wasser (ul variierten je nach
Pelletgr6Be) aufgenommen. Um die erhaltene RNA vollstédndig zu 16sen wurde sie
fir 10 Minuten bei 65°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Konzentration der RNA
bestimmt (2.2.2).

2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte photometrisch bei den
Wellenldngen von 260 und 280nm (als Referenz diente hierbei Wasser). Ein
OD2go-Wert von 1, bei einer Kivettentiefe von 10mm, entspricht einer Konzen-
tration von 40ug/ml RNA oder 50ug/ml DNA. Der Quotient OD2go/OD2gp steht flir
die Reinheit der Nukleinsauren (zwischen 1,5 und 2,0). Far die Isolation von RNA
mit TRIzol® oder Trifast (2.1.3.1) wurde ein Wert zwischen 1,5 und 1,7 als

akzeptabel angesehen.
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2.2.3 Reverse Transkription von RNA (cDNA-Synthese)

Far die Reverse Transkription (RT) wurden 2ug RNA (2.2.2) in 13ul DEPC Wasser
gelést. Zu dieser wurden 7ul Master-Mix hinzu gegeben und der Ansatz dann zur
Synthese der cDNA fur 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung des

Enzyms wurde anschlieBend fir 5 Minuten auf 90°C erhitzt.

Master-Mix:
5xFirst Strand Puffer 4l
10mM dNTP Mix 1l
Oligo (dT)12.1g Primer 1ul
Reverse Transkriptase 1l

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Analyse der Genexpression eingesetzt.
StandardmaBig wurden dazu 25pl Ansatze mit aTag-Polymerase verwendet. Alle
PCR wurden mit einer einmaligen Denaturierung fir 5 Minuten bei 95°C gestartet
(Schritt 1). Die Schritte 2 bis 4 wurden je nach Primerkombination 22- bis 35-mal
wiederholt. Hierbei entsprachen Schritt 2 (Denaturierung) 30 Sekunden bei 95°C,
Schritt 3 (Primer-Anlagerung) 30 Sekunden bei 60°C und Schritt 4 (Elongation) 30
Sekunden bei 72°C. Im Anschluss an den letzten Zyklus wurde fir 5 Minuten bei
der Elongationstemperatur von 72°C inkubiert, bevor bis zur Weiterbearbeitung
auf 4°C abgeklhlt wurde.

Standard-PCR-Master-Mix:

10xPCR-Puffer 2,5ul
25mM Magnesiumchlorid 1,5ul
10mM dNTP Mix 0,5ul
Vorwartsprimer (25uM) 0,25ul
RUckwartsprimer (25uM) 0,25ul
Taq (5U/ul) 0,2ul
Wasser ad 25ul

Im Falle von IDO2 wurde, um die Sensitivitat der RT-PCR zu erhdhen, eine zweite
PCR durchgefihrt. Dabei wurden fur die zweite, sich anschlieBende PCR, 2ul der
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ersten als Template genutzt. Die oben genannten Bedingungen fur die RT-PCR
wurden beibehalten.

2.2.5 Quantitative PCR

Die quantitative RT-PCR wurde fir die Genexpressionsanalyse zur
Quantifizierung der gewonnen cDNA eingesetzt. Durchgefihrt wurde die Reaktion
mit Hilfe des SYBR®Green PCR Master Mix und erfolgte nach Herstellerangaben.
Die Reaktion erfolgte im Rotor Gene RG-3000 (Firma Corbett Research). Alle
quantitativen RT-PCR wurden mit einer einmaligen Denaturierung fir 15 Minuten
bei 95°C gestartet. Die Schritte 2 bis 4 wurden 40-mal wiederholt. Hierbei
entsprachen Schritt 2 (Denaturierung) 30 Sekunden bei 95°C, Schritt 3
(Annealing) 30 Sekunden bei 60°C und Schritt 4 (Elongation) 45 Sekunden bei
72°C. Nach dem letzten Zyklus wurde fir 5 Minuten bei der Elongationstemperatur
von 72°C inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse von 65°C
bis 95°C, wobei eine Erhéhung der Temperatur um 0,5°C je Schritt erfolgte.
Standard-Master-Mix flr die quantitative PCR:

2xSYBR Green PCR MIX 10ul
Vorwartsprimer (25uM) 1ul
RUckwartsprimer (25uM) 1ul
Wasser ad 20ul

Zur Berechnung wurde die AACt-Methode nach Livak und Schmittgen eingesetzt
(Livak und Schmittgen 2001). Als Referenzgen wurde B-Aktin flir jede Probe
mitgeflhrt. Flr jede Probe wurde der Ct-Wert ermittelt, der dem Zyklus der PCR
entsprach, bei dem erstmals die Fluoreszenz Uber einen festgelegten Basiswert
ansteigt. Zur Berechnung wurden nun der Ct-Wert fir B-Aktin vom Ct-Wert des zu
untersuchenden Gens abgezogen (= ACt-Wert). AnschlieBend wurden von diesen
ACt-Werten jeweils die ACt-Werte der Referenzprobe abgezogen (= AACt-Wert).
Die Berechnung der relativen Expression fc (fold change) erfolgte dann geman der

Formel fc=2"24C,
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2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde im Normalfall mit einer Agarosekonzentration von
1,5% durchgefthrt. Bei DNA-Fragmenten spezieller Gr6Ben variierte die Konzen-
tration zwischen 1% und 2%, um eine optimale Auftrennung im gewilnschten
GréBenbereich zu erreichen.

Zur Herstellung eines Gels wurde die Agarose in 1xTAE-Puffer aufgekocht, kurz
abgeklihlt und mit Ethidiumbromid (0,7ug/ml Gel) versetzt. Die DNA-Proben
wurden in 6xDNA-Probenpuffer aufgenommen und im Agarosegel mit 5V/cm

Elektrodenabstand elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.7 Genexpressionsanalysen

2.2.7.1 Préparation von Gesamt-RNA

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte wie unter 2.2.1 Die RNA wurde nach der
Konzentrationsbestimmung (2.2.2) einer weiteren Qualitatskontrolle mittels
Agarose-Gelelektrophorese unterzogen. Als Puffer fir Lauf und Herstellung des
Geles wurde RNAse-freier 1XMOPS eingesetzt. Auf das Gel wurde je Ansatz 1ug
RNA auf das Gel geladen.

2.2.7.2 Erst-Strang cDNA-Synthese

Die RNA wurde auf mit RNAse-freiem Wasser 10ug/10ul eingestellt. Far die
Primer-Hybridisierung wurde 1ul T7-(dT)24-Primer zu jedem 10ul Ansatz gegeben,
dieser fur 10 Minuten bei 70°C inkubiert, anschlieBend 5 Sekunden zentrifugiert
und far 2 Minuten auf Eis gestellt. Fir die Erst-Strang-Synthese, in der an die
vorhandene RNA ein komplementdrer DNA-Strang synthetisiert wird, wurde das

Superscript Choice System verwendet.

Ansatz:
RNA hybridisiert mit Primer 11pl
5x 1st-Strand-Buffer 4l
0,IMDTT 2ul
10mM dNTP 1l

32



Material und Methoden

Dieser Ansatz wurde fir 2 Minuten bei 37°C inkubiert und nach anschlieBender
Zugabe von 2ul Superscript RT Il wurde der Ansatz fur 60 Minuten bei 37°C
inkubiert.

2.2.7.3 Zweit-Strang-Synthese

In der Zweit-Strang-Synthese wird aus dem cDNA-Strang ein DNA-Doppelstrang
gebildet, wobei der urspringliche RNA-Strang abgebaut wird.

Syntheseansatz:
5x2nd-Strand-Buffer 30pl
10mM dNTP 3ul
E. coli DNA-Ligase (10u/pl) 1l
E. coli DNA-Polymerase | (10u/pl) 4ul
RnaseH (2u/pl) 1l
DEPC-Wasser 91ul
Ansatz der Erst-Strang-Synthese 20ul

Der Ansatz wurde fiir 2 Stunden bei 16 °C inkubiert und die Reaktion anschlieBend
durch Zugabe von 10ul 0,5M EDTA (auf Eis) gestoppt.

2.2.7.4 Phenol-Chloroform-Extraktion der cDNA

Uber eine Phenol-Chloroform-Extraktion wurde die doppelstréangige DNA aus dem
Syntheseansatz aufgereinigt. Dazu wurden Phase Lock Gel Tubes (erleichtert
Phasentrennung) fir 1 Minute bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Der komplette
Ansatz der Zweit-Strang-Synthese wurde in die so vorbereiteten ReaktionsgeféaBe
tberfihrt. Nach Zugabe von 160ul Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1)
wurde der Ansatz kurz geschuttelt und fir 2 Minuten bei 12000g zentrifugiert. Die
obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefa3 tberfuhrt und die gleiche Menge
5M Ammoniumazetat zugegeben. Nach Zugabe von 2,5 Volumenteilen kaltem
96% Ethanol wurde der Ansatz kurz gemischt und fir 30 Minuten bei 12000g bei
16°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es folgte ein Waschschritt
(2-mal) mit 500pl kaltem 80% Ethanol und eine Zentrifugation fir 5 Minuten bei
12000g und 16°C. Die DNA wurde getrocknet und in 3ul DEPC-Wasser
resuspendiert.
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2.2.7.5 In-vitro-Transkription

Bei der nun folgenden in-vitro-Transkription (IVT) wurde die doppelstrangige DNA
wieder in RNA umgeschrieben. Die IVT wurde mit dem MEGAscript T7 Kit

erzeugt.

Ansatz:
75mM ATP 2ul
75mM GTP 2ul
75mM CTP 1,5ul
75mM UTP 1,5ul
10mM Biotin-CTP 3,75ul
10mM Biotin-UTP 3,75ul
10 x Puffer-Mix 2ul
T7 Enzym 2ul

Zum Ansatz wurden 1,5pl der frisch hergestellten und gereinigten cDNA (2.2.7.4)
gegeben und anschlieBend das Ganze fir 6 Stunden bei 37 °C inkubiert.

2.2.7.6 Aufreinigung der IVT-Produkte

Zur Aufreinigung der erzeugten IVT-Produkte wurde das RNeasy Mini Kit
verwendet. Das Volumen der Probe wurde mit DEPC-Wasser auf 100ul aufgefillt
und die Probe nach Vorschrift des Herstellers aufgearbeitet. Die Aufreinigung
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die prapariete RNA wurde einer
Qualitéatskontrolle unterzogen (Konzentrationsbestimmung 2.2.2; Agarose-
Gelelektrophorese 2.2.6).

2.2.7.7 Fragmentierung der cRNA

Durch die Fragmentierung der RNA werden Fragmente mit einer GréBe von 35 bis
200bp gebildet. Diese ermdglichen eine bessere Hybridisierung auf den Mikro-
arrays als groBe Fragmente.
Fragmentierungsansatz:
16ug cRNA in maximal 16yl
5xFragmentierungspuffers 4ul
Die Reaktion wurde fur 35 Minuten bei 95°C inkubiert. Um Kondenswasser im

ReaktionsgefaB zu sammeln, wurde die Probe fir 10 Sekunden zentrifugiert und
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bis zur anschlieBenden Hybridisierung auf Eis aufbewahrt. Die praparierte RNA
wurde einer Qualitatskontrolle unterzogen (Agarose-Gelelektrophorese 2.2.6).

2.2.7.8 Eigenschaften der verwendeten Mikroarrays

Der Affymetrix Genechip Human Genom U133 Plus 2.0 (HG U133Plus 2.0)
detektiert mit seinen ca. 54.000 Sondenséatzen Uber 47.000 bekannte Transkripte.
Die Sequenzen, auf denen die Sonden beruhen, entstammen der UniGene
Database (Build 133, 20.04.2001) und wurden zuséatzlich mit Daten aus zwei
weiteren, offentlich zuganglichen Datenbanken ergénzt (Washington University
EST Trace Repository und University of California, Santa Cruz Golden Path
Human Genome Database).

2.2.7.9 Hybridisierung

Die Arrays wurden vor der Bearbeitung auf Raumtemperatur vorgewarmt, mit
200ul des 1xHybridisierungspuffers beflllt und fir 10 Minuten bei 45°C unter
Rotation im Hybridisierungsofen préainkubiert. Die fragmentierte RNA wurde fir 2
Minuten bei 65°C erhitzt.

Hybridisierungslésung:

15ug fragmentierte RNA (2.2.7.7) 20ul
20xEucaryotic Hybridization Controls 15ul
3nM Control Oligonucleotide B2 5ul
10mg/ml Hering-Sperma-DNA 3ul
50mg/ml acetyliertes Bovines Serumalbumin 3ul
2xHybridisierungspuffer 150ul
DEPC-Wasser 104pl

Die Hybridisierungslésung wurde fir 5 Minuten bei 99°C und anschlieBend fir 5
Minuten bei 45°C erhitzt. Vor der Inkubation auf den Arrays wurde die
Hybridisierungslésung fir 2 Minuten bei maximaler Drehzahl zentrifugiert. Nach
Entnahme des Puffers wurden die Arrays mit 200ul der Hybridisierungslésung
beflllt und im Hybridisierungsofen fir 16 Stunden bei 45°C inkubiert.
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22.7.10 Waschen und Férben der Mikoarrays

Nach der Inkubation wurde die Hybridisierungslésung entnommen und die Arrays
mit 200pl Waschpuffer A beflllt und bis zur weiteren Verarbeitung bei Raum-
temperatur im Dunkeln gelagert.
Antikorperldsung:

2xStain Buffer 300ul

50mg/ml acetyliertes Bovines Serumalbumin 24l

10mg/ml normal goat IgG 6ul
0,5mg/ml biotinylierter AntikGrper 3,6ul
DEPC-Wasser 266,4l
SAPE-L6sung:
2xStain Buffer 600pl
50mg/ml acetyliertes Bovines Serumalbumin 48l
1mg/ml Streptavidin-Phycoerythrin 12ul
DEPC-Wasser 540ul

In der Fluidics-Station des Systems wurden die hybridisierten Arrays mit Wasch-
puffer A und Waschpuffer B gewaschen. Dann mit der SAPE-Lésung und an-
schlieBend mit der Antikdrperlésung inkubiert. Automatisch erfolgt ein weiteres
Waschen mit den beiden Lésungen Waschpuffer A und Waschpuffer B (Wasch-
programm EukGE-WSH1).

22711 Mikroarray-Scan

Die fertigen Arrays wurden bei 570nm (Anregungswellenlange 488nm) mit einer
Wiederholung gescannt. Die gemessenen Lichtintensitaten aus beiden Bildern
wurden automatisch pro Pixel gemittelt und das endgultige Bild des Arrays

gespeichert.

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Vorarbeiten fiir Vermehrung des Vektors

Um eine erfolgreiche Vermehrung des Vektors pReceiver-M17a human

CD137Ligand durchfihren zu kénnen, waren folgende Vorarbeiten notwendig.
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2.3.1.1 Herstellen Hitzeschock-kompetenter E.coli XL1-Blue

E.coli XL1-Blue wurden in einer Vorkultur tGber Nacht bei 37°C schuttelnd in
SOB-Medium herangezogen. Es wurde am nachsten Morgen eine Messung der
optischen Dichte (OD) bei 600nm durchgeflihrt und daraus resultierend die Zellen
mit einer Anfangs-OD von 0,05 zu 100ml frischem SOB-Medium gegeben. Die
Zellen wurden dann bis zu einer OD von 0,3 bis 0,5 wachsen gelassen und
anschlieBend fur 15 Minuten auf Eis gekuhlt. Die Ernte der Zellen erfolgte durch
Zentrifugation bei 2500g fiir 15 Minuten und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 33ml eiskaltem RF1 resuspendiert und das Ganze erneut fir 15
Minuten auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden bei 25009 fir 15 Minuten und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und alles in 8ml eiskaltem RF2
resuspendiert. Die Zellen wurden erneut fur 15 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieBen in 100ul Aliquots aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Zellen wurden dann bis zur Nutzung bei -80°C gelagert.

2.3.2 Transformation und Vorkultur

Hitzeschock-kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 10ng
Vektor erfolgte eine Inkubation der Zellen fur 20-30 Minuten auf Eis. Dann wurde
ein Hitzeschock bei 42°C fir 45 Sekunden und eine Inkubation auf Eis fir 5
Minuten durchgefihrt. Im Anschluss wurden 900ul vorgewarmtes LB-Medium
zugegeben und der Ansatz fir eine Stunde bei 37°C unter Schitteln inkubiert.
Eine Selektion erfolgte durch Ausstreichen des Ansatzes auf Antibiotika-haltigen
Agar-Platten.

Zur Uberpriiffung der Klone wurden diese in einer Vorkultur {iber Nacht (5ml LB-

Medium und entsprechende Menge Antibiotikum) herangezogen.

2.3.3 lIsolierung von Plasmid-DNA (Mini- und Maxi-Plasmid Praparation)

FUr beide Praparationsarten wurden die gleichen Lésungen verwendet.
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2.3.3.1 Mini-Plasmid Préaparation

Es wurden 2ml der Vorkultur in ein ReaktionsgefaB gegeben und 3 Minuten bei
40009 zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen in 100ul Prap-
Ldsung 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 200ul Prap-Lésung 2 wurde alles durch
Invertieren vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden 200ul Prap-Lésung 3 zugegeben und der Ansatz fur mindestens 5 Minuten
auf Eis gelagert. Dies wurde dann fir 10 Minuten bei 16000g und 4°C zentrifugiert.
Der erhaltene Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB gegeben und mit
400ul Isopropanol versetzt. Nach gutem Durchmischen wurde der Ansatz fir 15
Minuten bei 16000g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Plasmid-DNA mit 500ul 70%igen Ethanol gewaschen. Nach einer Zentrifugation
fiir 5 Minuten bei 16000g und 4 °C wurde der Uberstand vollstandig abgenommen.
Die Plasmid-DNA wurde for 10 Minuten getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde
anschlieBend in 50ul TE-Puffer far 30 Minuten bei 37 °C geldst. Dabei dienten 2pl
Ribonuklease/ml TE dem RNA-Abbau.

2.3.3.2 Maxi-Plasmid Praparation

Die restlichen 3ml der Vorkultur wurden fir die Maxi-Plasmid Praparation in 100ml
frisches LB mit entsprechendem Antibiotikum Uber Nacht bei 37°C schittelnd
inkubiert. Das Material wurde dann fir 15 Minuten bei 2100g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in insgesamt 5ml Prap-Lésung 1
resuspendiert. Nach Zugabe von 10ml Préap-Losung 2 wurde durch Invertieren
vermischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 7,5ml Préap-
Lésung 3 zugegeben, durch Invertieren gemischt und fir 20-30 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde fir 20 Minuten bei 2100g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde mittels Glastrichter und Kimberly-Clark-Tuch gefiltert und die L&-
sung mit 12ml Isopropanol versetzt. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raum-
temperatur wurde fir 20 Minuten bei 2100g und 4°C zentrifugiert. Dann wurden
die Plasmid-DNA mit 5ml 70%igem Ethanol gewaschen und dazu fir 10 Minuten
bei 2100g und 4°C zentrifugiert. Nach vollstandiger Entfernung des Ethanoles
wurde die Plasmid-DNA getrocknet und anschlieBend in etwa 2ml TE-Puffer
aufgenommen. Die vollstdndige Lésung und der RNA-Abbau (mit Zusatz von 2yl
Ribonuklease/ml TE) erfolgte flir 30 Minuten bei 37 °C.
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Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt und in
Aliquots bei -80°C gelagert.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C, einer relativen Luftfeuchte von
95% und 5% Kohlendioxidgehalt kultiviert. Adharente Zellen wurden bis zu einer
Konfluenz von ca. 90% kultiviert. Die Zellen wurden mit DPBS gewaschen und
durch 1xTrypsin/EDTA-LOsung (Inkubation fir 5 Minuten bei Raumtemperatur)
gel6ést. Adhéarente Zellen wurden im Verhaltnis 1:8 bis 1:13 umgesetzt (je nach
Konfluenz). Suspensionszellen wurden 1:3 bis 1:5 in frisches Medium umgesetzt.
Das Umsetzen der Zellen in frisches Medium erfolgte alle 3 Tage.

2.4.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzahlbestimmung wurde eine Neubauer-Zahlkammer eingesetzt. Es wurden
je 10pl der Zellsuspension verdinnt mit Trypanblau auf ein Z&hlkreuz unter das
Deckglaschen pipettiert und 16 Kleinquadrate ausgezéhlt. Die Zellzahl ergab sich

aus:

Anzahl gezéhlter Zellen x 10* x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl/ml
2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Kulturzellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen geerntet und fir 10 Minuten bei 200g zentri-
fugiert. Mit einer Dichte von 10 Zellen/ml in vorgekiihlten Einfriermedium (2.1.6.2)
resuspendiert und bei -80°C eingefroren, dann dort gelagert oder zur dauerhaften
Einlagerung auf flissigen Stickstoff Gberfuhrt.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen direkt in 10ml des entsprechenden Kultur-
mediums resuspendiert und far 10 Minuten bei 200g zentrifugiert. Die Zellen
wurden dann direkt in frisches Kulturmedium gegeben.
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2.4.4 Experimentelle Ansatze mit Zellkultureinsatzen

In diesem experimentellen Ansatz wurden die Zellen zwar raumlich voneinander
getrennt, um separat geerntet werden zu kdnnen, aber die benutzten Zellkultur-
einsatze mit einer Porengr6Be von 0,02um ermdéglichen eine Kultivierung unter
gleichen Mediumbedingungen. Die Zellen wurden hier in 4ml Medium in einem
Loch einer 6-Loch-Platte kultiviert. Eingesetzt wurden im Zellkultureinsatz
A673-Zellen mit 5x10° Zellen. Im unteren Bereich wurden 5x10° Zellen der mit
Kontrollvektor oder IL2 transfizierten A673-Zellen eingesetzt und dazu 2x10°
HLA-passende PBMC. Die Zellen wurden entweder nur in Medium kultiviert oder
in der Anwesenheit vom Antikdrper gegen CD137. Dieser wurde entweder Uber
Nacht bei 4°C mit einer Konzentration von 10ug/ml in DPBS an die 6-Loch-Platte
gebunden, oder die Bindung des Antikdrpers erfolgte fir 4h bei 37°C. Danach
wurde die 6-Loch-Platte einmal mit DPBS gespdlt und dann die Zellen ausgesat.
Far die Titration von Proleukine (Ersatz fur IL2) wurden in die einzelnen Anséatze
eine Konzentration von 3000 U/ml bis zu 48000 U/ml Proleukine zugesetzt. Die
Zellen wurden fur 3 Tage kultiviert: Im AnschluB wurden die A673-Zellen geerntet
und ihr RNA isoliert. Ebenfalls geerntet wurde der Zellkulturiberstand, far 10
Minuten bei 200g zentrifugiert um mdgliche Zellreste zu entfernen und dann bei
-20°C aufbewahrt, bis zur Analyse mit dem CBA-Assay (Material und Methoden
2.5.4).

2.4.5 Kultivierung der T-Zellen fur DNA-Mikroarray-Analyse

Nach lIsolation der PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation (Material und
Methoden 2.4.7) aus frischem Blut wurden aus ihnen durch MACS-Aufreinigung
(Material und Methoden 2.5.2) mit dem Pan T Cell Isolation Kit Il (human) T-Zellen
isoliert. Sie wurden anschlieBend unterschiedlich stimuliert. So wurden die Zellen
in normalem RPMI-Komplettmedium, zusammen mit einem Antikérper gegen CD3
(20ng/ml Uber Nacht bei 4°C an Platte gebunden), mit einem Antikérper gegen
CD3 (20ng/ml dber Nacht bei 4°C an Platte gebunden) und einem Kontroll-
Antikérper (10pg/ml Gber Nacht bei 4°C an Platte gebunden) oder mit einem
Antikérper gegen CD3 (20ng/ml Gber Nacht bei 4°C an Platte gebunden) und dem
Antikérper gegen CD137 (10pg/ml Uber Nacht bei 4°C an Platte gebunden)
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kultiviert. Nach der Inkubation der Antikdérper Uber Nacht, wurde die Lésung aus
den Léchern entfernt und diese mit PBS gespult. AnschlieBend wurden die
T-Zellen (2x10° Zellen/ml) fir 3 Tage unter den verschiedenen Stimulationsbedin-

gungen in der vorbereiteten 24-Loch-Platte kultiviert.
2.4.6 Transfektion von Kulturzellen mit jetPEI™ Transfection Reagent

Far die Transfektion wurden adharente Zellen 24 Stunden vorher ausplattiert. Es
wurden 300.000 Zellen mit 4ug DNA transfiziert. Die Transfektion wurde nach
Angaben des Herstellers durchgeflhrt.

2.4.7 Isolation von Lymphozyten liber Dichtegradientenzentrifugation

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation wurden die Lymphozyten entweder
aus peripherem Blut oder Rest-Blut-Schichten isoliert. Es wurde in den
Leucosep®Réhrchen 15ml des Separationsmediums Pancoll vorgelegt, und dann
bei 1000g fir 30 Sekunden zentrifugiert, so dass sich dieses unter der Trenn-
scheibe befand. Vorsichtig wurde nun das Probenmaterial in das Rd&hrchen
gegeben. AnschlieBend folgte ein Zentrifugationsschritt bei 1000g far 10 Minuten
im Ausschwingrotor ohne Bremse. Die erhaltene Interphase aus Lymphozyten
wurde dann mit einer Pasteurpipette abgenommen und anschlieBend mit DPBS
gewaschen (2-mal) und wenn noétig mit Lysepuffer bearbeitet. Die Zellen wurden in
50ml DPBS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Die Lymphozyten wurden
entweder direkt frisch fiir Experimente eingesetzt, oder in Aliquots mit 3 bis 5x10’
Zellen eingefroren.

2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 FACS-Analyse (fluorescence acivated cell scanning)

Durch die FACS-Analyse ergibt sich die Méglichkeit Zellen in einem Ansatz auf
unterschiedliche Eigenschaften zu untersuchen. So kann die GréBe der Zellen
(FSC), ihre Granularitat (SSC) und weitere unterschiedliche individuelle Eigen-
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schaften durch Anfarben mit markierten (z. B. FITC, PE) Antikdrpern gezeigt
werden. Um solche Untersuchungen durchfihren zu kénnen, wurden die Zellen in
DPBS resuspendiert, anschlieBend fir 10 Minuten bei 200g zentrifugiert und mit
einer Zellzahl von 1x10° je Ansatz und 100ul genutzt. Nun konnte die Markierung
der Zellen mit 10ul eines jeden Antikdrpers erfolgen. Die Zellen wurden dann fir
15 Minuten bei 4°C inkubiert und dann mit 1ml DPBS far 10 Minuten bei 200g
gewaschen. Um die Zellen im FACS messen zu kénnen, wurden sie dann erneut

in 1Tml DPBS resuspendiert.
2.5.2 MACS (magnetic cell sorting)

Es wurde der Pan T Cell Isolation Kit Il (human) der Firma Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Deutschland) eingesetzt. In ihm sind biotinylierte Antikdrper
gegen CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, Glycophorin A und Anti-Biotin
Magnetkigelchen enthalten. Die Isolation der hoch reinen T-Zellen erfolgte durch
Depletion der magnetisch markierten Zellen.

Dazu wurden die PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation (2.4.7) aus
frischem Blut isoliert, die Zellzahl bestimmt und diese dann in MACS-Puffer
resuspendiert. Die Isolation der T-Zellen wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Zur Trennung der Zellen wurde eine LS-S&ule eingesetzt. Die
erfolgreiche Separation und Reinheit der T-Zellen wurde durch eine FACS-

Analyse (2.5.1) veranschaulicht.
2.5.3 Proliferationstest

Die Bestimmung der Proliferation erfolgte mit dem Cell Proliferation ELISA BrdU
der Firma Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland). Hierbei wird die Neusynthese
von DNA als direkter Ausdruck der proliferativen Aktivitdt bestimmt. Diese
Methode wurde als Alternative zum Proliferationsassays mit [3H]Thymidin
entwickelt. Wie dieser beruht auch der BrdU-Assay auf dem Einbau eines
markierten Nukleotids, das Uber nachgeschaltete Reaktionen messbar gemacht
wird. Der entstehende Farbstoff und die daraus folgende Absorption sind nach
Abzug des Leerwertes proportional zur Zahl der proliferierenden Zellen in der
jeweiligen Kultur. Der Ablauf des Cell Proliferation ELISA BrdU erfolgte nach
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Angaben des Herstellers. Nach Inkubation der Zellen (je nach experimentellem
Ansatz) erfolgte die Zugabe des brommarkierten Desoxyuridin (5-Bromo-2*-
desoxyuridin) fir 2 Stunden bei 37°C. Um das Medium zu entfernen, wurde dann
die 96-Lochplatte fir 10 Minuten bei 300g zentrifugiert und das Medium vorsichtig
abgesaugt. Nach Fixierung und Denaturierung der Zellen wurden diese mit einem
Anti-BrdU-Antikérper fir 90 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die
96-Lochplatte 3-mal mit DPBS gewaschen und die Substratlésung zugegeben. Die
Reaktion wurde nach 10 Minuten mit 1M Schwefelsdure abgestoppt und im
ELISA-Plattenleser bei 450nm (Referenzwellenldange: 690nm) photometrisch

bestimmt.

2.5.4 Cytometric Bead Array (CBA) zur Bestimmung léslicher Zytokine

Der CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il wurde eingesetzt zur quantitativen
Messung von IL4, IL6, IL10, TNFa und IFNy in KulturGberstanden. Mit Hilfe dieses
Systems war es mdglich mehrere Zytokine in einem einzigen Ansatz zu
bestimmen. Die einzelnen Zytokine wurden durch fluoreszenzmarkierte Antikoper
mittels FACS-Gerat analysiert. Zur Bestimmung der Konzentration wurden
Standardreihen (0 bis 5000pg/ml) fir die jeweiligen Zytokine mitgefihrt. Die
Durchfihrung des Tests erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die erhaltenen
Daten wurden tabellarisch und graphisch aufgearbeitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Expression von CD137 und CD137L

Da im Rahmen dieser Arbeit Untersuchungen zum Einfluss des CD137/CD137L-
Systems auf tumorimmunologische Prozesse insbesondere im Ewing-Tumor-
Modell durchgefuhrt werden sollten, wurde zunachst die Expression des kostimu-
latorischen Liganden auf der EFT-Modellzelllinie A673 analysiert. Zugleich wurde
die Expression von CD137 und CD137L in verschiedenen Zelllinien und Zelltypen
untersucht. Hierbei wurden die Zellen mit immunologischen und molekular-
biologischen Methoden analysiert. AuBerdem wurde eine Analyse von Mikroarray-
Datenséatzen des eigenen Labors und von Datensatzen aus der GEO-Datenbank
durchgeflhrt.

3.1.1 Analyse der Expression von CD137L mittels Durchflusszytometrie

Da aus der Literatur zu erwarten war, dass die B-Zelllinie Daudi positiv fir CD137L
sei, wurde diese Zelllinie zur Testung der genutzten AntikGrper verwendet und mit-
hilfe der Durchflusszytometeranalyse auf die Expression von CD137L untersucht.
(Abbildung 2).
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Abbildung 2 Extrazelluldare Durchflusszytometeranalyse zum Nachwei3 von CD137L fiir
stimulierte und unstimulierte Daudi-Zellen. In den gezeigten Histogrammen ist der Isotyp als
schwarze und CD137L als grine Linie dargestellt. Die Stimulierung der Zellen mit 1pg/ml LPS
erfolgte fir 24 Stunden. Der gezeigte Marker M1 entspricht bei Daudi Isotyp: 2,8% und fir
CD137L: 39%, bei Daudi+1ug/ml LPS Isotyp: 5,4% und fir CD137L: 49% der lebenden Zellen.
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Die Daudi-Zellen exprimierten nach Abzug des Isotyps auf 36,2% der lebenden
Zellen CD137L. Dieser Wert stieg durch die Stimulation mit 1pg/ml
Lipopolysacchariden (LPS) fir 24h nach Abzug des Isotyps auf 43,6% an.
Ahnliche Beobachtungen konnten auch mit der Zelllinine HelLa (Zervixkarzinom)
gemacht werden. Fir diese Zelllinie fanden sich in der NCBI-Datenbank Sequenz-
eintrage (z.B. die Nukleotidsequenz CR624086), welche zeigten, dass in diesen
Zellen mRNA far CD137L vorliegen sollte. Durch eine extrazellulare Farbung
konnte hier gezeigt werden (Abbildung 3), dass nach Abzug des Isotyps 13,5%
der lebenden Zellen CD137L auf ihrer Oberflache exprimierten. Bei der intra-
zellularen Farbung waren nach Abzug des Isotyps sogar 77,8% der lebenden
Zellen positiv fur CD137L.
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Abbildung 3 Durchflusszytometeranalyse von HelLa-Zellen zum Nachwei3 von CD137L. Die
Zellen wurden extrazellular (Bildteil A) und intrazellular (Bildteil B) auf CD137L untersucht. In den
gezeigten Histogrammen ist der Isotyp als schwarze und CD137L als grine Linie dargestellt. Der
gezeigte Marker M1 entspricht in Bildteil A fir den Isotyp: 6,3% und fir CD137L: 19,8% der
lebenden Zellen. Im Bildteil B fiir den Isotyp: 12,3% und fir CD137L: 90,1% der lebenden Zellen.

Da mit den durchgefUhrten Analysen die Funktionalitit des eingesetzten
Antikdrpers fir CD137L sichergestellt werden konnte, wurde untersucht, ob die fir
weitere Experimente eingeplante Ewing-Tumor-Zelllinie A673 eine Expression von
CD137L aufwies. Es konnte eindeutig festgestellt werden, dass diese Zellen keine
Expression von CD137L aufwiesen (Abbildung 4, Bildteil A). AnschlieBend wurden
A673-Zellen mit der cDNA far CD137L transfiziert. Von den transfizierten Zellen
waren nach einigen Wochen Kultivierung mit entsprechendem Selektionsmittel
46,6% (nach Abzug des Isotyps) der lebenden Zellen positiv fur CD137L
(Abbildung 4, Bildteil B). Insgesamt zeigten die transgenen A673-Zellen hierbei
deutlich starkere Signale fir CD137L, als Daudi-Zellen. Hierdurch konnte gezeigt
werden, dass der verwendete Antikdrper wirklich spezifische fir CD137L war. Da
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hierdurch die Funktionstlchtigkeit des Antikérpers gegen CD137L bewiesen
wurde, konnte geschlossen werden, dass die Abwesenheit von CD137L auf
Wildtyp A673-Zellen nicht auf mangelnder Antikdrper-Qualitat beruhte. Somit
konnte die Zelllinie A673 fur alle weiteren Experimente als Zielzelle gewahlt
werden, da sie selbst nicht Gber das kostimulatorische Molekil CD137L Einfluss
auf zugesetzte mononukleare periphere Blutzellen (PBMC) oder T-Zellen nehmen

konnte.
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Abbildung 4 Extrazelluldre Durchflusszytometeranalyse zum Nachwei3 von CD137L auf
A673-Zellen und CD137L transgenen A673-Zellen. In den gezeigten Histogrammen ist der
Isotyp als schwarze und CD137L als griine Linie dargestellt. Im Bildteil A sind die Wildtyp A673-
Zellen dargestellt, dabei entspricht Marker M1 bei Isotyp: 2,9% und fur CD137L: 4,5% der
lebenden Zellen. Im Bildteil B sind die mit CD137L transgenen A673-Zellen gezeigt, der Marker M1
entspricht fir Isotyp: 1,4% und fiir CD137L: 48% der lebenden Zellen.

3.1.2 Untersuchung verschiedener Zelllinien und Zelltypen mittels Mikro-
arrayanalyse

Um die Expression von CD137 und CD137L in verschiedenen Zelltypen zu
untersuchen, wurden weiterhin verschiedene Datensatze von eigenen Mikroarray-
Analysen und Datenséatze aus der GEO-Mikroarray-Datenbank analysiert. Eine
Zusammenfassung der verwendeten Mikroarray-Datensatze findet sich in Material
und Methoden (2.1.8). Mit den Datensatzen wurde eine Analyse mit dem
Programm Genesis durchgefihrt. Durch diese Analyse konnte die niedrige
Expression von CD137L (blaue Farbténe) in verschiedenen EFT-Zelllinien eben-
falls eindeutig bewiesen werden (Abbildung 5). Im Gegensatz dazu stand die
starke Expression (rote FarbtOne) des kostimulatorischen Liganden in lympho-

blastoiden Zelllinien (LCL), mit dem Epstein-Barr-Virus immortalisierte B-Zellen.
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EFT Gewebe LCL
I I I I

CD137L

CD137
Abbildung 5 Expression von CD137 und CD137L in Ewing-Tumor-Zelllinien (EFT), Geweben
und lymphoblastoiden Zelllinien (LCL). Visualisierung von Mikroarray-Signalintensitaten mit

Hilfe des Programms Genesis (logarithmierte und medianzentrierte Rohdaten). Rote und gelbe
Farbténe entsprechen hohen, blaue Farbtdne niedrigen Signalintensitaten.

Eine hohe Expression des Rezeptors konnte in diesen Proben nicht beobachtet
werden. Es wurden daher weitere (insbesondere hamatopoetische) Zelltypen in
die Analyse eingeschlossen (Abbildung 6). So konnte eine starke Expression (rote
bis gelbe Farbténe) des Rezeptors CD137 in Makrophagen (MPh), in einigen
Hodgkin-Lymphom-Zelllinien (HL) und einigen anaplastischen groBzelligen
Lymphomen (ALCL) gezeigt werden. Der Ligand hingegen war nur in verschie-
denen LCL stark exprimiert.

CD34+HSC
UCB-MSC

Abbildung 6 Darstellung der Expression von CD137 und CD137L in unterschiedlichen
Zelltypen und -linien. Die Visualisierung der Signalintensitdten von CD137 und CD137L in
unterschiedlichen Zelltypen und -linien (Datensétze aus der Geo-Datenbank und von Mikroarray-
Analysen der eigenen Arbeitsgruppe) wurde mit dem Programm Genesis (logarithmierte und
medianzentrierte Rohdaten) durchgefiihrt. Rote und gelbe Farbténe entsprechen hohen, blaue
Farbténe niedrigen Signalintensitaten. Zelltypen und -arten: MPh = Makrophagen, ESC =
embryonale Stammzellen, HSC = hamatopoetische Stammzellen, HMEC = humane
mikrovaskulére Endothelzellen, HUVEC = humane vendse Nabelschnurendothelzellen, BM-MSC =
mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark, UCB-MSC = mesenchymale Stammzellen aus
Nabelschnurblut, ES-MSC = mesenchymale Stammzellen (aus ESC differenziert), LCL =
lymphoblastoiden Zellen, HL = Hodgkin-Lymphom-Linien, ALCL = anaplastische groBzellige
Lymphome-Linien.

Bei der Analyse fiel auf, dass fir die meisten Zelltypen die Expression von CD137
und CD137L relativ einheitlich war. Im Gegensatz hierzu zeigten jedoch Hodgkin-
Lymphom (HL)-Zellen ein heterogenes Verhalten. Es zeigte sich das CD137L in
den Zelllinien L-1236 und KM-H2 starker exprimiert war, CD137 hingegen bei den
Linien L-540 und HDLM-2 (Abbildung 7).
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KM-H2
HDLM-2
L-1236
L-540

CD137L
CD137
IL26

Abbildung 7 Mikroarray-Analyse von Hodgkin-Lymphom-Zelllinien fiir CD137, CD137L und
IL26. Die Visualisierung wurde mit Hilfe des Programms Genesis durchgefiihrt (logarithmierte und
medianzentrierte Rohdaten). Rote und gelbe Farbtdne entsprechen hohen, blaue Farbténe
niedrigen Signalintensitaten.

Es wurde daher die Expression dieser Gene in HL-Zellen Mikroarray-unabhangig

weiter untersucht.

3.1.3 Untersuchung der Expression von CD137 und CD137L auf
Hodgkin-Lymphom-Zelllinien?

Die Daten zur Expression von CD137 und CD137L konnten mittels quantitativer
RT-PCR bestatigt werden (Abbildung 8).
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Abbildung 8 Relative Expression von CD137 (A) und CD137L (B) in Hodgkin-Lymphom-
Zelllinien. Untersucht wurde die cDNA mittels quantitativer RT-PCR mit Primern fir B-Aktin,
CD137 (A) und CD137L (B). Die Berechnungen fir die quantitative PCR erfolgten nach der AACt-
Methode (Material und Methoden 2.2.5), wobei die Zelllinie L-540 als eins gesetzt wurde.
Abbildung nach Féll et al. 2008b.

Dabei entsprachen die Zelllinien L-1236 und KM-H2 eher dem Phéanotyp von
antigenprasentierenden Zellen (APC) und B-Zellen, die eine hdhere Expression
von CD137L aufweisen. Die Zelllinien L-540 und HDLM-2 zeigten die hdhere

2 Die hier beschriebenen Daten wurden teilweise bereits verdffentlicht. Siehe Foll et al. 2008b.
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Expression des Rezeptors CD137 und entsprechen somit eher einem T-Zell-
Phanotyp. Die Ahnlichkeit von L-540- und HDLM-2-Zellen mit T-Zellen spiegelte
sich auch in anderen differentiell exprimierten Genen in der Analyse wieder. Wie
dies in Abbildung 7 fur Interleukin 26 (IL26), welches sehr stark in L-540 und auch
in HDLM-2 nachgewiesen werden konnte, gezeigt ist. Diese Daten konnten
wiederum mithilfe von quantitativer und konventioneller RT-PCR bestétigt werden
(Abbildung 9). Fur die Zelllinie KM-H2 wurde kein Signal in der konventionellen
RT-PCR erhalten. Auch bei der quantitativen RT-PCR konnte nach 40 Zyklen kein
Signal detektiert werden, die Expression lag hier also unterhalb der
Detektionsgrenze. Die Expression von IL26 ging einher mit der Expression des
kostimulatorischen Rezeptors CD137 in den beiden genannten Zelllinien.
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Abbildung 9 Darstellung der Expression von IL26 in Hodgkin-Lymphom-Zelllinien.
Untersucht wurde die c-DNA mittels quantitativer und konventioneller RT-PCR mit den Primern fir
B-Aktin und IL26. Die Berechnungen fir die quantitative PCR erfolgten nach der AACt-Methode
(Material und Methoden 2.2.5), wobei die Zelllinie L-540 als eins gesetzt wurde. 100bp Leiter =
Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle. Abbildung nach Féll et al. 2008b.

Zusammenfassend konnte somit festgestellt werden, dass CD137 auf Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien mit T-Zell-Phanotyp, und CD137L auf Hodgkin-Lymphom-
Zelllinien mit APC- und B-Zell-Phanotyp zu finden war.
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3.2 Untersuchung eines moglichen Einflusses des
CD137/CD137L-Systems auf die Expression der Indolamin-
2,3-dioxygenase

In vorausgegangenen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte ein immun-
therapeutisches Tiermodell fur EFT etabliert werden. Die Tumore der EFT
zeichnen sich durch eine geringe Immunogenitat aus. Mit Hilfe von transgen
exprimiertem Interleukin 2 (IL2) konnte die immunstimulatorische Aktivitat der EFT
erh6ht werden (Staege et al. 2004a). Da trotz allem das Wachstum der
Tumorzellen in diesem immuntherapeutischen Modell nicht vollstandig unterdrickt
werden konnte, wurde in nachfolgenden Untersuchungen geprift, ob durch das
kostimulatorische CD137/CD137L-System eine Verbesserung des immun-
therapeutischen Effekis erzielt werden kdnnte (Kuhnél 2009). Hierzu wurden in
NOD-SCID Mausen Ewing-Tumor-Zellen (Zelllinie A673) implantiert, welche dann
mit Hilfe von HLA-kompatiblen PBMC, IL2-transgenen und CD137L-transgenen
Ewing-Tumor-Zellen therapiert werden sollten. Allen Mausen wurden subkutan die
Ewing-Tumor-Zelllinie A673 (1,5x10° Zellen) und HLA-A1A2 positive PBMC (1x10’

Zellen) transplantiert. Zur Therapie wurden verschiedene Ansétze erprobt:

- Gabe von bestrahlten CD137L-transgenen A673-Zellen (1,5x10° Zellen)
(=A+P+A4 in Abbildung 10)

- Gabe von bestrahlten IL2-transgenen A673-Zellen (1,5x10° Zellen)
(=A+P+A1 in Abbildung 10)

- Gabe von bestrahlten IL2-transgenen A673-Zellen und CD137L-trans-
genen A673-Zellen (je Zelltyp 1,5x10° Zellen) (=A+P+A4 in Abbildung 10)

- Gabe von bestrahlten mit Kontrollvektor transfizierten A673-Zellen
(1,5x10° Zellen) (=A+P+A3 in Abbildung 10).

Auch in diesen Experimenten entwickelten alle Mausgruppen Tumore, wenngleich
mit unterschiedlicher Geschwindigkeit (Kihnél 2009). Wie schon eingangs naher
erlautert, sind Tumorzellen dazu beféahigt Toleranz zu induzieren. Hierbei wird der
Expression des Tryptophan katabolisierenden Enzyms Indolamin-2,3-dioxygenase
(IDO) eine wesentliche Bedeutung zugesprochen. Die in dem Maus-Versuch
entstandenen Tumore wurden daher bezuglich der Expression dieses Enzyms
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analysiert. Die entstandenen Tumore wurden aus den Tieren isoliert, es wurde aus
den einzelnen Tumoren die RNA gewonnen und diese dann mit RT-PCR und
quantitativer RT-PCR auf die Expression von IDO untersucht (Abbildung 10).
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Abbildung 10 Untersuchung von Maustumoren aus in vivo Experimenten. Tumore wurden
isoliert und RNA aufgereinigt. Untersucht wurde diese dann mittels RT-PCR und quantitativer RT-
PCR mit den Primern fir B-Aktin und IDO. Dabei entspricht A = A673-Zellen, P = PBMC, A1 = IL2-
transgene A673-Zellen, A3 = A673-Zellen transfiziert mit Kontrollvektor, A4 = CD137L-transgene
A673-Zellen. Die Berechnungen flir die quantitative PCR erfolgten nach der AACt-Methode
(Material und Methoden 2.2.5.), wobei Expression im Tumor, welcher in alleiniger Anwesenheit von

PBMC entstanden war, als eins gesetzt wurde. 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle =
Negativkontrolle.

Mit beiden Methoden konnte gezeigt werden, dass IDO dort exprimierte wurde, wo
lebende Tumorzellen in Anwesenheit von PBMC und bestrahlten IL2-transgenen
Tumorzellen gewachsen waren. Bei Anwesenheit von CD137L (durch CD137L-
transgene A673) im Ansatz war keine Expression von IDO mehr detektierbar. Die
quantitative PCR zeigte in diesem Falle einen 100fachen Unterschied zwischen
beiden Ansatzen. Um dieses Phanomen weiter zu charakterisieren, wurden

weitere Experimente in vitro durchgefihrt.

3.2.1 In vitro Untersuchungen zum mdéglichen Einfluss vom CD137/CD137L-

System auf die Expression von IDO in Tumorzellen

Um die Ergebnisse des Mausversuches in vitro zu verifizieren, wurden die Tumor-
zellen (A673) raumlich durch Zellkultureinsatze (Abbildung 11) von den anderen
Zellen separiert, um besser geerntet werden zu kdénnen. Die Zellen wurden dann
wie, unter Material und Methoden 2.4.4 beschrieben, kultiviert. Nach einer

Kultivierung von drei Tagen wurden die Wildtyp-Tumorzellen aus dem Zellkultur-
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einsatz geerntet, ihre RNA isoliert und diese mittels RT-PCR auf die Expression

von IDO untersucht.

Wildtyp Tumorzellen
PBMC

Antikérper gegen CD137

Kontroll-/IL2-transgene
Tumorzellen

Abbildung 11 Modell der experimentellen Anséatze mit Zellkultureinsatzen fiir in vitro
Kultivierung. Die Ansatze wurden mit An- oder Abwesenheit des Antikdrpers gegen CD137
durchgefiihrt. Zusatzlich wurden in der jeweiligen Vertiefung der 6-Loch-Platte PBMC, sowie
Kontroll- oder IL2-transgene Tumorzellen kultiviert. Im Zellkultureinsatz wurden separiert Wildtyp
Tumorzellen kultiviert. Modell nach Max et al. 2009b.°

Der Zellkulturiberstand wurde ebenfalls aufbewahrt und mit Hilfe des CBA Human
Th1/Th2 Cytokine Kit Il auf IL2 und Interferon gamma (IFNy) analysiert. Der
Versuch wurde mehrfach mit unterschiedlichen HLA-kompatiblen PBMC durch-
gefihrt. Als kostimulatorisches Signal fiur CD137 wurde ein Antikbrper gegen
CD137 eingesetzt.
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Abbildung 12 Wirkung von IL2-transgenen A673-Zellen und einem Antikérper gegen CD137
auf die Expression von IDO in der Tumorzelllinie A673 in einer in-vitro-Kokultur mit PBMC.
Die Wildtyp-Tumorzellen des in Abbildung 11 geschilderten Experimentalansatzes wurden geerntet
und ihre RNA isoliert. Untersucht wurde diese dann mittels konventioneller RT-PCR mit den
Primern far B-Aktin und IDO. In allen Ansatzen wurden die A673-Zellen kokultiviert mit HLA-
kompatiblen PBMC (= P). Bei 3 Ansatzen wurden die Vertiefungen der 6-Loch-Platte vorher mit
10pg/ml Antikérper gegen CD137 beladen (= AK). Weiterhin entsprechen A1 = IL2-transgenen
A673-Zellen; A3 = A673-Zellen, transfiziert mit Kontrollvektor. 100bp Leiter = Langenstandard,
Wasserkontrolle = Negativkontrolle. Dargestellt wurde ein reprdsentatives Ergebnis von zwei
unabhangigen Versuchen.

% Die hier beschriebenen Daten wurden teilweise bereits verdffentlicht. Siehe Max et al. 2009b.
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Bei der Untersuchung der IDO-Expression zeigte sich, dass das Ergebnis des
Mausmodelles in Abbildung 12 bestéatigt werden konnte. Die Expression von IDO
wurde durch den Einfluss des Antikérpers gegen CD137 ebenfalls gehemmt (in
Abbildung 12 Gelspur P+A1+AK), wahrend es unter dem Einfluss von IL2
(erhalten durch IL2-transgene A673-Zellen) zu einer Expression von IDO kam (in
Abbildung 12 Gelspur P+A1).
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Abbildung 13 Wirkung von IL2-transgenen A673-Zellen und einem Antikérper gegen CD137
auf die Konzentration von IL2 und IFNy im Zellkulturiiberstand nach der in-vitro-Kokultur mit
A673-Zellen und PBMC. Die Zellkulturiberstande des in Abbildung 11 geschilderten
Experimentalansatzes wurden geerntet und mithilfe des CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il die
Konzentration von IL2 (schwarze Balken) und IFNy (weiBe Balken) bestimmt. Hierbei entsprechen
P = PBMC, A1 = IL2-transgene A673-Zellen; A3 = A673-Zellen, transfiziert mit Kontrollvektor, AK =

Antikérper gegen CD137. Dargestellt wurde ein représentatives Ergebnis von zwei unabhangigen
Versuchen.

Bei der CBA Zytokinassay-Analyse wurde deutlich, dass die Konzentration von L2
in den Ansatzen ohne die IL2-transgenen A673-Zellen gering war (zwischen 20
und 25pg/ml) (Abbildung 13). In diesen Ansétzen kam es durch die PBMC auch
nicht zu einer Bildung von IFNy. Auch die Anwesenheit des Antikdrpers gegen
CD137 bewirkte keine Veranderung der beiden Zytokin-Konzentrationen. Hinge-
gen war bei den Ansatzen mit IL2-transgenen A673-Zellen die Konzentration von
IL2 deutlich erhdht (bei ca. 300 und 550pg/ml). Die Konzentration von INFy, die bei
Anwesenheit von IL2 auf 3000pg/ml anstieg, wurde deutlich durch den Antikérper
beeinflusst. Dieser senkte die Konzentration von INFy auf ca. 30pg/ml. Somit
konnte deutlich gezeigt werden, dass die Expression von IDO in diesem

Experiment mit einer hohen IFNy-Konzentration einherging.

53



Ergebnisse

A B

2 2
5 S . °
2 v x5 2 |5
- — —— O
3 T <% 3 s =3
& X0 ona 2 v - S 3
S << << <9 8 =T x22
—ooaoaoadas SToadaoadaoas
c o D o
= g 2 v« x5
2 g 2
s s £Z 3 s 3%
Q zc,-imég _8- X m - QM 0
S $33338 S S$I3ss
Saodaadaas Saodadadaoda=

Abbildung 14 Wirkung von IL2-transgenen A673-Zellen und dem Antikérper gegen CD137
auf die Expression von IDO in der Tumorzelllinie A673 in unterschiedlichen in-vitro-
Kokulturen mit PBMC von verschiedenen Spendern. Wildtyp-Tumorzellen des in Abbildung 11
geschilderten Experimentalansatzes wurden geerntet und ihre RNA isoliert. Untersucht wurde
diese dann mittels konventioneller RT-PCR mit Primern flr B-Aktin und IDO. In allen Ansatzen
wurden die Wildtyp-Tumorzellen kokultiviert mit HLA-kompatiblen PBMC (= P). Bei 3 Anséatzen
wurden die Vertiefungen der 6-Loch-Platte vorher mit 10ug/ml Antikérper gegen CD137 beladen (=
AK). Weiterhin entsprechen A1 = A673-Zellen, IL2-transgen; A3 = A673-Zellen, transfiziert mit
Kontrollvektor. 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle. Unterschei-
dend in den vier Bildern sind die eingesetzten PBMC verschiedener Spender (Bildteil A, B, C und
D). Dargestellt wurde flir unterschiedliche Reaktionsmuster jeweils ein reprasentatives Ergebnis.

Bei der Analyse verschiedener Spender zeigte sich, dass einzelne Spender in
ihrem Reaktionsverhalten deutlich von dem oben gezeigten Muster abwichen. So
kam es bei einzelnen Spendern in keinem der Ansatze zur Expression von IDO (in
Abbildung 14 fir PBMC in Bildteil D). Fir andere PBMC (in Bildteil C) konnte bei
allen sechs Ansatzen eine Expression von IDO nachgewiesen werden. Bei
anderen PBMC (in Bildteil B) kam es nur bei den beiden Ansatzen zu einer
Detektion von IDO, in denen die IL2-transgenen A673-Zellen zum Einsatz kamen.
Entgegen den oben und dem in Bildteil A dargestellten Ergebnissen bewirkte hier
der Antikérper gegen CD137 keine Reduktion der Expression von IDO. Um diese
Ergebnisse besser verstehen zu kdnnen, wurden auch fir diese Experimente die
Zytokine IL2 und IFNy mit Hilfe des CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il bestimmt
(Abbildung 15).
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Abbildung 15 Wirkung von IL2-transgenen A673-Zellen und dem Antikérper gegen CD137
auf die Konzentration von IL2 und IFNy im Zellkulturiiberstand nach der in-vitro-Kokultur mit
A673-Zellen und PBMC verschiedener Spender. Die Zellkulturiberstdnde des in Abbildung 11
geschilderten Experimentalansatzes wurden geerntet und mit Hilfe des CBA Human Th1/Th2
Cytokine Kit Il die Konzentration von IL2 (schwarze Balken) und IFNy (weie Balken) bestimmt.
Hierbei entsprechen P = PBMC, A1 = A673-Zellen, IL2-transgen; A3 = A673-Zellen, transfiziert mit
Kontrollvektor; AK = Antikdrper gegen CD137. Unterscheidend in den vier Bildern sind die
eingesetzten PBMC verschiedener Spender (Bildteil A, B, C und D; entsprechend Abbildung 14).
Dargestellt wurde fiir unterschiedliche Reaktionsmuster jeweils ein représentatives Ergebnis.

Wie in Abbildung 14 gezeigt, kam es im Experiment im Bildteil D zu keiner
Expression von IDO. Die Untersuchung der Zelliberstande zeigte nun, dass zwar
in den beiden Ansatzen, welche die IL2-transgenen A673-Zellen enthielten, IL2
gebildet wurde, aber die PBMC durch diese Stimulation nicht mit der IFNy-
Sekretion reagierten. Im Bildteil C wurde deutlich, dass bei allen sechs Anséatzen
die IL2-Konzentration in den Zellkulturiiberstanden gleichwertig hoch war, und mit
diesen auch eine hohe Konzentration an IFNy einherging. Damit war die IDO-
Expression in allen sechs Anséatzen in Abbildung 14 in Bildteil C gut zu erklaren. In
den Bildteilen A und B war zu sehen, dass nur in den Ansatzen IL2 gebildet
wurde, in denen die IL2-transgenen A673-Zellen anwesend waren. Aber in Bildteil
B zeigte sich, dass der Antikérper gegen CD137 keine verringerte IFNy-Sekretion
bewirkte. Um den Zusammenhang zwischen der IDO-Expression und der Menge
an IL2 und IFNy in den einzelnen Ansatzen zu verdeutlichen, wurden diese hier

nochmals gemeinsam dargestellt. Im Bildteil A der Abbildung 16 ist zu sehen, dass
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es bei einer geringen Konzentration von IL2 nicht zu einer Expression von IDO

kam.
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Abbildung 16 Zusammenhang der IDO-Expression und der Konzentration von IL2 oder IFNy.
Dargestellt sind die einzelnen Konzentrationen von IL2 (A) und IFNy (B) bestimmt mit Hilfe des
CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il und die zu den Ansatzen gehdrende IDO-Expression.*

Hbéhere Mengen an IL2 fahrten bei neun Anséatzen zu einer Detektierbarkeit von
IDO. Bei drei weiteren Ansatzen kam es jedoch nicht dazu, obwohl die IL2-
Konzentration bei diesen im gleichen Bereich lag. Somit war keine Abhangigkeit
zwischen IL2 und der Expression von IDO zu erkennen. Im Bildteil B ist fur IFNy
ein eindeutigeres Verteilungsmuster zu erkennen. Alle Ansatze, die mehr als
190pg/ml IFNy enthielten, zeigten in der konventionellen RT-PCR eine Bande flr
IDO. Eine direkte Abhangigkeit zwischen der Expression von IDO und der
Anwesenheit des Antikérpers gegen CD137 konnte somit nicht bestatigt werden.

3.2.2 Expressionsanalysen fir IDO, IDO2 und KYNU in Tumorzelllinien

verschiedenster Entitaten

Da in den vorangegangenen Experimenten die Abhangigkeit von IDO und IFNy
nahe gelegt werden konnte, und auch in der Literatur eine Induktion von IDO
durch IFNy z. B. in verschiedenen Typen von PBMC (Carlin et al. 1987), manchen
Zelllinien (Werner-Felmayer et al. 1989) und mesenchymalen Stammzellen (MSC)
(Meisel et al. 2004) beschrieben wurde, wurde die Wirkung von IFNy auf etablierte
Zelllinien unterschiedlicher Tumor-Entitdten untersucht. Es wurde dabei die
Expression von IDO und andere Enzyme des Tryptophanstoffwechsels naher

betrachtet.

* Die hier beschriebenen Daten wurden bereits verdffentlicht. Siehe Max et al. 2009b.
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Die Enzyme IDO und Tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO) sind verantwortlich fr
die Umsatzrate im Tryptophanstoffwechsel. Wahrend TDO konstitutiv hauptsach-
lich in der Leber exprimiert wird, kann IDO durch IFNy in verschiedenen Zelltypen
induziert werden und nimmt hierbei die Rolle eines immunsuppressiven Faktors
ein. Seit einiger Zeit ist Indolamin-2,3-Dioxygenase-2 (IDO2) als ein weiteres
Enzym bekannt, das ebenfalls an diesem wichtigen Schritt des Tryptophan-
stoffwechsels Anteil hat (Ball et al. 2007). Als weiteres Enzym wurde die
Kynureninase (KYNU) untersucht, sie ist ebenfalls Bestandteil des Tryptophan-
stoffwechsels und fuohrt zur Bildung der toxischen Metabolite Anthranilat und
3-Hydroxyanthranilat.

Es wurde untersucht, ob schon ohne IFNy eine Expression der 3 Gene in den
verschiedenen Zelllinien vorlag und ob diese dann durch IFNy verstarkt oder

Uberhaupt induziert werden kénnte.

Zuerst wurde die Menge IFNy bestimmt, die zu einer Induktion von IDO in Ewing-
Tumor-Zelllinien fihrte. Dazu wurde die Zelllinie A673 mit unterschiedlichen
Konzentrationen IFNy (0 bis 500U/ml) inkubiert. Die Zellen wurden dann nach drei
Tagen geerntet, ihre RNA isoliert und die Expression von IDO in den A673-Zellen
mithilfe konventioneller RT-PCR untersucht. Ohne IFNy zeigten die A673-Zellen
keine Expression von IDO, erst bei einer Konzentration von 200U/ml konnte eine
sehr leichte Induktion der Expression beobachtet werden. Bei 400 und 500U/ml

IFNy war eine deutliche Expression von IDO feststellbar (Abbildung 17).

100bp Leiter
100U/ml
200U/ml
400U/ml
500U/ml
Wasserkontrolle

ou/mi

B-Aktin

IDO

Abbildung 17 Untersuchung der Expression von IDO nach Stimulation von A673 mit
unterschiedlichen IFNy-Konzentrationen (0, 100, 200, 400 und 500U/ml). RNA der
verschiedenen Stimulationszustdnde der A673-Zellen wurde durch RT-PCR mit den Primern fiir B-
Aktin und IDO untersucht. 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.
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FiOr die folgenden Untersuchungen der Zelllinien verschiedener Tumorentitaten
wurden 500U/ml IFNy ausgewahlt, um ein sicheres Signal zu erhalten. Die zu
analysierenden Zellen wurden nach drei Tagen Inkubation im normalen und
stimulierten Zustand geerntet, ihre RNA isoliert und dann die Expression von
B-Aktin, IDO und KYNU mittels konventioneller RT-PCR untersucht. Da die
Signale far IDO2 in allen untersuchten Proben mit den verwendeten Primern
ausgesprochen schwach waren, wurden diese hier durch Einsatz des Produktes
der ersten PCR in eine zweite PCR mit identischen Bedingungen verstarkt.

In Abbildung 18 ist eine schwache Expression von IDO im Normalzustand der
Ewing-Tumor-Zelllinien SK-N-MC und TC-32 zu erkennen, welche durch die
Zugabe von INFy deutlich erhéht wurde. Bei den restlichen Ewing-Tumor-Zelllinien
und den MSC lag keine Expression von IDO im unstimulierten Zustand vor, diese
wurde erst durch die Zugabe von IFNy induziert. Bei der Expressionsanalyse von
IDO2 war kein Signal bei den verschiedenen Zelllinien im unstimulierten Zustand

zu detektieren.
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Abbildung 18 Expressionsanalyse verschiedener Ewing-Tumor-Zelllinien auf IDO, IDO2 und
KYNU. RNA der verschiedenen Zelllinien wurde durch RT-PCR mit Primern fiir B-Aktin, IDO, IDO2
und KYNU untersucht. Hierbei wurden die Zellen in An- (+) und Abwesenheit (-) von 500U/ml INFy
untersucht. Neben den Ewing-Tumor-Zelllinien (A673, SK-N-MC, TTC-466, TC-32, TC-71, RD-ES,
STA-ET8 und SK-ES1) ist auch die Wirkung von IFNy auf mesenchymale Stammzellen (MSC)
dargestellt. 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.5

® Teile der hier beschriebenen Daten wurden bereits verdffentlicht. Siehe Max et al. 2009b.
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Nach der Stimulation mit INFy war nur bei den Linien A673 und TC-32 eine
Expression zu verzeichnen, bei diesen beiden Zelllinien korrelierte die Expression
von IDO und IDO2 mit der INFy-Gabe. Die Expression von KYNU konnte weder im
Normalzustand noch nach Zugabe von IFNy detektiert werden. Es wurde weiterhin
untersucht, ob verschiedenen Hodgkin-Lymphom- und Neuroblastom-Zelllinien
nach der Inkubation mit IFNy eine Expression von IDO, IDO2 und KYNU zeigen.
Bei den verschiedenen Hodgkin-Lymphom-Zelllinien war nur bei der Linie KM-H2
eine Expression von IDO (Abbildung 19) festzustellen. Das Gen wurde in dieser
Zelllinie konstitutiv exprimiert, aber es kam durch IFNy nicht zu einer Steigerung
der IDO-Expression. Hingegen kam es bei den Neuroblastom-Zelllinien durch IFNy
zu einer Induktion der IDO-Expression (dieses lag konstitutiv nicht vor). Zu einer
Expression von IDO2 kam es weder im unstimulierten noch im stimulierten
Zustand der verschiedenen Zelllinien. Die Expression von KYNU war nur bei der
Hodgkin-Lymphom-Zelllinie KM-H2 nachweisbar, sehr leicht im unstimulierten

Zustand und deutlich verstérkter durch die Stimulation der Zellen mit IFNy.
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Abbildung 19 Expressionsanalyse verschiedener Hodgkin-Lymphom- und Neuroblastom-
Zelllinien auf IDO, IDO2 und KYNU. RNA der verschiedenen Zelllinien wurde durch RT-PCR mit
den Primern fiir B-Aktin, IDO, IDO2 und KYNU untersucht. Hierbei wurden die Zellen in An- (+) und
Abwesenheit (-) von 500U/ml INFy untersucht. Dargestellt ist die Wirkung von IFNy auf Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien (L-1236, L-540, HDLM-2 und KM-H2) und Neuroblastom-Zelllinien (IMR32 und
SH-SY5Y). 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.
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Es wurde weiterhin untersucht, ob verschiedenen LCL nach der Inkubation mit
IFNy eine Expression von IDO, IDO2 und KYNU zeigen. In Abbildung 20 wurden
als Positivkontrolle erneut MSC mitgefiihrt, da in den LCL in keinem der beiden
Zustédnde (unstimulierter und stimulierter Zustand) eine Expression von IDO
detektiert werden konnte. Die Analyse fir IDO2 zeigte eine Erhéhung der
Expression fur die Zelllinien CSlll und A2+2310. Wobei CSIII schon eine leichte
konstitutive Expression von IDO2 aufwies.

Bei KYNU konnte kein Einfluss von IFNy auf die Expression festgestellt werden.
Die Zelllinien LCL73, CSIll und A2+2310 exprimierten KYNU konstitutiv. Diese
Expression wurde durch die Stimulation nicht gesteigert. Die beiden anderen LCL
wiesen in keinem der beiden Zustande KYNU auf. Weiterhin wurde ein Spektrum
verschiedener Zelllinien untersucht: THP1 (akute monozytische Leukamie), K562
(chronische myeloide Leukamie), HL-60 (akute myeloide Leuka&mie), Jurkat (T-
Zellleukamie), HT-1080 (Fibrosarkom) und Hela (Zervixkarzinom). Eine
Expression von IDO war bei den verschiedenen Leukamie-Zelllinien nicht zu

verzeichnen (Abbildung 21).
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Abbildung 20 Expressionsanalyse verschiedener LCL auf IDO, IDO2 und KYNU. RNA der
verschiedenen Zelllinien wurde durch RT-PCR mit den Primern firr B-Aktin, IDO, IDO2 und KYNU
untersucht. Hierbei wurden die Zellen in An- (+) und Abwesenheit (-) von 500U/ml INFy untersucht.
Neben den LCL (LCL73, CSlll, A2+2310, EREB2-5 und P-4936) ist auch die Wirkung von IFNy auf
mesenchymale Stammzellen (MSC) dargestellt. 100bp Leiter = Langenstandard100bp Leiter =
Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.
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Beim Fibrosarkom und beim Zervixkarzinom kam es durch IFNy zu einer Induktion
der Expression. IDO2 hingegen war nur bei der Zelllinie Jurkat zu detektieren,
ohne eine erkennbare Steigerung der Expression durch IFNy. Die Expression von
KYNU konnte bei den Zelllinien THP1 und Hela beobachtet werden. Auch hierbei
hatte IFNy keinen weiteren nennenswerten Einfluss auf die Expression von KYNU

in den beiden unterschiedlichen Zelllinien.

AbschlieBend wurden Glioblastom- (U87-MG), Melanom- (518A2, 31IGR1),
anaplastische (HTh 74, 8505C), papilare (B-CPAP) und follikulare (FTC-133)
Schilddrisenkarzinom-Zelllinien untersucht. Die Schilddrisenkarzinom-Zelllinien
B-CPAP und FTC-133 (Abbildung 22) exprimierten IDO konstitutiv, durch die
Stimulation der Zellen mit IFNy kam es zu einer leichten Erh6hung des Signals.
Bei allen anderen Zelllinien lag keine Expression im unstimulierten Zustand vor,

nur nach der Inkubation der Zellen mit IFNy kam es zu einer Induktion von IDO.
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Abbildung 21 Expressionsanalyse verschiedener Zelllinien auf IDO, IDO2 und KYNU. RNA
der verschiedenen Zelllinien wurde durch RT-PCR mit den Primern fir B-Aktin, IDO, IDO2 und
KYNU untersucht. Hierbei wurden die Zellen in An- (+) und Abwesenheit (-) von 500U/ml INFy
untersucht. Dargestellt ist die Wirkung von IFNy auf ein Fibrosarkom (HT-1080), ein Zervixkarzinom
(HeLa) und verschiedene Leukdmien (THP1, K562, HL-60 und Jurkat). 100bp Leiter =
Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.
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IDO2 wurde nur von den Zelllinien B-CPAP und HTh 74 im unstimulierten Zustand
exprimiert. Die Zelllinien U87-MG und 31IGR1 exprimierten konstitutiv KYNU,
welches auch nach der Stimulation mit IFNy weiterhin unbeeinflusst erhalten blieb.
Bei den untersuchten Zelllinien zeigten zusammengefasst Ewing-Tumor-, Neuro-
blastom-, Fibrosarkom-, Zervixkarzinom-, Glioblastom-, Melanom- und Schild-
drisenkarziom-Zelllinien nach einer Inkubation mit IFNy die Expression von IDO.
Hingegen exprimierten die verschiedenen Leuk&mie-, Hodgkin-Lymphom- (auBer
KM-H2) und lymphoblastoiden Zelllinien kein IDO nach IFNy-Stimulation. Bei den
Schilddriisenkarzinom-Zelllinien B-CPAP, FTC-133 (Abbildung 22) und den
Ewing-Tumor-Zelllinie TC-32 und SK-N-MC (Abbildung 18), welche auch
konstitutiv IDO exprimieren, fuhrte die IFNy-Gabe zu einer Steigerung der IDO-
Expression. Eine Besonderheit ist die Hodgkin-Lymphom-Zelllinie KM-H2, sie
exprimierte schon konstitutiv IDO. Durch IFNy wurde diese Expression aber nicht
deutlich erhoht (Abbildung 19).
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Abbildung 22 Expressionsanalyse verschiedener Zelllinien auf IDO, IDO2 und KYNU. RNA
der verschiedenen Zelllinien wurde durch RT-PCR mit den Primern fir B-Aktin, IDO, IDO2 und
KYNU untersuchtHierbei wurden die Zellen in An- (+) und Abwesenheit (-) von 500U/ml INFy
untersucht. Dargestellt ist die Wirkung von IFNy auf Glioblastom- (U87-MG), Melanom- (518A2,
31IGR1), anaplastische (HTh 74, 8505C), papilare (B-CPAP) und follikulare (FTC-133) Schild-
drisenkarzinom-Zelllinien. 100bp Leiter = LAngenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.

Fir die beiden Gene IDO2 und KYNU lieB sich keine solche einheitliche Aussage
treffen. Zwar wurde IDO2 bei den Ewing-Tumor-Zelllinien A673, TC32 (Abbildung
18) und den LCL A2+2310, CSIIl (Abbildung 20) durch INFy-Gabe induziert, aber
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bei den restlichen Zelllinien dieser Entitdten war das Expressionsmuster nicht
einheitlich.

Die Expression von KYNU hingegen war vollkommen unbeeinflusst von IFNy.
Wenn es detektierbar war, dann immer im unstimulierten und stimulierten Zustand
in gleichem MaBe, z. B. bei LCL73-, CSlll-, A2+2310- (Abbildung 20); THP1-,
HelLa- (Abbildung 21) und U87-MG-, 311GR1-Zellen (Abbildung 22).

3.2.3 In vitro Untersuchungen zum maéglichen Einfluss vom CD137/CD137L-
System auf die Expression von IDO in Tumorzellen unter Zugabe von
definierten IL2-Konzentrationen

Mithilfe des gewahlten Analysesystems (siehe Abbildung 11) war es nicht mdglich,
das Ergebnis des experimentellen Tierversuches in vitro eindeutig zu bestatigen.
Es konnte zwar deutlich eine Induktion der IDO-Expression durch IL2-transgene
Tumorzellen Uber IFNy gezeigt werden, jedoch konnte keine eindeutige
Modulation dieser Expression durch den Antikérper gegen CD137 gezeigt werden.
Es ist méglich, dass die erhaltenen Ergebnisse auf eine Voraktivierung der PBMC
der einzelnen verschiedenen Spender zurlickzufiihren sind. Zusatzlich lie sich
die Produktion von IL2-transgenen Tumorzellen nicht steuern. Deshalb wurden
Versuche mit definierten IL2-Konzentrationen durchgefihrt. Eingesetzt wurde
Proleukine, ein modifiziertes IL2-Derivat der Firma Chiron. Im Ansatz befanden
sich zusatzlich noch Wildtyp-A673, PBMC und in den jeweiligen Ansatzen der
Antikérper gegen CD137.

Dazu wurden PBMC aus drei untypisierten Rest-Blut-Schichten (BC) und zwei
weiteren frisch gewonnenen Blutspenden isoliert, und diese mit unterschiedlichen
Mengen IL2 (0, 3000, 6000, 12000, 24000, 30000 und 48000U/ml) inkubiert. Die
Ansatze wurden weiterhin mit An- und Abwesenheit des Antikérpers gegen
CD137, wie unter Material und Methoden 2.4.4 beschrieben, vervollstandigt. Nach
der Kultur von drei Tagen wurden die A673-Zellen geerntet, ihre RNA isoliert und
diese mittels quantitativer RT-PCR auf die Expression von IDO untersucht. Der
ZellkulturGberstand wurde aufbewahrt und mit Hilfe des CBA Human Thi1/Th2
Cytokine Kit Il auf die Konzentration von IFNy, TNFa, IL6, IL10 und IL4 analysiert.
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Exemplarisch ist in Abbildung 23 die relative Expression von IDO in der Ewing-
Tumor-Zelllinie A673 nach Kokultur (Material und Methoden 2.4.4) mit PBMC aus
frischem Blut dargestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei den niedrigen
IL2-Konzentrationen die Anwesenheit des Antikdrpers gegen CD137 zu einer Er-
niedrigung der IDO-Expression fuhrte (siehe 3000U/ml IL2). Bei den hdheren
Konzentrationen hingegen, fuhrte der Antikdrper zu einer Erhéhung der Expres-
sion von IDO gegenlber den Anséatzen ohne Antikérper (siehe 24000U/ml IL2).
Bei der Analyse der Expression von IDO fir die verschiedenen PBMC-
Praparationen wurde ein sehr variables Bild erhalten. In Abbildung 24 wurde fur
finf PBMC-Préparationen die IDO-Expression fir 3000U/ml IL2 in An- und
Abwesenheit des Antikérpers gegen CD137 dargestellt.
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Abbildung 23 Relative Expression von IDO in A673-Zellen nach Kokultur mit PBMC,
verschiedenen IL2-Konzentrationen und An- und Abwesenheit des Antikérpers gegen
CD137. A673-Zellen wurden geerntet und ihre RNA aufgereinigt. Untersucht wurde diese dann
mittels quantitativer RT-PCR mit Primern fir B-Aktin und IDO. Die Berechnungen fir die
quantitative RT-PCR erfolgten nach der AACt-Methode (Material und Methoden 2.2.5.), wobei die
A673-Zellen ohne IL2 und ohne Antikérper als eins gesetzt wurden.

Es lag fir das Verhéltnis der beiden Ansatze keine statistische Signifikanz vor.
Jedoch war eine Tendenz der Erniedrigung der IDO-Expression unter Einfluss des
Antikérpers zu erkennen. Die Zytokinbestimmungen mithilfe des CBA Human
Th1/Th2 Cytokine Kit Il wurden im Folgenden flr drei untypisierte BC-Schichten
und zwei frische Blutspenden durchgefihrt. Es war zu erkennen, dass ohne
Zugabe von IL2 keine Sekretion von IFNy (Abbildung 25) in den Ansétzen
stattfand. Der alleinige Einsatz des Antikdrpers gegen CD137 flhrte ohne eine
weitere Stimulation nicht zur IFNy-Sekretion. Bei den beiden geringeren
Konzentrationen von [L2 (3000 und 6000U/ml) wurde bei Anwesenheit des

Antikorpers weniger IFNy sezerniert.
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Abbildung 24 Relative Expression von IDO in A673-Zellen nach Kokultur mit PBMC, 0 und
3000U/ml IL2 in An- und Abwesenheit des Antikérpers gegen CD137. A673-Zellen wurden
geerntet und ihre RNA aufgereinigt. Untersucht wurde diese mittels quantitativer RT-PCR mit den
Primern fir B-Aktin und IDO. Die Berechnungen fur die quantitative RT-PCR erfolgten nach der
AACt-Methode (Material und Methoden 2.2.5.), wobei die A673-Zellen ohne IL2 und ohne
Antikdrper als eins gesetzt wurden. Dargestellt ist der Mittelwert fir finf PBMC-Préparationen mit
Standardfehler.

Bei den hoéheren Konzentrationen waren kaum noch Unterschiede bei An- und

Abwesenheit des Antikdrpers zu detektieren.
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Abbildung 25 Analyse des Zytokins IFNy in Zellkulturiiberstdnden nach in-vitro-Kultivierung.
Untersucht wurden Zellkulturiiberstande nach in-vitro-Kokultur von PBMC und A673-Zellen unter
Einfluss von verschiedenen IL2-Konzentrationen und An- und Abwesenheit des Antikdrpers gegen
CD137 (Material und Methoden 2.4.4). Gezeigt ist der Mittelwert fir fiinf unabhangige Ansétze mit
Standardfehler.

Da der Einfluss des Antikérpers nicht bei allen eingesetzten PBMC-Praparationen

gleich deutlich erkennbar war, wurde als nachstes die Abhangigkeit von IDO zu

65



Ergebnisse

IFNy far die fanf verschiedenen Ansatze untersucht. Es konnte mit R=0,84 eine

lineare Abhangigkeit von IDO zu IFNy gezeigt werden (Abbildung 26).
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Abbildung 26 Darstellung der linearen Abhéngigkeit von IDO zu IFNy nach in-vitro-Kokultur
von PBMC und A673-Zellen unter Einfluss verschiedener IL2-Konzentrationen und An- und
Abwesenheit des Antikérpers gegen CD137. Bestimmt wurde die relative Expression von IDO
fur funf separate Anséatze. Bestimmt wurde diese mittels quantitativer RT-PCR mit den Primern fiir
B-Aktin und IDO. Die Berechnungen flr die quantitative RT-PCR erfolgten nach der AACt-Methode
(Material und Methoden 2.2.5.), wobei die A673-Zellen ohne IL2 und ohne Antikérper als eins
gesetzt wurden. Die Konzentration von IFNy wurde mit Hilfe des CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit
Il'in pg/ml bestimmt. R = Korrelationskoeffizient.

Mithilfe des CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il wurden weiterhin in den Zell-
kulturliberstanden der einzelnen Ansatze die Zytokine TNFa, IL6, IL10 und IL4

bestimmit.
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Abbildung 27 Analyse des Zytokins TNFoa in Zellkulturiiberstinden nach in-vitro-
Kultivierung. Untersucht wurden Zellkulturiiberstande nach in-vitro-Kokultur von PBMC und A673-
Zellen unter Einfluss von verschiedenen IL2-Konzentrationen und An- und Abwesenheit des
Antikdrpers gegen CD137 (Material und Methoden 2.4.4). Gezeigt ist der Mittelwert flr flnf
unabhangige Ansatze mit Standardfehler.
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So wurde die Konzentration von TNFa in den Zellkulturiberstanden der einzelnen
Ansétze untersucht (Abbildung 27). Es wurde deutlich, dass die Konzentration von
TNFa in den Ansatzen ohne Antikérper gegen CD137 weitestgehend gleich blieb
(von 20 bis 34pg/ml). Hingegen erhéhte sich bei den Ansatzen mit Antikdrper
gegen CD137 die Konzentration von TNFa stetig. Im Ansatz mit OU/ml IL2 lag die
Konzentration bei 16pg/ml und erhdhte sich bestandig bis auf 82pg/ml im Ansatz
mit 48000U/ml IL2.

Bei dem Zytokin IL10 (Abbildung 28) hingegen konnten keine Veranderungen
durch die Steigerung der IL2-Konzentration beobachtet werden. In den Ansatzen
ohne Antikérper gegen CD137 lagen die erhaltenen Daten zwischen 40pg/ml
(6000U/ml IL2) bis 60pg/ml (OU/ml IL2). Mit Antikdrper waren diese geringer und
lagen dort zwischen 20pg/ml (OU/ml IL2) und 30pg/ml (48000U/ml IL2). Dies
bedeutet, dass der Antikérper gegen CD137 die Konzentration an IL10 in den
zugehdrigen Ansatzen um die Halfte herabsetzte, z. B. hatte bei 3000U/ml IL2 der
Ansatz ohne Antikdrper 42pg/ml IL10 und mit 22pg/ml.
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Abbildung 28 Analyse des Zytokins IL10 in Zellkulturiiberstdnden nach in-vitro-Kultivierung.
Untersucht wurden Zellkulturiberstande nach in-vitro-Kokultur von PBMC und A673-Zellen unter
Einfluss von verschiedenen IL2-Konzentrationen und An- und Abwesenheit des Antikbrpers gegen
CD137 (Material und Methoden 2.4.4). Gezeigt ist der Mittelwert fir fiinf unabhangige Ansatze mit
Standardfehler.

Die Bestimmung der Konzentration von IL6 (Abbildung 29) in den einzelnen
Zellkulturiiberstéanden zeigte in den Anséatzen ohne Antikdrper gegen CD137 eine
leichte Steigerung der Konzentration mit steigender |L2-Konzentration. Dies
bedeutete einen Anstieg von 8000pg/ml IL6 bei OU/ml IL2 bis hin zu 13000pg/ml
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IL6 bei 48000U/ml IL2. Bei den Ansatzen mit Antikbrper war eine geringere
Konzentration IL6 festzustellen. Sie stieg von 1800pg/ml IL6 bei OU/ml IL2 bis zu
8700pg/ml IL6 bei 48000U/ml IL2 an.
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Abbildung 29 CBA-Analyse fiir das Zytokin IL6. Untersucht wurden Zellkulturiberstédnde nach
in-vitro-Kokultur von PBMC und A673-Zellen unter Einfluss von verschiedenen IL2-Konzentra-
tionen und An- und Abwesenheit des Antikorpers gegen CD137 (Material und Methoden 2.4.4).
Gezeigt ist der Mittelwert fur finf unabhangige Ansatze mit Standardfehler.

Es wurde ebenfalls die Konzentration flr das Zytokin IL4 bestimmt. Dieses war nur
in auBerst geringen Mengen detektierbar und zeigte fur die einzelnen Ansatze

keine Unterschiede in der Konzentration (Daten nicht gezeigt).

3.2.4 Wirkung eines neutralisierenden INFy-Antikorpers auf IDO-Expression

nach Kokultur

Um die erhaltenen Ergebnisse der vorangegangenen Experimente zu unter-
mauern, wurde in einem weiteren Ansatz die Wirkung eines neutralisierenden
Antikoérpers gegen IFNy im Kokultur-System untersucht. Hierbei wurden die Zellen,
wie unter Material und Methoden 2.4.4 beschrieben, mit Zellkultureinsatzen

kultiviert.
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Abbildung 30 Wirkung eines neutralisierenden IFNy-Antikérpers auf die Expression von IDO
in der Tumorzelllinie A673 nach in-vitro-Kokulturen mit PBMC und 30000U/ml IL2. A673-
Zellen wurden wie in Material und Methoden 2.4.4 kokultiviert, geerntet und ihre RNA isoliert.
Untersucht wurde diese mittels konventioneller RT-PCR mit den Primern B-Aktin und IDO. Es ent-
sprechen 1 = A673 + PBMC + 30000U/ml IL2, 2 = A673 + PBMC + 30000U/ml IL2 + 1ug/ml IFNy-
Antikdrper. 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.

Anstatt des Antikérpers gegen CD137 wurde ein IFNy neutralisierender Antikdrper
(1pg/ml) eingesetzt. Die Ewing-Tumor-Zelllinie A673 und die PBMC wurden dabei
mit 30000U/ml IL2 stimuliert, da sicher war das die A673-Zellen unter diesem
Einfluss IDO exprimieren. Die Zellen wurden so fir drei Tage kultiviert und
anschlieBend aus den A673-Zellen die RNA isoliert. Es konnte in der
konventionellen RT-PCR deutlich gezeigt werden, dass es zu einer Expression
von IDO in Gegenwart von 30000U/ml IL2 kam (Abbildung 30). Durch die
Anwesenheit des neutralisierenden |IFNy-Antikbrpers (1pug/ml)  wurde die

Expression von IDO unterbunden.

3.2.5 Hemmung der Proliferation von PBMC durch IDO exprimierende

Tumorzellen

Es wurde anschlieBend untersucht, ob die Expression von IDO in der Ewing-
Tumor-Zelllinie A673 in ahnlicher Weise, wie fir MSC beschrieben (Meisel et al.
2004) zu einer verringerten Proliferation von PBMC in einer Kokultur fihrte. Um
A673-Zellen einsetzten zu kdnnen, welche IDO exprimieren wurden diese fir 3
Tage mit 500U/ml IFNy inkubiert (IDO-Expression wurde mittels PCR Uberpriift,
Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 31 Stimulationsindex von PBMC kokultiviert mit +/- IDO exprimierenden A673-
Zellen. Die Stimulationsindizes wurden bezogen auf die unstimulierten PBMC. Die PBMC wurden
unter Anwesenheit von IL2 (schwarze Balken), IL2 und unstimulierte A673-Zellen (gestreifte
Balken), sowie IL2 und IFNy stimulierte A673-Zellen (= IDO-Expression) (weif3e Balken) kultiviert.
Die Zellen wurden (ber einen Zeitraum von 9 Tagen kokultiviert und alle 2 Tage wurde eine
Proliferationsbestimmung der PBMC durchgeftiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte der Triplikate mit
Standardfehler.

Es wurden 1x10° PBMC (HLA-A1 positiv) und 5x10* A673 (mit oder ohne IDO-
Expression) in 200ul Medium und Anwesenheit von 3000U/ml IL2 zusammen
kultiviert (Triplikate). Die Zellen wurden an den Tagen 1, 3, 5, 7 und 9 mit dem Cell
Proliferation ELISA BrdU einem Proliferationstest unterzogen. In Abbildung 31
wurden die Stimulationsindizes (Quotient der stimulierten zu unstimulierten Zellen)
der einzelnen Ansatze dargestellt, sie beziehen sich auf die unstimulierten PBMC.
Es ist zu erkennen, dass an Tag drei die hdchste Proliferation der PBMC zu
verzeichnen war. Die PBMC proliferierten in Anwesenheit von IL2 und A673 in
gleich starkem MaBe, was mit der geringen Immunogenitat der Tumorzellen zu
erklaren ist. Die IDO exprimierenden Tumorzellen flhrten hingegen zu einer

geringeren Proliferation der PBMC.

Es kann somit zusammenfassend festgehalten werden, dass IDO mdglicherweise

in die Immunsuppression im EFT-Immunotherapie-Modell involviert sein kdnnte.

Die in diesen Untersuchungen festgestellte mdgliche Modulation der IDO-
Expression des Antikdrpers gegen CD137 in den untersuchten Tumorzellen wurde
nun weiter analysiert. Da der Antikdrper durch seine rdumliche Nahe nur auf die
eingesetzten PBMC wirken konnte (siehe Abbildung 11), sollte sein Einfluss auf
diese Zellen mithilfe der DNA-Mikroarray-Analyse n&her untersucht werden.
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3.3 Untersuchung des Einflusses des Antikorpers gegen CD137
auf T-Zellen mithilfe der DNA-Mikroarray-Analyse

Da CD137 besonders stark auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird, wurde nun der
Einfluss eines Antikdrpers gegen CD137 auf T-Zellen mithilfe der DNA-Mikroarray-
Analyse genauer untersucht. Hierzu wurden PBMC aus frischem Blut gewonnen
und die T-Zellen mittels magnetischer Zell-Sortierung (MACS-Aufreinigung) aus
ihnen isoliert. Die durch die DNA-Mikroarray-Analyse erhaltenen Daten wurden

validiert und eines der differentiell exprimierten Gene eingehender analysiert.
3.3.1 Vorarbeiten und -untersuchungen fiir die DNA-Mikroarray-Analyse

Die MACS-Aufreinigung von T-Zellen wurde mit dem Pan T Cell Isolation Kit Il
(human) durchgefthrt. Die frisch isolierten PBMC enthielten 55% CD3 positive
Zellen, 7% CD19 positive Zellen, 15,7% CD16 + CD56 positive Zellen und 18,4%
CD14 positive Zellen (Daten nicht gezeigt). Bei der Aufreinigung wurden CD14-,
CD16-, CD19-, CD36-, CD56-, CD123- und Glycophorin A-positive Zellen
magnetisch von den CD3-positiven T-Zellen separiert. Somit war es méglich, eine
besonders reine T-Zell-Population zu isolieren. Die Reinheit der isolierten Zellen
wurde mittels Durchflusszytometeranalyse dokumentiert und ist in Abbildung 32

dargestellt.
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Abbildung 32 Darstellung der Reinheit der T-Zell-Population nach MACS-Aufreinigung. In
Bildteil A ist der Isotyp fir die CD3-Farbung als Histogramm dargestellt. Bildteil B und C zeigen
den Zustand in der CD3-Farbung vor (B) und nach (C) der MACS-Aufreinigung.

Nach der MACS-Aufreinigung waren die T-Zellen zu ca. 99% rein. Die so isolierten

T-Zellen wurden fUr drei Tage in den verschiedenen Stimulationsansatzen, wie
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unter Material und Methoden 2.4.5 dargestellt, kultiviert. Folgende Stimula-

tionsansatze wurden mit je 2x10° Zellen/m| angesetzt:

A Medium ohne weitere Stimulation

B Stimulation mit einem Antikérper gegen CD3 (fur erstes Signal der
T-Zell-Aktivierung)

C Stimulation mit einem Antikérper gegen CD3 (fir erstes Signal der
T-Zell-Aktivierung) und einem Kontroll-Antikérper (Kontroll-Antikérper
far den Antikérper gegen CD137)

D Stimulation mit einem Antikérper gegen CD3 (fir erstes Signal der
T-Zell-Aktivierung) und einem Antikérper gegen CD137 (fir zweites,

kostimulatorisches Signal der T-Zell-Aktivierung).

Nach einer Kultur von drei Tagen wurden die T-Zell-Ansatze geerntet, wobei ein
Teil fur die DNA-Mikroarray-Analyse in Trizol®—Reagenz aufgenommen wurde, um
aus diesen Zellen RNA zu isolieren. Der Rest wurde fur die Bestimmung der
Proliferation weiter bearbeitet.

Die Proliferationsanalyse wurde mit Hilfe des Cell Proliferation ELISA BrdU durch-
gefuhrt. Hierfir wurden die T-Zellen aus den 24-Loch-Platten geerntet und je
2x10° Zellen je 100ul (Triplikate) fir 2h mit 20uM BrdU bei 37°C erneut inkubiert.

Die weitere Bearbeitung erfolgte dann nach Material und Methoden 2.5.3.

A B C D

Abbildung 33 Bestimmung der Proliferation der T-Zellen nach drei Tagen in Kultur unter
verschiedenen Stimulationsbedingungen. Bestimmung der optischen Dichte bei 450nm
(Referenzwellenlange bei 690nm), als MaB fir die Proliferation der T-Zellen. Die Zellen wurden
hierflr fir zwei Stunden mit BrdU inkubiert. Stimulationsanséatze: A = Medium, B = Stimulation mit
Antikdrper gegen CD3, C = Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikérper, D
= Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und dem Antikérper gegen CD137. Dargestellt ist der
Mittelwert von drei Ansatzen mit Standardfehler.
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Durch die Bestimmung der optischen Dichte bei 450nm (Referenzwellenlange bei
690nm) konnte gezeigt werden, dass schon der Antikdrper gegen CDS3 allein eine
Proliferation der T-Zellen bewirkt (Abbildung 33). Diese konnte durch die Wirkung
des CD137-Antikérpers verdoppelt werden. Der Kontroll-Antikérper zeigte hin-
gegen keine solche Wirkung auf die T-Zellen.

3.3.2 DNA-Mikroarray-Analyse

Die DNA-Mikroarray-Analyse wurde mit HG U133Plus 2.0 Mikroarrays der Firma
Affymetrix durchgefthrt. Die erhaltenen Rohdaten wurden mithilfe der Bild-
erfassungs- und Auswertungssoftware (Microarray Suite 5.0) auf einen Wert von
500 skaliert. Sie wurden dann in eine Textdatei UberfUhrt und mit der Tabellen-
kalkulation des Programms Excel von Microsoft analysiert. Um hochregulierte
Sondenséatze zu identifizieren, wurden nur solche weiter analysiert, deren
Signalstarke im Stimulationsansatz D (Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und
dem Antikérper gegen CD137) Uber 100 lagen. Weiter wurden nur die
Sondensatze als hochreguliert angenommen, bei denen der Stimulationsansatz D
(Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und dem Antikérper gegen CD137)
gegenlber Stimulationsansatz B (Stimulation mit Antikérper gegen CD3) und C
(Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikérper) um
mindestens den Faktor 2 erhdht war. Mit Hilfe dieser Auswertung konnten 110
hochregulierte Sondenséatze bestimmt werden. Um herabregulierte Sondensatze
zu erkennen, wurden nur solche weiter untersucht, die im Stimulationsansatz B
(Stimulation mit Antikérper gegen CD3) und C (Stimulation mit Antikérper gegen
CD3 und einem Kontroll-Antikérper) eine Signalintensitdt von 150 aufwiesen.
AnschlieBend wurden die Sondensatze herausgefiltert, welche einen Faktor unter
0,5 bei dem Vergleich von Stimulationsansatz D (Stimulation mit Antikérper gegen
CD3 und dem Antikérper gegen CD137) zu den Stimulationsansatzen B
(Stimulation mit Antikérper gegen CD3) und C (Stimulation mit Antikérper gegen
CD3 und einem Kontroll-Antikérper) aufwiesen. Dadurch wurden 129 herab-
regulierte Sondenséatze herausgefiltert. Fir die erhaltenen 239 Sondensatze
wurde eine Cluster-Analyse mithilfe des Programms Genesis durchgefihrt
(dargestellt in Abbildung 34).
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Abbildung 34 DNA-Mikroarray-Analyse (HG U133 Plus 2.0 Mikroarray) nach Stimulation von
T-Zellen. Die Analyse erfolgte mit dem Programm Genesis (logarithmierte und medianzentrierte
Rohdaten, Manhattan-Distanz, complete linkage clustering). Rote Farbténe entsprechen hohen,
grine Farbténe niedrigen Signalintensitaten. Stimulationsansatze: A = Medium, B = Stimulation mit
Antikdrper gegen CD3, C = Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikérper, D
= Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und dem Antikérper gegen CD137.
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Die Daten wurden hierzu logarithmiert und medianzentriert, als AbstandsmaB die
Manhattan-Distanz (complete linkage clustering) verwendet. Aus dieser Analyse
war eindeutig ersichtlich, dass die beiden Stimulationsansatze B (Stimulation mit
Antikérper gegen CD3) und C (Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem
Kontroll-Antikérper) flr viele Sondensétze dhnliche Signalintensitdten aufweisen.
Ebenfalls zeigten diese beiden Stimulationsansatze dann eher eine Zugehdrigkeit
zu Ansatz A (Medium), als zum Ansatz D (Stimulation mit Antikbrper gegen CD3
und dem Antikdrper gegen CD137), welcher sich sehr deutlich von den anderen
Ansétzen abgrenzte.

3.3.3 Validierung der DNA-Mikroarray-Analyse

Far die Validierung der Mikroarraydaten wurden Untersuchungen mittels quan-
titativer RT-PCR durchgefihrt. Bei der Analyse fand sich neben anderen
herabregulierten Genen auch ein herabregulierter Sondensatz (244373_at), der
einem expressed sequence tag (EST) zuzuordnen war. Durch BLAST-Analysen
konnte gezeigt werden, dass dieser EST eine hundertprozentige Ubereinstimmung
mit einem Bereich in einem Intron des Gens v-raf-1 murine leukemia viral

oncogene homolog 1 (RAF1) aufwies.
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Abbildung 35: Validierung des herabregulierten EST nach DNA-Mikroarray-Analyse mittels
quantitativer RT-PCR. Dargestellt sind die Signalintensitaten fir den Sondensatz des EST (Bildteil
A). Bildteil B zeigt die zugehdrigen relativen Expressionen des EST, welche mit quantitativer RT-
PCR ermittelt wurden. Die Berechnung fiir die quantitative RT-PCR erfolgte nach der AACt-
Methode (Material und Methoden 2.2.5), wobei Stimulationsansatz 1 als eins gesetzt wurde.
Stimulationsansatze: 1 = Medium (schwarzer Balken), 2 = Stimulation mit Antikérper gegen CD3
und einem Kontroll-Antikérper (weiBer Balken), 3 = Stimulation mit Antikdrper gegen CD3 und dem
Antikdrper gegen CD137 (gepunkteter Balken). Als Kalibrator-Gen fur die quantitativer RT-PCR
wurde B-Aktin genutzt.

Das Intron lag im Gen zwischen Exon 10 und 11. Wie Abbildung 35 zeigt, konnte
auch fir RAF1 mithilfe von Primern, welche spezifisch fir Exon 9 und Exon 12 des
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RAF1-Gens waren, eine niedrigere Expression von RAF1 in Zellen nach
Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und dem Antikérper gegen CD137
beobachtet werden.

Unter den herabregulierten Genen wurden weiterhin folgende fUr eine nahere
Analyse ausgewahlt: SLIT and NTRK-like family member 3 (SLITRK3), pre-B-cell
leukemia homeobox 1 (PBX1) und catenin (cadherin-associated protein), delta 1
(CTNND1). Far die herabregulierten Gene (Abbildung 36) konnten deutliche
Veranderung gegentber Stimulationsansatz 1 (Medium) und Stimulationsansatz 2
(Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikérper) gezeigt
werden. Der Stimulationsansatz 1 (Medium) wurde flir die quantitative Bestim-
mung der relativen Expression des einzelnen Genes als eins gesetzt.

Die deutlichen Unterschiede in den Signalintensitaten (Mikroarray-Daten) der
einzelnen Gene spiegelten sich allerdings nicht ganz so deutlich in der relativen
Expression (quantitative RT-PCR) der einzelnen Gene wieder. So verringerte sich
die relative Expression von Stimulationsansatz 3 (Stimulation mit Antikérper gegen
CD3 und dem Antikdérper gegen CD137) gegenuber Stimulationsansatz 1
(Medium) nur geringfligig. Von dem eins gesetzten Mediumwert wurde SLITRK3
auf 0,6; CTNND1 auf 0,3; PBX1 auf 0,2 und RAF1 auf 0,6 herabgesetzt.
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Abbildung 36 Validierung herabregulierter Gene nach DNA-Mikroarray-Analyse mittels
quantitativer RT-PCR. Dargestellt sind die Signalintensitaten fir die Sondenséatze der Gene
SLITRKS3, CTNND1 und PBX1 (Bildteil A). Bildteil B zeigt die zugehdrigen relativen Expressionen
der genannten Gene, welche mit quantitativer RT-PCR ermittelt wurden. Die Berechnung fir die
quantitative RT-PCR erfolgte nach der AACt-Methode (Material und Methoden 2.2.5), wobei
Stimulationsansatz 1 als eins gesetzt wurde. Stimulationsanséatze: 1 = Medium (schwarzer Balken),
2 = Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikérper (weiBer Balken), 3 =
Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und dem Antikérper gegen CD137 (gepunkteter Balken). Als
Kalibrator-Gen fiir die quantitative PCR wurde [-Aktin genutzt.
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Unter den hochregulierten Genen wurden folgende zur weiterfihrenden Analyse
ausgewabhlt: Interleukin 17F (IL17F, auch ML1 genannt) und chemokine CC motif
ligand 20 (CCL20, auch MIP3a, SCAY20 bzw. LARC genannt). Fir die hoch-
regulieten Gene IL17F und CCL20 konnte mithilfe konventioneller RT-PCR
(Abbildung 37) und quantitativer RT-PCR (Abbildung 38) das Ergebnis der Signal-

intensitéat des Sondensatzes bestatigt werden.
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Abbildung 37 Validierung hochregulierten Gene nach DNA-Mikroarray-Analyse mittels
konventioneller RT-PCR. Untersucht wurde die cDNA mittels konventioneller RT-PCR mit den
Primern fir B-Aktin, IL17F und CCL20. Stimulationsansétze: 1 = Medium, 2 = Stimulation mit
Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikérper, 3 = Stimulation mit Antikérper gegen CD3
und dem Antikdrper gegen CD137. 100bp Leiter = L&ngenstandard, Wasserkontrolle =
Negativkontrolle.

Wie in Abbildung 38 sichtbar, wurde die Expression von IL17F durch die
Stimulation mit den Antikérpern gegen CD3 und CD137 gegentiber dem reinen
Mediumansatz um das 30-fache und gegeniber der Stimulation mit dem Anti-
kérper gegen CD3 und dem Kontroll-Antikbrper um das fast 4-fache erhdht. Bei
CCL20 hingegen konnte mit der quantitativen RT-PCR zwar auch eine Erhéhung
der relativen Expression gezeigt werden, aber diese war bei weitem nicht so stark.
So wurde die Expression von CCL20 im Stimulationsansatz mit den Antikérpern
gegen CD3 und CD137 gegeniber dem Medium um das 4-fache und gegenlber
dem Ansatz mit Kontroll-Antikbrper um das fast 1,5-fache erhéht.

Aufgrund der interessanten immunologischen Funktion wurde das wahrend der

DNA-Mikroarray-Analyse als hochreguliert identifizierte Zytokin IL17F, nun in

unterschiedlichen in-vitro-Kokultur-Experimenten naher untersucht.
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Abbildung 38 Validierung fiir IL17F und CCL20 nach DNA-Mikroarray-Analyse mittels
quantitativer RT-PCR. In Bildteil A ist die Signalintensitat fir den Sondensatz von IL17F und
CCL20 dargestellt. Gezeigt ist weiterhin die relative Expression fur die gleiche cDNA, welche in der
DNA-Mikroarray-Analyse verwendet wurde (Bildteil B). In Bildteil C ist flir vier unabhangige
Versuche der Mittelwert mit Standardfehler gezeigt. Die Berechnung fir die quantitative RT-PCR
erfolgte nach der AACt-Methode (Material und Methoden 2.2.5), wobei Stimulationsansatz 1 als
eins gesetzt wurde. Stimulationsanséatze: 1 = Medium, 2 = Stimulation mit Antikérper gegen CD3
und einem Kontroll-Antikdrper, 3 = Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und dem Antikdrper
gegen CD137.

3.3.4 Einfluss von IL17F auf die Kokultivierung der Ewing-Tumor-Zelllinie
SK-N-MC mit PBMC

Als ein erstes Experiment wurden SK-N-MC-Tumorzellen (EFT) und PBMC in
einem Verhaltnis von 1:5 flr eine Dauer von drei Tagen in einer 6-Lochplatte
kokultiviert. Ihnen wurden ansteigende Konzentrationen des Zytokins IL17F
zugesetzt (0, 1, 10 und 100ng/ml). Die Zellen wurden nach der Ernte einer Durch-
flusszytometeranalyse unterzogen. Die Tumorzellen wurden dabei mit CD117 und
die PBMC mit CD45 angefarbt. Die Anwesenheit IL17F in den einzelnen Ansatzen
hatte keinen Effekt auf das Uberleben der Tumorzellen und/oder die Proliferation
der PBMC (Abbildung 39). Auch die Steigerung der Konzentration des Zytokins
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hatte keine Wirkung auf das Uberleben der Tumorzellen und/oder die Proliferation
der PBMC.
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Abbildung 39 Tumorzell-Uberleben nach in-vitro-Kokultur unter Einfluss verschiedener
IL17F-Konzentrationen mittels Durchflusszytometeranalyse. Eingesetzt wurden SK-N-MC
(2,5x10° Zellen) und PBMC (1x10° Zellen), welche fiir drei Tage unter Einfluss von verschiedenen
Konzentrationen IL17F (0, 1, 10 und 100 ng/ml) kultiviert wurden. Mittels Duchflusszytometer-
analyse wurden die Tumorzellen (schwarze Balken) mit CD117 und die PBMC (weiBe Balken) mit
CD45 angefarbt, und aus der lebenden Zell-Population bestimmt.

Da die Moglichkeit bestand, dass IL17F seine Wirkung nur in Gegenwart
aktivierter T-Zellen entfaltet, sollte sein Einfluss in Anwesenheit von Proleukine,
einem modifizierten IL2-Derivat der Firma Chiron, getestet werden. In diesem
Kokultur-Experiment wurden SK-N-MC und PBMC wieder in einem Verhaltnis von
1:5 in einer 6-Lochplatte gehalten. Ihnen wurden verschiedene Konzentrationen
von IL2 (0, 300, 3000 und 30000U/ml) zugesetzt und die Zellen in An- und
Abwesenheit von 100 ng/ml IL17F fur drei Tage kultiviert wurden. Die Zellen
wurden nach der Ernte einer Durchflusszytometeranalyse unterzogen
(Tumorzellen = CD117, PBMC = CD45). Bei den IL2-Konzentrationen zwischen
300 und 30000U/ml konnten keine Unterschiede im Uberleben der Tumorzellen
erkannt werden, da in allen Anséatzen keine lebenden Tumorzellen mehr
nachgewiesen werden konnten (Daten nicht gezeigt). Unterschiede in den
einzelnen Anséatzen waren auch bei den PBMCs nicht zu erkennen.

Bei einer Konzentration von 30U/ml IL2 hingegen konnte eine IL17F abhangige
Unterdrickung des Tumorwachstums beobachtet werden (siehe Abbildung 40).
Dabei konnten im Ansatz mit ausschlieBlich Tumorzellen und PBMC unter den
lebenden Zellen 65% SK-N-MC und 25% PBMC detektiert werden. Durch die
Zugabe von 30U/ml IL2 erhdhte sich die Anzahl der PBMC auf 43% und die
Anzahl der Tumorzellen reduzierte sich auf 34%.
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Abbildung 40 Analyse mittels Durchflusszytometer zum Uberleben von Tumorzellen nach
in-vitro-Kultur mit 30U/ml IL2 in An- und Abwesenheit von 100ng/ml IL17F. Es wurden
SK-N-MC (2,5x10° Zellen) (schwarze Balken) und PBMC (1x10° Zellen) (weiBe Balken) fiir drei
Tage unter Einfluss von 30U/ml IL2 in An- und Abwesenheit von 100ng/ml IL17F kultiviert. Mittels
Durchflusszytometeranalyse wurden die Tumorzellen mit CD117 und die PBMC mit CD45
angeféarbt. In die Analyse wurden alle Zell-Populationen mit Ausnahme der toten Zellen
einbezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchen mit Standardfehler.

Die Anwesenheit von IL17F fUhrte zu einem noch stirkeren Absterben der
Tumorzellen auf 24% und die Proliferation der PBMC wurde noch weiter auf 52%
gesteigert.

3.3.5 Einfluss von IL17F auf die Expression von IDO in Tumorzellen

Da IL17F durch den Antikérper gegen CD137 in T-Zellen induziert wurde (siehe
Abbildung 37 und Abbildung 38), bestand auch die Mdglichkeit, dass IL17F in
unserem in-vitro-Tumormodell (siehe Abbildung 11) zu einer Inhibierung der IDO-
Expression in den Ewing-Tumor-Zellen fihrte. Daher wurde analysiert, ob in
diesem in-vitro-Modell die Gabe von IL17F die gleiche Wirkung auf die Expression
von IDO hatte, wie der Einsatz des Antikérpers gegen CD137.

Hierzu wurden die Zellen in An- und Abwesenheit von 3000 U/ml IL2 (Abbildung
24), Antikérpern gegen CD137 oder IL17F kokultiviert. Es konnte gezeigt werden,
dass der Einsatz von IL17F nicht zur Inhibierung der IDO-Expression flhrt (siehe
Abbildung 41).
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Abbildung 41 Wirkung von einem Antikérper gegen CD137 oder IL17F auf die Expression
von IDO in der Tumorzelllinie A673 in einer in vitro Kokultur mit PBMC. A673-Zellen wurden
geerntet und ihre RNA isoliert. Untersucht wurde diese dann mittels konventioneller RT-PCR mit
den Primern far B-Aktin und IDO. In allen Ansétzen wurden die A673-Zellen kokultiviert mit HLA-
kompatiblen PBMC. 100bp Leiter = Langenstandard, Wasserkontrolle = Negativkontrolle.

Somit konnte gezeigt werden, dass der Antikérper gegen CD137 in diesem in-
vitro-Modell nicht Gber IL17F zur Inhibierung der IDO-Expression in den Tumor-

zellen flhrte.
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4 Diskussion

In vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte in einem
Tiermodell fur die Immuntherapie des Ewing-Tumors durch |IL2-transgene Tumor-
zellen die tumorgerichtete Immunantwort verbessert werden. Die induzierte Im-
munantwort beruhte hierbei in erster Linie auf einer starken Aktivierung von NK-
Zellen (Staege et al. 2004a). Da fir lang anhaltende Immunantworten die Akti-
vierung von T-Zellen erforderlich ist, sind fir dieses immuntherapeutische Modell
Verbesserungen notwendig. Der Einsatz kostimulatorischer Signale, wie diese
durch das CD137/CD137L-System vermittelt werden, kdnnte hierfir eine Méglich-
keit darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte dieses
Systems unter besonderer Berlicksichtigung des Ewing-Tumor-Modells unter-

sucht.

4.1 Expression von CD137 und CD137L

Mithilfe der Genexpressionsanalyse wurden verschiedene Zellarten auf die Ex-
pression von CD137 und CD137L untersucht. Der kostimulatorische Rezeptor
konnte dabei in den Datensdtzen der verwendeten T-Zellpopulationen nicht
nachgewiesen werden. Da es sich bei den untersuchten Zellen nicht um aktivierte
Zellen handelte, war dies auch nicht zu erwarten. Die geringe Expression in Pro-
ben der untersuchten Monozyten, war vergleichbar mit den Ergebnissen einer
Analyse, bei der Monozyten gesunder Spender untersucht wurden (Kienzle und
von Kempis 2000). Die relativ starke Expression in Makrophagen ist seit einiger
Zeit bekannt (Setareh et al. 1995). Die starke Expression von CD137 in anaplas-
tischen groBzelligen Lymphomen wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht be-
schrieben, passt jedoch zum T-Zellcharakter dieser Zellen (Harris et al. 1994). Der
zugehdrige kostimulatorische Ligand konnte sehr stark in lymphoblastoiden Zell-
linien nachgewiesen werden. Diese stellen eine Gruppe aktivierter antigenprasen-
tierender Zellen (B-Zellen) dar. Fir diesen Zelltyp ist die Expression von CD137L
seit einiger Zeit bekannt (Vinay und Kwon 1998, Laderach et al. 2003).

Bei der Genexpressionsanalyse von Hodgkin-Lymphom-Zelllinien konnte beob-
achtet werden, dass diese entweder den kostimulatorischen Rezeptor oder den
Liganden hoher exprimierten. Durch die Analyse der Immunglobulingene konnte
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gezeigt werden, dass der groBte Teil der HL-Zellen in B-Zellen ihren Ursprung
nehmen (Braeuninger et al. 1997), die Tumorzellen weisen aber nur vereinzelte
lymphozytare (B-Zell-) Marker auf (Schwering et al. 2003). Daneben jedoch
kénnen unter den Tumorzellen auch Zellen mit T-Zell-Charakter (Drexler et al.
1992) und Zellen mit myelomonozytaren Merkmalen nachgewiesen werden
(Bargou et al. 1992). Die Expression von CD137L durch die Zelllinien L-1236 und
KM-H2 weist darauf hin, dass diese Zellen den Charakter antigenprasentierender
Zellen tragen. Die Zelllinien weisen laut DSMZ-Datenbank auch in ihrem
Expressionsprofil solche Antigene auf (z. B. CD15, CD80 bei L-1236 und CD14,
CD15, CD21 bei KM-H2). Die Linien L-540 und HDLM-2 exprimieren stark den
kostimulatorischen Rezeptor, was auf einen T-Zell-Charakter hindeutet. Auch fir
sie sind schon weitere Antigene (z. B. CD2, CD25 bei L-540 und CD4, CD25 bei
HDLM-2), die diese Einordnung unterstitzen, bekannt. Durch eine weiterfihrende
Analyse der DNA-Mikroarraydaten konnte ein weiteres Gen, Interleukin 26 (IL26),
identifiziert werden, welches diese Hypothese und Zuordnung der einzelnen
Zelllinien unterstitzt (F6ll et al. 2008b). IL26 ist bisher bekannt als Zytokin welches
nach einer Infektion mit Herpesvirus saimiri (HVS) in T-Zellen induziert wird. Es
wird vermutet, dass IL26 fir die Stimulation des Wachstums und die spontane
Proliferation von T-Zellen nach Infektion durch HVS (Knappe et al. 2000)
verantwortlich ist. Weiterhin unterstitzend far den T-Zell-Charakter IL26-expri-
mierender Hodgkin-Lymphom-Zellen ist auch, dass anaplastisch groBzellige
Lymphome (haben T-Zell-Charakter) ebenfalls IL26 exprimieren (Igbal et al. 2010).
Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse ist es also mdglich, verschiedene Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien unterschiedlichen Lymphozyten-Ph&notypen zuzuordnen. In
unseren Untersuchungen bestand eine Korrelation zwischen dem T-Zell-Charakter
von L-540 und HDLM-2 und der Sensitivitdt gegeniiber dem Zellzyklusinhibitor
Roscovitin (FOll et al. 2008b). Es ist bekannt das Hodgkin-Lymphome mit T-Zell-
Charakteristika eine unvorteilhaftere Prognose haben (Niedobitek et al. 2002), aus
diesem Grund kénnte eine Behandlung mit Roscovitin eine attraktive Behand-
lungsoption gerade fur diese Lymphome darstellen.

Mit Hilfe der Durchflusszytometeranalyse wurden verschiedene Tumorzelllinien
auf die Expression von CD137L untersucht. Es ist bekannt das CD137L auf
verschiedenen humanen Karzinomzelllinien, auf soliden Tumoren, auf Zellen der

akuten Leukamie, sowie auf Zellen von B- und T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen
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exprimiert wird (Mullauer et al. 1998, DeBenedette et al. 1999a, Salih et al. 2000,
Salih et al. 2001, Palma et al. 2004). Zur Kontrolle der Funktionstlchtigkeit des
genutzten Antikoérpers fur die Duchflusszytometrie wurden Zelllinien auf die
Expression von CD137L untersucht, fur die eine Expression des kostimul-
atorischen Liganden schon bekannt war, die Burkitt-Lymphom-Zelllinie Daudi und
die Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa. Fir die Linie Daudi wurde die Expression von
CD137L durch Zhou und Kollegen gezeigt (Zhou et al. 1995). Die untersuchten
Daudi-Zellen exprimierten deutlich CD137L, diese Expression konnte durch eine
24-stindige Inkubation mit LPS noch gesteigert werden. Durch Li et al. konnten
mit Hilfe einer cONA-Bank der Zelllinie HeLa CD137L-Transkripte in diesen Zellen
nachgewiesen werden (Accession-Number: CR624086). Aus diesem Grund wurde
auch diese Zelllinie mittels Durchflusszytometeranalyse auf die Expression von
CD137L untersucht. So wurde durch eine extrazellulare Farbung gezeigt, dass nur
eine geringe Menge der lebenden Zellen auf der Oberflache CD137L exprimieren,
intrazellular hingegen war es mdglich, beinahe in allen lebenden Zellen den
kostimulatorischen Liganden nachzuweisen. Es ist wahrscheinlich, dass einige der
Zellen lésliches CD137L freisetzen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Freisetzung des I6slichen Liganden signifikant mit der Progression der Erkrankung
in Patienten mit akuter myeloider Leukadmie und Non-Hodgkin-Lymphomen
einhergeht. Somit kénnte l6sliches CD137L als ein immunologischer Marker fr
Krankheitsiberwachung und Therapieplanung genutzt werden (Hentschel et al.
2006).

Es konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit fir verschiedene Experimente
verwendete Ewing-Tumor-Zelllinie A673 keine Expression des kostimulatorischen
Liganden aufwies. Die Zelllinie war somit far weiterflhrende Experimente
pradestiniert, um durch gezielte Gabe von Antikérpern gegen CD137 oder
Transfektion der Zelllinie mit CD137L eine gezielte Stimulation Uber das
CD137/CD137L-System zu erzeugen. Die Transfektion der Linie A673 mit
CD137L-tragenden Expressionsvektor fuhrte bei ca. der Hélfte der lebenden
Zellen zu einer Expression von CD137L auf ihrer Oberflache.

Die mithilfe der Durchflusszytometrie fur die Zelllinie erhaltenen Daten wurden
durch die Genexpressionsanalyse untermauert. Es wurden Datensatze von ver-
schiedenen Ewing-Tumor-Proben, unterschiedlichen Geweben und lympho-
blastoiden Zellen (LCL) auf die Expression von CD137 und CD137L untersucht.
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So konnte fir den kostimulatorischen Rezeptor CD137 nur eine sehr geringe oder
gar keine Expression in allen drei untersuchten Gruppen gezeigt werden. Der
kostimulatorische Ligand wies eine starke Expression in LCL auf, in
Ewingtumorproben und verschiedenen Geweben war auch er nicht nachweisbar.
Somit wurde die durch die Durchflusszytometrie erhaltenen Daten fir die
Expression von CD137L mit einer weiteren Methode bestatigt, auch in anderen

Ewing-Tumorproben war nur eine geringe oder keine Expression feststellbar.

4.2 Einfluss des CD137/CD137L-Systems auf die Expression der
Indolamin-2,3-dioxygenase

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des CD137/CD137L-Systems in
einem bereits durch unsere Arbeitsgruppe etablierten immuntherapeutischen
Modell fir EFT analysiert. Die Familie der Ewing-Tumore zeichnet sich durch eine
sehr geringe Immunogenitat aus, aber mithilfe von transgen exprimiertem IL2
durch die Ewing-Tumor-Zelllinie A673-Zellen konnte die immunstimulatorische
Aktivitat gegen diese Ewing-Tumor-Zellen gesteigert werden. Diese durch die IL2-
Expression vermehrte Antitumor-Antwort gegen A673 wurde durch eine
gesteigerte Proliferation und Differenzierung von tumorspezifischen T-Zellen und
NK-Zellen vermittelt (Staege et al. 2004a). Trotz der gesteigerten immun-
stimulatorischen Aktivitat konnte das Wachstum der Tumorzellen nicht vollstédndig
unterdriickt werden, so dass eine weitere Modifizierung des Tiermodelles not-
wendig erschien.

In Tiermodellen fur die Sarkomzelllinie Ag104 und die Mastozytomzelllinie P815,
beides ebenfalls niedrig immunogene Tumore, konnte das Wachstum der Tumore
durch die Gabe von stimulierenden Antikérpern gegen CD137 gestoppt werden
(Melero et al. 1997). Des Weiteren konnte fUr einige primare CD137L
exprimierende Ewing-Tumore gezeigt werden, dass in den Patienten tumor-
reaktive T-Zellen (CD3+ und CD137+) existieren, die in einem Xenografttrans-
plantationsmodell das Wachstum und die Metastasierung des Tumors kontrol-
lieren kénnen (Zhang et al. 2003).

Es wurde daher versucht beide Stimuli (Aktivierung der T-Zellen durch IL2 und
ihre Kostimulation Gber CD137) gleichzeitig einem Modell einzusetzen. Auch dies

85



Diskussion

fihrte in der Maus nicht zum Rickgang des Tumors (Kihndl 2009), was den
Verdacht nahe legte, dass die Tumorzellen durch einen Escape-Mechanismus
dem Immunsystem entkamen. Das in Abbildung 42 dargestellte Modell fir die
Wechselwirkung von IL2, IFNy und IDO erscheint aufgrund der Ergebnisse der
hier vorliegenden Arbeit zur Erkldrung derartiger Escape-Phanomene geeignet.
Nachdem Munn und Kollegen zeigten, dass IDO eine entscheidende Rolle bei der
Vermittlung der Immunitat und Verhinderung einer T-Zell-Reaktion auf Foten
wahrend der Schwangerschaft in der Maus spielt (Munn et al. 1998), wurde die
Funktion dieses Enzyms auch fir den Immunescape von Tumoren interessant. So
konnte flr die Zervixkarzinom-Zelllinie HelLa gezeigt werden, dass diese ko-
kultiviert mit PBMC und unter Einfluss von IL2 die Proliferation von T-Zellen Uber
einen IDO-abhangigen Mechanismus hemmt (Logan et al. 2002). Bis jetzt ist noch
unklar, wie dieser immunsupprimierende Effekt durch IDO erzeugt wird, aber es
existieren zwei Theorien, die diesen Mechanismus erklaren sollen. Die
Tryptophan-Hunger-Theorie beruht auf der Tatsache, dass der Verlust von
Tryptophan bei T-Zellen zu einem Zellzyklusarrest (Munn et al. 1999) und zur
Apoptose (Lee et al. 2002) fuhrt. Bei der Tryptophan-Metabolit-Theorie sind die
toxischen Metabolite des Tryptophanstoffwechsel entscheidend. Sie fihren zu
einem Zellzyklusarrest und zur Apoptose von Lymphozyten (Fallarino et al. 2003).
AuBerdem bewirken sie eine Differenzierung von naiven T-Zellen zu regulato-
rischen T-Zellen (Chen et al. 2008). In dem hier untersuchten Modell konnte in
dem Tumor eine Expression von IDO nachgewiesen werden, welcher in Gegen-
wart von PBMC und IL2-transgenen Tumorzellen entstand. Die Tumore welche in
den Tieren mit Kontroll-Behandlung (Behandlung nur mit PBMC, Behandlung mit
PBMC und Kontroll-transgenen Tumorzellen) entstanden, wiesen keine
Expression von IDO auf. Auch bei Anwesenheit von IL2-transgenen Tumorzellen
und CD137L-transgenen Tumorzellen konnte keine Expression des immun-
supressiven Enzyms nachgewiesen werden. Bei diesem experimentellen Ansatz
wurde folglich die Expression von IDO in den Tumorzellen durch die Aktivierung
Uber das CD137/CD137L-System gehemmt. Bei der weiteren Analyse dieser
Ph&nomene in vitro zeigten die unterschiedlichen Spender deutlich ein variables
Verhalten. So konnte zwar auch das Ergebnis aus dem in vivo Versuch (Induktion
von IDO durch IL2-transgene Tumorzellen und Inhibierung der IDO-Expression
durch IL2-transgene Tumorzellen und den Antikérper gegen CD137) bestatigt
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werden, jedoch traten auch Reaktionsmuster auf. Bei einigen Spendern wurde
durch den Einsatz des Antikérpers gegen CD137 keine Inhibierung der IDO-
Expression erzielt, bei anderen Spender wurde in allen Ansatzen IDO exprimiert
unabhangig von den IL2-transgenen Tumorzellen und wieder andere zeigten in
keinem der Ansatze eine Expression von IDO.

1
IL2
f

Y o 4-1BB

Abbildung 42 Modell zur Induktion der IDO-Expression durch IL2-transgene Tumorzellen.
Hierbei kommt es zur Sekretion von IL2 durch die genetisch veranderten Tumorzellen (1), dies
induziert dann die Sekretion von IFNy durch die anwesenden Lymphozyten (2). Das gebildete IFNy
induziert in den Wildtyp-Tumorzellen die Expression von IDO (3) und dies fihrt dann nachfolgend
zur Inhibition der Immunreaktion (4). Der Einsatz des Antikérpers gegen CD137 kénnte dabei
moglicherweise die IFNy-Sekretion der Lymphozyten modulieren. Abbildung nach Max et al. 2009.°

Wildtyp-
Tumorzelle

4-1BB

Bei der weiteren Analyse dieser Phanomene in vitro zeigten die unterschiedlichen
Spender ein variables Verhalten. So konnte zwar auch das Ergebnis aus dem in
vivo Versuch (Induktion von IDO durch IL2-transgene Tumorzellen und Inhibierung
der IDO-Expression durch IL2-transgene Tumorzellen und den Antikérper gegen
CD137) bestatigt werden, jedoch traten auch andere Reaktionsmuster auf. Bei
einigen Spendern wurde durch den Einsatz des Antikdrpers gegen CD137 keine
Inhibierung der IDO-Expression erzielt, bei anderen Spender wurde in allen
Ansatzen IDO exprimiert unabhéngig von den IL2-transgenen Tumorzellen und
wieder andere zeigten in keinem der Ansatze eine Expression von IDO. Durch die
anschlieBend durchgeflhrt Zytokinbestimmung konnte gezeigt werden, dass die

verschiedenen Spender mit unterschiedlicher IFNy-Produktion auf das zugefiigte

® Die hier beschriebenen Daten wurden teilweise bereits verdffentlicht. Siehe Max et al. 2009b.
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IL2 reagierten. Diese Reaktion ist wahrscheinlich auf eine unterschiedliche Vorak-
tivierung der eingesetzten PBMC zurlickzuftihren. Die Expression von IDO Kkorre-
lierte in allen Ansatzen nicht mit der IL2-Menge, sondern mit dem durch die PBMC
gebildeten IFNy nach dem IL2-Stimulus. Beim Vergleich der Anséatze in denen der
Antikérper gegen CD137 die Expression von IDO hemmte oder nicht hemmte, war
deutlich zu sehen das durch die IL2-transgenen Tumorzellen unterschiedliche
Mengen an IL2 freigesetzt wurden. Schon diese geringen Unterschiede flihrten
moglicherweise zu veranderten IFNy-Mengen.

Aus diesem Grund und mit dem Wissen aus der Literatur, dass IDO in
verschiedenen PBMC-Typen, verschiedenen Tumorzelllinien und MSC induziert
werden kann (Carlin et al. 1987, Werner-Feldmayer et al. 1989, Meisel et al.
2004), wurde der Einfluss von INFy auf die Expression von IDO, und zwei weiteren
Enzymen des Tryptophanstoffwechsels (IDO2 und KYNU) in Zelllinien unter-
schiedlichster Entitaten analysiert. In Tabelle 6 wurde nochmals die Induktion der
Expression von IDO in den Zelllinien zusammenfassend dargestellt.

Far verschiedene in dieser Arbeit untersuchte Zelllinien konnte das erhaltene
Ergebnis der Induktion von IDO durch IFNy in Daten aus anderen Untersuchungen
bestatigt werden, z. B. fur die Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa (Takikawa et al. 1988,
de la Maza et al. 1988, Chen et al. 2007, L6b et al. 2009), fir die Neuroblastom-
Zelllinie SH-SY5Y (Werner- Feldmayer1989, Miyazaki et al. 2009), fur die
Glioblastomzelllinie U87MG (Miyazaki et al. 2009).

Tabelle 6 Zusammenfassung der IDO-Expression der untersuchten Zelllinien. Darstellung der
IDO-Expression unter Anwesenheit von IFNy fir mesenchymale Stammzellen (MSC), Ewing-
Tumor- (A673, SK-N-MC, TTC-466, TC-32, TC-71, RD-ES, STA-ET8 und SK-ES1), Neuroblastom-
(IMR32, SH-SY-5Y), Fibrosarkom- (HT-1080), Zervixkarzinom- (HelLa), Glioblastom- (U87-MG),
Melanom- (518A2, 31IGR1), Schilddrisenkarzinom- (B-CPAP, FTC-133, HTh 74, 8505C),
Hodgkin-Lymphom- (L1-236, L-540, HDLM-2, KM-H2), Leuk&dmie- (THP1, K562, HL-60, Jurkat),
lymphoblastoide Zelllinien (LCL-73, CSIIl, A2+2310, EREB2-5, P4936).

Zelllinien mit gesteigerter Expression
von IDO nach IFNy-Stimulation

Zelllinien ohne gesteigerte Expression
von IDO nach IFNy-Stimulation

A673, SK-N-MC, TTC-46 TC-32, TC-71, RD-
ES, STA-ET8, SK-ES1

LCL-73, CSlIl, A2+2310, EREB2-5, P-4936

IMR32, SH-SY5Y

L-1236, L-540, HDLM-2, KM-H2

HT-1080, HelLa

THP1, K562, HL-60, Jurkat

u87-MG, 518A2, 31IGR1, B-CPAP, FTC-
133, HTh 74, 8505C
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Die Induktion von IDO konnte in verschiedenen Melanom-Zelllinien in einer unab-
hangigen Arbeit gezeigt werden. Die hier untersuchten Zelllinien 518A2 und
311GR1 wurden dabei nicht mit analysiert, zeigen aber die gleiche Induktion durch
IFNy (Chen et al. 2007). Des Weiteren ist auch fur verschiedene Leukamie-
Zelllinien beobachtet worden, z. B. HL-60-Zellen (Ozaki et al. 1988) und Jurkat-
Zellen (Chen et al. 2007), dass eine Stimulation mit IFNy bei ihnen nicht zu einer
Expression von IDO fuhrt. Fir die akute monozytische Leukamie-Linie THP1
konnte in der hier vorgelegten Arbeit keine Induktion von IDO nach IFNy-Gabe
gezeigt werden, in einer friheren Arbeit konnte aber fir diese Zelllinie nach
Einsatz einer héheren IFNy-Dosis die Enzymaktivitat von IDO, also der Abbau von
Tryptophan im Zellkulturiberstand, mithilfe der HPLC nachgewiesen werden
(Ozaki et al. 1988, Edelstein et al. 1989). Die erreichte Aktivitdt von IDO war im
Vergleich mit den anderen in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien relativ gering.
Far die Neuroblastom-Zelllinie IMR-32 konnte im Rahmen dieser Arbeit eine
Induktion von IDO mithilfe der auf der mRNA basierenden PCR-Methode nach-
gewiesen werden. In einer friheren Arbeit wurde fir diese Zelllinie postuliert, dass
sie nach IFNy-Gabe kein IDO exprimiert (Takikawa et al. 1988). Dabei wurde nicht
IDO direkt nachgewiesen, sondern das Stoffwechselprodukt L-Kynurein. Wie in
der hier vorliegenden Arbeit durch den Nachweis des Enzyms Kynureinase
(KYNU) gezeigt werden konnte, bedeutet eine Expression von IDO nicht zwin-
gend, dass auch weitere Enzyme des Stoffwechselweges exprimiert werden.
Somit kann nicht direkt durch Fehlen von L-Kynurein auf eine nicht vorhandene
Expression von IDO geschlossen werden. Fur die untersuchten Hodgkin-
Lymphom-, Ewing-Tumor-, Schilddrisenkarzinom-Zelllinien und die LCL wurden
erstmals Analysen zur Induktion von IDO durch IFNy durchgeflhrt, aus der
Literatur sind solche Untersuchungen noch nicht bekannt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass nur Zelllinien, bei denen der
Ursprung des Tumors im mesenchymalen Stitzgewebe (Sarkome) oder im ekto-
oder entodermalen Epithelgewebe (Karzinome) liegt, durch IFNy zur Expression
von IDO angeregt werden (Ewing-Tumor-, Neuroblastom-, Melanom-, Fibro-
sarkom-, Zervixkarzinom-, Glioblastom- und Schilddriisenkarzinom-Zelllinien). Bei
Zelllinien deren Ursprung im lymphatischen Gewebe oder in blutbildenden
Organen liegt, kam es nicht zu einer Expression von IDO nach einer Stimulation

der Zellen mit IFNy (Hodgkin-Lymphom-, verschiedene Leukamie-Zelllinien und
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LCL). Diese Beobachtung wird auch durch weitere Untersuchungen von anderen
Arbeitsgruppen unterstitzt, die eine Induktion von IDO in verschiedenen anderen
Tumorzelllinien mit Ursprung im mesenchymalen Stitzgewebe oder im ekto- oder
entodermalen Epithelgewebe zeigen konnten, z. B. Ovarialkarzinome (Melichar et
al. 2003), hepatozellulare Karzinome (Pan et al. 2008), Dickdarmkarzinome
(Brandacher et al. 2006), Nierenzellkarzinom (Riesenberg et al. 2007) und
humane und Maus-Mesotheliom-Zelllinien (Phan-Bich et al. 1997). Fr
verschiedene Leukdmien gibt es Untersuchungen zur Expression von IDO in
humanem peripherem Blut und Knochenmark. Durch diese Analysen konnten
Tendenzen zur Produktion von IDO bei manchen Patienten in diesen Materialien
festgestellt werden (Curti et al. 2007, Hoshi et al. 2009, Chamuleau et al. 2008).
Die hier untersuchten Leuk&mie-Linien, die nur maligne Zellen enthalten, zeigten
nach der Inkubation mit IFNy keine Expression von IDO. Die untersuchten Proben
aus peripherem Blut und Knochenmark enthalten neben den malignen Blasten
auch die normal in Blut und Knochenmark vorkommenden Zellen. Fur dendritische
Zellen (Weber et al. 2006), Monozyten (Musso et al. 1994) und mesenchymale
Stammzellen (Meisel et al. 2004) ist bekannt, dass sie nach einer Inkubation mit
IFNY IDO exprimieren. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Expression von IDO in
den untersuchten Materialien auf diese Zellen und nicht auf maligne Zellen
zurtickzufiihren ist. Die Gruppe um Chamuleau konnte zusatzlich zeigen, dass
Patienten mit geringer oder nicht vorhandener Expression von IDO in peripherem
Blut und Knochenmark ein deutliche verlangertes Uberleben zeigten (Chamuleau
et al. 2009), was die Expression von IDO auch fur die Leukamie zu einem
entscheidenden Tumor-Immun-Escape-Mechanismus der Krankheit machen
kénnte.

Uber das Enzym IDO2 ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sehr viel bekannt,
seine Expression wurde erstmals 2007 fir Mensch und Maus beschrieben. Dabei
wurde die Theorie aufgestellt, dass IDO2 durch eine Genduplikation von IDO vor
der Entstehung der Tetrapoden entstanden ist (Ball et al. 2007). Die IDO2-
Expression konnte in verschiedenen humanen Geweben gezeigt werden, z. B. in
Leber, Dinndarm, Milz, Plazenta, Thymus, Lunge, Gehirn, Niere und Dickdarm
(Metz et al. 2007). Die Induktion von IDO2 durch IFNy wurde bis jetzt nur flr die
Zervixkarzinom-Zelllinie HeLa nachgewiesen (Léb et al. 2009). Die hier gezeigte
Expression von IDO2 fiir die Zelllinie HelLa ist deutlich geringer als in der Arbeit
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von LOb gezeigt (vgl. Abbildung 21), was auf die Verwendung unterschiedlicher
PCR-Primer zurtickzufiihren sein kénnte. In der Arbeit von Léb und Kollegen wird
darauf hingewiesen, dass ihre gewdhlten Primer am 3" Ende des IDO2-Genes
liegen und somit auch inkomplette Transkripte nachweisen, die méglicherweise
nicht fir das IDO2-Protein kodieren (Léb et al. 2009). In der hier vorgelegten
Arbeit wurden Primer, die in der Mitte der mRNA lokalisiert sind, fir den PCR-
Nachweis genutzt. In den hier durchgeflihrten Untersuchungen konnte erstmals
eine Expression von IDO2 unbeeinflusst von IFNy in den Schilddriisenkarzinom-
Zelllinien B-CPAP, 133-FTC und HTh 74, sowie in den Leukamie-Zelllinien THP1
und Jurkat nachgewiesen werden. Eine Expressionsinduktion von IDO2 durch
IFNy konnte fur die beiden Ewing-Tumor-Zelllinien A673 und TC-32, sowie fur die
LCL CSlIl und A2+2310 gezeigt werden. Es kann festgehalten werden, dass IDO2
nicht mit der Expression von IDO einhergeht und seine Expression nur bei einigen
Zelllinien auf die Induktion durch IFNy zurtckzufthren ist.

Es ist bekannt, dass die KYNU relativ stark in Leber, Plazenta, Lunge, und in
geringerem MaBe auch in Herz, Gehirn, Skelett-Muskulatur, Niere und Pankreas
exprimiert wird (Alberati-Giani et al. 1996). Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurde nur in
einer veroffentlichten Publikation ein méglicher Einfluss von IFNy auf die Expres-
sion von KYNU untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass KYNU in einigen
Glioblastom-Zelllinien exprimiert wird, ohne dabei durch IFNy beeinflusst zu
werden (Miyazaki et al. 2009). Dies stimmt mit den hier durchgeflhrien
Untersuchungen Uberein. KYNU konnte nur in einigen Zelllinien nachgewiesen
werden, in LCL73, CSIll und A+2310 (LCL), in der akuten monozytischen
Leukdmie-Linie THP1, der Zervixkarzinom-Zelllinie HelLa, der Melanom-Zelllinie
31IGR1 und in der Glioblastom-Zelllinie U87-MG (sowie auch sehr schwach in der
Hodgkin-Lymphom-Zelllinie L-1236). In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse von
Miyazaki und Kollegen fur die Expression von KYNU in U87-MG-Zellen bestatigt
werden. Des Weiteren konnte fur die Neuroblastom-Zelllinie SH-SY5Y keine
Expression der KYNU nachgewiesen werden, was ebenfalls mit den Ergebnissen
der genannten Arbeit Gbereinstimmt. Es ist festzuhalten, dass die Expression der
KYNU nicht im Zusammenhang mit IFNy steht und somit eine Regulation durch
andere Mechanismen besteht.

Bei den Untersuchungen zu den drei Enzymen des Tryptophanstoffwechsel nimmt
die Hodgkin-Lymphom-Zelllinie KM-H2 fir IDO und die KYNU eine Sonderstellung
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ein. So ist sie die einzige Zelllinie mit Ursprung im lymphatischen Gewebe oder in
blutbildenden Organen, die eine Expression von IDO aufwies. Die Expression
wurde aber nicht durch eine Stimulation mit IFNy beeinflusst. Auch bei der
Betrachtung der KYNU zeigt sich bei KM-H2 ein erstaunliches Bild, so scheint in

dieser Zelllinie die Expression durch IFNy gesteigert zu werden.

In den vorangegangen Untersuchungen konnte die Induktion der IDO-Expression
in Tumorzellen durch IL2-transgene Tumorzellen bestétigt werden. Jedoch konnte
eine Regulierung der IDO-Expression durch den Antikérper gegen CD137 nicht
eindeutig gezeigt werden. Um als eine mdégliche Ursache die nicht steuerbare Pro-
duktion von IL2 durch die transgenen Tumorzellen auszuschlieBen, wurden diese
durch die Gabe definierter IL2-Mengen ersetzt. Die IL2-Konzentration variierte in
den Ansatzen zwischen 3000 U/ml und 48000 U/ml. Die Analyse der Expression
von IDO zeigte, dass bei geringen Mengen IL2 (3000, 6000 und 12000 U/ml) IDO
in der Ewing-Tumor-Zelllinie induziert wurde. Durch das Zusetzen des Antikérpers
gegen CD137 konnte diese Expression gehemmt oder verringert werden. Die
geringen Dosen IL2 kénnen mit einem ineffektiven Aktivierungssignal der T-Zellen
gleich gesetzt werden, bei denen der Antikdrper gegen CD137 eine kostimu-
latorische Wirkung entfaltet. Bei héheren Konzentrationen an IL2 (24000, 30000
und 48000 U/ml) wurde eine gesteigerte Expression von IDO in den Kulturen ohne
Antikdrper gegen CD137 erreicht. Durch Zugabe des Antikérpers gegen CD137
wurde eine leichte Erhdhung der IDO-Expression erzielt. Durch die hohen IL2-
Konzentrationen wurde wahrscheinlich in den T-Zellen ein potentes Signal
erzeugt, dass durch den Antikérper gegen CD137 nicht mehr wesentlich
beeinflusst werden konnte. Auch bei den hier durchgefihrten Experimenten wurde
durch die unterschiedlich eingesetzten PBMC-Préparationen ein variables Bild
erhalten. So konnte fur die exemplarisch herausgegriffene Kultivierung der Zellen
unter Einfluss von 3000 U/ml IL2, zwar eine deutliche Tendenz in der Hemmung
der Expression von IDO gezeigt werden, diese war aber aufgrund der durch die
PBMC entstandenen Variabilitéat nicht signifikant. Die Konzentration von IFNy in
den einzelnen Anséatzen variierte ahnlich stark wie die Expression von IDO.
Zwischen beiden konnte eine starke Korrelation gezeigt werden. Die Funktion des
Antikérpers wurde in den hier gezeigten Untersuchungen durch die Beeinflussung

von IFNy auf die Tumorzellen Ubertragen. Durch den Einsatz eines IFNy-
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neutralisierenden Antikdrpers wurde ein gleiches Ergebnis erzielt. Es ist bekannt,
dass die Modulation der CD137-Freisetzung zu einer Induktion des proinflam-
matorischen TH-1-Zytokines IFNy in CD8+ T-Zellen und NK-Zellen fuhrt (Shuford
et al. 1997, Wilcox et al. 2002c). Durch die steigende IL2-Konzentration in
Anwesenheit des Antikérpers gegen CD137 konnte die Produktion von TNFa
gesteigert werden. Ohne Stimulation Uber CD137 blieb die Konzentration von
TNFa in den Ansatzen mit gesteigerter IL2-Konzentration gleich. Es ist bekannt
das durch die Stimulation Uber CD137 Makrophagen und Monozyten zur
Expression von TNFo angeregt werden (Langstein et al. 1998, Kienzle und von
Kempis 2000) und, dass IDO ebenfalls durch TNFa induziert werden kann
(Babock et al. 2000, Robinson et al. 2003). Fir IL10 konnte in dieser Arbeit eine
Herabregulierung durch die Anwesenheit des Antikérpers gegen CD137 gezeigt
werden. Es ist aus der Literatur bekannt, dass durch die Stimulation von CD137 in
Monozyten die Produktion von IL10 inhibiert wird (Kienzel und van Kempis 2000).
Durch die steigende Konzentration an IL2 in den einzelnen Stimulationsansatzen
kam es zu einem Anstieg der IL6-Konzentration, die durch die Anwesenheit des
Antikérpers gegen CD137 deutlich niedriger ausfiel. Aus der Literatur ist bekannt,
dass durch eine Stimulation Gber CD137 in dendritischen Zellen und Monozyten
IL6 induziert wird (Futagawa et a. 2002, Wilcox et al. 2002a, Geng et al. 1994).
Die geringen Mengen an IL4, welche nachgewiesen werden konnten, zeigten
keine Veranderungen durch den Antikdrper gegen CD137. Dies konnte auch
schon durch anderen Arbeiten bestatigt werden (Li et al. 2003). Somit kann also
festgestellt werden, dass durch die Stimulation Gber CD137 die T-Zell-lmmun-
antwort in Richtung einer TH1-Antwort (IFNy, TNFa) und weg von einer TH2-
Antwort gedrangt wird. Dies wurde auch schon an einem Tiermodell gezeigt,
indem die CD137-Stimulation zur Unterstitzung einer DC-Vakzine in vitro und in
vivo eingesetzt wurde (Li et al. 2003, Ito et al. 2004).

Aus der Literatur ist fur verschiedene IDO-exprimierende Zellarten z. B. IFNy-
stimulierte Makrophagen (Munn et al. 1999), IDO-transgene Mausmastozytom-
Zelllinie P815 (Uyttenhove et al. 2003), IDO-transgene dendritische Zellen der
Maus (Funeshima et al. 2005) und IFNy stimulierte MSC bekannt, dass sie die
Proliferation von PBMC hemmen (Meisel et al. 2004). Es konnte gezeigt werden,
dass die Expression von IDO in der Ewing-Tumor-Zelllinie A673 zu einer
Inhibierung der Proliferation von zugesetzten allogenen PBMC flUhrte. Somit
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konnte gezeigt werden, dass IDO nicht nur auf mRNA-Basis in den Zellen vor-
handen ist, sondern auch, dass die IDO exprimierenden Zellen die erwartete
Funktion ausltben. Es ist bekannt, dass die Proliferationshemmung der PBMC am
starksten bei den T-Zellen zu finden ist, wobei besonders stark CD8+ T-Zellen
betroffen sind (Forouzandeh et al. 2008, Qian et al. 2009). Aber auch fir CD4+ T-
Zellen konnte eine Proliferationshemmung durch die Expression von IDO gezeigt
werden, diese ist aber deutlich geringer ausgebildet, als bei CD8+ T-Zellen
(Forouzandeh et al. 2007, Qian et al. 2009). Vor kurzem konnte gezeigt werden,
dass auch B-Zellen, die mit IFNy behandelten MSC kultiviert wurden, in einen
Zellzyklusarrest und Apoptose verfallen (Maby-El Hajjami et al. 2009). Wie genau
die Wirkung von IDO auf die T- und B-Zellen erfolgt, ist bis jetzt weitestgehend
unverstanden. Es konnte aber ein Signalweg Uber general control non-
derepressible-2 (GCN2) identifiziert werden, der beim Auftreten von unbeladener
transfer-RNA, die hier durch Mangel an Tryptophan entstehen, angeschaltet wird
und zu Zellzyklus-Arrest, Differenzierung oder Apoptose in Abhangigkeit von
Zelltyp und initiilertem Stress flihren kann (Crosby et al. 2000, Harding et al. 2000,
Niwa und Walter 2000). Durch eine gleichzeitige Aktivierung von GCN2 und eine
Aktivierung des TCR auf T-Zellen wird in diesen eine Apoptose oder Anergie
ausgeldést (Munn et al. 2005), und somit mdglicherweise die Wirkung von IDO
ubertragen.

4.3 Untersuchung des Einflusses des Antikorpers gegen CD137
auf T-Zellen mithilfe DNA-Mikroarray-Analyse

Durch magnetische Zellsortierung isolierte T-Zellen wurden mit Hilfe der DNA-
Mikroarray-Analyse eingehender untersucht. Dabei konnten 110 hochregulierte
und 129 herabregulierte Gene identifiziert werden. WeiterflUhrende Analysen
wurden in dieser Arbeit mit 2 hochregulierten und 5 herabregulierten Genen
durchgeflihrt. Als durch den Antikérper gegen CD137 hochregulierte Gene
konnten Interleukin 17F (IL17F auch ML1) und chemokine CC motif ligand 20
(CCL20 auch MIP3a, SCAY20, LARC) identifiziert werden. Des Weiteren wurden
SLIT and NTRK-like family member 3 (SLITRKS), catenin (cadherin-associated
protein), delta 1 (CTNND1), ein EST mit Homologie zum Onkogen RAF1 (v-raf-1
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murine leukemia viral oncogene homolog 1) und pre-B-cell leukemia homeobox 1
(PBX1) als Gene identifiziert, die durch den Antikérper gegen CD137
herabreguliert wurden. Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist nicht besonders viel Uber das
Gen SLIT and NTRK-like family member 3 (SLITRK3) und sein Expressions-
verhalten bekannt. Die SLITRK-Protein-Familie besteht aus sechs Mitgliedern und
ihre Expression wurde bis jetzt als stark auf neurales Gewebe beschrankt
beschrieben (Aruga und Mikoshiba 2003). In diesem Zusammenhang wird der
Proteinfamilie die Kontrolle des Neuritenwachstums zugeschrieben (Aruga und
Mikoshiba 2003). Des Weiteren konnte eine Expression aller Familienmitglieder in
verschiedenen Gehirntumoren (z. B. Astrozytome, Glio- und Medullablastome)
festgestellt werden, wobei SLITRK3 dabei eine Sonderstellung in der Expression
zukommt (Aruga et al. 2003). Weder Uber eine Expression, noch tber eine mdg-
liche Funktion von SLITRK3 in aktivierten oder unaktivierten T-Zellen ist bis jetzt
etwas bekannt.

Catenin (cadherin-associated protein), delta 1 (CTNND1) ist ein wichtiger
Reaktionspartner von Cadherinen. Diese stellen eine Gruppe von Proteinen dar,
die fur die Vermittlung der Zelladhasion und Wachstumsinhibierung nach Zell-
kontakten verantwortlich sind (Takechi 1995). In Untersuchungen unterschied-
licher Zelllinien konnte gezeigt werden, dass Catenine flir die Stabilisierung von
Cadherin eine duBerst wichtige Rolle spielen (Davis et al. 2003, Ireton et al. 2002,
Xiao et al. 2003). Seine Funktion wird von CTNND1 durch Bindung von Rho-
GTPasen erzeugt, die dadurch in ihrer inaktiven Form gehalten werden
(Anastasiadis et al. 2000, Noren et al. 2000, Magie et al. 2002). Ein Ansatz, in
dem CTNND1 mittels RNA-Interferenz in Mausfibroblasten (NIH3T3-Zellen)
inaktiviert wurde, zeigte eine starke konstitutive Aktivierung von Rho, eine
Transformation der Zellen und den Verlust der Wachstumsinhibierung nach
Zellkontakt (Wildenberger et al. 2006). Auch in einem Mausmodell fir Hauttumore
konnte an konditionalen CTNND1-knockout Mausen eine anormale Super-
aktivierung von RhoA-GTPasen und somit eine Hyperaktivierung des Transkrip-
tionsfaktors NF-kB gezeigt werden (Perez-Moreno et al. 2008). Die Expression
von CTNND1-Isoformen konnte auf verschiedenen Non-Hodgkin-Lymphom-Zell-
linien und normalen Lymphozyten nachgewiesen werden (Wu et al. 2006). Mit der
Herabregulierung von CTNND1 durch den Antikdrper gegen CD137 sollte es auch

in T-Zellen Uber die Rho-GTPasen zu einer Aktivierung von NF-kB kommen. Wie
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bekannt ist kann es nach Kostimulation durch CD137 Uber TRAF2 zu einer
Aktivierung von NF-xB kommen (Karin und Lin 2002). Welche Signalkaskaden zu
einer Herabregulierung von CTNND1 flhren, ist nicht bekannt. Die Aktivierung von
NF-xB Uber diesen Mechanismus verstarkt moglicherweise wohl die durch TRAF2
erfolgte Aktivierung.

Das Gen v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 (RAF1) ist ein Mitglied
der MAP-Kinase-Familie, und somit entscheidend an Differenzierung, Proliferation,
Reparatur von DNA und Zelltod beteiligt. Durch die Aktivierung von RAF1 Uber
Ras wird im Weiteren dann der MEK/ERK-Weg durchlaufen. Neben RAF1
existieren zwei weitere Mitglieder der Ser/Thr-Kinase-Familie A-RAF und B-RAF.
Alle drei Isoformen werden unterschiedlich aktiviert, auBerdem bestehen quanti-
tative Unterschiede in ihrer Fahigkeit, MEK zu aktivieren (Marais et al. 1997).
Durch die Erzeugung von RAF1-knockout Mausen wird die Vermutung nahe
gelegt, dass RAF1 eher eine Apoptose inhibierende als eine Proliferation begln-
stigende Funktion besitzt. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass in RAF1-
negativen Zellen oder Mausen eine Aktivierung von ERK vorlag (Mikula et al.
2001). Auch durch andere Untersuchungen in Mausfibroblasten konnte gezeigt
werden, dass B-RAF hauptsachlich fur die Aktivierung durch den MEK/ERK-Weg
verantwortlich ist (Pritchard et al. 1995, Reuter et al. 1995). Somit kénnte auch
erklarbar sein, dass trotz einer Herabregulierung von RAF1 in T-Zellen durch die
Kostimulation Uber CD137 ein funktionstichtiger MEK/ERK-Signalweg durch-
schritten wird. In dieser Arbeit wurde ein EST (expressed sequence tag) von RAF1
als herabreguliert identifiziert. Dieses EST entspricht einem Intron des RAF1-
Gens, somit ist es mdglich, dass eine bis jetzt unbekannte Splicevariante durch
den Antikérper gegen CD137 reguliert wurde.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist das Gen pre-B-cell leukemia homeobox 1 (PBX1)
hauptsachlich fir die Bildung von verschiedenen Fusionsprodukten durch
chromosomale Rearrangements bekannt (Staege und Max 2009). So bildet PBX1
verschiedene Translokationen mit unterschiedlichen Partnern, z. B. mit EWSR1 in
Myoepitheliomen (Brandal et al. 2008) und mit TCF3 bei der akuten
lympoblastischen Leukamie (Carroll et al. 1984). Des Weiteren ist PBX1 an der
Entwicklung von GliedmaBen bei Maus, Huhn und Drosophila beteiligt (Mercader
et al. 1999). PBX1 spielt eine Rolle bei der Entwicklung und Funktion des
Pankreas bei Maus und Mensch, und die Stérung der PBX1-Aktivitat wird mit einer

96



Diskussion

Anfélligkeit fur Diabetes mellitus in Zusammenhang gebracht (Kim et al. 2002).
Uber die Expression und die mégliche Funktion von PBX1 in aktivierten oder
unaktivierten T-Zellen gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt keine Erkenntnisse. Far
dieses interessante Gen sollten aber weiterflhrende Untersuchungen fur die
Kostimulation bei der Aktivierung von T-Zellen durchgefihrt werden.

Durch den Einsatz des Antikérpers gegen CD137 kam es unter gleichzeitiger
Aktivierung Uber CD3 zu einer starken Heraufregulierung von CCL20 und IL17F.
Dies konnte auch durch weiterflUhrende unabhéngige Experimente bestétigt wer-
den. Mit CCL20 wurde ein Chemokin identifiziert, das mit hoher Wahrscheinlich-
keit eine entscheidende Rolle beim Trafficking und Homing von Lymphozyten und
dendritischen Zellen in die sekundaren Lymphorgane spielt, und eine bedeutende
Rolle fur das Ausreifen von Leukozyten einnimmt (Campbell et al. 1998, Cyster
1999, Sozzani et al. 1999). Fur CCL20 ist eine Expression in Mukosa, Leber,
Lunge, peripheren Lymphknoten, Thymus und PBMC bekannt (Rossi et al. 1997,
Hieshima et al. 1997, Tanaka et al. 1999). Der zugehérige Rezeptor CCR6 ist auf
unreifen dendritischen Zellen, sowie T- und B-Zellen zu finden (Power et al. 1997,
Liao et al. 1999, Krzysiek et al. 2000). Es konnte in einer Arbeit durch DNA-
Mikroarray-Analysen gezeigt werden, dass es zu einer Expression von CCL20 in
tber CD3 aktivierten und Uber CD28 kostimulierten T-Zellen kommt (Wang et al.
2008). Es existiert seit einiger Zeit die Annahme, dass CD28 und CD137 bei der
Aktivierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen wechselseitig agieren (Watts und
DeBenedette 1999). Somit kénnten sich beide Molekiile bei der Aktivierung von
CCL20 unterstiitzen. Uber die Funktion von CCL20 in T-Zellen ist bis jetzt nicht
viel bekannt. Es wird aber vermutet das durch die Expression dieses Chemokins
die proinflammatorische Immunantwort bei der Aktivierung unterstitzt wird und ein
Einfluss auf die Rekrutierung von T-Zellen und anderen Leukozyten zu Orten der
Inflammation erfolgt (Wang et al. 2008).

Als ein weiteres Gen, das durch die Stimulation tGber CD137 heraufreguliert
wurde, konnte IL17F identifiziert werden. Es gehért zu einer relativ neuen Zyto-
kinfamilie (enthalt auch die Mitglieder IL17A bis E) und wird von einer CD4+ T-
Zell-Population gebildet. Neben IL17F wird in TH17-Zellen auch der Rezeptor
CCR6 (Hirota et al. 2007) und das Chemokien CCL20 (Wilson et al. 2007)
exprimiert. Dieses konnte in der vorgelegten Arbeit auch als durch den Antikérper
gegen CD137 heraufreguliert identifiziert werden. Es ist aus einem Mausmodell
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bekannt, dass TNFo und IL6, neben TGFB1 und IL1j, an der Differenzierung von
TH17-Zellen beteiligt sind (Veldhoen et al. 2006). Wie schon bei den
Untersuchungen zur Expression von IDO in Tumorzellen gezeigt, kam es beim
Einsatz des Antikérpers gegen CD137 zu einer Sekretion von IL6 (4000-8000
pg/ml) und TNFa (30-120 pg/ml). Dies legt nahe, dass durch den Antikérper gegen
CD137 in einer reinen T-Zellpopulation der Grundstein flr die Differenzierung von
TH17-Zellen gelegt wird. Es ist weiterhin bekannt das TH17-Zellen bei
unterschiedlichsten Tumorerkrankungen wahrend der Tumorentwicklung erhdht in
der ndheren Umgebung des Tumors anzutreffen sind: z. B. beim Prostatakarzinom
(Steiner et al. 2003, Sfanos et al. 2008, Derhovanessian et al. 2009),
Mammakarzinom (Horlok et al. 2009), Myelom (Dhodapkar et al. 2008), Melanom
(von Euw et al. 2009), Ovarialkarzinom (Miyahara et al. 2008, Kryczek et al. 2009),
Nierenzellkarzinom (Inozume et al. 2009), Kolonkarzinom (Le Gouvello et al.
2008), der akuten myeloischen Leukamie (Wrobel et al. 2003), dem
Magenkarzinom (Zhang et al. 2008) und B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (Yang et
al. 2009). Es ist bekannt, dass IL17A an der Induktion von VEGF in Fibroblasten,
vaskulare Endothelialzellen und Mausmakrophagen beteiligt ist (Honorati et al.
2006, Takahashi et al. 2005, Jeon et al. 2007) und somit flr die Induktion von
Angiogenese verantwortlich gemacht werden kann. Fur IL17F hingegen konnte
eine Hemmung der Angiogenese von vaskularen Endothelialzellen gezeigt werden
(Starnes et al. 2001). Die Unterstiitzung der Angiogenese stellt einen Protumor-
faktor dar, da somit Tumorzellen in ihrem Wachstum und ihrer Verbreitung unter-
stitzt werden kénnten. FUr die Mitglieder der IL17-Zytokinfamilie sind auch Anti-
tumoreigenschaften bekannt, so konnte in einem Mausmodell gezeigt werden,
dass sie besser die Eliminierung etablierte Tumore vermitteln kdnnen als TH1-T-
Zellen (Muranski et al. 2008). Auch in der hier vorgelegten Arbeit konnte in einer
MLTC (gemischten Lymphozyten/Tumorzell-Kultur) gezeigt werden, dass es durch
Zugabe von IL17F zu einer signifikanten Reduktion der Tumorzellen und zu einer
signifikant stérkeren Proliferation der zugesetzten PBMC kam. Diese Reaktion
wird ermoglicht, da TH17-Zellen anscheinend dazu beféhigt sind, in auBer-
gewoOhnlichem MaBe CD8+ T-Zellen zu aktivieren (Benchetrit et al. 2002, Martin-
Orozco et al. 2009) und dendritische Zellen in Tumorbereiche zu rekrutieren
(Martin-Orozco et al. 2009). Es wird vermutet, dass letzteres tiber CCL20 erfolgt.
Bei der anschlieBenden Analyse, ob IL17F einen mdoglichen Faktor bei der
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Inhibierung der IDO-Expression in Tumorzellen durch den Antikdrper gegen
CD137 darstellt, wurde die Expression von IDO durch den Einsatz von IL17F nicht
gesenkt. Die Funktion von TH17-Zellen kommt nur in Gegenwart von
ausreichenden Mengen IFNy zum tragen (Muranski et al. 2008), welches ja, wie
festgestellt, zur Expression von IDO fihrt.

Zusammengefasst konnte mithilfe der DNA-Mikroarrayanalyse das Zytokin IL17F
als ein Gen identifiziert werden, das durch eine Stimulation Uber CD137 in akti-
vierten T-Zellen stark exprimiert wurde und welches zur Verstarkung Ewing-

Tumor-gerichteter Immunantworten mdéglicherweise geeignet erscheint.

4.4 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch die Gabe von IL2 zu PBMC
und raumlich getrennten Tumorzellen in den Tumorzellen zu einer Expression des
immunsupprimierenden Enzyms IDO kommt. Zu dieser Expression kam es durch
eine IFNy-Produktion der PBMC nach der IL2-Stimulation. Die Literatur bestati-
gend zeigte sich ebenfalls, dass diese IDO exprimierenden Tumorzellen dazu
beféhigt waren, die Proliferation von zugesetzten PBMC zu hemmen. Seit
geraumer Zeit kommt die IL2-Hochdosistherapie bei unterschiedlichsten Tumor-
erkrankungen zum Einsatz, z. B. beim metastasierenden Melanom (Atkins et al.
1999, Guirguis et al. 2002, Smith et al. 2008) und beim metastasierenden
Nierenzellkarzinom (Guirguis et al. 2002, Klapper et al. 2008). Diese ist meist nur
in geringem MaBe wirksam. So zeigten nur 6 bis 13% der Patienten eine
vollstdndiges und 10 bis 12% eine partielles Ansprechen (Atkins et al. 1999,
Guirguis et al. 2002, Smith et al. 2008, Klapper et al. 2008). Diese unbefrie-
digenden Reaktionen kénnten mit einer Induktion der IDO-Expression in den vor-
handenen Tumorzellen der Patienten zusammenhangen. Da durch den Einsatz
des Antikérpers gegen CD137 bei geringen Dosen IL2 nicht immer eine Abnahme
der IDO-Expression zu erzielen war, und bei hohen Dosen die Expression von
IDO auch noch erhéht wurde, sollte bei einer Therapie mit IL2 eher ein Hemmstoff
gegen IDO eingesetzt werden. Fir IDO konnten in vitro und in vivo unterschied-
liche Inhibitoren erfolgreich identifiziert werden. Der bekannteste und zurzeit am
meisten genutzte Inhibitor fur IDO ist 1-Methyl-Tryptophan (Friberg et al. 2001,
Hou et al. 2007, Scott et al. 2009). Seit einiger Zeit wird intensiv nach weiteren
Inhibitoren gesucht. So konnte auch fir den Bitterstoff Curcumin (Novak Kujundzic
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et al. 2008) und das Phytoalexin Brassinin (Banerjee et al. 2008) eine Inhibition
von IDO in Tumorzellen gezeigt werden. Eine Kombination von IL2-Hochdosis-
therapie und passendem IDO-Inhibitor kénnte zu einer besseren Therapieform fur
verschiedene Krebserkrankungen werden.

Mithilfe der DNA-Mikroarray-Technologie konnte mit IL17F ein interessantes
Zytokin identifiziert werden. Die in dieser Arbeit gezeigte Reduktion des
Tumorwachstums und die gestéarkte Proliferation von PBMC durch IL17F konnte
auch schon in einem Xenotransplantationsmodell fir Hepatokarzinome in
Nacktmausen gezeigt werden (Xie et al. 2009)”. Somit stellt IL17F ein interes-
santes neues Zytokin fir die Immuntherapie dar. Ob die Anwendung von IL17F
(oder die oben genannte Anwendung von IDO-Inhibitoren) fir die Behandlung von
Ewing-Tumoren erfolgreich eingesetzt werden kann und die noch immer schlechte
Prognose gerade flur Patienten mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien verbessern
kann, bedarf weiterer Untersuchungen, beispielsweise in geeigneten Xenotrans-
plantationsmodellen.

7 Originalartikel in chinesisch, Zitat an Abstrakt angelehnt.
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5 Zusammenfassung

Die Aktivierung der T-Zelle ist ein mehrstufiger Prozess, welcher mit der Adhasion
zwischen T-Zelle und antigenprasentierender Zelle (APC) beginnt. Das darauf
folgende erste Signal wird durch die Interaktion eines Komplexes aus dem
antigenen Peptid und Molekilen des Haupthistokompatibilitats-Komplexes der
APC und dem T-Zell-Rezeptor der T-Zelle vermittelt. Fir eine vollstandige
Aktivierung der T-Zelle muss nun das kostimulatorische Signal folgen. Ein solches
Signal kann durch die Aktivierung Uber das kostimulatorische Molekul CD137
durch seinen Liganden CD137L erfolgen. Nach der Interaktion zwischen Rezeptor
und Ligand kommt es zur Aktivierung, Proliferation und zum gesteigerten
Uberleben der T-Zelle.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur Bedeutung des
CD137/CD137L-Systems am Beispiel Ewing-Tumor-gerichteter Immunantworten
durchgefihrt. Durch Genexpressionsanalysen und Durchflusszytometeranalysen
wurde die Abwesenheit von CD137L auf den verwendeten Ewing-Tumorzellen
belegt. Zugleich konnte die Expression von CD137 in einigen Monozyten, in
Makrophagen und dem anaplastisch groBzelligen Lymphom aufgezeigt werden.
Der Ligand konnte hauptsachlich in lymphoblastoiden Zellen nachgewiesen
werden. Als eine Besonderheit konnte die divergente Verteilung beider Faktoren in
verschiedenen Hodgkin-Lymphom-Zelllinien aufgezeigt werden. Die Expression
von CD137 Kkorrelierte hierbei mit der Expression weiterer T-Zellmarker,
insbesondere von Interleukin 26.

Im Weiteren wurde ein in vitro-System zur Analyse des Einflusses von CD137 auf
die T-Zell-Aktivierung genutzt. Hierbei wurde die Expression des immunsupprimie-
renden Enzyms IDO in Ewing-Tumor-Zellen analysiert. Es zeigte sich teilweise
eine Hemmung der IDO-Induktion durch Antikérper gegen CD137. Dabei konnte
eine eindeutige Abhangigkeit zwischen IDO-Expression in den eingesetzten
Tumorzellen und INFy-Sekretion durch IL2 stimulierte PBMC gezeigt werden. Eine
direkte Abhangigkeit zwischen der Stimulation mit dem Antikérper gegen CD137
und der Hemmung der IDO-Expression konnte hingegen nicht bestatigt werden.
Bei der Analyse der Induktion der Expression von IDO durch IFNy, konnte diese

bevorzugt in Zelllinien mit Ursprung im mesenchymalen Stitzgewebe oder im
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ekto- und entodermalen Epithelgewebe gezeigt werden. Erstmals konnte dabei die
Expression von IDO in verschiedenen Ewing-Tumor-Zelllinien nach Inkubation mit
IFNy gezeigt werden. Die IDO-exprimierenden Ewing-Tumor-Zellen hatten hierbei
auch die Fahigkeit die Proliferation von PBMC zu hemmen. Hingegen wiesen
Tumorzellen mit Ursprung im lymphatischen Gewebe oder in blutbildenden
Organen keine Expression von IDO nach Stimulation mit IFNy auf.

Das Zytokin IL17F konnte durch eine Stimulation Gber CD137 als stark exprimiert
mithilfe der DNA-Mikroarray-Analyse identifiziert werden. Eine weitergehende
Analyse zeigte, dass es durch Einsatz des Zytokins in der gemischten
Lymphozyten/Tumorzellkultur zu einer Reduktion von Tumorzellen und zu einer
starken Proliferation von PBMC kam.

Zusammengefasst konnten in dieser Arbeit mit IDO und IL17F zwei neue
Angriffspunkte fir die mogliche Immuntherapie von Ewing-Tumoren gefunden
werden, welche zumindest teilweise durch Antikdrper mit Spezifitat fir CD137

moduliert werden kénnen.
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7 Anhang

7.1 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Genbezeichnungen

In der folgenden Tabelle wurden Genklrzel zusammengestellt, welche in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Neben dem Genkirzel wurde die Gen-
Identifikationsnummer der Entrez-Datenbank (GenlD) und Identifikationsnummer
der Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)-Datenbank aufgeflhrt. Es
wurden Gene, deren Abklrzungen nur in Expressionsbildern und tabellarischen
Zusammenstellungen auftauchen, hier aus Platzgriinden nicht aufgefthrt.

Abkiirzung | GenlD | OMIM Bezeichnung (Synonyme) deutsche/andere
APAF1 317 602233 | apoptotic peptidase activating factor 1

APO-1 355 134637 | apoptosis antigen 1 (FAS, TNFRSF6)

APO-3 8718 603366 | apoptosis inducing receptor 3 (TNFRSF25, DR3)
APRIL 8741 604472 | a proliferation inducing ligand (TNFSF13)

APT1LG1 |356 134638 | apoptosis (APO-1) antigen ligand 1 (FASL, TNFSF6)
A-RAF 369 311010 | v-raf murine sarcoma 3611 viral oncogene homolog
ATF1 466 123803 | activating transcription factor 1

BAFF 10673 | 603969 | B-cell activating factor (TNFSF13B)

BAFFR 115660 | 606269 | B cell-activating factor receptor (TNFRSF13C)

BAGE 574 605167 | B melanoma antigen

BCL2 596 151430 | B-cell CLL/lymphoma 2

BCL2L1 598 BCL2-like 1 (Bcl-X)

BCMA 608 109545 | B cell maturation antigen (TNFRSF17, BCM)

BDNF 627 113505 | brain-derived neurotrophic factor

B-RAF 673 164757 | v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
BTLA 151888 | 607925 | B and T lymphocyte associated

CASP8 841 601763 | caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
CCL20 6364 601960 | chemokine (C-C motif) ligand 20 (MIP-3a, SCAY20, LARC)
CCND1 595 168461 | Cyclin D1

CCR6 1235 601835 | chemokine (C-C motif) receptor 6 (CD196, DCR2)
CD134 7293 600315 | cluster of differentiation 134 (TNFRSF4, OX40)
CD134L 7292 603594 | cluster of differentiation 134 ligand (TNFSF4, OX40L)
CD137 3604 602250 | cluster of differentiation 137 (TNFRSF9, 4-1BB)
CD137L 8744 606182 | cluster of differentiation 137 ligand (TNFSF9, 4-1BBL)
CD14 929 158120 | cluster of differentiation 14

CD15 2526 104230 | cluster of differentiation 15 (FUT4)

CDh2 914 186990 | cluster of differentiation 2 (SRBC)

CD20 931 112210 | cluster of differentiation 20 (MS4A1, B1)

CD21 1380 120650 | cluster of differentiation 21 (CR2)

CD25 3559 147730 | cluster of differentiation 25 (IL2RA)

CDh27 939 186711 | cluster of differentiation 27 (TNFRSF7, S152)

CD27L 970 602840 | cluster of differentiation 27 ligand (TNFSF7, CD70)
CD28 940 186760 | cluster of differentiation 28

CD30 943 153243 | cluster of differentiation 30 (TNFRSF8, Ki-1)

CD30L 944 603875 | cluster of differentiation 30 ligand (TNFSF8, CD153)
CD4 920 186940 | cluster of differentiation 4
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Abklirzung | GenIlD | OMIM Bezeichnung (Synonyme) deutsche/andere

CD40 958 109535 | cluster of differentiation 40 (TNFRSF5)

CD40L 959 300386 | cluster of differentiation 40 ligand (TNFSF5, CD154)

CD69 969 107273 | cluster of differentiation 69

CD80 941 112203 | cluster of differentiation 80 (B7.1)

CD86 942 601020 | cluster of differentiation 86 (B7.2)

CFLAR 8837 603599 | CASP8 and FADD-like apoptosis regulator (c-FLIP)

c-1AP1 329 601712 | cellular inhibitor of apoptosis 1 (BIRC2)

c-1AP2 330 601721 | cellular inhibitor of apoptosis 2 (BIRC2)

CREB1 1385 123810 | cAMP responsive element binding protein 1

CREB3L1 [90993 |--- CcAMP responsive element binding protein 3-like 1

CREB3L2 [64764 |608834 | cAMP responsive element binding protein 3-like 2

CTLA-4 1493 123890 | cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4

CTNND1 1500 601045 | catenin (cadherin-associated protein), delta 1

DCRS3 8771 603361 | decoy receptor 3 (TNFRSF6B)

DDIT3 1649 126337 | DNA-damage-inducible transcript 3

DR6 27242 605732 | death receptor 6 (TNFRSF21)

E6 1489078 | --- E6 transforming protein [ Human papillomavirus type 16 ]

E7 1489079 | --- E7 transforming protein [ Human papillomavirus type 16 ]

EDA 1896 300451 | ectodysplasin A

EDA2R 60401 300276 | ectodysplasin A2 receptor (TNFRSF27)

EDAR 10913 | 604095 | ectodysplasin A receptor

EGFR 1956 131550 | epidermal growth factor receptor

ERG 2078 165080 | ETS related gene

ETV1 2115 600541 | ETS variant 1

ETV4 2118 600711 | ETS variant 4

EWSR1 2130 133450 | Ewing sarcoma breakpoint region 1

FEV 54738 607150 | fifth Ewing variant

FLI 2313 193067 | Friend leukemia virus integration 1

GAGE1 2543 300594 | G antigen 1

GCN2 440275 | 609280 | general control non-derepressible-2
lucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related

GITR 8784 | 603905 | 2 0 TNFRSF1) i
lucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related

GITRL  |8995  |603898 | 7 00 ) ond (TNFSF18) P

GM-CSF 1437 138960 | granulocyte-macrophage colony stimulating factor

HER2/neu |2064 164870 | (ERBB2, NEU, HER2)

HVEM 8764 602746 | herpesvirus entry mediator (TNFRSF14, LIGHTR)

ICOS 29851 604558 | inducible T-cell co-stimulator

IDO 3620 147435 | indoleamine 2,3-dioxygenase (INDO)

IDO2 169355 | 612129 |indoleamine 2,3-dioxygenase 2 (INDO2, INDOL1)

IFNy 3458 147570 | gamma Interferon

IL10 3586 124092 | interleukin 10

IL15R 3601 601070 | interleukin 15 receptor

IL17A 3605 603149 | interleukin 17A (IL17, CTLAS8)

IL17F 112774 | 606496 | interleukin 17F (ML1)

IL1R1 3554 147810 | interleukin 1 receptor, type |

IL1R2 7850 147811 | interleukin 1 receptor, type Il

IL2 3558 147680 | interleukin 2

IL26 55801 605679 | interleukin 26

IL4 3565 147780 | interleukin4

IL6 3569 147620 | interleukin 6 (BSF2, HGF)

IL6R 3570 147880 | interleukin 6 receptor

IL7R 3575 146661 | interleukin 7 receptor
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Abklirzung | GenIlD | OMIM Bezeichnung (Synonyme) deutsche/andere
KYNU 8942 605197 | Kynureninase
LFA-2 914 186990 | lymphocyte-function antigen-2 (CD2)
LIGHT 8740 604520 | ligand for herpesvirus entry mediator (TNFSF14)
LIPI 149998 | 609252 | lipase, member |
LTa 4049 153440 | lymphotoxin alpha (TNFSF1)
LTBR 4055 600979 | lymphotoxin beta receptor (TNFRSF3, TNFCR)
MAGEA1 4100 300016 | melanoma antigen family A 1
MUCH1 4582 158340 | Mucin 1
NCAM 4684 116930 | neural cell adhesion molecule

nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-
NFATC2 4778 600490 | oo ) yiop
NGF 4803 162030 | nerve growth factor (beta polypeptide)
NGFR 4804 162010 | nerve growth factor receptor (TNFRSF16, CD271)
NR4A3 8013 600542 | nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3
NT3 4908 162660 | neurotrophin 3 (NGF2, NTF3)
NT4 4909 162662 | neurotrophin 4 (NTF4)
OPG 4982 602643 | osteoprotegerin (TNFRSF11B)
p53 7157 191170 |(TP53)
PATZA 23598 | --- POZ (BTB) and AT hook containing zinc finger 1
PBX1 5087 176310 | pre-B-cell leukemia homeobox 1
POUS5F1 5460 164177 | POU class 5 homeobox 1
RAF1 5894 164760 | v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1 (c-RAF)
RANK 8792 603499 | receptor activator of nuclear factor-kappa B (TNFRSF11A)
RANKL 8600 602642 | receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (TNFSF11)
SLITRK3 22865 | 606979 | SLIT and NTRK-like family, member 3
SP3 6670 601804 | specificity protein 3 transcription factor
TACI 23495 | 604907 z‘CraDnszr;;embrane activator and CAML interactor (TNFRSF13B,
TAF15 8148 601574 | TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 68kDa
TAJ 55504 | 606122 | toxicity and JNK inducer (TNFRSF19, TRQOY)

transcription factor 3 (E2ZA immunoglobulin enhancer bindin
TCF3 6929 147141 | o Ea7) (EzA(\, ey J
TDO 6999 191070 | Tryptophan-2,3-dioxygenase
TGFa 7039 190170 | transforming growth factor, alpha
TGFB 7040 190180 | transforming growth factor, beta
TNF 7124 191160 | tumor necrosis factor (TNFSF2, TNF )
TNF-R 7132 191190 | tumor necrosis factor receptor (TNFRSF1A, TNFR1)
TNF-R-II 7133 191191 | tumor necrosis factor receptor 2 (TNFRSF1B, TNFR2)
TRAF2 7186 601895 | TNF receptor-associated factor 2
TRAIL 8743 603598 | TNF-related apoptosis inducing ligand (TNFSF10, CD253)
TRAILR1 8797 603611 I;'Igl:;re/ated apoptosis inducing ligand receptor 1 (TNFRSF10A,
TRAILR2 | 8795 603612 ;’Ig;re/ated apoptosis inducing ligand receptor 1 (TNFRSF10B,
TRAILR3 8794 603613 I73'glc-':-1n)5'lated apoptosis inducing ligand receptor 1 (TNFRSF10C,
TRAILR4 8793 603614 I73'glc-':-2n)5'lated apoptosis inducing ligand receptor 1 (TNFRSF10D,
TWEAK 8742 602695 | TNF-related WEAK inducer of apoptosis (TNFSF12A)
TWEAKR |51330 605914 | TWEAK receptor (TNFRSF12A)
TYR 7299 606933 | Tyrosinase
WTH 7490 194070 | Wilms tumor 1
ZNF384 171017 | 609951 | zinc finger protein 384
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7.2 Heraufregulierte Gene nach Inkubation von T-Zellen mit
CD137-spezifischen Antikorpern

Angegeben sind die hochexprimierten Gene nach Stimulation mit Antikdrper
gegen CD3 und Antikérper gegen CD137, im Vergleich zur Stimulation mit
Antikérper gegen CD3 und einer Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem
Kontroll-Antikérper. Dargestellt ist die Affymetrix-Sondensatz-ldentifikations-
nummer (HG U133Plus 2.0), die Genbezeichnung, sowie die Signalintensitaten flr
die 3 Ansatze:

Stimulation mit Antikérper gegen CD3 (1)

Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikdrper (2)

Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und Antikérper gegen CD137 (3)

Sondensatz Gen 1 2 3
1556444 a_at 42 32 150
1556494 at 16 22 108
1556748 x_at 41 45 154
1556909 _at 9 18 126
1561107_at 46 50 118
1568804 _at 60 35 127
1570068_at 76 31 177
212889 x_at 20 20 106
213114 _at 89 83 198
216446 _at 31 25 127
217129 at 17 12 102
226997 at 48 60 129
230279 at 129 157 361
234773 x_at 29 36 188
239774 at 33 29 105
240124 at 26 41 118
241431 _at 48 40 115
243034 _at 14 30 105
1569102_at ABCA4 48 23 119
208237 _x_at ADAM22 65 49 164
216743 _at ADCY6 29 18 115
204498 s _at ADCY9 32 31 126
207193 _at AGRP 50 24 116
1562261 _at AMZA 36 35 100
221134 _at ANGPT4 64 31 131
222013 x_at APP 66 47 158
224204 x_at ARNTL2 107 9 225
218832 x_at ARRBH1 23 34 115
221161_at ASCL3 8 31 126
208260 _at AVPR1B 55 51 121
212849 at AXIN1 20 115 312
231243 s_at BHLHB3 53 35 108
219556 _at C160rf59 95 59 194
209573 s _at C18orf1 20 38 114
229856 _s_at Clorf128 63 54 132
205654 at C4BPA 41 36 123
239417 x_at Coeorfs52 32 44 106
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Sondensatz Gen
224987 at C6orf89 271 254 581
1557867 _s_at C9orf117 68 47 156
205476 _at CCL20 58 55 257
205685 at CD86 86 75 175
222504 s _at COX4NB 16 45 105
224668 at DBNDD2 117 69 249
239310 _at DDB2 31 24 123
1553839 at DKFZp761B107 50 52 147
208725 at EIF2S2 39 19 111
219432 at EVC 85 35 175
234414 at FAM22F 48 36 117
222267 at FLJ14803 108 106 244
218272 _at FLJ20699 51 40 152
1564295_at FLJ25917 14 57 113
208748 s_at FLOT1 36 29 137
221759 at G6PC3 47 33 166
1570276_a_at GATA4 49 50 102
215595 x_at GCNT2 41 58 194
207825 s _at GHRHR 40 37 164
1555765 a_at GNG4 19 60 157
206933 _s_at H6PD 64 28 147
235458 at HAVCR2 19 18 171
214537 _at HIST1H1D 32 30 156
208496 x_at HIST1H3G 15 20 102
234408 at IL17F 36 3 103
1552749 a_at KLC3 45 79 175
229013 _at LOC145783 183 139 402
229581 at LOC392617 /// LOC641904 90 91 275
1561335_at LOC440602 56 38 164
229096 _at LOC440895 32 16 118
242704 at LOC55565 38 32 138
235359 at LRRC33 180 171 376
204952 at LYPD3 46 56 113
200835_s_at MAP4 108 75 222
206904 at MATN1 85 81 196
210843 _s_at MFAP3L 20 33 113
225316 _at MFSD2 65 72 191
221936 _x_at MRPL41 70 25 172
1557690_x_at NPAS2 34 27 142
209262 _s_at NR2F6 33 7 115
218359 at NRSN2 41 38 176
211691 _x_at OAZA 38 88 208
208520 _at OR10H3 32 40 105
203154 s _at PAK4 82 88 247
203859 s _at PALM 33 53 111
204746 _s_at PICK1 42 17 121
218828_at PLSCR3 341 356 721
203735 x_at PPFIBP1 194 123 391
211748 x_at PTGDS 86 78 240
1556540 a_at RAI1 42 41 155
226772 _s_at SAP30L 53 39 125
226022 at SASHH1 98 97 201
205725 at SCGB1A1 44 40 115
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Sondensatz Gen
213464 at SHC2 37 39 107
209402 _s_at SLC12A4 83 118 285
237618 at SLC25A37 38 44 109
234291 s at SLC6A20 38 13 115
231324 at SMARCB1 57 44 146
237795 s _at SP2 59 63 133
219389 at SUSD4 96 64 263
210537 _s_at TADA2L 48 46 129
216128 at TBCD 28 52 121
227642 _at TFCP2L1 34 18 112
223659 at TMPRSS13 36 40 109
217853 at TNS3 34 41 101
240454 at TTC7A 21 47 106
1562232_at ZNF37A 44 44 166
232367 _x_at ZNF598 53 37 152
219047 _s_at ZNF668 91 26 189
220242 x_at ZNF701 207 172 426
219781 s_at ZNF771 37 29 121
1554445 at ZNF85 15 9 102

7.3 Herabregulierte Gene nach Inkubation von T-Zellen mit
CD137-spezifischen Antikorpern

Angegeben sind die herabregulierten Gene nach Stimulation mit Antikérper gegen
CD3 und Antikérper gegen CD137, im Vergleich zur Stimulation mit Antikdrper
gegen CD3 und einer Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-
Antikérper. Dargestellt ist der Affymetrix-Sondensatz-ldentifikationsnummer (HG
U133Plus 2.0), Genbezeichnung, sowie die Signalintensitaten fiir die 3 Ansatze:
Stimulation mit Antikérper gegen CD3 (1)
Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und einem Kontroll-Antikdrper (2)
Stimulation mit Antikérper gegen CD3 und Antikérper gegen CD137 (3)

Sondensatz Gen 1 2 3
239235 _at 426 407 40
238904 _at 266 221 31
239360 _at 204 173 28
235999 at 1047 1799 189
244373 _at 366 352 66
234171 _at 173 211 39
1566498_at 152 168 36
217135 x_at 185 200 46
229968 at 191 195 50
240393_at 251 202 74
229879 at 160 177 48
237772_at 266 348 80
234885 _at 212 210 64
240737 _at 201 327 62
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Sondensatz Gen
1556250_at 226 214 72
1562476 _at 252 201 81
1561561 _x_at 213 232 69
231818_x_at 226 175 75
238181 _at 159 158 61
234033_at 218 257 84
1564490_at 162 159 65
239801 _at 227 189 93
1566446_at 473 522 198
241012_at 180 255 76
233427 x_at 398 587 172
233218 at 151 167 66
244157 x_at 181 209 81
237199 at 170 199 79
231207 _at 206 223 96
203812 _at 196 219 91
1562810_at 163 163 78
236375 at 197 234 94
215385 at 796 1022 381
231203 _at 392 516 188
242526 at 195 211 94
244431 _at 223 299 108
236569 _at 272 294 131
1556107_at 412 655 204
244464 at 164 276 82
203504 s _at ABCAT1 161 170 75
223781 x_at ADH4 463 425 138
220989 s _at AMN 211 180 39
214070_s_at ATP10B 207 205 62
1565763_at C130rf33 282 251 46
208109 _s_at C150rf5 157 154 66
1570070_at C200rf160 430 359 150
1553204 _at C200rf200 429 421 166
230457 at C6orf35 233 245 112
1554202 _x_at CABP4 520 715 233
229468 at CDK3 803 942 342
221541 at CRISPLD2 214 191 82
1557944 s_at CTNND1 221 221 99
205927_s_at CTSE 179 171 78
223421 at CYHRH1 191 332 94
225488_at DERLA1 184 170 69
241748 x_at DGCR14 278 202 100
1563947 a_at ERC1 214 274 101
1565775_at FAM38B 156 182 70
1563674 _at FCRL2 329 338 164
210973 _s_at FGFR1 395 436 159
228832_at FLJ20021 234 275 115
217280 _x_at GABRAS5 /// LOC727729 156 200 77
219085 _s_at GEMIN7 164 151 60
223862 _at GHRL 151 225 69
208000_at GML 166 245 83
235851_s_at GNAS 211 256 65
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Sondensatz Gen
1553067_a_at GNRHR2 201 177 52
220936_s_at H2AFJ 174 179 84
216495 x_at IVD 256 251 107
224775 at IWS1 224 193 88
211304 x_at KCNJ5 159 172 59
220782_x_at KLK12 179 187 70
206124 s _at LLGL1 154 177 62
1560278 _at LOC221122 167 237 76
1565728 _at LOC284630 157 153 32
237163 _x_at LOC390705 241 219 94
1568640_at LOC400960 189 180 46
231696 _x_at LOC654779 216 366 93
229678 at LOC728431 190 192 78
1570541_s_at LOC729936 150 158 38
1566456_at LOC729988 331 385 120
1563007_at LOC730217 200 209 97
233483 at LOC96597 190 170 81
229195 at MESP1 257 240 63
1553688 _at METTL6 154 168 45
1552698_at MGC16703 170 211 46
205614 x_at MSTH1 275 259 105
231338 _at NUT 347 321 99
216522_at OR2B6 177 167 82
1556929 at PAPOLG 301 528 144
212151_at PBX1 180 207 50
1565845 at PDXDC2 152 164 28
220041 _at PIGZ 168 194 55
228823 _at POLR2J2 165 164 41
213847 _at PRPH 172 184 83
1552348 _at PRSS33 236 216 35
205911_at PTHR1 157 186 78
207330_at PzZP 261 293 98
206753_at RDH16 270 178 44
215922 at REPSH1 231 333 115
1559714 _at RGR 274 200 30
228405 _at RHPN1 153 211 71
233203 _at ROPN1 151 190 74
216162_at SBNO1 158 186 53
238406 _x_at SEZ6L2 207 209 98
237106_at SLC11A2 237 371 114
211112_at SLC12A4 192 225 68
228836 _at SLC25A35 245 197 65
209453 at SLC9A1 295 177 55
206732_at SLITRK3 175 165 67
216629 at SRRM2 157 169 78
204701_s_at STOMLA1 220 184 46
1553555 _at TAS2R38 288 160 41
205313 _at TCF2 208 214 90
241918_at TMEM16G 233 215 102
205347 _s_at TMSLS8 207 307 96
205793 x_at TNKA1 322 309 105
215345 x_at TRGV7 320 250 28
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Sondensatz Gen
214529 at TSHB 207 185 81
235815 at TSHZz2 204 224 76
207126 _x_at UGT1A4 165 185 78
206922 _at VCY ///VCY1B 200 271 92
1553373 _at WDR64 158 155 67
1562026_at WNK2 182 182 67
218606_at ZDHHC7 2238 2407 925
229140 _at ZNF579 215 208 88
234575 _at ZNF71 223 231 34
213542 at ZNF710 211 346 78
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