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1. Einleitung

Seit mehr als einer Dekade befinden sich die Strategien zur Behandlung der CML im
Wandel. First-line-Therapieoptionen wie Interferon-Alpha und die allogene
Stammzelltransplantation (SZT) sind durch das Aufkommen des Tyrosinkinase-
Inhibitors Imatinib (Glivec®, Gleevec™) in den Hintergrund getreten. Doch auch
Imatinib vermag die CML nicht endgultig zu heilen. Zum einen wird dies durch die
mangelnde Fahigkeit bedingt, alle malignen Zellen restlos zu eliminieren. Zum
anderen wurden vermehrt praexistierende sowie erworbene Resistenzen gegen
Imatinib beobachtet (Branford und Hughes 2006; Litzow 2006; van der Kuip et al.
2005). Folglich bleibt die allogene Stammzelltransplantation (SZT) das einzige
kurative Verfahren zur Behandlung der CML. Dieses birgt jedoch bekannte Risiken
wie die Graft-versus-Host Disease (GvHD) und opportunistische Infektionen, die mit

einer signifikanten Morbiditat und Mortalitdt einhergehen (Grigg und Hughes 2006).

Bei Betrachtung dieser Gegebenheiten wird klar, wie wichtig die Suche nach
alternativen Behandlungsvarianten fir diese Patienten ist. Immuntherapeutische
Theorien erscheinen dabei als die vielversprechendsten Ansatze, dies vor allem im
Anbetracht der wichtigen Rolle der Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekte bei der
Induktion einer kompletten Remission (CR) nach allogener SZT. Diese Erkenntnisse
deuten eine beachtliche Rolle des Immunsystems bei der Kontrolle der CML in vivo
an (Guglielmi et al. 2002).

Zur Entwicklung Antigen-spezifischer Immuntherapien ist es essentiell, die
Identifikation von passenden molekularen Zielstrukturen voranzutreiben. In den
letzten 20 Jahren wurden ca. 100 Genfamilien der Gruppe der Cancer-Testis-
Antigene (CTA) zugeordnet. Diese unter gesunden Geweben nur in Hodengewebe
nachweisbaren Strukturen konnten auf RNA-Ebene mittels Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) sowie auf Protein-Ebene durch Western Blot in
einer Vielzahl von soliden und h&dmatologischen Neoplasien nachgewiesen werden.
CTA weisen neben einer auf Tumore beschrankten Expression eine naturliche
Immunogenitat in Krebspatienten auf. Aufgrund dieser Eigenschaften versprechen
CTA passende Zielstrukturen bei der Behandlung humaner Krebserkrankungen zu
sein (Meklat et al. 2007; Scanlan et al. 2004). Bezogen auf die CML wurden jedoch

nur wenige CTA untersucht. Zudem wurden nur wenige CML-Proben in diesen



Studien getestet, die zudem nur schwache Expressionsraten zeigten (Chambost et
al. 2001).

Die Expression der CT-Antigene wird unter anderem auf epigenetischer Ebene
moduliert. Mechanismen sind hier die Demethylierung von Promotoren sowie die
Acetylierung von Histonen. Um schwache Expressionsraten zu steigern, wurde die
Wirkung demethylierender Substanzen wie 5-Aza-2’-deoxycytidin (Aza) und Histon-
Deacetylase-inhibierender Agenzien wie Trichostatin A (TSA) auf die Expression von
CT-Antigenen in verschiedenen Tumoren untersucht (Sigalotti et al. 2004,
Wischnewski et al. 2006). Eine konkrete Analyse der Effekte dieser Substanzen auf
die CT-Antigen-Expressionseigenschaften von CML-Zelllinien ist in der Literatur nicht

zu finden.

Zur Beantwortung dieser offenen Fragen untersucht diese Arbeit mittels RT-PCR die
Expression von 31 CT-Antigenen an zehn kultivierten CML-Zelllinien. Von Interesse
war hierbei die Basisexpression der CTA. Um diese Ergebnisse vergleichen zu
koénnen, wurden die CTA an Proben zehn gesunder Knochenmarkspender
untersucht (RT-PCR). Um den Einfluss demethylierender und Histon-Deacetylase-
inhibierender Agenzien auf die CT-Antigen-Expression in CML-Zelllinien zu erfahren,
untersuchte die vorliegende Arbeit zudem die CTA-Expression der CML-Zelllinien,
nachdem diese mit demethylierenden und Deacetylase-inhibierenden Substanzen
jeweils alleine sowie in Kombination behandelt wurden (RT-PCR). Desweiteren
wurde die Translation ausgewéhlter CTA auf Proteinebene in den CML-Zelllinien
untersucht (Western Blot). Hierdurch sollte Klarheit dariiber geschaffen werden, ob
die CT-Antigen-RNA auch in Proteine Ubersetzt wird, wodurch sie als
Targetstrukturen eines immunologischen Therapieansatzes nutzbar waren. Als
letztes wurde versucht, die Lokalisation eines CTA in einer spezifischen CML-Zelllinie
zu bestimmen, um dadurch Vermutungen Uber dessen Funktion anstellen zu kénnen

(Immunfluoreszenz).

Ziel dieser Untersuchungen sollte es sein, im Falle der CML mdéglichst
vielversprechende CT-Antigene sowohl auf RNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene
zu identifizieren. Zudem sollten madgliche expressionsmodulierende Effekte

epigenetisch wirkender Agenzien auch fur die CML gefunden werden.



1.1. Tumorimmunologie

1.1.1. Geschichte

Wahrend des vergangenen Jahrhunderts hat die Uberzeugung, dass das
Immunsystem in der Lage sein konnte, Krebszellen als ,fremd* zu erkennen und zu
bekampfen, wiederholt Auftrieb und Niederlagen erfahren. Bereits am Anfang des 20.
Jahrhunderts hatte Paul Ehrlich eine Uberwachung der Entstehung von malignen
Zellen durch das Immunsystem angenommen (Ehrlich 1909). Jahrzehnte spater
entwickelten Burnet und Thomas das Konzept der ,Immunosurveillance* (Burnet
1970; Burnet 1971; Thomas 1982). Dieses schrieb dem Immunsystem die Fahigkeit
zu, den menschlichen Korper standig auf das Entstehen maligner Zellen hin zu
Uberwachen und diese nétigenfalls zu eliminieren. Beobachtungen, die ein erhéhtes
Neoplasievorkommen in organtransplantierten Patienten beschrieben, wenn diese im
Zuge ihrer Behandlung zusatzlich immunmodulierende Medikamente wie Azathioprin
und Prednison erhielten, schienen diese Theorien zu bestatigen (Krikorian et al.
1978; Penn 1977; Sheil et al. 1981). Obwohl aussichtsreich wahrend dieser Zeit,
brachten Tierexperimente nicht die erwarteten Ergebnisse. So konnte in
immunkompromittierten M&ausen kein vermehrtes Auftreten von Tumoren beobachtet

werden (Rygaard und Povisen 1974).

Jingere Untersuchungen weisen jedoch eindeutig darauf hin, dass das
Immunsystem tatséchlich die Entstehung und den Verlauf maligner Erkrankungen zu
beeinflussen vermag (Dunn et al. 2002). Insbesondere der T-Zell-vermittelten
Immunitat scheint dabei eine herausragende Bedeutung zu zukommen (Shankaran
et al. 2001; Smyth et al. 2000). So konnte eine prognostisch bedeutsame T-Zell-
Infiltration von unterschiedlichen Tumorgeweben in verschiedenen Studien
beschrieben werden (Clemente et al. 1996; Naito et al. 1998; Ropponen et al. 1997).
Davon betroffen waren neben epithelialen Tumoren auch hamatologische Tumore
wie das Non-Hodgkin-Lymphom (Ansell et al. 2001; Xu et al. 2001).

Ein enormer Wissenszuwachs beziglich der Funktionsweise der T-Zell-basierten
Immunitdt sowie die Entwicklung neuer methodischer Verfahren haben
wissenschaftliche Felder wie die Tumorimmunologie in den letzten Jahren stetig
wachsen lassen. Dabei erlauben die neuen Methoden eine systematische Suche

nach korrespondierenden zellularen und molekularen Zielstrukturen. Diese



Fortschritte ermdéglichen die Bestimmung einer groRen Anzahl zuvor unbekannter
tumorassoziierter Antigene (Rosenberg 2001). Diese Strukturen sind Grundlage einer

immunologischen Tumortherapie.

1.1.2. Tumorassoziierte Antigene

Tumorassoziierte Antigene (TAA) sind Strukturen, die an der Zelloberflache
prasentiert und von CD8+ T-Zellen erkannt werden (Boon et al. 1994).
Charakterisiert werden diese Strukturen durch ihr Expressionmuster. Dieses sollte
idealerweise so beschaffen sein, dass sie von entarteten Zellen, nicht jedoch von
Zellen des gesunden Organismus ausgepragt werden. Erst diese
Auspragungseigenschaft macht Antigene zu brauchbaren Strukturen eines
immunologischen Tumortherapieansatzes. Eine zweite, entscheidende Fahigkeit
dieser Strukturen sollte es sein, spontane Immunantworten in Tumorpatienten zu
induzieren. Diese Immunantworten lassen sich in Form von steigenden Antikérper-

Titern sowie durch den Nachweis Antigen-spezifischer Immuneffektorzellen belegen.

Die systematische Evaluation von Antigen-spezifischer humoraler Immunitat und
somit dem Nachweis von tumorspezifischen Strukturen wurde durch die SEREX —
Methode (serological analysis of recombinant cDNA expression libraries) ermdéglicht
(Chen et al. 2000). Hierbei wird cDNA, gewonnen aus der mRNA des zu
untersuchenden  Tumorgewebes, durch ein  Phagen-Préasentations-System
ausgepragt und anschlie3end gegenuiber dem Spenderserum ausgesetzt. Reagieren
diese vom Tumor abgeleiteten Antigene mit Antikbrpern aus den Patientenseren,
werden diese Klone sequenziert und mit Genbibliotheken verglichen. Auf diese
Weise konnten grol3e Mengen an CT-Antigenen sowie eine gewisse Anzahl an
Uberexprimierten TAA identifiziert werden.

Antikdrper haben die Eigenschaft, dass sie, anders als T-Zellen, Antigene HLA-
unabhéngig erkennen. Urspringlich hatte dies zu der Annahme gefiihrt, dass Anti-
Tumor-Antikérper als Effektoren der humoralen Immunantwort im Vergleich zur
zellularen Immunantwort im Uberfluss vorhanden sein miissten. Weitere Arbeiten
revidierten jedoch diese Aussage und wiesen nach, dass das Auftreten der
tumorspezifischen Antikérper, wie im Falle des Tumorantigens MAGE, in

Abhangigkeit von T-Zell-Antworten geschieht. Da es sich bei Tumorantigenen um
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intrazellular entstandene, mutierte Proteine handelt, werden diese durch HLA-1
Molekile prasentiert. Dies erklart, warum bei der Suche nach potenten,
antitumoralen Targets vor allem die Charakterisierung von HLA-1 erkennenden,
CD8+ T-Zellen vorangetrieben wurde. Die durch die genannten Methoden
entdeckten Tumorantigene wurden nach Ursprung, Funktion und ihrem
Expressionsmuster im Vergleich zu gesundem Gewebe Kklassifiziert (Wang und
Rosenberg 1999).

1.1.2.1. Uberexprimierte Antigene

Dieser Begriff wird fir Molekule verwendet, die sowohl in gesunden als auch in
maligne entarteten Zellen gefunden werden kdnnen. Der Unterschied besteht dabei
im gesteigerten Expressionsmuster dieser TAA in Tumorzellen. Beispiele sind
HER2/neu und WT1. So ist das Protoonkogen HER2/neu in 20-40 % untersuchter
Mammakarzinome exprimiert. Dies ist von Bedeutung, da diese Karzinome
besonders aggressive Verlaufe zeigen (Disis et al. 1994). TAA dieses Typs kdnnen
als Zielstrukturen fur therapeutische Ansatze mit zum Teil vielversprechenden
Resultaten dienen (Bernhard et al. 2002; Keilholz et al. 2009)

1.1.2.2. Differenzierungsantigene

Diese TAA wurden zuerst in Melanozyten entdeckt, weswegen sie auch
Melanozyten-Differenzierungs-Antigene genannt werden. Sie sind sowohl in
Tumorgewebe als auch in gesundem Gewebe zu finden, besonders in Melanomen
bzw. in Melanozyten. Da diese Antigene nach Prozessierung an der Zelloberflache
prasentiert werden, stellte sich die Frage, ob diese Molekile nicht auch als
Zielstrukturen einer artifiziell induzierten Immunreaktion genutzt werden kdnnten
(Anichini et al. 1993). Diese Uberlegung beinhaltete jedoch die Gefahr,
maoglicherweise autoimmunologische Reaktionen hervorzurufen. Diese Befiirchtung
konnte jedoch bei Patienten, die adaquate immunologische Reaktionen gegen diese
offensichtlichen  Autoantigene  entwickelten, nicht  beobachtet  werden.
Differenzierungsantigene wurden als sichere Zielstrukturen einer

Vakzinierungstherapie vermutet (Berger et al. 2004, Slingluff et al. 2003).



1.1.2.3. Mutationsantigene

Bei diesen TAA handelt es sich um in einem Tumor spezifisch gebildete Antigene.
Sie basieren auf somatischen Mutationen, die den Genotyp des jeweiligen
Malignoms bedingen. Meist handelt es sich um Gene, deren molekulare
Veranderungen die Transformation der Zelle in eine maligne Zelle begtinstigen. Dies
geschieht durch Punktmutationen im Genom, die Frameshiftmutationen oder
Missensemutationen zur Folge haben. Diese Veranderungen kommen jedoch nur in
den jeweils transformierten Zellen zur Auspragung. Eines dieser Gene ist z.B. Beta-
Catenin (Robbins et al. 1996).

Mutierte Gene, die sich sowohl in einer Reihe von Tumoren des gleichen Ursprungs
als auch in Tumoren verschiedener Entitaten nachweisen lassen, codieren meist fur
Produkte, die die Transformation einer Zelle auslésen. Beispiel hierflr ist das
Onkogen K-RAS, das eine wichtige Rolle in einer Reihe maligner Tumoren spielt
(Kranenburg 2005).

1.1.2.4. Cancer-Testis-Antigene (CT-Antigene)

Bei diesen TAA handelt es sich um eine Gruppe von Antigenen, der bis heute durch
intensive Forschung nicht weniger als 204 einzelne Gene zugerechnet wurden.
Aufgrund der Fulle von Genen wurden diese je nach Ursprung und
Sequenzierungséhnlichkeiten weiter in mittlerweile mehr als 100 Genfamilien
klassifiziert (Almeida et al. 2009). Etwa die Halfte der CT-Antigene ist auf dem X-
Chromosom lokalisiert. Alle weiteren CT-Antigene liegen auf den Autosomen verteilt
(Tureci et al. 1998). Diese Eigenschatft ist ein Unterscheidungsmerkmal, um Vertreter
dieser Antigenfamilie zu ordnen. Dementsprechend werden CT-X-Antigene von non-
X-CT-Antigenen unterschieden.

Ein zweites Merkmal dieser Gruppe ist das Expressionsmuster. Wahrend CT-
Antigene in gesunden somatischen Geweben kaum bis gar nicht exprimiert sind,
lassen sie sich auf gesunden Keimbahnzellen ungleich haufiger nachweisen. Diese
auf Keimbahnzellen beschrénkte Expression der CT-Antigene ermdglicht eine
Nutzung dieser Strukturen als Targets immunologischer Therapieversuche. Denn

obwohl sie, entgegen der Forderung einer nicht nachweisbaren Expression unter



gesunden Geweben, im gesunden Organismus zu finden sind, gewahrleistet dieser
Expressionsort zwei entscheidende Vorteile. Erstens verhindert die Blut-
Hodenschranke, gebildet durch tight junctions zwischen den Sertoli-Zellen, den
Ubertritt von immunkompetenten Zellen in die Samenkanalchen (Arnold et al. 2002).
Das sich in den Samenkanalchen befindliche Keimepithel, welches CT-Antigene
exprimiert, wird folglich vom Immunsystem nicht erreicht. Zweitens exprimieren
Keimbahnzellen keine HLA-Molekiile auf deren Oberflache (Fiszer und Kurpisz 1998;
Jassim et al. 1989). Hierdurch bleibt eine Prasentation der CT-Antigene generell aus,

wodurch eine Aktivierung immunkompetenter Zellen verhindert wird.

Neben diesem gunstigen Expressionsmuster ist die Fahigkeit, immunologische
Reaktionen in Tumorgeweben zu induzieren, ein weiteres charakteristisches
Merkmal dieser Gengruppe. Diese stellt sich durch den Nachweis spezifischer
Antikdrper-Antworten sowie Antigen-spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen in
Tumorpatienten dar. Neoplasien, bei denen die beschriebenen Immunantworten
nachzuweisen waren, sind z. B. das maligne Melanom, das Mammakarzinom, das
nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom, Kopf-Hals-Tumore und das Ovarialkarzinom
(Scanlan et al. 2004). Im Falle des CTA NY-ESO-1 korrelierte die Antikorper-Antwort
gegen das betreffende CT-Antigen haufig mit dem gleichzeitigen Auftreten Antigen-
spezifischer CD4+ und CD8 + T-Zellen. Diese Beobachtung stellt einen Indikator fur
eine integrierte Immunantwort dar und belegt das immunogene Potential dieses
Gens im Speziellen und der Genfamilie im Allgemeinen (Gnjatic et al. 2003; Jager et
al. 1998; Jager et al. 2000).

Uber die Funktion der CT-Antigene gibt es nur wenige Daten. Verschiedene Rollen
bei zellularen Prozessen wahrend der Gametogenese des Keimzellgewebes
erscheinen wahrscheinlich. Hierfur spricht die phasenspezifische Expression vor
allem der CT-X-Antigene. Sie finden sowohl bei der transkriptionalen und der
translationalen Steuerung (Kalejs 2005; Tureci et al. 2002; Tureci et al. 1996) als
auch bei der Kontrolle der Chromosomenpaarung wahrend der Meiose als
regulierende Faktoren Bedeutung (Tureci et al. 1998). Ebenso scheinen sie an
Vorgangen beteiligt, welche die Zellen vor Apoptose schitzt (Cilensek et al. 2002)

bzw. die Resistenzen gegenuber Chemotherapeutika induzieren (Duan et al. 2003).



1.1.2.4.1. CT-Antigen-Expression in CML
Systematische Untersuchungen zur Expression von CT-Antigenen in CML-Zelllinien
bzw. CML-Patienten sind im Vergleich zu soliden Tumoren bisher wenig durchgefuhrt
worden. Vereinzelte Studien zeigen jedoch einen Zusammenhang auf. So konnten
CT-Antigene in CML-Zelllinien bzw. in Proben an CML erkrankter Patienten
nachgewiesen werden (Lim et al. 1999; Wang et al. 2003; Wang et al. 2004). Hierbei
fiel auf, dass vor allem in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung CT-Antigene

vermehrt nachweisbar waren (Adams et al. 2002).

Insgesamt ist an den bisherigen Studien zu beméangeln, dass jeweils nur sehr wenige
Patienten mit CML bzw. nur wenige CML-Zelllinien eingeschlossen wurden. Nur
vergleichsweise wenige Mitglieder der CT-Antigen-Familie fanden Beachtung.
Ebenso wurde der mdgliche Einfluss epigenetischer Mechanismen, wie z.B. die
Methylierung von Promotorregionen, die der Grund fur eine fehlende Expression

einzelner Antigene sein kdnnte, nur sehr unsystematisch untersucht.

1.1.3. Epigenetische Regulation der CT-Antigen-Expr  ession

Pluripotente Stammzellen haben die Fahigkeit, sich in eine Vielzahl spezialisierter
Zelltypen des menschlichen Organismus zu differenzieren (Eblenkamp et al. 2008).
Je nach Zellart werden verschiedene Informationen zur Differenzierung bendtigt.
Diese unterscheiden sich von Zelltyp zu Zelltyp. Die nicht benétigten Informationen
werden jedoch nicht geldscht sondern abgeschaltet. Methoden zur Abschaltung von
Genen bzw. zur Regulation dieser beruhen auf spezifischen DNA-Abschnitten und
deren epigenetischer Modifikation, wobei die eigentliche Basenabfolge der DNA
unbeeinflusst bleibt. Bei den erwahnten DNA-Abschnitten handelt es sich unter
anderem um Promotorregionen, die jedem Gen angegliedert sind. Der Promotor
interagiert mit verschieden Transkriptionsfaktoren, wodurch die Expression der ihm

zugehdrigen Gene reguliert werden kann (Graw 2005).

1.1.3.1. Remodelling des Chromatins durch Beeinflus  sung der Histone

Durch eine Anderung der Chromatinstruktur, ohne jedoch die DNA-Sequenz zu
verandern, lasst sich die Expression von Genen beeinflussen. Eine Mdglichkeit zu
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einer derartigen Modifikation ist die Acetylierung von Histonen, wodurch sich deren
positive Ladung der Amine neutralisiert und die Bindung zur negativ geladenen DNA
geringer wird. Dies fuhrt zu einer Entspiralisierung der DNA, wodurch
Transkriptionsfaktoren besser binden und Gene von diesen Chromatinabschnitten
leichter abgelesen werden kdnnen (Kuo et al. 1998; Zhang und Reinberg 2001). Die
Intensitat der Kondensation der DNA wird von zwei opponierenden Enzymgruppen
gesteuert, den Histon-Deacetylasen (HDAC) und den Histon-Acetyltransferasen
(HAT). HDAC verstarken durch Deacetylierung der Histone die Verpackung der DNA,
wodurch die Gene inaktiviert werden (Silverstein und Ekwall 2005). HAT verringern,
wie schon angedeutet, durch Ubertragung von Acetylgruppen die positive Ladung
der Histone und somit die Kondensation des Chromatins.

Die Methylierung von Histonen ist eine weitere Moglichkeit, die Transkription von
Genen zu regulieren. Vermittelt wird dies durch spezifische Lysin- und Arginin-
Methyltransferasen, die Methylgruppen auf Histone Ubertragen und dadurch die
Genexpression regulieren (Chen et al. 1999; Rea et al. 2000).

1.1.3.2. DNA-Methylierung

Ein weiterer Mechanismus zur Regulierung der Genexpression ist die DNA-
Methylierung. Dabei werden durch spezifische Enzyme, die Methyltransferasen,
Methylgruppen auf CpG-reiche Abschnitte der Promotoren der zu regulierenden
Gene Ubertragen. Der Effekt, den die Hypermethylierung von Promotoren bewirkt, ist
ambivalent und unterscheidet sich von Gen zu Gen. Gemeint ist hierbei, dass obwohl
das eine Gen durch die Hypermethylierung seiner Promotorregion aktiviert wird, ein

anderes durch den gleichen Vorgang abgeschaltet werden kann.

In Fallen, in denen die Expression der Gene durch Hypermethylierung des Promotors
gehemmt wird, erleichtert die Methylierung den Zugang von DNA-bindenden
Proteinen. Hierdurch wird der Promotorzugang fur Transkriptionsfaktoren erschwert
und die Expression des betreffenden Gens inhibiert (Iguchi-Ariga und Schaffner
1989). Es resultieren Tumorerkrankungen, die durch Hypermethylierung von
Tumorsuppressorgenen (Herman et al. 1994) bzw. von DNA-Reparaturgenen
(Esteller et al. 2000) ausgelost bzw. mitbedingt werden. Umgekehrt kann die



Hypomethylierung der CpG-reichen Promotoren der Grund dafir sein, dass &hnliche

Gene vermehrt ausgepragt werden (De Smet et al. 1999; Kulozik et al. 2000).

Bei Betrachtung anderer Gene wiederum lasst sich gegenteiliges Verhalten
beobachten. So werden Gene beschrieben, im speziellen das translozierte ABL-Gen,
deren Expression durch die Hypermethylierung seiner Promotoren gesteigert wird.
Dieser Effekt der Hypermethylierung von Genen soll spater bei der Schilderung der
molekularen Grundlagen der CML zur Sprache kommen.

1.1.3.3. Beeinflussung der epigenetischen Regulieru  ng

Die Expression immunologisch relevanter Gene, z. B. die von CT-Antigenen in
Tumoren, wird ebenfalls durch die eben beschriebenen epigenetischen
Mechanismen beeinflusst. Dies konnte wiederholt belegt werden, indem eine
Behandlung von Tumorzellen mit demethylierenden Substanzen oder Histon-
Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren) in vitro die Expression von CT-Antigenen
in Tumorzellen forderte. Es resultierte eine Steigerung der Immunogenitat der
malignen Zellen (Sigalotti et al. 2004; Weber et al. 1994; Weiser et al. 2001,
Wischnewski et al. 2006).

Um die Expression tumorspezifischer Gene zu férdern werden Medikamente
angewendet, die die oben beschriebenen Mechanismen der epigenetischen
Regulation beeinflussen. Zur Modulation der DNA-Methylierung werden
Nukleosidanaloga verwendet. Das in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kommende
Nukleosidanalogon 5-Aza-2’-Deoxycytidine (Aza, Decitabin) zeichnet sich durch den
Austausch eines Kohlenstoffatoms fir ein Stickstoffatom an Position 5 der
Nukleosidringstruktur aus. Es wird wéhrend der DNA-Replikation anstatt Cytosin in
CpG-Inseln innerhalb des Promotorbereichs eingebaut. Decitabin-enthaltende
Promotoren konnen nicht mehr methyliert werden und fihren zudem zu einem
Verharren der Methylgruppen-ubertragenden Enzyme (Schermelleh et al. 2005).
Gene, die vorher durch Methylierung der Promotorregion nur schwach ausgepragt
waren, zeigen einen Anstieg der Expression nach der Behandlung mit Decitabin
(Stresemann und Lyko 2008).
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Ein weiterer Weg der epigenetischen Modulation von Genexpressionshaufigkeiten ist
die schon angedeutete Veranderung der Acetylierung von Histonen. Diese bestimmt
Uber den Kondensationsgrad der DNA die Expressionshaufigkeit von auf
entsprechenden Abschnitten liegenden Genen. Die Kondensation der DNA kann
durch die Hydroxamséaure Trichostatin A (TSA) vermindert werden (Tsuji et al. 1976).
Dies geschieht durch die Hemmung der HDAC durch TSA, wodurch es zu einer
verminderten Deacetylierung der Histone kommt (Yoshida et al. 1990). Dies
verbessert den Zugang von Transkriptionsfaktoren zu der darunter liegenden DNA,
was die Genexpression steigert. TSA wird in der vorliegenden Arbeit als

epigenetischer Modulator genutzt.

LieRe sich die Expression tumorspezifischer Gene durch die Behandlung mit
demethylierenden bzw. HDAC-inhibierenden Substanzen steigern bzw. induzieren,
wirde die Attraktivitdt dieser Antigene fiur immunologische Krebstherapien weiter
zunehmen. So konnte eine Neuexpression von CT-Antigenen in soliden Tumoren
sowie in hamatologischen Malignomen nach der Behandlung mit Decitabin
beobachtet werden (Claus et al. 2005; Schrump et al. 2006; Sigalotti et al. 2003).
Auch im Falle der CML liel3 sich ein solcher Zusammenhang bereits nachweisen
(Roman-Gomez et al. 2007a). Die vorliegende Arbeit bedient sich ebenfalls dieser
Methoden, um eine Induzierbarkeit der untersuchten CT-Antigene in CML-Zelllinien

zu prufen.

1.2. Chronische myeloische Leukamie (CML)

1.2.1. Definition

Die CML wurde 1845 das erste Mal durch die Pathologen Dr. Rudolf Virchow und Dr.
John Hughes Bennett beschrieben (Bennett 1845; Virchow 1845). Sie beruht auf
einer klonalen Vermehrung einer pluripotenten Stammzelle im Knochenmark mit
reziproker Translokation zwischen Chromosom 9 und Chromosom 22. Die
veranderte Stammzelle behalt ihre Fahigkeit zur Differenzierung bei. Dadurch zeigt
sich im Verlauf der Erkrankung ein typisches Bild mit einer starken Vermehrung von
funktionstlchtigen, reifen neutrophilen Granulozyten und deren Vorstufen (Fialkow et

al. 1977). Bei ausbleibender Behandlung geht die Erkrankung regelhaft von einer
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chronischen Phase (CP) Uber eine akzelerierte Phase (AP) in eine Blastenkrise (BC)
Uber (Hehlmann et al. 2005).

1.2.2. Epidemiologie und Atiologie

Die CML stellt 15% aller Leukamien. Die Inzidenz betragt ca. ein bis zwei
Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner/ Jahr. Im Median tritt sie zwischen dem 45.
und 55. Lebensjahr auf (Faderl et al. 1999). Die Atiologie ist nicht vollstandig geklart.
Als Risikofaktoren gelten hohe Dosen ionisierender Strahlen und Chemikalien wie
Benzol (Bizzozero et al. 1966). Der Eintritt der BC wird durch Nikotinkonsum

beschleunigt (Hehimann et al. 2005).

1.2.3. Pathophysiologie
1.2.3.1. Zellularbiologische Grundlagen

Die CML wird zu den myeloproliferativen Erkrankungen gezéahlt. Ein genetischer
Defekt einer myeloischen Stammzelle ist Ausgangspunkt der Erkrankung. Die
Expansion des unreifen Klons im Knochenmark bewirkt eine Verdrangung der
gesunden Hamatopoese. Die Verdrangung hat im Verlauf der Erkrankung eine
Abnahme der Erythrozyten- und Thrombozytenzahlen im Blut zur Folge. Im
Vordergrund steht jedoch die ausgepragte Zunahme von Granulozyten und ihrer
Vorstufen (Hehlmann et al. 2005). Diese fehlerhafte Expansion myeloischer Klone
beruht auf einer Veranderung ihrer proliferativen Kapazitat. Diese ist im Vergleich zu
normalen Progenitorzellen stark gesteigert. Zudem kommt es zu einer Verlagerung
der Balance zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung zugunsten der
Differenzierung. Dies bewirkt eine Verkleinerung des Stammzellpools bei
zeitgleichem Anstieg der Zahl von Progenitorzellen (Faderl et al. 1999). Aul3erdem
scheint ein bestimmtes Zytokinprofil im Serum von CML-Patienten die Expansion der
CML-Progenitorzellen zu verstarken (Brown et al. 1986). So zeigt z. B. die Produktion
von Interleukin-1B3, das im Knochenmark CML-kranker Patienten gebildet wird, einen

proliferationssteigernden Effekt (Estrov et al. 1991).
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1.2.3.2. Molekularbiologische Grundlagen

Molekularbiologisch beruht die CML auf einer reziproken Translokation zwischen
Chromosom 9 und Chromosom 22. Diese fiel zuerst in zytogenetischen
Untersuchungen durch ein verkirztes Chromosom 22 (22g-) auf, was auch heute
noch als Philadelphia-Chromosom (Ph+) bezeichnet wird (Nowell und Hungerford
1960). Dabei kommt es zur Deletion des langen Arms von Chromosom 22, wodurch
dieser auf Chromosom 9 transloziert wird. Gleichzeitig wird ein Teil des langen Arms
des Chromosoms 9 auf Chromosom 22 transloziert (Rowley 1973). Die Translokation
t(9;22) spielt in der Entwicklung der CML eine entscheidende Rolle und kann bei 90-

95% der Patienten nachgewiesen werden.

Das Onkogen c-ABL ist auf dem langen Arm des Chromosoms 9 lokalisiert, der auf
Chromosom 22 transloziert wird. Es codiert flir eine non-Rezeptor Tyrosinkinase
(Faderl et al. 1999). Diese fusioniert mit der BCR (breakpoint cluster region) auf
Chromosom 22 (Heisterkamp et al. 1985). Das dabei entstehende Fusionsgen heif3t
BCR-ABL (Ben-Neriah et al. 1986). Nach der Translokation bilden das BCR-Gen
sowie das ABL-Gen eine transkriptionale Einheit, die vom Promotor des BCR-Gens
reguliert wird (Shah et al. 1991). Im Verlauf der Erkrankung wird die Aktivierung des
Fusionsgens durch Methylierung des Promoters beeinflusst. Es erfolgt eine de novo
Methylierung zuvor unmethylierter CpG-reicher Promotorbereiche, was die
Expression des Fusionsgens weiter steigert. Diese wird vor allem in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien beobachtet (Asimakopoulos et al. 1999; Issa et al. 1999; Zion et
al. 1994). Das nach Translation des Fusiontranskripts hervorgehende BCR-ABL-
Protein fungiert als konstitutiv aktivierte Tyrosinkinase (Konopka et al. 1984; Muller et
al. 1991).

Das BCR-ABL Transkript ist der zentrale Mediator der myeloischen Proliferation. Es
bewirkt eine gestorte Regulation von Proliferation und Differenzierung sowie eine

Hemmung der Apoptose in myeloischen Zellen (Staib und Diehl 2004).

1.2.4. Klinik, Verlauf

Durch die Expansion des Zellklons kommt es zur Verdrdngung der gesunden
Hamatopoese, die in extramedullare Organe wie Leber und Milz verlagert wird

(Fischer et al. 2007). Die Entwicklung und Ausbreitung der Erkrankung, die die
13



Verdrangung der gesunden Hamatopoese zur Folge hat, lasst sich in drei Phasen

gliedern.

In der chronischen Phase (CP), in der die Erkrankung gut auf eine Therapie anspricht
(Kantarjian et al. 2002), ist eine ausgepragte Granulozytose samt
Granulozytenvorstufen und eine Splenomegalie vorherrschend. Klinische
Allgemeinsymptome wie Mudigkeit, eingeschrankte Leistungsfahigkeit,
Gewichtsverlust und Nachtschweil?3 sind selten, kdnnen aber auftreten. Als
Komplikation der hohen Leukozytenzahlen sind in seltenen Féllen leukéamische
Thromben mdoglich, die unter anderem Milzinfarkte, neurologische Ausfalle und
Angina Pectoris Beschwerden hervorrufen kénnen (Leukostasesyndrom) (Hehlmann
et al. 2005). Die CP halt unbehandelt im Mittel vier bis sechs Jahre an, bevor die
Erkrankung dann in einer akzelerierten Phase (AP) in die terminale Blastenkrise (BC)
Ubergeht (Druker 2008).

AP und BC fallen durch Zunahme der Allgemeinsymptome trotz durchgefthrter
Therapie auf. Hinweise fur diese fortgeschrittenen Krankheitsstadien sind unklares
Fieber, Gewichtsverlust, Knochenschmerzen, zunehmender Medikamentenbedarf,
Anamie, Blutungen und Infektionen (Staib und Diehl 2004).

1.2.5. Diagnostik

An CML erkrankte Patienten werden in ca. 85% der Falle in der CP diagnostiziert
(Faderl et al. 1999). Zur diagnostischen Sicherung des Verdachts einer CML sind ein
Differenzialblutbild, ein Blutaustrich (Abb. 1), die Sonographie des Abdomens zur
Beurteilung einer Splenomegalie, eine Knochenmarkzytologie, eine
Knochenmarkhistologie, die Bestimmung der alkalischen Leukozytenphosphatase
(ALP) sowie der Laktatdehydrogenase (LDH) erforderlich. Mittels Zytogenetik erfolgt
der Nachweis des Ph+ und mit Hilfe molekulargenetischer Methoden (PCR, FISH)
wird das BCR-ABL-Fusionsgen nachgewiesen. Die Stadieneinteilung wird anhand
des Anteils von Promyelozyten und Blasten im peripheren Blut und im Knochenmark
bestimmt (Staib und Diehl 2004).

In der CP findet sich im Blutaustrich eine kontinuierliche Linksverschiebung bis zum

Promyelozyten oder Myeloblasten bei ausgepragter Leukozytose. Die Leukozytose
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bei der CML ist die ausgepragteste aller Leukamien. Der Anteil an Blasten im

peripheren Blut und im hyperzellularen Knochenmark ist <5%.

Bei einem Promyelozyten- und Blastenanteil im peripheren Blut von 10 bis <30%
besteht der Verdacht auf eine CML in der AP. Im Knochenmark lassen sich sogar
Promyelozyten und Blasten von 10 bis <50% nachweisen. Weiter charakteristisch ist
eine Basophilie von >20% und eine Thrombozytopenie (<100x10°/pl) bzw. eine
Thrombozytose (>1000x10°/ul). Mittels Zytogenetik lassen sich zusatzlich weitere

Chromosomenveranderungen nachweisen (Staib und Diehl 2004).

Steigt der Anteil der Blasten im peripheren Blut auf >20% bzw. im Knochenmark auf
>50% an, spricht man von einer Blastenkrise. Bei der Entnahme von
Knochenmarkbiopsien finden sich charakteristische Blastencluster (Cortes et al.
2006). Im Blutausstrich zeigt sich wahrend der BC ein Hiatus leucaemicus mit Fehlen
der mittleren Entwicklungsstufen der Granulopoese. Bei zwei Drittel der Patienten
kommt es zu einer myeloischen Blastenkrise mit einem Anstieg von Myeloblasten
und Promyelozyten, bei einem Drittel zu einer phanotypisch lymphatischen
Blastenkrise (Staib und Diehl 2004).
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Abbildung 1: Blutausstriche von an CML erkrankten P atienten in der CP sowie in der BC.

A

]

A: Blutausstrich eines an CML erkrankten Patienten in der CP. Es sind alle Entwicklungsstufen der
Granulopoese zu sehen (1000-fache  VergrolRerung); [Online im Internet] URL
http://www.uke.de/extern/klinische-chemie/protected/hemosurf/ Data/ Data_D/ Gallery/CML_fr.htm.
[Stand: 02.11.2010, 10:00]

B: Blutausstrich eines an CML erkrankten Patienten in der BC. Es sind leukamische Blasten zu
sehen (1000-fache VergréRerung); [Online im Internet] URL http://www.uke.de/extern/klinische-
chemie/ protected/hemosurf/ Data/ Data_D/Gallery/CBS_fr2.htm. [Stand: 02.11.2010, 10:00]

Aus: HemoSurf, mit freundlicher Genehmigung von Dr. med. U. Woermann, Bereichsleiter E-

Learning, Institut fur Medizinische Lehre, Universitat Bern, Schweiz.

1.2.6. Therapie und neue Therapieansatze

Primare Therapieoptionen der CML sind die medikamentése Therapie mit
verschiedenen Medikamentenklassen sowie, als bisher einziger kurativer Ansatz,
eine frihe allogene Stammzelltransplantation (SZT) (Hochhaus et al. 2004).
Therapieziele sind das Erreichen einer kompletten hdmatologischen Remission (HR),
einer kompletten zytogenetischen Remission (CgR) sowie einer bedeutenden
molekularen Remission (MMoIR). HR bedeutet eine Normalisierung des Blutbilds,
CgR beschreibt den fehlenden Nachweis des Ph+ Chromosoms. Ein molekulares
Ansprechen ist durch den negativen Nachweis des Fusionsgens BCR-ABL mittels
RT-PCR definiert (Baccarani et al. 2006).
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1.2.6.1. Medikamenttdse Therapie der CML

Ein Durchbruch der medikamentésen CML-Therapie gelang mit der Einfihrung des
Tyrosinkinase-Inhibitors  Imatinib. Dieser hemmt die im unbehandelten
Krankheitsverlauf konstitutiv aktivierte BCR-ABL-Tyrosinkinase. Bei dem Medikament
handelt es sich um ein Molekll, das kompetitiv an die vom Gen c-ABL codierte
Tyrosinkinase bindet und dadurch das Andocken von ATP und die Ubertragung von
Phosphatgruppen auf Substrate der Signalkaskade unterbindet (Hochhaus et al.
2004).

Der Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Imatinib gilt bei neu diagnostizierter CML in der CP
als das Medikament der ersten Wahl. In mehreren Studien zeigte es sich dem
friheren Therapiestandard gegeniber, bestehend aus Interferon-Alpha (IFN-a) mit
oder ohne Low-dose Arabinosyl Cytosin (LDAC), uberlegen (Hughes et al. 2003;
O'Brien et al. 2003). Auch in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien (AP und BC)
bewirkt Imatinib gute Ansprechraten (Sawyers et al. 2002; Talpaz et al. 2002).
Bezuglich der Langzeitwirkung gab es zunachst nur wenige Informationen, da das
Medikament erst im Jahre 2001 eingefuhrt wurde. Veré6ffentlichte Studien aus diesem
und den vergangenen Jahren bringen nun jedoch Neuigkeiten Uber die
Imatinibtherapie zum Vorschein. So konnte in Studien bei ca. 20% der mit Imatinib
behandelten Patienten keine vollstandige CgR erreicht werden (de Lavallade et al.
2008). Diese vor Therapiebeginn bestehenden sowie andere, erworbene
Resistenzen lassen sich in target-independent, target-dependent sowie drug-
dependent Resistenzen unterscheiden (Branford et al. 2003; le Coutre et al. 2000;
Quintas-Cardama et al. 2009; van der Kuip et al. 2005). Zudem mehren sich Falle

von schweren Nebenwirkungen und minimal residualen Erkrankungen (MRD).

Da nach den geschilderten Berichten nicht alle Patienten auf eine Imatinib-Therapie
anzusprechen scheinen und einige Patienten nach einer gewissen Therapiedauer
ebenfalls Resistenzen gegenuber Imatinib entwickeln, wurde die Erforschung neuer
BCR-ABL-Tyrosinkinase-Inhibitoren vorangetrieben. In Folge wurden potentere TKI
entwickelt und untersucht. Nilotinib, eine der gut untersuchten Alternativen, zeigt
signifikant hohere Raten beziglich der kompletten CgR als Imatinib (Saglio et al.
2010). Auch Dasatinib, ein weiterer alternativer TKI, zeigt vorteilhaftere Ergebnisse
als Imatinib. FUr ihn lassen sich neben signifikant héheren kompletten CgR-Raten
auch hohere MMolIR-Raten nachweisen (Kantarjian et al. 2010).
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Trotz guter Ergebnisse der medikamentdsen Therapieoptionen verspricht keines der
genannten Praparate eine Heilung der Erkrankung. Einzig die allogene SZT ist
derzeit in der Lage, die CML zu heilen. Welche Faktoren fur die Indikation der
allogenen SZT von Bedeutung sind und welche Rolle das Immunsystem dabei spielt,

soll im Folgenden geschildert werden.

1.2.6.2. Allogene Knochenmark- oder Blutstammzelltr ~ ansplantation

Als momentan einziger gesicherter kurativer Ansatz zur Heilung der CML kann die
allogene Stammzelltransplantation (SZT) angesehen werden (Transplantation 1999).
Unter Berlcksichtigung individueller Risikoparameter des Patienten zum
Diagnosezeitpunkt, die mit Hilfe von CML-disease-risk-scores und einem
Transplantationsrisiko-Score eruiert werden (Gratwohl et al. 1998; Hasford et al.
1998), sowie des medianen Alters, der Genetik der HLA-Antigene und des
individuellen Transplantationsrisikos, ist eine HLA-identische Geschwisterspender-
Transplantation bei ca. 20% der CML-Patienten mdglich. Vor- und Nachteile dieser
Behandlung liegen dabei nah beieinander. Zum einen ist das Auftreten einer Graft-
versus-Host Disease (GvHD) fur niedrige Rezidivquoten verantwortlich. Zum anderen
bedingt diese Reaktion, ebenso wie die zu beobachtenden opportunistischen
Infektionen, auch die hohen transplantationsassoziierten Mortalitatsraten von 20-30%
(Kolbe et al. 2007).

Wegen der guten Wirksamkeit und der besseren Uberlebensraten von Imatinib ist die
allogene SZT heute nur noch in wenigen Fallen indiziert (Henkes et al. 2008).
Indikationen fir eine allogene SZT sind weiterhin das Versagen einer Therapie mit
Imatinib oder neueren Tyrosinkinase-Inhibitoren bzw. die Progression der
Erkrankung in die AP und BC (von Bubnoff und Duyster 2010).

1.2.6.3. Die Rolle des Immunsystems bei der Behandl ung der CML

Dass immunologische Prozesse bei der Kontrolle der CML ein zentrales Element
darstellen, ist frih belegt worden. So stellt die allogene SZT, wie schon erwahnt, die
einzige Therapieform mit kurativem Potential dar. Dieses Potenzial beruht nicht nur
auf der vor der Transplantation applizierten Chemotherapie (Konditionierung)
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sondern auch auf dem Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt. Dieser durch T-Zellen
vermittelte Effekt beruht auf den Grundlagen der GvHD-Reaktion (Goldman und Melo
2003).

1.2.6.3.1. Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt

Der Effekt einer GvL-Reaktion als Teilaspekt des kurativen Potenzials einer
allogenen SZT ist heute unbestritten (Barrett und Malkovska 1996). Dass dieser
Effekt durch allogene T-Zellen vermittelt werden konnte, lie? sich durch mehrere
Beobachtungen belegen. So ist z. B. ein Ruckfall einer CML nach allogener SZT bei
Auftreten einer GvHD seltener zu verzeichnen (Sullivan et al. 1989; Weiden et al.
1979). Desweiteren kommt es eher zum Rezidiv, wenn bei der SZT Zellen von
synergetischen  Geschwisterspendern  transplantiert  werden,  wohingegen
Transplantationen von allogenen Stammzellen seltener zum Riuckfall fihren (Gale et
al. 1994; Horowitz et al. 1990). Zuséatzlichen Verdacht auf eine Rolle der T-Zellen bei
der GvL-Reaktion schiirt der Befund, dass Patienten, die Stammzelltransplantate mit
verminderten Lymphozytenzahlen erhalten, ebenfalls eher ein Rezidiv erleiden
(Goldman et al. 1988; Hale und Waldmann 1994).

1.2.6.3.2. Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI)

Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung des Immunsystems ist der Effekt der DLI.
Dieser beruht ebenfalls auf der GvL-Reaktion. Dabei bewirken als Infusion gegebene
Lymphozyten des urspringlichen Spenders eine erneute komplette CgR, wenn es
nach der allogenen SZT zu einem Ruckfall gekommen ist (Collins et al. 1997;
Guglielmi et al. 2002; Kolb et al. 1995; van Rhee et al. 1994). Welche molekularen
Zielstrukturen von den tumorspezifischen T-Zellen erkannt werden, ist jedoch noch
weitgehend unbekannt.
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1.3. Fragestellung

Der Behandlung der CML stehen heutzutage eine Reihe von therapeutischen
Maoglichkeiten zur Verfigung. Doch trotz der recht guten Langzeitergebnisse, die
durch die vielen in den letzten Jahren durchgefihrten klinischen Studien gewonnen
wurden, besteht Handlungsbedarf. Grinde hierfir ergeben sich aus den
beobachteten Nebenwirkungen und Resistenzen, die durch die medikamentdse
Therapie hervorgerufen werden. Einer der vielversprechendsten neuen

therapeutischen Wege ist die zielgerichtete Immuntherapie.

Als mogliche Zielstrukturen einer solchen Immuntherapie sind die Cancer-Testis-
Antigene zu sehen. Bei verschiedenen malignen Erkrankungen dienen sie sowohl als
Zielstrukturen neuer therapeutischer Optionen als auch als diagnostische Parameter
bei der Beurteilung therapeutischer Erfolge. Es stellt sich die Frage, ob diese
Aussagen bezlglich der CTA auch fur die CML zutreffen. Bisher existieren nur
wenige systematische Untersuchungen, die eine Beurteilung des immunologischen
Potenzials von CTA als therapeutische Zielstrukturen bei der Behandlung der CML

ermdglichen.

Bei der Etablierung von CT-Antigenen als Zielstrukturen immunologischer
Therapieoptionen spielt deren Expressionshaufigkeit in den jeweils maligen
veranderten Zellen eine groRe Rolle. Welche CT-Antigene im Falle der CML haufig
exprimiert sind ist bisher nicht systematisch untersucht worden. Auf Grund dessen
soll sich die vorliegende Arbeit zunachst damit beschaftigen, in CML-Zelllinien haufig

und spezifisch exprimierte CT-Antigene zu beschreiben.

Mittels epigenetischer Modulatoren ist es maoglich, die Expressionshaufigkeit
immunologischer Zielstrukturen zu beeinflussen. Ob dies auch auf in CML-Zelllinien
nachgewiesene CTA zutrifft, ist bisher nur wenig untersucht worden. In der
vorgelegten Arbeit sollen die CML-Zelllinien mit den epigenetisch wirksamen
Substanzen 5-Aza-2’-Deoxycytidine (Aza) zum einen und mit Trichostatin A (TSA)
zum anderen behandelt werden. Hierbei soll der Frage auf den Grund gegangen
werden, ob epigenetische Modulatoren auch im Falle der CML die Expression von

immunologischen Zielstrukturen zu steigern vermogen.

Die beschriebenen Expressionsuntersuchungen dieser Studie erfolgen auf RNA-

Ebene mittels RT-PCR. Da immunkompetente Zellen jedoch vorwiegend
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Proteinstrukturen als Antigene erkennen, soll im Verlauf der Arbeit untersucht
werden, ob die auf RNA-Ebene exprimierten CTA durch den Vorgang der Translation
auch auf Protein-Ebene ausgepragt werden. Diese Untersuchung erfolgt mittels
Western Blot. Im Falle einer positiven Expression der einzelnen CTA auf Protein-

Ebene ware dann ein Einsatz als Zielstruktur immunkompetenter Zellen denkbar.

Im Falle der meisten CTA ist deren Funktion im Zellzyklus einer maligne
transformierten Zelle oft unklar. Um Anhaltspunkte Uber die Aufgaben dieser
Antigene zu bekommen, ist es nitzlich, die Lokalisation der einzelnen Strukturen auf
zellularer Ebene zu klaren. Folglich soll als letzter Punkt dieser Arbeit der Nachweis
eines bestimmten CTA in einer CML-Zelllinie mittels Immunfluoreszenz erfolgen, um

aus der Lokalisation Ruckschliisse auf deren Funktion zu ziehen.

Alle hier beschriebenen Untersuchungen sollen dazu beitragen, Antworten auf die
gestellten Fragen zu liefern, um neue Zielstrukturen fir die Diagnositk und die

Therapie der CML zu gewinnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. CML-Zelllinien

Die Zelllinien, an denen die Expression von CT-Antigenen nachgewiesen werden,
wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMz, Braunschweig, Germany) bezogen und nach Ursprung, Erkrankungsphase,
molekulargenetischen sowie zytogenetischen Gesichtspunkten charakterisiert. Die

Reihenfolge der Aufzahlung erfolgt alphabetisch (Tab. 1).

2.1.2. Gesunde Spender als Kontrollgruppe

Bei den Kontrollproben handelt es sich um gesunde Knochenmarkspender, die
freiwillig in eine Knochenmarkentnahme an der Interdisziplinaren Klinik und Poliklinik
fur Stammzelltransplantation des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE)
einwilligten. Der Grol3teil des Materials dient dabei therapeutischen Zwecken. Reste
des Materials werden mit Einwilligung der Patienten zu Forschungszwecken genutzt.

Die Verwendung dieses Zellmaterials wurde von der Ethikkommission bewilligt.

In dieser Arbeit dienen die Knochenmarkproben als Kontrollgruppe. Eine
ausbleibende Expression der CTA bestatigt deren Profil, nachdem sie nicht in
gesunden Kopergeweben zu finden sind, ausgenommen von gesundem humanem
Hodengewebe (Testis). Erfullen die hier getesteten CTA diese Grundvoraussetzung,

werden sie in den Pool der zu untersuchenden Antigene aufgenommen.

2.1.3. Cancer-Testis-Antigene

Auf der Suche nach Targetstrukturen werden 31 Cancer-Testis-Antigene untersucht.
Diese sind im Anhang tabellarisch aufgelistet (Tab. 2). Darin werden die verwendeten
Primersequenzen der einzelnen CTA, die PCR-Konditionen sowie die genomische
Lokalisation der CTA angegeben. Quellen, in denen die jeweiligen CTA schon
Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen waren, werden ebenfalls genannt.

Desweiteren sind die durch Sequenzierung kontrollierten FragmentgréRen der
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cDNAs aufgefihrt. Die Einstellungen des PCR-Programms zur Sequenzierung sind

separat aufgelistet (Tab. 3).

2.1.4. Gerate, Verbrauchsmaterialien, Reagenzien, E nzyme, Nukleotide

Die wahrend dieser Arbeit verwendeten Geréte, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien,
Reagenzien, Enzyme und Nukleotide sowie verwendete Kits sind im Anhang
tabellarisch aufgelistet (Tab. 4). Ebenfalls werden die Komponenten der verwendeten
Gebrauchslosungen tabellarisch aufgeftihrt und deren Herstellung kurz beschrieben
(Tab.5).

2.2. Methoden

2.2.1. Kultivierung und epigenetische Behandlung de r CML-Zelllinien

Die CML-Zelllinien werden entsprechend der Instruktionen der DSMZ kultiviert. Um
den Einfluss epigenetischer Substanzen auf die Expression von CT-Antigenen in den
einzelnen CML-Zelllinien zu untersuchen, werden demethylierende sowie HDAC-
inhibierende Substanzen wéhrend der Kultivierung hinzugegeben. Hierbei finden die
Reagenzien 5-Aza-2’-Deoxycytidine (Aza) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) und
Trichostatin A (TSA) (Sigma-Aldrich) allein als auch in Kombination Verwendung
(Tab. 4).

Zur Kultivierung der CML-Zelllinien werden 3 ml Nahrmedium pro Kultivierungseinheit
gegeben. Das Medium enthalt RPMI 1640 (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) und 10%
FCS (Invitrogen). In dieses gibt man 5x10° Zellen und inkubiert sie bei 37T fir
insgesamt 72 h. Das Medium wird taglich durch abzentrifugieren und Zugabe neuen
Mediums gewechselt, wobei auch die epigenetischen Modulatoren nach
festgelegtem Schema hinzugefugt werden (Tab. 5). Nach 72 h werden die Zellen
geerntet, gezahlt und gewaschen. Hiernach werden die kultivierten CML-Zelllinien in
350 pl RLT-Puffer aufgenommen und bei —80T eingefroren.
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2.2.2. RNA-Isolation und RNA-Spektrometrie

Um den mRNA-Expressionsstatus der untersuchten CT-Antigene zu erfassen, muss
diese zuvor aus allen Proben mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) herausgeldst werden. Die RNA-Isolation erfolgt nach den Richtlinien des
Herstellers. Dazu werden die Zellen durch den QIAshredder (Qiagen) vom
Zelldetritus getrennt, der in der Membran des Systems verbleibt. Durch Zufiigen von
70%igen Ethanols (J. T. Baker, Deventer, Netherlands) werden die Zellen, die sich
im Eluat befinden, zerstort. Mittels RNeasy-Mini-Kit (Qiagen) wird die RNA isoliert.
Hierzu wird das erhaltene Gemisch aus mRNA und Alkohol auf eine Membran
gegeben und in mehreren Schritten mittels Buffer-RW1 und Buffer-RPE (aus RNeasy
Mini Kit, Qiagen) gewaschen, um den Alkohol zu entfernen. Die gewonnene RNA
bindet an die Membran und wird durch 40 ul DEPC-behandeltem Wasser (Sigma-
Aldrich) eluiert und nach Zentrifugation in ein Eppendorf-Tube (Eppendorf, Hamburg,
Germany) pipettiert. Die Menge der gewonnenen RNA wird mittels Spektrometer
gemessen. Nach erfolgter Bestimmung wird die RNA fur 10 min bei 70C im

Wasserbad inkubiert und anschlielRend bei —70<CT eing efroren.

Die Spektrometermessung erfolgt im Eppendorf Bio Photometer (Eppendorf). Dabei
werden 2 pl der eluierten RNA mit 58 ul DEPC-behandeltem Wasser (Sigma-Aldrich)
in einer UVette 220-160 nm (Eppendorf) verdinnt. Nach einer Eichung mit 60 pl
DEPC-behandeltem Wasser erfolgt die photometrische Bestimmung.

2.2.3. cDNA-Gewinnung

Aufgrund der Instabilitdt der RNA wird zur Sicherung der Information cDNA generiert.
Dazu werden 2 ug RNA in einen 20ul Reverse-Transkriptase (RT) Reaktionsansatz
gegeben (Tab.5). Diese Reaktionslésung enthalt die AMV-RT (Promega, Mannheim,
Germany) sowie Random Primer (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) als unspezifische
Initiationsorte der Transkription. Das Programm lauft 45 min bei 42T gefolgt von der
Inaktivierung des Enzymes bei 95T fur 5 min. Die ¢ DNA wird mit 60ul DEPC-
behandeltem Wasser (Sigma-Aldrich) verdiinnt und bei —20C gelagert.
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2.2.4. Qualitative RT-PCR und Gelelektrophorese

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) verwendet biologische Prinzipien, die mit Hilfe
von hitzestabilen DNA-Polymerasen eine in vitro Vermehrung bestimmter DNA-
Sequenzen ermdglichen. Diese Enzyme sind in der Lage, aus einzelstrangiger DNA
die stabilere Doppelstrang-DNA zu synthetisieren. Fiur diesen Vorgang werden die fur
jedes Transkript spezifischen Primer benétigt (Tab. 2). Dies sind kurze
Oligonukleotid-Sequenzen, die zu den Enden der zu amplifizierenden Sequenzen
homolog sind. Durch wiederholte Schmelz- und Annealingzyklen, die fir die
einzelnen Primer unterschiedlich sein kdénnen (Tab. 2), fuhrt die PCR zur
exponentiellen Vermehrung der gewilnschten Zielsequenz. Zur Visualisierung
werden die Sequenzen durch Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels des

fluoreszierenden DNA-Farbstoffs Ethidiumbromid (Invitrogen) sichtbar gemacht.

Zur Expressionsanalyse der einzelnen CTA benétigt man 4 pl cDNA (Aquivalent 0,1
Mg RNA) und 21 ul eines PCR-Reaktionsansatzes (Tab. 5). Die Analyse erfolgt in

einem fur jedes CTA spezifischen Programm (Tab. 2).

Im Anschluss werden die PCR-Produkte auf einem 1,5 %igen Agarose Gel
aufgetrennt, mit 12 pl Ethidiumbromid (Invitrogen) geféarbt, durch UV-Licht visualisiert

und mittels CCD-Kamera (Appligene, Cedex, France) aufgenommen.

Deutlich sichtbare Banden sowie weniger deutlich sichtbare Banden werden bei
negativer Wasserkontrolle als positives Ergebnis gewertet. Das Ausbleiben einer
Bande bei nachweisbarer Positvikontrolle (Human Testes Proben) wird als negatives
Ergebnis gewertet. Die Fragmentlange wird abgeschatzt und  mit
Internetdatenbanken sowie mit Angaben in anderen Arbeiten verglichen. Zur
Uberpriifung und Bestatigung wird das Fragment spater sequenziert. Die Qualitat der
cDNA wird mit dem Housekeeping-Gen Glycerinaldehyde-3-phosphate-
Dehydrogenase (GAPDH) Uberprift. Als Negativkontrolle wurden alle PCRs mit
DEPC-behandeltem Wasser (Sigma-Aldrich) anstatt cDNA durchgefihrt. Als
Positivkontrollen diente cDNA abstammend von Human Testes Total RNA (Ambion,
Austin, TX, USA).
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2.2.5. Sequenzierung

Nach der Gelelektrophorese werden die gewiinschten Banden ausgeschnitten, in ein
0,5 ml Eppendorf-Tube (Eppendorf) gefullt und gewogen (Angabe in mg).
Entsprechend des Fragmentgewichts wird die dreifache Menge an Buffer-QG aus
dem Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) in pl hinzugegeben. Es folgen 10 min
Inkubationszeit bei 50C im Wasserbad. Danach wird Isopropanol im Verhaltnis 1:1

dem Fragmentgewicht zugegeben und mittels Vortex vermischt.

Der gesamte Inhalt wird auf eine S&aule aus dem Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
gegeben, 1 min stehen gelassen und dann 1 min bei 7826 g in der Eppendorf
Centrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen. Danach erfolgt die
Zugabe von 500 pl Buffer-QG (Qiagen) auf die Saule und Zentrifugierung bei 7826 g
fur 1 min. Daraufhin wird das Eluat verworfen, worauf die Zugabe von 750 ul Buffer-
PE (Qiagen) und eine 1 min lange Zentrifugierung bei 7826 g folgt. Das Eluat wird
erneut verworfen und die Probe erneut zentrifugiert (2 min lang bei 13 225 g). Im
letzten Schritt wird die Saule in ein 0,5 ml Eppendorf-Tube (Eppendorf) gestellt, 30 pl
DEPC-behandeltes Wasser (Sigma-Aldrich) auf die Saule gegeben, 1 min stehen
gelassen und hiernach 1 min bei 7826 g zentrifugiert. In diesem Schritt wird das
Genprodukt aus der Saulenmembran gelost und in einem Eppendorf-Tube

aufgefangen. Die Probe wird bei —20<C eingefroren.

10 pl der gereinigten Probe werden einer Sequenzierungsreaktion hinzugegeben
(Tab. 5). Die erste Sequenzierungsreaktion erfolgt im Programm Sequenz (Tab. 3)
des Master Cycler Gradient (Eppendorf). Nach der Sequenzierungsreaktion wird das
Produkt in 0,5 ml Eppendorf-Tubes umgefullt und auf Eis gestellt. Hinzugegeben
werden 2 pl Natriumacetat und 60 pl 100%igen Ethanols (J. T. Baker). Nach 20
minttiger Inkubation auf Eis wird die Probe 30 min bei 4C und 30285 g in der
Biofuge 13R (Heraeus Sepatech, Hanau, Germany) zentrifugiert. Der Uberstand wird
abpipettiert. Es folgt die Zugabe von 60 pl 70%igen Ethanols (J. T. Baker), wonach
die Probe 15 min bei 30285 g bei einer Temperatur von 4 T in der Biofuge 13R
(Heraeus Sepatech) zentrifugiert wird. Der Uberstand wird erneut abpipettiert. Zum
Trocknen des Tubeinneren werden die Tubes in getffnetem Zustand 20 min in einer
Vakuumzentrifuge (Heto, Holten, Germany) zentrifugiert. Anschlieend wird die
Probe bei -20C eingefroren. Die Farbstoff-terminierten Sequenzen werden

anschlieRend im ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
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CA, USA) durch einen Sequenzierdienst sequenziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle

2 dargestellt.

2.2.6. Western Blot

Die Methode des Western Blots erlaubt es, Proteine nach verschiedenen
Eigenschaften aufzutrennen. Die gebrauchlichste Form ist die Natrium-Dodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE). Dabei bewirkt das Dodecylsulfat
eine Umhillung des gesamten Proteins, wodurch die Migration des Proteins im
elektrischen Feld erleichtert wird. Proteine verschiedener Grof3en durchwandern
dieses mit verschiedenen Geschwindigkeiten, was eine Unterscheidung anhand des
Molekulargewichts nach Transfer auf eine Nitrozellulosemembran erlaubt. Die
Unterscheidung ist jedoch erst nach Visualisierung der Proteinbanden mdoglich.
Hierfir werden Antikdper verwendet, die spezifisch die gesuchten Proteine erkennen.
Diese Protein-Antikérper-Komplexe werden wiederum durch einen Zweitantikdrper

erkannt, der die Sichtbarmachung vermittelt.

Zur Gewinnung des Totalproteins aus den CML-Zelllinien sowie aus den
Spenderzellen werden diese Proben mit RIPA-Lysispuffer (BioVision, Mountain View,
Ca, USA) und einem Protease-Inhibitor-Cocktail (Roche, Basel, Schweiz) versetzt
und bei 4°C auf einen Schittler (IKA, Staufen, Germany) 30 min lang bewegt.
Danach wird das Lysat 30 min bei 4°C und 13225 g zentrifugiert.

Zur Auftrennung der in den Lysaten enthaltenen Proteine missen die Proteine vorher
denaturiert werden. Dazu werden je 30 pg Protein mit 5 pl LDS-Sample-Buffer
(Invitrogen) und 2 pl Sample-Reducing-Agent (Invitrogen) versetzt und 10 min bei
70°C inkubiert. Die Lysatproben werden auf 4-12% Bis-Tris SDS-PAGE Gelen
(Invitrogen) aufgetragen. Zudem werden 1,5 ul GrélBenmarker See-Blue-Plus-2-
Prestrained-Standard (Invitrogen) auf das Gel aufgetragen. Daraufhin werden die
Proben elektrophoretisch im Mini-Protean3 Electrophoresis System (Invitrogen) bei
konstant 195 V in Nu-Page-SDS-Running-Buffer 20x (Invitrogen) 1 h lang
aufgetrennt. Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf die Nitrozellulosemembran
(Whatman, Dassel, Germany) geschieht in der Western Blot Kammer Mini Trans Blot
Cell (Invitrogen). Hierbei werden die Proteine bei konstant 25 V 1 h lang auf die

Membran geblottet. Im Anschluss wird die Nitrozellulosemembran in 3%iger
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Blocklésung (Top Fluka + TBST) bei 4°C Uber Nacht inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Es folgt die 4 h dauernde Inkubation mit
den Primarantikdrpern (Tab. 6). AnschlieBend wird die Nitrozellulosemembran
viermal mit TBS-Tween (Sigma-Aldrich) gewaschen, um nicht gebundene Antikérper
zu entfernen. Darauf wird die Membran 1 h mit dem 1:5000 verdinnten, gegen
Kaninchen-IgG gerichteten, Zweitantikbrper versetzt. Es folgen erneut vier
Waschschritte mit TBS-Tween (Sigma-Aldrich), um nicht gebundene Zweitantikérper
zu entfernen. Die Zweitantikérper sind mit HRP konjugiert, was die Detektion im ECL-
Plus-System (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) ermdglicht. Reagenz A und
Reagenz B des ECL-Plus-Systems werden im Verhéltnis 1:1 gemischt. Die Membran
wird mit dieser Mischung 1 min lang versetzt und danach getrocknet. Durch die
Zugabe der ECL-Mischung oxidiert die an die Zweitantikbrper konjugierte
Horseradish-Peroxidase (HRP) das in der ECL-Plus-Mischung enthaltene Lumigen
PS-3 Acriden Substrat. Das entstandene Produkt luminesziert und farbt somit den in
einer RoOntgenfiimkassette auf die Membran aufgelegten Audiographiefilm. Zur
Qualitatskontrolle der Proben wird jeweils auch ein Western Blot des Housekeeping-
Gens B-Actin durchgefihrt.

Die Auspragung der neun CT-Antigene wird nach der geschilderten Methode an
neun CML-Zelllinien sowie an 10 gesunden Spenderproben untersucht. Die dabei
verwendeten Antikérper wurden u. a. vom Ludwig Institute for Cancer Research
(Abteilung New York) zur Verflugung gestellt. Anti-B-Actin Antikérper wurden
kommerziell erworben (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA).

2.2.7. Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz wird die Anwesenheit und Lokalisation bestimmter
Antigene in bzw. auf Zellen nachgewiesen. Man unterscheidet die direkte von der
indirekten Immunfluoreszenz. Bei der direkten Immunfluoreszenz sind die
detektierenden Antikorper direkt mit einem Fluorochrom gekoppelt und kdnnen,
nachdem diese gebunden haben, direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet
werden. Bei der indirekten Immunfluoreszenz, wie sie in der vorgelegten Studie zur
Anwendung kommt, sind die das Antigen erkennenden Antikdper nicht mit einem

Fluorochrom gekoppelt. Stattdessen wird ein Zweitantikbrper hinzugegeben, der die
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gebundenen, spezifischen Antigen-erkennenden Antikérper erkennt und seinerseits

mit Fluorochrom gekoppelt ist (Kayser et al. 2005).

Die Visualisierung des CT-Antigens PRAME bei der CML-Zelllinie K-562 bedarf
mehrerer Schritte. Zuerst wird die Zellsuspension auf einen Objekttrager gegeben
und dieser 5 min lang bei 19 g in der Cytospin-2-Centrifuge (Shandon, Frankfurt a.
M., Germany) zentrifugiert. Nach Trocknung wird die Zellsuspension auf dem
Objekttrager mit 1%iger Paraformaldehyde/PBS-LOsung (Sigma-Aldrich) fixiert und in
einem Waschvorgang mit 0,1%iger TritonX100/PBS (Sigma-Aldrich) fur 2,5 min
permeabilisiert. Nach einem erneuten Waschvorgang werden die Zellen mit einer
3%igen BSA/PBS-L6sung Uber Nacht bei 4T in einer feuchten Kammer geblockt.
Darauf folgen vier Waschvorgadnge und die Inkubation mit 100 pl polyklonalem anti-
PRAME-Antikérper (Abcam, Cambridge, MA, USA) (5 pg/ml) fir 2 h. Nach erneutem
sechsfachem Waschgang folgt die Inkubation mit 100 pl FITC-gekoppelten
monoklonalen Anti-Maus Antikorper fur 45 min. Das Fluorochrom FITC
(Fluoresceinisothiocyanat) absorbiert UV-Licht und emittiert dafir grines Licht. Nach
einem letzten vierfachen Waschvorgang werden die Zellen mit dem Blaulicht
emittierenden Kernfarbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) eingedeckelt, worauf

die Zellen im Fluoreszensmikroskop beurteilt werden kbnnen.

2.2.8. Statistik

Die statistische Analyse der gewonnenen Daten wurde mit Hilfe des Programms
PASW® Statistics 18 durchgefiihrt. Zur Berechnung der Expressionsunterschiede
von nativen und behandelten CML-Zelllinien wurde der Mann-Whitney-Test
durchgefuhrt. Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) wurden mittels
Microsoft Excel 2007 berechnet.

Eine Korrelation wird bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant
angesehen. Die prozentuale Haufigkeit der CTA-Expression, der MW und die SD

werden in Klammern angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. CT-Antigen-Expression

Um die Expressionshaufigkeiten der CTA an CML-Zelllinien sowie deren
Induzierbarkeit durch epigenetische Modulatoren herauszufinden, wird die
Auspragung der Gene in den CML-Zelllinien mittels RT-PCR untersucht. Als interne
Kontrolle der RT-PCRs dient das Housekeeping-Gen GAPDH. Als Negativkontrolle
wird bei jeder RT-PCR eine Probe des Reaktionsgemisches mit DEPC-behandeltem
Wasser gepruft. Die durchgehend negativen Ergebnisse dieser Kontrollen sind in den

folgenden Abbildungen nicht dargestellt

Die CT-Antigene werden nach ihrer Expressionshaufigkeit bzw. ihren
Expressionseigenschaften in 3 Gruppen eingeteilt. Die Nennung der Eigenschaften
sowie die Einteilung der Gruppen soll im nachsten Absatz erlautert werden. Zuvor
muss jedoch die Frage geklart werden, ob die CT-Antigene ausschlie3lich in maligne

entarteten Knochenmarkzellen vorkommen.

3.1.1. CT-Antigen-Expression in gesunden Spenderns  owie in unbehandelten
CML-Zelllinien

Es werden insgesamt 31 CT-Antigene an zehn nativen CML-Zelllinien getestet.
Dabei zeigen eine Vielzahl der CT-Antigene positive Ergebnisse (Abb. 3-6).
AuRerdem wird jedes CT-Antigen an Proben zehn gesunder Knochenmarkspender
untersucht um beurteilen zu kdnnen, inwieweit die bei den Zelllinien beobachtete
Expression wirklich tumorspezifisch ist. Neun der 31 CTA weisen positive Ergebnisse
in Proben gesunder Knochenmarkspender auf. Sie werden Spender-positive CTA
genannt (Abb. 2). Die Sequenzen der neun Spender-positiven CTA wurden mittels
Sequenzanalyseverfahren bestétigt. Die Primer dieser CTA lassen sich aufgrund
ihres Aufbaus in Intron-Spanning Primer und Non-Intron-Spanning Primer
unterscheiden. Die Primer der CTA CABYR-a/b, HAGE und MPHOSPH-1 lassen sich
ersterer Gruppe zuordnen, die Primer der CTA DKK-1, KM-HN-1, MGC27005
(CT45), PASD-1, PBK und SP-17 der zweiten Gruppe.

Die restlichen 22 CT-Antigene kdnnen nicht in den Proben gesunder Spender

nachgewiesen werden. Sie werden Spender-negative CTA genannt (Abb. 2). Da
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diese CT-Antigene nicht konstitutivim gesunden Knochenmarksgewebe, dass ja das
Muttergewebe der bei der CML transformierten myeloischen Zellreihe ist, ausgepragt
sind, lassen sich Expressionsvergleiche zwischen den gesunden Spendern und den
CML-Zelllinien anstellen. Erst durch die negativen Spenderergebnisse ist fur die
jeweiligen CT-Antigene die Aussage moglich, dass es sich bei ihnen um spezifische,
nur in Neoplasien zu findende Gene handelt. Da es sich bei der vorliegenden Arbeit
um eine Suche nach ausschlief3lich im erkrankten Knochenmark nachzuweisende
CT-Antigene handelt und speziell die Expressionsbeeinflussung dieser durch eine
epigenetische Modulation untersucht werden soll, liegt der Focus im weiteren Verlauf
der durchgefuhrten Untersuchungen vor allem auf den Spender-negativen CT-
Antigenen.
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Abbildung 2: RT- PCR Ergebnisse aller 31 CT -Antigene in Proben gesunder

Knochenmarkspender
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A: Ergebnisse der 22 Spender-negativen CTA. B: Ergebnisse der neun Spender-positiven CTA.

Die RT-PCR Ergebnisse der Zelllinie Human Testes (Testis) dienen als Positivkontrolle. Die
GAPDH RT-PCR-Ergebnisse der einzelnen Spender dienen als interne Kontrolle der Spender-
DNA. Links der PCR-Banden: Namen der CTA; Oberhalb der PCR-Banden: Spender

(anonymisiert).

3.1.2. CT-Antigen-E xpression nach epigenetischer Behandlung der CML-

Zelllinien, Gruppeneinteilung

Nachdem die CT-Antigene an Proben gesunder Knochenmarkspender untersucht
wurden, lassen sie sich in eine Gruppe Spender-negativer und eine Gruppe
Spender-positiver CTA unterteilen. Den schon durchgefihrten Untersuchungen an
nativen CML-Zelllinien folgen nun die Versuche an behandelten CML-Zelllinien, um
einen expressionssteigernden Effekt der epigenetischen Modulatoren nachzuweisen.
Da den Spender-positiven CTA ein Referenzwert in Form negativer Ergebnisse bei

gesunden Knochenmarkspendern fehlt, wurden sie nicht an den behandelten CML-
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Zelllinien untersucht. Folglich werden nur die Spender-negativen CTA an den
gleichen CML-Zelllinien untersucht, nachdem diese mit den epigenetischen
Modulatoren 5-Aza-2’-Deoxycytidine (Aza) und Trichostatin A (TSA) jeweils allein als
auch in Kombination (Aza+TSA) behandelt wurden. Demzufolge wird jedes CT-
Antigen an nativen, an mit Aza allein, an mit TSA allein und an mit Aza und TSA in

Kombination behandelten CML-Zelllinien getestet.

Anhand der Expressionseigenschaften der einzelnen CTA, sowohl in nativen als
auch in behandelten Zelllinien, lassen sich die Spender-negativen CTA in drei
Gruppen einteilen. CTA, die mit positiven Ergebnissen bei mindestens 6/10 nativen
CML-Zelllinien sehr haufig ausgepragt sind und die durch die epigenetische
Modulation keine wesentliche Expressionssteigerung erfahren, werden der Gruppe
der CTA mit konstant haufiger Expression zugeordnet (Gruppe A).

Von konstant seltener Expression wird gesprochen, wenn in weniger als 3/10 nativen
CML-Zelllinien das jeweils getestete CTA exprimiert wird und auch die Behandlung
mit epigenetischen Modulatoren keinen Expressionsanstieg in mindestens drei
zusatzlichen CML-Zelllinien bewirkt (Gruppe B).

Ein signifikanter Expressionsanstieg ist definiert durch ein Plus von mindestens drei
zusétzlichen positiven Ergebnissen nach Behandlung der Zelllinien mit
epigenetischen Modulatoren im Vergleich zu den Ergebnissen in nativen Zelllinien
(Gruppe C).

3.1.2.1. Konstant haufig exprimierte CT-Antigene (G ruppe A)

Dieser Gruppe lassen sich drei vielversprechende CT-Antigene zuordnen (Abb. 3).
Von diesen ist PRAME das Auffalligste. Allein in den Untersuchungen an den
unbehandelten Zelllinien zeigen acht dieser Proben positive Ergebnisse, die auch
durch demethylierende bzw. Deacetylase-inhibierende Behandlungen nicht

gesteigert werden. Es ist das am héaufigsten exprimierte CTA dieser Studie.

MAGE-C2 zeigt ebenfalls die Tendenz einer konstant h&ufigen Expression. Im
Vergleich mit den nativen Zelllinien und nach der alleinigen TSA-Behandlung mit

CTA-Auspragungen in jeweils sechs CML-Zelllinien, zeigt sich nur eine schwache
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Steigerung der Expressionshéaufigkeit nach der Behandlung mit Aza bzw. mit Aza +
TSA.

Das dritte CTA, CRT-2, zeigt in nativen Zelllinien sowie nach der Behandlung mit
TSA eine konstant haufige Expression mit positiven Ergebnissen in je sechs CML-
Zelllinien, die nach der Behandlung mit Aza allein und mit Aza + TSA in Kombination

nur unwesentlich gesteigert wird.

Abbildung 3: RT- PCR Ergebnisse der konstant haufig exprimierten CT- Antigene sowie des
Housekeeping-Gens GAPDH i n nativen und behandelten CML-Zelllinien.
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Dargestellt sind PRAME, MAGE-C2 und CRT-2 als auch das Housekeeping-Gen GAPDH bei
nativen CML-Zelllinien sowie nach deren verschiedenen Behandlungen. Links der PCR-Banden:
Namen der CML-Zelllinien; Oberhalb der PCR-Banden: Behandlungsvarianten; Allen Genen diente
Human Testes cDNA (Testis) als Positivkontrolle.

3.1.2.2. Konstan t selten exprimierte CT-Antigene (Gruppe B)

Die insgesamt sechs CT-Antigene dieser Gruppe zeigen bei allen
Behandlungsformen konstant seltene Ausprédgungen von nicht mehr als drei
positiven Ergebnissen (Abb. 4).

KK-LC-1 und SPO-11 sind die einzigen getesteten Spender-negativen CT-Antigene,
die in keiner der Zelllinien, weder im nativen noch im behandelten Zustand, positive

Ergebnisse aufweisen.
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SPAN-XB zeigt nach der Behandlung mit Aza und mit Aza + TSA in Kombination far
eine Zelllinie positive und nach der Behandlung mit TSA fur eine weitere CML-
Zelllinie positive Ergebnisse. SCP-1 zeigt nach allen drei Behandlungsarten positive
Ergebnisse in je zwei CML-Zelllinien. Beide genannten CT-Antigene werden von
unbehandelten Zelllinien nicht exprimiert.

LDHC wird durch native Zelllinien sowie nach allen Behandlungsvarianten von je
zwei CML-Zelllinien exprimiert.

Einzig das CT-Antigen SLLP-1 zeigt annehmbare Expressionshaufigkeiten, wird
jedoch aufgrund der Definitionskriterien dieser Gruppe zugeordnet.

Abbildung 4: RT- PCR Ergebnisse der selten exprimierten CT- Antigene sowie des
Housekeeping- Gens GAPDH in nativen und behandelten CML-Zelllinien.
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Dargestellt sind die CTA KK-LC-1, SPO-11, SPAN-XB, SCP-1, LDHC und SLLP-1 als auch das
Housekeeping-Gen GAPDH bei nativen CML-Zelllinien sowie nach deren verschiedenen
Behandlungen. Links der PCR-Banden: Namen der CML-Zelllinien; Oberhalb der PCR-Banden:

Behandlungsvarianten; Allen Genen diente Human Testes cDNA (Testis) als Positivkontrolle.

3.1.2.3. CT-Antigene mit signifikantem  Expressionsanstieg (Gruppe C)

Als dritte Tendenz lasst sich eine Gruppe von 13 CT-Antigenen beschreiben, die von
nativen Zelllinien nur selten exprimiert werden, deren Expressionshaufigkeit jedoch
nach der Behandlung mit Aza zum einen und mit Aza + TSA zum anderen signifikant
ansteigt. Ein Plus von mindestens drei zusatzlichen positiven Ergebnissen im
Vergleich zur Expressionshaufigkeit in nativen Zelllinien wird als signifikanter Anstieg
festgelegt. Die CTA dieser Gruppe zeigen unterschiedliche
Auspragungshaufigkeiten, so dass sie sich nach diesen Expressionstendenzen

wieder unterscheiden lassen (Abb. 5).

So gibt es drei CTA, die durch die alleinige Behandlung der Zelllinien mit Aza die
grofldte Expressionssteigerung erfahren. Zu diesen CTA gehort unter anderem
MAGE-A4, dass nach der Aza-Behandlung von sieben, vorher negativen, CML-
Zelllinien ausgepragt wird.Die anderen beiden CTA dieser Gruppe sind LAGE-1 und
MAGE-C1.

Durch die Kombinationsbehandlung mit Aza + TSA lasst sich lediglich die Expression
eines CTA im Vergleich zu den anderen Behandlungsvarianten am starksten steigern
(ROPN-1).
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Die Expression von neun unter diesem Punkt aufgefiihrten CTA wird jedoch durch
die alleinige Aza-Behandlung ebenso haufig gesteigert wie durch die kombinierte
Behandlung der Zelllinien mit Aza + TSA. So z. B. das CTA SSX-1, dessen
Expression durch diese beiden Behandlungsvarianten jeweils gar um sieben
zusatzlich positive Zelllinien gesteigert wird. Die acht anderen Vetreter dieser Gruppe
sind SSX-4, SSX-2, BAGE-2, NY-ESO-1, MAGE-Al, MAGE-A3, NY-SAR-35 und
NXF-2.

Abbildung 5: RT- PCR Ergebnis se der stark induzierbaren CTA  sowie des Housek eeping-Gens
GAPDH in nativen und behandelten CML -Zelllinien.
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A: Starkste CTA-Expressionsinduktion durch Aza. B: Starkste CTA-Expressionsinduktion durch Aza
+ TSA. C: Aza und Aza + TSA als ebenbirtige Induktoren der CTA-Expression. Das Housekeeping-
Gen GAPDH diente als interne Kontrolle aller RT-PCRs. Links der PCR-Banden: Namen der CML-
Zelllinien; Oberhalb der PCR-Banden: Behandlungsvarianten; Allen Genen diente Human Testes
cDNA (Testis) als Positivkontrolle.

3.2. CTA-Expressionshaufigkeit i n nativen sowie in  den verschieden
behandelten CML- Zelllinien

Nachdem alle Ergebnisse der durchgefuhrten RT-PCRs prasentiert wurden, soll als
nachstes beurteilt werden, wie haufig die 22 Spender-negativen CTA durch die 10
CML-Zelllinien insgesamt exprimiert wurden. Ein weiteres Augenmerk liegt auf den
CTA-Expressionshaufigkeiten der Zelllinien, nachdem diese mit epigenetischen
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Modulatoren behandelt wurden. Wie ausgepragt sich die Expressionsunterschiede

darstellen, soll dabei vor allem im Fokus stehen (Abb. 6).

Die nativen Zelllinien exprimieren ungefahr ein Drittel der 22 untersuchten Spender-
negativen CTA (27,3%; MW: 6; SD: 4,96). Ahnliches trifft fur die Zelllinien nach deren
isolierter Behandlung mit TSA zu (30,9%; MW: 7; SD:5,43). Nach der Behandlung
der Zelllinien mit Aza allein exprimieren diese gut die Halfte der getesteten CTA
(54,5%; MW: 12; SD:6,81). Dies bedeutet eine signifikante Steigerung der CTA-
Expressionshaufigkeit verglichen mit den Expressionshaufigkeiten bei nativen
Zelllinien (p=0,037) sowie mit der Auspragungshaufigkeit dieser nach der isolierten
TSA-Behandlung (p=0,036). Wird die Behandlung der CML-Zelllinien mit Aza durch
die Zugabe von TSA erganzt, bewirkt dies keine weitere Auspragungssteigerung
(54,5%; MW:12; SD: 6,77). Dennoch ist die Steigerung der Auspragungshaufigkeiten
der CTA nach dieser Behandlungsvariante im Vergleich zu den unbehandelten
Zelllinien (p=0,034) sowie zu den TSA-behandelten Zelllinien (p=0,044) statistisch

signifikant.
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Abbildung 6: Effekt der CML-Zelllinienbehandlung mi t epigenetischen Modulatoren auf die

Expressionshaufigkeit von CT-Antigenen in CML-Ziell inien.
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x-Achse: Behandlungsvarianten der CML-Zelllinien; y-Achse: Expressionshaufigkeit der CTA (%).

Die vertikalen Balken illustrieren die fiir die jeweilige Behandlungsvariante auftretende
Standardabweichung (SD) der Expressionsergebnisse vom Mittelwert (MW). Die horizontalen Balken
zeigen das Signifikanzniveau (p) der Expressionsunterschiede zwischen den verschiedenen

Behandlungsvarianten.

3.3. Nachweis der CT-Antigen-Auspragung auf Protein  ebene mittels Western
Blot

Um zu untersuchen, ob die nachgewiesenen RNA-Sequenzen zur Translation und
damit zur Synthese von Proteinprodukten herangezogen werden, wurden einige
CML-Zelllinien mittels spezifischer Antikdrper auf das Vorhandensein einzelner
Proteine getestet. Nach dem Herauslésen der Proteine aus den Zelllinien werden
diese in einem elektrischen Feld aufgetrennt und auf eine Membran geblottet. Durch
verschiedene Antikoper werden sie dann detektiert und mittels eines

Zweitantikorpers visualisiert.
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3.3.1. Proteinnachweis in nativen CML-Zelllinien un  d in gesunden Spendern

Mittels Western Blot wurden die gesunden Spenderproben sowie die unbehandelten
CML-Zelllinien auf eine mogliche Auspragung der CT-Antigene auf Proteinebene
untersucht. Aufgrund der nur limitierten Verfigbarkeit von passenden Antikdrpern
wurden nur neun der auf mMRNA-Ebene untersuchten CT-Antigene getestet. Zudem
wurden nur neun der zehn CML-Zelllinien auf die Ausprdgung von Proteinen
untersucht, die Zelllinie LAMA-84 wurde nicht getestet (Abb. 7).

Zunéchst sind alle neun CT-Antigene in keiner der zehn Spenderproben
nachweisbar. Die Ladekontrolle des Blots mittels Beta-Actin ist in allen Proben

positiv.

Unter den neun getesteten CTA sind sechs von ihnen in allen neun untersuchten
CML-Zelllinien nachweisbar. So z. B. das Proteinprodukt des CTAs MAGE-C2, das
intensive Banden in allen Zelllinien aufweist. PRAME hingegen ist auf Proteinebene
in funf der neun Zelllinien detektierbar, wobei die Signale der positiven Zelllinien
weniger stark sind als die des Kontrollblots mit Beta-Actin. CTA, von denen kein
Korrelat auf Proteinebene nachgewiesen werden kann, sind MAGE-A1 und NY-ESO-
1.

Wie schon die RT-PCR Versuche fallen auch die Western Blot Experimente der
ausgewahlten CTA bei gesunden Spendern negativ aus. Diese Resultate lassen ein

spezifisches Vorkommen dieser CTA auf Proteinebene in Malignomen vermuten.
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Abbildung 7 : Expression ausgewahlter CT -Antigene auf Proteinebene (Western Blot) bei

gesunden Spendern sowie bei neun nativen CML -Zelllinien.
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Die Auspragung auf Proteinebene wurde an zehn gesunden Spendern sowie an neun nativen CML-
Zelllinien untersucht. Als Ladekontrolle diente Beta-Actin. Links der WB-Banden: Namen der CTA,;

Oberhalb der WB-Banden: Spender (anonymisiert) bzw. CML-Zellliniennamen.

3.3.2. Korrelation zwischen mRNA -Transkription und Translation auf
Proteinebene von CTA in CML-Zelllinien

Nachdem die Ergebnisse der RT-PCRs und des Western Blots prasentiert wurden,
soll nun dberprift werden, wie die RNA-Expression und Protein-Synthese
miteinander korrelieren. Dazu werden die RT-PCR Ergebnisse der nativen Zelllinien
mit den Western Blot Ergebnissen der neun ausgewéhlten CT-Antigene verglichen
(Abb. 8).

RT-PCR- Ergebnisse und Western Blot-Ergebnisse korrelieren auf vier verschiedene
Weisen miteinander. So kann erstens mittels Western Blot keine Proteinauspragung
nachgewiesen werden, wenn die dazugehotrigen RT-PCR Ergebnisse ebenfalls
negativ ausfallen (PCR - /WB -). Zweitens zeigt bei positiven RT-PCR Ergebnissen
der Western Blot einiger Zelllinien ebenfalls positive Ergebnisse (PCR + /WB +). Die
dritte Variante ist durch negative Western Blot Ergebnisse bei positiver RT-PCR
charakterisiert (PCR + /WB -). Als letzte Korrelationsmdglichkeit zeigen sich positive
Western Blot Ergebnisse, obwohl keine RT-PCR Auspragung nachweisbar ist (PCR -
/WB +).
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Funf der neun durch Western Blot getesteten CTA verhalten sich zum einen wie zu
erwarten, in dem RT-PCR positive CML-Zelllinien auch positive Western Blot
Ergebnisse zeigen. Zum anderen lassen sich diese durch CTA codierte Proteine
auch in CML-Zelllinien nachweisen, in denen die RT-PCR keine positiven Ergebnisse
der CTA erbringen konnte. So z. B. das CTA MAGE-Al, fur das diese

Beobachtungen fast zu gleichen Teilen zutreffen.

Die Proteinexpression der CTA SCP-1 und ROPN-1 ist durch Western Blot
detektierbar, obwohl eine Expression dieser Gene mittels RT-PCR nicht
nachgewiesen werden konnte. Einzig eine CML-Zelllinie zeigt auch fur ROPN-1 ein

positives RT-PCR Ergebnis.

Fir das CTA PRAME zeigen die CML-Zelllinien unterschiedliche
Korrelationsverhalten. Der Grof3teil korreliert dabei erwartungsgemalfd mit positiven
RT-PCR- und Western Blot Ergebnissen. Ebenfalls zu beobachten sind jedoch CML-
Zelllinien mit positivem RT-PCR Ergebnis und fehlender Proteinauspragung.

Zu erwartende Ergebnisse zeigt das CT-Antigen NY-ESO-1, das aufgrund fehlender

RNA-Expression in fast keiner der CML-Zelllinien eine Proteinsynthese aufweist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Kombination aus positivem Western
Blot und negativem RT-PCR Ergebnis die Korrelationsvariante ist, die sich in fast der
Halfte der Falle beobachten lasst. Zu einem guten Drittel verhalten sich die
Ergebnisse so, dass positive RT-PCR Resultate durch positive Western Blot Befunde

bestétigt werden.
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Abbildung 8: Vergleich der CT-Antigen-Expression in unbehandelten CML-Zelllinien auf mRNA-
Ebene (RT-PCR) sowie auf Proteinebene (Western Blot ).
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Verglichen werden vier Korrelationsmdglichkeiten: PCR - /+ (negatives /positives RT-PCR
Ergebnis), WB - /+ (negatives /positives Western Blot Ergebnis). x-Achse:

Korrelationsmaglichkeiten; y-Achse (bei der Korrelationsiibersicht): Anzahl der positiven CML-
Zelllinien in %; y-Achse (bei Darstellung der Korrelationsergebnisse der einzelnen CTA): Anzahl

positiver CML-Zelllinien.

3.4. Immunfluoreszenz

Die Bedeutung der meisten CT-Antigene fur die Funktion einer Zelle bzw. bei der
Progression einer malignen Erkrankung ist fur viele Vertreter der Gruppe nicht
geklart. Um einen Eindruck von der Funktion eines Genprodukts zu bekommen, kann
es von Nutzen sein, die Lokalisation des Produkts innerhalb der Zelle zu
untersuchen. Durch die Methode der Immunfluoreszenz lassen sich Proteine
visualisieren und sie Zellkern oder Zytoplasma zuordnen. Im Bezug auf die zellulare

Lokalisation lassen sich dann verschiedene Funktionen vermuten.
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3.4.1. Nachweis des CT-Antigens PRAME in der CML-Ze lllinien K-562 mittels
Immunfluoreszenz
Um die intrazellulare Lokalisation eines CTAs in der CML-Zelllinie K-562 zu
untersuchen, wurde eine Immunfluoreszenz-Farbung des CT-Antigens PRAME
durchgefthrt. Es konnte sowohl membrands als auch zytoplasmatisch nachgewiesen
werden (Abb. 9).

Abbildung 9: Intrazelluldre Lokalisation des CT-Ant igens PRAME in der Zelllinie K-562.

DAPI Anti-PRAME-FITC Merge

Rechtes Bild : Farbung der Zellkerne mit DAPI; Mittleres Bild : Farbung des Zytoplasmas mittels
FITC-labeled anti-PRAME Antikérper; Linkes Bild : Farbung des Zytoplasmas mit FITC-labeled anti-
PRAME Antikérper und anschlielRender DAPI-Deckelung. Verwendet wurden DAPI und FITC-labeled

anti-PRAME Antikorper.
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4. Diskussion

Die Therapie der CML hat sich in den letzten Jahrzehnten durch die Einfihrung der
autologen Stammezelltransplantation, vor allem aber durch die Einfihrung der
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) stark verbessert. Trotz dieser Erfolge sind alternative
Therapieoptionen nétiger denn je, da Langzeitverlaufe der TKI-Behandlung noch
ausstehen und Resistenzen gegen TKI bereits beobachtet wurden (Gorre et al. 2001,
le Coutre et al. 2000). Die zielgerichtete Immuntherapie als alternative
Therapieoption stellt eine vielversprechende Mdglichkeit bei der Behandlung
maligner Erkrankungen im Generellen sowie bei der Behandlung der CML im
Besonderen dar. Als Zielstruktur empfehlen sich die verschiedenen Gruppen der CT-
Antigene, die durch kirzlich veroffentlichte Studien als tumorspezifisch und
immunogen definiert wurden und somit als ideale Strukturen fur die verfolgten Ziele

angesehen werden kénnen.

In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der Basisexpression von CT-Antigenen in
CML-Zelllinien mittels RT-PCR sowie deren Induzierbarkeit durch demethylierende
und Histon-Deacetylase inhibierende Modulatoren. Der Effekt der epigenetischen
Modulatoren sollte dahingehend beurteilt werden, ob eine Behandlung signifikante
Expressionsunterschiede zu bewirken vermag und welche Agenzien sich dabei
besonders hervortun. Unmittelbares Ziel dieses Screenings war es, potentielle
Kandidaten fur weitere Untersuchungen an Patientenproben von an CML erkrankten

Patienten zu finden.

Erst die Translation der genetischen Information auf Proteinebene beféahigt zur
Mdglichkeit, diese Strukturen als Zielmolekile z. B. einer Vakzinierungstherapie zu
nutzen. Deshalb wurde das Vorhandensein von CT-Antigenen in CML-Zelllinien
mittels Western Blot untersucht und mit der Expression der CT-Antigene auf RNA-
Ebene verglichen. Ziel dieser Untersuchung war es, die durch die CT-Antigene

codierten Produkte nachzuweisen.

Zuletzt erfolgte mit Hilfe der Immunfluoreszenz der Nachweis des Proteins PRAME in
der CML-Zelllinie K-562, um Informationen Uber die Lokalisation und dadurch

wohlmdglich tiber dessen Funktion zu erhalten.

Im Folgenden sollen alle in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse diskutiert werden.
Hierzu werden Quellen herangezogen, welche die jeweiligen CTA in friheren
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Studien Dbereits untersuchten. Die hier erhobenen Resultate sollen mit diesen
verglichen werden, um Unterschiede zu belegen sowie um bestatigende
Gemeinsamkeiten hervorzuheben. Zum Ende eines jeden Abschnitts soll ein
Ausblick darauf gegeben werden, welche Methoden und Untersuchungen flr
nachfolgende Studien anstehen, um die CTA als Strukturen einer neuen

Therapieoption zur Behandlung der CML zu etablieren.

4.1. Unspezifisch exprimierte CT-Antigene

Urspringlich wurde an den zehn CML-Zelllinien die Expression von 31 CT-Antigenen
auf RNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht. Alle CTA wurden zuvor in anderen
Studien schon auf deren Expression in gesunden Geweben untersucht und far
Testis-spezifisch befunden. Entgegen dieser Studien wiesen die RT-PCR-
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit neun CTA nach, die in Proben gesunder

Knochenmarkspender exprimiert waren.

Bei Sichtung der Literatur fallen mehrere Grinde auf, warum die erbrachten
Ergebnisse von denen vorrausgegangener Studien abweichen. So wird das CTA
MPHOSPH-1 als testisspezifisch unter gesunden Geweben beschrieben (Kanehira et
al. 2007). Die Untersuchung von gesunden Geweben wird in dieser Arbeit mittels
Northern Blot durchgefiihrt. Die Testung gesunden Knochenmarkgewebes wird dabei
jedoch versdumt, womit die zitierte Studie eine Aussage Uber eine Expression des
untersuchten CTA in diesem Gewebe schuldig bleibt.

Gleiches trifft auf das CTA KM-HN-1 zu. In Monji et al. (2004) wird die Untersuchung
gesunder Gewebe mittels RT-PCR durchgefuhrt, eine Analyse gesunden

Knochenmarks erfolgt jedoch nicht.

In den Arbeiten Uber die Ubrigen sieben Spender-positiven CTA wurde bei der
Analyse gesunder Gewebe auch nicht erkranktes Knochenmark untersucht. So
konnen die CTA HAGE und SP-17 in verschiedenen Studien mittels RT-PCR nicht in
gesunden Knochenmarkproben nachgewiesen werden (Adams et al. 2002; Lim et al.
2001). Gleiches gilt fur die CTA DKK-1 und PBK, die mittels Northern Blot in
gesundem Knochenmark nicht nachzuweisen waren (Park et al. 2006; Yamabuki et

al. 2007). In einer weiteren Studie wurde die Ausprdgung des CTA PASD-1 in

47



gesundem Knochenmark untersucht. Diese mittels cDNA-Array durchgefiihrte
Analyse fiel ebenfalls negativ aus (Liggins et al. 2004). Zuletzt wurden Studien
gepruft, in denen die CTA MGC27005 (CT45) und CABYR-a/b, zwar anstatt in
Knochenmarkproben in Blutleukozyten, nicht nachgewiesen werden konnten (Chen
et al. 2005; Luo et al. 2007).

Alle neun Spender-positiven CTA wurden mittels Sequenzierung auf ihre Wertigkeit
untersucht. Die Sequenzanalyse jedes einzelnen CTA bestatigte die Sequenz des
jeweils gesuchten Gens. Zu bemerken ist, dass es sich bei nur drei der verwendeten
Primer um Intron-Spanning Primer handelt. Die restlichen sechs CTA wurden mit

Non-Intron-Spanning Primern untersucht.

Bei Intron-Spanning Primern erstreckt sich das Gen mit seinen Primersequenzen
Uber zwei oder mehrere Exons, die auf der genomischen DNA von Introns getrennt
sind. Bei der Transkription werden die Gene mit ihren Primern auf mRNA
umgeschrieben, wobei die Introns herausgeschnitten werden. Da die Primeranteile
auf den verschiedenen Exons auf der mRNA nun direkt benachbart liegen, ist deren
Gensequenz im Vergleich zu Abschriften genomischer DNA viel kirzer. Wirde es
sich bei den Ergebnissen der drei CTA, die mit Intron-Spanning Primern amplifiziert
wurden, um Abschriften von DNA handeln, so wiese deren Sequenz eine
betrachtliche Lange auf. Dann ware eine Verunreinigung der CML-Proben zu
vermuten. Fir die gewonnen Ergebnisse der CTA CABYR-a/b, HAGE und
MPHOSPH-1 konnte diese Mdglichkeit jedoch nicht beobachtet werden.

Bei den restlichen sechs Primern handelt es sich um Non-Intron-Spanning Primer,
sprich das Gen mit seinen Primern liegt auf der genomischen DNA auf einem Exon
und ist nicht durch Introns getrennt. Die Gensequenz auf DNA und mRNA ist also
gleich lang. Bei den RT-PCR Ergebnissen dieser CTA ist demnach nicht zu
unterscheiden, ob es sich bei den Resultaten um Abschriften von mRNA oder DNA
handelt. Letztere wirden bei DNA-Kontaminationen der Spender-Proben zu finden
sein. Im Falle der hier gewonnen Ergebnisse fir diese sechs CTA bedeutet dies,
dass es sich bei den Resultaten zum einen um positive mMRNA Ergebnisse der
gesuchten CTA handeln koénnte, zum anderen DNA-Verunreinigungen der
Spenderproben vorliegen kodnnten. Eine Verunreinigung aller Spenderproben
erscheint relativ unwahrscheinlich. Demnach wurde in der vorliegenden Arbeit davon

ausgegangen, dass die als Spender-positiv benannten CTA tatséchlich in Proben
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gesunder Knochenmarkspender vorkommen. Da die Referenzproben, mit denen die
Expressionsergebnisse aus den CML-Zelllinien verglichen werden sollten, nun selbst
schon positiv ausfielen und somit nicht den Kriterien dieser Arbeit bei der Suche nach
Zielstrukturen neuer Therapieoptionen genugten, wurden diese neun CTA von den

weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.

Um zu untersuchen, ob es sich bei den Ergebnissen, die mittels der sechs Non-
Intron-Spanning Primer erhalten wurden, wirklich um die RNA-Abschriften der
gesuchten CTA handelt, mussten die Primer dieser CTA neu designed werden.
Dabei ware auf ein Intron-Spanning der jeweiligen Primer zu achten. Durch diese
MalBnahme wére eine Angabe dariber mdglich, ob es sich bei den gewonnen
Ergebnissen dieser sechs, hier als Spender-positiv betitelten, CTA wirklich um die
gesuchten mRNA-Abschriften handelt. Da in der vorgelegten Studie die fraglichen
CTA lediglich von den weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurden, wurden

derartige Schritte nicht unternommen.

4.2. CT-Antigene mit haufiger Basisexpression

Die restlichen 22 CT-Antigene zeigten eine mehr oder weniger haufige Expression in
nativen CML-Zelllinien. Wie auch schon bei vielen anderen Neoplasien
nachgewiesen werden konnte, beruht diese konzentrierte Expression von CT-
Antigenen nicht auf individuellen Regulationssteigerungen einzelner Zellen sondern
auf einer Aktivierung bestimmter biologischer Programme (Sahin et al. 1998; Tajima
et al. 2003). Bestatigt wurde diese Vermutung durch die haufig beobachtete
Korrelation zwischen einer gesteigerten CT-Antigen-Expression und der
Hypomethylierung von Promotorbereichen (Meklat et al. 2007; Sigalotti et al. 2002;
Simpson et al. 2005). Diese Hypomethylierung, die unter anderem in
fortgeschrittenen Stadien verschiedener Tumorerkrankung zu beobachten ist, stellt
maoglicherweise den Grund dar, weshalb maligne Zellen CT-Antigene verstarkt

exprimieren.

Dieser Theorie wurde dahingehend Auftrieb verliehen, da drei der hier untersuchten
Spender-negativen CT-Antigene schon in nativen CML-Zelllinien so oft ausgepragt
waren, dass eine epigenetische Behandlung kaum Steigerung bewirkte. Hierbei ist

eine Expressionssteigerung gemeint, bei der eine Behandlung die Expression um
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nicht mehr als zwei zusatzlich positive Ergebnisse zu steigern vermag. Im Falle des
CTA PRAME sogar entgegen alterer Studien, in denen eine gesteigerte Expression
dieses CTA vor allem nach hypomethylierender Behandlung zu beobachten war
(Ortmann et al. 2008; Schenk et al. 2007). Auch existiert eine Arbeit, in der PRAME,
anderes als in der hier prasentierten Arbeit, von der Zelllinie BV-173 exprimiert wird
(Roman-Gomez et al. 2007b). In der vorgelegten Arbeit jedoch ist nach Sichtung und
Interpretation der Ergebnisse der expressionssteigernde Effekt der Hypomethylierung

fur PRAME nicht zu reproduzieren.

Dennoch kénnte die schon erwédhnte Hypomethylierung, die in fortgeschrittenen
Neoplasien haufig zu finden ist, im Falle von PRAME (Roman-Gomez et al. 2007b)
als auch bei den beiden anderen CTA MAGE-C2 und CRT-2 eine Begrindung fur
deren haufige Basisexpression liefern. Dass diesen CTA ein gewisses Potenzial
innewohnt und sie deshalb weiterer Analysen wurdig sind, wurde nun neben alteren
Studien (Gure et al. 2000; Hayashi et al. 2007) auch durch die hier vorgelegte Arbeit

bewiesen.

Der Grund fur die ausgesprochen haufige Auspragung kénnte sein, dass in den CTA
CRT-2, MAGE-C2 und vor allem PRAME fir die CML spezifische Tumorantigene
gefunden wurden. Um die Sensitivitat dieser CTA fur die CML weiter zu festigen,
sollte in weiteren Studien die Expression dieser CTA in Proben an CML erkrankter
Patienten untersucht werden. Hierbei lie3e sich nachweisen, wie es sich mit der
Auspragung dieser Gene in nicht kultivierten Patientenproben verhalt. Diese
Analysen waren wichtig fur die Beantwortung der Frage, ob es sich bei diesen CTA
um ernstzunehmende Zielstrukturen fir eine CT-Antigen-spezifische Immuntherapie
der CML handeln kénnte. In diesem Kontext sollte auch auf mdgliche Co-
Expressionsmuster geachtet werden. Interessant wére hierbei zu beobachten, ob
eine gleichzeitige Auspragung dieser drei CTA die Prognose der Patienten
beeinflusst. LieRe sich eine Co-Expression nachweisen, ware ein immunologischer

Therapieansatz mit mehreren Targetstrukturen denkbar.

4.3. Effekte der epigenetischen Behandlung

Nachdem die Expression der Spender-negativen CT-Antigene in nativen CML-

Zelllinien zahlreich Zu beobachten war, wurde diese auf einen

50



expressionssteigernden Effekt durch epigenetische Modulatoren untersucht. Hierflr
verwendet wurden das demethylierende Agens 5-Aza-2’-Deoxycytidin (Aza) sowie
der Histon-Deacetylase-Inhibitor Trichostatin A (TSA).

Die epigenetischen Modulatoren induzierten in fast allen CML-Zelllinien eine
verstarkte Expression der untersuchten CTA. Einzig das Expressionsverhalten der
Zelllinie NALM-1 blieb durch die Behandlung unbeeinflusst. Das DSMZ, das diese
Zelllinien kommerziell vertreibt, weist auf lhrer Internetseite auf Probleme bei der
Kultivierbarkeit hin ([Online im Internet] URL:http://www.dsmz.de/human_and_animal
_cell_lines/info.php?dsmz_nr=131&term=NALM-1&highlight= [Stand: 18.03.2011,
16:00]). Dies konnte auch in dieser Studie dazu gefihrt haben, keine Ergebnisse bei
der Untersuchung dieser Zelllinie zu erhalten. Der in der vorliegenden Arbeit positive
Nachweis des Housekeeping-Gens GAPDH belegt jedoch die Wertigkeit der Zelllinie

dahingehend, dass die Proben ausreichend genetisches Material enthielten.

Wurde der expressionssteigernde Effekt demethylierender Substanzen fir das CTA
PRAME durch frihere Studien bereits nachgewiesen, brachte die vorliegende Studie
dahingehend Belege, dass der Mechanismus der Demethylierung auch fir eine
Expressionssteigerung von weiteren CT-Antigenen verantwortlich sein kdnnte. So
erfahren drei CTA ihre grofdte Expressionssteigerung nach alleiniger Aza-
Behandlung der CML-Zelllinien. Die Auspragung von neun CTA wird hingegen durch
den alleinigen Aza-Einfluss ebenso stark beeinflusst wie durch die
Kombinationsbehandlung mit Aza und TSA. Bei genauer Betrachtung dieses
Auspragungsverhaltens féllt jedoch auf, dass die Induktion der CTA-Expression
durch die zusatzliche TSA-Gabe nicht weiter beeinflusst wird, da deren Expression
zuvor schon durch die Aza-Behandlung der CML-Zelllinien erreicht wurde. Nur in
einem Fall vermag die zusatzlich zur Aza-Behandlung applizierte TSA-Gabe die

Auspragung weiter zu steigern.

Im Vergleich zu den nativen Zelllinien exprimieren fast alle Aza-behandelten
Zelllinien die untersuchten CTA signifikant haufiger. Gleiches gilt fir die kombinierte
Behandlung der CML-Zelllinien mit Aza und TSA. Unter RuUcksichtnahme des
beschriebenen eingeschrankten Potenzials der zur Aza-Behandlung additiven TSA-
Gabe, liegt die Vermutung nahe, dass vor allem der Mechanismus der Hyper- bzw.
Hypomethylierung eine Rolle bei der Regulierung der CTA-Exprimierung zu spielen

scheint. Anderseits ist natirlich nicht abzusehen, welches Expressionsverhalten sich
51



gezeigt hatte, wenn anstatt TSA ein anderer Histon-Deacetylase-Inhibitor verwendet

worden ware.

Tatsachlich wurde bereits eine Studie veroffentlicht, die den Effekt demethylierender
Substanzen wie Decitabin bei an Myelodysplastischem Syndrom (MDS) erkrankten
Patienten untersuchte. Als Zielstruktur benennt die Arbeit hierbei Inhibitoren Cyclin-
abhangiger Kinasen, die eine wichtige Rolle bei der Regulation des Zellzyklus
spielen. Diese Molekile, darunter p15 im Speziellen, sind in Proben von an MDS
erkrankten Patienten hypermethyliert, weswegen deren Expression down-reguliert ist
und der Zellzyklus unreguliert ablauft. Die Behandlung dieser Proben mit Decitabin
reduziert die Methylierung von p15. Das Gen wird folglich haufiger ausgepragt und
kann somit wieder regulierend in den Zellzyklus eingreifen. Als Resultat der
Behandlung lasst sich eine klinische Therapieantwort beobachten (Daskalakis et al.
2002). Der postulierte Effekt der pharmakologischen Demethylierung als
Mechanismus zur Induzierung hamatologischer Therapieantworten wird darauf schon
bald auf weitere Targetstrukturen erweitert. So beschreibt eine Arbeit das Potenzial
von Decitabin, eine de novo Expression der CT-Antigene, deren Auspragung vor

allem durch DNA-Methylierung reguliert wird, zu promoten (Sigalotti et al. 2003).

5-Aza-2’-Deoxycytidin eignet sich nach diesen Resultaten vortrefflich, um die
Expression von CTA als molekulare Targetstrukturen einer immunologischen Antwort
zu induzieren. Dabei darf jedoch die Wirkung, die Aza auf den menschlichen
Organismus ausubt, nicht unbeachtet bleiben. Eine Studie, in der Aza an CML-
Patienten aus therapeutischen Grunden verabreichte wurde, beobachtete neben
einem signifikanten Anti-CML-Effekt auch eine dosisabhéngige, anhaltende

Myelosuppression als Hauptnebenwirkung (Kantarjian et al. 2003).

Die Wertigkeit der CTA als Zielstrukturen immunologischer Therapieansatze liel3 sich
durch die zitierten Studien sowie durch die in der vorliegenden Arbeit préasentierten
Resultate bestatigen. Demnach ware es sinnvoll, diese weiterhin als
vielversprechende Molekile einer Antigen-spezifischen Immuntherapie zu betrachten
und sie kinftig weiter zu erforschen. Da das Immunsystem, wie das kurative
Potenzial der allogenen Knochenmarktransplantation (Gale et al. 1998; van Rhee et
al. 1997) und die Therapieerfolge der Donor-Lymphozyten-Infusion (Collins et al.
1997; Drobyski et al. 1999; Guglielmi et al. 2002) belegen, eine wichtige Rolle bei der

Kontrolle der CML zu spielen scheint, wohnt auch diesem Ansatz wohlmdglich ein
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kuratives Potenzial inne. Ebenfalls bestatigt wurde das Potenzial von
demethylierenden Substanzen wie 5-Aza-2’-Deoxycytidin, die Expression von
hypermethylierten CTA zu steigern.

Als Folge dieser Ergebnisse ware es nun sinnvoll, die schon angedachte Analyse der
hier beschriebenen CTA durch eine Behandlung der CML-Patientenproben mit 5-
Aza-2’-deoxycytidin zu erweitern, um den Effekt der Expressionsinduktion auch bei
diesen Proben zu reproduzieren. Ware eine Auspragungssteigerung der CTA durch
diese MalBhahmen zu erzielen, wirde der Gedanke an CTA als Targets einer
Antigen-spezifischen Immuntherapie bei Krebserkrankungen weiter konkretere
Formen annehmen. Infolge dessen wirde eine Kombination aus demethylierender
Behandlung und CT-Antigen-spezifischer Immuntherapie umso sinnvoller

erscheinen.

4.4, Korrelation zwischen mRNA- und Proteinexpressi on

Um einen Bezug zwischen der Transkription der CT-Antigene und der Translation der
Information von der mRNA in Proteine herzustellen, wurden Western Blots von neun
ausgewahlten CT-Antigenen an neun ausgewdahlten CML-Zelllinien sowie an 10
gesunden Spendern durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Ergebnisse des

Western Blots mit denen der RT-PCRs dieser CTA vergleichen.

Basierend auf der bekannten Grundlage, wonach die Transkription der Gene auf
MRNA und die Proteinexpression miteinander gekoppelt sind, wurden positive bzw.
negative Western Blot Ergebnisse erwartet, wenn positive bzw. negative Ergebnissen
in den zugehdrigen RT-PCRs vorlagen. Entsprechende Befunde lie3en sich zum Tell
fur die CT-Antigene MAGE-Al, MAGE-A3, MAGE-C1, MAGE-C2, CRT-2, ROPN-1,
PRAME und NY-ESO-1 nachweisen.

Andere Ergebnisse waren, dass in CML-Zelllinien z. B. im Falle von ROPN-1 und
SCP-1, Proteine mittels Western Blot nachgewiesen werden konnten, obwohl die
dazugehdrigen RT-PCRs negativ ausfielen. Diese Beobachtung kann nun
unterschiedlich interpretiert werden, wobei biologische von methodischen Griinden
abgrenzbar sind. Biologisch gesehen konnte es sich bei den Proteinen um sehr

langlebige Vertreter handeln. Diese Langlebigkeit wére z. B. durch eine niedrige
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Turnover-Rate des Proteins zu erklaren. Schon in vorangegangenen Studien konnte
eine vergleichsweise schwache mRNA-Expression von CT-Antigenen in Kombination
mit einer relativ starken Proteinexpression beobachtet werden (Atanackovic et al.
2007; Tian et al. 2004). Dieser Mechanismus wirde erklaren, weshalb sich die
untersuchten Proteine mittels Western Blot nachweisen lie3en, die dazugehdrigen

RT-PCR-Untersuchungen jedoch negativ ausfielen.

Ein anderer Grund fur das diskutierte Korrelationsverhaltnis konnte sein, dass es sich
bei den Ergebnissen des Western Blots um unspezifische Resultate handelt. Da die
Ergebnisbanden des Western Blots nicht sequenziert wurden und somit keine
Klarheit Gber deren Spezifitdt herrscht, ist dieser methodische Erklarungsversuch

ebenfalls zu erwagen.

4.5. Lokalisation und Funktion des CT-Antigens PRAM  E

Um Informationen Uber die Lokalisation des CTAs PRAME und infolge Uber dessen
Funktion im Zellzyklus zu gewinnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Farbung
PRAMEs in der Zelllinie K-562 durchgefihrt. Es zeigte sich eine membrandse sowie
eine zytoplasmatische Lokalisation.

Bei Sichtung der Literatur auf der Suche nach Untersuchungen Uber die Lokalisation
und die Funktion des CTAs PRAME konnten interessante Anhaltspunkte gefunden
werden. So bewirkt eine PRAME-Uberexpression in bestimmten myeloischen
Leukamiezellen eine signifikant niedrigere Ausprdgung von verschiedenen, die
Apoptose hemmenden, Proteinen. Die zusatzlich nachgewiesene nukleére
Lokalisation PRAMEs sowie diese molekularen Veranderungen minden schlie3lich
in einer verbesserten Prognose der Leukamie (Tajeddine et al. 2005). Diesen
prognotisch giinstigen Effekten einer PRAME-Uberexpression stehen in der Literatur
Arbeiten gegeniber, die hohe PRAME-Expressionsraten als einen wichtigen Faktor
bei der Progression malingner Erkrankungen sehen. Dies sei z. B. durch die
Beobachtung begrindet, wonach PRAME den Apoptose-induzierenden RAR-
Signalweg zu inhibieren vermag (Epping et al. 2005).

Die zitierten Resultate schildern die mdglichen Funktionen des CTAs PRAME. In

Kombination mit der Untersuchung der zellularen Expressionsorte lassen sich in
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Folge Funktionsmodelle erdenken, nach denen das untersuchte CTA funktionieren

konnte.

Im Falle der in der vorliegenden Arbeit gewonnen Resultate lasst sich zunachst
sagen, dass PRAME wahrscheinlich eine Rolle bei der Progression der CML zu
spielen scheint. Dies vermitteln die hier vorgenommen RT-PCR Untersuchungen, die
hohe Expressionsraten PRAMESs in den CML-Zelllinien (kultiviert aus Zellen wahrend
der Blastenkrise) belegen. In Kombination mit den durch die Immunfluoreszenz-
Untersuchung gewonnenen Erkenntnissen lassen sich Vermutungen dber die
Funktion PRAMEs anstellen, die so auch schon von Proto-Siqueira et al. (2006)
formuliert wurden. Wie in dieser Arbeit wird dort eine membrandse sowie
zytoplasmatische Lokalisation PRAMEs beschrieben. Folglich nahrt die hier
nachgewiesene membrantse Lokalisation des CTAs PRAME ebenfalls die
Vorstellung, nach der PRAME in dieser Position Immunantworten hervorrufen und

Zelllyse durch zytotoxische T-Lymphozyten vermitteln kdnnte.

Zudem waren Rollen bei der Diagnose der CML denkbar. Vorausgesetzt, die in den
CML-Zelllinien nachgewiesene PRAME-Expression auf RNA-Ebene sowie auf
Proteinebene liel3e sich in Proben von an CML erkrankten Patienten reproduzieren,
konnte das gefundene Expressionsschema in Kombination mit seiner
zytoplasmatische Lokalisation zu einem nutzlichen Werkzeug bei der Diagnose

minimal residueller Erkrankungen (MRD) avancieren.

4.6. Kritik

In der hier vorgelegten Arbeit war es mdglich, eine Reihe von CTA an verschiedenen
CML-Zelllinien nachzuweisen. Zur Verifikation der gewonnen Ergebnisse wurden
verschiedene MalRnahmen unternommen. So wurde versucht, durch eine
Umschreibung der RNA in cDNA die Informationstrager vor dem eigentlichen CTA-
Nachweis zu stabilisieren. Desweiteren sollte durch den schon erwéhnten Nachweis
des Housekeeping-Gens GAPDH sichergestellt werden, dass gentigend genetisches
Material in den untersuchten Proben vorhanden war. Trotz dieser unternommenen
Malnahmen, welche die Wertigkeit der Ergebnisse dieser Studie unterstreichen, ist
zu bemerken, dass es sich bei den untersuchten Zellmaterialien um etablierte

Zelllinien handelt. Diese wurden vor unterschiedlich langer Zeit jeweils aus einer
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mutierten Zelle, entnommen aus einem an CML erkrankten Patienten, kultiviert.
Aufgrund dieser Voraussetzungen gibt diese Arbeit zwar Hinweise darauf, welche
CTA in Proben an CML erkrankter Patienten gefunden werden konnten. Eine
Ubertragung der prasentierten Ergebnisse, wonach die in CML-Zelllinien entdeckten
CTA auch in CML-Patientenproben zu finden waren, ist aufgrund dessen aber nicht
generell moglich. Um die Resultate zu verallgemeinern, missten Patientenproben
auf die Auspragung von CTA untersucht werden. Diese Untersuchungen sind somit
der nachste Schritt zur Klarung der Frage, ob CTA als Zielstrukturen einer CT-

Antigen-spezifischen Immuntherapie bei der CML in Frage kommen.

Ein anderer Kritikpunkt ist der, dass von den momentan bekannten ca. 204 CTA nur
31 Vertreter untersucht wurden. Obwohl die gepruften CTA zum Teil
vielversprechende Ergebnisse lieferten ist nicht auszumachen, ob sich unter den
nicht untersuchten CTA nicht auch Gene befinden, die gerade in CML-Zelllinien
haufig ausgepragt sind. Um Gewissheit diesbeztglich zu bekommen, musste die hier
durchgefuihrte Untersuchung um eine Vielzahl an CTA erweitert werden.
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5. Zusammenfassung

Cancer-Testis-Antigene gelten als vielversprechende Zielstrukturen einer
zielgerichteten Immuntherapie bei malignen Erkrankungen. Auch fiir die chronische
myeloische Leukamie stellt diese neue Behandlungstheorie eine aussichtsreiche
Therapieoption dar. Grundlage ist die Identifikation von CTA in Proben der einzelnen
Neoplasien. Auch wenn CML-Proben schon in frihere Untersuchungen mit
einbezogen wurden, so gibt es bis jetzt keine strukturierte Analyse bezlglich der

Expression von CTA bei CML-Zelllinien.

In der vorgelegten Studie wurde die Expression von 31 CTA an Proben zehn
gesunder Knochenmarkspender sowie an zehn kultivierten, unbehandelten CML-
Zelllinien mittels RT-PCR untersucht. Diese ersten Untersuchungen ergaben, dass
neun der zuvor als ausschliel3lich bei Neoplasien zu findenden CTA doch in Proben
gesunder Knochenmarkspender detektierbar waren. Diese neun CTA wurden nicht

weiter auf ihre Auspragung in CML-Zelllinien untersucht.

Nachdem die Untersuchung der Expressionshaufigkeit der restlichen 22 Spender-
negativen CTA an den zehn nativen CML-Zelllinien Auspragungshaufigkeiten in nur
ca. einem Drittel der Falle hervorbrachte, wurde ein  mdglicher
expressionssteigernder Effekt epigenetischer Modulatoren untersucht. Hierfar
wurden die CML-Zelllinien mit dem die DNA-Methylierung beeinflussenden
Nukleosidanalogon 5-Aza-2’-Deoxycytidin  sowie mit dem Histon-Deacetylase-
Inhibitor Trichostatin A jeweils alleine sowie in Kombination behandelt. Vor allem
infolge der Behandlung mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin exprimierten die CML-Zelllinien

nun fast die Halfte der untersuchten CTA.

Nach Durchfuhrung aller RT-PCR-Untersuchungen stellte sich heraus, dass mit den
CTA PRAME, MAGE-C2 und CRT-2 vielversprechende Targetstrukturen gefunden
wurden. lhre Expressionshaufigkeit in nativen CML-Zelllinien zeigte sich beachtlich
hoch. Eine Behandlung der Zelllinien mit epigenetischen Modulatoren konnte keine
signifikante Steigerung der Auspragungshaufigkeit dieser drei CTA bewirken.

Weiter konnten CTA wie z. B. MAGE-A4, BAGE-2, NY-ESO-1 sowie drei Vertreter
der SSX-Familie (SSX-4, SSX-2, SSX-1) detektiert werden, deren
Expressionshaufigkeit vor allem nach der Behandlung der Zelllinien mit 5-Aza-2'-
Deoxycytidin signifikant erhéht war.
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Erst die Ubersetzung der genetischen Information in den Code der Proteine
ermdglicht es, nachgewiesene Gene als Zielstruktur neuer Therapieformen zu
nutzen. Deshalb untersuchte die vorliegende Arbeit die Expression ausgewahlter
CTA auf Proteinebene in neun nativen CML-Zelllinien mittels Western Blot. Zudem
wurden die Western Blot Ergebnisse den entsprechenden RT-PCR-Resultaten der
einzelnen CML-Zelllinien gegentbergestellt. Hierbei lie3 sich beobachten, dass in ca.
einem Drittel der Falle positive RT-PCR Ergebnisse mit positiven Western Blot
Resultaten korrelierten. In sogar fast der Halfte der Falle fiel auf, dass trotz negativer

RT-PCR Befunde positive Western Blot Resultate beobachtet werden konnten.

Zuletzt wurde die Methode der Immunfluoreszenz genutzt, um mehr Gber die
Lokalisation und damit wohlmdglich Uber die Funktion einzelner CTA zu erfahren.
Hierzu erfolgte der Nachweis des CTAs PRAME in der CML-Zelllinie K-562. Die
detektierte membrantse sowie zytoplasmatische Lokalisation lasst dabei

Interpretationsspielraum.

Diese Resultate, zum einen die spezifische Expression der CTA in CML-Zelllinien,
zum anderen die nachgewiesene Translation der genetischen Information dieser
Gene auf Proteinebene, bescheinigen den CTA ein grol3es Potenzial, als
Targetstruktur einer Antigen-spezifischen Immuntherapie bei der chronischen
myeloischen Leukadmie zu dienen. Der nachgewiesene expressionssteigernde Effekt
der demethylierenden Substanz 5-Aza-2’-Deoxycytidin lasst ebenso die Uberlegung
zu, bei der Nutzung der CTA als Targetstrukturen einer CT-Antigen-spezifischen
Immuntherapie, hier als Kombinationsbehandlung zur Expressionssteigerung der

Zielstrukturen, nitzlich zu sein.
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Tabellen

Tabelle 1: CML-Zelllinien

Zelllinie EICEIIUNES Ursprungszelle |Ph+ BCR-ABL | Referenz
phase

BV-173 CML, BC B-Zell  Precursor| oy | positiv (Pegoraro et al. 1083)
Leukamiezelle

EM-2 CML, BC Myeloische Positiv | Negativ | (Raskind et al. 1987)
Leukamiezelle

JURL-MK-1 |CML, BC Myeloische Positiv | Positiv (Di Noto et al. 1997)
Leukamiezelle

K-562 CML, BC Myeloische Positiv | Positiv (Lozzio und Lozzio 1975)
Leukamiezelle

KCL-22 CML, BC Myeloische Positiv | Positiv (Kubonishi et al. 1983)
Leukamiezelle

KU-812 CML, BC Myeloische Positiv | Positiv (Kishi 1985)
Leukamiezelle

KYO-1 CML, BC Myeloische Positiv | Positiv (Ohkubo et al. 1985)
Leukamiezelle

LAMA-84 CML, BC Myelqsqhe Positiv | Positiv (Seigneurin et al. 1987)
Leukamiezelle

MEG-01 CML, BC Myelqsqhe Positiv | Negativ (Ogura et al. 1985)
Leukamiezelle

NALM-1 CML, BC Myeloische positiy | Kéine (Minowada et al. 1977)
Leukamiezelle Angabe

68




Tabelle 2: CT-Antigene, Primersequenzen, PCR-Konditionen, Fragmentlangen
(Sequenzierungsergebnisse) und weitere Informationen

el zr:r?t-— Gen-
CT-Antigen Primersequenz Kondi- " Referenz

) lange |Lokus

tionen

(bp)

BAGE.2/ F [5-CTG ACT TCC GCT TTG GAG GC-3' 95T 1 min, (Boel et al.
CT2.2 60C 1 min, 230 21p 1995)

' R [ 5-“GCA CCC CCA GAA ACA GAA GAG GAA CA-3‘ | 72T 1 min
CABYR-a/b/ F | 5-GCA GTC ACC ACG AGT TAG TCC-3' 95T 1 min, (Luo et al.
CT88 58C 1 min, 510 18911.2 2007)

R [5-CCT CGT TCA CTT GTT GCC AT-3’ 72C 1 min

5-GAA AGA TAA AGG TCT GCA AAC CAC TCA .

CRT-2/ Flera3 95T Lmin, (Hayashi et
o3 57T 1min, |426  |19p13.11 | 2%07)

R | 5-TAG AGT GTA CAG GTG TGT-3' 72C 1 min '

F | 5-TAG AGT CTA GAA CGC AAG GAT CTC-3" 95T 1 min, .

. (Yamabuki

DKK-1 60T 1 min, | 139 109112 | o'l 2007)

R [ 5-CAA AAA CTA TCA CAG CCT AAA GGG-3* 72C 1 min '
HAGE/ F |5-CCT TTC AAT GTT ATC CTG AG-3 ggg i min, (Martelange
CT13 min, 1300 16412913 | o 51 2000)

R | 5-TAT TCT TCA GAT TGA CGA AG-3* 72T 1 min :
KKLC-1/ F | 5-ATG AAC TTC TAT TTA CTC CTA GCG AGC-3 ggg i 2:2 250 23 (Fukuyama
CT83 5-CTA CAA TAT TGA GTG TGG GAA ATT ATT T et al. 2006)

R . 72T 1 min

TAA-3

KM-HN-1/ F |5-CCA TCC CAG ATA CAT TCC GAG GAC-3' 95T 1 min, (Monii et al.
CT52 60C 1 min, 833 4935.1 2004)

R [ 5-GGT CGA GGA AGG ACA GTG TGT-3* 72T 1 min
LAGE/ F |5-CTG CGC AGG ATG GAA GGT GCC CC-3* 95T 1 min, (Lethe et al.
CTe 60T 1 min, | 332 Xq28 1998)

R [5-GCG CCT CTG CCC TGA GGG AGC-3' 72C 1 min
LDHC/ F |5-TGC CGT AGG CAT GGC TTG TGC-3 95T 1 min, 11p155- | (Koslowski
CT32 68T 1 min, | 823 153  |etal. 2002)

R | 5-CAA CAT CTG AGA CAC CAT TCC-3' 72T 1 min Lo :
MAGE-AL/ F |5-CGG CCG AAG GAA CCT GAC CCA G-3’ 95T 1 min, (Chambost
CT11 60C 1 min, | 420 Xg28 et al. 1993)

' R [ 5-GCT GGA ACC CTC ACT GGG TTG CC-3* 72T 1 min :
MAGE.A3/ F | 5-GAA GCC GGC CCA GGC TCG-3* 95T 1 min, (Coulie et
CT13 60C 1 min, | 432 Xq28 al. 2001)

' R | 5-GAA GTC CTC ATA GGA TTG GCT-3' 72C 1 min :
MAGE-A4/ F |5-GAG CAG ACA GGC CAA CCG-3 95T 1 min, (Chambost
CT14 63T 1 min, | 446 Xg28 et al. 2000)

' R [ 5-AAG GAC TCT GCG TCA GGC-3* 72T 1 min :
MAGE-CL/ F |5-GAC GAG GAT CGT CTC AGG TCA GC-3’ 95T 1 min, (Jungbluth
CT7 60T 1min, 1632 | Xq26 et al. 2002)

R [ 5-ACA TCC TCA CCC TCA GGA GGG-3' 72T 1 min :
MAGE-C2/ F | 5-CGG ATC GAA GGC ATT TGT GAG-3’ 95T 1 min, (Gure et al.
CT10 55C 1 min, 884 Xq27 2000)
R | 5-GTG AAC TCA CGG GCT CTC TTG AG-3' 72C 1 min
MGC27005/ Kommerziell erworben von Qiagen, Hilden, Germany. | 95C 1 min, (Chen et al.
CT45A2 Katalog# PPH22333A ggg i min, | 180 Xa26.3 1 5005)
min
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MPHOSPH.1/ 5CCG GGA AAG TAA ACT GAC TCA C-3 95C 1 min, 1022 | (Kanehira
CT90 60T 1 min, | 542 24 et al. 2007)
5-TTC TAG CTC CTC AAC CAA ATC CT-3" 72 1 min q :
NXE-2/ 5-CTA TTC CCT TCG ACC CCA-3' 95C 1 min, (Loriot et .
o130 64T L min, | 740  [Xq22.1 | ,o0n
5.CTC TTT GGG TGG TTA TGT CAC-3" 72 1 min )
NY-ESO1/ 5-CCC CAC CGC TTC CCG TG-3 95C 1 min, (Chen et al.
CT6 60C 1 m_|n, 275 Xq28 1997)
5'-CTG GCC ACT CGT GCT GGG A-3' 72 1 min
NY-SAR.35/ 5-CTT GGT GCG ATC AGC CTT AT-3’ 95C 1 min, xq273 | (Lee et al
CT37 55T 1 min, 1375 28 2003)
5“TTG ATG CAT GAA AAC AGA ACT C-3* 72 1 min q
PASD.1/ 5*TAC AGG AGC GGA AGA AGT GG-3 95C 1 min, (Liggins et
CT63 55€C 1 min, | 214 Xq28 al. 2004
5-ACA GGA ACA ATG GGT TGG G-3° 72 1 min : )
PEK/ 5-AGA CCC TAA AGA TCG CCT TCT G-3 95C 1 min, (Park et al.
T84 60T 1min, |320 |8p212 | ,oces
5.GTG TTT TAA GTC AGC ATG AGC AG-3' 72 1 min
PRAME] 5-CTG TAC TCA TTT CCA GAG CCA GA-3’ 95C 1 min, (Ikeda et al.
o130 63C2min, |55 | 22011.22 | g0
5“TAT TGA GAG GGT TTC CAA GGG GTT-3" 72 3 min
5-GCG AAT TCA TGG CTC AGA CAG ATA AGC- .
) 95T 1 min, .
ROPN-1/ 3 66 1 min. | 652 30211 (Li et al
cT91 5-ATG GAT CCG TTA CTC CAG CCA AAC CCT- in, qzL. 2007)
3 72C 1 min
5-GTA CAG CAG AAA GCA AGC AAC TGA ATG- .
) 95€C 1 min, .
SCP-1/ 3 55C 1min |564 | 1p13-p12 | (Tureci et
CT8 5-GAA GGA ACT GCT TTA GAA TCC AAT TTC in, PL3-PL2 | 41 1908)
c.3 72T 1 min
SLLP1 5“AAG CTC TAC GGT CGT TGT GAA CTG-3 95C 1 min, Wang et
CT54 66C 1 min, | 387 17911.2 al. 2004)
5-CTA GAA GTC ACA GCC ATC CAC CCA-3" 72 1 min :
P17/ 5*-GGC AGT TCT TAC CAA GAA GAT-3’ 95C 1 min, Lim et al
il 55C1min, |500 | 119242 |00
5-GGA GGT AAA ACC AGT GTC CTC-3* 72 1 min
SPAN.XB/ 5'-GCG GAT CCA TGG GCC AAC AAT CC-3 ggg 11 min, Wang et
CT11 min, 1328 1 Xq27.1 | 4 2003)
5"GCA AGC TTT TGC TAC TTT TTA GG-3* 72 1 min :
<PO1L 5°AAG ATA CAT CGA GGA AGA TGG-3 95C 1 min, 20013.2- | (Koslowsk
CT35 60 1 min, 1676 13.3 et al. 2002)
5-CTC TGG CAA TCA GAG TTC TTC-3" 72 1 min qto. :
ssx1/ 5“-CTA AAG CAT CAG AGA AGA GAA GC-3' 95C 1 min, xp11.23- | (Gure et al.
CT5.1 60°C 1 min, 421 1122 |1997)
: 5AGA TCT CTT ATT AAT CTT CTC AGA AA-3*  |72C 1 min pLL.
Ssx2/ 5GTG CTC AAA TAC CAG AGA AGA TC-3 95C 1 min, (Tureci et
o7 24 60T 1min, |434 | Xp1122 | cce
: 5-TTT TGG GTC CAG ATC TCT CGT G-3' 72 1 min :
ssxa/ 5-AAATCG TCT ATG TGT ATATGAAGC T-3 | 95T 1 min, (Gure et al.
CT54 60C 1 min, | 415 Xpl11.23 1997)
: 5-GGG TCG CTG ATC TCT TCA TAA AC-3" 72 1 min
5*TGA TGA CAT CAA GAA GGT GG-3’ 95T 1 min,
GAPDH 60T 1 min, | 246 Keine Angabe
5-TTT CTT ACT CCT TGG AGG CC-3' 72 1 min
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Tabelle 3: PCR-Programm zur Sequenzierung

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95¢C 10 min 1

Denaturierung 95<C 10 sec 35

Annealing 55° 10 sec 35

Elongation 60C 4 min 35

Die Temperatur des Deckels betragt 105C. Nach den 35 Zyklen werden die Proben bis zur Tiefkiihlung im
Hold Modus bei 4T konserviert.

Tabelle 4: Materialien und Gerate

Kultivierung und Behandlung der CML-Zelllinien

6-Well Cell Culture Plate Greiner Bio-One Frickenhausen, Germany
FCS Invitrogen Karlsruhe, Germany
Human SCF (100 ng/ml) R&D Systems Minneapolis, MN, USA
Human IL-3 (20 ng/ml) R&D Systems Minneapolis, MN, USA
G-CSF (20 ng/ml) Amgen Minchen, Germany
A3656 (Aza) Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
T8552 (TSA) Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
RLT-Puffer Qiagen Hilden, Germany
RPMI-1640 Invitrogen Karlsruhe, Germany
DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
RNA-Isolation und RNA-Spektrometrie

RNeasy Mini Kit Qiagen Hilden, Germany
QiaShredder Qiagen Hilden, Germany

70 %iges Ethanol J. T. Baker Deventer, Netherlands
DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Microcentifuge Tubes Eppendorf Hamburg, Germany
Eppendorf Bio Photometer Eppendorf Hamburg, Germany
UVette Eppendorf Hamburg, Germany
cDNA-Gewinnung

10x Puffer Promega Mannheim, Germany
MgCI2 (25 mM) Promega Mannheim, Germany
Random-Primer (3 pg/ul) Invitrogen Karlsruhe, Germany
dNTP-Mix (10 mM) Invitrogen Karlsruhe, Germany
RNAsin (40 U/ul) Promega Mannheim, Germany
AMV-Reverse-Transkriptase (10 U/ul) Promega Mannheim, Germany
DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Master cycler gradient Eppendorf Hamburg, Germany
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RT-PCR

MgCl, (25 mM) Perkin-Elmer Waltham, MA, USA
10x Puffer Perkin-Elmer Waltham, MA, USA
dNTP-Mix (10 mM) Invitrogen Karlsruhe, Germany
Custom primer MW G-Biotech Ebersberg, Germany
Custom primer Qiagen Hilden, Germany
AmpliTaqGold (5 U/ul) Perkin-Elmer Waltham, MA, USA
DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
0,2 ml-Réhrchen-Kette Sarstedt Numbrecht, Germany
Human Testes Total RNA Ambion Austin, TX, USA
Master cycler gradient Eppendorf Hamburg, Germany
Gelelektrophorese fur RT-PCR

Trisbase Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Aqua bidest Th. Geyer Berlin, Germany
Hydrochloric acid Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
EDTA (pH 8) Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
DNA Subcell, 1000/500 Biorad Minchen, Germany
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Invitrogen Karlsruhe, Germany
The Imager Appligene Cedex, France
Gelextraktion und Sequenzierung

Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen Hilden, Germany
Isopropanol Fluka Buchs, Switzerland

Vortex Genie 2

Bender & Hobein AG

Zurich, Switzerland

Wasserbad GFL Burgwedel, Germany
Eppendorf Centrifuge Eppendorf Hamburg, Germany
0,5 ml Eppendorf Tube Eppendorf Hamburg, Germany
BigDyeKit V.1.1 Applied Biosystems Foster City, CA, USA
Primer MWG Biotech Ebersberg, Germany
DEPC-behandeltes Wasser Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Master cycler gradient Eppendorf Hamburg, Germany
Natriumacetat Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
100 %iges Ethanol J. T. Baker Deventer, Netherlands
70 %iges Ethanol J. T. Baker Deventer, Netherlands

Biofuge 13R

Heraeus Sepatech

Hanau, Germany

Speedvac, Hetovac, Intermed CT60 e

Heto

Holten, Germany

ABI Prism 3100 Genetic Analyzer

Applied Biosystems

Foster City, CA, USA
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Western Blot

RIPA Lysispuffer BioVision Mountain View, Ca, USA
Protease Inhibitor Cocktail Roche Basel, Switzerland
LDS Sample Buffer Invitrogen Karlsruhe, Germany
Sample Reducing Agent Invitrogen Karlsruhe, Germany
See Blue Plus 2 Prestrained Standard Invitrogen Karlsruhe, Germany
Amersham Hyperprocessor GE Healthcare Buckinghamshire, UK
Consort EV202 power supply Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Xcell 1l Blot Kammer Invitrogen Karlsruhe, Germany
Xcell SureLock Electrophoresis Cell Invitrogen Karlsruhe, Germany
NuPage Bis-Tris SDS-PAGE Gel Invitrogen Karlsruhe, Germany
NuPage transfer buffer Invitrogen Karlsruhe, Germany
NuPage running buffer Invitrogen Karlsruhe, Germany
Methanol J.T. Baker Deventer, Netherlands
Natriumchlorid J.T. Baker Deventer, Netherlands
Trisbase Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Tween 20 Sigma-Aldrich Steinheim, Germany

Amersham Hyperfilm MP

GE Healthcare

Buckinghamshire, UK

Amersham ECL Detection reagents

GE Healthcare

Buckinghamshire, UK

Protran Nitrocellulose Membran Whatman Dassel, Germany
Gel blotting paper Whatman Dassel, Germany
Vibrax VXR IKA Werke Staufen, Germany
Top-Block Fluka Buchs, Switzerland
Anti-ACTB-Antikorper :f(‘)’:teihnology Cruz| santa Cruz, CA, USA

HRP-labeled anti-mouse 1gG

R&D Systems

Minneapolis, MN, USA

Immunfluoreszenz

DAPI Roche Basel, Switzerland

BSA Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Triton X-100, 0,1%ig in PBS Sigma-Aldrich Steinheim, Germany
Cytospin 2 Centrifuge Shandon Frankfurt a.M., Germany
PRAME-Antikdrper (5 pg/ml) Abcam Cambridge, MA ,USA
Anti-mouse-FITC BD Franklin Lakes, NJ, USA
Laborutensilien

Pipetten Eppendorf Hamburg, Germany
Pipettenspitzen Sarstedt Nimbrecht, Germany

Gummihandschuhe

Paul Hartmann AG

Heidenheim, Germany

Tubes

Sarstedt

Numbrecht, Germany
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Tabelle 5: Reaktionsansatze

Kultivierungsschema der CML-Zelllinien

24h 48h 72h
Blasten Unbehandelt 3 ml Medium 3 ml Medium 3 ml Medium
Blasten + 24h TSA 3 ml Medium 3 ml Medium 3 ml Medium + 5 uM TSA
Blasten + 72h Aza 3 ml Medium + 1uM Aza i\z;ﬂ Medium + 1uM 3 ml Medium + 1uM Aza
gélla;]s'%_egA+ 72h Aza + 3 ml Medium + 1uM Aza izgwl Medium + 1uM g;nl\lll I\_l/_lgﬂum + 1,4 pl Aza +
Reaktionsansatz (20 pl) zur cDNA-Gewinnung
10xPuffer 2 ul
MgCI? 5mM
Random-Primer 3 ug
dNTP-Mix 1 mM
RNAsin 20U
AMV-Reverse-Transkriptase 15U
DEPC-behandeltes Wasser ad 20pl
Reaktionsansatz (25 pl) fur RT-PCR
MgCI2 2 mM
10x PCR Gold Buffer 2,5 ul
dNTP-Mix 0,8 mM
Primer 0,16 mM
AmpliTaqGold 0,625 U
DEPC-behandeltes Wasser ad 25 pl
Herstellung Agarosegel
Agarosepulver 159
TAE Puffer 100 ml
Ethidiumbromid 0,1 mg

Zur Herstellung des Agarosegels werden 1,5 g Agarosepulver mit 100 ml TAE Puffer in ein Glasgefai
gegeben, gut vermischt und in einer Mikrowelle solange aufgekocht, bis die Flussigkeit klar und klimpchenfrei
ist. Danach werden 10 pl Ethidiumbromid hinzugegeben. Die Flissigkeit wird gut gemischt und erneut kurz
aufgekocht. Danach wird das flussige Agarosegel in einen vorher préaparierten Schlitten einer
Gelelktrophoresekammer gegeben und mit einem Kamm zur Formung der Probekammern bestiickt. Das Gel
wird eine h lang aushérten gelassen, bevor es dann bestiickt werden kann.

DNA-Sequenzierungsansatz (10 ul Reaktionsansatz + 1 0 yl DNA-Extrakt)

DNA-Extrakt 10 ul

Big Dye 2 ul
2,5-fach-Puffer 6 pl
Forward Primer 150 pmol
DEPC-behandeltes Wasser 0,5 pl
Herstellung des 50x TAE-Puffer (500 ml)

Trisbase 121 g
Essigsaure 28,55 ml
EDTA 50 mM
Aqua dest

Zur Herstellung von 500 ml des 50x TAE Puffers werden 121g Trisbase mit 200 ml Aqua dest aufgefillt.
Danach werden 28,55 ml Essigsaure und 50 ml EDTA hinzugegeben. AnschlieRend wird dieser Ansatz mit
Auqua dest bis auf 500 ml Gesamtvolumen aufgefiillt.
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Herstellung des TAE-Puffer (1000 ml)

50x TAE-Puffer 20 ml
Aqua dest 980 mi
Herstellung des PCR-Markeransatzes (300 pl)

Ladepuffer 90 ul
100 bp Ladder 10 ul
TAE-Puffer 200ul

Tabelle 6: Fur den Western Blot verwendete Antikdrper

Antikérper Klonalitat Klon/ Katalog # Anti gen Firma
Anti-MAGE-A1/ Ludwig Institute for Cancer
MA454 monoklonal | E22-11B2-E9 MAGE-AL | Research, New York, NY, USA

. Ludwig Institute for Cancer
Anti-MAGE-A3 / monoklonal M3H67 MAGE-A3 Research, New York, NY, USA
Anti-MAGE-C1/ Ludwig Institute for Cancer
CT-7 monoklonal | CT7-33 MAGE-CL | Research, New York, NY, USA
Anti-MAGE-C2/ Ludwig Institute for Cancer
CT-10 monokional | KLON 5 MAGE-C2 | Research, New York, NY, USA

. Santa Cruz Biotechnology,
Anti-NY-ESO-1 monoklonal Sc-53869 NY-ESO-1 Santa Cruz, CA, USA
Anti-PRAME polyklonal ab89097 PRAME Abcam, Cambridge, MA, USA
Anti-ROPN-1/ Ludwig Institute for Cancer
KHE 1 monoklonal | KLON 1 ROPN-1 Research, New York, NY, USA
Anti-SCP-1 polyklonal | KLON NB 300-229 A2 | SCP-1 ('ifoo"ujs AB'O'Og'Ca'S' Littleton,
Anti-CRT-2 monoklonal ab57346 CRT-2 Abcam, Cambridge, MA, USA

. . . Santa Cruz Biotechnology,
Anti-Beta Actin monoklonal | 4E8H3 Beta Actin Santa Cruz, CA, USA
HRP-labeled anti- polyklonal HAEQO7 Mouse IgG R&D Systems, Minneapolis,

mouse antibody

MN, USA
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