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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Krebserkrankungen sind die zweithdufigste Todesursache nach den Erkrankungen des
Kreislaufsystems. Krebs beinhaltet eine Funktionsstorung in den Regulationsmechanismen
der Zelle, die zu unkontrolliertem Wachstum und beschleunigter Reproduktion der Zelle
fiihrt. Die geschétzte Zahl an Neuerkrankungen pro Jahr wird in Deutschland mit 162.900
Erkrankungsféllen bei Ménnern und 173.200 bei Frauen angegeben (Krebsatlas Deutschland,
DKFZ; 1999). Eine gezielte und sichere Vernichtung aller Krebszellen in einem Patienten ist
besonders in fortgeschrittenen Stadien mit den herkdmmlichen Therapie-Ansétzen bislang nur

schwer mdglich und geht meist iiber palliative Therapien nicht hinaus.

1.1 Kutane Lymphome

Primir kutane Lymphome, die auf dermatotrope T- oder B-Zellen zuriickzufiihren sind, treten
als lymphoproliferative Erkrankungen sehr unterschiedlicher morphologischer und klinischer
Ausprigung und Prognose auf (Burg et al 1984; Sterry et al 1997). Eine Metastasierung in
Lymphknoten und innere Organe kann in fortgeschrittenen Stadien auftreten. Die aktuelle
Klassifizierung primar kutaner Lymphome der EORTC (European Organization for Research
and Treatment of Cancer) orientiert sich primdr an der immunologisch charakterisierten Zelle
(T-/B-Zelle), sekundir an den Wachstumseigenschaften (follikuldr/diffus) und zuletzt am
Malignititsgrad (indolent/aggressiv) (Willemze et al 1997). Kutane Lymphome (CL) treten
meist erst im hoheren Lebensalter auf (Glass et al 1998) und sind mit einer jdhrlichen
Inzidenz von 0,5-1/100 000 (Weinstock & Horm 1988; Kempf et al 2001) extrem selten,
wobei Méanner zweimal so hdufig betroffen sind wie Frauen (Jahn et al 1998a). Kutane T-Zell
Lymphome (CTCL) sind mit 65% neben den kutanen B-Zell Lymphomen (CBCL) mit 25%
die am héufigsten vertretenen Non-Hodgkin Lymphome (Burg et al 1994).

1.1.1 Kutanes T-Zell Lymphom (CTCL)

Das CTCL, eine periphere T-Zell Neoplasie, wird durch eine Vielzahl von Ausprigungen
vertreten, die zumeist die maligne Proliferation von CD4+ Ty2-Zellen gemeinsam haben
(Dummer et al 1996). Das CTCL ist eine sehr heterogene Erkrankung mit vielen Entitdten.
Dazu gehdren die Mycosis fungoides (MF), das Sézary Syndrom (SS), die pagetoide
Retikulose (Woringer-Kolopp), die lymphomatoide Papulose, das CD8 positive T-Zell-

Lymphom, das kutane -elastolytische Lymphom (,,Granulomatous slack skin“), das
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grofzellige CD30 positive (Ki-1) und das CD30 negative T-Zell Lymphom. Das CD30
negative CL und das angiozentrische Lymphom stellen eine sehr aggressive Form dar

(Connors et al 2002).
Mycosis fungoides (MF)

Die Mycosis fungoides ist die hiufigste Form des CTCL und bisher schwer zu therapieren,
progrediert jedoch sehr langsam (Weinstock & Horm 1988). MF Zellen weisen eine
charakteristische zerebrieforme Morphologie auf und sind CD4", CDw29", CD2", CD3"
CD45RO" und CD30™ (Burg et al 1997; Slater 1991; Sterry et al 1997). Die MF durchléuft in
der Regel in einem Zeitraum von 5 bis 20 Jahren drei Stadien: das Ekzemstadium, das
Plaquestadium und das Tumorstadium, in welchem charakteristische pilzartige

Hauteffloreszenzen auftreten.

Das Ekzemstadium ist charakterisiert durch leicht atrophische, unterschiedlich grof3e,
flichige, ekzemdhnliche Herde. Durch Infiltration dieser Herde im Plaquestadium werden die
Lisionen dicker, wobei in den Herden scharf begrenzte Flichen gesunder Haut bestehen
bleiben konnen (Sterry et al 1997). Das Tumorstadium wird in der Regel erst nach
mehrjdhrigem Krankheitsverlauf erreicht. Dieses Stadium kennzeichnen multiple bldulich-
braunliche Tumore mit Tendenz zur Ulzeration, und eventuelle Metastasierung in
Lymphknoten und inneren Organen wie Milz und Leber (Dummer 1998; Jahn et al 1998b;
Sterry et al 1997).

Sézary Syndrom (SS)

Das Sézary Syndrom ist ein Lymphom mittlerer Malignitit. Es wird heute als leukdmische
Variante der MF verstanden und zeigt eine deutlich schlechtere Prognose als die MF. Nach
mildem Verlauf iiber mehrere Jahre kann es explosionsartig zu Knotenbildung mit Ubergang
in ein hochmalignes, immunoblastisches T-Zell-Lymphom kommen. Das SS ist durch
Erythrodermie und generalisierte Lymphadenopathie und durch AP-1 (=Interferon Rezeptor)
exprimierende Sézary-oder Lutzner Zellen, die im Blut, den Lymphknoten und der Haut
vorkommen, gekennzeichnet. Die Lymphknoten sind vergroBert und zeigen dichte Infiltrate
von Sézary-Zellen. Im weiteren Verlauf kann es sogar zum Verlust der Lymphknotenstruktur
kommen. Immunhistochemisch sind die Zellen CD3", CD4", CD8, CD45RO™ und CD30
(Dummer 1998; Sterry et al 1997).
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1.1.1.1 Ursachen

Verschiedene Griinde wurden bislang fiir die Entstehung von MF und SS diskutiert (Siegel et
al 2000). Eine chronische Antigenstimulation durch Kontakt mit Chemikalien (Whittemore et
al 1989), bakterielle (Jackow et al 1997) oder virale Infektionen (Poiesz et al 1980), Rauchen,

virusmodifizierte Autoantigene und UV-Exposition werden angefiihrt.

Moglicherweise wird das Wachstum einer malignen CD4+ CTCL Zelle von unreifen
dendritischen Zellen (DC) stimuliert, wobei als prédsentierte Antigene Proteine aus der
malignen Zelle selbst fungieren konnen (Berger et al 2002; Edelson 2001). Ursache fiir das
CTCL konnen auch Mutationen und Translokationen sein (Siegel et al 2000). Bei der Halfte
der hochgradigen MF-Lisionen jedoch in keinem Friihstadium wurden p53 Mutationen
nachgewiesen (Kapur et al 2001; Lauritzen et al 1995). Chromosomale Abnormalititen wie
die Translokation t(2;5) bewirken eine Differenzierung zu (primiren und sekundiren)
anaplastischen groBzelligen CTCLs (Wood et al 1996). Der Region zwischen 1p22 und 1p36
auf Chromosom 1 wird eine Beteiligung an der malignen Transformation eines Lymphoms
und der damit verbundenen Progression zugeschrieben (Thangavelu et al 1997). Ein
stimulierender Effekt des Chlamydia pneumoniae-assoziierten Sézary T-cell activating factor
(SAF) wurde bei SS-Zellen entdeckt (Abrams et al 1999). Einige virale Sequenzen konnten in
malignen Lymphom Geweben nachgewiesen werden: das Retrovirus humanes T-Zell
lymphotropes Virus Typ 1 (HTLV-1), welches ursédchlich an der Entstechung der adulten T-
Zell Leukdmie beteiligt ist (Hall 1994; Kikuchi et al 1997; Zucker-Franklin & Pancake 1994),
das humane Herpesvirus-8 (HHV-8) (Pawson et al 1996; Sander et al 1996) und das EBV
(Shimakage et al 2001).

Auf Zytokinebene werden Interleukin-7 (IL-7) und IL-15 als Induktoren des SS und anderer
CTCLs beschrieben (Rich et al 1993). IL-7 und IL-15 verhindern den Zelltod der SS-Zelllinie
SeAx in dem sie bcl-2 hochregulieren (Qin et al 2001). Dagegen sind die CTCL Zelllinien
HuT-78 und MyLa 2059 IL-7 und IL-15 unabhingig.

1.1.1.2 Epidermotropismus

Epidermotropismus beschreibt den Prozess, durch den T-Lymphozyten in die Haut wandern.
Sein molekularer Mechanismus ist sehr komplex und wird vermutlich durch viele Faktoren
bedingt. Ein Faktor ist das kutane Lymphozyten Antigen (CTLA), ein Haut-Homing-

Rezeptor, der normalerweise nicht auf T-Lymphozyten exprimiert wird, aber auf allen CTCL
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Zellen zu finden ist (Rook & Heald 1995). Dieses kutane Lymphozyten Antigen interagiert
dabei mit E-Selektin, einem Adhasionsmolekiil auf Endothelzellen der kutanen Gefid3e (Rook
& Heald 1995). Ebenfalls als mitverantwortlich fiir den Epidermotropismus gilt das
Interferon-y induzierte Protein-10 (IP-10) welches in MF und SS Lisionen liberexprimiert ist
(Sarris et al 1995; Tensen et al 1998). Dariiber hinaus wurden eine Reihe von
Immunabnormalititen in MF/SS Patienten beschrieben, wie die Herabregulierung von
natiirlichen Killer Zellen (NK-Zellen), der T-Zell Antwort auf Antigene und von Eosinophilen
und dem verstarkten Auftreten von IgE und IgA (Rook & Heald 1995).

1.1.1.3 Diagnose

Die Diagnose wird primir nach klinischen und histologischen Kriterien gestellt, wobei die
Unterscheidung zu anderen ekzematdsen bzw. chronisch entziindlichen Dermatosen schwer
fallt. Beweisend sind nur Pautrier‘sche Mikroabszesse, die sich histologisch als abszeBartige
Ansammlungen atypischer Lymphozyten in der Epidermis darstellen und in fortgeschrittenen
Krankheitsstadien auftreten. Im Blutbild konnen sich besonders beim SS Sézary-Zellen
(kleine Lymphozyten mit hyperchromatischem Kern) finden, aber maligne Zellen konnen
auch generell stadienunabhingig im Blut auftreten (Muche et al 1997). Der
Oberflichenmarker CD7 fehlt oft, was mit einer schlechten Prognose korreliert ist.
Fortgeschrittene MF/SS konnen die Expression von CD2, CD5 und manchmal auch CD4
verlieren (Diamandidou et al 1996; Kuzel et al 1991). Die Routinediagnostik umfasst
mittlerweile auch die DNA-Analyse des T-Zell Rezeptor (TCR)-Genrearrangement durch
PCR oder Southern Blot, bei dem mit einer Sensitivitit von 90-95% klonale T-Zell-
Proliferationen erkannt werden (Duncan & Heald 1998; Guitart & Kaul 1999) oder iiber die
Analyse des B-Ketten Genrearrangements (Fraser-Andrews et al 2001; Wood et al 1994).

1.1.14 Therapien

Durch die Heterogenitdt der CL und ihrer Seltenheit fehlt es an einheitlichen, wirksamen
Therapiekonzepten. Die derzeitigen Therapien lassen sich in lokale und systemische Formen

unterteilen.

Die topische (6rtliche) Therapie wird lokal auf die Hautoberfliche verabreicht. Verwendet
werden im friihen Patch-Stadium Kortikosteroide und Zytostatika, wie Mechlorethamin und
Carmustin. Kortikosteroide konnen durch ihr fiir T-Zellen lytisches Potential und durch

Blockierung der Zytokin-Sekretion partielle Remissionen bedingen. Das Zytostatikum
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Mechlorethamin (Ramsay et al 1995; Vonderheid et al 1998), ein Stickstoff-Lost-Derivat, ist
eine alkylierende Substanz, die in die Mitose-Phase der Zelle eingreift (Ramsay et al 1995).
Auf diesem Wirkmechanismus beruht auch Carmustin (Nitrosoharnstoffderivat), das je nach

Stadium eine Remissionsrate von 60-80% aufweist (Zackheim 1994).

Die ,, Psoralen plus Ultraviolet light* -(PUVA) Therapie stort die RNA und DNA Synthese.
Feranocumarin Psoralen wirkt photosensibilisierend. Nach UV-Bestrahlung (330-430 nm)
entstehen mono- oder bifunktionale Thymine, Genmutationen oder Schwesterchromatiden-
Austausche. Dabei werden je nach Studie Remissionsraten zwischen 50-85% erzielt
(Herrmann et al 1995; Stadler et al 1998). In der SS-Therapie ist die Photopherese die
effektivste Therapieform (Holloway et al 1992). Dabei werden aus dem Blut entnommene
Periphere Blut-Monozyten (PBMC) in Gegenwart von Psoralen mit UVA bestrahlt und
reinfundiert. Es wird vermutet, dass die Photopherese oder extrakorporale Phototherapie
durch die Zellschddigung Tumorantigene freisetzt, die immunisierend wirksam sind (Crovetti
et al 2000). Induzierte T-Zell-Apoptose und Tumor-Nekroses-Faktor alpha (TNF-o)-
Freisetzung durch Makrophagen spielen ebenfalls eine Rolle (Miracco et al 1997).

UVB Bestrahlung in frithen Stadien hat durch ihre immunregulatorische Funktion einen

giinstigen Effekt (Ramsay et al 1992).

Eine der systemischen Therapien ist die Chemotherapie, die vor allem palliativ zu den lokalen
Therapien angewendet wird. Die Ansprechrate betrigt mehr als 30%, allerdings ist die

Remission nur von kurzer Dauer (Rosen & Foss 1995).

Retinoide sind Derivate des Vitamin A und zeigen eine antiproliferative Wirkung. Sie finden
systemisch eingesetzt in frithen und leicht fortgeschrittenen Tumorstadien Anwendung.
Erfolgversprechend sind niedrige Dosierungen in Kombination mit IFN-a, PUVA oder

Chemotherapie (Kessler et al 1987; Thomsen et al 1989).

Zytokine oder andere Immunmodulatoren werden in frilhen Stadien der CL mit Erfolg
eingesetzt. IFN-a und -y sind in frithen Stadien wirksam. MF/SS Patienten zeigten eine

Ansprechrate von 79% im Stadium I und II (Bunn et al 1986; Foon et al 1987).

IL-2 ist ein essentieller Wachstumsfaktor fiir T-Zellen und kann die T-lymphozytére
Zytotoxizitit induzieren und die Aktivitit von NK-Zellen steigern. Das CTCL ist eine
Neoplasie von Th2 -Zellen (Marolleau et al 1995), und ist dennoch IL-2 unabhingig. Da IL-2
und IL-12 die Thl-Helfer-Zellen induzieren kénnen, hat IL-2 in der Behandlung einen
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giinstigen Effekt (Baccard et al 1997, Gisselbrecht et al 1994). IL-12 hat einen
immunstimulierenden Effekt und induziert die Bildung von IFN-y (Rook et al 2001).

DAB;3g9 IL-2 ist ein Fusionsprotein bestehend aus der zytotoxischen A- und B-Kette vom
Diphtherie Toxin gekoppelt an rekombinantes IL-2. DABsgo IL-2 bindet an Zellen, die den
IL-2-Rezeptor tragen (Nichols et al 1997). Von 35 mit DABsg9 IL-2 behandelten MF/SS
Patienten zeigten 14% eine komplette Remission und insgesamt 37% der Patienten sprachen

auf die Therapie an (Saleh et al 1998).

1.2 Tumorantigene

Tumorantigene konnen sich iiber verschiedene Wege aus meist physiologisch vorkommenden
und auf normalen Zellen exprimierten Antigenen entwickeln (Overwijk et al 1999). Eine
Verdnderung der molekularen Struktur durch Mutationen, chromosomale Translokationen,
verdndertes Spleiflen, Translation alternativer Leserahmen oder auch durch posttranslationale
Modifikationen konnen die Entstehung von immunogenen Proteinen bewirken (Rosenberg
1999). Auch Variationen der regulatorischen Elemente, wie eine selektive oder differentielle
Expression, Genamplifikation, oder eine Expression in einem anderen Zellkompartiment

konnen das Expressionsverhalten modifizieren.

Demgegeniiber existieren Antigene bei malignen Erkrankungen, die nicht in normalen
gesunden Zellen exprimiert werden. Diese Antigene sind keine korpereigenen sondern
“Fremd”-Antigene, die zum Beispiel nach einer bakteriellen oder viralen Infektion auftreten.

Gegen diese findet in der Regel immer eine starke Immunantwort statt.

Im Gegensatz zu diesen pathogenen Antigenen induzieren korpereigene Antigene meist nur
eine schwache Immunabwehr. Gegen korpereigene Tumorantigene liegt oft eine
immunologische Toleranz durch klonale Deletion oder Anergie der T-Zellen vor. Gegen
solche Antigene muss die immunologische Toleranzschwelle durchbrochen werden. Wie
durch spezifische zytotoxische T-Zellen (CTL) oder reaktive Antikorper bewiesen werden
konnte (Hoppe et al 1995; Sahin et al 1995; van der Bruggen et al 1991), versucht der Korper
eine Immunantwort gegen den Tumor zu entwickeln, die aber meist zu schwach ist, um den

Tumor vollstidndig zu zerstoren.
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1.2.1  Antigendetektion

Eine Vielzahl der bislang bekannten Tumorantigene wurde durch Transfektion genomischer
oder cDNA Banken gefunden. Die transfizierten Zellen trugen das geeignete Molekiil, das fiir
die Erkennung durch spezifische Antitumor CD8" T-Lymphozyten notwendig ist (Boon 1993;
Rosenberg 1996). Auf diese Weise sind eine Reihe von Antigenen, wie MAGE-A1, GAGE

und viele der Differenzierungsantigene des Melanoms identifiziert worden.

Ein weiterer methodischer Ansatz fiir die Suche nach immuntherapeutischen Zielstrukturen ist
die Identifizierung von tumorspezifisch exprimierten Transkripten durch subtraktive cDNA
Techniken. Dazu gehort die ,,Differential Display Reverse Transcription PCR* (DDRT-PCR)
(Kroes et al 2000), ,,Representational Difference Analysis® (RDA) (Gure et al 2000a) und die
»Suppression Subtractive Hybridization (SSH) (Atalay et al 2002). Sie alle basieren auf
differentiellem Screening und subtraktiver Hybridisierung. Inzwischen werden in der Regel
Gen Chips (,,gene microarrays®) fiir die Analyse der Genexpression verwendet. Die mit
diesen Methoden identifizierten Transkripte werden darauf gepriift, ob sie

tumorzellspezifische T-Lymphocyten stimulieren konnen.

Eine andere Methode, die eine humorale Immunantwort gegen den Tumor in Form von
Antikdrpern voraussetzt, ist SEREX (,serological identification of tumor antigens by
recombinant cDNA expression cloning”) (Eichmiiller et al 2001; Sahin et al 1995). Bei vielen
Krebserkrankungen konnten spezifische Antikdrper gegen korpereigene Antigene
beschriebenen werden (Pfreundschuh 2000; Pfreundschuh et al 1978; Real et al 1988). Zur
Antigendetektion von den in dieser Arbeit untersuchten Tumorantigenen des CTCL wurde die

SEREX-Methode eingesetzt.

In Abbildung 1-1 ist die SEREX Methodik dargestellt. mRNA wird aus Testis- oder Tumor-
Gewebe isoliert und zur Herstellung einer Phagenbank verwendet. Eine Lambda-ZAP
Phagenbank enthilt sogenannte Phagemide, die einen Phagenanteil und ein vollstindiges
Plasmid (pBluescript) mit cDNA Insert tragen. Phagen lysieren E. coli Bakterien, die vor der
Lyse Phagenproteine und das im Insert kodierte Protein exprimieren. Nach dem Blotten wird
iiberpriift, ob die exprimierten Proteine durch Antikorper aus Patientenserum erkannt werden.
Dieses ist durch Praabsorption der Antikorper gegen E. coli und Phagenproteine gereinigt und
final 1:100 bis 1:1000 verdiinnt. Sichtbar wird die Bindung durch einen zweiten anti-humanen

IgG spezifischen Antikorper, an den eine alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Ein positiver
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Phage kann schlieBlich aus der Agar-Platte isoliert und das Plasmid fiir weitere Analysen

gewonnen werden.
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Abbildung 1-1: SEREX Methode

Die Abbildung zeigt das Schema der SEREX Methode. Zur Identifikation von neuen Tumorantigenen
wurde eine Testis/Tumor Phagen cDNA Bank verwendet. Fiir einen sekunddren SEREX, bzw. zur
Uberpriifung der Immunogenitit wurden Phagen mit bekannten cDNAs eingesetzt. Es wurden Seren
von gesunden Kontrollpersonen, von CTCL- und Melanom Patienten verwendet.

Mittlerweile sind mit SEREX weltweit tiber 2000 Antigene in verschiedenen Tumoren
identifiziert worden (Preuss et al 2002). Eine Reihe von Antigenen wurde unabhingig sowohl
durch SEREX als auch durch zytotoxische T-Zellen gefunden. Das bestitigt, dass hdufig eine

humorale und eine zelluldre Immunantwort parallel von Tumor-Antigenen induziert werden.

1.2.2  Antigenklassen

Aufgrund ihrer Eigenschaften, ihrer Expression, ihrer Immunogenitit und molekularer

Alterationen lassen sich die Antigene in die folgenden fiinf Untergruppen einteilen (Tabelle 1-

1):
1.2.2.1 Antigene durch molekulare Alterationen

Durch Mutationen in der Gensequenz kann es zu Verdnderungen im Protein kommen,
wodurch neue Epitope entstehen konnen, fiir die keine Immuntoleranz besteht (De Plaen et al
1988). Fiir das Tumorsuppressorgen p53 sind beispielsweise eine Vielzahl von Mutationen

beschrieben und es konnte die Existenz von Antikérpern gegen mutiertes pS3 nachgewiesen
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werden (Hogdall et al 2002; Lutz & Nowakowska-Swirta 2002). Da diese Mutationen
meistens aber einzigartig oder zumindest sehr selten sind, eignen sie sich nicht fiir eine
Immuntherapie verschiedener Patienten. Ausnahmen mit hoherer Frequenz sind die
Mutationen (Cys24) des Zellzyklusregulators CDK4 (Wolfel et al 1995) und des B-Catenin
Genes, welches in 3% bzw. 10% der malignen Melanome beobachtet wurde (Rubinfeld et al

1997).

Oft fihrt die Mutation eines Gens zum vollstindigen Funktionsverlust des Proteins. Ein
Beispiel dafiir ist das ras-Gen. Ras-Proteine sind als GTP-bindende Proteine Teil eines
Signaltransduktionsweges, der Zellwachstum, Differenzierung und weitere zellulidre Prozesse
reguliert. Im Normalzustand liegt Ras in inaktiver Form an GDP gebunden an der Innenseite
der Zellmembran vor. Bei einem externen Signal, zum Beispiel, wenn ein Wachstumsfaktor
an den Transmembranrezeptor bindet, wird das gebundene GDP gegen GTP ausgetauscht.
Dadurch nimmt das Ras-Protein seine aktive GTP-bindende Form ein. Dabei unterstiitzt das
GTPase aktivierende Protein (GAP) die schwache GTPase-Funktion von Ras. Durch eine
Mutation im ras-Gen verliert Ras diese GTPase Aktivitdt. Das Ras-Onkogen liegt nun in der
GTP gebundenen und damit aktivierten Form vor, so dass die Zelle zu unkontrollierter
Proliferation stimuliert wird (Abbildung 1-2) (Macaluso et al 2002). Mutationen im ras-Gen
kommen bei 90% aller Pankreaskarzinome vor. Beim Menschen existieren die drei
Protoonkogene H-ras, K-ras und N-ras (de Vos et al 1988). Fiinf Doménen sind fiir die
GTPase Aktivitdt von Ras notwendig. Mutationen in diesen Doménen fiithren zu onkogenem

Ras (Macaluso et al 2002).

Antigene konnen auch durch Translokation neu entstandene Fusionsproteine sein. Das
sogenannte Philadelphia Chromosom (Ph) entsteht durch eine Translokation t(9;22) und ist
charakteristisch fiir die chronisch myeloische Leukdmie (CML). Auf Grund dieser
Translokation entsteht ein neues Fusionsprotein, das Bcr/Abl Fusionsprotein. Die Ber/Abl
mRNA wurde in 80% der Ph positiven CML Patienten gefunden (Berke et al 2000) und ist
stark immunogen. HLA-abhéngige Epitope aus Bcr/Abl konnten identifiziert und CTLs
generiert werden (Berke et al 2000; Bocchia et al 1996). Daneben wurde die Immunogenitit
durch reaktive Antikdrper in Seren von Ph+ und Ph- CML Patienten und allerdings auch in

Kontrollpersonen bestitigt (Talpaz et al 2000).
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Normalzustand (Protoonkogen) mutierter Zustand (Onkogen)
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Abbildung 1-2: Das Onkogen Ras

In seinem Normalzustand hydrolysiert Ras mit Hilfe des GTPase aktivierenden Proteins (GAP) GTP
zu GDP. Dabei liegt aktives Ras in seiner GTP gebundenen Form und inaktives Ras in seiner GDP
gebundenen Form vor. Mutationen in den essentiellen Doménen von Ras blockieren die Hydrolyse
von GTP, so dass Ras dauerhaft GTP bindet und damit in seiner aktiven Form verbleibt Das fithrt zu
einer andauernden unkontrollierten Stimulierung der Zellproliferation (Loffler & Petrides 1998).

NY-LU-12 ist ein SEREX definiertes Antigen, das durch alternatives Spleiflen des
Tumorsuppressorgens gl6 entsteht. Durch das alternative Spleiflen entsteht ein Frameshift,
wodurch NY-LU-12 ein ldngeres Protein kodiert, gegen das Tumorpatienten reaktive
Antikorper besitzen (Giire et al 1998). Zum Tumorantigen NY-Col-38/PDZ73 sind 4 weitere
Isoformen bekannt, die durch alternatives Spleilen entstehen (Scanlan et al 1999). Reaktive
Antikorper gegen das SpleiBprodukt des Restins sind in Kontrollseren und Seren von
Krebspatienten zu finden (Bilbe et al 1992). Das Oberflachenantigen CD44 wird alternativ zu
verschiedenen mRNAs gespliced, die als prognostischer und metastatischer Faktor diskutiert

werden [Seiter et al 1998; Ponta et al 1994; Goodison et al 1999; Goodison et al 1998).
1.2.2.2 Uberexprimierte Antigene

Die Uberexpression eines Proteins im Tumor kann durch Uberschreitung der
immunologischen  Toleranzschwelle zur Initiation einer Immunantwort fiihren.
Uberexprimierte Tumorantigene sind zum Beispiel die Aldolase A (Giire et al 1998) bei
Lungenkarzinomen, elF-4y (Brass et al 1997) bei kleinzelligen Lungenkarzinomen und die

Carbon-Anhydrase XII (Tiireci et al 1998a) bei Nierenzellkarzinomen. Bekanntester Vertreter
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dieser ubiquitdr exprimierten Antigene ist das Her-2/neu Gen (loannides et al 1993; Schwab

1999), welches sich als membranstindiges Antigen fiir eine Therapie mit monoklonalen

Antikdrpern eignet und bereits klinisch erprobt wird (Herceptin) (Baselga et al 1999).

Myc-L konnte mit einer 10- bis 20-fach héheren Expression in SCCL (,,Small cell carcinoma

of the lung*) beobachtet werden (Nau et al 1985). Anti-Myc-L Antikdrper konnten dariiber

hinaus in Lungenkrebspatienten mit der Uberexpression des Proteins korreliert werden.

Tabelle 1-1: Tumorantigenklassen

Antigenklasse Beispiele Referenzen
1 p53 (Angelopoulou et al 2000)
Punkt-Mutation CDK4 (Wolfel et al 1995)
Ras (Macaluso et al 2002)
Translokation ber / abl (Berke et al 2000)
NY-Col-38 (Scanlan et al 1998)
Splice Varianten
Restin (Bilbe et al 1992 )
2 Her-2/neu (Hynes & Stern 1994)
Uberexprimierte Antigene | Myc-L (Nau et al 1985)
Carbonic Anhydrase XII (Tiirect et al 1998a)
3 virale Antigene HERV-K10 (Tureci et al 1997)
4 Tyrosinase (Brichard et al 1993)
Differenzierungsantigene
TRP1 und TRP2 (Wang et al 1996)
5 MAGE-A (Rosenberg 1999)
SSX-2 (Tiirect et al 1996)
Cancer Testis Antigene
NY-ESO-1 (Chen et al 1997)
cTAGE-1 (Usener et al 2002)

Die Tabelle zeigt eine Klassifikation von Tumorantigenen. Antigene konnen einerseits durch
genetische Alterationen oder Defekte des Gen-Produktes (obere Halfte der Tabelle), andererseits durch
ihre Immunerkennung (siche untere Hilfte der Tabelle) beschrieben werden (Meese & Comtesse

2002).
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1.2.2.3 Virale Antigene

Jede DNA- oder RNA-Virusfamilie besitzt Viren, die zellulire Transformation induzieren.
Virus assoziierte Antigene sind bislang jedoch wenige bekannt. Mit dem ,,Human
Endogenous-“ (HERV-) Retrovirus verwandte Sequenzen machen 1% des menschlichen
Genoms aus. HERV-K env und gag Proteine werden in Tumoren der Keimbahn exprimiert
was bei 60-85% der Tumorpatienten zu Antikorpern flihrt (Boller et al 1997; Herbst et al
1998). Auch gegen die Epstein Barr Virus (EBV) Membranproteine LMP2A und LMP2B
konnten reaktive Antikdrper in Krebspatienten gefunden werden (Lennette et al 1995;
Yamamoto et al 1997). Humane Pailliomaviren (HPV) kodieren die Onkoproteine E6 und E7
(Steinwaerder et al 2001). E7 bindet an das Tumor Suppressor Gen pRB wihrend E6 Affinitdt
zu p53 zeigt. Dadurch werden pRB als auch p53 inaktiviert (Munger et al 1992). HPV im
besonderen die Subtypen HPV-16 und 18 sind ursdchlich an der Entstehung von
Cervixkarzinomen beteiligt (Meschede et al 1998). Der Hepatitis B Virus (HBV) und
Hepatitis C Virus (HCV) sind in die Entstehung von ,hepatocellular carcinoma® (HCC)
involviert (Gentilini et al 1997). ,,Human T-lymphotropic virus*“ (HTLV) verursacht T-Zell
Leukdmie und wird auch als Ursache des CTCL kontrovers diskutiert (Pancake et al 1995;
Wood 1997).

1.2.2.4 Differenzierungsantigene

Vor allem iiber CTL wurden bei Melanomen Antigene identifiziert, die ansonsten
ausschlieBlich in Melanozyten exprimiert werden und damit zelltypspezifische Antigene
darstellen. Diese Antigene, die im Tumor und in differenzierten Normalgeweben exprimiert
werden, nennt man Differenzierungsantigene. Beim Melanom sind als autoimmunogene
Differenzierungsantigene beispielsweise die Tyrosinase (Brichard et al 1996; Brichard et al
1993), Melan-A/Mart-1 (Coulie et al 1994; Kawakami et al 1994), gp100 (Bakker et al 1994),
das ,,Tyrosinase Related Protein® 1 und 2 (TRP1/gp75; TRP2) (Wang et al 1996; Wang et al
1995) oder das alternative Splei3produkt von pMell7/gp100 (Cox et al 1994; Kawakami et al
1995) beschrieben. Die Tyrosinase katalysiert den Schritt des Tyrosins zum
Dihydroxyphenylalanin (DOPA), einem Vorldufer des Melanins. Da CTL gegen
Differenzierungsantigene auch die differenzierte Ursprungszelle der entsprechenden
Neoplasie erkennen, entsteht ein Bruch der Toleranz gegen Selbst-Antigene, was im Falle des
Melanoms in einer autoimmunen Nebenwirkung, der Vitiligo, sichtbar wird [Overwijk &

Restifo 2000; Kempf et al 2001).
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Differenzierungsantigene konnten auch im Rahmen von Leberzellkarzinomen und Hodgkin-
Lymphomen wie zum Beispiel SOX (Gure et al 2000b), rab38 aus der rab-Familie (Chen
2000), sowie beim Kolonkarzinom das Galektin 4 (Scanlan et al 1998) und beim
Nierenzellkarzinom in Form von RAGE (Gaugler et al 1996) gefunden werden. Ferner
kénnen CD Antigene als Differenzierungsantigene gelten. Das CD20 wird beispielsweise bei
der Therapie des B-Zell Lymphoms als Erkennungsstruktur benutzt (Flieger et al 2000). Auch
der T-Zell Rezeptor (TCR) einer klonalen malignen T-Zelle des CTCLs ist

differenzierungsabhingig exprimiert.
1.2.25 Cancer Testis Antigene

Cancer Testis Antigene (CT-Antigene, oder auch als ,,cancer germline genes* bezeichnet)
sind durch ihr charakteristisches Expressionsmuster definiert und deshalb vielversprechende
Kandidaten fiir die Immuntherapie (Boon 1993; Old 2001). CT-Antigene sind aufler in
Tumoren unterschiedlicher Herkunft nur in der Testis zu finden (Old 2001; Scanlan et al
2002). Dieses charakteristische Expressionsprofil 1dsst vermuten wie die kodierenden Gene
reguliert werden. Eine maligne Transformation ist hdufig mit einer Demethylierung der CpG
Inseln im Genom assoziiert, die eine Aktivierung von normalerweise ,,ruhigen Genen
bewirkt (Mintz & Debinski 2000). Bei zumindest einigen Mitgliedern der CT-Antigene steht
die Aktivierung in Tumorzellen direkt im Zusammenhang mit der CpG-Demethylierung in
Tumoren (De Smet et al 1996). Genauso ist eine Demethylierung in der Testis zu erkennen
(Choi & Chae 1991; Choi & Chae 1993). Testisgewebe weist eine reduzierte bis fehlende
HLA-Expression als immunprivilegiertes Gewebe auf (Fiszer & Kurpisz 1998), so dass
autoimmune Effekte wegfallen. Das erste iiber CTL-Antwort bei Melanompatienten
gefundene CT-Antigen ist MAGE-1 (spéter umbenannt in MAGE-A1) (van der Bruggen et al
1991). CT-Antigene sind in ihrer Expression nicht auf einen bestimmten Tumor beschrénkt,
sondern zeigen ein breites Expressionsmuster. Die Expression von MAGE-A1 wurde daher

neben dem Melanom auch in anderen Tumoren gefunden (De Plaen et al 1994).

Die meisten CT-Antigene sind auf dem X-Chromosom lokalisiert (Ausnahmen: SCP-1
(Kondoh et al 1997), OY-TES-1 (Ono et al 2001) und ¢cTAGE-1 (Eichmiiller et al 2001)).
NY-ESO-1 ist ebenfalls auf dem X-Chromosom lokalisiert und wurde mittels der SEREX
Methode an einer Osophaguskarzinom Bank gefunden, konnte aber in der Expression vor

allem in Lungenkarzinomen bestétigt werden (Chen et al 1997; Lee et al 1999) .
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Bei den CT-Antigenen handelt es sich meist um Multigen-Familien. Die MAGE-A-Familie
besteht aus 15 (De Plaen et al 1994) und die GAGE-Familie aus 8 (Van den Eynde et al 1995)
Mitgliedern. NY-ESO-1 gehort zu einer Familie mit drei Genen, NY-ESO-1, LAGE-1 (Lethe
et al 1998) und ESO3. Das HOM-MEL-40 Antigen wird von SSX-2 kodiert und wurde
mittels SEREX am malignen Melanom gefunden (Sahin et al 1995). SSX2 gehort zu einer
Familie bestehend aus 5 Mitgliedern mit einer Nukleotidhomologie zwischen 88-95% und
einer Proteinhomologie zwischen 77-91% (Giire et al 1997). Das tumorspezifische ,,cutaneous
T-cell Lymphoma associated antigen-1* (cTAGE-1) gehort zu einer Familie aus insgesamt 11

mRNAs, die durch differentielles Spleilen von vier Genen enstehen (Usener et al 2002).

Den CT-Antigenen konnten bis auf die folgenden Ausnahmen bislang keine Funktionen
zugeordnet werden. SCP-1 ist ein Protein, das bei der korrekten Paarung der homologen
Chromosomen wihrend der Meiose eine Rolle spielt (Meuwissen et al 1997; Schmekel et al
1996). OY-TES-1 ist in den Akrosomen der Spermien lokalisiert und spielt eine Rolle als
Bindungsprotein zu Proacrosin zum Packen und Kondensieren der Acrosin-Zymogene in der
akrosomalen Matrix (Ono et al 2001). CT9 (,,bromodomain testis specific gene product®) ist
ein testisspezifischer transkriptionaler Regulator (Scanlan et al 2000). CT15/Fertilinf} ist an
der Interaktion der Ei/Spermamembran beteiligt (Primakoff & Myles 2000; Vidaeus et al
1997).

1.2.3 Tumorantigene des kutanen T-Zell Lymphoms

Fiir das CTCL sind bislang nur wenige immunogene Antigene bekannt (Eichmiiller 2002). Da
das CTCL eine klonale Proliferation von CD4+ Lymphozyten ist, stellt der T-Zell Rezeptor
(TCR) eine ideale, spezifische Antigen-Struktur dar (Whittaker 1996). So sind einige TCR-
abhingige spezifische Antigene bekannt, die fiir eine Vakzinierung in Frage kdmen (Berger et
al 1998). Kiirzlich konnten CTL gegen die hypervariable Region CDR3 des TCR generiert
werden (Berger et al 2001). Immunogene Peptidfragmente aus Teilen des TCR miissten
allerdings fiir jeden Patienten neu analysiert werden, was in der Routinediagnostik zur Zeit

etabliert wird (Reddy et al 2001).

CTCL-spezifische Antigene haben gegeniiber dem TCR-Ansatz den Vorteil, dass Therapien
nicht individuell fiir jeden Patienten entwickelt werden miissen. An einer Nonapeptid-Bank
konnten mit einer CTCL spezifischen CTL-Linie HLA restringierte Epitope gefunden werden
(Linnemann et al 2001; Linnemann et al 2000). Die identifizierten Epitope werden Mimotope

genannt, da sie keinen Genen zuzuordnen sind. So konnte erstmals eine zelluldre
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Immunantwort gegen ein definiertes Epitop beim CTCL nachgewiesen werden, welches 80%

der HLA iibereinstimmenden Patienten besitzen.

Bislang konnten von Bagot und Mitarbeitern zwei weitere TCR unabhingige Proteine
identifiziert werden. Das Membranprotein pl140-KIR, ein ,killer immunoglobulin-like
receptor® (KIR), ist ein Oberflachenmarker auf malignen CD4+ Lymphozyten, sowie auf NK-
Zellen und einigen CD8+ Zellen (Bagot et al 2001a). Ein weiteres Antigen ist das
Transmembranprotein SC-5, welches vor allem bei T-Zell Aktivierung exprimiert wird

(Nikolova et al 2002).

Immunologisch relevante CTCL assoziierte Antigene wurden mittels der SEREX Methode
identifiziert (Eichmiiller et al 2001). Alle detektierten Antigene waren serologisch spezifisch,
d.h. nur CTCL-Patienten besallen reaktive Antikorper gegen die abgeleiteten Proteine, nicht
aber die Kontrollpersonen. Durch Screenen einer Testis-Phagen-Bank wurden 14
verschiedene CTCL assoziierte Antigene gefunden. Eine erste RT-PCR Analyse ergab bei 8
Tumorantigenen ein ubiquitéres, bei vier ein differentielles Expressionsmuster und bei zwei
weiteren handelte es sich um CT-Antigene. Diese tumorspezifischen Antigene SCP-1
(synaptenomales Protein-1) (Meuwissen et al 1997), welches bereits in anderen SEREX
Untersuchungen bei Nierenzellkarzinom-Patienten detektiert werden konnte (Tiireci et al
1998b) und cTAGE-1 (Eichmiiller et al 2001) kommen fiir eine Immuntherapie in Frage.
Weitere SEREX Untersuchungen einer CTCL-Phagen-Bank erbrachten 9 neue CTCL

assozierte Antigene.

1.3 Immuntherapie

Grundlage einer Immuntherapie ist, dass das Immunsystem auch neoplastische Zellen lysieren
kann, genauso, wie es fremde oder virusinfizierte Zellen totet. Das Ziel ist, das Potential des
korpereigenen Immunsystems auszunutzen, wie es besonders eindrucksvoll bei
Abstoflungsreaktionen gegen transplantierte Organe oder auch bei spontanen Regressionen
von Tumoren, besonders bei Melanomen und Nierenzellkarzinomen (Gromet et al 1978)
beobachtet werden kann. Immuntherapien basieren darauf, dass Krebszellen spezifische
Antigene exprimieren. Um dieses Potential zu nutzen und zu fordern, ist die Identifikation
von tumorassoziierten Antigenen von grofler Bedeutung. Auch in der Diagnostik und fiir die
Prognose von Tumorerkrankungen spielen Antigene eine immer groBer werdende Rolle.
Schon lédnger werden in der Tumortherapie unspezifisch Immunstimulanzien wie zum

Beispiel Interferone und Zytokine eingesetzt. Allerdings zeigten sie bislang keine
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befriedigenden Erfolge. Die ersten Versuche, das eigene Immunsystem im Kampf gegen den
Tumor zu rekrutieren, bestanden darin, das eigene Tumorgewebe einzusetzen (Berd et al
1990; Livingston et al 1985). Damit Antigene als immunogen vom Immunsystem erkannt
werden, muss eine Tumorzelle von einer Antigen prasentierenden Zelle (APC) aufgenommen
werden (Abbildung 1-3). Die Tumor-Proteine werden HLA Klasse I und II préisentiert und so
von CD8+ und von CD4+ T-Zellen erkannt. Die CD8+ Zelle differenziert sich zu einer
zytotoxischen T-Zelle (CTL), die eine Tumorzelle mittels HLA 1 prédsentiertem Antigen
lysieren kann. Die CD4+ Zelle induziert naive B-Zellen zur antigenspezifischen
Differenzierung, so dass reife Plasma-B-Zellen spezifische AntikOrper sezernieren.
Immuntherapien versuchen zum Beispiel eine schon erfolgte CTL Antwort zu stimulieren,
indem eine APC mit einem tumorspezifischen Antigen als Stimulanz injiziert wird.
Alternative immuntherapeutische Ansdtze benutzen AntikOrper, die membranstindige
Proteine erkennen. Soweit diese Antigene spezifisch sind, konnen so Tumorzellen entweder
iiber die Aktivierung des Komplementsystems oder iiber eine antikdrpervermittelte

Zytotoxizitit abgetdtet werden.

Fiir viele Neoplasien (wie bei HNO-Tumoren, Melanomen, Mamma-, Ovarial- oder
Kolonkarzinomen) sind bereits eine Vielzahl von verschiedenen Tumorantigenen identifiziert
worden. Jedoch ist die Erkennung dieser Antigene in einer Immunabwehr bei einem
Krebspatienten nicht zufriedenstellend. Dies kann an Immune-Escape Mechanismen liegen
(Bagot et al 2001b; Geertsen et al 1999; Ni et al 2001) oder daran, dass die Krebszellen bei
Progression diese Antigene verlieren, wie flir das Melanom beschrieben wurde (Chen 2000;
Marincola et al 1996; Sahin et al 1999). Ferner konnten bisher keine Tumorantigene
identifiziert werden, deren Expression auf alle Tumore einer Entitdt zutrifft. So ist es
notwendig, in einer Immuntherapie viele verschiedene Tumor-Antigene einzusetzen, um eine
maximale Erkennung aller Patienten zu gewéhrleisten und moglichen Escape Mechanismen

vorzubeugen.
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Tumorzelle Cytotoxische T-Zelle
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Abbildung 1-3: Autoimmunantwort auf Tumorzellen

Integrierte Immunantwort gegen Tumorantigene (Sahin et al 1999). Zellproteine werden zu
Peptidfragmenten degradiert, ins endoplasmatische Retikulum (ER) transportiert, auf HLA-Klasse-I-
Molekiile (HLA-A, -B und -C) geladen und so an der Zelloberfliche présentiert. Lediglich derart
prasentierte Peptidepitope sind fiir CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten mittels ihres spezifischen T-
Zell-Rezeptors (TCR) erkennbar. Jedes Allel der hochpolymorphen HLA-Molekiile bindet als
Restriktionselement ein unterschiedliches Spektrum an Peptiden. Das wird durch sterische
Bedingungen und Ladungsverteilungen in der Bindungstasche vorgegeben. HLA-Klasse-II-Molekiile
(HLA-DR, -DQ, -DP) dienen der Prisentation von endozytierten Antigenen an CD4+ Helfer-T-
Lymphozyten.Von Tumoren sezernierte oder durch Tumorzelllyse freigesetzte Proteinantigene werden
durch spezifische B-Zellen iiber deren membrangebundenes Immunglobulin aufgenommen. Wird eine
solche B-Zelle von einer T-Helferzelle stimuliert, so sezerniert sie spezifische Immunglobuline der
IgG-Klasse.

1.3.1 Antikorpertherapien

Verschiedene Mechanismen fiihren zum Tod der Krebszellen, wenn sie durch monoklonale
Antikorper spezifisch erkannt werden. Direkte und indirekte Effekte einer Antikdrpertherapie

sind in Tabelle 1-2 zusammengefasst.

C225 ist ein Antikorper, der Wachstumsfaktor-Rezeptoren blockiert und dadurch die
Apoptose induziert. Priklinische Studien mit diesem murinen anti-EGFR Antikérper 225 und
dem chimeren Antikoérper C225 zeigten einen signifikanten Anti-Tumor Effekt (Goldstein et
al 1995). Das Disialogangliosid GD2 wird auf Melanomzellen exprimiert. Gegen anti-GD2

Antikorper wurde der 1A7 Antikorper generiert und dieser wird in ersten klinischen Studien
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an Melanompatienten im fortgeschrittenen Stadium evaluiert (Bhattacharya-Chatterjee et al
2000). Der monoklonale Antikorper 17-1A (Edrecolomab) wurde gegen ein onkofetales
Antigen generiert. 17-1A 1l0st eine antikorperabhingige Zytotoxizitit aus und wird bei
kolorektalen Karzinomen eingesetzt (Frodin et al 2002). Ein Gangliosid-Antigen, das auf der
Oberfliche von Zellen des Humanen Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms, Brust- und
Darmkrebs exprimiert wird, wird von L6 (IgG2a Subtype) erkannt, wodurch die
Komplementkaskade aktiviert wird (Goodman et al 1993; Hellstrom et al 1986).

Tabelle 1-2: Wirkungen von Antikérpertherapien

Therapeutischer Effekt monoklonaler Antikor per Beispiel

Induktion der Apoptose
(Trauth et al 1989)

C225

_ Blockierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren
Direkter Effekt C225, Herceptin
(Baselga & Mendelsohn 1994)

Anti-Idiotype Antwort

1A7
(Bhattacharya-Chatterjee et al 2000)
Antikorper abhiangige zelluldre Zytotoxiztat
P 818 . Y 17-1A, L6
) (Steplewski et al 1983)
Indirekter Effekt
Initiierung der Komplementkaskade L6

(Ballare et al 1995; Hellstrom et al 1986)

Die Tabelle zeigt die verschiedenen Antikorpertherapien und ihre Effekte im Uberblick.

Bei malignen Erkrankungen sind bisher nur Rituximab (Handelsname: MabThera, gegen das
B-Zell Oberflichenantigen CD20), Trastuzumab (Handelsname: Herceptin gegen das bei
Mammakarzinom  lberexprimierte Her2/neu  Membranprotein) und Gemtuzumab
(Handelsname: Myotarg gegen CD33 bei rezidivierter akuter myeloischer Leukédmie, AML)
zugelassen (Carter 2001).

Mit Herceptin gegen Mammakarzinome konnte in Kombination zu herkoémmlichen
Chemotherapien eine signifikante Steigerung des progressionsfreien Intervalls erreicht
werden (Slamon et al 2001). Auch mit Rituximab konnten vielversprechende Ergebnisse in

ersten klinischen Untersuchungen beobachtet werden (Onrust et al 1999).

Um die Antikorperantwort zu verstiarken, wurden monoklonale Antikérper zum Teil an

Toxine gekoppelt bzw. spezifische Sekundirantikdrper mit gekoppelten Toxinen generiert
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(Clynes et al 2000; Flieger et al 2000). Als Toxine fungieren dabei radioaktive Isotope oder

bakterielle Toxine.

1.3.2 Vakzinierungsstypen

Impfstrategien gegen Krebs bezwecken die aktive Beteiligung und Unterstlitzung des

Immunsystems, um eine gezielte Inmunantwort gegen Tumorzellen zu entwickeln.

Peptid-Vakzinierungen wurden vor allem bei Patienten mit malignem Melanom erprobt. Sie
zeigen gute Ansprechraten, jedoch konnten keine Regressionen beobachtet werden (Beispiel:

Melanom mit Melan-A/Mart-1 Vakzine (Wang et al 1999).

Vakzinierung mit cDNA, die fiir ein tumorassoziertes Antigen kodiert, stellt eine weitere
Moglichkeit zur systemischen Tumorbekdmpfung dar (Rochlitz 2001). Damit das
therapeutische Gen in die Zielzelle gelangt, benutzt man Plasmidvektoren oder virale
Vektoren (Naitoh & Belldegrun 1998). Die Gen-Behandlung steht allerdings vor grofB3en
Problemen, da die therapeutischen Gene nicht nur in die kranken, sondern auch in die
gesunden Zellen des Patienten gelangen und dort ihre Wirkung entfalten. Als Folge kdnnen
unerwiinschte Nebenwirkungen auftreten. Daher ist es notwendig, sichere und effiziente
Vektoren zu finden, die spezifisch von Tumorzellen aufgenommen werden oder spezifische

Promotoren besitzen, die nur im Tumor aktiv sind.

DC werden mit spezifischen Antigenen oder Tumorlysaten von auBlen beladen (Melanom:
(Nestle et al 1998)), um CDS8 Zellen zur Differenzierung anzuregen und dadurch eine starke
Immunstimulanz zu erwirken. DC exprimieren alle kostimulatorischen Molekiile und
sezernieren 1L-12, welches wichtig fiir die Induktion von Zytotoxizitdt ist. Da die Beladung
HLA abhéngig erfolgen muss, konnen nur spezifische Epitope aus dem Antigen benutzt
werden. Idiotyp-beladene autologe DC induzierten bei 4 Patienten mit B-Zell Lymphomen
eine messbare Immunantwort, bei einem Patienten wurde sogar eine komplette Remission

beobachtet (Hsu et al 1996).

Durch eine Fusion von autologen Tumorzellen und APCs (Stuhler & Walden 1994) sollen
autologe Antigene an der Oberfliche der APC prisentiert werden, so dass die Identifikation
von Tumorantigenen entféllt. Erste Studien zeigen bei Melanomen (Trefzer et al 2000) gute
Resonanz der Patienten auf eine solche Therapie. Auch Vakzinierungen mit autologen

Gedachtniszellen werden diskutiert (Feuerer et al 2001).
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Vakzinierungen mit rekombinanten Viren oder Bakterien stellen Strategien dar mit denen
versucht wird die APC zu infizieren, um so das spezifische Epitop des Antigens durch die
APC iiber HLA Klasse I und4 II prisentieren zu lassen (Paschen et al 2000; Paschen et al
1999; Xiang et al 1996).

1.3.3 Immuntherapie des CTCL

Das CTCL ist in verschiedenen Arbeiten als klonale Proliferation von CD4+ T-Zellen
nachgewiesen worden (Muche et al 1999; Neri et al 1995). Die steigende Dichte von
Langerhanszellen (>90 Zellen/'mm®) (Meissner et al 1990) und eine groflere Anzahl CD8+

tumor-infiltrierender T-Zellen (Hoppe et al 1995) ist mit einer besseren Prognose korreliert.

Inzwischen wurde auch beim CTCL bewiesen, dass eine korpereigene Immunantwort gegen
den Tumor stattfindet. Berger und Mitarbeiter zeigten, dass autologe zytotoxische CDS8-
Lymphozyten, HLA-abhingig spezifisch autologe Tumorzellen téten konnten (Berger et al
1996). Diese CTL waren spezifisch gegen Peptide aus dem konservierten Anteil des TCR
(Berger et al 1998). Des Weiteren wurden aus einem CTCL-Tumor tumor-infiltrierende T-
Lymphozyten isoliert, die zytotoxisch auf frisch isolierte Tumorzellen wirkten (Bagot et al

1998).

So werden mittlerweile auch fiir das CTCL Immuntherapien, wie sie flir das Melanom bereits
Anwendung finden, angestrebt (Edelson 2001; Kempf et al 2001). In einer Pilotstudie wurden
Infusionen mit Tumorantigen beladenen dendritischen Zellen bei Patienten mit follikuldren
Lymphomen durchgefiihrt, die in 3 von 4 Féllen therapeutisch von Nutzen waren (Hsu et al
1997; Hsu et al 1996). Maier und Mitarbeiter behandelten 10 CTCL Patienten mit Tumorlysat
beladenen DC, die in 50% in einer messbaren Immunantwort resultierten (Maier et al 2003).
Eine CTL Antwort gegen maligne B-Lymphozyten konnten Osterroth und Mitarbeiter durch
Immunisierung gegen das Fab-Fragment mit Hilfe von Protein beladenen und transfizierten

DCs erhalten (Osterroth et al 2000).

1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, ausgewidhlte Tumorantigene des CTCL, die mittels SEREX an
einer Testis-Phagen-Bank (Eichmiiller et al 2001) und einer CTCL-Phagen-Bank (Hartmann
et al 2003) identifiziert wurden, auf ihren Wert fiir Diagnose, Monitoring sowie als
Zielstruktur fiir Vakzinierungs- oder Antikdrpertherapien von Krebserkrankungen

insbesondere des CTCL zu evaluieren.
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se2-2 und GBP-5ta sind zwei CTCL assozierte Tumorantigene, die ein ATP/GTP bindendes
Motiv aufweisen. Das Expressionsmuster beider Tumorantigene wird auf DNA und
Proteinebene untersucht. Hierfiir werden polyklonale Antikdrper generiert und sowohl im
Western Blot als auch in der Immunhistologie eingesetzt. Zusétzlich wird die serologische
Immunantwort im Hinblick auf eine mdgliche Verwendbarkeit in der Diagnostik evaluiert.
Hierbei sollen die Antikérperantworten von CTCL- und Melanom-Patienten im Vergleich zu

Kontrollseren in einem neu etablierten ELISA untersucht werden.
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2 Material und Methoden

In den nachfolgenden Kapiteln sind alle angewandten Methoden beschrieben. Die
Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Materialien, sowie deren Herkunft sind im

Materialteil aufgefiihrt.

Die in dieser Arbeit genauer untersuchten Antigene wurden mit der SEREX Methode an einer
Testis- und einer Tumor-Bank identifiziert (Eichmiiller et al 2001; Hartmann et al 2003). Von
den Klonen (se2-2 und GBP-5ta) wurde mit RT-PCR und Northern Blot die Expression auf
DNA-Ebene und mittels Western Blot und Immunhistologie die Expression auf Protein-Ebene
untersucht. AnschlieBend konnten die vorhandenen Ergebnisse zur serologischen Erkennung
der Antigene (Eichmiiller et al 2001; Hartmann et al 2003) mit denen des neu etablierten
GST-Xtag ELISA verglichen werden.

MATERIAL

2.1 Losungen

2.1.1 Humanseren und Patientenmaterial

Alle in der Arbeit verwendeten Humanseren (Tabelle 2-10) wurden 1:50 verdiinnt im GST-
Xtag ELISA eingesetzt. Im SEREX wurden die Seren 1:100 verdiinnt. Vor ihrer ersten
Verwendung im ELISA wurden die Seren einmalig fiir 30 min bei 56°C im Wasserbad

inaktiviert. In Tabelle 2-11 sind die verwendeten Zelllinien zusammengefasst.

Tabelle 2-1: Humanseren

Seren Anzahl Geschlecht Alter Erhalten n-
Kooperation mit
2m
CTCL SS 7 41-70 Dummer (Ziirich)
Sw
14m
MF 29 28-92 Dummer (Ziirich)
15w
CTCL 5 Sm 39-71 Dummer (Ziirich)
2m
SS 4 51-80 Dippel (Mannheim)
2w
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11m
MF 15 20-92 Dippel (Mannheim)
4w
Im
CTCL 4 51-94 Dippel (Mannheim)
3w
36m
MF 56 33-93 Willemze (Leiden)
20w
9 verschiedene
Adenovirus 19 Patienten, ? Dummer (Ziirich)
Geschlecht ?
Immunbehandelte eschiee
CTCLs
5 verschied.
Masernimpfstoff 45 Patienten, 55-66 Dummer (Ziirich)
Geschlecht ?
16m
Parapsoriasis 19 39-78 Dippel (Mannheim)
Parapsoriasis 3w
Parapsoriasis 1 Iw ? Dummer (Ziirich)
Im
CBCL 3 56-80 Dippel (Mannheim)
2w
10m
Melanom Melanom 19 30-85 Schadenqorf
(Mannheim)
ow
38m
Kontrollen 78 41-85 | VERA®
39w
Kontrollen
73m
Kontrollen 117 19-67 Blutbank
42w

' CTCL Patienten wurden mit einem Adenovirus immunisiert, 2 CTCL Patienten wurden mit

einem Masernimpfstoff immunisiert, > Erndhrungsstudie
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2.1.2 Zelllinien

Die Melanomzelllinien stammen von Patienten aus der Dermato-Onkologie in Mannheim und

wurden aus Metastasen generiert.

Die humane Zelllinie MeWo

wurde aus einer

Lymphknotenmetastase eines Melanompatienten am Memorial Sloan Kettering Cancer Center

New York etabliert.

Die CTCL-Zellinien wurden durch Kooperationen zur Verfiigung gestellt. Alle weiteren

Zelllinien wurden von der Tumorbank am DKFZ bezogen. Detailierte Informationen iiber

diese Linien finden sich unter www.atcc.org.

Tabelle 2-2: Zelllinien

Zelllinie Herkunft
Metastase
Ma-Mel-04 Harnblase
Ma-Mel-05 Bauch
Ma-Mel-12 Bauch kutan
K Humane Melanomzelllinien
Ma-Mel-17 utan
(Prof. Schadendorf, Klinische
Ma-Mel-33 kutan o
Kooperationseinheit fiir Dermato
Unterschenkel,
Ma-Mel-34a kutan Onkologie am
linker Universititsklinikum
Ma-Mel-36 Oberschenkel,
kutan
Mannheim)
rechter
Ma-Mel-37a Oberschenkel,
kutan
Ma-Mel-42 Ascitis
UKRV-Mel-11a Lymphknoten
Humane Melanomzelllinie
MeWo Lymphknoten
(Kern et al 1997)
HuT-78 SS Zelllinie (Gazdar et al 1980)
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HH Lymphomatoide Papulosis (Starkebaum et al 1991)

MyLa MF Zelllinie (Kaltoft et al 1992)

SeAx SS Zelllinie (Kaltoft et al 1987)

T239 Embryonale Nierenzelllinie (Tumorbank, DKFZ)

K562 Erythromyelozytéire Leukdmie-Zelllinie (Tumorbank, DKFZ)
Colo320 Adenokarzinom (Tumorbank, DKFZ)

Jurkat
ARA-10 Leuké@mie-Zelllinie (Tumorbank, DKFZ)

KGl1

verwendete Zelllinien

2.1.3 Bakterienstaimme

Zur DNA Klonierung wurden kommerziell erhiltliche (OneShot™, Fa. Invitrogen) oder
selbst hergestellte kompetente TOP10 Bakterien verwendet. Die Expression der
Fusionsproteine erfolgte in den Protease reduzierten BL21 Bakterien. Beide Bakterienstimme

sind Derivate des E. coli K12 Laborstammes.

2.1.4 Medien fiir Bakterien und fiir Proteinaufreinigung

LB-Medium: Alle Prozentangaben in w/v: 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt und 1% NaCl.
Einstellung auf pH=7,4. Die Bestandteile wurden in H,O geldst und autoklaviert. Bei der
Anfertigung von Lb-Agar Platten wurden 1,5% Agar vor dem Autoklavieren hinzugegeben.
Fiir die Herstellung von LB (Amp) wurde in beiden Féllen nach Abkiihlen unter 55°C
Ampicillin (Stammkonzentration: 100 mg/ml) beigefiigt.

SOC-Medium: Alle Prozentangaben in w/v: 2% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 8,6 mM
NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs,.

Die Bestandteile wurden in Wasser geldst und autoklaviert. Glucose wurde nach Erkalten der

Losung zugefiigt (Glucose Endkonzentration: 0.02 ml).

IPTG-Stamm (0,5 M): 0,6 g auf 5 ml H,O; sterilfiltriert, portioniert (1 ml); Lagerung bei
-20°C.
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Puffer flr die native His-tag Aufreinigung:

Lysis Puffer: 50 mM NaH,PO, , 0,3 mM NaCl, pH=8

3M Imidazol Stock, pH=8.0

Puffer fUr denaturierende His-tag Aufreinigung:

Puffer B, pH=8,0: 100 mM NaH;PO,, 10 mM TrisCl, 8 M Urea
Puffer C, pH=6,3 : 100 mM NaH,PO,, 10 mM TrisCl, 8 M Urea
Puffer D, pH=5,9: 100 mM NaH,PO,4, 10 mM TrisCl, 8 M Urea
Puffer E, pH=4,5: 100 mM NaH;PO4, 10 mM TrisCl, 8 M Urea

Elutionspuffer fur Elution der GST-Fusionsproteine: 50 mM Tris-HCI, 10 mM reduziertes
Gluthatione, pH=8

2.1.5 Losungen fiir cDNA/RT-PCR
50x TAE: 40 mM TrisCL, 10 mM Na Acetat, ]| mM EDTA, pH=7,8
DNA-Loading buffer: 0,1 M EDTA (pH=8), 0,1% Bromphenolblau, 1% SDS, 50% Glycerin

2.1.6 Losungen fiir RNA/Northern Blot

RNA Sample Buffer: 2,5 ml deionisiertes Formamid, 1 ml 37% Formaldehyd, 0,5 ml 10x
MOPS, 1 ml DMPC H,0O

RNA-Loading buffer: 50% Glycerin, | mM EDTA, 0,4% Bromphenolblau, 0,0004%
Ethidiumbromid

10x MOPS: (1000 ml): 400 mM MOPS, 100 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA (pH=S8)
pH=7, autoklavieren (gelbliche Verfiarbung) und lichtgeschiitzt aufbewahren.

DMPC Wasser: H,O mit 0,1% Dimethylpyrocarbonat (DMPC) versetzen, ca. 30 min bei

R.T. inkubieren, anschliefend DMPC durch Autoklavieren inaktivieren.

DNase-Verdiinnungspuffer: 25 mM Tris HCI (pH=7,6), Glycerin (final 50%) autoklavieren.
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DNAse 10x Testpuffer: 1 M Natriumacetat, 50 M MgSO4 pH=5,0, autoklavieren

50x Denhardt’s Reagenz: 0,5 g Ficoll Typ 400 (Fa. Pharmacia), 0,5 g Polyvinylpyrrolidon
(Calbiochem), 0,5 g BSA (Pentax Fraktion V, Fa. Sigma), 50 ml H,O zugeben, sterilfiltrieren
und bei -20° C lagern.

Dextransulfat: 33% Dextransulfat mit DMPC Wasser.

Formamid, deionisiert: 500 ml Formamid, 50 g lonenaustauscherharz, AG 501-X8 Resin

(Fa. BioRad).

30 min langsam auf einem Magnetrithrer rithren, anschlieBend das Harz iiber einen

Faltenfilter entfernen und deionisiertes Formamid in ca. 50 ml Portionen bei -20° C lagern.
2 M Tris-HCL-Puffer, pH=8, steril

200 mM EDTA, steril

10% SDS, steril: 50 g SDS auf 500 ml

Hybridisierungslésung: 100 ml 30% Dextransulfat (final: 10%), 30 ml 10% SDS (final:
1%), 45 ml 20 x SSC (final: 3x), 60 ml 50x Denhardt's Reagenz (final: 10x), 65 ml H,O
(steril), portionieren und bei -20° C lagern, vor Gebrauch Lachssperm DNA (fertig: 10 mg/ml,
final: 0,1 mg/ml) 10 min kochen und nach kurzem Abkiihlen (auf Eis) einsetzen zu der

Hybridisierungslosung geben.

Mild Stripping Solution: 5 mM Tris HCL, (pH=8), 2 mM EDTA, (pH=8), 0,1x Denhardt’s

Losung

2.1.7 Losungen fiir Epitopmapping/Western Blot/Immunbhistologie

Isotonischer Puffer: 250 mM Sucrose, 20 mM HEPES, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM H,O (Millipore-Wasser, autoklaviert) Lagerung bei 4°C.

10% SDS, steril: 50 g SDS auf 500 ml

10% Ammoniumperoxidsulfat (APS): 1 g in 10 ml H,O in 600 pl Portionen aliquotieren,
Lagerung bei -20°C.

0,25% Bromphenolblau (BPB): 50 mg BPB in 20 ml H,O
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5x Sampel-Buffer: 5 ml Glycerin (99%), 1,5 g SDS, 1 ml 0,25% BPB, 7,5 ml H,O zugeben,
2,5 ml B-Mercaptoethanol

4x Lower Buffer: 1,5 M Trisma Base, 10% SDS auf 500 ml, pH=8,8
4x Upper Buffer: 0,5 M Trisma Base, 10% SDS, pH=6,8
10x Running Buffer: 0,25 M Trisma Base, 1% SDS, 1,92 M Glycin, pH=8,3

10x Transferpuffer : 25 mM Trisma Base , 0,19 M Glycin , 0,037% (w/v) SDS auf 1 | mit
HzO, pH:8,8

1x Transferpuffer: 10% 10x Transferpufter, 20% Methanol, 70% Millipore-Wasser
PBS/Tween: 25 mM NaH,PO,4, 150 mM NacCl, 0,05% Tween, pH=7,5

Brilliant Blue G: 300 ml Brillant Blue G Konzentrat, 1000 ml mit HO zugeben.
Entfirber-Losung : 20% Methanol, 7% Essigséure, 73% H,0O

Stripping-Losung: 6,25 ml 1 M Tris-HCL (pH=6,8), 20 ml 10% SDS, 73,75 ml H,0O, 700 nl
B-Mercaptoethanol

1x CAPS-Puffer:10 mM CAPS, pH=11
2.1.8 Losungen fiir die Zellkultur
Vollmedium: RPMI 1640, 10% FCS, 2 mM Glutamin, 1% PDS
Einfriermedium: 70%YVollmedium, 20% FCS, 10% DMSO
2x Trypsin/EDTA: 10x Trypsin/EDTA 1:5 verdiinnt in H,O
Trypanblau: 1 VT Tryptanblau, 1 VT PBS
2.1.9 Losungen fiir GST-ELISA
Casein-Blockpuffer: 0,2% (w/v) Casein in PBS-Tween vor Benutzung frisch ansetzen.

Substratpuffer: 100 mM Na-Acetat pH=6 (mit Essigsdure einstellen) Lagerung bei 4°C,

mehrere Wochen haltbar.
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Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS): PBS (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,5 mM KH,POq,
8 mM Na,HPO, ) wurde als 10x Konzentrat mit H,O hergestellt und zum Gebrauch mit H,O

auf 1x verdiinnt.
Waschpuffer: PBST, PBS mit 0,05% (v/v) Tween-20

Coating-Puffer: 50 mM Carbonatpuffer pH=9,6, 1 Teil 50 mM Na,CO; + 4 Teile 50 mM
NaHCOj3, Lagerung bei 4°C, mehrere Wochen haltbar.

TMB-Stocklésung: 10 mg/ml Tetramethylbenzidin (TMB) in DMSO gelost.

Lagerung bei —20°C lichtgeschiitzt mehrere Wochen.
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2.2 Gerite/Reagenzien/Computerprogramme

Tabelle 2-3: Antikorper

Spezifitit Verdiinnung  Hersteller Anwendung
Selbst generierte . 1: 1000/ 1:50- . Western-Blot/ GST-
Antikérper Rabbit K25 1:10.000/1:50 Dlogenes XtagELISA /FACS/
/11 150 (?_ 0/1:7500 Western-Blot /
Rabbit K26 1"1 0.000/ Biogenes Immunhisto / GST-
1 : 5 0' XtagELISA /FACS/
. 1:500/1:50- . Immunhisto / GST-
Rabbit K41 1:10.000/1:50 D1ogenes XtagELISA / FACS/
. 1:1000/1:50- . Immunhisto / GST-
Rabbit K42 1:10.000/1:50 Blogenes XtagELISA / FACS
Rabbit Anti 2-2 K43 1: 1000 Biogenes Western-Blot
Rabbit Anti 2-2 K44 1: 1000 Biogenes Western-Blot
Préimmunseren - rie; 44 (K43) 1:100-1:5000  Biogenes Western-Blot/
Immunhisto
Tier 45 (K41) 1:3100-1:5000  Biogenes Western-Blot/
Immunhisto
Tier 46 (K42) 1:100-1:5000  Biogenes Western-Blot/
Immunhisto
Tier 47 (K44) 1:100-1:5000  Biogenes Western-Blot/
Immunhisto
Tier 96 (K25) 1:100-1:5000  Biogenes Western-Blot/
Immunhisto
Tier 98 (K26) 1:100-1:5000  Biogenes Western-Blot/
Immunhisto
Primérantikorper Anti-Xpress-HRP 1: 5000 Invitrogen Western Blot
Mouse Anti-Actin ) ICN
Klon:4,monoklonal 1:5000 Biomedicals Western Blot
. Western Blot/ GST-
Goat Anti-GST 1: 10.000 Amersham XtagELISA
. ] Kooperation mit Western Blot/ GST-
Mouse Anti-Tag 1:1000 M. Pawlita XtagELISA
Goat Anti-GBP-1 1:500 Santa Cruz Western Blot/ GST-
(N17) ' Biotechnology = XtagELISA
Mouse Anti-ICAM-1  1:500 Santa Cruz Western Blot
Biotechnology
Mouse-Anti- HLA 1:50 Western Blot
Klasse I
Sekundarantikérper  Goat Anti-Rabbit [gG- 1.10.000 Sz.mta Cruz Western Blot
HRP Biotechnology
Goat Anti-Mouse 1gG- Santa Cruz
HRP 1:10.000 Biotechnology Western Blot
Anti-goat polyclonal ) Santa Cruz
IeG HRP 1:10.000 Biotechnology Western Blot
Goat Anti-Rabbit FITC 1 :50 Dianova FACS
Goat Anti-Human-HRP 1:10.000 Dianova Epitopmapping
Donkey Anti-Human 1 59 Dianova GST-XtagELISA

I1gG HRP

Verwendete Antikorper im Western Blot, GST-XtagELISA, Immunhistologie, FACS, Epitopmapping.
HRP=horseradish peroxidase
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2.2.1 Computerprogramme

DKFZ: HUSAR / GCG package
Prime, Primer => Primersynthese

Map, translate, 2dsweep, DomainSweep, Prosite, Motifs => Peptid-Beschreibung

Gap, Bl2seq, bestfit=> Ahnlichkeitsvergleiche
Malign, Contig, Malign2MSF=>Alignment

Genescan, HMM Gene => Exon-Intron-Strukturen

BlastN2=> Datenbanksuche
KIAA Gen Expression (http://www.kazusa.or.jp/en/)

2.2.2 Gerite

ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer, Fa. Applied Biosystems
Auto-Spot Robot ASP222, Fa. Abimed

Becton Dickinson FACS Calibur, Fa. Becton Dickinson
Biofuge Fresco, Fa. Heraeus Instruments GmbH
Brutschrank Function Line, Fa. Nuaire US AutoFlow

Casy 1Modell TT, Fa. Schif System GmbH

Crosslinker, Fa. Stratagene

ELISA-Reader p-Quant, Fa. DEELUX

Entwickler: Agfa Curix 60, Fa. Agfa

Feinwaage AG245 Mettler, Fa. Toledo

Folienschwei3gerit, Fa. Severin

FPLC, Fa. BioRad

Glaspipetten, 1, 2, 5, 10, 20 ml mit Pipetierhilfe, Fa. BioRad
Geldokumentation E.A.S.Y. 429 K, Fa. Herolab

Gel drying frames, Fa. Sigma

Hybridisierungsofen, Fa. Bachhofer
Hochdruckhomogenisator, Emulsiflex-C5, Avestin, Heidelberg
Inkubator / Trockenschrank, Fa. Heraeus

Kiihlschrianke (4°C, -20°C, -80°C), Fa. Liebherr, Forma Scientific
Kiihlzentrifuge Biofuge, Fa. Kendro

Millipore-Anlage, Fa. Millipore

Mini-Protean® II und III Electrophoresis Cell, Fa. BioRad
Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Fa. BioRad
Magnetriihrer MR 3002, Fa. Heidolph

Mikroskop DMIL, Fa. Leica

Mikrowelle Micromat, Fa. AEG

Neubauer-Zahlkammer

PCR Maschine, Fa. MJ Research

pH Meter 220, Fa. Metzler-Toledo

Photometer: BioPhotometer, Fa. Eppendorf

Pipetten: Fa. Eppendorf, Gilson


http://www.kazusa.or.jp/en/
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2.23

Pipettierhilfe accu-jet, Fa. BRAND

PowerPac 300 power supply, Fa. BioRad
Rontgenfilmkassetten, Fa. Dr.Goos

groBBer Schiittler fiir Platten, Fa. GFX

Schiittler, Fa. IKA

Sonifikator, Fa. Hielscher

Sterilbank SterilGard ClassIl Type A/B3, Fa. The Baker Company
Stickstofftank Chronos, Fa. Messer

Thermoblock, Fa. Eppendorf

Transilluminator mit Photographiervorrichtung, Fa. BioRad
Uberkopfrotor, Fa. Snijders

Ultrathurax, Fa. Labortechnik

Ultrazentrifuge, Fa. Beckman

UV-Tisch, Fa. Konrad Benda

Vakuumzentrifuge: Speed Vac Concentrator, Fa. Savant
Vortexer Reax 2000, Fa. Heidolph

Waage, Fa. Sartorius

Wasserbader, Fa. Kottermann Labortechnik/Julabo SW20
Zentrifuge, Fa. Sorvall RT7

Alphabetische Liste der verwendeten Chemikalien

1,4-Dithiotreitol (DTT), Fa. Roth

100 bp Ladder, Fa. Natutec

(a->*P]dCTP, Fa. Amersham

B-Mercaptoethanol, Fa. Merck

Affinitétsadsorbens: aktiviertes Glutardialdehyd, Fa. Roche
Antibiotika, Fa.Sigma

Ampicillin: Stamm = 100 mg/ ml H,O

Agar, Fa. Difco

Agarose, Fa. Biozym

Ammoniumperoxidsulfat (APS), Fa. Roth

Anti Dig Ap Konjugat, Fa. Roche

Aprotinin, Fa. Roche

Biocoll Separating Solution, Fa. Biochrom

BioRad Protein Assay, Fa. BioRad

Blocking Reagent, Fa. Roche

BSA, Rinderserumalbumin (Pentax Fraktion V), Fa. Serva
Bromphenolblau Natriumsalz, Fa. Merck

CAPS (3-Cyclohexylamino-1-propansulfonsiure), Fa. Sigma
Casein, Fa. Sigma

Chemilumineszenz-Nachweisreagenz ECL, Fa. Amersham-Pharmacia
Chloroform, Fa. Merck

CSPD Ready to use, Fa. Roche

Coomassie Brillant Blue R, Fa. Gerbu

Dextransulfat: Na-Salz, Fa. Pharmacia

Dig Easy Hyb Granules, Fa. Roche

DMF, Dimethylformamid, Fa. Sigma

DMPC, Dimethylpyrocarbonat, Fa. Sigma
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DMSO: Dimethylsulfoxid, Fa. Merck

DNase I, RNase-frei, Fa. Roche

Eindeckmedium:VectaShield Mounting Medium, Fa. Vector Laboratories
Ethanoldiamin, Fa. Sigma

Ethylendiamintetraessigsdure-Disodium (EDTA), Fa. Sigma
Ethylenglykol-bis-(2-aminothyl)-tetraessigsdure (EGTA), Fa. Sigma
Ethanol, 98%, Fa. Riedel-de-Haen

Ficoll Typ 400, Fa. Pharmacia

Fmoc Aminoséuren, Fa. Sigma

Formaldehydldsung (37%), Fa. Roth

Formamid, Fa. Roth

fetales Rinderserum (FCS), Fa. Gibco

Glucose, Fa. Merck

Glutaraldehyd, Fa. Sigma

Glycin p.A., Fa. Gerbu

Harnstoff, Fa. Fluka

Héamatoxylin, Fa. AppliChem
N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazine-N‘-2-ethansulfonic acid (HEPES), Fa. Gerbu
Ionenaustauscherharz, Fa. BioRad

Human Interferon-y, Fa. RD Systems

Isopropanol, Fa. Riedel-de-Haen

IPTG, Isopropylthiogalactosid, Fa. Sigma

Lachssperm DNA-Losung, Fa. Gibco

Kaliumchlorid p.A, Fa. Merck

Lambda-Marker, Fa. MBI-Fermentas

Lithiumchlorid, Fa. Merck

Leupeptin, Fa. Roche

Maltose, Fa. Sigma

MgCl,-6H,0, Fa. Sigma

MgSO,, Fa. Fluka

MOPS (3-[N-morpholino]-2-hydroxypropansulfonic acid), Fa. Sigma
Milchpulver, Fa. Fluka

Multiple Tissue RNA Panel, Fa. Clontech

Multiple Tissue cDNA fetale Panel, Fa. Clontech
Na-Citrat-Dihydrat, Fa. Roth

NaCl, Fa. Roth

NaOH, Fa. Merck

Natrium-Acetat, Fa. Fluka

Natriumacid, Fa. Sigma

Nukleotide, Fa. Promega

Phenol, sauer, Fa. Pharmacia

PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) w/o Ca>*, Mg **; Fa. Biochrom KG
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), Fa. Roche
Ponceau-S-Solution, Fa. Sigma

Protein-Marker: Kaleidoscope Prestained Standard, Fa. BioRad
Polyacrylamid: Rotiphorese® Gel 30, Fa. Roth

Polyvinylpyrrolidon, Fa.Calbiochem

Restriktionsenzyme: Sma I, Kpn I, BamHI, EcoRI, Sall, Xhol, Fa. Amersham
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2.25

Restriktionsenzympuffer: One for all Puffer, Fa. Amersham
RNA clean Losung, Fa. AGS

RNase Inhibtor, Fa. Roche

RNase (DNase frei), Fa. Roche

Sodium Dodecylsulfate (SDS), Fa. Merck
Sukrose, Fa. Sigma

Tag-Polymerase, Fa. Natutec

Temed p.A., Fa. Roth

Trizma Base, Fa. Sigma

Trizma HCI, Fa. Sigma

Triton-X100, Fa. Sigma

Trypsin/EDTA (10x), Fa. Biochrom KG
Tryptone, Fa. Difco

Tween 20, Fa. Sigma

Yeast extract, Fa. Difco

Verbrauchsmaterial

Einfrierbox, Fa. Qualilab Bender & Hobein

Eppendorf Cups 0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml, Fa. Eppendorf
Filter 0,2pum, Fa. Sartorius

Filterpapier 3MM, Fa. Whatmann

Falcon-r6hrchen 15/20 ml, Fa. Falcon

Dialysierschlauch, Fa. Neolab

Gewebekulturflaschen, Fa. Greiner

Kryor6hrchen, Fa. Nalgene Company
Nitrozellulose-Membranfilter fiir SEREX-Blotting, Fa. Sartorius
Nitrozellulosemembran Hybond™-C, Fa. Amersham

Pasteur Capillary Pipettes, Fa. WU Mainz

Peg 500-Spacer Nylonmembran, Fa. Genosys

Pipettenspitzen 1000er, 100er, 10er, Fa. Gilson, Fa. Eppendorf
Plastikpipetten, Fa. Sarstedt

Positiv geladene Nylon Membran, Fa.Roche

PVDF (Poly-vinylidene-difluoride)-Membrane; Fa. Roche
Rotilab-Spitzenfilter 0,8um, Fa. Roth

Skalpell; Fa. Feather

Serum-Monovetten, Fa. Sarstedt

sterile Rundboden Rohrchen, Fa. Greiner

Qia Shredder, Fa. Qiagen

Rontgenfilme: Kodak X-OMATTM, AR, Fa. Sigma
Standardprospekthiille, Fa. Esselte

COSTAR 1,2 ml Cluster Tubes im 12x8 Rahmen, Fa. Corning
ELISA 96-Loch Platten, Polysorb , Nunc, Roskilde, Ddnemark
Zellkulturplatten (6-Loch), Fa. Falcon

Fertige Kits

e ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Fa. Applied
Biosystems
e Alkaline Phophatase Rabbit IgG ABC Kit, Fa. Linaris
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AP Substrat Kit, Fa. Linaris

Avidin / Biotin Blocking Kit, Fa. Linaris
Qiagen Miniprep Kit (250), Fa. Qiagen

Dig DNA labelling Kit, Fa. Roche

Qia Amp Tissue Kit (50), Fa. Qiagen
JetQuick PCR Purification Kit (50), Fa. Genomed
Rneasy Midi Kit, Fa. Qiagen

Qia Oligotex mRNA Midi Kit, Fa. Qiagen
Random primed DNA labeling Kit, Fa. Roche
High Prime Kit, Fa. Qiagen

First Strand cDNA Synthese Kit, Fa. Roche
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METHODEN

2.3 Rapid Amplification of cDNA ends (RACE)

Um die Existenz der verkiirzten Version, GBP-5ta, zu verifizieren, wurden die verkiirzten 3’
und 5’ Enden mittels einer RACE-Polymerase-Ketten-Reaktion(-PCR) verlidngert. Fiir die
RACE-PCR, d.h. eine PCR in das "unbekannte" Gen, muss eine spezielle cDNA hergestellt
werden. Die 3'-cDNA Synthese nutzt eine normale Reverse Transkriptase (RT) Reaktion mit
einem initialen Oligo-d(T)-Primer, der am Poly (A) Ende hybridisiert. Die 5'-cDNA-Synthese
wird, wie die 3'-Synthese, durch ein Oligo d(T) am 3' Ende der mRNA gestartet.

Das RACE-PCR System nutzt die Besonderheit aus, dass die Reverse Transkriptase-MMLV
nach einer Voll-Langen-Transkription eine terminale Transferase Aktivitét iibernimmt, die 3
bis 5 Nukleotide (dCTP) am neu synthetisierten Strang anhingt. Die MMLV-Transkriptase
hingt nur an voll durchpolymerisierten mRNAs einer solchen Cytosin-reichen Region, so
dass dadurch gewdhrleistet wird, dass nur cDNAs in voller Linge entstehen. An dieser
Cytosin-reichen Region kann ein bekanntes Oligo (SMART II Oligo) binden, da es eine
Guanin-reiche Region besitzt. Das SMART II-Oligo dient als Primer fiir die Reverse
Transkription in 3' Richtung. Die PCR wurde in Anwesenheit eines Lese-Priif-Enzyms
durchgefiihrt. Durch die Bindung eines monoklonalen Antikdrpers am N-Terminus der Taq
Polymerase, der diese damit inhibiert, wird eine ,,hot start-PCR* simuliert. Beim initialen
Erhitzen auf 95°C wird der Antikorper denaturiert. Auf Grund der bekannten Sequenz an den
Enden der cDNAs ist es moglich, diese als Primerbindungsstellen zu benutzen, und eine PCR
mit einem Gen-spezifischen zweiten Primer durchzufiihren. Aus dem bekannten DNA-
Bereich wurde ein Primer mit hoher Hybridisierungstemperatur gewéhlt und damit eine hohe

Spezifitit gewdhrleistet.
Folgender RACE Primer wurde fiir eine Voll-Lédngen-Polymerisierung verwendet:

GBP-5ta: 5° RACE, Forward Primer: cca gga gct gct gga cct gca cag gac, Annealing
Temperatur: 66°C.

Die Polymerisierungsreaktion wurde schlieflich in einer ,,Touch Down PCR* (d.h.
schrittweise Verdnderung der Annealing Temperatur von hoher zu niederer Stringenz)

durchgefiihrt.
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72°C 72°C

30 sec ! 10 min

4°C

store
A:5,B:5,C: 15

Zyklen

Abbildung 2-1: RACE-PCR

RACE-PCR als ,,Touch Down PCR* mit schrittweiser Senkung der Anlagerungsspezifitt.

2.4 RNA-Expressionsanalysen

Um die Tumorspezifitit der Antigene GBP-5ta, GBP-5a/b und se2-2 zu untersuchen, wurde
das RNA-Expressionsspektrum mittels RT-PCR und Northern-Blot und das Protein-

Expressionsspektrum mittels Western Blot und Immunhistologie analysiert.

2.4.1 RNA Gewinnung

Fiir die Expressionsanalysen per PCR und Northern Blot wurde RNA aus verschiedenen
Tumorgeweben und Zelllinien isoliert. In fliissigem Stickstoff gekiihlte Tumor-Proben / Zell-
Pellets wurden mit TriStar Puffer (2 ml pro 100 mg Gewebe bzw. 1 x 10’ Zellen)
iiberschichtet, mit einem Ultrathorax mechanisch zerkleinert und mittels eines Ultraschall-

Sonifikators weiter zerkleinert.

Nach 15 min Inkubation auf Eis und anschlieBendem Zentrifugieren (13.000rpm, 4°C, 15
min) befand sich die RNA im Uberstand, wihrend das Pellet zur Protein-Isolierung und
DNA-Gewinnung verwendet wurde. Der Uberstand wurde prizipitiert (1 Volumenteil (VT)
RNA-Losung, 3 VT kaltes 96% EtOH, 1/10 VT NaAc (3 M), 30 min, 4°C, 13.000rpm
Zentrifugation, Pellet mit 2 VT 100% EtOH gewaschen, Zentrifugation 20 min, 4°C,
13.000rpm).

DNase Behandlung und Phenol/Chloroform-Extraktion / Fallung

Die RNA Ldsung wurde mit DMPC Wasser zu einem Volumen von 88 pl aufgefiillt. Von der
1/10 in DNase Puffer verdiinnten DNase wurden 2 ul eingesetzt, mit 10 ul DNase-Testpuffer
gemischt und der RNA Suspension zugegeben. Die Lésung wurde fiir 10 min bei 25°C
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inkubiert. AnschlieBend wurden aus der RNA-Losung Proteine (u.a. DNAse) mittels
Phenol/Chloroform extrahiert, indem die Losung mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform tiberschichtet, geschiittelt und zentrifugiert (13.000rpm, Raumtemperatur
(R.T.), 5 min) wurde. Die wissrige obere Phase enthielt die RNA und wurde mit 2 x VT 96%
EtOH, 1/10 VT NaAc (3 M) und 70% EtOH gefillt. Das Pellet wurde in DMPC Wasser

aufgenommen und bei -80°C gelagert.
RNA-Auftrennung

Die RNA wurde in einem 3-(N-Morpholino)propane sulfonic acid (MOPS) - Gel {iberpriift.
Dazu wurden 1-2 pg RNA mit 2 VT RNA-Puffer gemischt und 10 min auf 65°C erhitzt,
damit die RNA einzelstringig vorlag. AnschlieBend wurde das Gemisch mit RNA Lade-
Puffer (2 pl) in einem 1% Agarose 1x MOPS Gel bei 80 V elektrophoretisch aufgetrennt.

2.4.2 Herstellung von cDNA

Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde eine cDNA hergestellt. Dazu wurde der
komplementire Strang mit Hilfe eines Kits (First Strand cDNA Synthese Kit, Fa. Roche)
polymerisiert. Es wurde 1 pg RNA fiir die cDNA Synthese eingesetzt und nach dem
Pipettierschema (Tabelle 2-1) durchgefiihrt.

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RT) wurde der komplementére Strang polymerisiert.
Der RNase-Inhibitor sorgt dafiir, dass die RNA nicht degradiert wird. Man nutzt Primer, die
sich zufdllig nach einer statistischen Haufigkeit an die RNA anlagern. Dazu heizt man den
Mix 10 min lang auf 25°C auf (Anlagerungsschritt der Primer). Wéahrend der 60 min bei 42°C
polymerisiert die RT von dem Primer aus in 5° Richtung. Die RT wurde durch 5 min
Inkubation bei 99°C inaktiviert. Die hergestellten cDNAs wurden bei -80°C gelagert und ihre
Qualitdt mittels einer RT-PCR mit einem Haushalts-Gen, GAPDH (Glycerin-Aldehyd 3-
Phosphat-Dehydrogenase), gepriift (Abbildung 2-2).
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Tabelle 2-4: cDNA Herstellung

Reagenz Volumen/ finale
Ansatz Konzentration
10X Reaktionspuffer 2ul 1%
25 mM MgCl, 4 ul 5 mM
Denukleotid-Mix 2 ul I mM
Primer: Random 2 ul 1,6 ug
Rnase Inhibitor 1 ul 50U
AMV Reverse Transkriptase 0,8 pl 20U
RNA * 1 pg
H,0 (DMPC) Zugeben 20 pul

cDNA Herstellung: *RNA liegt als wiéssrige Losung unterschiedlicher Konzentration vor und muf}

daher zusammen mit H,O 8,2 ul ergeben.

95°C 95°C
72°C 72°C
. 57°C | |
Smin 30 sec .
30 sec 10 min
30 sec
35 Zyklen

|
Abbildung 2-2: GAPDH-PCR

GAPDH PCR zur Qualitdtsbestimmung der cDNA.

243 RT-PCR

4°C

store

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde die Expression des gefundenen

Antigens in verschiedenen Geweben untersucht. Die PCR ermdglicht, eine geringe

Kopienzahl eines DNA-Abschnittes zu amplifizieren. Man bendtigt dazu spezifische Oligo-

Nukleotide/Primer, die im gewiinschten Fragment liegen. Die verwendeten cDNAs wurden

aus Geweben anderer Tumore, Zelllinien und diversen Kontrollgeweben hergestellt. Ein PCR-

Ansatz enthielt folgende Reagenzien:
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Tabelle 2-5: PCR-Materialien

finale Konzentration

Reagenzien
10 x Puffer 1/10 VT, 2,5 pl
(NH4)2$O4 16 mM
Tris HCI, pH=8 67 mM
MgCl, 1,5 mM
Tween 20 0,01%
BIOTHERM TAQ Polymerase 1U
(Fa. Natutec)
Nukleotide (Fa. Promega) 200 pM
Forward Primer 400 nM
Reverse Primer 400 nM
DMSO 10%
cDNA 0,1-1 ng
H,O steril bidest. 15,5 ul

10x Puffer enthélt in fertiger Form obige Zusammensetzung, das DMSO simuliert eine Hot-Start PCR
durch Einzelstrangstabilisierung.

Die Primer wurden mittels des GCG Programms Husar Prime ausgewéhlt. In Tabelle 2-6 sind

alle fiir die Expressionsanalyse verwendeten Primer aufgefiihrt.

Tabelle 2-6: Primer

Primer

Forward Reverse Produkt- | Annealing | o g
linge
Name
gtt tac atg ttc caa tca tat ttg gca ggt o (Eichmiiller
GAPDH tat gat tcc ac ttt tct gac 638 bp T°C et al 2001)
Primer Paar | tgt tgt aga tca ctt cca tat cca aat tcc o
I caa ggt gc ctt ggt gtg ag 364 bp 63°C Neu
Primer Paar | aga agg aag aaa ctc cca tat cca aat tcc o
1 caa aca cat cc ctt ggt gtg ag S15/408bp | 48.4°C Neu
Primer Paar | cac aag tga aag cag tta tta aca gtc ctc o
0 aag ctg a tgg gcg 267 bp 51°C Neu
€22 cta tga atc caa gac ctc cac ttt ggt cct 539 bp 590C (Eichmiiller

caa agg C

tgt tag c

et al 2001)

Die RT-PCR wurden immer mit Positivkontrollen (¢cDNA aus Testis und 1:100 verdiinntem Plasmid)

sowie mit Negativkontrollen (H,O) in mindestens zwei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt.
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PCR-Programm

Die verwendete Annealing-Temperatur wurde filir jedes einzelne Primer-Paar in der

Gradienten-PCR optimiert.

95°C | 95°C

72°C 72°C
. . 57-60°C . | | |
Smin Imin i | i
i 2min 10 min 4°C
. Imin K
Denaturierung Elongation  finale
Anlagerung Elongation Aufbewahrung
35 Zyklen

Abbildung 2-3: PCR-Programm

Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde unterschiedlich gewéhlt, die anderen Parameter blieben
unverindert.

Die Denaturierung der doppelstrangigen cDNA bei 95°C, der Syntheseschritt der Polymerase
bei 72°C, die Zyklenanzahl und der Salzgehalt (MgCl,) blieben unveridndert (Abbildung 2-3).
Als Positivkontrolle diente das Plasmid, als Negativkontrolle wurde Wasser verwendet. Die

PCR Produkte wurden anschlieend in einem Agarosegel nach ihrer Grof3e aufgetrennt.
PCR-Proben

Zur Uberpriifung der Expression in gesunden Normalgeweben wurden RNA-Proben von
verschiedenen Geweben in cDNAs umgeschrieben. Ferner wurden cDNA Panels (MTC 1,
MTC 1II und fetales Panel) als Kontrollen benutzt. Folgende Gewebe waren darin enthalten

(Tabelle 2-7):

Tabelle 2-7: Kontrollgewebe

Umgeschriebene RNA aus eigenen Haut

Ressourcen, n=4 PMNC
Uterus
Brustdriise

Umgeschriebene Human Total RNA Panel | Gehirn

I von Clontech, n=9
Herz

Placenta

Niere

Knochenmark

Leber

Lunge
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Luftréhre
Skelettmuskel

II von Clontech, n=5

Umgeschriebene Human Total RNA Panel

Kolon
Diinndarm
Milz
Magen
Thymus

MTC II von Clontech, n=3

Ovar
Testis

Prostata

fetales MTC Panel von Clontech, n=8

fetales Gehirn
fetales Herz
fetale Niere
fetale Leber
fetale Lunge

fetaler Skelettmuskel
fetale Milz
fetaler Thymus
Hergestellte cDNA aus Kontrollgeweben.
Tabelle 2-8: RT-PCR Proben
Ziele Gewebe Zelllinien | Summe
Kontrollen' 21 21
Fetale Kontrollen' 8 8
CTCL gesamt® 19 4 23
CBCL 3 3
Melanome 12 8 20
Leukémie — Zelllinien 5 5

cDNAs, die als PCR Proben verwendet worden sind; ' Kontrollen: cDNA Panels MTC I, MTC 1I,

fetales Panel, sowie RNA Panel I; *CTCL, gesamt: Mycosis Fungoides=15, Sézary-Syndrom=4.

Alle cDNAs wurden mittels GAPDH-PCR beziiglich der mRNA Integritét iiberpriift.

2.4.4 Northern Blot

Im Northern Blot kénnen die Ergebnisse quantifiziert werden. Die RNA wurde in einem

MOPS-Gel aufgetrennt. Es wurden 10-20 pg RNA aus Tumorgeweben verwendet, um die

Spezifitit der Klone zu testen. Das Gel wurde 2x 20 min in 20x SSC getrinkt und
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anschlieend der Kapillarblot aufgebaut. Auf einem Transilluminator wurden die Lauffront

der 28S rRNA und 18S rRNA sowie die Slots gekennzeichnet.

Sondenherstellung

Unter Verwendung des High Prime Labeling Kit (Fa. Roche) wurden ca. 25 ng Sonde
eingesetzt. Als Sonde wurde das aufgereinigte PCR Produkt am Plasmid gewdhlt. Die
Polymerisierung wurde eine halbe Stunde bei 37°C durchgefiihrt und mit 1/10 VT 200 mM
EDTA (pH=8) gestoppt.

Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde mit 2x SSC gespiilt und zur vorgewdrmten Hybridisierungslosung
gegeben. Die Prihybridisierung erfolgte 3 Stunden (h) bei 50°C. Anschlieend wurde die
frisch denaturierte, markierte Sonde dazugegeben und iiber Nacht bei 55°C hybridisiert. Die
Sonde wurde entfernt und konnte, je nach Aktivitit an Radioaktivitét, noch einmal verwendet
werden. Die Membran wurde mit 2x SSC + 0,1% SDS 2x 30 min bei 55°C gewaschen und
danach mit verringerter Stringenz mit 0,2x SSC + 0,1% SDS 2x 30 min bei 60°C. Die
Membran wurde eingeschweif3t und in einer Rontgenfilmkassette fixiert. Der Rontgenfilm lag
bis zu 5 Tage bei -80°C auf. Die Sonde wurde 2 h bei 65°C mit Hilfe der ,,Mild Stripping
Solution” entfernt und der Blot mittels einer Haushaltgen Hybridisierung (GAPDH)
tiberpriift.

2.5 DNA Klonierungen

2.5.1 Plasmide

e Alle in dieser Arbeit verwendeten Tumorantigene lagen fiir weitere Umklonierungen

im Ampicillin resistenten pBluescript Vektor (Fa. Stratagene) vor.

e Der pTrcHisTOPO Vektor (Fa. Invitrogen) wurde verwendet, um die Antigene
(GBP-5ta, se2-2, se57-1, se89-1) als His-tag Fusionsproteine zu exprimieren, und
affinititschromatographisch iiber Ni*" Agarose aufzureinigen. Die Aufreinigung
wurde entweder in einem 50 ml Rohrchen oder mit der FPLC (Fa. BioRad)
durchgefiihrt. Der pTrcHisTOPO Vektor besitzt einen trc Promotor, einen lac
Operator (lacO) und eine Ampicillinresistenz. In Abwesenheit von Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) bindet der Lac Repressor an lacO und unterdriickt die

Transkription. Bei Zugabe von IPTG wird die Proteinexpression induziert.
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e Mit dem Expressionsplasmid pGEX4T3tag (Fa. Amersham) wurden die Antigene
GBP-5ta, se57-1, se70-2 und ¢cTAGE-1 als Fusionsproteine mit der 26 kDa grof3en
Glutathion S-Transferase (GST) am N-Terminus exprimiert. Das GST Gen enthilt ein
ATG und eine Ribosombindungsstelle und wird von einem IPTG induzierbaren tac-
Promotor betrieben. Der Vektor wurde C-terminal mit einem Unadecapeptid
(KPPTPPPEPET) des SV40 T-Antigens (tag) fusioniert (Meschede et al 1998).
pGEX4T3tag kodiert fiir eine Ampicillin Resistenz.

2.5.2 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen (Fa. Amersham) wurden zur prédparativen und analytischen
Restriktionsspaltung eingesetzt. Die Restriktionsansidtze wurden je nach Enzym in den
Endkonzentrationen 1x oder 2x OPA-Puffer (Fa. Amersham) angesetzt und bei 37°C oder der
vom Hersteller empfohlener Temperatur 1 bis 3 h inkubiert. Es wurde mit einem
Enzymiiberschull gearbeitet und darauf geachtet, dass das dabei zugegebene Volumen der
Enzymlosung weniger als 10% des Endvolumens betrug, so dass das im

Enzymlagerungspuffer enthaltene Glycerin ausreichend verdiinnt wurde.

2.5.3 Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) Behandlung

Um die Religation der Vektor-DNA zu verhindern, wurde sie vor der Gelextraktion mit CIAP
(Fa. Amersham) an den aufgeschnittenen Enden dephosphoryliert. CIAP katalysiert die
Hydrolyse von 5'-Phosphatenden der DNA. Die Reaktion wurde in Anwesenheit von 10 mM
Tris (pH=5,2), 10 mM MgCl, und 0,02 U/ul CIAP eine halbe Stunde bei 37°C durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde die CIAP hitzeinaktiviert (85°C, 15 min).

2.5.4 Gelextraktion

Aus dem Agarosegel wurden bei langwelligem UV-Licht Vektor- und Insert-DNA
ausgeschnitten und nach Hersteller Protokoll (GelExtraction Kit, Fa. Qiagen) aus dem Gel
aufgereinigt. Die Mengen fiir eine weitere Verarbeitung wurden in einem Agarosegel anhand

eines A-Markers (Fa. MBI-Fermentas) abgeschétzt.
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2.5.5 Ligation

Die Ligation wurde mittels 0,1 U/ul T4-Ligase in 1x Ligase-Puffer (Fa. Amersham) 5 min bei
R.T. durchgefiihrt. Die molaren Verhéltnisse zwischen Insert und Vektor wurden zwischen

1:1 und 5:1 gehalten.

2.5.6 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Bakterien (TOP10, BL21) wurden aus einem Glycerolstock auf eine LB-Agar Platte
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Mit einer Kolonie dieser Platte wurden 100
ml LB-Medium angeimpft. Bei ODgy=0,5 wurden die Zellen abzentrifugiert (4000rpm, 10
min) und das Pellet in 10 ml kaltem 50 mM CacCl, aufgenommen. AnschlieBend wurden die
Zellen 30 min auf Eis inkubiert und dann bei 2600rpm 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde
in 4 ml 50 mM CaCl, gelost. Die kompetenten Zellen wurden durch Transformation eines

bekannten Plasmids iiberpriift und dann in 100 pul Mengen bei —80°C gelagert.

2.5.7 Transformation

Um kompetente Bakterien zu transformieren, wurden die bei —80°C gelagerten Bakterien fiir
10 min auf Eis aufgetaut. Dann wurden 1-4 pl Ligationsansatz zugegeben und fiir eine halbe
Stunde auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde 45 sek einem Hitzeschock von
42°C ausgesetzt und danach 2 min auf Eis inkubiert bevor 250 pl 37°C warmes SOC-Medium
zugegeben wurde. Nach Inkubation (1 h, 37°C) wurde der Transformationsansatz in
verschiedenen Mengen auf LB(Amp) Platten ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C inkubiert.
Um die Klonierungsprodukte zu iiberpriifen, wurden mehrere Einzelkolonien von den Platten
gepickt und in 3 ml LB(Amp)-Kulturen iiber Nacht bei 37°C schiittelnd inkubiert. Aus 1,5 ml
der Kulturen wurde die Plasmid-DNA mit Qiagen Miniprep Zentrifugationssiulchen
(QIAprep, Fa. Qiagen) nach Protokoll des Herstellers aufgereinigt. Die DNA wurde durch
Testverdau mit geeigneten Restriktionsenzymen analysiert. Die Plasmide der
Expressionsvektoren wurden zur Proteinexpression in kompetente BL21 Bakterien

transformiert.

2.5.8 Klonierungsstrategien

pTrcHisTOPO: Die Inserts wurden mit einer Lese-Priif-Polymerase (Advantage2PCR Kit,
Fa. Clontech) mit den in Tabelle 2-6 aufgefiihrten Primern aus dem pBluescript Vektor
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amplifiziert und 5 min bei R.T. ligiert (4 pul PCR-Produkt + 1 pl Vektor). AnschlieBend

erfolgte die Transformation in kompetente TOP10.

pGEX4T3tag: Ein PCR-Amplifikat mit eingebauten Restriktionsschnittstellen sowie sechs

weiteren liberhdngenden Basen wurde fiir die Klonierung verwendet (Tabelle 2-6). So

konnten die Amplifikate mit den jeweiligen Restriktionsenzymen (se57-1 und cTAGE-1:
EcoRI-Sall; se70-2 und GBP-5ta: BamHI-Sall) verdaut werden. Der gleichverdaute Vektor

und das verdaute PCR-Produkt wurden gelextrahiert und der geschnittene Vektor CIAP

behandelt. AnschlieBend wurden Vektor und PCR-Produkt mit der T4-Ligase ligiert und in

kompetente TOP10 transformiert.

Tabelle 2-9: Primer fiir Klonierung in die TOPO-Expressionsvektoren und in pGEX4T3tag

Tumor- . . Produkt- Annea- | Fusions-
. Primer for Primer rev N ; .
antigen lange ling Protein
. acc aac aag cat ttt | gat cag cat cag gta o 93,9 kDa
2-2 His att c tgg 2293 bp 55°C 813 AS
. atg aca aca gtg aca | atg aca aca gtg aca o 42,7 kDa
>7-1 His gtg acc ac gtg acc ac 1017 bp >4°C 371 AS
571 atc ccc gaa ttc! tat| agg ttt gtc gac® ccg 40.1 kD
GI_EX gaa aca gtg aca gtg | taa cct aat caa cat 1028 bp 54°C 3 418 ASa
P acc ac taa ata
20-2 ccg cgt gga tcc® gct| agg ttt gtc gac® tct 62.1 kD
GEX ttg aag gct gca cag | tct cca aga acg aga 913 bp 60°C 5 415 ASa
P aaa acc tt ttc att gtc ctc
. atg ttt cca tat gat | agt tac tac agt tat . 121,2 kDa
89-1His tca ¢ ttc tc 38bp [ 54°C 1 1691 Ag
GBP-5ta | ccg cgt gga tcc? atg | agg ttt gtc gac® ttc 1475 b 60°C 55,9 kDa
pGEX gct tta gag atc cac | cgt ctc tgt g aga gcc P 498 AS
GBP-5-ta | atg gct tta gag atc ttc cgt ctc tgt gag 1451 b 58°C 59,8 kDa
His cac agc ctg g p 532 AS
GBP-5ta | gcc acc atg gct tta | tca ttc cgt ctc tgt 1451 b 60°C
His/Max gag atc cac gag agc ctg ¢ p -
GBP-5a/b | gcc acc atg gct tta | tta gag taa aac aca 1761 b 60°C
HisMax gag atc cac tgg atc atc gt P -
CTAGE-1 | atc ccc gaa ttc! atg| agg ttt gtc gac® tct 243b 60°C 37kDa
pGEX ttt gtc atc ata tca | tag att tac tcc ttc P 74 AS

Die unterstrichenen Basen kennzeichnen die eingebauten Restriktionsschnittstellen (lEcoRI, 2 BamHI,
* Sall) fiir die Klonierung in den pGEX4T3tag Vektor.

2.5.9 Sequenzierung

Umklonierte cDNA Abschnitte oder PCR-Produkte wurden mit dem ABI PRISM TM 310

Genetic Analyser und dem Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Fa.
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Abimed) sequenziert. Dazu wurden i1.d.R. Standard Primer aus dem Plasmid verwendet, die

das Insert oder die PCR-Primer flankierten (Tabelle 2-7).

Zur Sequenzierung wurden i.d.R. 400 ng Plasmid eingesetzt, welche mit 12,5 uM Primer und
2 pl BigDye Mix im Thermocycler mittels des nachfolgenden Programms markiert wurden
(Abbildung 2-4). Um die DNA nach der Sequenzier-PCR fiir die Sequenzierung einsetzen zu
konnen, wurde diese mittels einer Ethanol-Féllung aufgereinigt. Zu einem PCR-

Reaktionsansatz wurden 2 pl 3 M NaAc (pH=5) und 50 ul EtOH (absolut) gegeben.

Tabelle 2-10: Sequenzier Primer

Primer Name Sequenz Vektor
T3 aat taa ccc tca cta aag gg pBluescript
T7 gta ata cga ctc act ata ggg c pBluescript
pTrcHis.for gag gta tat att aat gta tcg pTrcHisTOPO
pGEX.for ggg ctg gca agc cac gtt tgg tg pGEX4T3tag

Primer zur Sequenzierung eines Plasmides.

Die DNA wurde 10 min auf Eis gefdllt und darauthin bei 13.000rpm fiir 20 min
abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen, 10 min bei 13000rpm
abzentrifugiert und getrocknet. Das mittels Ethanol-Fallung erhaltene DNA-Pellet wurde in
20 ul Formamid (Applied Biosystems) fiir die Sequenzierung aufgenommen. Die
Sequenzierung der Plasmide erfolgte mit dem Sequenzierer ABI PRISM TM 310 Genetic
Analyzer (Fa. Applied Biosystems) nach der Ketten-Abbruch-Methode. Die erhaltenen

Sequenzen wurden mittels der GCG / HUSAR Programme ausgewertet.

95°C

60°C
50°C
15sec .
4min 4°C
. 15sec .
Denaturierung Elongation
Anlagerung Aufbewahrung
25 Zyklen

Abbildung 2-4: Sequenzier-PCR

Schematische Darstellung einer Sequenzier PCR.
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2.5.10 Computer-Programme

Mittels der GCG-Programme (Husar, DKFZ) wurden Sequenzanalysen, Primerwahl, die
Bestimmung der offenen Leserahmen, Datenbank Suchen, Alignments und Protein

Programme zu Motiv-Suchen durchgefiihrt.

2.6 Protein-Expressionsanalyse

2.6.1 Proteinexpression und His-Aufreinigung

Fiir die Proteinexpression und Aufreinigung ausreichender Mengen rekombinanten Proteins
zur Herstellung von Antikorpern wurden die kodierenden Abschnitte der cDNAs von GBP-
Sta, se2-2, se57-1, se89-1 in den pTrcHisTOPO Vektor kloniert. Die exprimierten
Fusionsproteine wurden iiber die Affinitit der N-terminalen sechs Polyhistidine mit Ni*'-
Agarose aufgereinigt. Mit einer Kolonie, die das jeweilige pTrcHisTOPO-Konstrukt trug,
wurde eine 50 ml Vorkultur ii.N. bei 37°C auf einem Rotationsschiittler inkubiert. Die dicht
gewachsene Vorkultur wurde in 1 1 LB(Amp) iiberfiihrt und bei 37°C auf einem
Rotationsschiittler bis zu einer optischen Dichte (OD600 nm gemessen gegeniiber LB-
Medium) von 0,6 kultiviert. Die Expression der Fusionsproteine wurde mit IPTG
(Endkonzentration 1 mM) induziert und die Kultur weitere 3 h unter Schiitteln bei 37°C
inkubiert. Die Inkubation wihrend der Induktion wurde z.T. individuell verdndert und 3 bis 5

h bei 37°C oder 6 h bei R.T. durchgefiihrt.

Die Zellen wurden nach der Proteinexpression durch Zentrifugation (5000rpm, 10 min, 4°C)
geerntet. Die folgende Aufreinigung der His-tag Fusionsproteine wurde fiir jedes Protein
sowohl nativ als auch denaturierend durchgefiihrt. Welche Aufreinigung (nativ/denaturierend)
und welche Methode geeigneter war, musste fiir jedes Protein individuell bestimmt werden.
Es wurden zwei verschiedene Methoden verwendet: die Aufreinigung im 50 ml Réhrchen
durch wiederholtes Abzentrifugieren der Agarose und die automatisierte und dokumentierbare
Aufreinigung unter Verwendung der Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC; Fa.
BioRad). Mit beiden Methoden konnte das native oder denaturierende Verfahren durchgefiihrt

werden.
Native Aufreinigung

Das Bakterien-Pellet der Expression wurde gewogen und im 2-4fachen Volumen Lysis Puffer

pH=8, resuspendiert. Um Proteindegradation zu verhindern, wurde Protease-Inhibitor (Fa.
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Roche) zugegeben. Die Bakterien wurden durch Sonifizieren (10x 30 sec) auf Eis
aufgeschlossen und danach bei 4°C, 13.000rpm, 1 h zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch
einen Filter mit 0,8 pm PorengroBBe geklért, um gréfere Verunreinigungen abzutrennen. Das
geklirte Lysat mit dem 18slichen Fusionsprotein wurde mit Ni** -Agarose 5 ml/100 ml (1 ml
bindet 1-5 mg rekombinantes Protein) i.N. bei 4°C schiittelnd inkubiert. Nach dem Binden
des Fusionsproteins an die Ni*" -Agarose konnte die Aufreinigung im 50 ml Réhrchen oder in

der FPLC fortgesetzt werden.

Bei der Aufreinigung im 50 ml Rohrchen wurde die Agarose 10 min mit 20 ml Lysis Puffer
pH=8 auf dem Schiittler gewaschen. Anschliefend wurde die Ni*'-Agarose abzentifugiert
(4000rpm, 10 min, 4°C) und der Waschschritt 3x wiederholt. Die Ni*"-Agarose wurde danach
3x mit 10 ml Lysis Puffer pH=6 und 2x mit 10 ml Lysis Puffer pH=8.0 gewaschen. Die Ni*'-
Agarose wurde nun in eine Kunststoffsidule (Fa. Invitrogen) geschichtet. Die Elution erfolgte
in der Sdule im Imidazol-Gradienten mit jeweils 1 ml 20 mM, 50 mM, 200 mM, 250 mM,
300 mM, 350 mM, 500 mM Imidazol haltigem Lysis Puffer pH=8. Der Imidazolring ist Teil
der  Histidinstruktur  und  Bindungsstelle  der  Nickel-lonen.  Unter  hohen
Imidazolkonzentrationen werden die rekombinanten Histidin-gebundenen Proteine aus ihrer

Bindung zu den Nickel-lonen verdrangt.

Die Elutionsproben wurden unter der Sdule aufgefangen und im Western Blot mit dem Anti-
Xpress Antikodrper darauthin untersucht in welcher der Fraktionen das eluierte Fusionsprotein

vorlag.

Die FPLC erlaubt gegeniiber der Aufreinigung im Rohrchen eine automatisierte
Durchfiihrung. Des Weiteren konnte der Erfolg der Waschschritte zeitgleich verfolgt werden,
da ein der Sdule nachgeschalteter UV-Detektor die abflieBenden Partikelmengen misst und
aufzeichnet. Durch den Finsatz eines Fraktionssammlers lieBen sich die einzelnen
Proteinfraktionen auffangen. Das Waschen konnte daher flexibel verldngert werden, wenn
noch zuviel Verunreinigungen von der Sdule kamen. Mit der einmalig im 50 ml Réhrchen
gewaschenen Agarose wurde eine FPLC-Sdule (Bettvolumen 0,5-2 ml, Fa. Amersham)
beladen und an die FPLC angeschlossen. Die Aufreinigung erfolgte wie oben beschrieben mit
dem Unterschied, dass ein automatischer Ablauf gewdhlt wurde und die Waschschritte nach
Bedarf verldangert oder verkiirzt werden konnten. Die Flussrate der eingesetzten Puffer betrug

1 ml/min.
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Denaturierende Aufreinigung: Alle Puffer fiir die denaturierende Aufreinigung enthielten 8
M Harnstoff. Das Bakterienpellet aus 1 1 Expressionskultur wurde in 20 ml Puffer B
aufgenommen. 1 ml 50% Ni*'-Agarose wurde mit dem gekldrten Lysat ii. N. bei 4°C
inkubiert. Danach konnte die Aufreinigung im 50 ml Réhrchen oder in der FPLC fortgesetzt

werden.

Im 50 ml R6hrchen wurde die Agarose mit den gebundenen Fusionsproteinen abzentrifugiert
(10 min, 5000rpm) und 4x mit 10 ml Puffer C gewaschen. Zum Eluieren wurden die Puffer D
und E verwendet, wobei zuerst mit 3x 0,5 ml Puffer D und anschlielend mit 3x 0,5 ml Puffer
E eluiert wurde. Mittels Western Blot wurde die Fraktion detektiert, die das Fusionsprotein

enthielt.

Die denaturierende Aufreinigung in der FPLC erfolgte mit den gleichen Puffern und

Volumina wie fiir die denaturierende Aufreinigung im 50 ml Rohrchen.

2.6.2 Aufreinigung der Fusionsproteine mit GST

Fiir die Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen iiber ihre Affinitit zu Gluthation, wurde das
Bakterienpellet pro 1 1 Expressionskultur in 10 ml 1x PBS aufgenommen. Die Suspension
wurde 10x 30 sek sonifiziert und anschlieend zentrifugiert (5000 rpm, 30 min, 4°C ). Das
Lysat wurde durch einen Filter mit 0,8 um Porengréfe von gréferen Verunreinigungen
geklart. 10 ml geklartes Bakterienlysat wurden mit 0,5 ml 50% ,,Gluthatione Sepharose 4B*
(200 pl binden 1 mg GST-Fusionsprotein, Fa. Amersham) tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die
Gluthation Sepharose wurde abzentrifugiert (1000rpm, 5 min, 4°C) und mit 20 ml 1x PBS 4x
gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Anschliefend wurde das
Fusionsprotein mit 1 ml Elutionspuffer (Fa. Amersham) pro 2 ml Gluthation Sepharose fiir 5-
10 min bei R.T. und/oder bei 4°C i.N. eluiert. Das rekombinante Protein wurde in den

Eluaten mit dem Anti-GST Antikorper im Western Blot detektiert.

2.6.3 Antikorperherstellung und Proteinansequenzierung

Um die Expression von GBP-5ta und se2-2 auf Proteinebene zu untersuchen, wurden
Antikorper gegen rekombinantes His-tag Protein beider Proteine generiert. GBP-5ta und se2-
2 wurden denaturierend im 50 ml R6hrchen aufgereinigt. Die rekombinanten Proteine wurden
im Western Blot mit dem Anti-Xpress Antikorper detektiert. Rekombinantes GBP-5ta wurde
mit der Matrix-assisted laser desorption/ionisation-time of flight mass spectrometry (MALDI-

TOF) ansequenziert (Zentrale Proteinanalytik, DKFZ). Dafiir wurde ein SDS-PAGE mit dem
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aufgereinigten rekombinanten Protein angefertigt und auf eine in Methanol getrankte
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran geblottet. Als Tank-Puffer wurde 1x CAPS
verwendet. Ansonsten unterschied sich der Vorgang nicht vom unten beschriebenen Western
Blot. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran in sterilem Amidoschwarz gefirbt, bis die
Proteinbanden sichtbar wurden. Danach wurde die Membran mit Wasser gewaschen und
getrocknet. Aus der zu sequenzierenden Bande wurde ein ca. 2 mm x 2 mm grofBes Quadrat

ausgeschnitten, welches in MALDI-TOF auf die ersten 13 AS ansequenziert werden konnte.

Da die Eluate mit dem rekombinanten GBP-5ta und se2-2 noch E.coli Verunreinigungen
enthielten, wurden die Fusionsproteine aus dem Coomassie Gel ausgeschnitten. Dazu wurde
das Protein der Eluate in mehreren Coomassie gefirbten Gelen aufgetragen. Ein Streifen aus
der Mitte des Gels wurde fiir jedes Gel auf Nitrocellulosemembran geblottet und das His-tag
Protein mittels Anti-Xpress detektiert. Durch Anlegen des entwickelten Streifens an das
Coomassie-Gel konnte so sichergestellt werden, dass die richtige Bande zur Antikorper
Herstellung ausgeschnitten wurde. Je zwei Kaninchen fiir die Antigene GBP-5ta und se2-2
wurden mit dem denaturierten rekombinanten Protein aus dem Coomassie Gel immunisiert

(Fa. Biogenes).

Tabelle 2-11: Boost Schema zur GBP-5ta und se2-2 Antikorper Herstellung

Anti GBP-5ta AK Anti se2-2 AK
Praimmunseren Tier 96 Tier 25 | Tier 45 | Tier 46 | Tier 44 | Tier 47
Antikorpernamen K25 K26 K41 K42 K43 K44
. nativ X X
Protein -
denaturiert X X X X
1.Tag Boost X X X X X X
7.Tag Boost X X X X X X
14.Tag Boost X X X X X X
28.Tag Boost X X X X X X
~38.Tag Boost X X X X X X
Blutung 20 ml 20ml | 20ml" | 20ml" | 20ml | 20ml
Ausblutung 47 ml 67 ml 50 ml 47ml 52 ml 60 ml

Ubersicht iiber die vier gegen denaturiertes und natives His-tag GBP-5ta hergestellten Antikdrper. Die
Antikérper K43 und K44 wurden gegen denaturiertes His-tag se2-2 Protein generiert. 'Von K41 und
K42 wurden die Gesamt IgGs iiber eine ProteinA Saule isoliert.

Fir GBP-5ta wurden zwei weitere AntikOrper gegen natives Protein aus der nativen
Aufreinigung von His-tag Protein unter Verwendung der FPLC hergestellt (Fa. Biogenes).
Die mittels FPLC aufgereinigten His-Tag-Proteine wurden anschlieBend unter Lichtschutz bei
4°C 1. N. gegen 1x PBS pH=7,5 dialysiert. Dafiir wurde der Dialysierschlauch mit einer
Porengréfe von 12-14 kDa 2x fiir 10 min mit 2% Na-Bicarbonat und 1 mM EDTA (pH=S8) in
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H,O und mit 1 mM EDTA Losung gekocht. Nach dem Spiilen mit Wasser konnte der

Dialysierschlauch eingesetzt werden.

Pro 1mg Protein wurden 2 verschiedene Kaninchen immunisiert (Tabelle 2-8). Die
Praimmunseren wurden vor der Immunisierung im Western Blot mit rekombinantem His-tag
Protein darauf getestet, dass sie keine natiirliche Reaktivitit gegen das jeweilige Antigen
zeigten. In Tabelle 2-8 ist das Immunisierungsschema der Kaninchen dargestellt. Das
gelieferte Antiserum wurde mit 0,02% Thimerosal stabilisiert. Die Gesamt IgGs von Anti-
GBP-5ta Antikorper K41 und K42 wurden iiber einen Protein A-Triger aufgereinigt (Fa.
BioGenes).

2.6.4 Protein-Isolation

Zur Analyse der Proteinexpression der Tumorantigene wurden Western Blot Analysen
durchgefiihrt. Es wurden zum einen gekaufte Protein-Panels von Normalgeweben der Firma
Clontech (Testis, Placenta, Diinndarm, Magen und Brustdriise) und der Firma BioCat
(Knochenmark, Hirn, Dickdarm, Prostata, Skelettmuskulatur und Luftrohre) benutzt, zum
anderen wurden Proteine von PBMCs und Tumorzellen mittels des TriFast Kits (Fa. Peqlab)
isoliert. Als Positivkontrollen wurde GBP-5ta und se2-2 in einen Expressionsvektor

(pTrcHisTOPO, Fa. Invitrogen) kloniert und rekombinant exprimiert.
Gewinnung peripherer mononukleirer Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation

Zur Isolierung der PBMCs wurden Buffy-Coat-Konserven von gesunden Spendern von der

Blutbank in Heidelberg verwendet.

Die Gewinnung von ,Peripheral Blood Mononuclear Cells* (PBMC) aus Buffy-Coat-
Konserven erfolgte durch Dichte-Gradient-Zentrifugation iiber Ficoll-Trennlosung. Da die
Dichte von Ficoll mit 1,077 g/ml identisch ist wie die von Lymphozyten und Monozyten,
werden diese durch Zentrifugation in der Interphase angereichert und dort als weiller Ring
sichtbar. 2 Teile PBS wurden mit 1 Teil Blut gemischt. 15 ml Ficoll (Biocoll) wurde
vorsichtig mit dem Blut {iberschichtet und 20 min, 1200 rpm bei R.T. zentrifugiert. Die Zellen
des Bluts waren nun in mehrere Schichten aufgetrennt: von unten nach oben befanden sich die
Erythrozyten, Biocoll, eine weille diinne Schicht mit den PBMCs und dariiber die
Granulozyten und Thrombozyten. Die PBMC-Schicht wurde mit der Pipette abgesaugt und in
50 ml PBS aufgenommen. Durch zweimaliges Zentrifugieren (10min, 1200 rpm, R.T.) und
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Zugabe von 50 ml PBS wurden die Zellen gewaschen. Die PBMCs wurden als Pellet fiir die
Verwendung im Western Blot bei —80°C aufbewahrt.

Isolierung von CD4+ und CD8+ Zellen durch MACS (Magnetic Activated Cell Sort)

CD4+ und CD8+ Zellen wurden aus den gewaschenen PBMCs mit dem ,,Magnetic cell
sorting of human leukocytes*“- System (Fa. MACS) isoliert. Die CD4 bzw. CDS8 Zellen
wurden mit einem Zelltyp spezifischen Antikdrper markiert. Der spezifische Antikdrper war
direkt an superferromagnetische Partikel (MicroBeads) gekoppelt. Die MicroBeads
gebundenen Zellen konnten in einem magnetischen Feld iiber eine Sdule von den restlichen
Zellen der PBMCs getrennt werden. Die CD4 bzw. CDS8 Zellen wurden durch Erhitzen bei
95°C, 5 min von den Beads getrennt und im Sample Puffer zur Verwendung im Western Blot

aufgenommen.

Proteinbestimmung nach Bradford

Zur genauen Konzentrationsbestimmung wurde die Extinktion der Proteine mit dem Bradford
Reagenz gemessen (BioRad Protein Assay Reagenz, Fa. Biorad) und anhand einer

Verdiinnungsreihe von Rinderserumalbumin (BSA, Fa. Serva) bestimmt.

2.6.5 Western Blot

Fiir alle Polyacrylamidgele wurde das BioRad Protean II und III Gel System verwendet. Die
Lysate wurden mit einer Proteinkonzentration von 1 pg/ul in SDS-Gel-Probenpuffer
(Endkonzentration 1x) aufgenommen und 5 min zum Denaturieren der Proteine auf 95°C
erhitzt. Die SDS Mini-Gele wurden mit Sammel- und Trenngel (13,5% Acrylamid) (Tabelle
2-9) gegossen. Als Marker wurden 3 pl des Kaleidoscope Prestained Standards (Fa. BioRad)
aufgetragen. Der Gellauf wurde fiir 1 h bei 150 V Spannung mit frischem 1x Running Buffer
durchgefiihrt.



MATERIAL UND METHODEN 54

Tabelle 2-12: Western Blot Reagenzien

Reagenz Trenngel Sammelgel

H,O 6 ml 7,4 ml

Polyacrylamid (37%) 7 ml (fir ein 16% (2,1 ml (fir ein 5%
Gel) Gel)

Lower Buffer 4,3 ml

Upper Buffer 3,3 ml

10% Ammoniumpersulfat 42,2 ul 128,3 ul

Temed 19,1 pl 17,1 pl

Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel fiir SDS-PAGE.

Farbung mit kolloidalem Coomassie

Ein Polyacrylamidgel konnte 30 min bis 1 h mit Brilliant Blue bei R.T. schiittelnd inkubiert
werden, so dass das Protein-Bandenmuster sichtbar wurde. Anschlielend wurde das Gel 1-2 h
mit Entfarber-Losung entfiarbt. Um das Gel haltbar zu machen, wurde es in Wasser
gewaschen und zwischen zwei Geltrocknungsfolien (Fa. Sigma) in einen Plexiglasrahmen

gespannt und bei R.T. mehrere Tage getrocknet.
Blot der Proteine

Weitere SDS-Gele wurden in einer BioRad Naflblotkammer zwischen vier Whatman-Papieren
auf eine Nitrozellulosemembran (Fa. Satorius) mit einer Porengrof3e von 0,45 um transferiert.
Der Transfer wurde mit 1x Transferpuffer eine Stunde bei einer Spannung von 100 V
durchgefiihrt und mit einer Ponceau Rot Anfarbung iiberpriift (1 min Inkubation in Ponceau S-

Losung, und Abspiilen mit PBS-Tween (T)).

Detektion von Proteinen

Unspezifische Antikdrper und Proteinbindungsstellen der Membran wurden durch Inkubation
(2 h) mit 5% (w/v) Milchpulver (Fa. Roth) in PBS-T gesittigt (blockiert). Alle Schritte
wurden bei R.T. auf dem Schiittler durchgefiihrt. Die Erstantikdrper wurden jeweils in 0,5%
(w/v) Milchpulver in PBS-T zu der Membran gegeben und eine Stunde inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in PBS-T fiir 10 min wurden die mit Peroxidase gekoppelten
Zweitantikdrper eine Stunde inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran eine
Minute mit ECL (Fa. Amersham) inkubiert, dann in eine durchsichtige Doppelfolie gelegt und

luftblasenfrei gestrichen. Die Detektion erfolgte in der Dunkelkammer mit Rontgenfilmen
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(Kodak X-OMAT™, Fa. Sigma), die zwischen 25 sek und 5 min exponiert und dann

entwickelt wurden.

Um die Qualitit aller eukaryontischen Proteinproben zu iiberpriifen, wurde ein Anti-f-Aktin
Antikorper verwendet. Es wurde entweder derselbe Blot oder dieselbe Proteinprobe mit Anti-

B-Aktin tiberpriift.

2.7 Methoden der Zellkultur

2.7.1 Kultivierung von Zellen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden zur Vermeidung von Kontaminationen mit Bakterien,
Hefen oder Pilzen in einer sterilen Werkbank mit autoklavierten oder sterilfiltrierten
Losungen und sterilen Gerdten durchgefiihrt. Alle Zelllinien wurden in Vollmedium im
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO; und in gesittigter Wasserdampf-Atmosphére kultiviert. Die
Zentrifugation der Zellen erfolgte bei 1200rpm, 10 min bei ca. 14 °C.

2.7.2 Passagieren von Zellen

Die Melanomzellen haften als adhédrente Zellen iiber Peptidbindungen am beschichteten
Boden der Gewebekulturgefifle. Diese konnen mit Trypsin geldst werden. Die Zellen wurden
je nach Bedarf und Wachstum geerntet, gezéhlt und in neues Medium umgesetzt bzw. fiir

weitere Versuche aufgearbeitet.

Bei den CTCL-Zellen, T293 und K562 handelt es sich um Suspensionszelllinien. Diese Zellen
wurden durch Abzentrifugieren geerntet, gezihlt, einmal in PBS gewaschen und in frischem

Vollmedium aufgenommen.

2.7.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Eukaryontische Zellen konnen in fliissigem Stickstoff gelagert werden. Zum Einfrieren
wurden Zellpellets in Einfriermedium aufgenommen, in 1 ml Aliquots (5 x 10° - 1 x 10’
Zellen/ml) auf Kryorohrchen aufgeteilt und in vorgekiihlte Einfriergefile gegeben. Die
Zellen wurden zunéchst auf -80°C heruntergekiihlt und nach 24-48 h in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt. Aufgrund der bei Raumtemperatur toxischen Eigenschaften des DMSO muf3 bis

zum Zeitpunkt des Einfrierens stidndig gekiihlt und moglichst rasch gearbeitet werden.
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Um die Zelllinien zu rekultivieren, wurden die tiefgefrorenen Zellen bei 37°C aufgetaut. Das
vollstindige Auftauen der Zellen ist hierbei zu vermeiden, um die toxische Wirkung des
Einfriermediums so gering wie mdglich zu halten. DMSO entzieht den Zellen wihrend des
Einfrierens aufgrund seiner hygroskopischen Eigenschaften Wasser und verhindert so die
Bildung zellschiddigender Eiskristalle. Nach dem Auftauen mu3 das nun toxische DMSO
schonend entfernt werden. Die Zellen wurden in 9 ml warmem Medium aufgenommen,

einmal abzentrifugiert und in einer Kulturflasche in Vollmedium ausplattiert.

2.7.4 Bestimmung der Zellzahl

Neubauer-Kammer

Zur Bestimmung von Zellzahl und Lebendzellzahl wurden aus frisch suspendierten Zell-
Losungen Aliquots entnommen, in einer 1:10 Verdiinnung mit Trypanblau gefarbt und in
einer Neubauer-Zihlkammer gezdhlt. Trypanblau lagert sich an Proteinstukturen des
Zytoplasmas an, kann jedoch nur in Zellen mit permeabler Zellmembran eindringen und férbt

so selektiv tote Zellen blédulich an. Die Zellzahl wurde mit folgender Formel berechnet:
Zellzahl/ml = Zellzahl aus 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor x Kammerkonstante (10%)
Automatischer Zellzihler Casy

Zur Messung im automatischen Zellzdhler Casy wurden die Zellen in einem schwachen
Elektrolyten (Casyton) suspendiert. Uber ein WiderstandsmeBprinzip und eine
Pulsflichenanalyse wird die GroBenverteilung der Zellen bestimmt. Anhand dieser

GroBenverteilung der Zellen kdnnen Zellzahl und Lebendzellzahl abgeleitet werden.

2.8 Serologische Untersuchungen

Zur Bestimmung der Immunogenitdt der detektierten Phagen cDNA Konstrukte wurde
wihrend dieser Arbeit der GST-Xtag ELISA etabliert. Die Phagen-Klone wurden in den
pGEX4T3tag Vektor umkloniert und gegen eine gro3e Anzahl an Seren von Tumorpatienten
und gegen Seren gesunder Spender getestet. Um das immunogene Antikdrper-Epitop von

GBP-5ta zu identifizieren, wurden Epitopmapping Experimente durchgefiihrt.
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2.8.1 SEREX

Die Identifikation der CTCL assoziierten Tumorantigene se2-2, se57-1, se70-2 und cTAGE-1
sowie das sekundére Screenen mit Patientenseren mit der SEREX Methode (Pfreundschuh

2000) wurde von Anita Dahlke und Dirk Usener iibernommen (Eichmiiller et al 2001).

Tanja Hartmann identifizierte GBP-5ta in einer Tumorbank und fiihrte das sekundire
Screenen der Seren durch (Fellenberg et al 2003). Die Phagen GBP-5a und GBP-5b wurden
im HYREX identifiziert (Fellenberg et al 2003).

2.8.2 Enzyme Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Die ELISA Methode ermoglicht die quantitative oder zumindest semiquantitative
Bestimmung von Antigen oder Antikorper. Die Methode wurde zuerst von Engvall und
Perlmann beschrieben (Engvall & Perlman 1971). In dieser Arbeit wurden ELISA mit 4
unterschiedlichen Antigenen in einer neuen Form des GST-Xtag ELISA als serologische
Tests zum Nachweis von Antikorpern gegen Tumorantigene des CTCLs etabliert. Diese am
Deutschen Krebsforschungszentrum von P. Sehr, M. Pawlita und C. Génzler entwickelte
Methode wurde in den USA zum Patent angemeldet (US 60/305259). Die in E. coli
liberexprimierten Proteinantigene enthielten GST als Fusionspartner. Durch Bindung des GST
an immobilisiertes Glutathion wurde das 16sliche Antigen in einem Schritt auf der ELISA
Platte aus dem bakteriellen Lysat immobilisiert und aufgereinigt. Die Herstellung des

Gluthathion-Caseins wurde von P. Sehr durchgefiihrt.
2.8.2.1 GST-Xtag ELISA
Expression und Priparation der Antigene

Um die GST-Fusionsproteine zu exprimieren, wurde eine 25 ml Vorkultur der BL21
Bakterien, die das pGEX-Plasmid trugen, in LB(Amp) angeimpft und i.N. bei 37°C auf
einem Rotationsschiittler inkubiert. Die dicht gewachsene Vorkultur wurde komplett in 1 1
LB(Amp) iiberfiihrt und bei R.T. auf einem Rotationsschiittler bis zu einer optischen Dichte
von 0,5 kultiviert. Die optische Dichte der Expressionskultur wurde wihrend der
Expressionsphase mehrmals kontrolliert. Die GST-tag Expressionskultur wurde bei 37°C
inkubiert, die GST-Xtag Kulturen bei R.T.. Um die Expression zu induzieren, wurde IPTG
zur Kultur gegeben (IPTG Endkonzentration 0,25 mM). Nachdem die induzierten Kulturen

insgesamt 6 h gewachsen waren, wurden sie fiir 5 min bei 6000 U/min in einer Sorvall
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Zentrifuge mit SLA3000-Rotor abzentrifugiert und die Uberstinde verworfen. Die Sedimente
aus einem Liter Bakterienkultur wurden in 20 ml PBS resuspendiert und bei -20°C
eingefroren. Nach dem Auftauen der resuspendierten Bakterien bei R.T. im Wasserbad wurde
pro Liter Kultur eine halbe, in 1 ml Wasser geldste Tablette Protease Inhibitor Cocktail
Complete TM (Fa. Roche) und DTT (Endkonzentration 2 mM) zugegeben, um Degradation
der Proteine und Bildung neuer, unspezifischer Disulfidbriicken zu vermindern. Danach
wurden die Bakterien in zwei Durchgingen mit einem Hochdruckhomogenisator Emulsiflex-
CS unter standiger Kiihlung aufgeschlossen und sofort danach 30 min bei 4°C und 30.000g
zentrifugiert und somit gekliart. Von den Lysaten wurde zuvor ein kleiner Teil fiir die
Auftrennung in Proteingelen zuriickgehalten, die Sedimente der Zentrifugation wurden
verworfen. Die Proteinkonzentration der 30.000g Uberstinde (im Weiteren als geklirte
Lysate bezeichnet) wurde mittels Bradford Reagenz (200 pl Bradford Reagenz, 790 pl
Wasser, 10 ul des 1:10 in Wasser verdiinnten gekléarten Lysats) bestimmt, wobei eine OD von
0,1 bei einer Wellenldnge von A=595 nm gegeniiber dem Leerwert ohne Protein, einer
Proteinmenge (BSA) von 1,75 pg zugeordnet wurde. Die Konzentration der Lysate wurde
zunidchst parallel zu der Konzentration des geklarten Lysats bestimmt, die Werte wichen aber
kaum voneinander ab, man konnte somit die Konzentration des Lysates mit der des geklarten
Lysats gleichsetzen. Die vermessenen, geklarten Lysate wurden in 200 ul und 400 pl Proben
portioniert und bei -20°C gelagert. Kurz vor Gebrauch wurden einzelne Aliquots in einem

Wasserbad bei R.T. aufgetaut; die nicht bendtigten Reste wurden verworfen.
Antigen-Titration

Bei allen ELISA Versuchen, die hier beschrieben werden, betrug das Standardvolumen 100 pl
pro Loch der 96-Loch ELISA Platte, falls nicht anders angegeben. Die 96-Loch Platte
(Polysorb, Fa. Nunc) wurde mit 2 ng/ul Glutathion-Casein in 50 mM Na-Carbonat-Puffer
(pH=9,6) 1i.N. bei 4°C beschichtet. Die Platte wurde ausgeschiittet und einmal kurz auf einem
Papierhandtuchstapel ausgeklopft. Der Schritt zur Blockierung frei gebliebener Protein
Bindungsstellen der Plattenoberfldche wurde mit einer 0,2%igen (w/v) Losung von Casein in
PBS-T (Block-Puffer) 1 h bei 37°C mit 180 ul Block-Puffer pro Loch durchgefiihrt. Die bei
der Blockierung zusitzlichen 80 ul pro Loch stellten dabei sicher, dass iiber dem
Standardvolumen von 100 pl keine unspezifische Anlagerung der weiteren ELISA
Reagenzien stattfand. Nach der Blockierung wurde die Platte ausgeschiittet und einmal auf
einem Papierhandtuchstapel ausgeklopft. Alle weiteren Schritte des ELISA, mit Ausnahme
der Farbreaktion, wurden im Block-Puffer durchgefiihrt. Da alle ELISA Reagenzien im
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Uberschuss auf die Platte gegeben wurden, musste zwischen den Schritten die Platte
gewaschen werden. Dabei wurde das gesamte Loch mit PBS-T (250 ul) jeweils dreimal
gewaschen. Am Ende des Waschvorgangs wurden die Platten auf einem Papierhandtuchstapel
mehrfach ausgeklopft. Danach wurde darauf geachtet, dass die Platten binnen 5 min wieder

befiillt wurden, um eine Austrocknung zu verhindern.

Die 1i.N. gecoateten und blockierten Platten wurden mit einer Verdiinnungsreihe der Antigene
beladen. Die Anfangskonzentration jedes Antigens war 1 pg Lysat-Protein/ul Block-Puffer.
Es wurden Doppelproben fiir jede Verdiinnungsstufe auf die Platte pipettiert und 1 h bei R.T.
inkubiert. Nach dem Waschen der Platte wurden als Erstantikorper ein Maus anti-tag in einer
Verdiinnung von 1:1000 oder ein Ziege anti-GST (1:10.000) zugegeben und eine Stunde bei
R.T. inkubiert. Nach dem Waschen wurde ein mit Peroxidase gekoppelter Zweitantikorper
Ziege Anti-Maus oder Ziege Anti-Ziege, beide in einer Verdiinnung von 1:10.000, 1 h bei
R.T. inkubiert. Nach dem erneuten Waschen wurde die Farbreaktion mit 10 pg/ml
Tetramethylbenzidin (TMB) und 0,003% (v/v) H,O, als Substrat in Substratpuffer (0,1 M
Natriumacetat, pH=6,0) durchgefiihrt und nach 5 bis 8 min mit 50 pl 1 M Schwefelsdure pro
Loch abgestoppt. Die OD wurde am ELISA Lesegerit bei einer Wellenldnge von A=450 nm
gemessen. Hierzu wurden die MeBwerte gegen die Titrationsstufen linear/linear oder
linear/logarithmisch aufgetragen. Der linear/linear Liniengraph diente zur Bestimmung der
Sattigungsmenge des Antigens und der linear/logarithmische Graph zeigte den

Titrationsverlauf.
Vorinkubation der Seren zur Blockierung unspezifischer Reaktionen

Humanseren wurden 1:50 in Block-Puffer, der 0,25 pg/ul GST-tag Lysat enthielt, verdiinnt
und mindestens 45 min in Cluster Tubes (Fa. COSTAR) bei R.T. inkubiert, bevor sie im
ELISA verwendet wurden. Diese Praabsorption verhinderte das Entstehen von
Hintergrundsreaktionen mit bakteriellen Proteinen und den GST- und tag-Anteilen der

Antigen Fusionsproteine.
Test der Seren

In allen folgenden Tests wurden die ELISA 96-Loch Platten i.N. mit Glutathion-Casein
beschichtet und die Antigene in Spalten auf die Platte aufgebracht. Jedes Serum wurde
zusétzlich zu den Antigenen auch einmal mit GST-tag untersucht. Dieser Hintergrundwert

wurde von der Reaktivitdt mit dem Antigen subtrahiert. Jedes Serum wurde mit GST-tag in
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Block-Puffer vorinkubiert und am selben Tag auf zwei verschiedenen ELISA Platten

untersucht.

Nach der Blockierung der ELISA Platte wurden Antigene und GST-tag zu einer
Konzentration von 0,25 pg/ul Lysatprotein in Block-Puffer verdiinnt und auf die Platte
aufgetragen. Nach 1 h Inkubation bei R.T. wurde die Platte gewaschen, die vorinkubierten
Seren in die Platte gefiillt und fiir 1 h bei R.T. inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die
gebundenen humanen IgG Antikérper mittels polyklonalem, Peroxidase-gekoppeltem Esel
anti-human IgG Antikorper in einer 1:10.000 Verdiinnung detektiert. Die Inkubationszeit
betrug 1 h bei R.T. Nach dem Waschen der Platten wurde die Farbreaktion durchgefiihrt (s.o.
Titration der Antigene) und die OD im ELISA Lesegerdt gemessen. Die netto OD-Werte

wurden mit Hilfe des Hintergrundwertes fiir beide Tests berechnet.

2.8.3 Statistische Methoden

Serumreaktivititen

Da jedes Serum zusitzlich zu den Antigenen auch mit GST-tag im ELISA getestet wurde,
konnte die Hintergrundreaktivitidt von der Reaktivitit mit dem Antigen abgezogen und somit
eine netto optische Dichte (netOD) berechnet werden. Alle angegebenen Werte sind

Mittelwerte aus zwei Messungen und wurden in milliOD (mOD) Einheiten angegeben.
Statistik der Cut-offs fiir se57-1, se70-2, cTAGE-1und GBP-5ta

Um entscheiden zu koénnen, ob ein Serum in einem ELISA Test positiv oder negativ reagierte,
wurde fiir jedes Antigen ein spezifischer Cut-off Wert aus den MeBwerten der Kontrollgruppe
berechnet. Von der Normalverteilung der Reaktivititen ausgehend, wurde iterativ der
Mittelwert + 3x Standardabweichung unter Wegtfall der auBBerhalb dieser Grenzen liegenden
MeBwerte berechnet. Der Cut-off fiir den jeweiligen ELISA ist ein Wert, bei dem kein
MeBwert mehr wegfillt.

Boxplot (Tukey)

Die Verteilung der ELISA Reaktivititen einer Serumgruppe mit einem GST-Xtag Antigen
wurde in Boxplots nach Tukey (Tukey 1977) dargestellt. Die Box beinhaltet die Werte
zwischen der 25 und der 75 Perzentile, also die mittleren 50% der Werte (Interquartile Range,
IQR). Der Strich innerhalb der Box zeigt den Median der Werte an. Werte, die einen bis zwei
Steps (1 Step=1,5 x IQR) oberhalb der oberen Quartile oder unterhalb der unteren Quartile
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liegen, werden als Ausrei3er (Outlier) bezeichnet. Werte auflerhalb dieser Grenzen werden im
Boxplot durch Kreise gekennzeichnet. Die senkrechten Linien auf und unter der Box

erstrecken sich bis zum letzten Wert, der kein Outlier ist.
Kruskal-Wallis Test

Der Kruskal-Wallis Test ist ein Rangtest, der nur auf den Relationen ,,gréBer®, ,,kleiner” und
»gleich® basiert (Chan & Walmsley 1997). Dieser Test ist auch dann anwendbar, wenn die
Daten nicht normal verteilt sind und auf Transformationen verzichtet wird. In dieser Arbeit
wurde er verwendet, um mehrere unabhéngige Gruppen miteinander zu vergleichen. Es wurde
errechnet, ob es iberhaupt einen Unterschied zwischen den einzelnen getesteten
Serengruppen (Kontrollen, CTCL, Melanome, Parapsoriasis) fiir das jeweilige Antigen gibt.

Lag der berechnete Wert unter der Signifikanzgrenze p=0,05, war das Ergebnis signifikant.
Der U-Test von Mann-Whitney (Mann-Whitney-U-Test)

Der U-Test vergleicht die Rangpliatze zweier Gruppen und zeigt an, ob eine der beiden
Gruppen zu hoheren MeBwerten tendiert, als die andere. Hier wurde der Test angewendet, um
die Reaktivititen zweier Serumgruppen im selben GST-Xtag ELISA zu vergleichen. Ein
signifikanter U-Test deutet auf unterschiedliche Mediane der beiden Gruppen hin. Die
Signifikanzgrenze wurde auf p=0,05 festgesetzt. Die Werte der Gruppen wurden nach Grof3e
sortiert und eine Rangfolge festgelegt. Die Rdnge jeder Gruppe wurden summiert und ergaben
die Rangsummen aus denen die U-Werte und daraus die Wahrscheinlichkeit p berechnet

wurden. Der U-Test ist auch fiir nicht normalverteilte Daten zuldssig.
Hodges-Lehmann Schaetzer

Der Hodges-Lehmann Schaetzer Test berechnet den Median der Differenzen zweier Gruppen

(Akritas & LaValley 1996).

2.9 Interferon Gamma (IFN-y) Assay

Im IFN-y Assay wurde die Induzierbarkeit von GBP-5ta und GBP-5a/b in den CTCL
Zelllinien HuT-78, HH, MyLa und SeAx untersucht. Dafiir wurden 1 x 107 Zellen mit 10 und
100 Einheiten/ml humanen IFN-y (Fa. RD Systems) jeweils 12 und 36 Stunden behandelt.
Von den behandelten Zellen wurde RNA und Protein gewonnen (PeqGold Trifast, Fa. Peqlab)
und im Northern Blot, Western Blot, Immunhistologie und FACS analysiert. Als Kontrollen
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dienten jeweils die unbehandelten Zelllinien. Die Proteinextrakte wurden mit dem Anti-GBP-
1 (1:500; Fa. Santa Cruz Biotechnology), Anti-HLA Klasse 1 (1:50) und Anti-ICAM-1
(1:1000; Fa. Santa Cruz Biotechnology) auf Induktion untersucht. Von GBP-1, HLA Klasse I
und ICAM-1 ist die IFN-y Induktion bereits beschrieben worden (Santin et al 1996; Strehlow
et al 1994).

2.10 Epitopmapping

Antikorper-Epitopmapping Experimente wurden durchgefiihrt, um das immunogene Epitop
von GBP-5ta zu identifizieren. Mit dem Auto-Spot Robot ASP222 (Fa. Abimed) wurden in
0,1 ul Aminosduren auf eine Peg 500-Spacer Nylonmembran (Fa. Genosys) gespottet. Die
Peg 500-Spacer besitzen eine freie Aminogruppe, die einen nucleophilen Angriff auf das C-
Atom der Carboxygruppe der Aminosdure startet. In den eingesetzten Aminosduren ist die
OH-Gruppe der Carboxygruppe mit einem Pentafluorphenol und ein H der Aminogruppe
durch Fmoc substituiert. Das Fmoc ist eine Schutzgruppe, wihrend das Pentafluorphenol
einen Elektronensog bewirkt, so dass leichter eine Peptidbindung eingegangen werden kann.
Die Aminosduren sind 1 molar in NMP geldst. Bei der Bindung einer Aminogruppe an das
fmoc wird ein Pentafluorphenolrest freigesetzt. Der Spot der Aminosdure wurde dreimal
wiederholt. Im anschlieBenden Waschschritt wurden die freien Aminogruppen basischer
Aminosduren mittels 4% Essigsdure-Anhydrid Losung in Dimethylformamid (DMF)
inkubiert und unter Freisetzung von Essigsdure die Aminogruppe acetyliert. Damit wird
verhindert, dass die Aminogruppe andere Peptidbindungen eingeht. Nach Waschen mit DMF
(2x 2min) wird die Membran mit 20% Piperidinlésung (in DMF) 5 min inkubiert. Das
Piperiden bewirkt, dass die Fmoc Gruppe der Aminosdure als Fulven-Piperidin Addukt und
CO, abgespalten wird und die Aminogruppe nun ungeschiitzt vorliegt. Das Piperidin wurde
10x mit DMF je 2 min weggewaschen. Eine Anfarbung der jetzt freien Aminogruppen mit
0,01% Bromphenolblau in DMF diente als Kontrolle, die mit Ethanol 2x 2 min
weggewaschen und gleichzeitig etwaiges Wasser verdrangt wurde. Die Membran wurde im
kalten Luftstrom getrocknet und zur erneuten Peptid-Synthese einer anderen Aminosdure
eingesetzt. Auf diese Weise wurde ein Oligo-Peptid synthetisiert. Im letzen Waschschritt
wurden zunéchst die fmoc Gruppen durch 5 min Inkubation mit 20% Piperidinlésung (danach
10x DMF Waschen) beseitigt und danach alle (auch die oo Aminogruppen) durch 0,5 und 5
min Inkubation mit 4% Essigsdaure-Anhydrid Losung acetyliert (EtOH, H,O frei). Durch ein
l-stiindiges Inkubieren mit 5 ml Dichlormethan/5 ml TFA (Abspalten der
Schutzgruppen)/250 ul Triisobutylsilan (Fangen der Reaktionsprodukte) wurden alle
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Aminogruppen deacetyliert. Durch 3x Waschen mit Dichlormethan und 3x DMF wurden die
Reaktionsprodukte entfernt. Nach dem Entfernen aller Wasserriickstdnde durch 2x Waschen
mit EtOH, konnten die im kalten Luftstrom getrockneten Membrane fiir eine Antikdrper-

Inkubation eingesetzt werden.

Die kodierende Sequenz von GBP-5ta wurde in einem 3er Raster auf einer Membran
synthetisiert. Die Membran wurde dehydriert, indem fortschreitend von DMF iiber Ethanol alle
5 min ein hoherer TBS Prozentsatz in Ethanol zum Blot gegeben wurde. Unspezifische
Antikorper Bindungen wurden . N. bei 4°C mit 10% Milch, 5% Sukrose 1x TBS Ldésung mit
1x Kasein Block (=Casein Enzym Hyrdolisat, Fa. Genosys) geblockt. Die Membran wurde 3x
mit 1x TBS-T (0,3% Tween 20) gewaschen und mit 1:500 in Inkubation-Puffer (TBS-T mit
0,05% Milch, 5% Sukrose und 1x Kasein-Block) verdiinntem Patientenserum fiir 2 Stunden bei
R.T. inkubiert. AnschlieBend wurde wiederum 3x fiir je 10 min mit TBS-T gewaschen, um die
Membrane mittels einem 1:10.000 in Inkubationsbuffer verdiinntem Ziege-Anti Mensch IgG
(H+L) HRP gekoppeltem Antikorper (Fa. Dianova) fiir 1 h zu inkubieren. Nach weiterem
Waschen 3x mit TBS-T konnten mittels Chemilumineszenz (ECL Staining Kit, Fa. Amersham
Bioscience) positive Antikorper—Peptid Bindungen visualisiert werden. Dieser Versuch wurde

mit verschiedenen CTCL-Patienten Seren und Kontrollseren durchgefiihrt.

2.11 Immunhistologie

Das immunhistochemische Markieren von Zellen mit den anti-GBP-5ta Antikorpern K25,
K26, K41 und K42 dient dazu die Proteinlokalisation in der Zelle zu untersuchen. Die
Versuche wurden an Zytospins von Tumorzelllinien (Ma-Mel 33, UKRV-Mel 11a, Colo 320,
K562, HH, HuT-78, MyLa und SeAx; Tabelle 2-11) und an Kryoschnitten von CTCL
Patienten durchgefiihrt. Die Kryoschnitte wurden in Kooperation mit PD Dr. E. Dippel

(Klinik fiir Dermatologie, Mannheim) gewonnen.

2.11.1 Zytospins

Zur Anfertigung von Zytospins wurden 100 pl von Zellsuspensionen mit ca. 5 x 10° Zellen
auf Objekttriiger gegeben und fiir 10 Minuten bei 700 rpm zentrifugiert. Der Uberstand und
wurde mit Hilfe von Filterpapier entfernt. AnschlieBend wurden die Objekttrager mit den

Zellen luftgetrocknet und bei -20°C eingefroren.

Die Zytospins wurden 10 min in eiskaltem Aceton fixiert und anschlieend 5 min in 10 mM

Citratpuffer pH=6 aufgekocht. Nach Abkiihlen und 5 min Waschen in 1x PBS wurden
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unspezifische Avidin oder Biotin-Bindungen durch je 15 min Inkubation mit Avidin D- und
Biotin Losungen des Avidin/Biotin blocking Kits geblockt. AnschlieBend wurden die
Priparate 3x 5 min in 1x PBS gewaschen, um mittels 5-10% Ziegenserum in 1x PBS fiir 20
min gegen unspezifische Antikorper Bindungen geblockt zu werden. Danach wurde der GBP-
Sta Primérantikdrper (K26 1: 7500, K41 1:500, K42 1:1000) in 1% Ziegenserum in einer
feuchten Kammer inkubiert. Der Sekundérantikorper des ABC Systems erkennt Kaninchen-
Antikorper und ist Biotin-gekoppelt. Nach 3x 5 min Waschen wird er in 1x PBS in 10%
Ziegenserum fiir 30 min inkubiert. Das Avidin und die Biotin-gekoppelte, alkalische
Phospatase des ,,Alkaline Phophatase Rabbit“ IgG ABC Kits wurden nach Angaben des
Herstellers angesetzt und fiir 30 min in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dem Waschen
(3x 5 min in 1x PBS) wurden die Proben kurz mit Tris-HCl pH=8,5 abgespiilt und die
Féarbung erfolgte mittels des AP-Substrat-Kits nach Herstellerangaben. Die gefarbten Schnitte
wurden nach 3x 5 min Waschen in H;O mit Hamatoxylin (Fa. AppliChem) fiir 5-10 min
gegengefiarbt und durch flieBendes Wasser gebldut. Zur Konservierung wurden die Schnitte

mit Histogel (Fa. Vector) eingedeckt.
2.11.2 Kryoschnitte

Die immunhistochemische Farbung von Tumor-Kryoschnitten wurde gemil3 des Protokolls der

Zytospins, allerdings ohne vorheriges Kochen in der Mikrowelle, durchgefiihrt.

2.12 FACS

FACS Farbungen erfolgten mit GBP-5ta positiven Zelllinien. Bei der FACS Farbung wird die
Bindung des Antikdrpers fiir jede einzelne Zelle im Durchfluss-System gemessen. Es konnen
auch mehrere Farbungen parallel durchgefiihrt werden. Bei dieser Messung an intakten Zellen
kann die FACS Férbung als Nachweis fiir membranstdndige Proteine betrachtet werden. Die
Zellen werden hierfiir mit PBS gewaschen und auf eine Konzentration von 2-5 x 10° Zellen /
ml eingestellt. 0,1 ml der Zellsuspension wird pro FACS—Reaktion angesetzt (2-5 x 10’
Zellen/Rohrchen). 2 pl des Antikorpers (1:50 Verdiinnung) wurden direkt zu der Lésung
gegeben und 30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1-2 ml 2%
FCS/PBS Losung gewaschen, das Pellet wurde mit 100 pl 2% FCS/PBS Losung mit 2 pl
Fluorescein (FITC) markiertem Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) sekunddren Antikorper (Fa.
Dianova) versetzt und im Dunkeln 30 min bei 4°C schiittelnd inkubiert. Nach abermaligem

Waschen mit 1-2 ml 2% FCS/PBS Losung wurde das Pellet mit 100 ul 1% Formalin fixiert.
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Die Fluoreszenz war bis zu 30 Tage nach der Versuchsdurchfithrung messbar. Die Messung

wurde an einem Becton Dickinson FACS Calibur durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

Das Testen von Patientenseren mit der SEREX-Methode ist arbeitsintensiv und
zeitaufwendig. Daher wurde eine schnellere Methode zum Screenen vieler Seren etabliert. Mit
dieser ELISA Technik konnte fiir vier Tumorantigene eine groflere Anzahl an Seren getestet
werden. Es wurden CTCL, Melanom- und Kontrollseren sowie Seren von entziindlichen
Parapsoriasis Erkrankungen und von immunbehandelten CTCL-Patienten untersucht. Die
Tumorantigene se2-2, GBP-5a/b und dessen verkiirzte Form GBP-5ta besitzen ATP/GTP-
bindende Motive und gehdren damit zu den wenigen Tumorantigenen, von denen ein
funktioneller Zusammenhang bekannt ist. GBP-5a/b und GBP-5ta sind hoch homolog zur
Familie der GTPasen, zu denen auch das gut untersuchte Ras Onkogen gehort. se2-2, GBP-
Sta und GBP-5a/b wurden im Folgenden aut DNA- und Proteinebene charakterisiert und ihr
therapeutischer und diagnostischer Wert evaluiert. Fiir die Proteinanalysen wurden Antikdrper
gegen rekombinantes se2-2 und GBP-5ta Protein generiert und im Western Blot,
Epitopmapping und in der Immunhistologie eingesetzt.

In Tabelle 3-1 sind alle in dieser Arbeit untersuchten CTCL assoziierten Tumorantigene

beschrieben.

Tabelle 3-1: Uberblick iiber alle verwendeten Klone

ORF Homologie RNA

Klon Grofle - . Chromosom
mRNA Protein Gen EST Expression
se2-2  2317bp  3-2315bp 771 AS  KIAA0373 Bra‘C‘;OCHZNA differentiell 12
se57-1  3997bp  174-1181bp 336 AS neu RSV lgg‘}Z‘e“es differentiell 1821
Large cell
se70-2 1592 bp 3-920 bp 306 AS neu carcinoma, differentiell 13q33.3-34
adipose
cTAGE-1B, Cancer Testis

c¢TAGE-1 1284 bp 14-236 bp 74 AS neu TAGE-1C Antigen 18pl1.2
GBP-5ta  1981bp  514-1981bp 489 AS GBPs - differentiell 1p22.2-3

Ubersicht iiber die mit SEREX an einer Testis-Bank (se2-2, se57-1, se70-2, cTAGE-1) und einer
Tumorbank (GBP-5ta) identifizierten Antigene. Die Tabelle fasst die grundlegende Beschreibung der
cDNA der Klone, ihres kodierenden Proteins, sowie die chromosomale Lokalisation und die RNA-
Expression zusammen.
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3.1 Etablierung des ELISA

Der zur Zeit meistgebrauchte immunologische Test basiert auf dem ,Enzyme Linked
Immunosorbent Assay* (ELISA). Um den Immunstatus eines Patienten zu untersuchen,
eignet sich der ,,Antibody Capture Assay“. Die ELISA Platten werden dabei mit dem zu
untersuchenden Antigen beladen, was eine Bindung der Antikorper aus dem Serum
ermOglicht. Die humanen Antikorper kdnnen iiber einen sekundidren Peroxidase gekoppelten
Antikorper gegen humanes IgG sichtbar gemacht werden. Gegeniiber der aufwendigen
SEREX Methode bietet der ELISA den Vorteil, eine grole Anzahl an Seren in kurzer Zeit

testen zu konnen.

3.1.1 ELISA mit aufgereinigten His-Fusionsproteinen

In einem klassischen ELISA werden die Platten direkt mit aufgereinigtem rekombinanten
Protein beschichtet. In Vorversuchen wurden fiinf Tumorantigene des CTCL, deren ORF in
den pTrcHisTOPO Vektor kloniert wurde, aufgereinigt. Diese Proteine wurden in 50 ml-1000
ml Kulturen rekombinant exprimiert und mittels des His-tag iiber Ni**-Agarose aufgereinigt.
Im Western Blot wurde mit dem Anti-Xpress Antikorper die Proteingrofle der rekombinanten
Proteine ermittelt. Fiir alle fiinf Antigene stimmte die GroBe mit der vorhergesagten
(Computerprogramm: ,,pepstats®) iiberein. Die Expressionsraten von 3 der 5 Antigene waren
allerdings sehr gering, so dass damit keine ELISA Messungen moglich waren. Dagegen
zeigten die Antigene se2-2 und GBP-5ta eine hohe Ausbeute von bis zu 2 mg rekombinantem
Protein in 6 1 Expressionskultur. Diese Fusionsproteine wurden, wie spéter ausgefiihrt, zur

Generierung von Antikoérpern verwendet.

3.1.2 GST-Xtag ELISA

Der GST-Xtag ELISA beinhaltet im Gegensatz zum klassischen ,,Antibody Capture Assay*
eine entscheidende Vereinfachung: Im GST-Xtag ELISA werden die rekombinanten Antigene
direkt auf der Platte aufgereinigt. Diese Methode des GST-Xtag ELISA (Abbildung 3-1)
basiert auf der Bindung der Glutathion-S-Transferase (GST) an Glutathion, welches kovalent
an Casein gekoppelt, auf eine solide Plastikoberfliche gebunden vorliegt (Sehr et al 2001).
Die Antigene werden durch eine Ein-Schritt Aufreinigung direkt aus dem bakteriellen Lysat

auf der ELISA Platte von den anderen Lysatbestandteilen abgetrennt.

In dieser Arbeit wurde der GST-Xtag ELISA zum Nachweis von Antikdrpern gegen

insgesamt vier Tumorantigene etabliert. Die Antigene se57-1, se70-2, das CT-Antigen
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cTAGE-1 und GBP-5ta wurden in den pGEX4T3tag Vektor kloniert. Danach wurden die
Antigene (X) als Fusionsproteine mit N-terminaler Glutathion S-Transferase (GST) und C-
terminalem Markerepitop (tag) als GST-Xtag bakteriell exprimiert. Das einheitliche
Markerepitop (tag) am C-Terminus ermoglicht die vergleichende Quantifizierung aller

eingesetzten Antigene in einem einheitlichen Verfahren (Abbildung 3-1).

Peroxidase-

gekoppeltes
anti Human IgSa

I Human g3

I E5T- X tag

Glutathion-
Casein
Beschichiung

Abbildung 3-1: Schematischer Aufbau des GST-Xtag ELISA

Der GST-Xtag ELISA besteht aus den vier iibereinanderstehenden Komponenten. Nachgewiesen
werden humane IgG Antikorper, die spezifisch das Antigen (X) erkennen. Der sekundire Esel-anti
humane IgG (H+L) Antikdrper ist Peroxidase gekoppelt (HRP=horseradish peroxidase).

Titration der Antigene auf der Platte

Die Lysate wurden titriert, um die Bindungskapazitit der Glutathion-Casein beschichteten
ELISA Platte moglichst gut auszunutzen und dadurch eine mdglichst grofle fiir Antikdrper
zugingliche Antigenmenge zu préisentieren. Sie wurden zwischen 100 und 0,2 pg
Lysatprotein/Loch verdiinnt und in Duplikaten auf die Platte aufgetragen. Gebundene
Antigene wurden iiber das C-terminale Markerepitop (tag) und das N-terminale GST

nachgewiesen.

Die Antigene se57-1, se70-2, cTAGE-1 und GBP-5ta zeigten bei Titrationen mit einem
Antikdrper gegen GST wie auch mit einem Antikorper gegen tag dhnliche Sattigungen. Auch
bei Proteinmengen von 100 pg Lysatprotein pro Loch war trotz Sittigung und somit einer
eventuellen sterischen Hinderung der Proteine untereinander, nur eine minimale Abnahme der

Reaktivitdt mit den Antikdrpern gegen die N-Termini der Antigenproteine erkennbar. Die
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Antigene erreichten alle eine Sittigung mit vergleichbaren Lysat-Proteinmengen (10 bis 20
ng) (Abbildung 3-2) und sind sowohl N-terminal, als auch C-terminal fiir Antikérper
zuganglich. Alle Antigene wurden mit 25 pg Lysatprotein pro Loch (0,25 pg/ul) in allen

folgenden Versuchen eingesetzt.
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Abbildung 3-2: Titration der Antigene fiir den GST-Xtag ELISA

Glutathion-Casein beschichtete ELISA Platten wurden mit den zwischen 0,2 und 50 pug
Lysatprotein/Loch verdiinnten geklarten Lysaten der GST-Xtag iiberexprimierten E.coli BL21-
Bakterien inkubiert. In A und B sind Mittelwerte der Doppelbestimmungen linear aufgetragen. Die
gebundenen Antigene wurden mittels monoklonalem Anti-tag Antikorper (A) und dem polyklonalen
Anti-GST Antikorper (B) quantifiziert.

Cut-off Wert Bestimmung und Statistik

Der Cut-off Wert fiir alle ELISA-Messungen wurde aus den Reaktivitdten der Kontrollgruppe
als Mittelwert plus 3x Standardabweichung unter Wegfall der auBerhalb dieser Grenze
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liegenden Reaktivitdten berechnet. Daraus ergaben sich die Cut-off Werte 31, 115, 15 und 26
fir se57-1, se70-2, cTAGE-1 und GBP-5ta.

Fiir die statistische Auswertung der ELISA Ergebnisse wurden die in Abbildung 3-3 fiir jedes
Antigen aufgefiihrten Serengruppen mit dem Kruskal-Wallis Test verglichen. Ergab sich fiir
die drei Serengruppen ein signifikanter Unterschied, wurde die Signifikanz der einzelnen
Gruppen jeweils zu der Kontrollgruppe mit dem Mann-Whitney U-Test errechnet. Waren
nach diesem Test die Patientenseren zu den Kontrollseren signifikant verschieden, so wurde
der tatsdchliche GroBenunterschied dieser Signifikanz nach Hodges-Lehmann Schaetzer
berechnet. Der Hodges-Lehmann Schaetzer Test berechnet den Median der Differenzen

zwischen den Werten beider Gruppen.
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Abbildung 3-3: Reaktivititen im ELISA gegen se57-1, se70-2, cTAGE-1 und GBP-5ta

Verteilung der Antikorperreaktivititen von Kontroll-, CTCL-, Melanom- oder Parapsoriasis-Seren
gegen die Antigene se57-1, se70-2, cTAGE-1 und GBP-5ta mittels Tukey-Boxplots. Die gestrichelte
Linie zeigt den Cut-Off-Wert an. Die Antikorperreaktivititen gegen se70-2 und cTAGE-1 waren
zwischen Kontrollen und Tumorseren nach dem U-Test von Mann-Whitney nicht signifikant
verschieden. Die Kontrollgruppe und die CTCL-Seren von GBP-5ta zeigten einen signifikanten
Unterschied, der allerdings unter dem Cut-off Wert lag. Die Reaktivititen der Parapsoriasis- und
CTCL-Seren waren bei se57-1 signifikant hoher gegeniiber den Kontrollseren.
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GST-se57-1tag ELISA

Im GST-se57-1tag ELISA reagierten 45% (27/60) der CTCL-Seren, aber nur 10,7% (16/149)
der Kontrollseren (Tabelle 3-2). 18/43 MF und 6/10 SS Seren sowie 1/3 CBCL waren fiir
se57-1 positiv. Auffallend bei se57-1 ist die hohe Reaktivitit der Parapsoriasis-Seren mit
18/20. Die drei Serengruppen Kontrollen, CTCL und Parapsoriasis sind nach dem Kruskal-
Wallis Test statistisch signifikant unterschiedlich (p<0,0001) (Tabelle 3-2). Die einzelnen
Gruppen wurden im Mann-Whitney U-Test gegeneinander verglichen und waren fiir
Kontrollen versus CTCL (p<0,0001) mit einem tatséchlichen GroBenunterschied von 17 nach
Hodges-Lehmann Schaetzer statistisch signifikant. Ebenfalls signifikant zueinander im Mann-
Whitney U-Test sind die Gruppen Kontrollen versus Parapsoriasis (p<0,0001) mit einem
GroBenunterschied von 58,5 nach Hodges-Lehmann Schaetzer (Tabelle 3-2). Die Vermutung,
dass die CTCL- und Parapsoriasis-Seren héufiger reagierten als die Kontrollseren, konnte

statistisch belegt werden.

Tabelle 3-2: Antikorperreaktivititen im GST-se57-1tag ELISA

Kontrollseren Patientenseren
Mann- Hodges-
Cut-off Whi Lo
Wert Median Median ey mann
% Positive (n) | (min/max) | % Positive (n) | (min/max) U-Test Schaetzer
Seb7-1 in mOD in mOD
CTCL: 28
P<0,0001 17
31 Kontrollen: 12 45% (60) (-4,5/198)
10,7% (149) (-12/388) Parapsoriasis: 65
P<0,0001 58,5
90,0% (20) (10/158)

ELISA-Ergebnisse in Prozent Positive iiber dem Cut-off Wert und statistische Auswertung.
"Signifikanzgrenze des Mann-Whitney U-Tests: p=0,05

GST-se70-2tag ELISA

Im GST-se70-2tag ELISA reagierten CTCL-Seren mit zum Teil sehr hohen Werten bis 1252
mOD (Tabelle 3-3). Die maximale Reaktivitdt der Kontrollseren war 189 mOD von allerdings
nur drei positiven Seren (n=93). 5,4% (6/112) CTCL-Seren waren positiv, davon 0/9 der SS
Seren und 6/98 der MF Seren. Die Parapsoriasis- (n=19), CBCL- (n=3) und Melanomseren
(n=18) waren alle negativ. Mit dem Kruskal-Wallis Test waren die drei Serengruppen
Kontrollen, CTCL und Melanom statistisch nicht signifikant unterschiedlich (p=0,95)
(Tabelle 3-3).
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Tabelle 3-3: Antikdrperreaktivititen im GST-se70-2tag ELISA

Kontrollseren Patientenseren
Mann- Hodges-
Cut-off . .
Median Median Whitney | Lehmann
Wert

% Positive (n) | (min/max) | % Positive (n) | (min/max) U-Test Schaetzer

in mOD in mOD

Se70-2
CTCL: 9 nicht

54%(112) | (-14/1252) | signifikant
Kontrollen: 12

3,2%(93) | (-12/388)

115

Melanom: 9 nicht

0,0 % (18) (-11/81) | signifikant’

ELISA-Ergebnisse in Prozent Positive iiber dem Cut-off Wert und statistische Auswertung
"Signifikanzgrenze des Mann-Whitney U-Tests: p=0,05 p-Wert wurde nicht mehr berechnet, da die
Ergebnisse mit dem Kruskal-Wallis Test bereits nicht signifikant waren.

GST-cTAGE-1tag ELISA

cTAGE-1, als kleinstes Protein, zeigte die geringsten mOD Werte mit 44 mOD als
Spitzenwert. Es reagierten 4/93 der Kontroll- und 4/112 CTCL-Seren, davon 4/98 MF und 0/9
SS-Seren (Tabelle 3-4). Keines der Parapsoriasis-, CBCL- und Melanomseren war positiv fiir
cTAGE-1. Statistisch waren die drei Gruppen Kontrollen, CTCL und Melanome nach dem
Kruskal-Wallis Test nicht signifikant unterschiedlich (p=0,38).

Tabelle 3-4: Antikorperreaktivititen im GST-cTAGE-1tag ELISA

Kontrollseren Patientenseren
Mann- Hodges-
Cut-off . .
Median Median Whitney Lehmann
Wert
% Positive (n) | (min/max) | % Positive (n) | (min/max) U-Test" Schaetzer
in mOD in mOD
CcTAGE-1
CTCL: nicht
3 (-11/44) o -
3,6% (112) signifikant
Kontrollen:
15 3 (-25/25)
4,3% (93) .
Melanom: nicht
3 (-6/15) o -
0,0 % (18) signifikant

ELISA-Ergebnisse in Prozent Positive iiber dem Cut-off Wert und statistische Auswertung.
"Signifikanzgrenze des Mann-Whitney U-Tests: p=0,05 p-Wert wurde nicht mehr berechnet, da die
Ergebnisse mit dem Kruskal-Wallis Test bereits nicht signifikant waren.
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GST-GBP-5tatag ELISA

Im GBP-5ta ELISA lagen 3,2% (6/93) Kontroll- und 9,8% (11/93) CTCL-Seren iiber dem
Cut-off Wert (Tabelle 3-5). 6/96 MF und 2/10 SS-Seren waren positiv sowie 2/20 der
Parapsoriasis Erkrankungen und 1/3 der CBCL. Alle getesteten Melanomseren (n=18) waren
negativ gegen rekombinantes GBP-5ta. Die statistischen Auswertungen ergaben eine
Signifikanz nach Kruskal-Wallis fiir die Gruppen Kontrollen, CTCL und Melanome
(p=0,005) wobei sich allerdings nur die Kontrollen und CTCL im Mann-Whitney U-Test
statistisch signifikant unterschieden (p=0,002) nicht aber die Kontrollen von den Melanomen
(p=0,09). Der GroBenunterschied zwischen den Kontrollen und CTCL betrdgt nach Hodges-
Lehmann Schaetzer 3,54. Der statistisch signifikante Bereich liegt allerdings unter dem Cut-

off Wert von 26 (Abbildung 3-3).

Tabelle 3-5: Antikorperreaktivititen im GST-GBP-5ta ELISA

Kontrollseren Patientenseren
Mann- Hodges-
Cut-off . .
Median Median Whitney Lehmann
Wert
% Positive (n) | (min/max) | % Positive (n) | (min/max) U-Test" Schaetzer
in mOD in mOD
GBP-5ta
CTCL:
7 (-31/170) P=0,002 3,54
9,8% (112)
Kontrollen:
26 4 (-107/77)
3,2% (93) nicht
i
Melanom:
6 (-11/19) | signifikant -
0,0 % (18)
(p=0,09)

ELISA-Ergebnisse in Prozent Positive iiber dem Cut-off Wert und statistische Auswertung .
"Signifikanzgrenze des Mann-Whitney U-Tests: p=0,05

Follow up von immunbehandelten CTCL-Patienten

Bei kutanen T-Zell-Lymphomen werden immunmodulierende Behandlungen als
vielversprechende Therapien diskutiert (Muche & Sterry 2002). Um mogliche Effekte auf die
humorale Antwort gegen CTCL assoziierte Antigene zu untersuchen, wurden Seren von
immunbehandelten Patienten im ELISA getestet. Dabei handelte es sich um 18 verschiedene
Seren von 8 Patienten, die mit einem rekombinanten Adenovirus als Tridger von IFN-y

behandelt und 45 verschiedenen Seren von 5 Patienten, die mit dem handelsiiblichen
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Masernimpfstoff immunisiert wurden. Von den Patienten standen jeweils Seren vor, wahrend

und nach den jeweiligen Immunisierungen zur Verfiigung.

A: GBP-5ta 100

——p1
—=—P2
—A—P3
—%—P4
—%—P5

mOD

zeitlicher Verlauf

B: se70-2 90

——p1
—=—pP2
—A—P3
—%—Pa
—%—P5

mOD

zeitlicher Verlauf

Abbildung 3-4: GST-Xtag ELISA mit Seren von immunbehandelten Patienten

GST-XtagELISA mit Seren von fiinf verschiedenen immunbehandelten CTCL Patienten (P1-P5). Die
Patienten wurden bis zu 11x mit einem handeliiblichen Masernimpfstoff immunisiert. Gezeigt wird die
Reaktivitit gegen (A) GBP-5ta und (B) se70-2 im Verlauf der Behandlung. Auf der Y-Achse sind die
mOD Werte aufgetragen. Die X-Achse stellt den zeitlichen Verlauf der wiederholten
Immunisierungen (2-11) dar. Nummer 1 ist das Serum vor der Immunisierung. Patient 4 zeigte die
hochste Reaktivitit gegen GBP-5ta (A) und einen Anstieg der Antikorper im zeitlichen Verlauf.

Alle mit dem Adenovirus-Impfstoff behandelten Patienten zeigten keine Verdnderung. Weder
eine ansteigende noch eine abfallende Antikdrperantwort nach der Immunisierung konnte
gegen die getesteten Antigene se70-2 und GBP-5ta beobachtet werden. Generell war nur eine
schwache Reaktivitdt aller immunisierten Patienten aus beiden Impfstudien zu finden. Zwei
Ausnahmen sind die Antworten der Patienten 3 und 4 (Abbildung 3-4), die mit dem

Masernimpfstoff immunisiert wurden, gegen das Antigen GBP-5ta. Wie in Abbildung 3-4
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anhand des Kurvenverlaufs zu erkennen ist, zeigt sich hier fiir Patient 3 ein leichter und fiir
Patient 4 ein etwas deutlicherer Anstieg. Bei Patient 4 liegen alle Werte {iber dem ermittelten
Cut-off Wert, ausgenommen dem Serum vor der Immunisierung, und dem vorletzten Wert.
Fiir eine statistische Auswertung war die Anzahl der getesteten Seren zu gering, um

verldssliche Aussagen machen zu kdnnen.

3.2 Tumorantigen se2-2

3.2.1 Identifikation und Homologie

Im SEREX Screen von ca 1,9 x 10° rekombinanten Klonen der Testis cDNA Bank mit 17
verschiedenen CTCL Seren wurde Klon se2-2 gefunden (Eichmiiller et al 2001). Es konnten 2
Homologe zu Klon se2-2 in den Datenbanken identifiziert werden. Eines dieser Gene war
eine Patentsequenz (Acc. Nr.: AX053701, Patent Nr.: WO0073801), die mittels SEREX an
Prostatakarzinomen gefunden wurde. Das zweite Gen ist das publizierte KIAA-Gen
KIAAO0373 (Nagase et al 2000). Eine japanische Arbeitsgruppe von Nagase hat Voll-Lingen
cDNA Banken aus Gehirn und der Myloid Zelllinie KG1 hergestellt. Gemein ist diesen Genen
thre Groe (>5 kb). Anhand von Datenbanksuchen, Homologievergleichen der
Peptidsequenzen und Suchen nach bekannten Dominen konnten die ersten KIAA-Gene
funktionell zugeordnet werden (Nagase et al 1997; Nagase et al 1996). Klon se2-2 und die
Ansequenzierung der SEREX Patent mRNA ergaben fast identische 3’ Enden (120
Nukleotide versetzt), wihrend das KIAA0373 (Acc Nr.: HSAB2371) am 5’ Ende um 3203
Nukleotide verlidngert ist (Abbildung 3-5). KIAA0373 und se2-2 sind auf dem Chromosom 12
lokalisiert.

1 5967
KIAA0373
se2-2
Patent mRNA

Abbildung 3-5: mRNA Alignment, Klon se2-2

Die Abbildung zeigt ein mRNA Alignment von Klon se2-2 zu verwandten cDNAs aus Datenbanken.

3.2.2 Serologie

Trotz seines ubiqitidren Expressionsmusters zeigte se2-2 im SEREX serologische Spezifitit:
30% (n=10) der CTCL Patienten besallen reaktive Antikorper aber 0% (n=5) der
Kontrollpersonen (Eichmiiller et al 2001).
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3.2.3 Proteinmotive

Das kodierende se2-2 Protein (761 AS, 88,4 kDa) ist nukledr lokalisiert (Husar Programm
»2Dsweep®). Die Proteinhomologie von KIAA0373 und se2-2 betriagt 99,7% bei 761 AS.
KIAA0373 ist N-Terminal um 685 AS und C-terminal um 93 AS lidnger. Nach der
Peptidsequenz werden 24 o-Helices und groBe Bereiche superspiralisierte o-Helices
vorhergesagt. Nach Analysen mit den HUSAR Programmen ,,Prosite" und ,,Motifs" besitzen
die Proteine se2-2 und KIAAO0373 ein ATP/GTP Bindungsmotiv (GSGRSGKT) bei den
Aminoséduren 494 bzw. 1179.

3.2.4 Expressionsanalyse der se2-2 mRNA

Die RT-PCR von Klon se2-2 an Kontroll- und Tumorgeweben zeigte, dass se2-2 in den
Kontrollen differentiell exprimiert ist (Tabelle 3-6). Anhand Tabelle 3-6 ist weiter erkennbar,
dass se2-2 in fast allen CTCL und in 80% der Melanome nachweisbar ist. Se2-2 wurde

auflerdem in allen CTCL Zelllinien und Leuk&mie-Zelllinien exprimiert.

3.2.5 Expressionsanalyse von se2-2 Protein

Herstellung der se2-2 spezifischen Antikorper

Der ORF (3-2315 bp) wurde mittels PCR amplifiziert und in den pTrcHisTOPO Vektor
kloniert. Aus 6 1 Expressionskultur wurden 2 mg Protein gewonnen. Das rekombinante se2-
2HisProtein wurde mit der FPLC nativ iiber Ni*'-Agarose aufgereinigt und zur
Antikorperherstellung eingesetzt. Die Antikérper K43 und K44 erkannten bei einer
Verdiinnung von 1:5000 spezifisch das 94 kDa grofle se2-2 Protein im Western Blot
(Abbildung 3-6).

Auf Proteinebene ergab sich im Western Blot ein differentielles Expressionsmuster fiir se2-2
Protein (Tabelle 3-6). In Kontrollgeweben war se2-2 in 57% (n=14) exprimiert gegeniiber der
mRNA Expression von 76% (n=17). Entgegen der fast 100%ig positiven RT-PCR Analyse
war se2-2 Protein nur noch in 29% (n=7) der Melanome und in 33% (n=3) der CTCL-

Tumorgewebe zu detektieren.
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131 kDa

94 kDa p — K43
89 kDa —

Abbildung 3-6: se2-2 Proteinexpression

Representativer Western Blot der Expressionsanalyse von se2-2 Protein. Se2-2 Protein war in
mehreren Kontrollgeweben (2: Skelettmuskel, 4: Placenta, 6: Brust) nachweisbar. Die CTCL-Zelllinie
SeAx (1) und die Kontrollgewebe Diinndarm (3), Magen (5) waren negativ.

Tabelle 3-6: RT-PCR und Western Blot Analyse von se2-2

se2-2 mRNA se2-2 Protein
Kontrollgewebe (n) 76% (17) 57% (14)
Kontrollen
Fetale Gewebe (n) 100% (8) 0% (1)
CTCL (n) 90% (10) 33% (3)
Tumor-
Gewebe CBCL (n) 100% (2) n.t.
Melanom (n) 80% (5) 29% (7)
o CTCL (n) 100% (4) 25% (4)
Zélllinien
Leukémie (n) 83% (6) n.t.

Zusammenfassung der Expressionanalyse von se2-2 auf mRNA- und Proteinebene. Es wurden
Kontrollgewebe, Tumorgewebe und Zelllinien auf die Expression von se2-2 untersucht.
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3.3 Guanylat Bindendes Protein-5 (GBP-5)

3.3.1 Identifikation und Homologie

Bei der Suche nach Tumorantigenen in 7 x 10° rekombinanten Klonen einer cDNA Phagen
Bank bestehend aus verschiedenen CTCL-Geweben, CTCL-Zelllinien und einem CBCL
Gewebe wurde HD-CL-05 mit einem MF Serum detektiert (Hartmann et al. 2003,
eingereicht). Auf Grund seiner hohen Homologie zur Familie der Guanylat-bindenden

Proteine (GBPs) wurde HD-CL-05 in GBP-5ta (GBP-5, Acc. Nr.: AF 328727) umbenannt.

Die Sequenzierung ergab ein Insert von 1968 bp dessen ORF bei 514 bp beginnt und fiir ein
489 AS Protein kodiert. Wahrend GBP-1 (Acc. Nr.: M55542 (Strehlow et al 1994)) und GBP-
2 (Acc. Nr.: M55543 (Cheng et al 1991)) zu 80% (1462 bp) und zu 77% (1462 bp) homolog
zu GBP-5ta waren, war GBP-5 (Acc. Nr.: AR035948, unveroffentlicht) im tiberlappenden
Bereich 100% identisch.

Um weitere Spleifivarianten von GBP-5ta zu finden, wurden 3x10° Plaques einer cDNA Bank
mit dem Digoxigenin gelabelten PCR-Produkt aus Primer Paar I (Abbildung 3-7) gescreent
und zwei weitere Varianten gefunden: GBP-5a und GBP-5b. Beide haben am 3' Ende im
Vergleich zu GBP-5ta zwei Exons mehr, und besitzen damit ein vollstindiges ORF das mit

einem Stopcodon endet (Fellenberg et al 2003).

1 3 4 56 7 8 9 1011

~———H—HH— 80— —H—{— crgmoson
0 0 @1 0@ @
] 11 1E E
B 1 81 g §

H GBP-5ta

!
H I8 B cersa
! I ! ! GBP-5b

> <4 Primer Paar | > < Primer Paar Il
> <« Primer Paar Il
p Forward Primer <4 Reverse Primer & kodierende Sequenz (ORF)

Abbildung 3-7: Chromosomales Alignment von GBP-5ta und GBP-5 mit Chromosom 1

Chromosomales Alignment von GBP-5ta, GBP-5a und GBP-5b sowie die Primerlokalisationen fiir die
Expressionsanalyse in der RT-PCR. Alle Splei3varianten sind 100% homolog zu Chromosom 1p22.3.
Primer Paar I ist spezifisch fiir GBP-5ta und GBP-5b wiéhrend Primer Paar II alle drei Varianten
erkennt (PCR Produkte in zwei verschiedenen Grolen: GBP-5ta/-b: 515 bp, GBP-5a: 408 bp). Primer
Paar III liegt in den Exons 12 und 13, die nur GBP-5a und GBP-5b besitzen.



ERGEBNISSE 79

GBP-5 besteht aus 12 Exons, die auf dem Chromosom 1p22.3 lokalisiert sind. Das zweite
Exon ist spezifisch fiir GBP-5ta und GBP-5b. GBP-5a und GBP-5b kodieren dasselbe Protein,
GBP-5a/b. GBP-5ta ist C-terminal um 97 AS verkiirzt (Abbildung 3-7) und bricht ohne ein
Stopcodon ab. Die in den Datenbanken erhéltliche Sequenz von GBP-5 ist zu 100% identisch
zum ORF von GBP-5a/b.

GBP-5a/b ist zu 67% (591 AS), 64% (591 AS) und 68% (581 AS) homolog zu den humanen
GBP-1, GBP-2 und GBP-3 (Tabelle 3-7). Die humanen GBP-4 und GBP-5 sind nicht
publizierte Sequenzen, die in Genbank als ORF hinterlegt sind.

Tabelle 3-7: Protein und DNA Homologie der verschiedenen Mitglieder der humanen GBPs

GBP-5ta | GBP-5b | GBP-5a | GBP-5 | GBP-1 | GBP-2 | GBP-3 | GBP-4
1968bp | 2428bp | 2301bp | 1761bp | 2881bp | 2107bp | 2952bp | 1923bp
GBP-5ta
99,7% 99,7% 99,7% 79,8% 77.4% 80,5% 65,1%
489 AS 1965bp | 1965bp | 1466bp | 1484bp | 1462bp | 1461bp | 1433 bp
GBP-5b | 99,7% 99,7% 99,9% 77,0% 73,2% 76,1% 64,2%
586 AS | 489 AS 2405bp | 1761bp | 1768bp | 1884bp | 1897bp | 1688 bp
GBP-5a | 99.7% | 100,0% 99,9% 76,9% 75,9% 76,1% 64,2%
586 AS | 489 AS 1761bp | 1767bp | 1673bp | 1898bp | 1688 bp
GBP-5 | 99,7% | 100,0% | 100,0% 76,9% 75,9% 77,0% 64,3%
586AS | 489AS | 586AS | 586 AS 1474bp | 1666bp | 1748bp | 1688 bp
GBP-1 | 73.8% 67,3% 67,3% 67,3% 81,5% 88,5% 66,8%
592AS | 488AS | 591 AS | 591 AS | 591 AS 1897bp | 2913bp | 1776 bp
GBP-2 | 71,1% 64,3% 64,4% 64,3% 76,6% 82,6% 82,6%
591AS | 485AS | 591AS | 586AS | 591 AS | 584 AS 1885bp | 1885 bp
GBP-3 | 744% 68,0% 68,0% 68,0% 87,3% 76,3% 64,9%
563AS | 486AS | 581 AS | 581 AS | 581 AS | 586 AS | 582 AS 1736 bp
GBP-4 | 572% 52,0% 52,0% 52,0% 55,7% 55,5% 55,0%
641AS | 480AS | 578AS | 578 AS | 578AS | 586AS | 575AS | 590 AS

In der Tabelle werden die Nukleotid-Sequenzen (hellgrauer Bereich) und die daraus abgeleiteten
Protein-Sequenzen (dunkelgrauer Bereich) der GBP-5 Splei3varianten und der humanen GBPs im
iiberlappenden Bereich verglichen. Das Protein von GBP-5a, GBP-5b und humanem GBP-5 ist
identisch. GBP-5ta ist um 97 AS C-terminal verkiirzt. Alle Homologie-Angaben wurden mit dem
HUSAR Programm "bestfit" ermittelt.
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Um zu bestétigen, dass die verkiirzte Form GBP-5ta ohne Exon 11 und 12 wirklich existiert
und nicht durch ein Klonierungsart