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I EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Die meisten systemischen Therapien bei fortgeschrittenen Krebserkrankungen gehen zur Zeit
nicht iiber palliative MaBnahmen hinaus. Eine gezielte und sichere Vernichtung aller
Krebszellen in einem Patienten scheinen mit den herkdmmlichen Therapie-Ansdtzen nur
schwer moglich zu sein. Dies ist aber eine fiir die erfolgreiche Bekdmpfung der

Krebserkrankung zwingende Vorraussetzung.

Das Potenzial des korpereigenen Immunsystems wird deutlich in der spontanen Regression
von Tumoren, was bei Melanomen und bei Nierenzell-Karzinomen [1] schon vor langer Zeit
beobachtet werden konnte. Neuere Therapie-Ansdtze machen sich das korpereigene
Immunsystem zunutze um Mikro-Metastasen aufzuspiiren und zu vernichten, indem das
Immunsystem zur effektiven Bekdmpfung maligner Erkrankungen gezielt aktiviert wird.
Immunmodulatorische Reagenzien (z.B. Interferone oder Zytokine), die das Immunsystem
unspezifisch stimulieren, zeigen keine befriedigenden Erfolge. Dagegen zeigen
Immunisierungsstrategien mit spezifischen Erkennungsstrukturen in experimentellen
Therapieansédtzen die ersten Erfolge, z.B. beim Melanom durch die Présentierung von
tumorspezifischen Antigenen in einem definierten HLA-Kontext [2]. Spezifische

Immuntherapien basieren darauf, dass Krebszellen Antigene exprimieren.

Damit Antigene als immunogen vom Immunsystem erkannt werden, miissen spezifische
Tumorproteine von einer Antigenprédsentierenden Zelle (APC) aufgenommen werden (sieche
Abbildung 1-1). Die Tumor-Proteine werden MHC I und MHC II prisentiert und so von
CD8+ und von CD4+ T-Zellen erkannt. Die CD8+ Zelle differenziert sich zu einer
zytotoxischen T-Zelle (CTL), die Tumorzellen iiber MHC 1 préisentiertem Antigen erkennt
und damit lysieren kann. Die CD+ 4 Zelle induziert naive B-Zellen zur antigenspezifischen

Differenzierung, sodass reife Plasma-B-Zellen spezifische Antikorper sezernieren.

Immuntherapien versuchen eine CTL Antwort zu stimulieren oder zu induzieren, indem eine
Antigen-prasentierende Zelle (APC) mit einem tumorspezifischen Antigen als Stimulanz
injiziert wird. Alternative immuntherapeutische Ansédtze benutzen Antikorper, die
membranstindige Proteine erkennen. Soweit diese Antigene spezifisch sind, kdnnen so
Tumorzellen entweder iiber die Aktivierung des Komplementsystems oder {iber eine

antikOrpervermittelte Zytotoxizitéit abgetotet werden.
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Abbildung 1-1: Schema einer Immunabwehr gegen einen Antigen-
tragenden Tumor

APC CD8+ T Zelle Differenzierte CTLs

Costimulatorische
Signale

Tumor Zelle

—» Direkte
Lyse

Cy%{eiitzung
-
0 p
(5] —p
Cytokin Freisetzung
A

CD4+ T Helfer Zelle Antikorper sezernierende B-Zelle

l

Antikérper mediierte Lyse

Die Schemazeichnung stellt eine mogliche Immunabwehr gegen eine Tumorzelle dar. Ein
spezifisches Antigen wird in der Tumorzelle degradiert und MHC | prasentiert. Eine
Antigenprasentierende Zelle (APC) kann eine Tumorzelle phagozytieren und die
spezifischen Antigene tiber MHC | und MHC I prasentieren. Uber MHC | werden naive CD8+
T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung zu Zytotoxischen T-Zellen (CTL) initiiert. MHC
Il prasentiertes Antigen wird von CD4+ T-Helfer Zellen erkannt. B-Zellen werden Uber
Cytokine zur Antikorper Freisetzung angeregt. Die Tumorzelle kann Uber zwei Mechanismen
lysiert werden. Entweder lysiert die CTL direkt tber ein MHC | prasentiertes Antigen die
Tumorzelle, oder ein spezifisches membranstéandiges Protein der Tumorzelle wird Uber einen

Antikérper mediierten Mechanismus lysiert.

Vakzinierungen in der Tumortherapie dienen dazu, die Immunabwehr des Patienten auf
spezifische Zielstrukturen, d.h. spezifische Antigene des eigenen Tumors zu lenken. Bei einer
Reihe von verschiedenen Neoplasien, wie dem Mammakarzinom [3], dem Zervixkarzinom
oder dem Melanom [4], wird eine Immunisierungstherapie angestrebt, da dort spezifische
Antigene bereits bekannt sind. Auch beim kutanen T-Zell Lymphom (CTCL) werden solche
Strategien diskutiert [5]. Um Tumorantigene fiir Therapien einsetzen zu konnen, diirfen die
Antigene nicht in gesundem Gewebe exprimiert werden oder zumindest dort nicht vom

Immunsystem erkannt werden. Eine erfolgreiche Immuntherapie setzt spezifische Antigene
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voraus, die in dieser Arbeit vor allem fiir das CTCL identifiziert, charakterisiert und damit

evaluiert werden sollen.

1.1 Vakzinationstherapien

1.1.1 Antikdrpertherapien

Tumorzellen, die durch monoklonale Antikérper spezifisch erkannt werden, kdnnen {iber

folgende Effektorfunktionen lysiert werden:
o lokale Inititerung der Komplementkaskade
e Rekrutierung von Effektorzellen oder

e Antikorper gekoppelte Toxine bzw. spezifische Sekundér-Antikorper mit gekoppelten
Toxinen [6, 7]

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

zugelassen [8].

Mit Herceptin gegen Mamma-Karzinome konnte in Kombination zu herkdmmlichen
Chemotherapien eine signifikante Steigerung des progressionsfreien Intervalls erreicht
werden [9]. Auch mit Rituximab konnten vielversprechende Ergebnisse in ersten klinischen

Untersuchungen beobachtet werden [10].

1.1.2 Immunisierungstherapien

Im Gegensatz zu den Antikorpertherapien bezweckt eine Impfstrategie generell die aktive
Beteiligung und Unterstiitzung des Immunsystems, um eine gezielte Immunantwort gegen

Tumorzellen zu entwickeln. Es gibt verschiedene Ansétze dieser Vakzinationstherapien.

e Peptid-Vakzinierungen zeigen, dass eine immunologische Antwort induzierbar ist,
jedoch konnten keine klinischen Regressionen beobachtet werden (Beispiel: Melanom

mit Melan-A/Martl Vakzine [11]).
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e Antigenpriasentierende Zellen (APC) werden mit spezifischen Antigenen oder
Tumorlysaten von auBlen beladen (Melanom: [2], Prostata-Karzinom: [12]), um CDS8
Zellen zu induzieren und dadurch eine starke Immunstimulanz zu erwirken. Da die
Beladung von Peptiden HLA-abhdngig erfolgen muss, konnen nur spezifische und
vorher definierte Z-Zell Epitope werden. Andere Ansdtze versuchen die APC mittels
Viren oder Bakterien zu infizieren, um so das spezifische Eptitop des Antigens durch
die APC selbst MHC I oder MHC II exprimieren zu lassen [13-16]. Fiir beide Ansétze
miissen spezifische Antigene fiir einen Tumor bekannt sein, da kein autologes

Tumormaterial verwendet werden kann.

e Durch eine Fusion von autologen Tumorzellen und APCs [17] sollen autologe
Antigene an der Oberfliche der APC présentiert werden, sodass die vorherige
molekulare Identifikation von Tumorantigenen entfillt. Erste Studien sind beim

Melanom durchgefiihrt worden [18].

e Auch der Transfer von autologen Gedachtniszellen [19] wird diskutiert.
1.2 Antigene

Tumorantigene sind i.d.R. physiologisch vorkommende, auch auf normalen Zellen
expremierte Antigene [20], die sich {iber verschiedene Wege zu Tumorantigenen, gegen die
eine Immunantwort stattfindet, entwickeln. Eine Verdnderung der molekularen Struktur durch
Mutationen, chromosomale Translokationen, verdndertes Splicing, Translation alternativer
Leserahmen oder auch durch posttranslationale Modifikationen kénnen immunogene Proteine
generieren (siehe [21]). Auch Verdnderungen der regulatorischen Elemente konnen das
Expressionsverhalten, wie eine selektive oder differentielle Expression, Genamplifikation,

oder eine Expression in einem anderen Zellkompartiment bewirken.

Demgegebiiber existieren Neo-Antigene, die nicht in “normalen” Zellen exprimiert sind.
Diese Neo-Antigene sind nicht-korpereigene “Fremd”-Antigene nach einer bakteriellen oder
viralen Infektion, die ebenfalls als antigene Strukturen bei malignen Erkrankungen
beschrieben wurden [22]. Gegen diese findet i.d.R. immer eine starke Immunantwort statt, die

nicht induziert werden muss.

Eine Immuntherapie versucht das Immunsystem zur effektiven Bekdmpfung maligner

Erkrankungen gezielt zu aktivieren. Im Gegensatz zu pathogenen Antigenen induzieren
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korpereigene Antigene i.d.R. nur eine schwache Immunabwehr, da Tumorantigene Selbst-
Antigene sind, gegen die eine immunologische Toleranz durch klonale Deletion oder Anergie
induziert wurde. Oftmals besteht bereits eine ineffiziente Immunantwort des Kdrpers gegen
den Tumor, die durch spezifische CTLs oder reaktive Antikorper nachgewiesen werden kann
[23, 24]. Gegen solche Antigene muss die immunologische Toleranzschwelle durchbrochen

werden, um eine suffiziente Immunantwort auszubilden.
1.2.1 Antigenklassen

Antigene lassen sich aufgrund ihrer Eigenschaften, ihrer Expression und molekularen

Alterationen in fiinf verschiedene Untergruppen einteilen (sieche Tabelle 1-1).
Antigene durch molekulare Alterationen

Mutation oder andere strukturelle Verdnderungen (posttranslationale Modifikationen, Defekte
in der Antigen-Prozessierung) kénnen zur immunogenen Erkennung und zur Immunantwort

fiihren. Dies wurde in vielen Arbeiten fiir das Tumorsuppressorgen p53 beschrieben [25-28].

Durch Mutationen in der Gensequenz kann es zu Verdnderungen im Protein kommen,
wodurch neue Epitope entstehen konnen, fiir die keine Immuntoleranz besteht [29, 30]. Da
diese Mutationen meistens aber einzigartig oder zumindest sehr selten sind, eignen sie sich

nicht fiir eine Immuntherapie verschiedener Patienten. Beispielsweise konnten durch CTLs
e cine CDK4 Mutation [31],
e cine Punktmutation in einem unbekannten Gen [32] und
e cine B-Catenin Mutation [33]

bei je einem Melanom-Patienten nachgewiesen werden. Weitere Antigene, die durch
Punktmutationen entstanden sind: MUM-1, MUM-2 und MUM-3 (Melanoma ubiquitously
mutated) [34].

Bei Nierenzell-Karzinomen konnten CTL gegen ein mutiertes HLA-A2 generiert werden
[35], bei HNSCC (=Head and Neck squamous cell carcinoma) Patienten fungiert ein
mutiertes CASPASE-8 Protein als Antigen [36] und bei Harnblasen Karzinomen wurden

gegen ein unbekanntes, mutiertes KIAA0205 CTLs nachgewiesen [37].
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Tabelle 1-1: schematische Ubersicht von Antigenklassen

Beispiele Referenzen

Gen-Produkte verindert durch
Punkt-Mutation p53 [28]
pl6INK4a [31]
Translokation BCR / ABL [38]
ALK Kinase [39]
Splice Varianten cTAGE [40]
NY-Col-38 [28]
p53 [41]
Posttranslationale Modifikation [42]
Verédnderte Antigen-Prozessierung [43]
amplifizierte Antigene Her-2/neu [44]
MYCL [45]
Carbonic Anhydrase XII [46]
Virale Antigene Hom-RCC-1.14 / HERV- [47]

K10

Differenzierungs-Antigene Tyrosinase [48]
TRP1 und TRP2 [49]
Cancer Testis Antigene MAGE-A [23]
SSX-2 [50]
NY-ESO-1 [51]
Autoantigene NY-ESO-2 / Ul-snRNP [51]
mit tumorspezifischer Immunogenitit Hom-Mel-2.4 / CEBP [52]

Die Tabelle zeigt eine Klassifikation von Tumorantigenen. Antigene kdnnen einerseits durch
genetische Alterationen oder Defekte des Gen-Produktes (obere Halfte der Tabelle),
andererseits durch ihre Immunerkennung (untere Halfte der Tabelle) beschrieben werden
[53].

Antigene konnen auch durch Translokation neu entstandene Fusionsproteine sein. Das
sogenannte Philadelphia Chromosom (Ph) entsteht durch eine Translokation t(9;22) und ist
charakteristisch fiir die chronisch myeloische Leukédmie (CML). Auf Grund der Translokation
entsteht ein neues Fusionsprotein, das BCR / ABL Fusionsprotein. Die BCR / ABL mRNA
konnte in 80% der Ph positiven CML Patienten gefunden werden [38]. Dieses Onkogen ist
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stark immunogen. HLA-spezifische Epitope aus BCR/ABL konnten identifiziert und CTLs
generiert werden [38, 54]. Daneben konnte die BCR / ABL Immunogenitit durch reaktive
Antikorper in Seren von Ph+ - und Ph- CML Patienten und allerdings auch in
Kontrollpersonen bestétigt werden [55]. Ebenfalls durch eine Translokation t(2,5)(p23,q35)
entsteht eine verdanderte anaplastische Lymphom Kinase (ALK), die im Zellkern akkumuliert.
Immunhistochemische Untersuchungen konnten die ALK bei 53% (n=72) der CD30+
anaplastisch-grofizelligen Lymphome (=ALCL) nachweisen, bei anderen Tumoren des CTCL
(n=77) dagegen nicht [39]

NY-LU-12 ist ein SEREX definiertes Antigen, das durch alternatives Splicing des
Tumorsuppressorgens gl6 entsteht. Durch das alternative Splicing entsteht ein Frameshift,
wodurch NY-LU-12 ein ldngeres Protein kodiert, gegen das Tumorpatienten reaktive
Antikorper besitzen [56]. Gegen das Tumorantigen NY-Col-38 / PDZ73 reagieren Nierenzell-
und Kolon-Karzinom Patienten. Zu diesem Tumorantigen sind 4 weiter Isoformen bekannt,
die durch alternatives Splicing entstehen [57]. Reaktive AntikOrper gegen das Splicing
Produkt des Restins sind in Kontrollseren und Krebspatienten-Seren zu finden [24, 58]. Das
Oberflachenantigen CD-44 wird alternativ zu verschiedenen mRNAs gespliced, die als

prognostischer und metastatischer Faktor diskutiert werden [59-61].
Virale Antigene

Virus assoziierte Antigene sind im Zusammenhang der Tumorentstechung bislang wenig
bekannt. Diese wiren perfekte Zielstrukturen fiir eine praventive Vakzine. Bekannt ist bislang
beispielsweise das HERV-K10 Antigen im Rahmen von Nierenzell-Karzinomen [52]. Gegen
die EBV Membranprotein LMP2A und LMP2B konnten reaktive Antikdrper in
Krebspatienten gefunden werden [62].

Uberexprimierte, ubiquitiire Antigene

Genamplifikation, verstirkte Induktionen oder eine gréBere Stabilitit des Proteins konnen zu
einer Uberschreitung der Toleranzschwelle fiihren und somit eine Immunantwort ausldsen.
Uberexprimierte Tumorantigene sind zum Beispiel die Aldolase A [56] bei Lungen-
Karzinomen, elF-4y [63] bei kleinzelligen Lungen-Karzinomen und die Carbon-Anhydrase
XII [46] bei Nierenzell-Karzinomen. Bekanntester Vertreter dieser ubiquitdr expremierten
Antigene ist das Her-2/neu Gen [64, 65], welches als membranstindiges Antigen sich sehr gut

fiir eine Therapie mit monoklonalen Antikdrpern eignet, was bereits in klinischer Erprobung
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ist (Herceptin) [66] . Die Immungenitit von Her-2/neu konnte durch CTLs und Antikdrper
bestitigt werden [67]. Es konnten Her-2/neu spezifische CTLs bei Mammakarzinom-
Patienten [68] und Antikorper in 14/71 Krebspatienten gegen Her-2/neu gefunden werden.
MYCL konnte mit einer 10-20 fachen Expression in SCCL (=Small cell carcinoma of the
lung, kleinzelliges Lungen-Karzinom) beobachtet werden [45]. Anti-MYCL Antikorper
konnten in Lungenkrebs Patienten mit der Uberexpression des Proteins korreliert werden

[69].
Differenzierungsantigene

Differenzierungsantigene kennzeichnen Gene, die im Rahmen der Differenzierung von
gesunden Zellen exprimiert werden. Melanome entstehen durch Entartung und Proliferation
von Melanozyten in der Haut. Es konnten gegen Proteine, die in der Melanin-Synthese eine
katalytische Rolle spielen, zytotoxische T-Zellen (CTL) generiert werden, die Melanomzellen
in vitro und in vivo lysieren konnten. Beim Melanom sind als autoimmunogene
Differenzierungsantigene beispielsweise die Tyrosinase [48, 70], Melan-A/Mart-1 [71, 72],
gp100 [73], das Tyrosinase related protein 1 und 2 (TRP 1 oder gp75, TRP 2) [49, 74] oder
alternative Splicing Produkte von pMell7 oder gp100 [75, 76] beschrieben. Die Tyrosinase
katalysiert den Schritt des Tyrosins zum DOPA (Dihydroxyphenylalanin), einem Vorldufer
des Melanins. CTL gegen Differenzierungsantigene bedeuten einen Bruch der Toleranz gegen
Selbst-Antigene, was in einem autoimmunen Phdnomen, der Vitiligo, sichtbar werden [77-

791.

Differenzierungsantigene konnten auch im Rahmen von Leberzellkarzinomen und Hodgkin-
Lymphomen (SOX [80], rab38 aus der rab-Familie [81] und andere), sowie beim Kolon-
Karzinom Galektin 4 [28] und beim Nieren-Zell Karzinom RAGE [82] gefunden werden.
Auch onkofetale Antigene werden bereits in der Therapie eingesetzt [83]. Ferner konnen CD
Antigene als Differenzierungsantigene gelten. Das CD20 wird beispielsweise bei der Therapie
des B-Zell Lymphoms als Erkennungsstruktur benutzt [7]. Auch der T-Zell Rezeptor (TCR)

einer klonalen malignen T-Zelle des CTCLs ist differenzierungs-abhéngig exprimiert.
Cancer Testis Antigene

Ebenfalls differentiell verteilt sind die sogenannten Cancer Testis Antigene (CT-Antigene,
oder auch als Cancer germline genes bezeichnet) [84, 85], die ihre Bezeichnung auf Grund

thres Expressionsmusters besitzen. CT-Antigene sind aufler in Tumoren unterschiedlicher
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Herkunft nur in den Spermatogonien der Testis zu finden. Immunhistochemische
Untersuchungen konnten MAGE-A [86], NY-ESO-1 [87, 88] und CT-7 [89] in jungen

Spermatogonien der Testis finden.

Der Grund fiir dieses charakteristische Expressionprofil wird in den Regulationsmechanismen
vermutet. Eine maligne Transformation ist hdufig assoziiert mit einer genomweiten
Demethylierung der CpG Inseln, die eine Aktivierung von normalen ,ruhigen Genen
bewirkt. Bei zumindest einigen Mitgliedern der CT-Antigene steht die Aktivierung in
Tumorzellen direkt im Zusammenhang mit der CpG-Demethylierung in Tumoren [90].
Genauso ist eine genomweite Demethylierung in Testis zu erkennen [91, 92]. Eine MAGE-
Al, -A2 und -A3 Expression ist hdufiger in Metastasen als im primédren Tumor zu finden [93].
Als Grund diskutiert man drei regulatorische Promoter-Elemente: Sp-1 Faktor und zwei

Transkriptionsproteine (Ets-Faktoren) [94].

Die meisten CT-Antigene sind auf dem X-Chromosom lokalisiert (Ausnahmen: SCP-1 [95]
und OY-TES-1 [96] und cTAGE-1 [97, 98]). CT-Antigene sind in ihrer Expression nicht auf
einen bestimmten Tumor beschrinkt, sondern zeigen ein breites Expressionsmuster.
Beispielsweise sind die MAGE-A Gene in vielen verschiedenen Neoplasien zu finden [99,
100]. Das CT-Antigen NY-ESO-1 wurde mittels der SEREX Methode an einer Osophagus-
Karzinom Bank gefunden, konnte aber in der Expression vor allem in Lungenkarzinomen

bestdtigt werden [51, 101].

CT-Antigene sind vielversprechende Kandidaten fiir eine Immuntherapie, da Testisgewebe
wegen seiner reduzierten bis fehlenden HLA-Expression als immunpriviligiertes Gewebe gilt

[102, 103].

Es handelt sich bei den CT-Antigenen meist um Multigen-Familien. So besteht die MAGE-A
[104] und die GAGE-Familie [105] aus 15 bzw. 9 Familien Mitgliedern. Zu MAGE-A gibt es
viele weitere nah verwandte Genfamilien, wie MAGE-B (17 Mitglieder) [106], MAGE-C (7
Mitglieder) [107, 108], MAGE-D (4 Mitglieder) [109], MAGE-E (3 Mitglieder), MAGE-F
bis L (Review in [110]). Zu den humanen MAGE-Genen konnten mittlerweile eine Reihe von

Maus-Homologen identifiziert werden, was auf eine konservierte Funktion hindeutet [110].

Den meisten CT-Antigenen konnte bislang keine Funktion zugeordnet werden. Neueste
Analysen zeigen, dass die MAGE-A verwandten Proteine anti- und pro- apototische

Wirkungen besitzen [111]. SCP-1 ist ein Protein, dass bei der korrekten Paarung der
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homologen Chromosomen wihrend der Meiose eine Rolle spielt [112, 113]. OY-TES-1 ist
lokalisiert in den Spermien-Akrosomen und hat eine Funktion als Bindungs-Protein zu
Proacrosin zum Packen und Kondensieren der Acrosin-Zymogene in der acrosomalen Matrix
[96]. CT9 (bromodomain testis specific gene product) ist ebenfalls ein Testis spezifischer

transkriptionaler Regulator [114].

CT-Antigene sind eine heterogene Gruppe, denen das Expressionmuster gemein ist, welches
durch die Funktion (SCP-1, CT9 und OY-TES-1) oder einen Testis-spezifischen

Regulationsmechanismus begriindet ist.
Autoantigene

Es sind eine Vielzahl von Autoantigenen bei TransplantatabstoBungen oder bei allergischen
Erkrankungen bekannt (Review: [115]). Desweiteren konnte in vielen SEREX
Untersuchungen Antigene identifiziert werden, die ein ubiquitdres Expressionsmuster
besitzen, jedoch serologisch tumorspezifisch sind [52, 97, 98]. Dies sind Autoantigene mit

einer tumorspezifischen Immunogenitit.
1.2.2 Identifikation von Antigenen

Mittels tumorspezifischen CTLs (CD8+ T-Zellen) sind die ersten tumorassoziierten Antigene
identifiziert worden [116, 117]. Durch Co-Kultivierung von autologen Lymphozyten und
zerkleinerten Tumor-Material ist es moglich, CTLs heranzuziehen. Das kodierende Gen,
dessen Epitope durch CTLs erkannt wird, wird durch Transfektion rekombinanter cDNA
Banken mit anschlie8ender Isolation des immunogenen Klones identifiziert. Auf diese Weise
sind eine Reihe von Antigenen, wie MAGE-Al, GAGE, oder viele der Melanom-

Differenzierungs-Antigene identifiziert worden.

Eine andere Methode, die eine humorale Immunantwort gegen den Tumor in Form von
Antikorpern vorraussetzt, ist die SEREX-Methode ( SEREX = serological identification of
antigens by recombinant expression cloning) [24]. Normalerweise werden im Rahmen der
humoralen Immunantwort Antikorper von B-Zellen in das Blut sezerniert, um eindringende
Mikroorganismen zu neutralisieren. Auch bei Krebserkrankungen konnten spezifische
Antikorper gegen korpereigene-Antigene beschriebenen werden [118-120]. AufBerdem
beweisen viele SEREX-Publikationen die erfolgte humorale Immunantwort gegen

tumorassoziierte Antigene.
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In Abbildung 1-2 ist die SEREX Methodik schematisiert. mRNA wird aus Testis- oder
Tumor-Gewebe isoliert und zur Herstellung einer Phagenbank verwendet. Eine Lambda-ZAP
Phagenbank enthilt sogenannte Phagemide, die einen Phagenanteil und ein vollstandiges
Plasmid (pBluescript) mit cDNA-Insert tragen. Phagen lysieren E. coli Bakterien und
exprimieren das cDNA Insert, welche als Plaque erkennbar sind. Nach Blot der Proteine auf
eine Nitrozellulose-Membran erfolgt die Detektion durch Antikdrper aus einem Serum.
Dieses ist durch eine Priaabsorption gegen E. coli und Phagenelemente gereinigt und final
1:100 verdiinnt. Sichtbar wird die Bindung durch einen zweiten humanen IgG spezifischen
Antikorper, der mit einer alkalischen Phosphatase gebunden ist. Ein positiver Phage kann
dann aus der Agar-Platte isoliert und das Plasmid durch eine In Vivo Exciszion gewonnen

werden.

Abbildung 1-2: SEREX Methode

klassischer SEREX

Testisgewebe ﬁ;@

¥ Serum
mRNA
cap > sf;AAA '
' Praabsorption
gegen Phagen-
cDNA Phagen-Bank und E.Coli-Proteine

Gram :l
Phagen

LambdafPhage Blot der Protei Inkubation mit 1:100
ot der Froteine verdlinntem Serum
Plasmid m

inkl. cDNA =~
L " Farbreaktion durch ein
Transduktion in E.coli anti-human-lgG-Enzym-Konjugat
-- § £
sekundarer SEREX ° Antikérper aus Serum

LambdafPhage .
« Phagen Isolation
Plasmid « In vivo Excision

inkl. cTAGE-1, MAGE-A1, .. « weitere Analysen

Die Abbildung zeigt das Schema der SEREX Methode. Zur Identifikation von neuen
Tumorantigenen wurde Phagen cDNA Banken aus Testis- oder CTCL-Gewebe verwendet.
Fir einen sekundaren SEREX, bzw. zur Uberpriifung der Immunogenitat mit Seren gesunder
Spender und weiterer Krebspatienten kdnnen Phagen mit bekannten cDNAs eingesetzt
werden, so z.B. cTAGE-1, MAGE-A1.
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Alle in Absatz 1.2.1 (Antigenklassen) vorgestellten Antigene konnten mittels der SEREX
Methode identifiziert oder bestdtigt werden [121]. Zudem sind etliche der durch zytotoxische
T-Zellen (CTLs) gefundenen Antigene, wie z.B. einige MAGE-A Proteine ebenfalls durch die
SEREX-Methode gefunden worden. Die Tatsache, dass Antigene, die durch CTLs gefunden
wurden, durch SEREX bestitigt werden, zeigt, dass hidufig eine humorale und eine zellulédre
Immunantwort parallel induziert wird. Dies ist auch fiir das mittels SEREX gefundene
Antigen NY-ESO-1 [122] beschrieben worden. Diese Resultate machen die SEREX Methode

zu einer einfachen Methode zur Identifikation und zur Evaluierung von Tumorantigenen.

1.2.3 Antigene als immunogene Struktur

In der folgenden Abbildung 1-3 ist eine mogliche Immunantwort gegen eine cTAGE-1 als
Antigen kodierende maligne CD4+ T-Zelle beschrieben.

Das besondere an einer malignen CD4+ T-Zelle ist, dass die proliferierende T-Zelle selbst
eine immunrelevante T-Zelle ist (siche Abbildung 1-3). So wird diskutiert, dass das Antigen

gegen das die CD4 T-Zelle gerichtet ist aus der malignen Zelle selber stammt [124, 125].

Fiir eine spezifische Immuntherapie ist die spezifische Erkennung des Tumors iiber Antigene
notwendig. Fiir das CTCL sind bisher nur wenige Tumorantigene (siehe Abschnitt 1.3.4,
Antigene beim kutanen T-Zell Lymphom) identifiziert worden, so dass eine weitere
Identifizierung und Evaluierung notwendig ist. Im Gegensatz dazu ist fiir andere Neoplasien
(wie bei HNO-Tumoren, Melanomen, Mamma-, ovariellen- oder Kolon-Karzinomen) bereits
eine Vielzahl an verschiedenen Tumorantigenen identifiziert worden. Jedoch ist die
Erkennung dieser Antigene durch das Immunsystem bei Krebspatienten nicht ausreichend,
um klinische Remissionen zu beobachten. Dies kann an Immune-Escape Mechanismen liegen
[126] oder daran, dass die Krebszellen bei Tumorprogression diese Antigene verlieren, wie es

fiir das Melanom beschrieben wurde [81, 85, 127].

Es ist notwendig, in einer Immuntherapie viele verschiedene Tumorantigene einzusetzen, um
eine maximale Erkennung aller Tumorzellen bei moglichst allen Patienten zu gewihrleisten

und moglichen Escape-Mechanismen entgegenzuwirken.
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Abbildung 1-3: Immunantwort gegen eine cTAGE-1 kodierende maligne
CD4 T-Zelle

c =
‘ Antikorper gegen cTAGE-1 protein
CD4+ T Zelle
B-Zelle B it cTAGE-1 @
spezifischem TCR,
Antikorper
MHC 1I + ¢cTAGE Epitope
‘ Antikorper (H)
H

‘ Antikorper

CD8+ T Zelle {
mit cTAGE-1 ©

spezifischem TCR

‘ Antikorper (H)

Schemazeichnung einer moglichen Immunantwort gegen eine cTAGE-1 exprimierende
maligne CD4+ T-Zelle (verandert nach [123]).

Nach Synthese des Antigens, z.B. des cTAGE Proteins wird es (A) prozessiert, (B)
freigesetzt oder (C) bei Vorhandensein eines Membranankers in diese eingebaut. Die im
Proteasom prozessierten cTAGE-1 Epitope werden mit MHC | oder MHC Il Proteinen
assoziiert und kreuzprasentiert (D). Wahrend MHC |l prasentiertes cTAGE-1 Epitope Uber
CD4+ T-Zellen (E) und B-Zellen die cTAGE-1 spezifische Antikdrper-Produktion initileren (H),
fuhrt MHC | prasentiertes cTAGE-1 Peptid zur Induktion von zytotoxischen CD8+ T-Zellen,
die in der Lage sind direkt die maligne Zelle zu lysieren (F). Die Ioslichen Antikérper (H)
wurden bei der Identifikation von cTAGE-1 genutzt (SEREX), wobei die Antikérper des
Serums auch das freigesetzte (B) oder membranstandige (C) cTAGE-1 erkennen kénnten.
Plasma B-Zellen kénnen auch Uber l8sliches cTAGE-Protein (G) zur spezifischen Antikorper
Produktion angeregt werden. Unklar ist, ob maligne CD4+ T-Zelle selber als regulatorische

T-Zelle B-Zellen zur Antikdrper-Produktion anregen kénnen (1).
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1.3 Das kutane T-Zell Lymphom und seine antigenen

Strukturen

Die primédren kutanen Lymphome werden durch eine groBe Zahl an verschiedenen
Untergruppen représentiert, die eine Vielzahl an Unterschieden in klinischen Verldufen,
Histologie, Immunphéinotyp und der Prognose zeigen. Kutane T-Zell-Lymphome (CTCL)
sind meist Proliferationen von CD4 positiven Lymphozyten mit einer Primdrmanifestation in
der Haut und sind mit 65% [128, 129], neben den kutanen B-Zell Lymphomen (CBCL) mit
25%, die am héufigsten vertretenen kutanen Lymphome. Die Inzidenz betrdgt jéhrlich 0,3-
1/100.000 in den USA [130, 131]. Klinisch ist das CTCL durch eine Reihe von
Krankheitsbildern gekennzeichnet, wie der Mycosis fungoides, dem Sézary Syndrom oder

dem pleomorphen grof3zelligen CTCL [132-134].

Eine schlechte Prognose korreliert mit dem histologischen Typ der CTCL, so haben das
Sézary Syndrom und das groBzellige, CD30-negative CTCL, welches sich aus einer
fortgeschrittenen = Mycosis  fungoides  entwickeln  kann, eine  schlechte  3-

Jahresiiberlebensprognose von 20% [135, 136].
1.3.1 Therapie

Die derzeitigen Therapieformen, wie die Psoralen-UVA-Behandlung, Interferon- und
Retinoidgaben zeigen in frithen Stadien zufriedenstellende Therapieerfolge. In

fortgeschrittenen Tumor-Stadien ist aber nur eine Palliation moglich [5, 125, 133, 136, 137].

1.3.2 Mdgliche Ursachen der CD4+ Proliferation

Das CTCL ist zumeist eine Proliferation einer malignen CD4+ TH,-Zelle [138, 139].
Verschiedene voneinander unabhingige Faktoren werden als Ursache fiir das CTCL
diskutiert. Chromosomale Abnormalititen, wie die Translokation t(2;5) bewirkte eine
Differenzierung zu (primédren und sekundiren) anaplastischen grofizelligen CTCLs [140].
Abnormalititen der Region zwischen 1p22 und 1p36 konnten mit der malignen
Transformation des CTCLs und der damit verbundenen Progression korreliert [141] werden.
Chronische Antigenstimulation [142], Chemikalien [143], virale oder bakterielle Infektionen

[144, 145] werden als Ursache diskutiert.
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Edelson und Berger diskutieren seit lingerem, dass das Wachstum einer malignen CD4+
CTCL Zelle an der Stimulanz von unreifen DC’s liegt. Als pridsentierte Antigene, die die
CTCL-Zellen zum Wachstum anregen, fungieren Proteine aus der malignen Zelle selbst [124,

125].

Das humane HTLV-1 (humanes T-Zell lymphotropes Virus Typ 1) [145-147], welches
ursdchlich an der Entstehung der adulten T-Zell Leukdmie beteiligt ist, das humane
Herpesvirus-8 (HHV-8) [148, 149], und das EBV [150] sind Faktoren, die teilweise in
malignen CTCL Geweben nachgewiesen werden konnten [151]. IL-7 wird als Induktor des
SS und anderen CTCLs [152] diskutiert. Molekiille wie der Chlamydia pneumoniae-
assoziierte Sézary T-cell activating factor (SAF) [153] und p53 in einigen MF-Proben [154]
sind nachgewiesen [155]. Inwieweit diese Molekiile dtiopathologisch von Bedeutung sind

oder nur Epiphdnomene, ist bislang nicht geklart.

1.3.3 Immuntherapie des CTCL

Das CTCL ist in verschiedenen Arbeiten als klonale Proliferation von CD4+ T-Zellen
nachgewiesen worden [155-157]. Die Prognose der Patienten verbessert sich, je mehr CDS8"

T-Zellen im Tumor (Tumor-infiltrierende T-Zellen) nachweisbar sind [158].

Zwei Arbeitsgruppen konnten inzwischen beweisen, dass auch beim CTCL eine korpereigene
Immunantwort gegen den Tumor stattfindet, indem autologe zytotoxische CD8-Lymphozyten,
HLA-abhingig spezifisch autologe Tumorzellen téten konnten [159]. Diese CTL waren
spezifisch gegen Peptide aus dem konservierten Anteil des T-Zell Rezeptors (TCR) [160].
Bagot und Kollegen isolierten aus einem CTCL-Tumor tumorinfiltrierende T-Lymphozyten,

die zytotoxisch auf frisch isolierte Tumorzellen wirken [161].

So werden mittlerweile auch fiir das CTCL Immuntherapien wie fiir das Melanom angestrebt
[125, 135]. In einer Pilotstudie wurden Infusionen mit Tumorantigenen-beladene
dendritischen Zellen bei Patienten mit follikuldiren Lymphomen durchgefiihrt, die in 3 von 4
Féllen therapeutisch von Nutzen waren [162, 163]. Eine CTL Antwort gegen maligne B-
Lymphozyten konnten Osterroth und Mitarbeiter durch Immunisierung gegen das Fab-
Fragment mit Hilfe von Protein beladenen und transfizierten DCs (dendritische Zellen)

beobachten [164].
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1.3.4 Antigene beim kutanen T-Zell Lymphom

Beim CTCL sind bislang nur wenige immunogene Antigene bekannt [165]. Da das CTCL
eine klonale Proliferation von Lymphozyten ist, stellt der T-Zell Rezeptor (TCR) eine ideale
spezifische Antigen-Struktur dar [166]. So sind einige TCR-abhingige spezifische Antigene
bekannt, die fiir eine individuelle Vakzinierung in Frage kédimen [160]. Kiirzlich konnten CTL
gegen die hypervariable Region CDR3 des TCR generiert werden [167]. Immunogene
Peptidfragmente aus Teilen des TCR miissten allerdings fiir jeden Patienten neu analysiert
werden [168], was in der Routinediagnostik zur Zeit etabliert wird [169]. Mit TCR-
unabhingigen, spezifischen Antigenen wiirde dieses Problem entfallen. In der Tat existieren
CTCL-spezifische Antigene, die nicht zum T-Zell Rezeptor selbst gehdren. Linnemann und
Mitarbeiter identifizierten an einer synthetischen Petidbank mit einer CTCL spezifischen
CTL-Linie HLA restringierte Epitope [170, 171]. So konnte diese Arbeitsgruppe erstmals
eine zelluldre Immunantwort gegen ein definiertes Epitop nachweisen, welches 80% der HLA
passenden Patienten besitzen. Die identifizierten Epitope werden ,,Mimotope* genannt, da sie

synthetische und keinem Gen zuzuordnen sind.

Bislang konnten von Bagot und Mitarbeitern zwei weitere TCR unabhingige Proteine
identifiziert werden. Das p140-KIR Protein, einem ,killer immunoglobulin-like receptor
(KIR) [172], ist ein Oberflichenmarker auf malignen CD4+ Lymphozyten, NK-Zellen und
einigen CD8+ Zellen. Das Transmembranprotein SC5 [173] wird vor allem bei T-Zell

Aktivierung exprimiert.

Immunologisch relevante CTCL-assoziierte Tumorantigene konnten in eigenen Vorarbeiten
mittels der SEREX Methode identifiziert werden [97, 98]. Mit einer serologischen Detektion
von Tumorantigenen gelang es 14 verschiedene CTCL assoziierte Testis Antigene zu
bestimmen. Eine erste RT-PCR Analyse ergab bei 8§ Tumorantigenen ein ubiquitéres, bei vier
ein differentielles und bei zwei weiteren ein Tumor / Testis spezifisches Expressionsmuster.

Die tumorspezifischen Antigene

e SCP-1, synaptenomales Protein-1 [112], welches bereits in anderen SEREX
Untersuchungen mit Nierenzellkarzinom-Patienten detektiert werden konnte [174],

und

e cin neues Gen, cTAGE-1 (cutaneous T-cell Lymphoma associated antigen-1) [97, 98]
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kommen fiir eine Immuntherapie in Frage.

Viele der detektierten Antigene waren serologisch spezifisch, d.h. nur Tumor-Patienten
besallen reaktive Antikorper gegen die abgeleiteten Proteine im Gegensatz zu Kontroll-Seren

gesunder Personen.

1.4 Ziel der Arbeit / Aufgabenstellung

Ein grofler Teil der in eigenen Vorarbeiten detektierten Proteine sind im Normal- und im
Tumorgewebe exprimiert. Diese Antigene eignen sich nur bedingt fiir mogliche

Immuntherapien, da eventuell eine Immunantwort gegen gesundes Gewebe generiert wiirde.

Auffillig ist die serologische Spezifitit der detektierten Antigene. Diese Autoantigene mit
tumorspezifischer Immunogenitét deuten darauf hin, dass die Antigene im gesunden Zustand
keine immunogene Struktur darstellen. Das Beispiel des Her2/neu [175] zeigt, dass Antigene
in malignen Geweben iiberexprimiert sein kdnnen, um als Zielstruktur fiir ein Immunantwort

in Frage zu kommen.

Ferner konnte Labreque fiir das Tumorsuppressorgen p53 zeigen, dass Antikorper, die gegen
eine mutierte Form gerichtet waren, auch gegen die nicht mutierte Formen kreuzreagierten
[25]. Es ist also denkbar, dass die bisherigen Analysen an einer Testis-Bank eines gesunden

Spenders nur eine ,,Wildtyp* Variante eines immunogenen Klones betrafen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die CTCL assoziierten / spezifischen Antigene [97, 98]
genauer zu charakterisieren und damit zu evaluieren, ob diese fiir Diagnose, Monitoring oder
als Zielstruktur fiir Vakzinierungs- oder Antikdrpertherapien von Krebserkrankungen
insbesondere des kutanen T-Zell Lymphoms in Frage kommen. Daneben sollen weitere

Antigene gefunden werden, die fiir obige Ziele in Betracht kommen.

Besonders soll der Wert von cTAGE-1 als Zielstruktur fiir Immuntherapien evaluiert werden.
Die im Northern-Blot gefundenen Banden [97, 98] deuten auf mindestens zwei weitere
Varianten hin. Diese oder eine mogliche Genfamilie, analog zu anderen CT-Antigenen, soll
identifiziert werden. Deren Expression und Immunitét sollen untersucht werden, um deren
mogliche Nutzung und Anwendung fiir Diagnose oder fiir eine Immuntherapie des CTCLs

und anderer Neoplasien zu bewerten.
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2 Material und Methoden

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

2.1 Identifizierung verwandter Gene / Genfamilien

Um eine mogliche Genfamilie genauer zu untersuchen, wurde wahrend dieser Arbeit eine
neue Methode entwickelt. Diese Methode dient zur Identifizierung und Isolierung homologer
cDNAs in einer Phagen-Plasmid Bank. Die homologen Klone konnen anschlieBend im
Rahmen einer SEREX-Untersuchung auf ihre immunogene Kapazitit, d.h. auf Antikorper in
Seren von Tumor-Patienten tiberpriift werden.

2.1.1 HYREX (= DNA hybridization analysis of recombinantly expressed cDNA libraries)

Herstellung der Phagenbanken

Zur Identifizierung von verwandten Genen wurden drei verschiedene Phagenbanken benutzt.
Es wurden die Testis Phagenbank [97, 98] und zwei neu hergestellte Phagenbanken aus
CTCL Tumormaterial, sowie aus einer CTCL-Zellinie (SeAx) benutzt. Dazu wurden
1300/1100 pg RNA isoliert (siche Abschnitt RNA Gewinnung, RNA CLEAN) und
anschlieBend die mRNA mittels des QIAOLIGOTEX MRNA MIDI KIT (Fa. Qiagen) gewonnen.
Dieser Kit nutzt eine Poly-T Selektion zur Trennung der mRNA von der Gesamt-RNA. Fiir
die Phagenbank wird das Uni ZAP XR Phage System verwendet. In diesem Konstrukt ist in
einem Lambda Genom ein komplettes Plasmid pBluescript enthalten und vereint somit die
Eigenschaften eines Phagen und eines Plasmiden.

Dazu schnitt man das Plasmid pBluescriptll mit EcoRI und Xhol auf. An die
Xho Schnittstelle wurde {iber eine GAGA Schutzsequenz ein Poly-T Arm ligiert. Die EcoRI
Schnittstelle wurde ebenfalls durch eine Adaptorsequenz aufgefiillt. Die mRNA sollte sich so
unidirektional an das Poly-T mit ihrer Poly A Sequenz ligieren. Eine Reverse Transkriptase
polymerisierte dann den komplimentédren Strang. Die GAGA Sequenz wurde sodann wieder
herausgeschnitten und die noch vorhandene RNA abverdaut. Das genaue Protokoll ist in der
Anleitung des Herstellers zu finden.

Transduktion / Blot der DNA / RNA

Die HYREX Methode ist eine Abwandlung der SEREX Methode, so sind die verwendeten
Phagen-Banken, die Schritte der Transduktion und Induktion identisch. Fiir die Transduktion
werden 200ul frisch auf OD von 0,5 gezogene E. coli MRF mit austitrierter Phagenlosung aus
einer cDNA Bank gemischt. Die Losung wurde 15 min bei 37°C inkubiert, anschliefend
werden die cDNAs in den Phagengenomen mit final 10mM IPTG' induziert (optional mit

! Isopropylthiogalactosid
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final 1,5ug/ul X-Gal® zur Uberpiifung der Klonierungseffizienz) und mit LB Top Agar und
der Losung auf einer NZY Agar Platte ausplattiert. Die Platten wurden bei 37°C iiber Nacht
inkubiert.

DNA Blot und Hybridisierung

Die rekombinant exprimierten cDNA-Abschnitte sind anhand von Plaques erkennbar. Die
DNA wurde durch 10 miniitiges Auflegen einer Nitrozellulose Membran geblottet. Nach 2
mal 15 miniitigem schiittelnden Inkubieren mit Denaturierungslosung und anschlieendem
Neutralisieren (2mal 20 min Neutralsierungslosung) wurden die Nitrozellulose-Blots mit
2xSSC gewaschen und getrocknet. Nach UV Crosslinking (500mV) werden die Membranen
mit 2xSSC befeuchtet und 2h bei 45°C mit Hybridisierungslosung (Fa. Roche)
prihybridisiert. Uber Nacht bei 45°C wurden die Membrane mit einer frisch denaturierten
Sonde hybridisiert.

Digoxigenin markieren spezifischer PCR-Produkte

Als Sonde dienten RT-PCR Produkte, die mittels des JETQUICK PURIFICATION KiTs (Fa.
Jetquick) aufgereinigt wurden bzw. PCR Produkte an Plasmiden. Ca. 3ug der so
aufgereinigten, bei 95°C denaturierten DNA wurden fiir die Digoxigenin Markierung mittels
des DIG DNA LABELLING KiTs (Fa. Roche) eingesetzt (sieche Herstellerprotokoll). Fiir ein
Screening wurden 5 solcher Ansétze gepoolt, um eine hohere Digoxigenin gelabelte DNA
Konzentration zu erhalten.

Die Markierungseffizienz wurde in einem Dot Blot liberpriift. Hierbei wird anhand einer
Verdiinnungsreihe von bekannten Mengen markierter DNA die markierte Sonde verglichen.

Detektion

Die Detektion erfolgte mit einem alkalische Phosphatase gekoppelten ANTI DIG ANTIKORPER
(Fa. Roche). Die Membranen wurden mit Waschpuffer geschiittelt, 30 min mit Puffer 2
blockiert und 30 min mit dem ANTI DIG AP KONJUGAT-Gemisch in Puffer 2 (1:10.000)
inkubiert. Anschieend wurden die Blots mit 2 ml fiir 15 min in Waschpuffer, 5 min in Puffer
3 geschiittelt. Der Nachweis erfolgte mittels einer Farbumsetzung des NBT*/ BCIP* in der
Entwicklerlosung durch die alkalische Phosphatase. So erkennt man einen positiven Klon, an
der blau-violetten Anfarbung eines geblotteten Plaques auf der Membran. Der positiv
detektierte Klon wurde aus dem Agar ausgeschnitten und in 500ul SM Puffer (1h auf Riittler)
gelost. Diese Phagenlosung bendtigte man, um die Detektion zu bestdtigen, monoklonal zu
isolieren und um Kreuztests mit der SEREX-Methode (Test von Antikdrpern aus Tumorseren
und Kontrollseren) durchzufiihren. Die Phagenlosung wurde bei 10.000g zentrifugiert und der
Uberstand aufbewahrt. Lingere Aufbewahrung konnte bei —80°C mit 7% DMSO (final)
erfolgen.

* 5-Brom-4-chlor-3-indolyl gd-galaktopyranosid
* Nitrobluetetrazolium

* 5-Brom-4-chlor-3-indolyl Phosphat
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2.1.2In-vivo-excision

Das Plasmid mit dem interessierenden cDNA-Fragment wurde aus dem Phagen durch eine
sogenannte ,,in-vivo-excision* isoliert. Dazu wurde der Helfer-Phage ExAssist verwendet,
welcher fiir F1 Proteine kodiert. Diese bewirken, dass normalerweise der Lambda Phage aus
dem Wirtsgenom am A Origin ausgeschnitten wird. Da dieses Origin an den pBluescript
Vektor grenzt, wird das Plasmid mit dem Insert isoliert. Dazu wurde das Protokoll des
Hersteller (Fa. Stratagene) benutzt.

Die Plasmide wurden iiber Nacht auf LB-Amp Platten selektioniert und anschlieend in 3 ml
Fliissig-Kulturrohrchen iiber Nacht in LB-Amp Medium angezogen. Als Langzeitstock wurde
das Plasmid in LB-Glycerin (final 15% Glycerin) eingefroren. Aus der Fliissigkultur wurden
die Plasmide mit dem Qiagen QIAPREP MINIPREP KIT (Fa. Qiagen) isoliert (siche Hersteller
Protokoll). Durch einen Restriktionsverdau wurde das Insert herausgeschnitten und in einer
Agarose Gelelektrophorese (0,7-1,5%) in 1xTAE-Puffer der Groe nach aufgetrennt. Nach
Ethidiumbromid Anfarbung konnte die GroBe des Inserts durch einen Standard-Groflen
Marker genau bestimmt werden.

2.1.3 Sequenzierung

Die durch HYREX identifizierten homologen cDNA Abschnitte wurden mit dem ABI PRISM
TM 310 GENETIC ANALYSER und dem BIG DYE TERMINATOR CYCLE SEQUENCING READY
REACTION KIT (Fa. Applied Biosystems) sequenziert. Dazu wurden in der Regel Standard
Primer aus dem Plasmid verwendet, die das Insert flankieren.

Tabelle 2-1: Sequenzier Primer

Primer Name |Sequenz Plasmid

T3 aat taa ccc tca cta aag gg pBluescript, pC DNA3.1
T7 gta ata cga ctc act ata ggg c pBluescript, pC DNA3.1
BSM25 cac aca gga aac agc tat gac cat g pBluescript

BSCRP gta aaa cga cgg cca gtg pBluescript

pTRC HIS.for |[gag gta tat att aat gta tcg pTRC His

Primer zur Sequenzierung eines Plasmides.

Zur Sequenzierung wurden 400ng Plasmid eingesetzt, mit 1,25uM Primer und 2ul BigDye
Mix im Thermocycler mit folgendem Programm markiert. Um die DNA nach der
Sequenzierungs-PCR fiir die Sequenzierung einsetzen zu konnen, wurde diese mittels einer
Ethanol-Féllung aufgereinigt. Zu einem PCR-Reaktionsansatz wurden 2ul 3 M NaAc (pH 5)
und 50 pl 100% EtOH’ gegeben. Die DNA wurde 10 min auf Eis geféllt und daraufhin bei

> Ethanol
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13000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70% EtOH gewaschen, 10
Minuten bei 13000 rpm abzentrifugiert und getrocknet. Das mittels Ethanol-Féllung erhaltene
DNA-Pellet wurde in 20 pl Template Suppression Reagent (Fa. Applied Biosystems) fiir die
Sequenzierung aufgenommen. Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte mit dem
Sequenzierer ABI PRISM TM 310 Genetic Analyzer (Fa. Applied Biosystems) nach der
Ketten-Abbruch-Methode. Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels GCG / HUSAR
Programme ausgewertet.

Abbildung 2-1: Sequenzier PCR

95°C
60°C
50°C
15sec .
4min 4°C
. 15sec )
Denaturierung Elongation
Anlagerung Aufbewahrung
25 Zyklen

Schematische Darstellung einer Sequenzier PCR.

2.1.4 RACE (Rapid Amplification of cDNA ends)

Einige der detektierten Antigene wurden als verkiirzte Versionen gefunden. Die verkiirzten 3’
und 5’ Enden wurden mittels einer RACE-PCR verldngert. Fiir die RACE-PCR (d.h. eine
PCR in das "unbekannte" Gen) muss eine spezielle cDNA hergestellt werden. Die 3'-cDNA
Synthese nutzt eine normale Reverse Transkriptase Reaktion mit einem initialem Oligo-dT-
Primer, der am Poly A Ende hybridisiert. Die 5'-cDNA-Synthese wird, wie die 3'-Synthese,
durch ein Oligo dT am 3' Ende der mRNA gestartet.

Das RACE-PCR System nutzt die Besonderheit aus, dass die Reverse Transkriptase-MMLV
nach einer Voll-Langen-Transkription eine terminale Transferase Aktivitdt iibernimmt, die 3-
5 Nukleotide (dCTP) am neu synthetisierten Strang anhéngt. Die MMLV-Transkriptase hangt
nur an voll durchpolymerisierten mRNAs einer solchen Cytosin-reichen Region, so dass
dadurch gewdhrleistet wird, dass nur cDNAs in voller Liange entstehen. An dieser Cytosin-
reichen Region kann ein bekanntes Oligo (SMART II Oligo, Fa. BD Clontech) binden, da es
eine Guanin-reiche Region besitzt. Das SMART II-Oligo dient als Primer fiir die reverse
Transkription in 3' Richtung. Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde in Anwesenheit eines
Lese-Priif-Enzyms durchgefiihrt. Eine hot start-PCR wird durch die Bindung eines
monoklonalen Antikorpers am N-Terminus der Taq Polymerase, die diese damit inhibiert,
simuliert. Beim initialen Erhitzen auf 95°C wurde der Antikorper denaturiert. Auf Grund der
bekannten Sequenz an den Enden der cDNAs war es mdglich, diese als Primerbindungsstellen
zu benutzen und eine PCR mit einem Genspezifischen zweiten Primer durchzufiihren. Aus
dem bekannten DNA-Bereich wurde ein Primer mit hoher Hybridisierungstemperatur gewahlt
und damit eine hohe Spezifitit gewahrleistet (siche
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Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2: RACE Primer

. GC Gehalt Annealing Temp.
9
5’ RACE, forward Primer (%) °0)
tgg ctt ggt ggc cca gct tgc
14-2 atg aag gac 60 68
tcc ttc ccc ttg cca cag caa
14-2p gag aaa agc aga ac 51 66
ctg ctc agg cgg gtg gtt cag
se2-5 teg ggg tge 70 71
gga aga cag cgt cca gga gaa
5e70-2 gca gct ttg acc 58 70
. GC Gehalt Annealing Temp.
9
3’RACE, reverse Primer (%) °C)
tgc aag ctg ggc cac caa gcc
14-2 att gct tc 59 67
¢cTAGE-2 | ttt ccc ccc acc tcc tcc agg
64 66
rev aac ctg g
tca cct ggg agc ccc cct gga
se2-5 cct gag ctg 70 70

RACE Primer in 5’ und 3’ Richtung fir eine Voll-Langen Polymerisierung.

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

Abbildung 2-2: RACE-PCR

30sec 4°C

store

A:5,B:5 C: 15

Zyklen

RACE-PCR als Touch Down PCR mit schrittweiser Senkung der Anlagerungsspezifitat.

2.1.5 Computer-Programme

Mit Hilfe von GCG-Programme (Husar, DKFZ) wurden Sequenzanalysen, Primerwahl, die
Bestimmung der offenen Leserahmen, Datenbank Suchen, Alignments und Proteinmotiv
Suchen durchgefiihrt.
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Ein Programm des National Institute of Health, USA (NIH) verldngert eine Sequenz durch
Abgleich mit homologen EST-Sequenzen zu einer Konsensus-Sequenz, einem Unigene
Cluster. Dieses Unigene Cluster konnte dann mittels eines elektronischen Suchprogrammes
(Virtual-Northern) mit allen sequenzierten Genen und ESTs verglichen und somit eine
Expressionanalyse erstellt werden (http://cgap.nci.nih.gov/Genes/GeneFinder).

Ferner existiert eine SEREX Datenbank, die alle gefundenen SEREX-Sequenzen enthilt. Im
Internet unter http://www2.licr.org.CancerlmmunomeDB sind weiter Daten, wie serologische
Erkennung des Proteins, Isolation des Klons und Expression der mRNA zusammengefasst.
Leider sind die Daten zur Zeit noch unvollstindig.

2.2 Serologische Untersuchungen

Zur Bestimmung der Immunogenitit der detektierten Phagen cDNA Konstrukte, wurde die
SEREX Methode benutzt. Die zu einer Familie gehdrenden Phagen-Klone wurden in einem
SEREX-Ansatz gegen Seren von Tumorpatienten und gegen Seren gesunder Spender getestet.
Um immunogene AntikOrper-Epitope einiger interressanter Antigene zu identifizieren,
wurden Epitop-Mapping Experimente fiir cTAGE-1 durchgefiihrt.

2.2.1 SEREX

Priabsorption des Patientenserums

Die SEREX-Methode bedient sich der Antikdrper aus Seren von Tumorpatienten, um die
humorale Immunantwort zum Screening nach Antigenen auszunutzen. Dazu wurde Vollblut
in Serum-Monovetten 10 min bei 3000 UPM zentrifugiert und das Serum auf -20°C
eingefroren. Blutproben von mehreren CTCL Patienten und gesunden Spendern wurden zur
Kontrolle verwendet. Im Rahmen der Prdabsorption werden die Seren in mehreren Schritten
gegen Fragmente von E. coli und lysierte E. coli Fragmente, d.h. auch gegen Phagen
Elemente, prdabsorbiert. Das Serum wurde mit 10x Verdiinnungslésung und A. dest 1:10
vorverdiinnt, um damit die Pridabsorption durchzufithren. Nach der Praabsorption wurde das
Serum auf eine finale Konzentration von 1/100 verdiinnt.

Isolierung eines blauen Phagen

Das Plasmid pBluescript trigt neben einer Ampicillin Resistenz ein lacZ Gen inklusive eines
Polylinkers. Eine Insertion eines Gens fiihrt somit zu einer Inaktivierung des lacZ Gens und
kann im lacZ deletierten E. coli Stamm MRF fiir eine Blau-Weil3 Selektion verwendet
werden. Mehrere blaue Phagen wurden isoliert und in jeweils 500ul SM Puffer geldst. Nach 1
Stunde Schiitteln, in der sich die Phagen aus dem Agar 16sten, wurden mittels Zentrifugation
die Agarreste pelletiert und der Uberstand gesammelt (=Phagenldsung, aufbewahrt bei 4°C).
Die Phagenlosung wurde benutzt, um das Serum gegen lysierte E. coli Fragmente zu reinigen.

Priabsorption I, mechanisch zerkleinerte E. coli

Am Adsorbens der Sédulenmatrix binden E. coli Fragmente und Proteine, die zur
Praabsorption der Seren benutzt werden. Die ,,mechanische Siule® wurde hergestellt, indem
eine liberwachsene 50 ml E. coli MRF Kultur (ii.N.) pellettiert (ZF 3500g, 15 min), das Pellet
in 5 ml PBS gelost und die Zellen mittels Sonifikation (5x 20sec, auf Eis) zerstort wurde. Das
Lysat wurde in ein 50 ml Falcon mit der Matrix (2g, aktiviert mit Glutar-dialdehyd) 4 h bei
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RT® im Uberkopfrotor inkubiert. Die Siule wurde anschlieBend 3 mal mit 30 ml TBS (0.1%
Na-Acid) dquilibriert. Das vor-verdiinnte Serum wurde mit der beladenen Matrix iiber Nacht
bei 4°C im Uberkopfrotor inkubiert (alternativ: mehrere Stunden bei RT). Das priabsorbierte
Serum wurde bei 4°C autbewahrt und die Sdule dreimal mit 35 ml Tris pH=3 und dreimal mit
IxTBS (pH=7) + 0,1% Natrium Azid dquilibriert. Die Séule konnte nach Gebrauch bei 4°C
aufbewahrt werden und war fiir maximal 6 ml unverdiinntes Serum zu verwenden.

Priaabsorption II: lysierte E. coli

Die lytische Sidule dient dazu, aus dem Serum mittels lysierter E. coli-Fragmente und
Phagenelemente Antikdrper herauszufiltern. E. coli MRF wurde in 50 ml LB-Maltose bis zur
einer ODgpp=0.5 hochgezogen. Die Kultur wurde pelletiert (ZF 10000, 15 min) und in 2 ml
0.01 M MgSO, aufgenommen. AnschlieBend wurde E. coli mit einen blauem Phagen in LB
Medium komplett transduziert:

Tabelle 2-3: E. coli Lysis Ansatz

LB Medium 5ml

Maltose, 10mM 100 pl
E. coli X11 MRF 200 ul
blauer Phagen 500 ul

E.Coli Lysis Ansatz zur Herstellung der lytischer Saulen.

Die Inkubationszeit betrug 4 h bei 37°C. Danach wurde der Rest des E. coli Stamms in
MgSO, zugegeben und nochmals 2 h bei 37°C inkubiert. Sodann wurden die lysierten
Bakterien zusitzlich mittels Sonifikation 5 x 20 sec. zerkleinert. Die mit 2g Matrix beladene
Sidule wurde mit der Bakteriensuspension fiir 4 h bei RT im Uberkopfrotor inkubiert
(alternativ: iiber Nacht / 4°C) und wie die mechanische Séule dquilibriert. Das mit der
mechanischen Siule priinkubierte Serum wurde auf der so hergestellten lytischen Saule {i.N.
auf dem Uberkopfrotor inkubiert, anschlieBend dekantiert und bei 4°C aufbewahrt. Die
Sadulen wurden anschlieend &quilibriert und konnten ebenfalls bis zu 6 ml unverdiinntes
Serum praabsorbieren.

Praabsorption II1: Blot der lysierten E. coli Proteine

Die lytische Folie benutzt auch lysierte E. coli Fragmente, um Antikdrper herauszufiltern. Der
Unterschied zur lytischen Sdule besteht darin, dass lysierte Bakterienstimme auf
Nitrozellulose geblottet werden. Die lytische Folie wurde hergestellt, indem ein gepickter
blauer Phage mit 600ul MRF (ODgp=0.5) gemischt und 15 min inkubiert wurde. Die
Suspension wurde mit erhitztem TopAgar (ca. 50°C) auf eine NZY Agar Platte ausplattiert
und iiber Nacht bei 37°C inkubiert (Konfluenz der Bakterien). AnschlieBend wurde eine
Nitrozellulose Membran aufgelegt und iiber Nacht bei 37°C geblottet. Mehrfaches Blotten
war moglich. Auf die mit 1x TBS angefeuchtete Folie wurde das Serum aus den
Praabsorptionsschritten der Mechanischen- und Lytischen Sdule gegeben und inkubierte 3-4
Std. bei RT. Pro Serum wurde dieser Schritt 4-mal mit jeweils einer neuen lytischen Folie
wiederholt.

® Raumtemperatur
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Tabelle 2-4: Serumendverdinnung

Vorverdiinntes Serum X ml 20 ml
10x Verdiinnungslosung x ml 20 ml
A.dest x * 100 -2x) ml | 160 ml
Endvolumen x * 100 ml 200 ml

Endverdinnung des Patientenserums zum immunologischen Screenen / Bestatigen.

Ein Transduktionsansatz wurde genau nach der HYREX Methode durchgefiihrt. Tags darauf
wurden Nitrozellulose Membrane fiir 4h bei 37°C aufgelegt. Die Blots wurden anschlieend
abgezogen und 3-mal 10 min, schiittelnd in IXTBST Losung (0,3%iges Tween 20) gewaschen,
wobei vorsichtig alle Agarreste entfernt wurden. Anschlieend inkubierte man die Membrane
1h schiittelnd bei RT mit der Blockierungslosung und wusch die Membrane sodann 3-mal 10
min mit 1xTBS. Die immunologische Detektion erfolgte mit endverdiinntem, prdabsorbierten
Patientenserum, welches liber Nacht auf dem Blot inkubierte. Das gesammelte Serum konnte
wiederverwendet werden. Die Blots wurden in 1xTBS (3x) gewaschen und 1h mit einem
sekunddren Antikorper Mix (sieche Ldosungen) inkubiert. Der sekundédre Antikorper ist ein
gegen humanes IgG gerichteter spezifischer Antikorper aus der Ziege, an den eine alkalische
Phosphatase gekoppelt ist. Nach wiederholtem Waschen in 1xTBS wurde der Blot in frisch
angesetzter Entwicklerlosung fiir 2h bei 37°C schiittelnd entwickelt. Der Nachweis erfolgte
durch einen Farbumschlag mit BCIP und NBT, geméfl des HYREX Protokolls.

2.2.2 Epitope Mapping

Um den translatierten Leserahmen von cTAGE-1 zu identifizieren, wurden Antikorper-
Epitope-Mapping Experimente durchgefiihrt. Mittels des Auto-Spot Robot ASP222, Fa.
Abimed wurden in 0,1l Aminosdure auf eine Peg 500-Spacer Nylonmembran Fa. Genosys
gespottet. Die Peg 500-Spacer besitzen ein freie Aminogruppe, die einen nucleophilen
Angriff auf das C-Atom der Carboxygruppe der Aminosédure startet. In den eingesetzten
Aminoséduren ist die OH Gruppe der Carboxygruppe mit einem Pentafluorphenol und ein H
der Aminogruppe durch Fmoc substituiert. Das Fmoc ist eine Schutzgruppe, wihrend das
Pentafluorphenol einen Elektronensog bewirkt, so dass leichter eine Peptid Bindung
eingegangen werden kann. Die Aminosduren sind 1 molar in NMP gelost. Bei der Bindung
einer Aminogruppe an das fmoc wurde ein Pentafluorphenolrest freigesetzt. Der Spot der
Aminosdure wurde dreimal wiederholt. Im anschlieBendem Waschschritt wurden die freien
Aminogruppen basischer Aminosduren mittels 4% Essigsdure-Anhydrid Losung in DMF
inkubiert und unter Freisetzung von Essigsdure die Aminogruppe acetyliert. Damit ist die
Aminogruppe behindert etwaige Peptidbindungen einzugehen. Nach Waschen mit DMF (2x
2min) wird die Membran mit 20% Piperidinlésung (in DMF) 5 min inkubiert. Das Piperiden
bewirkt, dass die Fmoc Gruppe der Aminosdure als Fulven-Piperidin Addukt und CO,
abgespalten wird und die Aminogruppe nun ungeschiitzt vorliegt. Das Piperidin wurde 10x
mit DMF a 2 min weggewaschen. Eine Anfarbung der jetzt freien Aminogruppen mit 0,01%
Bromphenolblau in DMF diente als Kontrolle, die mit Ethanol 2x 2 min weggewaschen und
etwaiges Wasser verdrangt wird. Die Membran wurde im kalten Luftstrom getrocknet und zur
erneuten Peptid-Synthese einer anderen Aminosdure eingesetzt. Auf diese Weise wurde ein
Oligo-Peptid synthetisiert. Im letzen Waschschritt wurden zuerst die fmoc Gruppen beseitigt
durch 5 miniitiges Inkubieren mit 20% Piperidinlosung (danach 10x DMF Waschen) und
danach alle (auch die a-Aminogruppen) durch 0,5 und 5 miniitiges Inkubieren mit 4 %
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Essigsdure-Anhydrid Losung acetyliert (EtOH, H,O frei). Durch ein 1-stiindiges Inkubieren
mit 5 ml Dichlormethan / 5 ml TFA (Abspalten der Schutzgruppen) / 250ul Triisobutylsilan
(Fangen der Reaktionsprodukte) werden alle Aminogruppen deacetyliert. Durch 3-maliges
waschen mit Dichlormethan und 3 mal DMF wurden die Reaktionsprodukte entfernt. Nach
dem Entfernen aller Wasserriickstinde durch 2 maliges Ethanol-Waschen, konnten die im
kalten Luftstrom getrockneten Membrane fiir eine Antikorper-Inkubation eingesetzt werden.
Diese Experimente wurden fiir die Tumorantigene cTAGE-1 und se57-1 durchgefiihrt. Dazu
wurden bei cTAGE-1 alle mdglichen Peptide aus der mRNA auf einer Membran in einer ler
Raster synthetisiert. AnschlieBend wurde die Membran dehydriert, indem sukzessive von DMF
iiber Ethanol alle 5 Minuten ein hoherer TBS Prozentsatz in Ethanol zum Blot gegeben wurde.
Der Block unspezifischer Antikérper Bindungen erfolgte liber Nacht bei 4°C mit 10% Milch,
5% Sucrose 1xTBS Losung mit 1x Kasein Block (=Casein Enzym Hydrolisat, Fa. Genosys).
Nach 3-maligem Waschen mit 1XTBST erfolgte die Inkubation mit 1:500 in Inkubationbuffer
(TBST mit 0.05% Milch, 5% Sukrose und 1x Kasein-block) verdiinntem Patienten Serum fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde wiederum 3 mal fiir je 10 Minuten mit
TBST gewaschen, um mittels einem 1: 10.000 in Inkubationsbuffer verdiinntem Ziege-anti
Mensch IgG (H+L) HRP gekoppeltem Antikorper (Fa. Dianova) fiir 1 Stunde inkubiert zu
werden. Nach 3-maligem TBST Waschen konnten mittels Chemilumineszenz (ECL stainnig
Kit, Fa. Amersham Bioscience) positive Antikorper — Peptid Bindungen visualisiert werden.
Dieser Versuch wurde mit verschiedenen CTCL-Patienten Seren und Kontroll-Seren
durchgefiihrt.

2.3 Expressionsanalysen der Antigene

Um die Tumorspezifitidt der gefundenen Antigene zu testen, wurde ein Expressionspektrum
mittels RT-PCR (z.T. in Kombination mit einem PCR-Southern-Blot), Northern-Blot,
Southern-Blot und Western-Blot Analysen durchgefiihrt.

2.3.1 RNA Gewinnung

Fiir die Expressionsanalysen per PCR und Northern-Blot wurde RNA aus verschiedenen
Tumorgeweben isoliert. In fliissigem Stickstoff gekiihlte Tumor-Proben / Zell-Pellets wurden
mit 2 ml pro 100 mg Gewebe in TRIS-STAR Puffer (Fa. Peqlab) iiberschichtet und mit einem
Ultrathurax mechanisch zerkleinert und mittels eines Ultraschall-Sonifikators weiter
zerkleinert.

Nach 15 min Inkubation auf Eis und anschlieBender Zentrifugation (13.000 UPM, 4°C, 15
min) befindet sich die RNA im Uberstand, wihrend das Pellet zur Protein-Isolation und
DNA-Gewinnung verwendet wurde. Der Uberstand wurde anschlieBend prizipitiert (1 VT
RNA Lsg, 3 VT kaltes 96% EtOH, 1/10 VT NaAc, 3M, 30min, 4°C, 13.000 UPM
Zentrifugation, Pellet mit 2 Volumen 100% EtOH gewaschen, Zentrifugation 20min, 4°C,
13.0000 UPM).

DNase Behandlung mit anschlieBender Phenol/Chloroform-Extraktion / Fillung

Dazu wurde die RNA Losung mit DMPC Wasser zu einem Volumen von 88ul aufgefiillt.
Von der 1/10 in DNase Puffer verdiinnte DNase wurden 2ul eingesetzt, und mit 10ul
DNase-Testpuffer gemischt und der RNA Suspension zugegeben. Die Losung wurde fiir 10
min bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurden aus der RNA-Losung Proteine (u.a. DNAse)
mittels Phenol/Chloroform extrahiert, indem die Losung mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform iiberschichtet, geschiittelt und schlieBlich zentrifugiert (13.000 UPM, RT,
5 min) wurde. Die wissrige obere Phase enthielt die RNA und wurde mit 2 x Vol 96% EtOH



I MATERIAL UND METHODEN 28

und 1/10 Vol NaAc (3M) und 70% EtOH gefillt. Das Pellet wurde in DMPC Wasser
aufgenommen und bei -80°C gelagert.

RNA-Gel (MOPS-Gel)

Zur Uberpriifung wurde die RNA in einem MOPS Gel iiberpriift. 1-2 ug RNA wurden mit 2
VT RNA-Puffer gemischt und 10 min auf 65°C erhitzt, damit die RNA einzelstrangig
vorliegt. AnschlieBend wurde das Gemisch mit RNA Lade-Puffer (2ul) in einem 1% Agarose
I1xMOPS Gel bei 80V elektrophoretisch aufgespalten.

2.3.2 Herstellung von cDNA

Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde eine cDNA hergestellt. Dazu wurde der
komplementére Strang mit Hilfe desFIRST STRAND CDNA SyYNTHESE KiT (Fa. Roche)
polymerisiert. Es wurde 1 pg RNA fiir die ¢cDNA Synthese eingesetzt und nach dem
Pipettierschema (siehe Tabelle 2-5) verfolgt.

Tabelle 2-5: cDNA-Herstellung

Reagenz Volumen/ finale
Ansatz Konzentration
10x reaction buffer 2l 1x
25 mM MgCl, 4 ul 5mM
Denukleotid-Mix 2 ul 1 mM
Primer: Random 2 ul 1.6 pg
Rnase Inhibitor 1l 50 units
AMYV Reverse Transkriptase 0,8 pl 20 units
RNA * lpg
H,0 (DMPC) ad 20 pl

cDNA Herstellung: *RNA liegt als wassrige Losung unterschiedlicher Konzentration vor und

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

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wurde der komplementére Strang polymerisiert. Der
RNase-Inhibitor sorgt dafiir, dass die RNA nicht degradiert. Man nutzt Primer, die sich
zufdllig nach einer statistischen Héufigkeit an die RNA anlagern. Dazu heizt man den Mix auf
25°C 10 min auf (Anlagerungsschritt der Primer). Wiahrend der 60 min 42°C polymerisiert
die RT von den Primer in 5> Richtung. Die 5 min 99°C dient dazu die RT zu inaktivieren.
Gelagert wurde die cDNA bei -80°C. Die cDNA-Qualitit wurde mittels einer RT PCR mit
einem Haushalts-Gen, GAPDH’, gepriift. Folgendes PCR-Programm wurde gewahlt:

7 Glycerin-Aldehyd 3-Phosphat-Dehydrogenase
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Abbildung 2-3: GAPDH PCR

95°C 95°C
72°C 72°C
. 57°C | | |
Smin 30 sec | .
30 sec 10 min 4°C
30 sec
store
35 Zyklen

GAPDH PCR zur Qualitatsbestimmung der cDNA.

2.3.3 RT-PCR

Mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde die Expression des gefundenen
Antigens in verschiedenen Geweben untersucht. Mit Hilfe der PCR ist man in der Lage, eine
geringe Kopienzahl eines DNA-Abschnittes zu amplifizieren. Man bendtigt dazu spezifische
Oligo-Nukleotide / Primer, die im gewiinschten Fragment liegen. Die verwendeten cDNAs
wurden aus Geweben anderer Tumoren, Zelllinien und diversen Kontrollgeweben hergestellt.
Ein PCR-Ansatz enthielt folgende Reagenzien:

Abbildung 2-4: PCR-Materialien

finale Konzentration

Reagenzien
— 10 x Puffer - 1/10 VT, 2,5 ul
(NH4),SOy4 16 mM
Tris HCI, pH=8 67 mM
MgCl, 1,5 mM
Tween 20 0,01%
— BIOTHERM TAQ Polymerase |— 1U
(Fa. Natutec)
— Nukleotide (Fa. Promega) - 200 uM each
— Primer forward — 400 nM
— Primer reverse — 400 nM
- DMSO - 10%
—cDNA - 0,1-1 ng
— H,O0 sterile bidest. - 15,5 pl

10xPuffer enthalt in fertiger Zusammensetzung obige Zusammensetzung, das DMSO

simuliert eine Hot-Start PCR durch Einzelstrangstabilisierung.

Fiir neu identifizierte Gene wurden Primer mittels des GCG Programm Husar Prime
herausgesucht. Bei bereits beschriebenen Genen wurden z.T. auch publizierte Primer
verwendet. In Tabelle 2-6 sind alle verwendeten Primer aufgefiihrt.

Die Denaturierung von 95°C der doppelstrangigen cDNA, der Syntheseschritt der Polymerase
bei 72°C und die Zyklenanzahl blieb i.d.R. unverdandert. Auch wurde der Salzgehalt (MgCl,)
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unveridndert gelassen. Als Postivkontrollen diente das Plasmid und Testis-cDNA, als
Negativkontrolle wurde Wasser verwandt. Die PCR Produkte wurden anschlieBend in einem

Agarose Gel tiberpriift.
PCR-Programm

Die verwendete Annealing-Temperatur wurde fiir das einzelne Primer-Paar optimiert (siche

vorletzte Spalte; Tabelle 2-6).
Abbildung 2-5: PCR-Programm

95°C | 95°C
72°C 72°C
. . 57-60°C . | | |
S5min ~ lmin . | .
. 2min 10 min
. Imin .
Denaturierung Elongation  finale
Anlagerung Elongation
35 Zyklen

40C

Aufbewahrung

Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde unterschiedlich gewahlt, andere Parameter

blieben unverandert.

Tabelle 2-6: Primer

Primer Produkt- Anneali Primer
Forward Reverse o ng
Name linge C) Herkunft

gtt tac atg ttc

GAPDH tca tat ttg gca o
Zia tat gat tcc ggt ttt tct gac 638 57°C Neu

1 |cgg acc atc aga caa gag gtg gag

pan-cTAGE" | [ 2 .3 ag gaa caa ag 385 53 Neu
ctc ctg act tct tgc aat tcc cac

1 ttc cca acc ttt cta act tcc att 714 60 Neu
acc ctg
ctc tcc ccg ctg gct tag gga aga

1 aaa atg aag caa c |cga agg gaa gga a 1002 63 Neu
tag ggc taa ccc ctc ctt ctc aaa

1 tca gcc ata c gct ggc att c 346 63 Neu
aac aga aag tta cac tct atc ttc

¢cTAGE-3 atg act gag tta aga atg tgg ggg 1195 60 Neu
tat c tgg g
gcc ata aac agc ttt taa act tct

cTAGE-4 ttt ttc agc aag ggt tct gct ggt c 1270 60 Neu
cca gca ctt ggc tat ttc atc ctc

cTAGE-3A act tta ttc g aag ttc aga att 578 55 Neu
ctc tcc ctg ctg tcg tta gtc tca

cTAGE-5B aaa atg aag cca c |tcc gcc aat gct tc 308 60 Neu
gtg tca tca ttt tgc ttc act gcc

MGEA-6 tga gct ttg g ttt cct tc 107 50 [176]
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Primer Produkt- Anneali Primer
Forward Reverse .. ng
Name linge ©C) Herkunft
agc att tgg cag |tgg aat caa acc
MGEA-11 agg cte ac tga ggg gaa c 706 60 Neu
1 agt cct cag gga act cag ctc ctc
CHO8/9 gce tcc cca gat tt 486 60 [23]
gaa gag agc ggt aat cca ggt atg
MAGE-Alser cag tgt tc cat ata tct tta 398 56 [177]
aag tag gac ccg gaa gag gaa gaa
MAGE-A2pw agg cac tg gcg gtc tg 247 64 [178]
tgg agg acc aga gga cga tta tca
MAGE-A3pw | o0 Coc o g9e gge otg o 725 60 [178]
MAGE- ccc cag agc agc cag ctg agc tgg
A9edp act gac g gtc gac c 391 63 [104]
gtc aga aga gta gac ccc aca gga
MAGE-B agc tcc gtg c att gat agc 725 60 Neu
12 gaa ctg gaa ttg ata tta gcc cag
RAGEI1-3 gaa gaa c aag atc c 891/851 45 Neu
agt tca aac agg
P tgc tca gtt atc
RAGEIn izc agg aat acc ttc cgc ctt te 440 59 Neu
agg aaa atc aaa
2 gct tac ctg att
RAGE2n tga aat tgt ctg c att cat agc tct 209 54 Neu
cga C
P tgg tgg cgt ggg tgc tgc tca gtt
RAGE3n aat gaa gaa tgt g |[atc ttc cgc ctt tc 612 62 Neu
cac acc cgc tca gga ctc tag ctg
RAGE4 gaa gat c¢ cct tgt gg S84 60 Neu
gta cag cag aaa gga aat tgg att
SCP-1 gca agc aac tga cta aag cag ttc 596 59 [174]
atg ctt c
1 |vdedd: ccc cac vde24:cca tca gga
GAGEL28' | i tic cog tg com tot tea 244 56 [105, 179]
GAGE3,4,5,6, |vv-1:gac caa ggc
7b' gct atg tac vde24 244 58 [105, 179]
GAGE-1R: gca att
GAGEIl vde 44 gtt cat taa aag cc 352 56 [105, 179]
gtg ctc aaa tac ttt tgg gtc cag
§5X-2 cag aga aga tc atc tct cgt g 435 60 [180]
BLE 72: gca gga BLE 71: ctg gcc la:328
LAGE-la/b tgg aag gtg ccc act cgt gct ggg a 1b:628 62 [181]
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Primer Produkt- Anneali Primer
Forward Reverse .. ng
Name linge o Herkunft
(9]
BLE73: ccc cac
NY-ESO-1 cgc ttc ccg tg BLE 71 274 58 [181]
OPC 183/ gcc tgc tga agg ggt gct gca gga
184 atg agg cc gac tct gc 1190 63 [182]
OPC 189/ ctg tac tca ttt tat tga gag ggt
190 cca gag cca ga ttc caa ggg gtt 391 54 [182]
cgt cgt gga cat ggt acc tcc tct
MUC 1 tga tgg tac a cac ctc ctc caa 286 50 [183]
atg agg atc cca cct ggg aca ctg
WT-1 tgg gcc agc a aac ggt ccc cga 852 70 [184]
gct gca cag aaa ctc cgt aaa tgc
Primerset A acc tta ctt gtt aga aat ctc caa 585 56 Neu
tcc acc tgc cc
caa taa aag cag
. gcc agt aga tgt
Primerset B |tat gag gat agt aga caa cac ctg a 580 62 Neu
agt gga
. gca gaa Jgca gaa gtc tcc tct ata
Primerset C cac gaa g caa ama coc 311 50 Neu
. agg ata gta gtg tct gtg ttt caa
Primerset D gac tca gaa tca a |tgt gct ttt cta a 742 58 Neu
gta gag atc aga tat tac ttt tca
LAApanl gag ttg tga cat ctg tta cac tgc 537 59 Neu
ctg tgg
atg aaa tgc agt caa agt atg aaa
LAA3’ Jg gec a9 gt atg 200 54 Neu
tta acc aaa caa g
t t t tt t
LAA 5’ agg cta cga tga |tta gtht aght aac 406 50 Neu
gca cac aaa tgc gga g
1 acc cac gca gat agg ctg atc act
PAR pan ttg gaa tc gge tgt g 911 60 Neu
cca aaa gaa acg acc tga ctc acc
PAR-3ta aaa gca gaa g cat tat cc 534 52 Neu
gag gcc gcc atg ttc cca gag gcc
PAR-3G att gta ag cte cat c 553 56 Neu
cac tga gga tga cac tgt tca cac
PAR-3H gga tgg g tcc tgt tgt c 540 56 Neu
ata atg ggt gag
tgc ttt ttg att
PAR-3I tca ggt aaa tac tte gtg ttt taa cg 346 56 Neu
cag
aca atg ctc gct ctg ttc aca ctc
hASIPla cgt ctc ctg ttg tc 579 60 Neu
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Primer Produkt- Anneali Primer
Forward Reverse .. ng
Name linge °C) Herkunft
tgt tat agg cat tta acc agc aaa
RSV atc att ga gtg tta ga 239 50 [185]
ggg aga ggt ggc
agc atc act tgc
RSV N ;zc aga ata cag cct gaa cca tag go 347 68 [186]

Die RT-PCR wurden immer mit Positiv Kontrollen (cDNA aus Testis und 1:100 verdinntem
Plasmid), sowie mit Negativ Kontrollen (H,O) durchgefiihrt. ': Primerpaare, die mehrere
Gene amplifizieren. pan-cTAGE amplifiziert cTAGE-2/ -3/ -4/ -5a/ -5b und cTAGE-5C /
MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA11, CHOB8/9 die mMRNAs MAGE-A1, -A2, -A3, -A3b, -A5a, -
A6, and -A12, PARpan alle PAR-3 bekannten mRNA und Primerset A alle se70-2 bekannten
MmRNAs. Die GAGE Primer amplifizieren die im Namensindex gekennzeichneten GAGE
mRNAs. % RAGE1,2,3 erkennt 3 RAGE-gene, dessen Amplifikate 1/50 verdiinnt in einer
nested PCR mit RAGE-1, RAGE-2 und RAGE-3 spezifischen Primern eingesetzt wurden.

Alle Ergebnisse wurden in mindestens 2 unabhangigen Versuchen bestatigt.

PCR Proben

Zur Uberpriifung der Expression in gesunden Normalgeweben wurden selbst isolierte RNA
und gekaufte RNA Normalgewebe Panels (Fa. BD Clontech) in cDNAs umgeschrieben.
Ferner wurden fertige cDNA Panels: MTC II und fetales Panel als Kontrollen benutzt.
Folgende Gewebe waren enthalten:

umgeschriebene | Haut

selbst isolierte PMNC

RNA, n=3 Leukozyten

umgeschriebenes | Gehirn MTC II, n=4 Ovar

Human Total RNA | Herz Testis

Panel I, n=6 Niere Leukozyten
Leber Prostata
Lunge fetales MTC fetales Gehirn
Trachea Panel, n=8 fetales Herz

umgeschriebenes | Knochenmark fetale Niere

Human Total RNA | Kolon fetale Leber

Panel II, n=6 Diinndarm fetale Lunge
Milz fetaler Skelettmuskel
Magen fetale Milz
Thymus fetaler Thymus

cDNA aus folgenden Tumorgeweben (siche Tabelle 2-7) und Zelllinien wurden hergestellt.
Alle cDNAs wurden mittels GAPDH-PCR beziiglich der mRNA Integritét tiberpriift.
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Tabelle 2-7: RT-PCR Proben

Ziele Gewebe Zelllinien | Summe
Kontrollen 19 19
Fetale Kontrollen 8 8
T-Zell Kontrollen' 4 4
CTCL gesamt® 17 4 21
CBCL 3 3
Melanome 10 22 22
Leukdmien — Zelllinien 5 5
HNO-Tumore- Zelllinien 24 6 30
Ovarialkarzinome 63 63
Mamma Karzinome 23 23
Ovarial Karzinome 63

cDNAs, die als PCR Proben verwendet worden sind; ': T-Zelllinien als Kontrolle, bestehend
aus 3 aktivierten T-Zellklonen und der Zellinie Jurkat; >CTCL, gesamt: Mycosis Fungoides =

13, Sézary-Syndrom = 3, T-Zonen Lymphom = 1 und pleomorphes CD30+ Lymphom = 1.

2.3.4 PCR-Southern Blot

Durch eine Hybridisierung mit spezifischen Sonden wurden die PCR Ergebnisse bestétigt.
Eng verwandte Genen lieBen nicht immer eine optimale, Primerwahl zu, die aber durch die
Erh6éhung der Detektion durch eine sekundére Hybridisierung ausgeglichen wurde.

Blotting

Dazu wurden die PCR-Produkte in einem Agarose Gel aufgespalten, 2-mal 20 min in
Denaturierungslosung und 2-mal 30 min in Neutralisierungslosung unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Anschliefend folgte der Blotaufbau. In GelgréBe wurden 2 Lagen Whatman-Papier
und Nylon Membran zugeschnitten. Durch 2 in Transferpuffer getrdnkte Lagen Whatman
hatte das Gel Kontakt zum Transferpuffer (20xSSC). Auf das Whatman-Papier wurde das Gel
luftblasenfrei aufgelegt, es folgte luftblasenfrei die vorher mit H,O und 2xSSC gespiilte
positiv geladene Nylon-Membran, darauf in Transferpuffer getrdnkte 2 Lagen Whatmann-
Filter. Als oberstes wurde ein Stapel Papierhandtiicher aufgelegt. Die Saugspannung zieht die
DNA aus dem Gel auf die Membran. Am darauffolgenden Tag wurden die Membrane in
2xSSC gespiilt und die DNA im Crosslinker bei 500mV an die Membrane fixiert.

Sondenherstellung und Hybridisierung

Das Digoxigenin-Markieren der Sonde erfolgte gemdll des HYREX Protokolls (siche
Abschnitt HYREX) Die Membrane wurden in 2xSSC gewaschen und auf 42°C erwirmt und
mit vorgewdrmten DIG EASY HYB Losung (Fa. Roche) prahybridisiert (2 h bei 42C). Die
frisch denaturierte Sonde (10 min 100°C, kurz auf FEis) wurde direkt in die
Hybridisierungslosung (ca. 3 ml / 100cm® Membran) hineingegeben und iiber Nacht bei 42°C



/JL MATERIAL UND METHODEN 35

hybridisiert. Die Membrane wurden bei 68°C 2-mal 5 min mit 4xSSC + 0,1%SDS; 2-mal 15
min mit 2xSSC + 0,1% SDS und 2-mal 15 min mit 0,2xSSC + 0,1%SDS gewaschen.

Detektion

Der Nachweis erfolgte mit Anti Digoxigenin spezifischen AP konjugierten Antikorpern,
gemidll des HYREX Protokolls. Die alkalische Phosphatase spaltet das CSPD unter
Freisetzung von Chemilumineszenz. Bei der Chemilumineszenzreaktion entsteht durch die
enzymatische Dephosphorylierung des Substrats ein metastabiles Phenolatanion, welches
zerfallt und Licht emittiert. Durch Auflegen eines Rontgenfilms kann das nicht-radioaktive
Signal bis zu 48 Stunden nach Zugabe von CSPD detektiert werden. So wurden die
Membrane abgetropft und mit CSPD READY TO USE (Fa. Roche) 5 min in einer Folie
luftblasenfrei inkubiert. Die abgetropften Membrane wurden in Folie eingeschweif3t, 15 min
bei 37°C inkubiert und mit einem Kodak Xomat XR 30sec-20 min belichtet. Die Entwicklung
erfolgte mit der Entwicklermaschine Agfa Curix 60.

2.3.5 Northern Blot

Der Northern Blot diente dazu, die Ergebnisse der RT-PCR zu bestitigen und zu
quantifizieren. 10 pg RNA wurde in einem MOPS Gel aufgespalten. Das Gel wurde 2-mal 20
min in 20xSSC getrankt und anschlieend der Kapillarblot aufgebaut (siche PCR-Southern
Blot). Auf einem Transilluminator wurden die Lauffronten der 28s rRNA und 18s rRNA als
GroBenstandarts auf der Membran markiert.

Sondenherstellung

Unter Verwendung des HIGH PRIME LABELING KiIT (Fa. Roche) wurden ca. 20ng Sonde
eingesetzt. Als Sonde wurde das aufgereinigte PCR Produkt am Plasmid gewéhlt. Die
Polymerisierung wurde 2 Stunde bei 37°C durchgefiihrt. Die Reaktion wurde mit 1/10 VT
200mM EDTA (pHS8) gestoppt.

Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde mit 2xSSC gespiilt und zur vorgewédrmten Hybridisierungslosung
gegeben. Die Prihybridisierung dauerte 3 Stunden bei 55°C. Anschlieend wurde die frisch
denaturierte, markierte Sonde dazugegeben und iiber Nacht bei 55°C hybridisiert. Die Sonde
wurde entfernt und konnte, je nach Aktivitdt der Radioaktivitét, noch einmal benutzt werden.
Die Membran wurde mit 2xSSC + 0,1%SDS 2-mal 30 min bei 50°C gewaschen und
anschlieBend mit verringerter Stringenz mit 0,2xSSC + 0,1%SDS 2-mal 30 min bei 63°C. Die
Membrane wurden eingeschweillt und in einer Rontgenfilmkassette fixiert. Der Rontgenfilm
lag bis zu 10 Tagen bei -80°C auf. Die Sonde wurde 2h bei 65°C mit Hilfe der Mild Stripping
Solution entfernt und anschlieBend wurde der Blot mittels einer Haushaltsgen Hybridisierung
(GAPDH) iiberpriift.

2.3.6 Southern Blot

Fiir einen Southern-Blot wurde genomische DNA der Zelllinien HH, HuT-78, MyLa, SeAx
und von E.Coli (BLOOD AND CELL CULTURE DNA MINI KIT; Fa. Qiagen) isoliert. Die DNA
wurde iliber Nacht HindlIl (Fa. Amersham) restringiert, in einem 0,5%igem Agarose-Gel
separiert und auf eine positiv-geladene Nylon-Membran {iber Nacht (Kapillar-Blot Aufbau)
transferiert. cTAGE-1, cTAGE-2 und als negative Kontrolle puc18 Sonden wurden radioaktiv
markiert (sieche Sondenherstellung Northern-Blot). Nach Préybridisierung (6xSSC and
2xDenhardt; 2 Std. bei 63°C) wurden die Membrane der spezifischen Probe iiber Nacht
(3xSSC, 1x Denhardt, bei 60°C) inkubiert. Nach mehrmaligen Waschen (2xSSX bei 55°C
und 0,2xSSC bei 60°C, 2x 30 min jeweils) wurde ein Kodak-Film bis zu 4 Tagen aufgelegt.
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2.3.7 Antikorper Herstellung

Um die Expression von cTAGE-1 und cTAGE-5A auf Proteinebene herauszufinden, wurden
Epitop spezifische Antikorper hergestellt (Fa. Biogenes). In Tabelle 2-8 ist das
Immunisierungsschema der Kaninchen dargestellt.

Tabelle 2-8: Boost Schema zur cTAGE-1 und cTAGE-5A Antikorper
Herstellung

Anti cTAGE-1 AK|Anti cTAGE-5 AK
K26 K25 K64 K65
Immu]illgziterung Ix Ix Ix Ix
Boost 2x 2X 2x 2x
Bluten 20ml 20ml 20ml 20ml
Boost 2x 2X 2x 2x
Bluten 1,5ml 1,5ml
Boost 2x 2x
Bluten 20ml 20ml
Boost Ix Ix
Ausbluten Ausbluten|/Ausbluten|Ausbluten|Ausbluten|

Zur Immunisierung bzw. Boosten wurden Protein-Epitope aus den Tumorantigenen an KLH
gebunden. Zur Injektion wurden cTAGE-1 und cTAGE-5A an KLH gebundene Epitope
eingesetzt.

Zur Herstellung der Antikdrper wurde das immunogene Epitope (siche Ergebnis Epitope
Mapping cTAGE-1) aus cTAGE-1 synthetisiert, iiber Cystein an KLH gekoppelt und damit 2
unterschiedlichen Kaninchen immuniziert. Gegen ¢cTAGE-5A wurde ein Epitop aus dem C-
terminalen Bereich des Proteins gewihlt, der identisch zu cTAGE-5C / MGEA-6 und
cTAGE-5D / MGEA-11, jedoch zu allen anderen cTAGE-Proteinen unterschiedlich ist. Hier
wurde auch KLH gebundenes Peptid in Kaninchen injiziert und das Serum gewonnen. Beide
polyklonalen Antikorperseren wurden gegen eine cTAGE-1 Peptid bzw. ¢cTAGE-5A Peptid
beladenen Sepahdex Séule aufgereingt (Fa. Biogenes).

2.3.8 Protein-Isolation

Zur Analyse der Proteinexpression der Tumorantigene wurden die Western-Blot Analysen
und Dot-Blot Analysen durchgefiihrt. Zum einen wurden gekaufte Protein-Panels von
Normalgeweben der Firma BD Clontech (Testis, Placenta, Diinndarm, Magen und
Brustgewebe) und der Fima BioCat (Knochenmark, Hirn, Dickdarm, Prostata, Skelett
Muskulatur und Luftrohre) benutzt, zum anderen wurden Proteine von Tumorzellen mittels
des TriStar Kits (Fa. Peqlab) isoliert. Als positiv Kontrollen wurde cTAGE-1 und cTAGE-5A
in einen Expressionsvektor pTRC-His kloniert und rekombinant exprimiert. Bakterienlysate,
die cTAGE-1 und cTAGE-5A kodierende Plasmide enthielten, wurden 4h mit IPTG bei RT
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induziert, anschlieBend pelletiert und in einem isotonischen Puffer (2ml / 2mg Pellet)
aufgenommen, 5x 20 Sekunden sonifiziert und der Uberstand als Proben in Western-Blot und
Dot-Blot Analysen verwandt. Die Lysate wurden mit Protease Hemmern (DTT 1mM, PMSF
14pg/ul, Aprotinin 8ug/ml und Leupeptin 2pug/ml) versetzt und bei —80°C aufbewahrt. Als
Positiv-Kontrolle wurden die zu Immunisierung verwandten Peptide an BSA gekoppelt. Bei
dieser Methode werden Peptide iiber Aminogruppen an das Carrierprotein gekoppelt. 1,125
mg Oligopeptide wurden in 100ul PBS, pH 6,8 gelost und mit 200ul BSA-Protein Losung
(11,25mg/ml) in PBS, pH 6,8, gemischt. Zu der Mischung werden 0,3ml 0,2% Glutaraldehy /
PBS, pH 6,8 gegeben. Diese Losung wurde fiir 1 Stunde bei RT unter Lichtschutz geschiittelt,
um anschlieBend mit 1/10 des Gesamtvolumens an 1M Ethanolamin, pH 8,0 weiter fiir 1
Stunde unter Lichschutz geschiittelt zu werden. Die Proteinlosung wurde unter Lichtschutz
4°C {iiber Nacht gegen PBS pH 7,5 mittels einer Dialyse aufgereinigt. Dazu wurde der
Dialysierschlauch mir einer Porengréf3e von 12-14 kDa 2-mal fiir 10 Minuten mit 2% Na-
Bicarbonat und 1mM EDTA (pH 8) in H,O und mit ImM EDTA Losung gekocht. Nach H,O-
Spiilen konnte der Dialysierschlauch eingesetzt werden.

Proteinbestimmung nach Bradford

Zur genauen Konzentrationsbestimmung wurden die Extinktion der Proteine mit der Bradford
Reagenz gemessen (BioRad Protein Assay Reagenz) und anhand einer Verdiinnungsreihe von
Rinder-Serum Albumin bestimmt.

2.3.9 Western-Blot
Fiir alle Polyacrylamidgele wurde das BioRad Protean II und III Gel System verwendet. Die

Proteinproben wurden (siehe Tabelle 2-9) in einem Sammelgel gesammelt und in einem
Trenngel aufgetrennt.

Tabelle 2-9: Western-Blot Reagenzien

Reagenz Trenngel Sammelgel

H,O 6 ml 7,4 ml
Polyacrylamid(37%) 7 ml (=> 16% Gel) 2,1 ml (=> 5% Gel)
Lower Buffer 4,3 ml

Upper Buffer 3,3ml

10% Amoniumpersulfat 42,2 ul 128,3 pul

Temed 19,1 pul 17,1 pl

Die Tabelle zeigt das Pipetierschema fir ein Polyacrylamid Gel zur Auftrennung von
Proteinen.

In der Regel wurden 20pg Protein mit Ladepuffer in 1x Laufpuffer bei 150V 1h aufgetrennt.
Zur Kontrolle der Protein Lysate konnten die Gele durch Brilliant Blue G blau gefarbt (30 sec
in Mikrowelle aufgekocht) werden. Nach 1h Entfarben (Destaining Lésung) kann ein Protein-
Auftrennungsmuster erkannt werden.

Blot der Proteine

Die Proteine wurden mit dem Biorad Blotting Sytem unter elektrischer Spannung 1h bei 100V
gemil der Anleitung des Herstellers in 1x Transferpuffer auf Nitrozellulose transferiert. Der
Transfer konnte mit einer Ponseau Rot Anfiarbung und PBST Entfarbung tiberpriift werden.
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Detektion von Proteinen

Zur spezifischen Detektion der Proteine durch Antikorper wurden die Membrane 2x10 min in
PBST (0,1%) gewaschen und anschlieBend mit 5% Trockenmilch 1h RT geblockt. Nach 3x
10 min in PBS-Tween (0,1%) bei RT wurde der Antikdrper in 0,5% Milch verdiinnt und tiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 3x10 min in PBST bei RT wurde der mit einer Peroxidase
gekoppelte Kaninchen IgG-spezifische Zweitantikorper (1:10 verdiinnt in PBST / 0,5%
Milchpulver) fiir 1 Stunde bei RT inkubiert. Unspezifische Antikorper Bindungen wurden
durch 3-maliges Waschen mit PBST abgewaschen und mittels ECL (Fa. Amersham) und
Auflage eines Filmes (Kodak Xomat XR) sichtbar gemacht. Zur Kontrolle wurden alle Blots
mit b-Actin spezifischen Antikorper inkubiert, um Proteinmengen abschitzen zu konnen.

2.4 Immunhistologie

Das immunhistochemische Markieren von Zellen mit cTAGE-5A Antikorpern dient dazu die
Proteinlokalisation in der Zelle zu beobachten. Die Versuche wurden mit Cytospins von
TumorZelllinien (Colo320, HT29, Ma-Mel-33, UKRV-Mel-11a, HH, Hut 78, MyLA und
SeAx) und an Paraffinschnitten durchgefiihrt. Die Paraffinschnitte wurden in Kooperation mit
der Dermatologischen Klinik Ziirich Prof. Dr. R. Dummer gewonnen.

2.4.1 Cytospins

Die Cytospins wurden 10 min in eiskaltem Aceton fixiert und anschlieBend 5 Minuten in
10mM Citratpuffer pH=6.0 aufgekocht. Nach Abkiihlen und 5 miniitigem waschen in 1xPBS
wurden unspezifische Avidin oder Biotinbindungen durch je 15 miniitiges Inkubieren mit
Avidin D- und Biotin Losungen des AVIDIN / BIOTIN BLOCKING KITs (Fa. Linaris) geblockt.
Anschliefend wurden die Priparate 3x Smin in 1xPBS gewaschen, um mittels 5% Ziege
Serum in 1xPBS fiir 20 Minuten gegen unspezifische Antikorper Bindungen geblockt zu
werden. Sodann wurde der cTAGE-5A Primérantikorper in einer 1: 500 Verdiinnung in 1%
Ziege-Serum in einer feuchte Kammer iiber Nacht inkubiert.

Der Sekundér Antikorper des ABC Systems erkennt spezifisch Kanninchen-Antikérper und
wurde nach 3x Sminiitigem Waschen in 1xPBS in 10% Ziegenserum fiir 30 min inkubiert. Die
ABC Reagenzien des ALKALINE PHOPHATASE RABBIT IGG ABC KiTs (Fa. Linaris) wurden
nach Angaben des Hersteller zur Verstirkung des Signals angesetzt und fiir 30 Minuten in
einer feuchten Kammer inkubiert. Nach Waschen (3x 5min in 1xPBS) wurden die Proben
kurz mit Tris-HCI pH=8,5 abgespiilt und die Farbung erfolgte mittels des AP-Substrat-Kits
(Fa. Linaris) nach Herstellerangaben. Die gefirbten Schnitte wurden nach 3x Sminiitigem
Waschen in MQ-H; O mit Hdmatoxylin fiir 5-10min gegengefarbt und durch flieBendes
Wasser gebldut. Zur Konservierung wurden die Schnitte mit Histogel eingedeckt.

2.4.2 Paraffinschnitte

Die immunhistochemische Féarbung von Tumor-Paraffinschnitten wurde gemil3 des Protkolls
der Cytospins durchgefiihrt. Jedoch mussten vor Markierung die Schnitte entparaffiniert
werden, indem die Schnitte in Xylol fiir 3 x 5Smin, in 100% EtOH fiir 2 x 2min, in 96% EtOH
fiir 2 x 2min, in 80% EtOH fiir 2 x 2min und in fiir H,O 2 x 2min gewaschen wurden. Nach der
Féarbung mussten die Schnitte schrittweise wieder dehydriert werden, indem sie in 80% EtOH
fiir 2 x 2min, in 96% EtOH fiir 2 x 2min, in 100% EtOH fiir 2 x 2min und in Xylol fiir 3 x Smin
gewaschen wurden. Zur Konservierung wurde mit Mounting Medium eingedeckt.
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2.5 FACS

FACS Firbungen wurden mit cTAGE-5A RT-PCR / Western-Blot positiven Zelllinien
durchgefiihrt. Bei der FACS Féarbung werden Zellen gegen einen Antikdrper gefarbt und der
GroBe nach (oder mittels eines zweiten Antikdrpers) sortiert. So kann bei dieser Messung an
intakten Zellen die FACS Farbung als Nachweis fiir membranstindige Proteine angesehen
werden. Die Zellen wurden dazu mit PBS gewaschen und auf eine Konzentration von 2 - 5 x
10° Zellen / ml eingestellt. 0,1 ml der Zellsuspension wurde pro FACS — Reaktion angesetzt
(2 - 5 x 10° Zellen / Rohrchen). 2l des Antikorper (1:50 Verdiinnung) wurden direkt zu der
Losung gegeben und 30min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1-2ml 2%
FCS / PBS Losungen gewaschen, das Pellet wurde in 100ul 2% FCS / PBS Losung mit 2ul
Fluorescein (FITC) markierten Goat Anti Rabbit IgG (H+L) sekundirem Antikorper
(Dianova) versetzt und im Dunkeln 30 min bei 4°C schiittelnd inkubiert. Nach abermaligem
Waschen mit 1-2ml 2% FCS / PBS Losung wurde das Pellet mit 100ul 1% Formalin fixiert.
Die Fluoreszenz war bis zu 30 Tagen messbar. Die Messung wurde an einen Becton
Dickinson FACS Calibur durchgefiihrt.

2.6 Computerprogramme

DKFZ: HUSAR / GCG package

Prime, Primer => Primersynthese

Map, translate, 2dsweep, Domaionsweep => Petid-Beschreibung

Gap, Bl2seq => Similaritits-Vegleiche

Malign, Contig, Malign2MSF, Aline =>Alignment

Genescan, HMM Gene => Exon Intron Strukturen
National Institute of Health NIH, USA:

Unigene Cluster, Virtual Northern-Blot (http://cgap.nci.nih.gov/Genes/GeneFinder)
Ludwig Institute for Cancer Research

SEREX Datenbank (http://www2.licr.org.CancerlmmunomeDB)
Scripps Research Institute, USA

WinMDI2.8
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2.7 Lésungen

2.7.1 Medien und Agar

NZY-broth :
Menge: 11
NaCl S5¢g

Bacto Yeast (S g

MgSO4 2¢g

NZamine [10g

H,O Ad

pH = 7.5; autoklavieren

NZY-Agar:
NZY-broth 500 ml
Agar 7,5 g,
autoklavieren

NZY-Top-Agar:
NZY-broth ansetzen 200 ml
Agarose 1,4g,
autoklavieren

LB-Medium

Menge: 11

Bacto Trypton [10 g

Bacto Yeast Sg

NaCl 10g

pH = 7.0; autoklavieren

LB-Agar :

LB-Medium 500 ml

Agar 7.5 g, autoklavieren

bei 55°, Antibiotikum dazugeben

2.7.2 HYREX / SEREX

Serum Verdiinnungslosung 10x

Stamm- Final
Konz

Tetracyclin |5 mg/ ml |5 pg/ ml

Ampicillin | 100 mg/ ml| 150 pg/ ml

Kanamycin | 50 mg/ ml |50 pg/ ml

LB-komplett

Menge: 10ml |50 ml 100 ml

LB-Medium 93 ml |46,5ml |93 ml

0.2M MgSO4 [0.5ml |2.5ml |5Sml

10% Maltose [0.2ml |1 ml 2 ml

Tetracyclin 25ul 125 ul  [250 pl

Maltose-Stamm (10%)
Maltose: 10 g in 100 ml
sterilfiltrieren

MgSO4-Stamm (0.2 M)
MgSO4 x 7 HzOI

4,92¢g in 100 ml
autoklavieren

Top-LB-Agar

LB Medium 500 ml
2 g Agar, final M
2g Agarose, final M

100 ml |final Sekundirer Antikorper Mix
Milchpulver 2g 0,2% 500 ml | final
NaAcid 0,25g 10,025% Magermilchpulver 2,5 0,05%
TBS 10x 100 ml | 1x TBS 10x 50 1x
H,0 Ad 500
Blockierungslosung: Sekunddrer Antikérper |200ul | 1:2500
500 ml final
Magermilchpulver [25 g 0,5% CDS 10x:
TBS 10x 50 ml 1 x 0,1 M Tris HCI, pH=9,5
H,0 ad SmM MgCl, -6H,0
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0,1M NaCl IPTG-Stamm (0.5 M)
pH=9.5 0,6 g auf 5 ml H,O;
sterilfiltrieren
Entwickler (frisch ansetzen): ->portionieren (1 ml); aufbewahren bei: -
Grundlésung CDS 10X |50 ml 20°C
A. dest. 450 ml
NBT 1000 pl -> mixen X-Gal-Stamm (250 mg/ ml)
BCIP 500 pl -> mixen 250mg in 1 ml 100% DMF ldsen

->portionieren (50 - 100 pl);dunkel
aufbewahren bei: -20°C

filtrieren und dunkel stellen

NBT-Stamm:

500 mg NBT (4°C) in 10 ml 70% DMF TBS 10x (pH 7,5 einstellen)

16sen final

-> portionieren und bei 4°C aufbewahren NaCl 8,78%
Trizma Base |0,0116 M

BCIP-Stamm: Tris-HCI 0,038 M

250 mg BCIP (- 20°C) in 5 ml 100% DMF pH auf 7,5 einstellen.

16sen

-> portionieren und bei -20°C autbewahren TBST 10x (TBS-Tween)

5 ml Tween in 11 TBS 10x
Na-Acid-Stamm (10%)

0.1 g auf 10 ml H,O Tris HCL, pH 7.5, 1M:

100 ml final
SM Puffer (Manniatis: A.7) Trizma Base [2,8 g 0,23 M
5,8 g NaCl, final: M Tris-HCI 12 ¢ 0,76 M
2 g MgS0O4 x 7 H20, final M H,O ad
50 ml Tris HCI 1M, final M
5 ml Gelatine 2%ig Tris HCI, pH 3.0
ad 11 H2_O g Tris-Base (0,05 M) auf 11 A.dest;
autoklavieren pH = 3 mit HCI, rauchend

2.7.3 Losungen fir cDNA / DNA Arbeiten

50xTAE

40mM TrisCL 2 x SSC: 450 ml H,0, 50 ml 20 x SSC
10mM Na Acetat

ImM EDTA (pH7,8) 4xSSC, 0,1%SDS: 395 ml H,O, 100 ml

20x SSC, 5 ml 10% SDS
DNA-Loading buffer

0.1 M EDTA (pH 8) 2 x SSC, 0.1% SDS: 445 ml H,0, 50 ml

0.1% Bromphenolblau 20x SSC, 5 ml 10% SDS

1% SDS

50% Glycerin 0,2 x SSC, 0.1% SDS:490 ml H,0, 5 ml
20x SSC, 5 ml 10% SDS

20 x SSC:

3 M NaCl 200 mM EDTA

0,3 M Na-Citrat-Dihydrat
pH 7,5, autoklavieren 4M LiCl
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Dig Easy Hyb Losung:
Dig Easy Hyb Granules, in 64 ml A.dest
16sen und 5 min bei 37°C inkubieren.

Puffer 1:

100mM Maleinsédure
150mM NaCl

pH 7,5, autoklavieren

Puffer 2:
2 ml 10% Blockierungsstammldsung
18 ml Puffer 1

2.7.4 Loésungen fir RNA Arbeiten

6 x SSC, 3 x Denhard
150 ml 20xSSC

20 ml 50 x Denhard
ad 500 ml H,O

3 x SSC, 2 x Denhard

75 ml 20xSSC

10 ml 50xDenhard

ad 500 ml H,O

vor Gebrauch Lachssperm DNA (final 10
ng / ml) 10 min kochen und nach kurzem
Abkiihlen (auf Eis) zu der
Hybridisierugslosung geben.

RNA Sample Buffer:
2,5 ml deion. Formamid
1 ml 37% Formaldehyd
0,5 ml 10x MOPS

1 ml DMPC H,0O

RNA-Loading buffer
50% Glycerin

ImM EDTA

0,4% Bromphenolblau
0,0004% Ethidiumbromid

10 x MOPS: (1000 ml)

400 mM MOPS

100 mM Na-Acetat

10mM EDTA (pH=8)

pH Wert: 7,

autoklavieren (gelbliche Verfarbung) und
lichtgeschiitzt aufbewahren.

Puffer 3

100mM Tris Base
100mM NaCl
50mM MgCl
pH=9,5

Waschpuffer:
0,3% Tween 20 in Puffer 1

DMPC Wasser: H,O mit 0,1% DMPC
Dimethylpyrocarbonat versetzen, ca. 30
min bei RT inkubieren, anschlieBend
DMPC durch Autoklavieren inaktivieren.

DNase-Verdiinnungspuffer:
25 mM Tris HCI (pH 7.6)
Glycerin (final 50%)
autoklavieren

DNAse 10x Testpuffer:
1M Natriumacetat

50 mM MgSO4

pHS, autoklavieren:

50x Denhardt's Reagenz:

0,5 g Ficoll Typ 400 (Pharmacia)

0,5 g Polyvinylpyrrolidon (Calbiochem)
0,5 g BSA (Pentax Fraktion V, Sigma)
ad 50 ml H,O

sterilfiltrieren und bei -20° C lagern

Dextransulfat:
33% Dextransulfat mit DMPC Wasser

Formamid, deionisiert:

500 ml Formamid

50 g Ionenaustauscherharz, AG 501-X8
Resin (Biorad)

30 min langsam auf einem Magnetriihrer
rithren, anschlieBend das Harz iiber einen
Faltenfilter entfernen und deionisiertes
Formamid in ca. 50 ml Portionen bei -20°
C lagern.
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2 M Tris-HCL-Puffer, pH 8, steril
200 mM EDTA, steril

10% SDS:
10 g SDS plus H,O ad 100 ml,
sterilfiltrieren

Hybridisierungslosung:

100 ml 30% Dextransulfat (final: 10%)

30 ml 10% SDS (final: 1%)

45 ml 20 x SSC (final: 3x)

60 ml 50x Denhardt's Reagenz (final: 10x)

2.7.5 Losungen fur Protein Arbeiten

Isotonischer Puffer:

store 4°C

Sucrose 250mM

HEPES 20mM

KCI 10mM

MgCl;, 1,5mM

EDTA 1mM

EGTA 1mM

H,0 (MQ- Wasser, autoklaviert)

10% SDS:
50g SDS auf 500 ml H,O

0,5SM EDTA:
9,3g EDTA auf 50 ml H,O pH 8,0
einstellen

10% Ammoniumperoxidsulfat:
Igin 10 ml H,O
in 600ul Portionen aliquotieren

0,25% Bromphenolblau:
50mg BPB in 20 ml H,O

5x Sample-Buffer:

5 ml Glycerin (99%)
1,5 g SDS

1 ml 0,25% BPB

Hzo ad 7,5 ml

2,5 ml Mercaptoethanol

4xLower Buffer:
Trisma Base 1,5M  90,85¢g

65 ml H,O (steril)

- portionieren und bei -20° C lagern,

- vor Gebrauch Lachssperm DNA (fertig:
10mg/ ml, final: 0,1mg/ ml) 10 min kochen
und nach kurzem Abkiihlen (auf Eis)
einsetzen zu der Hybridisierugslosung
geben.

Mild Stripping Solution:
SmM Tris HCI, pH=8
2mM EDTA, pH=8

0,1x Denhardt’s Losung

10% SDS 20 ml
auf 500 ml mit H,O auffiillen , pH 8,8
einstellen

4xUpper Buffer:

Trisma Base 0,5M  15,15¢g

10% SDS 10 ml

auf 250 ml mit H,O auffiillen , pH 6,8
einstellen

10x Running Buffer:
Trisma Base 7,5g

10% SDS 2,5g

Glycin 36g

auf 250ml mit H,O auffiillen

10x Transferpuffer :
Trisma Base 15g
Glycin 72,5¢g

SDS 1,87g

auf 500 ml mit H,O

PBS/Tween:
250 ul Tween aut 500 ml PBS

Brilliant Blue G:
300 ml Brillant Blue G Konzentrat
ad 1000 ml A.dest.

Entfarber-Losung :
20% Methanol

7% Essigsaure

73% A.dest.
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73,75mL bidest. Wasser

Stripping-Losung 700uL B-Mercaptoethanol

6,25ml 1M Tris-HCL (pH 6,8)

20ml 10%iges SDS

2.8 Gerdte / Reagenzien

2.8.1 Antikorper

Spezifitit Verdiinnung in Hersteller Anwendung

Rabbit Anti cTAGE-1 | 1: 5000 in 0,5% Biogenes Western-Blot /

K26 Milch, 0,5%BSA in Immunhisto / FACS
PBST

Rabbit Anti cTAGE-1 |1: 5000 in 0,5% Biogenes Western-Blot /

K25 Milch, 0,5%BSA in Immunhisto / FACS
PBST

Rabbit Anti cTAGE- |1:10.000 in 0,5% Biogenes Western-Blot /

5a K64 Milch, 0,5%BSA in Immunhisto / FACS
PBST

Rabbit Anti cTAGE- |1:10.000 in 0,5% Biogenes Western-Blot /

5a K65 Milch, 0,5%BSA in Immunhisto / FACS
PBST

Goat Anti-Mouse 1:10 000 in PBST Southern Western-Blot

IgG-HRP Biotechnology

Associates

Goat Anti-Rabbit Ig- |1.10 000 in PBST Santa Cruz Western-Blot

HRP Biotechnology

Goat Anti-Mouse 1:10 000 in PBST Santa Cruz Western-Blot

IgG-HRP Biotechnology

GoatAnti Rabbit 1:50 in 2% FCS/ Dianova FACS

FITC PBS

Goat Anti Human AP |1:2000 in 0,5% Milch | Dianova SEREX
in TBST

Goat Anti-Human- 1:10.000 in Dianova Epitope Mapping

HRP 0,5%Milch, 5%
Sucrose, 1x
CaseinBlock

2.8.2 Chemikalien

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

100 bp Ladder, Fa. Natutec
[0-**P]dCTP, Fa. Amersham
-Mercaptoethanol, Fa. Merck
Affinitatsadsorbens: aktiviertes

Glutar dialdehyd, Fa. Roche
e Antibiotika, Fa.Sigma
Ampicilin: Stamm = 100 mg/ ml

Kanamycin: Stamm =50mg / ml

H,O

Tetracyclin: Stamm=5mg / ml

EtOH

e Agar, Fa. Difco
e Agarose, Fa. Biozym
e Anti Dig Ap Konjugat, Fa. Roche
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Aprotinin, Fa. Roche

BioRad Protein Assay, Fa. Biorad
BCIP, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl
Phosphat, Fa. Biomol

Blocking Reagent, Fa Roche
BSA, Rinder Serum Albumin
(Pentax Fraktion V), Fa. Serva
Bromphenolblau Natriumsalz, Fa.
Merck

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

CSPD Ready to use, Fa. Roche
Coomassie Brillant Blue R, Fa.
Gerbu

Dextransulfat: Na-Salz, Fa.
Pharmacia

Dig Easy Hyb Granules, Fa. Roche
DMF, Dimethylformamid, Fa.
Sigma

DMPC, Dimethylpyrocarbonat; Fa.

Sigma

DMSO: Dimethylsulfooxid, Fa.
Merck

DNase I, RNase-frei, Fa. Roche
Ethanoldiamin, Fa. Sigma
Ethylendiamintetraessigsaure-
Disodium (EDTA), Fa. Sigma
Ethylenglykol-bis-(2-aminothyl)-
tetraessigsdure (EGTA), Fa. Sigma
Ethanol, 98%, Fa. Riedel-de-Haen
Ficoll Typ 400, Fa. Pharmacia
Fmoc Aminosduren, Fa. Sigma
Formaldehydldsung (37%), Fa.
Roth

Formamid, Fa. Roth

fotales Rinderserum (FCS), Fa.
Gibco

Glucose, Fa. Merck
Glutar-aldehyd, Fa. Sigma
Glycin p.A., Fa. Gerbu

Harnstoff, Fa. Fluka
-(2-Hydroxyethyl)-Piperazine-N*‘-
2-ethanesulfonic acid (HEPES),
Fa. Gerbu

Ionenaustauscherharz, Fa. Biorad
Isopropanol, Fa. Riedel-de-Haen

IPTG, Isopropylthiogalactosid, Fa.
Sigma

Lachssperm DNA-Losung, Fa.
Gibco

Kaliumchlorid p.A, Fa. Merck
Lithiumchlorid, Fa. Merck
Leupeptin, Fa. Roche

Maltose, Fa. Sigma
MgCl,-6H,0, Fa. Sigma

MgSOy, Fa. Fluka

MOPS (3-[N-morpholino]-2-
hydroxypropansulfon Saure), Fa.
Sigma

Milchpulver, Fa. Fluka

Multiple Tissue RNA Panel, Fa.
BD Clontech

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

NaOH, Fa. Merck

Natrium Acetat, Fa. Fluka
Natriumacid, Fa. Sigma

NBT, Nitrobluetetrazolium (2,2’
Dinitropenyl, 5,5’ diphenyl), Fa.
Biomol

Nukleotide, Fa. Peqlab

Phenol, sauer, Fa. Pharmacia
PBS (phosphatgepufferte
Salzlésung) w/o Ca**, Mg **; Fa.
Biochrom KG
Phenylmethansulfonylfluorid
(PMSF), Fa. Roche
Ponceau-S-Solution, Fa. Sigma
Protein-Marker: Kaleidoscope
Prestained Standard: Fa. BioRad
Polyacrylamid : Rotiphorese® Gel
30, Fa. Roth

Polyvinylpyrrolidon,
Fa.Calbiochem
Restriktionsenzyme: Sma I, Kpn I
der Fa. Gibco
Restriktionenzympuffer: One for all
Puffer, Fa.: Pharmacia
Restriktionsenzyme, Fa. Natutec
RNA clean Losung, Fa. AGS
Rnase Inhibtor, Fa. Roche

RNase (DNAse frei), Fa. Roche
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2.8.3

2.8.4

Sodium Dodecylsulfate (SDS), Fa.
Merck

Sucrose, Fa. Sigma
Taq-Polymerase, Fa. Natutec
Temed p.A., Fa. Roth

Trizma Base, Fa. Sigma

Trizma HCI, Fa. Sigma
Triton-X100, Fa. Sigma

Verbrauchsmaterial

0,2 ml; 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Eppendorf Cups

3MM Filterpapier, Fa. Whatmann
1000er, 100er, 10er
Pipettenspitzen, Fa. Gilson, Fa.
Eppendorf

Dialysierschlauch, Fa. Neolab
Skalpell, Zahnstocher
Nitrozellulose-Membranfilter fiir
SEREX-Blotting, Fa. Sartorius
Nitrozellulosemembran Hybon
C, Fa. Amersham

Pasteur Capillary Pipettes, Fa. WU
Mainz

Peg 500-Spacer Nylonmembran Fa.

Genosys

Fertige Kits

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

AP Substrat Kit, Fa. Linaris
Avidin / Biotin Blocking Kit, Fa.
Linaris

Qiagen Miniprep Kit (250)

Dig DNA labelling Kit, Fa. Roche
Qia Amp Tissue Kit (50), Fa.
Qiagen

2.8.5 Gerate

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

Beston Dickinson FACS Calibur,
Fa. Becton Dickinson

qd™.

Tryptone, Fa. Difco

Tween 20, Fa. Sigma

X-gal, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl g
d-galaktopyranosid, Fa. Sigma
Yeast extract, Fa. Difco

Saulenmaterial: Affin.-
Adsorbens.GDA-aktiviert, Fa.
Roche

Glas-Petri-Schalen, Fa. Greiner
Greiner Plastik-Petrischalen, 150
mm

Postiv geladene Nylon Membran,
Fa.Roche

Serum-Monovetten, Fa. Sarstedt
sterile Rundboden Rohrchen, Fa.
Greiner

Qia Shredder, Fa. Qiagen
Rontgenfilme: Kodak X-OMAT™,
AR

Standardprospekthiille, Fa. Esselt

JetQuick PCR Purification Kit (50),
Fa. Genomed

Rneasy Midi Kit, Fa. Qiagen

Qia Oligotex mRNA Midi Kit
Blood and cell culture DNA mini
Kit, Fa. Qiagen

High Prime Kit, Fa. Roche

First Strand cDNA Synthese Kit,
Fa. Roche

Crosslinker, Fa. Stratagene
Entwickler: Agfa Curix 60
Feinwaage AG245 Mettler, Fa.
Toledo

Folienschwei3gerit, Fa. Severin
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Glaspipetten, 1,2,5,10,20 ml mit
Pipettierhilfe, Fa. Biorad

Hybridisierungsofen, Fa. Bachhofer

Inkubator / Trockenschrank, Fa.
Heraeus

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

Millipore-Anlage, Fa. Millipore
Mini-Protean® II und III
Electrophoresis Cell, Fa. Bio Rad
Mini Trans-Blot® Electrophoretic
Transfer Cell, Fa. Bio Rad
Magnetrithrer MR 3002, Fa.
Heidolph

PCR Maschine, Fa. MJ Research
pH Meter 220, Fa. Metzler-Toledo

Pipetten: Fa. Eppendorf, Gilson
PowerPac 300 power supply, Fa.
Bio Rad

Rontgenfilmcassetten, Fa. Dr.Goos
grofBer Schiittler fiir Platten, Fa.
GFX

Schiittler fiir Schalen, Fa. IKA
Sonifikator, Fa. Hielscher
Thermoblock: Fa. Eppendorf
Transilluminator mit
Photographiervorrichtung, Fa.
Biorad

Uberkopfrotor, Fa. Snijders
Ultrathurax, Fa. Labortechnik
Waage, Fa. Sartorius
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3 Ergebnisse

3.1 Bekannte Antigene als Tumormarker

Um die Expression von bekannten-Antigenen in Haut-Neoplasien zu untersuchen wurden
eine Reihe CT-Antigene (MAGE-A, MAGE-B, LAGE / NY-ESO, GAGE, SCP-1 und SSX-2)
und Differenzierungsantigene (RAGE) mittels RT-PCR-, Northern-Blot- und SEREX-
Analysen untersucht. Ferner wurde die Expression von Antigenen in kutanen T-Zell
Lymphomen (CTCL) untersucht, die als Antigene bereits im Zusammenhang mit

lymphoproliferativen Erkrankungen bekannt sind.

3.1.1 CT-Antigene beim CTCL

Beim kutanen T-Zell Lymphom (CTCL) ist die Expression von CT-Antigene bislang nicht
untersucht worden. Mittels RT-PCR-, Northern-Blot- und SEREX-Analysen konnte der Wert
der CT-Antigene fiir das CTCL evaluiert werden.

Anhand Tabelle 3-1 ist erkennbar, dass cTAGE-1 und die GAGE-3,4,5,6,7b Gruppe jeweils zu
46% in CTCL Tumoren zu finden sind. Dagegen sind LAGE-1a, LAGE-1b, NY-ESO-1 und
die MAGE-A Gene zu 33-17% etwas schwicher exprimiert. Die Subspezifizierung der
MAGE-A Gene konnte weder MAGE-A1, -A2 oder -A3 nachweisen. Dagegen konnten
MAGE-A9 Transkripte in 27% (4/15) der getesteten CTCL Tumoren gefunden werden.
Wiéhrend MAGE-B, RAGE-1, -2, -3, -4, GAGE-1 und GAGE 1,2,8 in keinem getesteten

CTCL Tumor zu finden war, konnte SCP-1 in einer MF Lision nachgewiesen werden.

Anhand der Northern-Blot Analyse (nicht gezeigt) konnten die GAGE Expression schwach,
aber deutlich in allen vier CTCL Zelllinien, die LAGE-1 und die MAGE-A Expression in
SeAx bestitigt werden.
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Tabelle 3-1: CT-Antigene in CTCL Tumoren
LAGE-1a | LAGE-1b | NY-ESO-1 | ¢cTAGE-1° | MAGE-A" | MAGE-A9 | GAGE-
3,4,5,6,7b
MEF' [pos/n] 5/15 5/15 4/14 5/15 3/15 2/11 6/15
SS? [pos/n] 1/3 0/3 0/3 1/3 0/3 2/2 0/3
TZL} + + - + - - .
CD30L* - - - - - - +
HH’ - + i n - . i+
HuT 78 - - - - - - +
MyLa’ - - - + - - +
SeAx’ + + - + + - +
total CTCL 8/24 8/24 4/23 11/24 4/24 4/19 11/24
33% 33% 18% 46% 17% 21% 46%
Entziindliche 0/7 0/7 0/7 1/7 0/7 n.g. 0/7
Hautkrankheiten®

Die Tabelle zeigt die Expression der CT-Antigene in CTCL Tumoren, ': MF steht fiir Mycosis
Fungoides, % SS fiir Sezary Syndrome, ®: TZL fiir T-Zonen Lymphom und *: CD30L fiir CD30

positives T-Zell Lymphom, alles verschiedene CTCL Tumore. Die entzindlichen

Hautkrankheiten enthielten 4 Ekzeme, 2 Exantheme und 1 Parapsoriasis en plaque. ©: wie
in [97, 98] mit zusatzlich getesteten cDNAs : MAGE-A Expression steht fiir 8 mégliche
MAGE-A mRNAs. Das Kirzel n.g. steht fiir nicht getestet.

Reaktive Antikorper gegen CT-Antigenen in CTCL-Patienten

Um die immunologische Bedeutung der Tumorantigene abzuschitzen, wurden MAGE-A,
LAGE-1a und GAGE mittels einer SEREX Analyse {iberpriift. Dazu wurde eine Abwandlung
der SEREX Methode entwickelt, um nach homologen Klonen in einer Phagen-Bank zu
suchen (HYREX fiir DNA Hybridization analysis of recombinantly expressed cDNA phage
libraries, [187]). Man benutzt Digoxigenin markierte DNA Sonden, um in einer Phagen Bank
Gene zu identifizieren, die man in einem sekunddrem Screening gemill des SEREX

Protokolls nach reaktiven Antikdrpern testen kann.

Durch Screening von 1,8 x10° Rekombinanten konnten mit einer CHO8/9 MAGE-A
spezifischen Sonde 41 positive Klone gepickt werden. 15 wurden bis zur Monoklonalitét
weiter analysiert und entsprachen 6 verschiedenen MAGE-A Genen (MAGE-AI, -A3, -A4b,
-A6, -A9 und —-A12).
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Die gleiche Anzahl an Rekombinanten wurde mit einer LAGE und GAGE spezifischen Sonde
durchsucht. Wahrend LAGE-1a in voller Linge isoliert werden konnte, wurde eine deletierte
Version der GAGE Familie isoliert. Dieser GAGE Variante war in der Proteinsequenz am N-
terminalen Ende um 23 Aminosduren deletiert. Im fehlenden Proteinbereich liegen die
Unterschiede der GAGE-1,2,8 und GAGE-3.,4,5,6,7b Proteine, so dass der isoliert GAGE-
Phage alle bekannten GAGE-Proteine beinhaltet und als GAGEt (=fiir truncated) bezeichnet

wurde.

In einer SEREX Analyse konnte die Existenz reaktiver Antikorper aus CTCL Seren gegen die
Proteine MAGE-A1, -A3, -A4b, -A6, -A9, -A12, LAGE-1a und GAGEt untersucht werden
(siehe Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2: SEREX Analyse von CT-Antigenen mit CTCL Seren

Seren ¢TAGE-1""| LAGE-1a | GAGEt |MAGE-Al|MAGE-A3|MAGE-A6|MAGE-A9
MF 7/22 0/16 2/16 1/15 1/15 1/15 3/15
SS 3/7 0/3 1/3 0/3 0/3 1/3 1/3

gesamt 10/29 0/19 3/19 1/18 1/18 2/18 4/18
34% 0% 16% 6% 6% 11% 22%

Die Tabelle zeigt die Reaktivitat von CTCL assoziierten Seren (Mycosis Fungoides (MF) oder
Sezary Syndrom (SS) Seren) gegen rekombinant exprimierte CT-Antigene. MAGE-A4b und
MAGE-A12 waren gegen alle Seren negativ. GAGEt ist eine 5’ verkurzte Version der GAGE-

Proteine " wie in [97, 98] beschrieben mit zusatzlich getesteten Seren.

Wihrend gegen MAGE-A4b, MAGE-A12 und LAGE-1a keine Antikorper identifiziert
werden konnten, wurden die MAGE-AI, -A2, -A3, —A9 und GAGE Proteine durch CTCL
Patienten erkannt. Am stirksten war die immunogene Erkennung der Proteine MAGE-A9
(22%) und GAGEt (16%). Ein CTCL-Patient reagierte besonders stark gegen MAGE-A
Proteine, er besa3 Antikorper gegen MAGE-A1, -A3, -A6 und A9 Proteine. Dies konnte auch

an Kreuzreaktivititen liegen.
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3.1.2 Expression bekannter Lymphozyten-assoziierter Antigene in kutanen

T-Zell Lymphomen

In der Literatur sind Antigene beschrieben, die in lymphoproliferativen Geweben, wie
Leukédmien oder B-Zell Lymphomen, stark exprimiert werden [182-184]. Diese Antigene
MUC-1, WT-1 und PRAME wurden auf ihre mégliche Expression in CTCL Geweben und

Normalgeweben untersucht.

Tabelle 3-3: MUC-1, WT-1 und PRAME RT-PCR Expression

Normalgewebe CTCL '? CBCL' Leukédmien®
12/20 8/18 0/3 2/5
MUC-1 60 % 449 0% 40 %
5/15 1/20 0/3 2/6
WI-1 33% 5% 0 % 33 %
2/10 0/2
PRAME n.g. 20% 0% n.g.

Die Tabelle zeigt die RT-PCR Expression der Antigene MUC-1 und WT-1 in Normalgeweben
und in verschiedenen Lymphozyten assoziierte Tumoren. Das Kirzel n.g. steht fir nicht

getestet. Es wurden "Tumore und ?Zelllinien getestet.

Tabelle 3-3 zeigt, dass die mRNAs von PRAME und WT-1 in CTCL Tumoren im Gegensatz
zu anderen lymphoproliferativen Neoplasien nur selten exprimiert sind. MUC-1 ist dagegen
dhnlich haufig wie bei den Leukidmien zu 44% in CTCLs vorhanden. Die Expression von

MUC-1 und WT-1 in Normalgeweben bestétigen die Literaturdaten.

Das Cancer Genome Anatomy Project des National Institute of Health

(http://cgap.nci.nih.gov/Genes/GeneFinder) bietet auf der Homepage ein Programm an, das

die Expression eines Gens liber einen ,,Virtuellen Northern® iiberpriift. Dazu werden Gene-
Cluster zu einer Konsensus Sequenz zusammengefiigt. Diese Konsensus Sequenz wird in
einer sekundiren BlastN Suche mit allen bekannten ESTs verglichen und somit eine
Expressionsanalyse durchgefiihrt. MUC-1 zeigt im Virtuellen Northern eine Expression in
Normalgeweben an, die per RT-PCR bestitigt werden konnten. Jedoch sind signifikant mehr
MUC-1 Transkripte in Tumoren als in Normalgeweben zu finden, d.h. MUC-1 ist in
Karzinomen iiberexprimiert. Die Frequenz an detektierten MUC-1 Transkripten in CTCL-

Tumoren scheint diese Beobachtung zu bestétigen (siehe Tabelle 3-3). In Normalgewebe der
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Haut und in PMNC konnten keine MUC-1 mRNAs gefunden werden, dagegen war die MUC-
1 Expression in CTCL-Tumoren hiufig zu beobachten. PRAME und WT-1 sind per
Virtuellem Northern-Blot in sehr wenigen Normalgeweben zu finden (nur immunprivilegierte
Organe wie Testis). Dies konnte fiir WT-1 per RT-PCR nicht bestitigt werden, da WT-1
Expression in anderen Normalgeweben beobachtet werden konnte. Allerdings ist die
Expression von PRAME und WT-1 in Tumoren (Virtueller Northern) und in CTCL Geweben
(siche Tabelle 3-3) ebenfalls sehr begrenzt.
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3.2 cTAGE: CTCL assoziierte Antigenfamilie mit

tumorspezifischem Splicing

Nach eigenen Voruntersuchungen war cTAGE-1 das bislang einzige tumorspezifische
Antigen fiir das CTCL. Genaue Analysen zeigten, dass cTAGE-1 zu einem groBeren Gen /
Genfamilie gehoren muss, was durch die Northern-Blot Analysen vermutet werden konnte.

[97, 98].

3.2.1 cTAGE-1 / cTAGE-2 Splicing aus Chromosom 18p11.2

Eine 5° RACE-PCR konnte ¢cTAGE-1 in 5’ Richtung auf insgesamt 4,4 kB verldngern,
wihrend ein 3’RACE das Poly A Ende von cTAGE-1 bestitigen konnte. Dieses neue Gen,
cTAGE-2 benannt, besitzt im Gegensatz zu ¢cTAGE-1 einen klar definierten ORF von 113-
2377 bp, was fiir ein 574 AS (86 kDa) grof3es Protein codiert. cTAGE-2 ist zu zwei in einer
Meningiom SEREX-Untersuchung definierten Antigenen, MEGA-6 und MEGA-11,
homolog. Ferner konnten zu cTAGE-1 zwei homologe ESTs (Accession Nummern:
AA399523, AAB68597) aus Testis cDNA Banken gefunden werden. Diese waren im
Deutschen Ressourcenzentrum fiir Genomforschung (RZPD) erhéltlich. Auf Grund der hohen
Homologie zu cTAGE-1 wurden die vollstindigen Sequenzen dieser ESTs zu cTAGE-1B und
cTAGE-1C umbenannt.

Alle cTAGE-1/ 2 Gene sind auf Chromosom 18p11.2 lokalisiert. Mit Ausnahme von cTAGE-
1C (Bp Nr: 3490 — 3987 relativ zu ¢cTAGE-2) sind alle mRNAs ohne Intron auf dem
Chromosom lokalisiert. Erkennbar an Abbildung 3-1 ist die Exon / Intron Struktur von
Chromosom 18p11.2, die genaue Lokalisation der cTAGE-1 / 2 mRNAs, sowie die CDS®-
Vorhersagen durch die Computerprogramme HMMGene und Genscan. Das Program Genscan
findet exakt die CDS von cTAGE-2 und eine Poly-A Sequenz in cTAGE-1. Das Programm
HMMGene findet andere Splicing Muster auf dieser chromosomalen Sequenz. Dies und die
vielen unterschiedlichen mRNAs der chromosomalen Region 18p11-2 deuten darauf hin, dass

hier eine Region identifiziert wurde, in der unterschiedliches Splicing stattfindet.

8 Protein kodierender Abschnitt
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Abbildung 3-1: Organisation auf Chromosom 18p11-2

A: CDS Vorhersage auf Chromosom 18p11.2

187 189 191 193 195 197 199 kBp

Programm:

HMMGene M

_________________________ polyA

Vorhanden in ...
B: Identifizierte mRNA Sequenzen

cTAGE-1 Testis & Tumore
CTAGE-1B | Testis
cTAGE-1C Testis &

Einige Kontrollen

cTAGE2 || T 4545 | | Nur Testis

3’ RACE» <45 RACE

i . »> < » < » <
Primer: 0 - I

I + + - + - -

I - + + + + -

111 + + +

erkennt cTAGE-1 |cTAGE-1BW| ¢TAGE-1C | ¢cTAGE-2® | ¢cTAGE-2s ®




I ERGEBNISSE 55

Abbildung 3-1 zeigt Chromosom 18p11.2 mit vorhergesagten (Computerprogramme:
Genscan, HMM-Gene) kodierenden Bereichen. Dazu sind die ¢cTAGE-1, -1B, -1C und
cTAGE-2, -2s mRNAs aufgefuhrt. Aus dieser intronlosen chromosomalen Region werden
mindestens 5 verschiedene mRNAs gespliced. Durch Kombination der PCR Ergebnisse der
Primer Paare I+ll und lll kann ein spezifisches Expressionsmuster fir die cTAGE-1/2
Splicing Varianten ermittelt werden. Alle Klone konnten aus Testis Gewebe isoliert werden.
M: positive cTAGE-1B Ergebnisse kénnen alternativ auch eine cTAGE-1 und cTAGE-1C
Koexpression sein. ®: cTAGE-2 wurde nur in der Testis gefunden. ®: cTAGE-2s kann auch
cTAGE-1C Expression enthalten.

Drei verschiedene Primer Paare wurden zur Expressionsanalyse der cTAGE-1/2 Gene (siche
Abbildung 3-1) synthetisiert Durch Kombination der Ergebnisse konnte das spezifische
Expressionsmuster der cTAGE-1/2 mRNAs herausgefunden werden. Fir c¢TAGE-1
(Primerpaar I) konnte ein Tumor- / Testis-spezifisches Expressionsmuster gewonnen werden,
wéhrend das cTAGE-2 spezifische Primer-Paar II (sieche Abbildung 3-1) in Normalgeweben,
aber nicht in Tumorgeweben zu finden war (siehe Tabelle 3-7). So ist die mittels RACE-PCR
detektierte mRNA ¢TAGE-2 anscheinend nur in Testis-Geweben exprimiert. Demzufolge
mul eine kiirzere Version cTAGE-2s (siche Abbildung 3-1) existieren. Dies konnte mit einer
zusdtzlichen RACE Verldngerung aus ¢cTAGE-2 in ¢cTAGE-1 / 3 Richtung neben dem
cTAGE-2 Ende bestitigt werden. Die unterschiedlichen Expressionsmuster zwischen
cTAGE-1 und cTAGE-2 bestitigen, dass cTAGE-1 ein tumorspezifisches Splicing-Produkt

aus Chromosom 18p11-2 ist.

3.2.2 Identifikation der cTAGE-Familie

Die Hybridisierung einer HindlIIl restringierten genomischen DNA mit einer cTAGE-2 und
einer cTAGE-1 spezifischen Probe ergab fiir cTAGE-2 ein Bandenmuster (siche Abbildung
3-2), was bedeuten konnte, dass es sich um eine Gruppe von Genen mit weiteren Mitgliedern
handelt. Dagegen zeigt eine Hybridiserung mit einer cTAGE-1 Sonde eine einzelne klare
Bande, also eine konservierte Grof3e von cTAGE-1 im Genom. Da ¢cTAGE-1 laut BlastN2 nur
auf Chromosom 18p11-2 zu finden ist (siche Abbildung 3-2), ist cTAGE-1 nur einmal im

Genom lokalisiert.
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Abbildung 3-2: genomischer Southern-Blot mit cTAGE-1 und cTAGE-2 als
Sonde

A: ¢cTAGE-1 Sonde B: ¢cTAGE-2 Sonde
HH HuT78 MyLa SeAx HH HuT78 MyLa SeAx

TR IE
511z

¢ ¢ HindIIl Schnittstellin
R ————— 4385 bp =

¢TAGE-1
cTAGE-2 %
/

Sonden

Die Abbildung zeigt einen genomischen Southern-Blot mit cTAGE-1 (A) und cTAGE-2 (B) als
Sonde. (C) zeigt die chromosomale Organisation auf Chromosom 18p11-2 nach einer Hindlll

Restriktion.

Um weitere Mitglieder der cTAGE-Familie zu identifizieren und zu isolieren wurde die
HYREX Methode angewandt, die als eine Abwandlung der SEREX-Methode -eine
Digoxigenin-markierte DNA-Sonde anstelle der Antikdrper verwendet. Als Sonde wurden
PCR-Produkte an ¢cTAGE-1 und ¢cTAGE-2 Plasmiden sowie RT-PCR Proben, die auch fiir
MGEA-6 und MGEA-11 spezifisch sind, verwandt. So konnten nach Suche in 1,2¥10°
Rekombinanten neben c¢TAGE-1 vier weitere c¢TAGE-Familienmitglieder identifiziert
werden. Diese wurden cTAGE-3, cTAGE-4, cTAGE-5A und cTAGE-5B genannt (siche
Tabelle 3-4, Abbildung 3-6).
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Tabelle 3-4: Homologie der cTAGE-Familie
¢TAGE-5D /
¢TAGE-2 | c¢TAGE-3 | ¢TAGE-4 | cTAGE-5A | ¢cTAGE-5B |¢TAGE-5C o
/ MGEA-6 | MGEA-11
4345 bp 2277 bp 1967 bp 2778 bp 4110 bp 3676 bp
2814 bp
- 0 0 0
¢TAGE-2 91.8 % 89.6 % 93.4 % A 6 0 51 9
1)
755 As 2299 bp 1957 bp 2512 bp 2GS G IO Lip 2 3
- o
cTAGE-3 29 % 88.9 % 92.7 % 92.8 % 92.4 % 92.7 %
1)
193 As e 1962 bp 2037 bp 1706 bp 2272 bp 2344 bp
_ 0 0 [\
¢cTAGE-4 77.2 % 74.2% o 950 50 92.6 %
437 As 35 o 189 aa 1 orp a2 g 1958bp | 955 pp?
- 0, ) 0
¢TAGE-5A 87.8 % 84.4 % 83.6 % 590 555 0 590
1)
776 As 756 aa 189 aa 433 aa 2oy | 29l2bp 25070
. 0 0 0 0
¢TAGE-5B 88.6 % 84.4 % 83.8% 98.6 % 56 0 500
1)
772 As 720 aa 189 aa 433 aa 731 aa AR L 2R 3
CTAGE-5C
87.4 % 83.9 % 82.2 % 98.7 % 98.0 % 599
/ MGEA-6 1%
1)
756 aa 189 aa 433 aa 775 aa 760 aa 2891 bp
804 As
¢TAGE-5D /
88.8% 79.0 % 84.3 % 99.6 % 98.6 % 99.2 %
MGEA-11
756 aa 149 aa 433 aa 775 aa 760 aa 804 aa
776 As

Die Tabelle fasst die Homologie zwischen den Nukleotid-Sequenzen (obere rechte Halte)

und die abgeleiteten Proteinen (untere linke Halfte) zusammen. Sequenzlange der cTAGE-

Familie und Homologe innerhalb der Gberlappenden Region stehen in der unteren Zeile (bp:

Basen Paare; Aa: Aminosauren), Ergebnisse erhalten durch das GCG-Programm bestfit. Die

Grolken der Gene sind in den Randspalten festgehalten. Unterschiede in den 5’ und 3’

Regionen sind in der Tabelle nicht enthalten. cTAGE-3 besitzt 2 kodierende Leserahmen
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ahnlicher GroRe, wobei das zweite abgeleitete Protein zum Homologievergleich
herangezogen wurde. "’ MGEA-11 besitzt ein 129 bp groRe Liicke, die sich in den Prozenten
der Homologie nicht wiederfindet. cTAGE-1 und , -1B und —1C sind Splicing Produkte aus
dem 3’ Bereich von cTAGE-2 und den anderen cTAGE-Familien Mitgliedern nicht homolog.

Eine genaue Analyse der Nukleotid-Sequenzen und der Aminoséure Sequenzen der cTAGE-
mRNAs / Peptide ergab, dass cTAGE-1 mit keinem der neu identifizierten cTAGE Mitglieder
eine Homologie aufwies. cTAGE-2, cTAGE-3, cTAGE-4, cTAGE-5A und cTAGE-5B waren
alle in einem tiberlappenden Bereich um den kodierenden Bereich sehr dhnlich, nur in den 5° /
N-terminalen und 3’ / C-terminalen Enden ergaben sich grofe Unterschiede in den
Sequenzen. Die Tabelle 3-4 zeigt die Homologien der cTAGE-Familien Mitgliedern im

iiberlappenden Bereich.

Der 3’RACE aus cTAGE-2 (siehe Kapitel 3.2 cTAGE-1 / cTAGE-2 Splicing aus Chromosom
18p11.2) wurde so gewihlt, dass der Primer in einem Konsensus Bereich liegt, der fiir alle
cTAGE-Familien-Mitglieder identisch ist. So konnten mit dieser RACE-Verldngerung
verschiedene 3° Enden der cTAGE Familie bestétigt werden. Neben den beschriebenen Enden
von cTAGE-1 und cTAGE-2s konnten die 3’ Enden von cTAGE-4 und von cTAGE-5C /
MGEA-11 sequenziert und damit bestétigt werden.

3.2.3 Chromosomale Lokalisation

Neben der beschriebenen Lokalisation auf Chromosom 18pl11-2 sind die anderen cTAGE-

Familien Mitglieder auf anderen Chromosomen verteilt (siehe
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Tabelle 3-5). Da cTAGE-5A, cTAGE-5B und MGEA-6, MGEA-11 sich von der gleichen
Region auf Chromosom 14 ableiten, stammen alle von einem Gen ab und wurden deshalb

cTAGE-5A, cTAGE-5B, cTAGE-5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11 benannt.
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Tabelle 3-5: Chromosomale Lokalisation der cTAGE mRNAs

mRNA [bp] | Chromosomale Lokalisation "
cTAGE-1 1284 18pl1.2 (100%)
cTAGE-1B 2296 18pl1.2 (100%)
cTAGE-1C 1347 18pl1.2 (100%)
cTAGE-2s 3607 18pl1.2 (100%)
cTAGE-2 4345 18pl1.2 (99.6%)
cTAGE-3 2277 13 (98.8%)
cTAGE-4 1967 70 (99.7%)
cTAGE-5A 2778 14 (99.9%)
cTAGE-5B 4110 14 (99.9%)
cTAGE-5C / MGEA-6 3676 14 (99.9%)
cTAGE-5D / MGEA-11 2814 14 (99.9%)

Die Tabelle gibt die Gro3en der identifzierten mMRNAs und deren chromosomale Lokalisation
an. : ¢cTAGE-4 kann drei (6, 7q und 7) chromosomalen Sequenzen zugeordnet werden.
cTAGE-1, -1B, -1C und cTAGE-2, -2s bilden ein Gen auf Chromosom 18p11-2, wahrend
cTAGE-5A, cTAGE-5B, cTAGE-5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11 durch alternatives

Splicing aus Chromosom 14 stammen.

Die genaue Exon / Intron Struktur der cTAGE-5 mRNAs auf Chromosom 14 ist in Abbildung
3-3 dargestellt. Die Unterschiede in der Sequenz sind durch alternatives Splicing entstanden.
Wihrend cTAGE-5A Exon 1 besitzt, fehlt im Gegensatz zu den anderen Splicing-Produkten
Exon 2. cTAGE-5B fehlen die Exons 1 und 25, cTAGE-5C / MGEA-6 das erste und das
letzte Exon, wiahrend bei cTAGE-5D / MGEA-11 die Exon 1, 20 und 26 deletiert sind.

Im Gegensatz zu cTAGE-5 sind cTAGE-3 (Chromosom 13), cTAGE-4 (Chromosom 6, 7q
oder 7), wie auch cTAGE-2 in einem Exon auf dem jeweiligen Chromosom lokalisiert. Diese

Eigenschaften konnen auf Retrotransposition von cTAGE-5 beruhen.
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Abbildung 3-3: Exon / Intron Struktur eines Abschnittes aus
Chromosom 14

A: Chromosom 14
Exon/intron

Struktur
I il |
INLEIERN [ I
exon # 1 25 26
size 0 20 40 60 80 100 120kb
B: Splicing Varianten
exon # 12 20 25 26
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cTAGE-5B
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cTAGE-5D/MGEA-11

Diese Abbildung zeigt ein graphisches Alignment der cTAGE-5 Splicing Varianten in
Chromosom 14. (A) zeigt die verhaltnismaflige Loklisation der Exons auf Chromosom 14. (B)

zeigt die aus alternativem Splicing entstandenen mRNAs.

cTAGE-2 / -2s passt zu 99,6% auf die chromosomale Region 18p11-2 (1 Punktdeletion und
11 Basensubstitutionen). Fiir cTAGE-2 / -2s konnte direkt 2797bp upstream eine Promoter-
Sequenz gefunden werden. cTAGE-3 konnte auf Chromosom 13 (Acc.Nr.: AL138821) mit
98,8% Homologie (6 Punktdeletionen) zugeordnet werden. Ein Promoter fiir cTAGE-3 ist
10kb upstream, sowie ein zusitzliche vorhergesagtes Exon, das in der cTAGE-3 mRNA fehlt.

cTAGE-4 konnte 3 verschiedenen Chromosomen zugeordnet werden (siche Abbildung 3-4).
Chromosom 7 (Acc.Nr.: ACO074386) passt zu 99,7% (3 Punktdeletionen und 1
Basensubstitution). Das vorhergesagte Gen besteht aus 15 Exons und einem Promoter. Das
grofite finale 3> Exon entspricht cTAGE-4. Die Sequenz auf Chromosom 7q33-35 (Acc.Nr.:
005587) besitzt eine Homologie von 99,2% (4 Punktdeletionen und 11 Basensubstitutionen)
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und wird als einziges Exon mit einer 3984 bp upstream gelegenen Promotersequenz
vorhergesagt. Die cTAGE-4 homologe Sequenz des Chromosoms 6 (AL135904) mit 99,3%
Homologie (4 Punktdeletionen und 9 Basensubstitutionen) ist ebenfalls ein terminales Exon
eines multipel gesplicten Gens. Die 5’ folgende chromosomale Sequenz inklusive der

internalen Exons und des Promoters sind zur Zeit noch nicht verfiigbar.

Abbildung 3-4: Chromosomale Lokalisation von cTAGE-4

Promoter ? |:| |:| |:|

B

Chromosom 6 —
Genomische Duplikation
Promoter 32 kb identisch
e
Chromosom 7q33-35 —>
Promoter multiple Exons l ?Seﬁzn.gsc‘:? Dhuplikation
identisc

L0 00000000IDoL

—

Chromosom 7

Die Abbildung zeigt die chromosomale Organisation der cTAGE-4 homologen Sequenzen.

Erkennbar an Abbildung 3-4 ist, dass auf Chromosom 6, 7 und 7q33-35 groe Sequenz-
Abschnitte von 32kb / 15kb homolog sind. In diesem Fall miissen grofle genomische
Duplikationen aus Chromosom 7q33-35 auf Chromosom 7 und Chromosom 6 stattgefunden
haben. Deshalb entstehen neue Fusionsgene auf Chromosom 6 und 7, in denen ¢cTAGE-4 nur

den finalen Teil eines anderen, neuen Proteins bildet.

Chromosom 18pl11-2 mit cTAGE-1/2 nimmt eine Sonderstellung ein. Die alternativen
Splicingfomen aus Chromosom 18p11-2 ¢cTAGE-1B, cTAGE-1C und ¢cTAGE-1 sind nur zu
einem sehr geringen (weniger als 100 bp) Teil (cTAGE-1B,-1C) oder gar nicht (cTAGE-1) zu
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den anderen cTAGE mRNAs homolog. Der Promoter scheint cTAGE-2 wie auch die anderen

Splicing Formen zu beeinflussen.

Des weiteren sind zu c¢TAGE / MGEA homologe Sequenzen auf verschiedenen
Chromosomen zu finden. Meese konnte durch Computeranalysen fir MGEA-6 9
verschiedene Pseudogene (¢1-9) identifizieren [189]. Diese homologen Sequenzen liegen auf
Chromosom 2q (Acc. Nr.: AC017070), 3q (Acc. Nr.: AC076959), 6q (Acc. Nr.: AC022371),
7q (sieche cTAGE-4), 9 (Acc. Nr.: AL355585), 10 (Acc. Nr.: AL139123), 12 (Acc.
Nr.:AC068994), 13q (Acc. Nr.: AL136123) und 18pl1-2 (siche cTAGE-2). Meese und
Mitarbeiter konnten zu allen Pseudogenen 5’ und 3’ flankierende repetetive Sequenzen , wie
LINE / L1, SINE / ALU oder AT reiche Regionen finden [189]. Da eine ALU / SINE- oder
L1 / LINE- Transposition i.d.R. einen Funktions-Verlust nach sich zieht, ist die herrschende
Meinung, dass diese Sequenzen vorrangig nur in oder um ,Non-sense®“ Gene, wie in
Pseudogenen persistieren konnen [190, 191]. So sind ALU / LINE Sequenzen gute Marker fiir
ein Pseudogen. Weiter ist beschrieben, dass AT reiche Sequenzen in und um Insertionstellen

eines retrotransponierten Elementes zu beobachten sind [192].

Eine genauere Analyse der cTAGE-chromosomalen Sequenzen zeigt, dass cTAGE-2 1607 bp
upstream (zwischen Promoter und ¢cTAGE-2) und 2797 bp downstream von SINE / ALU
Sequenzen flankiert ist. Fiir die weiteren cTAGE-Sequenzen auf Chromosom 6, 7, 7q und
Chromosom 13 konnten keine flankierenden repetitiven ALU Sequenzen gefunden werden.
So sind die chromosomalen Sequenzen von cTAGE-3 und cTAGE-4 (Chr. 6, 7, 13) auf Grund
fehlender Eigenschaften nicht als Pseudogene zu beschreiben, wéhrend fiir Chromosom
18p11-2 (cTAGE-2, -2s) und fiir Chromosom 7q33-35 (cTAGE-4) per Computeranalyse

typische Strukturen von Pseudogenen gefunden werden konnten.

Die Pseudogen-Sequenzen (¢1-9) wurden mit den chromosomalen Sequenzen der cTAGE-
Gene verglichen. Dies ergab i.d.R. eine Homologie von weniger als 90% iiber einen
unterschiedlich groflen {iiberlappenden Sequenzbereich. Dies kann durch unvollstindige
Retrotransposition erklidrt werden. Die zueinander hoch homologen (ca. 99%) Pseudogen-
Sequenzen der Chromosomen 3p, 2q und 12 sind im {iiberlappenden Bereich (2300 bp) zu
cTAGE-4 hoch homolog (>99%).

Da ¢cTAGE-2, -2s, -3 und -4 als mRNAs isoliert werden konnten, deutet dies darauf hin, dass
die cTAGE-Mitglieder durch Retrotransposition von cTAGE-5 mRNA vor Promoter
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Sequenzen entstanden sind. Weitere cTAGE-4 Sequenzen sind durch genomische Duplikation
entstanden. Andere retrotransponierte Sequenzen sind allem Anschein nach nicht aktiv, da

diese Sequenzen nicht als mRNA zu finden sind (HYREX-Screen).

Die cTAGE-Genfamilie besteht demnach aus 11 transkribierten Genen und aus 7
Pseudogenen (@1 auf Chromosom 2, ¢2 auf Chromosom 3, ¢3 auf Chromosom 6q, ¢5 auf

Chromosom 9, ¢6 auf Chromosom 10, ¢7 auf Chromosom 12 und ¢8 auf Chromosom 13q).

3.2.4 Immunogenitat der cTAGE-Familie

Der Vorteil der SEREX Methode gegeniiber vergleichenden Expressionsanalysen
(Differential Display Methoden) ist, dass die Antikdrper-Reaktion ein Protein aufzeigen.
Demzufolge muss gegen ein Protein aus cTAGE-1 eine gezielte Antikorper Reaktion
stattgefunden haben, obwohl nur einige kurze CDS in der mRNA Sequenz gefunden werden
konnten. Um dies zu bestitigen und das immunogene Protein / Epitop aus cTAGE-1 zu

bestimmen, wurde ein Epitope Mapping-Experiment durchgefiihrt.

In Abbildung 3-5 ist das immunogene Epitop aus cTAGE-1 erkennbar. Gegen dieses Epitop
reagierten zwei CTCL-Patienten und keine gesunden Kontroll Personen (n=12). Das 74
Aminosédure grofle immunogene Protein aus cTAGE-1 ist im zweiten Leserahmen von Bp Nr.
14 bis Bb Nr. 264 kodiert. Das ¢cTAGE-1 Protein ist 8,4 kDa grofl und besitzt einen

isoelektrischen Punkt von 5,49.

Eine genaue Sequenz Analyse des Proteins zeigt, dass cTAGE-1 als Protein zwei Membran-
Dominen mit einer extrazelluldren Doméne von AS Nr. 30 - 43 besitzt. Die Antikorper aus
den Tumorpatienten erkannten das Ende der ersten Transmembran-Domine. Allerdings ist
das Protein nach Computeranalysen nukledr / cytoplasmatisch lokalisiert, d.h. dass cTAGE-1

in der Zellkern- oder in einer Vesikel-Membran lokalisiert sein muss.

Die HYREX isolierten cTAGE-Phagen konnten alle in einem sekundiren SEREX eingesetzt
werden (siche Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-5: Epitope Mapping von cTAGE-1
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Alle moglichen ORF aus cTAGE-1 wurden in 15meren synthetisiert und mit einem 1
Aminosaduren Raster auf eine Membran gespottet (siehe Material und Methoden).
Gekennzeichnet ist das immunogene Epitop gegen das zwei Patienten reaktive Antikorper
besalRen, gesunde Kontroll-Personen dagegen nicht. Die in der zweiten Reihe erkennbaren

Antikdrper Reaktionen waren auch bei Normalpatienten positiv.

Abbildung 3-6: HYREX und SEREX Analyse von cTAGE-Klonen

CTAGE-3 CTAGE-4 CTAGE-5A CTAGE-5B
- = ®)
a 4— . " L : -.n
HYREX 8 e 7K o AN
Analyse f 5_ st '_f, Py §

M |
SEREX Eiat S f* e

Die Abbildung zeigt cTAGE-3, cTAGE-4, cTAGE-5A und cTAGE-5B bei der Detektion durch
Digoxigenin markierte DNA-Sonden (HYREX-Analyse) und die Sekundar-Analyse mittels

SEREX und CTCL Seren (SEREX-Analyse), um eine immunologische Erkennung zu
bestimmen. Erkennbar sind neben den deutlichen Anfarbungen positiver Plaques (dunkler

Pfeil), auch negative Plaques, die z.T. die positiven Plaques Uberlappen (heller Pfeil).
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Es konnte gegen alle getesteten cTAGE-Proteine reaktive Antikdrper nachgewiesen werden
(sieche Abbildung 3-6, Tabelle 3-6). Wihrend gegen cTAGE-3 auch eine gesunde Personen
Antikorper besall, waren cTAGE-1, cTAGE-4, cTAGE-5A und cTAGE-5B serologisch

tumorspezifisch.

Tabelle 3-6: SEREX Analyse der cTAGE-Familie

Seren von CTCL- | Seren von Melanom- Seren gesunder
Patienten Patienten Kontroll Personen
¢cTAGE-1 33% (30) 7% (15) 0% (17)
cTAGE-3 11% (18) 0% (15) 10% (10)
cTAGE-4 6% (17) 0% (15) 0% (8)
cTAGE-5A 15% (20) 0% (15) 0% (9)
cTAGE-5B 0% (22) 13% (15) 0% (10)

Die Tabelle zeigt die Antikdrper Reaktivitdt in CTCL- und Melanom-Seren gegen die
abgeleiteten cTAGE-Proteine. " wie beschrieben in [97, 98] mit zusatzlichen getesteten

Seren.

Das Protein cTAGE-1 wurde von 30% der CTCL-Patienten, dagegen nur von 7% der
getesteten Melanom-Seren erkannt. Die Erkennung von ¢cTAGE-4 und cTAGE-5A war sehr
viel seltener (6% respektive 15%) und auf das CTCL beschriankt. Gegen cTAGE-5B waren

nur in einem Melanom-Serum reaktive Antikorper zu finden (siche Tabelle 3-6).

3.2.5 Expressionsanalyse der cTAGE-Genfamilie

Alle cTAGE mRNAs wurden per RT-PCR Expressionsanalyse untersucht. Wahrend cTAGE-
1C, -2s, -3, -4, -5B, -5C und —5C in 14 - 32% der Normalgewebe zu finden waren (siche
Tabelle 3-7, Tabelle 3-8), konnten cTAGE-1, ¢cTAGE-1B, cTAGE-2 und cTAGE-5A

Transkripte in keinem Normalgewebe auer Testis gefunden werden.
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Tabelle 3-7: RT-PCR Analyse der cTAGE-Gene an Normal-Gewebe

cTAGE-1

cTAGE-1B

cTAGE-I1C

cTAGE-2s

cTAGE-2

cTAGE-3

cTAGE-4

cTAGE-5A4

cTAGE-5B

c¢TAGE-5C/
MGEA-6

cTAGE-5D /
MGEA-11

Fetales Gehirn
Fetales Herz
Fetale Leber
Fetale Lunge

Fetale Milz

Fetale Niere

Fetale Skelett-
Muskulatur

Fetaler Thymus
Diinndarm
Gehirn

Haut

Herz
Knochenmark
Kolon

Leber

Lunge

Magen
Mamma

Milz

Niere

Ovar

Placenta

PMNC

+

+

+
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Prostata - - - - - - - + +
Skelett-
Muskulatur i " ) ) ) * +
Testis + + + + + + + + + + -
Thymus - - - - - - - - - - -
Trachea - - - + - - - - - + -
Posttiveeale] g0 0% 13% 0% 0%  38% 0% 0% 0% 0% 0%
Posttiveadulte | 5o, 5% 15%  30% 5% 30% 15% 5%  20%  45%  20%
Totalpositive | 4% 4%  14%  21% 4% 3% 1% 4%  14%  32%  14%

Die Tabelle zeigt die genaue Expressionsanalyse der cTAGE-Gen Familie, + entspricht
positiver Expression und - keiner Expression. cTAGE-1, cTAGE-1B, cTAGE-2 und cTAGE-
5A sind nur in Testis vorhanden. Alle Ergebnisse setzen sich aus mindestens zwei

unabhangigen Versuchen zusammen.

Interessanterweise konnte fiir die verschiedenen cTAGE mRNAs nur selten eine
Koexpression beobachtet werden (siche Tabelle 3-7). So ist beispielsweise ¢cTAGE-3 als
einzige cTAGE-mRNA héufig in fetalen Geweben zu finden. cTAGE-1C (Lunge, Skelett-
Muskulatur und Testis) und ¢cTAGE-4 (Haut und immunprivilegierte Organe Testis und
Placenta) zeigen eine sehr limitierte Expression in Normalgeweben und sind daher als
Zielstrukturen fiir eine Immuntherapie weiter interessant, da beide mRNAs deutlich hiufiger

in Tumoren zu finden waren.

cTAGE-4 kommt trotz immunogener Erkennung des Proteins nicht fiir das CTCL in Betracht,
da auch normale Haut positiv getestet wurde. Dagegen konnte cTAGE-4 fiir andere
Neoplasien, wie z.B. dem Mamma-Karzinom auf Grund der hohen Expression bei negativen

Mamma-Normalgewebe, interessant sein (siche Tabelle 3-9).

Tabelle 3-8 vergleicht die Expression der cTAGE-mRNAs in gesundem Normalgewebe und
CTCL-Tumorgewebe. Da cTAGE-1, cTAGE-1B und cTAGE-5A Transkripte aufer in Testis
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auch in CTCL-Tumoren zu finden waren, konnen sie daher als neue CT-Antigene beschrieben

werden.

Tabelle 3-8: mRNA Expressionsmuster in CTCL Geweben

Kontrollen CTCL CTCL Zelllinien

Gewebe (n) (n=4)

¢TAGE-1" 1/28% 35% (20) 100%

¢TAGE-1B 1/28@ 0% (9) 100%

¢TAGE-1C 4/28 0% (9) 100%
¢cTAGE-2s 6/28 0% (9) 0%
¢TAGE-2 1/28% 0% (14) 0%
¢TAGE-3 9/28 28% (18) 0%
cTAGE-4 3/28 13% (16) 0%

¢TAGE-5A 1/28% 29% (14) 100%
¢cTAGE-5B 4/28 20% (15) 0%
Monoe! 9/28 10% (10) 25%
cg&*&ﬁfﬂ / 4/28 0% (10) 25%

Die Tabelle zeigt im Vergleich Normalgewebe- zu Tumor-Expression. " siehe [97, 98] mit

zusatzlich getesteten Geweben. @ positives Normalgewebe war Testis. CTCL-Zelllinien: HH,
HUT785, MyLa und SeAx.

Die Expression in CTCL Tumoren ergab, dass vor allem cTAGE-1 als Zielstruktur in
Betracht kommt, da die mRNA fast zu 50% (inkl. Tumor Zelllinien) in den getesteten CTCL
Tumoren vorkommt. Keine bzw. seltene Expression in CTCL-Tumoren ist fiir cTAGE-2,
cTAGE-2s und fiir cTAGE-5D / MGEA-11 (1/14 CTCL Geweben) zu sehen (sieche Tabelle
3-8). In hoherem MaBe sind die mRNAs von cTAGE-5A, cTAGE-5B und ¢TAGE-5C
/MGEA-6 in CTCL Tumoren zu finden (sieche Tabelle 3-8, Tabelle 3-9).



I ERGEBNISSE 70

Die Expression aller immunologisch spezifischen Tumorantigene der cTAGE-Familie wurde
an weiteren cDNAs anderer Neoplasien getestet (siche Tabelle 3-9). Interessanterweise
konnten cTAGE mRNAs in allen Neoplasien gefunden werden. Fiir jeden Karzinomtyp
konnte ein cTAGE gefunden werden, welches eine hohe Expression besaB3. So ist fiir das
CTCL vor allem cTAGE-1 (46%), fiir Kolon-Karzinome ¢cTAGE-5B (60%), fiir Mamma-
Karzinome cTAGE-4 (60%), fiir ovarielle Karzinome cTAGE-1 (30%), fiir Hals Nasen Ohren
Tumore cTAGE-5B (50%) und fiir Melanome ¢cTAGE-5A (25%) auf Grund der hiufigen

Expression interessant (siche Tabelle 3-9).

Tabelle 3-9: RT-PCR Analyse an Tumor cDNA

¢TAGE-1 ¢cTAGE-4 ¢cTAGE-5A ¢TAGE-5B

Positiv (n) Positiv (n) Positiv (n) Positiv (n)

crcL? 46% 24) | 10% | (20) | 44% | (18) 16% | (19)

Kolon Karzinom" | 21% (38) | 20% | (10) | 20% | (10) | 60% | (10)

Ovarielle

0 0 0 0
Rt 30% | (63) | 0% | (10) | 0% | (10) | 0% | (10)

Mamma Karzinome | 43% (23) 60% (10) 20% (10) 20% (10)

HNscc P 26% (34) | 30% | (10) 0% (10) | 50% | (10)

Melanome " 0% (29) | 20% | (25 | 20% | (25) 18% | (17)

Die Tabelle zeigt die Haufigkeit der cTAGE-1, -4, and -5 positive cDNAs in ausgewahlten
Tumor-Geweben und Zelllinien. HNSCC steht fur head and neck squamous cell carcinoma.

1) auch Zelllinien. @ siehe Tabelle 3-8.

Ein Routine-PCR Hybridiserung (siehe 2.3.4 PCR-Southern Blot, S. 34), um die Spezifitit der
PCR Amplifikate zu iiberpriifen, ist noch sensitiver in der Erkennung der Amplifikate im
Vergleich zu einer Ethidiumbromid / UV Detektion. So konnte mit einer PCR-Hybridisierung
auch die schwiécher amplifizierten cTAGE mRNAs gesehen werden. So waren cTAGE-4 (in
25% der CTCLs und in 50% der Melanome), cTAGE-5A (in 48% der CTCL, in 50% der
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Kolon-Karzinome, in 20% der Hals-Nasen-Ohren Neoplasien und in 52% der Melanome) und
cTAGE-5B (in 47% der CTCL und in 65 % der Melanome) deutlich haufiger positiv. Um
diese nicht quantitative Expression zu evaluieren wurden Northern-Blot und Western-Blot

Experimente durchgefiihrt.

Abbildung 3-7: cTAGE Familien Northern-Blot Analyse

A: Kontroll- und Tumor-Gewebe
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Zwei unterschiedliche Transkripte konnten mit einer cTAGE-2 spezifischen Hybridisierung in

18s IRNA== /i

43

28s TRN A==
ISSTIRNA= N X A X A

der Northern-Blot Analyse beobachtet werden (Details siehe Text). In den Reihen sind
folgende RNA Proben aufgetragen: Northern-Blot A 1: Knochenmark, 2: Gehirn, 3: Kolon, 4:
Niere, 5: Leber, 6: Mamma, 7: Placenta, 8: Prostata, 9: Skelett-Muskulatur, 10: Haut, 11:
Dinndarm, 12: Thymus, 13: Trachea, 14: Testis, 15: HH, 16: Colo 320, 17: HT29, 18: Ma-
Mel-33, 19: UKRV-Mel-11a, 20: HH, 21: HuT78, 22: MyLa, 23: SeAx und Northern-Blot B 1:
Ma-Mel-23, 2: Ma-Mel-22, 3: UKRV-Mel-14a, 4: UKRV-Mel-06a, 5: UKRV-Mel-37, 6: SK-Mel-
29, 7: WM98-1, 8: Ma-Mel-18a, 9: Testis, 10: Testis, 11: UKRV-Mel-17, 12: UKRV-Mel-27,
13: UKRV-Mel-20c, 14: UKRV-Mel-38c, 15: UKRV-Mel-21a und 16: Ma-Mel-11. Als Vergleich
ist eine GAPDH Hybridisierung dargestellt, die zeigt, dass die Proben 11,18,19 (A) und 1 (B)

nicht auszuwerten sind.

In der Northern-Blot Hybridisierung mit einer cTAGE-2 spezifischen Sonde (Primer Set II an
cTAGE-2 Plasmid), die alle cTAGE mRNAs bis auf cTAGE-1 erkennen sollte, konnten zwei
verschiedene Transkripte (4,3 und 1,8 kb) beobachtet werden. Wihrend die 4,3 kb Bande sehr
stark in den Zelllinien Colo320, HT29 und einigen Melanom Linien erscheint, ist die 1,8 kb
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Bande schwach exprimiert. cTAGE-2 und ¢cTAGE-5 Transkripte entsprechen in etwa der
groBeren Hybridisierungsbande und cTAGE-1B, ¢TAGE-3 oder ¢cTAGE-4 konnten die

kleinere Hybridisierungsbande bilden.

Die Vermutung nach der Northern-Blot Analyse, dass cTAGE in Tumoren iiberexprimiert ist,
konnte mittels eines cTAGE-5A, -5C und -5D spezifischen Antikorpers (siche Material und
Methoden) im Western-Blot bestétigt werden. Wahrend die 81kDa Bande in den Tumorzellen
der erwarteten ProteingroBe entspricht, ist eine kleinere, stirkere 35kDa Bande als
Degradations Produkt erkennbar. Der Peptid-spezifische Antikorper K64 konnte in keinem
der getesteten Normalgewebe (inklusiver der durch RT-PCR cTAGE-5C / MGEA-6 und
cTAGE-5D / MGEA-11 positiv getesteten Normalgewebe) ein cTAGE-5 Protein nachweisen.
Im Gegensatz dazu konnten cTAGE-5 Proteine in den CTCL-Zelllinien (HH, HuT78, MyLa,
SeAx) den Kolon Karziom Zelllinien (Colo320, HT29) und schwach den Melanom Zelllinien
(Ma-Mel-33 und UKRV-Mel-11) nachgewiesen werden (siehe exemplarisch Abbildung 3-8).

Abbildung 3-8: cTAGE-5 Western-Blot Analyse
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Western-Blot Analyse von Proteinen aus Tumor-Zelllinien und Kontroll-Gewebe mit dem
cTAGE-5A / -5C und -5D spezifischen Antikdrper K64. Die Zelllinien sind aus CTCL Tumoren
(MyLa), Kolon Karzinomen (Colo 320, HT29) und Melanomen (Ma-Mel-33 und UKRV-Mel-
11a) isoliert worden. Als Vergleich ist das Haushaltsprotein B-Aktin mittels Antikdrper am

gleichen Protein-Blot detektiert worden. Details siehe Text.
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3.2.6 Zellulare Lokalisation der cTAGE-Familie

Mittels immunhistochemischer Farbungen konnte cTAGE-5 in der Zelle lokalisiert werden.
An Cytospins Zelllinien Colo320, HT29, Ma-Mel-33 und UKRV-Mel-11a konnten durch
Inkubation mit dem polyklonalen ¢cTAGE-5 spezifischen Antikorper K64 Cytoplasma /
Membran-Anfarbungen beobachtet werden. Die Computeranalyse der cTAGE-5A, cTAGE-
5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11 Proteine ergeben am N-Terminus eine Membran-

Domine (AS Nr. 13-30), wihrend der Rest des Proteins als extrazelluldr vorhergesagt wird.

Abbildung 3-9: zellulare cTAGE-5 Lokalisation
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Die Abbildung zeigt immunhistochemische Farbungen mit einem cTAGE-5 spezifischen
Antikdrper K64. In der oberen Reihe A: sind Cytospins der Tumor-Zelllinien MeWo (Negativ
Kontrolle), Colo320 und UKRV-Mel-11a und in der unteren Reihe B: Paraffinschnitte einer
gesunden Normalhaut und eines CTCL (MF) Tumors. Die VergoRerung betragt 300x
(Cytospins und Normalhaut), 225x (Tumorschnitt) oder 1100x (Vergrofierung UKRV-Mel-11).

Anhand der Abbildung 3-9 ist in dem oberen Abschnitt (A) deutlich die zellulire,
cytoplasmatische, eventuell membransténdige Lokalisation von cTAGE-5 zu erkennen. Diese

Beobachtung deckt sich mit den Analysen einer anderen Arbeitsgruppe [193]. Die Spezifitit



I ERGEBNISSE 74

der Anfarbungen wurde durch eine cTAGE-5 negative Zelllinie (siche Abbildung 3-9A,
Spalte 1: MeWo) und durch Verwendung von Prdimmunserum des gleichen Kaninchens an
cTAGE-5 positiven Zelllinie (siche Abbildung 3-9A, Spalte 2: Colo320 im Vergleich)
sichergestellt. In der 3. Spalte (UKRV-Mel-11a) ist eine positive Zelle vergroBert dargestellt.
In der Tumorlésion eines CTCL Patienten sind die Tumorzellen nur z.T. angeférbt, d.h. nicht
jede Tumorzelle exprimiert cTAGE-5. Im Vergleich dazu waren Zellen der Epidermis
negativ. Im Paraffinschnitt einer gesunden Haut konnte kein ¢cTAGE-5 Protein angeféarbt

werden.

In einer extrazelluldiren FACS Analyse konnte der cTAGE-5 spezifische Antikdrper K64 die
Zelllinien UKRV-Mel-11 (26% der Zellen), Colo320 (16%) und HT29 (22%) anférben,
dagegen die Zelllinien Ma-Mel-33 nicht. Das erkannte cTAGE-5 Epitop muss zumindest zum
Teil extrazelluldr lokalisiert (sieche Abbildung 3-10) sein.

In Abbildung 3-10 sind die FACS Analysen von UKRV-Mel-11 (obere Reihe) und HT29
(unter Reihe) aufgefiihrt. Die Anfarbung des sekundidren Antikorpers GAR (Goat Anti
Rabbit) ist in den oberen Zeilen dargestellt. Die markierten Bereiche (Umrandung im
densiometrischen Dot-Blot, und M1 im Histogramm) zeigen fiir UKRV-Mel-11 26% und fiir
HT29 229% K64 angefarbte Zellen.

Der Epitop spezifische Antikoérper von ¢cTAGE-1 war leider in der immunhistochemischen

Anwendung oder in der FACS Analyse nicht funktionsfahig.
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Abbildung 3-10: FACS Analyse mit cTAGE-5 spezifischen Antikorpern
~A: UKRV-Mel-11
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Die Abbildung zeigt eine extrazellulare FACS Farbung des cTAGE-5 Antikorpers K64 an den
Zelllinien UKRV-Mel-11 (A) und HT29 (B). In den Reihen sind der sekundare Antikdrper
GAR (Goat-Anti-Rabbit) oben und die K64 Bindung (unten) aufgefihrt. Wahrend die
densiometrische Dot-Blot Darstellung (Logarithmische Darstellung der cTAGE-Fluoreszenz
auf der Y-Achse = FL1 Height gegen eine lineare Darstellung der ZellgroRe = FSC) klar die
GAR und K64 Populationen unterscheidet (umrandete cTAGE-5 Population) ist in der
Histogramm-Darstellung (lineare Anzahl der Zellen = Events auf der Y-Achse gegen die
Logarithmische Darstellung der cTAGE-Fluoreszenz auf der X-Achse = FL1 Height) die
cTAGE-Population als zweiter Peak zu erkennen. Ohne cTAGE-AK K64 fehlen diese Zell-
Anfarbungen (siehe GAR Zeilen).
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3.3 Identifikation, Evaluierung und Charakterisierung neuer

CTCL assoziierter Tumorantigene

Fiir das CTCL sind bisher nur wenige tumorassoziierte Antigene bekannt. Es wurden die in
eigenen Vorarbeiten identifizierten ersten Tumorantigene des CTCL [97, 98] durch

umfassende Sequenz-, Expressions- und serologische-Analysen genauer untersucht.

3.3.1 PAR-3 / se2-5 Antigenfamilie

Die Northern-Blot Analyse konnte in eigenen Vorarbeiten [97, 98] eine tumorspezifische
Variante zeigen. In Normalgeweben konnte man 3 Banden schwacher Intensitét, in
Tumorgeweben dagegen nur eine intensivere Bande erkennen. Dies deutet auf eine
tumorspezifische Uberexpression einer Variante bei Herunterregulierung der anderen

Varianten hin.

Um diese Variante zu isolieren, wurden mittels der HYREX Methode insgesamt 300.000
Rekombinante gleichverteilt an einer Testis und einer CTCL Bank mit einem Digoxigenin
markierten PCR Produkt des Klons se2-5 untersucht. Es konnten 4 Klone, 2 aus der Testis
Bank (se2-5T1 und se2-5T2) und 2 aus der CTCL Tumor Bank (se2-5L11, se2-5L16r),
isoliert werden, wobei die HYREX Klone se2-5T1 und se2-5L11 absolut identisch sind.
Homolog konnte eine multipel, gesplicte Multigenfamilie PAR-3 (partitioning-defective 3-
like protein; PAR-3A: Acc.Nr.: AF467002, PAR-3B: AF467003, PAR-3C: AF252293, PAR-
3D: AF467004, PAR-3E: AF467005, PAR-3F: AF467006), und 2 Splicing-Varianten
hASIPla (AF196185) und hASIPsa (AF196186) in den Datenbanken identifiziert. hASIP und

PAR-3 sind auch zueinander homolog.

Das SEREX definiert se2-5 wurde analog zu PAR-3 als PAR-3ta (PAR-3 tumorassoziiert),
die anderen als neue Splicing Produkte des PAR-3 Gens zu PAR-3G (se2-5T1), PAR-3H
(se2-5T2) und PAR-3I (se2-5L16r) umbenannt.

Die beobachteten GréBen in der Northern-Blot Analyse (5 kb, 4 kb, 3,5 kb) korrelieren mit
den bekannten mRNA Groflen. PAR-3A hatte eine Grof3e von 5 kb, die HYREX Klone PAR-
3G und hASIPsa hatten eine mRNA Grof3e von ca. 4 kb. Der mittels SEREX definierte Klon,
PAR-3ta, entsprach in seiner mRNA-Grofe der nach Northern-Blot tumorspezifisch

tiberexprimierten Form.
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Abbildung 3-11: mRNA Alignment der PAR-3 / se2-5 Genfamilie
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mRNA Alignment der PARS3 assoziierten Gene. Klon PAR-3taist per SEREX, die Sequenzen
PAR-3G, PAR-3H und PAR-3I sind per HYREX identifiziert worden. Die weiteren PAR-3
Splicing Varianten und hASIPla / hASIPsa sind aus den Datenbanken, Genebank und EMBL.

Die Nukleotid-Nummern beziehen sich auf eine Konsensussequenz.

Nahezu alle PAR-3 / se2-5 mRNAs sind Chromosom 10 zuzuordnen. PAR-3H und PAR-3C
besitzen liber die gesamte Sequenzlidnge viele identische Basensubstitutionen und passen
nicht auf Chromosom 10. Es ist anzunehmen, dass diese Sequenzen einer noch unbekannte
chromosomalen Sequenz zuzuordnen sind. Die Sequenz von Chromosom 10 ist im 5’-Bereich
der Genfamilie nicht vollstindig. Deshalb sind die ersten 500 Basen von PAR-31 und hASIPla
chromosomal nicht zuzuordnen. Die verbleibenden mRNAs konnen — soweit dies zu
beurteilen ist - auf differentielles Splicing aus mindestens 17 Exons des Chromosoms 10
zuriickzufiihren sein. Neben den fehlenden Exons im 5’- und 3’-Bereich der Klone sind auch
in der kodierenden Sequenz verschiedene mRNAs durch differentielles Exon-

Zusammenfiigen zu beobachten (siehe Abbildung 3-12).

RACE-PCR Analysen aus dem immunogenen Klon PAR-3ta heraus ergaben in 5° die
Sequenz des Klons PAR-3H, wihrend eine 3’ Amplifikation das Ende des Klons PAR-3ta

bestétigen konnte.
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Abbildung 3-12: Chromosomale Struktur der PAR-3 / se2-5 Familie
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Die Abbildung zeigt die Exon / Intron Struktur auf Chromosom 10. Die Exons der einzelnen

PAR-3 Familienmitglieder sind als Boxen darunter aufgefiihrt.

Durch Kombination von Liicken-iiberspannenden und 5-” und 3’-liegenden Primern konnten

alle mRNAs per RT-PCR unterschieden werden. Die RT-PCR spezifische Analyse konnte

keine tumorspezifische Variante erkennen. Interessanterweise zeigen die PAR-3 mRNAs

unterschiedliche Expression und keine Koexpression in Normalgeweben. Wihrend die PAR-3

assoziierten mRNAs in vielen verschiedenen Normalgeweben positiv getestet wurden, waren

die Proben Haut und PMNCs negativ (Ausnahme PAR-3H). Dagegen wurden die CTCL-

Proben haufig positiv getestet (siche Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: RT-PCR Analyse der PAR-3 / se2-5 Genfamilie
PAR pan' PAR PAR-3ta [hASIPla/sa| PAR-3G | PAR-3H | PAR-3I
Northern-
Blot'
Normalgewebe
Diinndarm - + + + + +
Gehirn + - - + - - +
Haut - - - + -
Herz + - + - - + -
Knochenmark +

Kolon + + + + + +
Leber =+ - - - - - -
Trachea + - + - + +
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PAR pan' PAR PAR-3ta [hASIPla/sa| PAR-3G | PAR-3H | PAR-3I
Northern-
Blot'
Normalgewebe
Lunge + - + + + + +
Magen + + + + +
Mamma + + + + +
Milz - + + + + +
Niere + + + + - + -
Pancreas +
Placenta +
PMNC - - - - - -
Prostata + + - + +
Miflfllﬁgur + + + + +
Testis + + + + + + +
Thymus - - + - - -
Uterus + + + + +
Gewebe pos 17 5 11 13 8 13 10
Anzahl n 17 13 17 17 17 17 16
% 100% 38% 65% 76% 47% 76% 63%
CTCL?
Gewebe pos 6 1 1 3 2 1
Anzahl n 13 6 7 7 7 7
% 46% 17% 14% 42% 29% 14%

Die Tabelle zeigt die RT-PCR Expressionsanalyse der PAR-3 / se2-5 verwandten
MRNAs. Die Tabelle ist unterteilt in Normalgewebe- und CTCL- Expression. Die
unteren Zeilen fassen die Expressionsdaten zusammen (Anzahl der positiv
getesteten Gewebe, Anzahl (n) aller getesteten Gewebe und die prozentuale
Expression). Die fetalen Gewebe beinhalten Gehirn, Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere,
Skelett-Muskulatur und Thymus. " Ergebnisse nach eigenen Vorarbeiten [97, 98].

Tumorgewebe und Zelllinien

Die durch SEREX oder HYREX detektierten Klone konnten in einem sekunddren SEREX auf
eine mogliche Erkennung durch reaktive Antikorper aus Seren iiberpriift werden. Die
SEREX-Analyse zeigte, dass das N- und C-terminal verkiirzte Protein (PAR-3ta) serologisch
spezifisch ist. Dagegen zeigten die “grofen” Varianten (PAR-3G, PAR-3H und PAR-3I)

keine serologische Spezifitit, d.h ein Kontrollserum reagiert gegen die Proteine PAR-3G,



I ERGEBNISSE 80

PAR-3H und PAR-I. Ferner besalen 3/20 CTCL-Seren gegen das PAR-3ta Protein reaktive
Antikdrper (siehe Tabelle 3-11).

Tabelle 3-11: SEREX-Analyse der PAR-3 / se2-5 Familie

PAR-3ta PAR-3G PAR-3H PAR-31
positiv / n 0/14 1/13 1/14 1/14
Kontrollen
% 0% 8% 7% 7%
MF positiv / n 2/15 2/9 3/10 1/9
MF % 13% 22% 30% 11%
CTCL
SS positiv / n 1/5 0/3 0/4 0/4
SS % 20% 0% 0% 0%
positiv / n 0/2 0/1 0/1 0/1
CBCL
% 0% 0% 0% 0%

Die Tabelle zeigt die SEREX Analyse an PAR-3 / se2-5 verwandten Klonen. Die
Zeilen zeigen die positiven Seren / gegen die Anzahl (n) der getesteten Seren. Die

Ergebnisse flur Klon sind aus [97, 98] mit zusatzlich getesteten Seren.

In anderen SEREX Analysen konnten 2 Homologe beide im Zusammenhang mit Prostata-
Karzinom identifiziert werden (Karzinom-Bank und Testis-Bank mit jeweils Prostata-
Karzinom Serum, SEREX-Datenbank). Der Klon TP-6 (5°) war in der Sequenz gegeniiber
PAR-3ta am 5’-und 3’-Ende verkiirzt. Das Protein von PAR-3ta ist 637 AS (69,8 kDa) grof3
und ist nukleédr oder mitochondrial lokalisiert. Das verldngerte PAR-3H ist 943 AS (103 kDa)
gro3 und zeigt keine Lokalisations-unterschiede. Der Vergleich der Proteine PAR-3ta und
PAR-3 zeigt, dass PAR-3ta N-terminal um eine Proteinbindungsdoméne (PDZ Doméne)

verkiirzt ist.

3.3.2 Lymphomassoziiertes Antigen se20-10

Mittels einer 5° RACE-PCR konnte die Sequenz des Klon se20-10 verldngert werden.
Homolog dazu ist eine mRNA, die in einer anderen Arbeit mittels einer differentiellen PCR
an einem diffusen grofizelligen B-Zell Lymphom (Lbl, Acc. Nr.: HSY15758) identifiziert

werden konnte.
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Durch einen HYREX-Screen an je 150.000 Testis- und CTCL-Rekombinaten, konnten 2
identische Klone gefunden werden (1 Testis-Klon: se20-10T5 und 1 CTCL-Klon: se20-
10L4).

CKAP2 (cytoskeleton associated protein 2), ebenfalls homolog zu se20-10, ist eine
hypothetische zusammengesetzte Sequenz, die sich aus Sequenzierung einer Terato-Karzinom
cDNA ableitet und nach der funktionellen Einordnung des Lb1 Gens (Kolokalistaion von Lb1
und cytoskelettalen Filamenten) benannt wurde. Weiter konnten viele kurze homologe EST
Sequenz-Bruchstiicke aus verschiedenen Banken, wie Testis-Banken, einer Bank hergestellt
aus dem Knochenmark eines CML Patienten oder anderen Karzinom-Banken gefunden
werden. Diese Antigen-Familie wurde als LAA (Lymphom assoziierte Antigen) — Familie

benannt.

Abbildung 3-13 zeigt als Alignment die Lokalisation der se20-10 verwandten mRNAs

zueinander.

Abbildung 3-13: Alignment der se20-10 Familie
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mRNA Alignment der se20-10 Familie, bestehend aus se20-10, Lb1, se20-10L4 / se20-10T5
und CKAP-2 (Acc. Nr.: HSA429398) cDNA aus den Datenbanken, Genebank und EMBL.
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Abbildung 3-14: Exon / Intron Struktur der LAA Familie
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Die Abbildung zeigt die chromosomale Organisation der LAA (Lymphom assoziierte
Antigene) -Familie. Chromosom 13q14.3: Acc.Nr: Hs13_24680.

Die se20-10 Familie ist auf Chromosom 13q14 in 9 Exons codiert. Die mRNAs werden

differentiell gespliced, so fehlt se20-10 Exon 1 und ist im neunten Exon deletiert (siche

Abbildung 3-14).

Durch die hohe Homologie konnten nicht alle mRNAs per RT-PCR Analyse spezifiziert
werden (siche Tabelle 3-12).

Tabelle 3-12: RT-PCR an se20-10 verwandten mRNAs

LAA|LAA |LAA

5 | pan | 3’

fetale Gewebe 1/8
Diinndarm + + +
Gehirn + + +
Haut - -
Herz - + +
Knochenmark | + + +
Kolon + - +
Leber + - +
Trachea + + +
Lunge + - +
Milz + + -
Magen + + -
Mamma - - +
Niere + + +
Placenta - + -

LAA|LAA |LAA
5 | pan | 3’
PMNC - + -
Prostata + + -
Skelett . ) i
Muskulatur
Testis + + +
Thymus + - +
Uterus + + +
Adulte Gewebe 15 13 13
pos
Anzahl n 20 20 20
% 75% | 65% | 65%
CTCL
HH ' + | + -
HuT 78 ' + | + -
MyLa ' + + +
SeAx ! + + +
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Die Tabelle zeigt die Expression von drei Antigen-Gruppen: LAApan steht fir alle bekannten
se20-10 / LAA assoziierten Antigene, LAA 3’ flr se20-10L4, CKAP2 und LAA 5’ erkennt die
mMRNAs Lb1, se20-10L4 und CKAP2. Die fetalen Gewebe beinhalten fetales Gehirn, fetales
Herz, fetale Lunge, fetale Leber, fetale Milz, fetale Niere, fetale Skelett Muskulatur, fetalen
Thymus. ': CTCL Zelllinien

Das Primerpaar LAA 5’ ist im 5’ (se20-10 negativen) Bereich lokalisiert und ist spezifisch fiir
Lbl, se20-10L4 und CKAP2. Wéhrend die Primer-Kombination LAA 3° im 3° (se20-10
negativem) Bereich se20-10L4 erkennt, steht das Primer-Paar LAA-pan fiir alle bekannten
LAA mRNAs. Da LAApan alle bekannten Varianten erkennt, miisste immer eine LAA3’ oder
LAAS’ Expression mit einer LAApan Koexpressionen zu beobachten sein. Die RT-PCR
Analysen zeigen dagegen, dass im 3’ und 5’ Bereich weitere Varianten existieren, die eine
ubiquitire oder differentielle Expression besitzen (positive LAA3’ oder LAAS’ Ergebnisse
bei negativen LAApan Ergebnissen). Eine Koamplifikation von LAApan und LAA 5’ und 3’
konnte neben Testis in 6 weiteren Geweben erkannt werden. Dieses Muster ist fiir die mRNA
se20-10L4 spezifisch. Eine Lbl oder CKAP2 spezifische Expression kann durch eine
Koamplifikation von LAAS’ und LAApan bei gleichzeitig negativen LAA3’ Ergebnissen in
den Geweben Magen, Milz und Prostata gefunden werden. se20-10 spezifisch ist das
Expressionsmuster bei LAApan positiven mit negativen LAAS” und LAA3’ Ergebnissen.
Dies konnte in Placenta und PMNC beobachtet werden. Diese Kombination der Ergebnisse
schliet nicht aus, dass Lb1 oder se20-10 bei einem alternativen Amplifikationsprofilmuster

zusdtzlich koexprimiert wird.
Abbildung 3-15: Northern-Blot Analyse LAA-Familie
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Northern-Blot an Normalgeweben mit einer se20-10 spezifischen Sonde. In den Reihen ist

Gesamt RNA wie folgt aufgetragen. 1: Gehirn, 2: Herz, 3: Niere, 4: Leber, 5: Lunge, 6: Kolon,
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7: DUnndarm, 8: Milz, 9: Milz, 10: Thymus, 11: Knochenmark, 12: Magen, 13: Trachea, 14:
Testis, 15: HH, 16: MyLa, 17: SeAx. Details siehe Text.

In der Northern Blot Analyse konnten mit einer se20-10 spezifischen Sonde (LAA-pan PCR
an se20-10 Plasmid) zwei Hybridisierungsbanden erkannt werden. Eine 5 kb Bande konnte
schwach in den Geweben Gehirn, Magen der CTCL-Linie MyLa und stark in den Geweben
Milz und Testis beobachtet werden. Eine kleinere Bande bei ca. 3,5 kb konnte in Testis und
schwach in MyLa gesehen werden. Wéhrend die 3,5 kb Bande ungefdhr der Grofe der LAA-
Familie entspricht, ist die 5 kb Bande unklar. Die LAA-Familie ist nach der quantitativeren

Analyse im Northern Blot in nur wenigen Normalgeweben exprimiert.

Die virtuelle Northern Analyse (NIH-Homepage) ergab fiir se20-10 das Cluster des CKAP2
Gens, das gleichverteilt in Normal- und krebsassoziierten Geweben zu finden war. Dies ist
nur bedingt flir die verkiirzte se20-10 mRNA iibertragbar. Ein BlastN2 mit se20-10 zeigt
neben vielen ESTs aus Karzinomen nur wenige ESTs aus Normal-Banken. Diese sind fast

ausschlieBlich aus Testis, Gehirn oder fetalen Geweben isoliert.

Die HYREX-Klone konnten in einem sekundidren SEREX auf eine mogliche Erkennung von

reaktiven Antikdrper aus Seren getestet werden.

Tabelle 3-13: SEREX Analyse der LAA Phagen-Klone

Lb1 se20-10
positiv/n 0/9 0/13
Kontrollen
% 0% 0%
MF positiv / n 1/10 2/17
% 10% 12%
CTCL
SS positiv /n 0/3 1/5
SS % 0% 20%
positiv / n 0/1 0/2
CBCL
% positiv 0% 0%

SEREX Ansatz fur LAA-Proteine. Die HYREX Klone se20-10L4 / -T5 sind in der
Proteinsequenz identisch zu Lb1. Die gleichen MF Seren reagierten gegen das se20-
10 und Lb1 Protein.



I ERGEBNISSE 85

Die Aminosduresequenz von se20-10 (572 AS, 64kDa) ist gegeniiber den identischen
Proteinen se20-10L4 (=se20-10T5) N-Terminal um 56 Aminosduren und C-Terminal um 74
Aminosduren deletiert (bei einer Gesamtlinge se20-10L4: 701 AS). Die genaue
Proteinanalyse von se20-10L4 und Lb1 ergibt identische Proteine, sodass eine vergleichende

SEREX Analyse fiir se20-10 und Lb1 Protein durchgefiihrt werden konnte.

In anderen SEREX Analysen (SEREX Datenbank) konnten keine weiteren immunogenen
LAA verwandten Proteine gefunden werden. Beide getesteten Phagen Klone waren
serologisch spezifisch, d.h. Normalseren besaflen keine reaktiven Antikorper im Gegensatz zu
den getesteten CTCL-Patienten. Das verkiirzte Protein von se20-10 scheint eine
immunogenere Variante zu sein, da 3/22 Seren positiv waren (Lbl nur 1/13) (sieche Tabelle

3-13).
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3.3.3 Klon se57-1

Zu Klon se57-1 konnte 2 unabhidngige SEREX-Klone aus der Testis (TL15-72 und TL15-80,
Acc. Nr.: #150 / #153) und eine EST Sequenz (Acc. Nr.: AK058097) gefunden werden.

Abbildung 3-16: se57-1 mRNA Alignment

1 4037
seb57-1
RSV-induced
TL15-72
TL15-80

Klon se57-1 cDNA Alignment.

Der mRNA Vergleich zeigt, dass se57-1 die Voll-Langen Variante des Gens ist. Die
Ansequenzierungen des ESTs und der SEREX mRNAs sind gegeniiber der Sequenz von
se57-1 5 verkiirzt. Mittels der Northern-Blot Analyse konnten fiir Klon se57-1 keine
Expression in Normalgeweben (Ausnahme: Testis) beobachtet werden. Allerdings konnte
auch keine se57-1 Transkripte in Tumorgeweben (CTCL und HNO Tumore) nachgewiesen
werden. In einer HYREX Suche konnten trotz insgesamt 600.000 durchsuchten
Rekombinanten an der CTCL- und der Testis-Bank keine Treffer beobachtet werden. Dies
deutet auf einen sehr geringen Expressionslevel von se57-1 hin. Klon se57-1 konnte homolog
zu einem EST gefunden werden, welches nach Virusinduktion in der Zelllinien A549
(Alveolar Karzinom Linie) exprimiert wird. Der RSV-Virus (respiratorial syncytial virus)

kommt bei akuten Atemwegsinfektionen vor.

Mittels spezifischer Primer fiir eine F1 Untereinheit eines Glycofusionsproteins des RSV
Virus [185] und fiir ein Nucleocapsid Gen des RSV Virus [186] wurde die RSV Expression
untersucht. In 66 getesteten Proben (Normalgewebe, HNO-Tumore, CTCL-Tumore, CTCL-
Linien, MM-Linien, CBCL-Tumore und Leuké&mie-Zelllinien) konnten lediglich 3 RSV-
positive Proben gefunden werden. Die CTCL-Zelllinien SeAx, die Leukédmie Zelllinien ARA-
10 und die MM-Zelllinien UKRV-Mel-21a wurden positiv getestet, die aber nicht se57-1
positiv getestet werden konnten. In Epitope Mapping Experimenten reagierten ein MF-Serum
und ein SS-Serum, aber kein Normalserum gegen 3 Epitope aus se57-1. Die Epitope
TLQKIRTQOM, RKLSLE, QFVIHSQHQNLR konnten mit einem tBlastN2 keinem anderen

Protein als se57-1 zugeordnet werden.
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3.3.4 Klon se70-2

Die Northern-Blot Analyse des Klons se70-2 lie3 ein multiples Bandenmuster erkennen.

Abbildung 3-17: se70-2 Northern-Blot Analyse

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18

/, e 6,5 kb i

285 TRNA m Woal . A
: 25kbg Pl
- i
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Northern-Blot Analyse der se70-2 Genfamilie. 1: Gehirn, 2: Herz, 3: Niere, 4:
Leber, 5: Lunge, 6: Mamma, 7: Dunndarm, 8: Milz, 9: Testis, 10: Thymus, 11:
Trachea, 12: HH, 13: HuT 78, 14: Myla, 15: SeAx, 16: Haut, 17: PMNC,
18:Jurkat sind in den Reihen zur Northern-Blot Analyse aufgetragen. Erkennbar

ist ein multiples Bandenmuster, weiteres siehe Text.

Erkennbar an Abbildung 3-17 ist, dass se70-2-Transkripte verschiedener Grofle (ca. 6,5 kb,
ca. 4,7 kb und ca. 2,5 kb) auch in Normalgeweben nachgewiesen werden konnten. Auffallend
ist dagegen, dass in den CTCL Linien eine kleinere mittlere Bande erscheint (ca. 3,5 kb), die
in den Normalgeweben fehlt. se70-2-verwandte cDNA wurden mittels eines HYREX-
Ansatzes gesucht. Durch Uberpriifen von je 100.000 Rekombinanten aus der CTCL-Tumor-
und Testis-Bank, konnten 7 Klone isoliert werden. Wéhrend aus der CTCL Bank 2 identische
Klone (se70-2L3 und se70-2L7) zu se70-2 gefunden werden konnten, waren 3 identische
Klone (se70-2L11, se70-2T12 und se70-2L6) umm 1116 bp und 2 weitere Klone (se70-2L10
und se70-2L1) 5° deutlich um 1700 bp verlangert. Mittels einer 5 RACE-PCR an einer Testis
RNA konnte die se70-2 Sequenz bis zu der Linge des HYREX Klone se70-2L10 bestétigt

werden.

Anhand Abbildung 3-18 ist die Organisation auf Chromosom 13 dargestellt. Die
verschiedenen mRNAs setzen sich aus 18 verschiedenen Exons zusammen (sieche Abbildung
3-18). se70-2 und se70-2L6 sind 5° deletierte Varianten der vollstindigen se70-2L10
Sequenz. se70-2 fehlen gegeniiber se70-2L10 die Exons 1-10 und se70-2L6 die Exons 1-3.
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Abbildung 3-18: Exon / Intron Struktur auf Chromosom 13 der se70-2
Genfamile
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se70-2 Antigen - mRNA Alignment an Chromosom 13 (Acc. Nr.: AL159974.14). Es ist eine

Auswahl der homologen Sequenzen dargestellt. FIS Sequenzen sind durchsequenzierte,
unbekannte mRNAs. Acc.Nr.: Chr13: Al159974, Embryo FIS: AK027339, Terato-Ka FIS:
AK027456, Fettgewebe FIS: AK024610 und Placenta FIS: BG620050.

Desweiteren sind in den Datenbanken zu se70-2 eine Vielzahl von homologen ESTs bekannt,
von denen sehr viele mit Krebs assoziiert sind. Absolut identisch in der Nukleotid-Sequenz ist
se70-2 zu zwei patentierten Magenkrebs-assoziierten Genen (W0O0109317). Diese werden als
Magenkrebs spezifische mogliche Zielstrukturen beschrieben. Die virtuelle Northern-Analyse
zeigt, dass das Cluster einer se70-2 verldngerten Konsensus Sequenz in Normalgeweben und

Tumoren gleichverteilt exprimiert ist.

In alternativen SEREX Untersuchungen konnten 2 homologe Proteine identifiziert werden.
NGO-St-149 5° und Mo-Tes-116 sind beides 5’ Ansequenzierungen, die mit Seren von
Magen-Karzinom Patienten (NGO-St-149) und Normalseren (beide Klone) reagierten. Die
neu identifizierten se70-2 verwandten Phagen-Klone konnte auf ihre serologische Erkennung
untersucht werden. Da die Unterschiede in der Proteinsequenz allein N-terminale
Verlamgerung zurilickzufiihren ist, konnten die se70-2 Klone in 3 Gruppen eingeteilt werden.

Es wurde mit je einem Phagen die SEREX Analyse durchgefiihrt (siche Tabelle 3-14).
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Die serologische Analyse der se70-2 verwandten Phagen-Klone ergab, dass nur der durch
SEREX identifizierte Klon se70-2 tumorspezifisch in der serologischen Erkennung war.
Gegen die abgeleiteten Proteine von se70-2L6 und se70-2L10 hatten auch Kontroll-Personen
Antikdrper im Blut. Das se70-2 Protein ist um 572 Aminosduren gegeniiber dem se70-2L10
Protein und um 373 Aminoséuren gegeniiber dem se70-2L6 Protein verkiirzt (199 AS se70-
2110 gegeniiber se70-2L6).

Tabelle 3-14: SEREX Ergebnisse der se70-2 Familie

se70-2 se70-2L6 se70-21.10

Kontrollen | positiv/n 0/14 1/11 2/11

% 0% 9% 18%

CTCL MF positiv / n 3/15 1/11 2/11
MF % 20% 9 18

SS positiv / n 0/4 0/4 0/4

SS % 0% 0% 0%

CBCL positiv/n 0/2 0/1 0/1
% 0% 0% 0%

Die Tabelle zeigt die SEREX Ergebnisse der se70-2 verwandten Proteine. In der HYREX
Analyse wurden zu den einzelnen Klonen identische Phagen isoliert, so dass nur einer in der
serologischen Untersuchung analysiert wurde. Die Ergebnisse fir Klon se70-2 gemal

Literatur [97, 98] mit zusatzlichen getesteten Seren.

Das Epitop gegen das die Normalseren reagieren ist nicht in der Aminosduresequenz des
se70-2 Proteins zu finden. Die Proteinanalyse zeigt, dass die unterschiedlichen Proteine
(se70-2: 305 AS = 34,5 kDA, se70-2L6: 677 AS = 74,5 kDA und se70-2L10: 875 AS = 98,7
kDa) am C-terminale Ende absolut identisch sind (Grund: differentielles Splicing).
Interessanterweise konnten ausschlieBlich in diesem Bereich o Helices mit mdglichen Coiled-
Coil Strukturen gefunden werden. Die N-terminal verldngerte Aminoséuresequenz besitzt

kein ableitbares Motiv, bis auf vereinzelte 3 Faltblitter.

Die se70-2 Genfamilie wurde neben der Northern-Blot Analyse genauer per RT-PCR
analysiert. Es wurden 4 Primerpaare herausgesucht durch die eine genauere Differenzierung

zwischen den se70-2 verwandten mRNAs moglich ist (siehe Abbildung 3-19).
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Abbildung 3-19: mRNAvergleich der se70-2 Familie
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Die Abbildung zeigt die mRNA Sequenzen der se70-2 Familie zueinander. Ferner ist die
Lokalisation der Primer angegeben, mit deren Kombination eine genaue Expressionsanalyse

moglich war.

Durch Kombination der Ergebnisse der Primersets A, B und C ist es moglich, ein
Expressionsprofil fiir die einzelnen mRNAs abzuleiten. Primer A, B und C positive
Ergebnisse stehen fiir se70-2L10 Expression, wobei Koexpression von se70-2 und se70-2L6
nicht ausgeschlossen werden kann. Positive Ergebnisse der Primer A und B konnen fiir se70-
L6 stehen und se70-2 ist sicher exprimiert, wenn nur Primerset A positiv getestet werden
konnte (siche Abbildung 3-19, Tabelle 3-15). Aullerdem war hiufig eine Kombination (B und
C positive Ergebnisse) zu beobachten, die eine weitere, bislang unbekannte Splicingform

anzeigt, die als se70-2L10t (=fiir truncated) bezeichnet wurde.

se70-2L10 mRNAs konnte in den getesteten Normalgeweben Gehirn, Diinndarm, Milz,
Uterus, Testis, Thymus und Trachea und se70-2L6 mRNAs in den Geweben Niere und
Mamma identifiziert werden. se70-2L10t war in den Geweben Leber, Lunge, PMNC,
Prostata, Skelett Muskulatur, Knochenmark, Kolon und Magen zu beobachten. Eine sichere
Expression des SEREX definierten Klon se70-2 war in keinem Normalgeweben zu finden.
Um zu tiberpriifen, ob die Primerset A positiven Normalgeweben sicher se70-2L10 / se70-
2L6 positiv sind und das Expressionsmuster nicht aufgrund einer Koamplifikation von se70-2
und se70-2L10t entsteht, wurde als Bestdtigung ein zusitzliches Primerpaar (Primerset D)
iiber den Ubergang von se70-2 und se70-2L6 mRNAs gelegt (siche Abbildung 3-19). Im
Gegensatz zu den anderen Normalgeweben waren alle Primerset A positiven Normalgewebe
auch Primerset D positiv. Dies bedeutet, das se70-2L10 und se70-2L6 in diesen Geweben

exprimiert sind.

Tabelle 3-15: se70-2 RT-PCR
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Primerset | Primerset | Primerset
A B C
Fetale
Gewebe i
Diinndarm + + +
Gehirn + + +
Haut - - -
Herz - - - Primerset | Primerset | Primerset
Knochenmark - + + A B C
Kolon - + + MF01 + - -
Leber - + + SSo01 @ + + +
Trachea + + + SS02 4 - -
Lunge - + + SS03 + + +
Magen - + + HH © + + +
Mamma + + - Hut 78 + + +
Milz + + + MyLa © + + +
Niere + + - SeAx @ - - -
Placenta - + + CBCL0O1 @ + + +
PMNC - + + CBCLO02 + + +
Prostata - + + CBCLO03 + + +
Skelett- ] N N ARA-10 + + +
Mukulatur Nalm-2 © + + +
Testis + + + Skw 6.4 © + + +
Thymus + + + KG1 ©® + + +
Uterus + + + K562 © I - -
Adulte ; 17 19 P3HRI ® + - -
Gewebe pos.
Anzahl n 20 20 20
% 35% 85% 60%

Die Tabelle fasst die RT-PCR Ergebnisse der se70-2 Primersets zusammen. Auf der linken

Seite ist die Expression der se70-2 Primersets in Normalgewebe, auf der rechten Seite

verschiedene lymphoproliferative Erkrankungen aufgefiihrt. (V: steht fiir getestete Mycosis
Fungoides cDNA, @: fiir Sézary Syndrom, ®: fiir CTCL-Zelllinien, “: fir kutanes B-Zell

Lymphom Tumore und ©: fiir Leukamie Zelllinien. Die grauen Késtchen kennzeichnen eine

sichere se70-2 Expression.

Ferner wurden alle Primerset A-positiven Tumor cDNAs (siehe rechte Seite Tabelle 3-15) mit

den Primersets B und C getestet. Interessanterweise waren in diesen Proben héufiger eine

sichere se70-2 Expressionen zu beobachten (siehe graue Kastchen).

Jedoch kann Klon se70-2 kann nicht als Tumor-Zielstruktur in Betracht kommen, da eine

Koexpression nicht ausgeschlossen werden kann.




I ERGEBNISSE 92

Da zu Klon se70-2 sehr viele homologe RNAs bekannt sind, ist die Groenzuordnung in
einem Northern-Blot sehr schwierig. So kann die im Northern- Blot tumorspezifische
Variante, keiner mRNA zugeordnet werden. Die quantitative Auswertung der Expression
ergibt, dass die se70-2 Genfamilie in Testis, Thymus und den CTCL Zell Linen HH, Hut 78

am stirksten exprimiert sind.
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4 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass fiir das CTCL Tumorantigene exisitieren, die fiir eine
Immuntherapie in Frage kommen. Eine Gruppe von Antigenen (Cancer Testis Antigene =
CT-Antigene), sind ideale Tumor-Zielstrukturen, da sie in keinem Normalgewebe bis auf

Testis exprimiert sind.

4.1 CT-Antigene

CT-Antigene, die ihre Bezeichnung auf Grund ihres Expressionsmuster haben, sind in sehr
vielen verschiedenen Neoplasien exprimiert. Dieses charakteristische Expressionsprofil ist
hochstwahrscheinlich durch eine genomweite Demethylierung in Testis- und Tumorgewebe

begriindet [90, 92].

Die MAGE-A Genfamilie besteht zur Zeit aus mindestens 15 Mitgliedern [104, 110], die X-
chromosomal kodiert sind [194]. Gegen die urspriinglich iiber zytotoxische T-Zellen (CTL)
definierten MAGE-A1, MAGE-A2 und MAGE-A3 [23, 116] sind mittlerweile mit
verschiedenen Methoden reaktive AntikOrper nachgewiesen worden [24, 187, 195]. Die
MAGE-A Familie ist die bestuntersuchte CT-Antigen Familie. MAGE-A mRNAs konnten in
Gehirn-Neoplasien [179], in Kolon-Karzinomen [104, 196], in Mamma-Karzinomen [104,
197], in Neoplasien des HNO-Traktes [196, 198, 199], in Melanomen [196, 200-203], in
Lungen-Karzinomen [196], in Neuroblastomen [204] in Myelomen [205, 206], in Sarkomen

[104] und vor kurzem auch in CTCLs [207] nachgewiesen werden.

In klinischen Immuntherapie-Studien werden MAGE-A1, MAGE-A3 Proteine bereits bei
Melanomen eingesetzt [2, 208], da diese sehr hiufig in Melanomen exprimiert sind [200, 202,
209]. Die MAGE-A Genfamilie konnte auch in dieser Arbeit zu 90% in Melanomen [202]
gefunden werden. Im Gegensatz zur hoheren Expression von MAGE-A1, konnten MAGE-A2
und -A3 in nur der Hifte der untersuchten Proben identifiziert werden. In Neoplasien des
HNO-Traktes sind die MAGE-Gene ebenfalls sehr hdufig, jedoch auch in Kontroll-Geweben
exprimiert. In CTCL Geweben sind MAGE-A Transkripte deutlich seltener zu finden [217].
Im Gegensatz zum Melanom sind beim CTCL MAGE-A9 mRNAs allein hdufiger als der Rest
der MAGE-A Gene zu detektieren.
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Die GAGE-Gene sind iiber CTL identifiziert worden [105]. Ein HLA Cw6 présentiertes
Epitop konnte eine Melanom Zelllinien lysieren. Eine weitere CTL-Linie reagierte gegen ein
HLA-A29 présentiertes Epitop aus dem gleichen Bereich des GAGE-Proteins [210]. GAGE-
Gene bilden eine sehr groBe Antigenfamilie. An cDNA-Banken konnten insgesamt 9
verschiedene GAGE-mRNAs isoliert werden [105, 210]. Nah zu GAGE verwandt sind
auBerdem sogenannte PAGE und XAGE Antigene, die iiber differentielle
Expressionsanalysen an einem Prostata-Karzinom Modell (PAGE-1 = Prostata-Karzinom
assoziiertes Antigen) [211], iiber Computeranalysen [212] aller moglichen Prostata ESTs
(PAGE-2, PAGE-4 und PAGE-4 [213]) und iiber Computeranalysen krebsassoziierter ESTs
(XAGE-1, XAGE-2 und XAGE-3 [214], die alle eine krebsspezifische Expression besitzen
[215]) gefunden werden. Die Expressionsanalyse der GAGE-Gene ergab eine Cancer Testis
spezifische Expression [105], wobei die Antigene GAGE-1,2,8 mRNAs auch in gesunden
Gehirn-Geweben gefunden werden konnten [179]. Diese Ergebnisse konnten in RT-PCR
Analysen bis auf die Gehirn-Expression bestdtigt werden [202]. GAGE-Gene sind héufig in
Melanomen und HNO-Tumoren, seltener in Osophagus-Karzinomen, in Sarkomen, in
Lungen-Karzinomen, in Prostata-Karzinomen, in Mamma-Karzinomen, in Kolon-
Karzinomen, in Blasen-Karzinomen und in Lymphomen / Leukdmien, in Myelomen und nicht
in Nierenzell-Karzinomen exprimiert [105, 179, 202, 205, 206, 210]. Die GAGE / PAGE /
XAGE Gene bilden eine Antigenfamilie, die nicht auf einen Tumor beschrinkt ist. Die
Detektion des GAGE-Proteins im Blut konnte mit einer schlechten Prognose von Melanom-
Patienten korreliert werden [216]. In Melanomen konnten GAGE Transkripte bis zu 42%
[202] und in CTCLs bis zu 40% gefunden werden.

RAGE-1 ist iiber ein HLA-B7 présentiertes Epitop einer Nierenzell Karzinom Zelllinien
identifiziert worden [82]. Die RAGE Gene werden differentiell aus dem Chromosom 14
gespliced [202]. Auf Grund einer Exon Insertion ist das immunogene Epitop nicht im RAGE-
4 Protein vorhanden. Durch ein lokalisationsspezifisches Splicing der RAGE-Gene ist RAGE-
1 vorrangig in Larynx-Tumoren, RAGE-2 in Oropharynx-Tumoren und RAGE-4 in
Hypopharynx-Tumoren zu finden [217]. Ferner sind die CDS der einzelnen RAGE-Gene
unklar, d.h. das immunogene, CTL erkannte Epitope wird in alternativen kurzen ORFs der
Gene kodiert [82]. Auch ein zweites RAGE spezifisches, CTL erkanntes Epitop ist nicht im
eigentlichen RAGE-Protein kodiert, sondern in einem kurzen Protein-Bruchstiick aus einem
alternativen Leserahmen. Expressionsanalysen konnten die mRNAs in keinem Normalgewebe

auller Retina wiederfinden [82]. Diese Beobachtungen konnten in der nested-PCR spezifisch
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fiir RAGE-1, -2, -3 nur zum Teil bestitigt werden. Mittels der quantitativeren Northern-Blot
Analyse konnten diese mRNAs jedoch nur in Tumoren gefunden werden [202]. Dagegen
konnte RAGE-4 im Gegensatz zu den Expressionsstudien von Gaugler und Kollegen auch in
der Testis gefunden werden, was zeigt, dass es sich um ein weiteres CT-Antigen handelt
[202]. Auf Grund des spezifischen Expressionsmusters sind alle RAGE-mRNAs interessante
Kandidaten fiir eine Immuntherapie. Die RAGE Genfamilie ist bislang mit einem anderen
Primer Set untersucht und als sehr gering exprimiert in vielen verschiedenen Tumoren
beschrieben worden [82]. Eine genaue Analyse dieses Primerpaares ergab, dass die gewdhlten
Primer schlecht fiir eine PCR Analyse geeignet sind. Primer TB4 bildet eine ,,3’Zange*, bei
Primer BG16 ist die Gefahr eines selbst-Annealings gegeben und bei Primer BG25 eine zu
geringe Hybridisierungstemperatur gegeniiber dem Gegenprimer zu beobachten. Demzufolge
ist es nicht verwunderlich, dass besser gewidhlte Primer eher die wahre RAGE Expression
zeigen. Eine hiufigere Detektionen von RAGE-Transkripten in Tumoren konnten in anderen
Arbeiten, z.B. bei Nierenzell-Karzinomen, beobachtet werden [218]. RAGE- mRNAs konnten
in Melanom-Geweben dhnlich hiufig gefunden werden [202], was auch in der Northern-
Analyse bestitigt werden konnte. In Neoplasien der CTCLs konnten dagegen kaum bis keine

RAGE-Transkripte gefunden werden.

NY-ESO-1 wurde mittels SEREX Analyse einer Osophagus-Karzinom Bank [51] und LAGE
[181] durch eine differentielle RT-PCR-Analyse mit Melanom und gesunder Haut
identifiziert. Die Immunogenitidt von LAGE ist sekundir durch reaktive Antikorper gezeigt
worden [107], wobei Kreuzreaktionen zu dem stark immunogen NY-ESO-1 nicht
ausgeschlossen werden konnen. Die LAGE / NY-ESO-1 Gene sind hintereinander auf
Chromosom Xq28 lokalisiert. Kiirzlich konnte neben LAGE-1a,-1b und NY-ESO-1 ein drittes
ebenfalls auf Chromosom X kodiertes homologes Gen identifiziert werden: ESO-3 [219].
Dieses Gen besitzt eine etwas niedrigere Homologie (<50%) und ist im Gegensatz zu LAGE-
1 / NY-ESO-1 ubiquitdr in Normalgeweben exprimiert [219]. NY-ESO-1 Expression kann in
verschiedenen Neoplasien nachgewiesen werden: Blasen-Karzinom, Mamma-Karzinom,
Kolon-Karzinom, Melanom, Prostata-Karzinom, und schwach in ovariellen- und Thyroid-
Karzinomen [203]. Lee und Mitarbeiter konnten NY-ESO-1 in iiber 70% der Lungen-
Karzinom Zellen nachweisen [101]. Zellulér ist die Expression von NY-ESO-1 z.T. heterogen
oder homogen auf das Cytoplasma der untersuchten Melanom Zellen [87, 220] oder in

Lungen-Karzinom Zellen cytoplasmatisch, seltener nukledr zu erkennen [87].
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Fiir NY-ESO-1 sind eine Vielzahl von MHC I prisentierten CD8 Epitope, HLA-A2 [122,
221, 222] oder HLA-A 31 [223] prisentiert, bekannt. Ein alternatives Oligopeptid aus einem
anderen Leserahmen von LAGE-1 / NY-ESO-1 konnte ebenfalls durch eine CTL Linie
erkannt werden. Dieses Epitop CAMEL (CTL Antigen MELanoma) [224] ist HLA-A2
préasentiert und konnte eine Melanom Zelllinien lysieren. Weiter sind fiir NY-ESO-1 bereits
CD4 Epitope identifiziert worden [225, 226]. Gegen NY-ESO-1 waren im Vergleich zu
MAGE-A1 und MAGE-A3 in einer ELISA-Untersuchung signifikant mehr Seren reaktiv
[195], obwohl NY-ESO-1 deutlich seltener in Melanomen exprimiert ist. NY-ESO-1 scheint
sehr immunogen zu wirken. Dies wird bestétigt in einer hdufigen simultanen Immunantwort.
Humorale (ELISA) und zellulire (HLA-A2 / NY-ESO-1 spezifische CTLs im Blut)
Immunantworten gegen NY-ESO-1 konnten in einem Melanom-Patienten nachgewiesen
werden [122]. Selbst Bruchstiicke aus NY-ESO-1 sind in der Lage, eine simultane
Immunantwort zu induzieren [227]. Jiger und Mitarbeiter konnten eine simultane
Immunabwehr in Form von reaktiven Antikorpern und CTLs in 10/11 getesteten Patienten
nach einer NY-ESO-1 Vakzine beobachten [228]. NY-ESO-1 wird auf Grund der
Expressionsdaten und der starken Immunogenitit als sehr interessante Zielstruktur fiir
Neoplasien, insbesondere fiir Lungen-Karzinome diskutiert [229]. Dagegen sind nach den
vorliegenden Analysen LAGE / NY-ESO-1 in CTCLs nicht sehr hiufig exprimiert und

kommen primér nicht als Zielstruktur in Betracht.

Die Antigene SSX-2 und SCP-1 konnten beide in SEREX Untersuchungen gefunden werden
[50, 174]. Wahrend SSX-2 héufig in Neoplasien exprimiert wird [230], kann SCP-1 nur selten
gefunden werden [174]. Weder SSX-2, noch SCP-1 oder MAGE-B konnten hédufig in den

untersuchten Neoplasien gefunden werden.

4.1.1 Serologische Immunogenitat von CT-Antigenen

Die serologische Erkennung kann als Marker dienen, wie immunogen ein Antigen fiir das
Immunsystem ist. In der serologischen Erkennung von Antigenen durch Seren von Melanom-
Patienten sind die MAGE-A Proteine (53%) am stirksten immunogen. Ebenso ist das GAGE-
Protein mit 40% im Vergleich zu einem LAGE-1a Protein (13%) héufiger immunogen [187].
So konnen als Zielstruktur neben den MAGE-A Proteinen auch GAGE-Proteine in Betracht
gezogen werden. Weitere stark exprimierte Antigene, wie RAGE oder LAGE-1a miissen den

Beweis der Immunogenitét noch antreten.
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Bislang ist die humorale Immunantwort gegen Tumorantigene nur exemplarisch bekannt.
Bislang sind durch SEREX Analysen nur MAGE-A4a und MAGE-A1 gefunden worden [24]
und [107]. Gegen MAGE-A1l konnten in 36% aller getesteten Melamom Seren (n=11)
reaktive Antikorper nachgewiesen werden. Chen und Mitarbeiter konnten in einer SEREX
Analyse an einer Melanom Zelllinien, die MAGE-A1, MAGE-A2, MAGE-A3 und MAGE-
A4 kodierte, mit einem Serum, welches MAGE-A1 Antikorper besall, nur MAGE-A4a
detektieren. Es wird deshalb diskutiert, dass diese MAGE-A Proteine am stirksten
immunogen sind [81]. In einem ELISA Testverfahren konnten reaktive AntikOrper gegen
rekombinant exprimierte MAGE-A1 (1/127) und MAGE-A3 (3/127) Proteine im Serum nur
sehr selten nachgewiesen werden [195]. Dagegen konnten Hoon und Kollegen nach einer
Melanom Zell Vakzine bei 57% aller getesteten Patienten Anti-MAGE-A1 Antikorper durch
eine ELISA-Analyse nachweisen [231]. In der vorliegenden Arbeit konnten beim CTCL
erstmalig Anti-MAGE und Anti-GAGE Antikérper als Immunantwort in Patienten
nachgewiesen werden. Auffallend ist, dass wenig Kreuzreaktivititen beobachtet werden
konnten. Obwohl MAGE-A3 und MAGE-A6 cine Protein-Homologie von iiber 97%
aufweisen, konnte beim Melanom keine Kreuzreaktivitdt beobachtet werden [187]. Beim
CTCL dagegen reagierte ein Patient gleich gegen mehrere MAGE-A Proteine, so dass hier
von Kreurreaktionen ausgegangen werden muss. Interessant ist, dass alle Tumorantigene
beim Melanom gleich verteilt erkannt werden [187], wihrend beim CTCL vor allem MAGE-
A9 und GAGE als immunogen beschrieben werden konnte. Hiufiger dagegen waren RT-PCR
positive Zelllinien mit der korrespondierenden Serumprobe negativ (im Fall von LAGE-1a
und vor allem MAGE-A) [187]. MAGE-A war beim Melanom zu 90% exprimiert und wurde
nur zu 53% in der SEREX Analyse erkannt. GAGE dagegen war nur zu 20-42% exprimiert,
wurde dagegen aber von 40% der Melanom-Patienten erkannt [187]. In der Literatur ist
beschrieben, dass ein gewisser Expressionslevel und damit présentiertes Protein vorhanden
sein muss, um eine suffiziente zellulire Immunantwort auszubilden [232, 233]. Auf das
humorale System iibertragen, deutet dies fiir MAGE-A und LAGE-1a auf einen zu niedrigen
Expressionslevel hin. Im Gegensatz zur MAGE-A Northern-Blot Analyse waren GAGE-
Transkripte in der quantitativen Expressions-Analyse seltener und nur sehr schwach zu
erkennen, trotzdem konnte im Serum des Patienten Anti GAGE-Antikorper gefunden werden.
Im Gegensatz dazu war gegen das stark exprimierten MAGE-A Protein nur selten eine
Immunantwort in Form von Antikorper zu finden. Dies konnte bedeuten, dass ein gewisser

Expressionslevel fiir MAGE-A Proteine vorhanden sein muss, was fiir GAGE nicht zutrifft.
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Beim Vergleich der MAGE-A und NY-ESO-1 Melanom-Immunogenitét fallt &hnliches auf.
MAGE-A Gene besitzen eine hdufige RT-PCR Expression und sind trotzdem nur schwach
immunogen. Im Gegensatz dazu wird das seltener exprimierte NY-ESO-1 signifikant hiufiger
von Tumorseren erkannt [195]. NY-ESO-1 und GAGE-3,4,5,6,7b scheinen einen niedrigeren
Schwellenwert als MAGE-A Proteine zu besitzen, um eine humorale Immunantwort

auszulOsen.

Ebenso kam der Fall vor, dass eine positive Immunantwort in Form eines Antikdrper-
Nachweises, aber eine negative Expression der Tumorantigene zu beobachten war. Dies
konnte - wie oben diskutiert - an Kreuzreaktionen der Antikorper liegen. Allerdings konnte
dies darauf hindeuten, dass eine Immunantwort gegen eine andere Metastase des Tumors
ausgebildet wurde, die dieses Antigen exprimierte. AuBlerdem ist denkbar, dass das
Expressionsprofil des Tumors sich in Folge von Tumor-Escape Mechanismen [126, 234]
verdndert hat. Tumor Immune Escape Mechanismen sind im Prinzip fiir jeden Tumor
denkbar. Fiir das Melanom [126] konnte eine Reihe verschiedener Mechanismen beschrieben
werden, wie ein MHC I Verlust [234], der auch bei Colorektalen-Karzinomen beobachtet
werden konnte [235]. Mutation des B, Mikroglobulin Gens auf Chromosom 15, oder TAP-
Defekte auf Chromosom 6 sind mogliche Ursachen des MHC I Verlustes.

Eine Immuntherapie zur Stimulierung der kdérpereigenen Immunantwort gegen einen Tumor
kann die Escape Mechanismen nicht revertieren. Beispielsweise lysiert eine Immunabwehr
alle MHC 1 tragenden Tumor-Zellen, jedoch nicht die MHC I negativen Zellen. So wird
diskutiert, dass Immuntherapien nur immundefiziente Zellen selektionieren und deshalb nicht

erfolgreich sind [235].

4.1.2 Bewertung CT-Antigen beim CTCL

Eine Koexpression der MAGE-A mRNAs ist nur selten zu beobachten ist [200, 202]. Da
bislang CTL-Epitope nicht in gemeinsamen Peptidsequenzen lagen [85, 196], war eine
Subspezifizierung fiir die zellulire Immunantwort zwingende Vorraussetzung. Mittlerweile
konnten CTLs auch gegen ein gemeinsames Epitop aus MAGE-A1, -A2, -A3, -A4, -A6, -A10
und -A12 identifiziert werden [236]. Damit konnten auch mit den MAGE-A Genen 17% aller
CTCLs erreicht werden. Bislang wurden als immunogene MAGE-A Proteine nur MAGE-A1
und MAGE-A3 angesehen [2, 208]. Die immunogene Erkennung der Proteine ldsst aber den

Schluss zu, dass die anderen MAGE-A Proteine fiir eine mogliche Immuntherapie dhnlich
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interessant sind. Diese Beobachtung ist fiir das Melanom bereits in anderen Arbeiten
diskutiert worden [187, 201]. Als neue Zielstruktur ist auch fiir das Melanom die GAGE-
Familie interessant. Die GAGE-Gene sind zwar seltener in den Melanomen exprimiert,

werden aber genauso hiufig durch Antikdrper in Seren von Melanom-Patienten erkannt.

Die hohe Homologie der GAGE-Gene ermdglicht es, zwischen zwei Gruppen (GAGE-1,2,8
und GAGE-3,4,5,6,7b) zu unterscheiden. Dadurch ist es aber mdglich, gemeinsame Epitope
aus den GAGE-Proteinen abzuleiten, die von einer CTL-Linie erkannt werden. So sind fiir die
Gruppen je ein gemeinsames CTL-Epitop bekannt [210]. Es ist aber auch denkbar, dass
gemeinsame Epitope aus dem identischen Protein-Bereich existieren, wie dies auch fiir
MAGE-A-Proteine beschrieben ist [236]. Diese Idee wird durch die Immunogenitit des
identischen Teils bei CTCL-Patienten bekriftigt.

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir das CTCL neben cTAGE-1 zwei weitere CT-Antigene
identifiziert werden, die als Zielstrukturen fiir eine spezifische Immuntherapie in Frage
kommen. MAGE-A9 ist im Gegensatz zu den anderen MAGE-A Mitgliedern mit 21% am
hiufigsten exprimiert und wird von vielen CTCL Seren als immunogen erkannt (22%). Noch
hiufiger sind GAGE-3,4,5,6,7b Transkripte per RT-PCR nachweisbar. Das kodierte Protein
wird von 16% der Seren als immunogen erkannt. Andere CT-Antigene, wie LAGE-1a,-1b
oder NY-ESO-1 sind zwar héufig in CTCL-Tumoren zu finden. Deren Immunogenitét kann

aber nicht durch reaktive Antikorper bestitigt werden.

4.2 Lymphom-assoziierte Antigene

Anhand der erfolgten Charakterisierung kann eine Abstufung hinsichtlich Prioritit und
moglicher Relevanz der beschriebenen Antigene des CTCLs erfolgen. Insbesondere durch die
gefundenen Homologien kann eine Unterteilung der Antigene erfolgen. Im Rahmen der
Untersuchung [97, 98] konnten nahezu alle verschiedenen Antigenklassen im Rahmen des
CTCL gefunden werden. Neben Autoantigenen (se20-4 / HRHFBB2216, se37-2 / UBE3A)
und einem Virus-induzierten Antigen (se57-1) konnten in Tumoren iiberexprimierte Antigene
(MUC-1, Klon sel-1, Klon se33-1 / NP220), Antigene, die durch differentielles Splicing
entstehen (Klon se20-9, Klon sel4-3 / rack-7), Lymphozyten-spezifische Differenzierungs
Antigene (se20-10 und Lb1), mogliche Onkogene (PAR-3ta, Klon sel-1, Klon sel14-3 / rack-
7) und CT-Antigene (SCP-1, cTAGE-1, -1B und -5A) identifiziert werden.
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4.2.1 Bekannte Lymphozyten assoziierte Antigene

PRAME, MUC-1 und WT-1 sind im Zusammenhang mit lymphoproliferativen
Erkrankungen als Tumorantigene beschrieben worden [183, 184, 237]. Das durch CTLs
gefundene PRAME besitzt ein Cancer-Testis spezifisches Uberexpressionsmuster [182]. Eine
PRAME Uberexpression konnte besonders hiufig in humanen Myelomen gefunden werden
[205, 206]. Ferner ist bekannt, dass das Wilms-Tumorsuppressor Gen 1 (WT-1) hiufig bei
Leukdmien exprimiert wird [238]. In einer Arbeit von Matsushita und Kollegen konnten
21/28 Leukdmien positiv auf WT-1 Expression getestet werden [237]. MUC-1 ist ein
glycosiliertes Transmembran-Protein, welches hiufig bei Adeno-Karzinomen, Mamma- oder
ovariellen Karzinomen iiberexprimiert wird. MUC-1 ist auch in multiplen Myelomen und B-
Zell Non Hodgkin Lymphomen gefunden worden [183]. Es konnte HLA-A2 présentiertes
MUC-1 spezifisches CTL identifiziert werden, die Tumoren lysieren konnten [239]. Die
Expression dieser Lymphozyten assoziierten Antigene ist fiir das CTCL evaluiert worden.
Wiéhrend MUC-1 Expression auch fiir das CTCL beschrieben werden konnte, waren die
Antigene WT-1 und PRAME sehr selten in CTCLs exprimiert und sind demzufolge nicht als

Vakzin Zielstruktur interessant.

SCP-1 als Zielstruktur ist auf Grund des Expressionmusters in Testis und Tumoren sehr
interessant, da es quantitativ (Northern-Blot Analyse) und auf Protein Ebene (Western-Blot
Analyse) in Tumoren nachgewiesen werden konnte [174]. Expressionsanalysen zeigen, dass
SCP-1 in vielen verschiedenen Neoplasien exprimiert ist, jedoch immer in sehr geringen
Haufigkeiten [47, 99]. In eigenen Vorarbeiten konnte per RT-PCR nur 1 CTCL Tumor-
Gewebe von 20 positiv getestet werden [97, 98]. Nestle und Mitarbeiter konnten dagegen eine
sehr viel hohere Expression in MF und pleomorphen CTCLs nachweisen (14/25) [207]. Eine
groBBere Anzahl zu testender CTCL-Proben muss kldren, ob SCP-1 eine Zielstruktur fiir eine

Immuntherapie des CTCLs ist.

4.2.2 Autoantigene

Zu in CTCL definierten Klonen [97, 98] konnten Homologien zu hiufigen Autoantigenen
gefunden werden. Hierzu zéhlen z.B. die nukledren Antigene gegen centromere Proteine

(HRIHFB2216). Diese Strukturen sind seit langem als hdufige Ziele autoimmunologischer
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Reaktionen bekannt und hiufig in diesem Kontext beschrieben [240]. Zudem ist bekannt, dass
Autoantikorper gegen diese Antigene de novo oder in ansteigenden Titerverldufen bei
malignen Erkrankungen auftreten [241] und im Gegensatz zu experimentell induzierten
Autoantikorpern oftmals mit funktionell bedeutenden Epitopen dieser Antigene interagieren
[242]. AuBBerdem haben alle der in diesem Kontext gefundenen Autoantigene Einfluss auf die

Regulation der Zellbiologie.

Klon se20-4 konnte in der Expressionsanalyse nicht spezifisch beschrieben werden und war
auch als Protein se20-4 in der serologischen Analyse [97, 98] nicht spezifisch. Die
Homologien zu HRIHFB 2216, einem kernbindenden ubiquitdren Protein [243], TGF-betal
target protein (DENTT), einem TGF-beta-bindenden Regulations-Protein [244] und einem
Zell-Teilungs-spezifischen ubiquitdren Autoantigen CDA-1 [245] zeigen, dass das Protein
se20-4 ein Autoantigen ist. Klon se20-4 ist deshalb nicht weiter fiir serologische Analysen,

fiir Immunmonitoring oder Diagnose des CTCLs bzw. anderer Neoplasien interessant.

In der Expressionsanalyse ist Klon se37-2 [97, 98] und verwandte mRNAs per RT-PCR,
Northern-Blots und virtuellen Northerns ubiquitdr. Dagegen scheint eine 22 Aminoséure
Verkiirzung in der Proteinsequenz des Klons se37-2 bedingt durch alternatives Splicing des
4.Exons im UBE3A —Gens auf Chromosom 15q11-13 [246] eine serologische spezifische
Erkennung von Tumor-Seren zu bewirken. Weitere Analysen miissen kldren, ob dieses kurze
Oligopeptid aus einem Autoantigen fiir einen diagnostischen oder serologischen Marker in

Frage kommt.

4.2.3 Virus induzierte Antigene

Klon se57-1 konnte homolog zu einem RSV-(respiratory syncytial virus) induzierten Gen
(Acc. Nr.: AKO058097) gefunden werden. Das RSV Virus gehort zur Familie der
Paramyxoviren, Gattung Pneumovirus. Es existieren wirtsangepasste Formen, z.B. das
humane RSV oder das bovine RSV. Das RSV ist ein Minus-Strang-RNA Virus, der 15222
Nukleotide, die in 10 Genen fiir 11 Proteine kodieren, besitzt. Das humane RSV bewirkt
akute Atemwegsinfektionen besonders im Sduglings- und Kleinkindalter, die von einfachem
Schnupfen iiber Kehlkopferkrankungen bis hin zur Bronchitis und Lungenentziindung fithren
konnen. Hiufig treten Bronchiolitis Entziindungen der kleinsten knorpelfreien Bronchien auf.
Eine Virus-Infektion der Epithelien des Atemwegstraktes fiihrt zu typischen

Zellverdnderungen mit Bildung von Synzytien und eosinophilen zytoplasmatischen
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Einschlusskorperchen. RSV besitzt kein Hdmaglutinin und keine Neuroaminidasen [247,
248]. RSV-Infektionen treten auch bei Adulten auf, die sich in ernsthaften Pneumonien

niederschlagen. Der RSV-Virus 16st humorale (IgG) und zelluldre Immunantworten aus [248].

Die untersuchte Expression des RSV ergab, dass RSV in nur wenigen Tumoren gefunden
werden konnte. Dieses Expressionsprofil konnte nicht mit der Expression von se57-1
korreliert werden. Ein CTCL, eine Leukdmie und ein Melanom zeigen keine signifikanten
Unterschiede zu den seltenen RSV Infektion bei Erwachsenen [248]. In der Literatur konnte
das RSV in Zusammenhang mit Krebs nur sehr selten gefunden werden, z.B. konnte einmalig
ein CTCL Patient mit RSV in Verbindung gebracht werden [249]. Dagegen ist RSV als
Hospiz-Virus beschrieben worden [250]. Es ist also nicht auszuschlieBen, dass die

beobachteten RSV positiven Tumor-Gewebe dadurch entstanden sind.

Gegen das Protein des Klons se57-1 waren zwar 3/14 Seren reaktiv [97, 98], jedoch konnte in
der Expressionsanalyse nur ein positives CTCL identifiziert werden. Da se57-1 mRNA und
RSV nur sehr selten in CTCLs vorhanden sind, ist es zweifelhaft, ob CTCL ein RSV-
induzierter Tumor ist. Ferner ist die Virus-Induktion des Antigens nicht auf CTCL
beschrinkt, da auch andere Neoplasien (Leukdmien, Melanomen, aber nicht HNO-Tumore
oder Kolon Tumore) positiv fiir RSV getestet wurden. Die RSV Infektion scheint ein seltener
aber weitverbreiteter Mechanismus zu sein, der nicht signifikant mit Karzinomen korreliert

werden kann.

In der quantitativen Northern-Blot Analyse konnte kein se57-1 Transkript nachgewiesen
werden, ebenso konnte in 6x10° durchsuchten Rekombinanten kein se57-1 verwandter Klon
identifiziert werden. Anscheinend ist se57-1 nur auf einem geringen Expressionslevel
vorhanden. se57-1 Antigen kann somit nicht als Tumorvakzine dienen. Auch fiir einen
Diagnosetest ist dieses Antigen auf Grund der seltenen Expression und wegen des geringen

Expressionslevels nicht geeignet.

In anderen Arbeiten konnte das CTCL mit dem HTLV-1 (humanes T-Zell lymphotropes
Virus Typ 1), der als Ursache fiir die Adulte T-Zell Leukdmie/Lymphom (ATLL) beschrieben
ist, in Verbindung gebracht werden [145]. HTLV-1 konnte in CTCL Tumoren nur sehr selten
gefunden werden [251, 252]. Dagegen konnte ein HTLV-1 abgeleitetes Protein pl40TAX in
allen untersuchten CTCL-Tumoren gefunden werden [147, 253] gegen das CTCL Patienten
auch Antikorper besallen [254]. p40Tax ist ein unerwartetes Protein im 3° Bereich des HTLV-
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1 Genoms, welches in Routineuntersuchungen des HTLV-1 nicht beriicksichtigt wird. Ferner
konnten Studien bestétigen, dass p40Tax auch in Abwesenheit des HTLV-1 Virus im Genom
persistieren kann [255]. So wird das p40Tax als Virus-Onkogen fiir das CTCL angesehen.

4.2.4 Autoantigene mit tumorpezifischer Immununogentitat

Eine Reihe CTCL assoziierten Antigene, sind iiberexprimierte Antigene [97, 98]. Dessen
Expression wird durch eine maligne Transformation erhoht und somit einen Schwellenwert
iiberschritten, wodurch eine Immunantwort ausgeldst wird. Diese zum Teil auch ubiquitér
exprimierten Antigene werden sehr hdufig durch die SEREX Methode erfasst [47, 52]. Diese
Antigene eignen sich nicht fiir eine Immuntherapie, da sich eine induzierte Immunantwort
auch gegen gesunde Gewebe richten wiirde. Doch sind diese Antigene als diagnostischer

Marker von groflem Interesse, da alle eine tumorspezifische Immunogenitit besitzen.

Klon se20-7 / Golgin ist ein in jeder Zelle stark exprimiertes Gen. Genauso ist die Klon se2-2
/ KIAA0373 Familie per RT-PCR und Northern-Blot nicht spezifisch exprimiert [97, 98].
Trotz des ubiquitiren Expressionmuster ist das se20-7 / Golgin Protein ein interessanter
Kandidat fiir weitere Analysen, da mehrere unabhingige SEREX Analysen die serologische
Spezifitit bestdtigt haben. Neben CTCL Seren waren auch Seren anderer Neoplasien, wie des
Mamma-Karzinoms, Bronchial-Karzinoms und Magen-Karzinoms gegen das Antigen se20-7
positiv. Auch das Antigen se2-2 wurde nur von Tumorseren erkannt. Zusammenfassend sind
die Proteine se20-7 und se2-2 auf Grund der serologischen Spezifitit weitere Kandidaten fiir

Diagnose- oder Immunmonitoring des CTCLs und auch anderer Neoplasien.

Da nach den Computeranalysen Golgin und das KIAA0373 Protein nicht membranstindig
sind, kommen diese Antigene nicht als {iberexprimiertes Tumorantigen nach Vorbild des
Her2/neu fiir Antikorpertherapien in Frage. Genaue zelluldre Lokalisationen oder der
Nachweis von spezifischen CTLs einer erfolgten zelluldren Immunantwort, der auch fiir
andere Auto-Antigene beschrieben werden konnte [256], miissten iiberpriifen, ob se2-2

respektive se20-7 filir eine Immuntherapie in Frage kommen.

4.2.5 Uberexprimierte Antigene

Uberexprimierte Antigene werden als Vakzinierungs-Zielstrukturen eingesetzt, wenn sie
spezifisch als Membranprotein erkannt werden kénnen. Das membranstéindige Her2/neu dient

in vielen Studien als Zielstruktur fiir antikdrperbasierte Immuntherapien. Die Tyrosin Kinase
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Rezeptoren ErbB bestehen aus 4 homologen Rezeptoren (ErbB1-4). ErbB2 (Her2/neu) ist vor
allem bei Brust-Krebs Patientinnen iiberexprimiert [67], weshalb Her-2/neu als Zielstruktur

fiir Antikorpertherapien eingesetzt wird [9].

MUC-1 (CD227) ist ein weiteres Beispiel fiir ein membranstéindiges immunogenes Antigen,
dass mit 1000-2200 AS ins apikale Lumen eine extrazellulire Doméne und mit 72 AS eine
intrazelluldre Domine besitzt. Die extrazelluldre Matrix besteht aus alternativ gesplicten 20
Aminosédure grolen Tandem-Repeats, die so durch eine unterschiedliche Anzahl der Tandem-
Repeats die Grofle variieren. Diese extrazelluldre Matrix bildet bei gesunden Zellen eine
Mucosa, deren Funktion im Schutz vor Pathogenen oder im Bereich des adhisiven
Zellkontaktes anzusiedeln ist. MUC-1 besteht aus 50-90% seiner molekularen Masse aus
Glycolisierungen, die bei malignen Erkrankungen stark reduziert ist. Bei malignen
Erkrankungen ist MUC-1 {iberexprimiert, weniger glykolisiert und die Expression nicht auf
den apikalen Bereich beschrinkt. So zerstort das ,,maligne’ MUC-1 den dichten Zellkontakt
[257-259]. MUC-1 wurde als liberexprimiertes Antigen bei Mamma-Kazinom Patienten
entdeckt. Dies wurde mit einem hoherem Metastasierungspotenzial und verschlechterter
Prognose in Zusammenhang gebracht. Es konnten CTL gegen MHC présentierte MUC-1
Epitope generiert werden und Antikorper mit einer verbesserten Prognose bei Brust-Krebs
Patientinnen korreliert werden. Dies zeigt, dass gegen MUC-1 eine integrierte Immunantwort
stattfindet [257, 258, 260]. Diese Beobachtung kann auf andere Neoplasien, wie z.B. dem
multiplen Myelom iibertragen werden [261]. Beim Mamma-Karzinom wird MUC-1 bereits

als Vakzine eingesetzt [262, 263].

Wihrend die mRNA des Klons se33-1 [97, 98] in Tumoren iiberexprimiert wird, besitzt das
Protein se33-1 keine membranstindige Funktion. NP220 / se33-1 ist ein transkriptionaler
Regulator, der im Zellkern DNA bindende Eigenschaften besitzt. Daher kommt das Protein
se33-1 nicht nach Vorbild des Her-2/neu fiir eine Antikopertherapie in Frage, sondern auf
Grund der Uberexpression als neue Zielstruktur nach Vorbild des MUC-1. Die
Immunogenitit konnte durch Reaktivitidt von Seren verschiedener Tumor-Patienten bestatigt
werden. Dagegen wurde ein verwandtes Protein auch durch Antikorper in Normalseren
erkannt, wihrend zwei weitere SEREX-Varianten tumorspezifisch in der serologischen
Erkennung waren. Da das autoantigene Protein leider nicht verfiigbar ist (nur eine 5’
Ansequenzierung), muss von signifkanten Unterschieden im C-Terminus ausgegangen

werden.
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4.2.6 Splicing-Antigene

Die mRNA des Klons sel14-3 konnte als eine Splicingvariante des KIAA1125 beschrieben
werden [97, 98]. Die sel4-3 / rack-7 spezifische Deletion ist durch alternatives Splicing
entstanden und war weder per RT-PCR noch mittels Northern-Blot Analyse tumorspezifisch.
Im Gegensatz dazu ist die Erkennung des Proteins spezifisch, d.h. keine gesunden Personen
haben gegen sel4-3 / rack-7 reaktive Antikorper im Blut. Klon se20-9 zeigt eine spezifsche
Insertion, die in Frame liegt und fir Klon se20-9 spezifisch ist [97, 98]. Die
Expressionsanalyse zeigt, dass diese Deletion in nur 7/18 verschiedenen Normalgeweben und
in 29% der untersuchten CTCL-Tumoren vorhanden ist. Somit ist die Deletion keine
tumorassoziierte Mutations- / Splicingform. Die Northern Analyse ergab, dass eine Splicing
Variante der se20-9 Genfamilie in CTCL-Tumoren iiberexprimiert ist. Reaktive Antikorper
gegen se20-9 verwandte Proteine konnten auch in anderen SEREX Analysen detektiert
werden, z.T. auch in Normalseren. Es ist jedoch nicht klar, ob diese Proteine die spezifische
Insertion enthalten, da eigene Vorarbeiten das Protein serologisch spezifisch beschreiben.
Zusammenfassend sind die Proteine se14-3 und se20-9 auf Grund der serologischen Spezifitit
weitere Kandidaten fiir Diagnose- oder Immunmonitoring des CTCLs und anderer
Neoplasien. Fiir beide abgeleiteten Proteine miissten nun in den Aminosauren-Unterschieden
nach immunogenen Strukturen fiir eine mdgliche Immuntherapie gesucht werden, d.h. eine
genauere Analyse der durch die Insertion zusétzlich entstandenen kurzen Aminosiduresequenz

misste den Wert z.B. des Proteins se20-9 neu bewerten.

Zu Klon se70-2 konnten iiber HYREX 2 verschiedene mRNAs identifiziert werden. Der
SEREX definierte Klon war gegeniiber den anderen mRNAs 5’ deletiert. Die Unterschiede
der mRNAs haben ihre Ursache im Fehlen der 5° Exons. So fehlen der Splicingvariante se70-
2 die ersten 10 Exons und se70-2L6 3 Exons gegeniiber der se70-2L10 Sequenz. Andere, z.B.
3’ deletierte Splicing-Varianten konnten nicht detektiert werden, da mit einer se70-2 Sonde
die cDNA Banken durchsucht wurden. Die Splicing-Varianten wurden einerseits von Seren
unterschiedlich erkannt und andererseist auch unterschiedliche exprimiert. Wahrend se70-2
nur von Tumorseren erkannt wurde, reagierten die Proteine se70-2L6 und se70-2L10 auch

gegen Seren gesunder Spender.

Es konnte gezeigt werden, dass die die verkiirzte Variante se70-2 in CTCL Tumoren, aber
fast nie in Normalgeweben zu finden ist. Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass eine

verkiirzte 3’Splicing-Variante (se70-2L10t) sehr hiufig in Normalgeweben exprimiert ist. Es
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ist folglich denkbar, dass reaktive Normalseren gegen die 3’ verkiirzte Splicing-Variante
se70-2L10t reagiert haben. So kann es sein, dass auf Grund der Akkumulation des se70-2
Proteins bei CTCL Tumorpatienten in eine starke Immunantwort ausgeldst worden ist. Wenn
die Antikorper aus CTCL-Patienten gegen das Protein se70-2 und die Antikorper der
Normalseren gegen das C-terminal verkiirzte Protein se70-2L10t gerichtet sind, ist das
Protein se70-2 auch als diagnostischer, serologischer Marker sinnvoll, was durch die SEREX
Ergebnisse bestdtigt werden konnte. Jedoch ist eine Anwendung als Zielstruktur einer
Immuntherapie gegen dieses Protein nicht anwendbar, da auch zahlreiche Normalgewebe
(se70-2L6 und se70-2L10 positive Gewebe) diesen Proteinabschnitt tragen. Wenn obige
Annahmen (se70-2 Uberexpression in Tumorgeweben) mittels einer quantitativen
Proteinexpressionsanalyse bestétigt werden konnte, wire ein therapeutischer Antikdrper
gegen das se70-2 Protein denkbar, genauso wie als immunhistochemischer

Differenzierungsmarker des CTCLs.

Interessanterweise waren in den Datenbanken eine Vielzahl von Homologen zu Klon se70-2
zu finden, die alle im Zusammenhang mit Krebs identifiziert worden sind. So liegt die

Vermutung nahe, dass Klon se70-2 nicht nur auf eine Tumor-Art beschrénkt ist.

4.2.7 Onkogene

Klon se2-5 / PAR-3ta Expressions Analysen zeigen keine tumorspezifischen Varianten per
RT-PCR, was nach der Northern-Blot Analyse nicht zu erwarten war. Die SEREX Analyse
zeigt, dass das N- und C-terminal verkiirzte Proteine (PAR-3ta) die einzig immunogene
tumorspezifische Variante ist. Diese Beobachtung wird durch Uberexpression der

korrelierenden GrofBe in Tumorgeweben in der Northern-Blot Analyse unterstiitzt.

Das Protein PAR-3ta ist homolog zu PAR-3, welches im Zusammenhang mit
rezeptorvermittelten Signaltransduktionen beschrieben worden ist. Die EpH Familie ist ein
Tyrosin-Kinase Rezeptor, dessen Liganden (Ephrine) C-terminal an den Eph Rezeptoren
binden. Die Ephrine unterscheiden sich in zwei Gruppen (A und B). Der Ligand Ephrin B
besitzt eine extrazelluldre-, ein transmembrane- und im Gegensatz zu den Ephrinen A auch
eine cytosolische Doméne. So wird diskutiert, dass die Eph / Ephrin eine beidseitige
Signaltransduktion iiber direkten Zell-Zell Kontakt vermitteln, was durch Phosphorilierung
des Ephrin B bei Eph Kontakt bestitigt werden konnte. Ephrin B besitzt neben der

konservierten Phosphorilierungsstelle zum Binden von Proteinen ein PDZ Motiv. Durch
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Suche der intrazelluliren Bindungspartner von Ephrin B konnte unter anderem PAR-3
identifiziert werden [264]. Das Protein PAR-3 (partitioning defective) spielt eine
Schliisselrolle bei der asymmetrischen Zellteilung, z.B. im embryonalen Stadium bei
C.elegans [265]. Dies wird liber einen Proteinkomplex aus PAR-6, Cdc42, Rac-1 und PKC
Isoformen auch im mammalian / humanen System als PAR-3 Funktion beschrieben [266]. G-
Proteine, die auf der Innenseite der Cytoplasma-Membran lokalisiert sind und durch
Hydrolyse von GTP eine stimulierende oder inhibierende Signalkaskade in Gang setzen, sind
z.B. Rho, Rac, Cdc42, Rad, Ran, Arf oder Rab/Ypt [267]. PAR-3 spielt eine wichtige Rolle
bei Signaltransduktionen als Bindungspartner des G-Proteins cdc42 und als cytosolischer
Bindungspartner des EpH Rezeptor-Liganden Ephrin B. PAR-3 ist somit zweimal unabhéngig
im Zusammenhang mit Signaltransduktionen identifiziert worden. Das humane PAR-3 besitzt
3 PDZ Bindungsdominen, die fiir Protein-Interaktionen verantwortlich sind [268]. Im
Vergleich der Proteine PAR-3, der identifizierten HYREX Klone PAR-3G, -3C und -3D (se2-
SL11, se2-5T2 und se2-5L16r), sowie des immunogen spezifischen PAR-3ta (se2-5) fillt auf,
dass allein PAR-3ta die erste der drei PDZ Bindungsdomdnen nicht besitzt. Es ist also
denkbar, dass das nicht tumorspezifische Splicingprodukt PAR-3ta als Onkogen in einer
malignen Zelle wirkt. Durch eine fehlerhafte Signalkaskade kann es in der Zelle zu
fehlerhaften Signaliibertragungen und dadurch zur malignen Transformation und schlieBlich
auch zu einer Akkumulation von PAR-3ta in der Zelle kommen, so dass die starke Expression

in der Northern-Bot Analyse und die serologisch spezifische Erkennung erklirt werden kann.

In der Literatur sind viele Beispiele fiir onkogene, immunogene Proteine zu finden. Die ras-
Familie besteht aus 3 eng verwandten ras Onkogenen (h-ras, n-ras und k-ras). Wéihrend h-ras
und n-ras 4 Exons besitzen, wird bei k-ras das 4. Exon alternativ aus 2 verschiedenen Exons
gespliced. Das ras-Onkogen tritt durch 4 verschiedene konservierte Punktmutationen auf
(Kodon 12, 13, 59, 61), die eine Aminosduren-Substitution bewirken. Diese Mutationen sind
in nahezu allen Neoplasien zu beobachten. Die Mutationen bewirken, dass die GTPase
Aktivitdit von ras blockiert und ras konstitutiv aktiviert vorliegt und so die Zelle zur
Proliferation anregt [269]. ras-Mutation sind schon in friihen Tumorstadien vorhanden, so
dass diese Mutationen als molekularer Marker zur Fritherkennung z.B. villéser Adenome des
Kolons dienen koénnen [269-271]. Im Falle des Onkogens PAR-3ta fiihrt nicht eine
Punktmutation zu onkogenen Transformation, sondern ein differentielles Splicing aus
Chromosom 10, durch das die normale Funktion des PAR-3 Proteins gestort wird. Ein

anderes CML spezifisches Onkogen ist durch die bcr/abl Translokation begriindet. Die
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Effektorfunktion der verdnderten Tyrosin Kinase (Hydrolyse des ATPs) ist gestort, weshalb
es zu Proliferation der Zelle kommen kann. Durch einen kompetetiven Hemmer des ATPs,
GLIVEC kann dies verhindert werden. GLIVEC wird bereits in Therapie Ansétzen getestet
[272].

In zwei weiteren Fillen der untersuchten Antigene konnte eine deletierte Variante eines
groBeren Proteins als onkogener Faktor wirken. Dem Protein des Klon sel-1 fehlt eine GRIP-
Domine gegeniiber der Voll-Lingen Variante KIAA0336. Diese coiled-coil Doméne dient
normalerweise als Bindungsdomine zum Golgi-Apparat [273, 274]. Klon se14-3 ist ebenfalls
N-terminal deletiert. In dieser Deletion sind alle regulatorischen Bestandteile des Proteins
KIAAT1125 (PHD-Finger, Bromodomidne, PWWP Doméne) lokalisiert. Ein Bromodomin
Protein ist in einer anderen Arbeit als antigene Struktur beschrieben worden, gegen das eine
humorale Immunantwort stattgefunden hat [114]. Das Bromodomain Motiv ist ca. 60
Aminosduren lang, formt zwei a Helices und ist an Protein Interaktionen beteiligt. Diese
Doménen werden hdufig bei Transkriptionsfaktoren gefunden [275-277]. Das PHD-Finger
Motiv ist eine DNA / RNA bindende Doméne [278, 279], wiahrend die Funktion einer PWWP
Doméne (konservierte Abfolge: Prolin — Trytophan — Trytophan — Prolin) unklar ist [279]. Es
ist also denkbar, dass in diesen Fillen gerade der Verlust dieser regulatorischen Elemente des
Proteins sel4-3 zu einer malignen Transformation beigetragen hat. Der Fehler in der
Signalkaskade des PAR-3ta oder im sekretorischen System der Zelle (Klon sel-1) kann zur
malignen Transformation durch andauernde oder fehlende Signale, respektive durch
Akkumulation von Proteinen, fiihren. Weitere Experimente, wie eine genauere funktionelle
Charakterisierung iiber Transfektionsexperimente, Knock-Out Experimente oder durch

Auffinden von Proteinbindungspartnern wiirden diesen Hinweis genauer kliren.

4.2.8 Neue Lymphom spezifische-Antigene

Trotz der Unterschiede in der mRNA Sequenz sind die Aminosdure-Sequenzen der Antigene
Klon sel-1, KW-11, NGO-St-38 und NGO-Pr-1 nahezu identisch [97, 98]. Demzufolge ist
die serologische Reaktivitdt direkt vergleichbar und Klon sel-1 fiir weitere Analysen hoch
interessant, da reaktive Antikorper gegen ein homologes Protein (KW-11) in CLL- und in 3/5
weiteren Lymhom-Seren zu finden waren. Eigene Vorarbeiten und Klon KW-11 konnten die
tumorspezifische Immunogenitit bestdtigen, dagegen zeigt eine andere SEREX Analyse

gegen NGO-St-38 reaktive Antikdrper in Kontroll-Seren. Es miissen Unterschiede in der
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Aminosduresequenz vorliegen, die dies begriinden. Daher ist auch eine Cluster-Expression
per Virtuellen Northern nicht aussagekriftig, da dieser Unterschiede nicht erfasst werden.
Auch die Northern-Blot Analyse zeigt eine kleinere BandengroBe als die Konsensussequenz
des Virtuellen Northern. Diese Bande (3,9kb) zeigt eine Uberexpression in CTCL-Linien.
Klon sel-1 ist aufgrund der serologisch haufigen Detektion von Lymphomen und der mRNA
Uberexpression in Tumor-Linien ein Kandidat fiir weitere Analysen. Fiir dieses Tumorantigen

misste der Nachweis einer zelluldren Immunantwort erbracht werden.

Ahnlich ist die Situation des Klons se20-10. Die neu identifizierte Lymphom assoziierte
Genfamilie (LAA) ist hdufig bereits in Zusammenhang mit Lymphomen, wie bei der
Sequenzierung einer CML oder bei einer differentiellen PCR eines diffusen groBzelligen B-
Zell Lymphoms (Lbl), identifiziert worden. Lbl konnte durch Maouche-Chretien und
Kollegen [280] per differentieller PCR an verschiedenen grof3zelligen B-Zell Lymphomen
entdeckt werden. Durch Suche nach der Voll-Léngen mRNA in der T-Zelllinien Jurkat konnte
Lbl als 3,3kb mRNA identifiziert werden. Anzumerken ist, dass nach jetzigem Wissenstand
eine DNA-Suche mit einem kurzem Amplikon mehrere Varianten der LAA- mRNA
detektieren konnte. So ist denkbar, dass eine andere LAA-Variante per differentieller PCR
amplifiziert wurde, z.B. se20-10. Leider ist die genaue Sequenz des Amplikons nicht
erhéltlich, um die wirklich differentiell expimierte mRNA zu identifizieren. FISH Analysen
und die Northern-Blot Analysen [280] konnten in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden.
Das SEREX definierte Antigen se20-10 und Lbl konnten serologisch CTCL-spezifisch
beschrieben werden. So sind se20-10 und Lbl zwei Lymphom spezifische Antigene. Die
positive Expression in PMNCs der se20-10 mRNA bei negativer Expression der restlichen
Normalgewebe (Ausnahmen: immunpriveligierte Organe Testis und Placenta) zeigt, dass
se20-10 ein Lymphozyten-spezifisches Differenzierungs Antigen ist. Da die nah verwandten
mRNAs, wie CKAP2, anscheinend nicht tumorspezifisch sind, kann die quantitative Aussage
einer Northern-Blot Analyse als Anhalt dienen. Die nur im Tumor und Testis beobachteten
GroBen (3,5 kb) konnen nur den Klonen se20-10 und Lb1 zugeordnet werden. se20-10 / Lb1

scheinen eine neue Familie lymphomassoziierter Differenzierungs-Antigene zu bilden.

4.3 cTAGE-Familie

cTAGE-1 wurde in vorangegangenen Arbeiten als erstes CTCL assoziiertes CT-Antigen

entdeckt [97, 98]. Die im Northern-Blot begriindete Vermutung, dass cTAGE-1 analog zu
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anderen CT-Antigenen zu einer Multigenfamilie gehdrt, konnte bestétigt werden. Durch einen
5” RACE aus cTAGE-1 konnte cTAGE-2 gefunden werden. cTAGE-2 zeigte im Gegensatz
zu cTAGE-1 auf der genomischen Ebene eine Multigenfamilie an. Durch eine cDNA Suche
konnten 4 weitere cTAGE-mRNAs identifiziert werden. Die neu identifizierten mRNAs
zeigen eine hohe Homologie zu den SEREX gefundenen, Mengingiom-assoziierten
Antigenen MGEA-6 und MGEA-11. ¢cTAGE-2, cTAGE-3, cTAGE-4, cTAGE-5A, cTAGE-
5B, cTAGE-5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11 zeigen alle eine sehr hohe
Homologie um die kodierende Sequenz, differieren aber erheblich in den 5 und 3° Enden der
mRNAs. Im 3’ Ende von cTAGE-2 ist cTAGE-1 lokalisiert, so dass ¢cTAGE-1 keine
Homologie zu den anderen cTAGE mRNAs besitzt.

4.3.1 Tumorspezifisches Splicing

cTAGE-1 und cTAGE-2 sind auf Chromosom 18p11.2 lokalisiert. Es konnte gezeigt werden,
dass auf diesem kurzen chromosomalen Abschnitt 5 verschiedene mRNAs gespliced werden.
Diese mRNAs zeigen unterschiedliches Expressionsverhalten. Wahrend cTAGE-1,-1B und -2
aufler in Testis Gewebe in keinem Normalgewebe vorhanden sind, finden sich cTAGE-1C
und cTAGE-2s auch in einigen Normalgeweben (14%, 21%). Da cTAGE-1 und cTAGE-1B
auch in Tumoren exprimiert sind, konnten aus dieser chromosomalen Region zwei mRNAs

identfiziert werden, die tumorspezifisches Splicing zeigen.

Aus Chromosom 14 wird ein Multi-Exon Gen bestehend aus 26 Exons zu 4 verschiedenen
mRNAs gespliced, wobei jeder mRNA 1-3 Exons fehlen. cTAGE-5A fehlt Exon 2, cTAGE-
5B Exon 1, cTAGE-5C / MGEA-6 Exon 1 und 26 und cTAGE-5D / MGEA-11 Exons 1, 20
und 26. Diese mRNAs zeigen per RT-PCR vollkommen unterschiedliche Expressionen
(cTAGE-5A: 1/28 Normalgewebe, cTAGE-5B 4/28, ¢cTAGE-5C / MGEA-6 9/28 und
cTAGE-5D / MGEA-11 in 4/28). Da alle cTAGE-5 mRNAs auch in Tumoren nachweisbar

waren, ist cTAGE-5A ein weiteres tumorspezifisches Splicing Produkt.

Die CT-Antigenfamilie LAGE-1 / NY-ESO-1 zeigt ein sehr dhnliches Splicing- /
Expressions-Muster. Wiahrend LAGE-1 und NY-ESO-1 tumorspezifische Splicingvarianten
sind, ist eine dritte Variante, ESO-3, ubiquitir exprimiert [219]. Gewebesspezifisches
Splicing ist ein bekanntes Phinomen. Am Beispiel des Oberflichenmarkers CD44 konnten
verschiedene Splicing Produkte als mogliche Faktoren fiir Prognose und den

Mestastasierungs-Grad korreliert werden [59-61]. Genauso konnten bei den Tumorsuppressor
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Genen p53 [41] und WT-1 (Wilms Tumor-1) [281] tumorspezifische Splicing-Produkte

beobachtet werden.

4.3.2 Pseudogene

cTAGE-2, cTAGE-3 und cTAGE-4 wurden als mRNAs isoliert, dic chromosomal in einem
Exon lokalisiert sind. Da cTAGE-5 aus 26 Exons aus Chromosom 14 gespliced wird, kann
man vermuten, dass cTAGE-2, cTAGE-3 und ¢cTAGE-4 retro-transpositionell entstandene
Gene aus dem aktiven Locus von Chromosom 14 sind. Nach Literatur sind das i.d.R.
untranskribierte Gene, die deshalb auch Pseudogene genannt werden. Pseudogene entstehen
durch Retrotransposition oder genomische Dupliktion [282]. In einer Arbeit von Comtesse
and Mitarbeitern wurde genau diese Retrotransposition von cTAGE-5C / MGEA-6 im Genom
untersucht. Sie konnten 9 Pseudogene im Genom finden, die auf den Chromosomen 2q, 3q,
69, 79, 9, 10, 12, 13q und 18p11.2 liegen [189]. Eine Analyse der cTAGE-Sequenzen konnte

noch zusétzliche Homologe in den Sequenzen der Chromosomen 6, 7 und 13 finden.

Retrotransposition

Prozessierte Pseudogene und Retroposons entstehen durch reverse Transkription
polyadenylierter Transkripte, die sekundédr ins Genom integriert werden. Retroposons
gliedern sich in LINE- (long interspersed DNA sequences, z.B. das humane L1 Sequenzen)
und in SINE- (short interspersed DNA sequences, z.B. Alu Sequenzen) Elementen [282, 283].
Prozessierte Pseudogene besitzen keine Introns und keinen 5’-Promoter, dagegen aber
flankierende direkte Wiederholungen und ein 3’ Poly A Signal [284]. Die meisten dieser
Punkte triffen auf die Sequenzen von cTAGE-2, -3, -4 und der durch Comtesse und

Mitarbeitern identifizierten Pseudogene zu [189].

Pseudogene durch Duplikation von genomischer DNA

Genom-Duplikationen sind wichtige evolutiondre Phinomene, die bei komplexen Genomen,
z.B. der Antikorper- und MHC-Vielfalt, eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Genfamilien aus einem einzelnen Gen spielen. Im Prinzip sind die Gene nach einer
Duplikation noch funktionell. In der Regel sind diese Gene aber unvollstindig im Genom
reintegriert, wie z.B. beim Gen BRCA-1. Das Pseudogen wBRCAT1 beinhaltet nur Exon 1a,
1b und 2 aus dem Ursprungs-Gen, d.h. es ist durch unvollstdndige Duplikation entstanden und

somit kein funktionales Protein [285]. Die chromosomalen Zuordnungen (6, 7, 7q) von
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cTAGE-4 sind ebenfalls durch genomische Duplikation eines 32kb / 15kb Abschnittes

entstanden.

Lokalisation von Pseudogenen

Pseudogene konnen iiberall im Genom erscheinen. Sie treten hdufig in Clustern auf, was auf
den Mechanismus der Retrotransposition zuriickzufiihren ist. Genauso konnen aber auch
einzeln liegende Pseudogene vorkommen, wie z.B. bei der cTAGE-Genfamilie. Zum
Immunoglobulin vA light chain Gen gibt es geclusterte Pseudogene mit dem funktionalen Gen

auf Chromosom 22q11.2, dagegen liegen zwei einzelne Pseudogene auf Chromosom 8q11-2

[286].

Retrotransposition in Exons nicht verwandter Gene konnte bei ATP7 [287] und p53 [288]
beobachtet werden. Dies kann auch fiir cTAGE-4 auf den Chromosomen 6 und Chromosom 7
wiedergefunden werden. Durch diese Transposition sind zwei neue Fusionsprodukte
entstanden, von denen cTAGE-4 jeweils das 3’ / C-terminale Ende bildet. So kdnnen neue

Proteine mit neuen Funktionen entstehen, die in der Evolution von sehr groer Bedeutung

sind [289].

¢TAGE-Pseudogene und cTAGE-funktionale intronlose Gene

SINE- und LINE-Sequenzen (ALU / L1) koénnen als Marker fiir nicht transkribierte
Pseudogene gelten, da diese Elemente nur in nicht aktiven Genen persistieren konnen [190,
191]. Die genaue Analyse dieser Elemente (siehe 3.2.3 Chromosomale Lokalisation, S. 59)
zeigt, dass alle chromosomalen Sequenzen der cTAGE-Pseudogene diese Elemente besitzen,
nicht aber die Sequenzen von cTAGE-4 und ¢cTAGE-3. Ferner konnten cTAGE-2, -3 und 4
mRNAs mittels RT-PCR und Northern-Blot Analysen in vielen verschiedenen Geweben
gefunden werden. Eine mogliche genomische Kontamination kann ausgeschlossen werden, da
alle RNAs vor der cDNA Herstellung mit DNase behandelt wurden und die RNAs durch eine
Amplifikation mit cTAGE-2, -3 und —4 spezifischen Primern auf genomische Kontamination
untersucht und negativ getestet wurden. Ferner miisste bei einer cTAGE-5A RT-PCR eine
genomische Kontamination durch eine 2,8 kb grof3e Bande ersichtlich sein, die bei einer PCR
an genomischer DNA zu erkennen ist. Weiter beweisen reaktive Antikorper gegen alle
cTAGE Proteine, dass diese ,,Pseudogene® transkribiert werden. Die Frage, welcher der 3
moglichen Varianten von cTAGE-4 auf Chromosom 6, 7 oder 7q transkribiert wird, ist nicht
zu kléren. Eine genauere Untersuchung der durch genomische Duplikation entstandenen

neuen Fusionsgene konnte dies aufkléren.
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So werden im Gegensatz zu den restlichen durch Retrotransposition entstandene Sequenzen

c¢TAGE-2, -3 und -4 transkribiert und sind somit funktional.

Da sich die Analyse der Pseudogene in der Arbeit von Comtesse und Kollegen [189] allein
auf Computer-Analysen beschrinkt und somit transkribierte Gene nicht erfasst werden, ist bei
¢cTAGE-2, c¢TAGE-3 und c¢TAGE-4 von transkribierten, funktionalen intronlosen
Pseudogenen auszugehen. Zusammenfassend scheint die ¢cTAGE-Familie eine Multigen-
Familie zu sein, deren aktiver Lokus auf Chromosom 14 (cTAGE-5) liegt. Eine theoretische
cTAGE-5 mRNA, bestehend aus allen Exons bis auf Exon Nr.l1, wurde sekundir iiber
Retrotransposition ins Genom reintegriert. Wahrend cTAGE-2 / Chromosom 18, cTAGE-3 /
Chromosom 13 und cTAGE-4 / Chromosom 7 nachweislich funtktionale intronlose Gene
sind, gibt es auf den Chromosomen-2, -3, -6, -9, -10 und -12 auch nicht transkribierte
Pseudogene, da diese in einer cDNA-Bank (HYREX) nicht identifiziert werden konnten.

Bekannte intronlose Gene

In der Literatur ist eine Vielzahl von Pseudogene beschrieben, die durch Integration hinter
einen aktiven Promoter transkribiert werden. Beispielsweise verstarkt der humane Promoter
CYP21A1 die Transkription eines bislang unbekannten Pseudogens [290]. Weiter gibt es zu
dem Gen PGK-1 zwei intronlose Retrotransposons: y PGK-1 und PGK-2. y PGK-1 ist ein
nicht transkribiertes prozessiertes Pseudogen, wihrend PGK-2 (hoch Homolog zu PGKI1)
transkribiert und in ein Protein translatiert wird [291, 292]. Auch Transpositionen, die in
Antisene-Richtung hinter einen Promoter integriert sind, werden transkribiert und translatiert
(Topoisomerase I Pseudogen und das murine yFgfr-3 [293, 294]). Zu allen transkribierten
cTAGE-Genen sind Promotersequenzen upstream im Genom zu finden. Transkribierte
Pseudogene konnen im Vergleich zum Ursprungs-Gen auch eine verdnderte Expression
besitzen. Das Tumorsuppressorgen PTEN, welches durch eine Keimbahn Mutation entsteht,
ist in Milz und Niere, das transkribierte Pseudogen yPTEN in Leber und Glioblastomen
exprimiert. Das SHT-7 Pseudogen ist in einer Reihe von Geweben exprimiert, wahrend das
Ausgangs-Gen tiberhaupt nicht detekiert werden kann [295]. Diese Beobachtung kann man
auch bei der cTAGE-Familie bestitigen. Die Expression der funktionalen intronlosen
Pseudogene cTAGE-2, cTAGE-3 und cTAGE-4 zeigt im Vergleich zu den cTAGE-5 mRNAs

veranderte Expressionsprofile.

Haufigkeit von Pseudogenen
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Pseudogene sind ein hdufiges Phdnomen im humanen Genom. Beispielsweise sind auf
Chromosom 22 19% der mdglichen CDS durch Retrotransposition entstanden, von denen
82% prozessierte Pseudogene sind [296]. AuBerdem gibt es zu vielen Haushaltsgenen
Pseudogene, wie bei  Tubulin (3 Pseudogene [297]), oder bei Antikorpern [298]. Zu rRNA
Genen gibt es liber 100 verwandte Pseudogene [299].

4.3.3 Tumorantigene und Pseudogene

Auch bei anderen CT-Antigenen konnten Retrotranspositionsmechanismen identifiziert
werden. Die GAGE mRNAs 1-8 sind chromosomal hintereinander auf Xpll.2-11.4
lokalisiert. Wahrend GAGE-1 5 kodierende Exons besitzt, haben GAGE-7b und GAGE-8 nur
die korrelierenden Exons 1-3 und Exon 5. Im 4. Exon von GAGE-7b und GAGE-8 hat das
Retroposon L1 (=LINE) zur Inaktivierung des 4. GAGE-Exons gefiihrt Die CT-Antigen
Familie SSX besteht aus 9 Familienmitgliedern, die alle auf dem X-Chromosom lokalisiert
sind. Ferner existieren dazu 10 ebenfalls X-chromosomal kodierte Pseudogene [300]. Zu NY-
ESO-1 kann ein Pseudogen auf Chromosom 9 gefunden werden [219]. Auch die MAGE-A
Gene werden als retrotranspositional entstandene Gene diskutiert, da die kodierende Sequenz
aller MAGE-A Gene auf einem Exon liegt, wobei z.B. die MAGE-A1 mRNA auf drei Exons

im Genom lokalisiert ist.

Auch andere CTCL assoziierte Antigene konnten mit Pseudogenen in Bezug gebracht
werden. Neben dem UBE3A Gen konnte auf Chromosom 15ql1-13 auch Pseudogene
identifiziert werden [246, 301]

4.3.4 Expressionsanalyse und Immunogenitat

Die Immunogenitit der cTAGE-Familie konnte mittels eines sekundédren SEREX analysiert
werden. Wiahrend gegen ¢cTAGE-3 auch gegen Normalseren reagierten (1/10), waren alle
weiteren cTAGE-Proteine serologisch spezifisch. Vor allem ¢cTAGE-1 wurde von 30 % aller
getesteten CTCL Seren erkannt. Die Proteine von cTAGE-4, -5A und -5B wurden in
geringerem Mafle von Tumorseren erkannt. Die Expression dieser cTAGE-Antigene in
verschiedenen Neoplasien ergab ein heterogenes Expressionprofil. In jeder Entitit konnte ein
cTAGE Mitglied in hohem MalBle exprimiert gefunden werden (CTCL: ¢cTAGE-1 zu 46%,
Kolon Karzinome: cTAGE-5B zu 60%, Mamma Karzinome: cTAGE-4 zu 60%, Hals / Nasen
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/ Ohren Neoplasien: cTAGE-5B zu 50%, Melanome: ¢cTAGE-5A zu 25% und ovarielle
Tumore: cTAGESA zu 44%).

Um die Expression der cTAGE-Familie auf Protein-Ebene zu evaluieren, wurden zwei
Peptid-spezifische Antikorper hergestellt. Der cTAGE-1 spezifische Antikorper entsprach
dem durch das Epitope Mapping identifizierten Peptid und der ¢TAGE-5 spezifische
Antikorper wurde aus dem C-terminalen Ende synthetisiert. Dieser Epitop-spezifische
Antikorper erkennt cTAGE-5A, cTAGE-5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11, aber
nicht cTAGE-5B.

In der Proteinexpressionsanalyse fiir cTAGE-5A, cTAGE-5C / MGEA-6 und ¢cTAGE-5D /
MGEA-11 konnte kein abgeleitetes Proteine in gesunden Kontroll-Protein-Lysaten gfunden
werden, dafiir aber in Tumor-Protein-Proben. Comtesse und Mitarbeiter konnten fiir das
gesamte rekombinant hergestellte cTAGE-5C / MGEA-6 mit einem polyklonalen Antikdrper
ebenfalls ein tumorspezifisches Expressionsverhalten beobachten [193]. Diese und unsere
Analysen zeigen, dass alle cTAGE-5 Proteine (einschlieBlich cTAGE-5B) auf Proteinebene
tumorspezifisch exprimiert werden. Wihrend auf RT-PCR Ebene ausschlieBlich cTAGE-5A
tumorspezifisch ist, konnen auf Proteinebene auch cTAGE-5B, ¢cTAGE-5C / MGEA-6 und
cTAGE-5C / MGEA-11 als neue Cancer Testis Antigene bezeichnet werden. In der Literatur
kann man andere Beispiele fiir proteinspezifische CT-Antigene finden. SART-1 und SART-3
sind auf Northern-Blot Ebene in Normalgeweben exprimiert, wihrend die Proteine

tumorspezifisch sind [302, 303].

Die Immunogenitit der cTAGE Familie konnte mittels SEREX fiir cTAGE-1, ¢cTAGE-3,
cTAGE-4 und ¢cTAGE-5A und -5B in CTCL und Melanom-Patienten Seren beobachtet
werden. Serologisch tumorspezifisch wurden neben cTAGE-1, -4, -5A und -5B auch cTAGE-
5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11 in anderen Arbeiten beschrieben [176, 193].
Wihrend die serologische Analyse iiber cTAGE-5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11
von Comtesse und Mitarbeitern sich auf gut- und bdsartige Hirntumoren beschrinkte [193],
konnte hier die Immunogenitit von cTAGE-5 Proteinen bei soliden (Melanom und MF des

CTCL) und leukédmischen (SS des CTCL) Tumoren nachgewiesen werden.

Die Immunogenitdt der cTAGE-Proteine beschrénkt sich auf die humorale Immunantwort.
Um die Antigene in der Therapie einsetzen zu konnen, miisste der Beweis einer erfolgten

zelluldren Immunantwort angetreten werden. Dies wird in Kooperation mit Dr. Miiller-
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Berghaus (cTAGE-1) und Dr. Zheng Yang (cTAGE-5A) in den Laboren von Prof.
Schadendorf und von Dr. Eichmiiller bereits durchgefiihrt. Erste Bindungsstudien zeigen fiir
cTAGE-1 und ¢cTAGE-5A vielversprechende Daten. Dies bestitigt die Vermutung, dass
gegen ein kurzes Oligopeptid wie cTAGE-1 eine zellulire und humorale Immunantwort
stattfinden kann. Dies konnte auch in einem Experiment mit einem 13 Aminosduren langem

Peptid aus NY-ESO-1 bewiesen werden, das eine CD4 und CD8 Immunantwort induzieren

konnte [227].

Eine weitere Frage ist, warum gegen cTAGE-1 ein starke Immunantwort stattgefunden hat.
Einerseits kann dies daran liegen, dass gegen cTAGE-1 als nekrotisches Abfallprodukt bei
Tumorpatienten eine humorale Immunantwort ausgebildet wurde. Ein solches zufilliges
Ereignis ist jedoch bei 30% der getesteten Patienten nicht zu erwarten. Ferner zeigen die
Expressionsstudien, dass cTAGE-1 in vielen verschiedenen Tumoren zu finden ist. Daher ist
es cher denkbar, dass cTAGE-1 als membranstindiges Antigen erkannt wurde. Durch
Computeranalysen von cTAGE-1 konnte ein extrazelluldrer Loop identifiziert werden. Ferner
besteht die Mdglichkeit, dass MHC présentierte Antigene durch Antikdrper erkannt werden.
Dies wird dadurch unterstiitzt, dass das identifizierte cTAGE-1 Epitop auf eine MHC II
Bindungsvorhersage eines HLA-DR Molekiils iibereinstimmt. Dies konnte bedeuten, dass
cTAGE-1 HLA-DR-abhingig und membranstindig von Antikorpern erkannt wurde.
Vielleicht bewirkt gerade die Kombination der membranstindigen und der MHC II
priasentierten Erkennung eine derart starke Antikorper-Antwort. In einer anderen Arbeit
konnte ein Antikorper, spezifisch fiir MHC 1 prisentiertes MAGE-A1, generiert werden
[304]. Ferner konnte in einer ELISA-Analyse gezeigt werden, dass ein MHC présentiertes

Epitop auch von Antikorper aus Patienten-Seren erkannt werden [305].

Die membransténdige Lokalisation von cTAGE-5 Proteinen konnte durch Computeranalysen,
durch eigene und andere [193] immunhistologische Beobachtungen und durch Western-Blot
Analysen an isolierten Membran-Proteinen [193] bewiesen werden. Dadurch sind ¢cTAGE-1
und cTAGE-5 Proteine neben der tumorspezifischen Expression und moglichen, spezifischen
zelluldren Immuntherapien, auch fiir Antikdrpertherapien einsetzbar. So bilden die cTAGE
Proteine die ersten bekannten Strukturen iiberhaupt, die als Zielstruktur eine kombinierte

passive und aktive Tumorimmuntherapie ermdglichen.
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4.4 AbschlieBende Bewertung der Tumortargets fir das CTCL

Autoantigene (Klon se20-4 und Klon se37-2) kommen fiir keine weiteren Analysen in
Betracht. Weitere iiberexprimierte Antigene mit membranstindiger Funktion, die fiir eine
Antikorper basierende Therapie in Frage kommen, konnten fiir das CTCL nicht identifiziert
werden. In der Literatur sind von Bagot und Mitarbeitern iiber monoklonale Antikérper zwei
membranstindige Zielstrukturen gefunden worden (KIR140 und sc5), die beide auch auf
gesunden CD4-Zellen (NK Zellen beim KIR140 und aktivierte T-Zellen beim sc5) exprimiert
sind. Im Gegensatz zu sc5 und KIR140 ist MUC-1 bereits gut charakterisiert und hat die
Immunogenitit tiber CTL und reaktive Antikdrper bewiesen. In unseren Analysen konnte eine
Uberexpression von MUC-1 auch fiir Tumoren des CTCL bestitigt werden. Genauso ist die
Uberexpression des Proteins se33-1 als Kernprotein zu bewerten. Diese beiden Proteine
kommen als weitere antigene Strukturen in Betracht, wenn eine zelluldre Immunogenitét beim

CTCL bewiesen werden kann.

Onkogene-Proteine sind hiufig auch als immunogene Antigene beschrieben [38, 54]. Auch in
dieser Arbeit konnten Antigene (PAR-3ta) identifiziert werden, die signifikant in der
Funktion eingeschrinkt sind und so eine Schliisselrolle in der Zell-Signalkette nicht

wahrnehmen koénnen. Diese Proteine werden von Seren spezifisch erkannt.

Alle serologisch spezifischen Antigene, die per RT-PCR ubiquitér sind, stellen Autoantigene
mit tumorspezifischer Immunogenitidt dar (sel4-3, se20-4) und sind fiir Diagnose und
Monitoring des CTCLs weiter interessant. So finden sich in Seren Antikorper, die gegen
iiberexprimierte Antigene gerichtet sind, z.B. Carbonat Anhydrase XII [46, 52]. So sind
gerade bei lymphoproliferativen Erkrankungen hiufig iiberexprimierte Antigene gefunden
worden, wie das Galektin 9 [306], das bei Hodgkin-Lymphomen beobachtet wurde, oder
CML66, das bei einer chronisch myeloischen Leukémie kiirzlich als iiberexprimiertes
Antigen identifiziert werden konnte [307]. Auch fiir das CTCL konnte eine Reihe dieser

Antigene mit tumorspezifischer Immunogenitit gefunden werden [97, 98].

Mutationsantigene konnten fiir das CTCL nicht gefunden werden, was aber bei einer Suche
an einer Testis Bank eines gesunden Spenders nicht verwundert [97, 98]. Dagegen konnten
eine Reihe differentieller Splicing-Produkte gefunden werden. Differentielles, aber nicht
tumorspezifisches Splicing konnte bei den Antigenen sel4-3 / rack-7, se20-9 und se70-2

identifiziert werden. Bei diesen Antigenen unterscheidet sich das Expressionsmuster zu
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anderen Splicing-Varianten desselben Gens. Tumorspezifisch und daher als neue Zielstruktur

fiir eine Immuntherapie einsetzbar sind die Antigene der cTAGE-Familie.

Lymphomspezifische (Differenzierungs-)antigene

Auffallend bei der serologischen Erkennung des Proteins sel-1 ist die hdufige Reaktivitét in
lymphoproliferativen Geweben, wie bei Leukdmien und anderen Lymphomen [97, 98, 313].
Da das Protein nicht spezifisch ist, kann dieses Protein als allgemeiner Lymphom-spezifischer
Marker  angesehen  werden.  Dagegen  zeigen der Klon  se20-10  eine
differenzierungsspezifische Expression, d.h. se20-10 wird neben der serologisch spezifischen
Erkennung nur in lymphomspezifischen Zellen exprimiert. Dieses Antigen konnte durch eine
Alternativmethode einer differentiellen PCR an groflzelligen B-Zell Lymphomen bestéatigt
werden [280]. So konnten dieses Antigen bei Lymphomen nach Vorbild der

Differenzierungsantigene beim Melanom eingesetzt werden.

Als mogliche Vakzin — Zielstrukturen kommen nur spezifische Antigene, die in der
Expression strikt auf den Tumor beschrinkt sind, in Frage. Fiir das CTCL konnte neben

cTAGE-1 eine Reihe weiterer Antigene identifiziert werden:
e GAGE-3,4,-5,-6,-7b
e MAGE-A9
e cTAGE-1B

o CcTAGE-5A, cTAGE-5B, cTAGE-5C / MGEA-6 und cTAGE-5D / MGEA-11

Diese Antigene haben die Immunogenitét in CTCLs durch reaktive Antikorper bewiesen. Zur
Vervollstindigung miissten CTLs gegen die Antigene aus Blut von CTCL Patienten generiert

werden, um die zelluldre Immunantwort zu tiberpriifen.

4.5 CTCL: Proliferation einer CD4 T-Zelle

Der Antigen-T-Zell Rezeptor (TCR) Kontakt besitzt antiapoptotische Effekte iiber ein PI-3
Kinase und eine AKF Kinase, die Caspase 9 und BAD phosphorilieren. Damit wird die
proteolytische Aktivitit der Caspase 9 und die Bindung des BAD zu Bcl2 und anderen Bcl
Mitgliedern inhibiert und damit ein antiapoptotischer Effekt erzielt [308-310]. Maligne T-
Zellen besitzen durch die maligne Transformation eine schlechte Antigen-Bindung und

werden so normalerweise zur Apoptose induziert. Da die T-Zellen beim CTCL offensichtlich
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keine Apoptose durchfithren, muss eine starke, stindige Antigenstimulation vorhanden sein.
Gerade dies ist eine kontroverse Diskussion beim CTCL. Was ist das auslosende Antigen,
gegen das die CD4 T-Helfer Zelle gerichtet ist ? Wiirde man dieses identifizieren, kénnte man
die Stimulation zur Proliferation inhibieren. Edelson und Berger konnten das Wachstum von
malignen CD4+ T-Zellen nur bei Ko-Kultivierung unreifer Dendritscher Zellen (DCs)
beobachten. Die Autoren erkldren dies damit, dass nach Induktion von Apoptose der
malignen Zellen die unreifen DCs Antigene der malignen Zelle aufnehmen, présentieren und
somit die T-Zelle wiederum zur Proliferation gegen ein eigenes Antigen induzieren [124]. Es
konnte der Nachweis erbracht werden, dass CTCL eine Proliferation eines Klons in einem

Patienten ist, der gegen ein MHC II préisentiertes Antigen sensitiv ist [311].

SEREX Ergebnisse konnen als Mal} flir eine erfolgte humorale Immunantwort angesehen
werden. SEREX Arbeiten mit Seren oder Tumorgewebe maligner Zellen des Immunsystems
(CTCL [97, 98, 312], Leukédmie [184, 313-315]) zeigen immer weniger Ergebnisse (=
Tumorantigene) als bei der Suche nach Tumorantigenen anderer Neoplasien, beispielsweise
des Kolon-Karzinoms [28], von Lungen-Karzinomen [56], Nierenzell-Karzinomen [316] oder
Melanomen [24, 107, 317]. Es scheint eine insuffizientere Immunantwort gegen

immunrelevante Zellen stattzufinden.

Ferner wird die Chemoresistenz des CTCLs als fas mediierte Apoptosedefizienz beschrieben.
[318]. Da das CTCL eine Proliferation von Th2 Zellen ist [139, 319], ist nur eine geringe
Konzentration von IL2 zu beobachten. Fas mediierte Apoptose ist aber IL2 abhdngig. Ferner
konnte bei PBMC von CTCL Patienten eine starke Reduktion der fas-Rezeptoren gegeniiber
gesunden PBMC beobachtet werden. So diskutieren die Autoren, dass CTCL eine fas und
deshalb Apotose Defizienz aufweisen [318]. Eine andere Gruppe konnte dagegen eine
verstirkte Expression des fas-Liganden beobachten, was sie als Tumor-Immune Escape
Mechanismus werten [320], um tumorinfiltrierenden CD8+ T-Zellen zur Apoptose zu

induzieren. Dies alles sind mdgliche Proliferationsmechanismen des CTCLs.

4.6 Integrierte Immunantwort

Immuntherapien versuchen iiber spezifischer Antigene die Immunantwort gegen den Tumor
zu stirken. Es konnte gezeigt werden, dass neben der MHC Klasse II-Prédsentation exogener -
(bakterieller -) und endogener -  (viraler- Tumorantigene) Proteine von

Antigenprésentierenden Zellen (APC) eine MHC Klasse I-Pridsentation derselben Proteine
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iiber eine ,,cross-presentation” stattfindet. Dieses Cross-Priming einer APC mediiert iiber
CD4 Lymphozyten eine humorale und iiber CDS8 eine zelluldre Immunantwort, was fiir virale

Proteine [321] und Tumorantigene [322] / Selbst Antigene [323] beschrieben werden konnte.

Bislang stimulieren viele Immuntherapien nur eine zellulire CD8 Immunantwort, wobei
bislang keine befriedigenden Resultate beobachtet werden konnten [324]. Eine effektive
CTL-Immunantwort von Tumorantigenen bendtigt die Mithilfe von CD4+ T Helferzellen
[325], so werden in aktuellen Arbeiten eine erfolgreiche Immunantwort immer im
Zusammenhang mit einer CD4 Ty Antwort diskutiert [326, 327]. Da aber gerade das CTCL
eine Neoplasie von CD4+ Zellen des Immunsystems ist, konnte die Induktion einer CD8+T-
Zell Antwort beeintrdchtigt sein. Th1l Zellen initiieren eine zelluldre Immunantwort und Th2
Zellen eine humorale Immunantwort. Es wird diskutiert, dass allein die Th1 Antwort fiir eine
effektive Tumor-Immunantwort verantwortlich ist und weniger eine Th2 Antwort [328].
Andere Arbeiten konnten dagegen eine Tumor-Regression signifikant mit einer humoralen

Immunantwort korrelieren, z.B. bei der CML gegen das Protein CML28 [329].

Die Immunogenitit sehr vieler Antigene ist iiber CTL-Antworten definiert worden (Review in
[330]). Die Tatsache jedoch, dass Antigene durch CTLs gefunden und durch SEREX bestétigt
wurden, weist darauf hin, dass oft eine humorale und zellulire Immunantwort parallel
stattfinden. NY-ESO-1 wird als eines der interessantesten CT-Antigen diskutiert, da MHC I
und MHC II identifizierte Epitope aus NY-ESO-1 die integrale Immunantwort beweisen. Nur
fiir wenige Tumorantigene (NY-ESO-1, MAGE-A3 und einige Melanom Differenzierungs-
Antigene) sind bislang MHC I und MHC II Epitope bekannt, die eine integrierte

Immunantwort beweisen (Review in [324]).

Eine komplexe Immunantwort ist fiir NY-ESO-1 in Form einer parallelen humoralen und
zelluldren Immunantwort gezeigt worden [122, 228]. AuBBerdem konnte in einem Patienten
nach einer NY-ESO-1 Peptide-Vakzinierung eine zelluldre und eine humorale Immunantwort
nachgewiesen werden [331]. Die erfolgte humorale Immunantwort wird durch eine generelle
Aktivierung des Immunsystems durch Induktion einer CTL-Antwort erklart. Tumorzell-
Lysate werden zur stirkeren Aktivierung des Immunsystems wieder durch Antigen

préasentierende Zellen aufgenommen und so MHC I und MHC II prisentiert.

Obwohl CTL Immunantworten auch in B-Zell defizienten M#iusen nachgewiesen werden

konnten [332], wird diskutiert, dass eine starke Immunantwort eine integrierte humorale und
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zelluldre Immunantwort darstellt [327, 333]. Diese Beobachtung wird durch integrierte
Immunantworten in Form von Antikdrper- und CTL-Nachweis gegen eine Vielzahl
verschiedener Antigene bestdtigt. Gegen das humane polymorphe epitheliale Mucin-1
(MUCT) [334], gegen das Onkogen p53, gegen das CT-Antigen MAGE-A1 /-A3 oder gegen
die iiberexprimierte tyrosinase kinase c-erbB2 / Her2 [67, 335] konnten integrierte
Immunantworten beschrieben werden. Es wird diskutiert, dass parallele Immunantworten fiir
eine effektivere Immunantwort gemeinsam verantwortlich sind [336]. Ebenfalls werden die
z.T. schlechten klinischen Remissionen auf MHCI-Peptid basierenden Tumor-Therapien zur
Induktion der zellulire Immunantwort auf eine fehlende Induktion der humoralen

Immunantwort zurtickgefiihrt [305, 324].

Serologische Analysen werden mittlerweile als niitzliche Methode fiir Immun-Monitoring bei
Tumortherapien angesehen [122]. Dariiberhinaus ist das Messen der humoralen
Immunantwort ein einfacher Weg, um die immunologische Relevanz mdglicher
Zielstrukturen einer Immuntherapie zu bestimmen. Im Gegensatz dazu ist das Messen
zelluldrer Immunantworten iiber Real-Time Cytokin-PCRs, Tetramer Technologie, Cytokin-

ELISA, ELISPOT oder das Generieren von CTLs aufwendig und zeitraubend [337].
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4.7 Zusammenfassung

Immuntherapien stellen basierend auf gut charakterisierten, tumorspezifischen Antigenen ein
vielversprechendes Konzept in der Tumor-Therapie dar. Wihrend fiir viele Neoplasien
Tumorantigene bekannt sind, wurden fiir das kutane T-Zell Lymphom (CTCL) bislang nur
sehr wenige tumorassoziierte Antigene identifiziert. In dieser Arbeit konnten eine Reihe von
CTCL-spezifischen Antigenen gefunden und genauer charakterisiert werden: Ein mogliches
Onkogen (PAR-3ta), Splicing-Varianten als Antigene (se70-2, cTAGE-1/2, cTAGE-5), ein
putativ  Virus-induziertes Antigen (se57-1), sowie lymphozytenspezifische
Differenzierungsantigene (se20-10). Die meisten dieser Tumorantigene koénnen fiir

diagnostische Zwecke oder zum Immun-Monitoring eingesetzt werden.

Dariiberhinaus konnten auch Tumorantigene, die fiir eine CTCL-Immuntherapie in Frage
kommen, identifiziert werden. cTAGE-1 (46 % CTCL Expression), cTAGE-1B (31%) und
cTAGE-5A (44%) sind auf Grund ihres Expressionsmusters neue Cancer-Testis Antigene.
Dies konnte fiir cTAGE-5 auf Proteinebene bestitigt werden. Einige wenige der bekannten
spezifischen Tumorantigene konnten auch im CTCL nachgewiesen werden: MAGE-A9 (21
%), die GAGE 3-7b Gruppe (46 %) und MUC-1 (44 %) Die Immunogenitét konnte durch den
Nachweis von reaktiven Antikorpern in Seren von CTCL-Patienten bestétigt werden. Gegen
rekombinantes MAGE-A9 reagierten 22 % der getesteten Seren; gegen GAGE 16 % und
gegen cTAGE-5A 15 %.

Neben der Identifizierung neuer Antigene, konnte in dieser Arbeit eine neue Cancer-Testis
Antigenfamilie beschrieben werden. Die Multigenfamilie ist durch Retrotransposition eines
aktiven Gens (cTAGE-5) entstanden, wobei transkribierte (¢cTAGE-1, -1B, -1C, -2, -2s, -3
und -4) und nicht transkribierte Pseudogene (91, 92, ¢3, ¢5, ¢6 und ¢7) unterschieden
werden miissen. Fir cTAGE-1, cTAGE-1B und cTAGE-5A konnte tumorspezifisches
Splicing aus den Chromosomen 18pl11.2 und Chromosom 14 gefunden werden. Andere
cTAGE mRNAs zeigen eine differierende Expression. cTAGE mRNAs sind nicht auf eine

Tumorentitdt beschriankt, sondern kénnen hiufig in andern Tumoren gefunden werden.

Mit cTAGE-1, cTAGE-5, MAGE-A9 und GAGE 3-7b sind die ersten spezifischen Antigene

identifiziert worden, die fiir mogliche Immuntherapien des CTCLs in Betracht kommen.
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Anlage 5: Peptid Alignment der cTAGE-Familie

CcTAGE-3 besitzt zwei mogliche ORFs, von dem der erste fir dieses Alignment benutzt
wurde. cTAGE-1 besitzt eine andere Protein Sequenz und taucht deshalb nicht in der
Graphik auf. Die hellgrauen Boxen reprasentieren 4-5 identische Aminosauren, wahrend die
dunkelgrauen Boxen 6 und 7 identische Aminosauren reprasentieren.
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